T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BIRIMI

KOPEKLERDE BABESIOSIS, HEPATOZOONOSIS,
ANAPLASMOSIS, EHRLICHIOSIS, NEOSPOROSIS VE
TOXOPLASMOSIS’IN REAL TIME PCR ILE ARASTIRILMASI

Proje No: TSA-11-3439

Proje Tiirii
Normal Arastirma Projesi (NAP)

SONUC RAPORU

Proje Yiiruticisi:
Prof. Dr. Abdullah INCI
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Dog. Dr. Alparslan YILDIRIM
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Yrd. Dog. Dr. Onder DUZLU
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Ogr.Gér. Zuhal ONDER
ERU Veteriner Fakiiltesi/ Parazitoloji ABD

Nisan 2013
KAYSERI







TESEKKUR

Aragstiricilar, bu calismaya TSA-11-3439 kod numarali proje ile maddi destek saglayan
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne, ayrica kullanilan materyalin
temini acisindan “Kayseri ve Yoresi Kopeklerinde Filaria Enfeksiyonlarinin ELISA ve
Membran Filtrasyon Asit Fosfstaz Histo Kimyasal Boyama Yontemleri ile Arastirilmasi™
baslikli ve VA-05-04 kodlu, “Kayseri ve Civarinda Kopeklerde Leishmaniosis'in Nested-
PCR ile Molekiiler Biyolojik Tanis1” baslikli ve 1040302 kodlu arastirma projeleryle destek
saglayan ERU Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi ve TUBITAK’a tesekkiir ederler.
Ayrica arastiricilar ¢alismada kullanilan referens izolatlart gonderen Zooprofilattico
Sperimentale della Sicilia Enstitiisii/ Palermo, Italya’da Dr. Alessandra Torina’ya; Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalindan Yrd. Dog. Dr.
Nuran Selek AYSUL a; Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalindan
Prof. Dr. Miinir AKTAS’a ve Tiirkiye Halk Saghg Kurumu’ndan Dr. Cahit BABUR’e

desteklerinden dolay1 tesekkiir ederler.



KOPEKLERDE BABESIOSIS, HEPATOZOONOSIS, ANAPLASMOSIS,
EHRLICHIOSIS, NEOSPOROSIS VE TOXOPLASMOSIS’IN REAL TIME PCR ILE
ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢aligma, daha once yliriitilmiis projeler kapsaminda Kayseri’nin gesitli bolgelerindeki
kopeklerden toplanmis toplam 400 adet EDTA'li kan 6rneginde vector-borne (Babesia canis
vogeli, B. canis canis, B. canis rossi, B. gibsoni, Hepatozoon canis, Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum) ve food-borne (Neospora caninum, Toxoplasma gondii)
protozoon tiirlerinin arastirilmasi amaciyla planlanmistir. Kan 6rneklerinden genomik DNA
izolasyonunu takiben, elde edilen genomik DNA’larin spektrofotometrik dl¢iimleri yapilmis
ve Real Time PCR (qPCR) igin uygun konsantrasyonlar hazirlanmistir. B. canis vogeli ve B.
canis canis i¢in hsp70, B. canis rossi ve H. canis i¢in 18S rRNA, B. gibsoni i¢in TRAP, E.
canis i¢in 16S rRNA, N. caninum i¢in NC5, T. gondii RE ve A. phagocytophilum igin msp2
gen bolgelerini hedef alan spesifik primer ve problar kullanilarak 6rneklerin qPCR analizleri
gergeklestirilmistir. qQPCR sonuglaria gore E. canis %14,5 ile en yaygin tiir belirlenmis olup
bunu sirasiyla %12,0, %9,0, %7,8, %5,3, %3,8 ve %2,3 ile B. canis canis, B. gibsoni, A.
phagocytophilum, H. canis, N. caninum ve B. canis vogeli takip etmistir. Incelenen drneklerde
B. canis rossi ve T. gondii’ye rastlanmamuistir. Pozitif belirlenen 6rneklerin 197’si (%90,4) tek
tiirle enfekte bulunurken, 21°i (%9,6) iki tiirle miks enfekte saptanmistir. Iki tiirle miks
enfeksiyonlarda; B. gibsoni + B. canis canis 12 6rnekte, H. canis + B. canis canis 4 6rnekte,
A. phagocytophilum + H. canis 3 ornekte; E. canis + B. gibsoni ise 2 6rnekte saptanmistir.
Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen B. canis canis i¢in 3, B. canis vogeli i¢in 2, B.
gibsoni i¢in de 3 izolatin 18S rRNA geni yoniinden sekans analizleri gerceklestirilmistir. B.
canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni izolatlarinin pairwise kiyaslamalarina gore kendi
aralarinda ve diinyadan alignmenta dahil edilen ayni tiirden diger izolatlarla aralarinda
sirasiyla ortalama %1,440,2, %0,3+0,2 ve %0,9+0,3 farklilik saptanmistir. E. canis igin 16S
rRNA gen bolgesi yoniinden sekans analizi yapilan {i¢ izolatin pairwise kiyaslamalarina gore
kendi aralarinda %100 identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla
aralarinda ise ortalama %0,1 oraninda farklilik bulundugu, A. phagocytophilum i¢in ankA gen
bolgesi yoniinden sekans analizi yapilan ii¢ izolatin pairwise kiyaslamalarina gore kendi
aralarinda %99,8+0,2 identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla
aralarinda ise ortalama %0,9+0,3 farklilik oldugu ve H. canis i¢in 18S rRNA geni yoniinden

sekans analizi yapilan iki izolatin ise pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %2100



identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise ortalama

%0,2+0,1 farklilik bulundugu tespit edilmistir.

Sonug olarak bu calisma ile Kayseri yoresinde kopeklerde goriilen vector-borne ve food-
borne protozoon enfeksiyonlarmin molekiiler prevalanslar1 ortaya konmustur. Ayrica
enfeksiyona yol acgan tilirlerin c¢esitli gen bolgeleri analiz edilerek molekiiler

karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Kopek, babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis,

neosporosis, toxoplasmosis, Real Time PCR



INVESTIGATION OF BABESIOSIS, HEPATOZOONOSIS, ANAPLASMOSIS,
EHRLICHIOSIS, NEOSPOROSIS AND TOXOPLASMOSIS IN DOGS BY REAL
TIME PCR

ABSTRACT

This study was designed to investigate vector-borne (Babesia canis vogeli, B. canis canis, B.
canis rossi, B. gibsoni, Hepatozoon canis, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum) and
food-borne (Neospora caninum, Toxoplasma gondii) protozoan species in total of 400 dog
blood samples with EDTA which were collected from the dogs in different parts of Kayseri
region as part of the previously performed projects. Following the isolation of genomic DNA
from the blood samples, spectrophotometric measurements of the obtained genomic DNAs
were performed and appropriate concentrations were prepared for Real Time PCR (qPCR).
gPCR analyses of the samples were conducted using the specific primers and probes that
target the gene regions hsp70 for B. canis vogeli and B. canis canis, 18S rRNA for B. canis
rossi and H. canis, TRAP for B. gibsoni, 16S rRNA for E. canis, NC5 for N. caninum, RE for
T. gondii, and msp2 for A. phagocytophilum. According to the results of gPCR, E. canis was
detected as the most prevalent species with 14.5%, and B. canis canis, B. gibsoni, A.
phagocytophilum, H. canis, N. caninum and B. canis vogeli followed this with 12.0%, 9.0%,
7.8%, 5.3%, 3.8% and 2.3%, respectively. B. canis rossi and T. gondii were not detected in
the examined samples. Of the positive samples, 197 (90.4%) were found infected with a
single species, and 21 (9.6%) were determined infected with two species. In the mix
infections with two species; B. gibsoni + B. canis canis in 12 samples, H. canis + B. canis
canis in 4 samples, A. phagocytophilum + H. canis in 3 samples, and E. canis + B. gibsoni in
2 samples were determined. Sequence analyses of 3 isolates for B. canis canis, 2 for B. canis
vogeli, and 3 for B. gibsoni which were found as positive in Real Time PCR assays were
performed with respect 18S rRNA gene region. According to the pairwise comparisons of B.
canis canis, B. canis vogeli and B. gibsoni, average 1.4+0.2%, 0.3+0.2%, and 0.9+0.3%
genetic distance were detected with each other, and with other isolates from same species in
the world, respectively. According to the pairwise comparisons, it was detected that 100%
identity between each other and average 0.1% genetic difference with the other isolates from
the world for 3 isolates for E. canis with respect to 16S rRNA gene region; 99.8+0.2%
identity between each other and average 0.9+0.3% genetic difference with the other isolates

from the world for 3 isolates for A. phagocytophilum with respect to ankA gene region; and



100% identity between each other and average 0.2+0.1 % genetic difference with the other
isolates from the world for 2 isolates for H. canis with respect to 18S rRNA gene region.

In conclusion, the molecular prevalence of vector-borne and food-borne protozoan infections
in dogs in Kayseri region was exhibited in this study. In addition, the molecular
characterizations of the species which cause the infections were performed analyzing the

various gene regions.

Key Words: Dog, babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis, neosporosis,

toxoplasmosis, Real Time PCR
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1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Kopeklerde; kenelerle bulasan (tick-borne) Babesia, Hepatozoon, Anaplasma, Ehrlichia
soylarinda patojen ¢esitli tiir, alt tiir ya da genotiplerinin olusturdugu enfeksiyonlarin yaninda
Neospora caninum ve Toxoplasma gondii gibi vertikal yol ve/veya karnivorizmle (food-
borne) bulasan infeksiyonlar da goriilmektedir. Bunlardan babesiosis, hepatozoonosis,
anaplasmosis ve ehrlichiosis’de klinik tablo, siddetli seyreder ve tedavi edilmeyen vakalarda
genellikle 6liim goriilken. Buna karsilik neosporosis ve toxoplasmosis ise genellikle subklinik
veya latent seyir gosterir ve Oliim nadiren goriiliir. Bu patojenlerden bazilari (Anaplasma
phagocytophilum, Toxoplasma gondii) ayni zamanda zoonotik karakterde olup halk sagligi

acisindan da onemlidirler.

Tiirkiye’de kopeklerde babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis, neosporosis ve
toxoplasmosis’in varligi, etiyolojisi ve molekiiler epidemiyolojileri ile ilgili hentiiz yeteri bilgi
bulunmamaktadir. Tiirkiye’nin hayvancilik profili son yillarda degisiklik gostermis ve pet
hayvan sayisinda &nemli bir artis olmustur. Insana en yakin ¢iftlik ve ayn1 zamanda bir pet
hayvani olan kopeklerde vektor-borne ve food-borne patojenlerin varligi ve yaygliklarinin
bilinmesi ve buna gore gerekli tedavi, kontrol ve korunma tedbirlerinin almip
uygulanabilmesi i¢in s6z konusu etkenlerin molekiiler epizootiolojilerinin ortaya konmasi

gerekmektedir.

Bu calismada, Kayseri yoresinde sahipli ve sokak kopeklerinden daha once temin edilmis ve
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali cryobankinda (-80 °C)
muhafaza edilen toplam 400 adet kan 6rnegi; Babesia canis canis, Babesia canis vogeli,
Babesia canis rossi, B. gibsoni, Hepatozoon canis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia
canis, Neospora caninum ve Toxoplasma gondii’nin varligi yoniinden Real Time PCR
yontemi ile molekiiler olarak incelenmistir. Bulunan pozitif drneklerin ¢esitli ribozomal ve
niikleer gen bolgelerinin sekans analizleri ile GenBank kayitlar1 ve molekiiler filogenetik

analizleri yapilmstir.
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2. GENEL BILGILER

Vektor-borne patojenler, tiim diinyada yaygin olarak bulunmakta olup evcil ve yabani
hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlar olusturarak o6liim ve verim kaybina neden
olmaktadirlar (1). Bunlardan babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis kdpek
enfeksiyozleri igerisinde onemli bir yere sahiptir (2). Diger yandan uluslararasi turizm ve
seyahat aktivitelerinin diinya capinda artmasi ve yayginlagsmasi “’emerging infectious
diseases’’ olarak ifade edilen ve kdpeklerde vector-borne kaynakli infeksiyonlar {izerindeki
ilgiyi artirmistir. Buna bagli olarak, son yillarda kopeklerde bu hastaliklarin molekiiler
epizootiolojileri ile ilgili 6nemli bilgilerin elde edildigi ve bir ¢ok yeni etkenin tanimlandigi

goriilmektedir (3, 4, 5).

2.1. BABESIOSIS

Kopek babesiosis‘i, nabiz artisi, depresyon, solunum gii¢liigii, ates, anemi, hemoglobinuri,
trombositopeni, sarilik ve organlarda fonksiyon bozukluklar: ile karakterize dnemli bir tick-
borne enfeksiyondur (2, 4, 6). Klasik anlamda Babesia tiirlerinin ayrimi, eritrositik
formlarinin morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak yapilir ve 3-5 um arasindakiler biiyiik, 1,5-
2,5 um arasinda olanlar ise kiiciik tiirler olarak siniflandirilir (4, 7). Buna gore kopeklerdeki
parazitler, biiyiik Babesia tiirlerini iceren Babesia canis grubu (B. canis canis, B. canis rossi,
B. canis vogeli) ve kiiciikk Babesia tiirlerini iceren Babesia gibsoni grubu (B. gibsoni, B.
conradae) olmak tiizere ikiye ayrilir (4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14). Bu tiirlerin cografik
dagilimi, antijenik Ozellikleri, vektor kene spesifitesi ve molekiiler filogenik 6zelliklerinde
farkliliklar goriilmektedir. Biiytik tiirler, ¢ogunlukla Giiney Afrika’nin da i¢inde yer aldigi
genis bir cografyada goriiliirken, kiiciik tiirler, Giiney Asya, Kuzey Afrika, Ispanya ve
ABD’de goriilmektedir (9, 10, 11, 12). Ilk defa Hindistan’da tanimlanan ve Asya igin
endemik bir tiir olarak kabul edilen B. gibsoni’ye, son yillarda Avrupa, Ortadogu, Afrika,
Avustralya ve Kuzey Amerika’da da sporadik vakalar seklinde rastlanmaktadir (2, 12, 15). Bu
bolgelerde sporadik B. gibsoni vakalarinin goriilmesi, insanlarin beraberinde pet hayvanlari
ile seyahat etmeleri ile iligkilendirilmistir (2). B. gibsoni, Rhipicephalus sanguineus ve
Haemaphysalis spp. ile nakledilmektedir (2). B. gibsoni’ye gore daha genis bir alana yayilmis
olan B. canis canis, iliman iklim kusaginda yer alan tilkelerde (16, 17, 18), B. canis rossi
Giliney Afrika’da (19), kozmopolit bir tiir olan B. canis vogeli ise Rhipicephalus

sanguineus’un bulundugu bolgelerde goriilmektedir (20). Biiyiikk tiirler, Dermacentor
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reticulatus, R. sanguineus ve Haemaphysalis leachi ile nakledilirler (2). Son yillarda
kopeklerde B. canis ve B. gibsoni disinda, klinik infeksiyonlara yol agan biiyiik ve kiigiik
yapida yeni tiirler tarif edilmistir. Kuzey Carolina’da, morfolojik yapr itibari ile B. canis’e,
genetik olarak B. caballi ve B. bigemina’ya benzeyen ve Babesia sp. Coco olarak
isimlendirilen yeni bir tiir, yada genotipin varligi rapor edilmistir (14). Yine Giiney
Kalifornia’da morfolojik olarak B. gibsoni’ye benzeyen, ancak genetik olarak B. gibsoni’den
farkli ve B. gibsoni’ye gore daha patojen olan ve heniiz isimlendirilmemis yeni kii¢iik
piroplasmik parazitin varlig1 ortaya konmustur (4). Filogenetik olarak B. microti’ye benzeyen
ve Theileria annae olarak adlandirilan bu parazitin, Kuzey Amerika ile birlikte Ispanya,
Portekiz gibi baz1 Avrupa lilkelerinde de yaygin olarak bulundugu rapor edilmistir (17, 21,
22).

Kopeklerde babesiosis’e yol acan bu tiirlerin gerek patojenitelerinin ve gerekse anti-babesial
ilaglara kars1 verilen cevaplarinin farkli olmasindan dolayi, herhangi bir {ilke yada bolgede
enfeksiyona neden olan piroplasmik parazitin molekiiler karekterizasyonunun bilinmesi,
hastaliga kars1 alinacak korunma, kontrol ve 6zellikle tedavi stratejilerinin ortaya konmasi

icin 6nemlidir (23, 24).

2.2. HEPATOZOONOSIS

Hepatozoon tiirlerine memeliler, siiriingenler ve kuslarda rastlanmaktadir. Bu soya bagl
300’den fazla tiir tantmlanmustir. Bu tiirlerden 46’sinin memelilerde, 120’sinin siirlingenlerde
parazitlendigi bilinmektedir. Bunlardan Hepatozoon americanum ve H. canis’in kopeklerde
klinik enfeksiyonlar olusturmast oOnemlidir (25, 26, 27). Klinik olarak kopek
hepatozooniosisinde diizensiz ya da devam eden ates, mukopurulent gézyas1 akintisi, yiirtiyiis
bozuklugu, siddetli kas agrisi, viicutta katilik, kilo kaybi, anemi, uyusukluk ve paraliz goriiliir
(26, 27). Bulasma, kopeklerin Hepatozoon ookistlerini tasiyan keneleri yemeleri ile
gerceklesir. Biyolojik dongiide gametogoni ve sporogoni sathasi kenelerin sindirim
sisteminde, aseksiiel satha (merogoni) kopeklerin i¢ organ endotel hiicreleri, karaciger
parankim hiicreleri ve iskelet kasi1 hiicrelerinde gergeklesir (25, 28, 29). H. americanum’un
vektoric Amblyomma maculatum’dur. H. canis igin primer vektér R. sanguineus olmakla
birlikte diger ixodid kenelerin de vektor olabilecegi bildirilmistir (30, 31). H. canis igin
kopekler, vektor kene R. sanguineus’un her ii¢ gelisme (larva, nimf, erigkin) donemini

tercihen kopeklerden kan emerek tamamlamasindan dolay1r en uygun rezervuar konak olarak


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=haemaphysalis%20leachi&source=web&cd=6&cad=rja&sqi=2&ved=0CFIQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.rightdiagnosis.com%2Fmedical%2Fhaemaphysalis_leachi.htm&ei=8OVvUYKtB4Tssgae-4HwBA&usg=AFQjCNGyUbJuDN3WJMcMLQxvRt3RjCYWgg&bvm=bv.45368065,d.Yms
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kabul edilmektedir (32). H. canis Giiney Avrupa, Asya, Orta Dogu ve Giliney Amerika basta
olmak tizere genis bir cografyada goriiliirken, H. americanum’a sadece Kuzey Amerika’da
rastlanmistir (27, 33). Daha 6nceleri Kuzey Amerika’da bulunmadigi kabul edilen H. canis,
son yapilan bir arastirmada 30 kopekte tespit edilmistir. Bu kopeklerin ayni zamanda H.

americanum ile de enfekte olduklari bildirilmistir (34, 35).

2.3. ANAPLASMOSIS VE EHRLICHIOSIS

Keneler ile nakledilen riketsial patojenler, diinyanin biitiin kitalarinda goriiliir ve memeli
hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlara yol agarlar (36). Kopeklerde bu dizi i¢inde yer
alan Anaplasma soyuna bagli A. phagocytophilum ve A. platys, Ehrlichia soyuna bagl ise
Ehrlichia canis, E. chaffaensis ve E. ewingii tiirleri bulunmaktadir (37, 38). Anaplasma ve
Ehrlichia tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarda trombositopeni, yiiksek ates, depresyon,
kilo kaybi, solunum giicliigii, letarji, kusma, yiirimede isteksizlik, lenfadenopati ve
splenomegali en sik rastlanan klinik bulgulardir. Enfeksiyon, konagm immun sisteminin
durumu, organizmanin tiirii ve susuna bagli olarak akut, subklinik veya kronik bir seyir
gosterir (39, 40). E. canis ve E. chaffaensis mononiikleer, A. phagocytophilum ve E. ewingii
graniilositik 16kositleri, A. platys ise trombositleri enfekte eder (39). Anaplasma ve Ehrlichia
tirlerinin cografik yayginligini, vektor kenelerin dagilimi belirler. Diinyanin hemen her
bolgesinde yaygin olarak bulunan ve kdpeklerde yiliksek morbidite ve mortalite ile seyreden
enfeksiyonlara neden olan E. canis, tabii sartlarda R. sanguineus ile nakledilmektedir. Ancak
bu parazit, baz1 Dermacentor tiirleri ile de deneysel olarak nakledilebilmistir (39, 41, 42).
Sadece ABD’de tespit edilen ve ayn1 zamanda zoonotik karaktere sahip E. chaffaensis ile E.
ewingii, A. americanum ile nakledilmektedir (39). Anaplasmosis’e yol agan tiirler gesitli
arthropod tiirleri ile nakledilirler (43). Sigir koyun, kegi, at gibi evcil hayvanlarda da yaygin
goriilen ve zoonotik karakterli olan A. phagocytophilum, Ixodes tiirleri ile nakledilir (44, 45).
Kopeklerde A. phagocytophilum enfeksiyonlarinin dagilimimin insan vakalarmin cografik

dagilimi ile parelellik gosterdigi ileri siirtilmiistiir (46).
2.4. NEOSPOROSIS

Ik defa 1984 yilinda ensefalit ve miyozitli kdpeklerde teshis edilen Neospora caninum,
dokularda kist olusturan protozoonlardan birisidir. Heteroksen gelisme gosterir. Parazitin
bilinen kesin konaklar1 kopek ve cakallar; ara konaklari ise sigir, koyun, kegi, at ve

geyiklerdir. Kopekler ayni zamanda ara konak odevi de gorebilmektedir. N. caninum’un
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yasam dongiisiinde takizoit, bradizoit ve sporozoit olmak lizere ii¢ enfektif satha vardir.
Bulagma oral (horizontal) veya vertikal (transplasental) yolla olur. N. caninum, Toxoplasma
gondii ile c¢ok benzerlik gosteren bir parazittir. Morfolojik olarak birbirlerinden ayirt
edilemezler. Ancak genetik ve antijenik yapilar1 farklidir (47, 48, 49). N. caninum bir¢ok
hiicre tipini enfekte eder. Ancak enfeksiyonun erken doneminde ozellikle mononiikleer
fagositik sistem hiicrelerine yerlesir. Takizoit formu, parazitofor vakuol i¢inde endodyogeni
yoluyla hizl1 bir bi¢imde ikiye boliinerek ¢cogalir, enfekte hiicrenin parcalanmasi ile takizoitler
yeni hiicrelere girerler. Bu sirada takizoitler, daha yavas boliinme 6zelligine sahip olan
bradizoit formuna doniisiirler. Daha sonra parazitofor vakuoliin duvar1 kalinlasmaya baglar ve
sonunda inaktif bradizoitleri i¢eren bir kist duvari sekillenir. Sinir ve kas dokularinda bulunan
bu kistler kdpekler i¢in enfektiftir. Doku kistlerinin duvar kalinligi toksoplazmozda 1 pm’den
az, Neosporosis’te 4 pum kadardir. Bradizoitler bazi hallerde tekrar takizoit formuna
doniisebilirler N. caninum, konaklarinda abortusa neden olur. Gebe bir hayvanin enfekte
olmasi neticesinde fotal abortus sekillenebilecegi gibi klinik olarak saglikli ancak latent

enfekte hayvanlar da dogabilir (48, 49, 50, 51).

2.5. TOXOPLASMOSIS

Toxoplasma gondii; Apicomplexa ana¢ boliimiinde yer alan zorunlu hiicre i¢i bir protozoon
parazittir. Parazitin seksiiel ve asekstiel olmak iizere iki evreli hayat siklusu vardir. Sekstiel
gelisme, kesin konak kedilerin barsak epitel hiicrelerinde meydana gelir. Bu evrenin sonunda
10-12 pm c¢apindaki ookistler digki ile tabiata atilirlar. Bunlar enfektif olmayan,
olgunlagsmamis ookistlerdir. Ookistler tabiatta sporulasyon sathasini tamamladiktan sonra ara
konaklar (kedi dahil tim memeliler ve kanatlilar) ve kesin konak igin enfektif olurlar. T.
gondii’nin seksiiel evresi konaga spesifiktir. Parazitin kedigillerden baska bilinen kesin
kona@ yoktur. Ara konak spektrumu ise ¢ok genistir. Insan dahil bir cok omurgali arakonak
vazifesi goriir. T. gondii’nin takizoit, bradizoit ve sporozoit olmak tizere 3 enfektif formu
vardir (52). Toxoplasmosis’in ara konaklara bulasmasi; doku kisti i¢geren hayvan etlerinin ¢ig
veya az pismis olarak tiiketilmesiyle; enfekte kedilerin digkisi ile atilan ve tabiatta sporlanan
ookistlerin bulastig1 yiyecek ve iceceklerin agiz yoluyla alinmasiyla; parazitemi doneminde
tiim viicut salgilari, kan ve doku nakilleri ile ve gebelik doneminde sekillenen akut enfeksiyon
durumunda fetusa plasenta aracilifi ile olmaktadir (52, 53). Ara konakda bagirsak epitel

hiicrelerinin enfekte olmasindan sonra, sporozoit veya bradizoitler, takizoitlere doniiserek,
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hiicre i¢i parazitofor vakuol i¢inde endodyogeni yoluyla hizli bir sekilde ¢cogalirlar. Enfekte
hiicre takizoitlerle tamamen doldugu zaman, plazma membrani pargalanir ve takizoitler
ekstraselliiler ortama yayilir. Serbest takizoitler hemen hemen karsilastiklar: biitiin ¢ekirdekli
hiicreleri enfekte edebilir ve hiicre i¢i cogalma devam ederler. Takizoitlerin hiicreleri invaze
etmeleri sonucunda doku hasar1 sekillenir. Takizoit iremesi immiin kompetan hayvanlarda
immiin sistem tarafindan kontrol edilir. Parazitik uyarimin ardindan immiin cevabin
olusmasiyla, takizoitlerin aktivitesi azalir ve membranla kaplanmis kistler i¢inde bradizoit
formunda toplanirlar. Immiinitenin gelismesinden sonra takizoit formu konak dokularindan
temizlenir ve esasen parazitin uyusuk veya zararsiz formu olarak adlandirilan bradizoitler
yavag bir bicimde ¢ogalmaya baslarlar. Kistler i¢inde yasayan bradizoitler, konagin immiin
sisteminden kist duvari1 sayesinde korunurlar. Boylece, pasif halde konak¢i viicudunda

yillarca canli kalabilir. Bradizoitler hem ara konak hem de son konaklar i¢in enfektiftir.

2.6. KOPEKLERDE KENELERLE BULASAN (TICK-BORNE) VE GIDAYLA
BULASAN (FOOD-BORNE) PROTOZOON ENFEKSIYONLARININ TESHISI

Babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis gibi keneler ile nakledilen
hastaliklarin kontroliinde yapilacak ¢alismalar, biiylik 6lciide hastaliga neden olan tiir, alt tiir
ve genotipin spesifik yOntemlerle identifiye edilerek molekiiler karakterizasyonlarinin
yapilmasina baglidir. Portorlerin belirlenmesinde uzun yillar serolojik teshis metotlarindan
yararlanilmigtir. Ancak tiirler arasinda capraz reaksiyonlarin goriilebilmesi, serolojik test
sonuclarini tartisilir hale getirmistir (54). Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelerle
birlikte, hastalik etkenlerinin DNA’sin1 belirleme prensibi ile ¢alisan metotlar ortaya ¢ikmig
ve giinlimiizde hastalik etkenlerinin molekiiler teshisinde vazgecilmez birer ara¢ olmustur.
Son yillarda kdpeklerde ¢esitli protozoon parazitleri teshisinde spesifitesi oldukga yiiksek olan
ve kantitasyona olanak saglayan Real Time PCR teknigi kullanilmaya baglamistir (5, 55, 56,
57, 58).

2.7. KOPEKLERDE TICK-BORNE VE FOOD-BORNE PROTOZOON
ENFEKSIYONLAR UZERINE TURKIYE’DE YAPILAN CALISMALAR

Tiirkiye’de kopeklerde tick-borne enfeksiyonlarin molekiiler epidemiyolojileri ile ilgili yeteri

bilgi bulunmamaktadir. Kopeklerde ilk klinik babesiosis vakast 1935 yilinda bildirilmistir



20

(59). Daha sonra 1961 yilinda Ankara’da bir, 2003 yilinda Aydin’da iki, 2005 yilinda ayni
ilde 7 kopekte enfeksiyon tanimlanmistir (60, 61, 62). Molekiiler yontemler ile Ege
bolgesinde 383 kdpegin 40’1nda, Istanbul ilinde bir arastirmada 3, baska bir arastirmada ise

483 kopegin 19’unda B. canis vogeli tespit edilmistir (63, 64, 65).

Kopeklerde hepatozoonosis ile ilgili ilk vaka Tiizdil (66) tarafindan 1933’de, ikinci vaka ise
2004 yilinda Aydin’da rapor edilmistir (67). Takiben Ege bolgesinde 6 farkli odakta
kopeklerde Hepatozoon canis’ten kaynaklanan enfeksiyonlar bildirilmistir (68). Diger yandan
IFAT ve dot-ELISA ile yapilan serolojik arastirmalarda, %67,8’¢ varan oranlarda anti E.
canis antikorlar1 tespit edilmistir (69, 70). Istanbul’da bir kdpekte klinik, hematolojik ve
serolojik bir anaplasmosis vakasi bildirilmistir (71). E. canis’in Tiirkiye’de ilk kez molekiiler
tespiti ve karakterizasyonu Unver ve ark. (72) tarafindan yapilmstir. Bir kopekte Anaplasma
platys’in molekiiler diizeyde varligi bildirilmistir (73). Ege bolgesinde kopek barinaklarinda
yiriitillen molekiiler bir arastirmada, 371 kopegin 146’sinda A. platys, 154’tinde E. canis,
193’tinde A. phagocytophila tespit edilmistir (74). Dogal enfeksiyonlar ¢ogunlukla miks
karaterli olup birden birden fazla patojen tabloya istirak edebilmektedir. Nitekim Ege
bolgesinde yapilan bir arastirmada, H. canis ile dogal enfekte 10 kopegin 8’inde ayni
zamanda E. canis, A. platys ve A. phagocytophilum enfeksiyonlari da tespit edilmistir (75).
Elazig yoresinde insan ve hayvanlardan toplanan keneler orneklerinde PCR ile %2,47
oraninda Anaplasma ve Ehrlichia tiirleri yoniinden pozitiflik belirlenmistir. Sekans analizi
sonucunda bu oOrneklerin Ehrlichia sp., Anaplasma sp. ve Anaplasma ovis oldugu tespit
edilmistir (76). Diger yandan Dogu Karadeniz yoresinden insanlardan toplanan kene
orneklerinde molekiiler olarak %11,6 oraninda A. phagocytophilum pozitifligi tespit edilmistir
(77).

Diger yandan kopeklerde toxoplasmosis ve neosporosis gibi food-borne enfeksiyonlar son
yillarda molekiiler yontemlerle arastirilmistir (57, 58). Tirkiye’de ise bu giine kadar
kopeklerde bu iki enfeksiyonun molekiiler yontemlerle arastirilmasina dair veriye
rastlanilmamistir. Bununla beraber Tiirkiye’de yapilan bazi serolojik caligmalarda kopeklerde
T. gondii seropozitifligi Bursa Gemlik Askeri Harasi’'nda %68,5 (78), Kayseri yoresinde
%49,5 (79), Kocaeli'nde %69,8 (80), Sanlwrfa’da %97,5 (81), Istanbul’da %51,3 (82),
Sivas’ta %92,0 (83), Ankara’da %54,0 (84), Kars’ta 96,1 (85), Diyarbakir’da %94,0 (86) ve
Dogu Anadolu’da %97,0 (87) pozitiflik saptanmistir. Neosporosis iizerine kopeklerde yapilan

serolojik calismalar daha sinirli olup Batmaz ve ark., (88) Bursa’da bir kopekte klinik
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neosporosis olgusu tarif etmisler, Kirikkale’de ise Yildiz ve ark., (89) N. caninum’un

seropozitifligini %28,9 olarak rapor etmislerdir.

Bu c¢alismada kopeklerdeki tick-borne (babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis,
ehrlichiosis) ve food-borne (neosporosis ve toxoplasmosis) protozoon enfeksiyonlar1 diger
teshis yontemlerine goére sensitivite ve spesifitesi daha yiiksek olan Real Time PCR ile
molekiiler olarak arastirilmistir. Ayrica, pozitif belirlenen orneklerde izolatlarin sekans
analizleri yapilarak hem konfirmasyonlar1 saglanmistir. Elde edilen izolatlarin filogenetik
analizleriyle molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis ve diinyadaki diger izolatlarla yakinlik

dereceleri arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HAYVAN MATERYALI (KOPEKLER) VE KAN ORNEKLERI

Calismanin materyalini, ERU Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi tarafindan desteklenen
“Kayseri ve Yoresi Kopeklerinde Filaria Enfeksiyonlarimin ELISA ve Membran Filtrasyon
Asit Fosfstaz Histo Kimyasal Boyama Yontemleri ile Arastirilmasi” baslikli ve VA-05-04
kodlu ve TUBITAK tarafindan desteklenen “Kayseri ve Civarinda Kopeklerde
Leishmaniosis'in Nested-PCR ile Molekiiler Biyolojik Tanist” baglikli ve 1040302 kodlu
arastirma projeleri kapsaminda Kayseri’nin ¢esitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis ve
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Cryo-Bankinda (-20°C)
muhafaza edilen toplam 400 adet EDTA'1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) kan
Oornegi olusturmustur. Arastirmaya dahil edilen Orneklerin 6rnek toplama merkezi, yas,
cinsiyet, irk, ve sahipli/sokak kopegi olma durumuna goére dagilimlari Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kan 6rneklerinin toplama merkezi, yas, cinsiyet, ik, ve sahipli/sokak kopegi olma durumuna gore
dagilimlari

Kopek sayis1
Arastirma Merkezi Yas (y1l) Cinsiyet Irk Sahipli/Sokak | TOPLAM
0,5-3 | 4-6 | 7-10 | Erkek | Disi | Kiiciik | Biiyiik | Sahipli | Sokak
Kayseri Merkez 152 | 37 | 11 63 137 79 121 151 49 200
Incesu 31 12 6 20 29 22 27 26 23 49
Pinarbasi 16 6 4 7 19 9 17 19 7 26
Felahiye 15 7 3 9 16 9 16 14 11 25
Talas 30 13 3 15 31 17 29 34 12 46
Tomarza 14 9 1 7 17 10 14 14 10 24
Yahyali 12 16 2 8 22 10 20 19 11 30
TOPLAM 270 | 100 | 30 129 | 271 156 244 277 123 400

3.2. LABORATUAR CALISMALARI
3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

K&pek kanlarindan DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon iinitesinde yapilmistir. Analize tabi
tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen EDTA’l1 kan 6rnekleri ekstraksiyon &ncesinde oda
1sisinda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen orneklerden DNA ekstraksiyonu, tam otomatik
DNA/RNA ekstraksiyon cihazinda (Bioneer Exiprep™ 16) yapilmistir. Final eliisyon 50ul
olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen DNA miktarlar1 Nanodrop spektrofotometre (ACT
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Gene ASP-3700) kullanilarak ol¢iilmistir. Genomik DNA ekstraktlari kullanilana dek -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Real Time Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Elde edilen genomik DNA eckstraktlarinda Babesia, Hepatozoon, Anaplasma, Ehrlichia,
Neospora ve Toxoplasma cinslerine bagl tiirlerin gergek zamanli teshisinde Real Time PCR
yontemi kullanilmigtir. Tiirlere gore kullanilan primer ve problarin dizilimi ile problarin
uclarinin isaretleri Tablo 3.2’de gosterilmistir. Kullanilan primer ve problar, B. canis vogeli
ve B. canis canis i¢in heat shock protein 70 (hsp70), B. canis rossi ve H. canis igin 18S
rRNA, B. gibsoni i¢in thrombospondin-related adhesive protein (TRAP), E. canis igin 16S
rRNA, N. caninum i¢in NC5, T. gondii i¢in 529-bp repeat element (RE) ve A.
phagocytophilum i¢in msp2 gen bolgelerini hedef alan spesifik bolgeleri amplifiye

etmektedir.

B. gibsoni ve E. canis i¢in kontrol DNA izolatlar1 Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’ndan (Yrd. Do¢. Dr. Nuran Selek AYSUL), A.
phagocytophlium, B. canis canis ve B. gibsoni kontrol DNA izolatlar1 Zooprofilattico
Sperimentale della Sicilia Enstitiisii/ Palermo, italya’dan (Dr. Alessandra Torina), H. canis
kontrol DNA izolatlar1 Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’ndan
(Prof. Dr. Miinir AKTAS); T. gondii Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan (Dr. Cahit BABUR)
temin edilmis ve her qPCR reaksiyonunda kullanilmistir. N. caninum igin ayrica Path-
N.caninum - genesig real-time PCR detection kit (PrimerDesign) ile 6rnekler analiz edilmis,

kit icerisinden ¢ikan pozitif kontrol analizlerde referans olarak kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Real Time PCR’da kullanilan tiir spesifik primer ve isaretli problar

Primer Prob Kaynak
HSP70 F 5'- HSP70 P

B. canis GTCATCACTGTGCCTGCGTACT-3’ 5'FAM- Peleq ve ark. 2010

vogeli HSP70 R AGCGCCAGGCCACCAAGG g v
5'- GCATGACGTTGAGACCGGCAAT-3’ ACGCT-3-BHQ1
2§P70 F 5- ACGCCAACGGTATCTTGAAC HSPTOP 5' HEX-

B. canis canis - ATCACCAACGACAAGGGTC (orijinal dizayn)
HSPTOR 5- GTCTCA -BHQL
CAACCATACGCTCAATGTCG -3’

| I8SF5-AGGTCGTCGTTTGTTTGACC-3’ 18 SP5°CY3- R

B. canis rossi ATCAAAGTCTTTGGGTTCC (orijinal dizayn)
18S R 5°- TTTCAGCCTTGCGACCATAC -3’ TGGGGG-3’-BHQ2
:l;I’{AP F 5’- TGTACCCAAACCACGACAGA TRAP P ROX 5~ ROX-

B. gibsoni TRAP R 5°- TCTTTCCCCAATGTCCAGAG - GTGAGTGA(}AGTGCACTGG (orijinal dizayn)
3 C-3’ BHQ2
16S F 5- TCGCTATTAGATGAGCCTACGT- 16S P 5' FAM-

E. canis 3 GTCTGAGAGGACGATCAGC | Peleg ve ark., 2010
16S R 5 GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3’ CACACT-3- BHQ1
18S F 5’- CGCGAAATTACCCAATT-3’ 18S P HEX 5°- Criado-Fornelio ve

H. canis 18S R 5°- CAGACCGGTTACTTTYAGCAG- TATCAATTGGAGGGCAAGT ark.. 2007
3’ CTGGTGC-3’- BHQ1 "

’3\|’C5-550 5- GGGTGAACCGAGGGAGTTG- NC5 P ROX- Ghalmi ve ark

N. caninum ~ AGCGGTGAGAGGTGGGAT "
NC5-596: 5°- ACGTGG- BHQ2 2008
ACGTGAGGAATGACTAACCACAA-3’

ToxoRE _F 5'-
v , ToxoRE P FAM-5'-

T. gondii CACAGAA(%GGACAGAAGTCGAAS CTACAGACGCGATGCC-3" Kasper ve ark.,
ToxoRE R 5'- BHOQ1 2009
CAGTCCTGATATCTCTCCTCCAAGA-3’

ApMSP2 F 5

A. ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT- ApMSP2 P HEX (5'- Courtnev ve ark

phagocytophi | 3’ TGGTGCCAGGGTTGAGCTT 28’0 A

lum ApMSP2 R 5'- GAGATTG- 3° BHQI1
TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA-3’

Primer ve problar QPCR Master Mixleri ile asagidaki oranda hazirlandiktan sonra

orneklerden ekstrakte edilmis genomik DNA’lar ilave edilmis ve final master mix 20ul
hacimde Real Time PCR (Stratagene, Mx-3005P) cihazinda islenmistir. Sonuglar MxPro™
ET QPCR (Stratagene, 401467) yaziliminda degerlendirilmistir.

Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 10,0 pl
Primer 1 (10 pmol) 1,0 ul
Primer 2 (10 pmol) 1,0 pl
Primer 3 (10 pmol) 1,0 ul
Primer 4 (10 pmol) 1,0 pl
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 pl
PCR Grade Deiyonize su 3,0 ul
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Real Time PCR amplifikasyonlar1 igin termal profil standart olarak 95 °C 2dk 1 siklus ve 45
siklus 94 °C 10sn, 55-59 °C 30s, 72 °C 20s olarak ayarlanmistir. Real Time PCR analizi
sonunda orneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri ve Ct (dR)

(Esik deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve degerlendirilmistir.
3.2.3. Sekans ve Filogenetik Analizler

3.2.3.1. Babesia tiirlerinin 18S rRNA Geninin Amplifikasyonu, Sekansi ve Filogenetik

Analizi

Real Time PCR analizleri sonucunda Babesia tiirleri yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin
analizi i¢in 18S rRNA gen bolgesinden 490 bp parsiyel kism1 amplifiye eden Bab7 (5’-GGC
TAC CAC ATC TAA GGA AG-3’) ve Bab9 (5’-CTA AGA ATT TCA CCT CTG ACA G-
3’) primerleri ile PCR analizleri gergeklestirilmistir (Duarte ve ark., 2011). Reaksiyon
karisimi 25pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 1 X PCR buffer, 2
mM MgCly, 10 pmol her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 1,25U Tag DNA polymerase ve
50 ng/ul template DNA olarak hazirlanmigtir (Duarte ve ark., 2011).

Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94 °C’de
30s, annealing: 56 ‘C’de 30s, extension: 72 C’de 30sn; final extension: 72 C’de 10 dk olacak
sekilde programlanmistir (Duarte ve ark., 2011). PCR analizlerinde pozitif referans
kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini belirlemek amaci ile
steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen
PCR fdrlinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant,

CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

PCR sonucu jel tizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi
ornekler 18S-rRNA parsiyel gen bolgesinin analizi i¢in Bab7 ve Bab9 primerleri ile ¢ift yonli
olarak sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious
(Drummond ve ark., 2011) yazilimlart ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada GenBank’a

kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura ve ark., 2011) ve Geneious 6 (Drummond



26

ve ark., 2011) yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve

molekiiler karakterizasyonlari ortaya konmustur.

3.2.3.2. Ehrlichia canis’in 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu, Sekans1 ve Filogenetik

Analizi

Real Time PCR analizleri sonucunda E. canis yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin analizi
icin 16S rRNA gen bolgesinden ~1600 bp parsiyel kismi amplifiye eden EC16-F2 (5°-
GGTAGTCCACGCTGTAAACGA-3’) ve EC16-R2 (5’-GGAGTGCTTAACGCGTTAGCT-
3”) primerleri ile PCR analizleri gergeklestirilmistir (Hsieh ve ark., 2010). Reaksiyon karigimi
25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 1 X PCR buffer, 2,5 mM
MgCly, 0,8 uM her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 0,125U Tag DNA polymerase ve 50
ng/ul template DNA olarak hazirlanmigtir (Duarte ve ark., 2011).

Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 3 dk; 35 siklus, denaturation: 94 °C’de
1 dk, annealing: 55 C’de 1 dk, extension: 72C’de 1,5 dk; final extension: 72 C’de 5 dk
olacak sekilde programlanmistir (Duarte ve ark., 2011). PCR analizlerinde pozitif referans
kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini belirlemek amaci ile
steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Amplifikasyon sonunda elde edilen
PCR iiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Ddokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant,

CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

PCR sonucu jel tizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Pirifikasyon sonrasi
ornekler 18S-rRNA parsiyel gen bolgesinin analizi igin EC16-F2 ve EC16-R2 primerleri ile
¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999)
ve Geneious (Drummond ve ark., 2011) yazilimlari ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlart yapilmig final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada GenBank’a
kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura ve ark., 2011) ve Geneious 6 (Drummond
ve ark., 2011) yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve

molekiiler karakterizasyonlari ortaya konmustur.
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3.2.3.3. Anaplasma phagocytophilum’un ankryin (ankA) Geninin Amplifikasyonu,

Sekansi ve Filogenetik Analizi

Real Time PCR analizleri sonucunda E. canis yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin analizi
icin ankA gen bolgesinden 444 bp parsiyel kismi amplifiye eden LA6 (5'-
GAGAGATGCTTATGGTAAGAC-3") ve LAl (5-CGTTCAGCCATCATTGTGAC-3")
primerleri ile PCR analizleri gergeklestirilmistir (Walls ve ark., 2000). Reaksiyon karisimi
25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 1 X PCR buffer, 2,5 mM
MgCl,, 10 uM her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 1,25U Taq DNA polymerase ve 50
ng/ul template DNA olarak hazirlanmigtir (Walls ve ark., 2000).

Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 3 dk; 35 siklus, denaturation: 94 °C’de
30 sn, annealing: 54 C’de 30sn, extension: 72°C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 10 dk
olacak sekilde programlanmistir (Walls ve ark., 2000). PCR analizlerinde pozitif referans
kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini belirlemek amaci ile
steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen
PCR fdrlinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant,

CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

PCR sonucu jel tizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi
ornekler 18S-rRNA parsiyel gen bolgesinin analizi igin LA6 ve LAL primerleri ile ¢ift yonlii
olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious
(Drummond ve ark., 2011) yazilimlar1 ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada GenBank’a
kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura ve ark., 2011) ve Geneious 6 (Drummond
ve ark., 2011) yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmig ve

molekiiler karakterizasyonlari ortaya konmugtur.

3.2.3.4. Hepatozoon canis’in 18S rRNA Geninin Amplifikasyonu, Sekansi ve Filogenetik
Analizi

Real Time PCR analizleri sonucunda H. canis yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin analizi

icin 18S rRNA gen bolgesinden 666 bp parsiyel kismi amplifiye eden HepF (5'-



28

ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3") ve HepR (5-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3’)
primerleri ile PCR analizleri gergeklestirilmistir (Inokuma ve ark., 2002). Reaksiyon karigimi
25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 1 X PCR buffer, 1 mM
MgCl,, 1 uM her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 1,5U Tag DNA polymerase ve 50 ng/ul
template DNA olarak hazirlanmistir (Vargas-Hernandez ve ark., 2012).

Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 3 dk; 53 siklus, denaturation: 94°C’de
1 dk, annealing: 57 C’de 2 dk, extension: 72 ‘C’de 2 dk; final extension: 72 C’de 7 dk olacak
sekilde programlanmistir (Vargas-Hernandez ve ark., 2012). PCR analizlerinde pozitif
referans kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini belirlemek
amaci ile steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde
edilen PCR fiiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant,

CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

PCR sonucu jel tizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi
ornekler 18S-rRNA parsiyel gen bolgesinin analizi icin HepF ve HepR primerleri ile ¢ift
yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious
(Drummond ve ark., 2011) yazilimlar1 ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada GenBank’a
kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura ve ark., 2011) ve Geneious 6 (Drummond
ve ark., 2011) yazilhimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve

molekiiler karakterizasyonlari ortaya konmugtur.

3.2.3.5. Neospora caninum’un Internal Transcribe Spacer 1 (ITS1) Geninin

Amplifikasyonu

Real Time PCR analizleri sonucunda N. caninum yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin
analizi i¢in ITS1 gen bdlgesinden 400 bp parsiyel kismi1 amplifiye eden birinci PCR’da JS4
(5'-CGAAATGGGAAGTTTTGTGAAC-3") ve CT2b (5-TTGCGCGAGC CAAGACATC-
3") primerleri ile; ikinci PCR’da ise CT1 (5-TGAATCCCAAGCAAAACA-3") ve CT2 (5'-
GCGCGAGCCAAGACATCCAT-3') primerleri ile Nested PCR analizleri gergeklestirilmistir
(Slapeta ve ark., 2002; Monteiro ve ark., 2007). Reaksiyon karigimi 25pul final
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konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi her iki PCR reaksiyonu i¢in de; 1 X PCR
buffer, 1,5 mM MgCl,, 10 uM her bir primer, 200 uM her bir dNTP, 1,5U Taq DNA
polymerase ve birinci reaksiyonda 50 ng/ul template DNA ikinci reaksiyonda ise ilk

amplikondan 1ul olarak hazirlanmistir (Silva ve ark., 2009).

Thermalcyclerda protokol her iki PCR igin initial denaturation: 94 C’de 5 dk; 40 siklus,
denaturation: 94C’de 1 dk, annealing: 60 C’(1. PCR), 55 C’(2. PCR) de 1 dk, extension:
72°C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 7 dk olacak sekilde programlanmistir (Silva ve ark.,
2009). PCR analizlerinde pozitif referans kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana
gelip gelmedigini belirlemek amaci ile steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iirtinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze
tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi

(UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistik agidan incelenen kopeklerde vector-borne ve food-borne  protozoon
enfeksiyonlariin prevalansi ile yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma faktorlerinin

iliskisi, Fisher’s Exact ve Pearson’s Chi Square testleriyle arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. REAL TIME PCR SONUCLARI VE PROTOZOON ENFEKSIYONLARININ
PREVALANSI

Incelemesi yapilan toplam 400 kopekten 218’1 (%54,5) Real Time PCR analizleriyle vector-
borne ve/veya food-borne protozoon enfeksiyonlari yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif
belirlenen 6rneklerin arastirma merkezlerine gore dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Pozitif
belirlenen bazi orneklerin TagMan prob tabanli Real Time PCR’da spesifik primer ve
problarla analizi sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri ve Ct (dR) (Esik deger siklusu)
degerleri B. canis canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum, H. canis ve
N. caninum igin sirastyla Sekil 4.1-4.7 ve Sekil 4.10-4.16de verilmistir. Ayrica T. gondii ve
B. canis rossi i¢in Real Time PCR sonuglart da Sekil 4.8-4.9°da gosterilmistir. B. canis rossi
icin dizayn edilen primer ve prob dizilerinin GenBankt’ta mevcut tiim izolatlarla spesifite
analizlerinde B. canis rossi i¢in spesifik oldugu goriilmiistiir ancak pozitif kontrol temin
edilemedigi i¢in Real Time PCR analizlerinde referans kullanilamamustir (Sekil 4.9). E. canis
%14,5 ile en yaygin tiir belirlenmis olup bunu sirastyla %12,0, %9,0, %7,8, %S5,3, %3,8 ve
%2,3 ile B. canis canis, B. gibsoni, A. phagocytophilum, H. canis, N. caninum ve B. canis
vogeli takip etmistir. Incelenen rneklerde B. canis rossi ve T. gondii’ye rastlanmamustir.
Pozitif belirlenen 6rneklerin 197°si (%90,4) tek tiirle enfekte bulunurken, 21’1 (%9,6) iki tiirle
miks enfekte saptanmustir. Ug veya daha fazla tiirle miks enfeksiyona rastlanmamistir. Iki
tirle miks enfeksiyonlarda; B. gibsoni + B. canis canis 12 6rnekte, H. canis + B. canis canis
4 ornekte, A. phagocytophilum + H. canis 3 6rnekte; E. canis + B. gibsoni ise 2 ornekte
saptanmugtir. Pozitif 6rneklerde ortalama Ct (dR) degerleri B. canis canis, B. canis vogeli, B.
gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum, H. canis ve N. caninum igin sirasiyla 32,2+0,8,
31,6£2,2, 33,4409, 34,0+0,8, 34,2+1,0, 34,4+1,1 ve 38,4+0,5 olarak belirlenmistir.



Tablo 4.1. incelenen kopeklerde vector-borne ve food-borne protozoon enfeksiyonlar: yoniinden pozitif belirlenen érneklerin arastirma merkezlerine gére dagilimi

Protozoon Tiirleri

Incelenen : ; : TOPLAM
A,\;?rtgznia "ég\l’;” H. canis B. gibsoni B(.:;:;Iir:s B\/.chag}:s B'rg?snils T gondii E. canis phagocAtbphiIum can?ﬁum
Say1 % Say1 % |Sayi1| % |Sayi| % | Say1 | % | Say1 | % | Say1 | % Say1 % Say1 | % | Say1 | %

mﬁirz' 200 12 6,0 17 | 85 | 22 |110| 3 |15 0 |0| O | O | 34 |170]| 18 9,0 10 | 50| 116 | 58,0
Incesu 49 3 6,1 6 |[122| 8 [163| 2 |41 0 |0| O |0 | 6 |122| 4 8,2 2 41| 31 |633
Pmarbast 26 0 0,0 3 115| 4 |154| 1 (38| 0 (O] O | O | 3 |115| 2 7,7 1 |38 14 |538
Felahiye 25 2 | 80 | 2 |80 ] 3 |120] 0o [00] 0 |0| 0 |0 ]| 3 |120] 2 80 | 0 [00]| 12 |480
Talas 46 2 43 3 65 | 4 | 87| 1 |22| 0 |0o| 0 | O] 5 [109]| 3 6,5 2 |43] 20 | 435
Tomarza 24 0 0,0 2 83 | 3 [125] 0 |00 O |[0O]| O | O | 3 |125| © 0,0 0 |00| 8 |333
Yahyalt 30 2 | 67 | 3 |100] 4 |133] 2 |[67| 0 |0| 0 |0 | 4 |133| 2 6,7 0 (00| 17 |567
TOPLAM 400 21 53 3 | 90 | 48 [120| 9 |23 0 |0| O |0 | 58 |145| 31 78 15 |38 218 | 545
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Sekil 4.1. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu B. canis canis pozitif saptanan bazi 6rneklerin
amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol

Fluorescence (dR)

Sekil 4.2. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu B. canis vogeli pozitif saptanan bazi érneklerin
amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.3. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu B. gibsoni pozitif saptanan bazi 6rneklerin amplifikasyon
grafikleri, PK: Pozitif Kontrol

Sekil 4.4. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu E. canis pozitif saptanan bazi 6rneklerin amplifikasyon
grafikleri, PK: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.5. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu A. phagocytophilum pozitif saptanan bazi érneklerin
amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol

Fluorescence (cR)

Sekil 4.6. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu H. canis pozitif saptanan bazi érneklerin amplifikasyon
grafikleri, PK: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.7. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu N. caninum pozitif saptanan bazi 6rneklerin amplifikasyon
grafikleri, PK: Pozitif Kontrol

Fluorescence (dR)

Sekil 4.8. T. gondii i¢cin TagMan Real Time PCR analiz sonuglari, PK: Pozitif Kontrol
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Sekil 4.10. Real Time PCR’da B. canis canis pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.11. Real Time PCR’da B. canis vogeli pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.13. Real Time PCR’da E. canis pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimu
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Sekil 4.14. Real Time PCR’da A. phagocytophilum pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.15. Real Time PCR’da H. canis pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.16. Real Time PCR’da N.caninum pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimu

4.2. VECTOR-BORNE VE FOOD-BORNE PROTOZOON ENFEKSiYONLARININ
MOLEKULER PREVALANSINDA BAZI EPIDEMIYOLOJIK FAKTORLERIN
ANALIZI

Vector-borne ve food-borne protozoon enfeksiyonlar1 yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerin
parazit tliri temel alinarak kopeklerin yas, cinsiyet ik ve sahipli/sokak kopegi olma
Ozelliklerine gore dagilimlar ve istatistiksel verileri Tablo 4.2-4.8’de verilmistir. Kopeklerin
yas gruplarina gore B. canis canis, B. canis vogeli ve H. canis prevalansi en yiiksek 7-10 yas
grubunda belirlenmis bunu sirasiyla 4-6 ve 0,5-3 yas gruplart izlemistir. B. gibsoni
enfeksiyonu ise en yiiksek 4-6 yas grubunda tespit edilmistir. 7-10 ve 4-6 yas gruplari

arasinda enfeksiyonun yayilisi agisindan istatistiksel bir farklilik goriilmezken (p>0,05), bu iki
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yas grubu ile 0,5-3 yas grubu arasindak farkliligin istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) oldugu
belirlenmistir. E. canis, A. phagocytophilum ve N. caninum enfeksiyonlarinin yayilisinda ise
yasa bagli istatistiksel bir farklilik saptanmamustir (p>0,05). Tiim enfeksiyonlarda cinsiyet ve
sahipli/sokak kopegi olma faktorlerine bagli prevalans oranlarinda istatistiksel bir farklilik
ortaya ¢ikmazken (p>0,05), prevalans oranlar1 biiylik irk kopeklerde (Kurt kopegi, Kangal,
Coban Kopegi ve melezleri vb.) kiigiik 1k (Beagle, Terrier, Cocker, Dachshund vb.)
kopeklere oranla yiiksek belirlenmis olup bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur

(p<0,05).

Tablo 4.2. B. canis canis prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma 6zellikleriyle
iligkisi

Faktor Irlcelenen Enfekte kopek " P
S1ZIr sayisl Sayist | %
Yas gruplar (yil)
0,5-3 270 12 4,42
4-6 100 24 24,0° | 50,505 | 0,000
7-10 30 12 40,0°
Cinsiyet
Erkek 129 15 11,6 X
0,25 1,000
Disi 271 33 12,2
Irk
Kiigiik 156 10 6,4° -
7,567 0,007
Biiyiik 244 38 15,6
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 30 58
1,167° | 0,317
Sokak 123 18 26,0
Toplam 400 218 54,5

x*: Pearson Chi-Square, Fisher; : Fisher’s Exact Test; *°: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.3. B. canis vogeli prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma o6zellikleriyle
iligkisi

Faktor Itzcelenen Enfekte kopek 2 p
S1Z1r sayisi Sayisi | %
Yas gruplar (y1l)
0,5-3 270 1 0,4
4-6 100 5 50° | 15968 | 0,000
7-10 30 3 10,0°
Cinsiyet
Erkek 129 3 2,3 .
0,05 1,000
Disi 271 6 2,2
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Irk
Kiigiik 156 1 0,6° .
3,010 0,047
Biiyiik 244 8 3,3
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 6 2,2
0,029° | 1,000
Sokak 123 3 2,4
Toplam 400 218 54,5

x2: Pearson Chi-Square, Fisher; ": Fisher’s Exact Test; *”: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.4. B. gibsoni prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, ik ve sahipli/sokak kopegi olma o6zellikleriyle
iligkisi

Faktor II}celenen Enfekte kopek " p
S1Z1r sayisl Sayist | %
Yas gruplart (yil)
0,5-3 270 6 2,2%
4-6 100 24 | 240° | 47,049 | 0,000
7-10 30 6 20,0°
Cinsiyet
Erkek 129 10 7,8 .
0,362 0,709
Disi 271 26 9,6
Irk
Kiigiik 156 7 4,5° .
6,359 0,012
Biiyiik 244 29 11,9°
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 24 8,7
0,124" | 0,709
Sokak 123 12 9,8
Toplam 400 218 54,5

x*: Pearson Chi-Square, Fisher; : Fisher’s Exact Test; *°: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.5. E. canis prevalansinin kdpeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma 6zellikleriyle iligkisi

Faktor Itzcelenen Enfekte kopek 2 p
S1Z1r sayisi Sayisi | %

Yas gruplar (y1l)
0,5-3 270 42 15,6
4-6 100 12 12,0 | 0,780 | 0,677
7-10 30 4 13,3

Cinsiyet
Erkek 129 14 10,9 .

2,043 0,173

Disi 271 44 16,2

Irk
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Kiigiik 156 13 8,3 .

| 7,844 0,005
Biiyiik 244 45 18,4
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 41 14,8

0,878" | 0,465

Sokak 123 17 13,8
Toplam 400 218 54,5

% Pearson Chi-Square, Fisher; ": Fisher’s Exact Test; *°: Ay siitunda farkl harfleri tagtyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.6. A. phagocytophilum prevalansinin képeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma
ozellikleriyle iliskisi

Faktsr Irlcelenen Enfekte kopek " P
181 sayisi Sayisi | %
Yas gruplar (yil)
0,5-3 270 21 7,8
4-6 100 8 8,0 0,058 0,971
7-10 30 2 6,7
Cinsiyet
Erkek 129 11 8,5 .
0,161 0,692
Disi 271 20 7,4
Irk
Kiigiik 156 6 3,8 N
5,451 0,021
Biiyiik 244 25 10,2
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 20 7,2
0,354" | 0,548
Sokak 123 11 8,9
Toplam 400 218 54,5

x2: Pearson Chi-Square, Fisher; ": Fisher’s Exact Test; *”: Ay siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.7. H. canis prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kdpegi olma 6zellikleriyle iliskisi

Fakisr Ilzcelenen Enfekte kopek £ p
S1Z1r sayisl Sayist | %
Yas gruplar (y1l)
0,5-3 270 4 1,5°
4-6 100 13 | 13,0° | 23,723 | 0,000
7-10 30 4 13,3
Cinsiyet
Erkek 129 9 7,0 .
. 1,141 0,338
Disi 271 12 4.4
Irk
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Kiigiik 156 3 1,9° .
5,690 0,020
Biiyiik 244 18 7.4°
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 15 5,4
0,049" | 1,000
Sokak 123 6 4,9
Toplam 400 218 54,5

% Pearson Chi-Square, Fisher; ": Fisher’s Exact Test; *°: Ay siitunda farkl harfleri tagtyan gruplar
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir.

Tablo 4.8. N. caninum prevalansinin kopeklerin yas, cinsiyet, irk ve sahipli/sokak kopegi olma 6zellikleriyle
iliskisi

Faktsr Irlcelenen Enfekte kopek " P
S1Z1r sayisl Sayisi | %
Yas gruplar (yil)
0,5-3 270 8 3,0
4-6 100 5 5,0 1,603 0,449
7-10 30 2 6,7
Cinsiyet
Erkek 129 7 54 .
1,482 0,262
Disi 271 8 3,0
Irk
Kiigiik 156 7 4,5 .
0,385 0,594
Biiyiik 244 8 3,3
Sahipli/Sokak
Sahipli 277 9 3,2
0,626~ | 0,408
Sokak 123 6 49
Toplam 400 218 54,5

% Pearson Chi-Square, Fisher
: Fisher’s Exact Test

4.3. SEKANS VE FILOGENETIK ANALIiZ SONUCLARI

Arastirmada, B. canis canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum ve H.
canis yoniinden Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen 6rneklerden jel iizerinde
amplifikasyon veren ve uygun konsantrasyonda saptanan bazi izolatlarin sekans analizleri
gerceklestirilmisgtir. Real Time PCR’da N. caninum belirlenen izolatlarin ise ilgili gen
bolgesine gore jel iizerinde uygun goriintii vermedigi ve konsantrasyonlarinin diisiik olmasi

sebebiyle sekans analizleri ger¢eklestirilememistir.
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4.3.1. Babesia tiirlerinin 18S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuc¢lar:

Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen, jelde goriintii veren ve spektrofotometrik
olarak uygun konsantrasyonda belirlenenlerden B. canis canis i¢in 3, B. canis vogeli i¢in 2, B.
gibsoni i¢in de 3 izolatin sekans analizleri gerceklestirilmistir. Babesia tiirlerinin 18S rRNA
Geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak, izolasyon kaynagi ile molekiiler olarak
karakterize edilen tiir dagilimi1 Tablo 4.9'de, niikleotid kompozisyonlari ise Sekil 4.17-4.24'de

verilmistir.

Tablo 4.9. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen Babesia izolatlarinin incelenen gen bolgesi, konak,
izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler

izolat Gen bolgesi | Konak ve izolasyon kaynagi Babesia Toplam Nilkleotid
tiirii Sayisi
TrKysBccanl | 185 rRNA Kopek/ kan B. canis canis 387
TrKysBccan2 | 185 rRNA Kopek/ kan B. canis canis 386
TrKysBccan3 | 185 rRNA Kopek/ kan B. canis canis 388
TrKysBcvogl | 18S rRNA Kopek/ kan B. canis vogeli 434
TrKysBcvog2 | 18S rRNA Kopek/ kan B. canis vogeli 433
TrKysBgibl 18S rRNA Kopek/ kan B. gibsoni 524
TrKysBgib2 18S rRNA Kopek/ kan B. gibsoni 522
TrKysBgib3 18S rRNA Kopek/ kan B. gibsoni 520

! " 3 3.0 0 % i " w w
GGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATC TAAGGAAGGCAGCAGGCGAGC TAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAAT
TRHA 7

TriysBecanl

1?0 I!D Ii“ﬂ 13‘0 1?0 1?0 I?O IT‘D 13‘0 19|0
ACAGGGCGAATGTCTTGTAAT TGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

TriysBeeant

20 210 2 2?0 2“10 280

20 250 280 (1]
TCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGT TGCAGTTAAALAGCTCGTAGTTGTATITTIGCGTTGACGETTTGACCATITGETIGETTATITCG

TriysBecant

200 300 3 i 330 340 30 360 an 380

i

TrKysgccam 185 rRNA

Sekil 4.17. B. canis canis TrKysBccanl izolatinin niikleotid dizilimi
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20 30 50 80 70 80 a0

1 10
GAGCCTGAGAGACGGCTACCACATC TAAGGAAGGCAG LA AT TACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATAC
RNA

100 110 130

0 T [l 3 T80 T80 170 T80 a0
AGGGUGAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAA

AGAGTAGCAATTGGAGGECAAGTCTGGTGCCAGCAGCLGCGETAATTE
o

200 210 220 230 240 250 260 270 280
CAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTIGTTGCAGT TAAAAAGC TCETAGTIGTATTTTIGEGTTGACGGTTTGACCATTTGETTGGTTATTITCGTT

QQID 3?0 31|D 32:0
TTCGCTTTTGGGAATTTCCCTTTTTACTTITGAGAAAR

2
A

35‘\0 3?0 37‘0 3?0
TTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAG

™
AAGCAGACTTTTGTC

3?6
183 IRNA

rHysBecean2

Sekil 4.18. B. canis canis TrKysBccan2 izolatinin niikleotid dizilimi

11 il kI 4 a0 0 i

=
a1
=
=

e
=
.
.
(9]
L
e
=3
[

1
GEAGCCTEAGAGACGECTACCACATCTARGEAAGGCAGCAGGLGAGCTAATTACCCARTCCTGACACAGGRAGETAGTGACALGALL

10 o 120 130 140 140 160 170 180 180

20 210 22 230 40 240 260 21 280
CCAGCTCCAATAGCGTATATTARACT TG T IGCAGTTARAAAGC TCGTAGT TGTATTTTTGCGT IGACGETTTGACCATTIGETTGETTATTTCGT
o

340 30 380 an 380

AGCAGACTTITIGTATTGALTACTICAGCATGGAATAATAGAGTA

200 300 a1 o]

TTTCECTTTTGEEAATTTCCCTITITACTTTGAGEAALTTA

£
L

TrKyséccanS

Sekil 4.19. B. canis canis TrKysBccan3 izolatinin niikleotid dizilimi

‘I 1IU 0 JP 4:3 5P 8IU TP BIU QIU
GAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGUAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCT
1 A

190 11|U 12|U IIIiU I“OU H‘SU WEIU 1TU ISIU I?U
AATGTICTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTICACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTICCAGCTC
1 3

2?0 [ i) 230 RL0) 250 260 ] 80

CAATAGCGTATATTARACTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGAACTT TAGCGTGTTICGAGT TTGCCATTCGTTIGGCCTTTITCGAGTTCGET

00 300 3!0 30 330 40 350 360 3 380

TTTGGETT T TCCCT T T T TACT T I GAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTITTGTCTIGAATACTTICAGCATGEAATAATAGAGTAGGACTTTG

ED A 410 a 30 [
GITCTATTTITGTIGGTTATTGAACCTTAGTAATGGET

Sekil 4.20. B. canis vogeli TrKysBcvogl izolatinin niikleotid dizilimi



1 10 20 a0 80 70 80 a0
TGAGAGACG@CTACCACATéTAAGGAAGGCnGCnGGCGCGC LA A AATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGC

WD‘D Hlﬂ IZI‘D |!Iiﬂ |4‘0 H‘SD WEID ITD |?D |?D
TAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGG TGACCCAAACCC TCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCIGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCT
i A

200 0] 720 230 740 20 20 70 20
CCAATAGCGTATATTAA

£

CPTGTTGCAGTTAAAAAGC TCGTAGTTGAACT TTAGCGTGTICGAGTITGCCATTCGTTTGGCTTITTCGAGT TCGC
3 A

‘QD JDI] 3!0 320 330 340 ]?D 3?0 3':'0 380
T TTGGGTTTTCCC T I T T TAC T T TGAGAAAA T TAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTIGTC T TGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTT

390 400 41‘ [1] 4‘0 4?0 433
GGTTCTATTTTGTTGGTTAT TGAACCTTAGTAATGG T TAATAGGAACGGT TGH

2 JU a0 TIU BP QIU
AATTGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACGT

G-

IDID I]O 12‘0 130 160 180 170 180 IQD
AARATCTCACCAGAGTAACAATTGGAGGGCA GTCTGGTGCCnGCnGCCGCGGTnnTTCCnGCTCCnnTnGCGTnTnTTnnnCTTGTTGCnGTTn

‘UU 21 2L ‘30 ;40 ‘50 ;80 JD ‘80
AGCTCGTAGTTGAATTTICTGCGTTGCCCEACTCGECTACTTGUCTTETCTGETTTCGOTTTTGGEGET TTICCCCTTTTTACT TTGAGAAAAT

350 360 370 380

200 300 30 321 3
GGACTGTGGTTCTATTTTGTTGGTTTGTGAACCTTAGTA

TAGAGTGTTTCAAGEAGACTTGTGTICTTGAA

300 R 41 a0 40 0 40 0 41

ATGGTTAATAGGA CGGTTGGGGGCnTTCGTnTTTAACTGTCnGnGGT A ATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCD

480 490 500 5!0 520 524

Sekil 4.22. B. gibsoni TrKysBgib1 izolatinin niikleotid dizilimi

k) N 4 0 a0 70 a0 a0
GGCGCGCnGnTTnCCCnnTCCTGnCnCnGGGnGGTnGTGnC AGAAATA TACAGGGCAATTGTCTICTAATTGGAATCATEGTGACGETAAA

190 I!O |1“0 13IU |‘I10 H")D IIEO |?0 WBID |?0
ATCTCACCAGAGTAACAATTIGGAGGGCAAGTCTGGIGCCAGCAGCCGC GG TAATTCCAGC TCCAATAGCGTATATTAAACTTGTIGCAGT TAARA
1 A

200 o 20 30 40 250 260 270 280
AGCTCGTAGTTCAATTTC TGCETTCCCCEAC TCGEC TACTTECC TTGTC P GETTTCEC T TTEGEETTTICCCCTTTTTACT T TGAGAALATTAG

200 300 310 37 330 340 350 360 370 380
' T
2

AGTGTTTCAAGCAGACTTGTGTCT I GAATACTTCAGCATGGEAATAATAAAGTAGGACTTTGGTTETATTTTCT TGETTTGTGAACCTTAGTAATS
1 A

360 400 410 420 430 40 450 480 470
!

GTTAATAGGAACGCETTGEGECCATTCGTAT TTAAC TG TCAGAGCTGAAA T TCTTAGATT PG T TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTECCA
1 A

48‘0 4%0 ﬁqﬂ ‘SIII] 51:0 51:2
GACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATC

Sekil 4.23. B. gibsoni TrKysBgib2 izolatinin niikleotid dizilimi



! o » » 49 ® H ™ ® m
GCGCAGATTACCCAA TCC TGACACAGGGAGG TAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCAATTGTC TTGIAATTGGAATGATGGTGACGTARAATC

100 110 120 130 140 150 160 170 120 190

200 210 220 30 240 250 260 27 280
TCGTAGTTGAATT IC TGCGT TGO CCGACTCGGCTACTTIGEC TTGTCTGG T T TCGC TTTTGGGGT T TTCCCC T T T TTAC TP TGAGAAAATTAGAGT
= . = G

2?0 3?0 3!0 SZI‘D 3 34‘0 35‘0 38‘0 3?0 3SID
GITTCAAGCAGACTTGTGTCTTGAATACTTICAGCATGGAATAR GTAGGACTTIGGTTCTATTITGTTGGTTTGTGAACCTTAGTAATGGTT
o= 2 —

39‘0 4?0 4‘!0 42|U 43|U 4430 46|U 4?0 4TU
AATAGGAACGGITTGGGGEGUATTCGTAT T TAAC TG TCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTI TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGAC
) rRNA )

)3

4BI0 400
GTTTTCATTAATCA]

Sekil 4.24. B. gibsoni TrKysBgib3 izolatinin niikleotid dizilimi

Arastirma yoresinde kopeklerden elde edilen Babesia izolatlariyla 18S rRNA gen bolgesi

yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger bazi Babesia izolatlarinin aksesyon

numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.10'da gosterilmistir.

Tablo 4.10. Diinyadan filogenetik kiyaslamas1 yapilan diger Babesia izolatlarinin aksesyon numaralari ve

izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag Tiirler Qll:lsszg:l
- Macaristan Képektﬁgngkarﬂan B. canis canis AY 942185
- Macaristan Kopek kani B. canis canis DQ174279
- Macaristan Képektﬁgngkarﬂan B. canis canis DQ181654
M9 Macaristan Képektﬁgngkarﬂan B. canis canis DQ181656
bab-dog-1 Hirvatistan Kopek kani B. canis canis FJ913767

Turkl Tiirkiye Kopek kani B. canis vogeli AM183215
Turk2 Tiirkiye Kopek kani B. canis vogeli AM183216
- Brezilya Kopek kani B. canis vogeli AY371194
Corol Venezuella Kopek kani B. canis vogeli DQ297390
- Brezilya Kedi kan1 B. canis vogeli EF636702
GO 17 Brezilya Kopek kani B. canis vogeli GU386282
SK-011 Sa"::teﬁgfass‘)’,gme"is Képek kani B. canis vogeli IX112785
Okinawa 2 Japonya Kopek kani B. gibsoni AB478328
813B Cin Kopek kani B. gibsoni HQ718716
854B Cin Kopek kani B. gibsoni HQ718722
- Hirvatistan Kopek kani B. gibsoni FJ209023
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Kayseri yoresinde kopeklerde pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan izolatlar ile
Diinyanin ¢esitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger izolatlarin 18S rRNA
gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.11'de, pairwise alignmentlar1 ise Sekil

4.25’de verilmistir.

Tablo 4.11. Babesia tiirleri yoniinden multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi
izolatlarin niikleotid kompozisyonlari

Toplam
izolat/Aksesyon T%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) m'ik?eotid

sayisl
AB478328 29,0 19,9 25,4 25,6 54,5 45,5 1663,0
AM183215 32,4 17,0 26,8 23,8 59,2 40,8 407,0
AM183216 32,4 17,0 26,8 23,8 59,2 40,8 407,0
AY371194 29,2 19,6 25,1 26,1 54,3 45,7 1608,0
AY942185 32,8 16,0 27,2 24,0 60,0 40,0 4120
DQ174279 32,9 16,2 27,1 23,9 59,9 40,1 4140
DQ181654 28,1 18,7 27,9 25,3 56,0 44,0 391,0
DQ181656 32,8 15,9 21,5 23,9 60,2 39,8 415,0
DQ297390 29,2 19,5 25,2 26,1 54,5 45,5 1662,0
EF636702 30,3 17,9 26,9 24,9 57,2 42,8 4420
FJ209023 31,5 18,2 26,3 24,0 57,9 42,1 501,0
FJ913767 32,6 16,3 27,3 23,8 59,9 40,1 319,0
GU386282 32,6 17,9 26,5 23,0 59,1 40,9 291,0
HQ718716 31,3 17,5 26,9 24,3 58,2 41,8 502,0
HQ718722 31,3 17,5 26,9 24,3 58,2 41,8 502,0
JX112785 29,1 18,1 27,1 25,7 56,2 43,8 746,0
TrKysBccanl 28,4 18,6 27,9 25,1 56,3 43,7 387,0
TrKysBccan2 28,5 18,7 28,0 24,9 56,5 43,5 386,0
TrKysBccan3 28,4 18,6 27,8 25,3 56,2 43,8 388,0
TrKysBcvogl 29,7 18,0 27,2 25,1 56,9 43,1 4340
TrKysBcvog? 30,3 17,8 27,3 247 57,5 42,5 433,0
TrKysBgibl 30,2 17,0 27,9 25,0 58,0 42,0 524,0
TrKysBgib2 30,3 17,0 28,0 247 58,2 41,8 522,0
TrKysBgib3 30,4 16,9 28,3 24,4 58,7 41,3 520,0
Ortalama 30,2 18,2 26,6 25,0 56,8 43,2 594,8




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 [ 13 [ 14 | 15 | 16 | 17 | 18 [ 19 [ 20 | 21 | 22 | 23
1 AB478328
2 AM183215 (0,081
3 AM183216  [0,081{0,000
4 AY371194 0,556]0,005)0,005
5 AY 942185 0,075|0,048]|0,048(0,045
6 DQ174279 0,083]0,053)0,053|0,053(0,005
7 DQ181654 0,082|0,065(0,065(0,053]0,006|0,012
8 DQ181656 0,088]0,048/|0,048(0,055{0,007{0,012|0,023
9 DQ297390 |0,577/0,005(0,005{0,000|0,045|0,053|0,053)0,055
10 |EF636702 0,074]0,005|0,005(0,000{0,044(0,049|0,051)0,054|0,000
11 |FJ209023 0,0000,085|0,085/0,106{0,077{0,080{0,097{0,081|0,106|0,084
12 |FJ913767 0,092|0,062(0,062(0,055|0,003]0,003|0,010{0,003/0,055|0,055]0,091
13 |GU386282 0,101|0,007{0,007(0,000|0,061]0,061|0,061{0,061{0,000{0,000|0,099|0,061
14 |HQ718716 |0,000|0,093|0,093(0,065(0,086)0,089|0,106|0,089{0,065(0,092|0,000|0,101|0,108
15 [HQ718722 0,000{0,093{0,093(0,065|0,086]0,089|0,106{0,089(0,065|0,092]0,000{0,101{0,108{0,000
16 |JX112785 0,071]0,005|0,005/0,000{0,045(0,053|0,053|0,055]0,000|0,000|0,062|0,055{0,000{0,070{0,070
17 |TrkysBccanl |0,083)0,062|0,062(0,054(0,006{0,012|0,005|0,015)0,054|0,054|0,093(0,006{0,061|0,102|0,102)|0,054
18 |TrKkysBccan2|0,077)0,062/0,062(0,048(0,003|0,009|0,003)0,021)|0,048/0,049(0,093(0,006{0,061]0,102|0,102|0,048|0,008
19 |TrkysBccan3|0,086)0,065|0,065(0,056{0,009{0,015|0,005]0,018)0,056|0,057|0,097/0,010{0,061|0,106|0,106]0,056|0,000|0,008
20 [TrKysBcwgl |0,079(0,000{0,000{0,005]0,050|0,055|0,057|0,060{0,005{0,005{0,090|0,062]|0,007)0,098/0,098(0,005(0,061{0,055|0,063
21 [TrKysBcwg?2 |0,079/0,003{0,003|0,002]0,047]0,053]|0,054|0,058/0,002(0,002(0,090{0,059|0,003]0,098)|0,098|0,002|0,058(0,052(0,060|0,002
22 |TrKysBgibl |0,006|0,087|0,087|0,068/0,080/0,088)|0,096|0,093|0,068|0,086|0,002(0,095|0,101{0,002|0,002{0,069|0,099(0,093]0,102(0,090|0,091
23 |TrKysBgib2 |0,002|0,084|0,084|0,064|0,078(0,086|0,090|0,091|0,064|0,082)|0,000{0,092)|0,101{0,000|0,000{0,065|0,094(0,087)|0,096|0,086|0,086|0,002
24  |TrKysBgib3 |0,002{0,084(0,084|0,065]0,078]0,086|0,091|0,088(0,065{0,082{0,000{0,092]0,101)0,000{0,000{0,066(0,095{0,088|0,097]0,086]0,087|0,002|0,000

Sekil 4.25. Babesia izolatlarinin ve Diinyadan analizleri yapilan diger baz1 izolatlarin 18S rRNA gen dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan Babesia izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith
benzer diger bazi izolatlarin, parsiyel 18S rRNA gen bolgelerinin multible alingmentlar1 ve

niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.26’de gosterilmistir.

W kil 0 i k] 0 0 40
Lo | ABATRIE  GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGUCTGAGAMACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGLGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce 2 AMIBIN5 | AATTACCCAATCCTGAC
Ce 3. AMIBI26 AATTACCCAATCCTGAC
B d 319 GEGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce 5. AY942185 GCAAATTACCCAATCCTGAC
Ce 6. 00174279 GCAAMETACCCAATCCTGAC
Ce 7. 00181654 DAGGRAGCCTGAGAGACGECTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGLAAATTACCCAATCCTGAC
Ce 8. 00181656 ECCIMAATTACCCARTCCTGAL
e 0.009730  GGEGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
e 10.EFG36702 CCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGARGGCAGCAGGCGLGCAAATTACCCAATCCTGAC
B 11.FJ200023
B 12 FIO13TET
B 13.GLIBE2R
Be 14 HOT18716
Be 15.HOT1B72
Bet6.X12785  GEGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce A7, TrysBecant GEGAGCCTEAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCCNGCMAATTACCCAATCCTGAC
Ed- 18.TikysBecan? GAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce 19, TrkysBecan3 GGAGCCTGAGAGACGECTACCACATC TAAGGAAGECAGCAGGCGEGCMAATTACCCAATCCTGAC
e 20. TrKysBevog! GAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce 21, TrkysBevog? TGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCARATTACCCAATCCTGAC
Ce 22, TrkysBaint GCMGECGCELAGATTACCCARTCCTGAL
B 23, TrysByib? GECGCGCAGATTACCCAATCCTGAC
Ce 24, THysBaibd GUGCAGATTACCCAATCCTGAC
40 40 4 40 40 4 &0 40

Ce 1. ABATEI8  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGEGCHAMIGICTIGTAATTGGAATGATGRTCACGHAAAMMCTCACCAGAGT
B2 AMBING  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGT
Gl ANMBINE  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
B d A3NM9E ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTCACCAGAGT
e 5 AVOINES  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGICTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
e.DOI74Y  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTCACCAGAGT
e 7.00101654  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
e B.DOIRIGSE  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
e 00029730 ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGICTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGT

Cef0.EFEIGT0]  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT

111200023

LY
Ce 12 FIS3TET AGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGGTGACCCARACCCTCACCAGAGT
B 13.GU386282 AGARATAACAATACAGGGCTAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGGTGACCCARACCCTCACCAGAGT
Ce 14 HOT18T16 ATGATGETGACGHAAAMMCTCACCAGAGT
Ce 15.HOTIBT2 ATGATGGTGACGHAAAMC TCACCAGAGT
et XI12785  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGT
Ce 7. TrkysBecan! ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
Co 18.TrkysBecan] ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTCACCAGAGT

Ce 19 TrkysBecand ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCGAATGTCTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
Be 20, TrysBevog! ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTCACCAGAGT
Co 20 TrkysBevog? ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTICTTIGTAATTGGAATGATGETGACCCAAACCCTICACCAGAGT
Ce 22TikysBgh!  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGCGCHAMTGTICTIGTAATTGGAATGATGGTGACGHAAAMMC TCACCAGAGT
Lo 23 TysBoh? ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCHAMIGICTIGTAATTGGAATGATGGTGACGHAAAMECTCACCAGAGT
b 2 TikysBgh3  ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGEGCHAMTGTCTIGTAATTGGAATGATGRTGACGIAAAMMCTCACCAGAGT
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] 10 50 0 ] il L] i LE]

o 1ABEE  ANCAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCEETAATICCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTIGTIGCAGT TARAAR
Ce2AMBNNE  AGCAATTGGAGGGCAAGTICTGETGCCAGCAGCCGURETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTAAAAR
CeJAMIBINE  AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGLRGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
e d VI8 AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGUGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTICTTGCAGTTARAAR
Le S.AVMNES  AGCAATTGGAGGGCAAGTICTGEIGCCAGCAGCCGORETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
60074 AGCAATTGGAGRGCAAGTCTRGTGCCAGCAGCCGCEGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGTTGCAGTTARAAR
Ce 7.001016%  AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGOGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
e 0.001016%  AGCAATTGGAGGGCAAGICTGEIGCCAGCAGCCGUGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTAAAAR
Le 00029730 AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGLRETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
Ce 10.EFG36702  AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGOGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTICTTGCAGTTARAAR
e 11, FJ208023 ATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCOCLGTAATICCAGCTCCARTAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTARAAA
e {1FO3T67  AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRTGCCAGCAGCCGLRETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
Le 13.GU36282  AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGOGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
Ce 14 HOTIB76  AMCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTIGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGTTGCAGTTARAAA
Ce 15.HOTIB722  AMCAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTICTTGCAGTTARARA
Ce 1606112785 AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGRIGCCAGCAGCCGLGGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTICTTGCAGTTAAAAA
Ce A7 TysBeeant AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGEIGCCAGCAGCCLUGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTAAAAR
NTEWM%MEM AGCAATTGRAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGLRGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGTTGCAGTTAAAAA
§.Trkyshetand AGCAATTGEAGGGCAAGTCTGRTGCCAGCAGCCGLGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTICTTGCAGTTAAAAA
NZUWMﬁwW1 AGCAATTGEAGGGCAAGTICTGETGCCAGCAGCCGORETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGTTGCAGTTAAAAA
Ce 21 TiysBovog? AGCAATTGGAGGGLAAGTCTGEIGCCAGCAGCCGUGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARAAR
Lo 22 TiysBgit!  AMCAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARARA
Le 23 TysBgh? AMCAATTGGAGGGCAAGICTGETGCCAGCAGCCGLGETAATICCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTIGTTGCAGTTARARA
Co 24 TysBgih3  AMCAATTGGAGGGCARGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTCTTGCAGTTARARA
i fil fill fill fil i il fil

o LABTIE  GCTCGTAGITGAATTIEIGCGT I CEECCARTECCOMAR----TTCECTIGTEMCG T TTCCC TITTGGCGEITTRCCCTTTTTA
MOMNERS  GOTCGTAGTTGAABTTTHGCG-TGTTCCAGT TG ATICG T TIGGC@TTTICGAGTTCGCTTTIGGG  TTTTCCCTTITTA
WIMMBE  GOTCGTAGTTGAABTTTHGCG-TGTTCGAGTIHGCCATICGTTIGGC@TTTICGAGTTCGCTTTIGGG  TTTTCCCTTITTA
NI COTCGTAGTTGAATTTTHGCG-TGTTCCAGTIMGCCATTCETTIGECTTTTTCGAGTTCRCTTTIGGG  TTTTCCCTTITTA
WEAMNS  GOTCGTAGTTGEATTTTIGCGTTCH-CCEETTGECCATTEGTIGCETT T TCGlTTTCGC T T IGGGHMTTT-CCCTTITTA
WEDQITN  GOTCGTAGTTGEATTTTIGCGTICH-CCCMTTGHCCATTHGGTTGCETMT TTCGlITTCGCTTTIGGGHMTTT-CCCTTITTA
70065 COTCGTAGTTGEATTTTTCCGTTCH-CCClT TGl CATTHEG T IGCHTT TTCClTTTCGCTTTIGGGMTTT-CCCTTITTA
M ADYRMES  COTCGTAGTIGEATTTTTGCGTT-HGCCEETTGECCATTEGTTGCETT T TCGlTTTCGC TP T IGGGHMTTT-CCCTTITTA
MODQNN  GOTCGTAGTTGAATTTTHGCG-TGTTCGAGTIMGOCATICGTTIGGETTTTICGAGTTCGCTTTIGGG  TTTTCCCTTITTA
e 0EFRE  GOTCGTAGTTGAATTTTHGCG-TGTTCCAGTTHGCCATTCGTTIGECTTTTTCGAGTTCRCTTTIGGE  TTTTCCCTTITTA
W RN GOTCGTAGTTGAATTTRTGCGT ] GBECCARTEGECA----BT1GEC TTGTRMGGTTTC G0 TTTIGGGEETTTRCCCTTITTA
QRITE GCTCGTAGTTGEATTTTICCCT TH-CCClT TGl CATTHCE TTIGCHTMT T TC GlT TICGC T TTTGCCHMTTT-COCTTTTTA
13,6036 GCTCRTAGTTGAATTTTHGCG-TGTTCCAGTTHGCCATTCGTTTGCCTTTTTCGAGTICGCTTTIGEE  TTTTCCCTTITTA
ICHOMAME  GCTCGTAGTTGAATTTEIGCGT TGERECCARTHGGCMA-—--BTTGHC T TG TEMGE T TTCGC T TTTGCCGMTTTRCCCTTTTTA
1
1
1
18

lh
L
[
Ce 5 HOMBT GCTCGTAGTTGAATTIEIGCGTTCEECGARTEGGCHA----BTTGECTIGTEMCEI TTCCCTTTICGCCMTITIBCCCTTIITTA
Cef8. 0112785 GCTCGTAGITGAATTTTNGCG-TGTTCGAGT TMGCCATTCETTTGGCTTTTICGAGTTCGCTTTTIG6E  TTTTCCCTTITTA
o 47, TiysBecant GCTCGTAGTTGEATTTTIGCGTIGH-CCGHT TGMCCATTCGTTGCATT T TCCMITTCCCTTITGCGHMITT-CCCTTTITTA
e 18 TiysBecan? GCTCGTAGTTGEATTTTIGCGTIGH-CGMT TGHCCATTCGTTGCMTNT I TCCMITICGCTTITGGGMTTT-CCCTTTITTA
e 10 TysBocand GCTCGTAGTTGEATTTTIGCGTTGH-COGMT IGHCCATTCGT TGCHTT I TCCHMITTCCCTTTIGGCIMITT-CCCTTIITTA
Lo 20, TiysBrvog! GCTCGTAGTTGAARTTTGCG-TGTTCCAGT TGCCATTCETITGECRTTTTCGAGTTCGCTTTITGEG  TTTTCCCTTTITTA
e 2. ThysBvog) GCTCGTAGTTGAARTTTGCG-TGTTCCAGT TGCCATTCETITGECTTTTTCGAGTTCGCTTTITGEG ~TTTTCCCTTTITTA
G 2. TysBgit!  GCTCGTAGTTGAATTIBIGCGTIGERCCARTEGGCMA----BTTGECTIGTEMGEITTCCCTTITGGGEHTTTBCCCTTITTA
Lo 23 TosBgh? GCTCGTAGTTGAATTIEIGCGTTCERCGARTRGGCHA----BTTGRCTIGIEMCGITTCCCTTTICGCGMITIMCCCTTITTTA
Ce 24 TiysBabd GCTCGTAGTTGAATTIEIGCETTCERCGARTEGGCHA----BTTGECTIGTEMCETTTCCCTTTIGGECHTITIBCCCTTITTTA
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e 1. ABATEZE
QHWBﬁH
B3t

I+ § DQ174TTY
e 7. 00181654
e 8. 00181656
e 3.00297300
e 10.EFB36702
e 11.FJ208023
e 12 FJ013767
e 13, 6336282
Lo 14.HOT18716
e 15.HOT18722
e 16.JX112785
Ce 17 TrkysBecan!

il il 0 i il i el L

CTTTGAGAAARTTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTIGTGTICTIGARTACTTIC AGCATGCAATAATANAGTAGGACTTIGETICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC - AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC -AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTC AGCATGGARTAATAGAGTAGGACTTIGETTCTA
CTTTGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTICTIGAATACTTC AGCATGGARTAATAGAGTAGGACRIGE
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC AGCATGCAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTIC - AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAARTTAGAGTGTTTCARGCAGACTTIGTGTICTIGARTACTTIC AGCATGCAATAATANAGTAGGACTTTGGTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTIGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTIGGT
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTIGAATACTTCGAGCATGGAATAA
CTTTGAGAAARTTAGAGTGTTTCARGCAGACTTIGTGTICTIGARTACTTIC AGCATGCAATAATANAGTAGGACTTTGGTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTGIGTICTIGAATACTTC AGCATGGAATAATANAGTAGGACTTITGGTTCTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC -AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAARTTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTIGICTIGARTACTTIC AGCATGEAATAATAGAGTAGGACHT

Ce 18. ThysBecan) CTTTGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTIGAATACTTC AGCATGEAATAATAGAGTAGGACTIG
B19TM5&HN CTTTGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTICTIGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACHTGE

|
|
Ce 20 TrkysBevagt
Ce 21, TrkysBevag?
NDWMW
Lo 23 TrkysBoib?
Ce 24 TrkysBaina

CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC -AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTITGTCTTGAATACTTC AGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTICTA
CTTTGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTIGTGTICTIGAATACTTC AGCATGGAATAATANAGTAGGACTGIGGTICTA
CTTTGAGAAARTTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTIGTGTICTIGARTACTTIC AGCATGCAATAATANAGTAGGACTTIGGTICTA
CTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTIGTGTICTIGAATACTTC AGCATGGAATAATANAGTAGGACTTITGGTTCTA

e 1. AB4TR328
Ce 2 AN B3215
e 3 AN B3216
Lo 4 AVITI104
e 5. AYR42185
e 6. 00174274
e 7. 00181654
e 8. 00181656
e 8.00297340
e 10.EFB36702
e 11.FJ206023
e 12, FJ013767
e 13, 633628
e 14, HOT18716
e 15.HOT18722
e 16.JX112785
B 17 TrkysBecan!
Ce 18, TrkysBecan?
m19ﬁw$mw3
Ce 20, TrkysBevogt
Ce 21, TrkysBevag?
Ce 22 TrkysBaib!
mzawmmmm
e 24, TrkysBaih

F?I] ?ﬁII] FTI] ?EII] ??U aqn BIII] BQ‘U S?I]
TTTTGTTGGT TMGTGAACCTTAGTARTGGT TAATAGRAACGGTTGGREGCA TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGARATTCTT
TTTTGTTGGITATIGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACCGTTRGGGGCA TTCCTATITAA
TTTTGTTGGITATIGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACGGTTGGGGGCA-TTCGTATITAA
TTTTGTTGGITATIGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGEGCA-TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGAAATTCTT
TITTGTTGEITATTIGAACCTTAGTARTGGTTAATAGGAACGETTRGGEECA TTCGTATITAM
TITTGTTGETTATTGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACGGTIGGEGGCANTTCGTATTTAA

TITTGTTGEITATTIGAACCTTAGTARTGGTTAATAGGAACGETTRGGGECA TTCGTATITAM
TTTTGTTGGITATIGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACGGTTGGGGGCA TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGAAATTCTT
TTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACGETIGGRGECANT

TITTGTTGE I TMRTGAACCTTAGTARTGGTTAATAGGARLGGTTGGGGRCA TTCETATTTAACTGTCAGAGGTGRAATTCTT

TITTGTTGE I THRTGAACCTIAGTARTGGTTAATAGGARLGCTTGGGGECA TTCETATTTAACTGTCAGAGGTGRAATTCTT
TITTGTTGGT IMGTGAACCTTAGTAATGGT TAATAGRAACGGTTGGGEGGCA - TTCGTATITAACTGTICAGAGGTGARATTCTT
TTITGITGGITATIGAACCTTAGTAATGGT TAATAGGAACGGTTGGGGGCA-TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGAAATTCTT

TTTTGTTGGITATTGAACCTTAGTARTCGTTAATAGGAACGGTTGOGE
TTTTGTTGGITATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGE

TTTTGTTGGT IMGTGAACCTTAGTAATGGT TAATAGRAACGGTTGGRGGCA- TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGARATTCTT
TTTTGTTGGT IMGTGAACCTTAGTARTGGT TAATAGRAACGGTTGGREGCA TTCGTATITAACTGTCAGAGGTGARATTCTT
TITTGTTGE I TMRTGAACCTTAGTARTGGTTAATAGGARCGGTTGGGGECA TTCETATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTT
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“ 1 i m 0l 0 i i
D1 BITBI  AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTITTCATTAATCAAGAACGARAGTTAGEGGATCGAAGA
Ce 2 AMIB3215
Be 3 AN183216
B d AVIT1194 AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATT TGO CAAGGACGTTTECAT TAATCAAGAACGAAAGTTAGGGRATCGAAGR
Ce 5 AY942185
Ce 6.00174279
Be 7.D0181654
Ce 3. D0181656
B 000207300 AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATT TGO CAAGGACGTTTHCAT TAATCAAGAACGAAAGTTAGGGRATCGAAGR
[ 10 EF636707
Do 11 FJ200023  AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGLGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTITTCATTAATCAAGRACGAAAGTTAGGGGATCGAAGA
Be 12 FJ913767
Be 13 GUIB6282
e 14 HOTI9716  AGATTTGTTARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGACGTTTITCATTAATCAA AAPGAAAGTTnGGGGnTPG““Gn
Be 15 HOT18722  AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGLGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTITTCATTAATCAAGRACGAAAGTTAGGGGATCGAAGA
B 16.JK12785  AGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATT TGO CAAGGACGTTTECAT TAATCAAGAACGAAAGTTAGGGRATCGAAGR
B 17 TikysBeeant
B 1. TikysBecan?
Wﬂﬂlﬁwma
: 00:
Bk 22 TrkysBoib!  AGATTTGTTARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGCACGTTTITCATTAATCAA AAPGAAAGTTnGGGGnTPGnn A
Uk 23 TiKysBoh?  AGATTTGTTARA anAAPT”CTGCGAAA'CATTTGCCAAGGACGTTTTCATT ATCAAGAACGARAGTTAGGGGATCGAA Gn
bk 24 TiKysBob3  AGATTTGTTARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGC CAAGGACGTTITCATTAATCAAGAACGARAGT TAGGGGATCGAAGA
m 9@ " i i m il m
e 1. ABATIIE  CGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACCATGCCGACTAGEGATTGGAGGTCGTCATTTTMC -GACHCCTTCAGRARC
Bk 2 AM1B3215
Ce 3 AMB3216
e d A0 COATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACCATGCCGACTAGHGAT TGGAGGTCGTCGTTTTGCMGACECCTTICAGGANC
Ce 5, AYO42185
Ce 6.00174279
Ce 7.D0181654
Ce 500181656
e 90020730 COATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACCATGCCGACTAGHGATTGGAGGTCGTCGTTTTGCMGACECCTTCAGGANC
e 10 EFG36707
Ge {1 FI200023 COATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACCATGCCGACTAGGGATTGGAGGTCGTCATTTTHC-GACHCCTTCAGRARC
Be 12 FJS13767
be 13, GU3BG262
Ce 14 HOT18716  CGATCAGATACCGTCGTAGTCC TAACCATARACCATGCCGACTAGGGATTGGAGGTCGTCATTT
Ce 15 HOT1872)  CGATCAGATACCETCGTAGTCC TAACCATARACCATGCCGACTAGGGATTGGAGETCGTCATTT
B 16, JX112785
B 17, TikGysBeeant
B 18, TikysBecan?

WGHI%WNS

‘ J

B 22 TikysBaibt

U 23 TikysBaib2

U 24 TrkysBaib3

Sekil 4.26. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen Babesia izolatlari ile Diinyadaki diger bazi Babesia
izolatlarinin parsiyel 18S rRNA gen bdlgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlart

CGAT
CGATC
CGATCA

Sekil 4.26’de goriildiigii gibi 18S rRNA gen bolgesine gore saptanan Babesia tiirlerine ait

izolatlar arasinda tiire 6zgili olarak cesitli niikleotid degisimleri, delesyonlar1 ve insertionlari

belirlenmistir. B. canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni belirlenen izolatlarin pairwise

kiyaslamalarina gore kendi aralarinda ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla

aralarinda sirasiyla ortalama %1,4+0,2, %0,340,2 ve %0,9+0,3 farklilik saptanmistir. Ayrica

B. canis canis ve B. canis vogeli gruplari arasinda%5,9+1,1, B. canis canis ve B. gibsoni

gruplar arasinda %14,1+1,7 ve B. canis vogeli ve B. gibsoni gruplar arasinda ise %14,9+1,4

oraninda genetik farklilik belirlenmistir.
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Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan Babesia izolatlari ile Diinyadan benzer diger bazi
izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik
agaci Sekil 4.27°de verilmistir. Filogenetik agacta da goriilecegi lizere saptanan izolatlarin tiir

bazli olarak kendi gruplarinda yer aldig1 belirlenmistir.

60 @ AM183215
65 | @ AM183216
@ TrkysBcwgl
@ TrkysBcwg?2
A EF636702

@ GU386282

39

® DQ297390
& @ AY371194
@ JXx112785
100 56 — L] DQ181656
41 @ FJ913767
@ DQ174279
100 | O AY942185
" @ TrkysBccan2
0 DQ181654
@ TrkysBccanl
78 - @ TrKysBccan3
@ TrkysBgib2
@ TrKysBgib3
@ TrkysBgibl
= @ FJ209023
- ® HQ718716
=g ® AB478328

33| @ HQ718722

—
0.01

Sekil 4.27. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan Babesia izolatlar: ile GenBank’a kayitli diger benzer bazi
izolatlarm 18S rRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklari (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter

modeli). Semboller; []: Kene, @ : Kopek, /\: Kedi izolatlar:
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4.3.2. Ehrlichia canis’in 16S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Real Time PCR analizlerinde E. canis yoniinden pozitif belirlenen, jelde goriintii veren ve
spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 3’liniin sekans
analizleri gergeklestirilmistir. 16S rRNA geni yoniinden E. canis izolatlarina ait DNA dizileri,
konak, izolasyon kaynagi ile molekiiler olarak karakterize edilen tiir dagilimi Tablo 4.12'de,

niikleotid kompozisyonlari ise Sekil 4.28-4.30'da verilmistir.

Tablo 4.12. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen Ehrlichia izolatlarinin incelenen gen bolgesi, konak,
izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler

. Ehrlichia | Toplam Niikleotid
Izolat Gen bélgesi | Konak ve izolasyon kaynagi
tiirii Sayisi

TrKysEcanl | 165 rRNA Kopek/ kan E. canis 1513

TrKysEcan2 | 165 rRNA Kopek/ kan E. canis 1508

TrKysEcan3 | 165 rRNA Kopek/ kan E. canis 1507
! s 3 b b 3 o n @ a
TCARACTIGAGAGTTTGATCCTIGGCTCAGAACGAACGCTGGLGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAATTATTTATAGCCTICTGET

165 rRNA
I an'

WID HID ﬂlﬂ 13|0 1?0 1?0 1E|0 WID 1B|0
TATAGGAARTTGTTAGTGGCAGACGLHTGAGTAATGLGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGLCATTAGARATGGTIGEETAATACTGTA

190 200 210 220 230 240 250 260 mn
TAATCCCCGAGGEGGAAAGAT I TATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGIGAGGTAATGGCT TACCAAGGCTATGATCTA

2?0 Q?D 390 3]0 31;0 3?0 3:10 G?U 3?0 3':‘2
TAGCTGGTCTGAGAGGACGAT CAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
12 TRNA 7

ant

30 0 0 40 40 &0 o 0 0
GAAAGCC

4?|0 48|0 490 590 51‘0 52“0 53‘0 5“10 55‘0
AAGICCCGGLARACTCTGTGCCAGCAGCCGLEGTAATACGGAGGLGECAAGCETIIGTICGEAATIATTIGEGCETAAAGGGCACGTAGGTGGAC
165 rRMNA

5?0 57‘0 58‘0 5?0 E?D E]D ELI‘D EIIJD E‘IIO E?O
A GTAAGTTAA R AGTGAAATACCARAGCTTAACT TTGGAGCGGCITT TAATACTGC TAGACTAGAGGTCGARAAGAGGATAGLGGAATTCCTAG
2 165 rRNA

sEcant

i i i i L] i [£d] T ™
IGTAGAGGTGAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGLGECTATCTGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAARGCGTGGEE
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F?O ?ﬁ‘D ?T‘D TBID F?D B?D 81‘0 SIID 83|0
AGCAR A CAGGAT TAGATACCCIGGTAGTCCACGL TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTITGTATTGTAGCTAACGCGTTAR
1 A

840 ] 80 SFIU SBIU L] a0 a10 a0 30

GCACTCCGOCTGGEEEACTACGGICGCALGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGEACCCGCACALGCGETGEAGCATGTGETITAATTCGATG

40 950 950 a7 880 ] 1.000 1010 1020

CTACGCGAAAAACCTTACCACTTITTIGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGEGEEAGTCAGTICGECTGGACCTTACACAGETGCTGCAT

I.UISU 1.q40 1.q50 LUIﬁD I.UIFU I.UIBU W.QQU LIIUD LIIW
GGTTGTCGTCAGCTCGIGTCGTIGAGATGITGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCITAGT TACCAACAGGTAATGCTGGGCACT
165 TRNA

I.WIIU I.WISU 1.1‘40 LIFD LIIﬁD I.WIFU 1.1‘80 1.1‘90 LL:UD
CTAAGGAAACTGCCAGTGATARACTGGAGGAAGLTGGGGATGATGTCAAATCAGCACGGCCCTTATAGGGTIGGGC TACACACGTGCTACAATG
1 A

1210 4] 1730 124 1250 1350 1770 1780 1290 130
GCAACTACAATAGGTIGCGAGACCGCAAGGTT TAGCTAATCCATARAAGTTGTCTCAGTTCGGATTGTTCTCTGAAACTCGAGAGCATGAAGT

1,:1I1u 1,3‘20 1,3‘30 1‘:140 I,I]IEU I,I]IEU 1,3‘70 LZ!ISD LZ!IQD
CGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCATCACGCCACGETGAATACGTTICTCGEGTCTTGTACACACTGCCCGTCACGCCATGEGAATTGGCTTAA
165 1RNA

1,100 I,ﬂtlﬂ 1,?20 1‘130 1‘140 1,160 1,4‘80 1,??0 1‘180
CTCGAAGCTGGTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGCCATTTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGIGAAGTICGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACC

140 1500 ELEL
TGCGGCTGGATTACCTCCTTITTAGE
165 rRNA

Sekil 4.28. E. canis TrKysEcanl izolatinin niikleotid dizilimi

9
ACGA

5|0 GP ?IO SP QIO
AGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAATTATTTATAGCCTCTGGCTA
165 IR

1 n an
A LGAG ATCCTEEC TCAGA ACGCTGEEEECA

1?0 WEIO I?D 1?0
CoGAATAGCCATTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATA

10

TAGGAAATTIGTTA

10 120 130 140
GTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTA
=

190 200 210 220 230 0 250 260 270
ATCUCCGAGGGEEAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGT TAGATTAGC TAGTTGGTGAGGTAATGECTTACCAAGGUTATGATCTATA
165 IR

2?0 QQ‘D 3?0 31|D 31“0 GBID 34‘10 3?0 38‘0 BTD
GCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACAC TGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGUAGCAGTGGGEGAATATIGGACAATGEGLGA
165 rRNA

38‘0 3?0 4?0 4!0 42:0 4?0 4430 4{?0 4?0
AAGCCTGATCCAGCTATGCCGUGIGAGTIGAAGAAGGCCTTCGGG T TG TAAAACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTATAGAAGAR
165 IF

a0 0 T 500 510 0 50 50 0
GTCCCGGCAAAC TC TG TGCCAGCAGCC GO GG TAATACGGAGGGGGCAAGCGTITGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTA
165 Rl

60 a0 560 500 600 610 620 [iE0] (L] 850
; A 5A

AAGCTTAAC

T T TGGEAGCEGCTTTTAATACTGCTAGAC TAGAGG TCGALAGAGRATAGCGEAATTCCTAGTG
165 rRNA

660 870 620 aon 700 710 70 T30 740

TAGAGGTGAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGECTATCTGET ICGATAC TGACAC TGAGGTGEGAAAGLGTGEGGAG
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50 780 i g 780 00 810 820 820
CARACAGGATTAGATACKCCTIGGETAGTCCACGC TGTAAACGATGAGTGCTAAATGT

AGGATTTTATCT I TGTAT IGTAGC TAACGEGTTAAGT

8‘30 8?0 Bﬁ‘D SFIU S?U 8?0 QUIU Q!U 91“0 QSIU
ACTCCGCCIGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATIGACGGGGACCCGCACAAGCGEIGGAGCATGTIGGTTTAATTCGATGCT

40 950 060 a7 280 [0 1,000 1010 1.020

ACGCGAAARACCTTACCACTTTTIGACATGEAAGETCGTATCCCTCCTAACAGGEGEAGTCAGT TCGEC TGRACCTTACACAGGTGCTGOATGE
S5 H

I.OISO 1.0“10 1‘0|50 I.OIEO W.D‘?D LOISO I.OIQO 1.1|00 1‘1|10
ITGTCGTCAGC TCG TG TG TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCTTAGTTACCAACAGGTAATGC IGGGCACTCT

1,120 I.WISU 1.1‘40 1“|5D I.WIEU 1.1‘?0 LIISU I.WIQU 1.2‘00
AARGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGCACGGCCCTTATAGGGTIGGGECTACACACGTGC TACAATGGC
63 1RNA

T.210 770 230 240 1250 1350 1270 380 [ 1300
AACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCTAATCCATAAAAGTIGTCTICAGTICGGATTGTICICTGAAACTCGAGAGCATGAAGTCG
1 )

I.C:IO 1.3|20 1@:30 1.3‘40 1 ‘3|50 1.2:60 1.3‘70 LiiISD I.C:QO
GAATCGCTAGTAATCGTGGATCATCACGCCACGGTGAATACG T TC TCGGGTC I TGTACACACTGCCCGTCACGCCATGGEAATTGGCTTAACT
165 rRMA

1,400 1410 1,420 1430 1,450 1,480 1.4581.470 1,480

1,440
CGAAGCTGGTGTGCTAACCGLAAGGAAGCAGCCATTTAAGETTGGGT TAGTGACTAGGETGAAGTCGTAACARGGTAGCTGTAGGTGAACCTG

T.400 TA00 [
CGGUTGGATTACCTCCTTTT
1 A

Sekil 4.29 E. canis TrKysEcan2 izolatinin niikleotid dizilimi

10 0 n a0 0 0 o an

1 40
CTTGAGAGTTTGATCCTGEE TCAGAACGAACGCTGECGECAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAATIATTTATAGCCICTGGCTATAG

1?0 HIU Il“ﬂ 11‘10 1‘30 1?0 Iﬁ‘ﬂ 17‘0 1?0
GARATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATC

190 200 210 220 0 0 210 260 ]
CCCGAGGEGGAAAGATTTATCGCTAT TAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGT TGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCT
165 rRNA

0 0 300 [ ED EED B il 30 0
GGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGLAATATTIGGACAATGGGCGAAAG

380 3 400 40 420 430 440 450 450

COTGATCUAGUTATGCCGOGTGAGTGAAGAAGGCCTICGEGTTGTARAAACTCTTICAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTATAGAAGAAGTC

40 4?0 4?0 5?0 51|U 51:0 5I|]U 5?0 5?0
COGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGEGCAAGCGITGTTCGGAATTATTGGGCEGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTA

560 70 380 0 [} 610 620 30 640 Ga0

AGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAACTTTGGAGCGGCTTITAATAC TGO TAGAC TAGAGGTCGALAAGAGGATAGCGGAAT TCCTAGTGTAG

i (] a0 D T 7 m 70 ™
AGGTGAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATC TGG T TCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGEAGCAR
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T 7D 770 7 70 800 £ &0 B30
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCIGTAAACGATGAGTGCTAAATGTIGAGGATTTTATCTTTGTATTGTAGCTAACGCGTTAAGCACT

B850 860 870 880 800 a0 om 020 230

840
CCGUCTEEEEACTACEGTCGCALGACTARAACTCAAAGGAATTGACGEGEACCCGCACAAGLGETGEAGCATGTGGTTTAATICGATGC TACG

a50 060 a7 980 200 1,000 1010 1,020

a40
CGAAAAACCTTACCACTTTITGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGEGAGTCAGT TCGGCTGGACCTTACACAGGTGCTGCATGETTG

I.UISU 1.D|40 1‘U|50 I.qﬁﬂ W.DITU LUIBU I.qQU 1.1IUU HI1U
ICGTCAGCICGTGTCGTGAGATG T TGGGT TAAGTCCUGCAACGAGCGCAACCCICATTCTTAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTCTAAG

LIIZU I.WISU 1.1‘40 1“|50 I.WIBU 1.1‘?0 LIISU I.WIQU 1.2‘00
GAAACTGCCAGTGATAARACTGEAGEAAGGIGGGGATGATGTCAAATCAGCACGGCCCTTATAGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAAC

I.i“]U 1‘2:20 1.1:30 1.2‘40 1‘2:50 1.1:50 1.2‘?0 1‘2:80 I.i:QU 1.3‘00
TACAATAGGTIGCGAGACCGLAAGGTTTAGCTAATCCATAAAAGTIGTCTCAGTI TCGGATIGTTCTCTGAAACTCGAGAGUATGAAGTCGGAA

1310 1320 1320 T30 130 1380 1370 1380 130
TCGCTAGTAATCGTGGATCATCACGCCACGGTGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACTGCCCGTCACGCCATGGGAATTGGC TTAACTCGA
¥ 55 IRHA »

1.100 I.?IU 1 ‘120 1.130 1.4‘40 1 “}60 1.160 I.??U 1‘180
AGCTGGTGIGCTAACCGCAAGGAAGCAGCCATTTAAGGTITGGG T TAGTGACTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTIGAACCTGCGG

1,400 1.4|.95 1,500 1507

creoarftaccrécTITTAL

Sekil 4.30. E. canis TrKysEcan2 izolatinin niikleotid dizilimi

Arastirma yoresinde kopeklerden elde edilen E. canis izolatlariyla 16S rRNA gen bolgesi
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger bazi Ehrlichia izolatlarinin aksesyon

numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.13'de gosterilmistir.

Tablo 4.13. Diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger Ehrlichia izolatlarinin aksesyon numaralari ve
izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag Tiirler Qtizig:l
W-137J Japonya Vahsi kedi E. canis AB723710
CMM-19 (2006) Japonya Vahsi kedi E. canis AB723712
Gzh982 Cin Kopek E. canis AF162860
VDE Venezuella Kopek E. canis AF373613
Kutahya Tiirkiye Kopek E. canis AY621071
GR21 Yunanistan Kopek E. canis EF011110
TWN1 Tayvan Képek E. canis EU106856
Nero italya Képek E. canis EU439944
Bareilly Hindistan Képek E. canis JX861392
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Kayseri yoresinde kopeklerde E. canis yoniinden pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya
konan izolatlar ile Diinyanin ¢esitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger
izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlari Tablo 4.14'de, pairwise

alignmentlar1 ise Sekil 4.31°de verilmistir.

Tablo 4.14. E. canis yoniinden multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi izolatlarin
niikleotid kompozisyonlari

Toplam

Izolat/Aksesyon T@®%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) m'ik?eotid
sayisi

AB723710 23,6 19,9 27,8 28,8 51,4 48,6 1369,0
AB723712 23,5 19,9 27,8 28,8 51,3 48,7 1369,0
AF162860 23,7 19,9 27,6 28,9 51,2 48,8 1483,0
AF373613 23,4 20,0 28,0 28,6 51,3 48,7 1408,0
AY621071 23,8 19,6 27,9 28,8 51,6 48,4 1410,0
EF011110 23,6 19,9 27,8 28,6 51,5 48,5 1379,0
EU106856 25,8 19,2 27,2 27,8 53,0 47,0 1623,0
EU439944 24,0 19,6 27,6 28,9 51,5 48,5 1386,0
JX861392 23,6 19,8 27,8 28,8 51,4 48,6 1478,0
TrKysEcanl 23,8 19,8 27,6 28,8 51,4 48,6 1513,0
TrKysEcan2 23,8 19,8 27,6 28,8 51,4 48,6 1508,0
TrKysEcan3 23,8 19,8 27,5 28,9 51,3 48,7 1507,0
Ortalama 23,9 19,8 27,7 28,7 51,5 48,5 1452,8

AB723710
AB723712 0,002
AF162860 |0,003)0,004
AF373613 |0,002|0,003/0,001
AY621071 |0,002)0,003|0,001)0,000
EF011110 (0,002(0,003(0,001{0,000{0,000
EU106856 [0,002{0,003(0,001{0,000{0,000{0,000
EU439944 (0,002(0,003(0,001(0,000{0,000{0,000{0,000
JX861392 |0,002)0,003/0,006)0,001|0,000{0,000/0,007|0,000
10 |TrKysEcanl |0,002]0,003]0,001)0,000|0,000)0,000|0,000|0,000)0,007
11 [TrKysEcan2 |0,002|0,003]0,001]0,000|0,000|0,000|0,000|0,000|0,007)0,000
12 |TrKysEcan3|0,002|0,003]0,001)0,000|0,000)0,000|0,000|0,000)0,007|0,000{0,000

Sekil 4.31. E. canis izolatlarmin ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi izolatlarin 16S rRNA gen
dizilimlerinin pairwise analizleri

OO |N[O |0 |WIN|F-
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Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan E. canis izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith

benzer diger bazi izolatlarin, parsiyel 16S rRNA gen bolgelerinin multible alingmentlari ve

niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.32°de gosterilmistir.

1.AB723710
2.AB723712
3.AF162860
4.AF373613
5. AYG21071
6.EFO11110
7.EU106856
8.EL439944
9. JX861392
10. TriysEcan
11. TrysEcan2
12. TrysEcan3

ATTITATT T TATCGTIGCATCAAAGTATTITAT TTG T T TG T T ITGCATGAGTCCAAGCCATAATGTATATGGTITIGTCAARACTTG

ANETEE
TCAAACTTG
AMRACTTC
CTTG

1.ABY23710
2.ABY23712
3 AF162860
4. AF373613
5 AY621071
6.EF011110
7.EU106856
8.EU435544
9. JXB3E1392
10. TrysEcani
11. TrysEcan2
12. TrkysEcan3

a0 TEIII] 110 T%I] 130 1‘;“] T?I] T?I]
CAAGTCGAACGGACAATT ATAGCCTCTGG
CAAGTCGAACGGACAATT ATAGCCTICTGG
CTCAGAACGAACGCIGGUCGECAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAATT
AACGAACGUTIGGCGGCAAGCC TAACACATGCAAGTCGAACGGACAATT
TAACACATGCAAGTCGAACGGACAATT
ACATGCAAGTCGAACGGACAATT
AGAGTTTGATCCTGGC TCAGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC TAACACATGCAAGTCGAACGGACAATT
CAATT
AGAGTTTGATCCTGGC TCAGAACGAACGCEBIGECGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAATT
T
T
T

ATAGCCTCTGG
ATAGCCTCTGGE

ATAGCCTCTGG

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGUTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACAAT
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGUTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGACAAT

ATTT
ATTT
ATTT
ATTT
ATTT
ATTT
ATTTATAGCCTCTGG
ATTT
ATTT
ATTT
ATTT
AGAGT T TGATCC IGGC TCAGAACGAACGU TGO GECAAGCC TAACACATGCAAGTCGAACGGACAATTATTITATAGCCTC TG

1 AB723710
2 AB723712
3 AF162860
4 AF373613
5 AY621071
6. EF011110
7.ELI106856
8 EU439944
9. JXB61392
10. TriysEcant
11, TriysEcan2
12, TrkysEcan3

|?D |BD |QD 2DD 2|D 220 230 240
CTATAGGAAATTGTITAGTGGCAGAC GGG TGAGTAATGCGTAGGAATC TACC TAGTAGTACGGAATAGC CATTAGARATGETGE
CTATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATC TACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGG
CTATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGG
TATAGGAAAT TG TTAGTIGGCAGACGGGIGAGTAATGCGTAGGAATC TACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGARAATGGTGG
ATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGG TGAGTAATGCGTAGGAATC TACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGARAATGGTGE
ATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGG TGAGTAATGCGTAGGAATC TACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGE
ATAGGAAATTIGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGE
ATAGGAAATIGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGE
ATAGGAAATIGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGE
TATAGGAAATTGT TAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGG
CTATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGG
CTATAGGAAATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGTGG

aoaooon
HAEAAaA

1.AB723710
2.AB723712
3. AF162860
4. AF373613
5 AYG21071
6. EFO11110
7.EU106856
8 EL435544
9. JX861302
10. TrysEcan1
11. TrkysEcan2
12. TrysEcan3

250 260 270 280 260 300 30 320 330

GTAATACTGTATAATCCCCCACGCGCAAAGAT T TATCEC TAT TAGATGAGCCTACGTTAGATTACGCTAGT GG TGAGETAATE
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGCGGAAAGAT T TATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGT TGETGAGGTAATG

GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGEGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTITGGTGAGGTAATG
GTAATAC TG TATAATCCCCGAGGGGEGAAAGAT T TATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTIGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGEGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTIGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTIGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTTGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGARAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTTIGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGC TAGTTGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGC TATTAGATGAGCC TACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG

GCTAATAC TG TATAATCC O GAGGGGGAAAGAT T TATCGC TATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGC TAGTTGGTGAGGTAATG

1.AB723710
2.AB723712
3 AF162860
4. AF3T3613
5. AYG21071
6.EF011110
7.EU106856
8. EU439944
9. JX861392
10. Tri¢ysEcani
11. TrkysEcan2
12. TrkysEcan3

340 35D JBD 37D 330 39D 4DD ‘HD
GUTTACCAAGGC TATGATCTATAGC TGGTCTGAGAGGACGATCAGC CACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTOC TACGGE
GCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGCTATGATICTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGE
GCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCC TACGGG
GCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTIGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTIGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGE
GCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCC TACGGG
GCTTACCAAGGC TATGATCTATAGCTGGICTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG
GCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGG

1.AB723710
2.AB723712
3 AF162860
4. AF3T3613
5. AYG21071
6.EF011110
7.EU106856
8. EU439944
9. JX861392
10. Tri¢ysEcani
11. TrkysEcan2
12. TrkysEcan3

42D 43I] 46D 460 4?D 480 49D
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGUGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTCGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTICGGETTGTAA
AGGCAGCAGIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCC TTICGGGETTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCC TTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTCGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGITGAGTGAAGAAGGCCTICGGETTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCC TTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGGCAGCAGTIGGGGAATATTGGACAATGGGUGAAAGCCTGATCCAGC TATGCCGCGTCGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA

1.AB723710
2.ABT23712
3. AF162860
4. AF3T3613
5. AYG21071
6.EF011110
7.EU106856
8. EU439944
9. JX861392
10. Tri¢ysEcani
11. TrkysEcan2
12. TrkysEcan3

500 510 52D 530 540 55D 5GD 5?D 530

AACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGECAAACTCTGTGUCAGCAGCCECGGTAATACGGA
AACTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTICTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AARCTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AARCTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTICTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTICAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTICTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

AARACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
AACTC TTITCAATAGGGAAGATAATGACGGTACC TATAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

FPPPPPPPPPYPYY |FPYFPPPYYPPPPY FYVYYPYYIIIYY PYPPPYYRIYYY PRrPrrRrPrRrrry |FPRPPPPFPPPPY (PRPFPPPPPPPFF |FRFPPPRPrRFFPP

1.AB723710
2.ABT23712
3. AF162860
4. AF3T3613
5. AYE21071
6.EF011110
7.EU106856
8. EU439944
9. JX861392
10. Tri¢ysEcani
11. TrkysEcan2
12. TrkysEcan3

5DD GDD BWD E2D GBD 640 EﬁD GGD
GEGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTARAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGT TARAAAGTGAAATACCAAAGE TTAA
GGGGECAAGCGT TG TTCGGAAT TATTGGGLGTAAAGGGCACGTAGG TGGACBAG TAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGC TTAA
GEGGECAAGCEITGTTCGGAAT TATTGGGUGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GEEEECAAGCG T TG TICGGAAT TAT TGGGUGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GEEGEECAAGCGTIGTICGGAAT TAT TGGGUCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GGGEGGECAAGCGTTGTTCGGAAT TATTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGARAATACCARAGCTTAA
GGGGECAAGCGTITGTTCGGAATTATTGGGUG TAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GEGGECAAGCEITGTTCGGAATTATTGGGUGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GEEGEECAAGCGTIGTICGGAAT TAT TGGGUCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA
GGGGEECAAGCGTTGTTCGGAAT TATTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGC TTAA
GGEGGECAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCARAAGC TTAA
GEGGECAAGCE I TG TTCGGAAT TATTGGGUGTAAAGGGCACGTAGGTGGACTAGTAAGTTAAAAGTGAAATACCAAAGCTTAA



61

G?D BSD GQD TDD ?ID T?D ?3D T4D

2. TrkysEcan3

C# 1. AB723710 CITTGGAGCEGCTTTIAATACTGE TAGAC TAGAGE ICEAAAGAGGATAGCGEAATICCTAGTGTAGAGGTGAAATTICGTAGAT
O+ 2 AB723712 CITEIGGAGCGGCTTTTAATACTGC TAGAC TAGAGGTCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 3 AF162860 CITTGGAGCGGC T T TTAATAC TGC TAGAC TAGAGG TCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 4 AF373613 CITTGGAGCGGC T T TTAATAC TGC TAGAC TAGAGG TCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 5 AYE21071 CTTTGGAGCGGCTTTTAATAC TGC TAGAC TAGAGGTCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 6 EFO11110 CTTTGGAGCGGCTTTTAATAC TGC TAGAC TAGAGGTCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
L+ 7 EU1D6BSE CTTTGCGAGCGGC TTTTAATAC TGC TAGAC TAGAGGTCGAARAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
[+ B EU430044 CTTTGCGAGCGGC TTTTAATAC TGC TAGAC TAGAGGTCGAARAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
O+ O JxBA1302 CTTTGGAGCGGC TTTTAATAC TGC TAGAC TAGAGG TCGAAAGAGGATAGCGCAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 10 TrkysEcanl CTTTGGAGCGGCTTTTAATACTGC TAGACTAGAGGTCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
Ce 41 TrkysEcan2 CTITTGGAGCGGCTITTTAATACTGC TAGAC TAGAGG TCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAT
e 12 TrkysEcand CTTTGGAGCGGC I TT TAATAC TG TAGAC TAGAGG TCGAAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTG TAGAGGTGAAATTCGTAGAT
75|I] FS‘D Tfl] ?S‘I] ??D Sqﬂ ET‘D 82|I] SZ‘JEI
Ce 1. AB723710 ATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGGCGGCTATCTIGGTITCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGEGEAGCAAACAGGAT
Ce 2 AB723712 ATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGGCGGCTATCTIGGTITCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGEGGEAGCAAACAGGAT
C& 3 AF162860 ATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGGCGGCTATCTIGGTITCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGEGGEAGCAAACAGGAT
Cé 4 AF373613 ATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGECTATCIGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
C# 5 AYE21071 ATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGGCGECTATCIGGTITCGATACTIGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGEAGCAAACAGGAT
C# 6. EF011110 ATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGGCGEC TATCIGG T TCGATACTIGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce 7. EUMDGBSE ATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TATCIGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce B EU430044 ATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TATCIGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce 9. JXB61302 ATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TATCIGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce 10 TrkysEcanl AT TAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TATCTGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce 11 TrkysEcan2 A TTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATCTGGTTCGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
Ce 12 TrkysEcan3 ATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TATCTGGTTCGATACTGACAC TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
540 850 B60 B0 580 680 800 aro
Ce 1. AB723710 TAGATACCCTIGGTAGTCCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATT TTATCTTIGTATTGTAGUTAACGCGTTAAGC
Lo 2 AB723712 TAGATACCCIGGTAGTCCACGC TG TARAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATT TTATCTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
Ce 3 AF162860 TAGATACCCIGGTAGTCCACGC TG TARAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATT TTATCTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
L+ 4 AF373613 TAGATACCCIGGTAGTCCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATT TTATCTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
L& 5 AYG21071 TAGATACCCIGGTAGTCCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
Ce G.EFO11110 TAGATACCCTIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTIGTATTGTAGCTAACGCGTTAAGC
Ce 7. EU106856 TAGATACCCTIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTIGTATTGTAGCTAACGCGTTAAGC
G+ B EU430044 TAGATACCCTIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
O 9. JXBG1392 TAGATACCCTIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
Ce 10. TrkysEcant TAGATACCCIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTIGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGC
Ce 11, TrkysEcan2 TAGATACCCIGGTAGICCACGC TG TAAACGATGAGTGC TAAATGTGAGGATTTTATCTTTGTATTGTAGC TAACGCGTTAAGT
Ce 12, TrikysEcan3 TAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTGCTAAATGTGAGGATTTTATCTTTGTATTGTAGCTAACGCGTTAAGC
a0 a30 50 a0 a7g a0 @an
Ce 1 AB723710 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAACT-AAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
O+ 2 AB723712 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAAC TIIAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
[+ 3 AF162860 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTA-AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
O+ 4 AF373613 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
Lo 5 AYE21071 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
Ce 6. EF011110 ACTCCGUCTGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
Ce 7. EU06B56 ACTCCGUCTGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
Ce 5. ELI430044 ACTCCGUCTGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
L+ O .JXBGE1302 ACTCCGUCTGGGGACTACGGTCGCAAGAC TAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
Bk 10. TrkysEcant ACTCCGCCTGGGGACTACGGICGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGEGTGGAGCATGTGGITTA
Bk 11 TrkysEcan2 ACTCCGCCTIGGGGACTACGGICGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTIGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGITTA
C# 12 TriysEcan3 ACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
I]D 0 0 1,030 4D 050 0&0 070
Ce 1 ABT23710 ATTCGATGCTACGCGAAAAACCTTACCACTTTTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAG 'GGAGTCAGTTCGGCTGG.C
Ce 2 AB723712 ATTCGATGC TACGC GAAARACCTTACCACTTTTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTTICGGC TGGEEC
[+ 3 AF162860 ATTCGATGC TACGC GAAARACCTTACCAC T I TTIGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTTICGGCTGGAC
Ce 4 AF373613 ATTCGAITGC TACGCGAAAAACCTTACCACTTI TT TGACATGAAGGTCGTATCCCTCC TAACAGGGGGAGTCAGTICGGCTGGAC
Cw 5 AYE21071 ATTCGATGC TACGC GAAARACCTTACCAC T I TTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTTICGGCTGGAC
L+ 6. EFO11110 ATTCGATGC TACGC GAAARACCTTACCAC T I TTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTTICGGCTGGAC
L+ 7 EU106856 ATTCGATGC TACGC GAAARACCTTACCAC T I TTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTICGGC TGGAC
D+ 8. ELA430844 ATICGATGCTACGCGAAAAACCTTACCACTTITTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTICGGCTGGAC
D+ 9. JX861382 ATICGATGCTACGCGAAAAACCTTACCACTTITTTGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAG GGAGTCAGTICGGCTGGAC
D+ 10 TrKysEcanl ATTCGATGCTACGCGAAAAACCTTACCACTITTITGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAG GEAGTCAGTICGEGGUTGGAC
L& 11 TrKysEcan2 ATTCGATGCTACGCGAAAAACCTITACCACTITI IGACATGAAGGTCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTICEGGOTGGAC
e 12 TrKysEcand ATTCGATGC TACGCGAAAAACCITACCACTITT TGACATGAAGGITCGTATCCCTCCTAACAGGGGGAGTCAGTICEGGOTGGAC
1 DISD IDQD 1, WDD 1, HD 1, |QD 1 |3I] 1, 140 1, |5D 1.|IGD
Ce 1 ABT23710 CTTACACAGGTGCTGCATGGT TG TCGETCAGOUECGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTOT
Ce 2 ABT723712 CTTACACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGC TCG TG ITCGTGAGATGTTGGG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCT
L+ 3. AF162860 CTTACACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGC TCG TG ITCGTGAGATGTTGGG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCT
Ce 4 AF373613 CTTACACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGC TCG TG ICGTGAGATGTTGGG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCT
Ce 5 AYE21071 CTTACACAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGC TCG TG ICGTGAGATGTTGGG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATTCT
Ce 6 EFO11110 CTTACACAGGTGCTGCATGGTIGTCGTCAGCTCG TG ICGIGAGATGTTGGG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
Ce 7 EU106856 CTTACACAGGTGCTGCATGETIGTCGTCAGCTCG TG ICGIGAGATGTTGGET TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
[e 5 EU430944 CTTACACAGGTGCTGCATGETIGTCGTCAGCTCG TG ICGIGAGATGTTGGET TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
L+ §.JX861392 CTTACACAGGTGCTGCATGGETIGTCGTCAGCTCG TG ICGIGAGATGTTGGET TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
D¢ 10. TrKysEcanl CTTACACAGGTIGCTGCATGGTITIGTCGTCAGCTCGTIGTICGIGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
Ce 11, TrKysEcan2 CTTACACAGGTIGCTGCATGGTITIGTCGTCAGCTCGTIGTICGIGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
D¢ 12 TrKysEcand CTTACACAGGTIGCTIGCATGG I TG TCGTCAGCTCGTIGTICGIGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTICATTCT
LIIFD 1.1|3I] 1.1‘9D 1.2IDD 1‘2|1D I.2I2D 1.2‘3D 1.2I4D
Ce 1. ABT723710 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGEGATGATGTCAARATCAGC
Ce 2. AB723712 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGEGATGATGTCAARATCAGC
L+ 3. AF162860 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
L+ 4 AF373613 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
Ce 5 AYE21071 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
Ce 6 EFO11110 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
Ce 7 EU106BSE TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
Ce 8 ELI430044 TAGTTACCAACAGGTAATGCTGGGCACTC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAG GCGGATGATGTCARATCAGT
[+ §.JX861392 TAGTTACCAACAGGTAATGC IGGGCAC TC TAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTIGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGC
O+ 10 TrkysEcanl TAGTTACCAACAGGTAATGUTGGGCACTC TAAGGAAAC TGCCAGTGATARACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGT
[+ 11 TrkysEcan2 TAGTTACCAACAGGTAATGUTGGGCACTC TAAGGAAAC TGCCAGTGATARACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGT
D+ 12 TrkysEcan3 TAGTTACCAACAGGTAATGUTGGGCAC T TAAGGAAAC TGO CAGTGATARAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAATCAGT
1‘2:50 I.l:ﬁl] I.Q‘TD W.QISD 1‘2:90 I.SIDD I.S‘ID 1.3|2I]
D+ 1. AB723710 ACGGUCCTTATAGGGLIGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCTAATCCATA
L& 2. AB723712 ACGGCCCTITATAGGG IGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
L& 3. AF162860 ACGGCCCTITATAGGG IGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 4 AF373613 ACGGCCCTTATAGGGITGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 5. AYE21071 ACGGCCCTTATAGGGITGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 6 EFO11110 ACGGCCCTTATAGGGTGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 7. EU106B56 ACGGCCCTTATAGGGTGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 8 ELI430044 ACGGCCCTTATAGGGTGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
L+ 5 JXB61302 ACGGCCCTTATAGGGTGGGC TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
Ce 10 TrkysEcanl ACGGCCCTTATAGGGTGGGCTACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
L+ 11 TrkysEcan2 ACGGCCCTTIATAGGGTIGGGUTACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTIAGC TAATCCATA
L+ 1

ACGGUCCTIATAGGG TGGGU TACACACGTGC TACAATGGCAACTACAATAGGTTGCGAGACCGCAAGGTTTAGC TAATCCATA
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L+ 1. AB723710 AAAGTTGT("TF' LGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA TCGCTAGTAAT TCAT GCCACG
L+ 2 AB723712 AAAGTTGT CAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA S CTAGTAAT CAT ACG
[+ 3 AF162860 AAAGTTGTETCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA AA GCTAGTAAT CAT GCCACG
[+ 4 AF373613 AAAGTTGTCTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA nGTFGGnnTF'GF‘TAGTAAT CAT GCCACG
L+ 5 AYG21071 AAAGTTGTIC|ITCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA AGTF GGAATCGCTAGTAAT CAT GCCACG
L+ 6 EFD11110 AAAGTTGICTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA GTFGG ATCGCTAGTAAT CAT GCCACG
L+ 7. EU106856 AAAGTTGICTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA ATCGCTAGTAAT CAT GCCACG
L+ B ELI439944 AAAGTTGICTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA TFGF‘TAGTAAT CAT GCCACGE
O+ 0. JX861392 AAAGTTGICTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA AGTAAT CAT GCCACGE
b+ 10. TrkysEcan1 AAAGTTGTCTCAGTTCG TTGTTCTCTGAAACTCGAGA TC.G(‘TAGTAAT CAT GCCACGE
b+ 11. TrkysEcan2 AAAGTTGTCTCAGTTCGGATTIGTTICTCTIGAAACTCGAGA AGTAAT CAT GCCACGE
D+ 12 TrkysEcan3 AAAGTTGTCTCAGTTCGGATTIGTTICTCTGAAACTCGAGA GCTAGTAAT CATC GCCACE
A0 0 T4 T 470 1
Ce 1 AB723710 GTGAATACGTTCTCGGG TTGETACACACTGC GTCAC ‘TTAACTCGAA -CAA
Ce 2 AB723712 GTGAATACGTTCTCGGG TTETACACACTGC GTCAC "TTAACTCGAA -CAA
Ce 3 AF162860 GTGAATACGTTCTCGGG TTGTACACACTGC GTCAC "TTAACTCGAA CAA
[+ 4 AF373613 GTGAATACGTTCTC e TTGTACACACTGC GTCAC "TTAACTCGAA CAA
L+ 5 AYG21071 GTGAATACGTTCTC e TTGTACACACTGC GTCA TTAACTCGAA CAA
L+ 6 EF011110 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGC GTCA TTAACTCGAA AR
[+ 7 EU106856 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGC - TCA TTAACTCGAA AR
[+ B EL435944 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGC GTCA TTAACTCGAA AR
L+ O, JXB61392 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGC GTCAC TTAACTCGAA AR
L+ 10. TrkysEcan1 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGC GTCAC TTAACTCGAA AR
L+ 11. TrKysEcan2 GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGCCCGTCAC TTAACTCGAA AR
L+ 12 TrysEcand GTGAATACGTTCTC TTGTACACACTGCCCGTCAC "TTAACTCGAA “AA
1500 [ 820 [EE] [EE] ‘5|
O+ 1. ABY23710 GGAAGCAG
b+ 2 ABY23712 e =)
[+ 3 AF162860 £} ITTTAAGGTTGGGI TAGTGAC TAGGG IGAAGTCGTAACAAGGTAGC TGTAGGTGAACCTIGCGGCTGGATTACC
Ce 4 AF3TI613 G TTTAAG
Ce 5 AYE21071 G A\ TTTAAGGTTIGGGTTAGTGACTAGGGTGAA
Ce 6. EF011110 G AT T
L+ 7 EU106856 G AT TTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGTGAAG
[+ B EL435044 G LT TTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGTG
L+ 0. JX861302 G AT TTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGTGAAG
L+ 10. TrkysEcan1 G A TTTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGTGAAG
L+ 11. TrysEcan2 G 'TTTAAGGTTGGGTTnGTG'F'TnGGGTGnAG
L+ 12, TriysEcan3 A (5 AT TTAAGGTTGGGTTAGTGACTAGGGTGAAG
1200 .00 a1
C# 1|
[+ 2
b+ 3 TCCTT
C# 4 A
[
D& G,
E«?EUﬂOEBSG TCCTTTTAGGCTTTCTTATCGTATATTATTTTTTAGTAATGTTTTIT
Ce 8 ELI430044
Ce 0. JXBE1302
L+ 10. TrysEcani TTTAGS
L+ 11. TrysEcan2 TTT
[+ 12 TrKysEcan3 TTTAG

Sekil 4.32. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen E. canis izolatlari ile Diinyadaki diger bazi E. canis
izolatlarinin parsiyel 16S rRNA gen bdlgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlar1

Sekil 4.32’de goriildiigii gibi 16S rRNA gen bolgesine gore saptanan E. canis izolatlari
arasinda niikleotid farkliliklarinin oldukca diisiik oldugu belirlenmistir. Kayseri yoresinde
kopeklerde saptanan E. canis izolatlarmin pairwise kiyaslamalarmma gore kendi aralarinda
%100 identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise
ortalama %0, 1, farklilik bulundugu tespit edilmistir.

Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan E. canis izolatlar1 ile Diinyadan benzer diger bazi
izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik
agact Sekil 4.33’de verilmistir. Filogenetik agagta da goriilecegi lizere saptanan izolatlarin
Tayvan ve Cin’de kopeklerden izole edilmis TWNI1 ve Gzh982 izolatlariyla ayni filogenik
grupta yer aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.33. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan E. canis izolatlari ile GenBank’a kayitli diger benzer bazi
izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter
modeli). Semboller; HE Vahsi kedi, [ B Kopek

4.3.3. Anaplasma phagocytophilum’un Ankryin (ankA) Geninin Sekans ve Filogenetik

Analiz Sonuglari

Real Time PCR analizlerinde A. phagocytophilum yoéniinden pozitif belirlenen, jelde goriintii
veren ve spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 3’iiniin
sekans analizleri gergeklestirilmistir. Ankryin (ankA) geni yoniinden A. phagocytophilum
izolatlarna ait DNA dizileri, konak, izolasyon kaynag ile molekiiler olarak karakterize edilen

tir dagilimi Tablo 4.15'de, niikleotid ve amino asit kompozisyonlari ise Sekil 4.34-4.36'da

verilmistir.

Tablo 4.15. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen Anaplasma izolatlarinin incelenen gen bdlgesi, konak,
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izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler

0 AB723712

® Jx861392

] Anaplasma Toplam Niikleotid
Izolat Gen bélgesi | Konak ve izolasyon kaynag:

tiirii Sayisi
TrKysApl ankA Kopek/ kan A. phagocytophilum 432
TrKysAp2 ankA K&pek/ kan A. phagocytophilum 423
TrKysAp3 ankA K&pek/ kan A. phagocytophilum 417
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Sekil 4.35 A. phagocytophilum TrKysAp2 izolatinin niikleotid ve amino aist dizilimleri

10 20 an 40 50 SU o 80 QU
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Sekil 4.36. A. phagocytophilum TrKysAp3 izolatinin niikleotid ve amino aist dizilimleri
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Arastirma yoresinde kopeklerden elde edilen A. phagocytophilum izolatlariyla ankA gen
bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger baz1 Anaplasma izolatlarinin

aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.16'da

gosterilmistir.

Tablo 4.16. Diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger Anaplasma izolatlariim aksesyon numaralari ve

izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag Tiirler ?Efﬁ;i{g;
strain 213 Polonya Kene A. phagocytophilum EU779816
sheep_6054 Norveg Koyun A. phagocytophilum GU236799
dog_18 Almanya Kopek A. phagocytophilum GU236828
dog_34 Almanya Kopek A. phagocytophilum GU236841
450-7 Polonya Yaban domuzu A. phagocytophilum GU434669
PZA-2 Polonya Vahsi ruminant A. phagocytophilum JNO005741
10 Urdiin Kopek A. phagocytophilum JN033795
31 Urdiin Kopek A. phagocytophilum JN033798
Ip_252_SPT ABD Kene A. phagocytophilum KC249918

Kayseri yoresinde kopeklerde A. phagocytophilum yoniinden pozitif belirlenen ve niikleotid
dizisi ortaya konan izolatlar ile Diinyanin ¢esitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen
diger izolatlarin ankA gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.17'de, pairwise

alignmentlar1 ise Sekil 4.37°de verilmistir.

Tablo 4.17. A. phagocytophilum yoniinden multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger
baz1 izolatlarin niikleotid kompozisyonlari

Toplam
Izolat/Aksesyon T (%) C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) nﬁk?eotid
sayisl
EU779816 28,3 18,9 29,0 23,8 57,3 42,7 403,0
GU236799 25,4 18,8 30,2 25,6 55,6 44,4 3717,0
GU236828 25,5 18,9 30,4 25,1 56,0 44,0 3696,0
GU236841 25,5 18,9 30,5 25,1 55,9 44,1 3621,0
GU434669 28,3 18,9 29,0 23,8 57,3 42,7 403,0
JN005741 26,7 19,4 30,3 23,5 57,1 42,9 617,0
JN033795 27,5 19,0 29,2 24,3 56,7 43,3 432,0
JN033798 27,8 18,8 29,2 24,3 56,9 43,1 432,0
KC249918 27,2 19,0 29,5 24,3 56,6 43,4 567,0
TrKysApl 27,8 18,8 29,6 23,8 57,4 42,6 432,0
TrKysAp2 27,9 19,1 29,3 23,6 57,2 42,8 423,0
TrKysAp3 28,1 18,9 29,0 24,0 57,1 429 417,0
Ortalama 26,1 18,9 30,1 24,9 56,2 43,8 1263,3
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
1 EU779816
2 GU236799 (0,005
3 GU236828 [0,007{0,963
4 GU236841 |0,005|0,154]0,592
5 GU434669 |0,005|0,005{0,002|0,000
6 JN005741 ]0,004)0,016]0,254)0,007)|0,004
7 JNO33795 ]0,010(0,012]0,009(0,007{0,005|0,012
8 JN033798 ]0,010{0,009|0,007|0,005|0,005|0,008|0,002
9 KC249918 [0,047(0,033(0,281{0,033{0,047{0,031|0,052|0,047
10 TrkysApl 10,010(0,009|0,007|0,005|0,005|0,000{0,007)0,005(0,037
11 TrkysAp2 ]0,010(0,010|0,007]|0,005{0,005)0,000{0,007]0,005{0,038]0,000
12 TrKysAp3 ]0,008]0,007)0,005)0,002)|0,002|0,004|0,002|0,002(0,044(0,002(0,002

Sekil 4.37. A. phagocytophilum izolatlarinin ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi izolatlarin ankA gen
dizilimlerinin pairwise analizleri

Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatlar1 ile Diinya'da
GenBank’a kayitli benzer diger bazi izolatlarin, parsiyel ankA gen bdolgelerinin multiple

alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.38de gosterilmistir.
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5. GU434669
6. JNO0ST41
7.JMN033795
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9. KC249918 GCTGCTGGCAACCAGAAGACTGC TAGGTTGC TCTTGGATAAAGGGGC TCCAGCAACGC
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1. TrikysAp2
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2800
Ce 1 EUTT9816 GTET
Ce 2. GU236798
L+ 3.GU236828
L 4. GU236841
[# 5 GU434669
De 6. JMNOD5T41
Ce 7. JMN033795
Ce . JMO33708
De 0. KC249918
Ce 10, TritysAp1
Ce 11, TrikysAp2
e 12 TrkysAp3
Ce 1 EUTT9816 GTGGEC =
Ce 2. GU236799 GTiz GTCCGETTGE
[e 3.GU236828 CETT
[e 4. GU236841 =
L 5. GU434663
Ce 6. JMNOD5T741
[e 7. JMO33795 CTCGTCCGTGGED GTCCGETTGT =
Ce 8. JNO33798 CTCGTCCGTGGED GTCCGETTGT (€3
De 0. KC249918
Ce 10. TriCysAp1 GTCCETTGETCA =
Ce 11, TrkysAp2 TCCGTIGT
L+ 12, TrkysAp3 TCCGETIGTC

Sekil 4.38. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen A. phagocytophilum izolatlar1 ile Diinyadaki diger baz1 A.
phagocytophilum izolatlarinin parsiyel ankA gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlar

Sekil 4.38’de goriildiigii gibi ankA gen bolgesine gore saptanan A. phagocytophilum izolatlar
arasinda ¢esitli niikleotid farkliliklart belirlenmistir. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan
A. phagocytophilum izolatlarinin pairwise kiyaslamalarina gére kendi aralarinda %99,8+0,2
identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise ortalama
%0,9+0,3 farklilik bulundugu tespit edilmistir.

Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatlar1 ile Diinyadan benzer
diger bazi izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan
filogenetik agaci1 Sekil 4.39’da verilmistir. Filogenetik agacta da goriilecegi lizere TrKysApl
ve TrKysAp2 izolatlarmin Polonya’da vahsi ruminanttan izole edilen PZA-2 izolati
(JNO05741), TrKysAp3 izolatinin ise Almanya’da kopekten, Polonya’da yaban domuzundan
ve Urdiin’den képeklerden izole edilen sirastyla dog_34 (GU236841), 450-7 (GU434669), 10
(JNO33795) ve 31 (JNO33798) izolatlartyla filogenik olarak en yiiksek identikligi

gostermistir.
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Sekil 4.39. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatlar: ile GenBank’a kayith diger
benzer bazi izolatlarin ankA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklari (Neighbour Joining - Kimura 2

Parameter modeli). Semboller; (] : Kene, @ : Kopek, O: Vahsi ruminant, AA: Koyun, Il Yaban domuzu

4.3.4. Hepatozoon canis’in 18S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuclari

Real Time PCR analizlerinde H. canis yoniinden pozitif belirlenen, jelde goriintii veren ve
spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 2’sinin sekans
analizleri gergeklestirilmistir. 18S rRNA geni yoniinden H. canis izolatlarina ait DNA dizileri,
konak, izolasyon kaynagi ile molekiiler olarak karakterize edilen tiir dagilimi Tablo 4.18'de,

niikleotid kompozisyonlari ise Sekil 4.40 ve Sekil 4.41'de verilmistir.

Tablo 4.18. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen Hepatozoon izolatlarinin incelenen gen bolgesi, konak,
izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler

. Hepatozoon | Toplam Niikleotid
Izolat Gen bolgesi | Konak ve izolasyon kaynad:
tiirii Sayisi

TrKysHcanl | 18s rRNA Kopek/ kan H. canis 520

TrKysHcan2 | 185 rRNA Kopek/ kan H. canis 516
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Sekil 4.41. H. canis TrKysHcan2 izolatinin niikleotid dizilimi

Arastirma yoresinde kopeklerden elde edilen H. canis izolatlariyla 18S rRNA gen bolgesi
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger bazi Hepatozoon izolatlarinin
aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.19'da

gosterilmistir.

Tablo 4.19. Diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger Hepatozoon izolatlarinin aksesyon numaralari ve
izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag Tiirler le:fs;i_/:;
Bodrum Tiirkiye Kopek H. canis DQ060327
Aydin Tiirkiye Kopek H. canis DQ060328
Selcuk Tiirkiye Kopek H. canis DQ060329
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37 Urdiin Kopek H. canis JF827605
dog-1 Kolombiya Kopek H. canis IN217101
dog-2 Kolombiya Kopek H. canis IN217102
DD11 Tiirkiye Kene H. canis JQ867389
DD11 Tiirkiye Kopek H. canis JQ867390
ZA04 Nijerya Kopek H. canis JQ976622

Kayseri yoresinde kopeklerde H. canis yoniinden pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya
konan izolatlar ile Diinyanin ¢esitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger
izolatlarin 18S rRNA gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlar: Tablo 4.20'de, pairwise

alignmentlar1 ise Sekil 4.42°de verilmistir.

Tablo 4.20. H. canis yoniinden multiple alignmentlar: yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi izolatlarin

niikleotid kompozisyonlar1

Toplam
Izolat/Aksesyon T (%) C®) | A(%) | G(%) | A+T (%) | G+C (%) niik?eotid
sayisl
DQ060327 29,0 16,0 31,2 23,8 60,2 39,8 568,0
DQ060328 29,0 15,9 31,7 23,4 60,7 39,3 542,0
DQ060329 29,3 15,8 31,6 23,3 60,9 39,1 550,0
JF827605 29,8 15,2 32,2 22,8 62,1 37,9 580,0
JN217101 29,4 16,2 31,1 23,2 60,5 39,5 598,0
JN217102 28,0 15,9 33,0 23,0 61,1 38,9 560,0
JQ867389 29,3 15,6 31,9 23,1 61,2 38,8 601,0
JQ867390 29,2 15,9 31,7 23,2 60,9 39,1 609,0
JQ976622 29,1 15,5 32,3 23,1 61,4 38,6 640,0
TrKysHcanl 27,9 16,3 32,3 23,5 60,2 39,8 520,0
TrKysHcan2 27,9 16,3 32,4 23,4 60,3 39,7 516,0
Ortalama 28,9 15,9 32,0 23,2 60,9 39,1 571,3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 DQO060327

2 DQ060328 (0,008

3 DQ060329 [0,009|0,012

4 JF827605 0,013{0,008|0,013

5 JN217101 ]0,014|0,010{0,013(0,002

6 JN217102 ]0,002|0,010{0,004(0,006(0,004

7 JQ867389 ]0,014/0,010{0,013(0,002{0,002(0,008

8 JQ867390 ]0,014/0,008|0,013(0,000{0,002(0,006|0,000

9 JQ976622 ]0,014(0,011{0,013{0,000{0,002|0,011]|0,002)0,000

10 TrKysHcan1 |0,000{0,008{0,002{0,000{0,002|0,006|0,002)|0,000|0,000

11 TrKysHcan2 |0,000{0,008|0,002{0,000{0,002{0,006|0,002|0,000|0,000|0,000

Sekil 4.42. H. canis izolatlarinin ve Diinyadan analizleri yapilan diger baz1 izolatlarin 18S rRNA gen
dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan H. canis izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith
benzer diger bazi izolatlarin, parsiyel 18S rRNA gen bdlgelerinin multiple alingmentlar1 ve
niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.43’de gosterilmistir.

1 10 2 0 40 ] il ] 80 fn 100 1]0 120 130

B 1. DO0G0327 TTACAGTATGGAAATTGGTSATTTATARTAACTTGGCA-ATCOCAAAGTGAAA ACAGGCGATAART
C+ 2. DQ0G0328 BGAGCGCATTTATTAGATARARAGC CARTCATGCTTTTACAG TA TR AA TTGG TR ATTTAT A TAACTTIGCAAR TCGCARAGTGA RRACAGGCATAMAT
B 3.DQ060320 GCGTECTTTTACAGTATG A LA TT GO TG ATTTATARTAACTTGOC AL TCGCA RAGTGA LA AC AGGCGATAAAT
B# 4. JF327605 TITATTAGATARARAGCCARTGCATGCTTTTACAGTATGGA AATTGGTGATTTATARTA ACTTGGCAARTCGCA AGTGA AR ACAGGCGATAART
B 5 NI T101 CABTGCATGCTTTTACAGTATGGA AT GG TEATTTATALTA ACTTGGC AALTCGCAMAGTGA A ACAGGCGATRART
Be G.UNZIT102  TTATTCAGAGCAAARTTTCAACTTTATTGANAGEGACGCATT TATTAS AR AR AGCCABTGC AT TTTT ACAGTATOMA A TTGA TEATT-ATAATAACTTGGC AL TCGCAMAGTGA AAACASGCGATAAAT
L& 7.J0B67380 WAGATALALAGCCARTGCATGCTTTT ACAS TATGGARA TTGG T ATTTAT AN TAACTTGGCAAA TCGCA RAGTGA AR ACAGGCGATARAT
[+ 8. J0B67390 GATAAMAAGCCANTGCATECTT TTACAG TATG GAIA TT GA ToATTTAT AL TA ACTT GGC AL TCGCAAAGTGA A ACAGGCCATRART
B 0.J0976622 GAGGAACGCATTTATTAGATAAALAGCCANTECATECTT TTAC AGTATGGAAA TTGG TG ATTTAT AN TAACTTGGCAAA TCGCAAAGTGA AAACAGGCATAAAT
e 10, TrkysHeand ACGCATTTATTAGATAAAAAGCCARTGCATGCTTTTACAG TATG GAMATT GA TG ATTTAT AR TA ACTT GGC AR TCGCAAAGTGA AL ACAGGCGATAART
Be 41, TrkysHean2 CATTTATTAGATARALAGCCAATGC ATECTTTTAC AGTATG6A A TGO TOATTTAT AR TAACTTGGC AR TCGCAAGTGA RAACASGCGATAART

110 15‘0 Iﬁ‘D ﬁ:ﬂ WEID 1?0 Q?D 21|D 21: 23‘0 2“:0 Q?D 260 270
Be 1.DQ0E032T  CATT CAAGTTTCTEACCTATCAGCTTTCOACGS TATSGTATToGCTT ACCGTOACAGToACGE TT AR CO306GA TTAGBG T AT T CO6AGAGEGAGCCTEAGLAACEGETACTACATC TAASGARSGCAGE
b+ 2. DQOG0328  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTSGCTTACCHTGGCARTGACGRTT AR COGGAGATTASGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA LACGGCT ACCACATCTA AGGAAGGCAGC
B+ 3DQOG0329  CATT CARGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTTACCHTGGCAGTGACGHTT AR CGGGAGATTASGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA MACGGCT ACCACATCTA AGGAAGGCAGC
Be 4. JF27605  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGATATSGTATTO0CTT ACCOTG6CAGTEACGETT AA COR06GA TT ARG TTCG AT TCCGAGAGEGAGCCTEAGRAACGGETACCACATC TAASGA ASGCAGC
B# 5 JN17101  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATSGTATTSGCTTACCHTGGCAGTGACGRTT A CGGGAGATTASGGTTCOATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA LACGGCT ACCACATCTA AGGAAGGCAGC
Be G JNHTI02  CATTRCAMGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGETATRGTATTRGC TTACCETGRCAR TG ACGATT A CO30ACATT AGCG TTCA AT TCCGGAGAGGGAGCC TEAG MACGGCT ACCACATCTAAGEAAGGCARC
Be 700867380 CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGSTATGGTATTEGCTT ACCOTG6CAGTOACGETT AA COAG6GA TT AGBGTTCG ATTCCGGAGAGOGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATC TAASGA ASGCAGC
D+ B J0BE738)  CATT CARGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTTACCHTGGCARTGACGHTT AL CGGG3GATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA LACGGCT ACCACATCTA AGGAAGGCAGC
Be 0.J0076622  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGSTATSGTATTO0CTT ACCOTG6CAGTEACGETT AR COA06GA TT AGBG TTCG AT TCCOGAGAGEGAG CTEAGLAACGGCTACCACATC TAASGA ASGCAGC
B 10, TrysHean!  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGT ATTGGCTTACCGTRGCAGTRACGE TT AR COGG6GATTAGGA TTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTAGA AACGGCT ACCACATCTAAGGA RGGCAGC
Bé 11 TrkysHcan?  CATT CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGSTATAGTATTGGCTT ACCGTGRCAGTRACGTT A COAGGGATT AGGG TTCG ATTCCGGAGAGGGAGCCTRAGLLACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGC

.DQO60327  AGGCGCGCAARTTACCCAATTCTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTAACAAGAAATAACALTACAAGGCART TARAATGCTT TG TAATTGCARTGATAGAAATT TAA-CCCTTT TTAAAGTATCART TGGAGGGCALG
. DQ060328  AGGCGCGCAARTTACCCAATTCTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTARCAAGAAATAACARTACAAGGCAGT TARAATGCTT TRTAATTGGARTGATAGAAATT TAARC CCTTT TTARAGTATCART TRGAGGGCARG
. DQ060329  AGGCGCGCAARTTACCCAATTCTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTAACAAGAAATAACARTACAAGGCART TARAATGCTT TGTAATTGGAATGATAGAAATTTAALCCCTTTTTAAAGTATCART TRGAGGGCALG
JFB27605 AGGCGCGCAALTTACCCARTTCTAACAGTTTGAGAGAGGT AGTARCAAGAARTAACARTACAAGGCAATTARAATGCTT TETAAT TGGAATGATAGAARTT TAAC CCTTT TTARAGT ATCAATTGGAGGGCAAG
CWN217101 AGGOGCGCAATTACCCAATTCTARCAGTT ToAGAGAGGT AGTAAC AAGAAATAACARTAC A AGGCANTTARA TGO TT TR TAAT TGGAATGATAGAAATT TAALC CCTTT TTAAAGT ATCAAT TRGAGGGCALG

2?0 Z?D SDID 31|D 32‘0 33‘0 M GEID GEID STD 3?0 SQID 4|JID

INHTI02  AGGCGCGCAARTTACCCARTTCTAACAGTTTGAGAZAGGTAGTAACAAGALATAACARTACAAGGCARTTA AL ATGCTT TS TAAT TG 0A ATGATAGRARTT TR ARC CCTTT TTALAGTATCAAT TRGAGGGCARG
JOB67I8Y  AGGCGCGCAARTTACCCARTTCTARCAGTTTGAGAGAGGTAGTAAC AGALATAACARTACAAGGCARTTARAATGCTT To TAAT To A RTGATAGRARTT TR ARC CCTTT TTALAGTATCAAT TOGAGGOCARG
JOB67390  AGGCGCGCAARTTACCCARTTCTAACAGTTTAGAG AGGTAGTAACAAGAAATAACARTACAAGGCARTTARARTGCTTTo TAAT TG GARTGATAGRALTT TR ALC CCTTT TTA LAGTATCAAT TRGAGGGCARG
JOS76622  AGGCGCGCAARTTACCCAATICTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTAACAAGALATALCARTACAAGGCARTTARAATGCTT TS TAAT TG GAATGATAGAARTT TAARC CCTTT TTALAGTATCAAT TRGAGGGCARG
0.TikysHean!  AGGCGCGCAALTTACCCAATTCTAMCAGTTTRAGAGAGGTAGTAAC AAGAALTAACALTACAAGGCARTTARA L TGCTT TR TAATTGGARTCATAGRALTT TR ALC COTTT TTALAGTATCAATTRGAGGGCARG
1.TrkysHean?  AGGCGCGCAAATTACCCAATTCTAMCAGTTTRAGAGAGGTAGTAACAACAAATAACARTACAAGGCARTTARARTGCTTTETAATTGGARTGATAGR AL TT TR ALCCOTTT TTA RAGTATCAAT TRGAGGOCARG
41ID 42‘0 41‘10 4430 46|D 46|D 4TD 48|D 49|D 5qﬂ 51‘0 52|D 53|D 5110
fe 1.D0060327  TCTGGTGCCARCAGCCGCGGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATT A A TTGTTGCAGTTAMA A GCTCGTAGT TG AGTTCTAC T AL AAGTA-C COGTCTGC TTT TAAT A A-G TGGTATCTTGGTGTGTATT
be 2.D0060328  TCTGGTOCCASCAGCCSCOETARTTCCAGCTCCMAT AGCGTATATT A A TTGTTGCAGTTAMAAAGCTCGTAGT TS AGTTCTAC T AL AT ARC CORTCTGC TTT TAAT ALAGG TOCTATC TTGGTGTCTATT
fe 3.D0080320  TCTGGTGCCAGCAGCCOCGETAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATT AL RATTGTTGCAGTTAMAALGCTCGTAGTTG ACTTCTACT AL AGTALC CORTCTGC TTT TAAT AL A MG TEGTATCTTGOTGTOTATT
Be 4 JF827605  TCTGGTGCCARCAGCCGCGGETARTTCCAGCTCCARTAGCGTATATT A RATTGTTGCAGTTAMAALGCTCGTAGTTG AGTTCTACT AL AGTALC COGTCTGC TTT TAAT AL A MG TGGTATCTTGGTGTGTATT
Be 5UNA7101  TCTGGTOCCASCAGCCCOETARTTCCAGCTCCART AGCGTATATT A A TTGTTGCAGTTA MR GCTCGTAGT T AGTTCTAC TAL AT ARC CORTCTGC TTT TAAT AL A AS TOCTATC TTGGTGTCTATT
Be .JN217102  TCTGGTGCCARCAGCCOCGETARTTCCAGCTCCARTAGCGTATATT AL MATTGTTGCAGTTAM AL GCTCGTAGTTG ACTTCTAC T AL AT AR COGTCTGC TTT TAAT AL A MG TGGTATC TTGOTGTGTATT
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JO867380 TCTGGTGCCAGCAGCOGCGGTALTTCCAGCTCCAATAGCGTATATT ALAATTGT TGCAGT TALAARGCTCGTAGT TGALGT TCTGCT ALAAGTALC CGGTCTGCTTTTAAT ALAAGTGGT ATCT TGGTGTGTATT

JOBETI80 TCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT AR T TCCAGCTCCAATAGCGTATATT AL AATTGTTGCAGT TAAA AR GCTCGTAGT TGAAGT TCTGCT AL AR GTAAC COGTCTGCTTTTAAT AL AAGTGGT ATCT TRGTGTGTATT

JOUTa622 TCTGGTGCCAGCAGCOGCGGT AR TTCCAGCTCCAATAGCGTATATT AL AATTGT TGCAGT TA LA ARGCTCGTAGT TGAMGT TCTGCT AL ARGT AACCOGTCTGCTTTTAAT AAAAGTGGT ATCT TGGTGTGTATT

0.TriiysHean!  TCTGGTGCCAGCAGCOGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATT ALAATTGTTGCAGT TALAALGCTCGTAGT TGALGT TCTGCT ALAAGT AL CGATCTGCTTTTAAT ALAAGTGGT ATCTTGGTGTGTATT

1.TriysHean2  TCTGGTGCCAGCAGCCGOGGTARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATT AAAATTGT TGCAGT TAAR AAGCTCGTAGT TG ALGT TCTGCT ARAAGT ARC CGGTCTGCTTTTAAT MAAAGTGGTATCTTGGTGTGTATT
] i) a1l a0 a0 lil] (i1 20 30 40 50 ﬁﬁID ﬁ?‘E

_DQOB03Y7  TAGCARTGATGTCCTTTGAAGGGTTTTTTACTTTATGG-AANARAGCATATTCGGGACTT TITACTTTC ANAL A TT ARAGGG TT TCTAGCAGGCCGACHCTT

'DQOR0328  TAGCAATGATGTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTTAT

'DQOGO32Y  TAGCARTGATGTCCTTTGAMGEGTTTTTTACTTTATT5-ARTAAMGCATATRC -GGACTTT TACTTTGARIAME

‘JF827605  TAGCANTGATGTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTTATTSTARTAAAGCATATTCAGGACTTT TACTTTGAGAAAATTAGAGT

IN2ITI01 TAGCARTGATGTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTTATTSTAATAAAGCATATTCAGGACTTT TACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCTAGCAGGCCGACGCTTTRARTACTGCAGCA

217102 TAGCAATGATGTCCTTTGRAG

JOBET380 TAGCA AT GATGTCCTTTGAAGTG T TT TT TACT TTAT TG TAAT AL AGCATATTCAGGACTTT TACTTTGAGAAAATTAGAGTGTT TCTAGCAGGCCGACGCTTTGALT

JOBET390 TG AT GATGTCC T T GAAG TG T TT TT TACT TT AT T TAAT AL AGCATATTCAGGACTTT TACT TTGAGAL AR TT AGAG TG TT TCTAGCAGGCCGACGCTTTRARTACTGCAGCAT

JOA76622 TAGCAATGATGTCCTTTGAAGTG T TT TT TACT TT AT ToTAAT AL AGCATATTCAGGACTTT TACTTTGAGAAAATTAGAGTGTT TCTAGCAGGCCGACGCTTTGARTACTGCAGCATGGAATARATT AAGE
0.TriysHean!  TAGCAATGATGTCCTT
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Sekil 4.43. Kayseri yoresinde kopeklerde belirlenen H. canis izolatlar1 ile Diinyadaki diger bazi H. canis
izolatlarinin parsiyel 18S rRNA gen bdlgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlar1

Sekil 4.43’de gorildiigii gibi 18S rRNA gen bolgesine gore saptanan H. canis izolatlari
arasinda ¢esitli niikleotid farkliliklart belirlenmistir. Kayseri yoresinde kdpeklerde saptanan
H. canis izolatlarinin pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %100 identik olduklari,
diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise ortalama %0,2+0,1 farklilik
bulundugu tespit edilmistir.

Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan H. canis izolatlar1 ile Diinyadan benzer diger bazi

izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik
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agact Sekil 4.44°de verilmistir. Filogenetik agacta da goriilecegi iizere TrKysHcanl ve
TrKysHcan2 izolatlarinin Urdiin’de k&pekten, Tiirkiye’de ise kopeklerden izole edilen
sirastyla 37, DDI11 ve Bodrum izolatlariyla filogenik olarak %100 identik oldugu

saptanmistir.
s @ IN217101
L—— [0 JQ867389
@ 10867390
® JQ976622
65 ® JF827605
l @ TrkysHcan2
@ TrKysHcanl
@ DQ060328
@ DQ060329
6 @ DQ060327

46 | @ JIN217102

—
0.001

Sekil 4.44. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan H. canis izolatlari ile GenBank’a kayith diger benzer bazi
izolatlarin ankA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli).
Semboller; L1 : Kene, @ : Kopek
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TARTISMA VE SONUC

Vektor-borne (babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis) ve food-borne
(toxoplasmosis ve neosporosis) protozoon enfeksiyonlart tiim diinyada hem insan hem de
hayvan saghigim1 tehdit etmektedirler. S6z konusu enfeksiyonlar kopeklerde klinik ve
subklinik seyir gosterirler. Kopekler bu enfeksiyozler icin ayn1 zamanda iyi bir
rezervuardirlar. Uluslararast turizm ve seyahat aktivitelerinin global oOlgekte artmasi,
insanlarin 6zellikle tatil amacl seyahatlerde de kopeklerinden ayrilmak istememeleri, iklim ve
ekolojik degisiklikler gibi bir cok faktér bu enfeksiyonlarin kitalar, iilkeler veya bolgeler

arasinda hizli bir sekilde yayilmasina neden olmaktadir.

Canine Babesiosis: Kopeklerde babesiosis ixodid keneler tarafindan nakledilen ve Babesia
canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi gibi biiyiik Babesia tiirleri ile Babesia gibsoni, B.
conradae ve B. microti-benzeri tiir (Theileria annae veya “Spanish dog isolate™) gibi kiigiik
Babesia tiirleri tarafindan olusturulan bir enfeksiyondur (101). Bu parazitler kopeklerin
eritrositlerini enfekte eder ve hemolytic anemiye yol agarlar. B. gibsoni biiyiilk Babesia
tirlerinden daha agir klinik tabloya yol acar ve genellikle multiple organ disfonksiyon
sendromu ile sonuglanabilir (102). Biiyiik ve kiigiik Babesia tiirleri mikroskobik olarak kolay
ayirt edilebilmesine karsin (8, 101) morfolojik tabanli teshis tiir identifikasyonunda yetersiz
kalmaktadir (11, 103, 104). Molekiiler tabanli birgok teknik giiniimiizde her tiir patojenin
genetik karakterizasyonu i¢in alternatif araglar olarak kullanilmaktadir (105). Bunlar arasinda
SSU rRNA geninin filogenetik analizi B. canis ve B. gibsoni tizerine molekiiler ¢alismalarda
yaygin olarak uygulanmistir (3, 64, 106, 107, 108). Bu teknik ayn1 zamanda kopeklerde
genotipik olarak farkli Ispanya’da Theileria annae (109, 110), Kaliforniya’da Babesia
conradae (11) gibi kiigiik piroplasmlar ve Kuzey Amerika’da biiyilk Babesia sp. (13) gibi
yeni tiirlerin tanimlanmasinda da basari ile kullanilmigtir. Ayrica PCR- RFLP teknigi B. canis
canis ve B. canis vogeli saha izolatlarinin karakterize edilmelerinde kullanilabilecegi rapor
edilmistir (111, 112). B. gibsoni ve B. canis canis’in tiir spesifik teshisinde konvansiyonel
PCR y0nteminin giivenilir alternatif bir yontem oldugu kaydedilmistir (113, 114, 115, 116).
Birkenheuer ve ark. (117), B. gibsoni, B. c. canis, B. c. vogeli veya B. c. rossi’nin teshisinde
semi nested PCR yontemini olduk¢a duyarli oldugunu belirlemislerdir. Duarte ve ark. (118)

tarafindan 18S rRNA gen bélgesinden dizayn edilen tiir spesifik primerlerle uygulanan tek
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basamak PCR yontemi ile B. c. canis, B. c. vogeli ve B. c. rossi’nin identifiye edilebildigi

ortaya konmustur.

Real Time PCR teknigi sahip oldugu yiiksek sensitivite, bir ornekteki mevcut spesifik
DNA’nin basarili ve tekrarlanabilir olarak 6l¢iilebilmesi gibi ¢esitli avantajlariyla son yillarda
bir ¢ok patojenin spesifik teshisinde ve takibinde konvansiyonel PCR, Nested PCR ve sekans
tekniklerinin yerini almaya baslamistir (19, 119, 120). Mevcut literatirde kopeklerde
babesiosis’in Real Time PCR ile teshisine yonelik ¢ok simirli veri bulunmaktadir.
Schaarschmidt ve ark. (121) bu teknigi sadece kopeklerdeki paraziter enfeksiyonu gostermek
amaciyla kullanmislardir. Diger yandan Matsuu ve ark. (119), kdpeklerden izole edilmis B.
gibsoni DNA’sinin kantitatif analizinde SYBR Green tabanli Real-Time PCR teknigini
uygulamiglardir. Adaszek ve Winiarczyk (122), B. canis canis’in spesifik teshisinde 18S RNA
gen bolgesinden dizayn edilen primerlerle Real-Time PCR- high-resolution melting (HRM)
teknigini uygulamislar, genetik olarak iki farkli B. canis canis izolatlarin1 gruplandirmislar ve
bu gruplarin melting curve analizlerine gore ayrilabilecegini belirlemislerdir. Costa-Junior ve
ark. (120), ribozomal internal transcribed spacer (ITS) gen bolgesinden dizayn ettikleri primer
ve problarla uyguladiklar1 Tagman Real Time PCR teknigi ile B. c. canis, B. c. vogeli ve B. c.
rossi’nin spesifik olarak identifikasyonu yapmislardir. Ayrica arastiricilar (120) bu teknikle
Brezilya’da 242 kopekten topladiklart kan 6rneklerinde yalnizca B. c. vogeli’yi %9,9 oraninda
tespit ettiklerini kaydetmislerdir. Bu ¢alismada kopeklerde B. canis canis, B. canis vogeli, B.
canis rossi ve B. gibsoni’nin TagMan prob tabanli Real Time PCR ile identifikasyonu i¢in
heat shock protein 70 (HSP70) gen bolgesi hedef olarak segilmistir. HSP proteinleri farkli
sekillerde hiicresel stresin ortaya ¢iktig1 durumlarda aktive olan ve biosentezlenen bir protein
grubudur (108). Bu proteinler hiicrelerin hayati fonksiyonlarinin regiilasyonunda gorev
almaktadir. Bu protein familyasinin ana polipeptidlerinden birisi, digerlerine gore en ¢ok
korunmus ve en yaygin goriilen HSP 70 proteinidir. Bu proteini kodlayan HSP70 geni bir¢ok
Babesia tiiriinde genetik olarak arastirilmistir (123). HSP70 geni sahip oldugu yiiksek
diizeyde korunmus bolgeleriyle molekiiler filogenetik ¢aligmalarda hedef bir bdlge olarak
nitelenmektedir (123). Nitekim bu ¢alismada s6z konusu gen bolgesinden dizayn edilen tiire
Ozgili prob dizilerinin B. canis canis, B. canis rossi ve B. gibsoni i¢in Real Time PCR
analizlerinde spesifik reaksiyon verdigi belirlenmistir. Ancak B. canis vogeli probu’nun B.
canis canis ve B. gibsoni ile de amplifikasyon verdigi belirlenmistir. Real Time PCR

analizlerinde B. canis vogeli pozitiflikleri diger iki tiir disindaki sonuglar g6z oniine alinarak
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verilmigtir. Ayrica bu sonuglar sekans analizleriyle de teyit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada
Babesia tiirleri arasinda B. canis canis %12,0 ile en yaygin tiir belirlenmis, bunu %9,0 ile B.
gibsoni ve %2,3 ile B. canis vogeli takip etmistir. Incelenen 6rneklerde B. canis rossi’ye ise
rastlanmamuistir. Ayrica 12 Ornekte B. gibsoni + B. canis canis miks enfeksiyon tespit
edilmistir. Parazitemi agisindan pozitif 6rneklerde B. canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni
icin ortalama Ct (dR) degerleri de sirastyla 32,2+0,8, 31,6+2,2, 33,440,9 olarak bulunmustur.
Tiurkiye’de kopeklerde babesiosis tizerine molekiiler calismalarin oldukg¢a smirlidir.
Bunlardan, Aysul (65) Istanbul yoresinde 493 kdpekten alinmis kan drneklerinden elde edilen
genomik DNA ekstraktlarinda PCR-RLB yontemi ile %3,9 oraninda B. canis vogeli
pozitifligini bildirmistir. Giilanber ve ark. (64), Istanbul’da klinik siipheli bir kopekten
aldiklar1 kan oOrneklerinde PCR-RFLP teknigi ile B. canis vogeli enfeksiyonunu
saptamiglardir. Muller ve ark. (124), Aydin yoresinden oOrneklenmis 58 kopekte Loop-
mediated Isothermal Amplification (LAMP) ve RLB teknikleri ile yaptiklari ¢alismada B.
canis vogeli’yi LAMP teknigi ile 12 6rnekte RLB ile ise 15 6rnekte tespit etmislerdir. Gokge
ve ark. (125), Kars yoresinde klinik olarak babesiosis siipheli 3 kopekte konvansiyonel PCR
ile B. canis canis tanisi koymuslardir. Takiben Aydin’da klinik olarak siipheli bir kopekte
konvansiyonel PCR analizi ile B. gibsoni pozitifligi bildirilmistir (126). Bu ¢alismada B. canis
vogeli i¢in belirlenen molekiiler prevalansin Aydin yoresinde yiiriitiilmiis tez ¢alismasinda
(65) RLB teknigi ile saptanan prevalans oranina yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu
calismada Real Time PCR analizlerinde pozitif saptanan, jelde goriintii veren ve
spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenenlerden B. canis canis igin 3
(TrKysBccanl, TrKysBccan2, TrKysBccan3), B. canis vogeli i¢in 2 (TrKysBcvogl,
TrKysBcvog?2), B. gibsoni i¢in de 3 (TrKysBgibl, TrKysBgib2, TrKysBgib3) izolatin 18S
rRNA gen bolgesi yoniinden sekans ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. B. canis
canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni belirlenen izolatlarin pairwise kiyaslamalarina gore kendi
aralarinda ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda sirasiyla ortalama
%1,4+0,2, %0,3+0,2 ve %0,9+0,3 farklilik saptanmistir. Ayrica B. canis canis ve B. canis
vogeli gruplari arasinda %5,9+1,1, B. canis canis ve B. gibsoni gruplari arasinda %14,1+1,7
ve B. canis vogeli ve B. gibsoni gruplari arasinda ise %14,9+1,4 oraninda genetik farklilik

belirlenmistir.

Bu ¢aligsmada elde edilen B. canis canis TrKysBccan 1 ve TrKysBccan 3 izolatlari, en yiiksek
identikligi  %99,5 ile Macaristan’da bir kdpekte bulunmus Dermacentor reticulatus
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kenesinden izole edilen B. canis canis izolatiyla (DQ181656); TrKysBccan 2 izolati ise
%99,7 orani ile hem bir dnceki Macaristan izolatiyla (DQ181656) ve hem de Macaristan’da
diger bir kopekten ¢ikarilmig D. reticulatus’tan izole edilen diger bir B. canis canis izolatiyla
(AY942185) benzerlik gostermistir. Ayrica bu ¢alismada izole edilen B. canis vogeli
TrKysBcvog 1 izolati, Istanbul’da iki képekten izole edilen Turk 1 (AM183215) ve Turk 2
(AM183216) izolatlar ile %100 identiklik gosterirken; TrKysBcvog 2 izolati ise en yiiksek
identikligi %99.8 ile Brezilya’da bir kopek (AY371194) ve kediden (EF636702),
Venezuella’da bir kopekten (DQ297390) ve Saint Kitts ve Nevis Federasyonu’nda bir
kopekten (JX112785) izole edilmis B. canis vogeli izolatlar1 ile vermistir. Diger yandan bu
calismada B. gibsoni TrKysBgib 2 ve TrKysBgib 3 izolatlarinin Cin’de iki farkli kopekten
izole edilmis B. gibsoni 813B (HQ718716) ve 854B (HQ718722) izolatlar1 ile Hirvatistan’da
bir kopekten izole edilmis B. gibsoni izolatiyla (FJ209023) %100 identik oldugu saptanmuistir.
Buna karsilik TrKysBgibl izolati en yiliksek identikligi %99,8 ile ayni izolatlarla [Cin’in
(HQ718716), (HQ718722) ve Hirvatistan’in  (FJ209023)] gostermistir.

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME): Ehrlichia canis, kopeklerde Canine Monocytic
Ehrlichiosis (CME)’inden sorumlu olan riketsial gram-negatif bir bakteri olup (127, 128, 129)
genel olarak Rhipicephalus cinsindeki keneler tarafindan nakledilir (130, 131). E. canis diinya
capinda yayilis gostermesine karsin tropik ve subtropik bolgelerde daha sik goriiliir (132, 133,
134, 135, 136). Enfeksiyonun siddeti, konagin immun sistemi, yas, irk ve koinfeksiyonlar gibi
cesitli faktorlere baglidir. Hastaliga bagl klinik tablo cografik bolgeye gore degisiklik
gostermekle birlikte genel olarak anemi, trombositopeni ve I6kopeni tarzinda ortaya
¢ikmaktadir (137, 138). Enfeksiyonun tanisinda CME klinik tablosunun yaninda mikroskobik
ve serolojik teshis yontemleri ge¢misten giliniimiize kullanilan tani yontemleri olmustur.
Ancak son zamanlarda PCR tabanli molekiiler teknikler, CME’nin teshisinde daha duyarl ve
Ozgiil teknikler olarak daha yaygin kullanilmaya baslanmistir. Bu amagla yaygin sekilde
tercih edilen gen bdlgelerinin baginda 16S rRNA gen bolgesi gelmekte olup bu gen bolgesi E.

canis’in farkli suslar1 ve genotiplerinin ayriminda kullanilmaktadir (139).

Tirkiye’de, kopeklerde E. canis infeksiyonlar1 iizerine yapilan caligma sayisi oldukca
siirhidir. Simdiye kadar yapilmis caligmalarin da agirlikli olarak antikor saptamaya yonelik
oldugu goriilmektedir. Batmaz ve ark. (69) E. canis seroprevalansini; Marmara, Ege, Akdeniz
ve Gilineydogu Anadolu Bolgesinden ornekledikleri 249 kopekte 920,77 olarak rapor
etmislerdir. Sinop’ta klinik olarak saglikli 93 kopekte ELISA yontemiyle %18,28 oraninda E.
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canis seropozitifligi belirlenmistir (140). Aslantas ve ark. (141), Gaziantep, Hatay ve
Adana’dan ornekledikleri 288 sokak kopeginde IFA testi ile %14,6 oraninda seropozitiflik
bildirmislerdir. Diyarbarkir’da 6rneklenen 82 képegin E. canis yoniinden ELISA ile serolojik
bakisinda % 4,8 oraninda seropozitiflik bildirilmistir (142). Cihan ve ark. (143), Ayvalik,
Burhaniye, Dikili, Edremit ve Bergama’dan oOrneklenen 160 kopegin IFA teknigi ile
incelemesinde % 69,4 oraninda E. canis seropozitifligi tespit etmislerdir. Aydin yoresinde
orneklenen 224 kopegin IFAT teknigi ile 36,2% E. canis seropozitifligi belirlenmistir (144).
Yagcr ve ark. (145), Kirikkale’de 122 kopegin IFA testi ile incelemesinde %14,75
seropozitiflik tespit etmislerdir. Ote yandan son zamanlarda Tiirkiye’de CME fiizerine bir kag
molekiiler ¢alisma da yapilmistir. Unver ve ark. (72), Ankara’da klinik goriiniim olarak
ehrlichiosis’le uyumlu 12 kdpegin 3’iinii konvansiyonel PCR ile E. canis yoniinden pozitif
bulunmustur. Aydin yoéresinde Doxycycline-Chloroquine kombinasyonunun  Canine
Monocytic Ehrlichiosis’inin tedavisinde etkinliginin arastirilmasi amaciyla yiiriitiilen bir
calismada (146), CME Kklinik siipheli olan, mikroskobik ve ELISA testleri ile pozitif
belirlenen 12 kdpek Nested PCR ile E. canis pozitifligi yoniinden konfirme edilmistir. Bu
calismada ise Tiirkiye’de kopeklerde ehrlichiosis enfeksiyonu molekiiler olarak ilk kez Real
Time PCR ydntemiyle genis ¢apl arastirilmistir. Incelemesi yapilan 400 kdpekte E. canis
%14,5 ile en yaygin tiir belirlenmistir. Elde edilen bu molekiiler prevalansin Tiirkiye’deki
bazi serolojik ¢alismalarda (140, 141, 145) elde edilen prevalans oranlarina paralel oldugu
dikkati ¢ekmistir. Ayrica parazitemi agisindan pozitif drneklerde ortalama Ct (dR) degeri de
34,0+0,8 olarak bulunmustur. Bu deger aragtirma yoresinde E. canis enfeksiyonlarinin yiiksek

parazitemi ile seyretmedigini gostermistir.

Diger yandan 16S rRNA gen bolgesi E. canis’in farkli suglar1 ve genotiplerinin ayriminda
gostermis oldugu yiiksek korunmus bolgeler ile yaygin olarak kullanilmaktadir (139). Bu
caligmada 16S rRNA gen bolgesine gore saptanan E. canis izolatlar1 arasinda niikleotid
farkliliklarinin oldukga diisiik oldugu belirlenmistir. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan
E. canis izolatlarinin (TrKysEcanl1-3) pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %100
identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise ortalama
%0,1 farklihk bulundugu tespit edilmistir. TrKysEcanl-3 izolatlarimin 16S rRNA gen
bolgesine gore Venezuella (AF373613), Tirkiye (AY621071), Yunanistan (EF011110),
Tayvan (EU106856) ve Italya’da (EU439944) képeklerden bildirilen izolatlarla %100,0

identik oldugu goriilmiistiir.
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Granulositik Anaplasmosis: Granulositik anaplasmosis insan ve hayvanlarda trombositopeni
ile birlikte seyreden bir multiorgan enfeksiyonudur. Hastaliga tol acan etkenler daha 6nceden
Rickettsiaceae ailesi, Ehrlichia soyunda klasifiye edilmistir. Ancak daha sonradan filogenetik
calismalar 15181nda etkenler Rickettsiales takiminda, Anaplasmataceae ailesi iginde klasifiye
edilmistir (37). 16S rRNA geni lizerine filogenetik ¢alismalar, 6nceden kedi ve kdpeklerde A.
phagocytophilum, atlarda A. phagocytophilum, Ehrlicha equi ve insanlarda HGE agent —
human granulocytic ehrlichiosis agent olmak iizere ayri tiirler olarak klasifiye edilen
etkenlerin A. phagocytophilum seklinde tek tiir olarak klasifiye edilmesini saglamustir (37). A.
phagocytophilum insanlarla birlikte bir ¢ok hayvan tiirlinii enfekte edebilme yeteneginde bir
mikroorganizmadir. Etkenin Avrupadaki esas vektoriinin Ixodes ricinus oldugu
kaydedilmektedir (147, 148). A. phagocytophilum ile enfekte kopeklerde klinik semptomlar
spesifik olmamakla birlikte genellikle ates, letarji, trombositopeni, depresyon ve anoreksi
ortaya ¢ikabilmektedir (149). Deneysel enfekte kdpeklerin sadece orta diizeyde semptomlar
gosterdigi belirtilmistir (150). Enfekte kopeklerde granulositlerdeki morulanin saptanmasi A.
phagocytophilum’un teshisinde yeterli degildir ve daha ileri testlerle konfirmasyonu
gerekmektedir (150, 151). Lester ve ark. (153), Kirtz ve ark. (153, 154) ve Pusterla ve ark.
(155), enfekte kopeklerde granulositlerin %5-37 oraninda anaplasmosis gosterdigini
kaydetmislerdir. A. phagocytophilum’un teshisinde IFA ve 16S rRNA genlerinin
amplifikasyonu en yaygin kullanilan teknikler olmustur (154). Bu calismada kopeklerde A.
phagocytophilum arastirilmasinda Courtney ve ark. (55) tarafindan A. phagocytophilum msp2
gen bolgesinden dizayn edilmis spesifik primerler ve TagMan probu ile Real Time PCR
teknigi kullanilmistir. Konvansiyonel ve Nested PCR yontemlerine oranla daha duyarli ve
avantajli olarak bildirilen (55) bu teknik ile kopeklerde A. phagocytophilum molekiiler
prevalanst %7,8 olarak belirlenmistir. Tirkiye’de A. phagocytophilum’un kdpeklerde
molekiiler olarak arastirildig1 yalnizca bir ¢alisma (75) bulunmaktadir. S6z konusu c¢alismada
klinik semptomlu 10 kdpegin 4’iinde konvansiyonel PCR ile A. phagocytophilum pozitifligi
saptanmistir. Bunun yaninda Giresun, Trabzon ve Rize’de enfeste insanlardan toplanmis
ixodid kenelerden olusturulan genomik DNA havuzlarinda A. phagocytophilum’un Nested
PCR ile arastirldigi bir ¢alismada (156) I. ricinus erginlerinde %217,0 ve Ixodes sp.
nimflerinde ise %22,2 oraninda pozitiflik saptanmis ve sonuglar sekans analizleri ile konfirme
edilmistir. Istanbul ve Kirklareli’de sahadan toplanmis 241 1. ricinus kenesinde konvansiyonel
PCR ile were Istanbul’da %2,7, Kirklareli’nde ise % 17,5 oraninda A. phagocytophilum
pozitifligi bildirilmistir (157). Tirkiye’de Karadeniz Bolgesinde sigirlardan toplanmis
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Haemaphysalis sulcata ve I. ricinus kenelerinden olusturulmus havuzlarda RLB teknigi ile A.
phagocytophilum’un molekiiler prevalansi, sirasiyla %3,3 ve %7,6 olarak tespit edilmistir
(158).

AnKA geni 150-160 kDA molekiiler agirliginda bir protein antijenini kodlayan bir gen bdlgesi
olup amino uglarinda tekrarlayan ankyrin motiflerini bulundurur. AnkA proteinin analizi
membranda degil bakteriyel sitoplazmada lokalizasyonu gosterir. Enfeksiyon siiresince,
protein graniilositlerin ¢ekirdegine yakin olarak Okaryotik hiicre igerisine transfer olur.
Boylece A. phagocytophilum AnkA iizerinden konak nétrofillerini maniiple etme yetenegine
sahiptir (159, 160, 161). AnkA geni, bu 06zelligi ve konservatif yapi gostermesi ile A.
phagocytophilum’un molekiiler filogenetik ¢aligmalarinda tercih edilen gen bolgelerinden biri
olmustur. Bu ¢alismada Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan A. phagocytophilum
izolatlarinin (TrKysAp1-3) AnkA gen bolgesinin filogenetik analizine gore kendi aralarinda
%99,8+0,2 identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla ise aralarinda
ortalama %0,9+0,3 farklilik bulundugu belirlenmistir. TrKysApl ve TrKysAp2 izolatlarinin
Polonya’da vahsi ruminanttan izole edilen PZA-2 izolati (JN005741) ile, TrKysAp3
izolatinin ise Almanya’da kopekten, Polonya’da yaban domuzundan ve Urdiin’den
kopeklerden izole edilen sirasiyla dog-34 (GU236841), 450-7 (GU434669), 10 (JN033795) ve
31 (JN033798) izolatlartyla filogenik olarak en yiiksek identikligi gosterdigi tespit edilmistir.

Canine Hepatozoonosis (CH): Ilk olarak Hindistan’daki bir kdpekten izole edilen ve o
donemde Leucocytozoon canis olarak isimlendirilen Hepatozoon canis, kopeklerde Eski
Diinya canine hepatozoonosis’inden (CH) sorumlu olup vektdr kene Rhipicephalus
sanguineus tarafindan nakledilen bir apicomplexan protozoondur. H. canis, vahsi kopek ve
kedilerde goriilen bir tiir olup 6zellikle Kuzey Avrupa, Asya, Afrika, Gliney Amerika ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaygindir (25, 33, 162). H. canis enfeksiyonlar1 siklikla
Toxoplasma gondii, E. canis, Babesia canis, Mycoplasma haemocanis ve Parvovirus
enfeksiyonlart ile birlikte seyretmektedir (162). H. canis’in patojenitesi diisiikk olup genellikle
dalak, lenf nodiilleri ve kemik iligini etkileyerek anemi ve letarjiyle karakterize subklinik
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. CH’de, dolasim sistemindeki beyaz kan hiicrelerinde
gametositlerin goriilmesi siklikla rastlanan bir durum olup hastalik, mikroskobik olarak
kolaylikla teshis edilebilmektedir (163, 164). Enfeksiyonun teshisinde tiim Diinya’da

mikroskobik, serolojik ve molekiiler teshis yontemleri kullanilmig ve halen de


http://www.google.com.tr/search?hl=tr&rlz=1T4GGHP_trTR466TR466&q=Haemaphysalis+sulcata&spell=1&sa=X&ei=WSSCUffsFoTTtQbHqYDYAw&ved=0CCoQvwUoAA
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kullanilmaktadir. Molekiiler tabanli filogeni ¢alismalarinda H. canis i¢in en yaygin kullanilan
gen bolgesi 18S rRNA gen bolgesidir (162).

Tirkiye’de kopeklerde H. canis konusunda yapilan ¢alismalarin oldukga smirlidir.
Mikroskobik olarak; Ege Bolgesinde yapilan ¢alismalarda Pasa ve ark. (75), 10 dogal enfekte
kopekte H. canis’in parazitemisinin %1-23, Kiral ve ark. (165), ise 14 dogal enfekte kopekte
H. canis’in parazitemisinin %0,1-33 arasinda degistigini bildirmislerdir. Voyvoda ve ark.
(166), bir olguda kopekte mikroskobik olarak H. canis pozitifligini bildirmistir. Karagenc ve
ark. (68), H. canis’in prevalansini mikroskobik %10,6, serolojik %36,8 ve molekiiler (18S
rRNA gen bolgesini hedef alan standart PCR ile) %25,8 olarak rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada Tiirkiye’de kopeklerde H. canis’in varligi, molekiiler olarak ilk kez Real Time
PCR yontemiyle arastirilmustir. incelemesi yapilan 400 kopekte H. canis pozitifligi, %5,3
olarak belirlenmistir. Elde edilen bu molekiiler pozitiflik, daha 6nce bildirilere gore diisiiktiir.
Ayrica pozitif Orneklerde parazitemi icin ortalama Ct (dR) degeri de 34,4+1,1 olarak
bulunmustur. Bu deger, arastirma yoresinde H. canis enfeksiyonlarinin yiiksek parazitemi ile
seyretmedigini gostermistir.

Ote yandan 18S rRNA gen bdlgesi H. canis’in farkli suslar1 ve genotiplerinin ayriminda
korunmus gen bolgesi 6zelligi agisindan en sik kullanilan gen bolgesidir (33). Calismada 18S
rRNA gen bélgesine gore saptanan H. canis izolatlar1 arasinda gesitli niikleotid farkliliklar
saptanmigtir. Kayseri yoresinde kopeklerde saptanan H. canis (TrKysHcanl-2) izolatlarinin
pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %100 identik olduklari, diinyadan alignmenta
dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise ortalama %0,2+0,1 farklilik bulundugu tespit
edilmistir. TrKysHcanl-2 izolatlarmim 18S rRNA gen bolgesine gore Urdiin (JF827605),
Tirkiye (JQ867390, DQ060327) ve Nijerya’da (JQ976622) kopeklerden bildirilen izolatlarla
%100,0 identik olduklar1 goriilmiistiir.

Neosporosis: Hastalik etkeni Neospora caninum ilk kez 1984 yilinda ensefalomyelitis ve
miyositisli bir kopekte tespit edilmistir (167). Etkenin, Meksika’da 1987 yilinda bir abort
salgini sirasinda siitcii sigirlarda tespit edilmesinden sonra ozellikle son onbes yilda tim
diinyada abort vakalarinin bircoguna sebep oldugu anlasilmistir (168). Heteroksen bir
protoozoon olan N. caninum’un son konagi kopek, arakonagi ise sigir, koyun, geyik ve
atlardir. Bu arakonaklarda hastalik klinik olarak tespit edilmesine karsin, mandalarda, gri

tilkilerde, koyotlarda, develerde ve kedigillerde sadece antikor tespit edilmistir (169).
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Neospora caninum sporozoa simifinda bulunan diger protozoonlara benzer bir gelisme
gostermektedir. Neospora caninum kopeklerin sindirim sisteminde endodiyogeni ile
cogalmakta, ookistler digki ile disar1 atilmaktadir. Ookistler yem ve sularla arakonaklar
tarafindan alinmaktadir. Kopekten kopege plasental bulasma sézkonusu olabilmektedir.
Hastaliga yakalanmigs kopeklerde enfeksiyonun Omiir boyu siirdiigii kabul edilmektedir.
Takizoitler ve bradizoitler kopek dahil N. caninum’la infekte olabilen biitin canlilarda
bulunabilirler. Akut enfekte kopeklerde gittikce artan paraliz, omurilik anomalileri, boyun
agrilari, disfaji ve meningoensefalomyelitis sonunda 6liim goriilebilir (48, 170). Kopekler
enfekte sigir etlerini yemekle enfeksiyonu alirlar. Kopeklerde parazitler beyin, spinal kanal,
retina, kas, kalp, karaciger, bobrek, mide, adrenal bezler ve deri gibi bir ¢ok organ ve dokuya
yerlesim gostererek kist olusumuna yol agabilmektedir (171). Kronik enfeksiyona yol agan
kistler uzun miiddet canliliklarin1 korurlar. Konak immun sistemi baskilandiginda parazitler
tekrar aktivasyona gegerler (51). IFAT, ELISA, DAT, Western blot gibi serolojik teshis
yontemleri N. caninum’un teshisinde yaygmn kullanilan ve oncelikli yontemler olarak
nitelenmektedir (172). Ancak seroloji tabanli teknikler indirekt teshis yontemleri olup ayni
zamanda bu yontemlerle erken veya kist olusumunun sekillendigi kronik enfeksiyonlarda
yalanci negatiflikler ortaya c¢ikabilmektedir. Bu a¢idan immunohistokimya, hayvan
inokulasyonlar1 ve molekiiler tan1 teknikleri gibi direkt tan1 yontemlerinin bu tiim durumlarda
daha kullanish oldugu kaydedilmektedir (172). Ozellikle molekiiler tan1 ydntemlerinin diger
direkt tan1 tekniklerinden daha spesifik oldugu bildirilmistir (172). N. caninum’un molekiiler
teshis ve karakterizasyonunda yiiksek orandaki korunmugsluk 6zelliginden dolayr ITS1 gen

bolgesine oranla esas hedef olarak Nc5 gen bolgesi daha fazla tercih edilmektedir (173).

Bu calismada kopek kan 6rnekleri, Nc5 gen bdlgesini hedef alan primerler ve TagMan probu
(57) ile N. caninum yoniinden analiz edilmislerdir. Incelenen 400 kdpek kan &rneginin
15’inde (%3,8) qPCR ile N. caninum pozitifligi saptanmistir. Pozitif 6rneklerde Ct degerlerine
(ort. 38,4+0,5) gore paraziteminin oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir. Nitekim
konvansiyonel PCR ile bu 6rneklerde jel iizerinde goriintli alinamamis ve dolayisiyla sekans
analizleri yapilamamistir. N. caninum’un perifer kanda molekiiler olarak saptanmis olmasi,
akut bir infeksiyonu gosterebilecegi gibi immun sistemin baskilanmasi1 sonucu kist
icerisindeki parazitlerin reaktif olabildigini de diislindiirmektedir. Nitekim benzer sekilde
King ve ark. (174) da, Avustralya’da kopeklerde yaptiklar ¢aligmada 41 kopegin perifer kan

orneklerinden tigiinde konvansiyonel PCR ile N. caninum pozitifligini tespit etmislerdir. Bu
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calismada N. caninum pozitifligi i¢in gegerli bu durum, benzer sekilde T. gondii i¢in de
hipotez edilmistir. Bu kapsamda kopek kan 6rnekleri, T. gondii spesifik primerler ve TagMan
probu ile qPCR’da analiz edilmis ancak T. gondii pozitifligi belirlenmemistir. Bununla
birlikte diger tiirlere 6zgii primer ve problarla duplex olarak ¢alisilan T. gondii i¢in qPCR
analizlerinde Ct degerleri ¢ok diislik pozitifliklere (20 6rnek, yalanci pozitiflik) rastlanmig
olup bu sonuglar VBDS’12 sempozyumunda sehven T. gondii pozitif olarak verilmistir.
Dogrulamak igin takiben yapilan Tek Yonlii qPCR analizlerinde, bu 6rneklerin kesin olarak
negatif olduklar1 teyit edilmistir. S6z konusu yalanci pozitifliklerin duplex reaksiyonda
kulanilan primerler ve problarin etkilesimi sonucu ortaya cikabilecek floresan i1simadan

kaynaklandig1 diistinilmistiir.

Sonug olarak bu ¢aligmayla Tiirkiye’de ilk kez, Kayseri yoresinde kopeklerin vektor-borne ve
food-borne protozoon enfeksiyonlarmin molekiiler prevalanslari kantitatif Real Time PCR
teknigi ile ortaya konmustur. Bu ¢alisma da yine Tiirkiye’de ilk kez kopeklerde N. caninum
molekiiler olarak saptanmistir. Bu ¢alismada kopeklerde infeksiyona yol agan bazi tiirlerin
cesitli gen bolgeleri molekiiler olarak karakterize edilmis ve filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. Ayrica model olma 6zelligine sahip bu ¢alisma, daha sonra yapilacak

arastirmalara da 151k tutacaktir.
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