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KÖPEKLERDE BABESIOSIS, HEPATOZOONOSIS, ANAPLASMOSIS, 

EHRLICHIOSIS, NEOSPOROSIS VE TOXOPLASMOSIS’İN REAL TIME PCR İLE 

ARAŞTIRILMASI    

 

ÖZET 

Bu çalışma, daha önce yürütülmüş projeler kapsamında Kayseri‟nin çeşitli bölgelerindeki 

köpeklerden toplanmış toplam 400 adet EDTA'lı kan örneğinde 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 türlerinin araştırılması amacıyla planlanmıştır. Kan örneklerinden genomik DNA 

izolasyonunu takiben, elde edilen genomik DNA‟ların spektrofotometrik ölçümleri yapılmış 

ve Real Time PCR (qPCR) için uygun konsantrasyonlar hazırlanmıştır. B. canis vogeli ve B. 

canis canis için hsp70, B. canis rossi ve H. canis için 18S rRNA, B. gibsoni için TRAP, E. 

canis için 16S rRNA,  N. caninum için NC5, T. gondii RE ve A. phagocytophilum için msp2 

gen bölgelerini hedef alan spesifik primer ve problar kullanılarak örneklerin qPCR analizleri 

gerçekleştirilmiştir. qPCR sonuçlarına göre E. canis %14,5 ile en yaygın tür belirlenmiş olup 

bunu sırasıyla %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 etmiştir. İncelenen örneklerde 

B. canis rossi ve T. gondii‟ye rastlanmamıştır. Pozitif belirlenen örneklerin 197‟si (%90,4) tek 

türle enfekte bulunurken, 21‟i (%9,6) iki türle miks enfekte saptanmıştır. İki türle miks 

enfeksiyonlarda; B. gibsoni + B. canis canis 12 örnekte, H. canis + B. canis canis 4 örnekte,  

A. phagocytophilum + H. canis 3 örnekte; E. canis + B. gibsoni ise 2 örnekte saptanmıştır. 

Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen B. canis canis için 3, B. canis vogeli için 2, B. 

gibsoni için de 3 izolatın 18S rRNA geni yönünden sekans analizleri gerçekleştirilmiştir. B. 

canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni izolatlarının pairwise kıyaslamalarına göre kendi 

aralarında ve dünyadan alignmenta dahil edilen aynı türden diğer izolatlarla aralarında 

sırasıyla ortalama %1,4±0,2, %0,3±0,2 ve %0,9±0,3 farklılık saptanmıştır. E. canis için 16S 

rRNA gen bölgesi yönünden sekans analizi yapılan üç izolatın pairwise kıyaslamalarına göre 

kendi aralarında %100 identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla 

aralarında ise ortalama %0,1 oranında farklılık bulunduğu, A. phagocytophilum için ankA gen 

bölgesi yönünden sekans analizi yapılan üç izolatın pairwise kıyaslamalarına göre kendi 

aralarında %99,8±0,2 identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla 

aralarında ise ortalama %0,9±0,3 farklılık olduğu ve H. canis için 18S rRNA geni yönünden 

sekans analizi yapılan iki izolatın ise pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında %100 
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identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise ortalama 

%0,2±0,1 farklılık bulunduğu tespit edilmiştir.    

Sonuç olarak bu çalışma ile Kayseri yöresinde köpeklerde görülen vector-borne ve food-

borne protozoon enfeksiyonlarının moleküler prevalansları ortaya konmuştur. Ayrıca 

enfeksiyona yol açan türlerin çeşitli gen bölgeleri analiz edilerek moleküler 

karakterizasyonları yapılmıştır.   

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

neosporosis, toxoplasmosis, Real Time PCR 
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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). 

qPCR 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 qPCR, 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 
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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. GİRİŞ / AMAÇ VE KAPSAM 

Köpeklerde; kenelerle bulaşan (tick-borne) Babesia, Hepatozoon, Anaplasma, Ehrlichia 

soylarında patojen çeşitli tür, alt tür ya da genotiplerinin oluşturduğu enfeksiyonların yanında 

Neospora caninum ve Toxoplasma gondii gibi vertikal yol ve/veya karnivorizmle (food-

borne) bulaşan infeksiyonlar da görülmektedir. Bunlardan babesiosis, hepatozoonosis, 

anaplasmosis ve ehrlichiosis‟de  klinik tablo, şiddetli seyreder ve tedavi edilmeyen vakalarda 

genellikle ölüm görülken. Buna karşılık neosporosis ve toxoplasmosis ise genellikle subklinik 

veya latent seyir gösterir ve ölüm nadiren görülür. Bu patojenlerden bazıları (Anaplasma 

phagocytophilum, Toxoplasma gondii) aynı zamanda zoonotik karakterde olup halk sağlığı 

açısından da önemlidirler. 

Türkiye‟de köpeklerde babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis, neosporosis ve 

toxoplasmosis‟in varlığı, etiyolojisi ve moleküler epidemiyolojileri ile ilgili henüz yeteri bilgi 

bulunmamaktadır. Türkiye‟nin hayvancılık profili son yıllarda değişiklik göstermiş ve pet 

hayvan sayısında önemli bir artış olmuştur. İnsana en yakın çiftlik ve aynı zamanda bir pet 

hayvanı olan köpeklerde vektör-borne ve food-borne patojenlerin varlığı ve yaygınlıklarının 

bilinmesi ve buna göre gerekli tedavi, kontrol ve korunma tedbirlerinin alınıp 

uygulanabilmesi için söz konusu etkenlerin moleküler epizootiolojilerinin ortaya konması 

gerekmektedir.  

Bu çalışmada, Kayseri yöresinde sahipli ve sokak köpeklerinden daha önce temin edilmiş ve 

Erciyes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı cryobankında (-80 ºC) 

muhafaza edilen toplam 400 adet kan örneği; Babesia canis canis, Babesia canis vogeli, 

Babesia canis rossi, B. gibsoni, Hepatozoon canis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia 

canis, Neospora caninum ve Toxoplasma gondii‟nin varlığı yönünden Real Time PCR 

yöntemi ile möleküler olarak incelenmiştir. Bulunan pozitif örneklerin çeşitli ribozomal ve 

nükleer gen bölgelerinin sekans analizleri ile GenBank kayıtları ve moleküler filogenetik 

analizleri yapılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Vektör-borne patojenler, tüm dünyada yaygın olarak bulunmakta olup evcil ve yabani 

hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlar oluşturarak ölüm ve verim kaybına neden 

olmaktadırlar (1). Bunlardan babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis köpek 

enfeksiyözleri içerisinde önemli bir yere sahiptir (2). Diğer yandan uluslararası turizm ve 

seyahat aktivitelerinin dünya çapında artması ve yaygınlaşması „‟emerging infectious 

diseases‟‟ olarak ifade edilen ve köpeklerde vector-borne kaynaklı infeksiyonlar üzerindeki 

ilgiyi artırmıştır. Buna bağlı olarak, son yıllarda  köpeklerde bu hastalıkların moleküler 

epizootiolojileri ile ilgili önemli bilgilerin elde edildiği ve bir çok yeni etkenin tanımlandığı 

görülmektedir (3, 4, 5). 

2.1. BABESIOSIS 

Köpek babesiosis„i, nabız artışı, depresyon, solunum güçlüğü, ateş, anemi, hemoglobinuri, 

trombositopeni, sarılık ve organlarda fonksiyon bozuklukları ile karakterize önemli bir tick-

borne enfeksiyondur (2, 4, 6). Klasik anlamda Babesia türlerinin ayrımı, eritrositik 

formlarının morfolojik özellikleri dikkate alınarak yapılır ve 3-5 µm arasındakiler büyük, 1,5-

2,5 µm arasında olanlar ise küçük türler olarak sınıflandırılır (4, 7). Buna göre köpeklerdeki 

parazitler, büyük Babesia türlerini içeren Babesia canis grubu (B. canis canis, B. canis rossi, 

B. canis vogeli) ve küçük Babesia türlerini içeren Babesia gibsoni grubu (B. gibsoni, B. 

conradae) olmak üzere ikiye ayrılır (4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14). Bu türlerin coğrafik 

dağılımı, antijenik özellikleri, vektör kene spesifitesi ve moleküler filogenik özelliklerinde 

farklılıklar görülmektedir. Büyük türler, çoğunlukla Güney Afrika‟nın da içinde yer aldığı 

geniş bir çoğrafyada görülürken, küçük türler, Güney Asya, Kuzey Afrika, İspanya ve 

ABD‟de görülmektedir (9, 10, 11, 12). İlk defa Hindistan‟da tanımlanan ve Asya için 

endemik bir tür olarak kabul edilen B. gibsoni‟ye, son yıllarda Avrupa, Ortadoğu, Afrika, 

Avustralya ve Kuzey Amerika‟da da sporadik vakalar şeklinde rastlanmaktadır (2, 12, 15). Bu 

bölgelerde sporadik B. gibsoni vakalarının görülmesi, insanların beraberinde pet hayvanları 

ile seyahat etmeleri ile ilişkilendirilmiştir (2). B. gibsoni, Rhipicephalus sanguineus ve 

Haemaphysalis spp. ile nakledilmektedir (2). B. gibsoni‟ye göre daha geniş bir alana yayılmış 

olan B. canis canis, ılıman iklim kuşağında yer alan ülkelerde (16, 17, 18), B. canis rossi 

Güney Afrika‟da (19), kozmopolit bir tür olan B. canis vogeli ise Rhipicephalus 

sanguineus‟un bulunduğu bölgelerde görülmektedir (20). Büyük türler, Dermacentor 
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reticulatus, R. sanguineus ve Haemaphysalis leachi ile nakledilirler (2). Son yıllarda 

köpeklerde B. canis ve B. gibsoni dışında, klinik infeksiyonlara yol açan büyük ve küçük 

yapıda yeni türler tarif edilmiştir. Kuzey Carolina‟da, morfolojik yapı itibari ile B. canis‟e, 

genetik olarak B. caballi ve B. bigemina‟ya benzeyen ve Babesia sp. Coco olarak 

isimlendirilen yeni bir tür, yada genotipin varlığı rapor edilmiştir (14). Yine Güney 

Kalifornia‟da morfolojik olarak B. gibsoni‟ye benzeyen, ancak genetik olarak B. gibsoni‟den 

farklı ve B. gibsoni‟ye göre daha patojen olan ve henüz isimlendirilmemiş yeni küçük 

piroplasmik parazitin varlığı ortaya konmuştur (4). Filogenetik olarak B. microti‟ye benzeyen 

ve Theileria annae olarak adlandırılan bu parazitin, Kuzey Amerika ile birlikte İspanya, 

Portekiz gibi bazı Avrupa ülkelerinde de yaygın olarak bulunduğu rapor edilmiştir (17, 21, 

22). 

Köpeklerde babesiosis‟e yol açan bu türlerin gerek patojenitelerinin ve gerekse anti-babesial 

ilaçlara karşı verilen cevaplarının farklı olmasından dolayı, herhangi bir ülke yada bölgede 

enfeksiyona neden olan piroplasmik parazitin moleküler karekterizasyonunun bilinmesi, 

hastalığa karşı alınacak korunma, kontrol ve özellikle tedavi stratejilerinin ortaya konması 

için önemlidir (23, 24). 

2.2. HEPATOZOONOSİS 

Hepatozoon türlerine memeliler, sürüngenler ve kuşlarda rastlanmaktadır. Bu soya bağlı 

300‟den fazla tür tanımlanmıştır. Bu türlerden 46‟sının memelilerde, 120‟sinin sürüngenlerde 

parazitlendiği bilinmektedir. Bunlardan Hepatozoon americanum ve H. canis‟in köpeklerde 

klinik enfeksiyonlar oluşturması önemlidir (25, 26, 27). Klinik olarak köpek 

hepatozooniosisinde düzensiz ya da devam eden ateş, mukopurulent gözyaşı akıntısı, yürüyüş 

bozukluğu, şiddetli kas ağrısı, vücutta katılık, kilo kaybı, anemi, uyuşukluk ve paraliz görülür 

(26, 27). Bulaşma, köpeklerin Hepatozoon ookistlerini taşıyan keneleri yemeleri ile 

gerçekleşir. Biyolojik döngüde gametogoni ve sporogoni safhası kenelerin sindirim 

sisteminde, aseksüel safha (merogoni) köpeklerin iç organ endotel hücreleri, karaciğer 

parankim hücreleri ve iskelet kası hücrelerinde gerçekleşir (25, 28, 29). H. americanum‟un 

vektörü Amblyomma maculatum‟dur. H. canis için primer vektör R. sanguineus olmakla 

birlikte diğer ixodid kenelerin de vektör olabileceği bildirilmiştir (30, 31). H. canis için 

köpekler, vektör kene R. sanguineus‟un her üç gelişme (larva, nimf, erişkin) dönemini 

tercihen köpeklerden kan emerek tamamlamasından dolayı 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 Güney Avrupa, Asya, Orta Doğu ve Güney Amerika başta 

olmak üzere geniş bir coğrafyada görülürken, H. americanum‟a sadece Kuzey Amerika‟da 

rastlanmıştır (27, 33). Daha önceleri Kuzey Amerika‟da bulunmadığı kabul edilen H. canis, 

son yapılan bir araştırmada 30 köpekte tespit edilmiştir. Bu köpeklerin aynı zamanda H. 

americanum ile de enfekte oldukları bildirilmiştir (34, 35).  

 

2.3. ANAPLASMOSİS VE EHRLİCHİOSİS 

Keneler ile nakledilen riketsial patojenler, dünyanın bütün kıtalarında görülür ve memeli 

hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlara yol açarlar (36). Köpeklerde bu dizi içinde yer 

alan Anaplasma soyuna bağlı A. phagocytophilum ve A. platys, Ehrlichia soyuna bağlı ise 

Ehrlichia canis, E. chaffaensis ve E. ewingii türleri bulunmaktadır (37, 38). Anaplasma ve 

Ehrlichia türlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarda trombositopeni, yüksek ateş, depresyon, 

kilo kaybı, solunum güçlüğü, letarji, kusma, yürümede isteksizlik, lenfadenopati ve 

splenomegali en sık rastlanan klinik bulgulardır. Enfeksiyon, konağın immun sisteminin 

durumu, organizmanın türü ve suşuna bağlı olarak akut, subklinik veya kronik bir seyir 

gösterir (39, 40). E. canis ve E. chaffaensis mononükleer, A. phagocytophilum ve E. ewingii 

granülositik lökositleri, A. platys ise trombositleri enfekte eder (39). Anaplasma ve Ehrlichia 

türlerinin coğrafik yaygınlığını, vektör kenelerin dağılımı belirler. Dünyanın hemen her 

bölgesinde yaygın olarak bulunan ve köpeklerde yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden 

enfeksiyonlara neden olan E. canis, tabii şartlarda R. sanguineus ile nakledilmektedir. Ancak 

bu parazit, bazı Dermacentor türleri ile de deneysel olarak nakledilebilmiştir (39, 41, 42). 

Sadece ABD‟de tespit edilen ve aynı zamanda zoonotik karaktere sahip E. chaffaensis ile E. 

ewingii, A. americanum ile nakledilmektedir (39). Anaplasmosis‟e yol açan türler çeşitli 

arthropod türleri ile nakledilirler (43). Sığır koyun, keçi, at gibi evcil hayvanlarda da yaygın 

görülen ve zoonotik karakterli olan A. phagocytophilum, Ixodes türleri ile nakledilir (44, 45). 

Köpeklerde A. phagocytophilum enfeksiyonlarının dağılımının insan vakalarının coğrafik 

dağılımı ile parelellik gösterdiği ileri sürülmüştür (46). 

2.4. NEOSPOROSİS 

İlk defa 1984 yılında ensefalit ve miyozitli köpeklerde teşhis edilen Neospora caninum, 

dokularda kist oluşturan protozoonlardan birisidir. Heteroksen gelişme gösterir. Parazitin 

bilinen kesin konakları köpek ve çakallar; ara konakları ise sığır, koyun, keçi, at ve 

geyiklerdir. Köpekler aynı zamanda ara konak ödevi de görebilmektedir. N. caninum‟un 
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yaşam döngüsünde takizoit, bradizoit ve sporozoit olmak üzere üç enfektif safha vardır. 

Bulaşma oral (horizontal) veya vertikal (transplasental) yolla olur. N. caninum, Toxoplasma 

gondii ile çok benzerlik gösteren bir parazittir. Morfolojik olarak birbirlerinden ayırt 

edilemezler. Ancak genetik ve antijenik yapıları farklıdır (47, 48, 49). N. caninum birçok 

hücre tipini enfekte eder. Ancak enfeksiyonun erken döneminde özellikle mononükleer 

fagositik sistem hücrelerine yerleşir. Takizoit formu, parazitofor vakuol içinde endodyogeni 

yoluyla hızlı bir biçimde ikiye bölünerek çoğalır, enfekte hücrenin parçalanması ile takizoitler 

yeni hücrelere girerler. Bu sırada takizoitler, daha yavaş bölünme özelliğine sahip olan 

bradizoit formuna dönüşürler. Daha sonra parazitofor vakuolün duvarı kalınlaşmaya başlar ve 

sonunda inaktif bradizoitleri içeren bir kist duvarı şekillenir. Sinir ve kas dokularında bulunan 

bu kistler köpekler için enfektiftir. Doku kistlerinin duvar kalınlığı toksoplazmozda 1 µm‟den 

az, Neosporosis‟te 4 µm kadardır. Bradizoitler bazı hallerde tekrar takizoit formuna 

dönüşebilirler N. caninum, konaklarında abortusa neden olur. Gebe bir hayvanın enfekte 

olması neticesinde fötal abortus şekillenebileceği gibi klinik olarak sağlıklı ancak latent 

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

 

2.5. TOXOPLASMOSİS 

Toxoplasma gondii; Apicomplexa anaç bölümünde yer alan zorunlu hücre içi bir protozoon 

parazittir. Parazitin seksüel ve aseksüel olmak üzere iki evreli hayat siklusu vardır. Seksüel 

gelişme, kesin konak kedilerin barsak epitel hücrelerinde meydana gelir. Bu evrenin sonunda 

10-12 µm çapındaki ookistler dışkı ile tabiata atılırlar. Bunlar enfektif olmayan, 

olgunlaşmamış ookistlerdir. Ookistler tabiatta sporulasyon safhasını tamamladıktan sonra ara 

konaklar (kedi dahil tüm memeliler ve kanatlılar) ve kesin konak için enfektif olurlar. T. 

gondii‟nin seksüel evresi konağa spesifiktir. Parazitin kedigillerden başka bilinen kesin 

konağı yoktur. Ara konak spektrumu ise çok geniştir. İnsan dahil bir çok omurgalı arakonak 

vazifesi görür. T. gondii‟nin takizoit, bradizoit ve sporozoit olmak üzere 3 enfektif formu 

vardır (52). Toxoplasmosis‟in ara konaklara bulaşması; doku kisti içeren hayvan etlerinin çiğ 

veya az pişmiş olarak tüketilmesiyle; enfekte kedilerin dışkısı ile atılan ve tabiatta sporlanan 

ookistlerin bulaştığı yiyecek ve içeceklerin ağız yoluyla alınmasıyla; parazitemi döneminde 

tüm vücut salgıları, kan ve doku nakilleri ile ve gebelik döneminde şekillenen akut enfeksiyon 

durumunda fetusa plasenta aracılığı ile olmaktadır (52, 53). Ara konakda bağırsak epitel 

hücrelerinin enfekte olmasından sonra, sporozoit veya bradizoitler, takizoitlere dönüşerek, 
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hücre içi parazitofor vakuol içinde endodyogeni yoluyla hızlı bir şekilde çoğalırlar. Enfekte 

hücre takizoitlerle tamamen dolduğu zaman, plazma membranı parçalanır ve takizoitler 

ekstrasellüler ortama yayılır. Serbest takizoitler hemen hemen karşılaştıkları bütün çekirdekli 

hücreleri enfekte edebilir ve hücre içi çoğalma devam ederler. Takizoitlerin hücreleri invaze 

etmeleri sonucunda doku hasarı şekillenir. Takizoit üremesi immün kompetan hayvanlarda 

immün sistem tarafından kontrol edilir. Parazitik uyarımın ardından immün cevabın 

oluşmasıyla, takizoitlerin aktivitesi azalır ve membranla kaplanmış kistler içinde bradizoit 

formunda toplanırlar. İmmünitenin gelişmesinden sonra takizoit formu konak dokularından 

temizlenir ve esasen parazitin uyuşuk veya zararsız formu olarak adlandırılan bradizoitler 

yavaş bir biçimde çoğalmaya başlarlar. Kistler içinde yaşayan bradizoitler, konağın immün 

sisteminden kist duvarı sayesinde korunurlar. Böylece, pasif halde konakçı vücudunda 

yıllarca canlı kalabilir. Bradizoitler hem ara konak hem de son konaklar için enfektiftir. 

 

2.6. KÖPEKLERDE KENELERLE BULAŞAN (TICK-BORNE) VE GIDAYLA 

BULAŞAN (FOOD-BORNE) PROTOZOON ENFEKSİYONLARININ TEŞHİSİ 

Babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis gibi keneler ile nakledilen 

hastalıkların kontrolünde yapılacak çalışmalar, büyük ölçüde hastalığa neden olan tür, alt tür 

ve genotipin spesifik yöntemlerle identifiye edilerek moleküler karakterizasyonlarının 

yapılmasına bağlıdır. Portörlerin belirlenmesinde uzun yıllar serolojik teşhis metotlarından 

yararlanılmıştır. Ancak türler arasında çapraz reaksiyonların görülebilmesi, serolojik test 

sonuçlarını tartışılır hale getirmiştir (54). Son yıllarda moleküler biyolojideki gelişmelerle 

birlikte, hastalık etkenlerinin DNA‟sını belirleme prensibi ile çalışan metotlar ortaya çıkmış 

ve günümüzde hastalık etkenlerinin moleküler teşhisinde vazgeçilmez birer araç olmuştur. 

Son yıllarda köpeklerde çeşitli protozoon parazitleri teşhisinde spesifitesi oldukça yüksek olan 

ve kantitasyona olanak sağlayan Real Time PCR tekniği kullanılmaya başlamıştır (5, 55, 56, 

57, 58).  

 

2.7. KÖPEKLERDE TICK-BORNE VE FOOD-BORNE PROTOZOON 

ENFEKSİYONLAR ÜZERİNE TÜRKİYE’DE YAPILAN ÇALIŞMALAR 

Türkiye‟de köpeklerde tick-borne enfeksiyonların moleküler epidemiyolojileri ile ilgili yeteri 

bilgi bulunmamaktadır. Köpeklerde ilk klinik babesiosis vakası 1935 yılında bildirilmiştir 
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(59). Daha sonra 1961 yılında Ankara‟da bir, 2003 yılında Aydın‟da iki, 2005 yılında aynı 

ilde 7 köpekte enfeksiyon tanımlanmıştır (60, 61, 62). Moleküler yöntemler ile Ege 

bölgesinde 383 köpeğin 40‟ında, İstanbul ilinde bir araştırmada 3, başka bir araştırmada ise 

483 köpeğin 19‟unda B. canis vogeli tespit edilmiştir (63, 64, 65).  

Köpeklerde hepatozoonosis ile ilgili ilk vaka Tüzdil (66) tarafından 1933‟de, ikinci vaka ise 

2004 yılında Aydın‟da rapor edilmiştir (67). Takiben Ege bölgesinde 6 farklı odakta 

köpeklerde Hepatozoon canis‟ten kaynaklanan enfeksiyonlar bildirilmiştir (68). Diğer yandan 

IFAT ve dot-ELISA ile yapılan serolojik araştırmalarda, %67,8‟e varan oranlarda anti E. 

canis antikorları tespit edilmiştir (69, 70). İstanbul‟da bir köpekte klinik, hematolojik ve 

serolojik bir anaplasmosis vakası bildirilmiştir (71). E. canis‟in Türkiye‟de ilk kez moleküler 

tespiti ve karakterizasyonu Unver ve ark. (72) tarafından yapılmıştır. Bir köpekte Anaplasma 

platys‟in moleküler düzeyde varlığı bildirilmiştir (73). Ege bölgesinde köpek barınaklarında 

yürütülen moleküler bir araştırmada, 371 köpeğin 146‟sında A. platys, 154‟ünde E. canis, 

193‟ünde A. phagocytophila tespit edilmiştir (74). Doğal enfeksiyonlar çoğunlukla miks 

karaterli olup birden birden fazla patojen tabloya iştirak edebilmektedir. Nitekim Ege 

bölgesinde yapılan bir araştırmada, H. canis ile doğal enfekte 10 köpeğin 8‟inde aynı 

zamanda E. canis, A. platys ve A. phagocytophilum enfeksiyonları da tespit edilmiştir (75). 

Elazığ yöresinde insan ve hayvanlardan toplanan keneler örneklerinde PCR ile %2,47 

oranında Anaplasma ve Ehrlichia türleri yönünden pozitiflik belirlenmiştir. Sekans analizi 

sonucunda bu örneklerin Ehrlichia sp., Anaplasma sp. ve Anaplasma ovis olduğu tespit 

edilmiştir (76). Diğer yandan Doğu Karadeniz yöresinden insanlardan toplanan kene 

örneklerinde moleküler olarak %11,6 oranında A. phagocytophilum pozitifliği tespit edilmiştir 

(77).  

Diğer yandan köpeklerde toxoplasmosis ve neosporosis gibi food-borne enfeksiyonlar son 

yıllarda moleküler yöntemlerle araştırılmıştır (57, 58). Türkiye‟de ise bu güne kadar 

köpeklerde bu iki enfeksiyonun moleküler yöntemlerle araştırılmasına dair veriye 

rastlanılmamıştır. Bununla beraber Türkiye‟de yapılan bazı serolojik çalışmalarda köpeklerde 

T. gondii seropozitifliği Bursa Gemlik Askeri Harası‟nda %68,5 (78), Kayseri yöresinde 

%49,5 (79), Kocaeli‟nde %69,8 (80), Şanlıurfa‟da %97,5 (81), İstanbul‟da %51,3 (82), 

Sivas‟ta %92,0 (83), Ankara‟da %54,0 (84), Kars‟ta 96,1 (85), Diyarbakır‟da %94,0 (86) ve 

Doğu Anadolu‟da %97,0 (87)  pozitiflik saptanmıştır. Neosporosis üzerine köpeklerde yapılan 

serolojik çalışmalar daha sınırlı olup Batmaz ve ark., (88) Bursa‟da bir köpekte klinik 



21 

 

 

neosporosis olgusu tarif etmişler, Kırıkkale‟de ise Yıldız ve ark., (89) N. caninum‟un 

seropozitifliğini %28,9 olarak rapor etmişlerdir.  

Bu çalışmada köpeklerdeki tick-borne (babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, 

ehrlichiosis) ve food-borne (neosporosis ve toxoplasmosis) protozoon enfeksiyonları diğer 

teşhis yöntemlerine göre sensitivite ve spesifitesi daha yüksek olan Real Time PCR ile 

moleküler olarak araştırılmıştır. Ayrıca, pozitif belirlenen örneklerde izolatların sekans 

analizleri yapılarak hem konfirmasyonları sağlanmıştır. Elde edilen izolatların filogenetik 

analizleriyle moleküler karakterizasyonları yapılmış ve dünyadaki diğer izolatlarla yakınlık 

dereceleri araştırılmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. HAYVAN MATERYALİ (KÖPEKLER) VE KAN ÖRNEKLERİ 

Çalışmanın materyalini, ERU Bilimsel Araştırmalar Projeleri Birimi tarafından desteklenen 

“Kayseri ve Yöresi Köpeklerinde Filaria Enfeksiyonlarının ELISA ve Membran Filtrasyon 

Asit Fosfstaz Histo Kimyasal Boyama Yöntemleri ile Araştırılması” başlıklı ve VA-05-04 

kodlu ve TÜBİTAK tarafından desteklenen “Kayseri ve Civarında Köpeklerde 

Leishmaniosis'in Nested-PCR ile Moleküler Biyolojik Tanısı” başlıklı ve 104O302 kodlu 

araştırma projeleri kapsamında Kayseri‟nin çeşitli bölgelerindeki köpeklerden toplanmış ve 

Erciyes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı Cryo-Bankında (-20°C) 

muhafaza edilen toplam 400 adet EDTA'lı (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) kan 

örneği oluşturmuştur. Araştırmaya dahil edilen örneklerin örnek toplama merkezi, yaş, 

cinsiyet, ırk, ve sahipli/sokak köpeği olma durumuna göre dağılımları Tablo 3.1‟de 

verilmiştir.  

Tablo 3.1. Kan örneklerinin toplama merkezi, yaş, cinsiyet, ırk, ve sahipli/sokak köpeği olma durumuna göre 

dağılımları 

Araştırma Merkezi 

Köpek sayısı 

Yaş (yıl) Cinsiyet Irk Sahipli/Sokak TOPLAM 

0,5-3 4-6 7-10 Erkek Dişi Küçük Büyük Sahipli Sokak  

Kayseri Merkez 152 37 11 63 137 79 121 151 49 200 

İncesu 31 12 6 20 29 22 27 26 23 49 

Pınarbaşı 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 

Yahyalı 12 16 2 8 22 10 20 19 11 30 

TOPLAM 270 100 30 129 271 156 244 277 123 400 

 

3.2. LABORATUAR ÇALIŞMALARI 

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu 

Köpek kanlarından DNA ekstraksiyonu, Erciyes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji 

Anabilim Dalı Laboratuarı'nda bulunan ekstraksiyon ünitesinde yapılmıştır. Analize tabi 

tutulana kadar -20
o
C'de muhafaza edilen EDTA‟lı kan örnekleri ekstraksiyon öncesinde oda 

ısısında çözünmeye bırakılmıştır. Çözünen örneklerden DNA ekstraksiyonu, tam otomatik 

DNA/RNA ekstraksiyon cihazında (Bioneer Exiprep
TM 

16) yapılmıştır. Final elüsyon 50µl 

olacak şekilde ayarlanmış ve elde edilen DNA miktarları Nanodrop spektrofotometre (ACT 
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Gene ASP-3700) kullanılarak ölçülmüştür. Genomik DNA ekstraktları kullanılana dek -

20
°
C‟de muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.2. Real Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) 

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarında Babesia, Hepatozoon, Anaplasma, Ehrlichia, 

Neospora ve Toxoplasma cinslerine bağlı türlerin gerçek zamanlı teşhisinde Real Time PCR 

yöntemi kullanılmıştır. Türlere göre kullanılan primer ve probların dizilimi ile probların 

uçlarının işaretleri Tablo 3.2‟de gösterilmiştir. Kullanılan primer ve problar, B. canis vogeli 

ve B. canis canis için heat shock protein 70 (hsp70), B. canis rossi ve H. canis için 18S 

rRNA, B. gibsoni için thrombospondin-related adhesive protein (TRAP), E. canis için 16S 

rRNA,  N. caninum için NC5, T. gondii için 529-bp repeat element (RE) ve A. 

phagocytophilum için msp2 gen bölgelerini hedef alan spesifik bölgeleri amplifiye 

etmektedir. 

B. gibsoni ve E. canis için kontrol DNA izolatları Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı‟ndan (Yrd. Doç. Dr. Nuran Selek AYSUL), A. 

phagocytophlium, B. canis canis ve B. gibsoni  kontrol DNA izolatları Zooprofilattico 

Sperimentale della Sicilia Enstitüsü/ Palermo, İtalya‟dan (Dr. Alessandra Torina), H. canis 

kontrol DNA izolatları Fırat Üniversitesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı‟ndan 

(Prof. Dr. Münir AKTAŞ); T. gondii Türkiye Halk Sağlığı Kurumu‟ndan (Dr. Cahit BABÜR) 

temin edilmiş ve her qPCR reaksiyonunda kullanılmıştır. N. caninum için ayrıca Path-

N.caninum - genesig real-time PCR detection kit (PrimerDesign) ile örnekler analiz edilmiş, 

kit içerisinden çıkan pozitif kontrol analizlerde referans olarak kullanılmıştır.  
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Tablo 3.2. Real Time PCR‟da kullanılan tür spesifik primer ve işaretli problar 

Primer ve problar QPCR Master Mixleri ile aşağıdaki oranda hazırlandıktan sonra 

örneklerden ekstrakte edilmiş genomik DNA‟lar ilave edilmiş ve final master mix 20µl 

hacimde Real Time PCR (Stratagene, Mx-3005P) cihazında işlenmiştir. Sonuçlar MxPro™ 

ET QPCR (Stratagene, 401467) yazılımında değerlendirilmiştir. 

Brilliant III Ultra-Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 10,0 µl  

Primer 1 (10 pmol)         1,0 µl  

Primer 2 (10 pmol)         1,0 µl 

Primer 3 (10 pmol)         1,0 µl 

Primer 4 (10 pmol)         1,0 µl 

Genomik DNA (50 ngr)         1,0 µl 

PCR Grade Deiyonize su         3,0 µl  

 Primer Prob Kaynak 

B. canis 

vogeli 

HSP70 F                                                     5′- 

GTCATCACTGTGCCTGCGTACT-3‟ 
HSP70 P                                                                  

5′ FAM-

AGCGCCAGGCCACCAAGG

ACGCT-3′-BHQ1 

Peleg ve ark., 2010 
HSP70 R                                        

5′- GCATGACGTTGAGACCGGCAAT-3‟ 

B. canis canis 

HSP70 F  5′- ACGCCAACGGTATCTTGAAC 

-3‟ 
HSP70 P  5′ HEX-

ATCACCAACGACAAGGGTC

GTCTCA -BHQ1 

(orijinal dizayn) 
HSP70 R   5′- 

CAACCATACGCTCAATGTCG -3‟ 

B. canis rossi 
18S F 5‟-AGGTCGTCGTTTGTTTGACC-3‟ 18 S P 5‟CY3-

ATCAAAGTCTTTGGGTTCC

TGGGGG-3‟-BHQ2 

(orijinal dizayn) 
18S R 5‟- TTTCAGCCTTGCGACCATAC -3‟ 

B. gibsoni  

TRAP F 5‟- TGTACCCAAACCACGACAGA 

-3‟ 
TRAP P ROX 5‟- ROX-

GTGAGTGACAGTGCACTGG

C-3‟ BHQ2 

(orijinal dizayn) 
TRAP R 5‟- TCTTTCCCCAATGTCCAGAG -

3‟ 

E. canis 

16S F 5′- TCGCTATTAGATGAGCCTACGT-

3‟ 
16S P 5′ FAM-

GTCTGAGAGGACGATCAGC

CACACT-3′- BHQ1 

Peleg ve ark., 2010 

16S R 5′ GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3‟ 

H. canis 

18S F 5‟- CGCGAAATTACCCAATT-3‟ 18S P HEX 5‟-

TATCAATTGGAGGGCAAGT

CTGGTGC-3‟- BHQ1 

Criado-Fornelio ve 

ark., 2007 
18S R 5‟- CAGACCGGTTACTTTYAGCAG-

3‟ 

N. caninum 

NC5-550 5-„ GGGTGAACCGAGGGAGTTG-

3‟ 
NC5 P ROX-

AGCGGTGAGAGGTGGGAT

ACGTGG- BHQ2 

Ghalmi ve ark., 

2008 NC5-596: 5‟-

ACGTGAGGAATGACTAACCACAA-3‟ 

T. gondii 

ToxoRE_F 5′-

CACAGAAGGGACAGAAGTCGAA-3′ 
ToxoRE P FAM-5′-

CTACAGACGCGATGCC-3′-

BHQ1 

Kasper ve ark., 

2009 ToxoRE_R 5′-

CAGTCCTGATATCTCTCCTCCAAGA-3′ 

A. 

phagocytophi

lum 

ApMSP2 F 5'-

ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT-

3‟ 
ApMSP2 P HEX (5'-

TGGTGCCAGGGTTGAGCTT

GAGATTG- 3‟ BHQ1 

Courtney ve ark., 

2004 
ApMSP2 R 5'-

TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA-3‟ 
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Real Time PCR amplifikasyonları için termal profil standart olarak 95 ºC 2dk 1 siklus ve 45 

siklus 94 ºC 10sn,  55-59 ºC 30s, 72 ºC 20s olarak ayarlanmıştır. Real Time PCR analizi 

sonunda örneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif değerler, amplifikasyon eğrileri ve Ct (dR) 

(Eşik değer siklusu) verilerine göre hesaplanmış ve değerlendirilmiştir. 

3.2.3. Sekans ve Filogenetik Analizler 

3.2.3.1. Babesia türlerinin 18S rRNA Geninin Amplifikasyonu, Sekansı ve Filogenetik 

Analizi 

Real Time PCR analizleri sonucunda Babesia türleri yönünden pozitif belirlenen izolatların 

analizi için 18S rRNA gen bölgesinden 490 bp parsiyel kısmı 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 gerçekleştirilmiştir (Duarte ve ark., 2011). Reaksiyon 

karışımı 25µl final konsantrasyonda hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımı; 1 X PCR buffer, 2 

mM MgCl2, 10 pmol her bir primer, 200 µM her bir dNTP, 1,25U Taq DNA polymerase ve 

50 ng/µl template DNA olarak hazırlanmıştır (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 

şekilde programlanmıştır (Duarte ve ark., 2011). PCR analizlerinde pozitif referans 

kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmediğini belirlemek amacı ile 

steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Amplifikasyon sonunda elde edilen 

PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel 

Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, 

CA) ile görüntülenip analiz edilmiştir.  

PCR sonucu jel üzerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR 

Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel pürifiye edilmiştir. Pürifikasyon sonrası 

örnekler 18S-rRNA parsiyel gen bölgesinin analizi için Bab7 ve Bab9 primerleri ile çift yönlü 

olarak sekanslanmıştır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar 

dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious 

(Drummond ve ark., 2011) yazılımları ile forward ve revers dizilimlerin pairwise 

alignmentları yapılmış final dizilimler elde edilmiştir. Elde edilen sekansların blastn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan sonra Dünyada GenBank‟a 

kayıtlı diğer benzer izolatlar ile Mega 5.0 (Tamura ve ark., 2011) ve Geneious 6 (Drummond 
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ve ark., 2011) yazılımlarında multiple alignmentları yapılarak filogenileri araştırılmış ve 

moleküler karakterizasyonları ortaya konmuştur.  

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

Analizi 

Real Time PCR analizleri sonucunda E. canis yönünden pozitif belirlenen izolatların analizi 

için 16S rRNA gen bölgesinden ~1600 bp parsiyel kısmı amplifiye eden EC16-F2 (5‟-

GGTAGTCCACGCTGTAAACGA-3‟) ve EC16-R2 (5‟-GGAGTGCTTAACGCGTTAGCT-

3‟) primerleri ile PCR analizleri gerçekleştirilmiştir (Hsieh ve ark., 2010). Reaksiyon karışımı 

25µl final konsantrasyonda hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımı; 1 X PCR buffer, 2,5 mM 

MgCl2, 0,8 µM her bir primer, 200 µM her bir dNTP, 0,125U Taq DNA polymerase ve 50 

ng/µl template DNA olarak hazırlanmıştır (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: 72  C‟de 1,5 dk; final extension: 72   C‟de 5 dk 

olacak şekilde programlanmıştır (Duarte ve ark., 2011). PCR analizlerinde pozitif referans 

kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmediğini belirlemek amacı ile 

steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Amplifikasyon sonunda elde edilen 

PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel 

Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, 

CA) ile görüntülenip analiz edilmiştir.  

PCR sonucu jel üzerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR 

Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel pürifiye edilmiştir. Pürifikasyon sonrası 

örnekler 18S-rRNA parsiyel gen bölgesinin analizi için EC16-F2 ve EC16-R2 primerleri ile 

çift yönlü olarak sekanslanmıştır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen izolatlara ait 

kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) 

ve Geneious (Drummond ve ark., 2011) yazılımları ile forward ve revers dizilimlerin pairwise 

alignmentları yapılmış final dizilimler elde edilmiştir. Elde edilen sekansların blastn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan sonra Dünyada GenBank‟a 

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

ve ark., 2011) yazılımlarında multiple alignmentları yapılarak filogenileri araştırılmış ve 

moleküler karakterizasyonları ortaya konmuştur. 
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3.2.3.3. Anaplasma phagocytophilum’un ankryin (ankA) Geninin Amplifikasyonu, 

Sekansı ve Filogenetik Analizi 

Real Time PCR analizleri sonucunda E. canis yönünden pozitif belirlenen izolatların analizi 

için ankA gen bölgesinden 444 bp parsiyel kısmı amplifiye eden LA6 (5′-

GAGAGATGCTTATGGTAAGAC-3′) ve LA1 (5′-CGTTCAGCCATCATTGTGAC-3′) 

primerleri ile PCR analizleri gerçekleştirilmiştir (Walls ve ark., 2000). Reaksiyon karışımı 

25µl final konsantrasyonda hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımı; 1 X PCR buffer, 2,5 mM 

MgCl2, 10 µM her bir primer, 200 µM her bir dNTP, 1,25U Taq DNA polymerase ve 50 

ng/µl template DNA olarak hazırlanmıştır (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 şekilde programlanmıştır (Walls ve ark., 2000). PCR analizlerinde pozitif referans 

kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmediğini belirlemek amacı ile 

steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Amplifikasyon sonunda elde edilen 

PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel 

Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, 

CA) ile görüntülenip analiz edilmiştir.  

PCR sonucu jel üzerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR 

Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel pürifiye edilmiştir. Pürifikasyon sonrası 

örnekler 18S-rRNA parsiyel gen bölgesinin analizi için LA6 ve LA1 primerleri ile çift yönlü 

olarak sekanslanmıştır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar 

dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious 

(Drummond ve ark., 2011) yazılımları ile forward ve revers dizilimlerin pairwise 

alignmentları yapılmış final dizilimler elde edilmiştir. Elde edilen sekansların blastn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan sonra Dünyada GenBank‟a 

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

ve ark., 2011) yazılımlarında multiple alignmentları yapılarak filogenileri araştırılmış ve 

moleküler karakterizasyonları ortaya konmuştur. 

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

Analizi 

Real Time PCR analizleri sonucunda H. canis yönünden pozitif belirlenen izolatların analizi 

için 18S rRNA gen bölgesinden 666 bp parsiyel kısmı amplifiye eden HepF (5′-
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ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3′) ve HepR (5′-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3′) 

primerleri ile PCR analizleri gerçekleştirilmiştir (Inokuma ve ark., 2002). Reaksiyon karışımı 

25µl final konsantrasyonda hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımı; 1 X PCR buffer, 1 mM 

MgCl2, 1 µM her bir primer, 200 µM her bir dNTP, 1,5U Taq DNA polymerase ve 50 ng/µl 

template DNA olarak hazırlanmıştır (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 

şekilde programlanmıştır (Vargas-Hernandez ve ark., 2012). PCR analizlerinde pozitif 

referans kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana gelip gelmediğini belirlemek 

amacı ile steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Amplifikasyon sonunda elde 

edilen PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel 

Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, 

CA) ile görüntülenip analiz edilmiştir.  

PCR sonucu jel üzerinde uygun konsantrasyonda belirlenen amplikonlar, High Pure PCR 

Product Purification Kit (Roche) kullanılarak jel pürifiye edilmiştir. Pürifikasyon sonrası 

örnekler 18S-rRNA parsiyel gen bölgesinin analizi için HepF ve HepR primerleri ile çift 

yönlü olarak sekanslanmıştır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar 

dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (Hall, 1999) ve Geneious 

(Drummond ve ark., 2011) yazılımları ile forward ve revers dizilimlerin pairwise 

alignmentları yapılmış final dizilimler elde edilmiştir. Elde edilen sekansların blastn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan sonra Dünyada GenBank‟a 

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

ve ark., 2011) yazılımlarında multiple alignmentları yapılarak filogenileri araştırılmış ve 

moleküler karakterizasyonları ortaya konmuştur. 

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

Amplifikasyonu 

Real Time PCR analizleri sonucunda N. caninum yönünden pozitif belirlenen izolatların 

analizi için ITS1 gen bölgesinden 400 bp parsiyel kısmı 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 gerçekleştirilmiştir 

(Slapeta ve ark., 2002; Monteiro ve ark., 2007). Reaksiyon karışımı 25µl final 
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konsantrasyonda hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımı her iki PCR reaksiyonu için de; 1 X PCR 

buffer, 1,5 mM MgCl2, 10 µM her bir primer, 200 µM her bir dNTP, 1,5U Taq DNA 

polymerase ve birinci reaksiyonda 50 ng/µl template DNA ikinci reaksiyonda ise ilk 

amplikondan 1µl olarak hazırlanmıştır (Silva ve ark., 2009).  

Thermalcyclerda protokol her iki PCR için initial denaturation: 94   C‟de 5 dk; 40 siklus, 

denaturation: 94  C‟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 şekilde programlanmıştır (Silva ve ark., 

2009). PCR analizlerinde pozitif referans kontrollerin herhangi bir kontaminasyonun meydana 

gelip gelmediğini belirlemek amacı ile steril deiyonize su negatif kontrol olarak kullanılmıştır. 

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze 

tabi tutularak, CLP Jel Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı 

(UVP INC Uplant, CA) ile görüntülenip analiz edilmiştir.  

 

3.3. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

İstatistik açıdan incelenen köpeklerde vector-borne ve food-borne protozoon 

enfeksiyonlarının prevalansı ile yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma faktörlerinin 

ilişkisi, Fisher‟s Exact ve Pearson‟s Chi Square testleriyle araştırılmıştır. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. REAL TİME PCR SONUÇLARI VE PROTOZOON ENFEKSİYONLARININ 

PREVALANSI 

İncelemesi yapılan toplam 400 köpekten 218‟i (%54,5) Real Time PCR analizleriyle vector-

borne ve/veya food-borne protozoon enfeksiyonları yönünden pozitif bulunmuştur. Pozitif 

belirlenen örneklerin araştırma merkezlerine göre dağılımı Tablo 4.1‟de verilmiştir. Pozitif 

belirlenen bazı örneklerin TaqMan prob tabanlı Real Time PCR‟da spesifik primer ve 

problarla analizi sonucu elde edilen amplifikasyon eğrileri ve Ct (dR) (Eşik değer siklusu) 

değerleri B. canis canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum, H. canis ve 

N. caninum için sırasıyla Şekil 4.1-4.7 ve Şekil 4.10-4.16‟de verilmiştir. Ayrıca T. gondii ve 

B. canis rossi için Real Time PCR sonuçları da Şekil 4.8-4.9‟da gösterilmiştir. B. canis rossi 

için dizayn edilen primer ve prob dizilerinin GenBankt‟ta mevcut tüm izolatlarla spesifite 

analizlerinde B. canis rossi için spesifik olduğu görülmüştür ancak pozitif kontrol temin 

edilemediği için Real Time PCR analizlerinde referans kullanılamamıştır (Şekil 4.9). E. canis 

%14,5 ile en yaygın tür belirlenmiş olup bunu sırasıyla %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 etmiştir. İncelenen örneklerde B. canis rossi ve T. gondii‟ye rastlanmamıştır. 

Pozitif belirlenen örneklerin 197‟si (%90,4) tek türle enfekte bulunurken, 21‟i (%9,6) iki türle 

miks enfekte saptanmıştır. Üç veya daha fazla türle miks enfeksiyona rastlanmamıştır. İki 

türle miks enfeksiyonlarda; B. gibsoni + B. canis canis 12 örnekte, H. canis + B. canis canis 

4 örnekte,  A. phagocytophilum + H. canis 3 örnekte; E. canis + B. gibsoni ise 2 örnekte 

saptanmıştır. Pozitif örneklerde ortalama Ct (dR) değerleri B. canis canis, B. canis vogeli, B. 

gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum, H. canis ve N. caninum için sırasıyla 32,2±0,8, 

31,6±2,2, 33,4±0,9, 34,0±0,8, 34,2±1,0, 34,4±1,1 ve 38,4±0,5 olarak belirlenmiştir.



 

 

 

 

 

 

Tablo 4.1. İncelenen köpeklerde vector-borne ve food-borne protozoon enfeksiyonları yönünden pozitif belirlenen örneklerin araştırma merkezlerine göre dağılımı 

Araştırma 

Merkezi 

İncelenen 

Hayvan 

Sayısı 

Protozoon Türleri 

TOPLAM 
H. canis B. gibsoni 

B. canis 

canis 

B. canis 

vogeli 

B. canis 

rossi 
T. gondii E. canis 

A. 

phagocytophilum 

N. 

caninum 

Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % Sayı % 

Kayseri 

Merkez 
200 12 6,0 17 8,5 22 11,0 3 1,5 0 0 0 0 34 17,0 18 9,0 10 5,0 116 58,0 

İncesu 49 3 6,1 6 12,2 8 16,3 2 4,1 0 0 0 0 6 12,2 4 8,2 2 4,1 31 63,3 

Pınarbaşı 
26 0 0,0 3 11,5 4 15,4 1 3,8 0 0 0 0 3 11,5 2 7,7 1 3,8 14 53,8 

Felahiye 
25 2 8,0 2 8,0 3 12,0 0 0,0 0 0 0 0 3 12,0 2 8,0 0 0,0 12 48,0 

Talas 
46 2 4,3 3 6,5 4 8,7 1 2,2 0 0 0 0 5 10,9 3 6,5 2 4,3 20 43,5 

Tomarza 
24 0 0,0 2 8,3 3 12,5 0 0,0 0 0 0 0 3 12,5 0 0,0 0 0,0 8 33,3 

Yahyalı 
30 2 6,7 3 10,0 4 13,3 2 6,7 0 0 0 0 4 13,3 2 6,7 0 0,0 17 56,7 

TOPLAM 400 21 5,3 36 9,0 48 12,0 9 2,3 0 0 0 0 58 14,5 31 7,8 15 3,8 218 54,5 
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Şekil 4.1. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu B. canis canis pozitif saptanan bazı örneklerin 

amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

 

 

 

 

Şekil 4.2. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu B. canis vogeli pozitif saptanan bazı örneklerin 

amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

PK 

PK 
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Şekil 4.3. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu B. gibsoni pozitif saptanan bazı örneklerin amplifikasyon 

grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

 

 

 

Şekil 4.4. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu E. canis pozitif saptanan bazı örneklerin amplifikasyon 

grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

PK 

PK 
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Şekil 4.5. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu A. phagocytophilum pozitif saptanan bazı örneklerin 

amplifikasyon grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

 

 

 

 

Şekil 4.6. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu H. canis pozitif saptanan bazı örneklerin amplifikasyon 

grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

PK 

PK 
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Şekil 4.7. TaqMan Real Time PCR analizleri sonucu N. caninum pozitif saptanan bazı örneklerin amplifikasyon 

grafikleri, PK: Pozitif Kontrol 

 

 

 

 

Şekil 4.8. T. gondii için TaqMan Real Time PCR analiz sonuçları, PK: Pozitif Kontrol 

PK 

PK 
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Şekil 4.9. B. canis rossi için TaqMan Real Time PCR analiz sonuçları 

 

Şekil 4.10. Real Time PCR‟da B. canis canis pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 

                          

Şekil 4.11. Real Time PCR‟da B. canis vogeli pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 
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Şekil 4.12. Real Time PCR‟da B. gibsoni pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 

                   

Şekil 4.13. Real Time PCR‟da E. canis pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 

                       

Şekil 4.14. Real Time PCR‟da A. phagocytophilum pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 
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Şekil 4.15. Real Time PCR‟da H. canis pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 

                    

Şekil 4.16. Real Time PCR‟da N.caninum pozitif saptanan örneklerin Ct (dR) değerlerine göre dağılımı 

 

4.2. VECTOR-BORNE VE FOOD-BORNE PROTOZOON ENFEKSİYONLARININ 

MOLEKÜLER PREVALANSINDA BAZI EPİDEMİYOLOJİK FAKTÖRLERİN 

ANALİZİ 

Vector-borne ve food-borne protozoon enfeksiyonları yönünden pozitif belirlenen örneklerin 

parazit türü temel alınarak köpeklerin yaş, cinsiyet ırk ve sahipli/sokak köpeği olma 

özelliklerine göre dağılımları ve istatistiksel verileri Tablo 4.2-4.8‟de verilmiştir. Köpeklerin 

yaş gruplarına göre B. canis canis, B. canis vogeli ve H. canis prevalansı en yüksek 7-10 yaş 

grubunda belirlenmiş bunu sırasıyla 4-6 ve 0,5-3 yaş grupları izlemiştir. B. gibsoni 

enfeksiyonu ise en yüksek 4-6 yaş grubunda tespit edilmiştir. 7-10 ve 4-6 yaş grupları 

arasında enfeksiyonun yayılışı açısından istatistiksel bir farklılık görülmezken (p>0,05), bu iki 
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yaş grubu ile 0,5-3 yaş grubu arasındak farklılığın istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) olduğu 

belirlenmiştir. E. canis, A. phagocytophilum ve N. caninum enfeksiyonlarının yayılışında ise 

yaşa bağlı istatistiksel bir farklılık saptanmamıştır (p>0,05). Tüm enfeksiyonlarda cinsiyet ve 

sahipli/sokak köpeği olma faktörlerine bağlı prevalans oranlarında istatistiksel bir farklılık 

ortaya çıkmazken (p>0,05), prevalans oranları büyük ırk köpeklerde (Kurt köpeği, Kangal, 

Çoban Köpeği ve melezleri vb.) küçük ırk (Beagle, Terrier, Cocker, Dachshund vb.) 

köpeklere oranla yüksek belirlenmiş olup bu farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur 

(p<0,05).  

 

Tablo 4.2. B. canis canis prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle 

ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 12
 

4,4
a 

50,505 0,000       4-6 100 24 24,0
b 

      7-10 30 12 40,0
b 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 15 11,6
 

0,25
* 

1,000 
       Dişi 271 33 12,2

 

   Irk 

       Küçük 156 10 6,4
a
 

7,567
* 

0,007 
       Büyük 244 38 15,6

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 30 5,8 

1,167
* 

0,317 

       Sokak 123 18 26,0 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.3. B. canis vogeli prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle 

ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 1
 

0,4
a 

15,968 0,000       4-6 100 5 5,0
b 

      7-10 30 3 10,0
b 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 3 2,3
 

0,05
* 

1,000 
       Dişi 271 6 2,2
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   Irk 

       Küçük 156 1 0,6
a
 

3,010
* 

0,047 
       Büyük 244 8 3,3

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 6 2,2 

0,029
* 

1,000 

       Sokak 123 3 2,4 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.4. B. gibsoni prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle 

ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 6
 

2,2
a 

47,049 0,000       4-6 100 24 24,0
b 

      7-10 30 6 20,0
b 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 10 7,8
 

0,362
* 

0,709 
       Dişi 271 26 9,6

 

   Irk 

       Küçük 156 7 4,5
a
 

6,359
* 

0,012 
       Büyük 244 29 11,9

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 24 8,7 

0,124
* 

0,709 

       Sokak 123 12 9,8 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.5. E. canis prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 42
 

15,6 

0,780 0,677       4-6 100 12 12,0
 

      7-10 30 4 13,3
 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 14 10,9
 

2,043
* 

0,173 
       Dişi 271 44 16,2

 

   Irk 
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       Küçük 156 13 8,3
a
 

7,844
* 

0,005 
       Büyük 244 45 18,4

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 41 14,8 

0,878
* 

0,465 

       Sokak 123 17 13,8 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.6. A. phagocytophilum prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma 

özellikleriyle ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 21
 

7,8
 

0,058 0,971       4-6 100 8 8,0
 

      7-10 30 2 6,7
 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 11 8,5
 

0,161
* 

0,692 
       Dişi 271 20 7,4

 

   Irk 

       Küçük 156 6 3,8
a
 

5,451
* 

0,021 
       Büyük 244 25 10,2

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 20 7,2 

0,354
* 

0,548 

       Sokak 123 11 8,9 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.7. H. canis prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 4
 

1,5
a 

23,723 0,000       4-6 100 13 13,0
b 

      7-10 30 4 13,3
b 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 9 7,0
 

1,141
* 

0,338 
       Dişi 271 12 4,4

 

   Irk 
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       Küçük 156 3 1,9
a
 

5,690
* 

0,020 
       Büyük 244 18 7,4

b
 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 15 5,4 

0,049
* 

1,000 

       Sokak 123 6 4,9 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher; 

*
: Fisher‟s Exact Test; 

a,b
: Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan gruplar 

arasındaki istatistiksel farklılık önemlidir. 

 

Tablo 4.8. N. caninum prevalansının köpeklerin yaş, cinsiyet, ırk ve sahipli/sokak köpeği olma özellikleriyle 

ilişkisi   

Faktör 
İncelenen 

sığır sayısı 

Enfekte köpek 


2 P 
Sayısı % 

   Yaş grupları (yıl) 

      0,5-3 270 8
 

3,0
 

1,603 0,449       4-6 100 5 5,0
 

      7-10 30 2 6,7
 

   Cinsiyet 

       Erkek 129 7 5,4
 

1,482
* 

0,262 
       Dişi 271 8 3,0

 

   Irk 

       Küçük 156 7 4,5 
0,385

* 
0,594 

       Büyük 244 8 3,3 

Sahipli/Sokak 

       Sahipli 277 9 3,2 

0,626
* 

0,408 

       Sokak 123 6 4,9 

Toplam 400 218 54,5  
 


2
: Pearson Chi-Square, Fisher 

*
: Fisher‟s Exact Test 

 

4.3. SEKANS VE FİLOGENETİK ANALİZ SONUÇLARI 

Araştırmada, B. canis canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum ve H. 

canis yönünden Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen örneklerden jel üzerinde 

amplifikasyon veren ve uygun konsantrasyonda saptanan bazı izolatların sekans analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Real Time PCR‟da N. caninum belirlenen izolatların ise ilgili gen 

bölgesine göre jel üzerinde uygun görüntü vermediği ve konsantrasyonlarının düşük olması 

sebebiyle sekans analizleri gerçekleştirilememiştir.   
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4.3.1. Babesia türlerinin 18S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

Real Time PCR analizlerinde pozitif belirlenen, jelde görüntü veren ve spektrofotometrik 

olarak uygun konsantrasyonda belirlenenlerden B. canis canis için 3, B. canis vogeli için 2, B. 

gibsoni için de 3 izolatın sekans analizleri gerçekleştirilmiştir. Babesia türlerinin 18S rRNA 

Geni yönünden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak, izolasyon kaynağı ile moleküler olarak 

karakterize edilen tür dağılımı Tablo 4.9'de, nükleotid kompozisyonları ise Şekil 4.17-4.24'de 

verilmiştir.  

Tablo 4.9. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen Babesia izolatlarının incelenen gen bölgesi, konak, 

izolasyon kaynağı ile moleküler karakterize edilen türler  

İzolat Gen bölgesi Konak ve izolasyon kaynağı 
Babesia 

türü 

Toplam Nükleotid 

Sayısı 

TrKysBccan1 18S rRNA Köpek/ kan B. canis canis 387 

TrKysBccan2 18S rRNA Köpek/ kan B. canis canis 386 

TrKysBccan3 18S rRNA Köpek/ kan B. canis canis 388 

TrKysBcvog1 18S rRNA Köpek/ kan B. canis vogeli 434 

TrKysBcvog2 18S rRNA Köpek/ kan B. canis vogeli 433 

TrKysBgib1 18S rRNA Köpek/ kan B. gibsoni 524 

TrKysBgib2 18S rRNA Köpek/ kan B. gibsoni 522 

TrKysBgib3 18S rRNA Köpek/ kan B. gibsoni 520 

 

 

Şekil 4.17. B. canis canis TrKysBccan1 izolatının nükleotid dizilimi 
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 Şekil 4.18. B. canis canis TrKysBccan2 izolatının nükleotid dizilimi 

 

Şekil 4.19. B. canis canis TrKysBccan3 izolatının nükleotid dizilimi 

 

Şekil 4.20. B. canis vogeli TrKysBcvog1 izolatının nükleotid dizilimi 



46 

 

 

 

 

Şekil 4.21. B. canis vogeli TrKysBcvog2 izolatının nükleotid dizilimi 

 

Şekil 4.22. B. gibsoni TrKysBgib1 izolatının nükleotid dizilimi 

 

Şekil 4.23. B. gibsoni TrKysBgib2 izolatının nükleotid dizilimi 



47 

 

 

 

 

Şekil 4.24. B. gibsoni TrKysBgib3 izolatının nükleotid dizilimi 

Araştırma yöresinde köpeklerden elde edilen Babesia izolatlarıyla 18S rRNA gen bölgesi 

yönünden blastn kıyaslaması yapılan Dünya'daki diğer bazı Babesia izolatlarının aksesyon 

numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alınarak Tablo 4.10'da gösterilmiştir. 

Tablo 4.10. Dünyadan filogenetik kıyaslaması yapılan diğer Babesia izolatlarının aksesyon numaraları ve 

izolatlara ait bilgiler 

İzolat Orijin İzolasyon kaynağı Türler 
Aksesyon 

Numarası 

- Macaristan 
Köpekten çıkarılan 

kene 
B. canis canis AY942185 

- Macaristan Köpek kanı B. canis canis DQ174279 

- Macaristan 
Köpekten çıkarılan 

kene 
B. canis canis DQ181654 

M9 Macaristan 
Köpekten çıkarılan 

kene 
B. canis canis DQ181656 

bab-dog-1 Hırvatistan Köpek kanı B. canis canis FJ913767 

Turk1 Türkiye Köpek kanı B. canis vogeli AM183215 

Turk2 Türkiye Köpek kanı B. canis vogeli AM183216 

- Brezilya Köpek kanı B. canis vogeli AY371194 

Coro1 Venezuella Köpek kanı B. canis vogeli DQ297390 

- Brezilya Kedi kanı B. canis vogeli EF636702 

GO 17 Brezilya Köpek kanı B. canis vogeli GU386282 

SK-011 
Saint Kitts ve Nevis 

Federasyonu 
Köpek kanı B. canis vogeli JX112785 

Okinawa 2 Japonya Köpek kanı B. gibsoni AB478328 

813B Çin Köpek kanı B. gibsoni HQ718716 

854B Çin Köpek kanı B. gibsoni HQ718722 

- Hırvatistan Köpek kanı B. gibsoni FJ209023 
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Kayseri yöresinde köpeklerde pozitif belirlenen ve nükleotid dizisi ortaya konan izolatlar ile 

Dünyanın çeşitli ülkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diğer izolatların 18S rRNA 

gen bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.11'de, pairwise alignmentları ise Şekil 

4.25‟de verilmiştir. 

Tablo 4.11. Babesia türleri yönünden multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer bazı 

izolatların nükleotid kompozisyonları 

İzolat/Aksesyon T (%) C (%) A (%) G (%) A+T (%) G+C (%) 

Toplam 

nükleotid 

sayısı 

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 40,0 412,0 

DQ174279 32,9 16,2 27,1 23,9 59,9 40,1 414,0 

DQ181654 28,1 18,7 27,9 25,3 56,0 44,0 391,0 

DQ181656 32,8 15,9 27,5 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 42,8 442,0 

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 

TrKysBccan1 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 

TrKysBcvog1 29,7 18,0 27,2 25,1 56,9 43,1 434,0 

TrKysBcvog2 30,3 17,8 27,3 24,7 57,5 42,5 433,0 

TrKysBgib1 30,2 17,0 27,9 25,0 58,0 42,0 524,0 

TrKysBgib2 30,3 17,0 28,0 24,7 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 AY942185 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 0,000 0,085 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 TrKysBccan1 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 TrKysBccan2 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 TrKysBcvog1 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 TrKysBcvog2 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 TrKysBgib1 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  
Şekil 4.25. Babesia izolatlarının ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı izolatların 18S rRNA gen dizilimlerinin pairwise analizleri



50 

 

 

 

Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan Babesia izolatları ile Dünya'da GenBank‟a kayıtlı 

benzer diğer bazı izolatların, parsiyel 18S rRNA gen bölgelerinin multible alingmentları ve 

nükleotid kıyaslamaları Şekil 4.26‟de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.26. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen Babesia izolatları ile Dünyadaki diğer bazı Babesia 

izolatlarının parsiyel 18S rRNA gen bölgesine göre nükleotid dizilimlerinin alignmentları 

 

Şekil 4.26‟de görüldüğü gibi 18S rRNA gen bölgesine göre saptanan Babesia türlerine ait 

izolatlar arasında türe özgü olarak çeşitli nükleotid değişimleri, delesyonları ve insertionları 

belirlenmiştir. B. canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni belirlenen izolatların pairwise 

kıyaslamalarına göre kendi aralarında ve dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla 

aralarında sırasıyla ortalama %1,4±0,2, %0,3±0,2 ve %0,9±0,3 farklılık saptanmıştır. Ayrıca 

B. canis canis ve B. canis vogeli grupları arasında%5,9±1,1,  B. canis canis ve B. gibsoni 

grupları arasında %14,1±1,7 ve B. canis vogeli ve B. gibsoni grupları arasında ise %14,9±1,4 

oranında genetik farklılık belirlenmiştir.  
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Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan Babesia izolatları ile Dünyadan benzer diğer bazı 

izolatların Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile oluşturulan filogenetik 

ağacı Şekil 4.27‟de verilmiştir. Filogenetik ağaçta da görüleceği üzere saptanan izolatların tür 

bazlı olarak kendi gruplarında yer aldığı belirlenmiştir. 

 

 AM183215

 AM183216

 TrKysBcvog1

 TrKysBcvog2

 EF636702

 GU386282

 DQ297390

 AY371194

 JX112785

 DQ181656

 FJ913767

 DQ174279

 AY942185

 TrKysBccan2
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 TrKysBccan1
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0.01  

Şekil 4.27. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan Babesia  izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer benzer bazı 

izolatların 18S rRNA gen bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter 

modeli). Semboller;  : Kene,  : Köpek, : Kedi izolatları 
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4.3.2. Ehrlichia canis’in 16S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

Real Time PCR analizlerinde E. canis yönünden pozitif belirlenen, jelde görüntü veren ve 

spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 3‟ünün sekans 

analizleri gerçekleştirilmiştir. 16S rRNA geni yönünden E. canis izolatlarına ait DNA dizileri, 

konak, izolasyon kaynağı ile moleküler olarak karakterize edilen tür dağılımı Tablo 4.12'de, 

nükleotid kompozisyonları ise Şekil 4.28-4.30'da verilmiştir.  

Tablo 4.12. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen Ehrlichia  izolatlarının incelenen gen bölgesi, konak, 

izolasyon kaynağı ile moleküler karakterize edilen türler  

İzolat Gen bölgesi Konak ve izolasyon kaynağı 
Ehrlichia 

türü 

Toplam Nükleotid 

Sayısı 

TrKysEcan1 16S rRNA Köpek/ kan E. canis 1513 

TrKysEcan2 16S rRNA Köpek/ kan E. canis 1508 

TrKysEcan3 16S rRNA Köpek/ kan E. canis 1507 
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Şekil 4.28. E. canis TrKysEcan1 izolatının nükleotid dizilimi 
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 Şekil 4.29 E. canis TrKysEcan2 izolatının nükleotid dizilimi 
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Şekil 4.30. E. canis TrKysEcan2 izolatının nükleotid dizilimi 

Araştırma yöresinde köpeklerden elde edilen E. canis izolatlarıyla 16S rRNA gen bölgesi 

yönünden blastn kıyaslaması yapılan Dünya'daki diğer bazı Ehrlichia  izolatlarının aksesyon 

numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alınarak Tablo 4.13'de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.13. Dünyadan filogenetik kıyaslaması yapılan diğer Ehrlichia izolatlarının aksesyon numaraları ve 

izolatlara ait bilgiler 

İzolat Orijin İzolasyon kaynağı Türler 
Aksesyon 

Numarası 

W-137J Japonya Vahşi kedi E. canis AB723710 

CMM-19 (2006) Japonya Vahşi kedi E. canis AB723712 

Gzh982 Çin Köpek E. canis AF162860 

VDE Venezuella Köpek E. canis AF373613 

Kutahya Türkiye Köpek E. canis AY621071 

GR21 Yunanistan Köpek E. canis EF011110 

TWN1 Tayvan Köpek E. canis EU106856 

Nero İtalya Köpek E. canis EU439944 

Bareilly Hindistan Köpek E. canis JX861392 
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Kayseri yöresinde köpeklerde E. canis yönünden pozitif belirlenen ve nükleotid dizisi ortaya 

konan izolatlar ile Dünyanın çeşitli ülkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diğer 

izolatların 16S rRNA gen bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.14'de, pairwise 

alignmentları ise Şekil 4.31‟de verilmiştir. 

Tablo 4.14. E. canis yönünden multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer bazı izolatların 

nükleotid kompozisyonları 

İzolat/Aksesyon T (%) C (%) A (%) G (%) A+T (%) G+C (%) 

Toplam 

nükleotid 

sayısı 

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 

TrKysEcan1 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 

 

 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 AB723710

2 AB723712 0,002

3 AF162860 0,003 0,004

4 AF373613 0,002 0,003 0,001

5 AY621071 0,002 0,003 0,001 0,000

6 EF011110 0,002 0,003 0,001 0,000 0,000

7 EU106856 0,002 0,003 0,001 0,000 0,000 0,000

8 EU439944 0,002 0,003 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000

9 JX861392 0,002 0,003 0,006 0,001 0,000 0,000 0,007 0,000

10 TrKysEcan1 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  
Şekil 4.31. E. canis izolatlarının ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı izolatların 16S rRNA gen 

dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan E. canis izolatları ile Dünya'da GenBank‟a kayıtlı 

benzer diğer bazı izolatların, parsiyel 16S rRNA gen bölgelerinin multible alingmentları ve 

nükleotid kıyaslamaları Şekil 4.32‟de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.32. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen E. canis izolatları ile Dünyadaki diğer bazı E. canis 

izolatlarının parsiyel 16S rRNA gen bölgesine göre nükleotid dizilimlerinin alignmentları 

 

Şekil 4.32‟de görüldüğü gibi 16S rRNA gen bölgesine göre saptanan E. canis izolatları 

arasında nükleotid farklılıklarının oldukça düşük olduğu belirlenmiştir. Kayseri yöresinde 

köpeklerde saptanan E. canis izolatlarının pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında 

%100 identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise 

ortalama %0,1, farklılık bulunduğu tespit edilmiştir.  

Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan E. canis izolatları ile Dünyadan benzer diğer bazı 

izolatların Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile oluşturulan filogenetik 

ağacı Şekil 4.33‟de verilmiştir. Filogenetik ağaçta da görüleceği üzere saptanan izolatların 

Tayvan ve Çin‟de köpeklerden izole edilmiş TWN1 ve Gzh982 izolatlarıyla aynı filogenik 

grupta yer aldığı görülmüştür.  

 



63 

 

 

 

 TrKysEcan2
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 AF373613
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0.0002  

Şekil 4.33. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan E. canis izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer benzer bazı 

izolatların 16S rRNA gen bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter 

modeli). Semboller;  : Vahşi kedi,  : Köpek 

 

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

Analiz Sonuçları 

Real Time PCR analizlerinde A. phagocytophilum yönünden pozitif belirlenen, jelde görüntü 

veren ve spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 3‟ünün 

sekans analizleri gerçekleştirilmiştir. Ankryin (ankA) geni yönünden A. phagocytophilum 

izolatlarına ait DNA dizileri, konak, izolasyon kaynağı ile moleküler olarak karakterize edilen 

tür dağılımı Tablo 4.15'de, nükleotid ve amino asit kompozisyonları ise Şekil 4.34-4.36'da 

verilmiştir.  

Tablo 4.15. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen Anaplasma izolatlarının incelenen gen bölgesi, konak, 

izolasyon kaynağı ile moleküler karakterize edilen türler  

İzolat Gen bölgesi Konak ve izolasyon kaynağı 
Anaplasma 

türü 

Toplam Nükleotid 

Sayısı 

TrKysAp1 ankA Köpek/ kan A. phagocytophilum 432 

TrKysAp2 ankA Köpek/ kan A. phagocytophilum 423 

TrKysAp3 ankA Köpek/ kan A. phagocytophilum 417 
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Şekil 4.34. A. phagocytophilum TrKysAp1 izolatının nükleotid ve amino aist dizilimleri 

 

 Şekil 4.35 A. phagocytophilum TrKysAp2 izolatının nükleotid ve amino aist dizilimleri 

 

Şekil 4.36. A. phagocytophilum TrKysAp3 izolatının nükleotid ve amino aist dizilimleri 
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Araştırma yöresinde köpeklerden elde edilen A. phagocytophilum izolatlarıyla ankA gen 

bölgesi yönünden blastn kıyaslaması yapılan Dünya'daki diğer bazı Anaplasma  izolatlarının 

aksesyon numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alınarak Tablo 4.16'da 

gösterilmiştir. 

Tablo 4.16. Dünyadan filogenetik kıyaslaması yapılan diğer Anaplasma izolatlarının aksesyon numaraları ve 

izolatlara ait bilgiler 

İzolat Orijin İzolasyon kaynağı Türler 
Aksesyon 

Numarası 

strain 213 Polonya Kene A. phagocytophilum EU779816 

sheep_6054 Norveç Koyun A. phagocytophilum GU236799 

dog_18 Almanya Köpek A. phagocytophilum GU236828 

dog_34 Almanya Köpek A. phagocytophilum GU236841 

450-7 Polonya Yaban domuzu A. phagocytophilum GU434669 

PZA-2 Polonya Vahşi ruminant A. phagocytophilum JN005741 

10 Ürdün Köpek A. phagocytophilum JN033795 

31 Ürdün Köpek A. phagocytophilum JN033798 

Ip_252_SPT ABD Kene A. phagocytophilum KC249918 

 

Kayseri yöresinde köpeklerde A. phagocytophilum yönünden pozitif belirlenen ve nükleotid 

dizisi ortaya konan izolatlar ile Dünyanın çeşitli ülkelerinden multiple alignmenta dahil edilen 

diğer izolatların ankA gen bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.17'de, pairwise 

alignmentları ise Şekil 4.37‟de verilmiştir. 

Tablo 4.17. A. phagocytophilum yönünden multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer 

bazı izolatların nükleotid kompozisyonları 

İzolat/Aksesyon T (%) C (%) A (%) G (%) A+T (%) G+C (%) 

Toplam 

nükleotid 

sayısı 

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 

TrKysAp1 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 42,9 417,0 

Ortalama 26,1 18,9 30,1 24,9 56,2 43,8 1263,3 

 

 



66 

 

 

 

 

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 JN033795 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 TrKysAp1 0,010 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  
Şekil 4.37. A. phagocytophilum izolatlarının ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı izolatların ankA gen 

dizilimlerinin pairwise analizleri 

 

 

Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatları ile Dünya'da 

GenBank‟a kayıtlı benzer diğer bazı izolatların, parsiyel ankA gen bölgelerinin multiple 

alingmentları ve nükleotid kıyaslamaları Şekil 4.38‟de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.38. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen A. phagocytophilum izolatları ile Dünyadaki diğer bazı A. 

phagocytophilum izolatlarının parsiyel ankA gen bölgesine göre nükleotid dizilimlerinin alignmentları 

 

Şekil 4.38‟de görüldüğü gibi ankA gen bölgesine göre saptanan A. phagocytophilum izolatları 

arasında çeşitli nükleotid farklılıkları belirlenmiştir. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan  

A. phagocytophilum izolatlarının pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında %99,8±0,2 

identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise ortalama 

%0,9±0,3 farklılık bulunduğu tespit edilmiştir.  

Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatları ile Dünyadan benzer 

diğer bazı izolatların Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile oluşturulan 

filogenetik ağacı Şekil 4.39‟da verilmiştir. Filogenetik ağaçta da görüleceği üzere TrKysAp1 

ve TrKysAp2 izolatlarının Polonya‟da vahşi ruminanttan izole edilen PZA-2 izolatı 

(JN005741),  TrKysAp3 izolatının ise Almanya‟da köpekten, Polonya‟da yaban domuzundan 

ve Ürdün‟den köpeklerden izole edilen sırasıyla dog_34 (GU236841), 450-7 (GU434669), 10 

(JN033795) ve 31 (JN033798) izolatlarıyla filogenik olarak en yüksek identikliği 

göstermiştir.  
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 GU236799

 KC249918

 TrKysAp1

 JN005741

 TrKysAp2

 EU779816

 GU236841

 JN033795

 JN033798

 TrKysAp3

 GU236828

 GU43466980

59

63
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36

0.01  

Şekil 4.39. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan A. phagocytophilum izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer 

benzer bazı izolatların ankA gen bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining - Kimura 2 

Parameter modeli). Semboller;  : Kene,  : Köpek, : Vahşi ruminant, : Koyun, : Yaban domuzu 

 

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

Real Time PCR analizlerinde H. canis yönünden pozitif belirlenen, jelde görüntü veren ve 

spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlardan 2‟sinin sekans 

analizleri gerçekleştirilmiştir. 18S rRNA geni yönünden H. canis izolatlarına ait DNA dizileri, 

konak, izolasyon kaynağı ile moleküler olarak karakterize edilen tür dağılımı Tablo 4.18'de, 

nükleotid kompozisyonları ise Şekil 4.40 ve Şekil 4.41'de verilmiştir.  

Tablo 4.18. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen Hepatozoon izolatlarının incelenen gen bölgesi, konak, 

izolasyon kaynağı ile moleküler karakterize edilen türler  

İzolat Gen bölgesi Konak ve izolasyon kaynağı 
Hepatozoon 

türü 

Toplam Nükleotid 

Sayısı 

TrKysHcan1 18S rRNA Köpek/ kan H. canis 520 

TrKysHcan2 18S rRNA Köpek/ kan H. canis 516 
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Şekil 4.40. H. canis TrKysHcan1 izolatının nükleotid dizilimi 

 

Şekil 4.41. H. canis TrKysHcan2 izolatının nükleotid dizilimi 

Araştırma yöresinde köpeklerden elde edilen H. canis izolatlarıyla 18S rRNA gen bölgesi 

yönünden blastn kıyaslaması yapılan Dünya'daki diğer bazı Hepatozoon izolatlarının 

aksesyon numaraları ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alınarak Tablo 4.19'da 

gösterilmiştir. 

Tablo 4.19. Dünyadan filogenetik kıyaslaması yapılan diğer Hepatozoon izolatlarının aksesyon numaraları ve 

izolatlara ait bilgiler 

İzolat Orijin İzolasyon kaynağı Türler 
Aksesyon 

Numarası 

Bodrum Türkiye Köpek H. canis DQ060327 

Aydin Türkiye Köpek H. canis DQ060328 

Selcuk Türkiye Köpek H. canis DQ060329 
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37 Ürdün Köpek H. canis JF827605 

dog-1 Kolombiya Köpek H. canis JN217101 

dog-2 Kolombiya Köpek H. canis JN217102 

DD11 Türkiye Kene H. canis JQ867389 

DD11 Türkiye Köpek H. canis JQ867390 

ZA04 Nijerya Köpek H. canis JQ976622 

 

Kayseri yöresinde köpeklerde H. canis yönünden pozitif belirlenen ve nükleotid dizisi ortaya 

konan izolatlar ile Dünyanın çeşitli ülkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diğer 

izolatların 18S rRNA gen bölgesine göre nükleotid kompozisyonları Tablo 4.20'de, pairwise 

alignmentları ise Şekil 4.42‟de verilmiştir. 

Tablo 4.20. H. canis yönünden multiple alignmentları yapılan pozitif izolatlar ve Dünyadan diğer bazı izolatların 

nükleotid kompozisyonları 

İzolat/Aksesyon T (%) C (%) A (%) G (%) A+T (%) G+C (%) 

Toplam 

nükleotid 

sayısı 

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 

TrKysHcan1 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 DQ060327

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  
Şekil 4.42. H. canis izolatlarının ve Dünyadan analizleri yapılan diğer bazı izolatların 18S rRNA gen 

dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan H. canis izolatları ile Dünya'da GenBank‟a kayıtlı 

benzer diğer bazı izolatların, parsiyel 18S rRNA gen bölgelerinin multiple alingmentları ve 

nükleotid kıyaslamaları Şekil 4.43‟de gösterilmiştir.  

 
 

Şekil 4.43. Kayseri yöresinde köpeklerde belirlenen H. canis izolatları ile Dünyadaki diğer bazı H. canis 

izolatlarının parsiyel 18S rRNA gen bölgesine göre nükleotid dizilimlerinin alignmentları 

 

Şekil 4.43‟de görüldüğü gibi 18S rRNA gen bölgesine göre saptanan H. canis izolatları 

arasında çeşitli nükleotid farklılıkları belirlenmiştir. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan 

H. canis izolatlarının pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında %100 identik oldukları, 

dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise ortalama %0,2±0,1 farklılık 

bulunduğu tespit edilmiştir.  

Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan H. canis izolatları ile Dünyadan benzer diğer bazı 

izolatların Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile oluşturulan filogenetik 
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ağacı Şekil 4.44‟de verilmiştir. Filogenetik ağaçta da görüleceği üzere TrKysHcan1 ve 

TrKysHcan2 izolatlarının Ürdün‟de köpekten, Türkiye‟de ise köpeklerden izole edilen 

sırasıyla 37, DD11 ve Bodrum izolatlarıyla filogenik olarak %100 identik olduğu 

saptanmıştır.  

 JN217101

 JQ867389

 JQ867390

 JQ976622

 JF827605

 TrKysHcan2

 TrKysHcan1

 DQ060328

 DQ060329

 DQ060327

 JN21710246
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71
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0.001  

Şekil 4.44. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan H. canis izolatları ile GenBank‟a kayıtlı diğer benzer bazı 

izolatların ankA gen bölgesine göre filogenetik akrabalıkları (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli). 

Semboller;  : Kene,  : Köpek 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Vektör-borne (babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis) ve food-borne 

(toxoplasmosis ve neosporosis) protozoon enfeksiyonları tüm dünyada hem insan hem de 

hayvan sağlığını tehdit etmektedirler. Söz konusu enfeksiyonlar köpeklerde klinik ve 

subklinik seyir gösterirler. Köpekler bu enfeksiyözler için aynı zamanda iyi bir 

rezervuardırlar. Uluslararası turizm ve seyahat aktivitelerinin global ölçekte artması, 

insanların özellikle tatil amaçlı seyahatlerde de köpeklerinden ayrılmak istememeleri, iklim ve 

ekolojik değişiklikler gibi bir çok faktör bu enfeksiyonların kıtalar, ülkeler veya bölgeler 

arasında hızlı bir şekilde yayılmasına neden olmaktadır. 

Canine Babesiosis: Köpeklerde babesiosis ixodid keneler tarafından nakledilen ve Babesia 

canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi gibi büyük Babesia türleri ile Babesia gibsoni, B. 

conradae ve B. microti-benzeri tür (Theileria annae veya “Spanish dog isolate”) gibi küçük 

Babesia türleri tarafından oluşturulan bir enfeksiyondur (101). Bu parazitler köpeklerin 

eritrositlerini enfekte eder ve hemolytic anemiye yol açarlar. B. gibsoni büyük Babesia 

türlerinden daha ağır klinik tabloya yol açar ve genellikle multiple organ disfonksiyon 

sendromu ile sonuçlanabilir (102). Büyük ve küçük Babesia türleri mikroskobik olarak kolay 

ayırt edilebilmesine karşın (8, 101) morfolojik tabanlı teşhis tür identifikasyonunda yetersiz 

kalmaktadır  (11, 103, 104).  Moleküler tabanlı birçok teknik günümüzde her tür patojenin 

genetik karakterizasyonu için alternatif araçlar olarak kullanılmaktadır (105). Bunlar arasında 

SSU rRNA geninin filogenetik analizi B. canis ve B. gibsoni üzerine moleküler çalışmalarda 

yaygın olarak uygulanmıştır (3, 64, 106, 107, 108). Bu teknik aynı zamanda köpeklerde 

genotipik olarak farklı İspanya‟da Theileria annae (109, 110), Kaliforniya‟da Babesia 

conradae (11) gibi küçük piroplasmlar ve Kuzey Amerika‟da büyük Babesia sp. (13) gibi 

yeni türlerin tanımlanmasında da başarı ile kullanılmıştır. Ayrıca PCR- RFLP tekniği B. canis 

canis ve B. canis vogeli saha izolatlarının karakterize edilmelerinde kullanılabileceği rapor 

edilmiştir (111, 112). B. gibsoni ve B. canis canis‟in tür spesifik teşhisinde konvansiyonel 

PCR yönteminin güvenilir alternatif bir yöntem olduğu kaydedilmiştir (113, 114, 115, 116).  

Birkenheuer ve ark. (117), B. gibsoni, B. c. canis, B. c. vogeli veya B. c. rossi‟nin teşhisinde 

semi nested PCR yöntemini oldukça duyarlı olduğunu belirlemişlerdir. Duarte ve ark. (118) 

tarafından 18S rRNA gen bölgesinden dizayn edilen tür spesifik primerlerle uygulanan tek 
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basamak PCR yöntemi ile B. c. canis, B. c. vogeli ve B. c. rossi‟nin identifiye edilebildiği 

ortaya konmuştur.  

Real Time PCR tekniği sahip olduğu yüksek sensitivite, bir örnekteki mevcut spesifik 

DNA‟nın başarılı ve tekrarlanabilir olarak ölçülebilmesi gibi çeşitli avantajlarıyla son yıllarda  

bir çok patojenin spesifik teşhisinde ve takibinde konvansiyonel PCR, Nested PCR ve sekans 

tekniklerinin yerini almaya başlamıştır (19, 119, 120). Mevcut literatürde köpeklerde 

babesiosis‟in Real Time PCR ile teşhisine yönelik çok sınırlı veri bulunmaktadır. 

Schaarschmidt ve ark. (121) bu tekniği sadece köpeklerdeki paraziter enfeksiyonu göstermek 

amacıyla kullanmışlardır. Diğer yandan Matsuu ve ark. (119), köpeklerden izole edilmiş B. 

gibsoni DNA‟sının kantitatif analizinde SYBR Green tabanlı Real-Time PCR tekniğini 

uygulamışlardır. Adaszek ve Winiarczyk (122), B. canis canis‟in spesifik teşhisinde 18S RNA 

gen bölgesinden dizayn edilen primerlerle Real-Time PCR- high-resolution melting (HRM) 

tekniğini uygulamışlar, genetik olarak iki farklı B. canis canis izolatlarını gruplandırmışlar ve 

bu grupların melting curve analizlerine göre ayrılabileceğini belirlemişlerdir. Costa-Junior ve 

ark. (120), ribozomal internal transcribed spacer (ITS) gen bölgesinden dizayn ettikleri primer 

ve problarla uyguladıkları Taqman Real Time PCR tekniği ile B. c. canis, B. c. vogeli ve B. c. 

rossi‟nin spesifik olarak identifikasyonu yapmışlardır. Ayrıca araştırıcılar (120) bu teknikle 

Brezilya‟da 242 köpekten topladıkları kan örneklerinde yalnızca B. c. vogeli‟yi %9,9 oranında 

tespit ettiklerini kaydetmişlerdir. Bu çalışmada köpeklerde B. canis canis, B. canis vogeli, B. 

canis rossi ve B. gibsoni‟nin TaqMan prob tabanlı Real Time PCR ile identifikasyonu için 

heat shock protein 70 (HSP70) gen bölgesi hedef olarak seçilmiştir. HSP proteinleri farklı 

şekillerde hücresel stresin ortaya çıktığı durumlarda aktive olan ve biosentezlenen bir protein 

grubudur (108). Bu proteinler hücrelerin hayati fonksiyonlarının regülasyonunda görev 

almaktadır. Bu protein familyasının ana polipeptidlerinden birisi, diğerlerine göre en çok 

korunmuş ve en yaygın görülen HSP 70 proteinidir. Bu proteini kodlayan HSP70 geni birçok 

Babesia türünde genetik olarak araştırılmıştır (123). HSP70 geni sahip olduğu yüksek 

düzeyde korunmuş bölgeleriyle moleküler filogenetik çalışmalarda hedef bir bölge olarak 

nitelenmektedir (123). Nitekim bu çalışmada söz konusu gen bölgesinden dizayn edilen türe 

özgü prob dizilerinin B. canis canis, B. canis rossi ve B. gibsoni için Real Time PCR 

analizlerinde spesifik reaksiyon verdiği belirlenmiştir. Ancak B. canis vogeli probu‟nun B. 

canis canis ve B. gibsoni ile de amplifikasyon verdiği belirlenmiştir. Real Time PCR 

analizlerinde B. canis vogeli pozitiflikleri diğer iki tür dışındaki sonuçlar göz önüne alınarak 
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verilmiştir. Ayrıca bu sonuçlar sekans analizleriyle de teyit edilmiştir. Ayrıca bu çalışmada 

Babesia türleri arasında B. canis canis %12,0 ile en yaygın tür belirlenmiş, bunu %9,0 ile B. 

gibsoni ve %2,3 ile B. canis vogeli takip etmiştir. İncelenen örneklerde B. canis rossi‟ye ise 

rastlanmamıştır. Ayrıca 12 örnekte B. gibsoni + B. canis canis miks enfeksiyon tespit 

edilmiştir. Parazitemi açısından pozitif örneklerde B. canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni 

için ortalama Ct (dR) değerleri de sırasıyla 32,2±0,8, 31,6±2,2, 33,4±0,9 olarak bulunmuştur. 

Türkiye‟de köpeklerde babesiosis üzerine moleküler çalışmaların oldukça sınırlıdır. 

Bunlardan, Aysul (65) İstanbul yöresinde 493 köpekten alınmış kan örneklerinden elde edilen 

genomik DNA ekstraktlarında PCR-RLB yöntemi ile %3,9 oranında B. canis vogeli 

pozitifliğini bildirmiştir. Gülanber ve ark. (64), İstanbul‟da klinik şüpheli bir köpekten 

aldıkları kan örneklerinde PCR-RFLP tekniği ile B. canis vogeli enfeksiyonunu 

saptamışlardır. Muller ve ark. (124), Aydın yöresinden örneklenmiş 58 köpekte Loop-

mediated Isothermal Amplification (LAMP) ve RLB teknikleri ile yaptıkları çalışmada B. 

canis vogeli‟yi LAMP tekniği ile 12 örnekte RLB ile ise 15 örnekte tespit etmişlerdir.  Gökçe 

ve ark. (125), Kars yöresinde klinik olarak babesiosis şüpheli 3 köpekte konvansiyonel PCR 

ile B. canis canis tanısı koymuşlardır. Takiben Aydın‟da klinik olarak şüpheli bir köpekte 

konvansiyonel PCR analizi ile B. gibsoni pozitifliği bildirilmiştir (126). Bu çalışmada B. canis 

vogeli için belirlenen moleküler prevalansın Aydın yöresinde yürütülmüş tez çalışmasında 

(65) RLB tekniği ile saptanan prevalans oranına yakın olduğu görülmüştür. Ayrıca bu 

çalışmada Real Time PCR analizlerinde pozitif saptanan, jelde görüntü veren ve 

spektrofotometrik olarak uygun konsantrasyonda belirlenenlerden B. canis canis için 3 

(TrKysBccan1, TrKysBccan2, TrKysBccan3), B. canis vogeli için 2 (TrKysBcvog1, 

TrKysBcvog2), B. gibsoni için de 3 (TrKysBgib1, TrKysBgib2, TrKysBgib3) izolatın 18S 

rRNA gen bölgesi yönünden sekans ve filogenetik analizleri gerçekleştirilmiştir. B. canis 

canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni belirlenen izolatların pairwise kıyaslamalarına göre kendi 

aralarında ve dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında sırasıyla ortalama 

%1,4±0,2, %0,3±0,2 ve %0,9±0,3 farklılık saptanmıştır. Ayrıca B. canis canis ve B. canis 

vogeli grupları arasında %5,9±1,1,  B. canis canis ve B. gibsoni grupları arasında %14,1±1,7 

ve B. canis vogeli ve B. gibsoni grupları arasında ise %14,9±1,4 oranında genetik farklılık 

belirlenmiştir. 

Bu çalışmada elde edilen B. canis canis TrKysBccan 1 ve TrKysBccan 3 izolatları, en yüksek 

identikliği %99,5 ile Macaristan‟da bir köpekte bulunmuş Dermacentor reticulatus 
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kenesinden izole edilen B. canis canis izolatıyla (DQ181656); TrKysBccan 2 izolatı ise 

%99,7 oranı ile hem bir önceki Macaristan izolatıyla (DQ181656) ve hem de Macaristan‟da 

diğer bir köpekten çıkarılmış D. reticulatus‟tan izole edilen diğer bir B. canis canis izolatıyla 

(AY942185) benzerlik göstermiştir. Ayrıca bu çalışmada izole edilen B. canis vogeli 

TrKysBcvog 1 izolatı, İstanbul‟da iki köpekten izole edilen Turk 1 (AM183215) ve Turk 2 

(AM183216) izolatları ile %100 identiklik gösterirken; TrKysBcvog 2 izolatı ise en yüksek 

identikliği %99,8 ile Brezilya‟da bir köpek (AY371194) ve kediden (EF636702), 

Venezuella‟da bir köpekten (DQ297390) ve Saint Kitts ve Nevis Federasyonu‟nda bir 

köpekten (JX112785) izole edilmiş B. canis vogeli izolatları ile vermiştir. Diğer yandan bu 

çalışmada B. gibsoni TrKysBgib 2 ve TrKysBgib 3 izolatlarının Çin‟de iki farklı köpekten 

izole edilmiş B. gibsoni 813B (HQ718716) ve 854B (HQ718722) izolatları ile Hırvatistan‟da 

bir köpekten izole edilmiş B. gibsoni izolatıyla (FJ209023) %100 identik olduğu saptanmıştır. 

Buna karşılık TrKysBgib1 izolatı en yüksek identikliği %99,8 ile aynı izolatlarla [Çin‟in 

(HQ718716), (HQ718722) ve Hırvatistan‟ın    (FJ209023)] göstermiştir. 

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME): Ehrlichia canis, köpeklerde Canine Monocytic 

Ehrlichiosis (CME)‟inden sorumlu olan riketsial gram-negatif bir bakteri olup (127, 128, 129) 

genel olarak Rhipicephalus cinsindeki keneler tarafından nakledilir (130, 131). E. canis dünya 

çapında yayılış göstermesine karşın tropik ve subtropik bölgelerde daha sık görülür (132, 133, 

134, 135, 136). Enfeksiyonun şiddeti, konağın immun sistemi, yaş, ırk ve koinfeksiyonlar gibi 

çeşitli faktörlere bağlıdır. Hastalığa bağlı klinik tablo coğrafik bölgeye göre değişiklik 

göstermekle birlikte genel olarak anemi, trombositopeni ve lökopeni tarzında ortaya 

çıkmaktadır (137, 138). Enfeksiyonun tanısında CME klinik tablosunun yanında mikroskobik 

ve serolojik teşhis yöntemleri geçmişten günümüze kullanılan tanı yöntemleri olmuştur. 

Ancak son zamanlarda PCR tabanlı moleküler teknikler, CME‟nin teşhisinde daha duyarlı ve 

özgül teknikler olarak daha yaygın kullanılmaya başlanmıştır. Bu amaçla yaygın şekilde 

tercih edilen gen bölgelerinin başında 16S rRNA gen bölgesi gelmekte olup bu gen bölgesi E. 

canis‟in farklı suşları ve genotiplerinin ayrımında kullanılmaktadır (139). 

Türkiye‟de, köpeklerde E. canis infeksiyonları üzerine yapılan çalışma sayısı oldukça 

sınırlıdır. Şimdiye kadar yapılmış çalışmaların da ağırlıklı olarak antikor saptamaya yönelik 

olduğu görülmektedir. Batmaz ve ark. (69) E. canis seroprevalansını; Marmara, Ege, Akdeniz 

ve Güneydoğu Anadolu Bölgesinden örnekledikleri 249 köpekte %20,77 olarak rapor 

etmişlerdir. Sinop‟ta klinik olarak sağlıklı 93 köpekte ELISA yöntemiyle %18,28 oranında E. 



 

 

 

77 

canis seropozitifliği belirlenmiştir (140). Aslantaş ve ark. (141), Gaziantep, Hatay ve 

Adana‟dan örnekledikleri 288 sokak köpeğinde IFA testi ile  %14,6 oranında seropozitiflik 

bildirmişlerdir. Diyarbarkır‟da örneklenen 82 köpeğin E. canis yönünden ELISA ile serolojik 

bakısında % 4,8 oranında seropozitiflik bildirilmiştir (142). Cihan ve ark. (143), Ayvalik, 

Burhaniye, Dikili, Edremit ve Bergama‟dan örneklenen 160 köpeğin IFA tekniği ile 

incelemesinde % 69,4 oranında E. canis seropozitifliği tespit etmişlerdir. Aydın yöresinde 

örneklenen 224 köpeğin IFAT tekniği ile 36,2% E. canis seropozitifliği belirlenmiştir (144). 

Yağcı ve ark. (145), Kırıkkale‟de 122 köpeğin IFA testi ile incelemesinde %14,75 

seropozitiflik tespit etmişlerdir. Öte yandan son zamanlarda Türkiye‟de CME üzerine bir kaç 

moleküler çalışma da yapılmıştır. Unver ve ark. (72), Ankara‟da klinik görünüm olarak 

ehrlichiosis‟le uyumlu 12 köpeğin 3‟ünü konvansiyonel PCR ile E. canis yönünden pozitif 

bulunmuştur. Aydın yöresinde Doxycycline-Chloroquine kombinasyonunun  Canine 

Monocytic Ehrlichiosis‟inin tedavisinde etkinliğinin araştırılması amacıyla yürütülen bir 

çalışmada (146), CME klinik şüpheli olan, mikroskobik ve ELISA testleri ile pozitif 

belirlenen 12 köpek Nested PCR ile E. canis pozitifliği yönünden konfirme edilmiştir. Bu 

çalışmada ise Türkiye‟de köpeklerde ehrlichiosis enfeksiyonu moleküler olarak ilk kez Real 

Time PCR yöntemiyle geniş çaplı araştırılmıştır.  İncelemesi yapılan 400 köpekte E. canis 

%14,5 ile en yaygın tür belirlenmiştir. Elde edilen bu moleküler prevalansın Türkiye‟deki 

bazı serolojik çalışmalarda (140, 141, 145) elde edilen prevalans oranlarına paralel olduğu 

dikkati çekmiştir.  Ayrıca parazitemi açısından pozitif örneklerde ortalama Ct (dR) değeri de 

34,0±0,8 olarak bulunmuştur. Bu değer araştırma yöresinde E. canis enfeksiyonlarının yüksek 

parazitemi ile seyretmediğini göstermiştir.    

Diğer yandan 16S rRNA gen bölgesi E. canis‟in farklı suşları ve genotiplerinin ayrımında 

göstermiş olduğu yüksek korunmuş bölgeler ile yaygın olarak kullanılmaktadır (139). Bu 

çalışmada 16S rRNA gen bölgesine göre saptanan E. canis izolatları arasında nükleotid 

farklılıklarının oldukça düşük olduğu belirlenmiştir. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan 

E. canis izolatlarının (TrKysEcan1-3) pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında %100 

identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise ortalama 

%0,1 farklılık bulunduğu tespit edilmiştir. TrKysEcan1-3 izolatlarının 16S rRNA gen 

bölgesine göre Venezuella (AF373613), Türkiye (AY621071), Yunanistan (EF011110), 

Tayvan (EU106856) ve İtalya‟da (EU439944) köpeklerden bildirilen izolatlarla %100,0 

identik olduğu görülmüştür.   
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Granulositik Anaplasmosis:  Granulositik anaplasmosis insan ve hayvanlarda trombositopeni 

ile birlikte seyreden bir multiorgan enfeksiyonudur. Hastalığa tol açan etkenler daha önceden 

Rickettsiaceae ailesi,  Ehrlichia soyunda klasifiye edilmiştir. Ancak daha sonradan filogenetik 

çalışmalar ışığında etkenler Rickettsiales takımında, Anaplasmataceae ailesi içinde klasifiye 

edilmiştir (37).  16S rRNA geni üzerine filogenetik çalışmalar, önceden kedi ve köpeklerde A. 

phagocytophilum, atlarda A. phagocytophilum, Ehrlicha equi ve insanlarda HGE agent – 

human granulocytic ehrlichiosis agent olmak üzere ayrı türler olarak klasifiye edilen 

etkenlerin A. phagocytophilum şeklinde tek tür olarak klasifiye edilmesini sağlamıştır (37). A. 

phagocytophilum insanlarla birlikte bir çok hayvan türünü enfekte edebilme yeteneğinde bir 

mikroorganizmadır. Etkenin Avrupadaki esas vektörünin Ixodes ricinus olduğu 

kaydedilmektedir (147, 148). A. phagocytophilum ile enfekte köpeklerde klinik semptomlar 

spesifik olmamakla birlikte genellikle ateş, letarji, trombositopeni, depresyon ve anoreksi 

ortaya çıkabilmektedir (149). Deneysel enfekte köpeklerin sadece orta düzeyde semptomlar 

gösterdiği belirtilmiştir (150). Enfekte köpeklerde granulositlerdeki morulanın saptanması A. 

phagocytophilum‟un teşhisinde yeterli değildir ve daha ileri testlerle konfirmasyonu 

gerekmektedir (150, 151). Lester ve ark. (153), Kirtz ve ark. (153, 154) ve Pusterla ve ark. 

(155), enfekte köpeklerde granulositlerin %5-37 oranında anaplasmosis gösterdiğini 

kaydetmişlerdir. A. phagocytophilum‟un teşhisinde IFA ve 16S rRNA genlerinin 

amplifikasyonu en yaygın kullanılan teknikler olmuştur (154).  Bu çalışmada köpeklerde A. 

phagocytophilum araştırılmasında Courtney ve ark. (55) tarafından A. phagocytophilum msp2 

gen bölgesinden dizayn edilmiş spesifik primerler ve TaqMan probu ile Real Time PCR 

tekniği kullanılmıştır. Konvansiyonel ve Nested PCR yöntemlerine oranla daha duyarlı ve 

avantajlı olarak bildirilen (55) bu teknik ile köpeklerde A. phagocytophilum moleküler 

prevalansı %7,8 olarak belirlenmiştir. Türkiye‟de A. phagocytophilum‟un köpeklerde 

moleküler olarak araştırıldığı yalnızca bir çalışma (75) bulunmaktadır. Söz konusu çalışmada 

klinik semptomlu 10 köpeğin 4‟ünde konvansiyonel PCR ile A. phagocytophilum pozitifliği 

saptanmıştır. Bunun yanında Giresun, Trabzon ve Rize‟de enfeste insanlardan toplanmış 

ixodid kenelerden oluşturulan genomik DNA havuzlarında A. phagocytophilum‟un Nested 

PCR ile araştırldığı bir çalışmada (156) I. ricinus erginlerinde %17,0 ve Ixodes sp. 

nimflerinde ise %22,2 oranında pozitiflik saptanmış ve sonuçlar sekans analizleri ile konfirme 

edilmiştir. İstanbul ve Kırklareli‟de sahadan toplanmış 241 I. ricinus kenesinde konvansiyonel 

PCR ile were İstanbul‟da %2,7, Kırklareli‟nde ise % 17,5 oranında A. phagocytophilum 

pozitifliği bildirilmiştir (157). Türkiye‟de Karadeniz Bölgesinde sığırlardan toplanmış 
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Haemaphysalis sulcata ve I. ricinus kenelerinden oluşturulmuş havuzlarda RLB tekniği ile A. 

phagocytophilum‟un moleküler prevalansı, sırasıyla %3,3 ve %7,6 olarak tespit edilmiştir 

(158).  

AnkA geni 150-160 kDA moleküler ağırlığında bir protein antijenini kodlayan bir gen bölgesi 

olup amino uçlarında tekrarlayan ankyrin motiflerini bulundurur. AnkA proteinin analizi 

membranda değil bakteriyel sitoplazmada lokalizasyonu gösterir. Enfeksiyon süresince, 

protein granülositlerin çekirdeğine yakın olarak ökaryotik hücre içerisine transfer olur. 

Böylece A. phagocytophilum AnkA üzerinden konak nötrofillerini manüple etme yeteneğine 

sahiptir (159, 160, 161). AnkA geni, bu özelliği ve konservatif yapı göstermesi ile A. 

phagocytophilum‟un moleküler filogenetik çalışmalarında tercih edilen gen bölgelerinden biri 

olmuştur. Bu çalışmada Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan A. phagocytophilum 

izolatlarının (TrKysAp1-3) AnkA gen bölgesinin filogenetik analizine göre kendi aralarında 

%99,8±0,2 identik oldukları, dünyadan alignmenta dahil edilen diğer izolatlarla ise aralarında 

ortalama %0,9±0,3 farklılık bulunduğu belirlenmiştir. TrKysAp1 ve TrKysAp2 izolatlarının 

Polonya‟da vahşi ruminanttan izole edilen PZA-2 izolatı (JN005741) ile,  TrKysAp3 

izolatının ise Almanya‟da köpekten, Polonya‟da yaban domuzundan ve Ürdün‟den 

köpeklerden izole edilen sırasıyla dog-34 (GU236841), 450-7 (GU434669), 10 (JN033795) ve 

31 (JN033798) izolatlarıyla filogenik olarak en yüksek identikliği gösterdiği tespit edilmiştir. 

Canine Hepatozoonosis (CH): İlk olarak Hindistan‟daki bir köpekten izole edilen ve o 

dönemde Leucocytozoon canis olarak isimlendirilen Hepatozoon canis, köpeklerde Eski 

Dünya canine hepatozoonosis‟inden (CH) sorumlu olup vektör kene Rhipicephalus 

sanguineus tarafından nakledilen bir apicomplexan protozoondur. H. canis, vahşi köpek ve 

kedilerde görülen bir tür olup özellikle Kuzey Avrupa, Asya, Afrika, Güney Amerika ve 

Amerika Birleşik Devletleri‟nde yaygındır (25, 33, 162). H. canis enfeksiyonları sıklıkla 

Toxoplasma gondii, E. canis, Babesia canis, Mycoplasma haemocanis ve Parvovirus 

enfeksiyonları ile birlikte seyretmektedir (162). H. canis‟in patojenitesi düşük olup genellikle 

dalak, lenf nodülleri ve kemik iliğini etkileyerek anemi ve letarjiyle karakterize subklinik 

enfeksiyonlara sebep olmaktadır. CH‟de, dolaşım sistemindeki beyaz kan hücrelerinde 

gametositlerin görülmesi sıklıkla rastlanan bir durum olup hastalık, mikroskobik olarak 

kolaylıkla teşhis edilebilmektedir (163, 164). Enfeksiyonun teşhisinde tüm Dünya‟da 

mikroskobik,  serolojik ve moleküler teşhis yöntemleri kullanılmış 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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kullanılmaktadır. Moleküler tabanlı filogeni çalışmalarında H. canis için en yaygın kullanılan 

gen bölgesi 18S rRNA gen bölgesidir (162).  

Türkiye‟de köpeklerde H. canis konusunda yapılan çalışmaların oldukça sınırlıdır. 

Mikroskobik olarak; Ege Bölgesinde yapılan çalışmalarda Paşa ve ark. (75), 10 doğal enfekte 

köpekte H. canis‟in parazitemisinin %1-23, Kiral ve ark. (165), ise 14 doğal enfekte köpekte 

H. canis‟in parazitemisinin %0,1-33 arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Voyvoda ve ark. 

(166), bir olguda köpekte mikroskobik olarak H. canis pozitifliğini bildirmiştir. Karagenc ve 

ark. (68), H. canis‟in prevalansını mikroskobik %10,6, serolojik %36,8 ve moleküler (18S 

rRNA gen bölgesini hedef alan standart PCR ile) %25,8 olarak rapor etmişlerdir. 

Bu çalışmada Türkiye‟de köpeklerde H. canis‟in varlığı, moleküler olarak ilk kez Real Time 

PCR yöntemiyle araştırılmıştır. İncelemesi yapılan 400 köpekte H. canis pozitifliği, %5,3 

olarak belirlenmiştir. Elde edilen bu moleküler pozitiflik, daha önce bildirilere göre düşüktür. 

Ayrıca pozitif örneklerde parazitemi için ortalama Ct (dR) değeri de 34,4±1,1 olarak 

bulunmuştur. Bu değer, araştırma yöresinde H. canis enfeksiyonlarının yüksek parazitemi ile 

seyretmediğini göstermiştir. 

Öte yandan 18S rRNA gen bölgesi H. canis‟in farklı suşları ve genotiplerinin ayrımında 

korunmuş gen bölgesi özelliği açısından en sık kullanılan gen bölgesidir (33). Çalışmada 18S 

rRNA gen bölgesine göre saptanan H. canis izolatları arasında çeşitli nükleotid farklılıkları 

saptanmıştır. Kayseri yöresinde köpeklerde saptanan H. canis (TrKysHcan1-2) izolatlarının 

pairwise kıyaslamalarına göre kendi aralarında %100 identik oldukları, dünyadan alignmenta 

dahil edilen diğer izolatlarla aralarında ise ortalama %0,2±0,1 farklılık bulunduğu tespit 

edilmiştir. TrKysHcan1-2 izolatlarının 18S rRNA gen bölgesine göre Ürdün (JF827605), 

Türkiye (JQ867390, DQ060327) ve Nijerya‟da (JQ976622) köpeklerden bildirilen izolatlarla 

%100,0 identik oldukları görülmüştür. 

 

Neosporosis: Hastalık etkeni Neospora caninum ilk kez 1984 yılında ensefalomyelitis ve 

miyositisli bir köpekte tespit edilmiştir (167). Etkenin, Meksika‟da 1987 yılında bir abort 

salgını sırasında sütçü sığırlarda tespit edilmesinden sonra özellikle son onbeş yılda tüm 

dünyada abort vakalarının birçoğuna sebep olduğu anlaşılmıştır (168). Heteroksen bir 

protoozoon olan N. caninum‟un son konağı köpek, arakonağı ise sığır, koyun, geyik ve 

atlardır. Bu  arakonaklarda hastalık klinik olarak tespit edilmesine karşın, mandalarda, gri 

tilkilerde, koyotlarda, develerde ve kedigillerde sadece antikor tespit edilmiştir (169).  
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Neospora caninum sporozoa sınıfında bulunan diğer protozoonlara benzer bir gelişme 

göstermektedir. Neospora caninum köpeklerin sindirim sisteminde endodiyogeni ile 

çoğalmakta, ookistler dışkı ile dışarı atılmaktadır. Ookistler yem ve sularla arakonaklar 

tarafından alınmaktadır. Köpekten köpeğe plasental bulaşma sözkonusu olabilmektedir.  

Hastalığa yakalanmış köpeklerde enfeksiyonun ömür boyu sürdüğü kabul edilmektedir.  

Takizoitler ve bradizoitler köpek dahil N. caninum‟la infekte olabilen bütün canlılarda 

bulunabilirler. Akut enfekte köpeklerde gittikçe artan paraliz, omurilik anomalileri, boyun 

ağrıları, disfaji ve meningoensefalomyelitis sonunda ölüm görülebilir (48, 170). Köpekler 

enfekte sığır etlerini yemekle enfeksiyonu alırlar. Köpeklerde parazitler beyin, spinal kanal, 

retina, kas, kalp, karaciğer, böbrek, mide, adrenal bezler ve deri gibi bir çok organ ve dokuya 

yerleşim göstererek kist oluşumuna yol açabilmektedir (171). Kronik enfeksiyona yol açan 

kistler uzun müddet canlılıklarını korurlar. Konak immun sistemi baskılandığında parazitler 

tekrar aktivasyona geçerler (51). IFAT, ELISA, DAT, Western blot gibi serolojik teşhis 

yöntemleri N. caninum‟un teşhisinde yaygın kullanılan ve öncelikli yöntemler olarak 

nitelenmektedir (172). Ancak seroloji tabanlı teknikler indirekt teşhis yöntemleri olup aynı 

zamanda bu yöntemlerle erken veya kist oluşumunun şekillendiği kronik enfeksiyonlarda 

yalancı negatiflikler ortaya çıkabilmektedir. Bu açıdan immunohistokimya, hayvan 

inokulasyonları ve moleküler tanı teknikleri gibi direkt tanı yöntemlerinin bu tüm durumlarda 

daha kullanışlı olduğu kaydedilmektedir (172). Özellikle moleküler tanı yöntemlerinin diğer 

direkt tanı tekniklerinden daha spesifik olduğu bildirilmiştir (172). N. caninum‟un moleküler 

teşhis ve karakterizasyonunda yüksek orandaki korunmuşluk özelliğinden dolayı  ITS1 gen 

bölgesine oranla esas hedef olarak Nc5 gen bölgesi daha fazla  tercih edilmektedir (173).  

Bu çalışmada köpek kan örnekleri, Nc5 gen bölgesini hedef alan primerler ve TaqMan probu 

(57) ile  N. caninum yönünden analiz edilmişlerdir. İncelenen 400 köpek kan örneğinin 

15‟inde (%3,8) qPCR ile N. caninum pozitifliği saptanmıştır. Pozitif örneklerde Ct değerlerine 

(ort. 38,4±0,5) göre paraziteminin oldukça düşük olduğu tespit edilmiştir. Nitekim 

konvansiyonel PCR ile bu örneklerde jel üzerinde görüntü alınamamış ve dolayısıyla sekans 

analizleri yapılamamıştır. N. caninum‟un perifer kanda moleküler olarak saptanmış olması, 

akut bir infeksiyonu gösterebileceği gibi immun sistemin baskılanması sonucu kist 

içerisindeki parazitlerin reaktif olabildiğini de düşündürmektedir. Nitekim benzer şekilde 

King ve ark. (174) da, Avustralya‟da köpeklerde yaptıkları çalışmada 41 köpeğin perifer kan 

örneklerinden üçünde konvansiyonel PCR ile N. caninum pozitifliğini tespit etmişlerdir.  Bu 
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çalışmada N. caninum pozitifliği için geçerli bu durum, benzer şekilde T. gondii için de 

hipotez edilmiştir. Bu kapsamda köpek kan örnekleri, T. gondii spesifik primerler ve TaqMan 

probu ile qPCR‟da analiz edilmiş ancak T. gondii pozitifliği belirlenmemiştir. Bununla 

birlikte diğer türlere özgü primer ve problarla duplex olarak çalışılan T. gondii için qPCR 

analizlerinde Ct değerleri çok düşük pozitifliklere (20 örnek, yalancı pozitiflik) rastlanmış 

olup bu sonuçlar VBDS‟12 sempozyumunda sehven T. gondii pozitif olarak verilmiştir. 

Doğrulamak için takiben yapılan Tek Yönlü qPCR analizlerinde, bu örneklerin kesin olarak 

negatif oldukları teyit edilmiştir. Söz konusu yalancı pozitifliklerin duplex reaksiyonda 

kulanılan primerler ve probların etkileşimi sonucu ortaya çıkabilecek floresan ışımadan 

kaynaklandığı düşünülmüştür.  

Sonuç olarak bu çalışmayla Türkiye‟de ilk kez, Kayseri yöresinde köpeklerin vektör-borne ve 

food-borne protozoon enfeksiyonlarının moleküler prevalansları kantitatif Real Time PCR 

tekniği ile ortaya konmuştur. Bu çalışma da yine Türkiye‟de ilk kez köpeklerde N. caninum 

moleküler olarak saptanmıştır. Bu çalışmada köpeklerde infeksiyona yol açan bazı türlerin 

çeşitli gen bölgeleri moleküler olarak karakterize edilmiş ve filogenetik analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca model olma özelliğine sahip bu çalışma, daha sonra yapılacak 

araştırmalara da ışık tutacaktır. 
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