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KAYSERI’NIN MAHZEMIN YORESINDEKI SIGIRLARDA COCCIDIOSIS’E
YOL ACAN PATOJENIK EIMERIA TURLERININ MOLEKULER
PREVALANSI VE FILOGENETIK KARAKTERIZASYONU

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2015
Danisman: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu calisma, Kayseri’nin mahzemin yoresinde sigirlarda coccidiosis’e yol agcan Eimeria
tirlerinin molekiiler prevalanst ve filogenetik karakterizasyonunu ortaya koymak
amactyla planlanmistir. Bu amagla 2014 yilinda arastirma yoresinde halk elinde siit ve
besi sigirciligr yapilan 23 ahirdan farkli yas, cinsiyet ve iwrklara ait toplam 150 sigir
incelenmistir. Sigirlardan teknigine uygun sekilde alinan diski 6rnekleri laboratuvarda
Eimeria ookistleri yoniinden incelenmis ve pozitif 6rneklerde gram diskidaki ookist sayisi
(OPG) belirlenmistir. Pozitif belirlenen sigirlara ait diski 6rnekleri sporlandirma
prosediiriine tabii tutulup ookist morfolojisine gore Eimeria tiirlerinin teshisleri
yapilmistir. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklere ait genomik DNA izolatlar
patojenik Eimeria tiirlerinin kantitatif identifikasyonu i¢in Real Time PCR analizlerine
tabii tutulmustur. Morfolojik identifikasyon ve Real Time PCR analizleri temelinde
belirlenen patojenik Eimeria tiirlerine ait izolatlarin 18S rRNA gen bolgeleri amplifiye
edilmis ve sonrasinda klonlama, plazmid pirifikasyonu ve sekans analizleri
gergeklestirilmistir. Niikleotid dizileri saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari
belirlendikten sonra GenBank aksesyonlar1 (KU052223-37) saglanmis ve filogenetik
yapilanmalar1 belirlenmistir. Incelemesi yapilan sigirlardan 98’i (%65,3) Eimeria
ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur. Eimeria pozitifliginin sigirlarin yas, cinsiyet,
ik ve digki karakterlerine gore dagiliminda istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir
(p>0,05). Pozitif belirlenen sigirlarda ortalama OPG degeri 883,8+1166,2 belirlenmistir.
OPG degerleri <3ay ve 4-12 ay yas gruplart ile kanli ishalli ve ishalli diski karakteri
gruplarinda istatistiksel anlamda daha yiiksek diizeyde saptanmistir. Pozitif 6érneklerde
morfolojik identifikasyon sonucunda en yaygin tiir %76,5 ile E. bovis bulunmus bunu
sirastyla %64,3 ile E. zuernii, %51,0 ile E. auburnensis, %44,9 ile E. alabamensis, %16,3
ile E. cylindrica, %6,1 ile E. bukidnonensis ve %4,1 ile E. subspherica izlemistir.

Patojenik tiirler i¢cin Real Time PCR analizleri sonucunda DNA kopya sayis1 diizeyinde
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en yiiksek pozitiflik E. bovis igin belirlenmis bunu sirasiyla E. zuernii, E. auburnensis ve
E. alabamensis izlemistir. <3 ay grubu ve ishalli digsk1 karakterinde olan 6rneklerde E.
bovis ve E. zuernii pozitifligi de DNA kopya sayisi diizeyinde E. auburnensis ve E.
alabamensis pozitifliklerine oranla daha yiiksek belirlenmistir (p<0,05). 18S rRNA gen
bolgesi filogenetik analiz sonuglarina gore arastirma yoresinde belirlenen E. zuernii, E.
bovis, E. auburnensis, E. alabamensis, E. cylindrica ve E. bukidnonensis tiirlerine ait
izolatlarin Japonya’dan bildirilen izolatlarla birlikte 3 monofiletik grupta tiir bazl1 olarak
kiimelendikleri saptanmistir. Belirlenen izolatlar ve aymi tiire ait Japonya izolatlari

arasinda farkli oranlarda (%0,0-0,7) intraspesifik sekans heterojenitesi belirlenmistir.

Sonug olarak bu caligsma ile Kayseri’'nin Mahzemin yoresindeki sigirlarda coccidiosis’e
yol acan Eimeria tiirlerinin molekiiler prevalansi ve enfeksiyon yiikleri kantitatif diizeyde

ortaya konmus ve patojenik tiirlerin filogenetik karakterizasyonlar1 saglanmistir.

Anahtar kelimeler: Sigir, Coccidiosis, Real Time PCR, Molekiiler prevalans,
Filogenetik Karakterizasyon
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MOLECULAR PREVALENCE AND PHYLOGENETIC
CHARACTERIZATION OF PATHOGENIC EIMERIA SPECIES, WHICH
CAUSE BOVINE COCCIDIOSIS IN MAHZEMIN AREA OF KAYSERIi

Erciyes University, Graduate School of Health Sciense
Department of Veterinery Parasitology
M.Sc. Thesis, November 2015
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

This study was conducted to determine the molecular prevalence and phylogenetic
characterization of Eimeria species that cause bovine coccidiosis in Mahzemin district of
Kayseri. For this aim in year 2014, 150 cattle belong to different ages, gender and breed
were sampled from 23 barns in which the cattle were raised for milk and food production
by local folk. Techniqually collected fecal samples from cattle were investigated in terms
of Eimeria ookists at the laboratory and ookists per gram of feces (OPG) were calculated
in the positive samples. Species identifications of Eimeria ookists were performed after
the sporulation of the ookists in fecal samples from positive cattle. Real Time PCR
analyses were carried out on the genomic DNA isolates from the samples positive with
Eimeria ookists in order to quantitative identification of pathogenic Eimeria species. 18S
rRNA gene regions of the isolates belong to the Eimeria species, which were determined
on the base of morphological identification, and Real Time PCR analyses were amplified.
Afterwards cloning, plasmid purification and sequence analyses were performed. After
the the molecular characterization of the isolates in which the nucleotide sequences were
determined, GenBank accessions were provided (KU052223-37) and phylogenetic
constructions were obtained. 98 (65.3%) out of examined cattle were found to be positive
with Eimeria ookists. No statistically importance was determined (p>0.05) in the
distribution of Eimeria positivity over the age, gender, breed and feces structure of the
infected cattle. The mean OPG was determined as 883.8+£1166.2 in the positive cattle.
The OPG values were found to be statistically higher in the <3 month and 4-12 month
age groups and also in bloody diarrheaoic and diarrheaoic groups. According to the
morphological identification results of the positive samples, E. bovis was found to be the
most prevalent species with the ratio of 76.5% and this was followed by E. zuernii, E.
auburnensis, E. alabamensis, E. cylindrica, E. bukidnonensis and E. subspherica with the
ratios of 64.3%, 51.0%, 44.9%, 16.3%, 6.1% and 4.1%, respectively. The Real Time PCR



assay results for pathogenic species revealed that E. bovis was the species with the
maximum positivity and this was followed by E. zuernii, E. auburnensis and E.
alabamensis on the base of DNA copy number. The E. bovis and E. zuernii positivities in
the 3 month and diarrheaoic groups were determined higher than the positivities for E.
auburnensis and E. alabamensis based DNA copy number level and this difference was
found statistically important (p<0.05). According to the 18S rRNA phylogenetic analyses
results, the isolates determined in the research area and belong to E. zuernii, E. bovis, E.
auburnensis, E. alabamensis, E. cylindrica and E. bukidnonensis species along with the
Japanese isolates were placed in 3 monophyletic groups and clustered on the basis of
species. Intraspecific sequence heterogenicy with different rates (0.0-0.7%) among the

determined isolatates and the Japanese isolates were determined.

In conclusion, the molecular prevalence and quantitative infection loads of Eimeria
species that cause bovine coccidiosis in the Mahzemin district of Kayseri were revealed
and phylogenetic characterizations of pathogenic species were provided with this study.

Key words: Cattle, Coccidiosis, Real Time PCR, Molecular prevalence, Phylogenetic

Characterization
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1. GIRIS VE AMAC

Sigir coccidiosis’i tiim diinyada yaygmlik gosteren protozoer bir enfeksiyon olup
sigirlarin  ekonomik kayiplara yol acan en Onemli hastaliklarindan biri olarak
nitelendirilmektedir (1). Tirkiye’de de sigirlarda Eimeria etkenleri oldukca yayginlik
gostermekte olup buzagilarda prevalansin konvansiyonel parazitolojik arastirma
sonuglarina gore %60-90 arasinda degistigi kaydedilmistir (2). Bu aragtirmalarda ookist
morfolojisine gore yapilan identifikasyonlarda E. bovis, E. zuernii, E. auburnensis ve E.
ellipsoidalis tiirlerinin en yaygin sigir coccidiosis etkenleri oldugu bildirilmistir (2, 3).
Gilinlimiize kadar diinyada s1g1r coccidiosis’ine yol agan tiirler lizerine yapilmis molekiiler
tabanli arastirmalarin ¢ok smirli oldugu, Tiirkiye’de ise mevcut olmadigr dikkati
¢ekmektedir. Bu proje Onerisinde, Kayseri’nin Mahzemin ilgesindeki sigirlarda
coccidiosis’e yol agan patojenik Eimeria tiirlerinin konvansiyonel morfolojik ve
molekiiler tabanli teknikler ile arastirilmasi, hastaliktan sorumlu tiirlerin molekiiler
epidemiyolojisinin ortaya konmasi; elde edilecek Eimeria tiirlerine ait izolatlarin 18S
rRNA gen bolgelerinin klonlanmasi, sonrasinda sekanslanmasi ve filogenetik analizleri
ile molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi; ¢oklu hizalama analizleriyle tiirler
arasinda ve tiir icindeki filogenetik iliskilerin saptanmasi; ayn1 zamanda diinyadan
GenBank’a kaydedilmis mevcut az sayidaki izolatla genetik farklilik ve yakinliklarinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Apicomplexa filumunda yer alan Eimeria tiirleri, ¢esitli omurgali konaklarda yerlesmekte
olup tiim diinyada yayginlik gostermektedir. Giiniimiize kadar bu soy igerisinde 1700’iin
tizerinde tiir tarif edilmistir (1). Baz1 Eimeria tiirleri 6zellikle kanatli ve ruminantlar
olmak iizere ¢iftlik hayvanlarinda tehdit olusturmakta olup yiiksek morbidite ve mortalite
ile seyretmektedir (1, 4). Sigirlarda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan coccidiosis
Ozellikle 6 ayliktan kiigiik buzagi ve 6-12 aylk sigirlarda akut klinik tabloya yol
acmaktadir. Hastalik buzagilarda ve 6zelliklede {i¢ haftaliktan ii¢ ayliga kadar olan yas
gruplarinda daha yaygin goriilirken daha yash hayvanlarda gelisen konkomitant
immuniteye bagli olarak subklinik formda seyretmektedir (1, 5). Bunun yaninda hastalik

daha yasl sigirlarda da verim kayiplarina yol agmaktadir (6, 7).

2.1 SIGIRLARDA EIMERIA TURLERININ TAKSONOMISI
Sigirlarda coccidiosis’e yol acan Eimeria tiirlerinin Systema Naturae 2000°¢ gore

sistematikteki yeri Tablo 2.1°de verilmistir (1, 8).

Tablo 2.1 Sigirlarda Eimeria tiirlerinin taksonomideki yeri

Smiflandirma
Superkingdom: Eukaryota
Kingdom: Chromalveolata
Siiperfilum: Alveolata
Filum: Apicomplexa
Smif: Conoidasida
Takim: Eucoccidiorida
Aile: Eimeriidae
Soy: Eimeria
Tiir: E. bovis,
. zuernii
. auburnensis
. ellipsoidalis
. cylindrica
. alabamensis
. subspherica
. illinoisensis
. brasiliensis

mmmimimimimim




E. canadensis

E. pellita

E. wyomingensis
E. bukidnonensis

2.2 SIGIRLARDA EIMERIA TURLERININ MORFOLOJISI

Sigirlarda ¢ok sayida hastalik etkeni coccidiosis etiyolojisinde tanimlanmasina karsin
bunlar arasinda E. bovis, E. zuernii, E. ellipsoidalis, E. auburnensis ve E. alabamensis
patojen tiirler olarak kabul edilmektedir. Bu tiirlerden 6zellikle de E. bovis ve E. zuernii

buzagilarda klinik coccidiosise neden olmaktadirlar (8, 9).

Sigirlarda bulunan Snemli coccidiosis etkenleri ile bu tiirlere ait bazi morfolojik

ozellikleri Sekil 2.1°de verilmistir (1, 8).

Ooé}st 7 Spofécy';t
Genislik Uzunluk  Sekil Renk Hiicre Duvan MP  OG GenislikXUzunluk SG SS SR
A () () (pem) ]
E. alabamensis 11-16 13-24 O,P  Agksar 1-2 - - 46x10-16 13 (x) x
E. aubumensis 20-25 32-46 O, (E) Renksiz 2, kalin X X 6-11x1523 13 X
E. bovis 17-23 23-34 0O,A  Renksiz 2 (x) . 58x13-18 2 (x) (%)
E. brasiliensis 24-30 34-43 E  Kahverengi/San  1-2 X (x) 7-10x16-22 2 (x) «x
E. bukidnonensis 33-38 47-50 P Kahverengi/Sari  1-2 X - 9-12x 1221 2 (x)
E. canadensis 20-27 28-37 E Renksiz 1 (x) X 6-10x15-22 23 (x) (x)
E. oylindrica 12-15 16-27 E Renksiz 1 - X 4-6x12-16 1 X
E. elfpsoidalis 13-17 2026  E,(O) Renksiz 12 : 715x916 2 (®) x
E. illinoisensis 19-22 24-29 E,O  Renksiz 1 - 6-8x1316 2 x x
E. pellita 26-30 36-41 R,S Kahverengi/Sar 2 X X 79x1720 2 x x
E. subspherica 8-13 9-14 S  Agksan 1-2 : 25x6-10 1 «x
E. wyomingensis 26-31 37-45 O,P Kahverengi/San 1 X - 5x7-8 1 x
E. suernii 13-18 15-22 S,(O)  Renksiz 1 - (x) 4-8x7-14 1 - x

Sekil 2.1 Slglrlarda goriilen Eimeria tiirlerinin ookistive sprorocystlerinin morfolojik 6zellikleri. MP:
mikropil, OG: Ookist polar graniil, OR: Ookist residiisii, SG: Sporozoit globiilleri, SS: Sporozoit stieda
cisimcigi, SR: Sporozoit residiisi, E: elipsoidal, R: Yuvarlak, A: Asimetrik, O: Oval, P: Piriform, S:
Kiiresel

2.3 SIGIRLARDA EIMERIA TURLERININ BiYOLOJiSi

Eimeria tiirleri sigirlarda ince bagirsak epitel hiicrelerine yerlesmekte ayrica sekum ve
kolonda da bulunmaktadirlar. Etkenler barsak epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik olarak
bulunmakta olup, sadece E. alabamensis epitel hiicre ¢ekirdegi icine yerlesmektedir.

Yasam ¢emberinde sirasi ile merogoni (=sizogoni), gametogoni ve sporogoni ¢ogalma



donemleri goriilmektedir. Merogoni ve gametogoni konakta bagirsak epitel hiicrelerinde,

sporogoni ise dis ortamda meydana gelmektedir (8, 10).

Coccidia tiirleri ile enfekte sigirlarin digkisiyla disar1 atilan sporlanmamis ookistler,
ortamda uygun 1s1 (27-30°C), nem (genellikle %75) ve yeterli oksijen bulundugunda
sporogoni donemi baslamaktadir. Sporont dnce ikiye, daha sonra tekrar ikiye boliinmekte
ve 4 adet sporoblast olusmaktadir. Bu donemde uzun ovalimsi bir sekil alan parazit,
etrafinda cidar olustuktan sonra sporokist adini1 almaktadir. Sporokist i¢inde; ikiye
boliinme ile muz dilimi seklinde sporozoitler olusmaktadir. Eimeria tiirlerinin sporlanmis
ookistlerinde toplam 8 adet sporozoit bulunmaktadir. Sigirlarda bulunan coccidia
tirlerinin sporlanma siiresi tiirlere gore degismekle beraber, sporlanma suresinin
genellikle 2-3 giin oldugu bildirilmektedir. Sporlanmis ookistler enfektif olup, sigirlar bu
ookistleri agiz yolu ile aldiklarinda enfekte olmaktadirlar. Sindirim sisteminde asit,
enzim, safra, CO2 gibi kimyasallar ve peristaltik hareketlerin etkisiyle ookistler

parcalanmakta ve sporozoitler disar1 ¢ikmaktadirlar (ekskistasyon) (8-10).

Sindirim sisteminde serbest kalan sporozoitler, ince bagirsaklarin son kisimlarinda epitel
hiicrelerine girmektedirler. E. bovis enfeksiyonlarinda, bu kisim da lenf kanali epitel
hiicrelerinde trofozoitler olugsmaktadir. Daha sonra merogoni donemi baslamaktadir. E.
bovis ve E. zuernii’nin biyolojisinde 2 nesil merogoni dénemi goriilmektedir.
Enfeksiyonun 5. giiniinde 1. nesil merogoni sonucu merontlar (makromerontlar)
olugsmaktadir. Merontlar 14-18 giin sonra olgunlagmakta olup, olgun merontlarin her biri
120.000 merozoit icermektedirler. Hiicrelerin pargalanmasi ile serbest kalan 1. nesil
merozoitler sekum ve kolon epitel hiicrelerine girerek 2. nesil merogoniyi
baslatmaktadirlar. Hiicrelere giristen 2 giin sonra i¢lerinde 30-36 adet merozoit i¢eren 2.
nesil merontlar olusmaktadir. Bunlarin dagilmasi ile bagirsak bosluguna 2. nesil
merozoitler ¢ikmaktadir. Merozoitler sekum ve kolon epitel hiicrelerine girmekte ve
gametositleri olusturmaktadirlar (gametogoni). Erkek gametositlerin her birinden bir ¢ift
kamcili ¢ok sayida mikrogamet, disi gametositlerin her birinden ise bir makrogamet
olugsmaktadir. Mikrogametlerde biri makrogametin i¢ine girerek makrogameti dollemekte
(singami) ve zigot olugmaktadir. Makrogametlerin i¢cinde ve ¢eperine yakin olarak bir
veya iki sira halinde, mukoprotein iceren eosinofilik plastik graniiller dizilmistir. Bu
plastik graniiller birleserek zigotun etrafinda bir duvar olusturmaktadirlar. Etrafi kalin

cidarla ¢evrili bu zigota ookist ad1 verilmektedir. Bagirsak epitel hiicresinin parcalanmasi



ile serbest kalan ookistler bagirsak bosluguna diismekte ve diski ile disar1 atilmaktadir

(Sekil 2.2) (8, 10).

2. NESIL MEROGO
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Sekil 2.2 E. bovis’in biyolojik déngiisii (10)

Cocccidiosis’de sporlanmis ookistlerin alinmasindan 10. giin sonra diskida ookistler
goriilmektedir. Ancak buzagilarda E. bovis ve E. zuernii’nin olusturdugu klinik
coccidiosis olgularinda enfeksiyonun 18-21. giinlerinde diskida ookistler goriilmeye
baslamaktadir. Bu patojen tiirlerde prepatent siire 5-15 giin, patent siire ise 16-21 giin

arasinda degismektedir (1, 3, 10).

2.4 SIGIRLARDA EIMERIA TURLERININ EPIDEMiYOLOJIiSi

Coccidiosis tiim diinyada sigirlarda yaygin olup, 6zellikle buzagi coccidiosis’i biiyiik
problem olusturmaktadir. Diinyada kapali yetistirme sistemlerinin yapildiglr sigir
isletmelerinde hastaligin daha yaygin oldugu bildirilmektedir. Amerika kitasindan

Japonya’ya, Hindistan’dan Ortadogu ve Avrupa’ya kadar, biitiin diinya iilkeleri



ciftliklerinde hastalik varligini siirdiirmektedir (1, 8, 10). Sigirlarda coccidiosis
epidemiyolojisinde bir¢ok risk faktoriiniin etkili oldugu belirtilmistir. Hastaligin
prevalansi yagmurlu mevsimlerde ya da yagmurlu giinleri takiben daha yliksek
goriilmektedir. Coccidiosis olgularinin goriillme sikliginda yemleme sistemi, sulama
sekli, ahir tipi, ahirin betonarme olmasi, yer tipi ve siirii bliylikliigiiniin etkili oldugu
bildirilmistir (10, 11). Klinik coccidiosis olgularinin ortaya g¢ikmasinda buzagilarin
onemli rolii bulunmaktadir. Ozellikle iki ayliga kadar olan buzagilar diskilar1 ile daha
fazla sayida ookist cikararak cevreyi kontamine etmektedirler. Buzagilar hastaligin

baslangicindan itibaren diskilari ile oldukga fazla ookist ¢ikarmaktadirlar (10, 12).

Hastalik buzagi sayisinin fazla oldugu siit isletmelerinde problem olusturmaktadir. Ayrica
siit sigirlar1 danalarinin coccidiosis’e daha duyarli oldugu belirtilmistir. Buzagilarda siit
kesim sonrasi enfeksiyon daha ¢ok goriilmiistiir. Ayrica siit kesiminden bir ay sonra
buzagilar digkilar1 ile daha fazla ookist ¢ikarmaktadirlar. Enfeksiyonun yaygmligi siit

kesim sonrasi buzagilarin toplu halde meraya birakilmalarini takiben artmaktadir (10, 13).

Sigirlarda coccidiosis kapali yetistirme tiplerinde onemli olmaktadir. Ciinkli kapali
ortamlarda Eimeria ookistlerinin ¢ok hizli cogalma potansiyeli bulunmaktadir. Bu tip ahir
ve isletmelerdeki enfekte birka¢ hayvan bile milyonlarca ookist ¢ikarmak siiratiyle
cevreyl kontamine etmektedirler. Ciftlik ya da ahir ortaminda ookistler bir yildan daha
fazla enfektif Ozelligini korumaktadirlar. Ayrica ookistler 40°C sicakliktaki ahir
altliklarinda ve c¢evrede canliligini bir yildan fazla koruyabilmektedirler. Ookistlerin
hayvan yemleri ile saman ve otlar igerisinde sekiz ay kadar enfektif sekilde kaldigi

bildirilmistir (10, 14).

Coccidiosis’in yayilisinda hayvanlarin bir arada kalabalik olarak bulundurulmalari,
altliklarin temiz olmamasi, yemlik ve suluklarin digkilarla bulagsmasi etkili olmaktadir.
Hayvan sayisinin fazla oldugu siiriilerde bulasma riskide yiiksek bulunmustur. Siirii
biiytikligii ile bagirsak protozoonlarmin (Eimeria, Cryptosporidium) arasinda pozitif bir
iligki tespit edilmistir. Coccidiosis endiistriyel isletmelerde yani; hayvan sayisinin fazla
oldugu kapali ve yar1 kapali isletmelerde ciddi sorunlar olusturmaktadir. Sigirlarda
coccidiosis olusumunda etkili cevresel ve yetistiricilikle ilgili faktorler oldugu igin
mevsim gecis donemleri, dogum sezonlar1 ve hayvan nakilleri 6nemli olmaktadir.

Coccidiosis goriilmeyen bir isletmeye, enfekte ahirlardan ya da bolgelerden hayvan



ticareti ile gelen degisimlerde, 2-3 hafta sonra bu isletmelerde hastalik ortaya

cikabilmektedir (7, 10, 15, 16).

Enfeksiyon; sporlanmis ookistlerin su ve gidalarla agiz yoluyla alinmasi ile
bulagsmaktadir. Hastalik etkeni Eimeria ookistlerinin sporlanmasi i¢in gerekli olan
rutubet, oksijen ve sicaklik hastalik riskini artirmaktadir. Kontaminasyonun fazla oldugu
yerlerde, danalarda ve hatta yasli hayvanlarda hastalik goriilebilmektedir. Coccidia
ookistleri ile kontamine meralardan hazirlanan kuru otlarin buzagilara yedirilmesi sonucu
bu hayvanlarda enfeksiyon goriilmiistiir. Hayvanlarin bir yerden bagka bir yere naklinden
sonra bulagmada bir artis oldugu da belirtilmistir. Bunlara ilaveten 1-5 aylik buzagilarin
meraya birakilmadan 6nce ahir besisinde tutulmalar1 ya da bir yasina kadarki donemde

kapal1 alanda bir arada tutulan hayvanlarin toplu halde meraya birakilmalarinin da etkili

faktorler oldugu bildirilmistir (8, 10, 17).

Eimeria enfeksiyonlarmin karekteristik 6zelligi; ¢ok sayida sigirin enfekte olmasina
ragmen, sadece birkag isletmede ya da sinirli sayida hayvanin hastalanmasia neden
olmasidir. Yash hayvanlar daha once gecirdikleri enfeksiyonlar sonucu bagisiklik
kazanmaktadir. Dolayis1 ile bunlarda subklinik enfeksiyonlar goriilmektedir. Sigir
coccidiosisinde morbidite %100’lere kadar varmasina ragmen, klinik vakalar genellikle
buzagilarda ortaya ¢ikmakta ve oliimler goriilmektedir. Klinik vakalar buzagilarin tekli
bdélmelerden toplu halde bulunduklari isletme onlerindeki padoklara alinmasini takiben
ya da meraya toplu halde birakilmasi siiresince ortaya ¢ikmaktadir. Coccidiosisin ortaya
c¢ikmasinda ve devamliliginin saglanmasinda etkili predispoze faktorler; diizensiz
beslenme, ahir 1sisinin 18-21°C den yiiksek olmasi, havadaki nem oranmin %75’
gecmesi, bakteriyel ve viral hastaliklar sayilmaktadir. Ayrica mide-bagirsak nematod
enfeksiyonlart (Trichostrongylus sp., Ostertagia sp., Cooperia sp. gibi) coccidiosis’in
daha ciddi seyretmesine neden olmaktadir. Sigirlarda ¢ogunlukla E. zuernii’nin neden
oldugu “kis coccidiosis’inin” ortaya ¢ikmasinda stres, siitten kesilme, yem degisikligi,
yetersiz beslenme, soguk ve yer degisikligi gibi predispoze faktorler rol oynamaktadir.
Bunlara ilaveten hayvanlarin altlarina serilen altliklar, deri rutubeti, viicut 1sis1 da
ookistlerin sporlanmasi i¢in uygun ortami olusturmakta ve latent enfeksiyonlar akut hale
gegmektedir (1, 10, 18). Coccidiosis genellikle iki veya daha fazla tiiriin olusturdugu miks
enfeksiyonlar seklinde goriilmektedir. Klinik coccidiosis olgularinda da ¢ogunlukla miks

enfeksiyonlar goriilmistiir (9, 10, 19, 20).



2.4.1 Coccidiosis’in Tiirkiye’deki Yayihsi

Tirkiye’de sigirlarda coccidiosis etkenleri olduk¢a yaygin goriilmektedir Buzagilarda
Eimeria tiirlerinin prevalansi %60-90 arasinda degismektedir. Dana ve yash sigirlarda da
coccidia ookistleri %90’lara varan yayginlik gostermektedir (10). Ancak klinik
coccidiosis vakalarina bir yasina kadar olan buzagi ve danalarda rastlanmakta, bu
hayvanlarda diski ile atilan ookist sayis1 da daha fazla olmaktadir. Enfekte buzagilar
diskilar1 ile en yogun ookisti 3-5 haftalik yaslarda ¢ikarmaktadirlar (10, 21). Ulkemizin
farkli bolgelerindeki 17 ilde bulunan buzagilarda 2010 yilinda Eimeria ookistlerinin
prevalanst %28,9 diizeyinde bulunmustur (10). Bu durum hastalik yayginliginin
azaldigin1 gostermektedir. Ancak %30’lar diizeyindeki ookist goriilme siklig1 olan
isletmelerde bile, her zaman klinik coccidiosis olgularinin goriilmesi kaginilmazdir.
Coccidiosis belirtileri goriilmeyen etci sigir isletmelerindeki buzagilarda %27, ineklerde
ise %15,7 oranlarida Eimeria tiirleri saptanmustir (22). Ulkemizde et¢i veya siitcii sigir
isletmesi olsun, yetistirme tarzinda biiytiik farkliliklarin olmadigi bilinmektedir. Nitekim
stitcli s181r isletmelerindeki buzagilarda %25,9 diizeyinde coccidia ookisti saptanmistir.
Bu tip isletmelerdeki ishalli buzagilarda ve koy kosullarindaki ahirlarda bulunan
hayvanlarda hastalik etkeni daha yaygin olarak bildirilmesine ragmen bu yayginligin

%30’lar diizeyinde seyrettigi belirtilmistir (23).

Erigkin sigirlarda coccidiosis olgulart genellikle subklinik enfeksiyon seklinde
goriilmektedir. Ancak buzagilar basta olmak lizere 3-8 haftalik buzagilarda klinik
coccidiosis vakalarna rastlanmaktadir. Ulkemizde sigirlarda E. bovis, E. zuernii, E.
auburnensis ve E. ellipsoidalis tim bolgelerde yaygin olarak goriillen coccidiosis
etkenleri olup, Tirkiye’de sigirlarda; Eimeria alabamensis (%2-29), E. auburnensis
(%17-55), E. bovis (%29-48), E. brasiliensis (%1-11), E. bukidnonensis (%1-12), E.
canadensis (%6-28), E. cylindrica (%4-26), E. ellipsoidalis (%3-26), E. illinoisensis (%2-
5), E. subspherica (%2-24), E. zuernii (%12-36) ve E. wyomingensis bildirilmistir (9, 15,
19, 21-32). Tirkiye’de yash sigirlarda coccidiosis latent ya da subklinik enfesiyonlar
halinde goriilmektedir. Yash hayvanlarda coccidia ookistleri olduk¢a yaygindir. Alti
ayliktan biiylik dana ve yasli sigirlar digkilari ile siirekli ookist ¢ikardiklarindan buzagilar
icin portdr olarak gorev yapmaktadirlar. Hatta periparturient donemdeki ineklerde %65
oraninda Eimeria tiirleri saptanmistir. Bu durum dogumu takiben yeni dogan buzagilarda

klinik coccidiosis olgularinin gériilmesine neden olabilmektedir (10, 15).



2.4.2 Coccidiosis’in Diinyadaki Yayilis1

Diinya’da sigirlarda coccidia ookistleri yaygin olarak goriilmekte olup, tiim yas
grubundaki sigirlarda goriilmektedir. Klinik coccidiosis vakalarma ise buzagilarda
rastlanmaktadir. Neonatal buzagi ishallerinde 6nemli etiyolojik ajan olan Eimeria tiirleri,
iki haftaliktan itibaren sorun olmaya baslamaktadir. Ozellikle ii¢ haftaliktan alt1 ayhiga
kadar olan buzagilarda 6nem arz etmektedir. Daha yaslilarda ciddi sorun olusturmadigi
kaydedilmistir. Ancak yaslt hayvanlar enfekte olduklarinda az sayida ookistleri diskilar
ile atarak gengler icin portorliikk gorevi yaptiklari belirtilmistir. Diinya’nin bir¢ok
tilkesinde, genel olarak tiim diinya’da coccidiosise yaygin olarak rastlanmaktadir. Klinik
coccidiosis olgulart da buzagilarda siklikla goriilmektedir. Eimeria ookistlerinin
prevalansi hayvanlarin yasi basta olmak {izere coccidiosis risk faktorlerine gore
degismekle beraber %80’lere kadar ¢ikmaktadir. Diinyada sigirlarda Eimeria bovis, E.
zuernii, E.ellipsoidalis ve E. auburnensis yaygin olarak saptanan coccidiosis etkenleridir
(1, 14, 18, 20). Son yillarda yapilan ¢alismalarda sigirlarda Eimeria tiirlerinin yayginligi
Pakistan’da %47 (11), Estonya’da %37 (14), Polonya’da %52,8 (33) oranlarinda
bildirilmistir.

2.5 SIGIR COCCIDIOSIS’INDE KLINIiK VE PATOGENEZ

Coccidiosisde klinik belirtiler, hastaliga neden olan Eimeria tiiriine gore degismektedir.
Ciinkii enfeksiyonun siddeti tizerinde, Eimeria tiirii, alinan sporlanmis ookist sayisi ve
konagin bagisiklik durumu etkili olmaktadir. Klinik olgulara E. bovis ve E. zuernii tiirleri
neden olmaktadir. Prepatent siire 7-21 giin arasinda degismektedir. Klinik belirtiler akut
coccidiosisin goriildiigii buzagi ve danalarda dikkati ¢cekmektedir. Daha yaslt sigirlarda
subklinik enfeksiyonlar sekillenmektedir. Hastalik perakut, akut ve subklinik coccidiosis

olmak iizere ti¢ farkli klinik formda goriilmektedir (1, 8, 10).

Akut coccidiosis 1-3 aylik buzagilarda siklikla goriilmektedir. Ancak bir yas civari
danalarda da sporadik olgular halinde rastlanmaktadir. Akut coccidiosisin baslangi¢
devresinde ilk bulgularin , ani olarak ortaya ¢ikan pis kokulu, koyu yesil renkli ve ser6z
tabiath ishal oldugu goriilmiistiir. Hayvanin arka kismi gaita ile bulasik olup, diskida kan
izleri ve pihtilasmis kan goriilmektedir. Kanli ishal devam etmekle beraber hayvanin
genel durumunun iyi oldugu dikkati gekmektedir. Bazi olgularda kan izleri tastyan normal

kivamli digkida goriilebilmektedir. Hastaligin bu bagslangic devresi 1-2 giin devam
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etmektedir. Akut coccidiosisin ikinci agamasi olan orta devrede ise diyare stimiiksii,
yapiskan kivam halini almaktadir. Digk1 fena kokulu ve su gibi olup, ayrica igerisinde
miikéz sivi, fibroz zar ve kan bulunmaktadir. Tipik dizanteri tablosu sekillenmis olup,

kan akis1 ve tenesmus goriilmektedir.

Bagirsak hareketlerinin ¢ok artmasi nedeni ile bagirsak invaginasyonu ve prolapsus rekti
olusabilmektedir. Hayvanin yem tliketimi azalmakta, siiratle zayiflamaya baglamakta ve
yattig1 yerden kalkamaz duruma gelmektedir. Viicut 1sis1 40-41°C’ye ¢ikabilmekte,
istahsizlik, su igme ihtiyacinin artmasi, derinin kurumasi, killarin diklesmesi goriilen
diger belirtiler olarak bildirilmektedir. Bu donem ise 5-6 giin devam ederken, akut
coccidiosisin son asamasinda digkt mukuslu, difteroid membranlarla karisik, kahverengi,
siyah ve genellikle kirmizimsi renkte goriilmektedir. Bagirsakta asir1 derecede kanama
oldugu icin, kan diskiya karigsmis olup, rektal muayenede rektum mukozasinin
kalinlagmis, 6dematoz, agrili ve hiperemik oldugu goriilmektedir. Aniis hi¢ kapanmadig,
hayvanin dort ayagini uzatmis bir sekilde yatar durumda oldugu, yem tiiketemedigi ve
viicut 1s1sinin 35-36 °C’ye diistiigii ve bu bulgulara titreme, gerginlik ve ¢irpinma gibi
sinirsel belirtilerin eklendigi izlenmektedir. Bu asamada tedavi edilmeyen olgular 6liimle

sonuglanabilmektedir (1, 8, 10).

Subklinik coccidiosis tipi, sigirlarda daha yaygin olup, genellikle yash hayvanlarda
goriilmektedir. Olusan immunite nedeniyle klinik olarak dikkati ¢ekmeyen latent
enfeksiyonlardir. Klinik olarak bazen hafif kanamali olan ishalli enterit tablosu
sekillenebilmektedir. Digk1 kokulu ve epitel artiklar: goriilebilir. Hayvanin genel durumu
cok kotii degildir ve 2-3 hafta i¢inde iyilesmektedir (10).

Perakut coccidiosis olgular1 cogunlukla buzagi ve danalarda saptanmaktadir. Hastaligin
bu formu sporadik vakalar halinde goriilmektedir. Genellikle kis aylarinda ve stres
faktorlerinin de devreye girdigi donemlerde ortaya ¢ikmaktadir. Sinirsel belirtiler ve
meningoensefalit tablosu olustugundan, coccidiosisin bu tipine “sinirsel coccidiosis
(nervous coccidiosis)” ya da coccidiosisin “norolojik sendromu” adi verilmistir.
Patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber sinirsel coccidiosisli buzagilarin
serumlarinda labile nérotoksin (LNT) saptanmistir. Bu toksin sadece coccidial enteritli
olan ve sinirsel semptom gosteren hayvanlarin serumlarinda tespit edilmistir. Ayrica

labile norotoksin, coccidiosisli hayvanlarin bagirsak mukozast ve ookistlerden de izole
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edilmistir. Klinik olarak diyare, tenesmus, kas titremeleri, konviilziyon, opistotonos,
nistagmus, korliikk, ¢irpinma krizleri ve ataksi gibi sinirsel belirtiler goriilmektedir.
Coccidiosisin bu norolojik sendromuna enterik coccidiosis saptanan buzagilarin %30-
50’sinde rastlanmaktadir. Sindirim sistemi ile ilgili semptomlar goriilmeye baglamadan,
24-48 saat icinde sinirsel semptomlarin esliginde hayvanlarda o6lim olgularina
rastlanmakta ve mortalite %350’lere varmaktadir. Buzagilarda sinirsel belirtilerin
gorildiigii olgular akut klinikal coccidiosis olarak isimlendirilmektedir. Bu tip coccidiosis
vakalarinda oliim oranm1 %80-90’lara kadar ¢ikmaktadir. Ayrica perakut coccidiosis
olgular1 9-12 aylik olan danalarda da bildirilmistir. Bu yas grubu sigirlarda sinirsel
belirtiler ile seyreden E. zuernii coccidiosisi saptanmis olup,bir gram diskida ookist

sayisinin 50 binin iizerinde oldugu belirtilmistir (1, 10).

Buzagilarda klinik coccidiosis belirtilerinde digki kivami ve digkinin kanli olup olmamasi
onemli olup, genellikle klinik olarak kanli ishalli semptom gosteren buzagilarda bu
hastalik bildirilmigtir. Tiirkiye’de 25 giin ile 6 aylik arasindaki buzagilarda klinik
coccidiosis olgulari goriilmektedir. Bu olgularda E. bovis ve E. zuernii tiirleri saptanmig
ve hastalarda bir gram digkidaki ookist sayilariin ise 8 400-237 500 arasinda degistigi
belirtilmistir (19, 21). Buzagilarda klinik coccidiosis olgularina siitten kesim sonrasi
donemlerde, kis mevsimi bitisinde ve ilkbahar aylarinda daha yaygin olarak rastlandig:
ve bir gram diskida ookist sayilarininda 10 000-54 000 arasinda degistigi vurgulanmigtir
(10, 13). Ayrica klinik olgularin bir yas civari olan danalarda da goriildiigii ve genellikle
E. zuernii coccidiosisinin oldugu bildirilmistir (20). Bunlara ilaveten meraya birakilmay1
takiben buzagilarda E. alabamensis’in neden oldugu ishal olgular1 yayinlanmistir. Bu tip

olgularda otlama sezonunda hayvanlarda kilo kaybinin oldugu belirtilmistir (10, 34).

Sigirlarda coccidiosis, sindirim sitemini etkileyen ve bu sistemde bagirsaklara yerlesen
bir hastaliktir. Enfeksiyonda etkenler 6ncelikle ince barsak epitel hiicrelerine yerleserek
gelismeye baslamakta ve daha sonra ise sekum ve kolon kismina gegerek gelismelerine
buralarda devam etmektedirler. Bu nedenle hastalik barsaklardaki patolojik olaylarla
iligkili olarak gelismektedir. Bagirsak epitel hiicrelerinin yikimi, villus kaybi, emilimin

bozulmasi, enterit ve diyare temel patolojik olaylarin basinda gelmektedir (8, 10).

Patogenez; alinan sporlanmis ookist sayisi, merogonik nesil adedi, merogoni sonucu

olusan merozoit sayisi ve parazitin doku ve hiicrede yerlesim yerine gore degismektedir.
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Eimeria bovis ve E. zuernii en patojen tiirler olup, oldukga siddetli (+++), E. ellipsoidalis
orta derecede siddetli (++), E. alabamensis, E. auburnensis, E. bukidnonensis ve E.

cylindrica ise daha az siddetli (+) enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (10).

Bagirsaklarda doku hasarlar1 olugsmasi ve ozellikle de kalin bagirsakta degisikliklerin
baglamasi ile birlikte epitel tabakasi kaybindan dolay1 Na* ve CI” iyonlarinin geri emilimi
engellenmektedir. Kan serumunda K* yiikselmekte ancak Na® azalmaktadir. Bunlara
ilaveten kan plazmasinda albumin ve total protein miktarinda bir eksilme olmaktadir.
Tiim bu olaylarin sonucunda da dehidrasyon tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Diski ile su
kayb1 ve Na*, CI" iyonlarmin plazma konsantrasyonunda azalmasi ile ortaya gikan
dehidrasyon tablosu, hastaligin baslangic doneminde buzagilarda o6liim nedeni
olabilmektedir. Ayrica plazma proteinlerinin, mineral maddelerin ve daha sonrada
eritrositlerin kaybi ile olusan anemi sonucu eksitasyon tablosu ve 6liim sekillenmektedir.
Nekropside bagirsak igerigi kanli ve sulu diski ile dolu olup, bagirsak mukozasinin
kalinlagmis, kirmizi ve havlu sagaklari gibi tiiylii bir hal aldigi gériilmektedir. Yalanci
membranlar altinda sarimtirak-kirmizimst  ve hemorajik iilserler olusmustur.
Bagirsaklarin akut, kataral, iilserdz ve difteroid yangisi sekillenmistir. Ayrica mesenterik
lenf bezleri biiyiimiis, anlis mukozasi édemli ve hiperemik goriinimdedir. Mukozalar

soluk renkte olup, kaseksi tablosu dikkati ¢cekmektedir (1, 10).

Eimeria bovis ve E. zuernii enfeksiyonlarinda kalin bagirsaklarin (sekum, kolon) derin
dokularinda, diger tiirlerde ise; ince bagirsak epitelyumunda lezyonlar olugsmaktadir.
Eimeria bovis'in 1. nesil merontlari (makromerontlar=makrosizontlar) ince bagirsaklarin
distal kismindaki villuslarin lenf kanallar1 epitel hiicrelerinde ve mezenterik lenf
yumrularinda meydana gelmektedir. Makromerontlar 300 (303x281) um biiyiikligiinde
olup, bagirsak mukozasi lizerinde mat beyaz renkte, dar1 tanesi seklinde ve ¢iplak gozle
goriilebilmektedir. ikinci nesil merontlara ve gamontlara genellikle cekum olmak iizere,
ince bagirsaklarin distal kisminda ve proksimal kolonda rastlanmaktadir. Enfeksiyonun
16-18. giinlerinde ise bagirsak bezlerinin tiim epitel hiicreleri 2. nesil meront ve
gamontlarla dolu bir hal almistir. Bunun sonucu bagirsak bezlerinin genisledigi ve
subepitelyal hiicresel infiltrasyonun olustugu belirtilmistir. Eimeria bovis ve E.
zuernii nin sporlanmis ookistlerinin alinmasinin 18. giinlinden itibaren epitel tahribati,
mukozalarda 6dem, epitel {lizerinde fibrin birikimi, kapillar damarlarda parcalanma

gozlenmektedir. Kanamayla birlikte eritrosit kayb1 artmaktadir. Ayrica bagirsak bezleri
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rejenere olmaya baslamakta, Lamina propria ile submukoza lenf ve kan damarlarinin
genislemesiyle 6dematoz bir hal almaktadir. Lamina propria iizerinde kan, fibrin,
graniilositler, bakteriler ve hiicre kalintilarindan olusan difteroid bir membran
olusmaktadir. Eimeria ellipsoidalis gibi daha az patojen tiirlerin neden oldugu olgularda

bagirsaklarda epitel kaybi, mukus artis1 ve kataral bir yang1 goriilmektedir (8, 10).

Sigirlarda intestinal coccidiosisden baska hepatik coccidiosis de goriilmektedir.
Buzagilarda safra kanali epitel hiicrelerinde ve safra kanali lumeninde coccidialarin
merontlarina rastlanmistir. Bu tip olgular nadir olarak goriilmekte ve hastalik hepatik

coccidiosis olarak degerlendirilmektedir (10, 35).

2.6 SIGIR COCCIDIOSIS’INDE TANI
2.6.1 Konvansiyonel Morfolojik Tani

Coccidiosis teshisinde hayvanin klinik durumu ve yasi dikkate alinmasi gerekmektedir.
Buzagilarda kanli olmayan ishal olgular1, klinik olarak non-spesifik kabul edilmektedir.
Ayrica kanli, mukuslu ya da fibrinli diyare olgular1 ise diger bir¢ok hastaliklar1 akla
getirebilmektedir. Bunun i¢in hayvanin yasi, bulundugu ortam, hijyen durumlari ve klinik
bulgular degerlendirilmelidir. Buzagi ve danalarda klinik belirtiler ve digki kivami tanida
onemli olup, disk1 kivamina gore; normal (0), yumusak (1), diyareli (2), diyareli ve doku
artikli (3), diyareli, kanli ve doku artikli (4) olarak simiflandirilmaktadir. Hastaligin
tanisinda cesitli yogun soliisyonlar (NaCl, ZnSO4 ZnClz, NaNOs ve Seker soliisyonu)
kullanarak flotasyon yontemi ile diski incelemesi yapilmaktadir. Digki muayenesinde
icinde sporontlar1 bulunan sporlanmamis ookistler goriilerek tant koyulmaktadir.
Enfeksiyon siddetini belirlemek i¢in McMaster teknigi ile de bir gram digkidaki ookist
sayilar1 belirlenmektedir. Hastaliga neden olan Eimeria tiirlerinin ayirict tanimi igin ise
disk1 ornekleri %2.,5’luk potasyum dikromat soliisyonu (K.Cr.07) i¢inde 27°C’de
tutularak ookistlerin sporlanmalart saglandiktan sonra flotasyon yontemleri kullanilarak

Eimeria tiir tanim1 yapilabilmektedir (8-10).

Sigirlarda  coccidiosisin  tanisinda  digki  muayenesinde sporlanmamis ookistlerin
morfolojik yapilarina gére deneyimli kisilerce teshis konulabilmektedir. Ancak bazi
tiirlerin tanisinda, miks enfeksiyonlarda yada tipik ookistlerin olmamasi durumunda kesin

etiyolojik tan1 i¢in sporlandirma islemi yapilmasi gerekmektedir. Sporlanmis ookistlerin
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morfolojik ozellikleri dikkate alinarak tiir identifikasyonlar1 yapilmaktadir. Ookistin

sekli, rengi ve biiyiikliigii tanida 6nemli sayilmaktadir (Sekil 2.1) (1, 9, 10).

Coccidiosis tanisinda bazi kriterlerin gdzden kagirilmamasi gerekmektedir. Ornegin;
diskida ookist goriilmesi coccidiosis anlamina gelmemektedir. Patojen tiirlere ait
ookistlerin yogun olmasit ve klinik olarak da kanli ishalin goriilmesi coccidiosis olma
ihtimalini arttirmaktadir. Digkida ookistlere rastlanmamasi da coccidiosis olmadigi
anlamma gelmemektedir. Ciinkii E. zuernii ve E. bovis enfeksiyonlarinda ookistler
atilmadan Once patolojik lezyonlar olusmaktadir. Teshisi desteklemek i¢in nekropsi
sonucu bagirsaklardaki makroskobik lezyonlar incelenmelidir. Eimeria tiirlerinin gelisme
donemleri olan meront ve gamontlar yoniinden de histopatolojik preparatlar hazirlanip
mikroskobik olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Sigirlarda coccidiosis kesin teshisi
icin nekropsi yapilmasi ekonomik olmadigindan 6nerilmemektedir. Ancak hastaliga bagh

6liim olaylar1 varsa, bu durumda nekropsi yapilabilmesi 6nerilmektedir (8, 10).

Klinik olarak kanli ishal goriilmesi, bir gram diskidaki ookist sayis1 (OPG) 5.000-10.000
lizerinde olmasi ve patojen tiirlere ait ookistlerin belirlenmesi klinik coccidiosis
olgularina isaret sayilabilmektedir. Ancak klinik belirtiler ve bir gram digkida yiiksek
sayida (50.000-500.000) ookist olmas1 klinik coccidiosis olarak degerlendirilmektedir.
Coccidia ookistleri 1ki haftaliktan itibaren buzagilarin digkilarinda goriilmeye
baslamaktadir. Genellikle bir aylik olduklarinda ookist yogunlugu artmaktadir. Klinik
olarak yumusak diskil1 veya kanli ishalli olan hayvanlarda ookist sayisinin normal diskili

olanlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (19, 21).

2.6.2 Serolojik Tam

Sigirlarda coccidiosis tanisinda digkt muayenesinde ookistlerin morfolojik yapilarinin
goriilmesi ile konulan teshis, diinyada halen gegerli altin standart tan1 metodu olarak
degerlendirilmektedir. Ancak son yillarda serolojik ve molekiiler metodlar da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlardan enzim linked immunoassay (ELISA), western blot ve
PCR tam1 ve arastirma amagli olarak kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir.
Serolojik tanida Eimeria tiirleri arasindaki ya da diger patojenler ile olusabilecek ¢apraz

reaksiyonlarin goz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir (10, 14, 16).
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2.6.3 Ayiric1 Tam

Sigirlarda coccidiosisin ayirici tanisi yapilirken 6zellikle diyare ile seyreden Escherichia
coli, Salmonella spp., Clostridial enteritis, Campylobacter spp., Rota virus, Corona virus,
Bovine Viral Diyare, giardiosis, cryptosporidiosis ve intestinal helminthosis gibi

enfeksiyonlarin da dikkate alinmasi gerekmektedir (10).

2.7 SIGIR COCCIDIOSIS’INDE TEDAVI

Klinik bulgular hastaligin son donemlerinde ortaya c¢iktig1 icin tedavide bu durumun
dikkate alinmasi gerekmektedir. E. bovis ve E. zuernii coccidiosisinde enfeksiyonun 17-
18. glinlerinde ilk klinik bulgular goriilmektedir. Bu nedenle ne kadar erken donemde
tedaviye baslanilirsa sonugcta o kadar basarili sonuglar alinabilmektedir. Ayrica bir siiriide
birka¢ hayvan hasta ise bu hayvanlar ile birlikte digerlerinin de tedaviye alinmasi
gerekmektedir. Coccidiosis tedavisinde sulfonamidler bagta olmak iizere ¢ok sayida
anticoccidial ilag Onerilmektedir. Sigirlarda coccidiosis tedavisinde kullanilan ilaglar

Tablo 2.2°de verilmistir (1, 10).

Tablo 2.2 Sigirlarda coccidiosis tedavisinde kullanilan anticoccidial ilaglar

Sulfaquinoxaline 15 mg/kg, 4 giin, peros

Sulfamethazine 50-100 mg/kg, 4 giin, peros

Sulfaguanidine 100 mg/kg, 3 giin, peros

Sulfathiazole 150 mg/kg, 3-6 giin, peros

Sulfadimidin Sodyum 50-100 mg/Kkg, peros

Sulfadimethoxine 55 mg/kg (ilk giin), 27,5 mg/kg, 4 giin, peros,
Toltrazuril 10 mg/kg, giinde 2 kez, 2 giin, peros
Furazolidon 15-30 mg/kg, 3-7 giin, peros

Amprolium 10 mg/kg, 5 giin, peros

Klinik coccidiosis olgularinda sulfonamidler; trimethoprime (sulfadiazin+trimethoprim,
sulfadimethoxin+trimethoprim, sulfamonomethoxine+ormetoprim) ile birlikte kombine
olarak kullanilabilir. Ayrica ileri vakalarda ve ¢ok acil durumlarda sulfadimidin (%33
liik) damar i¢i (iv) uygulanmaktadir. Sigirlarda klinik coccidiosisin tedavisinde toltrazuril
(1x20mg/kg) oldukga etkili olup, kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir. Siit¢ii ve et¢i
buzagilarda E. zuernii ve E. bovis ile dogal enfekte buzagilarda coccidiosis tedavisinde

15 mg/kg dozda agiz yolu ile kullanilan totrazuril’in yiiksek diizeyde etkili oldugu ve
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hayvanda biliylime performansina olumlu etki ederek ekonomik kayiplari azalttig

bildirilmistir (10, 36).

Anticoccidial ilaglar genellikle yem, siit ve su ile verilmektedir. Ayrica monensinin
intraruminal bol’leri profilaktik amacla kullanilmaktadir. Ozellikle buzagilarda mera
¢ikist 6ncesinde 1 bol /200 kg CA dozda (1,6 gr baquiloprim ve 14,4 gr sulphadimidine)
kullanilmasiyla klinikal coccidiosise bagli ishal vakalar1 6nlendigi gibi, kilo artisin1 da
olumlu yonde etkilemektedir. Anticoccidial ilaclar genellikle merontlara etkili oldugu
icin tedavide bu durumun dikkate alinmasi gerektigi bildirilmistir (10, 13). Ayrica
buzagilarda siitten kesim sonrasi {i¢ ay siire ile lasalocid (1 mg/kg CA) ve decoquinate
(0,5 mg/kg CA) verilmesiyle klinik coccidiosis olgularinin 6nlendigi belirtilmistir (10,
37).

Klinik vakalarin goriilmesi ile tedavide ge¢ kalinmis olabilecegi her zaman akilda
tutulmalidir. Buzagilarda ishal baglamasi ile hastanin hekime ulastirilmasi arasinda stire
uzadik¢a olgu daha da ciddi duruma gelmektedir. Bu nedenle buzagi coccidiosis
tedavisinde klinige intikal eden hastalarin tedavisinin yaninda siirii ya da giftlikteki tim
hayvanlarda ila¢g kullanilmas1 Onerilmektedir. Coccidiosis sagaltiminda temel
hedeflerden biriside semptomatik tedavidir. Yani hem Kklinik belirtilerin ortadan
kaldirilmasina yonelik tedavi yapilmali hem de etiyolojik tedavi uygulanmalidir. Ayrica
klinik coccidiosis olgularinda o6zellikle dehidrasyona karsi destek tedavinin de

yaptlmasinin 6nemli oldugu bildirilmektedir (10).

2.8 SIGIR COCCIDIOSIS’INDE KORUNMA VE KONTROL

Coccidiosisin korunmasinda yonetim, bakim-besleme ve hijyen dikkat edilmesi gereken
en 6nemli hususlardir. Bunlardan ciftlik yonetimi ya da siirli yonetimi bir isletmede
coccidiosis hastaligindan korunmada ve bu hastaligi kontrol altina almada en 6nemli
faktorlerin basinda gelmektedir. Ahir veya ciftlikteki hayvan gruplart sayisi, grup
yogunlugu, ahirdaki sicaklik ve hava degisimi, insaat tipi ve ¢iftlik altlik bigimi, hijyenik
durum ve temizleme bigimleri, besleme sekli ve yem igerikleri, hayvanlarin rotasyonu ve
klinik coccidiosisli hayvanlarin ayr1 bélmelere alinmasi gibi temel korunma faktorlerinin

dikkate alinmas1 gerekmektedir (7, 10).
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Geng ve yasgh hayvanlarin ayri bélmelerde bulunmasi, 6zellikle buzagilarin dogumu
takiben 24 saat icinde analarindan ayrilmasi ve ayr1 bdlmelerde tutulmalar
gerekmektedir. Ahirda kapasitesinden fazla sayida hayvan bir arada barindirilmamasi,
kapali ve yar1 kapali isletmelerde, padoklarda bulunan hayvan sayisina dikkat edilmesi
onerilmektedir. Ozellikle siitcii isletmelerde buzag sayis1 fazla oldugu igin ahirlarin &n
kisimlarindaki  padoklarda  hayvanlarin  kalabalik  olarak  bulundurulmamasi
gerekmektedir (10, 19). Ahirlar diizgiin betondan yapilmis olmali, ¢atlak ve yariklar
olmamali, yem ve suluklarin diski ile bulasmasi 6nlenmeli, altliklar giinliik olarak sabah
ve aksam yemleme Oncesinde temizlenmeli, hayvanlarin ot ve saman gibi yemleri yerden
yemesi engellenmelidir. Ahir 1sis1 18°C’yi gegmemeli ve rutubetli ortami Onleyecek
sekilde havalandirilmalhdir. Ciftliklerde ahir sicakliginin 15°C’nin, ahir rutubetinin ise
%80’nin altinda kontrolde tutulmasi ile klinik coccidiosis vakalarmin azalacagi
bildirilmistir (8, 11). Buzagilarin siitten kesim sonrasi1 donemde ve meraya birakilacagi
zaman dikkatli olunmas1 gerekmektedir. Buzagilar bakteriyel, viral ve gastrointestinal
nematod enfeksiyonlar1 yoniinden kontrol edilmeleri, kis coccidiosisinde rol oynayan

predispoze faktorlerin olusumu engellenmesi 6nerilmektedir (10, 13).

Sigirlarda coccidiosisin kontrol ve korunmasinda yukarida anlatilan genel tedbirlere
ilaveten kemoprofilaksi ve immunoprofilaksi de Onemli bir yer tutmaktadir.
Kemoprofilakside anticoccidial ilaglar profilaktik amagla kullanilmaktadir. Buzagilara 6
ayliga kadar olan donemde ve oOzellikle de meraya birakilmasi asamasinda, tekli
bokslardan toplu bokslara alinma zamaninda ve siitten kesim sirasinda profilaktik amacli
anticoccidial ilaglarin kullanilmasi Onerilmektedir. Profilaktik amacla; amprolium (5
mg/kg CA, 21 giin), decoquinate (0.5 mg/kg CA, 28 giin) , monensin (1 mg/kg CA, 30
giin), lasalocid (1 mg/kg CA, 6 haftaliga kadar) ve salinomycin (0.7-1.2 mg/kg CA)
hayvanlarin yemlerine katilarak kullanilmaktadir. Asilama pratikte sigir coccidiosisinde

uygulanmamaktadir (10, 13, 37).

Tim bu Onlemlere ragmen coccidiosisin ortadan kaldirilmast ve hayvanlarin
korunmasinda tam basari elde edilememektedir. Ancak klinik vakalarin dniine gecildigi
gibi ekonomik kayiplarda 6nlenmis olmaktadir. Sporlanmamis ookistler, giines 1s1nlar1 ve
%25 den daha az nisbi nemli kuru ortamlarda 4 giinde canliliklarin1 kaybetmektedirler.
Ookistlerin -8°C de 2 aylik bir siirede biiyiik bir ¢ogunlugu, —30°C de ise bir giinde
tamami, enfektif 6zelliklerini kaybetmekte olup, yiiksek sicaklik (48°C civart) ookistlerin
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biiziismesine neden olmakta ve bu tip ookistler sporogonik cogalma donemine
gecemedikleri i¢in enfektif olamamaktadirlar. Ahir dezenfeksiyonunda ookistler lizerinde
oldiirticii etkili olan %]1°’lik amonyak, %35’lik fenol, %25’lik formaldehit, %1.25’lik
sodyum hipoklorit ve %0,5°lik kreosol kullanilmaktadir (8, 18)(Levine, 1985, Parker ve
Jones, 1990).

2.9 SIGIR EIMERIA TURLERI UZERINE MOLEKULER VE FILOGENETIK
CALISMALAR

Giliniimiize kadar ookist morfolojisine dayali identifikasyon, sigirlarda coccidiosis’e yol
acan tiirlerin ayriminda kullanilan yaygin tek yontemdir (1). Sigir coccidial ookistlerinin
detayli morfolojisi Levine ve Ivens (1967, 1970) tarafindan tarif edilmis ve bu teshis
anahtarlar tiir teshisine yonelik bir¢ok ¢alismada refere edilmistir (12, 38, 39). Ancak
morfoloji tabanli tiir teshislerinin, bircok tiiriin karisik 6zellikler gostermesi ve tiir ici
varyasyonlarin varligi dolayisiyla giivenilirliginin yeterli olmadigi da belirtilmistir (40).
Morfolojik tabanl teshis ayrica deneyimli kisilere gereksinim gostermekte, yogun emek
ve zaman alic1 olmaktadir (41). Molekiiler tabanli teshis yontemleri son yillarda bir ¢ok
paraziter enfeksiyonun spesifik teshisinde ve genotiplemede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak si1gir coccidia etkenlerinin teshisi ve molekiiler karakterizasyonu
tizerine ¢alismalarin oldukga sinirli oldugu dikkati ¢ekmektedir. Li ve ark (42), Cin’de
sigirlarda Cyclospora ve patojenik Eimeria tiirlerinin (E. alabamensis, E. auburnensis, E.
bovis, E. ellipsoidalis ve E. zuernii) ayirimi amaciyla, elde ettikleri izolatlarin 18S rRNA
gen sekanslarini filogenetik olarak analiz etmisler, Cyclospora ve ruminant Eimeria
tiirlerinin bu gen bolgesine gore sekans ve RFLP analiz yontemleri ile ayrilabilecegini
kaydetmislerdir. Ayni arastiricilar (42) GenBank’a kaydettikleri sinirli sayidaki sigir
patojenik Eimeria tiirlerine ait izolatlarin sekans analizi sonucunda ise 18S rRNA gen
bolgesine gore tiirler aras1 varyasyonun diisiik oldugunu ve bu gen bolgesi hedef alinarak
PCR tabanli yontemlerin sigir Eimeria tiirlerinin ayriminda yeterli olmayacagini hipotez
etmislerdir. Bunun yaninda Kaya (43), Bristol/Ingiltere’de koyunlardan izole edilmis
patojenik 6 Eimeria tiiriiniin (E. ovinoidalis, E. crandallis, E. ahsata, E. weybridgensis,
E. faurei ve E. bakuensis) molekiiler filogenisi iizerine arastirmalarda bulunmus, 18S
rRNA gen bolgesine gore tiirler arasinda yliksek homoloji goriilmesinden dolay: tiir bazli
teshiste bu gen bolgesinin yeterli olmayacagini ileri siirmiistiir. Ayrica ayni arastirici (43)

18S rRNA sekans analizlerine gore koyunlardaki Eimeria tiirlerinin monofiletik grupta
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yer aldigini, bu tiirlerin diger bir grupta yer alan kanatli Eimeria tiirlerinden filogenetik
farkliliginin yiiksek oldugunu, E. bovis ile ise daha yakin oldugunu gostermistir.
Kokuzawa ve ark. (44), Japonya’da sigirlardan izole edilmis farkli 10 Eimeria tiiriine ait
izolatlar1 18S rRNA sekanslar1 temelinde filogenetik olarak incelemisler, izolatlarin tiir
bazli olarak 3 monofiletik grupta yer aldigin1 ve her grupta yer alan tiirlere ait izolatlarin

da benzer ookist morfolojisi gostermedigini belirlemislerdir.

Sigirlarda patojenik Eimeria tiirlerinin konvansiyonel PCR ile ayrimi iizerine giiniimiize
kadar yalnizca Japonya’da sigirlardan izole edilmis patojenik E. alabamensis, E.
auburnensis, E. bovis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis ve E. zuernii tiirleri {izerine yalnizca
bir ¢alismanin (40) varligi gériilmektedir. Bu ¢alismada (40) s6z konusu tiirlere ait toplam
21 izolatin ITS-1 gen boélgeleri filogenetik olarak analiz edilmis, pairwise alignment
sonuglarina gore ayni tiire ait izolatlar arasinda %90’nin iizerinde yiiksek homoloji
goriildiigii, E. bovis ve E. zuernii’nin ayni kiime (cluster) iginde birbirine ¢ok yakin
oldugu goriiliirken, bu clusterin E. alabamensis ile birlikte E. auburnensis, E. cylindrica
ve E. ellipsoidalis bulunduran major sigir coccidia clusterindan genetik olarak daha uzak
oldugu kaydedilmistir. Ayni galismada (40) tiir bazl spesifik teshis igin primer setlerinin
dizayninda, ITS-1 gen bolgesinin yeterli inter-spesifik sekans varyasyonu gosterdigi
saptanmis ve PCR tabanli bu gen bolgesini hedef alan teshis yonteminin Eimeria
tirlerinin saptanmasi ve ayriminda konvansiyonel ookist morfolojisini belirlemeye

yonelik identifikasyondan daha yiiksek sensitiviteye sahip oldugu ortaya konmustur.

Eimeria tiirlerinde mt-COI gen bdlgesi iizerine ¢alismalarin (45, 46) oldukga simirli
oldugu, sigir Eimeria tiirleri tizerine ise filogenetik ¢alismalarin heniiz bulunmadigi
goriilmektedir. Bununla beraber Ogedengbe ve ark.nin (45) kanatli Eimeria tiirleri
lizerine yirittikleri ¢aligmada E. zuernii’ye ait bir izolatin (GenBank aksesyon:
HM771687) mt-COI gen bolgesi karakterize edilmis ve kanatli tiirleriyle birlikte

filogenetik analizlerde kullanilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 SAHA CALISMALARI

3.1.1 Arastirma Sahasi ve Diski Orneklerinin Toplanmasi

Caligsmada, 2014 yilinda Kayseri’nin Mahzemin ydresinde (Sekil 3.1) halk elinde siit ve

besi sigirciligi yapilan 23 ahirdaki farkli yas, cinsiyet ve irklara ait toplam 150 sigir

orneklenmistir (Tablo 3.1).

Sekil 3.1 Arastirma merkezi

Tablo 3.1 Kayseri’nin Mahzemin y6resinde 6rneklenen sigirlarin yas, cinsiyet ve irklarina gore

dagilimlar
Sigir sayisi
Arastirma -
Yoresi Yas Cinsiyet Irk Toplam
<3ay | 4-12ay | >12ay | Erkek | Disi | Holstein | Simental | Montofon
Mahzemin, 34 62 54 | 50 | 91| 64 52 34 150
Kayseri

Hayvanlarin rektumundan teknigine uygun sekilde alinan digki ornekleri, steril diski

kaplarina aktarilarak, protokol kayitlar1 yapilmis ve soguk zincirde laboratuvara
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intikalleri saglanmistir. Orneklenen her bir hayvana ait disk1 numunesi 180 ml steril diski
kab1 igerisine %2,5 w/v potassium dichromate ile 2/1 oraninda (100 ml potassium
dichromate 50gr diski 6rnegi) karigtirilarak konulmustur (47). Ayrica ayni hayvanlara ait
ornekler sulandirilmadan direkt olarak ayri steril bir digki kabi igerisine de alinmistir
(Sekil 3.2). Toplanan diski 6rneklerinin karakterleri incelenmis ve kivamlarina gore a)

normal, b) ishalli c) kanli ishalli (48) olarak kayit altina alinmistir.

Sekil 3.2 Arastirma yoresinde toplanan sigir digki 6rnekleri

3.2 LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1 Konvansiyonel Diski Muayenesi

Laboratuvara getirilen 6rnekler Eimeria ookistleri yoniinden analize tabii tutulmustur. Bu
basamakta standardizasyon agisindan hem potassium dichromatli hem de direkt digki
orneklerinden alinan numuneler c¢oktiirme ve/veya ylizdliirme basamaklarina tabii
tutularak ookistler yoniinden incelenmistir. Digk1 6rneklerinden 3 gr tartilmis doymus
sekerli su (Sheather's sugar solution) (spesifik gravite: 1,27) (47) ile homojen hale
getirilerek steril gazli bezler yardimiyla 50ml falcon tiiplerine siiziilmiistiir. Tipler
tizerine lamel kapatilarak 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis sonrasinda oda 1sisinda 5
dk beklenerek lameller lam {izerine alinip 151k mikroskobunda ookistler yoniinden
incelenmistir. Inceleme esnasinda tiipler iizerine tekrar lamel kapatilarak 5-10 dk

beklenmis ve akabinde ikinci lamel de incelemeye tabii tutulmustur.

Potassium dichromatli &rneklerin incelenmesinde Gajadhar (49) tarafindan bildirilen

yontemin TUBITAK 113 O 597 kodlu ve “I¢ Anadolu Yéresinde Sigir Coccidiosisine
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Yol Acan Patojen Eimeria Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii
Real Time PCR Tekniginin Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda
modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir. Esit hacimde diski numunesi olmak iizere
potassium dichromatli 6rneklerden 9 ml alinarak steril gazli bezler yardimiyla 50 ml
falcon tiiplerine siiziilmiis ve iizeri deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Tiipler 4000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda tiipte 2 ml sediment birakilarak
siipernatant dikkatlice atilmistir. Yikama islemi aynen bir kez daha tekrar edilmis ve
falcon tiip igerisindeki 2 ml sediment homojen hale getirilip 15 ml santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Tipler ylizeyine kadar doymus sekerli su ile doldurulmus, bombe
olusturularak lamel kapatilmistir. 1500 rpm’de 10 dk santrifiije tabii tutulan tiipler
tizerinden, lamel altindaki damla diisirilmeden alinarak 1sik mikroskobu altinda
incelemeye tabii tutulmustur. Inceleme siiresince tiipler iizerine tekrar lamel kapatilarak

5-10 dk beklenmis ve akabinde ikinci lamel de incelemeye tabii tutulmustur.

3.2.2 Gram Diskidaki Ookist Sayisinin (OPG) Belirlenmesi

Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunan digki 6rneklerinde gram digkidaki ookist
sayisinin (OPG) belirlenmesinde Velkers ve ark. (51) tarafindan tarif edilen teknigin
TUBITAK 113 O 597 kodlu ve “I¢ Anadolu Yoresinde Si18ir Coccidiosisine Yol Agan
Patojen Eimeria Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real
Time PCR Tekniginin Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda
modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir. 6 ml potasyum dicromath digki 6rnegi 50 ml
falcon tiip igerisine alinmis, tizerine 20 ml doymus tuzlu su (151 g/1, specific gravity 1,1)
ilave edilerek homojen hale getirilmistir. Bu tiipten 2 ml alinarak kapakli plastik santrifiij
tiiplerine konulup iizerine 8 ml doymus tuzlu su (311 g/l, specific gravity 1,2) ilave
edilerek karistirilmistir. Buradan pipet ile McMaster laminin iki gézii doldurularak en az
5 dk beklenmis ve ookist sayimi her iki gozde yapilmistir. Gram digkidaki ookist sayisi
(OPG): 333.3ab/6rnek miktar1 formiilityle belirlenmistir (a: Ookist sayisi; b: Sulandirma
katsayis1; ornek miktar1 2gr; pozitif drneklerde sayim kamerasinda ookist saptanmamasi

durumunda OPG degeri 50 alinmigtir).

3.2.3 Eimeria Ookistlerinin Sporlandirilmasi ve Tiir Teshisleri

Coccidiosis yoniinden pozitif belirlenen sigirlarda Eimeria tiirlerinin teshisi amaciyla

potassium dichromatli digki1 6rnekleri Rind ve Brohi (52) tarafindan tarif edilen yontemin
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TUBITAK 113 O 597 kodlu ve “i¢ Anadolu Yéresinde Sigir Coccidiosisine Yol Agan
Patojen Eimeria Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real
Time PCR Tekniginin Gelistirilmesi” baslikli arastirma projesi (50) kapsaminda modifiye
edilmis versiyonu kullanilarak sporlandirma prosediiriine tabii tutulmustur. Buna gore
potasyum dicromatli digki 6rneginden karistirildiktan sonra 10 ml alinarak steril gazli bez
yardimiyla 50 ml falcon tiipe siiziilmiistiir. Uzerine 50ml olacak sekilde deiyonize su
eklenip 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda 2 ml birakilarak
siipernatant dikkatlice atilmis ve 2 ml ¢okiintii iizerine 30ml’ye tamamlayacak sekilde
%2,5 Potassium dichromat soliisyonu eklenmistir. Tiipler 30°C etiive konulup gilinde en
az 5 kez steril bagetler yardimi ile karigtirilarak oksijen akist saglanmistir. 4. giliniin
sonunda tiipler tekrar oda 1sisinda 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve santrifii
sonunda 2ml birakilarak siipernatant dikkatlice atilmistir. Buradan alinan Ornekler
mikroskop altinda sporulasyon agisindan kontrol edilmistir. Sporulasyonun yetersiz
olmast durumunda tlip iizerine tekrar 30ml olacak sekilde %2,5 Potasyum dicromat
sollisyonu eklenmis ve sporulasyona birakilarak 7. giin tekrar kontrol edilmistir (Sekil
3.3). Sporulasyon sonrasi ookistler yogunlastirilarak digital goriintiileme sistemiyle
mikroskopta incelenmis ve protokol kayitlarina gore goriintiilenip ilgili teshis

anahtarlarina (8, 53-55) gore tiir teshisleri yapilmustir.
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Sekil 3.3 Sporlandirmaya alinan digk1 6rnekleri
3.2.4 Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Eimeria ookistleriyle pozitif belirlenen diski 6rneklerinden genomik DNA izolasyonunda
Lalonde ve Gajadhar (56) tarafindan bildirilen teknigin TUBITAK 113 O 597 kodlu ve

“I¢ Anadolu Yoresinde Sigir Coccidiosisine Yol Acan Patojen Eimeria Tiirlerinin
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Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real Time PCR Tekniginin
Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda modifiye edilmis versiyonu
kullanilmistir.  Sporlandirilmis ve mikroskobik analizleri yapilmis 6rneklerden alinan
yaklasik 15 ml potasyum dichromatli siispansiyon (~5gr diski 6rnegi) steril gazli bezler
yardimiyla 50 ml steril falcon tiiplere siiziilmiis ve {izeri steril deiyonize su ile 50 ml’ye
tamamlanmistir. Tiipler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 dipteki
tortu oynatilmadan siipernatant atilmis ve tlipler tekrar 50 ml steril deiyonize su ile
tamamlanarak santrifiij islemi aynen tekrar edilmistir. Son santrifiijden sonra siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra tortu {lizerine 10 ml steril doymus sekerli su (Sheather's sugar
solution; spesifik gravite: 1,27) ilave edilerek tortu ¢ozdiiriilmiis ve homojen hale
getirilmistir. Slispansiyon daha sonra 15 ml santrifiij tiiplerine aktarilmis ve doymus
sekerli su ile toplam hacim 15 ml’ye tamamlanmistir. Tiipler 1500 rpm’de10 dk santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasinda tiipler lizerinde doymus sekerli su ile bombe olusturularak
lamel kapatilmis ve maksimum yogunlasma icin 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Siire
sonunda lamel kaldirilarak altindaki damla steril deiyonize su ile (toplam hacim 150 pl)
2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yikanmistir. Yikama islemleri sirasinda tiiplerin tizeri
tekrar lamel ile kapatilmis ve 5 dk siire ile beklendikten sonra ayn1 hacimde ayni ependorf
tiipler icerisine yikama islemi gerceklestirilmistir. Ependorf tiipler steril deiyonize su ile
2 ml’ye tamamlanarak ultra santrifiijde 15.300 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek ookistlerin
cokmesi saglanmistir. Santrifiij islemi sonrasinda dikkatlice slipernatant uzaklastirilarak
ependorf tiip igerisinde 120 pl hacimde ookist siispansiyonu birakilmistir. Genomik DNA
izolasyonuna ge¢meden dnce her bir 6rnege ait 00Kist siispansiyonu spin-vortekslenerek
homojenize hale getirildikten sonra 10’ar pl iki kez drnek alinarak lam lamel arasinda
151k mikroskobunda ookistlerin varligi yoniinden konfirme edilmis ve ooKist sayimi
yapilmustir. Sonraki basamakta, elde edilen ooKist siispansiyonlar1 0,5 mm glass beads ile
5 dk homojenizatorde (Tissue Lyser LT; Qiagen) mekanik pargalanmaya tabii
tutulmustur. Sonrasinda tiipler birer dakika olmak tizere 8 siklus s1v1 azot ve kaynar suda
tutularak ookistlerin pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra siispansiyon genomik DNA
ekstraksiyon kitleri (GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Thermo Scientific;
QlAamp DNA Micro Kit, Qiagen) ile DNA ekstraksiyonuna basamaklar modifiye
edilerek alinmigtir. Final basamakta eliisyon 30 pl’ye ayarlanmistir. Elde edilen genomik
DNA ekstraktlarindan alinan &rnekler Qubit® Fluorometric Quantitation (Life

Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA
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miktarlar1 (ng/pl) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.25 Ribosomal RNA Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) Geninin
Amplifikasyonu

Elde edilen genomik DNA ekstraktlari, patojenik tiirler i¢in spesifik olarak bildirilen (40),
ITS-1 geninin E. alabamensis i¢in 184 bp kismmi amplifiye eden 5’-
CATTCACACATTGTTCTTTCAG-3’ forward ve 5’"GCTTCCAAACTAA TGTTCTG-
3’ reverse; E. auburnensis i¢in 295 bp kismini amplifiye eden 5’-TAAAT
TGGTGCGATGAGGGA-3’ forward ve 5’-GCAATGAGAGAAAGATTTAATA-3’
reverse; E. bovis i¢in 238 bp kismini amplifiye eden 5’-TCATAAAACATCAC
CTCCAA-3> forward ve 5 -ATAATTGCGATAAGGGAGACA-3’ reverse; E.
cylindrica igin 304 bp kismin1 amplifiye eden 5’-GACATTTAAAA AACCGATTGGT-
3’ forward ve 5’-GGCTGCAATAAGATAGACATA-3’ reverse; E. ellipsoidalis i¢in 148
bp kismimni amplifiye eden 5’-CAACGTTTTTCCTTTTCCTATCA-3’ forward ve 5°-
ACTGCGATGAGAGAGAGCG-3’ reverse; E. zuernii i¢in 344 bp kismimi amplifiye
eden 5’-AACATGTTTCTACCCACTAC-3 forward ve 5’-CGATAAGGAGG
AGGACAAC-3’ reverse primerleri ile PCR analizlerine tabii tutulmustur. Reaksiyon

karisimi her primer ¢ifti i¢in 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon
karisimi; 10X PCR buffer, [6 mM MgCl, 1. PCR; 3mM MgCl. 2. PCR], 100 nM her bir
primer, 200 mM her bir NTP ve 2,5U Tag DNA polymerase ve 2 ul template DNA
olarak hazirlanmigtir. Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 3 dk; 35
siklus, denaturation: 94°C’de 45 s, annealing: 55 C’de 45 s, extension: 72 C’de 1 dk; final
extension: 72 ‘C’de 7 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR gegerliliginin ve herhangi
bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak
Nippon Institute for Biological Science, Japonya’dan Dr. Fumiya Kawahara’dan temin
edilen bazi1 patojenik Eimeria tiirlerine (E. zuernii, E. bovis, E. alabamensis, E.
auburnensis) ait oldugunu belirledikleri genomik DNA &rnekleri ile TUBITAK 113 O
597 kodlu ve “I¢ Anadolu Yéresinde Sigir Coccidiosisine Yol Agan Patojen Eimeria
Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real Time PCR
Tekniginin Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda izole edilen referans
plasmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su

kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz
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jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from

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

3.2.6 Patojenik Eimeria Tiirleri icin TagMan Real Time PCR Analizleri

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen digsk1 6rneklerinden elde edilmis genomik DNA
izolatlarinda patojenik Eimeria tiirleri E. zuernii, E. bovis, E. auburnensis, E. alabamensis
ve E. ellipsoidalis’in Real Time PCR’da kantitatif identifikasyonlar i¢cin TUBITAK 113
0 597 kodlu ve “I¢ Anadolu Yoresinde Sigir Coccidiosisine Yol Agan Patojen Eimeria
Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real Time PCR

Tekniginin Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda belirlenen spesifik

primer ve prob dizileri (Tablo 3.2) kullanilmustir.

Tablo 3.2 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in primer ve prob sekanslari

Eimeria tiirii Primer/Prob Dizilimi (5'---3") :O'\é)*
) E. alabF2 CAGGACATGAAAGGTAATG 50,8

E. alabamensis Primer E. alabR2 TTCCCTGTTCAAAGGTTA 50,2
Prob E. alabP2 FAM-ACCTAGAACTCTTACAGATACACGAA-BHQ1 59,1

) E. zuerF2 CATCCAACCTCCTGATAG 50,9

E. zuernii Primer E. zuerR2 CTTGGAAATGCCATAAGG 50,6
Prob E. zuerP2 FAM-CACAACAGTAACTATCCACAACAGGC-BHQ1 62,2

) E. bovisF2 CTACCCATATTCCATCCA 49,7

E. bovis Primer E. bovisR2 ACCACAGTTTTGGAAATG 50,6
Prob E. bovisP2 FAM- ACTATCCATAAGGCCACCAACTATCAG-BHQ1 62,1

) E. auburF2 TGACCAATAAGGTTATATTATACA 54,1

E. auburnensis Primer E. auburR2 GCCTTTTCTATTATCAACTCTA 51,1
Prob E. auburP2 FAM- CCAAATCCCACCAACCACCG-BHQ1 61,5

) E.ellipsF2 GCTCTTGGGTATCATTTC 50,0

E. ellipsoidalis Primer E.ellipsR2 CGGAACTTAAAGAATCAATAG 50,1
Prob E.ellipsP2 FAM- ATCCGACATATCCAACTTGGTAGT-BHQ1 59,3

Real Time PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla; Nippon Institute for Biological Science, Japonya’dan Dr.
Fumiya Kawahara’dan temin edilen bazi patojenik Eimeria tiirlerine (E. zuernii, E. bovis,
E. alabamensis, E. auburnensis) ait oldugunu belirledikleri genomik DNA 6rnekleri ile
TUBITAK 113 O 597 kodlu ve “I¢ Anadolu Yéresinde Sigir Coccidiosisine Yol Agan

Patojen Eimeria Tiirlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real
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Time PCR Tekniginin Gelistirilmesi” baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda izole
edilen referans plasmid DNA izolatlar1 pozitif kontrol, sterilize edilmis deiyonize su
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P
(Stratagene, Agilent Technologies, USA) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR master mix
(Luminaris Color Probe Low ROX gPCR Master Mix, Thermo Scientific) iireticinin

aciklamalarina gore toplam 20 ul hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

2X Master Mix 10 wl
Forward primer (10 uM) 0,6 pl
Reverse primer (10 uM) 0,6 ul
Probe (10 uM) 0,4 ul
Genomik DNA (50 ng) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 7,4 ul

TagMan prob tabanli Real Time PCR amplifikasyonu i¢in termal profil 50°C 2dk 1 siklus,
95 °C 10dk 1 siklus ve 40 siklus 95 °C 15 sn, 60 °C 1 dk olarak ayarlanmistir (Y1ildirim
ve ark., 2015). Real Time PCR analizi sonunda 6rneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif
degerler, amplifikasyon egrileri ve Ct (dR) (Esik deger siklusu) verilerine gore

hesaplanmis ve degerlendirilmistir.

3.2.7 18S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Eimeria ookistleri yoniinden pozitif belirlenen 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinda
18S tRNA geninin spesifik amplifikasyonu i¢in TUBITAK 113 O 597 kodlu ve “I¢
Anadolu Yoresinde Sigir Coccidiosisine Yol Agan Patojen Eimeria Tiirlerinin Molekiiler
Karakterizasyonu ve Teshiste Tiire Ozgii Real Time PCR Tekniginin Gelistirilmesi”
baglikli arastirma projesi (50) kapsaminda modifiye edilmis olan Nested PCR teknigi
uygulanmistir. Nested PCR analizlerinin ilk basamaginda ilgili gen bolgesinden 3312 bp
kismi amplifiye eden TK2 (5’-GGTTGATCCTGCCAGTAGTC-3’) ve ETS2 (5°-
AATCCCAATGAACGCGACTCA-3’) primerleri (44), ikinci basamaginda ise 1057 bp
kismi ¢ogaltan Eim18SEIF3 (5’-TCTATGGCTAATACATGCGSA-3’) (57) ve EMR2
(5’-TGAGTTTCCCCGTGT TGAGT-3") primerleri (4) kullanilmistir. Reaksiyon
karisimi her iki primer seti i¢in de 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon
karisimi; 10X PCR buffer, 2.5 mM MgCl, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir INTP
ve 2,5U Taq DNA polymerase olarak hazirlanmistir. 1. PCR reaksiyonu i¢in 3ul template
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DNA, 2. PCR reaksiyonu i¢in ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl
kullanilmistir. Thermalcyclerda protokol birinci PCR basamaginda initial denaturation:
95°C’de 4 dk; 40 siklus, denaturation: 95°C’de 30 s, annealing: 50,1°C’de 30 s, extension:
72°C’de 3 dk; final extension: 72°C’de 5 dk olarak ayarlanmustir. ikinci PCR
basamaginda ise annealing 56,2°C ¢ikarilmis, extension basamagi ise ayni derecede 1dk
olarak belirlenmistir. Nested PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla yukarida bahsedildigi gibi
referens DNA izolatlar1 ve sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen PCR firtinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi
tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi

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

3.2.8 18S rRNA Gen Bolgesinin Klonlanmasi ve Plazmid DNA izolasyonu

Eimeria tiirleri ile enfekte bulunan bazi pozitif 6rneklere ait 18S rRNA gen bolgesi
amplikonlar jel piirifikasyon islemleri sonrasi sekans ve filogenetik analizler amaciyla

klonlama ve plazmid piirifikasyon igslemlerine tabii tutulmustur.

Klonlama prosediirlerinin ligasyon basamaginda ilgili gen bolgesine ait amplikonlar High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye
orneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonu iireticinin agiklamalari dogrultusunda agagidaki

sekilde hazirlanmistir:

2X Reaction Buffer 10 ul

PCR product 1-5 pl (~10ng/pl)
Nuclease free water 17 ul’ye kadar
DNA Blunting Enzyme 1 ul

Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70°C’de su banyosunda 5 dk
inkiibe edilerek hemen buz istiine alinmistir. Karigim iizerine daha sonra 1 pl

pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20
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pl’ye tamamlanmistir. Karisim 25 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si
transformasyon icin kullanilmistir. pJET1.2/blunt Cloning Vector haritas1 Sekil 3.4’de

verilmistir.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.4 pJET1.2/blunt cloningvector haritast
Klonlama prosediiriiniin transformasyon basamaginda 5 plL’lik ligasyon {iriinii buz
tizerinde tutulan E. coli TOP 10 hiicreleri iizerine eklenmis ve buz iizerinde 30 dk
inkiibasyona birakilmistir. Sonra hiicreler 6nce 42°C’de 2 dk daha sonra buz ilizerinde 4
dk bekletildikten sonra iizerine 250 pL SOC Medium eklenmistir. 37°C’de ¢alkalayici
tizerinde 1,5 saat inkiibe edilen transformasyon karigimi uygun konsantrasyonda
ampicilin ihtiva eden LB (Lurie-Bertani) kati besi yerine ekilerek kolonilerin gelisimi igin
bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir. LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerden (Sekil 3.5)
farkli Eimeria tiirlerine ait hedef DNA’larin insert olabilecegi g6z Oniine alinarak en az 8
koloni se¢ilmis ve steril pipet uclar1 ile bu koloniler alinarak isaretlenmis LB kat1 besi
yeri igeren pleytler tizerine (her pleyt dorde boliinerek her bolmeye bir koloni gecilmistir)

tekrar ekilerek 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmigtir.
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Sekil 3.5 LB kat1 besi yerinde {ireyen koloniler
LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi igerip igermedigini anlamak
icin ayni koloniye ait her bir isaretlenmis bolgeden tek bir koloni secilerek koloni
secreening PCR yapilmistir. Koloni PCR’da vektor spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2
reverse primerleri (Thermo Scientific) kullanilmistir. PCR sonucu olusan amplikonlar
%1.5’luk agaroz jelde yiiriitiliip goriintiilenmis ve vektor+insert varligi yoniinden

konfirmasyonu saglanmstir.

Vektor+insert varligi yoniinden konfirme edilen kolonilerden (Isaretlenmis pleytlerde
ayn1 bélmede bulunan koloniler) en az iki adedi segilerek steril 6zeler ile alinmis ve uygun
konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden 5 ml hacimde LB sivi besi yerlerine ekimleri

yapilarak 37°C’de calkalayici iizerinde bir gece inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Kolonilerin LB s1v1 besi yerinde tiretilmesi
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S1v1 besi yerinde tiretilen hiicrelerden 2 ml alinarak 8000 rpm’de 2 dk santrifiij islemine
tabii tutulmus ve hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Santrifiij sonras1 iistteki sivi kisim
dokiiliip hiicresel pelet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid
piirifikasyonuna alinmis, ayn1 6rneklere ait diger bir kisim hiicresel pelletler ihtiyag
halinde kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza altina alinmistir. Elde edilen plazmidler
insertlerin varligr yoniinden Xbal ve Aval (Thermo Scientific) restriiksiyon enzimleri ile

prosediiriine uygun olarak analize tabi tutulmustur.

3.2.9 18S rRNA Gen Bolgesinin Sekans ve Filogenetik Analizi

18S rRNA gen bolgesi icin elde edilmis olan plazmid DNA’lar vektor spesifik pJET1.2
forward ve reverse primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi
belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious R8
(58) yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin ikili hizalamalar1 yapilarak, vektor
niikleotid dizisi i¢erisinde, insert olmus hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara ait final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin Geneious RS yazilimi iizerinden
BLASTnN (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmas: kullanilarak GenBank’ta
mevcut homologlar ile ¢oklu hizalama analizleri yapildiktan sonra GenBank kayitlari
gerceklestirilmistir. En uygun niikleotid substitiisyon modelinin hesaplanmasinda model
test verilerinden yararlanilmistir. Hesaplama sonucu en diisiik AIC (Akaike Information
Criterion, corrected) puanina sahip model olan Kimura 2-parameter modeli filogenetik
agacin ¢izilmesinde en uygun model olarak belirlenmistir. Filogenetik agacin
cizilmesinde Maximum Likelihood algoritmasindan yararlanilmistir. Filogenetik
analizler, Mega 6 (59) yaziliminda gergeklestirilmistir. Bootstrap degeri 1000 replikasyon

olarak alinmistir.

3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistik analizler IBM SPSS Statistics 20 yaziliminda gergeklestirilmistir. incelenen
sigirlarda coccidiosis prevalansi ile yas, cinsiyet, irk ve diski karakteri faktorlerinin
iliskisi, Fisher‘s Exact ve Pearson‘s Chi Square testleriyle arastirilmistir. Eimeria
ookistleri yoniinden pozitif 6rneklerde OPG degerleri ve DNA kopya sayisi bazinda Real
Time PCR’da belirlenen esik deger sikluslar1 (Ct(dR)) ile Eimeria tiirii, yas, cinsiyet ve
ik faktorlerinin iligkisi Independent Samples T ve ANOVA testiyle aragtirilmistir.



4. BULGULAR

41 KONVANSIYONEL DISKI MUAYENESIi SONUCLARI

Konvansiyonel diski muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan toplam 150 sigirin 98’1
(%65,3) Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur. Eimeria ookistlerini saptama
amactyla direkt diski 6rnekleri ve potassium dichromatli 6rnekler tizerinde kullanilan iki
yontem ile de orneklerde Eimeria oocytsleri belirlenirken (Sekil 4.1) birim sahadaki
ookist yogunlugu ve kaba partikiillerin eliminasyonu yoniinden potassium dichromatl
ornekler lizerine uygulanan modifiye teknigin daha etkin oldugu belirlenmistir. Eimeria
ookistleri ile pozitif belirlenen oOrneklerin sigirlarin yas, cinsiyet ve ki ile diski

karakterine gore dagilimlart Tablo 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Digki 6rneklerinde Eimeria ookistleri, A: Direkt digk1 6rneklerine uygulanan yéntem;
B: Potassium dichromatlh 6rneklere uygulanan modifiye yontem



Tablo 4.1 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerin sigirlarin yas, cinsiyet ve irki ile digki karakterine gore dagilimlar

34

Faktor
Cinsiyet Irk Diski Karakteri Toplam
Erkek Disi Holstein Simental Montofon Normal Ishalli Kanli ishalli
IH|PH| % |IH|PH| % |IH |PH % |IH|PH| % [IH|PH| % IH |PH| % |iH |PH % IH | PH % IH |PH| %
Yas
<3ay |16 | 8 |500 |18 | 10 | 555 (13| 7 |538|12| 7 [583| 9 | 4 |444| 24 | 8 [333| 7 | 7 |1000| 3 | 3 |100,0| 34 | 18 | 52,9
4-12ay |20 | 15 | 150 | 42 | 28 | 666 | 21 | 15 | 71,4 |22 | 15 (68,1 |19 | 13 | 68,4 | 57 | 39 | 684 | 4 3 75,0 | 1 1 |100,0| 62 | 43 | 69,4
>12ay |23 | 15 (652 |31 |22 |709|30|20 |666|18 |14 |777| 6 | 3 |500| 53 |37|698| 1| 0 00 | 0| O 0,0 | 54 | 37 | 68,5
Toplam | 59 | 38 | 64,4 |91 | 60 | 659 | 64 | 42 | 656 | 52 | 36 | 69,2 | 34 | 20 | 58,8 | 133 | 84 | 62,7 |12 | 10 | 833 | 4 | 4 | 100,0 | 150 | 98 | 65,3

[H: incelenen hayvan sayisi

PH: Pozitif hayvan sayisi




35

Tablo 4.1°’de goriilecegi lizere yas gruplarma gére Eimeria ookistleri ile pozitiflik en

yiiksek %69,4 ile 4-12 ay grubunda belirlenmis bunu sirasiyla %68,5 ve %52,9 ile >12

ay ve <3 ay gruplar izlemistir. Sigirlarin yas gruplarina gére Eimeria pozitifliginin

dagilimi ayrica Sekil 4.2°de verilmistir. Yas gruplarma gore Eimeria pozitifliginin

dagiliminda istatistiksel agidan (Tablo 4.2) 6nemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

70
60
50
40
30
20
10

%

Eimeria pozitifligi (%)

<3 ay 4-12 ay
Yas Gruplan

>12 ay

Sekil 4.2 Sigirlarin yas gruplarina gore Eimeria pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.2 Yas gruplaria gore Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. (2-yonli)
Pearson Chi-Square 2,990 ,224
Likelihood Oram 2,905 2 234
Linear-Linear Tliski 1,809 1 179
Gegerli olgu sayis1 150

Sigirlarin cinsiyetine gore erkeklerde %64,4 disilerde ise %65,9 oraninda Eimeria

pozitifligi belirlenmistir. Sigirlarin cinsiyetine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica

Sekil 4.3’de verilmistir. Cinsiyete gore Eimeria pozitifliginin dagiliminda istatistiksel
acidan (Tablo 4.3) 6nemli bir farklilik bulunmamaistir (p>0,05).
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Eimeria pozitifligi (%)
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Sekil 4.3 Sigirlarin cinsiyetine gére Eimeria pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.3 Sigirlarin cinsiyetine goére Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20

Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
(2-yonlii) (2-yonlii) (2-yonlii)

Pearson Chi-Square ,0372 1 ,848
Continuity Correction® ,000 1 ,987
Likelihood Oranm ,037 1 ,848
Fisher's Exact Test ,862 ,492
Linear-Linear Iligki 037 1 848
Gegerli olgu sayisi 150

Holstein, Simental ve Montofon 1rkina ait drneklerde Eimeria pozitifligi sirasiyla %65,6,
%69,2 ve %58,8 oraninda saptanmistir. Sigirlarin irkina gére Eimeria pozitifliginin
dagilimi ayrica Sekil 4.4’de verilmistir. Irka gore Eimeria pozitifliginin dagiliminda
istatistiksel agidan (Tablo 4.4) 6nemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.4 Sigirlarin irkina gore Eimeria pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.4 Sigirlarin irkina gore Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. (2-y6nlii)
Pearson Chi-Square ,9872 2 ,610
Likelihood Orani 978 2 ,613
Linear-Linear iliski 275 1 600
Gegerli olgu sayisi 150

Diski karakterine gore normal, ishalli ve kanli ishalli digski orneklerinde Eimeria
pozitifligi sirastyla %62,7, %83,3 ve %100.0 oraninda bulunmustur. Sigirlarin irkina goére
Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica Sekil 4.5’de verilmistir. Digk1 karakterine gore
Eimeria pozitifliginin dagiliminda istatistiksel ag¢idan (Tablo 4.5) 6nemli bir farklilik
bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.5 Sigirlarda digki karakterine gére Eimeria pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.5 Digki karakterine gore Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Value df Asymp. Sig. (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 4,2542 2 ,119
Likelihood Oram 5,753 2 ,056
Linear-Linear Tliski 4,213 1 ,040
Gegerli olgu sayisi 150

42 GRAM DISKIDAKI OOKIST SAYISI (OPG) VE ISTATISTIKSEL
ANALIZI

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 98 sigirda ortalama OPG degeri 883,8+1166,2
(min:50,00, max:5666,10) belirlenmistir. OPG degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore
dagilimlar1 Tablo 4.6’da verilmistir. Tablo 4.6’da goriilecegi lizere ortalama OPG degeri
en yiiksek <3 ay grubunda belirlenmis, bunu 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir
(Sekil 4.6). >12 ay yas grubu ile <3 ay ve 4-12 ay yas gruplart arasindaki farklilik
istatistiksel acidan 6nemli (p<0,05) bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yas gruplar1 arasindaki
farklilik 6nemsiz (p>0,05) belirlenmistir (Tablo 4.7)



Tablo 4.6 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin yas gruplarina gore

dagilimu
Bootstrap?
Yas Grubu Istatistik Std. 95% Giiven aralig1
Hata Alt Ust

N 18 4 11 25

Ortalama 2054,4 473,4 1084,1 2948,2

Std. Sapma 1928,2 256,5 1280,3 23184
<Y 5 Hata 4545

Minimum 50,0

Maksimum 5666,1

N 43 5 34 53

Ortalama 916,6 122,0 685,4 1186,3

Std. Sapma 828,0 128,8 561,5 1058,9
128 5 Hata 126,3

Minimum 50,0

Maksimum 3666,3

N 37 5 28 47

Ortalama 276,1 35,2 210,8 353,4

Std. Sapma 206,8 18,4 163,4 238,0
128 1"Sid Hata 34,0

Minimum 50,0

Maksimum 666,6

N 98 0 98 98

Ortalama 883,8 118,0 657,5 11204

Std. Sapma 1166,1 160,7 802,4 14445
Toplam 1 ™tq Hata 117,8

Minimum 50,0

Maksimum 5666,1

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir
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4,000 00

3,000 00 —

2,000 00

Ortalama OPG

1,000 00

0,00 |

T T
=3 ay 412 ay =12 ay

Yas

Hata barlar: 95% goven araligi

Sekil 4.6 OPG degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore dagilim grafigi

Tablo 4.7 Sigirlarda OPG degerlerinin yag gruplarina gore dagiliminin istatistiksel analizi

(1) Yas (J) Yas Ortalama Std. Hata Sig. 95% Giiven araligi
farklilik (I-J) Alt sinir Ust sinir
<3ay 4-12 ay 1137,84942 | 471,68336 | ,075 -92,5761 | 2368,2749
>12 ay 1778,32500" | 455,73986 | ,003 573,5016 | 2983,1484
Tamhane 4-12 ay <3ay -1137,84942 | 471,68336 | ,075 -2368,2749 92,5761
>12 ay 640,47558" | 130,75858 | ,000 316,9932 963,9580
>12 ay <3 ay -1778,32500" | 455,73986 | ,003 -2983,1484 -573,5016
4-12 ay -640,47558" | 130,75858 | ,000 -963,9580 -316,9932

*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin  cinsiyetine gore OPG degerleri disilerde 848,0, erkeklerde ise 940,0
saptanmistir (Tablo 4.8). OPG degerlerinin cinsiyete gore dagiliminda (Sekil 4.7)
istatistiksel bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir (Tablo 4.9).




Tablo 4.8 Eimeria ookistleri ile

pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin cinsiyete gore dagilimi

0,00

T
Erkek

Cinsiyet

T
Disi

Bootstrap?
Cinsiyet Istatistik Std. Hat 95% Giiven aralig1
. Hata .
Alt Ust
N 38
ek Ortalama 940,2579 197,4129 581,9349 1362,8412
ke
Std. Sapma 1231,66611 | 25557556 | 708,24218 | 1689,91328
N 60
bisi Ortalama 847,9717 143,8572 591,2975 1162,1831
151
’ Std. Sapma 1131,83983 | 197,72611 | 678,09105 |  1489,19400
2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir
1.500,004
1.000,00—
Q
Qo
g
Qo
500,00 -

Hata Barlan: 95% given aralii

Sekil 4.7 OPG degerlerinin sigirlarin cinsiyetine gore dagilim grafigi

Tablo 4.9 Sigirlarda OPG degerlerinin yas gruplarina gore dagiliminin istatistiksel analizi

Ortalamalarin esitligi i¢in t-testi

] Farklilik igin 95% Gtiven
Sig. (2- Ortalama Std. Hata .
t df aralig1
uglu) farklilik farklilik .
Alt Ust
OPG | ,373 | 73,904 ,710 92,28623 247,53204 -400,94279 585,51524

OPG degerlerinin sigirlarin 1rkina gore dagilimlari Tablo 4.10°da verilmistir. Tablo

4.10°da goriilecegi iizere ortalama OPG degeri Holstein, Simental ve Montofon 1rki
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sigirlarda sirasiyla 942,0, 839,7 ve 840,8 belirlenmistir. OPG degerlerinin sigirlarin irkina
gore dagiliminda (Sekil 4.8) istatistiksel bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.10 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin irka gore dagilimi

Bootstrap?
[statistik 95% Giiven araligi
Std. Hata Alt Ust

N 42 5 33 52

Ortalama 941,9702 211,0046 554,3888 1361,6825

_ Std. Sapma. | 1341 26479 258,81830 744,83266 1755,06014
Holstein Std. Hata 206,96165
Minimum 50,00
Maksimum 5666,10

N 36 5 26 46

Ortalama 839,7319 179,8054 522,5359 1216,7566

_ Std- Sapma | 1414 86697 241,27067 617,74624 1533,61544
Simental Std. Hata 186.47783
Minimum 50,00
Maksimum 5166,15

N 20 4 13 28

Ortalama 840,7500 200,7455 479,3938 1292,7218

Std- Sapma | gg1 05403 215,44133 381,08680 1197,16750
Montofon |~ st Hata 19253753
Minimum 50,00
Maksimum 3333,00

N 98 0 98 98

Toplam ;f;a';;“a 883,7561 120,8903 666,2694 1143,9140

+°8PMa | 1166,14538 154,11066 854,44849 1465,26939
Std. Hata 117,79847
Minimum 50,00
Maksimum 5666,10

2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir
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T
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Sekil 4.8 OPG degerlerinin sigirlarin irkina gore dagilim grafigi

Tablo 4.11 Sigirlarda OPG degerlerinin irka gore dagiliminin istatistiksel analizi

Coklu Kiyaslama
Bagimli degisken: OPG
(N Irk ) Irk Ortalama Std. Hata Sig. 95% Giiven aralig
Farklilik (I-J) Alt siur Ust sinir
Holstein Simental 102,23829 | 278,58052 977 -577,9245 782,4011
Montofon 101,22024 | 282,67265 ,978 -595,0837 797,5242
Simental Holstein -102,23829 | 278,58052 977 -782,4011 577,9245
Tamhane Montofon -1,01806 | 268,03858 | 1,000 -663,9781 661,9420
Montofon | Holstein -101,22024 | 282,67265 ,978 -797,5242 595,0837
Simental 1,01806 | 268,03858 | 1,000 -661,9420 663,9781

*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

OPG degerlerinin digk: karakterlerine gére dagilimlar1 Tablo 4.12°da verilmistir. Tablo

4.12°’da goriilecegi lizere ortalama OPG degeri en yiiksek kanli ishalli digkilarda

belirlenmis bunu ishalli ve normal digki 6rnekleri izlemistir. OPG degerlerinin diski

karakterlerine gore dagiliminda (Sekil 4.9) her {i¢ kategori igin de istatistiksel farklilik

onemli (p<0,05) bulunmustur (Tablo 4.13).
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Tablo 4.12 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin digki karakterlerine gore

dagilimu
Bootstrap?
Istatistik 95% Giiven araligi
Std. Hata ..
Alt Ust

N 84 4 77 90

Ortalama 473,5649 49,1526 380,6016 573,5359

Std- Sapma | 450,44972 40,75718 361,69531 522,63305
Normal Std. Hata 4914809

Minimum 50,00

Maksimum 1833,15

N 10 3 5 16

Ortalama 2733,0600 94,9660 2560,3500 2937,1004
o Std. Sapma | 306 78156 65,59677 154,05397 405,14313
Ishalli Std. Hata 96.85473

Minimum 2333.10

Maksimum 3333,00

N 4 2 1 9b

Ortalama 48745125 439,8235 3666,3000 5666,1000

Std-Sapma | g53 89717 334,55229 00000 1154,58507
Kanl1 ishalli Std. Hata 426,91359

Minimum 3666,30

Maksimum 5666,10

N 98 0 98 98

Ortalama 883,7561 119,3997 658,1287 1121,2309

Std. Sapma | 166 14538 155,98915 848,64567 145655520
Toplam Std. Hata 117,79847

Minimum 50,00

Maksimum 5666,10

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir
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Sekil 4.9 OPG degerlerinin sigirlarin diski karakterlerine gore dagilim grafigi

Tablo 4.13 Sigirlarda OPG degerlerinin digki karakterlerine gére dagiliminin istatistiksel analizi
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(I) Diski | (J) Digki Ortalama ) 95% Giiven araligi
. . Std. Hata Sig. .
karakteri | karakteri | Farklilik (I-J) Alt sinir Ust sinir
Normal Ishalli -2259,49512" | 108,61112 ,000 -2553,3716 -1965,6186
Kanli -4400,94762" | 429,73334 ,005 -6430,2105 -2371,6848
ishalli
Ishalli Normal 2259,49512" | 108,61112 ,000 1965,6186 2553,3716
Kanli -2141,45250" | 437,76255 ,038 -4094,2006 -188,7044
ishalli
Kanli Normal 4400,94762" | 429,73334 ,005 2371,6848 6430,2105
ishalli Ishalli 2141,45250" | 437,76255 ,038 188,7044 4094,2006
*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.3 MORFOLOJIK IDENTIFIKASYON SONUCLARI

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda sporlandirma sonucu identifiye edilen

tiirlere ait ookist sekilleri Sekil 4.10-4.11°de gosterilmistir. Saptanan Eimeria tiirleri ve

prevalanslari Tablo 4.14’de verilmis olup en yaygin tiir %76,5 ile E. bovis bulunmusg bunu

sirastyla %64,3 ile E. zuernii, %51,0 ile E. auburnensis, %44,9 ile E. alabamensis, %16,3

ile E. cylindrica, %6,1 ile E. bukidnonensis ve %4,1 ile E. subspherica izlemistir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.10 Pozitif 6rneklerde Eimeria ookistleri, 1. A: E. auburnensis, B: E. alabamensis, C: E.
bukidnonensis, D: E. zuernii

Sekil 4.11 Pozitif 6rneklerde Eimeria ookistleri, 2. A: E. bovis, B: E. subspherica, C: E. cylindrica



Tablo 4.14 Pozitif 6rneklerde saptanan Eimeria tiirleri ve prevalanslari

. o Prevalans
Pozitif Ornek Sayist Eimeria tiirii
Say1 %
E. bovis 75 76,5
E. zuernii 63 64,3
E. auburnensis 50 51,0
98 E. alabamensis 44 449
E. cylindrica 16 16,3
E. bukidnonensis 6 6,1
E. subspherica 4 4,1
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Sekil 4.12 Pozitif 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen hayvanlarda tek tiirle enfeksiyon belirlenmemis

olup en yiiksek ii¢ tiirle miks enfeksiyonlar saptanmis bunu sirasiyla iki, dort ve bes tiirle

enfeksiyonlar izlemistir Sekil 4.13.

60,0

50,0

iki tiirle U tiirle
Mi

—
Dort tiirle
ks enfeksiyon

Bes tiirle

Sekil 4.13 Pozitif 6rneklerde miks enfeksiyonlarin dagilim grafigi
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44 PATOJENIK EIMERIA TURLERI ICIN RIBOSOMAL ITS-1 GENININ
AMPLIFIKASYONU

Patojenik Eimeria tiirleri E. alabamensis, E. auburnensis, E. bovis, E. ellipsoidalis ve E.
zuernii’nin tiir spesifik teshisi igin ITS-1 gen bdlgesini spesifik olarak amplifiye eden
primer giftlerinin elde edilmis ve referans DNA ornekleri ile analizi sonucu bazi non-
spesifik amplikonlarin sekillendigi goriilmiis (Sekil 4.14) ve ilgili primerlerin baglanma

spesifiteleri diisiik belirlenmistir.

Sekil 4.14. Patojenik Eimeria tirleri i¢in ITS-1 gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR analizi
sonucu amplikonlarin agaroz jel lizerinde goriiniimi

45 PATOJEN TURLER iCiN REAL TIME PCR SONUCLARI

Eimeria ookistleri ile pozitif saptanan 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin patojenik
Eimeria tiirleri yoniinden TagMan Real Time PCR sonuglar1 Tablo 4.15’de verilmistir.
Real Time PCR‘da pozitif belirlenen baz1 6rneklerin patojenik Eimeria tiirlerinin tiir bazli
olarak ITS-1 gen bolgesini amplifiye eden spesifik primer ve problarla analizi sonucu
elde edilen amplifikasyon egrileri Sekil 4.15°de gosterilmistir. Tablo 4.15°de goriilecegi
tizere incelenen 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri igin DNA kopya sayisi diizeyinde en
yiiksek pozitiflik E. bovis igin belirlenmis bunu sirasiyla E. zuernii, E. auburnensis ve E.

alabamensis izlemistir. Orneklerde E. ellipsoidalis pozitifligi belirlenmemistir.
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E. zuernii

~| E. alabamensis E. auburnensis

---------------------------------------------

E. ellipsoidalis

----------------------

Sekil 4.15 Patojenik Eimeria tiirleri yoniinden pozitif belirlenen bazi 6rneklerin Real Time PCR’da
belirlenen amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol, b-e: Pozitif 6rnekler, f: Negatif 6rnekler ve No DNA

Tablo 4.15 Eimeria ookistleri ile pozitif saptanan 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin patojenik
Eimeria tiirleri yoniinden TagMan Real Time PCR sonuglari

incelenen Pozitiflik
G'enomik DNA Eimeria tiirii Ct (dR) ,

Izolat Sayis1 Sayr Ortalama Std Hata %
E. bovis 79 32,33 0,38 80,6

E. zuernii 66 32,28 0,41 67,3

98 E. auburnensis 52 33,66 0,20 53,1

E. alabamensis 46 33,31 0,32 46,9

E. ellipsoidalis 0 0,0 0,0 0,0

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri tablo 4.16’da
verilmigtir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda
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belirlenmis bunu sirasiyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.16). Yas

gruplar1 arasinda DNA kopya sayis1 diizeyinde E. bovis pozitiflikleri istatistiksel agidan
o6nemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.17).

Tablo 4.16 Sigirlarin yas gruplarina

gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Aralig
Alt Ust

N 13 3 7 20

Ortalama 26,4615 1,0072 24,4000 28,3973
ay Std. Sapma | 3,60891 ,63156 1,94682 4,53944

Std. Hata 1,00093

Minimum 20,00

Maksimum 31,20

N 35 4 26 44

Ortalama 32,9143 ,3535 32,1825 33,5832
412 ay Std. Sapma | 2,04179 ,35233 1,29008 2,66451

Std. Hata ,34513

Minimum 26,50

Maksimum 35,00

N 31 4 23 40

Ortalama 34,1226 ,2186 33,6634 34,5228
122y Std. Sapma | 1,16038 ,21809 ,64859 1,51898

Std. Hata ,20841

Minimum 30,50

Maksimum 35,50

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir
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Sekil 4.16 E. bovis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore dagilim grafigi

Tablo 4.17 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel analizi

Std. . 95% Giiven Aralig
(D Yas (J) Yas Ortalama Farklilik (I-J) Sig. .
Hata Alt sinir Ust sinir
<3 ay 4-12 ay -6,45275" 1,05876 ,000 -9,2970 -3,6085
>12 ay -7,66104" 1,02240 ,000 -10,4577 -4,8643
4-12 ay <3ay 6,45275" 1,05876 ,000 3,6085 9,2970
>12 ay -1,20829" ,40317 ,012 -2,2011 -,2155
>12 ay <3 ay 7,66104" 1,02240 ,000 4,8643 10,4577
4-12 ay 1,20829" ,40317 ,012 ,2155 2,2011
*, Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin diskr karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri tablo 4.18’de
verilmistir. DNA kopya sayis1 bazinda en yliksek pozitiflik kanli ishalli diskilarda
belirlenmis bunu ishalli ve normal digkr gruplari izlemistir (Sekil 4.17). Diski karakteri
gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde kanli ishalli ve ishalli gruplar ile normal
digk1 grubu arasinda E. bovis pozitiflikleri istatistiksel acidan 6nemli bulunmustur
(p<0,05) (Tablo 4.19).
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Tablo 4.18 Sigirlarin digk: karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Araligi
Alt Ust

N 66 3 59 72

Ortalama 33,6106 ,1692 33,2808 33,9290

Std. Sapma 1,42851 ,14105 1,14633 1,68256
Normal

Std. Hata ,17584

Minimum 29,10

Maksimum 35,50

N 9 3 4 15

Ortalama 27,3333 ,3861 26,5116 28,1000
. Std. Sapma 1,17367 ,24158 ,32057 1,40989
Ishalli

Std. Hata ,39122

Minimum 26,00

Maksimum 29,00

N 4 2 1 8

Ortalama 22,3750 1,4155 20,0000 26,5000

Std. Sapma 2,86865 1,15272 ,00000 3,88909
Kanl ishalli

Std. Hata 1,43433

Minimum 20,00

Maksimum 26,50

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir

40,00

30,00

20,00

Ortalama Ct

10,00

0,00 T — T
Mormal Ishalli Kanl ighall

Digkikarakteri

Hata Barlar: 95% Guven Aralidi

Sekil 4.17 E. bovis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gore dagilim grafigi
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Tablo 4.19 Sigirlarin digk: karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel analizi

()] ) Ortalama Farklilik Std. Sig. 95% Giiven lﬁrahgl
Digkikarakteri | Digkikarakteri (1-J) Hata Alt sinir Ust siir
Normal Ishalli 6,27727" ,42892 | ,000 5,0808 7,4737
Kanli ishalli 11,23561" | 1,44506 | ,012 4,4312 | 18,0400
Ishalli Normal -6,27727" 42892 | ,000 -7,4737 | -5,0808
Kanl ishalli 4,95833 | 1,48672 | ,104 -1,4757 | 11,3923
Kanl1 ishalli Normal -11,23561" | 1,44506 | ,012 -18,0400 | -4,4312
Ishalli -4,95833 | 1,48672 | ,104 -11,3923 1,4757

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde dnemlidir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri Tablo 4.20°de

verilmistir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda

belirlenmis bunu sirastyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplar izlemistir (Sekil 4.18). Yas

gruplari arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde E. zuernii pozitiflikleri istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.21).

Tablo 4.20 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Aralig
Alt Ust

N 12 3 6 19

Ortalama 27,4583 1,1852 25,2004 29,8499

Std. Sapma | 4,19122 ,70469 2,33415 5,22958
<3ay Std. Hata 1,20990

Minimum 22,00

Maksimum 34,00

N 30 4 22 38

Ortalama 32,7733 ,4199 31,8350 33,4849

Std. Sapma | 2,32645 ,66477 ,99010 3,43312
4-12 ay

Std. Hata 42475

Minimum 23,50

Maksimum 35,50

N 24 4 17 32

Ortalama 34,0708 ,1471 33,8000 34,3722

Std. Sapma ,69937 ,07415 ,52690 ,81000
>12 ay

Std. Hata ,14276

Minimum 33,00

Maksimum 35,00

2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
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Sekil 4.18 E. zuernii igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplaria gore dagilim grafigi

Tablo 4.21 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerlerinin istatistiksel analizi

@ Yas (1) Yas Ortalama Farklilik (I-J) Std. Hata Sig. 95% Gilven lérahgl
Alt siir Ust sinur
<3 ay 4-12 ay -5,31500" 1,28229 ,003 -8,7956 -1,8344
>12 ay -6,61250" 1,21829 ,001 -10,0204 -3,2046
4-12 ay <3 ay 5,31500" 1,28229 ,003 1,8344 8,7956
>12 ay -1,29750" ,44810 ,019 -2,4205 -, 1745
>12 ay <3 ay 6,61250" 1,21829 ,001 3,2046 10,0204
4-12 ay 1,29750" ,44810 ,019 ,1745 2,4205
*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde dnemlidir.

Sigirlarin diski karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri Tablo 4.22°de

verilmistir. DNA kopya sayis1 bazinda en yliksek pozitiflik kanli ishalli diskilarda

belirlenmis bunu ishalli ve normal digk1 gruplari izlemistir (Sekil 4.19). Diski karakteri

gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde E. zuernii pozitiflikleri istatistiksel agidan

onemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.23).



Tablo 4.22 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Araligi
Alt Ust
N 55 3 48 61
Ortalama 33,6418 ,1359 33,3709 33,9120
Std. Sapma 1,01173 ,09538 ,81376 1,17777
Normal
Std. Hata ,13642
Minimum 31,00
Maksimum 35,50
N 7 3 3 12
Ortalama 27,1143 ,2576 26,6000 27,6221
. ) Std. Sapma ,65936 ,18428 , 19576 ,90135
Ishalli
Std. Hata ,24922
Minimum 26,00
Maksimum 28,00
N 4 2 1 8
Ortalama 22,5750 ,3203 22,0000 23,5000
) ) Std. Sapma ,65000 ,26218 ,00000 ,86603
Kanli ishalli
Std. Hata ,32500
Minimum 22,00
Maksimum 23,50
2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
40,00
30,00
8
[
5
E 20,00
o

10,00

0,00

T
Mormal

T
Ishalli

Diskikarakteri

Hata Barlan: 95% Guven Aralid

T
Kanl ishall
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Sekil 4.19 E. zuernii igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gére dagilim grafigi
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Tablo 4.23 Sigirlarin digk: karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerlerinin istatistiksel analizi

n ) Ortalama Farklilik Std. Sig. 95% Giiven érahgl
Digkikarakteri | Diskikarakteri (1-J) Hata Alt sinir | Ust stnir
Normal Ishalli 6,52753" | ,28411 | ,000 5,7155 7,3396
Kanli ishalli 11,06682" | ,35247 | ,000 9,7055 | 12,4282
Ishalli Normal -6,52753" | ,28411 | ,000 -7,3396 | -5,7155
Kanli ishalli 4,53929" | 40955 | ,000 3,2308 5,8477
Kanli ishalli Normal -11,06682° | ,35247 | ,000 -12,4282 | -9,7055
Ishalli -4,53929" | ,40955 | ,000 -5,8477 | -3,2308

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.24°de
verilmistir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda
belirlenmis bunu sirastyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplar izlemistir (Sekil 4.20). Yas
gruplar1 arasinda DNA kopya sayis1 diizeyinde <3 ay yas grubu ile 4-12 ay ve >12 ay yas
gruplar arasindaki E. auburnensis pozitiflikleri istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur

(p<0,05) (Tablo 4.25).

Tablo 4.24 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Aralig
Alt Ust

N 8 3 3 14

Ortalama 31,6500 ,6750 30,3500 33,0429

Std. Sapma 1,96832 ,38795 ,31403 2,25924
<3ay Std. Hata ,69591

Minimum 29,70

Maksimum 34,30

N 24 4 17 31

Ortalama 33,8125 ,2324 33,3770 34,2526

Std. Sapma 1,15883 ,22404 J1774 1,55049
4-12 ay

Std. Hata ,23654

Minimum 30,40

Maksimum 35,50

N 20 4 13 28

Ortalama 34,2850 ,1308 34,0430 34,5618
S12 2y Std. Sapma ,60112 ,10180 ,31533 ,75448

Std. Hata ,13441

Minimum 33,70

Maksimum 35,50

2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
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Sekil 4.20 E. auburnensis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gére dagilim grafigi

Tablo 4.25 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel

analizi
M Yas () Yas Ortalama Farklilik (1-J) Std. Hata Sig. 95% Gilven A rah
Alt stmr | Ust sinir
<3 ay 4-12 ay -2,16250 ,73501 ,050 -4,3285 ,0035
>12 ay -2,63500" ,710877 ,020 -4,7984 -,4716
4-12 ay <3 ay 2,16250 ,73501 ,050 -,0035 4,3285
>12 ay -,47250 ,27207 ,249 -1,1540 ,2090
>12 ay <3 ay 2,63500" ,70877 ,020 4716 4,7984
4-12 ay 47250 ,27207 ,249 -,2090 1,1540
*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri Tablo

4.26°de verilmistir. DNA kopya sayis1 bazinda ishalli diskilardaki pozitiflik normal diski

grubuna gore yiiksek belirlenmistir (Sekil 4.21). Diski karakteri gruplar1 arasinda DNA

kopya sayisi diizeyinde E. auburnensis pozitiflikleri istatistiksel a¢idan Onemli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.27).



Tablo 4.26 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri

Diskikarakteri Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Araligi
Alt Ust
Normal | N 46
Ortalama 34,1043 ,1086 33,8870 34,3253
Std. Sapma 17372 ,08345 ,58833 ,91559
Std. Hata ,11408
Ishalli N 6
Ortalama 30,2667 ,1153 30,0111 30,4625
Std. Sapma ,30111 ,11694 ,05000 43512
Std. Hata ,12293

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir.
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Sekil 4.21 E. auburnensis igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gére dagilim

grafigi

Tablo 4.27 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel

analizi
t df Sig. Ortalama Std. Hata Farkliligin %95
(2-uglu) Farklilik Farklilig Giiven Araligi
Alt Ust
22,883 | 16,002 ,000 3,83768 ,16771 3,48216 4,19320
*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.28’de
verilmistir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda
belirlenmis bunu sirasiyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.22). Yas
gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde yas gruplart arasindaki E. alabamensis
pozitiflikleri istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05) (Tablo 4.29).

Tablo 4.28 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Araligi
Alt Ust

N 8 3 3 13

Ortalama 31,6250 1,1783 29,3333 34,0000
<3ay Std. Sapma | 3,39905 ,55913 ,75829 3,78594

Std. Hata 1,20175

Minimum 28,00

Maksimum 35,50

N 22 3 15 29

Ortalama 33,1818 ,4073 32,2857 33,8772
412 ay Std. Sapma 1,93283 ,62367 ,66332 2,89703

Std. Hata 41208

Minimum 26,20

Maksimum 35,00

N 16 3 10 23

Ortalama 34,3187 ,1880 33,9390 34,6832
122y Std. Sapma ,75385 ,11797 48759 ,94920

Std. Hata ,18846

Minimum 33,00

Maksimum 35,50

2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
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Sekil 4.22 E. alabamensis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore dagilim grafigi

Tablo 4.29 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel

analizi
(D) Yas (J) Yas . 95% Giiven Araligi
Ortalama Farklilik (I-J) | Std. Hata | Sig. -

Alt stnr | Ust Sinir
<3ay 4-12 ay -1,55682 1,27044 | 582 -5,2980 2,1844
>12 ay -2,69375 1,21644 | 171 -6,4316 1,0441
4-12ay | <3ay 1,55682 1,27044 | 582 -2,1844 5,2980
>12 ay -1,13693 45313 | ,053 -2,2852 ,0113
>12 ay <3 ay 2,69375 1,21644 | 171 -1,0441 6,4316
4-12 ay 1,13693 ,45313 | ,053 -,0113 2,2852

Sigirlarin digkr karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri Tablo

4.30°da verilmistir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli digkilarda

belirlenmis bunu ishalli ve normal digki gruplari izlemistir (Sekil 4.23). Diski karakteri

gruplar arasinda DNA kopya sayis1 diizeyinde E. alabamensis pozitiflikleri istatistiksel

acidan 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.31).



Tablo 4.30 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri

10,00

0,00

T
Mormal

T
Ishalli

Diskikarakteri

Hata Barlan: 95% Given Araldi

T
Kanh ishali

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata 95% Giiven Araligi
Alt Ust
N 40 2 35 44
Ortalama 34,0575 1297 33,8028 34,3077
Std. Sapma ,82428 ,07301 ,66711 ,95220
Normal
Std. Hata ,13033
Minimum 32,60
Maksimum 35,50
Ishalli N 3 2 1 7
Ortalama 29,2000 ,3305 28,5000 29,6000
Std. Sapma ,60828 ,27024 ,00000 17782
Std. Hata ,35119
Minimum 28,50
Maksimum 29,60
N 3 2 1 7
Ortalama 27,4000 5544 26,2000 28,0000
Std. Sapma 1,03923 ,49758 ,00000 1,27279
Kanl: ishalli
Std. Hata ,60000
Minimum 26,20
Maksimum 28,00
2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
40,00
30,00
8
£
E 2000+
o

61

Sekil 4.23 E. alabamensis igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gore dagilim

grafigi
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Tablo 4.31 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel

analizi
n ) Ortalama Farklilik Std. Sig. 95% Giiven f;rahgl
Digkikarakteri | Diskikarakteri (1-J) Hata Alt sinir | Ust sinir
Normal Ishalli 4,85750" | ,37459 | ,006 2,7815 6,9335
Kanl ishalli 6,65750" | ,61399 | ,018 2,5474 | 10,7676
Ishalli Normal -4,85750" | ,37459 | ,006 -6,9335 | -2,7815
Kanli ishalli 1,80000 | ,69522 | ,209 -1,3644 4,9644
Kanli ishalli Normal -6,65750" | ,61399 | ,018 -10,7676 | -2,5474
Ishalli -1,80000 | ,69522 | ,209 -4,9644 1,3644

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen <3 ay yas

grubu Orneklerde tiirler icin belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.32’de verilmistir.

Bu yas grubu icerisinde DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik E. bovis i¢in

saptanmis bunu E. zuernii, E. alabamensis ve E. auburnensis tiirleri izlemistir. Tirler i¢in

belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu

Sekil 4.24°de verilmistir. <3 ay yas grubu igin tiirler arasindaki istatistiksel farkliliklar

Sekil 4.25’de verilmistir. Sekil 4.24’de gortldiigi tizere E. bovis ve E. zuernii Ct

degerleriyle E. auburnensis ve E. alabamensis Ct degerleri arasindaki farkliliklar

istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Tablo 4.32 <3 ay yas grubu 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri

<3 ay Ortalama N Std. Sapma Std. Hata Minimum Maximum
E.bovis 26,4615 13 3,60891 1,00093 20,00 31,20
E.zuernii 27,4583 12 4,19122 1,20990 22,00 34,00
E.auburnensis 31,6500 8 1,96832 ,69591 29,70 34,30
E. alabamensis 31,6250 8 3,39905 1,20175 28,00 35,50
Toplam 28,7732 41 4,12007 ,64345 20,00 35,50
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

40,00
35,00
o 30,00 E
25,00
L
20,00 T T T
E haovis E.zuernii E.auburnensis E. alahamensis
Ugayakadar
Total N 41
Test Statistic 15,074
Degrees of Freedom 3
Asymptotic Sig. (2 sided test) ooz

Sekil 4.24 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in <3 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve
istatistiksel analizleri

Sample1-Sample2 oot Sl Sud. Test gjp  Adjsig.

E.bovis-E.zuernii -2,785 4792 - 581 EE1 1,000
E.bovis-E. alabamensis -16 827 5379 -2.542 003 020
E.hovis-E.auburnensis -16 264 5379 -3,024 ooz 015
E.zuernii-E. alabamensis -13,042 5 464 -2.,387 o7 102
E.zuernii-E.auburnensis -13 479 5 464 -2 AG7 014 og2
E. alabamensis-E.auburnensis 438 5985 73 942 1,000

Sekil 4.25 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in <3 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin tiirler arasindaki
istatistiksel farkliliklar1

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen 4-12 ay yas
grubu Orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.33’de verilmistir.
Bu yas grubunda tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis
testi ile istatistik sonucu Sekil 4.26°de verilmistir. Sekil 4.26’de goriildiigi lizere bu yas
gurubunda E. bovis, E. zuernii, E. auburnensis ve E. alabamensis Ct degerleri arasindaki

farkliliklar istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.33 4-12 ay yas grubu 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri

4-12 ay Ortalama N Std. Sapma Std. Hata Minimum Maximum
E.bovis 32,8824 34 2,06361 ,35391 26,50 35,00
E.zuernii 32,6214 28 2,32974 ,44028 23,50 35,00
E.auburnensis 33,8125 24 1,15883 ,23654 30,40 35,50
E. alabamensis 33,1818 22 1,93283 ,41208 26,20 35,00
Toplam 33,0824 108 1,97351 ,18990 23,50 35,50
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

36,00

34,00 @ —— — —

32,00 | | _I_

' 1
& 30,00 ° o

28,00 o

26,00 ° *

24,00 "

22,00 T T T T

E bovis E zuernii E.auburnensis E. alabamensis
DortOnikiay
Total N 108
Test Statistic 5 400

Degrees of Freedom

Asymptotic Sig. (2-sided test) 45

Sekil 4.26 Patojenik Eimeria tiirleri igin 4-12 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi

ve istatistiksel analizleri

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen >12 ay yas

grubu Orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.34’de verilmistir.

Bu yas grubunda tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis

testi ile istatistik sonucu Sekil 4.27°de verilmistir. Sekil 4.27°de goriildiigi tizere bu yas

gurubunda patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel

acidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.34 >12 ay yas grubu orneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri

>12 ay Ortalama N Std. Sapma Std. Hata Minimum Maximum
E.bovis 34,1226 31 1,16038 ,20841 30,50 35,50
E.zuernii 34,0708 24 ,69937 ,14276 33,00 35,00
E.auburnensis 34,2850 20 ,60112 ,13441 33,70 35,50
E. alabamensis 34,3188 16 ,75385 ,18846 33,00 35,50
Toplam 34,1791 91 ,86891 ,09109 30,50 35,50

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

36,00

" O & B
3 | T — 1

33,00

32,00 o
o
31,00
*
30,00 T T T T
E hovis E.zuernii E auburnensis E. alabamensis
Onikiayiizeri
Total N 94
Test Statistic 22
Degrees of Freedom 3
Asymptotic Sig. (2sided test) 891

Sekil 4.27 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in >12 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi
ve istatistiksel analizleri

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen digki
karakterine gore kanli ishalli gruptaki orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct
degerleri Tablo 4.35’de verilmistir. Bu grup igerisinde DNA kopya sayis1 bazinda en
yiiksek pozitiflik E. bovis i¢in saptanmis bunu E. zuernii ve E. alabamensis tiirleri
izlemistir. Tirler igin belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi
ile istatistik sonucu Sekil 4.28’de verilmistir. Sekil 4.28’de goriildiigii tizere kanli ishalli
gurubunda patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel

acidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.35 Kanli ishalli digk1 grubu 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct

degerleri
Kanhishalli Ortalama N Std. Sapma Minimum Maksimum Std. Hata
E.bovis 22,3750 4 2,86865 20,00 26,50 1,43433
E.zuernii 22,5750 4 ,65000 22,00 23,50 ,32500
E. alabamensis 27,4000 3 1,03923 26,20 28,00 ,60000
Toplam 23,8182 11 2,84809 20,00 28,00 ,85873

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

28,00

26,00

24,00

20,00 f T T
E hovis E.zuernii E. alahamensis

Kanhishalli
Total N 1
Test Statistic 5501
Degrees of Freedom 2
Asymptotic Sig. (2sided test) 064

Sekil 4.28 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in kanl ishalli digk1 grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim
grafigi ve istatistiksel analizleri

Digki karakterine gore ishalli gruptaki 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen
ortalama Ct degerleri Tablo 4.36’de verilmistir. Bu grup icerisinde DNA kopya sayist
bazinda en yiiksek pozitiflik E. bovis i¢in saptanmig bunu E. zuernii, E. alabamensis ve
E. auburnensis tiirleri izlemistir. Tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve
Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu Sekil 4.29’da verilmistir. Sekil 4.30°da
goriildiigii tizere lizere E. bovis ve E. zuernii Ct degerleriyle E. auburnensis Ct degerleri

arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.36 Ishalli digk1 grubu drneklerinde patojenik Eimeria tiirleri igin belirlenen ortalama Ct degerleri

Ishalli Ortalama N Std. Sapma Minimum Maksimum Std. Hata
E.bovis 27,3333 9 1,17367 26,00 29,00 ,39122
E.zuernii 27,1143 7 ,65936 26,00 28,00 ,24922
E.auburnensis 30,2667 6 ,30111 29,70 30,50 ,12293
E. alabamensis 29,2000 3 ,60828 28,50 29,60 ,35119
Toplam 28,2000 25 1,56072 26,00 30,50 ,31214

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

31,00
30,00 ?
g 29,00 1
28,007 —|—
27,00
26,00 T ! T T
E hovis E.zuernii E auburnensis E. alabamensis
ishalli
Total N 25
Test Statistic 16 596
Degrees of Freedom 3
Asymptotic Sig. (2sided test) 001

Sekil 4.29 Patojenik Eimeria tiirleri igin ishalli digki grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi
ve istatistiksel analizleri

Sample1-Sample2 gt Su. S Test gig AdjSig.

E.bovis-E.zuernii -,103 3,702 - 028 978 1,000
E.hovis-E. alabamensis -8 556 4 897 1747 081 484
E.hovis-E.auburnensis -13 889 3571 -3 k87 000 002
E.zuernii-E. alabamensis -8 452 5,069 1 667 095 573
E.zuernii-E.auburnensis -13,786 4 087 -3.373 001 004
E. alabamensis-E.auburnensis 5333 5,194 1027 305 1,000

Sekil 4.30 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in ishalli diski grubunda belirlenen Ct degerlerinin tiirler arasindaki
istatistiksel farkliliklar1

Diski karakterine gore normal diski gurubundaki orneklerde tiirler i¢in belirlenen

ortalama Ct degerleri Tablo 4.37’de verilmistir. Tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin
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dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu Sekil 4.31°de gosterilmistir.

Sekil 4.31°de goriildiigli tizere normal diski gurubunda patojenik Eimeria tiirlerinin Ct

degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Tablo 4.37 Normal digki grubu 6rneklerinde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct

degerleri
Normal diski Ortalama N Std. Sapma Minimum Maksimum Std. Hata
E.bovis 33,6106 66 1,42851 29,10 35,50 ,17584
E.zuernii 33,6418 55 1,01173 31,00 35,50 ,13642
E.auburnensis 34,1043 46 JA7372 32,40 35,50 ,11408
E. alabamensis 34,0575 40 ,82428 32,60 35,50 ,13033
Toplam 33,8150 207 1,10595 29,10 35,50 ,07687
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

36,00

35,00 T T T

34,00 l l l I

& 33,00 T

32,00
31,00

30,00

29,00

N
T T

Ca]

(=}

T
E hovis E zuernii

T
E.auburnensis

T
E. alabamensis

Hormal
Total N 207
Test Statistic 4371

Degrees of Freedom

Asymptotic Sig. (2-sided test) 224

Sekil 4.31 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in normal digki grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi
ve istatistiksel analizleri

4.6 18S rRNA GEN BOLGESININ AMPLIFIKASYON VE SEKANS ANALIZi
SONUCLARI

Morfolojik identifikasyon ve Real Time PCR sonuglari temelinde ¢esitli Eimeria tiirleri

ile enfekte bulunan 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin 18S rRNA gen bolgesinin

dizayn edilen primerlerle amplifikasyonu sonucu hedef biiyiikliikkte amplikonlarin

sekillendigi gortilmiistiir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 Baz1 Eimeria pozitif 6rneklere ait izolatlarin parsiyel 18S subunit (SSU) rRNA gen bélgesini
amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde
gorliniimii M: Marker (100bp); 1,2,14-17: Pozitif 6rnekler; 9: E. zuernii pozitif kontrol (Japonya); 18: E.
bovis pozitif kontrol (Japonya); 3-8,10-13: Negatif 6rnekler
Uygun DNA yogunlugunda ve konsantrasyonunda belirlenen miks enfekte drneklere ait
toplam 5 genomik DNA izolati (Tablo 4.38) klonlama prosediirlerine tabii tutulmus ve
agar tlzerinde belirlenen kolonilerden farkli Eimeria tiirlerine ait insertlerin
yakalanabilecegi gbz oniine alinarak her izolat i¢in ii¢ ayr1 koloni se¢ilmis ve plazmid

purifikasyonlart yapilmistir.

Tablo 4.38 Klonlama ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlar1

Genomik DNA izolat Morfolojik identifikasyon Real Time PCR

: E. zuernii, E. bovis, . .

Izolat 1 E_bukidnonensis E. zuernii, E. bovis

izolat 2 E. bovis, E. alabe_lmen5|s, E. E. bovis, E. alabamensis
subspherica

. E. zuernii, E. auburnensis, E. E. zuernii, E. auburnensis, E.

Izolat 3 . .
alabamensis alabamensis

izolat 4 E. bovis, E. cyl_l_ndrlca, E. E. bovis, E. zuernii

zuernii
izolat 5 E. auburnenszljélrir;i;:ylmdrlca, E E. auburnensis, E. zuernii

Elde edilen toplam 15 plazmid DNA izolatinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritmasi kullanilarak
belirlenen tiirler GenBank aksesyon numaralart ile birlikte Tablo 4.39°da niikleotid

sekanslari ise Sekil 4.33’de verilmistir.
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Tablo 4.39 Sekanslanan Eimeria izolatlarinin tiir, incelenen gen boélgesi ve GenBank aksesyon

numaralar1
Ait oldugu
izolat genomik DNA Tiir Gen Bolgesi GenBank Aksesyon
izolat1
ERU-Ez1 izolat 1 E. zuernii 18S rRNA KU052223
ERU-Ez2 izolat 3 E. zuernii 18S rRNA KU052224
ERU-Ez3 izolat 4 E. zuernii 18S rRNA KU052225
ERU-Ez4 izolat 5 E. zuernii 18S rRNA KU052226
ERU-Eb1 izolat 1 E. bovis 18S rRNA KU052227
ERU-Eb2 izolat 1 E. bovis 18S rRNA KU052228
ERU-Eb3 izolat 2 E. bovis 18S rRNA KU052229
ERU-Eb4 Izolat 4 E. bovis 18S rRNA KU052230
ERU-Eaul Izolat 3 E. auburnensis 18S rRNA KU052231
ERU-Eau2 Izolat 5 E. auburnensis 18S rRNA KU052232
ERU-Eall Izolat 2 E. alabamensis 18S rRNA KU052233
ERU-Eal2 Izolat 2 E. alabamensis 18S rRNA KU052234
ERU-Eal3 Izolat 3 E. alabamensis 18S rRNA KU052235
ERU-Ecyl Izolat 4 E. cylindrica 18S rRNA KU052236
ERU-Ebul izolat 1 E. bukidnonensis 18S rRNA KU052237
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Sekil 4.33 Arastirma yoresinde sigirlarda karakterize edilen Eimeria izolatlarmin niikleotid sekanslari



72

4.7 18S rRNA GEN BOLGESININ FILOGENETIK ANALiIZ SONUCLARI

Arastirma yoresinde sigirlarda belirlenen ve sekans analizleriyle karakterizasyonlari
yapilan Eimeria izolatlari ile sigirlardan yalnizca Japonya’dan kaydedilmis olan Eimeria
izolatlarmin 18S rRNA gen bdlgesine gore ikili hizalama sonuglar1 Tablo 4.40’da
verilmistir. ilgili izolatlara ait niikleotid sekanslarinin coklu hizalamalar1 ise Sekil 4.34’de
gosterilmistir. Sekil 4.34°de goriildiigii lizere arastirma sahasindan izole edilen izolatlar
ile Japonya Eimeria izolatlar1 arasinda interspesifik ve intraspesifik niikleotid
varyasyonlar1 belirlenmistir. incelenen Eimeria izolatlar1 arasinda ortalama genetik
heterojenite %2,8+0,3 belirlenmistir. interspesifik niikleotid varyasyonlarmin yogun
olarak 220-300. ve 640-750. niikleotidler arasinda yer aldigi belirlenmistir (Sekil 4.34).
Saptanan izolatlarin birbirleri ve Japonya izolatlartyla hizalama analizleri sonucu
olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.35°de verilmistir. Filogenetik aga¢ lizerinde
goriilecegi lizere arastirma izolatlarinin tiir bazli olarak Japonya izolatlariyla birlikte
kiimeler olusturmuslardir. Arastirma yoresinde belirlenen E. bovis ERU-Ebl-Eb4
izolatlar1 %0,4+0,1 genetik farklilik gosterirken Japonya E. bovis izolatlariyla ortalama
%0,2+0,1 farklilik gostermistir. E. zuernii ERU-Ez1-Ez4 izolatlar1 kendi aralarinda
ortalama %0,3+0,1, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,2+0,1 farklilik géstermistir. E.
alabamensis ERU-Eall-Eal3 izolatlar1 kendi aralarinda ortalama %0,7+0,2, Japonya
izolatlartyla ise ortalama %0,1+0,1 farkli bulunmustur. E. auburnensis ERU-Eaul-Eau?
izolatlar1 kendi aralarinda %0,2+0,1, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,1+0,1 farklilik
gostermistir. E. bukidnonensis ERU-Ebul izolat Japonya izolatlartyla %0,4+0,2 farklilik
gostermis, E. cylindrica ERU-Ecyl izolati ise Japonya izolatlariyla %100,0 identik

bulunmustur.
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e 16, E 2uemi, 3-2, Japonya, ABTEO652

te 17.E 2uemil, 1-4, Japonya, ABT60658

e 18, zuemi 41, Japonya, AB760665

e 19.E wyomingengis, 10, Japonya, ABT69654
e 20 E wyomingensis, 1-6, Japanya, AB769650
e 1. subspherica, 27, Japonya, ABTG 0644
e 20.E subspherica, 22, Japonya, ABT69630
e 23, E ellipsoidalis, -5 Japonya, ABTGAG34
i 24.E slipsoidalis, 2-2, JaponyaAB769628

e 26.E tylindrica, 3-2, Japonya, ABT69624

e 26, E. cylindrica, 2-6, Japonya, AB769621

b 27.E.cyindrica, 23 Japonya, ABTG9518

e 28.E. canadensis, {10, Japanya, ABTG9611
e 29.E. canadensis, -5, Japonya, ABT9606
e 30, E bukidnonenss, -1, Japonya, ABTEA600
e 31.E hukidnanensis, -1, Japanya, ABT69599
e 30, E.hukidnanensis, 1-3, Japanya, ABTG9592
e 33.E hois, 7-2, Japanya, ABT60580

e 34.E hovis, 6-2, Japonya, ABT 69585

Te 35, hovs, 4-2, Japonya, ABT 695681

e 36, E. auburnensis, 4-2, Japanya, ABTG0571
e 37.E aubumensis, 31, Japonya, AB769566
e 30, E. aubumensis, -4, Japonya, AB769560
i 39.E alabamensis, 1-10, Japonya, AB760556
e 40.E. glabamensis, 1-B, Japonya, ABTB0554

B 41, E glabamensis, 1-6,Japonya, ABTB0552
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TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGERGEGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGRGEGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTICTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGGCTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAMEGCCTCCTICTCTGGAMGGGCTGTGTTTATTAGATACAARAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGGCTGTIGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGCAAATGCCTCCTTCTCTGGAGGGGCTGTIGTTTATTAGATACARAAC
TCTATGGCTAATACATGCGHARATGCCTCCTICTCTGGAGGGGCTGTGTTTATTAGATACAARAC
TCTATGGCTAATACATGCCEAMMGCCTCCTICTCTGRAGGGGCTGTGTTTATTAGATACAARAC
TCTATGGCTAATACATGCGEABMEGCCTCCTICTCTGEAGGGGCTGTGTTTATTAGATACAARAC
TCTATGGCTAATACATGCGC AMGCCTCCTICTCTGGAGGGGCTGTGTTTATTAGATACAARAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTMTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTICCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTMITACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCHMTET TTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCHNTEI TTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGT TTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCETTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGC AMMMGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCHTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGC AMMMGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCABRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTTITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTARTACATGCGCAMRTGCCTCCTTCTCTGGAGGEECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCT@ITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGT TTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTARTACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAL

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGRAAATGCCTCCTTCTCTIGGAGGGECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGRAAATGCCTCCTITCTCTIGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCT-TTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTARTACATGCGC AAMMGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAL

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAAMMGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTITTACATGGATARCCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAAMMGCCTCCTTCTCTGGAGGEECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTMTTT T TACHTGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTARTACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAL

TAGTTTATTTGATGGTCTTTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTIGATGGTCTT T I TTACATGGATARCCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCARATGCCTICCTICTCTGGAGGEECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTARTACATGCGCARRTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAL

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTIGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAARTGCCICCTTCTCTGGAGGGECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTTTTTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGC ABMMGCCTCCTTCTCTGGAGGEECTGTGTTTATTAGATACARAAD

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGC AMMEGCCTCCTTCTCTGGAGGGECTGTGTTTATTAGATACARAAC

TAGTTTATTTGATGGTCTCTMITTACATGGATAACCATGGTAATTCTATGGCTAATACATGCGCAMMEGCCTICCTTCTCTGGAGGEECTGTIGTTTATTAGATACARAAC

I |, ERUEZ!

I ] ERUEZ

Ie 3 ERUEZ)

I | ERUEZ!

e 5. ERUEe/!

e . ERUEDU!

Te 7. ERUED

I §. ERUED3

Ie §. ERUED]

e 10.ERL-EN!

T 11, ERL-Eau2

e 12, ERU-Eau!

Ie 13 ERU-EaD)

Te 14 ERU-Eall

e 15 ERU-Eall

[ 16, . 2uemil, 3-2, Japonya, AB769662

[ 17.E. zuemil, 1-4, Japonya, AB769656

U 18.E. 2uzmii 4-1, Japonya, ABT69665

[ 19, E. wyomingensis, 1-10, Japonya, ABT68654
[ 20.E. wyomingensis, 1-6, Japonya, ABT 69650
U 21, £ subspherica, 27, Japonya ABT6A644
U 22 E. subspherica, -2, Japonya, ABT69639
[ 23 E ellipsoidalis, 4-5, Japonya, ABTEAG34
[ 24.E ellipsoidalis, 2-2, JaponyaABT 69628
U 26, E,cylindrica, 3-2, Japonya, ABT 69624

[ 26.E. cylindrica, 26, Japonya, ABT 69821

[ 77.E cylindrica, -3, Japonya, ABT 69614

U 28, £ canadensis, 1-10, Japonya, ABTAAG11
U 20, canadznsis, 1-5, Japonya, AB760606
[ 30.E. hukidnonensis, 4-2, Japonya, ABT69600
[ 31.E hukidnonensis, &-1, Japonya, AB769599
te 32 E. hukidnonensis, 1-3, Japanya, ABT60542
e 33 . boiis, 7-2,Japonya, ABT69589

[ 34.E houis, 6-2 Japonya, AB769565

U 36 E hois, 42, Japonya ABTERSH

e 36 E. auburnensis, 4-2, Japonya, ABT695T1
[ 37.E. auburnensis, 31, Japonya, ABT69AGE
[ 38.E. auburnensis, 1-4, Japonya, ABT 6560
e 30, E, alabamensis, 110, Japonya, ABT 69556
e 40, E. alabamensis, 1-8 Japanya, AB760554
[ 41.E alabamensis, 1-6, Japonya, AB769552
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CAACCCACTITIGTIGGAGTCCTGGIGATICATAGTAACCHARC GEATCGCA TTTGEE TTCGECCCGEGATEGATCTITCAAGTITCTGACC TATCAGC ITICGA
CAACCCACTTITTGTGGAGTICCTGGETGATTCATAGTAACCHAACGGATCGCA TTTGGE TTCGGCCCGCGATREATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTTIGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCHAACGGATCGCA TTTGGC TTCGGCCCGCGATRGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTTTGTGGAGTCCTGGTGATTCATAGTAACCHAACGGATCGLA TTTGGE TTCGGCCCGCGATBGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTITTGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCCAACGGATCGCA-TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGCAMTTTGGMAI T THGGCCCGCGATRGATCAT TCAAGT ITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTHTGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGE TTCGGCCCGCEATAGATCTTTCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA

CAACCCACTTMIGTGGAGTC-TGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCHGACCTATCAGCTITCGA
CAACCCACTIMIGTGGRGTICCTGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTHTGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGC TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTITTGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA-TTTGGLE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTITTGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCCAACGGATCGCA-TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA

CARCCCACTT-TGTGGAGTCHTGGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCA-TTTDGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCACTITTIGTGGAGTICCTGGTGATTCATAGTAACCHAACGGATCGLA
CAACCCACTTTIGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCHAACGGATCGCA
CAACCCACTTTTGTGGAGTCCTGGTGATTCATAGTAACCHAACGGATCGLA
CAACCCACTITTIGTGGAGTCCTGETGATTICATAGTAACCGAACGGATCGCA
CRACCCACTITTIGTGGAGTCCTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGCA
CAACCCACTTTIGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA
CAACCCACTTTTGTGGAGTCHTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCAC-TMIGTGGAGTICCTGGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCAC-THTGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA
CAACCCACTTTIGTGGAGTCCTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCACTITTIGTGGAGTCCTGETGATTICATAGTAACCGAACGGATCGCA
CRACCCACTITTIGTGGAGTCCTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGCA
CAACCCACETTTGIGGAGTCCTIGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCACETTTIGTGGAGTCCTGETGATTICATAGTAACCGAACGGATCGCA

TTTGGCH HTTHGGCCCGCGATEGATCHTTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TT1GGCH W THGGCCCGCCATRCATCHT TCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTICGA
TTIGGCH WTTHGGCCCGCGATEGATCHTTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTITCGA

TTIGGC TTCGGCCCGCGATRGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTTGGC TTCGGCCCGCGATRGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTCGGCCCGCGATBGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA

TT16GCHMEN T GCCCGCCATRCATCHT ICAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTICGA
TT76GC M TIGCCCGCGATEGATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTITCGA

TTIGGC TTCGGCCCGCGATAMMTCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTTGGC TTCGGCCCGCGATAMMTCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTTGGC TTCGGCCCGCCATAGATCTTTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTTGGC TTMIGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGC TTMGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTITCGA

CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCARTTTGGMMMT THGGCCCGCGATRCATCATTCAAGT ITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCAMTT TGGMMMAT THGGCCCGCGATRGATCHTTCAAGTTTCTGACCTATCAGC TTTCGA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCAMTTTGGMMAMAT THGGCCCGCGATRGATCHTTCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTICGA

CAACCCACTTMIGTGGAGTCCTGGETGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CARCCCACTIMIGTGGAGTICCTGGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTIGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTHTGTGGAGTCCTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA TTTGGC ITCGGCCCACEATAGATCTTTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTITTIGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCCAACGGATCGCA-TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTITCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTTTTGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA-TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
CAACCCACTITTIGTGGAGTCCTGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA TTTGGE TTCGGCCCGCGATAGATCTITCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA

CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATICATAGTAACCGAACGGATCGCA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGGTGATTCATAGTAACCGAACGGATCGLA
CAACCCACTT-TGTGGAGTCHTGETGATICATAGTAACCGAACGGATCGLA

TTTGGCH- M THGGCCCGCCATRGATCHT ICAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TTIGGCE ETTHGGCCCGCGATEGATCHTTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
TT766CHEMMT THGGCCCGCGATEGATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGA
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CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CEETAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAGTCACGGETARCGGGEAATTAGGGTICGATTCCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTARGGARGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTGACGGGE (6 ; sGAGAGGGAG G sGAAGGCAGCAG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAAC ARTTAGGGTTCGATTCCGGRGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTEACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGECAGTGACGEGTAACGGGLAATTAGGGTTCGATTICCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCA.TGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCANTGACGGGTAACGGEE (6 ; sGAGAGGGAG AG G sGARGGCAG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAAC
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAAC ARTTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGECAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGGAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGTAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGGGAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
CGGETAGGGTATTGECCTACCGTGGCAGTGACGGGTAACGGGEAATTAGGGTTCGATICCGEAGAGEEAGCCTGAGARACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGLG
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CGCARATTACCCAATGAARACAGTTICGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGEECATT I TATGC ICTGIAATTGGARTGATEGGARTGTARAACCC ITCCAGRGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATT T TITGCTCTGTAATTGGAATGATGGGARTGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCARATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGEGCATT T GHTCTGTAATTGGAATGATGECARTGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATIMTMTGETCTGTAATTGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCRAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGEAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATEATITGTCTGTAATTGGAATGATGGGARTGTARAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGGTAGTCACGAGAAATAACAATACAGGCCATRTITGETCTCTAATTGGAATGATGGCAATGTAAAACCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATTHTATGETCTGTAATTGGAATGATGGGARTGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCARATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGEGCATTHTATGETCTGTAATTGGAATGATIGGARTGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATT T TITGCTCTGTAATTGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCARATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGEGCATT T TTGCTCTGTAATTGGAATGATGECARTGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCCAGGTAGTCACGAGARATAACAATACAGGGCAT I TTITGCTCTGTAATTGGAATGATGGCAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAARCAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATIMTATGC TCTGTAATTGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATTHTATGCTCTGTAATTGGAATGATGGGARTGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCARATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGEGCATT T GHTCTGTAATTGGAATGATGECARTGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCCAGGTAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATI T GETCTGTAATTGGAATGATGGCAATGTAAAACCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAARCAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATT T GETCTGTAATTGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCARTGAAAACAGTITCCAGETAGTGACGAGARATAACAATACAGEGCATITTATGCTICTGTAATTCGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGGGAATGTAAAACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTIATGCTCTGTAATIGGAATGATGEGAATGTAARACCCTTCCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAARCAGTTTCCAGGTAGTCACGAGAAATAACAATACAGGGCATETHT GITCTCTAATTGGAATGATGGCAATGTAAAACCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAARCAGTTTCGAGGTAGTGACGAGARATAACAATACAGGGCATTTTITGETCTGTAATTGGAATGATGGGAATGTAAARCCCTTICCAGAGTA
CGCAAATTACCCAATGAAAACAGTTTCGAGG TAGTGACGAGAAATAACAATACAGGGCATT T TITGETCTGTAATTGGAATGATGGGARTGTAAAACCCTTCCAGAGTA
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ACABTTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCOCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTIGGATTTCIGCTRIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATA-TAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGCTIGTGETC
ACABTTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATA-TAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACRATTGEAGGEGCRAGTCTGGTGCCAGCAGCCGUGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGT TGCAGT TARAAAGCTCGTAGTIGEAT TTC TGIMIGTGETC
ACRATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARARAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARAAAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTIGEATTTCTIGCTRIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGCTIGTIGRTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGCTIGTGRTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCEETAATTICCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCIMGTGETC
ACRATTGEAGGEGCRAGTCTGGTGCCAGCAGCCGUGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGT TGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGEAT T TIC TGIIGTGETC
ACRATTGEAGGEGCRAGTCTGGTGCCAGCAGCCGUGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGT TGCAGT TARAAAGCTCGTAGTIGEAT TTC TGIMIGTGETC
ACRATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARARAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARARAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC

il ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARAAAGCTCGTAGTIGEATTTICIGCTGIGEIC

ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTIGEATTTCTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCEETAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCMGTGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCGETAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCIMGTGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGRTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGRTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACRATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARARAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARAAAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTIGEATTTCIGCTGTGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGUGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGT TG TGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGAT TTCTGIMIGTGGTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCEETAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCMGTGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCGETAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCIMGTGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTTGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGRTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACRATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACRATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGATTICTGCTIGTIGETC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARARAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGETGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTTGTIGCAGTTARAAAGCTCGTAGTIGEATTTICTIGCTGIGEIC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGUGGTAATTCCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGT TG TGCAGT TARAAAGCTCGTAGTTGGAT TTCTGIMIGTGGTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCGETAATTICCAGCTCCAATAGTGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC TCMGTGGTC
ACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGETAATTICCAGCTCCAATAGTIGTATATTAGAGTIGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTIGGATTTC ICMGTGGTC
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ATCCGGTACCACCCGTATGGETRCGCACCTGETTIGEC TMCGGCTTTCTTCCTG TAGCCRTCCGCECTTAATTGEGTRT
ATCCGGTACCECCCETIATGGETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCHETCCGLGCTTAATTIGLGTRT
ATCCGGTACCRCCCETATGGETECCCACCTGETTIGECTMCGGCTTTCTTCCTG TAGCCETCCGCGCTTAATTGCGTGT
ATCCGETACCGCCCGTATGGGTGCGCACCTGETTIGECTHCGECTTTCTICCTG TAGCHGTCCGCGCTTAATTGCGTGT
ATCCGGTACCACCCGTARGGETECGCACCTGETTIGECIGCGECTITCTTCCTG TAGCCHTCCELECTTAATTGEGTRT
ABCCGCEECCACCCETATGGETCCCMECCTGCETTIGHCEGCGCTITCT ICHGGMTAGCCTICCGLECTTAATTGEGTRT
ATCCGGIACCECCCETATGEETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCCRICCGLGCTTAATTIGLGTRT
ATCCGGTACCRCCCETATGGETECGCACCTGETTIGECTMCGCTTTCTTCCTG TAGCCETCCGCGCTTAATTIGCGTGT
ATCCGETACCGCCCGTATGGGTGCGCACCTGETTIGECTHCGECTTTCTICCIG TAGCCRTCCGCGCTTAATTGCGTGT
ATCCGGTACCECCCGTATGGETECGCACCTGETTIGEC TMCGGCTITCTTCCTG TAGCCETCCRCGCTTAATTGLGTGT
ATCCGGTACCACCCETARGGETGCGCACCTGETTIGECTIGLGECTITCTTCCTG TAGCCTTICCGLECTTAATTGEGTRT
ATCCGGIACCECCCETANGGETECGCACCTGETTIGECTIGLGECTITCTTCCTG TAGCCTTICCGLGECTTAATTIGLGTRT
ABCCGGMECCRCCCETATGGETECCCACCTGETTIGHCMGCGGCT T TIMTCCEGMT-HCCTTICCGLGCTTAATTIGLGTRT
AHCCGGEBCCGCCCETATGGETGCGCACCTGETTIGHCHGCGGCTTTHTTCCEGMT-HCCTICCGLGCTTAATTIGLGTGT
ABCCGGEBCCACCCETATGGETECGCACCTGETTIGHCHGCGGCT T T TCCRGMT-HCCTICCGLECTTAATTIGLGTGT
ATCCGGTACCACCCGTATGEETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCCRTCCGLECTTAATTGEGTRT
ATCCGGIACCECCCETATGGETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCCRTCCGLGCTTAATTIGLGTRT
ATCCGGTACCECCCETATGGETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCCRTCCGLGCTTAATTIGCGTRT

e 10.E wyomingensis, -0, Japonya, ABTB9654 ATCCGGTACCGCCCGTABGGETRCGCACCTGETTIGECTGCGECTITHTTCCTG TAGCCHTCCGCGCTTAATTGLGTRT

e 20.E wjomingensis, 1§, Japonya, ABTEOEE0
b )1 E subspherica, -7 Japanya, ABT0644
B 20, E, subspherica, -2, Japonya, ABTA0630
B 23.E. elipsoidalis, 4-5, Japonya, ABT634
e 24.E elipsoidalis, 22, JaponyaAB 769628

e 25, lindica, 32, Japonya, ABTERE24

B 26 eylindrica, 26, Japonya, ABT80621

B 27.E tylindrica, 23 Japanya, ABTG9618

i 8. canadensis, 110, Japonya, ABTEG611
e 20, canadznsis, 1-5, Japonya, ABTE960
B 30.E bukidnanensis, &2 Japanya, ABTE9600
B 31.E bukidnonensis, &1, Japonya, ABTEB59
B 31.E bukidnonensis, 1-3 Japonya, ABT8A02
B 33.E. hovis, -2, Japanya, ABT6560

B 34.E hovis, 62, Japonya, ABTG9585

e 35, havis, 42, Japonya, ABTE3581

b 36.E. aubumensis, 4-2, Japonya, ABTBSETH
b4 37.E aubumensis, 3-1 Japorya, ABTE0566
B 38.E. aubumensis, 1-4, Japanya, AB7G0560
B 30, alabamensis, 110, Japonya, ABTRO556
e 0. alsbamensis, 1-8 Japonya, ABTES554
B 41.E alabamenss, 1-6, Japonya, ABT60552

ATCCEGTACCECCCETAGEETGCGCACCTGETTIGECIGCGGCTTTHTTCCTG TAGCCHTCCGCGCTTAATTGLGTGT

HW1G TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
BBTGC TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBTG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
GTT6-T6TTECGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTMCGGAACTTTTACTTTGA
HBIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
BBTGC TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBTG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBTG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
GT16-T6TTECGGAACTTTTACTTTGA
GITG-TGTTECGGAACTTTTACTTTGA
GITGETCTIMCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTHCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTHCGGAACTTTTACTTTGA
HEIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HWIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
GT76-T6TTECGGAACTTTTACTTTGA
GTT6-T6TTECGGAACTTTTACTTTGA

ATCCOOMECCACCCETATGGTCMGCACCTGGTHT GHCEGCGGCTT T TCCRCHTANCC T TCCGCoCTTAATTGCOTGTIMGT TGETGTTMCGGAACTTTTACTTTGA
ATCCGOMECCGCCCETATGGETCGCACCTGG TN GHCEGCCGCTITCT TCCRCHTANCCITCCCCoCTTAATTGCCICTIMGT TGETGTTMCGGAACTTTTACTTTGA

TAGCCRICCGCGCTTAATTGCGTGT
TAGCCETCCGCGCTTAATTGCGTGT
TAGCCHTCCGCGCTTAATIGCGTGT
TAGCCHTCCGCGCTTAATIGCGTGT
TAGCCHTCCGCGCTTAATIGCGTGT

ATCCGGIACCHCCCETATGEETRCCCACCTGETTIGECTHCGGCTTTCTICCIG
ATCCEGTACCACCCGTATGGETELGCACCTIGETTIGEC THCGGCTTTCTICCTG
ATCCGGTACCHCCCETANGGETGCGCACCTIGETTIGECIGCGGCTTTCTICCTG
ATCCEGTACCACCCGTARGGETRCGCACCTIGETTIGECTGCGRCTTTCTICCTG
ATCCGGTACCACCCGTARGGETRCGCACCTIGETTIGECTGCGRCTTTCTICCTG
ATCCGGIACCECCCETANGGGTGHGCACCTGETTIGECTGCGECATICTTCCTG TAGCCTTICCGLGCTTAATTGLGTRT
ATCCGGTACCGCCCGTARGGETGMGCACCTGETTIGECTGCGGCHTTICTICCTG TAGCCTTCCECGCTTAATTGCGTGT
ABCCGGEBCCGCCCETATGGETGCCHECCTGETTIGHCHGCGGCTIICTICCRGMTANCCTICCGLGCTTAATTIGLGTGT
ABCCGGMECCACCCETATGEETECCHECCTCETTIGHCEGCGECTTICT TCHGEGETAGCCTICCGLECTTAATTGEGTRT
ABCCGCEECCACCCETATGGETCCCMECCTGCETTIGHCEGCGCTITCT ICHGGMTAGCCTICCGLECTTAATTGEGTRT
ATCCGGIACCECCCETATGEETECGCACCTGETTIGECTMCGGCTITCTTCCTG TAGCCRICCGLGCTTAATTIGLGTRT
ATCCGGTACCRCCCETATGGETECGCACCTGETTIGECTMCGCTTTCTTCCTG TAGCCETCCGCGCTTAATTIGCGTGT
ATCCGETACCGCCCGTATGGGTGCGCACCTGETTIGECTHCGECTTTCTICCIG TAGCCRTCCGCGCTTAATTGCGTGT
ATCCGGTACCACCCGTARGGETECGCACCTGETTIGECIGCGECTITCTTICCTG TAGCCTTCCELECTTAATTGEGTRT
ATCCGGTACCACCCETANGGETGCGCACCTGETTIGECTIGLGECTITCTTCCTG TANCCTTICCGLGCTTAATTGEGTRT
ATCCGGIACCECCCETANGGETECCCACCTGETTIGECTIGCGGECTITCTTCCTG TAGCCTTICCGLECTTAATTIGLGTRT
ABCCGGMECCECCCETATGGETECCCACCTGETTIGHCMGCGGCTTTMTTCCRGMT-HCCTTICCGLGCTTAATTIGLGTRT
AHCCGGEBCCGCCCETATGGETGCGCACCTGETTIGHCHGCGGCTTTMTTCCEGMT-HCCTTCCGLGCTTAATTIGLGTGT
ABCCGGMGECCACCCETATGGETGCGCACCTGETTIGHCHGCGGCT T THT TCCEGMT-HCCTICCGLGCTTAATTGLGTGT

TGTTACGGAACTTTITACTTIGA
TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
TGTTECGGAACTTTTACTTTIGA
TGTTECGGAACTTTTACTTIGA
TGTTECGGAACTTTTACTTTGA
GG TGTTACGGAACTTTTACTTTGA
GT76- TGTTACGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETGTTHCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTHCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTMCGGAACTTTTACTTTGA
HBIG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
BBTGC TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
HBTG TGTTACGGAACTTTTACTTIGA
GTT6-16TTECGGAACTTTTACTTTGA
GT16-T6TTECGGAACTTTTACTTTGA
GITG-TGTTECGGAACTTTTACTTTGA
GITGETCTIMCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETGTTHCGGAACTTTTACTTTGA
GTTGETCTTMCGGAACTTTTACTTTGA
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Ui 16.E 2u2mil, 3-2, Japonya, ABT60662

[ 17.E. zuemi, 1-4, Japonya, AB769658

[ 18, E uemii -1, Japonya, AB769665

[ 19 E wyomingensis, 110, Japonya, ABT69654
B 20, E wyomingensis, 1-£, Japanya, AB760650
b 21, E subspherica, -7, Japonya ABTE G644
[ 7). E subspherica, 2-2, Japanya, ABT60639
[ 23 E ellipsoidalis, 4-5, Japonya, ABTEA634
U 24 ellipsoidalis, 2-2, JaponyaABT69628

U 25, E tylindrica, 3-2, Japonya, ABT69624

U 26, E eylindrica, -6, Japonya, AB760621

[ 27.E tylindrica, -3, Japonya, ABTE 9614

[ 28, E. canadensis, 1-10, Japonya, AB76611
U 20, E canadensis, 1-5,Japonya, ABTEG606
B 30.E hukidnonnsis, 4-2, Japanya, ABTB9600
[ 31.E. hukidnonensis, 4-1, Japonya, AB769594
[ 32, E hukidnonensis, 1-3, Japonya, AB769592
U 33 E hois, 7-2, Japonya, ABT 68589

U 34 E hovis, 62, Japonya, ABT 69585

[ 36.E hois, 4-2, Japonya, ABT 69581

[ 3. E aubumensis, 4-2, Japonya, ABT69571
[ 37.E aubumensis, 31, Japonya, ABT 9566
B 38, E aubumensis, 1-4, Japanya, ABT60560
U 30, E alabamensis, 110, Japanya, AB760556
[ 40, E alabamensis, 1-8, Japonya, AB769554
[ 41.E alabamensis, 1-6, Japonya AB764552
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U 16, E. uemi, 3-2, Japonya, AB769662

[ 17.E uemi, 1-4, Japonya ABT69658

U 18.E zuemi 1, Japonya, ABT60665

[ 19, E wyomingensis, 1-10, Japonya, ABT 69654
B 20, E wyomingensis, 1-6, Japonya, AB769650
U 21.E subspherica, -7, Japonya, ABT63644
[ 7). E subspherica, 2-2, Japonya, ABTG 4639
U 23.E. ellipsoidalis, 4-5, Japonya, ABT6634
[ 24.E ellipsoidalis, 2-2, JaponyaAB769628

U 25, E eylindrica, 3-1, Japonya, ABT60624

[ 26, E.oylindrica, 26, Japonya, ABT69621

U 27.E tylindrica, 2-3, Japonya, ABT60618

[ 28.E canadensis, 1-10, Japanya, ABTB611
[ 20, E canadensis, 1-5, Japanya, ABT63606
B 30.E hukidnonensis, 4-2, Japanya, ABTB3600
[ 31.E hukidnonensis, 4-1, Japonya, AB769599
U 30 E hukidnonensis, 1-3, Japanya, ABT63502
[ 33 E boiis, 7-2, Japonya, ABT69589

U 34.E bovis, 6-2, Japonya, ABT69585

U 35.E bois, 4-2 Japonya, ABT6A581

[ 36, E aubumensis, 4-2, Japonya, ABT69571
U 37.E aubumensis, 31, Japanya, ABT60566
[ 38.E. aubumensis, 1-4, Japonya, ABT68560
U4 30, E alabamensis, 110, Japonya, AB760556
[ 40, E alabamensis, 1-8, Japonya AB769554
U 41.E alabamensis, 1-6, Japonya AB769552
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GAARAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTIGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GRAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTCTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTICTATTTIGTTGGT T TCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAARATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGGAATAATANGATAGGACHTIGGTICTATTTIGTTGGTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGARTACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATAGGATAGGACCTMGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAAGGTARTGATT
GAARAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTIGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAAGGTARTGATT
GAARRATAGAGTGTTTCAAGCANGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGGAATAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGT THCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAARATAGAGTETTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGCAATAATANGATAGGACCTIGGTICTATITIGTTGGT ITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTCTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GRAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTCTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGETICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTICTAGGACCAGGTAATGATT
GARAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAGGTAATGATT
GAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGT T TCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAARAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTIGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GRAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTCTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTICTATTTIGTTGGT T TCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGCARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTICTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTIGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGGAATAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAAGGTAARTGATT
GAARAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTIGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GRAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTTCTATTTIGTTGGTTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAAAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGGT T TCTAGGACCAAGGTAATGATT
GAARAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTICAGCATGGAATAATAGGATAGGACCTIGGTICTATTTIGITGGTITCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGCARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTICTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAARTAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETTTCTAGGACCAAGGTAATGATT
GARAAATAGAGTGTTTCAAGCAGGCTTGTCGCCCTGAATACTTCAGCATGEARTAATANGATAGGACCTIGGTICTATTTIGTTGETT TCTAGGACCAAGGTARTGATT
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AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGTTARAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGEACAGTTGGEGECATTCGTATTIAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATHTGT TAAAGACGAAC TACTGCGARAGCATITGCCARGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
RATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
RATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
RATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
RATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TARAGACGAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
RATAGGGACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTITGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AATAGGGACAGTTGGEGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATITGT TAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTICATTAATCA
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AGAACGACAGTAGGGEGTITGAAGACGATIAGATACCGTCG TAATC TC TACCATARACTATGCCGAC TAGAGATAGGGARATGCC TACCTTGACTTCTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTITGAAGACHATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTMTIGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGCCGACTAGAGATAGGGAARTGCCTACCTITGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATECCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAGTGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTIGGCTTICTCCTIGCACCTCA

AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTITGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGCCGACTAGAGATAGGGARANGCCTACCTITGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTITGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGC CGACTAGAGATAGGCARANGCCTACCTTGGCTTCTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTITGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATARACTATGC CGACTAGAGATAGGEARATGCCTACCTTGGCTTCTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGARATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAATGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAGTGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTTGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAGTGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTCA
AGAACGACAGTAGGGGGTTPGAAGACGATTAGATACCGTCGTAATCTCTACCATAAACTATGCCGACTAGAGATAGGGAAGTGCCTACCTTIGGCTICTCCTGCACCTICA
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TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCIGGEGEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCARAGTCTCTGGGTTCTGGEGEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAL
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTGEGGGHAGTATGETCGCAAGGCTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAL
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAL
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGC TGAAGCTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGECTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEGEGAGTATGGTCGCAAGGC TGAAACT TARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGETICTIGGGEECAGTATGGTCGCARGGCIGAAACTTARAGGAATIGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGEAGCCIGCGECTIARTTTGAC
G GGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAC
GGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCARAGTCTCTGGGTTCTGGGEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAL
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCIGGEGEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGAC
TGAGAAATCARAGTCTCTGGGTTCTIGGEGEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTARAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTIGAL
TGAGAAATCAAAGTCTCTGGGTTCTIGGEEEGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACT TARAGGAAT TGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCCTGCGECTTAATTTGAL

Sekil 4.34 Eimeria izolatlarma ait 18S rRNA niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
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@ ERU-Eb2
E. bovis 4-2 Japonya AB769581
E. bovis 7-2 Japonya AB769589

— @ ERU-Eb1 E. bovis
60 | E. hovis 6-2 Japonya AB769585
@ ERU-Eb3
76
L — @ ERU-Eb4 ]
E. ellipsoidalis 4-5 Japonya AB769634
91 ) o E. ellipsoidalis
94 - E. ellipsoidalis 2-2 Japonya AB769628

E. zuernii 3-2 Japonya AB769662
E. zuernii 1-4 Japonya AB769658
89 | E. zuernii 4-1 Japonya AB769665
87 |@ ERU-Ez4 E. zuemni
@ ERU-Ez2
74 70 @ ERU-Ez3
86 '@ ERU-Ez1
E. auburnensis 4-2 Japonya AB769571

E. auburnensis 1-4 Japonya AB769560
E. auburnensis 3-1 Japonya AB769566 |E. auburnensis

@ ERU-Eaul

@ ERU-Eau2
80 | E. wyomingensis 1-10 Japonya AB769654

100

E. wyomingensis
E. wyomingensis 1-6 Japonya AB769650

@ ERU-Ecyl
E. cylindrica 3-2 Japonya AB769624
70 | E. cylindrica 2-6 Japonya AB769621
E. cylindrica 2-3 Japonya AB769618
| E. canadensis 1-10 Japonya AB769611

62

E. cylindrica

| E. canadensis
100 'E. canadensis 1-5 Japonya AB769606

95 E. subspherica 2-7 Japonya AB769644
—I E. subspherica
E. subspherica 2-2 Japonya AB769639
81
96

@ ERU-Ebul

E. bukidnonensis 1-3 Japonya AB769592
E. bukidnonensis 4-1 Japonya AB769599
—— E. bukidnonensis 4-2 Japonya AB769600

E. bukidnonensis

93

56 83| E. alabamensis 1-8 Japonya AB769554

E. alabamensis 1-6 Japonya AB769552
74 ———————— @ ERU-Eal2
@ ERU-Eal3
@ ERU-Eall
E. alabamensis 1-10 Japonya AB769556

E. alabamensis

58

56

0.002

Sekil 4.35 Eimeria izolatlarinin 18S rRNA gen bolgesine gore filogenetik iliskileri (Maximum
Likelihood — Kimura Two Parameter modeli, Bootstrap: 1000). @: Calismada belirlenen izolatlar. Olgek
cizgisi yerlesim yeri bagina niikleotid degisimini gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Eimeria soyundaki Coccidian parazitler diinya capinda sigirlarin gastro-intestinal
parazitleri arasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (60). Tek hiicreli bu parazitler 6zellikle
geng hayvanlarda problemlere yol agmaktadir. Ancak ergin bireylerde de enfeksiyona yol
acabilen parazitler bu hayvanlarda da bazen patolojiye sebebiyet verebilirler (1).
Eimeriosis i¢in kanli ishal tablosu tipik olarak bilinmekle birlikte sigir coccidiosis’inin
siklikla sulu ishal tablosuyla iliskili oldugu bildirilmektedir (7, 16). Bununla birlikte
coccidiosis siklikla immun sistemin baskilanmasina yol agmakta olup bu durum da
ozellikle buzagilar1 diger hastalikla daha duyarli hale getirmektedir (38). Sigir
coccidiosis’t ayrica sigir yetistiricilifinde oldukg¢a yiiksek ekonomik kayiplara yol
acmakta olup Amerika Birlesik Devletlerinde hastaliga bagli yillik kayiplarin 346 milyon
ile 1.36 milyar dolar arasinda degistigi kaydedilmistir (61). Sigirlarda bugiine kadar
coccidiosis etkeni olarak biri Isospora soyunda olmak tizere 21 tiir bildirilmis olup bu
tiirlerden 13’{iniin Avrupa’daki sigirlarda goriildiigi kaydedilmistir (38, 39). Bu tiirlerin
cogunun diisiik patojeniteye sahip oldugu bilinmekte olup, bunlar arasinda yalnizca E.
alabamensis, E.auburnensis, E. bovis, E. ellipsoidalis ve E. zuernii tiirlerinin patojenik
oldugu ve buzagilarda agir klinik tabloya yol actig1 kaydedilmistir (1). Patojen bu tiirler
arasinda Ozellikle E. bovis ve E. zuernii oldukga yiiksek patojeniteye sahip olup

buzagilarda genellikle siddetli kanli ishale sebep olmaktadir (62, 63).

Bu calismada Kayseri’nin Mahzemin ilgesindeki sigirlarda coccidiosis’e yol agan
patojenik Eimeria tiirlerinin konvansiyonel morfolojik ve molekiiler tabanli teknikler ile
arastirilmasi ve hastaliktan sorumlu tiirlerin molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi
hedeflenmistir. Nitekim Tirkiye’de sigir coccidiosis’i ile ilgili giiniimiize kadar yapilan
caligmalar smirlidir. Aym1 zamanda bu calismalarin konvansiyonel parazitolojik teshis
yontemleri ve morfolojik identifikasyona gore prevalans g¢alismalar1 seklinde oldugu
goriilmektedir. Sigir coccidiosis’i iizerine yapilan bu ¢alismalarda enfeksiyon oranlari

Ankara ve gevresinde %16,0 (31); Ankara, Kayseri, Konya, Corum, Yozgat, Amasya,
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Eskisehir, Samsun, Erzurum, Erzincan, Malatya, Adana, Bolu, Adapazar1 ve Afyon’dan
orneklenmis sigirlarda %93,33 (32); Elazig’da %51,4 (25), Kars’ta %90,8 (19), Trakya
bolgesinde %68,1 (21); Bursa’da %49,3 (29), Van’da %22,53-%86,4 (24, 27, 28);
Hakkari’de %89,13 (26), Afyon’da %20,04 (22), Erzurum’da %25,9 (23) ve Kirsehir’de
%50,6 (30) olarak rapor edilmistir. Ayrica Arslan ve ark. (15), Kars yoresinde Eimeria
ookistlerinin yayginligin1 periparturient dénemdeki ineklerde %65,6 periparturient
donem disindaki gebe ineklerde ise %60,0 olarak kaydetmislerdir. Calismamizda
Kayseri’nin Mahzemin yoresindeki sigirlarda parazitolojik inceleme sonuglarina gore
sigir coccidiosis’inin yaygmligr %65,3 olarak saptanmis olup bu oranin yukarida
Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden bildirilen yayilis sinirlart igerisinde oldugu dikkati
cekmistir. Bu calismada ayrica sigirlarin yas gruplari, cinsiyeti, ki ve diski
karakterlerine gére Eimeria pozitifliginde istatistiksel bir farklilik belirlenmemis olup
tiim gruplarda ookistlerin varligi dikkati gekmistir. Benzer sonuglar Heidari ve ark. (64)
tarafindan da rapor edilmistir. Buna karsin bazi arastiricilar (30, 33, 65) yasa baglh
coccidiosis goriilme oraninda farkliliklar bildirmisler ve genelde 6-12 ay yas grubu

sigirlarda coccidiosis goriilme oranini yiiksek bulmuslardir.

Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 98 sigirda ortalama OPG degeri
883,8 (min:50,00, max:5666,10) belirlenmis olup ookist diizeylerinin nadir olarak 5000
OPG’yi gectigi goriilmiistiir. Danimarka ve Estonya’da sigirlarda dogal enfeksiyonlar
lizerine yapilan diger bazi ¢aligmalarda (14, 66, 67) da benzer sonuglar bildirilirken
Polonya, Almanya ve Giiney Afrika’da sigirlar tizerinde yiirtiilmiis diger bazi
caligmalarda ise (68-70) daha yiiksek oranlar rapor edilmistir. Calismada OPG
degerlerinin sigirlarin yagina bagl olarak yiikselidigi belirlenmis olup <3 ay ve 4-12 ay
yas gruplart ile >12 ay yas grubu arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05)
bulunmus, <3 ay ve 4-12 ay yas gruplart arasindaki farklilik ise 6nemsiz (p>0,05)
belirlenmistir. Bu sonuglar Koutny ve ark. (71)’nin bulgulariyla paralellik gostermis olup
ozellikle buzag1 ve geng sigirlarin gelisen hastalik icin risk altinda oldugunu ortaya
cikarmistir. Ozellikle 4-12 ay yas grubundaki sigirlarin yiiksek diizeyde Eimeria
ookistleri ¢ikarmasinin, Taylor ve Catchpole (7) tarafindan da belirtildigi gibi gelismemis
immun sistemden ziyade muhtemelen immun sistemin baskilnmasiyla iliskili oldugu
diistiniilmiistiir. Bunun yaninda ¢caligmamizda sigirlarin diski karakterlerine gore ortalama

OPG degeri en yiiksek kanli ishalli diskilarda belirlenmis bunu ishalli ve normal digki
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ornekleri izlemistir. OPG degerlerinin digki karakterlerine gore dagiliminda her ii¢
kategori i¢in de istatistiksel farklilik 6nemli (p>0,05) bulunmustur. Bu sonug da 6zellikle
3 ayliga kadar buzagilar basta olmak tizere bir yasina kadar geng sigirlarda goriilen ishal
olgularinda coccidiosis’in de onemli rol {stlendigini gdstermektedir. Benzer sekilde
Koutny ve ark. (71), sekilli diskilar ile yar1 sulu ve sulu diskilarda Eimeria ookistlerinin
istatistiksel anlamda daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Yine Bangoura ve ark. (62),
E. zuernii ile deneysel enfekte buzagilarda kantitatif diizeyde oocyts ¢ikarimi ve digki
karakteri arasinda pozitif korelasyon saptamiglar ve enfeksiyon yiikiiniin klinik
semptomlarin ortaya ¢ikmasi iizerine belirgin etkisi oldugunu kaydetmislerdir. Buna
karsin bazi arastiricilar (1, 71) ise oocsyt ¢ikarim dozunun klinik coccidiosis’in agir
seyretmesiyle cok yakin iligkili olmadigini belirtmislerdir. Bunun yaninda sigir
coccidiosis’i lizerine birgok epidemiyolojik ¢alismada (5, 22, 69) klinik olgularin nadiren
veya bildirilmemis oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu sekilde sigirlarda coccidiosis’in daha
cok subklinik formda goriildiigii genel kabul goérmektedir. Nitekim ¢aligmamizda da
coccidiosis yoniinden pozitif belirlenen 98 sigirdan yalnizca 4’ kanli ishalli olmak iizere
toplam 14 (%14,3) hayvanda ishal tablosunun belirlenmis olmasi da bu genel kanaati
destekler niteliktedir. Bunun yaninda mevcut ¢alismada sigirlarin cinsiyet ve irkina bagh

olarak ortalama OPG degerlerinde istatistiksel bir 6nem olmadigi belirlenmistir.

Eimeria tiirlerinin prevalansi, cografik bolge (72), iklim (73), hayvanlarin yasi ve barinma
durumlari (1) gibi cesitli faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Sigirlarda
coccidiosise yol acan tiirlerden simdiye kadar 12’sinin morfolojik identifikasyon
sonuglarina gore Tirkiye’de goriildiigii kaydedilmistir (2). Bu tiirlerden E. bovis (%17,6-
58,5), E. zuernii (%12,7-47,3), E. auburnensis (%4,5-64,7) ve E. canadensis’in (%4,1-
64,7) en ¢ok goriilen tiirler, en az goriilen tiirlerin ise E. illinoisensis (%1,6-4,8), E.
brasiliensis (%0,8-8,3), ve E. cylindrica (%3,7-14,4) oldugu bildirilmistir (3, 21, 22). E.
bovis ve E. zuernii tiirlerinin dominant tiirler oldugu Ingiltere (74), Almanya (75),
Danimarka (76), Avusturya (71) ve Polonya (33) gibi ¢esitli Avrupa iilkelerinde yapilan
calismalarda da rapor edilmistir. Calismamizda da morfolojik identifikasyon sonuglarina
gore yukaridaki calismalara paralel olarak patojenik Eimeria tiirleri daha yaygimn
belirlenmis olup en yaygin tiir %76,5 ile E. bovis bulunmus bunu sirasiyla %64,3 ile E.
zuernii, %51,0 ile E. auburnensis, %44,9 ile E. alabamensis, %16,3 ile E. cylindrica,
%6,1 ile E. bukidnonensis ve %4,1 ile E. subspherica tiirleri izlemistir.
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Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen hayvanlarda tek tiirle enfeksiyonlar
goriilmemis olup en yiiksek i¢ tiirle miks enfeksiyonlar saptanmis bunu sirastyla iki, dort
ve bes tiirle enfeksiyonlar izlemistir. Bu sonuglara paralel olarak Montero ve ark. (77)
Costa Rica’da incelemesini yaptiklart buzagilarin %73’ tinii miks enfekte oldugunu
belirlemislerdir. Cigek ve ark. (22) Afyon bolgesinde sigirlarda miks enfeksiyonlar (2-4
tiir) %43,6 olarak saptamislardir. Arslan ve Tiizer (21), Trakya bolgesinde sigirlarda miks
enfeksiyonlari tek tiirle enfeksiyonlara oranla yaklasik 2,5 kat daha fazla belirlemislerdir.
Buna karsin Polonya, Fransa, Almanya ve Cek Cumhuriyeti’nde orneklenen sigirlar
tizerinde yapilan ¢aligmalarda (33, 78, 79) tek tiirle enfeksiyon oranlar1 daha yiiksek

saptanmistir.

Calismada ayrica Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerde patojenik Eimeria
tiirlerinin molekiiler identifikasyonu i¢in Kawahara ve ark. (40) tarafindan bildirilen ve
ribozomal ITS-1 gen bdlgesini hedef alan primer giftleri ile PCR analizleri
gerceklestirilmis ancak bu primer giftlerinin non-spesifik amplikonlara yol actigi ve
baglanma spesifitelerinin disiik oldugu gozlenmistir. Bu agidan patojenik Eimeria
tiirlerinin kantitatif identifikasyonlar1 igin, son dénemde Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal1 biinyesinde sigir coccidiosis’i iizerine ylriitiilmekte
olan proje ¢alismalarinda (50) standardizasyonu yapilmis olan TagMan prob tabanli real
time PCR analizleri gerceklestirilmistir. Nitekim geleneksel mikroskopi ve morfolojik
teknikler tipik olarak coccidian ookistlerin identifikasyonu i¢in kullanilmakta olup
siklikla siibjektif 6zelliktedir. Bununla birlikte bu teknikler 6nemli diizeyde parazitolojik
uzmanlik gerektirmekte ve tiir identifikasyonlarinda giivenilirligi yiiksek olmamaktadir
(80). Ookistlerin fekal ve gida orneklerinden izole edilmesi, saptanmasi ve
identifikasyonundaki zorluklar Eimeria, Sarcocystis, Isospora, Cryptosporidium,
Cyclospora ve Toxoplasma gibi soylara ait tiirlerin olusturduklari hastaliklarin kesin
olarak saptanamamasina ve dolayisiyla da hastalik salgin arastirmalarinin ve etkin tedavi
stratejilerinin ortaya konmasina engel teskil etmektedir (81). Bu agidan insan ve
hayvanlarda coccidian ookistlerin saptanmasi i¢in epidemiyolojik ve hastalik salgin
arastirmalarinda rutin kullanim amaciyla giivenilir molekiiler tabanli tekniklerle
aragtirmalara ihtiyag ortaya ¢ikmistir (80). Farkli Real Time PCR teknikleri birgok farkli
bilimsel alanda kullanilmaktadir. Ornegin Cryptosporidium parvum’un insanlar igin

patojenik genetik varyantlarinin (82, 83), cesitli kanatli Eimeria tiirleri (84, 85), Borellia
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(86) ve Plasmodium (87), Leishmania organizma gruplar1 (88) ile plum pox virus
suslarinin (89) basarili bir sekilde ayriminda ve tek niikleotid polimorfizmlerinin spesifik
olarak belirlenmesinde (90, 91) Real Time PCR teknikleri yiiksek ozgiinliikte
kullanilmistir. Calismamizda Eimeria tiirleri igin DNA kopya sayisi diizeyinde en yiliksek
pozitiflik E. bovis i¢in belirlenmis bunu sirasiyla E. zuernii, E. auburnensis ve E.
alabamensis izlemis olup E. ellipsoidalis pozitifligi saptanmamustir. Saptanan patojenik
Eimeria tiirlerinin yas gruplarina gére dagilimi incelendiginde her tiir igcin DNA kopya
sayist diizeyinde 1 yas alti hayvanlarda pozitiflik daha yiiksek belirlenmis olup E.
alabamensis disinda diger tiirlerde bu farklilik istatistiksel a¢idan énemli bulunmustur.
Bununla birlikte digki karakterlerine gore patojenik Eimeria tiirlerinin dagilimimda da
her tiir i¢in kanli ishalli ve ishalli digkilarda DNA kopya sayis1 bazinda pozitiflik normal
diskilara oranla istatistiksel acidan daha yiiksek diizeyde belirlenmistir. Tiim bu sonuglar
morfolojik identifikasyon ve OPG diizeyleri ile de paralellik gostermis olup buzagilarda
ve geng sigirlarda ve Ozellikle ishal olgularinda basta E. bovis ve E. zuernii
enfeksiyonlarinin risk olusturan primer tiirler oldugunu kantitatif diizeyde de teyit
etmistir. Nitekim <3 ay grubu ve ishalli digk1 karakterinde olan 6rneklerde E. bovis ve E.
zuernii pozitifligi de DNA kopya sayisi diizeyinde E. auburnensis ve E. alabamensis
pozitifliklerine oranla daha yiiksek belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel agidan dnemli

(p<0,05) bulunmustur.

Eimeria tiirlerinin identifikasyonu genel olarak sporlanmis ookistlerin morfolojisine
dayanmaktadir. Ancak baz tiirler birbirleri ile morfolojik benzerlik gostermektedir. Bu
ac¢idan molekiiler karakterizasyon birgok Eimeria tiiriiniin basarili bir sekilde sinirlarinin
ayrilmasinda ve filogenetik iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda zorunlu hale gelmistir (44).
Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) geni molekiiler karakterizasyon i¢in iyi
bilinen bir markerdir. Kiimes hayvanlarinda, rodentlerde ve tavsanlarda parazitlenen
cesitli Eimeria tiirlerinin filogenetik iliskilerinin arastirildigi farkli calismalar (92-94) 18S
rRNA sekanslari ve Eimeria tiirlerinin morfolojisi temeline dayanmistir. Ancak
giiniimiize kadar sigir coccidiosis’ine yol agan Eimera tiirlerinin 18S rRNA sekanslari
temelinde filogenetik yapilanmasi iizerine yalnizca Japonya’da sigirlardan izole edilmis
farkli 10 Eimeria tiiriine ait izolatlarin incelendigi yalnizca bir g¢alisma (44)
bulunmaktadir. Bu ¢alismada (44) incelenen izolatlarin tiir bazli olarak 3 monofiletik

grupta yer aldig1 ve her grupta yer alan tiirlere ait izolatlarin da benzer ookist morfolojisi
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gostermedigi belirlenmistir. Calismamizda karakterize edilen E. zuernii, E. bovis, E.
auburnensis, E. alabamensis, E. cylindrica ve E. bukidnonensis tiirlerine ait izolatlarin
Japonya’dan bildirilen izolatlarla birlikte tiir bazli olarak cluster olusturmus olmasi da
arastiricilarin bulgularini destekler nitelikte bulunmustur. Bununla birlikte Japonya’da
sigir Eimeria tiirlerinin ITS-1 gen bdlgesi lizerine yiiriitiilmiis olan diger bir ¢alismada
toplam 6 tiire ait izolatlar filogenetik olarak incelenmis, 18S rRNA gen bolgesi
filogenetik yapilanmasina benzer tarzda tiirlerin 3 farkli grupta kiimelendigi belirlenmis
ancak E. ellipsoidalis izolatlarinin farkli bir grup igerisinde yer aldigi goriilmiistiir.
Kokuzawa ve ark. (44) ayrica inceledikleri ¢ogu sigir Eimeria tiirii i¢in degisik oranda
intraspesifik sekans diversitesi belirlemisler ve bu diversitenin 6zellikle E. alabamensis
ve E. bukidnonensis tiirlerinde daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Nitekim
calismamizda da tiir bazli olarak izolatlarimiz arasinda ve ayni tiire ait Japonya izolatlari
arasinda farkli oranlarda intraspesifik sekans heterojenitesi belirlenmistir. Yine E.
alabamensis ERU-Eall-Eal3 izolatlarinin kendi aralarinda ortalama %0,7+0,2, E.
bukidnonensis ERU-Ebul izolatinin ise Japonya izolatlariyla %0,4+0,2 en yiiksek
farkliligr gostermis olmasi da Kokuzawa ve ark.nin (44) bulgularini destekler nitelikte

degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Kayseri’nin Mahzemin yoresindeki sigirlarda coccidiosis’e
yol agan Eimeria tiirlerinin molekiiler prevalansi ve enfeksiyon yiikleri kantitatif diizeyde
ortaya konmus olup patojenik E. bovis ve E. zuernii tiirlerinin primer yaygin tiirler oldugu
ve Ozellikle buzagi ve geng¢ sigirlarda ishal olgularinin epidemiyolojisinde 6nem arz
ettikleri belirlenmistir. Calisma ile ayrica arastirma yoresinde patojenik Eimeria tiirlerinin
molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis ve filogenetik yapilanmalar1 ortaya konmustur.
Tiirkiye’de s1g1ir coccidiosis’i ile miicadele ve ekonomik kayiplarin oniine gegilmesi i¢in

genis capli molekiiler epidemiyolojik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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