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SAMSUN YORESINDEKIi TAVUKLARDA EIMERIA TURLERININ REAL
TIME PCR ILE ARASTIRILMASI

Cagr1 ASLAN
T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2017
Damsman: Prof. Dr. Abdullah INCI

OZET

Bu ¢aligma, Samsun yoresinde salma tip (free-range) tavuk yetistiriciligi yapilan g¢esitli
isletmelerdeki tavuklarda coccidiosis’e yol agan Eimeria turlerinin  molekiiler
prevalansini ortaya koymak amaciyla planlanmigtir. Bu amagla Eyliil 2015 ve Mart 2016
tarihleri arasinda, salma tip tavukguluk isletmeciligi yapilan ve her biri yaklasik 15000
adet Hubbard Isa Red Ja irki tavuk barindiran 11 kiimesten teknigine uygun olarak toplam
390 adet digki 6rnegi toplanmustir. Digki Grnekleri laboratuvarda Eimeria ookistleri
yoniinden incelenmis ve pozitif orneklerde gram diskidaki ookist sayist (OPG)
belirlenmistir. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen orneklere ait genomik DNA
izolatlart Eimeria tiirlerinin identifikasyonu i¢in Real Time PCR analizlerine tabii
tutulmustur. Incelemesi yapilan diski 6rneklerinin 240’1 (%61,5) Eimeria ookistleri
yoniinden pozitif bulunmustur. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 240 6rnegin OPG
degerlerinin 100,00 ile 300000,00 arasinda degistigi belirlenmistir. Real Time PCR analiz
sonuglarina gore en yaygin tiir %95,8 ile E. tenella olarak belirlenmis bunu sirasiyla
%83,3 ile E. maxima, %58,3 ile E. acervulina ve %4,1 ile E. praecox izlemistir. Ayrica
incelemeye alian 390 digki 6rneginin 200’1 (%51,2) miks enfekte belirlenirken bu oran
sadece pozitif 6rnekler baz alindiginda %83,3 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak bu
calisma ile Samsun yoresindeki salma tip tavukculuk isletmelerinde coccidiosis’e yol

acan Eimeria tiirleri belirlenerek molekiiler prevalansi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Tavuk, Coccidiosis, Real Time PCR, Molekiiler prevalans, Salma

tip, Samsun
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INVESTIGATION OF EIMERIA SPECIES IN CHICKENS IN SAMSUN
REGION BY REAL TIME PCR

Cagr1 ASLAN
Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinery Parasitology
M.Sc. Thesis, August 2017
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah INCi

ABSTRACT

This study was conducted to determine the molecular prevalence of Eimeria species that
cause coccidiosis in free-range chicken farms in Samsun district of Black Sea region in
Turkey. For this aim, between September 2015 and March 2016, a total of 390 fecal
samples were collected from 11 different free-range chicken farms that contain
approximately 15000 Hubbard Isa Red Ja chickens. The collected fecal samples were
investigated in terms of Eimeria ookists at the laboratory and the oocystes per gram of
feces (OPG) were calculated in the positive samples. Real Time PCR analyses of the the
samples were carried out on the genomic DNA isolates from the Eimeria oocytes positive
samples in order to identification of Eimeria species. Two hundered forty (61.5%) out of
examined fecal samples were found to be positive with Eimeria ooycstes. The OPG
values of Eimeria oocytes positive fecal samples were determined between 100.00 and
300000.00. According to the results of Real Time PCR analyses, E. tenella was found to
be the most prevalent species with the ratio of 95.8% and this was followed by E. maxima,
E. acervulina and E. praecox with the ratios of 83.3%, 58.3%, 4.1%, respectively. Mix
infections were determined in 200 (51.2%) of the 390 fecal samples and 83.3% of positive
samples. In conclusion, the molecular prevalence of Eimeria species that cause
coccidiosis in the free-range chicken farms in Samsun district were displayed with this

study.

Key words: Chicken, Coccidiosis, Real Time PCR, Molecular prevalence, Free-range,

Samsun
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1. GIRIS VE AMAC

Tirkiye’de 1930’1u yillarda faaliyete gecen kanath {iretim sektorii, giinlimiize kadar her
gecen yil daha da geliserek hayvancilik alaninda iilke ekonomisi i¢in 6nemli bir yere sahip
olmustur. Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii tarafindan rapor edilen verilere gore
Tiirkiye’de etlik pili¢ {iretimi yapan kiimes sayist 2006 yilinda 11020 adet iken 2016
yilinda 12534 adet olarak belirlenmis ve yine ticari yumurta {iretimi yapan kiimes sayisi
2006 yilinda 3284 iken 2016 yilinda bu sayinin 3616’ya yiikseldigi kaydedilmistir. Bunun
yaninda TUIK verilerine gére 2002 yilinda 696187 ton olan tavuk eti iiretiminin 2016
yilinda toplam 1879018 ton oldugu; yumurta {iretiminin ise milyon adet bazinda
11555°den 18098’e yiikseldigi goriilmiistiir. Ortalama 1,5 milyon kisinin ge¢imini
sagladig1, yillik cirosu yaklasik 5,5 milyar dolar olarak hesaplanan, en hizli gelisen ve en
giicli sektorlerden biri haline gelen kanatli sektoriinde ekonomik kayiplara sebebiyet
verebilecek hastaliklarin tespiti ve risk potansiyellerinin ortaya konmasi hayati 6nem

tasimaktadir.

Tavuk coccidiosis’i tiim diinyada yaygmlik gosteren protozoer bir enfeksiyon olup
tavukeuluk isletmelerinde yillik 1,5 milyar dolar1 asan ekonomik zararlara yol acan
sektoriin en 6nemli hastaliklarindan biri olarak halen 6nemini ve 6nceligini korumaktadir.
Tiirkiye’de de oldukga yiiksek prevalans oranlariyla seyreden bu hastalik ile ilgili etkin
miicadele yontemlerinin gelistirilmesi ve koruma-kontrol programlarinin yeni
yaklasimlar ¢ergevesinde gelistirilebilmesi igin 6ncelikle hastaliga neden olan Eimeria
tiirlerinin dogru olarak tanimlanmasi, tireme ve gelismelerinin daha iyi anlasilmasi ve bu
kapsamda hastaligin ekoloji ve epidemiyolojiSinin iyi bir sekilde ¢oziimlenmesi
gerekmektedir. Giiniimiize kadar diinyada kanatli coccidiosis’ine yol agan tirler iizerine
yapilmis molekiiler tabanli arastirmalarin ¢ok siirlidir. Turkiye’de ise sadece tek bir
caligmanin mevcut oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bunun yaninda son zamanlarda kanatl

sektoriinde uygulanmaya baslanan farkli yetistirme metotlar1 ve buna bagl olarak



degistirilen igletme yapilarinda da coccidiosis ile ilgili yeterli aragtirmanin bulunmadigi

gorilmektedir.

Bu ¢alismada, Samsun yoresinde salma tip (free-range) tavuk yetistiriciligi yapilan gesitli
isletmelerdeki tavuklarda coccidiosis’e yol agan Eimeria tirlerinin konvansiyonel
parazitolojik metodlarin yaninda molekiiler tabanli Real Time PCR teknikleri ile
arastirilmasi ve hastaliktan sorumlu tiirlerin molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Coccidiosis, diinya ¢apinda yayginlik gosteren protozoer bir enfeksiyondur (1, 2). Kanatl
yetistiriciliginde temel problemlerden biri olan coccidiosis, canli agirlik artis1 ve yemden
yararlanmay1 azaltarak gelisme gerilemelerine yol agmakta ve bdylece kiimes hayvanlari
yetistiriciligi yapilan yerlerde ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir (2). Son yillarda
anticoccidial ilaglarin kullanilmasi ve hastaliktan koruma kontrol programlarinin
gelistirilmesine bagli olarak bu ekonomik kayiplar azaltilsa da subklinik vakalar ve
ilaglara karsi olusan diren¢ dolayisiyla kanatlilarda verim kayiplar1 devam etmektedir
(kirmiz1 kitap). Bu nedenle de her gegen giin yeni anticoccidial etkenler arastiriimakta ve
koruma kontrol yontemleri bu arastirmalar kapsaminda gelistirilmektedir (3-6).
Coccidiosis, genetik, beslenme, yonetim ve kemoterapideki ilerleme ve gelismelere
ragmen, tavukgulukta en pahali ve yaygin bir hastalik olarak yerini ve Onemini

korumaktadir (1, 2).

2.1. TAVUKLARDA EIMERIA TURLERININ TAKSONOMISi

Tavuklarda coccidiosis’e neden olan Eimeria tiirlerinin The Taxonomicon ile Systema
Naturae 2000 ve son molekiiler karakterizasyon c¢alismalarina gore Tablo 2.1°de

gosterildigi gibi siiflandirilmstir (7).

Tablo 2.1. Tavuklarda Eimeria tiirlerinin taksonomideki yeri

Siniflandirma
Domain: Eukaryota Chatton, 1925 - eukaryotes
Kingdom: Chromista Caval.-Sm. (1981) - chromists

Siiperfilum: Alveolata Cavalier-Smith, 1991

Infrafilum: Apicomplexa Levine, 1970

Sinif: Coccidiomorphea Doflein, 1901

Takim: Eimeriida Léger, 1911
Aile: Eimeriidae Minchin, 1903
Soy: Eimeria Schneider, 1875
Tir: E. acervulina




. brunetti
. maxima
mitis

. necatrix
. praecox
. tenella

m mmmmm

2.2. TAVUKLARDA EIMERIA TURLERININ MORFOLOJILERI

Tavuklarda coccidiosis’e neden olan 7 Eimeria tirii bulunmaktadir. Eski yillarda
yapilmis ¢alismalarda E. hagani ve E. mivati’nin tavuklarda coccidiosis’e neden olan
Eimeria tiirlerine dahil edildigi goriilse de son ¢alismalarda E. hagani’nin ayr bir tiir

olmadigi, E. mivati ve E. mitis’in ise sinonim olduklar ifade edilmistir (2).

2.2.1. Eimeria acervulina Tyzzer, 1929 (Sinonim: E. diminuta Fernando ve
Remmler, 1973)

Ookistleri ortalama 12-23 pm biyiikliginde oval diizgin sekle sahiptirler.
Mikropilsizdir. Ookist ve sporokist kalintis1 bulumazken, kutup graniilii bulunur. Kutup
graniilii sporlanmamig evrelerinde bulunur. Sporokistler oval sekilde olup stieda

cisimcigine sahiptir. Sporlanma 24 saatte tamamlanir (6, 8-10).

2.2.2. Eimeria brunetti P.P. Levine, 1942

Oval yapidaki ookistler 14-34 x 12-26 (ortalama 23-35 x 19-20) um biyiikligiinde olup,
puriizsiiz ve ince bir duvara sahiptir. Mikropil ve ookist kalintis1 bulunmazken sporokist
kalintist ve genellikle bir kutup graniilit mevcuttur. Uzun, oval yapili sporokistler 13 x
7,5 um olgiilerinde olup, stieda cisimcigine sahiptirler (6, 10). Sporlanma siiresi 18 saat-
2 glin arasinda degiSir (10).

2.2.3. Eimeria maxima Tyzzer, 1929 (Sinonim: Eimeria indendata, Eimeria tyzzeri)

Ookist odlgiileri 21-42 x 16-30 um biiyiikligiinde, duvari tek katli, piiriizlii bir yapiya
sahiptir (10). Mikropil bulunmayip, kutup graniilii bulunmaktadir (6, 10). Sporokistler
15-19 pum biiyiikliigiinde tavuk yumurtasina benzer ve stieda cisimcigi bulunur.
Sporozoitler saydam refraktil globiile sahip olup sporlanma siiresi 30 saat ile 2 giin
arasinda degismektedir (6, 10). Potasyum dikromat soliisyonu ile ookistlerin %60-
90’mmda yikimlanmasina yol agarak sporlanmaya yol agacak tek bir ooKist

bulunmamaktadir (6).



2.2.4. Eimeria mitis, Tyzzer 1929 (Sinonim E. beachi)

Ookistler diizgiin yapida, renksiz duvara sahiptirler ve 10-21 x 9-18 um biiyiikliigiindedir.
Mikropil, ookist ve sporokist kalintis1 bulunmazken kutup graniilii mevcuttur. Oval sekilli
sporokistler 6 x 10 um biiyiikliigiinde olup stieda cisimcigine sahiptir (6, 10). Sporlanma
18-48 saat arasinda gergeklesmektedir (10).

2.2.5. E. necatrix Johnson, 1930

Ookistleri ortalama 12-29 x 11-24 um biiyiikligiinde renksiz, oval ve mikropilsizdir.
Sporokistler uzun oval yapili, 9-15 X 4-8 pum o6lgiilerinde stieda cisimcigi vardir (6).
Sporozoitler yarim ay yapisinda 7,9-11,3 X 1,3-2,1 um biiyiikliigiinde refraktril globiiliin

etrafin1 kaplar (6). Sporlanma siiresi 18 saat ile 2 giin arasinda degisir (10).

2.2.6. Eimeria praecox Johnson, 1930

Ookist ortalama 21 x 17 um biiyiikligiinde oval bi¢imdedir. Ookist duvari iki katmanli
olup diizgiin yapili, renksizdir. Mikropilsiz ve sporokist kalintis1 igermez. Sporlanmis

ookistlerde kutup graniil bulunur. Sporlanma 24 saatte tamamlanir (6, 10).

2.2.7. Eimeria tenella (Railliet and Lucet, 1891) Fantham, 1909 (Sinonim: Eimeria

avium, E. bracheti, Coccidium tenellum, C. globosum)

Ookistler ortalama 14-31 um biiyiikliikte, oval, mikropilsiz olup sporlanmis ookistler de
kutup graniilii bulunmaktadir. Sporokistler 7-11 um uzunlugunda ve stieda cisimcigi
bulunmaktadir. Sporlanma 18 saat ile 2 giin arasinda tamamlanir (6, 10). Prepatent siiresi

6 glindiir (10).

2.3. TAVUKLARDA EIMERIA TURLERININ BiYOLOJiSi

Eimeria tiirlerindeki ¢ogalma, sporlanmig ooKistlerle bulasik yem ve i¢gme sularinin
alinmasiyla olusmaktadir. Coccidiosis’e neden olan Eimeria tiirlerinin yasam
dongiisiiniin sizogoni ve gametogoni evreleri konakta, sporogoni evresi ise dogada
meydana gelir. Eimeria soyundaki tiirlerin hayat dongiisii 3 asamadan olusmaktadir: |-
Merogoni (eseysiz ¢ogalma, sizogoni); Il- gametogoni (eseyli ¢cogalma); I11- sporogoni
(eseysiz ¢ogalma). Merogoni ve gametogoni donemleri konagin bagirsak epitel hiicreleri
igerisinde, bobrek ve karacigerde, sporogoni gelisme sathasi ise konak disinda dogada

gecer. Merogoni doneminde eseysiz, gametogoni doneminde ise eseyli tlireme



gercekleserek parazit mitoz boliinmeye ugrar. Sporogoni déneminde mayoz bdliinmeyle

kromozom sayisi yariya inmektedir (Sekil 2.1), (8, 11-14).

Sekil 2.1. Eimeria spp.’nin hayat dongiisii 1. Sporozoit 2. Merozoit 3-4-5. Birinci nesil meront gelisim
evreleri 6. Merozoit 7. Cok ¢ekirdekli mikrogametosit 7.1. Mikrogametosit 7.2. Mikrogametler 8. Tek
¢ekirdekli makrogametosit 8.1. Makrogametosit 9-10. Fertilizasyon ve zigot olusumu 11. Sporlanmamig
ookist 12-13. Sporlanma ve sporlanmis ookist C: Hiicre ¢ekirdegi, M: Merozoit, OD: Ookist duvari, SPO:
Sporont, SB: Sporoblast, SPC: Sporokist, SP: Sporozoit, PG: Polar graniil R: Refraktil globiil (15)

2.3.1. Merogoni (Eseysiz Cogalma, Sizogoni)

Konak tavuk tarafindan agiz yoluyla alinan sporlanmig ve enfektif duruma gelmis
Eimeria ookisti mideye ulasir. Midede bulunan enzim, asit ve CO> sayesinde ookistin
icinde bulunan sporokistin igine girerek sporozoitleri aktif hale getirir. Aktif duruma
gelen sporozoitler hareketlilik kazanirlar. Aktif hareketle mideye oradan da duedenumdan
ve bagirsaklara gegerler. Endotel hiicrelerine girerek hiicre c¢ekirdeginin alt kisminda
gelisimlerini stirdiriirler. Muz dilimi seklindeki sporozoitler yuvarlak sekil alirlar. Bu
sekildeki sporozoitlere “trofozoit” denir. (12, 16-18). Trofozoitler hiicre i¢inde mitoz
boliinme yoluyla bir¢ok parcaya boliinerek biiyiikliikleri artar ve dagmik sekilde
sitoplazmaya dagilir. Cok cekirdekli gelmis olan parazite meront ya da schizont adi
verilir. Meront tek ¢ekirdekli sitoplazmaya sahip kii¢iik organizmler olustururlar. Bu
yapilar zamanla uzayarak mekik seklini alirlar. Bu yapilara merozoit adi verilir.
Merozoitler, sitoplazma etrafina toplanarak aktivite kazanirlar ve sitoplazmadan ayrilirlar

(8, 9, 19). Epitel hiicresini pargalayarak bagirsak bosluguna dokiilerek tekrar saglam



bagirsak epitel hiicrelerine girerek siklusu yeniden baglatir ve devam eder. Bu sekilde
ikinci nesil merontlar1 olustururlar. ikinci nesil merontlarmn boliinmesi merozoitleri
meydana getirirler. Merozoitler yeni saglam bagirsak epitellerine girerek tiglincii nesil

merontlari olustururlar (8).

2.3.2. Gametogoni Donemi (Eseyli Cogalma)

Bagirsak bosluguna dokiilen merozoitler esey hiicrelerini meydana getirerek c¢ekirdegi
bliyiitiir. Daha sonra sitoplazma biiyliyerek bir takim glikojen graniilleri olusturur.
Grandiller biiyiir ve hiicre sitoplazmasinda halka seklinde dizilir. Bu sekilde disi hiicreleri
olusturur. Buna makrogamet adi verilir. Diger taraftan, baz1 merozoitler farklilasarak
yuvarlak sekil alirlar. Daha sonra bunlarin ¢ekirdekleri bir¢ok pargaya boliinerek kiiciik
glikojen graniiller olusur. Bu sekildeki merozoite mikrogametosit adi verilir.
Mikrogametosit gelisimini siirdiirerek ¢ekirdek sayisi kadar pargalara ayrilir. Tek
cekirdekli ve kiiresel mikroorganizmalar uzar, iki flagellumlu bir hale gelir. Bu
mikroorganizmalarin her birine mikrogamet ad1 verilir. Serbest hale gelen mikrogametler,
makrogametleri iceren epitel hiicrelerine girerek dollenmeyi meydana getirirler. Bu

sekilde de zigot olusur (20).

2.3.3. Ookist olusumu

Epitel dokuda olusan zigot, mukoproteinden olusan graniiller salgi salgilar ve dis
etkenlere dayanikli bir yap1 meydana gelir. Bu yapiya ooKkist adi verilir. Ookist konak
hiicresini pargalayarak bagirsak bosluguna dokiiliir ve boylece gametogoni sona erer.
Olusan ookistler diskiyla disar1 atilir. Atilan ookist sayis1 Eimeria tiirtine gore farklilik
gosterebilir. Patojenite, ookist tiretimin etkileyen faktorlerden biridir. Eger tiir patojense,
ishal sekillenerek bagirsak peristaltigini artirir. Bagirsak bosluguna dokiilen merozoitler

epitel hiicreye giremeden digart atilir. (21-25).

2.3.4. Sporogoni Donemi (Eseysiz Cogalma)

Diskiyla atilan ookKistler, uygun ¢evre sartlarinda sporogoni safthasini baslatirlar.
Sporogoni igin hava (O2), 1s1 (20-24 °C), nem (%60-80) bulunan ortamlarda sporlanmaya
baglar. Uygun cevre sartlarinda, ookist i¢indeki zigot mitotik boliinmeyle ¢ogalir. Daha
sonra zigot sitoplazmasi béliinerek iki tane protoplazma meydana gelir. Bunlara

sporoblast adi verilir. Zigota da sporont denir. Her bir sporoblast cekirdegi ikiye



boliinerek ookistin iginde dort tane sporoblast olusur. Sporoblast uzar ve oval seklini alir.
Mayoz béliinmeyle sporoblast ikiye boliinerek kromozom sayisini yariya indirmis olur.
Olusan yeni yapiya sporokist adi wverilir. Sporlanmis ookist (Sekil 2.2) iginde

sitoplazmanin tamami kullanilmaz. Bunlara ookist kalintis1 denir (8, 9, 12).

Mikropil

kep
Kutup l Mikropil
granuld

Sporocyét
kalintisi

Refraktil
graniller

S "/ Qocyst
) N ’//,/' kalintisi
Stieda

cisimcidi

Qocyst duvan

Sekil 2.2. Sporlanmig Eimeria ookisti (26)

2.3.5. Eimeria acervulina’mn Biyolojisi

Sporozoitler duodenum mukozasini orten epitel hiicrelerini istila ederek bagirsagin diger
boliimlerine yerlesir. Birinci nesil merontlar Lieberkiihn bezlerine yerleserek
enfeksiyonun 36-48. Saatlerinde olgunlasir. Ikinci nesil merontlar Lieberkiihn bezlerinin
boyun bdliimiine yerleserek enfeksiyonun 45-60. saatlerinde olgunlasarak 8 adet 5-6 pm
uzunlugunda merozoitler igerirler. Dordiincii nesil merontlar villuslarin u¢ kisimlarina
yerleserek enfeksiyonun 80-96. saatlerinde olgunlasarak 9-10 pm uzunlugunda

merozoitler igerir. Prepatent siire 4 giin, patent siire ise daha uzun stirer (10).

2.3.6. Eimeria brunetti’nin Biyolojisi

Eimeria brunetti’nin sporozoit déneminin ince bagirsagin 6n kisminda bazal membrana
yakin, merogoni déneminin ise bagirsak bolimiiniin son kisimlarina dogru rektum ve
kloakada bulundugu belirtilmistir (6). Birinci nesil merontlar ince bagirsagin orta
boliimiinde villus epitel hiicrelerine yerlesir, 28 x 21 um biiyiikliigiinde ve ortalama 320
merozoit bulunur. Ikinci nesil merontlar ise villuslarin u¢ kisminda ve 15-120 merozoit

igerir. Ugiincii nesil merontlar 84. saatte olusur ve inokulasyon sonrasi 4. giinde



tamamlanir. Gametositler villuslarin yan ylizey ve uclarinda, konak ¢ekirdegin bazal
membraninda goriiliir. Gametositler ince bagirsagin posterior ile kalin bagirsak
kisimlarinda bulunur. Mikrogametositler, gelisme odagi iceren mikrogametler bulunur ve
25 x 22 um boyutunda makrogametositlerden daha biiyiiktiirler. Prepatent siire 5 giindiir
(6, 10).

2.3.7. Eimeria maxima’nin Biyolojisi

Etken daha ¢ok duodenum epitel hiicrelerinde yerlesim gostererek genellikle hiicre
cekirdeginin lizerinde, eseyli gelisim evrelerini ¢ekirdekte meydana getirir. Cekirdegi
hipertrofiye ederek epitel hiicre genisler. Sporozoitler villuslarin epitel hiicrelerine
girerek ilk dnce lamina propriada daha sonra makrofajlar tarafindan bagirsak bezlerine
ulasir (6). 11k nesil merontlar 48 saat icinde duodenumdaki epitel hiicrelerinde bulunur.
Ikinci nesil merontlar bagirsak epitel hiicrelerinde, inokulasyonun iigiincii giiniinde 12
merozoit igerirler. Ugiincii nesil merontlar ince bagirsak villuslarinin yan kisminda

goriiliir. Patent siire yanlizca birkag giindiir (10).

2.3.8. Eimeria mitis’nin Biyolojisi

Etkene ince bagirsagin 6n 1/3 kisminda villus epitel hiicrelerinde rastlanir. Merontlar
villus epitelinin hiicre ¢ekirdeginde rastlanir. Merontalar enfeksiyonun 4. giiniinde 5-1,5
um uzunlugunda merozoitler agiga ¢ikar (6, 9, 10). Gametositler enfeksiyonun 5-6. giin
sonra ince bagirsagin sonunda epitel hiicrelere yerlesir. Mikrogametositler 9-14 um
oOl¢iilerindedir. Makrogametositler eozinofilik graniilleri ¢evreler (6). Prepatent siire 4-5

giin, patent siire 10 giindiir (9, 10).

2.3.9. Eimeria necatrix’min Biyolojisi

Ince bagirsak liimenine yerlesen serbest sporozoitler epitel hiicresinden igine girerek,
epitel katmanini agarak 12 saatte lamina propriaya ve villus merkezine ulasir. Mukozanin
kas katmanina ulastiktan sonra ¢ogu sprozoit makrofaj tarafindan yutularak fundus epitel
hiicrelerine ulasirlar. Makrofajlar pargalandiktan sonra hasar gérmemis sporozoitler
birinci nesil merontlar1 olusturmak tizere gelisimlerini devam ettirirler (6, 10). Birinci ve
ikinci nesil merontlar, enfeksiyonun 36. saatine kadar epitel hiicrelerin konak
cekirdeginde konumlanir. Birinci nesil merontlar 17,1 x 12,9 um biiyiikliiglinde muz

benzeri yapidadir. Bu merontlar 2-3 giin sonra serbest kalarak epitel hiicrelerini istila
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eder. Boylece ikinci nesil merontlart olusturmak {izere gelisimlerini devam ettirirler.
Ikinci nesil merontlar konak hiicresinde belirginleserek dagilmaya baslar. 8-11 x 1,5-2
um biiyiikliigiinde toplam 32-135 merozoit meydana gelir. Bu durum inokulasyon sonrasi
5-8. giinler arasinda gerceklesmesiyle birlikte 23. giine kadar uzayabilir. Sekuma gecen
merozoitler epitel hiicresine girerek konak cekirdegine konumlanir ve {i¢iincii nesil
merontlar1 olusturur. Ikinci nesil merozoitler epitel hiicrelerini ve derin bez epitel
hiicrelerinde bulunurlar. Ugiincii nesil merozoitler ise sekum mukozasmin epitel
hiicrelerine girerek konak ¢ekirdegine yerlesir ve gametositleri olusturur. Gametositler,
konak hiicrenin sigsmesine ya da farklilagmasina yol acar. Prepatent siire 6-7 giin, patent

stire ise 12 giinii bulabilmektedir (6, 10).

2.3.10. Eimeria praecox’nin Biyolojisi

Ince bagirsakta 6zellikle duodenal kisimda enfeksiyonun 16. saatinde epitel hiicrelere
girerek, lamina propriaya ulasir. Merogoni sayis1 3 ya da 4 olarak belirtilmistir. Ikinci
merogoni sonrasinda eseysiz ile eseyli gelisme bir arada bulunur. Prepatent siire 2-4 giin,

patent siire ise 4 giin siirer (6, 10).

2.3.11. Eimeria tenella’nin Biyolojisi

Tavuklarda sekum coccidiosisi’ne neden olur. Ishal ve siddetli kanamayla seyreden akut
hastalik meydana getirir. Kursakta gerceklesen mekanik etki ile sindirim kanalina alinan
ookistler 1-2 saat iginde eksitasyona ugrar. Ookist duvarinin par¢alanmasiyla sporozoitler
meydana gelir. Eksitasyona ugramayan sporlanmig ooKistler digki ile atilarak tekrar
enfeksiyon kaynagi olusturur (6). Sporozoitler 12-13 pum uzunlugunda, hafifge biikiik
sekle sahiptir. Sporozoitler, sekumdaki bazal membran1 gegerek tunica propria katmanina
ulasarak makrofajlar icerisinde fundus bezlerinin epitel hiicreleri i¢ine yerlesir (10).
Enfeksiyonun, ilk 24-48 saat igerisinde, siddetine bagl olarak mukoz membranlarda
yangisal degisiklik meydana getirerek sekum bezlerinde 24 x 17 um 6l¢iilerinde birinci
nesil merontlar gelisir. Konak hiicre genisleyerek, biiyiikliigliniin bes katina hipertrofiye
ugrar ve hiicre sekum bezinde ¢ikinti yapar. Merozoitler sekal lumende 4x1,15 pm
oOlgiilerinde kiiciik ve orak benzeri yapilar meydana gelir (6, 10). Enfeksiyonun 4-5
giiniinde ortaya cikan ikinci nesil merontlar 20-30 pm’den 50-55 pum biiyiikliigline
ulasarak konak hiicrede genisleyerek, konak hiicre epitellerine bask1 yapar. Ikinci nesil

meront ayn1 zamanda dagilarak kanama sekillenir. Cok sayida merozoitler meydana
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getirir. Sekal icerikte ¢ok sayida bulunan merozoitler eradike edilir. Eradike edilmeyen
merozotiler epitel hiicrelere girerek gametositleri olustururlar. Gametositlerin 9 X 7,6 um
uzunlugundadir. Bunlardan 6,8 x 1 pm biiyiikliigiinde merozoitler meydana gelir. Ikinci
nesil merozoitler girdikleri epitel hiicrelerinde 12,4 x 8,7 pum biiyiikliigiinde
mikrogametosit ve ookist, makrogametositi oluturmak i¢in farklilagir. Gametogoni
enfeksiyonun sekizinci giinde gergeklesirken ookist atilimi1 dokuzuncu giinde baslar (6,
8).

2.4. TAVUKLARDA EIMERIA TURLERININ EPIDEMiYOLOJISI

Etlik pili¢ yetistiriciliginin yapildigi her isletmede Eimeria tiirlerine ve hastaliga
rastlamak miimkiindiir (8). Hastaligin olusumu iizerinde konaga, etkene, ¢cevreye, bakim
ve beslenme sartlarina, diger hastaliklara ve strese bagh faktorler etkilidir (27). Konaga
ait faktorler ik, yas ve bagisiklik durumuna gore degismektedir (28). Broyler
yetistiriciliginde 3-6 haftalik civcivlerde, yumurta tavuke¢ulugunda ise 14-20 haftalik
piliclerde coccidiosis sorun olusturmaktadir. Coccidiosis’de tiire 0zgii bagisiklik
gelismektedir. Bagisikligin siiresi ile hastalifin epidemiyolojisi arasindaki iliski
onemlidir. E. tenella enfeksiyonlarinda direng ¢abuk gelistigi halde, E. necatrix ve E.
acervulina enfeksiyonlarinda uzun siirede gelismektedir. Direncin yavas gelistigi

enfeksiyonlarda hastaligin yayilmasi daha kolay olmaktadir (27).

Hijyen eksikligi ve kalabalik barindirmalar altliktaki ookist miktarmin artmasina neden
olmaktadir. Bu tip ortamlarda yetistirilen duyarl civecivlerin maruz kalacagi ookist sayisi
daha fazla olmaktadir. Hastaligin olusmasinda Eimeria tiiriiniin patojenitesinin de rolii
vardir. E. necatrix’in 200.000-400.000 ookisti ile enfekte edilen civcivlerin mortalite
oran1 %39 iken, E. acervulina’nin 1.000.000-2.000.000 ookisti ile enfekte edilenlerde bu

oranin %1 oldugu gozlenmistir (29).

Anticoccidial 1ilaclar enfeksiyonu oOnlemede etkilidir. Fakat bagisiklik gelisimini
baskilayabilmektedirler. Anticoccidial katkili beslemeden sonra coccidiosis vakalarinin
artabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. Klinik vakalar her ne kadar seyrek goriilseler
de subklinik coccidiosis siklikla gézlenmektedir. Bu durum, modern hayvancilikta son
trend olarak kabul edilen “Siirii Saglig1” konsepti i¢inde son derece kritik oneme sahiptir.
Ayrica bu durumun, yemden yararlanma oraninin da azalmaya yol agmasi dolayisiyla

ekonomik yonden de biiyiik 6nem tagidigi bilinmektedir (30).
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Enfeksiyonun olusmasi i¢in dncelikle duyarli bireyler tarafindan sporlanmis ookistlerin
alinmis olmas1 gerekmektedir. Ookistlerin dogada sporlanmasi ve enfektif hale gelmesi
i¢in sicaklik, nem ve oksijen 6nemli faktorlerdir (31). Kiimes igerisindeki yiiksek sicaklik,
aydinlatma aksakliklari, yetersiz havalandirma yem tiiketimini azaltmakta ve strese neden
olmaktadir. Coccidiosis epidemiyolojisini etkileyen bir diger faktdr mevsim olup
Ozellikle sonbahar ve kis mevsimlerinde ani yem degisikligi, diisiik sicaklik, daha sikisik
ortamda bulunma gibi predispoze faktdrler hastaligin ¢abuk ve kolay yayilmasina sebep

olmaktadir (27).

2.5. TAVUK COCCIDIOSIS’INDE KLINIiK VE PATOGENEZ

Tavuklarda coccidiosis, akut ve kronik olarak goriiliir. Akut coccidiosis ¢ogunlukla
civcivlerde istahsizlik, tiiylerde bozulma, cloaca etrafinda diski, kanli digsk1 en belirgin
belirtileridir. Civcivlerin kursaklart sivi ile dolmus ve genislemis durumdadir.
Hayvanlarda kanat ve ayaklarda felgler sekillenmis ve denge bozulmustur. Hastaliga

yakalanan civcivler 4-5 giin sonra yiiksek oranda 6liimler goriiliir (6, 10).

Kronik form da ileri yash tavuklarda uzun siireli olarak goriiliir. Tavuklarin bagirsak
mukozasinda yaygin ulcus ve ¢ok sayida yikima ugramis dokiilmiis hiicreleri bulunan
coccidiosis’li civcivlerde, harap olan doku parcalariin kokusmasi veya parcalanmasi
sonucu intoksikasyon goriiliir. Tavuklarda goriilen her bir Eimeria tiirii, kendine 6zgii

Klinik belirti ve patolojik bozukluklar meydana getirmektedir (10).

Hasta tavuklarda ince bagirsaklar sismis, genislemis ve kontraksiyon yetenegini
kaybetmistir. Mukozada petesiler goriiliir. Hastalig1 atlatanlarda bagirsak rejeneraasyonu
cok zordur. Bag dokunun iiremesiyle nedbeler goriiliir. Bagirsak emme kabiliyetini

kaybeder. Oliimler genellikle enfeksiyondan 5-7 giin sonra goriiliir (6, 8, 10).

2.5.1. Eimeria acervulina’da Klinik Semptomlar ve Patogenez

Genellikle bu tiir, yanlizca hafif patojen olarak bilinir. Ancak milyonlarca sporlanmis
ookist inokulum olarak verilirse, siddetli klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasina ve hatta
oliimlere sebep olabilir. Cok sayida Sporlanmis ooKistlerin alinmasiyla bagirsaklarda

kalinlasma ve kataral eksudat goriilebilir (10).
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Eimeria acervulina ¢ok fazla patojenik etkiye sahip olmamasina ragmen yiiksek
inokulasyon dozunda o6liim sekillenmesi miimkiindiir (10). E. acervulina’nin neden
oldugu lezyonlar genellikle ince bagirsakta goriilmekle birlikte kalin bagirsakta da
goriilebilir. Ortaya ¢ikan merozoitler bagirsak mukozasinda isgal ederek gri-beyaz
odaklar olusturur. Seksiiel evrede gelisen ooKistler lezyonlar olusturarak siddetli
enfeksiyonlara yol acar. Bagirsak hamur kivamina gelerek mukoza da kizariklik ve

kataral eksudat goriiliir (6, 8, 10).

2.5.2. Eimeria brunetti’de Klinik Semptomlar ve Patogenez

E. brunetti geng tavuklarda ve yumurtaci tavuklarda goriilmekle birlikte hayvanlarda
kanli digki, keyifsizlik, durgunluk ve kloaka etrafinda kirlenme goriiliir. Diskida
genellikle fibrin tabakasi icerir ve kotli koku vardir. E. tenella’ya gére oranla bagirsakta
hemoraji daha az goriiliir. Siddetli olgularda hayvanlar 5-6 giin i¢inde 6liim sekillenir (6,
10). Bu tiir hafif patojeniteye sahiptir. Patojenite enfeksiyonun derecesine gore degisir.
Daha ¢ok 4-9 haftalik civcivlerde tahribat yapar. Hafif enfeksiyonlarda biiytik lezyonlar
goriilmeyebilir. Enfeksiyonun 4-5. giinlerinde bagirsak duvarinda kalinlagma ve
bagirsaklar da kanli ve katharal bir eksudat goriiliir. Digki sulu ve hafif kan lekeleri ve
mukus mukoza pargalar1 igerir. Bu belirtiler 5 giin boyunca devam eder ve sonraki

giinlerde hayvanlar hastalig: atlatirlar (6, 10).

E. brunetti’de makroskobik goriiniim karakteristik olmakla birlikte sekum, rektum ve
kloaka mukozasinda igne ucu kadar ya da daha biiyiik sekilde hemorajik alanlar bulunur.
Bagirsak mukozasi seroza boyunca hiperemik alanlar goriil ve mukoza tabakasi siskin bir
durumdadir. Ileumdan kloakaya kadar olan béliimde rektum mukozasinda kanama dalgal:
goriiniim olusturmustur. Rektal kanamalar sonucu mukoza sismis ve duvar belirgin bir
hal almistir. Kloaka mukozasinda siskinlik, hiperemi ve hemoraji goriiliir. Siddetli

olgularda nekrotik enteritis sekillenebilir (6, 10).

2.5.3. Eimeria maxima’da Klinik Semptomlar ve Patogenez

Eimeria maxima’nin kanathlarda gdsterdigi semptomlar diger Eimeria etkenlerine benzer
sekilde durgunluk, ishal, kilo kaybi, istah azalmasi, kilo kaybi, bagirsakta konstipasyon,
digkida kan ve anemi gibi belirtilerle seyretmektedir (6, 32).
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E. maxima patojenitesi ¢ok hafif bir tiirdiir. Aseksiiel donemi ¢ok hafif hasara neden
olurken, seksiiel donemi ¢ok ciddi tahribatlara sebebiyet verir (10). Etken sadece gengleri

degil yasli tavuklar1 da etkileyerek %30-35 6liim meydana getirir (6).

E. maxima enfeksiyonlarinda ince bagirsagin orta kisiminda hemoraji goriiliir. Genellikle
bagirsak siskin, duvari kalinlagmis bir gériiniim vardir. Mukoza da petesiyel kanamalar
goriiliir. Ince bagirsak kontraksiyon kabiliyetini kaybederek, kimi béliimlerde kalinlasma
goriiliir. Ince bagirsakta kataral enteritis vardir. Bagirsak mukoid grimsi, kahverengimsi,
pembemsi renklerde kan pihtilar bulunur. Tavuklar kisa siirede hastaligi atlatir ve kisa

stirede normale donerler (6, 10).

2.5.4. Eimeria mitis’de Klinik Semptomlar ve Patogenez

Eimeria mitis’in patojenitesi olduk¢a zayiftir. Enfekte tavuklarin bagirsak duvarinda igne
bast duvarinda igne bast basi biiyiikliigiinde kanamalar meydana gelir. Tavuklarda
enfeksiyona bagli bir hastalik tablosu olugsmaz. Ancak bazi durumlarda yumurta

veriminde azalma olmaktadir (6, 10).

2.5.5. Eimeria necatrix’de Klinik Semptomlar ve Patogenez

Eimeria necatrix, bir giinliik civcivlerle birlikte 5-7 haftalik evcil tavuklar hastaliga
duyarlidir. Akut formda hastaligin belirtileri az ya da ¢ok olmakla birlikte disk: sulu ve
kirmizims: renktedir. Hastaliga yakalanan tavuklar genellikle bitkin, kamburlasmas,
uyusuk ve kanatlar1 diismiis sekilde gézlemlenir. Bu goriintimleri enfeksiyonun siddetine

gore 5-7. giinlerde 6liim goriilmektedir (6).

Eimeria necatrix, evcil tavuklarin E. tenella ile birlikte en patojen tiir olarak kabul edilir.
E. necatrix’in akut enfeksiyonlar1 akut oliimlere yol agmaktadir. Hemorajik lezyonlar
yavas ilerleyen kronik hastalik tablosuna neden olmaktadir. Kronik hastaliklar
enfeksiyonun yavas gelismesiyle birlikte yogun nedbe dokusunu olusturarak hastalik
etkilerinin daha etkli ve uzun kalmasini saglamaktir. Bagirsaklarda olusan nedbe dokusu

fizyolojik islevlerde aksama meydana getirir (6, 8, 10).

Enfeksiyonun siddetine bagli olarak yangisal durum bagirsagin orta 1/3’liikk kisminda ya
da tiim bagirsak boyunca goriilebilir. Ikinci nesil merontlar1 mukoza epitelinin derin

katmanina yerleserek bagirsagin seroza katmaninda goriilmesi miimkiindiir. (6, 10, 32).
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Ince bagirsakta mat beyaz renkte, capt 1 mm’yi asmayan kiiciik odaklar goriilebilir.
Bagirsak duvari hastaligin 5-6. giinlerinde kirmizi renkte, siskinlikler goriiliir. Bagirsakta
kanamalar meydana gelir ve igerik kirmizi rengi alir. Enfeksiyona bagli olarak bagirsak
lumenin de kan ve fibrin kalintistyla tikanmig goriilebilir (6, 10). Bagirsak parazit
istilasina ugradiginda bezlerden salinan enzimler ile kaslarda ¢oziilme meydana geldigi

diisiiniilmektedir. ince bagirsagin genelinde petesilyel kanamalar goriinebilir. (8).

Ince bagirsagin yapisina mikroskop altinda bakildiginda yangi hiicreleri mukozayi
kaplayarak epitel hiicrelerinde degisime yol acarak bagirsak yapisi bolim bolim
degisiklik gosterir. Mukoza epiteli glandular yapis1 degiserek hiicre kiimelesmeleri
meydana gelir. Nekrotize ve geniglemis olan epitel hiicreleri bezlerde degisim, duodenum
da kalinlasma ve hemoraji odaklar1 goriiliir. Rejenerasyon enfeksiyondan sonra 6 giinde
baslayarak 6lii hiicreleri ve fibrin, fibrositler yardimiyla ortadan kaldirilir. lyilesmeye
bagl olarak sekonder bakteriyel enfeksiyona bagli nekrotitis veya bag doku tiremesiyle

iyilesme goriilebilir (6, 10, 32).

2.5.6. Eimeria praecox’da Klinik Semptomlar ve Patogenez

Patojenitesi diisiik olan bu tiirle enfekte tavuklarda belirgin bir semptom goriilmemektedir
(6, 10).

2.5.7. Eimeria tenella’da Klinik Semptomlar ve Patogenez

Eimeria tenella’da ikinci nesil merontlarin gelistigi ve sekum’da kanama bagladigi zaman
enfekte tavuklarda klinik belirtiler ortaya ¢ikar. Enfeksiyondan dort giin sonra sekal
duvarda siddetli kanamalar sekillenir ve diskida kan izlerine rastlanir. Civcivlerde
durgunluk, istahsizlik, kanatlarda diisme, hareketsizlik gortiliir. Hayvanlarda ¢ok az yem
tilketmesine ragmen ¢ok fazla su tiiketirler. (6, 10, 32). Enfeksiyondan sonraki 9-10.
giinlerde atilan ooKist sayis1 en yiiksek seviyeye ¢ikar ve reenfeksiyon olmazsa bundan
sonra Oliimler goriilmez ve genellikle iyilesirler. Oliim sekillenmeyen durumlarda
bacaklarda paraliz goriiliir, kan kaybina bagli mukoza ve ibiklerde solgunluk belirginlesir.

Hastaligin 9-10. giiniine kadar hayatta kalan hayvanlarda iyilesmeler goriiliir (6, 10).

En patojen tiir olan E. tenella sekum coccidiosisine yol agar. Geng hayvanlar ve
civciclerde hastalik 4-5 haftallik yastayken en fazla goriilmekte ve 1-2 haftalik civcivler

daha dire¢nlidir. Yash tavuklarda daha onceki enfeksiyondan bagisikligi gelismistir. E.
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tenella da enfeksiyonlarin seyri akut ve yiiksek 6lim goriiliir. Hastalik etkeni stres
durumun varligina bagli olarak alinan ookist dozu, hayvan 1rki, yasi, konagin beslenme
durumuna bagli olarak degismektedir. Geng siiriilerde goriilen siddetli enfeksiyonlarda

stiri kaybina ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir (6, 10).

Olen civcivlerin nekropsisinde sekum ve bagirsak alanlarinda etkileri goriiliir. Ikinci nesil
merontlarin olgunlagmasiyla inokulasyandon sonraki 4-5.gilinlerde epitel katmanda
dokiilme, eozinofil sizintis1, kan birikimi, sekumda kalinlasma ve sekum mukozasinda
boyuna kanamalar goriiliir (10). Enfeksiyon siddetine gére hemoraji sekal agiliga yakin
yerlerde bulunan kalin bagirsaga yayilir. Besinci ve altinci giinlerde epitel hiicreler
dokiiliir ve kanama daha da artarak sekumda yogun bir kitle olusturur. Sekumdaki bu kitle
zamanla gevseyerek lumende serbest hale gelir (10). Mukozadan ve sekal igerik
numunelerinde merozoit yiginlart mikroskop altinda bakildiginda gametosit ve ookistlere
rastlanabilir. Ookist olusumunda sekumda duvari kirmizidan siit beyazi rengine doner.
Liimendeki kitle kirmizimtrka renkten sarimsi veya beyazimsi renge doner. Liimendeki
kitleler diskiyla disar1 atilir ve devaminda dokular rejenerasyona ugradigi i¢in sekal duvar
normal haline doner. Bazen yangisal reaksiyon ilerleyerek sekal ruptur meydana gelebilir
(6, 10). Bagirsak duvari kalinlasarak siddetli hemorajiler doku yikimina yol agar. Mukoza
epiteli birgok alanda ayrilarak intestinal icerik agiga cikar. ikinci nesil merontlar lamina
propriaya kadar ilerler ve hiicresel bagisiklik reaksiyonu sonucu lenfoid hiicreler, dev
hiicre infiltrasyonu, eozinofiller, plazma hiicreleri goriiliir. Cok sayida dev hiicresi ortaya
¢ikmasiyla ve fibroz dokunun artmasi rejenerasyon meydana gelir. Biiyiik lezyonlarda
bagirsak hareketiyle epitel onarimi gergeklesir ve fibrozis goriiliir (6). Epitel katmanin
lyilesmesi enfeksiyonun siddetine baglidir. Yangisal tepkimeyle dev hiicresi, lenfosit ve
plazma hiicreleri infiltrsayonuyla bag doku artigt ve epitel dokunun yenilenmemesi
sonucu kist olusumlar1 goriiliir. Hastalik ge¢iren hayvanlarda 5-6 hafta sonra etkilerinden

kurtulur ve verimlerinde %20-25 oranlarinda azalma goriiliir (10).

2.6. TAVUK COCCIDIOSIS’INDE TANI
2.6.1. Konvansiyonel Parazitolojik Tam

Coccidiosis’te tani, klinik ve histopatolojik bulgular ile digki muayenesine
dayanmaktadir. Coccidiosis salginlarinda, siiriide normal formda olmayan digki, bitkin

veya 0lmek uizere olan hayvanlar, tiiylerde karisiklik ve deride pigmentasyon kaybi gibi
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klinik bulgular gozlenmektedir. E. tenella ve E. necatrix vakalarinda diski kanli, E.

acervulina ve E. maxima vakalarinda ise mukuslu ishalle karaterizedir (13).

Rutin tam1 digki 6rneklerinin 1s1k mikroskobu altinda incelenmesi ile ookist varliginin
belirlenmesine dayanmaktadir. Digkida bulunan ookist sayisini hesaplamak i¢in modifiye
McMaster yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem enfeksiyonun siddeti hakkinda bilgi
verse de klinik enfeksiyonlarin teshisinde tek bagina yeterli olmamaktadir. En dogru
teshis Olen hayvanlarin patolojik bulgular1 ile yapilabilmektedir. Supheli bagirsak
mukozasindan alinan kazintilardan coccidia etkenleri goriilebilmektedir. Mukozal kazinti
lam tizerinde FTS (fizyolojik tuzlu su) ile muamele edilip lamel kullanilarak mikroskop
altinda incelenebilmektedir (10, 13). Hazirlanan preparatlarin incelenmesinde bol

miktarda meront ve gamont goriilmesi hastaligin kesin teshisini saglamaktadir (6).

Baz1 Eimeria tiirlerinin patojen bazilarinin da apatojen olmasinda dolayi tiir ayriminin
yapilmasi gerekmektedir. Bazi tiirler sporlanmamis ookistlerin morfolojik 6zelliklerine
bakilarak teshis edilebilmelerine karsin, ookistlerin sporlandirilmasindan sonra
morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak teshis yapilmasi daha dogrudur. Klinik bulgularla
birlikte ookist varligmin tespiti hastalik tanis1 igin yeterli olmayabilmektedir. Ornegin E.
tenella’da ookist tretimi ger¢eklesmeden ve ookistler digkiyla atilmadan klinik
coccidiosis bulgular1 1ile karsilasabileceginden ookist varliginin saptanamadigi
durumlarda coccidiosis olmadigi seklinde teshis yanlis olmaktadir (10). Kanath
yetistiriciliginde canli agirlik artis1 ve yemden yararlanma oraninda azalmaya neden olan

subklinik coccidiosis daha sik karsilagilan bir durumdur (13).

Ookist atiminin ¢ok oldugu klinik olgularda bir parca digki ve FTS ile yapilacak nativ
incelemede ookistlerin kolayca gorilebilecegi bildirilmistir. Fakat ookistlerin
zenginlestirilmesine dayali yontemler daha giivenilirdir. Bu yontemler hafif olan Eimeria
ookistlerinin yiiksek 6zgiil agirlikli sivilarda yiizdiriilerek, diskida bulunabilecek diger
partikiillerin uzaklastirilmas1 ve ookistlerin yogunlastirilmas: esasina dayanmaktadir.
Kalitatif saptamada basit flotasyon yonteminden yararlanilabilmektedir (33). Flotasyon
stvist olarak doymus tuzlu su, doymus sekerli su ve doymus ¢inko sulfat (ZnSOa)
soliisyonu kullanilabilmektedir. Flotasyon yontemleri ile Eimeria ookistlerinin digkida

kalitatif veya kantitatif olarak saptanabilmesi miimkiin olmaktadir (34).
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2.6.2. Serolojik Tam

Tavuklarda coccidiosis tanisinda diski muayenesinde ookistlerin morfolojik yapilarinin
goriilmesi ile konulan teshis, diinyada halen gegerli altin standart tan1 metotu olarak
degerlendirilmektedir. Ancak teshiste serolojik metotlar da kullanilmaktadir. Enzim
linked immunoassay (ELISA) tan1 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 (35, 36).

2.6.3. Molekiiler Tan1

Coccidiosis etkenlerinin spesifik tanisinin konmasi i¢in rutin kontrollerin yapilmasi ve
canli as1 uygulamasinin basarili oldugundan emin olunmasi gereklidir. Konvansiyonel
muayene yontemleri ile tanida 6zellikle ookist sekli ve olgiilerinin tiir bazinda degisiklik
gostermesi ve miks olarak seyreden coccidiosis enfeksiyonlarinda etkilenen bagirsak
bolimlerindeki lezyonlarin karigabilmesi nedeneniyle son yillarda molekiiler ve
biyokimyasal metotlar gelistirimis boylece gelencksel tani yontemlerindeki sorunlar
¢oztimlenmistir (37). Bu kapsamda gelistirilen metotlar arasinda Multilokus Enzim
Elektroforezi, Southern Blot Teknigi, Degisken Alanli Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, PGFE) ve lliskili Metotlar, DNA Parmak Izi (DNA Fingerprinting)
Teknigi, Amplifiye Parca Uzunluk Polimorfizmi (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP), Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD) ve Belirli Dizileri Cogaltilan Bolgeler (Sequence-
characterized Amplified Regions, SCARSs), Ribozomal DNA (rDNA) ’y1 Hedef Alan
Calismalar, PCR Temelli Manuel ve Yar1 Otomatik Elektroforetik Metotlar, PCR ve Real
Time PCR teknikleri bulunmaktadir (38-40).

Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen
bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi, es zamanli hizli teshise olanak saglamasi,
otomasyona uygun olmasi, mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlarini hassas bir sekilde
belirleyebilmesi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin baginda gelmistir (41,
42). Farkli Real Time PCR teknikleri bir¢ok farkli bilimsel alanda kullanilmakla birlikte
kanatli Eimeria tiirlerinin molekiiler identifikasyonu ve kantitatif hesaplamalar i¢in de

son yillarda yapilan ¢aligmalarda yiiksek 6zgiinliikte ve siklikla kullanilmaktadir (43-46).
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2.7. TAVUK COCCIDIOSIS’INDE IMMUNITE

Coccidiosis etkenleri olduk¢a immunojenik karakterdedirler. Primer enfeksiyonu atlatan
immun sistemi gelismis konakgilarda tekrarlayan enfeksiyonlara karsi bagisiklik gelisir
(47). Bir Eimeria tiiriine kars1 sekillenen bagisiklik, o konagin duyarli oldugu diger
Eimeria tiirlerinin invazyon yeteneginde azalmaya yol agar (48). Eimeria tiirlerine kars1
konakda immun cevabi uyarmak igin ¢ok sayida ookistin alinmasi gerekirken az sayida
E. maxima’nin konak immun sistemini uyardigi bildirilmistir (28). Gelisme safhalarinin
erken donemlerindeki formlarin (meront), seksiiel sathadaki parazit formlarindan daha
immunojenik oldugu belirlenmistir (49). Eimeria etkenine kars1 genellikle geng hayvanlar
duyarhidirlar ve daha ¢ok bunlarda akut hastalik tablosu goriilmektedir. Bunun aksine
yaslt bireyler direnclidirler (50). Hayvanlarda yasin bagisiklikla ilgili olmadig1 ortaya
konmustur, enfeksiyon gecirmemis yasl bir bireyin coccidiosis’e karst bagisik oldugu
sOylenemez. Kafeslerde steril olarak yetistirilmis alt1 aylik pili¢lerin E. tenella’ya karsi

hassas oldugu bulunmustur (51).

Coccidiosis’te spesifik antijenlerin rolii sinirhidir ancak mukozal sekresyonda gorev
alirlar. IgY ve IgA enfeksiyondan bir hafta sonra saptanir ve 8-14. giinlerde pik seviyeye
ulagir ve iki ay kadar varligini stirdiiriir (52). Lillehoj (50)’un bildirdigine gore
bursektomi yapilan tavuklar coccidiosis’e karsi tam koruma gostermistir bu da
coccidiosis antikorlarinin roliiniin az oldugunu ortaya koymustur. In vitro ¢alismalarda
sporozoit ve merozoitlerin fagositozisinde immun serumun arttigr goézlenmistir (53).
Coccidiosis’de T hiicrelerinin immun cevapta 6dnemli rol oynadigi bildirilmistir (54).
Trout ve Lillehoj (55), CD4* ve sitokinlerin {iretimi hakkinda galismislar, CD4*
hiicrelerinin azalmasinin E. acervulina enfeksiyonunda herhangi bir etkisi olmadig: fakat
E. tenella ile primer enfeksiyonlarda ookist iiretiminde Onemli derecede artis ile
sonug¢landigini bildirmislerdir. Bununla birlikte CD8" hiicrelerinde azalma E. acervulina
enfeksiyonlarinda ookist sayisinda 6nemli derecede artigla sonuglanmaktadir. CD8" T
hiicrelerinin coccidiosis’te etkileri heniiz ortaya konulamamistir. Fakat bu hiicrelerin
sayica artmalarinin etkenin enfekte ettigi epitel hiicreleri ile direkt iliskili oldugu,
sekonder enfeksiyon sonrasinda lezyonun olustugu bagirsak boliimiindeki enfekte epitel

hiicreleri sitotoksik T hiicreleri i¢in hedef teskil ettigi diisiiniilmektedir (55, 56).

Eimeria’lar konak igini ve konak disin1 kapsayan karmasik yasam ¢emberine sahiptir.

Konakta gecen sathada intraseliiler ve ekstraseliiler gelisme gosterirler ve bunlar seksiiel
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ve aseksiiel iireme donemlerini icerir. Immun sistem; sporozoitler penetrasyon icin bir
alan ararken ve epitele tutunmusken, sporozoitler villus epitelindeyken ve 16kositlerin
iginde ve arasindayken ve lamina propria’dan kript epiteline gecerken Eimeria gelisimini
baskilayabilmektedir (57).

2.8. TAVUK COCCIDIOSIS’INDE TEDAVi, KORUNMA VE KONTROL

Kanatli yetistiriciliginde ekonomik a¢idan o©nemli bir protozoon hastalifi olan
coccidiosis’in kontrol altina alinmasinda kemoterapi, immiinolojik kontrol, direngli
konakg¢ilarin elde edilmesi ve hijyenik ortamin saglanmasi gibi temel stratejiler

uygulanmaktadir (58-60).

2.8.1. Siirii idaresi

Coccidiosis etkenlerinin her yerde bulunmalari, kiimes i¢inde kolayca yayilmalar1 ve
yiiksek iireme potansiyeline sahip olmalar1 gibi nedenlerle entansif ve ektansif tavuk
isletmelerinde Eimeria etkenlerinden ari olarak yetistiricilik yapilmas1 miimkiin degildir
(59).

Monoksen bir hayat siklusuna sahip olan coccidiosis etkenlerinin kiimesler arasinda
yayilmasinda mekanik nakil 6nem tasir. iklim sartlarina ve dezenfektanlara kars1 direngli
olan ookistler, toprakta haftalarca hatta aylarca canli kalabilirken, fermentasyon ya da
diskr kaynakli amonyak nedeniyle olusan sicakliga maruz kaldiklarinda ise birkag¢ giin

icinde canliliklarin yitirirler (37).

Anticoccidial ilaglarin kesfinden Once, hastaligin kontroli amaciyla kumes altliginin
degisimi ve dezenfeksiyon programlar1 kullanilmistir. Ancak ookistlerin dezenfektanlara
kars1 direngli olmalar1 ve altlik degisse bile enfeksiyon baslatacak diizeyde ookist kalmasi
nedeniyle basarili sonuglar elde edilememistir. Hayvanlarin yerde yetistirilmesindense
1zgarali kafeslerin kullanimi ¢6ziim olarak denenmis ve ookist alimini azaltmistir. Ancak
bu sefer, hayvanlarin gogiis bolgesinde yaralarin olusmasi, diskinin ya da 6li hayvanlarin

c¢ikarilmasinin zorlugu ve maddi nedenlerle 1zgarali kafesler kullanim alan1 bulamamigtir

(32).

Ookistlerin mekanik naklini engellemek igin hijyen kurallarina 6nem verilmelidir.

Kumesler aras1 gecislerde kiyafetlerin degistirilmesi ve botlarin yilkanmasi, rodentlerin
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ve artropodlarin eradikasyonu gibi 6nlemler alinmalidir. Ciftlik idaresi etkili bir sekilde
yurutulmeli, 6rnegin altliga su dokiilme oranini azaltan nipel suluklarin kullanimi ve
ookistlerin sporlanmasini olumsuz etkileyen kurutma islemi gibi teknik konulara dikkat
edilmelidir (37, 61).

2.8.2. Anticoccidial Uygulamasi

Anticoccidial yem katkilari elli yili askin siiredir coccidiosis’ten korunmak veya 6nlemek
amaglh kullanilmaktadir. Allen ve Fetterer (61) ve Jeffers (62)’e gore anticoccidialler
kimyasallar ve polieter iyonoforlar olarak siniflandirilmistir. Kimyasal anticoccidialler
kimyasal sentez sonucu olusan ve parazit metabolizmasina spesifik etki sekline sahip
bilesiklerdir (amprolium, nikarbazin, diklazuril). Polieter iyonofor anticoccidialler ise
Streptomyces ve Actinomadura fermentasyonu sonucu elde edilirler (salinomisin,
monensin, lasalosid, narasin), iyon transportunu degistirerek ve ozmotik balansi bozarak
etki ederler (63). Modern, ticari kanathi sektoriiniin gelisiminde anticoccidial ilaglarin
kullanim1 biiyiik 6neme sahiptir. Koruyucu tedavi olmadan, entansif yetistiriciligin
yapilmasina imkansiz goziiyle bakilmaktadir (64). Koruyucu olarak anticoccidial
ilaglarin kullanilmasi durumunda coccidiosis kontrol altina alinabilir (65). Koruyucu
tedavide temel amag¢ coccidiosis etkenlerine maruz kalan konaklarda klinik
enfeksiyonlart engellemek ve bagisiklik olusumunu stimiile etmektir (66). Kanatl
sektoriinde anticoccidial ajanlarin rolii 50 yillik bir gegmise dayanmakta ve tiiketiciye
yiiksek kalitede tiriin sunulmasina olanak saglamaktadir. Anticoccidial ajanlar; parazitin
metabolizmasina etki edenler (amprolium, clopidol, decoquinate, halofuginone gibi) ve
iyon tagimmasini-ozmotik basinct bozanlar (monensin, lasalocid, salinomycin, narasin,
maduramycin gibi polieter iyonoforlar) olarak siniflandirilabilmektedir. Gilinlimiizde ise
coccidiosis’in kontrolii temel olarak polieter iyonofor anticoccidiallerin kullanimina

dayanmaktadir (62).

Anticoccidialler genellikle birden fazla biyokimyasal etkiye sahiptirler. Fakat her
kimyasal bilesigin parazitin gelisme asamasinda uyguladig etki kendine 6zgiidiir. Bircok
ilacin biyokimyasal etki sekli onemli bir kofaktdre baghdir. Ornegin, amprolium etken
tarafindan tiamin alimini engeller. Mitokondriyal fonksiyona etki edenler ilaglar Eimeria
tirlerinin  sitokrom sistemindeki enerji metabolizmasina engel olarak tesir ederler.
Ornegin, kinolon ve klopidol, etkenin mitokondrisinde elektron metabolizmasina engel

olur. Iyonoforlar alkali metal katyonlarla (Na*, K*, Ca*) lipofilik kompleksler
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olusturarak, katyonlar1 hiicre membranindan tasirlar. Hiicre zarindan katyonlarin

taginmasi sirasinda osmotik hasar olustururlar. Eimeria tiirlerinin ekstraseliiler sathalari

sirasinda etkilidirler (63).

Anticoccidialler yem katkist olarak iyi bir profilaksi saglamakla birlikte uzun siireli
kullanilmalar1 (iyonoforlar dahil olmak {izere) tiim anticoccidiallere direngli Eimeria
suslarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (61, 67, 68). 1978 yilinda Eimeria tiirlerinin
biitliin saha izolatlari monensine duyarl iken (69), 1986 yilinda bu ilaca karsi direng
olusmustur (70). Halofuginona kars1 direng 1982 yilinda s6z konusu degilken, 1989
yilinda %80 direng olusmustur. Iyi bir anticoccidial tedavi programinin se¢imi (mekik
veya rotasyon), diren¢ olusumunu yavaslatmanin veya engellenmenin temelini
olusturmaktadir (65). Bunun yaninda direng, hizli bir sekilde gelisebilir ya da polieter
iyonoforlarda oldugu gibi birkag yil siirebilir (64, 71). Yogun dozlarda ve siirekli
anticoccidial kullanim1 genetik seleksiyonda degisikliklere sebep olmaktadir. Ayrica her
kanatli isletmesinde rastlanabilen Eimeria etkenleri yiiksek {ireme potansiyeli ve genis
genetik varyasyona sahip olmasiyla direng gelisimine yol agmaktadir. Eimeria tiirlerinin
yasam ¢emberi kompleks yapida olup seksiiel ve aseksiiel sathalardan olusmaktadir.
Asekstiel sathadaki niikleus, haploid komplement kromozomlardan olusmakta olup ¢ogu
anticoccidial ilag bu haploid yapilara etki gostermektedir. Duyarli karakterde olan cogu
yap1 anticoccidialler tarafindan yok edilirken bir kismi ise direngli hale gelebilmektedir.
Bunun sonucu olarak ise dominant 6zellikteki fenotiplerin popiilasyonunda artig meydana

gelmektedir (57, 64).

Tiim anticoccidial ajanlara kars1 degisen derecelerde direng gelistigi bilinmektedir (67,
68, 72). Direncin etkilerini en az seviyeye indirmek i¢in kanatli hayvan tireticileri farkli
ajanlarin rotasyonla kullanilmasi, kimyasal maddelerle iyonoforlarin kullanilmasi ya da
shuttle programlarinin uygulanmasi gibi yontemleri kullanmaktadir. Bu programlarin

uygulanmasi1 mevsimsel kosullara ve Eimeria etkenlerinin prevalansina baglidir (59).

2.8.3. Asillama

Klinik enfeksiyon olusturmayacak sayida alinan ookistler konakda immun sistemini
uyararak koruyucu bagisiklik olusmasini saglamaktadir. Eimeria ookistlerine karsi
sekillenen bagisiklik tiir spesifiktir. Bir siiriide coccidiosis’e kars1 tam bir bagisiklik

olusmasi i¢in konaklarin Eimeria ookistlerinin hepsine maruz kalmasi gerekmektedir.
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Tavuklarda coccidiosis’e neden olan 7 Eimeria tiiriinii iceren canli ookist siispansiyonlari
igme suyu veya yemle civcivlere uygulanarak ookistleri almalar1 saglanmakta ve
koruyucu bagisiklik olusturulmaya calisilmaktadir (73). Degisik tiplerde asi iiretim
calismalar1 devam etmekle birlikte ilerlemeler yavas kaydedilmektedir (73-75).

Hafif enfeksiyonlar: atlatan bireyler daha yogun ookist miktar1 ile olusabilecek yeni
enfeksiyonlara bagisiktir (76). Atteniie ookistlerle olusan enfeksiyonlara karsi immun

yanit sekillenir, bireyler tekrarlayan enfeksiyonlara karsi direngli hale gelir (75).

Anticoccidiallere kars1 direng gelisimi (64, 77), kanatli {irlinlerindeki kalintilar
konusunda endise uyandirmistir (78, 79). Bazi anticoccidiallerin Avrupa Birligi
tarafindan yasaklanmasi (80) ile birlikte tiiketicileri kemoterapotiklerden uzaklasmaya
sevk etmistir. Glinlimiizde ticari asilar bulunmakta olup, as1 gelistirme ¢alismalar1 devam

etmektedir (81).

Ticari olarak kullanilan dort adet as1 markasi bulunmaktadir; non attentie (Coccivac D/B
ve Immucox) ve atteniie (Paracox ve Livacox) Eimeria tiirlerinden elde edilirler (59, 77,
81). Bu asilardan Coccivac (82) ve Immuncox (83) canli virulent ookistleri igermektedir.

Paracox ve Livacox (84, 85) ise canli atteniie ookistleri igermektedir (65, 81).

Asilar yeme ya da suya katilarak bir haftalik yastaki civcivlere verilmekle birlikte son
zamanlarda bir giinliik yasta tek doz Coccivac D (64), Immuncox (86) ve Coccivac B (81)
uygulanmaktadir. Bir giinliik yasta tek doz uygulama, alt1 haftalik yasa kadar immuniteyi
olabildigince erken baslatmaktir. Ancak bazi ¢alismalar bir giinliik yastaki civcivlerin
bagisiklik sistemleri gelismemis oldugundan birinci giinde asilamanin giiclii bir
bagisiklik saglamayacagi yoniindedir (87). Buna karsilik diger calismalar bir giinliik yasta
enfekte edilen civcivlerde etkin bir immunite sekillendigi yoniindedir (64, 86). Hatta bazi
aragtirmacilar embriyolarin bile fonksiyonel bir immun sisteme sahip olduklarini

bildirmislerdir (88).

Asilama sonrasi civcivler coccidiosis’e karst korunmakta ve sonrasinda ise altlikta
bulunan etkenlerle reenfeksiyon gelismektedir. Buna bagl olarak “trickle enfeksiyon”

gelisimi goriilmektedir (64, 86).
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Mathis ve ark. (89) iyonoforlarla (salinomisin, lasalosid) in ovo Eimeria asisini
(Ivonocox-EM1) ilk kez birlikte denemislerdir. Iyonoforlarla asmin birlikte kullanimi
performansi optimize ederek canli agirlik artis1 ve yemden yararlanma oraninda iyilesme

saglamakta, immunite olusturarak ekonomik olarak da avantaj saglanmaktadir.

Canli agilar yaklasik elli yili agkin bir siiredir coccidiosis kontroliinde sinirh seviyelerde
de olsa kullanilmaktadir. Etkinlikleri, ilk basta verilen diisiik dozdaki ookistlerin yeniden
kullanimina ve sonrasinda tam bir bagisikligin olusmasina baglidir. Oncelikli olarak
damizliklarda ve yerde yetistirilen sirilerde kullanilmakla birlikte broylerlerde de
kullanimi1 artmaktadir (61). Canli asilar viriilent ya da atteniie Eimeria suslarini

icermektedir (59).

Viriilent agilar dogal patojeniteleri herhangi bir degisiklige ugratilmamis laboratuvar veya
saha suglarini icermektedir. Coccivac, Immucox, Inovocox, Advent gibi viriilent asilar
kullanilmaktadir (90). Konak bagisikligi Eimeria tirine spesifik oldugundan dolay1
asilarin etkili olabilmesi igin belli tiirleri (¢cogunlukla 3-7 tiir) igermesi gerekmektedir
(37). Canli viriilent agilarin etkinliginin, aginin alinma sekli ile ilgili oldugu belirtilmistir.
Ookistlerin birkag defa az sayida verilmesiyle enfekte edilen tavuklarda meydana gelen
ookist tiretimi, aynt miktarda ookistin tek seferde verilmesiyle enfekte edilenlere gore
daha uzun oldugu ve iyi derecede bagisiklik olusturdugu bildirilmistir (73). Altlik yuksek
oranda ookist ile kontamine olmadan 6nce, kontrollii olarak diisiik dozda viriilent ookist
verilerek, hayvanlarda koruyucu bagisiklik olusturulmasi amaglanmaktadir (37). Canli
virlilent agilarin siiri i¢inde her bireyde bagisiklik olusturmamasi, muhafazasinin zor
olmasi, altlikta ookistlerin fazla miktarda birikmesi sonucu salginlarin meydana gelmesi
gibi sakincalar1 da vardir (73). Kiimes zemininde fazla miktarda birikme riskinden dolay1
etlik piliglerde asilama sonras1 CAA’da azalma gibi problemlere neden olacag: ve etlik

pili¢lerin 6 hafta gibi kisa bir siirede bunu telafi edemeyecekleri bildirilmistir (59).

Canli atteniie asilar patojeniteleri azaltilmis Eimeria spp. suslar1 igermektedir. Viriilent
Eimeria spp. ookistleri, in vivo embriyo pasaji, gelisimini erken tamamlayan soylarin
(precocious) sec¢imi, canli viriilent ookistlerin X 1smnlar1 ile radyasyona ve
elektromanyetik dalgalara maruz birakilmasi ile atteniie edilebilmektedir (73). Paracox
(biyolojik gelisimini erken tamamlayan suslar, precocious) ve Livacox (precocious ve

embriyolu tavuk yumurtasinda pasajlanmis suslar) attentie canli asilardir. En iyi
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atteniiasyonun se¢ilmis precocious soylarin {retilmesi ile oldugu bildirilmistir.
Precocious suslar viriilent Eimeria ookistlerinin civciv embriyosundaki tekrarlanan
pasajlardan sonra meydana gelen ookistlerin se¢imi ile elde edilmektedir (59, 91).
Precocius suslarin atteniie ookistlerinin iireme potansiyellerinin diigiik olmast ve az
sayida ookist liretmeleri ticari anlamda genis Olgekte as1 olarak kullanilmalarina olanak

saglamustir (73).

Atteniie suslar, viriilent suslardan daha az {ireme potansiyeline sahiptirler ve mukozal
yiizeyde en az doku hasarina sebep olarak optimum bagisiklik saglamaktadirlar. Canli
atteniie asilarin icerdikleri suslarin hepsi ilaglara karsi duyarlilik gdstermektedir.
Anticoccidial ilaglarin yararli olacagi periyodu uzatmak icin anticoccidialler canli as1

uygulamalari ile rotasyon seklinde kullanilabilmektedir (59).

Enfeksiyon etkenlerinin, immunojenik olan yiizey proteinlerini, antijenik
determinantlarini, viriilens faktorlerini ve toksinlerini kodlayan genlerin, hiicre i¢inde
veya konakg¢1 bir hayvanda klonlanmasi ve genin ekspresyonu sonucu elde edilen gen
tirlinlerinin as1 olarak kullanilmasi rekombinant DNA asilarinin temelini olusturmaktadir.
Uzerinde yogun calisilan bir konu olmasina karsin rekombinant agilar basarili olarak
kullanilmamaktadir (61). Son olarak gelistirilen CoxAbic ticari olarak kullanima

sunulmustur (92).

2.8.4. Alternatif Kontrol Metotlar:

Anticoccidiallerin profilaksi ve tedavi amach kullanimi kanatl endiistrisinde basari
saglamada en Onemli faktordiir. Fakat anticoccidiallerin yaygin kullanimlari direng
gelisimine sebep olmaktadir (71). Direng gelisiminden kaginmak i¢in yapilabilecek
uygulamalar shuttle programlar1 ve rotasyondur (71, 93). Fakat tiiketicilerin
kemoterapétiklerden uzak durmak istemesi, yiiksek maliyet ve beklenen faydanin
saglanamamasi sonucunda ilag endiistrisi anticoccidiallere alternatif olabilecek yeni {iriin
arayislaria girmistir (93). Biiyiime destekleyici antibiyotiklerin yasaklanmasi ile birlikte
Avrupa Birligi tarafindan anticoccidiallere karsi da soru isaretleri olusmustur (94). Bu
tartigmalar anticoccidiallerin yerine gecebilecek yeni metotlarin bulunmasi hususunda
arastirtlmaya gidilmesi ihtiyaci dogurmustur (95, 96). Bu kapsamda probiyotikler,
prebiyotikler, vitaminler, mineraller ve betain tizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (97-
101).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Arastirma Sahasi ve Diski Orneklerinin Toplanmasi

Calismanin materyalini, Eyliil 2015 ve Mart 2016 tarihleri arasinda, Samsun yoresinde
salma tip (free-range) tavukguluk isletmeciligi (Sekil 3.1) yapilan ve herbiri yaklasik
15000 adet Hubbard Isa Red Ja irki tavuk barindiran 11 kiimesten teknigine uygun olarak
toplanan 390 adet diski 6rnegi olusturmustur (Sekil 3.2). Kiimeslerin farkli noktalarindan
pens yardimiyla alinan digki ornekleri steril diski kaplarina aktarilmis ve protokol

kayitlar1 yapilarak soguk zincirde laboratuvara intikalleri saglanmistir.

Sekil 3.1 Arastirma merkezi
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Sekil 3.2. Diski 5rneklerini toplama
Orneklenen diski numuneleri 180 ml steril diski kabi igerisine %2,5 w/v potassium
dichromate ile 2/1 oraninda (100 ml potassium dichromate/50 gr diski Ornegi)
karistirilarak konulmustur (102). Ayni 6rneklerin kalan kisimlari ise sulandirilmadan

direkt olarak ayri steril bir digk1 kabi igerisine alinmustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Arastirma yoresinde toplanan digki 6rnekleri

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1. Konvansiyonel Diski Muayenesi

Laboratuvara getirilen 6rnekler Eimeria ookistleri yoniinden analize tabii tutulmustur.

Oncelikle diski 6rneklerinden 3 gr tartilmis ve doymus sekerli su (Sheather’in seker
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soliisyonu), (spesifik gravite: 1,27), (102) ile homojen hale getirilerek steril gazli bezler
yardimiyla 50 ml falcon tiiplerine siiziilmiistiir. Tiipler lizerine lamel kapatilarak 1500
rpm’de 10 dk santrifiij edilmis sonrasinda oda 1sisinda 5 dk beklenerek lameller lam
lizerine 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 drneklerin incelenmesinde Gajadhar (103) tarafindan bildirilen
yontemin modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir. Esit hacimde digki1 numunesi olmak
tizere potassium dichromatli 6rneklerden 9 ml alinarak steril gazli bezler yardimiyla 50ml
falcon tiiplerine siiziilmiis ve iizeri deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanmstir. 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 15ml 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 disirilmeden almarak 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 Sayisimin (OPG) Belirlenmesi

Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunan digki 6rneklerinde gram digkidaki ookist
sayisinin (OPG) belirlenmesinde Velkers ve ark. (104) tarafindan tarif edilen teknigin
modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir. Bu kapsamda, 6 ml potasyum dicromatli digk1
ornegi 50 ml falcon tiip igerisine alinmuis, 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 santrifijj tiiplerine konulup iizerine 8 ml doymus tuzlu su (311 g/1, specific gravity
1,2) ilave edilerek karistirilmistir. Buradan pipet ile McMaster lammin iki gozi
doldurularak en az 5 dk beklenmis ve ookist sayimi her iki goézde yapilmistir. Gram
diskidaki ookist sayis1 (OPG): 333.3ab/6rnek miktar1 formiiliiyle belirlenmistir (a: Ookist
sayist; b: Sulandirma katsayisi; 6rnek miktar1 2 gr; pozitif 6rneklerde sayim kamerasinda

ookist saptanmamasi durumunda OPG degeri 50 alinmistir).
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3.2.3. Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Eimeria oocytleriyle pozitif belirlenen diski 6rneklerinden genomik DNA izolasyonunda
Lalonde ve Gajadhar (105) tarafindan bildirilen teknigin modifiye edilmis versiyonu
kullanilmistir. Sporlandirilmis ve mikroskobik analizleri yapilmis 6rneklerden alinan
yaklagik 15 ml potasyum dichromath siispansiyon (~5 gr disk1 6rnegi) steril gazli bezler
yardimiyla 50 ml steril falcon tiiplere siizlilmiis ve iizeri steril deiyonize su ile 50 ml’ye
tamamlanmistir. Tiipler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 dipteki
tortu oynatilmadan siipernatant atilmis ve tiipler tekrar 50 ml steril deiyonize su ile
tamamlanarak santriflij iglemi aynen tekrar edilmistir. Son santrifiijden sonra slipernatant
uzaklagtirildiktan sonra tortu lizerine 10 ml steril doymus sekerli su (Sheather'in seker
soliisyonu; spesifik gravite: 1,27) ilave edilerek tortu ¢ozdiiriilmiis ve homojen hale
getirilmistir. Stispansiyon 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 i¢in 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 stire ile beklendikten sonra ayn1 hacimde ayni ependorf
tiipler igerisine yikama islemi gerceklestirilmistir. Ependorf tiipler steril deiyonize su ile
2 ml’ye tamamlanarak ultra santrifiijde 15300 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek ookistlerin
¢Okmesi saglanmistir. Santrifiij islemi sonrasinda dikkatlice siipernatant uzaklastirilarak
ependorf tiip igerisinde 120 pl hacimde ookist siispansiyonu birakilmistir. Genomik DNA
izolasyonuna gegmeden Once her bir 6rnege ait 0oKkist siispansiyonu spin-vortekslenerek
homojenize hale getirildikten sonra 10’ar pl iki kez 6rnek alinarak lam lamel arasinda
151k mikroskobunda ooKistlerin varligi yoniinden konfirme edilmis ve ooKist sayimi
yapilmustir. Sonraki basamakta, elde edilen ookKist siispansiyonlar1 0,5 mm glass beads ile
5 dk homojenizatorde (Tissue Lyser LT; Qiagen) mekanik pargalanmaya tabii
tutulmustur. Sonrasinda tiipler birer dakika olmak iizere 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 alinmistir. Final basamakta eliisyon 30 pl’ye ayarlanmistir. Elde edilen genomik

DNA ekstraktlarindan alinan Ornekler Qubit® Fluorometric Quantitation (Life
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Technologies) cihazinda iglenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA
miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. TagMan Real Time PCR Analizleri

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen digsk1 6rneklerinden elde edilmis genomik DNA
izolatlarinda, tavuklarda coccidiosise yol agan E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E.
mitis, E. necatrix, E. praecox ve E. tenella nin Real Time PCR’da identifikasyonlar i¢in
korunmus ITS-2 gen bolgesinden dizayn edilmis forward primerleri ile tim Eimeria
turleri i¢in ortak 28S rRNA gen bolgesinin 5° ucundan dizayn edilmis reverse primeri ve

ITS-2 gen bolgesine 6zgii TagMan problar (Tablo 3.1) kullanilmistir (106).

Tablo 3.1. Real Time PCR analizlerinde kullanilan primer ve problar

Eimeria tiirii Primer/Prob Dizilimi (5'---3")
) Emaac-1TS2F CCTTTCGTYCAYGRAAGAGAT
E. acervulina Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob ace FAM- CACTGGTGTATATCTCGAAAT -BHQ1
. Ebrac-ITS2F CCTTTCGTCCAYGAAAGAGATA
E. brunetti Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob bru FAM-AGTGCTACTGGTGGATAT-BHQ1
. Emaac-1TS2F CCTTTCGTYCAYGRAAGAGAT
E. maxima Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob max FAM- TGTACTACTGAATTGTATCTCGGA-BHQ1
) Eprmi-1TS2F CCYTTCGTTHAYGRAAGAGAT
E. mitis Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob mit FAM- TTTTCCTGTTGTGAGTTGTGTGT-BHQ1
) Etene-1TS2F TATGSTCCTTTCATTCBGAAAGAGA
E. necatrix Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob nec FAM- AATACGCACAGCACATGT-BHQ1
) Eprmi-1TS2F CCYTTCGTTHAYGRAAGAGAT
E. praecox Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob pra AATGAACGATTCTAGCATGCA
. Etene-ITS2F TATGSTCCTTTCATTCBGAAAGAGA
E. tenella Primer E-28SR CTCGMCTGATTTCAGGTCTA
Prob ten AATGTTTTGAGCAGGGCTA

Real Time PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin

kontrolii amaciyla her qPCR analizinde pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi
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Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuarinda mevcut olan izolatlar,
negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmigtir. Real Time PCR
analizleri CFX Connect (BioRad, USA) cihazinda ger¢eklestirilmistir. PCR master mix
(Luminaris Color Probe Low ROX gPCR Master Mix, Thermo Scientific) iireticinin

aciklamalarina gore toplam 20 pl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

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

TagMan prob tabanli Real Time PCR amplifikasyonu i¢in termal profil 95 °C 2dk 1
siklus, 95 °C 10dk 1 siklus ve 45 siklus 95 °C 15 sn, 58 °C 20 sn, 68 °C 20 sn olarak
ayarlanmigtir (106). Real Time PCR analizi sonunda orneklerdeki pozitiflikler ve
kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri ve Ct (dR) (Esik deger siklusu) verilerine gore

hesaplanmis ve degerlendirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. KONVANSIYONEL DISKI MUAYENESI SONUCLARI

Konvansiyonel digki muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan toplam 390 6rnegin 240’1
(%61,5) Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur. Ornek toplanan 11 kiimesin
ise tamaminda Eimeria tiirleri tespit edilmistir. Eimeria ookistlerini saptama amaciyla
direkt disk1 6rnekleri ve potassium dichromatli 6rnekler tizerinde kullanilan iki yontem
ile de 6rneklerde Eimeria oocytsleri belirlenirken (Sekil 4.1) birim sahadaki ookist
yogunlugu ve kaba partikiillerin eliminasyonu yoniinden potassium dichromatli 6rnekler
tizerine uygulanan modifiye teknigin daha etkin oldugu belirlenmistir. Eimeria ookistleri
ile pozitif belirlenen drneklerin isletme kiimeslerine gére dagilimlar: Tablo 4.1. ve Sekil

4.2.°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Diski 6rneklerinde Eimeria ookistleri



Tablo 4.1. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerin kiimeslere gore dagilimi
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Sekil 4.2. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerin kiimeslere gore yiizdesel dagilimi

%’\,

g

1. Kiimes 2. Kiimes 3. Kiimes 4. Kiimes 5. Kiimes 6. Kiimes 7. Kiimes 8. Kiimes 9. Kiimes | 10. Kiimes | 11. Kiimes | TOPLAM
incelenen O. S. 30 30 50 30 30 30 30 40 40 40 40 390
Pozitif O. S. 18 20 34 18 17 18 16 26 23 24 26 240
0.S.: Ornek say1st
Eimeria spp. Pozitifligi (%)
66,6 68 65
70 575 60
60
50
40
30
20
10
0
@6‘ <<‘ @6‘ @6‘ %6‘ <<‘ %6‘ 6‘ 6‘ @6‘ @6‘
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Tablo 4.1. ve Sekil 4.2.°de goriilecegi tizere tiim kiimeslerde birbirlerine yakin oranlarda

ve %50 nin lizerinde Eimeria spp. pozitifligi saptanmustir.

4.2. GRAM DISKIDAKI OOKIST SAYISI (OPG)

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 240 6rnegin OPG degerlerinin 100,00 ile
300000,00 arasinda degistigi belirlenmistir. OPG degerlerinin kiimeslere gore dagilimlari

ve ortalamalar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerde OPG degerlerinin kiimeslere gore dagilimi

isletme Adi Pozitif Ornek Protokol No OPG Ortalama OPG
5-1K 120,00
6-1K 112000,00
9-1K 6000,00
11-1K 131000,00
12-1K 89000,00
14-1K 10500,00
16-1K 90000,00
17-1K 24500,00
18-1K 137000,00
1. Kiimes 19-1K 56600,00 52300,00
20-1K 86560,00
23-1K 980,00
24-1K 2760,00
25-1K 5000,00
27-1K 43000,00
28-1K 480,00
29-1K 145000,00
30-1K 900,00
2-2K 3000,00
3-2K 79000,00
4-2K 15000,00
5-2K 980,00
7-2K 4580,00
2. Kiimes 9-2K 60000,00 44606,00
10-2K 61200,00
11-2K 68780,00
12-2K 250000,00
13-2K 1440,00
14-2K 6000,00
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17-2K 6600,00
19-2K 9880,00
20-2K 40200,00
22-2K 50400,00
23-2K 37600,00
24-2K 56000,00
28-2K 125000,00
29-2K 3460,00
30-2K 13000,00
1-3K 35000,00
5-3K 33000,00
6-3K 43000,00
7-3K 27600,00
11-3K 27880,00
15-3K 145000,00
16-3K 189900,00
17-3K 34000,00
18-3K 84000,00
19-3K 2000,00
20-3K 47000,00
21-3K 89800,00
22-3K 3460,00
23-3K 4600,00
24-3K 13400,00
25-3K 160000,00
3. Kiimes 26-3K 25000,00 42539,41
29-3K 6560,00
30-3K 55560,00
31-3K 42000,00
32-3K 9840,00
33-3K 46000,00
34-3K 21000,00
35-3K 5460,00
37-3K 56900,00
38-3K 16780,00
39-3K 23200,00
40-3K 45400,00
43-3K 43420,00
45-3K 980,00
46-3K 5400,00
48-3K 54560,00
49-3K 23200,00
50-3K 25440,00
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2-4K 1240,00
3-4K 12000,00
8-4K 6460,00
10-4K 100000,00
13-4K 98300,00
14-4K 8780,00
15-4K 5680,00
17-4K 31000,00
4. Kiimes 19-4K 156000,00
’ 20-4K 46680,00 47822,22
22-4K 57760,00
23-4K 24300,00
24-4K 72000,00
26-4K 5020,00
27-4K 98900,00
28-4K 48900,00
29-4K 54480,00
30-4K 33300,00
2-5K 10400,00
3-5K 58000,00
5-5K 44360,00
6-5K 20200,00
8-5K 4700,00
9-5K 10120,00
12-5K 68880,00
14-5K 202000,00
5. Kiimes 15-5K 20240,00 50021,17
16-5K 440,00
23-5K 76000,00
24-5K 88000,00
25-5K 12200,00
27-5K 98800,00
28-5K 58400,00
29-5K 66800,00
30-5K 10820,00
2-6K 76660,00
5-6K 10440,00
6. Kiimes 10-6K 40100,00 56254,44
12-6K 47880,00
13-6K 120200,00
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14-6K 112000,00
15-6K 14400,00
16-6K 68800,00
17-6K 20220,00
19-6K 1040,00

21-6K 840,00

22-6K 89000,00
24-6K 58640,00
25-6K 55100,00
26-6K 62820,00
27-6K 135400,00
28-6K 56140,00
29-6K 42900,00
1-7K 65400,00
27K 100,00

37K 49220,00
47K 100100,00
5-7K 10580,00
6-7K 14460,00
9-7K 41820,00

7. Kiimes 137K 560,90 45892,5
14-7K 33680,00
16-7K 15330,00
18-7K 63240,00
21-7K 57880,00
24-7K 47110,00
25.7K 98860,00
27-7K 51200,00
20-7K 84440,00
3-8K 58860,00
4-8K 111000,00
7-8K 89880,00
8-8K 20240,00
8. Kiimes 9-8K 32020,00 54184,61

12-8K 20020,00
15-8K 54080,00
18-8K 65660,00
21-8K 22000,00
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22-8K 1440,00
23-8K 135500,00
25-8K 88900,00
27-8K 39880,00
28-8K 42860,00
29-8K 220,00
30-8K 136000,00
31-8K 66600,00
32-8K 93380,00
33-8K 4300,00
34-8K 6400,00
35-8K 10100,00
36-8K 46600,00
37-8K 55000,00
38-8K 64000,00
39-8K 100460,00
40-8K 43400,00
3-9K 50000,00
4-9K 300000,00
5-9K 75040,00
6-9K 20220,00
8-9K 1220,00
11-9K 2480,00
13-9K 6860,00
14-9K 58880,00
16-9K 34600,00
17-9K 20460,00
9. Kiimes 19-9K 64440,00 51225,21
21-9K 1680,00
22-9K 2880,00
23-9K 10000,00
24-9K 19800,00
25-9K 42000,00
26-9K 80440,00
27-9K 96800,00
30-9K 140400,00
33-9K 20200,00
35-9K 28780,00
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379K 55500,00
38-9K 45500,00
8-10K 35400,00
11-10K 98800,00
12-10K 10280,00
13-10K 14060,00
14-10K 15660,00
16-10K 84400,00
17-10K 64800,00
18-10K 40780,00
20-10K 3980,00
23-10K 10800,00
24-10K 74220,00
25-10K 154400,00
10. Kiimes 610K 62460.00 48730,83
27-10K 20220,00
28-10K 40040,00
29-10K 86600,00
30-10K 20040,00
33-10K 840,00
34-10K 91060,00
35-10K 68800,00
36-10K 24400,00
37-10K 44400,00
38-10K 1080,00
40-10K 100020,00
2-11K 243000,00
4-11K 64400,00
5-11K 86060,00
6-11K 32040,00
7-11K 20400,00
8-11K 12440,00
11. Kiimes 011K 30440.00 50511,53
13-11K 64060,00
14-11K 15600,00
17-11K 8760,00
18-11K 64400,00
19-11K 9840,00
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20-11K 66600,00
22-11K 32000,00
24-11K 62400,00
25-11K 86600,00
26-11K 2400,00

27-11K 1200,00

28-11K 26800,00
30-11K 98600,00
32-11K 40860,00
33-11K 50000,00
35-11K 51200,00
36-11K 46800,00
37-11K 32800,00
40-11K 63600,00

4.3. TAQMAN REAL TiME PCR ANALIZ SONUCLARI

Eimeria ookistleri ile pozitif saptanan drneklere ait genomik DNA izolatlarinin Eimeria
tirleri yoniinden TagMan Real Time PCR sonuglar1 ve tiirlere gére prevalans degerleri
Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3’de verilen sonuglar ¢er¢evesinde en
yaygin tiir %95,8 ile E. tenella olarak belirlenmis bunu sirasiyla %83,33 ile E. maxima,
%58,3 ile E. acervulina ve %4,1 ile E. praecox izlemistir (Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Pozitif 6rneklerde saptanan Eimeria tiirleri ve prevalanslari

Pozitif Ornek Sayis Eimeria tiirii Prevalans
Say1 %
E. tenella 230 95,83
E. maxima 200 83,33
E. acervulina 140 58,33
240 E. praecox 10 4,16
E. brunetti 0 0
E. necatrix 0 0
E. mitis 0 0
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Prevalans (%)

120
100 9583
83,33
80
58,33

60
40
20

4,16

0 0 0
0 —

E. tenella E. maxima E. acervulina E. praecox E. brunetti  E. necatrix E. mitis

Sekil 4.3. Pozitif orneklerde Eimeria tiirlerinin dagihm grafigi

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen diski 6rneklerinde tek tiirle enfeksiyonlarin
yanisira en yiiksek ti¢ tiirle miks enfeksiyonlar saptanmistir. Bu kapsamda incelemeye
alinan 390 diski 6rneginin 200’ (%51,2) miks enfekte belirlenirken bu oran sadece
pozitif 6rnekler baz alindiginda %83,3 olarak hesaplanmistir. Miks enfeksiyonlara neden
olan Eimeria tiirleri ve bu enfeksiyonlarin prevalans degerleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.4°de
verilmistir. Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’ne gore E. acervulina, E. maxima, E. tenella tiirlerinin
miks seyrettigi enfeksiyonlarin prevalans degeri %65 olarak belirlenirken bunu %25°1ik
oranla E. maxima, E. tenella ve %5’lik oranlarla E. maxima, E. praecox, E. tenella ve E.

acervulina, E. tenella tiirlerinin meydana getirdigi miks enfeksiyonlar takip etmistir.

Tablo 4.4. Miks enfeksiyonlarin prevalansi ve Eimeria tiirleri

Miks Enfekte o Prevalans
. Eimeria tiirii
Ornek Sayis1 Say1 %
E. acervulina+E. maxima+E. tenella 130 65
200 E. maxima+E. praecox+E. tenella 10 5
E. maxima+E. tenella 50 25
E. acervulina+E. tenella 10 5
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E. acervulina+E. tenella I 5

E. maxima+E. tenella - 25

E. maxima+E. praecox+E. tenella I 5

E. acervulina+E. maxima+E. tenella _ 65

0O 10 20 30 40 50 60 70

2 Prevalans (%)

Sekil 4.4. Miks 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
Real Time PCR‘da pozitif belirlenen 6rneklerin Eimeria tiirlerinin tiir bazli olarak ITS-2

gen bolgesini amplifiye eden spesifik primer ve problarla analizi sonucu elde edilen

amplifikasyon egrileri Sekil 4.5-4.11°de gosterilmistir.

Amplification

Sekil 4.5. E. tenella yoniinden pozitif belirlenen bazi 6rneklerin Real Time PCR’da belirlenen
amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol, b-i: Pozitif 6rnekler, j: Negatif 6rnekler ve No DNA



Amplification
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Sekil 4.6. E. maxima yonlinden pozitif belirlenen bazi 6rneklerin Real Time PCR’da belirlenen

amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol, b-f: Pozitif 6rnekler, g: Negatif 6rnekler ve No DNA

Amplification
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Sekil 4.7. E. acervulina yoniinden pozitif belirlenen bazi 6rneklerin Real Time PCR’da belirlenen
amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol, b-d: Pozitif 6rnekler, e: Negatif 6rnekler ve No DNA

Amplification
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Sekil 4.8. E. praecox yoniinden pozitif belirlenen bazi drneklerin Real Time PCR’da belirlenen
amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol, b-C: Pozitif 6rnekler, d: Negatif 6rnekler ve No DNA
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Amplification
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Sekil 4.9. E. brunetti’nin Real Time PCR analizlerinde belirlenen amplifikasyon egrileri. a: Pozitif
kontrol, b: Negatif 6rnekler ve No DNA

Amplification
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Sekil 4.10. E. necatrix’in Real Time PCR analizlerinde belirlenen amplifikasyon egrileri. a: Pozitif
kontrol, b: Negatif 6rnekler ve No DNA

Amplification
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Sekil 4.11. E. mitis’in Real Time PCR analizlerinde belirlenen amplifikasyon egrileri. a: Pozitif kontrol,
b: Negatif 6rnekler ve No DNA



5. TARTISMA VE SONUC

Diinya’da kanatlilarin en 6nemli ve yaygin hastaligi olarak kabul edilen coccidiosis,
kanatlilarda direkt 6limlere neden olmakla birlikte yemden yararlanma ve canli agirlik
artisinda da gerilemelere yol agarak biiyiikk ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (37,
107). Hastaligin, 6zellikle tavukguluk sektoriinde, yillik 1,5 milyar dolar1 asan ekonomik
zarara yol agtigi bildirilmistir (65, 91, 108). Bu nedenle coccidiosis’e karsi tedavi,

miicadele ve korunma yontemleri son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir.

Tavuklarda coccidiosis’e neden olan etkenlerin bulasma ve yayilmasi, sporlanmis
ookistlerin primer olarak bulasik su ve yemlerin agiz yoluyla alinmasiyla
gerceklesmektedir (1, 2). Ancak coccidiosis’in meydana gelmesinde konak, etken, ¢evre,
bakim, besleme, diger enfeksiyonlar ve stres de kilit roller oynayan faktorlerdendir (2).
Konaga ait faktorler baslica yas, ik ve bagisiklik sisteminin etkinligi olarak
belirtilmektedir. Yapilan arastirmalarda (10, 15, 71) ozellikle E. tenella’ya karsi gesitli
tavuk irklarinin daha duyarl olduklari bildirilmistir. Bunun yaninda Beyaz Leghorn, New
Hampshire ve Rhode Island Red tavuk irklarinin coccidiosis’e daha direngli olduklari,
Barred Plymouth Rock ve Jersey White Giant wrklarinin ise daha duyarli olduklari
belirtilmistir (6). Calismamizda, Hubbard Isa Red Ja 1rk1 tavuklarin bulundugu ve herbiri
yaklagik 15000 adet tavuk barindiran 11 kiimeste coccidiosis etkenleri arastirilmis ve
toplanan 390 adet diski 6rneginin 240’ 1inin coccidiosis etkeni veya etkenleriyle (miks)
enfekte oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen %61,5’lik pozitiflik orani

bu tavuk 1rkinin coccidiosis’e kars1 duyarli oldugunu gostermistir.

Coccidiosis  kanatli yetistiriciliginde olduk¢a yaygin goriilen bir hastaliktir.
Coccidiosis’in yaygin olarak goriilmesinde; etkenlerin her yerde bulunmalari, kiimes
i¢cinde kolayca yayilmalar1 ve yuiksek tireme potansiyeline sahip olmalar1 gibi nedenler
rol oynamaktadir (59). Ozellikle hijyen eksikligi, kalabalik barindirmalar ve bakimsiz

kiimesler, monoksen bir hayat siklusuna sahip olan Eimeria etkenlerinin yayilislarini
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pozitif yonde etkilemektedir. Bu nedenle yetistiricilik yapilan alanlar, mevcut kosullar,

isletme tipi ve yonetimi hastaligin epidemiyolojisi a¢isindan énem arz etmektedir (1, 2).

Tavukculuk sektoriinde geleneksel kafes sistemi, ekipman ve is giicii masraflarinin diisiik
olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bu sistem yaygin olarak kullanilan bir iiretim
sistemidir. Haartsen ve Elson (109) yaptiklar1 ¢alismada kafes siteminin en ekonomik
sistem oldugunu belirtmislerdir. Ancak, son yillarda organik tarim ve hayvanciliktan elde
edilen triinlerin ilgi gdrmesiyle birlikte tavukguluk sektoriinde de kafes sistemi yerine
ektansif yetistiricilik 6n plana ¢ikmis ve salma tip (Serbest sistem, free-range) yetistiricilik
yapan isletmelerin sayis1 artmaya baglamistir (110). Salma tip tavukgulukta, tavuklarin
tamami1 giin boyu disar1 ¢ikarak belirli bir alanda serbest bir sekilde gezinebilmekte ve
gezindikleri alanlarda bulunan gidalardan faydalanmaktadirlar (110). Boylece sinirhi
alanda entansif olarak yetistirilen ve siirekli kontrol altinda tutulan tavuklara kiyasla
dogada serbest bir sekilde gezinen bu tavuklar, daha fazla dis etkenlere maruz
kalmaktadirlar. Ayrica bu tip isletmelerde hastaliklardan korunmada alinan tedbirler
entansif igletmelere gore daha yetersiz oldugu ifade edilmistir (111). Bunun yaninda
salma tip isletmelerde yetistirilen tavuklar, dogadan da besin alabilecegi 6n goriilerek
genellikle ihtiyac1 oldugundan daha az miktarda beslendikleri ve bu durumda hayvanlarin
yetersiz beslenmeye bagl olarak hastaliklara karsi daha duyarli olduklart bildirilmistir
(112). Bu nedenle salma tip isletmelerde goriilen hastaliklarin sayisinin da arttig: ve
isletmede bulunan tavuklarin ¢esitli patojenlerin hedefi oldugu belirtilmistir (113, 114).
Iklim sartlarma kars1 direngli olan ve toprakta haftalarca hatta aylarca canli kalabilen
Eimeria ookistleri bu patojenlerin en 6nemlilerindendir. Yapilan ¢caligmalarda (113, 114)
monoksen bir hayat siklusuna sahip olan Eimeria etkenlerinin, isletmeler ve kiimesler
arasinda mekanik nakil yoluyla kolayca yayildig: ve koruma-kontrol tedbirlerinin yetersiz
oldugu durumlarda ektansif isletmelere kiyasla, entansif isletmelerde daha yiiksek
prevalans degerleriyle seyrettigi bildirilmistir. Nitekim, Babatunde ve ark. (114)
Nijerya’da salma tip ve entansif yetistiricilik yapilan isletmelerde yiirittiikleri
calismalarinda topladiklar1 digsk1 6rneklerini Eimeria etkenleri yoniinden incelemisler ve
salma tip yapilan isletmelerde %32 oraninda bir pozitiflik saptarlarken entansif
isletmelerde bu oranin %18 oldugunu bildirmislerdir. Ancak bazi arastirmalarda (115-
117) isletme yOnetim sistemine bagl olarak entansif isetmelerde coccidiosis prevalans

oranlarmin daha yiiksek olabildigi de belirtilmistir. Ote yandan, Adhikari ve ark. (118)



48

camur-toprak zeminli ve beton zeminli isletmelerde yaptiklari caligmalarinda coccidiosis
prevalansin sirasiyla %29 ve %24 olarak belirlemisler ve zemin yapisinin coccidiosis
i¢in 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Calismamizda dogal toprak zeminde salma tip
tavukculugun yapildigt 11 kiimesten toplanan digki 6rnekleri incelenmis ve tiim
kiimeslerde Eimeria etkenlerinin bulundugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar,
arastiricilarin (113, 114, 118) bulgularina paralel olarak, ektansif yetistirme tiirii olan

salma tip tavukgulukta coccidiosis’in yaygin olarak goriildiigiinii ortaya koymustur.

Tiirkiye’de coccidiosis’in yayilisi ve coccidiosise yol acan Eimeria tiirleri ile ilgili sinirh
sayida c¢alisma mevcuttur. Mevcut arastirmalarda ookist morfolojisi, nekropsi ve
histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi gibi konvansiyonel yontemlerin yani sira
molekiiler yontemler kullanilarak da etkenlerin tiir tayinleri yapilmis ve sonug olarak
tavuklarda goriillen 7 Eimeria tiriiniinde (E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis,
E. necatrix, E. tenella, E. praecox) Tiirkiye’de bulundugu bildirilmistir. Ayrica, yapilan
literatlir taramalarinda &zellikle eski yillarda yapilmis caligmalarda E. hagani ve E.
mivati’nin tavuklarda coccidiosis’e neden olan Eimeria tiirlerine dahil edildigi
goriilmistiir (2). Ancak son ¢aligmalarda E. hagani’nin ayr1 bir tiir olmadigi, E. mivati ve

E. mitis’in ise sinonim olduklari ifade edilmistir (2).

Tiirkiye’de tavuk coccidiosis’i ile ilgili ilk tiir bildirimi, Baskaya ve ark. (119) tarafindan
“Ankara civciv ve piliglerinde gorilen coccidiosis olaylari iizerine arastirmalar” baglikli
calisma ile yapilmistir. Bu ¢alismada, Ankara Tavukguluk Enstitiisii, Ankara Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Enstitiisti kiimesleri ve Sincan koytinde; ookist morfolojisi, nekropsi
ve histopatolojik bulgular degerlendirilerek, muayene edilen 287 hayvandan 237’sinin
(%82,5) Eimeria tiirleri ile enfekte oldugu saptanirken coccidiosis’e neden olan bu tiirler
E. tenella, E. maxima, E. acervulina ve E. mitis olarak identifiye edilmistir. Oytun (120),
civcivlerde coccidiosis’e Karsi sulfamezatin sagaltiminin arastirdig1 ¢alismasinda Ankara
Ziraat Fakiltesi Zootekni Enstitist kiimeslerindeki 730 civcivde, nekropsi ve ookist
morfolojisine gore, E. tenella, E. acervulina, E. mitis ve E. praecox olmak iizere 4 farkli
tur tespit etmistir. Meydani (121), cesitli kimyasal bilesiklerin coccidiosis’den
korunmadaki etkilerini arastirdigi c¢alismasinda, Ankara’da 948 diski numunesini
incelemis ve ookist morfolojisine dayanarak E. tenella, E. necatrix, E. maxima, E.
acervulina ve E. mitis olmak tizere 5 Eimeria tiriini saptamistir. Merdivenci (122),

Ankara’da E. acervulina, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox ve E. tenella olmak
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uzere 6 farkli tart ookist morfolojisi ile belirlemistir. Demir (123), doktora tez
calismasinda, Bursa il sinirlart igerisindeki 45 kumesten topladigi 1396 tavuk diski
orneginin 740’ min (%53) coccidiosis etkenleri ile enfekte oldugu tespit etmistir. Ayn
arastirici, (123) etkenlerin tiir tayininde ookist morfolojisi, nekropsi ve histopatolojik
bulgular1 da degerlendirmis ve E. necatrix, E. tenella, E. brunetti, E. mitis ve E. maxima
tarlerini tespit etmistir. Giirel (124), Elaz1g yoresindeki tavuklarda ve digki1 drneklerinde,
ookist morfolojisi ve nekropsi muayenesi ile Eimeria tirlerinin insidensini arastirdigi
calismasinda; 578 tavuktan 130’ununun (%22,4) E. tenella, E. necatrix, E. acervulina ve
E. maxima olmak iizere 4 tirin yer aldigi coccidiosis etkenleri ile enfekte oldugunu
bildirmistir. Sar1 (125), Adapazari Merkez ve Kaynarca, Bolu-Goynik, Balikesir-
Bandirma ve Ankara-Kazan ilgelerinde bulunan kiimeslerden aldigi altlik ve diski
orneklerinde E. tenella, E. necatrix, E. maxima, E. brunetti, E. hagani, E. praecox ve E.
mitis tarlerini tespit etmistir. Karas (126), Adapazar1 Merkez ve Kaynarca, Balikesir-
Bandirma, Bolu-Goyniik ve Ankara Kazan ilgelerindeki kiimeslerden aldigr altlik ve digki
orneklerinde E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. mivati, E. necatrix, E. tenella ve E.
hagani tiirlerini saptanustir. Karaer ve ark., (127) Marmara, Karadeniz, I¢ Anadolu, Ege,
Akdeniz ve Dogu Anadolu bdlgelerinde bulunan toplam 1108 isletmede coccidiosis
etkenlerini arastirmiglar ve 602 (%54,3) ornekte pozitiflik saptamiglardir. Aymi
arastiricilar (127) pozitif saptadiklar1 6rneklerde E. tenella, E. acervulina, E. maxima, E.
praecox, E. necatrix, E. mitis ve E. brunetti tiirlerini identifiye etmislerdir. Giiven ve ark.,
(128) Tiirkiye’de broiler yetistiriciligi yapilan 817 giftlikteki toplam 1110 kiimesten
topladiklar1 diski 6rneklerini Eimeria tiirlerinin varligi yoniin arastirmislar ve drneklerin
624 (%56,2)’tiinde Eimeria ookistlerini saptamislardir. Ayrica arastiricilar, (128) klasik
PCR yontemi ile E. maxima, E. tenella, E. acervuline ve E. praecox tiirlerini saptarlarken,
E. mitis ve E. brunetti tiirlerini ise nested PCR yontemi ile teshis etmislerdir. Bu
calismamizda ise salma tip (free-range) tavukguluk isletmeciligi yapilan ve herbiri
yaklasik 15000 adet Hubbard Isa Red Ja 1rki tavuk barindiran 11 kiimesten toplam 390
adet digk1 ornegi toplanmis ve yapilan konvansiyonel digki muayenesi sonucunda, 390
ornegin 240’ 1nda (%61,5) Eimeria ookistleri tespit edilmistir. Ayrica 6rnek toplanan 11
kiimesin tamaminda Eimeria tiirlerinin bulundugu ortaya konmustur. Elde edilen
%61,5’lik coccidiosis prevalans oranmin Tirkiye’'nin cesitli bolgelerinde yapilan
caligmalarla ortaya konulan en diisiik %22,4 ve en yiiksek %82,5’lik prevalans oranlari

araliginda yer aldig1 belirlenmistir. Boylece ¢alismamiz sonuglari da dahil edildiginde
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Tiirkiye’de tavuklarda coccidiosis prevalansinin ortalama %54,9 civarinda oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan ¢alismamizda, Eimeria ookistleri ile pozitif saptanan drnekler,
Eimeria tiirlerinin teshisi amaciyla spesifik TagMan Real Time PCR analizlerine tabi
tutulmus ve incelen isletmelerde coccidiosis’e neden olan tiirlerin E. tenella, E. maxima,
E. acervulina ve E. praecox oldugu belirlenmistir. Boylece bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
varligi bildirilen 7 Eimeria tiirtinden 4’tiniin Samsun yoresindeki salma tip tavuk¢uluk

yapilan igletmelerde bulundugu molekiiler olarak tespit edilmistir.

Diinya’da kanath endiistrisinde en yaygin Eimeria tiirii olarak belirlenen E. tenella, sahip
oldugu %100 morbidite ve yiiksek mortalite oranlarinin yaninda tavuklarin sindirim
sistemlerinde meydana getirdigi agir hasarlar nedeniyle ayn1 zamanda en patojenik tiir
olarak da ifade edilmektedir (129, 130). Diinya’da yapilan ¢alismalar incelendiginde E.
tenella’nin yaninda E. maxima ve E. acervulina’nin da son derece yaygin bir sekilde
seyrettigi goriilmistir (2). Kaboudi ve ark. (111) Tunus’ta yaptiklari ¢aligmalarinda
coccidiosis enfeksiyon oranini %31,8 olarak belirlemislerdir. Ayni arastiricilar, (111)
caligmalarinda en yiiksek prevalans oranina sahip olan Eimeria tiiriinii E. tenella (%61,5)
olarak tespit etmisler, E. maxima ve E. acervulina’nin ise sirasiyla %12 ve %1,5’luk orana
sahip olduklarmi bildirmislerdir. Hamidinejat ve ark. (131) Iran’da yaptiklari ve
%31,5’1lik bir coccidiosis enfeksiyon orani saptadiklari ¢aligmalarinda E. tenella’nin
%31°1ik bir oranla en yaygin tiir oldugunu, E. maxima ve E. acervulina’nin ise %24,6 ve
%23’lik oranlarla bu tiirii takip ettiklerini tespit etmislerdir. Kumar ve ark. (132)
Hindistan’da yaptiklar ¢alismalarinda E. tenella’nin %97,9’luk bir prevalansla en yaygin
tiir oldugunu saptamiglardir. Calismamizda tavuklarda coccidiosis’e neden olan Eimeria
tirleri TagMan Real Time PCR analizleri ile identifiye edilmis ve belirlenen tiirler
icerisinde en yiiksek oranda yayilis gosteren tiiriin %95,8’lik oranla E. tenella oldugu
tespit edilmistir. Bunu %83,33 ile E. maxima, %58,3 ile E. acervulina ve %4,1 ile E.
praecox takip etmistir. Calismamizdan elde edilen bu bulgular Diinya’da yapilmis diger
caligma sonuglariyla paralellik gostermekte ve E. tenella’nin tavuk coccidiosis etkenleri

arasinda en yaygin Eimeria tiirii oldugunu dogrulamaktadir.

Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen diski orneklerinde tek tiirle
enfeksiyonlarm yanisira en yiiksek ii¢ tiirle miks enfeksiyonlar saptanmstir. incelemeye
alian 390 digki 6rneginin %51,2’sinin, sadece pozitif 6rneklerin ise %83,3 linlin miks

enfekte oldugu tespit edilmistir. Sadece miks enfeksiyonlar goz oniine alindiginda, E.
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acervulina, E. maxima ve E. tenella tiirlerinin prevalans degeri %65; E. maxima ve E.
tenella’nin %25; E. maxima, E. praecox ve E. tenella’nin %5 ve son olarak E. acervulina
ve E. tenella’nin prevalans degeri ise yine %5 olarak hesaplanmistir. Miks enfeksiyonlar,
yapilan arastirmalarda oldukga sik ortaya ¢ikmaktadir (133). Nitekim, Gyorke ve ark.
(134) Romanya’da 12 broyler c¢iftliginde yiiriittiikleri ¢alismalarinda miks
enfeksiyonlarin oranin1 %65 olarak saptamislar ve en yiikksek miks enfeksiyon oranlarina
sahip Eimeria tiirlerini E. acervulina + E. tenella (35%) ve E. acervulina + E. tenella +
E. maxima (17%) olarak belirlemislerdir. Kaboudi ve ark. (111) Tunus’ta yirittiikleri
caligmalarinda toplam miks enfeksiyon oranimni %26,5 olarak belirlemisler ve bu
enfeksiyonlari olusturan Eimeria tiirlerini E. tenella + E. maxima %25 ve E. tenella + E.
acervulina %1,5 olarak bildirmislerdir. You (135) Kore’de yaptigi ¢alismasinda iki
Eimeria tiiriiyle meydana gelen miks enfeksiyonlarin prevalans oranini %40, iig tiirle
meydana gelenleri %25 ve dort tiirle meydana gelen miks enfeksiyonlar1 %15 olarak
hesaplamistir. Diinya genelinde yapilan diger arastirmalar (136-139) incelendiginde miks
enfekte olarak belirlenen 6rneklerin en ¢ok E. tenella ve E. acervulina tiirleri tarafindan
olusturuldugu gorilmiistiir. Nitekim ¢alismamizda da bu iki tiirlin yaninda E. maxima’nin
da yer aldig1 miks enfeksiyonun %65°lik oran ile en yliksek prevalans degerine sahip

oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinde yapilan tavuk coccidiosis’i ¢alismalarinda (127, 128)
OPG degerlerinin 50 ile 952.000 arasinda degistigi rapor edilmistir. Gliven, (38) Tiirkiye
genelinde yiiriittiigli doktora tez calismasinda Samsun yoresindeki 25 kiimesten topladigi
diski1 6rneklerinde OPG degerlerinin 150 ile 367400 arasinda oldugunu bildirmistir.
Calismamizda ise bu degerler minimum 100 ile maksimum 300000 olarak kaydedilmistir.
Elde edilen ortalama OPG degerlerinin, yorede yapilan diger ¢alismanin (38) sonuglari

ile benzerlik gosterdigi goriilmistiir.

Geleneksel mikroskopi ve morfolojik teknikler tipik olarak coccidian ookistlerin
identifikasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu teknikler, 6nemli diizeyde parazitolojik
uzmanlik gerektirmektedir. Deneyimsiz kisiler tarafindan yapilan analizler, hastaliklarin
teshisi ve epidemiyolojisi hakkinda yanlis verilerin elde edimesine neden olmaktadir
(140). Ogzellikle ookistlerin fekal ve gida drneklerinden izole edilmesi, saptanmasi ve
identifikasyonundaki zorluklar, Eimeria, Sarcocystis, lIsospora, Cryptosporidium,

Cyclospora ve Toxoplasma gibi cinslere ait tiirlerin olusturduklari hastaliklarin kesin
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olarak saptanamamasina ve dolayisiyla da hastalik salgin arastirmalarinin ve etkin tedavi
stratejilerinin ortaya konmasina engel teskil etmektedir (141). Bu ag¢idan insan ve
hayvanlarda coccidian ookistlerin saptanmasi i¢in epidemiyolojik ve hastalik salgin
aragtirmalarinda rutin kullanim amaciyla giivenilir molekiiler tabanli tekniklerle

arastirmalara ihtiyag ortaya ¢ikmistir (140).

Son yillarda molekiiler teknolojilerde kaydedilen gelismeler, paraziter etkenlerin
gelisiminin ve tremesinin daha iyi anlasilmasina dolayisiyla da kontrollerinde yeni
yaklagimlarin gelistirilmesine olanak tanimistir. Etkenlerin dogru olarak tanimlanmasi ve
genetik karekterizasyonlariin yapilmasinin, siniflandirma, populasyon genetigi, ekoloji,
epidemiyoloji ve neden olduklari hastaliklarin tani, tedavi ve kontroliinde biiyiikk nem

tasidigi bildirilmistir (142).

Klinik orneklerde patojen organizmalarin saptanmasinda, prob olusturulmasinda,
klonlamada, gen ekspresyon arastirmalarinda, DNA dizi analizinde, biiyiikk miktarda
DNA o6rneklerinin olusturulmasinda, bilinmeyen dizilerin belirlenmesinde, restriksiyon
fragment length polimorfizm (RFLP) analizinde ve daha bir ¢ok alanda siklikla kullanilan
ve DNA tabanli bir teknik olan PCR, coccidiosis etkenlerinin identifikasyon ve
karekterizasyonu i¢in de kullanilmaya baglanmis ve boylece Eimeria turlerinin genomik
bilgisi daha net bir sekilde ortaya konmustur (143, 144). Ancak, geleneksel metotlarla
kiyaslandiginda daha hizli, giivenilir, spesifik, duyarli ve optimize edildiginde objektif
olan PCR tekniginin diger yontemlere kiyasla bazi dezavantajlarinin bulunabildigi
bildirilmistir (106). Ornegin, miks enfeksiyonlarda, 6zellikle hedef gen bdlgesinin uygun
belirlenemedigi durumlarda konvansiyonel PCR teknigi ile teshisin olduk¢a gii¢ ve
karmasik bir hale doniistiigli, ayrica optimizasyonun iyi yapilamadigi baz1 durumlarda
PCR’m, yanlis pozitiflikler verebildigi kaydedilmistir (106). Bu nedenle son yillarda
arastiricilar ¢alismalarinda, konvansiyonel PCR teknigine kiyasla daha duyarl ve 6zgiil

olan Real Time PCR teknigine yonelmislerdir (39, 40, 106).

Real Time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen
bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi, es zamanli hizli teshise olanak saglamast,
otomasyona uygun olmasi, mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlarini hassas bir sekilde
belirleyebilmesi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda gelmistir (41,
42). Farkli Real Time PCR teknikleri bir¢ok farkli bilimsel alanda kullanilmaktadir.
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Ornegin Cryptosporidium parvum’un insanlar i¢in patojenik genetik varyantlarmin (145,
146), cesitli kanatli Eimeria tiirleri (43-46), Borellia (147) ve Plasmodium (148),
Leishmania organizma gruplar1 (149) ile plum pox virus suslarinin (150) basarili bir
sekilde ayriminda ve tek niikleotid polimorfizmlerinin spesifik olarak belirlenmesinde
(151, 152) Real Time PCR teknikleri yiiksek 6zgiinliikkte kullanilmigtir. Calismamizda
Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen disk1 6rneklerinden elde edilmis genomik DNA
izolatlarinda, tavuklarda coccidiosise yol agan E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E.
mitis, E. necatrix, E. praecox ve E. tenella’nin identifikasyonlar1 amaciyla Real Time
PCR teknigi kullanilmistir. Bu kapsamda elde edilen sonuglar, diger arastiricilarin bulgu
ve c¢ikarimlarma benzer sekilde bu teknigin hizli, hassas ve 06zgiin oldugunu ve
coccidiosis ¢alismalarinda 6zellikle tani, korunma ve kontrolde ideal bir yontem olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Kanatli Eimeria tirlerinin ITS bolgeleri yeterli 6lgtide tiirler arasi sekans varyasyonuna
sahip olup, turlerin belirlenmesi ve diger tiirlerden ayirt edilmesinde kullanilan analizler
igin primer se¢imine olanak tanimaktadir. Hem sekans uzunlugunda hem de baz
yapisindaki heterojenitesine bagli olarak ITS gen bolgelerinin spesifik primer dizayni i¢in
uygun hedef bolgeler oldugu bildirilmistir (153). Bu nedenle ¢alismamizda Morgan ve
ark. (106)’nin ITS-2 gen bolgesinin 3° ucundan dizayn ettikleri primer ve problar
kullanilmig ve bu hedef gen bolgesinin Eimeria tiirleri basartyla identifiye etmede son

derece kullanigh oldugu dogrulanmaistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Samsun yoresindeki salma tip tavukguluk yapan isletmelerde
coccidiosis’e yol agan Eimeria tiirlerinin molekiiler prevalansi ortaya konmus, primer
yaygin ve predominant patojenik tiiriin E. tenella tiir oldugu saptanmistir. Meydana gelen
enfeksiyonlarmn yiiksek oranda miks karakterde olduklari belirlenmis ve Real Time PCR
tekniginin epidemiyolojik arastirmalar ¢ergevesinde coccidiosis etkenlerini belirleme ve
Eimeria tiir identifikasyonlarim1 gergeklestirmede son derece kullanigh ve duyarli bir
yontem oldugu da bu calismayla ortaya konmustur. Ayrica bu ¢alismayla, Son yillarda
Tiirkiye’de sayilart artan salma tip tavukguluk isletmelerinde coccidiosis’in molekiiler
epidemiyolojisi belirlenerek, hastaliga kars1 etkin kontrol ve miucadele stratejilerinin
gelistirilmedigi ve gerekli tedbirlerin alinmadigi takdirde coccidiosis’in risk
potansiyelinin bu tip isletmelerde daha ¢ok artabilecegine dikkat ¢ekilmistir. Coccidiosis

ile miicadele edilebilmesi ve ekonomik kayiplarin 6niine gecilebilmesi igin entansif
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isletmelerin yaninda ektansif isletmeleri de kapsayan genis capli molekiiler
epidemiyolojik caligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Model bir molekiiler arastirma
karakteristigine sahip olan bu ¢alisma, takiben yapilacak proje ¢alismalari i¢in ¢ok 1yi bir
yol gosterici olacaktir. Farkli bolgelerden elde edilecek benzeri yeni molekiiler
epidemiyolojik veriler 1s1ginda Tirkiye’de endistriyel kanatli yetistiriciliginde,

coccidiosis ile miicadelede yeni ve modern stratejiler gelistirilebilecektir.
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