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BURSA KARACABEY YORESINDE ATLARDA THEILERIA EQUI VE BABESIA
CABALLI’NIN REAL TIME PCR iLE ARASTIRILMASI VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

T.C. Erciyes Universitesi, Saglhk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Kasim 2012
Damisman: Dog. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu ¢alismada, Bursa Karacabey yoresinde atlarda Theileria equi ve Babesia caballi’nin Real
Time PCR ile molekiiler prevalansinin belirlenmesi ve elde edilen izolatlarin molekiiler
karakterizasyonlarinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu amagla Mayis - Temmuz 2009
tarihleri arasinda Karacabey Tarim Isletmesi Miidiirliigii'ne ait 153 ve Tiirkiye Jokey Kuliibii
Karacabey Pansiyonel Harasindaki 50 olmak iizere toplam 203 attan teknigine uygun olarak kan
ornekleri alinmustir. Kan 6rneklerinden DNA ekstraksiyonunu takiben, B. caballi ve T. equi nin
18S rRNA gen bolgesini parsiyel olarak amplifiye eden spesifik primerlerle TagMan prob bazl
Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir. Incelemesi yapilan atlardan 10’u (%4,93)
piroplasmosis yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen 6rneklerin merkezlere gore
dagilimi incelendiginde Tarim Isletmesi Miidiirliigiinden &rneklenen 153 atin 4’{inde T. equi,
34inde B. caballi pozitifligi belirlenirken Tiirkiye Jokey Kuliibiinden 6rneklenen 50 atin 2’sinde
T. equi, 1‘inde ise B. caballi pozitifligi tespit edilmistir. Arastirma ydresinde T. equi, ve B.
caballi’nin prevalansi sirastyla %2,96 ve %1,97 olarak saptanmustir. 18S rRNA genini parsiyel
olarak amplifiye eden primerler ile konvansiyonel PCR analizleri sonucunda T. equi pozitif 4 ve
B. caballi pozitif 1 olamak tizere toplam 5 izolatin jel tizerinde amplifikasyon gosterdigi tespit
edilmistir. Konvansiyonel PCR’in Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu %50,0
sensitivite ve %100,0 spesifite gosterdigi belirlenmistir. PCR sonucu pozitif belirlenen 5
izolattan yalnizca T. equi’ye ait olan iki izolat sekans analizleri i¢in uygun konsantrasyonda
belirlenmistir. 18S rRNA sekans analiz sonuglarina gére Bursa Karacabey yoresinde atlardan
elde edilen T. equi BK-1 ve BK-2 izolatlarinin kendi aralarinda %100 identik olduklari,
diinyadaki diger T. equi izolatlariyla aralarmda ortalama %2,5+0,6 farklilik gosterdikleri ve T.
equi Genotip E’de yer aldiklari saptanmustir.

Anahtar kelimeler: At, Theileria equi, Babesia caballi, Real Time PCR, Molekiiler

karakterizasyon
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INVESTIGATION OF THEILERIA EQUI AND BABESIA CABALLI BY REAL TIME
PCR IN HORSES IN KARACABEY REGION OF BURSA AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF THE ISOLATES

Erciyes University, Graduate School of HealthSciense
Department of Veterinery Parasitology
Doctorate’s Thesis, November 2012
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT
This study was carried out to determine the molecular prevalence of Theileria equi and Babesia
caballi in horses in Karacabey region of Bursa and to designate the molecular characterization
of the obtained isolates. For this aim between May and July of 2009, blood samples were
techniqually collected from totally 203horses, in which 153 were belong to Agricultural
Management Directorate and 50 were belong to the Turkish Jockey Club Karacabey stud farm.
Following the genomic DNA extractions from blood samples, TagMan probe based Real Time
PCR analyses were performed with the specific primers which partially amplified the 18S rRNA
gene region of B. caballi and T. equi. 10 (4.93%) of the examined horses were found to be
infected with piroplasmosis. When examining the distribution of the positive samples over the
collection centers, 4 and 3 horses from Agricultural Management Directorate and 2 and 1 horses
from Turkish Jockey Club were found to be positive for T. equi and B. caballi, respectively. The
prevalence of T. equi and B. caballi in the research area were determined as 2.96% and 1.97%,
respectively. According to the conventional PCR which partially amplifies the 18S rRNA gene
region, totally 5 isolates, 4 from T. equi positive and 1 from B. caballi, were determined to give
amplification on the agarose gel. Conventional PCR showed 50.0% sensitivity and 100.0%
specificity when compared with the Real Time PCR. Only two out of 5 PCR positive isolates
belong to T. equi were found to have suitable concentration for sequence analyses. BK-1 and
BK-2 T. equi isolates obtained from horses of Bursa Karacabey region were determined to be
100.0% identic to each other and showed 2.5+0.6% distance from other T. equi isolates from the

world and also they were determined in the T. equi Genotype E.

Key words: Horse, Theileria equi, Babesia caballi, Real Time PCR, Molecular characterization
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1.GIRIS VE AMAC

Diinyada son zamanlarda teknolojinin de gelismesiyle birlikte meydana gelen hizli
makinelesme sonucu atlarin hayatimizdaki yerinin azaldig1 diistiniilse de 6zellikle kirsal
bolgelerde hala atlardan faydalanilmakta, bunun yaninda spor ve turizm amaci ile at
yetistiriciligi yapilmakta ve ayrica atlar, insan ve hayvan sagligi i¢in laboratuvarlarda
serum iretiminde kullanilmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore
Tirkiye’de 1991 yilinda 495.543 bas at bulunurken, 1999 yilinda 333.000 bas, 2011
yilinda ise 151.230 bas at bulundugu bildirilmektedir. Bunlardan 2.234 bas at Bursa

ilinde, 440 bas at ise Bursa’nin Karacabey yoresinde bulunmaktadir (1).

Ozellikle spor amagl kullanilan atlarin viral, bakteriyel ve paraziter etkenler ile enfekte
olmasi, onemli derecede performans kayiplarina ve hatta oliimlere neden olmaktadir.
Ulke ekonomisine katkis1 gdz dniine alindiginda 6zellikle spor amagcli kullanilan atlarin
diger atlara oranla ¢ok daha degerli ve 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hem
performans kayiplarim1 Onlemek hem de oliimlerin online gegmek amaciyla diger
kontrollerin yani sira atlarda parazitolojik kontrollerin diizenli yapilmasi, hastaligin
teshisinin en hassas ve dogru sekilde yapilmasi, buna gore koruyucu tedbirlerin

zamaninda alinmas1 gerekmektedir.

Tiirkiye’de giiniimiize kadar atlarda Theileria equi (Syn. Babesia equi, Laveran, 1901)
ve Babesia caballi (Nuttall, 1910) etkenlerinin neden oldugu piroplasmosis olgulari

lizerine c¢alismalarin daha ¢ok konvansiyonel ve serolojik yontemlerle yapildigi,



molekiiler caligmalarin = sayisinin  ¢ok  smiurli  oldugu, molekiiler tiplendirme
caligmalarinin ise olmadigi goriilmektedir. Halbuki s6z konusu hastaliklarda bulagma
dinamiklerinin belirlenmesi, epidemiyolojik faktorlerin analizi ve etkili kontrol
stratejilerinin gelistirilmesinde enfeksiyona yol agan tiir ve genotiplerin saptanmasi
olduk¢a onemlidir. Bu ¢alisma, Bursa Karacabey yoresinde atlarda Theileria equi ve
Babesia caballi’nin Real Time PCR ile arastirilmasi, molekiiler prevalansinin
belirlenmesi ve elde edilen izolatlarin Diinyadaki diger izolatlarla filogenetik

iliskilerinin arastirilmasi amaciyla planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

Diinyada tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak goriilen tek tirnakl
piroplasmosis’i; Babesia caballi ve Theileria equi’nin neden oldugu, Ixodidae ailesine
bagli kenelerle transovarial (sadece B. caballi) ve transstadial yolla nakledilen, zoonotik

onemi olmayan bir protozoon hastaligidir (2-5).

Gecmiste hastalik; antrax hummasi (anthrax fever), safra hummasi (biliary fever), petesi
hummasi, at vebasi, tek tirnakli sitmasi ve nuttaliosis gibi isimlerle de adlandirilmistir
(6-8). Tek tirnaklilarda ilk piroplasmosis olgusunun Hutcheon’a atfen 1893°de Natal de
Wiltshire’da goriildiigii ve hastalifin beygirlerin “fievre bilieuse” olarak adlandirildigy;
Guglielmi’ye atfen Italya’da ilk tek tirnakli piroplasmosis olgusunun 1899°da “Beygir
Malaryas1” adi altinda rapor edildigi; Nuttal’a atfen 1910 yilinda tek tirnaklilarda
Piroplasma caballi ve Nuttalia equi adinda iki ayri tiiriin bulundugu bildirilmistir (9).

Tiirkiye’de ise atlarda klinik piroplasmosis olgusunun Samuel ve Cafer Fahri’ye atfen
Balkan Savasi sirasinda goriildiigli; daha sonrada Samuel ve Koylioglu’na atfen

1930°da Bursa Karacabey’de ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (9, 10).
2.1. SINIFLANDIRMA

Atlarda piroplasmosis’e neden olan tiirlerden Babesia caballi Nuttal, 1910,
Apicomplexa kok altinda, Aconoidasida Mehlhorn ve ark., 1980 siifinda, Piroplasmida
Wenyon, 1926 dizisinde, Babesiidae Poche, 1913 ailesinde, Babesia Starcovici, 1893,



4

soyunda yer almaktadir. Onceki yillarda Babesia equi olarak adlandirilan ancak son
yillarda yapilan caligmalar sonucu omurgalida lenfositer sizogoninin gdézlenmesi ve
vektor kenede transovarial geg¢is olmamasi nedeniyle Theileria equi (Syn. Babesia equi)
Laveran, 1901, olarak adlandirilan diger piroplasmosis etkeni ise, yine B. caballi ile
ayni dizide yer almakta ancak Theileriidae Du Toit, 1918, ailesinde ve Theileria
Bettencourt ve ark., 1907, soyunda bulunmaktadir (2, 11, 12), (Tablo 2.1, 2.2).

Tablo 2.1. Babesia caballi’nin taksonomideki yeri.

Simiflandirma

Kokalti: Apicomplexa

Sinif: Aconoidasida, Mehlhorn ve ark., 1980

Dizi: Piroplasmida, Wenyon, 1926

Aile: Babesiidae, Poche, 1913

Soy: Babesia, Starcovici, 1893

Tur: Babesia caballi Nuttal, 1910

Tablo 2.2. Theileria equi’nin taksonomideki yeri.

Smmiflandirma

Kokalti: Apicomplexa

Sinif: Aconoidasida, Mehlhorn ve ark., 1980

Dizi: Piroplasmida, Wenyon, 1926

Aile: Theileriidae, Du Toit, 1918

Soy: Theileria, Bettencourt ve ark., 1907

Tiir: Theileria equi, Laveran, 1901




2.1.1. Filogeni ve Genomik Yap1

Cogunlugu memelilerde piroplasmosis’e yol agan ¢ok sayida tiir tanimlanmis olup,
giinlimiizde halen bazilarinin sistematikteki yeri tartismali bulunmaktadir. Bu tiirlerden
Babesia equi’nin filogenetik analizi sonucunda, Theileria soyunda yer almasi ve adinin
da Theileria equi olarak degistirilmesi kabul edilmistir. Ayrica son zamanlarda yapilan
calismalar sonucu yeni Babesia gruplari ortaya ¢ikmis, atlarda piroplasmosis’e neden
olan etkenlerden B. caballi de, B. bigemina, B. bovis, B. ovis, gibi toynaklilarin Babesia
tiirlerinden ve sigirlarin diger Babesia tiirlerinden olusan “Ungulibabesidler” ad1 verilen

gruba dahil edilmistir (13).

Her filogenetik grup, biiyiikliik ve yap1 farkliliklart olan mitokondriyal genoma sahiptir.
Farkli gruplarin mitokondriyal genomik yapilari, kendi aralarinda onemli OSlgiilerde
degisiklikler gostermektedir. Babesia veya Theileria soylarina ait tiirlerin mitokondriyal
genomlart 6,6kb biiyiikliigiinde olup, bu soya yakin olan diger tiirlere (Plasmodium
spp.) kiyasla daha kiigiiktiir. Theileria equi ise diger Theileria tiirlerinden farkli olarak
daha biiylik bir mitokondriyal genoma sahiptir (8,2 kb), (14). Son yillarda yapilan
caligmalarla piroplasmosis etkenlerinin filogenitik agaci1 Sekil 2.1°de gosterildigi gibi
belirlenmistir (14). Bunun yaninda, B. caballi ve T. equi etkenlerinin 18S rDNA gen
bolgesi iizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda, B. caballi’nin 2, T. equi’nin ise 5 genotipinin

oldugu bildirilmistir (15).



r pared Monomeric linear 6.6 kb
96 e x 1
08 T. annulata I
/1 Inversion
/ Monomeric linear 6.7 kb
A 1I: orientalis e, IR I
B — B. bovis
| 89
g1l “——B._bigemina
Monomeric linear 6.6 kb
98 B. caballi
65 B. oib :
E gl SOl
Monomeric lincar 8.2 kb
I equi —
Gene-embedded long TIR
P. falciparum
01 Concatemer 6.0 kb

Sekil 2.1. Atlarda piroplasmosis’e neden olan T. equi ve B. caballi’nin yer aldig1 filogenetik agac.
(Kaynak: Hikosaka ve ark, 2010: 14)

2.2. MORFOLOJi

Atlarda piroplasmosis’e yol agan etkenlerden B. caballi ve T. equi gelismelerinin belirli

donemlerinde apical kompleksi olusturan elektron mikroskobik organellere sahiptirler.

Babesia caballi, 2-5 pum biiytikliigiinde olup eritrositler icinde amoeboid, oval, yuvarlak

genellikle tek veya ¢ift armut formunda bulunmaktadir. Morfolojik olarak Babesia

bigemina’ya benzeyen etken, ikili armut formunda goriilmektedir. Merozoitlerde roptri,

mikrotubuller, ribozom ve endoplazmik retikulum bulunmaktadir (16-18), (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. B. caballi piroplasmlar1 (Kaynak: http://www.kmle.co.kr/search.php?
Search=Babesia%?20caballi)
Theileria equi ise 1,5-3 pm biiyiikligiinde olup yuvarlak, oval, amoeboid veya armut
formunda bulunmaktadir. Karakteristik olarak boliinme sekli Malta hagina (dortlii hag
formu) benzemekle beraber yuvarlak, oval ve armut seklinde de goriilebilmektedir (6, 8,

16-18), (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Eritrositlerde T. equi piroplasmlar1 (Kaynak: http://www.vetnext.com/
search.php?s=aandoening&id=73060442801%20469)



2.3. BiYOLOJi

Babesia caballi ve T. equi heteroxen hayat siklusuna sahip protozoonlardir. Yasam
dongiilerinde, sicakkanli omurgalilar son konak, Ixodidae ailesindeki bazi kene tiirleri

ise ara konak vazifesi gérmektedir (10).
2.3.1. Tek Tirnakhlarda Gelisme
Theileria equi:

Tek tirnaklilar i¢inde piroplasmosis’e en duyarli hayvanlarin atlar oldugu belirtilmistir
(19, 20). Theileria equi’de, kenelerin tiikiirik bezi asini hiicrelerinde bulunan
sporozoitler, kene tarafindan kan emme esnasinda konaga aktarilmakta ve 5 - 8 giin
icerisinde once lenf yumrularina, daha sonra lenfoblastoid hiicrelere girerek sizogoni
(merogoni) ile cogalmaktadirlar. Takip eden periyotta, ¢ogalan sizontlar konak hiicreyi
de boliinmeye tesvik ederler. Sizogoni neticesinde, 6nce az sayida biiylik cekirdekli
makrosizontlar, daha sonra da makrosizontlardan c¢ok sayida kiiciik ¢ekirdekli
mikrosizontlar olusur. Lenfositlerin pargalanmasiyla, mikrosizont iginde gelisen ¢ok
sayida merozoit (lenfositlerin sitoplazmalar1 igerisinde gelisen sizontlara, ilk defa tespit
eden sahsa atfen Koch Cisimcigi adi verilmektedir) serbest hale gelir ve eritrositlere
girerek halka, amaboid ve dortli ha¢ formunda gelismelerini ve cogalmalarini
sirdiiriirler. Enfekte eritrositlerin pargalanmasindan sonra agiga cikan etkenler diger

eritrositlere girerek ayni sekilde gelisimine devam etmektedirler (7, 21- 23).
Babesia caballi:

Babesia caballi’de, T. equi’den farkli olarak vektor kene tiirleri tarafindan konaga
aktarilan sporozoitler lenf yumrularina ugramadan dogrudan konak eritrositlerine
girerek piroplasmlar (trofozoit) haline doniisiirler. Trofozoitler ikiye veya dorde
boliinerek kiz hiicreleri (merozoitler) meydana getirir. Enfekte eritrositin pargalanmasi
sonucu serbest kalan merozoitler, diger saglam eritrositlere girerek onlar1 da enfekte
ederler. Bu sekilde enfeksiyon konagin dliimiiyle, konagin diren¢ (immunite) kazanip

parazitleri temizlemesiyle ya da premunisyonla sonuglanir (21, 22, 24, 25).

Ayrica B. caballi ve T. equi’nin gebelerde fotiise gecebildigi de (intrauterin bulasma)
bildirilmistir (7, 23, 26, 27).



2.3.2. Vektor Kenelerdeki Gelisme

Vektor keneler, hastalik etkenlerini bir konaktan digerine ya transstadial ya da
transovarial-vertikal yolla nakletmektedirler. Atlarda piroplasmosis’e neden olan
etkenlerden T. equi’de sadece transstadial nakil goriiliirken B. caballi’de ise hem

transstadial hem de transovarial nakil goriilmektedir (6, 16, 28, 29).
Theileria equi:

Theileria equi, vektor kenenin enfekte hayvandan kan emmesiyle birlikte, kenenin orta
bagirsagina gecer. Burada enfekte eritrositlerin sindirilmesini takiben piroplasm formlar
serbest hale gecer. Bunlarin i¢inden 6zellikle halka formlar gelismeye ugrayarak bir
kism1 mikrogamontu ve takiben mikrogametleri olustururlar. Digerleri ise yuvarlak
makrogamontlar1 olusturur ve bunlardan da makrogametler meydana gelir. Neticede
kene bagirsaginda mikrogamet ile makrogametin birlesmesi sonucu zigot olusur. Zigot
mide duvarini delerek hemolenfe geger ve uzayarak ookinet halini alir. Hareketli olan
ookinetler tiikiirik bezlerine gegerek sporogoni donemine girer ve Once sporoblastlar,
daha sonra da sporozoitler olusur. Kene gémlek degistirip yeni bir konagi enfekte
etmesinden kisa bir slire Once parazitler aktive olarak kenenin tiikiiriik bezi asini
hiicrelerinin sitoplazmalar igerisinde sporozoitler sekillenir. Kan emmeye devam eden
kenelerin, sporozoitleri kan emdikleri yeni konaga vermeleri ile parazitler bir

hayvandan digerine nakledilmis olur (8, 23, 30, 31).

Etkenler once nimf safhasindaki kenenin tiikiirik bezinde sporogoni ile g¢ogalir.
Meydana gelen sporozoitler kene eriskin oldugunda da ¢ogalmaya devam ederek ikinci
nesil sporozitleri meydana getirirler. Meydana gelen her iki tip sporozoit de enfektiftir
(21, 22).

Babesia caballi:

Babesia caballi’de, T. equi’den farkli olarak ayrica transovarial nakil de goriilmektedir.
Vektor kenenin enfekte konaktan emdigi kanin kenenin orta bagirsagina gegmesiyle
enfekte eritrositlerle alinan gamontlardan (gametositler) “strahlenkérper” adi verilen,
cikintili formdan 1smsal cisimciklerinin (ray-bodies) iki popiilasyonu olusur. Cok
cekirdekli 1s1nsal cisimciklerin bir araya gelmesiyle biiylik topluluklar olusur. Bir kez
boliinme oldugunda gametler oldugu varsayilan haploid sayida tek cekirdekli 1sinsal

cisimcikler meydana gelir. Daha sonra bu yapilarin bir ¢ifti bir araya gelerek syngami
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yoluyla kiiresel hiicre (spherical cell) olarak adlandirilan zigotu olusturur. Olusan zigot
hareketlidir ve kene bagirsaginda tercihen sindirim hiicrelerini enfekte eder.
Muhtemelen burada cogaldiktan sonra, vitellojen sentezleyen bazofilik hiicrelere
yerlesir. Burada daha fazla boliinmeyle hareketli ookinetler (vermikiiller, sporokinetler)
meydana gelir. Vermikiiller, zigotu parcalayarak bagirsak bosluguna dokiiliirler ve
bagirsak epitelyum hiicrelerine, malpighi tubuluslarina, epidermis hiicrelerine, kaslara,
hemolenfe giderek gelismelerini siirdiirirler. Kene bagirsak hiicrelerinde, poliploid
kinetlerin (vermikiiller, sporokinetler, biiyiik merozoitler) sekillenmesiyle sizogoni
(¢oga boliinme, sporogoni) olusur. Bu ¢omak sekilli (club-shaped) hareketli Kinetler,
kenenin hemolenfine gecerek ovaryumlar (oocytler) dahil olmak iizere degisik tipte
hiicre ve dokular1 enfekte ederler ki, buralarda sekonder sizogoninin tekrarlayan
sikluslar1 gergeklesir. Boylece, enfekte kenenin yumurtalariyla larval doneme
transovarial nakil gergeklesir. Transovarial enfekte larvalarda kinetler, tiikiirik bezi
hiicrelerine girerler ve ¢ok ¢ekirdekli donemlere transforme olurlar. Sporogoni ile dnce
sporoblastlar, sonra sporoblastlarin pargalanmasiyla kiigiik, haploid sayida sporozoitler
meydana gelir. Paraziti (sporozoit) duyarli hayvanlara, vektor kene tiirlerinin larva
donemi disinda kalan nimf ve ergin (erkek ve disi) donemleri nakledilebilir (Sekil 2.4),
(21, 22).

#

(O] F

\#@f\l

Sekil 2.4. T. equi’nin yasam ¢emberi (Kaynak: Mehlhorn ve Schein, 2008: 32.)
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2.4. VEKTOR KENELER

Hastalik etkenleri bir hayvandan digerine Ixodidae ailesinden cesitli kene tiirleriyle

nakledilmektedir.

Diinya’da B. caballi’nin vektorliigiinii, Dermacentor marginatus, Dermacentor
reticulatus, Dermacentor nitens, Dermacentor silvarum, Hyalomma anatolicum
excavatum, Hyalomma dromedarii, Rhipicephalus bursa ve Rhipicephalus sanguineus
tirleri yapmaktadir. Tiirkiye’de ise bu tiire D. marginatus, H. a. excavatum, R. bursa ve
R. sanguineus tiirleri vektorliikk yapmaktadirlar (8, 16, 28, 23), (Tablo 2.3).

Yine Diinya’da T. equi’nin vektorligiinii, Rhipicephalus evertsi, Rhipicephalus
turanicus, R. sanguineus, R. bursa, D. reticulatus, D. marginatus, Hyalomma
anatolicum anatolicum, H. anatolicum excavatum tiirleri yapmaktadir. Bunlardan
Tirkiye’de R. bursa, R. sanguines, R. turanicus, D. marginatus, H. anatolicum
excavatum, H. anatolicum anatolicum tiirleri bulunmaktadir. (8, 16, 28, 23), (Tablo
2.3).

Tablo 2.3. At piroplasmosis’inde vektorliik yapan kene tiirleri

Hastahk Etkeni Vektor Kene Tiirleri

Dermacentor marginatus*, Dermacentor reticulatus, Dermacentor nitens,
Babesia caballi Dermacentor silvarum, Hyalomma anatolicum excavatum*, Hyalomma

dromedarii, Rhipicephalus bursa*, Rhipicephalus sanguineus*

Dermacentor marginatus*, Dermacentor reticulatus, Hyalomma
o . anatolicum  anatolicum*,  Hyalomma  anatolicum  excavatum*,
Theileria equi o ) . . .
Rhipicephalus  evertsi,  Rhipicephalus turanicus*,  Rhipicephalus

sanguineus*, Rhipicephalus bursa

*Tiirkiye’de vektorliik yapan kene tiirleri.

2.5. EPIDEMIiYOLOJi

Atlarda piroplasmosis, Diinya’nin hemen her iilkesinde, vektor kenelerin bulunabildigi
her yorede goriilebilmektedir. Uluslararas1 6neme sahip olan bu hastalik, 6zellikle spor
amagl kullanilan atlarin bir bolgeden bdlgeye veya iilkeden tilkeye tasinmasinda dikkat

edilmesi gereken en biiyiik problemlerden biri olarak nitelendirilmektedir (33).
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Epidemiyolojide, bolge iklim sartlari, cografik durumu, mevcut kene tiirleri, bu
kenelerin mevsimsel aktiviteleri, konaktaki vektor kene yogunlugu ve 6nceden olusmus
hastalik sekilleri degerlendirilmektedir (26, 34, 35). Bunun yaninda, hayvanin yasi, 1rki
ve ¢evredeki hastalik durumu da piroplasmosis’in epidemiyolojisinde olduk¢a Gnemli

faktorlerdendir (22).

Piroplasmosis kenelerin ekolojik 6zelliklerinden dolayr mevsimsel olarak seyretmekte,
bu nedenle hastalik, bolge 6zelliklerine gore kenelerin aktif oldugu ilkbahar ve yaz

aylarinda daha ¢ok goriilmektedir (36).
2.5.1. Diinyadaki Yayihsi

Atlarda piroplasmosis, Giiney Avrupa, Asya, Rusya, Afrika, Giiney Amerika, Orta
Amerika ve Amerika Birlesik Devletleri’nin giiney bolgelerinde goriilmektedir (2, 37).
Diinyadaki at popiilasyonunun sadece %10’unun, piroplasmosis’den ari bdlgelerde

yasadig1 saptanmistir (2).

Miks enfeksiyonlar disinda T. equi enfeksiyonlari, B. caballi enfeksiyonlarina oranla

Diinyada daha fazla goriildiigii bildirilmistir (16).

Amerika Birlesik Devletleri’nde serolojik yontemlerle yapilan galigmalarda, B. caballi
ilk defa 1961°de, T. equi ise 1965 yilinda tespit edilmistir (38-40). Son yillarda Amerika
Birlesik Devletleri’'nin Texas Eyaletinde yapilan bir g¢alismada, 359 at serolojik
yontemlerle incelenmis atlarin 292°si (%81,1) T. equi yoniinden pozitif olarak
saptanmistir (41). Yine Amerika Birlesik Devletleri’nin Florida Eyaletinde yapilan
diger bir ¢aligmada ise 210 at incelenmis ve atlarin 20’sinde T. equi etkeni saptanirken,

B. caballi etkenine rastlanilmamustir (42).

Hastaligin Macaristan, Ispanya, Italya, Portekiz, Fransa, Hindistan ve Rusya’nin genis
bir alaninda endemik, Polonya Belgika, Isvigre, Cek Cumbhuriyeti’nde ise sporadik

oldugu tespit edilmistir (20, 43, 44).

Ingiltere’de vektdr kenelerin bulunmasina ragmen hastaligin goriilmedigi kaydedilmistir
(2, 45, 46). Bunun yaninda, Avustralya’da vektor kenelerin bulunmadigindan dolay:

hastalik, at ithalat1 sirasinda, disardan getirilen enfekte atlar ile sinirli kalmistir (2, 47).

Israil’de 361 attan alinan serum oOrnegi ile IFAT yapilmis ve atlarmn iicte birinin

serolojik olarak T. equi pozitif oldugu saptanmustir (48).
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Brezilya’da 47 ata ait serum Ornegi Lateks Aglutinasyon Testi (LAT) ve ELISA ile
analiz edilmis, bunlarin 38’1 T. equi, 42’si B. caballi enfeksiyonu yoniinden seropozitif

bulunmustur (49).

Giliney Afrika’da atlardan toplanan 6350 serum Ornegiyle yapilan serolojik
arastirmalarda, atlarin %80’inin T. equi, %50’sinin de B. caballi yoniinden seropozitif

oldugu tespit edilmistir (50).

Mogolistan’da 254 at tizerinde ELISA kullanilarak yapilan bir ¢alismada T. equi %72,8,

B. caballi %40,1, miks enfeksiyonlarin ise %30,7 oranlarinda pozitif bulundugu
bildirilmistir (51).

Cin’de ELISA kullanilarak 111 at {izerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise T. equi %36,

B. caballi %32, miks enfeksiyonlarin orani ise %12 bulunmustur (52).

Ispanya’nin giiney bolgesinde 537 at iizerinde yapilan bir ¢alismada, atlarin 61°i B.
caballi yoniinden seropozitif bulunurken 270’i ise T. equi yoniinden seropozitif
bulunmugtur. Bu atlarin 24’1 ise hem B. caballi hem de T. equi yoniinden miks

seropozitif saptanmistir (53).

Fransa’da yapilan bir ¢aligmada, 424 at iizerinde yapilan serolojik ¢alismalar sonucu
atlarmm %64,4’0 T. equi, %19,7°si B. caballi etkenlerinin varligi yoniinden pozitif

bulunmustur (54).

Italya’da 294 at iizerinde hem serolojik hem de molekiiler yontemlerle yapilan
caligmalarda, atlarin %8,2’si T. equi, %0,3’1 B. caballi seropozitif bulunmus, ayn1 atlar
tizerinde yapilan molekiiler ¢alismada ise (PCR) atlarin %33’0 T. equi yoniinden pozitif

bulunurken, B. caballi etkeni saptanamamustir (55).

Kore Cumbhuriyeti’nde 184 at serumu {izerinde cELISA yontemi kullanilarak yapilan bir
calismada, 2 (%]1,1) at serumunda T. equi seropozitif bulunurken B. caballi tespit
edilememistir. Ayn1 zamanda bu sonuglar molekiiler yontemler kullanilarak da

dogrulanmistir (56).

Brezilya’da 570 at ilizerinde yapilan bir ¢alismada, elde izolatlar konvansiyonel,
serolojik ve molekiiler yontemlerle incelenmis ve konvansiyonel tekniklerle yapilan
aragtirmalar sonucu 35 atta piroplasmosis etkenleri saptanirken, serolojik tekniklerle
yapilan incemelerde ise atlarin %91’inde T. equi, %83’iinde B. caballi seropozitif

olarak bulunmustur. Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan testler sonucunda da



14

atlarin %59°u T. equi, %12,5’1 ise B. caballi olarak teshis edilmistir (57). Ayn1 iilkenin
Sao Paulo eyaletinde yapilan bir ¢alismada ise 582 at serum Ornegi ELISA ve
Complement Fixation Test (CFT) yontemleri ile incelenmis ve %54,1 B. caballi, %21,6

T. equi etkenleri yoniinden seropozitiflik saptanmistir (58).

Polonya’da piroplasmosis klinik semptomlar1 gosteren 3 at iizerinde yapilan molekiiler
calismalar sonucu, s6z konusu atlarin tiimii piroplasmosis pozitif bulunmus ve daha
sonra bu izolatlarin molekiiler tiplendirmesi yapilarak saptanan etkenlerin T. equi ile

identiklik gosterdigi bildirilmistir (59).

Gliney Afrika’da 41 at lizerinde yiritilen bir c¢aligmada, equine piroplasmosis’i
saptamak amaciyla molekiiler yontemler kullanilmis (QPCR), atlarin 19’u T. equi pozitif

bulunurken, s6z konusu atlarda B. caballi etkeni saptanamamustir (60).

Dubai’de yapilan bir ¢aligmada, 105 at serumu 6rnegi IFAT ve cELISA yontemleri ile
serolojik olarak, real time PCR yontemi ile de molekiiler olarak incelenmistir.
Calismada, 38 at serumu equine piroplasmosis yoniinden seropozitif bulunurken, 33 at
serumu ise uygulanan real time PCR yontemi sonucu equine piroplasmosis yoniinden

pozitif bulunmustur (61).

Yunanistan’da yapilan bir caligmada, 524 attan alman serum O&rnekleri cELISA
yontemiyle incelenmis, atlarin %11°1 T. equi, %2,2’si ise B. caballi seropozitif olarak

saptanmigstir (62).
2.5.2. Tiirkiye’deki Yayilisi

Tiirkiye’de tek tirnakli piroplasmosis’i tlizerine sinirli sayida mikroskopik (9, 18, 63-

71); serolojik (8, 72-82) ve molekiiler (12, 83) caligmalar yapilmustir.

B. caballi’nin mikroskobik prevalansi; Gemlik Askeri Harasi atlarinda %12 (18);
Malatya Sultansuyu Haras1 atlarinda %3 (71); Kayseri yoresinde atlarda %7,86,
katirlarda %4,34 ve eseklerde %5,26 (70); Ankara’da spor ve gosteri atlarinda

babesiosis’in mikroskopik prevalansi %3 bulunmustur (12).

Tirkiye’de atlarda babesiosis’in seroprevalansi, ilk olarak Dogu Anadolu smir
bolgelerinde IFAT ile (72) ve hemen hemen ayn1 donemde Tiirkiye’nin biitiin cografik
bolgelerinde IFAT ve CFT ile (84) arastirilmistir. B. caballi’nin seropozitifligi, IFAT ile
Dogu Anadolu smir bolgesinde atlarda %4,5 (72); Tiirkiye genelinde IFAT ile %11,1,
CFT ile %0,9 (84); Marmara’da IFAT ile %13,3, CFT ile %1; Ege’de IFAT ile %7 (73);
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Malatya’da IFAT ile %2,5 (76); Akdeniz bolgesinde IFAT ile %30, CFT ile %1,81 ve
Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %12,5 (76) olarak saptanmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda ise Tirkiye genelinde CFT ile %0,58 (77), cELISA ile %1,46 (78),
Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %38 (79), Nigde ilinde IFAT ile %9,6 (80), Kars ve
Ardahan yoresinde cELISA ile 29,3 (81) tespit edilmis, Kurt ve Yaman (82) ise Adana
ilinde 220 atta cELISA yontemi ile yapilan arastirmada B. caballi’ye kars1 antikorlari

tespit edememislerdir.

Tiirkiye’de atlarda piroplasmosis, molekiiler yontemlerle ilk olarak Ankara’da gosteri

ve spor atlarinda arastirilmig ve B. caballi pozitifligi %3 bulunmustur (12), (Tablo 2.4).

Tiirkiye’de T. equi’nin mikroskobik prevalansi; Gemlik Askeri Harasin’da %6 (18);
Malatya Sultansuyu Harasi’nda %11,5 (71); Kayseri yoresinde tektirnaklilarda
subklinik babesiosis %15,33, atlarda %4,49, katirlarda %4,34 ve eseklerde %2,63 (70);
Dogu Anadolu smirinda %58,18’dir (72).

T. equi’nin seropozitifligi; Dogu Anadolu’nun sinir bolgesinde IFAT ile %64,5 (72),
Tiirkiye genelinde IFAT ile %25,7, CFT ile %19,7 (84), Marmara’da IFAT ile %3,8,
CFT ile %4,8, Ege’de IFAT ile %42, CFT ile %30 (73), IFAT ile Kars yoresinde %25
(74), Malatya’da IFAT ile %20,5, CFT ile %18 (75), Akdeniz bolgesinde IFAT ile
%23,5, CFT ile %11,8 ve Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %15,7 ve CFT ile %8,4 (76),
IFAT ile I¢ Anadolu’da %26, Dogu Anadolu’da %22,7 ve Giineydogu Anadolu’da
%43,8, CFT ile i¢ Anadolu’da %29, Dogu Anadolu’da %19,3 ve Giineydogu
Anadolu’da % 31,4 bulunmustur (84). cELISA ile Adana yoresinde yapilan aragtirmada
T. equi’nin seroprevalanst %56,8 olarak saptanmistir (8). Son yillarda yapilan
caligmalarda ise Tirkiye genelinde CFT ile %16,55 (77), CELISA ile %16,21 (78),
Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %23,8 (79), Nigde ilinde IFAT ile %12,8 (80), Kars ve
Ardahan yoresinde cELISA ile %19 (81), Adana ilinde cELISA ile %56,8 (82) olarak

tespit edilmistir.

Tiirkiye’de atlarda T. equi’nin molekiiler prevalasi, ilk olarak Ankara’da gosteri ve spor

atlarinda PCR ile %7 bulunmustur (12).

Deniz ve ark., 2005-2007 tarihleri arasinda Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden
(Adana, Ankara, Aydin, Bartin, Bitlis, Diyarbakir, Edirne, Istanbul, izmir, Kilis, Konya,
Malatya, Samsun, Sanlurfa) secilen illerde CFT (Komplement Fixation Test), IFAT
(Indirekt Floresan Antikor Test) ve nested-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile 300
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adet at kan serumu ve EDTA’li kan Ornegi muayenesi sonucunda testlere gore,
mikroskobik bakida %6,6; CFT testinde %34,6 (T.equi %33; B. caballi %0,3; %1,3
T.equi + B.caballi); IFAT testinde %61 (T.equi %34,3; B.caballi %10; %16,6 T.equi +
B.caballi) ve PCR testinde %52 (T.equi %44,6; B.caballi %2,3; %5 T.equi + B.caballi)
oraninda pozitiflik tespit edilmistir (83), (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Tirkiye’de atlarda B. caballi ve T. equi’nin prevalansina yonelik yapilan ¢aligmalar (1997-

2012).
incelen Hastalik etkenine gore
. n (0
Yerlesim Ornek | Literatiir No prevalans () Teshis Yontemi
Merkezi Savist
y B. caballi T. equi
Gemlik Askeri 133 18 6.0 12,0 PKE
Harasi
Malatya 130 71 3,0 115 PKF
Kayseri 89 70 7,9 4,5 PKF
e N “) 58,2 PKF
Tiirkiye’nin Dogu 110 72
Sinirt
4,5 64,5 IFAT
13,3 3,8 IFAT
Marmara 105 31
1,0 4.8 CFT
7,0 42 IFAT
Ege 100 31
) 30 CFT
15,3 23,5 IFAT
Akdeniz 85 31
1,2 11,8 CFT
10,0 26 IFAT
I¢c Anadolu 100 31
1,0 29 CFT
9,6 15,7 IFAT
Karadeniz 83 31
) 8,4 CFT
34 22,7 IFAT
Dogu Anadolu 88 31
) 19,3 CFT




17

Tablo 2.4. Tirkiye’de atlarda B. caballi ve T. equi’nin prevalansina yonelik yapilan ¢aligmalar (1997-

2012). (devamm)

Yerlesin_l igf‘fll:l? Literatiir No Hastalik etkenine gore Teshis Yontemi
Merkezi Sayisi prevalans (%)
Giineydogu - o 18,1 43,8 IFAT
Anadolu
2,9 31,4 CFT
¢ ¢ PKF
Marmara 205 73 0-20,7 0-33,3 IFAT
0-20,7 0-33,3 CFT
0,5 0,5 PKF
Ege 205 73 0-33,3 0-100 IFAT
“) 0-43,5 CFT
¢ ¢ PKF
Malatya 90-78 75 2,5 20,5 IFAT
() 18,0 CFT
¢ ¢ PKF
Elazig 90-78 75 ) ) IFAT
¢ ¢ CFT
¢ ¢ PKF
Karadeniz 83 76 0-20,7 0-12,5 IFAT
) 0-12,1 CFT
¢ ¢ PKF
Akdeniz 85 76 0-30 12,7-44 4 IFAT
0-1,8 5-12,7 CFT
Kars 108 74 - 25 IFAT
Kars-Ardahan 273 81 29,3 19 ELISA
Adana 220 82 ) 56,8 ELISA
Ankara 200 12 3,0 7,0 PCR
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Tablo 2.4. Tirkiye’de atlarda B. caballi ve T. equi’nin prevalansina yonelik yapilan ¢aligmalar (1997-
2012). (devamm)

. Incelen L
Yerlesm_l Ornek | Literatiir No Hastalik etkenine gore Teshis Yontemi
Merkezi prevalans (%)
Sayisi
Q] Q] PKF
Karadeniz 84 79
38 23,8 IFAT
Nigde 125 80 9,6 12,8 IFAT
0,3 33 CFT
Farkli yoreler 300 83 10 34,3 IFAT
2,3 44,6 PCR
Farkl1 yoreler 4470 77 0,6 16,55 CFT
Farkl1 yoreler 481 78 1,46 16,2 ELISA

PKEF: Periferal Kan Frotisi

IFAT: Indirect Fluoresan Antikor Test

CFT: Complement Fikzosyon Test

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

PCR: Polymerase Chain Reaction

2.6. PATOGENEZ

Genel olarak, atlarda piroplasmosis olgular1 akut, subakut ve kronik seyir
gosterebilmektedir. Patogenezisde; yas direnci, enfeksiyon sonrasi sekillenen bagisiklik,
stres faktorleri, aynm tiirlin farkli suslari arasinda olusan capraz bagisiklik durumu,
parazitin virulans1 ve miktari, enfeksiyonun miks olup olmamasi gibi faktorler etkilidir

(22).

Piroplasmosis’in patogenezisinde damarlarda olan degisiklikler ve intravaskiiler
hemolizler olduk¢a 6nemlidir. Akut donemde meydana gelen plazma bilesiklerindeki
degisiklik sonucu kilcal damarlarda tikanmalar, pihtilasma bozukluklari, 6dem,
kanamalar, dokularin oksijensiz kalmasi, nekrozlar, sok ve 6liim goriilebilmektedir (21,
22, 28). Ayrica metabolik stresin etkisiyle eritrositlerde duvarin zayiflamasi sonucu

parcalanmalar meydana gelebilmektedir (6). Eritrositlerin par¢alanmasi sonucu
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eritrositler, notrofil ve makrofajlar tarafindan fagosite edilmekte ve ayrica hayvanlarda

anemi, hemoglobiniiri, sarilik, kardiyak sok ve 6liim goriilebilmektedir (48).

B. caballi enfeksiyonlarinda prepatent siire 7-12 giin olup, bu enfeksiyonda kallikrein
diizeyi artarken, kininojen seviyesi azalmaktadir. Ayrica eritrositer parazitemi de %2

oranina ulagsmaktadir (17, 28).

T. equi enfeksiyonlarinda ise prepatent siire 12-15 giin olup, eritrositer parazitemi
%20’lere wulasir, hatta 7. giinlinde %60-85 dolaylarinda parazitemi olgular1 da
bildirilmistir (3,7).

T. equi’nin B. caballi’ye gore ¢ok daha patojen oldugu, ¢iinkii T. equi enfeksiyonlarinda
kan tablosunun daha siddetli bozuldugu ve bu tablonun normale donmesinin B.

caballi’den daha uzun siirdiigi belirtilmistir (10, 85).
2.7. KLINIK SEMPTOMLAR

Tektirnakli piroplasmosis’inde  klinikik belirtiler degisken olup spesifik degildir.
Yalnizca Klinik belirtilerle T. equi ve B. caballi enfeksiyonlarmi ayirt edebilmek
miimkiin degildir. Ayrica miks enfeksiyonlarda goriilebilmektedir (2). Genel olarak,
atlarda piroplasmosis oOzellikle yiiksek ates, anemi, sarilik ve hemoglobiniiri ile
seyretmektedir. Akut vakalar daha fazla goriilmektedir. Genellikle 5-21 giinliik bir
inkiibasyon periyodundan sonra ortaya ¢ikan hastaligin perakut safthasinda meydana
gelen klinik semptomlar, nadir olarak goriilebilmekte ve hastalar cogunlukla 1-2 giin
icinde Olii halde bulunabilmektedirler (6). Akut vakalarda, 40 °C’yi asan ates ve sarilik
en karakteristik semptomdur (Sekil 2.5). Bunun yaninda; istah kaybi, solunum ve nabiz
sayisinda artig, mukoz membranlarda konjesyon goriilmektedir. Ayrica bu semptomlara
ilave olarak, gozyas1 akintist ve goz kapaklarinda yangi goriiliir. Lenf yumrular

biiylimiistiir. Hayvan hizla kondiisyondan kaybeder.
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Sekil 2.5. Yeni dogan tayda, dogumdan sonraki 10. saatte sklera ve konjiktivada sarilik
(Kaynak: Georges ve ark, 2011: 86.)

Subakut vakalarda da belirtiler benzer sekilde olmakla birlikte bu safthada; agirlik kaybi,
aralikli ates, degisik derecelerde sarilik ve bilirubiniiri de gozlenebilmektedir. Miikoz
membranlar solgun pembe ya da acik sar1 renktedir. Ayrica s6z konusu membranlarda
petesi ve ekimozlarin yani sira hayvanin bagirsak hareketlerinde azalma, hafif sanci ve
bazen de bacaklarin alt kisminda 6demat6z bir siskinlik goriilebilmektedir (28, 87- 89).
Kronik olgular ise cogunlukla spesifik degildir. Istahsizlik, halsizlik, zayiflama ve rektal
muayenede dalagin biiyiimesi gibi atipik semptomlar goriilebilmektedir. Intrauterin
enfeksiyona yakalanmig taylar zayif dogmakta ve hizla anemi ve sarilik semptomlari
gostermektedirler. Piroplasmosis’de sekonder olarak sekillenen komplikasyonlar sonucu
akut renal yetmezlik, kolik, enteritis, laminitis, pneumoni, infertilite ve abort gibi
bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (6, 90).

Etkeni B. caballi olan piroplasmosis olgularinda lokomotor sistemde bozukluklar ve
posterior paraliz gozlenirken 7. equi’nin neden oldugu hastalik olgularinda bu
semptomlar goriilmemektedir. Bunun yaninda B. caballi’de mortalite oran1 %10 iken, T.

equi’de bu oran daha fazla olmaktadir (23, 91).
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Yapilan bir calismada, piroplasmosisli hasta ve tastyicilarda, 16kosit sayisinin arttigi,
hemoglobin miktarinda, eritrosit sayisinda ve hematokrit, serum total protein miktarinda
diisme, buna karsin biluribin miktarinda ve karaciger enzimlerinde (ALP, AST, GGT,

CPK) genel bir ylikselmenin oldugu saptanmistir (89).

Diger yandan Dogu Anadolu’nun smir bolgelerinde at ve katirlarda subklinik
piroplasmosis arastirmasi yapilmis ve T. equi ve B. caballi pozitif 58 tektirnaklida bazi
anti-oksidanlarin seviyesinde degisiklikler arastirilmis ve nitrik oksit seviyesinde artis

saptanmustir (92).
2.8. NEKROPSi BULGULARI

Piroplasmosis olgusu goriilen atlarin nekropsisinde genel olarak; gogiis ve karin
boslugunda sarims1 bir eksudat, dalak, karaciger ve kalpte biiyiime, ayrica kalbin solgun
renkte ve pismis et kivaminda oldugu, akcigerlerin 6demli, mukoza ve derialt1
dokusunda ise yaygin sarilik ve kanama tablosu ile birlikte jelatinimsi infiltrasyonlarin

goriilebildigi bildirilmistir (93, 94), (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Piroplasmosis’li bir atin nekropsisi sonucu goriilen solgun renkli kalp ve konjesyonlu akciger.
(Kaynak: http://www.cfsph.iastate.edu/Diseaselnfo/disease-images.php?name=equine-
piroplasmosis&lang=en)

Akut vakalarda elde edilen nekropsi bulgularinda genellikle; kaseksi, anemi ve sarilik
tablosunun goriildiigii, karacigerin biiyiimiis, koyu portakal rengi ya da kahverenginde
oldugu, dalagin biiyiidiigii, bobreklerin ise solgun ve gevsek kivamda oldugu, ayrica
bobreklerde petesiyel kanamalar, kalpte subepikardiyal ve subendokardiyal kanamalar

ile akcigerlerde pneumonie tablosu ve akciger 6demi goriilebildigi bildirilmistir (10, 35,
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90), (Sekil 2.7, 2.8). Bunun yaninda, lenf nodiillerinde eritrofagositosizun goriilmesi ise

dikkat ¢ekici bir bagka bulgu olarak kaydedilmistir (7).

Sekil 2.7. Piroplasmosis’li bir atin nekropsisinde goriilen yaygin ikterus

(Kaynak: http://www.vetnext.com/search.php?s=aandoening&id=73060442801%20469)

Sekil 2.8. Piroplasmosis’li atin bobreginde goriilen ikterus

(Kaynak: http://www.cfsph.iastate.edu/Diseaselnfo/disease-images.php?name=equine-
piroplasmosis&lang=en)

Piroplasmosisli atlarin karacigeri iizerinde yapilan bir ¢alismada, karacigerde agir
sentrilobular dejenerasyon ve koagulatif tipte nekrozlar goriildiigii, birbirine komsu olan
nekrozlagsmis ve tamami sismis vaziyette olan hepatositlerin sitoplazmalarinin graniiler
yapida oldugu, ozellikle orta ve giris kisimlarinda yag damlaciklar1 ve nadiren safra
pigmentlerinin goriildiigli, dejenere hepatositlerin etrafinda polimorfniiklear hiicre

infiltrasyonu oldugu, eosinofillerin koyu bir renk aldig1 (hyalin damlaciklar), sekli ve
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boyutlarinin degismis oldugu, ayrica safra kanallarinda hiperplazi ve tikanma goriildiigi

bildirilmistir (89).
2.9. BAGISIKLIK

Piroplasmosis’e kars1 immunitede, hem sivisal (humoral) ve hem de hiicresel (cellular)
faktorler gorev alirlar. Parazite konaklik yapan biitin memelilerde, ya enfeksiyona
maruz kalip iyilestikten ya da profilaktik bir immunizasyondan sonra (asilama gibi)
piroplasmosis’e neden olan tiirlere kars1 immunite geligebilir (95). Baslangicta immun
sistem, etkili bir “primed” (gli¢lii immun aktivasyon) kazanir (96). Enfeksiyon konaga
bulastirildiginda sporozoitler, kisa bir miiddet dolasimda plazma icerisinde serbesttirler.
Bu agsamada immunglobulin G (IgG), sporozoitlerin hedef hiicrelere girmesinden dnce

onlara baglanip noétralize ederek enfeksiyonu engelleyebilir.

B. caballi’de sporozoitler eritrositlere girdikten sonra parazitemi yiikselir ve akut
piroplasmosis goriilebilir. Dogal immun sistem hiicreleri, parazitin gelisme hizini
kontrol ederek paraziteminin siiresini belirler. Makrofajlarin ve Natural Killer (NK)
hiicrelerin yoklugunda, kisa siire igerisinde yiiksek bir parazitemi gelisir. Paraziteminin
engellenmesi, ¢oziinebilir faktorlerin {iretimiyle gerceklesir. Bu faktdrler; NK hiicreler
tarafindan saliman IFN-y ve makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a, NO ve reaktif
oksijen tiirleri (ROSs)’dir. Parazitemideki diisme, parazitlerin dejenerasyonu ve
bunlarin dalak tarafindan temizlenmesi ile saglanir. Bu sirada enfeksiyon ¢oziilme
evresine girer ve hastalik siddetliden sakin doneme gecer. Hastaligin gerileme
evresinde, parazitlerin 6liimii igin T lenfositleri, 6zellikle de CD4+ (Cluster Designation

4+) ve IFN-y subpopulasyonlart gereklidir (95).

T. equi enfeksiyonlarinda, enfeksiyona karsi olusan immun yanitta parazitin dozu ve
virulensi etkili olmaktadir. Ozellikle duyarli atlardaki yiiksek dozdaki sporozoit
enfeksiyonu akut, 6liimciil bir hastalik tablosu olusturmaktadir. Enfeksiyona yakalanan
hayvanlar, parazitin farkli yasam donemlerine ait farkli antijenik determinantlarla
karsilagsmakta ve bagisikligin olusmasinda hem humoral hem hiicresel immun sistem
etkili olmaktadir (97-99). Ayni zamanda sitotoksik T hiicreleri, NK hiicreleri,

makrofajlar ve yardimei T hiicreleri de bu yanitta rol oynamaktadir.

Piroplasmosis’li atlarda meydana gelen premunisyonun iki yil kadar devam ettigi
kaydedilmistir (10). Bu hayvanlar, premunisyon doneminde, kanlarinda bir miktar

parazit tasimakta ve dolayisiyla keneler araciligiyla enfeksiyonun yayilmasia hizmet
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eden portor gorevi gormektedirler. S6z konusu kan parazitlerinin, ¢esitli tiirleri arasinda
carpraz immunitenin olmadig1 saptanmistir (100). Parazitlerin organizmadan tamamen
yok olmasiyla piremunisyon da kaybolmakta ve hayvan ilk enfeksiyona sebep olan ayni
tiir etkenlere kars1 yine hassas hale gelmektedir. Piroplasma enfeksiyonlarinin genelde
genclere oranla erigkinlerde, yerli irklara gore yabanci irklarda daha siddetli seyrettigi
goriilmistiir (10). Maternal antikorlarin dogumdan itibaren 1-4. aylarda koruyucu

oldugu saptanmistir (20).
2.10. TESHIS

Piroplasmosis’in teshisinde klinik belirtiler 6nemli derecede yol gosterici olmakla
birlikte bu semptomlar, surra, atlarin enfeksiyoz anemisi, dourine, Afrika at vebasi,
leptospirosis, trypanosomiasis, purpura hemorajika, monositik ehrlichiosis, karaciger
hastaliklar1, ¢esitli bitkilerle ve kimyasallarla zehirlenmelerle karistirilabilmektedir (6,
24, 28). Bu nedenle teshis sadece klinik semptomlar dikkate alinarak yapilmamali, kan
frotilerinin mikroskobik muayenesi, Komplement Fikzasyon Testi (CFT), Indirect
Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi
serolojik testler ile Polimeraz Chain Reaction (PCR) ve Real Time PCR (qPCR) gibi

molekiiler yontemler mutlaka kesin teshis i¢in kullanilmalidir.
2.10.1. Mikroskobik Muayene ile Teshis

Mikroskobik muayene perifer kandan, lenf yumurusu punksiyonundan ya da nekropsi
sonras1 organlardan hazirlanan frotilerin Giemsa boyas: ile boyanmasi sonucu
yapilmaktadir. Hastaligin akut doneminde, etkenlerin eritrositer formlarin1 goérmek igin
kullanilan bu teshis metodu, ¢abuk sonug¢ veren bir yontem olarak bilinmektedir (12, 24,
101). Kene tutmasindan 12-24 giin sonra lenf diigiimlerine punksiyon yapilarak elde
edilen lenfositlerin mikroskobik muayene yontemi incelenmesi sonucu, hazirlanan

preparatlarda T. equi’nin ¢ok net bir sekilde goriildiigi bildirilmistir (102).

Teshisin hizl1 bir sekilde yapilmasina olanak saglayan bu yontem, paraziteminin diigiik
oldugu donemde, etkenin her zaman tespitine olanak saglamamasi nedeniyle gilivenilir
degildir. Ayrica bu yontem ile dogru teshis konulabilmesi i¢in mutlaka deneyimli bir

personelin bulunmasi gerekmektedir.
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2.10.2. Serolojik Yontemler ile Teshis

Serolojik  testlerden ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), CFT
(Complement Fikzosyon Test), IFAT (Indirect Fluoresan Antikor Test), LAT (Lateks
Aglutinasyon Test), WB (Western Blot Analiz) ve ICT (Immunochromomatographic
Test) yontemleri kullanilmaktadir. (29, 51, 103, 104).

The World Organisation for Animal Health (OIE) standartlarina gore tek tirnakli
piroplasmosisin teshisinde serolojik olarak CFT ve IFAT birlikte kullanildig
belirtilmektedir (44, 49, 105). Uluslararas1 at nakillerinde genellikle CFT serolojik
yontemi kullanilmaktadir. Ancak latent enfeksiyonlarda ve hastaligin baslangic
doneminde bu yontemin spesifitesi diisiik olup sonuglar giivenilir olmamaktadir (87,
106). Ayrica s6z konusu testte antikor seviyelerinin tam olarak belirlenememesi ve
capraz reaksiyonlarin sekillenmesi gibi problemler de goriilebilmektedir (107). IFAT
yontemi de CFT gibi uluslararasi ticarette kabul edilen serolojik yontemlerden biri
olmakla birlikte bu yontem daha ¢ok siipheli durumlarda T. equi ve B. caballi
enfeksiyonlarin ayirici teshisinde kullanilmaktadir. ELISA yonteminin IFAT ve CFT
yontemine gore daha yliksek duyarliliga sahip oldugu bildirilmesine ragmen bu
yontemde T. equi ve B. caballi arasinda ¢apraz reaksiyonlar meydana gelmekte ve testin

giivenilirligi azalmaktadir (8, 87, 106).

B. caballi ve T. equi ile yapilan deneysel enfeksiyonlardan sonraki 2-13. giinler arasinda
hazirlanan kan frotilerinde etkenlerin saptanmis ve calismada antikorlarin tespitinde
ELISA, IFAT ve CFT kullanilmistir. CFT ile tespit edilen antikorlar, B. caballi ile
enfekte atlarin enfeksiyonundan 2-3 ay sonra azalirken, latent enfeksiyonlar esnasinda
IFAT ve ELISA’nin pozitif sonu¢ verdigi belirtilmistir. IFAT’ daki antikor titresi
CFT’ye gore daha yiiksek bulunmus, ilerleyen zamanda CFT ile negatif sonug
verenlerin IFAT ile hala pozitif oldugu goriilmistiir. T. equi antikorlarmm B. caballi
antikorlarma gore CFT ve IFAT ile daha uzun siire yiiksek titrede kaldigi tespit
edilmistir (5).

Bir baska calismada, deneysel enfekte edilmis atlarda yapilan serolojik testler
ELISA’nin duyarliligi %100, IFAT 1n %98 ve CFT nin %47 olarak bulunumus. Ayrica
calismadaki sonuglar, Western Blot yontemi kullanilarak da teyit edilmistir (20).
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Serolojik yontemlerle yapilan testler ucuz ve uygulanabilirligi kolay olmasina ragmen,
hastaligin ¢ok erken veya latent doneminde test duyarliliklarinin diisiik olmasi ve ¢apraz
reaksiyonlara bagli yanlis sonuglar elde edilebilmesi sebebiyle, s6z konusu testler
giivenilirligini yitirmektedir. Bu nedenle 6zellikle portér hayvanlarin belirlenmesinde

molekiiler tabanli biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir.
2.10.3. Immunochromatographic Test (ICT) ile Teshis

Son zamanlarda Japonya’da immunochromatographic test (ICT) adi verilen hizli ve
basit bir strip serodiagnostik test gelistirilmistir. Uzman olmayan kisilerin dahi
kolaylikla kullanabilecegi bu test, nitroseliiloz membran tabanli olup, membran iizerine
T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)’ye ait rekombinant proteinler emdirilmistir. Bu
membran lizerine bir damla kan (antikor) damlatilarak hastaligin teshisi kolaylikla

yapilabilmektedir (108).
2.10.4. Molekiiler Yontemler ile Teshis

Hastalik etkenlerinin teshisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik yontemlerde
karsilagilan olumsuzluklar nedeniyle son zamanlarda molekiiler tabanli teknikler
kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler ile 6zellikle tasiyici hayvanlarda piroplasma
tiirlerini de icine alan birgok patojen etkeni, duyarli ve ozgiil bir sekilde teshis
edilebilmektedir (13, 87, 103, 109, 110).

Molekiiler tabanli tekniklerden olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile kanda
%0.000083 oranindaki paraziteminin saptanabilmesi (87, 103), latent enfeksiyonlarin
tanisinda, ithal edilecek atlarin portorliik bakimindan kontroliinde, yaris veya gosteri
atlarinin ~ diisik performans durumlarinda, piroplasmosis’in  arastirilmasinda,
degerlendirilmesinde ve tedavi etkinliginin belirlenmesinde PCR’in 6nemli bir tam
yontemi oldugunu gostermektedir (110). Piroplasmosis’in teshisinde molekiiler tabanli
tekniklerin kullanildigr bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bashiruddin et al. (87), B. caballi ve
T. equi'nin 16S-rRNA gen bdlgesini saptayan farkli primer setlerini atlarda
piroplasmosisin molekiiler teshisi ve karakterizasyonunda kullanmislardir. Bunun
yaninda Giiglii ve Karaer (12), Ankara ydresinde sportif ve gosteri amach yetistirilen
atlardan toplanan kanlarda B. caballi ve T. equi’nin teshisinde PCR teknigini
kullanmiglar, B. caballi i¢in RAP-1, T. equi i¢in ise EMA-1 hedef gen bdlgesini
kullanmiglardir. Nicolaiewsky et al. (103) ile Rampersad et al. (110), B. caballi ve T.
equi’nin teshisinde nested PCR’1 uygulamislardir. Deniz ve ark. (83), 2005-2007
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tarihleri arasinda Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerinden (Adana, Ankara, Aydin,
Bartin, Bitlis, Diyarbakir, Edirne, Istanbul, izmir, Kilis, Konya, Malatya, Samsun,
Sanliurfa) se¢ilen illerdeki atlardan toplanan 300 kan serumundan B. caballi ve T. equi
tiirlerinin tanisim1 yapmak amaciyla nested-PCR teknigini kullanmiglardir. Son yillarda
atlarda etkenlerin es zamanl tespitinde multiplex PCR (111) gelistirilmistir. Alhassan
ve ark. (111), B. caballi ve T. equi’nin es zamanl teshisinde 18S ribozomal RNA
genlerini hedefleyen multiplex PCR kullanmiglar ve bu yontemin s6z konusu
enfeksiyonlara yonelik epidemiyolojik c¢alismalarda ve rutin laboratuar teshislerinde

basit ve giivenilir bir yontem oldugunu kaydetmisglerdir.

Molekiiler tabanli yontemlerden olan real-time PCR, piroplasmosis enfeksiyonlarinin
teshisinde hizi, sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin
kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle son
yillarda 6ne c¢ikan tekniklerin basinda gelmektedir. Ayrica séz konusu teknik ile
mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlari da hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Bu
amagla Posnett and Ambrosio (109), B.caballi’nin saptanmasinda spesifik DNA
problarint kullanmiglardir. Heim et al. (57) Brezilya’da atlarda etkenlerin tespitinde ve
izolatlarin belirlenmesinde ilk defa multiplex real time PCR (MRT-PCR) ydntemini
kullanmiglardir. Bunu takiben Mogolistan’da Riiegg et al. (112), farkli primer setleriyle
yine MRT-PCR yontemini kullanarak atlarda piroplasmosisi arastirmiglardir. Kim ve
ark., Gana ve Brezilya’dan topladiklari at kanlarinda T. equi etkenlerini aragtirmak i¢in
real time PCR teknigi kullanmislardir (113). Giiney Afrika’da 41 at iizerinde yiiriitiilen
bir caligmada, equine piroplasmosis’i saptamak amaciyla real time PCR kullanilmigtir
(60). Bunu takiben Dubai’de yapilan bir ¢alismada, 105 at serumu 6rneginde serolojik
yontemlerin yaninda real time PCR yontemi de kullanilarak piroplasma etkenleri

arastirilmistir (61).

Real-time PCR, son yillarda konvensiyonel PCR ve nested PCR’m yerini almaya
baglamistir. Real-time PCR, bu yontemlere gore daha duyarli ve spesifik olup daha
kesin sonu¢ vermesi ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (114). Real
time PCR ile DNA miktar1 net olarak Olcililebilmekte ve parazitemi bu sekilde
moniterize edilebilmektedir (115).
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2.11. TEDAVI

Tektirnaklilarin tedavisinde, hastaligin erken déonemlerinde yapilacak miidahale oldukca
onemlidir. Tek tirnakli hayvanlarin tedavisinde genellikle imidocarb grubu ilaglar
kullanilmaktadir (116). Bunun yaninda son yillarda piroplasmosis’li atlar iizerinde
yapilan bir ¢aligmada diminazene diaceturate’in %80 diminazene aceturate ise %90
oraninda tedavide etkili oldugu bildirilmistir (117). Ayrica Parvaquon ve Buparvaquon
gibi antitheilerial ilaglar etkeni T. equi olan piroplasmosis enfeksiyonlarda etkili
bulunmus, fakat 4 hafta sonra hastalik tekrarlanmistir. Bu bulgular, antitheilerial
ilaglarin T. equi’nin lenfositlardeki sizont gelisimine etkili oldugunu fakat hastaligin

ilerledigi durumlarda yetersiz kaldigini1 gostermektedir (118, 119).

Ote yandan, hasta hayvanlar dengeli beslenmeli ileri derecede anemi durumunda kan
nakli yapilmali ayrica glukoz ve fosfolipitler verilmeli, anoreksi ve ishal durumunda

stvi sagaltimi yapilmalidir. (7).
2.12. KORUNMA

Piroplasma enfeksiyonlarinin sekillenmesinde vektor keneler, hasta hayvanlar ve belirti
gostermeyip hastaligin yayilmasinda énemli olan (portor) atlar biiyiik rol oynamaktadir.
Korunmada, kene kontrolii cok onemlidir (7). Kenelerin ¢ok sayida ve aktif olarak
bulunduklar1 alanlarda ve barmnaklarda kenelerle miicadeleye Onem verilmelidir.
Brezilya’da yapilan bir ¢alismada, kene miicadelesinin yapilmadig: ¢iftliklerde
seropozitif hayvan yiizdesinin yiiksek oldugu, fakat bu oranlarin uygun kene

miicadelesinden sonra biiylik oranda diistiigii belirtilmistir (58).

Ote yandan, ozellikle endemik alanlardan at ithallerinde, subklinik ya da kronik
enfeksiyonlarin belirlenmesine yonelik serolojik ve molekiiler yoklamalarin yapilmasi,
piroplasmosis i¢in potansiyel tasiyici olan atlarin tespit edilmesi hastaligin kontroliinde

Onem tasimaktadir.

Amerika’nin Florida Eyaletinde yapilan ¢alismalar sonucu, endemik bolgelerdeki atlar
da dahil olmak {izere tiim atlar piroplasmosis etkenlerinin varlig1 yoniinden parazitolojik
ve serolojik (Surveylans) yontemlerle taranmis, pozitif bulunanlar karantina altina
alinarak, piroplasma etkenlerine karsi ilaclarla tedavi uygulanmistir. Bunun yaninda

vektor kene miicadelesi de yapilarak hastalik eradike edilmistir (35).
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Piroplasmosis ile miicadelede, cerrahi ve medikal uygulamalarda, enjeksiyon esnasinda
ayni enjektoriin kullanilmasiyla hasta hayvanlara ait kanlarin saglam hayvanlara
bulastirilmas1 sonucu da enfeksiyonun sekillenebilecegi miimkiin oldugundan dolay1

gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir (6, 20).

Gliniimiizde piroplasmosis’e karsi uygulanan ticari bir ast mevcut degildir. Yapilan
calismalarda, 6ldirilmiis T. equi merozoitlerinin immunojenik yeteneginin oldugu

bildirilmistir (106).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Arastirma Sahasi

Calisma, Mayis — Temmuz 2009 tarihleri arasinda Bursa Karacabey yoresindeki
Karacabey Tarim Isletmesi Miidiirliigii’ne ait 3 ayr: tavladaki (Sekil 3.1) 153 ve ayni
yoredeki Tiirkiye Jokey Kuliibii Karacabey Pansiyon Harasinda (Sekil 3.2) 50 olmak

tizere toplam 203 at lizerinde yiirtitiilmistiir.

Google earth

18lkm

Sekil 3.1. Karacabey Tarim Isletmesi Miidiirliigii'ne ait rnekleme istasyonlar1
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Orneklemeye alinan hayvanlarin &rnekleme merkezi, yas, cinsiyet ve irka gore

dagilimlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Googlc earth

Soruntu Tarihi: 6/2/2004 & | 2004 u / 40:06'0 28°20'58:95°D yukseklik 82 m 50z/hizas): 224 km

Sekil 3.2. Tiirkiye Jokey Kuliibii’ne ait drnekleme istasyonlari

Tablo 3.1. Bursa Karacabey yoresinde incelenen atlarin drnekleme merkezi yas, ik ve cinsiyete gore
dagilimlari

At Sayisi
Ornekleme Merkezi Yas (yil) Irk Cinsiyet
Toplam
0-3 | 46 | >6 | Arap | Ingiliz | Erkek | Disi
Tarim Isletmesi Miidiirliigii 68 | 16 69 153 - 66 87 153
Tiirkiye Jokey Kuliibii - 15 35 - 50 - 50 50
Toplam 68 31 | 104 | 153 50 66 137 203

3.1.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Toplam 203 atin vena jugularis'inden teknigine uygun olarak 5 ml'lik steril EDTA'l (di-
sodium ethylenediamine tetra-acetate) tiiplere kan 6rnekleri alinmis ve 6rnekler soguk
zincirde tasmarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali

Laboratuari'na getirilmistir. Laboratuara getirilen kan 6rneklerinin her birine protokol
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numarasi verilmistir. Kan ornekleri analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda (-

80°C) muhafaza edilmistir.
3.2. LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

-80 °C'de muhafaza edilen kan 6rnekleri ekstraksiyon oncesinde oda 1sisinda ¢oziinmeye
birakilmis ve c¢oziinen Orneklerden homojenizasyon sonrasi genomik DNA
ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazinda (Bioneer ExiprepTM
16) gerceklestirilmistir. Final eliisyon 50ul olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen
genomik DNA  konsantrasyonlar1  molekiiler analizlerde optimum DNA
konsantrasyonunun ayarlanabilmesi i¢in Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-
3700) kullanilarak ol¢iilmiistiir. Genomik DNA ekstraktlar1 kullanilana dek -20°C’de

muhafaza edilmistir.
3.2.2. Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR)

Elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 B. caballi ve T. equi’nin parsiyel 18S rRNA
(ribozomal RNA) gen bolgelerini hedef alan spesifik primerler ve TagMan problar
kullanilarak Real Time PCR’da analiz edilmistir. Bu amagla kullanilan primer ve
TagMan problar1 Tablo 3.2°de verilmistir (60, 113). Bu teknigin uygulanmasi ile

orneklerde B. caballi ve T. equi varlig1 es zamanli olarak incelenmistir.

Tablo 3.2. B. caballi ve T. equi igin Real Time PCR'da kullanilan primer ve TagMan problar

Primer Adi Primer Dizilimi (5'---3")
T. equi
Bel8SF 5-GCG GTG TTT CGG TGATTC ATA-3
Bel8SR 5’>-TGATAG GTC AGA AAC TTG AAT GAT ACATC-3’
Bel8SP FAM- 5’-AAA TTA GCG AAT CGC ATG GCT T-3’-BHQ1
B. caballi
Bc-18SF402 5’-GTA ATT GGA ATG ATG GCG ACT TAA-3’
Bc_18SR496 5’-CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC C-3°
Bc_18SP HEX-5’- CCT CGC CAG AGT AA -3’-BHQ2
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Real Time PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin kontrolii amaciyla her qPCR analizinde pozitif kontrol yurt ici ve
yurtdisindan temin edilmis T. equi ve B. caballi izolatlari, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Real Time PCR analizleri Stratagene Mx
3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR,
master mix ireticinin agiklamalarina gore toplam 20 pl hacimde asagidaki

konsantrasyonlarda hazirlanmstir.

Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 10,0 pl
Bel8SF (10 pmol) 1,0 ul
Bel8SR (10 pmol) 1,0 nl
Bel8SP (10 pmol) 1,0 ul
Bc-18SF402 (10 pmol) 1,0 ul
Bc_18SR496 (10 pmol) 1,0 nl
Bc_18SP (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 3,0 ul

Real Time PCR amplifikasyonu i¢in termal profil 95 °C 10dk 1 siklus ve 45 siklus 95 °C
10sn, 56 °C 1dk olarak modifiye edilmistir (60). Real Time PCR analizi sonunda
orneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri ve Ct (dR) (Esik

deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve degerlendirilmistir.

Real Time PCR analizlerinde uygulanan testlerin konfirmasyonu ve validasyonu
amaciyla tim Ornekler ayrica B. caballi Real Time PCR standart kiti (PrimerDesign

Ltd, Genesig, Ingiltere) ile iireticinin aciklamalaria gore analiz edilmistir.
3.2.3. 18S rRNA Geninin Amplifikasyonu

Real Time PCR analizlerinde pozitif ve negatif bulunan tiim 6rneklere ait izolatlar,
Theileria, Babesia ve Hepatozoon gibi apikompleksan protozoonlarin 18S rRNA
geninin  yaklasgtk 500bp uzunlugunda kismini1 amplifiye eden TB-F (5’-
CTTCAGCACCTTGAGAGAAAT-3") ve TB-R (5’-TCDATCCCCRWCACGATGCR
BAC-3") genel primerleri ile PCR analizine tabii tutulmustur (120).

Reaksiyon karisimi 25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 1 X

PCR buffer, 1,5 mM MgCI2, 10 pmol her bir primer, 200 mM her bir dNTP, 0,5U Taq
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DNA polymerase ve 50 ng/ul template DNA olarak hazirlanmigtir. Thermalcyclerda
protokol initial denaturation: 94 °C’de 5 dk; 39 siklus, denaturation: 94 °C’de 45s,
annealing: 62 °C’de 30s, extension: 72 °C’de 45sn; final extension: 72 °C’de 10 dk
olacak  sekilde programlanmistir (120). PCR analizlerinde herhangi bir
kontaminasyonun meydana gelip gelmedigini belirlemek amaci ile steril deiyonize su
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri
(10 ul) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile

goriintlilenip analiz edilmistir.
3.2.4. 18S rRNA Geninin Sekansi ve Filogenetik Analizi

PCR sonucu jel lizerinde belirlenen amplikonlar, High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmigtir. Piirifikasyon sonrasi ornekler, 18S
rRNA parsiyel gen bolgesinin analizi PCR’da kullanilan TB-F ve TB-R primerleri ile
cift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (121)
ve Geneious 5.5.5 (122) yazilimlar ile forward ve revers dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  analizleri  yapildiktan sonra  Diinyada
GenBank’a kayith diger izolatlar ile Mega 5.0 (123) ve Geneious 5.5.5 (122)
yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler
karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Elde edilen tiim dizilimlerin GenBank kayitlart

yapilmistir.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistik agidan incelenen atlarda piroplasmosis prevalansi ile yas, cinsiyet ve irk
faktorlerinin iligkisi, Fisher’s Exact ve Pearson’s Chi Square testleriyle arastirilmistir. T.
equi ve B. caballi pozitif orneklerde DNA yogunlugunu dolayisiyla parazitemiyi
gosteren esik deger sikluslariyla (Ct(dR)) yas ve cinsiyet faktorlerinin iligkisi
Independent Samples T testi, 1rk faktoriiniin iligskisi ise One-Way Anova testiyle
aragtirtlmistir. Atlarda piroplasmosis’in teshisinde kullanilan Real Time PCR ve
Konvansiyonel PCR yodntemlerin istatistiksel olarak sensitivite ve spesifiteleri ilgili
referansa gore belirlenmistir (124). Testler arasindaki uyumun belirlenmesinde Kappa

testi kullamlmistir. Istatistik hesaplamalar SPSS 15.0 programi kullanilarak yapilmustir.



4. BULGULAR

4.1. REAL TIME PCR SONUCLARI

Incelemesi yapilan toplam 203 attan 10’u (%4,93) Real Time PCR analizleriyle
piroplasmosis yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif belirlenen 6rneklerin merkezlere
gore dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Tarim Isletmesi Miidiirliigiinden drneklenen 153
atin 4’tinde T. equi, 3‘linde B. caballi pozitifligi belirlenirken Tirkiye Jokey
Kuliibiinden 6rneklenen 50 atin 2’sinde T. equi, 1‘inde ise B. caballi pozitifligi tespit
edilmistir. Arastirma yoresinde B. caballi ve T. equi’nin, prevalansi sirastyla %1,97 ve
%2,96 olarak saptanmistir. Pozitif belirlenen 6rneklerin TagMan prob tabanli Real Time
PCR’da T. equi, ve B. caballi’nin 18S rRNA gen bolgesini amplifiye eden spesifik
primer ve problarla analizi sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri sirasiyla Sekil 4.1-
4.3’de verilmistir. Saptanan Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerleri T. equi i¢in Sekil 4.4,
B. caballi i¢in de Sekil 4.5°de gosterilmistir.

Real Time PCR analizlerinin kontrolii amaciyla uygulanan B. caballi Real Time PCR
standart kiti (PrimerDesign Ltd, Genesig, Ingiltere) ile T. equi ve B. caballi pozitif
belirlenen tiim 6rneklerin amplifikasyon gésterdigi saptanmistir. S6z konusu kit ile elde

edilen amplifikasyon egrileri Sekil 4.6’de verilmistir.



Tablo 4.1. Real Time PCR incelemesi yapilan atlarda piroplasmosis pozitifliginin 6rnekleme

merkezlerine gore dagilimi

Hastalik etkenine
gore prevalans Toplam Prevalans
Ornekleme Merkezi Ornek Sayist B. caballi | T. equi
ni % |n| % n %
Tarim Isletmesi Miidiirliigii 153 3119 |4 |261 7 4,57
Tiirkiye Jokey Kuliibii 50 1200 |2]4,00 3 6,00
Toplam 203 41197 | 6|29 10 4,93

n: Pozitif hayvan sayisi
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Sekil 4.1. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu T. equi pozitif saptanan 6rneklerin amplifikasyon

grafikleri
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Fluorescence (dR)

Sekil 4.2. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu B. caballi pozitif saptanan 6rneklerin amplifikasyon
grafikleri

Fluorescence (dRn)

Sekil 4.3. T.equi ve B. caballi pozitif saptanan bazi 6rneklerin duplex TagMan Real Time PCR da
amplifikasyon grafikleri a,b: T. equi, c,d: B. caballi, e: No DNA
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Sekil 4.4 Real Time PCR’da T. equi pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.5. Real Time PCR’da B. caballi pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4.6. B. caballi Real Time PCR standart kiti (PrimerDesign Ltd, Genesig, Ingiltere) ile bazi
orneklerde saptanan amplifikasyon egrileri a,b: T. equi, ¢: B. caballi, d: No DNA, e: B. caballi pozitif
kontrol

4.2. 18S rRNA GENININ AMPLIFIKASYON SONUCLARI

Real Time PCR analizlerinde T. equi ve B. caballi belirlenen tiim &rnekler ve negatif
orneklerin parsiyel 18S rRNA gen bolgesinin PCR analizleri sonucunda T. equi pozitif 4
ve B. caballi pozitif 1 olmak {izere toplam 5 izolatin jel tizerinde ~500 bp biiytikligiinde
amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir. Baz1 pozitif izolatlarda parsiyel 18S rRNA
gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin %1,5'lik jel

agarozdaki goriintiileri Sekil 4.7'da verilmistir.

~500 bp

Sekil 4.7. Piroplasm tiirlerinin parsiyel 18S rRNA gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu
elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 3,5,7: Pozitif
izolatlar; 1,2,6: Negatif 6rnekler; 4: No DNA
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43. REAL TIME PCR VE KONVANSIYONEL PCR SONUCLARININ
KARSILASTIRILMASI

Piroplasmosis yoniinden Konvansiyonel PCR sonuglarinin Real Time PCR sonuglari ile
karsilastirmali analizi Tablo 4.2°de verilmistir. Tablo 4.2°de goriildiigii iizere PCR
pozitif 5 6rnegin TagMan Real Time PCR analizleriyle de tiimii piroplasmosis pozitif
olarak saptanmistir. PCR negatif 198 6rnegin ise TagMan Real Time PCR analizleriyle
5’1 piroplasmosis pozitif ve 193’ de negatif olarak saptanmistir. Konvansiyonel
PCR’1in Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu %50,0 sensitivite ve %100,0
spesifite gosterdigi belirlenmistir. Kappa testi ile Real Time PCR ve konvansiyonel

PCR testleri arasinda %65,5 (p<0,01) uyum saptanmuistir.

Tablo 4.2. incelenen hayvanlarda Konvansiyonel ve Real Time PCR (Gold test) analiz sonuglarinin
karsilagtiritlmasi

Real Time PCR (Gold Test) Sensitivite Spesifite
+ ) Toplam (%95 giiven araligr) (%95 giiven arahg)

5 + 5 0 5
c
S
S - 5 193 198 0,50 (0,24-0,76) 1,00 (0,98-1,00)
S a
>
é Toplam | 10 | 193 203

4.4. ATLARDA PIROPLASMOSIS’IN PREVALANSINDA YAS, CINSIYET VE
IRK FAKTORLERININ ANALIZI

B. caballi ve T. equi pozitif belirlenen 6rneklerin parazit tiirii temel alinarak atlarin yas,
cinsiyet ve 1k Ozelliklerine gore dagilimlart ve istatistiksel verileri Tablo 4.3’de
verilmistir. Tablo 4.3’de goriildiigii lizere atlarin yas gruplarina gore T. equi prevalansi
0-3 yas, 4-6 yas ve >6 yas gruplarinda sirasiyla 2,94, 3,22 ve 2,88 belirlenmis olup
gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). B. caballi
prevalansi ise 0-3 yas, 4-6 yas ve >6 yas gruplarinda sirasiyla 2,94, 3,22 ve 0,96
saptanmistir. Benzer sekilde gruplar arasindaki farklilik istatistiksel agidan Onemsiz
bulunmustur (p>0,05). Cinsiyete ve irka bagli olarak T. equi ve B. caballi tiirlerinin

dagilimlar1 arasinda istatistiksel bir 6nem goriilmemistir (p>0,05).
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Toplam 203 atta piroplasm tiirlerinin prevalansi incelendiginde, T. equi %2,95 oranla B.
caballi’den (%1,97) daha yaygin belirlenmis olmasina karsin iki tiirlin prevalanslar

arasindaki farklilik 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Tablo 4.3. Atlarda piroplasmosis prevalansinin tiirlere gore yas, cinsiyet ve irkla iligkisi

incel ¢ Enfektif at
Faktir neclenenat |y $ | P
¥ Sayisi %
Yas gruplar (y1l)
T. equi® 2 2,94
0-3 68
B. caballi® 2 2,94 | 0,010 | 0,995°
T. equi® 1 3,22
4-6 31
B. caballi® 1 3,22
T. equi® 3 2,88 | 1,133" | 0,568"
>6 104
B. caballi® 1 0,96
Cinsiyet
T. equi® 2 3,03
Erkek 66 * 1,000°
B. caballi® 1 1,51
T. equi® 4 2,92
Disi 137 * 1,000°
B. caballi® 3 2,19
Irk
T. equi® 4 2,63
Arap 153 * 0,642
B. caballi® 3 1,97
T. equi® 2 3,92
ingiliz 50 * 1,000°
B. caballi® 1 1,96
T. equi 6 2,96
Toplam 203 0,410 0,522
B. caballi 4 1,97

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

ab, Gruplarin piroplasm tiiriine gore istatistiksel verileri
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T. equi ve B. caballi pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerlerinin tiire
gore dagilimi ve istatistik analizi Tablo 4.4’de verilmistir. Ct (dR) degerlerine gore T.
equi pozitif 6rneklerde parazitemi diizeyi B. caballi pozitif 6rneklere gore daha yiiksek

belirlenmesine karsin bu farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 4.4. Pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerlerinin parazit tiiriine gére dagilimi

Ct (dR)
Tiir t P
Ort Min-Max Standart Sapma
B. caballi 38,20 35,08-41,22 3,36
1,495 0,174
T. equi 34,34 29,25-42,64 4,80

t: Independent Samples T Test

4.5. 18S rRNA GENININ SEKANSI

18S rRNA genini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile PCR sonucu pozitif
belirlenen 5 izolattan yalnizca T. equi’ye ait olan iki izolat sekans analizleri i¢in uygun
konsantrasyonda belirlenmis, diger izolatlarin ise konsantrasyonlarmin ¢ok diisiik ve
bant profillerinin de ¢ok silik olmasindan dolay1 sekans analizleri uygulanamamigtir. T.
equi’ye ait 2 izolat sekans kalitesini artirabilmek igin jel piirifikasyon sonrasi tekrar ayni
primerler ile PCR amplifikasyonuna tabii tutulmustur (Sekil 4.8). Ornekler PCR
amplifikasyonunu takiben tekrar jel piirifiye edilerek sekans i¢in hazir hale getirilmistir.
Jel piirifikasyon sonrast T. equi’ye ait iki izolatin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri
Sekil 4.9'da verilmistir. 18S rRNA geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak,
izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralari Tablo 4.5'de, niikleotid

kompozisyonlar1 ise Sekil 4.10 ve 4.11'de verilmistir.



Sekil 4.8. T. equi’ye ait iki izolatin jel piirifikasyon sonrasi 18S rRNA gen bolgesini amplifiye eden
primerler ile tekrar PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker
(100bp); 1,2: BK-1 izolati; 3,4: BK-2 izolati

Sekil 4.9. T. equi’ye ait iki izolatin tekrar jel piirifikasyon sonrasi amplikonlarin jel elektroforezde

~500 bp

goriiniimii. M: Marker (100bp); 1: BK-1 izolati; 2: BK-2 izolat
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Tablo 4.5. Bursa Karacabey yoresinde atlarda belirlenen izolatlarin incelenen gen bélgesi, konak,
izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler ve GenBank aksesyon numaralari

izolat

Gen bdolgesi Konak ve izolasyon kaynagi Tiir Aksesyon Numarasi
BK-1 18S rRNA At/ tam kan T. equi JX826603
BK-2 18S rRNA At/ tam kan T. equi JX826604




| b
TCTTTGEGTT

QIU JIU
CTGGGEGGEGEAG TATGGTCGCA

; ; ;
AGGCTCAAAC TTAARCCAAT TCACGGAAGG

Bl
CCACCACCAG
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;
GCETEGARCC

0
TGCEECTTAA

100 10 10 130 £

CTCACCAGGT CCAGACAGAG GAAGGATTGA

I.’)IU
CAGATTGATA

WBIU
GCTCTTTCTT

1?IU
GATTCTITIGG

ISIU WQIU
GIGGTEETGC ATGGCCRTTC

200 20 il
TTAGTIGETE CAGTGATTTG TCTGETTAAT

o
TCCGTTAACE

L]
AACEAGACCT

250
TAACCTGCTA

10 m 180 10 3

AATAGGATGE GAGATTTGGD CTCGTTATCE CTTCTTAGAG GGACTTTGCS

k1l
GTCATAAATC

n
I

GCAAGGAAGT

33|U
TTAAGGCAAT

310 Jf)IU 3qU S?IU 38|U
AACAGGTCTG TGATGCCCTT AGATGICCTG GGCTGCACGC GCGCTACACT

39|U
GATGCATTCA

CTGAGTGTAT

o
d

| "
TCTTTGGGTT

Sekil 4.10. T. equi BK-1 izolatinin sekans dizilimleri (JX826603)

; y ; ; 0
TATGGTCGCA AGGCTGAAAC TTAAAGGAAT TGACGGAAGH

ki
GCACCACCAC

W
GLGIGEAGCC

g
TGCEGCTTAA

CIGEEEGGAG
11 1 1 4

100
CTCACCAGGT CCACACAGAG GAAGZATTCA

I.’)IU
CAGATTGATA

WﬁIU
GCTCTTTCTT

1?:0
GATTCTIIGE

TTTCACTCAA CACCGEGAAR
200 210 i}

180 100
TTAGTTIGGTE GAGTGATTTE TCTGGTTAAT

i}
TCCGTTAACE

0
AACGAGACCT

240
TAACCTGCTA

GIGETGETGE ATGECCGTTC
280 20 300

260 n
CTCGTTATCE CTTCTTAGAG GGACTTTGCS

kil
GTCATAAATC

3
]

GCAAGGAAGT

33|U
TTAAGGCAAT

AATAGGATGC GAGATTTGET
310 Jf)IU 38‘0 G?IU GSIU
AACAGGTCTE TGATGCCCTT AGATGTCCTG GGCTGCACGE GCGCTACACT

39|U
GATGCATTCA

CTGAGTGTAT

o
q

Sekil 4.11. T. equi BK-2 izolatinin sekans dizilimleri (JX826604)

4.6. 18S rRNA GENININ FILOGENETIK ANALIZi

Bursa yoresinde atlardan elde edilen T. equi izolatlariyla 18S rRNA gen bolgesi

yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger bazi T. equi izolatlarinin

aksesyon numaralart ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.6'da

gosterilmistir.



Tablo 4.6. Diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger T.
izolatlara ait bilgiler
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equi izolatlarinin aksesyon numaralari ve

izolat Orijin izolasyon kaynagi Genotip Aksesyon Numarasi
Atbaral Sudan At Genotip D AB515307
Atbara2 Sudan At Genotip D AB515308
Atbarab Sudan At Genotip D AB515309
Atbara8 Sudan At Genotip B AB515310
Atbaral3 Sudan At Genotip D AB515311
Khartoum North15 Sudan At Genotip D AB515312
Omdurman2 Sudan At Genotip D AB515313
Kosti5 Sudan At Genotip D AB515314
El Obied46 Sudan At Genotip D AB515315
Bizkaia Ispanya At Genotip E AY534882
A2_RBEQ101 Gliney Afrika At Genotip B EU642507
Al _RBEQ178 Gliney Afrika At Genotip A EU642508
B_RBEQ105 Gliney Afrika At Genotip D EU642509
B_LFEQ47 Gliney Afrika At Genotip C EU642510
B_LFEQ164 Gliney Afrika At Genotip C EU642511
RBEQG63_A Gliney Afrika At Genotip A EU888902
LFEQ189 C Gliney Afrika At Genotip C EU888903
LFEQ178 C Gliney Afrika At Genotip C EU888905
LFEQ23_A Gliney Afrika At Genotip A EU888906
KNU GG-7 Gtiney Kore At Genotip E HM229407
KNU GG-14 Gtiney Kore At Genotip E HM229408
Suwaymah-1T Urdiin Deve Genotip A JN596981
Suwaymah-2 Urdiin Deve Genotip A JN596982
Wadi Araba-1T Urdiin Deve Genotip A JN596983
Suwaymah-4 Urdiin At Genotip E JN596986
Suwaymah-5 Urdiin At Genotip A JN596987
Suwaymah-6 Urdiin At Genotip D JN596988
Suwaymah-7 Urdiin At Genotip A JN596989
Suwaymah-8 Urdiin At Genotip A JN596990
Ho233 ABD At Genotip C JQ390047

Bursa Karacabey yoresinde atlarda pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan T.

equi izolatlar1 ile Diinyanin ¢esitli tilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger

izolatlarin 18S rRNA gen bdlgesine gore niikleotid kompozisyonlart Tablo 4.7'de,

pairwise alignmentlari ise Sekil 4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.7. Multiple alignmentlar1 yapilan T. equi izolatlar1 ve Diinyadan diger bazi izolatlarn niikleotid

kompozisyonlari

izolat T (%) | C(%) | A (%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) nﬁldzz'fi';“s';y‘s]
BK-1 27,7 19,5 23,4 29,4 51,1 48,9 401,0
BK-2 27,7 19,5 23,4 29,4 51,1 48,9 401,0
Atbaral 29,4 18,7 25,7 26,2 55,1 449 1545,0
Atbara2 29,3 18,7 25,5 26,5 54,8 45,2 1545,0
Atbarab 29,4 18,8 25,6 26,2 55,0 45,0 1542,0
Atbara8 28,4 19,1 25,6 26,9 54,0 46,0 1541,0
Atbaral3 29,2 19,0 25,4 26,4 54,6 454 1509,0
Khartoum North15 29,4 18,9 25,6 26,1 55,0 45,0 1543,0
Omdurman2 29,2 18,7 25,6 26,5 54,8 45,2 1564,0
Kosti5 29,3 18,9 25,6 26,3 54,8 45,2 1545,0
El Obied46 29,4 18,8 25,4 26,4 54,8 45,2 1541,0
Bizkaia 29,0 18,8 25,7 26,5 54,8 45,2 1749,0
A2_RBEQ101 28,4 19,3 25,6 26,7 54,0 46,0 1573,0
Al_RBEQ178 28,8 19,3 25,1 26,8 53,9 46,1 1519,0
B_RBEQ105 29,5 18,3 25,8 26,4 55,3 44,7 1481,0
B_LFEQ47 29,4 18,0 26,0 26,7 55,4 44,6 1470,0
B_LFEQ164 29,2 18,9 25,4 26,5 54,6 454 1573,0
RBEQ63_A 29,0 19,0 25,3 26,7 54,3 45,7 1567,0
LFEQ189_C 29,2 18,7 25,8 26,3 55,0 45,0 1569,0
LFEQ178_C 29,3 18,7 25,5 26,6 54,8 45,2 1563,0
LFEQ23_A 29,0 18,8 25,1 27,0 54,2 45,8 1532,0
KNU GG-7 29,1 18,7 25,6 26,6 54,7 45,3 1661,0
KNU GG-14 29,1 18,7 25,6 26,6 54,7 45,3 1661,0
Suwaymah-1T 27,8 19,1 23,6 29,6 51,3 48,7 450,0
Suwaymah-2 27,8 19,3 23,6 29,3 51,3 48,7 450,0
Wadi Araba-1T 27,8 19,3 23,6 29,3 51,3 48,7 450,0
Suwaymah-4 27,1 19,3 24,0 29,6 51,1 48,9 450,0
Suwaymah-5 27,6 19,6 23,6 29,3 51,1 48,9 450,0
Suwaymah-6 27,6 19,3 23,8 29,3 51,3 48,7 450,0
Suwaymah-7 27,6 19,3 23,3 29,8 50,9 49,1 450,0
Suwaymah-8 27,8 19,3 23,6 29,3 51,3 48,7 450,0
Ho233 29,4 18,7 25,5 26,4 54,9 45,1 1585,0
Ortalama 28,2 19,2 26,3 26,3 54,5 45,5 1742,0
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'da GenBank’a

1 18S rRNA gen boélgelerinin multible

latlar1 ile Diinya

. equi izo

den elde edilen T

Oresin

Bursa Karacabey y

, parsiye

latlarinin

. equi izo

kayith diger baz1 T

alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13°de goriildigi gibi 18S rRNA gen bolgesine gore saptanan T. equi izolatlar
ile diger izolatlar arasinda genotiplere 0Ozgii olarak cesitli niikleotid degisimleri,
delesyonlar1 ve insertionlar1 belirlenmistir.

T. equi izolatlarmin (BK-1, BK-2) pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %100
identik olduklar1 ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda
ortalama %2,5+0,6 farklilik gosterdikleri saptanmistir. Bursa Karacabey ydresinde
atlarda saptanan T. equi izolatlariin (BK-1, BK-2) ayrica Ispanya (AY534882) ve
Giliney Kore’de (HM229407, HM229408) atlardan izole edilen izolatlarla da %100
identik oldugu belirlenmistir.

Bursa Karacabey yoresinde atlarda saptanan T. equi izolatlar1 ile Diinyadan diger bazi
T. equi izolatlarmin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile
olusturulan filogenetik agaci1 Sekil 4.14’de verilmistir. Filogenetik agagta da goriilecegi
lizere saptanan izolatlarin T. equi Genotip E’de yer aldigi belirlenmistir. Genetik
farklilik, BK-1 ve BK-2 izolatlarmin yer aldig1 E genotipi ile A, B, C ve D genotipleri
arasinda sirastyla %1,6+0,3; %0,9+0,2; %2,4+0,3; ve %2,4+0,3 olarak saptanmustir.



ga— O Atbaral3 Sudan
54{5) El Obied46 Sudan
3 O Atbaral Sudan
25| L—O RBEQ105 Guney Afrika
O Suwaymah-6 Urdun
an 6 QO Atbara2 Sudan
B3 L O Omduman2 Sudan
—— O Kosti5 Sudan
QO Atbara5 Sudan
43O Khartoum North15 Sudan
a0 O LFEQ47 Guney Afrika
O LFEQ189 Guney Afrika
33| O LFEQ178 Guney Afrika
g2 - O LFEQ164 Guney Afrika
85— O Ho233 ABD

39 58

74

O Suwaymah-7 Urdun

(O RBEQ178 Guney Afrika
O LFEQ23 Guney Afiika

] S O RBEQS63 Guney Afiika

@ Suwaymah-1T Urdun

33|, @ Suwaymah-2 Urdun
@ Wadi Araba-1T Urdun
O Suwaymah-5 Urdun
18O Suwaymah-8 Urdun
O Atbara8 Sudan
493'—(3:&11101 Guney Afrika
QO BK-2 Bursa

O BK-1 Bursa
O Suwaymah-4 Urdun

P O KNU GG-7 Guney Kore
W‘— O Bizkaia Ispanya
3610 KNU GG-14 Guney Afrika

43

36
23

Theileria parva

—
0.005

kullanilmustir.

54

Genotip D

Genotip C

Genotip A

Genotip B

Genotip E

Sekil 4.14. Bursa Karacabey yoresinde saptanan T. equi izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger T. equi
izolatlarin 18S rRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining - Kimura 2
Parameter modeli). Semboller; @: Deve, O: At izolatlar1; Dis grup olarak Theileria parva (L02366)



5. TARTISMA VE SONUC

Babesiosis, Babesia soyundaki protozoon tiirlerinin neden oldugu bir hastalik olup
hastaliga yol acan etkenler Ixodidae ailesine bagli vektor kene tiirleri ile transovarial
ve/veya transstadial olarak nakledilirler. Tektirnaklilarda piroplasmosis’e B. caballi
(Nuttall, 1910) ve B. equi (Laveran, 1901) tiirleri sebep olmaktadir. Atlarda B.
bigemina’ya benzeyen intraeritrositik protozoonlar ilk olarak 1899’da Guglielmi
tarafindan gozlenmistir. Bunu takiben 1901 ve 1902’de Theiler, B. equi’nin sebep
oldugu, tektirnakli babesiosisini ilk olarak tarif etmis, 1901’de Laveran bu kiigiik etkeni
B. equi olarak isimlendirmistir. Theiler 1905°te zebralarda B. equi’yi tespit etmis ve kan
inokulasyonu ile zebradan ata nakletmistir. Bu tarihten sonra, B. equi ile enfekte
Rhipicephalus evertsi vasitasiyla zebralarda hastaligin meydana geldigi goriilmistiir.
Son yillarda ise B. equi’nin hem omurgalida (lenfositer sizogoni) hem de vektor kenede
(transovarial gecis yoktur) gelismesinin deneysel olarak ortaya konmasi ile Theileria
tirlerine benzedigi tespit edilmis ve bu yoniiyle T. equi olarak isimlendirilmistir. T.
equi’nin yol agtig1 hastalik atlarin theileriosis’i olarak isimlendirilmektedir. B. caballi
ve T. equi'nin yol ag¢tig1 piroplasmosis perakut, akut veya kronik seyirli olup ates,
anemi, dsypnea, ikterus, hepatosplenomegaly, Odem, intravaskiiler hemoliz,
mukazalarda petesiyel kanamalar, hemoglobinuri ve 6liim ile seyredebilir (35, 125).
Tektirnakli piroplasmosis etkenlerinin cografik dagilimlar1 vektor kenelerin yayiliglar:

ile yakindan ilgilidir (2, 17).
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Ekonomik Oneme sahip olan tektirnakli piroplasmosis’inin, uluslararasi ticaret ve
tilkeler arasindaki hayvan hareketlerinin artisina bagl olarak global 6nemi giin gegtikce
artmaktadir (87, 103). Ancak, diinyanin bir¢ok bolgesinde tektirnakli piroplasmosis’inin
epidemiyolojisi hakkindaki bilgi oldukca sinirlidir. Bazi iilkelerde equidelerde cesitli
Theileria ve Babesia genotipleri tarif edilmekle birlikte bu genotiplerin bazilarinin yeni
tiirler olabilecegi de hipotez edilmistir (126, 127). Bunun yaninda canine piroplasmosis
etkeni B. canis canis (13, 128) ve sigir piroplasmosis etkeni B. bovis’in de (129) atlarda

gorildiigline dair kayitlar bulunmaktadir.

Tiirkiye’de gilinlimiize kadar atlarda piroplasmosis iizerine calismalarin daha c¢ok
konvansiyonel ve serolojik teshis yontemleriyle yapilmis olup molekiiler prevalans
calismalar1 sinirli, molekiiler karakterizasyon ¢alismalar1 ise bulunmamaktadir. Degisik
cografik yap1 ve mevsime ait farkli bolgelerde perifer kan froti muayenesiyle atlarda
yapilan ¢alismalarda; Gemlik Askeri Harasinda 133 atta B. caballi %12,0, T. equi %6,0
(18); Malatya’da 130 atta B. caballi %3,0, T. equi %11,5 (71); Kayseri’de 89 atta B.
caballi %7,9, T. equi %4,5 (70); Tiirkiye’nin dogu sinirinda 110 atta T. equi %58,2
(72); Tirkiye’nin farkli bolgelerindeki 666 atta T. equi %0,15 (31); Ege Bolgesi’'nde
205 atta B. caballi %0,5, T. equi %0,5 (73) olarak rapor edilmistir.

Serolojik c¢aligmalarda atlarda B. caballi seropozitifligi, IFAT ile Dogu Anadolu sinir
bolgesinde %4,5 (72); Tirkiye genelinde IFAT ile %11,1, CFT ile %0,9 (31);
Marmara’da IFAT ile %13,3, CFT ile %1,0; Ege’de IFAT ile %7,0 (73); Malatya’da
IFAT ile %2,5 (75); Akdeniz bolgesinde IFAT ile %30, CFT ile %1,81 ve Karadeniz
Bolgesinde IFAT ile %12,5 (76) olarak saptanmistir. Tiirkiye genelinde CFT ile %0,58
(77), cELISA ile %1,46 (78), Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %38,0 (79), Nigde’de
IFAT ile %9,6 (80), Kars ve Ardahan yoresinde cELISA ile %29,3 (81) olarak tespit

edilmistir.

T. equi’nin atlardaki seropozitifligi; Dogu Anadolu’nun sinir bolgelesinde IFAT ile
%64,5 (72), Tirkiye genelinde IFAT ile %25,7, CFT ile %19,7 (31), Marmara’da IFAT
ile %3,8, CFT ile %4,8, Ege’de IFAT ile %42,0, CFT ile %30,0 (73), IFAT ile Kars
yoresinde % 25,0 (74), Malatya’da IFAT ile %20,5, CFT ile %18,0 (75), Akdeniz
bolgesinde IFAT ile %23,5, CFT ile %11,8 ve Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %15,7 ve
CFT ile %8,4 (76), IFAT ile I¢ Anadolu’da %26,0; Dogu Anadolu’da %22,7 ve
Giineydogu Anadolu’da %43,8, CFT ile I¢ Anadolu’da %29,0; Dogu Anadolu’da
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%19,3 ve Giineydogu Anadolu’da % 31,4 olarak bulunmustur (31). cELISA ile Adana
yoresinde yapilan arastirmada (77) T. equi’nin seroprevalanst %56,8 olarak saptanmigtir
(8). T. equi seropozitifligi Tiirkiye genelinde CFT ile %16,55, cELISA ile %16,21 (78),
Karadeniz Bolgesinde IFAT ile %23,8 (79), Nigde’de IFAT ile %12,8 (80), Kars ve
Ardahan yoresinde cELISA ile %19,0 (81), Adana ilinde cELISA ile %56,8 (82) olarak
tespit edilmistir. Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerindeki illerde CFT ve IFAT ile 300
atta mikroskobik bakida %6,6; CFT testinde %34,6 (T. equi %33; B. caballi %0,3; %1,3
T. equi+B. caballi) ve IFAT testinde %61,0 (T. equi %34,3; B. caballi %10,0; %16,6 T.
equi + B. caballi) oraninda pozitiflik tespit edilmistir (83).

Sinirli  sayidaki molekiiler prevalans ¢aligmalarinda ise Ankara’da 200 atta
konvansiyonel PCR ile B. caballi pozitifligi %3,0, T. equi pozitifligi %7,0 (12);
Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerindeki illerde bulunan 300 atta Nested PCR ile T.
equi %44,6; B. caballi %2,3 ve T. equi + B. caballi miks enfeksiyonu %5,0 oraninda

tespit edildigi 6ne stiriilmiistiir (83).

Bu calismada TagMan prob bazli Real Time PCR analizleriyle incelemesi yapilan ve
Bursa Karacabey yoresinde Tarim Isletmesi Miidiirliigiinden 6rneklenen 153 atin
4inde T. equi, 3‘Unde ise B. caballi pozitifligi belirlenirken Tiirkiye Jokey
Kuliibii’nden 6rneklenen 50 atin 2’sinde T. equi, 1‘inde ise B. caballi pozitifligi tespit
edilmis, miks enfeksiyonlara rastlanilmamistir. Aragtirma yoresinde incelenen atlarda T.
equi prevalansi (%2,96) B. caballi prevalansindan (%1,97) yiiksek belirlenmesine
karsin bu farklilik istatistiksel a¢idan 6nemsiz bulunmustur. Benzer sekilde Ct (dR)
degerlerine gore T. equi pozitif 6rneklerde parazitemi diizeyi B. caballi pozitif 6rneklere
gore daha yiiksek tespit edilmesine karsin bu farklilik da istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur T. equi ve B. caballi i¢in arastirma yoresinde belirlenen prevalans oranlari
Tiirkiye’de at piroplasmosis’i iizerine konvansiyonel ve serolojik tekniklerle yapilmis
diger baz1 c¢alismalarda (31, 70-73, 75-78) belirlenen prevalans oranlarina yakin
bulunurken genel olarak serolojik tabanli teshis yontemleri ile elde edilen prevalans
oranlarindan daha diistik oldugu dikkati ¢cekmistir. Nitekim bir¢ok ¢aligmada (37, 130-
133) antikor arama tabanli serolojik yOntemlerin, hastaligin erken veya latent
doneminde duyarhiliklarinin diisiik oldugu, capraz reaksiyonlara bagl yanlis sonuglara
yol acgabildigi, 6zellikle B. caballi ile enfeksiyonlarda hastaligi atlatan hayvanlarda ve

tedavi sonrasi antikorlarin 3 yila kadar mevcudiyetini korumasi sebebiyle hastalar
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ortaya koymada yetersiz oldugu ve bu testlerle elde edilen yiliksek prevalansin genellikle
bu sonuca bagli olarak ortaya c¢iktigi kaydedilmistir. Buna karsin T. equi’nin
antiprotozoer ilaglara direngli oldugu ve tedavi sonrasinda dahi enfekte atlarin bu etkeni

Oomiir boyu tasidiklari bildirilmistir (60).

Tek tirnaklilarda piroplasmosis’e yol agan etkenleri klinik olgulardan, rezervuar
konaklardan ve vektor kenelerden izole etmek amaciyla konvansiyonel PCR, Nested
PCR ve RLB gibi molekiiler tan1 yontemleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(87, 110, 126, 127, 134). Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi,
seciciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve
otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda
gelmektedir. Ayrica bu teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlari da hassas
bir sekilde belirlenebilmektedir. Son yillarda tek tirnakli piroplasmosis’inin tiir spesifik
teshisinde de kullanilmaya baslanan Real Time PCR tekniginde, 6zellikle 18S rRNA
gibi gen bolgelerini hedef alarak spesifik primer ve problar ile arastirmalarin yapildig:
dikkati ¢ekmektedir (60, 61, 113). Real Time PCR teknigi sahip oldugu yliksek
sensitivite ve spesifitenin yaninda kantitafif analize olanak saglamasi, kontaminasyon
riskinin ¢ok daha diisiik olmast ve hizli sonu¢ vermesi gibi ¢esitli 6zellikleri ile
konvansiyonel PCR, nested PCR ve antijen veya monoklonal antikor tabanli ELISA
gibi cesitli tekniklere gore tistlin bir tekniktir (60, 61, 113). Bu ¢alismada da s6z konusu
avantajlar1 nedeniyle arastirma ydresinde atlarda piroplasmosis’in durumunu net olarak
ortaya koyabilmek amaciyla, T. equi ve B. caballi tiir spesifik 18S rRNA (ribozomal
RNA) gen bolgesini hedef alan spesifik primer ve TagMan problarin kullanildig1 Real
Time PCR teknigi, Tirkiye’de ilk kez bu alanda temel teshis yoOntemi olarak
kullanilmistir. S6z konusu teknik ile es zamanl olarak T. equi ve B. caballi pozitiflikleri
spesifik bir sekilde ortaya konmus, Ct (dR) degerleri belirlenerek Orneklerdeki
parazitemi hakkinda veriler elde edilmistir. Bu ¢alismada ayrica konvansiyonel PCR ile
pozitif belirlenen 5 Ornegin TagMan Real Time PCR analizleriyle de tiimii
piroplasmosis pozitif olarak saptanmistir. PCR negatif 198 6rnegin ise TagMan Real
Time PCR analizleriyle 5’1 piroplasmosis pozitif ve 193’i de negatif olarak tespit
edilmistir. Konvansiyonel PCR’in Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu
%350,0 sensitivite ve %100,0 spesifite gosterdigi belirlenmistir. Kappa testi ile Real
Time PCR ve konvansiyonel PCR testleri arasinda %65,5 (p<0,01) uyum saptanmistir.
Real Time PCR’da pozitif belirlenen ve Ct (dR) degerleri yiiksek olan (>34) 6rneklerin
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PCR analizleri sonrasi agaroz jel lizerinde amplifikasyon belirlenememis veya ¢ok silik
bantlar tarzinda ortaya ¢iktigt gorilmils olup bu izolatlar {iizerine sekanslama
analizlerinin yapilmasi miimkiin olmamustir. Bu agidan ¢esitli arastiricilarin da (60, 61)
belirttigi gibi parazitin biyolojik dongiisiinde devamlilig1 saglayan ve hastaligin vektor
kene ve diger konaklara ge¢mesinde primer Oneme sahip diisik parazitemili
rezervuarlarin belirlenmesinde Real Time PCR tekniginin ¢ok daha giivenilir bir

yontem olarak ortaya ¢iktig1 gorilmiistiir.

Bununla birlikte T. equi ve B. caballi spesifik TagMan Real Time PCR analizlerinin
kontrolii amaciyla uygulanan B. caballi Real Time PCR standart kiti (PrimerDesign Ltd,
Genesig, Ingiltere) ile T. equi ve B. caballi pozitif belirlenen tiim &rneklerin
amplifikasyon gosterdigi saptanmustir. Ayrica sekans analizleriyle konfirme edilen ve
miks enfeksiyon olmadigi belirlenen T. equi izolatlarinin da s6z konusu kit
amplifikasyon gostermesi, treticinin B. caballi spesifik olarak belirtip kullanima

sundugu s6z konusu kitin tiir bazli spesifitesinin olmadigini ortaya koymustur.

Konvansiyonel teshis yoOntemleriyle elde edilen pozitiflikler, genotip diizeyinde
identifikasyona olanak vermemekte (15, 127), buna karsin molekiiler olarak yapilan
genotipleme sayesinde tek tirnakli piroplasmosis etkenleri filogenetik olarak karakterize
edilebilmektedir. Bunun yaninda molekiiler karakterizasyon sayesinde farkli suslar
arasindaki genetik varyasyonlarin ortaya konmasi ile cografik bolgeler arasindaki
iligkiler de arastirilabilmektedir (15, 62). Piroplasm tiirlerinin ve genotiplerinin ortaya
konmasinda en ¢ok kullanilan gen bélgelerinin baginda small subunit ribosomal RNA
(SSU-rRNA) geni gelmektedir. SSU-rRNA gen bdlgesinin genotiplemede yaygin olarak
kullanilmasi, genel olarak bu gen boélgesinin ¢oklu-kopya yapisinda (multi-copy nature)
olmasindan ve genom icerisinde yiiksek diizeyde korunmus (semi-conserved) bolgeler

icermesinden ileri geldigi kaydedilmistir (135-139).

[k kez Chae ve ark. (140), Kore, Japonya ve Kuzey Amerika’'nin cesitli bolgeleri gibi
farkli cografik bolgelerden izole ettikleri 14 Theileria izolatini, 18S rRNA geninin
degisken bir bolgesine gore (V4) 7 farkli gentoip (Genotip A-G) iginde klasifiye
etmiglerdir. A, B, C, D ve E genotiplerinin si8ir ve bir geyik tiirlindeki (elk)
parazitlerde, genotip F ve G’nin ise sirasiyla elk ve beyaz kuyruklu geyiklerdeki (white-
tailed deer) parazitlerde bulundugu belirlenmistir (140). Baz1 6zgiin izolatlarin ise

birden fazla SSU rRNA gen tipine sahip oldugu ortaya konmustur. Chae ve ark. (141),
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Theileria 18S rRNA G genotipinin beyaz kuyruklu geyik ve elklerden izole edilen
izolatlarin sekanslarindaki mikroheterojeniteye gore G1, G2, ve G3 alt genotiplerinden
olustugunu ortaya koyarken F genotipinin geyik ve elklerdeki izolatlarda niikleotid

sekanslarinin identik oldugunu saptamislardir.

Diger yandan T. equi’deki genetik cesitliligin diger tiim Theileria tiirlerinden daha
yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir (142). Genotip ¢esitliligi ilk kez Nagore ve ark. (126)
Ispanya’dan rapor etmislerdir. Buna gore T. equi tiirii icinde T. equi ve T. equi-like
genotipleri klasifiye edilmistir (126). Daha sonraki ¢alismalarda Bhoora ve ark. (127),
Giiney Afrika’da atlardan elde ettikleri izolatlar iizerine yaptiklar1 arastirmada, T. equi
izolatlarin1 Genotip A, B ve C olmak iizere 3 heterojenik genotip i¢inde klasifiye
etmislerdir. Bu klasifikasyon iginde T. equi ve T. equi-like genotipleri sirasiyla Genotip
A ve B olarak isimlendirilmistir. Son zamanlarda Sudan’da yapilmis bir caligmada da
Genotip A, B ve C’nin yaninda yeni bir genotip daha bulunmus ve Genotip D olarak
klasifiye edilmistir (139). Qablan ve ark. (15), Urdiin’de deve ve atlardan izole ettikleri
T. equi izolatlarmnin 18S rRNA gen bolgesine gore filogenisini aragtirmiglar ve bir atta
bulunan izolatin (Suwaymah-4, IN596986) Giiney Kore’de atlardan izole edilmis iki
izolat (HM229408, HM229407) ve Ispanya’dan daha énce Genotip B olarak bildirilen
bir izolatla (AY534882) birlikte ayr1 bir grupta yer aldigini belirlemisler ve bu genotipi
Genotip E olarak klasifiye etmislerdir. T. equi (Genotip A) ve T. equi-like (Genotip B)
genotiplerinin Ispanya (126), Yunanistan (62), Sudan (139), Giiney Afrika (127) ve
Urdiin (15) gibi gesitli iilkelerde bildirilmis olmasi bu genotiplerin yaygin oldugunun bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (15, 62).

Bu calismada Tiirkiye’de ilk kez atlarda piroplasmosis’e yol acan tiirlerden T. equi’nin
molekiiler karakterizasyonu ve genotiplendirilmesi yapilmistir. Buna gore Bursa
Karacabey yoresinde atlardan elde edilen T. equi BK-1 ve BK-2 izolatlarinin kendi
aralarinda %100 identik olduklar1 ve diinyadaki diger T. equi izolatlariyla aralarinda
ortalama %?2,5+0,6 farklilik gosterdikleri saptanmistir. Bu iki izolatin (BK-1, BK-2)
ayrica Ispanya (AY534882) ve Giiney Kore’de (HM229407, HM229408) atlardan izole
edilen izolatlarla da %100 identik oldugu tespit edilmistir. 18S rRNA geninin
filogenetik analizi sonucunda bu ¢alismada saptanan BK-1 ve BK-2 izolatlarmin T. equi
Genotip E’de yer aldigi goriilmiistiir. Ayrica genetik farklilik analizlerine gore E

genotipinin diger genotiplere (%1,6-2,4) oranla B genotipine (T. equi-like) (%0,9) daha
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yakin oldugu saptanmustir. T. equi-like genotipinin (Genotip B) T. equi genotipine
(Genotip A) gore daha yiikksek patojeniteye sahip oldugu ve olusturduklart
enfeksiyonlarin genellikle atlarda 6liimle sonuglandigr ileri stiriilmiistiir (62, 126). Bu
calismada saptanan izolatlarin yer aldig1 E genotipinin, patojenitesi yiiksek B genotipine
yakinlig1 aragtirma yoresindeki atlar icin risk potansiyeli olusturmaktadir. Dolayisiyla
Tirkiye’de tek tirnaklilarda  piroplasmosis’e  yol agan tiirlerin  molekiiler
genotiplendirilmesine ve olusturduklar1 patojeniteye dair kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

B. caballi ve T. equi’nin antikor tabanli serolojik ¢alisma sonuglarina gore tim yas
gruplarinda gorilebildigi ve ileri yastaki atlarda (4-9 yas) prevalansin daha yiiksek
oldugu ileri stirtilmiistiir (3, 29, 48). Bu ¢alismada da B. caballi ve T. equi molekiiler
prevalanslarinin atlarin yas gruplarina gore farklilik gostermedigi saptanmistir.
Cinsiyetin B. caballi ve T. equi prevalansina etkisinin olmadigini goésteren bir¢ok
calismadaki gibi (48, 70, 72) bu ¢aligmada da prevalans lizerinde cinsiyetin etkisinin
olmadig: istatistiksel olarak ortaya konmustur. Benzer sekilde at irklar1 arasinda da

enfeksiyon agisindan istatistiksel bir farkliligin olmadig1 goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Bursa Karacabey yoresi atlarinda piroplasmosis’in
molekiiler prevalansi ve izolatlarin genotipleri saptanmistir. Enfeksiyondan sorumlu tiir
ve genotipler, bu alanda Tiirkiye’de ilk kez kullanilan Real Time PCR teknigi ve 18S
rRNA geninin sekans analizleriyle ortaya konmustur. Molekiiler ve filogenetik analizler
sonucu arastirma yoresinde primer yayginlik gosteren tiriin T. equi oldugu; B.
caballi’nin ise daha diisiik prevalansa sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu
calismada Real Time PCR tekniginin, sahip oldugu yiiksek sensitivite ve spesifitenin
yaninda, es zamanl hizli teshise ve kantitasyona olanak saglamasi ve paraziteminin
belirlenebilmesi, dolayisiyla tedavi etkinliginin takibi ve kontaminasyon riskinin
minimize olmasi gibi avantajlariyla tek tirnakli piroplasmosis’inin teshisinde yiiksek
etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir. Real Time PCR tekniginin sahip oldugu bu
avantajlartyla 6zellikle molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda ve rezervuarlarin
belirlenmesinde one ¢iktig1 dikkati ¢ekmistir. Ayrica bu arastirma ile Bursa Karacabey
yoresinde atlarda belirlenen T. equi izolatlarinin E genotipinde yer aldigi da ortaya
konmustur. Bu genotipin muhtemel patojenik potansiyeli géz Oniine alindiginda,

yetistiriciler, veteriner hekimler ve epidemiyolojistlerin igbirligi yaparak hastaliga karsi
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etkin kontrol ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. Calisma
bu haliyle Tiirkiye’de tek tirnakli piroplasmosis’inin molekiiler epidemiyolojisi,
hastaliktan sorumlu tiirler ve genotiplerin ortaya konmas1 yoniinde daha sonra yapilacak

arastirmalara model olma niteligindedir.



6. KAYNAKLAR

Tiirkiye Istatistik Kurumu. http://tuikapp.tuik.gov.tr/hayvancilikapp/hayvancilik.zul Erisim
Tarihi: 15.10.2012.

De Waal DT. Equine babesiosis. Br Vet J 1992; 148: 6-14.

Rommel M, Eckert J, Kutzer E, Korting W, Schneider T. Veterindrmedizinische
Parasitologie (5), Rommel M, Boch J, Parey Buchverlag, Berlin, 2000: 915.

Holman PJ, Frerichs WM, Chieves L, Wagner GG. Culture confirmation of the carrier
status of Babesia caballi - infected horses. J Clin Microbiol 1993; 3: 698-701.

Weiland G. Species-spesific serodiagnosis of equine piroplasma infections by means of
complement fixation test (CFT), immunofluorescence (IF), and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Vet Parasitol 1986; 20: 43-48.

Edwards RZ, Moore H, LeRoy BE, Latimer KS. Equine Babesiosis - A Review. Vet Pathol
2005; 185: 102-105.

Nalbantoglu S. Protozoon Hastaliklarinda Tedavi. In: Veteriner Hekimlikte Parazit
Hastaliklarinda Tedavi, Burgu A, Karaer Z Ed. izmir, Meta Basim Matbaacilik Hizmetleri,
T Parazitol Dern Yayin No: 19, 2005: 73-77.

Kurt C. Adana Yoresi Atlarinda Babesia equi ve Babesia caballi’nin Yayilisinin
Mikroskobik ve Serolojik (ELISA) yontemlerle Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi,
Mustafa Kemal Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Hatay 2005: 46.

Goren S, Yetkin R. Tektirnaklilarda, Sigirda, Koyunda, Kegide ve Kopekte Piroplasmosis,
Ankara, MMB Baytar Bak Ser ve As1 Evi Yayinlar1 1935.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

64

Mimioglu M, Géksu K, Sayin F. Veteriner ve Tibbi Protozooloji II. Ankara Univ
Basimevi, Ankara, 1969.

(2012) Taxonomicon. Evrensel Taksonomik Hizmetleri. http://taxonomicon.taxonomy.nl/
Erigim Tarihi: 15.10.2012.

Giiglii Z, Karaer Z. Ankara yo6resinde sportif ve gosteri amagl yetistirilen atlarda Babesia
caballi (Nuttall, 1910) ve Theileria equi (Syn. Babesia equi, Laveran, 1901)’nin yayilisinin
polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirilmasi. Tiirkiye Parazitol Derg 2007; 31: 89-93.
Criado-Fornelio A, Martinez-Marcos A, Buling-Sarana A, Barba-Carretero JC. Molecular
studies on Babesia, Theileria and Hepatozoon in southern Europe. Part 1l. Phylogenetic
analysis and evolutionary history. Vet Parasitol 2003; 114: 173-194.

Hikosaka K, Watanabe Y, Tsuji N, et al. Divergence of the mitochondrial genome structure
in the apicomplexan parasites, Babesia and Theileria. Mol Biol Evol 2010; 27: 1107-1116.
Qablan MA, Sloboda M, Jirku M, et al. Quest for the piroplasms in camels: identification
of Theileria equi and Babesia caballi in Jordanian dromedaries by PCR. Vet Parasitol
2012; 186: 456-460.

Levine ND. Veterinary Protozoology, 1 th Edition, Ames, lowa State University Press.
lowa, 1985: 414.

Soulsby ELJ. Helmints, Artropods and Protozoa of Domesticated Animals, 7th. Edition.
Bailliere Tindall, London, 1986: p.809.

Inci A. Gemlik askeri harasi atlarinda Babesia caballi (Nuttall, 1910) ve Babesia equi
(Laveran, 1901)’nin mikroskobik muayeneyle saptanmasi. Turkish Journal of Vet Anim
Sci 1997; 21: 43-46.

Hodgson J. Equine Exotic Diseases, A manuel for horse owners. A report for the Rural
Industries Resarch and Development Coporation, RIRDC Publication No02/054 RIRDC
Project No US-103 A. 2002.

O’Neil BD. Ministry of Agriculture and Forestry, New Zelland. “Import risk analysis:
horses and horse semen.” Biosecurity Authority, Wellington, 2000: p 176-181.

Toparlak M, Tiizer E. Veteriner Protozooloji, Istanbul. iU Yayinlar1 Ders Notu No:105,
1999.

Dumanli N. Veteriner Protozooloji Ders Notlar1, Elaz1g. FU Vet Fak Ders Teksiri No:54,
2002.

Inci A, Diizlii O, ica A. Babesiidae, In: Veteriner Protozooloji, Dumanli N, Karaer Z.
Medisan, Ankara, 2010: p 185-206.

Schein E, Rehbein G, Voigt WP, Zweygart E. Babesia equi (Laveran 1901) I. Development
in horses and in lymphocyte culture. Tropenmed Parasitol 1981 Dec; 32: 223-227.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

65

Rehbein G, Zweygarth E, Voigt WP, Schein E. Establishment of Babesia equi- infected
lymphoblastoid cell lines. Z Parasitenkd 1982; 67: 125-127.

Purchase HS. Piroplasmosis in foal at birth. Vet Rec 1974; 59: p 449.

Erbsloh JFK. Babesiosis in the newborn foal. J Reprod Fert1975; 23: 725-726.

Kaufmann J. Parasitic infections of Domestic Animals, A Diagnostic Manual. Birkhauser
Verlag, Basel, Boston, Berlin. 1996: p 423.

Martin R. Equine Piroplasmosis: The temporary importation of seropositive horses into
Australia, Aust Vet J 1999 May;77:308-9.

Mehlhorn H, Schein E. The piroplasms:; Life Cycle and Sexual Stages. In: Baker JR,
Muller R (eds), Advances in Parasitology. Academic Press 1984: p 69-89.

Balkaya 1. Tiirkiye nin farkli bolgelerinde atlarda Babesia equi (Laveran, 1901) ve Babesia
caballi (Nuttal, 1910)’nin yayilisinin mikroskobik ve serolojik yontemlerle arastirilmasi,
Doktora Tezi, Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Elazig 2004.

Mehlhorn H. Encyclopedia of Parasitology, 3rd Edition, Springer-Verlag Berlin Heidelberg
New York, 2008: 1573.

Piroplasmosis. Report from 8th Int Conf Eq Inf Dis Babesiosis.
http://www.neosoft.com/iaep/pages/edwatch/piroplasmosis.html. Erigim Tarihi:
15.10.2012.

Mc Cosker JP. The global importance of babesiosis. In: Babesiosis, Edits: Ristic M, Kreier
JP. Academic pres, New York. 1981: p 1-24.

Schein E. Equine Babesiosis, In: Babesiosis of Domestic Animals and Man. Miodrag Ristic
Edt. CRC Press, Inc Florida, USA 1988: p197-208.

Saym F, Dumanlhi N. Elazig bolgesinde evcil hayvanlarda goriilen kene (Ixodidae) tiirleri
ile ilgili epizootiyolojik arastirmalar. AU Vet Fak Derg 1982; 29 (3-4): 344-362.

Briining A, Phipps P, Posnett E, Canning EU. Monoclonal antibodies against Babesia
caballi and Babesia equi and their application in serodiagnosis. Vet Parasitol 1997; 68: 11-
26.

Frerichs WM, Holbrook AA, Johnson AJ. Equine piroplasmosis: Production of Antigens
fort he Complement Fixation Test. Am J Vet Res 1969; 30: 1337-1341.

Knowles RC, Mathis RM, Bryant JE, Willers KH. Equine piroplasmosis. J Am Vet Med
Ass 1966; 148: 407-410.

Sippel WL, Cooperrider DE, Gainer JH, et al. Equine piroplasmosis in the United States. J
Am Vet Med Ass 1962; 141: 694-698.

Scoles GA, Hutcheson HJ, Schlater JL, et al. Equine Piroplasmosis Associated with
Amblyomma cajennense Ticks, Texas, USA. Emerg Infect Dis 2011 October; 17: 1903-
1905.



42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

66

Short MA, Clark CK, Harvey JW, et al. Outbreak of equine piroplasmosis in Florida. J Am
Vet Med Assoc 2012 Mar; 240: 588-595.

Friedhoff VKT. Die piroplasmen der Equiden- Bedeutung fiir den internationalen
Pferdeverhehr. Berl Miinch Tierarztl Eschr 1982; 95: 368-374.

Kumar S, Kumar Y, Malhotra DV, Dhar S, Nichani AK. Standardisation and comparison
of serial dilution and single dilution enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) using
different antigenic preparations of the Babesia (Theileria) equi parasite. Vet Res 2003; 34:
71-83.

Barnett SF. Babesia of horses in Britain. Vet Rec 1974; 95: 346-347.

Joyner LP, Donnelly J, Huck RA. Complement fixation tests for equine piroplasmosis
(Babesia equi and B. caballi) performed in the UK during 1976 to 1979. Equine Vet J
1981; 13:103-6.

Mahoney DF, Wright IG, Frercichs WM, et al. The Identification of Babesia equi in
Australia. Aust Vet J 1977; 53: 461-464.

Shkap V, Cohen I, Leibovitz B, et al. Seropravalance of Babesia equi Among Horses in
Israel Using Competitive Inhibition ELISA and IF A Assays. Vet Parasitol 1998; 76: 251-
259.

Xuan X, Nagai A, Battsetseg B, et al. Diagnosis of Equine Piroplasmosis in Brazil by
Serodiagnostic Methods with Recombinant Antigens. J Vet Med Sci 2001; 63: 1159-1160.
Zweygarth E, Lopez-Roballar LM, Nurton J, Guthrie AJ. Culture isolation and propagation
of Babesia caballi from naturally infected horses. Parasitol Res 2002; 88: 460-462.
Boldbaatar D, Xuan X, Battsetseg B, et al. Epidemiological Study of Equine Piroplasmosis
in Mongoli. Vet Parasitol 2005; 27: 35-38.

Xu 'Y, Zhang S, Huang X, et al. Seroepidemiologic Studies on Babesia equi and Babesia
caballi Infections in Horses in Jilin Province of China, J Vet Med Sci 2003; 65: 1015-1017.
Garcia-Bocanegra I, Arenas-Montes A, Herndndez E, et al. Seroprevalence and risk factors
associated with Babesia caballi and Theileria equi infection in equids, 2012 (In Press).
Leblond A, Pradier S, Pitel PH, et al. An epidemiological survey of equine anaplasmosis
(Anaplasma phagocytophilum) in southern France. Rev Sci Tech 2005 Dec; 24: 899-908.
Grandi G, Molinari G, Tittarelli M, Sassera D, Kramer LH. Prevalence of Theileria equi
and Babesia caballi Infection in Horses from Northern Italy. Vector-Borne and Zoonotic
Diseases 2011 July; 11: 955-956.

Seo MG, Yun SH, Choi SK, et al. Seroprevalence of equine piroplasms in the Republic of
Korea. Vet Parasitol 2011 Jun 30;179:224-226.



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

67

Heim A, Passos LM, Ribeiro MF, et al. Detection and molecular characterization of
Babesia caballi and Theileria equi isolates from endemic areas of Brazil. Parasitol Res
2007 Dec; 102: 63-8.

Kerber CE, Labruna MB, Ferreira F, et al. Prevalence of equine Piroplasmosis and its
association with tick infestation in the State of Sdo Paulo, Brazil Rev Bras Parasitol Vet
2009 Oct-Dec; 18: 1-8.

Adaszek L, Gorna M, Krzysiak M, et al. Identification of the piroplasms isolated from
horses with clinical piroplasmosis in Poland. Wiadomooeci Parazytologiczne 2011; 57: 21—
26.

Bhoora R, Quan M, Franssen L, et al. Development and evaluation of real-time PCR assays
for the quantitative detection of Babesia caballi and Theileria equi infections in horses
from South Africa. Vet Parasitol 2010; 168: 201-11.

Jaffer O, Abdishakur F, Hakimuddin F, et al. A comparative study of serological tests and
PCR for the diagnosis of equine piroplasmosis. Parasitol Res 2010; 106:709-713.

Kouam MK, Kantzoura V, Gajadhar AA, et al. Seroprevalence of equine piroplasms and
host-related factors associated with infection in Greece. Vet Parasitol 2010 May; 169: 273—
278.

Sagunay RA. Canakkale-Kumkale ¢ayirlarinda beygir sitmasi arakonakgisi. As Vet Mec
1946; 24: 32-36.

Sagunay RA. Protozooloji yoniinden atlarin paraziter hastaliklart. Genkur, Bas. 1 nolu
Basimevi, Ankara. 1951.

Nartman H, Pinar C, Erdin B. Manisa birlik hayvanlarinda 1952 ve 1953 yillarinda goriilen
piroplazmoz olaylar1. Askeri Vet Derg 1954; 32: 31-47.

Afsin M, 1955. Ordumuz hayvanlarinda hiikiim siiren piroplazmoz nevileri ve simdiye
kadar tedaviden alinan sonuclar. M M V As Vet Ens, Tez.

Yasarol S. Yurdumuz atlarinda Piroplasma caballi ve Nutallia equi enfeksiyonlarina dair
ihzari bilgi. Tiirk Vet Hek Dern Derg 1955; 24: 2007-2008.

Ozcan CH. Ankara ve civarinda evcil hayvanlarda goriilen Piroplasmose vakalar1
ve tedavileri iizerinde arastirmalar. Ankara Universitesi Basimevi 1961: pp. 10-106.
Alibasoglu M, Yalciner $. 1933-1961 yillar arasinda Ankara ve yoresinde atlarda goriilen
hastaliklara toplu bir bakis. A U Vet Fak Derg 1965; 12: 98-111.

Inci A. Kayseri yoresinde tek tirnaklilarda Babesia equi (Laveran, 1901) ve Babesia caballi
(Nuttall, 1910) yaygmhgmin mikroskobik muayeneyle arastirilmasi. FU Sag Bil Derg
2002; 16: 85-88.



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77,

78.

79.

80.

81.

82.

68

Aktag M, Dumanli N. Malatya Sultansuyu Tarim Isletmesi atlarinda subklinik Babesia equi
(Laveran, 1901) ve Babesia caballi (Nuttal, 1910) enfeksiyonlari. T Parazitol Derg. 2000;
24: 55-56.

Akkan HA, Karaca M, Tiitiinci M, ve ark. Serologic and Microscopic Studies on
Babesiosis in Horses in The Eastern Border of Turkey. J Equine Vet Sci 2003; 23: 181-
183.

Erdogmus SZ. Marmara ve Ege Bolgesinde Atlarda Babesia equi (Laveran, 1901) ve
Babesia caballi (Nuttall, 1910)’nin Yayilisimin Serolojik Yontemlerle Arastirilmasi, 14.
Ulusal Parazitoloji Kongresi, 18-25 Eyliil 2005, izmir.

Oncel T, Vural G, Gicik Y, Arslan MO. Kars Yoresinde Atlarda Babesia (Theileria)
equi’nin (Laveran, 1901) Seropozitifligi. Turkiye Parazitol Derg 2007; 31: 170-172.
Balkaya I, Erdogmus Z. Investigation of prevalence of Babesia equi (Laveran, 1901) and
Babesia caballi (Nuttall, 1910) in horses by serological methods in Elazig and Malatya
province. FU Saglik Bil Derg 2006; 20: 61-63.

Balkaya I, Erdogmus Z. Prevalance of Babesia equi and Babesia caballi in horses by
serological methods in the Mediterranean Sea and the Black Sea regions of Turkey. J Aim
Vet Advanc. 2006; 5: 168-171.

Deniz A, Piskin C, Balkaya I, Diindar B. Tiirkiye’de atlarda Babesia caballi ve Theileria
equi’nin seroprevalansi, 15. Ulusal Parazitoloji Kongresi, s 164, 18-23 Kasim 2007,
Kayseri,

Seving F, Maden M, Kumas C, Seving M, Ekici OD. A comparative study on the
prevalence of Theileria equi and Babesia caballi infections in horse sub-populations in
Turkey. Vet Parasitol 2008; 156: 173-177.

Agict M, Umur S, Giiveng T, Arslan HH, Kurt M. Seroprevalance of equine babesiosis in
the Black Sea region of Turkey. Parasitol Inter 2008; 57: 198-200.

Karatepe B, Karatepe M, Cakmak A, Karaer Z, Ergiin G. Investigation of seroprevalence of
Theileria equi and Babesia caballi in horses in Nigde province, Turkey. Trop Anim Health
Prod 2008; 41: 109-113.

Sar1 B, Kirmizigiil AH, Deniz A, Tas¢i GT. Kars ve Ardahan Yoresinde Kis Mevsiminde
Atlarda Babesia caballi ve Theileria equi ’nin Seroprevalansi. Kafkas Univ Vet Fak Derg
2010;16: 657-661.

Kurt C, Yaman M. Adana Ydoresi Atlarinda Babesia equi ve Babesia caballi’nin
Yayilisinin Mikroskobik ve Serolojik (cELISA) Yontemlerle Arastirilmasi. YYU Vetr Fak
Derg 2012; 23: 1-4.



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

69

Deniz A, Piskin FC, Balkaya I ve ark. Tiirkiye’de Atlarda Babesia Etkenlerinin
Saptanmasinda PCR Tekniginin Uygulanmasi. T.C. Tarim Ve Koyisleri Bakanlig
Tarimsal Arastirmalar Genel Miidirligi Hayvan Sagligi Arastirmalar1  Program
Degerlendirme Toplantisi, s 186-200, 25-28 Subat 2008, Antalya.

Balkaya I. Tiirkiye nin farkli bolgelerinde atlarda Babesia equi (Laveran, 1901) ve Babesia
caballi (Nuttal, 1910)’nin yayilisinin mikroskobik ve serolojik yontemlerle arastirilmas,
Doktora Tezi, Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Elaz1g 2004.

Kolabskii N, Gaidukov AK. Lowering the virulence of Nuttalia equi. Vet Bull 1957; 29:
181-182.

Georges K, Ezeokoli CD, Sparagano O, et al. A case of transplacental transmission of
Theileria equi in a foal in Trinidad. Vet Parasitol 2011; 175: 363-366.

Bashuriddin JB, Cama C, Rebelo E. Molecular Detection of Babesia equi and Babesia
caballi in Horses Blood by PCR Amplification of Part of the 16S rRNA Gen. Vet Parasitol
1999; 84: 75-83.

Tamaki Y, Hirata H, Takabatake N, et al. Molecular Cloning of Babesia caballi Gene
Encoding the 134-kd Protein and Evaluation of Its Diagnostic Potential in an ELISA, Clin
Diagn Lab Immunol Jan 2004; 11: 211-215.

Hailat NQ, Lafi SQ, Al-Darraji AM, Al-Ani FK. Equine Babesiosis Associated With
Strenuous Exercise: Clinical and Pathological Studies in Jordan, Vet Parasitol 1997; 69: 1-
8.

(2008) Equine Piroplasmosis. Center for Food Security and Public Health.
http://www.cfsph.iastate.edu. Erisim tarihi: 02.09.2008.

Holman PJ, Becu T, Bakos E, et al. B. equi Field Isolates Cultured from Horse Blood
Using a Microcentrifuge Method, J Parasitol 1998; 84: 696-699.

Dede S, Deger Y, Deger S, Tanritanir P. Plasma levels of zinc, copper, copper/zinc ratio,
and activity of carbonic anhydrase in equine piroplasmosis. Biol Trace Elem Res 2000;
125(1): 41-5.

Allen PC, Frerichs WM, Holdbrook AA. Experimental acute Babesia caballi infections Il
Response of platelets and fibrinogen. Exp. Parasitol 1975; 37: 373-9.

Allen PC, Frerichs WM, Holdbrook AA. Experimental acute Babesia caballi infections |
Red blood cell dynamics. Exp. Parasitol 1975; 37: 67-77.

Homer MJ, Deflin Al, Telford 1l RS, Krause PJ, Persing DH. Babesiosis. Amer Soc
Microbiol 2000; 13: 451-469.

Levy MG, Clabaugh G, Ristic M. Age resistance in bovine babesiosis: role of blood factors
in resistance to Babesia bovis. Infect Immun. 1982; 37: 1127-1131.



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

70

Tait A, Hall FR. Theileria annulata: Control measures, diagnosis and the potential use of
subunit vaccines. Rev Sci Tech 1990; 9: 387-403.

Boulter N, Hall R. Immunity and vaccine development in the bovine theileriosis. Adv
Parasitol 1999; 44: 41-97.

Ahmed JS, Mehlhorn H. The cellular basis of the immunity to and immunopathogenesis of
tropical theileriosis. Parasitol Res 1999; 85: 539-549.

Du Toit PJ. Experimentelle Studien uber die Perdepiroplasmose. Arch. Schiffs Trop. Hyg.
1919; 23: 141.

Kaya G. Parazitoloji Temel ilkeler ve Laboratuar Teknikleri. Antakya, MKU Vet Fak
Yayin. 2003: Nol6/1.

Moltmann UG, Mehlhorn H, Schein E, et al. Fine Structure B. equi with in Lymphocytes
and Erythrocytes of Horses: An Invivo and Invitro Study. J Parasitol 1983; 69:111-120.
Nicolaiewsky TB, Richter MF, Lunge VR, et al. Detection of Babesia equi by Nested PCR,
Vet Parasitol 2001; 101: 9-21.

Xuan X, lgarashi I, Tanaka T, et al. Detection of Antibodies to Babesia equi in Horses by
Latex Agglutination Test Using Recombinant EMA-1. Clin Diagn Lab Immunol. 2001
May; 8:645-6.

Equine Piroplasmosis, OIE Terrestrial Manual 2008. Erisim: http://www.oie.int. Erisim
tarihi: 28.10.2012.

Kumar S, Malhotra DV, Dhar S, Nichani AK. Vaccination of Donkeys Againts Babesia
equi Using Killed Merozoite immunogen, Vet Parasitol 2002 May 30; 106: 19-33.

Xuan X, Larsen A, lkadai H, et al. Expression of Babesia equi Merozoite Antigen 1 in
Insect Cells by Recombinant Baculovirus and Evaluation of Its Diagnostic Potential
ELISA. J. Clinic. Microb. 2001; 39: 705-709.

Kim C, Alhassan A, Verdida RA, et al. Development of two immunochromatographic tests
for the serodiagnosis of bovine babesiosis. Vet Parasitol 2007; 148: 137-143.

Posnett ES, Fehrsen J, De Waal DT, Ambrosio RE. Detection of Babesia equi in infected
horses and carrier animals using a DNA probe. Vet. Parasitol 1991; 39: 19-32.

Rampersad J, Cesar E, Campbell MD, Samlal M, Ammons D. A field avaluation of PCR
for routine detection of Babesia equi in horses. Veterinary Parasitology 2003; 114: 81-87.
Alhassan A, Pumidonming W, Okamura M et al. Development of a single-round and
multiplex PCR method for the simultaneousdetection of Babesia caballi and Babesia equi
in horse blood. Vet Parasitol 2005; 129: 43-49,



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

71

Riiegg SR, Torgerson P, Deplazes P, Mathis A. Age-dependentdynamics of Theileria equi
and Babesia caballi infections insouthwest Mongolia based on IFAT and/or PCR
prevalence  datafrom  domestic  horses and  ticks.  Parasitology = 2007
134: 939-947.

Kim C, Blanco LBC, Alhassan A, et al. Diagnostic real-time PCR assay for the quantitative
detection of Theileria equi from equine blood samples. Veterinary Parasitology 2008; 151:
158-163.

Francino O, Altet L, Sanchez-Robert E, et al. Advantages of real-time PCR assay for
diagnosis and monitoring of canine leishmaniosis. Vet Parasitol 2006 Apr 30;137: 214-21.
Galluzzi L, Penna A, Bertozzini E, et al. Development of a real-time PCR assay for rapid
detection and quantification of Alexandrium minutum (a Dinoflagellate). Appl Environ
Microbiol 2004 Feb; 70:1199-206.

Kuttler KL, Gipson CA, Goff WL, Johnson LW. Experimental Babesia equi infection in
mature horses. Am J Vet Res 1986; 47: 1668-1670.

Rashid HB, Chaudhry M, Rashid H, et al. Comparative efficacy of diminazene diaceturate
and diminazene aceturate for the treatment of babesiosis in horses. Trop Anim Health Prod
2008; 40: 463-467.

McDougald LR, Roberson EL. Antiprotozoan Drugs. In: Booth NH, McDonald LE. eds.
Veterinary Pharmacology and Therapeutics., 6. Edition. lowa State Universty Press. Ames,
1988: p.950-968.

Lindsay DS, Blackburn BL. Antiprotozoan Drugs. In: Adams HR. ed. Veterinary
Pharmacology and Therapeutics. Eighth Edition. lowa State Universty Press. Ames, 2001:
p 992- 1016.

Sloboda M, Jirku M, LukeSova D, et al. A survey for piroplasmids in horses and Bactrian
camels in North-Eastern Mongolia. Vet Parasitol 2011 Jun 30;179:246-9.

Hall TA. Bioedit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT, Nucleic Acids Symposium Series, 1999; 41: 95-98
Drummond AJ, Ashton B, Buxton S. Geneious V5.5, Available from
http://www.geneious.com.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, et al. MEGAS5: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony
Methods, Mol. Biol Evol 2011; 28: 2731-2739.

Albayrak AS, Eroglu A, Kalayc1 S, ve ark. Giivenirlik Analizi. Kalayc1 § (ed), SPSS
Uygulamali Cok Degiskenli Istatistik Teknikleri. Asil yayin dagitim, Ankara 2005.
Uilenberg G. Babesia—a historical overview. Vet. Parasitol 2006;138: 3-10.



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

72

Nagore D, Garcia-Sanmartin J, Garcia-perez AL, Juste RA, Hurtado A. Detection and
identification of equine Theileria and Babesia species by reverse line blotting:
epidemiological survey and phylogenetic analysis. Vet. Parasitol 2004; 123: 41-54.

Bhoora R, Franssen L, Oosthuizen MC, et al. Sequence heterogeneity in the 18S rRNA
gene within Theileria equi and Babesia caballi from horses in South Africa. Vet. Parasitol
2009; 159: 112-120.

Hornok S, Edelhofer R, Foldvari G, Joachim A, Farkas R. Serological evidence for
Babesia canis infection of horses and an endemic focus of B. caballi in Hungary. Acta Vet
Hung. 2007 Dec; 55:491-500.

Criado A, Martinez J, Buling A, et al. New data on epizootiology and genetics of
piroplasms based on sequences of small ribosomal subunit and cytochrome b genes. Vet
Parasitol 2006 Dec 20;142:238-47.

Friedhoff KT, Tenter AM, Miiller I. Haemoparasites of equines: impact on internacional
trade of horses. Rev Sci Tech. 1990 Dec; 9:1187-94.

Baldani CD, Machado RZ, Botteon PTL, Takakura FL, Massard CL. An enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of 1gG antibodies against Babesia equi in horses.
Cienc. Rural 2004; 34: 1525-1529.

Ogunremi O, Halbert G, Mainar-Jaime R, et al. Accuracy of an indirect fluorescent-
antibody test and complement-fixation test for the diagnosis of Babesia caballi in field
samples from horses. Prev Vet Med. 2008 Jan; 83:41-51.

Machado RZ, Toledo CZ, Teixeira MC, et al. Molecular and serological detection of
Theileria equi and Babesia caballi in donkeys (Equus asinus) in Brazil. Vet Parasitol. 2012
May 25;186:461-5.

Gubbels JM, de Vos AP, van der Weide M, et al. Simultaneous detection of bovine
Theileria and Babesia species by reverse line blot hybridization. J Clin Microbiol. 1999
Jun; 37:1782-1789.

Gubbels MJ, Hong Y, van der Weide M, et al. Molecular characterization of the Theileria
buffeli/ orientalis group. Int J Parasitol. 2000 Jul; 30:943-52.

Adam RD, Ortega YR, Gilman RH, Sterling CR. Intervening transcribed spacer region 1
variability in Cyclospora cayetanensis. J Clin Microbiol. 2000 Jun; 38:2339-43.

Stockham SL, Kjemtrup AM, Conrad PA, et al. Theileriosis in a Missouri beef herd caused
by Theileria buffeli: case report, herd investigation, ultrastructure, phylogenetic analysis
and experimental transmission. Vet Pathol. 2000 Jan; 37:11-21.

Cossio-Bayugar R, Pillars R, Schlater J, Holman PJ. Theileria buffeli infection of a
Michigan cow confirmed by small subunit ribosomal RNA gene analysis. Vet Parasitol.
2002 Apr 30; 105:105-110.



73

139. Salim B, Bakheit MA, Kamau J, Nakamura I, Sugimoto C. Nucleotide sequence
heterogeneity in the small subunit ribosomal RNA gene within Theileria equi from horses
in Sudan. Parasitol Res. 2010 Jan;106: 493-8.

140. Chae J, Lee J, Kwon O, et al. Nucleotide sequence heterogeneity in the small subunit
ribosomal RNA gene variable (V4) region among and within geographic isolates of
Theileria from cattle, elk & white-tailed deer. Vet Parasitol 1998 Feb 15; 75:41-52.

141. Chae JS, Waghela SD, Craig TM, et al. Two Theileria cervi SSU rRNA gene sequence
types found in isolates from white-tailed deer and elk in North America. J Wildl Dis. 1999
Jul;35: 458-65.

142, Katzer F, McKellar S, Kirvar E, Shiels B. Phylogenetic analysis of Theileria and Babesia
equi in relation to the establishment of parasite populations within novel host species and
the development of diagnostic tests. Mol Biochem Parasitol 1998 Sep 1;95: 33-44.



ERCIYES UNIVERSITESi DENEY HAYVANLARI
ETIK KURUL BASKANLIGI
KAYSERI-TURKIYE

ETiK KURULUN ADI : Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanlig
ETiK KURULUN ADRESI : Erciyes Universitesi

Tarih: 09/12/2009 Toplanti Sayisi: 12 Karar No: 09/66
Etik kurul toplantisi 09/12/2009 tarihinde Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurul Bagkanhigr'nda Pro. Dr. Ziibeyde GUNDUZ baskanliginda gerceklestirilmistir.
Uye Adi/Soyadi Akademik Unvani Fakiiltesi

Ziubeyde Gunduiz Prof. Dr. Tip Fakdltesi 47; 2

Harun Ulger Dog.Dr Tip Fakultesi F 4 7 J ;:/ \
Ozlem Canéz Dog.Dr. Tip Fakiiltesi /v.. \

Hatice Ozbilge Dog.Dr. Eczacilik Fakiiltesi \

Servet Kesim Yard.Dog.Dr. Dis Hekimligi Fakltesi .

Davut Bayraramhr MFO—g-rt.ﬁG;'r‘Dr. Veteriner Fakultesi 7 _l 7%/ )
Coskun Tez Dog.Dr. Fen Edebiyat Fakiltesi ‘ ;/ : A

M. Betll Aycan Yrd. Dog.Dr. Eczacilik Fakultesi(Farmakoloji) /d = /:// —
Ahmet Oztiirk Ogrt.Gor Tip Fakiiltesi Biyoistatistik J Cd ﬁ

Serap Altuntas Eroglu | Avukat 7 AW/v‘

Halil Tekiner Eczaci di A ol N,

Universitemiz Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Alparslan Yildinm'in "Bursa Karacabey Yoresinde Atlarda
Theileria e ui ve Babesia caballi'nin Real Time PRC ile Arastinimasi ve Molekiiler Karakterizasyonu " adl
arastirmasi incelenerek, calismasinin yapiimasinin uygun olacagina ve rektorliik makamina sunulmasina oy
birligiyle karar verildi.

LU il

Tarih : 09/12/2009

Etik Kurul Baskani imzasi

Etik Kurul Baskam :  Pro.Dr. Zubeydjen S’NDGZ
v f/



OZGECMIS

KIiSISEL BiLGILER

Ady, Soyadi: Fatih KIZILASLAN

Uyrugu: (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 22 Temmuz 1982, Yozgat
Medeni Durumu: Evli

Tel: +90 536 4627642

email: fatihk82@hotmail.com

Yazisma Adresi: Esertepe Mh 270. Sk. No 11/17 Etlik/ANKARA

EGITIM

Derece Kurum

Tarihi

Lisans Erciyes U. Veteriner Fakiiltesi

Lise Kayseri Anadolu Imam Hatip Lisesi
IS DENEYIMLERI

Yil Kurum

2009-2012 GTHB Rehberlik ve Teftis Bsk.
2006-2009 TIGEM Karacabey Tarim Is. Md.
YABANCI DIiL

Ingilizce

Mezuniyet

2006
2000

Gorev
Miifettis Yrd.

Veteriner Hekim



