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OZET

Calismada 2013-2015 yillari arasinda Kayseri, Nevsehir, Yozgat ve Kirsehir illerindeki halk
elinde yetistiriciligi yapilan cesitli sigircilik isletmelerindeki farkl yas, cinsiyet ve irklara ait
toplam 920 sigirdan uygun teknikle diski érnekleri toplanmistir. Digki érnekleri laboratuvarda
Eimeria ookistleri yoninden incelenmis ve pozitif érneklerde gram diskidaki ookist sayisi
belirlenmistir. Pozitif belirlenen sigirlara ait digski érnekleri sporlandirma prosedtrine tabii
tutulup ookist morfolojisine gére Eimeria tarlerinin teshisleri yapilmistir. Eimeria ookistleriyle
pozitif belirlenen érneklere ait genomik DNA izolatlari gen spesifik primerlerle 18S rRNA, ITS-
1 ve mt-COI gen bdlgeleri yéninden PCR analizlerine tabii tutulmus ve klonlama, plazmid
purifikasyonu ve sekans analizleri gergeklestiriimistir. Her gen bdlgesi igin nikleotid dizileri
saptanan izolatlarin molekuler karakterizasyonlari belirlendikten sonra GenBank aksesyonlari
saglanmis ve filogenetik yapilanmalari belirlenmistir. NUkleotid hizalama analizleriyle ITS-1
gen bolgesinden patojenik Eimeria turlerinin Real Time PCR ile kantitatif identifikasyonlari igin
spesifik primer ve prob dizaynlari yapiimigtir. incelenen sigirlardan 434°(i (%47,2) Eimeria
ookistleri ydninden pozitif bulunmustur. Eimeria pozitifliginin sigirlarin cinsiyet ve digki
karakterine gore dagilimlarinda istatistiksel 6nem saptanirken (p<0,05), yas ve irk gruplarinda
istatistiksel bir farkhlik belilenmemistir (p>0,05). Pozitif sidirlarda ortalama OPG degeri
464,8+40,0 saptanmistir. OPG degerleri <3ay ve 4-12 ay yas gruplariyla kanli ishalli ve ishalli
digki karakteri gruplarinda istatistiksel anlamda daha yiiksek dizeyde saptanmistir. Morfolojik
identifikasyon sonuglarina gore patojenik Eimeria turleri non-patojenik turlere goére daha yaygin
bulunmustur. Patojenik tarler icin Real Time PCR analizleri sonucunda DNA kopya sayisi
dizeyinde en yuksek pozitiflik E. auburnensis igin belirlenmis olup bunu sirasiyla E. bovis, E.
zuernii, E. ellipsoidalis ve E. alabamensis pozitiflikleri izlemistir. 1 yas alti grubu ve ishalli diski
karakterinde olan 6rneklerde E. bovis ve E. zuernii pozitifligi de DNA kopya sayisi diizeyinde
E. auburnensis, E. ellipsoidalis ve E. alabamensis pozitifliklerine oranla daha ylksek
belirlenmigtir. Mt-COI filogenetik ¢ézindrligunin yiksek boostrap degerleri destegiyle 18S
rRNA ve ribozomal ITS-1 gen bdlgelerine gére daha efektif oldugu ve Eimeria turlerinin 5 ayri

monofiletik grupta kiimelendikleri saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Sigir, coccidiosis, real time PCR, molekiler prevalans, filogenetik

karakterizasyon
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ABSTRACT

In this study, a total of 920 fecal samples from cattle with various age, gender and race, raised
in public hand, were techniqually collected from Kayseri, Nevsehir, Yozgat and Kirsehir
provinces between 2013-2015. Fecal samples from cattle were investigated for Eimeria
oocysts at the laboratory and oocyst per gram of feces (OPG) were calculated in the positive
samples. Species identifications of Eimeria oocysts were performed after the sporulation of the
oocysts. Genomic DNA isolates belonging to the Eimeria positive specimens were analyzed
with PCR for 18S rRNA, ITS-1 and mt-COI gene regions with gene specific primers. Afterwards
cloning, plasmid purification and sequence analyses were performed. After the the molecular
characterization of the isolates in which the nucleotide sequences were determined for each
gene region, GenBank accessions were provided and phylogenetic constructions were
obtained. Specific primer and probes were designed from ITS-1 gene region using nucleotide
alignment analyses in order to quantitative detection of pathogenic Eimeria species by Real
Time PCR. 434 (47.2%) out of examined cattle were found to be positive with Eimeria oocysts.
Statistically significant importance were determined (p<0.05) in the distrubition of Eimeria
positivity over the gender and feces structure while no statistically importance (p>0.05) were
detected related to age and breed of the infected cattle.The mean OPG was determined as
464.8140.0 in the positive cattle. The OPG values were found to be statistically higher in the
<3 month and 4-12 month age groups and also in bloody diarrheaoic and diarrheaoic groups.
According to the morphological identification results, pathogenic Eimeria species were found
more prevalent than the non-pathogenic species. The Real Time PCR assay results for
pathogenic species revealed that E. auburnensis was the species with the maximum positivity
and this was followed by E. bovis, E. zuernii, E. ellipsoidalis and E. alabamensis on the base
of DNA copy number. The E. bovis and E. zuernii positivities in the under one year old and
diarrheaoic groups were determined higher than the positivities for E. auburnensis, E.
ellipsoidalis and E. alabamensis based DNA copy number level and this difference was found
statistically important. Phylogenetic resolution of mt-COI gene was found to be more effective
than 18S rRNA and ribozomal ITS-1 genes with the support of high boostrap values and the

Eimeria species were clustered into the five different monophletic groups.

Key words: Cattle, coccidiosis, real time PCR, molecular prevalence, phylogenetic

characterization
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1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Intestinal protozoonlar igerisinde Eimeria tiirleri sigirlarda diinya capinda yayginlik
gostermekte olup, bazen fibrin ve bagirsak dokusu da igerebilen, suludan hemorajige kadar
degisen ishalle karakterize hastalik tablosuna yol agmaktadirlar. Sigirlarda simdiye kadar
varligr bilinen 21 Eimeria tiirinden morfolojik identifikasyon sonuglarina goére 12’si
Tirkiye’deki sigirlarda bildirilmistir. Bu tiirlerden ¢ogu diisiik patojeniteye sahipken basta E.
bovis ve E. zuernii olmak tizere E. alabamensis, E. auburnensis, E. ellipsoidalis tiirleri
patojenik tiirler olarak nitelenmektedir. Tirkiye’de giiniimiize kadar sigirlarda coccidiosis
tizerine caligmalarin konvansiyonel parazitolojik yontemlerle yapildigi goriilmekte olup
molekiiler epidemiyolojik ve genotiplendirme ¢aligmalarinin eksikligi dikkati ¢gekmistir. Bunun
yaninda Diinyada da sigir coccidiosis’ine yol agan Eimeria tiirleri iizerine molekiiler
calismalarin da olduk¢a smirli oldugu goriilmektedir. Diger bir¢cok enfeksiyondaki gibi
coccidiosis’de de bulagsma dinamiklerinin belirlenmesi, epidemiyolojik faktorlerin analizi ve
kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde enfeksiyona yol acan tiir ve genotiplerin ortaya
konulmasi oldukg¢a 6nem arz etmektedir.

TUBITAK tarafindan da 113 O 597 kod numarasi ile desteklenen bu arastirma projesiyle, I¢
Anadolu Yoresinde sigirlarda coccidiosis’e yol agan tiirlerin molekiiler epidemiyolojisi
arastirilmis, patojenik tiirlerin kantitatif molekiiler teshisi i¢in TagMan Real Time PCR teknigi
gelistirilmistir. Ayni zamanda Diinyada ilk olarak sigir Eimeria tiirlerinin 18S rRNA, ribozomal
ITS-1 ve mt-COI gen bolgelerine gére es zamanli molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis ve

filogenetik yapilanmalar1 ortaya konmustur.



2. LITERATUR BIiLGIi

Apicomplexa filumunda yer alan Eimeria tiirleri, ¢esitli omurgali konaklarda yerlesmekte olup
tiim diinyada yayginlik gostermektedir. Giliniimiize kadar bu soy igerisinde 1700’{in {lizerinde
tir tarif edilmistir (Daugschies and Najdrowski, 2005). Bazi Eimeria tiirleri 6zellikle kanatl ve
ruminantlar olmak iizere ¢iftlik hayvanlarinda tehdit olusturmakta olup yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyretmektedir (Daugschies and Najdrowski, 2005; Hill et al., 2012). Sigirlarda
biiylik ekonomik kayiplara neden olan coccidiosis 6zellikle 6 ayliktan kiigiik buzagi ve 6-12
aylik sigirlarda akut klinik tabloya yol agmaktadir. Hastalik buzagilarda ve o6zelliklede ii¢
haftaliktan {i¢ ayliga kadar olan yas gruplarinda daha yaygin goriiliirken daha yasli hayvanlarda
gelisen konkomitant immuniteye bagli olarak subklinik formda seyretmektedir (Cornelissen et
al., 1995; Daugschies and Najdrowski, 2005). Bunun yaninda hastalik daha yash sigirlarda da
verim kayiplaria yol agmaktadir (Svensson et al., 1996; Taylor and Catchpole, 1994).

2.1 Sigirlarda Eimera Tiirlerinin Taksonomi ve Morfolojisi

Sigirlarda coccidiosis’e yol acan gegerli Eimeria tiirlerinin Systema Naturae 2000’ gore

sistematikteki yeri Tablo 2.1°de verilmistir (Daugschies and Najdrowski, 2005; Levine, 1985).

Tablo 2.1 Sigirlarda Eimeria tiirlerinin taksonomideki yeri
Siniflandirma
Superkingdom: Eukaryota
Kingdom: Chromalveolata
Stiperfilum: Alveolata
Filum: Apicomplexa
Siif: Conoidasida
Takim: Eucoccidiorida
Aile: Eimeriidae
Soy: Eimeria
Tir: E. bovis,
. zuernii
. auburnensis
. ellipsoidalis
. cylindrica
. alabamensis
. subspherica
. illinoisensis
. brasiliensis
. canadensis
. pellita
. wyomingensis
. bukidnonensis

mmmmmmmmmmmim




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

coccidiosise neden olmaktadirlar (Arslan, 1995; Levine, 1985).

Sigirlarda bulunan 6nemli coccidiosis etkenleri ile bu tiirlere ait bazi morfolojik, 6zellikleri

Sekil 2.1°de verilmistir (Daugschies and Najdrowski, 2005; Levine, 1985).

Oocﬁt Spofc;cy';t
Genislik Uzunluk  Sekil Renk Hiicre Duvan MP  OG GeniglikXUzunluk SG SS SR
o (g (1m) (wm) )
E. alabamensis 11-16 13-24 O,P  Agksan 1-2 - - 46x10-16 13 (x) x
E. auburmensis 20-25 32-46 O, (E) Renksiz 2, kalin X X 6-11x1523 13 - «x
E. bovis 17-23 23-34 O,A  Renksiz 2 (%) - 58x13-18 2 (x) (¥
E. brasiliensis 24-30 34-43 E  Kahverengi/Sar  1-2 X (x) 710x16-22 2 (x) x
E. bukidnonensis 33-38 47-50 P Kahverengi/San  1-2 X - 9-12x12-21 2 (x)
E. canadensis 20-27 28-37 E Renksiz 1 (x) X 6-10x 1522 23 (x) (x)
E. eylindrica 1215 16-27 E Renksiz 1 - X 46x12-16 1 - «x
E. ellipsoidalis 1317 20-26 E, (O) Renksiz 1-2 - 715x916 2 (x) x
E. illinoisensis 19-22 24-29 E,O  Renksiz 1 - 6-8x1316 2 x x
E. pellita 26-30 36-41 R,S Kahverengi/Sari 2 X X 79x17:20 2 x x
E. subspherica 8-13 9-14 S Agik sar 1-2 - 2-5x6-10 1 x
E. wyomingensis 26-31 37-45 O,P Kahverengi/Sari 1 X - 5x7-8 1 x
E. suernii 13-18 15-22 S, (O)  Renksiz 1 - (x) 4-8x7-14 1 - x

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

2.2  Sigirlarda Eimera Tiirlerinin Biyoloji ve Epidemiyolojisi

Eimeria tiirleri sigirlarda ince bagirsak epitel hiicrelerine yerlesmekte ayrica sekum ve kolonda
da bulunmaktadirlar. Etkenler barsak epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik olarak bulunmakta
olup, sadece E. alabamensis epitel hiicre ¢ekirdegi icine yerlesmektedir. Yasam ¢emberinde
sirast ile merogoni (=sizogoni), gametogoni ve sporogoni ¢ogalma donemleri goriilmektedir.
Merogoni ve gametogoni konakta bagirsak epitel hiicrelerinde, sporogoni ise dis ortamda

meydana gelmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Levine, 1985).



Coccidia tiirleri ile enfekte sigirlarin digkisiyla disar1 atilan sporlanmamis ookistler, ortamda
uygun 1s1 (27-30°C), nem (genellikle %75) ve yeterli oksijen bulundugunda sporogoni dénemi
baslamaktadir. Sporont 6nce ikiye, daha sonra tekrar ikiye bdliinmekte ve 4 adet sporoblast
olusmaktadir. Bu donemde uzun ovalimsi bir sekil alan parazit, etrafinda cidar olustuktan sonra
sporokist adin1 almaktadir. Sporokist i¢inde; ikiye boliinme ile muz dilimi seklinde sporozoitler
olusmaktadir. Eimeria tiirlerinin sporlanmis ookistlerinde toplam 8 adet sporozoit
bulunmaktadir. Sigirlarda bulunan coccidia tiirlerinin sporlanma siiresi tiirlere gore degismekle
beraber, sporlanma suresinin genellikle 2-3 giin oldugu bildirilmektedir. Sporlanmis ookistler
enfektif olup, sigirlar bu ookistleri agiz yolu ile aldiklarinda enfekte olmaktadirlar. Sindirim
sisteminde asit, enzim, safra, CO2 gibi kimyasallar ve peristaltik hareketlerin etkisiyle ookistler
parcalanmakta ve sporozoitler disar1 ¢ikmaktadirlar (ekskistasyon) (Arslan, 1995; Arslan and
Sari, 2013; Levine, 1985).

Sindirim sisteminde serbest kalan sporozoitler, ince bagirsaklarin son kisimlarinda epitel
hiicrelerine girmektedirler. E. bovis enfeksiyonlarinda, bu kisim da lenf kanali epitel
hiicrelerinde trofozoitler olusmaktadir. Daha sonra merogoni dénemi baglamaktadir. E. bovis
ve E. zuernii’nin biyolojisinde 2 nesil merogoni dénemi goriilmektedir. Enfeksiyonun 5.
giiniinde 1. nesil merogoni sonucu merontlar (makromerontlar) olugsmaktadir. Merontlar 14-18
giin sonra olgunlagmakta olup, olgun merontlarin her biri 120.000 merozoit icermektedirler.
Hiicrelerin pargalanmasi ile serbest kalan 1. nesil merozoitler sekum ve kolon epitel hiicrelerine
girerek 2. nesil merogoniyi baglatmaktadirlar. Hiicrelere giristen 2 giin sonra iclerinde 30-36
adet merozoit igeren 2. nesil merontlar olusmaktadir. Bunlarin dagilmasi ile bagirsak bosluguna
2. nesil merozoitler ¢ikmaktadir. Merozoitler sekum ve kolon epitel hiicrelerine girmekte ve
gametositleri olustururmaktadirlar (gametogoni). Erkek gametositlerin her birinden bir g¢ift
kameili ¢ok sayida mikrogamet, disi gametositlerin her birinden ise bir makrogamet
olusmaktadir. Mikrogametlerde biri makrogametin icine girerek makrogameti dollemekte
(singami) ve zigot olusmaktadir. Makrogametlerin i¢inde ve ¢eperine yakin olarak bir veya iki
sira halinde, mukoprotein iceren eosinofilik plastik graniiller dizilmistir. Bu plastik graniiller
birleserek zigotun etrafinda bir duvar olusturmaktadirlar. Etrafi kalin cidarla ¢evrili bu zigota
ookist ad1 verilmektedir. Bagirsak epitel hiicresinin par¢alanmasi ile serbest kalan ookistler
bagirsak bosluguna diismekte ve digki ile disar1 atilmaktadir (Sekil 2.2) (Arslan and Sar1, 2013;
Levine, 1985).
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Sekil 2.2 E. bovis’in biyolojik dongiisii (Arslan and Sari, 2013)

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

(Arslan and Sar1, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005; Ozer and Saki, 2001).

Coccidiosis tiim diinyada sigirlarda yaygin olup, 6zellikle buzagi coccidiosis’i biiyiik problem
olusturmaktadir. Diinyada kapali yetistirme sistemlerinin yapildigr sigir isletmelerinde
hastaligin daha yaygin oldugu bildirilmektedir. Amerika kitasindan Japonya’ya, Hindistan’dan
Ortadogu ve Avrupa’ya kadar, biitiin diinya {ilkeleri ¢iftliklerinde hastalik varligini
stirdirmektedir (Arslan and Sari, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005; Levine, 1985).
Sigirlarda coccidiosis epidemiyolojisinde birgok risk faktoriiniin etkili oldugu belirtilmistir.

Hastaligin prevalansi yagmurlu mevsimlerde ya da yagmurlu giinleri takiben daha yiiksek



goriilmektedir. Coccidiosis olgularinin goriilme sikliginda yemleme sistemi, sulama sekli, ahir
tipi, ahirin betonarme olmasi, yer tipi ve siirii bityiikligiiniin etkili oldugu bildirilmistir (Arslan
and Sari, 2013; Rehman et al., 2011). Klinik coccidiosis olgularinin ortaya g¢ikmasinda
buzagilarm énemli rolii bulunmaktadir. Ozellikle iki ayliga kadar olan buzagilar diskilar1 ile
daha fazla sayida ookist ¢ikararak cevreyi kontamine etmektedirler. Buzagilar hastaligin
baslangicindan itibaren digkilart ile oldukg¢a fazla ookist ¢ikarmaktadirlar (Arslan and Sari,

2013; Sanchez et al., 2008).

Sigirlarda coccidiosis kapali yetistirme tiplerinde 6nemli olmaktadir. Ciinkii kapali ortamlarda
Eimeria ookistlerinin ¢ok hizli ¢ogalma potansiyeli bulunmaktadir. Bu tip ahir ve
isletmelerdeki enfekte birka¢ hayvan bile milyonlarca ookist ¢ikarmak siiratiyle cevreyi
kontamine etmektedirler. Ciftlik ya da ahir ortaminda ookistler bir yildan daha fazla enfektif
Ozelligini korumaktadirlar. Ayrica ookistler 40°C sicakliktaki ahir altliklarinda ve cevrede
canliligini bir yildan fazla koruyabilmektedirler. Ookistlerin hayvan yemleri ile saman ve otlar
icerisinde sekiz ay kadar enfektif sekilde kaldig1 bildirilmistir (Arslan and Sar1, 2013; Lassen,
2009).

Coccidiosis’in yayilisinda hayvanlarin bir arada kalabalik olarak bulundurulmalari, altliklarin
temiz olmamasi, yemlik ve suluklarin diskilarla bulagsmasi etkili olmaktadir. Hayvan sayisinin
fazla oldugu siiriilerde bulasma riskide yiiksek bulunmustur. Strii biliytikligl ile bagirsak
protozoonlarmin (Eimeria, Cryptosporidium) arasinda pozitif bir iliski tespit edilmistir.
Coccidiosis endiistriyel isletmelerde yani; hayvan sayisinin fazla oldugu kapali ve yar1 kapali
isletmelerde ciddi sorunlar olusturmaktadir. Sigirlarda coccidiosis olusumunda etkili ¢evresel
ve yetistiricilikle ilgili faktorler oldugu icin mevsim gecis donemleri, dogum sezonlar1 ve
hayvan nakilleri 6nemli olmaktadir. Coccidiosis goriilmeyen bir isletmeye, enfekte ahirlardan
ya da bolgelerden hayvan ticareti ile gelen degisimlerde, 2-3 hafta sonra bu isletmelerde hastalik
ortaya cikabilmektedir (Arslan and Sari, 2013; Arslan et al., 2012; Jolley and Bardsley, 2006;
Taylor and Catchpole, 1994).

Enfeksiyon; sporlanmis ookistlerin su ve gidalarla agiz yoluyla alinmasi ile bulagmaktadir.
Hastalik etkeni Eimeria ookistlerinin sporlanmasi igin gerekli olan rutubet, oksijen ve sicaklik,
hastalik riskini artirmaktadir. Kontaminasyonun fazla oldugu yerlerde, danalarda ve hatta yash
hayvanlarda hastalik goriilebilmektedir. Coccidia ookistleri ile kontamine meralardan

hazirlanan kuru otlarin buzagilara yedirilmesi sonucu, bu hayvanlarda enfeksiyon goriilmiistiir.



Hayvanlarin bir yerden baska bir yere naklinden sonra bulagmada bir artis oldugu da
belirtilmistir. Bunlara ilaveten 1-5 aylik buzagilarin meraya birakilmadan 6nce ahir besisinde
tutulmalar1 ya da bir yasina kadarki donemde kapali alanda bir arada tutulan hayvanlarin toplu
halde meraya birakilmalarinin da etkili faktorler oldugu bildirilmistir (Arslan and Sari, 2013;
Levine, 1985; Marshall et al., 1998).

Eimeria enfeksiyonlarinin karekteristik 6zelligi; ¢cok sayida sigirin enfekte olmasina ragmen,
sadece birkag isletmede ya da sinirli sayida hayvanin hastalanmasina neden olmasidir. Yaslh
hayvanlar daha 6nce gegirdikleri enfeksiyonlar sonucu bagisiklik kazanmaktadir. Dolayisi ile
bunlarda subklinik enfeksiyonlar goriilmektedir. Sigir coccidiosisinde morbidite %100’lere
kadar varmasina ragmen, klinik vakalar genellikle buzagilarda ortaya ¢ikmakta ve Oliimler
goriilmektedir. Klinik vakalar buzagilarin tekli bolmelerden toplu halde bulunduklar: igletme
onlerindeki padoklara alinmasini takiben ya da meraya toplu halde birakilmasi siiresince ortaya
cikmaktadir. Coccidiosisin ortaya ¢ikmasinda ve devamliliginin saglanmasinda etkili
predispoze faktorler; diizensiz beslenme, ahir 1sisinin 18-21°C den yiiksek olmasi, havadaki
nem oraninin %75’1 ge¢mesi, bakteriyel ve viral hastaliklar sayilmaktadir. Ayrica mide-
bagirsak nematod enfeksiyonlar1 (Trichostrongylus sp., Ostertagia sp., Cooperia sp. gibi)
coccidiosis’in daha ciddi seyretmesine neden olmaktadir. Sigirlarda ¢ogunlukla E. zuernii’nin
neden oldugu “kis coccidiosis’inin” ortaya ¢ikmasinda stres, siitten kesilme, yem degisikligi,
yetersiz beslenme, soguk ve yer degisikligi gibi predispoze faktorler rol oynamaktadir. Bunlara
ilaveten hayvanlarin altlarina serilen altliklar, deri rutubeti, viicut 1sis1 da ookistlerin
sporlanmasi i¢in uygun ortami olusturmakta ve latent enfeksiyonlar akut hale ge¢cmektedir
(Arslan and Sari, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005; Parker and Jones, 1990).
Coccidiosis genellikle iki veya daha fazla tiiriin olusturdugu miks enfeksiyonlar seklinde
goriilmektedir. Klinik coccidiosis olgularinda da ¢cogunlukla miks enfeksiyonlar goriilmiistiir

(Arslan, 1997; Arslan, 1995; Arslan and Sari, 2013; Ernst et al., 1987).

2.2.1 Coccidiosis’in Tiirkiye’deki Yayilisi

Tiirkiye’de sigirlarda coccidiosis etkenleri olduk¢a yaygin goriillmektedir Buzagilarda Eimeria
tiirlerinin prevalanst %60-90 arasinda degigsmektedir. Dana ve yash sigirlarda da coccidia
ookistleri %90’lara varan yayginlik gostermektedir (Arslan and Sari, 2013). Ancak klinik
coccidiosis vakalarina bir yagina kadar olan buzagi1 ve danalarda rastlanmakta, bu hayvanlarda

diski ile atilan ookist sayis1 da daha fazla olmaktadir. Enfekte buzagilar digkilar1 ile en yogun



ookisti 3-5 haftalik yaslarda ¢ikarmaktadirlar (Arslan and Sar1, 2013; Arslan and Tiizer, 1998).
Ulkemizin farkli bolgelerindeki 17 ilde bulunan buzagilarda 2010 yilinda Eimeria ookistlerinin
prevalanst %28,9 diizeyinde bulunmustur (Arslan and Sari, 2013). Bu durum hastalik
yayginligimin azaldigini gostermektedir. Ancak %30’lar diizeyindeki ookist goriilme sikligi
olan isletmelerde bile, her zaman klinik coccidiosis olgularmin goriilmesi kaginilmazdir.
Coccidiosis belirtileri goriilmeyen et¢i sigir isletmelerindeki buzagilarda %27, ineklerde ise
%15,7 oranlarinda Eimeria tiirleri saptanmistir (Cicek et al., 2007). Ulkemizde etci veya siitcii
sigir isletmesi olsun, yetistirme tarzinda biiylik farkliliklarin olmadig: bilinmektedir. Nitekim
stit¢ii s181r isletmelerindeki buzagilarda %25,9 diizeyinde coccidia ookisti saptanmistir. Bu tip
isletmelerdeki ishalli buzagilarda ve koy kosullarindaki ahirlarda bulunan hayvanlarda hastalik
etkeni daha yaygin olarak bildirilmesine ragmen bu yaygiligin %30’lar diizeyinde seyrettigi

belirtilmistir (Aktas et al., 2008).

Eriskin sigirlarda coccidiosis olgular1 genellikle subklinik enfeksiyon seklinde goriilmektedir.
Ancak buzagilar basta olmak iizere 3-8 haftalik buzagilarda klinik coccidiosis vakalarina
rastlanmaktadir. Ulkemizde sigirlarda E. bovis, E. zuernii, E. auburnensis ve E. ellipsoidalis
tiim bolgelerde yaygin olarak goriilen coccidiosis etkenleri olup, Tiirkiye’de sigirlarda; Eimeria
alabamensis (%2-29), E. auburnensis (%17-55), E. bovis (%29-48), E. brasiliensis (%1-11), E.
bukidnonensis (%1-12), E. canadensis (%6-28), E. cylindrica (%4-26), E. ellipsoidalis (%3-
26), E. illinoisensis (%2-5), E. subspherica (%2-24), E. zuernii (%12-36) ve E. wyomingensis
bildirilmistir (Aktas et al., 2008; Arslan, 1997; Arslan, 1995; Arslan et al., 2012; Arslan and
Tiizer, 1998; Cicek et al., 2007; Deger et al., 2001; Dumanli et al., 1993; G6z and Aydin, 2005;
Giil et al., 2000; Giil et al., 2008; Giilegen and Okursoy, 2000; Giiven et al., 2010; Mimioglu et
al., 1956; Saymn, 1970). Tirkiye’de yash sigirlarda coccidiosis latent ya da subklinik
enfesiyonlar halinde goriilmektedir. Yaslt hayvanlarda coccidia ookistleri olduk¢a yaygindir.
Altr ayliktan biiyiik dana ve yash sigirlar diskilart ile siirekli ookist ¢ikardiklarindan buzagilar
icin portor olarak gorev yapmaktadirlar. Hatta periparturient donemdeki ineklerde %065
oraninda Eimeria tiirleri saptanmistir. Bu durum dogumu takiben yeni dogan buzagilarda klinik

coccidiosis olgularinin goriilmesine neden olabilmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Arslan et al.,
2012).



2.2.2 Coccidiosis’in Diinyadaki Yayilis1

Diinya’da sigirlarda coccidia ookistleri yaygin olarak goriilmekte olup, tiim yas grubundaki
sigirlarda goriilmektedir. Klinik coccidiosis vakalarina ise buzagilarda rastlanmaktadir.
Neonatal buzagi ishallerinde 6nemli etiyolojik ajan olan Eimeria tiirleri, iki haftaliktan itibaren
sorun olmaya baslamaktadir. Ozellikle ii¢ haftaliktan alt1 ayliga kadar olan buzagilarda énem
arz etmektedir. Daha yaslilarda ciddi sorun olusturmadigi kaydedilmistir. Ancak yash
hayvanlar enfekte olduklarinda az sayida ookistleri digkilart ile atarak gencler i¢in portdrliik
gorevi yaptiklar1 belirtilmistir. Diinya’nin bir¢cok iilkesinde, genel olarak tiim diinya’da
coccidiosise yaygin olarak rastlanmaktadir. Klinik coccidiosis olgular1 da buzagilarda siklikla
goriilmektedir. Eimeria ookistlerinin prevalansi hayvanlarin yasi basta olmak tizere coccidiosis
risk faktorlerine gore degismekle beraber %80’lere kadar ¢ikmaktadir. Diinyada sigirlarda
Eimeria bovis, E. zuernii, E.ellipsoidalis ve E. auburnensis yaygin olarak saptanan coccidiosis
etkenleridir (Daugschies and Najdrowski, 2005; Ernst et al., 1987; Lassen, 2009; Parker and
Jones, 1990). Son yillarda yapilan calismalarda sigirlarda Eimeria tiirlerinin yayginligi
Pakistan’da %47 (Rehman et al., 2011), Estonya’da %37 (Lassen, 2009), Polonya’da %52,8

(Tomczuk et al., 2015) oranlarinda bildirilmistir.

2.3 Sigir Coccidiosis’inde Klinik ve Patogenez

Coccidiosisde klinik belirtiler, hastaliga neden olan Eimeria tiiriine gore degismektedir. Ciinkii
enfeksiyonun siddeti iizerinde, Eimeria tiirii, alinan sporlanmis ookist sayist ve konagin
bagisiklik durumu etkili olmaktadir. Klinik olgulara E. bovis ve E. zuernii tiirleri neden
olmaktadir. Prepatent siire 7-21 giin arasinda degismektedir. Klinik belirtiler akut coccidiosisin
gorildiigli buzagr ve danalarda dikkati c¢ekmektedir. Daha yash sigirlarda subklinik
enfeksiyonlar sekillenmektedir. Hastalik akut, subklinik ve perakut coccidiosis olmak iizere ii¢
farkl klinik formda goriilmektedir (Arslan and Sari, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005;
Levine, 1985).

Akut coccidiosis 1-3 aylik buzagilarda siklikla goriilmektedir. Ancak bir yas civari danalarda
da sporadik olgular halinde rastlanmaktadir. Akut coccidiosisin baglangi¢c devresinde ilk
bulgularin ani olarak ortaya ¢ikan pis kokulu, koyu yesil renkli ve serdz tabiatl ishal oldugu
gorilmiistiir. Hayvanin arka kismi gaita ile bulasik olup, diskida kan izleri ve pihtilasmis kan

gorilmektedir. Kanli ishal devam etmekle beraber hayvanin genel durumunun iyi oldugu



dikkati ¢ekmektedir. Bazi olgularda kan izleri tasiyan normal kivamh diskida
goriilebilmektedir. Hastaligin bu baglangi¢ devresi 1-2 giin devam etmektedir. Akut
coccidiosisin ikinci agamasi olan orta devrede ise diyare siimiiksii, yapigkan kivam halini
almaktadir. Digk1 fena kokulu ve su gibi olup, ayrica igerisinde miikoz sivi, fibroz zar ve kan

bulunmaktadir. Tipik dizanteri tablosu sekillenmis olup, kan akisi ve tenesmus goriilmektedir.

Bagirsak hareketlerinin ¢ok artmasi nedeni ile bagirsak invaginasyonu ve prolapsus rekti
olusabilmektedir. Hayvanin yem tiiketimi azalmakta, siiratle zayiflamaya baslamakta ve yattig1
yerden kalkamaz duruma gelmektedir. Viicut 1sis1 40-41°C’ye ¢ikabilmekte, istahsizlik, su
icme ihtiyacinin artmasi, derinin kurumasi, killarin diklesmesi goriilen diger belirtiler olarak
bildirilmektedir. Bu donem ise 5-6 giin devam ederken, akut coccidiosisin son asamasinda digk1
mukuslu, difteroid membranlarla karisik, kahverengi, siyah ve genellikle kirmizimsi renkte
goriilmektedir. Bagirsakta asir1 derecede kanama oldugu i¢in, kan diskiya karigmis olup, rektal
muayenede rektum mukozasinin kalinlagmig, O6dematoz, agrili ve hiperemik oldugu
goriilmektedir. Aniis hi¢ kapanmadig1, hayvanin dort ayagini uzatmais bir sekilde yatar durumda
oldugu, yem tiikketemedigi ve viicut 1sisinin 35-36 °C’ye diistiigli ve bu bulgulara titreme,
gerginlik ve ¢irpinma gibi sinirsel belirtilerin eklendigi izlenmektedir. Bu asamada tedavi
edilmeyen olgular oliimle sonuglanabilmektedir (Arslan and Sari, 2013; Daugschies and

Najdrowski, 2005; Levine, 1985).

Subklinik coccidiosis tipi, sigirlarda daha yaygin olup, genellikle yasli hayvanlarda
goriilmektedir. Olusan immunite nedeniyle klinik olarak dikkati ¢ekmeyen latent
enfeksiyonlardir. Klinik olarak bazen hafif kanamali olan ishalli enterit tablosu
sekillenebilmektedir. Digski kokulu ve epitel artiklar1 goriilebilir. Hasatnin genel durumu ¢ok

kotii degildir ve 2-3 hafta i¢inde iyilesmektedir (Arslan and Sar1, 2013).

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

tespit edilmistir. Ayrica labile norotoksin, coccidiosisli hayvanlarin bagirsak mukozasi ve
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ookistlerden de izole edilmistir. Klinik olarak diyare, tenesmus, kas titremeleri, konviilziyon,
opistotonos, nistagmus, korliik, ¢irpinma krizleri ve ataksi gibi sinirsel belirtiler goriilmektedir.
Coccidiosisin bu norolojik sendromuna enterik coccidiosis saptanan buzagilarin %30-50’sinde
rastlanmaktadir. Sindirim sistemi ile ilgili semptomlar goriilmeye baslamadan, 24-48 saat
icinde sinirsel semptomlarin esliginde hayvanlarda 6liim olgularina rastlanmakta ve mortalite
%350’lere varmaktadir. Buzagilarda sinirsel belirtilerin goriildiigii olgular akut klinikal
coccidiosis olarak isimlendirilmektedir. Bu tip coccidiosis vakalarinda 6liim oran1 %80-90’lara
kadar ¢ikmaktadir. Ayrica perakut coccidiosis olgular1 9-12 aylik olan danalarda da
bildirilmistir. Bu yas grubu sigirlarda sinirsel belirtiler ile seyreden E. zuernii coccidiosisi
saptanmis olup bir gram diskida ookist sayisinin 50 binin iizerinde oldugu belirtilmistir (Arslan
and Sari, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005).

Buzagilarda klinik coccidiosis belirtilerinde diski kivami ve digkinin kanli olup olmamasi
onemli olup, genellikle klinik olarak kanli ishalli semptom gésteren buzagilarda bu hastalik
bildirilmistir. Tiirkiye’de 25 giin ile 6 aylik arasindaki buzagilarda klinik coccidiosis olgulari
goriilmektedir. Bu olgularda E. bovis ve E. zuernii tiirleri saptanmis ve hastalarda bir gram
diskidaki ookist sayilarinin ise 8 400-237 500 arasinda degistigi belirtilmistir (Arslan, 1997,
Arslan and Tizer, 1998). Buzagilarda klinik coccidiosis olgularina siitten kesim sonrasi
donemlerde, kis mevsimi bitisinde ve ilkbahar aylarinda daha yaygin olarak rastlandig1 ve bir
gram diskida ookist sayilarminda 10 000-54 000 arasinda degistigi vurgulanmistir (Arslan and
Sar1, 2013; Parker et al., 1984). Ayrica klinik olgularin bir yas civari olan danalarda da
goriildigi ve genellikle E. zuernii coccidiosisinin oldugu bildirilmistir (Ernst et al., 1987).
Bunlara ilaveten meraya birakilmay:1 takiben buzagilarda E. alabamensis’in neden oldugu ishal

olgular1 yaymlanmistir. Bu tip olgularda otlama sezonunda hayvanlarda kilo kaybinin oldugu

belirtilmistir (Arslan and Sar1, 2013; Svensson et al., 1994).

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

diyare temel patolojik olaylarin basinda gelmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Levine, 1985).
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Patogenez; alinan sporlanmis ookist sayisi, merogonik nesil adedi, merogoni sonucu olusan
merozoit sayisi ve parazitin doku ve hiicrede yerlesim yerine gore degismektedir. Eimeria bovis
ve E. zuernii en patojen tiirler olup, oldukca siddetli (+++), E. ellipsoidalis orta derecede
siddetli (++), E. alabamensis, E. auburnensis, E. bukidnonensis ve E. cylindrica ise daha az

siddetli (+) enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Arslan and Sar1, 2013).

Bagirsaklarda doku hasarlart olusmasi ve 6zellikle de kalin bagirsakta degisikliklerin baglamasi
ile birlikte epitel tabakasi kaybindan dolayi1 Na® ve CI iyonlarinin geri emilimi
engellenmektedir. Kan serumunda K* yiikselmekte ancak Na* azalmaktadir. Bunlara ilaveten
kan plazmasinda albumin ve total protein miktarinda bir eksilme olmaktadir. Tiim bu olaylarin
sonucunda da dehidrasyon tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Digki ile su kaybi ve Na*, CI iyonlarinin
plazma konsantrasyonunda azalmasi ile ortaya ¢ikan dehidrasyon tablosu, hastaligin baslangi¢
doneminde buzagilarda 6liim nedeni olabilmektedir. Ayrica plazma proteinlerinin, mineral
maddelerin ve daha sonrada eritrositlerin kaybi ile olusan anemi sonucu eksitasyon tablosu ve
oliim sekillenmektedir. Nekropside bagirsak igerigi kanli ve sulu diski ile dolu olup, bagirsak
mukozasinin kalinlagmig, kirmizi ve havlu sacaklar1 gibi tiiylii bir hal aldig1 goriilmektedir.
Yalanci membranlar altinda sarimtirak-kirmizimsi ve hemorajik iilserler olusmustur.
Bagirsaklarin akut, kataral, tilser6z ve difteroid yangis1 sekillenmistir. Ayrica mesenterik lenf
bezleri biliylimiis, aniis mukozas1 6demli ve hiperemik goriinimdedir. Mukozalar soluk renkte
olup, kaseksi tablosu dikkati cekmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Daugschies and Najdrowski,
2005).

Eimeria bovis ve E. zuernii enfeksiyonlarinda kalin bagirsaklarin (sekum, kolon) derin
dokularinda, diger tiirlerde ise; ince bagirsak epitelyumunda lezyonlar olusmaktadir. Eimeria
bovis'in 1. nesil merontlart (makromerontlar=makrosizontlar) ince bagirsaklarin distal
kismindaki villuslarin lenf kanallar1 epitel hiicrelerinde ve mezenterik lenf yumrularinda
meydana gelmektedir. Makromerontlar 300 (303x281) um biiyiikliigiinde olup, bagirsak
mukozasi ilizerinde mat beyaz renkte, dar1 tanesi seklinde ve ¢iplak gozle goriilebilmektedir.
Ikinci nesil merontlara ve gamontlara genellikle cekum olmak {izere, ince bagirsaklarin distal
kisminda ve proksimal kolonda rastlanmaktadir. Enfeksiyonun 16-18. gilinlerinde ise bagirsak
bezlerinin tiim epitel hiicreleri 2. nesil meront ve gamontlarla dolu bir hal almistir. Bunun
sonucu bagirsak bezlerinin genisledigi ve subepitelyal hiicresel infiltrasyonun olustugu

belirtilmistir. Eimeria bovis ve E. zuernii’nin sporlanmis ookistlerinin alimmasimin 18.
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giiniinden itibaren epitel tahribati, mukozalarda 6dem, epitel tizerinde fibrin birikimi, kapillar
damarlarda pargalanma gozlenmektedir. Kanamayla birlikte eritrosit kaybi artmaktadir. Ayrica
bagirsak bezleri rejenere olmaya baglamakta, Lamina propria ile submukoza lenf ve kan
damarlarinin genislemesiyle 6dematoz bir hal almaktadir. Lamina propria tizerinde kan, fibrin,
graniilositler, bakteriler ve hiicre kalintilarindan olusan difteroid bir membran olugmaktadir.
Eimeria ellipsoidalis gibi daha az patojen tiirlerin neden oldugu olgularda bagirsaklarda epitel

kayb1, mukus artis1 ve kataral bir yangi goriilmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Levine, 1985).

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

degerlendirilmektedir (Arslan and Sari, 2013; Collins et al., 1988).

2.4 Sigir Coccidiosis’inde Tani
2.4.1 Konvansiyonel Morfolojik Tam

Coccidiosis teshisinde hayvanin klinik durumu ve yasi dikkate alinmasi gerekmektedir.
Buzagilarda kanli olmayan ishal olgulari, klinik olarak non-spesifik kabul edilmektedir. Ayrica
kanli, mukuslu ya da fibrinli diyare olgular ise diger birgok hastaliklar1 akla getirebilmektedir.
Bunun ic¢in hayvanin yasi, bulundugu ortam, hijyen durumlart ve klinik bulgular
degerlendirilmelidir. Buzag ve danalarda klinik belirtiler ve digki kivami tanida 6nemli olup,
diski kivamina gore; normal (0), yumusak (1), diyareli (2), diyareli ve doku artikli (3), diyareli,
kanli ve doku artikli (4) olarak siniflandirilmaktadir. Hastaligin tanisinda ¢esitli yogun
soliisyonlar (NaCl, ZnSO4 ZnCl2, NaNOs ve Seker soliisyonu) kullanarak flotasyon yontemi ile
disk1 incelemesi yapilmaktadir. Disk1 muayenesinde iginde sporontlari bulunan sporlanmamis
ookistler goriilerek tan1 koyulmaktadir. Enfeksiyon siddetini belirlemek i¢in McMaster teknigi
ile de bir gram diskidaki ookist sayilar1 belirlenmektedir. Hastaliga neden olan Eimeria
tirlerinin ayirict tanimi icin ise digki ornekleri %2,5’luk potasyum dikromat soliisyonu
(K2Cr207) iginde 27°C’de tutularak ookistlerin sporlanmalar1 saglandiktan sonra flotasyon
yontemleri kullanilarak Eimeria tiir tanimi yapilabilmektedir (Arslan, 1995; Arslan and Sari,
2013; Levine, 1985).

Sigirlarda coccidiosisin tanisinda digki muayenesinde sporlanmamis ookistlerin morfolojik

yapilarina gore deneyimli kisilerce teshis konulabilmektedir. Ancak bazi tiirlerin tanisinda,
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miks enfeksiyonlarda yada tipik ookistlerin olmamasi durumunda kesin etiyolojik tani i¢in
sporlandirma islemi yapilmasi gerekmektedir. Sporlanmis ookistlerin morfolojik 6zellikleri
dikkate alinarak tiir identifikasyonlar1 yapilmaktadir. Ookistin sekli, rengi ve biiyiikliigii tanida
onemli sayilmaktadir (Arslan, 1995; Arslan and Sar1, 2013; Daugschies and Najdrowski, 2005).

Coccidiosis tanisinda bazi kriterlerin gdzden kagirilmamasi gerekmektedir. Ornegin; diskida
ookist goriilmesi coccidiosis anlamina gelmemektedir. Patojen tiirlere ait ookistlerin yogun
olmas1 ve klinik olarak da kanli ishalin goriilmesi coccidiosis olma ihtimalini arttirmaktadir.
Diskida ookistlere rastlanmamasi da coccidiosis olmadigi anlamina gelmemektedir. Ciinkii E.
zuernii ve E. bovis enfeksiyonlarinda ookistler atilmadan Once patolojik lezyonlar
olugmaktadir. Teshisi desteklemek i¢in nekropsi sonucu bagirsaklardaki makroskobik lezyonlar
incelenmelidir. Eimeria tiirlerinin gelisme dénemleri olan meront ve gamontlar yoniinden de
histopatolojik preparatlar hazirlanip mikroskobik olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.
Sigirlarda coccidiosis kesin teshisi i¢in nekropsi yapilmasi ekonomik olmadigindan
onerilmemektedir. Ancak hastaliga bagli 6lim olaylar1 varsa, bu durumda nekropsi

yapilabilmesi onerilmektedir (Arslan and Sar1, 2013; Levine, 1985).

Klinik olarak kanli ishal goriilmesi, bir gram diskidaki ookist sayis1 (OPG) 5.000-10.000
lizerinde olmasi ve patojen tiirlere ait ookistlerin belirlenmesi klinik coccidiosis olgularina
isaret sayilabilmektedir (Soulsby, 1986). Ancak klinik belirtiler ve bir gram diskida yiiksek
sayida (50.000-500.000) ookist olmasi klinik coccidiosis olarak degerlendirilmektedir
(Kaufmann, 1996). Coccidia ookistleri iki haftaliktan itibaren buzagilarin diskilarinda
goriilmeye baslamaktadir. Genellikle bir aylik olduklarinda ookist yogunlugu artmaktadir.
Klinik olarak yumusak diskil1 veya kanli ishalli olan hayvanlarda ookist sayisinin normal diskil

olanlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Arslan, 1997; Arslan and Tiizer, 1998).

2.4.2 Serolojik Tam

Sigirlarda coccidiosis tanisinda digki muayenesinde ookistlerin morfolojik yapilarinin
goriilmesi ile konulan teshis, diinyada halen gecerli altin standart tani metodu olarak
degerlendirilmektedir. Ancak son yillarda serolojik ve molekiiler metodlar da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan enzim linked immunoassay (ELISA), western blot ve PCR tan1 ve
arastirma amacl olarak kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir. Serolojik tanida Eimeria

tiirleri arasindaki ya da diger patojenler ile olusabilecek capraz reaksiyonlarin gbz oniinde
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bulundurulmasi gerekmektedir (Arslan and Sari, 2013; Jolley and Bardsley, 2006; Lassen,
2009).

2.4.3 Ayiric1 Tam

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

dikkate alinmas1 gerekmektedir (Arslan and Sari, 2013).

2.5 Konak-Parazit iliskilerinde Evrimlesme Siireci ve Popiilasyon Yapisi

Parazitlerde popiilasyon yapisi siklikla konak-parazit iliskilerinde birlikte evrimlesme siireciyle
beraber seyretmektedir. Kelebek veya sinekkusu gibi tozlastiricilarla bitkiler arasindaki
akrabalik iliskisi karsilikli evrimlesmenin tipik ornekleri arasindadir (Cotton, 1998). Yine
benzer sekilde parazitlerle konaklar1 arasindaki karsilikli evrimlesme de en tipik ve en sik
calisilan evrimlesme konularindan biridir (Stefka et al., 2009; Xiao et al., 2002). Bu akrabalik
iliskisindeki her bir canli digerinin lizerinde segici bir baski olusturmakta olup bu durum her
bir canlinin evrimini dolayl1 olarak etkilemektedir. Parazit ve konaklar1 arasindaki uyumluluk
veya uyusmazlik durumunun arkasinda dort tip karsilikli evrimlesme olayr tanimlanmastir:
cospeciation (konak ve parazit arasindaki es zamanli evrimlesme), duplikasyon (parazitlerin
atalartyla baglantili olarak bagimsiz evrimlesmesi), tasnif olaylari (konak nesillerinde
parazitlerin gézden kaybolmas1 veya neslinin yok olmasi) ve konak aktarimi (yeni bir konagin
kolonizasyonu) (Legendre et al., 2002; Page and Charleston, 1998). Bu olaylarin basariyla
gerceklesmesi, Brook’un parsinomy analizi, komponent analizi veya agac haritasi gibi ¢esitli
metotlarla yapilan ¢calismalarla birlikte kompleks bir karsilikli evrimlesme siireciyle miimkiin
olabilmektedir. Bu olaylar konak ve parazit filogenileri/genolojileri arasindaki uyumlulugun
tiim derecelerini belirleyebiliyorken, her bir popiilasyonun yapis1 ve popiilasyon genetikleri
dogal seleksiyon (bazi tiirlerin hayatta kalis1), genetik egilim (rastgele drnekleme sebebiyle
olusan degisiklikler), mutasyonlar (DNA dizilimlerindeki degisiklikler) ve gen akisi
(popiilasyonlar arasinda genlerin degisimi) gibi Onemli evrimlesme siireglerinden
etkilenmektedir. Gen akisi, reproduktif izolasyonla kisitlanabilmekte olup buzul ¢agindaki

olaylar buna 6rnek verilebilir (Webb and Bartlein, 1992).
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Dordiincii ¢aga ait periyotta Orta Avrupa’dan farkli gruplardaki birgok organizm giiney buzul
bolgesine go¢ etmistir. Bu tiirler birbirlerinden izole edilmis ve farkli allopatric evrimlesme ve
farklilagmalara maruz kalmistir. Buzul ¢ag bittikten sonra bu organizmler tekrar geri donmiis,
birbirleriyle karismis ve gen akisi sonucu yeni tiirler olarak farklilasmislardir. Bu olaylar,

mevcut Avrupa faunasinin olusumunu belirlemistir.

2.6 Molekiiller Cahismalarda Coccidia Etkenlerinin Model Organizmler Olarak
Kullanim

Coccidia  etkenleri ~ (Apicomplexa:  Conoidasida:  Eucoccidiorida), = Apicomplexa
(Chromalveolata: Alveolata) anacindaki en gesitli ve farklilagsmig organizmlerdir. Coccidia
tiirleri tim omurgalilarda bulunabilmekte olup ayrica omurgasizlarda da tarif edilmislerdir
(Duszynski and Upton, 2001). Bu genis filum, insan ve hayvanlarda goriilen 6nemli
patojenlerden bazilarim1  (Babesia, Theileria, Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria)
kapsamaktadir. Bu filum igerisinde Sarcocystidae ve Eimeriidae ailelerindeki tiirler monofiletik
organizmlerdir. Tiim coccidia tiirleri arasinda Eimeria soyu, diinyanin farkli bolgelerinde farkli
konaklardan tanimlanan 1700’1 askin tiirle en genis grubu olusturmaktadir. Eimeria soyu
paraphletic bir soy olup Cyclospora ve ¢esitli Isospora tiirleriyle ayni clade’te yer almaktadir.
Isospora soyu ise poyphyletic olup Eimeriidae ailesinde kuslardan bildirilen tiirlerle ve
Sarcocystidae ailesinde memelilerden bildirilen tiirlerle ayni clade’te bulunmaktadir (Modry

et al., 2001; Morrison et al., 2004).

2.6.1 Coccidian Parazitlerin Taksonomisi, Evrimi ve Filogenileri

Coccidian parazitler esasen sporlanmis ookistlerin morfolojik olarak degerlendirilmesiyle
identifiye edilmektedirler (Lassen, 2009; Levine, 1985). Bununla birlikte morfolojik olarak
yapilan boyle siniflandirmalar, tiir icinde ookist morfolojileri ¢ok farklilik gdsterebildigi i¢in
siklikla zor olabilmektedir (Duszynski and Upton, 2001). Sporlanmis ookistlerin i¢ yapisinda
bulunan ookist kalintis1 dikkat ¢ekicidir. Sporulasyon siireci boyunca goriilen bu yapinin
zigotun sitoplazmasindan ayrilan lipid graniilleri oldugu diisiiniilmektedir. Bugiine kadar bazi
Eimeria tiirleri bu kalintiya sahipken neden diger tiirlerin bu kalintiy1 tasimadiklar
anlagilamamis olup bu yapinin fonksiyonunun ne oldugu da bilinmemektedir. Ilging bir sekilde
sigirlari, koyunlari, domuzlari, tavuk ve hindileri enfekte eden tim Eimeria tiirlerinde ve
yilanlar1 enfekte eden tiirlerin ise %75 inden fazlasinda ookist kalintis1 bulunmamaktadir (Zhao

and Duszynski, 2001). ORF 470, 23S rRNA ve niikleer 18S rRNA genlerinin sekanslanmasi
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sonucu ookist kalintisinin filogenetik akrabalik ¢aligmalarinda 6nemli oldugu kanitlanmistir
(Kvicerova et al., 2008; Zhao and Duszynski, 2001). Bu durum, rodentlerdeki Eimeria
tiirlerinin iki farkli neslinin oldugu hipotezini desteklemektedir (Zhao and Duszynski, 2001).
Bu iki nesil sporlanmis ookistlerdeki morfolojik farkliliklar1 yansitmaktadir. Reduker ve ark.
(1987) ookist kalintisina sahip olan ve olmayan her iki neslin konaklarinin ortak atalarindaki
kardes taksonlardan koken aldigini hipotez etmislerdir. Escalante ve Ayala’ya (1995) gore,
coccidia tiirleri 800 milyon y1l 6nce farklilasmistir. Bu durum su soruyu akla getirmektedir ki
Eimeria tiirlerinin ortak atalar1 ya zaten ookist kalintisina sahipti ya da bu yap1 evrim siirecinde

sekillendi. Eger ikinci teori dogruysa bu kag y1l dnce gergeklesti?

Molekiiler teknikler ve sekanslamanin kesfi ve kullanimi coccidian parazitlerin sistematiklerini
ve taksonomilerini etkilemistir. Bu parazitlerin filogenik analizleri amaciyla ¢esitli marker ve
genler denenmis ve ¢aligilmistir. Ornegin apicoplast gen sekanslari niikleer genlere gore ¢ok
daha degisken olup bu oOzellikleri filogenetik calismalarda daha saglam bilgilerin elde
edilmesine olanak saglamaktadir. Apicoplastlardan SSU rRNA gen bdlgesinin analizleri
sonucu coccidian parazitlerin haemosporidianlarla kardes grupta yer aldiklari goriilmiistiir.
Coccidian parazitleri Eimeriidae ve Sarcocystidae olmak {izere iki ana nesile ayrilmaktadir

(Obornik et al., 2002).

Niikleer 18S rRNA (SSU) gen bolgesi siklikla Apicomplexa anacindaki tilirler arasindaki
filogenetik akrabaliklarin analizlerinde kullanilmaktadir (Morrison et al., 2004). SSU rRNA
geni apicomplexan parazitlerin genomlarinda ¢cok miktarda bulunmaktadir. Bu gen bdlgesi,
okaryotlardaki filogenetik akrabaliklarin ortaya ¢ikarilmasinda olduk¢a uygun bir bolgedir
(Dahlgren et al., 2008). Eimeria soyundaki tiirlerin filogenetik benzerliklerinin ortaya
koyulmasinda gerek niikleer 18S rDNA gerekse plastid 23S rDNA gen bélgelerinin oldukga
uygun markerlar olduklar1 kanitlanmistir. Bunun yaninda bu gen bolgeleri yliksek diizeyde
korunmusluk o6zelligine sahip olup Eimeria soyundaki tiirler icerisindeki intra spesifik
degisikliklerin belirlenmesinde uygun marker degildirler. Benzer sonuclar plastid ORF 470 gen
bolgesinin sekans analizlerinde de elde edilmistir (Barta et al., 1997; Zhao and Duszynski,
2001).

Mitokondriyal genlerin farkli organizmlerin evrimsel akrabaliklarinin analizlerinde uygun
markerlar oldugu ispatlanmis olup bir¢cok evrimsel ¢aligma bu gen bdlgesi iizerine dizayn

edilmistir. Mitokondriyal genler uzun bélgeler olmayip intron tasimamakta ve kisa intergenik
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bolgeler ihtiva etmektedir. Niikleer genlerin aksine mitokondriyal genler tiir i¢i spesifik
farkliliklarin belirlenmesi igin gerekli olan degisken bolgelere sahiptir. Bilinmesi gereken en
onemli nokta sudur ki mitokondriyalar sadece maternal lineage icerisinde atadan aktarilmakta
olup radikal kombinasyonlara maruz kalmamaktadirlar. Giinlimiize kadar, metazoonlarin
complete mitokondriyal genomlarinin birgok sekansi aragtirmalarla ortaya konulmustur, fakat
bunlardan sadece birkag tanesi parazitik protozoonlarin sekanslarina aittir (Hikosaka et al.,

2011; Linetal., 2011).

Calisilmis diger markerlarin (6rn. internal transcribed spacer region — ITS, riboprinting,
isoenzymes, microsatellites, random amplified polymorphic DNA) coccidian parazitler
arasinda veya icerisindeki filogenetik yakinliklarin belirlenmesindeki etkinlik diizeyleri heniiz

tam olarak kanitlanamamistir (Ogedengbe et al., 2011).

2.7 Sigir Eimeria Tiirleri Uzerine Molekiiler ve Filogenetik Calismalar

Giliniimiize kadar ookist morfolojisine dayali identifikasyon, sigirlarda coccidiosis’e yol agan
tiirlerin ayriminda kullanilan yaygin tek yontemdir (Daugschies and Najdrowski, 2005). Sigir
coccidial ookistlerinin detayli morfolojisi Levine ve Ivens (1967, 1970) tarafindan tarif edilmis
ve bu teshis anahtarlar tiir teshisine yonelik bircok ¢alismada refere edilmistir (Faber et al.,
2002; Oda and Nishida, 1990; Sanchez et al., 2008). Ancak morfoloji tabanli tiir teshislerinin,
bircok tiirlin karigik Ozellikler gostermesi ve tiir i¢i varyasyonlarin varligi dolayisiyla
glivenilirliginin yeterli olmadig1 da belirtilmistir (Kawahara et al., 2010). Morfolojik tabanli
teshis ayrica deneyimli kisilere gereksinim gdstermekte, yogun emek ve zaman alict olmaktadir
(Long and Joyner, 1984). Molekiiler tabanli teshis yontemleri son yillarda bir ¢ok paraziter
enfeksiyonun spesifik teshisinde ve genotiplemede yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak sigir
coccidia etkenlerinin teshisi ve molekiiler karakterizasyonu iizerine ¢alismalarin oldukg¢a sinirh
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Li ve ark (2007), Cin’de sigirlarda Cyclospora ve patojenik
Eimeria tiirlerinin (E. alabamensis, E. auburnensis, E. bovis, E. ellipsoidalis ve E. zuernii)
ayirimi amactyla, elde ettikleri izolatlarin 18S rRNA gen sekanslarini filogenetik olarak analiz
etmisler, Cyclospora ve ruminant Eimeria tiirlerinin bu gen bolgesine gore sekans ve RFLP
analiz yontemleri ile ayrilabilecegini kaydetmislerdir. Ayni arastiricilar (Li et al., 2007)(Li ve
ark., 2007) GenBank’a kaydettikleri sinirli sayidaki sigir patojenik Eimeria tiirlerine ait
izolatlarin sekans analizi sonucunda ise 18S rRNA gen bdlgesine gore tiirler aras1 varyasyonun

diisiik oldugunu ve bu gen bolgesi hedef alinarak PCR tabanli yontemlerin sigir Eimeria
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tirlerinin ayriminda yeterli olmayacagini hipotez etmislerdir. Bunun yaninda Kaya (1998),
Bristol/Ingiltere’de koyunlardan izole edilmis patojenik 6 Eimeria tiiriiniin (E. ovinoidalis, E.
crandallis, E. ahsata, E. weybridgensis, E. faurei ve E. bakuensis) molekiiler filogenisi iizerine
arastirmalarda bulunmus, 18S rRNA gen bolgesine gore tlirler arasinda yiiksek homoloji
goriilmesinden dolay: tiir bazl teshiste bu gen bolgesinin yeterli olmayacagini ileri stirmiistiir.
Ayrica ayni arastirict (Kaya, 1998) 18S rRNA sekans analizlerine gore koyunlardaki Eimeria
tiirlerinin monofiletik grupta yer aldigini, bu tiirlerin diger bir grupta yer alan kanatli Eimeria
tirlerinden filogenetik farkliliginin yiiksek oldugunu, E. bovis ile ise daha yakin oldugunu
gostermistir. Kokuzawa ve ark. (2013), Japonya’da sigirlardan izole edilmis farkli 10 Eimeria
tiirline ait izolatlar1 18S rRNA sekanslar1 temelinde filogenetik olarak incelemigler, izolatlarin
tiir bazli olarak 3 monofiletik grupta yer aldigini ve her grupta yer alan tiirlere ait izolatlarin da

benzer ookist morfolojisi géstermedigini belirlemislerdir.

Sigirlarda patojenik Eimeria tiirlerinin konvansiyonel PCR ile ayrimi iizerine giiniimiize kadar
yalnizca Japonya’da sigirlardan izole edilmis patojenik E. alabamensis, E. auburnensis, E.
bovis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis ve E. zuernii tiirleri tizerine yalnizca bir ¢alismanin
(Kawaharaet al., 2010) varlig1 goriilmektedir. Bu ¢aligmada (Kawahara et al., 2010) s6z konusu
tiirlere ait toplam 21 izolatin ITS-1 gen bolgeleri filogenetik olarak analiz edilmis, pairwise
alignment sonucglarina gore ayni tiire ait izolatlar arasinda %90 nin tlizerinde yliksek homoloji
goriildigii, E. bovis ve E. zuernii’nin ayni kiime (cluster) iginde birbirine ¢ok yakin oldugu
gortiliirken, bu clusterin E. alabamensis ile birlikte E. auburnensis, E. cylindrica ve E.
ellipsoidalis bulunduran major sigir coccidia clusterindan genetik olarak daha uzak oldugu
kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada (Kawahara et al., 2010) tiir bazli spesifik teshis igin primer
setlerinin dizayninda, ITS-1 gen bdlgesinin yeterli inter-spesifik sekans varyasyonu gosterdigi
saptanmig ve PCR tabanli bu gen bolgesini hedef alan teshis yonteminin Eimeria tiirlerinin
saptanmast ve ayriminda konvansiyonel ookist morfolojisini belirlemeye yonelik
identifikasyondan daha yiiksek sensitiviteye sahip oldugu ortaya konmustur. Eimeria tiirlerinde
mt-COI gen bolgesi lizerine ¢alismalarin (Ogedengbe et al., 2011; Schwarz et al., 2009) oldukga
smirl oldugu, sigir Eimeria tiirleri lizerine ise filogenetik ¢alismalarin heniiz bulunmadigi
goriilmektedir. Bununla beraber Ogedengbe ve ark.nin (2011) kanatli Eimeria tiirleri lizerine
yuriittiikleri calismada E. zuernii’ye ait bir izolatin (GenBank aksesyon: HM771687) mt-COl
gen bolgesi karakterize edilmis ve kanathh tiirleriyle birlikte filogenetik analizlerde

kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Saha Calismalari
3.1.1 Arastirma Sahasi ve Diski Orneklerinin Toplanmasi

Calisma, 2013-2015 yillar1 arasinda I¢ Anadolu Bolgesinin Kayseri, Nevsehir, Yozgat ve
Kirsehir illerindeki halk elinde yetistiriciligi yapilan c¢esitli sigircilik (siit ve besi)
isletmelerindeki farkli yas, cinsiyet ve irklara ait sigirlar iizerinde yiiriitiilmistir. Diski
orneklemesi yapilan sigirlarin illere ve ¢esitli faktorlere gore dagilimlart Tablo 3.1°de

verilmigtir.

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

Sigir sayisi
Aragtirma Yas Cinsiyet Irk
Yoresi Toplam
<3 4 >12 .. . . :
5y 12 ay Erkek | Disi | Holstein | Simental | Montofon | Yerli | Melez
ay

Kayseri 50 | 132 | 172 | 135 | 219 97 91 85 48 33 354
Nevsehir 26 | 53 | 102 73 108 48 45 44 33 11 181
Yozgat 25 | 50 | 115 72 118 56 46 39 30 19 190
Kirsehir 22 | 58 | 115 85 110 47 50 48 38 12 195
Toplam 123 | 293 | 504 | 365 | 555 248 232 216 149 75 920

Hayvanlarin rektumundan teknigine uygun sekilde alinan digki 6rnekleri, steril digki kaplarina
aktarilarak, protokol kayitlar1 yapilmis ve soguk zincirde laboratuvara intikalleri saglanmustir.
Orneklenen her bir hayvana ait diski numunesi 180 ml steril diski kab: igerisine %2,5 w/v
potassium dichromate ile 2/1 oraninda (100 ml potassium dichromate 50gr diski ornegi)
karistirilarak konulmustur (Duszynski and Wilber, 1997). Ayrica ayni hayvanlara ait 6rnekler
sulandirilmadan direkt olarak ayri steril bir digki kab1 igerisine de alinmistir. Toplanan digki
orneklerinin karakterleri incelenmis ve kivamlarina gére a) normal, b) ishalli ¢) kanl ishalli

(Lassen and Jarvis, 2009) olarak kayit altina alinmistir.
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3.2 Laboratuvar Calismalari
3.2.1 Konvansiyonel Diski Muayenesi

Laboratuvara getirilen 6rnekler Eimeria ookistleri yoniinden analize tabii tutulmustur. Bu
basamakta standardizasyon agisindan hem potassium dichromatli hem de direkt diski
orneklerinden alinan numuneler ¢oktliirme ve/veya ylizdiirme basamaklarina tabii tutularak
ookistler yoniinden incelenmistir. Diski Orneklerinden 3 gr tartilmis doymus sekerli su
(Sheather's sugar solution) (spesifik gravite: 1,27) (Duszynski and Wilber, 1997) ile homojen
hale getirilerek steril gazli bezler yardimiyla 50ml falcon tiiplerine siiziilmiistiir. Tiipler lizerine
lamel kapatilarak 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis sonrasinda oda 1sisinda 5 dk beklenerek
lameller lam iizerine aliip 151k mikroskobunda ookistler yoniinden incelenmistir. Inceleme
esnasinda tiipler lizerine tekrar lamel kapatilarak 5-10 dk beklenmis ve akabinde ikinci lamel

de incelemeye tabii tutulmustur.

Potassium dichromatli orneklerin incelenmesinde Gajadhar (1994) tarafindan bildirilen
yontemin modifiye edilmis versiyonu kullanilmistir. Esit hacimde diski numunesi olmak iizere
potassium dichromatli 6rneklerden 9 ml alinarak steril gazli bezler yardimiyla 50ml falcon
tiiplerine siiziilmiis ve lizeri deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Tiipler 4000 rpm’de 20
dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda tiipte 2 ml sediment birakilarak siipernatant dikkatlice
atilmistir. Yikama islemi aynen bir kez daha tekrar edilmis ve falcon tiip icerisindeki 2 ml
sediment homojen hale getirilip 15ml santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Tiipler yiizeyine kadar
doymus sekerli su ile doldurulmus, bombe olusturularak lamel kapatilmigtir. 1500 rpm’de 10
dk santrifiije tabii tutulan tiipler iizerinden, lamel altindaki damla diisiiriilmeden alinarak 151k
mikroskobu altinda incelemeye tabii tutulmustur. Inceleme siiresince tiipler iizerine tekrar lamel

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

3.2.2 Gram Diskidaki Ookist Sayisinin (OPG) Belirlenmesi

Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunan digki 6rneklerinde gram digkidaki ookist sayisinin
(OPG) belirlenmesinde Velkers ve ark. (2010) tarafindan tarif edilen teknik modifiye edilerek
kullanilmistir. 6 ml potasyum dicromatli digki 6rnegi 50 ml falcon tiip icerisine alinmuis, iizerine
20 ml doymus tuzlu su (151 g/l, specific gravity 1,1) ilave edilerek homojen hale getirilmistir.
Bu tiipten 2 ml alinarak kapakl plastik santrifiij tiiplerine konulup {izerine 8 ml doymus tuzlu
su (311 g/, specific gravity 1,2) ilave edilerek karigtirilmistir. Buradan pipet ile McMaster
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laminin iki gozii doldurularak en az 5 dk beklenmis ve ookist sayimi her iki gézde yapilmistir.
Gram diskidaki ookist sayis1 (OPG): 333.3ab/6rnek miktari formiiliiyle belirlenmistir (a: Ookist
say1st; b: Sulandirma katsayisi; drnek miktar1 2gr; pozitif rneklerde sayim kamerasinda ookist

saptanmamasi durumunda OPG degeri 50 alinmistir).

3.2.3 Eimeria Ookistlerinin Sporlandirilmasi ve Tiir Teshisleri

Coccidiosis yoniinden pozitif belirlenen sigirlarda Eimeria tiirlerinin teshisi amaciyla
potassium dichromatli diski 6rnekleri, Rind ve Brohi (2001) tarafindan tarif edilen yontemin
modifiye edilmesiyle sporlandirma prosediiriine tabii tutulmustur. Buna gdre potasyum
dicromath digki 6rneginden karistirildiktan sonra 10 ml alinarak steril gazli bez yardimiyla 50
ml falcon tiipe siiziilmiistiir. Uzerine 50ml olacak sekilde deiyonize su eklenip 4000 rpm’de 20
dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda 2 ml birakilarak siipernatant dikkatlice atilmig ve 2 ml
cokiintli iizerine 30ml’ye tamamlayacak sekilde %2,5 Potassium dichromat soliisyonu
eklenmistir. Tiipler 30°C etlive konulup giinde en az 5 kez steril bagetler yardimi ile
karistirilarak oksijen akist saglanmistir. 4. giiniin sonunda tiipler tekrar oda 1sisinda 4000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda 2ml birakilarak siipernatant dikkatlice
atilmistir. Buradan alinan 6rnekler mikroskop altinda sporulasyon agisindan kontrol edilmistir.
Sporulasyonun yetersiz olmast durumunda tiip iizerine tekrar 30ml olacak sekilde %2,5
Potasyum dicromat soliisyonu eklenmis ve sporulasyona birakilarak 7. giin tekrar kontrol
edilmistir. Sporulasyon sonrasi ookistler yogunlastirilarak digital goriintiileme sistemiyle
mikroskopta incelenmis ve protokol kayitlarina gore goriintiilenip ilgili teshis anahtarlarina
(Courtney et al., 1976; Levine, 1985; Levine and Ivens, 1970; Zhang et al., 2000) gore tiir
teshisleri yapilmistir.

3.2.4 Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Coklu Ookist DNA izolasyonu

Eimeria oocytleriyle pozitif belirlenen digski 6rneklerinden genomik DNA izolasyonunda
Lalonde ve Gajadhar (2008) tarafindan bildirilen teknik modifiye edilerek kullanilmistir.
Sporlandirilmis ve mikroskobik analizleri yapilmis 6rneklerden alinan yaklasik 15 ml potasyum
dichromatli siispansiyon (~5gr diski 6rnegi) steril gazli bezler yardimiyla 50 ml steril falcon
tiiplere siiziilmiis ve tlizeri steril deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanmstir. Tiipler 4500 rpm’de

20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 dipteki tortu oynatilmadan siipernatant atilmis ve
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tiipler tekrar 50 ml steril deiyonize su ile tamamlanarak santrifiij islemi aynen tekrar edilmistir.
Son santrifiijden sonra silipernatant uzaklastirildiktan sonra tortu tizerine 10 ml steril doymus
sekerli su (Sheather's sugar solution; spesifik gravite: 1,27) ilave edilerek tortu ¢ozdiiriilmiis ve
homojen hale getirilmistir. Siispansiyon daha sonra 15 ml santrifiij tiiplerine aktarilmis ve
doymus sekerli su ile toplam hacim 15 ml’ye tamamlanmistir. Tipler 1500 rpm’del0 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipler iizerinde doymus sekerli su ile bombe
olusturularak lamel kapatilmis ve maksimum yogunlasma i¢in 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir.
Siire sonunda lamel kaldirilarak altindaki damla steril deiyonize su ile (toplam hacim 150 pl) 2
ml’lik mikrosantrifiij tliplerine yikanmistir. Yikama islemleri sirasinda tiiplerin iizeri tekrar
lamel ile kapatilmis ve 5 dk siire ile beklendikten sonra ayni hacimde ayni ependorf tiipler
igerisine yikama islemi gergeklestirilmistir. Ependorf tiipler steril deiyonize su ile 2 ml’ye
tamamlanarak ultra santrifiijde 15.300 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek ookistlerin ¢ékmesi
saglanmistir. Santriflyj islemi sonrasinda dikkatlice siipernatant uzaklastirilarak ependorf tiip
icerisinde 120 pl hacimde ookist slispansiyonu birakilmigtir. Genomik DNA izolasyonuna
gegmeden Once her bir drnege ait ookist siispansiyonu spin-vortekslenerek homojenize hale
getirildikten sonra 10’ar pl iki kez ornek alinarak lam lamel arasinda 151k mikroskobunda
ookistlerin varlig1 yoniinden konfirme edilmis ve ookist sayimi yapilmistir. Sonraki basamakta,
elde edilen ookist siispansiyonlar birer dakika olmak iizere 8 siklus sivi azot ve kaynar suda
tutularak ookistlerin pargalanmasi saglanmistir. Sonrasinda tiipler 0,5 mm glass beads ile 5 dk
homojenizatorde (Tissue Lyser LT; Qiagen) mekanik parcalanmaya tabii tutulmustur. Daha
sonra stispansiyon genomik DNA ekstraksiyon kitleri (GeneJET Genomic DNA Purification
Kit, Thermo Scientific; QlAamp DNA Micro Kit, Qiagen) ile DNA ekstraksiyonuna
basamaklar modifiye edilerek alinmistir. Final basamakta eliisyon 30 ul’ye ayarlanmistir. Elde
edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler Qubit® Fluorometric Quantitation (Life
Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA miktarlari
(ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
Tek Ookist DNA izolasyonu

Eimeria oocytleri ile pozitif 6rneklerden tek ookist izolasyonu ve genomik DNA ekstraksiyonu
icin Wang ve ark.nin (Wang et al., 2014) tavsanlarda Eimeria tiirleri igin gelistirdikleri yontem

modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla yukarida da bahsedildigi gibi 6ncelikle Eimeria
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ookistleri yoniinden pozitif, sporlandirilmis ve mikroskobik analizleri yapilmis 6rneklerden
yaklasik 15 ml potasyum dichromatli stispansiyon (~5gr digki 6rnegi) alinarak steril gazli bezler
yardimiyla 50 ml steril falcon tiiplere siiziilmiis ve iizeri steril deiyonize su ile 50 ml’ye
tamamlanmistir. Tiipler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 dipteki tortu
oynatilmadan siipernatant atilmis ve tiipler tekrar 50 ml steril deiyonize su ile tamamlanarak
santrifiij islemi aynen tekrar edilmistir. Son santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildiktan
sonra tortu tizerine 10 ml steril doymus sekerli su (Sheather's sugar solution; spesifik gravite:
1,27) ilave edilerek tortu ¢ozdiiriilmiis ve homojen hale getirilmistir. Siispansiyon daha sonra
15 ml santrifiij tiiplerine aktarilmis ve doymus sekerli su ile toplam hacim 15 ml’ye
tamamlanmistir. Tipler 1500 rpm’del0 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipler
tizerinde doymus sekerli su ile bombe olusturularak lamel kapatilmis ve maksimum
yogunlagsma icin 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Siire sonunda lamel kaldirilarak altindaki
damla steril deiyonize su ile (toplam hacim 150 pl) 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
yikanmistir. Yikama iglemleri sirasinda tiiplerin {lizeri tekrar lamel ile kapatilmis ve 5 dk siire
ile beklendikten sonra ayni hacimde ayni ependorf tilipler igerisine yikama islemi
gerceklestirilmistir. Ependorf tiipler steril deiyonize su ile 2 ml’ye tamamlanarak ultra
santrifiijde 15.300 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek ookistlerin ¢okmesi saglanmistir. Santrifii
1slemi sonrasinda siipernatant dikkatlice uzaklastirilarak ependorf tiip igerisinde 120 ul hacimde
ookist siispansiyonu birakilmistir. Bu basamaktan sonra siispansiyon igerisinden alinan
yaklasik 10-20ul 6rnek lam-lamel arasina konularak Eimeria ookistlerinin varligi yoniinden
teyitleri saglanmistir. Daha sonraki basamakta oocytleri tek olarak elde etmek amaciyla oocyt
stispansiyonundan her defasinda homojenize edilerek alinan yaklasik 1-2 pl siispansiyon 2-3
mm ¢apinda kiigiik lameller {izerine bir damla halinde konulmus ve invert mikroskop altinda
tek ookist varligi yoniinden arastirilmistir. Yogun ookist bulunan 6rnekler icin ¢esitli
sulandirmalar hazirlanmustir. Ilgili yontemle tek ookist varligi yoniinden konfirme edilen
ornekler digital mikroskobik goriintiileme sistemi ile goriintiilenmis ve morfolojik tiir teshisleri
saglanmistir. Bu basamaktan sonra seri bir sekilde lizerinde tek ookist belirlenen kiiciik lameller
icerisinde 30 pl lysis buffer bulunan 2 ml mikrosantrifiij tliplerine dikkatlice aktarilarak
mikrosantrifiijde 3000 rpm’de iki siklus santrifiije tabii tutulmustur. Sonraki basamakta elde
edilen tek ookist siispansiyonlar1 yukarida anlatildig1 gibi (s1v1 azot/kaynar su + glass beads)
mekanik par¢alanmaya tabii tutulmus ve genomik DNA ekstraksiyon Kkitleri (GeneJET
Genomic DNA Purification Kit, Thermo Scientific; QIAamp DNA Micro Kit, Qiagen) ile DNA
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izolasyonlar1 yapilmistir. Final basamakta eliisyon DNA miktarini artirmak amaciyla 20 pl’ye
disiirilmustir. Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan oOrnekler Qubit®
Fluorometric Quantitation (Life Technologies) cihazinda igslenerek DNA izolasyon etkinligi ve
total genomik DNA miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar

kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5 18S rRNA Geninin Amplifikasyonu

Coklu ve/veya tek ookistlerden izole edilmis genomik DNA ekstraktlar1 18S rRNA gen
bolgesinin amplifikasyonu igin Eimeria soy spesifik primerlerle Nested PCR analizine tabii
tutulmustur. Nested PCR analizlerinin ilk basamaginda ilgili gen bélgesinden 3312 bp kismi
amplifiye eden TK2 (5’-GGTTGATCCTGCCAGTAGTC-3’) ve ETS2 (5’-
AATCCCAATGAA CGCGACTCA-3’) primerleri (Kokuzawa et al., 2013), ikinci
basamaginda ise 1057 bp kismi ¢ogaltan Eim18SEIF3 (5’-TCTATGGCTAATACATGCGSA-
3’) (Yang et al., 2012) ve EMR2 (5’-TGAGTTTCCCCGTGTTGAGT-3’) (Hill et al., 2012)
primerleri modifiye edilerek kullanilmigtir. Eim18SEIF3 primeri tiim sigir Eimeria tiirlerine ait
18S rRNA dizilimleri ile blast ve alignment analizleri sonucu dejenere primer haline
doniistiiriilmiistiir. Reaksiyon karisimi her iki primer seti i¢in de 25 pl final konsantrasyonda
hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR buffer, 2,5 mM MgClz, 100 nM her bir primer,
200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase olarak hazirlanmistir. 1. PCR reaksiyonu
icin 3ul template DNA, 2. PCR reaksiyonu icin ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen
amplikondan 1 pl kullanilmistir. Thermalcyclerda protokol birinci PCR basamaginda initial
denaturation: 95°C’de 4 dk; 40 siklus, denaturation: 95°C’de 30 s, annealing: 50,1°C’de 30 s,
extension: 72°C’de 3 dk; final extension: 72°C’de 5 dk olarak ayarlanmstir. ikinci PCR
basamaginda ise annealing 56,2°C ¢ikarilmis, extension basamagi ise ayn1 derecede 1dk olarak
belirlenmistir. Nested PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak Dr. Fumiya Kawahara’dan (Nippon
Institute for Biological Science, Japonya) temin edilen referens DNA izolatlar1 ve ¢aligma
siiresince elde edilen plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR f{irtinleri (10 pul) % 1,5 *luk
agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from

Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.
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3.2.6 Ribozomal ITS-1 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Ribozomal ITS-1 gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in Nested PCR protokolii modifiye edilerek
uygulanmistir. Bu amagla 1. PCR basamaginda Bhaskaran ve ark. (2010) tarafindan bildirilen
EimITS1CF (5°-AAGTTGCGTAAATAGAGCCCT-3’) ve Kawahara ve ark. (2010) tarafindan
bildirilen ITSIR (5°- CTGCAATTCACAATGCGTATCGC-3’) primerleri, 2. PCR
basamaginda ise ayni arastiricilar (Bhaskaran et al., 2010; Kawahara et al., 2010) tarafindan
bildirilen sirastyla ITS-1F (5’-GCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCG-3’) ve EimITSICR
(5’-AGACATCCATTGCTGAAAG-3’) primerleri kullanilmistir. Reaksiyon karisimi her iki
primer seti i¢in de 20 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR
buffer, 2,5 mM MgClz, 10 uM her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 2,5U Taq DNA
polymerase olarak hazirlanmistir. 1. PCR reaksiyonu i¢in 3ul template DNA, 2. PCR
reaksiyonu icin ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl kullanilmistir.
Thermalcyclerda protokol birinci PCR basamaginda initial denaturation: 95°C’de 4 dk; 40
siklus, denaturation: 95°C’de 30 s, annealing: 55°C’de 30 s, extension: 72°C’de 1 dk; final
extension: 72°C’de 5 dk olarak ayarlanmustir. ikinci PCR basamaginda ise initial denaturation:
94°C’de 3 dk; 44 siklus, denaturation: 94°C’de 30 s, annealing: 55°C’de 30 s, extension:
72°C’de 1,5 dk; final extension: 72°C’de 7 dk olarak uygulanmistir. ITS-1 gen bolgesinin
nested PCR analizlerinde kullandigimiz i¢ primer ¢iftinin PCR analizleriyle Eimeria tiirlerine
0zgii cogalttigi amplikon biiylikliikleri GenBank’ta mevcut izolatlar iizerinde yapilan primer

blast ve Genious R8 yazilimi ile analizler sonucu Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 18S rRNA-ITS1-5.8S rRNA gen bolgesini amplifiye eden nested i¢ primerlerinin tiir
bazli olusturduklar1 amplikon biiyiikliikleri

EIMERIA ITS-1 NESTED
PRIMERI
E. auburnensis ~487bp
E. cylindrica ~484bp
E. wyomingensis ~463bp
E. canadensis ~435bp
E. bovis ~452bp
E. ellipsoidalis ~451bp
E. zuernii ~476bp
E. alabamensis ~328 bp
E. bukidnonensis ~393 bp
E. subspherica ~318 bp
E. illinoisensis ~446 bp
E. brasiliensis ~370 bp
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Ribozomal ITS-1 gen bolgesi amplifikasyonu i¢in yukarida standart edilmis primerlerin
yanisira 18S rRNA gen bolgesinden baslayip 28S rRNA gen bolgesine kadar uzanan ve ITS-1,
5.8S rRNA ve ITS-2 gen bolgelerini complete olarak amplifiye eden Nested PCR primer
dizayni yapilmis ve PCR protokolii gelistirilmistir. Bu amagla Nested PCR analizinin ilk
basamaginda Eiml1630F (5’-GTACACACCGCCCGTCGCTG-3’) ve Eim3070R (5°-
CTAGAGGCTACAAYTCGCRG-3’), ikinci  basamaginda ise  Eim1740F  (5°-
GGATGCAAAA GTCGTAACACG-3’) ve Eim 3011R (5°-
CCKCTTCACTCGCCGTTACTA-3’) primerleri standardize edilerek kullanilmistir. Bu
amagla dizayn edilen primer ¢iftlerinin GenBank’ta kayitli baz1 sigir Eimeria tiirlerine ait 18S
rRNA-ITS1-5.8S-1TS-2-28S rRNA gen bolgeleri icin baglanma spesifiteleri Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi reverse primer g¢iftleri dejenere primer haline
getirilerek kullanilmistir. PCR karisimi yukarida anlatildigr sekliyle kullanilmis olup termal
profil birinci PCR basamaginda initial denaturation: 95°C’de 4 dk; 40 siklus, denaturation:
95°C’de 30 s, annealing: 55°C’de 30 s, extension: 72°C’de 1 dk; final extension: 72°C’de 5 dk
olarak ayarlanmustir. Ikinci PCR basamaginda ise initial denaturation: 94°C’de 3 dk; 44 siklus,
denaturation: 94°C’de 30 s, annealing: 55°C’de 30 s, extension: 72°C’de 1,5 dk; final extension:
72°C’de 7 dk olarak uygulanmgtir. lgili nested i¢ primer ciftinin PCR sonucu Eimeria
tiirlerine 6zgli cogalttifi amplikon biiyiikliikkleri GenBank’ta mevcut izolatlar ve proje
kapsaminda elde edilen izolatlar iizerinde yapilan primer blast ve Genious R8 yazilimi ile

analizler sonucu ayrica Tablo 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.1 18S rRNA-ITS1-5.8S-1TS2-28S rRNA amplifikasyonu i¢in dizayn edilen primerlerin
GenBank’ta kayitl ¢esitli Eimeria tiirlerine ait niikleotid sekanslariyla baglanma spesifiteleri

Tablo 3.3 18S rRNA-ITS1-5.8S-ITS2-28S rRNA gen bolgesini amplifiye eden nested i¢
rimerlerinin tiir bazli olusturduklari amplikon biytikliikleri

TUR AMPLIFIKASYON

E. auburnensis

1340bp

E. cylindrica

1398bp

E. wyomingensis

1341bp

E. canadensis

1342bp

E. bovis

1285bp

E.ellipsoidalis

1273bp

E. zuernii

1365bp

O XN O~ wiN -

E. alabamensis

1003 bp

[y
©

E. bukidnonensis

1088 bp

[y
=

E. subspherica

1012 bp

Nested PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin

tespit edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak Dr. Fumiya Kawahara’dan (Nippon Institute for

Biological Science, Japonya) temin edilen referens DNA izolatlar1 ve galisma siiresince elde
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edilen plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su
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 programi1 (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

3.2.7 Patojenik Tiirler icin Ribozomal ITS-1 Gen Bolgesinin Tiir Spesifik
Amplifikasyonu

Referans genomik DNA izolatlar1 ile birlikte proje ¢aligmalarinda elde edilen plazmid ve
genomik DNA izolatlari, patojenik Eimeria tiirleri i¢in spesifik olarak bildirilen (Kawahara et
al.,, 2010), ITS-1 geninin E. alabamensis i¢in 184 bp kismmi amplifiye eden 5’-
CATTCACACATTGTTCTTTCAG-3’ forward ve 5’GCTTCCAAACTAA TGTTCTG-3’
reverse; E. auburnensis icin 295 bp kismin1 amplifiye eden 5’-TAAATTGGTGCGATGA
GGGA-3’ forward ve 5’-GCAATGAGAGAAAGATTTAATA-3’ reverse; E. bovis i¢in 238 bp
kismin1  amplifiye eden 5’-TCATAAAACATCACCTCCAA-3’ forward ve 5°-
ATAATTGCGATAA GGGAGACA-3’ reverse; E. cylindrica igin 304 bp kismin1 amplifiye
eden 5-GACATTTAAAAAACCGATTGGT-3" forward ve 5 -GGCTGCAATAAGA
TAGACATA-3’ reverse; E. ellipsoidalis i¢in 148 bp kismini amplifiye eden 5°-
CAACGTTTTTCCTTTTCCTATCA-3’ forward ve 5’-ACTGCGATGAGAGAGAGCG-3’
reverse; E. zuernii i¢in 344 bp kismin1 amplifiye eden 5’-AACATGTTTCTACCCACTAC-3’
forward ve 5’-CGATAAGGAGG AGGACAAC-3’ reverse primerleri ile PCR analizlerine tabii

tutulmustur. Reaksiyon karigimi her primer ¢ifti i¢in 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir.
Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, [6 mM MgCl> 1. PCR; 3mM MgCl, 2. PCR], 100 nM
her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 2,5U Taq DNA polymerase ve 2 ul template DNA
olarak hazirlanmistir. Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 ‘C’de 3 dk; 35 siklus,
denaturation: 94 C’de 45 s, annealing: 55°C’de 45 s, extension: 72°C’de 1 dk; final extension:
72 C’de 7 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR gecerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak Nippon
Institute for Biological Science, Japonya’dan Dr. Fumiya Kawahara’dan temin edilen bazi
patojenik Eimeria tiirlerine (E. zuernii, E. bovis, E. alabamensis, E. auburnensis) ait oldugunu
belirledikleri genomik DNA &rnekleri ile projemiz kapsaminda izole edilen referans plazmid
DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir.

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

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

3.2.8 Mithocondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 (mt-COI) Gen Bolgesinin
Amplifikasyonu

Elde edilen genomik DNA izolatlarinda Eimeria mithocondrial cytochrome ¢ oxidase subunit
| (mt-COI) geninin amplifikasyonu i¢in standardize edilen Nested PCR kullanilmistir. Ilk PCR
basamaginda Ogedengbe ve ark. (2011) tarafindan bildirilen ve ilgili geninin 812 bp parsiyel
kismint amplifiye eden Cocci COI For (5’-GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC-3’) ve
Cocci_COI Rev (5’-AATCCAATAACCGCACCAAG-3’) primerleri, ikinci basamakta ise
484 bp i¢ bolgeyi amplifiye eden COIF2 (5’-TAAGTACATCCCTAATGTC-3") ve COIR2 (5°-
GTCATCATATGRTGTGCCCA-3’) primerleri kullanilarak PCR reaksiyonlar1 kurulmus ve
analizleri gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi her iki primer seti i¢in de 25 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 2,5 mM MgCl12, 10 uM
her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase olarak hazirlanmistir. 1.
PCR reaksiyonu i¢in 3pul template DNA, 2. PCR reaksiyonu i¢in ise ilk reaksiyon sonucu elde
edilen amplikondan 1 pl kullanilmistir. Thermalcyclerda protokol her iki PCR basamag: i¢in
de initial denaturation: 95°C’de 4 dk; 40 siklus, denaturation: 94°C’de 20 s, annealing: 55°C’de
30 s, extension: 72°C’de 1,5 dk; final extension: 72°C’de 10 dk olarak ayarlanmistir. PCR
gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla;
pozitif kontrol olarak Nippon Institute for Biological Science, Japonya’dan Dr. Fumiya
Kawahara’dan temin edilen bazi patojenik Eimeria tiirlerine (E. zuernii, E. bovis, E.
alabamensis, E. auburnensis) ait oldugunu belirledikleri genomik DNA 6rnekleri ile projemiz
kapsaminda izole edilen referans plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize
edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 pl)
% 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene

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

3.2.9 18S rRNA, ITS-1 ve mt-COI Gen Bolgelerinin Klonlanmasi ve Plazmid DNA

izolasyonu

Eimeria tiirleri ile enfekte bulunan bazi pozitif 6rneklere ait coklu ve tek ookistlerden her ti¢

gen bolgesi i¢in PCR analizleri sonucu elde edilen amplikonlar jel piirifikasyon islemleri
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sonrasi sekans ve filogenetik analizler amaciyla klonlama ve plazmid piirifikasyon islemlerine

tabii tutulmustur.

Klonlama prosediirlerinin ligasyon basamaginda ilgili gen bolgesine ait amplikonlar High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye 6rneklerin
klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir.

Ligasyon reaksiyonu iireticinin agiklamalart dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmistir:

2X Reaction Buffer 10 ul

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

Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70°C’de su banyosunda 5 dk inkiibe
edilerek hemen buz istiine alinmistir. Karigim {izerine daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt
CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl’ye tamamlanmustir.
Karisim 25 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmasgtir.

pJET1.2/blunt Cloning Vector haritas1 Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2 pJET1.2/blunt cloningvector haritasi

Klonlama prosediiriiniin transformasyon basamaginda 5 pL’lik ligasyon {iriinii buz {izerinde
tutulan E. coli TOP 10 hiicreleri iizerine eklenmis ve buz iizerinde 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Sonra hiicreler 6nce 42°C’de 2 dk daha sonra buz iizerinde 4 dk bekletildikten

sonra iizerine 250 uL. SOC Medium eklenmistir. 37°C’de ¢alkalayici iizerinde 1,5 saat inkiibe
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edilen transformasyon karisimi uygun konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden LB (Lurie-
Bertani) kati besi yerine ekilerek kolonilerin gelisimi i¢in bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir.
LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerden (Sekil 3.3) coklu oocsyt siispansiyonlarindan elde
edilmis olan amplikonlar i¢in farkli Eimeria tiirlerine ait hedef DNA’larin insert olabilecegi goz
Oniine alinarak en az 8 koloni secilmis ve steril pipet uglari ile bu koloniler alinarak isaretlenmis
LB kat1 besi yeri iceren pleytler iizerine (her pleyt dorde boliinerek her bolmeye bir koloni
gecilmistir) tekrar ekilerek 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.3 LB kat1 besi yerinde iireyen koloniler

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi igerip icermedigini anlamak i¢in
ayn1 koloniye ait her bir isaretlenmis bolgeden tek bir koloni segilerek koloni secreening PCR
yapilmistir. Koloni PCR’da vektor spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri
(Thermo Scientific) kullanilmistir. PCR sonucu olusan amplikonlar %1.5’luk agaroz jelde

yiiriitiiliip gorlintiilenmis ve vektdr+insert varligi yoniinden konfirmasyonu saglanmistir.

Vektor+insert varligi yoniinden konfirme edilen kolonilerden (Isaretlenmis pleytlerde aymi
bolmede bulunan koloniler) en az iki adedi secilerek steril ozeler ile alinmigs ve uygun
konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden 5 ml hacimde LB siv1 besi yerlerine ekimleri yapilarak

37°C’de ¢alkalayici iizerinde bir gece inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Kolonilerin LB s1v1 besi yerinde iiretilmesi

S1v1 besi yerinde {iretilen hiicrelerden 2 ml alinarak 8000 rpm’de 2 dk santrifiij islemine tabii
tutulmus ve hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Santriflij sonrasi {istteki sivi kisim dokiiliip
hiicresel pelet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid piirifikasyonuna
alinmis, ayn1 drneklere ait diger bir kisim hiicresel pelletler ihtiya¢ halinde kullanilmak iizere -
20°C’de muhafaza altina alinmistir. Elde edilen plazmidler insertlerin varligi yoniinden Xbal
ve Aval (Thermo Scientific) restriiksiyon enzimleri ile prosediiriine uygun olarak analize tabi

tutulmustur.

3.2.10 18S rRNA, ITS-1 ve mt-COI Gen Bolgelerinin Sekans ve Filogenetik Analizi

Her ti¢ gen bolgesi i¢in elde edilmis olan plazmid DNA’lar vektor spesifik pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ¢ift yonli olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen
plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious R8 (Kearse et al.,
2012) yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin ikili hizalamalar1 yapilarak, vektor niikleotid
dizisi igerisinde, insert olmus hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara ait final dizilimler elde
edilmistir. Elde edilen sekanslarin Geneious R8 yazilimi {izerinden BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi kullanilarak GenBank’ta mevcut
homologlari ile ¢oklu hizalama analizleri yapildiktan sonra GenBank kayitlar1 saglanmistir. En
uygun niikleotid substitiisyon modelinin hesaplanmasinda Maximum Likelihood metodundan
yararlanilmistir. Hesaplama sonucunda en diisik AIC (Akaike Information, Criterion,
correction) puanina sahip Kimura 2-parameter modeli filogenetik agaglarin olusturulmasinda

en uygun model olarak belirlenmistir. Olusturulan agacin giivenilirliginin tespit edilmesinde
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1000 tekrarli Bootstrap testi kullanilmistir. Filogenetik analizler, Geneious R8 (Kearse et al.,

2012) ve Mega 6 (Tamura et al., 2007) yazilimlarinda gergeklestirilmistir.

3.2.11 Patojenik Eimeria Tiirleri icin TagMan Real Time PCR Analizleri

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen diski 6rneklerinden elde edilmis genomik DNA
izolatlarinda patojenik Eimeria tiirleri E. zuernii, E. bovis, E. auburnensis, E. alabamensis ve
E. ellipsoidalis’in Real Time PCR’da kantitatif identifikasyonlar1 i¢in ribozomal ITS-1 gen
bolgesi yliksek sekans heterojenitesi sebebiyle hedef bolge olarak belirlenmistir. Primer ve prob
dizayninda ITS-1 gen bolgesi yoniinden karakterize ettigimiz izolatlarla birlikte Japonya’dan
bildirilen izolatlara ait niikleotid dizilimleri {izerinde Geneious RS, Primer 3 plus ve Beacon
Designer genetik yazilimlar ile tiir bazli olarak korunmus bolgeler arastirilmis ve optimum
ozelliklerde primer ve prob dizayni gergeklestirilmistir. Patojenik tiirlere 6zgii belirlenen primer
ve prob dizilerinin karakterleri ile baglanma spesifiteleri Sekil 3.5-3.9°da, niikleotid dizilimleri

de Tablo 3.4°de verilmistir.

% 1w w s 0 1w @ m B 1 0 208 210 0
0+ 1.E alabamensis.. CGAGCCTTTTCGTGTATC TG A TCTCTA GA
0 2.E alabamensi.. CGABCCTTTTCGTGTATCTG
o %
Ce 4 ERU-Eala2 CGAGCCITTTCGIGTATC TG ACT.
[ T ————

Name: Ealabamensis-F *| Name: Ealabamensis-P *|Name: Ealabamensis-R
Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3) | Type: DNA probe bind (Created by primer3) Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3)
Length: 20 Length: 26 Length: 22
Intervalk: 106 -> 125 (103 -> 122) Interval: 183 -> 208 (180 -> 205) Intervak 250 : 229 (247 -> 226)
Mismatches: 0 Mi h Positi Y o m— J
%GC: 50.0 Mismatches: 1 C: 552200
Tm: 56.6 %GC: 50.0 EHE X0 3 D

S 9 % ' Hairpin Tm: 34.1
Hall‘pl.l‘l Tm: 35.9 Tn‘{. 6?,7 Self Dimer Tm: None
Self Dimer Tm: None Hairpin Tm: None Pair Dimer Tm: 8.0
Pair Dimer Tm: 8.0 Self Dimer Tm: None Sequence: CTCGCAGAAATAAGCTCCMAAC
Sequence: CGAGCC CGTGTATCTG Pair Dimer Tm: 8.0 Degeneracy: 2
Product Size: 145 Sequence: ATTCCCGCCCAATCTCTCTACAACGA Product Size: 145

Sekil 3.5 E. alabamensis ITS-1 gen bolgesinden dizayn edilen primer ¢ifti ve probun baglanma
spesifiteleri ve 6zellikleri

Ce 1. E. aubumensis ..

GT TH

62 2C GEICITGCIC

Ce 3 ERU-Eaub?
Ce 4 ERU-Eaub3

Name: Eauburnensis-F *| Name: Eauburnensis-R “| Name: Eauburnensis-P

Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3) | Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) | Type: DNA probe bind (Created by primer3)
Length: 21 Length: 22 Length: 25

Interval:hGS ->85 lnterva;lﬂl -> 150 Intervak 119 -> 143

Mismatches: 0 Mismatches: 0 " =

%GC: 47.6 %GC: 45.5 zol(s;zaqtsdses. o}

Tm: 57.2 Tm: 58.0 §

Hairpin Tm: None Hairpin Tm: 48.7 Tn?: 6_3.4

Self Dimer Tm: None Self Dimer Tm: 0.1 Hairpin Tm: None

Pair Dimer Tm: None Pair Dimer Tm: None Self Dimer Tm: None

Sequence: GTTTCTGGGATGTTCTTGCTC Sequence: CACATTTGTTGTGTGAGACCAG Pair Dimer Tm: None

Product Size: 107 Product Size: 107 Sequence: TGCGATGATGAAGAAGGGGACATTG

Sekil 3.6 E. auburnensis ITS-1 gen bolgesinden dizayn edilen primer ¢ifti ve probun baglanma
spesifiteleri ve 6zellikleri
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12 12 ] ) 1% m 018 0 m

0+ 1. E.bovis isolate;.. |CCCATA CCCTTGTTGCATTTCCAAAACTGTGG) CATCACCTCCAAAACCCTG

Ce 2.E. bovis isolate:.. JCCCATATTCCATCCAACCTG CCCTTGTTGCATTTCCAAAACTGTGG

C¢ 3. ERU-Ebovi BTT

¢ 4 ERU-Ebov2 CCCATATTCCATCCAACCTG] ICCCTTGTTGCATTTCCAAAACTGTGG] CATCACCTCCAAAACCCTGT]
! |
!

Name: Ebovis-F *| Name: EbovisR *| Name: Ebovis-P 2

Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer 3) | Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) | Type: DNA probe bind (Created by primer3)

Length: 20 Length: 20 Length: 26

Intervak 96 -> 115 (359 -> 340) Interval: 202 -> 183 (253 -> 272) Intervak 147 -> 172 (308 -> 283)

Mismatches: 0 Mismatches: 0 Mismatches: 0

%GC: 50.0 %GC: 50.0 YoGC: 46.2

Tm: 55.5 Tm:57.7 3

Hairpin Tm: None Hairpin Tm: None T"'F 6?’~8

Self Dimer Tm: None Self Dimer Tm: None Hairpin Tm: 40.3

Pair Dimer Tm: 13.2 Pair Dimer Tm: 13.2 Self Dimer Tm: None

Sequence: CCCATATTCCATCCAACCTG ACAGGGTTTTGGAGGTGATG Pair Dimer Tm: 13.2

Product Size: 107 Product Size: 107 Sequence: CCCTTGTTGCATTTCCAAAACTGTGG

Sekil 3.7 E. bovis ITS-1 gen bolgesinden dizayn edilen primer ¢ifti ve probun baglanma
spesifiteleri ve 6zellikleri

i
Ue 1. E. ellipsoidalis isolate: 1-2Japonya AB769626 [|T TTGGAATGCTCTTGGE

] L "o 0 n
GTTGGICT CTGTG

e 2, ERU-Eelt
0 3 ERILE2I TTTGGAATGCTCTTGGGTATC TCCGITATATCCAACTTTIGCTAGITGGTCT ‘ GTGGTATTICC]
0o 4 ERILE2IB TTTGGAATGCTCTTGEGTATC TCCGTTATATCCAACTTTIGCTAGTTGGTCT GTGGTATTTCCAAGG
Name: EelipsoidalisF *| Name: Eellpsoidalis-R *| Name: Eelipsoidalis-P 2
Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3) | Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) | Type: DNA probe bind (Created by primer3)
Length: 21 Length: 20 Length: 31
Intervak 71 -> 91 Intervak 172 -> 153 Intervak 9 -> 129
Mismatches: 0 Mismatches: 0 M
ismatches: 0
%GC: 42.9 %GC: 50.0 %EC: 38.7
Tm: 55.9 Tm: 56.7 -
Hairpin Tm: None Hairpin Tm: 43.7 Tm: 64.4
Self Dimer Tm: None Self Dimer Tm: None Hairpin Tm: 58.3
Pair Dimer Tm: None Pair Dimer Tm: None Self Dimer Tm: 20.1
Sequence: TTTGGAATGCTCTTGGGTATC Sequence: CACAGCCTTGGAAATACCAC Pair Dimer Tm: None
Product Size: 102 Product Size: 102 Sequence: TCCGTTATATCCAACTTTTGCTAGTTGGTCT

Sekil 3.8 E. ellipsoidalis ITS-1 gen bélgesinden dizayn edilen primer ¢ifti ve probun baglanma
spesifiteleri ve 6zellikleri

1€ 2vemilisolal. - A|TAGTTGGTTGGCCTGTTGTG
v

0 2.E.2uemiisolat.. - ATAGTTGGTTGGCCTGTTGTG
I
0 4, ERU-E2ue2 TAGITGGITGGCCIGITGTG [CCCTTATGGCATTTCC GACIGIGG (o CCTCACCACARRACCCIGTA|
Name: Ezuernii-F *|Name: EzuerniiR *| Name: Ezuernii-P %
Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3) | Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) | Type: DNA probe bind (Created by primer3)
Length: 20 Length: 20 Length: 26
Intervak 149 -> 168 (356 -> 337) Intervalk 248 -> 229 (257 -> 276) Intervak 191 -> 216 (314 -> 289)
Mismatches: 0 Mismatches: 0 Mismatches: 0
%%GC: 50.0 %GC: 50.0 %EC= 50.0
Tm: 58.3 Tm:57.4 ¢
Hairpin Tm: 35.3 Hairpin Tm: 32.6 Tm: 64.0
Self Dimer Tm: None Self Dimer Tm: None m'rp"" Tm: 50.2
Pair Dimer Tm: 0.5 Pair Dimer Tm: 0.5 Self Dimer Tm: None
Sequence: TAGTTGGTTGGCCTGTTGTG Sequence: TACAGGGTTTTGTGGTGAGG Pair Dimer Tm: 0.5
Product Size: 100 Product Size: 100 Sequence: CCCTTATGGCATTTCCAAGACTGTGG

Sekil 3.9 E. zuernii ITS-1 gen bolgesinden dizayn edilen primer ¢ifti ve probun baglanma
spesifiteleri ve 6zellikleri
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Tablo 3.4 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in primer ve prob sekanslari

Eimeria tiirii Primer/Prob Dizilimi (5'---3") ™
°C)

) Ealabamensis-F CGAGCCTTTTCGTGTATCTG 56,6

E. alabamensis Primer Ealabamensis-R CTCGCAGAAATAAGCTCCMAAC 59,6
Prob Ealabamensis-P FAM-ATTCCCGCCCAATCTCTCTACAACGA-BHQ1 65,7

) Ezuernii-F TAGTTGGTTGGCCTGTTGTG 58,3

E. zuernii Primer Ezuernii-R TACAGGGTTTTGTGGTGAGG 57,4
Prob Ezuernii-P FAM- CCCTTATGGCATTTCCAAGACTGTGG -BHQ1 | 64,0

Primer E. bovisF CCCATATTCCATCCAACCTG 55,5

E. bovis E. bovisR ACAGGGTTTTGGAGGTGATG 57,7
Prob E. bovisP FAM- CCCTTGTTGCATTTCCAAAACTGTGG -BHQ1 63,8

) Eauburnensis-F GTTTCTGGGATGTTCTTGCTC 57,2

E. auburnensis Primer Eauburnensis-R CACATTTGTTGTGTGAGACCAG 58,0
Prob Eauburnensis-P FAM- TGCGATGATGAAGAAGGGGACATTG -BHQ1 | 64,0

) E.ellipsoidalisF TTTGGAATGCTCTTGGGTATC 55,9

E. ellipsoidalis Primer E.ellipsoidalisR CACAGCCTTGGAAATACCAC 56,7
Prab E ellipsoidalisP FAM- TCCGTTATATCCAACTTTTGCTAGTTGGTCT - 644

BHQ1

Real Time PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit

edilmesi amaciyla; Nippon Institute for Biological Science,

Japonya’dan Dr. Fumiya

Kawahara’dan temin edilen bazi patojenik Eimeria tiirlerine (E. zuernii, E. bovis, E.

alabamensis, E. auburnensis) ait oldugunu belirledikleri genomik DNA 6rnekleri ile proje

kapsaminda izole edilen referans plazmid DNA izolatlar1 pozitif kontrol,

sterilize edilmis

deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Real Time PCR analizleri Stratagene Mx

3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR master mix

(Luminaris Color Probe Low ROX qPCR Master Mix, Thermo Scientific) {ireticinin

aciklamalarina gore toplam 20 pl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmigtir.

2X Master Mix

Forward primer (10 uM)

Reverse primer (10 uM)
Probe (10 uM)
Genomik DNA (50 ngr)

PCR Grade Deiyonize su

0,6 ul
0,6 ul
0,4 pl
1,0 ul
7,4 ul

10 ul
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Testin spesifitesi tek tiir ve miks tiirlere ait 6rneklerden elde edilmis genomik DNA izolatlari
ile sigir Eimeria tiirlerine ait elde edilmis ITS-1 gen bolgesini ihitiva eden plazmid DNA’larin
kullanilmastyla test edilmistir. Sensitivite hesaplanmasinda Xbal ve Aval enzimleri ile hedef
gen bolgesini ihtiva eden plazmid DNA’lar linearize edilerek agaroz jelden piirifiye edildikten
sonra Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) cihazinda pug/ml diizeyinde
konsantrasyonlart Olgiilerek kaydedilmistir. Daha sonra molar konsantrasyon diizeyinde
linearize edilmis plazmidlerin mikrolitersindeki DNA kopya sayis1 belirlenmis ve 1 ul template
i¢in 107-10! hedef kopya olacak sekilde 10 tabaninda diliisyonlar1 hazirlanmistir. Diliisyonlar
iki tekrarl galisilmis ve Ct degerlerine gore standart egriler olusturulmustur. Testin etkinligi
(E) standart egri slopuna gore E = (10Y/slope (-1) Stratagene Mx3005p Real Time PCR
cihazinda ilgili yazilim ile hesaplanmis ve yiizde olarak ifade edilmistir (Vrba et al., 2010).

Real Time PCR analizi sonunda 6rneklerdeki pozitiflikler, amplifikasyon egrileri ve Ct (dR)

(Esik deger siklusu) verilerine gére hesaplanmis ve degerlendirilmistir.

3.3 istatistiksel Analiz

[statistik analizler IBM SPSS Statistics 20 yaziliminda gergeklestirilmistir. incelenen sigirlarda
coccidiosis prevalansi ile yas, cinsiyet, irk ve diski karakteri faktorlerinin iliskisi, Pearson‘s Chi
Square testi ile aragtirilmistir. Eimeria ookistleri yoniinden pozitif 6rneklerde OPG degerleri ve
DNA kopya sayis1 bazinda Real Time PCR’da belirlenen esik deger sikluslari (Ct(dR)) ile
Eimeria tiirti, yas, cinsiyet, irk ve digk1 karakteri faktorlerinin iligkisi Independent Samples T,
ANOVA ve Kruskal-Wallis testleriyle arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Konvansiyonel Disk1 Muayenesi Sonug¢lar:

Konvansiyonel diski muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan toplam 920 sigirin 434’
(%47,2) Eimeria ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur. Eimeria ookistlerini saptama
amaciyla direkt diski ornekleri ve potassium dichromatli 6rnekler iizerinde kullanilan iki
yontem ile de 6rneklerde Eimeria oocytsleri belirlenirken (Sekil 4.1) birim sahadaki ookist
yogunlugu ve kaba partikiillerin eliminasyonu yoniinden potassium dichromatli ornekler
tizerine uygulanan modifiye teknigin daha etkin oldugu belirlenmistir. Eimeria ookistleri ile
pozitif belirlenen 6rneklerin sigirlarin yas, cinsiyet ve 1rki ile diski karakterine gére dagilimlari

Tablo 4.1-4.2’de verilmistir.

- 200 um i 200 um

Sekil 4.1 Digki 6rneklerinde Eimeria ookistleri, A: Direkt digki1 6rneklerine uygulanan yontem;
B: Potassium dichromatli 6rneklere uygulanan modifiye yontem

Tablo 4.1’de goriilecegi iizere yas gruplarina gére Eimeria ookistleri ile pozitiflik en yiiksek
%53,7 ile Kayseri yoresinden orneklenen sigirlarda belirlenmis bunu sirasiyla %45,9, %43,7
ve %40,0 ile Nevsehir, Yozgat ve Kirsehir yorelerinden Orneklenen sigirlar izlemistir.

Ornekleme merkezlerine gére Eimeria pozitifliginin dagilim grafigi Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.1 Arastirma illerinde Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarin yas ve cinsiyet 6zelliklerine gore dagilimlar

Yas Cinsiyet
Toplam

ller <3 ay 4-12 ay >12 ay Erkek Disi

H|PH| % |IH|PH| % |IH|PH| % |IH|PH| % |[IH|PH| % |IH |PH | %

Kayseri | 50 | 15 [ 30,0 | 132 | 83 | 62,9 |172 | 92 |53,5|135| 60 |44,4 | 219|130 [ 59,4 | 354 | 190 | 53,7

Nevsehir | 26 | 7 1269 | 53 | 17 | 32,1102 | 59 |57,8| 73 | 33 | 452|108 | 50 |46,3 | 181 | 83 | 45,9

Yozgat 25 | 8 |320| 50 | 13 |26,0|115| 62 | 539 | 72 | 30 | 41,7118 | 53 |44,9|190 | 83 | 43,7

Kursehir | 22 | 3 |136| 58 | 17 [ 29,3 | 115 | 58 [ 50,4 | 85 | 25 | 29,4 | 110 | 53 [48,2 [ 195 | 78 | 40,0

Toplam | 123 | 33 | 26,9 | 293 | 130 | 44,5 | 504 | 271 | 53,9 | 365 | 148 | 40,6 | 555 | 286 | 51,5 | 920 | 434 | 47,2
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Tablo 4.2 Arastirma illerinde Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarin irk ve diski karakterlerine gore dagilimlari

Irk Diski Karakteri
Toplam
iller Holstein Simental Montofon Yerli Melez Normal Ishalli Kanli ishalli
[H |PH | % [H |[PH | % [H |PH | % [H |PH | % [H|PH | % [H |PH | % H|PH | % [H|PH | % [H |PH | %

Kayseri 97 |50 |515 |91 |46 |505 |8 |56 |659 |48 |28 (583 |33 |10 |303 313|162 [518 |31 |19 |[61,3 |10 |9 90,0 354 | 190 | 53,7
Nevsehir | 48 21 43,8 | 45 18 40,0 | 44 24 54,5 | 33 16 | 485 (11 |4 36,4 | 164 | 72 439 | 13 |8 615 |4 3 75,0 181 | 83 45,9
Yozgat 56 |26 |46,4 |46 |18 | 39,1 | 39 17 | 436 |30 |14 |46,7 |19 |8 42,1 | 176 |73 | 415 (11 |7 63,6 | 3 3 100,0 | 190 | 83 | 43,7
Kirgehir | 47 19 40,4 | 50 21 42,0 | 48 18 37,5 | 38 16 (421 |12 | 4 33,3 | 177 | 67 379 | 14 | 8 571 | 4 3 75,0 195 | 78 40,0
Toplam | 248 | 116 | 46,8 | 232 | 103 | 44,4 | 216 | 115 | 53,2 | 149 |74 | 49,7 |75 |26 | 34,7 | 830 | 374 | 451 |69 |42 | 609 |21 |18 | 857 920 | 434 | 47,2
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60,0

50,0

40,0

® 30,0

20,0

10,0

537
46,1
439
I '

Kayseri Nevsehir Yozgat Kirsehir

0,0

Sekil 4.2 Ornekleme merkezlerine gore sigirlarda Eimeria pozitifliginin dagilimi

Yas gruplarina gore sigirlarda Eimeria pozitifligi en yiiksek %53,9 ile >12 ay grubunda
belirlenmis bunu sirasiyla %44,5 ve %26,9 ile 4-12 ay ve <3 ay gruplar1 izlemistir (Tablo 4.1).
Sigirlarin yas gruplarina gére Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica Sekil 4.3’de verilmistir.
Yas gruplarina gore Eimeria pozitifliginin dagiliminda istatistiksel agidan (Tablo 4.3) 6nemli
bir farklilik bulunmamastir (p>0,05).

60,0
50,0
40,0

® 30,0
20,0

10,0

0,0
<3ay 4-12ay >12ay

Sekil 4.3 Sigirlarin yas gruplarina gore Eimeria pozitifliginin dagilimi
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Tablo 4.3 Yas gruplarina gére Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics

v20)
Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 0,069 2 0,966
Likelihood Orani 0,069 2 0,966
Linear-Linear iliski 0,005 1 0,941
Gegerli olgu sayist 920

Sigirlarin cinsiyetine gore erkeklerde %40,6 disilerde ise %51,5 oraninda Eimeria pozitifligi

belirlenmistir (Tablo 4.1). Sigirlarin cinsiyetine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica

Sekil 4.4’de verilmistir. Cinsiyete gore Eimeria pozitifliginin dagilimindaki farklilik
istatistiksel a¢idan (Tablo 4.4) 6nemli bulunmustur (p<0,05).

60,0

50,0

40,0

® 30,0

20,0

10,0

0,0

Erkek

Sekil 4.4 Sigirlarin cinsiyetine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi

Disi

Tablo 4.4 Sigirlarin cinsiyetine gore Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS

Statistics v20)
Ki-Kare Testi
Deger | df | Asymp.Sig. (2- | ExactSig. | ExactSig
yonlii) (2-yonlit) | (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 10,659 1 0,001
P T Anb
Continuity Correction 10,223 1 0,001
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Likelihood Orani 10,703 1 0,001

Fisher's Exact Test 0,001 0,001
Linear-Linear iliski 10,648 1 0,001

Gegerli olgu sayist 920

Holstein, Simental, Montofon, Yerli ve Melez irklara ait 6rneklerde Eimeria pozitifligi sirasiyla

%46,8, %44,4, %53,2, %49,7 ve %34,7 oraninda saptanmistir (Tablo 4.2). Sigirlarin irkina gore

Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica Sekil 4.5’de verilmistir. Irka gére Eimeria pozitifliginin

dagiliminda istatistiksel agidan (Tablo 4.5) 6nemli bir farklilik bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.5 Sigirlarin irkina gére Eimeria pozitifliginin dagilimi
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Tablo 4.5 Sigirlarin irkina gore Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics

v20)
Ki-Kare Testi
Deger df AsymE). S'..lg. (2-
yonlii)
Pearson Chi-Square 9,003 4 0,061
Likelihood Orani 9,095 4 0,059
Linear-Linear iliski 0,119 0,730
Gegerli olgu sayisi 920
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Diski karakterine gore normal, ishalli ve kanli ishalli digki drneklerinde Eimeria pozitifligi
sirastyla  %45,1, %60,9 ve %85,7 oraninda bulunmustur (Tablo 4.2). Sigirlarin diski
karakterine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi ayrica Sekil 4.6’de verilmistir. Diski
karakterine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi istatistiksel agidan (Tablo 4.6) Gnemli
bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.6 Sigirlarda digki karakterine gore Eimeria pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.6 Diski karakterine goére Eimeria pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS
Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Value df Asymp. Sig. (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 19,199 2 0,000
Likelihood Orani 20,348 2 0,000
Linear-Linear iliski 18,871 1 0,000
Gegerli olgu sayist 920

4.2  Gram Diskidaki Ookist Sayis1 (OPG) ve Istatistiksel Analizi

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 434 sigirda ortalama OPG degeri 464,8+40,0
(min:50,00, max:3833,00) belirlenmistir. OPG degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore
dagilimlart Tablo 4.7°de verilmistir. Ortalama OPG degeri en yiiksek <3 ay grubunda
belirlenmis, bunu 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.7). >12 ay yas grubu ile <3
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ay ve 4-12 ay yas gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel agidan onemli (p<0,05) bulunurken
<3 ay ve 4-12 ay yas gruplari arasindaki farklilik 6nemsiz (p>0,05) belirlenmistir (Tablo 4.8)

Tablo 4.7 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin yas gruplarina
gore dagilimi

Bootstrap?
Yas Grubu Istatistik Std. 95?;&('}1;/%
Hata Alt Ust

N 33 6 22 44

Ortalama 1170,1 | 220,7 756,5 | 1627,3
ay Std. Sapma 1283,8 | 121,3 | 1001,1 | 1478,3

Std. Hata 223,5

Minimum 50,0

Maksimum 3833,0

N 130 9 112 148

Ortalama 918,8 | 103,0 728,4 | 11339
4-12 ay Std. Sapma 1167,8 73,3 | 1016,8 | 1300,9

Std. Hata 102,43

Minimum 50,0

Maksimum 3833,0

N 271 10 253 291

Ortalama 161,2 7,4 146,8 1771
512 ay Std. Sapma 120,1 5,6 107,6 130,0

Std. Hata 7,3

Minimum 50,0

Maksimum 500,0

N 434 0 434 434

Ortalama 464,8 39,4 389,3 544.,6
Toplam Std. Sapma 833,4 54,8 720,0 938,3

Std. Hata 40,0

Minimum 50,0

Maksimum 3833,0

4 Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir
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Sekil 4.7 OPG degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore dagilim grafigi

Tablo 4.8 Sigirlarda OPG degerlerinin yas gruplarina gére dagiliminin istatistiksel analizi

(D Yas (J) Yas Ortalama Std. Hata Sig. 95% Giiven aralig1
farklilik (I-J) Alt sinir Ust siir
<3ay 4-12 ay 251,32983 245,83273 ,674 -357,6217 860,2813
>12 ay 1008,90740" 223,59702 ,000 445,6816 1572,1331
Tamhane 4-12 ay <3ay -251,32983 245,83273 ,674 -860,2813 357,6217
>12 ay 757,57757" 102,68632 ,000 509,1983 1005,9568
>12 ay <3ay -1008,90740" 223,59702 ,000 -1572,1331 -445,6816
4-12 ay -757,57757" 102,68632 ,000 -1005,9568 -509,1983

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin cinsiyetine gore OPG degerleri disilerde 422,8, erkeklerde ise 546,0 saptanmistir

(Tablo 4.9). OPG degerlerinin cinsiyete gore dagiliminda (Sekil 4.8) istatistiksel bir farklilik
(p>0,05) goriilmemistir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.9 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin cinsiyete gore

dagilimi
Bootstrap?
Cinsiyet [statistik Std. Hata 95% Giiven are}.hgl
Alt Ust
N 148
Erkek Ortalama 546,0061 -3,4248 76,1083 399,4271
Std. Sapma 921,52977 | -12,2833 | 91,87234 | 721,21805
Std. Hata 75,74928
N 286
Disi Ortalama 422,8035 -2,4556 46,1324 337,0670
Std. Sapma 782,35387 | -7,50950 | 71,20707 | 635,45463
Std. Hata 46,26155

8 Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir

00,00

Mean OPG

200,00

400,00

Erkek

Cinsiyet

Hata barlan: 95% Guven Aralidi

Disi

Sekil 4.8 OPG degerlerinin sigirlarin cinsiyetine gore dagilim grafigi

Tablo 4.10 Sigirlarda OPG degerlerinin cinsiyete gore dagiliminin istatistiksel analizi

Ortalamalarin esitligi i¢in t-testi

TR
t df | Sig. (2ucly | Oralama | Std. Hata Fagilvl:;frl;hg?%

9. (e-ugiu farklilik farklilik £

Alt Ust
OPG | 1462 | 432 145 | 12320258 | 8428025  -42,447 = 288,85293

OPG degerlerinin sigirlarin irkina gére dagilimlar1 Tablo 4.11°de verilmistir. Ortalama OPG

degeri Holstein, Simental, Montofon, Yerli ve Melez irki1 siirlarda sirasiyla 410,0, 444,3,
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460,1, 529,9 ve 626,2 belirlenmistir. OPG degerlerinin sigirlarin irkina gére dagiliminda (Sekil

4.9) istatistiksel bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.11 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin irka goére

dagilim1
Bootstrap®
Istatistik 95% Gtiven aralig1
Std. Hata Alt st
N 116 9 98 135
Ortalama 410,0185 71,3256 | 273,3197 557,3960
Holstein | o0 Sapma | 75576022 | 114,26325 | 51168300  958,03192
Std. Hata 70,17058
Minimum 50,00
Maksimum 3832,95
N 103 9 86 122
Ortalama | 444,2942 81,2535 |  299,2281 609,3778
Simenta] | D0 S8Pma | 81560510 | 122,65664 = 54417859 | 1030,67457
Std. Hata 80,37283
Minimum 50,00
Maksimum 3832,95
N 115 9 98 13
Ortalama 460,1009 76,8312 |  316,0379 624,8193
Std. Sapma | 827,00901 108,43100 590,29714 1016,01785
Montofon Std. Hata 77,11899
Minimum 50,00
Maksimum 3832,95
N 74 8 58 89
Ortalama 529,9041 = 110,5585 |  336,6964 764,3854
verli Std. Sapma | 93513658 137,13365 641,17461 1180,44065
Std. Hata | 108,70742
Minimum 50,00
Maksimum 3666,30
N 26 5 17 36
Ortalama 626,2212 |  189,8414 | 264,3897 = 1003,3270
Melez Std. Sapma | 980,08427 | 21569429 | 431,42345 & 1289,06977
Std. Hata | 192,21034
Minimum 50,00
Maksimum 3333,00

2Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir
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Sekil 4.9 OPG degerlerinin sigirlarin irkina gére dagilim grafigi
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Tablo 4.12 Sigirlarda OPG degerlerinin irka gore dagiliminin istatistiksel analizi

Coklu Kiyaslama
Bagimli degisken: OPG
(N Irk J) Irk Ortalama Std. Hata Sig. 95% Gtliven araligi
Farklilik (I-J) Alt siir Ust siir
Simental -34,27564 106,69443 1,000 -336,1685 267,6173
. Montofon -50,08234 104,26528 1,000 -344,8557 244,6910
Holsteln Yerli -119,88552 129,38784 ,988 -488,2834 248,5124
Melez -216,20262 204,61849 971 -831,3001 398,8948
Holstein 34,27564 106,69443 1,000 -267,6173 336,1685
) Montofon -15,80669 111,38730 1,000 -330,9004 299,2870
Simental Yerli -85,60988 135,19280 ,999 -469,9961 298,7763
Melez -181,92698 208,33772 ,993 -805,1837 441,3298
Holstein 50,08234 104,26528 1,000 -244,6910 344,8557
Simental 15,80669 111,38730 1,000 -299,2870 330,9004
Tamhane Montofon

Yerli -69,80318 133,28406 1,000 -448,8418 309,2355
Melez -166,12028 207,10421 ,996 -786,6252 454,3846
Holstein 119,88552 129,38784 ,988 -248,5124 488,2834
) Simental 85,60988 135,19280 ,999 -298,7763 469,9961
verl Montofon 69,80318 133,28406 1,000 -309,2355 448,8418
Melez -96,31710 220,82146 1,000 -748,6424 556,0082
Holstein 216,20262 204,61849 971 -398,8948 831,3001
Simental 181,92698 208,33772 ,993 -441,3298 805,1837
Melez Montofon 166,12028 207,10421 ,996 -454,3846 786,6252
Yerli 96,31710 220,82146 1,000 -556,0082 748,6424

*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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OPG degerlerinin diski karakterlerine gore dagilimlari Tablo 4.13’de verilmistir. Ortalama
OPG degeri en yiiksek kanli ishalli diskilarda belirlenmis bunu ishalli ve normal digki 6rnekleri
izlemigstir. OPG degerlerinin digki karakterlerine gore dagiliminda (Sekil 4.10) her {i¢ kategori
i¢in de istatistiksel farklilik 6nemli (p<<0,05) bulunmustur (Tablo 4.14).

Tablo 4.13 Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda OPG degerlerinin digki
karakterlerine gore dagilimi

Bootstrap?
[statistik Std. Hata 95% Giliven aral}gl
Alt Ust

N 374 7 360 387

Ortalama 150,7489 6,4778 138,2339 163,2124
Normal Std. Sapma | 122,16109 5,04050 111,73680 131,41384

Std. Hata 6,33376

Minimum 50,00

Maksimum 499,95

N 42 6 31 55

Ortalama 1829,1821 31,6184 1767,5112 1892,1667
ishalli Std. Sapma | 206,53877 | 16,05469 | 170,23827 | 233,03847

Std. Hata 31,86962

Minimum 1499,85

Maksimum 2166,45

N 18 4 11 27

Ortalama 3441,3225 61,5410 3324,2401 3568,2593
Kanh Std. Sapma | 271,82481 32,71770 194,40213 322,77704
ishalli Std. Hata 60,78188

Minimum 2999,70

Maksimum 3832,95

4Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir
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Sekil 4.10 OPG degerlerinin sigirlarin diski karakterlerine gore dagilim grafigi

Tablo 4.14 Sigirlarda OPG degerlerinin digki karakterlerine gore dagiliminin istatistiksel

analizi
Ortalama 95% Giiven aralig1
D Dlskl. % Dlskl. Farklilik (I- | Std. Hata | Sig. | Altsinir Ust siir
karakteri | karakteri 7
Normal | ishalli - - -
1678,43322" 32,49291 1,000 1759,0609 | 1597,8055
Kanl - - -
ishalli 3290,57358" 61,11099 | ,000 3450,1855 | 3130,9617
Ishalli Normal 1678,43322" | 32,49291 | ,000 | 1597,8055 | 1759,0609
Kanl - - -
ishalli 1612,14036" 68,63024 | ,000 1785,7254 | 1438,5554
Kanl Normal 3290,57358" | 61,11099 | ,000 | 3130,9617 | 3450,1855
ishalli Ishalli 1612,14036" | 68,63024 | ,000 | 1438,5554 | 1785,7254
*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

4.3 Morfolojik identifikasyon Sonuclar

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen sigirlarda sporlandirma oncesi ve sonrasi identifiye
edilen tiirlere ait ookistler Sekil 4.11-4.14’de gosterilmistir. Saptanan Eimeria tiirleri ve

prevalanslar1 Tablo 4.15’de verilmis olup en yaygin tiir %30,0 ile E. auburnensis bulunmus
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bunu sirasiyla %28,8 ile E. bovis, %26,6 ile E. zuernii, %25,1 ile E. canadensis, %14,1 ile E.

ellipsoidalis, %8,9 ile E. cylindrica, %8,2 ile E. alabamensis, %5,7 ile E. brasiliensis, %5,0 ile

E. bukidnonensis, %4,8 ile E. subspherica, %1,6 ile E. wyomingensis ve %0,5 ile E. pellita
izlemigtir (Sekil 4.15).

Sekil 4.11 Pozitif 6rneklerde Eimeria ookistleri 1. A-B: E. auburnensis, C-D: E. alabamensis,
E-F: E. bovis

Sekil 4.12 Pozitif 6rneklerde Eimeria ookistleri 2. A-B: E. bukidnonensis, C-D: E. ellipsoidalis,
E-F: E. zuernii
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Sekil 4.13 Pozitif 6rneklerde Eimeria ookistleri 3. A: E. illinoisensis, B: E. cylindrica, C: E.
canadensis

brasiliensis, E-F: E. subspherica

Tablo 4.15 Pozitif 6rneklerde saptanan Eimeria tiirleri ve prevalanslari

incelenen Ornek Sayis1 | Eimeria tiirii Prevalans
Say1 %
E. auburnensis 276 30,0
920 E. canad_gnsis 231 25,1
E. zuernii 245 26,6
E. bovis 265 28,8
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E. ellipsoidalis 130 14,1
E. cylindrica 82 8,9
E. alabamensis 75 8,2
E. brasiliensis 52 5,7
E. bukidnonensis 46 5,0
E. subspherica 44 4,8
E. wyomingensis 15 1,6
E. pellita 5 0,5

Prevalans (%)
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Sekil 4.15 Pozitif 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi

Arastirma merkezlerine gore Eimeria tiirlerinin prevalansi Tablo 4.16’da verilmistir. Her dort
arastirma yoresi i¢in de patojenik Eimeria tiirlerinden E. auburnensis, E. bovis ve E. zuernii
primer yaygin tiirler olarak goriiliirken non-patojenik tiirlerden ise E. canadensis’in en yaygin
tiir oldugu belirlenmistir. Arastirma merkezlerine gore Eimeria tiirlerinin dagilim oranlari

ayrica Sekil 4.16-4.19°da verilmistir.

Tablo 4.16 Arastirma merkezlerine gore Eimeria tiirlerinin prevalansi

Arastirma Incelenen o Prevalans

Merkezi Hayvan Sayis1 Eimeria tiiri S %
ay1 0

E. auburnensis 111 31,4

E. bovis 107 30,2

E. zuernii 102 28,8

E. canadensis 87 24,6

Kayseri 354 E. ellipsoidalis 48 13,6
E. cylindrica 29 8,2

E. alabamensis 24 6,8

E. brasiliensis 25 7,1

E. bukidnonensis 17 4,8
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E. subspherica 18 51

E. wyomingensis 7 2,0

E. pellita 2 0,6

E. auburnensis 53 29,3

E. bovis 51 28,2

E. zuernii 44 24,3

E. canadensis 46 25,4

E. ellipsoidalis 27 14,9

. E. cylindrica 16 8,8
Nevsehir 181 E. alabamensis 17 9,4
E. brasiliensis 10 55

E. bukidnonensis 9 5,0

E. subspherica 8 4,4

E. wyomingensis 2 1,1

E. pellita 1 0,6

E. auburnensis 56 29,5

E. bovis 59 31,1

E. zuernii 48 25,3

E. canadensis 51 26,8

E. ellipsoidalis 26 13,7

E. cylindrica 16 8,4

Yozgat 190 E. alabamensis 14 7,4
E. brasiliensis 10 53

E. bukidnonensis 10 53

E. subspherica 10 5,3

E. wyomingensis 4 2,1

E. pellita 1 0,5

E. auburnensis 56 28,7

E. bovis 48 24,6

E. zuernii 51 26,2

E. canadensis 47 24,1

E. ellipsoidalis 29 14,9

) E. cylindrica 21 10,8
Kirgehir 195 E. algbamensis 20 10,3
E. brasiliensis 7 3,6

E. bukidnonensis 10 51

E. subspherica 8 4,1

E. wyomingensis 2 1,0

E. pellita 1 0,5
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Sekil 4.16 Kayseri yoresinde incelenen 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.17 Nevsehir yoresinde incelenen 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.18 Yozgat yoresinde incelenen 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.19 Kirsehir yoresinde incelenen 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi

Incelenen sigirlarin yas gruplarma gore Eimeria tiirlerinin prevalanslart Tablo 4.17°de
verilmistir. <3 ay ve 4-12 ay yas grubu sigirlarda patojenik Eimeria tiirlerinden E. bovis, E.
auburnensis ve E. zuernii tiirlerinin primer yaygin tiirler oldugu goriiliirken >12 ay yas grubu
sigirlarda non-patojenik tiirlerden E. canadensis’in en yaygmn tiir oldugu saptanmistir. Yas

gruplarina gore Eimeria tiirlerinin dagilim oranlar1 ayrica Sekil 4.20-4.22°de verilmistir.
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Tablo 4.17 Yas gruplarina gére Eimeria tiirlerinin prevalansi

Yas Grubu Incelenen Eimeria tiirii Prevalans
Hayvan Sayis1 Say1 %
E. auburnensis 30 24,4
E. bovis 31 25,2
E. zuernii 28 22,8
E. canadensis 13 10,6
E. ellipsoidalis 20 16,3
E. cylindrica 9 7,3
<3ay 123 E. alabamensis 20 16,3
E. brasiliensis 5 4,1
E. bukidnonensis 3 2,4
E. subspherica 4 3,3
E. wyomingensis 2 1,6
E. pellita 0 0,0
E. auburnensis 95 32,4
E. bovis 92 31,4
E. zuernii 84 28,7
E. canadensis 46 15,7
E. ellipsoidalis 50 17,1
E. cylindrica 35 11,9
4-12ay 293 E. alabamensis 40 13,7
E. brasiliensis 20 6,8
E. bukidnonensis 18 6,1
E. subspherica 15 51
E. wyomingensis 5 1,7
E. pellita 1 0,3
E. auburnensis 151 30,0
E. bovis 142 28,2
E. zuernii 133 26,4
E. canadensis 172 34,1
E. ellipsoidalis 60 11,9
E. cylindrica 38 7,5
>12ay 504 E. alabamensis 15 3,0
E. brasiliensis 27 54
E. bukidnonensis 25 5,0
E. subspherica 25 5,0
E. wyomingensis 8 1,6
E. pellita 4 0,8
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Sekil 4.20 <3 ay yas grubu 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.21 4-12 ay yas grubu 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.22 >12 ay yas grubu 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi

Incelenen sigirlarin digk1 karakterlerine gore Eimeria tiirlerinin prevalanslart Tablo 4.18’de
verilmistir. Kanli ishalli ve ishalli digki gruplarinda patojenik Eimeria tiirlerinden E. bovis en
yaygin tiir belirlenmis bunu E. zuernii ve E. auburnensis tiirleri izlemistir. Normal digki
grubunda ise yine patojenik tiirlerin yaygin oldugu, non-patojenik Eimeria tiirlerinden ise E.
canadensis’in en yaygin tiir oldugu goriilmiis, diger tiirlerin ise daha sinirli bir prevalansa sahip
oldugu saptanmistir. Digk1 karakterine gore Eimeria tiirlerinin dagilim oranlarn ayrica Sekil
4.23-4.25’de verilmistir.

Tablo 4.18 Disk: karakterine gore Eimeria tiirlerinin prevalansi

Diski Incelenen o Prevalans

Karakteri Hayvan Sayis1 Eimeria tiiri Say1 %
E. auburnensis 8 38,1
E. bovis 15 71,4
E. zuernii 14 66,7

E. canadensis 2 9,5
E. ellipsoidalis 7 33,3

) ) E. cylindrica 2 9,5
Kanl ishalli 21 E. alabamensis 8 38,1
E. brasiliensis 1 4.8

E. bukidnonensis 0 0,0

E. subspherica 0 0,0

E. wyomingensis 1 4,8

E. pellita 0 0,0
Ishalli 69 E. auburnensis 28 40,6
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E. bovis 36 52,2
E. zuernii 33 47,8
E. canadensis 11 15,9
E. ellipsoidalis 18 26,1
E. cylindrica 10 14,5
E. alabamensis 13 18,8
E. brasiliensis 6 8,7
E. bukidnonensis 4 5,8
E. subspherica 3 4,3
E. wyomingensis 2 2,9
E. pellita 1 1.4
E. auburnensis 240 28,9
E. bovis 214 25,8
E. zuernii 198 23,9
E. canadensis 218 26,3
E. ellipsoidalis 105 12,7
E. cylindrica 70 8,4
Normal 504 E. alabamensis 54 6,5
E. brasiliensis 45 5,4
E. bukidnonensis 42 51
E. subspherica 41 4,9
E. wyomingensis 12 1,4
E. pellita 4 0,5
Kanli ishalli
80,0
70,0
g 60,0 I I
2 50,0
S 400
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& 200
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Sekil 4.23 Kanli ishalli digk1 grubundaki drneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.24 Ishalli digk1 grubundaki 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi
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Sekil 4.25 Normal digk1 grubundaki 6rneklerde Eimeria tiirlerinin dagilim grafigi

Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen hayvanlarda tek ve miks enfeksiyon durumlar1 Tablo
4.19°da verilmistir. En yiiksek prevalans iki tiirle miks enfeksiyonlarda saptanmis bunu

sirastyla ti¢, dort, tek ve bes tiirle enfeksiyonlar izlemistir (Sekil 4.26).

Tablo 4.19 Eimeria tiirleri ile tek ve miks enfeksiyonlarin prevalansi

Incelenen . - Prevalans
Enfeksiyon tiirii

Hayvan Sayis1 Say! %
Tek turle 21 2,3

iki tiirle 190 20,7

920 Uc tiirle 172 18,7

Dort tiirle 35 3,8

Bes tiirle 16 1,7
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Sekil 4.26 Incelenen 6rneklerde tek ve miks enfeksiyonlarmn dagilim grafigi
4.4  Patojenik Eimeria Tiirleri icin Ribosomal ITS-1 Geninin Amplifikasyonu

Patojenik Eimeria tiirleri E. alabamensis, E. auburnensis, E. bovis, E. ellipsoidalis ve E.
zuernii’nin PCR’da tiir spesifik teshisi igin Japon arastiricilar (Kawahara et al., 2010) tarafindan
bildirilmis olan ITS-1 gen bdlgesini amplifiye eden primer ciftlerinin, arastirma sahasindan
izole edilen orneklere ait genomik DNA’lar, Japonya referans DNA 6rnekleri ve yine ilgili
tirlere ait hedef gen bolgesini ihtiva eden plazmid DNA’lar ile analizleri sonucu B. bovis igin
plazmid DNA izolatlarinda hedef biiytikliikte (238 bp) bantlarin yaninda non-spesifik bazi
amplikonlarin da sekillendigi goriiliirken aragtirma sahas1 ve Japonya genomik DNA’lar1 i¢in
reaksiyon sekillenmedigi saptanmustir (Sekil 4.27). E. auburnensis ve E. ellipsoidalis tiir
spesifik PCR reaksiyonlar1 sonucu ise plazmid ve genomik DNA’larda amplifikasyonun
sekillenmedigi belirlenmistir (Sekil 4.27). E. alabamensis igin arastirma yoresinde 6rneklerden
izole edilen plazmid ve genomik DNA izolatlarinin reaksiyon vermedigi buna karsin Japonya
E. alabamensis referans genomik DNA izolatinin hedef biiyiikliikte (184bp) amplifiye oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.27). E. zuernii tiir spesifik PCR reaksiyonu sonucu plazmid DNA’arda
hedef biiyiikliikte (344bp) amplikonlar goriiliirken arastirma yoresinden izole edilmis bazi

genomik DNA’larda reaksiyon sekillenmemistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Patojenik Eimeria tiirleri igin ITS-1 gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile PCR
analizi sonucu amplikonlarin agaroz jel iizerinde goriiniimii. M: Marker (100bp), 1,2: E. bovis
plazmid DNA;3: E. bovis genomik DNA; 4: E. bovis Japonya genomik DNA; 5,6: E.
auburnensis plazmid DNA; 7: E. auburnensis genomik DNA; 8: E. auburnensis Japonya
genomik DNA; 9,10: E. alabamensis plazmid DNA; 11: E. alabamensis Japonya genomik
DNA; 12: E. alabamensis genomik DNA; 13,16: E. zuernii genomik DNA; 14,15: E. zuernii
plazmid DNA

45 Patojen Tiirler Icin Real Time PCR Sonuclari

Dizayn edilen tiim final Real Time PCR markerlarinin genetik analizlerle paralel sekilde
spesifik olarak hedef tiirlerini amplifiye ettigi belirlenmis, hedef dis1 sigir Eimeria tiirlerine ait
ITS-1 plazmidleri ile reaksiyon vermedikleri saptanmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Patojenik Eimeria tiirlerine ait hedef ITS-1 gen bolgesini amplifiye eden primer ve
problarla Real Time PCR’da belirlenen amplifikasyon egrileri.

Her patojenik Eimeria tiirii i¢in linearize plazmidler kullanilarak olusturulan standart egri analiz
sonuclarina gore TagMan prob tabanli Real Time PCR etkinlik oranlar1 yiiksek belirlenmistir
(Sekil 4.29). Elde edilen verilerle her bir replikasyonda tiim tiirler i¢in 10 hedef kopyanin
saptanabilecegi belirlenmistir. DNA kopya sayisindaki bu miktar sekiz haploid genom igeren
tek bir ookiste karsilik gelmektedir (Vrba et al., 2010).

Sekil 4.29 Patojenik Eimeria tiirleri igin linearize plazmidler kullanilarak olusturulan standart
egriler ve etkinlik oranlart.
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Eimeria ookistleri ile pozitif saptanan Orneklere ait genomik DNA izolatlariin patojenik
Eimeria tirleri yoniinden TagMan Real Time PCR ile analiz sonuglari, morfolojik
identifikasyon sonuglari ile birlikte Tablo 4.20’de verilmistir. Real Time PCR ile her patojenik
Eimeria tiirii igin belirlenen pozitiflik morfolojik identifikasyon oranlarina gére daha yiiksek

saptanmistir.

Tablo 4.20 Eimeria ooKistleri ile pozitif saptanan Orneklere ait genomik DNA izolatlarinin
patojenik Eimeria tiirleri yoniinden TagMan Real Time PCR sonuglari

. . Pozitiflik
Eimeria _
ookisti pozitif | Eimeria tiirii _ Morfolojik Real Time PCR
drnek sayis identifikasyon
Say1 % Say1 %
E. bovis 265 61,1 270 62,2
E. zuernii 245 56,5 248 57,1
434 E. auburnensis 276 63,6 278 64,1
E. alabamensis 75 17,3 79 18,2
E. ellipsoidalis 130 30,0 134 30,9

DNA koya sayis1 bazinda patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen Ct (dR) degerleri, enfeksiyon
yiikleri agisindan enfekte sigirlarin yas gruplart ve digki karakateri gruplaria gore ayri ayri
degerlendirilmistir. Ayrica her kategori i¢in patojenik Eimeria tiirlerinde belirlenen Ct (dR)
oranlar da istatistiksel anlamda analiz edilmistir.

Sigirlarin yas gruplarma gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri Tablo 4.21°de verilmistir.
DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda belirlenmis bunu sirasiyla
4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.30). Yas gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi
diizeyinde E. bovis pozitiflikleri istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.22).

Tablo 4.21 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri

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

N 32 5 23 43

Ortalama 27,8938 ,6457 | 26,4877 | 29,1351

<3ay Std. Sapma | 3,57130 43824 | 2,45014 | 4,24837
Std. Hata ,63132
Minimum 20,00
Maksimum 31,50

4-12ay | N 96 8 79 112
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Ortalama 30,7281 4495 | 29,8262 | 31,5787

Std. Sapma | 4,38422 ,28544 | 3,73694 | 4,91366

Std. Hata 44746

Minimum 20,00

Maksimum 35,00

N 142 8 127 160

Ortalama 33,6479 ,0852 | 33,4838 | 33,8156
12 ay Std. Sapma ,99429 ,04936 ,89613 | 1,08909

Std. Hata ,08344

Minimum 31,00

Maksimum 35,00

4 Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir

40,00

30,00 ;ly/:%

20,00

Ortalama E.bovis Ct

10,00

0,00 T T
<3 ay 412 ay =12 ay

Yas

Hata Barlan: 95% Given Araligi

Sekil 4.30 E. bovis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gére dagilim
grafigi

Tablo 4.22 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel
analizi

Ortalama Farklilik Std. . 95% Giiven Araligi
(D Yas () Yas (1-J) Hata Sig. Alt sinir | Ust smar
<3ay 4-12 ay -2,83437" 77382 | ,002 | -4,7311 -,9376
>12 ay -5,75414" ,63681 | ,000 | -7,3582 -4,1501
4-12ay | <3ay 2,83437" | 77382 | ,002 ,9376 47311
>12 ay -2,91976" ,45518 | ,000 | -4,0248 -1,8147
>12ay | <3ay 5,75414" ,63681 | ,000 4,1501 7,3582
4-12 ay 2,91976" ,45518 | ,000 1,8147 4,0248

* . Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6enmlidir.
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Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri Tablo 4.23’de verilmistir.
DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli digkilarda belirlenmis bunu ishalli
ve normal diski gruplar izlemistir (Sekil 4.31). Disk: karakteri gruplar1 arasinda DNA kopya
sayis1 diizeyinde kanli ishalli, ishalli ve normal diski gruplari arasinda E. bovis pozitiflikleri
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.24).

Tablo 4.23 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap®

Std. Hata 95% Gtiven Araligi

Alt Ust

N 222 6 209 234

Ortalama 33,4081 ,0870 | 33,2210 | 33,5674

Normal Std. Sapma | 1,31339 ,06588 | 1,18230 | 1,44086
Std. Hata ,08815
Minimum 29,50
Maksimum 35,00

N 34 5 24 46

Ortalama 26,7000 ,0639 | 26,5724 | 26,8310

ishalli Std. Sapma ,39080 ,07025 ,25540 51747
Std. Hata ,06702
Minimum 26,00
Maksimum 28,00

N 14 4 7 21

Ortalama 21,1500 ,2466 | 20,6667 | 21,6538

Kanly ishalli Std. Sapma ,94686 17723 ,50687 | 1,18487
Std. Hata ,25306
Minimum 20,00
Maksimum 23,20

4Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir
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Sekil 4.31 E. bovis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gore dagilim

grafigi

Tablo 4.24 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. bovis Ct (dR) degerlerinin istatistiksel

analizi

0] ) Ortalama Std. Sig 95% Giiven érahgl

Diskikarakteri | Diskikarakteri | Farklilik (I-J) Hata ' Alt simir | Ust siur

Normal Ishalli 6,70811" | ,11074 | ,000 6,4411 6,9751
Kanl1 ishalli 12,25811" | ,26797 | ,000 11,5457 | 12,9705

Ishalli Normal -6,70811" | ,11074 | ,000 -6,9751 -6,4411
Kanl1 ishalli 5,55000° | ,26178 | ,000 4,8462 6,2538

Kanli ishalli Normal -12,25811" | ,26797 | ,000 -12,9705 | -11,5457
Ishalli -5,55000" | ,26178 | ,000 -6,2538 -4,8462

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri Tablo 4.25°de verilmistir.

DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda belirlenmis bunu sirasiyla

4-12 ay ve >12 ay yas gruplar izlemistir (Sekil 4.32). <3 ay ve 4-12 ay ile >12 ay yas gruplar1

arasinda DNA kopya sayist diizeyinde E. zuernii pozitiflikleri istatistiksel agidan 6nemli

(p<0,05) bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yas gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel agidan

onemsiz (p>0,05) saptanmistir (Tablo 4.26).
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Tablo 4.25 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri

[statistik Bootstrap?
Std. Hata | 95% Giiven Aralig1
Alt Ust

N 28 5 19 38

Ortalama 29,6286 ,7862 | 27,9771 | 31,0516

<3ay Std. Sapma | 4,24350 ,40216 | 3,27918 | 4,86789
Std. Hata ,80195
Minimum 22,00
Maksimum 35,00

N 84 7 70 99

Ortalama 30,3643 4264 | 29,4691 | 31,1720

412 2y Std. Sapma | 3,88279 ,20852 | 3,43222 | 4,24079
Std. Hata ,42365
Minimum 22,30
Maksimum 35,50

N 136 8 121 151

Ortalama 33,9985 ,0596 | 33,8789 | 34,1080

12 ay Std. Sapma ,710847 ,02730 ,64479 , 715448
Std. Hata ,06075
Minimum 33,00
Maksimum 35,00

4 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir.

40,00

30,00 :E —+

20,00

Ortalama E.zuernii Ct

10,00

0,00 T T
<3 ay 4-12 ay =12 ay

Yas
Hata Barlan: 95% Given Araligi

Sekil 4.32 E. zuernii i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gére dagilim
grafigi
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Tablo 4.26 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerlerinin istatistiksel
analizi

(D Yas | () Yas Ortalama Farklilik (I-J) | Std. Hata | Sig. 95% Guven"A raligi
Alt sinir | Ust siir
<3ay 4-12 ay -, 73571 ,90697 | ,807 | -2,9887 | 15173
>12 ay -4,36996" ,80424 | ,000 | -6,4153 | -2,3246
4-12 ay | <3ay ,73571 ,90697 | ,807 | -1,5173 | 2,9887
>12 ay -3,63424" ,42798 | ,000 | -4,6763 | -2,5922
>12ay | <3ay 4,36996" ,80424 | ,000 2,3246 | 6,4153
4-12 ay 3,63424" ,42798 | ,000 2,5922 | 4,6763

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin diski karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri Tablo 4.27°de
verilmigtir. DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli diskilarda belirlenmis
bunu ishalli ve normal digk1 gruplar1 izlemistir (Sekil 4.33). Disk1 karakteri gruplari arasinda

DNA kopya sayis1 diizeyinde E. zuernii pozitiflikleri istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0,05) (Tablo 4.28).

Tablo 4.27 Sigirlarin disk: karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerleri

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

N 201 6 188 213

Ortalama 33,7716 ,0602 | 33,6529 @ 33,8887

Normal Std. Sapma ,85530 ,04731 , 15724 ,94852
Std. Hata ,06033
Minimum 31,00
Maksimum 35,50

N 33 6 23 44

Ortalama 27,1424 ,0701 | 27,0039 | 27,2839

ishalli Std. Sapma ,40002 ,04238 ,30501 47246
Std. Hata ,06964
Minimum 26,30
Maksimum 28,00

N 14 4 7 21

Ortalama 22,8714 1322 | 22,6201 | 23,1375

Kanly ishalli Std. Sapma ,48584 ,07313 ,31403 ,59636
Std. Hata ,12985
Minimum 22,00
Maksimum 23,50

2Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir.
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Sekil 4.33 E. zuernii i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gore dagilim

grafigi

Tablo 4.28 Sigirlarin diski karakterine gore belirlenen E. zuernii Ct (dR) degerlerinin

istatistiksel analizi

m ) Ortalama Std. Sig 95% Gﬁver}' Aralig
Diskikarakteri | Diskikarakteri | Farklilik (I-J) Hata ' Alt sinir | Ust sinir
Normal Ishalli 6,62922" | ,09213 | ,000 6,4051 6,8534
Kanli ishalli 10,90021" | ,14318 | ,000 10,5258 11,2746
Ishalli Normal -6,62922" | ,09213 | ,000 -6,8534 -6,4051
Kanli ishalli 4,27100° | ,14734 | ,000 3,8886 4,6534
Kanli ishalli Normal -10,90021" | ,14318 | ,000 | -11,2746 -10,5258
Ishalli -4,27100" | ,14734 | ,000 -4,6534 -3,8886

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.29°da

verilmigtir. DNA kopya sayisi bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda belirlenmis

bunu sirastyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.34). <3 ay ve 4-12 ay ile >12

ay yas gruplari arasinda DNA kopya sayis1 diizeyinde E. auburnensis pozitiflikleri istatistiksel

acidan onemli (p<0,05) bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yas gruplarn arasindaki farklilik

istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0,05) saptanmistir (Tablo 4.30).

72




Tablo 4.29 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri

[statistik Bootstrap?
Std. Hata | 95% Giiven Aralig1
Alt Ust

N 30 5 20 40

Ortalama 31,0967 , 7699 | 29,5097 | 32,4964

<3ay Std. Sapma | 4,19355 ,55948 | 2,94621 | 5,04288
Std. Hata ,716563
Minimum 22,20
Maksimum 35,50

N 95 8 80 110

Ortalama 32,7326 2376 | 32,2201 | 33,1922

412 2y Std. Sapma | 2,33978 ,29948 | 1,69222 | 2,86465
Std. Hata ,24006
Minimum 32,40
Maksimum 35,50

N 153 8 80 110

Ortalama 33,8065 2376 | 32,2201 | 33,1922

12 ay Std. Sapma ,90129 ,29948 | 1,69222 | 2,86465
Std. Hata ,07287
Minimum 32,40
Maksimum 35,50

8 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir.
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Yas

Hata Barlar: 95% Given Aralidi

Sekil 4.34 E. auburnensis igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore
dagilim grafigi
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Tablo 4.30 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerlerinin
istatistiksel analizi

(D Yas | () Yas Ortalama Farklilik (I-J) | Std. Hata | Sig. 95% Guven"A rahi@
Alt sinir | Ust smur

<3ay 4-12 ay -1,63596 ,80239 | ,140 | -3,6482 ,3763
>12 ay -2,70987" , 76909 | ,004 | -4,6563 -,71634

4-12ay | <3ay 1,63596 ,80239 | ,140 -,3763 | 3,6482
>12 ay -1,07390" ,25087 | ,000 | -1,6820 -,4658

>12ay | <3ay 2,70987" ,76909 | ,004 , 71634 | 4,6563
4-12 ay 1,07390" ,25087 | ,000 ,4658 | 11,6820

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.31°de
verilmigtir. DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli diskilarda belirlenmis
bunu ishalli ve normal diski1 gruplari izlemistir (Sekil 4.35). Diski karakteri gruplart arasinda
DNA kopya sayist diizeyinde E. auburnensis pozitiflikleri istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.32).

Tablo 4.31 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?

Std. Hata | 95% Giiven Araligi

Alt Ust

N 242 6 230 253

Ortalama 33,8215 ,0580 | 33,7063 | 33,9362

Normal Std. Sapma ,90262 ,03665 82711 ,96757
Std. Hata ,05802
Minimum 32,40
Maksimum 35,50

N 28 5 18 38

Ortalama 30,1714 ,0551 | 30,0625 | 30,2727

. ) Std. Sapma ,28913 ,02503 ,22897 ,32822

Ishalli

Std. Hata ,05464
Minimum 29,70
Maksimum 30,50

N 8 3 3 14

Ortalama 23,1625 ,2354 | 22,6669 | 23,6250

. .| Std. Sapma ,64573 ,15035 ,23625 ,83071
Kanluishalll =g ata 22830
Minimum 22,20
Maksimum 24,00
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Hata Barlan: 95% Guven Aralig)

Sekil 4.35 E. auburnensis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digk1 karakterine gore

dagilim grafigi

Tablo 4.32 Sigirlarin diski karakterine gore belirlenen E. auburnensis Ct (dR) degerlerinin

istatistiksel analizi

0] ) Ortalama Std. Sig 95% Gﬁven" Araligi
Diskikarakteri | Diskikarakteri | Farklilik (I-J) Hata ' Alt sinir | Ust sinir
Normal Ishalli 3,65006" | ,07970 | ,000 3,4567 3,8434
Kanli ishalli 10,65899" | ,23556 | ,000 9,9497 11,3683
Ishalli Normal -3,65006" | ,07970 | ,000 -3,8434 -3,4567
Kanli ishalli 7,00893" | ,23475 | ,000 6,2995 7,7184
Kanl1 ishalli Normal -10,65899" | ,23556 | ,000 | -11,3683 -9,9497
Ishalli -7,00893" | ,23475 | ,000 -7,7184 -6,2995

2Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.33’de

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

bunu sirasiyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.36). <3 ay ve 4-12 ay ile >12

ay yas gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde E. alabamensis pozitiflikleri istatistiksel

acidan onemli (p<0,05) bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yas gruplan arasindaki farklilik

istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0,05) saptanmistir (Tablo 4.34).
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Tablo 4.33 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?

Std. Hata | 95% Giiven Aralig1

Alt Ust

N 20 4 13 28

Ortalama 31,3900 ,6702 | 30,0048 @ 32,6998

<3ay Std. Sapma | 3,02531 ,25847 | 2,40849 | 3,43166
Std. Hata ,67648
Minimum 26,20
Maksimum 35,50

N 40 4 32 49

Ortalama 32,6175 ,3871 | 31,8770 @ 33,3795

4122y Std. Sapma | 2,54134 24489 | 1,96936 | 2,93883
Std. Hata ,40182
Minimum 26,80
Maksimum 35,50

N 19 4 12 27

Ortalama 33,9947 ,1966 | 33,6060 & 34,3727

12 ay Std. Sapma ,89036 ,10419 ,65742 | 1,05254
Std. Hata ,20426
Minimum 32,60
Maksimum 35,50

@ Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap 6rnegi bazindadir.

40,00

30,00

20,00

Ortalama E. alabamensis Ct

10,00

0,00

<3 ay 412 ay =12 ay

Yas

Hata Barlar: 95% Given Aralid

Sekil 4.36 E. alabamensis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore
dagilim grafigi
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Tablo 4.34 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerlerinin
istatistiksel analizi

(D Yas | (J)Yas 95% Giiven
. Aralig
Ortalama Farklilik (I-J) | Std. Hata | Sig. L
Alt -
Ust Sinir
siir
<3ay 4-12 ay -1,22750 ,78682 | ,338 | -3,2071 , 71521
>12 ay -2,60474" , 70665 | ,004 | -4,4276 -,7819
4-12ay | <3ay 1,22750 ,78682 | ,338 -, 7521 | 3,2071
>12 ay -1,37724" ,45076 | ,010 | -2,4880 -,2665
>12ay | <3ay 2,60474" ,70665 | ,004 , 7819 | 4,4276
4-12 ay 1,37724" ,45076 | ,010 ,2665 | 2,4880

Sigirlarin digkr karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri Tablo 4.35°de
verilmistir. DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli diskilarda belirlenmis
bunu ishalli ve normal digk1 gruplari izlemistir (Sekil 4.37). Disk1 karakteri gruplari arasinda
DNA kopya sayisi diizeyinde E. alabamensis pozitiflikleri istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.36).

Tablo 4.35 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerleri

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

N 58 4 49 66

Ortalama 34,0517 ,1137 | 33,8241 | 34,2629

Normal Std. Sapma ,87924 ,05634 ,75189 ,97840
Std. Hata ,11545
Minimum 32,60
Maksimum 35,50

Ishalli N 13 3 7 21

Ortalama 29,4846 ,1370 | 29,2000 | 29,7500

Std. Sapma ,52416 ,08883 ,29216 ,64419
Std. Hata ,14538
Minimum 28,50
Maksimum 30,10

N 8 3 3 13

Ortalama 27,5125 ,2468 | 27,0000 | 27,9599

Kanlt ishalli Std. Sapma ,70394 ,19028 ,20656 ,94529
Std. Hata ,24888
Minimum 26,20
Maksimum 28,20
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2Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir.

40,00

30,00 \\:

20,00

Ortalama E. alabamensis Ct

10,00

0,00 T — T
Mormal Ishalli Kanl ishall

Diski karakteri

Hata Barlan: 95% Given Aralifi

Sekil 4.37 E. alabamensis igin ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digsk1 karakterine goére
dagilim grafigi

Tablo 4.36 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. alabamensis Ct (dR) degerlerinin
istatistiksel analizi

0] ) Ortalama st 95% Giiven Araligi

Diskikarakteri | Diskikarakteri | Farklilik ' Sig. Alt -
Hata Ust sinir

(1-9) sinir

Normal Ishalli 456711" | ,18564 | ,000 4,0972 5,0370
Kanl1 ishalli 6,53922° | ,27436 | ,000 5,7586 7,3198
Ishalli Normal -456711" | ,18564 @ ,000 | -5,0370 | -4,0972
Kanli ishalli 1,97212" | ,28823 | ,000 1,1714 2,7728
Kanl ishalli Normal -6,53922" | ,27436 | ,000 | -7,3198 | -5,7586
Ishalli -1,97212" | 28823 | ,000 | -2,7728 | -1,1714

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerleri Tablo 4.37°de
verilmistir. DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik <3 ay yas grubunda belirlenmis
bunu sirasiyla 4-12 ay ve >12 ay yas gruplari izlemistir (Sekil 4.38). <3 ay ve 4-12 ay ile >12
ay yas gruplar1 arasinda DNA kopya sayisi diizeyinde E. ellipsoidalis pozitiflikleri istatistiksel
acidan Onemli (p<0,05) bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yas gruplan arasindaki farklilik
istatistiksel acidan 6nemsiz (p>0,05) saptanmistir (Tablo 4.38).
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Tablo 4.37 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerleri

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

N 20 4 12 28

Ortalama 30,8750 ,8500 | 28,9609 | 32,3562

<3ay Std. Sapma | 3,86249 ,69182 | 2,04222 | 4,92199
Std. Hata ,86368
Minimum 22,30
Maksimum 35,50

N 50 6 39 61

Ortalama 32,2100 ,4164 | 31,4001 & 32,9819

412 ay Std. Sapma | 3,02684 45987 | 2,05241 | 3,79971
Std. Hata ,42806
Minimum 23,50
Maksimum 35,50

N 64 6 52 76

Ortalama 33,8531 ,1152 | 33,6382 | 34,0836

12 ay Std. Sapma ,93384 ,07129 ,78054 | 1,06140
Std. Hata ,11673
Minimum 32,40
Maksimum 35,50

4Bootstrap sonuglar1 1000 bootstrap drnegi bazindadir.

40,00

- }/’/E_,/’lz

20,00

Ortalama E. ellipsoidalis Ct

10,00

0,00 T T
<3 ay 412 ay =12 ay

Yas

Hata Barlan: 95% Guven Aralig
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Sekil 4.38 E. ellipsoidalis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin yas gruplarina gore
dagilim grafigi

Tablo 4.38 Sigirlarin yas gruplarina gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerlerinin
istatistiksel analizi

(D Yas | (J) Yas 95% Giliven
. Aralig
Ortalama Farklilik (I-J) | Std. Hata | Sig. L
Alt -
Ust Sinir
sinir
<3ay 4-12 ay -1,33500 ,96394 | 442 | -3,7782 1,1082
>12 ay -2,97813" ,87153 | ,008 | -5,2514 -,7049
4-12ay | <3ay 1,33500 ,96394 | 442 | -1,1082 3,7782
>12 ay -1,64313" ,44369 | ,001 | -2,7350 -,56513
>12ay | <3ay 2,97813" ,87153 | ,008 ,7049 5,2514
4-12 ay 1,64313" ,44369 | ,001 ,5513 2,7350

Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerleri Tablo 4.39°da
verilmistir. DNA kopya sayis1 bazinda en yiiksek pozitiflik kanli ishalli digkilarda belirlenmis
bunu ishalli ve normal disk1 gruplari izlemistir (Sekil 4.39). Diski karakteri gruplart arasinda
DNA kopya sayist diizeyinde E. ellipsoidalis pozitiflikleri istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.40).

Tablo 4.39 Sigirlarin digki karakterine gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerleri

Istatistik Bootstrap?
Std. Hata | 95% Giiven Araligi
Alt Ust
N 109 4 100 117
Ortalama 33,8284 ,0855 | 33,6670 | 34,0019
Normal Std. Sapma ,90145 ,05227 ,78739 ,99041
Std. Hata ,08634
Minimum 32,40
Maksimum 35,50
Ishalli N 18 4 11 26
Ortalama 30,2056 ,0647 | 30,0786 | 30,3294
Std. Sapma ,29200 ,03753 ,19353 ,34517
Std. Hata ,06882
Minimum 29,70
Maksimum 30,50
N 7 3 3 12
Kanly ishalli Ortalama 23,3714 2119 | 22,9333 | 23,7571
Std. Sapma ,55891 ,19037 ,08888 ,81240
Std. Hata ,21125
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Minimum

22,30

Maksimum

24,00

2Bootstrap sonuglari 1000 bootstrap ornegi bazindadir.
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Hata Barlan: 95% Guven Aralidi

Sekil 4.39 E. ellipsoidalis i¢in ortalama Ct (dR) degerlerinin sigirlarin digki karakterine gore

dagilim grafigi

Tablo 4.40 Sigirlarin diski karakterine gore belirlenen E. ellipsoidalis Ct (dR) degerlerinin
istatistiksel analizi

0] ) Ortalama Std. sig 95% Giiven 'Arahgl
Diskikarakteri | Diskikarakteri | Farklilik (I-J) Hata ' Alt simir | Ust sinir
Normal Ishalli 3,62288" | ,11042 | ,000 3,3537 3,8921
Kanli ishalli 10,45701" | ,22821 | ,000 9,7747 | 11,1394
Ishalli Normal -3,62288" | ,11042 | ,000 -3,8921 | -3,3537
Kanl ishalli 6,83413" | ,22218 | ,000 6,1505 7,5177
Kanl1 ishalli Normal -10,45701" | ,22821 | ,000 -11,1394 | -9,7747
Ishalli -6,83413" | 22218 | ,000 -7,5177 | -6,1505

*. Ortalama farklilik 0,05 diizeyinde 6nemlidir.

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

orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.41°de verilmistir. Bu yas grubu

icerisinde DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik E. bovis i¢in saptanmis bunu E.

zuernii, E. ellipsoidalis, E. auburnensis ve E. alabamensis tiirleri izlemistir. Tiirler igin

belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu Sekil
4.40°da, tiirler arasindaki istatistiksel farkliliklar ise Sekil 4.41°de verilmistir. Sekil 4.41°de
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goriildiigii tizere E. bovis ve diger patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farklilik

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

Tablo 4.41 <3 ay yas grubu orneklerde patojenik Eimeria tiirleri igin belirlenen ortalama Ct

degerleri
<3 ay Ortalama N Std. Std. Minimum | Maximum
Sapma Hata
E.bovis 27,8938 32 3,57130 ,63132 20,00 31,50
E.zuernii 29,6286 28 4,24350 ,80195 22,00 35,00
E.auburnensis 31,0967 30 4,19355 , 716563 22,20 35,50
E. alabamensis 31,3900 20 3,02531 ,67648 26,20 35,50
E.ellipsoidalis 30,8750 20 3,86249 ,86368 22,30 35,50
Toplam 30,0031 | 130 4,02008 ,35258 20,00 35,50

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

40,00
35,007 —|— | |
s}
30,007 =
25,007 ‘
20,00 T T T T
E bovis E . zuernii E.auburnensis E. alabamensis E ellipsoidalis
Ugayakadar
Total N 130
Test Statistic 17,765
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2-sided test) 001

Sekil 4.40 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in <3 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim
grafigi ve istatistiksel analizleri
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Sample1-Sample2 St © o, o TSt Sig. © AdjSig.©
E.bovis-E.zuernii -20,154 9,743 -2 068 039 386
E.bovis-E.ellipsoidalis -31422 10733 -2928 003 034
E.bovis-E. alabamensis -32622 10733 -3,040 002 024
E.bovis-E.auburnensis -35,655 9,569 -3,726 000 002
E.zuernii-E.ellipsoidalis -11.268 11,023 -1,022 307 1,000
E.zuemii-E. alabamensis -12.468 11,023 -1,131 258 1,000
E.zuemii-E.auburnensis -15 501 9,694 -1 567 A7 1,000
E.ellipsoidalis-E. alabamensis 1200 11,907 101 920 1,000
E.ellipsoidalis-E.auburnensis 4233 10,869 389 697 1,000
E. alabamensis-E.auburnensis 3033 10869 279 780 1,000

Sekil 4.41 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in <3 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin tiirler
arasindaki istatistiksel farkliliklar

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen 4-12 ay yas grubu
orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.42°de verilmistir. Bu yas
grubundaki tiirler igin belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile
istatistik sonucu Sekil 4.42°de verilmistir. Sekil 4.42°de goriildiigli lizere bu yas gurubunda
patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan Gnemsiz

(p>0,05) bulunmustur.

Tablo 4.42 4-12 ay yas grubu 6rneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct
degerleri

4-12 ay Ortala N Std. Std. Minimum | Maximum
ma Sapma Hata
E.bovis 30,7281 96 4,38422 44746 20,00 35,00
E.zuernii 33,4204 49 ,81802 ,11686 32,00 35,50
E.auburnensis 32,7326 95 2,33978 ,24006 23,50 35,50
E. alabamensis 32,6175 40 2,54134 ,40182 26,80 35,50
E.ellipsoidalis 32,2100 50 3,02684 ,42806 23,50 35,50
Toplam 32,1585 | 330 3,20897 ,17665 20,00 35,50
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

= = = = =
% L —1I—
* L}
E bovis Ezueni  Esubumensis E.sisbamensis E.ellipsloidalis
Dirtileonikiay
Total N 330
Test Statistic 7689
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2-sided test) 104

Sekil 4.42 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in 4-12 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin
dagilim grafigi ve istatistiksel analizleri

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

orneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.43°de verilmistir. Bu yas

grubunda tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile

istatistik sonucu Sekil 4.43°de verilmistir. Sekil 4.43’de gorildiigl iizere bu yas gurubunda

patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan Gnemsiz

(p>0,05) bulunmustur.

Tablo 4.43 >12 ay yas grubu orneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama Ct

degerleri
>12 ay Ortalama N Std. Std. Minimum | Maximum
Sapma Hata
E.bovis 30,7281 96 4,38422 44746 35,00 44746
E.zuernii 33,4204 49 ,81802 ,11686 35,50 ,11686
E.auburnensis 32,7326 95 2,33978 ,24006 35,50 ,24006
E. alabamensis 32,6175 40 2,54134 ,40182 35,50 ,40182
E.ellipsoidalis 32,2100 50 3,02684 ,42806 35,50 ,42806
Toplam 32,1585 | 330 3,20897 ,17665 35,50 ,17665
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

40,007

35000 T 1 — [
s}
30,00 =

1

25,00
¥ 8
20,00 T | T |
E bovis E zuernii E.auburnensis E. alabamensis E ellipsoidalis
Onikiayuzeri
Total N 330
Test Statistic 7 689
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2sided test) 104

Sekil 4.43 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in >12 ay yas grubunda belirlenen Ct degerlerinin dagilim
grafigi ve istatistiksel analizleri

Real Time PCR analizlerinde patojenik Eimeria tiirleri ile pozitif belirlenen diski karakterine
gore kanli ishalli gruptaki 6rneklerde tiirler i¢in belirlenen ortalama Ct degerleri Tablo 4.44°de
verilmistir. Bu grup igerisinde DNA kopya sayist bazinda en yiiksek pozitiflik E. bovis igin
saptanmis bunu E. zuernii, E. auburnensis, E. ellipsoidalis ve E. alabamensis tiirleri izlemistir.
Tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu
Sekil 4.44°de verilmistir. Sekil 4.45’de gorildiigi iizere kanl ishalli gurubunda E. bovis ile
diger patojenik tiirlerin Ct degerleri arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05)
bulunmustur. Bunun yaninda E. zuernii ve E. alabamensis tiirlerinin arasindaki farklilik da

onemli saptanmistir (p<0,05).
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Tablo 4.44 Kanl ishalli digki grubu orneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen
ortalama Ct degerleri

Kanhishalli Ortalama N Std. Minimum Maksimum Std.
Sapma Hata
E.bovis 21,1500 14 ,94686 20,00 23,20 ,25306
E.zuernii 22,8714 14 ,48584 22,00 23,50 ,12985
E.auburnensis 23,1625 8 ,64573 22,20 24,00 ,22830
E.alabamensis 27,5125 8 ,70394 26,20 28,20 ,24888
E.ellipsoidalis 23,3714 7 ,55891 22,30 24,00 ,21125
Toplam 23,2412 51 2,15520 20,00 28,20 ,30179

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

30,00

28,00

26,00

g2
24 00 L I
T B | =
- 1 —]I—
22,00
20,00 1 T T T T
E bovis E.zuernii E.auburnensis E. alabamensis E ellipsoidalis
Kanhishalli
Total N 51
Test Statistic 37,899
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2-sided test) 000

Sekil 4.44 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in kanli ishalli digk1 grubunda belirlenen Ct degerlerinin
dagilim grafigi ve istatistiksel analizleri
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Sample1-Sample2 St T . < - restS  sig. © Adj.Sig.©
E.bovis-E.zuernii -16,000 5602 -2 B56 004 043
E.bovis-E.auburnensis -20 857 6,569 -3175 001 015
E.bovis-E.ellipsoidalis -24 679 6,861 -3 597 000 003
E.bovis-E. alabamensis -38 607 6,569 -5 877 000 000
E.zuernii-E.auburnensis -4 857 6,569 -739 460 1,000
E.zuernii-E.ellipsoidalis -8 679 6,861 -1,265 206 1,000
E.zuernii-E. alabamensis -22 607 6,569 -3.441 001 006
E.auburnensis-E.ellipsoidalis -3.821 7671 -, 498 618 1,000
E.auburnensis-E. alabamensis  -17 750 7411 -2 395 017 166
E.ellipsoidalis-E. alabamensis 13,929 7671 1,816 069 694

Sekil 4.45 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in kanli ishalli digk1 grubunda belirlenen Ct degerlerinin
tiirler arasindaki istatistiksel farkliliklari

Digki karakterine gore ishalli gruptaki orneklerde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen
ortalama Ct degerleri Tablo 4.45°de verilmistir. Bu grup icerisinde DNA kopya sayis1 bazinda
en yiiksek pozitiflik E. bovis i¢in saptanmis bunu E. zuernii, E. auburnensis, E. ellipsoidalis ve
E. alabamensis tiirleri izlemistir. Tiirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve
Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu Sekil 4.46’da verilmistir. Sekil 4.46’da gorildigi
tizere ishalli digki gurubunda patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar
istatistiksel agidan onemli (p<0,05) bulunmustur. Patojenik tiirlerin ikili kiyaslama sonuglar
Sekil 4.47de gosterilmistir. Ishalli disk1 grubunda E. bovis ve E. zuernii ortalama Ct degerleri
ile diger tiirlerin ortalama Ct degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemli (p<0,05)

bulunmustur.
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Tablo 4.45 Ishalli disk1 grubu &rneklerinde patojenik Eimeria tiirleri igin belirlenen ortalama

Ct degerleri
Ishalli Ortalama | N Std. Minimum | Maksimum Std.
Sapma Hata
E.bovis 21,1500 14 , 94686 20,00 23,20 ,25306
E.zuernii 22,8714 14 ,48584 22,00 23,50 ,12985
E.auburnensis 23,1625 8 ,64573 22,20 24,00 ,22830
E. alabamensis 27,5125 8 ,70394 26,20 28,20 ,24888
E. ellipsoidalis 23,3714 7 ,55891 22,30 24,00 ,21125
Toplam 23,2412 51 2,15520 20,00 28,20 ,30179
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
31,00
30,00 5 —— T
bel 29,00 _L
28,00 —r
27,00
1
26,00 T T T T T
E bovis E.zuernii E.auburnensis E. alabamensis E.ellipsoidalis
ishalli
Total N 126
Test Statistic 103,382
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2-sided test) 000

Sekil 4.46 Patojenik Eimeria tiirleri icin ishalli diski grubunda belirlenen Ct degerlerinin
dagilim grafigi ve istatistiksel analizleri
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Test -

Std. - Std. Test-

Sample1-Sample2 Statistic© Frror =~ Statistic Sig. = Adj.Sig.?.'—"
E.bovis-E.zuemii -20 452 8,898 -2,298 022 215
E.bovis-E. alabamensis 54881 11874 -4 622 000 000
E.bovis-E.auburnensis -77 520 9293 -8,342 000 000
E.bovis-E.ellipsoidalis 79296 10614 -7 471 000 000
E.zuernii-E. alabamensis -34429 11924 -2,887 004 039
E.zuernii-E.auburnensis -57 068 9 356 -6,100 000 000
E.zuernii-E.ellipsoidalis -58843 10670 5515 000 000
E. alabamensis-E.auburnensis 22639 12221 1,852 064 640
E. alabamensis-E.ellipsoidalis  -24 415 13 254 -1,842 065 655
E.auburnensis-E.ellipsoidalis 17760 11,001 - 161 872 1,000

Sekil 4.47 Patojenik Eimeria tiirleri igin ishalli disk1 grubunda belirlenen Ct degerlerinin tiirler
arasindaki istatistiksel farkliliklar

Diski karakterine gore normal digki gurubundaki orneklerde tiirler igin belirlenen ortalama Ct

degerleri Tablo 4.46°da verilmistir. Tirler i¢in belirlenen Ct degerlerinin dagilim grafigi ve

Kruskal-Wallis testi ile istatistik sonucu Sekil 4.48°de gosterilmistir. Sekil 4.48’de gortldigi

tizere normal diski gurubunda patojenik Eimeria tiirlerinin Ct degerleri arasindaki farkliliklar

istatistiksel acidan 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Tablo 4.46 Normal diski grubu 6rneklerinde patojenik Eimeria tiirleri i¢in belirlenen ortalama

Ct degerleri

Normal diski Ortalama | N Std. Sapma | Minimum | Maksimum | Std. Hata

E.bovis 33,4081 | 222 1,31339 29,50 35,00 ,08815
E.zuernii 33,7716 | 201 ,85530 31,00 35,50 ,06033
E.auburnensis 33,8215 | 242 ,90262 32,40 35,50 ,05802
E. alabamensis 33,9345 58 ,88804 32,00 35,50 ,11661
E.ellipsoidalis 33,8284 | 109 ,90145 32,40 35,50 ,08634
Toplam 33,7079 | 832 1,03201 29,50 35,50 ,03578
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

36,007

T T T

34,007

_
L]
T T T
:

31,00 o
30,00
29,00 T T T T
E.bovis E.zuernii E.auburnensis E. alabamensis E ellipsoidalis
HormalDigka
Total N 832
Test Statistic 7,981
Degrees of Freedom 4
Asymptotic Sig. (2-sided test) 092

Sekil 4.48 Patojenik Eimeria tiirleri i¢in normal diski grubunda belirlenen Ct degerlerinin
dagilim grafigi ve istatistiksel analizleri

4.6 18S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuclar:

Morfolojik identifikasyon ve Real Time PCR sonuglari temelinde ¢esitli Eimeria tiirleri ile
enfekte bulunan orneklere ait ve tek ookistlerden elde edilmis genomik DNA izolatlarinin 18S
rRNA gen bolgesinin dizayn edilen primerlerle amplifikasyonu sonucu hedef biiyiikliikte
(~1057 bp) amplikonlar saptanmistir (Sekil 4.49). Elde edilen bu amplikonlarin klonlanmasi
sonucu kati besi yerinde iireyen kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bdlgelerinin
vektor DNA’sina insert oldugu belirlenmis (Sekil 4.50) ve sonrasinda kolonilerden plazmid
purifikasyonu yapilmistir. Miks enfekte 6rnekler i¢in klonlama sonrasi agar iizerinde belirlenen
kolonilerden farkli Eimeria tiirlerine ait insertlerin yakalanabilecegi goz Oniine alinarak her

izolat i¢in en az ii¢ ayr1 koloni secilmis ve plazmid piirifikasyonlar1 yapilmistir.
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Sekil 4.49 Bazi Eimeria pozitif 6rneklere ait izolatlarin parsiyel 18S subunit (SSU) rRNA gen
bolgesini amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel
elektroforezde goriinimii M: Marker (100bp); 1,2,14-17: Pozitif 6rnekler; 9: E. zuernii pozitif
kontrol (Japonya); 18: E. bovis pozitif kontrol (Japonya); 3-8,10-13: Negatif 6rnekler

Sekil 4.50 Koloni PCR sonucu vektor spesifik primerlerle 18S rRNA gen bélgesini ihtiva eden
vektor DNA’sinin amplifikasyon sonuglari.

18S rRNA gen bolgesine gore sekans analizlerine dahil edilen izolatlara ait morfolojik ve Real

Time PCR analiz sonuglar1 Tablo 4.47°de verilmistir.
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Tablo 4.47 Klonlama ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlar

Genomik DNA Morfolojik Real Time PCR DNA izolasyon
Izolat1 Identifikasyon (Patojenik tiirler) kaynagi
Izolat 1 E. zuernii E. zuernii Tek ookist
[zolat 2 E. zuernii E. zuernii Tek ookist
Izolat 3 E. zuernii E. zuernii Tek ookist
E. bovis, E.
Izolat 4 wyomingensis, E. E. bovis, E. zuernii Miks enfekte
zuernii, E. pellita
Izolat 5 E. bovis E. bovis Tek ookist
Izolat 6 E. bovis E. bovis Tek ookist
Izolat 7 E. bovis E. bovis Tek ookist
Izolat 8 E. bovis E. bovis Tek ookist
E. bovis, E.
Izolat 9 wyomingensis, E. E. bovis Miks enfekte
cylindrica
E. bovis, E.
Izolat 10 wyomingensis, E. E. bovis Miks enfekte
canadensis
Izolat 11 E. b_ows, E. . E. bovis Miks enfekte
subspherica, E. pellita
E. bovis, E.
Izolat 12 brasiliensis, E. E. bovis Miks enfekte
bukidnonensis
Izolat 13 E. auburnensis E. auburnensis Tek ookist
Izolat 14 E. auburnensis E. auburnensis Tek ookist
Izolat 15 E. auburnensis E. auburnensis Tek ookist
Izolat 16 E. auburnensis E. auburnensis Tek ookist
_ E. auburnensis, E. E. auburnensis. E
Izolat 17 zuernii, E. bovis, E. ' . T Miks enfekte
. zuernii, E. bovis
alabamensis
Izolat 18 E. alabamensis E. alabamensis Tek ookist
Izolat 19 E. alabamensis E. alabamensis Tek ookist
Izolat 20 E. alabamensis E. alabamensis Tek ookist
Izolat 21 E. alabamensis E. alabamensis Tek ookist
Izolat 22 E. ellipsoidalis E. ellipsoidalis Tek ookist
Izolat 23 E. ellipsoidalis E. ellipsoidalis Tek ookist
Izolat 24 E. ellipsoidalis E. ellipsoidalis Tek ookist
izolat 25 E. eIIipsoigiaIis, E. E. eIIipsoigiaIis, E. Miks enfekte
bovis bovis
Izolat 26 E. wyomingensis - Tek ookist
Izolat 27 E. wyomingensis - Tek ookist
Izolat 28 E. brasiliensis - Tek ookist
Izolat 29 E. brasiliensis - Tek ookist
Izolat 30 E. brasiliensis - Tek ookist
Izolat 31 E. subspherica - Tek ookist
Izolat 32 E. subspherica - Tek ookist
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[zolat 33 E. bukidnonensis - Tek ookist
Izolat 34 E. bukidnonensis - Tek ookist
[zolat 35 E. illinoisensis - Tek ookist
Izolat 36 E. illinoisensis - Tek ookist
Izolat 37 E. pellita - Tek ookist
Izolat 38 E. pellita - Tek ookist
Izolat 39 E.canadensis - Tek ookist
[zolat 40 E.canadensis - Tek ookist
Izolat 41 E. cylindrica - Tek ookist
Izolat 42 E. cylindrica - Tek ookist

Elde edilen toplam 51 plazmid DNA izolatinin vektdr spesifik pJET1.2 forward ve reverse
primerleri c¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritmas1 kullanilarak tiir
konfirmasyonlar1 saglanmis olup (Tablo 4.48) ilgili izolatlar tiir bazli olarak KU351687-708

aksesyon numaralar1 ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

Tablo 4.48 18S rRNA Sekanslart saglanan Eimeria izolatlarinin tiir, izolasyon bolgesi ve
niikleotid kompozisyonlari

Altv Niikleotid kompozisyonu (%)

izolat oldugu . izolasyon
(Plazmid) genomik Tiir bolgesi Toplam

DNA T C A G baz

izolat1 sayis1
ERU-Ezuel Izolat 1 E. zuernii Kayseri 27,4120,1 | 253 | 27,2 1381
ERU-Ezue2 Izolat 2 E. zuernii Nevsehir | 27,7 (199|251 |27,4| 1381
ERU-Ezue3 Izolat 3 E. zuernii Kirsehir 27,01 20,0| 259 | 27,0 1028
ERU-Ezue4 Izolat 4 E. zuernii Yozgat 27,6 | 19,8 | 25,3 | 27,2 1381
ERU-Ebov1l Izolat 5 E. bovis Kayseri 26,5201 |26,1|27,3 987
ERU-Ebov?2 Izolat 6 E. bovis Kayseri | 26,5|20,5|26,3|26,7| 1055
ERU-Ebov3 Izolat 7 E. bovis Kirsehir | 26,7 | 20,3 | 26,4 | 26,6 | 1055
ERU-Ebov4 Izolat 8 E. bovis Kirsehir 27,4 120,1 (251|274 1381
ERU-Ebov5 Izolat 9 E. bovis Nevsehir | 26,8 | 20,2 | 26,3 | 26,8 | 1061
ERU-Ebov6 Izolat 10 E. bovis Nevsehir | 27,4 | 20,1 | 25,4 | 27,1 1381
ERU-Ebov7 | izolat 11 E. bovis Yozgat 27,4120,1]255(27,0| 1381
ERU-Ebov8 | izolat 12 E. bovis Yozgat 27,3120,1|256|27,0| 1381
ERU-Eaubl | izolat 13 E. auburnensis Kayseri | 27,0|20,0|26,1|26,9| 1055
ERU-Eaub?2 Izolat 14 E. auburnensis Nevsehir | 26,9 | 20,1 | 26,2 | 26,8 1055
ERU-Eaub3 Izolat 15 E. auburnensis Kirsehir | 26,9 | 20,1 | 26,3 | 26,7 | 1055
ERU-Eaub4 Izolat 16 E. auburnensis Kayseri 27,01 20,0 | 26,1 | 26,9 1055
ERU-Eaub5 Izolat 17 E. auburnensis Yozgat 26,9 | 20,1 | 26,3 | 26,7 1055
ERU-Ealal Izolat 17 | E. alabamensis Kayseri | 26,5|20,1|26,3|27,2 967
ERU-Eala2 Izolat 18 E. alabamensis Nevsehir | 26,7 | 20,3 | 26,0 | 27,0 | 1057
ERU-Eala3 Izolat 19 E. alabamensis Kirsehir | 26,9 | 20,2 | 26,0 | 27,0 1057
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ERU-Ealad Izolat 20 . alabamensis Kayseri 27,0 | 20,2 | 26,0 | 26,8 1057

ERU-Eala5 Izolat 21 . alabamensis Yozgat 26,8 | 20,2 | 26,1 | 26,9 1057

ERU-Eelll Izolat 22 . ellipsoidalis Kayseri 26,9 | 20,2 | 26,2 | 26,7 1054

ERU-Eell2 Izolat 23 . ellipsoidalis Nevsehir | 26,9 | 20,1 | 26,4 | 26,6 1054

ERU-Eell3 Izolat 24 . ellipsoidalis Kirsehir | 26,9 | 20,1 | 26,4 | 26,7 1054

mimj|m|mmim

ERU-Eell4 Izolat 25 . ellipsoidalis Yozgat 27,0 20,1 | 26,3 | 26,6 1054

ERU-Ewyol Izolat 9 E. wyomingensis Kirsehir | 27,6 | 19,8 | 25,3 | 27,3 1379

ERU-Ewyo2 | izolat26 | E.wyomingensis Kayseri 27,8 1195|251 | 27,6 1381

ERU-Ewyo3 | Izolat27 | E.wyomingensis Yozgat 27,7 1196|252 | 275 1381

ERU-Ebral Izolat 12 E. brasiliensis Kayseri 27,01 18,9 (27,0 | 27,1 1061

ERU-Ebra2 Izolat 28 E. brasiliensis Kayseri 27,0118,9 (27,01 27,1 1061

ERU-Ebra3 Izolat 29 E. brasiliensis Kirsehir | 26,9189 | 27,0 27,2 1061

ERU-Ebra4 Izolat 30 E. brasiliensis Nevsehir | 27,0 18,9 |27,0] 27,1 1061

ERU-Esubsl | izolat 11 E. subspherica Kayseri 27,6 | 19,8 | 26,2 | 26,5 1063

ERU-Esubs2 | izolat 31 E. subspherica Kirsehir | 27,6 | 19,8 | 26,2 | 26,4 1063

ERU-Esubs3 | izolat 32 E. subspherica Nevsehir | 27,6 | 19,8 | 26,2 | 26,4 1063

ERU-Ebuk1 Izolat 12 | E. bukidnonensis Kayseri 27,4 119,8 | 26,1 | 26,7 1061

ERU-Ebuk?2 Izolat 33 E. bukidnonensis Kirsehir 27,3119,8 | 26,1 | 26,8 1061

ERU-Ebuk3 Izolat 34 | E. bukidnonensis Yozgat 27,3 119,9 | 26,1 | 26,7 1061

ERU-Eill1 Izolat 26 E. illinoisensis Kayseri 26,9 | 20,2 | 26,2 | 26,8 1046

ERU-Eill2 Izolat 35 E. illinoisensis Nevsehir | 27,0 | 20,1 | 26,2 | 26,8 1046

ERU-EIll3 Izolat 36 E. illinoisensis Yozgat 26,9 | 20,2 | 26,2 | 26,8 1046

ERU-Epell Izolat 11 E. pellita Kayseri 27,6 | 20,0 | 25,1 | 27,3 1382
ERU-Epel2 Izolat 37 E. pellita Nevsehir | 27,6 | 20,1 | 25,1 | 27,2 | 1382
ERU-Epel3 Izolat 38 E. pellita Yozgat 27,6 | 20,0 | 25,1 | 27,3 1382
ERU-Ecanl | izolat 10 E.canadensis Kayseri | 27,0|19,8|26,4|26,7| 1055

ERU-Ecan2 Izolat 39 E.canadensis Nevsehir | 26,9 | 19,7 | 26,5 | 26,8 1055

ERU-Ecan3 Izolat 40 E.canadensis Kirsehir | 26,9 19,9 |26,5|26,6 | 1055

ERU-Ecyll Izolat 9 E. cylindrica Kayseri 27,1119,9 | 26,2 | 26,8 1055

ERU-Ecyl2 Izolat 41 E. cylindrica Nevsehir | 27,1 20,0 | 26,0 | 26,9 1055

ERU-Ecyl3 Izolat 42 E. cylindrica Kirsehir | 27,1199 26,1 | 26,9 1055

4.7 18S rRNA Gen Bolgesinin Filogenetik Analiz Sonuglari

Arastirma yoresinde sigirlarda belirlenen ve 18S rRNA gen bolgesi sekans analizleriyle
karakterizasyonlar1 yapilan Eimeria izolatlarinin niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
Sekil 4.51°de gosterilmistir. Sekil 4.51°de goriildiigii lizere arastirma sahasindan izole edilen
izolatlar arasinda interspesifik ve intraspesifik niikleotid varyasyonlari belirlenmistir. incelenen
Eimeria izolatlar1 arasinda ortalama genetik heterojenite %2,2+0,3 saptanmustir. Interspesifik
niikleotid varyasyonlarinin yogun olarak 20-160. ve 500-610. niikleotidler arasinda yer aldig:
belirlenmistir (Sekil 4.51). Arastirma yoresinde karakterize edilen izolatlarin birbirleri ve
GenBank’ta mevcut ve sigirlardan yalnizca Japonya’dan kaydedilmis olan homolog bazi

Eimeria izolatlartyla hizalama analizleri sonucu olusturulan filogenetik agac¢ Sekil 4.52’de
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verilmistir. Filogenetik agac lizerinde goriilecegi lizere karakterize edilen izolatlar, tiir bazl
olarak Japonya izolatlariyla birlikte kismen yiliksek bootstrap destegiyle kiimeler
olusturmuslardir. 18S rRNA filogenisine gore E. bovis, E. ellipsoidalis, E. illinoisensis ve E.
zuernii clusterlar1 birbirine daha yakin belirlenmis ve filogenetik bir grup igerisinde yer
almiglardir (Grup A). E. auburnensis, E. cylindrica, E. wyomingensis ve E. canadensis
clusterlar ilgili gen bolgesine gore birbirine daha yakin belirlenmis ve Grup A’ya yakin diger
bir filogenetik grup (Grup B) olusturmuslardir. E. pellita cluster1 bu iki filogenetik gruba yakin
ayrt bir grup olusturmustur (Grup C). Diger bir major filogenetik grubu (Grup D) E.
subspherica, E. bukidnonensis ve E. alabamensis clusterlar1 olusturmus olup diger gruplardan
genetik olarak daha uzak bulunmustur. E. brasiliensis cluster: ise diger tiim gruplardan daha
uzak olan ayri bir filogenetik grup (Grup E) olusturmustur. Aragtirma ydresinde belirlenen E.
bovis ERU-Ebov1-8 izolatlar1  %0,44+0,1 genetik farklilik gosterirken Japonya E. bovis
izolatlariyla ortalama %0,240,1 farklilik gostermistir. E. zuernii ERU-Ezuel-4 izolatlar1 kendi
aralarinda ortalama %0,4+0,1, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,2+0,1 farklilik
gostermistir. E. auburnensis ERU-Eaubl-5 izolatlar1 kendi aralarinda %0,2+0,1, Japonya
izolatlariyla %0,2+0,1 farklilik gostermistir. E. alabamensis ERU-Ealal-5 izolatlar1 kendi
aralarinda ortalama %0,6+0,2, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,5+0,1 farkli bulunmustur.
E. ellipsoidalis ERU-Eell1-4 izolatlar1 kendi aralarinda %0,2+0,1, Japonya izolatlariyla ise
ortalama %0,1+0,1 farklilik gostermistir. E. wyomingensis ERU-Ewyo01-3 izolatlar1 kendi
aralarinda 9%0,6+0,2, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,3+0,1 farkli bulunmustur. E.
subspherica ERU-Esubs1-3 izolatlar1 kendi aralarinda ve Japonya izolatlariyla ortalama
%0,2+0,1 farklilik gdstermistir. E. bukidnonensis ERU-Ebuk1-3 izolatlar1 kendi aralarinda
%0,1+0,1, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,44+0,1 farklilik géstermistir. E. canadensis
ERU-Ecanl-3 izolatlar1 birbirleriyle %0,2+0,1, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,3+0,1
farklt bulunmustur. E. cylindrica ERU-Ecyl1-3 izolatlan1 birbirleriyle %0,1+0,1, Japonya
izolatlariyla ise ortalama %0,2+0,1 farklilik gostermistir. Calismamizda E. brasiliensis, E.
illinoisensis ve E. pellita tiirlerine ait izolatlarin Diinyada ilk kez 18S rRNA karakterizasyonlar1

yapilmis olup genetik heterojenite her ii¢ tiire ait izolatlar i¢in de %0,1+0,1 saptanmustir.
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TGCCOCGGATREATCRE

0| ERUMEd GITICIGACCTATCAGCTTTCEACGETAGEE
Oe D ERUED CTAATACATGCGRACERGCCICCTICICT TTRRCGCCCGCGATRGATCATICARGTPICTGACCTATCAGCTTICEACEE
Do JERMEARD ICIRIGGCTARTACATGCGRACREGCCICCTICIC! GGA GAACGEATCGCA- T 0GECD--- TTBICCCCCG0GATBEAPCAR FCAAG PP IC TGACCTATCAGE TTACEACGETA
Oe 4 ERLMEIRE | ICIRIGGCTAATACARGCGCACRCGCCECCTICICT TGIGGAGICM‘GGPGRPPCATAGTMCCGMEGGA!CGCR TIGECC-
Do §.ERMES ATGGCTARTACATGCGRACROGCCICCTITCICT GGAGICATGGIGATTC RACCEAR TTRRGGCCCGCGATRGATCAT! CIGACCTATCAGCTTICGACGE! AT
O ERUMEailt L TARTACATGCGCAR TGGIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGAZCRTRCARGT TTCTGACCTATCAGCTTTCGACGE AT
Oe T ERLMEath) TGGIGATTC T2C-GGCCCGCGATAGATL GIPICTG LIA'IIAGE'I'I'IEGAE AT
Do L ERLHEY TGGIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGALC AT
Do 4 ERLMEaLRY TGEIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGALC AT
0o 10 ERUAERkS TGEIGATTC TIC-GGCCCGCGATAGAIC AT
01 ERlAEDe TGGIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGARC AT
[e 12 ERUEDa GGCTAATACATGOGCAR GOOGCTETCTTITAT TGGIGATTC T2C-GGCCCGCGATAGATL AT
0e 13 ERUEDIG \TAnTnCnTGCG"H GEEECTETETTT TGGIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGALC AT
Oe 14 ERLED GEEECTETET TGEIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGALC AT
0o 1% ERLEDI GEGECTETET TGEIGATTC TIC-GGCCCGCGATAGAIC AT
0 1 ERULEDE GEEECTGICT TGGIGATIC ? TIC-GGCCCGCGATAGARC AT
Ce 17 ERUEDMT GOOGCTETCT TGGIGATTCATAGTAACCGAACGEATCD T2C-GGCCCGCGATAGATL AT
0e 1R ERUEDI GEEECTETET TGGIGATICATAGTRACCGAAGERTCE TIC-GGCCCGCGATAGALC AT
0 14 ERUEDat CTAATACATGCGCARAGH GERICTETET CATGGTGATIC) TTRCGGCCCGCGATGRAICAT AT
0o 20 ERAEDna] TCIAIGECTAATACATGLGCARAGATITICICCIT GERICTETET CATGGTGATIC) TTRCGGCCCGCGATRGATCAT! AT
0 21 ERlbEid TCTATGGCTARTACATGLGL, Hﬂﬂ'llICl‘CCl“l' GEAGERICTETET CATGGIGATTC TTRCGGCCCGCGATRGATCAT AT
e 27 BRI Evat A GCACGAACTCTCT TGGIGATTC BECGCCCGCGATRRATC] AT
0o 23 ERUEDI ABEGECTETET PGGIGATIC ”‘.ITTTu_Hl GGECCCGLGATRGARCH AT
0o 24 ERUEDM] GEEECTETET PGGIGATIC AR TGN T T GGCCCGGATRAAT AT
0o 26 ERLAEDRES ANEGECTGTET TGEIGATIC CECARTT TG A AT
0 25 ERUEcm]. GEEECTGT6T TGGIGATIC GCA AT
[e 27 ERUEcm] GOOGCTETCT TGGIGATTC AT
0o 20 ERUECN GEEECTETET TGEIGATIC AT
[ 24 ERERH GEGECTETET TGEIGATIC AT
0o 30 ERLEQ GEGECTETET TGEIGATTC GTTTCTGACCTATCAGTTICGALSE AT
[e 31 ERUEGA GOOGCTETCTTTA TGGIGATTC GITICTGACCTATCAGC TTTCGACEE! AT
[e 32 ERUERN GOOGCTETCTTITAT TGGIGATTC hl‘l‘l‘Cl‘GhLIA'llAGE'I'I'IEGAE“""»‘
0o T3 ERUEEL GEEECTETETTT TGEIGATIC
0o 34 ERUEEDD GEGECTETET TGEIGATIC
0o 35 ERLESH GEGECTETET TGEIGATTC TIC-GGCCCGEGATANEC
be 36 ERLEN GOOGCTETCT TGGIGATTC T2C-GGCCCGCGATAGATL
be 37 ERUED GOOGCTETCT TGGIGATTC T2C-GGCCCGCGATAGATL
0o 3 ERUED CTAATACATGIGCAR GEEECTETEITIA TGEIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGALC
Oe 30 EREpet CIAATACATGCGCAA GEGECTETETTTAT TGEIGATIC TIC-GGCCCGCGATAGAICEY!
Do dD ERLEE) A GEGGCTETETTT TGEIGATTC TIC-GGCCCGCGATAGAIC
e 4t ERUEDEE GOOGCTETCT TGGIGATTC
e 47 BRI Esabs! GOOGCTETCT TGGIGATIC
0o 43 ERLEsals) GEEECTETET PGGIGATIC
Ov 44 EREstbs3 GEEECTETET TGGIGATIC
0o 45 ERLEwpl GEGECTETET G
e 4 BRI Ewpl GOOGCTETCT . T1C- r'[;EEEGEG;.T;\E;\""
e 47 ER Ewped \TJanEnTEEE"H GOOGCTETCT CCH T2C-GGCCCGCGATAGALL
Oe 4} ERLEze! \T ATACATGCGCAA GEEECTETET CCH
v 44 EREme] CAIGCGCA GEEECTETET CCH L. &
v il ERrEme} “TAnTn[!nTG[!G"H CCAACCC, G GITICTGACCTATCAGCTTICEACEE
e it ERUEmed CTAATACATGCOGCAA CCAACCCACT?---T1GRGEA GIPICTGACCTATCACCTTICGACEETA
7 = s @ 7 ¥
0| ERUMEt ARACGECTACCACATCTAAGGAAGGCAGE.
02 ERMEGRD Iy ARACGECTACCACATCTAAGGAAGGCAGL
Do 3 ERMEIR TACCGIGGCAGTGACGGGTAACG I'l'EGEmEmGGEAE““""a LAACGECTACCACATCTAAGRAAGECAGE "l“l‘l‘luLM"r' TRAC TnCAEGG"P"CM‘ll‘\:l‘l‘Cl‘Gl‘”II'GAA'IGn'lGGGM""
Oe 4 ERLMElRd TGGCCTACCGTGGCAETEAEEEETMCGGGGMl‘l‘AGGGl‘PCGA"CCGGAGAGGGAGCClGBGBMCGGCTACCACMCTMEEMEEEAGCAGGCGCGCMJ\l‘MCCL‘M'IGMMEAG'IlICGAGGMGTGRCGAEAMTMCMTAEAEGECMCM‘ll‘Gl‘l‘Cl‘GPMTTGGM'IGA'IGGGM!G!MECCC
e § ERLMElE TGGCCTAC! CAGIGACGGGPAACGGGGAAT FAGGGT TCCATTCCOGAGAGCLAGLCTCAGRAACGGCTACCACATCTARGGAAGGCAGL
Oe f.ERLMEatt TGGCCIA CAGIGACGGGIARCGEEEAATTA C RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL.
BTG TGGICTE CAGIGACGEGTAACE 1 C CCTGAGARACGECTACCACATCTAAGEARGECAGT
Do L ERUHEaRY TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A CCEl ! ARACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
e § ERLEatid TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG!
Oe {0 ERUEatkS TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A
Oe {1 ERUEDI TGGCCIA CAGIGACGGGIAACE! Al C L RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL.
0v 12 ERUEDR] TGGCCIA CAGIGACGGGTAACE A C i RAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGC. 11 h ATIETA
0o 13 ERLEDI TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C LAACGECTACCACATCTAARRAAGECAGE i1 1 ATIET2 TTCEATGATEGE
Ce 14 ERLEDeed TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A AAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGL i1 h APERT] TTGGAATGATGGE!
e 1% ER Eboei TGGCCTA CAGIGACGEGTBACG! A THCCGCAGAGEGAGT: RAACGCCTACCACATCTAAGGAAGGCAGT A G
Oe 15 ERUEDI TGGCCIA CAGIGACGGGIAACE! Al THCCEEAGAGEEAGT: RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL.
0o 17 ERLEDRT TGGCCTA CAGIGACGGGTAACE! Al TTCCEEAGAGEEAGT: AAACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
0o 1k ERLEDI TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A TTCCEEARAGEEAGCCTCAGAARCCEC TACCACATCTAAGGAAGGCAGT. 17 A
e 14 ERU Bt TGGCCTACCCIGECAGIGACGOGTAACG! A THCCGCAGAGGGAGCCICACARRCCEC TACCACATCTAAGGAAGGCAGT, 71C h TnEAEGEJ.\Ml‘H‘\:l‘l‘Cl‘Gl‘ TTGGAATGATGGE!
be 20 ERUED] TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A THCCGCAGAGEGAGT: AAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGL i1 GIGA TACAGGGCARMATRTCRICICTAATTC GAA'lGn'IGGGAA’,‘
0o 21 ERUEDE) TGGCCIA CAGIGACGGGIAACE! Al C RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL. 77 h TACAGGGCARRRTRIGRICICTAATTCEARTGATEGEARTE
0o 27 ERUAEDnad TGGCCTA CAGIGACGGGTAACE! Al C ! LAACGECTACCACATCTAARRARGECAGE 710 A ACAGGGCAMRATRTGRICTGIAATTCEAATGATGEEARTE
0o 23 ERLAEDel TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C L ARACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL 110! A CA ARTGATEGEARTE!
e 24 EREDuk] TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A AAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGL i1 h CA TTCCANTGATCECARTE
e 26 ERUED3 TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C PCAGRAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGL i1 h \ TTCCARTEATGEGAATG
0o 26 ERUEERM TGGCCTACCEICECANTGACGEGTAACGGGGARTTA DY | CCIGAGARACGECTACCACATCTAAGGAAGGCAGC) G0
0 Bl TGGLCTA CANTGACGGGIAACG A C CCTGAGARACGECTACCACATC TAAGGAAGGCAGC,
0o 2% ERLEGnd TGGCCTA CANTGACGGGTAACG A C ARACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
Oe 24 ERUEgt TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A RAACGCCTACCACATCTAAGGAAGGCAGT
[e 3 ERLEQD TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C RAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGT
0o 31 ERUERD TGECCTE CARTGACGEETARDG L L L AAACEECTACCACATCTARRRARGECAGE,
0o 32 ERUERN TGGCCTA CAGIGACGGGTAACE! Al C AAACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
0o 33 ERLED) TGGCCTA CAGIGACGGGIAACG A CCEl ! ARACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
[e 34 ERUER: TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A THCCGCAGAGEGAGT: RAACGCCTACCACATCTAAGGAAGGCAGT
(e JEERUEEH TGGCCTA CAGIGACGGGTAAC! Al THCCEEAGARGEAGT: RAACGECTACCACATCTAAGGAAGGCAGT
0o 36 ERUEN TGGCCIA CAGIGACGGGIAACE! Al TLCEEAGAGEEAG RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL.
0o 37 ERUED TGGCCTA CAGIGACGGGTAACE! Al C ! AAACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
0o 38 ERUED TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C L ARACGGCTACCACATCTAAGRAAGRLAGL
[e 34 ERUEpet TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A
Oe dD ERUEDED TGGCCTA CAGIGACGGGTAAC! Al A ACCACRTCTRAGGAAGGCAGCA
Oe 4t ERLEDH TGGCCIA CAGIGACGGGIARCGEEEAR CCACATCTARGRARGETAGT
G A2 ERUEsbs]  TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A C CATCTAAGGAAGGCAGD
G AiRRUeske)  TGECCTA CAGIGACGGGTAACG g CCGGAGAGGEAG CATCTAAGGAAGGCAGT:
Cedd FRUEssl  TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A CATCTAAGGAAGGCAGT,
e 4% ER A Ewpt TGGCCTA CAGIGACGGGTAAC! Al THCCEEAGARGEAGT: RAACGECTACCACATCTARGGAAGGCAGT
0o 4f ERLEm] TGGCCIA CAGIGACGGGIAACE! Al THCCEEAGAGEEAGT: RAACGGCIACCACATCTARGGAAGGCAGL. 77 h L
0o 47 ERUEmed TGGCCTA CAGIGACGGGTAACG! A TTCCEEAGAGEEAGT: LAACGECTACCACATCTAARRAAGECAGE 11 A THACAA ATIET2 TTCEATGATEGE
GBI IGECCIA CAGIGACGGGTAACG A TCCEEAGAGGEAGT RACEECTACCACATCTARGGARGGCAGE 11 1 CAREPES TIGGARTGATEEEART
e 44 ER Eme! TGGCCTA CAGIGACGEGTAACG! A THCCGCAGAGEGAGT: AAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGL 71C h A CATPITA G AA'IGn'lGGGAA""
Oe i) ERLAEme} ‘AGTGHCGGGTM\.J Al THCCEEAGAGEGAGT: AAACGGCTACCACATCTARGGAAGGCAGL. AATE, 77 h TRACRATACAGGGCATPTTARGCICTGY) ARTGATEGEARTE!
e it ERLAEZe! C THCCEEAGAGEEAGCCIGAGARRCGEC TACCACAICTAAGGAAGGCAGT, 71 AGIGA! TRACAA! TnCAGGGJ""l‘l‘. bf‘l‘Cl‘Gl‘“III GARTGATGEGARTG
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T T T i) T
D1 ERMERY ATTGGAGGGCARGEC GITGRATTICTCMET-EETCANCS
Do ERHEaRD ATIGGAGGGCAAGEC! PIGCATTTCTCICET-GETCARCCEGE
D ERHEI ATIGGAGGGCAAGIC! TTGCATTICTEICET-GETCARCCEGE
Do d ERUEal ATTGGAGGGCAAGEC! AGTTCGATTTCTCRCET - GETCARCCEEEN
Do 5 ERHERHS ATIGGAGGGCAAGEC! PIGCATTTCTCICET-GETCARCCEGE
O L ERLHEatt! ATTGGAGGGCAAGEC! PRGGATTICTGCTET-GETCATCCE
Do 7. ERIHEa] PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE
Do ERIHEauRd T GEATTICTECTGT-GETCATCCE
0 0 ERlEatid ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCEET
0o 10 ERAERbS ATTGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTCCTGT-GEICATCCE
[+ 11.EREba ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE
012 ERLAEDI! ATIGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE
D13 ERAEDIE ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE LyLnL,L,IL'L'II.w
[+ 1L ERLED ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTGT-GETCATCCE GCACCRGGTTRGG-
D15 ERIAEDIAS ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE GCACCTGEITTGE-C!
[+ 16 ERMEbm ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE GCACCTGGITRGE
D17 ERLAEDNT ATIGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE GCACCTGRTTTGE-C!
D 1B ERIAEDIE ATIGGAGGGCAAGIC! IGTTGCA TTGEATTICTECTET-GEICATCCE GCACCTGGITTGE
0o 18 ERLAEDRR! ATIGGAGGGCAAGEC! TIGTIGCAGTTAAAL PIGCATTICTCICETNGEICATCCE GCRCRTGGTTTCE GCHTGCAGCEC
0o 20 ERIAEDval ATIGGAGGGCAAGIC! TIGTIGCAGTTAAAR l‘l‘GGlIIILIGTCG'IAGG'lEn'ICCSGCG‘ 6 GRGCGCRIGGTITGE ATTRTTICECC-AGCHTGCAGCED
[ 1 ERIMEDia3 ATTGGAGGGCAAGRC! TIGTIGCAGTTAAAL PIGCATTICTCRCCTNGETCATCCOGEECE! CRCEIGGTTTCE-CH ATTRTTECECC-ACCHTBCAGCGD
0o 12 ERIMEDNad ATTGEAGGGCAAGT: PIGCATTTCTCICGTNGETCATCCGGEEC! GCRCRTGETTTGE-CH GCHTECAGCEC
[+ I3 ERUEDal] ATTGGAGGGCAM gEEETEETT’,‘g
Do 24 ERAEDRD ATIGGAGGGCAAGEC! GCCTGGITTG
0o 26 ERIAEDIA ATIGGAGGGCAAGIC!
[+ 36 ERl e ATTGGAGGGCAAGEC!
0 J7 ERIMEEa) ATTGGAGGGCAAGEC! l‘l‘GG‘lIILIf"lG'l GEICATCCE
[+ 8 ERIEead ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE
Do 20 ERUAERH ATIGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE
0o 30 ERIMEG2 ATIGGAGGGCAAGIC! GEATTICTECTGT-GETCATCCE
0 31 ERIMEa ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTGT-GETCATCCE
0o 32 ERUEH ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE
[ 33 ERLED) ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE
Do 34 ERUEER ATIGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE
Do 36 ERIAEEH ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE
0o 36 ERUAEN ATIGGAGGGCAAGEC! PIGGATTICTECTGT-GEICATCCE
Do 37 ERLED ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE
[ R ERUE ATTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE GCACCTGRTTTGE-C!
0o 30 ERLAED:H ATIGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTECTET- GG'ICI’\'I\.\.J GCACCTGGTTTGE
[ A ERUEpel? ATTGGAGGGCAAGEC! GCACCTGGTTRG)
Do 41 ERLAERE ATIGGAGGGCAAGEC! GCACCTGETTRG
Do 47 ERLEsabs! ATIGGAGGGCAAGIC! CCACCTGCTHTG
0w 43 FRIEsils? ATTGGAGGGCAAGEC! GCACCTGGTHTG
Do 44 ERIEsibe3 ATTGGAGGGCAAGEC! CACCTGETHTG
0w 45 R eyl ATIGGAGGGCAAGEC GCACCTGGITRGE
Do 45, ERAEWN ATIGGAGGGCAAGEC! GCACCIGGITRGE
Do 47 ERAEm3 ATIGGAGGGCAAGIC! GCACCIGGITTGE
0w 48 FRIEmel ATTGGAGGGCAAGEC! AGPIGEATTICIECIEN- GG'IEn'l""SS GCACCTGGITRGE
Do 48 ERlMEme] ATIGGAGGGCAAGIC! TTGEATTTICTECTGT-GEICATCCE GCACCTGGITTGE
0w 50 ERIMEmed RTTGGAGGGCAAGEC! PIGCATTICTGCTET-GETCATCCE GCACCTGRTTTGE-C!
Do 51 ERIAEmRd ATIGGAGGGCAAGICTGE PIGGATTICTECTGET-GEICATCCE GCACCTGRTTTGE-C!

il ] ] W
D1 ERIMERH1 lCGG"CTT’.‘ l‘GGIILIUI'l'lG'l'lGG'l'l'L TIRATAGGEACAGRIGE
0 ERHEaD TTRATAGGGACAGTTGG
D1 ERUERRD
Do ERIHEald 3183
(v 5 ERUMERtEE GTGARATICTY,
Do ERIMEall 16 G'IEAAA’.".‘C’.‘T
Do 7. ERHEat) "W“NtTMLW‘”H‘F"’F'A"}
Do . ERUMEaud "T‘NH‘MTT&LF\"’TW"’T‘A"#
Do ERIHEatd ? A TEICAGAGETGARATCTY,
0o 10 ERIAEmikS TECTTCTATTTICTIGETTIC THATAGEEACAGTIGE TETCAGAGETCARATICTT
Do 11, ERLAEDI l‘GGIILIU'l'l'lG'l'lGG'l'l'l” TTRATAGGGACAGTTGH A
012 ERIAEDI? II'\ATnEEEn[!nGT’.‘GG
013 ERUEDNY
D14 ERIED CTGRATACTICAGCATGRAATAAZA . A TETCAGBGETEARATICTT
[+ 15 ERIMEbIeS CIGAATACTICAGCATGGAATAATA TECTTCTATTTICTIGETTIC THATAGEEACAGTIGE TETCAGAGETCARATICTT
Do 16 ERLAEDIE TeCTICTATTTTCTIGETTIC TTRATAGGGACAGTTGH TETCAGAGGTCARRTICTT
D7 ERIAEDIT TGCTICTATTTTETTGET 10 TTRATAGGGACAGTTGG TETCAGAGETEARRTICTT
D 1R ERLAEDIE TTAATAGGGACAGT? "” TETCAGAGGTCARRTICTT
0o 18 ERlAEDwa! 1101
0w 20 ERIMEDia? CAGAGGTGARATICTY:
0 1. ERIAEDNS) TETCAGAGGTCARRTICTT
[+ 12 ERIEnad TETCAGAGETGARATICTT,
0o 3 ERIAED
0o 24 ERIAED2 TEICAGAGRTEARATICTT
0w 26 ERIMEDR If'llnGnGG'lGAAA"" 7
0o 26 ERAECa TGCTICTATTTICTIEETTIC GTA
[+ 7 ERMEsad PGG[ILIKI'I'I'IG'I'IGG'I'I'I"
Do 20 ERUEa IG'II
[ 20 ERIAEcyt CTGAATACTICAGCATGGAATAATA ! ) ngungngm,u,\"" "T
0o 30 ERIMEa "W“NtTT&U‘\‘”FFF"’F‘A"# TECTTCTATTTICTICETTIC THATAGEEACAGTIGD TETCAGAGETCARATICTT
0 31 ERIMEG TGETTCTATTTIGTIEETTIC TTRATAGGGACAGTTGG TETCAGAGETEARRTICTT
2 ERUEN "W“NtTT&U‘\‘”FFF"’F‘AG# PGG[ILIKI'I'I'IG'I'IGG'I'I'L TTAATAGGGACAGT? """ TETCAGAGETCARATICTT
Do J3 ERUEED CIGAATACTICAGCA A TETCAGAGGTCARRTICTT
0+ 3 ERAER CTGRATACIICA . A TETCAGAGETEARRTICTT
Do J5 ERLAEEM GARTACTICAGCATG TeCTICTATTTTCTIGETTIC THATAGGEACAGTIGE
0o 36 ERLEN CTGEATACTICAGCATGGAATAATA TGETTCTATTTIGTIEETTIC TTRATAGGGACAGTTGG
0 37 ERUEDR CIGAATACTICAGCATGGAATAATA TECTTCTATTTICTIGETTIC TTRATAGGGACAGTTGE IF'II' GnGG'IEAAA""""T
0o 3 ERUED A! TeCTICTATTTTCTIGETTIC TETCAGAGGTCARRTICTT
0o 34 ERlEpel TGEITCTATTTTGTTGETTIC TETCAGAGETGARATICTT,
Do 40 ERAER: TeCTICTATTTTCTIGETTIC TETCAGAGGTCARRTICTT
Do 41 ERIAEpsld TGETTCTATTTIGTIEETTIC IF'L AGGTEARRTICTT
0w 47 ERlEsals! PGG[ILIKI'I'I'IG'I'IGG'I'I'I" 'GG'IEAAA’,",‘C’,‘T
0o 43 ERlEsbs? CTGRATACTICAGCATRRAATAATA ARGTEARATICIT
[+ 44 FRIEsibs3 CTGAATACTICAGCATGGAATAATY I
Do 45 EREwol TTRATAGGGACAGTTGH
Do 45, ERAEmp0 l‘GGIILIU'l'l'lG'l'lGG'I'l'l.. TTRATAGGGACAGTTGG
0o 47 ERIMEwnd PGG[ILIKI'I'I'IG'I'IGG'I'I'I" TTAATAGGGACAGT? """ IF'II"GnGG'lGAAA""""T
Do 4f ERIMEmel TTRATAGGGACAGTTGG TETCAGAGETEARRTICTT
0w 40 FRIMEme] CTERATACTICAGCA
Do 50 ERIAERe] GARTACTY 16
Do 51 ERIAEmed 6I6--TH-| CTGEATACIICAGCATGGARTAATA l‘GGIILIU'l'l'lG'l'lGG'I'l'l.. II'\ATnEEEn[!nGT"GG

Sekil 4.51 Eimeria izolatlarina ait 18S rRNA niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
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2 Japonya ABT69631
5 Japonya ABT63634

03

nsis isolate: 1-3 Japonya Al
isolats: 1-5 Japanya
isolate: 1-10 Japonya

isolate: 1-7 Japonya AB769553
isolate: 1-10 Japonya AB769556

Sekil 4.52 Eimeria izolatlarinin 18S rRNA gen bolgesine gore filogenetik iligkileri (Maximum
Likelihood — Kimura Two Parameter modeli, Bootstrap: 1000). Olgek ¢izgisi yerlesim yeri
bagma niikleotid degisimini gostermektedir. Dis grup olarak E. maxima (FJ236361)
kullanilmistir.

4.8 1TS-1 Gen Bolgesinin Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuglari

18S rRNA gen bolgesi yoniinden analiz edilen 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin ITS-1
ile 18S rRNA gen bolgesinden baslayip 28S rRNA gen bdlgesine kadar uzanan ve ITS-1, 5.8S
rRNA ve ITS-2 gen bolgelerini complete olarak amplifiye eden primerlerle Nested PCR
analizleri sonucu hedef biiyiikliiklerde (ITS-1: ~318-476; 18S-1TS-1-5.8S-1TS-2-28S: ~1003-
1342 bp) amplikonlar saptanmistir (Sekil 4.53-4.54). Elde edilen bu amplikonlarin klonlanmasi
sonucu kati besi yerinde iireyen kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bdlgelerinin
vektor DNA’sina insert oldugu belirlenmis (Sekil 4.55) ve sonrasinda kolonilerden plazmid
ptirifikasyonu yapilmistir. Miks enfekte ornekler icin 18S rRNA gen bolgesinde oldugu gibi
klonlama sonrasi agar iizerinde belirlenen kolonilerden farkli Eimeria tiirlerine ait insertlerin
yakalanabilecegi géz oniine alinarak her izolat i¢in en az {i¢ ayri koloni secilmis ve plazmid

piirifikasyonlar1 yapilmistir.
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Sekil 4.53 Bazi Eimeria pozitif orneklere ait izolatlarin 18S rRNA-ITS1-5.8S rRNA gen
bolgesini amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel
elektroforezde gorlinlimii M: Marker (100bp); 2,4-6,11,12,15-17: Pozitif Ornekler; 7-

10,13,14:Negatif 6rnekler, 1: E. zuernii pozitif kontrol (Japonya); 3: E. bovis pozitif kontrol
(Japonya)

Sekil 4.54 Bazi1 Eimeria pozitif 6rneklere ait izolatlarin 18S rRNA-ITS1-5.8S-1TS2-28S rRNA

gen bolgesini amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin
jel elektroforezde goriiniimiit M: Marker (100bp); 1-4: Pozitif 6rnekler
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Sekil 4.55 Koloni PCR sonucu vektor spesifik primerlerle ITS-1 gen bdlgesini ihtiva eden

vektor DNA’siin amplifikasyon sonuglari.

Elde edilen toplam 48 plazmid DNA izolatinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse

primerleri ¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritmasi kullanilarak tiir

konfirmasyonlar1 saglanmis olup (Tablo 4.49) ilgili izolatlar tiir bazli olarak KU351709-21

aksesyon numaralari1 ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

Tablo 4.49 ITS-1 sekanslari saglanan Eimeria izolatlarinin tiir, izolasyon bolgesi ve niikleotid

kompozisyonlari
Ait oldugu Niikleotid kompozisyonu (%)
Izolat . genomik Tiir Izolasyon Toolam
(Plazmid) !Z)NA bolgesi T c A G bazp
1zolat1
sayisi

ERU-Ezuel | izolat 1 E. zuernii Kayseri 38,01194|249 | 17,7 474
ERU-Ezue2 | Izolat2 E. zuernii Nevsehir 38,0194 |249| 17,7 474
ERU-Ezue3 | izolat3 E. zuernii Kirgehir 38,0194 |251]|175 474
ERU-Ezue4 | Izolat 4 E. zuernii Yozgat 38,2|19,2|249| 17,7 474
ERU-Ebovl | Izolat 5 E. bovis Kayseri 38,1]|18,3|28,2| 154 454
ERU-Ebov2 | izolat 6 E. bovis Kayseri 38,11 18,4 | 275 16,0 451
ERU-Ebov3 | izolat 7 E. bovis Kirsehir 379|185 | 27,8 | 15,8 449
ERU-Ebov4 | izolat 8 E. bovis Kirsgehir 38,1|18,3|28,2|154 454
ERU-Ebov5 | Izolat 9 E. bovis Nevsehir 38,1|18,3|28,2|154 454
ERU-Ebov6 | Izolat 10 | E. bovis Nevsehir 38,1184 |275] 16,0 451
ERU-Ebov7 | Izolat 11 E. bovis Yozgat 38,1|18,4|275] 16,0 451
ERU-Ebov8 | Izolat 12 | E. bovis Yozgat 37,9 185|278 15,8 449
ERU-Eaubl | izolat 13 E. auburnensis Kayseri 40,5139 30,0 | 15,6 474
ERU-Eaub2 | Izolat 14 | E. auburnensis Nevsehir 40,5| 13,9 (30,0 15,6 474
ERU-Eaub3 | izolat 15 E. auburnensis Kirsehir 40,5 | 13,9 | 30,0 | 15,6 474
ERU-Eaub4 | izolat 16 | E. auburnensis Kayseri 40,2 | 14,31 29,9 | 15,6 475
ERU-Eaub5 | Izolat 17 E. auburnensis Yozgat 40,2 | 14,3 | 29,9 | 15,6 475
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ERU-Ealal | Izolat 17 . alabamensis Kayseri 32,0119,2|28,4|20,4 328

ERU-Eala2 | Izolat 18 . alabamensis Nevsehir 32,3 118,9| 28,0 | 20,7 328

ERU-Eala3 | Izolat 19 . alabamensis Kirsehir 329118,7|291 193 337

ERU-Eala4 | Izolat 20 . alabamensis Kayseri 32,01 19,2284 |204 328

ERU-Eala5 | Izolat 21 . alabamensis Yozgat 329118,7|29,1| 193 337

ERU-Eelll izolat 22 . ellipsoidalis Kayseri 38,5 |17,2| 27,8 | 16,5 442

ERU-Eell2 [zolat 23 . ellipsoidalis Nevsehir 38,2 (17,4278 16,5 442

ERU-Eell3 Izolat 24 . ellipsoidalis Kirsehir 385]17,0] 27,8 | 16,7 442

ERU-Eell4 [zolat 25 . ellipsoidalis Yozgat 38,7(17,2| 276 | 16,5 442

ERU-Ewyol | Izolat 9 . wyomingensis | Kirsehir 39,4 |16,1| 27,7 | 16,8 465

ERU-Ewyo02 | izolat 26 . wyomingensis | Kayseri 39,6 | 159 |27,7| 16,8 | 465

ERU-Ewyo3 | Izolat 27 . wyomingensis | Yozgat 39,1116,3| 27,7 | 16,8 465

ERU-Ebral | Izolat 12 . brasiliensis Kayseri 319|184 | 273|224 370

ERU-Ebra2 | izolat 28 . brasiliensis Kayseri 32,21 18,1 | 27,6 | 22,2 370

ERU-Ebra3 | Izolat 29 . brasiliensis Kirsehir 3191184273 |224 370

ERU-Ebra4 | izolat 30 . brasiliensis Nevsehir 32,2 118,1| 27,6 | 22,2 370

ERU-Esubsl | Izolat 11 . subspherica Kayseri 33,1119,1|30,0| 17,8 320

ERU-Esubs2 | Izolat 31 . subspherica Kirsehir 33,1119,1|30,0| 17,8 320

ERU-Esubs3 | Izolat 32 . subspherica Nevsehir 32,8119,1|30,3|17,8 320

ERU-Ebukl | Izolat 12 . bukidnonensis | Kayseri 34,6119,1|293| 17,0 393

mimimimimimim{mmm{m{m{m|mmm|m|m|m|m|m|m|m|m|m

ERU-Ebuk2 | izolat 33 . bukidnonensis | Kirsehir 34,6 | 19,3 | 29,3 | 16,8 393
ERU-Ebuk3 | Izolat 34 . bukidnonensis | Yozgat 349119,1|29,0| 17,0 393
ERU-Eilll Izolat 26 . illinoisensis Kayseri 37011791 26,9 | 18,2 446
ERU-Eill2 Izolat 35 . illinoisensis Nevsehir 37,0 17,9 26,9 | 18,2 446
ERU-Eill3 Izolat 36 . illinoisensis Yozgat 37,0118,2|26,9 | 17,9 446
ERU-Ecanl | Izolat 10 | E.canadensis Kayseri 39,3 | 15,1 |28,1|17,6 438
ERU-Ecan2 | izolat39 | E.canadensis Nevsehir 39,7| 146|279 | 17,8 438
ERU-Ecan3 | Izolat 40 E.canadensis Kirsehir 39,3 (151|279 |17,8 438
ERU-Ecyll | Izolat9 E. cylindrica Kayseri 38,8 | 16,2 | 28,3 | 16,6 487
ERU-Ecyl2 | Izolat 41 E. cylindrica Nevsehir 38,8|16,2|285| 16,4 487
ERU-Ecyl3 | Izolat42 | E. cylindrica Kirsgehir 38,6 | 16,2 | 28,5 | 16,6 487

4.9 ITS-1 Gen Bolgesinin Filogenetik Analiz Sonuclar:

ITS-1 gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilan Eimeria izolatlarinin
niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.56’da gosterilmistir. Sekil 4.56°da goriildiigii
lizere arastirma sahasindan izole edilen izolatlar arasinda yiiksek diizeyde interspesifik ve
intraspesifik niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir. Incelenen Eimeria izolatlar1 arasinda
ortalama genetik heterojenite %61,5+7,5 saptanmistir. Arastirma yoresinde karakterize edilen
izolatlarin birbirleri ve GenBank’ta mevcut ve sigirlardan yalnizca Japonya’dan kaydedilmis
olan homolog bazi Eimeria izolatlariyla hizalama analizleri sonucu olusturulan filogenetik agac
Sekil 4.57°de gosterilmistir. Filogenetik agag iizerinde goriilecegi lizere karakterize edilen

izolatlar, tiir bazl1 olarak Japonya izolatlariyla birlikte kiimeler olusturmalarina karsin bootstrap
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degerleri diisiik bulunmustur. ITS-1 filogenisine gore izolatlarin tiir bazli olarak olusturduklari
clusterlar 18S rRNA gen bdolgesinde oldugu gibi filogenetik gruplanma gostermistir (Sekil
4.57). Ancak 18S rRNA filogenisinde Grup C’de yer alan E. pellita clusteri bu tiire ait genomik
DNA izolatlarinin ITS-1 primerleriyle etkin amplifikasyon géstermemesi neticesinde bu gen
bolgesi yoniinden filogenetik analizleri yapilamamuistir. Arastirma yoresinde belirlenen E. bovis
ERU-Ebov1-8 izolatlar1 %0,2+0,2 genetik farklilik gosterirken Japonya E. bovis izolatlariyla
ortalama %0,6+0,3 farklilik géstermistir. E. zuernii ERU-Ezuel-4 izolatlar1 kendi aralarinda
ortalama %0,2+0,2, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,4+0,3 farklilik gostermistir. E.
auburnensis ERU-Eaubl-5 izolatlar1 kendi aralarinda %0,2+0,2, Japonya izolatlariyla
%0,6+0,1 farklilik gostermistir. E. alabamensis ERU-Ealal-5 izolatlar1 kendi aralarinda
ortalama %0,9+0,5, Japonya izolatlartyla ise ortalama %0,6+0,3 farklt bulunmustur. E.
ellipsoidalis ERU-Eell1-4 izolatlar1 kendi aralarinda %0,2+0,2, Japonya izolatlariyla ise
ortalama %2,7+0,5 farklilik gostermistir. E. wyomingensis ERU-Ewyo01-3 izolatlar1 kendi
aralarinda %0,3+0,3, Japonya izolatlariyla ise ortalama %0,3+0,2 farkli bulunmustur. E.
subspherica ERU-Esubsl-3 izolatlart kendi aralarinda %0,6+0,4 ve Japonya izolatlariyla
%1,0+0,4 ortalama farklilik gostermistir. E. bukidnonensis ERU-Ebukl-3 izolatlari
birbirleriyle %100 identik, Japonya izolatlartyla ise ortalama %0,3+0,2 farklilik gostermistir.
E. canadensis ERU-Ecanl-3 izolatlar1 birbirleriyle %0,6+0,4, Japonya izolatlariyla ise ortalama
%0,3+0,2 farkli bulunmustur. E. cylindrica ERU-Ecyl1-3 izolatlar1 birbirleriyle %0,3+0,3,
Japonya izolatlariyla ise ortalama %9,7+1,6 farklilik gostermistir. Calismamizda E. brasiliensis
ve E. illinoisensis tiirlerine ait izolatlarin Diinyada ilk kez ITS-1 karakterizasyonlar1 yapilmig

olup her iki tiire ait izolatlarin tiir bazli olarak %100 identiklik gosterdikleri saptanmaistir.
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Sekil 4.56 Eimeria izolatlarina ait ITS-1 niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalar
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Sekil 4.57 Eimeria izolatlarinin ITS-1 gen bolgesine gore filogenetik iliskileri (Maximum
Likelihood — Kimura Two Parameter modeli, Bootstrap: 1000). Olgek ¢izgisi yerlesim yeri
basina niikleotid degisimini gostermektedir. Dis grup olarak E. maxima (FJ230337)
kullanilmistir.

410 Mt-COIl Gen Bolgesinin Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuclari

18S rRNA ve ITS-1 gen bolgeleri yoniinden analiz edilen Orneklere ait genomik DNA
izolatlariin mt-COI gen bdlgesini parsiyel olarak amplifiye eden primerlerle Nested PCR
analizleri sonucu hedef biiyiikliikte (484 bp) amplikonlar saptanmustir (Sekil 4.58). Elde edilen
bu amplikonlarin klonlanmasi sonucu kati besi yerinde iireyen kolonilerden PCR analizleri
sonucu hedef gen bolgelerinin vektor DNA’sina insert oldugu belirlenmis (Sekil 4.59) ve
sonrasinda kolonilerden plazmid piirifikasyonu yapilmistir. Miks enfekte 6rnekler i¢in diger
gen bolgelerinde oldugu gibi klonlama sonrasi agar {izerinde belirlenen kolonilerden farkli
Eimeria tiirlerine ait insertlerin yakalanabilecegi géz Oniine alinarak her izolat i¢in en az ii¢ ayri

koloni se¢ilmis ve plazmid piirifikasyonlar1 yapilmistir.
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Sekil 4.58 Bazi Eimeria pozitif 6rneklere ait izolatlarin mt-COI gen bolgesini amplifiye eden
primerler ile nested PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii
M: Marker (100bp); 2-9: Pozitif ornekler; 1,10-11: Negatif 6rnekler; 12: E. zuernii pozitif
kontrol (Japonya); 13: E. bovis pozitif kontrol (Japonya)

Sekil 4.59 Gen spesifik primerlerle koloni PCR sonucu mt-COI gen bolgesi amplifikasyonu

Elde edilen toplam 48 plazmid DNA izolatinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse

primerleri ¢ift yonlii olarak sekans analizi sonucu niikleotid kompozisyonlar1 ve hizalama

analizleriyle tiir konfirmasyonlar1 saglanmis olup (Tablo 4.50) ilgili izolatlar tiir bazli olarak

KU351722-40 aksesyon numaralari ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

Tablo 4.50 Mt-COI sekanslar1 saglanan Eimeria izolatlarimin tiir, izolasyon bolgesi ve
niikleotid kompozisyonlari

Ait oldugu Niikleotid kompozisyonu (%)
Izolat genomik . Izolasyon
(Plazmid) | DNA Tr bolgesi el ale Tobp;fm
izolat1
say1st
ERU-Ezuel | izolat 1 E. zuernii Kayseri 36,4 20,1 251|184 467
ERU-Ezue2 | Izolat 2 E. zuernii Nevsehir 36,4 | 20,1 | 25,3 | 18,2 467
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ERU-Ezue3 | Izolat3 E. zuernii Kirgehir 36,6 | 20,1 | 24,8 | 18,4 467
ERU-Ezue4 | Izolat 4 E. zuernii Yozgat 36,2 20,1255 | 18,2 467
ERU-Ebovl | izolat 5 E. bovis Kayseri 37,0(19,4| 25,6 | 18,0 484
ERU-Ebov2 | izolat 6 E. bovis Kayseri 37,0 19,4 | 25,6 | 18,0 484
ERU-Ebov3 | Izolat 7 E. bovis Kirgehir 37,2 1194|254 18,0 484
ERU-Ebov4 | Izolat 8 E. bovis Kirsehir 37,0194 | 25,6 | 18,0 484
ERU-Ebov5 | Izolat 9 E. bovis Nevsehir 37,2194 | 254 | 18,0 484
ERU-Ebov6 | Izolat 10 | E. bovis Nevsehir 37,0 119,4 | 25,6 | 18,0 484
ERU-Ebov7 | Izolat 11 | E. bovis Yozgat 37,2194 | 25,4 18,0 484
ERU-Ebov8 | Izolat 12 | E. bovis Yozgat 37,01 19,4 | 25,6 | 18,0 484
ERU-Eaubl | izolat 13 E. auburnensis Kayseri 37,8 119,2|248]| 18,2 484
ERU-Eaub2 | izolat 14 | E. auburnensis Nevsehir 38,2 119,2|244 18,2 484
ERU-Eaub3 | izolat 15 E. auburnensis Kirsehir 38,0 19,2 | 24,6 18,2 484
ERU-Eaub4 | Izolat 16 | E. auburnensis Kayseri 37,8119,2 248 18,2 484
ERU-Eaub5 | izolat 17 | E. auburnensis Yozgat 38,2 (19,2 |24,4 | 18,2 484
ERU-Ealal | Izolat 17 | E. alabamensis Kayseri 37,4209 | 248 16,9 484
ERU-Eala2 | izolat 18 | E. alabamensis Nevsehir 37,4 20,7 |250] 16,9 484
ERU-Eala3 | Izolat 19 E. alabamensis Kirsehir 38,0 | 20,2 | 24,8 | 16,9 484
ERU-Eala4 | Izolat20 | E. alabamensis Kayseri 37,4209 |248 16,9 484
ERU-Eala5 | Izolat 21 E. alabamensis Yozgat 37,8|20,2|248 | 17,1 484
ERU-Eelll izolat 22 | E. ellipsoidalis Kayseri 36,020,925 | 18,0 483
ERU-Eell2 Izolat 23 | E. ellipsoidalis Nevsehir 36,2 21,1248 18,0 484
ERU-Eell3 [zolat 24 E. ellipsoidalis Kirsehir 36,0 21,1250 18,0 484
ERU-Eell4 Izolat 25 | E. ellipsoidalis Yozgat 36,4 |21,1|24,6 18,0 484
ERU-Ewyol | Izolat 9 E. wyomingensis | Kirsehir 37,0 | 20,0 | 25,0 | 18,0 484
ERU-Ewyo2 | Izolat 26 | E. wyomingensis | Kayseri 37,2 120,0|24,8 | 18,0 484
ERU-Ewyo3 | Izolat 27 | E. wyomingensis | Yozgat 37,2 120,0|248 | 18,0 484
ERU-Ebral | Izolat 12 | E. brasiliensis Kayseri 40,9 | 16,9 | 25,8 | 16,3 484
ERU-Ebra2 | Izolat28 | E. brasiliensis Kayseri 40,7 |17,1 | 25,6 | 16,5 484
ERU-Ebra3 | Izolat29 | E. brasiliensis Kirsehir 40,9 | 16,9 | 25,8 | 16,3 484
ERU-Ebra4 | Izolat30 | E. brasiliensis Nevsehir 40,7 | 17,1 | 25,6 | 16,5 484
ERU-Esubsl | Izolat 11 E. subspherica Kayseri 38,8 18,4 | 26,7 | 16,1 484
ERU-Esubs2 | Izolat 31 E. subspherica Kirsehir 39,3184 | 26,2 | 16,1 484
ERU-Esubs3 | Izolat 32 | E. subspherica Nevsehir 39,3 18,4 | 26,2 | 16,1 484
ERU-Ebukl | Izolat 12 | E. bukidnonensis | Kayseri 38,4 1205|244 16,7 484
ERU-Ebuk2 | Izolat33 | E. bukidnonensis | Kirsehir 38,6 | 20,5 | 24,2 | 16,7 484
ERU-Ebuk3 | izolat 34 | E. bukidnonensis | Yozgat 38,6 | 20,5 | 24,2 | 16,7 484
ERU-Eill1 Izolat 26 | E. illinoisensis Kayseri 36,6 | 20,0 | 25,2 | 18,2 484
ERU-Eill2 Izolat 35 | E. illinoisensis Nevsehir 36,8 | 20,0 | 25,0 | 18,2 484
ERU-Eill3 Izolat 36 | E. illinoisensis Yozgat 37,0 | 20,0 | 24,8 | 18,2 484
ERU-Ecanl | Izolat 10 | E.canadensis Kayseri 38,0194 |1248| 17,8 484
ERU-Ecan2 | izolat39 | E.canadensis Nevsehir 38,2 |119,4 246|178 484
ERU-Ecan3 | Izolat 40 E.canadensis Kirsehir 38,2194 24,6 | 17,8 484
ERU-Ecyll | Izolat9 E. cylindrica Kayseri 37,2 19,6 | 25,2 | 18,0 484
ERU-Ecyl2 | lIzolat41 | E.cylindrica Nevsehir 37,2 119,6 | 25,2 | 18,0 484
ERU-Ecyl3 | Izolat42 | E. cylindrica Kirsehir 37,4 119,6 | 25,0 | 18,0 484

106




4.11 Mt-COI Gen Bolgesinin Filogenetik Analiz Sonuclar:

Mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilan Eimeria izolatlarin
niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.60°da gosterilmistir. Arastirma sahasindan
izole edilen izolatlar arasinda ¢esitli interspesifik ve intraspesifik niikleotid varyasyonlari
belirlenmistir. Incelenen Eimeria izolatlar1 arasinda ortalama genetik heterojenite %14,2+1,4
saptanmistir. Arastirma yoresinde karakterize edilen izolatlar ile GenBank’ta mevcut olan ve
Kanada’da bir sigirdan izlole edilmis tek bir E. zuernii izolatinin hizalama analizleri sonucu
olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.61°de gosterilmistir. Filogenetik agac iizerinde goriilecegi
tizere karakterize edilen izolatlar, tir bazli olarak kiimelenme gostermis ve filogenetik
yapilanma yliksek bootstrap degerleri ile desteklenmigtir. Mt-COl filogenisine gore izolatlarin
tir bazli olarak olusturduklari clusterlar diger gen bdlgelerinde oldugu gibi filogenetik
gruplanma gostermistir (Sekil 4.61). Ancak 18S rRNA filogenisinde Grup C’de yer alan E.
pellita clustert, bu tiire ait genomik DNA izolatlarinin ITS-1 gen bélgesinde oldugu gibi bu gen
bolgesi i¢in de amplifikasyon primerleriyle etkin reaksiyon gostermemesi neticesinde
filogenetik analizleri yapilamamistir. Bununla birlikte E. subspherica clusterinin diger gen
bolgelerinden farkli olarak tiim gruplara daha uzak ayri bir filogenetik grup olusturdugu
belirlenmistir. Intraspesifik genetik farklilik E. auburnensis ERU-Eaubl-5, E. ellipsoidalis
ERU-Eell1-4, E. wyomingensis ERU-Ewyo1-3, E. bukidnonensis ERU-Ebuk1-3, E. canadensis
ERU-Ecanl-3, E. cylindrica ERU-Ecyl1-3 ve E. brasiliensis ERU-Ebral-4 izolatlar1 igin
%0,3+0,2; E. zuernii ERU-Ezuel-4 ve E. illinoisensis ERU-Eill1-3 izolatlar1 i¢in %0,4+0,2; E.
bovis ERU-Ebov1-8 izolatlar1 i¢in %0,2+0,2; E. alabamensis ERU-Ealal-5 izolatlar1 i¢in
%1,0+0,3 ve E. subspherica ERU-Esubsl1-3 izolatlari i¢in %0,6+0,3 saptanmistir. E. zuernii
ERU-Ezuel-4 izolatlar1 ayrica Kanada’dan bildirilmis Guelph 2007 izolatiyla (HM771687)
ortalama %0,4+0,2 farklilik gostermistir. Calismamizda Kanada’dan bildirilmis E. zuernii
Guelph 2007 izolati (HM771687) disinda sigir Eimeria tiirlerine ait izolatlarin Diinyada ilk kez
Mt-COI karakterizasyonlar1 yapilmis ve mt-COI gen bolgesi yoniinden molekiiler taksonomiye

yerlesimleri saglanmistir.
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Ce 1 ERU-Ealal .ATGGG.TGTATTAC.GTACTAGG.TCA.TAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
£+ 2, ERU-Ealal GT GTACTAGGETCABMTAGTITGGGCACACCATATGATGAC
Ce 3 ERU-Ealal GTACTAGGETCABMTAGTITGGGCACACCATATGATGAC
£+ 4, ERU-Ealad CABTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 5. ERU-Ealas CABTAGITTGGECACACCATATGATGAC
C+ §, ERU-Eaub! TAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
£+ 7 ERU-Eaub2 TGATICTAGCEATGGGATGTATTACHG TAMTAGGATCHTITAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 8 ERU-Eaub3 TTCTAGCIATGGGATGTATTACIGTAITAGGATCITTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 9. ERU-Eaubd SATTCTA TTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 10, ERU-Eaubs T TAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 11 ERU-Ebovt TTCTEGCAATGGGATGTAT TACAGTACTAGGATCATTAGT T IGGGCACACCATATGATGAC
Ce 12, ERU-Ehov2 TTCTGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 13 ERU-Ehov3 TTCTGGCAATG‘ TGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTIGGGCACACCATATGATGAC
Ce 14 ERU-Ehovd SCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTITGGGCACACCATATGATGAC
Ce 15, ERU-Ehovs ATGATTCTGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 16, ERU-Ehove GEGCTCT 3 ; G AGG TATGATTCTGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 17, ERU-Ehov7 3 3 ; G GAGGTCCTTCTATGATTIC TGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTIGGGCACACCATATGATGAC
Ce 18, ERU-Ehova GAGGTCCTTCTATGATTC TGGCAATGGGATGTATTACAGTAC TAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
£+ 19 ERU-Ebrat :

0+ 20, ERU-Ebra2 TTGGAGGTCCTTCTATGATT.TAG

0+ 21, ERU-Ebra3 TCECAA] TCTACH TGEHGG T TTGGAGGTCCTTCTATGAT THTAGCHATGGGHTGTAT TACEGTABTAGGHETCAR

£+ 22 ERU-Ebrad TCICAAICAITITCTAC-CTG-GGTAIAITIGTITTTGGAGGTCCTTCTATGATTITAGCIATGGGITGTATTACIGTAITAGGITCAITAGTTTSGGCACACCATATGATGAC
£+ 23, ERU-EDuki TCECAABCACTETCTAC THCEGCAGG TANANTEG THT T GAGGTCCTGCTATGAT-TAGCIATGGGITGTATTACIGTACTAGGITCITTAGTTTSGGCACACCATATGATGAC
£+ 24, ERU-ENuk2 G

£+ 25, ERU-Ehuk3

£+ 26, ERU-Ecant

£+ 27 ERU-Ecan2

C+ 28 ERU-Ecan3 ;

£+ 29 ERU-Ecylt ATGATTCTAGCIATGGGATGTATTACIGTAITAGGATC-TAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
C+ 30 ERU-Ecyl2 ATGATTCTAGCIATGGGATGTATTACIGTAITAGGATC-TAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 31 ERU-Ecyl3 AT AGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 32 ERU-Eell1 ATGATTCTGGCAATIGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 33 ERU-Eell2 S GATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTIGGGCACACCATATGATGAC
Ce 34 ERU-Eell3 ‘GATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGGGCACACCATATGATGAC
Ce 35 ERU-Eell4 TABAATGGTAT ; SGATCATTAGTITGGGCACACCATATGATGAC
Ce 36 ERU-EIN BTAGAATGGTAT T

Ce 37 ERU-EII2 TT'I‘CTCAAG.GCTCTC.ACTACTGCGG.TAGAATGGTATT.

Ce 38 ERU-EIB

o+ 39 ERU-Esubst

0+ 40, ERU-Esubs2

£+ 41 ERU-Esubs3

Ce 42, ERU-Ewyo1 AMTAGGATC

Ce 43, ERU-Ewyo2 TITCTCAAGCACTITCTACTACTGCAGGIAIAATGGTITTTGGAGGTCCTTCIATGATTCTAGCIATGGGATGTATTACAGTAITAGGATC-TAGTTTSGGCACACCATATGATGAC
Ce 44 ERU-Ewyol  TETCTCAAGCACTHETCTACTACTGCAGGHRABAATGGTETT TGEAGGTCCTTCBMATGATIC TAGCHATGGGATGTATTACAGTAMTAGGATCEMTAGTIITGGGCACACCATATGATGAC
Ce 45, ERU-Ezuet TTTCTCAAGHGC TCTCHACTACTGCGGEIAGAATGGTAT THGGAGGTCCTITCTATGATIC TEGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGS

Ce 45, ERU-Ezue2 TTTCTCAAG c GAGGTCCTTCTATGATTC TGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTIAGTITGE

C+ 47 ERU-Ezue3 TTCTC GAGGTCCTTCTATGATTC TGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTITGE

C+ 48 ERU-Ezued TTTCTCAAGIGCTCTCIACTACTGCGGITAGAATGGTATTIGGAGGTCCTTCTATGATTCTGGCAATGGGATGTATTACAGTACTAGGATCATTAGTTTGG

Sekil 4.60 Eimeria izolatlarina ait mt-COI niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari

| ERU-EbOV )

—A

{ Guelph_2007_Kanada_HU77 1687

ERUEaubS
| ERU-Eaub1

—— - ERUEala2
| S8
i ERU-EalaS D

| ERU-Eala3
~ ERUEalat
ERUEalas )

ERUEsubR
ERU-Esubst F
ERUEsubsd

E._maxima_EF 174183

Sekil 4.61 Eimeria izolatlarinin mt-COI gen bdolgesine gore filogenetik iliskileri (Maximum
Likelihood — Kimura Two Parameter modeli, Bootstrap: 1000). Olgek ¢izgisi yerlesim yeri
basina niikleotid degisimini gostermektedir. Dis grup olarak E. maxima (EF174183)
kullanilmastir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Eimeria soyundaki coccidian parazitler diinya ¢apinda sigirlarin gastro-intestinal parazitleri
arasinda onemli bir rol oynamaktadir (Lucas et al., 2014). Tek hiicreli bu parazitler 6zellikle
geng hayvanlarda problemlere yol agmaktadir. Ancak ergin bireylerde de enfeksiyona yol
acabilen parazitler bu hayvanlarda da bazen patolojiye sebebiyet verebilirler (Daugschies and
Najdrowski, 2005). Eimeriosis i¢in kanli ishal tablosu tipik olarak bilinmekle birlikte sigir
coccidiosis’inin siklikla sulu ishal tablosuyla iligkili oldugu bildirilmektedir (Jolley and
Bardsley, 2006; Taylor and Catchpole, 1994). Bununla birlikte coccidiosis siklikla immun
sistemin baskilanmasina yol agmakta olup bu durum da 6zellikle buzagilar1 diger hastalikla
daha duyarli hale getirmektedir (Faber et al., 2002). Sigir coccidiosis’i ayrica sigir
yetistiriciliginde oldukca yiiksek ekonomik kayiplara yol agmakta olup Amerika Birlesik
Devletleri’'nde hastaliga bagl yillik kayiplarin 346 milyon ile 1.36 milyar dolar arasinda
degistigi kaydedilmistir (Fitzgerald, 1980). Sigirlarda bugiine kadar coccidiosis etkeni olarak
biri Isospora soyunda olmak tizere 21 tiir bildirilmis olup bu tiirlerden 13’{iniin Avrupa’daki
sigirlarda goriildiigl kaydedilmistir (Faber et al., 2002; Oda and Nishida, 1990). Bu tiirlerin
cogunun diisiik patojeniteye sahip oldugu bilinmekte olup, bunlar arasinda yalnizca E.
alabamensis, E.auburnensis, E. bovis, E. ellipsoidalis ve E. zuernii tiirlerinin patojenik oldugu
ve buzagilarda agir klinik tabloya yol a¢tig1 kaydedilmistir (Daugschies and Najdrowski, 2005).
Patojen bu tiirler arasinda 6zellikle E. bovis ve E. zuernii oldukga yiiksek patojeniteye sahip
olup buzagilarda genellikle siddetli kanl ishale sebep olmaktadir (Bangoura et al., 2007; Mundt
et al., 2003).

Bu calismada i¢ Anadolu Yéresinin Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Yozgat illerindeki halk
elinde yetistiriciligi yapilan sigirlarda coccidiosis’e yol agan patojenik ve non-patojenik
Eimeria tiirlerinin konvansiyonel morfolojik ve molekiiler tabanli teknikler ile aragtirtlmasi ve
hastaliktan sorumlu tiirlerin molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi hedeflenmistir.
Nitekim Tirkiye’de sigir coccidiosis’i ile ilgili glinimiize kadar yapilan ¢alismalar sinirlidir.
Ayni zamanda bu caligmalarin konvansiyonel parazitolojik teshis yontemleri ve morfolojik
identifikasyona gore prevalans caligmalari seklinde oldugu goriilmektedir. Sigir coccidiosis’
lizerine yapilan bu ¢caligmalarda enfeksiyon oranlar1 Ankara ve ¢evresinde %16,0 (Mimioglu et
al., 1956); Ankara, Kayseri, Konya, Corum, Yozgat, Amasya, Eskisehir, Samsun, Erzurum,

Erzincan, Malatya, Adana, Bolu, Adapazar1 ve Afyon’dan Orneklenmis sigirlarda %93,33
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(Sayin, 1970); Elazig’da %51,4 (Dumanl et al., 1993), Kars’ta %90,8 (Arslan, 1997), Trakya
bolgesinde %68,1 (Arslan and Tiizer, 1998); Bursa’da %49,3 (Giilegen and Okursoy, 2000),
Van’da %22,53-%86,4 (Deger et al., 2001; Giil et al., 2000; Giil et al., 2008); Hakkari’de
%89,13 (G6z and Aydin, 2005), Afyon’da %20,04 (Cicek et al., 2007), Erzurum’da %25,9
(Aktas et al., 2008) ve Kirsehir’de %50,6 (Giliven et al., 2010) olarak rapor edilmistir. Ayrica
Arslan ve ark. (2012), Kars yoresinde Eimeria ookistlerinin yaygmligini periparturient
donemdeki ineklerde %65,6, periparturient donem disindaki gebe ineklerde ise %60,0 olarak
kaydetmislerdir. Calismamizda I¢ Anadolu Yoresinde sifirlarda parazitolojik inceleme
sonuglarina gore sigir coccidiosis’inin yaygimligr %47,2 olarak saptanmis olup bu oranin
yukarida Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden bildirilen yayilis sinirlart igerisinde oldugu dikkati
cekmistir. Ayrica illere gére Eimeria pozitifliginin dagilimi benzer oranlar gostermistir (%40,0-
53,7). Calismamizda ayrica sigirlarin yas gruplart ve irk karakterlerine gore Eimeria
pozitifliginde istatistiksel bir farklilik belirlenmezken, disi sigirlarda ve kanl ishalli ile ishalli
diskr gruplarinda Eimeria pozitifligi istatistiksel anlamda daha yiiksek belirlenmistir. Benzer
sonuglar Heidari ve ark. (2014) tarafindan da rapor edilmistir. Buna karsin bazi arastiricilar
(Giiven et al., 2010; Pilarczyk et al., 2002; Tomczuk et al., 2015) yasa bagl coccidiosis goriilme
oraninda farkliliklar bildirmisler ve genelde 6-12 ay yas grubu sigirlarda coccidiosis goriilme

oranini yiiksek bulmuslardir.

Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 434 sigirda ortalama OPG degeri 464,8
(min:50,00, max:3833,00) belirlenmis olup ookist diizeylerinin nadir olarak 4000 OPG’ye
yaklastig1 goriilmiistiir. Danimarka ve Estonya’da sigirlarda dogal enfeksiyonlar {izerine
yapilan diger bazi1 ¢alismalarda (Autzen et al., 2002; Lassen, 2009; Nielsen et al., 2003) da
benzer sonuclar bildirilirken Polonya, Almanya ve Giiney Afrika’da sigirlar iizerinde yiirtiilmiis
diger baz1 calismalarda ise (Klockiewicz et al., 2007; Matjila and Penzhorn, 2002; von Samson-
Himmelstjerna et al., 2006) daha yiiksek oranlar rapor edilmistir. Calismamizda OPG
degerlerinin sigirlarin yasina bagl olarak farklilik gosterdigi belirlenmis olup <3 ay ve 4-12
ay yas gruplar ile >12 ay yas grubu arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05)
bulunmus, <3 ay ve 4-12 ay yas gruplar1 arasindaki farklilik ise 6nemsiz (p>0,05) belirlenmistir.
Bu sonuglar Koutny ve ark. (2012)’nin bulgulartyla paralellik gostermis olup 6zellikle buzagi
ve geng sigirlarm gelisen hastalik igin risk altinda oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Ozellikle 4-12
ay yas grubundaki sigirlarin yiiksek diizeyde Eimeria ookistleri ¢ikarmasinin, Taylor ve

Catchpole (1994) tarafindan da belirtildigi gibi gelismemis immun sistemden ziyade
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muhtemelen immun sistemin baskilanmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun yaninda
calismamizda sigirlarin disk: karakterlerine gore ortalama OPG degeri en yiiksek kanli ishalli
diskilarda belirlenmis bunu ishalli ve normal diski 6rnekleri izlemistir. OPG degerlerinin digki
karakterlerine gore dagiliminda her {i¢ kategori i¢in de istatistiksel farklilik 6nemli (p<0,05)
bulunmustur. Bu sonug da 6zellikle 3 ayliga kadar buzagilar basta olmak iizere bir yagina kadar
geng sigirlarda goriilen ishal olgularinda coccidiosis’in  de onemli rol istlendigini
gostermektedir. Benzer sekilde Koutny ve ark. (2012), sekilli digkilar ile yart sulu ve sulu
digkilarda Eimeria ookistlerinin istatistiksel anlamda daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir.
Yine Bangoura ve ark. (2007), E. zuernii ile deneysel enfekte buzagilarda kantitatif diizeyde
ookist c¢ikarimi ve digki karakteri arasinda pozitif korelasyon saptamislar ve enfeksiyon
yiikiiniin klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasi tizerine belirgin etkisi oldugunu kaydetmislerdir.
Buna karsin bazi arastiricilar (Daugschies and Najdrowski, 2005; Koutny et al., 2012) ise ookist
¢ikarim dozunun klinik coccidiosis’in agir seyretmesiyle c¢ok yakin iligkili olmadigini
belirtmiglerdir. Bunun yaninda sigir coccidiosis’i lizerine birgok epidemiyolojik ¢alismada
(Cicek et al., 2007; Cornelissen et al., 1995; Matjila and Penzhorn, 2002) klinik olgularin
nadiren veya bildirilmemis oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu sekilde sigirlarda coccidiosis’in
daha ¢ok subklinik formda goriildiigii genel kabul gormektedir. Nitekim calismamizda da
coccidiosis yoniinden pozitif belirlenen 434 sigirdan yalmizca 18’1 kanh ishalli olmak {izere
toplam 60 (%13,8) hayvanda ishal tablosunun belirlenmis olmas1 da bu genel kanaati destekler
niteliktedir. Bunun yaninda mevcut ¢alismada ortalama sigirlarin cinsiyet ve irkina bagl olarak

OPG degerlerinde istatistiksel bir 6nem olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir.

Eimeria tiirlerinin prevalansi, cografik bolge (Niilo, 1970), iklim (Gréfner et al., 1985),
hayvanlarin yasi ve barmmma durumlar1 (Daugschies and Najdrowski, 2005) gibi ¢esitli
faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Sigirlarda coccidiosis’e yol acan
tirlerden simdiye kadar 12’sinin morfolojik identifikasyon sonuglarmma gore Tiirkiye’de
goriildiigi kaydedilmistir (Karaer et al., 2012). Bu tiirlerden E. bovis (%17,6-58,5), E. zuernii
(%12,7-47,3), E. auburnensis (%4,5-64,7) ve E. canadensis’in (%4,1-64,7) en ¢ok goriilen
tiirler, en az gortlen tiirlerin ise E. illinoisensis (%1,6-4,8), E. brasiliensis (%0,8-8,3), ve E.
cylindrica (%3,7-14,4) oldugu bildirilmistir (Arslan and Tiizer, 1998; Cicek et al., 2007; Ozer
and Saki, 2001). E. bovis ve E. zuernii tiirlerinin dominant tiirler oldugu Ingiltere (Stewart et
al., 2008), Almanya (Bangoura et al., 2012), Danimarka (Enemark et al., 2013), Avusturya
(Koutny et al., 2012) ve Polonya (Tomczuk et al., 2015) gibi ¢esitli Avrupa iilkelerinde yapilan
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calismalarda da rapor edilmistir. Calismamizda da morfolojik identifikasyon sonuglarina gore
yukaridaki ¢aligmalara paralel olarak patojenik Eimeria tiirleri daha yaygin belirlenmis olup en
yaygin tiir %30,0 ile E. auburnensis bulunmus bunu sirasiyla %28,8 ile E. bovis, %26,6 ile E.
zuernii, %25,1 ile E. canadensis, %14,1 ile E. ellipsoidalis, %8,9 ile E. cylindrica, %8,2 ile E.
alabamensis, %5,7 ile E. brasiliensis, %5,0 ile E. bukidnonensis, %4,8 ile E. subspherica, %1,6
ile E. wyomingensis ve %0,5 ile E. pellita izlemistir. Arastirma illerine gére Eimeria tiirlerinin
dagilimlar1 genel anlamda ortalama degerler bazinda birbirine yakin belirlenmistir. Buna karsin
morfolojik identifikasyon sonuglarina gore <3 ay yas grubu sigirlarda E. bovis en yiiksek
dagilim gosterirken, 4-12 ve >12 ay yas grubu sigirlarda E. auburnensis pozitifligi daha yiliksek
bulunmustur. Sigirlarin digki karakterlerine gore ise ishalli ve kanli ishalli digk1 gruplarinda E.
bovis ve E. zuernii pozitiflikleri diger patojenik ve non-patojenik Eimeria tiirlerine gére daha
yiiksek oranda saptanmistir. Bu sonu¢ da yukaridaki arastiricilarin bulgulariyla paralellik
gostermistir (Bangoura et al., 2012; Enemark et al., 2013; Koutny et al., 2012; Stewart et al.,
2008; Tomczuk et al., 2015).

Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen hayvanlarda miks enfeksiyonlarin
(%44.9) tek tiirle (%2,3) enfeksiyonlara oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir. En yiiksek iki
tiirle miks enfeksiyonlar saptanmis, bunu sirasiyla ii¢, dort, tek ve bes tiirle enfeksiyonlar
izlemistir. Bu sonuglara paralel olarak Montero ve ark. (Montero et al., 1990) Kosta Rika’da
incelemesini yaptiklar1 buzagilarin %73 iinti miks enfekte oldugunu belirlemislerdir. Cigek ve
ark. (Cicek et al., 2007) Afyon bolgesinde sigirlarda miks enfeksiyonlari (2-4 tiir) %43,6 olarak
saptamiglardir. Arslan ve Tiizer (Arslan and Tiizer, 1998), Trakya bolgesinde sigirlarda miks
enfeksiyonlari tek tiirle enfeksiyonlara oranla yaklasik 2,5 kat daha fazla belirlemislerdir. Buna
karsin Polonya, Fransa, Almanya ve Cek Cumhuriyeti’nde 6rneklenen sigirlar iizerinde yapilan
calismalarda (Farkas et al., 2007; Pilarczyk et al., 2011; Tomczuk et al., 2015) tek tiirle

enfeksiyon oranlar1 daha yiliksek saptanmustir.

Calismamizda Eimeria ookistleri ile pozitif belirlenen 6rneklerde patojenik Eimeria tiirlerinin
molekiiler identifikasyonu i¢in Kawahara ve ark. (2010) tarafindan bildirilen ve ribozomal ITS-
1 gen bolgesini hedef alan primer ¢iftleri ile PCR analizleri gergeklestirilmis ancak bu primer
ciftlerinin non-spesifik amplikonlara yol a¢tig1 ve baglanma spesifitelerinin diisiik oldugu
gbzlenmistir. Bu proje calismasinda ilk olmak tiizere patojenik Eimeria tiirlerinin kantitatif

identifikasyonlari i¢in TagMan prob tabanli real time PCR gelistirilmistir. Nitekim geleneksel
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mikroskopi ve morfolojik teknikler tipik olarak coccidian ookistlerin identifikasyonu igin
kullanilmakta olup siklikla siibjektif 6zelliktedir. Bununla birlikte bu teknikler 6nemli diizeyde
parazitolojik uzmanlik gerektirmekte ve tiir identifikasyonlarinda giivenilirligi yiliksek
olmamaktadir (Lalonde and Gajadhar, 2011). Ookistlerin fekal ve gida 6rneklerinden izole
edilmesi, saptanmasi ve identifikasyonundaki zorluklar, Eimeria, Sarcocystis, Isospora,
Cryptosporidium, Cyclospora ve Toxoplasma gibi soylara ait tiirlerin olusturduklar
hastaliklarin kesin olarak saptanamamasina ve dolayisiyla da hastalik salgin arastirmalarinin ve
etkin tedavi stratejilerinin ortaya konmasina engel teskil etmektedir (Gajadhar and Allen, 2004).
Bu ag¢idan insan ve hayvanlarda coccidian ookistlerin saptanmasi i¢in epidemiyolojik ve
hastalik salgin arastirmalarinda rutin kullanim amaciyla giivenilir molekdiler tabanli tekniklerle
aragtirmalara ihtiya¢ ortaya ¢ikmustir (Lalonde and Gajadhar, 2011). Farkli Real Time PCR
teknikleri bircok farkli bilimsel alanda kullanilmaktadir. Ornegin Cryptosporidium parvum’un
insanlar igin patojenik genetik varyantlarinin (Pangasa et al., 2009; Ramirez and Sreevatsan,
2006), ¢esitli kanatli Eimeria tiirleri (Kirkpatrick et al., 2009; Vrba et al., 2010), Borellia
(Rauter et al., 2002) ve Plasmodium (Safeukui et al., 2008), Leishmania organizma gruplari
(Schulz et al., 2003) ile plum pox virus suslarinin (Varga and James, 2005) basarili bir sekilde
ayriminda ve tek niikleotid polimorfizmlerinin spesifik olarak belirlenmesinde (Graham et al.,
2005; Zhou et al.,, 2004) Real Time PCR teknikleri yiiksek o6zgiinliikte kullanilmistir.
Calismamizda TagMan Real Time PCR’da primer ve prob dizayni i¢in ribozomal ITS-1 tiirler
aras1 gostermis oldugu yliksek sekans heterojenitesi agisindan hedef bolge olarak belirlenmis
ve ilgili spesifik primer ve problar sentezlenmistir. Her patojenik Eimeria tiirii i¢in linearize
plazmidler kullanilarak olusturulan standart egri analiz sonuclarina gore de TagMan prob
tabanli Real Time PCR etkinlik oranlar (eff: %104,5-%132,6) yiiksek belirlenmistir. Elde
edilen verilerle her bir replikasyonda tiim tiirler icin 10 hedef kopyanin saptanabilecegi
belirlenmis olup Vrba ve ark. (2010) tarafindan da belirtildigi gibi DNA kopya sayisindaki bu

miktar sekiz haploid genom iceren tek bir ookiste karsilik gelmektedir.

Real Time PCR analiz sonuglar1 temelinde ¢alismamizda Eimeria tiirleri igin DNA kopya sayisi
diizeyinde en yiiksek pozitiflik E. auburnensis i¢in belirlenmis olup bunu sirasiyla E. bovis, E.
zuernii, E. ellipsoidalis ve E. alabamensis pozitiflikleri izlemistir. Saptanan patojenik Eimeria
tiirlerinin yas gruplarina gore dagilimi incelendiginde her tiir igin DNA kopya sayis1 diizeyinde
1 yas alti hayvanlarda pozitiflik istatistiksel anlamda Onemli olmak {izere daha yiiksek

belirlenmigtir. Bununla birlikte digki karakterlerine gore patojenik Eimeria tiirlerinin
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dagiliminda da her tiir i¢in kanli ishalli ve ishalli digkilarda DNA kopya sayis1 bazinda pozitiflik
normal digkilara oranla istatistiksel agidan daha yiiksek diizeyde belirlenmistir. Tim bu
sonuglar morfolojik identifikasyon ve OPG diizeyleri ile de paralellik gostermis olup
buzagilarda ve geng sigirlarda ve ozellikle ishal olgularinda basta E. bovis ve E. zuernii
enfeksiyonlarinin risk olusturan primer tiirler oldugunu kantitatif diizeyde de teyit etmistir.
Nitekim <3 ay grubu ve ishalli digki karakterinde olan 6rneklerde E. bovis ve E. zuernii
pozitifligi de DNA kopya sayisi diizeyinde E. auburnensis, E. ellipsoidalis ve E. alabamensis
pozitifliklerine oranla daha yiiksek belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli

(p<0,05) bulunmustur.

Eimeria tiirlerinin identifikasyonu genel olarak sporlanmis ookistlerin morfolojisine
dayanmaktadir. Ancak bazi tiirler birbirleri ile morfolojik benzerlik géstermektedir. Bu agidan
molekiiler karakterizasyon birgok Eimeria tiiriiniin basarili bir sekilde sinirlarinin ayrilmasinda
ve filogenetik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasinda zorunlu hale gelmistir (Kokuzawa et al., 2013).
Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) geni molekiiler karakterizasyon i¢in iyi bilinen bir
markerdir. Kiimes hayvanlarinda, rodentlerde ve tavsanlarda parazitlenen ¢esitli Eimeria
tirlerinin filogenetik iliskilerinin arastirildig farkli ¢alismalar (Barta et al., 1997; Kvicerova et
al., 2008; Zhao and Duszynski, 2001) 18S rRNA sekanslar1 ve Eimeria tiirlerinin morfolojisi
temeline dayanmistir. Ancak gilinlimiize kadar sigir coccidiosis’ine yol agan Eimera tiirlerinin
18S rRNA sekanslar1 temelinde filogenetik yapilanmasi iizerine yalnizca Japonya’da
sigirlardan izole edilmis farkli 10 Eimeria tiiriine ait izolatlarin incelendigi yalnizca bir ¢aligma
(Kokuzawa et al., 2013) bulunmaktadir. Bu ¢alismada (Kokuzawa et al., 2013) incelenen
izolatlarin tiir bazli olarak 3 monofiletik grupta yer aldigi ve her grupta yer alan tiirlere ait
izolatlarin da benzer ookist morfolojisi gostermedigi belirlenmistir. Calismamizda karakterize
edilen Eimeria tiirlerine ait izolatlarin Japonya’dan bildirilen izolatlarla birlikte tiir bazli olarak
cluster olusturmus olmasi da arastiricilarin bulgularini destekler nitelikte bulunmustur. Bunun
yaninda bu proje ¢alismasiyla E. pellita, E. brasiliensis ve E. illinoisensis tiirlerine ait izolatlarin
Diinya’da ilk kez 18S rRNA karakterizasyonlar1 yapilmis ve ilgili gen bdlgesi yoniinden
molekiiler taksonomiye gegirilmesi saglanmustir. Ilgili bu tiirler géz 6niine alindiginda 18S
rRNA filogenisine gore Kokuzawa ve ark. (2013) tarafindan saptanan 3 monofiletik gruba
ilaveten A ve B filogenetik gruplarina yakin olarak E. pellita’nin (Grup C) ve diger tiim
gruplardan daha uzak olarak E. brasiliensis’in (Grup E) 2 farkli monofiletik grup daha

olusturdugu saptanmistir. Kokuzawa ve ark. (2013) ayrica inceledikleri ¢ogu sigir Eimeria tiirii
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icin degisik oranda intraspesifik sekans diversitesi belirlemisler ve bu diversitenin 6zellikle E.
alabamensis ve E. bukidnonensis tiirlerinde daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Nitekim
calismamizda da tiir bazli olarak izolatlarimiz arasinda ve ayni tiire ait Japonya izolatlar
arasinda farkli oranlarda intraspesifik sekans heterojenitesi belirlenmis olup ortalama genetik
diversite %2,2+0,3 saptanmistir. Yine arastirma yoresinde karakterize edilen E. alabamensis ve
E. bukidnonensis izolatlarinin kendi aralarinda ve Japonya izolatlariyla ortalama sirasiyla
%0,6+0,2 ve %0,4+0,1 farklilig1 gostermis olmasi da Kokuzawa ve ark.nin (2013) bulgularini

destekler nitelikte degerlendirilmistir.

Okaryotik sistemde ribosomal RNA (rRNA) genleri yiiksek diizeyde korunmus yap1 gosterir.
188, 5.8S ve 28S rRNA genlerinden olusan clusterin sinirlar1 internal transcribed spacers 1 ve
2 (ITS-1 ve ITS-2) genleriyle belirlenmistir. ITS-1 ve ITS-2 sekanslar tiirler arasinda oldukca
yiiksek variabilite gosterirken tiir iginde kismen korunmus yapr sergileyebilir. Bu 6zelligiyle
ozellikle ITS-1 sekanslar1 Eimeria dahil birgok organizmdeki tiirlerin identifikasyonunda
genetik markerlar olarak kullanilmaktadir (Barta et al., 1997; Hnida and Duszynski, 1999;
Kawahara et al., 2010; Lew et al., 2003; Mugridge et al., 2000; Schnitzler et al., 1998; Stucki
et al.,, 1993). Ancak bunun yaninda belirli bazi Eimeria tiirleri iginde ITS-1 bolgesinde
niikleotid varyasyonlar1 da farkli iilkelerden ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir
(Bhaskaran et al., 2010; Kawahara et al., 2010; Lew et al., 2003; Schnitzler et al., 1999; Woods
et al., 2000) Bu varyasyonlarin tiir spesifik primerlerin dizayn edildigi bolgelerde goriilmesi
durumunda yaymlanmis primerler tiniversal olarak kabul gérmeyebilir. Nitekim ¢aligmamizda
da Kawahara ve ark. (2010) tarafindan ITS-1 gen bolgesinden dizayn edilen primerlerin
amplifikasyon etkinliginin diisiik bulunmas1 da ilgili gen boélgesi i¢indeki varyasyonlarla da
iligkili goriilmiistiir. Sigirlarda Eimeria tiirlerinin ITS-1 gen bolgesi filogenisi lizerine
Kawahara ve ark. (2010) tarafindan Japonya’da yiiriitiilmiis bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada (Kawahara et al., 2010) patojenik Eimeria tiirlerine ait izolatlarin yanisira E.
cylindrica izolatlarinin filogenetik yapilanmasi incelenmis ve tiirlere ait izolatlarin {i¢
filogenetik grupta yerlestigi kaydedilmistir. Major grupta E. auburnensis, E. cylindrica ve E.
ellipsoidalis tiirlerine ait izolatlarin kiimelendigi, E. bovis, E. zuernii ve E. alabamensis’e ait
izolatlarin ise her birinin ayr1 olarak kiigiik clusterlarda yer aldigi rapor edilmistir.
Calismamizda ise tiim patojenik tiirlerin yanisira E. pellita disinda diger tim tiirlere ait
izolatlarin Japonya izolatlar1 ile birlikte ITS-1 filogenisine gore yapilanmasi belirlenmistir.

Bunun yaninda bu proje ¢alismasiyla E. brasiliensis ve E. illinoisensis tiirlerine ait izolatlarin
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Diinya’da ilk kez ITS-1 karakterizasyonlar1 yapilmis ve ilgili gen bdlgesi yoniinden molekiiler
taksonomiye gecirilmesi saglanmigtir. 18S rRNA filogenisine gore Grup C’de yer alan E.
pellita cluster1 bu tiire ait genomik DNA izolatlarinin ITS-1 primerleriyle etkin amplifikasyon
gostermemesi neticesinde bu gen bolgesi yoniinden filogenetik analizleri yapilamamustir. ITS-
1 filogenetik analiz sonuglarina gore izolatlarin tiir bazli olarak olusturduklar1 clusterlar bazi
farkli yerlesimler gostermekle birlikte (Orn., E. brasiliensis 18S rRNA filogenisine gore en
uzak cluster saptanirken, ITS-1 filogenisine goére A ve B gruplarina yakin bulunmustur) 18S
rRNA gen bolgesinde oldugu gibi filogenetik gruplanma gdstermistir. Bu sonuglarla Kawahara
ve ark. (2010) tarafindan bildirilen ITS-1 filogenisinin tiim tiirlere ait izolatlarin analizlere dahil
edilmesiyle yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bunun yaninda ¢alismamizda incelenen Eimeria
izolatlar1 arasinda genetik heterojenite oldukga yiiksek (%61,5+7,5) belirlenmis, filogenetik
yapilanmada bootstrap desteginin de yiiksek olmadigi saptanmistir. Bu agidan ilgili gen
bolgesine gore Eimeria tiirlerinin filogenetik yapilanmasi her nekadar 18SrRNA yapilanmasina
benzer bulunmus olsa da bu gen bdlgesinin tiirler arasi filogenetik iligkilerin ortaya konmasinda
yeterli olmadigi belirlenmis, ancak intraspesifik homolojinin E. cylindrica disinda oldukga
yiksek olmasi (>%99,0; E. cylindrica Japonya izolatlariyla %9,7+1,6 farkli bulunmustur)
yOniiyle tiirlerin ayriminda ideal bir genetik marker oldugu kanaatine varilmistir. Nitekim
cesitli arastiricilar da (Alasaad et al., 2009; Buckler et al., 1997) ITS gen boélgelerinin yaygin
olarak farkli paraloglar ve pseudogenleri yaygin olarak bulundurmalar1 sebebiyle anlamli
filogenetik yapilandirilmada veya genetik diversitenin incelenmesinde uygun gen bolgeleri

olmadiklarini rapor etmislerdir.

Mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) bdlgesini kodlayan gen, enerji kaynagi
olarak oksidatif fosforilasyonu kullanan organzimlerde iiniversal olarak bulunmasiyla birgok
organizmin filogenetik analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hebert et al., 2003; Hebert
et al., 2004). Mt-COI gen bolgesi aynt zamanda DNA barkodlamasi i¢in de ideal bir gen
bolgesidir. Yasam barkodlamasi (BOL), PCR sekanslamasi ve “DNA barkodlar1” olarak bilinen
ve mt-COI geninin 50 bolgesinden elde edilen kisa standart DNA sekanslarinin analizini
kullanarak tiir identifikasyonlarin1 ve yeni tiirlerin kesfini kolaylastiran global bir girisimdir.
Apicompexa anacinda, 6zellikle de coccidia’da mitokondriyal genlerin molekiiler sistematik
ve/veya parazit identifikasyonunda kullanigli oldugunu gosteren smirli sayida calisma
bulunmaktadir. Bununla birlikte mitokondriyal genomun epidemiyolojideki problemleri ortaya

cikarmada, daha yaygin olarak kullanilan niikleer genlerin tek bagina kullanimiyla tam olarak
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¢Oziimlenemeyen evrim veya tiir identifikasyonlarinda giin gectik¢e kullanimi daha yaygin hale
gelmektedir. Ornegin Schwarz et al. (2009) kanatli ciftliklerindeki farkli Eimeria tiirlerinin
popiilasyon dinamiklerinin ortaya ¢ikarilmasinda hem ribozomal SSU hem de mt-COI genlerini
birlikte kullanmiglardir. Yine Ogedebenge ve ark. (2010) kanatli Eimeria tiirlerinin DNA
barkodlamasiyla identifikasyonu ve filogenetik analizlerinde her iki gen bolgesini miisterek
olarak kullanmislar ve bu iki gen bdlgesininin tiir identifikasyonlarindaki kabiliyetlerini
kiyaslamiglardir. Arastiricilar (Ogedebenge ve ark. 2010) tavuklardaki yaygin tiim coccidia
tiirlerinin mt-COI gen bolgesi sekanslarinin kullanimiyla giivenilir bir sekilde ayrilabildigini ve
birbirine ¢ok yakin sekanslarin clusterlarinin tek bir Eimeria tiirii i¢gin monofiletik olarak
¢coztimlenebildigini ortaya koymuslardir. Buna ilaveten, COI gen bolgesinin protein kodlaya bir
gen bolgesi olmasi sebebiyle hizalama analizleri i¢in daha anlamli sonuglar ortaya koydugu ve
hizalama analizlerindeki pozisyonal homolojinin daha dogru oldugu calismada (Ogedebenge
ve ark. 2010) belirlenmistir. Tiim bu verilerle mt-COI sekanslarinin coccidian tiirlerin
molekiiler identifikasyonu ve filogenetik iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda olduke¢a kullanigh
oldugu goriilmektedir. Nitekim malarya parazitleri i¢in de benzer sonuclar bildirilmistir
(Martinsen et al., 2008). Caligmamizda diinyada ilk olarak sigir Eimeria tiirlerinin
mitokondriyal DNA barkodlamasi gergeklestirilmis ve mt-COI gen bdlgesine gore filogenetik
yapilanmalari ortaya konmustur. Mt-COI filogenisine gore izolatlarin tiir bazli olarak diger gen
bolgelerinde oldugu gibi filogenetik gruplanma gosterdigi belirlenmistir. Bunun yaninda
Ogedebenge ve ark. (2010)’nin bulgularina paralel olarak ¢alismamizda mt-COI gen bolgesi
filogenetik ¢oziimlemesinin 18S rRNA gen bolgesine gore daha yiiksek oldugu maximum
likelihood bootstrap degerleriyle desteklenmis ve ortalama genetik heterojenite (%14,2+1,4)
18S rRNA gen bdlgesine gore anlami diizeyde daha yliksek belirlenmistir. Benzer sekilde
Ogedebenge ve ark. (2011) da tavuklarda Eimeria tiirlerinin mt-COI sekanslarindaki genetik
heterojeniteyi %17,1£3,8 olarak 18S rRNA gen bolgesine gore daha yiliksek bulmusglardir. 18S
rRNA filogenisinde A grubu igerisinde en dis cluster olarak yer alan E. illinoisensis’in mt-COl
filogenisine goére E. bovis ve E. ellipsoidalis clusterlarina daha yakin oldugu goriilmiis, E.
zuernii’nin ise bu grup igerisinde dis cluster1 olusturdugu saptanmistir. 18S rRNA filogenisinde
B grubunda yer alip en dis kiime olusturan E. canadensis’in mt-COI filogenisine gore E.
auburnensis ile cluster olusturdugu belirlenmistir. D grubunda yer alan E. subspherica’nin mt-
COI filogenisine gore en uzak cluster1 olusturdugu ve ayri bir filogenetik grupta (Grup F) yer

aldig1 ortaya gikarilmistir. Yine 18S rRNA filogenisine gore en uzak grubu (Grup E) olusturuan
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E. brasiliensis’in D grubunda yer alan E. bukidnonensis ve E. alabamensis clusterlarina yakin

farkli bir filogenik yerlesim gosterdigi (Grup E) tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile I¢ Anadolu Yéresindeki sigirlarda coccidiosis’e yol agan patojenik
ve non-patojenik Eimeria tiirlerinin molekiiler prevalansi ve enfeksiyon yiikleri kantitatif
diizeyde ortaya konmus olup patojenik Eimeria tiirlerinden E. auburnenis, E. bovis ve E. zuernii
tiirlerinin primer yaygin tiirler oldugu ve o6zellikle buzag1 ve geng sigirlarda ishal olgularinin
epidemiyolojisinde onem arz ettikleri belirlenmistir. Calisma ile ayrica diinyada ilk olarak
patojenik Eimeria tiirlerinin kantitatif molekiiler identifikasyonlari i¢in yiiksek 6zgiinliik ve
duyarlilikta TagMan Real Time PCR gelistirilmis olup bu teknigin molekiiler epidemiyolojik
aragtirmalar ve tedavi etkinligi calismalari igin oldukga kullanisli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayni zamanda bu proje ¢alismasiyla sigir Eimeria tiirlerinin 18S rRNA, ribozomal ITS-1 ve
mt-COI gen bolgelerinin bir arada kullanilmasiyla molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis ve

filogenetik yapilanmalar1 ortaya konulmustur.
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