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ERZURUM YORESI SIGIRLARINDA BABESIA BOVIS VE BABESIA
BIGEMINA'NIN REAL-TIME PCR ILE ARASTIRILMASI VE iZOLATLARIN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu calisma, Erzurum yoresindeki sigirlarda Babesia bovis ve B. bigemina’nin Real
Time PCR ile arastirilmasi ve saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla 2011-2012 yillar1 arasinda toplam 300
sigirdan EDTA’l1 tiiplere kan 6rnekleri toplanmistir. Kan 6rneklerinden genomik DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen DNA'larin nanodrop spektrofotometre ile
konsantrasyonlar1 belirlenmis ve molekiiler analizler i¢in optimal konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Genomik DNA ekstraktlarinin B. bovis ve B. bigemina i¢in sirasiyla
Msa2c ve RAP-1 gen bolgelerini amplifiye eden spesifik primerlerle Sybergreen ve
TagMan prob bazli Real Time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Incelemesi yapilan
300 sigir kan orneginin 28’inde (%9,3) B. bovis, 17’sinde (%5,7) ise B. bigemina
pozitifligi saptanmistir. Incelenen 6rneklerde miks enfeksiyona rastlanmamustir. Ct (dR)
degerleri B. bovis pozitif orneklerde ortalama 35,42+0,21, B. bigemina pozitif
orneklerde ise 33,84+1,07 saptanmistir. Molekiiler karakterizasyon amaciyla pozitif
belirlenen 6rneklerde B. bovis ve B. bigemina i¢in sirasiyla Msa2c ve RAP-1a gen
bolgelerini amplifiye eden spesifik primerler ile konvansiyonel PCR ve Nested PCR
analizleri yapilmistir. B. bovis pozitif 28 ornekten 4’iiniin, B. bigemina pozitif 17
ornekten ise 3’liniin agaroz jel lizerinde sekans analizleri i¢in uygun DNA bant profilleri
gosterdigi saptanmistir. S6z konusu izolatlarin piirifiye edildikten sonra Msa2c ve RAP-
la gen bolgeleri filogenetik analizler igin sekanslanmistir. B. bovis izolatlarmin
(BbovE1l-BbovE4) Msa2c gen bdlgesinin filogenetik analizi sonucunda, kendi
aralarinda, Tiirkiye’den ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda
ortalama sirastyla %0,6, %2,3 ve %7,5 genetik farklilik belirlenmistir. B. bigemina
izolatlarinin (BbigE1-BbigE3) RAP-la gen bdolgesinin filogenetik analizi sonucunda,
kendi aralarinda %0,3 ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda
ortalama %0,5 genetik farklilik tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Erzurum yoresi sigirlarinda B. bovis ve B. bigemina’nin
varlig1 ve yaygmlhgi, diger molekiiler tabanli teshis yontemlerine gore sensitivite ve
spesifitesi olduk¢a yiiksek olan Real Time PCR teknigi ile ortaya konmustur. Elde
edilen Ct (dR) degerleine gore enfekte sigirlarda her iki tiiriin de diisiik parazitemiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu agidan 6zellikle rezervuar hayvanlarin ortaya konmasinda
Real Time PCR’1n olduk¢a avantajli ve giivenilir bir yontem oldugu dikkati ¢ekmistir.
Ayrica bu ¢alisma, Erzurum yoresinde sigir babesiosis’ine yol agan tiirlerin molekiiler
karakterizasyonlarinin ortaya konuldugu ilk ¢calismadir.

Anahtar kelimeler: Babesia bovis, Babesia bigemina, sigir, Real Time PCR, molekiiler
karakterizasyon, Erzurum
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INVESTIGATION OF BABESIA BOVIS AND BABESIA BIGEMINA IN
CATTLE IN ERZURUM PROVINCE BY REAL TIME PCR AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE ISOLATES

ABSTRACT

This study was carried out to investigate Babesia bovis and B. bigemina in cattle in
Erzurum province by Real Time PCR and to determine the molecular characterization
of the isolates. For this aim, totally 300 blood samples from cattle were collected into
the tubes with EDTA in 2011-2012. Genomic DNA extraction was performed to the
blood samples. The concentrations of the obtained DNA’s were analyzed by nanodrop
spectrophotometry and optimal concentrations were prepared for the molecular
analyses. Sybergreen and TagMan probe based real time PCR analyses were carried out
with B.bovis and B. bigemina specific primer pairs which amplify Msa-2c and Rap-1
gene regions, respectively. Totally 28 (9.3%) and 17 (5.7%) of the 300 bovine blood
samples were found to be infected with B. bovis and B. bigemina, respectively. No mix
infection was detected in the examined samples. The Ct (dR) values were determined as
average 35,42+0,21 and 33,84+1,07 in B. bovis and B. bigemina positive samples,
respectively. For the molecular analyses, conventional and Nested PCR analyses were
performed with B.bovis and B. bigemina specific primer pairs which amplify Msa-2c
and Rap-1 gene regions in positive samples. It was detected that 4 of 28 for B.bovis, and
3 of 17 for B. bigemina positive samples exhibited suitable DNA band profiles in the
agarose gel for sequence analyses. These isolates were sequenced with respect to Msa-
2c and Rap-la gene regions for phylogenetical analyses after gel purification.
According to the phylogenetic analyses of Msa-2c gene region of B.bovis isolates
(BbovE1-BbovE4), average 0.6%, 2.3%, and 7.5% genetic distance were detected with
eachother, with the other isolates in Turkey, and with some other isolates in the world,
respectively. Similarly according to the phylogenetic analyses of Rap-1a gene region of
B.bigemina isolates (BbigE1-BbigE3), average 0.3%, and 0.5% genetic distance were
detected with eachother, and with some other isolates in the world, respectively.

In conclusion, the presence and prevalence of B. bovis and B. bigemina in cattle from
Erzurum province were exhibited by Real Time PCR, which is more sensitive and more
specific than the other molecular based diagnostic techniques, in this study. According
to the Ct (dR) values, it was seen that both B. bovis and B. bigemina species have low
parasitemia in cattle. Real Time PCR technique was found to be quite advantageous and
reliable in the diagnosis of reservoir animals. However this was the first study on the
molecular characterizations of the bovine Babesia species in Erzurum province.

Keywords: Babesia bovis, Babesia bigemina, cattle, Real Time PCR, molecular
characterization, Erzurum
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1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Subtropikal iklim kusaginda yer alan Tiirkiye’de hayvancilik, ekonomik agidan ¢ok
onemli bir yere sahiptir. Tiirkiye'de hayvanciligin gelismesini olumsuz yonde etkileyen
barinak, bakim ve besleme gibi yetistiricilik hatalarinin yaninda, bakteriyel, viral ve
paraziter orijinli hastaliklar olduk¢a 6nem arz etmektedir. Paraziter hastaliklar icerisinde
yaygin olanlardan biri de olduk¢a onemli bir protozoon hastaligi olan babesiosis'tir.
Tirkiye'ye ithal edilen kiiltiir irki sigirlar ve bunlarin melezleri babesiosis'e karsi
oldukca duyarli ve bu hastaligin tehditi altindadirlar. Hastalik, 6zellikle kiiltiir irklarinda
yiiksek oranda 6liimlere yol agmaktadir. Ayrica et ve siit verimlerinde 6nemli Olgiilerde
diisiislere de neden olan babesiosis, dolayisiyla Tiirkiye ekonomisine dnemli oranda

zarar vermektedir.

Babesiosis; tropik ve subtropik iklim kusagindaki evcil ve yabani memeli hayvanlar ile
insanlarda da goriilen ve vektor kenelerle transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir hastaliktir. Hastalik 6zellikle yaz aylarinda vektor kenelerin
aktiflesmesiyle birlikte yiliksek ates, anemi, anoreksi, kaseksi, hemoglobiniiri, hipotansif
sok ile seyretmekte ve dliimlere neden olmaktadir. Onceleri sadece memeli hayvanlarin
bir hastalig1 olarak bilinen babesiosisin son 35 yildir insanlar i¢in de 6nemli bir hastalik
oldugu bildirilmistir. Bugiine kadar insanlarda Babesia microti, B. divergens, B. bovis,
B. canis, B. duncani (WAL), B. venatorum (EU1) tiirleri ile MO1 ve KO1 suslarinin

babesiosis'e sebep oldugu rapor edilmistir.
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Halk arasinda "Agrima, Agrik, Sarilik" gibi isimlerle bilinen babesiosis'in teshisinde
klinik semptomlarin yaninda, mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bdlge gibi
epidemiyolojik veriler de siipheleri artirabilmektedir. Ancak hastaligin teshisi, perifer
kandan yapilmis ve Giemsa ile boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde
eritrositler icerisinde parazitin goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiirlin yol agtigini
belirlemek i¢in ise, parazite karsi olusan spesifik antikorlarin serolojik yontemlerle
(IFAT, ELISA, IHA vb.) saptanmas1 veya parazit DNA’sinin molekiiler yontemlerle
(PCR, RLB, Nested-PCR, Real-Time PCR vb.) tespit edilmesi gerekir. Konvansiyonel
ve serolojik yontemlerin gesitli dezavantajlari sebebiyle, teshiste daha 6zgiil ve duyarli
yontemlere gereksinim duyulmustur. Bunun sonucu olarak son yillarda parazit
DNA’sindan teshise yonelik ileri teknolojik molekiiler yontemler yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir. Bu yontemler arasinda son yillarda Real Time PCR
yontemleri, duyarliliginin ve ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi sebebiyle 6ne ¢ikmuistir.
Sigirlarda babesiosis’in Tirkiye’deki durumu hakkinda yapilan ¢alismalarin biiyiik bir
cogunlugunu mikroskobik ve serolojik caligmalar olusturmaktadir. Molekiiler

calismalarin sayis1 ise oldukea sinirhidir.

Bu calismada, Erzurum yoéresi sigirlarinda B. bovis ve B. bigemina’nin varliginin ve
yaygiliginin, diger molekiiler tabanli teshis yontemlerine gore sensitivite ve spesifitesi
oldukga yiiksek olan Real Time PCR teknigi ile ortaya konulmasi ve elde edilen pozitif

izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. BABESIOSIS'IN TANIMI VE TARIHCESI

Babesiosis; Apicomplexa anag altindaki Babesia tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve
subtropik bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda da goriilen, Ixodidae
ailesine bagl vektor keneler tarafindan transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir protozoer hastaliktir. Hastalikla ilgili ilk bilgiler, 19. yilizyilin
sonlarinda ortaya ¢ikmustir. Ik defa 1888 yilinda Romanya’da, sigirlarda gériilen ve
hizla yayilan bir hastalifin sebebinin ne oldugunun arastirilmasi amaciyla Romanya
Hiiklimeti tarafindan gorevlendirilen Victor Babes sigir eritrositleri igerisinde birtakim
mikroorganizmler kesfetmis ve bunlarin “sigir hemaglobiniirisi” ile baglantist oldugunu
ileri slirmiistiir. Babes, daha sonra ayni mikroorganizmleri koyun eritrositlerinde de
gozlemlemistir. Diger yandan Amerika Birlesik Devletleri’nde 1893’de Smith ve
Kilborne “Texas Fever” olarak adlandirilan hastalikta, eritrositler icindeki etkeni,
Pyrosoma bigeminum olarak isimlendirmisler ve bunun bir kene tarafindan
nakledildigini de kesfetmislerdir. Ayni1 y1l Starcovici, bu parazitlere sirasiyla Babesia
bovis, B. ovis ve B. bigemina isimlerini vermistir (1, 2). Diger yandan “Texas Fever”
(babesiosis) etkeni Pyrosoma bigeminum (Babesia bigemina)’un vektor kene Boophilus
annulatus tarafindan sigirlara nakledildiginin yayinlanmasindan sonra babesiosis,

diinyanin ¢esitli bolgelerinde de kesfedilmistir. Avustralya’da Dr. Sidney Hunt



13

babesiosis'i (bovine redwater), “Texas feverin identigi olarak konfirme etmistir.
Arjantin’de, 1903’te Lignieres sigir babesiosisi (Tristeza) i¢in form A ve form C olmak
tizere iki form tarif etmis olup bunlardan birinin Smith ve Kilborne’un tanimladigina
benzer sekilde biiylik, digerinin ise daha kiigiik intraeritrositik etkenler oldugunu
bildirmistir. Ayni arastirmaci, kii¢iik olan etkenin, genellikle kan frotilerinde zor
goriilmesine karsin, bobrek ve merkezi sinir sisteminin meningslerindeki kapillarlardan
yapilan frotilerde daha kolay tespit edilebildigini bildirmis, 1910 yilinda bu kiiglik
organizmalar1 6nce Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak
isimlendirmistir. Babesia argentina ismi Avusturalya ile Giliney ve Orta Amerika’da
uzun yillar kullanilmigtir. Bu durum 1970°1i yillarin ortalarina kadar stirmiis, B.
argentina ile B. bovis’in ayni 6zelliklere sahip oldugu anlagilmis ve isimlendirmede B.
bovis’in kullaniminin daha uygun olacagi kabul edilmistir (1, 2). M’Fadyean ve
Stockman 1911°de Ingiltere’de yine sigirlarda genellikle eritrositin periferinde yer alan
etkenler tespit etmisler ve bunlart 6nce Piroplasma divergens daha sonra Babesia
divergens olarak isimlendirmislerdir (1, 2). Yine aymi arastiricilar 1911 yilinda B.
bigemina’ya benzer biiyiik bir etkenin bulundugunu bildirmisler, daha sonra Sergent ve
arkadaglar1 1926 yilinda bu etkeni B. major olarak adlandirmislardir (1, 2). Brocklesby
1976 yilinda sigirlarda babesiosis etkenlerinden B. bigemina, B. major, B. bovis ve B.
divergens’in 6nemli oldugunu bildirmistir. Sigirlardaki Babesia tiirlerinin 1960’1
yillarin sonlarinda Hoyte ve 1976 yilinda Brocklesby tarafindan gbézden gecirilmesini
takiben, B. bovis (B. argentina; B. berbara; B. colchica), B. bigemina, B. divergens (B.
caucasica; B. occidentalis; B. karelica) ve B. major’iin sigirlarda babesiosis’e yol agan

baslica tiirler olduklar1 kabul edilmistir (3, 4).

Tiirkiye’de ilk babesiosis olgusu, Nicoll ve Adil Bey tarafindan 1890°da sigirlarda tarif
edilmis, bunu Samuel ve Raif, Ibrahim Ekrem, Lestoquard, Goren ve Yetkin, Aysoy’un
calismalar1 izlemigtir. Takiben 1950-1980 arasinda mikroskobik; 1980°1i yillarin
sonunda mikroskobik bakinin yaninda serolojik; 2000’1 yillarin baslarinda ise bunlara

ilave niikleik asit tabanli molekiiler arastirmalar yapilmistir (5).
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2.2. BABESIA TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI

Babesia tiirlerinin Systema Naturae 2000’e gore sistematikteki yerleri agagidaki gibidir
(6).
Biota (Canlilar)
Domain: Eukaryota Chatton,1925
Kingdom: Protozoa (Goldfuss,1818) R.Owen, 1858
Subkingdom: Bicilialata
Infrakingdom: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Phylum: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Subphylum: Apicomplexa Levine, 1970
Class: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980
Order: Piroplasmorida Wenyon, 1926
Family: Babesiidae Poche, 1913
Genus: Babesia Starcovici, 1893

Son yillarda molekiiler olarak Babesia ve Theileria tiirlerinin siniflandirilmasinda 18S
rRNA gen bolgelerine gore filogenetik akrabalik dereceleri esas alinarak da

siiflandirmalar yapilmaktadir (7) (Sekil 2.1).
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Babesia sp. (Kashi2) (AY726557)

9! Babesia sp. (U09834)

%1 Babesia occultans (EU376017)
*-'—Babesia sp. (Kashil) (AY726556)
Babesia orientalis (AY596279)

—— Babesia sp. (sable) (EU376016)
Babesia sp. (Xinjiang-2005) (DQ159073)
Babesia ovis (AY260178)

-]

Babesia bovis (L31922)

Babesia motasi (AY260179)
100 Babesia bigemina (X59605)
9 - Babesia ovata (AY603400)
10 | ————RFRabesia caballi (Z15104)
1 Eﬂabe.n'a gibsoni (AB118032)
Babesia divergens (AY789076)
9% Babesia canis rossi (DQ111760)
P _l:Bablm'ﬁ canis vageli (AY3T1198)
100 Babesia canis canis (AY072926)
Babesia microti (UD9833)
L] Theileria mutans (AF0O78815)
o Theileria sp. (sable) (AYT748462)
100 Theileria separata (AY260175)
g6 [— Theileria velifera (AF097993)
5 Theileria taurotragi (L19082)
oz |~ Theileria annulata (M64243)
t8 =Theileria parva (LO2366)

Plasmodium falciparum (M19172)

2%

Sekil 2.1. Babesia ve Theileria tiirlerinin 18SrRNA gen bdlgesine gore filogenetik akrabaliklari (7).

2.3. BABESIA TURLERININ HAYAT SIKLUSU

Babesia tiirleri, heteroksen gelisme gosteren protozoonlardir. Bu gelisme omurgali
konaklar ile Ixodidae ailesine bagli kenelerde olmak {izere iki sathada gergeklesir.
Babesia tiirlerinin yasam dongiileri genel olarak birbirine benzemektedir. Biitiin
Babesia tiirleri dogal olarak enfekte kenelerin konaklarindan kan emmeleriyle
nakledilirler. Hayat sikluslarindaki baslica farkliliklar, bazi Babesia tiirlerinde [ger¢ek
(true) (=sensu stricto) Babesia spp.) ve ger¢ek olmayan (=sensu-lato) Babesia (B.

microti-benzeri, 6rn. Theileria annae)] transovaryal naklin varligi ile ilgilidir (8-10).
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2.3.1.0murgal Konakta Gelisme

Enfekte kene kan emmek i¢in konagini soktugunda sporozoitler, konaga enjekte olurlar
ve dogrudan eritrositlere girerler. Bu sporozoitler 6n kisimlarinda polar halka,
mikronemler ve roptriden olusan apikal kompleksi ihtiva etmektedirler. Babesia
sporozoitlerinin konak eritrositlerine giris fenomeni, Babesia tiirlerini Theileria
tirlerinden ayirir. Theileria sporozoitleri, baslangigta lenfositlere veya monositlere
girerler ve orada sizogoni gelisimini tamamladiktan sonra merozoit olarak eritrositlere
penetre olurlar (4). Konakta, enfekte eritrositler igerisindeki Babesia sporozoitleri,
piroplazm (trofozoit) haline gelisirler. Trofozoitin olgunlagmasi ile, sitoplazmada
meydana gelen degisimler sonucunda, mikronem, roptri, subpellikiiler mikrotubuller ve
polar halka gibi apikal kompleks’i olusturan yapilar tekrar meydana gelir. Olgunlasan
trofozoit, sizogoniye benzer sekilde ikiye boliinerek g¢ogalir (11-13). Bu boliinme
sirasinda parazitin yuvarlak, oval formdan, ameoboid ve armut formlarina kadar degisen
sekilleri goriiliir ki, bunlara piroplasmik formlar da denilmektedir. Trofozoit ikiye veya
dorde boliinerek kiz hiicreleri (merozoitler) meydana getirir. Mackenstedt ve ark. (14)
B. bigemina’da, diploid DNA seviyesine sahip piroplasmlardan farkli olarak "gamont
prekiirsorleri” adi verilen oval sekilli bir merozoit identifiye etmislerdir. Bu gamont
prekursorleri, vektor kene tarafindan alinincaya kadar gelismezler. Diger yandan
enfekte eritrositin par¢alanmasi sonucu serbest kalan merozoitler, diger saglam
eritrositlere girerek onlar1 da enfekte ederler. Bu sekilde enfeksiyon ya konagin
oliimiiyle veya konagin diren¢ (immunite) kazanip parazitleri temizlemesiyle sonuglanir

(15, 16).
2.3.2. Vektor Kenede Gelisim

Babesia tiirlerinin enfekte konaktan kan emen vektor kenede ve vertikal (transovarial)
olarak enfekte dogan larvalarda cesitli gelisim evreleri geger. Vektor kenenin enfekte
konagindan emdigi kanin kenenin orta bagirsagina ge¢cmesiyle degisiklikler baglar.
Enfekte eritrositlerle alinan gamontlardan “strahlenkorper” adi verilen, ¢ikintili formda
1sinsal-cisimciklerinin (ray-bodies) iki populasyonu olusur (17). Daha sonra bunlar
eritrosit igerisinde ¢ogalmalarini siirdiirlir ve ¢ogalma, bunlar ortaya ¢iktiktan sonra da
devam eder. Cok c¢ekirdekli 1sinsal cisimciklerin bir araya gelmesiyle biiyiik topluluklar
olusur. Bir kez boliinme oldugunda haploid sayida tek c¢ekirdekli 1smnsal cisimcikler

meydana gelir (14). Daha sonra bu yapilarin bir ¢ifti bir araya gelerek singami (17) yolu



17

ile kiiresel hiicre olarak da adlandirilan zigotu (13) olustururlar. Olusan zigot, kene
bagirsaginda tercihen sindirim hiicrelerini enfekte eder. Muhtemelen burada ¢cogaldiktan
sonra, vitellojen sentezleyen bazofilik hiicrelere yerlesir. Burada daha fazla béliinmeyle
hareket kabiliyetli ookinetler (vermikiiller, sporokinetler) meydana gelir. Daha sonra
kinetler, buradan kenenin hemolenfine go¢ ederler (18). Babesia bigemina, kene
bagirsagindaki gelisiminin bazi1 safhalarinda, haploid sayida zigot olusturmak i¢in tek
basamakli bir mayoz gecirir (14, 19). Kene bagirsak hiicrelerinde, poliploid kinetlerin
sekillenmesiyle sizogoni olusur (14). Bu comak sekilli hareketli kinetler kenenin
hemolenfine gegerek ovaryumlar dahil olmak iizere degisik tipte hiicre ve dokulari
enfekte ederler ki, buralarda sekonder sizogoninin tekrarlayan sikluslari gerceklesir.
Boylece, enfekte kenenin yumurtalariyla larval doneme transovarial nakil gerceklesir.
Bu nakil, tek konutluluk 6zelligine sahip Boophilus gibi vektorler ig¢in oldugu kadar,

Babesia i¢in de 6nemli bir hayat siklusu adaptasyonudur.

Transovaryal yolla enfekte dogan larvalarda kinetler, tiikiiriik bezi salgi hiicrelerine
girerler ve cok cekirdekli donemlere transforme olurlar. Sporogoni yolu ile once
sporoblastlar, sonra sporoblastlarin par¢alanmasiyla kiigiik, haploid sayida sporozoitler

meydana gelir (14).

Biitiin Babesia tiirlerinde sporozoit gelisimi, her zaman enfekte kene kan emmek igin
omurgali konagia tutundugunda baslar. Babesia bigemina’da, sporozoitlerin gelisimi
enfekte larvanin konagindan kan emmesiyle baglar. Ancak enfektif sporozoitlerin ortaya
cikmasi yaklasik 9 giinii alir. Dolayisiyla enfektif sporozitler, sadece kenenin nimf ve
ergin donemlerinde ortaya ¢ikabilirler (20, 21). Nakil, larva doneminin disinda kalan
nimf donemi ve ergin (erkek ve disi) gelisme donemlerinde gergeklesebilir (22-24). Bu
durum, B. bovis’te farklilik gosterir. Babesia bovis te enfektif sporozoitlerin olusumu,
enfekte dogan larvanin konagindan kan emmeye baslamasini takiben 2-3 giinde

gerceklesir (25).

2.4. SIGIRLARDAKI BABESIA TURLERI
Sigirlarda babesiosis’e; B. bigemina, B. bovis, B. divergens, B. major tiirleri sebep
olmaktadir. Bu tiirlere ilaveten B. jakimovi, B. occultans ve B. ovate tiirlerinin de

sigirlarda goriilebildigi bildirilmistir (4).
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2.4.1. Babesia bigemina (Smith ve Kilborne, 1893)

Biiylik Babesia tiirlerinden olup eritrositler icerisinde armut, yuvarlak, oval veya
diizensiz sekilli olup genellikle ¢ift armut formundadir. Yuvarlak formlar1 2-3u ¢apta,
uzamis formlar ise 4-5u uzunlugundadir. Eritrositer formlarda konoid, mikroporlar ve
tipik mitokondri yoktur. Buna karsin, anterior ve posterior polar halka ve tipik iki adet

roptri bulunur (13, 25, 26).
2.4.1.1. Yayilis ve Epidemiyoloji

Babesia bigemina tropik ve subtropik iklim kusaginda bir¢ok iilkede goriilmektedir.
Ozellikle, Afrika, Avustralya, Avrupa, Orta Dogu, Orta ve Giiney Amerika’da yaygmn

olarak goriiliir; Amerika Birlesik Devletleri’nde ise eradike edilmistir.

Tiirkiye’de ilk olarak 1890’da Nicole ve Adilbey tarafindan mikroskobik tarifi yapilan
B. bigemina’nin yol a¢tifi sigir babesiosis’i caligmalari; Ibrahim Ekrem (27),
Lestoquard (28), Goren ve Yetkin (29), Aysoy (30), Mimioglu (31), Kurtpinar (32)’1n
arastirmalari ile devam etmistir. Mimioglu (31) Karadeniz Bolgesi'nde mikrokosobik
bakisini yaptigt 70 sigirin 5’inde, Goksu (33) Ankara civarinda 996 sigirin 6’sinda ve
takiben Ozcan (34) Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 194
sigirin 2’sinde B. bigemina’y1r pozitif bulmuslardir. Diger yandan Erkut (35) Ege
Bolgesi’nde inceledigi 141 sigirin 7’sinde piroplasmosmosis goriildiigiinii; Goksu (36)
Karadeniz Bolgesi'nin bazi illerinde 37°s1 babesiosisden siipheli, 43’1 saglikli toplam
80 s1girin 3’linde, yine ayni arastiricinin Dogu Anadolu sigirlart (37) ile Tiirkiye nin
farkli  bolgelerinde sigirlarda  Piroplasmida enfeksiyonlar1 iizerine yaptigi
aragtirmasinda (38) Ege ve Marmara Boélgelerinde B. bigemina’nin bulundugu rapor
edilmistir. Takiben Hoffman ve ark. (39) Tiirkiye’nin Asya boliimiinde sigirlarda
piroplasmosis vakalarinin yaygin oldugunu ve muayenesi yapilan sigirlarin %3,5’inde
hastaligin B. bigemina’dan kaynaklandigini; Mimioglu ve ark. (40) Tirkiye’de B.

bigemina’nin diger Babesia tiirlerine gore daha yaygin oldugunu ileri stirmiistiir.

Tiirkiye’de sigir ve koyunlarda goriilen anaplosmosis, piroplasmosis ve theileriosis
olgular1 uluslararasi epizootiyoloji biilteninde yer aldiktan sonra mikroskobik olarak B.
bigemina; Istanbul ve cevresinde piroplasmozis semptomu gosteren 112 sigirin
13’tiinde (41), Elaz1ig yoresinde 69 piroplasmosis siipheli sigirin 4’tinde (42),
Ankara’nin Beytepe koyiinde 185 sigirmn 3’iinde (43) goriilmiistiir. Ote yandan B.

bigemina’nin Van Boélgesi sigirlarinda bulundugu (44), Karadeniz Bolgesi'nde 76
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sigirin 72’sinde Babesia sp. saptandigi rapor edilmistir (45). Ayn1 donemde Ankara’nin
Cubuk ilgesinde B. bigemina’nin mikroskobik insidensi %18,8 olarak bulunmustur
(46). Diger yandan B. bigemina’nin mikroskobik prevalansi, Malatya ve bazi
Gilineydogu Anadolu illerinde %0,5-1 arasinda (47), Samsun yoresi sigirlarinda
%32,21 (48); Kayseri yoresinde %6,8 (49) olarak rapor edilmistir. Takiben Babesia
spp. prevalansi, Konya yoresinde %11,46 (50), Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde
%0,6-1,4 arasinda (51), Adana yoresinde ise %31,8 (52) oraninda bildirilmistir. Diger
yandan Konya’da Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 11
giinliik bir buzagida B. bigemina’dan ileri gelen akut babesiosis olgusu tespit edilmistir
(53).

Tiirkiye’de sigirlarda babesiosis’in serolojik teshisi, IFAT ile seroinsidens seklinde ilk
kez Ankara’da yapilmis ve 185 sigirm 9’unda B. bigemina’ya kars1 antikor saptanmistir
(54). Takiben bir kisim arastirict (43, 45, 46, 49-51, 55-61) IFAT ile B. bigemina’ya

kars1 antikor aragtirmigtir.

Sigirlarda babesiosis’in seroinsidensi iizerine yapilan caligmalarda B. bigemina;
Karadeniz Bolgesi'nde 76 sigirin 47’sinde (%61,84) (45), Ankara’nin Cubuk ilgesinde
ise %100 bulunmustur (46). Takiben B. bigemina seropozitifligi; Ankara civarinda %49
(56), %80 (57), %7,3 (60) ve %8,8 (59); Adana yoresinde %55 (62) ve %75 (58);
Elazig’da %31,9, Malatya’da %7,1 ve Tunceli’de %7,3 (51); Konya ydresinde %53,07
(50); Kayseri yoresinde %23,03 (49) ve Antakya yoresinde %0,9 (61) olarak
bildirilmigtir. Tirkiye genelinde B. bigemina seropozitifligi, Karadeniz Bolgesi'nde
%61,8, Dogu Anadolu Bolgesi'nde %42,9, Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nde %48,8,
Akdeniz Bolgesi'nde %50,8, Marmara Bolgesi'nde %48,9 ve Ege Bolgesi'nde %68,5
olarak rapor edilmistir (57). Ote yandan Tiirkiye’de siir babesiosis’inin mevsimsel
seroinsidensi ve hastalik insidensi, ilk kez Cukurova bolgesinde arastirilmis ve yapilan
seroepidemiyolojik yoklamayla mevsimsel seroinsidens B. bigemina igin 0,600, hastalik
insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (58).

Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak, hastalik etkenlerinin
DNA'sin1 ortaya koymaya yonelik molekiiler yontemler (PCR, RLB vb.) ortaya ¢ikmis
ve kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiizde bu yontemler, hastalik etkenlerinin
teshisinde tercih edilir olmuslardir. Bu gelismelere paralel olarak, revers line bloting

(RLB) teknigi gelistirilmis ve ilk defa ayni kenede bulunabilen 4 Borrelia tiiriiniin
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ayrilmasi i¢in kullanilmigtir (63). Bu test PCR iiriinlerinin bir membranda ayr1 siralara
baglanmis Ozgiin problara hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik, bir¢ok
etkenin ayn1 anda bir¢cok prob ile karsilastirilmasina olanak sagladigindan, oldukca
pratik ve kullanighdir. Nitekim Gubbels ve ark. (64) bu teknigi sigirlardaki, Schnittger
ve ark. (65) ise koyun ve kegilerdeki Theileria ve Babesia tiirlerinin es zamanli

teshisinde kullanmiglardir.

Tiirkiye'de PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyliksel ve ark. (66)
tarafindan yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %8,45, Burdur yoresinde %8
ve Kayseri yoresinde %5 olarak bulunmustur. Bunu takiben Tiirkiye’de ilk defa RLB
ile yapilan calismada, Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6 olarak
saptanmustir (60). Kayseri yoresinde sigirlarda B. bigemina’nin molekiiler prevalansi
%0,6 (67) ve yine Kayseri’de sigir barmaklarindan toplanan kenelerde Tiirkiye’de ilk
defa RLB ile B. bigemina’nin molekiiler prevalanst %14 olarak tespit edilmistir (68).
Diger yandan Tiirkiye’nin gesitli yorelerinden elde edilen B. bigemina izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir (69, 70). Ayrica Kayseri yoresinde sigirlardan
toplanan keneler tizerinde yapilan molekiiler ¢alismalar sonucu Babesia sp. saptanmis
ve bu sus Babesia sp. (Kayseri 1) olarak Genbanka kayit ettirilmistir (68). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar iizerinde yapilan molekiiler ¢alismada B. bigemina
%0,77 oraninda tespit edilmistir (71). Karadeniz Bolgesi’nde RLB ile yapilan diger
bir saha ¢alismasinda ise B. bigemina prevalansi %2,2 olarak bildirilmistir (83). Diger
yandan Yildirim ve ark. (147), Tiirkiye’nin farkli illerindeki sigirlardan elde edilmis
olan 400 adet kan 6rneginde, RLB ile %14,75, Nested PCR ile %17,75 ve Real Time
PCR ile %18,75 oraninda B. bigemina pozitifligi belirlemislerdir. Ayrica RLB testinde
Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 5’inin Nested PCR ve Real Time PCR ile B.
bigemina 2’sinin ise B. bigemina+B. bovis miks oldugu ayni ¢alismada (147) ortaya

konmustur.
2.4.1.2. Gelisme

Bu etkenin vektorligiinii, Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B. microplus, B.
australis, B. calcaratus, B. decoloratus, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus
appendiculatus, R. evertsi, R. bursa keneleri yapmaktadir (13, 26, 72). Tirkiye’de B.

annulatus, Hae. punctata ve R. bursa tiirleri bulunmaktadir. Bu tiiriin gelisim safhalari,
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genel kisimda anlatildig1 gibidir. Intrauterin bulasma goriilebilir ancak bu, hastaligin

epidemiyolojisinde 6nemli olacak seviyede degildir.

2.4.1.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Babesiosis’de klinik belirtiler etkenin vektér kene tarafindan konaklara verilmesini
takiben 9-12 giin igerisinde ortaya ¢ikar. Hasta hayvanlarda klinik belirtiler farklilik
gosterebilmektedir. Bunun sebebi olarak da farkli cografik bolgelerdeki B. bigemina
izolatlarinin patojenitelerindeki farkliliklar gosterilebilir. Yapilan bir c¢alismada;
Avustralya'daki sigirlarda tespit edilen B. bigemina susunun hayvanlarda nadiren
enfeksiyona sebep oldugu, buna karsin Afrika'da tespit edilen susun ise ¢ok daha
patojenik oldugu rapor edilmistir (73). Babesiosis'li hayvanlardaki ilk klinik semptom
eritrositlerdeki yikimlara baglh olarak ortaya gikan ve 41,5-42 °C'ye ulagan yiiksek
atestir. Hayvanlarda anoreksi ve ruminal atoni goriliir. Tedirginlik, g6lgelik alanlara
siginmaya ¢alisma ve siirekli yerde yatma istegi hasta hayvanlarda gozle goriilebilen ilk
sliphe uyandirict gozlemlerdir. Hayvanlar bulunduklar1 yerde kendi etraflarinda kavis
cizerler, tiiyleri karismis ve kabarmis olup nefes aligverislerinde giicliik ve tasikardi
goriiliir. Baglangigta miikoz membranlar kirmizidir fakat eritrositik yikimi takiben
anemiye bagli miikoz membranlarda soluklagsma olusur. Anemi ¢ok hizli bir sekilde
meydana gelir ve yaklasik olarak eritrositlerin %75' birka¢ giin igerisinde yikimlanir.
Buna bagli olarak da hemoglobiniiri ve hemoglobinemi sekillenir. Hemoglobiniiri,
cogunlukla olmasina karsin bazi olgularda goriilmeyebilir. Hasta hayvanlarda kilo kayb1
ve siit veriminde azalmalar goriiliir. Hemoglobiniiriyi takiben ikterus ortaya ¢ikar. Kan
suludur. Akut olgularda, 4-8 giin iginde 6liim goriiliir. Tedavi edilmeyen hayvanlarda
mortalite, %50-90 arasinda degisir. Kronik durumlarda ise ates ¢ok yiiksek degildir ve
genellikle hemoglobiniiri goriilmez (27, 72, 74-76).

Akut babesiosis’de konagin plazma bilesiminde degisimler olur. Kinin ve aktif
kallikrein diizeyi artar, kininojen seviyesi azalir. Bunlara bagli olarak damarlarda
dilatasyon, kan akisinda yavaslama, kilcal damar duvarlarinda bozulmalar olur ve
damar duvarlarinin gegirgenligi artar. Konglutinin ve fibronektin diizeylerinin azalmasi
sonucu eritrositlerde kiimelenme ve kapiller damarlarda tikanmalar sekillenir.
Fibrinojen ile ilgili tirlinler artar, plazminojen azalir ve buna bagl olarak koagulasyon
bozukluklar1 ve eritrosit birikimi goriiliir. Bu tip patogenez, daha ¢ok parazitli

eritrositlerin kiimelenerek damarlar1 tikadigi B. bovis’de goriiliir (26, 75). Bu kapiller
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blokajin olmadigi B. bigemina ve B. divergens enfeksiyonlarinda ise en Onemli
patolojik etki, eritrosit hasaridir (77). Kinin ve benzeri maddelerin eritrosit yiizeyinin
ozmotik gecirgenligini bozmasiyla eritrositler kolayca lize olur (19). Bunun yaninda
siddetli patogenezis; kismen immunite, 6zellikle gen¢ danalarin direngli olmasinda
etkili olan ve birgok hiicre i¢i patojene karsi koruyucu immunitede rol oynayan
interferon gama (IFN-y), timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve nitrik oksit (NO)’i

iceren mediatorlerle ilgilidir (78).

Patogenezisin temeli, eritrositlerdeki devamli ve siddetli parazitemi sonucu meydana
gelen anemi ve anemik anoksidir. Anemi rejeneratif tipte olup, kan tablosuna
bakildiginda retikiilositler ve c¢ekirdekli eritrositler goriiliir. Meydana gelen
vazodilatasyon ve azalan kan dolagimi sebebiyle, non-spesifik genel bir yangi tablosu
olusur (75, 77, 79). Azalan kan dolasim hiz1 sebebiyle, bazi hayati organlarda anoksi
meydana gelir ve parazitin toksik tiriinleri ya da organlardan kaynaklanan metabolik
iriinlerle genel bir organ tahribati olusur. Retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin
ozellikle de histiyositlerin; 61, anormal eritrositleri ve ¢éziinmiis fibrini uzaklagtirmasi
yaninda enfekte eritrositleri uzaklastirmada da rolii vardir. Histiyositler, dalak ve lenf
nodiillerinin siniisleri ile karacigerin siniizoidlerini doldurarak bu organlarda hipertrofi
ve hiperplazilere yol acarlar. Dalak ve lenf yumrulari, 6dem ve hemoglobinemiye bagl
olarak biiyiimiis ve siyah renklidir. Hemolitik olaylara oldukc¢a duyarli olan
bobreklerde, glomeruluslar ve renal tubuller hemoglobin ile doludur. Normal sartlarda
renal tubullerden geri emilebilen hemoglobin, miktarin fazla oldugu durumlarda
emilemeyerek idrara gecer. Bobrekteki hasar, hemolizin siddetine baghdir. Akut
olaylarda, bdbrek biiyiimiis ve siyah renklidir. idrar kesesi, kirmizi renkli idrarla
doludur. Koagulasyon mekanizmasinda meydana gelen bozukluklar da hastaligin

patogenezinde onemlidir (19, 77).
2.4.2. Babesia bovis (Babes 1888, Starcovici, 1893)

Kiigiik Babesia tiirlerindendir. Eritrositler igerisindeki merozoitler; armut, yuvarlak
veya diizensiz sekillidirler. Vakuollii tasli yiiziikk formlar1 bu tiir de yaygin olarak
gortliir. Babesia bovis merozoitleri, 1,5-2,4 pum biyiikliigiinde olup genellikle

eritrositlerin ortasina yerlesirler (13, 25, 26).
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2.4.2.1.Yayilis ve Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada disinda tiim diinyada goriilen bu tiir, Giiney
Avrupa, Orta Dogu ve Rusya’da yaygin olarak goriilmektedir. Giiney Amerika’da B.

bigemina’dan daha biiylik 6nem tasimaktadir.

Tiirkiye’de B. bovis, ilk kez Mimioglu (31) tarafindan Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu
vilayetlerinde sigirlarda “Haemataurai vesicalis bovis™ aragtirmasi ile giindeme gelmis;
Goksu (33) Ankara’da inceledigi 996 sigirin 2’sinde, takiben aymi arastiric1 (36) bazi
Karadeniz illerinde mikroskobik bakisi yapilan 80 sigirin 3’tinde B. bovis’i bulmustur.
Goksu (38) Tirkiye’nin farkli bolgelerinde sigirlarda Piroplasmida enfeksiyonlar
lizerine yaptigi arastirmasinda B. bovis’in Marmara ve Giliney Dogu Anadolu’da
goriildiigiinii; Mimioglu ve ark. (40) B. bovis (Babesia berbera) Karadeniz bolgesinde
daha fazla bulundugunu ileri siirmiislerdir. Ote yandan mikroskobik bakiyla, Elazig
yoresinde i¢ organlarindan froti yapilan 4 sigirin 1’inde (42) ve Ankara’da 185 sigirin
1’inde (56) B. bovis saptanmistir. Babesia bovis’in mikroskobik pozitifligi; Marmara
bolgesinde %34,8 (41), Malatya ve bazi Giineydogu Anadolu illerinde %0,5-1,5
arasinda (47); Samsun yoresinde %?29,53 (48), Kayseri yoresinde %1,04 (49)
bulunmus ve mikroskobik insidensi Ankara’nin Cubuk ilgesinde %9 olarak

saptanmistir (80).

Babesia bovis seroinsidensi; IFAT ile Ankara’nin Beytepe kdyiinde 185 sigirin 18’inde
(43, 54), Ankara yoresinde 46 sigirin 22’sinde (55), Karadeniz bolgesinde 76 sigirin
34’linde (%44,73) (45), Ankara’nin Cubuk il¢esinde %59 (80) bulunmustur. Cukurova
bolgesinde sigir babesiosis’inin mevsimsel seroinsidensi B. bovis i¢in 0,292 ve hastalik
insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (58). Babesia bovis seropozitifligi; Tirkiye
genelinde ELISA ile %51,2 (81); IFAT ile Ankara civarinda %10,4 (56), %41,6 (57),
%1,3 (60) ve %2,4 (59); Elaz1g’da %1,4 ve Tunceli’de %0,6 (51); Kayseri yoresinde
%1,04 (49); Dogu Anadolu’da %5,6, Glineydogu Anadolu’da %6,4, Akdeniz’de %31,6,
Ege’de %51,4 ve Marmara’da %41,8 (57) olarak saptanmistir.

Diger yandan Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi; PCR ile Ankara yoresinde
%12,68, Burdur yoresinde %8 ve Samsun yoresinde %3,85 (66); RLB ile Ankara
yoresinde %2,3 (60), Trakya bolgesinde %1,3 (82) olarak saptanmistir. Diger yandan
Tirkiye’nin ¢esitli yorelerinden elde edilen B. bovis izolatlarinin molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir (69, 70, 83, 84). Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan
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bir ¢aligmada (83) B. bovis'in molekiiler prevalansi; Amasya'da %4; Bartin'da %2,3,
Bolu'da %4,2, Giresun'da %]1,6, Karabiik'te %1,4, Kastamonu'da %5,6, Samsun'da
%3,8 ve Trabzon'da %2,2 olarak belirlenmistir. S6z konusu ¢alismada (83) genel
olarak Karadeniz Bolgesi'nde B. bovis'in molekiiler prevalansi %1,8 olarak tespit

edilmistir. Ege bolgesinde ise B. bovis prevalansi %1,02 olarak tespit edilmistir (84) .

Diger yandan Yildirnm ve ark. (147), Tiirkiye’nin farkli illerindeki sigirlardan elde
edilmis 400 adet kan 6rneginde, RLB ile %4,50, Nested PCR ve Real Time PCR ile
%S5,75 oraninda B. bovis pozitifligi bildirmislerdir. Ayrica s6z konusu ¢alismada (147)
RLB testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 9’unun Nested PCR ve Real
Time PCR ile B. bovis oldugu ortaya konmustur.

2.4.2.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Boophilus calcaratus, B. microplus, B. australis,
Rhipicephalus bursa ve Ixodes persulcatus keneleri yapmaktadir (13, 25, 26).
Tiirkiye’de R. bursa tiirii bulunmaktadir. Gelisim safhalart genel kisimda anlatildigi
gibidir.

2.4.2.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Babesia bigemina ile benzerdir. Inkiibasyon periyodu 2-10 giindiir. Yiiksek ates 2-3 giin
stirer. Babesia bigemina’ya gore daha patojen bir tiirdiir. Anemi, ikterus ve ishal
goriiliir. Babesia bigemina'dan farkli olarak hemoglobiniiri ve hemoglobinemi olusabilir
fakat her zaman goriilmeyebilir. Koagulasyon mekanizmasindaki bozukluklara bagl
klinik belirtiler, B. bigemina’dan daha siddetlidir. Ozellikle kapillar damarlarda goriilen
stazis ve tikanmalar daha yaygindir. Bu lezyonlar, 6zellikle beyin kapillarlarinda yaygin
olarak goriiliir. Hastahigin akut formunda, hipertansif sok tablosu goriiliir. Oliim B.
bigemina’ya gore daha yaygindir. Babesia bigemina ile enfekte hayvanlarda Glim
genellikle hemotokrit deger %10'nun altina distiiginde goriiliirken, B. bovis ile enfekte

hayvanlarda bu oran %12 veya daha yiiksek iken dliimler goriiliir (23, 73).
2.4.2.4. Zoonotik Onemi

Splenektomili insanlarda, bu tiire bagl babesiosis vakalari rapor edilmistir (26, 85).
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2.4.3. Babesia divergens (M’Fadyean and Stockman, 1911)

Kiigiik Babesia tiirlerindendir (0,4-1,5um). Merozoitleri, genelde ¢ift halde bulunurlar,
aralarindaki a¢1 genistir ve genellikle eritrositlerin periferine yerlesirler. Ayrica tombul,
armut seklinde ve yuvarlak formlar da goriilebilir. Merozoitlerde, konoid, mikroporlar,
tipik golgi aygitt ve mitokondri yoktur. Mitokondri benzeri vezikiiller ve 3 veya daha

fazla roptri vardir (13, 25, 26).
2.4.3.1. Yayilis ve Epidemiyoloji

Avrupa ve Rusya’da sik goriiliir. Ozellikle Avrupa’nin Kuzey’inde daha yaygindir.
Ancak Tunus gibi Akdeniz iilkelerinde de bildirilmistir.

Tiirkiye’de B. divergens bugiine kadar mikroskobik olarak bildirilmemistir. Bu tiirle
ilgili serolojik calismalar da siirlidir. Ankara yoresinde (55) ve Ankara’nin Beytepe
koylinde (43, 54) IFAT ile yapilan seroinsidens calismalarinda ve Antakya yoresinde
(61) IFAT ile yapilan seroprevalans yoklamasinda B. divergens’e karsi antikor
saptanamamugtir. Buna karsilik IFAT ile Karadeniz Bolgesi’nde yapilan seroinsidens
caligmasinda 76 sigirin 57’sinde B. divergens’e karsi antikor olustugu saptanmistir
(45). Diger yandan B. divergens seropozitifligi; Dogu Anadolu’da %3,7, Akdeniz’de
%7,2, Ege’de %18,5, Marmara’da %2 ve Karadeniz’de %75 (57); Elazig’da %3,5,
Malatya’da %0,6 ve Tunceli’de %1,2 (51) ve Kayseri yoresinde %2,09 (49) olarak
bildirmistir. Cukurova’da sigir babesiosis’inin mevsimsel seroinsidensi B. divergens

icin 0,121; hastalik insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (58).

Tiirkiye'de B. divergens’in molekiiler prevalansi; PCR ile Samsun yoresinde %3,37
(66); Ankara yoresinde RLB ile %1,1 olarak saptanmistir (59).

2.4.3.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiini, Ixodes ricinus yapmaktadir (13, 25, 26). Tiirkiye’de I. ricinus

tiirii bulunmaktadir. Gelisim safthalar1 genel kisimda anlatildig: gibidir.
2.4.3.3. Zoonotik Onemi

Insanlarda 6zellikle de splenektomili kisilerde hastaliga sebep olmaktadir (77, 86, 87).
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2.4.4. Babesia major (Sergent, Donatien, Parroti Lestoquard and Plantureux, 1926)

Biiyiik Babesia tiirlerindendir. Merozoitler, eritrositlerin merkezinde yer alir. Cift armut
seklindeki formlar 1,5x2,6 um, yuvarlak formlar ise 1,8 um capinda olup aralarindaki

ac1 dardir (13, 25, 26, 72).
2.4.4.1. Yayilis ve Epidemiyoloji
Avrupa’da, Kuzey Afrika’da ve Rusya’da goriilmektedir.

Babesia major’un Tiirkiye’nin Marmara bolgesinde varligi iddia edilmis (88) fakat
bugiine kadar mikroskobik ve serolojik olarak pozitiflik bildirilmemistir. Ayrica, son
yillarda RLB ile yapilan aragtirmalarda B. major’iin molekiiler pozitifligi Ankara

yoresinde %0,2 olarak saptanmistir (59).
2.4.4.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Boophilus calcaratus, Haemaphysalis punctata keneleri
yapmaktadir (13, 25, 26). Tiirkiye’de Hae. punctata bulunmaktadir. Gelisim safhalari
genel kisimda anlatildig: gibidir.

2.4.4.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler
Patojenitesi diisiik olup, klinik belirtiler B. bigemina’ya benzer.
2.4.5. Babesia jakimovi

Bu tiir biiyiikk Babesia etkenlerinden olup 6zellikle Sibirya'da sigirlarda goriillmekte,
bunun yaninda karacalarda ve ren geyiklerinde de hastaliga sebep olmaktadir.
Transovaryal olarak Ixodes ricinus kenesi tarafindan nakledilmektedir. Ayrica mekanik
olarak at sinekleri tarafindan da nakledildigi bildirilmistir. Klinik belirtiler Babesia
bigemina'ya benzemektedir (8).

2.4.6. Babesia occultans

Bu tiir 6zellikle Giiney Afrika'daki sigirlarda goriilmekte olup B. bigemina'dan biraz

kiigiik bir tiirdiir. Hyalomma marginatum rufipes vektorliigiinti yapmaktadir (2, 19).
2.4.7. Babesia ovate

Bu tiir de biiyiikk Babesia etkenlerinden olup 6zellikle Japonya'daki sigirlarda tespit
edilmistir. Babesia bigemina'ya benzemektedir. Vektorliigiini Haemaphysalis

longicornis yapmaktadir (89).
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2.5. BABESIOSIS'TE TESHIS

Biitiin hayvan tiirlerinde akut babesiosis’te yiiksek ates (40- 41,5°C), anemi, ikterus ve
hemoglobuniiri gibi klinik belirtiler goriiliir. Bunun yaninda kirginlik, depresyon ve
zayiflik gibi genel semptomlar da goriilebilir. Insanlarda ise semptomlar, malarya’ya
benzemekle beraber aniden ortaya cikar ve intravaskiiler hemoliz, hemoglobuniiri,
sarilik, kaslarda agri, titreme, solunum gii¢ligii ve siirekli atesle seyreder (90, 91).
Teshiste; mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bolge gibi epidemiyolojik veriler
stipheleri artirabilir. Ancak hastaligin teshisi perifer kandan yapilmis ve Giemsa ile
boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde eritrositler igerisinde parazitin
goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiiriin yol agtigini belirlemek icin ise, parazite karsi
olusan spesifik antikorlarin serolojik yontemlerle (IFAT, ELISA vb.) saptanmasi veya
parazit DNA’sinin molekiiler yontemlerle (PCR, RLB, Nested-PCR vb.) tespit edilmesi
gerekir (77, 92). Bu testler i¢in konusunda uzman kisilere ihtiyag duyulmasi, uzun
zaman almasi, laboratuar malzemelerine ihtiya¢ duyulmasi ve saha sartlarinda
uygulanamamasi gibi dezavantajlar oldugundan son zamanlarda Japonya’da
immunochromatographic test (ICT) ad1 verilen hizl1 ve basit bir strip serodiagnostik test
gelistirilmistir. Uzman olmayan kisilerin dahi kolaylikla kullanabilecegi bu test
nitroseliiloz membran tabanli olup, membran {izerine B. bovis (rap-1), B. bigemina (rap-
1), T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)’ye ait rekombinant proteinler emdirilmis ve
bu membran tizerine siipheli hayvana ait bir damla kan (antikor) damlatilarak kolaylikla

teshis yapilabilmektedir (93).
2.5.1. Mikroskobik Muayene

Bu yontem, teknigine uygun olarak hasta hayvanlardan alinmis kan 6rneklerinden ince
yayma veya kalin yayma preparatlar hazirlanmasi suretiyle ince yayma frotiler metil
alkolde 5 dakika, kalm yayma frotiler ise 100 °C'de 15 dakika tutularak tespit edildikten
sonra Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda incelenmesi ve etkenlerin goriilmesiyle
yapilmaktadir. Yontem kolaylikla uygulanabilmekte olup deneyimli personel
gerektirmektedir (26, 76, 94, 95). Mikroskobik muayene i¢in alinan kanin vena
jugularis yerine, kapillar damarlarin gegtigi kuyruk ucu veya kulak ucundan alinmasi
tercih edilmelidir. Ciinkii Babesia etkenlerini igeren eritrositler kapillar damarlarda

birikme egilimindedirler. Oliim sonrasi yapilan muayenelerde de kandan veya dalak,
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karaciger, kemik iligi gibi organlardan hazirlanan siirme preparatlarla da teshis
yapilabilmektedir (26, 76, 94, 95).

Mikroskobik muayene, ince yayma froti veya kalin yayma froti ydntemleriyle
yapilmaktadir. Paraziteminin ¢ok yogun oldugu durumlarda etkenlerin morfolojilerinin
daha saglikli teshis edilebilmesi amaciyla ince yayma froti yontemi kullanilmaktadir.
Bunun i¢in ¢ok az miktarda kan temiz bir lam iizerine damlatilarak froti hazirlanir.
Kalin yayma froti yontemi ise paraziteminin diisiik oldugu durumlarda tercih
edilmektedir. Kalin damla kan preparatlariyla daha fazla hacimde kan incelenir (26, 76,
94, 95). Her iki yontemle yapilan frotilerde de lam ve lamellerin temiz olmasina,
boyama solusyonun dikkatli hazirlanmasina 6zen gosterilmelidir. Ciinkii deneyimli
olmayan personel tarafindan yapilan incelemelerde toz partikiilleri ile etkenler bazen
karistirilabilmektedir. inceleme esnasinda tiim saha dikkatle incelenmelidir. Asgari 200
mikroskop sahasinin incelenmesi esasina dayanan bu durum ¢ok sayida inceleme
yapilmasin1 gerektiren durumlarda olduk¢a zaman almaktadir. Her iki yontemle de
yapilan mikroskobik incelemelerde etkenlerin goriilmesi enfeksiyonun varliginin
gostergesidir. Fakat baz1 durumlarda (hastaligin ¢ok erken donemi veya kronik dénem)
frotilerde etkenler goriilemeyebilir. Etkenin frotilerde goriilememesi enfeksiyonun
hayvanda kesinlikle olmadigi manasima gelmez (94, 95). Mikroskobik bakida pozitif
bulunan hayvanlarda paraziteminin hesaplanmasinda; en az 50 mikroskop sahasindaki
enfekte olan ve enfekte olmayan eritrositler sayilir. Bulunan rakamlarin ortalamasi 4 ile

carpilarak 200 mikroskop sahasindaki sayilar bulunur. Parazitemi;

Parazitemi (%)=Enfekte eritrosit sayisi/Enfekte olantenfekte olmayan eritrosit sayisi

x100 formdilii ile hesaplanir.

2.5.2. Serolojik Testler

Babesiosis'in tanisinda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IFAT (Indirect
Fluorescent Antibody Test), SELISA (Slide Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
IHAT (Indirect Hemagglutination Test), CFT (Complement Fixation Test), LAT (Latex
Agglutination Test) ve RIA (Radioimmunoassay) gibi serolojik testler kullanilmaktadir
(26, 76, 94, 96). Akut babesiosisli hayvanlarin eritrosit, serum veya dokularindan
hazirlanan antijenlerin kullanildig1 bu testler subklinik seyirli hayvanlarin serumlarinda
antikor aranmasi teknigine dayanmaktadir. Bu testlerle parazit antijenlerine karsi

antikor aranmasinin yaninda parazit antikorlarina karsi antijen aranmasi da miimkiindiir.
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Serolojik testler, kronik enfeksiyonlarin teshisinde kullanish degildir. Ciink{i hayvanin
kaninda etken olmasa bile antikorlarin varligi devam etmekte oldugundan serolojik
testlerin yanlis pozitiflikler verdigi ve baz1 Babesia tiirleri arasinda ¢apraz

reaksiyonlarin sekillenebildigi bildirilmistir (26, 72, 94, 96).

Babesiosis'in serolojik olarak teshisinde ilk olarak kullanilan test CFT testidir. Fakat bu
testin duyarlilig: diistiktiir (97, 98). Bu teste gore duyarlilig1 ve giivenilirligi daha fazla
olan IFAT teknigi babesiosis'in teshisinde en sik kullanilan serolojik testlerdendir.
Ancak bu testte Babesia tiirleri kendi aralarinda ¢apraz reaksiyonlar verebilmektedir
(99-101). Serolojik yontemlerden ELISA testi de oldukga duyarl ve etkili bir testtir. Bu
test ile bir seferde ¢ok miktarda 6rnek incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte
antijen kalitesi testin duyarliligini etkilemektedir. Enfekte eritrositlerden hazirlanan
antijenler, konak eritrositleri ile kontamine olduklarindan, anti-eritrositik antikorlar
sebebiyle yanlis sonuglara sebep olmaktadir. Bu sorunun Oniine gecebilmek igin

saflastirilmig rekombinant antijenler kullanilmaktadir (102-104).
2.5.3. Molekiiler Teknikler

Son yillarda, mikroskobik incelemeler ve serolojik yontemlerden farkli olarak parazite
ait DNA veya RNA'nin varligimi ortaya koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain
Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse Transcriptase PCR, Real-Time PCR,
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR, RLB (Reverse Line Blotting)
gibi molekiiler testler babesiosisin teshisinde siklikla kullanilmaya baslamistir (94, 95,
105, 106).

Elbetteki her tan1 yonteminin kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir.
Dogrudan etkeni gérmeye yonelik yapilan mikroskobik muayenenin; basit olmasi,
parazitlerin morfolojik olarak ayrimlarinin yapilabilmesi, parazitin direkt arastiriimasi
gibi avantajlarinin yaninda; zaman almasi, zahmetli ve yorucu olmasi, parazit sayisinin
diisik oldugu durumlarda yaniltict olabilmesi, parazitlerin morfolojik olarak
ayirimlarinda  kanisikliklarin - olabilmesi ve deneyimli personel gereksinimi gibi
dezavantajlart da mevcuttur (94,95,105). Yine serolojik yontemlerin de avantaj ve
dezavantajlart bulunmaktadir. Basit ve hizli olmasi, otomasyona olanak vermesi, ¢ok
sayida Ornegin es zamanl olarak teshis edilebilmesi serolojik testlerin avantajlarindan
olup; diisiik 6zgtlliik, aktif ile atlatilmis veya latent enfeksiyonlarin ayirt edilememesi,

parazitler arasinda capraz reaksiyonlarin sekillenmesi bu testlerin olumsuz yanlarini
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yansitmaktadir (94, 95,105). Bu yontemlere alternatif olarak gelistirilen niikleik asit
tabanli molekiiler teknikler ile immun sistemden bagimsiz veya atlatilmig
enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak viicudunda ¢ok az miktarda etken olsa dahi
direkt hastalifa neden olan tiirlerin teshisleri yapilabilmektedir. Bu molekiiler
yontemlerle hastaliga neden olan parazit tiirlerinin es zamanli olarak teshisleri de
yapilabilmektedir. Tabi ki her yontem gibi bu molekiiler yontemlerin de bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemler ekonomik olarak pahali ve ¢ok asamali
yontemler olup, inhibitorleri nedeniyle yanlis negatiflikler verebilmekte ve

kontaminasyona bagli yanlis pozitiflikler de gosterebilmektedir (94, 95, 105).

Bu molekiiler yontemlerin hemen hepsinde PCR asamasi mevcuttur. PCR kullanilmaya
baslandigindan bu yana siirekli gelistirilmekte ve daha duyarli ve gilivenilir sonuclar igin
cesitli varyasyonlar1 ortaya konulmaktadir. Bu yontem, hedef organizmanin
genomundaki, 6zgiil bir DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, binlerce kez ¢ogaltarak,
kolaylikla tespit edilebilir hale getirmektedir. PCR'in modifiye edilmesiyle birlikte;
PCR iirliniiniin daha spesifik primerlerle ikinci kez PCR'im1 kapsayan Nested PCR
(107), birden fazla primer ¢ifti kullanilarak tek reaksiyonda bir¢ok hedef bélgenin ayni
anda ¢ogaltilmasini saglayan Multiplex PCR (108, 109), kantitatif olarak parazit
DNA'sinin miktarini tespit eden ve dolayisiyla varligini ortaya koyan Real-Time PCR
(110), bir testte es zamanli olarak ¢ok sayida hastalik etkeninin tespit edilmesine olanak
saglayan RLB (67, 111, 112), parazitin RNA'sinin tespitine yonelik yapilan Reverse
Transcriptase PCR (113, 114) testi gibi testler gelistirilmistir. Bu testler babesiosis'in
teshisinde son yillarda Tiirkiye'de ve Diinya'da siklikla kullanilmaya baslanmistir.
Tiirkiye'de bu yontemlerle yapilan ¢alismalarda genellikle Babesia tiirlerinin 18S rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonu yapilmis ve bunlarin sekans dizilimleri ortaya konmustur
(67, 111, 112). Diinya'da da bu gen bolgesi siklikla kullanilmakta (64, 105, 115-122),
bunun yaninda 6zellikle sigir babesiosis'i lizerine yapilan asi ¢alismalarinda VMSA
genleri (msa-1, msa-2a;, msa-2a,, msa-2b, msa-2c) ve rap-1 geninin amplifikasyonu
yapilmakta ve bu gen bolgelerini iceren suslarin sekans dizilimleri ortaya konmaktadir
(123-142).

Real-time PCR, PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak

arttig1 bir cogaltma yontemidir. Birgok isimlendirilme yapilan bu teknoloji yabanci



31

yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi cesitli
adlarla da isimlendirilmektedir (143).

Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarini
olusturmaktadir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini,
patojenleri ve DNA hasarin1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP (single nucleotide
polymorphisms) analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi caligmalarda da
kullanim alanlar1 mevcuttur (144).

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda SYBR Green I ve Etidyum
Bromid yontemi, DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise bu
bolgenin saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda
TagMan prob, molecular beacon, FRET (fluorescence resonance energy transfer),
hibridizasyon prob ve Scorpion primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak
yapilanlardir (144). Son yillarda Real Time PCR tekniginin sigirlarda babesiosis’in
arastirilmasinda da kullanilmaya baslandigi goriilmektedir (92, 144, 145).



32

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali (Sigirlar) ve Kan Ornekleri

Calismanin materyalini, 2011-2012 yillar1 arasinda Erzurum’un farkli ilgelerindeki
isletmelerde bulunan ve meraya ¢ikan toplam 300 sigir olusturmustur. Sigirlarin vena
jugularis’inden EDTA’l1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) tiiplere yaklasik 1ml
kan Ornegi alinmis ve orneklemesi yapilan hayvana ait bilgiler (yas, cinsiyet, 1rk) ve
ornekleme tarihi protokol numarasi ile birlikte kayit altma alinmistir. Orneklemeye
alinan hayvanlarin 6rnekleme merkezi, yas, cinsiyet ve irka gore dagilimlari Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. 2011-2012 yillar1 arasinda Erzurum yoéresinde 6rneklenen sigirlarin toplama merkezi, yas, irk
ve cinsiyete gore dagilimlari

Sigir Sayisi
Arastirma
Merkezi
Yas (ay) Irk Cinsiyet
Toplam
<2 | 3-5 | 6 | Simental | Holstein | Montofon | Melez | Erkek | Disi
Palandéken 50 30 |20 4 - 61 35 17 83 100
Aziziye 55 | 30 | 16 1 6 69 25 28 73 101
Yakutiye 36 | 54 | 9 1 - 47 51 10 89 99
Toplam 141 | 114 | 45 6 6 177 111 55 245 300
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3.2. LABORATUAR CALISMALARI
3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Sigir kanlarindan DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali1 Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon iinitesinde yapilmustir.
Analize tabi tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen EDTA’li kan &rnekleri
ekstraksiyon Oncesinde oda isisinda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen Srneklerden
DNA ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazinda (Bioneer
Exiprep™ 16) yapilmustir. Final eliisyon 50l olacak sekilde ayarlanmig ve elde edilen
DNA miktarlar1 Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak
dlciilmiistiir. Genomik DNA ekstraktlar kullanilana dek -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. Real Time-PCR

Kan 6rneklerinde B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin Real Time PCR ile arastirilmasinda
sirast ile Sybergreen ve TagMan prob bazli QPCR kullanilmistir. Sybergreen tabanli
QPCR’da FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) Mix (Roche Diagnostics,
Germany) kullanilarak B. bovis’in Msa2c gen bolgesinden 97-bp bolgeyi amplifiye
eden Msa2c 2F, Msa2c 2R primerleri ile Orneklerin Real Time PCR analizleri
gerceklestirilmistir (145). Pozitif kontrol olarak anabilim dalindaki referans B. bovis
izolati, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize su kullanilmistir. PCR master mix

tireticinin agiklamalarina gore toplam 25 pl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda

hazirlanmstir.

FastStart Universal SYBR Green Master Mix 12,5 pl
Msa2c 2F (10 pmol) 1,0 ul
Msa2c 2R (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 9,5 ul

Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies,
USA) cihazinda gergeklestirilmistir. B. bovis i¢in kullanilan termal profil asagida
gosterilmistir (145).

1. 50°C 2dk } 1 siklus [uracil N-deglycosylase digest]
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95 °C 2dk } 1 siklus
95 °C 30s
60 °C 15s
95 °C 15s
60 °C 1dk » 1 siklus [Melting Curve Analizi]

95 °C 15s

TagMan prob bazli QPCR’da Brilliant II QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent

} 40 siklus

N o g bk~ DN

Technologies, USA) kullanilarak B. bigemina’nin Rap-1 gen bolgesinden 95-bp bolgeyi
amlifiye eden Rapl F ve Rapl R primerleri ve ayni gen bolgesinden dizayn edilen Rapl
P probu ile 6rneklerin Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol
olarak anabilim dalindaki referans B. bigemina izolati, negatif kontrol olarak ise steril
deiyonize su kullanilmigtir. PCR master mix iireticinin agiklamalarina gore toplam 25 pl

hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Brilliant 11 QPCR Master Mix 12,5 ul
Rapl F (10 pmol) 1,0 ul
Rapl R (10 pmol) 1,0 ul
Rapl P (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 8,5 ul

B. bigemina igin kullanilan termal profil asagida gosterilmistir (109).

1. 50°C 2dk } 1siklus [uracil N-deglycosylase digest]
2. 95°C 10dk} 1 siklus

3. 95°C 20s 1
4

5500 1ko 45 siklus

Real Time PCR analizinde kullanilan Primer, Prob dizileri ile reporter ve quencher

boyalar Tablo 3.2’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Real Time PCR'da Kullanilan Primer ve Problar

Primer/Prob Dizilimi (5'---3") Referans

Rapl F TCAGCGACTACGTCCATTTG 147

Primer
N Rapl R AATCAACTTGGCAGGGTCAG 147

B. bigemina
Prob Rapl P HEX-CCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA- 147
BHQ1

Msa2c 2F GGACAAATTAAGCAACCTATACAAA 145

B.bovis Primer
Msa2c 2R AGCTTTCCTTGTTTCGAATTTTATAA 145

3.2.3. B. bovis Msa2c geninin amplifikasyonu

Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif belirlenen tiim 6rnekler Msa2c genini
(complete 798 bp) amplifiye eden msa-2cF (5’-ATGGTGTCTTTTAACATAATA-3’)
ve msa-2cR (5’-AAATGCAGAGAGAACGA AGTAGCAGAGAGT-3’) spesifik
primerleriyle PCR analizine tabii tutulmustur (148). Reaksiyon karisimi 25 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR buffer, 1.5 mM MgCl,
200 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 1,5U Tag DNA polymerase ve 50
ng/ul template olarak hazirlanmistir. Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95
C’de 30 s; 35 siklus, denaturation: 95 C’de 30 s, annealing: 60 C’de 1dk, extension:
72°C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR
analizinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuarinda mevcut olan cesitli B. bovis
izolatlar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR firiinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde
elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Ddokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from

Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile goriintiilenip analiz edilmistir.
3.2.4. B. bigemina RAP-1a geninin amplifikasyonu

Real Time PCR analizleri sonucu B. bigemina pozitif belirlenen tiim 6rnekler RAP-1a
geninin yaklasik 412 bp parsiyel kismmi amplifiye eden spesifik primerlerle Nested-
PCR analizine tabii tutulmustur. Nested PCR analizinin ilk PCR basamaginda (5°-
GAGTCTGCCAAATCCTTAC-3’) forward ve (5’- TCCTCTACAGCTGCTTCG-3’)
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reverse primerleri (149), ikinci PCR basamaginda ise [5°-
AGCTTGCTTTCACAACTCGCC-3’] forward ve [5’- TTGGTGCTTTGACCGACG
ACAT-3’] reverse primerleri kullanilmistir (150). Reaksiyon karisimi her iki primer seti
icin de 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR
buffer, 3mM MgCl,, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Tagq DNA
polymerase olarak hazirlanmistir. 1. PCR reaksiyonu i¢in 50 ng/ul template DNA, 2.
PCR reaksiyonu icin ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl
kullanilmistir. Thermalcyclerda protokol her iki PCR i¢in de initial denaturation:
94 ‘C’de 5 dk; 35 siklus, denaturation: 94 C’de 1dk, annealing: (55 C’de 1 dk 1. PCR;
58 C’de 1 dk nPCR), extension: 72°C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 10 dk olacak
sekilde programlanmistir (149, 151). Nested PCR gegerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadigmin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol
olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal
laboratuarinda mevcut olan ¢esitli B. bigemina izolatlari, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
driinleri (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.

3.2.5. B. bovis Msa2c ve B. bigemina Rap-la Genlerinin Sekans1 ve Filogenetik

Analizi

PCR analizleri sonucu jel iizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen B. bovis igin 4, B.
bigemina igin 3 izolata ait amplikonlar, High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi ornekler ilgili gen
bolgelerinin analizi i¢in amplifikasyonda kullanilan primerlerle (Rap-la i¢in nested
primeri) Genoks (Cankaya, Ankara, Tirkiye) firmasina ¢ift yonli olarak
sekanslatilmigtir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (152) ve Geneious 5.5.5
(153) yazilimlari ile forward ve revers dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilmis final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  analizleri  yapildiktan sonra  Diinyada
GenBank’a kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (154) ve Geneious 5.5.5 (153)

yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler
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karakterizasyonlari ortaya konmustur. Elde edilen tiim dizilimlerin GenBank kayitlar

yapilmustir.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistik agidan incelenen sigirlarda B. bovis ve B. bigemina prevalansi ile yas, cinsiyet
ve 1k faktorlerinin iligkisi, Fisher’s Exact ve Pearson’s Chi Square testleriyle
arastirilmistir. Pozitif 6rneklerde DNA yogunlugunu dolayisyla parazitemiyi gdsteren
esik deger sikluslartyla (Ct(dR)) yas ve cinsiyet faktorlerinin iliskisi Independent
Samples T testi, 1rk faktoriinlin iliskisi ise One-Way Anova testiyle arastirilmistir.

[statistik hesaplamalar: SPSS 15.0 programi kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Real Time-PCR Sonugclar: ve Babesiosis Prevalansi

Real Time PCR ile incelemesi yapilan toplam 300 sigirdan 17°si (%5,7) B. bigemina,
28’1 (%9,3) de B. bovis ile enfekte bulunmustur. Incelenen drneklerde miks enfeksiyona
rastlanilmamistir.  Aragtirma yoresinde si8ir  babesiosis’inin  prevalanst  %15,0
belirlenmistir. Pozitif belirlenen 6rneklerin arastirma merkezlerine gore dagilimi Tablo
4.1°de verilmistir. Palandoken’den 6rneklenen 100 sigirdan 2’sinde B. bovis, 6’sinda B.
bigemina, Aziziye’de 101 sigirdan 13’tinde B. bovis, 8’inde B. bigemina ve
Yakutiye’den Orneklenen 99 sigirdan 13’tinde B. bovis, 3’iinde de B. bigemina
pozitifligi belirlenmistir. Sybergreen tabanli QPCR’da FastStart Universal SYBR Green
Master (Rox) Mix (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak B. bovis’in Msa2c gen
bolgesinden 97-bp bolgeyi amlifiye eden Msa2c 2F, Msa2c 2R primerleri ile Real Time
PCR analizleri sonucu pozitif saptanan bazi o6rneklerin amplifikasyon ve melting
egrileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Pozitif 6rneklerde ortalama ¢dzlinme
sicakligr (Tm) 78,1 °C (0,2 °C) belirlenmistir.

TagMan prob tabanli QPCR’da Brilliant II QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent
Technologies, USA) kullanilarak B. bigemina’nin Rap-1 gen bolgesinden 95-bp bolgeyi
amlifiye eden Rapl F ve Rapl R primerleri ve ayn1 gen bdlgesinden dizayn edilen Rapl
P probu ile pozitif belirlenen bazi 6rneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Tablo 4.1. Real Time PCR incelemesi yapilan sigirlarda B. bovis ve B. bigemina’nin yayginligi

Toplam
Arastirma incelenen B. bovis B. bigemina Prevalans
Merkezi Ornek Sayisi
Say1 % Say1 % Say1 %
Palandoken 100 2 2,0 6 6,0 8 8,0
Aziziye 101 13 12,9 8 7,9 21 20,8
Yakutiye 99 13 13,1 3 31 16 16,2
Toplam 300 28 9,3 17 57 45 15,0
b
50000
4000
g
g -
— a
e
2 4 (] 8 10 12 1% 1 18 2 2 24 2 2 0 2 ] » 3 40
Cycles

Sekil 4.1. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan bazi 6rneklerin

amplifikasyon grafikleri. a: B. bovis pozitif 6rnekler; b: B. bovis pozitif kontrol; c: No DNA ve negatif

Ornekler
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MELT CURVE

Fluorescence (-R' (T))

58 88 &0 82 84 e 3 70 72 74 7 7’ 80 82 24 88 88 0 2 94
Temperatue () Tm278.1

Sekil 4.2. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif 6rneklerin erime egrileri (melting
curve); Tm=78,1

Fc

Sekil 4.3. TagMan Prob bazli Real Time PCR analizleri sonucu B. bigemina pozitif saptanan 6rneklerin
amplifikasyon egrileri. a: B. bigemina pozitif 6rnekler; b: B. bigemina pozitif kontrol; c: No DNA ve
negatif 6rnekler
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Saptanan Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerleri B. bovis i¢in Sekil 4.4, B. bigemina i¢in
de Sekil 4.5’de gosterilmistir. B. bovis pozitif 6rneklerde ortalama Ct (dR) degeri
35,424+0,21 (min: 32,46; max: 36,87), B. bigemina pozitif orneklerde ise 33,84+1,07
(min: 26,00; max: 40,85) olarak belirlenmistir. Iki tiir arasinda parazitemi diizeyleri

acisindan istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05).

37,50
37,00 *
36,50
36,00
35,50
35,00 ¢ ¢

34,50 # Ct (dR)
34,00 *

33,50
33,00
32,50 &> *

32,00 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Sekil 4.4. Real Time PCR’da B. bovis pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi

43,00

41,00 *

39,00 S
37,00 &

35,00 * 4 ¢

33,00 * & 4 Ct(dR)

31,00 PS

29,00
27,00 P

25,00 T T T 1

Sekil 4.5. Real Time PCR’da B. bigemina pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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4.2. Babesiosis’in Molekiiler Prevalansinda Bazi Epidemiyolojik Faktorlerin
Analizi

B. bovis ve B. bigemina yoniinden pozitif belirlenen Orneklerin parazit tiirii temel
aliarak sigirlarin yas, cinsiyet ve itk Ozelliklerine gore dagilimlart ve istatistiksel
verileri Tablo 4.2°de verilmistir. Tablo 4.2°de goriildiigii tizere sigirlarin yas gruplarina
gore B. bovis prevalansinin en yiiksek <2 yas grubunda, B. bigemina prevalansinin ise
en yiiksek >6 yas grubunda belirlenmesine karsin her iki tiire bagli enfeksiyonlarda yasa
bagl istatistiksel bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Her iki tiir i¢in de enfeksiyon
prevalansi erkeklerde daha yiiksek tespit edilmesine karsin bu farklilik B. bigemina’da
istatistiksel agidan o6nemli (p<0,05) bulunurken B. bovis i¢in Onemsiz (p>0,05)
bulunmustur. Irka bagl istatistiksel analizlerde Simental ve Holstein ki sigirlarda
ornek sayisinin azlhigi ve pozitiflik bulunmamasi sebebiyle istatistiksel analizlerde
degerlendirmeye alimmamistir. Enfeksiyon orani her iki tiir i¢in de melez irkta
Montofon irkina oranla daha yiiksek belirlenmis ancak iki ik arasindaki istatistiksel
farklilik her iki tiir i¢in de 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Toplam 300 sigirda B. bovis prevalanst B. bigemina’ya oranla daha yiiksek
belirlenmesine karsin (Tablo 4.2) iki tiiriin prevalanslar1 arasindaki farklilik 6nemsiz

bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 4.2. Sigirlarda babesiosis prevalansimin Babesia tiirlerine gore yas, cinsiyet ve 1rkla iligkisi

Faktor Ir}celenen Tiir Enfektif sigir % P
s181r say1st Sayist | %
Yas gruplar1 (yil)
B. bovis® 14 9,9
=2 141 B.bigemina® | 8 57 | 0112° | 0,945°
B. bovis® 10 8,8
35 114 B.bigemina” 6 5,3
s.a b b
6 45 B. QOVIS_ ; 4 8,9 0,119 0,942
B.bigemina 3 6,7
Cinsiyet
B. bovis® 8 14,5 a a*
Erkek 55 B.bigeminab 8 145 2,162 0,195
. . B. bovis® 20 8,2 b b*
Disi 245 B.bigeminab 9 3.7 9,932 0,005
Irk
Simental 6 S bigenia |00
OIget - 2,958% | 0,103
Holstein 6 B. b_ows_ 0** 0
B.bigemina 0 0
e
Montofon 177 B. b_ows_ 5 13 L
B.bigemina 8 4,5 b b
—a 1,581 0,304
Melez 111 B. bovis 15 13,5
B.bigemina” 9 8,1
B. bovis® 28 9,3 «
Toplam 300 B.bigeminab 17 5.7 2,907 0,120

2 Pearson Chi-Square, Fisher

" Fisher’s Exact Test

2- Gruplarin Babesia tiiriine gore istatistiksel verileri

. Ornek sayisinin azhig1 ve pozitiflik bulunmamasi sebebi ile analiz dist tutulmustur

B. bovis ve B. bigemina pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerlerinin
sigirlarin yas, cinsiyet ve irk ozelliklerine gore dagilimi sirasiyla Tablo 4.3 ve Tablo
4.4°de verilmistir. B. bovis pozitif 6rneklerde Ct (dR) degerlerine gore yas gruplarina
bagli parazitemi diizeylerinde bir farklilik goriilmezken (p>0,05), B. bigemina pozitif
orneklerde <2 yas grubunda paraziteminin diger yas gruplarma goére daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Sigirlarin cinsiyetine goére B. bigemina pozitif
orneklerde parazitemi, disilerde erkeklere oranla daha yiiksek ve 6nemli (p<0,05)
bulunmustur. B. bovis pozitif orneklerde ise cinsiyete bagli parazitemi diizeylerinde
istatistiksel bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). Irka bagli olarak B. bovis pozitif
orneklerde parazitemi, melez irkta daha yiiksek ve onemli (p<0,05) bulunmustur. B.
bigemina pozitif 6rneklerde ise irka bagli parazitemi diizeylerinde istatistiksel bir
farklilik goriilmemistir (p>0,05).
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Tablo 4.3. B. bovis pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerelerinin sigirlarin yas, cinsiyet ve
itk 6zelliklerine gore dagilimi

Faktor _ Ct(dR) F p
ot | Min-Max Standart Hata
Yas gruplari (y1l)
<2 35,71 | 33,94-36,70 0,23
3-5 35,00 32,46-36,87 0,39 1,500 | 0,243
>6 35,84 35,76-35,92 0,08
Cinsiyet t P
Erkek 35,84 33,94-36,69 0,36 1972 297
Disi 35,28 32,46-36,87 0,25 ' 0.
Irk t P
Melez 34,99% 32,46-36,41 0,31
Montofon 35,97° | 35,24-36,87 0,17 2,743 | 0012

t: Independent Samples T Test
F: One-Way Anova
2P ayni siitunda farkh harflerle gosterilen gruplar arasindaki istatistiksel farklilik nemlidir

Tablo 4.4. B. bigemina pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerelerinin sigirlarin yas,
cinsiyet ve irk dzelliklerine gére dagilimi

Faktor - Ct(dR) F P
ot [ Min-Max Standart Hata
Yas gruplari (yil)
<2 30,11° 26,00-33,19 1,03
3-5 36,30° 34,26-39,90 0,86 17,395 | 0,000
>6 38,82 37,16-40,85 1,08
Cinsiyet t P
Erkek 31,25° 26,00-35,56 1,38
Disi 36,13" | 30,81-40,85 1,19 2,619 | 0,018
Irk t P
Melez 33,83 26,00-40,85 1,56
Montofon 33,83 30,81-38,46 1,16 0,002 | 0,998

t: Independent Samples T Test
F: One-Way Anova
2 ayni siitunda farkli harflerle gdsterilen gruplar arasindaki istatistiksel farklilik 6nemlidir

4.3. Sekans ve Filogenetik Analizler
4.3.1. Msa2c ve RAP-1a genlerinin amplifikasyon sonuclari

Sybergreen tabanli Real Time PCR analizlerinde B. bovis pozitif belirlenen 6rneklerin
Msa2c gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerler ile PCR analizleri sonucunda 4
Ornegin agaroz jel tlizerinde 798 bp biyiikliigiinde amplifikasyon gosterdigi
belirlenmistir. Baz1 pozitif izolatlarda Msa2c¢ gen bdlgesinin PCR ile amplifikasyonu
sonucu elde edilen amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintileri Sekil 4.6'da

verilmistir.
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.798 bp

Sekil 4.6. B. bovis Msa2c gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu elde edilen pozitif
amplikonlarin jel elektroforezde gériiniimii M: Marker (100bp); 1,2,4: Pozitif 6rnekler; 3,5: Negatif
ornekler; 6: B. bovis pozitif kontrol; 7: No DNA

TagMan prob tabanli Real Time PCR analizlerinde B. bigemina pozitif belirlenen
orneklerin Rap-la gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerler ile Nested PCR
analizleri sonucunda 3 6rnegin agaroz jel tizerinde 412 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon
gosterdigi belirlenmistir. Baz1 pozitif izolatlarda Rap-1a gen bolgesinin Nested PCR ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri
Sekil 4.7'de verilmistir. PCR analizleri sonucu jel ilizerinde uygun konsantrasyonda
belirlenen B. bovis ve B. bigemina izolatlarina ait amplikonlar, jel piirifiye edildikten

sonra sekans analizlerine tabii tutulmustur.

Sekil 4.7. B. bigemina Rap-1a gen bolgesini amplifiye eden primerler ile Nested PCR sonucu elde edilen
pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1,4: Pozitif 6rnekler; 2,3,5:
Negatif 6rnekler; 6: B. bigemina pozitif kontrol; 7: No DNA



46

4.3.2. B. bovis Msa2c Geninin Sekansi ve Filogenetik Analizi

B. bovis Msa2c geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak, izolasyon kaynagi
ile GenBank aksesyon numaralari Tablo 4.5'de, niikleotid kompozisyonlar1 ise Sekil

4.8-4.11'de verilmistir.

Tablo 4.5. Erzurum yoresinde sigirlarda belirlenen B. bovis izolatlarinin incelenen gen bolgesi, konak,
izolasyon kaynag1 ile GenBank aksesyon numaralari

) Konak ve izolasyon

1zolat Gen bolgesi Aksesyon Numarasi
kaynag

BbovEl Msa2c Sigir/ tam kan KC515389

BbovE2 Msa2c Sigur/ tam kan KC515390

BbovE3 Msa2c Sigur/ tam kan KC515391

BbovE4 Msa2c Sigur/ tam kan KC515392

| 1 0 k] 4 i ] n L] bl 10 il
BboE! ATCGTETCTITTAACATAATAACCGTTGEATTCTECTCCATCOTTTTCARTTATGCAGTEGCATCTCCALAAGAGGAGGCTETACCARCTAAGCAGETGAATGEGACTCAT
Frame | DNEINEN S F DNOMIMNNIN T BVECAC F C S DD F ONY Y CABNECA S D DOUEENEEN A BVE P T R DQREVERNONGE § BHEE
A

i i i m T Gl T i m m m
BoovE! TTACTGTTTGATGATATGAAAATGTTGTATGATGTAATGCGCAGCATIGATGAAMGCATGTTGARAAGCATTCTICGAGAAGAATTTTGAGGCTGTTGGECATGLAAGCTACA
Frame | DI F § M K N FNEN ALYV G OHONEN A

ol Pl bl 20 il 20 U0 0 EilT] i n
B! TCCGCTACTAAAACACATGACGETCICAACGO TG TAAAACAATTAATCARAACCEATGCACC TTTCAACACATCEEACTTTCACACALTCCATTTGEAATATCICTCALSE
Fame! § A T K TUHOUDE A MK AN F QNN ¥ TEDE A P FIONIT S EDN FEDE T DV EINEE v Bl 5 G

Jiﬂ] 3{)0 3?0 37‘0 3&?0 J?U 4qﬂ 41‘0 4%0 43‘0 4“10
BoovE! CAATCTCCTGAAGAGCTGCTCAAACTTCTCATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATCATAATTCAARAAAACTAACTCTTTTGTGGGAGAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC
Fame 1EQE 5 P NENSENSINNTE K BESNEESTONEN A BN Y (GOBHNEENSTONTONTONG £ T CN 5 T BVACGEEN S A MENTHD S (NN

46‘0 46‘0 47‘0 4?0 490 590 5!0 52‘0 5?0 5f‘10 55‘0
BoovE! GTAGACACCGAGTTGAGAAAATACTACTGGGATARTATTTACGATGACCAGAGTGAATATAATATGCACAAATTAAGCAACCTTTACAAGGCATTCATCACTAATTICTGCT
Frae | DMSDN T MENMN R K Y Y W WD N DN Y SORSDETQC S MEN Y (N MHNSDS F BDN S NN Y R A FEM TN 5 A

60 Fi(l 50 0 f00 ill] 20 i3l 1] [ 80
BboEl GLTTTCAGAATCGUATTTGACGAACTTACARRATTCGAARCARCCARAGCTCAAARCARTGACTACAGATTTATCAATCCTTCTICARCACCGEAARCCEARACATCCTCT
Frame | CAMEM R NIN A F DENNENNIN R X F MENM T R K ANQUECNEDE Y R FNINENN P S P PEMT 5 §

57‘0 ﬁ?ﬂ 5?0 790 71‘0 7%0 73‘0 7:10 7?0 FI?U 7?0
BIOE! CCATCGCATGGAGAAAATACTGCAGCACAACCTCCCAAGLCTGCCGAGACCCCTARGCATACTECATCITCATTCACCTTCGGCEEATTGACTETGEC TACTCTCTGCTAC
Fame! B S DEMMGEENONY T CACABGN P PR P CAMENT PIRBEEN TMGE S S F T FOGHGIEN " WEA TEmC Y

7 m 799
Bhove! TTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
Frame! F DVOONIN 5§ A F IEE

Sekil 4.8. B. bovis BbovEL1 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515389)
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10 “U JU 50 50 70 EU QU IUU HU

B2 ATeone TCTTTTAACATAATAACC 176 CATTCTvCTCCATCCTTTTCAATTATACA TuuCATCTCCACAA CAGGAGECTG TACCAACTAA CA‘wawAATw‘Hr% -TCAT
Frame 1 IS § N I I TV A 5 EIommm T BVl A P CO NENNEN A WVE P K [Q EVE N 5
Illllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

l"ﬂ IGU 150 WU VU 130 WQU “UU 0 m
BhovE2 TTACTG TTTwATwATATwAAAAT T1G TATwAT TAATGCGCAGCATTEATCAAAGCATGTTGARAAGCATTCTTCACAAGAATTTTCAGGCTCTTCGCATCLAAGCTACA

Fane | IEEN P EDCCDONES K BHSSIN Y CDOSVANNE RS SINCDONEN 5 BHNSIN K 5 DIONINEEN KN ¢ NN A VO G ENEEEN A
TSI IESSSS————————————————

“30 “40 "50 "&D "70 "su "EU JUU JIU J”U JSU
BINE) TCGECTACTAAAACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTIAATCAARACCGATGCACCTTTCAACACATCGEACTTTGACACACTCGATITCGAATATCTCTCAGGE
Framet ' § A T UK T NHONDN A BINM K A BVE K DQUEINSIN F T MDM A P FONTU T S WDW F NDN T BINCDVBINEEN Y BIN 5 G

1 il E EQ El D LD Ll [ L
'wCAATATATwaATwwAAATCATAATT1AAAAAACTAACTCTTTT TW11A7A1A TG CAvAACATTCCAATAAC
Ty F VG 5 A MENH S

BowE2 CAATCTCATCAACAGCIC CTCAAACTTCTCATT‘
Famet Q5 H MENMENSIONLY FE FLOOLE I WEN A
Illllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

40 40 mn 40 40 00 510 50 530 650
BbOE? GTAGACACCGAGTTGAGAAAATACTACTGGGATAATATTTACGATGACCAGAGTGAATATAATATECACAAATTAAG CAACCTTTACAAHHCATTCATCACTAATTCT CT
Poe/EVD T MEMSES R K Y Y W/D NOI Y D D @ S HEMY NWMED FOEN S NEGIY K A FIILT N 5 A

0 Ei] 580 0 600 810 620 80 640 850 0
BbOVE2 GCTTTGAGAATCGCATTTGAGCAAC TTAGAAAATICGARACAAGGAAAGCTCAAAAGAATCACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACACCGEAACCCGAARCATCCTCT
Frame | (A M R MM A F BENNNENSNS R K F MEM T R K A GQN K ONEDN Y R FMMONY P § S5 T pEENP EEMT 5 §
D

57‘0 5?0 ﬂ?ﬂ 790 7!0 7%0 73‘0 74‘10 75‘)0 FI?U 7?0
Bbove? CCATCGCATGGAGAAAATACTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAGACCCCTAAGCATACTGGATCTTCATTICACCTICGGLGGATTGACTGTGGCTACTCTICTGCTAC
Frame1 P IS INHENG: ACANQE P PIK P ANEET P KNHNTNGE § 5 F T F NGONCONIN T BV A T HEC Y

0 w 8

BbovE2 TTCGTTCTCTCTE CATTTTA
Frame1 F

[ 0 0
Bhove3 A .T'.TCTTTTAACATAATAACC T\-vCATTCT CTCCATCCTTTTCAATTAT CA-v
Frame 1 | LI S ) |

[ ™ 80 T80 0 T80 100

BboE3 TTACTG TTTwATvATATvAAAAT (TG TATwAT STAATC CCATTEATCAAACCATCTTCAAAAGCATTCTTGACAACAATTTT
F D D BHS K EMESIN Y D “V EHE BINDUEEN S BHENEE K S DIONTEEEN X N F

Frame 1

Jﬂ 2850 EU 70 G Qﬂ 300 J|0 3‘20 il

BooiE3 TC~~CTACTAAAACACAT~AC CTCT~AA~~CT TAAAACAATTAATCAAAACC~AT CACCTTTCAACACATC~~ACTTT~ACACACTC~ATTT CAATATCTCTCA~
T SHOWDS A Wi A BVE K CQUEINSIE K lll F D0 T EMENTDUNEN QT Y NI S

Frame 1 (I8

30 360 380 30 40 410 20 W
BbovEd CAATCTCCTEAAGAGCTCCTCARACTECTCATTCAGGCAATATATGETATGCAAATCATAATTCAAAARACTAACTETTTITGT CCAGAACATTCCAATAAC
Fame | EQE 5 P EESEEST K eI A B30 Y G SESEEESTesToeIolEN K T (N S P EVE K ANENH § N N

460 4&0 470 L] 0 E] 30 m 0 550
BooiEd ~TA~ACACC~A TTCAGARAATACTACTGGGATAATATITACGATGACCAGAGTGAATATAATATCGACARATTAAGCAACCTTTACAAGGCATTCATCACTARTICTGOC
Frame | IVESSDS T BENEN R K Y Y W WDW N BIN Y SDESDETON 5 MEN Y (N EMESDN K BOM S CN BEN Y K A F I T OND 5 A

550 590 WU 610 [} 0 630 650 ﬁﬂﬂ
ATTTGAGGAACTTAGAAAAT PCGAAACAAGGAAAGC TCAAAAGAAT GACTACAC ~ATTTATCAATCCTTCTTCAACACC~~AACCC CAAACATCCTCT
F BENNENNTS R K F EEM T R K AMQU K N@DEY R FEIMN P 8§ 8 T PHEEMGF EENT 3 §

ﬂ?n aan ﬂﬂn 7Dn 710 T"n 730 T80 T
BooiE3 CCATC SCATG HAAAATACT CATCACAACCTCCCAATCCT CCYAvACCCCTAA CATACTwwATCTTCATTCACCTTC1~ SATTCACTETGCCTACTCTCTCOTAC
Frame 1 P[5 IHINGH RN A Q F A HEE T K CHO T GUUGUMEN T BVE A T HEN C Y

T i E]
BbovE3 TTCGTTCTCTC TG CATTTTA
Frame 1 _ F IS

Sekil 4.10. B. bovis BboVE3 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515391)
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i 9 il il 100 11
ATTCTGCTCCATCCTTTTCA
A F C 5 [I'NINF N

[ 30 00
BInE4 TTACTGTTIGATGATATGARARTGTTGTATGATGTAAT
Frame 1 I F

[[] [[] m 180 1] I?U ] m

m L] 280 260 m 280 200 00 30 i} 30

BhoiEd TCGGOTACTAAAACACATGACGOTCTG TCTAAAACAATTAATCAAAACCEATGCACCTTTCAACACATCEGACTITCACACAGTCGATTTGCAATATCTCTCAGEE
T K TIH D A NN BV F DQUEIEETE F T EDE A P FONOD T S NDN F DN T NENDNENEOE v B S

Frame 1 ES00A

34‘10 30 360 n 30 30 40 40 4?0 4\"10 4“10
BowE4 CAATCTCCTCAAGACC g TGTCGGAAAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC
Fromz | EQE S P ENEENSTNNTE F BINIESTOEEN A BIN Y CGTEHENENSTONIONIOEEN K T N 5 F BVEGT K 5 A NMENTHY S (NN
e EEEEEEEEE————————

46‘0 46‘0 4?0 4\?0 40‘0 5?0 51‘0 5%0 5?0 5?0 5?0
BoovEd GTAGACACCGAGTTGAGAAAATACTACTGGGATAATATTTACCATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAATTAAGCAACCTTTACAAGGCATTCATCACTAATTCTGEC
fareEWC D TMEMSIM R FE Y Y WD NOI' YD D Q S MEMY N F'D FEEIM S NEIMY E A FIIT N § A

60 80 Fifi] 600 810 (] 830 (L] 850 0
BboiEd GCTTTGAG o AACTTACAAAATTCCAAACAAGGARAGCTCAAAACAATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTICAACACCEGAACCCGAAACATCCTCT
Fame! A MM R IO A F BEMMENNIN R F FEEM T R F A 'Q F N'D Y R FEINN P & § T I HEMIEEMT 5 §

Frame1 2 S0 IEING

i [ i
BoovEd TTCETTCTCTCTLCATTTTAA
Frams1 F DYEEEN § A" F IR

Sekil 4.11. B. bovis BbovE4 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515392)

Erzurum yoresinde sigirlardan elde edilen B. bovis izolatlariyla msa-2c gen bolgesi
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Tiirkiye ve Diinya'daki diger B. bovis izolatlarinin
aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.6'da

gosterilmistir.
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Tablo 4.6. Tiirkiye ve diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger B. bovis izolatlarinin aksesyon
numaralari ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin Lolasyon Gen Balgesi Numaras
BI-6 Mogolistan Sigir Msa2c AB612252
Bl-46 Mogolistan Sigir Msa2c AB612256
R1A Arjantin Sigir Msa2c AY 052542
S2P Arjantin Sigir Msa2c FJ422796
F28 ABD Sigir Msa2c DQ173962
F40 ABD Sigir Msa2c DQ173965
G51 ABD Sigir Msa2c DQ173968
L ABD Sigir Msa2c DQ173971
T2Bo ABD Sigir Msa2c DQ173974
RAD Meksika Sigir Msa2c EF640955
Mexico Meksika Sigir Msa2c EF640956
Chiapas 1 Meksika Sigir Msa2c EF640957
Veracruz 2 Meksika Sigir Msa2c EF640963
Xinjiang Cin Sigir Msa2c EU328267
Brazilian/CO Brezilya Sigir Msa2c HM352731
Brazilian/NE Brezilya Sigir Msa2c HM352732
Brazilian/NO Brezilya Sigir Msa2c HM352733
Amasya Tirkiye Sigir Msa2c GU647150
Bartin Tirkiye Sigir Msa2c GU647149
Bolu Tirkiye Sigir Msa2c GU357634
Giresun Tirkiye Sigir Msa2c GU647154
Karabuk (4107) Tirkiye Sigir Msa2c GU004533
Karabuk-2 Tirkiye Sigir Msa2c GU647147
Kastamonu Tirkiye Sigir Msa2c GU647148
Samsun-1 Tirkiye Sigir Msa2c GU647152
Samsun-2 Tirkiye Sigir Msa2c GU647153
Trabzon Tirkiye Sigir Msa2c GU647151

Erzurum yoresinde sigirlarda pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan B. bovis
izolatlar ile Tiirkiye ve Diinyanin gesitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen
diger izolatlarin msa-2c gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlart Tablo 4.7'de,

pairwise alignmentlari ise Sekil 4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.7. Multiple alignmentlari1 yapilan pozitif izolatlar ile Tiirkiye ve Diinyadan diger bazi izolatlarin
niikleotid kompozisyonlari

. Toplam
Izolat T (%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) | niikleotid

sayisl
BbovE1l 27,3 21,2 32,1 19,4 59,4 40,6 798,0
BbovE?2 27,3 21,1 32,3 19,3 59,6 40,4 798,0
BbovE3 27,1 21,4 32,2 19,3 59,3 40,7 798,0
BbovE4 269 | 213 | 323 | 194 59,3 40,7 798,0
BI-6 26,6 21,0 32,0 20,3 58,7 41,3 777,0
Bl-46 26,5 21,2 31,9 20,3 58,4 41,6 777,0
R1A 27,3 21,2 321 19,4 59,4 40,6 798,0
S2P 26,5 219 321 19,5 58,6 41,4 795,0
F28 289 19,7 31,4 20,1 60,2 39,8 762,0
F40 27,9 20,7 31,7 19,7 59,6 40,4 798,0
G51 28,6 20,8 31,3 19,3 59,9 40,1 798,0
L 27,9 20,8 31,8 19,4 59,8 40,2 798,0
T2Bo 27,3 20,9 31,7 20,1 59,0 41,0 798,0
RAD 27,3 20,8 31,8 20,1 59,1 40,9 798,0
Mexico 27,3 20,8 31,7 20,2 59,0 41,0 798,0
Chiapas 1 27,2 21,3 32,3 19,2 59,5 40,5 798,0
Veracruz 2 26,8 21,2 32,5 19,5 59,3 40,7 798,0
Xinjiang 27,2 20,9 31,8 20,1 59,0 41,0 798,0
Brazilian/CO 27,1 20,9 31,9 20,1 59,0 41,0 796,0
Brazilian/NE 27,0 21,0 31,9 20,1 58,9 41,1 796,0
Brazilian/NO 27,1 20,9 31,9 20,1 59,0 41,0 796,0
Amasya 26,7 21,3 32,2 19,8 58,9 411 798,0
Bartin 27,4 21,2 32,0 19,4 59,4 40,6 798,0
Bolu 27,6 21,2 32,3 18,9 59,9 40,1 798,0
Giresun 26,9 21,7 32,2 19,2 59,1 40,9 798,0
Karabuk (4107) 26,9 21,6 32,0 19,5 58,9 41,1 798,0
Karabuk-2 27,7 211 31,8 19,4 59,5 40,5 798,0
Kastamonu 27,9 20,9 31,8 19,3 59,8 40,2 798,0
Samsun-1 26,8 214 32,0 19,8 58,8 41,2 798,0
Samsun-2 27,3 21,2 31,6 19,9 58,9 411 798,0
Trabzon 26,3 21,6 32,0 20,2 58,3 41,7 798,0
Ortalama 27,3 21,1 32,0 19,7 59,2 40,8 795,2
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0,005

0,008
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0,056
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0,053

0,044
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0,053

0,023
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0,020
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0,043
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0,045
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0,111

0,057
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0,045
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0,041

0,067
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0,015
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0,024
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0,049
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0,005
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0,049
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0,052
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0,004

0,003

0,048
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0,005

0,003
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Sekil 4.12. GenBank'a kayitlar1 yapilan Erzurum B.

analizleri

bovis izolatlar: ile Tiirkiye ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi izolatlarin msa-2c gen dizilimlerinin pairwise
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Erzurum yoresinden elde edilen B. bovis izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith
benzer diger bazi izolatlarin, complete msa-2c gen bolgelerinin multiple alingmentlart
ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.13’da gosterilmistir.

1 10 bl kil 4 i ] i

B 1.ABG12252 CATAATAACCGTIGCATTCTIGCTCCATCCTTTTCARTTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
b 2. ABG12256 CATAATAACCGTIGCATTCTIGCTCCATCCTTTTCARTTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Do JAYDS  ATGGTGTCTTTTAACATARTAACCGTIGCATTICTGCICCATCCTTTTCART TATICAMTGGCATCTCCACAAGAGHAG
CedBoovEt  ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
e5BME]  ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATICIGCTCCATCCTTTTCAATTATICAGTGECATCTCCACAAGAGRAG
GefBOOVE]  ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIIGCATTICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Ge7BovEd  ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGITIGCATICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Lo 800173062 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITIGCATTICTGCTCCATCCTTTICAATTRTMCAMTGGCATCTICACRAG-----
Le 0.00172065 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTGGCATTIGTGATCCARCCTTTTIMAAT TEMMCAMTGGCATCTCCACARGAGHAG
Lo 10.00173968 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTGGCATIGTGATCCARCCTTTTCAATIETMCAMTGGCATCTCCACARGAGHAG
Lo 11.00173971 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGIGECATTGTCMICCARCCTTT TMAAT TCIMCAMTGGCARCTCCACAAGAGHAG
1200173974 ATGGTGTCTTTTMACATAATAACCGTTGCATTCTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
13.EF640055 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTCTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
14EF640056 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITIGCATICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGECATCTCCACAAGAGGAG
15.EF640957 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITGCATICTGCTCCATCCTTITCARTTATICAMTGGCATCTCCACAAGAGHAG
16.EF640983 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITIGCATTICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGECATCTCCACAAGAGGAG
17.EU328267 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTGCATTICTIGCTCCATCCTETTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGRAG
18.FM20796 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGECATCTCCACAAGAGGAG
Be 19.6U004533 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTICTGCTICCATCCTTTTCAATTATGCAGTGECATCTCCACAAGAGGAG
Lo 20.6U367634 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTCTGCTCCATCCTTTTCAATTATICAGTGECATCTCCACAAGAGRAG
Lo 20.GUBATI4T ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTIGCATTCTGCTCCATCCTTTTCAATTATICAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Lo 22.6UBT148 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTCTGCTCCATCCTTTTCAATTATICAGTGECATCTCCACAAGAGRAG
Ce 23.GU64T140 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITIGCATICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGECATCTCCACAAGAGGAG
Ce 20.GUGAT1E0 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTITIGCATICTGCTCCATCCTTTTCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
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Ce 26.GUBATISY ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTIGCATTCTIGCTCCATCCTTTICAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Ce 26.6U647M152 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTIGCATTCTGCTCCATCCTTITCAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Ce 27.GU647153 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTGCATTCTIGCTCCATCCTTTICAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Lo 2B.GUBATIS4 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTCTIGCICCATCCTTITCAATTATGCAGTGIMCATCTCCACAAGAGGAG
Gk 20 HM3S2TY ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTGCATTCTIGCTCCATCCTTTICAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
Ce J0.HM352732 ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTIGCATTCIGCICCATCCTTITCAATTATGCAGTGGCATCTCCACARGAGGAG
Gk 3. HM3S2T3) ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTTGCATTCTIGCTCCATCCTTTICAATTATGCAGTGGCATCTCCACAAGAGGAG
E!] 9!] WDII] 11|I] WQII] 13|I] W?D 15|I]

Lo 1.ABEI2252  GCTGTACHAACTARGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTTTGATGATATCGAAAATGTTGTATGATGTAATGCGLAGL
e 2ABA12256  GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGC
Lo 34052542 WCTGTACCAACTARMCAGGTGAATGEGAGTCATITACTGTETGATGATATGAAAATGT TITATGATGTAATGCGLAGL
Ce 4 BhovE! GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGTTTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGE
e 5.Bh0VE2  GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce6.Bh0VE]  GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
e 7.Bh00Ed  GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Le 8.D0173062 ---------- CTAANCACCHGARTGHGEMT CATITGC IMT I TGATGARBATGARAETGT TIMTATGATGTIGATGCGCANC
Ce 000173065 EETGTACCAMCTAAGCANCCHEATGCGAGTCATTITACTGTTTGATGATATGAARATGT TETATGATGTIGATGCGCAGC
Ce 1000173965 MMTGTACCAMC TAAGCAMGEMMATGEGAGTCATTTACTGTTTGATGATATCAAARTGI TRTATGATGTGATGCGLAGL
Ce 11.00173671 EETGTACCAMCTAAGCANCEHMA TGGGAGTCATITACTGT T TGATGATATGAARATGT TRTATGATGIGATGCGCAGC
e 12.00173974 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 13.EF640055 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 14.EF640956 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 15.6F640057 WCTGTACCAACTAAMCAGGTGAATGEGAGTCATITACTGTTTGATGATATGAAAATGT TITATGATGTAATGCGLAGL
Ce 16.EF640963 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 17.EU320267 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 1010422706 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 19.6GU004533 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTITTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 20.GUISTEM GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 1.GUBMT14T GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 22.6UG47148 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 23.GUGA7I49 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Lo 24.GUBTI50 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTIATTTACTGTTTGATGATATGAAAATGTTMTATGATGTAATGCGCAGE
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1

1

Lo 25.GUBAT151 GCTGTACCAACTARGCAGGGEGATGEGAGTCATITACTGTTTGATGATATCAMARTGI TRTATGATGTGATGCGLAGL
Ce 26.GUBATI52 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTTTGATGATATGAARATGTIGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 27.6U647153 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 28.GUBATI54 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 20.HMI527H GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGTTTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 0. HMI2TI2 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATTTACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
Ce 31 HMIG2733 GCTGTACCAACTAAGCAGGTGAATGGGAGTCATITACTGITTGATGATATGAARATGTTGTATGATGTAATGCGCAGC
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Co 1 ABG12252
L 2 ABG12256
B 3 AYDG2542
U 4 BhovE!
U 5. BhovE2
Co 6. BhovEd
Co 7 BhovEd
Co B.00173962
Co 500173965
Co 10. D01 73968
Ce 11.D01735M
200173974
3 EF640955
4, EF640956
5. EF640957
. EF640963
7 EU328267
B FJ422798
B 19.GU0045T]
B 20 GU3ET6M
Be 21 GUBATIAT
b 20 GUBAT1 48
be 23.GUBATI49
Co 24 GUBATIAD

1

1

1

L]
L]
L]
L]
L]
L]
L]

Cw 25, GLIG4T1H1
e 26, GLG4T15
Ce 27 GUG4T153
Ce 28, GLIG4T154
Ce 29 HU352TH
Ce 30 HU352732
Lo 31, HU352733

160 i 180 10 H] HI m B
ATTGATGAARGCATGTIGAARAGCATTICTTGAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGCATGRAAGHTACATCGRCTACTAAR
ATTGATGAAAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAARGCATGTTGAARAGCATTICTTCAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGEATGEAAGC TEMATCGECTACTARR
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGRATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGGCTGITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTARA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGECTCITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGGATTCTTCAGAAGRATTTTGAGECTCTITGLCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
BTIGGIGAAGECANCGTARAAGCATTCTTCAGAAGAART T TGANGCTCT TCIMATGCAAGCTICATHGGC TECHEBAA
ATTGATGAGAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAGGAATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAGAGCATGTTMAARAGCATTICT TCAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGCATGRAAGCTACATCGECTACTAAR
ATTGATGAGAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGARATTTTGAGGCTGTITGGCATGCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGRATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGGCTGITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTARA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGECTGITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTCAGAAGRATTTTGAGECTGITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAAAGCATGTTGAAAAGGATTCT TCAGAAGAATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTARA
ATTGATGAAAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGRATTTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAARECATGTTGAARAGCATTICTTGAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGCATGRAAGCTACATCGECTACTAAR
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAGAGCATTCTTGAGAAGRATTTTGAGGCTGTTGGCATGCGAAGCTACATCGGCTACTAARA
ATTGATGEARGCATGTTGAARAGCATICTTCAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGCATGRAAGCTACATCGECTACTAAR
ATTGATGARAGCATGTTGAAGAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGECTCITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGGATTCTTCAGAAGRATTTTGAGECTCITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ARTGATGAAAGCATGTTGAARAGCATTICTTGAGAAGAATEITCAGGCTGTTGGCATCGAAGCTACATCGECTACTAAA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAAAGCATGTTGAAAAGGATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTITGGCATGGAAGCTACATCGGCTACTAAA
ATTGATGAARGCATGTTGAARAGGATTCTTCAGAAGAATTTTIGAGECTGTTGGCATGEAAGCTACATCGGCTACTAAD
ATEEATGAARGCATGTTGAARAGGATTICTTCAGAAGAATTTIGAGECTGTTGGCATGRAAGCTACATCGECTACTAAR
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGGCTGITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTARA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCT TCAGAAGRATTTTGAGGCTGTITGLCATCGAAGCTACATCGGCTACTARA
ATTGATGARAGCATGTTGAAAAGCATTCTTCAGAAGRATTTTGAGECTCTITGGCATCGAAGCTACATCGGCTACTAAA

b 1 ABG12262
C 2. ABG12256
B 3 AYD52542
C 4 BoovE!

Ce 5. BhovE?

Ce 6. BhovEd

G 7 Bhoved

Co §.D0173462
B §.D0173965
Ce 10, DQ173968
Ce 11.D01730M1
Ce 12. 00173474
b 13 EF640955
Co 14 EFG40956
Bk 15, EFG40957
Ce 16, EF640963
Ce 17 EU320267
B 18 422796
b 18, GUOD4533
B 20, GUIETEN
Be 1. GUBATI4T
b 22 GUBATI48
B 23 GUBATI48
Ce 24 GUBATIAD
b 25 GUBATIA
Co 26, GUBATIS2
B 27 GUBATIS]
B 28, GUBATIS4
Co 28 HM3527H
B 30 HN352732
B 31 HN352733

M 0 0 m 10 b 0 HlI

ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAGTCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACHCHTGAMGC TMTGAAGGCTETGAGACAATTARTCAARACCHATICACCT T TAANACGTCEGACTTTGAMACACTC
ACACATGACGCTCTRAAGGCTGTGAARCAATTAATCARRACCGATGCGCCTTTMAACACATCRGACTTIGACACACTC
ACACATGACGCTCTRAAGGCTGTGAAACAATTAATCAARACCGATGCGCCTTTIMAACACATCRGACTTTIGACACACTC
ACACATGACGCTCTRAAGGCTGTGAAACAATTAATCARRACCGATGCGCCTTTAACACATCRGACTTIGACACACTL
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTAARALAATTARTCARAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATCCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTAAARCAATTAATCARRACCGATGCACCTTTCAACACATCGGACTITGACACACTL
ACACATGACGCTCTGGAGGCTGTAARACAATTAATCARRACCGATGCACCTTTCAANGIATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAMMCTGTAARACAATTAATCARRACCGATGCACCTTTCAACACATCGGACTTTIGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACRATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
ACACATGACGCTCTGAAGGCTGTARAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTITCAACACATCGGACTTTGACACACTC
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[k 1. ABG12252
[k 7 ABG12256
te 3 AY052542
B 4. BhovE!

U 5. BhovE2

U 6. BhovE3

U 7.Bhoved

Ce 8, 00173062
Ce 0, 00173065
C# 10.D0173968
Ce 11.00173071
Ce 12.00173874
B 13 EFG40655
[ 14 EFG40056
[ 15 EFG40057
C 16. EFG40663
Ce 17 EL328267
Ce 18 FU422796
Lo 196004533
te 20, GU3ETEH
te 21 GUGAT14T
bk 22, GUGAT148
bk 23 GUGAT14G
te 24 GUGAT1A0
G 28, GUGAT151
B 26. GUGAT152
Ce 27 GUGAT153
Ce 28 GUGAT154
Ce 29 HM352T31
Ce 30 HM352732
Ce 31 HM352733

i k] ko 0 30 i ki m

CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTART GAAGAGCTGTTGAAGCTICTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT GAAGAGCTGT TGAAGCTICTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT CARGAGCTGT TGAAGCTTCTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTEETGAAGAGCTGETCAAMC TTCTCATTGAGGCAATATATGETATGEAAATC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTRATGAAGAGCTGETCAANCTICTCATIGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
[FATTTGEAATATCTCTCAGGGCAATCTRETGAAGAGCTGETCAANCTGCTCATTGAGGCARTATATGGTATGGAAATC
CATTTGEAATATCTCTCAGGGCAATCTEETGAAGAGCTGETCAAMCTGCT CATTGAGGCAATATATGETATGLAARTC
CATTTGHGETATCTCTCAGGGCAANCTAATIAAGANCEGT ICRAGCTTICTGAT TGARGCAATANATGERATCHAAGHEE
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT GARGAGCTGTTCAAGCTICTCATTGAGGCAGTATATGLTATGGAAATC
GATTTGGRAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT GARGAGCTGT TCAAGCTICTCATTGAGGCAGTATATGGTATGGAAATC
GATTTGGRATATCTCTCAGGGCAATCTAAT GARGAGCTGTTCAAGCTICTCATTGAGGCAGTATATGGTATGGAAATC
CATRTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAATGAAGAGCTGTIGAAGCTICTGATIGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
GATTTGGRATATCTCTCAGGGCAATCTAAT CARGAGCTGT TGAAGCTTCTGATTGAGGCAATATATGGTATGGARAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT CAAGAGCTGT TGAAGCTICTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
CATTTGGRAATATCTCTCAGGGCAATCTART CARGAGCTGT TGAAGCTICTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATITAATGAAGAGCTGETCAAMCTTCTCATTGAGGCAATATATGGTATGEAARTC
GATTTGGRAATATCTCTCAGGGCAATCTART CARGAGCTGT TGAAGCTICTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAGTCTAATGAAGAGCTGETCAAMC TTCTCATTGAGGCAATATATGETATGEAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTEERGAACAGCTGETCAAMC TTCTCATTGAGGCAATATATGGTATGEAARTC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTARTGARGAGCTGETCAAMC TTCTCATTGAGGCAATATATGETATGEAARTC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTIMATGAAGAGCTGETCANMC TTCTCATTGAGGCAATATATGETATGEAARTC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAATGAAGAGCTGETCAANCTICTCATIGAGGCAATATATGGTATGGAAGTC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTEETGAAGAGCTGETCAAMCTTCTCATTGAGGCAATATATGETATGLAARTC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTIATGAAGAGCTGT IGAAGCTTCTGAT TGAGGCAATATATGGTATCCAAATC
CATHTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAATGAAGAGCTGETCAAMCTTCTCATTGAGGCAATATATGETATGLAAATC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTEET GAAGAGCTGETCAAMCTGCT CATTGAGGCAATATATGETATGLAARTC
CATTTGRAATATCTCTCAGGGCAATHTEATGAAGAGCTGETCAAMCTGCT CATTGAGGCAATATATGETATGLAARTC
CATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATGTAATGAAGAGCTGETCAAMCTTCTCATTGAGGCAATATATGGTATGLAAATC
GATTTGGRATATCTCTCAGGGCAATCTAAT CARGAGCTGT TGAAGCTTCTGATTGAGGCAATATATGGTATGGARAATC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAATGAAGAGCTGTIGAAGCTIECTGATIGAGGCAATATATGGTATGGAAATC
GATTTGGAATATCTCTCAGGGCAATCTAAT CARGAGCTGTTGAAGCTTCTGATTGAGGCAATATATGGTATGGAAATC

to 1 ABGT2252
b 1 ABG12256
b 3 AY0R2542
Ce 4 BhovEt

[e 5 BhovE2

[ 6. BhovE3

Ce 7 Bhoved

C B.DO173962
L § DO173985
Co 10. D01 73968
Ce 11. 00173671
Co 12. 00173874
Cw 13, EF 40955
Cw 14 EF 40956
Cw 15, EFA40957
C+ 16, EFA40963
b 17 EU326267
B 10.FJ422796
B 19.GUO04E3]
B 20, GU357634
Ce 1. GUBLT1AT
B 22, GUBLT148
B 23, GUB4T144
Co 24, GUB4T1AD
b 26, GUG4T1H
Cw 26, GUG4T162
b 27, GUE4T153
b 28 GUE4T154
B 29, HW35273
B 30, HW352732
B 31 HU352T33

40 40 a0 X W &0 40

ATAATTCARARAACTAACTCTTTTGTGECACAGAGTGCANAACATTCCGATAAN MTGCACGCCCARTTGA CARBAGT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTIGTGGEAGAGAGTGC ANAACATTCCGATAAN MTGCACACCGARTIGA CARAGT
ATAATTGARAAAACBBACTCTTTRGTGECACAGAG TOMANAAMAT TCCGATGAL GTAGACACCGAGTTGA GAAAGT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTTGTGGGAGAGAGTGCAGAACATTCCARTAAL CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTTGTGEGACAGAGTGCAGAACATTCCARTAAL CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTCTCGCAMAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGARTTGA CAAAAT
AEﬁATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTGGGAIAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ANATTGHGAAGGET A AMGEG THTET GGG A GHOGGEGABCAT IC - T AMCHGGGCAN- - -GAG T TGIMIGAA AT
ATAATTGAAAAAACBAACTCTTTGTGGEAGAGAG TMEAMAGCATTCCGATAAC MTGGACAGCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACBAACTC TTHTGTGGEAGAGAGTGHANAGCATTCCAATAAC MTAGACAGCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAMAAAACBAACTC TTHTGTGGEAGAGAGTGHANAGCATTCCAATAAC MTAGACAGCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTCGEAGAGAGTGC ANAACATTCCGATAAR MTGCACACCGARTIGA CARAGT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTTGTGGEAGAGAGTGC ANAACATTCCGATAAN MTGCACACCGARTIGA CARAGT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTTGTGGEACAGGGTGC ANAACATTCCGATAAN MTGCACACCGARTIGA CAEAGT
ATAATTGARAAAACTAACTCTTTIGTGGEAGAGAGTGC AMAACATTCCGATAAN MIGCACACCGARTIGA GAEAGT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTCTCGCAMAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGARTTGA CAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTIGTGGEAGAGAGTGC AMAACATTCCGATAAN MIGGACACCGARTIGA CAEAGT
ATAATTCARAAAACTAACTCTTTTGTGGGACAGAGTGCAGAACATTCCAATAAL CTABACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTCARAAAACTAACTCTTTTGTGEGACAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTCARAAAACTAACTCTTTTGTGGGACAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTCARAAAACTAACTCTTTTGTGEGACAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTCEEAGAGAGTGCAGAACATTCAATAAC CTAGACACCCARTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTGECACAGAGTGCAGAACATTCCARTAAC CTAGACACCGAGTTGA GAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTC TMETCTCGEACAGAGTGAGAACATTCCAATAAC CTABACACCCGAGTTGA CAAAAT
ATAATTCAAAAAACTAACTC TTHTGTCGEACAGACTGCAGAACATTCCAATAAC CTAGACACCCAGTTGA CAARAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTCTCGCAMAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGAGTTGA CAARAT
ATAATTGAAAMAACTAACTCTTTTCTCGCAMAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGAGTTGA CAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTCTCGCAMAGAGTGCAGAACATTCCAATAAC GTAGACACCGARTTGA CAAAAT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTIGTGGEAGAGAGTGC AAACATTCCGATAAR MIGCACACCGARTIGA GABAGT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTGGEAGAGAGTGC AAACATTCCGATAAN MIGGACACCGARTIGA GABAGT
ATAATTGAAAAAACTAACTCTTTTGTGGEAGAGAGTGC AAACATTCCGATAAN MIGGACACCGARTIGA GABAGT
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b 1 ABG12252
Co 2 ABG12256
Ce 3 AY0R2542
Ce 4 BhovE1
Ce 5. BhovE?
B 6. BhovEd
G 7. Bhoved

4I:I] 4&?0
ACTACTGGGATAATA

ACTACTGGGATAATA
ANTACEMGGETAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA

40 il 10 i

TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATANGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAMGGACARA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATANGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA

k] 40

TTAAGCAACCTHTACAAMGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCAT!T
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTITACAAGGCATT

Ce 80017306 CGMCTANMMGGA-ARTAGTETAMGATGIMGAGAGTCAA TINGACAANGAGARARTTAACG-CGCTTTACAANECAT T

Ce 5. DQ173965
e 10.00173968
e 11.00173971
Ce 12.00173974
e 13, EFGA0935
e 14 EFG40056
e 15 EFGAT04T
Ce 16, EFG40963
e 17 EU328267
e 18, FJ22796
Ck 19 GU00453
e 20, GU357634
e 21, GUBATIAT
Ck 22 GUG4T148
(e 23 GUB4T149
Lk 24, GUBAT150
Lk 25 GUB4T151
e 26 GUB4T152
e 27 GUB4T153
e 28, GUG4T154
e 29 H382731
Ce 30 HU352732
e 31, HW352733

ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA
ACTACTGGGATAATA

TTTACGATGACCAGAGEGAATATAATAANGACAAA
TTTACGATGACCAGAGEGAATATAATAANGACAAA
TTTACGATGACCAGAGEGAATATAATAANGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAMGGACARA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATANGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGABTATAATANGGACAAA
TITACGATGACCANMGTIRAATATAATAAGGACAAR
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGECCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATGATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTCABTATANTANGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA
TTTACGATGACCAGAGTGAATATAATAAGGACAAA

TTAAMMAACCTTTACAAGGCATT
TTAAMMAACCTTTACAAGGCATT
TTAAMAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCAT!T
TTAAGCAACCTHTACAANGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTITACAAGGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTITACAAGGCATT
TrAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
GGAAGCAACCTTTACAAGCHATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCARG
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTITACAAGGCATT
TTAAGCAACCTTTACAAGGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCATT
TTAAGCAACCTHTACAANGCAT!T
TTAAGCAACCTHTACAANGCATT

&0 5BII] i 5 0 i il ]

Ce 1.ABG12282 CATCACT GA-TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAMAARATTCGAAACAAGGRRAGCTCAR
Ce 2. ABG12256 CATCACT GA  TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAMARARTTCGAAACARGGARRGCTCAR
Bk 3 AY0G254 CATCACT GA TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAMAAARTTCGAAACARGGARAGCTCAR
¥] 4 BlovEt CATCACT AA TICTG CHGCTTTGAGAATCGCATEMGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 5. BhovE2 CATCACT--AA--TTCTG- CHGCTTTGAGAATCGCATEMGAGGAACTTAGAAAATTCGARACAAGEAAAGCTCAA
e 6. BhovEd CATCACT AR TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATIMMGAGGAACTTAGARARTTCGRAACARGGAARGCTCAR
Ce 7. BhovEd CATCACT -AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATIMGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGEAAAGCTCAA
Ce8.0017206) [MCABGACTCGAANGHTCTCHCCHCHTTGE-ACT CHEA TINCAGRA - CTTICA-- - -CCGAGA--ACHAAACHGC AL
Cw 000173965 CATHACT -GA--TTCTG GHGCTTTGAGAANMCGCAGHGGAGGAACTTABAAAATTCGARACAANGAAAGCTCAA
Ce 10.D0173968 CATHACT GA-TTCTG GEGCTTTGAGAAMCGCATCGGAGGRAACTTAGAARATTCGAAACAANGARAGCTCAR
Ce 11.D0173974 CATHACT -GA- TTCTG GHGCTTTGAGAANCGCAGNGGAGGAACTTABAAAATTCGAAACAANGAAAGCTCAA
Ce 12.00173474 CATCACT GA TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAMAAARTTCGAAACARGGAARGCTCAL
Ce 13, EFB40955 CATCACT GA- TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAMAARATTCGAAACAAGGRRAGCTCAR
Ce 14, EFBL0056 CATCACT GA-TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAMAAAATTCGAAACAAGGRRAGCTCAR
Ce 15, EFB4095T CATCACT -AA- TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
e 16, EFG40963 CATCACT--AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 17.EUI20267 CATCACT GA- TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAMAAAATTCGAAACAAGGRAAGCTCAR
Ce 1.FJ422796 CATCACT - -AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 19.GL004533 CATCACT AR TTCTG CHGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAARATTCGAAACAAGGRAAGCTCAR
Ce 20, GUIGTE34 CATCACT -AA- TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Lo 21, GUBLTIAT CATCACT AR TTCTG CHGCHTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAARTTCGAAACARGGAAAGCTCAL
Ce 22, GUBAT14 CATCACT -AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGGACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Bk 23, GUBLTI49 CATCACT AR TTCTG CHGCTTTGAGAATCGCATINMMAGGAMCTTAGAAARTTCGRAAACARGGAARGCTCAR
Ce 24. GUB4T150 CATCACT AR TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAGEATTCGAAACARGGAARGCTCAR
e 25, GUBLT1 5t CATCACT - -AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGCAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 26. GUG4T152 CATCACT--AA--TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 27, GUBAT153 CATCACT AR TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAGAAMATTCGAAACAAGGAMAGCTCAR
Ce 20, GUBAT1 54 CATCACT -AA- TTCTG CCGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAGAAAATTCGAAACAAGGAAAGCTCAA
Ce 20, HM352731 CATCACT GA TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAMARARTTCGAAACARGGAARGCTCAR
Ce 30.HM352732 CATCACT GA TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGGAGGAACTTAMAAARTTCGAAACARGGAARGCTCAL
Ce 31 HM352733 CATCACT GA- TTCTG GUGCTTTGAGAATCGCATCGEAGGAACTTAMAAAATTCGAAACAAGGRRAGCTCAR
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Lo 1 ABG12252

Lo 2 ABG12256

Lo 3 AY052542

U 4, BhovE!

U . BhovE?

Ui 6. BhovE3

U 7 Bhoved

Lo 8. 00173962

Bo § 00173965

Co 10. 00173968
B 11. 00173871
B 12.D0173974
Lo 13.EFG40645
Lo {4 EFGA0G56
Lo 15, EFGA0647
Lo 16, EFGA0663
b 17.EL320267
Lo 10.FJ422796
Bo 19, GLIO04E3
B 20, GU3A763
B 1. GUB4TI4T
B 22 GUG4T14B
B 23 GUA4T140
B 24 GUA4T1E0
B 25, GUG4T151
Lo 26, GLIG4T152
B 27 GUG4T153
Co 28, GUIG4T154

0 40 40 el i a0 [ it

AAGGATRACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACHIICGGAAGC CGARACARCCTC TCCATCGITGGAGAARATA
AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACHICGGAAGCCGARACARCCTCICCATCGITGGAGAARATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACHICGGAAGC CGAAACABCCTC TCCATCGIETGGAGAARATA
AAGAATGACTACAGATTIATCAATCCTICTICAACACCGGAACCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACACCGGAACCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACACCGGAACCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACACCGGAACCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA

AA-ARTCGHTACGHAT TEGTHGANCCTGHTEMAACACCGGA----GAAGGHTGHTC----- Cee------ ARARTARE

AAGGAGGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMNCGGARCCCGAAMCATCCTCTICATCGIETGCAGARARTA
AGGGAGGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMNCGGARCCCGAAMCARCCTC A TCGIETGCAGARARTA
AAGGAGGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMNCGGARCCCGAAMCATCCTCTMCATCGIETGCAGARARTA
AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMICGGARGCCGARACARCCTCTCCATCGIETGEAGARRATA
AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMICGGARGCCGARACARCCTCTCCATCGIETGEAGARRATA
AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMICGGARGCCGARACARCCTCTICCATCGIETGGAGARRATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACACCGGARMCCGARACATCCTCTCCATCGCATGEAGARRATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTICCATCGCATGGAGAAAATA
AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMICGGARGCCGARACARCCTCTICCATCGIETGGAGARRATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACACCGGARMCCGARACATCCTCTCCATCGCATGEAGARRATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTICCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATGCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACACCGGARCCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAMIATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTICCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTICTTCAACACCGGAACCCGAAACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAAATA
AAGAATGACTACAGATGTATCAATCCTICTICAACACCGGAMMC CGARACATCIMCTCCATCGCATGEAGARRATA
AAGAATGACTACAGATTTATCARTCCTTCTTCAACAGCGGARCCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAMATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAAGAGCGGARCCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAMATA
AAGAATGACTACAGATTTATCAATCCTTCTTCAACACCGGARCCCGARACATCCTCTCCATCGCATGGAGAAMATA

Ce 20. 362731 AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACMNCGGARGCCGARACARCCTCTICCATCGIETGEAGARRATA
Ce 30.HN36273) AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACHMNCGGARGCCGARACARCCTCTICCATCGIETGEAGARRATA
Ce 31.HN362733 AAGGATGACTACAGATTTATCAATCCTICTICAACHMNCGGARGCCGARACARCCTCTICCATCGIETGEAGARRATA
?W‘D ??I] FSII] ?ﬂlil] ?.")D F?I] ?}:I] ?S‘D
Le {.ABBI2S2 - CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTITCACCTIMG GCGGATTGACTG
Lo 2.ABGI2SE CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCRAG ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTITCACCTIMG GCGGATTGACTG
Le JAV0S252 CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTMETTCACCTICG GCGGATTGACTG
e 4 BhovEt CTGCAGCACAACCTCCCAAGUCTGCCGAG ACCCUTAAGCHTACTGEATCTTCMTITCACCTICG GCGEATTGACTG
B 5. BhovE? CTGCAGCACAACCTCCCAAGUCTGCCGAG ACCCCTAAGCHTACTGGATCTTCITCACCTICG GCGEATTIGACTG
Ce 6. BhVE3 CTGCAGCACRACCTCCCRAGUCTGCCGAG ACCCCTAAGCHTACTGEATCTTCITCACCTICG GCGEATTIGACTG
Ce 7.BhovEd CTGCAGCACAACCTCCCAAGUCTGCCGAG ACCCCTAAGCHTACTGEATCTTCTITCACCTICG GCGEATTGACTG
Ge8.00173062 MCTHCACGA-AACCTCHEDGCHCHCCHCGCIICETWAACCCTECE------ TCITTCACCTTMG GCGGATTGACTG
Le0.00173065 - CHGCAGCECAACCTCCCAAMCCIGCHGAG ACCCCTAAGCCTACEGGATCTTCHITCACCTIMG GCGGATTGACTG
L 10.00172968 - CTGCAGCECAACCTCCHAAMCCIGCHGAG ACHMICTAAGCCTACEGGATCTTC@ITCACCTING GCGGATTGACTG
b 1100173871 CHGCAGKECAACCTCCCAAMCC TGCHGAG ACCCCTAAGCCTACEGGATCTTCHITCACCTING GUGGATTGACTG
L 12.00173974 CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCRAG ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTITCACCTIMG GCGGATTGACTG

be 13.EF640055
e 14.EFG40056
e 15.EFG40057
e 16.EFG40063
Ce 17.EU320267
Lo 18.FJ422796
Ce 19.GLIO04E3
Lo 20.GU3E7634
Ce 21, GUBAT1AT
Lo 22.GUBAT148
Ce 23.GUBAT1AY
L 24.GUBAT1E0
e 25, GUBAT1 51
e 26.GUBAT1E2
Ce 27.GUBAT1E3
e 26.GUBAT154
Ce 29, HI352TH
e 30.HM352732
Ce 3. HN352733

CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTIGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAG
CTHCAGCACAACCTCCCAAGCUTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCRAG
CTMCAGCACAACCTCCCAAGCCTIGCRGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCRAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCHGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCRAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAGCCEGCCRAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCIGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCTGCCGAG
CTGCAGCACAACCTCCCAAMCCTGCCGAG

ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTITCACCTING
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCTTTCACC TG
ACCCCTAAGCCTACEGEATCTTCITICACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCEITCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTTTCACC TG
ACCCCTAAGCCTACEGEATCTTCEITCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCETTCACCTICG

GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG

ACCCCTAAGCCTACTGGATCTT-TTTCACCTICGEECGCHTIEACTG

ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTICTTITCACCTICG

GCGGATTGACTG

ACCCCTAAGCCTACTGGATCTT-TTTCACCTICCMECGCHTIMACTG

ACCCCTAAGCHTACTGEATCTTCETTCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCHTTCACC THEG
ACCCCTAAGCCTACEGGATCTTCITTCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCEITCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCETTCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCHMITCACCTICG
ACCCCTAAGCCTACTGGATCTTCTTTCACC TG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCTTTCACC TG
ACCCCTAAGCCTACTGEATCTTCTTTCACC TG

GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTG
GCGGATTGACTE
GCGGATTGACTG
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e 1 ABG12252
D& 2 ABG12256
D 3 AY052542
e 4 BhovEl

e 5. BhovE2

C# 6. BhovE3

e 7. BhovEd

e 8. DO173062
e 9 DO173965
e 10. 00173568
e 11. 00173871
Lo 12, 00173574
e 13 EFG40855
e 14 EFG40856
e 15 EFG40857
Le 16.EFG40863
e 17, ELI328267
e 18.FJ422796
e 19, GLIO04A33
D 20. GU3ATR34
e 21 GUG4T14T
e 22 GUG4T148
De 23, GUG4T149
L& 24, GUG4T1AD
D& 25 GUB4T151
D 26, GUE4T152
e 27, GUE4T1A3
Lo 28, GUE4TTA4
L 20, HM352731
L 30, HM352732
e 31 HM352733

Sekil 4.13. Erzurum yoresinde sigirlarda belirlenen B. bovis izolatlar: ile Diinyadaki diger bazi B. bovis
izolatlarinin complete msa-2¢ gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlari

Sekil 4.13°de goriildiigii gibi msa-2¢c gen bolgesine gore saptanan B. bovis izolatlari
arasinda ¢esitli niikleotid degisimleri, delesyonlari ve insertionlar1 belirlenmistir. B.
bovis belirlenen izolatlarin (BbovE1-BbovE4) pairwise kiyaslamalarina gore kendi
aralarinda ortalama %0,6, Tiirkiye izolatlar1 ile %2,3 ve diinyadan alignmenta dahil
edilen diger izolatlarla aralarinda ise %7,5 farklilik saptanmistir. Erzurum ydresinde
sigirlarda saptanan B. bovis izolatlari ile Diinyadan kiyaslamaya dahil edilen diger bazi
izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan
filogenetik agacit Sekil 4.14°de verilmistir. Filogenetik agagta da goriilecegi iizere

Erzurum izolatlarin Tiirkiye’den daha 6nece girilmis izolatlarla ayr1 filogenetik grupta

?QIU SUIU SIIU B1IB
TGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGE
TGGCCACTCTCTGCTACTTCGEMTC TCTCTGE
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCAT TETAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGECMACTCTC TGO TACTICGTTCTCPOTGCATTT
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTT
TGGECMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
THEEEACTCTC TGO TACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA

' ACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TR~ C TCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGCMACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGEOCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGEOCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGEOCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TGGECCACTCTC TGO TACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAL
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATT--AA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATT--AA
TGGECCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATT--AA

yer aldig1 belirlenmistir.
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251 BOVEL Erzurum

48!~ BbovE2 Erzurum
56 [— Bartin Turkiye
BbovE3 Erzurum
1 - BbovE4 Erzurum
37| 4107 Turkiye

43

Ahr Veracruz 2 Meksika

—— Giresun Turkiye

834

Samsun-1 Turkiye

’4;

r7 Samsun-2 Turkiye

— Karabuk-2 Turkiye

70
Bolu Turkiye

7

100 Kastamonu Turkiye
S2P Arjantin

97

-

Trabzon Turkiye

L——— Amasya Turkiye
95 Chiapas 1 Meksika
— R1A Arjantin

- Mexico Meksika

RAD Meksika

52

100
- Xinjiang Cin

r T2Bo ABD

65]

67|

— BI-6 Mogolistan
67

- Bl-46 Mogolistan
61

3o Brazilian/NE Brezilya

go| Brazilian/CO Brezilya

52! Brazilian/NO Brezilya
—— G51 ABD

100 _[ F40 ABD
98 - L ABD

F28 ABD

0.05

Sekil 4.14. Erzurum yoresinde sigirlarda saptanan B. bovis izolatlar ile GenBank’a kayitlt diger B. bovis
izolatlarinin msa-2¢ gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar (Neighbour Joining - Kimura 2
Parameter modeli). Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir.
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4.3.3. B. bigemina Rap-1a Geninin Sekansi ve Filogenetik Analizi

B. bigemina Rap-la geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak, izolasyon

kaynagi ile GenBank aksesyon numaralari Tablo 4.8'de, niikleotid kompozisyonlar1 ise

Sekil 4.15-4.17'de verilmistir.

Tablo 4.8. Erzurum yoresinde sigirlarda belirlenen B. bigemina izolatlarinin incelenen gen bolgesi,
konak, izolasyon kaynagi ile GenBank aksesyon numaralar1

. Konak ve izolasyon
Izolat Gen bolgesi Aksesyon Numarasi
kaynagi
BbigE1l Rap-la Sigir/ tam kan KC515386
BbigE?2 Rap-1la Sigir/ tam kan KC515387
BbigE3 Rap-la Sigir/ tam kan KC515388
1 10 n N 4 i il i il

Bigk! CTTGCTTTCACAACTCGCCTETICEETTTEGETATCCACAAGGCGTIGAACCETTTGETTAGGACCAACCTICCCETTEACCTTE
Famz /@I A F T T RIEMMYF G FIGEINOTK ANNE R NIWS R 5 N NP

a 100 "o 120 130 14 150 160 170
Bbigk! GAACCCACCCTGAGGCCACCATCCECEARATAGCTACCEGTTACGECEAGTACATCATCACCCAGETGECTECEATCACCTCETT
Fame {GH T MEM P BENVAY T DN R EERINTAY 5 NGH Y DCONEN Y DENREN T NORBUN ¢ PAVBNN T 'S F

180 160 20 20 pi1] 0 0 280
Bigf! CCCTGAGCCTTICTCCAAGATGECTACTAAGACTCTCTTGGTTACCGTCACCCACTACGICCATTTCCCCECGTACAACAGGTEE
Famz! "AMEMR F § KEENA T/ K T DDNNDENVS T BV 5 900 Y BUMTHYMIN P A Y K R W

260 2m 280 200 0 kil u 3 M
Bigt! TACAGGAAGTTCAAGGAGTTCATTETGAACTICTTITACTGACCCTGCCARGTTGATTATCAAGCACETCTCTCAGCCTETARAGA
Frame! 'Y ROK F 'K BEM F DD N F F T EDW P A K DINOTONIN F CHOSWS 5 000 P W K
Rap-1a

gl i m il W il
Bhige! CTGCCTACACARACCTGETCCCCCARGAGCACAGGCAGGCTATCAGGEATETCETCEGTCAAAGE
Frame ! T WANOYY |T DEOEEEEE © ‘D V.V &G Q §

Sekil 4.15. B. bigemina BbigE1 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515386)
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IU IU 30 40 i ﬁU ?U SU

BhigE2 GCTTE CTTTCACAACTC CCT TTCHTTTCHTATCCAJAHC TTJLA O TTTHTTAHA CAACCTTCCC TT1ACCTT
Fame? HIMA F T T R F PGY F NGAINNON F AN K R BIVE R 5§ "N'BIm P

1
1

1] 100 1o 120 130 140 150 [[1] 17
BHgE? GLAACCCACCCTGACGOCACCATCCGUEAARTAGCTAGCGETTACEGOGAGTACATGATGACCOAGETECCTGOEATGACCTCET
Fame)BEH T BES D BEN A 7 WIS R BENSDN A S SCH Y SCONEN Y BESSNN T SQUEVE D (A BN T S
g

[ [ m T m il ] i
Bhige2 TCGECTGAG C S TTTCTCCRAAL TATITHCTACTAA SBCTCTE TT'vaTACC TCA CTACTAC TCCATTTEG CCC CETACAAG A'va'
Famz2 F TA'ME@ R F 5§ K EEN A T K T DDDBEENVS T BVM 5 DN ¥ DVASHYMDIN P 'A Y 'K R W

"ﬁﬂ "TD "BD "Qﬂ 300 310 3"0 330 340

Framz 2 [ Y IRE K F K lll F lllll W F F T lll P A K llllllll K lllll 8 lIIP Ill K

350 3&0 3?0 JBﬂ 390 400 leS

Frame 2 TAYTK_P_ - T

Sekil 4.16. B. bigemina BbigE?2 1zolat1n1n niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515387)

IU "0 30 50 ﬁU ?U 80

Bbigk3 A SCTTGCTTICACAACTCGCCTG TTCHHTTTCHHTATCCA1AA"'1‘C"TT1AA SCGTTTGETTAGGAGCAACCTTICCCETTCACCT
Frame3  EEETAT F T T CROMEM F NGH F G—K AN F REIEOVIR § NN P EVE D EH

90 IUU HU 120 130 140 150 160 1?0

FHm-3IG T-P-A T-R_A S G b G-Y_T_P A-T 5

[ [ m i m il M W
Bhiged TTCECTGAG C TTTCTCCAA ATHITCTACTAA SACTCTG TTHHTTACC TCA i JCTAC S TCCATTTG CCC 2CG TACAA GAGGT
Fame3 FAMEM R F 5 K MM A T 'K T DENSENNS T BV 5 U0 Y BWATHYMON P A Y 'E R

260 mn 20 200 an 3 ki) A M
BigEd GETACAGGARGTTCAAGEAGTICATTETGARCTTCTTTACTGACCOTECCAAGTTGATTATGARGCACGTCTATCAGCCTGTARR
Fame3W Y ROK F (R NENF DIV N F F TWEDW P A K DEONNIDENN X DHOSVE Y FQ0 P VR K

@ i i W & @ o
Boiged GACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGARGAGCACAGGCAGGCTATCAGEGATGTCGTCGLTCARAGCACK
Fame3 @ T DAY T DEOEEEENE P RIQ AFIRIDIWWS G @ § T

Sekil 4.17. B. bigemina BbigE3 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslar1 (KC515388)
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Erzurum yoresinde sigirlardan elde edilen B. bigemina izolatlariyla Rap-1 gen bolgesi
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan Diinya'daki diger B. bigemina izolatlarinin
aksesyon numaralart ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.9'da

gosterilmistir.

Tablo 4.9. Diinyadan filogenetik kiyaslamasi yapilan diger bazi B. bigemina izolatlarinin aksesyon
numaralari ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin ﬁi‘;';‘,fzg,“ Gen Bilgesi N
: Tayland Sigir Rap-1 AB586126
- Tayland Sigir Rap-1 AB594816
- Tayland Sigir Rap-1 AB594817
- Tayland Sigir Rap-1 JIN974300
- Filipinler Sigir Rap-1 JX648554
Syrian isolate 1 Suriye Sigir Rap-1 AB617642
Syrian isolate 2 Suriye Sigir Rap-1 AB617643
Syrian isolate 3 Suriye Sigir Rap-1 AB617644
CGA ABD Sigir Rap-1 AF017284
CGP ABD Sigir Rap-1 AF017285
S1A ABD Sigir Rap-1 AF017286
S2P ABD Sigir Rap-1 AF017287
Texcoco ABD Sigir Rap-1 AF017288
UYA ABD Sigir Rap-1 AF017289

Erzurum yoresinde sigirlarda pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan B.
bigemina izolatlar1 ile Diinyanin ¢esitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen
diger izolatlarin Rap-1 gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlart Tablo 4.10'da,

pairwise alignmentlari ise Sekil 4.18’de verilmistir.
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Tablo 4.10. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan diger bazi izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

Toplam
izolat T (%) | C(%) | A (%) | G (%) AT Gre niikleotid
(%) (%)
sayis1
BbigE1l 24,4 26,9 22,7 25,9 47,2 52,8 405,0
BbigE2 24,2 27,1 22,7 25,9 46,9 53,1 409,0
BbigE3 23,9 27,1 23,2 25,9 47,1 52,9 410,0
AB586126 25,4 23,8 24,9 25,8 50,3 497 1011,0
AB594816 25,8 24,1 24,3 25,7 50,2 49,8 937,0
AB594817 25,1 23,4 25,3 26,1 50,5 49,5 1046,0
JN974300 24,0 275 23,3 25,2 47,3 52,7 408,0
JX648554 24,0 26,9 23,5 25,5 47,6 52,4 412,0
Syrian isolate 1 247 24,4 25,6 25,3 50,2 49,8 880,0
Syrian isolate 2 24,5 24,7 25,5 25,3 50,0 50,0 880,0
Syrian isolate 3 24,5 24,7 25,3 25,5 49,9 50,1 880,0
CGA 25,5 24,0 26,3 24,3 51,8 48,2 1051,0
CGP 25,5 24,0 26,3 24,3 51,8 48,2 1051,0
S1A 25,3 23,9 26,4 24,5 51,7 48,3 1051,0
S2pP 25,2 23,8 26,3 24,7 51,5 48,5 1042,0
Texcoco 25,4 24,1 26,3 24,3 51,7 48,3 1051,0
UYA 25,5 24,0 26,4 24,2 51,9 48,1 1051,0
Ortalama 25,1 24,5 25,4 25,1 50,4 49,6 822,1




BhigE 1
BbigE2  [0,000
BhigE3  [0,005[0,005
AB586126]0,005(0,005[0,005
AB594816]0,005/0,005/0,005(0,010
AB594817]0,005/0,005/0,005[0,010{0,009
AB617642]0,005/0,005[0,005[0,009(0,010{0,018
AB617643]0,005/0,005[0,005[0,007[0,007{0,015]0,002
AB617644]0,007/0,007]0,007]0,008]0,008[0,016/0,003]0,001
AF017284]0,010/0,010[0,010{0,014[0,013[0,023|0,007]|0,004]|0,006
AF017285|0,005/0,005[0,005[0,011{0,009(0,020[0,004]0,001]0,003|0,002
AF017286|0,002/0,002[0,002[0,012[0,011{0,021|0,007]0,004]0,006|0,006|0,004
AF017287 [0,002/0,002]0,002[0,012[0,011[0,0210,006]0,003]0,004]0,008|0,006]0,008
AF017288]0,002/0,002[0,002[0,012[0,011{0,021{0,006|0,003]|0,004]|0,003|0,001|0,003[0,005
AF017289]0,007/0,007/0,007(0,014[0,013]0,023]0,009]0,006]0,007]|0,009/0,007/0,011{0,009{0,008
JN974300 |0,007]0,007|0,007/0,007[0,007{0,007[0,012{0,007|0,010]0,012]0,007]|0,005|0,005|0,005|0,005
JX648554 0,007]0,007/0,007/0,002[0,002[0,002]0,007]0,002]0,005]|0,007]|0,002|0,005[0,005[0,005[0,000{0,005
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Sekil 4.18. GenBank'a kayitlart yapilan Erzurum B. bigemina izolatlar: ile Diinyadan analizleri yapilan diger baz1 izolatlarin Rap-1 gen dizilimlerinin pairwise analizleri
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Erzurum yoresinden elde edilen B. bigemina izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayitl
benzer diger bazi izolatlarin, partial Rap-1 gen bolgelerinin multiple alingmentlar1 ve

niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.19°da gosterilmistir.

L] 0 400 ] ill 520 50 40 il
Ce 1.AB5B6126 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETIGACCTTIGRA
Ce 2. ABSO4016 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETIGACCTTIGRA
Ok 38504817 ACAAGCTTGCTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETTGACCTIGRA
Ce 4 ABE17642 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGGTTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTIGGA
Ce 5.ABG17643 ACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGGTTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTIGGA
Ce 6.ABG17644 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETIGACCTIGRA
Lo TAFNT8Y ACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGGTITCGETATCCAGRAGECETIGARGCGTTTGET TAGHAGCAACCTICCCETTEACCTTGRA
e B AFD1728 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETTGACCTIGRA
e G AFOI7206 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGGTTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTIGGA
Ce 10.AF017287 ACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETIGACCTTIGRA
Ce 11.AF017289 ACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETIGACCTTIGRA
e 12AF017289 ACAAGCTTGCTTITCACAACTCGCCTGTICGETTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGTTAGGAGCAACCTTCCCETTGACCTIGRA

[ 13.BhigEt CTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTICGGTITCGGTATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTICCCGTTGACCTTGGA
[ 14.Bhigk2 GCTTGCTTTCACAACTCGCCTETICGGTTICGETATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTIGGA
U 15.BhigE3 AGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGETTTCGGTATCCAGAAGGCGT TGARGCGTTIGGT TAGGAGCAACCTTCCCGTIGACCTTGRA
U 16, JNGT4300 CTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTICGETTTCGETATCCAGAAGLCGTTCAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTICCCLTTGACCTTGGA

Ui 17, JX643554 AGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTICGGTTITCGGTATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTITGGT TAGGAGCAACCTTICCCGTTGACCTTGGA

560 il a0 50 00 610 20 30 40

Ce 1.AB5B6126 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAARTAGCTAGCGLCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGCTGAGCE
Ce 2. ABSO4016 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAARTAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGCTGAGCE
[k 38504817 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGCTGAGCE
Ce 4 ABB17642 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGMTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCGTICGLTGAGLE
Ce 5.AB617643 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGCGATGACCTCGTTCGLTGAGCE
Ce 6.ABG17644 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAARTAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGLTGAGCE
e 7.AF017284 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATCACCTCETTCGCTGAGCE
e B AFD1728 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETTCGETGAGCE
e O AF017206 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGCGATGACCTCGTTCGCTGAGCE
Ce 10.AF017287 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCCCGAARTAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGCTGAGCE
Ok 11.AF017289 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCCCGAARTAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETTICGCTGAGCE
e 12AF017289 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCCGAAATAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETTCGCTGAGCE
Ce13.BbigEl ACCCACCCTIGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGMTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCGTICGLTGAGLE
Ce 14.BbigE] ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGMTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCGTICGLTGAGLE
e 15.80igE)  ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAARTAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETICGCTGAGCE
Ok 16.N874300 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCCCGAAATAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETTICGCTGAGCE
Ok 17.0X648654 ACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCEGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGETGCCTGCGATGACCTCETTCGCTGAGCE
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0 1. ABBEE 26
0+ 2 ABSCAH1
0+ 3, AB5CAR1T
0+ 4, ABG1764)
Dé . ABE 17643
D . ABG 7644
0 7.AFD1 7204
D& 8 AFD1 7265
D 0, AFD1 7266
te 10.AFD1 7287
Cé 11, AFO17288
0+ 12, AFO17289
0¥ 13 BligE

0¥ 14, BhigE?

t# 15, BAigE3

0 16, JNG74300
D 17, JYBAB554

0 ] 70 80 (] hl] o B bEl]
TTTCTE CAAGATGGC TACTAAGACTE TG TTGGT AL CGTCAGCGACTACETC AT IGCCCGOGTACAAGAGETEETACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGOCCGGTACAAGAGGTEETACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTIGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTIGCCCGOGTACAAGAGGTGETACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGRGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGEGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGOGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTEETACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGOGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGOCCGGTACAAGAGGTEETACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTIGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTIGCCCGOGTACAAGAGGTGETACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGRGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGEGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGOGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGRGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
TTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGEGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGT TCAAGG
TTTCTCCAAGATGEGCTAC TAAGACTCTGTTGGTTACCGTCAGCEACTACGTCCATTTGCCCGOGTACAAGAGGTERTACAGGAAGT TCAAGE
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AGTTCATTGTGARCTIC T TACTEACCCTGCCAAGTTGATTATEAAGCACGTCTCTCAGCE TCTAAAGACTGCETACACARAGETGETCCET
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCC TGCCAAGTTGATTATGAACCACETCTCTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGRTCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAACCACGTCTCTCAGCC TGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGRTCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTHTCAGCC TGTARAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCC TGCCAAGTTGATTATGAACCACETCTCTCAGCC TGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGRTCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAACCACGTCTCTCAGEC TGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGETCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCABGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAARGCTGETCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAACCACGTCTCTCAGCC TGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGRTCCCT
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGEC TGTARAGAC TGO TACACAAAGCTGETCCCH
AGTTCATTGTGAACTICTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCC TETARAGAC TGCCTACACAAAGCTGETCCCM
AGTTCATTGTGAACTICTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCC TGTARAGAC TGCCTACACAAAGCTGETCCCM
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCC T GCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGECTGTAAAGACTGCCTACACAAARGCTGGETCCCT
AGTTCATTGTGAACTICTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATIATGARGCACGTCTCTCAGCCTRTAARGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCM
AGTTCATTGTGAACTICTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCC TGTARAGAC TGCCTACACAAAGCTGGTCCCM
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTHTCAGCCTGTARAGACTGCCTACACARAGCTGETCCCH
ANTTCATTGTGAACTICTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCC TGTARAGAC TGCCTACACAAAGCTGETCCCM
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAACCACGTCTCTCAGEC TGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGETCCCT
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GAAGAGCACAGGCAGGUTATCAGGGATGICEICGGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT IGGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICGTCEGTCARAGCACCAAGCATATIGCCAACGETGTACGTGAT ITGGCAAGRATGATTAAGGA
GAAGAGCACAGGCAGECTATCAGGRATGTCGTCGRTCARAGCACCAAGCATATIGCCARCGGTGTACGTGAT I TRGCAAGGATGAT TAAGG
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICRICGGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT IGGCAAGRATGAT TAAGRA
CAAGAGCACAGGCAGGUTATCAGGGATGICGICGGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT ICGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCRCAGGCARGCTATCAGGGATGICETCEGTCARAGCACCAAGCATATIGCCARCGGTGTACGTGAT ITGGCAAGRATGATTAAGGA
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICATICAGTCARAGCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT IGGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCACAGGCAGGUTATCAGGGATGICEICGGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT IGGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICGTCEGTCARAGCACCAAGCATATIGCCAACGGTGTACGTGAT ITGGCAAGRATGATTAAGGA
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCATCRGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT TEGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICRICGGTCARARCACCAAGCATATTGCCAACEGTGTACGTGATT IGGCAAGRATGAT TAAGRA
GAAGAGCACAGECAGECTATCAGCHATGTCGTCGRTCARAGCACCAAGCATATTGCCAACGGIGTACGTGATTIGGCAAGGATGATTAAGGA
GAAGAGCACAGECAGECTATCAGGGATGTCGTCRGTCARAGT

GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGICATCAGTCARARCALT

GAAGAGCACAGGCAGGUTATCAGGGATGICGICGGTCARARCACT

GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGHATGTCGTCGETCARAGCALT
GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGHATGTICGTICRETCARAGCACCAR

Sekil 4.19. Erzurum yoresinde sigirlarda belirlenen B. bigemina izolatlari ile Diinyadaki diger bazi B.
bigemina izolatlarinin partial Rap-1 gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlari
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Sekil 4.19°da goriildiigii gibi Rap-1 gen bolgesine gore saptanan B. bigemina izolatlar
arasinda ¢esitli niikleotid degisimleri belirlenmistir. B. bigemina belirlenen izolatlarin
(BbigE1-BbigE3) pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda ortalama %0,3,
diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda ise %0,5 farklilik
saptanmistir. Erzurum yoresinde sigirlarda saptanan B. bigemina izolatlari ile Diinyadan
kiyaslamaya dahil edilen diger bazi izolatlarin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2
Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.20°de verilmistir.
Filogenetik agacta da goriilecegi iizere BbigEl ve BbigE2 izolatlariin S1A ABD
izolatina yakin oldugu, BbigE3 izolatinin ise ayni filogenetik grupta bulunmasina karsin

diger iki izolattan farkli oldugu belirlenmistir.

23— Syrian isolate 1 Suriye
35| L——— Syrian isolate 3 Suriye
4 Syrian isolate 2 Suriye
- Texcoco ABD
6 63 CGA ABD
78 'CGP ABD
2 S2P ABD

JN974300 Tayland
! 31 UYA ABD

S1A ABD

35
8 BhigE1l Erzurum
_49{ BhigE2 Erzurum
’7 — BhigE3 Erzurum
AB586126 Tayland
L AB594816 Tayland
23 AB594817 Tayland
30 ' IX648554 Filipinler
—
0.001

Sekil 4.20. Erzurum yoresinde sigirlarda saptanan B. bigemina izolatlar: ile GenBank’a kayith diger B.
bigemina izolatlarinin Rap-1 gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining - Kimura 2
Parameter modeli). Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Babesiosis'in teshisinde mikroskobik muayene ve serolojik teshis yontemleri (IFAT,
ELISA vb.) gegmisten giiniimiize yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak hizla ilerleyen
teknolojiyle birlikte son yillarda niikleik asit tabanli teshis yontemleri (PCR, RLB, Real-
Time PCR vb.) bir ¢ok enfeksiyoziin spesifik teshisinde oldugu gibi babesiosis'in
teshisinde de kullanilmaya baslanmistir. Her tan1 yonteminin kendi igerisinde avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (77, 92). Babesia tiirlerinin tespit edilmesinde
mikroskobik muayene yetersiz kalabilmektedir. Hastaligi atlatmis hayvanlar
viicutlarinda ¢ok az da olsa etkeni tasiyabilmektedir. Dolayisiyla bu durumdaki
hayvanlarin kanlarindan yapilan frotilerde etkenin saptanmasi ¢ok zor olabilmektedir.
Kanda etken goriilse dahi, bunun hangi tiir oldugunun tespiti de yamiltict durumlar
dogurabilir. Ayrica mikroskobik muayene icin deneyimli personele ihtiyag
bulunmaktadir (95, 146). Babesiosis'in teshisinde siklikla kullanilan ve parazite karsi
olusan antikorlarin tespiti amaciyla kullanilan serolojik yontemlerin de bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sigir kaninda etken bulunmasa dahi parazite ait antikorlar
varligin1 siirdiirebilmekte, dolayisiyla teshiste yanlis veya gapraz pozitifliklere sebep
olmaktadir (64, 105).

Son yillarda mikroskobik ve serolojik teshis yontemlerindeki bu sikintilart gidermek
amaciyla, parazitin DNA'sin1 veya RNA'sin1 tespit etmeye yonelik molekiiler teshis
yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler teshis yontemleriyle birlikte tespit edilen parazit
tirlerinin cesitli gen bolgelerine gdére molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmakta ve
Diinya'nin ¢esitli bolgelerindeki ayni tiir parazitlerle akrabalik dereceleri saptanmaktadir

(67,73, 122, 123, 130, 132, 137).
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Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, segiciligi, hedef patojen veya gen
bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmast gibi
nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda gelmektedir. Ayrica s6z konusu
teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlari da hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir. Son yillarda sigir babesiosis’inin  spesifik teshisinde de
kullanilmaya baglayan Babesia tiirlerinin 18S rRNA, mitokondrial cytochrome b, Rap-1
ve msa2c gibi farkli gen bolgeleri hedef alinarak spesifik primer ve problar ile

arastirmalarin yapildig1 gériilmektedir (109, 144, 145, 147).

Kim ve ark., (109), B. bovis ve B. bigemina nin 18S rRNA bdlgesinden dizayn ettikleri
primer ve problar ile TagMan tabanli Real-time PCR arastirmasinda, her iki etken i¢in
saptama limitini 2,5 parazit/ul belirlemisler, B. bovis i¢in Nested PCR kiyaslamasinda
sensitiviteyi %96,9, spesifiteyi %100; B. bigemina igin ise hem sensitivite hem de
spesifiteyi %100 saptamislardir. Criado-Fornelio ve ark. (144), iki farkli qPCR
yonteminin s1gir babesiosis’inin teshisindeki etkinligini arastirmiglar, hem TagMan prob
hem de FRET prob bazli qPCR denemelerinde yiiksek sensitivite ve spesifite
belirlemiglerdir. Her iki teknik i¢in de saptama limitini (linear kalibrasyon egrileri)
0,1fg/ul-0,01ng/ul olarak saptamislardir. Saha Ornekleri iizerinde iki teknigin
uygulanmasi sonucu, spesifitelerinin %100 olmasina karsin sensitivitenin TagMan prob
bazli qPCR yonteminde daha yiiksek belirlediklerini kaydetmislerdir. Ramos ve ark.
(145), B. bovis’in msa2c gen bolgesini hedef alarak dizayn ettikleri sybergreen tabanli
qPCR tekniginin teshisteki etkinligini ortaya koyma amaci ile yaptiklar1 ¢aligmada
blastn analizi sonucu ve B. bigemina, A. marginale ve Bos taurus referans DNA’larini
kontrol olarak kullanarak dizayn ettikleri primerlerin tir spesifik oldugunu
belirlemislerdir. Msa2c qPCR tekniginin saptama limitini, msa2c kopya sayis1 ve esik
deger siklusu arasindaki linear korelasyona gore ml kanda 1000 kopya olarak
saptamislardir. Calismada ortalama ¢6zliinme sicakligt (Tm) 77,41°C (£0,25°C)
saptanmistir. Arastiricilar qPCR’1n sensitivitesini konvansiyonel PCR’a gore yiiksek
belirlemigler ve iki teknik arasindaki uyumu %88,8 (Kappa indeks=0,75) bulmuslardir.
Yildinim ve ark. (147), B. bovis igin sybergreen tabanli, B. bigemina i¢in de TagMan
prob tabanli Real Time PCR tekniklerinin Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla daha
duyarl oldugunu ortaya koymuslardir. Bunun yaninda arastiricilar her {i¢ teknigin de bu

enfeksiyonlarin teshisinde oldukg¢a spesifik oldugunu bildirmis ve teshiste giivenli bir
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sekilde kullanilabileceklerini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da aragtirma yoresinde sigir
babesiosis’inin aragtirilmasinda teshis yontemi olarak arastiricilarin spesifitesini diger
molekiiler tekniklere oranla yiiksek belirttigi (145, 147) Real Time PCR teknigi tercih
edilmistir. Bu sekilde 6rneklerde B. bovis ve B. bigemina pozitiflikleri spesifik bir
sekilde ortaya konmus, Ct (dR) degerleri belirlenerek 6rneklerdeki parazitemi hakkinda
veriler elde edilmistir. Bunun yaninda ¢alismada B. bovis i¢in Sybergreen Real Time
PCR melting curve analizinde belirlenen 78,1 °C (£0,2 °C) Tm degeri Ramos ve ark.
(145) ve Yildirim ve ark. (147) tarafindan bildirilen Tm degeri ile uyum gostermistir.
Real Time PCR teknigi ile pozitif belirlenen drneklerden yalnizca B. bovis igin 4, B.
bigemina i¢in ise 3 6rnegin PCR ve Nested PCR analizlerinde jel {izerinde uygun
konsantrasyonda DNA bant profili gostermis olmasi yukaridaki arastiricilarin

bulgularini destekler niteliktedir.

Sigirlarda babesiosis'e yol agan tiirlerin en 6nemlilerinden olan B. bovis ve B. bigemina,
Diinya'da Giiney Avrupa, Orta Dogu ve Rusya, Gliney Amerika ve Afrika'da yaygin
olarak goriilmektedir (2, 8, 155).

Tirkiye'de direkt PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark.
(66) tarafindan yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %8,45, Burdur yoresinde
%8 ve Kayseri yoresinde %5 olarak bildirilmistir. Bunu takiben ilk kez RLB teknigi
ile yapilan bir saha ¢alismasinda (60), Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6
olarak saptanmistir. Kayseri yoresinde sigirlarda RLB ile B. bigemina’nin molekiiler
prevalanst %0,6 (67) ve yine Kayseri’de sigir bariaklarindan toplanan kenelerde
RLB ile B. bigemina’nin molekiiler prevalansi %14 olarak tespit edilmistir (68). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar lizerinde RLB teknigi ile yapilan molekiiler ¢alismada
B. bigemina %0,77 oraninda tespit edilmistir (71). Karadeniz Bolgesi’nde RLB ile
yapilan diger bir saha calismasinda ise B. bigemina prevalanst %2,2 olarak
bildirilmistir (83). Diger yandan Yildirim ve ark. (147), Tirkiye’nin farkli illerindeki
sigirlardan elde edilmis olan 400 adet kan 6rneginde, RLB ile %14,75, Nested PCR ile
%17,75 ve Real Time PCR ile %18,75 oraninda B. bigemina pozitifligi belirlemislerdir.
Ayrica RLB testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 5’inin Nested PCR ve
Real Time PCR ile B. bigemina 2’sinin ise B. bigemina+B. bovis miks oldugu ayni

calismada (147) ortaya konmustur. Bu ¢alismada Erzurum yoresi sigirlarinda B.
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bigemina molekiiler prevalanst %5,7 olarak saptanmistir. Bu oran Ankara ve Burdur
yoresinden bildirilen (66) prevalans oranlarinan diisiik bulunurken, Kayseri ve yine
Ankara yoresinden bildirilen (60,66) oranlara yakin, Karadeniz Bolgesi’nden bildirilen

oranlardan (71,83) ise yiiksek belirlenmistir.

Tirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi incelendiginde; PCR ile sigirlarda
babesiosis’in teshisinin ilk defa Tanyiiksel ve ark. (66) tarafindan yapildig
goriilmektedir. Babesia bovis'in molekiiler prevalansi konusunda Tiirkiye'de sinirh
sayida calisma olup; PCR ile Ankara yoresinde %12,68, Burdur ydresinde %8 ve
Samsun yoresinde %3,85 (66); RLB ile Ankara yoresinde %2,3 (60) ve %3,6 (59),
Trakya Bolgesi'nde %1,3 (82), Ege Bolgesi’nde %1,02 (84) B. bovis tespit edilmistir.
Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan diger bir ¢alismada (83) B. bovis'in molekiiler
prevalansi; Amasya'da %4; Bartin'da %?2,3, Bolu'da %4,2, Giresun'da %]l,6,
Karabiik'te %1,4, Kastamonu'da %5,6, Samsun'da %3,8 ve Trabzon'da %2,2 olarak
belirlenmistir. S6z konusu g¢alismada (83) genel olarak Karadeniz Bolgesi'nde B.
bovis'in molekiiler prevalansi %1,8 olarak tespit edilmistir. Diger yandan Yildirim ve
ark. (147), Tirkiye’nin farkli illerindeki sigirlardan elde edilmis 400 adet kan
orneginde, RLB ile %4,50, Nested PCR ve Real Time PCR ile %5,75 oraninda B. bovis
pozitifligi bildirmislerdir. Ayrica s6z konusu ¢alismada (147) RLB testinde Babesia sp.
olarak belirlenen 16 o6rnekten 9’unun Nested PCR ve Real Time PCR ile B. bovis
oldugu ortaya konmustur. Bu ¢aligmada toplam 300 sigirdan 28’1 (%9,3) B. bovis ile
enfekte bulunmustur. Elde edilen bu prevalans oranin Ankara yoresinden bildirilen
prevalans oranindan (66) diisiik ve Burdur yoresindeki orana (66) paralel bulunurken
diger illerinden bildirilen prevalans oranlarindan (59, 60, 66, 82-84) yiiksek oldugu
dikkati ¢ekmistir.

B. bovis ve B. bigemina yoniinden pozitif belirlenen orneklerin parazit tiirii temel
almarak sigirlarin yas, cinsiyet ve irk ozelliklerine gore dagilimlart ve istatistiksel
verileri degerlendirildiginde sigirlarin yas gruplarina gore B. bovis prevalansinin en
yiiksek <2 yas grubunda, B. bigemina prevalansinin ise en yiiksek >6 yas grubunda
goriildiigii tespit edilmistir. Ancak her iki tlire bagli enfeksiyonlarda yasa bagh
istatistiksel bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). B. bovis ve B. bigemina prevalansina

cinsiyetin etkisi incelendiginde her iki tiir i¢in de enfeksiyon oranmin erkeklerde daha
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yiiksek tespit edildigi goriilmektedir. Bu farklilik B. bigemina’da istatistiksel agidan
onemli (p<0,05) bulunurken B. bovis i¢in 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. Irka bagh
istatistiksel analizlerde Simental ve Holstein irk1 sigirlarda 6rnek sayisinin azliglr ve
pozitiflik bulunmamasi sebebiyle istatistiksel analizlerde degerlendirmeye alinmamustir.
Enfeksiyon orani her iki tiir i¢cin de melez irkta Montofon irkina oranla daha yiiksek
belirlenmis ancak iki irk arasindaki istatistiksel farklilik her iki tiir icin de Onemsiz
bulunmustur. Bunun yaninda parazitemiyi gosteren Ct (dR) degerlerine gore B. bovis
pozitif 6rneklerde yas gruplarina bagli bir farklilik goriillmezken, B. bigemina pozitif
orneklerde <2 yas grubunda diger yas gruplarina goére daha yiiksek paraziteminin
oldugu belirlenmistir. B. bigemina pozitif 6rneklerde cinsiyete gore parazitemi, disilerde
erkeklere oranla daha yiiksek ve 6nemli bulunmustur. B. bovis pozitif 6rneklerde ise
cinsiyete bagli parazitemi diizeylerinde istatistiksel bir farklilik saptanmamustir. Irka
bagli olarak B. bovis pozitif 6rneklerde parazitemi, melez irkta daha yiiksek ve 6nemli
bulunmus olup B. bigemina pozitif Orneklerde ise istatistiksel bir farklilik
goriilmemistir. Ortaya ¢ikan yukaridaki farkliliklarin 6rnekleme bolgesinde biyolojik
dongiide 6nem arz eden basta duyarli kene tiirlerinin daha yogun veya az bulundugu
meralara ¢ikma, hayvan hareketleri ve dogal direng gibi cesitli epidemiyolojik
faktorlerle iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Incelemesi yapilan sigirlarda B. bovis
prevalanst B. bigemina’ya oranla daha yiiksek belirlenmesine karsin iki tiiriin
prevalanslar1 arasindaki farklilik onemsiz bulunmus olup bu sonuglarin Tirkiye’de

yapilmis diger bazi ¢aligmalarin (60, 66, 83) sonuclartyla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Apicomplexan protozoonlarin apikal organellerinden salgilanan proteinler, parazitin
konak hiicresi igerisine invaze olmasinda ve ve hiicre i¢inde kalmasinda ¢ok énemli rol
oynar (156). Son yillarda babeisosis’e karsi kullanilan atteniie canli asilarin yerine
subunit asilarin gelistirilmesi konusunda c¢alismalar hiz kazanmistir. Bu noktada
ozellikle parazitlerin eritrositlere invazyonunun engellenmesi ve bdylece patogeneze
esas teskil eden intraeritrositik aseksiiel cogalma fazinin durdurulmasi hedeflenmistir.
S6z konusu calismalarda, subunit asilarda kullanilacak olan as1 adayr antijenleri
kodlayan gen bolgelerinin arastirllmasi, bu bdlgelerin degisken ve konservatif
ozelliklerinin saptanmasi ve bu 0Ozelliklerin diinyanin farkli bolgelerindeki suslarda
farkliliklar gosterip gostermediginin arastirilmasi konular1 6ne c¢ikmaktadir. Bugiine

kadar yapilan caligmalarda parazitin eritrositlere invazyonunda Variable Merozoit



72

Surface Antijenleri (VMSA)’nin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’de ise
babesiosis’e karst asilama yapilmamaktadir. Ayrica sigirlarda yaygin olarak goriilen B.
bovis’in msa-1, msa2a;, msa2a;, msa-2b ve msa-2c¢ gen boélgelerinin molekiiler
karakterizasyonu ile ilgili olarak Tiirkiye'de bugiine kadar tek bir ¢alisma yapilmistir
(83). Babesia bovis'e 6zgii bu merozoit yiizey antijenleri arasinda msa-2c geni, diger
gen bolgelerine gore B. bovis suslar1 arasinda daha yiiksek oranda korunmuslugunu
muhafaza etmistir. Dolayisiyla farkli cografik bolgelerdeki B. bovis izolatlar1 arasinda
bu gen bdlgesinin antijenik benzerligi daha yliksektir. Ayrica yapisinda, yiiksek oranda
noétralizasyon-duyarli antikorlarin ortaya c¢ikmasimi saglayan B hiicre epitoplarin
icermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 as1 ¢alismalarinda diger ylizey antijenlerine gore
daha etkin oldugu tespit edilmistir (157). Benzer sekilde o6zellikle B. bigemina’da
Rhoptry-associated protein-1 (rap-1) gen familyasinin karakteri tam olarak ortaya
konmus olmakla birlikte, diger tiim Babesia tiirlerinde de bulundugu kaydedilmistir
(158-161). Rap-1 gen familyas1 proteinlerinin de VMSA proteinlerinde oldugu gibi,
sahip oldugu ¢esitli immiinolojik epitoplarla spesifik antikorlarin olusumuna yol agtig1
ve olusan spesifik antikorlarin da merazoitlerin saglam eritrositlere invaze olmasini
engelledigi gosterilmistir (162-164). Bu yiizden s6z konusu proteine ait Rap-1 gen
bolgesi B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesinde ve g¢esitli asi

caligmalarinda temel teskil etmistir (162-164).

Bu ¢alismada Erzurum yoresinde sigirlarda karakterize edilen B. bovis izolatlar ile
diinyadan diger B. bovis izolatlar1 arasinda msa-2c¢ gen bolgesine gore ¢esitli niikleotid
degisimleri, delesyonlar1 ve insertionlar1 belirlenmistir. B. bovis belirlenen izolatlarin
(BbovE1-BbovE4) kendi aralarinda ortalama %99.4 identik olduklar1 belirlenmistir.
Ayrica Erzurum izolatlarmim Tiirkiye’den bildirilmis (83) diger izolatlar ile ortalama
%97,7 ve diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla ise ortalama %92,5
identiklik gosterdikleri saptanmistir. Erzurum BbovE1-BbovE4 izolatlarinin Tiirkiyeden
en yiiksek identikligi %99,0-%99,5 ile Karadeniz Bolgesi sigirlarindan izole edilmis
Bartin (GU647149) ve %98,7-%99,5 ile Karabuk (GU004533) izolatlariyla gosterdigi
tespit edilmistir. Diinyadan en yiiksek identikligi ise %98,6-%98,9 ile Meksika
Veracruz2 (EF640963) ve %98,0-%98,2 ile Arjantin S2P (FJ422796) izolatlariyla
gosterdikleri belirlenmistir. B. bovis suslar1 arasinda diger VMSA gen bolgelerine gore

daha yiiksek oranda korunmus olarak nitelenen msa-2c geninin (266,275,277) simdiye
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kadar Tiirkiye’deki sigirlarda karakterize edilen izolatlar ve diinyadaki diger izolatlarla
genetik kiyaslamalari goz Oniine alindiginda, s6z konusu gen bolgesinin ¢ok yiiksek
diizeyde korunmus olmadig1 ve genetik farkliligin var oldugu goriilmektedir. Bu ag¢idan
Ozellikle bu gen tabanli as1 ¢alismalarinda izolatlar arasindaki antijenik farkliliklardan
dolay1 yoreye 6zgii B. bovis suslarinin gen haritalarinin tam olarak ortaya konulmasi

gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Aymni sekilde Erzurum yoresinde sigirlarda karakterize edilen B. bigemina izolatlar1 ile
diinyadan diger B. bigemina izolatlar1 arasinda Rap-1 gen bolgesine gore gesitli
niikleotid degisimleri saptanmistir. B. bigemina Erzurum izolatlarinin (BbigE1-BbigE3)
kendi aralarinda ortalama %99,7 oraninda benzerlik gosterdikleri ortaya konmustur.
Ayrica Erzurum izolatlarinin diinyadan alignmenta dahil edilen diger B. bigemina
izolatlariyla da ortalama %99,5 identiklik gosterdikleri saptanmistir. Erzurum BbigE1-
BbigE3 izolatlarinin Diinyadan en yiiksek identikligi %99,8 ile Amerika’dan S1A
(AF017286), S2P (AF017287) ve Texcoco (AF017288) izolatlariyla gosterdikleri tespit
edilmistir. Dolayisiyla s6z konusu Rap-1 gen boélgesinin, msa-2c gen bdlgesiyle
kiyaslandiginda Diinyadaki benzer izolatlar arasinda identiklik oranlarinin daha yiiksek

oldugu ve dolayisiyla daha ytiksek oranda korunmus bolgeye sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak bu galisma ile Erzurum yoresi sigirlarinda B. bovis ve B. bigemina nin
molekiiler prevalansi ortaya konmustur. Ayrica bu c¢alismada Real Time PCR
tekniginin, sahip oldugu yiiksek sensitivite ve spesifitenin yaninda, es zamanl hizh
teshise ve kantitasyona olanak saglamasi ve paraziteminin belirlenebilmesi, dolayisiyla
tedavi etkinliginin takibi ve kontaminasyon riskinin minimize olmasi gibi avantajlariyla
s1g1r babesiosis’inin teshisinde yiiksek etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir. Real Time
PCR tekniginin sahip oldugu bu avantajlariyla 6zellikle molekiiler epidemiyolojik
caligmalarda ve diislik parazitemili rezervuarlarin belirlenmesinde one ¢iktigr dikkati
cekmistir. B. bovis msa-2¢ gen bolgesinin yaninda bu ¢alisma ileTiirkiye'de ilk defa B.
bigemina'nin Rap-1a boélgesinin molekiiler karakteri ortaya konulmustur. Elde edilen bu
sonuglarin  DNA tabanli rekombinant as1 c¢aligmalarina katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Calisma ayrica Tirkiye’de sigir  babesiosis’inin  molekiiler
epidemiyolojisi ve hastaliktan sorumlu tiirler ve genotiplerin ortaya konmasi yoniinde

daha sonra yapilacak arastirmalara model olma niteligindedir.
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