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Kopeklerde kene kaynakli bazi protozoon ve rickettsial
enfeksiyonlarin Real Time PCR ile arastirilmasi ve saptanan
izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari

Onder DUZLU, Abdullah INCI, Alparslan YILDIRIM, Zuhal ONDER, Arif CILOGLU

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Kayseri, Tiirkiye.

Ozet: Bu caligma, Kayseri yoresinde kopeklerden toplanmis 400 kan 6rneginde Babesia canis vogeli, B. canis canis, B. canis
rossi, B. gibsoni, Hepatozoon canis, Ehrlichia canis ve Anaplasma phagocytophilum™un Real Time PCR’la arastirilmasi ve
izolatlarin molekiiler karakterizasyonlar: amaciyla yapilmistir. Real Time PCR sonuglarinda; E. canis, B. canis canis, B. gibsoni,
A.phagocytophilum, H. canis ve B. canis vogeli prevalansi sirasiyla %14,5, %12,0, %9,0, %7.,8, %5,3 ve %2,3 bulunmus olup B.
canis rossi’ye rastlanmamistir. Orneklerin 182’si (%89,7) tek tiirle, 21’1 (%10,3) iki tiirle enfekte saptanmustir. B.canis canis, B.
canis vogeli ve B. gibsoni izolatlarinin 18S rRNA gen bolgesine ait sekanslarinin diinyadaki aymi tiirden diger izolatlarla ikili
kiyaslamalarinda %1,4+0,2, %0,3£0,2 ve %0,9+0,3 genetik farklilik saptanmistir. E. canis igin 16S rRNA gen bolgesi yoniinden {i¢
izolatin kendi aralarinda %100 identik oldugu, diinyadaki izolatlarla ise %0,1 farklilik gosterdigi; 4. phagocytophilum igin ankA gen
bolgesi yoniinden ¢ izolatin kendi aralarinda %99,8+0,2 identik oldugu, diinyadaki izolatlarla ise %0,9+0,3 farklilik gésterdigi; H.
canis i¢in 18S rRNA geni yo6niinden iki izolatin kendi aralarinda %100 identik oldugu, diinyadaki izolatlarla ise %0,2+0,1 farklilik
gosterdikleri tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismayla Kayseri yoresinde kdopeklerde kene kaynakli protozoon ve rickettsial
enfeksiyonlarin molekiiler prevalanslart saptanmis ve enfeksiyonlara yol acan tiirlerin gesitli gen bolgeleri analiz edilerek molekiiler
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Tiim izolatlarin Genbank kayitlar1 gergeklestirilmistir.

Anabhtar sdzciikler: Anaplasmosis, babesiosis, ehrlichiosis, hepatozoonosis, kopek, molekiiler karakterizasyon, Real Time PCR.

The investigation of some tick-borne protozoon and rickettsial infections in dogs by Real Time PCR
and the molecular characterizations of the detected isolates

Summary: This study was conducted to investigate Babesia canis vogeli, B. canis canis, B. canis rossi, B. gibsoni,
Hepatozoon canis, Ehrlichia canis and Anaplasma phagocytophilum species, and to determine the molecular characterizations of the
isolates in totally 400 whole blood samples of dogs in Kayseri region. According to the Real Time PCR results, the prevalence of
E.canis, B.canis canis, B. gibsoni, A. phagocytophilum, H. canis, and B. canis vogeli was detected as 14.5%, 12.0%, 9.0%, 7.8%,
5.3%, and 2.3%, respectively while B.canis rossi was not detected in the examined samples. 182 (89.7%) out of the 400 samples
were found to be infected with a single parasite species, and 21 (10.3%) were found to be infected with two species. According to the
pairwise comparisons of 18S rRNA gene region of the isolates under B. canis canis, B.canis vogeli and B. gibsoni, 1.4+£0.2%,
0.3£0.2%, and 0.9+0.3% genetic distance were detected with the other similar isolates from the world, respectively. Based on the 16S
rRNA gene sequence alignments, 100% identity was found among the 3 isolates of E. canis while 0.1% genetic difference was
determined with the isolates from the world. With respect to ankA gene region of A. phagocytophilum, 99.8+0.2% identity and
0.9+0.3% genetic difference were found among the 3 isolates obtained from Kayseri region and the isolates from the world,
respectively. The 2 H. canis isolates were showed 100% identity to each other and 0.2+0.1% genetic difference were determined with
the other isolates from the world with respect to 18S rRNA gene region. In conclusion, the molecular prevalence of tick-borne
protozoon and rickettsial infections in dogs in Kayseri region was determined and the molecular characterizations of the obtained
isolates were performed by analyzing the various gene regions in this study. All isolates were recorded to GenBank.
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Giris
Kene kaynakli patojenler, tiim diinyada yaygin olup
evcil ve yabani hayvanlarda klinik ve subklinik
enfeksiyonlar olusturarak oliim ve verim kayiplarina
neden olmaktadirlar. Bunlardan kenelerle nakledilen
babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis

kopek enfeksiyozleri igerisinde onemli yere sahiptir.
Gelisen diinyada pet hayvanlarinin bir aile ferdi gibi
sahiplenilme egilimi artmaktadir. Ozellikle tropikal iklim
kusaginda yer alan iilkelerde artis gosteren bu egilim
kenelerle nakledilen enfeksiyonlarin yayilisini kolaylas-
tirmakta ve halk sagligi agisindan 6nem kazanmaktadir.
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Diger yandan uluslararasi turizm ve seyahat aktivitele-
rinin artmast ve yayginlasmasi kopeklerde “emerging
infectious diseases’’ olarak ifade edilen kene kaynakli
enfeksiyonlar iizerindeki ilgiyi artirmistir. Son yillarda
kopeklerde bu hastaliklarin molekiiler epizootiyolojileri
ile ilgili 6nemli bilgilerin elde edildigi ve bir¢cok yeni
etkenin tanimlandigi goriilmektedir (12, 24, 36, 38).
Tiirkiye’de kopeklerde kenelerle nakledilen babesiosis,
hepatozoonosis, anaplasmosis, ehrlichiosis’in varligi,
etiyolojisi ve molekiiler epidemiyolojileri ile ilgili yeterli
bilgi bulunmamaktadir.

Bu calisma, Kayseri yoresinde kopeklerin periferal
tam kan Orneklerinde B.canis canis, B. canis vogeli, B.
canis rossi, B. gibsoni, H. canis, A.phagocytophilum ve
E. canis’in Real Time PCR’la molekiiler olarak
arastirilmasi, pozitif drneklerin cesitli gen bdlgelerinin
sekanslanip filogenetik analizlerinin ve GenBank
kayitlarinin gergeklestirilmesi amactyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali ve kan d&rnekleri: Caligmanin
materyalini, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon (ERUBAP) Biriminin VA-05-04
ve TUBITAK’m 1040302 kodlu projeleri kapsaminda
Kayseri’nin ¢esitli bolgelerindeki kopeklerden toplanmis
ve -20°C’de muhafaza edilen toplam 400 adet EDTA'l1
periferal kan 6rnegi olusturmustur. Calisma i¢in Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(12.01.2011 tarihli ve 11/07 sayili karar) etik kurul onay1
alinmustir.

Genomik DNA ekstraksiyonu: Kopek kanlarindan
DNA ekstraksiyonu otomatik DNA/RNA ekstraksiyon
sisteminde (Bioneer ExiprepTM 16) gerceklestirilmistir.
Son konsantrasyon 50pl olarak ayarlanmis, genomik
DNA yogunlugu nanodrop spektrofotometrede (ACT

Gene ASP-3700) ol¢iilmiis ve ekstraktlar analize tabi
tutulana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Real Time Polymerase Chain Reaction (qPCR)
analizleri: Real Time PCR analizlerinde kullanilan
primer ve problar Tablo 1’de gosterilmistir. Babesia
canis vogeli ve B. canis canis i¢in heat shock protein 70
(hsp70), B. canis rossi ve H.canis i¢in 18S rRNA, B.
gibsoni igin thrombospondin-related adhesive protein
(TRAP), E. canis igin 16S rRNA ve A. phagocytophilum
icin merozoite surface protein-2 (msp2) gen bdlgelerine
0zgii primer ve problar kullanilmastir.

Primer ve problar gPCR master mixleri ile hazirla-
nip genomik DNA’lar eklenmis ve final master mix 20pl
hacimde Real Time PCR (Stratagene, Mx-3005P) cihazinda
islenmistir. Sonuglar MxPro™ ET QPCR (Stratagene,
401467) yaziliminda degerlendirilmistir. Real Time PCR
icin termal profil 95 °C 2dk 1 siklus ve 45 siklus, 94 °C
10sn, 55-59 °C 30s, 72 °C 20s olarak ayarlanmistir. Her
reaksiyon i¢in pozitif kontrol olarak referans genomik
DNA’lar, negatif kontrol olarak da steril deiyonize su
kullanilmistir. Real Time PCR ile 6rneklerdeki pozitif-
likler ve kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri ve Ct
(dR) (esik deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve
degerlendirilmistir.

Sekans ve filogenetik analizler: Babesia tirleri
yoniinden pozitif belirlenen izolatlarin analizinde 18S
rRNA gen boélgesi i¢in Bab7 ve Bab9 (15), E. canis 16S
rRNA gen bolgesi icin EC16-F2 ve EC16-R2 (20), A.
phagocytophilum ankA gen bolgesi i¢cin LA6 ve LAI1
(48) ve H. canis 18S rRNA gen bolgesi i¢cin HepF ve
HepR (22) primerleri kullanilarak PCR analizleri
gergeklestirilmigtir. Her reaksiyon igin pozitif kontrol
olarak referans genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak
da steril deiyonize su kullanilmistir. Jel iizerinde uygun
konsantrasyonda belirlenen amplikonlar jelden piirifiye

Tablo 1. Real Time PCR’da kullanilan tiir spesifik primer ve isaretli problar.

Table 1. Species specific primers and probes.

Primer Prob Kaynak

B. canis vogeli HSP70 F 5-GTCATCACTGTGCCTG CGTACT-3 HSP70 P 5' FAM-AGCGCCAGGC 36
HSP70 R 5'- GCATGACGTTGAGA CCGGCAAT-3° CACCAAGGACGCT-3'-BHQ1

B. canis canis HSP70 F 5'-ACGCCAACGGTAT CTTGAAC -3° HSP70 P 5’ HEX-ATCACCAACGAC  (orijinal
HSP70 R 5- CAACCATACGCTC AATGTCG -3’ AAGGGTCGTCTCA -BHQ! dizayn)

B. canis rossi 18S F 5>~ AGGTCGTCGTTTGTTT GACC-3’ 18 SP 5°CY3-ATCAAAGTCTTTGG  (orijinal
18S R 5°- TTTCAGCCTTGCGACC ATAC -3’ GTTCCTGGGGG-3’-BHQ2 dizayn)

B. gibsoni TRAP F 5’- TGTACCCAAACCACGA CAGA -3’ TRAP P ROX 5’- ROX-GTGAGT (orijinal
TRAP R 5’- TCTTTCCCCAATGTCC AGAG -3’ GACAGTGCACTGGC-3" BHQ2 dizayn)

E. canis 16S F 5'- TCGCTATTAGATGAGC CTACGT-3’ 16S P 5' FAM-GTCTGAGAGGAC 36
16S R 5 GAGTCTGGACCGTATC TCAGT-3’ GATCAGCCACACT-3"- BHQI

H. canis 18S F5’-CGCGAAATTACCCAATT-3’ 18S P HEX 5°-TATCAATTGGA .

18S R 5°- CAGACCGGTTACTTTYA GCAG-3’

A. phagocytophilum  ApMSP2 F 5'-ATGGAAGGTAGT

GTTGGTTATGGTATT-3’

GGGCAAGTCTGGTGC-3’- BHQ1

ApMSP2 P HEX 5'-TGGTGCCAG

GGTTGAGCTTGAGATTG- 3° BHQI1 1

ApMSP2 R 5'-TTGGTCTTGAAGC GCTCGTA-3’
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edilmistir. Piirifikasyon sonrasi her tiir igin ilgili primer
ciftleriyle sekans analizleri gergeklestirilmistir. Cift
yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlarin Geneious (14)
yazilimi ile forward ve revers dizilimlerin hizalamalar1
yapilarak final dizilimler elde edilmistir. Sekanslarin
blastn analizleri yapilmis ve identiklik oranlarma gore
benzer diger izolatlarla Mega 5.0 (40) ve Geneious 6 (14)
yazilimlarinda ClustalW algoritmastyla ¢oklu hizalamalar1
gerceklestirilmistir (42). Filogenetik agaglarin olusturul-
masinda Mega 5.0 (40) yaziliminda neighbor-joining
metodu kullanilmis ve “bootstrap” degeri 1000 replikasyon
olarak alinmistir. Niikleotid farkliliklarina gore evrimsel
uzakliklarin belirlenmesinde “Kimura-2 parameter” modeli
kullanilmistir (41).
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Bulgular

Real Time PCR sonuglart ve enfeksiyonlarin preva-
lansi: Toplam 400 k&pekten 203’4 (%50,7) bir veya
birden fazla protozoon ve/veya rickettsial enfeksiyonlar
yoniinden pozitif bulunmustur (Sekil 1). Pozitiflerin aras-
tirma merkezlerine gore dagilimi Tablo 2’de verilmistir.

E. canis %14,5 ile en yaygin tiir belirlenmis olup
bunu sirastyla %12,0, %9,0, %7,8, %5,3 ve %2,3 ile B.
canis canis, B. gibsoni, A. phagocytophilum, H.canis ve
Babesia canis vogeli takip etmis, B. canis rossi’ye
rastlanmamigtir. Pozitif orneklerin 182’si (%89,7) tek
tirle, 21’1 (%10,3) iki tiirle enfekte saptanmistir.
Pozitiflerin 12’si B. gibsoni+B. canis canis, 4’i H.
canis+B. canis canis, 3’0 A. phagocytophilum~+H. canis,

Sekil 1. Real Time PCR analiz sonuglari, (A) B. canis canis, (B) B. canis vogeli, (C) B. gibsoni, (D) E. canis, (E) A.

phagocytophilum, (F) H. canis, PK: Pozitif Kontrol.

Figure 1. The results of Real Time PCR analyses (A) B. canis canis, (B) B. canis vogeli, (C) B. gibsoni, (D) E. canis, (E) A.

phagocytophilum, (F) H. canis, PK: Positive control.

Tablo 2. Incelenen kopeklerde kene kaynakli protozoon ve rickettsial enfeksiyonlar yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerin arastirma

merkezlerine gére dagilimi.

Table 2. The prevalence of tick-borne protozoon and rickettsial infections in dogs according to the localizations.

Protozoon ve Rickettsial Tiirler

A

Aras,tlrrr}a Hyv H. canis B. gibsoni B. cafzis B. cam:s B, can.is E. canis phagécyto TOPLAM
Merkezi syst canis vogeli r0SSi .
philum
n % n % n % n % n % n % n % n %

Kayseri Merkez 200 12 60 17 85 22 11,0 3 1,5 0 0 34 17,0 18 9,0 106 53,0
Incesu 49 3 61 6 122 8 163 2 41 O 0 6 122 4 82 29 591
Pinarbast 26 0 00 3 1,5 4 154 1 38 0 (] 3 1,5 2 7,7 13 50,0
Felahiye 25 2 80 2 8,0 3 120 0 00 O (] 3 12,0 2 80 12 48,0
Talas 46 2 43 3 6,5 4 87 1 22 0 0 5 109 3 65 18 39,1
Tomarza 24 0 00 2 8,3 3 125 0 00 O 0 3 125 0 00 8 333
Yahyali 30 2 6,7 3 10,0 4 133 2 6,7 0 0 4 133 2 6,7 17 56,7
TOPLAM 400 21 53 36 90 48 120 9 23 O 0 58 145 31 7,8 203 50,7
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Sekil 2. Kopeklerde saptanan Babesia izolatlart (A) ile H. canis izola

larinin (B) GenBank’a kayithi diger benzer bazi izolatlarla

filogenetik akrabaliklart (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli), Semboller; O: Kene, ® : Kopek, A: Kedi
Figure 2. The phylogenetic relationships of Babesia isolates (A) and H. canis isolates (B) with the other similar isolates deposited in

GenBank (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter model), Symbols; O : Tick, ® : Dog, A : Cat
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Lhilum izolatlarinin (B) GenBank’a kayitli diger benzer bazi

izolatlarla filogenetik akrabaliklar1 (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli), Semboller; O : Vahsi kedi, ® : Kopek (A),

O : Kene, ® : Kopek, O : Vahsi ruminant, A : Koyun, B : Yaban domuzu (B).
Figure 3. The phylogenetic relationships of E. canis isolates (A) and A. phagocytophilum isolates (B) with the other similar isolates

deposited in GenBank (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter model), Symbols; O : Wild cat, ® : Dog (A), O : Tick, ® : Dog,

O: Wild ruminant, A : Sheep, B : Wild boar (B).
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2’si E. canis+B. gibsoni miks bulunmustur. B. canis
canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, E. canis,
A.phagocytophilum ve H. canis pozitif belirlenen ornekler
icin Ct (dR) degerleri sirasiyla 32,2+0,8, 31,6+2,2,
33,4+0,9, 34,0+0,8, 34,2+1,0 ve 34,4+1,1 olarak belirlen-
mistir.

Sekans ve filogenetik analiz sonucglari: Jelde
amplifikasyon gosteren ve uygun konsantrasyonda
belirlenen B. canis canis igin 3 (TrKysBccanl-3), B.
canis vogeli i¢in 2 (TrKysBcvogl-2), B. gibsoni i¢in de 3
(TrKysBgib1-3) izolatin sekans analizleri gergeklestiril-
mistir. TrKysBecanl-3, TrKysBevogl-2 ve TrKysBgibl-
3 izolatlarinin ilgili gen bolgelerine gore ikili kiyaslama-
larinda kendi aralarinda ve diinyadaki izolatlarla
aralarinda sirastyla %1,4+0,2, %0,3+0,2 ve %0,9+0,3
genetik farklilik saptanmistir. B. canis canis ve B. canis
vogeli gruplar1 arasmda %5,9+1,1, B. canis canis ve B.
gibsoni gruplan arasinda %14,1+1,7 ve B. canis vogeli
ve B.gibsoni gruplari arasinda ise %14,9+1,4 genetik
farkliik  saptanmigtir. H. canis TrKysHcanl ve
TrKysHcan2 izolatlarmin 18S rRNA gen bdlgesi
agisindan kendi aralarinda %100 identik olduklari,
diinyadaki izolatlarla aralarinda ise %0,2+0,1 genetik
farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Kopeklerde saptanan
Babesia izolatlan ile H. canis izolatlarimin Diinyadan
filogenetik analizlere dahil edilen diger izolatlarla
neighbor joining metodu (Kimura 2 Parameter Modeli)
ile olusturulan filogenetik agac¢ iizerinde yerlesimleri
Sekil 2’de verilmistir.

E. canis TrKysEcanl-3 izolatlarinin 16S rRNA gen
bolgesine goére kendi aralarinda %100 identiklik
gosterdigi, diinyadaki izolatlarla aralarinda %0,1 farklilik
bulundugu saptanmistir. 4. phagocytophilum TrKysApl-
3 izolatlari, ankA gen bolgesine gore kendi aralarinda
%99,8+0,2 identik bulunmus, diinyadan filogenetik
analizlere dahil edilen diger izolatlarla ise aralarinda
%0,9+0,3 genetik farklilik saptanmistir. E. canis
izolatlar1 ile A. phagocytophilum izolatlarinin filogenetik
agac tlzerinde yerlesimleri Sekil 3’de verilmistir. Tim
protozoon ve rickettsial pozitif izolatlarin GenBank
kayitlar1  gerceklestirilmis olup GenBank aksesyon
numaralari filogenetik agaglar iizerinde Sekil 2 ve Sekil
3’te gosterilmistir.

Tartisma ve Sonu¢

Giiniimiizde kopeklerde kene kaynakli patojenlerin
varligt ve yayginliklarinin bilinmesi, gerekli tedavi,
kontrol ve korunma tedbirleri i¢in molekiiler epizootiyo-
lojilerinin ortaya konmasi énemlidir. Ozellikle uluslararasi
seyahat aktivitelerinin artmasi, insanlarin seyahatlerinde
kopeklerini yanlarinda goétiirmeleri, iklim ve ekolojik
degisiklikler enfeksiyonlarin global yayilmasma imkan
saglayarak risk potansiyelini artirmaktadir. Bu c¢ergevede
kopeklerde klinik ve subklinik seyirli babesiosis, hepato-
zoonosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis gibi kenelerlerle

nakledilen enfeksiyonlarn takipleri gereklidir (12, 24,
36, 38).

Kopek babesiosis’inin teshisinde giliniimiize kadar
konvansiyonel PCR, Nested PCR, PCR-RFLP gibi
molekiiler yontemler kullanilmigtir (7, 12, 13, 18, 23, 28,
34, 43). Real Time PCR sahip oldugu yiiksek sensitivite,
DNA’nin basarili ve tekrarlanabilir olarak Olciilebilmesi
gibi avantajlartyla son yillarda birgok patojenin
teshisinde kullanilmaya baglamistir. Diinyada kopek
babesiosis’inin teshisinde Real Time PCR ile smnirh
calisgma yapilmistir (1, 10, 30, 37). Bu caligmalarda
kopek babesiosis etkenlerinin 18S rRNA ve internal
transcribed spacer (ITS) gen bolgelerine yonelik Real
Time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Mevcut calis-
mamizda kopeklerde bazi Babesia tiirlerinin TagMan
prob tabanli Real Time PCR ile identifikasyonu igin
HSP70 gen bolgesi hedef olarak secilmigtir. HSP70 geni
sahip oldugu yiiksek diizeyde korunmusluk ozelligiyle
filogenetik ¢alismalarda hedef bolge tercih edilmistir (39,
51). Nitekim c¢alismamizda bu gen boélgesinden dizayn
edilen tiire 6zgli prob dizilerinin B. canis canis, B. canis
rossi ve B. gibsoni i¢in Real Time PCR’da tiir spesifik
reaksiyon verdigi belirlenmistir. Ayrica bu sonuglar
sekans analizleriyle de teyit edilmistir. Ayrica bu
calismada B. canis canis %]12,0, Babesia gibsoni %9,0
ve B. canis vogeli %2,3 tespit edilmis olup B. canis
rossi’ye rastlanmamistir. Calismada Babesia tiirleriyle
miks enfeksiyonlar da belirlenmistir. Tiirkiye’de kopek
babesiosis’inin molekiiler teshisinde konvansiyonel PCR
ve reverse line blotting (RLB) yontemleriyle smirlt
caligmalar yapilmistir (4, 5, 17, 18, 31). Mevcut calisma-
mizda saptanan B. canis vogeli prevalansinin, Aydin’dan
bildirilen (5) sonuglarla paralel oldugu goriilmiistiir.
Ayrica c¢alismamizda uygun konsantrasyondaki izolat-
larin sekans ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.
B. canis canis, B. canis vogeli ve B. gibsoni izolatlarmin
pairwise kiyaslamalarinda kendi aralarinda ve diinyadaki
benzer izolatlarla aralarinda sirastyla  %1,440,2,
%0,3+0,2 ve %0,9+0,3 genetik farklilik saptanmigtir. Bu
calismada elde edilen B. canis canis TrKysBccanl ve
TrKysBcecan3 izolatlari, en yiiksek identikligi %99,5 ile
Macaristan’da bir kopekte Dermacentor reticulatus’tan
izole edilen B. canis canis izolatiyla (DQI181656);
TrKysBecan2 izolatt ise %99,7 ile hem bir onceki
Macaristan izolati (DQ181656) hem de Macaristan’da
diger bir kopekten ¢ikarilmis D. reticulatus’tan izole
edilen diger bir B. canis canis izolatiyla (AY942185)
gosterdigi belirlenmigtir. Ayrica bu ¢alismada izole
edilen B. canis vogeli TrKysBcvogl izolat, Istanbul’da
iki kopekten izole edilen Turkl (AM183215) ve Turk2
(AM183216) izolatlar1 ile %100 identiklik gosterirken;
TrKysBcevog2 izolat1 ise en yiiksek identikligi %99,8 ile
Brezilya’da bir kopek (AY371194) ve kediden
(EF636702), Venezuella’da bir kdpekten (DQ297390) ve
Saint Kitts ve Nevis Federasyonu’nda bir kdpekten
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(JX112785) izole edilmis B. canis vogeli ile vermistir.
Ayrica bu calismada B. gibsoni TrKysBgib2 ve
TrKysBgib3 izolatlari, Cin’de iki kopekten izole edilmis
B. gibsoni 813B (HQ718716) ile 854B (HQ718722) ve
Hirvatistan’da bir kopekten elde edilmis B. gibsoni
(FJ209023) izolatlartyla %100 identik bulunmuglardir.
TrKysBgibl izolat: ise ilgili izolatlarla [Cin (HQ718716,
HQ718722) ve Hirvatistan (FJ209023) izolatlar1] %99,8
identik bulunmustur.

Canine monocytic ehrlichiosis (CME) etkeni E.
canis’in tropik ve subtropik bolgelerde siklikla goriildiigi
rapor edilmistir (16). CME’nin teshisinde son zamanlarda
PCR tabanli molekiiler teknikler kullanilmis olup E.
canis’in farklt genotiplerinin ayriminda en yaygm 16S
rRNA gen bolgesinin kullanildigi bildirilmistir (49).
Tiirkiye’de CME iizerine yapilan calismalar oldukga
sinirli olup bunlar agirlikli olarak antikor saptamaya
yonelik olmustur (2, 6, 9, 19, 21, 44, 50). Bunun yaninda,
Tiirkiye’de konvansiyonel ve nested PCR teknikleri
kullanilarak CME {izerine yapilmig birka¢ molekiiler
galisma da rapor edilmistir (3). Mevcut ¢alismamizda
kopeklerde ehrlichiosis Tiirkiye’de ilk kez Real Time
PCR ile arastirilmis ve 400 kdpekte E. canis %14,5 ile en
yaygin tiir belirlenmistir. Bu sonug, Tiirkiye’deki bazi
serolojik caligmalarda (2, 19, 50) bildirilen prevalans
oranlarina paralel bulunmustur. Ayrica bu ¢aligmada E.
canis i¢in ortalama Ct (dR) degeri 34,0+0,8 olarak
bulunmus olup bu deger E. canis enfeksiyonlarinin
yiksek parazitemi ile seyretmedigini goOstermistir.
Calismamizda 16S rRNA gen bolgesine gore E. canis
izolatlar1 arasinda niikleotid farkliliklarinin oldukca
disik oldugu belirlenmistir. E. canis izolatlarinin
(TrKysEcanl1-3) ikili kiyaslamalarinda kendi aralarinda
%100 identiklik, diinyadan diger izolatlarla aralarinda ise
%0,1 genetik farkliblk bulunmustur. TrKysEcanl-3
izolatlarmin Venezuella (AF373613), Tiirkiye (AY621071),
Yunanistan (EF011110), Tayvan (EU106856) ve Italya’da
(EU439944) kopeklerden bildirilen izolatlarla %100,0
identik oldugu goriilmiistiir.

Kopeklerde graniilositik anaplasmosis etkeni A.
phagocytophilum’un teshisinde 16S rRNA gen bdlgesi en
yaygin kullanilan bdlge olarak rapor edilmistir (27).
Tirkiye’de kopeklerde A. phagocytophilum molekiiler
prevalansi iizerine tek bir konvansiyonel PCR ¢alismasi
yapilmis ve 10 kdpegin 4’linde pozitiflik bildirilmistir
(35). Mevcut calismamizda ise, Courtney ve ark. (11)
tarafindan msp2 gen bdlgesinden dizayn edilmis primerler
ve TagMan probu kullanilmis olup A.phagocytophilum
prevalanst %7,8 bulunmustur. A. phagocytophilum un
filogenetik analizleri i¢in kullanilan AnkA gen gdlgesinin
konak noétrofillerini maniiple etme yetenegine sahip
olmasi ve konservatif yap1 gostermesi dolayisiyla
filogenetik c¢alismalarda en ¢ok tercih edilen gen
bolgelerinden biri oldugu rapor edilmistir (8, 29, 33).
Calismamizda belirlenen izolatlarn (TrKysAp1-3) AnkA

gen bolgesine gore filogenetik analizinde kendi aralarinda
%99,84+0,2 identiklik, diinyadaki diger izolatlarla ise
9%0,9+0,3 genetik farklilik gosterdikleri belirlenmistir.
TrKysApl ve TrKysAp2 izolatlarinin Polonya’da vahsi
bir ruminanttan izole edilen PZA-2 izolatiyla (JN005741),
TrKysAp3 izolatinin Almanya’da kdpekten, Polonya’da
yaban domuzundan ve Urdiin’den kopeklerden izole
edilen sirasiyla dog-34 (GU236841), 450-7 (GU434669),
10 (JN033795) ve 31 (JN033798) izolatlariyla en yiiksek
identikligi gosterdigi tespit edilmistir.

Canine hepatozoonosis’inden (CH) sorumlu H.
canis’in teshisinde en yaygin kullanilan gen bolgelerinin
basinda 18S rRNA gen bolgesi gelmektedir (32, 46).
Tiirkiye’de kopeklerde H. canis lizerine gesitli mikroskobik
calismalar yapilmistir (25, 26, 35, 47). Ote yandan
konvansiyonel PCR tabanli yapilan tek calismada (25)
ise prevalansin %25,8 oldugu bildirilmistir. Mevcut
calisgmamizda kopeklerde H. canis’in varligi Tirkiye’de
ilk kez Real Time PCR yontemiyle arastirilmis ve
pozitiflik %5,3, Ct (dR) degeri 34,4+1,1 bulunmustur. Bu
deger, H. canis enfeksiyonlarinin yiiksek parazitemi ile
seyretmedigini gostermistir. Calismamizda 18S rRNA
gen bolgesine gore H. canis (TrKysHcanl1-2) izolatlarinin
ikili kiyaslamalarinda kendi aralarinda %100 identiklik,
diinyadan diger izolatlarla aralarmda ise %0,2+0,1 genetik
farklihk bulunmustur. TrKysHcan1-2 izolatlarmin Urdiin
(JF827605), Tiirkiye (JQ867390,DQ060327) ve Nijerya’da
(JQ976622) kopeklerden bildirilen izolatlarla %100,0
identik olduklar1 goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak bu g¢aligmayla Tiirkiye’de ilk kez,
Kayseri yoresinde kopeklerin kene kaynakli protozoon ve
rickettsial enfeksiyonlarmin molekiiler prevalanslari Real
Time PCR’la belirlenmis ve enfeksiyona yol agan bazi
tirlerin cesitli gen bolgelerinin filogenetik analizleri
yapilarak GenBank kayitlar1 gerceklestirilmistir.
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