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Amag: Bu ¢alismada Van yoresinde saglikl gériintimlii koyunlarda Enterocytozoon bieneusinin yayginhginin molekiler yontemlerle
aragtirilmasi ve saptanan izolatlarin genotiplerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontemler: Mayis-Eyliil 2021 tarihleri arasinda Van yéresindeki cesitli isletmelerden 38'i erkek 162’si disi, 32’si siit emen, 38'i
siitten kesilmis kuzu ve 130’u da ergin olmak tizere toplam 200 Akkaraman irki koyun ¢aligmaya dahil edilmistir. Koyunlardan
toplanan digk: 6rneklerinden ticari kitler ile genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen gDNA izolatlarinda E.
bieneusi DNA’s1 ITS rRNA gen bélgesini amplifiye eden primerler yardimiyla Nested polimeraz zincir reaksiyon (PZR) yontemi ile
aragtirilmigtir. Pozitif belirlenen izolatlara ait PZR triinleri E. bieneusinin genotiplendirmesi ve filogenetik analizleri i¢in sekans
analizine tabii tutulmustur.

Bulgular: Incelenen 200 koyuna ait digki gDNA 6rneklerinin toplam 16'sinda (%8,0) Nested PZR ile E. bieneusi DNA’s1
belirlenmigtir. E. bieneusi pozitifligi en yitksek %18,8 ile siit emen kuzularda saptanmig bunu %10,5 ile sttten kesilmis kuzular
ve %4,6 ile de ergin koyunlar takip etmistir. Enfeksiyonun yayginhg: erkeklerde %7,9 disilerde ise %9,3 olarak tespit edilmistir.
Sekans ve filogenetik analizler calismada belirlenen izolatlarin BEB6 genotipine ait oldugunu, Tirkiye ve cesitli tilkelerde farkh
konaklardaki BEB6 izolatlariyla birlikte kiimelenerek E. bieneusi genogrup 2'de yer aldigini ortaya koymustur.

Sonug: Bu ¢alisma ile Tiirkiye'de koyunlarda E. bieneusi enfeksiyonlarinin yayginhg: tizerine molekiiler epidemiyolojik veriler
elde edilmis olup arastirma yéresinde yaygin genotipin BEB6 oldugu ortaya konulmustur. Elde edilen sonuclar E. bieneusinin
koyunlarda molekiler epidemiyolojisi ve ¢esitliligine katk: saglamgtir.

Anahtar Kelimeler: Enterocytozoon bieneusi, molekiiler prevalans, filogenetik karakterizasyon, koyun, Van

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to determine the prevalence of Enterocytozoon bieneusi in healthy sheep in Van province using
molecular techniques and to reveal genotypes of the detected isolates.
Methods: A total of 200 healthy appearance sheep comprise 38 male and 162 female, 32 preweaned, 38 postweaned lamb and

130 adult sheep from several farms in the Van region were included in the study between May and September 2021. Genomic DNA
(gDNA) extractions were utilized on fecal samples collected from sheep by commercial kits, and E. bieneusi DNA was investigated
by Nested polymerase chain reaction (PCR) amplifying ITS rRNA in the gDNA isolates. PCR products of the positive isolates were
subjected to sequence analyze for genotyping and phylogenetic analyses of E. bieneusi.

Results: E. bieneusi DNA was determined in 16 out of 200 examined sheep fecal gDNA samples (8.0%) by Nested PCR. The highest
E. bieneusi prevalence was determined in preweaned lambs with a rate of 18.8%. This was followed by postweaned lambs and
adult sheep with a prevalence of 10.5% and 4.6%, respectively. The prevalence of the infection in males and females was 7.9% and
9.3%, respectively. All the ITS rRNA amplicons from 16 positive isolates were subjected to sequence analyses for genotyping and
phylogenetic analyses. Sequence analyses revealed that all the isolates determined in sheep belonged to the BEB6 genotype and
clustered in genogroup 2 of E. bieneusi with the BEB6 isolates from different hosts in several countries.

Conclusion: Molecular epidemiological data on the prevalence of E. bieneusi in sheep in Turkey were obtained with this study and
the common genotype was determined as BEB6 in the research area. The obtained data contribute to the molecular epidemiology
and diversity of E. bieneusi in sheep.
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GIRig

Enterocytozoon bieneusi (E. bieneusi) insan ve hayvanlarda bagirsak
hastaligina yol acan mikrosporlu bir organizmadir. Zorunlu hiicre
i¢i bir patojen olan E. bieneusi, tipik olarak agir veya kronik ishal,
malabsorbsiyon ve halsizlige yol acar. Guncel olarak E. bieneusi
mantarlar icinde simiflandirilmakta olup, kesin siniflandirilmas:
halen tartismahdir (1). E. bieneusi insandan insana ve/veya
hayvanlardan insanlara bulasabilmektedir. Bulasma genellikle E.
bieneusi sporlar1 ile kontamine su, ¢evre, gidalarin alinmasi veya
enfekte bireylerle temas sonucu fekal-oral yolla gerceklesmektedir.
Buna ilaveten, E. bieneusi ayrica rekreasyonal ve sebeke sulariyla
birlikte sanitasyona tabii dogal ve atik sularda da bulunmustur (1).
Epidemiyolojik aragtirmalar, E. bieneusinin ekosistemde olduk¢a
yaygin oldugunu ve ¢evresel kaynaklar ile farkl konaklardan izole
edilen jenerasyonlarinin yiiksek genetik cesitlilige sahip oldugunu
gostermigtir (1,2). E. bieneusinin bu denli yaygin olmas: farkh
konak spektrumuna sahip ¢esitli genotiplerin evrimine ve yine ¢ok
cesitli ekolojik ortamlara parazitin adaptasyonuna yol agmistur.
Bu durum o6zellikle parazitin ekosistemdeki kaynaklarmin ve
halk saghg acisindan olusturdugu riskin degerlendirilmesinde
zorluklara yol agmaktadir. Bu agidan farkl konaklarda yerlesim
gosteren E. bieneusinin genotipik yapisinin belirlenmesi énem
arz etmektedir (1). E. bieneusi genotipleri, genellikle niikleer
ribozomal DNA'nin internal transcribed spacer bélgesinin (ITS)
polimeraz zincir reaksiyon (PZR)-sekans analizleriyle teghis
edilmekte ve smiflandirilmaktadir (3). Giiniimiize kadar 40'in
tizerinde tlkeden c¢esitli memeli takimlari, siiringenler ve
bécekler de dahil yaklagik 170 hayvan turiinde 600’e yakin farkh
E. bieneusi genotipi teshis edilmistir (1). Bu genotiplerin ITS
gen bolgesi nikleotid sekans varyasyonlarina gére su ana kadar
11 genogrup icerisinde kiumelendigi tespit edilmistir. Farkl
gruplardaki E. bieneusi genotiplerinin degisen derecelerde konak
spesifitesi sergiledigi bilinmektedir (4). Genogrup 1, insan dahil
olmak iizere ¢esitli konaklardan izole edilen genotiplerin biiyiik
¢ogunlugunu olugturan en genis genogrup olup zoonotik grup
olarak da nitelenmektedir. Genogrup 2'nin ruminantlara ézgii
genotiplerden olustugu dusiiniilse de yapilan yeni ¢aligmalarda
I, J, BEB4 ve BEB6 gibi genotiplerin insanlarda da bulundugu
bildirilmigtir (4,5). Genogrup 3-11'in konak spesifik gruplar
oldugu ve ilgili konaklarin yan: sira atik sularda da bulunabildigi
kaydedilmisgtir (4). Guniimiize kadar koyunlarda tespit edilen tiim
E. bieneusi genotiplerinin genogrup 1, 2 ve 7'de bulundugu tespit
edilmistir (4). Bu yéniiyle de koyunlarin E. bieneusi'nin zoonotik
bulasma dinamikleri icerisinde ¢nemli bir konak olabilecegi
vurgulanmaktadir (3,4).

E. bieneusinin rezervuar konaklari, bazi omurgasiz vektorler
de dahil olmak tizere aym veya farkh tiirlerin ekolojik olarak
baglantili birka¢ popiilasyonundan olusur. E. bieneusi bu konaklar
arasinda birbirlerine bulagma suretiyle strekliligini saglayabilir.
Hem evcil hem de vahsi hayvanlar E. bieneusi i¢in rezervuar konak
olabilir ve bircok hayvan tiri potansiyel olarak zoonotik ve konak
spesifik E. bieneusi genotipleri ile enfekte olabilir (1,2). E. bieneusi
enfeksiyonlari arastirilan konak tiirlerinde siklikla asemptomatik
seyreder, ancak diyare ile karakterize klinik hastaliklar da ortaya
cikabilir. Rezervuar konaklardaki bu subklinik enfeksiyonlar,
E. bieneusi'nin diger rezervuar ve duyarh konaklara yayilmasina
neden olabilir. E. bieneusi i¢in giivenli ve etkili bir terapotik ajan
veya as1 bulunmamaktadir. Bu acidan parazitle micadelede, tek
saglik kapsaminda, enfekte ve duyarhi konaklar arasindaki yakin
temasi azaltilmasi ve hayvan digkisi ile insan kanalizasyonunda

yaygin olarak bulunan E. bieneusi sporlarinin su ve gidalara
kontaminasyonunun engellenmesinin en etkin yaklagim tarzi
oldugu bilinmektedir (1).

Son 10 yil icerisinde E. bieneusinin epidemiyolojisi ve genotip
cesitliligi iizerine aragtirmalarin yogunlastig: gorilmekle birlikte
insanvehayvan konaklarda organizmanin prevalansi, genotiplerin
dagilimi ve bulagma dinamikleri ile ilgili risk faktérleri tizerine
halen bir¢ok cografyada aragtirma agig1 bulunmaktadir (6).
Ulkemizde de son yillarda E. bieneusi tzerine calismalarin
artis gosterdigi dikkat ¢ekmekte olup insan ve farkli hayvan
turlerinde etken izole ve teshis edilmigtir (3,7-12). Diinyada
farkli cografyalarda yuritilen aragtirmalarda koyunlarin E.
bieneusi'nin epidemiyolojisinde énemli konaklardan biri oldugu
gorilmektedir (13). Insanlarda oldugu gibi koyunlarda da E.
bieneusi bagirsak mukozasinda patolojik bozukluklara yol acarak
malabsorbsiyon ve ishalle seyreden, énemli verim kayiplarina
yol acan hastalik tablosu olusturabilir (14). Tiirkiye'de giinimiize
kadar koyunlarla ilgili olarak yalmzca koyun siitlerinde yapilan
bir aragtirma mevcut olup E. bieneusi'nin koyun siitlerinde varligs,
yayginligi ve genotip profilleri gosterilmistir (9). Bu ¢aligmada,
Van yoresinde cesitli ciftliklerdeki saghkli gériinen Akkaraman
irki koyunlarinda E. bieneusi'nin varligi ve farkh yas gruplarn ile
cinsiyet bazinda yayginliklarinin aragtirilmasi hedeflenmistir.
Galismada ayrica tespit edilen E. bieneusi izolatlarinin sekans
analizleri ile genotipleri aragtirilmig ve filogenetik yapilanmalar:
belirlenmigtir.

YONTEMLER

Arastirma Bolgesi, Hayvan Materyali ve Diski
Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Mayis-Eylil 2021 tarihleri arasinda Van
yoresinde Saray ilcesindeki ti¢, Ozalp ilcesindeki iki ve Gurpnar,
Gevas ve Ercis ilcelerindeki birer isletme olmak tizere toplam
sekiz koyunculuk igletmesinden 200 Akkaraman wrki koyun
(isletme bagmna 25 koyun) 6rneklenmistir. Aragtirmaya dahil
edilen koyunlarin yas ve cinsiyete gére dagilimlari da Tablo 1'de
verilmistir. Orneklem yapilan isletmelerin yapisi genel ozellikleri
itibariyle birbirine benzedigi gorilmiis olup, ciftliklerde aym
zamanda kopek ve kedilerle birlikte kiimes hayvanlarinin da
bulundugu ve meray1 yoredeki biiyiikbas hayvanlarla ortak
kullandiklari dikkati cekmistir. Diger yandan isletmelerin organize
olmus su ve atik sistemlerinin bulunmadig: da géralmustiir.

Her bir koyundan digk: érnekleri digkilamay: takiben yere temas
etmeyen yiizeyinden alinmig ve 15 mLlik steril numune tiiplerine
aktarilmigtir. Digki &érnekleri normal kivamli belirlenmigtir.
Taplere protokol numaras: verilmis ve hayvanlara ait bilgilerle
birlikte kayitlar1 saglanmigtir. Ornekler buz akiileri ile soguk
zincir altinda laboratuvara getirilmistir. Ornekleme dahil edilen
koyunlarla ilgili bilgiler Tablo 1'de verilmistir.

Diski Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Koyunlardan toplanan diski 6rneklerinden genomik DNA
(gDNA) ekstraksiyonu, QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Germany) ile kitin 6nerdigi protokol ¢ercevesinde yapilmistir. Son
basamakta 50 pL elisyon buffer AE icerisinde gDNA izolasyonu
gerceklestirilmigtir. Elde edilen gDNA 6rnekleri, Qubit®
Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific, USA)
cihazinda iglenerek total gDNA miktarlar (ng/uL) belirlenmistir.
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Tablo 1. Koyunlarda E. bieneusi pozitif érneklerin yas ve cinsiyete gére dagilimlar: ve istatistiksel analizleri

incelenen Pozitif hayvan
Faktor hayvan sayis1 x> P
Say1 %
Siit emen (<3 ay) 32 6 18,82
Yas Siitten kesilmis (4-12 ay) 38 4 10,52 7,377 0,025
Ergin (>12 ay) 130 6 4,6
Erkek 38 3 7,9
Cinsiyet 1,000 0,542
Disi 162 15 9,3
*bAyni siittunda farkl: harflerle gosterilen gruplar arasindaki istatistiksel farklihk énemlidir (p<0,05)

Ribozomal Internal Transcribed Spacer (ITS) Gen
Bolgesinin Amplifikasyonu

Digki 6rneklerinden DNA izolasyonunu takiben elde edilen
gDNA izolatlar1 E. bieneusi DNA'simin ITS gen bélgesini spesifik
olarak cogaltan primerlerle Nested PZR ile analiz edilmistir.
Birinci PZR'de EBITS3 ve EBITS4, ikinci PZR'de ise EBITS1 ve
EBITS2.4 primerleri (11) ile ITS bélgesini kapsayan yaklasik 390
bp ribozomal bélge ¢ogaltilmigtir. PZR reaksiyonlar: 25 L final
konsantrasyon i¢inde 12,5 pL hazir kullanimlik DreamTaq Green
PZR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,4 uM her
bir primer ve 10-20 ng kalip DNA olacak sekilde hazirlanmigtir.
fkinci PZR'de ilk PZR triiniinden 1 pL alinarak kalip olarak
kullanilmigtir. PZR protokolii, ilk PZR basamag: icin 95 °C'de 4
dk; 35 siklus 95 °C’de 30 sn, 57 °C’de 30 sn, ve 72 °C'de 1 dk; 72
°C’de 10 dk; ikinci PZR basamag icin de 95 °C’de 4 dk; 30 siklus 95
°C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, ve 72 °C’de 1 dk; 72 °C’de 10 dk olarak
ayarlanmigtir. PZR analizlerinde Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali'ndaki referans microsporidia
gDNA'lan pozitif kontrol, sterilize edilmis deiyonize su ise negatif
kontrol olarak kullanilmigtir. PZR analizleri sonrasinda iiriinlerin
géruntulenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki (BioRad, USA)
kullamilmigtir. Elde edilen PZR urtnlerinin her birinden 10 pL
alinip %5 SafeView™ Classic (Applied Biological Materials Inc.,
Canada) iceren %1,5lik agaroz jele yiklenerek, yatay elektroforez
sisteminde 90 V’de 50 dk yuritilmistiir. Elektroforezden sonra
PZR uriinleri CLP Jel Dokiimantasyon Sisteminde (UVP INC
Uplant, CA, USA) gérintilenmis ve Gene Snap from Syngene
analiz programi (UVP INC Uplant, CA, USA) ile analiz edilmigtir.

Ribozomal ITS Gen Bolgesinin Sekans Analizleri

E. bieneusi pozitif 6rneklere ait izolatlarin PZR analizleri sonrasi
ribozomal ITS amplikonlar: jelden piirifiye edilerek (High Pure
PCR Product Purification Kit, Roche, USA) sekans analizleri i¢in
hazir hale getirilmistir. Sekans analizleri, ikinci PZR'de kullanilan
primer dizileri ile ¢ift yonli olarak yapilmistir (Macrogen Europe).
Sekanslama sonrasi elde edilen kromotogramlar dikkatli bir
sekilde analiz edildikten sonra Geneious Prime 2022.0.2 (https://
www.geneious.com) yaziiminda de novo Assamble ile ileri ve
geri yonli okumalar iglenmis ve kalite skoru yiiksek konsensiis
dizilimler elde edilmistir. Konsensiis sekanslardan PZR primerleri
kesilerek hedef bélge sekanslar1 (390 bp) saglanmustir. E.
bieneusi izolatlarina ait sekanslar BLASTn (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmas1 tizerinden GenBank’ta kayith
izolatlarin sekanslariyla hizalamalari yapilmis ve molekiiler
karakterizasyonlar1  saglanmigtir.  Belirlenen  genotiplerin
GenBank kayitlan gerceklestirilmigtir.

Genotiplendirme ve Filogenetik Analizler

Caligmada tespit edilen E. bieneusi izolatlarmin 243 bp
uzunlugundaki komple ITS sekanslar1 GenBank’ta mevcut ilgili
sekanslarla birlikte degerlendirilerek veri seti olusturulmusgtur.
Veri setindeki genotiplere ait sekanslar arasindaki genetik
farkliliklar Kimura two-parameter (K2P) modeli (15,16) ile MEGA
X yazihminda (17) arastinlmigtir. Filogenetik aga¢ Maximum
Likelihood (ML) modeli ile olusturulmustur. Sekans evrimi i¢cin en
uygun niikleotid degisim modelinin belirlenmesinde jModelTest
v.0.1.1 (18) kullanilmig ve en dugiikk AIC (Akaike Information,
Criterion, correction) skoruna sahip olan model ML agacinin
olusturulmasinda kullanilmigtir. ML analizleri Geneious Prime
yazilimi tizerinden PhyML (19) eklentisi kullanilarak yapilmigtir.
ML analizinde olusturulan agacin olasiliklarinin analizi i¢in 1,000
tekrarl Bootstrap testi kullanilmigtur.

E. bieneusi grup ve alt gruplarinin tesekkiil ettirilmesinde standart
siniflandirma sistemi kullanilmigtir (20-25).

istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 20.0 yazilimi
ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. incelenen koyunlarda E.
bieneusi molekiiler prevalansi ile yas gruplarinin iligkisi Pearson’s
ki-kare, cinsiyetin iligkisi ise Fisher'in kesin testi ile aragtirilmigtir.

BULGULAR

E. bieneusi’nin Molekiiler Prevalansi

Incelenen 200 Akkaraman 1rki koyuna ait diski 6rneginden elde
edilen gDNA izolatlarinin 16’s1(%8,0) ITS Nested PZR analizleriyle
E. bieneusi DNA’s1 yéniinden pozitif saptanmigtir. Saray ilcesinde
incelenen g isletmedeki 25%er koyunun sirasiyla g, ti¢ ve biri,
Ozalp il¢esinde incelenen iki isletmedeki 25%er koyunun sirasiyla
¢l ve biri, Gurpinar, Gevas ve Ercis ilcelerinde incelenen birer
isletmedeki 25’er koyunun sirasiyla iki, bir ve ikisi E. bieneusi ile
enfekte belirlenmigtir. Pozitif 6rneklerin koyunlarin yas gruplarn
ve cinsiyetine goére dagilimi ve istatistiksel analizleri Tablo
T'de verilmistir. Yas gruplarina gore E. bieneusi prevalansinda
istatistiksel acidan siit emen ve siitten kesilmis kuzular ile ergin
koyunlar arasindaki farklibk énemli (p<0,05) bulunurken siit
emen ve siitten kesilmis kuzular arasindaki farklihk 6nemsiz tespit
edilmistir. Cinsiyete goére E. bieneusi pozitifliginde istatistiksel
acidan énemli bir farklilik bulunmamigtir (p>0,05).

Sekans Analizi ve Genotiplendirme Sonuclar:

Galigmada pozitif saptanan 16 izolatin tamaminin ribozomal
ITS gen bélgesi sekanslanmustir. fleri ve geri yonlii okumalara ait
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dizilimlerin de novo analizleri ile eglegtirilmesi sonucu her bir izolat
i¢in ytksek kalitede konsensiis final niikleotid dizilimleri ortaya
ctkarilmigtir. Toplam 16 E. bieneusi izolatinin genotiplendirmede
referans olan 243 bp uzunlugundaki ITS sekanslarinin hizalama
analizlerinde %100 benzer ve tek bir genotipe ait olduklar
belirlenmigtir. Karakterize edilen ITS sekansinin GenBank veri
tabanindaki referans izolatlara ait sekanslarla hizalama analizleri
calismada tespit edilen izolatlarin BEB6 genotipine ait olduklarini
ortaya koymustur. Tlgili tim izolatlarn homolog olmasi yéniiyle
karakterize edilen E. bieneusi ribozomal ITS sekansi tek bir
izolat ad1 altinda TREbienVan1 olarak GenBank’a kaydedilmigtir
(GenBank erigim: ON390931).

BEB6 genotipinde belirlenen TREbienVan1 izolat: ile koyunlarda
yaygin gorilen diger E. bieneusi genotiplerine ait ¢esitli izolatlarin
niikleotid ITS rDNA sekanslarinin ¢oklu hizalama analiz sonucu
Sekil 1'de verilmigtir. Ribozomal ITS niikleotid sekansinin 32.,
58., 76., 105., 149. ve 189. bazlarinda genotipleri birbirinden
aywran niikleotid varyasyonlar: gésterilmistir.

Filogenetik Analiz Sonuclar1

TREbienVan1 izolatinin Diinyanin cesitli bolgeleri ile Tiirkiye'de
farkli konaklardan bildirilen E. bieneusi genotiplerine ait
izolatlarla iligkileri filogenetik aga¢ tizerinde (Sekil 2) verilmistir.
Maximum Likelihood (ML) filogenisine gore olusturulan agacin
¢ozunirlugi genogruplar bazinda yiiksek bootstrap oranlar ile
desteklenmistir. Koyunlarda belirlenen TREbienVanl izolatinin
Turkiye'de koyun (siit 6rnegi) ve sigirlar (stit 6rnegi ve digk) ile
cesitli tilkelerde insan, koyun, sigir, domuz geyigi, keci, ¢ingilla,
altin maymunu, Hint sebegi, kedi, sika geyigi ve kizil geyik
gibi farkli konaklardan bildirilmis BEB6 izolatlariyla birlikte
kiimelenerek E. bieneusi genogrup 2'de yer aldig: belirlenmisgtir.

TARTISMA

E. bieneusi insanlar ile evcil ve vahsi hayvanlarda enfeksiyona yol
acan 17 microsporidia tiriinin icerisinde en yaygin tiir olarak
bilinmektedir (1). Tiirkiye'de son yillarda cesitli hayvan tiirleri
tizerinde yapilan arastirmalar da E. bieneusi'nin degisen oranlarda
yayginlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu ¢calismalardan, Bilgin
ve ark. (10) Sivas yoresinde incelenen 150 sigirda E. bieneusi
molekiler prevalansimi %19,3 olarak tespit etmiglerdir. Yildirim
ve ark. (8) i¢c Anadolu yoresinde 6rneklenen 300 atta E. bieneusi

Identity

BEB6-TREbienvan1(K. T CAGT TTTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTATAGTA
CHCBMHB22623(Ent.. TCAGTTTTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTATAGTA
CO5-1.MT674904(Em.. TCAGTTTTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTATAGTA
CHS8, KP262393(Ente.. TCAGTTTTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTATAGTA
CHG3,MHB22618(EM.. TCAGT T TTTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTATAGTA
CD6,KP26236B(Enter.. T CAG T T TTTAGGGTGTGAGTATCGGAATGTAMAGTA
%0 00 1o
Identity
BEB&-TREDienvan1(K. G T GG TG T GTGTAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTG
CHCB,MHB22623(Ent.. G TGGTGTGTGTAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTG
COS-1,MT674904(Em.. G TGGTGTGTGTAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTG
CHS8, KP262393(Ente.. G T GG TG TGTGTAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTG
CHG3, MHB22618(EM.. G TG G TG TGTGTAGGCGTGAGAGEMIGTATCTGTAAGTG
CD6,KP26236B{Eter.. G TG G TG TG TG TAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTG
o 189 190 20

Identity

BEB&-TREbienVanT (K...

CHCB, MHB22623 (Ent...
COS-1, MT674904 (Ent...
CHS8, KP262393 (Ente...
CHG3, MHB22618 (Ent...
CD6, KP262368 (Enter...
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molekiiler prevalansini %18,7 olarak bildirmiglerdir. Ercan ve ark.
(26), I¢c Anadolu yoresinde 6rneklenen ve organik yetistiriciligi
yapilan toplam 300 tavukta E. bieneusi’yi molekiiler olarak %7,3
yaygin bulmuslardir. Yildirim ve ark. (9), ¢iftlik hayvanlarimin ¢ig
sit ornekleri tzerinde yurittikleri aragtirmada E. bieneusinin
koyun, sigir ve manda siitlerinde sirasiyla %18,0, %4,5 ve %2,0
oraninda bulundugunu raporlamiglardir. Ayrica E. bieneusi
Turkiye'de farkh bolgelerdeki kopek, kedi, giivercin ve muhabbet
kusglarinda da bildirilmigtir (7,11,12). Yapilan bu ¢alisgmada Van
yoresinde incelenen Akkaraman irki koyunlarda E. bieneusinin
yayginligr %8,0 belirlenmis olup Turkiye'de daha 6énce sigir ve at
digkilar: ile koyun siitlerinde belirlenen oranlardan prevalansin
daha dugtik oldugu dikkati cekmigtir.

Diger yandan guntmize kadar diinyada koyun ve kegilerde
digk: 6rnekleri tizerinde yirutilmus olan toplam 21 ¢calismanin
sonuglar1 dikkate alindiginda (13), farkh iilkelerde E. bieneusi
enfeksiyonlarinin koyunlarda %3,4 ila %62,9; kegilerde ise %4,1
ila %29,7 arasinda prevalans gosterdigi kaydedilmistir. Yapilan
bu calismada tespit edilen molekiiler prevalans daha énce
koyunlarda yapilan caligmalarda bildirilen oranlar ile paralellik
gostermistir. Cesitli cografyalardan bildirilen E. bieneusi prevalans
farkhiliklarinin, Qi ve ark.’min (27) da vurguladig: gibi kullanilan
teshisydntemi, caligma tasarimi, 6rneklemebélgesinin ekosistemi,
hayvanlarin yaslar, ciftlik yénetimi ve mevsimsel varyasyonlar
gibi cesitli faktorlerle iligkili olabilecegi diistunillmiistur.
Galismada yas gruplar ve E. bieneusi enfeksiyonunun prevalansi
arasindaki iligki incelendiginde siit emen kuzular ve siitten
kesilmis  kuzulardaki prevalansin erginlerdekine oranla
istatistiksel olarak o6nemli diizeyde (p<0,05) yiiksek oldugu
tespit edilmigtir. Benzer olarak cesitli aragtirmalarda da (28-32)
kuzu ve oglaklarda E. bieneusi yayginlig1 erginlere oranla énemli
diizeyde yiiksek belirlenmigtir. Diger yandan birka¢ ¢aligmada
ise yasa bagh enfeksiyonun prevalansinda énemli bir farklilik
bulunmamusgtir (33-35). Sonug olarak kuzularin koyunlara oranla
E. bieneusi enfeksiyonlar1 i¢cin daha duyarh oldugu ve muhtemel
olarak da bu durumun bagisiklik sistemi ile iligkili olabilecegi
dustuntlmustiir. Diger yandan yaga bagl duyarlhilik diizeyi tizerine
daha kesin sonuglar elde edilmesi i¢in deneysel calismalara ihtiyag
bulunmaktadir. Bunun yaninda yapilan ¢alismada disi ve erkek
koyunlar arasinda E. bieneusi enfeksiyonunun prevalansinda
istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir. Cinsiyetin E. bieneusi
enfeksiyonu iizerine etkisinin olmadif ayrica sigirlar (36) ve atlar
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Sekil 1. BEB6 genotipindeki TREbienVan1 ile koyunlardan bildirilen yaygin E. bieneusi genotiplerine ait izolatlarin ITS rDNA niikleotid

sekanslarinin ¢oklu hizalamasi. Sekanslar icerisindeki niikleotid varyasyonlari cesitli renklerle isaretlenerek gosterilmistir
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88.5%

KRO75933, Gin, Koyun, BEBG
JX994261, Cin, Insan, SHS.
KU852483, Cin, Domuz geyi, BEBG
KT235705, Cin, keci, BEBE
KM819103, Cin, Cingilla, BEBS.
KM3591950, Cin, Altin maymun, BEBE
KJ728795, Cin, Hint sebegi, BEBG
EU153584, ABD, s1gir, BEBS
KJ489097, Isve, koyun, BEBG.
KI668737, Cin, kedi, BEBS.
KX383615, Cin, Sika geyidi, BEBG
KX383616, Gin, Kizil geyik, BEBG
ON380931, Tiirkiye, koyun, BEB6™
MK158496, Tarkiye, koyun, BEB6
MK158503, Torkiye, sigur, BEBS
MH204103, Tiirkiye, sigir, ERUSS1
MK 158495, Turkiye, koyun, ERUSS]
MK158504, Turkiye, s1gur, ERUSSL
MH204106, Trkiye, sigr, ERUSS4
Sxi MK 158499, Turkiye, koyun, TRED4
MK158500, Tirkiye, koyun, TREDS
MK158497, Tarkiye, koyun, TREb
MK158498, Tirkiye, koyun, TRED3
MH204104, Tiirkiye, sigir, ERUSS2
MK158501, Turkiye, manda, TREbG
55 - MK158502, Tarkiye, 51, TREDL
L MH204105, Tiirkiye, sigir, ERUSS3
K)728796, Cin, Beyaz i Gibon, BEB4
KUS31573, Cin, siir, BEB4.
a9l AF135836, Almanya, sigi, |
KUS31572, Cin, sigir, |
AF135837, Almanya, sigir,J
KUS31571, Cin, sigir,)
AF267144, Almanya, sigir, N
MH204102, Tiirkiye, sigr, N
KU194595, Cin, at,D
KUS31574, Cin, sigir, D
HM352511, Cin, insan, CHN4
AY331008, ABD, sigir, BEBS
KJ668742, Cin, kedi, CC4
KUS31576, Cin, sigir, CC4
KJ668720, Cin, kdpek, CM1
JF927952, Brezilya, insan, VL2
KT073972, Cin, panda, EbpC
KUS31575, Gin, s1gr, EbpC
JQ029727,Gin, insan, Henan-IV

Grup 2

100%

Grup 1

AF267145, Almanya, domuz, 0
Grup 7

70.6%

94.5%

009

Gup 5
DQB85585

Sekil 2. E. bieneusi izolatlarinin ITS rRNA gen bélgesi Maximum Likelihood (ML) analizine gore filogenetik iliskileri. Node’larin 6niindeki
rakamlar ML bootstrap destegini gostermektedir. Calismada belirlenen TREbienVan1 izolat: mavi, Turkiye'den bildirilmis diger izolatlar

ise kirmizi karakterde gosterilmistir. Dis grup olarak E. bieneusi PtEb IX kopek izolat1 (DQ885585) kullanilmistir. Olgek ¢izgisi yerlesim

yeri bagina niikleotid degisimini géstermektedir

(37) uzerinde yirutilen bazi arastirmalarda da gosterilmigtir.
Diger yandan képek, kedi ve yabani memeliler tizerinde yiiritilen
birka¢ ¢alismada (38-40) erkeklerde digilere oranla daha yiiksek
prevalans bildirilmistir.

Ciftlik hayvanlarinda E. bieneusi enfeksiyonlarinin prevalansimin
yetistirme ve besleme kosullar ile iligkili oldugu yogun yetistirme
yapilan ve su ve atik sistemleri yeterli olmayan ciftliklerde
enfeksiyon oranlarmin yiksek oldugu bildirilmistir (34,41).
Aymi zamanda farkh ciftlik hayvanlar ve kopek ve kedi gibi
karnivor hayvanlarin birlikte bulunmasinin farkli konaklara
adaptasyon yetenegi olan genotiplerin yayihisin kolaylastirdig: da
bilinmektedir (41). Bu yéniiyle aragtirma kapsaminda incelenen
ciftliklerdeki koyunlarda belirlenen prevalans oraninin érneklem
sayisinin  artirilmasi veya benzer karakterdeki ciftliklerin
de aragtirilmasi sonucu daha yiiksek oranlara ulagabilecegi
dugtinilmusgtiir.

Yapilan aragtirmada ribozomal ITS sekans analizleri sonucu tiim
izolatlarin BEB6 genotipine (sinonimler: SH5, CHS4, CHC9,
CHHLJS1 ve JSS1) ait oldugu goriilmustir. Bu sonug¢ koyunlarla
birlikte diger ruminantlarda yapilan aragtirma sonugclar1 (29) ile
paralellik géstermis olup BEB6 genotipinin ruminant hayvanlarda
baskin genotip olduguna dair destekleyici kanit saglamistir. Diger
yandan koyun ve kegilerde CD6, CHG1, CHG3, CHGS5, CHSS,
CM7 ve SX1'in de yaygin genotipler oldugu ve ayni zamanda
bu genotiplerin kuslar, sigir, geyik, képek, at, domuz, maymun
ve yak gibi hayvanlarda da gorildagi sinirh sayida arastirma
ile gosterilmigtir (31). Giinimiize kadar yapilan arastirmalarin
sonug¢lari dikkate alindiginda Zhang ve ark.’nin (13) da vurguladig:
gibi bagta BEB6 olmak iizere yukarida bahsi gecen genotiplerin
ruminantlar arasinda yayildig1 ve diger konaklara gecis gosterdigi
soylenebilir.

Su ana kadar koyunlarda belirlenen diger genotiplerin aksine
BEB6'nin daha genis bir hayvan konak spekturumuna sahip
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oldugu gorilmektedir. BEB6'min rolatif olarak genis konak
cesitliligi gostermesi turler arasinda bulagsmanin yiksek
oldugunun bir gostergesidir (13). Ayrica BEB6 insanlarda da
identifiye edilmis olup (42), Zhang ve ark. (13) koyun ve kegilerde
elde ettikleri sonuglarla bu hayvanlarin insan enfeksiyonlar: i¢in
potansiyel bir kaynak olusturduklarina dikkat ¢ekmisgtir. Yapilan
calismada koyunlarda yaygin ve tek genotip olarak belirlenen
BEB6min arastirma yoresinde farkli konaklar arasinda yayilis
gosterebilecegi literatiir bilgi 15191nda yiiksek olasiliktadir. Ayrica
BEB6 genotipi dogal su kaynaklarinda da tespit edilmigtir (43).
Bu yoniiyle basta insanlar olmak tizere aragtirma yoéresinde ilgili
genotipin dagihmi ve olusturdugu risk faktérleri tizerine ileri
caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Filogenetik  analizler ~sonucunda c¢ahigmada koyunlarda
karakterize edilen BEB6 genotipinin diger hayvanlardan izole
edilen sinonimleri ile birlikte E. bieneusi genogrup 2'de yer aldig1
belirlenmigtir. Ulkemizde farkli hayvan konaklarda yapilan
aragtirmalarda BEB6 genotipinin yayginhigi sigir ve koyun (stit
ornekleri) (9) ile at (8) ve tavuklarda (26) da gosterilmistir.
Onceki yapilan bircok arastirmada grup 2'deki baz1 genotiplerin
(6rnegin; BEB1, BEB2 ve BEB4) sigirlara 6zgi oldugu belirtilmis
olmasina karsin sonraki arastirmalarda bu genotiplerin
bazilarinin insanlarda da belirlenmis olmas: (13) bu grupta yer
alan genotiplerin ruminantlara ézgii olmasindan ziyade zoonotik
bir grup olduguna dair kanitlar ortaya koymustur. Ulkemizde su
ana kadar farkl hayvan konaklarda yapilan aragtirma sonuglar
da dikkate alindiginda BEB6 genotipinin zoonotik risk potansiyeli
tasidigr ve koyunlarin da bu noktada bulagsma agisindan énemli
rezervuarlardan birisi oldugu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

SONUC

Sonug olarak bu ¢aligma ile 6nemli zoonotik microsporidialardan
biri olan E. bieneusinin Van yoéresindeki koyunlarda varligi ve
molekiler yayginligi ortaya ¢ikarilmistir. Tarkiye'de farkli hayvan
konaklarda yuritilen aragtirmalarin sonuglar ile paralel olarak
bu ¢alismada elde edilen veriler BEB6 genotipinin Tirkiye'deki
baskin genotiplerden birisi olduguna dair destekleyici kanitlar
saglamigtir. Zoonotik karakterli oldugu bilinen BEB6 genotipinin
yaygin tek genotip olarak tespit edilmesi, aragtirma yéresinde E.
bieneusi'nin insanlara bulagma agisindan koyunlarin énemli bir
rezervuar oldugunu ve risk potansiyeli tasidigini géstermisgtir.
Tirkiye'de E. bieneusi'nin epidemiyolojisi ve bulagma dinamikleri
iizerine tek saglik cercevesinde insanlar, hayvanlar, su ve
diger cevresel kaynaklar tizerinde ileri aragtirmalara ihtiyac
bulunmaktadar.
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