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Amag: Bu ¢alismada saglikli sigirlarda Enterocytozoon bieneusinin molekiiler prevalansinin ve genotiplerinin belirlenmesi
amaglanmigtir.

Yontemler: Calismada, Ekim 2017 ve Mart 2018 tarihleri arasinda Sivas yoresindeki saghkl gériniimli 150 sifirdan digk:
Srnekleri toplanmig ve genomik DNA (gDNA) izolasyonlar1 yapilmigtir. Elde edilen gDNA izolatlari, E. bieneusinin identifikasyonu
amaayla, ITS rRNA gen bélgesini amplifiye eden Nested PZR ile islenmistir. E. bieneusi pozitif izolatlarin ITS rRNA gen bélgesi
amplikonlar1 genotiplendirme ve filogenetik analizler icin sekanslanmistir. Elde edilen sekanslar uygun genetik yazihimlarla
islenerek genotipik yapilari ve sonrasinda da filogenetik iligkileri ortaya ¢ikarilmigtir.

Bulgular: Nested PZR ile incelemesi yapilan érneklerden 29'u (%19,3) E. bieneusi yéniinden pozitif bulunmusgtur. Sekans
analizleri sonucu bes ayr1 genotip belirlenmistir. En yaygin genotip olarak bulunan ERUSS1 genotipi ile ERUSS2-4 genotipleri
yakin genotipler olarak karakterize edilmis ve ilk kez rapor edilmistir. Tki izolatin ise Almanya'da bir sigirdan rapor edilmis olan N
genotipinde oldugu belirlenmis ve diger genotiplerden daha farkl oldugu gorillmustir. Filogenetik analizler calismada karakterize
edilen tiim genotiplerin genogrup 2'de yer aldigini ortaya koymustur.

Sonug: Bu ¢aligma ile Tiirkiye'de sigirlarda E. bieneusi enfeksiyonlar: tizerine ilk molekiiler epidemiyolojik veriler elde edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Enterocytozoon bieneusi, molekiiler prevalans, filogenetik karakterizasyon, saghkh sigir, Tiirkiye

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to determine the molecular prevalence and genotypes of Enterocytozoon in healthy cattle.
Methods: Fecal samples were collected from 50 cattle in Sivas between October 2017 and March 2018 and genomic DNA (gDNA)
isolations were performed. gDNA isolates were processed by Nested PCR specifically amplifying ITS rRNA gene region to identify
E. bieneusi. ITS rRNA region of E. bieneusi positive isolates were sequenced for genotyping and phylogenetic analyzes. Obtained
sequences were assembled with appropriative genetic software, then phylogenetic relationships were revealed.

Results: According to Nested PCR analyses, 29 (19.3%) out of totally examined samples were found positive for E. bieneusi. As
a result of the sequence analyses, five distinct genotypes were determined. The most frequent genotype ERUSS1 and the other
ERUSS2-4 genotypes were characterized as close to each other, which was reported for the first time in the world. Two isolates
were determined in N genotype that was reported from cattle in Germany and were more different from the other genotypes.
Phylogenetic analysis revealed that all the genotypes characterized in the study belonged to the genogroup 2.

Conclusion: First molecular epidemiological data on E. bieneusi in cattle from Turkey were obtained with this study.
Keywords: Enterocytozoon bieneusi, molecular prevalence, phylogenetic characterization, healthy cattle, Turkey
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GIRig

Microsporidialar zorunlu hiicre i¢i parazitlerin genis ve genetik
cesitliligi yiiksek bir grubunu olusturmakta olup hem hayvan
hem de insan patojenleri olarak bilinmektedirler (1). Bu parazitik
protistalar genetik olarak mantarlarla iligkilidir ve cevresel direncli
spor formlariile karakterize olup konak digkist ile cevreye yayilarak
okaryotik hiicre invazyonu i¢in yeni bir siklusu baglatirlar (2).
Guniumiize kadar 200 soy igerisinde yaklasik 1400 microsporidia
tirii rapor edilmis olup bunlar arasinda 8 soy icerisinde 14 tiiriin
insanlarda enfeksiyona yol a¢tig: bildirilmistir (3). Enterocytozoon
bieneusi insanlarda ishale yol acan firsatq1 bir patojen olarak
ortaya ¢ikmig olup immiin supresyonla iligkilendirilmis ve rapor
edilen insan microsporidiosis olgularimin yaklasik %90’indan
sorumlu tiir olarak karakterize edilmistir. Insanlarin yam sira E.
bieneusi enfeksiyonlar1 primatlar, kedi, sigir, kopek, at, domuz,
kuglar ve cesitli yabani memelilerden tekrarli olarak dinyanin
cesitli bolgelerinden bildirilmektedir (4). Enfekte insan ve
hayvanlarla temas ve/veya kontamine gida ve sular E. bieneusi
enfeksiyonlarinin bulagmasinda rol oynayan énemli faktérlerdir
(1,5). Hem zoonotik hem de potansiyel konak adaptasyonu olan
genotipler, bircok insan ve hayvan E. bieneusi enfeksiyonlarinda
sorumlu etkenler olabilirler ve hayvanlar insan enfeksiyonlarina
yol acan genotipler i¢in potansiyel rezervuardirlar (4,6).

Hayvan ve  insanlardaki  E.  bieneusi  izolatlarimin
genotiplendirilmesinde rRNA geninin internal transcribed
spacer (ITS) bolgesinin sekans analizi genel standart yéntem
olarak kullamilmaktadir (5,7). Gintimiize kadar cesitli hayvan
tirlerinde 240'1n tizerinde genotip identifiye edilmistir (8,9). ITS
gen bolgesi sekanslarinin filogenetik analizlerine gore E. bieneusi
genotiplerinin 9 farkli genogruba bélundigi ortaya konmustur
(10). Genogrup 1 en genis grup olup giiniimiize kadar rapor edilen
E. bieneusi genotiplerinin %94 inii ihtiva etmekte ve buradaki
genotiplerin insanlarda da enfeksiyon olusturmalarindan dolay:
zoonotik grup olarak nitelendirilmektedir (11,12). Buna kargin
diger sekiz major genogrupta (grup 2-9) yer alan genotiplerin
ise ¢ogunlukla spesifik konaklarda ve atik sularda bulundugu
kaydedilmistir (11,13,14). Bugine kadar sigirlarda ¢ogunlugu
genogrup 2'de olmak tzere 40’1 tizerinde E. bieneusi genotipi
karakterize edilmistir (15-17). Bunlar arasinda 8’1 genogrup 1'de
7’si de genogrup 2'de olmak tizere en az 15 genotip insanlarda da
rapor edilmis olup sigirlarin insan enfeksiyonlar icin énemli bir
rezervuar oldugunun énemi vurgulanmistir (5,8,16,18). Genotip
1, J ve BEB4’in siit emen buzagilarda diinya ¢apinda yaygin E.
bieneusi genotipleri oldugu (15,16,18-25) ve ilgili genotiplerin en
az 13 insan olgusunda tespit edildigi kaydedilmistir (26,27).
Parazitik etkenler icerisinde olduk¢a énemli olan microsporidia
tirleri tizerine tlkemizde giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarin
sinirh  oldugu bilinmektedir. Tirkiye'de insan ve hayvan
konaklarda microsporidia enfeksiyonlarina yol acan tiirlerin
genotipik cesitliligi izerine sinirh sayida aragtirma yapilmigtir (28-
32). Bu aragtirmalarin daha ¢ok insanlarda yapildig: buna kargin
hayvanlardaki ¢caligmalarin ¢ok daha sinirl oldugu gériilmektedir.
Evcil hayvanlar tizerinde yiriitilen aragtirmalarda; Diizli ve
ark. (31), Kayseri yoresinde molekiiler olarak incelenen 282
kopek diskisinda Encephalitozoon intestinalis ve En. cuniculinin
yayginhigini swrasiyla %12,4 ve %2,1 olarak belirlemisler ve
izolatlarin  genotipik cesitliliklerini ortaya ¢ikarmiglardur.
Pekmezci ve ark. (32), Samsun yoresinde inceledikleri 72 ev
kedisinde E. bieneusi ve En. intestinalis molekuler prevalansini
sirastyla %5,5 ve %4,1 olarak rapor etmislerdir. Ercan (33),

Kayseri, Kirsehir ve Nevsehir yorelerinde 300 tavuktan alinan
diski 6rneklerinde E. bieneusi ve Microsporidia sp. pozitifligini
molekiiler olarak sirasiyla %7,3 ile %0,7 olarak belirlemis ve elde
edilen izolatlarin genotiplendirmesini yapmigtur.

Gunimize kadar Tirkiyede sigirlarda E. bieneusinin varhig
ve molekiler karakterizasyonu tizerine herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, saghkh goéruntmlii farkh yas,
cinsiyet ve iwrklardaki sigirlarda E. bieneusinin molekiiler olarak
arastirilmasi ve enfeksiyona yol acan genotiplerin ortaya konarak
filogenetik yapilanmalarinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Caligma
sonucu elde edilen gktilar Tirkiye'deki sigirlarda microsporidia
enfeksiyonlari tizerine ilk molekiiler verileri saglamis olup E.
bieneusi'nin aragtirma yoresinde olusturdugu zoonotik risk
potansiyeli tizerine de bilimsel veriler saglamistr.

YONTEMLER

Disk: Orneklerinin Toplanmasi ve Genomik DNA
Izolasyonu

Caligma, Ekim 2017 ve Mart 2018 tarihleri arasinda halk elinde
yetistiriciligi yapilan farkh yas, cinsiyet ve wklardan sigirlar
tizerinde yurutulmugstar. Calisma materyalini olusturan digk:
ornekleri hayvanlarin digkilamasim takiben yere temas etmeyen
kismindan alinmig olup hayvanlara temas olmamas: sebebiyle
Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
29.01.2016 tarih ve 04 sayil Yonergesi kapsaminda etik kurul
onayma gerek duyulmamigtir. Calisma stiresince toplam 150
sigirdan digki 6rnekleri toplanmis ve steril digki kaplarina
alinarak soguk zincir altinda laboratuvara intikal ettirilmigtir.
Her 6rnege protokol numaras: verilerek hayvanlara ait bilgiler
ile birlikte kayit altina alinmistir. Digki 6rneklerinden gDNA
izolasyonlari, QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak kit prosediiriine gére gerceklestirilmistir. Elde edilen
gDNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler Qubit® Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek total gDNA
miktarlan (ng/pL) belirlenmis ve kullamilana kadar -20 °C’de
muhafaza edilmigtir.

Ribozomal ITS Gen Bélgesinin Amplifikasyonu

Digki 6rneklerinden elde edilen gDNA izolatlar1 E. bieneusi
DNA'sinin varligi yontnden ribozomal ITS gen bolgesinin
yaklagik 390 bp kismini spesifik olarak amplifiye eden primerlerle
nested polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizlerine tabi
tutulmugtur (34). Elde edilen PZR tirtinlerinin her birinden 10 uL
alinmip %1,5'luk agaroz jelde elektroforeze tabii tutulduktan sonra
sonuglar Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC
Uplant, CA) ile géruntiilenip analiz edilmistir.

Sekans ve Genotiplendirme Analizleri

E. bieneusi pozitif izolatlarin PZR analizleri sonrasi ribozomal
ITS amplikonlar1 sekans analizleri icin jel purifiye (High Pure
PCR Product Purification Kit, Roche) edilmigtir. Sekans analizleri
ikinci PZR analizlerinde kullanilan gen spesifik forward ve
reverse primer dizileri ile ¢ift yonlu olarak gerceklestirilmigtir
(Macrogen Europe). Cift yénli DNA dizisi belirlenen izolatlara
ait kromotogramlar Geneious 11.0.2 (35) yaziliminda De
Novo Assamble ile iglenmis ve kalite skoru yiiksek olan final
konsensus dizilimler belirlenmistir. Bu dizilimden PZR primerleri
cikarilarak hedef bolge sekanslar (350 bp) elde edilmigtir. Elde
edilen sekanslarin Geneious 11.0.2 yazilimi (35) tizerinden
BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmas:
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kullanilarak GenBank’ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen
bolgesi sekanslariyla c¢oklu hizalamalar1 yapilmis, molekiiler
karakterizasyonlar1 saglanmig ve akabinde GenBank kayitlar
gerceklestirilmistir. flgili sekanslar icinden 243 bp uzunlugundaki
E. bieneusi complete ITS sekanslari alinarak, BLASTn (http://
blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi) algoritmasi ile GenBank’ta
kayith tum E. bieneusi genotiplerine ait nikleotid sekanslar ile
hizalama analizleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglarla
izolatlarin genotiplendirmeleri yapilmigtir.

Filogenetik Analizler

Genogrup ve genotipler arasindaki genetik farkhiliklar Kimura
two-parameter uzaklik modeli (36-38) kullanilarak MEGA 7
yaziliminda (38) gerceklestirilmistir. E. bieneusi genotiplerine ait
nesillerin, filogenetik yapilanmalarinin belirlenmesinde GenBank
veri tabaninda kayith cesitli genogruplara ait izolatlarin ITS
gen bolgesi dizilimleri ile data seti olusturulmustur. Filogenetik
agaclarin  olugturulmasinda Maximum Likelihood (ML)
analizleri uygulanmigtir. ML analizlerinde sekans evrimi i¢in
en uygun substitution modelinin belirlenmesinde jModelTest
v.0.1.1 (39) kullanilmig ve en disiik AIC (Akaike Information,
Criterion, correction) degerine sahip model filogenetik agacin
olusturulmasinda kullanilmigtir. ML analizleri Geneious
11.0.2 (35) yazihm tzerinden PhyML (40) plugin kullanilarak
gerceklestirilmistir. ML analizleriyle olusturulan aga¢larin
givenilirliginin tespit edilmesinde 1000 tekrarli Bootstrap testi
kullamilmigtar.

istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler, IBM SPSS Statistics 20.0 yaziliminda
gerceklestirilmistir. Incelenen sigirlarda E. bieneusi molekiiler
prevalanst ile yag ve 1rk faktorlerinin iligkisi Pearson’s chi-square,
cinsiyet faktérinin iligkisi de Fisher’s exact testiile aragtirlmigtar.

BULGULAR

E. bieneusi’nin Molekiiller Prevalans:1 ve Risk

Faktorlerinin Analizi

Farkli yas gruplari, cinsiyet ve wrklardan olan 150 sigira ait digk:
orneklerinden elde edilen gDNA izolatlarimin 29'u (%19,3) ITS
bolgesini amplifiye eden tiir spesifik primerlerle PZR analizleri

sonucu E. bieneusi DNA’s1 yénunden pozitif belirlenmigtir. Nested
PZR analizleri ile pozitif belirlenen baz: izolatlarin agaroz jel
tizerinde géruntmleri Sekil 1’de verilmistir.

E. bieneusi pozitifligi belirlenen sigirlarin yas, cinsiyet ve ik
gruplarina gére dagilimlan ve istatistiksel analizleri Tablo 1'de
verilmistir. Yas gruplarina gore E. bieneusi pozitifligi en yitksek
%18,0 ile >3 yas grubunda belirlenmis bunu %0,7 oranlar ile <1
yas ve 1-3 yas gruplar izlemistir. Yag gruplarina gore E. bieneusi
pozitifliginin dagihiminda istatistiksel agidan >3 yas grubu ile
<1 yag ve 1-3 yag gruplan arasindaki farkhlik énemli (p<0,05)
bulunurken <1 yag ve 1-3 yas gruplar arasindaki farklilik énemsiz
(p>0,05) bulunmusgtur. Sigirlarin cinsiyetine gére erkeklerde %2,7
disilerde ise %16,7 oraninda E. bieneusi pozitifligi tespit edilmisgtir.
Irka goére E. bieneusi pozitifligi en yiiksek %6,0 ile Holstein ve
Montofon irklarinda belirlenmis, bunu %4,7 ile Simental ve %2,7
ile Melez 1wrklari izlemistir. Yerli wrklarda E. bieneusi enfeksiyonu
saptanmamistir. Cinsiyet ve irka gére E. bieneusi pozitifliginin
dagiliminda istatistiksel agidan énemli bir farklilik bulunmamgtir
(p>0,05).

Ribozomal ITS Gen Bolgesi Sekans ve
Genotiplendirme Analizi Sonuclar:

Nested PZR analizleri ile pozitif belirlenen 29 izolatin tamami
sekans analizlerine tabii tutulmusg ve tiim izolatlar i¢cin kalite soru
yitksek (q>20) final sekanslar elde edilmistir. Calismada belirlenen
E. bieneusi izolatlarmin genotiplendirmede referans olan 243
bp uzunlugundaki ITS sekanslar1 arasinda 221 (%90,8) identik

Sekil 1. E. bieneusi izolatlarmin parsiyel ITS rDNA gen
bolgesini amplifiye eden primerler ile PZR sonucu elde edilen
amplikonlarin jel elektroforezde gériinimii M: 100 bp Marker

Tablo 1. E. bieneusi pozitifligi belirlenen sigirlarin yas, cinsiyet ve irk gruplarina gére dagilimlar: ve istatistiksel analizleri

Faktor incelenen hayvan sayis1 Pozitif hayvan 22 B
Say1 %

<lyas 21 1 4,8

Yas 1-3yas 22 1 4,52 8,332 0,016
>3 yas 107 27 25,2b

Cinsiyet Erkek - : 107 0,130 1,000
Disi 126 25 19,8
Holstein 32 9 28,1
Simental 38 7 18,4

Irk Montofon 42 9 21,4 4,860 0,302
Melez 26 4 15,4
Yerli 12 0 0,0

*b: Aymi stitunda farkh harflerle gésterilen gruplar arasindaki istatistiksel farkhilik 6nemlidir (p<0,05)
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bolge belirlenirken 5 farkli genotipi ortaya koyan 22 polimorfik
bélge saptanmugtur. E. bieneusi pozitif 29 izolatin genotiplere gore
dagilimlar1 GenBank aksesyon numaralari ile birlikte Tablo 2'de
verilmigtir. Belirlenen genotipler arasinda intraspesifik nitkleotid
farklilig: ortalama %2,8+0,6 olarak saptanmugtir. Caligmada
karakterize edilen ve en yaygin bulunan ERUSS1 genotipi ile birer
sigirda belirlenen ERUSS2, ERUSS3 ve ERUSS4 genotiplerine
ait izolatlarin niikleotid sekanslar1 arasinda %0,3-%0,6 farklilik
belirlenmigtir. ERUSS2 ile ERUSS3 ve ERUSS4 genotiplerine ait
izolatlarin niikleotid sekanslari arasinda %0,6-%0,9, ERUSS3
ile ERUSS4 genotiplerine ait izolatlarin niikleotid sekanslar
arasinda ise %0,9 farkhilik saptanmigtir. Yukaridaki genotiplerden
genetik olarak daha uzak belirlenen ve iki sigirdan izole edilen N
genotipine aitizolatlar ERUSS1, ERUSS2 ve ERUSS3 genotiplerine
%5,9, ERUSS4 genotipine ise %6,2 farklilik géstermistir.

Filogenetik Analiz Sonuclar1

Molekiiler olarak karakterize edilen E. bieneusi genotiplerinin
Diinyada cesitli bolgelerdeki farkli konaklardan bildirilen cegitli
genotiplere ait izolatlarla iligkileri filogenetik agac iizerinde (Sekil
2) gosterilmigtir. ML filogenisine gére olusturulan filogenetik
¢oziniirlik genogruplar bazinda yitksek bootstrap oranlarn
ile desteklenmistir. Calismada karakterize edilen genotiplere
ait izolatlarin tamaminin E. bieneusi genogrup 2’de yer aldig:
belirlenmigtir. Birbirine yakin olarak belirlenen ve ilk kez
bu calisma ile karakterize edilen ERUSS1-4 genotiplerine ait
izolatlarin Cin, Isve¢ ve ABD’'de sigir, koyun, cesitli geyik tiirleri,
kedi, cingilla ve cegitli maymun tirlerinden rapor edilen, konak
spekturumu genis olan BEB6 genotipi (%99,2-%99,6) ve Cin'de
bir insandan izole edilen SH5 genotipi (%99,2-%99,6) ile genetik
olarak yakin olduklar: ve birlikte kiimelendikleri tespit edilmistir
(Sekil 2). Caligmada iki sigirdan izole edilen ve aragtirma sahasinda
belirlenen diger genotiplerden daha uzak belirlenen N genotipine
ait izolatlarin Almanya'da bir sigirdan izole edilen ayni genotipe
ait izolatla %100,0 identik oldugu ve ayr1 bir kiime olusturdugu
belirlenmigtir (Sekil 2). N genotipine ait bu izolatlarin en
yitksek genetik yakinhigi %99,6 ile Cin ve Almanya'da sigirlardan
izole edilen J genotipine ait izolatlarla gésterdikleri, yine ilgili
izolatlarin aym iilkelerden rapor edilen 1 genotipine de %99,2
benzer olduklar: belirlenmistir.

TARTISMA

Bu c¢alisma ile Tirkiyede ilk kez sigirlarda microsporidia
turlerinden E. bieneusi'nin varlig1 ve yayginligi molekiiler olarak
ortaya konmusgtur. Arastirma yoresinde incelenen sigirlarda
E. bieneusi molekiiler prevalansi %19,3 olarak saptanmig
olup elde edilen sonuglar sekans analizleriyle de konfirme

edilmigtir. Saptanan bu molekiiler prevalans oranmmin Cin'in
farkl bolgelerinde stit¢i sigir ve buzagilarda bildirilen (8,19-22)
prevalans oranlar (%17,7-%29,3) ile yakin oldugu gérilmustir.
Ayrica ABD, Brezilya, Arjantin ve Cek Cumhuriyeti'nde yine stt¢it
sigirlardan %3,1 ile %35,4 arasinda degisen E. bieneusi yayginlig
rapor edilmigtir (16,23-25,41,42). Cesitli ilkelerden bildirilen
E. bieneusi prevalansindaki farkliliklarda, Qi ve ark.’nmin (21) da
belirttigi gibi farkl teshis yéntemlerinin uygulanmasi, ¢alisma
dizayni, 6rneklenen hayvanlarin cografik bélgeleri ve yaslari,
ciftlik yonetimi ve mevsimsel varyasyonlar gibi cesitli faktorlerin
6nemli oldugu dusuntlmustiir.

Cesitli aragtirmalarda (21,24) sigirlarda E. bieneusi prevalansinda

yasla iligkili bir azalis oldugu ve bunun da muhtemelen yagin
artmasi ile geligen immiunite ile iligkili oldugu bildirilmigtir.
Jurankova ve ark. (24) Cek Cumbhuriyetinde E. bieneusi
prevalansimi en yitksek %26,7 ile <3 ay yas grubu sigirlarda
belirlemisler, bunu %18,3, %6,7, ve %10,0 ile 6-8 ay, 14-16 ay
ve 28-30 ay yas gruplarinin izledigini rapor etmislerdir. Benzer
olarak Cin'de yapilan aragtirmalarda (19,20) stit emen ve siitten

Sekil 2. E. bieneusiizolatlarinin ITS rRNA gen bélgesi maximum
likelihood (ML) analizine gore filogenetik iliskileri. Node’larin
oniindeki rakamlar ML bootstrap destegini géstermektedir.
Dis grup olarak E. bieneusi PtEb IX képek izolat1 (DQ885585)
kullamlmigtir. Olcek cizgisi yerlesim yeri bagina niikleotid
degisimini gostermektedir

Tablo 2. E. bieneusi izolatlarinin genotiplere gore dagilimi ve GenBank aksesyon numaralar:

Genotip
Microsporidia Sekanslanan izolat sayis1
Ad: Ait olan izolat sayis1 GenBank aksesyon
N 2 MH204102
ERUSS1 24 MH204103
E. bieneusi 29 ERUSS2 1 MH204104
ERUSS3 1 MH204105
ERUSS4 1 MH204106
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kesilmis buzagilarda dive ve ergin sutci sifirlara oranla daha
yiiksek E. bieneusi prevalansi bildirilmistir. Buna karsin ABD ve
Brezilya'da siit¢ii sigirlar tizerinde yiriitilen ¢calismalarda (25,41)
siitten kesilmis buzagilarda stit emen buzagilara oranla daha
yiksek enfeksiyon oranlar1 rapor edilmistir. Caligmamizda ise
yas gruplarina goére E. bieneusi pozitifligi en yiiksek %18,0 ile >3
yas grubu sigirlarda belirlenirken, <1 yas ve 1-3 yas gruplarindaki
prevalans oranlar1 %0,7 olarak tespit edilmis ve bu farklilhik
istatistiksel olarak da énemli bulunmustur. Bu farkhligin yas
gruplar arasinda incelenen hayvan sayis1 dagihimlar ile iligkili
oldugu dugstunilmis olsa da elde edilen sonuglar 6zellikle ergin
sigirlarin E. bieneusi enfeksiyonlarinin bulagmas: i¢in potansiyel
rezervuar olduklarini ortaya ¢ikarmigtir.

Calismamizda disi ve erkek sigwlar arasinda E. bieneusi
enfeksiyonlarinin dagiliminda bir farkhiik belirlenmemistir.
Cinsiyetin E. bieneusi enfeksiyonu uizerine etkisinin bulunmadig:
ayrica sigirlar (43) ve atlar (44) iizerinde yapilan aragtirmalarda
da kaydedilmigtir. Buna kargin kopek, kedi ve yabani memeliler
uzerinde yuritilen bazi aragtirmalarda (45-47) ise erkeklerde
disilere oranla daha yiiksek enfeksiyon oranlari rapor edilmistir.
Sigir irklar1 arasinda enfeksiyon oranlarinin stitgii sigir irklarinda
besi sigirlarina oranla daha yiiksek oldugu bazi ¢aligmalarla
(20,43) rapor edilirken, Santin ve ark. (48), 6-18 aylik besi
sigirlarinda enfeksiyon oranlarimi daha yitksek belirlemislerdir.
Caligmamizda wrka gore E. bieneusi pozitifligi en yitksek %6,0
ile Holstein ve Montofon irkinda saptanmig olup bunu %4,7 ile
Simental ve %2,7 ile Melez irklar1 izlemigtir. Yerli wrklarda ise
E. bieneusi enfeksiyonu saptanmamigtir. Yapilan istatistiksel
analizde sigir irklar1 arasinda enfeksiyonun prevalans: agisindan
bir farklilik olmadig: tespit edilmistir.

Caligmamizda saglikli sigirlarda molekiiler olarak identifiye
edilen 29 E. bieneusi izolatimin ITS rRNA sekans analizleri ile 5
ayr1 genotipe ait olduklar: ve tim genotiplerin genogrup 2'de
yer aldign belirlenmigtir. Bunlar arasinda ERUSS1 en yaygin
genotip olarak belirlenmis olup daha smirli oldugu gorilen
diger genotipler ERUSS2-4 ile genetik olarak ¢ok yakin oldugu
dikkati ¢ekmistir. lgili genotipler diinyada ilk kez karakterize
edilmis olup, Cin (49,50-53), Isve¢ (54) ve ABDde (55) sigir,
koyun, cesitli geyik tirleri, kedi, ¢incilla ve cesitli maymun
turlerinden rapor edilen ve konak spekturumu genis olan
BEB6 genotipi (%99,2-%99,6) ve Cin'de bir insandan izole (56)
edilen SH5 genotipi (%99,2-%99,6) ile genetik olarak ¢ok yakin
olduklar1 gérilmiistir. Bu sonug ilgili genotiplerin sigirlar
disinda diger hayvan tiirlerinde de bulunabilecegini ve zoonotik
risk potansiyeline sahip olabileceklerini dustundurmus olmakla
birlikte aragtirma yéresinde diger hayvan tiirleri ve insanlar
tizerinde yapilacak kapsamli arastirmalarla ilgili genotiplerin
molekiler epidemiyolojisi ve zoonotik risk potansiyellerinin
aydinlatilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Aragtirmamizda iki
sigirda bulunan izolatlarin N genotipine ait oldugu ve yérede
saptanan diger genotiplerden daha farkl oldugu gérilmustiir.
fgili genotipin giiniimiize kadar yalnizca Almanya'da bir sigirdan
bildirildigi (GenBank aksesyon: AF267144) goriilmektedir. Elde
edilen bu sonug yalmzca sigirlardan rapor edilen ilgili genotipin
konak spesifik karakterli olabilecegini desteklemektedir.

SONUC

Bu calisma ile sifirlarda énemli zoonotik microsporidialardan
biri olan E. bieneusi'nin varligi ve yayginhg ortaya konmustur.

Elde edilen sonuglar Turkiye’'de sigirlarda ilgili parazit tizerine
ilk molekiiler verileri saglamistir. Ayrica ¢alismada saptanan
ERUSS1-4 genotipleri dinyada ilk kez bildirilmis ve molekiler
klasifikasyona kazandirlmigtir. Tespit edilen genotiplerin,
zoonotik karakterli diger baz1 genotiplerle birlikte ayni grupta
yer almasi ve genetik olarak yakin olmalar1 bu genotiplere ait E.
bieneusi nesillerinin insanlara bulagsma agisindan risk potansiyeli
tagidigini da ortaya ¢ikarmugtir.
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