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KAYSERi YORESINDEKI SIGIRLARDAN TOPLANMIS KENE TURLERINDE
BABESIA BOVIS VE BABESIA BIGEMINA’NIN REAL TiME PCR YONTEMI iLE
ARASTIRILMASI

Tugba MEYILLI

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2014
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Onder DUZLU

KISA OZET

Bu calisma, Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis ergin ixodid kenelerden olusturulan
DNA havuzlarinda Babesia bovis ve B. bigemina’nin Real Time PCR ile arastirilmasi ve
saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu
amacla, daha once Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
“Sigirlarda Goriilen Theileria ve Babesia Tiirlerinin Vektor Kenelerde Molekiiler Biyolojik
Teshisi” isim ve 2824 koduyla desteklenmis arastirma projesi kapsaminda sigirlardan
toplanmig toplam 1115 ergin ixodid keneden olusturulmus genomik DNA havuzlarinin
nanodrop spektrofotometre ile konsantrasyonlari belirlenmis ve molekiiler analizler icin
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 TaqMan prob bazli Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir.
Incelemesi yapilan 38 adet genomik DNA havuzunun 8’inde (%21,0) B. bigemina, 2’sinde
(%5,2) B. bovis pozitifligi saptanmustir. Incelenen o6rneklerde miks enfeksiyona
rastlanmamastir. B. bigemina pozitif orneklerin 4’ Rhipicephalus (Boophilus) annulatus,
1’1 Hyalomma marginatum marginatum, 2’si Rhipicephalus turanicus ve 1’1 H. anatolicum
anatolicum havuzlarinda saptanirken, B. bovis pozitif Orneklerin her ikisi de H. m.
marginatum havuzunda tespit edilmistir. Ct (dR) degerleri B. bovis pozitif 6rneklerde
ortalama 37,71, B. bigemina pozitif Orneklerde ise 35,75 saptanmistir. Molekiiler
karakterizasyon amaciyla pozitif belirlenen Orneklerde B. bovis ve B. bigemina ic¢in

sirastyla msa2c ve rap-la gen bolgelerini amplifiye eden spesifik primerler ile
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konvansiyonel PCR ve nested PCR analizleri yapilmistir. B. bovis pozitif izolatlarda
parazitemi c¢ok diisiik oldugundan dolayr uygun DNA bant profilleri belirlenemezken, B.
bigemina pozitif 8 Ornekten ise sadece 2’sinin agaroz jel lizerinde sekans analizleri igin
uygun DNA bant profilleri gosterdigi saptanmistir. S6z konusu izolatlarin piirifiye
edildikten sonra rap-la gen bolgesi filogenetik analizler icin sekanslanmuistir. B. bigemina
izolatlarinmn  (BbigrapKys1-BbigrapKys2) rap-la gen bolgesinin filogenetik analizi
sonucunda kendi aralarinda %100 identiklik, diinyadan alignmenta dahil edilen diger
izolatlarla aralarinda %1,0+£0,5 ve Tiirkiye’den daha once girilmis izolatlarla aralarinda

9%0,7+0,4 genetik farklilik belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Kayseri yoOresindeki sigirlarindan toplanmis kenelerden
olusturulmus genomik DNA havuzlarinda B. bovis ve B. bigemina’nin varlig1 ve yayginhgi,
diger molekiiler tabanli teshis yontemlerine gore sensitivite ve spesifitesi oldukg¢a yliksek
olan Real Time PCR teknigi ile ortaya konmustur. Elde edilen Ct (dR) degerlerine gore
enfekte sigirlarda her iki tiiriin de diisiik parazitemiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu acidan
ozellikle rezervuar hayvanlarin ortaya konmasinda Real Time PCR’1n olduk¢a avantajli ve
giivenilir bir yontem oldugu dikkati ¢cekmistir. Ayrica bu ¢alisma, Tiirkiye ve diinyada B.

bovis ve B. bigemina’nin kenelerde Real Time PCR ile arastirildigi ilk ¢aligmadir.

Anahtar kelimeler: Babesia bovis, Babesia bigemina, kene, Real Time PCR, molekiiler

karakterizasyon, Kayseri
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INVESTIGATION OF BABESIA BOVIS AND BABESIA BIGEMINA IN TICK
SPECIES COLLECTED FROM CATTLE IN KAYSERI PROVINCE BY REAL
TIME PCR

Tugba MEYILLI

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Parasitology
M. Sc. Thesis, June 2014
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Onder DUZLU

ABSTRACT

This study was carried out to investigate Babesia bovis and B. bigemina in genomic DNA
pools consisted from adult ixodid ticks collected from cattle in Kayseri region by Real
Time PCR and to determine the molecular characterization of the isolates. For this aim, the
concentrations of the obtained DNA pools consisted from totally 1115 adult ixodid ticks
collected from cattle with a previous project called “Molecular Biological Diagnosis of
Cattle Theileria and Babesia species in Vector Ticks” financially supported by Erciyes
University Research Fund (EUBAP-Project Number 2824) 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-la gene regions,
respectively. Totally 8 (21.0%) and 2 (5.2%) of the 38 genomic DNA pools were found to
be infected with B. bigemina and B. bovis, respectively. No mix infection was detected in
the examined samples. Of the B. bigemina positive samples four, one, two and one were
determined in Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, Hyalomma marginatum marginatum,
Rh. turanicus and H. anatolicum anatolicum pools whereas both two positive B. bovis
samples were detected in H. m. marginatum pools. The Ct (dR) values were determined as
average 37.71 and 35.75 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-2¢ and rap-1 gene regions in

positive samples. It was detected that 2 of 8 for B. bigemina positive samples exhibited
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suitable DNA band profiles in the agarose gel for sequence analyses and no B. bovis
positive samples showed suitable DNA bands because of the weak parasitemia level. These
isolates were sequenced with respect to rap-1a gene region for phylogenetical analyses after
gel purification. According to the phylogenetic analyses of rap-la gene region of B.
bigemina isolates (BbigrapKysl-BbigrapKys2), 100.0% identity with each other and
average 1,0+0,5%, and 0,7+£0,4 % genetic distance were detected with some other isolates

in the world and in Turkey, respectively.

In conclusion, the presence and prevalence of B. bovis and B. bigemina in genomic DNA
pools consisted from ticks collected from cattle from Kayseri 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. In
addition, this was the first study in Turkey and in the world about the molecular

investigation of B. bovis and B. bigemina in ticks by Real Time PCR.

Keywords: Babesia bovis, Babesia bigemina, tick, Real Time PCR, molecular

characterization, Kayseri
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1. GIRiS VE AMAC

Tiirkiye'de hayvanciligin gelismesini olumsuz yonde etkileyen barinak, bakim ve
besleme gibi yetistiricilik hatalariin yaninda, bakteriyel, viral ve paraziter orijinli
hastaliklar halen daha hiikiim siirmektedir. Paraziter hastaliklar arasinda cografi konumu
itibartyla subtropik iklim kusaginda yer alan Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen kene
kaynakli enfeksiyonlar biiyilk onem tagimaktadir. Kene kaynakli enfeksiyonlar hayvan
sagligin1 tehdit etmesi, Oliimlere ve verim kayiplarina sebep olmasi yaninda,
hayvanlardan insanlara tasidig1 enfeksiyon etkenleri ile insan sagligini da ciddi ol¢iide
tehdit etmektedir. 2000’li yillarin basinda iilkemizde tespit edilen ve son donemlerde
ciddi epidemilerle seyreden Kirim-Kongo Kanamali Atesi hastaligi insan sagligini tehdit
eden kene kaynakli enfeksiyonlarin c¢ok ©Onemli ve oOliimciil bir Ornegini teskil

etmektedir.

Kene kaynakli enfeksiyonlarin yayilmasinda esas rol oynayan ixodid keneler
Tiirkiye’nin tim cografi bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Uzun yillardir,
bircok arastirmaci Tiirkiye’deki kene tiirleri ve cografi dagilimlari iizerinde ¢aligmalar
yiiriitmiislerdir. Bu calismalara gore I¢ Anadolu bolgesinde, Ixodes ricinus (%0,2),
Boophilus (Rhipicephalus) annulatus (%9-42,4), Dermacentor marginatus (%0,5-3), D.
niveus (%0,8-15,4), Haemaphysalis concinna (%3,1), Hae. inermis (%0,1-0,6), Hae.
numidiana (%0,1), Hae. otophila (%1,7-59,8), Hae. parva (%0,6-20,5), Hae. punctata
(%1,4-4,2), Hae. sulcata (%0,6-11,8), Hyalomma anatolicum anatolicum (%0,4-19,6),
H. a. excavatum (%0,2-24,7), H. detritum detritum (%0,6), H. m. marginatum (%0,2-
18,5), Rhipicephalus bursa (%4,5-93,1), Rh. sanguineus (%2,3-55,3), Rh. turanicus



(%4,8-52) oranlarinda tespit edilmistir. Tespit edilen bu tiirler arasinda hayvanlarda

ciddi kayiplara yol acan Babesia tiirlerinin vektorleri de bulunmaktadir (1-4).

Sigirlarda babesiosis’e Ozellikle Babesia bigemina ve B. bovis tiirleri sebep olmaktadir.
Bu etkenlerden, B. bigemina; Boophilus (Rhipicephalus) microplus, B. decolaratus, B.
annulatus ve Rhipicephalus evertsi, B. bovis ise B. calcaratus, B. microplus, B. geiyi ve

Ixodes ricinus kene tiirleri tarafindan nakledilmektedir (1-4).

Babesiosis’in epidemiyolojisinde, bdélgenin iklim 6zellikleri, vejetasyon durumu,
cografik konumu, bolgede bulunan vektor kene tiirleri, bunlarin mevsimsel aktiviteleri,
spesifik konaklarinin varligi, kene enfestasyon ve enfeksiyon oranlari, 6nceki yillarda, o
bolgedeki hastaliklarin durumu, bunlarin yayilislarnt ve mevsimlere gore dagilimlar
degerlendirilmektedir. Hastalik vektor kenelerin ekolojik o©zelliklerinden dolayi,
mevsimsel olarak seyretmektedir. Bu nedenle hastalik, bolge oOzelliklerine gore
kenelerin aktif oldugu donemlerde goriilmektedir. Tiirkiye i¢in bu donemler ozellikle

ilkbahar ve yaz aylandir (1-4).

Kayseri, 38 derece 18 dakika ile 37 derece 45 dakika kuzey enlemleri; 36 derece 58
dakika ile 34 derece 56 dakika dogu boylamlar1 arasinda; I¢ Anadolu bolgesinin
giineydogusunda, Orta Kizilirmak boliimiinde yer alir. Kuzeyden Yozgat, kuzeydogudan
Sivas, gilineyden Adana, giineydogudan Kahramanmaras, batidan Nevsehir ve
giineybatidan Nigde ileri ile cevrilmistir. il merkezinin deniz seviyesinden yiiksekligi
(rakimi1) 1050 m’dir. ilin sinirlan icerisinde yiikseklikleri 1640 m ile 3916 m arasinda
degisen daglar mevcuttur. Bu daglarin en 6nemlisi, il merkezinin giineyinde yer alan, yil
boyu iizerinden kar eksik olmayan, Tiirkiye’nin énemli volkanlarindan, 3916 m ile I¢
Anadolu’nun en yiiksegi Erciyes dagidir. Kayseri’nin 6énemli bir boliimiinii platolar,
yaylalar ve ovalar olusturmaktadir. Platolarin en ©Onemlisi, Pinarbas1 hudutlarinda,
daglarla ¢evrili ve yiiksekligi 1500-1600 m arasinda degisen ¢ok genis bir alana sahip
Uzunyayla’dir. Ovalarin en Onemlileri Kayseri ve Develi ovalaridir. Kayseri Ovast,
Erciyes Dagr’nin kuzeyinde, yaklasik 890 km*lik yiiz 6lgiimii ile yukart Kizilirmak
bolgesinin en genis ovalarindandir. Develi Ovasi ise, Erciyes Daginin giiney batisinda
yer alir. Yaklagtk 1000 km*lik yiiz Slciimii ile Kayseri’nin en genis ovasidir. Develi,
Yahyali ve Yesilhisar ilceleri arasinda uzanan ovada, Sultan Sazligi, Kurbagi, Deve ve
Yay golleri gibi bataklik ve golciikler mevcuttur. Kayseri yoOresi, esasen ormanlik

alandan yoksundur. Bununla birlikte 75.374 hektar orman ve 60.443 hektar fundalik



arazi bulunmaktadir. Yore, bitki cesidi bakimindan oldukg¢a zengin olup, adin1 Erciyes
Dagi’ndan alan endemik bitkilere sahiptir. Kayseri’de ¢ayir ve mera alanlarinin toplami
694.028 hektardir. Cok genis alana sahip meralarin durumu cogunlukla ¢ok kotiidiir. Bu
arazilerin yonetimi diizensiz, bilgiden yoksun ve adeta kaynaklarin sOmiiriilmesi

seklindedir. Dolayisiyla nitelikli ¢cayir ve mera yok denecek kadar azdir.

Babesiosis’in  epidemiyolojisinde en Onemli rolii oynayan kenelerin bdolgede
yayilimlarinin, tiirlerinin tespit edilmesi yaninda molekiiler biyolojik yontemlerle
kenelerde enfeksiyon etkenlerinin arastirilmasi hastaligin  yoredeki durumu ve
potansiyel riskleri ortaya koymak agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Yorede bulunan
kene tiirlerinde siirlarda goriilen Babesia tiirlerinin varliginin arastirilmasi ile hem
hastaligin yayilimi hakkinda veriler elde edilmekte hem de kenelerin vektor

potansiyelleri hakkinda fikir sahibi olunmaktadir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’den ve Diinya’dan daha 6nce GenBank’a girilmis B. bovis ve B.
bigemina si1gir izolatlanyla, vektor kenelerden elde edilen B. bovis ve B. bigemina
izolatlar1 arasinda filogenetik olarak ne gibi farkliliklarin olabilecegi hipotez edilmis ve
bu hipotez dogrultusunda daha once Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi tarafindan “Sigirlarda Goriilen Theileria ve Babesia Tiirlerinin Vektor Kenelerde
Molekiiler Biyolojik Teshisi” isim ve 2824 koduyla desteklenmis arastirma projesi
kapsaminda sigirlardan toplanmis kenelerden olusturulmus genomik DNA havuzlarinda
B. bovis ve B. bigemina varliginin Sybergreen ve TagMan prob tabanli Real Time PCR
teknigi ile kantitatif olarak arastirilmasi ve elde edilen pozitif izolatlarin molekiiler

karakterizasyonlarinin yapilmasi amaclanmistir.



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 bagli vektor keneler tarafindan transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir protozoer hastaliktir. Hastalikla ilgili ilk bilgiler, 19. yiizyilin
sonlarinda ortaya ¢ikmistir. Ik defa 1888 yilinda Romanya’da, sigirlarda goriilen ve
hizla yayilan bir hastaligin sebebinin ne oldugunun arastirilmasi amaciyla Romanya
Hiikiimeti tarafindan gorevlendirilen Victor Babes sigir eritrositleri icerisinde birtakim
mikroorganizmler kesfetmis ve bunlarin “sigir hemaglobiniirisi” ile baglantis1 oldugunu
ileri siirmiigtiir. 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. Ayn1 yil 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 cesitli bolgelerinde de kesfedilmistir. Avustralya’da Dr. Sidney Hunt



babesiosis'i (bovine redwater), “Texas fever’'in identigi olarak konfirme etmistir.
Arjantin’de, 1903’te Lignieres si1gir babesiosisi (Tristeza) i¢cin form A ve form C olmak
tizere iki form tarif etmis olup bunlardan birinin Smith ve Kilborne’un tanimladigma
benzer sekilde biiyiik, digerinin ise daha kiiciik intraeritrositik etkenler oldugunu
bildirmistir. Ayn1 arastirmaci, kiicilk 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 kiiciik
organizmalar1 Once Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak
isimlendirmistir. Babesia argentina ismi Avusturalya ile Giiney ve Orta Amerika’da
uzun yillar kullanilmistir. Bu durum 1970’li yillarin ortalarina kadar siirmiis, B.
argentina ile B. bovis’in aym Ozelliklere sahip oldugu anlasilmis ve isimlendirmede B.
bovis’in kullaniminin daha uygun olacaglr kabul edilmistir (1, 2). M’Fadyean ve
Stockman 1911°de Ingiltere’de yine sigirlarda genellikle eritrositin periferinde yer alan
etkenler tespit etmisler ve bunlan once Piroplasma divergens daha sonra Babesia
divergens olarak isimlendirmislerdir (1, 2). Yine ayni arastiricilar 1911 yilinda B.
bigemina’ya benzer biiyiik bir etkenin bulundugunu bildirmisler, daha sonra Sergent ve
arkadaslar1 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’
yillarin sonlarinda Hoyte ve 1976 yilinda Brocklesby tarafindan gézden 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 babesiosise yol acan

baslica tiirler olduklar 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
caligmalar1 izlemistir. Takiben 1950- 1980 arasinda mikroskobik; 1980’li yillarin
sonunda mikroskobik bakinin yaninda serolojik; 2000’1i yillarin baslarinda ise bunlara

ilave niikleik asit tabanli molekiiler aragtirmalar yapilmistir (5).



2.2. BABESIA TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI
Babesia tiirlerinin Systema Naturae 2000°e gore sistematikteki yerleri asagidaki 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 siiflandirilmasinda 18S
rRNA gen bolgelerine gore filogenetik akrabalik dereceleri esas alinarak da

siiflandirmalar yapilmaktadir (7) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Babesia ve Theileria tiirlerinin 18SrRNA gen bolgesine 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 iizere iki sathada gerceklesir.
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 [gercek
(true) (=sensu stricto) Babesia spp.) ve gercek olmayan (=sensu-lato) Babesia (B.

microti-benzeri, orn. Theileria annae)] transovaryal naklin varligi ile ilgilidir (8-10).
2.3.1. Omurgah Konakta Gelisme

Enfekte kene kan emmek i¢cin konagini1 soktugunda sporozoitler, konaga enjekte olurlar
ve dogrudan eritrositlere girerler. Bu sporozoitler on kisimlarinda polar halka,
mikronemler ve roptriden olusan apikal kompleksi ihtiva etmektedirler. Babesia
sporozoitlerinin konak eritrositlerine giris fenomeni, Babesia tiirlerini Theileria
tiirlerinden ayirir. Theileria sporozoitleri, baglangicta lenfositlere veya monositlere
girerler ve orada sizogoni gelisimini tamamladiktan sonra merozoit olarak eritrositlere
penetre olurlar (4). Konakta, enfekte eritrositler icerisindeki 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. Olgunlagan
trofozoit, sizogoniye benzer sekilde ikiye boliinerek cogalir (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 parcalanmasi sonucu serbest kalan merozoitler, diger saglam eritrositlere
girerek onlan da enfekte ederler. Bu sekilde enfeksiyon ya konagin 6liimiiyle veya
konagin diren¢ (immunite) kazanip parazitleri temizlemesiyle sonuglanir (15, 16) (Sekil

2.2).



2.3.2. Vektor Kenede Gelisim

Babesia tiirlerinin enfekte konaktan kan emen vektor kenede ve vertikal (transovarial)
olarak enfekte dogan larvalarda cesitli gelisim evreleri gecer. Vektor kenenin enfekte
konagindan emdigi kanin kenenin orta bagirsagina gecmesiyle degisiklikler baglar.
Enfekte eritrositlerle alinan gamontlardan “strahlenkorper” adi verilen, ¢ikintili formda
1s1nsal-cisimceiklerinin (ray-bodies) iki populasyonu olusur (17). Daha sonra bunlar
eritrosit icerisinde cogalmalarint siirdiiriir ve ¢cogalma, bunlar ortaya ¢iktiktan sonra da
devam eder. Cok cekirdekli 1s1mnsal cisimciklerin bir araya gelmesiyle biiyiik topluluklar
olusur. Bir kez boliinme oldugunda haploid sayida tek cekirdekli 1sinsal cisimcikler
meydana gelir (14). Daha sonra bu yapilarin bir ¢ifti bir araya gelerek singami (17)
yolu ile kiiresel hiicre olarak da adlandirilan zigotu (13) olustururlar. Olusan zigot, kene
bagirsaginda tercihen sindirim hiicrelerini enfekte eder. Muhtemelen burada ¢ogaldiktan
sonra, vitellojen sentezleyen bazofilik hiicrelere yerlesir. Burada daha fazla boliinmeyle
hareket kabiliyetli ookinetler (vermikiiller, sporokinetler) meydana gelir. Daha sonra
kinetler, buradan kenenin hemolenfine go¢ ederler (18). Babesia bigemina, kene
bagirsagindaki gelisiminin bazi safhalarinda, haploid sayida zigot olusturmak icin tek
basamakli bir mayoz gecirir (14, 19). Kene bagirsak hiicrelerinde, poliploid kinetlerin
sekillenmesiyle sizogoni olusur (14). Bu comak sekilli hareketli kinetler kenenin
hemolenfine gecerek ovaryumlar dahil olmak iizere degisik tipte hiicre ve dokular
enfekte ederler ki, buralarda sekonder sizogoninin tekrarlayan sikluslar gerceklesir.
Boylece, enfekte kenenin yumurtalariyla larval doneme transovarial nakil gerceklesir.
Bu nakil, tek konutluluk 6zelligine sahip Boophilus gibi vektorler i¢in oldugu kadar,

Babesia icin de onemli bir hayat siklusu adaptasyonudur.

Transovaryal yolla enfekte dogan larvalarda kinetler, tiikiiriik bezi salgi hiicrelerine
girerler ve c¢ok cekirdekli donemlere transforme olurlar. Sporogoni yolu ile ©6nce
sporoblastlar, sonra sporoblastlarin par¢alanmasiyla kiiciik, haploid sayida sporozoitler

meydana gelir (14) (Sekil 2.2).

Biitiin Babesia tiirlerinde sporozoit gelisimi, her zaman enfekte kene kan emmek i¢in
omurgali konagima tutundugunda baslar. Babesia bigemina’da, sporozoitlerin gelisimi
enfekte larvanin konagindan kan emmesiyle baslar. Ancak enfektif sporozoitlerin ortaya
cikmasi yaklasik 9 giinii alir. Dolayisiyla enfektif sporozitler, sadece kenenin nimf ve

ergin donemlerinde ortaya cikabilirler (20, 21). Nakil, larva doneminin diginda kalan
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nimf donemi ve ergin (erkek ve disi) gelisme donemlerinde gerceklesebilir (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

gercgeklesir (25).

Ixodid keneler -

.

—nl

o | 1131(0 ;

" merogoni
W (kan)
sporogoni
(hemeolenf)

G

gametogoni (bagirsak)

Sekil 2.2. Babesia tiirlerinin yasam siklusu. Babesia tiirlerinin yagsam siklusu merogoni, gametogoni
ve sporogoni evrelerinden olusur. Enfekte kenenin kan emmesi esnasinda sporozoitler (Sz) memeli
konaga transfer olur. Sporozoitler daha sonra eritrositlere girer ve trofozoitlere (T) doniisiir.
Trofozoitler ikiye boliinerek merozoitleri (M) meydana getirir. Bazi trofozoitler gametositlere (G)
doniisiir. Gametositler vektér kenede enfeksiyonu baglatabilir. Kene bagirsaginda gametositler
"Strahlenkorper” (Sk) cisimciklerine doniisiir. Bu cisimcikler birleserek zigotu (Z) olustururlar.
Zigottan da kinet (K) meydana gelir. Kinetler kene hemolenfine girer, ¢ogalir ve kenenin cesitli
organlarina girer. Babesia tiirleri ovaryumlari enfekte edebilir ve transovaryal olarak yumurta yoluyla
nakledilebilir. Kenelerin biitiin yasam evreleri (larva, nimf, olgun disi) potansiyel enfektif olabilir.
Bunun yaninda B. microti-benzeri tiirler yalnizca bir yasam evresinden digerine transstadial olarak
nakledilebilmektedir. Kinetler kenenin tiikiiriik bezine (Sg) girdiginde sporogoni evresi baslar. Burada
parazit ¢ok cekirdekli sporoblastlara (St) doniisiir. Sporoblastlardan yeni gelisen sporozoitler kenenin
kan emmesiyle memeli konaga nakledilir (26).
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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).

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 formlar 2-3u capta,
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, 27, 28).
2.4.1.1. Yayihs ve Epidemiyoloji

Babesia bigemina tropik ve subtropik iklim kusaginda bircok iilkede goriilmektedir.
Ozellikle, Afrika, Avustralya, Avrupa, Orta Dogu, Orta ve Giiney Amerika’da yaygin

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 actigi sigir babesiosis’i calismalari; Ibrahim Ekrem (29),
Lestoquard (30), Goren ve Yetkin (31), Aysoy (32), Mimioglu (33), Kurtpinar (34)’1n
arastirmalart ile devam etmistir. Mimioglu (33) Karadeniz Bolgesi'nde mikrokosobik
bakisini yaptig1 70 sigirin 5’inde, Goksu (35) Ankara civarinda 996 sigirin 6’sinda ve
takiben Ozcan (36) Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 194
sigirin 2’sinde B. bigemina’y1r pozitif bulmuslardir. Diger yandan Erkut (37) Ege
Bolgesi’nde inceledigi 141 sigirin 7’sinde piroplasmosmosis goriildiigiinii; Goksu (38)
Karadeniz Bolgesi'nin bazi illerinde 37’si babesiosisden siipheli, 43’ii saglikli toplam
80 sigirin 3’iinde, yine ayni arastiricinin Dogu Anadolu sigirlart (39) ile Tiirkiye’nin
farkl1 bolgelerinde sigirlarda Piroplasmida enfeksiyonlart iizerine yaptidi
arastirmasinda (40) Ege ve Marmara Bolgelerinde B. bigemina’nin bulundugu rapor
edilmigtir. Takiben Hoffman ve ark. (41) Tiirkiye’nin Asya boliimiinde sigirlarda
piroplasmosis vakalarinin yaygin oldugunu ve muayenesi yapilan sigirlarin %3,5’inde
hastaligin B. bigemina’dan kaynaklandigini; Mimioglu ve ark. (42) Tiirkiye’de B.

bigemina’nin diger Babesia tiirlerine gore daha yaygin oldugunu ileri stirmiistiir.
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Tiirkiye’de si8ir ve koyunlarda goriilen anaplosmosis, piroplasmosis ve theileriosis
olgular uluslararasi epizootiyoloji biilteninde yer aldiktan sonra mikroskobik olarak B.
bigemina; Istanbul ve cevresinde piroplasmozis semptomu gosteren 112 sigirm
13’tinde (43), Elazig yoresinde 69 piroplasmosis siipheli sigirin 4’itinde (44),
Ankara’nin Beytepe koyiinde 185 sigirn 3’iinde (45) goriilmiistiir. Ote yandan B.
bigemina’nin Van Bolgesi siirlarinda bulundugu (46), Karadeniz Bolgesi'nde 76
s1girin 72’sinde Babesia sp. saptandigi rapor edilmistir (47). Ayn1 donemde Ankara’nin
Cubuk il¢esinde B. bigemina’nin mikroskobik insidensi %18,8 olarak bulunmustur
(48). Diger yandan B. bigemina’nin mikroskobik prevalansi, Malatya ve bazi
Giineydogu Anadolu illerinde %0,5-1 arasinda (49), Samsun yoresi sigirlarinda %32,21
(50); Kayseri yoresinde %6,8 (51) olarak rapor edilmistir. Takiben Babesia spp.
prevalansi, Konya yoresinde %11,46 (52), Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde %0,6-
1,4 arasinda (53), Adana yoresinde ise %31,8 (54) oraninda bildirilmistir. Diger yandan
Konya’da Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 11 giinliik bir

buzagida B. bigemina’dan ileri gelen akut babesiosis olgusu tespit edilmistir (55).

Tiirkiye’de sigirlarda babesiosis’in serolojik teshisi, IFAT ile seroinsidens seklinde ilk
kez Ankara’da yapilmis ve 185 sigirin 9’unda B. bigemina’ya kars1 antikor saptanmistir
(56). Takiben bir kisim arastiric1 (45, 47, 48, 51-53, 57-63) IFAT ile B. bigemina’ya

kars1 antikor arastirmistir.

Sigirlarda babesiosis’in  seroinsidensi iizerine yapilan c¢alismalarda B. bigemina;
Karadeniz Bolgesi'nde 76 sigirin 47’sinde (%61,84) (47), Ankara’nin Cubuk ilcesinde
ise %100 bulunmustur (48). Takiben B. bigemina seropozitifligi; Ankara civarinda %49
(58), %80 (59), %7,3 (62) ve %8,8 (61); Adana yoresinde %55 (64) ve %75 (60);
Elazig’da %31,9, Malatya’da %7,1 ve Tunceli’de %7,3 (53); Konya yoresinde %53,07
(52); Kayseri yoresinde %23,03 (51) ve Antakya yoresinde %0,9 (63) olarak
bildirilmistir. Tiirkiye genelinde B. bigemina seropozitifligi, Karadeniz Bolgesi'nde
%61,8, Dogu Anadolu Bolgesi'nde %42,9, Giineydogu Anadolu Bolgesinde %488,
Akdeniz Bolgesinde %50,8, Marmara Bolgesinde %48,9 ve Ege Bolgesi'nde %68.,5
olarak rapor edilmistir (59). Ote yandan Tiirkiye’de sigir babesiosis’inin mevsimsel
seroinsidensi ve hastalik insidensi, ilk kez Cukurova bolgesinde arastirllmis ve yapilan
seroepidemiyolojik yoklamayla mevsimsel seroinsidens B. bigemina i¢in 0,600, hastalik

insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (60).
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Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak, hastalik etkenlerinin
DNA'sin1 ortaya koymaya yonelik molekiiler yontemler (PCR, RLB vb.) ortaya ¢ikmis
ve kullanilmaya baslanmistir. Giliniimiizde bu yontemler, hastalik etkenlerinin
teshisinde tercih edilir olmuslardir. Bu gelismelere paralel olarak, revers line bloting
(RLB) teknigi gelistirilmis ve ilk defa ayn1 kenede bulunabilen 4 Borrelia tiiriiniin
ayrilmasi i¢in kullanilmigtir (65). Bu test PCR iiriinlerinin bir membranda ayr siralara
baglanmig 6zgiin problara hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik, bir¢ok etkenin
ayni anda bircok prob ile karsilastirilmasina olanak sagladigindan, oldukg¢a pratik ve
kullanighidir. Nitekim Gubbels ve ark. (66) bu teknigi sigirlardaki, Schnittger ve ark.
(67) ise koyun ve kecgilerdeki Theileria ve Babesia tiirlerinin es zamanli teshisinde

kullanmislardir.

Tiirkiye'de PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark. (68)
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 c¢alismada, Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6 olarak
saptanmistir (62). Kayseri yoresinde sigirlarda B. bigemina’nin molekiiler prevalansi
%0,6 (69) ve yine Kayseri’de sigir barinaklarindan toplanan kenelerde Tiirkiye’de ilk
defa RLB ile B. bigemina’nin molekiiler prevalansit %14 olarak tespit edilmistir (70).
Diger yandan Tiirkiye’'nin ¢esitli yorelerinden elde edilen B. bigemina izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir (71, 72). Ayrica Kayseri yoresinde sigirlardan
toplanan keneler iizerinde yapilan molekiiler calismalar sonucu Babesia sp. saptanmis
ve bu sus Babesia sp. (Kayseri 1) olarak Genbanka kayit ettirilmistir (70). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar iizerinde yapilan molekiiler ¢alismada B. bigemina

9%0,77 oraninda tespit edilmistir (73).
2.4.1.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinli, Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B. microplus, B.
australis, B. calcaratus, B. decoloratus, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus
appendiculatus, R. evertsi, R. bursa keneleri yapmaktadir (13, 27, 28). Tiirkiye’de B.
annulatus, Hae. punctata ve R. bursa tiirleri bulunmaktadir. Bu tiiriin gelisim sathalari,
genel kisimda anlatildig1 gibidir. Intrauterin bulasma goriilebilir ancak bu, hastaligin

epidemiyolojisinde onemli olacak seviyede degildir.
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2.4.1.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Babesiosis’de klinik belirtiler etkenin vektor kene tarafindan konaklara verilmesini
takiben 9-12 giin icerisinde ortaya cikar. Hasta hayvanlarda klinik belirtiler farklilik
gosterebilmektedir. Bunun sebebi olarak da farkli cografik bolgelerdeki B. bigemina
izolatlarinin patojenitelerindeki farkliliklar gosterilebilir. Yapilan bir calismada;
Avustralya'daki sigirlarda tespit edilen B. bigemina susunun hayvanlarda nadiren
enfeksiyona sebep oldugu, buna karsin Afrika'da tespit edilen susun ise ¢cok daha
patojenik oldugu rapor edilmistir (74). Babesiosis'li hayvanlardaki ilk klinik semptom
eritrositlerdeki yikimlara bagli olarak ortaya c¢ikan ve 41,5-42 °C'ye ulasan yiiksek
atestir. Hayvanlarda anoreksi ve ruminal atoni goriiliir. Tedirginlik, golgelik alanlara
sigimmaya calisma ve siirekli yerde yatma istegi hasta hayvanlarda gozle goriilebilen ilk
siiphe uyandiric1 gozlemlerdir. Hayvanlar bulunduklar1 yerde kendi etraflarinda kavis
cizerler, tiiyleri karigsmis ve kabarmis olup nefes aligverislerinde giicliik ve tasikardi
goriiliir. Baslangigta miikoz membranlar kirmizidir fakat eritrositik yikimi takiben
anemiye bagli miikoz membranlarda soluklasma olusur. Anemi cok hizli bir sekilde
meydana gelir ve yaklasik olarak eritrositlerin %75'i birka¢ giin igerisinde yikimlanir.
Buna bagl olarak da hemoglobiniiri ve hemoglobinemi sekillenir. Hemoglobiniiri,
cogunlukla olmasina karsin bazi olgularda goriilmeyebilir. Hasta hayvanlarda kilo kaybi1
ve siit veriminde azalmalar goriiliir. Hemoglobiniiriyi takiben ikterus ortaya cikar. Kan
suludur. Akut olgularda, 4-8 giin i¢inde Oliim goriiliir. Tedavi edilmeyen hayvanlarda
mortalite, %50-90 arasinda degisir. Kronik durumlarda ise ates cok yiiksek degildir ve

genellikle hemoglobiniiri goriilmez (27, 75-77).

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 gecirgenligi artar. Konglutinin ve fibronektin diizeylerinin azalmasi sonucu
eritrositlerde kiimelenme ve kapiller damarlarda tikanmalar sekillenir. Fibrinojen ile
ilgili tiriinler artar, plazminojen azalir ve buna bagli olarak koagulasyon bozukluklart ve
eritrosit birikimi goriiliir. Bu tip patogenez, daha ¢ok parazitli eritrositlerin kiimelenerek
damarlan tikadigr B. bovis’de goriiliir (28, 76). Bu kapiller blokajin olmadig1 B.
bigemina ve B. divergens enfeksiyonlarinda ise en Onemli patolojik etki, eritrosit

hasaridir (78). Kinin ve benzeri maddelerin eritrosit yilizeyinin ozmotik gecirgenligini
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bozmasiyla eritrositler kolayca lize olur (19). Bunun yaninda siddetli patogenezis;
kismen immunite, 6zellikle gen¢ danalarin direncli olmasinda etkili olan ve birgok hiicre
ici patojene karsi koruyucu immunitede rol oynayan interferon gama (IFN-y), tiimor

nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve nitrik oksit (NO)’i iceren mediatorlerle ilgilidir (79).

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 goriilir. Meydana gelen
vazodilatasyon ve azalan kan dolagimi sebebiyle, non-spesifik genel bir yangi tablosu
olusur (76, 78, 80). Azalan kan dolasim hiz1 sebebiyle, baz1 hayati organlarda anoksi
meydana gelir ve parazitin toksik iirlinleri ya da organlardan kaynaklanan metabolik
irinlerle genel bir organ tahribati olusur. Retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin
ozellikle de histiyositlerin; 6lii, anormal eritrositleri ve ¢6ziinmiis fibrini uzaklagtirmasi
yaninda enfekte eritrositleri uzaklagtirmada 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 oldukca 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, bobrek bilyiimiis ve siyah renklidir. Idrar kesesi, kirmizi renkli idrarla
doludur. Koagulasyon mekanizmasinda meydana gelen bozukluklar da hastaligin

patogenezinde 6nemlidir (19, 78).
2.4.2. Babesia bovis (Babes 1888, Starcovici, 1893)

Kiiciik Babesia tiirlerindendir. Eritrositler icerisindeki merozoitler; armut, yuvarlak veya
diizensiz sekillidirler. Vakuollii tagh yiiziik formlar1 bu tiir de yaygin olarak goriiliir.
Babesia bovis merozoitleri, 1,5-2,4 pm biiyiikliiglinde olup genellikle eritrositlerin

ortasina yerlesirler (13, 25, 28).
2.4.2.1.Yayihs 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 biiyiik 6nem tasimaktadir.
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Tiirkiye’de B. bovis, ilk kez Mimioglu (33) tarafindan Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu
vilayetlerinde sigirlarda “Haemataurai vesicalis bovis” arastirmasi ile giindeme gelmis;
Goksu (35) Ankara’da inceledigi 996 sigirin 2’sinde, takiben ayni arastirict (38) bazi
Karadeniz illerinde mikroskobik bakist yapilan 80 sigirin 3’iinde B. bovis’i bulmustur.
Goksu (40) Tirkiye'nin farkli bolgelerinde sigirlarda Piroplasmida enfeksiyonlar
lizerine yaptig1 arastirmasinda B. bovis’in Marmara ve Giiney Dogu Anadolu’da
goriildiigiinii; Mimioglu ve ark. (42) 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 (44) ve Ankara’da 185 si8irin
I’inde (56) B. bovis saptanmustir. Babesia bovis’in mikroskobik pozitifligi; Marmara
bolgesinde %34,8 (43), Malatya ve bazi Giineydogu Anadolu illerinde %0,5-1,5
arasinda (49); Samsun yoresinde %29,53 (50), Kayseri yoresinde %1,04 (51) bulunmus

ve mikroskobik insidensi Ankara’nin Cubuk il¢cesinde %9 olarak saptanmistir (81).

Babesia bovis seroinsidensi; IFAT ile Ankara’nin Beytepe koyilinde 185 sigirin 18’inde
(45, 56), Ankara yoresinde 46 sigirin 22’sinde (57), Karadeniz bolgesinde 76 sigirin
34’{inde (%44,73) (47), Ankara’nin Cubuk ilcesinde %59 (81) bulunmustur. Cukurova
bolgesinde si1gir babesiosis’inin mevsimsel seroinsidensi B. bovis icin 0,292 ve hastalik
insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (60). Babesia bovis seropozitifligi; Tiirkiye
genelinde ELISA ile %51,2 (82); IFAT ile Ankara civarinda %10,4 (58), %41,6 (59),
%1,3 (62) ve %2,4 (61); Elazig’da %1.,4 ve Tunceli’de %0,6 (53); Kayseri yoresinde
9%1,04 (51); Dogu Anadolu’da %S5,6, Giineydogu Anadolu’da %6.4, Akdeniz’de %31,6,
Ege’de %51,4 ve Marmara’da %41,8 (59) olarak saptanmuistir.

Diger yandan Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi; PCR ile Ankara yoresinde
9%12,68, Burdur yoresinde %8 ve Samsun yoresinde %3,85 (68); RLB ile Ankara
yoresinde %2,3 (62), Trakya bolgesinde %1,3 (83) olarak saptanmustir. Diger yandan
Tiirkiye'nin ¢esitli yorelerinden elde edilen B. bovis izolatlarinin molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir (71, 72).
2.4.2.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Boophilus calcaratus, B. microplus, B. australis,
Rhipicephalus bursa ve Ixodes persulcatus keneleri yapmaktadir (13, 25, 28).
Tiirkiye’de R. bursa tirii bulunmaktadir. Gelisim sathalan genel kisimda anlatildig:

gibidir.
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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 baglh klinik
belirtiler, B. bigemina’dan daha siddetlidir. Ozellikle kapillar damarlarda goriilen stazis
ve tikanmalar daha yaygindir. Bu lezyonlar, 6zellikle beyin kapillarlarinda yaygin
olarak goriiliir. Hastaligin akut formunda, hipertansif sok tablosu goriiliir. Olim B.
bigemina’ya gore daha yaygindir. Babesia bigemina ile enfekte hayvanlarda Olim
genellikle hemotokrit deger %10'nun altina diistiigiinde goriiliirken, B. bovis ile enfekte

hayvanlarda bu oran %12 veya daha yiiksek iken oliimler goriiliir (23, 74).

2.4.2.4. Zoonotik Onemi

Splenektomili insanlarda, bu tiire bagl babesiosis vakalari rapor edilmistir (26, 84).
2.5. BABESIOSIS'TE BAGISIKLIK

Babesiosis’e karst immunitede, hem sivisal (humoral) ve hem de hiicresel (cellular)
faktorler gorev alirlar. Parazite konaklik yapan biitiin memelilerde ya enfeksiyona
maruz kalip iyilestikten ya da profilaktik bir immunizasyondan sonra (asilama gibi)
Babesia tiirlerine karst immunite gelisebilir (85, 86). Bununla birlikte baz1 Babesia
tiirleri, si@irlar icin immun baskilayicidirlar. Oregin, B. bovis ile enfekte sigirlarda
vektor kene Boophilus microplus daha iyi kan emebilir. Boylece enfekte sigirlar, enfekte
olmayanlara gore daha fazla kene tasir ve dolayisiyla B. bovis’ in naklindeki etkinlikleri
de artar (87). Diger yandan Trypanosoma tiirlerinde siklikla goriilen yiizey
antijenlerindeki varyasyon, Babesia tiirlerinde de goriiliir (88, 89). Babesia tiirleri, hayat
sikluslarinin ilk basamagi olan eritrositlere invazyon asamasinda, konak hiicrelerine
tutunmak i¢in yiizey kisimlarinda bulunan antijenleri kullanir. Bu yiizey antijenlerine
kars1 meydana gelen antikorlar ise parazitin konak eritrositlerine girisine engel olur
(90). Babesia bovis, VMSA ailesine bagh bes [(msa-1, msa-2a;, msa-2a;, msa-2b ve
msa-2c)]; B. bigemina iki (gp45 ve gp55); her iki Babesia tiirii ise ortak bir [rhoptry-
associated protein-1 (rap-la, raplb, rap-Ic)] protein ihtiva eder. Bunlarin disinda B.
divergens’de Bd37, B. canis’de Bc28 (91, 92) ve B. gibsoni’de P50 (93, 94) genleri
bulunur. Merozoit yiizey antijeni tespiti i¢in yapilan tiim ¢alismalar as1 gelistirilmesine

yoneliktir. Keneler, akarisitlere kars1 direng gosterdiklerinden ilaclama ile yeterli basari
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saglanamaz (95). Bu yiizden babesiosis’e karsi miicadelede asilama calismalari, ¢ok
biiylik 6nem kazanmistir. Bununla birlikte apicomplexan parazitlerden Babesia,
Theileria ve Plasmodium gibi patojenlere kars1 etkili rekombinant asilarin gelistirilmesi
oldukca zordur. Babesial patojenlerin genomik sekanslari, yeni as1 antijenlerinin hizl
identifikasyonuna yardimci olur. Bu amacla saha ve laboratuar ¢alismalart yapilmigtir
(96-98). Diger taraftan babesiosis tedavisi goren (6rnegin imidocarb dipropionate ile)
sigirlarda, aymi parazitin homolog suslarina karsi yillarca siiren diren¢ goriiliirken,
heterelog suslara karst korunmada infeksiyon zorunludur (87, 99). Babesia tasiyici
hayvanlarin dalagmin ¢ikarilmasi, hastalifin klinik goriilmesi ile sonuglanir. Bu
hastalikta dalak, sadece antikor iiretmez, enfekte olmus eritrositleri de yok eder (100,

101).

Babesiosis’e karsi direngte, genetik (0rnegin, B. bigemina’ya karst Bos indicus, Bos
taurus sigirlarina gore daha direngli) (98) ve yas (80, 102) gibi bircok faktor etkilidir.
Yas direnci antikordan bagimsizdir (19, 103,104). Geng¢ danalarda, interleukin 18 (IL-
18) ve IL-12 veya B. bovis tarafindan stimule olmus ve IL-12 ihtiva eden makrofajlari
iceren siipernatantlar vasitasiyla uyarilan splenik dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, IFN-
Yy iiretirler (105-107). Babesia bovis’e karst olusan erken immun yanitta, 1L-12
araciligiyla NK’lerin uyarilmast ve bu hiicreler tarafindan iiretilen IFN-y ile
makrofajlarin aktive olmasi, bunlarin NO {iretimi, NO’nun da hiicre ici paraziti
oldiirmesi enfeksiyonu engeller. Boylece kazanilmis immunite gelisir (108-110). Ote
yandan babesiosis’e karsi immunitede, patojenle iliskili molekiiler kaliplar (PAMPs)
olarak adlandirilan motifleri taniyan ve bunlarla baglanabilen, dogal immunitenin
uyarilmasini ve takiben kazanilmig yanitin baslatilmasini saglayan Toll-like reseptorler

(TLR)’den TLR9 ve TLR11 sorumludurlar (111,112).

Hem s1visal ve hem de hiicresel faktorler babesiosise karsi bagisiklikta 6nemli rol oynar
(113). Baslangig¢ta immun sistem, etkili bir “primed” (giiclii immun aktivasyon) kazanir
(101). Enfeksiyon konaga bulastirildiginda sporozoitler, kisa bir miiddet dolasimda
plazma igerisinde serbesttirler. Bu asamada, immunoglobulin G (IgG), sporozoitlerin
hedef hiicrelere girmesinden ©nce onlara baglanip notralize ederek enfeksiyonu
engelleyebilir. Sporozoitler eritrositlere girdikten sonra ise yeni bir donem baslar. Bu
evrede parazitemi yiikselir ve akut babesiosis goriilebilir. Dogal immun sistem

hiicreleri, parazitin gelisme hizin1 kontrol ederek paraziteminin siiresini belirler.
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Makrofajlarin ve NK hiicrelerin yoklugunda, kisa siire igerisinde yiiksek bir parazitemi
gelisir. Paraziteminin engellenmesi, ¢Oziinebilir faktorlerin iiretimiyle gerceklesir. Bu
faktorler; NK hiicreler tarafindan salman IFN-y ve makrofajlar tarafindan tiretilen TNF-
a, NO ve reaktif oksijen tiirleri (ROSs)’dir. Parazitemideki diisme, parazitlerin
dejenerasyonu ve bunlarin dalak tarafindan temizlenmesi ile saglanir. Bu sirada
enfeksiyon c¢oziilme evresine girer ve hastalik siddetliden sakin doneme gecer.
Hastaligin gerileme evresinde, parazitlerin oliimii i¢in T lenfositleri, 6zellikle de CD4+

(Cluster Designation 4+) ve IFN-y subpopulasyonlar gereklidir (113).
2.5.1.Kazamilmis Bagisikhik
2.5.1.1. Humoral immun Yamt

Babesia infeksiyonlarinda humoral bagisikligin 6nemi smirlhidir (113). Antikorlarin
plazmada serbest haldeki parazitler {izerine olan etkileri, eritrosit icerisindeki parazitlere
gore daha fazladir. Bu yiizden, antikorlarin koruyucu rolleri, parazitlerin kan dolasimina
ulagtiklar1 zaman ile hedef hiicrelere girdikleri zaman arasinda gecen siireyle sinirhidir.
Bu evrede IgG’ler sporozoitlere baglanarak hedef hiicrelere girmelerini engellerler.
Sporozoitlerin eritrositlere penetrasyonu, alternatif komplement sistemin aktivasyonunu
saglarken, eritrositlerdeki Babesia antijenleri de antikor {iiretimini tesvik ederler.
Antikorlar, eritrositleri opsonize ederek fagositik hiicreler (dalak orijinli makrofajlar)
tarafindan yok edilmelerini kolaylastirirlar (114). Fagositoz, baslangicta nonspesifikken
ileri donemde opsonizasyona bagl olarak spesifik hale gecer (115,116). Babesia tiirleri,
humoral immun yanit1 alt edebilir ve onu kendi yararina gore degistirebilirler. Babesia
bigemina enfeksiyonunda, konak eritrosit yiizeyinde bulunan bir parazit proteini IgM’yi
baglar ve bu baglanma parazitin gelismesi ve hayatta kalmasinda yararli olur (117).
Komplement sistem ile olan iliskilerde de benzer bir taktik s6z konusudur. Komplement
ile Babesia tiirlerinin lize edildigi tespit edilememisse de B. rodhaini’nin eritrositlere
invazyonunda, komplement sistemin ¢esitli unsurlarinin esas oldugu goriilmiistiir (118).
Ayrica B. rodhaini merozoitlerinin fagositozisini artirmak i¢in komplement kullanilan
bir ¢aligmada komplementin, umulmadik sekilde patojenin fagositozisini inhibe ettigi

goriilmiistiir (119).
2.5.1.2. Hiicresel immun Yanit

Babesiosis’e karsi direncte hiicresel immunitenin rolii (113), konagin savunma
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sisteminde dalagin 6neminin fark edilmesiyle ortaya ¢ikmistir (100). Dalak; T, B ve NK
hiicreleri ile makrofajlarin yer aldigi biiyilk bir lenfoid organdir. Bu hiicre
populasyonlarinin bazilart koruyucu etkiden sorumludurlar. Bagisik hayvanlarin dalak
hiicrelerinin, Babesia ile enfekte farelere transfer edilmesiyle fareleri enfeksiyona karsi
korumak miimkiindiir (120). Bundan bagska, iyi seviyelerdeki korumanin lenf yumrusu
hiicreleriyle degil de, 6zellikle dalak hiicreleri tarafindan saglanmasi, sistemik olarak
antijenlerin muhtemelen perifer lenf yumrular yerine tercihen dalaga yonlendirildigini
yansitir (121). T hiicrelerinin spesifik rolii, timus-yetersiz hayvanlar kullanilarak
arastirilmistir. Timussuz farelerin B. microti ile konjenital enfeksiyonunda, yiiksek inatci
bir parazitemiye karsilik normal farelerde gecici parazitemi saptanmistir (122,123). Bu
veriler, T hiicrelerin babesiosis’e kars1 direncte kritik 6neme sahip oldugunu ve ayrica
enfeksiyonun c¢oziilme doneminde de T hiicre aracili mekanizmalarin rol aldigini
gosterir (121). Keza T hiicreleri, oldiiriicii Babesia tiirlerine karsi korunmadan da
sorumludurlar. Babesia rodhaini’ye Kkarst bagisik farelerde, antitimusit serum
verildiginde parazitemide yiikselme ve yiiksek mortalite goriiliir (123). Ote yandan
immun hayvanlardan elde edilen saflastinlmis T lenfositlerinin infeksiyonla
karsilasmamis (naive) farelere nakli, B. microti’ye karst immunite olusturmada (121);
immun yetersiz farelere immun timusitlerin edinsel transferi ise B. microti
infeksiyonunu ortadan kaldirma kabiliyeti kazandirmada yeterlidir (124). Babesia
microti antijenleri, T hiicrelerinin spesifik aktivasyonunu tetikleyebilir. Serbest
merozoitlerde oldugu gibi enfekte eritrositler de, fareleri gecikmis hipersensitivitiye
duyarli hale getirirler (125). CD4+ T hiicreleri azalmis farelerin, B. microti
infeksiyonuna kars1 normal farelerden daha duyarli olduklari; CD8+ sitotoksik T’lerin
azaldig farelerde ise bu duyarliligin artmadigi, tersine azaldigi ve bu yiizden B. microti
enfeksiyonuna kars1 korumada baslica sorumlu subpopulasyonun CD4+ T hiicreler
oldugu ileri siiriilmektedir (126,127). Buna karsin A.B.D.’de hasta bir insandan izole
edilen (128), patojenitesi ve Oldiirme giicii (%100) itibariyle B. bovis’e iyi bir model
kabul edilen WAl Babesia susu ile farelerde olusturulan enfeksiyon, CD8+ T
hiicrelerince iiretilen IFN-y ve YOT hiicrelerince iiretilen TNF-o ile karakterize
bulunmustur (129). Ote yandan TNF reseptor yetersiz farelerde WA Babesia
enfeksiyonun daha hafif seyrettigi ve farelerin %90 nin hayatta kaldig1 gozlenmistir.
Takiben genetigi degistirilmis farelerde (knockout mice) yapilan deneyde, akut WAI
Babesia enfeksiyonu gozlenmis; 1L-12, IFN-y ve NO’in koruyucu rol iistlendikleri; bu
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enfeksiyonda ne B hiicreleri ne de CD4+ T hiicreleri immuniteye katki saglamazken,
NK hiicreler ve makrofajlar onemli bulunmustur. Bu veriler, WA1 Babesia susuna karsi
dogal immunutenin, kazanilmis bagisikligin gelisimi ve enfeksiyonun kontroliinde kritik
oneme sahip olan IL-12 ve IFN-y aracilig1 ile makrofaj aktivasyonunu ve NO iiretimini

kapsadigim gosterir (130).

Genelde immun hiicre aktivasyonunun babesiosis’e karsi koruyucu oldugunun
goriilmesine karsin, baz1 giicli immun hiicre populasyonlarinin hastaligin
patogenezisinde de gorev alma olasiligi vardir. Bu olasilik, 6ldiiriicii B. rodhaini susu ile
challenge edilen immun sistemi baskilanmig farelerin, tedavi edilmeyen immun yeterli

(immunocompetent) farelere gore hayatta daha fazla kalmalariyla desteklenmistir (131).
2.5.2. Dogal Bagisiklik (Nonspesifik Immun Yanit)

Babesiosis’e karsi dogal immunite, spesifik olmayan (nonspesifik) komponentler ile
saglanir. Bunun yaninda dogal bagisiklikta, ¢esitli spesifik molekiillerin sorumlu oldugu
ve Ozellikle NK hiicrelerin ve makrofajlarin antibabesial aktivitede yer aldigi ortaya
konmustur (132). Makrofaj inhibisyonu (123) veya kaybi1 (133) Babesia tiirlerine karsi
bagisik farelerin korunmasini tiimiiyle ortadan kaldirir ve yiiksek oranda 6liimlere yol
acar. Tersine, immun hayvanlardan alinan makrofajlarin transferiyle, onceden patojenle
karsilasmamis (naive) fareleri B. microti’ye karsi korumak da miimkiindiir. Bu koruma,
immun T hiicrelerin transferiyle saglanandan ¢ok daha iyidir (120). Spesifik olmayan
cesitli infeksiyon uyarimlarina cevaben, makrofajlarin ve NK hiicrelerin ¢6ziinebilir
mediator iiretmeleri, belirleyici 6zellikleridir. Coziinebilir mediator iiretimi, babesiosis
icin primer 6neme sahiptir. Akut enfeksiyona yol acan WA1 Babesia susuna karsi dogal
bagisiklik mekanizmasinda, IL-12 ve IFN-y aracilig1 ile makrofaj aktivasyonu ve NO
iretimi cok onemlidir (110, 130). Enfekte farelerde makrofajlarin NO iiretimi, parazitin
gelisimini durdurur (134). Babesiosis’de bir diger makrofaj ¢oziinebilir faktor olan
TNF-a da paraziti 6ldiiriir (135). Ayrica, B. bovis’in eritrosit i¢i 0liimiinde ROSs’1in da

rolu vardir.

Babesiosis’e kars1 dogal immunitede, TLR’lerden CpG (TLR9) ve profilin (TLR11)’nin
rolil ortaya konmustur (113, 110). Babesia bovis merozoit ekstraktlarinin sigir PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) proliferasyonunu non-spesifik olarak aktive etmesi
TLR9’un varligindan ileri gelir (111). Ayrica E. coli’de oldugu gibi, T. cruzi, T. brucei
ve B. bovis’te de aktive makrofajlarin IL-1, IL-12, TNFa ve NO iiretiminden sorumlu
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DNA, B. bovis lipid ve Babesia merozoit ektratlarinda da gosterilmistir (109,110,136)
Hem sigirlarda TLR9 nin varligini ortaya koyan ¢alismada (112) hem de yukarida bahsi
gecen caligmalarda (109,111,136) TLR9’un fonksiyonel oldugu gosterilmistir. 7. gondii
ve diger protozoonlarda identifiye edilen TLR11, IL-12 iiretimini saglayan bir proteindir
(137). Babesia bovis Texas susu (T,Bo)’nun genomik sekansinin homolog genleri icin
yapilan parcalamada, 17.5 kDa’luk profilin benzeri bir protein identifiye edilmis ve
bunun P. falciparum, T. gondii ve T. parva profilleri ile %34-64 identik oldugu
saptanmustir. Ancak, ayni sartlarda ne Cryptosporidium parvum ne de recombinant B.
bovis TLRI11’leri, sigir APC (activated protein C)’siyle IL-12 iiretimini stimule
etmezken; B. bovis DNA ve E. coli DNA TLR11’leri IL-12 {iretimini stimule etmistir
(110,136). Bugiine kadar sigir genomunda TLRI11’in homologlar1 identifiye
edilememistir (110). Ilgin¢ olarak TLR11, insan hiicrelerinde bulunmadig1 gibi (138),
kedi, kopek ve sempazenin de aralarinda bulundugu cesitli memelilerde de (139)
exprese edilememistir. Bu sebeple, protozoon enfeksiyonlarinda non-murine memeli

immun yanitinda apicomlexal TLR11 lerin rolii halen bilinmemektedir (110).
2.6. BABESIOSIS'TE TESHIS

Biitiin hayvan tiirlerinde akut babesiosis’te yliksek ates (40- 41,5°C), anemi, ikterus ve
hemoglobuniiri gibi klinik belirtiler goriilir. 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 agn, titreme, solunum giicliigii ve siirekli atesle seyreder (140,141).
Teshiste; mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bolge gibi epidemiyolojik veriler
siipheleri artirabilir. Ancak hastaligin teshisi perifer kandan yapilmis ve Giemsa ile
boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde eritrositler igerisinde parazitin
goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiiriin yol actigin1 belirlemek i¢in 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 (78, 142). Bu testler i¢in konusunda uzman kisilere ihtiya¢ duyulmasi, uzun
zaman almasi, laboratuar malzemelerine ihtiya¢ duyulmast ve saha sartlarinda
uygulanamamas1 gibi dezavantajlar oldugundan son zamanlarda Japonya’'da
immunochromatographic test (ICT) adi1 verilen hizli ve basit bir strip serodiagnostik test

gelistirilmisti. Uzman olmayan Kkisilerin dahi kolaylikla kullanabilecegi bu test
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nitroseliiloz membran tabanli olup, membran tizerine B. bovis (rap-1), B. bigemina (rap-
1), T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)’ye ait rekombinant proteinler emdirilmis ve
bu membran iizerine siipheli hayvana ait bir damla kan (antikor) damlatilarak kolaylikla

teshis yapilabilmektedir (143).
2.6.1. 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, kalin 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 (28, 77, 144,145). Mikroskobik muayene icin alinan kanin vena
jugularis yerine, kapillar damarlarin gectigi kuyruk ucu veya kulak ucundan alinmasi
tercih edilmelidir. Ciinkii Babesia etkenlerini iceren eritrositler kapillar damarlarda
birikme egilimindedirler. Oliim sonras1 yapilan muayenelerde de kandan veya dalak,
karaciger, kemik iligi gibi organlardan hazirlanan siirme preparatlarla da teshis

yapilabilmektedir (28, 77, 144,145).

Mikroskobik muayene, ince yayma froti veya kalin yayma froti yontemleriyle
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 (28, 77,
144,145). Her iki yontemle yapilan frotilerde de lam ve lamellerin temiz olmasina,
boyama solusyonun dikkatli hazirlanmasma 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 cok sayida inceleme
yapilmasmi gerektiren durumlarda olduk¢a zaman almaktadir. Her iki yontemle de
yapilan mikroskobik incelemelerde etkenlerin goriilmesi enfeksiyonun varliginin
gostergesidir. Fakat baz1 durumlarda (hastaligin ¢cok erken donemi veya kronik donem)
frotilerde etkenler goriilemeyebilir. Etkenin frotilerde goriilememesi enfeksiyonun

hayvanda kesinlikle olmadig1 manasina gelmez (145,146). Mikroskobik bakida pozitif
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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 olan+enfekte olmayan eritrosit sayisi

x100 formiilii ile hesaplanir.
2.6.2. 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 (27, 28, 144,147). Akut babesiosisli hayvanlarin eritrosit, serum veya
dokularindan hazirlanan antijenlerin kullanildigi bu testler subklinik seyirli hayvanlarin
serumlarinda antikor aranmasi teknigine dayanmaktadir. Bu testlerle parazit
antijenlerine karsi antikor aranmasmnin yaninda parazit antikorlarina karsi antijen
aranmasi da miimkiindiir. Serolojik testler, kronik enfeksiyonlarin teshisinde kullanish
degildir. Ciinkii hayvanin kaninda etken olmasa bile antikorlarin varligi devam etmekte
oldugundan serolojik testlerin yanlis pozitiflikler verdigi ve bazi Babesia tiirleri

arasinda ¢apraz reaksiyonlarin sekillenebildigi bildirilmistir (27, 28, 144,147).

Babesiosis'in serolojik olarak teshisinde ilk olarak kullanilan test CFT testidir. Fakat bu
testin duyarlilig diisiiktiir (148,149). Bu teste gore duyarliligi ve giivenilirligi daha fazla
olan IFAT teknigi babesiosis'in teshisinde en sik kullanilan serolojik testlerdendir.
Ancak bu testte Babesia tiirleri kendi aralarinda capraz reaksiyonlar verebilmektedir
(150-152). Serolojik yontemlerden ELISA testi de olduk¢a duyarli ve etkili bir testtir.
Bu test ile bir seferde cok 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 sonuclara sebep olmaktadir. Bu sorunun Oniine gecgebilmek icin

saflastirilmisg rekombinant antijenler kullanilmaktadir (153-155).
2.6.3. Molekiiler Teknikler

Son yillarda, mikroskobik incelemeler ve serolojik yontemlerden farkli olarak parazite

ait DNA veya RNA'nin varligin1 ortaya koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain
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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 (144,

145, 156, 157).

Elbetteki her tan1 yonteminin kendi icerisinde avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Dogrudan etkeni gormeye yonelik yapilan mikroskobik muayenenin; basit olmasi,
parazitlerin morfolojik olarak ayrimlarinin yapilabilmesi, parazitin direkt arastirilmasi
gibi avantajlarinin yaninda; zaman almasi, zahmetli ve yorucu olmasi, parazit sayisinin
diisik oldugu durumlarda yaniltict olabilmesi, parazitlerin morfolojik olarak
ayirmlarinda karigikliklarin - olabilmesi ve deneyimli personel gereksinimi gibi
dezavantajlar1 da mevcuttur (144, 145, 156, 157). Yine serolojik yontemlerin de avantaj
ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Basit ve hizli olmasi, otomasyona olanak vermesi, cok
sayida ornegin es zamanl olarak teshis edilebilmesi serolojik testlerin avantajlarindan
olup; diisiik 6zgiilliik, aktif ile atlatilmis veya latent enfeksiyonlarin ayirt edilememesi,
parazitler arasinda capraz reaksiyonlarin sekillenmesi bu testlerin olumsuz yanlarini
yansitmaktadir (144, 145, 156, 157). Bu yontemlere alternatif olarak gelistirilen niikleik
asit tabanli molekiiler teknikler ile immun sistemden bagimsiz veya atlatilmis
enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak viicudunda ¢ok az miktarda etken olsa dahi
direkt hastalia 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 ¢cok asamali
yontemler olup, inhibitorleri nedeniyle yanlis negatiflikler verebilmekte ve

kontaminasyona bagl yanlis pozitiflikler de gosterebilmektedir (144, 145, 156, 157).

Bu molekiiler yontemlerin hemen hepsinde PCR asamas1 mevcuttur. PCR kullanilmaya
baslandigindan bu yana siirekli gelistirilmekte ve daha duyarli ve giivenilir sonuglar icin
cesitli varyasyonlar1 ortaya konulmaktadir. Bu yOntem, hedef organizmanin
genomundaki, 6zgiil bir DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, binlerce kez ¢ogaltarak,
kolaylikla tespit edilebilir hale getirmektedir. PCR''n modifiye edilmesiyle birlikte;
PCR iirlintiniin daha spesifik primerlerle ikinci kez PCR'mi1 kapsayan Nested PCR
(158), birden fazla primer cifti kullanilarak tek reaksiyonda bir¢ok hedef bdlgenin ayni
anda cogaltilmasini saglayan Multiplex PCR (159,160), kantitatif olarak parazit



26

DNA'sinin miktarini tespit eden ve dolayisiyla varligini ortaya koyan Real-Time PCR
(161), bir testte es zamanl olarak cok sayida hastalik etkeninin tespit edilmesine olanak
saglayan RLB (69, 162,163), parazitin RNA'sinin tespitine yonelik yapilan Reverse
Transcriptase PCR (164,165) testi gibi testler gelistirilmistir. Bu testler babesiosis'in
teshisinde son yillarda Tiirkiye'de ve Diinya'da siklikla kullanilmaya baslanmistir.
Tiirkiye'de bu yontemlerle yapilan caligmalarda genellikle Babesia tiirlerinin 18S rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonu yapilmis ve bunlarin sekans dizilimleri ortaya konmustur
(69, 162,163). Diinya'da da bu gen bolgesi siklikla kullanilmakta (66, 156, 166-173),
bunun yaninda ozellikle sigir babesiosis'i {izerine yapilan as1 ¢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

(89,91, 174-187).
2.7. BABESIOSIS'TE TEDAVI

Babesiosis’in tedavisinde sigirlarda yillarca quinuronium sulphate, amicarbalide
isothionate ve diminazene aceturate kullanilmis; 1970’ten sonra dordiincii bir {iriin
olarak da imidocarb dipropionate kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde de tedavi bu
iriin ile yapilmaktadir (78, 142). Tek tirnaklilarin (188,189) ve karnivorlarin (190)
tedavisinde de imidocarb grubu ilaglar ve diminazene aceturate kullanilmakta olup
kopeklerde ayrica trypan blue enjeksiyonu da basarili olmaktadir. Yine kopeklerde
atovaquone ve azithromycin kombinasyonunun da istenilen tedaviyi gerceklestirdigi
belirtilmistir (191). Bunlarin yaninda son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda babesiosis'in
tedavisinde epoxomicin'in basarili sonuglar verdigi bildirilmistir (192). Insanlarda ise
tedavi amaciyla atovaquone, chloroquine, quinine, clindamycin ve azithromycin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Bunun yaninda destek tedavisi de uygulanmaktadir
(78, 141, 193,194). Bugiin Tiirkiye'de sigirlarda babesiosis'in tedavisinde kullanilan
ruhsath preparatlar T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligt Koruma ve Kontrol Genel

Miidiirliigii'nden alinan bilgilere gore Tablo 2.1'de gosterilmistir.
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2.8. BABESIOSIS'TE KORUNMA VE KONTROL

Babesiosis’te esas olan, hastaligin sagaltimindan ziyade karsi koruyucu oOnlemlerin
alinmasidir. Koruyucu Onlemler vektor kenelerle miicadele, premunizasyon ve

astlamadir (27, 28).
2.8.1. Kene Kontrolii

Kene miicadelesi cesitli akarisitlerle yapilabilecegi gibi virus, bakteri, protozoon,
nematod, mantar gibi ¢esitli biyolojik ajanlar ve kene asilariyla da yapilmaktadir (99,
195,196). Ozellikle kene asilariyla yapilan ¢alismalar sonucu, B. microplus’un Bm86
geninden elde edilen ticari asilarin (GavaCTM, TickGARDPLUS), kenelerin sayisinda,
doyma agirliklarinda ve fertilite oranlarinda 6nemli derecede azalma sagladigi tespit
edilmistir (197,198). Bu ticari asilarin Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B.
decolaratus, Hyalomma a. anatolicum ve H. dromedarii’ye karst koruyuculuk
saglarken, Amblyomma variegatum, A. cajennense ve R. appendiculatus’a karsi
koruyuculuk saglamadigi bildirilmistir (196). Bunun yaninda Ixodes scapularis’in
subolesin olarak adlandirilan 4D8 geniyle yapilan immunizasyon c¢alismalarinda bu
genin RNA interferens (RNAi) etkisiyle kenelerin beslenme ve yumurtlamalarinda
onemli azalmalara yol actigr saptanmistir. RNAi, kenelerde ve cogu okaryotlarda
bulunan ve koruyucu o6zeligi olan post-transkripsiyonel bir gen-silencing

mekanizmasidir (95).
2.8.2. Premunisyon

Homolog suslara karsi premunisyon amaciyla duyarli hayvanlara, babesiosis’li sigirin
enfekte kani verilip klinik belirtilerin olusmasi ile birlikte kiiratif dozun altinda
diminazen aceturat veya imidocarb preparatlart uygulanarak hastaligin ortaya cikisi
onlenir. Boylece belirli bir miktar parazitin canli kalmasina miisaade edilerek homolog

suslara kars1 duyarh sigirlarin preimmun duruma getirilmesi saglanir (99).
2.8.3. Asillama

Diinyanin muhtelif yerlerinde sigir ve kopek babesiosis’ine karsi asi uygulamalar
yapilmaktadir. Sigir babesiosisi'ne kars1 asilamada baslangicta homolog suslara karsi
cansiz asilarla kismen koruma saglanmis (199,200) ise de son yillarda asilamada daha
cok canli asilar kullanilmaktadir. Fakat canli asilarin bazi dezavantajlart icermesi

sebebiyle rekombinant as1 ¢calismalarina hiz verilmistir (99, 180). Bu amacgla 6zellikle



29

Avustralya, Arjantin, Giiney Afrika, Israil ve Uruguay’da rekombinant as1 calismalari
devam etmektedir (19). 1990’dan beri Avustralya’da B. bovis’in 3 susu ve B.
bigemina’nin bir susu (G susu) as1 iiretiminde kullanilmaktadir (201). Ozellikle canli as1
olarak Giiney Afrika, Israil ve Avustralya’da frozen (dondurulmus) asilar kullanilmakta
ve bu asilar chilled (sogutulmus) asilara gore daha fazla dayaniklilik géstermektedir. Bu
asilarin sogukta muhafaza edilmesi amaciyla gliserol kullanilmaktadir. Nakil esnasinda
N, (nitrojen) veya sivi CO, kullanilmast gerekmektedir. Avustralya’da iiretilen
monovalent B. bovis ve B. bigemina asilar1 (Combovac) ticari olarak 2001’den beri
satilmaktadir (19). Bunun yaninda sogutulmus formda asilar sadece Avustralya’da 1966-
2003 yillar1 arasinda 35 milyon doz uygulanmistir. Bu asinin dondurulmus formlara
gore avantajlari; kisith kaynaklarla daha kolay iiretilmesi, naklinin ve kullaniminin daha
kolay olmasidir. Halen Avustralya’da kullanilan bu asilar 2 ml doz icerisinde 1x10’ B.
bovis, 25x10° B. bigemina ve 1x10" Anaplasma centrale icermektedir. Bu asilarin raf
omrii oldukca kisa olup yaklasik 4 giindiir (202). Bunun yaninda rekombinant as1
calismalar1 genellikle, dogal immun sigirlarda fonksiyonel olarak immunodominant
olan merozoit yiizey antijenleri iizerinde yogunlagsmistir. Bu amagla genellikle B. bovis
msa-2¢ antijenleri ile B. bovis ve B. bigemina’da ortak olarak bulunan rapl geni
kullanilmaktadir. msa-1 ve msa-2c antijenlerinin merozoitlerin eritrositlere invazyonunu
notralize ettigi fakat bu antijenlerin sigirlarda koruma saglamadig: bildirilmistir (174).
rap-1 antijeninin ise sadece homolog suslara karst kismi bir koruma sagladigi
saptanmistir (203). Bu calismalarin yaninda alternatif olarak DNA as1 adjuvantlar
gelistirilmeye baslanilmistir. Babesia bovis’in B hiicrelerinden elde edilen DNA
icerisindeki CpG motifleri IgG iiretimini tesvik etmektedir. Aktive olmus makrofajlar da
IL-12, TNF-a ve NO salgilayarak parazitlerin replikasyonun kontrolii i¢in énemli bir

dogal immunite saglamaktadir (136).

Kopek babesiosis'ine karsi asilamada etkili bir koruma amaciyla B. canis soluble parazit
antijenleri (SPA) kullanilmaktadir. Ancak bu antijenlerle yalnizca homolog suslara kart
koruma saglanmaktadir. Bu dar spektrumlu korumay1 genisletmek amaciyla B. canis ve
B. rossi SPA’larinin kombinasyonlar1 ile yapilan bir as1 (Nobivac piro) ile heterolog

suslara kars1 da koruma saglanmistir (204).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Genomik DNA Havuzu ve Kene Materyali

Bu calismanin materyalini Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen EUBAP VA-05-05 kodlu ve “Sigirlarda
Goriilen Theileria ve Babesia Tiirlerinin Vektor Kenelerde Molekiiler Biyolojik Teshisi”
konulu arastirma projesi kapsaminda toplama bolgesi ve tiire gore kategorize edilen ve
Mayis-Agustos aylar1 arasinda toplanmig toplam 1115 ergin ixodid keneden
olusturulmus DNA havuzlan (Tablo 3.1) olusturmaktadir. Havuzlar aym tiire ait ergin
disi ve erkek kenelerden olusturulmustur. Ornek sayis1 10’un iizerinde olan havuzlar
boliinerek DNA ekstrakte edilmis ve elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 ayni

havuzda birlestirilmistir.
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Tablo 3.1. Kayseri’de sigir ve barinaklardan toplanan ergin kenelerden olusturulmus genomik DNA
havuzlarinda kene tiirlerinin dagilimu

Havuzlar Alindig1 Yer Kene Tiirii Kene
Sayisi
1 Dadaloglu/Tomarza Rh. (Boophilus) annulatus 26
2 Kadili/Pinarbasgi H. m. marginatum 66
3 Kadili/Pinarbasgi Rh. (Boophilus) annulatus 66
4 Kadili/Pinarbagi Hae. parva 96
5 Kadili/Pinarbagi D. marginatus 20
6 Tekmen/Gemerek H. m. marginatum 33
7 Tekmen/Gemerek Rh.turanicus 88
8 Tekmen/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 59
9 Burhan/Gemerek H. m. marginatum 35
10 Burhan/Gemerek Rh. turanicus 71
11 Burhan/Gemerek H. d. detritum 1
12 Burhan/Gemerek Rh. bursa 3
13 Burhan/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 2
14 Yenicubuk/Gemerek H. m. marginatum 4
15 Yenicubuk/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 78
16 Biiyiikkiinye/Develi H. m. marginatum 66
17 Biiyiikkiinye/Develi Rh. turanicus 42
18 Camrak/Yesilhisar H. a. excavatum 50
19 Camrak/Yesilhisar Rh. turanicus 15
20 Camrak/Yesilhisar H. a.anatolicum 76
21 Bakirdagi/Develi H. m. marginatum 1
22 Bakirdagi/Develi Rh. turanicus 2
23 Yaylaci/Sariz H. m. marginatum 6
24 Kurtini/Sariz H. m. marginatum 30
25 Kurtini/Sariz Rh. bursa 20
26 Kurtini/Sariz Hae. sulcata 2
27 Kurtini/Sariz Hae. parva 10
28 Palas/Sarioglan Rh. (Boophilus) annulatus 5
29 Palas/Sarioglan Rh. sanguineus 1
30 Palas/Sarioglan H. a. excavatum 3
31 Palas/Sarioglan H. m. marginatum 4
32 Palas/Sarioglan Rh. turanicus 1
33 Palas/Sarioglan Rh. bursa 5
34 Seyhsaban/incesu H. a. anatolicum 24
35 Seyhsaban/incesu H. d. detritum 66
36 Dokuzpinar/incesu H. a. anatolicum 5
37 Dokuzpinar/incesu H. d. detritum 2
38 Dokuzpinar/incesu Rh. (Boophilus) annulatus 31
TOPLAM 1115




32

3.2. LABORATUAR CALISMALARI
3.2.1. Real Time PCR Analizleri

Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis ergin disi ve erkek kenelerden olusan
DNA havuzlarinda B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin Real Time PCR ile
arastirlmasinda sirasi ile Sybergreen ve TagMan prob bazli qPCR kullanilmustir.
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 msa2c2F, msa2c2R primerleri ile 6rneklerin Real Time
PCR analizleri gerceklestirilmistir (205). Pozitif kontrol olarak anabilim dalindaki
referans B. bovis izolati, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize su kullanilmistir.
PCR master mix {iireticinin agiklamalarina gore toplam 25 pl hacimde asagidaki

konsantrasyonlarda hazirlanmustir.

FastStart Universal SYBR Green Master Mix 12,5 ul
msa2c2F (10 pmol) 1,0 ul
msa2c2R (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 gerceklestirilmistir. B. bovis i¢in kullanilan termal profil asagida
gosterilmistir (205).

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

95 °C 30s
60 °C 15s
95 °C 15s

60 °C 1dk » 1 siklus [Melting Curve
95 °C 15s Analizi]

} 40 siklus

A Gl o
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TagMan prob bazli qPCR’da Brilliant II qPCR Master Mix (Stratagene, Agilent
Technologies, USA) kullanilarak B. bigemina’nin rap-1 gen bolgesinden 95-bp
bolgeyi amplifiye eden raplF ve raplR primerleri ve ayn1 gen bdlgesinden dizayn
edilen raplP probu ile 6rneklerin Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir.
Pozitif kontrol olarak anabilim dalindaki referans B. bigemina izolati, negatif kontrol
olarak ise steril deiyonize su kullanilmisti. PCR master mix iireticinin

aciklamalarina gore toplam 25 upl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda

hazirlanmstir.

Brilliant IT 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

Babesia bigemina icin kullanilan termal profil asagida gosterilmistir (206).

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

3. 95°C 20s 1
4

5500 lko 45 siklus
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Real Time PCR analizinde kullanilan primer, prob dizileri ile reporter ve quencher

boyalar Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Real Time PCR'da Kullanilan Primer ve Problar

Primer/Prob Dizilimi (5'---3") Referans
rapl
P TCAGCGACTACGTCCATTTG 207
Primer
B. “‘1121 AATCAACTTGGCAGGGTCAG 207
bigemina
ranl HEX-
Prob 5 CCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA- 207
BHQI1
msa2c
’F GGACAAATTAAGCAACCTATACAAA 205
B. bovis Primer
msa2c , .
R AGCTTTCCTTGTTTCGAATTTTATAA 205

3.2.2. Babesia 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’-ATGGTGTCTTTTAACAT
AATA-3’) ve msa-2cR (5’-AAATGCAGAGAGAACGAAGTAGCAGAGAGT-3’)
spesifik primerleriyle PCR analizine tabii tutulmustur (177). Reaksiyon karigimi 25
ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 1,5
mM MgCl,, 200 nM her bir primer, 200 mM her bir ANTP 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 [JC’de 30 s,
annealing: 60 [1C’de 1dk, extension: 72 [1C’de 1 dk; final extension: 72 [1C’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 izolatlari, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
triinleri (10 ul) % 1,5’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC

Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.
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3.2.3. Babesia bigemina rap-1a geninin amplifikasyonu

Real Time PCR analizleri sonucu B. bigemina pozitif belirlenen tiim 6rnekler rap-1a
geninin yaklasik 412 bp parsiyel kismin1 amplifiye eden spesifik primerlerle Nested-
PCR analizine tabii tutulmustur. Nested PCR analizinin ilk PCR basamaginda (5’-G
AGTCTGCCAAATCCTTAC-3’) forward ve (5’-TCCTCTACAGCTGCTTCG-3")
reverse primerleri (208), ikinci PCR basamaginda ise (5’-AGCTTGCTTTCACAAC
TCGCC-3’) forward ve (5-TTGGTGCTTTGACCGACGACAT-3’) reverse
primerleri kullanilmistir (209). Reaksiyon karisimi her iki primer seti i¢in de 25 pl
final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karistmi; 10X PCR buffer, 3mM
MgCl,, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 2,5U Taq DNA polymerase
olarak hazirlanmigtir. 1. PCR reaksiyonu icin 50 ng/ul template DNA, 2. PCR
reaksiyonu i¢in ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl kullanilmistir.
Thermalcyclerda protokol her iki PCR icin de initial denaturation: 94 [1C’de 5 dk;
35 siklus, denaturation: 94 [1C’de 1dk, annealing: (55 [1C’de 1 dk 1. PCR; 58
0C’de 1 dk nPCR), extension: 72 OC’de 1 dk; final extension: 72 [C’de 10 dk
olacak sekilde programlanmustir (208, 210). Nested PCR gecerliliginin ve herhangi
bir kontaminasyonun olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif
kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
laboratuarinda mevcut olan ¢esitli B. bigemina izolatlar1, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
tiriinleri (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.

3.2.4. Babesia bovis msa2c ve B. bigemina rap-la Genlerinin Sekansi ve

Filogenetik Analizi

PCR analizleri sonucu jel lizerinde uygun konsantrasyonda belirlenen B. bigemina
icin 2 izolata ait amplikonlar, High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi ornekler ilgili gen
bolgelerinin analizi i¢cin amplifikasyonda kullanilan primerlerle (rap-1a i¢in nested
primeri) Genoks (Cankaya, Ankara, Tiirkiye) firmasma ¢ift yonlii olarak
sekanslatilmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar

dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence Alignment (211) ve Geneious
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5.5.5 (212) yazilimlar1 ile forward ve revers dizilimlerin pairwise alignmentlar
yapilmis final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra Diinyada
GenBank’a kayitli diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (213) ve Geneious 5.5.5 (212)
yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler
karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Elde edilen tiim dizilimlerin GenBank

kayitlar yapilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Real Time PCR Sonuglar1 ve Babesiosis Prevalansi

Real Time PCR ile incelemesi yapilan toplam 38 genomik DNA havuzundan 8’i
(%21,0) B. bigemina, 2’si (%5,2) B. bovis ile enfekte bulunmustur. Incelenen
orneklerde miks enfeksiyona rastlanilmamustir. Pozitif belirlenen orneklerin arastirma
merkezlerine ve kene tiirlerine gore dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.1’e gore
B. bigemina pozitif belirlenen 8 Ornegin 4’ii Rh. (Boophilus) annulatus, 1’1 H. m.
marginatum, 2’si Rh. turanicus ve 1’1 H. a. anatolicum havuzlarinda saptanirken, B.
bovis pozitif 2 6rnegin her ikisi de H. m. marginatum havuzunda tespit edilmistir.
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 6rneklerin amplifikasyon ve melting egrileri Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2°de gosterilmistir. Pozitif 6rneklerde ortalama ¢oziinme sicakligi (Tm) 78,1 °C
(20,2 °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 bolgesinden dizayn edilen rapl P
probu ile pozitif belirlenen bazi Orneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 4.3’de

verilmistir.



Tablo 4.1. Kene tiirlerine gore Real Time PCR sonuglar1
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Havuz Alindig1 Yer Kene Tiirii Real Time PCR
Numarasi Sonuclar:
1 Dadaloglu/Tomarza Rh. (Boophilus) annulatus Babesia bigemina
2 Kadili/Pinarbasi H. m. marginatum
3 Kadili/Pinarbagi Rh. (Boophilus) annulatus Babesia bigemina
4 Kadili/Pinarbagi Hae. parva
5 Kadili/Pinarbagi D. marginatus
6 Tekmen/Gemerek H. m. marginatum
7 Tekmen/Gemerek Rh.turanicus
8 Tekmen/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus Babesia bigemina
9 Burhan/Gemerek H. m. marginatum Babesia bovis
10 Burhan/Gemerek Rh. turanicus
11 Burhan/Gemerek H. d. detritum
12 Burhan/Gemerek Rh. bursa
13 Burhan/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus
14 Yenigubuk/Gemerek H. m. marginatum
15 Yenigubuk/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus
16 Biiylikkiinye/Develi H. m. marginatum Babesia bigemina
17 Biiylikkiinye/Develi Rh. turanicus Babesia bigemina
18 Camrak/Yesilhisar H. a. excavatum
19 Camrak/Yesilhisar Rh. turanicus
20 Camrak/Yesilhisar H. a.anatolicum
21 Bakirdagi/Develi H. m. marginatum
22 Bakirdagi/Develi Rh. turanicus Babesia bigemina
23 Yaylaci/Sariz H. m. marginatum Babesia bovis
24 Kurtini/Sariz H. m. marginatum
25 Kurtini/Sariz Rh. bursa
26 Kurtini/Sariz Hae. sulcata
27 Kurtini/Sariz Hae. parva
28 Palas/Sarioglan Rh. (Boophilus) annulatus
29 Palas/Sarioglan Rh. sanguineus
30 Palas/Sarioglan H. a. excavatum
31 Palas/Sarioglan H. m. marginatum
32 Palas/Sarioglan Rh. turanicus
33 Palas/Sarioglan Rh. bursa
34 Seyhsaban/incesu H. a. anatolicum Babesia bigemina
35 Seyhsaban/incesu H. d. detritum
36 Dokuzpinar/incesu H. a. anatolicum
37 Dokuzpinar/incesu H. d. detritum
38 Dokuzpinar/incesu Rh. (Boophilus) annulatus Babesia bigemina
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Sekil 4.1. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan baz1 6rneklerin
amplifikasyon grafikleri. a: B. bovis pozitif ornekler; b: B. bovis pozitif kontrol; c: No DNA ve negatif
ornekler

MELT CURVE

Fluorescence (-R' (T))

58 58 80 73 ) 24 @ [ 70 T2 4 : i 7’ 0 2 £4 W . ] 0 2 54
3 L}
Teipers PO TmerdA

Sekil 4.2. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif 6rneklerin erime egrileri (melting
curve); Tm=78,1
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Sekil 4.3. TagMan Prob bazli Real Time PCR analizleri sonucu B. bigemina pozitif saptanan Srneklerin
amplifikasyon egrileri. a: B. bigemina pozitif 6rnekler; b: B. bigemina pozitif kontrol; c: No DNA ve
negatif 6rnekler

Babesia bovis pozitif 6rneklerde ortalama Ct (dR) degeri 37,71 (min:37,23; max:38,2),
B. bigemina pozitif 6rneklerde ise 35,75 (min:28,32; max:41,12) olarak belirlenmistir.

4.2. Sekans ve Filogenetik Analizler
4.2.1. Msa2c ve rap-1a genlerinin amplifikasyon sonug¢lari

Sybergreen tabanli Real Time PCR analizlerinde B. bovis pozitif belirlenen iki 6rnegin
msa2c gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerler ile PCR analizleri sonucunda Ct
(dR) degerlerinin ¢ok yiiksek, dolayisiyla parazitemi seviyesinin c¢ok diisiilk olmasi

nedeniyle agaroz jel lizerinde amplifikasyon elde edilememistir.

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 2 6rnegin agaroz jel tizerinde 412 bp biiyiikliiglinde amplifikasyon
gosterdigi belirlenmistir. Bazi pozitif izolatlarda rap-1a gen bolgesinin Nested PCR ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri

Sekil 4.4'de verilmistir. PCR analizleri sonucu jel iizerinde uygun konsantrasyonda
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belirlenen B. bigemina izolatlarina ait amplikonlar, jel piirifiye edildikten sonra sekans

analizlerine tabii tutulmustur.

412 bp

Sekil 4.4. Babesia bigemina rap-1a gen bolgesini amplifiye eden primerler ile Nested PCR sonucu elde
edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1,2: Pozitif 6rnekler; 3: B.
bigemina pozitif kontrol; 4: No DNA

4.2.2. Babesia bigemina Rap-1a Geninin Sekansi ve Filogenetik Analizi

Babesia bigemina rap-la geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak ve
izolasyon kaynagi Tablo 4.2'de, niikleotid kompozisyonlar1 ise Sekil 4.5 ve 4.6'da

verilmistir.

Tablo 4.2. Kayseri yoresinde kene havuzlarinda belirlenen B. bigemina izolatlarinin incelenen gen
bolgesi, konak ve izolasyon kaynagi

. Konak ve izolasyon
Izolat Gen bolgesi
kaynag

BbigrapKys1 rap-la Kene

BbigrapKys1 rap-la Kene
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1 1ﬂ 2I] Jﬂ 5I] i n i

Bbigrapkys! CTTGCTTTCACAACTCECCTGTTCGEATICEE TATCCAHAA 'CuTTfAAhChTTT' GUTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTICGAA
Frame ! AR s BN RN T BN Y W T

QD IUD HIJ 120 I3D 140 150 IEU 170

Framet 70 NEEECE -J%T-R_RSMYMY_T“PA- -SF

IED 19I] il H m Il ] i 0
Bhigrapiys! GCGTTICTCCAAGATGEC TACTAAGACTCIGTTCGTAACCGTCAGCEACTACGICCATTTIGCCCGCGTACAAGACGTGGTACAGGARG
Fame! BERE P S SKOMMECAY T KT 7 NN T BN G WDN Y ENERSTRNNN P AT Y KRS WY 5 OK

il H o a0 il A i T #l
Bhigrapkys! TTCAA'uAhTTCATTuTbAACTTCTTTACTGACCCT&CCAA T1GATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTG TAAAWACTICCTACACAA

Framed [ F DEOEEE P NP P T HE P SRR R T ARy T

w i i W L
Bhigrapkys1 AfCTG&TCCCCHAAHAhCACAuTCAGHCTATCAGGGATGTCGTCGGTCAAAGC
Frame!  E N P T S A 5 |

Sekil 4.5. Babesia bigemina BbigrapKys| izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslari

! 10 o k] 4 il ] ] &0
Bhigrapkys2 CTTGCTTICACAACTCS CCTbTTC;uATTCﬂuTATCCAuAAuquTTuAA@C;TTT@uTTAw@AuCAACCTTCCC;TT@ACCTTGGAP
Fame! EEESAT F T T CROMEN P BGE ¢ ECERRSOETRCUATEENCETR BEEENN S S NNOEEN P UESTSEENSCE

i [ [l 7] 1 L] 150 160 m

Bhigrapigs? CCCACCCTGAGGCCACCATCCCECARATAGCTAGCGRTTACGEUGAGTACATGATCACCCAGGTCCCTCCRATGACCTCETTCRETGE
Fame! 1 [SHE D BEECAC T SIS R BENNENN A O BGH Y SCONEN Y BNENNN T SORNNE P CAENN T 5 F A

T il ] m Gl 0 W i W
Bhigrapkys2 GCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAA[ACTCTGTTGuTAACChTCAbCGACTAC&TCCATTTHCCCGCHTACAA[AGGTGGTACAGGARG
framet AT F 78 SROENECAS T SR T S T B S - N v L Y F 8 WY s ow

] ] ] ] i ] ] ] i
Boigiapkys? TTCAAGGAGTTCATTIGTGAACTTCTTITACTGACCCTGCCAAGTTGATTATCAAGCACCTCTICTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAY
Frame! CF EESEEN T BEENNNNEN T F 7 NON P BAS ﬁ_']i_ﬂm?-}i 1 BEEYS T |

] m W W W ®
Bbigrapkys2 AGCTGGTCCCCEARGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTCGETCAAAGT
Frame! BRSNS P i 5 EE A EE 5 N S

Sekil 4.6. Babesia bigemina BbigrapKys2 izolatinin niikleotid ve aminoasit sekanslari
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Kayseri yoresinde sigirlardan toplanmis kenelerden olusturulan genomik DNA
havuzlarindan elde edilen B. bigemina izolatlariyla rap-1 gen bolgesi yoniinden blastn
kiyaslamas1 yapilan Diinya'daki ve Tirkiye’deki diger B. bigemina izolatlarinin
aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank'tan alinarak Tablo 4.3'de

gosterilmistir.

Tablo 4.3 Diinyadan ve Tiirkiye’den filogenetik kiyaslamasi yapilan diger baz1 B. bigemina izolatlarinin
aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin Izolasyon Gen Bolgesi Aksesyon
kaynag Numarasi

- Tayland Sigir rap-1 AB586126
- Tayland Sigir rap-1 AB594816
- Tayland Sigir rap-1 AB594817
- Tayland Sigir rap-1 JN974300
- 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
BbigEl Tiirkiye Sigir rap-1 KC515386
BbigE2 Tiirkiye Sigir rap-1 KC515387
BbigE3 Tiirkiye Sigir rap-1 KC515388

Kayseri yoresinde kene havuzlarinda pozitif belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan
B. bigemina izolatlar1 ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den multiple alignmenta dahil edilen
diger izolatlarin rap-1 gen bolgesine gore niikleotid kompozisyonlart Tablo 4.4'de,

pairwise alignmentlari ise Sekil 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.4. Multiple alignmentlar1 yapilan pozitif izolatlar ve Diinyadan ve Tiirkiye’den diger bazi
izolatlarin niikleotid kompozisyonlari

Toplam
] A+T G+C
1zolat T (%) | C(%) | A(%) | G (%) niikleotid
(%) (%)
sayisl
BbigrapKys1 24,0 26,9 232 25,9 4772 52,8 4050
BbigrapKys2 240 26,9 232 259 4772 52,8 4050
BbigEl 244 26,9 22,7 259 472 52,8 4050
BbigE2 242 27,1 22,7 259 46,9 53,1 409,0
BbigE3 239 27,1 232 259 47,1 529 410,0
AB586126 254 238 249 258 50,3 49,7 1011,0
AB594816 25,8 24,1 243 25,7 50,2 49,8 937,0
AB594817 25,1 234 253 26,1 50,5 49,5 1046,0
IN974300 240 27,5 233 252 473 52,7 408,0
IX648554 240 26,9 235 255 47,6 524 412,0
Syrian isolate 1 24,7 244 25,6 253 50,2 49,8 880,0
Syrian isolate 2 24,5 24,7 255 253 50,0 50,0 880,0
Syrian isolate 3 24,5 24,7 253 25,5 499 50,1 880,0
CGA 25,5 240 26,3 243 51,8 48,2 1051,0
CGP 25,5 24,0 26,3 243 51,8 48,2 1051,0
S1A 253 239 26,4 245 51,7 483 1051,0
S2p 252 238 26,3 24,7 51,5 48,5 10420
Texcoco 254 24,1 26,3 243 51,7 483 1051,0
UYA 25,5 240 26,4 242 519 48,1 1051,0
Ortalama 25,0 24,6 25,2 25,1 50,2 49,8 7782




1. AB586126 Tayland

2. AB5948 16 Tayland 0,010
3. AB594817 Tayland 0.010
4, AB617642 Syrian isolate 15urive 0,009
5. AB617643 Syrian isolate 2 Suriye 0,007
6. AB617644 Syrian isolate 3 Surive 0,003

7, AF017234 CGA ABD 0.014
8. AF017235 CGP ABD 0.011
9, AF017235 51A ABD 0.012
10, AF017287 52P ABD 0.012
11, AF017283 Texcoco ABD 0.012
12, AF0172393 UYA ABD 0.014

13, Bbigrapkys1 Kayseri Turkiye 0.010
14, Bbigrapkys2 Kayseri Turkiye 0.010
15, JN974300 Tayland 0,005
16, Jx648554 Filipinler 0.002
17, KC515386 BhigE 1 Erzurum Turkiye 0,005
18, KC515387 BbigE2 Erzurum Turkiye 0,005
19, KC515388 EbigE3 Erzurum Turkiye 0,005

0.003
0.010
0.007
0.008
0.013
0.003
0.011
0.011
0.011
0.013
0.010
0.010
0.003
0.002
0.005
0.005
0.003

0.013
0.013
0.01
0.023
0.020
0.021
0.021
0.021
0.023
0.010
0.010
0.003
0.002
0.005
0.005
0.003

0.002
0.003
0.007
0.004
0.007
0.008
0.008
0.003
0.010
0.010
0.010
0.007
0.005
0.005
0.003

0.001
0.004
0.001
0.004
0.003
0.003
0.008
0.010
0.010
0.003
0.002
0.005
0.005
0.003

0.006
0.003
0.006
0.004
0,004
0.007
0.012
0.012
0.007
0,005
0.007
0.007
0.007

0.002
0.006
0.008
0.003
0.003
0.015
0.015
0.010
0.007
0.010
0.010
0.010

0.004
0.008
0.001
0.007
0.010
0.010
0.003
0.002
0.005
0.005
0.003

0.008
0.003
0.011
0.007
0.007
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002

10

0.003
0.003
0.007
0.007
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002

11

0.003
0.007
0.007
0.002
0.003
0.002
0.002
0.002

12

0.012
0.012
0.002
0.000
0.007
0.007
0.007

13

0.000
0.010
0.012
0.005
0.005
0.010

14

0.010
0.012
0.005
0.005
0.010

13

0.002
0.005
0.005
0.003

16 7 13

0.007
0.007 0.000
0.007 0,005 0,005

Sekil 4.7. Kayseri B. bigemina izolatlari ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den analizleri yapilan diger bazi izolatlarin rap-1 gen dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yoresinde kene havuzlarindan elde edilen B. bigemina izolatlar ile Diinya'da ve

Tiirkiye’de GenBank’a kayith benzer diger bazi izolatlarin, partial rap-1 gen

bolgelerinin multiple alingmentlart ve niikleotid kiyaslamalarni Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
4}10 48‘0 49|D 5ﬂlﬂ 51|ﬂ 51:|] 53|ﬂ 511]
ARG GCTTTCACAACTCGCCTRTTCEGTTTCRGTATCCAGAAGGCGT IGAAGCRTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGAC
elpupe  GCTTTCACAACTCGCCTGTITICERTTICGRTATCCAGRAGGCGTTCAAGCGITTCRTTAGGAGCAACCTICCCETTGAC
e300 GCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTITTCGGTATCCAGAAGGCGT IGAAGCRTTTGGTTAGGAGCAACCTTICCCRTIGAC
ol GCTTTCACAACTCGLCTGTTCGGTTTCGGTAT CCAGAAGLCGTIGAAGCRTTTGETTAGGAGCAACCTICCCRTIGAT
hABETE  GCTTTCACAACTCGCCTRTTCEGTTTCRGTATCCAGAAGECGTTCAAGCRTTTGGTTAGCAGCAACCTTCCCRTTGAC
febApileM  GCITICACAACTICGCCTGITCGEITTCGGTATCCAGAAGGCGTIGAAGCRITTGETTAGLAGCAACCTICCCEITGAC
o TAUTB  GCTTTCACAACTCGUCTRITCGGTITCRGTAT CCAGAAGGCGTIGAARCGTTTCRTTAGNAGCAACCTICCCETTGAC
07 GCTTTCACAACTCGLCTGTTCGGTTTCGGTAT CCARAAGRCGTIGAAGCRTTTGETTAGGAGCAACCTTCCCRTTGAC
WOMUTIE  GCTTTCACAACTCGCCTRTTCEGTTTCRGTAT CCAGAAGGCGT TGAAGLRTTTGRTTAGGAGCAACCTTICCCGTTGAC
0408 GCITICACAACICGCCTGTTCGGITTCGGTAT CCAGAAGLCGTIGAAGCRITTGGETTAGGAGCAACCTTICCCETTGAC
AU GCTTICACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGRAGGCGTIGAAGCRTTTGGTTAGGAGCAACCTICCCRTTGAC
e A0T8  GCTTTCACAACTCGLCTGTTCGGTTTCGGTAT CCAGAAGRCGTIGAAGCRTTTGETTAGGAGCAACCTICCCRTTGAC
e 13 Boigapist  GCTTTCACAACTCGUCTRITCGEMITCRGTAT CCAGAAGGLGT TRAARLGTTTCRTTARGAGCAACCTTCCLETTRAC
e 14 Bigras]  GCTTTCACARCTCGCCTGTTCGOMITCGGTATCCACAAGGCGTIGARGCRTTTCRTTAGRAGCRACCTICCLRTTGAC
o 15 M40 .. GCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGRAGGLGT IGARGCRTTTGGETTAGGARCAACCTICCCETTGAC
fe 15 GCTTTCACAACTCGLCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGAAGRLGT IGAAGCRTTTGETTAGGAGCAACCTICCCRTTGAC
1705060, GCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGAAGGCGTIGAAGCRTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCLETIGAC
e 18 KCH3TR. GCTTTCACAACTCGCCTGTTCGETITTCGGTAT CCAGAAGGLGTIGAAGCRITTRGETTAGGAGCAACCTICCCETTGAC
[ 19 4CH30080.. GCTTICACAACTCGCCTGTTCGGTITTCGGTATCCAGAAGGCGT IGAAGCRTTTGGTTAGGAGCAACCTICCCRTTGAC
5§D 5@0 5?‘|] 5§ﬂ 5?0 ﬁqn G!H ﬂ?ﬂ

fe1 000t CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCEGLTACGRCGAGTACATGATGACCCAGRTIGCCTGLG
200G CTTGGAACCCACCCTGAGRCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCEGCTACRRCGAGTACATGATCACCCAGRTIGCCTGLG
e dapiltr  CTIGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGLGAAATAGCTAGLRGLTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRIGCCIGLG
o 4ABBTEE  CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCUGLGARATAGCTAGCCOMTACGGLGAGTACATGATCACCCARGTGLCIGLE
el CTTGGAACCCACCCTGAGRCCACCATCCGCEAAATAGCTAGCEGLTACRRCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGLG
oABled  CTTGGAACCCACCCTGAGRCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCRGLTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRTGCCIGLG
el A0 CTIGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGLGAAATAGCTAGLRGLTACRRCGAGTACATGATGACCCAGRIGCCIGLR
0TS CTTGGARCCCACCCTGAGRCCACCATCCGLGAARTAGCTAGCGGCTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRTGCCIGEG
eOA0TRE  CTIGGAACCCACCCTGAGRCCACCATCCGCEAAATAGCTAGCEGLTACGRCGAGTACATGATGACCCAGRTIGCCTGEG
A0AFUTAT  CTTGGARCCCACCCTGAGRCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCRGLTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRTGCCTGEG
AU CTIGGAACCCACCCIGAGECCACCATCCGLGAAATAGCTAGLRGCTACRRCGAGTACATGATGACCCAGRIGCCTGLG
1AF0TR  CTDGGARCCCACCCTGAGRCCACCATCCGLGAARTAGCTAGCGGLTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRTGCCTGEG
le 13 Boigrapkys!  CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCUGLEARATAGCTACCCOMTACGELGACTACATGATEACCCARGTGLCTGLE
le 14 Bhiyapkys  CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGLEAAATARCTAGCECHTACRGLGAGTACATGATEACCCARGTGLCIGLE
e 15 M40 .. CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGLRAAATAGCTAGCRGLTACRRCGAGTACATGATGACCCAGRIGCCIGLR
16 )6 CTTGGAACCCACCCTGAGRCCACCATCCGLEAARTAGCTAGCEGLTACGRCGAGTACATGATCACCCAGRTGCCTGEG
le A7 KCSHEE8, CTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCLGLEARATAGLTACCCCNTACGGCGACTACATGATEACCCARGTGLCTGLR
le 1B KCEHOTE., CTTGGAACCCACCCTGAGGLCACCATCLGLEARATARCTAGCGCMTACRGCGAGTACATGATEACCCARGTGLCTGLE
[e19 KCH130B. CTIGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGLGAAATAGCTAGCRGCTACGRCGAGTACATGATGACCCAGRIGCCIGLE
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ATGACCTCRTTCRCTGAGCRTTTCTCCAAGAT CRCTACTAAGACTCTGTTGRT

!
l
!
!
|
I
!
!
| i
ATGACCTCGTICGCTRAGCGTTICCCAAGAT GRCTACTAAGACTCTGTTERT
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!
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I

!

!

|

!

!

! ICCATI

! ICCATT

! ICCATT

I GICCATI

! ICCATT

! ICCALT

i ICCATT

| ICCATI
CCGTCAGCGACTACGICCATITG
(CRICARCRACTACRICCATIIG
CCET ICCATT
| ICCATT
i ICCATI
! ICCATI
! ICCALT
I ICCATI
! ICCATT
! ICCALT
I ICCATI

AT E TG GAG BT CAAGATGGCTACTAAGACTC TG TTGE AT G ICAGCEACTAC ICCARTYG
ATGACCTCGTICGCTRAGCGTTICTCCARGAT GCCTACT AAGACTCTCITGRTTACCGTCAGCRACTACGTCCATTIG
ATCACCTCRTTCRCTGAGCETTTCICCAAGAT CRCTACT ARGACTCTGITCRT TACCETCAGCGACTACRTCCATITG
ATGACCTCETTCRCTGAGCRTTICTCCAAGATCRCTACT AAGACTCTGTTCRTTACCCTCAGCEACTACGICCATITG
ATGACCTCETTCRCTGAGCRTTTCTCCAAGATCRETACTARGACTCTGTTCRTTACCGTCAGCRACTACRTCCATTTG
ATCACCTCRTTCRCTGAGCETTTCTCCAAGAT CRCTACT AAGACTCTGTTGRT TACCGTCAGCRACTACRTCCATTTG
ATGACCTCGTICCCTRAGCTTTCTCCARGATGRCTACTARGACTCTCITGTTACCCTCAGCGACTACGTCCATTTG
ATGACCTCGICGCTGAGCRTTICTCCAAGATGLCTACT AACACTCTCTTRRT TACCGTCAGCGACTACGICCATLIG

IA

1A

1A

C
ATGACCTCCTICCCTRAGCGTTTCTCCARGATGRCTACTARGACTCTCT TR TACCCTCAGCGACTACGTCCATTTG
BIGACLPOET LG0T CAGLG T I CCAAGATCHC TACTAAGACTC PGTTGRTTACCRTCAGCGACTALGTCCATITG
ATGACCTCETTCRUTEAGCRTTTCTCCARGAT GECTACTAAGACTCIGT TG TRACCETCARCRACTALETCCATTTG
ATGACCCGT T LGOI CAGCRTTTCT U AAGATGEOTACTRAGACTL TG TTCE THACCETCAGCRACTACGICCATITE
CAGCRACTACGICCATTIG
CAGCGACTACRICCATIIG
CAGCRACTACRICCATIIC

. ATGACCTCETTCRCTRAGCRTTTCTCOARGATCRCTACTRAGACTCTGTTGETTACC
ATGACCTCGTICGCTGAGTRTTICTCCARGATGRCTACTARGACTCTCTTGRTTACC
., ATGACCTCRTTCRCTCAGCCTTTCTCCAAGATCGUTACTAAGACTCTGTTCGTTACE
. ATGACCTCGTICGUTCAGCGTTICTCCAAGATGUTACTARGACTCTCTTCETTACCRTCAGCGACTACGICCATITG
i

b
G
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
G
Y
b
b
b
, ATGACCTCRTTCRCTCAGCETTTCTCOAAGATRGUTACTARGACTCTGITCGTTACCRTCAGCRACTACRICCATTIG

Hlﬂ Fllﬂ ?JIU MIH ?50 lﬁﬂ i?‘ﬂ iBP

GG T A GG TG G TAC A GAAG T I ARG SRS T AT G TG AR DI T TACTGACCCGCAAGTIGATTARG
CCCGCETACAAGAGGTGGTACAGGARGT ICARGGARTTCATTGIGAACTTCTTTACTGACCTTGCCAAGTICATTALG
CCCGCRTACARGAGRTRGTACAGGARGTTCARGCAGTICATTCICAACTICTT TACTCACCTTGCCAARTIGATTALG
CCCGCETACAAGAGGTGETACAGGAAGT ICARGEARTTCATICTCARCTTCI TTACTCACCCGCCARGTICATTALG
CCCGCGTACAAGAGGGGTACACGARGT TCARGGAGTTCATGIGARCTTCT T TACTGACCCTGCCARGTICATTALG
CCCGCETACAAGAGRTRGTACACGAAGT ICARGGARTTCATTCICAACTTCTTTACTCACCCTCCCAAGTICATTALG
CLCGCRTACAAGAGG TR G AL AGCAAG T TCAACEART TCAT TG TCAACTTC T TACTCACCCTGICAGRTIGATTALG
CCCGCETACAAGAGG TR TACACGARGT ICARGGARTTCATICICARCTTCTTTACTCACCUTGCUARGTICATTALG
CCCGCETACAAGAGGTGETACACGAAGTCARGEARTTCATTCIGAACTTCTTTACTCACCUTGCUARGTICATTALG
CCCGCETACAAGAGG GG TACAGGARGT ICARGEARTTCATGIGARCTTCTTTACTCACCCTGCCAARTICATTALG
CCCGCGTACAAGAGG TR TACAGE ARG TCARGEARTTCATICTCAACTTCTTTACIGACCCTGCCAARTICATTALG
CCLGCGTACAAGAGGTG@TACAGGAAGTTCAAGGAGTTFATTGTGAAPTTCTTTAETGACC“TGCCAAGTTGATTATG
CCCGCETACAAGAGGTGETACACGAAGTICARGEARTTCATTIGIGARCTTCTTTACTCACCCTCCUAAGTICATTALG
CCCGCETACAAGAGGTGGTACACGAAGT ICARGGAGTTCATGIGARCTTCT T TACTGACCCTGCCARGTICATTALG

. CCCECRTACAAGAGGTCRTACAGGAAGTTCAAGCACTICATIGTGAACTICTTTACTCACCCTGCCAAGTICATTATG
CCCGCETACAAGAGG TR TACACGARGT ICARGEARTTCATICTCARCTTCTTTACTGACCUTCCUARGT ICATTAL
o CCCRCRTACAAGAGGTGETACAGGAAGTTCRAGEAGTTCATTGICAACTICTTTACTCACCCTGUCAGTICATTATG
, CCCGCETACARGAGGTGCTACARGARGTTCARGGAGTTCATTCTCAACTICTTIACTGACCCTGCCAAGTICATTALG
. COCGCCTACARGAGGTGCTACARGARGTTCARGGAGTTCATTCICAACTTCT T TACTGACCCTRCCAARTIGATTALG
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AAGCACGTCTCTCAGCCTGTAARGACTCCCTACACAARGCTRGTCCUTGARGAGCACARRCAGRCTATCAGRGATGIC
RAGCACGTCTCT CAGCCTGTAARGACTGCCTACACAAAGCTCRTCUCTRARGAGCACACGCAGGLTATCAGGGATGTC
AAGCACCTCTUT CAGCCTCTARAGACTGCCTACACAAAGCTCRTCCCTCARGAGCACACGCAGGCTATCAGGGATGTC
AAGCACGTC TR CAGCCTCTAARGACTGCCTACACARAGCICETCCCTGAAGAGCACACECAGGCTATCABREATETC
AAGCACGTCTCTCARCCTGTARAGACTGCCTACACAAAGCTCRTCCCTCARCAGCACAGGLAGGCTATCAGRGATGC
AACCACCICTCTCAGCOTCTAAAGACTCCCTACACARAGCTGETCCCTCARG AGCRCACCCAGGCTATCAGGEATEIC
AAGCACRTCICTCAGCCTCTAARGACTCCCTACACAARGCTRGTCCCTGARGAGCACARRCAGGCTATCAGGGATGIC
RAGCACGTCTCTCAGCCTCTAARGACTGCCTACACAAAGCTCETCCCTGAACAGCACACGCAGGCTATCAGRGATETC
AACCACGTCTCTCAGCOTCTAAAGACTCCCTACACARAGCTGETCC CNGARG AGCACACECAGGCTATCAGGEAT I
AAGCACETCTCT CACCCTCTAARGACTCC CTACACARAGC TG ICCOMGAAG AGTACAGECAGGCTATCAGGEATETC
AGCACETCTCTCAGCCTCTRARGACTCOCTACACARAGCIGETCCCHEAAGAGCACAEECAGGCTATCABRGATSTC
AGCACE UL CAGC T TAARGACTGL L TACACARAGC TGRTCOL T RARGAGCACAGRLAGRCTATCAGGNATEIC
AAGCACETCTCTCARCTCTAARGACTGC L TACACARAGC TG OO LR ARCAGCACAGETAGGCTATCAGGEATGTC
AAGCACEICTCT CAGCCTCTAARGAC TGO CTACACARAGC TG CC Ol ARG AGTACAGECAGGCTATCAGGEATETC
 KAGCACETCTCTCAGCCTGTAAAGACTCCCTACACARAGCTGETCCC MR ARG AGCACAGECAGCCTATCAGGNATEIC
AAGCAC G IO CAGC TG AARGAL TGO L TACACARAGLTGRTC0 LT GARGAGTACACRCAGRLTATCAGLATETC
L AAGCACETCTCTCARCOTCTAARGACTECCTACACARAGCIGETCCCHGAAG AR TACACECAGGCTATCAGREATETL
B AAGCACGICICTCARC UG AARGACTCOCTACACARAGCIGEICOCMGAAC AGCACACECAGGCTATCAGREATEI
. BAGCACCTCTNI CAGCOTCTARAGACTCCCTACACARAGCIGETCCUHGAAGAGCACARECAGCCTATCABRGATGTL

Bl i Hl H il i i il
GICRETCARAGCACCAAGCATATTICCCAACERTGTACGTGATT IGRCARGLATCATT AACGAGCCTAGCCAACARRT A
BICRETCARAGCACCAAGCATATTCCCAACEGTGTACCTGATT IGRCARGEATGATTAAGGAGCCTAGCCAACARRTA
GICGGTCARAGCALCAAGCADATIGLCAACEETETACGTCATTTCECAAGEATCATT AACCAGCCTACCCAACAAARA
GICCETCARACCACCAAGCATATTCCCAACEETGTACCTGATTIGRCARGEATCATTARCCAGCCTACCCARCARATA
GICRGTCARAGCACCAAGCATATTGCCAACRRTGTACGTCATITGECAAGGATCATTARGRAGCCTAGCCAACAARTA
RICRETCAAAGCACCAAGCATATIRCCARCRETETACGTGATTTGGCAAGCAT CAT T ARGRAGCCTAGCCAACAARTA
BICOETCARAGCACCAAGCATATTGCCARCEETGTACGTGATTTGGCAAGLATCATT AAGGAGCCTAGCCAACAARTA
GICOETCARAGCACCAAGCATATTCCCAACGRTGTACCTGATTIGGCARGCATCATTARGGAGCCTAGCCARCARATA
GICRETCARAGCACCAAGCATATTGCCARCRGTGTACGTGAT T TGECAAGGATCATTARGRAGCCTAGCCAACAARTA
BICRETCARAGCACCAAGCATATTGCCAACERTGTACGTGATT IGRCAAGLAT GATTAAGGAGCCTAGCCAACARRTA
RICERTCAARGCACCAAGCATATIGCCARCRETRTACCTCATTTGGCAAGGAT CATTARGRAGCCTAGCCAACARATA
GICeETCARAGCACCAAGCATATTGCCAACEETCACCTGATTIGRCARGEATCATTARCCAGCCTACCCARCARATA
GICRGETCARAGL

RICRETCAAALC

 GICGRTCARAGCACC

RICRETCARAGCACCAA

. GICRGTCARALC

B GICGETCAARGCACC
B, GTCGEICARAGCACC
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Sekil 4.8. Kayseri yoresinde sigirlardan toplanmis kenelerden olusturulmus DNA havuzlarinda belirlenen
B. bigemina izolatlar1 ile Diinya’daki ve Tiirkiye’deki diger baz1 B. bigemina izolatlarinin partial rap-1

gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlari
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Sekil 4.8’de goriildiigii gibi rap-1 gen bolgesine gore saptanan B. bigemina izolatlari
arasinda cesitli niikleotid degisimleri belirlenmistir. B. bigemina belirlenen izolatlarin
(BbigrapKys1-BbigrapKys2) pairwise kiyaslamalarina gore kendi aralarinda %100
identiklik, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda %1,0+0,5 ve
Tiirkiye’den daha Once girilmis izolatlarla aralarinda %0,7+0,4 genetik farklilik
belirlenmistir. Kayseri yoresinde kene havuzlarinda belirlenen B. bigemina izolatlari ile
Diinyadan ve Tiirkiye’den kiyaslamaya dahil edilen diger bazi izolatlarin Neighbor
Joining Metodu (Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil
4.9°da verilmistir. Filogenetik agacgta da goriilecegi iizere BbigrapKys1 ve BbigrapKys2
izolatlarinin Tiirkiye’den BbigE1 ve BbigE2 izolatlariyla, Diinya’dan ise Amerika
Birlesik Devletleri’nden S2P izolatiyla yakin olduklart belirlenmistir.
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19 AB617643 Syrian isolate 2 Suriye
3 \—AEEHEM Syrian isolate 3 Suriye

ABG17642 Synan isolate 1 Suriye

14

AF017286 Texcoco ABD
6 AF017284 CGA ABD
781 AF017285 CGP ABD

L AR017286 S1A ABD

—— AF017287 S52P ABD

KCH15387 BbigE2 Erzurum Turkiye

B T KCAH15386 BbigE1 Erzurum Turkiye
i | Bbigrapkys1 Kayser Turkiye
2 % | BbigrapKys2 Kaysen Turkiye
AF017289 UYA ABD
i 331JN974300 Tayland
— KC515386 BbigE3 Erzurum Turkiye
AB586126 Tayland
AB594816 Tayland
7 AB594817 Tayland
36 1JX648554 Filipinler
——
0,001

Sekil 4.9. Kayseri yoresinde kene havuzlarinda saptanan B. bigemina izolatlar1 ile GenBank’a kayith
diger B. bigemina izolatlarinin rap-1 gen bdlgesine gore filogenetik akrabaliklari (Neighbour Joining -
Kimura 2 Parameter modeli). Olcek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir.



S. TARTISMA VE SONUC

Keneler insanlarda ve hayvanlarda goriilen ve zoonotik 6neme sahip bir¢ok paraziter,
bakteriyel ve viral patojenlerin en onemli vektorlerindendir. Keneler ve kene kaynakli
patojenler ozellikle son yillarda tiim diinyada artis gostermektedir. Kenelerin dagilimi
ve yayginligi direkt olarak halk sagligi problemi olup o6zellikle ciftlik hayvani
yetistiriciliginin yapildigi bolgelerde keneler insan enfeksiyonlarinin rezervuar
konaklar1 olabilmekte veya direkt olarak enfeksiyonlar1 nakledebilmektedir.
Konaklarindan veya sahadan toplanan kenelerin ve bu kenelerde kene kaynakl
patojenlerin molekiiler olarak belirlenmesi, cografik bir bolgede yeni ortaya ¢ikan
(emerging) kene kaynakli hastaliklarin risk faktorlerinin degerlendirilmesinde kullanigh

olmaktadir (214, 215).

Sigirlarda kenelerle nakledilen en 6nemli paraziter hastaliklardan birisi babesiosis’tir.
Sigir yetistiriciliginde babesiosis'in epizootiyolojisi, Ozellikle stabil ve unstabil
bolgelerin bilinmesinde kritik 6neme sahiptir. Giiniimiizde bu epidemiyolojik verilerin
dogru sekilde elde edilebilmesi i¢in ileri teknolojik molekiiler tekniklerin kullanilmasina
ihtiyac vardir. Bu cercevede sigir babesiosisi’nin molekiiler epidemiyolojisinin
belirlenmesinde DNA tabanli teknikler kullanilmistir (66, 67, 156). Bunlardan Real-

Time PCR tekniginin; hizi, sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojenin kantitatif
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belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle avantajli oldugu
belirtilmistir (161, 216). Diinya’da si8ir babesiosisi’nin sigir kaninda Real Time PCR’la
teshisinde sinirhi sayida ¢alisma yapilmistir (161, 205, 216, 217, 218). Shebish ve ark.
(217) Real Time PCR’la sigirlarda %1,34 B. bigemina ve %045 B. bovis pozitifligi
rapor etmislerdir. Kim ve ark. (161), B. bovis ve B.bigemina’nin 18S rRNA bdolgesini
hedef alan primer ve problarla TagMan tabanli Real-Time PCR arastirmasinda, B. bovis
icin sensitiviteyi %96,9, spesifiteyi %100; B. bigemina icin hem sensitivite hem de
spesifiteyi %100 saptamislardir. Criado-Fornelio ve ark. (216), iki farkli qPCR
yonteminin sigir babesiosis’inin teshisindeki etkinligini arastirmislar, TagMan prob ve
FRET prob bazli qPCR denemelerinde iki teknigin spesifitelerini %100 bulmalarina
karsin sensitiviteyi TagMan prob bazli gPCR yonteminde daha yiiksek belirlediklerini
kaydetmiglerdir. Ramos ve ark. (205), B. bovis’in msa-2c gen bolgesini hedef alarak
dizayn ettikleri sybergreen tabanli qPCR tekniginin sensitivitesini konvansiyonel PCR’a
gore yiiksek belirlemisler ve ortalama c¢oziinme sicakligini (Tm) 77,41°C (£0,25°C)
bulmuslardir. Yildirim ve ark. (218), B. bovis i¢in Sybergreen tabanli, B.bigemina igin
de TagMan prob tabanli Real Time PCR tekniklerinin Nested PCR ve RLB tekniklerine
oranla daha duyarli oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer sekilde Diizli ve ark. (219)
Erzurum yoresinde sigir babesiosisi’nin arastirilmasinda Real Time PCR teknigini
kullanmiglardir. Mevcut calismada kenelerde sigir babesiosisi’nin arastirilmasinda Real
Time PCR tercih edilmis olup B. bovis ve B. bigemina pozitiflikleri ortaya konmustur.
Bu calismada B. bovis i¢in melting curve analizinde belirlenen 78,1 °C (£0,2 °C) Tm
degerinin Ramos ve ark. (205), Yildirim ve ark. (218) ve Diizlii ve ark. (219) tarafindan
bildirilen Tm degeri ile uyum gosterdigi belirlenmistir. Real Time PCR ile pozitiflerden
B. bigemina i¢in sadece 2 6rnegin PCR analizlerinde jelde DNA bant profili gostermesi,
B. bovis igin ise hicbir ornekten bant elde edilememesi yukaridaki arastiricilarin

bulgularini destekler niteliktedir.

Tiirkiye'de direkt PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark.
(68) tarafindan yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %8,45, Burdur yoresinde
%8 ve Kayseri yoresinde %35 olarak bildirilmistir. Bunu takiben ilk kez RLB teknigi
ile yapilan bir saha calismasinda (61), Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6
olarak saptanmistir. Kayseri yoresinde sigirlarda RLB ile B. bigemina’nin molekiiler
prevalans1 %0,6 olarak tespit edilmistir (69). Dogu Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar

tizerinde RLB teknigi ile yapilan molekiiler ¢calismada B. bigemina %0,77 oraninda



53

tespit edilmistir (73). Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan diger bir saha
calismasinda ise B. bigemina prevalansi1 %2,2 olarak bildirilmistir (220). Diger yandan
Yildirim ve ark. (218), Tiirkiye nin farkl illerindeki sigirlardan elde edilmis olan 400
adet kan Orneginde, 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 (218) ortaya konmustur.
Diizlii ve ark. (219) Erzurum yoresi sigirlarinda Real Time PCR analizleriyle yaptiklar
calismada B. bigemina molekiiler prevalansini %35,7 olarak saptamiglardir.

Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi iizerine Tiirkiye'de sinirli sayida ¢alisma
(221) olup; PCR ile Ankara yoresinde %12,68, Burdur yoresinde %8 ve Samsun
yoresinde %3,85 (68); RLB ile Ankara yoresinde %2,3 (61) ve %3,6 (60), Trakya
Bolgesinde %1,3 (83), Ege Bolgesi’nde %1,02 (222) B. bovis tespit edilmistir.
Karadeniz Bolgesinde RLB ile yapilan diger bir c¢alismada (220) 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 calismada (220) genel olarak Karadeniz Bolgesi'nde B.
bovis'in molekiiler prevalans1 %1,8 olarak tespit edilmistir. Diger yandan Yildirim ve
ark. (218), Tiirkiye’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 sz konusu ¢alismada (218) RLB testinde Babesia sp.
olarak belirlenen 16 O6rnekten 9’unun Nested PCR ve Real Time PCR ile B. bovis
oldugu ortaya konmustur. Diizlii ve ark. (219) Erzurum’daki siirlardan toplanmis 300
kan orneginin Real Time PCR analizlerinde 28’inde (%9,3) B. bovis pozitifligi rapor
etmislerdir.

Tiirkiye’de bugiine kadar B. bovis ve B. bigemina’nin kenelerde molekiiler olarak
arastirilmasiyla ilgili olduk¢ca smirli calisma bulunmakta olup bu c¢alismalarin
konvansiyonel PCR, RLB gibi molekiiler teshis yontemleriyle yapildig dikkati
cekmistir. Mevcut calisma kenelerde B. bovis ve B. bigemina’nin diinyada Real Time
PCR ile arastirldig1 ilk ¢alisma olmasi agisindan dnem arz etmektedir. I¢a ve ark. (70)
Kayseri yoresindeki sigirlardan ve barmaklardan toplanan kenelerden olusturulmus
DNA havuzlarinda RLB metodu ile inceleme yapmislar ve %14 B. bigemina, %2,3

Babesia sp. ve %23 T. annulata + B. bigemina miks pozitifligi rapor etmislerdir. Bu



54

calismada saptanan Babesia sp. (Kayseri 1) izolatinin sekans analizlerinde Cin’den
identifiye edilmemis Babesia tirleri ile ayni clade’te yer aldigi tespit edilmistir.
Tiirkiye’de yapilan bir diger ¢alismada Aktas ve ark. (223) Karadeniz Bolgesi'ndeki
sigirlardan toplanmis toplam 2160 ergin keneden olusturduklar1 224 DNA havuzunda
RLB ile Babesia tirlerini arastirmis ve %3,33’liik Babesia sp. pozitifligi
belirlemislerdir. Elde ettikleri Babesia sp. pozitif orneklerin sekans analizlerinde bu
orneklerin Ica ve ark. (70)’ nin calismasinda bulduklar Babesia sp. pozitiflerde oldugu
gibi isimlendirilmemis Babesia tiirleriyle yiiksek homoloji gosterdigini saptamislardir.
Mevcut calismada ise Ica ve ark. (70) nin arastirdig1 ayn1 kene havuzlarinda B. bovis ve
B. bigemina’nin varligit RLB metoduna gore daha duyarli olan Real Time PCR metodu
ile incelenmis ve incelemesi yapilan 38 adet genomik DNA havuzunun 8’inde (%21,0)
B. bigemina, 2’sinde (%5,2) ise B. bovis pozitifligi saptanmistir. Mevcut ¢alismada B.
bigemina varlig1 Ica ve ark. (70)’nin buldugu prevalans oramna gore daha yiiksek
bulunmus ve ayrica 2 ornekte de B. bovis pozitifligi belirlenmistir. Dolayisiyla ayni
kene havuzlarinda farkli yontemlerle yapilan ¢alismalarda Real Time PCR tekniginin
RLB yontemine gore daha duyarli oldugu teyit edilmistir. Tiirkiye’de sigirlardan
toplanan kenelerden olusturulmus DNA havuzlarinda yapilan arastirmalarda ica ve ark.
(70) B. bigemina pozitifligini Rhipicephalus (Boophilus) annulatus ve R. turanicus
kenelerinde, Aktas ve ark. (223) ise Babesia spp. pozitifligini H. marginatum
marginatum, H. anatolicum excavatum ve R. (Boophilus) annulatus kenelerinde
saptamislardir. Mevcut calismada ise B. bigemina pozitiflikleri Rh. annulatus, H.
marginatum marginatum, Rh. turanicus ve H. anatolicum anatolicum havuzlarinda
saptanirken, B. bovis pozitif 6rneklerin her ikisi de H. m. marginatum havuzunda tespit
edilmis ve boylelikle kenelerin sigir babesiosis’i yoniinden vektorliik potansiyelleri
ortaya konulmustur.

Diinyada si1gir babesiosisi’nin kenelerde molekiiler olarak aragtirilmasina dair ¢alismalar
simirhdir. Tsai ve ark. (224) Tayvan’da konvansiyonel PCR ile yaptiklar bir ¢alismada
sigirlardan  toplanan  toplam 254  kenenin hicbirinde  Babesia  pozititligi
saptayamamislardir. Misir’da sigirlardan toplanmis 5243 ixodid ve argasid kenede PCR
ile %55 B. bovis ve %66 B. bigemina pozitifligi saptanmis olup saptanan pozitiflerin
hepsi de Rh. annulatus kenelerinden izole edilmistir (225). Nijerya’da sigirlardan
toplanan toplam 198 kenede (Amblyomma variegatum (n= 153), R. decoloratus (n =

45)) RLB ile yapilan bir calismada Amblyomma variegatum kenelerinde %3,9 Babesia
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spp., %1,3 B. bigemina ve %0,6 B. divergens pozitifligi saptanmistir (226). Brezilya’da
konavansiyonel PCR ve Nested PCR ile yapilan bir calismada 27 buzagidan toplanan
toplam 258 Rh. microplus kenesinin 145’1 B. bigemina ve 12’°si B. bovis ve 25 sigirdan
toplanan toplam 245 Rh. microplus kenesinin 43’0 B. bovis ve 39’u B. bigemina ile
enfekte bulunmustur (227). Etiyopya’da sigirlardan toplanan Amblyomma, Hyalomma
ve Rhipicephalus soylarindaki toplam 1246 kenede standard PCR ile yapilan bir
calismada Babesia tiirlerine rastlanilmamistir (228).

Apicomplexan protozoonlarin apikal organellerinden salgilanan proteinlerin, parazitin
konak hiicresine invazyonunda onemli rol oynadigi rapor edilmistir (229). Bugiine
kadarki calismalarda parazitin eritrositlere invazyonunda VMSA’nin 6nemli oldugu
bildirilmis olup B. bovis’e 6zgii msa-2¢ geninin, diger VMSA gen bolgelerine gore B.
bovis suslar arasinda yiiksek oranda korunmus oldugu ve asi calismalarinda tercih
edildigi rapor edilmistir (175). B. bigemina i¢in rap-1 gen familyasinin; sahip oldugu
cesitli immiinolojik epitoplarla spesifik antikorlarin olusumuna yol agarak merozoitlerin
saglam eritrositlere invaze olmasimi engelledigi, B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin
molekiiler tiplendirilmesinde ve as1 ¢alismalarinda 6nemli oldugu bildirilmistir (217,
230). B. bovis’in VMSA gen bolgeleriyle ilgili Tiirkiye'de bugiine kadar ii¢ ¢alisma
rapor edilmistir (219, 220, 231). Mevcut ¢alismamizda ise Real Time PCR ile 2 izolat B.
bovis yoniinden pozitif bulunmug fakat Ct degerleri ¢ok yiiksek oldugundan agaroz jel
tizerinde DNA bant profili elde edilememistir. Babesia bigemina icin ise Real Time
PCR ile pozitif belirlenen 8 6rnekten sadece 2’si agaroz jel tizerinde DNA bant profili
gostermis olup bu izolatlarin (BbigrapKys1-BbigrapKys2) kendi aralarinda %100
identik olduklari, diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla aralarinda
9%1,0£0,5 ve Tiirkiye’den daha once girilmis izolatlarla aralarinda %0,7+0,4 genetik
farklilik bulundugu belirlenmistir. Kayseri BbigrapKys1-BbigrapKys2 izolatlarinin
diinyadan en yiiksek identikligi %99,93 ile Amerika’dan S1A (AF017286), S2P
(AF017287) ve Texcoco (AF017288) izolatlartyla gosterdikleri tespit edilmistir.
Filogenetik agacta da goriilecegi lizere B. bigemina Kayseri BbigrapKys1-BbigrapKys2
izolatlarinin Erzurum BbigE1 ve BbigE2 izolatlar1 ve A.B.D S2P izolatiyla birlikte ayni
brangta yer aldigi goriilmiistii. Rap-1 gen bolgesinin, msa-2c gen bolgesiyle
kiyaslandiginda Diinyadaki benzer izolatlar arasinda identiklik oranlarinin daha yiiksek
oldugu ve daha yiiksek oranda korunmus bolgeye sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla

birlikte arastirma yoresinde belirlenen B. bigemina izolatlarinin rap-1 gen bolgesine ait
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aminoasit sekanslarinin analizi sonucu BbigrapKys1-BbigrapKys2 izolatlarinin protein

profilleri bakimindan %100 identik olduklar1 saptanmustir.

Sonug olarak bu calisma ile Kayseri yoresindeki sigirlarindan toplanmis kenelerden
olusturulmus genomik DNA havuzlarinda B. bovis ve B. bigemina’nin varligi ve
yaygmligi, diger molekiiler tabanl teshis yontemlerine gore sensitivite ve spesifitesi
oldukca yiiksek olan Real Time PCR teknigi ile diinyada ilk kez ortaya konmustur. B.
bigemina rap-1 gen bolgesi molekiiler olarak karakterize edilerek GenBank’ta kayith
Tiirkiye’deki ve Diinyadaki benzer izolatlarla filogenetik kiyaslamalar1 yapilarak
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen Ct (dR) degerlerine gore enfekte kenelerde
her iki tiirtin de diisilk parazitemiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu acidan ozellikle
rezervuar vektorlerin ve hayvanlarin ortaya konmasinda Real Time PCR’in oldukc¢a

avantajli ve giivenilir bir yontem oldugu dikkati ¢ekmistir.
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