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YESILHISAR YORESINDEKI KOYUN VE KECILERDEKI BABESIA
ETKENLERININ REVERSE LINE BLOTTING (RLB) YONTEMIYLE
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calisma Yesilhisar yoresinde Reverse Line Blotting (RLB) testi ve mikroskobik baki
ile koyun ve kegilerdeki Babesia tiirlerinin prevalansini tespit etmek amaciyla
yapilmistir. Bu amacla Yesilhisar merkez ve koylerinden rastgele segilen saglikli 200
koyun ve 100 keci olmak iizere toplam 300 kiiciik ruminanttan EDTA’ 11 tliplere kan
almmistir. Kanlar RLB testi ile Catch-all, Babesia ovis ve Theileria ovis yoniinden
incelenmistir. Ayni zamanda bu hayvanlardan perifer kan frotileri hazirlanarak

mikroskobik muayenesi yapilmistir.

Mikroskobik muayene ile 200 koyunun 28’inde (% 14) ve 100 kecinin 5’inde (% 5)
toplam 300 hayvanin 33’linde (% 11) Piroplasma pozitif saptandi. Bunlardan 9 (% 3)
tanesinde Babesia spp. ve 24 (% 8) tanesinde de Theileria spp. tespit edilmistir.

RLB ile toplanan 200 koyun kan numunesinin 99’unda (% 49,5) ve 100 keci
numunesinin 18’inde (% 18) toplamda 300 kan numunesinin 117 tanesinde (% 39)
catch-all pozitiflik saptanmustir. Catch-all pozitif kanlarin 4 tanesinde (% 1,33) Babesia
ovis tespit edilirken, 106 tanesinde (% 35,33) Theileria ovis ve 7 tanesinde (% 2,34) de
T.ovis+B.ovis (miks enfeksiyon) tespit edilmistir. B.motasi ve B.crassa’ya

rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: RLB, Prevalans, Catch-all, Piroplasma, Babesia ,



INVESTIGATION OF THE BABESIA AGENTS IN SHEEP AND GOATS BY
THE REVERSE LINE BLOT HYBRIDIZATION METHOD AROUND
YESILHISAR

ABSTRACT

This study was carried out on sheep and goats to detect Babesia spp. prevalence by
Reverse Line Blotting (RLB) test and microscopic examination around Yesilhisar. In
this purpose, the blood samples were randomly collected into the tubes with EDTA
from a total of 300 healthy small ruminants that consist of 200 sheep and 100 goats in
Yesilhisar and vicinity. Blood samples were investigated against catch-all, Babesia ovis
and Theileria ovis using RLB test. In addition, peripheral blood smears were prepared

and examined under a microscope.

In the microscopic examination, piroplasm were determined in 28 (14 %) of 200 sheep,
5 (5 %) of 100 goats and totally 33 (11 %) of 300 small ruminants. It was also
determined that 9 (3 %) of them had Babesia spp. and 24 (8 %) of them had Theileria
spp.

In 300 small ruminants, catch-all positivity was found in 99 (49,5 %) of 200 sheep and
18 (18 %) of 100 goats totally 117 (39 %) of 300 using RLB. T.ovis was determined in
106 (39 %) of positive catch-all blood samples while both T.ovis and B.ovis were found
mix infected in 7 (2,34 %) of them, B. ovis was found infected only in 4 (1,33 %) of

them. B.motasi and B.crassa were not detected in the samples.

Key Word: RLB, Prevalance, Catch-all, Piroplasm, Babesia
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1. GIRIS VE AMAC

Glintimiizde hekimlik alaninda enfeksiyoz hastaliklarin tanisinda klinik, patolojik ve
histopatolojik bulgular, etkenlerin izolasyon ve identifikasyonu, etkenlere ait antijenik
maddelerin saptanmasi ve immunolojik yontemlerden yararlaniimaktadir. S6zii edilen
geleneksel yontemler araciligi ile bazi hastaliklarin tanist % 100 dogrulukla
konulabilmesine  karsin  genellikle zaman almakta siipheli veya negatif

sonuclanmaktadir.

Klinik bulgular, tamida ilk basamagi olusturmakla beraber, bazi farkli hastaliklarda
benzer klinik tablolar gozlenmekte ve subklinik ile perakut enfeksiyonlarda
enfeksiyonun baglangic asamasinda, kronik hastaliklarda, portér ve rezervuar
hayvanlarda enfeksiyona 6zgii spesifik bulgular gézlenmemektedir. Nekropsi bulgular
da kimi zaman spesifik olmamaktadir. Baz1 vakalarda, primer etken yerine sekonder
etkenler izole edilerek, sagaltim da bu dogrultuda hatali yapilmaktadir. Geleneksel
immunolojik yontemler ile pek ¢ok enfeksiyon indirekt olarak saptanabilirse de bazi

olgularda bu yontemler yetersiz kalmakta ve ¢apraz reaksiyonlar goriilebilmektedir.

Hibridizasyona dayali niikleik asit prosediirleri son yillarda insan ve veteriner
hekimliginde teshis metodu olarak genis bir kullanim alanma sahip olmustur. Bunun
baslica nedenleri pek ¢ok hastaligin teshisinde klasik olarak kullanilan immunolojik ve

bakteriyolojik testlerin Onemli Ol¢iide yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar
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verebilmesi ve giivenilir olanlarin da ¢ok uzun siire almasidir. Molekiiler biyolojide son
yillardaki en 6nemli ilerleme hi¢ sliphesiz Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (PZR)’nin
gelistirilmesi ile olmustur. 1987 yilinda Kary B. Mullis tarafindan yayimlanan makalede
PZR* tarif edilmistir. 1988 yilinda da Saiki tarafindan yontem ilk defa tan1 amach
kullanilmigtir. Is1 degisken olmayan “thermus aquaticus” Taq DNA polimeraz
enziminin bulunmasiyla PZR pratik olarak uygulanabilir bir teknik haline gelmistir. ilk
calismalar manuel yontemlerle su banyolarinda uygulandigindan sadece referans
laboratuvarlar i¢in uygun bir yontem olarak tarif edilirken, simdi neredeyse her 6zel
laboratuarda bulunmakta ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler klonlama, DNA’
nin invitro mutogenezi, parmak izi, mikroorganizmalarin saptanmasi, adli tip,
mumyalardan DNA amplifikasyonu ve degisik hayvanlara ait proteinlerin saptanmasi
ile DNA ve RNA analizlerinde genis kullanim alanlar1 bulmustur. Molekiiler tani
yontemlerinin parazitoloji alaninda kullanima girmesi daha ge¢ olmustur. Bu iki nedene
baglhdir; molekiiler yontemlerin gelistigi iilkelerde paraziter hastaliklara az rastlanmasi
ve paraziter hastaliklarin ¢ok oldugu bélgeler i¢in bu yontemlerin maliyetinin yliksek

olmasidir.

Parazitlerin teshisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik yontemlerde karsilasilan
olumsuzluklar molekiiler biyolojik ¢alismalara paralel olarak gelistirilen PZR teknigi ile
giderilmeye c¢alisilmistir. Bu teknik ile 6zellikle tasiyict hayvanlarda Babesia tiirlerini
de icine alan bircok patojen etkenin duyarl ve 6zgiil sekilde teshis edilmesine olanak
saglanmistir. Ancak tiire 6zgii PZR kullanilmasi durumunda, her hastalik etkeni igin
ayr1 ayr testlerin yapilmasi gerektiginden bu durum hem zaman hem de ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin giderilmesi amaciyla bir defada birden fazla
parazit tilirlinlin teshisine olanak saglayan ve ayni zamanda PZR‘ ye gore daha duyarl
olan Reverse Line Blot (RLB) yontemi gelistirilmigtir. Bu test, soya &zgii genel
primerler ile elde edilen PZR {iriinlerinin bir membranda ayni siralara baglanmis 6zgiin

problara hibridizasyonu esasina dayanmaktadir.
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Bu teknik; birgok etkenin ayni anda, bir cok prob ile karsilastirilmasina olanak
sagladigindan oldukca pratik ve kullanishdir. ilk kullanimi ayni kenede bulunan 4
Borrelia tiiriiniin ayrilmasi i¢in olmustur. Daha sonra ayni metot Ixodes ricinus
kenesindeki Erlichia ve Borrelia tiirlerinin teshisinde kullanmistir. Nitekim bir grup
arastirict bu teknikle sigirlardaki Theileria anulata, T. parva, T.taurotragi, T.velifera,
Babesia bovis, B.bigemina, B.divergens’ in ayni anda spesifik olarak teshis

edilebilecegini gostermislerdir.

Gilinlimiizde RLB kullanimi her alanda gittikge artmakta ve parazitoloji alaninda
hayvanlarda bulunan biitiin kene kokenli hastaliklarin teshisinde kullanilan standart

haline gelmektedir.

Bu calisma, Yesilhisar bolgesinde klinik belirti gostermeyen koyun ve kecilerdeki
Babesia tiirlerinin RLB ve mikroskobik muayene ile es zamanli teshisini yapmak,
yoredeki hastaligin mikroskobik ve molekiiler prevalansini tespit etmek amaciyla

yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BABESIOSIS TANIMI VE TARIHCESI

Babesiosis Apicomplexa anacindaki Babesia tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve
subtropik bolgelerde evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen paraziter bir
kan hastaligidir. Bu kan protozoonlari, heteroxen olup, omurgali hayvanlarin
eritrositleri igerisinde gelismelerini tamamladiktan sonra Ixodidae ailesindeki vektor

kenelerde gelismelerini siirdiirtirler ve biyolojik olarak nakledilirler (1).

Piroplasmosis, tick fever, red water, texas fever, splenic fever olarak da isimlendirilen
babesiosis, Babesia tiirleri tarafindan meydana getirilir. Bugiine kadar hastaliga sebep
olan 98’1 memelilerde olmak {izere 112 tiir tanimlanmustir. Babesia tiirlerinin cografik

dagilimi vektor kenelerin yayilislari ile yakindan ilgilidir (2).

Babesiosis etkeni ilk defa 1888 yilinda Babes tarafindan hemoglobiniirili bir siirda
kiiciik intra eritrositik organizmalar olarak goriilmiis ve Haematoccus bovis olarak
tanimlanmistir. Diger taraftan Smith 1889 yilinda texas hummali bir hastada
gozlemledigi etkeni isimlendirmemis, 1893 yilinda Smith ve Kilborn bu paraziti 6nce
Pyrosoma bigeminum daha sonra da Babesia bigemina olarak isimlendirmislerdir. Ayni
arastiricilar  ilk defa patojenik bir protozoonun artropod bir ara konakla

nakledilebilecegini bildirmiglerdir (2).
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2.2. BABESIA TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI

Babesia tiirlerinin siniflandirmadaki yeri asagida verildigi gibi belirlenmistir (3).

Alem: Animalia
Alem Alti: Protozoa
Kok: Apicomplexa
Sinif: Aconoidasida
Dizi: Piroplasmida
Aile: Babesidae
Soy: Babesia
Tiir: B. ovis
B. motasi

B. crassa

2.2.1. Koyun ve Kecilerde Babesiosis

Koyun ve kecilerde babesiosis; Babesia ovis, Babesia motasi ve Babesia crassa’nin
neden oldugu bir hastaliktir. Tiirkiye’de bilhassa koyunlarda hastalik ¢ok yaygin olup,

agri, agirma, zerk, sitma ve kan iseme olarak bilinmektedir (4).

Babesia ovis, Avrupa’da, Yakin ve Orta Dogu, Orta Asya, Kuzey Bati ve Giiney Afrika,
Kuzey, Giliney ve Orta Amerika’da; B.motasi Avrupa, Kafkas Cumbhuriyetleri,
Hindistan, Vietnam, Kuzey Bat1 Afrika’da; B.crassa Iran’da goriilmektedir.

B.ovis; Rhicephalus bursa, R.turanicus, Hyolamma anatolicum excavatum ve R.evertsi;
B.motasi ise R. bursa, Haemaphysalis punctata ve Ixodes ricinus keneleri tarafindan

nakledilmektedir. B.crassa’nin vektorii heniiz bilinmemektedir (4).



2.2.2. Tiirkiye’ de Babesiosis

Tiirkiye’de B.ovis’in varligi gerek klinik ve mikroskobik muayene gerekse serolojik

testler ile ortaya konulmustur (5).

Tiirkiye'de B. ovis'in varligimin ilk kez Nicolle ve Laveran tarafindan 1899'da rapor
edildigi bildirilmistir (6). Daha sonra Tirkiye'nin ¢esitli yorelerinde koyun ve kegilerde
B. ovis, perifer kan frotilerinin mikroskobik kan muayenesi ile % 40 - % 67 (7-11),
serolojik yontemlerle % 42,12 - % 91,02 oraninda tespit edilmistir (12-19). Van
yoresinde yapilan mikroskobik bir ¢alismada, B. motasi ‘nin varlig1 rapor edilmistir
(11). Diger taraftan bugiine kadar Tiirkiye’de B. crassa’nin varlig ile ilgili bir yayma

rastlanamamustir.

Orta Anadolu, Samsun ve Konya’da klinik belirti gostermeyen koyunlar iizerinde
yapilan mikroskobik muayenede, koyunlarin sirasi ile % 0,41, % 67,3 ve % 11,5’inde
B.ovis tespit edilirken, Elaz1g bolgesinde yapilan arastirmada etken tespit edilememistir
(16). Afyon yoresinde koyunlarda Babesia ovis’ in seroprevalansini saptamak amaciyla
yapilan ¢alismada ELISA ile 204 koyunun 106’ sinda (% 51,96) B.ovis’e karst antikor
tespit edilirken mikroskobik muayene ile 1’ inde (% 0.49) B.ovis goriilmistiir (20).
Klinik belirti gosteren siiriilerin mikroskobik bakisinda, Orta Anadolu’da koyunlarin %
34,2” sinde, A.U. Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Klinigine getirilen koyunlarm % 62,5
inde B.ovis goriilmistiir (16). Malatya yoresinde yapilan bir ¢alismada, klinik belirti
gostermeyen 220 koyunun 4’iinde (% 1,8) mikroskobik muayene ile B.ovis saptanmistir

(12).

Van yoresinde IFA testi ile B.ovis yoniinden kontrol edilen koyunlarin % 60,3’tinde
seropozitiflik elde edilmistir. Ayni arastirmada seropozitiflik oranmnin 6-12 aylik
kuzularda % 64,7, 1-2 yas grubu koyunlarda % 55, 2-3 yas grubunda % 60, 3-4 yas
grubunda % 65, ve 4 yas lizeri grupta % 58,3 oldugu bildirilmistir (15). Ayn1 yontemle
Samsun yoresinde % 72 (14), Ankara ydresinde % 76 (19) seropozitiflik bulunmustur.

Tiirkiye’nin degisik 18 yoresinden toplanan koyun serumlarmmin ELISA teknigi ile
B.ovis yoniinden incelenmesi sonucunda bolgelere gore % 28,1 ile % 80,9 arasinda
degisen oranlarda seropozitiflik elde edilmis ve seropozitiflik oraninin bir yasindan

kiigtik kuzularda % 28,1 ile % 52,5 arasinda degistigi bildirilmistir (21). Ayn1 teknikle
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Konya, Ankara ve Elazig yoresinde siras1 ile % 42,1, % 73,8 ve % 45 oraninda
pozitiflik belirlenmis olup, Elazig yoresinde yapilan ¢alismada seropozitiflik oraninin
bir yasindan kiiciik kuzularda % 24,3, bir yasindan biiyiik koyunlarda ise % 46,7 oldugu
belirtilmistir. Malatya yoresinde ELISA teknigi ile B.ovis yoniinden kontrol edilen
koyun serumlarinin % 55,9’un da pozitiflik belirlenmis, seropozitiflik oraninin bir
yasina kadarki kuzularda % 49,2, bir yasindan biiyiik koyunlarda % 59 oldugu
bildirilmistir (12).

Kayseri yoresinde mikroskobik muayene ile 192 koyunun 34’ iinde, 47 keginin 3’ iinde
olmak ftizere toplam 239 kii¢iikk ruminantin 37’ sinde B. ovis tespit edilmis olup B. ovis
prevalansi koyunlarda % 17,70 kegilerde ise % 6,38 bulunmus, B.motasi ise tespit

edilmemistir (5).

Tiirkiye’de ilk defa molekiiler parazitolojik teshis yontemlerinden RLB ile Kayseri
yoresindeki koyunlarda yapilan bir ¢alismada, %2,6 oraninda B. ovis, % 5,1 oraninda

da T. ovis + B. ovis miks enfeksiyonu tespit edilmistir (22).
2.3. BABESIA TURLERININ GELiSME SEKILLERI

Babesia tiirleri, obligat heteroksen gelisen protozoonlardir. Geligsmelerini omurgali
konaklar ile Ixodidae ailesine bagh kenelerde siirdiiriirler. Her bir Babesia tiiriiniin
gelistigi gerek omurgali gerekse Ixodidae keneleri tiire 6zgiidiir. Hi¢ bir zaman sigirda
bulunan bir tiir koyunda, koyundaki tiir atta, attaki tiir ise kopekte gelisemez. Ayni
durum omurgalidaki gibi olmasa da keneler icinde gecerlidir. Ancak hayvanlarda
bulunan bazi Babesia tiirlerinin (B.equi, B.microti ve B.divergens) insanlarda da

gelisebildigi gorilmiistiir (2).
2.3.1. Omurgah Konaktaki Gelisme

Duyarli hayvana, keneler tarafindan kan emme esnasinda verilen kiicik ve uzamis
sekildeki sporozoitler, 6n kisimlarinda polar halka, mikronemler ve roptriden olusan
apikal komplekse sahiptirler. Hiicre disi serbest merozoitler ve sporozoitler, plazma
membranina yapisik fibrillerden meydana gelen, fuzzy-coat denen ylizey Ortiisii ile
kaplidir. Kenenin kan emmesi ile omurgali konaga verilen bu parazitler endositozisle,
konak hiicre olarak kullandiklari eritrositlerin igine ¢ekilerek yutulurlar. Babesia
sporozoitlerinin yiizeyinde bulunan ve ilk yapisma olayinda biiyiik 6nem tasiyan fuzzy-

coat, invaginasyon sirasinda giris kisminda ¢ikarilir ve geride birakilir. Parazit, invagine



olan membranin igine girdikten sonra, membranin kenarlar1 parazitofor vakuoli
meydana getirmek iizere birlesir. BOylece sporozoit, dista konak hiicreye, icte ise
parazite ait olmak tizere iki katli membranla sarilmis olur. Parazit eritrosite girdikten
sonra bu parazitofor membran kalkar ve plazma membrani direk eritrositin stoplazmasi
ile kars1 karsiya kalir. Bundan sonraki safhalarda parazit tek katli membranla yasamin

devam ettirir. Serbest merozoitlerin hiicreye girisinde de ayni olaylar sekillenir (23).

Sporozoit eritrosite girdikten sonra trofozoite doniiserek, yuvarlak bir sekil alir. Bu
formda parazitin sitoplazmasi ribozomlarla doludur ve endoplazmik retikulum
belirgindir. Cekirdegin etrafinda yogunlasmuis, ilkel golgi aygit1 olarak kabul edilen
vezikiiller vardir. Trofozoitin gelismeye devam etmesi ile stoplazmada degisimler baslar
ve yeni organeller meydana gelir. Golgi aygitindan koken alan, bu aygit ile iliski
halinde olan mikronemler ve roptriler sekillenir. Iki katli bir membranla ¢evrilmis olan
cekirdekte niikleoplazma homojen ve az yogun bir yapiya sahiptir. Cekirdegin homojen
yapist trofozoitin tiim gelisimi boyunca, iireme safhalarinda ve merozoitlerde de
aymdir. Uremeden 6nce gekirdekte béliinme olmaz. Boliinmenin son safhasma kadar,
cekirdegin bir parcasi ana viicuda baghdir. Trofozoitin olgunlasmasi ile sitoplazmada
meydana gelen degisimler sonucunda, mikronemler, roptriler, mikrotubuller, polar
halka ve konoid olusur. Merozoitleri olusturmak {izere, olgun trofozoitin u¢ kisminda
tomurcuk seklinde c¢ikinti meydana gelerek, boliinme baslar. Cekirdegin yapist da
degiserek, yeni olusan merozoitlere dogru uzanti yapar. Sizogoniye benzer sekilde
boliinme sekillenmesine karsin, sizogonide c¢ekirdegin boliinmesi, sitoplazmadaki
degisimler, boliinmeden once gergeklesir. Bu boliinme sirasinda, parazit yuvarlak, oval
formdan, amoeboid ve armut formlarmma kadar degisen sekilde gdzlenir. Cogalma
sonucunda olusan merozoitler, birbirinden ayrilir ve eritrosit membranini parcalayip
disar1 ¢ikarak yeni eritrositleri enfekte ederler. Merozoitler eritrositlere basarili bir
sekilde girdikten sonra, gelisir ve ¢ogalirlar. Bu eseysiz satha siirsiz sekilde siirer,
hayvanlar bazen omiir boyu enfekte kalabilirler. Bu olay sirasinda konak hiicreler de

etkilenir ve morfolojik degisimler sekillenir (23).



2.3.2. Vektor Kenedeki Gelisme

Babesia etkenlerinin keneler araciligi ile naklinin 1893 yilinda saptanmasi,
parazitolojide Oonemli bir doniim noktasi olmustur. B. ovis; Rhicephalus bursa, R.
turanicus, Hyolamma anatolicum excavatum ve R. evertsi; B. motasi ise R. bursa,
Haemaphysalis punctata ve Ixodes ricinus keneleri tarafindan nakledilmektedir. B.

crassa’ nin vektorii heniiz bilinmemektedir (4).

Belirtilen kene tiirlerinin, enfekte hayvanlardan kan emmesi esnasinda, eritrositler
icindeki etkenleri almasiyla vektordeki gelismeler baslar. Eritrositlerdeki parazitler
trofozoitlere doniiserek, yeni merozoitleri meydana getirirken, 6zellikle ovoid ve
yuvarlak formlar, kenenin bagirsaginda beslenmesinden iki giin sonra sitostom,
mikrotubuller, ok benzeri yapilar ve uzun bir kuyruk kazanarak gametleri meydana
getirirler. Beslenmeden 2- 4 giin sonra 1sinsal cisimlerin ikisi, hiicre membrani tek olan
zigotu olusturmak icin temas noktalarindan kaynasirlar. Zigotu meydana getiren
gametler 151k mikroskopta izogamet gibi goriinmesine ragmen, farkli elektron

yogunlugu olmasi sebebiyle anizogamet olarak kabul edilirler (23).

Bagirsakta olusan zigottan, ii¢ katli membranla ortiilmiis, 6n ucu semsiye seklinde olan
kinetler gelisir. Bagirsagr delen kinetler, hemolenf araciligi ile vektér kenenin
hematositleri, kas fibrilleri, malpighi tubul hiicreleri ve disi kenelerde ovaryum
hiicrelerini bulunduran c¢esitli dokulara girerler. Bu dokularda gegirdikleri eseysiz
cogalmalar sonucunda yeni kinetler meydana gelir. Bu dongii kene dliinceye kadar
smnirsiz  olarak devam eder. Transovarial nakil sebebiyle yumurtalar ve bu
yumurtalardan gelisecek yeni nesiller de enfekte olurlar. Benzer bdliinmeler,
embriyoda, beslenen, doymus veya gomlek degistiren larva, nimf ve ergin kenelerin
cesitli organlarinda da meydana gelir. Tiikriik bezi hiicrelerine penetrasyonla giren
kinetler, karakteristik yapilarin1 kaybederler ve polimorfik sporontlara ddoniismeye
baglarlar. Tim tiirlerde, sporontun ¢oga bdliinmeleri sonucunda meydana gelen
sporozoitlerin gelisimi sadece enfekte kene, omurgali bir konaga tutundugunda baslar
ve sporozoit kan emme esnasinda omurgali konaga verilir. Boylece yasam dongiisii

tamamlanmis olur (23-25).
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2.4. BABESIOSIS’IN EPIDEMIiYOLOJiSi

Babesiosis’in epidemiyolojisinde, bdlgenin iklim 6&zellikleri, vejetasyon durumu,
cografik konumu, bolgede bulunan vektor kene tiirleri, bunlarin mevsimsel aktiviteleri,
spesifik konaklarin varligi, kene enfestasyon ve enfeksiyon oranlari, dnceki yillarda o
bolgedeki hastaliklarin durumu, bunlarin yayilislart ve mevsimselere gére dagilimlari

degerlendirilmektedir (2).

Hastalik vektor kenelerin ekolojik ozelliklerinden dolayi, mevsimsel olarak
seyretmektedir. Bu nedenle hastalik, bolge ozelliklerine gore kenelerin aktif oldugu

donemlerde goriilmektedir. Tiirkiye i¢in bu donemler ilkbahar ve yaz aylaridir (26).
2.5. BABESIOSIS’IN TESHISI

Gegmiste protozoonlarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi, morfolojik 6zellikleri temel
alinarak yapilmis ve bu durum morfolojik ayrimi yapilamayan organizmalarin ayni tiir
olarak kabul edilmesi yanilgisini dogurmustur. Bu baglamda, morfolojik ayriminda
siklikla yanilgiya diisiilen protozoon tiirleri izoenzim elektroforezis yoOnteminin
uygulanmaya baslanmasiyla birlikte, klinik vakalardan izole edilen “patojen” ve
asemptomatik vakalardan izole edilen “apatojen” suslar olarak iki gruba ayrilmislardir.
[zoenzim c¢alismalarina ait verilerin antijenik ve DNA farkliliklarin1 ortaya koyan
caligmalarla desteklenmesi sonucunda, apatojen ve patojen olarak nitelendirilen bu iki
izolatin, 151k mikroskopik muayenede morfolojik olarak ayrimi miimkiin olmayan ayri
tiirler olduklar1 anlasilmistir. Giiniimiizde niikleik asit tabanli teknikler ile immunite
diizeyi ya da gegirilmis hastaliklardan etkilenmeksizin, morfolojik olarak benzer veya

ayni antijenik epitoplar1 paylasan organizimlerin ayirt edilebildigi bildirilmektedir (2).

Parazit hastaliklarinda etkene yonelik arastirmalar, dogrudan etkenin kendisine veya
ona kars1 olusan antikorlara dayandirilmakta olup, her tan1 metodunun parazitin tipi ya
da incelenen klinik Ornekten bagimsiz olarak, kendi avantajlari ve dezavantajlari

bulundugu ¢esitli aragtirmalarla ortaya konmustur (27). (Tablo 2. 1).

Dogrudan mikroskobi yontemi, parazit sayisi yeterince fazla ise parazitlerin morfolojik
olarak arastirilmasi ve tiir identifikasyonunda yeterli olup, niikleik asit tabanli teknoloji
¢ok sayida Ornegin otomatizasyonla bir arada incelenmesi disinda avantaj

saglamamaktadir. Ancak, parazitlerin az sayida bulundugu 6rneklerde niikleik asitlere
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dayali yiksek duyarliliklar1 ile hassas bir tan1 yontemi olarak

kullanilmaktadir (27).

yontemler,

Parazitlere karsi olusan antikorlarin serolojik yoOntemlerle arastirilmasi parazitin

dogrudan goriilemedigi durumlarda ve tarama c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmakta, ancak antijenlere karsi olusan ¢apraz reaksiyonlar ve aktif infeksiyonla,
gecirilmis ya da latent enfeksiyonun ayrilmasindaki giicliikler nedeniyle yetersiz
kalabilmektedir. Niikleik asit tabanli teknikler ile immunite diizeyi ya da gecirilmis
hastaliklardan etkilenmeksizin, morfolojik olarak benzer veya ayni antijenik epitoplari

paylasan organizmalarin ayirt edilebildigi bildirilmektedir (27).

Tablo 2.1. Cesitli Tan1 Yontemlerinin Karsilagtirilmasi

Yontem Avantajlan Dezavantajlar:
Molekiiler Biyolojik Dogrudan Paraziti Immum sistemden | Pahal
%/avda gegcirilmig hastaliklardan Arastimlmasi cok asamali
agimsiz Varyant arastirilmasi ve
ayrimi
Kiiltiir Yontemleri Virulans ve infektifenin 6l¢iilmesi Olii organizmalarin da

Canli parazitler saptanabilmesi

saptanmast

Inhibitorleri nedeniyle olast
yanlis negatiflik (PZR)

Kontaminasyon nedeniyle olas1
yanlis pozitiflik (PZR)

Mikroskobik Inceleme

Basit
Parazitin direkt arastirilmasi

Morfolojik olarak farkli
organizmalarin ayrimi

Yavas
Zahmetli ve Yorucu

Parazit sayisinin yiiksek
olmadiginda diigiik duyarlilik
gostermesi

Morfolojik olarak benzer
organizmalarin ayirt
edilememesi

Deneyimli mikroskobiste
gereksinim duyulmasi

Serolojik tetkikler

Basit ve hizl
Otomasyona olanak vermesi

Cok sayida 6rnegin incelenmesine
elverisli

Diisiik ozgiillik

Aktif ile gecirilmis yada latent
enfeksiyonun ayirt
edilememesi

Standarzize ayiraglarin
gerekliligi
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2.5.1. Parazitin tespiti

Babesia etkenlerinin saptanmasi, perifer kan frotilerinin mikroskopik muayenesiyle
direkt olarak parazitin tespiti seklinde oldugu gibi son yillarda giincel olan molekiiler

biyolojik yontemler ile niikleotid tespiti seklinde de yapilmaktadir (28).
2.5.1.1. Mikroskobik Muayene

Akut hastaliklarin teshisinde mikroskobik muayenede iki yontem uygulanmaktadir.
Bunlar ince yayma froti ve kalin damla yontemidir. Bu yontemler akut Babesiosis’in
seyri esnasinda etkenin saptanmasi i¢in hala en iyi ve en giiglii teshis araci olup, her
laboratuarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak hastaligin serebral formunda oldugu
gibi perifer kan frotilerinde etken her zaman goriilmeyebilir. Ayrica, yine yapilan kan
frotilerinin mikroskobik bakis1 i¢in deneyimli personel de dnemlidir. Ciinkii parazitlerin
az oldugu durumlarda, eritrosit i¢indeki gelisme formlar1 gozden kacabilir. Diger
taraftan, personel deneyimli de olsa giinde c¢ok sinirli sayida preparata bakmak

miimkiindiir (25, 28, 29).
2.5.1.1.1. ince Yayma Froti Yontemi

Akut hastaliklarin teshisinde, mikroskobik muayenede ince yayma kan frotileri parazitin
morfolojik detaylarinin goriilebilmesi sebebiyle kalin damla preparatlara gore daha fazla
tercih edilmektedir. Ancak babesiosis olgularinda meydana gelen anemi sonucunda
perifer kanda parazitemi orani diisiikken, aym1 hayvanlarin i¢ organlarindan yapilan
frotilerde ise parazitemi orani daha yiiksektir. Parazitemi oraminin diisiik oldugu

durumlarda tercih kalin damla preparatlar yoniinde olmalidir (27-29).
2.5.1.1.2. Kalin Damla Yontemi

Bu yontem paraziteminin diisiik oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Ayni zamanda
epidemiyolojik calismalarda serolojik testlerle birlikte kalin damla ydnteminin de

kullanilmasi tavsiye edilmektedir (28).
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Yukarida belirtildigi gibi ince yayma ve kalin damla kan frotilerinin saptanmasi
enfeksiyonun varligin1 gosterir. Ancak bu preparatlarda etkenin bulunmamasi
enfeksiyon olmadigimin gostergesi degildir. Ciinkii hastaligin cok erken veya kronik

donemlerinde, parazitler kan preparatlarinda nadir olarak tespit edilebilmektedir.

Kan preparatlarinda parazitin direk mikroskobik tanisi, 6zellikle preparat sayisinin ¢ok
oldugu durumlarda, hem zaman kaybmma hem de yanlis degerlendirmelere sebep

olmaktadir (30)
2.5.2. Niikleotid Tespiti

Kanda goriilen protozoer ve riketsiyal hastaliklarin karakteristik 6zelligi olarak, hastalik
atlatildiktan sonra iyilesen hayvanlar tasiyici hale gelirler. Boyle tastyict hayvanlar,
vektor keneler i¢in enfeksiyon kaynagi olup, goriiniim itibar1 ile enfekte olmayan
hayvanlardan ayirt edilemezler. Tasiyict hayvanlarin kaninda, genellikle ¢ok az

miktarda parazit bulunur ve bunlar frotilerde her zaman tespit edilemezler (31).

Kan protozoonlarinin meydana getirdigi hastaliklarin tanisinda spesifik serolojik
testlerden de yararlanilir. Ancak bu testler genellikle indirekt uygulamalar oldugu i¢in
etkenin direkt kendi varligin1 géstermezler. Bu tiir hastaliklarin teshisinde bu ve bu gibi
dezavantajlar, teshiste daha 6zgiil ve duyarli metotlarin gerekliligini ortaya koymus,

molekiiler biyolojik teshis yontemlerinin gelismesine sebep olmustur (31- 33).

Parazitik ajanlarin niikleik asitlere dayali yontemlerle arastirilmasi, parazite 6zgii DNA
ya da RNA sekenslarinin belirleyici DNA molekiilleri (prob) ile arastirilmasina
dayanmaktadir. Oligoniikleotid, DNA’nin bir bolimii, tek zincirli ya da plazmid
DNA’sindan olusabilen problar, radyoizotop, enzim veya kimyasal maddelerle
isaretlenmekte, hedef Ornekteki parazite ait niikleik asitlerle karsilastirilmakta ve
hibridize olmus problardan elde edilen direkt yada indirekt pozitif sinyaller
degerlendirilmektedir (27).

Niikleik asit tabanli tan1 yontemlerinin gelistirilmesinde ilk asama organizme 6zgl
hedef sekansin tanimlanmasi ve elde edilmesi olup, ozellikle belirli bir tiirlin tim
izolatlarinin saptanmasi amaglandiginda, polimorfik olmayan ve variyasyon bdlgelerini

icermeyen dizilimler se¢ilmesinin gerektigi bilinmektedir.
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Sonucun goriilebilir hale getirilmesi icin, yiliksek duyarhliklar1 nedeniyle radyolojik
olarak isaretlenmis problar kullanilmaktaysa da, radyoaktif olmayan problar, stabil
olmalari, standardize edilebilmeleri, ¢evreye ve personele daha az zarar vermeleri gibi

avantajlar1 sebebiyle giiniimiizde tercih edilmektedir (27).
2.5.2.1. DNA Amplifikasyon Teknikleri

Bu teknikler, klinik materyallerde bulunan veya izole edilen etkenlere ait DNA’larin ve
ya bazi spesifik sekanslarin invitro ortamda enzimatik olarak amplifikasyonlarini
amaglar. Pratikte de bu DNA amplifikasyon yontemi, digerlerine oranla daha fazla
uygulama alani bulmustur. RNA karakterindeki genomik materyaller de dnce reverse
transkritaz (RT) ile komplementer DNA’ya (cDNA) c¢evrilerek amplifikasyonu yapilir
(34). Bu teknikler Babesia tiirlerinin teshis ve ayriminda da kullanilmigtir. Bununla
birlikte, metodun duyarliliginda ornekteki DNA’nin yogunlugunun Onem tasidigi

bildirilmistir (28).
2.5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bugiin c¢esitli hastaliklarda oldugu gibi babesiosis’de de bilinen teshis ydntemlerine

gore daha duyarli olan PZR biiyiik oranda DNA problarinin yerini almistir (28).

PZR, baglangic ve bitis uglart bilinen bir sekansin bir bagka degisle sinirlari bilinen bir
DNA segmentinin invitro amplifikasyonunda kullanilan biyoteknolojik bir tani
yontemidir. Bu yontem hedef DNA boélgesinin yiiksek sicaklia maruz birakilmasi
sonucu denatilirasyonu, kisa ve 6zgiin oligoniikleotid zincirler olan iki tiir primerin, bir
kendisine ait 5’ terminusu (ucu) ile hedef DNA iplik¢iklerinden birinin 3’ ucuna, digeri
ise diger tek iplik¢ikli DNA’nin antiparalel 3’ ucuna baglanmak suretiyle amplifiye
edilerek DNA segmentine baglanmasi ve polimeraz enziminin katalize ettigi primer

polimerizasyonu kapsayan sikluslarin tekrarlanmasi esasina dayanir (4).

Rutin olarak, PZR testleri 1pg miktarindaki DNA’y1 tespit edebilir. Bu duyarlilik,
nested PZR protokolleri ile 1fg DNA’ya kadar ¢ikabilmektedir (28).
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2.5.2.3. Reverse Line Blotting (RLB)

RLB yontemi, PZR iirlinlerinin bir membranda ayr1 siralara baglanmis 6zgiin problara
hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik bir¢ok etkenin ayni anda bir¢ok prob ile
karsilagtirilmasina olanak sagladigindan, oldukca pratik ve kullanishdir. Bu yontem ilk
defa 1988 yilinda insanlarda, orak hiicre anemisi ile P Talasemi’nin teshisinde
kullanilmistir (35). Rijpkema ve ark. (1995), bu teknigi, aym1 kenede bulunabilen 4
Borrelia tiirliniin ayrilmasi igin kullanmiglardir (36). Kamerbeek ve ark.(1997), ise ayni
metod ile, Mycobacterium tuberculosis’ in teshisini ve tiplendirmesini yapmislardir
(37). Bu yontemin kan protozoonlarinin saptanmasinda kullanilmasi, Gubbels ve
ark.(1999) tarafindan gercgeklestirilmistir. Aynmi arastirmacilar 18S sstrRNA genindeki
V4 degisken bolgesini ¢ogaltan primerlerle PZR’ de cogalttiklar1 gen bolgelerini, RLB
tekniginde kullanarak sigirlarda goriilen Theileria annulata, T. parva, T. mutans, T.
tautrogi, T. velifera, Babesia bovis, B.bigemina ve B. divergens’in ayni anda &zgiil
teshislerinin yapilabilecegini gostermislerdir (38). Ceci ve ark. (1999), RLB ile
sigirlarda  T.buffeli/orientalis ile B.bigemina’y1 teshis etmislerdir (39). Kan
protozoonlarmin yaninda, 16S rRNA gen bolgesini ¢ogaltan primerler kullanilarak
yapilan PZR’yi takiben; RLB’nin kullanilmasi ile Anaplasma ve Erlichia gibi riketsiyal
etkenlerin teshisi de basari ile yapilmistir (40- 42).

Gilintimiizde 6zellikle kene kaynakli hastaliklarla ilgili ¢caligmalarda, RLB kullanimi
artmakta olup bu tiir hastaliklarin teshisinde standart bir test haline geldigi
bildirilmektedir (33, 41- 43).

2.5.3. Serolojik Teshis

Babesia tiirlerine karsi olusan 06zgiil antikorlarin tespitine yonelik bir¢ok
immunodiagnostik  test  gelistirilmigtir. Bunlardan, ELISA (Enzym Linked
Immunosorbent Assay), IFAT (Indirect Fluorescent Antibody), SELISA (Slide Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), IHAT (Indirect Hemagglutination Test), CFT
(Complement Fixation Test), LAT (Latex Agglutination Test) ve RIA
(Radioimmunoassay) en ¢ok kulanilan testlerdir (24, 29, 44,45).
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Ozellikle latent ve subklinik seyirli olgularda, Babesia parazitlerine kars1 olusan 6zgiil
antikorlarin serolojik testlerle indirekt olarak teshisi siklikla kullanilmaktadir. Bu
serolojik yontemlerde kulanilan antijenler, akut babesiosis’li hayvanlarin doku, serum

ve parazitli eritrositlerinden elde edilmektedir (29).

Komplement fiksasyon testi babesiosis'in teshisinde kullanilan ilk serolojik testtir.
Primer enfeksiyonun erken sathalarinda iiretilen IgM' lerin tespitinde IgG' lere gore
daha etkili bulunmustur. Dolayisiyla, bu testin kronik babesiosis’li hayvanlarda
duyarliligr diisiik olup enfeksiyonun baslangicinda, % 94-100 oraninda saptanan
pozitiflik, 4-5 ay sonra %50 azalmaktadir (29). Karsilastirmali olarak yapilan bir
calismada, enfeksiyondan 14 giin sonra alinan serumda, duyarliik ELISA, Western

Blot, IFAT ve CFT icin sirastyla % 98,3; % 96,6; % 28,8 olarak bildirilmistir (46).

Serolojik yontemlerden ELISA, oldukca duyarli ve etkili bir testtir. Bu test sonuglari
bilgisayar tarafindan degerlendirilmekte ve bir seferde ¢ok miktarda &rnek
incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte antijen kalitesi testin duyarliligin
etkilemektedir. Direk enfekte eritrositlerden hazirlanan antijenler, konak eritrositleri ile
kontamine olduklarindan, anti-eritrositik antikorlar sebebiyle yanlis sonuglara sebep
olmaktadir. Bu sorunlar, iyi tamimlanmig, saflastirilmis rekombinant antijenlerle
giderilebilmektedir. Rekombinant antijenler, konak proteini igermezler, goreceli
olarakta daha ucuzdurlar ve gruplar arasinda varyasyon minumumdur, dolayisiyla daha

duyarhidirlar (44).

Serolojik antikor tespitinde kullanilan serolojik yontemler igerisinde IFAT, daha
ekonomik, giivenilir ve digerlerine gore daha hassas olmasi sebebiyle tercih edilen bir
testtir (29, 44). IFAT tercih edilen testler arasinda olmasma karsin, testtin
degerlendirilmesine bagli olarak yanlishklarin ortaya c¢ikmasi Theileria-Babesia,
Babesia-Plasmodium tiirleri arasinda ve Babesia' nin kendi tiirleri arasinda capraz
reaksiyonlarin olmasi, testtin dezavantajlarindandir (47, 48). Bunun yaninda, uzun siireli
portorlilk durumlarinda, kanda piroplasmik formlar bulunmasina ragmen, antikorlar her

zaman tespit edilmeyebilir (2).
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2.6. BABESIOSISIN TEDAVISi

Babesiosis’in tedavisinde, uzun yillardir ¢esitli kimyasal bilesikler basar1 ile
uygulanmaktadir. Bagarinin derecesi babesiosis’i olusturan Babesia tiiriine ve ilaca karsi
hayvanin gosterdigi toleransa baghdir. Genellikle kiiciikk Babesia etkenleri tedaviye
daha direngli olup, biiyiik Babesia etkenlerine gore daha ge¢ sonu¢ alinmaktadir (43,
50).

Akut babesiosis’in tedavisi, parazitemi sonucu ortaya ¢ikan anemi ve yiiksek ates ile
karakterize olan klinik belirtilerin hafifletilmesi ile ilgilidir. Anti-babesidal bilesiklerin
bazilar1 ¢ok etkilidir ve tek bir enjeksiyonla paraziteminin ortadan kaldirilmasi
miimkiindiir. Bu durum hasta hayvan acgisindan olumlu bir sonugtur. Ancak
organizmanin parazitten tamamen arinmasi preimmiinisyonun da sonu olacagindan ve
hayvan endemik bir bolgede ise reenfeksiyonlara duyarl hale geleceginden, ilaclarin

etki mekanizmalarinin da iyi bilinmesi gerekmektedir (50).

Saha da yaygin olarak kullanilan Imidocarb: Karbanilid tiirevi bir maddedir ve
genellikle dipropiyanat tuzu seklinde bulunur; beyaz renkli suda ¢éziinmeyen bir tozdur.
Ilag ozellikle paranteral yolla kullanilir. Viicudu degismemis halde ve biiyiik olgiide
idrar ve disk1 yoluyla terk eder. Ilag verilen hayvanlarin doku ve organlarinda 5,5- 6 ay
sireyle kalintilarina rastlanir; bu sebeple, besi hayvanlarinda kullanmaktan

ka¢milmalidir (4).

Tedavi stiresince ve son ila¢ uygulamasindan sonra koyunlar 21 giin gegmeden kesime
gonderilmemelidir ve etleri insan gidasi olarak tiiketilmemelidir. Siitii insan tiikketimine
sunulacak sagmal koyunlara uygulanmaz. Imidocarb koyunlara 1-1,2 mg/kg dozda deri

alt1 olarak 24 saat aralikla 2 defa verilir (4).
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2.7. BABESIOSiS’DEN KORUNMA

Babesiosis’de korucuyucu onlemlerin alinmasi biiyiik 6nem tasinmaktadir. Bu teknikler
arasinda, vektor kenelerle miicadele, suni preimmunizasyon ve asilama onemlidir (25,

45, 51).
2.7.1.Vektor Kenelerle Miicadele

Hastalik kenelerle nakledildigi icin bu hastaliktan, korunma ve kontrolde, kenelerle
miicadele, yapilmasi gerekenlerden en Onemlisidir. Vektor kenelerle miicadele
edilmedikge, hastalig1 eradike etmek miimkiin degildir. Kenelerle savas i¢in bolgenin
kene faunasi tespit edilmeli ve bu kenelerin bio ekolojik o6zellikleri arastirilmalidir.
Kene miicadelesi c¢esitli akarisitlerle yapilabilecegi gibi biyolojik ajanlarla da
yapilabilir. Akarisit olarak, organik klorlu, organik fosforlu ve karbamatl ilaglardan
banyo ve piiskiirtme seklinde yararlanilabildigi gibi ivermektin deriveleri de enjeksiyon

seklinde uygulanabilir (52, 53).

Tirkiye’de ilkbahar mevsiminde hayvanlarin iizerindeki keneleri uzaklastirmak igin
banyo ve piiskiirtme yoluyla ¢esitli akarisitler kullanilmaktadir. Bu miicadeleye Nisan
ay1 sonundan itibaren baslanmali, her 15 gilinde bir ilaglama tekrarlanmali ve Agustos
aymin ortalarina kadar devam edilmelidir. Ayrica hayvanlarin barinaklar1 da vektor
kene bakimindan ilaglanmalidir. Aymi ilag devamli kullanildiginda direng saglamasi ve
bu direncin genetik olarak yeni nesillere ge¢mesi sebebiyle kullanilan ilaglar1 zaman

zaman degistirmek gerekmektedir (54).

Kenelere kars1t miicadele de biyolojik ajanlar da kullanilabilir. Bu amagla virus, bakteri,
mantar, protozoon, nematod, insekt veya feromonlar kullanilmaktadir. Ancak bu
iriinlerin etkinligi tam olarak bilinmemektedir. Bunun yaninda, son yillarda, kenelere
kars1 asilar gelistirilmektedir. Antijen olarak, kenenin mide hiicrelerinden elde edilen

dogal veya rekombinat proteinler kullanilmaktadir (53).

Diger taraftan endemik stabil bolgelerde, yogun bicimde akarisit kullanilmasi, kene
poplilasyonunu azaltarak bdlgenin instabil olmasina yani bdlgedeki hayvanlarin
hastaliga kars1 duyarli hale gelmesine sebep olmaktadir. Bu yilizden 6zellikle siki kene

miicadelesinin instabil bolgelerde uygulanmasi onerilmektedir (4).
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2.7.2. Suni Preimmunizasyon Kazandirilmasi

Enzootik alanlarda yetistirilen hayvanlar babesiosis’e kars1 ilk alti ayda, enfeksiyon
immunitesi ya da preimmunizasyon kazanirlar. Sonug olarak bu hayvanlar az miktarda
parazit tasirlar ve bolgedeki lokal suslara karst belirli 6l¢lide bagisiktirlar, buna bagl
olarak ta kilinik belirti gostermezler. Bolgeden kenelerin tamamen uzaklastirilmast ve
kiiratif ajanlarla enfeksiyonun tamamen ortadan kaldirilmasi sonucu hayvan duyarl hale
gelir. Bu durumda olan ya da parazitin bulunmadig instabil bolgelerden boyle endemik
bolgelere gelecek olan hayvanlara suni preimmunizasyon kazandirma uygulamalari
yapilabilir. Bunun i¢in duyarli olan hayvanlara, Babesia tasiyicisi olan hayvanlarin kani
verilir ve olusan ates ve parazitemi takip edilir. Klinik belirtilerin olusmasi ile birlikte
kuratif dozun altinda imidazol preparati uygulanarak hastaligin ¢ikist onlenir. Ancak
belirli bir miktar parazitin canli kalmasima miisade edilir. Bdylece uygulama yapilan

hayvanlarda yapay olarak preimmunizasyon uygulamalar1 saglanmis olur (53).
2.3.3. Asilama

Babesiosis'in naklinden sorumlu olan kenelere karsi yiiriitiillen miicadelede c¢esitli
akarasitlere kars1 gelisen direng sebebiyle, hastalikla miicadelede etkene karsi asilama
yapilmasi 6nem kazanmistir. Uzun yillar preimmun durumdaki hayvanlarin kanlari

asilamada kullanilmistir (44,52).

Son yillarda molekiiler biyoloji ve gen teknolojisindeki gelismelere paralel olarak, DNA
asilar1 gelistirilmeye baslamustir. immunolojik 6zelligi iyi oldugu tespit edilen, antijenik
proteinleri kodlayan gen bolgesi saptanarak klonlanmis ve bu klonlama ile ¢ogaltilan

antijanik proteinler agilamada kullanilmistir (53).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI

Bu ¢alisma i¢in gerekli materyali toplamak amaciyla, g¢esitli zamanlarda Yesilhisar ve
cevresindeki kodylere gidilerek, klinik belirti gostermeyen saglikli hayvanlardan rastgele
200 koyun ile 100 keg¢i se¢ilmistir. Bu koyun ve kegilerden RLB i¢in EDTA’1 tiiplere
vena jugularis’ den, teknigine uygun olarak kan alinmis, ayrica mikroskobik baki igin

ayni1 hayvanlarin kulak ve kuyruk uclarindan perifer kan frotileri hazirlanmistir.
3.2. LABORATUVAR CALISMALARI

Toplanan EDTA’li tiiplerdeki kanlar DNA ekstraksiyonuna kadar +4 °C‘de
saklanmiglardir. Perifer kandan hazirlanan siirme preparatlar da teknige uygun sekilde

boyanarak degerlendirilmek tizere hazirlanmistir.
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3.2.1. Kan Frotilerinin Yapim ve Muayenesi

Perifer kandan yapilan kalin damla frotiler 100 °C' lik etiivde 15 dakika, siirme frotiler
ise havada kurutulduktan sonra, metil alkolde 5 dakika tutularak tespit edilmistir. Tespit
edilen frotiler % 5’lik Giemsa boya solusyonu ile oda 1sisinda 30- 45 dakika
boyanmigtir. Boyanan frotiler musluk suyu altinda yikanip kurutulduktan sonra
immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun 100’liik objektifi altinda Piroplasma,

Babesia ve Theileria tiirleri yoniinden kontrol edilmistir.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Parazit DNA’sinin elde edilmesi i¢in EDTA’l tiiplere alinarak +4 °C¢de Saklanan
kanlar kullanilmistir. Kanda, eritrositlerin i¢indeki parazitlerin DNA’sinin elde edilmesi
icin ekstraksiyon iglemi d’ Oliveira ve ark.(1995) ile Gubbels ve ark. (1999)nin
bildirdigi sekilde yapilmigtir.

e Ekstraksiyon i¢in kullanilan 1,5 ml’lik mikro tiiplere 500 pl lysis miks alinmus,
tizerine 200 pl kan ornegi ilave edilmistir. Bu karistmin bulundugu tiipler

vorteksle iyice karistirilarak eritrositlerin par¢alanmasi saglanmistir.
e Vorteksle karistirilan tiipler 3300 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
e Santrifiij sonrasi tistteki sivi atilmustir.

e (Cokiintiiniin tizerine 500 pl lysis miks ilave edilerek ayni islemler 3 kez daha

tekrarlanmustir.

e Son yikama isleminden sonra ¢oOkiintiiniin {izerine 100 pl PZR miks ilave
edilerek vortekslenmistir. Proteinase K, stok halde hazir bulundurulan PZR

miske, kullanilmadan hemen 6nce 100pg / ml oraninda ilave edilmistir.

e PZR miskle karistirilan ¢okiintii, Proteinase K ‘nin aktivitesini géstermesi i¢in

55 °C’deki su banyosunda 12 saat inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyon sonunda 6rnekler 100 °C‘de 10 dakika isitilarak Proteinase K
inaktive edilmis, maksimum hizda 2 dakika santrifiij sonunda iist kisimda

toplanan DNA siispansiyonu alinmustir.

e Elde edilen DNA ekstraklar1 PZR islemine kadar -20 °C‘de saklanmustir.
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3.2.2.2. PZR Yapihs1

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Biometre T Gradient (Whatmann, Biometra) PZR
makinesi kullanilmistir. Reaksiyonda Primer olarak Theileria ve Babesia soylarindaki
parazitlerin 18S ssr RNA (small subunit ribozamal RNA) geninin degisken V4
bolgesinden biiyiikligli 460 ile 520 bp (base pairs = baz ¢ifti) arasinda degisen bir
parcay1 amplifiye eden genel primerler (RLBF, 5> GAC ACA GGG AGG TAG TGA
CAA G’3 ve RLBR; Biotinle igaretli 5’-TCT TCG ATC CCC TAA CTT TC-3") kullanilmistir

(17,20).
e Reaksiyon Karigimi;

1X PZR buffer
1.5 mM MgCl,
200 pM her bir (datp, dCTP,dGTP), 100 uM (dTTP, dUTP) deoxynucleotiden
50 pmol her bir primerden
1,25 U taqg DNA polimeraz
1,25 U Uracil DNA glycosylase
5 yl DNA 6rnegi seklinde hazirlanmustir.

e Karisim her biri 200ul’lik 1siya dayanikli 6zel PZR reaksiyon tiiplerine (Tref
Lab.) 45l reaksiyon karigimi Spul DNA olmak {izere porsiyonlanmaistir.

e Reaksiyon i¢in tiipler otomatik PZR makinesine (Thermo-Hyboid)

yerlestirilmistir ve iki sikluslu touch down PZR programi uygulanmistir.
e PZR programi
1 siklus 37 °Cde 3 dakika
94 °Cde 10 dakika
2 siklus 94 °C’de 20 saniye
67 °C’de 30 saniye

72 °C’de 30 saniye
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2 siklus 94 °C’ de 20 saniye
65 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
2 siklus 94 °C” de 20 saniye
63 °C’ de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
2 siklus 94 °C’de 20 saniye
61 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
2 siklus 94 °C’de 20 saniye
59 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
40 siklus 94 °C’de 20 saniye
57 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
65°C>de bekle

e Amplikasyon sonunda elde edilen PZR iiriinlerinin bir kism1 (20 pl) % 1,7°lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak, Gene Geneus Jel Ddkiimentasyon
Sistemi ve imaj analiz programi (Syngene) kullanilarak goériintiilenip analiz
edilmis, geri kalani ise (30pl) RLB testinde kullanilmak iizere +4 °Ccde

saklanmistir.
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3.2.2.3. Pozitif ve Negatif Kontrol

Testin bilinen Babesia tiirlerinin DNA’larin1 amplifiye ettigini géstermek amaciyla
pozitif kontrol olarak, B. ovis (Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesinden),
B.motasi, B.crassa, T.ovis (Borstel, Germany) ve negatif kontrol olarak da saglikli

koyun ve ke¢i DNA’s1 kullanilmistir.
3.2.3. Reverse Line Blotting (RLB)
3.2.3.1. RLB Membranin Hazirlanmasi

Bu asamada kullanilan problarin tamami negatif yiiklii Biodyne C membrana
kovalent baglanabilmaleri amaciyla, 5’- uc¢larinda amino grubu N terminal N-
(Trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N,N-diisopropyl phoshoramidite (=TFA)-C¢
aminolinker) igerecek sekildle MWG (Almanya) firmalasina sentezlettirilmistir.
Membran Georges ve ark. (2001), Gubbels ve ark.(1999)’nin bildirdigi sekilde

hazirlanmustir.

e Problar 500 mM NaHCOs; (ph 8.4) i¢inde 100-400 pmol/150ul

konsantrasyonlarda sulandirilmistir.

e Kullanilacak olan membran oda 1s1sinda 10 dakika ,10 ml % 16 EDAC ( 1-ethyl-
3-(3-dimethyllamino-propyl)carbodiimide) (Sigma) ile aktive edilmis ve sonra

su ile yikanmustir.

e Membran yikama isleminden sonra MN45 miniblottera (immunetics,

Cambridge, Mass) yerlestirilmistir.

e Membran lizerindeki kalinti sivilar iyice aspire edildikten sonra, ilk ve son
kanala 2X SSPE ile % 2 oraninda sulandirilmis ¢ini miirekkebi, diger kanallara

ise her probtan 150 ul dokiilmiis, oda 1s1sinda 1-2 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda kanallardaki sivilar aym sekilde aspire edilerek

bosaltilmustir.

e Miniblotterdan ¢ikarilan membran 100 mM NaOH ig¢inde 10 dakika inkiibe

edilerek inaktive edilmistir.

e Inaktivasyon sonunda membran 2X SSPE/O,1 SDS karisiminda 60 °C’de 5

dakika yikanarak kullanima hazir hale getirilmistir.
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3.2.3.2. RLB Hibridizasyon

Hibridizasyon islemi Georges ve ark.( 2001), Gubbels ve ark. (1999)’ nin bildirdigi

sekilde yapilmistir.

Onceden elde edilen PZR iiriinlerinin her birinden 30 pl alinarak, 2X SSPE/0.1
SDS karigimi ile 150 pl’ye tamamlanmis ve 100 °C’de 10 dakika denatiire

edilmistir.

Membran 6nceden dokillen prob siralari ile miniblotterm kanallart 90° ac1

yapacak sekilde miniblottera yerlestirilmistir.
Membrandaki fazla sivi1 aspire edilerek uzaklastirilmistir.

Denatiire edilen ve sulandirilan PZR iirlinleri miniblotterin kanallarina dokiilmiis
42 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilerek, problarla hibridizasyonlari

saglanmigtir. Bu agsamada miniblotterin ¢alkalanmasina dikkat edilmistir.

Hibridizasyon siiresinin sonunda kanallardaki siv1 aspire edilmistir.

Miniblotterdan ¢ikarilan membran, 2X SSPE/ 0,1 SDS solusyonu ile 2 defa 52
0C‘de 10 dakika yavasea calkalanarak yikanmustir.

Bu islemi takiben membran, 42 °C*de 30 dakika 10 ml Horseradish Peroksidaz
ile isaretlenmis streptavidin solusyonunda hafif ¢alkalanarak (2X SSPE / % 0.5
SDS ile 1:4000 oraninda sulandirilmis) inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonu takiben membran 2X SSPE / 0.5 SDS ile 2 defa 42° C “de 10
dakika yikanmigtir.

Membran 10 ml ECL sivisinda 10 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonu takiben sert bir zemine alman mebranin iizeri asetatla ortiilerek,
hava kabarciklar1 uzaklastirildiktan sonra karanlik ortamda tizerine ECL

hyperfilm konulmustur.
Sinyal yogunluguna gore film 30 sn ile 1 saat arasinda tutulmustur.

Daha sonra filmler banyo edilerek gelistirilmistir.
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Degerlendirme de filmler {izerinde prob ve PZR f{iriinlerinin dokiildiigii siralarin
kesistigi yerlerde meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul edilmistir.
Istendiginde ECL filmindeki goriintii UVP dékiimantasyon sistemi ile fotograf haline

getirilmistir.
3.2.3.3. RLB’ nin Duyarhhginin Saptanmasi

Reverse Line Blotting testinin duyarliliginin tespiti amaciyla, Babesia ile enfekte
parazitemisi bilinen kan enfekte olmayan kan ile 10° basamagima kadar sulandirilmustir.
RLB’ nin tespit edebildigi en diisiik parazitemi degeri 10 olarak saptanarak duyarliligs,
Babesia ve Theileria pozitif kontrol DNA’lari kullanilarak da 0Ozgiilliigi ortaya
konulmustur. Kontrol DNA’lar ile yapilan testlerde kendi 6zgiil problari disinda

baglanmalar gézlenmemistir.
3.2.4. PZR ve RLB Testlerinde Kullanilan Gerecler
e PZR makinesi
e 200 pl ‘lik PZR tiipii
e Elektroforez tanki
e QGii¢ Kaynagi
e Dokiimentasyon Sistemi
e Biodyn C membran
e MN 45 Miniblotter
e ECL hyperfilm
3.2.5. PZR ve RLB Testlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Lysis miks: 9% 0,22 NaCl
1 mM EDTA

% 0,016 Saponin
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e PZR miks: 10 mM Tris-HCL ph 8.0
50 mM KCI
% 0,5 Tween 20
100 pg/ml Proteinase K
Proteinase K PZR miks tiiplere dagitilmadan az dnce karisima ilave edilmelidir.
e 1X PZR Buffer
o MgCl,
e dNTP mix
e dUTP
e Uracil DNA glycosylase
e Taq Polymerase
e 500 mM NaHCO;
e %16 EDAC

e 100 mM NaOH

e 0,5MEDTA

e 5X Tris- Borate EDTA (TBE): 54 ¢ Tris base
275¢g Borik Asit
20 ml 0.5M EDTA

1 It “ye tamamlanip manyetik karistiricida karistirlir.
e %10SDS: 10¢g SDS (Lauryl Sulphat)
100 ml H,0

Karistirilip, 60 °C” lik su banyosunda eritilir.
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e 20X SSPE: 1753¢ NaCl
27,6 g NaH,PO4-H,O
74 ¢ EDTA
800 ml H,O

10 N NaOH ile ph 7,4’e ayarlanir. 1 It ye tamamlanir.

e 2XSSPE/0.1 SDS: 100 ml 2X SSPE
10 ml % 10 SDS
890 ml H,O

Karstirilip, 60 °C’ lik su banyosunda eritilir.

e 2X SSPE/0.5 SDS: 100 ml 2X SSPE
50 ml % 10 SDS
850 ml Hzo

Karstirilip, 60 °C’ lik su banyosunda eritilir.
e Streptavidin
e ECL tespit s1vis1
3.2.6. PZR ve RLB testlerinde Kullanilan Primerler ve Problar
PZR testinde kullanilan primer listesi kaynaklariyla birlikte Tablo 3.1° de verilmistir.

Biodyn C membrana tutturulan aminolinkerli problarin 5°-3° dizilisleri ve kaynaklari

Tablo 3.2° de verilmistir.

Tablo 3.1. PZR’da kullanilan Primerler

Primerin oo
Adi Dizilisi Kaynak
RLBF, 5’GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAAG’3 Gubbels ve ark., 1999 (38)

RLBR, Biotinle isaretli 5’TCT TCG ATC CCC TAA CTT TC’3 | Gubbels ve ark., 1999 (38)
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Tabloe 3.2. Caligmada kullanilan problarin 5°-3” dizilisi

Prob Dizilisi Kaynak
Catchall TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTTG Gubbels ve ark., 1999 (38)
Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACC(CT)CTTCCA Nagora et all. 2004 (57)

T .ovis TTTTGCTCCTTTACGAGTCTTTGC Nagora et all. 2004 (57)
Babesia spp. CCT(GT)GGTAATGGTTAATAGGAA Schnittger et all. 2004 (56).
B. ovis GCGCGCGGCCTTTGCGTTACT Nagora et all. 2004 (57)
B. motasi ATTGGAGTATTGCGCTTGCTTTTT Nagora et all. 2004 (57)
B. crassa TTATGGCCCGTTGGCTTAT Schnittger et all. 2004 (56)

T: thymine; A:adenine; C:cytosine; G:guanine

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

Testlerin sonuglar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak dnemliligi x* (ki kare)

testiyle incelenmistir. Bu istatistiksel testler icin SPSS 10.0 programindan

yararlanilmistir.



4. BULGULAR

Bu ¢alismada Yesilhisar yoresindeki klinik belirti gostermeyen sagliklt 200 koyun ve

100 keg¢i babesiosis yoniinden mikroskobik baki ve RLB ile incelenmistir.

Toplam 300 perifer kan frotisinin mikroskobik incelenmesi sonucunda, 33 (% 11) kan
orneginde piroplasma saptanmistir. Saptanan bu 33 pozitifligin 24 (% 8)’liniin Theileria
spp.’ye ve 9 (% 3)’unun Babesia spp.’ye ait oldugu tespit edilmistir. Mikroskobik
bakida tiirlerin ayrimi yanligliklara sebep olabileceginden, sadece soy diizeyinde
degerlendirme yapilmistir. Arastirmaya dahil koyun ve kegilerde saptanan mikroskobik

sonuglar Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1.Mikroskobik muayene ile Yesilhisar yoresinde koyun ve kegilerde tespit edilen piroplasma
enfeksiyonlariin prevalansi

Muayene edilen SONUC
hayvanin
Tiirii Sayist | Piroplasm | % Babesia 9 Theileria %
v Spp ~ Spp- ~
g 2 g Z 2 8
Koyun 200 28 14 Tl,_ = 8 4 Tﬂ a 20 20 ?« 2
: I I
Kegi 100 5 5 Y e 1 1 Yoa 4 4 g A
Toplam 300 33 11 9 3 24 8
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RLB testi ile incelenen 200 bas koyun ve 100 bas keciye ait toplam 300 kan
numunesinin sonuglar1 Tablo.4.2’de gdsterilmistir. Tablo.4.2’de verildigi gibi, RLB
sonucunda koyunlarin 99 (% 49,5)’u, kegilerin 18 (% 18)’1 olmak {izere toplam 117 (%
39) kiiciik ruminantta , Theleria ve Babesia tiirleri i¢in ortak gen bolgesinden dizayn
edilmis olan catch-all probu ile pozitiflik saptanmigtir. Catch-all pozitif bulunan 99
koyunun 91(% 45,5)’inde T. ovis, 3 (% 1,5)’iinde B. ovis ve besinde B. ovis + T. ovis
(miks enfeksiyon) tespit edilmistir. Catch-all pozitif 18 keginin 15 (% 15)’inde T. ovis,
1(% 1)’inde B. ovis ve 2 (% 2)’sinde B. ovis + T. ovis (miks enfeksiyon) tespit

edilmistir.

Tablo 4.2.Yesilhisar yoresinde RLB ile tespit edilen tiirlerin molekiiler prevalansi

3 S S +
> 72} H £ R — L —
S |3zl s 33| |33 | s |43 s |4
= o |8 a | d | o N
~ on
O N o~ o~
Koyun | 200 99 495 | 91 45,5 | = 3 1,5 | —= 5 25 |2
=~ o~ [} je=)
Kegi 100 [ 18 18 | [ 15 15 |« 1 1| 2 2|
N\I NII X e
Toplam | 300 117 39 X 106 | 35,33 | X 4 1,33 7 2,34

Yesilhisar yoresinde koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia tiirlerinin mikroskobik
prevalanst % 11, molekiiler prevalanst % 39, olarak tespit edilmistir. Tiirlere gore
bakildiginda Babesia spp. mikroskobik olarak % 3, B. ovis molekiiler olarak % 1,3

olarak tespit edilmistir. Babesia motasi ve B.crassa ise saptanamamustir.

Diger taraftan bu calismanin istatistiksel analizi yapildiginda, mikroskobik muayene ve
RLB sonuglarindaki Piroplasma ve Catch-all pozitifliginin koyun ve kegiler arasindaki
farkliligin istatistiksel 6neme sahip oldugu (p<0.05), soy diizeyinde ise Babesia ve

Theileria yoniinden istatitiksel 6nemin olmadig1 goriilmistiir (p>0.05)



5. TARTISMA VE SONUC

Koyun ve kegilerde babesiosis tropik ve subtropik bolgelerde, kenelerle nakledilen ve
ekonomik kayiplara yol agan onemli bir hastaliktir. Diinyanin bir¢ok iilkesinde oldugu
gibi Tiirkiye’de de hayvan yetistiriciligini tehdit eden 6nemli sorunlardandir. Bugiine
kadar babesiosis’in teshisinde perifer kan frotilerinin mikroskobik muayenesi, serolojik
muayene gibi teknikler kullanilmig, son yillarda bunlara, PZR gibi molekiiler biyolojik
yontemler de eklenmistir. Bu teshis yontemlerinin uygulamalari sirasinda birbirlerine

gore ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 ortaya ¢ikmistir (44).

Babesiosis’de hastalig1 atlatan hayvanlar, uzun siire viicutlarinda, az miktarda parazit
tagtyarak vektor kenelerin enfeksiyon kaynagini olusturmakta ve hastalik i¢in portorliik
yapmaktadirlar. Bu durumdaki tasiyicit hayvanlarda mikroskobik muayene ile etkenleri

teshis etmek giiclesmekte ve yanilgilara sebep olmaktadir (39, 58, 59).

Mikroskobik muayenede etkenin saptanmasinin giicliigii ile birlikte Babesia tiirlerinin
ayrimlarin1 da yapmak zordur. Bu durum miks enfeksiyonlar da karigikliklara sebep
olmaktadir. Ozellikle saha sartlarinda hastaligin birden fazla tiir tarafindan olusturulan
miks enfeksiyonlar seklinde seyrettigi géz oniine alindiginda bu durum 6nemli bir sorun

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (59, 60).
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Diger taraftan, parazitin bizzat kendisinin degil de, ona karsi olusan antikorlarin tespiti
esasina dayandirilarak yapilan IFAT, ELISA, CFT gibi serolojik yoOntemler ve
bunlardan 6zellikle IFAT, babesiosis’in teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (61).
Ancak bu yontemlerde, etken bulunmadigi halde antikorlarin varligmi devam
ettirmesine bagli olarak ortaya ¢ikan seropozitifliklerin (38) ve ¢apraz reaksiyonlarin

sebep oldugu yanlis seropozitifliklerin meydana gelebilecegi bildirilmistir (47).

Yukarida aciklandig1 gibi, parazitlerin teshisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik
yontemlerde karsilasilan olumsuzluklar molekiiler biyolojik ¢aligmalara paralel olarak
gelistirilen PZR teknigi ile giderilmeye c¢alisilmistir. Bu teknik ile o6zellikle tastyici
hayvanlarda Babesia tiirlerini de igine alan bir¢cok patojen etkenin duyarli ve 6zgiil
sekilde teshis edilmesine olanak saglanmistir (31, 60, 62—65). Ancak tiire 6zgli PZR
kullanilmast durumunda, her hastalik etkeni i¢in ayr1 ayri1 testlerin yapilmasi
gerektiginden bu durum hem zaman hem de ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
kayiplarin giderilmesi amaciyla bir defada birden fazla parazit tiiriiniin teshisine olanak

saglayan ve ayni zamanda PZR‘a gére daha duyarli olan RLB yontemi gelistirilmistir

(38, 41).

Gegmiste yapilan c¢alismalarda, kan protozoonlarinin teshisinde PZR ve RLB’nin
mikroskobik baki ve IFAT’ a gore hem daha duyarli hem de daha 6zgiil oldugu
bildirilmistir (59, 60, 65-67). PZR ve RLB ile minimum parazitemi degerlerinin 10~ —
107 arasinda oldugu durumlarda bile parazitlerin saptanabildigi bildirilmistir. Gubbels
ve ark. (1999) ise RLB yontemi ile Babesia ve Theileria tiirlerini 10° parazitemi
degerinde bile saptamuslardir. Bu ¢alismada da Babesia tiirleri igin tespit edilebilen

minimum parazitemi degerinin 10 oldugu goriilmiistiir (38).

Cesitli arastiricilar tarafindan Tiirkiye’de koyunlarda B.ovis’ in varligi mikroskobik ve
serolojik metotlarla ortaya konmustur. Orta Anadolu, Samsun ve Konya’da klinik belirti
gostermeyen koyunlar {izerinde yapilan mikroskobik muayenede, koyunlarin sirasi ile
% 0,41, % 67,3 ve % 11,5inde B.ovis tespit edilirken, Elazig bolgesinde yapilan

arastirmada etken tespit edilememistir (16).
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Afyon yoresinde koyunlarda B.ovis’in seroprevalansini saptamak amaciyla yapilan
caligmada ELISA ile 204 koyunun 106’sinda (% 51,96) B.ovis’e kars1 antikor tespit
edilirken mikroskobik muayene ile 1’inde (% 0,49) B.ovis goriilmiistiir (20).

Klinik belirti gosteren siiriilerin mikroskobik bakisinda, Orta Anadolu’da koyunlarin
%34,2’sinde, A.U. Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Klinigine getirilen koyunlarin
%62,5’sinde B. ovis goriilmiistiir (5). Malatya yoresinde yapilan ¢alismada klinik belirti
gostermeyen 220 koyunun 4’tinde (% 1,8) mikroskobik muayene ile B. ovis saptanmisgtir
(12).

Van yoresinde IFA testi ile B. ovis yoniinden kontrol edilen koyunlarmn % 60,3 tinde
seropozitiflik elde edilmistir (15). Aynm arastirmada seropozitiflik oraninin 6- 12 aylik
kuzularda % 64,7, 1-2 yas grubu koyunlarda % 55, 2-3 yas grubunda % 60, 3-4 yas
grubunda % 65, ve 4 yas lzeri grupta % 58,3 oldugu bildirilmistir. Ayni1 yontemle
Samsun yoresinde % 72 (14), Ankara yoresinde % 76 (19) seropozitiflik bulunmustur.

Tiirkiye’nin degisik 18 ydresinden toplanan koyun serumlarinin ELISA teknigi ile
B.ovis yoniinden incelenmesi sonucunda bolgelere gore % 28,1 ile % 80,9 arasinda
degisen oranlarda seropozitiflik elde edilmis ve seropozitiflik oraninin bir yasindan
kiigiik kuzularda % 28,1 ile % 52,5 arasinda degistigi bildirilmistir (21). Ayn1 teknikle
Konya, Ankara ve Elazig yoresinde siras1 ile % 42,1, % 73,8 ve % 45 oraninda
pozitiflik belirlenmis olup, Elazig yoresinde yapilan ¢alismada seropozitiflik oraninin
bir yasindan kiiciik kuzularda % 24,3, bir yasindan biiyiik koyunlarda ise % 46,7 oldugu
belirtilmistir. Malatya yoresinde ELISA teknigi ile B.ovis yéniinden kontrol edilen
koyun serumlarinin% 55,9’ un da pozitiflik belirlenmis, seropozitiflik oraninin bir
yasina kadarki kuzularda % 49,2, bir yasindan biiyiikk koyunlarda % 59 oldugu
bildirilmistir (12).

Kayseri yoresinde yapilan bir ¢aligmada mikroskobik muayene ile 192 koyunun
34’tinde, 47 keginin 3’iinde ve toplam 239 kiigiik ruminantin 37’sinde B. ovis tespit
edilmis olup B. ovis prevalansi koyunlarda % 17,70, kegilerde ise % 6,38 bulunmus, B.

motasi ise tespit edilememistir (5).
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Tiurkiye’de ilk kez Kayseri yoresinde koyunlarda RLB ile yapilan molekiiler
parazitolojik ¢alismada B. ovis varlig1 % 2,6; T. ovis + B. ovis miks varlig1 % 5,1 olarak
tespit edilmistir (22).

Bu calismada ise mikroskobik olarak toplam 300 kii¢iik ruminanttin 9’unda, Babesia
spp. molekiiler biyolojik olarak ta 4’tinde B. ovis ve 7’sinde B.ovis+T.ovis bulunmustur.
RLB testinde 300 kan numunesinin, catch-all probu ile 117’sinde pozitif reaksiyon
vermesi sebebiyle 6rnekler Theleria spp. ve T. ovis problari ile de yoklanmistir. Bunun
sonucunda 117 catch- all pozitifligin, 106’sinda T. ovis, 4’linde B. ovis ve 7’sinde ise B.
ovis+T. ovis tiirleri ile miks enfeksiyon tespit edilmistir. B. motasi ve B. crassa ise tespit

edilmemistir. Bu bulgular daha 6nce bildirilenlerle uyumludur.

Sonug olarak bu calismayla Kayseri’ye bagli Yesilhisar ilgesinde koyun ve kecilerde
B.ovis prevalanst mikroskobik muayene yontemine gore koyunlarda % 4, kecilerde % 1
olarak tespit edilirken RLB ile koyunlarda B.ovis prevalansi % 1,5, kegilerde ise % 1
olarak tespit edilmistir. Ayrica koyunlarda % 2,5 ve kegilerde de % 2 oraninda B. ovis +

T. ovis miks enfeksiyonu varligi ortaya konmustur.

Elde edilen bu bulgular yukarida bildirilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Diger
taraftan bu calismanin istatistiksel analizi yapildiginda, mikroskobik muayene ve RLB
sonuglarindaki Piroplasma ve Catch-all pozitifliginin koyun ve kegiler arasindaki
farkliligin istatistiksel 6neme sahip oldugu (p<0.05), soy diizeyinde ise Babesia ve
Theileria yoniinden istatitiksel 6nemin olmadigi gorilmiistiir (p>0.05). Bu durumun,

koyun ve kegilerin meradaki davranig bi¢imleriyle ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calismanin sonuglari, Kayseri yoresinde benzeri molekiiler parazitolojik kapsamli

arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugunu ortaya koymustur.



6. KAYNAKLAR

Inci A, Cakmak A, Karaer Z, Dinger S, Sayin F, Ica A. Kayseri Yoresinde Sigirlarda
Babesiosisin Seroprevalansi. Tiirk J Vet. Anim. Sci. 2002, 26:134-135

Ica A. Sigirlarda Baz1 Babesia Tiirlerinin Reverse Line Blotting ve Indrect Floresan Antikor
Testi ile Karsilastirmali Ttamis1 Uzerine Arastirmalar. Doktora Tezi, Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitilisii Ankara 2003

Boch J, Supperer R, Veterinary medizinische Parasitologie.3. Auflage,Verlag Paul Parey,
Berlin und Hamburg 1983 p, 2-5

Karaer Z, Nalbantoglu S. Protozoon Hastaliklarinda Tedavi. Ed: Burgu A, Karaer Z.
Veteriner Hekimliginde Parazit Hastaliklarinda Tedavi. izmir, 2005 , ss 15,16.

Inci A, Karaer Z, ica A. Kayseri Yoresinde Koyun ve Kegilerde Babesiosis. Frat
Univetsitesi Saglik Bilimleri Dergisi 2002, 16(1): 79-83
Goksu K. Yerli koyunlarimizda Babesidae ve Theileridae’lerin epizootiyolojik durumlariyla

biyolojilerine dair arastirmalar. AU.Vet.Fak.Yay.1976, 205

Giiralp N, Sayin F, Tigin Y, Tmar R.Texel merinos ve kivircik koyunlari ile melezlerinde
goriilen parazit tiirler, bunlarin enfeksiyon oranlar1 ve savas careleri. A.U.Vet.Fak. Derg.

1975, 22(1-2):1-7



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

37

Inci A,Yukart BA, sayin F. Cankir1 ydresinde bazi koyun ve kegi siiriilerinde babesiosis ve
theileriosis etkenlerinin mikroskobik kan muayenesi ile arastirilmasi. A.U. Vet. Fak. Derg.

1998, 45(1):105-113

Kurtpinar H. Erzurum, Kars, Agn vilayetleri sigir, koyun, kegilerinin yaz aylarina mahsus
parazitleri ve bunlarin dogurduklar hastaliklar. Tiirk Vet. Hek. Derg. 1956,26 (120-121):
3226-3232

Ozcan HC, Ankara ve civarinda evcil hayvanlarda goriilen piroplasmose vakalari ve

tedavileri iizerine arastirmalar. AU.Vet.Fak.Yay.1979;143

Tagc1 S. Van bolgesinde sigir ve koyunlarda goriilen kene tiirleri ile bunlarin tasidigi kan

parazitleri arasindaki iliskiler. A.U.Vet.Fak. Derg. 1989, 36(1):53-63.

Aktas M, Diizgiin A, Cahit B. Malatya Yoresinde Koyunlarda B. ovis 'in Seroprevalansi.
Tiirk J.Vet.Anim.Sci. 2001, 25:241-243

Cakmak A, Dinger S ve Karaer Z. Samsun Yoresinde Koyunlarda B. ovis’in Serodiagnozu

Uzerinde Arastirmalar. A. U. Vet. Fak. Derg. 1991, 38(1-2):242-251.

Cakmak A, Dinger § ve Karaer Z. Samsun Yo6resinde Koyunlarda B. ovis' in Serodiagnozu

Uzerinde Arastirmalar. A. U. Vet. Fak. Derg. 1991,38(1-2): 242-251

Deger MS. Van Ilinde Koyunlarda Babesiosis'in Sero epidemiyolojisi Uzerine Aragtirmalar.

Doktora Tezi Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Ankara 1990

Dumanli N, Koéroglu E, Diizgiin A, Angin M ve Kiigiikkerdem N. Elazig Yoresinde
Koyunlarda B. ovis' in Seroprevalansi Tiirk Journal of Veterinary and Animal Sciences

1997,21: 183-186

Ozkog U. Koyunlarda B.ovis enfeksiyonunun Indirekt Floresan Antikor Teknigi ile serolojik
teshisi izerinde aragtirma.Pendik Vet. Mikrobiol Ens.Derg, 1979;11(29): 70-83.

Seving F. Konya yéresi koyunlarinda B.ovis’ in IFAT ve ELISA ile teshisi. Doktora Tezi,
SU Saglik Bil. Enst. Konya 1996

Yukar1 BA, Cakmak A, Karaer Z, Diizgiin A, Yarali C. Ankara Yoresinde Koyunlarda B.
ovis'in IFAT ve ELISA Yontemleri ile Serodiagnozu. Tiirk Vet. Hek. Der. Derg. 1996, 67:
42-45



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

38

Cicek H, Diizgin A, Emre Z, Karaer Z. Afyon Yoresinde Koyunlarda B. ovis'in
Seroprevalansi, Tiirkiye XII. Ulusal Parazitoloji Kongresi Bildiri Kitabi, Selguk
Universitesi, Konya 8-12/ Eyliil 2003, ss 254

Diizgiin A, Wring IG, Waltishbul DJ, Gale KR, Goodger DV. et al. An ELISA for the
diagnosis of Babesia ovis infection utilising a synthetic Babesia bovis derived antijen
Vet.Parasitol 1991 14: 44-52

Ica A, Yildirim A, Inci A.Kayseri yoresinde koyunlarda kan protozoonlarinin Reverse Line
Blotting Yontemi ile Arastirilmasi. Tiirkiye XIV Ulusal Parazitoloji Kongresi Kitabi, Dokuz
Eyliil Universitesi, Izmir 18-25/ Eyliil 2005, ss 161

Melhorn H, Schein E. The piroplasm life cycle and sexual stages. Advences in Parasitology.

Ed: JR Baker, R.Miiller Academic Press 1984 p:69-89

Friedhoof KT. Transmission of Babesia in Babesiosis of Domestic Animals and Man Ed:
M. Ristic Boca Raton Florida CRC Press 1988 p: 23-52

Soulsby EJL. Helmints Artropods and Protozoa of domesticated Animals. Baillere Tindall
London 1986

Sayin F, Dumanli N. Elaz1g Bolgesinde Evcil Hayvanlarda goriilen Kene Tiirleri ile ilgili
Epizootiyolojik Arastirmalar A. U. Vet. Fak. Derg. 29(3-4): 344-362

Alkan Z, Ozbel Y, Ozensoy S, Atambay M. Molekiiler Biyolojik Yéntemler Ed: Ozcel MA,
Altintas N.Parazit Hastaliklarinda Tan1 Izmir 1997 :373-411

Bose R, Jacabson RH, Gale KR, Waltisbuhl DJ, Wringht IG. An improved ELISA for the
detection of antibodies aganist Babesia bovis using either anotive or a recombinant B.bovis

antijen. Parasitol Res.1990 76:648-652
Sonenshine DE. Biyology of ticks,Vol II. Newyork, Oxford University Pres Chapter V.1993

Todorovic RA, Carson C A. Methods for meauring the immunological response to Babesia.

In ;Babesiosis Ed:Ristic M,Kreier JP Newyork Akademic Pres 1981 P:381-409

Figueroa JV, Chieves LP, Johnson GS, Buening GM. Multiplex polymerase chain reaction
based assay for the detection of Babesia bigemina, Babesia bovis and Anaplasma marginale
DNA in bovine Blood. Vet. Parasitol.1993, 50:69-81



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

39

Comes AM, Humbert JF, Cabaret J, Elard L. Using moleculer tools for diagnosis in
veterinary parasitology Vet.Res. 1996, 27:333-342

Sparagano O. Moleculer diagnosis of Theleria and Babesia species. J. Vet. Parasitol. 1999,
13(2):83-92

Arda M. Niikleik asitlerin invitro amplifikasyon yontemleri. Temel Mikrobiyoloji
Genigletilmig 2. Baski Medisan Yayilari Ankara 2001 58:483-493

Randal K, Saiki BS, Chu-an chan PD, Corey H, Levenson PD. et al. Diagnosis of sickle cell
anemia and B Thalasemia with enzimatically amplified DNA and nonradio active allek-

spesific oligonucleotide probes.N. Engl. J.Med.1988, 309 (9): 537-541

Rijpkema SG, Molkenboer MJ, Schouls LM, Jongejan F, Schelekens JF. Simultaneous
detection and genotyping of three genomic group of Borrelia burdgoferi sensu lato in Dutch
Ixodes ricinus ticks by characterization of the amplified intergenic spacer region between

5S and ‘3 S rRNA genes. J. Clin. Microbiol 1995, 33: 3091-3095

Kamerbeek J, Schouls L, Kalk A, Van Agterueld M, Van Soolingen D.et al. Simultaneous
detection and diffentitation of Mycobacterum tuberculosis for diagnosis and epidemiology.
J.Clin.Microbiol 1997 35 (4): 907-914

Gubbels MJ, de VOS S, van der Weide M, Viseras J, Schouls LM. et al. Simultaneous
detection of bovine Theleria and Babesia spesies using Reverse Line Blotting
hybridization, J.Clin.Microbiol 1999, 37: 1782-1789

Ceci L, Jongejon F, Carelli G, Tass P, Saparogono O. Identication of Theileria
buffel/orientalis and Babesia bigemina inapulion cattle using moleculer techniques and

study of changes in Blood parameters. Parasitologia 1999, 41: 31-32

Schouls LM., Van de Pol.l, Rijpkema SG, Schot CS. Detection and identification of
Erlichia, Borella, burdgoferi sensu lato and Bartonella spesies in Dutch Ixodes ricinus ticks
J.Clin.Microbiol 1999, 37 (7): 2215-2222

Georges K, Loria GR, Riili S, Greco A, Caracappa S. et al. Detection of haemoparasites in
cattle by reverse line blot hybridition with a note an the distribution of ticks in siccly.

Vet.Parasitol 2001,99:273-286



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

40

Beker C, de VOS S,Taoufik A, Sparagona O, Jongejan F. Simultaneous detection of
Anaplasma and Erlichia spesies in ruminants and detection of Erlichia ruminatum in
Amblyomma variegatum ticks by reverse line blot hybridisation Vet. Microbiol.2002
89:223-238

Lunemann JD, Zarmes S, Priem S, Franz J,Schanderlein R. et al. Rapid typing of Borrelia
burdgoferi sensu lato spesies in specimens from patients with different manifestation of

lyme boreliosis. J.Clin.Microbiol 2001 39:1130-1133

Bose R, Jongensen WK, Dalglresh RS, Fredhoff KT, de Vos AJ. Current state and future
trendsin the diagnosis of babesiosis Vet.Parasitol 1995; 57:61-64

Levine ND. Veterinary Protozoology, Lowa State University Pres Ames 1 th Edition 1985
P: 291- 312

Bose R, Peyman B. Diagnostic of Babesia caballi infections in horses by Enzym-Linked
immunosorbent assay (ELISA) and Western Blot. Int.J.parasitol 1994, 24:341-346

Papadopoulos B,Perie NM, Uilenberg G. Piroplasms of domestic animals in the Macedonia

region of Greece 1. Serological cross-reactions. Vet.Parasitol 1996 ;63: 41-56

Ludford CG, Hall WT K, Sulzer AJ, Wilson M. Babesia argentina, Plasmodium vivax and
P. falciparum antijenik kros reactions Exp. Parasitol 1972 24: 427-335

Mahoney DF. Babesia of domestic animals.In Parasitic Protozoa Ed:j.p.Kreier, Newyork
Academic Pres. 1977 p:1-52

Kuttler KL. Chemotherapy of Babesiosis;A review. In Babesiosis Ed:M.Ristic J.P.Kreier
Newyork Academic Pres 1981 p:65-85

Dinger $. Ruminantlarda Babesiosis ve Theileriosis. Tigem Egitim semineri Dalaman +-8

Haziran 1990

Pipano E,Hadani A, Control of bovine babesiosis.In Malaria and Babesiosis, Ed: M.Ristic
P. Ambroise- Thomas J. Kreier Dardrectht Boston Lancaster Mortinus Nijhoff Publishers
1984 p:263-303

Melhorn H. Encyclopedic reference of parasitology Diseases, treatment therapy.

Berlin:Springer-Verlag 2001 p:61-71



54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

41

Yukar1 BA, Karaer Z. Babesiosis Vet.Hek.Der.Derg. 1996, 67:46-54

Pipano E.Live vaccines aganist haemoparasitik-diases in lives tock Vet.parasitol 57:213-

231

Schnittger L, Yin H, Oi B, Gubbels MJ, Beyer D et al. Simultaneous detection and
differention of Theileria and Babesia parasites infecting small ruminants by reverse line

blotting. Parasitol Res 2004,92: 189-196

Nagora D, Garcia Sammartin J, Garcia Perez AL, Juste RA, Hurtado A. Identification,
genetic diversity and prevalence of Theileria and Babesia species in sheep population from

Northern Spain International Journal for parasitology 2004,34: 1059- 1067

Figueroa JV, Benning GM, Nucleic acid probes as a diagnostic method for tick-borne

hemoparasites of veterinary importance. Vet.Parasitol. 1995, 75:75-92

Almeria S, Castella J,ferrer D, Ortuno A, Estrada-pena A et al. Bovine piroplasms in
Minorca (Balearic Islands, Spain):a comparison of PCR-bassed and light microscopy

detection. Vet. Parasitol.2001, 99:249-259

d’oliveira C, Van Der Weide M, Habella MA, Jacquiet P, Jongejan F.Detection of Theileria
annulata in Blood samples of carrier cattle by PCR.J.Clin.Mikrobiol 1995, 33:2665-2669

Anon Bovine Babesiosis. In:OIE Manualof standarts for diagnostic tests and vaccines.Off.

Int. Epizot.,Paris 1996 p:305-312

Bishop R, Sohanpal B, Kariuki DP, Young AS, Nene V et all. Detection of carrier state in
Theileria parva infected cattle by the Polymerase Chain reaction Parasitol 1992,104:215-
232

Fahrimal Y, Goff WL, jasmer DP. Detection of Babesia bovis carrier cattle by using
polymerase chain reaction amplification of parasite DNA. J.Clin.Microbiol 1992, 30
(6):1374-1379

Calder JAM, Reddy GR; ChievesL, Coutney CH; Littel R. et al. Monitoring Babesia bovis

infections in cattle by using PCR-based tests. J.Clin.Microbiol 1996,34(11):2748-2755

Martin-Sanchez J, Viseras J, Adroher FJ, Garcia-Fernandez P. Nested polymerase chain
reaction for detection of Theileria annulata and comparison with conventional diagnostic

techniques: its use in epidemiology studies.Parasitol Res. 1999,85:243-245



42

66. Kirvar E, ilhan T, Katzer F, Hooshmand-Rad P, Zweygard E.et al. Detection of Theileria
annulata in cattle and vector ticks by PCR using the Tam1 gene sequences. Parasitol 2000,
120:245-254

67. Tanyiikksel M, Vatansever Z, Karaer Z, Araz E, Haznedaroglu T. ve ark. Sigir

babesiosis’inin epidemiyolojisi ve zoonotik 6nemi T.Parazitol Derg.2002, 26 (1):42-47



OZGECMIS

1971 yilinda Ankara'da dogdu. Ilkdgrenimini Ankara' da tamamladiktan sonra orta ve lise
egitimini Nevsehir'in Giilgehir ilgcesinde yapti. 1988 yilinda kazanmis oldugu Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesinde egitime basladi ve 1993 yilinda mezun oldu. Mezun
olduktan sonra Nevsehir Tarmm Il Miidiirliigiinde gegici kadroyla calisirken, 1997 yilinda Igdir
fline Ogretmen olarak atandi. 1999 yilinda kurumlar aras1 gegisle Igdir Tarim i1 Miidiirliigi'
nde Veteriner Hekim olarak calismaya basladi. 2000 yilinda Kayseri 11 Kontrol Laboratuvar
Midiirliigli' ne atandi ve halen ayni kurumda Yem Laboratuvar sefliginde Veteriner Hekim

olarak gorevine devam etmektedir. Evli ve 1 ¢cocuk annesidir.



