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1. OZET

T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI (VET.) ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI
HATAY-2005
Cemal KURT

Adana Yoresi Atlarinda Babesia equi ve Babesia caballi’nin Yayiligimm
Mikroskobik ve Serolojik (ELISA) Yéntemlerle Arastirilmasi

Bu calisma ile, 2004 yili Haziran-Ekim aylar1 arasinda Adana’min 8 ilgesinden
(Merkez-Yiiregir, Kozan, Feke, Saimbeyli, Aladag, Pozanti, Karaisali ve Ceyhan) rasgele
secilen farkli yag gruplarindaki 120 erkek ve 100 disi olmak {lizere toplam 220 atta
serolojik (cELISA) ve mikroskobik yontemlerle Babesia equi ve B. caballi’nin tespiti ve
bu tiirleri nakleden vektor kene tiirlerinin tespiti amaglanmistir. Caligmanin materyalini
atlann  kulak uglarindan ve vena jugularislerinden .elde. edilen kan 6rnekl¢rinden
hazirlanan froti ve serumlar olusturmugstur. Sahada hazirlanan stirme kan frotileri metil
alkolle tespit edildikten sonra Giemsa ile boyanmig ve mikroskopta B. equi ve B. caballi
yoniinden incelenmigtir. Ancak incelenen frotilerin hi¢birisinde B. equi ve B. caballi’nin
piroplasm formlarina rastlanmamgtir. cELISA ile yapilan serolojik muayenede, ileri yas
grubundaki atlarda daha fazla olmak tizere %56.8 oraninda B. equi antikorlar1 saptanmus,
B. caballi antikorlar ise tespit edilememistir. Muayene edilen atlarin {izerinden toplanan
kenelerin, babesiosisin bilinen vektsrleri olan Hyalomma marginatum ve .Rhipicephalus
turanicus olduklar anlagilmigtir. Sonug olarak Adana yéresinde atlarda subklinik ve kronik
Babesia enfeksiyonlarinin yaygin oldugu ve portdr atlarin belirlenmesinde serolojik
testlerin mikroskobik yontemlerden daha duyarl: oldugu anlagiimistur.

Anahtar kelimeler: At, Babesia equi, Babesia caballi, froti, kene, cELISA,

Adana.



2. SUMMARY
T'C' . s s .
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI (VET.) ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI
HATAY-2005
Cemal KURT
The Investigation of the Prevalence of Babesia equi and Babesia caballi in Horses in
Different Adana Province Analyzed by Microscopic and Serologic (ELISA) Methods

This study was performed in different'pérts of Adana provinces (Centrum-Yuregir,
Kozan, Feke, Saimbeyli, Aladag, Pozanti, Karaisali and Ceyhan) between June and
October 2004. Samples were chosen randomly in different age and sexes. The aim of the
study was to investigate to detect blood parasites and vector ticks of horses using cELISA
and microscopic examinations.

Materials of fhe study were constituted serums and blood smears in the samples
taken blood from the horses’ vena jugularis and ear of the tips.

In this study, blood smears were stained with Giemsa stain, and then the samples
were identificated for B. equi and B. caballi. But no piroplasm form of Babesia species
were found in all samples. Serological assessments by cELISA were revealed that B. equi
antibodies were positive in 56.8 % of the samples analyzed. Most of them the older horses.
However, B. caballi antibodies were not detected in the samples. It was also found that the
ticks which were taken from horses were Hyalomma marginatum and Rhipicephalus
turanicus species. It was concluded that subclinical and chronic Babesia infections were
common in horses in different parts of Adana. Serologic method was found to be more
sensitive than microscopic examination for the investigation of Babesia porter horses.

Key words: Horse, Babesia equi, Babesia caballi, blood smear, tick, cELISA,

Adana.



3. GIRIS VE GENEL BiLGILER

3.1. GIRIS

Diinyada son zamanlarda hizli makinelesme ile birlikte atlarin hayatimizdaki
Oneminin giderek azaldigi diisiintilmektedir. Fakat Tiirkiye’nin diger kirsal yorelerinde
oldugu gibi Adana ilinin kirsal bolgelerinde de halen yiik tasima, ulagim ve tarim islerinde
atlardan istifade edilmekte ve énemini korumaktadir. Bunlarin yan sira sportif ve turizm
amactyla yetistiriciligi yapilmakta, insan ve hayvan saghg: i¢in laboratuarlarda serum
iiretiminde de kullamlmaktadir. Tiirkiye’de 1999 Devlet Istatistik Enstitlisii verilerine gore
333.000 at bulundugu bildirilmektedir. Bunlardan 6.067 tanesi Adana yoresinde
bulunmaktadir (Tiirkiye Istatistik Yillig1, 2000).

Atlarin bakteriyel, viral ve paraziter hastaliklar agisindan saglikli olmamasi, ciddi
performans kayiplarina ve hatta Oliimlere bile yol agmaktadir. Bu nedenle diger
kontrollerin yam sira atlarda parazitolojik kontrollerin diizenli yapilmasi ve koruyucu
tedbirlerin zamaninda alinmasi gerekmektedir. Atlarda ciddi problemler olugturan paraziter
hastaliklarin baginda kan parazitleri gelmektedir. Iklim ve mevsim 6zellikleri dolaylsiyla
kene aktiviteleri, Adana yoresi atlarinda babesiosisin yaygin oldugu kanaatini
uyandirmigtir, Balkaya (2004)’nin Akdeniz bdlgesinin de yer aldigi Tiirkiye genelini
kapsayan atlarda babesiosisin yayginlifi fizerine yaptifi bir aragtirmanin disinda,
Adana’daki atlarda babesiosis ilgili herhangi bir galigmanin verileri elde edilememisgtir.

Babesiosis etkenlerinin teghisi; klinik semptomlar, hematolojik bulgular ve perifer
kan frotilerinin mikroskobik muayeneleriyle yapilmaktadir (Kaufmann 1996, Hailat ve ark
1997, Bashuriddin ve ark1999, Martin 1999, Kumar ve ark 2003b, Giiclii 2003, Kaya
2003, Anonim 2004, Tamaki ve ark 2004, Boldbaatar ve ark 2005, Edwards ve ark 2005,
Nalbantoglu 2005). Akut enfeksiyonlarda teshisin kolay olmasina kargin, latent seyirli

olgularda hastaligin teshisinde serolojik testlerden yararlamlmaktadir (Martin 1999,

.
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Nicolaiewsky ve ark 2001, Xuan ve ark 2001a, Anonim 2004, Anonim 2005, Boldbaatar
ve ark 2005). Komplemen Fikzasyon Testi (KFT) ve Indirek Flouresan Antikor Testi
(IFAT) gibi serolojik muayeneler B. equi ve B. caballi enfeksiyonlarinin tayininde yaygin
olarak kullanilirlar. Bunuf‘lla birlikte, bu testler, antikor diizeyi ve ¢apraz reaksiyonlardan
dolay: smurh kaldigindan (Xuan ve ark 2001c) son zamanlarda, bu testlere alternatif olarak
rekombinant antijenlerin kullanildigi ELISA metodu &nerilmektedir (Tanaka ve ark 1999,
Xuan ve ark 2001a, Hirata ve ark 2003). Babesiosis’in teshisinde invitro kiiltiirler,
Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR), Nested PCR ve Western Blotting (WB) gibi teknikler
de kullanilmaktadir. Fakat seroloji disinda kalan metodlar son derece zahmetli, pahali ve
vakit alici olarak degerlendirilmektedir (Baldani ve ark 2004).

Bu c¢alisma ile Adana yoresinde babesiosisin yaygmliimin mikroskobik ve
serolojik~ (cELISA) yontemlerle aragtirilmasi, hastalifa neden olan tiirler ile hastaligin

naklinde rol oynayan kene tiirlerinin tespiti amaglanmigtir.



3.2. GENEL BILGILER
3.2.1. Tanimi

Babesiosis, tropikal ve suptropikal iklim bolgelerinde at, esek, katir, zebra ve
midilli gibi tektirnaklilarda Babesia tiirleri tarafindan meydana getirilen, degisik kene
tiirlerinin ergin ya da nimf formlar ile nakledilen, akut, subakut ya da kronik seyreden ve
maddi kayiplara yol agan bir protozoon hastaligidir (Kaufmann 1996, Shkap ve ark 1998,

Martin 1999, Xuan ve ark 2001c, Kumar ve ark 2003b, Anonim 2004, Boldbaatar ve ark

2005).
3.2.2. Atlardaki Babesia Tiirlerinin Smiflandirilmasi

Atlardaki Babesia tiirlerinin taksonomideki yeri agagidaki sekildedir (Levine 1985,

Toparlak ve Tiizer 1999, Dumanli 2002).

Diinya : Protista

Alt Diinya : Protozoa
Sube : Apicomplexa
Siif : Sporozoa
Alt Smif : Piroplasmia

Takim : Piroplasmida

Aile : Babesidae

Cins : Babesia

Tiir : Babesia equi Laveran, 1901 (Theileria equi)
Tiir : Babesia caballi Nuttall ve Strickland, 1910



3.2.3. Tarihge

Babesia’lar ilk kez 1888 yilinda yiiksek ates ve hemoglobiniiri belirtileri gosteren
bir sigirin perifer kanindan Romanyali bir aragtirmaci olan Victor Babes tarafindan
kesfedilmigtir. Babes eritrositlerin i¢inde gérdiigii bu protozoonun bir bakteri oldugunu
diistinmiigtiir. Sonralari, 1893 yilinda Smith ve Kilbourne isimli arastiricilar hastaliin
tasiyicisinin - keneler oldugunu ortaya koymuslardir. Aragtiricilarin bu  bulgular

protozoonlarin artropodlar tarafindan tagindigim bildiren ilk vaka olarak tarihe gegmistir

(Cox 1998).

Gegmiste hastalik; antrax hummasi (anthrax fever), safra hummas: (biliary fever),
petesi hummasi, at vebasi, tektirnakli sitmas1 ve nuttaliosis gibi isimlerle adlandirilmigtir
(Edwards ve ark 2005, Nalbantoglu 2005). Tektirnaklilarda ilk babesiosis olgusu
Hutcheon’a atfen 1893°de safra hummasi olarak, Guglielmi’ye atfen 1899 yilinda Italya’da
rastlanan babesiosis olgusu da tektirnakli sitmasi adiyla rapor edilmistir. Nuttal’a atfen,
1910 yilinda tektirnaklilarda Piroplasma caballi ve Nuttalia equi adinda iki ayri tiiriin
bulundugu bildirilmistir (G6ren ve Yetkin 1935). Sonralar: evcil ve vahsi birgok hayvanda

tespit edilen etkenler Babesia olarak isimlendirilmiglerdir (Cox 1998).
3.2.3.1. Atlardaki Babesia Tiirlerinin Diinyada Yayilis1

Genis bir yayilim alanina sahip olan tektirnakli babesiosisi, at varl-lgmm fazla
oldugu bolgelerde ve uluslararasi ticarétte Onemli bir sorun olarak kabul edilmektedir
(Huang ve ark 2004). Miks enfeksiyonlar disinda B. equi, B. caballi’den daha fazla
gortilmektedir. Asya, Afrika, Gliney Avrupa, Rusya,' Orta Asya, Panama ve Kuzey
Amerika’da babesiosis vakalar1 bildirilmistir (Shkap ve ark 1998). Hindistan’da B. equi
enfeksiyonlar1 endemik seyretmektedir (Kumar ve ark 2003b). Israil’de serolojik olarak

muayenesi yapilan atlarin 1/3’8 B. equi y6niinden pozitif bulunmustur (Shkap ve ark



1998). Mogolistan da 254 at tizerinde ELISA kullanilarak yapilan bir ¢aligmada B. equi
%72.8, B. caballi %40.1 ve her iki tiir ile meydana gelen ortak enfeksiyon ise % 30.7
oraminda pozitif bulunmustur (Boldbaatar ve ark 2005). Cin’de ELISA kullamlarak 111 at
tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise B. equi %36, B. caballi %32 ve her iki tiiriin
pozitif oldugu enfeksiyon orani %12 bulunmustur (Xu ve ark 2003). Sovyetler Birligi,
Kiiba ve Kuzey Amerika’da Babesia enfeksiyonlarina ¢ok rastlanmaktadir (Anonim 2005).
ABD’nin Florida ve Teksas eyaletlerinde 1960’1 yillarda ve Ispanya’da 1970li yillarda
atlarda epidemiler seklinde goriilen babesiosis olgularimin uygulanar; miicadele
programlariyla eradike edildigi bildirilmigtir. Giinlimlizde tektirnakli babesiosisinin
Avustralya, Kanada, Ingiltere, Irlanda, Japonya ve ABD gibi iilkeler igin endemik olmadi1

diistintilmektedir (Martin 1999, Anonim 2004).
3.2.3.2. Atlardaki Babesia Tiirlerinin Tiirkiye’de Yayilis1

Tiirkiye’de yapilan gesitli aragtirmalarda klinik ve subliklinik Babesia
enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Bu galigmalarin sonuglarma gére B. equi ve B. caballi
enfeksiyonlar: bazen tek basina (Balkaya 2004), bazen de birlikte goriilmektedir (Ozcan
1961, Aktas ve Dumanli 2000, Inci 1997, Akkan ve ark 2003). Babesiosis ile ilgili yapilan
caligmalarin ¢ofunlugunu perifer kandan yapilan frotilerin mikroskobik muayenesi
olusturmugtur. Serolojik ¢alismalar ise daha sirh diizeyde kalmigtir (Akkan ve ark 2003,
Balkaya 2004). Son yillarda babesiosisin téshisinde IFAT ve KFT gibi serolojik testlerin

yan1 sira PCR metodunun da kullanildig: bildirilmigtir (Nalbantoglu 2005).

Tiirkiye atlarinda Babesia enfeksiyonlar: ilk kez Balkan savagi sirasinda tespit
edilmigtir (Aktas ve Dumanli 2000). Daha sonra 1930 yilinda Bursa’min Karacabey
ilgesinden bildirilmigtir (Mimioglu ve ark 1968). Mikroskobik bakiya dayandirilan

caligmalarda Trakya, Marmara ve kismen Orta Anadolu’yu igine alan bolgelerde B. equi,



B. caballi’den fazla bulunmustur (Alibasoglu ve Yalgmer 1965). Ankara’da yapilan bir
calismada B. caballi'nin, B.equi’ye gore daha yiiksek oranda bulundugu bildirilmigtir
(Ozcan 1961). Buna karsin, Malatya’da yapilan bir bagka ¢alismada 130 atin 15’inde B
.equi, 4’tinde B. caballi, 2’sinde ise her iki tiir birlikte tespit edilmistir (Aktas ve Dumanli
2000). Gemlik askeri harasinda bulunan 133 attan alinan kan frotilerinin mikroskobik
muayenelerinde 16 atta B. caballi, 8 atta B. equi ve 6 atta ise her iki etkenin varlig1 tespit
edilmistir (Inci 1997). Kayseri’de yapilan bir ¢alismada 89 atin 7’sinde B. caballi, 4’iinde
B.equi, 4’tinde ise her iki tiir birlikte tespit edilmigtir (inci 2002). Tirkiye’nin Dogu
Anadolu simirindaki atlarda yapilan bir aragtirmada B. equi mikroskobik muayene ile
%58.18, IFAT ile % 64.5 oraminda bulunmustur. Babesia caballi ise mikroskobik
muayenede rastlanmamasina karsin IFAT ile % 4.5 oraninda tespit edilmistir. Calismada
her iki tiir birlikte % 0.9 oraninda bulunmustur (Akkan ve ark 2003). Tiirkiye genelinde
yapilan bir ¢aligmada yalnizca bir atta mikroskobik olarak B. equi tiirii tespit edilmigtir. Bu
atlardan alman kan serumlarinin serolojik muayenesinde, IFAT il& B. equi ve B. caballi
antikorlarina sirasiyla % 25.7 ve % 11.1 oranlarinda, KFT ile % 19.7 ve % 0.9 oranlarinda
rastlanmistir. Aym ¢aligmada Akdeniz bélgesinde kan serumlari incelenen 85 atta B.
equi’ye KFT ve IFAT ile sirasiyla % 11.8 ve % 23.5 oranlarinda, B.caballi’ye ise % 1.2 ve

% 15.3 oranlarinda rastlanmigtir (Balkaya 2004). .

3.2.4. Morfoloji

Babesia tiirleri hayatlarmin belli bir déneminde apikal kompleks adi verilen bir
yapiya sahip bulunduklarindan Apicomplexa subesine dahil edilmiglerdir. Atlarda Babesia
equi ve B. caballi isimli iki Babesia tiirii bildirilmektedir ( Levine 1985, Anonim 2005,

Edwards ve ark 2005). !



Babesia equi, 2 pm ¢apinda kiigiik bir tiirdiir. Eritrosit igindeki tipik dortli
béliinme formlar1 Malta hagina benzemekle beraber yuvarlak, oval ve armut seklinde de

goriilebilir (Guimaraes ve ark 2003, Edwards ve ark 2005) (Resim 1).

Babesia caballi ise biraz daha bityiik bir tiir olup morfolojik olarak sigirlardaki
Babesia bigemina’ya benzer (Dumanli 2002). Eritrositler igerisinde 1.5-3 um biiyiikliikte,
tekli veya ikili armut, yuvarlak veya oval sekillerde goriilebilir. Ikili armut formunda

formlar arasindaki ag1 dar agidir (Kaufman 1996, Edwards ve ark 2005) (Resim 2).

Resim 2. Babesia caballi’nin eritrosit igindeki bsliinme formlart



3.2.5. Vektorler

At, katir, esek ve zebralar bu iki tir i¢in son konak olup vektSrleri Ixodid
kenelerdir. Babesia equi ve B. caballi’ye; Boophilus, Hyalomma, Dermacentor ve
Rhipicephalus tiirlerinin vektorlik yaptifi bildirilmistir. (Levine 1985, Kaufmann 1996,
Bashuriddin ve ark 1999, Martin 1999, Rampersad ve ark 2003, Edwards ve ark 2005)

(Tablol).

Babesia equi Babesia caballi
Rhipicephalus sanguineus Rhipicephalus sanguineus
Rhipicephalus bursa Rhipicephalus bursa
Rhipicephalus turanicus Dermacentor nitens
Rhipicephalus evertsi Dermacentor silvarum
Dermacentor marginatus Dermacentor marginatus

Dermacentor reticulatus .
. Dermacentor reticulatus
Dermacentor nuttalli

Hyalomma excavatum Hyalomma a. excavatum

Hyalomma a. anatolicum
H. marginatum Hyalomma dromedarii

H. dromedarii

Boophilis microplus Boophilis microplus

Tablo 1. Atlardaki Babesiosis etkenlerine vektorliik yapan kene tiirleri
i

Avustralya’da Rhipicephalus sanguineus, Boophilis microplus, Brezilya’da
B.microplus, Afrika’da Rhipicephalus turanicus, Rhipicephalus evertsi, Dermacentor
nuttali ve Hyalomma tiirlerinin (H. dromedarii, H. marginatum) (Kaufmann 1996,
Guimaraes ve ark 2003,(‘ Edwards ve ark 2005), Akdeniz havzasinda Rhipicephalus
bursa’nin B. equi’ye vektorlilk yaptigr bildirilmigtir (Kaufmann 1996, Bashuriddin ve ark
1999). Babesia caballi’ye ise R. bursa ve R. sanguineus, Dermacentor marginatus, D.

nitens, B. microplus ve Hyalomma tiitlerinin (Hyalomma a. excavatum, Hyalomma

\
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dromedarii) vektorlik yaptigi bildirilmigtir (Kaufmann 1996, Bashuriddin ve ark 1999,

Martin 1999, Edwards ve ark 2005).

3.2.6. Biyoloji

Vektor keneler Babesia etkenlerini bir konaktan zdigerine, ya kenenin bir gelisme
déneminden sonraki gelisme donemine (transtadial bulagma), ya da bir nesilden sonraki
nesile aktararak (transovarial bulagma) naklederler. Babesia equi’de transtadial nakil,
Babesia caballi’de ise transtadial ve transovarial nakil s6z konusudur (Levine 1985,
Kaufmann 1996, Martin 1999, Edwards ve ark 2005, Nalbantoglu 2005). PCR metodu ile
B. microplus’un yumurta ve larvasinda B. equi ve B. caballi’nin DNA’lar1 tespit edilmigse
de (Battsetseg ve ark 2002), B. equi’nin kenelerle transovarial nakledildigi bugiine dek

gosterilememigtir (Anonim 2004).

Babesia equi’de, sporozoitler kene tarafindan konaga aktarildiginda 6nce lenf
yumrularinda lenf hiicrelerine girerek sizogoni ile gogalirlar. Once makrogizontlar, daha
sonra da bunlardan mikro\§izontlar olusur. Mikroéizontlar daha sonra eritrositlere girerek
halka, ameboid ve dortlii hag formunda gelismelerini ve g¢oZalmalarim siirdiiriirler. Bu
parazitin tektirnaklilardaki gelisimi Theileria tiirlerinin gelisimine benzemesi nedeniyle,
B. equi’ye atlarin theileriosis etkeni de denilmektedir. Vektdr kene kan emdiginde
fenilizaﬁyon kenenin bagirsaklarinda olur. Etkenler oénce nimf sathasindaki kenenin
tiikiirikk bezinde sporogoni ile gogalir. Meydana gelen sporozoitler kene eriskin oldugunda
da gogalmaya devam ederek ikinci nesil sporozitleri meydana getirirler. Meydana gelen her
iki tip sporozoitin de enfektif oldugu bildirilmistir (Toparlak ve Tiizer 1999, Dumanh

2002).

Babesia caballi’de transtadial nakil B. equi’de oldugu gibidir. Ancak ondan farkli

olarak keneler tarafindan konafa aktarilan sporozoitler lenf yumrularna ugramadan
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dogruca eritrositlere girerek gelismelerini stirdiiriirler (Toparlak ve Tiizer 1999, Dumanli
2002). Babesia caballi’de goriilen diger bir nakil tiirli transovarial nakildir. Burada kene,
hasta hayvandan kan emme esnasinda eritrositlerle birlikte etkenleri de alir. Kenenin
bagirsaginda eritrositler pargalanir. Olusan makro ve mikrogametler birbirlerini dsllerler
ve zigot olusur. Olugan zigot hareketlidir. Kenenin bagirsak epitelyum hiicrelerinde gelisip
biiyiidiikkten sonra g¢ofa boliinerek sporokinetleri olusturur. Vermikiill de denen
sporokinetler zigotu pargalayarak barsak bogluguna dokiiliirler. Barsak epitelyum
hiicrelerine, malpigi tubuluslarina, epidermis hiicrelerine, kaslara ve hemolenfe giderek
gelismelerini stirdiiriirler. Sayet kene disi ise ovaryumlara da giderek, olusacak yeni
nesillerin enfekte olmasina yol agarlar. Enfeksiyonun bu gekilde meydana gelmesine

transovarial nakil denir (Toparlak ve Tiizer 1999, Dumanli 2002).

Resim 3. Babesia tiirlerinin kene ve konake¢ida gelisim semast

3.2.7. Bagisikhik

Babesiosis’in taylarda agir seyrettigi bildirilmistir (Knowles 1996). Babesiosis

enfeksiyonlarim gegiren ha;yvanlarda dolagim kaninda az da olsa belli bir miktarda bulunan
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etkenlere kargi antikor olusur. Bu sekilde meydana gelen kazanilmig bagisiklik
preimmunusyon ya da konkomitant bagisiklik olarak isimlendirilir. Babesia caballi
enfeksiyonlarinda iki yil siireyle devam eden bagisikligin koruyucu etkisinden dolay:
hayvanlar hastalanmazlar (Bashuriddin ve ark 1999, Toparlak ve Tiizer 1999). B. equi
enfeksiyonlarinda ise iyilesmeden sonra sifirlarda oldugu gibi uzun siire enfeksiyonlara
kars1 direngli hale gelirler (Shkap ve ark 1998, Martin 1999). Akut babesiosis gegiren atlar
iyilestikten sonra infeksiyon subklinik veya kronik safthaya geger. Boyle olan atlar diger
hayvanlar igin portér gérevi goriirler (Bashuriddin ve ark 1999). Dolasim kanindaki
etkenlerin yok olmasiyla bagigiklik ortadan kalkar ve hayvanlar hastalik etkenine agik hale
gelirler. Babesiosis’te bagigiklik tiire spesifiktir. Tiirler arasinda ¢apraz bagigiklik
bildirilmemistir. Ayn1 tiirtin farkli suglar1 arasinda ¢apraz bagigiklik meydana gelmekte,
klinik enfeksiyon olugsa bile enfeksiyonun seyri hafif olmaktadir. (Toparlak ve Tiizer

1999, Dumanli 2002).
3.2.8. Epidemiyoloji

Hastaligin epidemiyolojisinde iklim, vektor kenelerin tiirii, bu kenelerin mevsimsel
aktiviteleri, konagin daha 6nceden hastalikla kargilagip karsilasmadigi, konagin yas1 ve irki
gibi faktdrler rol oynamaktadir (Boldbaatar ve ark 2005, Nalbantoglu 2005). Babesiosis
vektor kenelerin mevsimsel aktivitelerinden dolay: 6zellikle ilkbahar ve yaz aylannda daha
fazla goriilmektedir. Babesia equi ile enfekte atlar hayatlari boyunca tagiyici olarak
kalabilirler (Bashuriddin ve ark 1999, Martin 1999, Tamaki ve ark 2004). Hastaligin
kontamine igne ve giringalarla yayilabilecegi, 6zellikle B. equi’nin taylara intrauterin yolla

bulagabilecegi bildirilmigtir (Anonim 2004).
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3.2.9. Patogenesis

Atlarda, babesiosis akut, subakut ve kronik bir seyir gosterebilir. Yag direnci,
enfeksiyon sonrasi sekillenen bagisiklik, stres faktorleri, aym tiirtin farkli suglan arasinda
olusan capraz baglslkhk durumu, parazitin virulans: ve miktari, enfeksiyonun miks olup
olmamasi gibi faktorler hastalifin patogenesisinde etkili olmaktadir (Duﬁmﬂl 2002).
Babesia equi’nin B. caballi’den daha patojen oldugu bildirilmistir (Kaufmann 1996, Shkap
ve ark 1998, Bashuriddin ve ark 1999). Kuzey Amerika’da, B. equi’nin mortalite orani
endemik olan ve olmayan bélgelerde degismekte ve ortalama %20’nin tizerinde (%10-50)
seyir gostermektedir (Shkap ve ark 1998, Anonim 2004). Hastalig1 gegiren atlar hastalik

i¢in portdr gérevi gérmektedirler (Bashuriddin ve ark 1999, Martin 1999, Tamaki ve ark

2004, Anonim 2004 ).

Babesiosin patogenezisinde iki faktér Onemlidir. Bunlar damarlarda olan
degisiklikler ve intravaskiiler hemolizdir. Akut donemde plazma bilesiklerinde degisiidik
olur. Bunun sonucunda kilcal damarlarda tikanmalar, pthtilasma bozukluklari, &dem,
kanamalar, dokularin oksijensiz kalmasi, nekrozlar, sok ve &liim goriilebilir (Kaufimann
1996, Toparlak ve Tiizer 1999, Dumanli 2002). Etkenler tarafindan istila edilmis
eritrositlerde metabolik strese bagli olarak hipofosfotemi ve eritrosit duvarinda zayiflama
sonucu par¢alanma meydana gelmektedir (Edwards ve ark 2005). Parazitler eritrositler
icerisinde c¢ogalirken onlar1 pargalar bunun yaninda eriirosiﬂer notrofil ve makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Eritrositlerin par¢alanmasi sonucu hayvanlarda anemi,
hemoglobiniiri, sarilik, kardiyak sok ve 6liim goriilebilir (Shkap ve ark 1998, Anonim

2004).
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3.2.10. Semptomlar

Tektirnaklilarda babesiosis 6zellikle yiiksek ates, anemi, sarilik ve hemoglobiniiri
ile seyreder. Klinik belirtiler pek spesifik olmadigindan diger hastaliklarla
karigtirilabilmektedir. Hastalik perakut, akut, subakut ve kronik seyirli olabilir. Ancak akut
vakalar daha fazla goriilmektedir. Atlarda babesiosisin Kklinik belirtileri genellikle
degiskendir ve 5 ila 21 glinliik bir inkiibasyon periyodundan sonra ortaya ¢ikar (Edwards
ve ark 2005). Perakut olaylar nadir olup 1-2 giin i¢inde hastalar 6lii halde bulunabilirler
(Anonim 2004, Edwards ve ark 2005). Akut vakalarda hayvanlarda 40°C’yi asan bir ates,
istah kaybi, solunum ve nabiz sayisinda arti, mukoz membranlarda konjesyon ile kiigiik
ve kuru bir digki goriilebilir. Subakut vakalarda da belirtiler benzer sekildedir. Buna ek
olarak agirlik kaybi ve aralikli bir ates gozlenebilir. Miik6z membranlar solgun pembe
yada agik sar renktedir. Nhiktiz membranlarda petesi ve ekimozlar, bagirsak hareketlerinde
azalma ve hafif sanci gériilebilir (Kaufmann 1996, Bashuriddin ve ark 1999, Tamaki ve
ark 2004, Anonim 2004). Bazen bacaklarin alt klglmlannda 6dematdz bir sigkinlige de
rastlanilabilir (Hailat ve ark 1997). Subakut olgular aralikli ates, istahsizlik, kilo kaybi,
tagikardi, solunum sayls}mn artmasi, degisik derecelerde sarilik ve bilirubiniiri ile
karakterizedir (Edwards ve ark 2005). Kronik olgular ise gogunlukla spesifik degildir.
Istahsizlik, halsizlik, zayiflama ve rektal muayenede dalafin biiylimesi gibi atipik
semptomlar goriilebilir. Intrauterin enfeksiyona yakalanmis taylar zayif dogarlar ve hizla
anemi ve sarilik serhptorrilanm gﬁsterirlef (Anonim 2004). Babesiosiste sekonder olarak
sekillenen komplikasyonlar sonucu akut renal yetmezlik, kolik, enteritis, laminitis,

pneumoni, infertilite ve abort gibi bozukluklar ortaya gikabilir (Edwards ve ark 2005).

Yapilan bir ¢aligmada; hasta, portér ve saglam atlarin hemotolojik degerleri
. . i
aragtirilmig; hasta ve tastyicilarda 16kosit sayisinin arttigi, hemoglobin miktarinda, eritrosit

sayisinda ve hematokrit, serum total protein miktarinda diisme, buna kargin biliiribin
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miktarinda ve karaciger enzimlerinde (ALP, AST, GGT, CPK) genel bir yiikselme
goriilmiigtiir. Imidocarb ile tedaviden sonra ise bu degerlerin normale déndiigii

bildirilmigtir (Hailat ve ark 1997).

3.2.11. Nekropsi Bulgular:

Nekropside genel olarak g6glis ve karin boslugunda sarumsi bir eksudat, dalak
karaciger ve kalpte biiylime, akciger 6demi, mukoza ve derialti dokusunda sarilik ve
kanama ile jelatinimsi infiltrasyonlar goriilebilir. Akut olaylarda genellikle asiri bir
zayiflama, anemi ve sarilik tablosu goriiliir. Karacigerin biiylimiis, koyu portakal rengi ya
da kahverenginde, dalagin biiylimiis, bobreklerin ise solgun ve gevsek kivamda oldugu
goriilir. Bobreklerde petesiyel kanamalar, kalpte subepikardiyal ve subendokardiyal
kanamalar ile akcigerlerde pneumonie tablosu ve akciger 6demi goriilebilir (Hailat ve ark
1997, Anonim 2004). Yapilan bir ¢alismada, babesiosisli hayvanlarin karacigerinde agir
sentrilobular dejenerasyon ve koagulatif tipte nekrozlar goriilmiigtiir. Birbirine komsu olan
nekrozlagmig ve tamami gigmis vaziyette olan hepatositlerin stoplazmalari graniiler yapida
olup, dzellikle orta ve giris kisimlarmda ya§ damlaciklart ve nadiren safra pigmentleri
gbzlenmistir. Dejenere hepatositlerin etrafinda polimorfniiklear hiicre infiltrasyonu goze
carpmistir. Eosinofiller koyu bir renk almug (hyalin damlaciklari), sekli ve boyutlari
degismistir. Ayrica safra kanallarinda hiperplazi ve tikanma, akcigerlerde akut pulmoner
konjesyon, alveoler bogluklarda O&dematdz tikanmalar ve pulmoner damarlarda

trombozlarin goriildiigii bildirilmistir (Hailat ve ark 1997).

3.2.12. Teshis

Tektirnaklilarin babesiosisi klinik olarak surra, atlarin enfeksiydz anemisi, durin,
Afrika at vebasi, leptospirosis, trypanosomiasis, purpura hemorajika, monositik

ehrlichiosis, karacifer hastaliklari, ¢esitli bitkilerle ve kimyasallarla zehirlenmelerle
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kanigtirilabilir (Kaufmann 1996, Anonim 2004, Edwards ve ark 2005). Kan tablosunu
degistiren diger olaylar ile karistirilabileceginden babesiosisin tanisinda hematolojik

bulgular giivenilir bulunmamistir (Bashuriddin ve ark 1999).

Babesiosiste te§his mikroskobik, serolojik ve molekiiler bi.yolojtik (PCR)
yontemlerle yapilmaktadir. (Shkap ve ark 1998, Bashuriddin ve ark 1999, Nicolaiewsky ve
ark 2001, Hirata ve ark 2003, Kumar ve ark 2003b, Anonim 2004, Tamaki ve ark 2004,
Boldbaatar ve ark 2005). Bupun yaninda invitro kiiltiirler ve portdr hayvanlardan alinan
kanin, dalag: gikarilarak hassas hale getirilmis hayvanlara inokiilasyonu gibi yontemler de
kullamlmaktadir (Shkap ve ark 1998). Babesia caballi invitro sartlarda tiretilmis, fakat bu
islemin uzun stirdiigti bildirilmistir (Avarzed ve ark 1997a). Portdr atlarda siirme
preparatlarin mikroskobik muayenesi ile hastalifin teshisi oldukga zor oldugu igin serolojik
testlerin yapilmas 6nerilmektedir (Guiglii 2003, Hirata ve ark 2003, Kaya 2003, Kumar ve

ark 2003b, Anonim 2004, Tamaki ve ark 2004).

|
3.2.12.1. Mikroskobik muayene

Mikroskobik muayene perifer kandan yada organlardan hazirlanan frotilerin
Giemsa boyasi ile boyanmasiyla yapilmaktadir. Hastaligin akut déneminde mikroskobik
olarak etkenlerin eritrositer formlarini gérmek suretiyle yapilan bu teshis metodu giivenilir
ve gabuk sonug veren bir yontemdir (Gtligli 2003, Kaya 2003, Kumar ve ark 2003b,
Anonim 2004, Anonim 2005). Kene tutunmasindan 12-24 giin sonra lenf diigiimlerine
punksiyon yapilarak elde edilen lenfositlerde B. egui’nin gorildigii bildirilmigtir
(Moltmann ve ark' 1983). Fakat kanda paraziteminin diigiik oldugu durumlarda ve
hayvanlarin portér oldufu durumlarda mikroskobik muayene ile saglikli sonuglar
alinamamaktadir (Giiglii 2003, Kaya 2003, Kumar ve ark 2003b, Anonim 2004, Tamaki ve

ark 2004, Anonim 2005).

!
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3.2.12.2. Serolojik Testler ve Duyarhliklarmin Karsilastirilmasa

Kandan hazirlanan preparatlarin  direkt mikroskobik muayenesi ile portér
hayvanlarda etkenlerin bulunmas: zor oldugundan dolayi, daha gok serolojik yontemlerle

bulunan sonuglar dogrulayici olarak kullanilmaktadir (Bruning 1996).

Serolojik testlerden ELISA (Enzim Linked Immunosorbent Assay), KFT
(Komplement Fikzasyon Test), IFAT (Indirek Fluoresan Antikor Testi), LAT (Lateks
Aglutinasyon Test), WB (Westérn Blot Analiz) (Martin 1999, Nicolaiewsky ve érk 2001,
Xuan ve ark 2001b, Anonim 2004, Anonim 2005, Boldbaatar ve ark 2005) ve ICT

(Immunochromomatographic test) yontemleri kullamimaktadir (Huang ve ark 2004).

Uluslararas1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) standartlarina gore tektirnakli
babesiosisinin teshisinde serolojik olarak KFT ve IFAT birlikte kullanilmaktadir (Xuan ve
ark 2001a, Kumar ve ark 2003b, Anonim 2005). KFT uluslararasi nakillerde istenen
serolojik yontemlerdendir. Latent enfeksiyonlarda ve hastaliin baglangic doneminde
spesifitesi diisiik olup hatali sonuglar verebilmektedir (Bashuriddin ve ark 1999, Kumar ve
ark 2003b). Ayrica bu testlerde antikor seviyelerinin tam olarak belirlenememesi ve ¢apraz
reaksiyonlarin sekillenmesi gibi problemler gériilebilmektedir (Xuan ve ark 2001c). IFAT
uluslararasi ticarette kabul edilen serolojik yontemlerden biridir. Daha ¢ok, siipheli
durumlarda, sonucun negatif olmas: halinde B. equi ve B. caballi enfeksiyonlanmn ayricl
teshisinde kullamlmaktadir. ELISA ve IFAT’in KFT’ne gore daha yiiksek duyarlilikta
oldugu bildirilmigtir ~(Bashuriddin ve ark 1999, Kumar ve ark 2003b). Yapilan bir
calismada, B. equi’nin antikor seviyeleri indirek ELISA ve direk ELISA yontemleriyle
aragtirilmug, direkt ELISA sonuglarmin daba glivenilir, ucuz ve hizli oldugu, KFT’ne
kiyasla daha duyarli oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark 2003b). ELISA &zellikle deneysel

enfeksiyonlarda her iki Babesia tiiriinlin antikorlarinin tespiti amaciyla kullanilmaktadir.
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ELISA’da B. equi ve B. ciaballi arasinda ¢apraz reaksiyonlar daha belirgin olarak goriiliir.
Bu yiizden ELISA testinden énce Babesia tiirleri arasinda tiir ayirimim ortaya koyan IFAT
gibi bir testin uygulanmasi &nerilmektedir. Yapilan galigmalarda cELISA ve IFAT
sonuglari arasinda yiiksek oranda uyum gézlenmigtir (Shkap ve ark 1998, Bashuriddin ve
ark 1999). Briining ve ark (1997)’nin yaptig1 bir ¢aligmada 60 at kan serumu KFT, cELISA
ve IFAT ile incelenmis; B. caballi yoniinden 44’ii cELISA ile 19’u KFT ile, B. equi
yoniinden ise 32’si ¢ ELISA ile 36’s1 KFT ile pozitif sonug vermistir. B. caballi yéniinden
¢ ELISA ile pozitif ama KFT ile negatif sonug veren 25 serum 6rnegi IFAT ile test edilmis
ve 25 serumun 19°u pozitif bulunmustur. B. equi yoniinden cELISA ile pozitif, KFT ile ise
negatif sonug veren 8 6rnek IFAT ile bakilmig ve bu 8 drnegin 4’{inlin pozitif bulundugu
bildirilmigtir ¢ ELISA ve Western Blot yonteminde rekombinant Babesia’larin merozoit
antijenleri kullanilmaktadir. Bu iki test yiiksek duyarlilikta, spesifik ve ekonomiktir
(Huang ve ark 2004). Bir ‘g:ahsmada B. equi yoniinden 361 attan alinan serumlar cELISA
ve IFAT ile incelenmis, cELISA ile negatif bulunan 8 numune IFAT ile pozitif
bulunmustur. Bu iki test arasinda %95.7 oraninda uyum oldugu goriilmiistiir (Shkap ve

ark 1998).

1

3.2.12.2.A. Komplement Fikzasyon Testi (KFT)

Bu test indikatdr olarak kullanilan eritrositleri eritmek icin komplemanin
kullanildig: iki basamakli bir yéntemdir. Yani kompleman varhiginda eritrositlerin sitolizisi

bu testin temelini olusturuf (Kuman 1997).

3.2.12.2.B. Indirek Fluoresan Antikor Test (IFAT)

Degisik sulandirmalart yapilmig stipheli serumlarin, 6nceden lamlar iizerine fikse

edilmis parazitin kendisi veya kesitlerinin iizerine konularak, inkiibasyon ve yikama
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isleminden sonra test edilen serumlarda antijene karst olugmus antikorlarin, flouresans ile

isaretli konjuge yardimryla gésterilmesine dayali bir yontemdir (Ozcel ve ark1997).
3.2.12.2.C. Lateks Aglutinasyon Testi (LAT)

Uygun antikor varliginda antijen ve antikorun kiimelenmesi esasina dayanan bir
yontemdir. Lateks Aglutinasyon Testinde (LAT), B. equi’ye karsi gelisen antikorlarin
tespiti amaciyla rekombinant equi merozoit Antijeni 1 (EMA 1) kullanilmaktadir. Bu test
B. .equi ile B. caballi enfeksiyonlarinin ayinci teshisinde ya da B.equi enfeksiyonlu atlar ile

normal atlarin ayriminda kullanilmaktadir. (Xuan ve ark 2001b).
3.2.12.2.D. Enzim Linked immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme Immun Assay (EIA) olarak da adlandinlan bu yontem esas olarak,
olusturulan antijen-antikor kompleksine enzim ile isaretli antiglobiilin ilave edilmesi ve
sonra substratin eklenmesi ile eger antijen yada antikor varsa renk.olusumunun gbzlenmesi
esasina dayanmaktadir. Substrat enzimin etki ettifi ve enzime spesifik olan maddedir.
ELISA’nin ¢ok duyarli ve giivenilir olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, isaretli immun
ayraglarin uzun siire saklanabilmesi, radioisotoplarmn kullanimi sonrasi atiklarin yok
edilmesi 6nleminin gerekmemesi ve enzim isaretleri icin kromojenik substrat kullanilarak
goriilebilir ve okunabilir sonuglar vermesi gibi &zellikler sistemin avantajli yanlaridir.
Bunun yaminda &zel cihazlara gereksinim bulunmasi ve pahali olmasi ise sistemin
dezavantajlar1 olarak sayilabilir (Ak 1997, Anonim 2005). Parazitolojik tanida antijen veya
antikor arama prensibine dayanarak kullanilan ELISA ySntemleri direkt ELISA, indirekt
ELISA, dot- ELISA, kompetitif ELISA yontemleridir (Briining ve ark 1997, Huang ve ark
2004, Anonim 2005). Direk ELISA’da; kat1 ortamda, bilinen antikora aym anda antijen
aranacak stipheli materyalin eklenmesiyle yapilir. Indirek ELISA ise bilinen antikora

$iip:he1i materyal yaninda 'hayvan kokenli 6zgiil antikorlarin eklenmesi ile yapilmaktadir.
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Dot-ELISA yonteminde antijen, ELISA plaklar: yerine nitroseliiloz membrana emdirilerek

stiphelenilen 6rnekte antikor ya da antijen aranmaktadir (Ak 1997).

t

Kompetitif ELISA (cELISA) yénteminin prensibi de antijen antikor reaksiyonuna
dayanir. Burada isaretli antijenle isaretsiz antijen antikorla reaksiyona girmek igin
yanigirlar. Isaretsiz  antijen tayin etmek istedifimiz maddedir. Isaretli antijenin
hazirlanmasinda isaretleyici olarak enzim kullanilir. cELISA ile, isaretli antikorlar
(sekonder antikor) kullamilarak da silipheli serumda antikor aramak miimkiindiir.
Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra aywrma islemi yapilir ve ortama substrat ilave
edilerek fotometrik yolla enzim aktivitesi Olgliliir. Belirgin renk degisimi, primer
antikorlarin engellendiginj veya hi¢ olmadigini, dolayisiyla siipheli serumda etkene ait
antikorun bulunmadigim g6sterir. Primer antikorlarin antijeniere baglanmasinin
engellenmesinden kaynaklanan zayif renk degisimi ise, siipheli serumda etkene ait antikor

varhigini gosterir (Ak 1997, Anonim 2005, VMRD 2005).
3.2.12.3. Molekiiler Biyolojik Yontemler
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, belirli bir niikleik asit dizisinin invitro sartlarda enzimatik olarak ¢ogaltilmasi
esasina dayanir. Bu yontemde, belirlenen niikleik asit kismuinim her bir zincirinin 3’ ucuna
tutunacak ve 5° yoniinde uzayacak iki kisa niikleotid dizisi (primer), uzamay1 saglayacak
olan DNA polimeraz enzimi, yeni zincirlerin yapisinda yer alacak niikleotidler ve
reaksiyon i¢in tampon soliisyonlarindan faydalanilmaktadir. Birinci PCR firiiniiniin ikinci
PCR igin 6rnek olarak kullanildigi yonteme ise Nested PCR denir. Bu yontemde ikinci
PCR iirlinii fazla miktarda elde edilmektedir (Alkan ve ark 1997). Yapilan ¢aligmalarda

PCR’in daha duyarli, izl ve direkt bir teghis metodu oldugu, serolojik, mikroskobik ve
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kiiltiir teshis metodlarina ek olarak kullanilabilecek yararh bir yéntem oldugu bildirilmistir

(Xuan ve ark 1998, Bashuriddin ve ark 1999).

3.2.13. Tedavi

Tektirnakli babesiosisi endemik bélgelerde ilaglarla tedavi edilebilmektedir. Fakat
B.equi enfeksiyonlar1 tedaviye, B. caballi’ye gbre daha az cevap vermektedir (Anonim

2004, Edwards ve ark 2005).

Tedavide B. caballi i¢in Diminazen Aceturate, Quinironium sulfat, Amicarbalid,
Imidocarb, Imidocarb dipropionate, Amicarbalide diisothionate, Trypanblue ve
Phenamidine’nin etkili oldugu bildirilmigtir (Kumar ve ark 2002a, Nalbantoglu 2005).
Quinironium sulfat’in atlarda 100 kg CA igin 0.75-1.2 mg dozda, Diminazen Aseturat’in
ise 5 mg/kg dozda kullam‘lmam tavsiye edilmektedir (Kaya 2005). Tedavide Imidocarb’in
2,2 mg/kg dozda etkili oldugu bildirilmistir. Bu preparatlardan Imidocarb, Diminazen
aceturate, Imidocarb dipropionate, AParvaquone ve Buparvaquone’in Babesia equi’ye etkili
oldugu bildirilmigtir (Nalbantoglu 2005). Babesia equi ile enfekte esekler tizerinde yapilan
bir ¢aligmada Arteethér (Artemisinine’nin sentetik derivat) ile Buparvaquone
kombinasyonunun, Imidocarb’a gére daha etkili ve giivenli oldugu bildirilmistir (Kumar ve

ark 2003a).
3.2.14. Korunma -

Babesia enfeksiyonlarinin gekillenmesinde vekt6r keneler, hasta hayvanlar ve
belirti gdstermeyip hastalif1 nakleden (portdr) atlar biiylik rol oynarlar. Korunmada kene
kontrolii ¢ok Onemlidir. Dogal enfeksiyonu takiben immiinitenin gelismesi igin taylar
erken yagsta, kenelerle karsilasacak sekilde bir uygulama yapilmalidir (Nalbantoglu 2005).

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada kene miicadelesinin yapilmadig: kontrolsiiz ¢iftliklerde
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seropozitif hayvan ylizdesinin yiiksek oldugu, uygun kene miicadelesinden sonra ise bu
yiizdelerin biiylik oranlarda diistiigi bildirilmistir (Kerber ve ark 1999). Kontamine
malzemelerle bulagmay1 6nlemek igin cerrahi ve medikal uygulamalarda gerekli tedbirlerin
alinmasi gereklidir (Edwards 2005). Hastaligin eradikasyon ve kontroliinde enfekte atlarin
uluslararasi hareketlerine dikkat edilmesi gerekmektedir. Tiirkiye, ABD, Kanada, Meksika,
Brezilya, Avustralya ve Japonya gibi iilkelerde, sinur gegislerinde atlar teste tabi tutulmakta
ve 1:5 pozitif serum titresi gegislerde smur kabul edilmektedir (Nalbantoglu 2005).
Kontrolde kemoterapotik bilesiklerin kullaniminin tartigmali oldugu ve hastalikta gelisen
immun yanita ait giincel bilgilerin enfeksiyonlarin kontrolii i¢in &Snemli oldugu

bildirilmektedir (Knowles 1996).

Giinlimiizde pratik olarak uygulanan ticari bir agt mevcut degildir. Yapilan
caligmalarda, oOldiiriilmiis B. equi merozoitlerinin immunojenik yeteneginin oldugu

bildirilmistir (Kumar ve ark 2002b).
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Saha Calismalari

Bu calisma 2004 yili Haziran ve Ekim aylar1 arasinda Adana ilinin 8 ilgesinde
(Merkez-Yiiregir, Saimbeyli, Aladag, Feke, Kozan, Pozanti, Karaisali ve Ceyhan), at
varlig1 fazla olan kdylerden rasgele segilen 220 at tizerinde gergeklestirilmigtir. Segilen
atlarin 100 tanesi digi 120 tanesi ise erkekti. Yaglar1 4,5 ayhik ile 25 yas arasinda
degismekteydi. Bunlarin 6 tanesi 4.5 ay ile 1 yas arasi, 34 tanesi 2-5 yas arasi, 116 tanesi
6-10 yas arasi, 58 tanesi 11-20 yas arasi, 6 tanesi ise 21-25 yas araliklarindaydi.
Sahiplerine tespit ettirilen atlar &nce klinik babesiosis yoOniinden muayene edildi.
Uzerlerinde bulunan keneler toplanarak %75°lik alkol ve 1 damla gliserin karistm igeren
kaplara aktarildi. Daha sonra atlarin kulak uclarindan alinan bir damla kanla froti
hazirlanarak metil alkol ile tespit edildi. Atlarin vena jugularis’lerinden ise vakumlu

tiiplere serumu g¢ikarilmak tizere kan Ornekleri alindi. Alinan kan Ornekleri ve frotiler

laboratuara sevk edildi.
4.2.Laboratuvar Calismalari
4.2.1. Toplanan Kenelerin Tiir Teshisi

Sahadan toplanan keneler stereo mikroskop altinda incelenerek, ilgili literatiire

dayanilarak teghisleri yapilmigtir (Karaer ve ark 1997).
4.2.2. Kan frotilerinin Boyanmasi ve Muayenesi

Sahada hazirlanip. tespiti yapilmuig frotiler laboratuarda %5°lik Giemsa boyast
(Merck Giemsa Seri no: OB325978) ile boyanmustir. Bir cc distile suya 1 damla Giemsa

soliisyonu damlatilmak sureti ile hazirlanan boya soliisyondan her froti ig¢in 5 cc lam
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tizerine dokiilerek 45 dakika siireyle boyanmalar: beklenmistir. Boyanan frotiler yikanip
kurutulmus ve immersiyon yag1 damlatilarak, mikroskopta 100’liik objektifte (Olympus

CH2) B. equive B. caballi yoniinden incelenmisgtir.
4.2.3. Serumlarm Elde Edilmesi

Sahada vakumlu tiiplere alinan kan Ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar elde edilmis ve bu serumlar ependorf tiiplere alnip yedeklenerek test

gliniine kadar —80 °C’de saklanmistir.

4.2.4. ELISA Testinde Kullamlan Alet ve Ekipmanlar

Otomatik ELISA cihazi (TECAN Minilyser)
Pipetler ve pipet uclar
Sulandirmalar icin test tiipleri

Distile su

Kullanmilan antijenler (kitler)

Tektirnakli serumunda B.equi yada B.caballi antikorlarim tespit etmekte kullanilan
asagidaki kitler temin edilmis ve test giiniine kadar kendi ambalajinda +4 °C’de

saklanmugtir.

Babesia equi Antibody Test Kit, cELISA (Katalog No:274-2ve 274-5),

Babesia caballi Antibody Test Kit, cELISA (Katalog No:273-2 ve 273-5) (WMRD
2005).

Kit icerisinde bulunan maddeler

B .equi ve B. caballi antijeni kapli mikroplaklar
Pozitif kontrol

Negatif kontrol
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Primer antikor

Peroksidaz isaretli sekonder antikor
Antikor sulandirma tamponu
Serum sulandirma tamponu
Konsantre yikama soliisyonu
Substrat soliisyonu

Stop soliisyonu

4.2.5. ELISA testinin yapilist
Test oncesi hazirhik asamalar

Teste baglamadan once siipheli kan serumlari, kit reaktifleri ve mikroplaklar oda
1sisina getirildi. Pozitif ve negatif kontroller ile serumlar, serum sulandirma tamponu ile

1:2 oranminda sulandirildi.

Mikroplaklar {izerindeki folyo ¢ikarilarak numaralandirma yapildi. Kullanilmayan

stripler kaplanarak saklandi.

Bir birim 100x primer antikor, 99 birim antikor sulandirma tamponu ile
sulandirilarak 1x primer antikor hazirlandi. 96 kuyucuk igin 60 pl 100x primer antikor,

5940 pl antikor sulandirma tamponu ile sulandirilarak, 6 ml 1x primer antikor hazirland:.

Bir birim 100x sékonder antikor peroksidaz konjugatimi 99 birim antikor
sulandirma tamponu ile sulandirarak 1x sekonder antikor peroksidaz konjugati
hazirlanmaktadir. 96 kuyucuk igin 60 ul 100x sekonder antikor peroksidaz konjugat: 5940
pl antikor sulandirma tamponu ile sulandirilarak 6 ml 1x sekonder antikor peroksidaz

konjugati hazirland1.
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Bir birim 10x konsantre yikama soliisyonu 49 birim distile su ile sulandirilarak 1x

yikama soliisyonu hazirlandi.
Cihazin ¢aligtirilmasi

Otomatik ELISA cihazimin bagli oldugu bilgisayara kan serumlarmin isimleri
girildi. Daha 6nce yliklenmis olan B. equi ve B. caballi ile ilgili test prosediirleri ayr1 ayr
calistimak tizere se¢ildi. Buna gére biitlin numune ve reaktifler ilgili yerlere yerlestirildi.
Bilgisayardaki uyarilara gﬁre yikama ve sistem atiklari i¢in bidonun bos' olup olmadig1
kontrol edildi. Yikama soltisyonunun hangi bidondan kullanilacag: ve probun kendini kag
kere yikayacag goriildiikten sonra ekranda testin pipetleme siiresi, 37°C’de inkiibasyon
siiresi, yikama siiresi ve oda sicaklifinda inkiibasyon siireleri bilgisayarda bir zaman

skalas1 tizerinde goriintiilendikten sonra cihaz ¢aligtirildi.

Cihaz otomatik olarak 50 pl’ye ayarli mikropipet ile antijen kaplt mikroplakaya
sulandirilmis kontrol ve serum Orneklerini. pipetledi. Mikroplaka oda 1sisinda 30 dakika
inkiibe edildikten sonra otomatik olarak 3 kez yikandi. Cihaz her kuyucuga 50 pl 1x primer
antikor ekledi ve tekrar 30 dakika inkiibasyon yaparak mikroplaklar 3 kez yikandi. Cihaz
her kuyucuga 50 ul 1x peroksidaz igaretli sekonder antikor konjugati ekledi. 30 dakika
tekrar inkiibasyona birakildi. Kuyucuklar 3 kez yikandi. Cihaz her kuyucuga 50 pl substrat

soliisyonu ekledi. 15 dakika inkiibasyon i¢in beklendi.

Cihazin otomotik olarak gerceklestirdigi bu islemlerden sonra manuel olarak her

kuyucuga 50 pl stop soliisyonu ilave edildi.

Bu iglemi takiben cihaz biitiin bu karigimlar barindiran mikroplakay: okuyucuya
sevketti. Cihaz ¢aligmay: bitirdikten sonra test sonuglarini alabilmek igin bilgisayarda agik

olan biitiin programlar kapatildi ve sonuglar goriintiilenerek yazicidan ¢iktr alindi.
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4.2.6. ELISA testinin degerlendirilmesi

Mikroplate’ler tek tek incelendi. Koyu renkli renk degisimleri negatif, agik renkli
kalan kisimlar ise pozitif olarak degerlendirildi (Resim 4 ve 5). Mikroplate incelemesinden
ve yazicidan elde edilen pozitif veya negatif test sonuglarinin dogrulugu, negatif kontrol
optikal dansitesi (O.D.) ve pozitif kontrol inhibisyon oran: (%lI) ile kiyaslanarak, saglamasi
yapildi. Yazicidan alinan degerlerin pozitif kontrol inhibisyon oram1 (Inhibisyon ylizdesi,
%I= 100 - [(Serum O.D.x 100) : (Ortalama Negatif Kontrol O.D.)] formiilii ile hesaplandi.
Buna gbre; Optikal Dansitesi 0,3 ile 2 degerleri arasinda olmalidir. Kontrol inhibisyon
orami ise % 40 ve iizerinde olan kan serumlari pozitif, % 40°dan diigik olan serum

ornekleri ise negatif kabul edilerek degerlendirildi.
z

Resim 4. Babesia equi’de ELISA pleytinde pozitif ve negatif kanallar
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Resim 5. Babesia caballi’de ELISA pleytinde negatif kanallar
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5. BULGULAR

Adana ilinde 8 ilgede saha sartlarinda klinik olarak muayene edilen 220 adet atin

hi¢birinde, babesiosis’te goriilen hastalik semptomlarina rastlanmamustir.

Yapilan mikroskobik Bakllarda, stirme frotilerin muayeneleri sonucunda B. equi ve

B. caballi’nin piroplasm formlar1 tespit edilememistir.

Kompetatif ELISA ile incelenen kan serumlarinda, B. equi antikorlar1 ortalama %
56.8 gibi yliksek bir oranda tespit edilmistir. Buna karsin 220 atin higbirisinde B. caballi
antikorlar1 tespit edilememistir. Test iki defa tekrar edilmesine ragmen sonucun
degismedigi goriilmiistiir. Adana yéresi atlarinda tespit edilen B. equi’nin ilgelere gore

dagilim: Tablo 2°de verilmigtir.

: B.equi B.equi B.equi
: Serum e . seropozitif
Iige seropozitif seronegatif . .
saylis1 atlarimn yiizdesi
at sayisi at sayisi o
()
Saimbeyli 14 9 5 64.2
Aladag 28 14 14 50.0
Feke 16 13 3 81.2
Kozan 33 14 19 . 42.4
Pozanti 16 9 7 56.2
Karaisah 42 28 14 66.6
Ceyhan 34 . 18 16 52.9
Yiiregir 37 20 17 54.0

TOPLAM 220 125 95 56.8

Tablo 2. Adana yoresinde cELISA testi ile B. equi seropozitifliginin ilgelere gore
dagilimu
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Atlarm yag Toplam serum cELISA ile pozitif

Gruplar: sayis1 bulunan serum
sayis1 ve yiizdesi
4.5 ay-1 yas arasi 6 3 (%50)
2-5 yas arast 34 14 (%41)
6-10 yas aras1 116 69 (%59)
11-20 yas aras1 58 35 (%60)
21-25 yas aras1 6 4 (%066)

Tablo 3. Atlarin yas gruplarina gore B.equi’nin cELISA ile goriilme oranlart

Kompetetif ELISA ile B. equi pozitif bulunan atlarin yaglari incelendiginde (Tablo
3) tiim yag gruplarinda B.equi enfeksiyonu gorildiigii ve ileri yagtaki atlarda bu oramn

daha yiiksek oldugu anlagilmstir.

Babesia equi 100 disi atin 60°tinde, 120 erkek atin ise 63’linde pozitif bulunmugtur.

Buna gore erkek ve disi atlarda B. equi pozitiflik oran1 60/52.5°dir.

Atlarda yapilan kene muayenesinde, Saimbeyli digindaki ilgelerde atlar tizerinde
kene miicadelesi yapilmas: (sahiplerinin ifadesi) nedeniyle kene tespit edilememisgtir.
Saimbeyli ilgesindeki atlardan toplanan 4 disi ve 7 erkek kenenin yapilan tiir teghislerinde,
asagida verilen 6zelliklerine gére bunlarin Hyalomma marginatum (2 disi, 7 erkek) (Resim

6 a, b), Rhipicephalus turanicus (2 disi) (Resim 7) tiirlerine ait olduklar1 anlagilmagtir.

Hyalomma marginatum erkeklerinin koyu kahverengi renkte olan scutumun
tizerinde noktalamalar bulunmaktadir. Posteroparamedian oluklar birbirine paralel olup
ayak eklemlerinde halka seklinde agik kahverenkli alanlar vardir. Hyalomma marginatum
disilerinin scutumu koyu kahverenkli, arka kismu biraz basik olup besgen tarzinda ve eni
boyuna egsittir. Uzerinde orta ya da ¢ok sayida belirgin nokta ¢ukurluklarna sahiptir.

Servikal oluklar: derin ve uzun bir sekilde gézlere kadar uzanir. Genital organ biiyiik ve
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uzunluguna gére daha genis, kiiremsi oval sekildedir. Rhipicephalus turanicus disilerinin
palpleri hipostomdan uzun, coxa 1’de derin bir yarid1 var, anal olugu belirgin, festonlu ve
g6zlii kenelerdir. Poros arealar biiyiikk ve birbirinden uzak konumda ve arka kenari

yuvarlaktir,

Resim 6 b. Hyalomma marginatum erkek; dorsal ve ventralden goriiniim.
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Orlintimii.

Resim 7. Rhipicephalus turanicus disi, dorsal ve ventral g

33



6. TARTISMA VE SONUC

Kozmopolit bir hastalik olan tektirnakli babesiosisinin yaygmnligi gesitli
arastirmacilar tarafindan mikroskobik olarak galisilmig olup, B. equi’ye diinyada % 9.5-95
(Bashuriddin ve ark 1999, Farah ve ark 2003, Rampersad ve ark 2003), B. caballi’ye % 82
(Rampersad ve ark 2003) oranlarinda rastlanmigtir. Tiirkiye’de; B. equi’ye % 0.15-58.18
(Inci 1997, Aktag ve Dumanli 2000, Inci 2002, Akkan ve ark 2003, Balkaya 2004), B.

caballi’ye ise % 3-12 (inci 1997, Aktas ve Dumanli 2000, Inci 2002) oranlarinda

rastlanmigtir.

IFAT ile yapilan calismalarda B. equi Giiney Afrika ve Israil’de % 29.4-50
(Briining ve ark 1997, Shkap ve ark 1998) oranlarinda, Tiirkiye’de % 25.7-64.5, B. caballi

ise % 4.5-11.1 (Akkan ve ark 2003, Balkaya 2004) oranlarinda tespit edilmistir.

KFT ile yapilan ¢aligmalarda Giiney Afrika’da B. equi % 60, B. caballi 31.6%
(Briining ve ark 1997), Tiirkiye’de ise B. equi % 19.7, B. caballi % 0,9 (Balkaya 2004)

oranlarinda bulunmugtur.

ELISA ile degisik tilkelerde yapilan galigmalarda; B. equi % 32-89 oranlarmnda
(Briining ve ark 1997, Shkap ve ark 1998, Xuan ve ark 2001c, Xu ve ark 2003,‘Baldani ve
ark 2004, Boldbaatar ve ark 2005) B. caballi ise %32-73.3 (Briining ve ark 1997, Xu ve
ark 2003, Boldbaatar ve ark 2005) oranlarinda tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, mikroskobik
muayeneyle B. equi ve B. caballi’nin piroplasm formlar1 tespit edilememis, cELISA
metodu ile % 56.8 oraninda B.equi antikorlari tespit edilmis olup, B. caballi’ye

rastlanmamusgtir.

Atlarda, 6zellikle akut enfeksiyonlarda, babesiosisin teshisi i¢in en hizli ve

glivenilir sonucun mikroskobik muayene ile alindigi birgok aragtirmada bildirilmistir
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(Giiglii 2003, Kaya 2003, Kumar ve ark 2003b, Anonim 2004, Anonim 2005) Fakat kanda
parazit sayisinin az oldugu subklinik olaylarda yada atlarin portér oldugu durumlarda
mikroskobik muayene ile Babesia etkenlerini gdrmenin ¢ok zor oldugu c¢ok sayida
kaynakta bildirilmistir (Kaufmann 1996, Shkap ve ark 1998, Bashuriddin ve ark 1999,
Nicolaiewsky ve ark 2001, Giiglii 2003, Kaya 2003, Kumar ve ark 2003b, Tamaki ve ark
2004, Anonim 2005, Boldbaatar ve ark 2005). Nitekim atlarda Babesia etkenlerini
aragtirmak igin yapilan mikroskobik ¢aligmalarin bazilarinda etken tespit edilememistir
(Avarzed ve ark 1997b, Holman ve ark 1998, Xuan ve ark 1998). Portér atlarda B. caballi
y6niinden PCR ve IFAT testleri ile mikroskobik y6ntem kargilagtirilmis, sonugta; 142 atin
28’1 PCR pozitif, 96’s1 IFAT pozitif olarak bulunmasina karsin, mikroskobik muayenede
Orneklerin higbirinde etken tespit edilememigtir (Xuan ve ark 1998). Akdeniz bélgesi de
dahil olmak iizere, Tﬁrki);e genelinde 666 at tizerinde yapilan bir ¢alismada mikroskobik
muayene ile sadece Bir atta B.egui’nin eritrositer formlari goriilmiistiir (Balkaya 2004).
Diinyada gergeklestirilen yukaridaki ¢alismalardakine benzer gekilde, Adana y6resinde 220
at lizerinde yapilan bu ¢aligmada, mikroskobik olarak bakisi yépllan frotilerin hi¢birinde

babesiosis etkenlerine rastlamlmamigtir.

Tiirkiye’de, bugiine kadar, atlarda babesiosis ile ilgili yapilan g¢aligmalarin ¢ogu
mikroskobik muayene yontemiyle yapilmis (Ozcan 1961, Aktag ve Dumanli 2000, Inci
1997, Inci 2002), serolojik yontemlerden ise IFAT ve KFT kullamlmig (Akkan ve ark
2003, ]?;alkaya 2004) anc;k ELISA ile ilgili bir g;ali§maya rastlanmamigtir. Bu ¢aligma
Tiirkiye’de ELISA yontemiyle atlarda babesiosisin varligini ortaya koyan ilk ¢aligma
olmasi nedeniyle onemlidir. Caligmanin sonuglar1 Adana yoresinde subklinik B. equi
enfeksiyonlarinin yaygin oldugunu ve etkenleri tagiyan atlarin, enfekte olmayan diger atlar

i¢in potansiyel bir tehlike olusturdugunu ortaya koymustur.
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Babesia equi enfeksiyonlarinin B. caballi enfeksiyonlarma gére daha fazla
goriildigi degisik kaynak ve caligmalarda bildirilmistir (Kaufmann 1996, Aktag ve
Dumanli 2000, Shkap ve ark 1998, Bashuriddin ve ark 1999, Xu ve ark 2003, Balkaya
2004, Boldbaatar ve ark 2005). Bu ¢ahsmada cELISA ile incelenen kan serumlarinda B.
equi antikorlar1 %56.8 gibi yliksek oranda tespit edilmis, buna karsin serumlarin
higbirisinde B. caballi antikorlar1 tespit edilememistir (Tablo 2). Bunun nedenleri;
ELISA’da ¢apraz reaksiyonlarin ¢ok gorilmesi ve endemik bdlgelerde B. equi
enfeksiyonlarinda iyilesmeden sonra bagisikligin yillarca stirmesi (Shkap ve ark 1998,
Martin 1999), buna karsin B. caballi enfeksiyonlarinda bu siirenin iki yilla suurh

(Bashuriddin ve ark 1999, Toparlak ve Tlizer 1999) kalmasindan kaynaklanmig olabilir.

Kompetetif ELISA ile B. equi pozitif bulgular atlarin yaslariyla kiyaslandiginda
(Tablo 3) tiim yas gruplarinda B.equi enfeksiyonu goriildiigli ve ileri yastaki atlarda bu
oranin déha yiiksek oldugu anlagilmigtir. Bu durum B. equi antikorlarinin dolagim kanimda
¢ok uzun siire kaldigina dair bulgulari (Shkap ve ark 1998, Martin 1999) destekler nitelikte
bulunmugtur. Ayrica, Adana yGresi atlarinda B. equi’nin tim yas gruplarinda yaygin
goriildiigiini, yasla orant1.\h olarak bagisikhigin arttigi diigtiniilecek olursa (Shkap ve ark
1998, Martin 1999) yagh atlarin enfeksiyonun yayilisinda portér rolii oynadina dair
kanaatleri (Bashuriddin ve ark 1999) pekistirmistir. Erkek ve disi atlar arasinda B. equi’nin
bulunugu yéniinden incelendiginde (60/52.5) erkeklerde bu oran bir miktar fazla bulunmug

olsa da ciddi bir farklilik g6zlenmemistir.

Boophilus, Hyalomma, Dermacentor ve Rhipicephalus soylarina bagli kene
tiirlerinin B. equi’ye vektorliikk yaptig1 bildirilmigtir (Kaufmann 1956, Bashuriddin ve ark
1999, Ramparsed ve ark 2003, Martin 1999, Edwards ve ark 2005). Bu ¢alismada sahada
muayene edilen atlarin tizerinden toplanan kene tiirlerinin (H. marginatum ve R. turanicus)

(Resim 6a, 6b ve 7) Afrika’da B. equi’nin vektorii olarak bildirilen (Kaufmann 1996,
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Guimaraes ve ark 2003, Edwards ve ark 2005), tlirlerden oldugu anlagilmigtir. Tiirkiye’de
R. turanicus’un  atlar iizerinde goriildiigti bildirilmistir (Merdivenci 1969). Akdeniz
bavzasinda B. equi’ye vektorlikk yaptigi bildirilen (Kaufmann 1996, Bashuriddin ve ark
1999) R. bursa bu galigmada elde edilememistir. ‘Elde edilen kene tiirlerinin azlig:
nedeniyle, yorede Babesia enfeksiyonlarmin vektorii olabilecek keneler tizerinde daha
fazla arastirma yapmaya ihtiyag vardir.

Sonug¢ olarak bu c¢aligmayla Tiirkiye’de atlarda babesiosis enfeksiyonlarin
teshisinde cELISA yontemi ilk kez kullamlmustir. Serolojik olarak ¢ok yiiksek oranda
¢ikan B. equi enfeksiyonuna karsin, mikroskobik muayene ile tespit edilemeyen subklinik
ve kronik enfeksiyonlarn Adana yoresinde yaygm oldugunu ve portér atlarin
belirlenmesinde serolojik testlerin mikroskobik yontemlerden daha duyarl oldugu ortaya
konmustur. Hastalikla miicadelede, hastalifin onemi ve kene enfestasyonlarinin rolii

konusunda hayvan sahiplerinin bilgilendirilmesinin de gerekli oldugu kanisina varilmustir.
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