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MANDALARDA BABESIA TURLERININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
OZET

Bu calismada reverse line blotting (RLB) ve mikroskopik muayene metotlar1 kullanilarak,
Yozgat yoresinde mandalarda Babesia tiirlerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amacla,
toplam 50 mandadan EDTA’l1 tiiplere tam kan 6rnegi alinmis ve her hayvanin perifer kan
frotisi hazirlanmistir. Hazirlanan frotiler mikroskopta Babesia spp.'nin piroplasmik formlari
yoniinden incelenmistir. Alinan kan orneklerinden DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde
edilen edilen DNA’lardan Babesia tiirlerinin 18 S rRNA geni amplifiye edilerek RLB
testinde kullamilmigtir. Bu amacla, PCR iiriinleri catch all (Theileria spp, Babesia spp.),
Babesia spp., B. bovis, B. bigemina, B. divergens ve B. major tiirleri i¢in spesifik proplarla
hibridizasyona tabi tutulmustur.

Sonug olarak bu caligma ile, Tiirkiye'de mandalar iizerinde babesiosis konusunda ilk kez bir
saha ¢alismast yapilmuistir. Incelenen mandalarda gerek mikroskobik muayenede
piroplasmik formlar gerekse molekiiler olark RLB testi ile herhangi bir Babesia tiirli tespit
edilememistir.

Anahtar Sozciikler: Babesia spp., manda, molekiiler karakterizasyon, Yozgat



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BABESIA SPECIES IN WATER
BUFFALOS
ABSTRACT

This study was carried out to investigate Babesia species in water buffalos in the region of
Yozgat via reverse line blotting (RLB) and microscopical examination. A total of 50 blood
samples were collected from water buffalos into the tubes with EDTA technically and thin
blood smears were prepared. Thin blood smears were microscopically examined for
Babesia piroplasms. The 18S SSU rRNA gene in the DNA of Babesia spp. extracted from
blood was amplified and used in RLB. For this purpose, PCR products were hybridized
with specific probes for catch all (Theileria spp, Babesia spp.), Babesia spp., B. bovis, B.
bigemina, B. divergens and B. major.

As a result, it was firstly carried out a field study on water buffalos for babesiosis. No
piroplasmic forms in microscopic examination and no Babesia spp. molecularly by RLB on
water buffalos was detected.

Keywords: Babesia spp., water buffalos, molecular characterization, Yozgat



1. GIRIS VE AMAC

Subtropikal iklim kusaginda yer alan Tiirkiye'nin ekonomisinde hayvancilik ¢cok énemli bir
paya sahiptir. Bununla beraber son yillarda tarimsal ihracat icerisinde hayvanciligin payinda
onemli azalmalar olmustur. Tiirkiye Thracatgilar Meclisi (TIM)'nin verilerine gore toplam
ihracat igerisinde tartmsal ihracatin oranmi 1990 yillarda %17,54 iken, 2009 yilinda
%15,34'e gerilemistir. Tarimsal ihracat icerisinde hayvansal tirlinlerin pay: ise 1990 yilinda
911,15 iken, 2009 yilinda %5,57'ye diismiis, toplam ihracat icerisinde hayvancilifin pay1
da %1,95'ten %0,85'e gerilemistir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)'nun 2009 yili verilerine gore Tiirkiye'nin biiyiik bas
hayvan varliginin; 10.723.958'ni s1g1r ve 87.207'ni manda tegkil etmektedir. Yillar itibariyle
sigir yetistiriciligindeki diisiise paralel olarak ve hatta ondan da hizli bir azalma manda
sayisinda olmustur. Mantiki ve bilimsel bir izahi olmayan, Italya ve bazi Avrupa
tilkelerinde siitiindeki %9,5'lik yag orani i¢in 6zel amacl manda iiretim ciftliklerinde yogun
manda yetistiricligi yapilmasina ragmen Tiirkiye'de bu dramatik diisiis sonucunda manda
sayis1 yok denilebilecek kadar az seviyeye diismiistiir. Bu diisiis boyle devam ederse manda,

Tiirkiye'de nesli tiikkenen tiirler arasindaki yerini alacaktir.

Tiirkiye'de hayvanciligin gelismesini olumsuz yonde etkileyen barinak, bakim ve besleme
gibi yetistiricilik hatalarinin yaninda, bakteriyel, viral ve paraziter orijinli hastaliklar halen
daha hiikiim stirmektedir. Paraziter hastaliklar icerisinde en yaygin olanlarindan biri de ¢cok

onemli bir protozoon hastalik olan babesiosis'tir. Tiirkiye'ye ithal edilen kiiltiir irk1 sigirlar
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ve bunlarin melezleri babesiosis'e karsi olduk¢ca duyarli ve bu hastaligin tehditi
altindadirlar. Hastalik, 6zellikle kiiltiir irklarinda yiiksek oranda liimlere neden olmaktadir.
Ayrica et ve siit verimlerinde Onemli Olgiilerde diisiislere de neden olan babesiosis,
dolayistyla Tiirkiye ekonomisine ¢nemli oranda zarar vermektedir. Mandalar tabiatlari
itibariyle bir¢cok enfeksiyoz hastaliga direnclidirler. Bununla beraber bir¢ok patojen icin
rezervuar gorevi yaparlar. Bu hastalik etkenleri arasinda Ixodid kenelerle bulagsan babesiosis

de yer almaktadir.

Babesiosis; tropik ve subtropik iklim kusagindaki evcil ve yabani memeli hayvanlar ile
insanlarda da goriilen ve vektor kenelerle transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir hastaliktir. Hastalik Ozellikle yaz aylarinda vektor kenelerin
aktiflesmesiyle birlikte yiiksek ates, anemi, anoreksi, kaseksi, hemoglobiniiri, hipotansif sok
ile seyretmekte ve oliimlere neden olmaktadir. Onceleri sadece memeli hayvanlarin bir
hastalig1 olarak bilinen babesiosisin son 35 yildir insanlar i¢in de 6nemli bir hastalik oldugu
bildirilmistir. Bugiine kadar insanlarda Babesia microti, B. divergens, B. bovis, B. canis, B.
duncani (WA1), B. venatorum (EU1) tiirleri ile MO1 ve KOI1 suslarinin babesiosis'e sebep

oldugu rapor edilmistir.

Halk arasinda "Agrima, Agrik, Sarilik" gibi isimlerle bilinen babesiosis'in teshisinde klinik
semptomlarin yaninda, mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bolge gibi epidemiyolojik
veriler de siipheleri artirabilmektedir. Ancak hastaligin teshisi, perifer kandan yapilmis ve
Giemsa ile boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde eritrositler icerisinde
parazitin goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiiriin yol actigini belirlemek i¢in ise, parazite
kars1 olusan spesifik antikorlarin serolojik yontemlerle (IFAT, ELISA, IHA vb.) saptanmasi
veya parazit DNA’sinin molekiiler yontemlerle (PCR, RLB, Nested-PCR, Real-Time PCR

vb.) tespit edilmesi gerekir.

Sigirlarda bu hastaliga B. bovis, B. bigemina, B. major ve B. divergens tiirleri yol
acmaktadir. Mandalarda ise bu tiirlerin yaninda ayrica B. orientalis tiiri babesiosise sebep
olmaktadir. Sigirlarda enfeksiyonlara yol acan tiirler, mandalarda genelde hafif
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Bununla birlikte, sigirlar icin bu etkenlere rezervuarlik da
yapmaktadir. Bu sebeplerle, keneler icin hastaligin kaynagini olusturan latent enfekte portor

hayvanlarin ortaya cikarilmasi ve hastalifin rezervuar olan mandalardaki durumunun
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saptanmas1 biiylik Onem tasimaktadir. Ancak Tirkiye'de bugiine kadar mandalarda

babesiosis lizerine herhangi bir ¢caligma yapilmamistir.

Bu calisma ile Yozgat Yoresi'ndeki mandalarda Babesia etkenlerinin DNA izolatlarinin
elde edilmesi, 18s rRNA gen bolgesini kodlayan primerler kullanilarak reverse line blotting
testi ile teshis edilmesi, ¢ikan pozitif Orneklerin sekanslanmasi ve GenBanka kayitlarinin
yapilmasi ile diinyadaki benzer suslarla filogenetik olarak akrabalik derecelerinin tespit

edilmesi amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. BABESIOSIS'IN TANIMI VE TARIHCESI

Babesiosis; Apicomplexa ana¢ altindaki Babesia tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve
subtropik bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda da goriilen, Ixodidae ailesine
bagl vektor keneler tarafindan transovarial ve transstadial olarak nakledilen zoonotik
karakterli bir protozoer hastaliktir. Hastalikla ilgili ilk bilgiler, 19. yiizyilin sonlarinda
ortaya ¢ikmistir. ilk defa 1888 yilinda Romanya’da, sigirlarda goriilen ve hizla yayilan bir
hastaligin sebebinin ne oldugunun arastirilmasi amaciyla Romanya Hiikiimeti tarafindan
gorevlendirilen Victor Babes sigir eritrositleri icerisinde birtakim mikroorganizmler
kesfetmis ve bunlarin “sigir hemaglobiniirisi” ile baglantis1 oldugunu ileri siirmiistiir.
Babes, daha sonra ayn1 mikroorganizmleri koyun eritrositlerinde de gozlemlemistir. Diger
yandan Amerika Birlesik Devletleri’nde 1893’de Smith ve Kilborne “Texas Fever” olarak
adlandirilan hastalikta, eritrositler icindeki etkeni, Pyrosoma bigeminum olarak
isimlendirmisler ve bunun bir kene tarafindan nakledildigini de kesfetmislerdir. Ayn1 yil
Starcovici, bu parazitlere sirasiyla Babesia bovis, B. ovis ve B. bigemina isimlerini
vermistir (1, 2). Diger yandan “Texas Fever” (babesiosis) etkeni Pyrosoma bigeminum
(Babesia bigemina) un vektor kene Boophilus annulatus tarafindan sigirlara nakledildiginin
yayinlanmasindan sonra babesiosis, diinyanin cesitli bolgelerinde de kesfedilmistir.

Avustralya’da Dr. Sidney Hunt babesiosis'i (bovine redwater), “Texas fever’in identigi
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olarak konfirme etmistir. Arjantin’de, 1903’te Lignieres sigir babesiosisi (Tristeza) igin
form A ve form C olmak iizere iki form tarif etmis olup bunlardan birinin Smith ve
Kilborne’un tanimladigina benzer sekilde biiylik, digerinin ise daha kiiciik intraeritrositik
etkenler oldugunu bildirmistir. Ayni arastirmaci, kiiciik olan etkenin, genellikle kan
frotilerinde zor goriilmesine karsin, bobrek ve merkezi sinir sisteminin meningslerindeki
kapillarlardan yapilan frotilerde daha kolay tespit edilebildigini bildirmis, 1910 yilinda bu
kiiciilk organizmalar1 once Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak
isimlendirmistir. Babesia argentina ismi Avusturalya ile Giliney ve Orta Amerika’da uzun
yillar kullanilmistir. Bu durum 1970’11 yillarin ortalarina kadar siirmiis, B. argentina ile B.
bovis’in aymi Ozelliklere sahip oldugu anlasilmis ve isimlendirmede B. bovis’in
kullaniminin daha uygun olacagi kabul edilmistir (1, 2). M’Fadyean ve Stockman 1911°de
Ingiltere’de yine sigirlarda genellikle eritrositin periferinde yer alan etkenler tespit etmisler
ve bunlann Once Piroplasma divergens daha sonra Babesia divergens olarak
isimlendirmislerdir (1, 2). Yine ayni arastiricilar 1911 yilinda B. bigemina’ya benzer biiyiik
bir etkenin bulundugunu bildirmisler, daha sonra Sergent ve arkadaslart 1926 yilinda bu
etkeni B. major olarak adlandirmiglardir (1, 2). Brocklesby 1976 yilinda sigirlarda
babesiosis etkenlerinden B.bigemina, B.major, B.bovis ve B.divergens’in énemli oldugunu
bildirmistir. Sigirlardaki Babesia tiirlerinin 1960’11 yillarin sonlarinda Hoyte ve 1976
yilinda Brocklesby tarafindan gozden gecirilmesini takiben, B. bovis (B. argentina; B.
berbara; B. colchica), B. bigemina, B. divergens (B. caucasica; B. occidentalis; B. karelica)
ve B. major’iin sigirlarda babesiosise yol acan baslica tiirler olduklari kabul edilmistir (3,

4).

Tiirkiye’de ilk babesiosis olgusu, Nicoll ve Adil Bey tarafindan 1890°da sigirlarda tarif
edilmis, bunu Samuel ve Raif, [brahim Ekrem, Lestoquard, Goren ve Yetkin, Aysoy un
caligmalar izlemistir. Takiben 1950- 1980 arasinda mikroskobik; 1980’11 yillarin sonunda
mikroskobik bakinin yaninda serolojik; 2000’11 yillarin baslarinda ise bunlara ilave niikleik
asit tabanli molekiiler arastirmalar yapilmistir (5). Diinya'da mandalarda Babesia tiirleri
tizerine sinirhi sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda genel olarak B. orientalis tiirii
saptanmis olup bunun yaninda, B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin de hastaliga sebep oldugu
rapor edilmistir. Tiirkiye'de ise bugiine kadar mandalarda babesiosis iizerine herhangi bir

calsma yapilmamustir.
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2.2. BABESIA TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI
Babesia tiirlerinin Systema Naturae 2000’e gore sistematikteki yerleri asagidaki gibidir (6).
Biota (Canlilar)
Domain: Eukaryota Chatton,1925
Kingdom: Protozoa (Goldfuss,1818) R.Owen, 1858
Subkingdom: Bicilialata
infrakingdom: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Phylum: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Subphylum: Apicomplexa Levine, 1970
Class: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980
Order: Piroplasmorida Wenyon, 1926
Family: Babesiidae Poche, 1913
Genus: Babesia Starcovici, 1893

Son yillarda molekiiler olarak Babesia ve Theileria tiirlerinin siniflandirilmasinda 18S
rRNA gen bolgelerine gore filogenetik akrabalik dereceleri esas alinarak da siniflandirmalar

yapilmaktadir (7) (Sekil 2.1).



15

Babesia sp. (Kashi2) (AY726557)

%! Babesia sp. (U09834)
%! Babesia occultans (EU376017)

Babesia sp. (Kashil) (AY726556)
Babesia orientalis (AY596279)
— Babesia sp. (sable) (EU376016)
Babesia sp. (Xinjiang-2005) (DQ159073)
Babesia ovis (AY260178)

Babesia bovis (L31922)

Babesia motasi (AY260179)

100 Babesia bigemina (X59605)
99 L Babesia ovaia (AY603400)
1o | ————DRabesia caballi (Z15104)
,Eﬂubaria gibsoni (AB113032)
Babesia divergens (AYT89076)
96 | — Babesia caniz rossi (DQ111760)
;{Bﬂbﬂ.ﬂ'ﬁ canis vogeli (AY3T1198)
100 Babesia canis canis (AY072926)
Babesia microti (U09833)
|| —— Theileria mutans (AF078815)
P Theileria sp. (sable) (AY748462)
10 Theileria separata (XY 260175)
8s [— Theileria velifera (AF097993)
i | [Theileria taurotragi (L19082)
o2 [~ Theileria annulata (M64243)
&8 “Theileria parva (LO2366)

Plasmodium falciparum (M19172)
2%

Sekil 2.1. Babesia ve Theileria tiirlerinin 18SrRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklari (7).

2.3. BABESIA TURLERININ HAYAT SIiKLUSU

Babesia tiirleri heteroksen gelisme gosteren protozoonlardir. Bu gelisme omurgali konaklar
ile Ixodidae ailesine baglh kenelerde olmak tizere iki sathada gergeklesir. Babesia tiirlerinin
yasam dongiileri genel olarak birbirine benzemektedir. Biitiin Babesia tiirleri dogal olarak
enfekte kenelerin konaklarindan kan emmeleriyle nakledilirler. Hayat sikluslarindaki

baslica farkliliklar, baz1 Babesia tiirlerinde [gercek (true) (=sensu stricto) Babesia spp.) ve
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gercek olmayan (=sensu-lato) Babesia (B. microti-benzeri, Orn. Theileria annae)]

transovaryal naklin varlig: ile ilgilidir (8-10).
2.3.1.0murgali Konakta Gelisme

Enfekte kene kan emmek i¢in konagini1 soktugunda sporozoitler, konaga enjekte olurlar ve
dogrudan eritrositlere girerler. Bu sporozoitler 6n kisimlarinda polar halka, mikronemler ve
roptriden olusan apikal kompleksi ihtiva etmektedirler. Babesia sporozoitlerinin konak
eritrositlerine giris fenomeni, Babesia tiirlerini Theileria tiirlerinden ayirir. Theileria
sporozoitleri, baslangicta lenfositlere veya monositlere girerler ve orada sizogoni gelisimini
tamamladiktan sonra merozoit olarak eritrositlere penetre olurlar (4). Konakta, enfekte
eritrositler icerisindeki Babesia sporozoitleri, piroplazm (trofozoit) haline gelisirler.
Trofozoitin olgunlasmast ile, sitoplazmada meydana gelen degisimler sonucunda,
mikronem, roptri, subpellikiiler mikrotubuller ve polar halka gibi apikal kompleks’i
olusturan yapilar tekrar meydana gelir. Olgunlasan trofozoit, sizogoniye benzer sekilde
ikiye boliinerek cogalir (11-13). Bu boliinme sirasinda parazitin yuvarlak, oval formdan,
ameoboid ve armut formlarna kadar degisen sekilleri goriiliir ki, bunlara piroplasmik
formlar da denilmektedir. Trofozoit ikiye veya dorde boliinerek kiz hiicreleri (merozoitler)
meydana getirir. Mackenstedt ve ark. (14) B. bigemina’da, diploid DNA seviyesine sahip
piroplasmlardan farkli olarak "gamont prekiirsorleri” adi verilen oval sekilli bir merozoit
identifiye etmigslerdir. Bu gamont prekursorleri, vektor kene tarafindan alinincaya kadar
gelismezler. Diger yandan enfekte eritrositin parcalanmasi sonucu serbest kalan
merozoitler, diger saglam eritrositlere girerek onlar1 da enfekte ederler. Bu sekilde
enfeksiyon ya konagin Oliimiiyle veya konagin diren¢ (immunite) kazanip parazitleri

temizlemesiyle sonuclanir (15, 16) (Sekil 2.2).
2.3.2. Vektor Kenede Gelisim

Babesia tiirlerinin enfekte konaktan kan emen vektor kenede ve vertikal (transovarial)
olarak enfekte dogan larvalarda cesitli gelisim evreleri gecer. Vektor kenenin enfekte
konagindan emdigi kanin kenenin orta bagirsagina gecmesiyle degisiklikler bagslar. Enfekte
eritrositlerle alinan gamontlardan “strahlenkorper” adi verilen, c¢ikintili formda isinsal-
cisimciklerinin (ray-bodies) iki populasyonu olusur (17). Daha sonra bunlar eritrosit

igerisinde ¢ogalmalarim siirdiiriir ve ¢gogalma, bunlar ortaya ¢iktiktan sonra da devam eder.
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Cok cekirdekli 1s1nsal cisimciklerin bir araya gelmesiyle biiyiik topluluklar olusur. Bir kez
boliinme oldugunda haploid sayida tek c¢ekirdekli 1sinsal cisimcikler meydana gelir (14).
Daha sonra bu yapilarin bir ¢ifti bir araya gelerek singami (17) yolu ile kiiresel hiicre olarak
da adlandirilan zigotu (13) olustururlar. Olusan zigot, kene bagirsaginda tercihen sindirim
hiicrelerini enfekte eder. Muhtemelen burada cogaldiktan sonra, vitellojen sentezleyen
bazofilik hiicrelere yerlesir. Burada daha fazla boliinmeyle hareket kabiliyetli ookinetler
(vermikiiller, sporokinetler) meydana gelir. Daha sonra kinetler, buradan kenenin
hemolenfine go¢ ederler (18). Babesia bigemina, kene bagirsagindaki gelisiminin bazi
safhalarinda, haploid sayida zigot olusturmak i¢in tek basamakli bir mayoz gecirir (14, 19).
Kene bagirsak hiicrelerinde, poliploid kinetlerin sekillenmesiyle sizogoni olusur (14). Bu
comak sekilli hareketli kinetler kenenin hemolenfine gecerek ovaryumlar dahil olmak iizere
degisik tipte hiicre ve dokular1 enfekte ederler ki, buralarda sekonder sizogoninin
tekrarlayan sikluslar1 gerceklesir. Boylece, enfekte kenenin yumurtalariyla larval doneme
transovarial nakil gerceklesir. Bu nakil, tek konutluluk 6zelligine sahip Boophilus gibi

vektorler icin oldugu kadar, Babesia i¢in de 6nemli bir hayat siklusu adaptasyonudur.

Transovaryal yolla enfekte dogan larvalarda kinetler, tiikiiriik bezi salgi hiicrelerine girerler
ve cok cekirdekli donemlere transforme olurlar. Sporogoni yolu ile 6nce sporoblastlar,
sonra sporoblastlarin parcalanmasiyla kiicgiik, haploid sayida sporozoitler meydana gelir (14)

(Sekil 2.2).

Biitiin Babesia tiirlerinde sporozoit gelisimi, her zaman enfekte kene kan emmek icin
omurgalt konagma tutundugunda baslar. Babesia bigemina’da, sporozoitlerin gelisimi
enfekte larvanin konagindan kan emmesiyle baslar. Ancak enfektif sporozoitlerin ortaya
cikmasi yaklagik 9 giinii alir. Dolayisiyla enfektif sporozitler, sadece kenenin nimf ve ergin
donemlerinde ortaya cikabilirler (20, 21). Nakil, larva doneminin disinda kalan nimf
donemi ve ergin (erkek ve disi) gelisme donemlerinde gergeklesebilir (22-24). Bu durum, B.
bovis’te farklilik gosterir. Babesia bovis’te enfektif sporozoitlerin olusumu, enfekte dogan

larvanin konagindan kan emmeye baslamasini takiben 2-3 giinde gerceklesir (25).
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Ixodid keneler Memeli konak

sporogoni
(hemolenf)

G

gametogoni (bagirsak)

Sekil 2.2. Babesia tiirlerinin yasam siklusu. Babesia tiirlerinin yasam siklusu merogoni, gametogoni ve
sporogoni evrelerinden olusur. Enfekte kenenin kan emmesi esnasinda sporozoitler (Sz) memeli konaga
transfer olur. Sporozoitler daha sonra eritrositlere girer ve trofozoitlere (T) doniisiir. Trofozoitler ikiye
boliinerek merozoitleri (M) meydana getirir. Bazi trofozoitler gametositlere (G) doniisiir. Gametositler
vektor kenede enfeksiyonu baglatabilir. Kene bagirsaginda gametositler  "Strahlenkorper” (Sk)
cisimciklerine doniisiir. Bu cisimcikler birleserek zigotu (Z) olustururlar. Zigottan da kinet (K) meydana
gelir. Kinetler kene hemolenfine girer, ¢cogalir ve kenenin cesitli organlarina girer. Babesia tiirleri
ovaryumlar1 enfekte edebilir ve transovaryal olarak yumurta yoluyla nakledilebilir. Kenelerin biitiin
yasam evreleri (larva, nimf, olgun disi) potansiyel enfektif olabilir. Bunun yaninda B. microti-benzeri
tiirler yalnizca bir yasam evresinden digerine transstadial olarak nakledilebilmektedir. Kinetler kenenin
tiikiiriik bezine (Sg) girdiginde sporogoni evresi baslar. Burada parazit ¢ok ¢ekirdekli sporoblastlara (St)
doniisiir. Sporoblastlardan yeni gelisen sporozoitler kenenin kan emmesiyle memeli konaga nakledilir
(26).
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2.4. MANDALARDAKI BABESIA TURLERI

Mandalarda bugiine kadar B. orientalis, B. bigemina ve B. bovis tiirleri bildirilmistir. Bu
tiirler arasinda ozellikle B. orientalis mandalarda babesiosis etkeni olarak rapor edilmistir.
Mandalar B. orientalis'in tek memeli konagidir. Mandalarda B. orientalis'in vektorliigiinii
Rhipicephalus haemaphysaloides kenesi yapmaktadir (27). Bu kene tiirii Tirkiye'de
bulunmamaktadir. Mandalarda babesiosise yol agan diger tiirlerden B. bigemina'nin
vektorlugiinii  Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B. microplus, B. australis, B.
calcaratus, B. decoloratus, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus appendiculatus, R.
evertsi, R. bursa keneleri yapmaktadir (13, 28, 29). Tiirkiye’de B. annulatus, Hae. punctata
ve R. bursa tiirleri bulunmaktadir. B. bovis'in vektorliigiinii ise

Boophilus calcaratus, B. microplus, B. australis, Rhipicephalus bursa ve Ixodes

persulcatus keneleri yapmaktadir (13, 28, 29). Tiirkiye’de R. bursa tiirii bulunmaktadir.
2.5.BABESIOSIiS'TE BAGISIKLIK

Babesiosis’e karsi immunitede, hem sivisal (humoral) ve hem de hiicresel (cellular)
faktorler gorev alirlar. Parazite konaklik yapan biitiin memelilerde ya enfeksiyona maruz
kalip iyilestikten ya da profilaktik bir immunizasyondan sonra (asilama gibi) Babesia
tiirlerine kars1 immunite gelisebilir (30, 31). Bununla birlikte baz1 Babesia tiirleri, sigirlar
i¢in immun baskilayicidirlar. Ornegin, B. bovis ile enfekte sigirlarda vektor kene Boophilus
microplus daha 1yi kan emebilir. Boylece enfekte sigirlar, enfekte olmayanlara gore daha
fazla kene tasir ve dolayisiyla B. bovis’ in naklindeki etkinlikleri de artar (32). Diger yandan
Trypanosoma tiirlerinde siklikla goriilen ylizey antijenlerindeki varyasyon, Babesia
tirlerinde de goriliir (33, 34). Babesia tiirleri, hayat sikluslarinin ilk basamagi olan
eritrositlere invazyon asamasinda, konak hiicrelerine tutunmak icin yiizey kisimlarinda
bulunan antijenleri kullanir. Bu ylizey antijenlerine kars1 meydana gelen antikorlar ise
parazitin konak eritrositlerine girisine engel olur (35). Babesia bovis, VMSA ailesine bagl
bes [(msa-1, msa-2a;, msa-2a,, msa-2b ve msa-2c)|; B. bigemina iki (gp45 ve gp55); her iki
Babesia tiirli ise ortak bir [rhoptry-associated protein-1 (rap-1a, raplb, rap-Ic)] protein
ihtiva eder. Bunlarin disinda B. divergens’de Bd37, B. canis’de Bc28 (36, 37) ve B.

gibsoni’de P50 (38, 39) genleri bulunur. Merozoit yiizey antijeni tespiti i¢in yapilan tim
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caligmalar as1 gelistirilmesine yoneliktir. Keneler, akarisitlere kars1 direng gosterdiklerinden
ilaclama ile yeterli basar1 saglanamaz (40). Bu yiizden babesiosis’e karsi miicadelede
asillama caligmalari, ¢ok biiyilk Onem kazanmistir. Bununla birlikte apicomplexan
parazitlerden Babesia, Theileria ve Plasmodium gibi patojenlere karsi etkili rekombinant
asilarin gelistirilmesi olduk¢a zordur. Babesial patojenlerin genomik sekanslari, yeni asi
antijenlerinin hizli identifikasyonuna yardimci olur. Bu amacgla saha ve laboratuar
caligmalar1 yapilmistir (41-43). Diger taraftan babesiosis tedavisi goren (6rnegin imidocarb
dipropionate ile) sigirlarda, ayni parazitin homolog suslarina karsi yillarca siiren direng
goriiliirken, heterelog suslara karsi korunmada infeksiyon zorunludur (32, 44). Babesia
tastyict hayvanlarin dalagimin ¢ikarilmasi, hastaligin klinik goriilmesi ile sonuglanir. Bu

hastalikta dalak, sadece antikor liretmez, enfekte olmus eritrositleri de yok eder (45, 46).

Babesiosis’e kars1 direngte, genetik (6rnegin, B. bigemina’ya kars1 Bos indicus, Bos taurus
sigirlarina gore daha direngli) (43) ve yas (47, 48) gibi bir¢ok faktor etkilidir. Yas direnci
antikordan bagimsizdir (19, 49, 50). Geng¢ danalarda, interleukin 18 (IL-18) ve IL-12 veya
B. bovis tarafindan stimule olmug ve IL-12 ihtiva eden makrofajlar1 iceren siipernatantlar
vasitasiyla uyarilan splenik dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, IFN-y’'y1 iiretirler (51-53).
Babesia bovis’e karsi olusan erken immun yanitta, IL-12 araciligiyla NK’lerin uyarilmasi ve
bu hiicreler tarafindan iiretilen IFN-y ile makrofajlarin aktive olmasi, bunlarin NO iiretimi,
NO’nun da hiicre i¢i paraziti oldiirmesi enfeksiyonu engeller. Boylece kazanilmis immunite
gelisir (54-56). Ote yandan babesiosis’e karst immunitede, patojenle iliskili molekiiler
kaliplar (PAMPs) olarak adlandirilan motifleri tanmiyan ve bunlarla baglanabilen, dogal
immunitenin uyarilmasini ve takiben kazanilmis yanitin baslatilmasini saglayan Toll-like

reseptorler (TLR)’den TLR9 ve TLR11 sorumludurlar (57-58).

Hem sivisal ve hem de hiicresel faktorler babesiosise karsi bagisiklikta dnemli rol oynar
(59). Baslangicta immun sistem, etkili bir “primed” (giiclii immun aktivasyon) kazanir (46).
Enfeksiyon konaga bulastirildiginda sporozoitler, kisa bir miiddet dolasgimda plazma
icerisinde serbesttirler. Bu asamada, immunoglobulin G (IgG), sporozoitlerin hedef
hiicrelere girmesinden 6nce onlara baglanip nétralize ederek enfeksiyonu engelleyebilir.
Sporozoitler eritrositlere girdikten sonra ise yeni bir donem baglar. Bu evrede parazitemi

yiikselir ve akut babesiosis goriilebilir. Dogal immun sistem hiicreleri, parazitin gelisme
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hizim1 kontrol ederek paraziteminin siiresini belirler. Makrofajlarin ve NK hiicrelerin
yoklugunda, kisa siire icerisinde yiiksek bir parazitemi gelisir. Paraziteminin engellenmesi,
coziinebilir faktorlerin iiretimiyle gerceklesir. Bu faktorler; NK hiicreler tarafindan salinan
IFN-y ve makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a, NO ve reaktif oksijen tiirleri (ROSs) dir.
Parazitemideki diisme, parazitlerin dejenerasyonu ve bunlarin dalak tarafindan
temizlenmesi ile saglanir. Bu sirada enfeksiyon coziilme evresine girer ve hastalik
siddetliden sakin doneme gecer. Hastaligin gerileme evresinde, parazitlerin 6liimii i¢cin T
lenfositleri, ozellikle de CD4+ (Cluster Designation 4+) ve IFN-y subpopulasyonlar
gereklidir (59).

2.5.1.Kazamlmis Bagisikhk
2.5.1.1. Humoral Iimmun Yamt

Babesia infeksiyonlarinda humoral bagisikligin onemi smurhidir (59). Antikorlarin
plazmada serbest haldeki parazitler iizerine olan etkileri, eritrosit icerisindeki parazitlere
gore daha fazladir. Bu yiizden, antikorlarin koruyucu rolleri, parazitlerin kan dolasimina
ulastiklar1 zaman ile hedef hiicrelere girdikleri zaman arasinda gecgen siireyle sinirlidir. Bu
evrede IgG’ler sporozoitlere baglanarak hedef hiicrelere girmelerini engellerler.
Sporozoitlerin eritrositlere penetrasyonu, alternatif komplement sistemin aktivasyonunu
saglarken, eritrositlerdeki Babesia antijenleri de antikor tiretimini tesvik ederler. Antikorlar,
eritrositleri opsonize ederek fagositik hiicreler (dalak orijinli makrofajlar) tarafindan yok
edilmelerini kolaylastirirlar (60). Fagositoz, baslangicta nonspesifikken ileri donemde
opsonizasyona baglh olarak spesifik hale gecer (61, 62). Babesia tiirleri, humoral immun
yanitt alt edebilir ve onu kendi yararina gore degistirebilirler. Babesia bigemina
enfeksiyonunda, konak eritrosit yiizeyinde bulunan bir parazit proteini IgM’yi baglar ve bu
baglanma parazitin gelismesi ve hayatta kalmasinda yararl olur (63). Komplement sistem
ile olan iligkilerde de benzer bir taktik s6z konusudur. Komplement ile Babesia tiirlerinin
lize edildigi tespit edilememisse de B. rodhaini’nin eritrositlere invazyonunda, komplement
sistemin ¢esitli unsurlarinin  esas oldugu goriilmiistir (64). Ayrica B. rodhaini
merozoitlerinin  fagositozisini artirmak i¢cin komplement kullanilan bir c¢alismada

komplementin, umulmadik sekilde patojenin fagositozisini inhibe ettigi goriilmiistiir (65).
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2.5.1.2. Hiicresel Immun Yanit

Babesiosis’e karst direncte hiicresel immunitenin rolii (59), konagin savunma sisteminde
dalagin oneminin fark edilmesiyle ortaya ¢ikmistir (45). Dalak; T, B ve NK hiicreleri ile
makrofajlarin yer aldig1 biiyiik bir lenfoid organdir. Bu hiicre populasyonlarinin bazilari
koruyucu etkiden sorumludurlar. Bagisik hayvanlarin dalak hiicrelerinin, Babesia ile
enfekte farelere transfer edilmesiyle fareleri enfeksiyona karsi korumak miimkiindiir (66).
Bundan bagka, 1yi seviyelerdeki korumanin lenf yumrusu hiicreleriyle degil de, 6zellikle
dalak hiicreleri tarafindan saglanmasi, sistemik olarak antijenlerin muhtemelen perifer lenf
yumrulari yerine tercihen dalaga yonlendirildigini yansitir (67). T hiicrelerinin spesifik rolii,
timus-yetersiz hayvanlar kullanilarak arastirllmistir. Timussuz farelerin B. microti ile
konjenital enfeksiyonunda, yiiksek inatci bir parazitemiye karsilik normal farelerde gecici
parazitemi saptanmugstir (67, 68). Bu veriler, T hiicrelerin babesiosis’e karsi direncgte kritik
oneme sahip oldugunu ve ayrica enfeksiyonun ¢oziilme doneminde de T hiicre aracili
mekanizmalarin rol aldigim1 gosterir (67). Keza T hiicreleri, oOldiiriicii Babesia tiirlerine
karst korunmadan da sorumludurlar. Babesia rodhaini’ye karsi bagisik farelerde,
antitimusit serum verildiginde parazitemide yiikselme ve yiiksek mortalite goriiliir (69). Ote
yandan immun hayvanlardan elde edilen saflastirllmis T lenfositlerinin infeksiyonla
karsilasmamis (naive) farelere nakli, B. microti’ye karst immunite olusturmada (67); immun
yetersiz farelere immun timusitlerin edinsel transferi ise B. microti infeksiyonunu ortadan
kaldirma kabiliyeti kazandirmada yeterlidir (70). Babesia microti antijenleri, T hiicrelerinin
spesifik aktivasyonunu tetikleyebilir. Serbest merozoitlerde oldugu gibi enfekte eritrositler
de, fareleri gecikmis hipersensitivitiye duyarli hale getirirler (71). CD4+ T hiicreleri
azalmis farelerin, B. microti infeksiyonuna kars1 normal farelerden daha duyarh olduklari;
CD8+ sitotoksik T’lerin azaldig: farelerde ise bu duyarliligin artmadigi, tersine azaldigi ve
bu yiizden B. microti enfeksiyonuna karsi korumada baslica sorumlu subpopulasyonun
CD4+ T hiicreler oldugu ileri siiriilmektedir (72, 73). Buna karsin A.B.D.’de hasta bir
insandan izole edilen (74), patojenitesi ve dldiirme giicii (%100) itibariyle B. bovis’e iyi bir
model kabul edilen WAI1 Babesia susu ile farelerde olusturulan enfeksiyon, CD8+ T

hiicrelerince iiretilen IFN-y ve y0T hiicrelerince iiretilen TNF-a ile karakterize bulunmugtur
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(75). Ote yandan TNF reseptor yetersiz farelerde WA1 Babesia enfeksiyonun daha hafif
seyrettigi ve farelerin %90’nin hayatta kaldig1 gozlenmistir. Takiben genetigi degistirilmis
farelerde (knockout mice) yapilan deneyde, akut WA1 Babesia enfeksiyonu gozlenmis; IL-
12, IFN-y ve NO’in koruyucu rol iistlendikleri; bu enfeksiyonda ne B hiicreleri ne de CD4+
T hiicreleri immuniteye katki saglamazken, NK hiicreler ve makrofajlar 6nemli
bulunmugtur. Bu veriler, WA1 Babesia susuna karsit dogal immunutenin, kazanilmig
bagisikligin gelisimi ve enfeksiyonun kontroliinde kritik dneme sahip olan IL-12 ve IFN-y

aracilig1 ile makrofaj aktivasyonunu ve NO iiretimini kapsadigin1 gosterir (76).

Genelde immun hiicre aktivasyonunun babesiosis’e karsi koruyucu oldugunun goriilmesine
karsin, bazi giiclii immun hiicre populasyonlarinin hastaligin patogenezisinde de gérev alma
olasilig1 vardir. Bu olasilik, dldiiriicti B. rodhaini susu ile challenge edilen immun sistemi
baskilanmig farelerin, tedavi edilmeyen immun yeterli (immunocompetent) farelere gore

hayatta daha fazla kalmalariyla desteklenmistir (77).
2.5.2. Dogal Bagisikhk (Nonspesifik Immun Yamt)

Babesiosis’e karsi dogal immunite, spesifik olmayan (nonspesifik) komponentler ile
saglanir. Bunun yaninda dogal bagisiklikta, cesitli spesifik molekiillerin sorumlu oldugu ve
ozellikle NK hiicrelerin ve makrofajlarin antibabesial aktivitede yer aldig1 ortaya konmustur
(78). Makrofaj inhibisyonu (69) veya kayb1 (79) Babesia tiirlerine karst bagisik farelerin
korunmasini tiimiiyle ortadan kaldirir ve yiiksek oranda 6liimlere yol agar. Tersine, immun
hayvanlardan alinan makrofajlarin transferiyle, énceden patojenle karsilasmamis (naive)
fareleri B. microti’ye karst korumak da miimkiindiir. Bu koruma, immun T hiicrelerin
transferiyle saglanandan cok daha iyidir (66). Spesifik olmayan cesitli infeksiyon
uyarimlarina cevaben, makrofajlarin ve NK hiicrelerin ¢oziinebilir mediator iiretmeleri,
belirleyici o6zellikleridir. Coziinebilir mediator iiretimi, babesiosis i¢in primer Oneme
sahiptir. Akut enfeksiyona yol acan WAI1 Babesia susuna karst dogal bagisiklik
mekanizmasinda, IL-12 ve IFN-y aracilifi ile makrofaj aktivasyonu ve NO iretimi ¢ok
onemlidir (56, 76). Enfekte farelerde makrofajlarin NO iiretimi, parazitin gelisimini
durdurur (80). Babesiosis’de bir diger makrofaj ¢oziinebilir faktor olan TNF-& da paraziti

oldiiriir (81). Ayrica, B. bovis’in eritrosit i¢i 6liimiinde ROSs’1n da rolii vardir.



24

Babesiosis’e karst dogal immunitede, TLR’lerden CpG (TLR9) ve profilin (TLR11) nin
rolii ortaya konmustur (56, 59). Babesia bovis merozoit ekstraktlarinin sigir PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) proliferasyonunu non-spesifik olarak aktive etmesi
TLR9’un varligindan ileri gelir (57). Ayrica E. coli’de oldugu gibi, T. cruzi, T. brucei ve B.
bovis’te de aktive makrofajlarin IL-1f, IL-12, TNFa ve NO iiretiminden sorumlu DNA, B.

bovis lipid ve Babesia merozoit ektratlarinda da gosterilmistir (55, 56, 82). Hem sigirlarda
TLRY’nin varligim ortaya koyan c¢alismada (58) hem de yukarida bahsi gecen calismalarda
(55, 56, 82) TLR9’un fonksiyonel oldugu gosterilmistir. 7. gondii ve diger protozoonlarda
identifiye edilen TLR11, IL-12 iiretimini saglayan bir proteindir (83). Babesia bovis Texas
susu (T,Bo)’nun genomik sekansinin homolog genleri i¢in yapilan pargalamada, 17.5
kDa’luk profilin benzeri bir protein identifiye edilmis ve bunun P. falciparum, T. gondii ve
T. parva profilleri ile %34-64 identik oldugu saptanmistir. Ancak, aym sartlarda ne
Cryptosporidium parvum ne de recombinant B. bovis TLR11’leri, sigir APC (activated
protein C)’siyle IL-12 iiretimini stimule etmezken; B. bovis DNA ve E. coli DNA
TLRI11’leri IL-12 iiretimini stimule etmistir (56, 82). Bugiine kadar sigir genomunda
TLR11’in homologlar identifiye edilememistir (56). Ilging olarak TLRI11, insan
hiicrelerinde bulunmadigi gibi (84), kedi, kdpek ve sempazenin de aralarinda bulundugu
cesitli memelilerde de (85) exprese edilememistir. Bu sebeple, protozoon enfeksiyonlarinda
non-murine memeli immun yanitinda apicomlexal TLR11’lerin rolii halen bilinmemektedir

(56).
2.6. BABESIOSIS'TE TESHIS

Biitiin hayvan tiirlerinde akut babesiosis’te yiiksek ates (40- 41,5°C), anemi, ikterus ve
hemoglobuniiri gibi klinik belirtiler goriiliir. Bunun yaninda kirginlik, depresyon ve zayiflik
gibi genel semptomlar da goriilebilir. insanlarda ise semptomlar, malarya’ya benzemekle
beraber aniden ortaya cikar ve intravaskiiler hemoliz, hemoglobuniiri, sarilik, kaslarda agri,
titreme, solunum giicliigii ve siirekli atesle seyreder (86, 87). Teshiste; mevsim, kene
enfestasyonu, unstabil bolge gibi epidemiyolojik veriler siipheleri artirabilir. Ancak
hastaligin teshisi perifer kandan yapilmis ve Giemsa ile boyanmis preparatlarin
mikroskobik incelenmesinde eritrositler icerisinde parazitin goriilmesiyle olur. Hastaliga

hangi tiiriin yol actigimi belirlemek igin ise, parazite karsi olusan spesifik antikorlarin
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serolojik yontemlerle (IFAT, ELISA vb.) saptanmasi veya parazit DNA’sinin molekiiler
yontemlerle (PCR, RLB, Nested-PCR vb.) tespit edilmesi gerekir (87, 88). Bu testler i¢cin
konusunda uzman kisilere ihtiya¢ duyulmasi, uzun zaman almasi, laboratuar malzemelerine
ihtiya¢ duyulmasi ve saha sartlarinda uygulanamamasi gibi dezavantajlar oldugundan son
zamanlarda Japonya’da immunochromatographic test (ICT) adi verilen hizli ve basit bir
strip serodiagnostik test gelistirilmistir. Uzman olmayan kisilerin dahi kolaylikla
kullanabilecegi bu test nitroselilloz membran tabanli olup, membran iizerine B. bovis (rap-
1), B. bigemina (rap-1), T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)’ye ait rekombinant
proteinler emdirilmis ve bu membran iizerine siipheli hayvana ait bir damla kan (antikor)

damlatilarak kolaylikla teshis yapilabilmektedir (89).
2.6.1. Mikroskobik Muayene

Bu yontem, teknigine uygun olarak hasta hayvanlardan alinmis kan orneklerinden ince
yayma veya kalin yayma preparatlar hazirlanmasi suretiyle ince yayma frotiler metil alkolde
5 dakika, kalin yayma frotiler ise 100 °C'de 15 dakika tutularak tespit edildikten sonra
Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda incelenmesi ve etkenlerin goriilmesiyle
yapilmaktadir. Yontem kolaylikla uygulanabilmekte olup deneyimli personel
gerektirmektedir (90, 91). Mikroskobik muayene icin alinan kanin vena jugularis yerine,
kapillar damarlarin gectigi kuyruk ucu veya kulak ucundan alinmasi tercih edilmelidir.
Ciinkii Babesia etkenlerini iceren eritrositler kapillar damarlarda birikme egilimindedirler.
Oliim sonras1 yapilan muayenelerde de kandan veya dalak, karaciger, kemik iligi gibi

organlardan hazirlanan siirme preparatlarla da teshis yapilabilmektedir (90, 91).

Mikroskobik muayene, ince yayma froti veya kalin yayma froti yontemleriyle
yapilmaktadir. Paraziteminin ¢ok yogun oldugu durumlarda etkenlerin morfolojilerinin
daha saglikl teshis edilebilmesi amaciyla ince yayma froti yontemi kullamilmaktadir. Bunun
icin ¢cok az miktarda kan temiz bir lam iizerine damlatilarak froti hazirlanir. Kalin yayma
froti yontemi ise paraziteminin diisiik oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Kalin damla
kan preparatlariyla daha fazla hacimde kan incelenir (90, 91). Her iki yontemle yapilan
frotilerde de lam ve lamellerin temiz olmasina, boyama solusyonun dikkatli hazirlanmasina
0zen gosterilmelidir. Ciinkii deneyimli olmayan personel tarafindan yapilan incelemelerde

toz partikiilleri ile etkenler bazen karistirilabilmektedir. Inceleme esnasinda tiim saha
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dikkatle incelenmelidir. Asgari 200 mikroskop sahasinin incelenmesi esasina dayanan bu
durum ¢ok sayida inceleme yapilmasini gerektiren durumlarda olduk¢a zaman almaktadir.
Her iki yontemle de yapilan mikroskobik incelemelerde etkenlerin goriilmesi enfeksiyonun
varliginin gostergesidir. Fakat bazi durumlarda (hastaligin ¢ok erken donemi veya kronik
donem) frotilerde etkenler goriilemeyebilir. Etkenin frotilerde goriilememesi enfeksiyonun
hayvanda kesinlikle olmadigi manasina gelmez (91, 92). Mikroskobik bakida pozitif
bulunan hayvanlarda paraziteminin hesaplanmasinda; en az 50 mikroskop sahasindaki
enfekte olan ve enfekte olmayan eritrositler sayilir. Bulunan rakamlarin ortalamasi 4 ile

carpilarak 200 mikroskop sahasindaki sayilar bulunur. Parazitemi;

Parazitemi (%)=Enfekte eritrosit sayisi/Enfekte olan+enfekte olmayan eritrosit sayist x100

formiilii ile hesaplanir.
2.6.2. Serolojik Testler

Babesiosis'in tanisinda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IFAT ( Indirect
Fluorescent Antibody Test), SELISA (Slide Enzyme Linked Immunosorbent Assay), [HAT
(Indirect Hemagglutination Test), CFT (Complement Fixation Test), LAT (Latex
Agglutination Test) ve RIA (Radioimmunoassay) gibi serolojik testler kullanilmaktadir (90,
93). Akut babesiosisli hayvanlarin eritrosit, serum veya dokularindan hazirlanan antijenlerin
kullanildig1 bu testler subklinik seyirli hayvanlarin serumlarinda antikor aranmasi teknigine
dayanmaktadir. Bu testlerle parazit antijenlerine kars1 antikor aranmasinin yaninda parazit
antikorlarina karst antijen aranmast da miimkiindiir. Serolojik testler, kronik
enfeksiyonlarin teshisinde kullanisli degildir. Ciinkii hayvanin kaninda etken olmasa bile
antikorlarin varligi devam etmekte oldugundan serolojik testlerin yanlis pozitiflikler verdigi

ve baz1 Babesia tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyonlarin sekillenebildigi bildirilmistir (90, 93).

Babesiosis'in serolojik olarak teshisinde ilk olarak kullanilan test CFT testidir. Fakat bu
testin duyarlilig: diistiktiir (94, 95). Bu teste gore duyarliligr ve giivenilirligi daha fazla olan
IFAT teknigi babesiosis'in teshisinde en sik kullanilan serolojik testlerdendir. Ancak bu
testte Babesia tirleri kendi aralarinda capraz reaksiyonlar verebilmektedir (96-98).
Serolojik yontemlerden ELISA testi de oldukca duyarli ve etkili bir testtir. Bu test ile bir
seferde ¢ok miktarda Ornek incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte antijen kalitesi

testin duyarliligimi etkilemektedir. Enfekte eritrositlerden hazirlanan antijenler, konak
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eritrositleri ile kontamine olduklarindan, anti-eritrositik antikorlar sebebiyle yanlis
sonuclara sebep olmaktadir. Bu sorunun oniine gegebilmek i¢in saflastirilmis rekombinant

antijenler kullanilmaktadir (99-101).
2.6.3. Molekiiler Teknikler

Son yillarda, mikroskobik incelemeler ve serolojik yontemlerden farkli olarak parazite ait
DNA veya RNA'nin varligin1 ortaya koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain Reaction),
Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse Transcriptase PCR, Real-Time PCR, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR, RLB (Reverse Line Blotting) gibi
molekiiler testler babesiosisin teshisinde siklikla kullanilmaya basglamistir (90, 91, 102,
103).

Elbetteki her tan1 yonteminin kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Dogrudan etkeni gormeye yonelik yapilan mikroskobik muayenenin; basit olmasi,
parazitlerin morfolojik olarak ayrimlarinin yapilabilmesi, parazitin direkt arastiritlmasi gibi
avantajlarinin yaninda; zaman almasi, zahmetli ve yorucu olmasi, parazit sayisinin diisiik
oldugu durumlarda yaniltict olabilmesi, parazitlerin morfolojik olarak ayirimlarinda
karigikliklarin  olabilmesi ve deneyimli personel gereksinimi gibi dezavantajlar1 da
mevcuttur (236, 237, 248). Yine serolojik yoOntemlerin de avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Basit ve hizli olmasi, otomasyona olanak vermesi, ¢ok sayida ornegin es
zamanh olarak teshis edilebilmesi serolojik testlerin avantajlarindan olup; diisiik 6zgiilliik,
aktif ile atlatilmis veya latent enfeksiyonlarin ayirt edilememesi, parazitler arasinda ¢apraz
reaksiyonlarin sekillenmesi bu testlerin olumsuz yanlarini yansitmaktadir (90, 91, 102). Bu
yontemlere alternatif olarak gelistirilen niikleik asit tabanli molekiiler teknikler ile immun
sistemden bagimsiz veya atlatilmis enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak viicudunda ¢ok
az miktarda etken olsa dahi direkt hastaliga neden olan tiirlerin teshisleri yapilabilmektedir.
Bu molekiiler yontemlerle hastaliga neden olan parazit tiirlerinin es zamanlh olarak
teshisleri de yapilabilmektedir. Tabi ki her yontem gibi bu molekiiler yontemlerin de bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemler ekonomik olarak pahali ve cok asamali
yontemler olup, inhibitorleri nedeniyle yanlis negatiflikler verebilmekte ve kontaminasyona

bagli yanlis pozitiflikler de gosterebilmektedir (90, 91, 102).
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Bu molekiiler yontemlerin hemen hepsinde PCR asamasi mevcuttur. PCR kullanilmaya
baslandigindan bu yana siirekli gelistirilmekte ve daha duyarli ve giivenilir sonuclar i¢in
cesitli varyasyonlar1 ortaya konulmaktadir. Bu yontem, hedef organizmanin genomundaki,
ozgiil bir DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, binlerce kez ¢ogaltarak, kolaylikla tespit
edilebilir hale getirmektedir. PCR'!n modifiye edilmesiyle birlikte; PCR iiriiniiniin daha
spesifik primerlerle ikinci kez PCR'in1 kapsayan Nested PCR (104), birden fazla primer
cifti kullanilarak tek reaksiyonda bir¢ok hedef bolgenin ayni anda ¢ogaltilmasini saglayan
Multiplex PCR (105, 106), kantitatif olarak parazit DNA'sinin miktarini tespit eden ve
dolayistyla varligini ortaya koyan Real-Time PCR (107), bir testte es zamanli olarak ¢ok
sayida hastalik etkeninin tespit edilmesine olanak saglayan RLB (108, 109), parazitin
RNA'sinin tespitine yonelik yapilan Reverse Transcriptase PCR (110-111) testi gibi testler
gelistirilmistir. Bu testler babesiosis'in teshisinde son yillarda Tiirkiye'de ve Diinya'da
siklikla kullanilmaya baglanmistir. Tiirkiye'de bu yontemlerle yapilan c¢alismalarda
genellikle Babesia tiirlerinin 18S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu yapilmis ve
bunlarin sekans dizilimleri ortaya konmustur (108, 109). Diinya'da da bu gen bolgesi
siklikla kullanilmakta (102, 112-119), bunun yaninda 6zellikle sigir babesiosis'i lizerine
yapilan as1 calismalarinda VMSA genleri (msa-1, msa-2a;, msa-2a;, msa-2b, msa-2c) ve
rap-1 geninin amplifikasyonu yapilmakta ve bu gen bolgelerini iceren suslarin sekans

dizilimleri ortaya konmaktadir (34, 36 120--137).
2.7. BABESIOSIS'TE TEDAVi

Babesiosis’in tedavisinde sigirlarda yillarca quinuronium sulphate, amicarbalide isothionate
ve diminazene aceturate kullanilmis; 1970’ten sonra dordiincii bir iiriin olarak da imidocarb
dipropionate kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde de tedavi bu iiriin ile yapilmaktadir
(87, 88). Tiirkiye'de mandalarda akut babesiosis olgularinda yapilmis olan tedavilere ait

herhangi bir kayit bulunmamaktadir.
2.8. BABESIOSIS'TE KORUNMA VE KONTROL

Babesiosis’te esas olan, hastaligin sagaltimindan ziyade karst koruyucu Onlemlerin
alinmasidir. Koruyucu 6nlemler vektor kenelerle miicadele, premunizasyon ve asitlamadir
(28, 29). Bununla beraber mandalar hastaliga kars1 direncli kabul edildiklerinden korunma

ve kontrol icin herhangi bir islem yapilmamaktadir. Ancak rezervuar olabilecekleri
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yoniinden  sigir  babesiosisi  bakimindan  Onemsenmektedir. mandalar meraya
birakildiklarinda giin i¢inde mutlaka bir camur banyosu yapmak isterler. Bu tercihleri ile de

basta keneler olmak iizere bir¢ok ektoparazite karsi korunmus olurlar.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI
3.1.1. Hayvan Materyali (Mandalar)

Bu calismanin materyalini, 2009-2010 yillarinin cesitli donemlerinde Yozgat yoresindeki
50 mandadan alinan kan Ornekleri olusturmustur. Hayvanlara ait bilgiler (yas, cinsiyet vb.)

hayvan sahiplerinden alinmis ve genel saglik durumlar1 kaydedilmistir.
3.1.2. Kan Ornekleri

Rastgele secilen toplam 50 mandanin vena jugularis'inden teknigine uygun olarak 5 ml'lik
steril EDTA'l1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) tiiplere kan alinmis ve Ornekler
soguk zincirde tagmarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
Protozooloji-Entomoloji Bilim Dali Laboratuari'na getirilmistir. Laboratuara getirilen kan
orneklerinin herbirine protokol numarasi verilmistir. Kan oOrneklerinden mikroskobik
inceleme icin preparatlar hazirlanmis ve analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda (-

20°C) muhafaza edilmistir.
3.2. LABORATUAR CALISMALARI
3.2.1. Mikroskobik inceleme

Mandalarin vena jugularis'den alinarak EDTA'l1 tiipler icerisinde laboratuara getirilen kan
orneklerinden her bir hayvan ic¢in siirme preparatlar hazirlanmistir. Frotiler havada
kurutulduktan sonra metil alkolde 5 dakika tespit edilmis ve %5'lik Giemsa boya solusyonu

(pH 7.2) icerisinde oda sicakliginda 40 dakika siireyle boyanmustir. Siire sonunda boyanan
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preparatlar hafifce akan musluk suyu altinda yikanmis ve kurumaya birakilmistir.
Preparatlar, kuruduktan sonra 1sik mikroskobu altinda immersiyon yagi damlatilarak

x100'liikk objektif ile Babesia tiirleri yoniinden incelenmistir.
3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Manda kanlarindan DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Protozooloji-Entomoloji Bilim Dali Laboratuari'nda bulunan
ekstraksiyon iinitesinde yapilmustir. Analize tabi tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen
ornekler ekstraksiyon Oncesinde oda 1sisinda c¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen
orneklerden DNA ekstraksiyonu, Axygen Firmasina ait AxyPrep Blood Genomic DNA

Miniprep Kit'inin prosediiriine gore yapilmistir. Kullanilan ticari kitin icerigi Tablo 3.1'de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ticari Kitin Icerigi
Kitin fcerigi AP-MN-BL-GDNA-250 érnek icin
Miniprep column 250 adet
2 ml Microfuge tube 250 adet
1.5 ml Microfuge tube 250 adet
Buffer AP1 150 ml
Buffer AP2 30 ml
Buffer W1A concentrate 120 ml
Buffer W2A concentrate 2x72 ml
Buffer TE 60 ml

Ekstraksiyon islemine baslamadan Once ticari kitin prosediiriine gore Buffer W1A ve Buffer
W2A solusyonlar iizerine %100'liikk ethanol eklenmistir. Kit, kullanilana kadar oda 1sisinda
muhafaza edilmistir. Ticari kitin Onerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyon islemi su

sekilde yapilmstir:

1. Isleme baslamadan 6nce, kan ornekleri vorteksle homojenize edildi. Islenecek numune

sayisina gore, orneklerin karismamas1 amaciyla ependorf tiiplerinin lizerine hayvanlara
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ait protokol numaralari yazildi. Kit icerisinde bulunan Buffer TE, 6nceden 1sis1 65 °C'ye

ayarlanmis su banyosu igerisine konuldu.
1.5 ml'lik ependorflara 500 ul Buffer AP1 eklendi.
Herbiri farkli sigira ait kan orneklerinden 200 pl kan, pipetle alinarak protokol

numaralarina gore ependorflara ilave edildi. Tiiplerin agizlarn kapatilarak 10 saniye

vortekslendi.

Iyice vortekslenen drneklerin iizerine 100 pl Buffer AP2 ilave edilerek ependorf tiipleri

tekrar vortekslendi.

. Ornekler oda 1sisinda 14.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek hiicresel kistmlarin

dibe ¢okmesi saglandi.

Her bir ornek icin 2 ml'lik ependorf tiiplerine miniprep kolon yerlestirildi. Santrifiij
islemi sonucu iistte kalan siipernatant pipet yardimiyla alinarak miniprep kolonlar

icerisine konularak 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiigasyon sonucu, siipernatant icerisinde parazite ait genomik DNA varsa, bunlar
DNA'y1 tutma 6zelliginde olan miniprep column'da kald1 ve geri kalan siipernatant da 2
ml'lik ependorflarin dip kisimlarina siiziildii. Dibe ¢oken siipernatantlar dokiildii ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirildi. Miniprep kolonlar icerisine
ilk yitkama solusyonu olan 700 pl Buffer W1A ilave edilerek oda 1sisinda 2 dakika
bekletildi. Sonra 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

Miniprep kolondan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirildi. Miniprep
kolonlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirildi. Icerisine ikinci yikama solusyonu olan

Buffer W2A'dan 800 ul ilave edildi ve 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

Siiziilen s1v1 tekrar uzaklastirilarak miniprep kolonlar bu tiiplere geri yerlestirildi. Bu
basamakta ikinci yikama solusyonu Buffer W2A'dan 500 pl eklenip 14.000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilerek tekrar yikama islemi yapildi. Bu son yikama opsiyonel olarak
yapilan bir islem olup sekanslama islemlerinde problem teskil edebilecek tuz ve

enzimlerin tamamen elimine edilmesi amaciyla yapilmistir.

Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar bos

ependorflar igerisine yerlestirildi. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos tiipler 14.000
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rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama solusyonlar: igerisindeki ethanoliin tamamen

ucmast saglandi.

11. Herbir 6rnege ait miniprep kolonlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine yerlestirildi.
Uzerlerine, 6nceden 65 °C'lik su banyosuna konulmus olan Buffer TE'den 80 ul ilave
edilerek oda 1s1sinda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
yapilarak genomik DNA elde edildi. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar
derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edildi.

3.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reverse Line Blotting testinin yapilabilmesi icin gerekli amplikonlarin elde edilmesi
amaciyla PCR islemi yapilmistir. PCR solusyonlari, herhangi bir kontaminasyonun Oniine
gecmek amaciyla ultraviyole (UV) sterilizasyon 6zelligi olan steril laminer kabinde (Biolaf)
hazirlanmistir. PCR solusyonlarinin hazirlanmasi esnasinda sadece PCR amagli kullanilan
steril pipetler, pipet uclar1 ve deiyonize su kullanilmistir. Calisma esnasinda siirekli steril

pudrasiz eldivenler kullanilmis ve en ufak bir siiphede dahi eldivenler degistirilmistir.

PCR reaksiyonunda primer olarak Theileria ve Babesia soylarindaki parazitlerin 18S rRNA
(ribosomal RNA) geninin degisken V4 bolgesinden, biiyiikliigii yaklasik 390 ile 430 bp
(base pairs= baz cifti) arasinda degisen bir parcayr amplifiye eden genel primerler (Tablo
3.2) kullanilmistir. Bu reaksiyonda kullanilan primerler Georges ve ark. (113)'nin bildirdigi
sekilde kullanilmistir. RLB islemi icin reverse primeri biotinle isaretlettirilmistir. Primeler,

fontek firmasina sentezlettirilmistir.

Tablo 3.2. RLB testi amaciyla yapilan PCR'da kullanilan primerler

Primer Ada Primer Dizilimi (5'---3") TM* (°C)
RLB-F2 GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 56,9
RLB-R2 biotin-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 52,2

*TM: Melting Temperature

Liyofilize halde firmadan teslim alinan primerler firmanin 6nerileri dogrultusunda her

birinin konsantrasyonu 100 pmol/ pl olacak sekilde steril deiyonize su ile sulandirilmistir.
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Yine firmanin Onerileri dogrultusunda sulandirilan primerlerin, siirekli dondurulup
coziindiilerek zarar gormelerinin engellenmesi ve stok primer solusyonunun kontaminasyon
riskinin 6nlenmesi amaciyla 0,5 ml'lik bir ependorf tiipiine stok primer solusyonundan 30 ul
miktarinda primer solusyonu hazirlanarak ana stok solusyon parsellenmistir. Bu 30 pl'lik

primer solusyonu bittiginde ise esas primer stogundan tekrar ayn1 miktarda hazirlanmstir.

PCR testinin ¢alisip calismadiginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak laboratuarimizda mevcut olan Babesia ve
Theileria yoniinden pozitif saptanan Ornekler, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis

deiyonize su kullanilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in karisim hazirlanirken Georges ve ark. (113) ve Gubbels ve ark. (138)
tarafindan bildirilen miktarlar modifiye edilmis ve uygun bir optimizasyon saglanmustir.
Reaksiyon i¢in 50 pl'lik bir karisim hazirlanmistir. Bu reaksiyon karisiminda kullanilan

malzemeler ve miktarlar1 Tablo 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3.3. PCR reaksiyon karisiminda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzemeler Miktarlar: (ul)
10XTaq buffer (with (NH4),SOy, 1,25 ml) 5

MgCl, (25 mM) 4

dNTP Mix (10 mM each) 1
RLB-F2 primeri (100 pmol/ ul) 0,7
RLB-R2 primeri (100 pmol/ pul) 0,7

Taq DNA Polymerase (recombinant, 5 u/ pl, 500 u) 1
Deiyonize su 32,6
Genomik DNA 5
TOPLAM HACIM 50

Laminar kabin icerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik

DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmustur. Tiipler thermal cycler
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cithazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur. Amplifikasyon
icin gerekli PCR sartlar1 Tablo 3.4'da verilmistir.

Tablo 3.4. PCR'da amplifikasyon i¢in gerekli sartlar

Siklus Sayisi Is1 Siire
1 siklus 94 °C 3 dakika
94°C 20 saniye
2 siklus 67°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 65°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 63°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 61°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 59°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
40 siklus 57°C 30 saniye
72°C 30 saniye
1 siklus 72°C 10 dakika




36

3.2.4. PCR Uriinlerinin Elektroforez ile Goriintiilenmesi

PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla yatay
elektroforez tanki (CLP) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml deiyonize
su iizerine 20 ml 1XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen solusyon, hem
jel hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin igerisinin doldurulmasinda kullanilmstir.
Uriinlerin goriintiilenmesinde %1,5'lik agaroz jel hazirlannustir. Jelin fazla kalin olmamasi
icin 500 ml'lik bir beher icerisinde toplam hacim 50 ml olacak sekilde; 0,75 mg agaroz
tartilarak tizerine 50 ml 1XTAE ilave edilmistir. Hazirlanan karisim; agaroz, siv1 igerisinde
tamamen eriyene kadar isitilmistir. Karistmin buharlagmasini engellemek amaciyla beherin
agz1 aliminyum folyo ile kapatilmistir. Karistm hazir hale geldiginde biraz sogumaya
birakildiktan sonra iizerine 3 pl ethidium bromide ilave edilmis ve ethidium bromidin sivi
icerisine tamamen dagilmasi igin yavas bir sekilde bilek hareketleriyle solusyon
karistirilmistir. Tamamen hazir hale gelen solusyon jel tablasina dokiilmiis ve incelenecek
ornek sayisina gore taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen sogudugunda jel tablasi ile
birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve 1XTAE solusyonu ile dolu tankin igerisinde
taraklar yavasca cikarilmistir. Elden edilen PCR iiriinlerinin her birinden 10 pl alinip, 1 pl
6X loading dye (Fermentas) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. ilk gozlere
bantlarin boylariin dl¢iilmesinde kullanilan DNA ladder (Fermentas), son kuyucuklara ise
pozitif ve negatif Ornekler yiiklenmistir. Yiiklenen Ornekler; sabit akimda, 90 V'da 50
dakika siireyle yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda Ornekler jel dokiimentasyon sistemi (Gen
Genuis) ile UV 151mn altinda goriintiilenmistir. PCR iiriinlerinden arta kalan 40 pl'lik
amplikonlar ise RLB hibridizasyonunda kullanilmak amaciyla +4 °C'de muhafaza

edilmistir.
3.2.5. Reverse Line Blotting (RLB)
3.2.5.1. RLB Problarinin Se¢imi

RLB'de kullanilacak problar, negatif yiiklii olan Biodyne C membrana (Pall Biosupport
group, Ann Arbor, MI) kovalent olarak baglanabilmeleri i¢in, 5’- u¢larinda amino grubu
(N-terminal N-trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N, N-diisopropyl phosphoramitide
(TFA)-Cs aminolinker) icerecek sekilde Genset (Fransa), Isogen (Hollanda) ve MWG
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(Almanya) firmalarina sentezlettirilmistir. Problarin sekans dizilimleri, Gubbels ve ark.

(138) ve Georges ve ark. (113)’na gore alinmis olup Tablo 3.5'de verilmistir.

Tablo 3.5. RLB Problarinin Sekans Dizilimleri

Ozgiin Tiirler Kon?;::(l;il)syon Prob dizilimi (5'---3")

Theileria ve Babesia Tiirleri (Catch All) 100 TAATGGTTAATAGGARCRGTTG
Babesia bovis 100 CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG
Babesia bigemina 100 CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG
Babesia divergens 400 GTTAATATTGACTAATGTCGAG
Babesia major 200 TCCGACTTTGGTTGGTGT
Theileria annulata 400 CCTCTGGGGTCTGTGCA

Theileria buffeli/orientalis 400 GGCTTATTTCGGWTTGATTTT

T: Thymine; A: Adenine; C: Cytosine; G: Guanine; R: A veya G; W: A veya T

3.2.5.2. RLB Membranin Hazirlanmasi

RLB i¢in membranin hazirlanmasi su sekilde yapilmastir:

1. Problar optimum konsantrasyon i¢in 100-500 pmol/150 pl oranlarinda sulandirildi.

Sulandirmada pH's1 8.4 olan 500 mM'lik NaHCO; kullanildi.

2. Membran oda 1sisinda, taze hazirlanmis 10 ml %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-

dimethylamino-propyl)carbodiimide) icerisinde 10 dakika aktive edildi ve sonra su ile

yikandi.

3. Membran yikama isleminden sonra MN45 miniblottera (Immunetics, Cambridge, Mass)

yerlestirildi. Miniblotterin vidalar1 sikiland1 ve fazla su slotlardan vakumla

uzaklastirildi.

4. Miniblotterin ilk ve son kanali 2X SSPE ile 1:100 oraninda sulandirilmis miirekkep,

diger kanallar1 ise 150 pl sulandirilmis oligoniikleotid solusyonu ile dolduruldu.
5. Tiim ornekler konduktan sonra oda 1s1sinda 2-3 dakika inkiibe edildi.

6. Inkubasyondan sonra oligo solusyonlar1 doldurugu sekilde uzaklastirildi.
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Membran pens yardimiyla miniblotterdan uzaklastirilarak 100 mM'lik NaOH i¢inde 10
dakika inkiibe edildi. Bu siirenin asilmamasina dikkat edildi. Ciinkii 10 dakikadan fazla

siiren inkiibasyonlarda zayif sinyal hibridizasyonu meydana gelmektedir.

Membran 2X SSPE/0.1 SDS icerisinde 60 °C’de 5 dakika boyunca yikanarak kullanima
hazir sekle getirildi.

3.2.5.3. RLB Hibridizasyonu

RLB hibridizasyonu su sekilde yapilmistir:

1.

PCR sonucu elde edilen PCR iiriinlerinden 40 pl alinarak iizeri 2X SSPE/0.1 SDS

karigimu ile 150 pl’ye tamamlandi.

Sulandirilan ornekler 100 °C'de 10 dakika siire ile denatiire edildi ve denatiire edilen

tiriinler tekrar yapigsmaya maruz kalmamalar i¢in aniden buz iizerinde sogutuldu.
Membran oda 1sisinda 2X SSPE/0.1 SDS ile sallanan bir platformda 5 dakika inkiibe
edildi.

Membran 6nceden yiiklenen oligoniikleotid siralart ile miniblotterin kanallar1 90° ac1
yapacak sekilde miniblottera yerlestirildi.

Membranda kalan fazla s1v1 uzaklastirildi.

Hava kabarcig1 olmayacak sekilde, sulandirilmig PCR iiriinleri slotlara dolduruldu. Diiz
bir zeminde 42 °C'de 1 saat hibridize edildi. Bu esnada slotlar arasinda gecis

olmamasina dikkat edildi ve paltformun sallanmamasina 6zen gosterildi.

. Inkiibasyon sonunda aspirasyon ile 6rnekler membrandan uzaklastirildi. Membran pens

yardimiyla alindi.

Miniblotterdan alinan membran, 52°C’de 2X SSPE/0.5 SDS solusyonu ile 2 defa 10
dakika yikandi.

Daha sonra membran 42 °C’de 30 dakika 5 ml peroksidaz ile isaretlenmis streptavidin
konjugati ile hafif calkalanarak (2X SSPE/%0.5 SDS ile 1:4000 oraninda sulandirildr)
inkiibe edildi.

10. Membran, 42°C’de 2X SSPE/0.5 SDS solusyonu ile 2 defa 10 dakika yikandi.
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11. Bu yikama islemini takiben membran oda 1si1sinda 2X SSPE ile 2 defa 4 dakika yikanda.
12. Membran daha sonra 4 ml ECL sivisi ile 1 dakika inkiibe edildi.

13. inkiibasyondan sonra membramn iizeri asetat ile ortiilerek hava kabarciklari

uzaklastirildi.

14. Goriintiileme amaciyla karanlik odada asetatin {izerine ECL filmi koyuldu ve sinyal

yogunluguna gore 1 dakika ile 10 dakika arasinda film asetatin lizerinde tutuldu.
15. ECL film daha sonra banyo edildi.

Degerlendirmede filmler iizerinde prob ve PCR iiriinlerinin dokiildiigii siralarinin kesistigi

yerlerde meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul edildi.
3.2.5.4. Membranin Temizlenmesi ve Muhafazasi

Goriintiilleme isleminden sonra membran1 temizlemek ve sadece oligoniikleotidleri
membranda birakmak amaciyla membran 6ncelikle 90 °C'de %1 SDS ile 2 defa 30'ar dakika
inkiibe edildi. Daha sonra membran 20 mM'lik EDTA ile dolu bir plastik kapta 15 dakika
inkiibasyona tabi tutuldu. En son asamada muhafaza amacli bir sonraki kullanima kadar

membran 20 mM'lik EDTA bulunan plastik bir kaba koyularak +4 °C'de muhafaza edildi.
3.2.5.5. RLB'de Kullanilan Solusyonlarin Hazirlanmasi

1. 2 X SSPE/0.5SDS: 100 ml 20X SSPE+50 ml 10 % SDS +2 ml 0,5 M EDTA. Deiyonize

su ile 1 litre'ye tamamlanir.

2. 2 X SSPE/0.1 SDS: 100 ml 20X SSPE+10 ml 10 % SDS 42 ml 0.5 M EDTA.

Deiyonize su ile 1 litre’ye tamamlanir.
3. %10 SDS : 10g SDS'in iizeri deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir.

4. 20 X SSPE: 175,35 g NaCl+27,6 g NaH,PO4(H,0)+7.45g EDTA. Deiyonize su ile 1
litre’ye tamamlanir. 10 N'lik NaOH ile pH 7.4 olacak sekilde ayarlanir. Kaynatilarak

tamamen ¢Oziinme saglanir.

5. %16 EDAC: 1, 6 g EDAC'n iizeri 10 ml'ye tamamlanir. Kullanmadan hemen 6nce taze

olarak hazirlanir.
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6. 500 mM NaHCOs;: 42 g¢ NaHCOs'lin iizeri deiyonize su ile 1 litreye tamamlanir. pH's1

8,4 olarak ayarlanir.

7. 10 N NaOH: 40 g NaOH'1n iizeri deiyonize su ile 100 ml'ye tamamlanir.
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4. BULGULAR

4.1. MIKROSKOBIK BULGULAR

EDTA'lT kan orneklerinden hazirlanan kan frotileri %5'lik Giemsa solusyonu ile
boyanmustir. Frotiler iizerine immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun x100'Tik
objektifinde en az 50 saha incelenmistir. Inceleme sonucunda Babesia tiirlerine ait bir

piroplasmik forma rastlanilmamustir.

4.2. PCR SONUCLARI

Reverse line blotting testinde kullanilacak amplikonlan elde etmek amaciyla yapilan PCR
reaksiyonunda Theileria ve Babesia soylarindaki parazitlerin 18S rRNA geninin degisken
V4 bolgesinden biiyiikliigii yaklagik 390 ile 430 bp arasinda degisen bir parcayr amplifiye
eden genel primerler kullanilmis fakat PCR'da pozitif herhangi bir bant elde edilmemistir.

4.3. RLB SONUCLARI

Incelenen toplam 50 mandaya ait kan numunelerine RLB testi uygulanmis fakat test sonucu

manda kanlarinda herhangi bir Babesia etkeni tespit edilmemistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. RLB sonuglarinin goriintiisii (Orijinal). (A) Catch-all, (B) Theileria spp., (C) Babesia spp., (D)
T. annulata, (E) T. orientalis, (F) B. bovis, (G) B. bigemina, (H) B. divergens, (I) B. major; 1-3: Pozitif
kontroller, 4-17: Negatif ornekler
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5. TARTISMA VE SONUC

Babesiosis'in teshisinde eskiden beri mikroskobik muayene ve serolojik teshis yontemleri
(IFAT, ELISA vb.) kullanilmistir. Ancak hizla ilerleyen teknolojiyle birlikte son yillarda
niikleik asit tabanli teshis yontemleri (PCR, RLB, Real-Time PCR vb.) babesiosis'in
teshisinde kullanilmaya baslanmistir. Her tan1 yonteminin kendi icerisinde avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (87, 88). Babesia tiirlerinin tespit edilmesinde mikroskobik
muayene yetersiz kalabilmektedir. Hastalig1 atlatmis hayvanlar viicutlarinda ¢ok az da olsa
etkeni tastyabilmektedir. Dolayisiyla bu durumdaki hayvanlarin kanlarindan yapilan
frotilerde etkenin saptanmasi ¢cok zor olabilmektedir. Kanda etken goriilse dahi, bunun
hangi tiir oldugunun tespiti de yaniltici durumlar dogurabilir. Ayrica mikroskobik muayene
i¢cin deneyimli personele ihtiya¢ bulunmaktadir (91, 139). Babesiosis'in teshisinde siklikla
kullanilan ve parazite karst olusan antikorlarin tespiti amaciyla kullanilan serolojik
yontemlerin de bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sigir kaninda etken bulunmasa dahi
parazite ait antikorlar varligimi siirdiirebilmekte, dolayisiyla teshiste yanlis veya capraz

pozitifliklere sebep olmaktadir (102, 138).

Son yillarda mikroskobik ve serolojik teshis yontemlerindeki bu sikintilart gidermek
amaciyla, parazitin DNA'sin1 veya RNA'sim1 tespit etmeye yonelik molekiiler teshis
yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler teshis yontemleriyle birlikte tespit edilen parazit

tiirlerinin ¢esitli gen bolgelerine gore molekiiler karakterizasyonlari yapilmakta ve
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Diinya'nin cesitli bolgelerindeki aym tiir parazitlerle akrabalik dereceleri saptanmaktadir

(119, 120, 125, 128, 132, 140, 141).

Tiirkiye'de  mandalarda bugiine kadar babesiosis iizerine yapilmis c¢alisma
bulunmamaktadir. Diinyada'da mandalarda babesiosis {izerine yapilan calisma sayis1 da ¢ok
az olup genellikle calismalar serolojik ¢alismalardir. Cin'de 230 manda iizerinde yapilan
serolojik bir calismada B. orientalis seropozitifligi %]1,7 olarak tespit edilmistir (142).
Hindistan'da yapilan bir ¢alismada mandalar iizerinden toplanan kenelerde mikroskobik
olarak %?2,6 oraninda B. bigemina tespit edilmistir (139). Molekiiler olarak mandalar
tizerinde yapilan calismalarda Liu ve ark. (143) 121 mandadan 24'tnii semi-nested PCR
metodu ile B. orientalis yoniinden pozitif bulmustur. Aym sekilde Ferreri ve ark. (144)
nested PCR metodu ile 103 mandadan 35'ini B. orientalis yoniinden pozitif olarak tespit
etmistir. Mingalo ve ark (145) yaptiklar1 molekiiler epidemiyolojik calisma sonucunda

mandalarda %4,4 oraninda B. bigemina pozitiflik saptamistir.

Sonug olarak bu calisma ile, Tiirkiye'de ilk defa mandalarda Babesia tiirlerinin molekiiler
yontemlerle varligi arastirllmistir. Yozgat Yoresinde yapilan bu c¢alisma sonucunda
mandalarda Babesia etkenleri tespit edilememistir. Bu durum Oncelikli olarak manda
sayisindaki dramatik azalma ve mevcutlarin manangementleri ile ilgilidir. Mevcut az
sayidaki mandalar yasama sekillerinden otiirii sicaga duyarli olmalari bakimindan siirekli
camur banyosu yapmalari, buna bagli olarak da kenelerin manda derisine tutunmay: tercih
etmedikleri gosterilebilir. Mandalar yasam bolgesi olarak genis sulak bolgeleri, batakliklar
ve 1irmak vadilerini tercih ederler. Mandalarin derisi, hem ¢ok kalin hem de koyu renk
oldugu i¢in, cabuk sicaklar ve serinlemek igin suya girmesi gerekir. Serinlemek ve
bocek/sineklerden kurtulmak icin hergiin saatlerce suya veya camura girerler. Camurdan
ciktiklarindan sonra iizerlerinde kuruyup kalan ¢camur da onlar1 bir siire kan emici sineklere
ve kenelere kars1 korur. Bu ozelliklerinden dolayr mandalarda etken saptanamamasinin

sebebinin kene enfestasyonlarina ¢ok fazla maruz kalmamalar oldugu diisiintilmektedir.
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