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ONSOZ

Niifusun hizla arttif1 diinyamizda, yapilan ¢ahgmalar 2020 yilinda niifusun 12
milyara ulagacagim gostermektedir. Bu hizli niifus artigi kargisinda, tiim insanhik
diinyanin 12 milyar insam1 nasil tagiyacagini, kaynaklarin buna yeterli olup
olmayacagim kisacas: gelecegini diigiinmektedir. Bu diisiincenin bir iiriinii olarak
1992 yihinda Rio De Janeiro’da yapilan c¢evre konferansinda, yerkiirenin
kaynaklarinin belirlenmesi ve insanlara sunacagi kaynaklardan fazlasinin alinmamas:
gerekliligi temelinde ortaya konan siirdiiriilebilir ¢evre ve kalkinma fikri tiim
diinyada kabul gérmiistiir.

Bu cevre konferasmna katilan Tirkiye’de de durum farkli degildir. 2000°li
yillarin baginda 70 milyona ulasan ve artigina hizla devam eden niifusa paralel olarak
ortaya ¢ikan gida agigi, lilkemizi kendi kendine yeten iilke konumundan ¢ikarmustir.
Gittikge artan gida agiginin kapatilmas: i¢in eldeki kaynaklar, bilingsizce ve hoyratca
harcanmakta ve sonugta bu kaynaklar ya tiikkenmekte ya da kullanilamaz hale
gelmektedir. Dolayist ile siirdiiriilebilir kalkinma fikrinden de hareketle eldeki
kaynaklarin iyi bir gekilde degerlendirilmesi, bu kaynaklardan elde edilen verimin
rasyonel bir sekilde arttirilmasi 6nem kazanmaktadir.

Ulkemizde hayvansal protein ihtiyacinm kargilanmasinda  biiyiikbas
bayvanlardan elde edilen liriinlerin biiyiik bir yer tutmas: ve her gecen yil bu iiriinlere
olan talebin artmasina karsin, Tiirkiye’deki sigir varhgi azalmaktadir. Meveut sigir
sayis1 1982°de 14 484 000 iken 2001 yilinda 10 548 000’e gerilemistir. Ancak
sevindirici olan bir nokta ise mevcut olan sigirlardan elde edilen birim verim
miktarm arttirmaya yonelik olarak yapilan ¢alismalarin sonug vermeye baslamasidir.
Bu amagla yurt digindan getirilen yiiksek verimli kiiltiir irk1 ve bunlarin yerli irklarla
melezlemeleri ile elde edilen kiiltiir melezi sigirlarmm sayisi artmaktadir. Tiirkiye’de
1990 yilinda 1 013 000 kiiltiir, 3 670 000 kiiltiir melezi, 6 694 000 yerli ik siZir
mevcutken, 2001 yihinda kiiltiir k1 sayist 1 854 000, kiiltiir melezi sayist 4 620
000’e ¢ikmug, yerli irk sifirlarin sayisi ise 4 074 000’e diigmiistiir. Bu gelismelere
bagh olarak siit tiretimi, 1990 yilinda 7 960 640 ton iken 2001 yilinda 8 489 082’ye,
et iiretimi ise 1990 yihindaki 116 210 tondan 2001 yilinda 161 057 tona gikmugtir
(Anon, 2001). Genel olarak, verimde bir artig olmasina kargin, bu istenen boyutiarda
degildir. Bu artigin yeterince saglanamamasinin bir¢ok nedeni vardir. Bunlarin
baginda, kiiltir ve kiiltir melezi sigirlarin, salgin hastabiklara kargt olan
dayamksizlifit ve bu hastaliklar konusunda hayvancilikla ugrasan kisilerin
bilingsizligi gelmektedir. Bu hastaliklar iginde Babesia, Theileria gibi kene kdkenli
kan protozoonlarmm neden oldugu babesiosis ve theileriosis’in yeri biiyiiktiir. Bu
hastaliklara yakalanan hayvanlarda biiyilk verim kayiplar1 meydana gelmekte,
zamanmnda tedavi edilmediklerinde &liimlere yol agmaktadir. Kene kdkenli
hastaliklarin kontroliinde, etkenin ve vektor kenelerin yayihm gosterdikleri
bdlgelerin tespiti, bu bdlgelerde uygulanacak ilaglama ¢ahgmalar: ve gerekli agilama
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caligmalarinin  yapilmasi Onem tagimaktadwr. Bu miicadele ydntemlerinin
belirlenmesinde, gerekli epidemiyolojik verilerin elde edilmesi icin kullanilan
serolojik testlerin yaninda, vektOr keneler i¢in potansiyel enfeksiyon kaynagi olan
tastyict hayvanlarda etkenlerin bizzat kendisinin tespiti de 6nem tagimaktadir.
Tagiyic1 hayvanlarin ortaya konmasinda, son yillarda gelisen molekiiler biyolojik
teshis yontemlerinin kullanilmas: gelecekte bu tiir hastaliklarin iilkedeki durumu ve
buna karst alinacak dnlemlerin belirlenmesinde biiyiik yararlar saglayacaktir.

Bu tez, “Sigirlarda Bazi Babesia Tiirlerinin Reverse Line Blotting (RLB) ve
Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) ile Karsilagtrmali Tamisi Uzerine
Aragtirmalar.” isimli proje olarak, Erciyes Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan
desteklenmistir.

Doktora egitimim ve tez caligmalarim boyunca, beni ydnlendiren, bilimsel
aragtrma ve akademik terbiye kazandiran, her konuda ilgi ve desteklerini
esirgemeyen ilk damgmamm Saym Prof. Dr. Siikran Dinger ve damigmamm Sayin
Prof. Dr. Ayse Cakmak bagta olmak iizere, bilgi ve ilgisini benden esrigemeyen
hocam Saym Prof. Dr. Zafer Karaer’e, RLB testinin uygulanmasinda karsilagtigim
her giicliikte destegine bagvurdugum Sayin Dr. Zati Vatansever’e, diger laboratuvar
ve saha ¢alismalarinda yardimlarini esirgemeyen Protozooloji ve Entomoloji Bilim
Dalimin tlim ¢ahisanlarma, maddi, manevi her zaman yamimda olan esime
tesekkiirlerimi borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Babesiosis’in Tamim ve Tarihcesi

Babesiosis, tropik ve subtropik bolgelerde evcil ve yabani hayvanlarda yaygm olarak
goriilen ve Ixodidae ailesine bagli vektdr keneler tarafindan transovarial ve
transstadial nakledilen protozoer bir hastaliktir. Piroplasmosis, tick fever, red water,
Texas fever, splenic fever, tristeza olarak da isimlendirilen babesiosis Babesia tiirleri
tarafindan meydana getirilir. Bugiine kadar hastalifa sebep olan 73’den fazla tiir
tanimlanmus, tiirlerin 18’inin evcil memelilerde hastaha neden oldugu bildirilmistir.
Babesia tiirlerinin cografik dagilimi vektdr kenelerin yayihglar ile yakindan ilgilidir
(McCosker, 1981; Levine, 1985; Soulsby 1986; Friedhoff 1988).

Babesiosis etkeni ilk defa 1888 yilinda Babes tarafindan hemoglobiniirili bir
sigirda kiigiik intraeritrositik organizmalar olarak gériilmiis ve Haematococcus bovis
olarak tanimlanmigtir. Bunu takiben 1893 yilinda Starcovici tarafindan Babesia bovis
olarak adlandirilmistir. Diger taraftan Smith 1889 yilinda Texas Hummali bir hastada
gozlemledigi etkeni isimlendirmemisg, 1893 yilinda Smith ve Kilborne bu paraziti
once Pyrosoma bigeminum daha sonra Babesia bigemina olarak isimlendirmiglerdir.
Aym aragtirmacilar, ilk defa patojenik bir protozoonun artropod bir ara konakla
nakledilebilecegini bildirmiglerdir. Starcovici (1893), Smith ve Kilborne (1893)
B.bovis ve B.bigemina’nin birbirine yakin olmasina karsin farkliliklarin olabilecegini
ifade etmiglerdir (McCosker, 1981; Kuttler, 1988). Lignieres, 1903 yilinda
Arjantin’de sigirlarda B.bigemina’nin 2 susu oldugunu, bunlardan birinin Smith ve
Kilborne’un tamimladigma benzer sekilde biiyikk, digerinin ise daha kiiglik
intraeritrositik etkenler oldugunu bildirmistir (McCosker, 1981; Kuttler, 1988). Aym
arastirmaci, kii¢iik olan etkenin, genellikle kan frotilerinde zor goriilmesine karsin,
bébrek ve merkezi sinir sisteminin meningslerindeki kapillarlardan yapilan frotilerde
daha kolay tespit edilebildigini bildirmis, 1910 yilinda bu kiigiik organizmalar1 6nce
Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak isimlendirmistir.
B.argentina ismi Avusturalya ile Giiney ve Orta Amerika’da uzun yillar

kullamlmugtir. Bu durum 1970°li yillarin ortalarina kadar siirmiis, B.argentina ile
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B.bovis’in aym Ozelliklere sahip oldugu anlasilmig ve isimlendirmede B.bovis’in

kullanimmnin daha uygun olacagi kabul edilmigtir (McCosker, 1981; Kuttler, 1988).

M’Fadyean ve Stockman 1911°de Ingiltere’de yine sigirlarda eritrosit iginde
¢ift formlar1 genis ac1 yapan ve genellikle eritrositin periferinde yer alan etkenler
tespit etmisler ve bunlar1 6nce Piroplasma divergens daha sonra Babesia divergens
olarak isimlendirmiglerdir. Arastirmacilar tarafindan uzun yillar bunlar B.bovis’e
benzetilmis ve B.bovis’le sinonim olarak kabul edilmigtir (McCosker, 1981; Kuttler,
1988).

M’Fadyean ve Stockman 1911 yilinda B.bigemina ’ya benzer biiyiik bir etkenin
bulundugunu bildirmisler, daha sonra Sergent ve ark. 1926 yilinda bu etkeni B.major
olarak adlandirmuglardir (McCosker, 1981; Kuttler, 1988).

Brocklesby 1976 yilinda, sigirlarda babesiosis etkenlerinden B.bigemina,
B.major, B.bovis ve B.divergens’in 6nemli oldugunu bildirmigtir. Ancak son yillarda
serolojik galigmalarla sigirlarda B.ovata, B.jakimovi, B.occultans gibi tiirlerin de

varlig1 tespit edilmistir (Kuttler, 1988).



1.2. Babesia Tiirlerinin Simiflandirmadaki Yeri

Babesia tiirlerinin siniflandirmadaki yeri asagida verildigi gibi belirlenmigtir (Boch

ve Supperer, 1983; Hiepe ve Jungman, 1983).

Alem:Animalia
Alem Alti:Protozoa
Ko&k:Apicomplexa
Smf: Sprozoea
Sumf Alti: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Babesidae

Tiir: Babesia bigemina
Babesia bovis
Babesia divergens
Babesia major
Babesia ovata
Babesia jakimovi

Babesia occultans

1.3. Babesia Tiirlerinin Yasam Dongiisii ve Gelisme Sekilleri

Babesia tiirleri, obligat heteroksen geligen protozoonlardir. Gelismesini, omurgal
konaklar ile Ixodidae ailesine bagli kenelerde siirdiiriirler. Her bir Babesia tiiriiniin
geligtigi gerek omurgah, gerekse Ixodidae keneleri tiire Szgiidiir. Higbir zaman
sigirda bulunan bir tiir koyunda, koyundaki tiir atta, attaki tiir ise kdpekte gelisemez;
ayni durum omurgalidaki gibi olmasa da keneler i¢in de gegerlidir. Ancak
hayvanlarda bulunan bazi Babesia tiirlerinin (B.equi, B.microti ve B.divergens)
insanlarda da gelisebildigi goriilmiistiir. Babesia tiirlerinin omurgallarda ve
kenelerdeki gelismesi esnasinda farkh morfolojik ozelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir (Purnell, 1981).



1.3.1. Omurgali Konaktaki Gelisme

Sigirlarda babesiosis meydana getiren etkenler, 5kiiz, zebu, manda, Afrika bufalosu
karaca ve geyiklerde de tespit edilmistir. Babesia divergens ayrica insanlarda da
enfeksiyona yol agmasi sebebiyle zoonotik bir etkendir. Sigirlardaki Babesia tiirleri
de diger Babesia etkenleri gibi omurgalida gelisme ve g¢ogalmalarim eritrositlerde

gergeklestirirler (Purnell, 1981; Levine, 1985).

Duyarh hayvana, keneler tarafindan kan emme esnasinda verilen kiiglik ve
uzamis sekildeki sporozoitler, 6n kisimlarinda polar halka, mikronemler ve roptriden
olugan apikal komplekse sahiptirler. Hiicre dig1 serbest merozoitler ve sporozoitler,
plazma membranina yapigik fibrillerden meydana gelen, fuzzy-coat denen yiizey
Ortiisii ile kaplidir. Kenenin kan emmesi ile omurgali konaga verilen bu parazitler
endositozisle, konak hiicre olarak kullandiklar1 ertirositlerin icine ¢ekilerek,
yutulurlar, Sporozoitlerin eritrositlere giris islemi 3 asamada gergeklesir. Ilk
asamada, sporozoitler eritrosit yiizeyine gbre pozisyon alirlar ve birbirilerine
bitigirler. Penetrasyondan 6nce sporozoit, 6n ucu ile konak hiicreye yapisip, roptri
icerigini bosaltiktan sonra, membranda invaginasyon bagslar. Babesia sporozoitlerinin
yiizeyinde bulunan ve ilk yapisma olaymda biiyilk Gnem tasiyan fuzzy-coat,
invaginasyon srrasinda girig kisminda ¢ikarihir ve geride birakilir. Parazit, invagine
olan membranin i¢ine girdikten sonra, membranin kenarlar1 parazitofor vakuolii
meydana getirmek {izere birlesir. Boylece sporozoit, dista konak hiicreye, icte ise
parazite ait olmak iizere iki kath membranla sarilmig olur. Parazit eritrosite girdikten
sonra bu parazitofor membran kalkar ve plazma membram direk eritrositin
sitoplazmasi ile karsi kargtya kalir. Bundan sonraki safhalarda parazit tek kath
membranla yagamim devam ettirir. Serbest merozoitlerin hiicreye girisinde de aym
olaylar sekillenir (Rudzinska, 1981;Mehlhorn ve Schein, 1984).

Sporozoit eritrosite girdikten sonra trofozoite d6niiserek, yuvarlak bir sekil alr.
Bu formda parazitin sitoplazmasi ribozomlarla doludur ve endoplazmik retikulum
belirgindir. Cekirdegin etrafinda yogunlagms, ilkel golgi aygit1 olarak kabul edilen
vezikiiller vardir. Trofozoitin gelismeye devam etmesi ile sitoplazmada degisimler
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baglar ve yeni organeller meydana gelir. Golgi aygitindan kéken alan, bu aygit ile
iligki halinde olan mikronemler ve roptriler sekillenir. Iki kath bir membranla
cevrilmig olan ¢ekirdekte niikleoplazma homojen ve az yogun bir yapiya sahiptir.
Cekirdegin homojen yapisi trofozoitin tiim geligimi boyunca, iireme sathalarinda ve
merozoitlerde de aymidir. Uremeden &nce gekirdekte bolinme olmaz. Béliinmenin
son safhasma kadar, ¢ekirde§in bir parcasi ana viicuda baghdir. Trofozoitin
olgunlagmas: ile, sitoplazmada meydana gelen degisimler sonucunda, mikronemler,
roptriler, mikrotubuller, polar halka ve konoid olusur. Merozoitleri olusturmak iizere,
olgun trofozoitin u¢ kisminda tomurcuk seklinde ¢ikinti meydana gelerek, boliinme
baglar. Cekirdegin yapis1 da degigerek, yeni olugan merozoitlere dogru uzant1 yapar.
Sizogoniye benzer tarzda ikiye bOlinme sekillenmesine karsin, sizogonide
¢ekirdegin boliinmesi, sitoplazmadaki degisimler ve béliinmeden 6nce gergeklesir.
Bu boliinme sirasinda, parazit yuvarlak, oval formdan, amoeboid ve armut formlarina
kadar degisen sekillerde g6zlenir. Babesia bigemina merozoitleri, diger tiirlere gére
daha biiyiiktiir. Daha sik rastlanan yuvarlak formlar, 2-3 u ¢apinda, uzarmug formlar:
ise, 4-5 p uzunlugundadir. BSliinen formlarin arasinda dar bir a¢1 meydana gelir.
Babesia bovis’de eritrositlerdeki merozoitler, yuvarlak, amoeboid veya cubuk
sekildedir ancak vakuollii yiiziik seklindeki formlar daha yaygindir. B.bigemina’da
goriilen biiyllk amoeboid formlar goriilmez. B.bovis merozoitleri 2.4x1.5 pm
bityiikliigiindedir ve eritrositlerin orta kisimlarinda yer alirlar. Oliimden kisa siire
sonra i¢ organlardan yapilan frotilerde goriilen formlar, biiziigmiistiir ve perifer
kandan almanlara gbre daha kiigiiktiirler. Babesia divergens’de ise merozoitler
genellikle ¢ift halde, sopa seklinde ve yaklagik 1.5x0.5 pum biiyiikliigiindedir. Cift
armut gseklindeki merozoitlerin arasindaki ag1 genistir ve konak eritrositinin
periferine yerlesme egilimindedirler. Diger merozoitler, daha tombul, ¢omak
seklinde (2 x 1 pm) veya yuvarlak (2 pm’ye kadar) sekildedir ve amoeboid formlar
nadiren goriiliir. Cogalma sonrasi baz tiirlerde, 2 merozoit olusurken, bazilarinda
tetrat seklinde 4 merozoit olusur. Olusan merozoitler, birbirinden ayrilir ve
eritrositlerin membramm pargalayip, digar1 ¢ikarak yeni eritrositleri enfekte ederler.
Bu eseysiz satha sinirsiz gekilde siirer, hayvanlar bazen &miir boyu enfekte
kalabilirler (Herning, 1956; Hoyte, 1971; Rudzinska, 1981; Anon, 1984; Mehlhorn
ve Schein, 1984; Friedhoff, 1988).



Merozoitler, eritrositlere basarili bir sekilde girdikten sonra, gelisir ve
cogalirlar. Bu olay sirasinda konak hiicreler de etkilenir ve morfolojik degisimler
sekillenir. Babesia bigemina ile enfekte eritrositler, enfekte olmayan eritrositlere
g0re daha biiyiiktiir ve ylizey membranlarinda bozulmalar, ¢ikintilar meydana gelir.
Ozellikle bu ¢ikintilarin daha fazla oldugu B.bovis’de Kkapillarlarin endotel
hiicrelerine yapigsmas: ile serebral babesiosis meydana gelir. Baz1 B.bovis suslan
benzer bir etkiyi bobrek kapillarlarinda da géstermektedir. Bu ¢ikintilarin daha ¢ok
virulant B.bovis suglarinda meydana geldigi saptanmugtir (Mehlhorn ve Schein,
1984).

1.3.2. Vektor Kenelerdeki Gelisme

Babesia’nin keneler aracilif ile naklinin, 1893 yilinda Smith ve Kilborne tarafindan
saptanmasi, parazitolojide 6nemli bir déniim noktasi olmustur (Mehlhorn ve Schein,
1984; Soulsby, 1986).

Babesia bigemina, Boophilus microplus, B.decolaratus, B.annulatus ve
Rhipicephalus evertsi (Friedhoff ve Smith, 1981; Anon, 1984), Babesia bovis,
Boophilus calcaratus, B.microplus, B.geiyi ve Ixodes ricinus (Riek 1966, Akinboade
ve Dipeolu, 1981; Friedhoff ve Smith, 1981; Friedhoff, 1988) Babesia divergens ise
Ixodes ricinus ve Ipersulcatus (Donelly ve Peirce 1975; Levine, 1985; Soulsby,
1986; Friedhoff, 1988; Bouattour ve Darghouth, 1996) kene tiirleri tarafindan
nakledilmektedir.

Yukarida belirtilen kene tiirlerinin, enfekte hayvanlardan kan emmesi
esnasinda, eritrositler i¢indeki etkenleri almasiyla vektdrdeki gelismeler baglar.
Eritrositlerdeki, parazitler trofozoitlere doniigiirek, yeni merozoitleri meydana
getirirken, 6zellikle ovoid ve yuvarlak formlar gametositleri meydana getirirler. Kan
emme esnasmnda alinan bu formlar, kenenin bagirsaginda beslenmesinden 2 giin
sonra sitostom, mikrotubuller, ok benzeri yapilar ve uzun bir kuyruk kazanarak,

gametleri meydana getirirler. Beslenmeden 2-4 giin sonra iginsal cisimlerin ikisi,
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hiicre membranlari tek olan zigotu olusturmak i¢in temas noktalarindan kaynasirlar.
Zigotu meydana getiren gametler 151tk mikroskopta izogamet gibi g6riinmesine
ragmen, farkli elektron yogunlugu olmasi sebebiyle anizogamet olarak kabul
edilirler. Fertilizasyondan sonra zigotlar, olusan ok benzeri yapilar aracilig: ile
midenin peritrofik membranini ge¢ip, epitelial hiicrelere girdikten sonra bu yapilarint
kaybederler (Friedhoff, 1981; Mehlhorn ve Schein, 1984).

Bagirsakta olugsan zigottan, ii¢ kath membranla 6rtiilmils, 6n ucu semsiye
seklinde olan kinetler geligir. Bu kinetler, 11-12 um uzunlugundadirlar ve apikal
komplekse ait ¢ok sayida mikronem, subpellikiiler mikrotubul, polar halka ve
roptriye sahiptirler. Buna karsin, golgi kompleksi, mitokondri ve konoid
bulundurmazlar (Hoyte, 1971; Friedhoff, 1981; Anon, 1984; Friedhoff, 1988).

Bagirsag: delen kinetler, hemolenf aracilifi ile vektSr kenenin hematositleri, kas
fibrilleri, malpighi tubul hiicreleri ve disi kenelerde ovaryum hiicrelerini bulunduran
cesitli dokularmna girerler. Bu dokularda gegirdikleri eseysiz ¢ogalmalar sonucunda
yeni kinetler meydana gelir. Bu dongii kene Sliinceye kadar sinirsiz olarak devam
eder. Transovarial nakil sebebiyle yumurtalar ve bu yumurtalardan gelisecek yeni
nesiller de enfekte olurlar. Benzer bSliinmeler, embriyoda, beslenen, doymus veya
gbémlek degistiren larva, nimf ve ergin kenelerin ¢esitli organlarinda da meydana
gelir (Friedhoff, 1981; Mehlhorn ve Schein, 1984).

Babesia’nin sigrrlar igin enfektif hale gelebilmesi, kenenin larva veya nimf
asamasindaki gomlek degistirmesine baghdir. Larva gémlek degistirdikten sonra,
konaga tutunmasindan sonraki 5. giinde kinetler tiikiiriik bezinde tespit edilebilirler.
Tikiriik bezi hiicrelerine penetrasyonla giren kinetler, karakteristik yapilarmi
kaybederler ve polimorfik sporontlara doniismeye baslarlar. Sporontlar konak
hiicresini ve c¢ekirdegini hipertrofi yoniinde uyarir ve bazi tiirlerde enfekte
alveollerde belirgin bir genislemeye sebep olurlar (Mehlhorn ve Schein, 1984;
Aikawa ve ark., 1985; Soulsby, 1986).



Ttm tiirlerde, sporontun ¢oga boliinmeleri sonucunda meydana gelen
sporozoitlerin geligimi sadece enfekte kene, omurgah bir konaga tutundugunda
baslar ve genellikle 5 giin iginde tamamlamir. Bir alveolde iiretilen 5 000-10 000
sporozoit kan emme esnasinda omurgali konaga verilir, bdylece yasam dongiisii
tamamlanmis olur (Friedhoff, 1981; Mehthorn ve Schein, 1984; Soulsby, 1986).
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Sekil 1.1 Babesia tiirlerinin yasam dongiisii (Friedhoff, 1981).

1.4. Babesiosis’in Klinik Belirtileri ve Patogenezi

Babesiosis’de klinik beliniler, etkenin kene ile konaga verilmesinden sonra 8-15
giinliik inkiibasyon siiresini takiben ortaya ¢ikar. Hastalign ilk belirtisi olan ates,

eritrositik paraziteminin artmasina paralel olarak 41-41,5°C’ye ¢ikar ve bir hafta



veya daha fazla devam edebilir. Akut formda, 6zellikle B.bovis’in sebep oldugu
hastalikta, hipertansif sok tablosu goriiliir. Hasta hayvanlar sakin ve bitkindir, istah
azalir, ruminasyon durur. Digk: yesilimsi kahverenklidir ve kan izleri goriiliir. Gozler
ice ¢Okmiig sekildedir. Sekonder belirtiler olarak, kas titremeleri ve dig gicirdatma
goriilebilir. Etkenlerin eritrositlere girmeleri ve onlar1 par¢alamalar sebebiyle
siddetli bir anemi vardwr. Eritrositlerin %75’e yakini yikimlanir. Hemoglobiniiri
¢ogunlukla olmasmna kargin bazi olgularda goriilmeyedebilir. Hasta hayvanlar
zayiflamugtr, hemoglobiniiriyi takiben bazi tiirlerde (6rnegin B.bigemina) goriilen
sarilifa, subakut vakalarda rastlanmaz. Akut olgularda 4-8 giin icinde Sliim goriiliir.
Tedavi edilmeyen hayvanlarda mortalite, %50-90 arasinda degigir. Kronik
durumlarda, ates ¢ok yiiksek degildir ve genellikle hemoglobiniiri goriilmez.
Hastalifin baslangicindaki ishal yerini konstipasyona birakir (Jack ve Ward, 1981;
Anon, 1984; Levine, 1985; Wright ve Goodger,1988; Sonenshine, 1993).

Hastaligin siddeti, tiir veya suslar arasindaki virulans faklihigma ve siirin
rrkma goére degigmektedir. Hastalik etkenleri 6zellikle eriskin hayvanlar i¢in daha
patojendir. Bir yagindan kii¢itk olan hayvanlar anneden kolostrumla gegen antikorlar
sebebiyle hastaliktan ciddi olarak etkilenmezler (Anon, 1984; Levine, 1985; Wright
ve Goodger,1988; Sonenshine, 1993).

Babesiosis’in patogenezinin temeli, eritrositlerdeki devamli ve siddetli
parazitemi sonucu meydana gelen anemi ve anemik anoksidir. Anemi rejeneratif tipte
olup, kan tablosuna bakildiginda retikiilositler ve cekirdekli eritrositler goriiliir,
Parazitli eritrositler genel dolasimda ¢ogunlukla, beyin, ¢izgili kaslar ve
bobreklerdeki kapillar damarlarda bulunurlar. Meydana gelen vazodilatasyon ve
azalan kan dolagimi sebebiyle, non-spesifik genel bir yangi tablosu olusur. Azalan
kan dolagim hizi sebebiyle, bazi hayati organlarda anoksi meydana gelir ve parazitin
toksik iirlinleri ya da organlardan kaynaklanan metabolik iiriinlerle genel bir organ
tahribat1 olugur. Retikiiloendotelial sistem hiicrelerinin 6zellikle de histiyositlerin,
6lii, anormal eritrositleri ve ¢0ziinmiis fibrini uzaklagtirmasi yaninda enfekte

eritrositleri uzaklastirmada da rolii vardir. Histiyositler, dalak ve lenf nodiillerinin



siniisleri ile karacigerin siniizoidlerini doldurarak bu organlarda hipertrofi ve
hiperplazilere yol agarlar. Dalak ve lenf yumrulari, 6dem ve hemoglobinemiye baglh
olarak biiylimiis ve siyah renklidir. Hemolitik olaylara olduk¢a duyarli olan
bobreklerde, glomeruluslar ve renal tubuller hemoglobin ile doludur. Normal
sartlarda renal tubullerden geri emilebilen hemoglobin, miktarin fazla oldugu
durumlarda emilemeyerek idrara geger. BoGbrekteki hasar hemolizin siddetine
baghdir. Akut olaylarda, bobrek biiyiimiis ve siyah renklidir, idrar kesesi, kirmizi
renkli idrarla doludur (Jack ve Ward, 1981; Sonenshine, 1993).

Koagulasyon mekanizmasinda meydana gelen bozukluklar da hastaligin
patogenezinde 6nemli bir yer tutar. Ozellikle B.bovis enfeksiyonlarinda, koagulasyon
mekanizmasmda ciddi bozukluklar meydana gelir. B.bigemina’da vaskuler
koagulasyon bozukluklarinin meydana gelebilmesi igin 10'2-10"° parazit gerekli iken
B.bovis igin bu miktar 10°-10'“dur. Bilinenin aksine, yaygm intravaskuler
koagulasyon meydana gelmemesine kargmn, pihtilagma siiresinde azalma ve
fibrinojen metabolizmasinda degisiklikler olusur. Koagulasyon zamaninda meydana
gelen bu sekildeki siddetli diisiigler, akut babesiosis’in sebep oldugu en tehlikeli
bozukluk olan kapillar stasise neden olur. Fibrinojen konsantrasyonundaki ve
¢Oziinmiig fibrindeki artig, plazma viskozitesini arttirdigt igin, enfekte eritrositler
birbirilerine yada endotelial hatta yapisirlar. Tiim bu olaylar, hayati organlara giden
kapillar damarlarda, kan akigimn durmasina sebep olur. Ayrica etkenler, anaflatoksin
C3a ve C5a’nin iiretimine sebep olan komplementleri de aktive ederler. Bu toksinler,
damarlar1 genigleterek, bradykinin ve kallikreinin aktivasyonuna sebep olur. Buna
paralel olarak bradykinin ve kallikrein miktarim1 azaltan, serum karboksipeptidaz
aktivitesi azalir. Bu faktorler, giicli vasodilatasyona bagh, sok sendromuna sebep
olurlar. Virulant Babesia tiirlerinde, 1x10° veya daha fazla parazit sok sendromunun

olusumuna sebep olabilir (Wright ve Goodger, 1988).

Babesia’nin diger onemli fizyopatolojik etkisi ise bradykinine bagli olarak
sekillenen, non-spesifik yangidir. Bu olay aym zamanda azalan kortikosteroid

miktan ile de ilgilidir. Azalan kortikosteroid konsantrasyonu, prostoglandinlerin ve
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komplementin aktivasyonuna katkida bulunarak, koagulasyon sistemini aktive eder
ve koagulasyon durumunu arttirir. Babesia tiirlerinin diger patolojik etkileri, plazma
lipoproteinlerinde artma, karacifer parangim hiicrelerine yag infiltrasyonu, immun
komplekslerin iiretimi ve plazma proteinlerinde meydana gelen degisiklikler olarak
sayilabilir. Virulans, Babesia tiirlerine gére degigmektedir. Genellikle, B.bovis,
B.bigemina’dan daha siddetli bir enfeksiyona neden olmaktadir (Jack ve Ward, 1981;
Sonenshine, 1993).

1.5. Babesiosis’in Epidemiyolojisi

Babesiosis’in epidemiyolojisinde, bdlgenin iklim O&zellikleri, vejetasyon durumu,
cografik konumu, bdlgede bulunan vektdr kene tiirleri, bunlarin mevsimsel
aktiviteleri, spesifik konaklarmmn varligi, kene enfestasyon ve enfeksiyon oranlari,
onceki yillarda, o bdlgedeki hastaliklarin durumu, bunlarin yayihglar: ve mevsimlere
gore dagilimlar: degerlehdirihnektedir (McCosker, 1981).

Hastalik vektdr kenelerin ekolojik Ozelliklerinden dolayi, mevsimsel olarak
seyretmektedir. Bu nedenle hastalik, bolge 6zelliklerine gore kenelerin aktif oldugu
dénemlerde goriilmektedir. Tiirkiye i¢in bu donemler ilkbahar ve yaz aylaridir (Saymn
ve Dumanl, 1982).

Vektor keneler ve bunlarin dogru teshisi, babesiosis’in epidemiyolojisinde ¢ok
Onemli bir yere sahiptir. Babesia bigemina’y1 Boophilus microplus, B.decolaratus,
B.annulatus ve Rhipicephalus evertsi tiirleri nakletmektedir. Enfeksiyon, Boophilus
tiirlerinin digisinin beslenmesi sirasinda alinmakta, nimf ve olgun safthalarinda ise
duyarh bagka konaklara verilmektedir (Biischer 1988; Friedhoff, 1988). Bu tiirlerde
vertikal nakil goriiimesine kargmn, farkh bolgelerden alinan Boophilus kenelerinin,
farkli endemik bolgelerden elde edilen B.bigemina suglarim nakletmedigi
bildirilmigtir. Bu sonuglar acik¢a gostermektedir ki, vertikal nakil transstadial nakile
gbre ¢ok daha yiiksek oranda adaptasyona ihtiyag duymaktadr (Yossef, 1980;
Biischer 1988; Friedhoff, 1988). Boophilus annulatus’un da B.bigemina’y: vertikal
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olarak naklettigi cesitli deneysel galigmalarla ortaya konmustur (Muangyai, 1974;
Biischer 1988, Ouhelli ve Schein 1988).

Neitz (1956), Babesia bigemina’yr Rhipicephalus evertsi'nin larva ve
erginlerinin naklettifinden bahsetmesine karsin, Friedhoff (1988) enfeksiyonun bu
kene tiiriiniin sadece nimfleri tarafindan nakledildigini bildirmistir. Biischer (1988)
ise, R evertsi’nin vektorliigiinii dogrularken, duyarliiginin Boophilus tiirlerine gore
daha diisiik oldugunu bildirmistir. Ayrica enfekte R.evertsi nimflerinin kan emme ile
etkeni omurgali konaga verdikten sonra enfeksiyondan arindigi ve sonraki
donemlerinin steril oldugu tespit edilmistir (Callow ve Hoyte, 1961; Potgieter ve Els,
1977; Mahoney ve Mirre, 1979, Friedhoff, 1988).

Babesia bovis ise Boophilus calcaratus, B.microplus, B.geiyi ve Ixodes ricinus
tiirleri tarafindan nakledilmektedir (Friedhoff, 1988). Nakilde Boophilus tiirlerinin
larvalar1 6nem tagimaktadw. Larvalar enfeksiyonu bulastirdiktan sonra
enfektivitelerini kaybederler. Bu larvalardan gelisen nimf ve olgunlar enfekte
degillerdir ve hastaligin naklinde rol almazlar. Dolaysiyla B.bovis in sebep oldugu
hastahifin naklinde, alimenter enfeksiyon ve transovarial nakil temel tegkil
etmektedir (Friedhoff ve Smith, 1981). Muangyai (1974) ve Yossef (1980) yaptiklar1
deneysel ¢aligmalarda B.microplus un B.bovis’i transovarial olarak naklettigini

ortaya koymuglardir.

Babesia divergens’i Ixodes ricinus ve Ipersulcatus keneleri transovarial ve
transstadial olarak nakletmektedir (Donelly ve Peirce 1975; Levine, 1985 Soulsby,
1986; Friedhoff, 1988; Bouattour ve Darghouth, 1996). Disi kenenin kan emmesi
esnasinda alinan enfeksiyon, Lricinus’un larva, nimf ve olgun safhalarinin tamami
tarafindan nakledilmektedir (Friedhoff ve Smith, 1981). B.major’un vektorliigiini ise
Haemaphysalis punctata’nin yaptig1 tespit edilmigtir (Morzaria ve ark, 1977,
Friedhoff, 1988).
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Babesia tiirlerinin kenedeki gelisimi ve naklini; sicaklhik, nisbi nem, 1sik,
kenenin yasi, Babesia’min kene iizerine patojen etkisi gibi bir ¢ok faktdriin
etkilediginden bahsedilmektedir (Friedhoff ve Smith, 1981; Friedhoff, 1988).

Babesia tiirlerinin vektordeki ¢ogalmasi sadece kenenin aktif oldugu dénemde
gerceklesir. Bu dénem i1liman iklim kusaklarinda, kisa bir zaman dilimini
kapsamaktadir. Kenenin inaktif oldugu donemlerde, Babesia etkenleri de kenenin
viicudunda inaktif haldedirler. Enfekte kene aktive olduktan sonra gesitli organlarin
hiicrelerinde ¢ogalmalar baglar ve 1-2 giin sonra sporokinet ve sporozoitler olugur
(Friedhoft, 1988).

Kenenin aktivasyonunu etkileyen en onemli faktdr ise sicakliktir. Iliman iklim
kusaklarinda keneler, sicakhgm diisikk oldugu kis aylarmda inaktiftirler. Ornegin,
20°C’de Boophilus microplus kenesinde Babesia bigemina’mn transovarial ve
transstadial nakli tamamen inhibe edilmis durumdadir. Yiiksek sicakhgin ise
degisken bir etkisi vardir. Siirekli yiiksek 1s1 enfeksiyonu inhibe eder, hatta ortadan
kaldirabilir (Ouhelli ve ark., 1987).

Babesia tiirlerinin vektdr kenelerin yagama ve iiremeleri iizerine de olumsuz
etkileri saptanmustir. Ouhelli ve ark.(1982), 35°C’lik sicakhigin enfekte olmayan
kenelere bir etkisi olmadifi halde, enfekte olanlarin, fazla yagayamadigmi, aym
sicakh@in B.bigemina’nin da gelismini engelleyerek yumurtaya enfeksiyon gegis
oramm disiirdiiglinéi bildirmislerdir. Ouhelli ve Schein (1988), epidemiyolojik
yonden, sabit diisiik 1sida inkiibe edilen enfekte doymus disilerin, yiiksek 1sida

inkiibe edilenlere oranla daha zararh olduklan sonucuna varmiglardir.

Is1 yamnda nem de keneler ve hastaligin nakli agisindan 6nemlidir. Kurakligin
hikkiim siirdigli ve nemin az oldufu yerlerde, disi kenelerin topraga biraktig:
yumurtalarin ¢ogunun kurumas: ve bu yumurtalardan larva ¢ikmamasi sonucunda

kene populasyonunda azalma meydana gelir. Aym ortamda, doymus larva ve nimfler
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gdmlek degistirmek {izere topraga diistiikleri zamam §lebilirler (Sayin ve Dumanly,

1982).

Kenenin yag1 da enfeksiyon i¢in dnemlidir. Kenelerdeki enfeksiyon, saklama
siiresi ile orantili olarak azalir. Boophilus microplus larvalarindaki B.bovis
enfeksiyonun, 14°C sicaklik ve %95 nisbi nemde ancak 65 gilin canlihgm

koruyabildigi bildirilmistir (Friedhoff, 1988).

Babesiosis’in epidemiyolojisinde, sigirin ki, yag, dogdugu ve yagadig:
cevrenin hastalik agisindan durumu da genis olgiide yer tutmaktadir. Bock ve ark.
(1997), Bos indicus sigirlarinin, melez wrklara gére, B.bovis inokulasyonlarina daha
dayanikhi olduklarmi g6stermiglerdir. Ayrica, bagisik analardan dogan yavrular
kolostral bagigiklik sebebiyle hastaliga direnglidir. Bu bagigikhik iki ayda sona
ermekte, bunu 4-7 ayda sona eren yas direnci izlemektedir. Genellikle bu tiir
sigirlarda, ilk 6-9 ayda babesiosis nadiren klinik semptom gdstermekte ve hayvanda
uzun siireli bir bagigiklik sekilllenmektedir (Bock ve ark., 1999). Endemik stabil bir
bolgedeki sigirlarin %75%inin ilk 9 ayda babesiosis’e yakalanmalar1 durumunda, bu
bolgede endemik stabilitenin korunacagi ve klinik hastalifa nadiren rastlanacag:
bildirilmigtir (Mahoney, 1980).

1.6. Diinya’da Sigir Babesiosis’i

Sigir babesiosis’i, tropik ve subtropik bdlgelerde gériilen bir hastalik olarak kabul
edilmesine kargin, gercekte farkli patojenik Babesia tiirleri ve degisik tiirlerdeki
vektorleri ile tiim diinyada goériilen bir hastahktir (Kuttler, 1988).

Babesia bigemina diinyann bircok bdlgesinde, Afrika, Avusturalya, Avrupa,
Orta Dogu, Giiney ve Orta Amerika’da, Karayiplerde, Giiney Pasifik’te, B.bovis, ise
ozellikle Giiney Avrupa, Orta Dogu ve Rusya’da yaygin olarak goriilmektedir.

Avrupa’da Ozellikle de Avrupa’min Kuzey kesimlerinde ise B.divergens’in daha
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yaygm oldugu bildirilmektedir (Thompson ve ark., 1980; Payne ve Scott, 1982;
Levine, 1985; Soulsby, 1986; Kuttler, 1988; Nari, 1995).

Johnston (1967), Avustralya’da mikroskobik baki ile B.bigemina’yr Mart ve
Mayis aylarinda %65-70, Kasim-Aralik aylarinda %10, B.argentina’y ise en yiiksek
%48 oraninda tespit etmistir. Curnow (1973a), Avusturalya’mn kuzeydogu
bélgesinde Komplement Fiksasyon Testi (CFT) ile subklinik B.bigemina ve
B.argentina insidenslerinin en diigiik %3,8 en yiiksek %19,1 oldugunu bildirmistir.
Aymi aragtrmact (1973b), Avusturalya’da CFT ile New South Wales'da
B.bigemina’yr %1,14, B.bovis’i %0,49 oraminda tespit ederken, Queensland’da
B.bigemina’yr %81, B.bovis’i %77 oraninda tespit etmistir. Applewhaite ve ark.
(1981), Guyana’da B.bigemina’y1 Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) ile %80,
CFT ile %40, B.bovis’i ise IFAT ile %61, CFT ile %16 oraninda tespit etmiglerdir.
James ve ark. (1985), Venezuella’da prevalansi IFAT ile B.bigemina’da % 78,2,
B.bovis’de % 38,8 olarak saptamiglardir. Jongejan ve ark. (1988), Zambia’da IFAT
ile B.bigemina’nn tim iilkede (%42,7-74), B.bovis’in ise iilkenin dogu ve
kuzeydogu (% 0-68) bdlgelerinde yaygin oldugunu belirtmiglerdir. Kuttler ve ark.
(1988), Gambia’da 184 sigirda IFAT ile B.bovis ve Anaplasma marginale’yi negatif
bulurlarken, B.bigemina’ya karst % 65 oraninda antikor tespit etmiglerdir. Woodford
ve ark. (1990), Tanzanya’da Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA) ile
B.bovis igin % 96, B.bigemina igin % 88 pozitiflik saptamuglardir. Gomes ve ark.
(1991), Angola’da, bir¢ok bdlgenin sifir babesiosis’i yOniinden endemik stabil
oldugunu saptamug ve hastaligin, geleneksel yetistiriciligin yapildift yerlerde,
problem olmamasina karsm, kene kontroliiniin yapildig: ¢iftliklerde endemik
instabilite sebebiyle hastalik olgularmin gériildiigiinii bildirmislerdir. Alonso ve ark.
(1992), Antiller’de -Babesia tiirlerini IFAT, Anaplasma’yr ise kart testi ile
yoklamiglar ve B.bovis i¢in %62, B.bigemina i¢in %52, Anaplasma igin ise % 43
oraninda prevalans tespit etmiglerdir. Chandrawathani ve ark. (1994), Malezya’da
ELISA ile % 97,8 oraminda B.bigemina’ya %72,6 oranmnda B.bovis e kargi antikor
saptamuslardir. B.ovata’ya karsi antikoru ise ¢ok diisiik olarak bildirmislerdir.
L’Hostis ve ark. (1995), Fransa’da mikroskobik muayene ve gerbile yapilan
intraperitoneal inokulasyonla kontrol ettikleri 1480 &rnegin, 622’sinde (%42)
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B.divergens, 1’inde ise B.major saptamislardir. Guglielmoe (1995), B.bovis ve
B.bigemina’nin sebep oldugu babesiosis’in Uruguay ve Kuzey Arjantin’den
Guatemala’ya kadar olan bdlgede sigirlar: etkiledigini bildirmistir. Papadopolus ve
ark. (1996a), Makedonya’da IFAT ile B.bovis , B.bigemina, B.major ve
B.divergens’e kars1 sirasiyla, %21,6, %15,2, %5,1 ve %2,7 oraminda antikor
saptamuslardir. Bouattour ve Darghout (1996), B.divergens’i Tunus’ta yerli bir sigir

rkinda tespit etmislerdir.

Dreyer ve ark. (1998), Giiney Afrika’nin gesitli bolgelerinde, geleneksel olarak
sig1r yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerden aldiklar1 6rneklerde Babesia tiirleri i¢in IFAT,
Anaplasma tiirleri igin ELISA ile yaptiklarni kontrollerde, %62,42 oraminda
B.bigemina’ya, %19,47 oraninda B.bovis’e, %98,6 oraninda A.marginale’ye karsi
antikor tespit etmislerdir. L’Hostis ve Chauvin (1999), Fransa’da ELISA ile % 60
oramnda B.divergens pozitifli§i saptamuslardir. Solorio-Rivera ve ark. (1999),
Meksika’da B.bovis prevalansini %73,8 olarak bildirmiglerdir. Carrique Mas ve ark.
(2000), Bolivya’da ELISA ile B.bovis ’in prevalansini %75-78, B.bigemina’'nin ise
%24-57 arasinda degisti§ini saptamuglardir. L’Hostis ve Seegers (2002) Fransa’da
B.divergens’in insidensinin %2,1 oldugunu ayrica Giineybat1 boigelerinde

B.major’un da bulundugunu bildirmiglerdir.

Smeenk ve ark. (2000) Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
Zimbabwe’de 94 hayvandan 33’tinde (%35) B.bigemina, 58 hayvandan 27’sinde ise
B.bovis tespit etmislerdir. Almeria ve ark. (2001) standart PZR ve jel elektroforezle,
Minorka’da kontrol edilen hayvanlarin %6’sinda B.bigemina, %0,75’inde B.bovis
saptamuglardir. Aym ¢alisgmada, B.bigemina ile enfekte hayvanlarin %31’inin aym
zamanda Theileria annulata ile de enfekte olduklar: bildirilmistir.

1.7, Tiirkiye’de Sigir Babesiosis’i

Tiirkiye’de ilk defa 1890 yilinda Nicolle ve Adilbey sigirlarda Babesia bigemina’nin
varhgmdan bahsetmiglerdir (Currason, 1943). Sonraki yillarda, Samuel ve Raif
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(1930), Ekrem (1931), Lestoquard (1931), Goren ve Yetkin (1935) ve Aysoy (1941),
sigirlarda babesiosis’i tespit etmiglerdir. Kurtpmar (1956), Dogu Anadolu illerinde
piroplasmoz vakalarindan bahsetmistir. G6ksu (1959), Ankara civarinda 996 sigirin
6’sinda B.bigemina, 2’sinde ise B.bovis saptamigtir. Unat ve ark. (1965) Tiirkiye’nin
parazitolojik cografyast konulu c¢aligmalarinda, piroplasmosis vakalarmin
goriildiigiinden bahsetmektedirler. Erkut (1967), Ege bSlgesinde 141 sigirdan 7’sinde
babesiosis tespit etmigtir. Mimioglu (1968) Karadeniz bdlgesinde 70 siirin 5’inde
B.bigemina’y1 mikroskobik baki ile saptamgtir. Goksu (1968), yine aym bolgede 80
sigirm 3’linde B.bigemina, 3’Uinde ise B.bovis tespit etmigtir. Bu caligma ile
Karadeniz bolgesinde B.bovis ilk kez tespit edilmigtir. Aym aragtirmaci (1969), Dogu
Anadolu’da B.bigemina’nin varhgindan bahsetmektedir. G6ksu (1970), Tiirkiye
genelinde piroplasmozlarin  yayilimi  konusundaki degerlendirmesinde, Ege
bodlgesinde, B.bigemina, Marmara bdigesinde, B. bigemina ve B.bovis’in Giiney Dogu
Anadolu bdlgesinde ise B.bovis’in bulundugunu bildirmistir. Hoffman ve ark. (1971),
Tirkiye’de, kontrol ettikleri siirlarin, %3,5’inde B.bigemina’ya rastlamiglardir.
Mimioglu ve ark. (1973), Tirkiye’de B.bigemina’min yaygm oldugunu ancak
Karadeniz bélgesinde B.bovis’in daha yaygin oldugunu bildirmiglerdir. Aym
¢alismada, B.mgjor’un varhfindan ve B.divergens’in de bulunabileceginden
bahsedilmektedir. Tiizer (1981), Istanbul cevresinde, 112 sigirin, 13’iinde
B.bigemina, 39’unda B.bovis, 1’inde ise B.bigemina ve Theileria annulata’yr miks

halde tespit etmigtir.

Tiirkiye’de si8ir babesiosis’i konusundaki ilk serolojik ¢aligma, Cakmak (1987)
tarafindan yapilmigtir. Cakmak (1987), Ankara’nin Beytepe koyiinde, 185 sigirda
yiriittiigli calismada, IFAT ile B.bigemina’ya karst %4,8 B.bovis’e kars1 ise %9,78
oraninda antikor saptamustir. B.divergens ’e kars1 antikor yoklamasi yaptiii halde
tespit edememistir. Saymn ve ark. (1989) Ankara yoresinde IFAT ile B.bovis’e kargt
%47 oraminda antikor tespit etmislerdir. Diizglin ve ark. (1992) Tiirkiye’nin gesitli
bolgelerinden 1428 sigirdan aldiklar1 kan 6rneklerinde, ELISA ile B.bovis’e karsi
%351,2 oraninda antikor saptarmslardir. Dinger ve ark. (1991), Karadeniz bdlgesinde,
76 sigirdan toplanan serum Orneklerini IFAT ile yoklamuglar ve sonugta 76 sigirn

47’sinde B.bigemina, 34’inde B.bovis, 57’sinde B.divergens ve 48’inde
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T.annulata’ya karsi antikor tespit etmislerdir. Aym: hayvanlarin mikroskobik
muayenelerinde ise 72 sigirda Babesia spp., 26 sigirda T.annulata saptamislardir. Bu
caligma ile B.divergens’in Tiirkiye’de varliini ilk kez serolojik ydntemlerle ortaya
konmus ayrica, miks enfeksiyonlarin da goriildiigiinii bildirilmistir. Inci (1992),
Ankara’mn Cubuk Ilcesi koylerinde yiiriittiigi, sero-insidens ¢alismasinda, 22 sigirin
%100’tinde B.bigemina’ya, %59’unda B.bovis’e kargi antikor tespit etmis,
B.divergens ’e karst antikor tespit edememistir. Bu ¢aligma, sonucunda, Cubuk
yoresinde bulunan sigirlarm, B.bigemina’ya duyarli olmadiklari, buna karsin
B.bovis’e kars1 kismen, B.divergens ’e karsi ise biitiiniiyle duyarl olduklar: tespit
edilmistir. Ozer ve ark (1993) Malatya ve Giineydogu illerinde mikroskobik bakiyla,
T.annulata, B.bovis ve B.bigemina tiirlerinin sebep oldugu latent enfeksiyonlarin
prevalansimin Malatya’da %38,5, Adiyaman’da %34,5, Sanlwrfa’da %33,5,
Mardin’de %31,5, Diyarbakir’da %34,5 oldugunu bildirmiglerdir. Eren (1993)
Ankara yoresinde IFAT ile 191 sigirin 94linde B.bigemina’ya, 20’sinde B.bovis’e
kars1 antikor saptamug, B.divergens’e karsi antikor tespit edememistir. Aym
¢aliymada seropozitif bulunan sigirlarin 78’inde yalmz B.bigemina’ya, 4’linde yalniz
B.bovis’e, 16’sinda ise hem B.bigemina hem de B.bovis’e karsi antikor tespit
etmistir. Cakmak ve Oz (1993) Adana yoresinde, 131 sigirm 72’sinde B.bigemina,
57’sinde B.bovis, 17’sinde B.divergens ve 14’linde T.annulata’ya kars:1 antikor tespit
etmislerdir. Glinseli (1993), istanbul ili sigirlarinda ELISA ile B.bovis’in yayginhgin
arastrmug ve 1 yasin altindaki 54 hayvanin 14’iinde, 1-2 yas arasindaki 40 hayvanin
4’inde, 2 yasindan biiyiik 125 hayvanin 40’inda B.bovis’e karsi antikor tespit
etmistir. A¢ici (1995), Samsun ydresinde, mikroskobik baki ile, 184 sigirdan, 48’inde
B.bigemina, 44’tiinde B.bovis, 26’sinda, T.annulata, 11’inde Anaplasma marginale,
20’sinde ise B.bigemina ile Anaplasma marginale veya B.bovis’i miks olarak tespit
etmistir. Giin ve ark. (1996), Ankara’da IFAT ile, Tiirkiye’de ilk defa insanlarda,
B.divergens ve B.bovis’i tespit etmislerdir. Aktas ve ark. (2001) IFAT ile, Elaz1g’da
%31,9 B.bigemina, %1,4 B.bovis, %3,5 B.divergens, Malatya’da %7,1 B.bigemina,
%0,6 oraninda B.divergens’e kars1 antikor tespit ederlerken, B.bovis’e karst antikor
tespit edememiglerdir. Aym ¢aligmada, Tunceli’de, %7,3 B.bigemina, %0,6 B.bovis,
%1,2 oraninda B.divergens antikorlarina rastlamiglardir. Alp ve Giiveren (2001)
Tekirdag ilinde IFAT ile, B.bovis’in seroprevalansim % 9,9 olarak saptamglardir,
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Tanyiiksel ve ark. (2002) sigir ve insanlarda ilk kez PZR ile Babesia tiirlerini
saptamiglardir. Bu ¢aligmaya gore B.bovis, Ankara’da % 12,68, Burdur’da % 8,
Samsun’da % 3,85 oraninda, B.bigemina Ankara’da % 8,45, Kayseri’de % 23,8
oraninda bulunmugtur. B.divergens’i ise sadece Samsun’da % 3,37 oraninda tespit
etmislerdir. Inci ve ark. (2002) Kayseri yoresinde IFAT ile yaptiklar1 galigmada,
%23,03 B.bigemina, %1,04 B.bovis, %2,09 oraminda B.divergens e kars1 antikor

saptamglardur.

Sigirlarda bulunan Babesia tiirlerini nakleden ve Tiirkiye’de bulunan Ixodidae
ailesine bagl kene tiirleri konusunda birgok c¢alisma yapilmigtir. Kurtpinar (1954),
yaptig1 caligmada, Ixodidae ailesine bagh Ixodes, Haemaphysalis, Dermacentor,
Boophilus, Hyalomma ve Rhipicephalus soylarinda yer alan 21 tiiriin bulundugundan
bahsetmistir. Ayn1 aragtirmaci, Babesia tiirlerinin vektSrliiiini yapan, Boophilus
annulatus ve Ixodes ricinus’un yaygmhigimi %39,68 oraminda tespit etmistir.
Mimioglu (1954), Tiirkiye’nin birgok bélgesinde yiiriittiigii ¢aligmas:1 sonucunda,
Hyalomma dromedarii, H.excavatum, H.savigny, H.detritum, Rhipicephalus bursa,
R.sanguineus, Haemaphysalis cholodkovskyi, H.sulcata, H.coninna, H.punctata,
Dermacentor reticulatus, Boophilus annulatus, Ixodes ricinus tirlerini bulmustur.
Merdivenci (1969), Tiirkiye keneleri konusundaki ¢alismasinda, Ixodes,
Haemaphysalis, Dermacentor, Boophilus, Hyalomma, Rhipicephalus soyuna bagl 24
tirtin varligindan bahsetmektedir. Mimioglu (1973), Ixodes ricinus ve Boophilus
annulatus’un Karadeniz bodlgesinde diger bdlgelere oranla daha yaygin oldugunu
bildirmigtir. Ozkog (1979), Marmara bdlgesinde Boophilus calcaratus kenesinde
B.bigemina’nin gelisim formlarim saptadigmi bildirmigtir. Sayin ve Dumanh (1982)
Elaz1ig yoresinde, Haemaphysalis, Dermacentor, Hyalomma ve Rhipicephalus
soyunda 11 kene tiirli saptamuglardir. Karaer (1983), Ankara cevresinde, Ixodidae
ailesinde, Haemaphysalis, Dermacentor, Boophilus, Hyalomma ve Rhipicephalus
soylarina bagli kene tiirlerinin varhigm: bildirmigtir. Zeybek ve Kalkan (1984)
Ankara yOresinde Rhipicephalus ve Hyalomma soyuna bagh kene tiirlerini ilkbahar
ve yaz aylarinda, Haemaphysalis ve Dermacentor soyuna bagh tiirleri ise sonbahar
ve kig aylarinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. Sayin ve Karaer (1987), Ankara

yoresinde, B.bigemina ve B.bovis’in tasiyicihgim yapan Boophilus annulatus’un %]
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oraninda ilkbahar, yaz ve sonbaharda, B.major’un vektorliigiini yapan
Haemaphysalis punctata’nm %2 oraninda ilkbahar ve kis mevsiminde, B.bovis ve
B.divergens ’in vektorliigiinii yapan Ixodes ricinus’un ise %3 oraninda ilkbahar,
sonbahar ve kis mevsimlerinde bulundugunu bildirmislerdir. Giiler ve ark. (1993)
Malatya ve bazi Giineydogu illerinde, sigir Babesia etkenleri igin vektor dzelligi
gosteren B.annulatus ve Lricinus’u da igine alan 5 soya ait 11 kene tiiril
saptamiglardir. Agic1 ve Celep (1997), sifir ve koyunlarda, nisbi nemin yliksek
oldugu Karadeniz bdlgesinde, B.annulatus, R.turanicus, R.bursa, H.punctata ve
D.marginatus tiirlerinin yiiksek oranlarda enfestasyonlara sebep oldugunu buna
karsin, Hyalomma soyuna bagl tiirlerin daha diisiik oranlarda yayilis gosterdiginini
tespit etmiglerdir. Aym aragtirmacilar, bdlgede B.annulatus ve I. ricinus tiirlerinin y1l
boyu goriildiigiinii de bildirmiglerdir. Arslan ve ark. (1999) Kars yoresinde sigirlarda,
6 soya ait 9 tiir saptamuglar ve bunlarn bulunma oranlarmi, %0,9 Boophilus
annulatus, %18,8 Dermacentor marginatus, %2,2 D.niveus, %14 Haemaphysalis
parva, %3 Hpunctata, %02 Hyalomma anatolicum excavatum, %3,9
H.marginatum, %0,2 Ixodes ricinus, %0,2 Rhipicephalus bursa, olarak
bildirmiglerdir. Cigek (2000), Ankara ydresinde siirlarin Haemaphysalis tiirleri ile
enfestasyon oranim %18,62 olarak belirlemistir. Beyazit (2000), Bursa yOresi
sigirlarinda, 13 kene tiirii tespit etmis, ayrica Babesia tiirlerinin vektorii olan
kenelerden, Ixodes ricinus, Boophilus annulatus ve Haemaphysalis punctata’nn
sirasiyla, %45,55; %7,56; %0,14 oranlaninda bulundugunu bildirmistir. Sert ve ark.
(2001a), 6zellikle birden fazla konutlu dzellik gosteren kenelerin larva donemlerini
kemirici ve diZer kiigiik memelilerde gecirdigini belirtmisler ve kemiricilerden
topladiklar1 194 keneden 184’iiniin [xodidae ailesine dahil oldugunu bildirmislerdir.
Aym c¢aligmada, Hyalomma, Haemaphysalis ve Ixodes soylarina ait larva ve
nimflerle, Rhipicephalus soyuna ait larvalar bulmuglardir. Sert ve ark. (2001b)
yarasalarda yaptilar1 benzer bir ¢aliymada, Tiirkiye’nin bircok bdlgesinden drnekler
toplamuglar ve Ixodes larva, nimf ve olgunlan1 ile Haemaphysalis larvalar: tespit
etmiglerdir. Yukar1 ve Umur (2002), Burdur yoresi sigirlarinda Dermacentor
marginatus, Haemaphyslis parva, Rhipicephalus turanicus, Boophilus annulatus ve
Hyalomma marginatum tiirlerini tespit etmigler, sigirlarda enfestasyon oranim ise
%?21,8 olarak bildirmiglerdir.
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1.8. Babesiosis’de Bagisikhk

Protozoonlara kars1 immun yanit olugmasinda, konagmn tiirii, ki, yasi ve fizyolojik
durumu ile parazitin sugu 6nem tagimaktadir (Carson ve Philips, 1981). Babesia
enfeksiyonlarmna kargi meydana gelen bafisiklik, etkenin antijenik yapilarina karsi
olusan spesifik cevabin yamsira konagn dogal direnci ile de yakindan ilgilidir.

Bagisikhigin meydana gelmesinde non-spesifik ve spesifik mekanizmalar rol
oynar. Babesia etkenlerine karst non-spesifik immunitenin uyarilmasinda, aktive
edilmis makrofajlar ve bunlarin ¢6ziilebilir iiriinleri olan monokinler etkilidir.
Spesifik immun mekanizmalar ise, humoral ve hiicresel komponentleri igerir,
humoral komponentleri icermesiyle de Theileria’dan aynlir (James, 1988;
Sonenshie, 1993). Babesia enfeksiyonlarinda, IFAT ile tespit edilebilen antikorlar,
dolagim kamndaki merozoitlere karsi meydana gelir. Bu antikorlar, dncelikle
yardimcr T lenfositlerini aktive ederek merozoitlerin eritrositlere girisini engeller
ayrica bu merozoitler ve enfekte eritrositlerin makrofajlar tarafindan fagositozunu da
arttirrlar.  Bunlarin  diginda  parazitlerin  geligmeleri esnasinda ortaya ¢ikan
¢Oziinebilir ekzoantijenlerin kan plazmasmda bulundugu, ancak bunlarin 6nemli
olmadig1 hatta bu ¢Oziinebilir antijenlerin, baskilayict T lenfositlerini uyararak,
immun yanit1 da bloke edebilecegi iddia edilmektedir (James, 1984; 1988,
Sonenshine 1993).

Babesia etkenlerine 6zgiin antikorlarin, olugmaya baslamasi ve antikor
titresinin seyri konusunda birgok ¢aligma yapilmistir. Mahoney (1962) kene ile
nakilden 7-21 giin sonra antikorlar1 saptamig ve bu antikorlarin 10 aydan fazla siire
ile viicutta kaldigm bildirmistir. Ayni ¢aligmada, antikor saptadigi hayvanlarin
kaminda parazite rastlamamasina ragmen bu kani, dalag: c¢ikarilms bir hayvana
verdiinde enfeksiyon meydana getirdigini bildirmistir. Babesia bigemina ve B.bovis
tiirlerinden biriyle meydana gelen enfeksiyondan sonra sigirlarm homolog tiirlere
kargt li¢ y1l yada daha fazla siireyle bagigik kaldiklar bildirilmistir (Hall ve ark.
1968, Mahoney ve ark. 1973). Smith ve ark. (1980) B.bigemina veya B.bovis ile
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meydana gelen bir enfeksiyon sonucunda, diger kene kaynakh enfeksiyonlar ve

heterolog tiirlere kars1 duyarlilifin azalmadigini tespit etmiglerdir.

Babesia enfeksiyonlarimi atlatarak preimmun duruma gelen hayvanlar, uzun
siire latent halde enfekte kaldiklari i¢in hastalign tastyicis1 durumundadirlar. Babesia
bigemina enfeksiyonlarinda bu latent durum 12 yila kadar ¢ikabilmektedir. Eger
otosterilizasyon, etkili sagaltim veya Babesia’nin oldugu alandan uzaklagtirma ile
parazitler yok edilirse, hayvan tamamiyla duyarl: hale gelir. Endemik bdlgelerde,
kenelerle her yil meydana gelen reenfeksiyonlarla hayvan uzunca bir siire immun
durumda kalir. B.bigemina icin enfeksiyon kaynaginin uzaklagtiriimast durumunda
immunitenin 14-22 ayda ortadan kalkacag: bildirilmistir (Soulsby, 1986).
O’Donoghue ve ark. (1985), babesiosis i¢in endemik bdlgelerde yetigtirilen sigirlarin
3 aya kadar maternal kolostral antikorlar tarafindan korunmalar1 esnasinda yenilenen
enfeksiyonlar sonucu 4-5’inci aylar1 kapsayan ddnemde antikor titresinin pik
yaptigini ve immunitenin en az 4 yil siirdiigiinii bildirmiglerdir. Aym aragtirmacilar,
B.bigemina enfeksiyonunda IgG antikorlarimin enfeksiyondan 7 giin sonra goriilmeye
baglandigini ve antikor titresinin 12. giinde pik yaptiktan sonra 7 hafta bu seviyede
kaldigin1 saptamiglardr. IgM antikorlarinin ise enfeksiyon sonrasi 7. giinde
goriilmeye bagladigm ve 12-22. giinlerde maksimum seviyeye ulasarak bu seviyede
kaldigny, 28. giinden itibaren de diisiik diizeylere inmeye bagladigini bildirmislerdir.

Son yillarda yapilan caliymalarda, Babesia enfeksiyonlarmin immunite ve
immunopatogenezinde sitokinlerin 6nemli bir yere sahip oldugu bildirilmektedir
(Brown ve Palmer, 1999; Ahmed, 2002). Sekil 1.2°de belirtildigi gibi, Babesia etkeni
ile ilk kez karsilagan hayvanm akut enfeksiyonu esnasinda, aktive edilen makrofajlar,
yangiya sebep olan sitokinler, nitrojen ve oksijen igeren babesidal molekiiller
tiretirler. Bu iiriinlerin salinma zamam ve miktari, enfeksiyonun olugmasinda
Onemlidir. Akut enfeksiyon, parazitlerin aktive olan makrofajlar tarafindan
Oldiiriilmesi ile sonuglanr. Diger taraftan, tiim6r nekrosis faktor a (TNF o) gibi
yangisal sitokinlerin fazla salgilanmasi, serebral babesiosis’e ve yetiskin solunum
baskilanma sendromuna bagh Sliimlere de sebep olabilir. Akut bir enfeksiyon yada

bagarili bir agilamadan sonraki challangelara karst CD4” T hiicreleri tarafindan
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iiretilen y IFN’un salgilanmas: ile kazamims bagisiklik devreye girmektedir. Ayni
zamanda aktive makrofajlarca iiretilen o IFN, interleukin 12 (IL-12) ve IL-18 gibi
sitokinler, CD4" T hiicrelerince y IFN’un salgilanmasina yardimc: olurlar. Diger
taraftan y IFN, hem geriye doniik olarak uyarilmamig makrofajlarin aktivasyonunu
hem de B lenfositleri aracilig1 ile IgG2 antikor yamitini saglar. Bununla birlikte CD4"
T hiicreleri IgG1 iiretimini arttiran IL-47{i de tretirler. Her iki antikor ve aktive CD4"
T hiicreleri koruyucu bagisikhigin devam ettirilmesinde 6nemlidir (Brown ve Palmer,
1999).

Akut enfeksiyon Kahci enfeksiyon / immun
immunolojik olarak naif immunolojik olarak uyanimms

CD4" T cell

1gG1

Korunma

Serebral Babesiosis
ARDS

Sekil 1.2. Babesia bovis’e kars: gelisen kazamilmig ve dogal immun mekanizma (Brown ve
Paimer, 1999).

1.9. Babesiosis’in Teshisi

Babesiosis’in teshisi ya parazitin kendisinin saptanmasi yada parazite kars1 olusan
Ozglin antikorlarin tespit edilmesi ile yapimaktadw (Soulsby, 1986; Sonenshine,
1993; Bose ve ark., 1995).
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1.9.1. Parazitin Tespiti

Babesia etkenlerinin saptanmasi, perifer kan frotilerinin mikroskobik bakist ile
oldugu gibi son yillarda giincel olan molekiiler biyolojik yontemler ile niikleotid

tespiti seklinde de yapilmaktadir (BSse ve ark., 1995).

1.9.1.1. Mikroskobik Muayene

Bu yOntem, akut babesiosis’in seyri esnasinda etkenin saptanmas igin hala en iyi ve
en giiclii teshis arac1 olup, her laboratuvarda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Ancak
hastaligin serebral formunda oldugu gibi perifer kan frotilerinde etken her zaman
goriilmeyebilir. Ayrica, yine yapilan kan frotilerinin mikroskobik bakisi igin
deneyimli personel de 6nemlidir. Ciinkii, paraziteminin az oldugu durumlarda,
eritrositler igindeki gelisme formlar1 gézden kagabilir. Diger taraftan, personel
deneyimli de olsa giinde ¢ok smirli sayida preparata bakmak miimkiindiir (Soulsby,
1986; Sonenshine, 1993; Bdse ve ark., 1995).

Ince Yayma Froti Yontemi

Akut hastabklarin teshisinde, mikroskobik muayenede ince yayma kan frotileri
parazitin morfolojik detaylarmin goriilebilmesi sebebiyle kalin damla preparatlara
gbre daha fazla tercih edilmektedir. Ancak paraziteminin diisiik oldugu durumlarda
tercih kalin damla preparatlar yoniinde olmalidir (Soulsby, 1986; Sonenshine, 1993;
Bose ve ark, 1995).

Ozellikle Babesia bovis enfeksiyonlarinda siklikla meydana gelen siddetli
anemi sonucunda perifer kandaki parazitemi oram ¢ok diigiiktiir. Aym hayvanlarin ig
organlarmdan yapilan frotilerde ise parazitemi oraminin g¢ok yiiksek oldugu
goriilmiigtiir (Anon, 1984). Post mortem teshiste, yeni lmiis hayvanin kanindan ve

dokularindan yapilan preparatlar ile de teshis miimkiindiir. Dekompozisyona ugramig
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hayvanlarda bu frotiler dalak ve beyinden yapilabilir ancak dekompozisyon eritrosit
ve parazitlerin yapisini bozdugu igin teghis giigtiir (Soulsby, 1986; Sonenshine, 1993;
Bose ve ark., 1995).

Kalin Damla Yontemi

Bu yOntem paraziteminin diisiik oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Ayni
zamanda epidemiyolojik ¢aligmalarda serolojik testlerle birlikte kahn damla

yonteminin de kullanilmas: tavsiye edilmektedir (Bose ve ark., 1995).

Yukarida belirtildigi gibi ince yayma ve kalin damla kan frotilerinde, Babesia
etkeninin saptanmasi enfeksiyonun varh@ini gésterir. Ancak bu preparatlarda etkenin
bulunmamasi enfeksiyonun olmadigimn gostergesi degildir. Ciinkii hastahgin ¢ok
erken veya kronik dénemlerinde, parazitler kan preparatlarinda nadir olarak tespit
edilebilmektededir. Kan preparatlarinda parazitin direk mikroskobik tanisi, 6zellikle
preparat sayismin ¢ok oldugu durumlarda, hem zaman kaybma hem de yanls

degerlendirmelere sebep olmaktadir (Todorovic ve Carson, 1981).

1.9.1.2. Niikleotid Tespiti

Kanda goriilen protozoer ve riketsiyal hastahiklarin karakteristik Ozelligi olarak,
hastalik atlatildiktan sonra iyilesen hayvanlar tagiyici hale gelirler (Purnell, 1981).
Boyle tasiyici hayvanlar, vektér keneler i¢in enfeksiyon kaynagi olup, goriiniim
itibar1 ile enfekte olmayan hayvanlardan ayirdedilemezler. Tasiyic1 hayvanlarin
kaninda, genellikle ¢ok az miktarda parazit bulunur ve bunlar, frotilerde her zaman

tespit edilemezler (Figueroa ve Buenning, 1995).

Kan protozoonlarmm meydana getirdigi hastaliklarin tanisinda spesifik
serolojik testlerden de yararlanilir. Ancak bu testler genellikle indirek uygulamalar

oldugu i¢in etkenin direk kendi varhigini gdstermezler. Bu tiir hastaliklarin teghisinde
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ortaya ¢tkan bu ve bu gibi dezavantajlar, teshiste daha 6zgiil ve duyarh metodiarin
gerekliligini ortaya koymus, molekiiler biyolojik teshis yontemlerinin gelismesine
sebep olmustur (Figueroa ve Buenning, 1995; Comes ve ark., 1996; Sparagano,
1999).

DNA Problart

Deoksiriboniikleik asit (DNA) problari, kanda, dokularda ve kene dokularinda
parazit DNA’larinin tespitinde kullanilabilmektedir. Bu metod hedef DNA’nin,
klonlanmis DNA pargas: ile spesifik hibridizasyonu temeline dayanmaktadir. Bu
yontem Babesia tiirlerinin teghis ve ayrimmnda da kullamlmugtir. Bununla birlikte,
metodun duyarlihifinda, Ornekteki DNA’min  yogunlugunun Onem tagsidigi
bildirilmigtir (B&se ve ark. 1995).

Niikleik asit problarla, Babesia bovis’in tams: ile ilgili bagarili ¢ahigmalar
yapilmustir (Mc-Laughlin ve ark., 1986; Jasmer ve ark., 1990; Petchpoo ve ark.,
1992). Restriksiyon enzim profillerinin prob analizleriyle, tamimlanan sekans
farkhiliklar1 yoluyla B.bovis’in Meksika ve Avusturalya izolatlar1 (Jasmer ve ark.,
1990), Meksika ve Thai izolatlar: (Petchpoo ve ark., 1992) ve Avusturalya’nm farkli
cografik bolgelerindeki izolatlar1 (Cowman ve ark. 1984; Dalrymple ve ark. 1992)
birbirinden ayrilmistir. Bunun yaninda, DNA problar: aracihig: ile B.bovis’in farkli
virulanslara sahip alt tiirleri de saptanmmgtir (Carson ve ark., 1990). Dalrymple ve
ark. (1992), B.bovis’in BovA 1 ismini verdikleri bir cDNA probunu tanimlamglar ve
bu prob ile, B.bovis’in karigik populasyonu i¢inden suslari birbirinden ayirmiglardir.
Aym aragtirmacilar (Dalrymphe ve ark. 1992), DNA’nin restriksiyon enzim analizi
ile DNA prob kullanarak genetik olarak B.bovis *in birgok alt tiplerinin bulundugunu

bildirmislerdir.

Posnett ve Ambrosio (1991), Southern Blot testi ile atlarda Babesia caballi’nin
teshisinde bu protozoonun 0,25 ng ve 0,125 ng miktarindaki DNA’sim tespit
etmiglerdir. Posnett ve ark. (1991) DNA probu ile spot hibridizasyon teknigini
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kullanarak B.equi ile deneysel, dogal enfekte ve tasiyici atlarda B.equi’yi teshis
etmisler ayrica bu yontemin duyarhhigini %0,0025 parazitemi olarak bildirmiglerdir.
Figueroa ve ark. (1992a), digoxigenin ile isaretli problarla yaptiklar1 Dot Blot testi
sonucunda, en az 1 ng B.bigemina DNA’sim tespit edebildiklerini bildirmiglerdir.
Benzer yontemler kullanarak, Chen ve ark. (1991), Rhipicephalus appendiculatus
kenesinin tiikiiriik bezinde Babesia tiirlerinden farkhi bir kan protozoonu olan

Theileria parva’y: da saptamiglardir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bugiin ¢esitli hastaliklarda oldugu gibi babesiosis’de de bilinen teghis ydntemlerine
gore daha duyarli olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) biiyilkk oranda DNA
problarinmn yerini almugtir. Bu yontem, hedef organizmanin genomundaki, dzgiil bir
DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, ¢ogaltarak, kolaylikla tespit edilebilir hale
getirmektedir. Rutin olarak, PZR testleri 1 pg miktarindaki DNA’y1 tespit edebilir.
Bu duyarlilik, nested PZR protokolleri ile 1 fg DNA’ya kadar ¢ikabilmektedir (Bose
ve ark. 1995).

Fahrimal ve ark. (1992), PZR yontemini kullanarak tastyict hayvanlarda,
Babesia bovis’in genomik DNA’smdaki 7,4 kb’lik DNA béliimiinii gogaltarak,
Southern Blot ve Dot Blot ySntemleri ile %86 oraminda pozitiflik saptamiglardir.
Aym zamanda, ¢ogaltilmamis parazit DNA’sina gbre 1000 kat daha duyarh
oldugunu bildirmiglerdir. Persing ve ark. (1992), B.microti'nin 16S gen bdlgesine
Ozgiil primerler kullanarak g¢ogalttiklart DNA’y1, Southern Blotting ile tespit
etmiglerdir. Figueroa ve ark. (1992b) IA-IB primerleri ile B.bigemina’mn 278 bp’lik
DNA pargasim ¢ogaltarak, teshise gitmiglerdir. Calder ve ark. (1996), B.bovis’in ssr
RNA (small subunit ribozomal riboniikleik asit) gen bdlgesini gogaltan PZR ile
B.bovis’i tastyic1 hayvanlarda teshis etmiglerdir. Bashiruddin ve ark. (1999) ise,
atlarda, Babesia equi ve B.caballi’nin 16 S rRNA genini gogaltan primerler kullarak
PZR ile bu etkenlerin teghisini yapmuglardir. Ayni aragtirmacilar, mikroskobi ve
DNA problarinda tespit ettikleri paraziteminin sirasiyla, %0,001 ve %0,00025
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diizeylerinde olmasimna karsin PZR’da tespit ettikleri parazitemiyi %0,000083 olarak
bildirmiglerdir. Salem ve ark. (1999), ise ekstra kromozomal DNA’daki apositokrom
b genini ¢ogaltarak yapilan PZR’1n ribozomal DNA temelli PZR’ a gére B.bovis ve
B.bigemina’nin tamisinda %20 oraminda daha duyarh olduunu bildirmislerdir.
Smeenk ve ark. (2000), Zimbabwe’de sigirlarda ve kenelerde Nested-PZR ve jel
elektroforezle, sifirlarda %35 oraminda B.bigemina, %47 oramnda B.bovis tespit
etmigler aynm1 zamanda kenelerde B.bigemina’nin % 5, B.bovis’in ise %60 oraninda
bulundugunu bildirmiglerdir. Almeria ve ark. (2001), PZR ile B.bigemina ve B.bovis
yaminda Theileria annulata’mn teshisini de yapmuglardir. Tanyiiksel ve ark. (2002)

Tiirkiye’de ilk defa Babesia tiirlerinin tamisinda PZR yéntemini kullanmislardir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Babesia tiirlerinin tamisi yaninda, diger kan
protozoonlarindan biri olan Theileria tiirlerinin omurgal: konakta ve vektor
kenelerdeki tanist da yapilabilmektedir. Bishop ve ark. (1992), PZR ve Southern
Blotla tastyici hayvanlarda, 7 parva’y: teshis etmislerdir. d’Oliviera ve ark. (1995),
tagtyic1 sifirlarda, PZR, Southern Blot ve Mikroplate Hibridizasyon yontemleri ile
T.annulata’nin teshisini yapmglar ve 92 6rnegin mikroskobi ile %22’sinde, IFAT ile
%40°1inda, PZR ile ise %75’inde pozitiflik tespit etmiglerdir. Martin-Sanchez ve ark.
(1999), Nested PZR ile T.annulata’y1 sigirlarda saptamiglardir. Tiirkiye’de ise Aktag
ve ark. (2002), PZR ve jel elektroforezle, Vatansever ve Nalbantoglu (2002) ise
Nested PZR ile sahadan toplanan kan drneklerinde Theileria annulata’nin teshisini
yapmuglardir. PZR y8ntemi kullanilarak Theileria annulata’nin kenelerdeki teshisleri
de yapilmugtir (d’Kok ve ark.,1993; d’Oliveira ve ark.,1997; Kirvar ve ark.,2000).

Yukarida bildirilen PZR ile ilgili ¢aligmalarin yayginlasan kullaniminin
yanisira, hayvanlarda bulunabilecek tiim kan parazitlerini bir defada ortaya
koyabilecek kombine bir testin arayiglar1 devam etmistir. Bununla ilgili olarak,
birden fazla parazit tiiriiniin PZR ile ayn:1 anda teshis edilebilmesini saglayan ilk
cahigmalar, Figueroa ve ark. (1993a) tarafindan “Multiplex PCR” ad:i altinda
radyoaktif olmayan digoxigenin ile isaretli problar kullanilarak, deneysel olarak
enfekte edilen sigirlarda, B.bovis, B.bigemina ve Anaplasma marginale’ nin

saptanmasina yonelik olarak yapilmustir. Bu ¢alismanin sahada uygulanabilirligi kan
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parazitleri yoniinden endemik olan Meksika’min giineyinde denenmis ve tastyic
hayvanlarda, B.bigemina, B.bovis ve Anaplasma marginale enfeksiyonlarinin
prevalans degerleri sirastyla %66,7; %60,1; %59 olarak tespit edilmistir (Figueroa ve
ark., 1993b).

Birden fazla parazitin ayn1 anda teshisine yonelik ¢aligmalarda gergek anlamda
ilk gelisme (RLB) tekniginin ortaya ¢ikmasi ile saglanmugtir. Reverse Line Blotting
yontemi, PZR {iirlinlerinin bir membranda ayr1 siralara baglanmis 6zgiin problara
hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik birgok etkenin ayni anda bir ¢ok prob
ile karsilastirilmasina olanak sagladigindan, olduk¢a pratik ve kullamghdir. Bu
yontem ilk defa 1988 yilinda insanlarda, orak hiicre anemisi ile B Talasemi’nin
teshisinde kullamlmstir (Randall ve ark. 1988). Rijpkema ve ark. (1995), bu teknigi,
ayn1 kenede bulunabilen 4 Borrelia tiiriiniin ayrilmas: i¢in kullanmuslardir.
Kamerbeek ve ark. (1997), aym1 metod ile, Mycobacterium tuberculosis’in teshisini
ve tiplendirmesini yapmuglardir. Bu yontemin kan protozoonlarinin saptanmasinda
kullanilmasi, Gubbels ve ark. (1999) tarafindan gergeklestirilmistir. Aym
aragtrmacilar (Gubbels ve ark.,1999), 18S ssrRNA genindeki V4 degisken bdlgesini
¢ogaltan primerlerle PZR’da ¢ogalttiklar: gen bolgelerini, RLB tekniginde kullanarak
sigirlarda gorilen, Theileria annulata, T.parva, T.mutans, T.taurotragi, T.velifera,
Babesia bovis, B.bigemina ve B.divergens’in aym anda &zgiil teshislerinin
yapilabilecegini gostermislerdir. Ceci ve ark. (1999), RLB ile sigirlarda
T buffeli/orientalis ile B.bigemina’y: teshis etmislerdir. Kan protozoonlarimn
yaninda, 16S rRNA gen bdlgesini ¢ogaltan primerler kullamlarak yapilan PZR"1
takiben, RLB’nin kullanilmas: ile Anaplasma ve Erlichia gibi riketsiyal etkenlerin
teshisi de basar1 ile yapilmistir (Schouls ve ark.,1999, Georges ve ark.,2001; Bekker
ve ark.,2002).

Giiniimiizde ozellikle kene kaynakli hastaliklarla ilgili ¢ahsmalarda, RLB
kullamm artmakta olup bu tiir hastaliklarin teghisinde standart bir test haline geldigi
bildirilmektedir (Sparagano ve Jongejan, 1999; Sparagano ve ark., 1999; Sparagano
ve ark., 2000; Georges ve ark.,2001; Lunemann ve ark., 2001; Bekker ve ark., 2002;
Qiu ve ark., 2002; Sparagano ve ark., 2002).
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1.9.2. Spesifik Antikorlarin Tespiti

Babesia tiirlerine karsi olusan 6zgiil antikorlarin tespitine ySnelik birgok
immunodiagnostik test geligtirilmigtir. Bunlardan, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), IFAT ( Indirect Fluorescent Antibody Test), SELISA (Slide
Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IHAT (Indirect Hemagglutination Test),
CFT (Complement Fixation Test), LAT (Latex Agglutination Test), RIA
(Radioimmunoassay) en ¢ok kullanilan testlerdir (Todorovic ve Carson, 1981;
Levine, 1985; Soulsby, 1986; Bise ve ark., 1995).

Ozellikle latent ve subklinik seyirli olgularda, Babesia parazitlerine karsi
olusan &zgiil antikorlarmn serolojik testlerle indirek olarak teshisi siklikla
kullanilmaktadir. Bu serolojik yontemlerde kullamlan antijenler, akut babesiosis’li
hayvanlarin doku, serum ve parazitli eritrositlerinden elde edilmektedir (Todorovic

ve Carson, 1981).

Komplement fiksasyon testi babesiosis’in teghisinde kullamlan ilk serolojik
testtir. Primer enfeksiyonun erken safhalarinda iiretilen IgM’lerin tespitinde IgG’lere
gire daha etkili bulunmustur. Dolayisiyla, bu testin kronik babesiosis’li hayvanlarda
duyarhlig) diigiik olup enfeksiyonun baslangicinda, %94-100 oraninda saptanan
pozitiflik, 4-5 ay sonra %50 azalmaktadrr (Todorovic ve Carson, 1981).
Kargilagtirmali olarak yapilan bir ¢aligmada, enfeksiyondan 14 giin sonra alinan
serumda, duyarhhik ELISA, Western Blot, IFAT ve CFT icin swrasiyla, %98,3;
%94,9; %96,6; %28,8 olarak bildirilmistir (Bse ve Peyman,1994).

Serolojik yontemlerden ELISA, olduk¢a, duyarh ve etkili bir testtir. Bu test
sonuglan bilgisayar tarafindan degerlendilmekte ve bir seferde ¢ok miktarda 6rnek
incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte antijen kalitesi testin duyarlihigm
etkilemektedir. Direk enfekte eritrositlerden hazirlanan antijenler, konak eritrositleri
ile kontamine olduklarindan, anti-eritrositik antikorlar sebebiyle yanlis sonuglara
sebep olmaktadr. Bu sorunlar, iyi tanimlanms, saflastrilmig rekombinant

antijenlerle giderilebilmektedir. Rekombinant antijenler, konak proteini igermezler,
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goreceli olarak daha ucuzdurlar ve gruplar arasinda varyasyon minimumdur,
dolayisiyla daha duyarlidirlar (Bse ve ark.,1995). Yapilan galigmalarda, Babesia
bigemina ve B.bovis’in hedef antijenleri klonlanmig ve elde edilen rekombinant
antijenler ELISA testinde kullanilmigtir (McElwain ve ark., 1987; Goff ve ark., 1988;
McElwain ve ark., 1988; Bose ve ark., 1990).

Spesifik antikor tespitinde kullanilan serolojik ydntemler icersinde, IFAT, daha
ekonomik, giivenilir ve digerlerine gére daha hassas olmas: sebebiyle tercih edilen
bir testtir (Todorovic ve Carson, 1981, Bose ve ark.,1995; Anon, 1996). Ross ve
Lohr’a atfen Todorovic ve Carson (1981), B.bigemina enfeksiyonunu takiben, 21 giin
sonra 1:1280 titrede maksimum seviyede saptadiklari antikorlarin azalmasma karsin,
24 ay sonra da tespit edilebilecegini bildirmiglerdir. IFAT mn tercih edilen testler
arasinda olmasina kargin, testin degerlendirmesine bagli olarak yanlhshiklarin ortaya
¢ikmasi (Bose ve ark.,1995; Anon, 1996), ayrica Theileria-Babesia, Babesia-
Plasmodium tiirleri arasinda ve Babesia ’'nin kendi tiirleri arasinda c¢apraz
reaksiyonlarin olmasi, testin dezavantajlarindandir (Ludford ve ark., 1972; Burridge
ve ark. 1974; Papadopoulus ve ark., 1996b). Bunun yaninda, uzun siireli port6rliik
durumlarinda, kanda piroplazmik formlar bulunmasina ragmen, antikorlar her zaman

tespit edilemeyebilir (Pipano, 1974).

1.10. Babesiosis’in Tedavisi

Babesiosis’in tedavisinde, uzun yillardir ¢esitli kimyasal bilesikler bagar1 ile
uygulanmaktadir. Bagarinin derecesi babesiosis’i olugturan Babesia tiiriine ve ilaca
karg1 hayvanin gosterdigi toleransa baghidir. Genellikle kiiciik Babesia etkenleri
tedaviye daha direngli olup, bilyilk Babesia etkenlerine gore daha geg sonug
alinmaktadir (Mahoney, 1977; Kuttler, 1981).

Akut babesiosis’in tedavisi, parazitemi sonucu ortaya ¢ikan anemi ve yiiksek
ates ile karakterize olan klinik belirtilerin hafifletilmesi ile ilgilidir. Anti-babesidal

bilesiklerin bazilar1 ¢ok etkilidir ve tek bir enjeksiyonla paraziteminin ortadan
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kaldirilmas: miimkiindiir. Bu durum hasta hayvan agisindan olumlu bir sonuctur.
Ancak organizmanin parazitten tamamen armmasi preimmiinisyonun da sonu
olacagindan ve hayvan endemik bir bdlgede ise reenfeksiyonlara duyarli hale
gelecegiden, ilaglarin etki mekanizmalarinin iyi bilinmesi gerekmektedir (Kuttler,
1981).

Babesiosis’de kullamilan ilaglar ve Ozellikleri Cizelge 1.1°de verilmistir
(Kuttler, 1981; Melhorn, 2001).
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Hasta hayvanlarda kullanilan babesidal ilaglarla birlikte kalp takviye edici,
rumen atonisini giderici ilaclar, eger tedavide gecikilmis ise kan nakli, serum ve
vitamin gibi destekleyici tedaviler de uygulanmalidir. Ayni: zamanda hasta hayvan
tedavi siiresince, siiriiden ayrilarak, serin ve temiz yere alinmali, sulu gidalarla
beslenmelidir (Kuttler, 1981; Peregrine, 1994; Melhorn, 2001).

1.11. Babesiosis’den Korunma

Babesiosis’de koruyucu 6nlemlerin alinmas: biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu teknikler
arasinda, vektdr kenelerle miicadele, suni preimmiinizasyon ve agilama Snemlidir
(Levine, 1985; Soulsby, 1986; Dinger, 1990).

1.11.1. Vektor Kenelerle Miicadele

Hastahk kenelerle nakledildigi i¢in bu hastaliktan, korunma ve kontrolde, kenelerle
miicadele, yapilmasi gerekenlerden en Onemlisidir. Vektér kenelerle miicadele
edilmedikge, hastalig: eradike etmek miimkiin degildir. Kenelerle savas igin bdlgenin
kene faunasi tespit edilmeli ve bu kenelerin biyo-ekolojik 6zellikleri arastiriimahdir.
Kene miicadelesi ¢esitli akarisitlerle yapilabilecegi gibi biyolojik ajanlarla da
yapilabilir. Akarisit olarak, organik klorlu, organik fosforlu ve karbamath ilaglardan
banyo ve piiskiirtme sgeklinde yararlamlabildigi gibi ivermektin deriveleri de
enjeksiyon seklinde uygulanabilir (Pipano ve Hadani, 1984; Yukar1 ve Karaer, 1996;
Melhorn, 2001).

Tiirkiye’de ilkbahar mevsiminde hayvanlarin iizerindeki keneleri uzaklastirmak
i¢in banyo ve piiskiirtme yoluyla gegitli akarisitler kullamimaktadir. Bu miicadeleye
Nisan ay1 sonundan itibaren baglanmali, her 15 giinde bir ilaglama tekrarlanmal ve
Agustos aymin ortalarina kadar devam edilmelidir. Ayrica hayvanlarin barnaklar: da

vektdr kene bakimindan ilaglanmalidir. Ayni ilag devamli kullamldiginda direng
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saglamasi ve bu direncin genetik olarak yeni nesillere gegmesi sebebiyle kullanilan

ilaglar1 zaman zaman degistirmek gerekmektedir (Yukar1 ve Karaer, 1996).

Kenelere kars1 miicadele de biyolojik ajanlar da kullamlabilir. Bu amagla,
virus, bakteri, mantar, protozoon, nematod, insekt veya feromonlar kullamiimaktadir.
Ancak bu iiriinlerin etkinlii tam olarak bilinmemektedir. Bunun yaminda, son
yillarda, kenelere karsi agilar gelistirilmektedir. Antijen olarak, kenenin mide
hiicrelerinden elde edilen dogal veya rekombinant proteinler kullamlmaktadir

(Melhorn, 2001).

Diger taraftan, endemik stabil bolgelerde, yogun bigimde akarisit kullanilmasi,
kene populasyonunu azaltarak bdlgenin instabil olmasina yani bolgedeki hayvanlarin
hastaliga karsi duyarli hale gelmesine sebep olmaktadir. Bu yiizden 6zellikle siki

~ kene miicadelesinin instabil bilgelerde uygulanmasi Snerilmektedir (Melhorn, 2001).

1.11.2. Preimmiinizasyon Kazandirilmasi

Enzootik alanlarda yetistirilen, sigirlar babesiosis’e kars: ilk alt1 ayda, enfeksiyon
immunitesi yada preimmiinisyon kazanirlar. Sonug olarak bu hayvanlar az miktarda
parazit tagirlar ve o bolgedeki lokal suslara karsi belirli 6lgiide bagisiktirlar buna
bagli olarak klinik belirti g6stermezler. Bolgeden kenelerin tamamen uzaklastiriimasi
ve kiiratif ajanlarla enfeksiyonun tamamen ortadan kaldirilmasi sonucu hayvan
duyarl: hale gelir. Bu durumda olan yada parazitin bulunmadig1 instabil bdlgelerden,
boyle endemik bolgelere gelecek olan hayvanlara suni preimmiinizasyon kazandirma
uygulamalar1 yapilabilir. Bunun i¢in duyarli olan hayvanlara, Babesia tasiyici olan
hayvanlarin, kam verilir ve olusan ateg ve parazitemi takip edilir. Klinik belirtilerin
olugmas: ile birlikte kiiratif dozun altinda diminazen aseturat ve imidokarb
preparatlar1 uygulanarak hastaligin ¢ikigi 6nlenir ancak belirli bir miktar parazitin
canli kalmasma miisade edilir. Bdylece uygulama yapilan hayvanda yapay olarak

preimmiinisyon olusumu saglanmis olur (Melhorn, 2001).
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1.11.3. Asilama

Sigirlarda  babesiosis’in  naklinden sorumlu olan, kenelere kars1 yiiriitiilen
miicadelede gesitli akarisitlere karg1 gelisen direng sebebiyle, hastalikla miicadelede
etkene karst agilamanin yapilmas: 6nem kazanmugtir. Uzun yillar preimmun
durumdaki hayvanlarin kanlar1 agilamada kullamilmistir. Ancak daha sonralar1 bu
canh asilar, dalag: ¢ikarilmis danalarda pasajlanarak ve eritrosit olmayan plazma
benzeri mediumlarda sulandimlarak, atteniie edilmis ve 10’ enfekte hiicre dozu
kullamlarak asilama iglemi gergeklestirilmistir. Ozellikle bu canli asilar
Avusturalya’da ve Israil’de B.bovis enfeksiyonlarinda yaygmn olarak kullanilmus ve 4
yila kadar koruma sagladig1 bildirilmigtir (Mahoney ve ark., 1979; Pipano, 1995,
Melhorn, 2001)

Canhi agilarin smirh raf Omiirleri, soguk zincire mutlak bagli olmasi, diger
patojen etkenlerle kontaminasyonu ve etkenlerin tekrar virulans kazanarak keneleri
enfekte etme riskleri sebebiyle son yillarda kullammindan bilyikk oranda
vazgecilmigtir. Canli agilarin bu gibi dezavantajlarimin bulunmasi bunun yaninda,
siirekli in-vitro kiiltiir sistemlerinin de devreye girmesiyle konvansiyonel inaktif ve
dogal protein sub-unit agilarin kullanimi giindeme gelmistir. Stirekli in vitro kiiltiir
sistemlerinin gelistirilmesi sonucunda ¢dziinebilir ekzoantijen iceren, parazit ve
kiiltiir stipernatantlar1 agpilamada kullamlmig ve heterolog suslarla yapilan
challangelarda bagar1 saglanmustir, Montenegro-James ve ark. (1987), B.bovis ve
B.bigemina'nin kiiltlir kaynakh ¢§ziinebilir immunojenleri ile yaptiklar1 asilama
sonucunda, virulant kene ve enjeksiyonla etken vererek yapilan challengelara karsi
klinik olarak korunma saglamislardir. Ancak bu tiir gahsmalar konusunda da farkli
goriigler vardir. Baz: arastirmacilar bu tiir agilari basarili bulurken diger bir grup
immun sistemi uyarmada yetersiz kaldiklarim bildirmektedir (Wright ve ark.,1992;

Montenegro-James, 1995).

Son yillarda molekiiler biyoloji ve gen teknolojisindeki geligmelere paralel
olarak, rekombinant DNA asilar1 geligtirilmeye baglanmugtir. immunojenik Szelligi
iyi oldugu tespit edilen, antijenik proteinleri kodlayan gen bolgesi saptanarak
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klonlanmig ve bu klonlama ile ¢ogaltilan antijenik proteinler agilamada kullanilmigtir
(Wright ve ark.,, 1992; Melhorn, 2001). Hines ve ark. (1995), B.bhovis ’in
rekombinant, merozoit yiizey antijeni-1’in, in-vitro olarak merozoit enfektivitesini

nétralize ettigini bildirmiglerdir.

Bu ¢aligma ile, sifirlarda goriilen Babesia tiirlerinden Babesia bigemina, B.bovis ve
B.divergens ’in Reverse Line Blotting ile es zamanl teshisinin yapilmas: ve bu
yontemin mikroskobik muayene, IFAT yontemleri ile kargilagtirilmasi

amaglanmgtir,
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2. GEREC VE YONTEM

2.1, Saha Cahismalan

Bu ¢aligma i¢in gerekli materyali toplamak amaciyla, 2001-2002 yillarma ait
cesitli donemlerde Ankara gevresinde 10 ilgeye ait kdylere gidilmis ve meraya ¢ikan
1 yagin iistiindeki hayvanlardan rastgele 300 sigir secilmistir. Bu sigirlardan PZR i¢in
EDTA’L, IFAT igin silika jelli tiiplere vena jugularis’den teknigine uygun olarak kan
alinmistir. Ayrica ayn1 hayvanlarin kuyruk uglarindan perifer kan frotileri
hazirlanmig ve aymi zamanda bu hayvanlarin kene y6niinden de kontrolleri

yapilmigtir.

2.2. Laberatuvar Cahsmalan

Toplanan EDTA’h tiiplerdeki kanlar DNA ekstraksiyonuna kadar +4°C’de
saklanmuglardir. Silika jelli serum tiiplerindeki kanlar ise 2000 devirde 10 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmg ve serumlar 1,5 ml’lik mikrotiiplere
porsiyonlanarak IFAT’da kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmstir. Perifer kandan
hazirlanan siirme preparatlar da teknigine uygun sekilde boyanarak degerlendirilmek
lizere hazirlanmistrr. Sigirlar iizerinden toplanan keneler, iginde %70’lik alkol

bulunan siselere konularak tiir identifikasyonlar igin saklanmugtur.

2.3. Kan Frotilerinin Yapim: ve Muayenesi

Sigirlarin kuyruk ucundan yapilan frotiler havada kurutulduktan sonra, metil alkolde
5 dakika tespit edilmis ve %5’lik Giemsa boya solusyonu ile oda 1sisinda 30-45
dakika boyanmugtir. Boyanan frotiler musluk suyu altinda yikamp kurutulduktan
sonra immersiyon yagi1 damlatilarak mikroskobun 100°liik objektifi altinda Babesia
tiirleri yoniinden kontrol edilmistir. Babesia tiirleri soy diizeyinde tespit edilmis, tiir

teshisine gidilmemistir.
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2.4. indirek Floresan Antikor Testi (IFAT)

Antijen
Bu arastirmada kullanilan Babesia bigemina, B.bovis, B.divergens antijenleri,

Hannover Veteriner Yiiksek Okulu Parazitoloji Enstitiisii’'nden elde edilmistir.

Konjugat

Indirek Floresan Antikor testinde Sigma, Cat. No: F-7509 konjugati
kullamlmigtir. Konjugatin en iyi floresan veren sulandirma basamag: Schachbrett
titrasyonu ile tespit edilmistir. Bu iglem Cakmak (1987)'mn belirttigi sekilde
yapilmugtir. Titrasyon sonunda, en iyi floresan veren sulandirma basamag: 1:32

olarak tespit edilmistir.

IFAT’da Kullanilan Kontrol Maddeleri

¢ Buffer Kontrol: Buffer kontrol olarak PBS (pH 7.2) kullanilmigtir.

e Konjugat Kontrol: Sulandirma basamag: tespit edilmig konjugat

o Negatif Kontrol: Negatif serumlar A.U Veteriner Fakiiltesi Protozooloji ve
Entomoloji Bilim Dal’'nin yiiriittiigli projelerde, deney hayvam olarak
kullanmilmak iizere alinan steril 2.5-3 aylik holgtayn danalardan, deneylerden 6nce
alman serumlardan temin edilmistir. Bu serumlarin negatiflikleri Hannover
Veteriner Yilksek Okulu Parazitoloji Enstitiisiinden getirilen serumlarla
dogrulanmugtir.

e Pozitif Kontrol: Pozitif serumlar Hannover Veteriner Yiiksek Okulu

Parazitoloji Enstitiisii’'nden elde edilmigtir.

IFAT in Uygulamis:

Testin uygulamg1 Cakmak (1987)’1n bildirdigine gére yapilmstir.
e incelenecek serumlar bir giin dnceden -20°C’den +4°C’ye konulmustur.
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e Testin yapilacag: giin antijen preparatlar1 -80°C’den ¢ikarilarak, 2 saat dnce
CaCly’li kaba konmustur. ,

e Iglenecek ve referans olan serumlar teknigine uygun olarak mikroplatelerde
PBS ile sulandirilmigtir.

e Antijen lamlarn CaCl’li kaptan ¢ikarilarak, numaralandinimis ve tabam
nemlendirilmis kiivete yerlestirilmistir. Sonra sulandirilmig serumlar antijen
lamlarina damlatilmgtir,

¢ Kiivetin agz1 kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmigtir,

e Inkiibasyon sonrasmda lamlar &nce pisetle, sonra manyetik karistiricida 10
dakika PBS ile yikanmugtir. Sonra PBS kalintisini gidermek igin lamlar distile su
dolu kaba daldirilip, ¢ikarilarak yikanmigtir. Yikama sonrast fon makinasi ile
kurutulmustur.

e Kurutulan preparatlar tekrar rutubetli kiivete ahinarak, antijen lamlarimin her
g0ziine, sulandirma solusyonu (3 kistm PBS + 1 kisim Evans Blue) ile 1:32
oramnda sulandirilmig konjugat, PBS kontrol gozii harig, damlatilmig ve 37
°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

* Yukarida belirtildigi sekilde yapilan yikama ve kurutma islemlerinden sonra
lamlarin {izeri gliserin buffer damlatilarak lamelle kapatilmastir,

e Hazrrlanan antijen lamlari, karanlik odada, floresan mikroskobun 40’lik
neofluar objektifinde incelenmistir.

o Testin pozitifligi karanhk sahadaki parlamalara gore degerlendirilmistir.
Testin degerlendirilmesinde temel titre B.bigemina igin 1:80, B.bovis igin 1:40,
B.divergens igin ise 1:20 olarak kabul edilmistir. Temel titrenin altindaki degerler

negatif, temel titre ve iistii degerler pozitif kabul edilmistir.

IFAT’da Kullamilan Kimyasal Maddeler
¢ Fosfat Buffer Salin (PBS) Potasyumsuz

o Alkali kisim: 17,44 gr NaCl
7,16 ar Nangoi X12 Hgo
24,60 gr 2000 ml distile suya tamamlamnir.
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o Asitkisim: 8,72 gr NaCl
1,38 gr NaH,PO4 X H,O
10,10 gr 1000 ml distile suya tamamlanir.

Bu iki karigim birbiri ile kangtirilarak pH: 7,2’ye ayarlanmugtir. '

e Evans Blue Merck, Cat. No: 3169
¢ Floresan mikroskop i¢in gliserin Merck, Cat. No: 4095
e immersiyon yag: Merck, Cat. No: 4699
e Konjugat Sigma, Anti-bovine IgG

FITC Conjugate, Cat. No:F-7509

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA Ekstraksiyonu

Parazit DNA’smin elde edilmesi i¢cin EDTA’lL tiiplere alinarak +4 °C’de
saklanan kanlar kullamlmistir. Kanda, eritrositlerin i¢indeki parazitlerin DNA’sinin
elde edilmesi igin ekstraksiyon iglemi d’Oliveira ve ark. (1995) ile Gubbels ve ark.
(1999)’nin bildirdigi sekilde yapiimigtr.

e Ekstraksiyon igin kullamilan 1,5 ml’lik mikro tiiplere 500ul lysis miks
alinmg, iizerine 200 pl kan 6rnegi ilave edilmigtir. Bu karigimin bulundugu
tiipler vorteksle iyice karigtirilarak eritrositlerin par¢alanmas: saglanmigtir.

e Vorteksle karistirilan tiipler 3300 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

o Santrifiij sonras: iistteki siv1 atilmagtur.

e (COkiintiiniin {izerine 500ul lysis miks ilave edilerek aym islemler 3 kez daha
tekrarlanmigtir,

e Son yikama isleminden sonra ¢Okiintiiniin {izerine 100 pl PZR miks ilave
edilerek vortekslenmistir. Proteinase K, stok halde hazir bulundurulan PZR
mikse, kullamlmadan hemen 6nce 100 pg/ml oraninda ilave edilmigtir.
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e PZR miksle karigtirilan ¢okiintii, Proteinase K’nin aktivitesini gdstermesi i¢in
55 °C’deki su banyosunda 12 saat inkiibasyona birakilmigtir,

e Inkiibasyon sonunda &rnekler 100°C’de 10 dakika su banyosunda isitilarak
Proteinase K inaktive edilmis, maksimum hizda 2 dakika santrifiij sonunda {ist
kisumda toplanan DNA siispansiyonu alinmigtir.

o Elde edilen DNA ekstraktlar: PZR islemine kadar -20°C’de saklanmustir.

PZR’in Yapilisi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin Biometra TGradient (Whatmann, Biometra) PZR
makinesi kullamilmustr. Reaksiyonda primer olarak Theileria ve Babesia
soylarindaki parazitlerin 18S ssr RNA (small subunit ribosomal RNA) geninin
degisken V4 bolgesinden biiyiikligii 460 ile 520 bp (base pairs= baz ¢ifti) arasinda
degisen bir parcayr amplifiye eden genel primerler (RLB-F2; 5’-
GAGGTAGTGACAAGAAAT-AACAATA-3’ ve RLB-R2; 5’biotin*-
TCTTCGATCCCCTAACTTTC-3") kullanilmustir (Georges ve ark., 2001; Gubbels
ve ark., 1999). Primerler, Isogen (Hollanda), Genset (Fransa) ve MWG (Almanya)
firmalarina sentezlettirilmigtir.
Reaksiyon karigimi 50 pl final konsantrasyonda hazirlanmastir.
e Reaksiyon karigimi;

1X PCR buffer (Sigma ve Fermentas)

1,5 mM MgCl, (Sigma ve Fermentas)

200 pM herbir (dATP, dCTP, dGTP), 100 uM (dTTP, dUTP)

deoxynucleotiden (Sigma ve Fermentas)

50 pmol herbir primerden

1,25 U Taq DNA polymerase (Sigma ve Fermentas)

1,25 U Uracil DNA glycosylase (Fermentas)

5 pl DNA 6rnegi seklinde hazirlanmastir.

¢ Karigim herbiri 200 pl’lik 1s1iya dayamkli 6zel PZR reaksiyon tiiplerine (Tref
Lab) 45 pl reaksiyon kartsimi 5 pl DNA olmak iizere porsiyonlanmustir.
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e Reaksiyon icin tiipler otomatik PZR makinesine yerlestirilmis ve iki sikluslu
touch down PZR programi uygulanmstir.

e PZR program

1 siklus 37 °C’de 3 dakika
94 °C’de 10 dakika

2 siklus 94 °C’de 20 saniye
67 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye

2 siklus 94 °C’de 20 saniye

65 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
2 siklus 94 °C’de 20 saniye
63 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye

2 siklus 94 °C’de 20 saniye
61 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
2 siklus 94 °C’de 20 saniye
59 °C’de 30 saniye

72 °C’de 30 saniye
40 siklus 94 °C’de 20 saniye
57 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye
65 °C’de bekle.

e Amplifikasyon sonunda elde edilen PZR (iriinlerinin bir kism: (20 pl)
%1,7’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak, UVP Jel Dokiimentasyon
Sistemi ve LabWorks imaj analiz programn (UVP INC. Upland, CA)
kullanilarak gériintiilenip analiz edilmis, geri kalam ise (30 ul ) RLB testinde
kullanmilmak iizere +4°C’de saklanmustir.
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Pozitif ve Negatif Kontrol

Testin bilinen Babesia tiirlerinin DNA’larim amplifiye ettigini géstermek amaciyla
pozitif kontrol olarak, B.bovis (Meksika izolati), B.divergens (Hollanda izolati),
B.bigemina (Kayseri izolat1), B.major (Ankara izolat1) ve negatif kontrol olarak da
sigir DNA’st kullamlmigtir. Diger kan parazitleri ile karsilastirmali kontrolii i¢in
Theileria annulata ve T.orientalis pozitif kontrolleri de kullanilmastir. (Sekil 2.1)

2.6. Reverse Line Blotting (RLB)

RLB Membrarnin Hazrlanmasi

Bu asamada kullanilan problarm tamami negatif yiiklii Biodyne C membrana (Pall
Biosupport group, Ann Arbor, MI) kovalent baglanabilmeleri amaciyla, 5°- uglarinda
amino grubu (N-terminal N-(Trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl,N,N-diisopropyl
phoshoramidite(=TFA))-Cs aminolinker) icerecek sekilde Genset (Fransa), Isogen
(Hollanda) ve¢ MWG (Almanya) firmalarina sentezlettirilmistir. Membran Georges
ve ark. (2001), Gubbels ve ark. (1999)’nin bildirdigi sekilde hazirlanmstir.

o Problar 500 mM NaHCO; (pH 8.4) i¢inde 100-400 pmol/150 pl
konsantrasyonlarda sulandirilmigtir.

e Kullamlacak olan membran oda isisinda 10 dakika, 10 ml %16 EDAC (1-
ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)carbodiimide) (Sigma) ile aktive edilmis ve
sonra su ile yikanmigtir.

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

e Membran iizerindeki kalint1 sivilar iyice aspire edildikten sonra, ilk ve son
kanala 2X SSPE ile %2 oraninda sulandiriimig ¢ini miirekkebi, diger
kanallara ise her probtan 150 pl dokiilmiis, oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe

edilmigtir,
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Inkiibasyon sonunda kanallardaki sivilar aym: gsekilde aspire edilerek
bogaltilmgtir.

Miniblotterdan ¢ikarilan membran 100 mM NaOH i¢inde 10 dakika inkiibe
edilerek inaktive edilmistir.

Inaktivasyon sonunda membran 2X SSPE/0.1 SDS kangiminda 60 °C’de 5
dakika yikanarak kullamma hazir hale getirilmigtir.

RLB Hibridizasyonu

Hibridizasyon islemi Georges ve ark. (2001), Gubbels ve ark. (1999)’min bildirdigi
sekilde yapilmagtir.

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

Membran 6nceden dékiilen prob siralar: ile miniblotterin kanallar1 90° ag1
yapacak sekilde miniblottera yerlestirilmigtir.

Membrandaki fazla sivi aspire edilerek uzaklagtirilmstir.

Denatiire edilen ve sulandirilan PZR iriinleri miniblottern kanallarina
dokiilmiis 42°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilerek, problarla
hibridizasyonlar1 saglanmustir. Bu asamada miniblotterin ¢alkalanmamasina
dikkat edilmistir.

Hibridizasyon siiresinin sonunda kanallardaki s1v1 aspire edilmistir.
Miniblotterdan ¢ikarilan membran, 2X SSPE/0.1 SDS solusyonu ile 2 defa
52°C’de 10 dakika yavasga galkalanarak yikanmustir.

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

Son olarak, 2X SSPE ile 2 defa oda 1s1sinda 5 dakika yikanmugtir.

Membran 10 ml ECL sivisinda 1 dakika inkiibe edilmistir.
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o Inkiibasyonu takiben sert bir zemine alman membrammn {izeri asetatla
ortiilerek, hava kabarciklar: uzaklagtirildiktan sonra karanhk ortamda iizerine
ECL hyperfilm konulmugtur.
¢ Sinyal yogunluguna gore film 30 sn ile 1 saat arasinda tutulmustur.
e Daha sonra filmler banyo edilerek geligtirilmistir.
Degerlendirmede filmler iizerinde prob ve PZR iiriinlerinin dokiildiigii swralarinin
kesistii yerlerde meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul edilmistir.
Istendiginde ECL filmindeki goriintii UVP dokiimantasyon sistemi ile fotograf haline
getirilmigtir. (Sekil 2.1)

Saha Omekleri

T orisntalis
]
() Kontzol

B bigamina

B bovis
. B divergsns

T anmuleta

B.divergens o

L J
Bbovis *0

e »
Bbovis @ ® e 4 L
R:f::;w'z” & !. ;-00 ::!-: (21 KRR | ‘

Sekil 2.1 PZR iiriinlerinin RLB testine tabi tutulmasindan sonra membranin gériintiisii. (Orijinal)

RLB’nin Duyarhliginin Saptanmas:

Reverse Line Blotting testinin duyarhihinin tespiti amaciyla, Babesia ile enfekte
parazitemisi bilinen kan enfekte olmayan kan ile 10’ basamagma kadar
sulandirilmigtir. RLB’nin tespit edebildigi en diigiik parazitemi degeri 10° olarak
saptanarak duyarlilif, Babesia ve Theileria pozitif kontrol DNA’lar1 kullamlarak da
Ozgiilliigii ortaya konmustur. Kontrol DNA’larla yapilan testlerde kendi 6zgiil

problar disinda baglanmalar g6zlenmemistir.
PZR ve RLB Testlerinde Kullanilan Geregler

¢ PZR makinesi Biometra TGradient (Whatman, Biometra)
e 200 pl’'lik PZR tiipii (Tref Lab)
e Elektroforez tanki (Anachem ScotLab)
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¢ Gii¢ Kaynag1 Biometra P25 (Biometra)

e Dokiimantasyon Sistemi (UVP Inc.)

e Biodyne C membran (Pall Biosupport Group)

e MN 45 Miniblotter (Immunetics, Cambridge, Mass)
¢ ECL hyperfilm (Amersham Biotech)

PZR ve RLB Testlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Solusyonlar

e Lysis miks: %0.22 NaCl
1 mM EDTA
%0.015 Saponin
¢ PZR miks: 10 mMTris-HCl pH 8.0
50 mM KCl
%0.5 Tween 20
100 pg/ml Proteinase K*
* Proteinase K PZR miks tiiplere dagitilmadan az &nce karigima ilave
edilmelidir.
¢ 1X PCR Buffer (Sigma ve Fermentas)
e MgCl (Sigma ve Fermentas)
e dNTP mix (Sigma ve Fermentas)
e dUTP (Fermentas)
e Uracil DNA glycosylase (Fermentas)
e Taq Polymerase (Sigma ve Fermentas)
e 500 mM NaHCO;
e %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)carbodiimide) (Sigma)
e 100 mM NaOH
e 0,5MEDTA (pH:8.0)

¢ 5X Tris-Borate EDTA (TBE): 54¢ Tris base
275¢g Borik Asit
20 ml 0,5 MEDTA

1 It’ye tamamlanip manyetik karigtiricida karistirihir,
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%10 SDS: 10g SDS (Lauryl Sulphate) (Sigma)

100 ml H,O
Karistirilip, 60°C’lik su banyosunda eritilir.
20X SSPE: 1753 g NaCl
27,6 g NaH,PO;-H,0O
74 ¢ EDTA
800 ml H,O
10 N NaOH ile pH 7,4’e ayarlanir. 1 It’ye tamamlanir.
2X SSPE/0.1 SDS: 100 ml 20X SSPE
10 ml %10 SDS
890 ml H,O
Karstirihp, 60°C’lik su banyosunda eritilir.
2X SSPE/0.5 SDS: 100 ml 20X SSPE
50 ml %10 SDS
850 ml H,0

Karstirilip, 60°C’lik su banyosunda eritilir,
Streptavidin (Horseradish peroksidaz) (Serotec)
ECL tespit sivisi (Amersham Biotech)
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PZR ve RLB Testlerinde Kullanilan Primer ve Problar

Cizelge 2.1 PZR’da Kullanilan Primerler

Primerin Ad: Dizlisi Kaynak
RLBF, 5'GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAAG3 Gubbels ve ark.,1999
RLBR; Biotinle igaretli 5'TCT TCG ATC CCC TAACTT TC'3  Gubbels ve ark.,1999

Cizelge 2.2 Biodyne C membrane tuturulan aminolinkerli problarn 5°-3° diziligleri *

Ozgiil Oldugu Tiir Dizilisi (5’-3°) Kaynak
Theileria ve Babesia  TAA TGG TTA ATA GGA RCR GTT G Gubbels ve ark., 1999
Tiirleri (Catch All)

Babesia bovis CAG GT TTC GCC TGT ATA ATT GAG  Georges ve ark.,2001
Babesia bigemina CGT TTT TTC CCT TTT GTT GG Gubbels ve ark., 1999

Babesia divergens GTT AAT ATT GAC TAA TGT CGA G Gubbels ve ark., 1999

* T: thymine; A: adenine; C: cytosine; G: guanine; R: A veya G

Cizelge 2.3 Calismada kullanilan problarin membrana tutturulug sirasi ve konsantrasyonlari

Minibletter Prob Konsantrasyon
Sirasi N-terminal C-6 aminolinker’h Pmol/150 pl

1 %?2 ¢ini miirekkebi
2 NaHCO; Buffer
3 Babesia+Theileria (Catch All) 100
4 B.bigemina 200
5 B.bovis 200
6 B.divergens 400

7-44 NaHCO; Buffer
45 %?2 ¢ini miirekkebi
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2.7. Kenelerin Tiir Teshisi

Sigirlarda bulunan ve %70’lik alkole alinan kenelerin laboratuvarda stero-mikroskop
altinda morfolojik Ozellikleri incelenmis ve ilgili kaynaklardaki teshis anahtarlar:

kullanilarak tiir tayinleri yapilmugtir (Hoogstral, 1956; Merdivenci, 1969).

2.8 istatistiksel Degerlendirmeler

Testlerin sonuglar: arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak Snemliligi x* (ki kare)
testiyle, uyumluluklar1 ise Kappa testiyle incelenmistir. Bu istatistiksel testler i¢in
SPSS 10.0 programindan yararlamlmagtir.
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3. BULGULAR

Bu c¢aligma ile 300 sifirin mikroskobik baki, IFAT ve RLB ile babesiosis

pozitiflikleri saptanmis ve Cizelge 3.1°de gGsterilmigtir.

Cizelge 3.1 Mikroskobik baki, IFAT ve RLB sonuglarinin ¢alisma merkezlerine gore dagilimi

Calisma Merkezi  Hayvan Sayist Mikroskobik Baki IFAT RLB
Pozitif % Pozitif %  Pozitif %
Bala 32 1 3,12 4 12,5 1 3,12
Beypazari 8 0 0 1 12,5 2 25
Cubuk 60 0 0 10 16,6 5 83
Elmadag 52 2 3,84 6 11,5 10 19,23
Golbasi 3 0 0. 0 0 0 0
Haymana 31 0 0 0 0 0 0
Kazan 7 1 14,2 1 14,2 1 14,29
Kizilcahamam 10 0 0 2 20 3 30
Merkez lige 57 1 1,75 2 3,5 1 1,75
Polatli 40 3 7,5 1 2,5 7 17,5
TOPLAM 300 8 2,7 27 9 30 10

Bu ¢izelgeden de anlasilacag: gibi (Cizelge 3.1) sigirlarda babesiosis prevalans
degerleri, mikroskobik bakiya gbére, %2,7 (8/300), IFAT’a gbre %9 (27/300),
RLB’ye gbre de %10 (30/300) olarak saptanmugtir. Caligma merkezlerine gore
pozitifliin dagilimi, mikroskobik bakida prevalans degeri -0- olan Beypazar,
Cubuk, Golbagi, Haymana, Kizilcahamam hari¢ diger ¢calisma merkezlerinde % 1,75-
14,2 arasinda, IFAT ile seroprevalanst -0- olan Gdolbagi ve Haymana hari¢ diger
merkezlerde %2,5-20 arasinda, RLB ile IFAT da da seroprevalans: -0- olan Glbasi
ve Haymana hari¢ diger caligma merkezlerinde %1,75-30 arasinda oldugu tespit

edilmistir.

Yine Cizelge 3.1°de ii¢ tan1 ydnteminden elde edilen ayr: ayn pozitif sonuglarin
toplam 65 oldugu halde, bunlardan 21’inin uygulanan ii¢ ydntemden en az ikisi ile
pozitiflik verdigi saptannms ve buna gore ¢aligmanin yapildig bdlgede babesiosis
prevalansmmn %14,6 (44/300) oldugu tespit edilmistir.

52



Caligmada uygulanan tam ydntemlerinin istatistiksel degerlendirmelerinin
yapilabilmesi amaci ile mikroskobik baki, IFAT ve RLB’den elde edilen sonuglar

Cizelge 3.2°de verilmigtir.

Cizelge 3.2 RLB, Mikroskobik baki ve IFAT sonuglarinin kargilastiriimasi

RLB
- + TOPLAM
MB*- ; IFAT - 250 17 267
MB —; IFAT + 20 5 25
MB + ; IFAT - 0 6 6
MB + ; IFAT + 0 2 2
TOPLAM 270 30 300

*Mikroskobik baki

Buna gore (Cizelge 3.2), RLB esas alindiginda mikroskobik muayenenin
duyarliigmm %26,7, Szgiilliigiiniin ise %100 oldugu goriilmiistiir. Her iki test
arasmdaki uyumluluk, %39,6 olarak tespit edilmistir. Mikroskobik muayene ile RLB
testi sonuglari arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu sonucuna
varilmigtir. (p<0,05) Aymi sekilde RLB esas alindiinda IFAT i duyarlihgmnm,
%43,3 Hzgiilliigiiniin ise %94,8 oldugu gériilmiigtiir. RLB ve IFAT 1n uyumlulugu %
39,9 olarak tespit edilmistir. Iki test sonuglar1 arasindaki fark ististiksel olarak 6nemli
bulunmugtur. (p<0,05) |

Mikroskobik bakida Babesia tiirlerinin ayrimi  yanhghklara sebep
olabileceginden, sadece soy diizeyinde degerlendirilmistir. IFAT ve RLB y6ntemleri
ile saptanan B.bigemina, B.bovis, B.divergens’in ¢alisma merkezlerindeki poziflikleri

Cizelge 3.3’de verilmigtir.
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Cizelge 3.3 Siguriarda babesiosis etkenlerinin IFAT ve RLB pozitiflikleri

Babesia Tiirleri IFAT RLB
B.bigemina 22 12
B.bovis 4 7
B.divergens 0 5
B.bigemina+B.bovis 1 3
B.bigemina+B.divergens 0 3

TOPLAM 27 30

Cizelge 3.3 den her iki yontemle B.bigemina’nin diger iki tiire gore daha fazla
gOriildiigii, bununla birlikte B.divergens’in sadece RLB ile saptandigi, B.bovis ile
B.divergens’in birlikte miks enfeksiyonlar olugturmadig: anlasiimaktadir.

Cizelge 3.4 RLB ve IFAT sonuglanumn karsilagtirilmasy

IFAT Toplam
- +
- 256 14 270
RLB (%94,8) (%5.2) (%100)
+ 17 13 30
(%56,7)  (%43,3) (%100)
Toplam 273 27 300

(%91) (%9 (%100)

Indirek floresan antikor testi sonuglari ile RLB sonuglar1 kargilastirldiginda,
IFAT ile pozitif bulunan 13 6rnek, RLB’de de pozitif sonug verirken, IFAT ile tespit
edilen 14 pozitif Srnekte RLB ile pozitiflik saptanamamigtir. RLB ile pozitif bulunan
17 drnekte ise IFAT negatif sonug¢ vermistir. IFAT ve RLB’de pozitif sonug veren 13
Ornegin 11’inde, bulunan tiirler paralellik gdstermistir. IFAT da B.bigemina pozitif
bulunan 2 &rnekte RLB testi B.bigemina - B.bovis miks sonug¢ vermigtir. RLB ve

IFAT sonuglarinin kargilagtirmasi Cizelge 3.4’de verilmistir.

Calisma merkezlerine gore, IFAT ile 27 (% 9) seropozitiflik saptanmuis,
bunlardan  22’sinde = B.bigemina’ya, @ 4’inde  B.bovis’e @ ve  birinde
B.bigemina+B.bovis’e kars: antikor bulundugu halde, B.divergens’e karsi antikor
tespit edilmemistir. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.1°de bu sonuglarin ¢aligma merkezlerine

gore dagilimlar: verilmistir.
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Cizelge 3.5 Serolojik sonuglann ¢alisma merkezlerine gore dagilim,

Cahyma Hayvan Seroloji B.bigemina
Merkezi Sayis1 Pozitif B.bigemina B.bovis B.divergens +
B.bovis
Pozitif % Pozitif % Pouitif %  Poztif % Poitif %
Bala 32 4 12,5 3 9,4 i 3,1 0 0 0
Beypazari 8 1 12,5 1 12,5 0 0 0 0 0 0
Cubuk 60 10 16,6 8 13,3 1 1,6 0 0 1 1,6
Elmadag 52 6 11,5 6 11,5 0 0 0 0 0 0
Gélbag: 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haymana 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kazan 7 1 14,2 1 142 0 0 0 0 0 0
Kizilcahamam 10 2 20 2 20 0 0 0 0 0 0
Merkez Iige 57 2 3,5 0 0 2 3,5 0 0 0 0
Polatli 40 1 25 1 2,5 0 0 0 0 0 0
TOPLAM 300 27 9 22 73 4 1,3 0 0 1 0,3

Yine Cizelge 3.5’de 10 calisma merkezinden 7’sinde B.bigemina, 3’iinde
B.bovis seropozitifligi saptandif, seropozitiflifin B.bigemina’da %2,5-20 oraninda,

B.bovis’de %1,6-3,5 arasinda oldugu gorilmektedir.
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Beypazan
Cubuk
Elmadad
Kazan
Kizilcahamam
Merkez lice

Calisma Merkezleri

Sekil 3.1 Caligma merkezlerine gore seroprevalans degerlerinin dagilim1
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Sekil 3.1°de ¢alisma merkezlerinde IFAT ile babesiosis’in seroprevalansi
gosterilmigtir. Buna gore, Go6lbag1 ve Haymana disindaki ¢alisma merkezlerinden
Kizilcahamam’da seroprevalans degerinin en yiiksek, Polatli’da ise en diisiik oldugu

tespit edilmistir.

Reverse line blotting testi ile 300 sigirdan 30 (%10)’unun Babesia tiirlerini tasidigs,
bunlardan 24°iniin tek bir tiirle (12’sinde B.bigemina, 7’sinde B.bovis, 5’inde
B.divergens) 6’smm iki tiirle (3’iiniin B.bigemina-B.divergens, 3’liniin B.bigemina-

B.bovis) enfekte oldugu tespit edilmistir. (Cizelge 3.6)

Cizelge 3.6 RLB sonuglarmin ¢alisma merkezlerine gire dagilimi

Cahgma RLB B.bigemina B.bovis  B.divergens B.bigemina B.bigemina
Merkezi Pozitif + +

B.divergens B.bovis

Bala *1/32 0 0 0 0 1
Beypazan 2/8 1 0 0 0 1
Cubuk 5/60 3 1 0 0 1
Elmadag 10/52 5 0 3 2 0
Golbas: 0/3 0 0 0 0 0
Haymana 0/3 0 0 0 0 0
Kazan 1/7 1 ] 0 0 0
Kizilcahamam  3/10 0 1 1 1 0
Merkez fige 1/57 1 0 0 0 0
Polath 7/40 1 5 1 0 0
TOPLAM 30/300 12 7 5 3 3

*: 0/x (n: enfekte hayvan sayisi; x:muayene edilen hayvan sayist)

Cizelge 3.6’da ve Sekil 3.2’de Gélbast ve Haymana ilgelerinde Babesia
tiirlerinin saptanamadig), diger ilgelerde ise %1,75 (Merkez Ilce 1/57) - %30
(Kizilcahamam 3/10) arasinda oldugu gériilmektedir.
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Sekil 3.2 RLB sonuglarma gére babesiosis’in prevalansinm ¢alisma merkezlerine gére dagihimm

Sekil 3.2’de de caliyma merkezlerine gére RLB ile babesiosis’in prevalansi
gOsterilmigtir. Buna gore, Golbagi ve Haymana digindaki galigma merkezlerinden
Kizilcahamam’da prevalans degerinin en yiiksek (%30), Merkez Ilge’de ise en diigiik
(%1,75) oldugu tespit edilmistir.

Sigirlardan toplanan kene tiirlerinin ¢aligma merkezlerine gore dagilim: Cizelge

3.7°de gosterilmigtir.

Cizelge 3.7 Siirlardan toplanan kene tiirlerinin ¢aligma merkezlerine gére dagitim

Kene Tiirii Bala Elmadaj Haymana Khamam M Iice Toplam
Rhipicephalus turanicus Disi 12 6 50 0 0 68
Erkek 10 2 55 0 0 67
Rhipicephalus bursa Digi 0 0 13 10 0 23
Erkek 0 0 8 20 0 28
Boophilus annulatus Disi 0 15 0 0 25 40
Erkek O 7 0 0 15 22
Hyalomma anatolicum  Disi 3 10 0 3 3 19
anatolicum Frkek 2 0 5 14
Haemaphysalis punctata Disi 0 0 1 0 1
Erkek 0 0 0 0 0
TOPLAM 27 45 127 38 45 282
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Cizelge 3.7°de de anlasildig1 gibi, Ixodidae ailesinde 5 tiire ait 282 olgun kene
toplanmistir. Bu kenelerin 151°1 disi 131’1 erkek olarak tespit edilmigtir. Bunlarin
disinda, 12 Boophilus annulatus nimfi de saptanmustir. Kene bulunamayan,
Beypazari, Cubuk, Gé6lbasi, Kazan, Polatli hari¢ diger cahisma merkezleri arasinda en
¢ok Haymana (127/282)’da en az Bala (27/282)’dan kene toplanmugtir. Tespit edilen

kene tiirlerinin aylara gére dagihim Cizelge 3.8’de belirtilmistir.

Cizelge 3.8 Kene tiirlerinin aylara gbre dagilimi

" =
= ®

Kene tiirii s s es 2 . 5 g g _ . o£ oz é

g £ 2 & § E & £ 2 & % ¢

C w22 Z =2 H O < & R M<E
Rhipicephalus turanicus 0 0 0 22 113 0 4 0 0 0 0 0 139
Rhipicephalus bursa o 0 0 ¢ 20 30 2 o0 0 0 0 0 5
Hyalomma anat. anatolicm 0 0 0 5 15 8 0 0 0 0 0 0 28
Boophilus annulatus 0 0 0 o0 0 0 0 0 22 40 0 0 62

Haemaphysalis punctata 0 0 0 ¢ 1 0 0 0 0 0 0 0 1
TOPLAM 0 0 0 27 149 38 6 0 22 40 0 0 282

Cizelge 3.8’de en fazla kenenin Mayis ayinda toplandidi Ocak, Subat, Mart,
Agustos, Kasim ve Aralik aylarinda kene bulunamadig: belirtilmigtir. Toplanan kene

tiirleri icinde en ¢ok Rhipicephalus turanicus (% 49,3) en az ise Haemaphysalis

punctata (%0,4) tespit edilmistir.

58



3. TARTISMA

Sigirlarda babesiosis tropik ve subtropik bolgelerde, kenelerle nakledilen ve
ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir hastaliktir (Kuttler, 1988; Ulienberg, 1995).
Diinyanin birgok iilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’de de sigrr yetistiricili§ini tehdit
eden 6nemli sorunlardandir. Bugiine kadar babesiosis’in teshisinde perifer kan
frotilerinin mikroskobik muayenesi, serolojik muayene gibi teknikler kullamlmus,
son yillarda bunlara, PZR gibi molekiiler biyolojik yontemler de eklenmistir. Bu
teshis yOntemlerinin uygulamalan sirasinda birbirilerine gére ¢esitli avantaj ve

dezavantajlari ortaya ¢ikmugtir (Bése ve ark., 1995).

Babesiosis’de hastahif1 atlatan hayvanlar, uzun siire viicutlarinda, az miktarda
parazit tagtyarak vektor kenelerin enfeksiyon kaynagim olusturmakta ve hastalik igin
portorlitk yapmaktadirlar. Bu durumdaki tastyict hayvanlarda mikroskobik muayene
ile etkenleri teshis etmek giiclesmekte ve yanilgilara sebep olmaktadir (Figueroa ve
Buenning, 1995; Ceci ve ark., 1999; Almeira ve ark, 2001). Mikroskobik muayenede
etkenin saptanmasmm giicliigii ile birlikte Babesia tiirlerinin ayrimlarim da yapmak
zordur. Bu durum miks enfeksiyonlarda kanisikhklara sebep olmaktadir. Ozellikle
saha sartlarinda hastaligin birden fazla tiir tarafindan olusturulan miks enfeksiyonlar
seklinde seyretti§i g6z Oniine alindigmnda bu durum 6nemli bir sorun olarak
kargimiza ¢ikmaktadir (d’Oliveira ve ark., 1995; Almeria ve ark., 2001).

Diger taraftan, parazitin bizzat kendisinin degil de, ona kars: olusan antikorlarmn
tespiti esasina dayandirilarak yapilan IFAT, ELISA, CFT gibi serolojik yontemler ve
bunlardan &zellikle IFAT babesiosis’in teshisinde yaygm olarak kullamlmaktadir
(Todorovic ve Carson, 1981; Anon, 1996). Ancak bu ySntemlerde, etken
bulunmadig: halde antikorlarmn varligini devam ettirmesine bagh olarak ortaya gikan
seropozitifliklerin (Gubbels ve ark., 1999) ve ¢apraz reaksiyonlarin sebep oldugu
yanlis seropozitifliklerin meydana gelebilecegi bildirilmistir (Papadopoulos ve ark.,
1996b).
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Yukarida agiklandig1 gibi, parazitlerin teshisinde gerek mikroskobik gerekse
serolojik yontemlerde karsilagtlan olumsuzluklar molekiiler biyolojik ¢aligmalara
paralel olarak gelistirilen PZR teknigi ile giderilmeye calisilmistir. Bu teknik ile
Ozellikle tagtyic1 hayvanlarda Babesia tiirlerini de igine alan bir¢ok patojen etkenin
duyarli ve 6zgiil sekilde teshis edilmesine olanak saglanmugtir (Bishop ve ark, 1992;
Fahrimal ve ark., 1992; Figueroa ve ark., 1992b; d’Oliviera ve ark., 1995; Calder ve
ark, 1996). Ancak tiire 6zgii PZR kullanilmasi durumunda, her hastalik etkeni igin
ayri ayr1 testlerin yapilmasi gerektiginden bu durum hem zaman hem de ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin giderilmesi amaciyla bir defada birden
fazla parazit tiiriiniin teghisine olanak saglayan ve aymi zamanda PZR’a gbre daha
duyarli olan RLB yontemi gelistirilmigtir (Gubbels ve ark.,1999; Georges ve
ark.,2001).

Gegmiste yapilan caligmalarda, kan protozoonlarinin teshisinde PZR ve
RLB’nin mikroskobik baki ve IFAT’a gbre hem daha duyarli hem de daha 6zgiil
oldugu bildirilmistir (d’Oliviera ve ark.,1995; Martin-Sanchez ve ark.,1999; Kirvar
ve ark.,2000; Almeria ve ark.,2001; Tanyiiksel ve ark.,2002; Vatansever ve
Nalbantoglu,2002). Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve RLB ile minimum parazitemi
degerlerinin 10°-107 arasinda oldugu durumlarda bile parazitlerin saptanabildigi
bildirilmistir. Bununla ilgili olarak, PZR’in saptayabildifi minimum parazitemi
degerlerini Calder ve ark. (1996) B.bovis enfeksiyonlarinda 107, Smeenk ve ark.
(2000) B.bovis ve B.bigemina enfeksiyonlarmda 10 olarak tespit etmis, Gubbels ve
ark. (1999) ise RLB yontemi ile Babesia ve Theileria tiirlerini 10 parazitemi
degerinde bile saptamiglardir. Gubbels ve ark. (1999) bildirdigi gibi bu ¢aligmada da
Babesia tiirleri igin tespit edilebilen minimum parazitemi degerinin 10 oldugu

goriilmiistiir.

Bugiine kadar babesiosis’in teshisinde kullanilan mikrokobik baki, serolojik
yOntemler ve PZR’1n biribirileri ile duyarlilik bakimindan kargilastiriimasi yapildig:
halde (Calder ve ark.,1996; Krause ve ark.,1996; Almeria ve ark.,2001; Tanyiiksel ve
ark., 2002), RLB ile yukarida belirtilen testler arasinda duyarhlik karsilastirmalar:
yaptlmamugtir. Bu ¢ahgma ile aym zamanda, mikroskobik baki, RLB ve serolojik
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testlerden IFAT in duyarhlik ve &zgiillilk bakimindan karsilagtirmalar da yapiimug,
RLB’ye gore, mikroskobik bakmin duyarhilifi %26,7; yine RLB’ye gére IFAT in
duyarhili1 %43,3 olarak saptanmus, her ii¢ yontem arasinda babesiosis’in teshisi i¢in

RLB’nin daha duyarh ve 6zgiil oldugu tespit edilmistir.

Diger taraftan bu ¢aligmada uygulanan teshis yontemlerinden IFAT ve RLB’de
saptanan pozitiflikler kargilastinldiginda, IFAT da pozitif olan 14 6megin RLB’de
negatif olmasi, yani kanda antikor oldugu halde parazitin bulunmamasi, Kuttler
(1981)’m, da bildirdigi gibi sahada yogun olarak kullamlan baz:i babesidal
bilesiklerin hayvam piroplazmlardan tamamen arindirdigim diisiindiirmektedir.
Bunun yaninda, yukanidakinin aksine RLB’de pozitif olan 17 &rnegin, IFAT da
negatif olmasi, kanda parazit oldugu halde, antikorlarin saptanamamasmm ifade
etmektedir ki bu durumun da, d’Oliviera ve ark. (1995) ve Martin-Sanchez ve ark.
(1999)’nin bildirdigi gibi, Babesia enfeksiyonlarinda olusan antikorlarin bir siire
sonra azalmasina kargin piroplazmlarin kanda uzun siire kalmalarma bagh oldugu

diisiiniilmektedir.

Bu ¢ahsmadaki, IFAT ve RLB pozitiflikleri tiir bazinda karsilastirildiginda, her
iki yontemde de pozitif olan 13 8rnegin 11’inde aym tiirlerin goriilmesine karsn,
IFAT da B.bigemina pozitif olan 2 dmegin RLB’de B.bigemina+B.bovis miks halde
saptanmasi, bunun yamnda IFAT’da tespit edilemeyen B.divergens’in RLB’de
pozitif sonug¢ vermesi, Papadopoulos ve ark. (1996b)’nin da bildirdigi gibi IFAT da
Babesia bigemina, B.bovis ve B.divergens tiirleri arasinda gorillen c¢apraz

reaksiyonlara baglanabilir.

Yukarida da belirttildigi gibi, PZR ve RLB tekniklerinin, kan protozoonlarinin
teshisi amaciyla kullamldifinda, gerek serolojik yOntemlere gerekse mikroskobik
bakiya gore ¢ok daha duyarh ve dzgiil sonuglar verdigi gosterilmistir (d’Oliviera ve
ark., 1995; Krause ve ark., 1996; Martin-Sanchez ve ark.,1999; Almeria ve ark.,
2001; Georges ve ark., 2001; Aktas ve ark., 2002; Tanyiiksel ve ark., 2002;
Vatansever ve Nalbantoglu, 2002). Diger molekiiler biyolojik yontemlerden farkli
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olarak, RLB’de bir seferde ¢ok sayida Ornegin birden fazla parazit tiiriine kars:
yoklanabilecegi ve miks enfeksiyonlarin ortaya konulabilecegi (Gubbels ve ark.,
1999; Georges ve ark., 2001), bu ¢aligmadan elde edilen sonuglaria dogrulanmigtur.

Tirkiye’de de Babesia tiirlerinin varh@i ve yayilimi uzun yillardan beri
bilinmektedir (Ekrem, 1931, Lestoquard, 1931, Goren ve Yetkin, 1935; Aysoy, 1941,
Currason, 1943). Bu parazitlere ait ilk veriler mikroskobik muayene sonuglarina
dayanmaktadir (Kurtpinar, 1956; Goksu, 1959, Unat, 1965, Erkut, 1967, Mimioglu,
1968, Goksu, 1970; Hoffinan ve ark., 1971, Mimioglu ve ark., 1973; Tiizer, 1981).
Bu caligmalarda, Ege bdlgesinde, babesiosis’in %4,9 (Erkut, 1967), Karadeniz
bolgesinde B.bigemina %3,75-7 (Mimioglu, 1968, Goksu, 1970), B.bovis %3,75
(Goksu, 1970), Marmara bdlgesinde B.bigemina %11,6, B.bovis %34,8 (Tiizer,
1981), Tiirkiye genelinde ise babesiosis’in %3,5 (Hoffman ve ark., 1971) oranlarinda
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ise I¢ Anadolu Bolgesinde yer alan, Ankara
yoresinde, mikroskobik bakida babesiosis’in prevalansi %2,7 olarak tespit edilmistir.

Tirkiye’de IFAT ile yapilan serolojik yoklamalarda, B.bigemina, Ankara’da
%4,8-%100 (Cakmak 1987; Saymn ve ark.,1989; Inci 1992; Eren 1993), Karadeniz
bolgesinde %61,8 (Dinger ve ark., 1991), Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde %48,8
(Cakmak, 1993), Adana’da %54,9 (Cakmak ve Oz, 1993), Elazi3’da %31,9;
Malatya’da %7,1; Tunceli’de %7,3 (Aktas ve ark., 2001), Kayseri’de %23,03 (Inci
ve ark., 2002); B.bovis, Ankara’da %9,78-59 (Cakmak 1987; Sayin ve ark.,1989; inci
1992; Eren 1993), Karadeniz bolgesinde %44,7 (Dinger ve ark., 1991); Giiney Dogu
Anadolu bolgesinde %0,6 (Cakmak, 1993), Adana’da %43,5 (Cakmak ve Oz, 1993);
Elaz13’da %1,4; Tunceli’de %0,6 (Aktas ve ark., 2001); Tekirdag’da % 9,9 (Alp ve
Giiveren, 2001), Kayseri’de %1,04 (Inci ve ark., 2002); B.divergens, Karadeniz
bdlgesinde, %75 (Dinger ve ark., 1991), Adana’da %17(Cakmak ve Oz, 1993),
Elaz1g’da %3,5; Malatya’da %0,6, Tunceli'de %1,2 (Aktas ve ark., 2001),
Kayseri’de %2,09 (Inci ve ark., 2002) oranlarinda bulunmustur.

Bu caliymada ise IFAT sonuglarma goére Ankara g¢evresinde babesiosis’in

seroprevalanst %9 (%7 B.bigemina, %2 B.bovis ) olarak tespit edilmigtir. Bu
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sonuglar Cakmak (1987) ile uyumluluk gostermesine karsmn, Sayin ve ark. (1989),
Inci (1992) ve Eren (1993)’e gore diisiik bulunmustur.

Tiirkiye’de kan parazitlerinin teghisi konusunda molekiiler biyolojik metodlarla
yapilan ¢aligmalar smirli sayidadir. Babesia tiirlerinin PZR ile saptandif: ilk ve tek
calisma Tanyiiksel ve ark. (2002) tarafindan yapilmis ve B.bigemina, Ankara’da
%8,45; Kayseri’de %23,8 B.bovis Ankara’da %12,68; Burdur’da %8, Samsun’da

%3,85; B.divergens Samsun’da %3,37 oranlarinda tespit edilmigtir.

Bu ¢aligmada ise, Ankara bdlgesinde, RLB ile Babesia tiirlerinin prevalansi
%10 (%6 B.bigemina, %2,3 B.bovis, %1,7 B.divergens) olarak tespit edilmistir.
Tanyliksel ve ark. (2002), PZR ile yaptig1 ¢aligma ile karsilagtirildiginda genel olarak
sonuglarin uyumluluk gésterdigi, aradaki farkliligmn ise drneklerin almdlgl yoGrelere
bagli olabilecegi diigiiniilmiistiir, Bu ¢aligmada B.divergens tek basina ve miks halde
tespit edilmesine karsin Tanyiiksel ve ark.(2002) B.divergens tespit edemediklerini
bildirmislerdir. Bu durumun B.divergens’in yaygin oldugu bdlgelerden gelebilecek
muhtemel hayvan hareketlerine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun sonucu
olarak RLB ile tespit edilen etkenin diger duyarhh hayvanlar i¢in de risk

olusturabilecegi diisiiniilebilir.

Babesiosis’in ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, Babesia tiirlerini tastyan ve
nakleden vektSr keneler tarafindan gergeklestirilmektedir. Dolayisi ile hastalifin bir
bdlgedeki durumunun bilinmesi ve kontrol altina alabilmesi igin o bdlgede Babesia
tiirlerinin  vekt6rliigiinii yapan kene tiirlerinin varligi ile birlikte biyo-ekolojik
Ozelliklerinin saptanmasi da biiyikk 6nem tagimaktadir (Karaer ve ark, 1997). Bu
amagla, Tiirkiye’de bulunan Ixodidae ailesine bagh kene tiirlerinin belirlenmesi ile
ilgili birgok ¢alisma yapilmis, bu aileye ait 6 soy ve sigir babesiosis etkenlerinin
taginmasinda rol alan keneleri de igine alan ¢ok sayida tiir tespit edilmistir
(Kurtpmnar, 1954; Mimioglu, 1954, Merdivenci, 1969; Mimioglu, 1973; Ozkog,
1979; Saymn ve Dumanli, 1982; Giiler ve ark., 1993; Agici ve Celep, 1997; Arslan ve
ark., 1999; Beyazit, 2000; Sert ve ark., 2001a; 2001b, Yukar1 ve Umur, 2002).
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Birgok aragtirmaci (Karaer, 1983; Sayin ve Karaer, 1987) Ankara gevresinde
sigir Babesia etkenlerinin vektdrii Boophilus annulatus ve Ixodes ricinus’un varhig:
bildirdigi halde Ankara yoresinde yapilan bu ¢aliymada sadece B.annulatus tespit

edilmisgtir.



SONUC

Bu ¢aligma da Tiirkiye’de ilk defa PZR testini hibridizasyonla birlestiren RLB testi
kullamlmistir. Mikroskobik baki ve IFAT ile yapilan karsilastirmalarda daha duyarhi
ve Ozgiin oldugu ortaya konmustur. RLB’de bir Ornekte aym: anda birden fazla
Babesia tiirtinin  bulunabilecegi ve bunlarin miks enfeksiyonlar meydana
getirebilecegi tespit edilmistir. Bu metod direk olarak etkenin tespitine y6nelik
oldugundan, bir bolgede hastahifin yayilmasinda vektor keneler i¢in hastah@mn
kaynagimi olugturan tasiyict hayvanlarin tespit edilmesi agisindan da yararh

olabilecegi sonucuna varilmugtir.

Bu c¢aligma ile RLB testinin kullanilmas: durumunda, incelenen bir 6rnekte
bir¢ok tiiriin yoklanabilecegi gosterilmigtir. Oysa ki, serolojik ydntemler veya tiire
6zgii PZR kullanilmas1 durumunda, her tiir igin ayri ayn testlerin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bakimdan RLB, zaman ve ekonomik kazang ydniinden bilinen

diger tam ySntemlerine gére ¢ok daha yararh bulunmugtur.

Testin sagladig: pratik yararlar yaninda, Ankara bolgesinde sigirlarda Babesia
tiirlerinin yayihg ile ilgili giincel veriler elde edilmistir. Calisma sonunda bu bdlgede
sigirlarda Babesia tiirlerinin prevalansinda diigmeler oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda bu bélgede daha 6nce serolojik olarak yapilan yoklamalar sonucunda tespit
edilemeyen Babesia divergens’in RLB ile piroplazmlar: tespit edilmistir. Dolayisiyla
bu etkene kars:t duyarh konumdaki bolge hayvanlarinin bu etken ydniinden de

kontrollerinin yapilmasmin faydali olacag: diisiiniilmektedir.
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OZET

Sigairlarda Bazi Babesia Tiirlerinin Reverse Line Blotting (RLB) ve indirek

Floresan Antikor Testi (IFAT) ile Karsilastirmah Tams Uzerine Arastirmalar.

Bu calisma, 2001-2002 tarihleri arasinda Ankara yoresinde sigirlardan toplanan
kanlarda Babesia bigemina, B.bovis ve B.divergens’in Reverse Line Blotting (RLB),
Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) ve mikroskobik muayene ile kargilagtirmali
tanis1 amaciyla yapilmistir. Bu amagla, ¢aligma dénemini kapsayan yillarda, Ankara
iline bagl 10 ilgeye ait kdylerden meraya ¢ikan bir yagin iizerindeki, hayvanlardan
rastgele segilen 300 sigirdan IFAT ve RLB’de kullamlmak iizere kan alinmgtir. Kan
alman hayvanlarm kuyruk uglarindan perifer kan frotileri yapilip Giemsa ile
boyanmig ve Babesia spp. piroplazmlar1 ydniinden incelenmistir. Bunun yaminda,

hayvanlarin kene y6niinden de kontrolleri yapilmustir.

Sigirlardan alman 300 Ornedin muayenesinde, testlere gore, kan frotisinin
mikroskobik bakisinda %2,7, IFAT de %9; RLB y6nteminde ise %10’luk pozitiflik
tespit edilmigtir. Kullanilan yéntemlerin duyarhlik ve 6zgiilliikleri karsilastirildiginda
RLB’ye g6re, mikroskobik bakmin %26,7; IFAT in ise %43,3 oraninda duyarli
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, testler arasindaki sonuglarmn farklilif: istatistiksel
olarak kargilagtirilmig, RLB tekniginin mikroskobik bak: ve IFAT’a gbre daha
duyarl: ve 6zgiil oldugu anlagitmstir.

Arastirma siiresince, ¢aligma merkezi olarak segilen koylerdeki hayvanlar
tizerinden Ixodidae ailesinde 5 tiire (Rhipicephalus turanicus, Rhipicephalus bursa,
Hyalomma anatolicum anatolicum, Boophilus annulatus, Haemaphysalis punctata)

ait 282 kene bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Ankara, Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia divergens,
IFAT, RLB, Sigur.
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SUMMARY

Comparative Studies on Detection of Some Bovine Babesia Species by Reverse

Line Blotting (RLB) and Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT)

The aim of this study was comperative diagnosis of Babesia bigemina, B.bovis,
B.divergens by microscopy, IFAT and RLB in cattle blood specimens collected from
the villages of Ankara region between 2001-2002. The blood specimens were
collected from randomly selected 300 cattle which were over 1 year old and gone to
pasture. At the same time, Giemsa stained peripheral blood smears were examined
for the presence of Babesia parasites and also cattle were examined for the presence

of ticks.

Of the 300 cattle blood and sera samples analyzed, 2.7%, 9%, 10% were found
to be positive by microscopy, IFAT and RLB, respectively. The sensitivity and
specifity of these diagnostic methods were compared. When RLB served as the
definitions of infection, the sensitivity of microscopy was 26.7% and that of the
IFAT was 43.3%. These results were compared statistically and it was observed that

RLB was more sensitive and spesific when compared to microscopy and IFAT.

Throughout the study period, 282 Ixodidae ticks belong to 5 species
(Rhipicephalus turanicus, Rhipicephalus bursa, Hyalomma anatolicum anatolicum,

Boophilus annulatus, Haemaphysalis punctata) were found on the cattle.

Key Words: Ankara, Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia divergens,
Cattle, IFAT, RLB.
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