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Kayseri Yoresindeki Sigirlardan Toplanmis Kene Tiirlerinde Babesia bovis ve Babesia
bigemina’nin Real Time PCR Yontemiyle Arastiriimasi*
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Ozet: Bu galisma, Kayseri'nin farkli lokalizasyonlarindaki sigirlardan toplanmis eriskin ixodid kenelerden olusturulmus
genomik DNA havuzlarinda Babesia bigemina ve B. bovis’in real time PCR analizleriyle arastiriimasi ve izolatlarin filo-
genetik karakterlerinin saptanmasi amaciyla gergeklestirilmistir. Sigirlardan toplanmis 1115 eriskin ixodid keneden
olusturulmus DNA havuzlarinda, B. bigemina ve B. bovis igin rap-1a ve msa-2c gen bdlgelerini amplifiye eden primer-
lerle TagMan prob bazli ve Sybergreen tabanli real time PCR analizleri yapilmistir. Toplam 38 genomik DNA havuzu-
nun ikisinde (%5.2) B. bovis ve sekizinde (%21) B. bigemina pozitifligi saptanmistir. Miks enfeksiyon belirlenmemistir.
Babesia bigemina pozitiflerin doérdl Rhipicephalus annulatus, ikisi R. turanicus, biri Hyalomma marginatum ve biri H.
anatolicum havuzlarinda, B. bovis pozitiflerin ikisi de H. marginatum havuzunda saptanmistir. Ct (cycle threshold) (dR)
degerleri B. bigemina ve B. bovis i¢in ortalama 35.75 ve 37.71 belirlenmigtir. Molekuler karakterizasyon amaciyla nes-
ted PCR analizleriyle uygun DNA bant profilleri gésteren B. bigemina pozitif sekiz 6rnekten ikisi sekanslanmis ve Gen-
Bank kayitlari (KU680419-KU680420) gergeklestirilmistir. BbigrapKys1 ve BbigrapKysz2 izolatlarinin filogenetik analizle-
rinde kendi aralarinda %100 identiklik, Dinyadaki ve Turkiye'deki diger benzer izolatlarla %1+0.5 ve %0.7+0.4 genetik
farkllik tespit edilmistir. Sonug olarak bu galismayla, Kayseri yoresindeki sigirlardan temin edilmis kenelerde B. bigemi-
na ve B. bovis’in varligi ve molekller prevalansi ile pozitif bazi izolatlarin molekiler karakterizasyonu ve filogenileri
hakkinda bilimsel veriler elde edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Babesia bovis, Babesia bigemina, Kayseri, kene, molekuler karakterizasyon, real time PCR

Investigation of Babesia bovis and Babesia bigemina by Real Time PCR in Tick Species Collected
from Cattle in Kayseri Province

Summary: This study was performed to investigate Babesia bigemina and B. bovis via real time PCR analyses in ge-
nomic DNA pools constructed from adult ixodid ticks on cattle in different parts of Kayseri, and to detect the phyloge-
netic characters of the isolates. TagMan and Sybergreen real time PCR analyses with rap-7a and msa-2c gene specific
primers for B. bigemina and B. bovis were performed in DNA pools of 1115 adult ticks. B. bovis and B. bigemina were
detected in two (5.2%) and eight (21%) out of 38 DNA pools. No mix infection was determined. B. bigemina was found
in four Rhipicephalus annulatus, two R. turanicus, one Hyalomma marginatum, and one H. anatolicum pools whereas
both two positive B. bovis samples were detected in H. marginatum pools. Ct (cycle threshold) (dR) values were deter-
mined as 35.75 and 37.71 for B. bigemina and B. bovis. Two B. bigemina positive samples were sequenced and de-
posited into GenBank (KU680419-KU680420). In phylogenetic analyses of BbigrapKys1 and BbigrapKys2 isolates,
100% identity amongst themselves and 1£0.5% and 0.7+0.4% genetic distances were found with other similar isolates
from the world and Turkey. In conclusion, the scientific knowledge was obtained about the molecular prevalence of B.
bigemina and B. bovis in ticks collected from cattle in Kayseri province and also about molecular characterization and
phylogenies of some positive isolates.
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Giris olmaktadir. Paraziter hastaliklar arasinda cogra-
Tarkiye'de hayvanciligin gelismesini olumsuz fi konumu itibariyla subtropik iklim kusaginda
yonde etkileyen barinak, bakim ve besleme gibi yer alan Turkiye’de yaygin olarak gorulen kene-
yetistiricilik hatalarinin yaninda, bakteriyel, viral ler ve kene kaynakli enfeksiyonlar bliyik énem
ve paraziter orijinli hastaliklar halen daha etkili tasimaktadir. Keneler ve kene kaynakl enfeksi-
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Kene kaynakl enfeksiyonlarin yayllmasinda
esas rol oynayan ixodid keneler Turkiye’'nin tim
cografi bdlgelerinde yaygin olarak gorilmekte-
dir. Uzun yillar birgok arastirmaci Turkiye'deki
kene tirleri ve cografi dagilimlari tGizerinde ¢alis-
malar yuritmaslerdir. Bu calismalara (3, 6, 10,
16, 17, 22-24, 30) gére i¢c Anadolu Bélgesi'nde,
Ixodes ricinus (%0.2), Dermacentor marginatus
(%0.5-3), D. niveus (%0.8-15.4), Haemaphysa-
lis concinna (%3.1), Hae. inermis (%0.1-0.6),
Hae. numidiana (%0.1), Hae. otophila (%1.7-
59.8), Hae. parva (%0.6-20.5), Hae. punctata
(%1.4-4.2), Hae. sulcata (%0.6-11.8), Hyalom-
ma anatolicum (%0.4-19.6), H. excavatum (%
0.2-24.7), H. detritum (%0.6), H. marginatum (%
0.2-18.5), Rhipicephalus annulatus (%9-42.4),
R. bursa (%4.5-93.1), R. sanguineus (%2.3-
55.3) ve R. turanicus (%4.8-52) oranlarinda tes-
pit edilmistir. Sigirlarda babesiosis’e 6zellikle
Babesia bigemina ve B. bovis tlrleri sebep ol-
maktadir. Bu etkenlerden, B. bigemina; R. mic-
roplus, R. decolaratus, R. annulatus ve R. evert-
si, B. bovis ise R. calcaratus, R. microplus, R.
geiyi ve |I. ricinus tarafindan nakledilmektedir
(14,36).

Tropik ve subtropik iklim kusagindaki bélgelerde
siIgir babesiosis etkenlerinden olan Babesia bo-
vis ve B. bigemina, endustriyel sigir yetistiricili-
ginde blyuk ekonomik kayiplara yol agan ve
ixodid keneler tarafindan nakledilen intraeritrosi-
tik apicomplexan protozoonlardir (4). Babesia
turleri, suslar arasinda immunojenik T ve B
hiicre epitoplarina sahip merozoit yiizey antijen-
lerine (VMSA) ve roptri iligkili proteinlere (rap-1)
sahiptir (32,37). B. bovis'in ylzeyinde bulunan
antijenlerden biri olan msa-2c¢ proteini, VMSA
ailesi icerisindeki diger antijenlerine nazaran
daha ylksek korunmusluk 6zelligi gostermekte-
dir (4). Benzer sekilde B. bigemina rap-1 anti-
jenleri de farkli bolgelerdeki suslar arasinda
yuksek korunmusluga sahip bir gen bélgesi ola-
rak dikkat cekmektedir (32).

Son yillarda sigirlarda babesiosisin teshisinde,
mikroskobik ve serolojik teshis ydntemlerine
gOre daha yilksek spesifite ve sensitiviteye sa-
hip bir teknik olan real time PCR yontemi tercih
sebebi olmaya baslamistir. Bu teknik sayesinde
¢ok dusik parazitemiye sahip hayvanlarda bile
enfeksiyon tespit edilebilmekte ve boylelikle re-
zervuar hayvanlar belirlenebilmektedir (8,9,28).
Bu c¢alismada, Tirkiye’den ve Dinya’dan daha
Once GenBank’a girilmis B. bovis ve B. bigemi-
na sigir izolatlariyla, vektor kenelerden elde edi-
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len B. bovis ve B. bigemina izolatlari arasinda
filogenetik olarak ne gibi farkhlklarin olabilecedi
hipotez edilmis ve bu hipotez dogrultusunda
sigirlardan elde edilmis kene &rneklerinden
olusturuimus DNA havuzlarinda B. bovis ve B.
bigemina varliginin Sybergreen ve TagMan
prob tabanlh real time PCR teknigi ile kantitatif
olarak arastiriimasi ve pozitif izolatlarin moleki-
ler karakterizasyonlarinin yapilmasi amacglan-
mistir.

Gere¢ ve Yontem

Genomik DNA havuzu ve kene materyali

Bu calismanin materyalini, Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmis VA-05-05 kodlu ve
“Sigirlarda Gorulen Theileria ve Babesia Turleri-
nin Vektor Kenelerde Molekiler Biyolojik Teshi-
si” konulu arastirma projesi kapsaminda Mayis-
Agustos aylari arasinda Kayseri’'nin farkli lokali-
zasyonlarindaki sidirlardan toplanmis toplam
1115 eriskin ixodid keneden (267 R. annulatus,
106 Hae. parva, 2 Hae. sulcata, 245 H. margi-
natum, 106 H. anatolicum, 53 H. excavatum, 68
H. detritum, 219 R. turanicus, 28 R. bursa, 1 R.
sanguineus, 20 D. marginatus) elde edilmis
DNA havuzlari olugturmustur. Havuzlar ayni tire
ait eriskin disi ve erkek kenelerden olusturul-
mustur. Ornek sayisi 10’un (zerinde olan ha-
vuzlar bolinerek DNA ekstrakte edilmis ve elde
edilen genomik DNA ekstraktlari ayni havuzda
birlestirilmistir.

Real time PCR analizleri

Erigkin digi ve erkek kenelerden olusan genomik
DNA havuzlarinda sigir Babesia etkenlerinin
arastirlmasinda Sybergreen ve TagMan real
time PCR yontemleri kullaniimistir. Sybergreen
tabanl real time PCR analizlerinde FastStart
Universal SYBR Green Master (Rox) Mix
(Roche Diagnostics, Germany) ve B. bovisin
msa-2c¢ gen bolgesine ait 97 bp’lik bélgeyi ¢o-
galtan msa2c2F (GGACAAATTA AGCAACCTA-
TACAAA), msa-2c2R
(AGCTTTCCTTGTTTCGAATTTTATAA) primer-
leri kullaniimistir (28). TagMan prob bazl real
time PCR analizlerinde ise Brilliant II gPCR
Master Mix (Stratagene, Agilent Technologies,
USA) ve B. bigemina’nin rap-1a geninin 95
bp’lik boélgesini ¢cogdaltan rap1F (TCA GCGAC-
TACGTCCATTTG) ve rap1R
(AATCAACTTGGCAGGGTCAG) primerleri ile
rap1P (HEX-CCG CGTACAAGAG GTGG TA-
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CAGGAA-BHQ1) probu kullaniimistir (20).
Babesia bovis msa-2c ve Babesia bigemina
rap-1a genlerinin amplifikasyonu

Molekdiler analizler sonucu B. bovis pozitif oldu-
gu saptanan ornekler Uzerinde msa-2c genini
¢cogaltan msa-2cF (5-
ATGGTGTCTTTTAACATAATA-3’) ve msa-2cR
(5-AAATGCAGAGAGAACGAAGTAGCA  GA-
GAGT-3") primerleriyle (5), B. bigemina pozitif
ornekler Uzerinde ise rap-1a genini amplifiye
eden primerlerle sirasiyla konvansiyonel PCR
ve nested-PCR analizleri gerceklestirilmistir.
Nested PCR analizinin ilk PCR basamaginda
(5-GAGTCTGC CAAATCCTTAC-3’) forward ve
(5-TCCTCTACAG CTGCTTCG-3’) reverse pri-
merleri (7), ikinci PCR basamaginda ise (5'-
AGCTTGCTTTCACAACTC GCC-3’) forward ve
(5-TTGGTGCTTTGACCGACGACAT-3’) rever-
se primerleri kullaniimistir (27). Babesia bovis
icin reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 1,5 mM
MgCl,, 200 nM primer, 200 mM dNTP ve 1.5U
Taq DNA polymerase ve 50 ng/ul template ola-
rak hazirlanmigtir. Isi profili; 6n denatiirasyon:
95 C’de 30 s; 35 siklus, denaturasyon: 95 C’de
30 s, baglanma: 60 C’de 1dk, uzama: 72 C'de 1
dk; son uzama: 72 C’de 10 dk olarak program-
lanmistir (27). Babesia bigemina igin reaksiyon
karigsimi: 10X PCR buffer, 3mM MgCl, 100 nM
primer, 200 mM dNTP ve 2.5U Taq DNA poly-
merase ve 50 ng/uL template seklinde hazirlan-
mistir. Isi profili her iki PCR igin de 6n denati-
rasyon: 94 ‘C’de 5 dk; 35 siklus, denatiirasyon:
94 C’de 1dk, baglanma: (55C’'de 1 dk 1. PCR;
58 C'de 1 dk nPCR), uzama: 72°C’de 1 dk; son
uzama: 72 C'de 10 dk olarak ayarlanmistir (7,
34). Amplikonlar %1.5’luk agaroz jelde gorinti-
lenip analiz edilmigtir.

Babesia bovis msa-2c ve B. bigemina rap
-1a gen bélgelerinin sekansi ve filogene-

tik analizleri

PCR analizleri sonucu jel tzerinde uygun kon-
santrasyonda belirlenen B. bigemina igin iKi izo-
lata ait amplikon, High Pure PCR Product Purifi-
cation Kit (Roche) kullanilarak jelden purifiye
edilmistir. Real time PCR analizleri sonucu pozi-
tif belirlenen B. bovis izolatlari ¢ok disik Ct
(dR) degeri verdiginden PCR analizlerinde msa-
2c gen bolgesi igin uygun DNA bant profili elde
edilememistir. Babesia bigemina izolatlari purifi-
kasyon sonrasi ilgili gen bdlgelerinin analizi igin
amplifikasyonda kullanilan primerlerle (rap-1a
icin nested primeri) cift yonli olarak sekanslatil-
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mistir. Kromotogramlar dikkatlice analiz edildik-
ten sonra Geneious 5.5.5 (12) yazihmi ile
forward ve revers dizilimlerin pairwise align-
mentlari yapilmis son dizilimler elde edilmigtir.
Elde edilen sekanslarin, Dinyada GenBank’a
kayith diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (33) ve
Geneious 5.5.5 (12) yazilimlarinda ¢oklu hizala-
malar yapilarak filogenetik karakterleri ortaya
konmustur. Genetik farkliliklarin saptanmasinda
Kimura two parameter modeli secilmistir (33).
Neighbour-joining metodu ile filogenetik agaclar
1000 bootstrap degeri kullanilarak Mega 5.0
yazilminda (33) olusturulmustur. Elde edilen
tim dizilimlerin GenBank kayitlari yapiimistir.

Bulgular

Real time PCR sonuglan

Real time PCR analizleriyle incelenen toplam 38
genomik DNA havuzundan sekizi (%21) B. bi-
gemina (Sekil 1), ikisi (%5.2) B. bovis (Sekil 2)
ile enfekte bulunmustur. incelenen érneklerde
miks enfeksiyona rastlanmamistir. Babesia bi-

Amplification Plots

Sekil 1. TagMan Prob bazl real time PCR analizleri sonucu
B. bigemina pozitif saptanan 6rneklerin amplifikasyon egrile-
ri. a: B. bigemina pozitif 6rnekler; b: B. bigemina pozitif kont-
rol; c: No DNA ve negatif 6rnekler

gemina pozitif belirlenen sekiz 6érnegin dérdu R.
annulatus, biri H. marginatum, ikisi R. turanicus
ve biri H. anatolicum havuzlarinda saptanirken,
B. bovis pozitif iki érnek de H. marginatum ha-
vuzunda saptanmistir.

Sybergreen tabanhi gPCR analizlerinde pozitif
orneklere ait ortalama ¢oziinme sicakligi (Tm)
78.1 °C (0.2 °C) olarak tespit edilmistir (Sekil
2). Ct (dR) degerleri B. bovis ve B. bigemina igin
ortalama 37.71 ve 35.75 olarak belirlenmistir.
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MELT CURVE

Sekil 2. Sybergreen real time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan bazi érneklerin amplifikasyon grafikleri ve erime
egrileri (melting curve); Tm=78,1. a: B. bovis pozitif drnekler; b: B. bovis pozitif kontrol; c: No DNA ve negatif érnekler

Msa-2c ve rap-1a gen boélgeleri sekans ve
filogenetik analizleri

Sybergreen tabanli Real time PCR analizlerinde
B. bovis pozitif belirlenen iki érnekten, Ct (dR)
degerlerinin ¢ok yuksek, dolayisiyla parazitemi
seviyesinin ¢ok dugtk olmasi nedeniyle agaroz
jel Gzerinde amplifikasyon elde edilememistir.
TagMan prob tabanl Real time PCR analizlerin-
de B. bigemina pozitif belirlenen iki drnegin aga-
roz jel Uzerinde 412 bp buyukliginde amplifi-
kasyon gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 3).

412 bp

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

Nukleotid dizileri tespit edilen izolatlarin B. bi-
gemina igin KU680419 (BbigrapKys1) ve
KU680420 (BbigrapKys2) aksesyon numaralari
ile GenBank kayitlari gergeklestiriimistir. Filoge-
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netik analizlere GenBank’ta kayitl Suriye, Tay-
land, Amerika Birlesik Devletleri, Filipinler izolat-
lari ile Tarkiye'den benzer izolatlar da dahil edil-
mistir. Rap-1a gen bdlgesine gore saptanan B.
bigemina izolatlari arasinda gesitli nikleotid de-
gisimleri belirlenmistir. B. bigemina belirlenen
izolatlarin (BbigrapKys1-BbigrapKys2) ikili ki-
yaslamalarina gore kendi aralarinda %100 iden-
tiklik, Dinyadaki diger bazi izolatlarla %1+0.5 ve
Turkiye'deki benzer izolatlarla %0.7+0.4 genetik
farklihk tespit edilmistir. Neighbor joining meto-
du ile olusturulan filogenetik agacta (Sekil 4),

39| AB617643 Syrian isolate 2 Suriye
Jl—‘: AB617644 Syrian isolate 3 Suriye
5 AB617642 Syrian isolate 1 Suriye
AF017288 Texcoco ABD
481‘_‘7 AF017284 CGA ABD
781 AF017285 CGP ABD

AF017286 S1A ABD
AF017287 S2P ABD
KC515387 BbigE2 Erzurum Turkiye

KC515386 BbigE1 Erzurum Turkiye
| BbigrapKys1 Kayseri Turkiye

6 | BbigrapKys2 Kayseri Turkiye
AF017289 UYA ABD

33 1JN974300 Tayland

KC515388 BbigE3 Erzurum Turkiye

AB586126 Tayland

AB594816 Tayland

AB594817 Tayland

36 1JX648554 Filipinler

Sekil 4. Kayseri yoresinde kene havuzlarinda saptanan B.
bigemina izolatlan ile GenBank’a kayitli diger B. bigemina
izolatlarinin rap-1a gen bdlgesine gore filogenetik akrabalik-
lar (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli). Olgek
cizgisi bolgeye gore nukleotid degisimini gdstermektedir.
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BbigrapKys1 ve BbigrapKys2 izolatlarinin Tarki-
ye’den BbigE1 ve BbigE2 izolatlariyla, Amerika
Birlesik Devletleri’nden ise S2P izolatiyla yakin
olduklari belirlenmisgtir.

Tartisma ve Sonug

Keneler insanlarda ve hayvanlarda gorilen ve
zoonotik 6neme sahip bir¢gok paraziter, bakteri-
yel ve viral patojenlerin en dnemli vektérlerin-
dendir. Keneler ve kene kaynakli patojenler
Ozellikle son yillarda tim dinyada artis géster-
mektedir. Kenelerin dagilimi ve yayginhigi direkt
olarak halk sagligi problemi olup ézellikle giftlik
hayvani yetistiriciliginin yapildigi bélgelerde ke-
neler insan enfeksiyonlarinin rezervuar konakla-
ri olabilmekte veya direkt olarak enfeksiyonlari
nakledebilmektedir. Konaklarindan veya saha-
dan toplanan kenelerin ve bu kenelerde kene
kaynakli patojenlerin molekiler olarak belirlen-
mesi, cografik bir bélgede yeni ortaya ¢ikan ke-
ne kaynakli hastaliklarin risk faktorlerinin deger-
lendiriimesinde kullanish olmaktadir (11,19).
Babesia bovis ve B. bigemina’nin vektor kene-
lerde molekiiler olarak arastiriimasiyla ilgili ola-
rak ise Tuarkiye'de sinirli sayida ¢alisma bulun-
makta olup bu ¢alismalarin konvansiyonel PCR,
reverse line blotting (RLB) gibi molekiler teshis
yontemleriyle yapildigi dikkati gekmistir. Mevcut
calisma kenelerde B. bovis ve B. bigemina’nin
Dunya’da, real time PCR ile arastirildigi ilk ¢a-
lisma olmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
ica ve ark. (18) Kayseri yoresindeki sigirlardan
ve barinaklardan toplanan kenelerden olusturul-
mus DNA havuzlarinda RLB metodu ile incele-
me yapmislar ve %14 B. bigemina, %2.3 Babe-
sia sp. ve %2.3 T. annulata + B. bigemina miks
pozitifligi rapor etmislerdir. Bu c¢alismada (18)
saptanan Babesia sp. (Kayseri 1) izolatinin
sekans analizlerinde Cin'den bildirilen Babesia
turleri ile ayni clade’te yer aldigi tespit edilmistir.
Turkiye’'de yapilan bir diger calismada Aktas ve
ark. (2) Karadeniz Bolgesi’'ndeki sidirlardan top-
lanmis toplam 2160 erigskin keneden olustur-
duklar 224 DNA havuzunda RLB ile Babesia
turlerini arastirmis ve %3.33'luk Babesia sp.
pozitifligi belirlemislerdir. Elde ettikleri Babesia
sp. pozitif 6rneklerin sekans analizlerinde bu
orneklerin iga ve ark. (18)nin calismasinda
bulduklari Babesia sp. pozitiflerde oldugu gibi
isimlendirimemis Babesia turleriyle ylUksek
homoloji gOsterdigini saptamiglardir.
Calismamizda ise ica ve ark. (18)'nin aragtirdigi
ayni kene havuzlarinda B. bovis ve B. bigemi-
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na’nin varligi RLB metoduna gére daha duyarl
olan real time PCR metodu ile incelenmis ve

incelemesi yapilan 38 adet genomik DNA
havuzunun sekizinde (%21) B. bigemina,
ikisinde (%5.2) ise B. bovis pozitifligi

saptanmistir. Calismamizda B. bigemina varhgi
ica ve ark. (18)nin buldugu prevalans oranina
gbre daha yuksek bulunmus ve ayrica iki
ornekte de B. bovis pozitifligi belirlenmigtir.
Dolayisiyla ayni kene havuzlarinda farkh yont-
emlerle yapilan calismalarda real time PCR
tekniginin RLB ydntemine goére daha duyarli
oldugu teyit edilmistir. Turkiye'de sigirlardan
toplanan kenelerden olusturuimus DNA havu-
zlarinda yapilan arastirmalarda ica ve ark. (18)
B. bigemina pozitifligini R. annulatus ve R. tura-
nicus kenelerinde, Aktas ve ark. (2) ise Babesia
spp. pozitifligini H. marginatum, H. excavatum
ve R. annulatus kenelerinde saptamiglardir. Bu
calismada ise B. bigemina pozitiflikleri R. annu-
latus, H. marginatum, R. turanicus ve H. anatoli-
cum havuzlarinda belirlenirken, B. bovis pozitif
Ornekler ise H. marginatum havuzunda
saptanmis ve boylelikle kenelerin sigir babesio-
sisi  yoninden mevcut durumlarn ortaya
konulmustur.

Dinyada sigir babesiosisinin kenelerde moleku-
ler olarak arastiriimasina dair galismalar sinirli-
dir. Tsai ve ark. (35) Tayvan’da konvansiyonel
PCR ile yaptiklari ¢calismada sigirlardan topla-
nan toplam 254 kenenin higbirinde Babesia po-
zitifligi saptayamamiglardir. Misirda sigirlardan
toplanmis 5243 ixodid ve argasid kenede PCR
ile %55 B. bovis ve %66 B. bigemina pozitifligi
saptanmis olup saptanan pozitiflerin hepsi de R.
annulatus kenelerinden izole edilmistir (1). Nijer-
ya'da sigirlardan toplanan toplam 198 kenede
[Amblyomma variegatum (n=153), R. decolora-
fus (n=45)] RLB ile yapilan bir galismada A. va-
riegatum kenelerinde %3.9 Babesia spp., %1.3
B. bigemina ve %0.6 B. divergens pozitifligi sap-
tanmistir (25). Brezilya’da konvansiyonel PCR
ve nested PCR ile yapilan ¢alismada 27 buzagi-
dan toplanan toplam 258 R. microplus kenesinin
145’i B. bigemina ve 12’si B. bovis ve 25 sigir-
dan toplanan toplam 245 R. microplus kenesinin
43'G B. bovis ve 39'u B. bigemina ile enfekte
bulunmustur (26). Etiyopya’da sidirlardan topla-
nan Amblyomma, Hyalomma ve Rhipicephalus
soylarindaki toplam 1246 kenede standart PCR
ile yapilan bir calismada Babesia tirlerine rast-
laniimamistir (21).

Apikal organellere sahip protozoon parazitlerin,
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konak hticrelerine tutunmalari ve hlicre icerisine
girmeleri agisindan bu organellerden salgilanan
proteinlerin 6nem arz ettigi bildirilmigtir (29).
Yapilan c¢alismalarda B. bovis igin ylzey anti-
jenlerinden biri olan msa-2¢ geninin (38) ve B.
bigemina igin ise rap-1 geninin (31) farkh suslar
arasindaki korunmusluk oranlarinin oldukga
yuksek oldugu ve bu protozoonlara karsi yapi-
lan asiI calismalarinda tercih sebebi olduklari
rapor edilmistir. Babesia bovis’in ylizey antijen-
lerine 6zgl gen bolgeleriyle alakal olarak Turki-
ye'de g ¢alisma bildirilmistir (13,15,39). Mevcut
calismamizda ise real time PCR ile iki izolat B.
bovis ydénunden pozitif bulunmus fakat Ct de-
gerleri ¢cok ylksek oldugundan agaroz jel lGze-
rinde DNA bant profili elde edilememistir. Babe-
sia bigemina icin ise real time PCR ile pozitif
belirlenen sekiz érnekten sadece ikisi agaroz jel
Uzerinde DNA bant profili géstermis olup bu izo-
latlarin (BbigrapKys1-BbigrapKys2) kendi arala-
rinda %100 identik olduklari, dinyadaki benzer
diger izolatlarla %1+0.5 ve Turkiye'deki benzer
izolatlarla ise %0.7+0.4 genetik farklihk bulundu-
gu tespit edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
BbigrapKys1-BbigrapKys2 izolatlarinin en yuk-
sek identikligi Amerika Birlesik Devletleri’nden
bildirilen Texcoco (AF017288), S2P (AF017287)
ve S1A (AF017286) suslariyla (%99.93) goster-
dikleri saptanmistir. Filogenetik olarak olusturu-
lan agacta B. bigemina  BbigrapKys1-
BbigrapKys2 izolatlarinin, Erzurum’dan bildirilen
BbigE1 ve BbigE2 izolatlari ve A.B.D’den bildiri-
len S2P izolatiyla birlikte ayni kiimede yer aldigi
gOrulmdastir. Hicre invazyonundan sorumlu rap
-1a ve msa-2c gen bolgelerinin Dinya’dan bildi-
rilmis benzer izolatlar arasindaki benzerlik oran-
lar kiyaslandiginda rap-7a igin bu oranin daha
yuksek oldugu ve korunmus boélge oraninin da-
ha yuksek oldugu gorulmustir. Zira galismamiz-
da, Kayseri'nin farkh yerlesim yerlerindeki sigir-
lardan elde edilmis kenelerde saptanan B. bi-
gemina BbigrapKys1-BbigrapKys2 izolatlarinin
rap-1a gen bolgesine ait aminoasit sekanslari-
nin analizi sonucu protein profilleri bakimindan
%100 identik olduklari saptanmistir.

Sonug olarak bu galismayla, Kayseri yoresinin
farkli lokalizasyonlarindaki sidirlardan temin
edilmis ixodid kene orneklerinden olusturulmus
genomik DNA havuzlarinda B. bigemina ve B.
bovis’'in mevcut durumu, diger molekdiler tabanh
teshis yontemlerine gore sensitivite ve spesifite-
si oldukga yuksek olan real time PCR teknigi ile
dinyada ilk kez ortaya konmustur. Babesia bi-
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gemina rap-1a gen bdlgesi molekiler olarak
karakterize edilerek GenBank’ta kayith Turki-
ye’'deki ve Dunyadaki benzer izolatlarla filoge-
netik kiyaslamalari yapilarak analizleri gercek-
legtirilmistir. Ct (dR) degerlerine gore enfekte
kenelerde her iki tirin de dusiuk parazitemiye
sahip oldugu goriimastir. Bu agidan 6zellikle
rezervuar vektoérlerin ve hayvanlarin belirlenme-
sinde real time PCR teknigdinin diger yontemlere
goére cok daha avantajli ve glvenilir bir yéntem
oldugu kanaatine variimistir.
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