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Ozet: 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 baki (MB) ile kar-
silagtirmali tanist amaciyla yapilmgtir. Bu amagla, caligma dénemini kapsayan yillarda, Ankara iline bagh koylerden mera-
ya ¢ikan bir yagin iizerinde rastgele secilen 300 sifirdan kan ahnmugtir. Sonug olarak, kan frotilerinin mikroskobik
bakisinda %2.7, IFAT’de %9 ve RLB yonteminde ise %10’luk pozitiflik tespit edilmistir. Sonuglarin »Z ile yapilan istatis-
tiksel analizi MB’nin IFAT ve RLB’ye gore anlamli derecede diisiik (p<0.01) oldugumu, IFAT ve RLB arasinda ise fark
olmadigini (p>0.05) gostermistir. Ote yandan, RLB referans test (gold test) kabul edilerek IFAT ve MB’nin duyarlilig1, 6z-
giilliigli, uyumlulugu ve Kappa degerleri saptanmugtir. Buna gore IFAT’in duyarliligs %23.33, 6zgiilliigii %92.59, uyumlu-
lugu %85.66, Kappa=0.167 (p<0.01); MB’nin duyarliligs %26.66, ozgiilligi %100, uyumlulugu %92.66, Kappa=0.396
(p<0.001); IFAT ve MB’nin her ikisinin pozitif ve en az birinin negatifligi esas alindiginda duyarlihigin %6.66, 6zgiilliigiin
%100, uyumlulugun %90.66, Kappa=0.114 (p<0.001); IFAT ve MB’dan en az birinin pozitif ve her ikisinin negatifligi esas
alindiginda ise duyarlihik %43.3, 6zgiillik %92.59, uyumluluk %87.66, Kappa=0.344 (p<0.001) olarak saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Babesia tiirleri, IFAT, mikroskopik muayene, RLB, sigir

Comparative Diagnosis of Some Bovine Babesia Species by Reverse Line Blotting and
Indirect Fluorescent Antibody Test

Summary: This study was performed for the comparative diagnosis of Babesia bigemina, B. bovis, B. divergens by
microscopic examination (ME), Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) and Reverse Line Blotting (RLB) in blood
samples collected from the cattle around Ankara between 2000-2001. For this purpose, blood samples were collected from
300 randomly selected cattle that were over 1 year old and also grazed in the tick active season. Of the 300 cattle blood and
sera samples analyzed, 2.7%, 9%, 10% were found to be positive by ME, IFAT and RLB respectively. The statistical
analysis by x* has shown that ME was lower than IFAT and RLB (p<0.01), but there was no significant differences between
IFAT and RLB (p>0.05). On the other hand, the sensitivity, specifity, correspondence and Kappa value of IFAT and ME
were also compared RLB which served as the reference or gold test for definition of the infection. According to the results,
the sensitivity, the specifity, the correspondence and the Kappa value of IFAT were 23.33%, 92.59%, 85.66% and 0.167
(p<0.01) respectively. The sensitivity, the specifity, the correspondence and the Kappa value of ME were 26.66%, 100%,
92.66%, 0.396 (p<0.001) respectively. The sensitivity, the specifity, the correspondence and the Kappa value of both IFAT
and ME (based on the positives for both methods and the negative at least for one of the two methods) were 6.66%, 100%,
90.66%, and 0.114 (p<0.001) respectively. The sensitivity, the specifity, the correspondence and the Kappa value of both
IFAT and ME (based on the positivity at least for one of the two methods and the negativities for the two methods) were
43.33%, 92.59%, 87.66%, 0.344 (p<0.001) respectively.
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si ile yapilmaktadir (3,25). Babesia tiirlerinin saptan-
masi, perifer kan frotilerinin mikroskobik bakis ile
oldugu gibi son yillarda nikleik asit tabanh
molekiiler biyolojik yontemler ile niikleotid tespiti
seklinde de yapilmaktadir (3). Kanda goriilen

Giris
Babesiosis, tropik ve subtropik bdlgelerde evcil ve

yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen ve
Ixodidae ailesine bagh vektér keneler tarafindan

transovarial ve transstadial nakledilen protozoer bir
hastaliktir (12,20). Babesiosis’in teshisi klinik belir-
tilerin yaninda, parazitin kendisinin saptanmasi veya
parazite kars: olusan 6zgiil antikorlarin tespit edilme-
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* Doktora tezinden Gzetlenmistir.

protozoer ve riketsiyal etkenlerin karakteristik 6zelli-
gi olarak, hastalik atlatildiktan sonra iyilesen hay-
vanlar tagiyici hale gelirler (22). Boyle tasiyici hay-
vanlar, vektor keneler icin enfeksiyon kaynagi olup,
klinik goriiniim olarak enfekte olmayan hayvanlar-
dan ayirt edilemezler. Bu tiir hayvanlarin, tim sigir
populasyonu icindeki orani hastaligin
epidemiyolojisi agisindan belirleyicidir. Bu nedenle,

77




Sigirlarda Bazi Babesia Tiirlerinin Reverse Line Blotting

portdr hayvanlarin ortaya konmast hastaligin kontro-
li ve epidemiyolojisinin belirlenmesinde en $nemli
kriterlerden biridir. Ancak, tagtyic1 hayvanlarin ka-
ninda, genellikle ¢ok az miktarda parazit bulunur ve
bunlar, frotilerde her zaman tespit edilemezler (10).

Kan protozoonlarinin meydana getirdigi hastaliklarin
tamisinda Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) gibi
spesifik serolojik testlerden de yararlanilir. Ancak bu
testler genellikle indirek uygulamalar oldugu icin
etkenin direk kendi varlifini gostermezler. Ayrica
Theileria-Babesia, Babesia-Plasmodium tiirleri ara-
sinda ve Babesia tiirleri arasinda gapraz reaksiyonla-
rin olmasi, testin dezavantajlarindandir. Bunun ya-
ninda, uzun siireli portérliik durumlarinda, kanda
piroplazmik formlar bulunmasina ragmen, antikorlar
her zaman tespit edilemeyebilir (4,18,21). Bu tiir
hastaliklarin teshisinde ortaya g¢ikan bu ve bu gibi
dezavantajlar, teshiste daha 6zgiil ve duyarli metotla-
rin gerekliligini ortaya koymus, molekiiler biyolojik
teshis ySntemlerinin gelismesine sebep olmustur
(10,26).

Son yillarda, parazit DNA’sinin ortaya konmast ilke-
sine dayanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
tekniBi, cesitli Babesia tiirlerinin duyarli ve 6zgiil
bicimde teshisini olanakli kilmstir (1,5,9,11,24).
PZR ile ilgili cahgmalarin yayginlasan kullaniminin
yani stra, hayvanlarda bulunabilecek tiim kan para-
zitlerini bir defada ortaya koyabilecek kombine bir
test olan Reverse Line Blotting (RLB) gelistirilmis-
tir. RLB yontemi, PZR iiriinlerinin bir membranda
ayr1  siralara  baglanmig 6zgiin problara
hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Bu yontemin
kan protozoonlarinin saptanmasinda kullanilmast,
Gubbels ve ark. (15) tarafindan gergeklestirilmistir.
Giiniimiizde 6zellikle kene kaynaklr hastaliklarla il-
gili calismalarda, RLB kullaniminin artti31 ve teghis-
te standart bir test haline geldigi bildirilmektedir
(2,3,19,27-29).

Bu ¢alisma ile, sifirlarda goriillen Babesia tiirlerin-
den B. bigemina, B. bovis ve B. divergens’in RLB ile
es zamanli teshisinin yapilmasi ve bu yontemin mik-
roskobik muayene, IFAT ydntemleri ile karsilagtiril-
masi amaglanmigtir,

Gereg ve Yontem

Bu calisma icin gerekli materyali toplamak amaciyla,
2001-2002 yillarina ait gesitli dénemlerde Ankara
cevresinde 10 ilgeye ait kdylere gidilmis ve meraya
¢tkan 1 yagin istiindeki hayvanlardan rastgele 300
sigir secilmigtir. Bu sigirlardan PZR icin EDTA’,,
IFAT igin silika jelli tiiplere vena jugularis’den tek-
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nigine uygun olarak kan alinmigtir. Ayrica ayni hay-
vanlarin kuyruk uclarindan perifer kan frotileri hazir-
lanmgtir.

DNA Ekstraksiyonu: DNA ekstraksyonu genel olarak
Gubbels ve ark. (15)’nin bildirdigi sekilde yapilmis-
tir. Kisaca 200p! kan 500ul Lysis buffer (0.22%
NaCl, 1mM EDTA ve 0.015% saponin) ile 4 defa
(3300 rpm’de 5 dak.) yikanmig ve elde edilen ¢okelti
iizerine 100pl PCR buffer (50mM KCl, 10mM Tris
pH 8.0, 0.5% Tween 20, 100 pug/ml Proteinase K)
ilave edilerek 55°C’de 12 saat tutulmugtur. Bunu
takiben 6rnekler 90°C’de 10 dk. tutulmug ve 13000
rpm’de 2 dakika cevrilip iiste kalan sivi PZR reaksi-
yonunda kullanilmak iizere +4°C’de saklanmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu igin TGradient (Whatmann,
Biometra) PZR makinesi kullanilmistir. Reaksiyonda
primer olarak Theileria ve Babesia soylarindaki pa-
razitlerin 18S ssu rRNA (Small subunit ribosomal
RNA) geninin V4 degisken bolgesinden biiyiikliigii
460 ile 520 bp (base pairs=baz ¢ifti) arasinda degisen
bir parga amplifiye eden genel primerler (RLB-F2 5°
GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G’3 ve
RLB-R2 5’-biotin- CTA AGA ATT TCA CCT CTG
ACA GT’3) kullamilmistir (18,20). Reaksiyon, top-
lam 50pl reaksiyon sivisinda {(1x PCR buffer
(Sigma ve Fermentas), 1.5mM MgCI2 (Sigma ve
Fermentas), her bir deoksiniikleotid (dATP, dCTP,
dGTP)’den 200uM (Sigma ve Fermentas), (dUTP,
dTTP)’den 100uM, 1,25U Taq DNA polymerase
(Sigma ve Fermentas), 1,25U Uracil DNA
Glycosylase (UDG) (Fermentas), 50pmol primer ve
Sul DNA o&rnegi)} 200 pl’ik PZR tiiplerinde
(TrefLab) yapilmistir. PZR reaksiyonu, 37°C’de 3
dakika UDG inkiibasyonu ve 94°C’de 10 dakika
UDG denatiirasyonunu takiben, 94°C’de 20 sn., 67°
C’de 30 sn. ve 72°C’de 30 sn. olmak iizere baslatilan
iki sikluslu touch down PZR programi 40 dongii iize-
rinden yapilmustir, Son dongiiyii takiben 65°C’de
bekleme yapilmigtir. Elde edilen iiriinler RLB’de
kullanilmak iizere +4°C’de saklanmistir. Testin bili-
nen Babesia tiirlerinin DNA’larin1 amplifiye ettigini
ve Theileria tiirleri ile ¢apraz reaksiyonlar gériilme-
digini gdstermek amaciyla pozitif kontrol olarak, B.
bovis (Meksika izolat1), B. divergens (Hollanda
izolatr), B. bigemina (Kayseri izolat) T. annulata
(Ankara izolat1), T. orientalis (ILRI, Kenya) ve ne-
gatif kontrol olarak da sigir DNA’s1 kullanilmistur.

Reverse Line Blotting (RLB): Bu agamada kullanilan
problarin tamamu (tablo 1), negatif yiiklii Biodyne C
membrana (Pall Biosupport group, Ann Arbor, MI)
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kovalent olarak baglanabilmeleri amaciyla, 5’-
terminallerinde amino grubu (N-terminal N-
(trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N, N-
diisopropyl  phosphoramidite [TFA])-C6 amino
linker) (Isogen) ihtiva edecek sekilde
sentezlettirilmistir.

Membran ve RLB hibridizasyonu Georges ve ark.
(13) ile Gubbels ve ark. (15)’nin bildirdigi sekilde
hazirlanmigtir. Problar 500mM NaHCO; (pH 8.4)
iginde 50-400 pmol/150pu1 konsantrasyonlarda sulan-
dirlmigtir. Kullanilacak olan Biodyne C membran
oda 1sisinda 10 dk %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-
dimethylamino-propyl)carbodiimide) (Sigma)
solusyonu ile aktive edilmis, su ile yikanmig ve

A ICA

dk. 10 ml Horseradish Peroksidaz ile isaretlenmis
streptavidin solusyonunda (Serotec) (2xSSPE/%0.5
SDS ile 1:4000 oraninda sulandirilmis) bekletilmig-
tir. Inkiibasyonu takiben membran 2xSSPE/%0.5
SDS ile 42°C’de 10 dk. daha sonra da 2xSSPE ile
oda isisinda 5 dk. yikanmgtir. Son olarak membran 1
dk. 10 ml ECL tespit sivisinda (Amersham Biotech)
bekletilmistir. Biitiin bu islemleri takiben, membran
karanlik odada ECL hyperfilm (Amersham Biotech)
altinda sinyal yogunluguna gére 30 sn. ile 1 saat ara-
sinda tutulmustur. Daha sonra film banyo edilerek
gelistirilmistir. Filmler iizerinde prob ve PZR sirala-
nnin kesistigi yerlerde siyah lekeler pozitif olarak
kabul edilmisgtir.

Tablo 1. Biodyne C membrane tutturulan aminolinkerli problarin 5°-3° dizilisi

Ozgiil Oldugu Tiir

Dizilisi (5’-3’)

Kaynak

Theileria ve Babesia
Tiirleri (Catch All)

Babesia bovis
Babesia bigemina

Babesia divergens

TAA TGG TTA ATA GGARCR GTT G
CAG GT TTC GCC TGT ATA ATT GAG
CGT TTT TTC CCT TTT GTT GG

GTT AAT ATT GAC TAA TGT CGA G

Gubbels ve ark., 1999
Georges ve ark.,2001
Gubbels ve ark., 1999
Gubbels ve ark., 1999

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

MN45 miniblottera (Immunetics, Cambridge, Mass.)
yerlestirilmigtir. Membran iizerindeki kalinti sivilar
lyice aspire edildikten sonra, her bir probtan 150 ul
miniblotterin ayr1 kanallarina dokiilmiis ve oda 1si-
sinda 1-2 dk. inkiibe edilmistir. Kanallarda bulunan
prob solusyonlar1 aspire edilerek membran
miniblotterdan ¢ikarilmis ve 100mM NaOH iginde
10 dk. inkiibe edildiktan sonra inaktive edilmigtir,
Son olarak membran 2xSSPE/%0.1 SDS karigimi ile
60°C’de 5 dk. yikanarak kullanima hazir hale getiril-
migtir. Hibridizasyon igin membran bu defa énceden
dokiilen prob siralari ile miniblotterin kanallarr 90°
ag1 yapacak sekilde miniblottera yerlestirilmistir. On-
ceden elde edilmis olan PZR iiriinlerinden 30’ar ul
alinip 2xSSPE/%0.1 SDS karigimi ile 150 ul’ye ta-
mamlanarak 100°C’de 10 dk. denatiire edilerek buz
ustiinde aniden sogutulmustur. Denatiire edilen PZR
iirtinleri ayn siralara dékiilmiis ve 42 °C’de 1 saat
boyunca inkiibe edilerek (calkalama olmaksizin)
problar ile hibridize olmalar1 saglanmistir. Bu siire-
nin sonunda kanallar aspire edilmis ve membran ali-
narak 52°C’de 10 dk. 2xSSPE/%0.5 SDS (Sigma) ile
ytkanmistir. Bu islemi takiben membran 42°C’de 30

Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT): Toplanan
serumlar, Cakmak (7)’1n bildirdigi sekilde IFAT ile
test edilmigtir. Bu test igin gerekli B. bigemina, B.
bovis, B. divergens antijenleri, Hannover Veteriner
Yiiksek ~Okulu Parazitoloji Enstitiisii’nden elde
edilmigtir. Testin degerlendirilmesinde temel titre B,
bigemina igin 1:80, B. bovis igin 1:40, B. divergens
igin ise 1:20 olarak tespit edilmistir. Temel titrenin

- altindaki degerler negatif, temel titre ve istii degerler

pozitif kabul edilmistir.

Kan Frotilerinin Mikroskobik Muayenesi: Perifer
kan frotileri %5°lik Giemsa boya solusyonu ile bo-
yanmigtir. Mikroskobik muayenede Babesia tiirleri
soy diizeyinde tespit edilmis, tiir teshisine gidilme-
migtir.

Istatistiksel Degerlendirmeler: Testlerin sonuglari
arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak énemliligi
«? testiyle, uyumluluklari ise Kappa testiyle incelen-
mistir. Bu istatistiksel testler icin SPSS 10.0 progra-
mindan yararlamlmigtir. o
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Bulgular

Ankara yoresinde 300 sigirda mikroskobik baki, I-
FAT ve RLB ile saptanan babesiosis pozitiflikleri
tablo 2°de gosterilmistir. Tablo 2’de gosterildigi gibi,
babesiosis’in prevalansi, mikroskobik bakiyla %2,7
(8/300), IFAT’la %9 (27/300) ve RLB ile de %10
(30/300) olarak saptanmistir.

Erciyes Univ Vet Fak Derg 1(2) 77-85

Sonuglarin x* ile yapilan istatistiksel analizi tablo
4’de verilmigtir. Tablo 4’de gosterildigi gibi, x* ile
yapilan analiz sonucu, MB’nin IFAT ve RLB’ye go-
re istatistiksel bakimdan anlamh derecede diisiik
(p<0.01) oldugu, IFAT ve RLB arasindaki farkin ise
istatistiksel bakimdan anlamli olmadig1 (p>0.05) tes-
pit edilmisgtir.

Tablo 2. Mikroskobik bak1, IFAT ve RLB sonuglarinin calisma merkezlerine gore dagilimi.

Merkes S IFAT RLB
Pozitif % Pozitif % Pozitif %
Bala 32 1 3,12 4 12,5 1 3,12
Beypazar 8 0 0 1 12,5 2 25
Cubuk 60 0 0 10 16,6 5 8,3
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
Polath 40 3 7.5 1 25 7 17,5
TOPLAM 300 8 . 2,7 27 9 30 10

IFAT ve RLB ile aragtirma merkezlerinde tespit edi-
len Babesia tiirleri ve pozitiflikleri tablo 3’de goste-
rilmistir. Tablo 3°de gosterildigi gibi, IFAT ile 27 (%
9) sigirda seropozitiflik saptanmas, bunlarin 22’sinde
B. bigemina’ya, 4’iinde B. bovis’e ve 1'inde B.
bigemina+B. bovis’e karst spesifik antikorlar bulun-
mus, B. divergens’e karg ise antikor tespit edilme-
migtir. RLB ile 30 (%10) sigirin Babesia tiirlerini
tasid1B1, bunlardan 24’iiniin tek bir tiirle (12’sinde B.
bigemina, 7’sinde B. bovis, 5’inde B. divergens) 6’s1-
nin iki tiirle (3’iintin B. bigemina-+B. divergens, 3’ii-
niin B. bigemina+B. bovis) enfekte oldugu tespit e-
dilmistir.
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RLB referans (gold) test kabul edilerek, IFAT ve
MB’nin ayr ayr1 ve IFAT/MB’nin miisterek giliciinii
gosteren, duyarlilik, 6zgiilliik, uyumluluk ve Kappa
degerleri tablo 5°de gosterilmistir. Tablo 5’de géste-
rildigi gibi, [FAT’in duyarhlign %23.33, Szgiilliig
%92.59, uyumlulugu %85.66, Kappa=0.167, p<0.01;
MB’nin duyarlihg1 %26.66, dzgiilliigii %100, uyum-
lulugu %92.66, Kappa=0.396, p<0.001; IFAT ve
MB’nin her ikisinin pozitif ve en az birinin negatifli-
8i esas alindifinda duyarliigin %6.66, ozgiilliigin %
100, uyumlulugun %90.66, Kappa=0.114, p<0.001;
IFAT ve MB’dan en az birinin pozitif ve her ikisinin
negatiflifi esas alindiginda ise duyarhiligin %43.3,
ozgilligin  %92.59, uyumlulugun %87.66,
Kappa=0.344, p<0.001 oldugu saptanmstur.
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Tablo 3. RLB ve IFAT ile saptanan Babesia tiirleri.

B. bigemina  B. bigemina

3

. Hayvan Pozitif B. bigemina B. bovis B. divergens + +
Caligma Merkezi Sayisi B. bovis B. divergens
IFAT RLB IFAT RLB IFAT RLB IFAT RLB IFAT RLB IFAT RLB
Bala 32 4 1 3 0 1 0 0 0 0 1 0 0
Beypazari 8 1 2 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Cubuk 60 10 5 8 3 1 1 0 0 1 1 0 0
Elmadag 52 6 10 6 5 0 0 0 3 0 0 0 2
Golbasi 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Haymana 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kazan 7 1 1 1 1 0 0 0 0 -0 0 0 0
Kizilcahamam 10 2 2 2 0 0 1 0 1 0 0 0 1
Merkez lige 57 2 2 0 1 2 0 0 0 0 0 0 ]
Polath 40 1 1 1 1 0 5 0 1 0 0 0 0
TOPLAM 300 27 30 22 12 4 7 0 5 1 3 0 3
Tablo 4. istatiksel analiz.
Yontem Negatif Pozitif Toplam
n % n % n %
RLB 270 90 30 ° 10 300 100
. }
IFAT 273 91 27 9 300 100
MB* 292 97.3 8 2.7 300 100

RLB ile IFAT’karsllastlrlldlgmda X*=0.174, P>0.05;
RLB ile MB Karsilastirildiginda X%<13.59, P<0.01;
IFAT ile MB karsilastirildiginda X’=10.95, P<0.01

*: Mikroskobik baki
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Tablo 5. RLB referans kabul edilerek, IFAT ve MB’nin duyarlilik, 6zgiirlliik, uyumluluk ve Kappa degerleri.

RLB Toplam
Pozitif Negatif
MB* - /IFAT - 17 250 267
MB - /IFAT + 5 20 25
MB + /IFAT- 6 0 6
MB + /IFAT+ 2 0 2
Toplam 30 270 300
*Mikroskobik bak:
IFAT RLB Toplam
‘Pozitif Negatif
Pozitif 7 20 27
Negatif 23 250 273
Toplam 30 270 300
Duyarlilik=%23.33, Ozgiilliik=%92.59, Uyumluluk=%85.66, Kappa=0.167, P<0.01
MB RLB Toplam
' Pozitif Negatif
Pozitif 8 0 8
Negatif 22 270 292
Toplam 30 270 300
Duyarlilik=%26.66, Ozgiilliik=%100, Uyumluluk=%92.66, Kappa=0.396, P<0.001
MB/IFAT RLB Toplam
Pozitif Negatif
Her ikisi Pozitif N 2 0 2
En az biri Negatif 28 270 298
Toplam 30 270 300
Duyarlilik=%6.66, Ozgiillik=%100, Uyumluluk=%90.66, Kappa=0.396, P<0.001
MB/IFAT RLB Toplam
Pozitif Negatif
En az biri pozitif 13 20 33
‘Her ikisi negatif 17 250 267
Toplam 30 270 300

Duyarlilik=%43.33, Ozgiillik=%92.59, Uyumluluk=%87.66, Kappa=0.344, P<0.001
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B.bigemina
B.bovis
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B.divergens
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Sekil 1. PZR iiriinlerinin RLB testine tabi tutulmasindan sonra membranin goriintiisii (Orijinal).

Tartigma ve Sonug

Sigirlarda babesiosis, tropik ve subtropik bolgelerde,

kenelerle nakledilen ve ekonomik kayiplara yol agan -

onemli bir hastaliktir (17). Diinyanin bir¢ok tilkesin- )
de oldugu gibi Tiirkiye’de de siir yetistiriciligini
tehdit etmektedir.

Babesiosis’de, hastalif1 atlatan hayvanlar, uzun siire
viicutlarinda, az miktarda parazit tasiyarak vektor
kenelerin enfeksiyon kaynagini olugturmakta ve has-
talik i¢in portdrlik yapmaktadirlar. Bu durumdaki
tagiyic1 hayvanlarda mikroskobik muayene ile etken-
leri teshis etmek giiclesmekte ve yanilgilara sebep
olmaktadir (1,6,10). Diger taraftan, parazitin bizzat
kendisinin degil de, ona karsi olugan antikorlarin tes-
piti esasina dayandirilarak yapilan IFAT, Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Komplement Fiksasyon Testi (CFT) gibi serolojik
yontemler ve bunlardan 6zellikle IFAT babesiosis’in
teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (31). An-
cak bu yontemlerde, etken bulunmadif) halde anti-
korlarin varligin1 devam ettirmesine bagh olarak or-
taya ¢ikan seropozitifliklerin (15) ve gapraz reaksi-
yonlarin sebep oldugu yanhis seropozitifliklerin mey-
dana gelebilecegi bildirilmigtir (21).

Yukarida agiklandig1 gibi, parazitlerin teshisinde ge-
rek mikroskobik gerekse serolojik yontemlerde kar-
stlagilan olumsuzluklar molekiiler biyolojik ¢aligma-
lara paralel olarak gelistirilen PZR teknigi ile gideril-
meye caligilmigtir. Bu teknik ile &zellikle tasiyici
hayvanlarda Babesia tiirlerini de igine alan birgok
patojen etkenin duyarli ve 6zgiil sekilde teshis edil-
mesine olanak saglanmistir (5,9,11). Ancak tiire 6z-
gii PZR kullanilmasi durumunda, her hastalik etkeni
icin ayn ayn testlerin yapilmasi gerektiinden bu
durum hem zaman hem de ekonomik kayiplara ne-
den olmaktadir. Bu kayiplarin giderilmesi amaciyla
bir defada birden fazla parazit tiiriiniin teshisine ola-
nak saglayan ve aym zamanda PZR’a gore daha du-

yarl olan RLB yontemi gelistirilmistir (13,15). Geg-
miste yapilan ¢aligmalarda, kan protozoonlarinin tes-
hisinde PZR ve RLB’nin mikroskobik baki ve
IFAT’a gore hem daha duyarli hem de daha 6zgiil
oldugu bildirilmigtir (1,30,32).

Bu calismada, RLB referans test kabul edilerek mik-
roskobik baki (MB) ve IFAT’1n duyarlilik, 6zgiilliik,
uyumluluk ve Kappa degerleri bakimindan kargilag-
tirmalar1 yapilmigtir. Buna gore IFAT ile RLB’de
pozitiflerin %23.33ii, negatiflerin ise %92.59’u tes-
pit edilmigtir. Bu iki yéntemin uyumlulugu %385.66,
Kappa degeri ise 0.167 bulunmus ve iki yontem ara-
sindaki tutarhhik istatistiksel bakimdan anlamh go-
riilmiigtiir (p<0.01). MB ile, RLB’de pozitiflerin %
26.66’s1, negatiflerin ise %100’4 saptanmistir. Bu iki
metot arasindaki uyumluluk %92.66, Kappa degeri
ise 0.396 (p<0.001) olarak tespit edilmistir.

Ote yandan RLB karsisinda, IFAT ve MB’nin giigle-
ri birlestirilerek yapilan karsilastirmada; IFAT ve
MB’dan her ikisinin pozitif ve en az birinin negatifli-
&i esas alinarak, RLB pozitiflerin %6.66’s1, negatif-
lerin ise %100’ii tespit edilmig, uyumlugun %90.66,
Kappa degerinin ise 0.114 (p<0.001) oldugu goriil-
miigtiir. Buna karsilik, IFAT ve MB’den en az birinin
pozitif, her ikisinin negatifligi temel alindiginda ise,
RLB pozitiflerin %43.3’ii, negatiflerin ise %92.59’u
tespit edilmig, tutarhilik %87.66, Kappa degeri ise
0.344 (p<0.001) olarak bulunmustur.

Tiir bazinda, IFAT ve RLB pozitiflikleri karsilastiril-
diginda, her iki yontemde de pozitif olan 13 &rnegin
11’inde aym tiirlerin gériilmesine karsin, IFAT da B.
bigemina pozitif olan 2 Ornegin RLB’de B.
bigemina+B. bovis miks halde saptanmasi, bunun
yaninda IFAT’da tespit edilemeyen B. divergens’in
RLB’de pozitif sonug vermesi, Papadopoulos ve ark.
(21y’nin da bildirdigi gibi IFAT’da B. bigemina, B.
bovis ve B. divergens tiirleri arasinda goriilen ¢apraz
reaksiyonlara bagli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ankara bdlgesinde mikroskobik bakiya dayanan ¢a-
lismalarda prevalansin %0,8-%27,2 arasinda oldugu
bildirilmistir (8,14,16). Bu ¢alismada ise mikrosko-
bik baki sonucunda bu oran %2,7 olarak bulunmus-
tur. Ayni sekilde ge¢miste IFAT ile yapilan serolojik
galigmalarda babesiosis’in seroprevalansinin %4,8-%
100 arasinda degistigi bildirilirken (7,8,16,23) bu
cahsmada %9 olarak tespit edilmistir. Tiirkiye’de
babesiosis’in teshisine yonelik PZR testi ise ilk defa
Tanyiiksel ve ark. (30) tarafindan yapilmis bu ¢alis-
mada Babesia tiirlerinin yayginhg %8,45-%12,68
olarak bildirilmistir,

Bu c¢alismada Tiirkiye’de ilk defa kan
protozoonlarinin tanisinda PZR testini
hibridizasyonla birlestiren RLB testi kullanilmstir.
Mikroskobik baki ve IFAT ile yapilan kargilagtirma-
larda daha duyarh ve 6zgiil oldugu ortaya konmus-
tur. RLB’de bir &rnekte aym anda birden fazla
Babesia tiiriiniin bulunabilecegi ve bunlarin miks
enfeksiyonlar meydana getirebilecegi tespit edilmis-
tir. Bu metot direk olarak etkenin tespitine yonelik
oldufundan, bir bolgede hastaligin yayilmasinda
vektor keneler igin hastalifin kaynagimi olusturan
tastyici hayvanlarin tespit edilmesi agisindan da ya-
rarli olabilecegi sonucuna vartlmistir.
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