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Ozet: Bu ¢alisma Kayseri Yesilhisar yoresindeki koyun ve
kegilerde, Reverse Line Blotting (RLB) testi ve
mikroskobik baki ile Babesia tiirlerinin prevalansini tespit
etmek amacwyla yapilmistir. Bu amagla Yesilhisar merkez
ve kéylerinden rastgele secilen saglikli 200 koyun ve 100
kegi olmak iizere toplam 300 kiigiik ruminanttan EDTA 'l
tiiplere kan almmistir. Kanlar RLB testi ile Catch-all,
Babesia ovis ve Theileria ovis ydniinden incelenmigtir.
Ayni zamanda bu hayvanlardan perifer kan frotileri
hazirlanarak  mikroskobik — muayenesi  yapimistir.
Mikroskobik muayene ile 200 koyunun 28’inde (%14) ve
100 keginin 5’inde (%5) toplam 300 hayvanin 33 linde (%
11) piroplasmik form gériilmiistiir. Bunlarin 9’unda (%
27,3) Babesia spp. ve 24’iinde (%72,7) Theileria spp.
tespit edilmistir. RLB ile incelenen 200 koyunun 99 unda
(%649,5) ve 100 keginin 18’inde (%18) olmak iizere toplam
300 kiigiik  ruminantin  117’sinde (%39) Catch-all
porzitiflik saptanmistir. Catch-all pozitif 99 koyunun
91’inde (%92) T. ovis, 3 ’linde (%3) B. ovis ve 5 inde (%)5)
miks (B.ovis+T.ovis),; 18 Catch-all pozitif keginin 15 inde
(%83,3) T. ovis, 1’inde (%5,6) B. ovis ve 2 sinde (%11,1)
miks (B.ovis+T.ovis) enfeksiyon bulunmugstur. Toplam 117
Catch-all pozitifin 4’linde (%3,4) B. ovis, 106 sinda (%
90,6) T. ovis ve 7’sinde de (%6) B. ovis+T. ovis (miks)
tespit edilmigtir. Sonu¢ olurak koyun ve kegilerde
Theileria ve Babesia tiirlerinin molekiiler prevalansi, B.
ovis i¢in koyunlarda %4 (8/200), kegilerde %3 (3/100) ve
toplamda %3,7 (11/300); T. ovis i¢in koyunlarda %48
(96/200), kegilerde %17 (17/100) ve toplamda %37,6
(113/300)  tespit edilmistir. Babesia motasi ve B.
crassa’ya ise rastlanamamigtir.
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Summary: This study was carried out to detect Babesia
spp. prevalence by Reverse Line Blotting (RLB) test and
microscopic examination on sheep and goats around
Yesilhisar in Kayseri region. For this purpose, the
blood samples were randomly collected into the tubes
with EDTA from a total of 300 healthy small ruminants
that consisted of 200 sheep and 100 goats in Yesilhisar
its and vicinity. Blood samples were investigated
against Catch-all, Babesia ovis and Theileria ovis
using RLB test. In addition, peripheral blood smears
were prepared and examined under the microscope. In
the microscopic examination, piroplasms were
determined in 28 (14%) of 200 sheep, 5 (5%) of 100
goats and totally 33 (11%) of 300 small ruminants. It
was also determined that 9 (27.3%) of them had
Babesia spp. and 24 (72.7%) of them had Theileria spp.
In 300 small ruminants, Catch-all positive was found in
99 (49.5%) of 200 sheep and 18 (18%) of 100 goats,
totally 117 (39%) of 300 using RLB. It was determined
T. ovis in 91 (92%), B. ovis in 3 (3%) and B. ovis+T.
ovis in 5 (5%) of 99 Catch-all positive sheep. Theileria
ovis, B. ovis and B. ovis+T. ovis were found in 15
(83.3%), in 1 (5.6%) and in 2 (11.1%) of 18 Catch-all
positive goats respectively. Totally, it was detected B.
ovis in 4 (3.4%), T. ovis in 106 (90.6%) and B. ovis+T.
ovis in 7 (6%) of 117 Catch-all positive small
ruminants. As a result, molecular prevalence was
determined in sheep 4% (8/200), in goats 3% (3/100)
and in the total 3.6% (11/300) for B. ovis; in sheep 48%
(96/200), in goats 17% (17/100) and in the total 37.6 %
(113/300) for T. ovis, but B. motasi and B. crassa were
not found in this study.

Key words : RLB, Catch-all, Babesia spp

* Bu calisma Erciyes Universitesi Arastirma Fonu tarafindan SBT 06-03 nolu
proje ile desteklenmigtir.

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 15(3) 181-188, 2006 181



Yesilhisar yoresindeki koyun ve kegilerde babesia etkenlerinin reverse line blotting (RLB) yontemiyle aragtirilmast

Babesiosis Apicomplexa anacindaki Babesia tiirle-
rinin meydana getirdigi, tropik ve subtropik bolge-
lerde evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak
goriilen protozoer bir kan hastaligidir. Bu kan
protozoonlari, heteroksen olup omurgali hayvanla-
rin eritrositleri igerisinde gelismelerini tamamla-
diktan sonra Ixodidae ailesindeki vektor kenelerde
gelismelerini stirdiirtirler ve biyolojik olarak nakle-
dilirler (1). Koyun ve kecilerde babesiosis; Babesia
ovis, B. motasi ve B. crassa’nin neden oldugu bir
hastaliktir. Hastalik, Tirkiye’de bilhassa koyunlar-
da ¢ok yaygm olup; halk tarafindan agri, agirma,
zerk, sitma ve kan iseme olarak isimlendirilmekte-
dir (2).

Babesia ovis pozitifligi, Tirkiye'nin gesitli yorele-
rinde mikroskobik baki ile aragtirtlmis (2-7) ve
prevalans %40-%67 arasinda bildirilmistir. Kayseri
yoresindeki  koyun ve  kegilerde yapilan
mikroskopik incelemede B. ovis pozitifligi; koyun-
larda %17,70, kegilerde %6,38 olarak rapor edil-
mistir  (8). Babesia ovis’in  Tiirkiye’deki
seroprevalansinin %42,12-%91,02 arasinda degisti-
gi bildirilmistir (9-16). Van ydresinde yapilan mik-
roskobik bir ¢caligmada, B. motasi ‘nin varlig1 rapor
edilmistir (6). Diger taraftan bugiine kadar Tiirki-
ye’de B. crassa’nim varligi ile ilgili bir yayina rast-
lanmamustir.

Theileria, Babesia ve Plasmodium gibi protozoon
tiirlerinin serolojik teshisinde ¢apraz reaksiyonlarin
goriilmesi (17), mikroskobik bakida paraziteminin
disiik oldugu durumlarda negatif sonuglarla karsi-
lasilmasi, bazen piroplasmik formlarin goriilmesine
ragmen antikorlarin saptanamamasi gibi dezavan-
tajlar dikkate alinarak, son yillarda daha duyarli ve
daha 6zgiin teshise imkan saglayan molekiiler tes-
his yontemlerinin [Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) gibi] kullanilmasina baslanmistir (18-21).
PZR kullanilmas: durumunda, her hastalik etkeni
icin ayr1 ayri testlerin yapilmasi gerektiginden bu
durum hem zaman agisindan, hem de ekonomik
acidan kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin
giderilmesi amaciyla bir defada birden fazla parazit
tiirlinlin teshisine olanak saglayan ve ayni zamanda
PZR’ ye gore daha duyarli olan Reverse Line
Blotting (RLB) yontemi gelistirilmistir (22-25).

Bu teknik ile Tiirkiye’de koyunlarda ilk defa Kay-
seri yoresinde yapilan bir ¢alismada, %2,6 oranin-
da B. ovis, % 5,1 oraninda da T. ovis + B. ovis miks
enfeksiyonu tespit edilmistir (26).

Bu calisma ile Kayseri’'nin Yesilhisar yoresinde
klinik belirti gostermeyen koyun ve kegilerde
Babesia tiirlerinin mikroskobik muayene ve RLB
testi ile es zamanl teshisi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Ixodidae ailesinde yer alan bir¢cok vektdr kenenin
Yesilhisar yoresinde yaygin olarak goriildiigiiniin
ortaya konmus (27) olmast ve yilin her mevsimin-
de ulasim olanaginin mevcudiyeti dolayisiyla Ye-
silhisar ilgesi ve bazi koyleri ¢calisma sahasi olarak
tercih edilmistir. Yesilhisar ilgesinde (koyler dahil)
17.700 bas kiiglik ruminant mevcuttur (28). Tiirki-
ye’de daha 6nce 509 koyun iizerine yapilan bir
saha caligmasinda (13) saptanan %79 seropozitiflik
degeri, referans kabul edilerek NCS ve PASS prog-
raminda a=0.05, b=0.80, d=0.08 durumunda n de-
gerinin 295 alinmasi hesaplanmis olup bu galisma-
ya da 300 6rnek dahil edilmistir. Gerekli materyali
toplamak amaciyla Yesilhisar ve bazi koylerinde
mevcut 36 siirliniin 18’inde klinik belirti gdsterme-
yen ve saglikli goriinen hayvanlardan rastgele 200
koyun ile 100 keci se¢ilmistir. Orneklemeye alinan
koyunlarmn ilge merkezi ve koylere gore dagilimi
Tablo I’de gosterilmistir.

Omek segilen koyun ve kegilerin vena
jugularisinden RLB i¢in EDTA’l tiiplere, teknigi-
ne uygun olarak kan alinmigtir. Ayrica mikrosko-
bik baki i¢in ayni hayvanlarin kulak ve kuyruk
uclarindan perifer kan frotileri hazirlanmstir.

Mikroskobik muayene i¢in perifer kandan hazirla-
nan frotiler havada kurutulduktan sonra, metil al-
kolde 5 dakika tutularak tespit edilmistir. Tespit
edilen frotiler % 5°lik Giemsa boya soliisyonu ile
oda 1si1sinda 30 dakika boyanmis, boyanan frotiler
distile su ile yikanip kurutulduktan sonra
immersiyon yagr damlatilarak  mikroskobun
100’lik objektifi altinda Babesia ve Theileria tiir-
leri yoniinden incelenmistir.
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Tablo I. Orneklemeye alinan koyunlarin ilge merkezi ve kdylere gore dagilimi

Aragtirma Merkezi Mevcut Siirii Sayisi

Secilen Siirii Sayisi

Mevcut Hayvan  Incelenen Hayvan

(Ag1l Sayisy) (Agil Sayisi) Sayt Saysi
Koyun Keci Koyun  Keci
Yesilhisar Merkez 10 3 5000 500 45 20
Icmece 1 1 120 12 10 5
Musahacili 5 2 2020 66 20 9
Ciftlik 2 2 600 40 20 15
Kuscu 1 1 40 4 20 4
Yesilova 2 2 386 50 20 20
Soganli 2 2 600 6 5 3
Giizeloz 8 3 2500 150 40 15
Buket 5 2 1300 29 20 9
Toplam 36 18 12566 857 200 100

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulamasin-
da parazit DNA’sinin elde edilmesi i¢in EDTA’1
tiiplere alinarak +4 °Cde saklanan kanlar kullanil-
mustir. DNA ekstraksiyon iglemi d’Oliveira ve ark.
(20) ile Gubbels ve ark. (22)’nin bildirdigi sekilde
yapilmustir.

Reaksiyonda primer olarak Theileria ve Babesia
soylarindaki parazitlerin 18S ssr RNA (small
subunit ribozamal RNA) geninin degisken V4 bol-
gesinden biiyiikliigli 460 ile 520 bp (baz ¢ifti) ara-
sinda degisen bir pargayr amplifiye eden genel
primerler (RLBF, 5’GAC ACA GGG AGG
TAG TGA CAA G’3 ve RLBR; Biotinle igaretli 5°-
TCT TCG ATC CCC TAA CTT TC-3’) kullanil-
magtir (22,23).

Reverse Line Blotting (RLB) yontemi i¢in RLB
membranin  hazirlanmasi isleminde kullanilan
problar Tablo II’de gdsterilmigtir. Tamami1 negatif
yiiklii Biodyne C membrana kovalent baglanabil-
meleri amaciyla, 5°- u¢larinda amino grubu N ter-
minal N-(Trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N,N-
diisopropyl phoshoramidite (=TFA)-Cs
aminolinker) igerecek sekilde sentezlettirilmistir

Membran hazirlanmast ve hibridizasyon islemi
Georges ve ark. (23), Gubbels ve ark. (22)’nin bil-
dirdigi sekilde yapilmustir.

Degerlendirme de filmler iizerinde prob ve PZR
driinlerinin dokiildigi siralarin kesistigi yerlerde
meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul
edilmistir.

Testlerin sonuglar1 arasindaki farkliliklarin istatis-
tiksel olarak onemliligi Pearson’s Chi-Square ve
Fisher’s Exact Testleriyle incelenmis ve istatistik-
sel testler igin SPSS 10,0 programindan yararlanil-
mustir.

BULGULAR

Toplam 300 adet perifer kan frotisinin mikroskobik
sonuglart Tablo III’de gosterilmistir. Tablo 11I’de
gosterildigi gibi 300 frotinin 33’iinde (%11)
piroplasm saptanmistir. Pozitif saptanan 33’lin
24’0 (%72,7) Theileria spp. ve 9u (%27,3)
Babesia spp. olarak teshis edilmistir.
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Tablo II. Calismada kullanilan problarin 5°-3” dizilisi

Prob Dizilisi (5°- 3°)

Kaynaklar

Catch-all
Theileria spp.
T .ovis
Babesia spp.
B. motasi

B. crassa TTATGGCCCGTTGGCTTAT

TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTTG
TGATGGGAATTTAAACC(CT)CTTCCA
TTTTGCTCCTTTACGAGTCTTTGC
CCT(GT)GGTAATGGTTAATAGGAA
ATTGGAGTATTGCGCTTGCTTTTT

Gubbels ve al. 1999 (22)
Nagora et al. 2004 (24)
Nagora et al. 2004 (24)
Schnittger et al. 2004 (29).
Nagora et al. 2004 (24)
Schnittger et al. 2004 (29)

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

Ug yiiz kiigiik ruminantin RLB testi ile incelenen
kan 6rneklerinden elde edilen sonuglar Tablo I'V’te
gosterilmigtir. RLB sonucunda 200 koyunun
99’unda (%49,5) ve 100 keginin 18’inde (%18)
olmak tizere, toplam 300 kiigiik ruminantin
117’sinde (%39) Catch-all pozitiflik bulunmustur.
Catch-all pozitif bulunan 99 koyunun 91’inde (%
92) T. ovis, 3’inde (%3) B. ovis ve 5’inde de (%5)
B. ovis+T. ovis (miks enfeksiyon) tespit edilmistir.
Catch-all pozitif 18 keg¢inin 15’inde (%83,3) T.
ovis, 1’inde (%5,6) B. ovis ve 2’sinde de (%11,1)

B. ovis +T. ovis (miks enfeksiyon) saptanmustir.
Toplam 117 Catch-all pozitifin 4’iinde (%3,4) B.
ovis, 106’sinda (%90,6) T. ovis ve 7’sinde de (%6)
B. ovis+T. ovis miks bulunmustur.

Yesilhisar yoresinde koyun ve kecilerde Theileria
ve Babesia tiirlerinin molekiiler prevalansi, B. ovis
icin koyunlarda %4 (8/200), kecilerde %3 (3/100)
ve toplamda % 3,7 (11/300); T. ovis igin koyunlarda
%48 (96/200), kegilerde %17 (17/100) ve toplamda
%37,6 (113/300) olarak tespit edilmistir. Babesia
motasi ve B. crassa ise saptanamamustir.

Tablo I11. Mikroskobik muayene ile Yesilhisar yoresinde koyun ve kecilerde tespit edilen piroplasm enfeksi-

yonlarinin prevalansi

Incelenen Sonug
Hayvanin
Tiirii Sayis1 Piroplasm % Babesia % Theileria %
spp. spp.
Koyun 200 28 14,0 2 _ 4,635 8 40 «p- 0,280 10,0 10,0 52 2,497
Kegi 100 5 50 P=0,019 1 1,0 4,0 40 P=0,114
Toplam 300 33 11,0 9 3,0 24,0 8,0

* Fisher’s Exact Test
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Tablo IV.Yesilhisar yoresinde RLB ile tespit edilen tiirlerin molekiiler prevalansi

B. ovis Toplam
Tiir Sayis1  Catch-all % T.ovis % B. ovis % + % . .
. T.ovis B.ovis
- T. ovis
Sayi % Sayt %
Koyun 200 99 49,5 91 91,9 3 3,0 5 5,0 96 48 8 4
Kegi 100 18 18,0 15 83,3 1 5,6 2 11,1 17 17 3 3
Toplam 300 117 39,0 106 90,6 4 34 7 6,0 113 37,6 11 3,7
X?=27,806 *P=0,372 *P=0,492 *P=0,293 X?=27,287 *P=0,757
P< 0,001 P<0,001

* Fisher’s Exact Test

TARTISMA

Koyun ve kegilerde babesiosis diinyada (1) ve Tiir-
kiye’de (4) yaygindir. Hastaligin teshisi, vektor
kenelerin aktif oldugu mevsimlerde klinik semp-
tomlarla seyirli akut olgularda, perifer kandan ha-
zirlanan frotilerin mikroskobik muayenesi ile
subklinik enfeksiyonlarda ise serolojik testler ve
niikleik asit tabanli molekiiler biyolojik yontemlerle
miimkiindiir.

Tiirkiye’nin  ¢esitli  yorelerinde  babesiosis’in
prevalans1 mikroskopik olarak, koyunlar i¢in %
0,42-67 arasinda (2-8), kegiler i¢in %6,38-30 (7,8);
serolojik olarak koyunlarda %22,1-91,02 (9-16),
kegilerde %86,48 (15) bildirilmistir. Van yoresinde
yapilan bir calismada rapor edilen B. motasi (6)
hari¢, diger ¢aligmalarin tamaminda babesiosis et-
keni olarak B. ovis tespit edilmis olup sonuglar bir-
birine benzerlik gdstermistir.

Theileria, Babesia ve Plasmodium gibi protozoon
tiirlerinin serolojik teshisinde ¢apraz reaksiyonlarin
goriilmesi (17), mikroskobik bakida paraziteminin
diisiik oldugu durumlarda negatif sonuglarla karsila-
stlmasi, bazen piroplasmik formlarin goriilmesine
ragmen antikorlarin saptanamamasi gibi dezavantaj-
lar dikkate alinarak, son yillarda daha duyarli ve
daha 6zgiin teshise imkan saglayan molekiiler teshis
yontemlerinin kullanilmas1 yayginlagsmistir. Bu mo-
lekiiler teshis yontemlerinden PZR (18-21) ve RLB
(22-24,29) ile Babesia tiirlerinin duyarli ve 6zgiin
bigimde teshisi miimkiindiir.

Ispanya’da koyunlarda RLB ile yapilan bir saha
calismasinda, Theileria ve Babesia tiirlerinin
prevalansy; Theileria spp. OT1 %46,8, Theileria
spp. OT3 %46,6, T. ovis %18, B. ovis %2,5 ve B.
motasi %2 bulunmus, T. lestoquardi ve B.
crassa’ya bulunamamistir (24). Diger taraftan
Uganda’da ayn1 yontemle sigirlarda 7. parva %32,
T. mutans %77, T. taurotragi %22, T. velifera %71
ve B. bigemina %1 bulunmustur (25).

Diinya’daki gelismelere paralel olarak, son yillarda
Tirkiye’de sigirlarda (30-33), koyunlarda (26) ve
vektor kenelerde (34) PZR ve RLB ile kan
protozoonlart arastirilmistir. Tiirkiye’de ilk kez
Kayseri yoresinde RLB ile koyunlarda yapilan mo-
lekiiler saha ¢alismasinda, B. ovis prevalansi %2,6;
T. ovis + B. ovis miks enfeksiyonu ise %35,1 bildiril-
mistir (26). Bu ¢alismada RLB incelemesinde, B.
ovis koyunlarda %4 (8/200), kegilerde %3 (3/100)
ve toplamda %3,7 (11/300); T. ovis koyunlarda %
48 (96/200), kegilerde %17 (17/100) ve toplamda %
37,6 (113/300) olarak tespit edilmistir. Babesia
motasi ve B. crassa’ya ise rastlanamamistir. Bu
sonuglar, diinyadan (24) ve Tiirkiye’den (26) bildi-
rilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Bu ¢alis-
mayla Tirkiye’de ilk defa Kayseri yoresinde RLB
ile kegilerde Theileria ve Babesia tiirlerinin mole-
kiiler prevalansi ortaya konmustur. Mikroskobik
muayenede saptanan piroplasm pozitifligi de, Tiir-
kiye’nin degisik yorelerinden (2-7) ve Kayseri’den
(8) bildirilen mikroskobik bulgularla uyumludur.
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Piroplasmik formlarin goriilmesi agisindan koyun
ve keciler arasindaki farkliliin istatistiksel olarak
onemli oldugu goriilmiistiir. Fakat parazit tiirlerinin
konaga gore dagiliminda istatistiksel bir farkin
olmadig1 dikkati ¢ekmistir. RLB ile saptanan mole-
kiiler prevalansinin, Catch-all bazinda konak tiirle-
rine gore istatistiksel agidan onemli oldugu, fakat
pozitifligin B. ovis, T. ovis ve her iki tiiriin goriildi-
gl miks enfeksiyon olarak konak tiirlerine gore
dagiliminda ise Onemli olmadig1 saptanmistir.
Babesia ovis ve T. ovis ile enfekte toplam hayvan
sayisinin konak tiirtine gore dagiliminda, 7. ovis ile
enfekte koyun ve kegiler arasindaki istatistiksel
fark onemli olmasina karsin, B. ovis ile enfekte
koyun ve keciler arasindaki farkin 6nemsiz oldugu
bulunmustur. Ortaya ¢ikan bu farkliliklarin, para-
zitlerin epidemiyolojisi, vektor kenelerin mevsim-
sel aktiviteleri ve parazitlerle enfeksiyonu, konak-
larin vektor kenelerle enfestasyonu, koyun ve keci-
lerin meradaki davranig farkliliklart ve yorede
mevcut koyun ve kegi popiilasyonlar1 gibi birgok
faktorle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismayla Kayseri’nin Yesilhisar
yoresinde saglikli goriinen koyun ve kegilerde RLB
ile Babesia tirlerinin es zamanli molekiiler
prevalansi tespit edilmis ve yorede bu parazitlere
kars1 kontrol stratejilerinin belirlenmesi i¢in daha
kapsamli molekiiler parazitolojik arastirmalarin
gerekliligi ortaya konmustur.
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