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Bu ¢alismanin amaci Ege Bolgesindeki kopeklerde babesiosise neden olan tiirler ile bu
tirlerin alt tlrlerini saptamak ve kopek babesiosisinin yaygmligmni ortaya c¢ikarmaktir.
Calisma i¢in Ege Bolgesindeki 6 farkli yerlesim merkezindeki (Aydin, Kusadasi, Selguk,
Bodrum, Marmaris, Manisa) bulunan barinaklardaki 320 sokak kdpeginden ve Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Kliniklerine getirilen 63 adet sahipli
kopekten kan alinmigtir. Almman kanlardan DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra Babesia
canis’e spesifik primerler kullanilarak PCR uygulanmistir. PCR sonuglarina gore toplam 383
kopekten 40 tanesi (%10.4) pozitif olarak bulunmustur. 40 pozitif 6rnek reverse line blot
(RLB) hibridizasyon teknigi ile incelenerek B. canis’in alt tiir tespiti yapilmis ve alt tiirlin B.
canis vogeli oldugu belirlenmistir. Ayrica 6 farkli yerlesim merkezinden segilen birer pozitif
ornek ile ADU Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Klinigine getirilen rneklerden segilen bir adet
pozitif 6rnek sekans analizine gdnderilmistir. Sekans analizi sonuglarinda ise 6rneklerin % 99
oraninda B. canis vogeli (B. canis spp. Okinawa susu)’ye benzerlik gosterdigi tespit

edilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: B. canis, B. canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi, PCR, RLB,

Kopek



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of Babesia canis that causes
babesiosis in dogs in Aegean Region. We also aimed to determine the subspecies of B. canis
in this region. Blood samples were collected from 320 stray dogs captured and kept in
municipal shelters located in Central Aydin, Kusadasi, Selcuk, Central Manisa, Bodrum,
Marmaris, all within the Aegean region of Turkey. Also, an additional 63 blood samples were
obtained from owned dogs that had been admitted to the Small Animal Clinic of Veterinary
Faculty, Adnan Menderes University. DNA was extracted from whole blood and PCR was
performed by using B. canis specific primers. PCR results revealed that 40 dogs (10.4%)
were infected with B. canis. In order to identify the subspecies of B. canis positive PCR
samples reverse line blot hybridisation technique was used. The results showed that all
positive samples were positive for B. canis vogeli. In addition to this, the PCR products of
18S rRNA gene of B. canis isolated from seven infected dogs, one isolate originating from
each of the six different locations and one from the Small Animal Clinic of Veterinary
Faculty, ADU were sequenced. The results of sequence analysis indicate that they are closely

related to B. canis vogeli (B. canis spp. Okinawa strain) with 99 % similarity.

Key words: B. canis, B. canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi, PCR, RLB, dog
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SDS : Sodyum Dodesil Siilfat



1. GIRIS

Ké&peklerde babesiosis, [xodidae ailesine bagli bazi kene tiirlerinin vektorii oldugu
protozoal bir hastaliktir. Babesiosis genel olarak tropikal, subtropikal ve 1liman bolgelerde
goriilmekte olup; kopekler yaninda yabani karnivorlarda da rastlanmaktadir (Quinn et

al.,1997; Kjemtrup et al.,2000; Lobetti,2002; Cleveland et al.,2002).

Babesiosis kopeklerde diinyada yaygin olarak goriilen bir hastalik olup; PCR’la
Japonya’da 80 kopekten 12’si; Macaristan’da 44 kopekten 39’u; Hollanda’da 23 kopekten
18’1; Slovenya’da 238 kdopekten 14°1i; Gliney Afrika’da ise 297 kopekten 44’1 Babesia pozitif
bulunmustur (Inokuma et al.,2004; Matjila et al.,2004; Duh et al.,2004; Matjila et al.,2005;
Foldvari et al.,2005). Kliniklere hemoglobiniiri, anemi, ates ve ikterus belirtileri gosteren ¢ok
sayida kopek getirilmesine ragmen, Babesia etkenlerinin kan frotilerinde goriilme oraninin
diisitk olmasi nedeniyle hastalik genelde tespit edilememekte ve hastalar genel tedavi
uygulanarak gonderilmektedir. Ozellikle hastalig1 nakleden kenelerin yurdumuzda yaygin
olarak bulunmasi babesiosis’in lilkemizde de yaygin oldugunu diistindiirmektedir (Coskuner,
1971). Ancak Tiirkiye’de bu konu iizerine yapilan ¢aligmalarin siirli sayida olmasi nedeniyle

hastaligin yayginlig1 net olarak bilinmemektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda Tiirkiye’de kopeklerde babesiosis ile ilgili ¢ok az
sayida ¢aligma yapildig1 goriilmiistiir (Ozcan,1961; Ulutas et al.,2003; Ulutas et al.,2005).
Ozellikle Aydin ve gevresinde bir vaka bildirimi ve Babesia canis saptanan yedi kdpekte akut
faz oranlarini inceleyen calisma disinda bu konu ile ilgili bir ¢calismaya rastlanilmamistir
(Ulutas et al.,2003; Ulutas et al.,2005). Bu calismada Ege Bolgesi’'nde kopeklerde molekiiler
tan1 yontemlerinden PCR teknigi kullanilarak Babesia canis’in varliginin arastirilmasi ve alt

tiirlerinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Tanim

Kopeklerde babesiosis, hemolitik anemi, ikterus, hemoglobiniiri ve ates gibi klinik
semptomlar ile karakterize protozoal bir hastaliktir (Kjemtrup et al.,2000; Lobetti,2002;
Cleveland et al.,2002).

2.2. Tarihge

Kopek babesiosis’inin tarihgesi ¢esitli arastiricilarca Mimioglu et al. (1969), Uilenberg
et al. (1989), Birkenheuer et al. (2004) belirtilmistir. Apikompleksa kokiinde yer alan Babesia
etkenleri ilk defa Romanya sigirlarinda Babés (1888) tarafindan kesfedilmistir. Sigirlardaki
Babesia etkenlerinin tanimlanmasinin ardindan Babesia canis Piana ve Galli-Valerio (1895)
tarafindan ilk olarak Pyrosoma bigeminum var. canis adiyla tanimlanmistir. Nuttall (1910)
Dogu Afrika’da cakallarda tespit ettigi intraeritrositik piroplasmi Piroplasma rossi olarak
adlandirmistir. Daha sonra bu parazit hakkinda yeni bilgiler edinilmis ve Piroplasma rossi
cins ad1 degistirilerek bir miiddet Rossiella rossi olarak kullanilmistir. Neitz ve Steyn (1947)
Babesia canis ile Babesia rossi’nin aralarinda morfolojik olarak belirgin bir farklilik
olmadigint ve muhtemelen ayni tiir ya da ayni alt tiir icinde yer almalar1 gerektigi kanisina
varmiglardir. Reichenow (1937) Babesia canis vogeli’ye boyutlarinin biiylik olmasi nedeniyle
1926°da Sergent ve arkadaslarinin sigirlardaki Babesia major tanimlamasi gibi B. major adini
vermis, daha sonra Babesia vogeli olarak degistirmistir. Ancak Babesia vogeli tanimi
unutulmus ve tek basma bir tiir olarak genelde kullanima ge¢memistir. Uilenberg ve ark.
(1989) bu etkenlerin morfolojik agidan benzerlik gostermelerine ragmen genetik ve antijenik
farkliliklar1, vektor spesifitesi, enzimatik ozellikler, patojenite ve lokalize olduklar1 cografi
dagilim farkliliklari, kros reaksiyon vermeleri ve serolojiye dayanarak taksonomik diizeyde
Babesia canis’t nomenklatiirde trinominal sistemde ii¢ alt tiire ayirmak gerektigini
onermislerdir. Babesia canis canis,B. canis rossi, B. canis vogeli olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Patton (1910) tarafindan B. gibsoni cakallarda kesfedilmistir (Mimioglu et
al.,1969; Uilenberg et al., 1989; Birkenheuer et al.,2004).



2.3. Smmiflandirmadaki Yeri

Giliniimiizde kullanilan ve gecerliligini koruyan sistematige gore Babesia tiirleri

asagida belirtildigi gibi apikompleksa kokii icerisinde yer almaktadir (Soulsby,1982).

Alem: Animale
Alt Alem: Protozoa
Kok: Apicomplexa
Smif: Sporozoa
Smif Alti: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Babesidae

Soy: Babesia

2.4. Etiyoloji

Kopeklerde babesiosis’e neden olan iki tiir, Babesia canis ve Babesia gibsoni’dir.
Babesia canis’in, B. canis canis, B. canis rossi ve B. canis vogeli olmak tizere {i¢ alt tiiri
tanimlanmistir. Baz1 kaynaklarda B. canis vogeli, B. vogeli olarak kopeklerde babesiosis’e
neden olan {igiincii bir tiir olarak ele alinmistir (Bunnag et al.,1988; Quinn et al.,1997; Kontos

et al.,1997; Ripberger,1999; Matjila et al., 2004).

2.5. Morfoloji

Babesia tirleri eritrositler igerisinde tek ya da birden fazla sayida yerlesim gosterir.
Cesitli boyama yontemleri ile hazirlanan kan frotilerinde eritrsoit formlari amoboid, yuvarlak,
oval, tagh yliziik ve armut formlarinda, stoplazmasi acik mavi ve perifere ya da bir kutba

lokalize olmus kirmizi kromatin seklinde goriiliir (Sekil. 1) (Macwilliams,1987).



Sekil. 1 Kopeklerdeki babesiosis etkenlerinin gelisme formlari (Soulsby,1982).

Babesia tiirleri genisliginin {ic mikrondan biiyilk ya da kiiciik olmasina gore
isimlendirilir. Genisligi li¢ mikrondan biiyiik olanlarma “Biiylik Babesia Tirleri”,
genisligi i mikrondan kiiciik olanlarina ise “Kiiciik Babesia Tiirleri” ad1 verilir (Eren,1992;

Conrad et al.,1992; Carret et al.,1999; Caccio et al.,2002; Muhlnickel et al.,2002).

Babesia canis “Biiylik Babesia Tiirii” olup, 2.4 x 5.0 mikrometre boyutlarinda,
eritrosit i¢inde genellikle tek armut formunda ya da merozoitlerin ikiye boliinmesi suretiyle
¢ift armut formunda yer alir (Quinn et al.,1997; Tiizer et al.,1999; Kjemtrup et al.,2000).
Stoplazmas1 vakuolliidiir ve bir ucu nokta seklinde diigmeli, bir ucu ise kiittiir (Mimioglu et
al.,1969; Solusby,1982). Bir eritrosit igerisinde on alt1 kadar B. canis’e rastlanabilir (Sekil.2)
(Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Tiizer et al.,1999).
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Sekll. 2 Babesia canis (www.legalpracahorro.com.br).

Babesia gibsoni ise “Kii¢iik Babesia Tiirii “ olup, 1,0 x 3,2 mikrometre boyutlarinda,
pleomorfiktir. Genellikle de farkli niikleus ve stoplazmasi ile eritrosit icerisinde yuvarlak,
oval ya da tagh yiiziik gibi cesitli bi¢cimlerde rastlanmaktadir (Sekil. 3). Bu tiir boliiniirken
uzun, ufak nokta cisimcikler, tetrat ya da bantlar halinde gozlenebilmektedir. Ayni1 zamanda
cogu kiiciik Babesia tiirlerinde etkenlerin boliinme asamasinda “maltese cross” formu (es
zamanli dort merozoit olusumu)’nun yaygin olarak goriildiigii bildirilmistir (Kjemtrup et
al.,2000). Bir eritrosit igerisinde ise bes etkene birden rastlanabilir (Macwilliams,1987;

Conrad et al.,1991; Quinn et al.,1997; Turgut,2000; Kocan et al.,2001).



Sekil. 3 Babesia gibsoni(www.yamagiku.co.jp/pathology).

2.6. Epizootiyoloji

Babesiosis; tropikal, subtropikal ve iliman bolgelerde, 6zellikle kene populasyonuna
bagli olarak dagilim gosterir (Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997). Babesia canis diinyada
yaygin olup; Avrupa, Amerika, Asya, Afrika ve Avusturalya’da goriilmektedir
(Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Ripberger,1999; Lobetti,2002). Alt tipleri olan B.
canis canis daha ¢ok Avrupa’da; B. canis vogeli Asya, Avrupa, Kuzey Afrika, Orta Dogu,
Avusturalya ve Kuzey Amerika’da; B. canis rossi ise Giiney Afrika’da goriilmiistiir
(Kjemtrup et al.,2000; Lobetti,2002; Birkenheuer et al.,2003; Baneth et al.,2004). Babesia
gibsoni ise sinirli cografik alanda dagilim gostermekte olup; Asya ve Afrika’nin biiytik
bolimiinde goriilmektedir (Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Ripberger,1999;
Lobetti,2002). Ancak son yillarda Kuzey Amerika’da da B. gibsoni enfeksiyonuna rastlandigi
bildirilmistir (Kjemtrup,2000; Kocan et al.,2001). Tiirkiye’de kopeklerde simdiye kadar

bildirilen olgular ise Tablo. 1’de gosterilmistir.



Tablo. 1 Tiirkiye’de kopeklerde bildirilen babesiosis olgulari

OZCAN (1961) 3 Ayhik képek
(yeme ve icmede tamamen kaybolma, asites)
ULUTAS ve ark. (2003) 4 Aylik Rotweiller, 1 Erkek, 1 Disi kardes
(istahsizlik, halsizlik, abdominal genisleme)
ULUTAS ve ark. (2005) 12 Yasl Alman Shepherd, 24 Yasl Cocker Spaniel
(Iliml1 hastalik tablosu)
4 Yasl iki Rottweiler, 22 Yash Terrier, 36 Yash Boxer
(Siddetli hastalik tablosu)
7 Yasli Terrier

(Komplike hastalik tablosu)

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kiiclik Babesia tiirlerinin molekiiler filogenetik
analizlerinde genetik olarak en az {li¢ farkli formunun oldugu, bunlarin ise ii¢ farkh
taksonomik grup igerisinde Asya, Ispanya ve Kaliforniya orijinli kopeklerden elde edilen
kiigiik piroplasmlar oldugu tespit edilmistir (Birkenheuer et al.,2003; Muhlnickel et al.,2002;
Kjemtrup,2000; Zahler et al.,2000). Bunlar igerisinde B. gibsoni’nin Asya genotipi ve ABD-
Kaliforniya genotipi Kuzey Amerika’da tespit edilmistir. Kii¢iik Babesia piroplasmindan biri
de Avrupa’da ilk olarak rapor edilen ve Theileria annae olarak isimlendirilen B. gibsoni nin
Ispanya isolatidir (Zahler et al.,2000; Birkenheuer et al.,2003). Yapilan filogenetik analizlerde
B. gibsoni 1 ve B. gibsoni 2 olarak adlandirilan Asya isolatlarinin Babesia cinsi igerisinde;
Kaliforniya isolatinin ise filogenetik analizler sonucunda Theileria cinsi igerisinde yer aldigi

belirtilmektedir (Zahler et al.,2000).

Babesia canis kopek, kurt, tilki ve cakallarda enfeksiyona neden olmaktadir
(Macwilliams et al.,1987; Bunnag et al.1988; Yukar1,2000). Ayrica Ispanya’da yapilan bir
arastirmada B. canis canis atlarda, B. equi ise asemptomatik olarak kopeklerde tespit
edilmigtir (Criado-Fornelio et al.,2003a). Ancak PCR’a dayanan bu arastirmada
kontaminasyondan kaynaklanan ¢apraz reaksiyonlarin da goz Oniinde tutulmasi ve

arastirmanin yeni ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica son yillarda Ispanya ve



Portekiz’de yapilan ¢calismada ssr RNA geninin B. canis canis olarak tanimlanan bolgesindeki
DNA dizisi li¢ kedide amplifiye edilmistir. Bu c¢alisma kedilerde Babesia canis
enfeksiyonunun molekiiler olarak ilk kanit1 olarak ge¢mektedir (Criado-Fornelio et al.,2003c).
Israil’de yapilan bir ¢alismada ise iki evcil kedide tespit edilen Babesia etkeninin morfolojik
ve klinik agidan incelenmesi ve genetik karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmis. Bu
caligmada yapilan genetik analizlerde belirgin dizilim farkliliklarinin olmasi, bu bdlgenin
daha once B. canis’in alt tiirlerinin belirlendigi bolge olmasi ve bu parazitin merozoit ve
trofozoit sathalarinin daha kii¢iik boyutta olmasi bu kedi genotipinin yeni bir Babesia alt tiirii
olarak tanimlanmasina neden olmustur. Bu alt tir B. canis subspecies presentii olarak

isimlendirilmistir (Baneth et al., 2004).

Babesia gibsoni’nin kopek, kurt, cakal, tilki dahil olmak iizere yaban gelincigi ve
porsuk gibi yabani karnivorlarda da enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir
(Macwilliams,1987; Bunnag et al.,1988). Babesia canis ve Babesia gibsoni ile olusturulan
deneysel enfeksiyonlar ise tilkilerde ve boz kurtlarda goriilmistiir (Macwilliams,1987).
Bununla birlikte Fransa’da yapilan arastirmalarda bazi kopek irklarinin (Spaniel, Cocker,
Griffon, Yorkshire terrier, Doberman, Pekinese) babesiosise daha duyarli oldugu, baz1 kopek
irklarinin (Beagle, Fox terrier, Porcelain, Teckel, Mongrel) ise direngli oldugu tespit edilmistir
(Martinod et al.,1986). Diger arastirmalarda da Greyhound irkinda enfeksiyonun diger kopek
irklarina oranla goriilme oraninin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir (Turgut,2000;

Kraje,2001; Plotnick,2003).

Babesia canis canis’in vektorii Dermacentor reticulatus, B. canis vogeli’nin vektorii
Rhipicephalus sanguineus, B. canis rossi’nin vektori Haemaphysalis leachii, B. gibsoni’nin
vektorii ise Rhipicephalus sanguineus ve Haemaphysalis bispinosa soylarina bagl ii¢
konakeili kene tiirleridir (Macwilliams,1987; Uilenberg et al.,1989; Lobetti,2002). B.
gibsoni’yi Haemaphysalis longicornis’in de naklettigi bildirilmektedir (Conrad et al.,1991;
Inokuma et al.,2003; Inokuma et al.,2004). Bu kene tiirleri Babesia tiirlerini hem transtadial
hem de transovarial yolla nakletmektedir (Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997;
Lobetti,2002). Transstadial nakilde kene bir gelisme doneminde aldigi etkeni diger bir
gelisme doneminde kan emme esnasinda konaga aktarir (Larva doneminde aldig1 etkeni nimf
doneminde nakletmesi gibi). Transovarial nakil ise disi kenede ovaryumlarin enfekte olmasi
sonucu yumurtalardan ¢ikan enfekte larvalarin nimf asamasinda etkeni konaga aktarmasi
sonucu olusur (Soulsby,1982; Yukar1,2000). Enfeksiyonun iatrojenik olarak bulasmasinda da
kan transfiizyonu biiylik rol oynar (Macwilliams,1987; Lobetti,2002). Ayrica mekanik olarak



kan emici sineklerin hastalifi nakledebildigi tahmin edilmektedir (Macwilliams,1987).
Babesia canis ile enfekte kanin duyarli kopeklere inokulasyonunda ise inokulasyon sonrasi 3-
4 giin siiren gecici bir parazitemi tablosu gozlenmis ve yaklasik on giin boyunca dolasimda
etkenlere rastlanmamustir. Inokulasyonun ondérdiincii giiniinde ise ¢ok daha siddetli bir
parasitemi tablosu gorilmiis ve yirminci giinde pik seviyeye ulastigi gozlenmistir

(Ewing,1965; Soulsby,1982; Macwilliams,1987).

Dogal enfeksiyonu takiben olusan inkubasyon periyodu B. canis’te 10 giin ile 3 hafta
arasinda degisir. Babesia gibsoni’de ise bu siire 2-4 hafta arasinda degismektedir

(Macwilliams, 1987).

Geng kopekler ve kopek yavrular1 babesiosise daha duyarlidir (Mimioglu et al.,1969;
Bunnag et al.,1988; Quinn et al., 1997; Soulsby,1982). Ozellikle de ii¢ yasindan kiiciik, iki-
sekiz haftalik kopek yavrularinda babesiosis siddetli seyreder (Ripberger,1999). Bazi
kaynaklarda ise B. gibsoni enfeksiyonunun 4 ayliktan kiiclik hayvanlarin ancak % 10’unda
goriildiigii bildirilmistir (Macwilliams,1987; Ripberger,1999). Ayn1 zamanda splenektomi,
immunsupresyon, es zamanli goriilen hastaliklar ve stres hastalifa karsi direnci distriir

(Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997).
2.7. Yasam Dongiisi

Her ne kadar cesitli hayvan tiirlerine 6zgii Babesia tiirleri bulunsa da biyolojik
gelisimleri etken, vektor, konakci sistemine gore seyreder ve birbirine benzemektedir

(Soulsby,1982).



SIZOGONI

Sekil. 4 Kopeklerde babesiosis’in yasam dongiisii (Bunnag et al.,1988).



Enfekte kenenin kan emmesi esnasinda tiikriik bezi asini hiicrelerinde bulunan
sporoblastlar konagin viicut 1sisiin etkisiyle 48—72 saat igerisinde aktive olup sporozoitlere
doniisiirler ve konaga aktarilirlar. Konak¢1 hayvana verilen sporozoitler burada trofozoit
olurlar. Trofozoitin eritrositlere girisi penetrasyona baglidir (Soulsby,1982). Bu penetrasyon
trofozoit ile eritrosit membraninin temasi ile baslar. Parazitin 6n ucu eritrosit membranina
dogru donerek eritrosit-parazit membrani kaynasir. Enzim deposu olan rhoptirilerden salinan
enzimler eritrosit membraninin eritilmesinde kullanilir. Eritrosit membrani c¢entiklenir,
invagine olur ve parazit olusan vakuolle birlikte eritrosit i¢ine girer. Etken, eritrosit igerisine
eritrositten bir parga ile girdiginden eritrositin yabanci cisim etkisinden koru Eritrosit
icerisinde Once yuvarlak bir form alir, bir siire sonra amoboid ve armut formlarina doniisiir.
Daha sonra da merogoni olarak isimlendirilen ikiye boliinme yoluyla ¢ogalarak merozoite
doniisiirler ve gelisimlerini siirdiirlirler. Bu gelisme sirasinda eritrositleri parcalar ve kan
plazmasma dokiilen etkenler yeni eritrositleri enfekte ederler. Vektdr kene ise kan emme
esnasinda eritrositlerle birlikte merozoitleri alir. Bu enfekte eritrositler kenenin bagirsaginda
parcalanarak etkenler bagirsak boslugunda serbest hale geger. Etkenlerin bir kismu sindirilir.
Kalan dayanikli merozoitler ise oval gamont yoniinde farklilasma gosterir. Bu oval
gamontlardan ¢ikintilar geliserek 1sinsal uzantili yapilar sekillenir. Bu yapilardan makro ve
mikrogametler olusur (Babesia tiirlerinde makro ve mikrogametler birbirine benzer).
Mikrogamet, makrogameti doller ve zigot olusur. Olusan zigot hareketli olup, kenenin
bagirsak epitel hiicrelerine girer. Burada zigot igerisinde gelisen vakuolun yapisinin
degisimiyle kinet olusur. Olusan kinet gelisip biiylidiikten sonra ¢oga bdliinmek suretiyle
sporokinetleri olusturur. Sporokinetler zigotu pargalayarak bagirsak bosluguna dokiiliirler.
Tekrar bagirsak epitel hiicrelerine girip cogalmasini  siirdiirebildigi gibi, malpighi
tubuluslarina, epidermis hiicrelerine, kaslara ve hemolenfe giderler. Eger kene disi ise
sporokinetler ovaryumlara da giderek olusacak yeni nesillerin enfekte olmasina yol agarlar
(Transovarial nakil). Sporokinetlerin bir kismi ise hemolenf yoluyla tiikriik bezi asini
hiicrelerine gelir ve burada sporogoni donemini gegirirler. Once endopoligoni yoluyla
cogalarak sporoblastlar1 olustururlar. Daha sonra da sporozoitler meydana gelir (Soulsby,

1982; Bunnag et al.,1988).

Vektor kenelerde transovarial nakilde keneler etkeni larva asamasinda aldigi igin
ancak nimf asamasinda enfeksiyonu konaga nakleder. Transstadial nakilde ise, bir gelisme
déneminde aldig1 etkeni diger bir gelisme déneminde konaga nakleder. Ornegin iki konakl

bir kene larva agamasinda konaga tutunur ve hayvan enfekte ise etkenleri alir. Doymus nimf



halde topraga diiser, gomlek degistirir ve a¢ olgun olur. A¢ olgun asamasinda tekrar duyarl
bir hayvandan kan emerse, etkenleri de bu konaga verir. Genellikle transovarial nakil tek
konakeili kene tiirlerinde, transstadial nakil ise iki ve ii¢ konak¢ili kenelerde goriilmektedir

(Soulsby, 1982).
2.8.Patogenezis

Hemolitik anemi kopeklerde goriillen baslica semptomdur. Intravaskuler/
ekstravaskuler ya da her ikisi birden kaynakli olabilir. Anemi, inflamatorik ajanlarin salinimi
ve vaskuler endotelyal zarardan kaynaklanan hipoksi ve doku hasari ile sonuglanir. Hastaligin
siddeti multiorgan disfonksiyonu ile birlikte seyreden hemolitik anemi ya da hipotensif sok

gelismesine baglidir (Jacobson et al.,1994; Kraje,2001).

Babesiosis’de immun aracilt hemolitik anemi (Immun Mediated Hemolitic Anemia;
IMHA) ile arasindaki iliski nadir olarak bildirilmigtir. IMHA, eritrosit membran iliskili
antikorlardan kaynaklanan eritrositlerin yap1 bozuklugunun artis1 olarak tanimlanmaktadir. Bu
ya eritrosit membraninin normal ya da yabanci olarak algilanmasi ve degisiklige ugramasi
seklinde olusur. Babesiosis’de olustugu diisiinilen IMHA, genellikle immunglobulinler
ve/veya komplement aracilifiyla olusur. Bu durumda eritrositlerin fagositozunu takiben
intravaskiiler aglutinasyon meydana gelir. Babesiosis ile IMHA arasindaki 6nemli 6zellik

anti-babesial sagaltima ragmen hemolizin devam etmesidir (Jacobson et al.,1994).

Babesiosis’de en c¢ok dikkati c¢eken ve siirekli goriilen hemostatik anormallik
trombositopenidir. Bu her iki komplikasyonlu (ilerleyen anemiden multiple organ
disfonksiyonuna kadar goriilen komplikasyonlar) ve komplikasyonsuz (yalnizca degisen
derecelerde aneminin goriildiigli) durumda da rutin olarak goriilmektedir. Agir bir
trombositopeninin varliginda bile klinik olarak belirgin hemorajiler babesiosisde nispeten
nadirdir. Ancak thrombosit disfonksiyonu gibi thrombosit iligkili hemorajileri baglatan ek
mekanizmalar goriilme oranini artirabilir. Cok siddetli hemorajiler trombus ile baglantili
olabilir ve bu durumda kalp, karaciger, beyin, akcigerler, kaslar gibi ¢ok sayida organ
etkilenmektedir. Siddetli ya da 6liimciil durumlarda ise hemorajiler goriilmektedir. Babesiosis
hemoliz, vaskuler endotel hasari, asidoz, hipoksi, vaskuler durgunluk, sok ve muhtemelen
endotoksemi gibi durumlarla iligkilidir ve bunlarin hepsi DIC (Dissemine Intravascular

Coagulopathie)’e hazirlayicidir (Jacobson et al.,1994; Ripberger,1999).



Kopeklerde intravaskuler hemolizis akut renal yetmezligin (ARF) nedeni olarak
gosterilebilir. Bu deskuamasyona ugramis tubular hiicreler ve/veya hemoglobin castlar
tarafindan renal tubullerin bloke olmasindan kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte
intravaskuler hemoliz ve ARF arasinda direkt nedensel baglanti yoktur. Fakat es zamanl

immunolojik ya da inflamatdr stireglerden kaynaklanmaktadir (Jacobson et al.,1994).

Babesiosis’de pulmoner 6demin patofizyolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. iki
mekanizmadan kaynaklanabilmektedir. Biri alveolar kapillar permeabilitenin artisi, digeri ise
artan hidrostatik basingdir. Kapillar permeabilite artisi; DIC, pulmoner trombo-embolizm,
hepatik hastalik ve ‘sok akciger’ olarak bilinen ya da yetigkin respiratorik iizlintii sendromu

(ARDS)’dan olusabilmektedir (Jacobson et al.,1994; Kraje,2001).

Babesia canis’in serebral formunda goriilen beyin kapillarindaki tikanma ise
kopeklerin beyinlerindeki kapillar damarlar igerisindeki parazit iceren eritrositlerin ¢ok sayida
olmasi ile birlikte endotele karsi parazitli hiicrelerin yanyana dizilmeleri sonucunda
olusmaktadir. Bu da parazitli hiicrelerin endotele yapistigini gosterir. Yapismanin
ultrastriiktural mekanizmasi ise tespit edilememistir. Akut formda perifer kanda parazitemi %
1-2 iken, beyin kapillarlarinda bu oranin % 90’a kadar ulastigi tespit edilmistir
(Soulsby,1982; Jacobson et al.,1994).

2.9. Klinik bulgular

Kopeklerdeki Babesia enfeksiyonunda; hayvanin yasi, bireysel 6zelliklerinin farkliligi,
bagisiklik durumu, enfeksiyonun safhasi, enfeksiyona karsi gelisen cevap, splenektomi
uygulanip-uygulanmamasi1 ve es zamanli gelisen hastaliklar klinik belirtileri etkileyen

faktorler arasinda yer alir (Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Ripberger,1999).

Babesiosis’de prepatent siire 10 ile 21 giin arasinda degigsmektedir. Takiben gegici bir
parazitemi ve daha sonra sekonder bir parazitemi gelisir (Kraje,2001). Klinik agidan Babesia
canis enfeksiyonunda hastaligin seyrine gore karakteristik olarak ates, degisen derecelerde
hemolitik anemi, hemoglobiniiri, trombositopeni, ikterus ve ¢ok sayida organda fonksiyon
bozuklugu goriilmektedir (Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Ripberger,1999; Bicalho et
al.,2004).

Hastalik perakut, akut, kronik ve subklinik seyir gosterir. Ayrica Babesia canis’de

serebral form da goriilmektedir (Soulsby,1982; Macwilliams,1987; Kraje,2001).



Perakut babesiosis 24 saat den daha kisa siirede klinik bulgularin gorildigii ve
kopegin kollaps durumunda oldugu safhadir. Daha ¢ok kopek yavrularinda goriilmektedir.
Cogunlukla siddetli intravaskuler hemoliz ile birlikte siddetli solgunluk, hemoglobiniiri ve
yiiksek oranda kene enfestasyonu vardir. Ozellikle geng kopeklerde yiiksek parazitemi
goriilebilir. Bu sathadaki kopeklerin ¢cogunda sonradan diger komplikasyonlarda gelisir.
Genellikle de 6liim hizla gelisen dolasim yetmezligi sonucu hypotensif sok ve pulmoner 6dem
sonucu goriiliir. Ozellikle serebral babesiosis ve perakut babesiosis arasindaki fark belirsizdir.
Oliim yaygin olarak gériilmektedir (Soulsby,1982; Macwiliams,1987; Jacobson and Clark,
1994; Turgut,2000). Soulsby (1982), Kraje (2001) yayinlarinda belirtildigi gibi; Maegraith ve
ark. (1957), siddetli ve 6liimciil seyreden kopeklerdeki Babesia enfeksiyonu iizerine yaptiklari
calismada paraziteminin derecesi ile klinik bulgular arasinda herhangi bir direkt iligskiye

rastlamamuslardir.

Akut formda klinik belirti olarak hemolitik anemi ile birlikte goze carpan belirtiler
depresyon, zayiflik (zaafiyet), ates (40-41,5°C), istahsizlik, letharji, dehidrasyon, susama,
mukozalarda solgunluk, sarilik, solumada giigliik ve nabizda hizlanma gériiliir. idrarda yiiksek
oranda bilirubin vardir ve idrar sar1 ya da koyu kirmiz1 renktedir. Belirsiz hemoglobinemi ve
hemoglobiniiri vardir. Enfeksiyonda devam eden eritrosit parcalanmasinin sonucu olarak da
splenomegali ve lenfadenopati goriilir. Bu belirtilerin yanisira bas ve bacaklarda 6dem,
mukozalarda petesi, stomatitis, gastritis, gozde keratitis-iritis ve kaslarda myositis
gozlenebilir. Goriilen Oliimler ise genellikle kalp spazmi ve akut solunum yetmezligi

sonucudur (Mimioglu et al.,1969; Macwilliams,1987; Turgut,2000).

Kronik formda klinik belirtilerin belirgin olmamasi nedeni ile bu formun tanimlanmasi
zor olmakla birlikte; aralikli ates, istahsizlik, diisiik kondisyon kaybi ve hafif derecede
ilerleyen anemi goriiliir. ikterus hafiftir ve hayvan ya ilerleyen zaafiyet ve kaseksiden 6liir ya
da iyilesme belirtileri gostermeye baslar. Bu form 1-3 ay siirer. Kurtulan hayvanlar
premunisyon kazanir. Eger endemik bolgede iseler premunisyon hayat boyunca kalir

(Mimioglu et al.,1969; Macwilliams,1987; Kraje,2001).

Hastaligin subklinik-latent formu ise genellikle endemik bolgelerde goriiliir. Ancak
stres olusturan durumlarda tekrar klinik belirtiler ortaya ¢ikar (Macwilliams,1987; Quinn et

al.,1997; Ripberger,1999).



Klinik olarak B. canis enfeksiyonlarinda merkezi sinir sistemi bulgular1 daha az
yaygindir. Norolojik bulgularda paresis ve epilepsi belirtileri goriiliir (Soulsby,1982).
Norolojik semptomlarin yanisira inkoordinasyon, hind-quarter paresis, kas tremorlari,
nystagmus, anisocoria, intermittent biling kaybi, nobetler, uyusukluk ve koma hali de
goriilmektedir. Ek olarak saldirganlik, sendeleyerek yiirlime, havlama da gozlenebilmektedir
(Soulsby,1982; Jacobson et al.,1994). Soulsby (1982)’in bildirdigine gore Piercey (1947),
akut serebral kdpek babesiosis’inin ani dliimlerle karakterize oldugunu belirtmistir. Purchase
(1947)’e gore Soulsby (1982) bu durumda olan hayvanin perifer kaninda etkenin nadir olarak
rastlandigini; ancak histolojik kesitlerinde ve beyin siirme preparatlarinda bol miktarda etken
oldugunu bildirmistir. Soulsby (1982) Maegraith ve ark. (1957) atfen olusturulan akut
deneysel enfeksiyonda sinirsel semptomlara rastlamamislardir (Soulsby,1982). Enfeksiyonda
perifer sinirlerin etkilendigi durumlarda ise lokomotor bozukluklar, ayaklarda romatizmal kas

agrist, topallik hatta fel¢ goriilebilmektedir (Tiizer et al.,1999).

Atipik bulgular ise kataral brongitisden pnOmoniye kadar degisiklik gosterir.
Subkutanéz 6dem, asites ve purpura hemorajika goriilebilir. Buna bagh olarak iriste, agizin
mukoz membraninda, dudaklarda, abdominal duvarin yiizeyinde ve bacaklarin i¢ kisminda
ekimotik ya da petesiyal kanamalara rastlanir. Babesia canis enfeksiyonunun Giiney
Amerika’da kanli kulaklar anlamina gelen ‘Nambiuvu’ formunda ise, kdpeklerin kulak
kenarlarinda 6zellikle de yaz aylarinda kanamalara rastlanir (Mimioglu et al.,1969; Tiizer et

al.,1999).

Babesia canis’in genellikle Ehrlichia canis ile birlikte enfeksiyona neden oldugu
bildirilmektedir. Gen¢ kdpeklerde her iki parazit birlikte oldugunda dldiiriicti enfeksiyonlarin
gelistigi; fakat tek baslarina agir seyretmedikleri bildirilmektedir (Soulsby,1982; Tiizer et
al.,1999; Kraje,2001). Bu yilizden simdiye kadar sadece B. canis’e atfedilen klinik tablonun
olusmasinda E. canis’in de rolii oldugu, hastalifin dnce B. canis ile bagladig1 daha sonra E.

canis ile devam ettigi 6ne siiriilmektedir (Tiizer et al.,1999).

Babesia gibsoni ise ¢akallarda hafif derecede patojen oldugu halde; kopeklerde yiiksek
derecede patojen olup, siddetli enfeksiyona neden olmaktadir. (Mimioglu,1969; Shaw et
al.,2001). Klinik bulgularinda yaygin olarak letharji, anoreksi ve anemi goriiliir. Bu bulgularin
yanisira akut hastalik boyunca intermittent bir ates gozlenebilir. Siklikla da belirgin bir
hepatosplenomegaliye neden olmaktadir. Akut donemden kurtulan hayvanlarda atesin

hafiflemesi ile birlikte hastalik kronik bir seyir takip etmektedir. Oliim birkag ay ya da birkag



hafta sonra goriiliir. Babesia gibsoni enfeksiyonunda ikterus ve hemoglobiniiri nadir olarak
goriiliirken; B. gibsoni’nin B. canis’e nazaran daha fazla kronik formda seyir gosterdigi
bildirilmektedir (Soulsby,1982; Macwilliams,1987; Conrad et al.,1991; Kontos et al.,1997;
Fukumoto et al.,2001; Kraje ,2001).

2.10. Laboratuvar bulgulari

Aktif eritrogenezis sonucu olarak anizositoz, makrositoz, polykromazi, retikiilositoz
ve metarubrisitoz dikkati ¢eker (Turgut,2000). Retikulositozise ragmen eritrositleri kaplayan
globulinlerin olusturdugu sferositozis nedeniyle MCV (Mean Corpuscular Volume) diisiiktiir
(Macwilliams,1987). Ayrica eritrositler 5,5-8,5 milyon / mm® normal degerinden 1-2 milyon
/ mm® degerine diiser. Kanda 16kosit sayis1 artar. Trombositopeni ve yaygimn intravaskuler
koagulasyon goriilmektedir (Mimioglu et al.,1969; Macwilliams,1987; Turgut,2000;
Cleveland et al.,2002).

Metabolik olarak ise azotemi, laktik asidemi, metabolik asidosis ve karaciger
nekrozuna bagl olarak gelisen, dzellikle de kopeklerde karacigerin spesifik enzimi olan ALT
(Alanin Aminotransferans)’nin serum aktivitesinin arttig1 goriiliir. Uriner analizler sonucunda
ise bilirubiniiri ve hemoglobiniiri goriilir (Mimioglu et al.,1969; Macwilliams,1987;

Turgut,2000; Cleveland et al.,2002).
2.11. Nekropsi bulgulan

Nekropside genel bir ikterus tablosu, derialt1 ve intramuskuler dokuda &dem,
mukozalarda petesiel kanamalar goriliir. Eritrosit yikimia bagh olarak kan ince ve sulu bir
goriinimdedir. Sidik kesesindeki idrar kirmizi ve koyu kahverengi bir renktedir. Dalak
biiylimiis ve yumusak bir hal almis, pulpast koyu kirmizi, kesit yiizii ise tagkindir. Karaciger
biliylimiis ve sar1 bir renk almistir. Karacigerde konjesyondan sentrilobuler nekrozise kadar
degisen patolojik lezyonlar goriilmiistiir. Kalp ise soluk ve sarimtrak bir renktedir. Bobrekde
sarims1 bir renk ve yumusak bir kivam vardir. Histolojik kesitlerinde ise nefritis goriliir.
Plora, kalp, bronslar ve bagirsaklarda kiiclik kanamalara rastlanir. Viicut yaglar sar1 jelatindz
bir hal almistir. Ayni sekilde mukéz membranlar da sarimsi renktedir. Plora, perikard ve
periton boslugunda degisen derecelerde sivi toplanmasi goriiliir. Babesia canis’de goriilen
serebral formda, beyin ve spinal kordda 6dem goriiliir (Mimioglu et al.,1969; Turgut,2000).

Patolojik degisikliklerinde ise kapillar yatakta parazit igeren eritrositlerin par¢alanmasi,



konjesyon ve makroskobik / mikroskobik hemorajiler goriiliir. Odem ise degisken bir
bulgudur. Serebral babesiosis’li kopeklerin beyinlerinde damar disindaki eritrositlerin
cogunun parazit icermedigi, damarlar icerisindeki parazit iceren eritrositlerin ise ¢ok sayida
olmasi ile birlikte endotelyuma kars1 parazitli hiicrelerin yanyana dizilmeleri dikkat
cekmektedir, bu da parazitli hiicrelerin endotelyuma yapistigini gosterir (Jacobson et

al.,1994).

Enfekte hiicreler ise beyin, goz, periorbital doku damarlarinda, dalak, bobrek, iskelet
kaslart ve bagirsak lenf yumrularinda toplanir. Bunlar géz venalarinda bilateral tromboz,
lenfoid dokularda nekroz, iskelet kaslarinda yer yer nekrozlar ve beyinde lezyonlara neden

olurlar (Mimioglu et al.,1969; Turgut,2000).

Babesia gibsoni’de ise belirgin olarak karaciger ve dalak biiyiimesi gozlenir. Ancak
sarilik ¢ok sik olarak goriilmedigi i¢in buna iliskin patolojik bulgulara rastlanmayabilir

(Mimioglu et al.,1969; Soulsby,1982).

2.12. Bagisikhk

Babesia canis ile B. gibsoni arasinda capraz bagisiklikbulunmamaktadir. Ayrica
Levin’e gore B. canis ile alt tiirii B. canis vogeli arasinda da capraz bagisiklik yoktur
(Mimioglu et al.,1969). Bu nedenle Mimioglu et al. (1969), Reichenow (1937)’a atfen B.
canis ve B. vogeli olarak bu iki tiirii birbirinden ayirmis ise de; Mimioglu et al. (1969),
Poisson (1937)’a atfen B. canis ile B. canis vogeli’nin ayni tiir oldugunu belirtmektedir

(Mimioglu et al.,1969).

Babesia canis’in bir susudan hazirlanan soluble parazit antijeni (SPA) ile asilanan
kopeklerde, deneysel olarak farkli bir B. canis susunun tekrar verilmesi ile ¢capraz-korunma
gbézlenmemistir (Schetters et al.,1995). Bu B. canis’in alt tiirleri arasindaki antijenik
varyasyonun oldugunu gostermektedir. Ayrica Avrupa B. canis isolati ve Giliney Afrika B.
canis rossi isolatindan elde edilen SPA karisimi heterolog B. canis enfeksiyonuna karsi

koruyucu bagisikligr azalttigin tespit etmislerdir (Schetters et al.,2001).
2.13. Tam

Tanida, babesiosis’in bolgedeki epidemiyolojik durumu, boélgenin bulundugu iklim

kusagi, mevsim, kene yogunlugu, bdlgede bulunan kene populasyonlarinin bilinmesi



destekleyicidir. Ayrica klinik bulgular ve laboratuvar bulgular1 da goz Oniinde

bulundurulmalidir (Mimioglu et al.,1969; Soulsby,1982; Macwilliams,1987).

Kesin tan1 etkenlerin tespit edilmesine dayamir. Bununla ilgili olarak IFAT (indirekt
Floresan Antikor Testi), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) gibi serolojik testler,
splenektomi uygulanmig kopeklere siipheli kandan yapilan inokulasyon, kene diseksiyonu,
stipheli kandan hazirlanan frotiler ve PCR gibi son yillarda gelisen molekiiler tan1 yontemleri
kullanilarak teshise gidilebilir. Ayrica epidemiyolojik caligmalarda toplanan kenelerin
enfektivite oraninin tespit edilmesi de tanida onemlidir (Soulsby,1982; Quinn et al.,1997;
Vercammen et al.,1997; Ripberger,1999; Kraje,2001; Lobetti,2002; Cleveland et al.,2002).
Tercihen Giemsa, Romanowsky, Field’s, Wright’s ya da Diff-Quik boyalari ile boyanan kan
frotilerinde B. canis ve B. gibsoni morfolojik 6zelliklerine dayanarak tespit edilmeye caligilir.
Ancak kopeklerde Babesia nin trofozoitlerinin kan frotilerinde tespiti, degisken parazitemi
nedeniyle ¢cok zordur. Cogu durumda eritrositler i¢inde parazitler ya az ya da nadir olarak
bulunur. Ozellikle kapillar damarlardan alinan kanda, venalardan alman kandan daha gok
parazit tespit edilebilir. Ciinkii etkeni iceren eritrositler kapillar damar sisteminde toplanmaya
egilimlidirler. Genelikle kan kulak ucu ve tirnak yatagindan alinir. Kan almrken ilk
damlasinin alinmasina dikkat edilmelidir. Ayrica parazit igeren eritrositler santrifiij edilen kan
orneginin buffy coat tabakasinin altinda toplanir. Bu tabakanin alt bolgesinden alinarak
hazirlanan frotiler incelenebilir. Kemik iligi aspiratindan hazirlanan frotilerde de parazitlere
rastlanir. Preparatlar incelenirken eritrositler {izerindeki trombositlerin parazitler ile
karistirllmamasina da dikkat edilmelidir (Soulsby,1982; Quinn et al.,1997; Vercammen et
al.,1997; Ripberger,1999; Kraje,2001; Lobetti,2002; Cleveland et al.,2002).

Olii dokulardan hazirlanan frotilerde de parazit tespitine gidilebilir. Histolojik
kesitlerde, 6zellikle karaciger, dalak, meningsler, akciger, gastrointestinal sistemin kapillar ve

kiigiik venalarinda ¢ok sayida parazite rastlanir (Macwilliams,1987).
2.13.1. Molekiiler Tam1 Yontemleri

Simdiye kadar yaygin olarak kullanilan IFAT ve ELISA gibi serolojik testlerin
yanisira parazitin varliginin direkt olarak ortaya konmasi amaciyla molekiiler tani
yontemlerinden olan PCR da siklikla kullanilmaya baslanmistir (Quinn et al.,1997; Ripberger
et al.,1999; Shaw et al.,2001). Serolojik testlerin Babesia tiirleri arasinda kros-reaksiyon

gostermesi nedeniyle, tiir ve alt tiirlerin ayirt edilmesinde etkin olmamasi; ayrica 1s1k



mikroskobunda tespit edilemeyen ve serolojik ac¢idan incelenmis Babesia ile enfekte
kopeklerde, yanlis negatif sonuglarin gozlenmis olmasi, molekiiler yontemlerin tercih
edilmesine sebep olmustur. Molekiiler yontemler ise sadece Babesia’nin alt tiirlerinin
tespitinde degil; ayn1 zamanda semptomatik ya da mikroskobik olarak kan frotilerinde tespit
edilemeyen etkenlerin identifikasyonunda kullanilan giiclii yontemlerdir (Birkenheuer et

al.,2003; Foldvari et al., 2005).

PCR: Isik mikroskobu ile yapilan mikroskobik incelemeden daha sensitif ve serolojik
testlerden daha spesifiktir (Birkenheuer et al.,2003). Japonya’da yapilan bir calismada 80
sokak kopegin kan orneginden hazirlanan DNA 6rneklerini PCR kullanalarak test etmistir
(Inokuma et al.,2004). Once Babesia-cins spesifik primerleri kullamlarak PCR uygulanmis ve
bunu takiben yapilan tiire spesifik PCR’da B. canis- B. gibsoni primerleri kullanilmistir. PCR
sonuglarina gore; Babesia-cins spesifik PCR’da 12 kdpek pozitif, Babesia tiire spesifik
PCR’da 5 kdpek B. canis pozitif, 7 kopek B. gibsoni pozitif bulunmustur. Babesia canis
pozitif 6rnegin % 99.94 oraninda B. canis vogeli’ye, Babesia gibsoni pozitif érnegin ise %
100 oraninda homolog B. gibsoni Asya genotipine benzer oldugu tespit edilmistir (Inokuma et
al.,2004). Yine PCR yo6ntemi iizerine Macaristan’da yapilan bir ¢aligmada 44 kopegin kan
orneklerinden ¢ikartilan DNA’lar kullanilarak Babesia-cins spesifik PCR uygulanmis ve 44
kopekten 39°u pozitif bulunmustur. Bu 39 pozitiften 5 tanesi segilerek yapilan sekans analizi

sonucunda ise % 99.8 oraninda B. canis canis’e benzerlik saptanmistir (Féldvari et al.,2005).

PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism): Cabuk tani
saglayan, serolojik testlerden ¢ok daha yararli ve sensitif bir yontemdir. Paraziteminin %
0.01’e kadar diisiik oldugu durumlarda bile B. canis’in alt tiirleri ve diger Babesia tiirleri
arasindaki ayrim kolayca yapilabilir. Serolojik testlerin aksine es zamanli enfeksiyonlarin
tespitinde ¢ok daha etkilidir. Kdpeklerde babesiosis’in epidemiyolojik saha ¢alismalarinda
kolaylik saglar (Carret et al.,1999). Son zamanlarda PCR-RFLP kombine molekiiler tani
yontemi kullanilarak biiyilk kopek piroplasmlarinin ayirt edilmesi iizerine c¢aligmalar
yapilmistir (Caccio et al.,2002). ssrRNA geninin kismi dizilimlerindeki polimorfizmlere
dayanarak B. canis canis, B. canis vogeli ve B. canis rossi nin RFLP yontemi ile cografik
orijini, vektor spesifitesi ve patojenitesi farkli kdpeklerde isolatlarimi karakterize etmislerdir

(Zahler et al.,1998; Carret et al.,1999).

RLB (Reverse line blot hibridizasyon): Es zamanli olarak tasman Theileria ve

Babesia’nin farklr tiirlerinin tespit edilmesinde gelistirilen bir metottur. 2005 yilinda



Hollanda’da yapilan ¢alismada 23 kopekten kan ornekleri alinmis; kanlarin DNA
ekstraksiyonu yapilarak hem PCR yontemi hem de RLB yontemi kullanilarak Babesia
enfeksiyonu agisindan incelenmistir (Matjila et al.,2005). Uyguladiklart PCR y6nteminde
daha onceki RLB {izerine yapilan ¢aligmalara dayanarak 18S rRNA geninin 460-540 bp.’lik
V4 bolgesinden secilen RLB-F2 (5'-GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G-3') ve RLB-
R2 (biotin-5-CTA AGA ATT TCA CCT CTG ACA GT-3') primerleri kullanilmistir
(Gubbels et al.,1999; Matjila et al.,2004). PCR sonucunda 18 kopek Babesia pozitif
bulunmus. RLB hibridizasyon tekniginde PCR’da Babesia pozitif bulunan képeklerin B. canis
canis alt tiirii oldugu tespit edilmistir (Matjila et al.,2005).

2.14. Sagaltim

Kopeklerde babesiosis’de virulansi diisiik tiirlerle enfekte olan hayvanlarda ¢ogunlukla
sagaltim uygulanmaksizin ya da destekleyici/semptomatik sagaltimla iyilesme gozlenmektedir
(Quinn et al.,1997; Ripberger,1999). Diminazene aceturate, phenamidine isethionate ve
imidocarb dipropionate kdpeklerde babesiosis’in sagaltiminda etkilidir (Soulsby,1982; Quinn
et al.,1997; Shaw et al.,2001; Lobetti,2002; Plotnick,2003).

Diminazene aceturate 3,5 mg/kg dozunda intramuskuler olarak yalmizca tek doz
uygulanir. Ilacin sagaltim araligi diisiiktir (Bunnag et al.,1988; Quinn et al.,1997;
Lobetti,2002). Phenamidine isethionate 15 mg/kg dozunda 24 saat araliklarla iki doz,
subkutan olarak uygulanir (Quinn et al.,1997; Tiizer et al.,1999). Imidocarb dipropionate 5
mg/kg dozunda intramuskuler olarak kullanilir ve yalnizca Babesia canis enfeksiyonuna

etkilidir (Tiizer et al.,1999; Turgut,2000).

Trypan blue klinik bulgular1 hafifletir, parazitemiyi durdurur; ancak enfeksiyonu
tamamen yok edemez. Diger ilaglara nazaran yan etkisi ¢ok daha azdir. 10 mg/kg dozunda
dikkatli bir sekilde intravendz olarak uygulanir (Lobetti,2002). Clindamycin kopek
babesiosis’inde ¢ok siddetli, inat¢1 ve virulent durumlarda basariyla kullanildig: bildirilmistir
(Ripberger,1999). Acaprin’in ise kopeklerde biiylik Babesia etkenlerine karsi etkili oldugu
bildirilmistir (Soulsby,1982; Bunnag et al.,1988). 0,25 ml / 5 kg dozunda 24 saat araliklarla
1-2 enjeksiyon subkutan olarak uygulanir. Ancak sagaltim araligi diisiiktiir (Soulsby,1982;
Bunnag et al.,1988).

Anemi hayvanin yasamini tehdit eder boyutta ise saglikli bir hayvandan kan

transfiisyonu yapilmasi gereklidir. Ayrica semptomatik ve destekleyici olarak; sivi sagaltimi,



kemoterapi ve metabolik asidosise yonelik sodyum bikarbonat uygulamasi yapilir

(Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997; Lobetti,2002).

2.15. Korunma ve Kontrol

Kopeklerde babesiosise karst korunmada alinacak onlemlerin en basinda vektor
kenelerin kontrol altina alinmasi gelmektedir. Bu amagla kopeklerin yasadig: kliibe, bariak
veya alanlarin periyodik olarak akarisid, insektisid ilaglarla ilaglanmasi onemlidir. Ayrica
kopeklerde tasma, dokme, banyo ya da sprey tarzinda uygulanan akarisid ve insektisid ilaglar
gerekli korumayr saglamaktadir (Soulsby,1982; Macwilliams,1987; Quinn et al.,1997;
Cleveland et al.,2002).

Korunmada kullanilan diger bir secenek ise asilamadir. Doku kiiltiiriinden elde edilen,
avirulent susdan hazirlanan Pirodox isimli bir ticari preparat vardir. Ancak bu as1 yalnizca
Fransa’da bulunmakta olup, yurdumuzda kullanilmamaktadir (Cleveland et al.,2002;

Lobetti,2002).

Endemik bolgelerde hastaligin tamamen yok edilmesi istenen bir durum degildir,
clinkii kopeklerin kanindaki az miktarda etken premunisyonu saglamakta ve etkene karsi

duyarlilig1 ortadan kaldirmaktadir (Lobetti,2002).

Korunmada ayrica; kan transfiizyonu yapilacak kopeklere Babesia etkenleri yoniinden
incelenmis kan verilmelidir. Endemik olmayan bdlgelerde ise bolgedeki tasiyici hayvanlarin
tespiti ve gerekli Onlemlerin alinmasi Onemlidir (Mimioglu et al.,1969; Soulsby,1982;

Macwilliams, 1987; Lobetti,2002).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismanin materyalini Ege Bolgesindeki 6 farkli yerlesim merkezinin (Aydin,
Kusadasi, Selguk, Bodrum, Marmaris, Manisa) barinaklarinda bulunan 320 koépek ve Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Klinigine getirilen 63 farkli yas ve
irktaki sokak kopeginden alinan kan 6rnekleri olusturmustur. Her bir kopekten yaklasik 2 ml
kan EDTA’l tiiplere alindi. Kanlarin tasinmasi esnasinda soguk zincir kullanildi. Kanlar
200’er pul olarak eppendorf tiiplere ayrildiktan sonra kullanim asamasina kadar -80 °C’de

saklandi.

3.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA, her bir EDTA’Il kan orneginin 200 ul’sinden Wizard® Genomic DNA
Purifikasyon Kiti kullanilarak, protokole uygun olarak hazirlandi (Promega Corporation,
Madison, USA). Bu kite dayanarak tiim kandan genomik DNA izolasyonu su sekilde yapilds;
her bir kan 6rnegi steril 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere 200’er pl kondu. Uzerlerine 600 ul Cell
lysis soliisyonu eklenip; 10 dk. oda sicakliginda inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresince
tiipler 2—3 kez alt-iist edildi. 10 dk. sonunda 6rnekler 13,000 -16,000 x g’de 20 sn. santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda dipteki pelete dokunulmadan siipernatant atildi. Kan 6rnekleri -80
°C’de donduruldugu i¢in yukarida anlatilan basamaklar iki kez tekrarlandi. Dipte kalan beyaz
kan hiicreleri siispansiyon haline gelene kadar 10—15 sn. hafif¢e vortekslendi. Uzerine 200 pl
Nuclei Lysis Soliisyonu eklendi ve beyaz kan hiicrelerinin lize olmasi icin 5-6 kez pipete
edildi. Daha sonra 37 °C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda iizerlerine 1 pl
RNAse Soliisyonu eklenerek tiipler 2—5 kez alt-list edildi. 37 °C’de 15 dk. inkubasyona
birakildi. 15 dk. sonunda 70 pl Protein Presipitasyon Soliisyonu eklendi ve 10-20 sn.
vortekslendi. Daha sonra 13,000 - 16,000 x g *de 3 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dipte
kalan koyu kahverengi protein peletine dokunulmadan siipernatant alindi. 1.5 ml’lik vida
kapakli tiipler icerisinde bulunan 200’er pl’lik Isopropanol iizerine eklendi. Tiiplerde
Isopropanol igerisinde yiizen beyaz kiiciik DNA bulutu gériiliinceye kadar hafifce salland1 ve
sonra 13,000-16,000 x g ’de 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonunda isopropanol, dipteki
DNA rahatsiz edilmeden dokiildii. DNA {izerine 200 pl % 70’lik etanol konularak tiip hafifce
alt-list edildi. DNA peletinin etanolde yikanmasi saglandiktan sonra 13,000 - 16,000 x g’de
1 dk. santrifiij edildi. Daha sonra etanol dikkatli bir sekilde dipteki DNA peletine

dokunulmadan pipetle g¢ekilerek atildi. Tiipler temiz kurutma kagidi {izerine ters ¢evrilerek



kapatildi ve 10—15 dk. kurumas1 beklendi. 10-15 dk. sonunda tiiplere 70 pl DNA Rehidrasyon
Soliisyonu eklenerek 65 °C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda rehidrasyon

sollisyonu igerisindeki DNA kullanim asamasina kadar +4 °C’de saklandi.
3.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Bu ¢alismada 18S ssrRNA gen dizilimine dayanarak hazirlanmis tiire spesifik, genin
455 bp amplifiye eden iki adet PCR primeri secilerek kullanildi (Inokuma et al.,2004).
Babesia canis spesifik primerleri: Can 172F (5'- GTT TAT TAG TTT GAA ACC CGC - 3)
forward, Can 626R (5—- GAA CTC GAA AAA GCC AAA CGA - 3') reverse olarak
kullanildi (Thermo electron, GmbH, Germany). PCR i¢in her bir ependorf tiipiinde 5 pl hedef
DNA iceren 40 pl reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisimda 100 pM. dNTP
(Deoksiniikleosid trifosfat: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP) (Roche Diagnostics GmbH,
Roche Applied Science, Germany), 25 pmol forward-reverse primerleri (100 pmol/ul), 1.25 U
TaqBead Hot Start Polymeraz (Promega TagBead ™ Hot Start Polymerase), 1.06 mM MgCl,
(Promega, Madison, WI, USA), 4 ul 10 x PCR buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9,0 (25 °C); 15
mM MgCl; 500 mM KClI; 0,1% gelatin; 1% Triton X-100) (Promega, Madison, WI, USA),
27.05 pl Milli Q [double distile su]) kullanildi. Amplifikasyon asamasinda GeneAmp PCR
Sistem 2400 Thermal Cycler cihazi kullanildi (Perkin Elmer, Foster City, California). PCR

sartlarinda ise;

95 °C’de 5 dk. baslangi¢ denaturasyon agamast 1 siklus;

94 °C’de 30 sn. denaturasyon,

55 °C’de 30 sn. primer annealing,

72 °C’de 90 sn. ekstensiyon asamalar1 40 siklus;

72 °C’de 10 dk. final ekstensiyon asamasi 1 siklus uygulandi.

Her PCR reaksiyonu pozitif ve negatif kontrol DNA oOrnekleri igerdi. Pozitif DNA
ornegi dahiliye klinigine getirilen mikroskopik olarak B. canis teshisi konulan bir képekten
elde edildi. Elde edilen PCR iiriinleri ethidium bromide iceren % 2’lik agaroz jelde
elektroforez yontemiyle kosturuldu. Elde edilen PCR iiriinleri ethidium bromide igeren %
2’lik agaroz jelde elektroforez yontemiyle kosturuldu. Jel ultra viyole (UV) 1sik altinda

incelendi. Jelin en basina konan DNA belirleyicisi yardimiyla gozlenen bantlarin baz ¢ifti

belirlenerek pozitif 6rnekler tespit edildi.



3.3. Reverse Line Blot Hibridizasyon Teknigi
3.3.1. PCR

Babesia-Theileria soy PCR’1 i¢cin RLB-F2 (5- GAC ACA GGG AGG TAG TGA
CAA G -3') forward primeri, RLB-R2 (5'- CTA AGA ATT TCA CCT CTG ACA GT -3')
biotin ile isaretlenmis reverse primeri kullanildi (Thermo electron, GmbH, Germany)
(Gubbels et al.,1999). PCR i¢in her bir ependorf tiiplinde 4 pl hedef DNA igeren 36 ul
reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon karisiminda 28.05 pl Milli Q (double distile su), 4 pl
10 x PCR buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9.0 (25 °C); 15 mM MgCl; 500 mM KCI; 0.1%
gelatin; 1% Triton X-100) (Promega, Madison, WI, USA), 1.25 U TaqBead Hot Start
Polymeraz (Promega TaqBead'™ Hot Start Polymerase), 1.06 mM MgCI2 (Promega,
Madison, WI, USA), 200 uM dNTP/dUTP (200 mM herbir dATP, dCTP, dGTP ile 100 mM
dTTP ve dUTP), 25 pmol forward-reverse primerleri (100pmol/ul) (Roche Diagnostics
GmbH, Roche Applied Science, Germany) kullanildi. Amplifikasyon agamasinda GeneAmp
PCR Sistem 2400 Thermal Cycler cihazi kullanild1 (Perkin Elmer, Foster City, California).
PCR sartlarinda ise; 95 °C’de 5 dk. baslangi¢ denaturasyon agamasi 1 siklus;

94 °C’de 20 sn. denaturasyon,
67 °C’de 30 sn. annealing,

72 °C’de 30 sn. ekstensiyon asamalari 2 siklus
Her iki siklus sonunda annealing sicakligi 57 °C’ye ulasincaya kadar iki derece

diisiiriildii (Touchdown PCR ); 57 °C’ye ulasildiginda sikluslara agagidaki gibi devam edildi.

94 °C’de 20 sn. denaturasyon,
57 °C’de 30 sn. annealing,
72 °C’de 30 sn. ekstensiyon agsamalari 40 siklus;
72 °C’de 10 dk. final ekstensiyon asamasi1 uygulandi.
Elde edilen PCR iiriinleri ethidium bromide iceren % 2’lik agaroz jelde elektroforez
yontemiyle kosturuldu. Jel, UV altinda incelendi ve kullanilan DNA belirleyicisi araciligiyla

pozitif 6rnekler kontrol edildi.
3.3.2. Reverse line blot hibridizasyon

RLB hibridizasyon teknigi daha once tarif edildigi gibi yapildi (Gubbels et al.,1999;

Matjila et al.,2004). Reverse line blot icin Biodin-C membran ve N-terminal



N- (triflorasetamidoheksil-siyanoetil,N,N-diisopropil fosforamid [TFA]) -C6 amino linker ile
muamele edilmis spesifik oligoniikleotidler kullanildi. Biodin-C membran 10 ml % 16 1-etil-
3 (3-dimetilaminopropil) karbodimid (EDAC) (Sigma, St. Louis, Mo.) ile 10 dk. oda
sicakliginda aktive edildi. Membran 2 dk. distile su ile yikandi ve MN45 miniblottera
(Immunetics, Cambridge, Mass.) yerlestirildi. Theileria / Babesia soyuna ait catch-all, B.
canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi, B. gibsoni, T. annulata, B. bovis spesifik
oligoniikleotidleri 50 — 3200 pmol / 150 pl 500 mM NaHCO; (pH 8.4) ile sulandirildi.
Kullanilan oligoniikleotidler, sulandirma konsantrasyonlart ve sekanslar1 Tablo. 2’de
gosterilmigstir. Sulandirilan oligoniikleotidler membrana yiiklendi. 1 dk. oda sicakliginda
inkube edildi. Bu siire igerisinde oligoniikleotidler aminolinkerler araciligryla membrana
kovalent olarak baglandi. 1 dk. sonunda oligoniikleotidler pipetle membrandan aspire edildi.
Membran daha sonra 100 ml 100 mM NaOH ile 10 dk. oda sicakliginda inaktive edildi. 100
ml 2x SSPE (20x SSPE: 360 mM NaCl, 20 mM NaH,PO4 ve 2 mM EDTA igerir [pH 7.4]) -
%0.1 SDS (Sodyumdodesilsiilfat) ile membran 60 °C’de 5 dk. yikandi. 2x SSPE - %0.1 SDS
dokiilerek membran {lizerine 20 mM EDTA eklendi. 15 dk. oda sicakliginda yikandi. 15 dk.
sonunda EDTA (Etilendiamintetraasetat) dokiilerek membran {izerine bir miktar EDTA kondu
ve kullanim asamasina kadar +4 °C’de saklandi. Theileria/Babesia PCR iiriinlerinden 10ul
alinarak 150 pl 2x SSPE - %0.1 SDS ile sulandirildi. Sulandirilan PCR iirtinleri 100 °C’de 10
dk. DNA thermal cycler’da denatiire edildi. Uriinler hemen buz iizerine alindi. Bu arada
membran 100 ml 2x SSPE - %0.1 SDS ile oda sicakliginda 5 dk. yikandi.

Tablo. 2 RLB hibridizasyon tekniginde kullanilan oligoniikleotidler, sulandirma
konsantrasyonlari ve sekanslari

Oligoniikleotidler Sulandirma Tiir-spesifik oligoniikleotid sekans1 (5'— 3")

konsantrasyonu (pmol)

T/B catch all 50 TAA TGG TTA ATA GGA (AG)C (AG) GTT G
B. canis rossi 200 CGG TTT GTT GCC TTT GTG

B. canis vogeli 400 AGC GTG TTC GAG TTT GCC

B. canis canis 400 TGC GTT GAC GGT TTG AC

B. gibsoni 900 TAC TTG CCT TGT CTG GTT T

T. annulata 100 CCT CTG GGG TCT GTG CA

B. bovis 200 CAG GTT TCG CCT GTA TAA TTG AG

5’ Biotin ile isaretli



Membran uygulanan oligoniikleotidlerin tersi yoOniinde 90° c¢evrilerek miniblotter’a
yerlestirildi. Membran iizerinde kalan sivilar pipetle aspire edildi. Bu arada diliiye PCR
iirlinleri buzdan alinarak birkag¢ saniye santrifiij edildi ve tekrar buz {izerine yerlestirildi. PCR
tirtinleri miniblotter’a yiiklendi ve 42 °C’deki etiivde 1 saat hibridizasyon i¢in inkubasyona
birakildi. 1 saat sonunda membran iizerindeki PCR iirlinleri pipetle aspire edildi. Membran
miniblotterdan alinarak 100 ml 2x SSPE - %0.5 SDS ile 10 dk. 50 °C’de iki kez yikandi.
Membran 10 ml 2x SSPE - %0.5 SDS i¢ine 2.5 pl peroksidaz ile isaretli streptavidin konjugat
(Boehringer, Mannheim, Germany) konularak hazirlanan diliisyonla 30 dk. 42 °C’de inkube
edildi. Daha sonra konjugat dokiilerek membran 100 ml 2x SSPE - 9%0.5 SDS ile 42 °C’de 10
dk. iki kez yikandi. 20 dk. sonunda membran oda sicakliginda 100 ml 2x SSPE ile 5’er dk. iki
kez yikandi. Siire sonunda 2x SSPE dokiilerek membran 10 ml ECL tespit sivisinda
(Amersham, Little Chalfont, Buckingharmshire, United Kingdom) 1 dk. inkube edildi.
Membran iki asetat kagidi arasina konarak hazirlanan film kaseti icerisine yerlestirildi. 10 dk.
beklendi ve rontgen odasinda filmin banyosu yapildi. Daha sonra membran tekrar kullanima
hazir hale getirilmek i¢in 80 °C’de 100 ml %1 SDS ile 2 kez yikandi. Oda sicakliginda ise 15
dk. bir kez 20 mM EDTA ile yikand1 ve az miktarda 20 mM EDTA eklenerek +4 °C’de

kullanim agamasina kadar saklandi.
3.4. Sekans Analizi

Sekans analizi i¢in Aydin, Kusadasi, Manisa, Bodrum, Marmaris, Selcuk ve ADU Vet.
Fak. Dabhiliye kliniginden olmak iizere 7 farkli bdlgeden Babesia canis spesifik PCR
sonuclarina gore pozitif olan PCR iiriinleri birer tane segilerek B. canis spesifik primerleri ile
birlikte Tontek Ilag, Tan1 ve Biyoteknoloji Uriinleri Arastirma, Gelistirme San. ve Tic. A.S.

(Istanbul) firmasina génderilmistir. Orneklerin sekans analizleri gift yonlii yaptirilmistir.

fontek firmasinda, génderilen 6rneklerin saflastiriimasinin ardindan, sekans analizleri
otomatik DNA dizi cihazinda kapiller sistemde ve Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik
sentez yontemi kullanilarak yapilmistir (www.iontek.com.tr). Boya terminasyon isaretleme
ad1 verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda (A,G,T,C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine
floresan isaretli boyalar ilistirilmistir. Elektroforez, ornekler bir kapillerden gegirilirken
uygulanmistir. Floresan isaretli boyalari uyarmak igin bir lazer, boyalarin yaydigi 15181
toplamak icin ise bir CCD kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dért boya

tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 1sik tek kulvarda ayirt edilebilir. Floresan



miktarlarinin = dlgiilmesi ve yorumlanmasinin ardindan DNA o6rnegindeki baz dizisi
saptanmistir. Elde edilen sonuglar internette Genbank’ta BLAST analizi yapilarak

degerlendirilmistir.
3.5. Istatistik Analiz

Yerlesim merkezleri arasinda B. canis’in bulunma orani bakimindan farklilik bulunup
bulunmadigini tespit etmek icin Ki-Kare testi kullanilarak istatiksel acidan degerlendirme

yapilmustir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. Babesia canis spesifik PCR sonuglari

Babesia canis spesifik primerleri kullanilarak yapilan PCR sonuclara goére (Sekil 5)
toplam 383 kopekten 40 tanesi Babesia canis pozitif bulunmustur. Yerlesim merkezlerine

gore Babesia canis pozitif 6rneklerin dagilimi Tablo. 3’de verilmistir.

Tablo. 3 Yerlesim merkezlerine gére Babesia canis PCR sonuglari

Babesia canis
Hayvan sayisi

Pozitif (%)
71 4 5.63
Kusadasi
Selcuk 64 12 18.75
Manisa 23 3 13.04
Marmaris 50 2 4.0
Aydin 62 3 4.84
Bodrum 50 12 24.0
Dabhiliye 63 4 6.35

Toplam 383 40 10.44




“—455bp

«— 455bp

Sekil. 5: Babesia canis-spesifik PCR goriintiisii: (7), (9), (10) no’lu
ornekler B. canis pozitif. (M) DNA belirleyici (13) Pozitif
Kontrol (14) Negatif Kontrol

4.1.2. Theileria/Babesia soy PCR sonuclari

Sadece Babesia canis spesifik PCR sonuglarina gore pozitif bulunan orneklerin
Theileria-Babesia soyuna spesifik primerler kullanilarak PCR’1 yapilmigtir (Sekil 6). Bu PCR

sonucuna gore de orneklerin pozitifligi bir kez daha tespit edilmistir (Tablo. 4).

415 bp

Sekil. 6: Theileria/Babesia soy PCR goriintiisii: (1), (2), (5) no’lu
ornekler Babesia pozitif



Tablo. 4 Kan 6rneklerinin Theileria/Babesia soy PCR sonuclari

T / B cins spesifik PCR
Hayvan sayis1 .
Pozitif (%)

71 4 5.63
Kusadasi
Selcuk 64 12 18.75
Manisa 23 3 13.04
Marmaris 50 2 4.0
Aydin 62 3 4.84
Bodrum 50 12 24.0
Dabhiliye 63 4 6.35
Toplam 383 40 10.44

4.1.3. RLB sonuclari

Theileria /Babesia soyuna ait catch-all, B. canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi,
B. gibsoni, T. annulata ve B. bovis spesifik problar1 kullanilarak yapilan Reverse line blot
hybridizasyon teknigi sonuglarina gére orneklerin Babesia canis’in alt tirli B. canis vogeli
oldugu tespit edilmistir. Theileria/Babesia soy PCR’1 sonucunda elde edilen 40 pozitif 6rnek
RLB’de pozitif olarak belirlenmis ancak 15 tanesi membranda c¢ok zayif pozitif olarak

goriintiilenmistir (Sekil 7-8).



Sekil. 7 Problar; (A)Theileria/Babesia catch all, (B)B. canis canis, (C)B. canis vogeli, (D)B. cais rossi,
(E)Theileria annulata, (F)Babesia bovis. Ornekler; (1)82, (2)95, (3)128, (4)137, (5)139, (6)K39, (7)186,
(8)189, (9)154, (10)235, (11)243(12)D1, (13)D17, (14)273, (15)274, (16)281, (17)283, (18)A25, (19)K7,

(20)K30, (21)165, (22)D22, (23)98, (24)295, (25)103, (26)118, (27)127, (28)144, (29)140, (30)su, (31)bos,
(32)T. annulata, (33)B. bovis.

Sekil. 8 Problar; (A)Theileria/Babesia catch all, (B)B. canis canis, (C)B. canis
rossi,(D)B. canis vogeli, (E)B. gibsoni, (F)Theileria annulata,(G)Babesia bovis

Ornekler; (1)153, (2)258, (3)262, (4)267, (5)271, (6)278, (7)286, (8)300, (9)134,
(10)B. gibsoni



4.1.4. Sekans analizi sonu¢lar:

Her bolgeden birer adet segilen giiclii pozitif orneklerin sekans analizi lontek
Firmasinda yapilmistir. BLAST 2.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) progranu
kullanilarak  Aydin(235), Kusadasi(K39), Sel¢uk(82), Marmaris(189), Bodrum(274),
Manisa(154), Dahiliye(D1) oOrneklerinin gen dizilimleri Genbanktan elde edilen sekans
bilgileri ile karsilastirildiginda; orneklerin % 99 oraninda B. canis vogeli (B. canis sp.
Okinawa susu)’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Inokuma et. al.,2004). Ayni1 zamanda
B. canis vogeli Misir, Brezilya, Dog-78, Dog-59 suslarina % 99 oraninda yakinlik tespit
edilmistir. Ayrica % 99 oraninda B. canis canis’e, % 97 oraninda B. canis rossi Dog-76 ve
Dog-74 susuna ve Babesia sp. Xinjiang 1648 susuna yakinlik tespit edilmistir. Alinan sekans

analizi sonuglarina gore orneklerin gen dizilimi asagida Sekil. 9A-G’de gosterilmistir.

Sekil. 9A

Aydin Can 626Reverse

GGNGGTACNAAAAAACTACGAGCTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCC
CTCCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGT
GTCAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGT
TACCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTA
TTATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCAACTNAATAAACA

Aydmn Can 172Forward

TGTGTTTTNNNGTNANAGCGAATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCA
GCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACC
CAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGCGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTA
GCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
ACTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCNGAGTTCAAA



http://www.ncbi.nlm.nih/

Sekil. 9B

Kusadasi Can626Reverse

GNGGGTNATAAANAAACTACGAGCTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGC
CCTCCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTG
TGTCAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCG
TTACCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTT
ATTATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCAACTNAATAAACANNNNC

Kusadas1 Canl72Forward

GGNTNTTTTTNAGTNATAGCGAATCGCATTTGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCA
GCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACC
CAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTA
GCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
ACTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTTCGAGTTCAA

Sekil. 9C

Selguk Can 626Reverse

GTAAANAAAAAACTACGAGACTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCT
CCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGTGT
CAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTA
CCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTATT
ATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCAACCTNAAAAAAACAA

Selguk Can 172Forward

TNTNTTNTNATATGGCGATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCAGCAA
CGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAT
CCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGCGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTT
TAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCNGAGTTCAAA

Sekil. 9D

Manisa Can 626Reverse

GGTTACTAAAAAACTACGAGCTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCT
CCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGTGT
CAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTA
CCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTATT
ATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCAACTTAAATAAACA

Manisa Can 172Forward

GTTTTNTATAANAGCGAATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCAGCAA
CGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAAT
CCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGCGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTT
TAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCCGAGTTCAA




Sekil. 9E

Bodrum Can 626Reverse

ANGNTACTNAACAAACTACGAGCTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCC
CTCCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGT
GTCAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGT
TACCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTA
TTATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCAANTAAAANAAACAA

Bodrum Can 172Forward

TNNTTTNTNTNATAGCGAATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCAGCA
ACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA
TCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCA
ATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACT
TTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTCCGAGTTCAAA

Sekil. 9F

Marmaris Can 626Reverse

ANGTAACNAAGAAACTACGAGCTTTTTACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCC
TCCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGTG
TCAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTT
ACCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTAT
TATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCACNNAAAAANAAANAA

Marmaris Canl72Forward

TTNNGTTTNNAGATAATNGCGAATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGC
AGCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTAC
CCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGT
AGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
AACTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTCCAAGTTCANA

Sekil. 9G

Dahiliye Can 626Reverse

GGTTACNAAAAAAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAGTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCC
CTCCAATTGCTACTCTGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTCCCTGT
GTCAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGTCTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGT
TACCCGTTGCTGCCTCGGTAGGCCAATACCCTACCGTCAAGCTGATGGGTCAGAAACTTGAATGGTCCATCGCTAAATGCGATTCGCCAGTTTA
TTATGAATCACCGAAAGCCAAGGCGGGTTTCANCNAAAAANAAANAA

Dabhiliye Can 172Forward

TNNGTTNNNTTATNGCGAATCGCATTTAGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGAGGCAGCA
ACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAA
TCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCA
ATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACT
TTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTCCNAAGTTCAAA

Sekil.9 Her bolgeden bir pozitif PCR 6rneginin sekans analiz sonuglart



4.1.5. Istatistik analiz sonuclar

Yerlesim merkezleri arasinda B. canis pozitif 6rnekler agisindan farkliliklar tespit
etmek amaciyla istatistiksel degerlendirme (Ki-Kare Testi) yapilmistir. Tablo. 5’de Ki-kare
degeri verilmistir. Bulunan Ki-kare degeri sonucuna gore B. canis’in bulunma orani

bakimindan yerlesim merkezleri arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0.005).

Tablo. 5 Pozitif 6rneklerin yerlesim merkezleri arasindaki farkliliklarin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi

Hayvan sayisi PCR
Pozitif(%) Y2
71 5.634
Kusadasi
Selcuk 64 18.75
Manisa 23 13.04
Marmaris 50 4.0 37.998*
Aydin 62 4.84
Bodrum 50 24.0
Dabhiliye 63 6.35
Toplam 383 10.44

* P<0.005



4.2. Tartisma

Tiirkiye’de kdpek babesiosisi ve yayginligi iizerine bu giine kadar yapilan herhangi bir
caligmaya rastlanmamustir. Yalnizca 1961 yilinda klinik belirtilere dayanarak bir kopekte ve
2003 yilinda iki kdpekte hem klinik belirti hem de morfolojik olarak babesiosis goriildigi
bildirilmistir (Ozcan,1961; Ulutas et al.,2003). Son olarak 2005 yilinda Babesia canis-spesifik
PCR sonucunda B. canis pozitif tespit edilen 7 kopekte akut faz degerlerinin incelendigi
calisma bulunmaktadir (Ulutas et al.,2005). Bu nedenlerden dolay1 yaptigimiz calisma
Tiirkiye’de kopek babesiosisi iizerine ilk ¢alisma olmasi ve molekiiler yontemler ile Babesia

canis alt tliriiniin belirlenmesi a¢isindan 6nemlidir.

Yurt disinda bu hastalik {izerine ¢ok ¢esitli calismalar yapilmistir (Yamane et al.,1993;
Hauschild et al.,1995; Zahler et al.,1998; Carret et al.,1999; Birkenheuer et al.,2003; Matjila
et al.,2004; Inokuma et al.,2004; Duh et al.,2004; Foldvari et al.,2005). Ozellikle de
glinlimiizde yaygin olarak kullanilmaya baglanan PCR molekiiler tan1 yontemine dayali ¢ok
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Japonya’da yapilan bir ¢alismada 80 sokak kopeginde 18S
ribosomal RNA geninden segilen primerlerin kullanildigi PCR teknigi kullanilarak B. canis ve
B. gibsoni’nin varlig1 arastirilmistir (Inokuma et al.,2004). PCR sonuglarina gore; Babesia-
cins spesifik PCR’da 12 kdpek pozitif, Babesia tiire spesifik PCR’da 5 kdpek B. canis pozitif,
7 kopek B. gibsoni pozitif bulunmustur. Babesia canis pozitif 6rnegin % 99.94 oraninda B.
canis vogeli’ye, Babesia gibsoni pozitif 6rnegin ise % 100 oraninda homolog B. gibsoni Asya
genotipine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Inokuma et al.,2004). Vektor Rhipicephalus
sanguineus kenesinin subtropik iklime sahip Japonya’da oldugu gibi ililkemizde de yaygin
olarak bulunmasi nedeniyle elde ettigimiz B. canis-spesifik PCR ve RLB sonuglari ile bu
calisma arasinda B. canis vogeli agisindan paralellik tespit edilmistir. Ancak B. gibsoni
calismamizda sadece RLB tekniginde 40 adet 6rnekde bakilmasi nedeniyle bu 6rneklerde B.
gibsoni tespit edilemedi. Slovenya’da 2000-2002 yillar1 arasinda 238 kopekte yapilan
calismada ise sst RNA geninden segilen Babesia-cins spesifik primerleri kullanilarak PCR
uygulanmis, PCR sonucunda 14 kdpek Babesia pozitif bulunmustur. Sekans analizi sonucuna
gore pozitiflerden 11’inin B. canis canis, 3 iniin ise B. canis vogeli oldugu bildirilmistir (Duh
et al.,2004). Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarinda B. canis canis tespit edilememistir. Bunun
sebebi B. canis canis’in vektorii olan Dermacentor reticulatus’un yurdumuzda goriildiigiine
dair bir bildirimin bulunmamasindan kaynaklanabilmektedir. 2005 yilinda yine PCR yontemi

lizerine Macaristan’da yapilan bir calismada Babesia-cins spesifik PCR sonucunda 44



kopekten 39’unda 450 bp.’lik pozitif PCR iirlinii elde edilmis ve 5 tanesi segilerek sekans
analizi yapilmistir. Sekans sonucunda % 99.8 oraninda B. canis canis’e benzerlik saptanmistir
(Foldvari et al.,2005). Yapilan tiim bu ¢aligmalarla elde ettigimiz sonuclar karsilagtirildiginda
B. canis’in tespit edilen alt tiirleri agisindan farkliliklar goriilmektedir. Bunun sebebi B.
canis’in alt tiirlerini tasiyan vektorlerin cografik dagilimlarimin farklilik gostermesinden

kaynaklanmaktadir.

RLB Hibridizasyon teknigine dayali olarak Giiney Afrika’da yapilan bir ¢aligmada
297 kopekten 44 tanesi Babesia sp. pozitif bulunmugstur. Pozitif érneklerin RLB sonucunda
ise 31’1 Babesia canis rossi, 13 tanesi B. canis vogeli tespit edilmistir. Bu ¢alismada Giiney
Afrika’da B. canis vogeli ilk defa bildirilmistir (Matjila et al.,2004). Bu da Rhipicephalus
sanguineus kenesinin diinyada genis dagilim gosterdigini kanitlamaktadir (Uilenberg et
al.,1989). Bu calismaya dayanarak uyguladigimiz RLB hibridizasyon teknigi sonuglarina gore
yalnizca B. canis’in B. canis vogeli alt tlirlinliin tespit edilmesi yurdumuzda ozellikle
kahverengi kopek kenesi olarak da bilinen Rhipicephalus sanguineusun yaygin olarak
bulunmasi gosterilebilir (Coskuner,1971). Gerek elde ettigimiz RLB sonuclarinda gerekse de
sekans analizinde Babesia canis vogeli’nin tespit edilmesi Ege Bolgesi’nde B. canis

vogeli’nin varligin1 da dogrulamaktadir.

Calismamizda daha c¢ok barmaklarda bulunan sokak kopekleri kullanilmis olup;
istatistiksel acidan degerlendirme yapildiginda B. canis’in bulunma oran1 bakimindan bélgeler
arasinda belirgin farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklarin gézlenmesinde enfeksiyon
kaynagi olarak kopek barmaklarinin gosterilebilecegi gibi, geldikleri yerden de
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Belki bu calisma Ege bolgesinden ziyade kopek
barmaklarindaki enfestasyon oranlarin1 yansitmaktadir. Ancak Tiirkiye’deki kopek
barinaklarindaki uygulamalarda, kopekler tekrar sokaga birakilabildikleri i¢in bdlgeye
enfeksiyonun yayilmasinda da etkili olabilmektedirler. Bu da babesiosisin epidemiyolojisinin
bolgelere gore farklilik gostermesine neden olmaktadir. Ayrica vektor kenelerin iklimsel
acidan farkli cografik lokalizasyon gostermesi ve bolgelerde uygulanan vektér miicadelesine

bagli olarak da epidemiyolojide farkliliklar g6zlenmektedir.

Son zamanlarda PCR-RFLP kombine molekiiler tan1 yontemi kullanilarak ssr RNA
geninin  bir kismma ait dizilimindeki polimorfizmlere dayanarak biiylik kdpek
piroplasmlarinin ayirt edilebilmesi gelistirilmektedir (Carret et al.,1999; Caccio et al.,2002).

Onceki calismalarda B. canis grubu igerisinde ii¢ alt tiiriin yer aldig1 ve bunlarm vektor



spesifitesi, antijenik varyasyon ve cografi dagilimlarina dayanarak alt tiirlere ayrildigi
gosterilmektedir (Uilenberg et al.,1989). Bu 6nemli farkliliklara ragmen, morfolojik diizeyde
lic alt tiiriin ayirt edilememeleri sebebiyle; ayiric1 tanilarinda yine molekiiler metodlara
giivenilmektedir. Bu ¢alismalar kopeklerin Babesia tiirlerinin taksonomik diizeyde tekrar ele
almmasini ve sayisinin belirlenmesinin gerekliligini gostermektedir (Zahler et al.,1998).
Bizim calismamizda ise biiyiik Babesia tiirlerinden B. canis vogeli’nin tespit edilmesi Tiirkiye

acisindan biiyiik Babesia tiirlerinin degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir adimdir.



5. SONUC VE ONERILER

(Calisma sonucunda Ege Bolgesi'nin 6 farkli yerlesim merkezinde bulunan
barinaklardaki 320 kdpekten ve Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesine getirilen
63 sahipli kopekden alinan kan 6rneklerinin 40 tanesi, PCR yontemi sonucunda Babesia canis
pozitif tespit edilmistir. Reverse line blot hibridizasyon teknigi sonucunda ise B. canis pozitif

orneklerin B. canis vogeli alt tiiri oldugu belirlenmistir.

Bu calisma Tiirkiye’de kdpek babesiosisi lizerine PCR ve RLB hibridizasyon yontemi
kullanilarak yapilan ilk aragtirma olmas1 yaninda, Tiirkiye’de kopeklerde B. canis’in alt tiirii

olan B. canis vogeli’nin varlig1 ilk olarak bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

Calisma sonucunda elde edilen verilere gore Ege Bolgesi’nde 40 adet Babesia canis
pozitif kopege rastlanmasi bu hastaligin Veteriner Hekimler tarafindan dikkate alinmasi
gerektigini gostermektedir. Ayrica Tiirkiye’nin diger bolgelerinde benzer ¢aligsmalar yapilarak
Tirkiye’deki kdpek babesiosis’inin durumu tespit edilmeli ve kene faunasi incelenerek vektor

kenelerin belirlenmesi yoniinde ¢aligsmalar siirdiiriilmelidir.



OZET

Ké&peklerde babesiosis Ixodidae ailesinde yer alan bazi kene tiirlerinin vektorii oldugu;
B. canis ve B. gibsoni tiirleri tarafindan olusturulan protozoal bir hastaliktir. Bu hastalik

diinyada yaygin olup; tropikal, subtropikal ve iliman bolgelerde goriilmektedir.

Bu calisma, Ege Bolgesi’ndeki kopeklerde babesiosis’in yayginligini tespit etmek
amactyla planlanmistir. Calismada 6 ayr1 yerlesim merkezinde (Aydin, Kusadasi, Selguk,
Bodrum, Marmaris, Manisa) barmaklarda bulunan ve ADU Veteriner Fakiiltesi Dahiliye
klinigine getirilen sahipli kopeklerden toplam 383 kan Ornegi alinmistir. Kan 6rneklerinin
DNA’lar1 Wizard® Genomic DNA Purifikasyon Kiti kullanilarak hazirlanmistir. 18S ssr
RNA gen dizilimine dayanarak secilen Babesia canis-spesifik primerleri (Can 172Forward —
Can 626Reverse) ile PCR molekiiler tan1 yontemi uygulanmistir. Elde edilen PCR sonucuna
gore 383 kopekten 40 (9%10.4) tanesi B. canis pozitif tespit edilmistir. Daha sonra Babesia-soy
PCR’1n1 takiben uygulanan Reverse line blot (RLB) hibridizasyon teknigi sonucunda ise
B. canis pozitif orneklerin B. canis vogeli alt tiirii oldugu tespit edilmistir. Ayrica her
bolgeden birer adet pozitif 6rnek secilerek sekans analizine gonderilmistir. Sekans analizi
sonucunda orneklerin % 99 oraninda B. canis vogeli (B. canis sp. Okinawa susu)’ye benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Istatistiksel agidan degerlendirme yapildiginda ise bolgeler

arasinda B. canis’in bulunma orani bakimindan farkliliklarin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada Ege Bolgesi’'nde kopeklerde B. canis’in yaygin olarak

bulundugu ve alt tiirtiniin ise B. canis vogeli oldugu ilk olarak tespit edilmistir.



SUMMARY

Babesiosis of dog is a protozoal disease which is transmitted by Ixodidae ticks and
caused by B. canis and B. gibsoni. It occurs worldwide in tropical, subtropical and warm

regions all around the world.

In this study, to determine the prevalence of Babesia canis that causes babesiosis in
dogs by using PCR in Aegean Region. We also aimed to determine the subspecies of B. canis
in this region. Blood samples were collected from 320 stray dogs captured and kept in
municipal shelters located in Central Aydin, Kusadasi, Selcuk, Central Manisa, Bodrum,
Marmaris, all within the Aegean region of Turkey. Also, an additional 63 blood samples were
obtained from owned dogs that had been admitted to the Small Animal Clinic of Veterinary
Faculty, Adnan Menderes University. DNA was extracted from EDTA-anticoagulated blood
samples using Wizard® Genomic DNA Purification Kit according to the manufacturer’s
intruductions. Amplification of the 18S ssrRNA gene was performed using B. canis primes
(Canl72 forward and Can626 reverse). PCR results revealed that 40 dogs (10.4%) were
infected with B. canis. In order to identify the subspecies of B. canis positive PCR samples
reverse line blot hybridisation technique was used. These 40 positive B. canis DNA samples
were again PCR amplified by using Theileria / Babesia genus spesific primers, then screened
with RLB hybridisation. The results indicated that they were positive for B. canis vogeli. In
addition to this, the PCR products of 18S rRNA gene of B. canis isolated from seven infected
dogs, one isolate originating from each of the six different locations and one from the Small
Animal Clinic of Veterinary Faculty, ADU were sequenced. The results of sequence analysis
indicate that they are closely related to B. canis vogeli (B. canis spp. Okinawa strain) with 99
% similarity. There were also significant differences in the prevalence of B. canis among the

different geographical areas (P < 0.05).

In conclusion, the present study demonstrates a high prevalence of B. canis infection
amid dogs in Aegean Region and indicates that the subspecies of the parasite is B. canis

vogeli.
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