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SUMMARY

This study was conducted to determine the relationship between hematocrit levels and some hematological and
biochemical parameters after hemolysis of erythrocytes in natural babesiosis sheep. A total of 40 sheep were included in
the study, 20 healthy (control group) and 20 natural babesiosis. Blood samples were taken from the vena jugular of 20
sheep with clinical findings in Biochemistry tube and blood tube with EDTA. DNA extraction was performed in accordance
with the procedure with GeneJetViral DNA (Thermo Scientific, Catalog number: K0821) kit. PCR was performed using a pair
of primers specific for the 18S ribosomal RNA gene region for the detection of Babesia agents. The amplified gene regions
were stained with ethidium bromide on a 1% agarose gel and detected under UV light on a gel imager. According to the PCR
result, 425 bp positivity was determined. Whole hemograms were performed from the blood taken from EDTA tubes.
Serum was taken from the blood taken from the biochemistry tube and frozen at -20 until analysis day. Serum levels of
heparin, serum iron and iron binding parameters were measured. In this study, it was observed that the values of RBC, HTC
(p <0,001), HGB (p <0,05) values decreased in sheep with babesiosis compared to the control group. There was a decrease
in neutrophil counts (p <0,05) compared to the control group, and an increase in lymphocyte, monocyte and basophil
percentage (p <0,05). There was also a significant decrease in PLT numbers (p <0.05). Serum Fe levels were increased (p>
0,05), although statistical significance was not significant compared to the control group. In this study, hepsidine levels in
babesia group were statistically higher than control (p <0,05). As a result, in sheep with babesiosis, it was concluded that
the decrease in erythrocyte parameters, the development of stress leukogram, the increase in iron parameters and
hepsidine levels, and it was concluded that these results may be diagnostic.
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OZET

Dogal Babesiosis’li Koyunlarda Hepsidin Diizeyleri ile Baz1 Hematolojik ve
Biyokimyasal Parametreler Arasindaki iliskiler

Bu ¢alisma dogal babesiozisli koyunlarda eritrositlerin hemolizi sonrasi hepsidin diizeyleri ile hematolojik ve biyokimyasal
baz1 parametreler arasinda nasil bir iliskinin oldugunu belirlemek amaciyla yapildi. Calismaya 20 saglikli (Kontrol grubu),
20 dogal babesiozisli olmak iizere toplam 40 koyun dahil edildi. Klinik bulgulara sahip 20 koyunun vena jugularisinden
biyokimya ve EDTA'lL tiiplere kan ornekleri alindi. DNA ekstraksiyonu GeneJETViral DNA (ThermoScientific,
catalognumber: K0821) Kkiti ile prosediire uygun olarak yapildi. Babesia etkenlerinin tespiti icin 18S ribozomal RNA gen
bolgesine spesifik olan bir ¢ift primer kullanilarak PCR yapildi. Ampilifiye edilen gen boélgeleri %1’lik agaroz jelde
ethidiumbromid ile boyanarak jel goriintiileme cihazinda UV 1s1k altinda belirlendi. Yapilan PCR sonucuna gore ise 425 bp
pozitiflik belirlendi. EDTA’l tiiplere alinan kanlardan tam hemogram bakilidi. Biyokimya tiipline alinan kanlardan serum
elde edilerek analiz giiniine kadar -20 de donduruldu. Analiz giinii ¢6zdiiriilen serumlardan hepsidin, serum demir seviyesi
ve demir baglama parametreleri 6l¢iildii. Bu ¢calismada babesiozisli koyunlarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda RBC, HTC
(p<0,001), HGB (p<0,05) degerlerinin istatistiki azaldig1 goriildii. Notrofil degerlerinde kontrol grubuna gore azalma
(p<0,05) meydana gelirken, lenfosit, monosit ve bazofil ylizdesinde ise artis (p<0,05) goriildii. Ayrica PLT sayilarinda
onemli oranda (p<0,05) azalma belirlendi. Serum Fe seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiki 6nem olmamasina
ragmen artis (p>0,05) goriildii. Bu ¢alismada hepsidin seviyeleri babesia grubunda kontrole gore istatistiki olarak yiliksek
(p<0,05) oldugu belirlendi. Babesiosizli koyunlarda eritrosit parametrelerinde azalma, stres l6kograminin gelistigi, demir
parametrelerinde ve hepsidin seviyelerinde artmalarin oldugu ve diagnostik 6neminin olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Babesia, Hepsidin, Demir, Koyun

GIRIiS

Babesia tiirleri ixodid keneler ile transtadial ve
transovarial olarak nakledilen eritrositleri enfekte eden

protozoonlardir. Tiim diinyada en sik goriilen tiirler B. ovis
ve B. motasi'dir. (Cicek ve ark., 2004, Kilin¢ ve ark., 2015,
Seving ve ark, 2015). Babesia tiirleri tropical ve
subtropical bolgelerde koyun ve kecilerde 6liimlere sebep
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olarak ciddi ekonomik kayiplara yol acar. Babesioisis
ilkemizde de tiim bolgelerde ozellikle koyunlarda
mevsimsel bir hastalik olarak goriiliir. Babesiosisin klasik
belirtisi  yliksek  atesle  seyreden anemi ve
hemoglobiniiridir. Tedavi edilmeyen hayvanlarda sok
tablosu gelisir ve renal yetmezlik sonucu oliimler goriiliir.
(Yur ve ark, 2010, Esmailnejad ve ark., 2012).

Babesiosis de aneminin gelismesine cesitli faktorler sebep
olur. Bunlardan ilki etkenlerin eritrositleri istila ederek
hemolizine yol agmasi ve bunun sonucunda anemi
olusmasidir. Ayrica hastalik sirasinda artmis lipit
peroksidasyonu ve oksidatif stres faktorleri nedeni ile
hemolitik aneminin olusabilecegi o0One siiriilmektedir.
Etkenlerin eritrositleri enfekte etmesi hematopoiesise
zarar vererek kandaki eritrosit sayisini ve hemoglobin
miktarinida distirdiigii bildirilmektedir. Azalmis eritrosit
sayisl viicutta oksijen transportunu azaltarak hipoksiye ve
hemodinamik ve nonhemodinamik olaylara sebep olur
(Esmailnajad ve ark, 2012, Kiling ve ark., 2015)

Hepsidin, demir metabolizmasinda anahtar rol oynadigi
tespit edilen, hepatositlerde iiretilen, 25 aminoasitten
olusan, antibakteriyel bir peptiddir (Celik 2005). Yiiksek
oranda disiiilfid bagiyla korunmus bir hormondur (Badial
ve ark,, 2011).

Basol ve ark. (2007) gore hepsidin; barsaklardan demir
emiliminin, makrofajlardaki demir déngiisiiniin ve hepatik
depolardan demir saliniminin hemostatik diizenleyicisi
olarak tanimlanir. Hepsidin, transmembran yerlesimli bir
protein olan ferroportin ile etkilesime gecerek hiicresel
demir salinimini diizenlemektedir. Demir depolar1 yeterli
ve yliksek oldugunda, karaciger hepsidin iiretimini arttirir.
Boylece ince barsakta demirin enterositten plazmaya
tasiyan yol bloke edilir. Hipoksi ve demir depolarinin
diisiik oldugu anemide ise, hepsidin tiretimi azalir (Rossi,
2005).

Yapilan calismalarda Babesiosisli hayvanlarda tam kanda
eritrosit, hemoglobin, hematokrit degerlerinin azalmis
oldugu anemi tablosunun siddetli oldugu bildirilmistir.
Ayrica serum demir, bakir ve ¢inko diizeylerinin kontrol
gruplarina kiyasla azalmis oldugu tespit edilmistir
(Chaudhuri ve ark., 2008, Furlanello ve ark., 2005)

Bu calisma; dogal babesiozisli koyunlarda eritrositlerin
hemolizi sonrasi hepsidinin nasil bir davranis
sergileyecegi, hepsidin diizeyleri ile hematolojik ve
biyokimyasal bazi parametreler arasinda nasil bir iliskinin
oldugunu belirlemek i¢in yapildi. Yapilan litaratir
taramalarinda Babesiozisli koyunlarda hepsidin diizeyleri
iizerine herhangi bir bilimsel veriye rastlanmamasi bizi bu
calismaya yonlendirmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali:

Bu c¢alismanin materyalini klinik ve laboratuvar
bulgulariyla teshis edilmis dogal olarak infekte 20 adet
babesiozisli koyun ile 20 adet saglikli koyun olmak iizere
toplam 40 koyun olusturdu. Hastalik sikayeti ile gelen
hayvan sahiplarinin isletmelerine gidilerek tani amaciyla
her bir hayvanin Vena jugularisinden usuliine uygun
olarak hematoloji ve 1 biyokimya tiipiine kan alindi
Yapilan froti sonucuna gore etken belirlenen hayvanlar
calismaya dahil edildi. Hastalik tespit edilen hayvanlara
derhal tedavi prosediirii uygulandi. Pozitif olan
hayvanlarin serumlar1 ependorf tiiplerine alinarak ve
depfreezde (-20 °C) calisma yapilincaya kadar muhafaza
edildi.
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Laboratuvar muayeneleri
Hematolojik Parametreler

Hematolojik muayeneler icin alinan kan érneklerinde Red
Blood Cell (RBC), Hemoglobin (HGB)Hemotokrit
(HTC),White Blood Cell (WBC),Lenfosit (Len), Monosit
(Mon), Notrofil (No6t),Eozonofil (Eoz), Bazofil (Baz),
Platelet (PLT), veteriner kan sayim cihazi (Abacus - Junior
Vet5®) ile belirlendi.

Biyokimyasal parametreler

Serum hepsidin seviyeleri hepsidin (Bovine Hepsidin 25®
Cusabio®) kiti ile ELISA cihazinda (ELISA reader® -DAS)
6lciildi. Demir (Fe), Demir baglamama kapasitesi (DBK) ve
Total demir baglama kapasitesi (TDBK) seviyeleri
biyokimya cihazi (Abbot C16200®) ile belirlendi.

DNA ekstraksiyonu ve PCR

Kan 6rneklerinin DNA extraksiyonu GeneJETViral DNA and
RNA purification kiti (ThermoScientific, catalognumber:
K0821) ile kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Elde
edilen DNA’lardan niikleik asit amplifikasyonu icin 18S
rRNA gen Dbolgesine spesifik olan BJ1  5'-
GTCTTGTAATTGGAATGATGG-3’ ve BN2 5-
TAGTTTATGGTTAGGACTACG-3’ primerleri ile PCR analizi
yapild1 (Schorn ve ark., 2011). Total 50 pl PCR reaksiyon
mixi olusturuldu ve bunun i¢gindeki DNA miktar1 5 pl, 75
mMTris-HCl (pH8.8), 20 mM NH4(S04)2, 1.5 mM of MgCl,
primerler 10 pmol, 0.2 mM of dNTP ve Taq DNA
polymerase ise 0.5 U (MBI, Fermentas, Lithuania) olacak
sekilde hazirlandi. Is1 dongii cihazinda 94 °C’de 5 dakika
denatilirasyon asamasini takiben 94°C’ de 30 saniye 55
°C'de 30 saniye ve 72°C'de 40 saniye 1s1 dongileri
uygulandi ve bu 1s1 programi 40 siklus tekrarlandi. 72°C’'de
10 dakika stiren final extensiyonundan sonra 425 baz cifti
biiyiikliigiinde DNA iriinii elde edildi. Degerlendirme
amaciyla 100 bp’lik standart kullanildi ve amplifiye olan
DNA iriinleri %1’lik agaroz jelde ethidiumbromid ile
boyanarak jel goriintiileme cihazinda UV 1sik altinda
belirlendi.

istatistik Analizi

Calismada kontrol grubu ile babesiosisli gruptan elde
edilen veriler icin tanimlayic1 istatistikler; ortalama,
standart sapma degerler olarak ifade edildi. Gruplar
arasinda Student’s t testi kullanildi. Ayrica babesiosisli
grupta parametreler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in
Pearson korelasyon analizi yapildi. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak degerlendirildi.
Hesaplamalar igcin SPSS (20) istatistik paket programi
kullanildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen koyunlarda klinik olarak yiiksek
ates (40 °C), hemoglobiniiri, anemi ile birlikte kalp ve
solumun frekansinda artis tespit edildi. Hasta
hayvanlardan alinan 6rneklerden yapilan PCR sonucuna
gore ise 425 bp pozitiflik belirlendi (Sekil. 1).

Kontrol grubuna goére babesiozisli grupta RBC ve HTC
istatistiki olarak énemli oranda (P<0,001), HGB, Neutrofil,
PLT ve Fe-DBK (P<0,05) azalirken, Hepsidin Lenfosit,
Monosit, Bazofil degerlerinde de artis (P<0,05) belirlendi
(Tablo1-2).
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Tablo 1. Kontrol grubu ile babesiozisli grubun hematolojik
ve biyokimyasal parametreleri

Table 1. The haematological and biochemical parameters
of the control group and the babesia group.

Parametreler Kontrol Babesiozis
(n=20) (n=20)

RBC (106/uL) 4.94+0.24 3.06+0.15**
HGB (g/dl) 10.29+0.19 8.79+0.44*
HCT (%) 28.57+0.67 19.23+1.29**
WBC (103/uL) 7.50+0.76 11.05+1.53
Neutrofil (%) 35.77+3.05 11.35+2.50*
Lenfosit (%) 60.90+2.14 75.08+3.40*
Monosit (%) 1.65+0.34 3.98+0.88*
Eozinofil (%) 1.50+1.31 2.27+1.64
Bazofil (%) 0.18+0.13 7.52+5.00*
PLT (103/pL) 415.20+14.16  242.08+90.16*
Fe (ug/dL) 125.00+13.48 174.95+24.46
TDBK (pg/dL) 312.72+19.47 320.83+24.59
DBK (ug/dL) 195.83+22.83  171.11+14.50*
Hepsidin (ng/ml) 32.22+8.94 74.16+16.07*

*P<0.05, **P<0.001 ayn1 satirda bulunan parametreler arasindaki
onemi gosterir; TDBK (Total Demir Baglama Kapasitesi), DBK
(Demir Baglamama Kapasitesi)

425 bp

Sekil 1. PCR testi sonucunun agaroz jel goriintiisii
Figure 1. Agarose gel image of result of PCR test

[M: DNA marker, 1,2,3,4,5,6,7,9: pozitif 6rnekler, 8,10,11:
negatif ornekler]

Tablo 2. Hepsidin seviyeleri ile baz1 parametreler arasindaki iliskileri

Table2. Relations between hepcidin levels and some parameters

Hepsidin RBC HGB HCT Fe (ug/dL) Fe-TIBC Fe-UIBC
(ng/ml) (106/uL) (g/dD) (%) (ng/dL) (ng/dL)
Hepsidin (ng/ml) 1
RBC (106/pL) 0.138 1
HGB (g/dl) 0.096 0.751** 1
HCT (%) 0.472 0.716* 1.000** 1
Fe (ug/dL) -0.347 -0.350 -0.447* -0.369 1
Fe-TIBC (pg/dL) -0.319 -0.272 0.121 -0.130 0.667** 1
Fe-UIBC (ug/dL) -0.311 -0.015 0.258 -0.272 0.005 0.748** 1
*P<0.05 **P<0.01
calismada babesiozisli koyunlarda RBC, HTC (p<0,001),
TARTISMA ve SONUC HGB (p<0,05) degerlerinin istatistiksel olarak azaldig

Babesiozis Ixodidae familyasina bagh kenelerle tasinan bir
kan hastaligidir. Koyunlarda mevsimsel goriilen 6nemli bir
hastaliktir. Hastaligin teshisi mikroskobik baki, serolojik
veya molekiiler metodlarla yapihr (Esmaeilnejad ve ark
2012).

Babesia tiirleri intravaskiiler hemoliz yaparak anemiye,
hemoglobinemiye ve hemoglobiniiriye yol acmaktadir.
Eritrositlerin parcalanmasinda dolay1 eritrosit sayisi,
hematokrit ve hemoglobin seviyeleri azalmaktadir. Bu

gorildi. Hemoglobin seviyelerindeki azalmanin istatistiki
olarak daha az olmasinin nedeni intravaskiiler hemolizden
dolay1 hemoglobinemi olmasi ve hemoglobinin tamamen
dolasimdan uzaklastirilamamasindan dolayr olabilecegi
kanisina varildi. (Tablo 1) Bu ¢alismada babesiozisli
koyunlar icin RBC, HTC, HGB degerleri bir¢ok arastiricinin
calisma sonuglar1 ile (Cicek ve ark 2004, Kilin¢g ve ark
2015) paralellik arz etmektedir.

Lokosit degerlerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
artmis oldugu bu artisin stres lokogrami veya sekunder
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enfeksiyona bagh olabilecegi kanisina varildi. Formiil
l6kosit degerlendirildiginde noétrofil degerlerinde kontrol
grubuna gore azalma (p<0,05) meydana gelirken, lenfosit,
monosit ve bazofil ylizdesinde ise artis (p<0,05) goriildi.
Ayrica PLT sayilarinda 6nemli oranda (p<0,05) azalma
belirlendi.

Demir organizmada o6zellikle hemoglobin ve myoglobin
gibi hem bilesikleri ile ve hem olmayan transferrin, ferritin
ve hemosiderin yapisinda proteinlerle kompleks halde
bulunur. Viicuttaki demirin %55-60’1 eritrosit hiicresinin
icinde hemoglobinde bulunmaktadir (Turgut, 2000,
Uyanik, 2000). Serum Fe seviyelerinde kontrol grubuna
gore istatistiki 6nem olmamasina ragmen artis (p>0,05)
gorildi. Bu artis muhtemelen intravaskiiler hemoliz ve
buna baglh aciga ¢ikan Fe’e bagh olmaktadir

Hepsidin, yangisal uyarilara ve yiiksek demir seviyesine
bir cevap olarak karacigerde tretilen, diisik molekiil
agirhkl antibakteriyel bir peptid hormondur ve demir
depolar1 ve kemik iligindeki eritropoietik aktivite
tarafindan kontrol edilerek salinmakta ve demirin
homeostazisinde rol almaktadir (Singh ve ark, 2011,
Badial ve ark, 2011). Hipoksi ve demir depolarinin diisiik
oldugu anemide ise, hepsidin iiretimi azalir Bu ¢alismada
hepsidin seviyesinin babesia grubunda kontrole gore
istatistiki olarak yiiksek (p<0,05) oldugu belirlendi. Bu
durumun intravaskiiler hemolize bagh olarak olusan
anemi sonucu serum demir seviyelerinin yiiksek olmasina
bir cevap olabilecegi kanisina varildi

Hepsidin mRNA’s1 viicudun Fe seviyesine paralel hareket
etmektedir. Fe seviyesi artiginda artma, azaldiginda
azalma meydana gelmektedir. Fe depolan yeterli veya
yliksek oldugunda, karaciger hepsidin tretimini artirir.
Demirin barsaklardan emilimi, hepatik depolardaki Fe
salimimi1 ve makrofajlardaki Fe dongiistiniin kontrolii
hepsidin tarafindan diizenlenir (Singh ve ark, 2011, Ganz
ve Nemeth, 2012). Bu calismada serum hepsidin ile Fe
seviyeleri arasinda negatif korelasyon olmasina ragmen
istatistiki olarak 6nem (p>0,05) belirlenmedi (Tablo 2).

Sonu¢ olarak, babesiosizli koyunlarda eritrosit
parametrelerinde azalma, stres lokograminin gelistigi,
demir parametrelerinde ve hepsidin seviyelerinde
artmalarin oldugu ve diagnostik 6neminin olabilecegi
kanisina varildi.
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