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Sigirlarda Babesia bovis ve Babesia bigemina'nin Real-Time PCR ile
arastirillmasi ve izolatlarin molekiiler karakterizasyonu
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Ozet: Bu galisma, Erzurum yoresi sigirlarinda Babesia bovis ve B. bigemina yaygmligimmin Real Time PCR ile arastirilmasi ve
saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari amaciyla yapilmistir. Bu amagla 2011-2012 tarihleri arasinda farkli yas, cinsiyet
ve wrklarda, klinik olarak saglikli goriintimlii toplam 300 sigirdan EDTA’lL tiiplere tam kan ornekleri toplanmistir. DNA
ekstraksiyonunu takiben B. bovis ve B.bigemina igin sirastyla msa-2¢ ve rap-1 gen bolgelerine 6zgii primerlerle Sybergreen ve
TagMan prob bazli Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir. incelenen 300 kan &rneginin 28’inde (%9,3) B. bovis, 17’sinde
(%5,7) B. bigemina saptanmustir. Orneklerde miks enfeksiyona rastlanmanustir. B. bovis pozitiflerden 4’iiniin, B. bigemina
pozitiflerden 3’liniin msa-2c ve rap-1 gen bolgelerine gore sekans analizleri yapilmistir. B. bovis izolatlarnin pairwise
kiyaslamalarinda kendi aralarinda, Tiirkiye’den diger bazi ve diinyadaki diger izolatlarla aralarinda sirasiyla %0,6, %2,3 ve %7,5
genetik farklilik belirlenmistir. B. bigemina izolatlarinin kendi aralarinda %0,3 ve diinyadaki diger izolatlarla aralarinda %0,5 genetik
farklilik saptanmustir. B. bovis ve B. bigemina yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerin parazit tiirii temel alinarak sigirlarin yas,
cinsiyet ve 1rk ozelliklerine gore istatistiksel analizlerinde; yas ve irk 6zelliklerine gore istatistiksel bir farklilik belirlenmezken
(p>0,05), cinsiyete bagl farklilik B. bovis i¢in dnemsiz (p>0,05), B. bigemina igin ise 6énemli (p<0,05) bulunmustur. Sonug olarak bu
calismayla Erzurum yoresi sigirlarinda ilk kez Real Time PCR teknigi ile B. bovis ve B. bigemina molekiiler olarak karakterize
edilmis ve yayginliklar ortaya konmustur.
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Investigation of Babesia bovis and Babesia bigemina in cattle by Real Time PCR and molecular
characterization of the isolates

Summary: This study was carried out to investigate the prevalence of Babesia bovis and B. bigemina in cattle in Erzurum
region by Real Time PCR and to characterize the isolates molecularly. Totally 300 whole blood samples from clinically healthy cattle
in different ages, sex and breeds were collected into the tubes with EDTA in 2011-2012. Following DNA extraction, Sybergreen and
TagMan probe based Real Time PCR analyses were carried out with B. bovis and B. bigemina primers amplifying msa-2c and rap-1
gene regions. Out of 300 samples, 28 (9.3%) and 17 (5.7%) were found to be infected with B.bovis and B. bigemina. No mix
infection was found in the samples. Four of B. bovis and three of B. bigemina isolates were sequenced with respect to msa-2¢ and
rap-1 gene regions for phylogenetic analyses. According to pairwise comparisons of B. bovis isolates, genetic distances were found
as 0.6%, 2.3%, and 7.5%, among each other, some other isolates in Turkey, and in the world, respectively. In the phylogenetic
analyses of B.bigemina, genetic differences were detected as 0.3% and 0.5% among each other and the other isolates in the world. In
the statistical analyses of B. bovis and B. bigemina positive samples according to age, sex and breed of cattle no statistical
significance (p>0.05) was founded according to age and breed while the statistical difference according to sex was found significant
for B. bigemina (p<0.05), and not significant for B. bovis (p>0.05). In conclusion, the molecular characterization and the prevalence
of B. bovis and B. bigemina in cattle in Erzurum region were determined by Real Time PCR. This is the first report on the molecular
characterizations of B. bovis and B. bigemina in Erzurum region.
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Giris ylizey antijeni gibi proteinlerce yonetilmektedir. Babesia

Babesia bovis ve B. bigemina, tropik ve subtropik ~tiirleri, variable merozoite surface antigen [(VMSA)
iklim bolgelerinde sigir babesiosisi’ne yol agan, sigir ~ (msa-2a;, msa-2a,, msa-2b, msa-2c)] (33) ve rhoptry-
endiistrisinde ekonomik kayiplara neden olan ve ixodid ~ associated protein-1 [(rap-1) rap-la, rap-1b, rap-lc] (23,
kenelerle nakledilen intraeritrositik  apicomplexan 26) antijenlerini ihtiva ederler. Her iki antijen de farkli
protozoonlardir  (5). Apicomplexan protozoonlarn  Babesia suslar arasinda yiiksek immunojenik T ve B
eritrosit invazyon mekanizmalari, roptri ve merozoit hiicre epitoplarma sahip olup ast ¢alismalarinda kullaml-
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maktadir. B. bovis ylizey antijenlerinden msa-2c geni,
diger yiizey antijenlerine gore farkli suslar arasinda
yiiksek korunmugsluk 6zelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir (3,
10, 14, 33). B. bigemina rap-1 proteinleri de benzer
sekilde farkli cografyalardaki suslar arasinda yiiksek
diizeyde konservatif 6zellik gosteren antijenlerdir (25,
32).

Sigir babesiosisi’nin teshisinde mikroskobik ve
serolojik yontemler yillardan beri kullanilmaktadir.
Ancak bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 sebebiyle
teshiste daha 6zgiill ve duyarli yontemlere gereksinim
duyulmustur. Bu amagla parazit DNA’sindan teshise
yonelik molekiiler teknolojik yontemler yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (9). Bu yontemlerden son
yillarda Real Time PCR ydntemi, duyarliliginin ve
ozgiilligiiniin yiiksek olmasi, es zamanl hizl teshis ve
kantitasyona olanak saglamasi, parazitemiyi gostermesi
yaninda 6zellikle rezervuar hayvanlarin belirlenmesinde
sagladigi avantajlar sebebiyle 6n plana ¢ikmistir (18, 22,
24).

Bu ¢alisma, Erzurum yoresinde klinik olarak saglikli
goriinimli sigirlarda Real Time PCR ile B. bovis ve B.
bigemina pozitifliginin ve yayginligmin saptanmasi,
pozitif izolatlardan B. bovis i¢in msa-2c, B. bigemina igin
ise rap-1 gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonlar
ile GenBank kayitlarinin gergeklestirilmesi ve yorede
sigir babesiosis’i lizerine molekiiler epidemiyolojik
verilerin elde edilmesi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali ve kan érnekleri: Bu aragtirma
icin etik kurul onayr Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligi’'ndan alinmigtir
(13.10.2010 tarih ve 10/86 sayilr). Caligmanin materya-
lini, 2011-2012 yillar1 arasinda Erzurum’da meraya
cikmis ve saglikli goriiniimlii farkli yas, cinsiyet ve irkta
toplam 300 sigira ait tam kan Ornegi olusturmustur.
Teknigine uygun sekilde sigirlarin vena jugularis’inden
EDTA’l tiiplere tam kan Ornekleri alinmig, hayvanlara
ait bilgiler protokol numarasiyla kaydedilmistir.
Orneklemeye alinan hayvanlarin 6rnekleme merkezi, yas,
cinsiyet ve irka gore dagilimlar1 Tablo 1’de verilmistir.

Genomik DNA ekstraksiyonu: DNA ekstraksiyonu,
tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon sisteminde

(Bioneer ExiprepTM 16) yapilmstir. Final eliisyon 50ul
olacak sekilde ayarlanmig ve elde edilen DNA miktarlar
Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700)
kullanilarak olc¢iilmiistiir. Genomik DNA ekstraktlari
kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Real Time PCR analizleri: B. bovis ve B.
bigemina’nin Real Time PCR’la arastirilmasinda
sirastyla  Sybergreen ve TaqMan prob bazli qPCR
kullanilmigtir. Sybergreen tabanli qPCR’da FastStart
Universal SYBR Green Master Mix (Roche Diagnostics,
Germany) ile B. bovis’in msa-2¢ gen bolgesinden 97-bp
amplifiye eden msa-2c2F (5'-GGACAAATTAAGCAAC
CTATACAA A-3'), msa-2c2R (5'-AGCTTTCCTTG
TTTCGAATTTTATAA-3") primerleri (22); TaqMan
qPCR’da Brilliant II qPCR Master Mix (Stratagene,
Agilent Technologies, USA) ile B. bigemina’nin rap-1
gen bolgesinden 95-bp bolgeyi amplifiye eden raplF (5'-
TCAGCGACTACGTCCATTTG-3") ve raplR (5'-AAT
CAACTTGGCAGGGTCAG-3") primerleri ve raplP
probu (Hex-CCGCGTACA AGAGGTGGTACAGGAA-
Bhql) (36) kullanilmigtir. Master mixler 25 pl hacimde
olup termal profiller ilgili literatiirlere gore belirlenmistir.
Pozitif kontrol olarak referans B.bigemina ve B. bovis
izolatlar1, negatif kontrol ise steril deiyonize su kulla-
nilmastir.

Sekans ve filogenetik analizler: Babesia bovis
ornekleri msa-2c genini (798 bp) amplifiye eden msa-2cF
(5’-ATGGTGTCTTTTAACATAATA-3’) ve msa-2cR
(5’-AAA TGCAGAGAGAACGAAGTAGCAGAGAGT-
3”) primerleriyle (6) PCR, B. bigemina pozitifler ise rap-
1 geninin yaklasik 412 bp kismini amplifiye eden
primerlerle Nested-PCR analizlerine tabi tutulmuslardir.
Nested PCR’1n ilk basamaginda (5’-GAGTC TGCCAAA
TCCTTAC-3’) forward ve (5’-TCCTCTA CAGCTGC
TTCG-3") reverse primerleri (7), ikinci basamaginda ise
(5’-AGCTTGCTTTCACAACTCGCC-3’) forward ve
(5’-TTGGTGCTTTGACCGACGACAT-3’) reverse pri-
merleri kullanilmigtir (21). Reaksiyon karigimlart 10X
PCR buffer, 1,5 mM MgCl2, 200 nM her bir primer, 200
mM her bir ANTP ve 1,5U Taq DNA polymerase ve 50
ng/ul template olarak 25 pl final konsantrasyonda
hazirlanmigtir.  Thermalcyclerda  protokol  initial
denaturation: 95 C’de 30s (B. bovis), 5dk (B. bigemina)
35 siklus, denaturation: 95°C’de 30s (B. bovis), ldk

Tablo 1. Erzurum yoresinde 6rneklenen sigirlarin toplama merkezi, yas, irk ve cinsiyete gore dagilimlart
Table 1. The distribution of the cattle sampled from Erzurum province according to research area, age, breed and sex.

Aragtirma S1g1r Sayis1
Merkezi Yas (yil) Irk Cinsiyet
. . . Toplam
<2 3-5 >6 Simental Holstein Montofon Melez Erkek Disi

Palandoken 50 30 20 4 - 61 35 17 83 100
Aziziye 55 30 16 1 6 69 25 28 73 101
Yakutiye 36 54 9 1 - 47 51 10 89 99
Toplam 141 114 45 6 6 177 111 55 245 300
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Sekil 1. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan bazi drneklerin amplifikasyon grafikleri (A) ve erime
egrileri (B) (Tm=78,1). a: B. bovis pozitifler; b. B. bovis pozitif kontrol; c. No DNA, Negatif érnekler

Fig 1. Amplification plots (A) and melting curves (B) (Tm=78.1) of some B. bovis positive samples in Sybergreen Real Time PCR.

a: B. bovis positive samples; b. B. bovis positives; c. No DNA, negative samples

(B.bigemina), annealing: 60°C’de 1dk (B. bovis); 55C’de
1 dk 1. PCR; 58°C’de 1 dk nPCR (B. bigemina), extension:
72C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 10 dk olacak
sekilde programlanmistir (6, 7, 29). Amplifikasyon
sonunda PCR fdiriinleri (10 pl) % 1,5 ’luk agaroz jelde
CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from
Syngene analiz programiyla goriintilenmistir. Jelde
uygun konsantrasyondaki B. bovis i¢in 4, B. bigemina
icin 3 izolata ait amplikonlar, High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) ile jel piirifiye edilerek ilgili
primerlerle sekanslatilmigtir.  DNA  kromotogramlari
analiz edilip sekanslarin Mega 5.0 (28) ve Geneious 5.5.5
(11) yazilimlariyla multiple alignmentlart yapilarak
filogenileri saptanmis ve elde edilen tiim dizilimlerin
GenBank kayitlar1 yapilmustir.

Istatistiksel analiz: Istatistik agidan incelenen sigir-
larda B. bovis ve B. bigemina prevalansi ile yas, cinsiyet
ve 1rk faktorlerinin iligkisi, Fisher’s Exact ve Pearson’s
Chi Square testleriyle arastirilmistir. Istatistik hesapla-
malar1 SPSS 15.0 programi kullanilarak yapilmustir.

Bulgular

Real Time-PCR sonuglart ve babesiosis prevalansi:
Toplam 300 sigirdan 17’si (%S5,7) B. bigemina, 28’1
(%9,3) B. bovis ile enfekte bulunmustur. Orneklerde miks
enfeksiyona rastlanilmamustir. Yorede sigir babesiosis’inin
prevalansi %15,0 belirlenmistir. Palandéken’de 100
sigirdan 2’si B. bovis, 6’s1 B. bigemina, Aziziye’de 101
sigirdan 13’4 B. bovis, 8’1 B. bigemina ve Yakutiye’de
99 sigirdan 13’4 B. bovis, 3’1 B.bigemina belirlenmistir.
B. bovis pozitiflerde Ct (dR) degeri 35,42+0,21 (min:
32,46; max: 36,87), B. bigemina pozitiflerde 33,84+1,07
(min: 26,00; max: 40,85) olarak belirlenmistir. Sybergreen
tabanli qPCR’da B. bovis’in msa2c gen bolgesinden 97-
bp bolgeyi amplifiye eden msa2c2F, msa2c2R primerleri
ile Real Time PCR analizleri sonucu pozitif saptanan

bazi orneklerin amplifikasyon ve melting egrileri Sekil
1’de gosterilmistir. Pozitif 6rneklerde ortalama ¢oziinme
sicakligl (Tm) 78,1 °C (£0,2 °C) belirlenmistir.

TagMan qPCR’da B. bigemina’nin rap-1 gen
bolgesinden 95-bp bolgeyi amplifiye eden rapl F ve rapl
R primerleri ve rapl P probu ile pozitif belirlenen bazi
orneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 2°de verilmistir.

.

Fe

Sekil 2. TagMan Prob bazli Real Time PCR’la B. bigemina
pozitif saptanan Orneklerin amplifikasyon egrileri. a: B.
bigemina pozitif 6rnekler; b: B. bigemina pozitif kontrol; c¢: No
DNA ve negatif rnekler

Fig 2. Amplification plots of B. bigemina positive samples in
TagMan Probe Based Real Time PCR assay. a: B. bigemina
positive samples; b: B. bigemina positive control; c: No DNA
and negative samples

Sigwr babesiosisi’nin molekiiler prevalansinda bazi
epidemiyolojik faktérlerin analizi: Babesia bovis ve B.
bigemina yoniinden pozitif belirlenen drneklerin parazit
tiri temel alinarak sigirlarin yas, cinsiyet ve irk
Ozelliklerine gore dagilimlart ve istatistiksel verileri
Tablo 2’de verilmistir. Tablo 2’de goriildigii Tlizere,
sigirlarin yas gruplarina goére B. bovis prevalansi en
yiiksek <2 yas grubunda; B. bigemina prevalansi ise en
yiiksek >6 yas grubunda bulunmustur. Her iki parazit
tiirii i¢in yasa bagl istatistiksel bir farklilik goriilmemis-
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Tablo 2. Sigirlarda babesiosis prevalansinin Babesia tiirlerine gore yas, cinsiyet ve 1rkla iligkisi
Table 2. The correlation of the babesiosis prevalence in cattle with age, sex and race according to Babesia species

i 5 Enfektif sigir
Faktor Incelenen sigir Tiir g Xz P
say1s1 Sayis1 %
Yas gruplar (y1l)
B. bovis® 14 9,9
<2 141 3
B.bigemina 8 5,7 0,112% 0,945%
B. bovis® 10 8,8
3-5 114 5
B.bigemina 6 53
B. bovis* 4 8,9 0,119° 0,942°
>6 45 ;
B.bigemina® 3 6,7
Cinsiyet
B. bovis® 8 14,5 .
Erkek 55 - — 2,162° 0,195°
B.bigemina 8 14,5
. B. bovis® 20 8,2 b b
Disi 245 - — 9,932 0,005
B.bigemina 9 3,7
Irk
. B. bovis 0~ 0
Simental 6 =
B.bigemina 0 0 . o
= 2,958 0,103
. B. bovis 0 0
Holstein 6 -
B.bigemina 0 0
B. bovis® 13 73
Montofon 177 3
B.bigemina 8 4,5 b b*
1,581 0,304
B. bovis® 15 13,5
Melez 111 A
B.bigemina 9 8,1
B. bovis® 28 9,3 .
Toplam 300 — 2,907 0,120
B.bigemina 17 5,7

x* : Pearson Chi-Square, Fisher

: Fisher’s Exact Test
: Gruplarin Babesia tiiriine gore istatistiksel verileri
: Ornek sayisinin azligt ve pozitiflik bulunmamasi sebebi ile analiz dis1 tutulmusgtur

ab

Hk

798 bp

412 bp

Sekil 3. PCR sonucu elde edilen B. bovis (A) ve B. bigemina (B) pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker
(100bp); 1, 2, 3,4 (A), 1, 2, 3 (B): Pozitif drnekler; 5 (A), 4 (B): No DNA

Fig 3. B. bovis (A) and B. bigemina (B) positive samples on agarose gel. M: Marker (100bp); 1, 2, 3, 4 (A), 1, 2, 3 (B): Positive
samples; 5 (A), 4 (B): No DNA
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tir (p>0,05). Enfeksiyon prevalanst her iki parazit tiiri
icin, erkeklerde daha yiiksek tespit edilmistir. Cinsiyete
baghh bu farklilik, B. bigemina’da istatistiksel agidan
onemli (p<0,05), B. bovis igin ise Onemsiz (p>0,05)
bulunmustur. Irka bagl istatistiksel analizlerde Simental
ve Holstein ki sigirlarda 6rnek sayisinin azlhigr ve
pozitiflik bulunmamasi sebebiyle degerlendirmeye
alinmamustir. Enfeksiyon orani B. bovis ve B.bigemina
icin melezlerde Montofon irkina oranla daha yiiksek
belirlenmistir. Bu irklar arasindaki istatistiksel farklilik,
her iki parazit tiri igin de Onemsiz bulunmustur
(p>0,05). Toplam 300 sigirda B. bovis prevalansi, B.
bigemina’ya oranla daha yiiksek belirlenmistir (Tablo 2).
Istatistiksel agidan iki parazit tiiriiniin prevalanslari
arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Sekans ve filogenetik analiz sonuglari: B. bovis ve
B. bigemina pozitiflerin sirastyla msa2c ve rap-1 gen
bolgelerini amplifiye eden primerlerle PCR analizleri
sonucu elde edilen amplikonlarmm jel {izerinde
goriiniimleri Sekil 3’de verilmistir.

Babesia bovis ve B. bigemina tespit edilen
orneklerde Ct (dR) degerleri ortalama 35,42+0,21 ve
33,84+1,07 olarak saptanmustir. Bu degerler parazitemi
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diizeylerinin ¢ok diisiik oldugunu goéstermistir. Nitekim
konvansiyonel PCR analizlerinde B. bovis igin 4,
B.bigemina igin de 3 izolat agaroz jel iizerinde sekans
analizleri i¢in uygun konsantrasyonda bant profilleri
gostermistir. B. bovis ve B. bigemina izolatlarina ait
amplikonlar, piirifiye edildikten sonra sekans analizlerine
tabii tutulmustur. B. bovis BbovE1-BbovE4 (Aksesyon
Numaralart:  KC515389-92)  izolatlarinin = pairwise
kiyaslamalarina goére kendi aralarinda %0,6, Tiirkiye’den
diger bazi izolatlarla %2,3 ve diinyadaki diger izolatlarla
aralarinda %7,5 genetik farklilk saptanmugstir. B.
bigemina BbigE1-BbigE3  (Aksesyon Numaralari:
KC515386-88) izolatlarinin ise kendi aralarinda %0,3,
diinyadaki izolatlarla aralarinda %0,5 genetik farklilik
belirlenmistir. Erzurum B.bovis ve B. bigemina
izolatlartyla diinyadaki diger bazi izolatlarin filogenetik
agaclarinda (Sekil 4) BbigEl ve BbigE2 izolatlarmin
S1A ABD izolatina yakin oldugu, BbigE3 izolatinin ise
ayni filogenetik grupta bulunmasina karsin diger iki
izolattan farkli oldugu, BbovE1-BbovE4 izolatlarinin ise
Tiirkiye’den daha once girilmis izolatlarla ayr
filogenetik grupta yer aldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4. Erzurum yoresinde sigirlarda saptanan B. bovis (A) ve B. bigemina (B) izolatlar1 ile GenBank’a kayith diger izolatlarin
filogenetik akrabaliklari (Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter modeli). Olgek cizgisi bdlgeye gore niikleotid degisimini

gostermektedir.

Fig 4. Phylogenetic relationships of B. bovis (A) and B. bigemina (B) isolates with the other isolates available in GenBank
(Neighbour Joining - Kimura 2 Parameter model). The scale line shows the nucleotide variation respect to region.
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Tartisma ve Sonu¢

Sig1r yetistiriciliginde babesiosis'in epizootiyolojisi,
ozellikle stabil ve unstabil bolgelerin bilinmesinde kritik
o6neme sahiptir. Giiniimiizde bu epidemiyolojik verilerin
dogru sekilde elde edilebilmesi igin ileri teknolojik
molekiiler tekniklerin kullanilmasima ihtiya¢ vardir. Bu
cercevede sigir babesiosisi’nin molekiiler epidemiyolo-
jisinin belirlenmesinde DNA tabanli teknikler kullanil-
mistir (1, 8, 15, 19, 34). Bunlardan Real-Time PCR
tekniginin; hizi, sensitivite ve spesifitesi, segiciligi, hedef
patojenin kantitatif belirlenebilmesi ve otomasyona
uygun olmasi gibi nedenlerle avantajli oldugu belirtil-
mistir (8, 18). Diinya’da sigir babesiosisi’nin Real Time
PCR’la teshisinde simirli sayida caligma yapilmistir (8,
18, 22, 24, 36). Shebish ve ark. (24) Real Time PCR’la
sigirlarda %1,34 B.bigemina ve %0,45 B. bovis pozitifligi
rapor etmislerdir. Kim ve ark. (18), B. bovis ve
B.bigemina’nin 18S rRNA bdlgesini hedef alan primer
ve problarla TagMan tabanli Real-Time PCR arastirma-
sinda, B. bovis i¢in sensitiviteyi %96,9, spesifiteyi %100;
B. bigemina i¢in hem sensitivite hem de spesifiteyi %100
saptamislardir. Criado-Fornelio ve ark. (8), iki farkli
gPCR yonteminin sigir babesiosis’inin teshisindeki
etkinligini arastirmiglar, TagMan prob ve FRET prob
bazli qPCR denemelerinde iki teknigin spesifitelerini
%100 bulmalarina karsin sensitiviteyi TagMan prob bazli
qPCR yonteminde daha yiiksek belirlediklerini kaydet-
mislerdir. Ramos ve ark. (22), B. bovis’in msa-2¢c gen
bolgesini hedef alarak dizayn ettikleri sybergreen tabanl
gPCR tekniginin sensitivitesini konvansiyonel PCR’a
gore yiiksek belirlemigler ve ortalama ¢oziinme sicakli-
gint (Tm) 77,41°C (£0,25°C) bulmuslardir. Yildirim ve
ark. (36), B. bovis igin Sybergreen tabanli, B.bigemina
icin de TagMan prob tabanli Real Time PCR
tekniklerinin Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla
daha duyarli oldugunu ortaya koymuslardir. Mevcut
calismada sigir babesiosisi’nin arastirilmasinda Real
Time PCR tercih edilmis olup B. bovis ve B.bigemina
pozitiflikleri ortaya konmus, Ct (dR) degerleri belirlene-
rek Orneklerdeki parazitemi hakkinda veriler elde
edilmistir. Bu calismada B. bovis i¢in melting curve
analizinde belirlenen 78,1 °C (£0,2 °C) Tm degerinin
Ramos ve ark. (22) ve Yildirim ve ark. (36) tarafindan
bildirilen Tm degeri ile uyum gosterdigi belirlenmistir.
Real Time PCR ile pozitiflerden B. bovis i¢in yalnizca 4,
B. bigemina i¢in ise 3 O6rnegin PCR ve Nested PCR
analizlerinde jelde DNA bant profili gdstermesi yuka-
ridaki arastiricilarin bulgularini destekler niteliktedir.

Tiirkiye'de direkt PCR ile sigirlarda babesiosis’in
teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark. (27) tarafindan
yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %38,45,
Burdur yoresinde %8 ve Kayseri yoresinde %5 olarak
bildirilmistir. Bunu takiben ilk kez RLB teknigi ile
yapilan bir saha ¢aligmasinda (30), Ankara yoresinde B.
bigemina pozitifligi %6 olarak saptanmistir. Kayseri

yoresinde sigirlarda RLB ile B. bigemina’nin molekiiler
prevalanst %0,6 (17) ve yine Kayseri’de sigir barinakla-
rindan toplanan kenelerde RLB ile B.bigemina’nin
molekiiler prevalanst %14 olarak tespit edilmistir (16).
Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde sigirlar iizerinde RLB
teknigi ile yapilan molekiiler ¢alismada B. bigemina
9%0,77 oraninda tespit edilmistir (2). Karadeniz Bolgesi'nde
RLB ile yapilan diger bir saha g¢alismasinda ise B.
bigemina prevalansi %2,2 olarak bildirilmigtir (12).
Diger yandan Yildirim ve ark. (36), Tiirkiye’nin farkli
illerindeki sigirlardan elde edilmis olan 400 adet kan
orneginde, RLB ile %14,75, Nested PCR ile %17,75 ve
Real Time PCR ile %18,75 oraninda B. bigemina
pozitifligi belirlemiglerdir. Ayrica RLB testinde Babesia
sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 5’inin Nested PCR ve
Real Time PCR ile B. bigemina 2’sinin ise B.
bigemina+B. bovis miks oldugu ayni c¢alismada (36)
ortaya konmustur. Bu c¢alismada Erzurum yoresi
sigirlarinda B. bigemina molekiiler prevalanst %5,7
olarak saptanmistir. Bu oran, Ankara ve Burdur
yoresinden bildirilen (27) prevalans oranlarindan diisiik
bulunurken, Kayseri ve yine Ankara yoresinden bildirilen
(27, 30) oranlara yakim, Karadeniz Bolgesi’nden bildirilen
oranlardan (2, 12) ise yiiksek belirlenmistir.

Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi lizerine
Tiirkiye'de smurli sayida calisgma (13) olup; PCR ile
Ankara yoresinde %12,68, Burdur yoresinde %8 ve
Samsun yoresinde %3,85 (27); RLB ile Ankara
yoresinde %2,3 (30) ve %3,6 (31), Trakya Bdlgesi'nde
%1,3 (4), Ege Bolgesi'nde %1,02 (35) B. bovis tespit
edilmistir. Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan diger
bir ¢aligmada (12) B. bovis'in molekiiler prevalansi;
Amasya'da %4; Bartin'da %2,3, Bolu'da %4,2, Giresun'da
%1,6, Karabiik'te %1,4, Kastamonu'da %5,6, Samsun'da
%3,8 ve Trabzon'da %2,2 olarak belirlenmistir. S6z
konusu ¢alismada (12) genel olarak Karadeniz
Bolgesi'nde B. bovis'in molekiiler prevalansi %1,8 olarak
tespit edilmistir. Diger yandan Yildirim ve ark. (36),
Tiirkiye’ nin farkli illerindeki sigirlardan elde edilmis 400
adet kan 6rneginde, RLB ile %4,50, Nested PCR ve Real
Time PCR ile %5,75 oraninda B. bovis pozitifligi
bildirmiglerdir. Ayrica sdz konusu ¢aligmada (36) RLB
testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 9’unun
Nested PCR ve Real Time PCR ile B. bovis oldugu
ortaya konmustur. Bu ¢alismada toplam 300 sigirdan 28’1
(%9,3) B.bovis ile enfekte bulunmustur. Elde edilen bu
prevalans oranin Ankara yoresinden bildirilen prevalans
oranindan (27) disiik ve Burdur yoresindeki orana (27)
paralel bulunurken diger illerinden bildirilen prevalans
oranlarindan (4, 12, 31, 35) yiiksek oldugu dikkati
cekmistir.

Babesia bovis ve B. bigemina yoniinden pozitif
belirlenen &rneklerin parazit tiirii temel alinarak sigirlarin
yas, cinsiyet ve wrk Ozelliklerine gore dagilimlari ve
istatistiksel verileri degerlendirildiginde sigirlarin yas
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gruplaria gore B. bovis prevalansinin en yiiksek <2 yas
grubunda, B. bigemina prevalansinin ise en yiiksek >6
yas grubunda goriildiigii tespit edilmistir. Ancak her iki
tire bagl enfeksiyonlarda yasa bagl istatistiksel bir
farklilik saptanmamustir  (p>0,05). B. bovis ve B.
bigemina prevalansina cinsiyetin etkisi incelendiginde
her iki tiir i¢in de enfeksiyon oraninin erkeklerde daha
yiiksek tespit edildigi gorlilmektedir. Bu farklilik B.
bigemina’da istatistiksel ac¢idan Onemli (p<0,05)
bulunurken B. bovis i¢in énemsiz (p>0,05) bulunmustur.
Irka bagl istatistiksel analizlerde Simental ve Holstein
k1 sigirlarda  Ornek sayisinin  azhigr ve pozitiflik
bulunmamasi sebebiyle istatistiksel analizlerde degerlen-
dirmeye alinmamustir. Enfeksiyon orani her iki tiir i¢in de
melezlerde Montofon 1kina oranla daha yiiksek
belirlenmis ancak iki irk arasindaki istatistiksel farklilik,
her iki parazit tiri icin de Onemsiz bulunmustur.
Istatistiksel analiz sonucu ortaya cikan farkliliklarin
yorede vektor kene tiirlerine, yogunluklarina ve aktivi-
telerine, sigirlarin meraya ¢ikarilmalarina (outdoor)
ve/veya ¢ikarilmamalarina (indoor), hayvan hareketlerine
ve sigirlarm direngliligine bagli olabilecegi diisliniilmiis-
tiir. Incelemesi yapilan sigirlarda B. bovis prevalansmin
B.bigemina’ya oranla daha yiiksek belirlenmesine karsin
iki tlrtin prevalanslar1 arasindaki farkliik Onemsiz
bulunmus olup bu sonuglarin Tiirkiye’de yapilmis diger
bazi caligmalarin (12, 27, 30) sonuglartyla uyumlu
oldugu goriilmistiir.

Apicomplexan protozoonlarin apikal organellerinden
salgilanan proteinlerin, parazitin konak hiicresine
invazyonunda 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (23).
Bugiine kadarki ¢aligmalarda parazitin eritrositlere
invazyonunda VMSA’nin énemli oldugu bildirilmis olup
B. bovis’e Ozgii msa-2c geninin, diger VMSA gen
bolgelerine gore B.bovis suslart arasinda yiiksek oranda
korunmus oldugu ve asi calismalarinda tercih edildigi
rapor edilmistir (33). B. bigemina igin rap-1 gen familya-
sinin; sahip oldugu c¢esitli immiinolojik epitoplarla
spesifik antikorlarin olusumuna yol agarak merozoitlerin
saglam eritrositlere invaze olmasini engelledigi, B. bovis
ve B. bigemina tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesinde ve
ast calismalarinda 6nemli oldugu bildirilmistir (20, 23,
37). B.bovis’in VMSA gen bolgeleriyle ilgili Tiirkiye'de
bugline kadar iki c¢alisma rapor edilmistir (12, 35).
Mevcut ¢alismamizda yore sigirlarinda karakterize edilen
B. bovis izolatlarinin (BbovE1-BbovE4) kendi aralarinda
%99,4, Tirkiye’deki izolatlarla %97,7 ve diinyadaki
izolatlarla  %92,5 identiklik bulunmustur. Erzurum
BbovE1-BbovE4 izolatlarinin en yiiksek identikligi
Tirkiye’den  %99,0-%99,5 ile Karadeniz Bolgesi
sigirlarindan izole edilmis Bartin (GU647149) ve %98,7-
%99,5 ile Karabuk (GU004533) izolatlariyla, diinyadan
ise %98,6-%98,9 ile Meksika Veracruz2 (EF640963) ve
%98,0-%98,2 ile Arjantin S2P (FJ422796) izolatlariyla
gosterdikleri belirlenmistir. Nitekim filogenetik agacta da

Erzurum yoresinde saptanan izolatlar Tirkiye’de farkli
illerden bildirilen B. bovis izolatlariyla ve Meksika ile
Arjantin’den bildirilen izolatlarla ayn1 filogenetik bransta
yer almistir. B. bovis suslarinda diger VMSA gen
bolgelerine gore daha yiiksek oranda korunmus olarak
nitelenen msa-2c geninin (10, 33) simdiye kadar
Tiirkiye’deki sigirlarda karakterize edilen izolatlar ve
diinyadaki izolatlarla genetik kiyaslamalar1 gdz Oniine
alindiginda ¢ok yiiksek diizeyde korunmus olmadigi ve
genetik farkliligin var oldugu goriilmektedir. Bu agidan
bu gen tabanli asi ¢alismalarinda izolatlar arasindaki
antijenik farkliliklardan dolay1r yoéreye o6zgii B. bovis
suslarinin gen haritalarinin tam olarak ortaya konulmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmustir. B. bigemina Erzurum izolat-
larinin ise (BbigE1-BbigE3) kendi aralarinda %99,7,
diinyadaki izolatlarla %99,5 identiklik gosterdikleri
saptanmistir. Erzurum BbigE1-BbigE3 izolatlarinin
Diinyadan en yiiksek identikligi %99,8 ile Amerika’dan
SIA (AF017286), S2P (AF017287) ve Texcoco
(AF017288) izolatlartyla gosterdikleri tespit edilmistir.
Filogenetik agacta da goriilecegi lizere B. bigemina
BbigEl ve BbigE2 izolatlarnt A.B.D’de S1A izolatiyla
birlikte ayn1 bransta yer almasina karsin, BbigE3 izolati
bu izolatlara yakin olmakla birlikte ayr1 bir filogenetik
brangta yerlestigi gorlilmiistiir. Rap-1 gen bdlgesinin,
msa-2¢ gen bolgesiyle kiyaslandiginda Diinyadaki benzer
izolatlar arasinda identiklik oranlarinin daha yiiksek
oldugu ve daha yiiksek oranda korunmus bolgeye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte arastirma ydresinde
belirlenen B. bigemina izolatlarinin rap-1 gen bolgesine
ait aminoasit sekanslarinin analizi sonucu ayni yoreden
elde edilmelerine karsin BbigElveBbigE2 izolatlar
protein profilleri bakimindan %100 identik bulunurken
BbigE3 izolat1 %0,7’lik farklilik gdstermistir. Benzer
sekilde BbovE1-BbovE4 izolatlarinin msa-2¢  gen
bdlgesine ait protein sekanslarinda da aralarinda %0,4-
1,5 oranlarinda farkliliklar belirlenmistir. B. bovis ve B.
bigemina izolatlarinin aminoasit sekanslarindaki bu
farkliliklarin ~ filogenetik  analizlere  dahil edilen
diinyadaki benzer diger izolatlar arasinda daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, aminoasit diizeyindeki
farkliliklarin epitop konformasyonunda degisikliklere yol
acabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alismayla B. bovis ve B. bigemina
pozitifligi ve prevalansi Erzurum yoéresi sigirlarinda Real
Time PCR’la ilk kez ortaya konmus, B. bovis msa-2c ile
B. bigemina rap-1 gen bolgeleri molekiiler olarak
karakterize edilmis, filogenetik analizleri yapilarak
GenBank kayitlar1  gergeklestirilmistir. Ayrica bu
calismada Real Time PCR’in, sahip oldugu yiiksek
sensitivite ve spesifitenin yaninda, es zamanli hizli teshis
ve kantitasyona olanak saglamasi, parazitemiyi goster-
mesi gibi avantajlarla tedavi etkinligi, risk potansiyelleri-
nin belirlenmesi gibi konularda kullanishh bir teknik
oldugu goriilmiistiir.
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