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KARADENIZ BOLGESI'NDEKi SIGIRLARDAN ELDE EDILEN BABESIA BOVIS
SUSLARININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU*
Molecular Characterization of Babesia bovis Isolates Collected from
Cattle in Black Sea Region

Onder DUZLU', Abdullah INCI?, Alparslan YILDIRIM®

Ozet : Bu ¢alisma, Karadeniz Bélgesi'ndeki sigirlardan elde
edilen Babesia bovis izolatlarimin msa-2c gen bélgelerinin
molekiiler  karakterizasyonunun — ortaya  konulmast  ve
Diinya'daki  diger  benzer  suslarla  benzerliklerinin
kiyaslanmasi amaciyla yapimigtir. Bu amagla, 2008-2010
tarihleri arasinda Karadeniz Bélgesi'ndeki 13 ildeki, meraya
ctkmig ve rastgele segilmis 542 sigwdan kan drnekleri
toplanmistir. Kan d&rneklerinden mikroskobik muayene igin
frotiler hazirlanirken bir yandan da kan drneklerinin
ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA'lar RLB testiyle
Babesia ve Theileria tiirleri yoniinden incelenmistir. Babesia
bovis oldugu saptanan 10 ornegin, msa-2c¢ gen bdlgesine
spesifik primerlerle PCR"t yapilmigtir. PCR sonucunda 798
bp'lik spesifik bantlar jelden ekstrakte edilerek sekansa
gonderilmigtir. Sekans sonuglarina gore 10 ornegin niikleotid
dizilimleri saptanmis ve Diinya'daki diger benzer suslarla
identiklik dereceleri kiyaslanmistir. Babesia bovis izolatlar
GenBank'a kaydettirilerek aksesyon numaralari alinmistir.
Sigirlardan  toplanan  kan  érneklerinin - mikroskobik
incelemesinde babesiosisin %1.7, theileriosisin ise %9.2
oraminda  yayginlik gosterdigi tespit edilmistir. RLB
sonuglarina gore, B. bovis'in %1.8, B. bigemina'min %2.2, T.
annulata’'mn %2, T. buffeli/orientalis'in de %20.6
oranlarinda prevalans gosterdigi belirlenmistir. Babesia
bovis izolatlarinin  msa-2c¢ gen bolgesine gére kendi
aralarindaki identiklik oranimin %94-99, Diinya'daki benzer
sugslarla yakinlik derecelerinin ise % 89-99 arasinda degistigi
saptannmigtir. Sonug olarak bu ¢alisma ile, Tiirkiye'de ilk defa
B. bovis'in  msa-2c  gen  bolgesinin  molekiiler
karakterizasyonu  yapitlmistir. Bu  ¢alisma  sonucunun,
gelecekte  Tiirkiye'yve  ozgii  suslarla  yapilacak  agsi
calismalarina temel tegkil edecegi diisiiniilmektedir.
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Summary: This study was carried out to exhibit the
molecular characterization of msa-2c gene region of
Babesia bovis isolates collected from the cattle in Black
Sea Region and to compare the similarity with the other
similar isolates in the world. For this aim, the blood
samples were collected from totally 542 cattle which were
gone to pasture and selected randomly in different
periods between 2008-2010 in 13 provinces of Black Sea
Region in Turkey. While the blood smears were being
prepared from the blood samples, the samples were
extracted and the DNA was investigated for Babesia and
Theileria species by RLB at the same time. PCR of 10
samples was performed with specific primers of msa-2c
gene region. 798 bp bands obtained with PCR were
extracted from the gel and sent for the sequencing.
According to the sequence results, nucleotide sequences
of 10 samples were exhibited and compared the similarity
with other similar isolates in the world. Babesia bovis
isolates were deposited to GenBank and the accession
numbers were taken. In the microscopic examination of
the blood samples collected from the cattle, the
prevalence of babesiosis and theileriosis was determined
as 1.7% and 9.2%, respectively. According to RLB
results, the prevalence of B. bovis, B. bigemina, T.
annulata and T. buffeli/orientalis was detected as 1.8%,
2.2%, 2% and 20.6%, respectively. It was also
established that the similarity of B. bovis isolates
deposited to GenBank varied between 94-99% in each
other and between 89-99% in the other similar isolates in
the world. As a result, it was firstly characterized of msa-
2c gene region of B. bovis with molecular methods in
Turkey. It is thought that the results of this study will
provide a basis for the vaccination studies with the
characteristic Turkey isolates.

Keywords: Babesia bovis, Black Sea Region, molecular
characterization, msa-2c, cattle
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Babesiosis; Apicomplexa anag altindaki  Babesia
tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve subtropik
bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlar ile insanlar-
da da goriilen, vektor keneler tarafindan transova-
rial ve transstadial olarak nakledilen zoonotik ka-
rakterli bir protozoer hastaliktir. Hastalik 6zellikle
yaz aylarinda vektor kenelerin aktiflesmesiyle bir-
likte yiiksek ates, anemi, anoreksi, kaseksi, hemog-
lobiniiri, hipotansif sok ile seyretmekte ve 6liimlere
neden olmaktadir (1).

Sigirlarda bu hastaliga Babesia bovis, B. bigemina,
B. major ve B. divergens tiirleri yol agmaktadir (1).
Sigirlarda en sik goriilen tiirlerden biri olan ve zoo-
notik 6neme de sahip olan B. bovis'in eritrositler
igerisindeki merozoitleri; armut, yuvarlak veya
diizensiz sekillidirler. Babesia bovis merozoitleri,
1.5-2.4 um biyiikliglinde olup genellikle eritrosit-
lerin ortasma yerlesirler (2). Bu merozoitler elekt-
ron mikroskopta incelendiginde bunlarm yiizeyinde
bir membran bulundugu goriilmiis ve bunun mero-
zoit ylizey antijenleri oldugu ortaya konulmustur.
Babesia tiirleri, hayat sikluslarmm ilk basamag:
olan eritrositlere invazyon agsamasinda, konak hiic-
relerine tutunmak i¢in yiizey kisimlarinda bulunan
antijenleri kullanir. Bu yiizey antijenlerine karsi
meydana gelen antikorlar ise parazitin konak erit-
rositlerine girisine engel olur (3). Babesia bovis'te;
msa-1, msa-2a;, msa-2a,, msa-2b ve msa-2c¢ olmak
iizere bes adet merozoit yiizey antijeni bulunmakta-
dir. Diinyada B. bovis'e kars1 as1 gelistirilmesi ko-
nusunda oncelikle parazitin merozoitlerinin eritro-
sitlere tutunmasinin engellenmesi amaglanmistir.
Yiizey antijenleri arasinda en yiiksek korunmuslu-
ga sahip olan msa-2c antijeni as1 g¢alismalarinda
daha ¢ok tercih edilmektedir (4-9).

Bu calisma ile Karadeniz Bolgesi'ndeki sigirlardan
B. bovis DNA izolatlarmin elde edilmesi, msa-2¢
gen bolgelerinin molekiiler yontemlerle teshis edil-
mesi, bu bolgenin sekanslanmasi ve GenBank’a
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kayitlarinmn yapilmasi ile diinyadaki benzer suslarla
filogenetik olarak akrabalik derecelerinin tespit
edilmesi ve B. bovis'e karsi as1 gelistirme ¢alisma-
larinda ¢ok 6nemli olan yiizey antijenlerinin mole-
kiiler olarak karakterizasyonlarmin net olarak orta-
ya konulmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM
Saha Cahsmalari
Hayvan Materyali (Sigirlar)

Bu ¢alismanin materyalini, 2008-2010 yillarinin
gesitli donemlerinde Karadeniz Bolgesi'ndeki 13
vilayete (Amasya, Artvin, Bartin, Bolu, Corum,
Giresun, Karabiikk, Kastamonu, Ordu, Samsun,
Tokat, Trabzon, Zonguldak) bizzat gidilerek veya
Tarim i1 Miidiirliik'lerindeki Veteriner Hekimler ve
serbest ¢alisan Veteriner Hekimlerle temasa gegile-
rek, meraya ¢ikmis ve rastgele secilmis toplam 542
sigirdan alinan kan &rnekleri olugturmustur. Hay-
vanlara ait bilgiler (yas, cinsiyet, irk) hayvan sahip-
lerinden alinmig (Tablo I) ve genel saglik durumla-
11 kaydedilmistir.

Kan Ornekleri

Rastgele segilen toplam 542 sigirm vena jugula-
ris'inden teknigine uygun olarak 5 ml'lik steril ED-
TA'1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate)
tiiplere kan alinmis ve 6rnekler soguk zincirde tasi-
narak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Pa-
razitoloji Anabilim Dali Protozooloji-Entomoloji
Bilim Dali Laboratuari'na getirilmistir. Laboratuara
getirilen kan Grneklerinin her birine protokol nu-
marasi verilmistir. Kan 6rneklerinden mikroskobik
inceleme i¢in preparatlar hazirlanmis ve analizleri
yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20°C) mu-
hafaza edilmistir.

Laboratuar Calismalari
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Karadeniz Bolgesi'ndeki sigirlardan elde edilen Babesia bovis suslarinin molekiiler karakterizasyonu

Tablo I. Karadeniz Bolgesi'nde incelenen sigirlarin yerlesim yerine, yas, cinsiyet ve rkina gére dagilimi

Incelenen Sigir Sayisi

¥:::esim *Irk Yas (yil) Cinsiyet
Smntl Hlstn Mntfn Jrsy  Yrl <2 3-5 >6 Disi Erkek Toplam

Amasya 6 7 5 3 4 5 9 11 20 5 25
Artvin 3 5 2 1 1 1 6 5 10 2 12
Bartin 7 18 5 5 8 7 21 15 35 8 43
Bolu 3 8 5 4 4 6 11 7 19 5 24
Corum 8 10 6 3 5 8 14 10 26 6 32
Giresun 13 22 9 8 12 14 22 28 51 13 64
Karabiik 20 53 21 17 37 32 65 51 121 27 148
Kastamonu 4 7 3 2 2 4 8 6 15 3 18
Ordu 7 7 4 3 5 7 10 9 21 5 26
Samsun 10 13 7 11 12 18 16 19 40 13 53
Tokat 8 12 4 5 7 9 10 17 25 11 36
Trabzon 9 18 5 8 6 18 17 11 34 12 46
Zonguldak 2 5 3 2 3 3 5 7 14 1 15
Toplam 100 185 79 72 106 132 214 196 431 111 542

*Smntl: Simental, Hlstn: Holstein, Mntfn: Montafon, Jrsy: Jersey, Yrl: Yerli

Mikroskobik Inceleme

Sigirlarin  vena jugularis'den alinarak EDTA'li
tiipler igerisinde laboratuara getirilen kan 6rnekle-
rinden her bir hayvan i¢in siirme preparatlar hazir-
lanmistir.  Frotiler havada kurutulduktan sonra
metil alkolde 5 dakika tespit edilmis ve %5'lik
Giemsa boya solusyonu (pH 7.2) icerisinde oda
sicakliginda 40 dakika siireyle boyanmistir. Siire
sonunda boyanan preparatlar hafifce akan musluk
suyu altinda yikanmis ve kurumaya birakilmistir.
Preparatlar, kuruduktan sonra 1s1tk mikroskobu
altinda immersiyon yagi damlatilarak x100'liik
objektif ile Babesia ve Theileria tiirleri yoniinden
incelenmistir.

DNA Ekstraksiyonu

Sigir kanlarmdan DNA ekstraksiyonu, Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabi-
lim Dali Protozooloji-Entomoloji Bilim Dali Labo-
ratuari'nda bulunan ekstraksiyon iinitesinde yapil-
mustir. Analize tabi tutulana kadar -20°C'de muha-
faza edilen Ornekler ekstraksiyon oOncesinde oda
isisinda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen 6rnek-
lerden DNA ekstraksiyonu, Axygen Firmasma ait
AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit'inin
prosediiriine gére yapilmistir.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reverse Line Blotting (RLB) testinde kullanilacak
amplikonlarin elde edilmesi amaciyla yapilan
PCR'da primer olarak Theileria ve Babesia soyla-
rindaki parazitlerin 18S rRNA (ribosomal RNA)
geninin degisken V4 bolgesinden, biiyiikligii yak-
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lagik 390 ile 430 bp (base pair) arasinda degisen bir
pargay1 amplifiye eden genel primerler (10) kulla-
nilmistir.

Reverse Line Blotting (RLB)

RLB'de kullanilan problar, negatif yiiklii olan Bi-
odyne C membrana (Pall Biosupport group, Ann
Arbor, MI) kovalent olarak baglanabilmeleri igin,
5’- uglarinda amino grubu (N-terminal N-
trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N, N-
diisopropyl phosphoramitide (TFA)-Cs aminolin-
ker) igerecek sekilde Genset (Fransa), Isogen
(Hollanda) ve MWG (Almanya) firmalarma sen-
tezlettirilmigtir. Problarin sekans dizilimleri, Gub-
bels ve ark. (11) ve Georges ve ark. (10)’na gore
almmustir. PCR ile elde edilen amplikonlar, dnce-
den problarm yiiklendigi RLB membranina yiiklen-
mis ve hibridizasyona tabi tutulmustur. RLB so-
nuglarmin degerlendirilmesinde hiper filmler {ize-
rinde prob ve PCR iiriinlerinin dokiildiigii siralarin
kesistigi yerlerde meydana gelen siyah lekeler po-
zitif olarak kabul edilmistir.

Babesia bovis'e Ait msa-2c¢ Gen Primerleri ile
Yapilan PCR ve Jelden Ekstraksiyon

Babesia bovis oldugu kesin olarak tespit edilen
DNA ornekleri, B. bovis'in yiizey antijeni olan ve
as1 caligmalarinda siklikla kullanilan bir gen bolge-
si olan msa-2¢ antijenini amplifiye eden primerler
kullanilarak tekrar PCR'a tabi tutulmus ve PCR
sonucunda jel elektroforezde goriintiilenen yaklasik
798 bp'lik bant, jel ekstraksiyon yontemiyle kesile-
rek sekanslama igin lontek firmasina génderilmis-
tir. Bu gen bolgesini amplifiye eden primerler Bor-
gonio ve ark. (6)'nin bildirdigi sekilde kullanilmig-
tir.

Sekans Analizleri

Sekans analizi i¢in; Babesia bovis yoniinden pozitif
bulunan; Amasya, Bartin, Bolu, Kastamonu, Trab-

zon ve Giresun'dan birer 6rnek, Karabiik ve Sam-
sun'dan ise ikiser 6rnek olmak iizere 8 farkli ilden
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toplam 10 &rnegin sekans analizleri ¢ift yonlii ola-
rak yaptirilmistir. Dizilime sonuglari, BioEdit
Sequence Alignment programi ile incelenerek or-
neklerin sekans dizilimleri ortaya ¢ikarilmistir.
Elde edilen sekans dizilimlerinin internet ortamin-
da Genbank'ta BLAST analizleri yapilarak Diin-
ya'daki ayni suglarla identiklik yiizdeleri belirlen-
mistir. Ornekler Genbank'a kayit ettirilmis ve ak-
sesyon numaralar1 almmustir. Orneklerin filogene-
tik analizleri ise Mega 4.1 programi ile yapilmustir.

BULGULAR
Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik inceleme sonucunda; Karadeniz Bol-
gesi'nde babesiosis prevalanst %1.7 (9/542), thei-
leriosis prevalansi ise %9.2 (50/542) olarak tespit
edilmistir. Yerlesim yerlerine goére mikroskobik
sonuclar degerlendirildiginde; babesiosis Bartin,

Corum, Giresun, Ordu, Tokat, Trabzon ve Zongul-
dak'ta, theileriosis ise Amasya, Artvin ve Kastamo-
nu'da tespit edilememistir. Bunun yaninda Amasya,
Artvin, Bolu, Karabiik, Kastamonu ve Samsun'da
babesiosis prevalansmnin %2-8.3 arasinda degistigi,
theileriosis prevalansinin ise Bartin, Bolu, Corum,
Giresun, Karabiik, Ordu, Samsun, Tokat, Trabzon
ve Zonguldak'ta %3.8-15.5 arasinda oldugu tespit

edilmistir (Tablo II).
RLB Sonuglari

RLB sonuglar1 degerlendirildiginde; Karadeniz
Bolgesi'nde B. bovis prevalansi %1.8, B. bigemina
%2.2, T. annulata %2 ve T. buffeli/orientalis pre-
valanst da %?20.6 olarak tespit edilmistir. Babesia
divergens ise tespit edilememistir. Sonuglarmn yer-
lesim yerlerine gore dagilimi incelendiginde ise; B.
bovis prevalansmin %1.4-5.6, B. bigemina'nin %
1.9-16.7, T. annulatamin %1.6-4.2 ve T. buffeli/
orientalis prevalansmin da %4-33.1 arasinda degis-
tigi goriilmistiir (Tablo II).

Sekans Analizi Sonuclari

Karadeniz Bolgesi'ndeki sigirlardan elde edilen ve
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Babesia bovis oldugu tespit edilen toplam 10 6rnek
sekans analizleri sonucu GenBank'a kayitlar1 yapi-
lan ve aksesyon numaralart aliman Amasya
(GU647150), Bartin  (GU647149), Bolu
(GU357634), Giresun (GU647154), Karabuk
(4107) (GU004533), Karabuk-2 (GU647147), Kas-
tamonu (GU647148), Samsun-1 (GU647152),
Samsun-2 (GU647153) ve Trabzon (GU647151)
suslarmm msa-2c¢ gen dizilimleri Diinya'daki kayit-

I
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11 diger sekanslarla kiyaslanmis ve filogenetik agag
seklinde gosterilmistir (Sekil 1). Kiyaslama sonu-
cunda 10 6rnegin kendi aralarinda %94-99 oranin-
da identik olduklar1 belirlenmistir. Bu 6rneklerin
Diinya'daki diger orneklerle kiyaslamasi yapildi-
ginda ise msa-2c grubundaki sekanslarla %89-99
oraninda benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir.

TARTISMA

. bovis Bartin msa-2c

. bovis 4107 msa-2c

. bovis Karabuk-2 msa-2c
. bovis Bolu msa-2c

l

|

. bovis Kastamonu msa-2c
. bovis Veracruz 2 MSA-2c
. bovis Giresun msa-2c

. bovis Samsun-1 msa-2c

. bovis Samsun-2 msa-2c
bovis M1A msa-2c

bovis M2P msa-2c

bovis Trabzon msa-2c
bovis Quintana Roo MSA-2c
bovis S2P msa-2c

bovis M3P msa-2c

bovis Amasya msa-2c
bovis Tamaulipas 2 MSA-2c
bovis Nayarit MSA-2c

bovis Chiapas 1 MSA-2c
bovis T2Bo BBOV 1003020
bovis Tabasco MSA-2c
bovis RAD MSA-2c

bovis Xinjiang merozoite surface anti
bovis Mexico MSA-2c

bovis T2Bo msa

bovis Pullman msa-2c

bovis R1A merozoite surface antigen-2
bovis Guerrero MISA-2c

LNl HML

bovis L msa
bovis F40 msa
. bovis S msa
. bovis G52 msa
. bovis K msa

EEEEEEEEEE NN NN

. bovis T msa

0.04 0.03 0.02 0.01

0.00

Sekil 1. izolatlarm msa-2c gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklar1 (Neighbor-joining)
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Babesiosisin teshisinde eskiden beri mikroskobik
muayene ve serolojik teshis yontemleri (IFAT,
ELISA vb.) kullanilmigtir. Ancak hizla ilerleyen
teknolojiyle birlikte son yillarda niikleik asit taban-
I teshis yontemleri (PCR, RLB, Real-Time PCR
vb.) babesiosisin teshisinde kullanilmaya baslan-
mistir. Her tan1 yonteminin kendi i¢erisinde avantaj
ve dezavantajlart bulunmaktadir (12, 13).

Tiirkiye’de B. bovis, ilk kez Mimioglu (14) tarafin-
dan Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu vilayetlerinde
sigirlarda “Haemataurai vesicalis bovis™ aragtirma-
st ile giindeme gelmis; Goksu (15) Ankara’da ince-
ledigi 996 sigirm 2’sinde (%0.2), takiben ayni1 aras-
tirict (16) bazi Karadeniz illerinde mikroskobik
bakisi yapilan 80 sigirin 3’linde B. bovis’i (%3.75)
bulmustur. Goksu (17), Tiirkiye’nin farkli bolgele-
rinde sigirlarda Piroplasmida enfeksiyonlar1 {izeri-
ne yaptig1 arastirmasinda B. bovis’in Marmara ve
Giiney Dogu Anadolu’da goriildiigiinii; Mimioglu
ve ark. (18) B. bovis (Babesia berbera) Karadeniz
Bolgesi'nde daha fazla bulundugunu ileri stirmiis-
lerdir. Diger bir calismada ise Karadeniz Bolge-
si'nde 76 sigirm 72’sinde Babesia sp. saptandigi
rapor edilmistir (19). Ote yandan mikroskobik ba-
kiyla, Elaz1g yoresinde i¢ organlarindan froti yapi-
lan 4 sigirin 1’inde (20) ve Ankara’da 185 sigirin
I’inde (%0.54) (21) B. bovis saptanmistir. Babesia
bovis’in mikroskobik pozitifligi; Marmara bdlge-
sinde %34.8 (22), Malatya ve bazi1 Giineydogu
Anadolu illerinde %0.5-1.5 arasinda (23); Samsun
yoresinde %29.53 (24), Kayseri yoresinde %1.04
(25) bulunmus ve mikroskobik insidensi Anka-
ra’nin Cubuk ilgesinde %9 olarak saptanmistir
(26). Bunun yaninda Babesia spp. prevalansi,
Konya yoresinde %11.46 (27), Elazig, Malatya ve
Tunceli illerinde %0.6-1.4 arasinda (28), Adana
yoresinde ise %31.8 (29) oraninda bildirilmistir.

Bu calismada, sigirlarda Babesia tiirlerinin mik-
roskobik prevalansi; Amasya'da %4, Artvin'de %

8.3, Bolu'da %4.2, Karabiik'te %2, Kastamonu'da
%S5.6 ve Samsun'da %3.8 olarak tespit edilirken;

Bartin, Corum, Giresun, Ordu, Tokat, Trabzon ve
Zonguldak'ta mikroskobik bakida Babesia spp.
saptanamamistir. Genel olarak incelendiginde ise
Karadeniz Bolgesi'nde babesiosisin mikroskobik
prevalanst %1.7 olarak bulunmustur. Daha 6nce

yapilan c¢alismalarla kiyaslandiginda babesiosisin
mikroskobik prevalansinin Karadeniz Bolgesi'nde
daha diisiik ¢ikmasinin sebebinin, Kirim Kongo
Kanamali Atesi Hastaligi'nin son yillarda artig
gostermesine bagli olarak Tarim ve Koyisleri Ba-
kanligi'nin son birka¢ yildir hayvanlar1 kenelere
karst yogun bir sekilde ilaglama programini uygu-
lamasmin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu husus
kayitlarda yer almamakla beraber Veteriner He-
kimlerle bizzat yapilan gériismelerde hemen hepsi
bu konuya deginmis ve ilaglama programi sonra-
sinda babesiosis ve theileriosis olgularinin azaldi-
gin1 gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi ince-
lendiginde; PCR ile sigirlarda babesiosisin teshi-
sinin ilk defa Tanyiiksel ve ark. (30) tarafindan
yapildig1 goriilmektedir. Babesia bovis'in molekii-
ler prevalansi konusunda Tiirkiye'de sinirlt sayida
calisma olup; PCR ile Ankara yoresinde %12.68,
Burdur yoresinde %8 ve Samsun ydresinde %3.85
(30); RLB ile Ankara yoresinde %2.3 (31) ve %
3.6 (32), Trakya Bolgesi'nde %1.3 (33) B. bovis
tespit edilmistir. Ayrica Kayseri yoéresinde sigir-
lardan toplanan keneler iizerinde yapilan molekii-
ler ¢aligmalar sonucu Babesia sp. saptanmis ve bu
sus Babesia sp. (Kayseri 1) olarak GenBank’a
kayit ettirilmistir (34).

Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan bu calis-
mada 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, Sam-
sun'da %3.8 ve Trabzon'da %?2.2 olarak belirlen-
mistir. Artvin, Corum, Ordu, Tokat ve Zongul-
dak'tan temin edilen kan orneklerinde ise etken
saptanamamigtir. Genel olarak Karadeniz Bolge-
sinde B. bovis'in molekiiler prevalanst %1,8 ola-
rak tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 daha
6nce Samsun yoresinde PCR ile yapilan molekii-
ler ¢alisma (30) sonuglarini dogrulamistir.

Son yillarda babeisosise karsi kullanilan atteniie
canli agilarin yerine subunit asilarin gelistirilmesi
konusunda ¢alismalar hiz kazanmistir. Bu noktada
ozellikle parazitlerin eritrositlere invazyonunun
engellenmesi ve boylece patogeneze esas teskil
eden intraeritrositik aseksiiel ¢ogalma fazmmn dur-
durulmasi hedeflenmistir. S6z konusu ¢alismalar-
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da, subunit asilarda kullanilacak olan as1 aday1 an-
tijenleri kodlayan gen bolgelerinin arastirilmasi, bu
bolgelerin degisken ve konservatif ozelliklerinin
saptanmasi ve bu ozelliklerin diinyanin farkli bol-
gelerindeki suslarda farkliliklar gosterip gosterme-
diginin arastirilmasi konular1 6ne ¢ikmaktadir. Bu-
giine kadar yapilan ¢alismalarda parazitin eritrosit-
lere invazyonunda Variable Merozoit Surface Anti-
jenleri (VMSA)’nin 6nemli oldugu tespit edilmis-
tir. Tiirkiye’de ise babesiosise karst agilama yapil-
mamaktadir. Ayrica sigirlarda yaygin olarak gorii-
len B. bovis’in msa-1, msa2a;, msa2a,, msa-2b ve
msa-2¢ gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyo-
nu ile ilgili olarak Tirkiye'de bugiine kadar hicbir
calisma yapilmamustir. msa-2c gen bolgesi ile ilgili
¢alismalar Diinya'da da kisitli sayidadir (4-9).

msa-2c gen bolgesi ile yapilan bir ¢aligmada (5) bu
gen bolgesinin yiiksek oranda immunojenik oldu-
gu, sigirlarda B hiicre epitoplarini yiiksek oranda
muhafaza ettigi saptanmigtir. Hem heterelog R1A
ve S2P suslar1 arasinda hem de farkli iilkelerden
elde edilen Avustralya orijinli S izolat1 ile Amerika
orijinli R1A suslar1 arasinda yiiksek oranda B hiic-
re epitoplart bulundugunu bildirmiglerdir. Ayrica
dogal yolla veya deneysel olarak B. bovis'in Arjan-
tin kaynaklt R1A susu ile enfekte sigirlarin kanla-
rindan elde edilen serumun, immunoblot ¢aligmala-
rinda diger saha suslarinin msa-2¢ proteinini spesi-
fik olarak tanidigin1 saptamiglardir. Bunun sebebi-
nin B. bovis'in saha suglar1 arasinda msa-2¢ gen
bolgesinin ¢ok yiiksek oranda B hiicre epitoplarini
ihtiva etmesinden kaynaklandigini rapor etmisler-
dir. Wilkowsky ve ark. (5) tarafindan yapilan bu
calismada msa-2c gen bolgesinin farkli cografik
bolgelerdeki B. bovis suslar1 arasinda antijenik
yapisinin yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ve
dolayisiyla bu gen bdlgesinin a1 ¢alismalarinda
¢ok 6nemli role sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Diger yandan Berens ve ark. (9), B. bovis'e ait msa-
2 proteinleri iizerine yaptiklar1 bir caligmada
Avustralya orjinli 12 izolat ile Amerika orjinli 3
izolatin antijenik farkliliklarini kiyaslamistir. msa-
2 protein ailesindeki msa-2a ve msa-2b genlerini
msa-2a/b olarak bir arada degerlendirmislerdir.
msa-2a/b genlerinin farkli izolatlar arasindaki iden-
tikliklerinin ¢ok degisken oldugunu ve msa-2c ge-
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ninin ise farkli bolgelere ait izolatlar arasinda dahi
%92-100 oraninda identik oldugunu belirlemisler-
dir. Dolayisiyla msa-2¢ geninin, msa2a/b genlerine
oranla ¢ok daha iyi bir as1 adayr oldugunu goster-
mislerdir.

Benzer bir ¢alismada Dominguez ve ark. (8), notra-
lizasyona duyarli B hiicre epitoplarini igeren msa-2
proteinlerinden msa-2a;, msa-2b ve msa-2c genle-
rinin amino asit sekanslarini karsilastirmiglardir.
Arjantin kaynakli R1A susu ile Arjantin, Amerika
Birlesik Devletleri ve Meksika'dan elde edilen izo-
latlarin msa-2a;, msa-2b ve msa-2c gen bolgeleri
arasinda kiyaslama yapmisglardir. Buna gore; msa-
2a; gen bolgesi ile yapilan karsilastirmada izolatla-
rin protein sekanslar1 arasinda %68-92, msa-2b ile
%70-84 ve msa-2c ile %86-94 oraninda identiklik
tespit etmislerdir. Bunun yaninda nétralizasyona
duyarli olan B hiicrelerinin de en yiiksek oranda
msa-2c proteinlerinde bulundugunu bildirmislerdir.
Farkli izolatlar arasindaki en tutarh identikligin de
msa-2c¢ gen bolgesinde saptandigini rapor etmisler-
dir.

Florin-Christensen ve ark. (4) Arjantin R1A ve
Meksika Mo7 suslarini; msa-2a;, msa-2a;, msa-2b
ve msa-2c gen bolgelerinin amino asit sekans dizi-
limlerine goére kiyaslamis ve bu iki sus arasinda
gen bolgelerine gore sirasiyla %83.6, %69.4, %
79.1 ve %88.7 oraninda identiklik tespit etmisler-
dir. Bu gen bolgelerinden msa-2a;, msa-2b ve msa-
2c'de B hiicre epitoplarinin varligin1 gosterirken,
msa-2a,'de bu hiicre epitoplarina rastlayamamaislar-
dir.

Borgonio ve ark. (6) Meksika, Arjantin ve Avust-
ralya suslarin1 msa-1 ve msa-2c¢ gen bolgeleri agi-
sindan molekiiler olarak karsilastirmuslar ve msa-1
geni ile yapilan kiyaslamada Meksika suslarinin
kendi aralarinda %51-99.7 identiklik gosterdigini;
Bu suslarin Arjantin suslari ile %22-51 oraninda;
Avustralya suslart ile ise %23-81 oraninda identik
oldugunu saptamislardir. Diger yandan ayn1 arasti-
ricilar msa-2¢ geni ile yaptiklar kiyaslamada ise
Meksika suslarinimn kendi aralarinda %90-100 iden-
tik oldugunu; Arjantin ve Avustralya izolatlari ile
ise %88-95 oraninda benzerlik gosterdigini tespit
etmisler ve msa-2c geninin en ideal as1 aday1 oldu-
gunu gostermislerdir.
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Ote yandan benzer sekilde Genis ve ark. (7) farkl
bolgelerden elde edilen B. bovis Meksika izolatlari-
nin; msa-1, msa-2b, msa-2¢ ve ssrRNA gen bolge-
lerine gore benzerliklerini karsilastirmiglar ve izo-
latlar arasindaki benzerlik oranlarin1 gen bolgeleri-
ne gore sirasiyla %47.7, %72.3, %87.7 ve %94
olarak belirlemislerdir. ss¥rRNA gen bolgesinin izo-
latlar arasinda, yiizey antijenlerine gore daha yiik-
sek oranda antijenik benzerlik gosterdigini, yiizey
antijenleri arasinda ise msa-2¢ geninin identiklik
oraninin digerlerine gore daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir.

Bu calismada da konservatif karakterli B. bovis
msa-2¢ gen bolgesinin Karadeniz Bolgesi'nden
izole edilen B. bovis izolatlarinda molekiiler karak-
teri net olarak ortaya konmus ve Diinya'daki diger
benzer izolatlarla karsilastirilmasi yapilmistir. Bu-
na gore 10 drnegin kendi aralarinda %94-99 ora-
ninda identik olduklari, Diinya'daki benzer diger
izolatlarla ise %89-99 oraninda benzerlik goster-
dikleri goriilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile, Tiirkiye'de ilk defa B.
bovis'in msa-2¢ gen bdlgesinin molekiiler karakte-
rizasyonu yapilmistir. Karadeniz Bolgesi'nden elde
edilen DNA'larda molekiiler yontemlerle B. bovis
suslar1 tespit edilmis ve bu izolatlarin msa-2¢ gen
bolgesine spesifik primerlerle PCR'lar1 yapilmistir.
PCR sonucu msa-2c gen bolgesine spesifik DNA
bantlar1 jelden ekstrakte edilerek sekans analizleri
yapilmistir. Sekans sonuglart GenBank'a kaydetti-
rilmistir. GenBank'a kayitlar1 yapilan bu suslarin
kendi aralarmdaki ve Diinya'da yapilmis diger ¢a-
lismalardan elde edilen izolatlarla identiklik oran-
lar1 tespit edilmistir. Sekans dizilimlerindeki ben-
zerlikleri incelenen biitiin suslarin filogenetik akra-
baliklar1 filogenetik agac olusturularak gosterilmis-
tir. Elde edilen izolatlar ile Diinya'daki benzer di-
ger izolatlarin niikleotit dizilimlerindeki benzerlik
ve farkliliklar da clustal consensus ile incelenmis-
tir. Bu sonuglara gore Tiirkiye'de Karadeniz Bolge-
si'nden izole edilen B. bovis suslarmm hem kendi
aralarindaki hem de Diinya'dan bildirilen ve yuka-
rida isimleri verilen B. bovis izolatlar1 ile olan yiik-
sek benzerlikleri daha 6nce bildirilen literatiir bilgi-
lerle (4-9) uyumlu bulunmustur. izolatlar arasinda-
ki bu yiiksek benzerliklerin, msa-2¢ gen bolgesinin

korunmus bir bdlge oldugunu gdstermenin yaninda
geemisteki tarihi siiregte hayvan hareketleriyle de
ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin, gelecekte Tiirkiye’ye 6zgii suslarla
yapilacak as1 caligmalarina temel teskil edecegi
distiniilmektedir. Tiirkiye’de babesiosise karst
heniiz agilama yapilmamaktadir. Bununla birlikte
bu galismadan saglanan bilimsel alt yap1 ile gele-
cekte yapilacak asi ¢aligsmalari i¢in 6nemli bir aga-
ma kaydedilmistir. Sonug olarak, Tiirkiye’ye 6zgii
suslarla yapilacak asilar, hastaliga karsi korunmada
etkin rol oynayacak ve hastaliga bagli ekonomik
kayiplarm azalmasma yardimer olacaktir. Bu ¢alis-
mada kullanilan yontemler ve elde edilen sonuglar
s6z konusu parazitlere ait bilgi birikimi olusturma-
nin yaninda, model bir arastirma olarak daha sonra
yapilacak c¢aligmalara temel olusturacak ve arastiri-
cilara farkl perspektifler sunacaktir.
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