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ÖZET: Bu çalışma 2004 yılında Ankara yöresinde sportif ve gösteri amaçlı yetiştirilen atlardan toplanan kanlarda Babesia caballi ve 
Babesia equi’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve mikroskobik muayene ile karşılaştırmalı tanısı amacıyla yapılmıştır. Bu amaçla 
Ankara’da bulunan özel kulüp ve resmi kurumlarda sportif ve gösteri amaçlı yetiştirilen atların bulunduğu çalışma merkezlerine gidile-
rek; rastgele seçilen toplam 200 attan PZR’da kullanılmak üzere kene mevsiminde ve kene mevsimi dışında EDTA’lı tüplere kan alın-
mıştır. Aynı atlardan tekniğine uygun olarak ince yayma kan frotisi hazırlanarak, Giemsa ile boyanmış ve Babesia spp. yönünden ince-
lenmiştir. Ayrıca bu merkezlerde bulunan atların kene yönünden kontrolleri de yapılmıştır. Kene bulunamamıştır. Atlardan alınan 200 
örneğin muayenesinde, perifer kan frotisi bakısında %3, PZR yönteminde ise %10 oranında pozitiflik (B. caballi %3; T.equi %7) sap-
tanmış ve sonuçlar arasındaki farkın istatistiksel olarak da önemli olduğu (p<0,001) saptanmıştır. Sonuç olarak, bu çalışma ile Türki-
ye’de atlarda ilk defa PZR yöntemi ile Babesia türleri saptanmış; Theileria equi’nin Babesia caballi’ye göre bulunma oranının daha 
yüksek olduğu görülmüştür. 

Anahtar Sözcükler: Ankara, Babesia caballi, Theileria equi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

Detection of Babesia caballi (Nuttall, 1910) and Theileria equi (Syn. Babesia equi , Laveran, 1901) by the 
Polymerase Chain Reaction (PCR) in Show and Sport Horses in the Region of Ankara 
SUMMARY: The aim of this study was to compare the diagnosis of Babesia caballi and Theileria equi by the polymerase chain 
reaction (PCR) and microscopic examination of blood specimens collected from show and sport horses in the region of Ankara in 2004. 
The blood specimens were collected from randomly selected 200 show and sport horses in the region of Ankara during the tick season as 
well as before and after the tick season for PCR testing. At the same time, Giemsa stained peripheral blood smears were examined for the 
presence of Babesia spp. and also the horses were examined for the presence of ticks. Of the 200 horse blood samples analyzed, 3% were 
found to be positive by microscopic examination and and 10 % (B.caballi %3; T.equi %7) by the polymerase chain reaction. The 
difference between these two methods was confirmed to be statistically important (p<0,001). This is the first study in which Babesia 
species were investigated in horses in Turkey using the PCR method. Theileria equi was found to be more prevalent than Babesia 
caballi. 
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GİRİŞ
Babesiosis, Babesia türlerinin neden olduğu protozooer bir 
hastalıktır. Hastalık etkenleri Ixodidae ailesine bağlı vektör 
kene türleri tarafından hem transovarial ve hem de transstadial 
olarak nakledilirler. Tektırnaklılarda Babesia caballi (Nuttall, 
1910) ve Babesia equi (Laveran, 1901) türleri babesiosise 

sebep olur. Atlarda Babesia bigemina’ya benzeyen 
intraeritrositik hemoparazitler ilk olarak 1899’da Guglielmi 
tarafından gözlenmiştir. Bunu takiben 1901 ve 1902’de 
Theiler, B. equi’nin sebep olduğu, tektırnaklı babesiosisini ilk 
olarak tarif etmiş, 1901’de Laveran bu küçük Babesia’yı B. 
equi olarak isimlendirmiştir. Theiler 1905’te B. equi’yi zebra-
larda tespit etmiş ve kan inokulasyonu ile zebradan ata nak-
letmiştir. Daha sonraları, B. equi ile enfekte Rhipicephalus 
evertsi vasıtasıyla zebralarda hastalığın meydana geldiği gö-
rülmüştür. Son yıllarda ise B. equi’nin hem omurgalıda 
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(lenfositer şizogoni) hem de vektör kenede (transovarial geçiş 
yoktur) gelişmesinin deneysel olarak ortaya konması ile 
Theileria türlerine benzediği ve T. equi ismini aldığı tespit 
edilmiştir. Bu yüzden hastalık da atların theileriosisi olarak 
isimlendirilmektedir. Hastalık perakut, akut ve kronik seyirli 
olup ateş, anemi, ikterus, hepatosplenomegali ile karakterize-
dir. Babesia türlerinin coğrafik dağılımı vektör kenelerin yayı-
lışları ile yakından ilgilidir (8, 12, 18-21, 27).  

Bu çalışmada, gösteri ve binicilik sporu amacıyla Ankara’da 
farklı kurumlarda yetiştirilen atlarda performans kayıplarına 
neden olan subklinik seyirli babesiosisin Türkiye’de ilk defa 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile saptanması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma için gerekli materyali toplamak amacıyla, 2004 
yılında kenelerin aktif olmadığı Ocak ve Mart aylarında ve 
kenelerin aktif olduğu Mayıs ve Temmuz aylarında olmak 
üzere 4 defa Ankara’ da sportif ve gösteri amaçlı, bakım ve 
besleme şartları birbirine benzeyen, resmi ve özel kurumlara 
gidilmiş; her defasında 25’i resmi, 25’i özel kurumlardan 
rastgele seçilen 4 yaşın üzerinde çoğunluğu İngiliz ve Avrupa 
ırklarına ait toplam 50 attan PZR için EDTA’lı tüplere Vena 
jugularis’den kan alınmış ve aynı atlardan tekniğine uygun 
olarak perifer kan frotisi hazırlanmıştır. 

Perifer kan frotileri havada kurutulduktan sonra, laboratuvarda 
metil alkolde 3-5 dakika tespit edilmiş ve %5’lik Giemsa boya 
solüsyonu ile oda ısısında 30-45 dakika boyanmıştır. Boyanan 
frotiler musluk suyu altında yıkanıp kurutulduktan sonra 
immersiyon yağı damlatılarak mikroskobun 100’lük objekti-
finde Babesia türleri yönünden kontrol edilmiş, yanılgı olabi-
leceği düşüncesi ile soy düzeyinde teşhis edilmiştir. 

İlk aşamada parazit DNA’sının elde edilmesi amacıyla 
EDTA’lı kanlarda ekstraksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir (7, 
13). 

GENBANK’tan B. equi EMA-1 gen bölgesine ait diziler ve B. 
caballi RAP-1 gen bölgesine ait diziler alınmıştır. Primerler, 
GATA Viroloji Laboratuarında OligoYap 2.0 bilgisayar prog-
ramı kullanılarak bu diziler üzerinde dizayn edilmiş ve MWG 
(Almanya) firmasına sentezlettirilmiştir. Babesia equi için 
dizayn edilen primerler Bema-P1 5’-atgatttccaaatcctttgcttt-3’ 
ve Bema-P2 5’-cgcttgcctggagccttgaa-3’ olup amplikon büyük-
lüğü 497 bp’dir. Babesia caballi için dizayn edilen primerler 
Bcab-P1 5’cgacaccaaggatttattcgagaa-3’ ve Bcab-P2 5’-
attccaaagattcacccacagc-3’ olup amplikon büyüklüğü 539 
bp’dir. Toplam 25 µl’lik volümde hazırlanan PZR karışımı 
için 1x PCR buffer (Sigma, Almanya), 2,5 mM MgCl2 (Sigma, 
Almanya), 0,2mM dNTP (Sigma, Almanya), 1,5 U taq DNA 
polymerase (Sigma, Almanya), 20 pmol primer, 1µl örnek 
DNA ilave edilerek distile su ile 25 µl’ye tamamlanmıştır. 
Reaksiyon şartları 94 °C’de 5 dakika, 94 °C’de 30 sn, 57 
°C’de 30 sn (B.caballi için 54 °C), 72 °C’de 45 sn. 35 siklus 

ve 72 °C’de 5 dakika şeklinde Biometre T Gradient 
(Whatmann, Biometra) PZR makinesinde gerçekleştirilmiştir. 

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen 
amplifikasyon ürünleri %1,5’luk agaroz jelde elektroforeze 
tabi tutulmuştur. Elektroforez sonucunda oluşan bantlar EtBr 
(Sigma, Almanya)  ile boyanıp, GelDoc (BioRad, ABD) Jel 
Dokümantasyon Sistemi ile görüntülenmiş ve QuantityOne 
analiz programı (BioRad, ABD) ile analiz edilmiştir. 

Testte pozitif kontrol olarak B. caballi ve B. equi DNA’sı 
(USDA suşu, Teksas Üniv. Veteriner Fak. Patobiyoloji Bölü-
mü, Dr. Patricia Holman’dan temin edilmiştir) ve negatif kont-
rol olarak distile su kullanılmıştır. 

Çalışmada uygulanan yöntemlerin uyumlulukları Kappa tes-
tiyle, her iki tanı yöntemi ile elde edilen sonuçların istatistiksel 
değerlendirmesi ise x2 (ki-kare) testiyle yapılmıştır. 

BULGULAR 

Çalışmada PZR değerlendirmesi agaroz jel elektroforeze tabi 
tutulan PZR ürünlerinin oluşturduğu bantların QuantityOne 
analiz programında görüntülenmesi ile yapılmış olup, bu şe-
kilde (Şekil 1) 1 ve 3 nolu kuyucuktaki örneklere ait PZR 
ürünlerinin oluşturduğu pozitif bantların görünümü ile 2 ve 4 
nolu kuyucuklara ait pozitif kontrol bantların görünümü ara-
sındaki uyum ve yine negatif örneklere ait oluşmayan bantla-
rın görünümü (7-8 nolu) ile bantsız negatif kontrollerin görü-
nümleri (5-6 nolu) arasındaki benzeri görüntüler dikkate alına-
rak örnekler pozitif veya negatif olarak değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 1. SM: Size Marker; 1:Babesia equi pozitif örnek; 2: T.equi 
pozitif kontrol; 3: Babesia caballi pozitif örnek; 4: B.caballi  

pozitif kontrol; 5: T.equi negatif kontrol; 6: B.caballi  
negatif kontrol; 7-8: Negatif örnekler 
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Bu çalışmada babesiosisin prevalansı perifer kan frotisi 
(PKF)’ne göre %3 (6/200), Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(PZR)’na göre %10 (20/200) olarak saptanmıştır (Tablo 1.) 
Aynı tabloda çalışma merkezlerine göre pozitifliğin dağılı-
mında PKF pozitifliğinin resmi kurumlara ait yetiştirilen atlar-
da %0,78, özel kulüplerde yetiştirilen atlarda %6,85 olduğu; 
PZR ile pozitifliğin resmi kurumlara ait yetiştirilen atlarda 
%6,29, özel kulüplerde yetiştirilen atlarda ise %16,43 olduğu 
anlaşılmaktadır. 

Çalışmada uygulanan tanı yöntemlerinin duyarlılık, özgüllük 
ve uyumluluk bakımından değerlendirmelerinin yapılabilmesi 
için PKF ve PZR’ dan elde edilen pozitif ve negatif sonuçlar 
Tablo 2’de verilmiştir.  

Tablo 1. Çalışma merkezlerine göre PKF ve PZR pozitifliklerinin dağılımı 

PKF PZR Çalışma 
Merkezi 

Hayvan 
sayısı Pozitif % Pozitif % 

Resmi 
Kurum 127 1 0,78 8 6,29 

Özel 
Kulüp 73 5 6.85 12 16,43 

Toplam 200 6 3,00 20 10,00 

Tablo 2. PZR ve PKF sonuçlarının karşılaştırılması 

 PZR 

 Neg Poz 
Toplam 

PKF (-) 180 14 194 

PKF (+) 0 6 6 

Toplam 180 20 200 

Tablo 2’nin analizinde; PZR esas alındığında PKF muayenele-
rinin duyarlılığının (sensitivity: gerçekten hasta olan bireyin 
test tarafından hangi oranda saptanabildiğini gösteren olasılık-
tır) %70, özgüllüğünün (specifity: bir testin gerçekte hasta 
olmayanları ayırabilme yeteneğini veren oran) %100; Kappa 
testi ile  iki test arasındaki uyumluluğun ise (iki testin birbiri 
ile uyumunu gösterir) %66,2 olduğu görülmüş; aynı zamanda 
Ki-Kare testi ile iki test arasında belirlenen pozitiflik farkının  
istatistiksel olarak da önemli olduğu anlaşılmıştır (p<0,001). 

Kontrolleri yapılan hayvanlarda kene enfestasyonlarına rastla-
nılmamıştır. 

TARTIŞMA 

Tektırnaklılarda babesiosis, B. caballi ve B. equi türleri tara-
fından meydana getirilen, tropik ve subtropik bölgelerde yay-
gın olarak görülen ve Ixodidae ailesine bağlı vektör kene türle-
ri tarafından transovarial ve transstadial olarak nakledilen 
önemli bir hastalıktır (8, 19, 21, 27).  Vektör kenelerin bulun-
duğu dünyanın her yerinde hastalığa rastlamak mümkündür 
(12), ancak Türkiye’de gerek vektör keneler bakımından, ge-
rekse direkt at babesiosisi ile ilgili yapılan sadece 10 çalışma 
(1-4, 9, 15-17, 23, 24 ) epidemiyolojik manada hastalığın de-

ğerlendirilmesinde yeterli olmadığı için, bugün hastalığın 
gerçek boyutları ve meydana getirmiş olduğu zararlar bilin-
memektedir. 

Yarış ve gösteri atlarında babesiosise neden olan türler, özel-
likle uluslararası veya ulusal alanda düzenlenen yarışmalar 
veya gösteri amacıyla gerçekleşen kontrolsüz hayvan hareket-
leri ile enfekte at veya taşıyıcılar vasıtasıyla bir ülkeden diğer 
ülkeye veya ülke sınırları içinde bir bölgeden diğer bölgeye 
taşınmaktadır. Babesiosis yarış ve gösteri atlarında performan-
sı olumsuz yönde etkilemekte, özellikle ağır tempolu çalışma-
lar hastalığın şiddetini arttırmaktadır. Benzer şekilde subklinik 
seyirli hastalığın akut hale dönüşmesine de neden olmaktadır. 
Bundan dolayı hem klinik hem de subklinik enfeksiyonların 
tanısına ihtiyaç bulunmaktadır. Özellikle subklinik enfekte 
portörlerin belirlenmesi hastalığın yayılmasının önlenmesi 
bakımından önemlidir (14). Bu çalışmada da subklinik olarak 
direkt tanıda pozitifliklerin PKF bakılarına (%3) göre PZR’nin 
(%10) daha duyarlı, özgül ve istatistiksel olarak da elde edilen 
sonuçların daha önemli olduğu anlaşılmıştır. 

Bugüne kadar diğer hayvan türlerinin babesiosisinde olduğu 
gibi at babesiosisinin tanısında da direkt etkenin saptanması 
veya indirekt olarak etkene ait antijen veya antikor tespitine 
yönelik yöntemler geliştirilmiştir. İndirekt yöntemlerden 
IFAT, ELISA, CFT gibi teknikler yıllardır bu amaçla kulla-
nılmıştır. Bu tanı yöntemlerinin uygulanmalarına ve sonuçla-
rına göre birbirine üstünlükleri olduğu bilinmektedir (6). 

At babesiosisinde indirekt tanı yöntemlerinden CFT uluslara-
rası öneme haiz olup, Türkiye’nin de dahil birçok ülkede, at 
ithali veya farklı amaçla ülkeye giriş izni bu test sonuçlarına 
göre verilmektedir (11). Ancak bu test ve benzer serolojik 
yöntemlerle enfekte hayvanları (özellikle tedaviden sonra) 
saptamak güçtür. Yine hastalığın çok erken veya latent döne-
minde test duyarlılıklarının düşük olması,  çapraz reaksiyonla-
ra bağlı yanlış sonuçlar, serolojik yöntemlerin olumsuzlukları 
olarak sayılabilir. Bu yüzden özellikle portör hayvanların be-
lirlenmesinde PZR ve benzeri biyoteknolojik yöntemlerden 
yararlanılmaktadır. Bu teknik ile taşıyıcı hayvanlarda ki 
Babesia türlerini de içine alan birçok patojen etken duyarlı ve 
özgül teşhis edilebilmektedir. Bu yüzden bu çalışmada PZR 
tekniği at babesiosisinde Türkiye’de ilk kez uygulanmıştır. 

Babesiosisde hastalığı atlatan hayvanlar, uzun süre vücutların-
da, az miktarda parazit taşıyarak vektör kenelerin enfeksiyon 
kaynağı olmakta ve hastalık için portörlük yapmaktadırlar. Bu 
durumda taşıyıcı hayvanlarda direkt tanı yöntemlerinden PKF 
ile etkeni teşhis etmek güçleşmekte ve yanılgılara sebep ol-
maktadır (10, 25). Perifer kan frotisinde bir diğer olumsuzluk 
ise tür ayrımında ortaya çıkmaktadır. Buna karşılık gerek 
latent ve subklinik seyirli taşıyıcı durumdaki hayvanların tes-
pitinde, gerekse hastalığa sebep Babesia türlerinin saptanma-
sında PZR yöntemi bugün için en uygun tekniktir (26). Bu-
nunla ilgili olarak yapmış olduğumuz bu çalışmada, froti bakı-
larında tür ayrımına gidilmeksizin Babesia spp.’nin bulunması 
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ve  oranının %3 olması, buna karşılık PZR’da Babesia 
spp.’nin bulunma oranının %10 olması ve ayrıca türlerin ay-
rımının da yapılarak B. caballi’ye (%3) ve B. equi’ye (%7) 
rastlanması, PZR’nun perifer kan froti bakılarına göre daha 
üstün tanı tekniği olduğunu göstermiş, ayrıca PZR’nun PKF’ye 
göre bu üstünlüğü istatistiksel olarak da doğrulanmıştır. 

Polimeraz zincir reaksiyonu ile kanda %0,000083 oranındaki 
paraziteminin saptanabilmesi (5, 22),  latent enfeksiyonların 
tanısında, ithal edilecek atların portörlük bakımından kontro-
lünde, yarış veya gösteri atlarının düşük performans durumun-
da babesiosis’in araştırılmasında, değerlendirilmesinde ve 
tedavi etkinliğinin belirlenmesinde PZR’ın önemli bir tanı 
yöntemi olduğunu göstermektedir (26). Bu çalışmada da sağ-
lıklı atlardan rastgele seçilenlerde görülen %10’luk Babesia 
spp. pozitifliği sonucu hem tekniğin hem de hastalığın önemi-
ni vurgulamıştır. 

Türkiye’de bugüne kadar atlarda babesiosis türlerinin araştı-
rıldığı çalışmalardan (1-4, 9, 15-17, 23, 24) serolojik yöntemle 
yapılan beşi (1, 4, 9, 17, 23) dışında, diğer çalışmalar perifer 
kan froti bakısı şeklindedir.  Bu çalışmada PZR ile karşılaş-
tırmak amacıyla yapılan frotilerde soy bazında %3’lük bir 
pozitiflik saptandığı halde bu durumun PZR ile %10 olduğu 
görülmüştür. Ayrıca PZR ile bu oranın türe göre dağılımında 
da farklı sonuçlar elde edilmiş ve T.equi’nin (%7), B. caballi 
(%3)’ye göre daha yaygın olarak bulunduğu tespit edilmiştir. 
Türkiye’de atlarda babesiosis’i serolojik yöntemle saptamak 
amacıyla yapılan çalışmalarda IFAT ile B. caballi %0-
%33,33, B. equi %0-%100, CFT ile B. caballi %0-%3,44, B. 
equi %0-%43,47, ELISA ile B. caballi %0, B. equi %56,8 
oranlarında bulunduğu bildirilmiştir (1, 4, 9, 17, 23). Ancak 
elde edilen bu serolojik verilerin yukarıda bahsedildiği gibi 
serolojik tanıdaki bir takım olumsuzluklara ilaveten özellikle 
portörlerin belirlenmesinde yanıltıcı olacağı düşünülmektedir. 
Bu çalışmada da B. equi’ye (B. caballi’ye göre) daha sık rast-
lanması, bizim çalışmamızla paralellik göstermesi bakımından 
değerlendirilebilecek bir unsurdur.  

Sonuç olarak bu çalışma ile Türkiye’ de atlarda ilk defa PZR 
ile vektör keneler için hastalık kaynağı oluşturabilecek düzey-
de etken taşıyan ancak sağlıklı görünen hayvanlarda Babesia 
türleri saptanmış ve bundan sonra yapılacak çalışmalarda PZR 
veya benzer moleküler biyolojik tekniklerin önerilmesinin 
uygun olacağı kanaatine varılmıştır.  
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