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Ankara Yoresinde Sportif ve Gostert Amagcli Yetistirilen
Atlarda Babesia caballi (Nuttall, 1910) ve Theileria equi
(Syn. Babesia equi, Laveran, 1901)’nin Yayilisinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arastirilmasi

H. Zeynep GUCLU, K. Zafer KARAER

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal1, Ankara

OZET: Bu calisma 2004 yilinda Ankara yoresinde sportif ve gosteri amagli yetistirilen atlardan toplanan kanlarda Babesia caballi ve
Babesia equi’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve mikroskobik muayene ile karsilastirmali tanis1 amaciyla yapilmistir. Bu amagla
Ankara’da bulunan &zel kuliip ve resmi kurumlarda sportif ve gosteri amacgh yetistirilen atlarin bulundugu ¢alisma merkezlerine gidile-
rek; rastgele secilen toplam 200 attan PZR’da kullanilmak iizere kene mevsiminde ve kene mevsimi disinda EDTA’11 tiiplere kan alin-
mistir. Ayni atlardan teknigine uygun olarak ince yayma kan frotisi hazirlanarak, Giemsa ile boyanmis ve Babesia spp. yoniinden ince-
lenmistir. Ayrica bu merkezlerde bulunan atlarin kene yoniinden kontrolleri de yapilmistir. Kene bulunamamistir. Atlardan alinan 200
ornegin muayenesinde, perifer kan frotisi bakisinda %3, PZR yonteminde ise %10 oraninda pozitiflik (B. caballi %3; T.equi %7) sap-
tanmis ve sonuglar arasindaki farkin istatistiksel olarak da dnemli oldugu (p<0,001) saptanmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile Tiirki-
ye’de atlarda ilk defa PZR yontemi ile Babesia tiirleri saptanmis; Theileria equi’nin Babesia caballi’ye gore bulunma oraninin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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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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GIRiS

Babesiosis, Babesia tiirlerinin neden oldugu protozooer bir  sebep olur. Atlarda Babesia bigemina’ya benzeyen

hastaliktir. Hastalik etkenleri Ixodidae ailesine bagli vektor
kene tiirleri tarafindan hem transovarial ve hem de transstadial
olarak nakledilirler. Tektirnaklilarda Babesia caballi (Nuttall,
1910) ve Babesia equi (Laveran, 1901) tiirleri babesiosise
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intraeritrositik hemoparazitler ilk olarak 1899’da Guglielmi
tarafindan gozlenmistir. Bunu takiben 1901 ve 1902’de
Theiler, B. equi’nin sebep oldugu, tektirnakli babesiosisini ilk
olarak tarif etmis, 1901°de Laveran bu kiigiik Babesia’y1 B.
equi olarak isimlendirmistir. Theiler 1905°te B. equi’yi zebra-
larda tespit etmis ve kan inokulasyonu ile zebradan ata nak-
letmistir. Daha sonralari, B. equi ile enfekte Rhipicephalus
evertsi vasitastyla zebralarda hastaligin meydana geldigi go-
riilmiistiir. Son yillarda ise B. equi’nin hem omurgalida
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(lenfositer sizogoni) hem de vektor kenede (transovarial gegis
yoktur) gelismesinin deneysel olarak ortaya konmasi ile
Theileria tiirlerine benzedigi ve 7. equi ismini aldig1 tespit
edilmistir. Bu ylizden hastalik da atlarin theileriosisi olarak
isimlendirilmektedir. Hastalik perakut, akut ve kronik seyirli
olup ates, anemi, ikterus, hepatosplenomegali ile karakterize-
dir. Babesia tiirlerinin cografik dagilimi vektor kenelerin yayi-
lislar ile yakindan ilgilidir (8, 12, 18-21, 27).

Bu caligmada, gosteri ve binicilik sporu amaciyla Ankara’da
farkli kurumlarda yetistirilen atlarda performans kayiplarina
neden olan subklinik seyirli babesiosisin Tiirkiye’de ilk defa
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile saptanmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin gerekli materyali toplamak amaciyla, 2004
yilinda kenelerin aktif olmadigi Ocak ve Mart aylarinda ve
kenelerin aktif oldugu Mayis ve Temmuz aylarinda olmak
tizere 4 defa Ankara’ da sportif ve gosteri amagli, bakim ve
besleme sartlart birbirine benzeyen, resmi ve 6zel kurumlara
gidilmis; her defasinda 25’1 resmi, 25°i 6zel kurumlardan
rastgele secilen 4 yagi iizerinde ¢ogunlugu ingiliz ve Avrupa
wrklarina ait toplam 50 attan PZR i¢in EDTA’l1 tiiplere Vena
jugularis’den kan alinmig ve ayni atlardan teknigine uygun
olarak perifer kan frotisi hazirlanmustir.

Perifer kan frotileri havada kurutulduktan sonra, laboratuvarda
metil alkolde 3-5 dakika tespit edilmis ve %5’lik Giemsa boya
soliisyonu ile oda 1si1sinda 30-45 dakika boyanmistir. Boyanan
frotiler musluk suyu altinda yikanip kurutulduktan sonra
immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun 100’liik objekti-
finde Babesia tiirleri yoniinden kontrol edilmis, yanilgi olabi-
lecegi diisiincesi ile soy diizeyinde teshis edilmistir.

ilk asamada parazit DNA’sinin elde edilmesi amaciyla
EDTA’l1 kanlarda ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir (7,
13).

GENBANK ’tan B. equi EMA-1 gen bélgesine ait diziler ve B.
caballi RAP-1 gen bolgesine ait diziler alinmistir. Primerler,
GATA Viroloji Laboratuarinda OligoYap 2.0 bilgisayar prog-
rami kullanilarak bu diziler lizerinde dizayn edilmis ve MWG
(Almanya) firmasina sentezlettirilmistir. Babesia equi igin
dizayn edilen primerler Bema-P1 5’-atgatttccaaatcctttgettt-3’
ve Bema-P2 5’-cgcttgectggagecttgaa-3° olup amplikon biiyiik-
ligi 497 bp’dir. Babesia caballi igin dizayn edilen primerler
Bcab-P1  5’cgacaccaaggatttattcgagaa-3° ve Bcab-P2 5°-
attccaaagattcacccacage-3> olup amplikon biyikligi 539
bp’dir. Toplam 25 ul’lik volimde hazirlanan PZR karigimi
icin 1x PCR buffer (Sigma, Almanya), 2,5 mM MgCl, (Sigma,
Almanya), 0,2mM dNTP (Sigma, Almanya), 1,5 U taq DNA
polymerase (Sigma, Almanya), 20 pmol primer, 1ul 6rnek
DNA ilave edilerek distile su ile 25 pl’ye tamamlanmustir.
Reaksiyon sartlart1 94 °C’de 5 dakika, 94 °C’de 30 sn, 57
°C’de 30 sn (B.caballi igin 54 °C), 72 °C’de 45 sn. 35 siklus
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ve 72 °C’de 5 dakika seklinde Biometre T Gradient
(Whatmann, Biometra) PZR makinesinde gergeklestirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen
amplifikasyon iirtinleri %1,5’luk agaroz jelde elektroforeze
tabi tutulmustur. Elektroforez sonucunda olusan bantlar EtBr
(Sigma, Almanya) ile boyanip, GelDoc (BioRad, ABD) Jel
Dokiimantasyon Sistemi ile goriintiilenmis ve QuantityOne

analiz programi (BioRad, ABD) ile analiz edilmigtir.

Testte pozitif kontrol olarak B. caballi ve B. equi DNA’s1
(USDA susu, Teksas Univ. Veteriner Fak. Patobiyoloji Bolii-
mii, Dr. Patricia Holman’dan temin edilmistir) ve negatif kont-
rol olarak distile su kullanilmistir.

Caligmada uygulanan yontemlerin uyumluluklart Kappa tes-
tiyle, her iki tan1 yontemi ile elde edilen sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesi ise x” (ki-kare) testiyle yapilmustir.

BULGULAR

Caligmada PZR degerlendirmesi agaroz jel elektroforeze tabi
tutulan PZR firlinlerinin olusturdugu bantlarin QuantityOne
analiz programinda goriintiilenmesi ile yapilmis olup, bu se-
kilde (Sekil 1) 1 ve 3 nolu kuyucuktaki 6rneklere ait PZR
iirtinlerinin olusturdugu pozitif bantlarin gériinimi ile 2 ve 4
nolu kuyucuklara ait pozitif kontrol bantlarin goriiniimii ara-
sindaki uyum ve yine negatif 6rneklere ait olusmayan bantla-
rin gdriiniimii (7-8 nolu) ile bantsiz negatif kontrollerin gorii-
niimleri (5-6 nolu) arasindaki benzeri goriintiiler dikkate alina-
rak ornekler pozitif veya negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 1. SM: Size Marker; 1:Babesia equi pozitif drnek; 2: T.equi
pozitif kontrol; 3: Babesia caballi pozitif 6rnek; 4: B.caballi
pozitif kontrol; 5: T.equi negatif kontrol; 6: B.caballi
negatif kontrol; 7-8: Negatif 6rnekler
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Bu calismada babesiosisin prevalansi perifer kan frotisi
(PKF)’ne gore %3 (6/200), Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)’na gore %10 (20/200) olarak saptanmustir (Tablo 1.)
Aymni tabloda caligma merkezlerine gore pozitifligin dagili-
minda PKF pozitifliginin resmi kurumlara ait yetistirilen atlar-
da %0,78, ozel kuliiplerde yetistirilen atlarda %6,85 oldugu;
PZR ile pozitifligin resmi kurumlara ait yetistirilen atlarda
%6,29, ozel kuliiplerde yetistirilen atlarda ise %16,43 oldugu
anlagilmaktadir.

Calismada uygulanan tan1 yontemlerinin duyarlilik, 6zgiilliik
ve uyumluluk bakimindan degerlendirmelerinin yapilabilmesi
icin PKF ve PZR’ dan elde edilen pozitif ve negatif sonuclar
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma merkezlerine gére PKF ve PZR pozitifliklerinin dagilin

Calisma Hayvan PKF PZR
Merkezi sayist  pozitif %  Poztif = %
Resmi 127 1 0,78 8 6,29
Kurum
Ozel
Kuliip 73 5 6.85 12 16,43
Toplam 200 6 3,00 20 10,00
Tablo 2. PZR ve PKF sonuglarinin karsilastirilmasi
PZR
Toplam
Neg Poz

PKF () 180 14 194
PKF (+) 0 6 6
Toplam 180 20 200

Tablo 2’nin analizinde; PZR esas alindiginda PKF muayenele-
rinin duyarliliginin (sensitivity: gercekten hasta olan bireyin
test tarafindan hangi oranda saptanabildigini gdsteren olasilik-
tir) %70, ozgilliigiiniin (specifity: bir testin gergekte hasta
olmayanlar1 ayirabilme yetenegini veren oran) %100; Kappa
testi ile iki test arasindaki uyumlulugun ise (iki testin birbiri
ile uyumunu gosterir) %66,2 oldugu goriilmils; ayn1 zamanda
Ki-Kare testi ile iki test arasinda belirlenen pozitiflik farkinin
istatistiksel olarak da 6nemli oldugu anlasiimistir (p<0,001).

Kontrolleri yapilan hayvanlarda kene enfestasyonlarina rastla-
nilmamustir.

TARTISMA

Tektirnaklilarda babesiosis, B. caballi ve B. equi tiirleri tara-
findan meydana getirilen, tropik ve subtropik bdlgelerde yay-
gin olarak goriilen ve Ixodidae ailesine bagh vektor kene tiirle-
ri tarafindan transovarial ve transstadial olarak nakledilen
onemli bir hastaliktir (8, 19, 21, 27). Vektor kenelerin bulun-
dugu diinyanin her yerinde hastaliga rastlamak miimkiindiir
(12), ancak Tiirkiye’de gerek vektor keneler bakimindan, ge-
rekse direkt at babesiosisi ile ilgili yapilan sadece 10 ¢aligma
(1-4, 9, 15-17, 23, 24 ) epidemiyolojik manada hastaligin de-

gerlendirilmesinde yeterli olmadig1 igin, bugiin hastaligin
gercek boyutlart ve meydana getirmis oldugu zararlar bilin-
memektedir.

Yarig ve gosteri atlarinda babesiosise neden olan tiirler, 6zel-
likle uluslararast veya ulusal alanda diizenlenen yarigsmalar
veya gosteri amactyla gergeklesen kontrolsiiz hayvan hareket-
leri ile enfekte at veya tastyicilar vasitasiyla bir lilkeden diger
iilkeye veya iilke sinirlart iginde bir bolgeden diger bolgeye
taginmaktadir. Babesiosis yarig ve gosteri atlarinda performan-
s1 olumsuz yonde etkilemekte, 6zellikle agir tempolu ¢aligma-
lar hastaligin siddetini arttirmaktadir. Benzer sekilde subklinik
seyirli hastaligin akut hale donligmesine de neden olmaktadir.
Bundan dolay1 hem klinik hem de subklinik enfeksiyonlarin
tanisina ihtiyac bulunmaktadir. Ozellikle subklinik enfekte
portorlerin belirlenmesi hastaligin yayilmasinin dnlenmesi
bakimindan 6nemlidir (14). Bu ¢aligmada da subklinik olarak
direkt tanida pozitifliklerin PKF bakilarina (%3) gore PZR’nin
(%10) daha duyarli, 6zgiil ve istatistiksel olarak da elde edilen
sonuglarin daha 6nemli oldugu anlasilmistir.

Bugiine kadar diger hayvan tiirlerinin babesiosisinde oldugu
gibi at babesiosisinin tanisinda da direkt etkenin saptanmasi
veya indirekt olarak etkene ait antijen veya antikor tespitine
yonelik yontemler gelistirilmistir. Indirekt yontemlerden
IFAT, ELISA, CFT gibi teknikler yillardir bu amagla kulla-
nilmistir. Bu tan1 yontemlerinin uygulanmalarina ve sonugla-
rina gore birbirine Ustiinliikleri oldugu bilinmektedir (6).

At babesiosisinde indirekt tan1 yontemlerinden CFT uluslara-
rast 6neme haiz olup, Tiirkiye’nin de dahil bir¢ok iilkede, at
ithali veya farkli amagla iilkeye giris izni bu test sonuglarina
gore verilmektedir (11). Ancak bu test ve benzer serolojik
yontemlerle enfekte hayvanlari (6zellikle tedaviden sonra)
saptamak giictiir. Yine hastalifin ¢ok erken veya latent done-
minde test duyarliliklarinin diigiik olmasi, ¢apraz reaksiyonla-
ra bagl yanlis sonuglar, serolojik yontemlerin olumsuzluklar
olarak sayilabilir. Bu yilizden 6zellikle portdr hayvanlarin be-
lirlenmesinde PZR ve benzeri biyoteknolojik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Bu teknik ile tastyict hayvanlarda ki
Babesia tiirlerini de i¢ine alan bir¢ok patojen etken duyarli ve
ozgil teshis edilebilmektedir. Bu yilizden bu g¢alismada PZR
teknigi at babesiosisinde Tiirkiye’de ilk kez uygulanmustir.

Babesiosisde hastalig1 atlatan hayvanlar, uzun siire viicutlarin-
da, az miktarda parazit tasiyarak vektdr kenelerin enfeksiyon
kaynagi olmakta ve hastalik i¢in portdrliik yapmaktadirlar. Bu
durumda tastyici hayvanlarda direkt tan1 yontemlerinden PKF
ile etkeni teshis etmek giiclesmekte ve yanilgilara sebep ol-
maktadir (10, 25). Perifer kan frotisinde bir diger olumsuzluk
ise tiir ayriminda ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsilik gerek
latent ve subklinik seyirli tagiyict durumdaki hayvanlarin tes-
pitinde, gerekse hastaliga sebep Babesia tiirlerinin saptanma-
sinda PZR ydntemi bugiin i¢in en uygun tekniktir (26). Bu-
nunla ilgili olarak yapmis oldugumuz bu ¢alismada, froti baki-
larinda tlir ayrimina gidilmeksizin Babesia spp.’nin bulunmast
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ve oranmin %3 olmasi, buna karsiik PZR’da Babesia
spp.’nin bulunma oranimnin %10 olmas1 ve ayrica tiirlerin ay-
riminin da yapilarak B. caballi’ye (%3) ve B. equi’ye (%7)
rastlanmasi, PZR’nun perifer kan froti bakilarina gore daha
iistiin tan1 teknigi oldugunu gostermis, ayrica PZR’nun PKF’ye
gore bu Ustiinliigii istatistiksel olarak da dogrulanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile kanda %0,000083 oranindaki
paraziteminin saptanabilmesi (5, 22), latent enfeksiyonlarin
tanisinda, ithal edilecek atlarin portdrliik bakimindan kontro-
liinde, yarig veya gosteri atlarinin diisiik performans durumun-
da babesiosis’in arastirilmasinda, degerlendirilmesinde ve
tedavi etkinliginin belirlenmesinde PZR’m Onemli bir tan
yontemi oldugunu gostermektedir (26). Bu caligmada da sag-
likl1 atlardan rastgele segilenlerde goriilen %10’luk Babesia
spp. pozitifligi sonucu hem teknigin hem de hastaligin dnemi-
ni vurgulamigtir.

Tiirkiye’de bugiine kadar atlarda babesiosis tiirlerinin aragti-
rildig1 ¢alismalardan (1-4, 9, 15-17, 23, 24) serolojik yontemle
yapilan besi (1, 4, 9, 17, 23) disinda, diger caligmalar perifer
kan froti bakist seklindedir. Bu calismada PZR ile karsilas-
tirmak amaciyla yapilan frotilerde soy bazinda %3’lik bir
pozitiflik saptandig1 halde bu durumun PZR ile %10 oldugu
goriilmiistiir. Ayrica PZR ile bu oranin tiire gére dagiliminda
da farkli sonuglar elde edilmis ve T.equi’nin (%7), B. caballi
(%3)’ye gore daha yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir.
Tiirkiye’de atlarda babesiosis’i serolojik yontemle saptamak
amactyla yapilan calismalarda 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
oranlarinda bulundugu bildirilmistir (1, 4, 9, 17, 23). Ancak
elde edilen bu serolojik verilerin yukarida bahsedildigi gibi
serolojik tanidaki bir takim olumsuzluklara ilaveten 6zellikle
portorlerin belirlenmesinde yaniltici olacagi diistiniilmektedir.
Bu ¢alismada da B. equi’ye (B. caballi’ye gore) daha sik rast-
lanmasi, bizim ¢aligmamizla paralellik géstermesi bakimindan
degerlendirilebilecek bir unsurdur.

Sonug olarak bu c¢aligsma ile Tiirkiye’ de atlarda ilk defa PZR
ile vektor keneler igin hastalik kaynagi olusturabilecek diizey-
de etken tasiyan ancak saglikli goriinen hayvanlarda Babesia
tiirleri saptanmig ve bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda PZR
veya benzer molekiiler biyolojik tekniklerin Onerilmesinin
uygun olacagi kanaatine varilmustir.
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