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Sigirlarda Babesia bovis ve Babesia bigemina’nin Reverse
Line Blotting, Nested PCR ve Real Time PCR Teknikleri ile
Karsilastirmali Tanisi 1]
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Ozet

Bu calisma, sigirlarda Babesia bovis ve Babesia bigemina’'nin molekiler teshisinde Reverse Line Blotting (RLB), Nested PCR ve
Real Time PCR tekniklerinin kiyaslanmasi amaciyla planlanmistir. Tirkiye'nin farkl illerindeki sigirlardan daha 6nce farkli projelerde
kullanilmak tizere toplanmis ve laboratuarda muhafaza edilen 400 adet kan 6rneginden genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde
edilen genomik DNA'larin konsantrasyonlari NanoDrop spektrofotometrede 6l¢tilmiis ve uygun konsantrasyonlari hazirlandiktan sonra
RLB, Nested PCR ve Real Time PCR teknikleri ile analiz edilmistir. RLB sonuglarina gore incelenen 6rneklerin toplam 18'inin (%4.50) B.
bovis, 59'unun (%14.75) B. bigemina, 16'sinin (%4.00) Babesia spp. ve 2'sinin (%0.50) B. bovis + B. bigemina; Nested PCRile 23'linlin (%5.75)
B.bovis, 71'inin (%17.75) B. bigemina ve 7'sinin (%1.75) B. bovis + B. bigemina; Real Time PCRiile 23'linlin (%5.75) B. bovis, 75'inin (%18.75)
B. bigemina ve 9'unun (%2.00) ise B. bovis + B. bigemina ile miks enfekte oldugu belirlenmistir. Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi
sonucu Nested PCR tekniginin %94.4 sensitivite ve %100.0 spesifite gosterdigi; RLB tekniginin ise %88.8 sensitivite ve %100.0
spesifiteye sahip oldugu belirlenmistir. RLB testinde Babesia spp. belirlenen 16 6rnegin hem Real Time PCR hem de Nested PCR'da 5'inin
B. bigemina, 9'unun B. bovis, 2'sinin ise B. bovis + B. bigemina ile miks enfekte oldugu saptanmistir. Sonug olarak bu ¢calismaile sigirlarda
B. bovis ve B. bigemina'nin arastiriimasinda Real Time PCR yonteminin Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla daha duyarli oldugu
belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Babesia bovis, Babesia bigemina, Sigir, Nested PCR, Revers Line Blotting, Real Time PCR

Comparative Diagnosis of Babesia bovis and Babesia bigemina
in Cattle by Reverse Line Blotting, Nested PCR and Real Time
PCR Techniques

Summary

This study was carried out to compare Reverse Line Blotting (RLB), Nested PCR and Real Time PCR techniques in the molecular
diagnosis of Babesia bovis and Babesia bigemina in cattle. Genomic DNA extractions were performed on 400 blood samples which
were previously collected from cattle in various provinces of Turkey and stored in the laboratory with respect to use in different project
studies. The concentrations of the DNAs were measured in NanoDrop spectrophotometer and analyzed by RLB, Nested PCR and Real
Time PCR techniques after preparing the suitable concentrations. Totally 18 (4.50%), 59 (14.75%), 16 (4.00%) and 2 (0.50%) of examined
samples were found to be infected with B. bovis, B. bigemina, Babesia spp. and B. bovis + B. bigemina mix, respectively by RLB. 23
(5.75%), 71 (17.75%), 7 (1.75%) and 23 (5.75%), 75 (18.75%), 9 (2.00%) of the examined samples were found to be infected with B. bovis,
B. bigemina and B. bovis + B. bigemina mix by Nested PCR and Real Time PCR, respectively. When comparing the Nested PCR and RLB
results with Real Time PCR assay, 94.4% and 88.8% sensitivity and both 100.0% specificity were determined, respectively. 5, 9 and 2
out of the total 16 Babesia spp. positivity’s in RLB test were determined as B. bigemina, B. bovis, B. bovis + B. bigemina mix, respectively
by both Real Time and Nested PCR. In conclusion, Real Time PCR was found to be more sensitive than Nested PCR and RLB in the
investigation of B. bovis and B. bigemina in cattle with this study.
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GiRiS

Babesiosis; Apicomplexa anag altindaki Babesia tirle-
rinin meydana getirdigi, tropik ve subtropik bolgelerdeki
evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda da gorilen,
zoonotik karekterli protozoer bir hastaliktir. Bu hastaliga
neden olan Babesia tiirleri, Ixodidae ailesine bagh vektor
kene tirleri tarafindan transovarial ve transstadial olarak
nakledilmektedir M. Babesia bigemina ve B. bovis Afrika
Asya, Avustralya, Gliney Avrupa, Orta ve Glney Amerika
ile Turkiye'de de yayginlik gosteren sigir babesiosis etken-
lerinin basinda gelmektedir [,

Sigirlarda babesiosis'in Turkiye'deki durumu hakkinda
yapilan calismalarin blylk bir cogunlugunu mikroskobik
ve serolojik calismalarin olusturdugu gorilmekte olup
molekiler calismalarin sayisinin oldukga sinirh oldugu,
Real Time PCR ile ilgili calismalarin ise bu gline kadar
bulunmadigi dikkati cekmektedir &, Tiirkiye'nin cesitli bolge-
lerinde sigirlarda mikroskobik teshis tabanli calismalara
gore B. bovis'in %0.5-%34.8, B. bigeminanin %0.5-%32.2 ¢,
serolojik calismalara gore B. bovis'in %1.3-%51.4, B.
bigemina'nin %0.9-%100.0 3467, sinirh sayidaki molekiler
tabanh calismalara gore ise B. bovis'in %1.8-12.7, B.
bigemina'nin %0.77-%14.0 2 arasinda prevalans goster-
digi belirlenmistir.

Bu calisma, Turkiye'nin cesitli yorelerindeki sigirlardan
daha onceki cesitli proje calismalarinda kullanilmak (izere
toplanmis ve Parazitoloji Anabilim Dali laboratuarinda
muhafaza edilen EDTA'I kanlarda sigir babesiosis'inin en
yaygin ve énemli iki tiiri olan B. bovis ve B. bigemina’nin
molekiiler teshisinde Nested PCR, Reverse Line Blotting (RLB)
ve Real Time PCR ydntemlerinin kiyaslanmalari amaciyla
planlanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali ve Kan Ornekleri

Bu arastirma icin gerekli etik kurul onayi Erciyes
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanhgrndan
alinmistir (11.11.2009 tarih ve 09/65 sayili onay belgesi).
Galismanin materyalini, 2007-2009 yillar arasinda, TSA-09-
943 kodlu ve “Kayseri Yoresinde Ruminantlarda Theileria
Tirlerinin Filogenetik Analizleri” bagshkli; TSD-08-346 kodlu
ve “Karadeniz Bolgesindeki Sigirlardan Elde Edilen Babesia
bovis Suslarinin Molekiiler Karakterizasyonu” baslikli; TSD-
09-700 kodlu ve “Marmara ve Ege Bodlgesindeki Sigir-
lardan Elde Edilen Babesia bovis Suslarinin Molekiler
Karakterizasyonu” bashkl; 02-50-1 kodlu ve “Kayseri
Yoresinde Sigirlarda Bazi Babesia Turlerinin RLB ve IFA
Testi ile Karsilastirmali Tanisi Uzerine Arastirmalar” bashkl
proje calismalarinda kullanilmak Gzere Tarkiye'nin farkli
illerindeki sigirlardan toplanmis ve Erciyes Universitesi
Veteriner Fakultesi Parazitoloji Anabilim Dali cryobankinda
muhafaza edilen 400 adet EDTA'li kan 6rnegi olusturmustur.

Genomik DNA Ekstraksiyonu

EDTA'li kan 6rneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu,
tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazi (Bioneer
ExiprepTM 16) kullanilarak yapilmistir. Final eltisyon 50pl
olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen DNA miktarlari
Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kulla-
nilarak olctlmdstir. Genomik DNA ekstraktlar kullanilana
dek -20°C'de muhafaza edilmistir.

Reverse Line Blotting (RLB)

On asamada gerekli olan PCR reaksiyonunda, Theileria
ve Babesia soylarindaki parazitlerin 185 rRNA geninin
degisken V4 bolgesinden, blyukligu yaklasik 390 ile 430
bp arasinda degisen bir bolgeyi amplifiye eden genel
primerler (RLB-F2 ve RLB-R2) kullaniimistir. PCR protokolii
ilgili referansa gore ayarlanmigtir 4. PCR sonucu elde edilen
amplikonlar jel dokiimentasyon sistemi (Gen Genuis)
ile agaroz jel lizerinde goruntilendikten sonra her bir
ornekten 40 pl amplikon alinarak RLB hibridizasyonunda
kullanilmistir. RLB icin piroplasm turleri [Catch All (Theileria/
Babesia)]l, Babesia spp., B. bovis, B. bigemina, B. divergens
ve B. major spesifik problarla uygun membran hazirlan-
diktan sonra hibridizasyon basamagina gecilmistir. RLB
sonuclarinin degerlendirilmesinde hiperfilmler lizerinde
prob ve PCR drinlerinin dokuldigi siralarin kesistigi
yerlerde meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul
edilmistir 12,

Nested-PCR

Sigir kanlarindan elde edilen DNA ekstraktlari ilk PCR
reaksiyonunda B. bovis ve B. bigemina’'nin 185 rRNA gen
bolgesinden yaklasik 582 bp'lik bolgeyi amplifiye eden KB-
16 ve KB-17 primerleri ile analize tabii tutulmustur. ilk
PCR'dan sonra elde edilen amplikonlardan 0.5 pl alinarak
B. bigemina icin 262 bp'lik bolgeyi amplifiye eden KB-18 ve
KB-19, B. bovis icin ise 217 bp'lik bolgeyi amplifiye eden KB-
24 ve KB-25 tir spesifik primerleri ile Nested PCR analizleri
gerceklestirilmistir. PCR protokolleri ilgili referansa gore
belirlenmistir 1. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
Urtnleri (10 pl) %1.5'lik agaroz jelde elektoforeze tabi
tutularak, CLP Jel Dékiimantasyon Sistemi ve Gene Snap
from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile
goruntilenip analiz edilmistir.

Real Time-PCR

Kan 6rneklerinde B. bovis ve B. bigemina turlerinin
Real Time PCR ile arastirilmasinda sirasi ile Sybergreen ve
TagMan prob bazli gPCR kullaniimistir. Sybergreen tabanl
gPCR'da FastStart Universal SYBR Green Master (Rox)
Mix (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak B. bovis'in
Msa2c gen bdlgesinden 97-bp’lik bolgeyi amplifiye eden
Msa2c 2F, Msa2c 2R primerleri ile 6rneklerin Real Time PCR
analizleri gerceklestirilmistir 4. Analizlerde pozitif kontrol
olarak anabilim dalindaki referans B. bovis izolatlari, negatif
kontrol olarak ise steril deiyonize su kullaniimistir. PCR
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master mix Ureticinin agiklamalarina gore toplam 25 pl
hacimde hazirlanmis ve termal profil ilgili referansa gore
belirlenmistir 14,

TagMan prob bazli gPCR'da Brilliant Il QPCR Master
Mix (Stratagene, Agilent Technologies, USA) kullanilarak
B. bigemina'nin RAP-1 gen bdlgesinden dizayn ettigimiz
95-bp'lik bolgeyi amplifiye eden Rap1 F (5-TCAGCGACTAC
GTCCATTTG-3") ve Rap1 R (5'- AATCAACT TGGCAGGGT CAG-3))
orijinal primerleri ve ayni gen boélgesinden Rap1 P orijinal
probu (5-HEX-CCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA- BHQ1-
3’) ile 6rneklerin Real Time PCR analizleri gerceklestiril-
mistir. Dizayn edilen primerler ve probun spesifiteleri
blastn ve Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed) analizleri ve ¢esitli genetik yazilimlarla kontrol
edilmis, ayrica anabilim dalindaki B. bigemina, B. bovis,
T. orientalis ve T. annulata referans izolatlari kullani-
larak etkinlik ve 6zgiinlik acisindan degerlendirilmistir.
Orneklerin islenmesinde pozitif kontrol olarak anabilim
dalindaki referans B. bigemina izolati, negatif kontrol
olarak ise steril deiyonize su kullanilmistir. PCR master
mix Ureticinin aciklamalarina gore toplam 25 pl hacim-
de; master mix 12.5 pl, Rap1 F (10 pmol) 1.0 ul, Rap1 R
(10 pmol) 1.0 upl, Rap1 P (10 pmol) 1.0 ul, genomik
DNA 50 ng pl ve steril deiyonize su 8.5 pl olacak
sekilde ayarlanmistir. Real Time PCR'da termal protokol
50°C'de 2 dk; 95°C'de 10 dk; 45 siklus, denaturation:
95°C'de 20 sn, annealing: 55°C'de 1 dk, olacak sekilde
programlanmistir.

istatistiksel Analiz

Sigirda B. bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarinin tes-
hisinde kullanilan yontemlerin istatistiksel olarak sen-
sitivite ve spesifiteleri ilgili referansa gore belirlen-
mistir L. Testler arasindaki uyumun belirlenmesinde
Kappa testi kullaniimistir.

BULGULAR

RLB Sonuglari

RLB analizi sonucu pozitif belirlenen bazi 6rneklerin
hiperfilm Gzerindeki goruntisi Sekil 1'de verilmistir. RLB
sonuclarina gore 400 sigirdan toplam 18'inin (%4.50)
B. bovis, 59’unun (%14.75) B. bigemina, 16'sinin (%4.00)
Babesia spp. ve 2'sinin (%0.50) B. bovis ve B. bigemina miks
enfekte oldugu saptanmistir. Babesia soy ve tir spesifik
problarla pozitiflik veren tim 6rneklerin Catch-all probla
da pozitif reaksiyon verdigi goértlmastdr. Ayrica incelenen
orneklerde Catch-all (Theileria/Babesia) proba sinyal verip
Babesia soy ve tir spesifik problara sinyal alinamayan
toplam 48 6rnek (Theileria soyunda) belirlenmistir.

Nested PCR Sonuclari

Nested PCR'In 2. PCR basamadinda B. bigemina icin 185
rRNA gen bolgesinden 262 bp'lik bélgeyi amplifiye eden
KB-18 ve KB-19 primerleriyle ve B. bovis icin ise 18S rRNA
gen bolgesinden 217 bp'lik bolgeyi amplifiye eden KB-24
ve KB-25 primerler ile analiz sonucu pozitif belirlenen baz
izolatlarin jel agarozdaki goriiniimleri Sekil 2'de verilmistir.
Nested PCR sonuclarina gore 400 sigirdan toplam 23’
Unde (%5.75) B. bovis, 71'inde (%17.75) B. bigemina ve 7’
sinde (%1.75) ise B. bovis + B. bigemina miks enfeksiyon
saptanmistir.

Real Time PCR Sonuglari

Sybergreen tabanli gPCR'da, B. bovis'in Msa2c gen bol-
gesinden 97-bp'lik bolgeyi amplifiye eden Msa2c 2F, Msa2c
2R primerleri ile 6rneklerin analizi sonucu pozitif belirlenen
bazi orneklerin amplifikasyon ve melting egrileri Sekil
3'te goOsterilmistir. Pozitif orneklerde ortalama ¢éziinme
sicakhgr (Tm) 78.1°C (+0,2°C) olarak saptanmistir. Pozitif

Sekil 1. Bazi pozitif 6rneklerde RLB sonug-
larinin gorintisi

Fig 1. The image of RLB results in some
positive samples .

* &
- ' B. bigemina
Babesia sp.
‘ Catch-all

B. maior
B. divergens
B. bovis

— W iy G — —

Sekil 2. Nested PCR analizinin 2. PCR basamaginda B. bovis
ve B. bigemina pozitif belirlenen bazi 6rneklerin agaroz
jel Gzerindeki gorinimi. M: Marker (100bp), 1-7: Pozitif
ornekler, 8: Pozitif kontrol, 9: No DNA

Fig 2. Some B. bovis and B. bigemina positive samples on
agarose gel at the 2" step of the Nested PCR analyses.
M: Marker (100bp), 1-7: Positive samples, 8: Positive control,
9:No DNA
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orneklerde parazitemi acisindan belirlenen Ct (dR) (Esik
deger siklusu) degerleri ortalama 33.2 (22.3-41.8) olarak
belirlenmistir.

TagMan prob tabanli gPCR'da B. bigemina’'nin RAP-1
gen bolgesinden 95-bp'lik bolgeyi amplifiye eden Rap1 F
ve Rap1 R primerleri ve ayni gen bélgesinden dizayn edilen
Rap1 P probunun kullaniimasiyla belirlenen bazi pozitif
orneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 4'te verilmistir.

Pozitif 6rneklerde parazitemi acisindan belirlenen Ct (dR)
degerleri ortalama 36.3 (15.7-44.0) olarak saptanmistir.

Babesia bigemina'nin Rap1 gen bdlgesinden dizayn
ettigimiz primer ve problarin GenBank’a kayitl tim B.
bigemina Rap1 izolatlari ile alignmentlari Sekil 5'te gos-
terilmistir. Rap1F primerinin M85186 izolati ile %95, diger
tim izolatlar ile %100; Rap1R primerinin ise AF017284
ve AF017294 izolatlari ile %95, diger tim izolatlar ile

AMPLIFICATION PLOTS

MELT CURVE

Sekil 3. Sybergreen Real Time PCR analizleri
sonucu B. bovis pozitif saptanan bazi 6rneklerin
amplifikasyon grafikleri (A) ve erime egrileri
(melting curve); Tm=78.1 (B). a: B. bovis pozitif
kontrol DNA; b,c,d,e: B. bovis pozitif 6rnekler; f: No
DNA, B. bigemina, T. annulata, T. orientalis

Fig 3. Amplification plots (A) and melting curves
Tm=78.1 (B) of some B. bovis positive samples in
Sybergreen Real Time PCR assay. a: B. bovis positive
control DNA; b,c,d,e: B. bovis positive samples; f: No
DNA, B. bigemina, T. annulata, T. orientalis

Sekil 4. TagMan Prob bazli Real Time PCR analizleri
sonucu B. bigemina pozitif saptanan bazi 6rneklerin
amplifikasyon egrileri. a: B. bigemina pozitif kontrol
DNA; b,c,d,e: B. bigemina pozitif 6rnekler; f: No DNA,
B. bovis, T. annulata, T. orientalis

Fig 4. Amplification curves of some B. bigemina
positive samples in TagMan Prob based Real Time
PCR assay. a: B. bigemina positive control DNA;
b,c,d,e: B. bigemina positive samples; f: No DNA, B.
bovis, T. annulata, T. orientalis
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%100 identik oldugu belirlenmistir. Rap1P probu ise tim
izolatlarla %100 identiklik gdstermistir. Yapilan Blastn
ve Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
analizleri sonucu dizayn edilen primerler ve probun B.
bigemina spesifik oldugu teyit edilmistir. Bunun yaninda
laboratuarda mevcut B. bovis, T. orientalis ve T. annulata
referans izolatlarlyla yapilan analizlerde de s6z konusu
izolatlar ile herhangi bir amplifikasyon olmadigi gorl-
mustir (Sekil 4).

Real Time PCR sonuclarina gore 400 sigirdan toplam
23'lnde (%5.75) B. bovis, 75'inde (%18.75) B. bigemina ve
9'unda ise (%2.00) B. bovis + B. bigemina miks enfeksiyon
saptanmistir.

RLB, Nested PCR ve Real Time PCR Sonuclarinin
istatistiksel Analizi

Sigirlarda Babesia enfeksiyonlarinin teshisinde RLB,
Nested PCR ve Real Time PCR tekniklerinin etkinlikleri
acisindan yapilan istatistiksel analiz Tablo 1'de verilmistir.
Bu degerlendirmede gold test Real Time PCR olarak alin-
mistir. Nested PCR tekniginin Real Time PCR teknigi ile
kiyaslanmasi sonucu %94.4 sensitivite (%88.3-97.4; %95

Glven aralidi) ve %100.0 spesifite (%98.7-100.0; %95 Gliven
araligi) gosterdigi belirlenmistir.RLB tekniginin Real Time PCR
teknigi ile kiyaslanmasi sonucu ise %88.8 sensitivite (%81.4-
93.5; %95 Given araligi) ve %100.0 spesifite (%98.7-100.0;
%95 Guven araligi) gosterdigi saptanmistir. Kappa testi ile
Real Time PCR ve Nested PCR arasinda %96.1 (P<0.05), Real
Time PCR ve RLB arasinda %92.1 (P<0.05) ve Nested PCR
ile RLB arasinda ise %95.9 (P<0.05) oraninda uyum oldugu
belirlenmistir. RLB testinde Babesia spp. olarak belirlenen
16 6rnegin hem Real Time hem de Nested PCR'da 5'inin B.
bigemina, 9'unun B. bovis, 2'sinin ise B. bovis + B.bigemina
miks oldugu ortaya konmustur. Nested PCR'da negatif
belirlenen 6 drnegin Real Time PCRda Ct (dR) degerlerinin
40'tan blylk oldugu gorilmastar.

TARTISMA ve SONUC

Molekiler tabanl teshis yontemleri son yillarda bircok
paraziter enfeksiyonun yaninda sigir Babesia tirlerinin
spesifik teshisinde ve genotiplendirilmesinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda RLB yontemi, PCR
Urlnlerinin bir membranda ayr siralara baglanmis 6zgiin
problara hibridizasyonu esasiyla calismaktadir. Teknik,

Primerler ve Prob
AB586126
AF014486
AF017284
AF017285
AF017286
AF017287
AF017288
AF017289
AF017290
AF017291
AF017292
AF017293
AF017294
AF017295
AF017296
AF017297
AF017298
M60878
185184
M85185
MB5186
M85187

Primerler ve Prob 1 = -—=—=--
AB586126 644
AF014486 299
AF017284 299
AF017285 299
AF017286 299
AF017287 299
AF017288 299
AF017289 299
AF017290 299
AF017291 299
AF017292 299
AF017293 299
AF017294 299
AF017295 299
AF017296 299
AF017297 299
AF017298 299
M60878 1021
1485184 1021
MB85185 1021
M85186 1021
M85187 1021

Rap1if
1040

Rap1p
1060

1070}
o ST R R cmsfssaiJosvia)invalsoenlobionassa]
CAGCGACTACGTCCATTTGCCGCGTACAAGAGGT GCTACAGGAA
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCETACAAGAGGTGGTACACGAAGTTCAAGE
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGE
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG)
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGT ACARGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG)
TACCGTCAGCGACT ACGTCCATTTGCCCGCGT ACAAGAGGTGGTACAGGARGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACCTCCAT TTGCCCGCCTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGE
TACCETCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCETACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGE
TTACCGTCAGCGACTACGTCCAT TTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG,
TACCETCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGETACAGGAAGTTCAAGE

TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG)
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG!
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGT ACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TTACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGCTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTC!GCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG
TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGG

Rap1r
1220 1120
L8
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACETCTCT CAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACGTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTITTACTGACCCTGCCARGT TGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACCTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGARGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACITCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGARGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACETCTCTCAGE
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCARGTTGATTATGARGCACCTCTCTCAGC

AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC)

AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC)
'GTTCATTGTGAACTTCTTTACTG!CCCTGCCARGITGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
GTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
B TCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC)
AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
AT TCATTGTGAACTTCT TTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
aTTCATTGTGA}\C']‘TCTTTF\CTGACCCTG(J(JIU\CT'I'GATTATGI\ACCACGT(ITCT(,‘)\GC

Sekil 5. B. bigemina'nin Rap1 gen bdlge-
sinden dizayn edilen primerler ve probun,
GenBank'a kayitl diger B. bigemina se-
kanslariyla multiple alignmentlari

Fig 5. Multiple alignments of the primers
and probe designed from Rap1 gene
region of B. bigemina with the other B.
bigemina sequences from GenBank
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Tablo 1. Babesisosis'in teshisinde kullanilan tekniklerin Gold Teste gére sensitivite ve spesifiteleri

Table 1. Sensitivity and specificities of the techniques used in the diagnosis of babesiosis according to the Gold Test

Véntem Real Time PCR (Gold Test) Sensitivite Spesifite
o _ Toplam (%95 Giiven Araligi) (%95 Giiven Araligi)

+ 95 0 95

RLB = 12 293 305 0.888 (0.814-0.935) 1.000 (0.987-1.000)
Toplam 107 293 400
+ 101 0 101

Nested PCR - 6 293 299 0.944 (0.883-0.974) 1.000 (0.987-1.000)

Toplam 107 293

bircok etkeninin es zamanl teshisine imkan sagladigindan
oldukca pratik ve kullanighdir. Bu yéntemin kan proto-
zoonlarinin teshisinde kullaniimasi, ilk kez Gubbels ve ark.®
tarafindan gerceklestirilmis olup, calismada 18S rRNA
geninin V4 degisken bolgesini amplifiye eden primerler ile
PCRda c¢ogaltilan amplikonlar RLB tekniginde kullanarak
sigirlarda gorllen Theileria annulata, T. parva, T. mutans, T.
taurotragi, T. velifera, B. bovis, B. bigemina ve B. divergens'in es
zamanlh 6zgul teshislerinin yapilabilecedi belirlenmistir. Bu
calismada, sahip oldugu avantajlarla son yillarda diinyada
ve Turkiye'de sigir babesiosisinin teshisinde yaygin olarak
kullanilan RLB teknigiyle, Real Time PCR ve Nested PCR
yontemlerinin B. bovis ve B. bigemina'nin teshisindeki
etkinlikleri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Real
Time PCR ile pozitif belirlenen 12 6rnek RLB testi ile
negatif belirlenmis, 16 6rnegin ise Babesia sp. dlizeyinde
pozitiflik verdigi goruliirken, tiir diizeyinde reaksiyon ver-
medigi saptanmistir. RLB testinde Babesia sp. probla sinyal
verip Babesia tur spesifik problara sinyal alinamamasi,
kullanilan problarin sensitivitesinin disik olabilecegini
gOsterebilecedi gibi, membranin yikanmasi ve tekrar
kullaniimasi esnasinda problarin membrandan uzaklas-
tinlmis olmasi ile de iliskili olabilir. Nitekim RLB tekniginin,
spesifik olmayan PCR ve akabinde hibridizasyon proseddiri
olmak Uzere iki basamakli bir prosese sahip olmasi
sebebiyle PCR reaksiyonlarinda substrat icin kompetisyon
ve RLB testi stresince amplifiye DNA icin farkli hibridizasyon
isilart gibi cesitli degiskenlerin her basamakta sensitiviteyi
disirebilecedi kaydedilmistir 7. Bu sonuclarla RLB
testinin, Real Time PCR testine godre sensitivitesi %88.8
olarak belirlenmistir. Saptanan bu sensitivite degeri
Nested PCR ve Real Time PCR ydntemlerine oranla disuk
olmasina karsin genel cercevede yiiksek goziikmektedir.
Bunun yaninda RLB testinin spesifitesi ise %100 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar s6z konusu testin sigirlarda B.
bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarinin teshisinde guvenilir
bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Georges ve
ark.l"”), evcil kedilerde haemoplasmalarin Real Time PCR
ve RLB teknikleri ile karsilastirmali tanisi tzerine yaptiklar
calismada benzer sonuclar bildirmislerdir. Arastiricilar "7,
RLB ve Real Time PCR ile incelenen toplam 152 kedi
kanindan ekstrakte edilmis genomik DNA 6rneklerinde
Candidatus Mycoplasma haemominutum’u sirasiyla 40

ve 48; Mycoplasma haemofelis’i 11 ve 47; Candidatus
Mycoplasma turicensis'i ise yalnizca Real Time PCR'da 3
ornekte pozitif belirlemisler, ayrica miks haemoplasma
enfeksiyonlarini RLB ile 5, Real Time PCR ile 19 Ornekte
saptamislardir. Calismada " Real Time PCR teknigi gold
standart alinarak yapilan istatistiksel hesaplamalarda RLB
tekniginin %64.7 sensitivite ve %100 spesifite gosterdigi
de kaydedilmistir.

Nested PCR yontemi, standart PCR’a farkli primerle
ikinci bir amplifikasyon uygulanmasi esasina dayanan
molekiiler bir tekniktir. ilk amplifikasyonda elde edilen
Uriin ikinci PCR asamasinda kalip olarak kullanilir. Kullanilan
ikinci primer takimi hedef diziye 6zguldir. Kompleks
mikrobiyal poptilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir
sekilde amplifikasyonu klasik PCR yontemleriyle bazen
mimkin olmadigi gérilmekte ve olusan non-spesifik
fragmentlerin amplifikasyonu sonucu yanhs pozitiflikler
ortaya cikabilmektedir. Nested PCR ile s6z konusu bu
olumsuzluk giderilmekte, ayni zamanda dusik DNA'ya
sahip orneklerde ikinci kez PCR uygulamasi ile teshisteki
sensitivite artinlabilmektedir "', Son yillarda ruminant ve
vektor kenelerde babesiosis'in spesifik teshisinde nested
PCR yonteminin siklikla uygulandidi gorilmektedir 11319201,
Kene ve sigirlarda Babesia tirlerinin Nested-PCR ile aras-
tinlmasi amaciyla 18S rRNA gen bolgesini hedef alan cesitli
primer dizileri dizayn edilmistir 323, Ancak bu primer
ciftlerinin cogunun 22 blastn analizi sonucu B. bigemina
ve B. bovis teshisi icin GenBank'ta mevcut bazi izolatlara
ait dizilimlerle uyumsuzluk gosterdigi ve bu durumun da
teshis zorluklarina ve yanlis negatifliklere yol acabilecegi
belirtilmistir "3, Bu calismada kullanilan ve Guerrero ve
ark.'¥ tarafindan dizayn edilen Nested primerlerinin,
arastiricilarin belirttigi gibi blastn analizi sonucu yiksek
spesifite gosterdigi ve dizilimlerin GenBank’a kayith tim
B. bovis ve B. bigemina 18S rRNA dizilimleri ile uyumluluk
gosterdigi gorulmustir. Nested PCR yonteminin sigir
babesiosis'inin teshisindeki sensitivitesi Real Time PCRa
gore %94.4, spesifitesi ise %100 belirlenmistir. RLB testinde
negatif belirlenen 6 6rnek Nested PCR ile pozitif belirlenmis,
ayrica soy diizeyinde RLB ile pozitif belirlenen 16 6rnegin
bu test ile tir bazli pozitiflik verdigi saptanmistir. Nested
PCR yonteminin gdstermis oldugu sensitivite ve spesifite
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ile sigirlarda B. bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarinin
teshisinde glivenilir bir sekilde kullanilabilecedi goril-
mektedir.

Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi,
seciciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif
olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi
nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda
gelmektedir. Ayrica s6z konusu teknik ile mutasyon
analizleri ve gen ekspresyonlari da hassas bir sekilde belir-
lenebilmektedir. Son yillarda sigir babesiosis'inin spesifik
teshisinde de kullaniimaya baglayan 18S rRNA, mitokondrial
cytochrome b ve msa2c gibi farkli gen bdlgeleri hedef
alinarak dizayn edilen spesifik primer ve problar ile Real
Time PCR arastirmalarinin yapildigi goérilmektedir 0142425,
Criado-Fornelio ve ark.?, iki farkli gPCR yonteminin sigir
babesiosis'inin teshisindeki etkinligini arastirmislar, hem
TagMan prob hem de FRET prob bazli gPCR denemelerinde
yiksek sensitivite ve spesifite belirlemislerdir. Her iki teknik
icin de saptama limiti (linear kalibrasyon egrileri) 0.1 fg/
pl-0.01 ng/pl olarak bildirilmistir. Saha ornekleri Gzerinde
iki teknigin uygulanmasi sonucu, spesifitelerinin %100
olmasina karsin sensitivitenin TagMan prob bazli gPCR
yonteminde daha yiiksek belirlediklerini kaydetmislerdir 21,
Ramos ve ark.'", B. bovis'in msa2c gen bolgesini hedef
alarak dizayn ettikleri sybergreen tabanli gPCR teknigi-
nin teshisteki etkinligini ortaya koyma amaci ile yaptik-
lart calismada, blastn analizleri ve B. bigemina, A. marginale
ve Bos taurus referans DNA'larini kontrol olarak kulla-
narak, dizayn ettikleri primerlerin tir spesifik oldugunu
kaydetmislerdir. Calismada ™ gPCR tekniginin enfeksi-
yonu saptama limiti, msa2c kopya sayisi ve esik deger
siklusu arasindaki linear korelasyona gére ml kanda
1000 kopya olarak saptamis, ortalama ¢oéziinme sicaklig
(Tm) da 77.41+0.25°C belirlenmistir. Arastinicilar ™ qPCR’
In sensitivitesini konvansiyonel PCR'a gore yiiksek belirle-
misler ve iki teknik arasindaki uyumu %88.8 (Kappa
indeks=0.75) bulmuslardir. Bu calismada ise Real Time
PCR teknikleri ile RLB testine gore 12, Nested PCR testine
gore ise 6 ornek pozitif belirlenmis olup RLB testinde
soy dizeyinde pozitiflik veren drneklerin hepsinin tar
identifikasyonlari yapilmistir. Ayrica Nested PCRda negatif
belirlenen 6 6rnedin Real Time PCRda Ct (dR) (Esik deger
siklusu) degerlerinin yilksek oldugu (>40) belirlenmis
ve neticede bu Orneklerde paraziteminin olduk¢a dusik
oldugu sonucuna varilmistir. Calismada elde edilen verilere
ve diger arastirmalarin ™21 sonuglarina gore sensitivite ve
spesifite hesaplamalarinda Real Time PCR teknigi standart
gold test olarak alinmistir. Kappa testi ile Real Time PCR ve
Nested PCR arasinda %96.1 (P<0.05), Real Time PCR ve RLB
arasinda %92.1 (P<0.05) ve Nested PCR ile RLB arasinda ise
%95.9 (P<0.05) oraninda uyum saptanmistir. Elde edilen
sonuclarin arastiricilarin 142423 bulgulari ile uyum gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte Ramos ve ark.'¥ tarafindan
dizayn edilen syber green tabanli gPCR primerlerinin
spesifiteleri blastn analizleri ve Anabilim Dali cryobankinda
mevcut olan B. bigemina, T. annulata ve T. orientalis referans

DNA’lari kullanilarak konfirme edilmistir. Calismada B.
bovis icin bulunan 78.1+0.2°C Tm degeri Ramos ve ark.'¥
tarafindan bildirilen Tm degeri ile uyum gostermistir.
Apicomplexan protozoonlarin apikal organellerinden salgi-
lanan proteinler, parazitin konak hcresi icerisine invaze
olmasinda ve hiicre icinde kalmasinda ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir 9. Bu proteinler arasinda rhoptry-associated
protein-1 (Rap-1) gen familyasinin molekdler karakteri, B.
bovis ve B. bigemina tlrlerinde tam olarak ortaya konmus
olmakla birlikte, bu genin diger tim Babesia tirlerinde
de bulundugu kaydedilmistir 272!, Rap-1 gen familyasi
proteinleri, sahip oldugu ¢esitli immunolojik epitoplarla
spesifik antikorlarin olusumuna yol a¢gmaktadir. Olusan
antikorlarin da merazoitlerin saglam eritrositlere invaze
olmasini engelledigi gosterilmistir 23", Bu yilizden s6z
konusu proteine ait Rap-1 gen bolgesi B. bovis ve B.
bigemina tirlerinin molekdler tiplendiriimesinde ve cesitli
asl calismalarinda temeli teskil etmistir. Bu ¢alismada B.
bigemina’'nin Rap-1 gen bdlgesi hedef alinarak primer ve
prob dizayni yapilmis ve dizilimlerin GenBank’a kayitli
tim B. bigemina Rap-1 izolatlari ile alignmentlari gercek-
lestirilmistir. Blastn ve Primer Blast analizleri sonucu dizayn
edilen primer ve problarin B. bigemina spesifik oldugu
tespit edilmistir. Ayrica laboratuarda mevcut B. bovis, T.
orientalis ve T. annulata referans izolatlari ile yapilan Real
Time PCR analizinde de s6z konusu izolatlar ile herhangi
bir amplifikasyon olmadigi saptanmistir. Elde edilen bu
sonuglar, dizayn edilen primerler ve probun B. bigemina
enfeksiyonlarinin Real Time PCR ile kantitatif spesifik
teshisinde glivenle kullanilabilecedini gdstermistir.

Sonug olarak bu calisma ile sigirlarda B. bovis ve B.
bigemina'nin arastirimasinda Real Time PCR ydnteminin
Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla daha duyarli
oldugu, ozellikle diisiik parazitemili rezervuar hayvanlarin
belirlenmesi, kantitasyona olanak saglamasi ve dolayisiyla
tedavi etkinliginin tur bazli takibi gibi ¢alismalarda sahip
oldugu avantajlarla 6ne ciktigi gorilmastir. Bunun yanin-
da her (g teknigin de bu enfeksiyonlarin teshisinde yliksek
spesifiteye sahip oldugu ve sigirlarda B. bovis ve B.
bigemina'nin teshisinde ve molekiler epidemiyolojik
calismalarda glvenli bir sekilde kullanilabilecekleri be-
lirlenmistir.
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