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¥ZET 

Bu ­alēĸma, in vivo ve in vitro k¿ltivasyonu yapēlmēĸ ve pasajlanmēĸ (in vivo: 1. pasaj; 

in vitro: 1. pasaj) olan ñBabesia bigemina Kayseri/T¿rkiyeò suĸlarēnēn AMA-1 

proteinlerinin molek¿ler genotiplendirilmesi, ekspresyonu ile immunolojik 

karakterizasyonunu belirlemek, sºz konusu proteinin atten¿asyona baĵlē poliformizm 

gºsterip gºstermediĵini ortaya koymak ve yeni aĸēlarēn geliĸtirilmesinde hedef protein 

olarak g¿venilirliĵini belirlemek amacēyla yapēlmēĸtēr. Bu ama­la, %4,1 ve %11 

parazitemiye sahip suĸlardan; AMA -1 gen bºlgesini kodlayan n¿kleotid dizilimlerinin 

belirlenmesi, belirlenen n¿kleotid dizilimlerinin intron i­erip i­ermediĵinin tespiti ve 

elde edilen sekanslarēn ekspresyon analizleri ºncesinde a­ēk okuma ­er­evesi [open 

reading frame (ORF)] veri tabanēnda deĵerlendirilmesi amacēyla genomik DNA 

(gDNA) izolasyonu yapēlmēĸtēr. Elde edilen gDNA izolatlarē, B. bigemina AMA -1 

(BbigAMA-1) geninin tamamēnē amplifiye eden spesifik primerler ile PCR analizine 

tabii tutulmuĸtur. PCR sonrasēnda BbigAMA-1 geni pJET1.2/blunt vektºr¿ne 

klonlanmēĸtēr. Elde edilen rekombinant plazmidler sekanslanarak GenBankôa 

kaydedilmiĸ  (KP000032-33) ve D¿nyadaki diĵer BbigAMA-1 izolatlarē ile ­oklu ve 

ikili hizalamalarē yapēlarak filogenetik analizleri ger­ekleĸtirilmiĸtir. Ekspresyon 

analizleri ºncesinde elde edilen n¿kleotid ve amino asit dizileri ORF veri tabanēnda 

deĵerlendirilmiĸ ve ekspresyon analizleri i­in yeni primerler dizayn edilmiĸtir. Daha 

sonra, aynē suĸlar ekspresyon analizleri i­in RNA ekstraksiyonuna tabii tutulmuĸ ve 

takiben revers transkripsiyon ile cDNA sentezi yapēlmēĸtēr. Sentezlenen cDNAôlar, 

BbigAMA-1 fragmentleri i­in dizayn edilen primerler ile tekrar PCR analizine tabii 

tutulmuĸ ve sonrasēnda elde edilen ¿r¿nler ekspresyon vektºr¿ne klonlanmēĸtēr. 

Klonlama sonrasēnda rekombinant plazmidler E. coli BL21 (DE3) h¿crelerine tranforme 
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edilmiĸ ve IPTG ile ind¿klenerek rekombinant BbigAMA-1 genlerinin ekspresyonu 

saĵlanmēĸtēr. Ekspresyon ¿r¿nlerinde hedef protein bandē SDS-PAGE ve Western Blot 

teknikleri ile analiz edilmiĸ ve BbigAMA-1ôin her iki suĸ i­in de molek¿ler aĵērlēklarē 

hesaplanmēĸtēr. N¿kleotid dizilimlerinin ­oklu ve ikili hizalamalar ile filogenetik 

analizler sonucu Kayseri/Turkey IV1 ve Kayseri/Turkey IT2 suĸlarē kendi aralarēnda 

%99,77 identiklik gºsterirken her iki suĸ en y¿ksek identikliĵi GenBankôa kayētlē 

ñTurkeyò suĸu (GenBank aksesyon no: JN572801) ile gºstermiĸtir. Aynē izolatlarēn 

amino asit dizilimlerinin ikili hizalamalarē yapēldēĵēnda benzerlik oranē %99,83 olarak 

belirlenmiĸ ve elde edilen bu oranēn, n¿kleotid sekans dizilimlerinin 103. 

n¿kleotidlerindeki mutasyondan ileri geldiĵi tespit edilmiĸtir. Bunun yanēnda, SDS-

PAGE ve Western Blot analizleri ile sºz konusu iki suĸun 72 kDa molek¿ler aĵērlēklarla 

farklē zaman dilimlerinde eksprese olduklarē da belirlenmiĸtir. ¢alēĸmadan elde edilen 

veriler, AMA-1ôin B. bigemina i­in uygun bir aĸē adayē hedef protein olup olmadēĵē 

noktasēnda tartēĸmalē olduĵunu ve hususun aydēnlēĵa kavuĸmasē i­in T¿rkiyeôye ºzg¿ 

­ok sayēda homolog suĸa ait  BbigAMA-1 proteinin in vivo ve in vitro ortamlarda 

immun reaksiyon denemelerine tabii tutulmasē gerektiĵini gºstermiĸtir. 

Sonu­ olarak bu ­alēĸma ile B. bigeminaônēn iki farklē pasajēnda yer alan hedef AMA-1 

proteinlerinin molek¿ler karakterizasyon ve ekspresiyonlarē karĸēlaĸtērmalē olarak ilk 

defa yapēlmēĸ ve iki suĸ arasēnda mutasyonel farklēlēklarē gºsteren atten¿asyona baĵlē 

polimorfik alanlar tespit edilmiĸtir. 

Anahtar kelimeler:  B. bigemina, Babesiosis, Apical Membrane Antigen-1, Molek¿ler 

genotiplendirme, Ekspresyon, Filogenetik karakterizasyon  
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ABSTRACT 

This study was performed to genotyping, expression and immunogenic characterization 

of AMA-1 protein molecules of in vivo and in vitro cultivated and passaged (in vivo: 1
st
 

passage; in vitro: 1
st
 passage) ñBabesia bigemina Kayseri/T¿rkiyeò strains, and also to 

detect the polymorphisms of these molecules depend on the attenuation of the strains. 

For this aim, total genomic DNAs were extracted from the B. bigemina in vivo and in 

vitro cultured strains which have 4.1% and 11% parasitemia, respectively in order to 

determinate the nucleotide sequences of AMA-1, research the intronless genes in the 

obtained sequences and analyzed the fragments in open reading frame (ORF). The PCR 

was carried out with specific AMA-1 primers which amplified full-length B. bigemina 

AMA -1 (BbigAMA-1) gene. The PCR products were purified and cloned into 

pJET1.2/blunt vector. The cloned isolates were sequenced and the obtained sequences 

were deposited in GenBank with accession numbers KP000032-33. Pairwise analyses of 

the sequences and multiple alignments with some other BbigAMA1 isolates available in 

GenBank were performed and phylogenies were investigated. The truncated open 

reading frames (ORF) of the BbigAMA-1 fragments were obtained and new primers 

were designed for expressions. Total RNAs were extracted from the same strains and 

the cDNAs were prepared from the obtained RNA samples. The obtained cDNAs were 

amplified by PCR using predesigned expression specific primers and cloned into the 

expression plasmid vectors. The plasmids were subsequently transformed into E. coli 

BL21 (DE3) cells and expressed with IPTG concentrations. The expressed samples 

were analyzed by using SDS-PAGE and Western Blot techniques and target protein 

weights were calculated. Pairwise alignment of the sequences from Kayseri/Turkey IV1 

strain from in vivo passage 1 and Kayseri/Turkey IT2 strain from in vitro passage 1 of 

B. bigemina showed 99.77% identity to each other. According to the phylogenetic 

comparisons, Kayseri/Turkey IV1 strain and Kayseri/Turkey IT2 strains showed most 
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similarity to ñTurkeyò strain (GenBank accession no: JN572801). Moreover, the amino 

acid sequences of these two strains showed 99.83% identity to each other because of a 

mutation in 103
rd

 nucleotides. BbigAMA-1 strains were expressed with a molecular 

mass of 72 kDa in different expression periods. Depend on the data obtained from this 

study, BbigAMA-1 was evaluated some controversial as target protein for vaccine 

candidate to developing immunization against B. bigemina infections in cattle. Because 

of, this protein should be tested with both of in vitro and in vivo experimental 

immunoreactions using homolog local B. bigemina strains in all regions of Turkey. 

In conclusion, molecular characterization and expression level of target AMA-1 protein 

found in the two different passages of B. bigemina were comparatively and firstly 

determined with this study and polymorphic regions were revealed due to the 

attenuation which showed mutational differences between these two strains. 

Key words: B. bigemina, Babesiosis, Apical Membrane Antigen-1, Molecular 

genotyping, Expression, Phylogenetic characterization 
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1. GĶRĶķ VE AMA¢ 

Babesiosis, Babesia t¿rlerinin neden olduĵu, tropik ve substropik iklim kuĸaĵēnda yer 

alan ¿lkelerde evcil ve yabani memeli hayvanlar ile insanlarda da yaygēn bir ĸekilde 

seyreden, hayvancēlēkta b¿y¿k ekonomik kayēplara sebebiyet veren, veteriner 

hekimlikte kritik ºneme sahip, vektºr-borne ve zoonotik karakterli protozoer bir 

hastalēktēr. Babesiosis, Apicomplexa infraphylumunda bulunan Babesia soyunda yer 

alan intra-eritrositik parazit t¿rleri tarafēndan meydana getirilmektedir. Sēĵērlarda 

babesiosisôe yol a­an parazit t¿rlerinden biri olan Babesia bigemina, Rhipicephalus 

(Boophilus) t¿r¿ keneler tarafēndan nakledilmektedir.  

Babesiosisôe karĸē hayvanlarda etkin bir tedavi yºntemi bulunmasēna karĸēn, gerekli 

korunma tedbirleri alēnmadēĵē takdirde bu yºntem yetersiz kalmakta, aynē zamanda 

kullanēlan etken maddenin oluĸturduĵu yan etkiler ve ila­ maliyeti de ekonomik 

anlamda zararlara yol a­maktadēr. Korunma tedbirleri arasēnda kene kontrol¿ b¿y¿k 

ºnem taĸēmaktadēr. Ancak kene m¿cadelesi kapsamēnda kullanēlan akarisidlerin pahalē 

oluĸu, bazē akarisidlere karĸē diren­ ĸekillenmesi ve uygulama sērasēnda hayvan 

hareketleri ile ilgili d¿zenlemelerin ve karantinanēn tam olarak yapēlamamasē gibi 

nedenlerden dolayē bu yºntemle de tam anlamēyla baĸarē elde edilememektedir. Bu 

nedenle son yēllarda, m¿cadele ve korunmada, aĸē ¿retim ve geliĸtirme ­alēĸmalarēna 

baĸlanmēĸ ve bu kapsamda ¿retilen aĸēlar uygulanmaya ­alēĸēlmēĸtēr.  

G¿n¿m¿zde, B. bigeminaônēn etkeni olduĵu babesiosis i­in genellikle atten¿e suĸlar aĸē 

olarak kullanēlmaktadēr. Ancak bu suĸlar ile aĸēlanan hayvanlar doĵal ĸartlardaki vahĸi 
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suĸlara karĸē diren­ gºsterememektedirler. Bu nedenle ¿retilen bu aĸēlar hastalēĵa karĸē 

yeterli koruyuculuĵu saĵlayamamaktadēr. Son yēllarda yapēlan araĸtērmalarda, B. 

bigeminaônēn y¿zey proteinlerinin molek¿ler ve immunolojik yapēlarē identifiye 

edilerek babesiosisôe karĸē etkin koruma saĵlayabilecek rekombinant aĸē adayē hedef 

proteinleri belirlenmeye ­alēĸēlmaktadēr. Bu ama­la, yapēlan araĸtērmalarda, ºzellikle 

Babesia t¿rleri baĸta olmak ¿zere diĵer t¿m apikompleksan parazit t¿rlerinde bulunan, 

parazitin konak h¿creye invazyonundada ºnemli roller oynayan, apikal kompleks 

organelleri arasēnda yer alan, roptri ve mikronemler ile bunlardan salēnan proteinler 

¿zerinde ­alēĸēlmaya baĸlanmēĸtēr. Bu proteinlerden biri de mikronem ¿r¿n¿ bir 

transmembran protein olan Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1)ôdir. T¿m 

apikompleksan parazit t¿rlerinde tip I integral membran protein olarak bulunan AMA-1, 

parazitin konak h¿crelere invazyonu esnasēnda kritik  bir rol oynamaktadēr. Son yēllarda 

konuyla ilgili yapēlan ­alēĸmalar incelendiĵinde, AMA -1ôin bir ­ok apikompleksan 

parazit enfeksiyonuna karĸē geliĸtirilmeye ­alēĸēlan aĸēlar i­in hedef proteinler arasēnda 

en umut verici protein olarak belirlendiĵi gºr¿lmektedir. 

Bu ­alēĸmada, B. bigemina Kayseri/T¿rkiye  in vivo (1. pasaj) ve in vitro (1. pasaj) 

suĸlarēndan izole edilen AMA -1 proteinin (BbigAMA-1); klonlanarak molek¿ler 

genotiplemesinin yapēlmasē, ekspresyonunun saĵlanmasē, immunolojik 

karakterizasyonlarēnēn araĸtērēlarak her iki suĸ arasēnda atten¿asyona baĵlē olasē protein 

poliformizmlerinin belirlenmesi ve bu proteinin B. bigemina enfeksiyonlarēna karĸē 

geliĸtirilmesi, planlanan rekombinant aĸēlar i­in hedef protein olabilme potansiyel ve 

g¿venilirliĵinin ortaya konmasē ama­lanmēĸtēr.  

 

 



 

 

     

 

 

2. GENEL BĶLGĶLER 

2.1. BABESĶOSĶSôĶN TANIMI VE TARĶH¢ESĶ 

Apicomplexa infraphylumunda yer alan Babesia t¿rlerinin meydana getirdiĵi, Ixodidae 

ailesine baĵlē vektºr keneler tarafēndan transovarial ve transstadial olarak nakledilen bu 

hastalēk, tropik ve subtropik bºlgelerde yer alan evcil ve yabani hayvanlar baĸta olmak 

¿zere insanlarda da gºr¿lmektedir. Tick-borne ve zoonotik karakterli babesiosis, aynē 

zamanda d¿nyada Lenfatik Filariasis (Wuchereria bancrofti, mosquito-borne)ôi takiben 

tarif edilen ikinci vektºr-borne enfeksiyondur. Babesiosis, ilk defa 1888 yēlēnda Victor 

Babes tarafēndan tanēmlanmēĸtēr. Romanya H¿k¿meti tarafēndan gºrevlendirilen Victor 

Babes, sēĵērlarda gºr¿len ve hēzla yayēlan bu hastalēĵē ºncelikle ñsēĵēr hemaglobin¿risiò 

veya ñred water feverò ile iliĸkilendirmiĸ ve sēĵēr eritrositleri i­erisinde keĸfettiĵi 

mikroorganizmalarē Haematoccus bovis olarak isimlendirmiĸtir. Daha sonra aynē 

mikroorganizmleri koyun eritrositlerinde de gºzlemlemiĸtir (1). Diĵer yandan 1893 

yēlēnda Amerika Birleĸik Devletleriônde Smith ve Kilborne ñTexas Feverò olarak 

adlandērdēklarē hastalēĵēn etkenini Pyrosoma bigeminum olarak isimlendirmiĸler ve 

bunun bir kene tarafēndan nakledildiĵini bildirmiĸlerdir (2). Bu bildiri aynē zamanda bir 

protozoonun arthropod tarafēndan nakliyle ilgili ilk rapordur. Yine 1893 yēlēnda 

Starcovici bu parazitlere Babesia bovis, Babesia ovis ve Babesia bigemina isimlerini 

vermiĸtir (3). Diĵer yandan ñTexas Feverò (babesiosis) etkeni Pyrosoma bigeminum 

(Babesia bigemina)ôun vektºr kene Rhipicephalus (Boophilus) annulatus tarafēndan 

sēĵērlara nakledildiĵinin yayēnlanmasēndan sonra babesiosis, d¿nyanēn ­eĸitli 

bºlgelerinde de keĸfedilmiĸtir. Avustralyaôda Dr. Sidney Hunt babesiosis'i (bovine 

redwater), ñTexas feverò'ēn identiĵi olarak konfirme etmiĸtir. 
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Arjantinôde, 1903ôte Lignieres sēĵēr babesiosisi (Tristeza) i­in form A ve form C olmak 

¿zere iki form tarif etmiĸ olup bunlardan birinin Smith ve Kilborneôun tanēmladēĵēna 

benzer ĸekilde b¿y¿k, diĵerinin ise daha k¿­¿k intraeritrositik etkenler olduĵunu 

bildirmiĸtir. Aynē araĸtērmacē, k¿­¿k olan etkenin genellikle kan frotilerinde zor 

gºr¿lmesine karĸēn bºbrek ve merkezi sinir sisteminin meningslerindeki kapillarlardan 

yapēlan frotilerde daha kolay tespit edilebildiĵini bildirmiĸ, 1910 yēlēnda bu k¿­¿k 

organizmalarē, ºnce Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak 

isimlendirmiĸtir. Babesia argentina ismi Avusturalya ile G¿ney ve Orta Amerikaôda 

uzun yēllar kullanēlmēĸtēr. Bu durum 1970ôli yēllarēn ortalarēna kadar s¿rm¿ĸ, B. 

argentina ile B. bovisôin aynē ºzelliklere sahip olduĵu anlaĸēlmēĸ ve isimlendirmede B. 

bovisôin kullanēmēnēn daha uygun olacaĵē kabul edilmiĸtir (4, 5). MôFadyean ve 

Stockman 1911ôde Ķngiltereôde yine sēĵērlarda genellikle eritrositin periferinde yer alan 

etkenler tespit etmiĸler ve bunlarē ºnce Piroplasma divergens daha sonra Babesia 

divergens olarak isimlendirmiĸlerdir (4, 5). Yine aynē araĸtērēcēlar, 1911 yēlēnda B. 

bigeminaôya benzer b¿y¿k bir etkenin bulunduĵunu bildirmiĸlerdir. Daha sonra Sergent 

ve arkadaĸlarē 1926 yēlēnda bu etkeni B. major olarak adlandērmēĸlardēr (4, 5). 

Brocklesby 1976 yēlēnda sēĵērlarda babesiosis etkenlerinden B. bigemina, B. major, B. 

bovis ve B. divergensôin ºnemli olduĵunu bildirmiĸtir. Sēĵērlardaki Babesia t¿rlerinin 

1960ôlē yēllarēn sonlarēnda Hoyte ve 1976 yēlēnda Brocklesby tarafēndan gºzden 

ge­irilmesini takiben, B. bovis (B. argentina; B. berbara; B. colchica), B. bigemina, B. 

divergens (B. caucasica; B. occidentalis; B. karelica) ve B. majorô¿n sēĵērlarda 

babesiosise yol a­an baĸlēca t¿rler olduklarē kabul edilmiĸtir (6, 7). 

Babesiosis ilk keĸfedildiĵi yēllarē takiben 1950ôli yēllarēn sonuna kadar sadece memeli 

hayvanlarēn bir hastalēĵē olarak bildirilmiĸtir. Ancak 1957 yēlēnda Yugoslavyalē bir 

­ift­ide babesiosis olgusu rapor edildikten sonra sºz konusu hastalēĵēn insanlarda da 

bulunabildiĵi anlaĸēlmēĸtēr (8). 

T¿rkiyeôde babesiosis, ilk kez 1890 yēlēnda Nicole ve Adil Bey tarafēndan Ķstanbulôda 

sēĵērlarda tarif edilmiĸtir. Bunun yanēnda tarif edilen hastalēk etkeninin B. bigemina 

olduĵu yine aynē ­alēĸmayla bildirilmiĸ olup bunu Samuel ve Raif, Ķbrahim Ekrem, 

Lestoquard, Gºren ve Yetkin, Aysoyôun ­alēĸmalarē izlemiĸtir (9). 
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T¿rkiyeôde halk arasēnda ñAĵrēmaò veya ñAĵrēkò olarak adlandērēlan hastalēk ¿zerine 

1950-1980 arasēnda mikroskobik; 1980ôli yēllarēn sonunda mikroskobik bakēnēn yanēnda 

serolojik; 2000ôli yēllarēn baĸlarēnda ise bunlara ilave n¿kleik asit tabanlē molek¿ler 

araĸtērmalar yapēlmēĸtēr (10). 

2.2. BABESIA T¦RLERĶNĶN SINIFLANDIRMADAKĶ YERĶ 

Babesia t¿rleri, The Taxonomicon ile Systema Naturae 2000 ve son molek¿ler 

karakterizasyon ­alēĸmalarēna gºre aĸaĵēda gºsterildiĵi gibi sēnēflandērēlmēĸtēr (11). 

  Biota (Canlēlar, ekoloji)  

    Domain: Eukaryota Chatton, 1925 

       Kingdom: Chromista Caval.-Sm, 1981  

          Subkingdom: Harosa Cavalier-Smith, 2010 

             Superphylum: Alveolata Cavalier-Smith, 1991  

                Phylum: Miozoa Cavalier-Smith, 1987 

                   Infraphylum: Apicomplexa Levine, 1970 

                      Class: Coccidiomorphea Doflein, 1901 

                         Order: Piroplasmida Wenyon, 1926 

                             Family: Babesiidae Poche, 1913 

                                Genus: Babesia Starcovici, 1893  

Son yēllarda n¿kleik asit tabanlē molek¿ler yºntemlerin kullanēlmasēyla beraber 

g¿n¿m¿ze kadar 100ôden fazla Babesia t¿r¿ tanēmlanmēĸtēr. Araĸtērmalarēn bu yºnde 

devam etmesiyle birlikte aynē soya ait yeni t¿rlerinde keĸfedilmesi ºn gºr¿lmektedir. 

(12). Yapēlan filogenetik araĸtērmalar sonucu bazē Babesia ve Theileria t¿rlerinin 18S 

rRNA gen bºlgesine gºre filogenetik aĵacē ķekil 2.1ôde gºsterilmiĸtir (13). 
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ķekil 2.1. Bazē Babesia ve Theileria t¿rlerinin 18S rRNA gen bºlgelerinin Bayesian analizlerine gºre 

filogenetik akrabalēklarē. Cardiosporidium sp. dēĸ dal olarak verilmiĸtir (14) 
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2.3. SIĴIRLARDAKĶ BABESIA T¦RLERĶNĶN GENEL MORFOLOJĶLERĶ 

Sēĵērlarda babesiosisôe; B. bigemina, B. bovis, B. divergens, B. major t¿rleri sebep 

olmaktadēr. Bu t¿rlerin yanēnda B. jakimovi, B. occultans ve B. ovata t¿rlerinin de 

sēĵērlarda gºr¿lebildiĵi bildirilmiĸtir (7, 14). 

Sēĵērlarda gºr¿len Babesia t¿rleri, b¿y¿kl¿klerine gºre b¿y¿k ve k¿­¿k Babesia t¿rleri 

olmak ¿zere iki grupta incelenebilir. K¿­¿k Babesia t¿rleri; yuvarlak, tek armut ve ­ift 

armut ĸeklinde olup, 2,5 Õôdan k¿­¿kt¿rler. B¿y¿k Babesia t¿rleri ise; yuvarlak, oval 

veya armut ĸeklindedirler ve b¿y¿kl¿kleri 2,5 Õ ile 4,5 Õ arasēndadēr. Babesia t¿rlerinin 

piroplazm formlarē, geliĸme dºnemine gºre ºnce halka, sonra ameboid ve daha sonra 

armut bi­imini almaktadērlar. ¢ift armut formlarē veya diĵer trophozoit formlar 

bºl¿nmeyi takiben gen­ merozoitler (ince ve uzun formlar) halinde ya konak h¿cresinin 

par­alanmasē sonucu veya kendileri enfekte konak h¿cresini terk ederek diĵer saĵlam 

retikulosit ve/veya eritrositlere girerek enfekte ederler ve tekrar yuvarlak, ameboid, 

halka veya armut ĸeklini almaktadērlar. Bu sayede de paraziteminin artmasēna yol 

a­arlar (5, 15-21). B¿y¿k Babesia t¿rlerinin bulunduĵu grupta; B. bigemina, B. major, 

B. jakimovi, B. ovata ve B. occultans bulunmaktadēr. K¿­¿k Babesia t¿rlerinin 

bulunduĵu grupta ise B. bovis ve B. divergens yer almaktadēr. Iĸēk mikroskobunda, 

parazitin morfolojik ayrēntēlarē gºsterilememekle birlikte, k¿­¿k ve b¿y¿k Babesiaôlar 

olarak bilinen iki grup kolaylēkla ayērt edilebilmektedir. 

Babesia bigemina Smith ve Kilborne, 1893, b¿y¿k Babesia t¿rlerinden olup eritrositler 

i­erisinde armut, yuvarlak, oval veya d¿zensiz ĸekilli olup genellikle ­ift armut 

formundadēr. Yuvarlak formlarē 2-3 Õ ­apta, uzamēĸ formlarē ise 4-5 Õ uzunluĵundadēr. 

Eritrositer formlarda konoid, mikroporlar ve tipik mitokondri yoktur. Buna karĸēn, 

anterior ve posterior polar halka ve tipik iki adet roptri bulunur (ķekil 2.2), (22-24).  
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ķekil 2.2. Babesia bigeminaônēn piroplazmik formlarē (25) 

Babesia bovis Babes 1888, Starcovici, 1893, k¿­¿k Babesia t¿rlerindendir. Eritrositler 

i­erisindeki merozoitler; armut, yuvarlak veya d¿zensiz ĸekillidirler. Vakuoll¿ taĸlē 

y¿z¿k formlarē bu t¿r de yaygēn olarak gºr¿l¿r. Babesia bovis merozoitleri, 1,5-2,4 Õm 

b¿y¿kl¿ĵ¿nde olup genellikle eritrositlerin ortasēna yerleĸirler (22-24).  

Babesia divergens  MôFadyean and Stockman, 1911, k¿­¿k Babesia t¿rlerindendir (0,4-

1,5 Õm). Merozoitleri, genelde ­ift halde bulunurlar, aralarēndaki a­ē geniĸtir ve 

genellikle eritrositlerin periferine yerleĸirler. Ayrēca tombul, armut ĸeklinde ve yuvarlak 

formlar da gºr¿lebilir. Merozoitlerde, konoid, mikroporlar, tipik golgi aygētē ve 

mitokondri yoktur. Mitokondri benzeri vezik¿ller ve 3 veya daha fazla roptri vardēr  

(22-24).  

Babesia major Sergent, Donatien, Parroti Lestoquard and Plantureux, 1926, b¿y¿k 

Babesia t¿rlerindendir. Merozoitler, eritrositlerin merkezinde yer alēr. ¢ift armut 

ĸeklindeki formlar 1,5x2,6 Õm, yuvarlak formlar ise 1,8 Õm ­apēnda olup aralarēndaki 

a­ē dardēr (18, 22-24).  
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Babesia jakimovi, bu t¿r b¿y¿k Babesia etkenlerinden olup ºzellikle Sibirya'da 

sēĵērlarda gºr¿lmekte, bunun yanēnda karacalarda ve ren geyiklerinde de hastalēĵa sebep 

olmaktadēr. Transovaryal olarak Ixodes ricinus kenesi tarafēndan nakledilmektedir. 

Ayrēca mekanik olarak at sinekleri tarafēndan da nakledildiĵi bildirilmiĸtir. Klinik 

belirtiler Babesia bigemina'ya benzemektedir (16). 

Babesia occultans, 3,0 ɛm uzunluĵunda, 2,0 ɛm geniĸliĵinde, b¿y¿k bir Babesia 

t¿r¿d¿r (26). 

Babesia ovata, 3,2 ɛm uzunluĵunda, 1,7 ɛm geniĸliĵinde olup, b¿y¿k Babesia t¿rleri 

i­inde yer almaktadēr (27). 

2.4. BABESIA T¦RLERĶNĶN HAYAT SĶKLUSU ve GELĶķME ķEKĶLLERĶ 

Babesia t¿rleri beslenme, geliĸim ve ­oĵalma i­in mutlak surette konak h¿cresine 

baĵēmlēdēr. Heteroksen bir geliĸme gºsteren bu protozoon t¿rleri sºz konusu 

geliĸmelerini omurgalē konaklar ile Ixodidae ailesine baĵlē kenelerde olmak ¿zere iki 

safhada ger­ekleĸtirirler. Babesia t¿rleri doĵal olarak enfekte kenelerin konaklarēndan 

kan emmeleriyle nakledilirler. Hayat sikluslarēndaki baĸlēca farklēlēklarēn, bazē Babesia 

t¿rlerinde [ger­ek (true) (=sensu stricto) Babesia spp.) ve ger­ek olmayan (=sensu-lato) 

Babesia (B. microti-benzeri, ºrn. Theileria annae)] naklin varlēĵē ile ilgili olduĵu 

bildirilmektedir (16, 28, 29). 

2.4.1. Omurgalē Konakta Geliĸme 

Enfekte kene kan emmek i­in konaĵēnē soktuĵunda sporozoitler, konaĵa enjekte 

edilirler. Lenfositler veya lenfoblastlar i­inde ekstra-eritrositik ĸizogoni ge­iren B. 

microti ve B. rodhaini hem sºz konusu geliĸme ĸekillerinden dolayē hem de 18S rRNA 

dizilimlerindeki farklardan dolayē Theileria ve Babesia soylarēnēn dēĸēnda yer almakta 

dolayēsēyla yeni bir soyda sēnēflandērēlmalarē hala araĸtērmacēlar tarafēndan 

tartēĸēlmaktadēr (30). Bu t¿rler dēĸēnda kalan diĵer Babesia t¿rlerinin sporozoitleri, direk 

konaĵēn kanēna ge­erler ve aktif olarak eritrositlere girerler. 

Babesia t¿rleri i­in eritrosit i­erisine invazyon, hayat sikluslarēnēn en ºnemli 

basamaĵēnē oluĸturur. Sporozoitler, enfekte kenenin kan emmesi sērasēnda konak kan 

dolaĸēmēna ge­erek eritrositleri istila ederler. Sporozoitlerin eritrositlere giriĸi 

endositozisle olur. Sporozoitin temas ettiĵi eritrositin y¿zeyinde, ºnce aktin ve 
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myozinin rol aldēĵē mekanizma ile bir invaginasyon meydana gelir. Bunu takiben 

sporozoitler, direkt olarak (vakuol oluĸturmadan) konak eritrositine girerler. Bu ĸekilde 

eritrosit i­erisine giren sporozoitler, trofozoit ĸekline dºn¿ĸ¿rler ve yuvarlak bir ĸekil 

alērlar. Bu formda parazitin sitoplazmasē ribozomlar ile doludur ve endoplazmik 

retikulum belirgindir. ¢ekirdeĵin etrafēnda yoĵunlaĸmēĸ, ilkel golgi aygētē olarak kabul 

edilen vezik¿ller vardēr. Trofozoitin geliĸmeye devam etmesi ile birlikte sitoplazmada 

deĵiĸimler baĸlar ve yeni organeller meydana gelir. Golgi aygētēndan kºken alan, bu 

aygēt ile iliĸki halinde olan mikronemler ve roptriler ĸekillenir. Ķki katlē bir membranla 

­evrilmiĸ olan ­ekirdekte n¿kleoplazma, homojen ve nispeten yoĵun bir yapēya sahiptir. 

¢ekirdeĵin homojen yapēsē, trofozoitin t¿m geliĸimi boyunca, ¿reme safhalarēnda ve 

merozitlerde de aynēdēr. ¦remeden ºnce ­ekirdekte bºl¿nme olmaz. Trofozoitin 

olgunlaĸmasē ile, sitoplazmada meydana gelen deĵiĸimler sonucunda mikronem, roptri, 

subpellik¿ler mikrotubuller ve polar halka gibi apikal kompleksôi oluĸturan yapēlar 

tekrar meydana gelir. Olgunlaĸan trofozoitin u­ kēsmēnda tomurcuk ĸeklinde ­ēkēntē 

oluĸur ve trofozoit ĸizogoniye benzer ĸekilde ikiye bºl¿nerek ­oĵalēr (24, 31, 32). Bu 

bºl¿nme sērasēnda parazit; yuvarlak ve oval formlarēndan, ameoboid ve armut 

formlarēna kadar deĵiĸen ĸekiller alēr ki, bunlara ñpiroplazmik formlar ò da denilir. 

Trofozoit, ikiye veya dºrde bºl¿nerek kēz h¿creleri (merozoitler) meydana getirir. 

Oluĸan gen­ merozoitler (ince ve uzun yapēlar), birbirinden ayrēlarak eritrosit 

membranlarēnē par­alarlar ve saĵlam eritrositlere girmek ¿zere dēĸarē ­ēkarlar (33, 34). 

Eritrositlere girmek isteyen merozoit, baĸlangē­ta sºz konusu saĵlam eritrositlere 

rastgele temas eder. Takiben, aktin ve miyozinin rol aldēĵē bir mekanizmayla apikal 

complexôin bulunduĵu ucunu aktif olarak eritrosit membranēna temas edecek ĸekilde 

dºnd¿r¿r. Bu spesifik orientasyon, eritrosit membranēnda invaginasyona neden olur (35, 

36). Baĸlangē­ta merozoitin y¿zey ºrt¿s¿ eritrositle zayēf bir baĵlanma ger­ekleĸtirir. 

Apikal kompleksôin eritrosite temas edecek pozisyonu almasēyla birlikte penetrasyon 

baĸlar (37). Diĵer taraftan merozoitlerin y¿zeyinde bulunan komplement 3 (C3) 

proteininin eritrositlerde bulunan C3 reseptºr¿ ile baĵlanmasē da penetrasyonda ºnemli 

rol oynar (38). Tutunmada rol alan ºnemli molek¿llerden biri de merozoitlerin 

y¿zeylerinde surface-coating molek¿lleridir. Merozoitler bu molek¿ller ile etkili bir 

ĸekilde hedefe odaklanērlar (39). Eritrositlere invazyonda kullanēlan ikinci ligand ise 

merozoitlerin roptri ve mikronem proteinleridir (40). Tutunma esnasēnda Babesia t¿rleri 

apikal organellerinden merozoit y¿zeyine veya konak eritrositi i­erisine bazē proteinleri 
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salgēlarlar. Bu organeller parazitin anterior¿nde ¿st kēsēmda bulunur ve roptri, 

mikronem ve dense gran¿llerini kapsar. ¥zellikle roptri ve mikronemlerden salēnan 

proteinlerin, h¿creye invazyonda ºnemli rol oynadēĵē bildirilmiĸtir (41). 

Merozoitler, eritrosit i­ine girdikten sonra trofozoite dºn¿ĸ¿r. Trofozoit pinositozla 

beslenir ve hemoglobini tam olarak sindirir. Sindirimin tam olmasēna baĵlē olarak 

eritrositlerde pigment oluĸumu ĸeklinde gºzlenen rezid¿el maddeler (hemozoin) 

Babesia soyunda bulunan t¿rlerde gºr¿lmemektedir (7). Trofozoit ikiye veya dºrde 

bºl¿nerek kēz h¿creleri (merozoitler) meydana getirir (42). B. bigeminaôda diploid DNA 

seviyesine sahip piroplazmlardan farklē olarak ñgamont prek¿rsºrleri  (ºnc¿l 

gamontlar)ò adē verilen oval ĸekilli bir merozoit gºr¿lm¿ĸt¿r. Bu gamont prekursºrleri, 

vektºr kene tarafēndan alēnēncaya kadar geliĸmemektedirler. Diĵer yandan enfekte 

eritrositin par­alanmasē sonucu serbest kalan merozoitler, diĵer saĵlam eritrositlere 

girerek onlarē da enfekte etmektedirler. Bu ĸekilde enfeksiyon ya konaĵēn ºl¿m¿yle ya 

da konaĵēn diren­ kazanēp parazitleri temizlemesiyle sonu­lanmaktadēr (33, 34). 

2.4.2. Vektºr Kenede Geliĸim 

Babesia t¿rleri, hayat sikluslarēnēn b¿y¿k kēsmēnē vektºr kenelerde ge­irirler. Babesia 

bigemina; Rhipicephalus evertsi, R. appendiculatus, R. bursa, R. annulatus, R. 

decoloratus, R. microplus, R. geigyi, R. australis, R. calcaratus ve Haemaphysalis 

punctata ile, B. bovis; R. annulatus, R. bursa, R. microplus, R. geigyi, R. calcaratus, R. 

australis, Ixodes ricinus ve I. persulcatus ile, B. divergens; I. ricinus ve I. persulcatus 

ile, B. major; R. calcaratus ve Haemaphysalis punctata ile, B. jakimovi; I. ricinus ile, 

B. ovata; Hae. longicornis ile B. occultans ise Hyalomma marginatum t¿r¿ keneler ile 

nakledilmektedirler (5, 22-24, 43, 44). 

Babesia t¿rlerinin enfekte konaktan kan emen vektºr kenede ve vertikal (transovarial) 

olarak enfekte doĵan larvalarda ­eĸitli geliĸim evreleri ge­er. Vektºr kenenin enfekte 

konaktan kan emmesi sērasēnda eritrositler i­erisindeki etkeni almasēyla vektºrdeki 

geliĸim evreleri baĸlar. Kan emme esnasēnda alēnan eritrosit i­erisindeki merozoitler ve 

ºzellikle ovoid ve yuvarlak formlu merozoitlerin meydana getirdiĵi gamontlar, kenenin 

midesinde gametogoni dºnemini baĸlatērlar. Enfekte kenenin konaĵēndan emdiĵi kan bir 

taraftan sindirilirken diĵer yandan bu kanda parazitler geliĸmelerini s¿rd¿r¿rler ve 

gamontlardan ñstrahlenkºrperò adē verilen, ­ēkēntēlē formda ēĸēnsal-cisimciklerinin 
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(ray-bodies) iki populasyonu oluĸur (45). Bu arada, bu formlar ortaya ­ēktēktan sonra 

da parazit, eritrositler i­erisindeki ­oĵalmasēnē s¿rd¿r¿r. ¢ok ­ekirdekli ēĸēnsal 

cisimciklerin bir araya gelmesiyle b¿y¿k topluluklar oluĸur. Bir kez bºl¿nme olduĵunda 

haploid sayēda tek ­ekirdekli ēĸēnsal cisimcikler meydana gelir (42). Daha sonra bu 

yapēlarēn bir ­ifti bir araya gelerek singami (45) yolu ile k¿resel h¿cre olarak da 

adlandērēlan zigotu (24)  oluĸtururlar. Oluĸan zigot, kene baĵērsaĵēnda tercihen sindirim 

h¿crelerini enfekte eder. Muhtemelen burada ­oĵaldēktan sonra, vitellojen sentezleyen 

bazofilik h¿crelere yerleĸir. Burada daha fazla bºl¿nmeyle hareket kabiliyetli 

ookinetler (vermik¿ller, sporokinetler) meydana gelir. ¦­ katlē membranla ºrt¿lm¿ĸ, 

ºn ucu ĸemsiye ĸeklinde, 11-12 mm uzunluĵunda ve apikal komplekse ait ­ok sayēda 

mikronem, subpellik¿ler mikrotubul, polar halka ve roptriye sahip olan bu kinetler, 

buradan kenenin hemolenfine gº­ ederler (46). Babesia bigemina, kene baĵērsaĵēndaki 

geliĸiminin bazē safhalarēnda, haploid sayēda zigot oluĸturmak i­in tek basamaklē bir 

mayoz ge­irir (42, 43). Kene baĵērsak h¿crelerinde, poliploid kinetlerin ĸekillenmesiyle 

ĸizogoni oluĸur (42). Bu ­omak ĸekilli hareketli kinetler kenenin hemolenfine ge­erek 

ovaryumlar dahil olmak ¿zere hematositler, kas fibrilleri, malpighi tubul h¿creleri ile 

deĵiĸik tipte dokularē enfekte ederler. Sºz konusu h¿cre ve dokularda sekonder 

ĸizogoninin tekrarlayan sikluslarē ger­ekleĸir. Bºylece, enfekte kenenin yumurtalarēyla 

larval dºneme transovarial nakil ger­ekleĸir. Bu nakil, tek konutluluk ºzelliĵine sahip 

Rhipicephalus (Boophilus) soyunda bulunan vektºr kene t¿rleri i­in olduĵu kadar, 

Babesia t¿rleri i­in de ºnemli bir hayat siklusu adaptasyonudur (42). 

Transovaryal yolla enfekte doĵan larvalarda kinetler, t¿k¿r¿k bezi salgē h¿crelerine 

girerler ve ­ok ­ekirdekli dºnemlere transforme olurlar. Sporogoni yolu ile ºnce 

sporoblastlar, sonra sporoblastlarēn par­alanmasēyla k¿­¿k, haploid sayēda 

sporozoitler  meydana gelir (42).  

B¿t¿n Babesia t¿rlerinde sporozoit geliĸimi, her zaman enfekte kene kan emmek i­in 

omurgalē konaĵēna tutunduĵunda baĸlar. Bu aĸamada, t¿k¿r¿k bezi asini h¿crelerine 

giden sporokinetler, burada yuvarlaklaĸērlar ve daha sonra sporogoni yoluyla ­oĵalarak 

ºnce sporoblastlar sonra da sporozoitler oluĸur. Babesia bigeminaôda, sporozoitlerin 

geliĸimi enfekte larvanēn konaĵēndan kan emmesiyle baĸlar. Ancak enfektif 

sporozoitlerin ortaya ­ēkmasē, yaklaĸēk 9 g¿n¿ alēr. Dolayēsēyla enfektif sporozitler, 

sadece kenenin nimf ve ergin dºnemlerinde ortaya ­ēkabilirler (47, 48). Parazitin nakli, 
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larva dºneminin dēĸēnda kalan nimf ve ergin (erkek ve diĸi) geliĸme dºnemlerinde 

ger­ekleĸebilir (49-51). Bu durum, B. bovisôte farklēlēk gºsterir. Babesia bovisôte 

enfektif sporozoitlerin oluĸumu, enfekte doĵan larvanēn konaĵēndan kan emmeye 

baĸlamasēnē takiben 2-3 g¿nde ger­ekleĸir (ķekil 2.3), (22).  

 

ķekil 2.3. Babaesia t¿rlerinin hayat siklusu. Enfekte kenenin kan emmesi esnasēnda memeli konaĵa 

verilen sporozoitler (Sz). Sporozoitlerin eritrositlere girmesi sonrasēnda dºn¿ĸt¿ĵ¿ trofozoitler (T). 

Trofozoitlerin ikiye bºl¿nmesiyle meydana gelen merozoitler (M).  Bazē trofozoitlerin dºn¿ĸt¿ĵ¿ 

gametositler (G). Kene baĵērsaĵēnda gametositlerin dºn¿ĸt¿ĵ¿  "Strahlenkºrper" (Sk) cisimcikleri. 

Strahlenkºrper cisimciklerinin birleĸmesiyle meydana gelen zigot (Z). Zigottan meydana gelen kinetlerin 

kene hemolenfine girmesi, ­oĵalmasē ve ovaryumlara yºnelerek ovaryumlarē enfekte etmesi sonucu 

oluĸan larval dºneme nakil,  transovaryal (To) nakil. Kenelerin b¿t¿n yaĸam evrelerinde (larva, nimf, 

olgun diĸi) potansiyel enfektif olabilmesine yol a­an transstadial (Ts) nakil. Kinetlerin sporogoni evresini 

baĸlatmak ¿zere kenenin t¿k¿r¿k bezine (Sg) girmesi. ¢ok ­ekirdekli sporoblastlara (St) dºn¿ĸ¿m. 

Sporoblastlardan yeni geliĸen sporozoitler kenenin kan emmesiyle memeli konaĵa nakledilmesi (14) 

2.5. BABESĶOSĶSôĶN EPĶDEMĶYOLOJĶSĶ VE YAYILIķI 

Babesiosisôin epidemiyolojisinde, vektºr-konak arasēndaki iliĸkilerin belirlenmesinin 

yanē sēra, bºlgenin iklim ºzellikleri, coĵrafik konumu ve vejetasyon durumu da b¿y¿k 

ºnem arz etmektedir. Vektºr kene t¿rlerinin coĵrafik daĵēlēmlarē ve mevsimsel 

aktiviteleri ile spesifik konaklarēn varlēĵē, bunun yanēnda bºlgedeki hastalēklarēn 

durumu, yayēlēĸē ve mevsimsel daĵēlēmlarē da bebasiosisôin epidemiyolojisini 

kavramada ºnemlidir (4). 
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Babesisosis, ixodid keneler ile nakledilen bir hastalēktēr. Dolayēsēyla hastalēĵēn 

epidemiyolojisinde en ºnemli faktºrlerden biri vektºr kenelerin mevsimsel 

aktiviteleridir. Kenenin aktivasyonunu etkileyen en ºnemli faktºr ise sēcaklēktēr. 

Keneler, sēcaklēĵēn d¿ĸ¿k olduĵu kēĸ aylarēnda inaktiftirler (52). Babesia etkenlerinin de 

kenelerde inaktif halde bekledikleri yapēlan ­alēĸmalarla bildirilmiĸtir (17, 24). 20 ÁCôde 

R. microplus kenesinde B. bigeminaônēn transovarial ve transstadial naklinin inhibe 

olduĵu ancak enfekte kene aktive olduktan sonra ­eĸitli organlarēn h¿crelerinde 

­oĵalmanēn baĸladēĵē ve 1-2 g¿n sonra sporokinet ve sporozoitler oluĸtuĵu da yapēlan 

­alēĸmalar sonucu belirlenmiĸtir (24, 52). Ancak bu aktivasyon, kenenin kan emmesi ile 

saĵladēĵē aktivasyon kadar etkili olmamaktadēr (17, 24). ¥te yandan, 35 ÁC gibi y¿ksek 

sēcaklēklarēn s¿rekliliĵi halinde enfekte olmayan kenelerde herhangi bir deĵiĸiklik 

olmamasēna raĵmen enfekte keneler fazla yaĸayamamaktadēr. Aynē sēcaklēk Babesia 

etkenlerinin inhibe olmasēna ve hatta tamamen ortadan kalkmasēna neden 

olabilmektedir (15, 17, 24). Ouhelli ve Schein (53), yapmēĸ olduklarē bir ­alēĸmada sabit 

d¿ĸ¿k ēsēda ink¿be edilen enfekte doymuĸ diĸi kenelerin, y¿ksek ēsēda ink¿be edilenlere 

oranla daha zararlē olduklarē sonucuna varmēĸlardēr.  

Nisbi nem ve ēĸēk, hem vektºr kenelerin geliĸmesi bakēmēndan hem de hastalēĵēn nakli 

a­ēsēndan ºnemli olan diĵer faktºrlerdendir. Nemin az olduĵu, kuraklēĵēn gºr¿ld¿ĵ¿ 

yerlerde diĸi kenelerin topraĵa bēraktēĵē yumurtalarēn ­oĵu kurumakta, kuruyan 

yumurtalardan larva ­ēkmamakta ve dolayēsēyla kene pop¿lasyonunda azalma meydana 

gelmektedir. Diĵer yandan, gºmlek deĵiĸtirmek ¿zere topraĵa d¿ĸm¿ĸ 2-3 konaklē 

keneler sºz konusu kuraklēktan dolayē ºlebilmektedirler (54). Laboratuvarlarda yapēlan 

¿retim ve kolonizasyon ­alēĸmalarēnda genellikle optimum %85 nisbi nem saĵlayan 

inkubatºr ortamlarē tercih edilmektedir (55, 56). 

Babesiosisôin epidemiyolojisinde, konak sēĵērēn ērkēna, yaĸēna baĵlē faktºrler farklēlēklar 

gºsterse de ºzellikle hayvanēn yaĸadēĵē coĵrafik bºlge koĸullarē ele alēndēĵēnda ºnem 

arz etmektedir. Endemik stabil bir bºlgede yaĸayan ineklerden doĵan yavrular kolostral 

baĵēĸēklēk sebebiyle hastalēĵa karĸē diren­ gºstermektedirler. Ancak bu baĵēĸēklēk 2 

ayda sona ermektedir. Takiben, 4-7 ayda sona eren yaĸ direnci oluĸmaktadēr. Genellikle 

bu t¿r sēĵērlarda, ilk 6-9 ayda babesiosis nadiren klinik semptom gºstermekte ve 

hayvanda uzun s¿reli bir baĵēĸēklēk ĸekillenmektedir. Bu bºlgelerde yaĸayan sēĵērlarēn 
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%75ôinin ilk 9 ayda babesiosisôe yakalanmalarē durumunda, bu bºlgede endemik 

stabilitenin korunacaĵē ve klinik hastalēĵa nadiren rastlanacaĵē bildirilmiĸtir (57, 58). 

2.5.1. Sēĵēr Babesiosisiônin D¿nyaôdaki Yayēlēĸē 

Sēĵēr babesiosisôi ile ilgili D¿nyaôda bir­ok ­alēĸma yapēlmēĸtēr. Sēĵēr babesiosisôi, 

tropik ve subtropik bºlgelerde yaygēn olarak gºr¿lmekle birlikte deĵiĸik patojenik 

Babesia t¿rleri ve farklē t¿rlerdeki kenelerin vektºrl¿k yapabilmeleri nedeniyle global 

bir hastalēk olarak tanēmlanmaktadēr (59).  

Babesia bovis ve B. bigemina Afrika, Amerika, Asya, Avustralya ve Avrupaôda 

gºr¿l¿rken B. major, Asya ve Avrupaôdan bildirilmiĸtir. B. occultans, Afrika ve 

Asyaôdan, B. ovata Asyaôdan, B. divergens, Avrupa ve Asyaôdan, B. jakimovi ise 

Sibiryaôdan rapor edilmiĸtir (10, 14).  

D¿nyaôda sēĵēr babesiosisôin serolojik prevalansē; Bel­ikaôda %10,7-20 (60), 

Macaristanôda %0,3 (61), Ķtalyaôda %23,1 (62), Yunanistanôda %2,7-21,6 (63), 

Portekizôde %52-79 (64), G¿ney Afrikaôda %19,47-63,3 (65-68), Kuzey Afrikaôda 

%10,8-42,2 (69), Sudanôda %6,1 (70), Kenyaôda %0,42-49 (71, 72), Nijeryaôda %55-93 

(73), Malezyaôda %16-74,4 (74, 75), Hindistanôda %23,33-56,11 (76), Brezilyaôda 

%86-99,2 (77-79), Taylandôda %68,8-75,8 (80), Mozambikôte %22,8-48,1 (81), 

Arjantinôde %20 (82), Tanzanyaôda %6-96 (83-85), Guatemalaôda %89,6-95,8 (86), 

Bolivyaôda %24-78 (87), Zimbabveôde %32-52 (88), Karayiplerôde %52-62 (89), 

Paraguayôda %71-79 (90), Venez¿ellaôda %38,8-78,2 (91), El Salvadorôda %70,5-73,5 

(92) ve Guyanaôda %16-80 (93) olarak bildirilmiĸtir. 

D¿nyaôda sēĵēr babesiosisôinin molek¿ler prevalansē; Ķspanyaôda %0,75-6 (94-96), 

Portekizôde %4,2-71 (64, 97), Sudanôda %0,3-48,9 (70, 98, 99), Tayvanôda %0,6-1,9 

(100), Mozambikôte %27-90 (101), Tunusôta %4,3-6,8 (102), Zimbabveôde %35-47 

(103), Arjantinôde %34 (82) ve Meksikaôda %60,1-66,7 (104) olarak rapor edilmiĸtir. 

2.5.2. Sēĵēr Babesiosisiônin T¿rkiyeôdeki Yayēlēĸē 

Babesia bigemina tropik ve subtropik iklim kuĸaĵēnda bir­ok ¿lkede gºr¿lmektedir. 

¥zellikle, Afrika, Avustralya, Avrupa, Orta Doĵu, Orta ve G¿ney Amerikaôda yaygēn 

olarak gºr¿l¿r, Amerika Birleĸik Devletleriônde ise eradike edilmiĸtir.  
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T¿rkiyeôde ilk olarak 1890ôda Nicole ve Adilbey tarafēndan mikroskobik tarifi yapēlan 

B. bigeminaônēn yol a­tēĵē sēĵēr babesiosisôi ­alēĸmalarē; Ķbrahim Ekrem (105), 

Lestoquard (106), Gºren ve Yetkin (107), Aysoy (108), Mimioĵlu (109), Kurtpēnar 

(110)ôēn araĸtērmalarē ile devam etmiĸtir. Mimioĵlu (109) Karadeniz Bºlgesi'nde 

mikroskobik bakēsēnē yaptēĵē 70 sēĵērēn 5ôinde, Gºksu (111) Ankara civarēnda 996 

sēĵērēn 6ôsēnda ve takiben ¥zcan (112) Ankara ¦niversitesi Veteriner Fak¿ltesi 

kliniklerine getirilen 194 sēĵērēn 2ôsinde B. bigeminaôyē pozitif bulmuĸlardēr. Diĵer 

yandan Erkut (113) Ege Bºlgesiônde incelediĵi 141 sēĵērēn 7ôsinde piroplazmosis 

gºr¿ld¿ĵ¿n¿; Gºksu (114) Karadeniz Bºlgesi'nin bazē illerinde 37ôsi babesiosisôden 

ĸ¿pheli, 43ô¿ saĵlēklē toplam 80 sēĵērēn 3ô¿nde, yine aynē araĸtērēcēnēn Doĵu Anadolu 

sēĵērlarē (115) ile T¿rkiyeônin farklē bºlgelerinde sēĵērlarda Piroplasmida enfeksiyonlarē 

¿zerine yaptēĵē araĸtērmasēnda (116) Ege ve Marmara Bºlgelerinde B. bigeminaônēn 

bulunduĵu rapor edilmiĸtir. Takiben Hoffman et al. (117) T¿rkiyeônin Asya bºl¿m¿nde 

sēĵērlarda piroplazmosis vakalarēnēn yaygēn olduĵunu ve muayenesi yapēlan sēĵērlarēn 

%3,5ôinde hastalēĵēn B. bigeminaôdan kaynaklandēĵēnē; Mimioĵlu ve ark. (118) 

T¿rkiyeôde B. bigeminaônēn diĵer Babesia t¿rlerine gºre daha yaygēn olduĵunu ileri 

s¿rm¿ĸt¿r. ¥te yandan OĶEônin T¿rkiyeôde sēĵērlarda ve koyunlarda anaplasmosis, 

piroplazmosis ve theileriosisôin yaygēnlēĵē ve bu hastalēklarēn kontrol¿ hakkēnda 

1976ôda Bull Off Int Epizôda yayēnlamēĸ olduĵu ilk resmi ¿lke raporu, tick-borne 

enfeksiyonlar i­in ºnemli bir miladē oluĸturmuĸtur (119). Takip eden dºnemlerde, 

mikroskobik olarak B. bigemina; Ķstanbul ve ­evresinde piroplazmozis semptomu 

gºsteren 112 sēĵērēn 13ô¿nde (120), Elazēĵ yºresinde 69 piroplazmosis ĸ¿pheli sēĵērēn 

4ô¿nde (121), Ankaraônēn Beytepe kºy¿nde 185 sēĵērēn 3ô¿nde (122) gºr¿lm¿ĸt¿r. ¥te 

yandan B. bigeminaônēn Van Bºlgesi sēĵērlarēnda bulunduĵu (123), Karadeniz 

Bºlgesi'nde 76 sēĵērēn 72ôsinde Babesia sp. saptandēĵē rapor edilmiĸtir (124). Aynē 

dºnemde Ankaraônēn ¢ubuk il­esinde B. bigeminaônēn mikroskobik insidensi %18,8 

olarak bulunmuĸtur (125). Diĵer yandan B. bigeminaônēn mikroskobik prevalansē,  

Malatya ve bazē G¿neydoĵu Anadolu illerinde %0,5-1 arasēnda (126), Samsun yºresi 

sēĵērlarēnda %32,21 (127); Kayseri yºresinde %6,8 (128) olarak rapor edilmiĸtir. 

Takiben Babesia spp. prevalansē, Konya yºresinde %11,46 (129),  Elazēĵ, Malatya ve 

Tunceli illerinde %0,6-1,4 arasēnda (130), Adana yºresinde ise %31,8 (131) oranēnda 

bildirilmiĸtir. Diĵer yandan Konyaôda Sel­uk ¦niversitesi Veteriner Fak¿ltesi 

kliniklerine getirilen 11 g¿nl¿k bir buzaĵēda B. bigeminaôdan ileri gelen akut 
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babesiosis olgusu tespit edilmiĸtir (132). Sevgili ve ark. (133) ķanlēurfa ilinde 191 sēĵēr 

¿zerinde y¿r¿tt¿kleri bir ­alēĸmada kan ºrneklerinin mikroskobik incelenmesi sonucu 

babesiosis prevalansēnē %9,94 olarak saptamēĸlardēr. Karadeniz Bºlgesiônde 542 sēĵēr 

¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada ise, mikroskobik analizler sonucu babesiosis prevalansē 

%1,7 olarak tespit edilmiĸtir (134). Sivasôta 240 sēĵērdan alēnan kan ºrneklerinin 

mikroskobik incelemelerinde %5,83 oranēnda Babesia sp. saptanmēĸtēr (135). ¥te 

yandan, Marmara ve Ege Bºlgesiônde bulunan 9 ilde toplam 235 sēĵēr ¿zerinde 

y¿r¿t¿len bir araĸtērmada mikroskobik analizler sonucu babesiosisôe yol a­an 

piroplazmik formlar tespit edilememiĸtir (136).   

T¿rkiyeôde sēĵērlarda babesiosisôin serolojik teĸhisi, IFAT ile seroinsidens ĸeklinde ilk 

kez Ankaraôda yapēlmēĸ ve 185 sēĵērēn 9ôunda B. bigeminaôya karĸē antikor saptanmēĸtēr 

(137). Takiben bir kēsēm araĸtērēcē (122, 124, 125, 128-130, 138-144) IFAT ile B. 

bigeminaôya karĸē antikor araĸtērmēĸtēr. 

Sēĵērlarda babesiosisôin seroinsidensi ¿zerine yapēlan ­alēĸmalarda B. bigemina; 

Karadeniz Bºlgesi'nde 76 sēĵērēn 47ôsinde (%61,84) (124), Ankaraônēn ¢ubuk il­esinde 

ise %100 bulunmuĸtur (125). Takiben B. bigemina seropozitifliĵi; Ankara civarēnda 

%49 (139), %80 (140), %7,3 (143) ve %8,8 (142); Adana yºresinde %55 (145) ve %75 

(141); Elazēĵôda %31,9, Malatyaôda %7,1 ve Tunceliôde %7,3 (130);  Konya yºresinde 

%53,07 (129); Kayseri yºresinde %23,03 (128) ve Antakya yºresinde %0,9 (144) 

olarak bildirilmiĸtir. T¿rkiye genelinde B. bigemina seropozitifliĵi, Karadeniz 

Bºlgesi'nde %61,8, Doĵu Anadolu Bºlgesi'nde %42,9, G¿neydoĵu Anadolu 

Bºlgesi'nde %48,8, Akdeniz Bºlgesi'nde %50,8, Marmara Bºlgesi'nde %48,9 ve Ege 

Bºlgesi'nde %68,5 olarak rapor edilmiĸtir (140). ¥te yandan T¿rkiyeôde sēĵēr 

babesiosisôinin mevsimsel seroinsidensi ve hastalēk insidensi, ilk kez ¢ukurova 

bºlgesinde araĸtērēlmēĸ ve yapēlan seroepidemiyolojik yoklamayla mevsimsel 

seroinsidens B. bigemina i­in 0,600, hastalēk insidensi ise 0,030 olarak saptanmēĸtēr 

(141). ķanlēurfaôda yapēlan bir ­alēĸmada 191 sēĵēr kan ºrneĵi IFA testine tabii tutulmuĸ 

ve B. bigemina prevalansē %43,97 olarak hesaplanmēĸtēr (133). Sivasôta yapēlan bir 

­alēĸmada incelenen 120 sēĵēr serumunun 45ôinde (%37,5) B. bigeminaôya karĸē antikor 

pozitifliĵi belirlenmiĸtir (135). T¿rkiye genelinde yapēlan diĵer bir ­alēĸmada ise 81 

ilden 3773 sēĵērdan kan serumu toplanmēĸ B. bovis ve B. bigemina seroprevalansēnē 

tespit etmek amacēyla IFA testi yapēlmēĸtēr. IFA testi ile incelenen 3773 sēĵēr serumunun 
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%16,9ôu sadece B. bigemina, %9,46ôsē ise hem B. bovis hem de B. bigemina antikorlarē 

yºn¿nden pozitif bulunmuĸtur (146). Karadeniz Bºlgesiônde yapēlan 

seroepidemiyolojikal bir araĸtērmada, Samsun, Sinop, Kastamonu, Amasya, Tokat, 

Ordu ve Giresun illerinde, toplam 27 kºy ve 77 ­iftlikte y¿r¿t¿len bir ­alēĸmada 256 

sēĵērdan toplanan kan ºrnekleri IFA testi ile incelenmiĸ ve sēĵērlarēn %38,6ôsēnēn B. 

bovis, %14,8ôinin B. bigemina ve %6ôsēnēn B. bovis-B. bigemina mix enfekte olduĵu 

bildirilmiĸtir (147). 

Son yēllarda molek¿ler biyolojideki geliĸmelere paralel olarak, hastalēk etkenlerinin 

DNA'sēnē ortaya koymaya yºnelik molek¿ler yºntemler (Polymerase Chain Reaction 

(PCR), Reverse Line Blotting (RLB), Nested PCR, Real-Time PCR vb.) ortaya ­ēkmēĸ 

ve kullanēlmaya baĸlanmēĸtēr (148). G¿n¿m¿zde bu yºntemler, hastalēk etkenlerinin 

teĸhisinde tercih edilir olmuĸlardēr.  

T¿rkiye'de PCR ile sēĵērlarda babesiosisôin teĸhisi ilk defa Tany¿ksel ve ark. (149) 

tarafēndan yapēlmēĸ olup B. bigemina Ankara yºresinde %8,45, Burdur yºresinde %8 

ve Kayseri yºresinde %5 olarak bulunmuĸtur. Bunu takiben T¿rkiyeôde ilk defa RLB 

ile yapēlan ­alēĸmada, Ankara yºresinde B. bigemina pozitifliĵi %6 olarak 

saptanmēĸtēr (143). Kayseri yºresinde sēĵērlarda B. bigeminaônēn molek¿ler prevalansē 

%0,6 (150) ve yine Kayseriôde sēĵēr barēnaklarēndan toplanan kenelerde T¿rkiyeôde ilk 

defa RLB ile B. bigeminaônēn molek¿ler prevalansē %14 olarak tespit edilmiĸtir (151). 

Diĵer yandan T¿rkiyeônin ­eĸitli yºrelerinden elde edilen B. bigemina izolatlarēnēn 

molek¿ler karakterizasyonu yapēlmēĸtēr (152, 153). Ayrēca Kayseri yºresinde 

sēĵērlardan toplanan keneler ¿zerinde yapēlan molek¿ler ­alēĸmalar sonucu Babesia sp. 

saptanmēĸ ve bu suĸ Babesia sp. (Kayseri 1) olarak GenBankôa kayēt ettirilmiĸtir 

(151). Doĵu Karadeniz Bºlgesiônde sēĵērlar ¿zerinde yapēlan molek¿ler ­alēĸmada B. 

bigemina %0,77 oranēnda tespit edilmiĸtir (154). Karadeniz Bºlgesiônde 542 sēĵēr 

¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada, toplanan kan ºrnekleri RLB analizlerine tabii tutulmuĸ 

ve elde edilen sonu­lara gºre B. bigemina prevalansē %2,2 olarak saptanmēĸtēr (134). 

Aktas and Ozubek (155) Bartēnôda 100 sēĵēr kan ºrneĵi ¿zerinde yaptēklarē bir 

araĸtērmada teĸhis yºntemi olarak RLB kullanmēĸlar ve B. bigemina prevalansēnē %1 

olarak bildirmiĸlerdir. Erzurumôda meraya ­ēkmēĸ ve saĵlēklē gºr¿n¿ml¿ farklē yaĸ, 

cinsiyet ve ērkta toplam 300 sēĵēra ait tam kan ºrnekleri ¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada 

Real Time PCR yºntemi kullanēlmēĸ ve B. bigeminaônēn prevalansē %5,7 olarak 
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belirlenmiĸtir (156). Zhou et al., (157) T¿rkiyeônin 6 ilinde; [Konya (n=110), 

Karaman (n=12), Adana (n=13), ķanlēurfa (n=9), Diyarbakēr (n=13) ve Kērklareli 

(n=39)] PCR tekniĵini kullanarak yapmēĸ olduklarē bir ­alēĸmada B. bigemina 

prevalansēnē %11,2 olarak bildirmiĸlerdir.  

T¿rkiyeôde B. bovis, ilk kez Mimioĵlu (109) tarafēndan Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu 

vilayetlerinde sēĵērlarda ñHaemataurai vesicalis bovisò araĸtērmasē ile g¿ndeme gelmiĸ; 

Gºksu (111) Ankaraôda incelediĵi 996 sēĵērēn 2ôsinde, takiben aynē araĸtērēcē (114) bazē 

Karadeniz illerinde mikroskobik bakēsē yapēlan 80 sēĵērēn 3ô¿nde B. bovisôi bulmuĸtur. 

Gºksu (116) T¿rkiyeônin farklē bºlgelerinde sēĵērlarda Piroplasmida enfeksiyonlarē 

¿zerine yaptēĵē araĸtērmasēnda B. bovisôin Marmara ve G¿ney Doĵu Anadoluôda 

gºr¿ld¿ĵ¿n¿; Mimioĵlu ve ark. (118) B. bovis (Babesia berbera) Karadeniz bºlgesinde 

daha fazla bulunduĵunu ileri s¿rm¿ĸlerdir. ¥te yandan mikroskobik bakēyla, Elazēĵ 

yºresinde i­ organlarēndan froti yapēlan 4 sēĵērēn 1ôinde (121) ve Ankaraôda 185 sēĵērēn 

1ôinde (137) B. bovis saptanmēĸtēr. Babesia bovisôin mikroskobik pozitifliĵi; Marmara 

bºlgesinde %34,8 (120), Malatya ve bazē G¿neydoĵu Anadolu illerinde %0,5-1,5 

arasēnda (126); Samsun yºresinde %29,53 (127), Kayseri yºresinde %1,04 (128) 

bulunmuĸ ve mikroskobik insidensi Ankaraônēn ¢ubuk il­esinde %9 olarak 

saptanmēĸtēr (125). 

Babesia bovis seroinsidensi; IFAT ile Ankaraônēn Beytepe kºy¿nde 185 sēĵērēn 18ôinde 

(122, 137), Ankara yºresinde 46 sēĵērēn 22ôsinde (138), Karadeniz bºlgesinde 76 sēĵērēn 

34ô¿nde (%44,73) (124), Ankaraônēn ¢ubuk il­esinde %59 (125) bulunmuĸtur. 

¢ukurova bºlgesinde sēĵēr babesiosisôinin mevsimsel seroinsidensi B. bovis i­in 0,292 

ve hastalēk insidensi ise 0,030 olarak saptanmēĸtēr (141). Babesia bovis seropozitifliĵi; 

T¿rkiye genelinde ELISA ile %51,2 (158); IFAT ile Ankara civarēnda %10,4 (139), 

%41,6 (140), %1,3 (143) ve %2,4 (142); Elazēĵôda %1,4 ve Tunceliôde %0,6 (130); 

Kayseri yºresinde %1,04 (128); Doĵu Anadoluôda %5,6, G¿neydoĵu Anadoluôda %6,4, 

Akdenizôde %31,6, Egeôde %51,4 ve Marmaraôda %41,8 (140) olarak saptanmēĸtēr. 

Sivasôta yapēlan bir ­alēĸmada incelenen 240 sēĵēr serumunun 32ôsinde (%13,3) B. 

bovisôe karĸē antikor pozitifliĵi belirlenmiĸtir (135). T¿rkiye genelinde yapēlan diĵer bir 

­alēĸmada ise 81 ilden 3773 sēĵērdan kan serumu toplanmēĸ B. bovis ve B. bigemina 

seroprevalansēnē tespit etmek amacēyla IFA testi yapēlmēĸtēr. IFA testi ile incelenen 

3773 sēĵēr serumunun %24,5ôi B. bovis antikorlarē yºn¿nden pozitif bulunmuĸtur (146). 
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Diĵer yandan T¿rkiye'de B. bovisôin molek¿ler prevalansē; PCR ile Ankara yºresinde 

%12,68, Burdur yºresinde %8 ve Samsun yºresinde %3,85 (149); RLB ile Ankara 

yºresinde %2,3 (143), Trakya bºlgesinde %1,3 (159) olarak saptanmēĸtēr. Karadeniz 

Bºlgesiônde 542 sēĵēr ¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada, toplanan kan ºrnekleri RLB 

analizlerine tabii tutulmuĸ ve elde edilen sonu­lara gºre B. bovis prevalansē %1,8 

olarak saptanmēĸtēr (134). Marmara ve Ege Bºlgesinde yapēlan bir araĸtērmada ise 

teĸhis metodu olarak RLB kullanēlmēĸ ve toplam B. bovis prevalansē %0,42 olarak 

tespit edilmiĸtir (136). Aktas and Ozubek (155) Bartēnôda 100 sēĵēr kan ºrneĵi 

¿zerinde yaptēklarē bir araĸtērmada teĸhis yºntemi olarak RLB kullanmēĸlar ve B. bovis 

prevalansēnē %9 olarak bildirmiĸlerdir. Erzurumôda meraya ­ēkmēĸ ve saĵlēklē 

gºr¿n¿ml¿ farklē yaĸ, cinsiyet ve ērkta toplam 300 sēĵēra ait tam kan ºrnekleri 

¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada Real Time PCR yºntemi kullanēlmēĸ ve B. bovisôin 

prevalansē %9,3 olarak belirlenmiĸtir (156). Diĵer yandan T¿rkiyeônin ­eĸitli 

yºrelerinden elde edilen B. bovis izolatlarēnēn molek¿ler karakterizasyonu yapēlmēĸtēr 

(152, 153). 

T¿rkiyeôde B. divergens ile ilgili sēnērlē ­alēĸmalar mevcuttur. Karadeniz Bºlgesiônde 

yapēlan bir ­alēĸmada, babesiosis klinik semptomlarē gºsteren bir sēĵērda B. divergens 

piroplazmik formlarē mikroskobik olarak saptanmēĸ ve gºsterilmiĸtir (155). Bu t¿rle 

ilgili serolojik ­alēĸmalar da sēnērlēdēr. Ankara yºresinde (138) ve Ankaraônēn Beytepe 

kºy¿nde (122, 137) IFAT ile yapēlan seroinsidens ­alēĸmalarēnda ve Antakya yºresinde 

(144) IFAT ile yapēlan seroprevalans yoklamasēnda B. divergensôe karĸē antikor 

saptanamamēĸtēr. Buna karĸēlēk IFAT ile Karadeniz Bºlgesiônde yapēlan seroinsidens 

­alēĸmasēnda 76 sēĵērēn 57ôsinde B. divergensôe karĸē antikor oluĸtuĵu saptanmēĸtēr  

(124). Diĵer yandan B. divergens seropozitifliĵi; Doĵu Anadoluôda %3,7, Akdenizôde 

%7,2, Egeôde %18,5, Marmaraôda %2 ve Karadenizôde %75 (140); Elazēĵôda %3,5, 

Malatyaôda %0,6 ve Tunceliôde %1,2 (130) ve Kayseri yºresinde %2,09 (128) olarak 

bildirmiĸtir. ¢ukurovaôda sēĵēr babesiosisôinin mevsimsel seroinsidensi B. divergens 

i­in 0,121; hastalēk insidensi ise 0,030 olarak saptanmēĸtēr (141). 

T¿rkiye'de B. divergensôin molek¿ler prevalansē; PCR ile Samsun yºresinde %3,37 

(149); Ankara yºresinde RLB ile %1,1 olarak saptanmēĸtēr (142). 

Babesia majorôun T¿rkiyeônin Marmara bºlgesinde varlēĵē iddia edilmiĸ (160) fakat 

bug¿ne kadar mikroskobik ve serolojik olarak pozitiflik bildirilmemiĸtir. Ayrēca, son 
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yēllarda RLB ile yapēlan araĸtērmalarda B. majorô¿n molek¿ler pozitifliĵi Ankara 

yºresinde %0,2 olarak saptanmēĸtēr (142). Bunun yanēnda Doĵu Karadeniz 

Bºlgesiônde yapēlan bir ­alēĸmada 389 sēĵēr kan ºrneĵi RLB yºntemi ile incelenmiĸ ve 

iki ºrnekte (%0,51) B. major tespit edilmiĸtir (161). 

Aktas and Ozubek (155)ôin Karadeniz Bºlgesiônde, RLB tekniĵini uyguladēklarē bir 

­alēĸmalarēnda Babesia occultansôēn prevalansēnē %3 olarak rapor etmiĸlerdir. ¥te 

yandan, B. jakimovi ve B. ovata ise T¿rkiyeôden hen¿z bildirilmemiĸtir. 

2.6. BABESĶOSĶSôĶN KLĶNĶK BELĶRTĶLERĶ 

Babesiosisôin en tipik klinik belirtileri; eritrositlerdeki yēkēmlara baĵlē olarak ortaya 

­ēkan anemi ve 41,5-42 
o
C'ye ulaĸan y¿ksek ateĸtir. Bunun yanēnda ikterus, iĸtahsēzlēk, 

dehidrasyon ve hemoglobin¿ri babesiosisli hayvanlarda gºr¿len klinik 

semptomlardandēr (162). 

Klinik belirtiler etkenin vektºr kene tarafēndan konaklara verilmesini takiben 2-12 g¿n 

i­erisinde ortaya ­ēkmaktadēr. Hasta hayvanlarda klinik belirtiler Babesia t¿rleri veya 

suĸlar arasē virulans farklēlēĵēna ve sēĵērēn ērkēna gºre farklēlēk gºsterebilmektedir. 

Hastalēk etkenleri ºzellikle eriĸkin hayvanlar i­in daha patojeniktir. Bir yaĸēndan k¿­¿k 

olan hayvanlar anneden kolostrumla ge­en antikorlar sebebiyle hastalēktan ciddi oranda 

etkilenmemektedirler. Hasta hayvanlarda,  paraziteminin artmasēna baĵlē olarak 42 

o
Côye ­ēkan ateĸ bir hafta kadar devam edebilmektedir. Bununla birlikte iĸtahsēzlēk, 

solunum sayēsēnda artēĸ, kas titremeleri, anemi, sarēlēk ve aĵērlēk kaybē da gºr¿l¿r. 

Ayrēca, hayvanlarda anoreksi ve ruminal atoni gºr¿l¿r. Dēĸardan gºzlendiĵinde 

hayvanlarēn tedirgin olduklarē, gºlgelik alanlara sēĵēnmaya ­alēĸtēklarē ve s¿rekli yerde 

yatma isteĵinde olduklarē gºr¿l¿r. Hayvanlar bulunduklarē yerde kendi etraflarēnda 

kavis ­izerler, t¿yleri karēĸmēĸ ve kabarmēĸ olup nefes alēĸveriĸlerinde g¿­l¿k ve 

taĸikardi gºr¿l¿r. Baĸlangē­ta m¿kºz membranlar kērmēzēdēr fakat eritrositik yēkēmē 

takiben anemiye baĵlē m¿kºz membranlarda soluklaĸma oluĸur. Anemi ­ok hēzlē bir 

ĸekilde meydana gelir ve yaklaĸēk olarak eritrositlerin %75'i birka­ g¿n i­erisinde 

yēkēmlanēr. Buna baĵlē olarak da hemoglobin¿ri ve hemoglobinemi ĸekillenebilir. 

Hemoglobin¿riyi takiben ikterus ortaya ­ēkar. Hasta hayvanlarda kilo kaybē ve s¿t 

veriminde azalmalar gºr¿l¿r. Kan suludur (18, 163, 164). 
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Babaesia bovis diĵer sēĵēr Babesia t¿rlerine gºre daha patojen bir t¿rd¿r. B. bovis 

enfeksiyonlarēnda, enfekte eritrositlerin beyin kapillarlarēna yapēĸmasēna baĵlē olarak 

merkezi sinir sistemi bozukluklarē da ĸekillenebilmektedir. Hastalēĵēn ileri safhalarēnda 

tremorlar ve koma ĸekillenebilir. Ayrēca konstipasyon veya diare gºr¿lebilmekte ve 

gebeliĵin son dºneminde abort ĸekillenebilmektedir. Hastalēk boĵalarda ge­ici 

infertiliteye neden olabilir. B. bovisôin beyin ve bºbrekteki kapillar damarlara yerleĸme 

eĵilimi vardēr ve sēk sēk bu organlarda hasara sebep olarak klinik belirtilerin 

ĸekillenmesine yol a­maktadērlar. Cerebral babesiosis geliĸtiĵi durumlarda hayvanlarda 

bilin­sizce hareket ederler, koordinasyon bozukluĵu oluĸur ve sonucunda ºl¿m gºr¿l¿r. 

B. bovis enfeksiyonlarēnda beyin kapillarlarēnēn tēkanmasēna baĵlē olarak 12-36 saat 

i­erisinde perakut ºl¿m ĸekillenebilmektedir (18, 23, 43, 165-167).  

Babesia bigemina izolatlarēnēn patojeniteleri farklēlēklar gºsterilebilir. Yapēlan bir 

­alēĸmada; Avustralya'daki  sēĵērlarda tespit edilen B. bigemina suĸunun hayvanlarda 

nadiren enfeksiyona sebep olduĵu, buna karĸēn Afrika'da tespit edilen suĸun ise ­ok 

daha patojenik olduĵu rapor edilmiĸtir (15). B. bigemina enfeksiyonlarēnda, 

hemoglobin¿ri, ­oĵunlukla olmasēna karĸēn bazē olgularda gºr¿lmeyebilir. Patojenik 

etkileri ise daha ­ok eritrosit yēkēmē ile alakalēdēr. Parazit, eritrosit i­inde s¿rekli 

aseks¿el bºl¿nmeyle ­oĵalarak intravask¿ler hemolize neden olur ve bunun sonucunda 

da hemolitik anemi ĸekillenir (168). B. bigemina ­oĵunlukla dolaĸēm kanēnda bulunur. 

Ancak beyin kapillarlarēna da gidebilir. Bazē enfeksiyonlarda beyin kapillarlarēnēn 

tēkanmasēna baĵlē olarak 12-36 saat i­erisinde perakut ºl¿m ĸekillenebilir. Akut 

olgularda, 4-8 g¿n i­inde ºl¿m gºr¿l¿r. Tedavi edilmeyen hayvanlarda mortalite, %50-

90 arasēnda deĵiĸir. Kronik durumlarda ise ateĸ ­ok y¿ksek deĵildir ve genellikle 

hemoglobin¿ri gºr¿lmez (18, 163, 164).  

Babesiosisôli hayvanlarda hematolojik ve biyokimyasal parametrelerde de deĵiĸiklikler 

olmaktadēr. B. bigemina ile enfekte sēĵērlarda hastalēĵēn s¿resi ve ĸiddetine baĵlē olarak 

eritrosit sayēsē, hemoglobin miktarē ve hematokrit deĵerlerde ºnemli derecede azalmalar 

olmaktadēr. Serumda transaminazlar (SGOT, SGPT), alkalin fosfataz, konjuge olmamēĸ 

bilirubin ve kan ¿re nitrojen seviyelerinde bir y¿kselme ve enfeksiyonun ge­ dºneminde 

kalsiyumda bir azalma gºr¿lmektedir. Total serum proteinlerinde ise biraz azalma 

dikkati ­ekmektedir. Plazma fibrinojeninin yapēsēnda da deĵiĸiklikler olmaktadēr (5, 9, 

15, 169, 170). 
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2.7. BABESĶOSĶSôĶN PATOGENEZĶ 

Babesiosisôin akut fazēnda ortaya ­ēkan aneminin oluĸumunda kallikrein-kinin sistemi 

ºnemli bir yere sahiptir. Eritrosit yēkēmēndan hemen ºnce, konaĵēn plazma 

bileĸimindeki deĵiĸimler sonucu kallikrein aktif hale ge­er. Enfeksiyonun 

baĸlamasēndan hemen sonra antijen-antikor reaksiyonu veya doku hasar ¿r¿nleri ile 

ilgili olarak kinin ve aktif kallikrein d¿zeyi artar, kininojen seviyesi azalēr. Bunlara baĵlē 

olarak damarlarda dilatasyon, kan akēĸēnda yavaĸlama, kēlcal damar duvarlarēnda 

bozulmalar olur ve damar duvarlarēnēn ge­irgenliĵi artar. Bunun sonucu olarak da ĸok 

meydana gelmektedir Konglutinin ve fibronektin d¿zeylerinin azalmasē sonucu 

eritrositlerde k¿melenme ve kapillar damarlarda tēkanmalar ĸekillenir. Fibrinojen ile 

ilgili ¿r¿nler artar, plazminojen azalēr ve buna baĵlē olarak koagulasyon bozukluklarē ve 

eritrosit birikimi gºr¿l¿r. Eritrositler, beyin dahil i­ organlarēn mikrokapillar sisteminde 

k¿melenir ve damarlarēn tēkamasēna yol a­ar. Bu tip patogenez, daha ­ok parazitli 

eritrositlerin k¿melenerek damarlarē tēkadēĵē B. bovisôde gºr¿l¿r (23, 163). Bu kapillar 

blokajēn olmadēĵē B. bigemina ve B. divergens enfeksiyonlarēnda ise en ºnemli patolojik 

etki, eritrosit hasarēdēr (171). Kinin ve benzeri maddelerin eritrosit y¿zeyinin ozmotik 

ge­irgenliĵini bozmasēyla eritrositler kolayca lize olur (43). Bunun yanēnda ĸiddetli 

patogenezis; kēsmen immunite, ºzellikle gen­ danalarēn diren­li olmasēnda etkili olan ve 

bir­ok h¿cre i­i patojene karĸē koruyucu immunitede rol oynayan interferon gama (IFN-

g), t¿mor nekrozis faktºr alfa (TNF-a) ve nitrik oksit (NO)ôi i­eren mediatºrlerle 

ilgilidir ( 172). 

Patogenezisin temeli, eritrositlerdeki devamlē ve ĸiddetli parazitemi ve eritrosit 

par­alanmasē sonucu meydana gelen anemi ve anemik anoksidir. Anemi rejeneratif tipte 

olup, kan tablosuna bakēldēĵēnda retik¿lositler ve ­ekirdekli eritrositler gºr¿l¿r. 

Meydana gelen vazodilatasyon ve azalan kan dolaĸēmē sebebiyle, non-spesifik genel bir 

yangē tablosu oluĸur (162, 163, 171). Azalan kan dolaĸēm hēzē sebebiyle, bazē hayati 

organlarda anoksi meydana gelir ve parazitin toksik ¿r¿nleri ya da organlardan 

kaynaklanan metabolik ¿r¿nlerle genel bir organ tahribatē oluĸur. Retik¿loendotelyal 

sistem h¿crelerinin ºzellikle de histiyositlerin; ºl¿, anormal eritrositleri ve ­ºz¿nm¿ĸ 

fibrini uzaklaĸtērmasē yanēnda enfekte eritrositleri uzaklaĸtērmada da rol¿ vardēr. 

Histiyositler, dalak ve lenf nod¿llerinin sin¿sleri ile karaciĵerin sin¿zoidlerini 

doldurarak bu organlarda hipertrofi ve hiperplazilere yol a­arlar. Dalak ve lenf 



24 

 

 

yumrularē, ºdem ve hemoglobinemiye baĵlē olarak b¿y¿m¿ĸ ve siyah renklidir. 

Hemolitik olaylara olduk­a duyarlē olan bºbreklerde, glomeruluslar ve renal tubuller 

hemoglobin ile doludur. Normal ĸartlarda renal tubullerden geri emilebilen hemoglobin, 

miktarēn fazla olduĵu durumlarda emilemeyerek idrara ge­er. Bºbrekteki hasar, 

hemolizin ĸiddetine baĵlēdēr. Akut olaylarda, bºbrek b¿y¿m¿ĸ ve siyah renklidir. Ķdrar 

kesesi, kērmēzē renkli idrarla doludur (43, 171).  

Nekropside, konjuktivalar, yaĵlar ve deri altē baĵ dokusunun anemik ve ikterik olduĵu 

gºzlenir. Serºz zarlarda peteĸiyel kanamalar, v¿cut boĸluklarēnda sēvē bulunabilir. 

Karaciĵer ve dalakta b¿y¿me meydana gelmiĸtir. Safra kesesi, koyu sarē-yeĸil safra ile 

iyice doludur. Ķdrar kesesi; geniĸlemiĸ, duvarē incelmiĸ ve koyu renkli idrarla dolup 

gerginleĸmiĸtir. Dalak sert kēvamlēdēr; diseke edildiĵinde pulpa kesit y¿z¿nden dēĸarē 

taĸar. Bºbrekler koyu renklidir. Diĵer organlarda konjesyon ve peteĸiyel kanamalar 

gºzlenir. Akciĵer ve beynin etkilendiĵi durumlarda akciĵerlerde peteĸiyel kanamalar ve 

pulmoner ºdem yanēsēra beyin gri maddesinin pembe renk aldēĵē ve beyinde konjesyon 

olduĵu gºr¿l¿r. Ayrēca epikardiyum ve endokardiyumda hemoraji olduĵu ve merkezi 

sinir sistemi harabiyeti bu hastalēkta gºr¿len patolojik bulgulardandēr (19, 23, 43, 132, 

170, 173-175). 

2.8. BABESĶOSĶSôTE BAĴIķIKLIK 

Babesiosisôe karĸē immun yanēt, doĵal ve kazanēlmēĸ baĵēĸēklēĵēn aktif h¿creleri 

tarafēndan ger­ekleĸir. Doĵal baĵēĸēklēk mekanizmasēnda, spesifik olmayan 

(nonspesifik) komponentler mikroorganizmalara karĸē ilk savunma basamaĵēnē 

oluĸtururlar. Kazanēlmēĸ baĵēĸēklēk sistemi ise, yabancē bir antijenle karĸēlaĸēldēĵēnda 

uyarēlan ve sadece o antijene ºzg¿ olarak geliĸen, o antijenle bir kez daha 

karĸēlaĸēldēĵēnda daha etkin bir ĸekilde cevap verilmesini saĵlayan bir sistem olup, 

humoral ve h¿cresel savunma ĸeklinde ortaya ­ēkar. Hayvanlarda Babesia t¿rleri ile 

doĵal enfeksiyondan sonra, kuvvetli bir baĵēĸēklēk meydana gelmektedir. Enfeksiyon 

sērasēnda fagositozun artmasē, enfekte h¿crelerin makrofajlar tarafēndan sindirilmesi ve 

enfekte eritrositlerin membran ge­irgenliĵindeki deĵiĸikliklere baĵlē olarak antikorlarēn 

eritrosit i­ine girmeleri sonucu etkenler yok edilebilmektedir. Fagosit h¿crelerin 

sayēsēnēn, canlē organizmalarē sindirmek i­in yeterli miktarda olmasē, korunmada 

ºnemlidir. Opsoninlerin mevcudiyeti ve makrofajlarēn uyarēlmasē ile korunma 

artmaktadēr. Ķlk enfeksiyonda konaĵēn canlēlēĵēnē devam ettirebilmesinde en b¿y¿k 
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ºneme sahip olan organ dalaktēr (15, 176). Babesia taĸēyēcē hayvanlarēn dalaĵēnēn 

­ēkarēlmasē, hastalēĵēn klinik gºr¿lmesi ile sonu­lanēr. Bu hastalēkta dalak, sadece 

antikor ¿retmez, enfekte olmuĸ eritrositleri de yok eder (177, 178). Enfeksiyonun 

tekrarlamasē durumunda, baĵēĸēklēk s¿rekli olmaktadēr. Hastalēĵē atlatan hayvanlarda 

enfeksiyondan sonraki altē ay i­in, g¿­l¿ bir baĵēĸēklēk devam etmektedir. Ancak 

baĵēĸēklēĵēn koruyucu etkisi bir yēl kadar bir s¿re sonra azalmakta ve enfeksiyona karĸē 

tekrar duyarlēlēk oluĸmaktadēr. Endemik bºlgelerde hayvanlar ilk enfeksiyonu atlattēktan 

sonra genellikle sonraki enfeksiyonlara karĸē diren­li olmaktadērlar (179, 180). Bunun 

yanēnda profilaktik bir immunizasyondan sonra (aĸēlama gibi) Babesia t¿rlerine karĸē 

immunite geliĸebilmektedir (30, 181). ¥te yandan babesiosisôe karĸē immunitede, 

patojenle iliĸkili molek¿ler kalēplar (PAMPs) olarak adlandērēlan motifleri tanēyan ve 

bunlarla baĵlanabilen, doĵal immunitenin uyarēlmasēnē ve takiben kazanēlmēĸ yanētēn 

baĸlatēlmasēnē saĵlayan Toll-like reseptºrler (TLR)ôden TLR9 ve TLR11 sorumludurlar 

(182, 183).  

Babesiosis tedavisi gºren (ºrneĵin imidocarb dipropionate ile) sēĵērlarda, aynē parazitin 

homolog suĸlarēna karĸē yēllarca s¿ren diren­ gºr¿l¿rken, heterelog suĸlara karĸē 

korunmada enfeksiyon zorunludur (184, 185). 

Babesiosisôe karĸē diren­te, genetik ve hayvanēn ērkē, yaĸ ve primer enfeksiyona veya re-

enfeksiyona karĸē ĸekillenen savunma bi­imi gibi bir­ok faktºr etkilidir (171, 186, 187).  

Babesiosisôe karĸē ĸekillenen diren­, ērklar arasēnda farklēlēk gºstermektedir. Bos taurus 

ērkē sēĵērlarēn B. bovis enfeksiyonlarēna karĸē, Bos indicus (Zebu) ērkē sēĵērlardan daha 

duyarlē olduĵu bildirilmiĸtir. Ancak B. bigeminaôya karĸē duyarlēlēĵēn her iki ērktaki 

sēĵērlarda benzer olduĵu ifade edilmiĸtir. Genel olarak Ķngiliz ve Avrupa ērkē sēĵērlar 

babesiosisôe daha duyarlēdērlar. Yerli ve melez sēĵēr ērklarē ise daha diren­lidirler (21, 

188).  

Yaĸ, sēĵēr babesiosisôinde ºnemli bir faktºrd¿r. Sēĵērlarda, doĵumdan baĸlayarak 3ô¿nc¿ 

ayda belirgin olan, 6ôēncē ayda en y¿ksek d¿zeye ulaĸan, 9-12ôinci aya kadar s¿ren bir 

yaĸ direnci vardēr (178). Enfeksiyonu daha ºnceden ge­irmemiĸ annelerden doĵan iki 

aylēktan k¿­¿k buzaĵēlar, B. bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarēna karĸē olduk­a 

hassastērlar. Ancak baĵēĸēk olmayan anneden doĵan buzaĵēlarda da B. bovis ve B. 

bigeminaôya karĸē diren­ oluĸabildiĵi bildirilmiĸtir (43).  Enzootik bir bºlgede enfekte 
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anneden doĵan buzaĵēlar kolostrumla antikorlarē (IgG) pasif olarak alērlar ve pasif 

baĵēĸēklēk kazanērlar. Bu nedenle her iki parazite karĸē da diren­lidirler. Buzaĵēlar iki 

aydan sonra en az 4-6 ay devam eden nonspesifik doĵal diren­le korunurlar. Bu 

nonspesifik diren­, annenin immun yapēsēna baĵlē deĵildir. Buzaĵēlarēn yaĸamēnda 6 ile 

9 ay arasēndaki dºnem kritiktir. Bu dºnemde Babesia enfeksiyonuna maruz kalērlarsa 

endemik sabitlik oluĸur. Daha sonraki dºnemlerde ortaya ­ēkan primer enfeksiyonlar ise 

ºld¿r¿c¿ olabilir (20). Bu antikorlar yaklaĸēk 6 hafta gºreceli bir koruma saĵlar (189). 

Babesiosisôte, her ne kadar klinik iyileĸmenin ardēndan etkenler kandan uzaklaĸtērēlsa da 

az miktarda etken kanda birka­ yēl varlēĵēnē s¿rd¿r¿r. Bu s¿re i­erisinde parazit ve 

konak immun sistemi arasēnda bir denge oluĸur. Preimmunite olarak tanēmlanan bu 

denge, konaĵēn immun sisteminde bir zayēflama olmadēĵē durumlarda reenfeksiyonlara 

karĸē hayvanlarē korumada b¿y¿k ºneme sahip olan antikorlarēn ¿retimini s¿rekli uyarēr. 

Preimmunisyon, protozoer hastalēklarda sēk olarak rastlanan bir aktif baĵēĸēklēk ĸeklidir. 

Bu baĵēĸēklēk bi­imi, ya akut enfeksiyonun atlatēlmasēndan sonra veya uzun zaman 

aralēĵēnda azar azar enfeksiyºz ajana maruz kalma neticesinde oluĸur. Endemik 

alanlarda hayvanlarē reenfeksiyonlara karĸē korur. Ancak preimmun hayvanlar, uzun 

s¿re latent halde enfekte kaldēklarē i­in vektºr kenelerin yoĵun olduĵu alanlarda portºr 

gºrevi gºrmektedir. B. bigemina enfeksiyonlarēnda bu latent durumun 12 yēla kadar 

­ēkabildiĵi belirtilmiĸtir. Bu sebeple, babesiosis gºr¿lmeyen bºlgelerden, enfekte 

bºlgelere sokulan hayvanlar, bu enfeksiyona karĸē y¿ksek hassasiyet gºstererek kolayca 

enfekte olurlar. Preimm¿nisyon, babesiosisôe karĸē koruyucu baĵēĸēklēkta olduk­a 

ºnemlidir. Preimm¿nisyonun etki ve s¿resi, enfeksiyonun ĸiddetine ve hayvanēn 

reenfeksiyonlara maruz kalēp kalmamasēna baĵlēdēr. Primer enfeksiyon ne kadar ĸiddetli 

seyreder ve hayvanlar reenfeksiyonlara ne kadar fazla maruz kalērsa preimm¿nisyon da 

o kadar kuvvetlenir ve s¿resi de artar (20, 23). 

Babesia t¿rlerinin antijenik varyasyonlarē ­evresel bir uyarēma karĸē veya spesifik bir 

antikora karĸē gºsterdikleri diren­te ºnemli bir role sahiptir. Trypanosoma t¿rlerinde 

sēklēkla gºr¿len y¿zey antijenlerindeki varyasyon, Babesia t¿rlerinde de gºr¿l¿r (190, 

191). Bu y¿zey antijenleri deĵiĸken bir ºzelliĵe sahip olmalarēnēn yanēnda antijenik bir 

spesifikliĵe de sahiptirler. Y¿zey antijenlerindeki farklēlēk Babesia t¿rleri arasēnda 

olduĵu gibi, aynē t¿r¿n coĵrafik suĸlarē arasēnda da olabilmektedir. Bu nedenle 

babesiosisôe karĸē m¿cadelede geliĸtirilmeye ­alēĸēlan aĸēlarda, hedef aĸē antijenlerinin 
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sºz konusu varyasyonalarē dikkate alēnarak konu ¿zerinde araĸtērmalar bu kapsamda 

hala devam etmektedir (192-194). 

Ķmmunitede, hem sēvēsal (humoral) hem de h¿cresel (cellular) faktºrler gºrev alērlar. 

Baĸlangē­ta immun sistem, etkili bir ñprimedò (g¿­l¿ immun aktivasyon) kazanēr (178). 

Enfeksiyon konaĵa bulaĸtērēldēĵēnda sporozoitler, kēsa bir m¿ddet dolaĸēmda plazma 

i­erisinde serbesttirler. Bu aĸamada, immunoglobulin G (IgG), sporozoitlerin hedef 

h¿crelere girmesinden ºnce onlara baĵlanēp nºtralize ederek enfeksiyonu engelleyebilir. 

Sporozoitler eritrositlere girdikten sonra ise yeni bir dºnem baĸlar. Bu evrede parazitemi 

y¿kselir ve akut babesiosis gºr¿lebilir. Doĵal immun sistem h¿creleri, parazitin geliĸme 

hēzēnē kontrol ederek paraziteminin s¿resini belirler. Makrofajlarēn ve NK h¿crelerin 

yokluĵunda, kēsa s¿re i­erisinde y¿ksek bir parazitemi geliĸir. Paraziteminin 

engellenmesi, ­ºz¿nebilir faktºrlerin ¿retimiyle ger­ekleĸir. Bu faktºrler; doĵal katil 

h¿creler (NK) tarafēndan salēnan gama interferon (IFN-g) ve makrofajlar tarafēndan 

¿retilen alfa-t¿mºr nekroz faktºr (TNF-Ŭ), NO ve reaktif oksijen t¿rleri (ROSs)ôdir. 

Parazitemideki d¿ĸme, parazitlerin dejenerasyonu ve bunlarēn dalak tarafēndan 

temizlenmesi ile saĵlanēr. Bu sērada enfeksiyon ­ºz¿lme evresine girer ve hastalēk, 

ĸiddetliden sakin dºneme ge­er. Hastalēĵēn gerileme evresinde, parazitlerin ºl¿m¿ i­in 

T lenfositleri, ºzellikle de CD4
+
 (Cluster Designation 4

+
)  ve IFN-g subpopulasyonlarē 

gereklidir (181). 

2.8.1. Doĵal Baĵēĸēklēk 

Doĵal baĵēĸēklēk, canlēlarē mikroorganizmalara karĸē koruyan ve spesifik olmayan 

(nonspesifik) komponentler ile saĵlanmaktadēr. Doĵal baĵēĸēklēkta, ­eĸitli spesifik 

molek¿llerin sorumlu olduĵu ve ºzellikle NK h¿crelerin ve makrofajlarēn antibabesial 

aktivitede yer aldēĵē ortaya konmuĸtur (195). Bu h¿crelerin yanē sēra, nºtrofiller, T 

lenfositleri, trombositler, eozinofiller, mast h¿creleri ve non-haemopoietik h¿creler de 

doĵal baĵēĸēklēĵēn geliĸmesinde gºrev alērlar. Babesiosisôe karsē doĵal baĵēĸēklēkta rol 

oynayan h¿crelerin yanē sēra, aktif makrofajlardan salgēlanan IFN-g, TNF-Ŭ, interlºkin-

12 (IL-12) ve ROSs gibi ­ºz¿lebilir faktºrler de doĵal baĵēĸēklēĵēn elemanlarēndandēr 

(189). 

Akut enfeksiyona yol a­an Babesia suĸlarēna karĸē doĵal baĵēĸēklēk mekanizmasēnda IL-

12 ve IL-10, ºnemli immunreg¿latºr sitokinlerdir. Gen­ hayvanlara virulent B. bovis 
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suĸu verildiĵinde hemen koruyucu baĵēĸēklēk devreye girmekte ve dalakta, IL-12 ve 

IFN-gôlerin sayēsē artmaktadēr. Buna karĸēn ºl¿mden ºnce, yaĸlē hayvanlarda belirgin bir 

antikor cevabē ĸekillenmemekte ancak, hem yaĸlē hem de gen­ hayvanlarēn dalaklarēnda 

CD8
+
 T-h¿crelerinde belirgin bir artēĸ gºzlenmektedir (187). ¥te yandan, IFN-g, tip-1 

immun cevabēn d¿zenlenmesinde ºnemli bir role sahip olup B h¿crelerinde IgG2ônin 

¿retimini ve monon¿kleer fagositlerin (MP) aktivasyonunu saĵlar. IgG2, etkenin 

imhasēnē kolaylaĸtēran ºnemli bir izotiptir. IFN-g ile TNF-Ŭônēn uyardēĵē MPôde ¿retilen 

NO, MPôleri aktive eder ve fagositozu saĵlar (196). 

Doĵal baĵēĸēklēkta gºrev alan h¿crelerin ¿zerinde, antijene ait yapēlarē tanēyan; 

endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak ¿zere ¿­ gruba ayrēlan reseptºrler 

bulunmaktadēr. Sinyal ileten reseptºr grubunu Toll-like reseptºrler (TLR) 

oluĸturmaktadēr. TLR, bir­ok patojene karĸē doĵal baĵēĸēklēĵēn oluĸmasēnē saĵlayan bir 

grup tip 1 transmembran proteinidir. Aynē zamanda kazanēlmēĸ baĵēĸēklēĵēn da aktive 

olmasēnē saĵlayarak konak savunmasēnda ­ok ºnemli role sahiptir. Bunlar, patojenlerin 

tanēnmasēnda, inflamatuvar ve immun sistem cevabēnēn baĸlatēlmasēnda olduk­a 

ºnemlidirler. ¢eĸitli lºkosit alt k¿melerinde bulunan TLRôlerin gºrevi, deĵiĸik 

PAMPôlere (Pathogen-associated molecular patterns: patojene ilgili molek¿ler motifler) 

baĵlanmaktēr. TLR, patojene ºzel molek¿ller ile baĵlandēĵēnda, bir dizi sinyal iletim 

yolaĵē aktive olur. Neticede doĵal immun yanēt uyarēlēr ve kazanēlmēĸ immun yanētēn 

baĸlamasē i­in gerekli olan antijen sunan h¿crelerin sitokinler ve kostim¿latºr 

molek¿ller ¿retmesi saĵlanēr. Babesiosisôe karĸē doĵal immunitede, TLRôlerden CpG 

(TLR9) ve profilin (TLR11) ºnemli bir rol oynadēklarē bildirilmiĸtir (181, 197, 198). 

Babesia bovis merozoit ekstraktlarēnēn sēĵēr PBMC (peripheral blood mononuclear 

cells) proliferasyonunu non-spesifik olarak aktive etmesi TLR9ôun varlēĵēndan ileri 

gelir (182). Ayrēca E. coliôde olduĵu gibi, T. cruzi, T. brucei ve B. bovisôte de aktive 

makrofajlarēn IL-1b, IL-12, TNFa ve NO ¿retiminden sorumlu DNA, B. bovis lipid ve 

Babesia merozoit ektratlarēnda da gºsterilmiĸtir (198-200). Hem sēĵērlarda TLR9ônin 

varlēĵēnē ortaya koyan ­alēĸmada (183) hem de yukarēda bahsi ge­en ­alēĸmalarda (198-

200) TLR9ôun fonksiyonel olduĵu gºsterilmiĸtir. Toxoplasma gondii ve diĵer 

protozoonlarda identifiye edilen TLR11, IL-12 ¿retimini saĵlayan bir proteindir (201). 

Babesia bovis Texas suĸu (T2Bo)ônun genomik sekansēnēn homolog genleri i­in yapēlan 

par­alamada, 17,5 kDaôluk profilin benzeri bir protein identifiye edilmiĸ ve bunun P. 
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falciparum, T. gondii ve T. parva profilleri ile %34-64 identik olduĵu saptanmēĸtēr. 

Ancak, aynē ĸartlarda ne Cryptosporidium parvum ne de rekombinant B. bovis 

TLR11ôleri, sēĵēr APC (activated protein C)ôsiyle IL-12 ¿retimini stimule etmezken; B. 

bovis DNA ve E. coli DNA TLR11ôleri IL-12 ¿retimini stimule etmiĸtir (198, 200). 

Ķlgin­ olarak TLR11, insan h¿crelerinde bulunmadēĵē gibi (202), kedi, kºpek ve 

ĸempanzenin de aralarēnda bulunduĵu ­eĸitli memelilerde de (203) eksprese 

edilememiĸtir. Bu sebeple, protozoon enfeksiyonlarēnda non-murine memeli immun 

yanētēnda apikompleksal TLR11ôlerin rol¿ halen bilinmemektedir (198). 

2.8.2. Kazanēlmēĸ Baĵēĸēklēk 

Babesiosisôe karĸē kazanēlmēĸ baĵēĸēklēkta hem humoral hem de h¿cresel faktºrler yer 

almaktadēr.  

2.8.2.1. Humoral Ķmmun Yanēt 

Babesia enfeksiyonlarēnda humoral baĵēĸēklēĵēn ºnemi sēnērlēdēr (181). Antikorlarēn 

plazmada serbest haldeki parazitler ¿zerine olan etkileri, eritrosit i­erisindeki parazitlere 

gºre daha fazladēr. Bu y¿zden, antikorlarēn koruyucu rolleri, parazitlerin kan dolaĸēmēna 

ulaĸtēklarē zaman ile hedef h¿crelere girdikleri zaman arasēnda ge­en s¿reyle sēnērlēdēr. 

Bu evrede IgGôler sporozoitlere baĵlanarak hedef h¿crelere girmelerini engellerler. 

Sporozoitlerin eritrositlere penetrasyonu, alternatif komplement sistemin aktivasyonunu 

saĵlarken, eritrositlerdeki Babesia antijenleri de antikor ¿retimini teĸvik ederler. 

Antikorlar, eritrositleri opsonize ederek fagositik h¿creler (dalak orijinli makrofajlar) 

tarafēndan yok edilmelerini kolaylaĸtērērlar (204). Fagositoz, baĸlangē­ta nonspesifikken 

ileri dºnemde opsonizasyona baĵlē olarak spesifik hale ge­er (205, 206). Babesia 

t¿rleri, humoral immun yanētē alt edebilir ve onu kendi yararēna gºre deĵiĸtirebilirler. 

Babesia bigemina enfeksiyonunda, konak eritrosit y¿zeyinde bulunan bir parazit 

proteini, IgMôyi baĵlar ve bu baĵlanma parazitin geliĸmesi ve hayatta kalmasēnda 

yararlē olur (207). Komplement sistem ile olan iliĸkilerde de benzer bir taktik sºz 

konusudur. Komplement ile Babesia t¿rlerinin lize edildiĵi tespit edilememiĸse de B. 

rodhainiônin eritrositlere invazyonunda, komplement sistemin ­eĸitli unsurlarēnēn esas 

olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r (38). Ayrēca B. rodhaini merozoitlerinin fagositozisini artērmak i­in 

komplement kullanēlan bir ­alēĸmada komplementin, umulmadēk ĸekilde patojenin 

fagositozisini inhibe ettiĵi gºr¿lm¿ĸt¿r (208).  
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2.8.2.2. H¿cresel Ķmmun Yanēt 

Babesiosisôe karĸē diren­te h¿cresel immunitenin rol¿, konaĵēn savunma sisteminde 

dalaĵēn ºneminin fark edilmesiyle ortaya ­ēkmēĸtēr (177, 181). Dalak; T,  B ve NK 

h¿creleri ile makrofajlarēn yer aldēĵē b¿y¿k bir lenfoid organdēr. Bu h¿cre 

populasyonlarēnēn bazēlarē koruyucu etkiden sorumludurlar. Baĵēĸēk hayvanlarēn dalak 

h¿crelerinin, Babesia ile enfekte farelere transfer edilmesiyle fareleri enfeksiyona karĸē 

korumak m¿mk¿nd¿r (209). Bundan baĸka, iyi seviyelerdeki korumanēn lenf yumrusu 

h¿creleriyle deĵil de, ºzellikle dalak h¿creleri tarafēndan saĵlanmasē, sistemik olarak 

antijenlerin muhtemelen perifer lenf yumrularē yerine tercihen dalaĵa yºnlendirildiĵini 

yansētēr (210). T h¿crelerinin spesifik rol¿, timus-yetersiz hayvanlar kullanēlarak 

araĸtērēlmēĸtēr. Timussuz farelerin B. microti ile konjenital enfeksiyonunda, y¿ksek 

inat­ē bir parazitemiye karĸēlēk normal farelerde ge­ici parazitemi saptanmēĸtēr (210, 

211). Bu veriler, T h¿crelerin babesiosisôe karĸē diren­te kritik ºneme sahip olduĵunu 

ve ayrēca enfeksiyonun ­ºz¿lme dºneminde de T h¿cre aracēlē mekanizmalarēn rol 

aldēĵēnē gºsterir (210). Keza T h¿creleri,  ºld¿r¿c¿ Babesia t¿rlerine karĸē korunmadan 

da sorumludurlar. B. rodhainiôye karĸē baĵēĸēk farelerde, antitimosit serum verildiĵinde 

parazitemide y¿kselme ve y¿ksek mortalite gºr¿l¿r (212). ¥te yandan immun 

hayvanlardan elde edilen saflaĸtērēlmēĸ T lenfositlerinin enfeksiyonla karĸēlaĸmamēĸ 

(naive) farelere nakli, B. microtiôye karĸē immunite oluĸturmada (210); immun yetersiz 

farelere immun timusitlerin edinsel transferi ise B. microti enfeksiyonunu ortadan 

kaldērma kabiliyeti kazandērmada yeterlidir (213). B. microti antijenleri, T h¿crelerinin 

spesifik aktivasyonunu tetikleyebilir. Serbest merozoitlerde olduĵu gibi enfekte 

eritrositler de,  fareleri gecikmiĸ hipersensitiviteye duyarlē hale getirirler (214). CD4
+ 

T 

h¿creleri azalmēĸ farelerin, B. microti enfeksiyonuna karĸē normal farelerden daha 

duyarlē olduklarē; CD8
+
 sitotoksik Tôlerin azaldēĵē farelerde ise bu duyarlēlēĵēn 

artmadēĵē, tersine azaldēĵē ve bu y¿zden B. microti enfeksiyonuna karĸē korumada 

baĸlēca sorumlu subpopulasyonun CD4
+ 
T h¿creler olduĵu ileri s¿r¿lmektedir (215, 

216). Buna karĸēn ABDôde hasta bir insandan izole edilen (217), patojenitesi ve 

ºld¿rme g¿c¿ (%100) itibariyle B. bovisôe iyi bir model kabul edilen WA1 Babesia suĸu 

ile farelerde oluĸturulan enfeksiyon, CD8
+ 
T h¿crelerince ¿retilen IFN-g ve gdT 

h¿crelerince ¿retilen TNF-a ile karakterize bulunmuĸtur (218). ¥te yandan TNF 

reseptºr yetersiz farelerde WA1 Babesia enfeksiyonun daha hafif seyrettiĵi ve farelerin 

%90ônēn hayatta kaldēĵē gºzlenmiĸtir. Takiben genetiĵi deĵiĸtirilmiĸ farelerde 
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(knockout mice) yapēlan deneyde, akut WA1 Babesia enfeksiyonu gºzlenmiĸ; IL-12, 

IFN-g ve NOôin koruyucu rol ¿stlendikleri; bu enfeksiyonda ne B h¿creleri ne de CD4
+ 

T h¿creleri immuniteye katkē saĵlamazken, NK h¿creler ve makrofajlar ºnemli 

bulunmuĸtur. Bu veriler, WA1 Babesia suĸuna karĸē doĵal immunutenin, kazanēlmēĸ 

baĵēĸēklēĵēn geliĸimi ve enfeksiyonun kontrol¿nde kritik ºneme sahip olan IL-12 ve 

IFN-g aracēlēĵē ile makrofaj aktivasyonunu ve NO ¿retimini kapsadēĵēnē gºsterir (219). 

Genelde immun h¿cre aktivasyonunun babesiosisôe karĸē koruyucu olduĵunun 

gºr¿lmesine karĸēn, bazē g¿­l¿ immun h¿cre populasyonlarēnēn hastalēĵēn 

patogenezisinde de gºrev alma olasēlēĵē vardēr. Bu olasēlēk, ºld¿r¿c¿ B. rodhaini suĸu 

ile challenge edilen immun sistemi baskēlanmēĸ farelerin, tedavi edilmeyen immun 

yeterli (immunocompetent) farelere gºre hayatta daha fazla kalmalarēyla desteklenmiĸtir 

(220). 

2.9. BABESĶOSĶSôTE TEķHĶS 

Klinik semptomlar baĸta olmak ¿zere, mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bºlge gibi 

epidemiyolojik veriler, babesiosisôi d¿ĸ¿nd¿rse de kesin teĸhis i­in mutlaka farklē 

tekniklerin kullanēldēĵē uygun testler yapēlmalēdēr. Hastalēĵēn ortaya ­ēktēĵē zamandan 

beri tanē amacēyla kullanēlan en yaygēn yºntem mikroskobik teĸhistir. Mikroskobik 

teĸhis, perifer kandan yapēlmēĸ ve Giemsa ile boyanmēĸ preparatlarēn mikroskop altēnda 

incelenmesi sonucu eritrositler i­erisinde parazitin gºr¿lmesiyle konmaktadēr. Hastalēĵa 

hangi t¿r¿n yol a­tēĵēnē belirlemek i­in ise daha ­ok parazite karĸē oluĸan spesifik 

antikorlarēn serolojik yºntemlerle (IFAT, ELISA vb.) saptandēĵē veya parazit 

DNAôsēnēn molek¿ler yºntemlerle (PCR, RLB, Nested-PCR, Real Time PCR vb.) tespit 

edildiĵi testler uygulanmaktadēr (171, 221). Bunun yanēnda son zamanlarda Japonyaôda 

immunochromatographic test (ICT) adē verilen hēzlē ve basit bir strip serodiagnostik test 

ile de teĸhis yapēlabilmektedir. Uzman olmayan kiĸilerin dahi kolaylēkla kullanabileceĵi 

bu strip test, nitrosel¿loz membran tabanlēdēr. Sºz konusu test ile teĸhis, membran 

¿zerine B. bovis (rap-1), B. bigemina (rap-1), T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)ôye 

ait rekombinant proteinlerin emdirilip membran ¿zerine ĸ¿pheli hayvana ait bir damla 

kan (antikor) damlatēlmasēyla konmaktadēr (222). 
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2.9.1. Mikroskobik Teĸhis 

Mikroskobik teĸhis, hasta hayvanlardan tekniĵine uygun olarak alēnmēĸ kan 

ºrneklerinden ince yayma veya kalēn yayma preparatlar hazērlanmasē suretiyle 

uygulanmaktadēr. Babesia etkenlerini i­eren eritrositlerin kapillar damarlarda birikme 

eĵiliminde olmalarēndan dolayē vena jugularis yerine, kapillar damarlarēn ge­tiĵi 

kuyruk ucu veya kulak ucundan alēnan kan, temiz bir lam ¿zerine damlatēlarak ince 

veya kalēn yayma frotiler hazērlanmaktadēr. Ķnce yayma frotiler, metil alkolde 5 dakika, 

kalēn yayma frotiler ise 100 
o
C'de 15 dakika tutularak tespit edildikten sonra Giemsa ile 

boyanarak mikroskopta immersion objektifi altēnda incelenmektedir. Eritrositler 

i­erisinde parazitin gºr¿lmesiyle teĸhis konulmaktadēr. ¥l¿m sonrasē yapēlan 

muayenelerde kandan veya dalak, karaciĵer, kemik iliĵi gibi organlardan hazērlanan 

s¿rme preparatlarla da teĸhis yapēlabilmektedir (23, 164, 223, 224). Babesia bovis ve B. 

bigemina enfeksiyonlarēnēn cerebral formunda nekropside genellikle beyinden alēnan 

frotilerden de yararlanēlmaktadēr (23, 225). Sºz konusu yºntemler, hem ucuz hem de 

pratik olmasē nedeniyle kolaylēkla uygulanabilmektedir. Ancak her iki yºntemle yapēlan 

frotilerde de lam ve lamellerin temiz olmasēna, boyama sol¿syonunun dikkatli 

hazērlanmasēna ºzen gºsterilmelidir. ¢¿nk¿ deneyimli olmayan personel tarafēndan 

yapēlan incelemelerde toz partik¿lleri ile etkenler bazen karēĸtērēlabilmektedir (23, 164, 

223, 224).  

Paraziteminin ­ok yoĵun olduĵu durumlarda etkenlerin morfolojilerinin daha saĵlēklē 

teĸhis edilebilmesi amacēyla ince yayma froti yºntemi kullanēlmaktadēr. Bunun i­in ­ok 

az miktarda kan temiz bir lam ¿zerine damlatēlarak froti hazērlanmaktadēr. Kalēn yayma 

froti yºntemi ise paraziteminin d¿ĸ¿k olduĵu durumlarda tercih edilmektedir. Kalēn 

damla kan preparatlarēyla daha fazla hacimde kan incelenir (23, 164, 223, 224). Her iki 

yºntemle yapēlan inceleme esnasēnda t¿m saha dikkatle incelenmelidir. Asgari 200 

mikroskop sahasēnēn incelenmesi esasēna dayanan bu durum ­ok sayēda inceleme 

yapēlmasēnē gerektiren durumlarda olduk­a zaman almaktadēr. Her iki yºntemle de 

yapēlan mikroskobik incelemelerde etkenlerin gºr¿lmesi enfeksiyonun varlēĵēnēn 

gºstergesidir. Fakat bazē durumlarda (hastalēĵēn ­ok erken dºnemi veya kronik dºnem) 

frotilerde etkenler gºr¿lemeyebilir. Etkenin frotilerde gºr¿lememesi enfeksiyonun 

hayvanda kesinlikle olmadēĵē manasēna gelmemektedir (223, 224). Mikroskobik bakēda 

pozitif bulunan hayvanlarda paraziteminin hesaplanmasēnda; en az 50 mikroskop 
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sahasēndaki enfekte olan ve enfekte olmayan eritrositler sayēlēr. Bulunan rakamlarēn 

ortalamasē 4 ile ­arpēlarak 200 mikroskop sahasēndaki sayēlar bulunur. Parazitemi (%)= 

Enfekte eritrosit sayēsē/Enfekte olan+enfekte olmayan eritrosit sayēsē x100 form¿l¿ ile 

hesaplanmaktadēr. 

2.9.2. Serolojik Teĸhis 

Doĵal veya deneysel babesiosisôe karĸē oluĸan antikorlarēn tespit edilmesinde kullanēlan 

immunodiagnostik metotlar baĸlēca; Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Enzim 

Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Direkt Fluoresan Antikor Testi (FA), Indirekt 

Hemaglutinasyon (IHA), Kard Aglutinasyon (KA), Komplement Fikzasyon Testi 

(CFT), Serum Kard Testi (KT), Gel Presipitasyon (GP), Latex Aglutinasyon Testi 

(LAT), Radio Immuno Assay (RIA), Bentonite Aglutinasyon Testi (BAT), Serum-Slide 

Aglutinasyon Testi (SAT) ve Slide Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (SELISA)ôdir 

(15, 20, 23, 125, 165, 166, 226-228). Akut babesiosisôli hayvanlarēn eritrosit, serum 

veya dokularēndan hazērlanan antijenlerin kullanēldēĵē bu testler, subklinik seyirli 

hayvanlarēn serumlarēnda antikor aranmasē tekniĵine dayanmaktadēr. Parazit 

antijenlerine karĸē antikor aranmasēnēn yanēnda parazit antikorlarēna karĸē antijen 

aranmasē da m¿mk¿nd¿r. Akut enfeksiyonu atlatan hayvanlar, hastalēĵa ait klinik belirti 

gºstersin veya gºstermesin kanlarēnda etkenler uzun s¿re varlēklarēnē devam 

ettirebilmektedirler. Latent enfekteò veya ñtaĸēyēcēò olarak nitelendirilen bu hayvanlar, 

vektºr kenelerin de varlēĵēnda, diĵer duyarlē hayvanlar i­in enfeksiyon kaynaĵē 

olabilmektedirler. Bu tip hayvanlarda etkenin teĸhis edilebilmesi i­in ­eĸitli serolojik ve 

molek¿ler teknikler kullanēlmaktadēr. Serolojik tekniklerle genellikle etkene ºzel 

antikorlar aranarak, hastalēĵēn indirekt teĸhisi yapēlmēĸ olmaktadēr. Ancak bazē 

olgularda hayvanēn kanēnda etken olmasa bile antikorlarēn varlēĵē devam edebilmekte ve 

serolojik testlerin yanlēĸ pozitiflikler verebilmektedir. Bunun yanēnda bazē Babesia 

t¿rleri arasēnda ­apraz reaksiyonlarēn ĸekillenebildiĵi de yapēlan ­alēĸmalarla 

bildirilmiĸtir (18, 23, 223, 229).   

Serolojik testlerin duyarlēlēk ve ºzg¿ll¿kleri, kullanēlan antijenin hazērlanmasēna 

baĵlēdēr. Serolojik testlerin ­oĵunda, kullanēlan antijenlerin esas kaynaĵēnē, y¿ksek 

parazitemi derecesinde bulunan enfekte hayvan kanē oluĸturmaktadēr. Parazitemi oranē 

%2ôden az olan kandan hazērlanan antijenin, Komplement Fikzasyon Testinde zayēf 

reaksiyon verdiĵi bildirilmiĸtir (15, 170). 
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Babesiosis'in serolojik olarak teĸhisinde ilk olarak kullanēlan test,  CFT testidir. Fakat 

bu testin duyarlēlēĵē d¿ĸ¿kt¿r (230, 231). Bu teste gºre duyarlēlēĵē ve g¿venilirliĵi daha 

fazla olan IFA testi babesiosis'in teĸhisinde en sēk kullanēlan serolojik testlerdendir. 

Ancak bu testte Babesia t¿rleri kendi aralarēnda ­apraz reaksiyonlar verebilmektedir 

(232-234). Serolojik yºntemlerden ELISA testi de olduk­a duyarlē ve etkili bir testtir. 

Bu test ile bir seferde ­ok miktarda ºrnek incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte 

antijen kalitesi testin duyarlēlēĵēnē etkilemektedir. Enfekte eritrositlerden hazērlanan 

antijenler, konak eritrositleri ile kontamine olduklarēndan, anti-eritrositik antikorlar 

sebebiyle yanlēĸ sonu­lara sebep olmaktadēr. Bu sorunun ºn¿ne ge­ebilmek i­in 

saflaĸtērēlmēĸ rekombinant antijenler kullanēlmaktadēr (64, 82, 235). 

2.9.3. Molek¿ler Teĸhis 

Babesiosisôte n¿kleik asit tabanlē molek¿ler tanē yºntemlerinin kullanēlmasē, duyarlē ve 

ºzg¿n bir teĸhise olanak saĵlamaktadēr. Molek¿ler biyolojik tekniklerin geliĸtirilmesiyle 

son konak ve vektºrde parazite ait DNA veya RNA'nēn varlēĵēnē ortaya koymaya 

yarayan PCR (Polymerase Chain Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse 

Transcriptase PCR, Real-Time PCR, RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) PCR, RLB (Reverse Line Blotting) gibi molek¿ler testler babesiosisin 

teĸhisinde sēklēkla kullanēlmaya baĸlamēĸtēr. Sºz konusu bu teknikler, sahip olduĵu 

y¿ksek sensitivite ve spesifitenin yanēnda kantitafif analize olanak saĵlamalarē, tam 

otamasyonla ­alēĸtēklarē i­in kontaminasyon riskinin ­ok daha d¿ĸ¿k olmasē ve hēzlē 

sonu­ vermeleri gibi ­eĸitli ºzelliklerinden dolayē diĵer yºntemlere kēyasla daha 

g¿venilir olarak kabul edilmektedir (223, 224, 236, 237).  

N¿kleik asit tabanlē molek¿ler teknikler ile immun sistemden baĵēmsēz veya atlatēlmēĸ 

enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak v¿cudunda ­ok az miktarda etken olsa dahi 

direkt hastalēĵa neden olan t¿rlerin teĸhisleri yapēlabilmektedir. Bu molek¿ler 

yºntemlerle hastalēĵa neden olan parazit t¿rlerinin eĸ zamanlē olarak teĸhisleri de 

yapēlabilmektedir. Ancak her yºntem gibi bu molek¿ler yºntemlerin de bazē 

dezavantajlarē bulunmaktadēr. Bu yºntemler ekonomik olarak pahalē ve ­ok aĸamalē 

yºntemler olup, inhibitºrleri nedeniyle yanlēĸ negatiflikler verebilmekte ve 

kontaminasyona baĵlē yanlēĸ pozitiflikler de gºsterebilmektedir (223, 224, 236). 

Bu yºntem, hedef organizmanēn genomundaki, ºzg¿l bir DNA dizilimini, tekrarlayan 

ĸekillerde, binlerce kez ­oĵaltarak, kolaylēkla tespit edilebilir hale getirmektedir. PCR'ēn 
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modifiye edilmesiyle birlikte; PCR ¿r¿n¿n¿n daha spesifik primerlerle ikinci kez 

PCR'ēnē kapsayan Nested PCR (238), birden fazla primer ­ifti kullanēlarak tek 

reaksiyonda bir­ok hedef bºlgenin aynē anda ­oĵaltēlmasēnē saĵlayan Multiplex PCR 

(239, 240), kantitatif olarak parazit DNA'sēnēn miktarēnē tespit eden ve dolayēsēyla 

varlēĵēnē ortaya koyan Real-Time PCR (241), bir testte eĸ zamanlē olarak ­ok sayēda 

hastalēk etkeninin tespit edilmesine olanak saĵlayan RLB (150, 151, 161), parazitin 

RNA'sēnēn tespitine yºnelik yapēlan Reverse Transcriptase PCR (242, 243) testi gibi 

testler geliĸtirilmiĸtir. Molek¿ler teĸhis yºntemleriyle birlikte tespit edilen parazit 

t¿rlerinin ­eĸitli gen bºlgelerine gºre molek¿ler karakterizasyonlarē yapēlmakta ve 

D¿nya'nēn ­eĸitli bºlgelerindeki aynē t¿r parazitlerle akrabalēk dereceleri 

saptanmaktadēr. RLB, Nested PCR ve Real-Time PCR hem laboratuvar analizlerinde 

hem de bilimsel ­alēĸmalarda teĸhis ve araĸtērma amacēyla T¿rkiye'de ve D¿nya'da 

sēklēkla kullanēlmaktadēr (40, 101, 150, 154, 244-246).  

RLB yºntemi, PCR ¿r¿nlerinin bir membranda ayrē sēralara baĵlanmēĸ ºzg¿n problara 

hibridizasyonu esasēyla ­alēĸmaktadēr. Teknik bir­ok etkeninin aynē anda bir ­ok prob 

ile karĸēlaĸtērēlmasēna imkan saĵladēĵēndan olduk­a pratik ve kullanēĸlē olarak ortaya 

­ēkmaktadēr. Sahip olduĵu avantajlarē sebebi ile son yēllarda d¿nyada ve T¿rkiye de 

sēĵēr babesiosisôinin teĸhisinde yaygēn olarak kullanēlan bu teknikte DNA miktarēnēn 

d¿ĸ¿kl¿ĵ¿ ve hedef bºlgenin b¿y¿kl¿ĵ¿ne gºre yalancē negatiflikler ve soy d¿zeyinde 

pozitiflik saptanmasēna karĸēn t¿r yalancē negatiflikleri gibi dezavantajlar ortaya 

­ēkabilmektedir (247, 248). 

Nested PCR yºntemi, standart PCRôa farklē primer takēmlarēyla ikinci bir amplifikasyon 

uygulanmasē esasēna dayanan molek¿ler bir tekniktir. Ķlk amplifikasyonda elde edilen 

¿r¿n ikinci PCR aĸamasēnda kalēp olarak kullanēlēr. Kullanēlan ikinci primer takēmē 

hedef diziye ºzg¿d¿r. Kompleks mikrobiyal pop¿lasyonlara ait hedef dizilerin spesifik 

bir ĸekilde amplifikasyonu klasik PCR yºntemleriyle bazen m¿mk¿n olmadēĵē 

gºr¿lmekte ve oluĸan non-spesifik fragmentlerin amplifikasyonu sonucu yanlēĸ 

pozitiflikler ortaya ­ēkabilmektedir. Nested PCR ile sºz konusu bu olumsuzluk 

giderilebilmekte, aynē zamanda d¿ĸ¿k DNAôya sahip ºrneklerin ikinci kez PCR 

uygulamasē ile teĸhisleri m¿mk¿n olabilmektedir (248, 249). 

Son yēllarda ruminant ve vektºr kenelerde babesiosisôin spesifik teĸhisinde nested PCR 

yºnteminin sēklēkla uygulandēĵē gºr¿lmektedir (248, 250, 251). 
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Real-Time PCR, PCR ­oĵaltēmēnē gºr¿n¿r hale getiren ve monitorize edebilen floresan 

iĸaretli prob ve boyalarēn kullanēldēĵē, floresanēn oluĸan DNA ile doĵru orantēlē olarak 

arttēĵē bir ­oĵaltma yºntemidir. Bir­ok isimlendirilme yapēlan bu teknoloji yabancē 

yayēnlarda ñkinetik PCRò, ñhomojen PCRò, ñkantitatif Real-Time PCRò gibi ­eĸitli 

adlarla da isimlendirilmektedir (252). 

Biyolojik ºrneklerden elde edilen DNAônēn kopya sayēsēnē sayēsal deĵerlere dºn¿ĸt¿rme 

ve mRNAônēn d¿zeyini sayēsal olarak belirleyebilme en ­ok kullanēlan alanlarēnē 

oluĸturmaktadēr. Bu ama­larla kullanēmēnēn yanē sēra tek nokta mutasyonlarēnē, 

patojenleri ve DNA hasarēnē belirleme, metilasyon tespiti, SNP (single nucleotide 

polymorphisms) analizi, kromozom bozukluklarēnēn tespiti gibi ­alēĸmalarda da 

kullanēm alanlarē mevcuttur (253). 

Spesifik olmayan ­ift zincirli DNAônēn ­oĵaltēmēnda SYBR Green I ve Etidyum 

Bromid yºntemi, DNA par­asēnēn ­oĵaltēlmak istenilen bºlgesi ºzel bir bºlge ise bu 

bºlgenin saptanmasēnda floresan iĸaretli problar kullanēlēr. Bu tekniklerin baĸēnda 

TaqMan prob, molecular beacon, FRET (fluorescence resonance energy transfer), 

hibridizasyon prob ve Scorpion primer gibi floresan iĸaretli problar kullanēlarak 

yapēlanlardēr (253). Son yēllarda Real Time PCR tekniĵinin sēĵērlarda babesiosisôin 

araĸtērēlmasēnda da kullanēlmaya baĸladēĵē gºr¿lmektedir (241, 247, 253). 

N¿kleik asit tabanlē teknikler, teĸhiste farklē sensitivite ve spesifite 

gºsterebilmektedirler. Son yēllarda bu farklēlēk ¿zerine ­eĸitli ­alēĸmalar yapēlmēĸ ve sºz 

konusu bazē teknikler karĸēlaĸtērēlarak hangi yºntemin daha hassas olabileceĵi yºn¿nde 

bulgular elde edilmeye ­alēĸēlmēĸtēr (148, 254-256). Yēldērēm ve ark. (148) yaptēklarē bir 

­alēĸmada, sēĵērlarda B. bovis ve B. bigeminaôyē Real Time PCR, Nested PCR ve RLB 

teknikleri ile karĸēlaĸtērmalē ĸekilde araĸtērmēĸlar, Real Time PCR yºnteminin Nested PCR 

ve RLB tekniklerine oranla daha duyarlē olduĵunu saptamēĸlardēr. Bunun yanēnda her ¿­ 

tekniĵin de bu enfeksiyonlarēn teĸhisinde olduk­a spesifik olduĵunu tespit etmiĸler ve 

Nested PCR ile RLB testlerinin sensitivitelerinin de olduk­a y¿ksek olduĵunu ve teĸhiste 

g¿venli bir ĸekilde kullanēlabilecekleri belirtilmiĸtir. Aynē araĸtērēcēlar, Real Time PCR 

tekniĵinin, sahip olduĵu y¿ksek sensitivite ve spesifiteyle birlikte, eĸ zamanlē ve hēzlē 

teĸhise imkan saĵlamasēnēn yanēnda kantitasyona olanak vermesi ve bu sayede 

paraziteminin saptanabilmesi, dolayēsēyla tedavi etkinliĵinin takibi ve kontaminasyon 

riskinin minimize olmasē gibi avantajlarē ile ºne ­ēktēĵēnē bildirmiĸlerdir. 
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2.10. BABESĶOSĶSôĶN TEDAVĶSĶ 

Babesiosisôin tedavisinde ºncelikle se­ilen ilacēn etkinliĵi ve konak i­in ilacēn 

toksisitesi gºz ºn¿nde bulundurulmalēdēr. Ayrēca konakta kullanēlan bir ila­ i­in dozajēn 

terapºtik ve toksik d¿zeyleri arasēndaki iliĸki de iyi bilinmelidir. Bu kapsamda 

kullanēlan ila­lar, y¿ksek miktarda kolinesteraz ihtiva eden etkenlere karĸē genellikle 

kolinesteraz inhibitºr¿ olarak uygulanmēĸtēr (15, 18). Bu ama­la, ge­miĸten g¿n¿m¿ze 

kadar, tedavi ama­lē etken maddesi farklē bir­ok ila­ kullanēlmēĸtēr. Bunlardan 

quinuronium t¿revleri (Acaprin, Babesan, Pirevan, Piroparv, Piroplasmin) 1ml/50 kg 

dozunda (15, 165, 180), diminazen aseturat (Babenil, Berenil) kas i­i veya deri altē yolla 

3,5 mg/kg dozda kullanēlmēĸtēr (165, 180). Acridin t¿revleri (Gonacrin, Acriflavin, 

Flavin, Euflavin, Tripaflavin) ise %0,5-2,5ôluk ­ºzeltileri koyun ve ke­ilerde 50-150 

mg dozda damar i­i yolla kullanēlmēĸtēr (15, 165, 257). Ancak ila­larēn bir­oĵunun 

farklē zamanlarda kullanēlmalarē yasaklandēĵē i­in 1970ôten sonra g¿n¿m¿zde sadece 

imidocarb dipropionate kullanēlmaya baĸlanmēĸtēr. G¿n¿m¿zde de tedavi bu ¿r¿n ile 

yapēlmaktadēr (171, 221). 

Imidocarb, karbanilid t¿revi olup dipropionate halinde bulunmasē nedeniyle Imidocarb 

dipropionate ismiyle anēlmaktadēr. Babesiosisôe karĸē hem terapºtik hem de profilaktik 

ama­la kullanēlan bu ila­, etkeni doĵrudan etkilemektedir. Poliaminlerin ĸekillenmesi 

veya kullanēlmasē ile etkeni taĸēyan eritrositlere inozitolun giriĸini engellenmektedir. 

Ayrēca h¿cre ­ekirdeĵinin sayēsē ve b¿y¿kl¿ĵ¿nde artēĸ ile de sitoplazmada vakuoller 

ĸekillendirmektedir (171, 258-260).  

Ķlacēn ruminantlardaki tedavi dozu 1,2 mg/kg olup, kullanēldēktan kēsa bir s¿re sonra 

kandaki b¿t¿n Babesia etkenleri etkisiz hale getirilmektedir. Koruyucu doz ise 2,4 

mg/kg olup, koruyuculuk s¿resinin iki ay kadar olabileceĵi belirtilmektedir. (15, 165, 

180). Imidocarb dipropionateôēn doĵrudan zararlē bir yan etkisi olmamasēna raĵmen 

sēĵērlarda bazen 1mg/kg dozda zehirlenmelere yol a­abileceĵi belirtilmiĸtir. Bunun 

yanēnda doz aĸēmēna baĵlē olarak (2 mg/kg dozda) sēĵērlarda ºks¿r¿k, kas titremeleri, 

t¿k¿r¿k salgēsēnda artēĸ, sancē gibi kolinerjik belirtiler de meydana gelebileceĵi ancak 

sºz konusu belirtilerin tehlikeli olmayēp ge­ici nitelikte olduĵu ve ilacēn verilmesini 

takiben 1 saat i­inde kendiliĵinden kaybolabildiĵi belirtilmiĸtir. Ķlacēn 3-5 mg/kg 

dozlarda verilmesiyle sºz konusu yan etkilerin ĸiddetli bir bi­imde ortaya ­ēktēĵē ancak 

yine ge­ici olduĵu ifade edilmiĸtir. 10 mg/kg dozlarēnda ise hayvanlarda ºl¿m 
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gºr¿lebilmektedir. ¥te yandan yapēlan araĸtērmalar sonucu ilacēn karsinojenik 

olabileceĵi de belirtilmiĸtir (259).  

Imidocarb dipropionate, damar i­i (IV) yolla kullanēlmamalēdēr. Ķla­ verilen hayvanlarēn 

doku ve organlarēnda 5,5-6 ay s¿reyle kalēntēlarēna rastlanmaktadēr. Bu sebeple, s¿t 

veren hayvanlarda ve besi hayvanlarēnda kullanmaktan ka­ēnmalē, kullanēldēĵēnda ise 

hayvanlar ila­ uygulamasēnēn ¿zerinden 28 g¿n ge­meden kesilmemelidir. Bu s¿re 90 

g¿ne kadar da uzatēlabilmektedir (259, 261). 

Tek tērnaklēlarēn (262, 263) ve karnivorlarēn (264) tedavisinde de imidocarb grubu 

ila­lar ve diminazene aceturate kullanēlmakta olup kºpeklerde ayrēca trypan blue 

enjeksiyonu da baĸarēlē olmaktadēr. Yine kºpeklerde atovaquone ve azithromycin 

kombinasyonunun da istenilen tedaviyi ger­ekleĸtirdiĵi belirtilmiĸtir (265). Bunlarēn 

yanēnda son zamanlarda yapēlan ­alēĸmalarda babesiosis'in tedavisinde epoxomicin'in 

baĸarēlē sonu­lar verdiĵi bildirilmiĸtir (250). Ķnsanlarda ise tedavi amacēyla atovaquone, 

chloroquine, quinine, clindamycin ve azithromycin kombinasyonlarē kullanēlmaktadēr. 

Bunun yanēnda destek tedavisi de uygulanmaktadēr (171, 266-268). 

T¿rkiye Cumhuriyeti Gēda, Tarēm ve Hayvancēlēk Bakanlēĵē, Gēda ve Kontrol Genel 

M¿d¿rl¿ĵ¿n¿n 2016 yēlēnda T¿rkiye'de sēĵērlarda babesiosis'in tedavisinde kullanēlan 

ruhsatlē imidocarb dipropionate preparatlarē Tablo 2.1ôde sunulmuĸtur (269). 
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Tablo 2.1. T¿rkiyeôde sēĵērlarda babesiosis tedavisi i­in kullanēlan ruhasatlē ila­lar

Sēra No Ķla­ Adē Ruhsat Sahibi Firma Etken Madde Farmakolojik ķekli Uygulama ķekli Raf ¥mr¿ Ruhsat No 

1 ACAPRĶN %12 Bayer 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 36 Ay 009/0845 

2 AKMĶZOL Aksu Eczacēlēk 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 021/0006 

3 BABEDIF Ceva 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 020/0079 

4 CARBAK Rumeli Ķla­ 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 019/0056 

5 IMOZAN Provet 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 014/0033 

6 ĶMĶCARP Teknovet 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 018/0077 

7 ĶMĶDOVA Icb ¢ukurova 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 023/0048 

8 ĶMĶDOVĶL Vilsan 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 018/0019 

9 ĶMĶZOL Ceva 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 010/0028 

10 ĶMOCEL ¢elikler 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 24 Ay 019/0066 

11 KANAPRĶM Alke 120 mg Imidocarb dipropionate ¢ºzelti Enjeksiyonluk 36 Ay 017/0061 
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2.11. BABESĶOSĶSôDEN KORUNMA VE KONTROL 

Babesiosisôe karĸē koruyucu ºnlemlerin alēnmasē hastalēkla m¿cadelede b¿y¿k ºnem arz 

etmektedir. Koruyucu ºnlemlerin baĸēnda vektºr kenelerle m¿cadele gelmektedir. 

Ayrēca, preimmunizasyon ve aĸēlama da hastalēktan korunma ve kontrolde uygulanan 

ºnemli yºntemlerdendir (18, 23, 270).  

2.11.1. Vektºr Kenelerle M¿cadele ve Kene Kontrol¿ 

T¿rkiye, sahip olduĵu subtropikal iklimi ve coĵrafik yapēsē nedeni ile bir­ok kene 

t¿r¿n¿n bulunduĵu bir ¿lkedir. Bu nedenle kene kaynaklē vektºr-borne hastalēklar bu 

coĵrafya da olduk­a yaygēn bir ĸekilde gºr¿lmektedir. Bu hastalēklarēn en 

ºnemlilerinden biri olan babesiosis, ºzellikle kenelerin aktif olduĵu mevsimlerde sēĵēr 

ve koyunlarda verim kayēplarēnēn yanē sēra ºl¿mlere neden olmakta ve ekonomik 

kayēplara yol a­maktadēr. Bu sebeple keneler yoluyla bulaĸan hastalēklara karĸē 

uygulanabilecek en etkin koruma yºntemlerinin baĸēnda vektºr kenelerle m¿cadele ve 

kene pop¿lasyonunu kontrol altēna alma uygulamalarē gelmektedir (270).  

Vektºr kenelerin eradikasyonu m¿mk¿n deĵildir. Bu nedenle kenelere karĸē ancak 

m¿cadele stratejileri geliĸtirilip uygulanabilmektedir. Bu ama­la ºncelikle bºlgedeki 

kene faunasē tespit edilmeli ve bu kenelerin biyo-ekolojik ºzellikleri araĸtērēlmalēdēr. 

Kene m¿cadelesi ­eĸitli akarisidlerle yapēlabileceĵi gibi virus, bakteri, protozoon, 

nematod, mantar gibi ­eĸitli biyolojik ajanlar ve kene aĸēlarēyla da yapēlmaktadēr (185, 

271, 272). 

Kenelerle m¿cadele, genellikle konak hayvanlarēn ve ­evrenin d¿zenli aralēklarla 

akarisid ila­larla ila­lanmasē esasēna dayanmaktadēr. Ancak akarisid kullanēmē olduk­a 

zahmetli ve masraflē olup, aynē zamanda ­evre a­ēsēndan da risk oluĸturmaktadēr (167). 

Keneler genellikle tarēm ve orman alanlarē i­inde yayēlmēĸ durumda olduklarēndan 

yapēlan ila­lamalar ­evreye de zarar vermekte ve parazit olmayan diĵer canlēlarē da 

etkilemektedir. Ayrēca keneler, konak ¿zerinde olmadēklarēnda ­ok iyi bir ĸekilde 

gizlenmekte ve dolayēsēyla akarisid ila­larēn etkisinden kurtulabilmektedirler. Bunun 

yanēnda sēk kullanēlan akarisidlere karĸē oluĸan diren­ yine kenelerin bu ila­larēn 

etkilerine karĸē duyarsēz olmalarēna sebep olmaktadēr (270). Bu nedenlerden dolayē 

konak hayvanēn ila­lanmasē kenelerle m¿cadelede daha etkili bir yºntem olarak 
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gºr¿lmektedir. T¿rkiyeôde ºzellikle ilkbahar mevsiminde meraya ­ēkacak hayvanlara 

koruyucu ama­la veya hayvanlarēn ¿zerindeki keneleri uzaklaĸtērmak i­in banyo ve 

p¿sk¿rtme yoluyla ­eĸitli akarisidler kullanēlmaktadēr (173). 

Babesiosisôe karĸē korunmada kene kontrol¿ b¿y¿k ºnem taĸēmasēna raĵmen, 

akarisidlerin pahalē oluĸu, bazēlarēna karĸē diren­ ĸekillenmesi, uygulama sērasēnda 

hayvan hareketleri ile ilgili d¿zenlemelerin ve karantinanēn tam olarak yapēlamamasē ve 

bir­ok iĸletmede akarisidlerin banyo veya p¿sk¿rtme ĸeklinde uygulanacaĵē sistemlerin 

genellikle yetersiz olmasēndan dolayē, daha g¿venilir kontrol metotlarēnēn uygulanmasē 

gerekmektedir. Bu nedenle, korunmada etkili bir aĸēnēn gerekliliĵi son yēllarda daha da 

ºnem kazanmēĸtēr (273). ¥zellikle kene aĸēlarēyla yapēlan ­alēĸmalar sonucu, B. 

microplusôun Bm86 geninden elde edilen ticari aĸēlarēn (Gavac
TM

, TickGARD
PLUS

), 

kenelerin sayēsēnda, doyma aĵērlēklarēnda ve fertilite oranlarēnda ºnemli derecede 

azalma saĵladēĵē tespit edilmiĸtir (274, 275). Bu ticari aĸēlarēn R. annulatus, R. 

decolaratus, Hyalomma anatolicum ve H. dromedariiôye karĸē koruyuculuk saĵlarken, 

Amblyomma variegatum, A. cajennense ve R. appendiculatusôa karĸē koruyuculuk 

saĵlamadēĵē bildirilmiĸtir (272). Bunun yanēnda Ixodes scapularisôin subolesin olarak 

adlandērēlan 4D8 geniyle yapēlan immunizasyon ­alēĸmalarēnda bu genin RNA 

interferens (RNAi) etkisiyle kenelerin beslenme ve yumurtlamalarēnda ºnemli 

azalmalara yol a­tēĵē saptanmēĸtēr. RNAi, kenelerde ve ­oĵu ºkaryotlarda bulunan ve 

koruyucu ºzeliĵi olan post-transkripsiyonel bir gen-silencing mekanizmasēdēr (276). 

2.11.2. Preimmunizasyon 

Enzootik alanlarda yetiĸtirilen sēĵērlar, babesiosisôe karĸē ilk altē ayda enfeksiyon 

immunitesi veya preimmunisyon kazanērlar. D¿ĸ¿k miktarda parazitemiye sahip olan bu 

hayvanlar o bºlgedeki lokal homolog suĸlara karĸē belirli ºl­¿de baĵēĸēktērlar. Parazitin 

bulunmadēĵē instabil bºlgelerden sºz konusu stabil bºlgelere getirilecek hayvanlara suni 

preimmunizasyon kazandērma uygulamalarē yapēlabilmektedir. Bu ama­la, homolog 

suĸlara karĸē premunisyon amacēyla duyarlē hayvanlara, babesiosisôli sēĵērēn enfekte 

kanē verilip klinik belirtilerin oluĸmasē ile birlikte k¿ratif dozun altēnda imidocarb 

preparatlarē uygulanarak hastalēĵēn ortaya ­ēkēĸē ºnlenebilmektedir. Sonu­ olarak, belirli 

bir miktar parazitin canlē kalmasēna m¿saade edilmekte ve homolog suĸlara karĸē 

duyarlē sēĵērlarēn preimmun duruma getirilmesi saĵlanmaktadēr (185).  
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2.11.3. Aĸēlama 

Babesiosisôe karĸē korunmada kene kontrol¿ b¿y¿k ºnem taĸēmasēna raĵmen, 

akarisidlerin pahalē oluĸu, bazē akarisidlere karĸē diren­ ĸekillenmesi, uygulama 

sērasēnda hayvan hareketleri ile ilgili d¿zenlemelerin ve karantinanēn tam olarak 

yapēlamamasē ve bir­ok iĸletmede akarisidlerin banyo veya p¿sk¿rtme ĸeklinde 

uygulanacaĵē sistemlerin genellikle yetersiz olmasēndan dolayē bu tip endemik 

hastalēklara karĸē korunmada en yaygēn kullanēlan ve en ucuz ĸekilde baĸarē saĵlayan 

korunma metodu aĸē uygulamasēdēr. Babesiosisôe karĸē hazērlanan aĸēlar; atten¿e canlē 

aĸēlar, inaktif aĸēlar, subunit aĸēlar, rekombinant aĸēlar ve DNA aĸēlarē olmak ¿zere beĸ 

grup altēnda incelenebilmektedir (273).  

G¿ney Afrika, Ķsrail ve Avustralyaôda B. bovis ve B. bigeminaônēn atten¿e suĸlarēndan 

hazērlanan canlē aĸēlar rutin olarak ve deneysel ama­larla kullanēlmaktadēr (43). Canlē 

aĸēlar, humoral ve h¿cresel baĵēĸēklēk sistemlerini uzun s¿re uyararak daha kalēcē bir 

baĵēĸēklēk saĵlayabilmektedirler. Sēĵēr babesiosisôinde canlē aĸēnēn saĵladēĵē koruyucu 

baĵēĸēklēk, genellikle 3-4 hafta i­inde geliĸmekte ve dºrt yēl kadar devam 

edebilmektedir (43, 277, 278). Canlē aĸēlarda kullanēlan suĸ, patojen suĸun seri pasajlar 

neticesinde elde edilen apatojen bir mutantēdēr ve pasajlardan dolayē baĵēĸēklēk 

oluĸturma ºzelliĵi kaybolmamaktadēr. Ancak farklē coĵrafyalarda bulunan suĸlarēn 

patojeniteleri ve antijenik yapēlarē arasēnda ºnemli farklēlēklar bulunabilmektedir. 

Dolayēsēyla bir coĵrafyada koruyucu etkinliĵi olan bir canlē aĸēnēn baĸka bir ¿lkedeki 

hayvanlar i­in koruyucu etkiye sahip olmama ihtimali sºz konusudur. Baĸka bir 

coĵrafik suĸtan hazērlanan canlē aĸēnēn, bir baĸka coĵrafyada kullanēlmasē, farklē bir 

suĸun o ¿lkeye girmesi anlamēna da gelmektedir (186). Bu nedenle babesiosisôe karĸē 

korunma amacēyla hazērlanacak bir aĸē suĸu, aĸē uygulamasēnēn yapēlacaĵē coĵrafik 

suĸlardan hazērlanmalēdēr. Atten¿e suĸ, in vitro veya in vivo olarak ¿retilip, standardize 

edilmekte ve etkinlik/g¿venlik kontrolleri yapēldēktan sonra aĸē olarak kullanēlmaya 

hazēr hale getirilmektedir (43). Atten¿e canlē aĸēlar, kullanēmdan sonra bazē hayvanlarda 

klinik enfeksiyonlarēn ĸekillenmesine sebep olabilmektedir. Canlē aĸēlarēn bu tip 

dezavantajlarē i­ermesi sebebiyle rekombinant aĸē ­alēĸmalarēna hēz verilmiĸtir (197, 

185). Bu ama­la ºzellikle Avustralya, Arjantin, G¿ney Afrika, Ķsrail ve Uruguayôda 

rekombinant aĸē ­alēĸmalarē devam etmektedir (43). 1990ôdan beri Avustralyaôda B. 

bovisôin 3 suĸu ve B. bigeminaônēn bir suĸu (G suĸu) aĸē ¿retiminde kullanēlmaktadēr 
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(279). ¥zellikle canlē aĸē olarak G¿ney Afrika, Ķsrail ve Avustralyaôda frozen 

(dondurulmuĸ) aĸēlar kullanēlmakta ve bu aĸēlar chilled (soĵutulmuĸ) aĸēlara gºre daha 

fazla dayanēklēlēk gºstermektedir. Bu aĸēlarēn soĵukta muhafaza edilmesi amacēyla 

gliserol kullanēlmaktadēr. Nakil esnasēnda sēvē N2 (nitrojen) veya kurubuz (CO2) 

kullanēlmasē gerekmektedir. Avustralyaôda ¿retilen monovalent B. bovis ve B. bigemina 

aĸēlarē (Combovac) ticari olarak 2001ôden beri satēlmaktadēr (43). Bunun yanēnda 

soĵutulmuĸ formda aĸēlar, sadece Avustralyaôda 1966-2003 yēllarē arasēnda 35 milyon 

doz uygulanmēĸtēr. Bu aĸēnēn dondurulmuĸ formlara gºre avantajlarē: kēsētlē kaynaklarla 

daha kolay ¿retilmesi, naklinin ve kullanēmēnēn daha kolay olmasēdēr. Halen 

Avustralyaôda kullanēlan bu aĸēlar 2 ml doz i­erisinde 1x10
7
 B. bovis, 25x10

6
 B. 

bigemina ve 1x10
7 

Anaplasma centrale i­ermektedir. Bu aĸēlarēn raf ºmr¿ olduk­a kēsa 

olup yaklaĸēk 4 g¿nd¿r (280). Bunun yanēnda rekombinant aĸē ­alēĸmalarē genellikle, 

doĵal immun sēĵērlarda fonksiyonel olarak immunodominant olan merozoit y¿zey 

antijenleri ¿zerinde yoĵunlaĸmēĸtēr. Bu ama­la genellikle B. bovis msa-2c antijenleri ile 

B. bovis ve B. bigeminaôda ortak olarak bulunan rap1 geni kullanēlmaktadēr. msa-1 ve 

msa-2c antijenlerinin merozoitlerin eritrositlere invazyonunu nºtralize ettiĵi fakat bu 

antijenlerin sēĵērlarda koruma saĵlamadēĵē bildirilmiĸtir (244, 281). rap-1 antijeninin ise 

sadece homolog suĸlara karĸē kēsmi bir koruma saĵladēĵē saptanmēĸtēr (282). Bunun 

yanēnda ilk olarak Plasmodium t¿rlerinin meydana getirdiĵi hastalēĵa karĸē geliĸtirilen 

ve daha sonra t¿m apikompleksan parazit t¿rleri i­in g¿venli bir aĸē adayē antijeni olarak 

belirlenen Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1) ¿zerinde yapēlan ­alēĸmalar son 

yēllarda b¿y¿k ºnem kazanmēĸtēr. Rekombinant aĸēlarēn geliĸtirilmesinde hedef 

proteinler arasēnda en umut verici protein olarak saptanan AMA-1 antijeni, sēĵēr 

babesiosisôine yol a­an diĵer t¿rlerden B. bovis ve B. divergensôte de ­alēĸēlmēĸtēr. 

G¿n¿m¿zde d¿nyada B. bigeminaônēn AMA-1 proteini ¿zerine yapēlmēĸ herhangi bir 

protein analiz ve immunolojik ekspresyon ­alēĸmasē bulunmamaktadēr (192-194). Bu 

­alēĸmalarēn yanēnda alternatif olarak DNA aĸē adjuvantlarē geliĸtirilmeye baĸlanēlmēĸtēr. 

Babesia bovisôin B h¿crelerinden elde edilen DNA i­erisindeki CpG motifleri, IgG 

¿retimini teĸvik etmektedir. Aktive olmuĸ makrofajlar da IL-12, TNF-Ŭ ve NO 

salgēlayarak parazitlerin replikasyonun kontrol¿ i­in ºnemli bir doĵal immunite 

saĵlamaktadēr (200). 
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2.12. BABESIA T¦RLERĶNĶN ANTĶJENĶK YAPILARI VE APICAL 

MEMBRANE ANT IGEN-1 (AMA -1) 

2.12.1. Eritrositlere Giriĸ Mekanizmasē ve Antijenleri 

Yaĸam sikluslarēnē devam ettirebilmek ve humoral immun yanēt komponentlerinin 

etkisinden kurtulmak amacēyla apikompleksan parazitler mutlaka h¿cre i­erisine invaze 

olmak zorundadērlar. Bu nedenle g¿n¿m¿zde yapēlan aĸē ­alēĸmalarē bu noktada 

merozoitlerin eritrositlere tutunmasēnē engellemeye yºnelik aĸē adayē belirleme 

araĸtērmalarēyla devam etmektedir.  

Apikompleksan parazitler, h¿creye invazyon esnasēnda ­eĸitli molek¿lleri (ligandlarē) 

kullanērlar. Babesia sporozitlerinin eritrositlere giriĸi endositozisle ve bir parazitofor 

vakuol oluĸturmadan ger­ekleĸmektedir (283, 284). Bunun i­in ºncelikle sporozoitin 

temas ettiĵi eritrositin y¿zeyinde, ºnce aktin ve myozinin rol aldēĵē mekanizma ile bir 

invaginasyon meydana gelir. Bunu takiben sporozoitler, direkt olarak konak eritrositine 

girerler. Bu ĸekilde eritrosit i­erisine giren sporozoitler, trofozoit ĸekline dºn¿ĸ¿rler. 

Olgunlaĸan trofozoit, merogoniye benzer ĸekilde ikiye bºl¿nerek ­oĵalēr. Meydana 

gelen merozoitler de aynē ĸekilde saĵlam eritrositlere penetre olur ve bu ĸekilde 

eritrositleri enfekte ederler (37, 39). Diĵer taraftan merozoitlerin y¿zeyinde bulunan 

komplement 3 (C3) proteininin eritrositlerde bulunan C3 reseptºr¿ ile baĵlanmasē da 

penetrasyonda ºnemli rol oynar (38). Babesia merozoitleri ile konak eritrositleri 

arasēndaki molek¿ler mekanizma ise tam olarak bilinmemektedir. Plasmodiumôda 

olduĵu gibi, ekstrasel¿ler Babesia merozoitleri de penetre olacaĵē eritrositlere tutunmak 

i­in h¿cre y¿zeyindeki ­eĸitli reseptºrleri ararlar. Babesia merozoitleri, hedef 

eritrositlere tutunmak i­in ºncelikle y¿zeylerinde bulunan surface-coating molek¿lleri 

kullanērlar ve etkili bir ĸekilde hedefe odaklanērlar (39). Babesia bovis merozoitleri 

y¿zey kēsēmlarēnda VMSA (variable merozoit surface antigen) ailesinde yer alan 5 

antijen (msa-1, msa-2a1, msa-2a2, msa-2b, msa-2c) ihtiva ederler (40). Bu antijenler; 

amino-terminal hidrofobik bir sinyal bºlgesi, hidrofilik merkez bºlge ve glikozil-

fosfotidilinositol (GPI) i­eren karboksi-terminal bir u­ taĸērlar. Ķnvazyonda kullanēlan 

diĵer ligandlar ise merozoitlerin roptri ve mikronem proteinleridir (40). Bu proteinler, 

bilinen t¿m h¿creler tarafēndan ortama salēnan, 30-100 nm arasēnda deĵiĸen boyutlara 

sahip endozomlarēn olgunlaĸmalarē sērasēnda endozom zarēnēn i­e doĵru kēvrēlmasēyla 

meydana gelen ve nano kesecikler olarak adlandērēlan eksosomlar ile 
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taĸēnabilmektedirler (285-287). Apikompleksan protozoon parazitlerde rhoptry-limiting 

membranēn i­e doĵru kēvrēlmasēyla oluĸan ­ok kesecikli yapēlar (MVB, multivesicular 

bodies), N-terminali dēĸta C-terminali ise l¿mende yer alan roptri proteinlerinden 

ROP2ôyi i­inde barēndēran eksosomlarē ¿retirler. ¦retilen eksosomlarēn, bu proteinlerle 

oluĸan iliĸkilerinden dolayē apikompleksan protozoon parazitin konak h¿creye 

invazyonu aĸamasēnda ºnemli bir yapē olarak gºrev aldēĵē d¿ĸ¿n¿lmektedir (286, 287). 

Nitekim, Hakansson et al.  (288) T. gondii ¿zerinde yaptēklarē ­alēĸmada, invazyonda 

ºnemli rol oynayan roptri proteini ROP1ôin bu kesecikler i­inde bulunduĵunu 

saptamēĸlardēr. Ayrēca eksosomlarēn, sadece invazyonda deĵil, aynē zamanda h¿creler 

arasē haberleĸmede sinyal iletimi, genetik materyal aktarēmē ve immun yanēt 

d¿zenlenmesi gibi bir­ok biyolojik iĸleyiĸte de kilit roller ¿stlendiĵi gºsterilmiĸtir (289-

292). 

Babesia t¿rlerinin konak h¿creye tutunmalarē esnasēnda, apikal organellerinden 

merozoit y¿zeyine ve/veya konak eritrositleri (ve/veya retikulositleri, canine 

babesiosisôinde olduĵu gibi) i­erisine bazē proteinleri salgēlarlar. Bu organeller, 

parazitin anterior¿nde ¿st kēsēmda bulunur ve roptri, mikronem ve dense gran¿llerini 

kapsar. ¥zellikle roptri ve mikronemlerden salēnan proteinlerin, h¿creye invazyonda 

ºnemli rol oynadēĵē d¿ĸ¿n¿l¿r (41). Babesia bovisôte 60 kDa aĵērlēĵēnda bir roptri 

proteini (rap-1) bulunur. Rap-1 proteini, konak h¿crenin uyarēlmasēndan sorumlu birka­ 

immunojenik epitopu bulundurur (293, 294). Mikronem ¿r¿n¿ olarak da, Apical 

Membrane Antigen-1 (AMA-1) (295) ve thrombospondin-related anonymous protein 

(TRAP) (296) molek¿lleri eritrositlere invazyonda kullanēlēr. Ķnvazyonda kullanēlan bir 

diĵer molek¿l ise k¿resel cisim (spherical body, 225 kDa) komponentleridir. ¥zellikle 

Babesia t¿rlerinde apikal kompleks elemanlarē i­erisinde k¿resel cisim komponentleri 

bulunur. Bug¿ne kadar spherical body komponenti olarak ¿­ protein tespit edilmiĸtir 

(sbp-1, sbp-2, sbp3). Bu proteinler, N-terminal bºlgede olduĵu farz edilen sinyal 

peptidlerini i­erirler. Parazit, bu peptidleri konak eritrositlerinin i­erisine salar (281, 

297, 298). Apikompleksan parazitlerde, klass XIV filogenetik sēnēfēnda miyozinle ilgili 

h¿cresel fonksiyonlarē y¿r¿ten miyozin genleri bulunur. Myozin, apikompleksan 

parazitlerin eritrositlere invazyonunda rol oynamaktadēr (299-301). 

Ķnvazyonda parazite ait reseptºrlerin yanē sēra konak eritrositlerine ait reseptºrler de rol 

oynamaktadēr. Sialic asit reziduelerinin parazitler i­in reseptºr gºrevi yaptēĵē tespit 
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edilmiĸtir. Sialik asit rezidueleri N-asetilnºraminik asit (Neu5Ac), N-glikolilnºraminik 

asit (Neu5Gc) komponentlerini i­erir (302). Bu molek¿l, saĵlēklē insanlarda kolayca 

tespit edilemezken diĵer memelilerde sēklēkla bulunur. Konak eritrositlerindeki diĵer 

molek¿l ise tripsin veya Ŭ-kemotripsin-sensitif proteinlerdir (302). Yapēlan ­alēĸmalarda 

tripsinin Babesia t¿rlerinin eritrositlere invazyonunu ºnemli ºl­¿de azalttēĵē ve sadece 

B. bigeminaônēn invazyonunu engellediĵi, B. divergensôin ise tripsin ve Ŭ-

kemotripsinôden etkilenmediĵi tespit edilmiĸtir. Babesia bovis de bu her iki molek¿lden 

etkilenmiĸ ve invazyonu azalmēĸtēr (303, 304). Bir diĵer molek¿l heparin, merozoitlerin 

y¿zeyine baĵlanarak parazitin konak eritrositi i­erisine girmesini inhibe eder (305). 

Heparin, heparan s¿lfat (HS)ôēn s¿lfatlanmēĸ formu olup kan koagulasyon sisteminin 

inhibitºr¿, mast h¿creleri ve bazofillerin biosentetik komponentleridir. HS ise daha 

fazla h¿cre tipi tarafēndan ¿retilen bir alarmindir (184). Dolayēsēyla HS proteoglikanlarē, 

parazitlerin konak h¿cre tarafēndan tanēnmasēnda kullanēlēr. Sonu­ olarak Babesia 

merozoitleri hem kendi komponentleri ve hem de konak eritrositlerine ait komponentler 

vasētasēyla eritrositlere invaze olmaktadērlar (306, 307). Babesia merozoitlerinin invaze 

olduklarē eritrositlerde canlēlēklarēnē s¿rd¿rebilmeleri ve geliĸebilmeleri, konak 

h¿cresinin sitozol¿nde ve plazma membranēnda oluĸturduklarē modifikasyonlara 

baĵlēdēr (308).  Babesia bovis ile enfekte sēĵēr eritrositlerinin glikoza karĸē ge­irgenliĵi, 

enfekte olmayanlara gºre daha ­ok artar (309, 310). Babesia t¿rleri, temel enerji 

kaynaĵē olarak konaĵēn heksozlarēnē kullandēklarēndan, enfeksiyon sērasēnda, konaĵēn 

da glikolizinde artēĸ olur (283, 311). Babesia bovis ile enfekte eritrositlerde, enfekte 

olmayanlara gºre glikoz ve oksijen t¿ketiminin 2,5 kat, piruvat ¿retiminin ise 7 kat 

arttēĵē ve ATP sentezinde de ºnemli bir artēĸ olduĵu saptanmēĸtēr (312).  

Heksozlarēn enfekte h¿cre i­ine giriĸinin doyurulamayan kanal/por benzeri 

mekanizmayla (non-saturable channel/pore-like mechanism) veya doyurulabilir Na
+
-

baĵēmsēz heksoz taĸēyēcēlarē aracēlēĵē ile ger­ekleĸtiĵi ºne s¿r¿lm¿ĸ ise de bu olay, hala 

tam olarak a­ēklanamamēĸtēr. B. bovis genomunda BboHT1 ve BboHT2 olmak ¿zere iki 

heksoz taĸēyēcēsē bulunur. Glikozun yanē sēra fruktozu da taĸēyan BboHT1ôin D-glikoza 

gºre D-fruktoza affinitesi d¿ĸ¿kt¿r. BboHT1 ¿zerinde y¿r¿t¿len radiotracer ­alēĸmalar, 

BboHT1ôin doyurulabilir, Na
+
-baĵēmsēz stero-spesifik bir heksoz taĸēyēcēsē olduĵunu 

ortaya koymuĸtur. Babesia bovis suĸlarē arasēnda BboHT1 ve BboHT2ônin n¿kleotid 

sekansē yºn¿nden farklēlēk bulunduĵu; BboHT2ôde daha fazla olan bu farklēlēklarēn 
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fonksiyonel olarak ºnemli rezid¿lerde olmadēĵē saptanmēĸtēr. BboHT1 ve BboHT2ônin 

orthologlarē, B. bigeminaônēn genom sekansēnda da bulunurlar. Ancak, bu parazitlerin 

eritrositlerin sitoplazmasēnda serbest­e ­oĵalmalarē ve konaĵēn besin maddelerine 

doĵrudan ulaĸabilmeleri, genomlarēnda deĵiĸikliklere neden olarak bazē metabolik 

yollarēn (ºrneĵin yaĵ asidi biyosentezi) kaybolmasēna yol a­abilmektedir (313). 

2.12.2. Antijenik Varyasyonlar  

Babesia t¿rlerinin gen dizilimlerindeki veya gen k¿melerindeki deĵiĸikliklerden 

kaynaklanan antijenik varyasyon, aynē zamanda konak immunitesinden kurtulma 

mekanizmasē olarak ­alēĸmaktadēr. Antijenik varyasyon heterolog suĸlara duyarlēlēkta 

ºnemli rol oynar (190, 314, 315). Babesia spp.ôde bulunan antijen genlerinin bir­oĵu 

multigen ailesinde bulunur ve bu genler, antijenik varyasyonlarda rol oynarlar. 

Avustralyaôdan elde edilen B. bovis suĸunda babR geni tespit edilmiĸ (316), daha sonra 

Meksikaôda elde edilen izolatta bu genin bir homoloĵu olan msa-1 ve msa-2 genleri 

(317) saptanmēĸtēr. Bu her iki izolatē kodlayan genler, akraba olmakla beraber izolatlar 

arasēnda ­apraz reaksiyon tespit edilememiĸ ve genler ¿zerinde bulunan epitoplarēn 

izolatlara ºzg¿ olduĵu belirlenmiĸtir (318).  babR, msa-1 ve msa-2 genleri bariz bir 

ĸekilde homologken, bu genler ¿zerindeki aktif kromozomal rekombinasyonlar 

y¿z¿nden DNA mutasyonlu ­eĸitli alleller oluĸmaktadēr. Buna baĵlē olarak da mRNA, 

gen boyunca farklē okuma bºlgelerine transfer edilmekte ve farklē polipeptid ¿r¿nler 

meydana gelmektedir (317). Bunun yanēnda bazē allelik genler, kalētsal olabilmekte ve 

parazit antijenlerindeki hēzlē deĵiĸimlerle alakalarē bulunmamaktadēr. Babesia spp., T. 

parva ve P. falciparumôda bulunan rap-1  genleri, N-terminal ve C-terminal sekans 

bºlgelerinde ­eĸitli allelik genler taĸēmalarēna raĵmen, bu genlerin hēzlē antijenik 

varyasyonlarda rol oynadēĵēna dair bir kanēt hen¿z bulunamamēĸtēr (319-322). Babesia 

bovis VESA (variable erythrocyte surface antigen) genlerindeki antijenik varyasyon, en 

az 300 polimorfik kopyaya sahip b¿y¿k bir gen ailesindeki gen konversiyonuna baĵlē 

olarak proteinlerdeki amino asit farklēlēklarēndan kaynaklanēr (190). Buna karĸēn rap-1 

genindeki antijenik farklēlēk, daha az sayēdaki amino asit farklēlēĵēndan ileri gelmektedir 

(323). 

Mevcut ­oĵu anti-babesial aĸēlar, ºzellikle parazit y¿zeyinden eksprese olmuĸ 

antijenlerin y¿ksek oranda varyasyonlarē sebebiyle yeterli immunolojik etkinliĵi 

gºsterememektedirler. Bu nedenle Babesia t¿rlerinin eritrosit invazyonu aĸamasēnda 
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kullandēĵē tanēmlanmēĸ ya da hen¿z tanēmlanamamēĸ ĸ¿pheli bir­ok molek¿l, aĸē 

geliĸtirilmesi ve ¿retilmesinde hedef olarak halen araĸtērēlmaktadēr (192-194). 

2.12.3. Apical Membrane Antigen-1 (AMA -1) 

Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1), mikronem ¿r¿n¿ bir transmembran proteindir. 

T¿m apikompleksan parazit t¿rlerinde tip I integral membran protein olarak bulunan 

AMA -1, N-terminal (NT) cysteine-rich ektodomain, tek transmembran domain ve bir 

C-terminal (CT) i­eren sitoplazmik u­ (Cyt) olmak ¿zere toplam ¿­ yapēdan meydana 

gelmektedir (192, 324, 325).  

2.12.3.1.  Apikompleksan Ķnvazyon ve AMA-1 

Apikompleksan parazitik protozoonlar; coccidiosis (Eimeria spp.), cryptosporidiosis 

(Cryptosporidium spp.), toxoplasmosis (Toxoplasma gondii), Malaria (Plasmodium 

spp.), theileriosis (Theileria spp.) ve babesiosis (Babesia spp.) gibi insan ve hayvanlarda 

y¿ksek oranda morbitide ve mortaliteyle seyreden ve ekonomik yºnden ºnemli 

hastalēklara yol a­arlar. Bu protozoon parazitler, konak h¿creye invazyonda ve h¿creye 

penetre olmuĸ parazitin ­evresinde meydana gelen vakuol (PV) oluĸturmada apikal 

kompleks elemanlarēnēn salgēladēĵē ºzel molek¿llere ihtiya­ duyarlar. ¢oĵu 

apikompleksan parazit, konak immun savunma etkisinden kurtulmak i­in hēzlē bir 

invazyon prosesini takip eder. Bu aktif invazyon ¿zerine yapēlan araĸtērmalarda son 

zamanlarda ºzellikle korunmuĸ bir membran proteini olan Apical Membrane Antigen-1 

(AMA -1) ¿zerine odaklanēlmēĸtēr. Sºz konusu parazitlerin konak h¿creye 

invazyonlarēnda ana molek¿llerden biri olan AMA-1 ile olan iliĸkileri ¿zerinde 

durulmaktadēr. AMA -1, ilk olarak 1982 yēlēnda Plasmodium knowlesiôde tanēmlanmēĸtēr 

(326). Apikal salgē organeli olarak bilinen mikronemlerden orijin alan AMA-1, tip 1 

transmembran bir proteindir. Ayrēca son yapēlan ­alēĸmalarda AMA-1ôin invaze olan 

parazitlerin y¿zeylerinde yer aldēĵē da bildirilmiĸtir (327). Bu nedenle AMA-1, son 

yēllarda ºzellikle insan Malariaôsē i­in ¿retilen aĸē adaylarēnda, parazitin eritrositlere 

invazyonunu engelleyebilmek ve ­eĸitli formlarēna (AMA -1 peptidleri, rekombinant 

formlar, DNAôsē kodlanmēĸ formlar) karĸē immunizasyon ger­ekleĸtirilerek kanda 

bulunan parazitlere karĸē koruma saĵlayabilmek i­in hedef protein olarak se­ilmiĸ ve 

­alēĸēlmēĸtēr (325, 326, 328). 
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AMA -1; Toxoplasma, Plasmodium ve Babesia t¿rleri i­in esansiyel bir proteindir (193, 

329, 330). Transgenik parazitlerin ekspresyonu AMA-1ôin formlarē tarafēndan 

mutasyona uĵratēlmaktadēr (331-335). AMA-1ôin konak h¿creye invazyonda rol 

oynadēĵē net bir ĸekilde bilinse de buradaki mekanizmanēn nasēl iĸlediĵi noktasēnda bazē 

hususlarēn iyi anlaĸēlmasē gereklidir. ķºyle ki: AMA-1ôin apikal reoryantasyondaki rol¿, 

eritrositlere tutunmadaki iĸlevi, roptiri sekresyonlarē ve hareket mekanizmasēndaki 

etkileri ile intrasel¿ler replikasyon mekanizmalarēndaki rollerinin bilinmesiyle tam 

olarak anlaĸēlabileceĵi belirtilmiĸtir (331, 333). Bu kapsamda AMA-1, daha ­ok 

Toxoplasma ve Plasmodium t¿rlerinde araĸtērēlmēĸtēr (325, 336). Ancak son zamanlarda, 

AMA -1ôin protein yapēsē ile invazyondaki etkinliĵi, Babesia divergens, B. bovis ile B. 

orientalis ¿zerinde de ­alēĸēlmaya baĸlanmēĸtēr (192, 337-340).  

2.12.3.2.  AMA -1ôin Ectodomain Yapēsē 

AMA -1ôin koruyucu bir antijen olduĵunun keĸfiyle birlikte, ekstrasel¿ler yapēsēnēn 

karakterizasyonu, ºzellikle gelecekte bu antijen ¿zerine yapēlacak ­alēĸmalar i­in ºnemli 

bir konu haline gelmiĸtir. Plasmodium vivax, P. falciparum ve T. gondiiôden izole 

edilen AMA-1ôin kristalleĸmiĸ ekstrasel¿ler yapē formlarēnēn, intramolek¿ler dis¿lfid 

baĵlarēnēn analizleri sonucunda baĸlēca ¿­ ana domainden oluĸtuĵu bildirilmiĸtir (341). 

Domain III, k¿­¿k homolog yapēlardan oluĸurken, domain I ve II, PAN mod¿lleri 

(plasminogen, nematode, apple) benzeri yapēlardan oluĸmaktadēr. PAN mod¿lleri, 

protein-protein veya protein-karbonhidrat etkileĸimleri ile bir takēm adhezyon 

proteinleri arasēndaki iliĸkide kolaylaĸtērēcē bir rol oynamaktadērlar. AMA-1 

ectodomainin dikkat ­ekici bir ºzelliĵi de polimorfik d¿ĵ¿mlerle sarēlē, korunmuĸ, 

hidrofobik bir oluk i­eren subdomain I yapēsē i­ermesidir. Bu yapēsal ºzellik, P. 

falciparum AMA -1ôin (PfAMA-1) eritrositlere invazyonunda kritik bir rol 

oynamaktadēr. ¥zellikle, bu yapēda bulunan iki invazyon-inhibitºr monoklonal antikor, 

baĵlanma aĸamasēnda, PfAMA-1 ile Plasmodium rhoptry neck proteinleri arasēndaki 

etkileĸmeyi bloklayarak konak h¿cre invazyonunda ºnem arz eden multiprotein 

kompleks oluĸumunu engellemektedir (342, 343). 

2.12.3.3.  AMA -1ôin Hareketli Baĵlanma (Moving Junction)ôdaki Rol¿ 

Geliĸmiĸ, fonksiyonel bir yapēya sahip olan T. gondii AMA -1 (TgAMA-1) ve TgAMA-

1 ile iliĸkili proteinler, bu parazit t¿r¿n¿n konak h¿creye invazyonunda ve hareketli 

baĵlanmasēnda [moving junction (MJ)] ºnemli rol oynamaktadērlar. Bu konuda yapēlan 
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­eĸitli immunopresipitasyon ­alēĸmalarla birlikte, TgRON2, TgRON4, TgRON5 ve 

TgRON8 gibi TgAMA-1 ile iliĸkili, hareketli baĵlanmada ºnemli rol oynayan, 

kompleks rhoptry neck proteinleri de identifiye edilmiĸ ve invazyondaki ºnemleri 

bildirilmiĸtir (344-347). Bir T. gondii rhoptry neck proteini olan TgRON4 homoloĵu 

protein, Neospora t¿r¿ parazitler i­in de yine MJônin ºnemli proteinlerindendir. Son 

zamanlarda yapēlan ­alēĸmalar sonucu B. divergens AMA -1 (BdAMA-1), B. bovis 

AMA -1 (BbAMA-1) ile B. orientalis AMA -1 (BoAMA-1)ôlerin invazyonda rhoptry 

neck proteinler (RON) ile etkileĸim halinde bulunduklarē ve MJ sērasēnda invazyonda 

birlikte gºrev aldēklarē ortaya konmuĸtur (192, 337-340). 

Plasmodium t¿rlerinde MJ, parazitteki y¿z¿k benzeri yapēlarēn parazit ve konak plazma 

membranlarēna tutunmasēyla oluĸan bir baĵlantē tipidir. Bu MJôda RON ve AMA-1 

proteinleri arasēndaki etkileĸim de ºnemlidir. Toxoplasma gondii ¿zerinde y¿r¿t¿len 

­alēĸmalarda bu baĵlanmanēn, TgRON2ônin C terminal bºlgesi ile N terminal bºlgesi 

konak h¿cre sitoplazmasēnda bulunan TgAMA-1ôin ectodomaini arasēnda meydana 

geldiĵi bildirilmiĸtir (348, 349). Ķnkubasyon periyodunda olan parazitlerde 

TgRON2ônin C terminal bºlgesinin rekombinant formunun baĵlanma ĸiddetini azalttēĵē 

gºr¿lm¿ĸt¿r. Bunun sonucunda, baĵlanmada C terminal bºlgesinin, baĵlanma ĸiddetini 

parazitin fizyolojik periyoduna gºre artērēp-azaltabilme yetisine sahip olduĵu 

anlaĸēlmēĸtēr.  Benzer baĵlanma karakteristikleri ve invazyon etkisinin azaldēĵē 

durumlar,  PfRPN2ônin ortholog bºlgelerinde de gºzlemlenmektedir. Meydana gelen bu 

etkileĸimler, AMA-1 ve RON2 arasēndaki iliĸkinin invazyonda ne kadar etkin olduĵunu 

ve bu iki proteinin t¿m apikompleksan parazitlerde hayati bir ºneme sahip olduklarēnē 

gºstermektedir (348). 

AMA -1 ve RON2 arasēndaki etkileĸimler, konak h¿creye invazyonda b¿y¿k ºneme 

sahip olduĵundan konaĵēn savunma sistemi de genellikle bu etkileĸimi hedef alarak onu 

bozmaya yºnelik bir reaksiyon olarak ortaya ­ēkmaktadēr. Bu kapsamda R1 peptid ve 

AMA -1 spesifik antikorlar devreye girmekte ve invazyonu engellemektedirler. Ancak 

parazit, buna cevaben invazyonunda sadece AMA-1 ve RON2 arasēndaki etkileĸimi 

kullanmayēp aynē zamanda korunmuĸ intermolek¿ler yapēlarēnē ve AMA-1ôin epizomal 

ekspresyonlarēnē da devreye sokarak konaĵēn bu savunma sistemine karĸē alternatif 

yollar ¿retebilmektedir (348). 



51 

 

 

Toxoplasma gondiiônin vahĸi suĸlarē (wild-type strains) ¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada, 

TgAMA-1ôin invazyon sērasēnda parazit y¿zeyinin ¿zerinde daĵēlmēĸ bir halde 

bulunduĵu gºzlemlenmiĸtir (329, 350, 351). Buna karĸēlēk P. falciparum merozoitleri 

ile yapēlan baĸka bir ­alēĸmada ise PfAMA-1ôin MJ sērasēnda merozoitlerin canlēlēĵēnē 

aniden kaybetmelerine baĵlē olarak immunfloresan incelemede gºr¿lememiĸler ve 

dolayēsēyla lokalizasyonlarē da tespit edilememiĸtir (352). 

AMA -1ôin MJ oluĸumundaki kesin rol¿, hen¿z tam olarak a­ēklanamamēĸtēr. Ancak, 

konak h¿cre ve parazit membranēndaki yakēn apozisyonunun AMA-1 fonksiyonuna 

baĵlē olarak ĸekillendiĵi a­ēk bir ĸekilde ortaya konmuĸtur. ¥rneĵin, T. gondii ¿zerinde 

yapēlan bir ­alēĸmada, AMA -1 ekspresyonunun ger­ekleĸmediĵi ve bunun sonucu 

olarak parazitin konak h¿creye yakēnlaĸmadēĵē ve hareketli baĵlanmanēn da oluĸmadēĵē 

gºsterilmiĸtir (331). Bu nedenle TgAMA-1, hareketli baĵlama yapēsēnēn oluĸmasē i­in 

zorunlu bir proteindir.  Ķnvazyon ºncesinde, salgēlanmēĸ RON2 proteinlerine baĵlanma 

olasēlēĵē dolayēsēyla bir miktar TgAMA-1 parazit y¿zeyine daĵēlmēĸ bir ĸekilde 

bulunmaktadēr. Bu RON2 ile TgAMA-1 arasēndaki baĵlanma sonrasēnda konak h¿cre 

y¿zeyine bir yol oluĸturulmakta ve RON2ôye baĵlē AMA-1 molek¿lleri, parazitin apikal 

ucunu ­evreleyen bir halkanēn meydana gelmesini saĵlamaktadērlar. Apeks y¿zeyinin 

hemen altēnda, apikal polar halka adē verilen, apikompleksan parazitlere ºzg¿ bir 

mikrotubular organizasyon merkezi olan bu yapē, baĸlangē­ halka formasyonu ve polar 

halka ile ilgili protein identifikasyonunun oluĸmasēnē saĵlamaktadēr. Bºylece invazyon 

i­in esas olan AMA-1 ve diĵer proteinler arasēndaki ge­ici bir baĵēn kurulmasē garanti 

altēna alēnmēĸ olmaktadēr (353, 354).  

Ķdentifiye edilmiĸ hareketli baĵlanma kompleksinin bir ¿yesi olan AMA-1, bu 

kompleksi parazit kenarēna sabitleyebilen en iyi proteindir. AMA-1 ve RON2 arasēndaki 

etkileĸim, hareketli baĵlanma kompleksinde ve sonrasēnda meydana gelen invazyon i­in 

esastēr (349). AMA-1 i­inde bu etkileĸimi saĵlayan baĸka bir molek¿l¿n olduĵu tahmin 

edilse de g¿n¿m¿zde bununla ilgili herhangi bir veri hen¿z ortaya konamamēĸtēr (345, 

346). 

2.12.3.4.  AMA -1ôin Apikal Reoryantasyondaki Rol¿ 

Hen¿z Babesia t¿rlerinde AMA-1ôin apikal reoryantasyondaki rol¿n¿ a­ēklayan ileri 

d¿zeyde ­alēĸmalar bulunmamakla beraber AMA-1ôin Toxoplasma gondii ve 
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Plasmodium t¿rlerinde detaylē bazē araĸtērmalar yapēlmēĸtēr. ¥rneĵin, Plasmodium 

knowlesiôde AMA-1 (PkAMA-1)ôin invazyon inhibitºr¿ epitoplarē ile meydana gelen 

antikorlarēn, P. knowlesi merozitlerine karĸē etkisinin elektron mikroskobu ile 

gºr¿nt¿lenmesi sonucu, apikal reoryantasyonsuz parazitlerin eritrositler ve MJ 

oluĸumlarē ile alelade, gevĸek bir baĵlantē oluĸturmaya ­alēĸtēklarē belirlenmiĸtir (355). 

Bu ­alēĸmalar, AMA-1ôin merozoitlerin apikal reoryantasyonu i­in zorunlu bir protein 

olduĵunu gºstermiĸtir. Plasmodium falciparum merozoitlerinin invazyon-inhibitºr R1 

peptidi ile etkileĸiminin mikroskobik canlē video kayētlarēnēn alēndēĵē bir ­alēĸmada ise 

sºz konusu savunma etkileĸimi sonucu parazitin eritrositlere giriĸinin engellendiĵi ve 

merozotilerin kendilerine tekrar yºn verdiĵi (reorient) gºr¿lm¿ĸt¿r (333, 343). 

Plasmodium merozoitleri, invazyondan ºnce kolayca reorient olabiliyorlarken bir baĸka 

apikompleksan parazit olan Toxoplasma merozoitleri i­in bu durum ge­erli 

olamamaktadēr. Bu nedenle reorient olan Plasmodium merozoitleri, direkt olarak 

parazit-konak molek¿ler baĵlantēlarēnē kolayca yapabilmekte veya eritrosit y¿zeyinde 

herhangi bir engele veya kēsētlamaya maruz kalmadan baĵlanabilmektedirler. Ancak 

Toxoplasma merozoitleri i­in bu baĵlanma bu denli kolay olmamaktadēr (356).  

2.12.3.5.  AMA -1ôin Roptri Sekresyonundaki Rol¿ 

Roptri sekresyonu, invazyon prosesini baĸlatmak i­in salēnmak zorundadēr. Bºylece, 

ortaya ­ēkan rhoptry bulb proteinleri, konak h¿cre ­evresi ile parazitin apikal ucu 

arasēndaki bºlgede yer alarak invazyonda etkin rol oynarlar (357, 358). G¿n¿m¿zde 

RONôlarēn MJôde identifikasyonlarēnēn yapēlmasēyla birlikte, rhoptry neck 

kompartēmanēnda meydana gelen sekresyonun, invazyonun ilk adēmēnda 

kullanēlmasēnēn zorunlu olduĵu ve bu nedenle olayēn baĸlangēcēnda salēnmasē gerektiĵi 

ortaya ­ēkmēĸtēr. Toxoplasma gondii ¿zerinde yapēlan bir araĸtērmada, TgAMA-1ôin 

TgRONôlarēn sekresyonuna hi­bir etkisinin olmadēĵē bildirilmiĸtir (344). ¥te yandan, 

Cytochalasin Dônin tedavi ama­lē kullanēldēĵē baĸka bir olguda ise, rhoptry bulb 

sekresyonunun TgAMA-1 salēnēmēndan sonra arttēĵē gºzlenmiĸtir (331). Ayrēca aynē 

­alēĸmada Cytochalasin Dônin, aktin flamentlerin daĵētēlmasēnda ºnemli bir rol oynadēĵē 

ve bu nedenle konak h¿cre invazyonunun ºnlendiĵi de rapor edilmiĸtir. Bu durum, aynē 

zamanda vezik¿ler benzeri yapēlarēn baĸka bir ifadeyle evakuollerin oluĸumuna da yol 

a­mēĸtēr (288, 331). Aynē yºntemi uygulayan Mital et al. (331) TgAMA-1 salēnēmēndan 

sonra ROP-ilgili evakuollerin miktarlarēnda azalmalar olduĵunu saptamēĸtēr. Son 
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yapēlan araĸtērmalarda ise roptri sekresyonu i­in AMA-1 ve RONôlar arasēndaki 

etkileĸimin zorunlu olmadēĵē bildirilmiĸtir (336, 359). Elde edilen bu sonu­lar 

doĵrultusunda roptri sekresyonunun b¿y¿k olasēlēkla tek seferde ger­ekleĸtiĵi ve bunun 

da konak h¿creye girmeden hemen ºnce meydana geldiĵi belirtilmektedir. Hareketli 

baĵlanmada baĸarēsēz olma ve dolayēsēyla konak h¿creye invaze olamama durumlarēnda 

ise roptri sekresyonunun en y¿ksek seviyeye ­ēktēĵē ve konak h¿cre sitozol¿ne direkt 

olarak girdiĵi gºzlenmiĸtir. T¿m bu araĸtērmalarēn sonu­larē doĵrultusunda g¿n¿m¿zde 

hala AMA-1ôin hangi bºlgesinin ne ºl­¿de roptri sekresyonunda rol aldēĵē 

bulunamamēĸtēr (349, 360). 

2.12.3.6.  AMA -1ôin Sitoplazmik Kuyruk Yapēsē 

AMA -1ôin ektodomain yapēsē, ºzellikleri ve fonksiyonlarē hakkēnda ­alēĸmalar olmakla 

birlikte, sitoplazmik kuyruk yapēsē hakkēnda yapēlan araĸtērmalar sēnērlēdēr (361). ¢eĸitli 

apikompleksan parazitlerin AMA-1 sitoplazmik yapēlarēnēn n¿kleotid dizilerinin ­oklu 

hizalamalarē sonucu bu bºlgenin genelde korunmuĸ bir yapēda olmadēĵē gºr¿lm¿ĸt¿r. 

Ancak sadece ¿­ bºlge, diĵerlerine kēyasla daha korunmuĸ olarak ºn plana ­ēkmēĸtēr. 

Bunlar: bir tryptophan (PfAMA-1-W603, TgAMA-1-W520), bir threonine (PfAMA-1-

T613, TgAMA-1-T533) ve bir serine (PfAMA-1-S610) amino asitlerinin kodladēĵē 

bºlgelerdir. T¿m bu yapēlar, sitoplazmik yapēnēn C terminal bºl¿m¿nde yer 

almaktadērlar. Bu nedenle C terminal bºlgesi, sinyal molek¿lleri ile birlikte invazyonda 

ºnemli bir yapē olarak gºrev almaktadēr (362). 

2.12.3.7.  AMA -1ôin Ķnvazyon S¿recindeki Rol¿ 

Hareketli baĵlanmanēn temelini oluĸturan molek¿l¿ belirlemek ve invazyon s¿recinde 

hangi molek¿l¿n daha etkin bir rol oynadēĵēnē saptamak, t¿m bu s¿reci anlayabilmek 

i­in olduk­a ºnemlidir. Aldolase enzimi ve actin/myosin motorlarē ile etkileĸimli AMA-

1ôin g¿­l¿ bir invazyon i­in kilit bir role sahip olduĵu belirtilmektedir. AMA-1 

ektodomain etkileĸimleri ile RON kompleksi ve sitoplazmik domainlerin molek¿ler 

motora baĵlanmalarēyla birlikte parazitin ileri doĵru hareket etmesi saĵlanmaktadēr. 

Bºylece hareketli baĵlanma i­in bir temel oluĸturulmaktadēr. Bunun yanēnda, 

TRAP/MIC2 proteinleri de invazyon i­in esansiyel olan parazitin kayma hareketlerinde 

rol oynamaktadērlar (363, 364). AMA-1 ve RON proteinleri, hareketli baĵlanmanēn bu 

aĸamasēnda TRAP/MIC2 proteinlerine gºre daha pasif bir rol oynamakla beraber daha 
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­ok parazit ve konak membran arasēnda sēkē ve g¿­l¿ bir baĵ kurulmasēnda etkin 

olmaktadērlar.  

AMA -1ôin sºz konusu s¿re­teki rol¿n¿n araĸtērēldēĵē ­alēĸmalarda, hareketli baĵlanma 

sērasēnda fonksiyonunun bloklanmasē sonucu parazitin konak h¿cre i­ine girme 

hareketinin engellenebildiĵi ancak TRAP/MIC2 proteinleri ve myosin/actin 

motorlarēnēn aktiviteleri sonucu konak h¿cre membranēnēn paraziti kuĸatmasēnēn 

engellenemediĵi belirlenmiĸtir (333, 335).  

2.12.3.8.  AMA -1ôde Polimorfizm  

AMA -1ôin polimorfizmi daha ­ok Plasmodium t¿rlerinde araĸtērēlmēĸtēr. 1990 yēlēndan 

bu yana yapēlan araĸtērmalar sonucunda PfAMA-1ôde polimorfizm olduĵu ortaya 

konmuĸtur (365). Polimorfizmin oluĸmasēnda ºzellikle konak immun yanētēnēn etkin bir 

rol oynadēĵē belirtilmiĸtir. Chesne-Seck et al. (366) yaptēklarē bir ­alēĸmada, PfAMA-1 

sekans kaydē oluĸturulan in vitro ve vahĸi suĸlarē ­oklu hizalama yapēlarak 

incelemiĸlerdir. ¢alēĸmanēn sonucunda, PfAMA-1ôde 64 polimorfik pozisyonun 

bulunduĵunu ve bu polimorfizmlerin; 9ôunun pro-sekansta, 32ôsinin domain Iôde, 

11ôinin domain IIôde, 9ôunun domain IIIôde ve 3ô¿n¿n sitozolik bºlgede gºr¿ld¿ĵ¿n¿ 

bildirmiĸlerdir. Papua Yeni Gineôde y¿r¿t¿lm¿ĸ diĵer bir ­alēĸmada ise, semptomatik ve 

asemptomatik vakalardan elde edilen ºrneklerin AMA-1 sekanslarēnda farklēlēklar 

olduĵu saptanmēĸtēr (349). Yine P. vivaxôēn AMA-1 gen bºlgesi ¿zerinde yapēlan bir 

­alēĸmada sºz konusu bºlgenin polimorfik bºlgeler i­erdiĵi bildirilmiĸtir (362). Bºylece 

Plasmodium odaklē yapēlan bu ­alēĸmalarla AMA-1ôde polimorfizm olabileceĵi 

ispatlanmēĸtēr. 

2.12.3.9.  AMA -1ôe Karĸē Oluĸan Doĵal Ķmmun Yanētlar 

Doĵal enfekte hayvanlarda AMA -1 antikorlarē daha ­ok IgG1 ve IgG3 ve nadir olarak da 

IgG2 ve IgG4 tiplerinde ortaya ­ēkmaktadēr. Bu antikorlar, ­oĵunlukla domain I ve 

domain IIôye etki etmekte olup domain IIIô e karĸē oluĸan cevaplarē ise genellikle d¿ĸ¿k 

seviyelerdedir (367, 368). Sētma vakasē gºr¿len insanlarda yapēlan araĸtērmalarda, 

AMA -1 antikor seviyesinin, merozoit surface protein 1ôin C-terminal komponenti 

(MSP119), glutamate-rich protein (GLURP) ve merozoit surface protein 3 (MSP3)ô e 

karĸē ĸekillenen antikor seviyelerinden daha y¿ksek miktarda bulunduĵu bildirilmiĸtir 
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(349, 350). ¥te yandan AMA -1 T h¿cre yanētlarēnēn, meydana gelen parazitemiyle ilgili 

olduĵu da yine bu araĸtērmalar kapsamēnda ortaya konmuĸtur (353).  

 



 

 

 

3. GERE¢ VE Y¥NTEM 

¢alēĸmanēn materyalini, Erciyes ¦niversitesi Veteriner Fak¿ltesi Parazitoloji Anabilim 

Dalē cryobankēnda (sēvē nitrojen, -196 ÁC) muhafaza edilen 288.07 kodlu ve 15.09.2007 

tarihli, deney danasēnda in vivo olarak k¿lt¿re edilmiĸ (in vivo: 1. pasaj), enfekte edilen 

danadan ilk  enfeksiyonu takiben 8. g¿n alēnmēĸ, %4,1 B. bigemina parazitemisine sahip 

suĸ ile aynē suĸun in vitro olarak k¿lt¿re edilmiĸ (in vitro: 1. pasaj) ve %11 oranēnda 

parazitemiye sahip pasajē oluĸturmuĸtur. AMA -1 gen bºlgesini kodlayan n¿kleotid 

dizilimlerinin belirlenmesi, belirlenen n¿kleotid dizilimlerinin intron i­erip 

i­ermediĵinin tespiti ve elde edilen sekanslarēn ekspresyon analizleri ºncesinde a­ēk 

okuma ­er­evesi (ORF) veri tabanēnda deĵerlendirilmesi amacēyla ilk olarak B. 

bigemina Kayseri/T¿rkiye olarak isimlendirilen bu iki suĸtan genomik DNA (gDNA) 

izolasyonu yapēlmēĸtēr. 

3.1. GENOMĶK DNA ĶZOLASYONU 

Genomik DNA izolasyonu, Erciyes ¦niversitesi Veteriner Fak¿ltesi Parazitoloji 

Anabilim Dalē Molek¿ler Parazitoloji Laboratuarē'nēn ekstraksiyon ¿nitesinde 

yapēlmēĸtēr. Cryobankta muhafaza edilen ve mikrosantrif¿j t¿plerine bºl¿nm¿ĸ kan 

pasajlarēndan birer ºrnek DNA ekstraksiyon iĸlemlerine baĸlamadan ºnce oda ēsēsēnda 

­ºz¿nmeye bērakēlmēĸtēr. Kalan diĵer ºrnekler ise RNA ekstraksiyon iĸlemleri i­in seri 

bir ĸekilde, ­ºz¿nmeden sēvē nitrojen tankēna geri konulmuĸtur. ¢ºz¿nen pasajlardan 

DNA izolasyonu, Axygen Firmasēna ait AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep 

Kit'inin prosed¿r¿ne gºre yapēlmēĸtēr.  
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Kullanēlan ticari kitin i­eriĵi Tablo 3.1'de gºsterilmiĸtir. 

                      Tablo 3.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanēlan ticari kitin i­eriĵi  

Kitin Ķ­eriĵi AP-MN-BL-GDNA-250 ºrnek i­in 

Miniprep kolon 250 adet 

2 ml Microfuge tube 250 adet 

1,5 ml Microfuge tube 250 adet 

Buffer AP1 150 ml 

Buffer AP2 30 ml 

Buffer W1A concentrate 120 ml 

Buffer W2A concentrate 2x72 ml 

Buffer TE 60 ml 

Ekstraksiyon iĸlemine baĸlamadan ºnce ticari kitin prosed¿r¿ne gºre Buffer W1A ve 

Buffer W2A sol¿syonlarē ¿zerine saf (%100'l¿k) ethanol eklenmiĸtir. Kit, kullanēlana 

kadar oda ēsēsēnda muhafaza edilmiĸtir. Ticari kitin ºnerileri doĵrultusunda gDNA 

izolasyonu aĸaĵēdaki protokole gºre yapēlmēĸtēr: 

1. Ķĸleme baĸlamadan ºnce, kan ºrnekleri vorteksle homojenize edildi. ¥rneklerin 

karēĸmamasē amacēyla ependorf t¿plerinin ¿zerine protokol numaralarē yazēldē. Kit 

i­erisinde bulunan Buffer TE, ºnceden ēsēsē 65 
o
C'ye ayarlanmēĸ su banyosu i­erisine 

konuldu. 

2. 1,5 ml'lik ependorflara 500 Õl Buffer AP1 eklendi. 

3. 200 Õl kan, pipetle alēnarak protokol numaralarēna gºre ependorflara ilave edildi. 

T¿plerin aĵēzlarē kapatēlarak 10 saniye vortekslendi. 

4. Ķyice vortekslenen ºrneklerin ¿zerine 100 Õl Buffer AP2 ilave edilerek ependorf 

t¿pleri tekrar vortekslendi. 

5. ¥rnekler oda ēsēsēnda 14.000 rpm'de 10 dakika santrif¿j edilerek h¿cresel kēsēmlarēn 

dibe ­ºkmesi saĵlandē. 
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6. Her bir ºrnek i­in 2 ml'lik ependorf t¿plerine miniprep kolon yerleĸtirildi. Santrif¿j 

iĸlemi sonucu ¿stte kalan s¿pernatant pipet yardēmēyla alēnarak miniprep kolonlar 

i­erisine konularak 10.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

7. Santrif¿gasyon sonucu, s¿pernatant i­erisinde parazite ait gDNA varsa, bunlar 

DNA'yē tutma ºzelliĵinde olan miniprep kolon'da kaldē ve geri kalan s¿pernatant da 2 

ml'lik ependorflarēn dip kēsēmlarēna s¿z¿ld¿. Dibe ­ºken s¿pernatantlar dºk¿ld¿ ve 

miniprep kolonlar tekrar bu t¿plerin i­erisine yerleĸtirildi. Miniprep kolonlar i­erisine 

ilk yēkama sol¿syonu olan 700 Õl Buffer W1A ilave edilerek oda ēsēsēnda 2 dakika 

bekletildi. Sonra 10.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

8. Miniprep kolondan s¿z¿lerek ependorfun dibine ­ºken sēvē uzaklaĸtērēldē. Miniprep 

kolonlar tekrar bu t¿plerin i­erisine yerleĸtirildi. Ķ­erisine ikinci yēkama sol¿syonu olan 

Buffer W2A'dan 800 Õl ilave edildi ve 14.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

9. S¿z¿len sēvē tekrar uzaklaĸtērēlarak miniprep kolonlar bu t¿plere geri yerleĸtirildi. Bu 

basamakta ikinci yēkama sol¿syonu Buffer W2A'dan 500 Õl eklenip 14.000 rpm'de 1 

dakika santrif¿j edilerek tekrar yēkama iĸlemi yapēldē. Bu son yēkama opsiyonel olarak 

yapēlan bir iĸlem olup sekanslama iĸlemlerinde problem teĸkil edebilecek tuz ve 

enzimlerin tamamen elimine edilmesi amacēyla yapēlmēĸtēr. 

10. Yēkama iĸlemi sonucu dibe s¿z¿len sēvē kēsēm uzaklaĸtērēlarak miniprep kolonlar boĸ 

ependorflar i­erisine yerleĸtirildi. Herhangi bir sol¿syon eklenmeden boĸ t¿pler 14.000 

rpm'de 1 dakika santrif¿j edilerek  yēkama sol¿syonlarē i­erisindeki ethanol¿n tamamen 

u­masē saĵlandē. 

Miniprep kolonlar 1,5 ml'lik yeni ependorf t¿plerine yerleĸtirildi. ¦zerlerine, ºnceden 

65 
o
C'lik su banyosuna konulmuĸ olan Buffer TE'den 50  Õl ilave edilerek oda ēsēsēnda 1 

dakika bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j yapēlarak genomik DNA 

elde edildi. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20 
o
C) 

muhafaza edildi. 

3.2. APICAL MEMBRANE ANT IGEN-1 (AMA-1)ôĶ KODLAYAN GEN 

B¥LGESĶNĶN AMPLĶFĶKASYONU 

DNA ekstraksiyonu sonrasēnda elde edilen her iki suĸa ait gDNA izolatlarē, B. bigemina 

Apical Membrane Antigen-1ôi (BbigAMA -1) kodlayan gen bºlgesinin amplifikasyonu 

amacēyla PCR iĸlemine tabii tutulmuĸtur. PCRôa hazērlēk aĸamasēnda kullanēlan 
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malzemeler herhangi bir kontaminasyonun ºn¿ne ge­mek amacēyla ultraviyole (UV) 

sterilizasyon ºzelliĵi olan steril kabinde hazērlanmēĸtēr. PCR reaksiyonunda, BbigAMA -

1 gen bºlgesinin amplifikasyonu i­in Torina et al. (193)ôēn diyazn ettikleri primer 

­iftleri kullanēlmēĸtēr. Bbig-AMA1Fb ve Bbig-AMA1Rb adlē primerlerin n¿kleotid 

dizilimleri Tablo 3.2ôde verilmiĸtir. 

Tablo 3.2. AMA -1 gen bºlgesinin amplifikasyonu i­in PCR'da kullanēlan primerler 

Primer Adē Primer Dizilimi (5' ---3') TM* (
o
C) 

Bbig-AMA1Fb GCAGTGCATATTGAATAGGATTAC 60,1 

Bbig-AMA1Rb TCAGTTGAGCTTAGTCAGGTGTACTG 66,3 

         *TM: Erime sēcaklēĵē 

Macrogen (The Netherlands) firmasēna sentezlettirilen primerler, firmanēn ºnerileri 

doĵrultusunda her birinin konsantrasyonu 100 pmol/Õl olacak ĸekilde steril deiyonize su 

ile sulandērēlmēĸtēr. Sulandērēlan primerler, 1,5 ml'lik bir ependorf t¿p¿ne stok primer 

sol¿syonundan 100 Õl miktarēnda alēnarak porsiyonlanmēĸtēr.  

PCR reaksiyon karēĸēmē, 50 ɛl final konsantrasyonda hazērlanmēĸtēr. Reaksiyon 

karēĸēmē; 25 ɛl ticari Master Mix (Maxima Hot Start PCR Master Mix, Thermo 

Scientific, USA),  100 nM her bir primer ve 50 ng/ɛl template DNA olarak 

hazērlanmēĸtēr. Steril kabin i­erisinde hazērlanan PCR reaksiyon karēĸēmē 0,2 ml'lik 

DNA'se ve RNA'se free ependorf t¿pleri i­erisine konulmuĸtur. T¿pler thermal cycler 

cihazēna (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, California, USA) yerleĸtirilerek 

amplifikasyona tabi tutulmuĸtur. Amplifikasyon i­in protokol; ºn denat¿rasyon: 95 

ÁCôde 4 dk; 35 siklus, denat¿rasyon: 95 ÁCôde 1 dk, baĵlanma: 55,1 ÁCôde 30 s, uzama: 

72 ÁCôde 90 sn; final uzama: 72 ÁCôde 15 dk olacak ĸekilde dizayn edilmiĸtir. PCR 

testinin ge­erliliĵinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadēĵēnēn tespit edilmesi 

amacēyla negatif kontrol olarak sterilize edilmiĸ deiyonize su kullanēlmēĸtēr. 

3.3. PCR ¦R¦NLERĶNĶN ELEKTROFOREZ ĶLE G¥R¦NT¦LENMESĶ 

Babesia bigemina Kayseri/T¿rkiye suĸlarē gDNAôlarēnēn, BbigAMA -1 gen bºlgelerinin 

PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarēn gºr¿nt¿lenmesi amacēyla 

yatay elektroforez tankē (CLP) kullanēlmēĸtēr. Toplam hacim 1 lt olacak ĸekilde; 980 ml 

deiyonize su ¿zerine 20 ml 50XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen 
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sol¿syon, hem jel hazērlanmasēnda hem de elektroforez tankēnēn i­erisinin 

doldurulmasēnda kullanēlmēĸtēr. ¦r¿nlerin gºr¿nt¿lenmesinde %1,5'luk agaroz jel 

hazērlanmēĸtēr. Jelin fazla kalēn olmamasē i­in 500 ml'lik bir beher i­erisinde toplam 

hacim 50 ml olacak ĸekilde; 0,75 mg agaroz tartēlarak ¿zerine 50 ml 1XTAE ilave 

edilmiĸtir. Hazērlanan karēĸēm; agaroz, sēvē i­erisinde tamamen eriyene kadar ēsētēlmēĸtēr. 

Karēĸēmēn buharlaĸmasēnē engellemek amacēyla beherin aĵzē al¿minyum folyo ile 

kapatēlmēĸtēr. Karēĸēm hazēr hale geldiĵinde biraz soĵumaya bērakēldēktan sonra ¿zerine 

3 Õl ethidium bromide ilave edilmiĸ ve ethidium bromidin sēvē i­erisine tamamen 

daĵēlmasē i­in yavaĸ bir ĸekilde bilek hareketleriyle sol¿syon karēĸtērēlmēĸtēr. Tamamen 

hazēr hale gelen sol¿syon jel tablasēna dºk¿lm¿ĸ ve incelenecek ºrnek sayēsēna gºre 

taraklar yerleĸtirilmiĸtir. Jel tamamen soĵuduĵunda jel tablasē ile birlikte elektroforez 

tankēna yerleĸtirilmiĸ ve 1XTAE sol¿syonu ile dolu tankēn i­erisinde taraklar yavaĸ­a 

­ēkarēlmēĸtēr. Elden edilen PCR ¿r¿nlerinin her birinden 10 Õl alēnēp jeldeki kuyucuklara 

y¿klenmiĸtir. Ķlk gºzlere bantlarēn boylarēnēn ºl­¿lmesinde kullanēlan DNA ladder 

(Thermo Scientific, USA), son kuyucuklara ise negatif ºrnek y¿klenmiĸtir. Y¿klenen 

ºrnekler; sabit akēmda, 110 V'da 50 dakika s¿reyle y¿r¿t¿lm¿ĸt¿r. S¿re sonunda 

ºrnekler, CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē 

(UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

3.4. HEDEF GEN B¥LGESĶ AMPLĶKONLARININ JELDEN ĶZOLASYONU 

Elektroforez gºr¿nt¿leme sonucunda hedef baz aralēĵēnda gºr¿nen bantlar, ilgili genin 

klonlanmasē ºncesinde direkt PCR ¿r¿n¿ kullanēlmasē ile meydana gelebilecek 

komplikasyonlarē ºnlemek amacēyla High Pure PCR Product Purification Kitinin 

(Roche) ºnerileri doĵrultusunda jelden ekstrakte edilmiĸtir. Jelden ekstraksiyon 

iĸleminin uygulandēĵē ticari kitin i­eriĵi Tablo 3.3'te verilmiĸtir. 
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Tablo 3.3.High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) Ķ­eriĵi 

Kiti n Ķ­eriĵi Miktarē (50 ºrneklik) 

Binding buffer [3 M guanidine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCl, %5 

ethanol (v/v), pH 6,6 (25 
o
C)] 

30 ml 

Washing buffer [20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, ph 7,5 (25 
o
C) ] 50 ml 

Elution buffer [10 mM Tris-HCl, pH 8.5 (25 
o
C) ]  40 ml 

High pure filter tubes 50 adet 

Collection tubes 50 adet 

Jelden ekstraksiyon iĸlemi ticari kitin ºnerileri doĵrultusunda aĸaĵēdaki ĸekilde 

yapēlmēĸtēr: 

1. Hedef b¿y¿kl¿kteki bant, jelden steril bir bisturi ucu yardēmēyla kesilerek daha ºnce 

hassas terazide darasē alēnan 1,5 ml'lik DNA'se RNA'se free bir t¿p i­erisine 

yerleĸtirildi. 

2. Daha sonra i­inde kesilen jel par­asē bulunan t¿p tekrar tartēldē ve bºylelikle jelin 

aĵērlēĵē hesaplanmēĸ oldu. 

3. Jel par­asēnēn aĵērlēĵēna gºre 100 mg aĵērlēĵēndaki jel par­asē i­in 300 Õl binding 

buffer olacak ĸekilde sol¿syon jel par­asēnēn ¿zerine eklendi. 

4. Ependorf t¿p¿ 30 saniye vortekslendi. 

5. ¥nceden 56 
o
C'ye ayarlanmēĸ su banyosu i­erisinde t¿p 10 dakika inkubasyona 

bērakēldē. Her 2 dakikada bir ependorf t¿p¿ vortekslendi. 

6. T¿p i­erisindeki agaroz jel par­asē tamamen ­ºz¿nd¿kten sonra 100 mg aĵērlēĵēndaki 

jel par­asē i­in 150 Õl isopropanol olacak ĸekilde sol¿syon ilave edilerek t¿p iyice 

vortekslendi. 

7. Ticari kitin i­eriĵinde bulunan toplama t¿pleri i­erisine high pure filter t¿pleri 

yerleĸtirildi. Ependorf t¿p¿n¿n i­erisindeki b¿t¿n sēvē pipet yardēmēyla tamamen bu 

filtreli t¿p¿n i­erisine boĸaltēldē. 

8. Sēvēyē i­eren t¿p oda ēsēsēnda 15.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

9. Alttaki toplama t¿p¿ne s¿z¿len sēvē boĸaltēldē ve ¿stteki filtreli t¿p tekrar aynē 

toplama t¿p¿ i­erisine yerleĸtirildi. 
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10. ¥zel filtresi sayesinde DNA'yē i­ine hapseden filtreli t¿p¿n i­erisine DNA'yē yēkama 

amacēyla 500 Õl Wash buffer ilave edilerek 15.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

11. Santrif¿gasyondan sonra alta s¿z¿len sēvē uzaklaĸtērēldē ve filtreli t¿p aynē toplama 

t¿p¿ i­erisine yerleĸtirildi. 

12. Ķkinci yēkama amacēyla ¿zerine tekrar 200 Õl Wash buffer ilave edilerek 15.000 

rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. Ķkinci yēkama ile sekanslamada muhtemelen problem 

teĸkil edebilecek tuz ve enzim gibi maddeler uzaklaĸtērēlmēĸ oldu. 

13. Alta s¿z¿len sēvē tekrar uzaklaĸtērēldē. Filtreli t¿p bu kez, yeni 1,5 ml'lik DNA'se 

RNA'se free bir t¿p i­erisine yerleĸtirildi. 

14. Filtrede hapsolan DNA'yē alttaki ependorfa s¿zmek amacēyla 50 Õl Elution buffer 

ilave edildi. 15.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edilerek 1,5 ml'lik steril t¿p i­erisine 

s¿z¿len sēvē DNA'yē ihtiva eden jel p¿rifiye PCR ¿r¿n¿ olarak, klonlanma aĸamasēna 

kadar -20 
o
C'de muhafaza edildi. 

3.5. BBIGAMA -1 GENĶNĶN KLONLANMASI 

3.5.1. BbigAMA -1 Geninin pJET1/2 Plazmidine Ligasyonu 

Jel p¿rifikasyonu yapēlmēĸ PCR ¿r¿nlerinin klonlanmasēnda CloneJET PCR Clonning 

Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanēlmēĸtēr. Klonlama reaksiyonu ¿reticinin ºnerileri 

doĵrultusunda aĸaĵēdaki ĸekilde hazērlanmēĸ ve yapēlmēĸtēr: 

2X Reaksiyon buffer                                        10 ɛl 

PCR ¿r¿n¿ Jel P¿rifiye ¥rnek                           2 ɛl 

DNA Blunting enzim                                         1 ɛl 

Steril Deiyonize Su                                            5 ɛl 

Toplam                                                           18 ɛl 

Hazērlanan karēĸēm vortekslenip santrif¿j edildikten sonra 70 
o
Côde su banyosunda 5 dk 

ink¿be edilmiĸ ve sonrasēnda hemen buz ¿st¿ne alēnmēĸtēr.  

Karēĸēma daha sonra 1 ɛl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ɛl) ve 1 ɛl T4 DNA 

Ligaz eklenerek son hacmi 20 ɛlôye tamamlanmēĸtēr. Karēĸēm 22ÁCôde 30 dk 

bekletildikten sonra 5 ɛlôsi transformasyon i­in kullanēlmēĸtēr. pJET1.2/blunt 

CloningVector haritasē ķekil 3.1ôde verilmiĸtir. 
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ķekil 3.1. pJET1.2/blunt CloningVector 

3.5.2. Rekombinant Plazmidin Kompetan H¿crelerine Transformasyonu 

Transformasyon i­in 5 ɛlôlik ligasyon ¿r¿n¿ buz ¿zerinde tutulan 100 ɛl OneShot TOP 

10 chemically compotent Escherichia coli h¿crelerine (Invitrogen, ABD) eklenmiĸ ve 

buz ¿zerinde 30 dk ink¿be edilmiĸtir. 30 dk sonunda karēĸēm, 42 
o
Côde 1 dk tutulmuĸ ve 

hemen ardēndan buz ¿zerinde 3 dk bekletilmiĸtir. Bºylece rekombinant plazmidin 

transformasyonu saĵlanmēĸtēr. Daha sonra karēĸēma oda ēsēsēnda bekletilen 250 ɛl 

S.O.C. medium (%2 Tryptone, %0,5 maya ekstraktē, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 

mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glikoz) eklenmiĸtir. 37
o
Côde ­alkalayēcēlē 

inkubatºrde 1,5 saat ink¿be edilen transformasyon karēĸēmē daha sonra LB (lysogeny 

broth) katē besiyerine ekilerek bir gece yine 37 
o
Côde ink¿be edilmiĸtir.  

LB katē besiyerinde koloni geliĸimi gºzlendikten sonra besiyerindeki koloniler 

numaralandērēlarak yeni bir besiyerine tekrar ekilmiĸtir. Besiyeri, 37 
o
Côde bir gece 

ink¿basyona bērakēlmēĸtēr (ķekil 3.2). 
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ķekil 3.2. Rekombinant plazmidin kompetan h¿crelerine transformasyonu aĸamalarēndaki ­alēĸmalar 

3.5.3. Klonlanmanēn PCR Tarama ile Doĵrulanmasē 

LB katē besiyerinde ¿reyen kolonilerin rekombinant plazmidi i­erip i­ermediĵini tespit 

etmek i­in koloni PCR taramasē yapēlmēĸtēr. Koloni PCR i­in 10 Õl I Taq master mixôi 

(Bio-Rad Hercules, CA, ABD), 0,4 Õl pJET1.2 Forward (5ô-

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3ô) ve pJET1.2 Reverse (5ô-

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3ô) primerleri ile karēĸēmlar hazērlanmēĸtēr. 

Hazērlanan karēĸēmlara katē besiyerinde ¿reyen kolonilerden steril pipet ucu ile alēnan 

ºrnekler bulaĸtērēlmēĸtēr. Karēĸēmlar steril deiyonize su ile toplam 20 ɛlôye 

tamamlanmēĸtēr. Thermal cyclerda protokol; ºn denat¿rasyon: 95 
o
Côde 3 dk; 25 siklus, 

denat¿rasyon: 94 
o
Côde 30 s, baĵlanma: 60 

o
Côde 30 s, uzama: 72 

o
Côde 1 dk; final 

uzama: 72 
o
Côde 10 dk olacak ĸekilde programlanmēĸtēr. PCR sonucu elde edilen 

amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 
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Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda 

gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

3.5.4. PCR Tarama ile Transformasyonu Doĵrulanmēĸ Kolonilerin Sēvē Besi 

Yerinde ¢oĵaltēmē 

Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNAôsē elde etmek i­in LB katē besiyerinden 

steril ºzeler ile alēnan koloniler steril flasklar i­inde 100 ɛl/ml ampisilin i­eren 5 mlôlik 

LB sēvē besi yerlerine ekimi yapēlarak 37
o
Côde 110 rpmôde ­alkalayēcēda bir gece 

ink¿be edilmiĸtir (ķekil 3.3). ¦reme gºzlenen sēvē besi yerlerinden alēnan ºrnekler 2 

mlôlik ependorflar i­erisine alēnarak 6000 gôde 15 dk santrif¿j edilmiĸtir. Santrif¿j 

sonrasē ¿stteki sēvē kēsēm dºk¿l¿p pelletler daha sonra kullanēlmak ¿zere -20 
o
Côde 

muhafaza edilmiĸtir.  

 

ķekil 3.3. LB sēvē besi yeri ve ­alkalayēcē ¿zerinde ekimi yapēlan 5 mlôlik LB sēvē besi yeri i­eren flasklar 

3.5.5. Rekombinant Plazmidlerin Saflaĸtērēlmasē 

Peletten plazmid izolasyonu i­in AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen, ABD) 

prosed¿r¿ takip edilmiĸtir. Axygen plazmid p¿rifikasyon ticari kitinin ºnerileri 

doĵrultusunda plazmid ekstraksiyon iĸlemi aĸaĵēdaki ĸekilde yapēlmēĸtēr:  

1. -20 
o
Côde saklanan pelletin oda sēcaklēĵēnda ­ºz¿nmesi saĵlandēktan sonra ¿zerine 

250 Õl Buffer S1eklenmiĸ ve vortekslendi. 

2. ¦zerine 250 Õl Buffer S2 eklenmiĸ ve el ile 6 kez hafif­e ­alkalandē. 

3. Daha sonra ¿zerine 350 ɛl Buffer S3 eklendi ve yine el yardēmē ile hafif­e 8 kez 

­alkalandē. 

4. Karēĸēm daha sonra 12,000Ĭgôde 10 dakika santrif¿j edildi. 
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5. Santrif¿j sonrasē supernatant alēnēp AxyPrep Plasmid Miniprep kolon i­ine konulup 

12,000Ĭgôde 1 dk santrif¿j yapēldē. 

6. Alttaki toplama t¿p¿ne s¿z¿len sēvē boĸaltēldē ve ¿stteki Miniprep kolon tekrar aynē 

toplama t¿p¿ i­erisine yerleĸtirildi. 

7. Yēkama amacēyla her bir Miniprep kolon ¿zerine 500 Õl Buffer W1 ilave edilerek 

12.000 Ĭgôde 1 dakika santrif¿j edildi. 

8. Santrif¿gasyondan sonra alta s¿z¿len sēvē uzaklaĸtērēldē ve Miniprep kolon aynē 

toplama t¿p¿ i­erisine yerleĸtirildi. 

9. T¿p ¿zerine 700 ɛl Buffer W2 eklenerek 12.000 Ĭgôde 1 dakika santrif¿j edildi. Bu 

basamak 2 kez tekrar edildi. 

10. Toplama t¿p¿ne s¿z¿len sēvē tekrar uzaklaĸtērēldē. Miniprep kolon bu kez, yeni 2 

ml'lik DNA'se RNA'se free bir t¿p i­erisine yerleĸtirildi ve membrana baĵlanan Buffer 

W2ôyi uzaklaĸtērmak i­in 12.000Ĭgôde 1 dakika santrif¿j edildi. 

11. Santrif¿j sonrasē Miniprep kolon temiz bir 1,5 mlôlik t¿p i­erisine yerleĸtirildi ve 

plazmid DNAôsē elde etmek amacēyla ¿zerine 50 ɛl Eluent eklendi ve oda ēsēnda 1 dk 

beklendikten sonra 12.000 Ĭgôde 1 dakika santrif¿j edildi. 

12. Santrif¿j iĸlemi sonrasē 1,5 ml'lik steril t¿p i­erisine s¿z¿len sēvē plazmid DNA'sē -

20 
o
C'de muhafaza edildi. 

3.5.6. Restriksiyon Enzim ve PCR Analizleri 

Miniprep kit ile saflaĸtērēlan rekombinant plazmidler, restriksiyon enzimleri ile kesilerek 

ve vektºr spesifik primerler ile PCR analizleri yapēlarak klonlanan genin varlēĵē 

yºn¿nden araĸtērēlmēĸtēr. Enzim kesimi i­in Ava I ve Xba I (Thermo Scientific, ABD) 

enzimleri kullanēlmēĸtēr (ķekil 3.4). Elde edilen plazmid DNAôsēnē restriksiyon 

enzimleri ile kesmek i­in aĸaĵēdaki oranlarda master mix hazērlanmēĸtēr: 

Su  14 Õl 

10X FastDigestÈ buffer              2 Õl 

DNA  4 Õl 

FastDigestÈ  enzyme                  1 Õl 

Toplam 20 Õl 
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ķekil 3.4. Aval ve Xbal enzimlerinin baĵlanma noktalarē 

Karēĸēm vortekslenmiĸ ve 37 
o
Côde 5 dk su banyosunda ink¿be edildikten sonra termal 

inaktivasyon i­in 65 
o
Côde 5 dk su banyosunda tekrar ink¿be edilmiĸtir. Takiben, 

ºrnekler %1,5ôluk agoroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 

Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda 

gºr¿nt¿lenip klonlanan genin varlēĵē yºn¿nden analiz edilmiĸtir. Bunun yanēnda ikinci 

bir doĵrulama analizi yapēlmēĸtēr. Bu ama­la plazmid DNAôlarēn amplifikasyonu 

pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerlerinin kullanēldēĵē PCR analizleri ile 

yapēlmēĸ ve takiben elde edilen amplikonlar %1,5 ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP 

Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC 

Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda gºr¿nt¿lenmiĸtir. 

3.6. KLONLANAN BB IGAMA -1 GENĶNĶN SEKANS, FĶLOGENETĶK, SNPS VE 

A¢IK OKUMA ¢ER¢EVESĶ (ORF) ANALĶZLERĶ 

Klonlama sonucu elde edilmiĸ ve doĵrulanmēĸ rekombinant plazmidler, sekans 

analizleri i­in Macrogen (The Netherlands) firmasēna gºnderilmiĸtir. Her bir ºrnek 20 

Õl hacimde, primerler ise her bir ºrnek i­in en az 10 Õl hacimde olacak ĸekilde firmaya 

iletilmiĸtir. Primerlerin konsantrasyonlarē 5 ÕM olacak ĸekilde ayarlanmēĸtēr. ¥rneklerin 

sekans dizileri pJET1.2 forward ve reverse primerleri ile ­ift yºnl¿ olarak yapēlmēĸtēr. 

¢ift yºnl¿ DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar Quality (Phred) 

skorlarēna gºre analiz edildikten sonra Geneious R8 (369) yazēlēmē ile forward ve 

reverse dizilimlerin contigleri yapēlarak, vektºr DNAôsē ile kēyaslanmēĸ, insert olmuĸ 
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hedef gen bºlgesi belirlemiĸ ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmiĸtir. Elde edilen 

sekanslarēn BLASTN (370) analizleri yapēldēktan sonra Mega 6.0.6 (371) ve Geneious 

R8 (369) genetik analiz yazēlēmlarēyla GenBankôa kayētlē diĵer BbigAMA-1 izolatlarē 

ile ­oklu ve ikili hizalamalarē yapēlarak filogenileri araĸtērēlmēĸ, intron i­erip i­ermediĵi 

kontrol edilmiĸ ve molek¿ler karakterizasyonlarē ortaya konmuĸtur. Takiben, mevcut 

n¿kleotid dizilerinin GenBank kayētlarē yapēlmēĸ ve eriĸim numaralarē alēnmēĸtēr. 

Filogenetik analizlerde, elde edilen izolatlarēn n¿kleotid ve amino asit dizilimleri ile, 

GenBankôa kaydedilen, BbigAMA-1 gen bºlgesinin tamamēnē i­eren izolatlarēn 

n¿kleotid ve amino asit dizilimleri kullanēlmēĸtēr. Filogenetik yapēlanmalarēn 

belirlenmesinde Maximum Likelihood (ML) ve Bayesian analizleri (BA) uygulanmēĸtēr. 

ML analizleri Mega 6.0.6 (371) yazēlēmē ¿zerinden ger­ekleĸtirilmiĸtir. ML 

analizlerinde sekans evrimi i­in en uygun modelin belirlenmesinde jModelTest 0.0.1 

(372) kullanēlmēĸ ve en d¿ĸ¿k Akaike Bilgi Kriteri (AIC) deĵerine sahip olan model 

filogenetik aĵa­ oluĸturulmasēnda kullanēlmēĸ, node g¿venilirliĵinin belirlenmesinde 

bootstrap replikasyon deĵeri 1000 alēnmēĸtēr. BA analizlerinde uygun model 

belirlenmesinde yine jModelTest 0.0.1 (372) kullanēlmēĸ ve en d¿ĸ¿k Bayesian Bilgi 

Kriteri (BIC) deĵerine sahip olan model filogenetik aĵacēn oluĸturulmasēnda 

kullanēlmēĸtēr. Bayesian analizleri Geneious R8 (369) yazēlēmē ¿zerinden MrBayes 

plugin (373) kullanēlarak ger­ekleĸtirilmiĸ, Markov Chain Monte Carlo taramalarē 

1.100,000 jenerasyon i­in 4 zincirle ve aĵa­ ºrneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 

100,000 aĵa­ ñburn inò olarak) ­ēkarēlmēĸtēr. 

Eriĸim numarasē alēnan ve GenBank tarafēndan tescil edilen izolatlarēn protein 

dizilimleri; baĸlangē­ ve bitiĸ sinyal kodonlarēnē (1 amino asit kodlayan 3ôl¿ diziler) 

belirlemek, BbigAMA-1 fraksiyonlarēnē gºstermek amacēyla a­ēk okuma ­er­evesi 

(open reading frame, ORF) analizlerini tabii tutulmuĸ ve sºz konusu analizler i­in web 

tabanlē ORF Finder (374) yazēlēmē kullanēlmēĸtēr. 

BbigAMA-1 proteinlerinin n¿kleotid ve amino asit dizilimlerinin belirlenmesiyle 

birlikte ­eĸitli biyoinformatik ara­lar kullanēlarak in silico analizler de yapēlmēĸtēr. 

BbigAMA -1 transmembran bºlgelerindeki amino asit dizilimlerinin sinyal peptid 

analizleri ve dizilimlerdeki tahmini antijenik peptidlerin varlēĵē Geneious R8 (369) 

yazēlēmē ¿zerinden EMBOSS Protein Analysis 1.0 plugin yazēlēmē kullanēlarak 

yapēlmēĸtēr. BbigAMA-1 proteinlerinin transmembran sarmallarēnēn analizleri ise yine 
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Geneious R8 (369) yazēlēmē ¿zerinden Transmembrane Prediction Tool 0.9 plugin 

yazēlēmē kullanēlarak ger­ekleĸtirilmiĸtir. Ķzoelektrik nokta ve proteinlerin tahmini 

molek¿ler aĵērlēklarē ExPASy (375-377) programē ile hesaplanmēĸtēr. N¿kleotid ve 

amino asit dizilimlerindeki polimorfik alanlar ve haplotipler ProSeq3 (378) yazēlēmē 

kullanēlarak belirlenmiĸtir.  

DNA dizi analiz sonu­larēna gºre BbigAMA-1 proteinlerinin ¿­ boyutlu yapēlarē Phyre2 

Protein Homology/Analogy Recognition Engine V2.0 programē (379) ile elde edilmiĸ 

ve gºr¿nt¿lenmesi Jmol: An open-source Java viewer (380) programē kullanēlarak 

ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

3.7. BBIGAMA -1 PROTEĶNLERĶNĶN EKSPRESYONU 

3.7.1. RNA Ķzolasyonu 

RNA ekstraksiyonu, Erciyes ¦niversitesi Veteriner Fak¿ltesi Parazitoloji Anabilim Dalē 

Molek¿ler Parazitoloji Laboratuarē'nēn ekstraksiyon ¿nitesinde yapēlmēĸtēr. Cryobankta 

muhafaza edilen ve mikrosantrif¿j t¿plerine bºl¿nm¿ĸ kan pasajlarēndan RNA 

ekstraksiyon iĸlemleri i­in ayrēlan ºrnekler ºnce oda ēsēsēnda ­ºz¿nmeye bērakēlmēĸtēr. 

¢ºz¿nen pasajlardan RNA ekstraksiyonu, GeneJET RNA Purification Kit (Thermo 

Scientific, USA) kullanēlarak yapēlmēĸtēr. Kullanēlan ticari kitin i­eriĵi Tablo 3.4ôte 

gºsterilmiĸtir. 

Tablo 3.4. RNA Ekstraksiyonunda kullanēlan ticari kitin i­eriĵi 

Kitin Ķ­eriĵi 50 ¥rnek i­in (#K0731) 

Proteinase K 600 Õl 

Lysis Buffer 40 ml 

Wash Buffer 1 (concentrated) 40 ml 

Wash Buffer 2 (concentrated) 23 ml 

Water, nuclease-free 30 ml 

GeneJET RNA Purification Kolons pre-assembled with 

Collection Tubes 

50 

Collection Tubes (2 ml) 50 

Collection Tubes (1,5 ml) 50  
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Ekstraksiyon iĸlemine baĸlamadan ºnce ticari kitin prosed¿r¿ne gºre Wash Buffer 1 ve 

Wash Buffer 2 sol¿syonlarē ¿zerine %100'l¿k ethanol eklenmiĸtir. Proteinase K -20 

ÁCôde muhafaza altēna alēndēktan sonra kit, kullanēlana kadar oda ēsēsēnda muhafaza 

edilmiĸtir. T¿m santrif¿j iĸlemleri +4 ÁCôde yapēlmēĸtēr. Ticari kitin ºnerileri 

doĵrultusunda RNA ekstraksiyon iĸlemi ĸu ĸekilde yapēlmēĸtēr: 

1. Ķĸleme baĸlamadan ºnce, 0,5 mlôlik ependorfa alēnan kan ºrnekleri vorteksle 

homojenize edildi. ¥rneklerin karēĸmamasē amacēyla ependorf t¿plerinin ¿zerine 

protokol numaralarē yazēldē. Bu sērada, soĵutmalē santrif¿j (Sigma 3K15, Almanya) 

+4ÁCôye ayarlanarak santrif¿j i­i sēcaklēĵēn d¿ĸmesi beklenildi. 

2. 1200 Õl hacimdeki Lysis bufferôa 24 Õl 14,3 M ɓ-mercaptoethanol eklendi. 

3. 0,5 mlôlik ependorfta bulunan kan ºrnekleri soĵutmalē santrif¿jde 600 rpmôde 5 dk 

santrif¿j edildi. 

4. Santrif¿j sonrasē dibe ­ºken pelletlere dikkat edilerek supernatant atēldē.  

5. Pelletler ¿zerine 600 Õl Lysis buffer eklendi ve t¿pler kapaklarē kapatēlarak 

vortekslendi. 

6. Vortekslenen ºrneklerin ¿zerine 450 Õl ethanol eklendi ve pipetaj yapēlarak 

karēĸtērēldē. 

7. Karēĸēmdan 700 Õl alēndē ve kit i­inde mevcut olan toplama t¿plerinin ¿zerinde 

bulunan GeneJET RNA purifikasyon kolonlarēna aktarēldē. 

8.   Sēvēyē i­eren t¿pler 15.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

9. Alttaki toplama t¿plerine s¿z¿len sēvē boĸaltēldē ve ¿stteki kolonlar tekrar aynē 

toplama t¿pleri i­erisine yerleĸtirildi. 

10. T¿pler tekrar 15.000 rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

11. Alttaki toplama t¿pleri atēldē ve kolonlar 2 mlôlik yeni toplama t¿plerine 

yerleĸtirildi. 

12. Kolonlar ¿zerine 700 Õl Wash buffer 1 ilave edilerek 15.000 rpm'de 1 dakika 

santrif¿j edildi. 

13. Santrif¿jden sonra alta s¿z¿len sēvē uzaklaĸtērēldē ve kolonlar aynē toplama t¿pleri 

i­erisine yerleĸtirildi. 

14. Ķkinci yēkama amacēyla ¿zerine 600 Õl Wash buffer 2 ilave edilerek 15.000 rpm'de 1 

dakika santrif¿j edildi. 
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15. Santrif¿jden sonra alta s¿z¿len sēvē uzaklaĸtērēldē ve kolonlar aynē toplama t¿pleri 

i­erisine yerleĸtirildi. 

16. ¦­¿nc¿ yēkama amacēyla ¿zerine 250 Õl Wash buffer 2 ilave edilerek 15.000 rpm'de 

2 dakika santrif¿j edildi. 

17. Alta s¿z¿len sēvē tekrar uzaklaĸtērēldē. Kolonlar bu kez, yeni 1,5 ml'lik  kit i­eriĵinde 

mevcut olan t¿pler i­erisine yerleĸtirildi. 

18. Kolonlar ¿zerine 50 Õl kit i­eriĵinde mevcut olan n¿kleaz free su eklendi ve 15.000 

rpm'de 1 dakika santrif¿j edildi. 

19. Santrif¿j sonrasē p¿rifikasyon kolonlarē ­ēkarēldē ve hazēr durumda olan RNAôlar 

cDNA sentezi i­in -20 
o
C'de muhafaza edildi. 

3.7.2. Tamamlayēcē DNA (cDNA)ônēn Sentezi 

Tamamlayēcē DNA (cDNA) sentezi, Maxima H Minus First Strand cDNA Syntesis Kit 

with dsDNase (Thermo Scientific) ile yapēlmēĸtēr. ¢alēĸmalar buz ¿st¿nde 

y¿r¿t¿lm¿ĸt¿r.  

3.7.2.1. Genomik DNA Eleminasyonu 

Genomik DNA eleminasyonu ºncesinde -20 ÁCôde muhafaza edilen total RNAôlar oda 

ēsēsēnda ­ºz¿nmeye bērakēlmēĸtēr. ¢ºz¿nen ºrnekler ile beraber karēĸēm buz ¿st¿nde 

aĸaĵēda verildiĵi gibi hazērlanmēĸtēr: 

10X dsDNase Buffer                                       1 ɛl 

dsDNase                                                          1 ɛl 

Total RNA                                                       3 ɛl 

Su                                                                     5 ɛl 

Toplam                                                            10 ɛl 

Hazērlanan karēĸēm vortekslenip santrif¿j edilmiĸtir. Daha sonra su banyosunda 37 

ÁCôde 2 dakika ink¿be edilmiĸtir. Ķnk¿basyon sonrasē tekrar vortekslenip santr¿f¿j 

edilen karēĸēm buz ¿zerine alēnmēĸ ve RT-PCR iĸlemine ge­ilmiĸtir. 

3.7.2.2. RT-PCR  

Genomik DNA eleminasyonu sonrasē karēĸēmēn bulunduĵu t¿pe aĸaĵēda verilen ve kit 

i­eriĵinde mevcut olan malzemeler eklenmiĸ ve toplam hacim 20 Õlôye tamamlanmēĸtēr: 
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Primer (oligo (dT)18 primer                                       1 ɛl 

10 mM dNTP Mix                                                     1 ɛl 

5X RT Buffer                                                             4 Õl 

Maxima H Minus Enzyme Mix                                 1 Õl 

Su                                                                               3 ɛl 

Toplam                                                                  10+10=20 ɛl 

Hazērlanan karēĸēm vortekslenip santrif¿j edilmiĸtir.  Daha sonra thermal cyclerôda 50 

ÁCôde 30 dk ve reaksiyonu sonlandērmak i­in 85 ÁCôde ink¿be edilmiĸtir. Kullanēma 

hazēr olan cDNAôlar PCR iĸlemi yapēlēncaya kadar -70 ÁCôde muhafaza edilmiĸtir. 

3.7.3. PCR  

Ekspresyon ºncesinde her iki suĸ i­in BbigAMA-1 geninin plazmid vektºr¿ne 

klonlanmasē amacēyla PCR iĸlemi yapēlmēĸtēr. PCR analizinde kullanēlacak primerler  

Champion
TM

 pET Directional TOPO Expression Kitôde (Invitrogen, ABD) ºnerilen 

ĸekilde diyazn edilmiĸtir. Bu ama­la, web tabanlē a­ēk okuma ­er­evesi ORF Finder 

(374) programē kullanēlarak analizler yapēlmēĸ ve bu analizler sonucunda ticari kitin 

ºnerileri de takip edilerek, forward primerin 5ô kēsmēna ñCACCò n¿kleotid dizisi 

eklenmiĸtir. Primerlerin tasarlanmasēnda web tabanlē Primer-Blast (381) programē 

kullanēlmēĸ ve dizayn edilen primerler Geneious R8 (369) ile kontrol edilmiĸtir. Primer 

dizilimleri Tablo 3.5ôte gºsterilmiĸtir. 

Tablo 3.5. Ekspresyon analizleri i­in dizayn edilen primerler 

Primer Adē Primer Dizilimi (5' ---3') TM* (
o
C) 

AMAexF CACCATGCAGTGCATATTGAATAGG 64,2 

AMAexR TCAGTTGAGCTTAGTCAGGTGTACTGG 68,3 

*TM: Erime sēcaklēĵē 

Macrogen (The Netherlands) firmasēna sentezlettirilen primerler firmanēn ºnerileri 

doĵrultusunda her birinin konsantrasyonu 100 pmol/ Õl olacak ĸekilde steril deiyonize 

su ile sulandērēlmēĸtēr. Sulandērēlan primerler, 1,5 ml'lik bir ependorf t¿p¿ne stok primer 

sol¿syonundan 100 Õl miktarēnda alēnarak porsiyonlanmēĸtēr.  
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PCR reaksiyonununda polimeraz enzimi olarak; doĵru eĸleĸmiĸ bir baz ­iftine gelinceye 

kadar yanlēĸ eĸleĸmiĸ t¿m par­alarē kesebilen, 3ô u­tan 5ô uca ekzon¿kleaz aktivitesine 

sahip, hipertermofilik Pyrococcus furiosus adlē bir bakteriden sentezlenmiĸ ñpfu DNA 

polimerazò kullanēlmēĸtēr. Bºylece Taq DNA polimeraz kullanēlarak PCR ¿r¿nlerinin 3ô 

ucunda meydana gelebilecek Adenin kalēntēsē oluĸmasēnēn ºn¿ne ge­ilmiĸ ve reaksiyon 

(blunt-end) olarak ger­ekleĸtirilmiĸtir.    

Reaksiyon i­in 25 Õl'lik bir karēĸēm hazērlanmēĸtēr. Bu reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan 

malzemeler ve miktarlarē Tablo 3.6'da gºsterilmiĸtir. 

Tablo 3.6. PCR reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemeler ve miktarlarē 

Malzemeler Miktarlarē (Õl) 

10X Pfu Buffer with MgSO4 2,5 

MgCl2 (25 mM) 2 

dNTP Mix (10 mM each) 0,5 

AMAexF primeri (100 pmol/Õl) 0,35 

AMAexR primeri (100 pmol/Õl) 0,35 

Pfu DNA Polymerase 

(recombinant, 2,5 u/Õl, 500 u) 
0,5 

Steril Deiyonize su 13,8 

cDNA (10 ng/ɛl) 5 

TOPLAM 25 

Steril kabin i­erisinde hazērlanan PCR reaksiyon karēĸēmē, 0,2 ml'lik DNA'se ve RNA'se 

free ependorf t¿pleri i­erisine konulmuĸtur. T¿pler, thermal cycler cihazēna (C1000 

Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, California, USA) yerleĸtirilerek amplifikasyona 

tabi tutulmuĸlardēr. Amplifikasyon i­in protokol; ºn denat¿rasyon: 95 ÁCôde 3 dk; 40 

siklus, denat¿rasyon: 95 ÁCôde 30 sn, baĵlanma: 60,9 ÁCôde 30 s, uzama: 72 ÁCôde 108 

sn; final uzama: 72 ÁCôde 5 dk olacak ĸekilde dizayn edilmiĸtir. PCR testinin 

ge­erliliĵinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadēĵēnēn tespit edilmesi 

amacēyla negatif kontrol olarak sterilize edilmiĸ deiyonize su kullanēlmēĸtēr. 
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Elektroforez ile gºr¿nt¿leme ve jelden ekstraksiyon iĸlemleri 3.3. PCR ¦r¿nlerinin 

Elektroforez ile Gºr¿nt¿lenmesi ve 3.4. Jelden Ekstraksiyon Ķĸlemi baĸlēklarēnda 

verildiĵi gibi ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

3.7.4. pET 100/D-TOPO Ekspresyon Vektºr¿ne Klonlama 

pET 100/D-TOPO vektºr¿ (Invitrogen, ABD) N-terminal f¿zyon peptidine ve 6 tane 

Histidin (6xHis) proteinini baĵlayan, ampisilin diren­li bir ekspresyon vektºr¿d¿r. pET 

100/D-TOPO (5764 bp) vektºr¿n¿n haritasē ķekil 3.5ôde gºsterilmiĸtir. 

 

ķekil 3.5. pET 100/D-TOPO ekspresyon vektºr¿n¿n ĸematik gºr¿m¿ 

Klonlamada  Champion
TM

 pET Directional TOPO Expression Kitôin (Invitrogen, ABD) 

ºnerdiĵi basamaklar takip edilmiĸtir.  

3.7.4.1. BbigAMA -1 Genlerinin pET 100/D-TOPO Plazmidine Ligasyonu 

Ligasyon basamaĵēnda hem in vitro hem de in vivo pasajlarēn BbigAMA-1fragmentinin 

ilgili plazmide yerleĸtirilmesi i­in ticari kitin ºnerileri doĵrultusunda aĸaĵēdaki karēĸēm 

hazērlanmēĸtēr.  
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PCR ¿r¿n¿ Jel P¿rifiye ¥rnek                                      4 ɛl 

Tuz Sol¿syonu                                                              1 ɛl 

pET 100 vektºr                                                             1 ɛl 

Toplam                                                                      6 ɛl 

Karēĸēm, vortekslenip santrif¿j edildikten sonra oda ēsēsēnda 30 dk ink¿be edilmiĸtir. 

Takiben transformasyon iĸlemine ge­ilmiĸtir. Plazmidin OneShot TOP 10 E. coli 

h¿crelerine (Invitrogen, ABD) transformasyonu 3.5.2. Rekombinant Plazmidin 

Kompetan H¿crelerine Transformasyonu baĸlēĵēnda a­ēklandēĵē gibi yapēlmēĸtēr. 

3.7.4.2. Klonlamanēn PCR Tarama ile Doĵrulanmasē 

LB katē besiyerinde ¿reyen kolonilerin rekombinant plazmidi i­erip i­ermediĵini tespit 

etmek i­in koloni PCR taramasē yapēlmēĸtēr. Koloni PCR i­in 25 Õl'lik bir karēĸēm 

hazērlanmēĸtēr. Bu reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemeler ve miktarlarē Tablo 

3.7'de gºsterilmiĸtir. 

Tablo 3.7. PCR reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemeler ve miktarlarē 

Malzemeler Miktarlarē (Õl) 

10XTaq buffer (with (NH4)2SO4, 1,25 ml) 2,5 

MgCl2 (25 mM) 2 

dNTP Mix (10 mM each) 0,5 

AMAexF primeri (100 pmol/Õl) 0,35 

AMAexR primeri (100 pmol/Õl) 0,35 

Taq DNA Polymerase (recombinant, 5 u/ Õl, 500 u) 0,5 

Steril Deiyonize su 18,8 

Koloni (1 adet) - 

TOPLAM 25 

Hazērlanan karēĸēmlar thermal cyclerda protokol; ºn denat¿rasyon: 94 
o
Côde 10 dk; 30 

siklus, denat¿rasyon: 95 
o
Côde 30 s, baĵlanma: 60,9 

o
Côde 30 s, uzama: 72 

o
Côde 108 



76 

 

 

sn; final uzama: 72 
o
Côde 10 dk olacak ĸekilde programlanmēĸtēr. PCR sonucu elde 

edilen amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon 

Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV 

ēĸēn altēnda gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

Elde edilen plazmidlerin saflaĸtērēlmasē iĸlemi 3.5.5. Rekombinant Plazmidlerin 

Saflaĸtērēlmasē baĸlēĵēnda a­ēklandēĵē gibi yapēlmēĸtēr. 

3.7.4.3. Saflaĸtērēlan Rekombinant Plazmidlerin Kontrol PCRôlarē 

Saflaĸtērēlan rekombinant plazmidin BbigAMA-1 genini i­erip i­ermediĵi ve N-C 

terminal u­larēnēn doĵru oryantasyonda yerleĸip yerleĸmediĵinin kontrol¿ amacēyla 

­apraz PCR protokolleri uygulanmēĸtēr. Tahmini amplifikasyon sonu­larē Geneious R8 

(369) programē kullanēlarak hesaplanmēĸtēr. ¢apraz kontrol PCRôlarē dºrt farklē ĸekilde 

yapēlmēĸtēr: 

¢apraz PCR 1: Bu PCR iĸleminde kit i­eriĵinde bulunan plazmide ait T7 promotor 

forward ve T7 reverse primerleri kullanēlmēĸtēr. Bu PCR sonucunda elde edilen ¿r¿n 

miktarē 2064 bp olmasē beklenmiĸ ve ilgili baz aralēĵēnda alēnan pozitif sonu­ 

BbigAMA-1 geninin plazmiddeki varlēĵēnēn doĵrulanmasē ĸeklinde yorumlanmēĸtēr. Bu 

ama­la PCR i­in 25 Õl'lik bir karēĸēm hazērlanmēĸtēr. Reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan 

malzemeler ve miktarlarē Tablo 3.8'de gºsterildiĵi gibi ayarlanmēĸtēr. 
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Tablo 3.8. PCR reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemeler ve miktarlarē 

Malzemeler Miktarlarē (Õl) 

10XTaq buffer (with (NH4)2SO4, 1,25 ml) 2,5 

MgCl2 (25 mM) 2 

dNTP Mix (10 mM each) 0,5 

T7 Promotor Forward (100 pmol/Õl) 0,35 

T7 Reverse (100 pmol/Õl) 0,35 

Taq DNA Polymerase (recombinant, 5 u/ Õl, 500 u) 0,5 

Steril Deiyonize su 17,8 

Rekombinant Plazmid 1 

TOPLAM 25 

Hazērlanan karēĸēmlar thermal cyclerda protokol; ºn denat¿rasyon: 95 
o
Côde 3 dk; 30 

siklus, denat¿rasyon: 95 
o
Côde 30 s, baĵlanma: 45 

o
Côde 30 s, uzama: 72 

o
Côde 1 dk; 

final uzama: 72 
o
Côde 10 dk olacak ĸekilde programlanmēĸtēr. PCR sonucu elde edilen 

amplikonlar %1.5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 

Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda 

gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

¢apraz PCR 2: Bu PCR iĸleminde kit i­eriĵinde bulunan plazmide ait T7 promotor 

forward ve BbigAMA-1 genine ait AMAexR reverse primerleri kullanēlmēĸtēr. Bu PCR 

sonucunda elde edilen ¿r¿n miktarē 1984 bp olmasē beklenmiĸ ve ilgili baz aralēĵēnda 

alēnan pozitif sonu­ BbigAMA-1 geninin N ve C terminal u­larēnēn doĵru bir 

oryantasyonda vektºre insert olduĵu ĸeklinde yorumlanmēĸtēr. Bu ama­la PCR i­in 25 

Õl'lik bir karēĸēm hazērlanmēĸtēr. Reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemelerin 

miktarlarē Tablo 3.8'de gºsterildiĵi gibi ayarlanmēĸtēr. Tabloda, farklē olarak sadece 

primer isimleri deĵiĸtirilmiĸtir. 

Hazērlanan karēĸēmlar thermal cyclerda protokol; ºn denat¿rasyon: 95 
o
Côde 3 dk; 30 

siklus, denat¿rasyon: 95 
o
Côde 30 s, baĵlanma: 45 

o
Côde 30 s, uzama: 72 

o
Côde 2 dk; 
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final uzama: 72 
o
Côde 7 dk olacak ĸekilde programlanmēĸtēr. PCR sonucu elde edilen 

amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 

Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda 

gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

¢apraz PCR 3: Bu PCR iĸleminde kit i­eriĵinde bulunan plazmide ait T7 promotor 

forward ve BbigAMA-1 genine ait AMAexF forward primerleri kullanēlmēĸtēr. Bu PCR 

sonucunda herhangi bir baz aralēĵēnda pozitiflik olup olmadēĵē araĸtērēlmēĸ ve alēnan 

negatif sonu­ doĵrultusunda BbigAMA-1 geninin N ve C terminal u­larēnēn doĵru bir 

oryantasyonda vektºre insert olduĵu tespit edilmiĸtir. PCR i­in 25 Õl'lik bir karēĸēm 

hazērlanmēĸtēr. Reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemelerin miktarlarē Tablo 3.8'de 

gºsterildiĵi gibi ayarlanmēĸtēr. Tabloda, farklē olarak sadece primer isimleri 

deĵiĸtirilmiĸtir. 

Thermal profil ­apraz PCR 2ôde verildiĵi gibi belirlenmiĸ ve uygulanmēĸtēr. PCR 

sonucu elde edilen amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel 

Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC 

Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 

¢apraz PCR 4: Bu PCR iĸleminde BbigAMA-1 genine ait AMAexF forward ve 

AMAexR reverse primerleri kullanēlmēĸtēr. Bu PCR sonucunda elde edilen ¿r¿n miktarē 

1788 bp olmasē beklenmiĸ ve ilgili baz aralēĵēnda alēnan pozitif sonu­ BbigAMA-1 

geninin plazmiddeki varlēĵēnēn doĵrulanmasē ve ­apraz PCR 1ôin tekrar konfirme 

edilmesi ĸeklinde yorumlanmēĸtēr. Reaksiyon karēĸēmēnda kullanēlan malzemelerin 

miktarlarē Tablo 3.8ôde gºsterildiĵi gibi ayarlanmēĸtēr. Tabloda, farklē olarak sadece 

primer isimleri deĵiĸtirilmiĸtir. 

Amplifikasyon i­in protokol 3.7.3. PCR baĸlēĵēnda verildiĵi gibi ayarlanmēĸ ve 

uygulanmēĸtēr. PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ 

ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP 

INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda gºr¿nt¿lenip analiz edilmiĸtir. 
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3.7.5. BL21 Star (DE3) E. coli Kompotent H¿crelerine Transformasyon 

Ekspresyon vektºr¿ne insert olmuĸ BbigAMA-1 genlerini (her iki suĸ i­in ayrē) i­eren 

rekombinant plazmidlerin BL21 Star (DE3) E. coli h¿crelerine transformasyonu buz 

¿st¿nde aĸaĵēda belirtildiĵi ĸekilde yapēlmēĸtēr: 

1. Her suĸ i­in ayrē olmak ¿zere 2 vial 50 Õl BL21 Star (DE3) E. coli h¿cresi buz 

¿st¿nde eritildi. 

2. Eriyen h¿crelerin ¿zerine 5 ɛl hacimde 5-10 ng plazmid DNAôsē eklendi ve t¿plerin 

dip kēsēmlarēna vurularak hafif­e karēĸtērēldē. 

3. Karēĸēmlar buz ¿zerinde 30 dk ink¿be edildi. 

4. Ķnkubasyon sonrasēnda karēĸēmlar hēzlē bir ĸekilde oda ēsēsēna maruz kalmadan 42 

C̄ôde 2 dk ēsē ĸokuna tabii tutuldu. 

5. Isē ĸokundan hemen sonra t¿pler buz ¿zerine alēnarak, 4 dk ink¿be edildi. 

6. T¿plerin ¿zerine 250 ɛl oda ēsēsēnda bekletilmiĸ S.O.C. medium eklendi. 

7. T¿plerin kapaĵē kapatēldēktan sonra, ­alkalayēcēlē ink¿batºrde 200 rpmôde ve 37 

C̄ôde 1,5 saat ink¿be edildi. 

8. Ķnk¿basyon sonrasē transformasyon ¿r¿n¿n¿n tamamē 100 ɛl/ml ampisilin i­eren 10 

ml LB sēvē besi yerlerine ekildi ve ­alkalayēcēlē ink¿batºrde 110 rpmôde ve 37 ̄Côde bir 

gece ink¿be edildi. 

3.7.6. Pilot Ekspresyon Denemeleri 

Pilot ekspresyon denemeleri ideal bir ekspresyon i­in gerekli olan IPTG (isopropyl ɓ-D-

1-thiogalactopyranoside) miktarēnē ve optimum ind¿kleme saatini belirlemek i­in 

yapēlmēĸtēr. Sonu­lar, Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE) ve Western Blot analizleri ile belirlenmiĸtir. BbigAMA-1ôin her iki suĸ 

i­in de ekspresyonu ile ilgili bir bilgi bulunmadēĵēndan optimizasyon ­alēĸmalarē birka­ 

kez tekrar edilip ilgili deĵerler kayēt altēna alēnmēĸ ve karĸēlaĸtērmalē olarak teyit 

edilmiĸtir.  
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3.7.6.1. IPTG Optimizasyonu 

1. Baĸlēk 3.7.5ôin 8. maddesinde bir gece ink¿basyona bērakēlan tranformasyonun 

ger­ekleĸtiĵi E. coli BL21(DE3) bakteri kolonileri i­eren LB sēvē besi yerlerinden 2,5 

ml, ertesi g¿n 100 ɛl/ml ampisilin i­eren 50 ml LB sēvē besi yerlerine (iki adet in vivo 

suĸ ekspresyonu ve iki adet in vitro suĸ ekspresyonu i­in toplam 4 adet) aktarēldē ve 

tekrar 37 ̄Côde ­alkalayēcē ink¿batºrde ink¿basyona bērakēldē. 

2. Ķnkubasyona bērakēlan besi yerlerinden birka­ saat aralēklarla 1 ml ºrnekler alēnarak 

spektrofotometrede 600,0 nm dalga boyunda ºl­¿mler yapēldē ve ¿reyen bakterilerin 

optik yoĵunluklarē (OD) ºl­¿ld¿. 

3. In vivo ve in vitro suĸlar i­in ayrē hazērlanan 4 adet LB sēvē besi yerlerinin OD600 

deĵeri 0,5-0,8 arasēnda olduĵunda her bir 50 ml lik besi yeri 10 ml hacimde 4 adet 

flaska bºl¿nd¿. Bºylece 1 suĸ i­in; 8 adet 10 mlôlik, i­inde transformasyonu 

ger­ekleĸmiĸ E. coli BL21 (DE3) bulunan, OD600 deĵeri 0,5-0,8 arasēnda olan LB sēvē 

besi yeri elde edildi. 

4. Her suĸ i­in 8ôer adet 10 ml hacimde hazērlanan flasklara son konsantrasyonlarē 

sērasēyla 0,00001; 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1 ve 2 mM olmak ¿zere IPTG ilave 

edildi (ķekil 3.6). 

5. IPTG i­eren besi yerleri 37 ÁCôde inkubasyona bērakēldē ve ilk konulduĵu an dahil 

olmak ¿zere (sēfērēncē saat) 6 saat boyunca her saat 1 ml ºrnek alēnēp ependorf t¿plerine 

konuldu.  

6. Ependorf t¿pleri 15300 rpmôde 1 dk santrif¿j edilip, s¿pernatant kēsmē atēldē. Kalan 

pellet SDS-PAGE analizi yapēlmak ¿zere -20 ÁC óde saklandē. 

 

ķekil 3.6. ¢alkalayēcēlē inkubatºrde, 37 ÁCôde inkubasyona bērakēlmēĸ ve  IPTG ind¿klemeleri yapēlmēĸ 

olan LB sēvē besi yerleri 
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3.7.6.2. SDS-PAGE Analizleri  

SDS-PAGE i­in gerekli kimyasallar ve form¿lasyonlarē Laemmli (382)'ye gºre aĸaĵēda 

verildiĵi gibi hazērlanmēĸtēr: 

Acrylamide sol¿syon (%30 Acrylamide, %0,8 Bisacrylamide, 200 ml)*: 

Acrylamide                                                                     60 g 

Bisacrylamide                                                                 1,6 g 

Steril Deiyonize Su                                                         200 mlôe kadar 

Toplam                                                                        200 ml 

*+4 ÁCôde 3 ay saklanabilir. 

4x Resolving Gel Buffer (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8, 200 ml)*: 

Tris                                                                                 36,3 g 

Steril Deiyonize Su                                                        150 ml 

HCl                                                                                 pH: 8,8ôe ayarlanana kadar 

Steril Deiyonize Su                                                        200 mlôe kadar 

Toplam                                                                        200 ml 

*+4 ÁCôde 3 ay saklanabilir. 

4x Stacking Gel Buffer (0,5 M Tris-Cl, pH 6,8, 50 ml)*: 

Tris                                                                                3 g 

Steril Deiyonize Su                                                       40 ml 

HCl                                                                                pH: 6,8ôe ayarlanana kadar 

Steril Deiyonize Su                                                       50 mlôe kadar 

Toplam                                                                      50 ml 

*+4 ÁCôde 3 ay saklanabilir. 

%10 SDS* : 

SDS                                                                                3 g 

Steril Deiyonize Su                                                        100 mlôe kadar 

Toplam                                                                        100 ml 

*Oda ēsēsēnda 6 ay saklanabilir. 
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%10 Amonyum pers¿lfat* : 

Amonyum pers¿lfat                                                       0,05 g 

Steril Deiyonize Su                                                        0,5 mlôe kadar 

Toplam                                                                        0,5 ml 

*Her analiz i­in taze hazērlanmalēdēr. 

%8ôlik resolving jel ve %5ôlik stacking jel, Sambrook and Russell (383)óa gºre Tablo 

3.9ôda verilen form¿lasyon ile hazērlanmēĸtēr.  

Tablo 3.9.  Resolving ve Stacking jelin form¿lasyonu 

Resolving Jel (%8ôlik-10 ml) Stacking Jel (%5ôlik-4 ml) 

Steril Deiyonize Su 4,6 ml Steril Deiyonize Su 2,7 ml 

Acrylamide sol¿syon 2,7 ml Acrylamide sol¿syon 0,67 ml 

4x Resolving Gel Buffer 2,5 ml 4x Stacking Gel Buffer 0,5 ml 

%10 SDS 0,1 ml %10 SDS 0,04 ml 

%10 Amonyum pers¿lfat 0,1 ml %10 Amonyum pers¿lfat 0,04 ml 

TEMED*  0,006 ml TEMED*  0,004 ml 

*TEMED: N,N,N',N'-tetramethylethane-1,2-diamine. 

Elektroforez bufferē olarak 10X Tris-Glycine SDS Buffer (Thermo Scientific, ABD) 

1/10 oranēnda sulandērēlarak kullanēlmēĸtēr. 

1X SDS-PAGE sample buffer kit i­eriĵinde verildiĵi ve aĸaĵēda yazēldēĵē gibi 

hazērlanmēĸ ve kullanēlana kadar -20 ÁC muhafaza edilmiĸtir. 
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0,5 M Tris-HCl, pH 6,8                                                  1,25 ml 

Gliserol (%100)                                                              1 ml 

ɓ-mercaptoethanol                                                          0,2 ml 

Bromophenol Blue                                                          0,01 g 

SDS                                                                                 0,2 g 

Steril Deiyonize Su                                                         10 mlôe kadar 

Toplam                                                                        10 ml 

SDS-PAGE analizinin adēmlarē aĸaĵēda verilmiĸtir: 

1. Elektroforez camlarē kullanēlmadan ºnce su ve alkol (%70ôlik ethanol) ile yēkanarak 

temizlendi ve sonrasēnda camlar arasēnda 0,75 mm aralēk olacak ĸekilde sistem 

oluĸturuldu. ¥ncelikle jelin hazērlanacaĵē jel dºkme aparatē kurulandē ve su ile 

sēzdērmazlēk testi yapēldē. Herhangi bir sēzdērma olmadēĵē anlaĸēldēktan sonra jel 

hazērlanma iĸlemine baĸlanēldē. 

2. ¥ncelikle manyetik karēĸtērēcē ¿zerinde, hava kabarcēĵē oluĸturmadan resolving jel 

karēĸēmlarē hazērlandē. Hazērlanan karēĸēm 10 mlôlik otomatik pipet ile ­ekilerek dikkatli 

bir ĸekilde daha ºnce hazērlanan cam haznenin %75ôini kaplayacak ĸekilde konuldu 

(ķekil 3.7). 

3. Resolving jel dºk¿ld¿kten sonra polimerleĸmenin saĵlanmasē ve jelin ¿st kēsmēnēn 

d¿z bir ĸekil almasē i­in 1 ml steril deiyonize su, resolving jelin ¿zerine hafif­e eklendi 

ve takiben 30-60 dk oda ēsēsēnda jelin polimerleĸmesi beklendi. Jel polimerleĸtikten 

sonra ¿zerindeki steril deiyonize su nazik bir ĸekilde dºk¿ld¿ ve kalan su artēklarē 

kurutma k©ĵēdēyla uzaklaĸtērēldē. 

4. Daha sonra manyetik karēĸtērēcē ¿zerinde, hava kabarcēĵē oluĸturmadan stacking jel 

karēĸēmlarē hazērlandē. Hazērlanan karēĸēm 5 mlôlik otomatik pipet ile ­ekilerek dikkatli 

bir ĸekilde resolving jelin ¿zerine dºk¿ld¿ ve taraklar yerleĸtirdi. 30-45 dk 

polimerleĸme i­in beklenildi (ķekil 3.7). 

5. Jel ºrnek y¿klemeye hazēr hale geldikten sonra; ­ºkt¿r¿len pelletlerin ve negatif 

kontrol olarak kullanēlmak ¿zere -80 C̄ôden ­ēkarēlēp oda ēsēsēnda ­ºzd¿r¿len 

transformasyon iĸlemi yapēlmamēĸ E. coli BL 21 (DE3) h¿crelerinin ¿zerine 100 ɛl 1X 

SDS sample buffer eklendi ve homojenizatºrde 5 dk karēĸtērēldē. 
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6. Ķyice karēĸan ve jel kēvamē alan ºrnekler 99 
o
Côde 10 dk ink¿be edildi. Bºylece 

proteinlerin denature olmasē saĵlandē.  

7. Ķnkubasyon sonrasē ºrnekler oda ēsēsēnda soĵutuldu. 

8. Taraklar jelden dikkatlice ­ēkarēldēktan sonra kuyular 1X SDS elektroforez bufferē ile 

yēkanarak polimerleĸmeyen monomerler uzaklaĸtērēldē.  

9. Jeller tanka yerleĸtirildikten sonra i­ ve dēĸ kēsēm 1X SDS elektroforez bufferē ile 

dolduruldu. 

10. ¥rneklerden 20 ɛl alēnarak kuyulara y¿kleme yapēldē. Son kuyucuk protein marker 

y¿klenmesi i­in boĸ bērakēldē (ķekil 3.7).  

11. Protein b¿y¿kl¿klerinin belirlenmesi i­in 5 ɛl, PageRulerÊ Prestained 10-180kDa 

Protein Ladder (Thermo Scientific, USA) son kuyucuĵa y¿klendi. 

12. Jeller 165 Vôda 85 dk y¿r¿t¿ld¿ (ķekil 3.7). 

13. Proteinlerin jel i­erisinde ilerlemesi tamamlandēktan sonra, jeller dikkatli bir ĸekilde 

iki cam levha arasēndan ­ēkarēldē ve steril deiyonize su ile 5ôer dk ­alkalayēcē ¿st¿nde 2 

kez yēkandē. 

14. Yēkanan jeller boyama sol¿syonuna (Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining 

Solution, Bio-Rad, ABD) transfer edildi.  

15. Boyama ­ºzeltisinde bir gece boyunca bērakēlan jeller, sonrasēnda fazla boyanēn 

giderilmesi i­in aĸaĵēda Sambrook and Russell (383)ôa gºre form¿lasyonu verilen jel 

yēkama ­ºzeltisine (destaining solution) konuldu.  

Methanol                                                                               250 ml 

Steril Deiyonize Su                                                               200 ml 

Glacial Asetik Asit                                                                50 ml 

Toplam                                                                              500 ml 

16. Otuz dakika aralēklarla yēkama ­ºzeltisi deĵiĸtirildi ve 90 dk sonunda, bantlarēn 

belirginleĸtiĵi gºr¿ld¿. 

17.  Fazla boyanēn giderilmesi ve jelin eski formuna dºnmesi amacēyla jel, steril 

deiyonize su ile 10ôar dk aralēklarla 2 kez yēkandē ve takiben Fusion FX5 (Vilber 

Lourmat, Germany) ile gºr¿nt¿lenip analizleri yapēldē. 
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ķekil 3.7. SDS-PAGE analizleri. A: Resolving jelôin donma s¿reci; B: Stacking jel ve taraklarēn 

yerleĸtirilmesi; C: ¥rneklerin y¿klenmesi; D, E, F: Elektroforezin baĸlatēlmasē ve ºrneklerin y¿r¿t¿lmesi 

3.7.6.3. Western Blot Analizleri 

Western blot analizleri, 6xHis ile iĸaretli hedef proteinin belirlenmesi ve ekspresyon 

optimizasyonunun konfirme edilmesi amacēyla yapēlmēĸtēr.  

¥ncelikle ñ3.7.6.1. IPTG Optimizasyonuò baĸlēĵēnda yer alan basamaklar takip edilerek 

elde edilen ºrneklerin pelletleri ñ3.7.6.2. SDS-PAGE Analizleriò baĸlēĵēnda yer alan 

aĸamalar takip edilerek dikey elektroforezde y¿r¿t¿lm¿ĸ ancak boyama yapēlmamēĸtēr. 

Bu aĸamada ºncelikle, aĸaĵēda form¿lasyonlarē verilen tampon ve ­ºzeltiler hazērlanmēĸ 

ve takiben jeller, aĸaĵēda verilmiĸ olan basamaklar takip edilerek Western Blot 

analizlerine tabii tutulmuĸtur. Pozitif kontrol olarak Erciyes ¦niversitesi Tēp Fak¿ltesi 

Parazitoloji Anabilim Dalēôndan saĵlanan Fasciola hepatica cathepsin L1 saf proteini 

kullanēlmēĸtēr.  
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Phosphate-Buffered Saline (PBS) Sol¿syonu: 

PBS tablet (Sigma, Almanya)                                        5 adet  

Steril Deiyonize Su                                                        1000 ml 

Toplam                                                                        1000 ml 

Blocking Buffer: 

PBS sol¿syonu                                                               500 ml 

Tween 20 (Merck, ABD)                                               250 ɛl 

Skim milk powder (Merck, ABD)                                 25 g 

Toplam                                                                        500 ml 

Antikor Sol¿syonu (1:5000) 

Blocking buffer                                                              10000 ɛl 

Anti-HisG-HRP Antikor (Ķnvitrogen, ABD)                  2 ɛl 

Toplam                                                                        10002 ɛl 

Yēkama Sol¿syonu: 

PBS sol¿syonu                                                               500 ml 

Tween 20 (Merck, ABD)                                               250 ɛl 

Toplam                                                                       ~500 ml 

3,3Ë-Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Dil¿suon Bufferôē (50 mM Tris-

HCl, pH: 7,2, 200 ml): 

Tris                                                                                 1, 21 g 

Steril Deiyonize Su                                                        190 ml 

HCl                                                                                 pH: 7,2ôye ayarlanana kadar 

Steril Deiyonize Su                                                        200 mlôe kadar 

Toplam                                                                        200 ml 

DAB Sol¿syonu: 

50 mM Tris-HCl (pH:7,2)                                               20 ml 

DAB tozu (Thermo Scientific, ABD)                             20 mg 

Hidrojen peroksit (30%), (Merck, ABD)                         26,6 ɛl  

Toplam                                                                       ~20 ml 
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Western Blot basamaklarē: 

1. Jellerin boyutlarēna uygun bir ĸekilde kesilen nitrosel¿lºz membran ve filtre kaĵētlarē 

(alt ve ¿st toplam 14 adet), y¿zeylerini kaplayacak miktarda PierceÊ 1-Step Transfer 

Bufferôa (Thermo Scientific, ABD) konularak 15 dk bekletildi. 

2. Ķlk ºnce 7 adet filtre kaĵēdē PierceÊ G2 Fast Blotterôēn (Thermo Scientific, ABD) 

anod (+) tablasēna yerleĸtirildi ve ¿zerine nitrosel¿lºz membran konuldu. Nitrosel¿lºz 

membran ¿zerine poliakrilamid jel yerleĸtirildi ve en son jel ¿zerine tekrar filtre 

kaĵētlarē (7 adet) konularak sandvi­ oluĸturuldu.  

3. Sandvi­ oluĸturulduktan sonra t¿m hava boĸluklarēnēn giderilmesi i­in yuvarlak bir 

silindir ile hafif basēn­ uygulandē. 

4. PierceÊ G2 Fast Blotterôēn (Thermo Scientific, ABD) katot (-) tablasē sandvi­in 

¿zerine kapatēlarak semi-dry blotting sisteminin voltu ve s¿resi ayarlandē. 

5. Blotlama 25 V, 2,5 Aôde 11 dakika yapēldē. 

6. Aktarma yapēlmēĸ olan nitrosel¿lºz membran blocking buffer i­erisine konulup, 1 

gece oda ēsēsēnda, ­alkalayēcēda ink¿be edildi. 

7. Blocking sol¿syonu ortamdan uzaklaĸtērēldēktan sonra, membran 20 ml yēkama 

sol¿syonu ile 5ôer dakika 5 defa ­alkalayēcēda karēĸtērēlarak yēkandē. 

8. Membran ¿zerine 10 ml antikor sol¿syonu eklenerek, oda ēsēsēnda, ­alkalayēcēda, 1 

saat ink¿be edildi. 

9. Antikor sol¿syonu ortamdan uzaklaĸtērēldēktan sonra membran, 5 defa 20 ml yēkama 

sol¿syonu ile 5ôer dakika yēkandē. 

10. 20 ml DAB sol¿syonu ile bantlar belirginleĸinceye kadar ­alkalayēcēda ink¿be 

edildi. 

11. Bantlar gºr¿ld¿kten sonra, membran iki defa 20 ml distile su ile 2 dk yēkandē. 

12. Membran filtre kaĵēdē ¿zerine konularak kurutulduktan sonra Fusion FX5 (Vilber 

Lourmat, Germany) gºr¿nt¿leme sistemi ile gºr¿nt¿lenip analizleri yapēldē. 
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3.7.7. Ekspresyon 

Pilot ekspresyon denemeleri sonucunda belirlenen optimum IPTG oranē ve ind¿kleme 

saati, ekspresyon aĸamalarēnda uygulanmēĸtēr. Ekspresyon basamaklarē aĸaĵēda verildiĵi 

gibi yapēlmēĸtēr: 

1.  ñ3.7.5 BL21 Star (DE3) E. coli Kompotent H¿crelerine Transformasyonò baĸlēĵēnda 

yer alan adēmlar izlendi ve bir gece ink¿basyona bērakēlan tranformasyonun 

ger­ekleĸtiĵi E. coli BL21(DE3) bakteri kolonileri i­eren LB sēvē besi yerlerinden 2,5 

ml, ertesi g¿n 100 ɛl/ml ampisilin i­eren 50 ml LB sēvē besi yerlerine aktarēldē. Takiben 

besi yerleri 37 C̄ôde 100 rpmôde ­alkalayēcē ink¿batºrde ink¿basyona bērakēldē (ķekil 

3.8). 

 

ķekil 3.8. Ekspresyon ºncesi LB besi yerlerinin hazērlanmasē ve 37 C̄ôde 100 rpmôde inkubasyon 

periyodu 

2. Ķnkubasyona bērakēlan besi yerlerinden birka­ saat aralēklarla 1 ml ºrnekler alēnarak 

spektrofotometrede 600,0 nm dalga boyunda ºl­¿mler yapēldē ve ¿reyen bakterilerin 

OD deĵerleri ºl­¿ld¿. 

3. In vivo ve in vitro suĸlar i­in ayrē hazērlanan LB sēvē besi yerlerinin OD600 deĵeri 0,5-

0,8 arasēnda olduĵunda (ķekil 3.9) ekspresyonu baĸlatmak amacēyla in vivo suĸ i­in 

final konsantrasyon 0,00001 mM, in vitro suĸ i­in ise final konsantrasyon 0,01 mM 

olmak ¿zere IPTG eklendi.  
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ķekil 3.9. LB sēvē besiyerinde ¿reyen E. coli BL21 (DE3) bakterilerinin OD600 deĵerlerinin 

spektrofotometrede ºl­¿m¿ 

4. IPTG i­eren E. coli BL21 bakterilerinin, 37 
0
Côde ­alkalayēcē inkubatºrde 

ink¿basyonlarēna devam edildi. 

5. In vivo suĸ i­in hazērlanan E. coli BL21 bakterilerinin eksprese olduĵu 50 mlôlik sēvē 

besi yerleri 2. saatte,  in vitro suĸ i­in hazērlanan E. coli BL21 bakterilerinin eksprese 

olduĵu 50 mlôlik sēvē besi yerleri ise 5. saatte ink¿batºrden ­ēkarēldē. 

6. Ķnkubatºrden ­ēkarēlan 50 mlôlik besi yerlerinden santrif¿j ºncesi kontrol amacēyla 1 

ml ºrnek alēndē. Daha sonra t¿m besi yerleri, +4 
0
Côde, soĵutmalē santrif¿jde (Sigma 

3K15, Almanya) 4000 rpm de 10 dk santrif¿j yapēldē. 

7. Alēnan 1 mlôlik ºrnekler ise 15300 rpmôde 1 dk santrif¿j yapēldē ve s¿pernatantlarē 

atēldēktan sonra ñ3.7.6.3 Western Blot Analizleriò baĸlēĵēnda bahsedildiĵi gibi Western 

Blot analizlerine tabii tutuldu. Ekspresyon kontrol edildi. 

8. T¿m ºrnekler santrif¿j edildikten sonra t¿plerdeki s¿pernatantlar atēldē ve pelletler 

protein p¿rifikasyon ­alēĸmalarēna kadar -80 
0
Côde muhafaza altēna alēndē. 

3.8. REKOMBĶNANT BBIGAMA -1 PROTEĶNLERĶNĶN SAFLAķTIRILMASI 

Babesia bigeminaônēn in vivo ve in vitro pasajlarēndan elde edilmiĸ Kayseri/T¿rkiye 

suĸlarēnēn, 6xHis ile iĸaretli rekombinant proteinlerinin saflaĸtērēlmasē ProBondÊ 

Purification System kiti (Invitrogen, ABD) kullanēlarak yapēlmēĸtēr. ¥ncelikle ñ3.7.7 

Ekspresyonò baĸlēĵēnēn 7. maddesinde bahsedilen, kontrol ama­lē santrif¿j sonrasē elde 
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edilen pelletler, Western Blot analizleri ile ekspresyonun baĸarēlē olup olmadēĵē 

yºn¿nden test edilmiĸ ve ilgili protein bantlarēnēn gºr¿lmesi ile birlikte ekspresyonun 

baĸarēlē olduĵu kanaatine varēlarak saflaĸtērma iĸlemlerine ge­ilmiĸtir. 

Saflaĸtērma ¿retici firmanēn ºnerileri doĵrultusunda ñdenaturing conditionò protokolleri 

takip edilerek oda ēsēsēnda aĸaĵēda yazēldēĵē gibi yapēlmēĸtēr: 

Bakteriyel h¿cre lizatlarēnēn hazērlanmasē: 

1. Saflaĸtērma protokollerine baĸlamadan ºnce kullanēlacak kimyasallarēn pH deĵerleri 

¿retici firmanēn ºnerileri doĵrultusunda kontrol edildi ve kit i­eriĵinde yazēlan pH 

deĵerlerine gºre ºzenli ve dikkatli bir ĸekilde ayarlandē. 

2. ñ3.7.7 Ekspresyonò baĸlēĵēnēn 6. maddesinde 50 mlôden elde edilen h¿cre pelletleri 

saflaĸtērma iĸlemleri ºncesinde -80 
0
C de muhafaza edildiĵi derin dondurucudan 

­ēkarēldē (her suĸ i­in bir adet, toplam iki adet) ve oda ēsēsēnda erimeye bērakēldē. 

3. pH deĵeri 37 
0
C sēcaklēkta 7,8ôe ayarlanan Guanidinium lysis bufferôdan 8 ml h¿cre 

pelletlerinin ¿zerine eklendi. 

4. T¿pler yavaĸ bir ĸekilde ters-d¿z edilerek h¿crelerin Guanidinium lysis buffer ile 

res¿spense ve lize olmasē saĵlandē. 

5. Daha sonra ºrnekler buz ¿st¿ne alēndē ve bakteri h¿cre duvarēnē par­alamak i­in 

sonikatºr cihazēnda 1 dk 15 sn boyunca; 15 sn s¿re (15 sn ­alēĸēp, 15 sn bekleme) ile 

y¿ksek frekansta (%100 power) sese maruz bērakēldē. 

6. ¥rnekler soĵutmalē santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 
0
Côde 4000 rpmôde 15 dk 

santrif¿j edildi. 

7. Santrif¿j sonrasē s¿pernatant alēnarak yeni t¿plere aktarēldē ve ProBondÊ kolonlarē 

hazērlanana kadar +4 
0
Côde muhafaza edildi. 

8. Lizis iĸleminin baĸarēlē olup olmadēĵēnēn tespiti i­in kalan pelletten, yaklaĸēk 20 ɛl 

ºrnek alēndē ve Western Blot analizleri yapēlana kadar +4 
0
Côde saklandē.  

ProBondÊ kolonlarēnēn hazērlanmasē 

1. +4 ÁCôde saklanan ProBondÊ Nickel-Chelating Resin oda ēsēsēnda ters-d¿z edilerek 

homojen hale getirildi. 
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2. Kit i­eriĵinde mevcut olan 10 mlôlik p¿rifikasyon kolonlarēnēn i­ine homojen haldeki 

ProBondÊ Nickel-Chelating Resinôden 2 ml eklendi ve oda ēsēsēnda 5-10 dk beklenerek 

resinin kolona yerleĸmesi saĵlandē. 

3. Kolonlar soĵutmalē santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 
0
Côde 800 rpmôde 1 dk 

santrif¿j edildi. 

4. Santrif¿j sonrasē ¿st kēsēmda toplanan sēvē resine dikkat edilerek pipet yardēmēyla 

uzaklaĸtērēldē. 

5. Daha sonra kolonlara 6 ml steril deiyonize su eklendi ve kapaklarē kapatēlarak resinin 

res¿spanse olmasē i­in yavaĸ­a ters-d¿z edildi. 

6. Resin ve steril deiyonize su tamamen karēĸtēktan sonra kolonlar tekrar soĵutmalē 

santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

7. Santrif¿j sonrasē ¿st kēsēmda toplanan sēvē resine dikkat edilerek pipet yardēmēyla 

uzaklaĸtērēldē. 

8. 5, 6 ve 7. basamaklar tekrar edildi. 

9. Daha sonra kolonlara 6 ml denaturing binding buffer eklendi ve kapaklarē kapatēlarak 

resinin res¿spanse olmasē i­in yavaĸ­a ters-d¿z edildi. 

10. Resin ve denaturing binding buffer tamamen karēĸtēktan sonra kolonlar soĵutmalē 

santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

11. Santrif¿j sonrasē ¿st kēsēmda toplanan sēvē resine dikkat edilerek pipet yardēmēyla 

uzaklaĸtērēldē. 

12. 9, 10 ve 11. basamaklar tekrar edildi. 

Denature kondisyonda protein p¿rifikasyonu 

Denature kondisyonda protein p¿rifikasyonu i­in; denaturing bufferlar, kolonlar ve 

h¿cre lizatlarē kullanēlarak aĸaĵēdaki basamaklar takip edilmiĸtir: 

1. ñBakteriyal h¿cre lizatlarēnēn hazērlanmasēò baĸlēĵēnēn 7. maddesinde hazērlanan her 

bir lizattan 8 ml alēndē ve hazēr haldeki ProBondÊ kolonlarēna eklendi. 

2. Kolon i­erisindeki ProBondÊ Nickel-Chelating Resin ile lizatēn baĵlanmasē ve 

resinin lizat sol¿syonu i­erisinde s¿spanse olmasē i­in kolonlar, oda ēsēsēnda 30 dk 

boyunca yavaĸ­a bir ĸekilde ters-d¿z edildi. 
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3. 30 dk sonunda kolonlar soĵutmalē santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 

rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

4. Santrif¿j sonunda ¿stte biriken sēvēnēn bir kēsmē (~1 ml) Western Blot analizleri i­in 

ayrēldē ve +4 ÁCôde saklandē. Kalan s¿pernatant ise kolondan uzaklaĸtērēldē. 

5. Kolonlara 4 ml denaturing binding buffer eklendi ve kapaklarē kapatēlarak resinin 

res¿spanse olmasē i­in 2 dk boyunca yavaĸ­a ters-d¿z edildi. 

6. Resin ve denaturing binding buffer tamamen karēĸtēktan sonra kolonlar soĵutmalē 

santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

7. Santrif¿j sonunda ¿stte biriken sēvēnēn bir kēsmē (~1 ml) Western Blot analizleri i­in 

ayrēldē ve +4 ÁCôde saklandē. Kalan s¿pernatant ise kolondan uzaklaĸtērēldē. 

8. 5, 6 ve 7. basamaklar tekrarlandē. 

9. Kolonlara 4 ml denaturing wash buffer (pH: 6,0) eklendi ve kapaklarē kapatēlarak 

resinin res¿spanse olmasē i­in 2 dk boyunca yavaĸ­a ters-d¿z edildi. 

10. Resin ve denaturing wash buffer tamamen karēĸtēktan sonra kolonlar soĵutmalē 

santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

11. Santrif¿j sonunda ¿stte biriken sēvēnēn bir kēsmē (~1 ml) Western Blot analizleri i­in 

ayrēldē ve +4 ÁCôde saklandē. Kalan s¿pernatant ise kolondan uzaklaĸtērēldē. 

12. 9, 10 ve 11. basamaklar tekrarlandē. 

13. Kolonlara 4 ml denaturing wash buffer (pH: 5,3) eklendi ve kapaklarē kapatēlarak 

resinin res¿spanse olmasē i­in 2 dk boyunca yavaĸ­a ters-d¿z edildi. 

14. Resin ve denaturing wash buffer tamamen karēĸtēktan sonra kolonlar soĵutmalē 

santrif¿jde (Sigma 3K15, Almanya) +4 ÁCôde 800 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 

15. Santrif¿j sonunda ¿stte biriken sēvēnēn bir kēsmē (~1 ml) Western Blot analizleri i­in 

ayrēldē ve +4 ÁCôde saklandē. Kalan s¿pernatant ise kolondan uzaklaĸtērēldē. 

16. 13, 14 ve 15. basamaklar 3 kere daha tekrarlandē. 

17. Kolonlar vertikal pozisyona getirildikten sonra u­ kēsēmlarēndaki tēka­lar ­ēkarēldē 

ve altlarēna protein fraksiyonlarēnēn toplanacaĵē steril 15 mlôlik t¿pler yerleĸtirildi. 

18. ¦st kēsēmdan 5 ml denaturing elution buffer eklenerek kolondan ayrēlan 

rekombinant proteinlerin steril t¿plere toplanmasē saĵlandē. 
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19. Elde edilen proteinlerin konsantrasyonu Qubit
È
 3,0 Fluorometer (Thermo Scientific, 

ABD) ile ºl­¿ld¿. 

3.8.1. ProBondÊ Nickel-Chelating Resin ile Protein Baĵlanmalarēnēn Western 

Blot Analizleri ile Kontrol¿ 

ñBakteriyel h¿cre lizatlarēnēn hazērlanmasēò ve ñDenature kondisyonda protein 

p¿rifikasyonuò baĸlēklarēnda yer alan basamaklarda, Western Blot analizleri i­in ayrēlan 

ve +4 ÁCôde muhafaza edilen ºrnekler, p¿rifikasyon aĸamasēnda oluĸmasē muhtemel 

protein kayēplarēnēn kontrol¿ ve basamaklarēn hatasēz bir ĸekilde uygulandēĵēnēn 

doĵrulanmasē amacēyla Western Blot analizlerine tabii tutulmuĸlardēr. Analizler, 

ñ3.7.6.3 Western Blot Analizleriò baĸlēĵēnda verildiĵi gibi yapēlmēĸtēr. Pozitif kontrol 

olarak pilot ekspresyon denemelerinde eksprese olduĵu belirlenen BbigAMA-1 

proteinleri kullanēlmēĸtēr. 

3.8.2. Saflaĸtērēlmēĸ BbigAMA -1 Rekombinant Proteinlerinin Western Blot 

Analizleri ile Kontrol¿ 

Saflaĸtērma iĸlemleri sonrasē elde edilen rekombinant proteinler, denat¿re formlarēnda 

monomer yapēlarēnēn gºzlenebilmesi, p¿rifikasyon iĸleminin kontrol edilmesi ve 

molek¿ler aĵērlēklarēn belirlenmesi amacēyla denat¿re edilerek Western Blot analizlerine 

tabii tutulmuĸlardēr. Analizler, ñ3.7.6.3 Western Blot Analizleriò baĸlēĵēnda verildiĵi 

gibi yapēlmēĸtēr. Pozitif kontrol olarak pilot ekspresyon denemelerinde eksprese olduĵu 

belirlenen BbigAMA-1 proteinleri kullanēlmēĸtēr. 



 

 

4. BULGULAR  

4.1. AMA -1 GEN B¥LGESĶNĶN PCR AMPLĶFĶKASYON SONUCU 

Babesia bigeminaônēn in vivo ve in vitro pasajlarēndan elde edilmiĸ Kayseri/T¿rkiye 

suĸlarēnēn gDNAôlarē, BbigAMA-1 geninin amplifikasyonu amacēyla PCR iĸlemlerine 

tabii tutulmuĸtur. PCR sonrasē elde edilen amplikonlar %1,5ôluk agaroz jelde CLP Jel 

Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programē ile gºr¿nt¿lenmiĸ 

ve 1788 bp b¿y¿kl¿ĵ¿nde bant veren DNA fragmentleri ķekil 4.1ôde gºsterilmiĸtir. 

 

ķekil 4.1. Babesia bigeminaônēn in vivo ve in vitro pasajlarēndan elde edilmiĸ Kayseri/T¿rkiye suĸlarē 

gDNAôlarēnēn, BbigAMA-1ôi kodlayan gen bºlgelerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen jel 

elektroforez gºr¿nt¿s¿. M: Marker; 1-2: B. bigemina in vivo ºrnek (ikili y¿kleme); 3-4: B. bigemina in 

vitro ºrnek (ikili y¿kleme); 5: Negatif kontrol 
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Elektroforez gºr¿nt¿leme sonucunda hedef baz aralēĵēnda gºr¿nen bantlar, ilgili genin 

klonlanmasē ºncesinde jelden ekstrakte edilmiĸtir. Jel ekstraksiyon sonucu elde edilen 

ºrnekler %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 

Gene Snap from Syngene analiz programē ile gºr¿nt¿lenmiĸtir (ķekil 4.2).  

 

ķekil 4.2. Jel ekstraksiyon sonucu elde edilen ºrneklerin jel elektroforezde gºr¿nt¿s¿. M: Marker; 1: B. 

bigemina in vivo jel p¿rifiye ºrnek; 2: B. bigemina in vitro jel p¿rifiye ºrnek 

4.2. BBIGAMA -1 GENĶNĶN KLONLANMA SONU¢LARI 

Babesia bigeminaônēn in vivo ve in vitro pasajlarēndan elde edilmiĸ Kayseri/T¿rkiye 

suĸlarēnēn BbigAMA-1ôi kodlayan gen bºlgelerinin amplifikasyonu ve jelden 

ekstraksiyonu sonucu elde edilen jel p¿rifiye ºrnekler CloneJET PCR Clonning Kit 

(Thermo Scientific, USA) kullanēlarak pJET1.2/blunt CloningVectorôe (50 ng/ ɛl) 

klonlanmēĸtēr. Daha sonra ligasyon ¿r¿n¿ OneShot TOP 10 E. coli (Invitrogen, ABD) 

kompetan h¿crelere transforme edilmiĸtir. Bir gece ink¿basyon sonrasē ampicilin LB 

besi yerinde oluĸan koloniler ķekil 4.3ôde gºsterilmiĸtir. 
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ķekil 4.3. Transformasyon sonucu besi yerinde oluĸan koloniler 

LB katē besiyerinde ¿reyen kolonilerden se­ilen tek koloniler, transformasyon 

etkinliĵini artērmak amacēyla steril pipet u­larē ile alēnēp ayrē ayrē tekrar LB katē 

besiyerine ekilmiĸtir. Tekrar 37 
o
Côde 1 gece ink¿be edilen kolonilerin katē besiyerinde 

gºr¿n¿mleri ķekil 4.4ôte verilmiĸtir. 

 

ķekil 4.4. Transformasyon basamaĵēnda 2. ink¿basyon sonrasē oluĸan koloniler 

LB katē besiyerinde ¿reyen kolonilerde hedef gen bºlgesinin vektºre insert olduĵu ve 

transformasyon etkinliĵi vektºr spesifik primerlerle koloni PCR yapēlarak teyit 

edilmiĸtir. BbigAMA-1 geninin koloni PCR sonu­larē elde edilen agaroz jel gºr¿nt¿s¿ 

ķekil 4.5ôde gºsterilmiĸtir. Agaroz jelin CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve Gene Snap 

from Syngene analiz programē ile incelenmesi sonucu BbigAMA-1ôin her iki suĸ i­in de 

baĸarēlē bir ĸekilde transforme olduĵu tespit edilmiĸtir. 
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ķekil 4.5. Transforme h¿crelerde BbigAMA-1 genlerinin koloni PCRôē sonucu amplikonlarēn jel agarozda 

gºr¿n¿m¿. M: Marker; 1-4, 7: Negatif koloniler; 5: in vitro BbigAMA-1  genini i­eren pozitif koloni; 6: 

in vivo BbigAMA-1 genini i­eren pozitif koloni 

Koloni PCR sonu­larēnē takiben ilgili gen bºlgeleri yºn¿nden pozitif saptanan tek bir 

koloni se­ilerek sēvē besi yerine aktarēlmēĸ, bir gece 37ÁCôde inkubasyondan sonra 

¿reyen tronsforme h¿creler santrif¿j ile ­ºkt¿r¿lm¿ĸt¿r. Daha sonra transforme 

h¿crelerden plazmid p¿rifikasyonu ger­ekleĸtirilmiĸtir. Saflaĸtērēlan rekombinant 

plazmidler, Ava I ve Xba I (Thermo Scientific, ABD) restriksiyon enzimleri ile kesilerek 

klonlanan genin varlēĵē yºn¿nden %1,5ôluk jelde CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi ve 

Gene Snap from Syngene analiz programē ile gºr¿nt¿lenmiĸ ve gen i­eren rekombinant 

plazmidler doĵrulanmēĸtēr (ķekil 4.6).  

 

ķekil 4.6. Saflaĸtērēlan plazmidlerin restr¿ksiyon enzimleri (Ava 1 ve Xba 1) ile kesimi sonucu 

BbigAMA-1 rekombinant plazmidlerin agaroz jelde kesim yerlerinin gºr¿n¿m¿. M: Marker; 1: in vitro 

BbigAMA-1 rekombinant plazmidi; 2: in vivo BbigAMA-1 rekombinant plazmidi 

Doĵrulama analizleri kapsamēnda plazmid DNAôlarēn amplifikasyonu pJET1.2 Forward 

ve pJET1.2 Reverse primerlerinin kullanēldēĵē PCR analizleri ile de yapēlmēĸ ve elde 
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edilen amplikonlarēn %1,5ôluk agaroz jelde y¿r¿t¿l¿p CLP Jel Dok¿mantasyon Sistemi 

ve Gene Snap from Syngene analiz programē (UVP INC Uplant, CA) ile UV ēĸēn altēnda 

gºr¿nt¿lenmesi sonucu hedef bant profilleri gºr¿lm¿ĸt¿r. Bºylece saflaĸtērēlan 

rekombinant plazmidlerin klonlanan BbigAMA-1 genlerini i­erdikleri ispatlanmēĸtēr. 

4.3. KLONLANAN BB IGAMA -1 GENĶNĶN SEKANS, FĶLOGENETĶK, SNPS VE 

A¢IK OKUMA ¢ER¢EVESĶ (ORF) ANALĶZLERĶ SONU¢LARI 

Her iki suĸ i­in BbigAMA-1 geninin klonlanmasē sonucu elde edilen plazmidler, vektºr 

spesifik primer ­ifti ile ­ift yºnl¿ olarak sekanslanmēĸtēr. Elde edilen n¿kleotid ve 

amino asit dizileri vektºr sekansē ile alignment yapēlarak ilgili gen bºlgesinin sekanslarē 

elde edilmiĸtir. B. bigemina Kayseri/T¿rkiye in vivo pasajlanmēĸ suĸunun AMA-1 geni 

n¿kleotit dizisi KP000032, in vitro pasajlanmēĸ suĸunun AMA-1 geni n¿kleotit dizisi ise 

KP000033 aksesyon numaralarē ile GenBankôa kayēt edilmiĸtir. Her iki suĸa ait 

n¿kleotid ve amino asit kompozisyonlarē ķekil 4.7 ve ķekil 4.8ôde verilmiĸtir. 
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ķekil 4.7. B. bigemina Kayseri/T¿rkiye in vivo pasajlanmēĸ suĸunun AMA-1 geni n¿kleotit ve amino asit dizisi (Kayseri/Turkey IV1-KP000032) 
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ķekil 4.8. B. bigemina Kayseri/T¿rkiye in vitro pasajlanmēĸ suĸunun AMA-1 geni n¿kleotit ve amino asit dizisi (Kayseri/Turkey IT2-KP000033)
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Elde edilen sekanslarēn BLASTN (370) analizleri yapēldēktan sonra GenBankôa kayētlē, 

BbigAMA-1 geninin tamamēnē i­eren n¿kleotid dizilimine ve AMA-1ôi kodlayan amino 

asit dizilimine sahip, D¿nya'daki diĵer izolatlar ile ­oklu hizalamalarē yapēlarak 

filogenileri araĸtērēlmēĸ ve molek¿ler karakterizasyonlarē ortaya konmuĸtur. Analize 

dahil edilen kayētlē izolatlarēn aksesyon numaralarē ve izolatlara ait bilgiler GenBank 

veri tabanēndan alēnarak Tablo 4.1ôde gºsterilmiĸtir. 

Tablo 4.1. Filogenetik kēyaslamalarda kullanēlan, GenBankôa kayētlē, BbigAMA-1 geninin n¿kleotid 

dizilimlerini i­eren izolatlarēn aksesyon numaralarē ve izolatlara ait bilgiler 

No Aksesyon Numarasē Protein ID Ķzolat Ķsmi Orijin  

1 HM543730 ADP02977 ITA8CT Ķtalya 

2 HM543729 ADP02976 ITA7PA Ķtalya 

3 HM543728 ADP02975 ITA6PA Ķtalya 

4 HM543727 ADP02974 ITA5RG Ķtalya 

5 HM543726 ADP02973 ITA4PG Ķtalya 

6 KU557538 AMP42536 MH-3662-A Ķsrail 

7 KU557535 AMP42533 Gazit 464 Ķsrail 

8 JN572801 AET36932 Turkey T¿rkiye 

9 JN572800 AET36931 Rio Grande da Sur Brezilya 

10 JN572799 AET36930 Corrientes Arjantin 

11 JN572798 AET36929 Mexico Meksika 

12 JN572797 AET36928 M1A Meksika 

13 JN572796 AET36927 M1P Meksika 

14 JN572795 AET36926 SP3 Meksika 

15 AB481200 BAH22706 Argentina Arjantin 

16 XM_012911354 XP_012766808 Bond A.B.D 

17 GQ257740 ACT46062 ITA3 Ķtalya 

18 GQ257739 ACT46061 ITA2 Ķtalya 

19 GQ257738 ACT46060 ITA1 Ķtalya 
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D¿nyanēn ­eĸitli ¿lkelerinden ­oklu hizalama analizlerine dahil edilen ve 

­alēĸmamēzdan elde edilen izolatlarēn BbigAMA-1 geni n¿kleotid kompozisyonlarē 

Tablo 4.2ôde ikili hizalama benzerlikleri (pairwise distance) ise Tablo 4.3ôde verilmiĸtir. 

Tablo 4.2. ¢oklu hizalama analizlerine dahil edilen izolatlarēn BbigAMA-1 geni n¿kleotid 

kompozisyonlarē 

Ķzolat Aksesyon No T (%)  C (%) A (%)  G (%) A+T (%)  G+C (%) 

Toplam 

n¿kleotid 

sayēsē 

AB481200 21,2 27,7 24,2 26,9 45,4 54,6 1788,0 

GQ257738 21,3 27,8 24,2 26,8 45,4 54,6 1788,0 

GQ257739 21,1 27,9 24,3 26,7 45,4 54,6 1788,0 

GQ257740 21,1 27,8 24,1 27,0 45,2 54,8 1788,0 

HM543726 21,2 27,8 23,9 27,1 45,1 54,9 1788,0 

HM543727 21,3 27,9 24,1 26,7 45,4 54,6 1788,0 

HM543728 21,4 27,7 24,2 26,7 45,6 54,4 1788,0 

HM543729 21,3 27,9 24,0 26,8 45,3 54,7 1788,0 

HM543730 21,4 27,7 24,2 26,7 45,5 54,5 1788,0 

JN572795 20,8 28,3 23,9 26,9 44,8 55,2 1785,0 

JN572796 20,8 28,1 24,1 27,0 44,9 55,1 1785,0 

JN572797 20,7 28,0 24,3 27,0 45,0 55,0 1785,0 

JN572798 21,0 28,0 24,1 27,0 45,0 55,0 1785,0 

JN572799 21,0 27,8 24,2 27,0 45,2 54,8 1788,0 

JN572800 21,2 27,9 24,1 26,8 45,3 54,7 1788,0 

JN572801 21,0 28,0 24,2 26,8 45,2 54,8 1788,0 

KP000032 21,0 28,0 24,2 26,7 45,2 54,8 1788,0 

KP000033 21,0 28,0 24,2 26,8 45,2 54,8 1788,0 

KU557535 21,2 28,0 24,2 26,6 45,3 54,7 1787,0 

KU557538 21,2 28,0 24,2 26,6 45,4 54,6 1787,0 

XM_012911354 21,1 27,8 24,2 26,9 45,3 54,7 1788,0 

Ortalama 21,1 27,9 24,1 26,8 45,2 54,8 1787,3 
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Tablo 4.3. Elde edilen izolatlar ile D¿nyadan analizleri yapēlan diĵer izolatlarēn BbigAMA-1 geni  n¿kleotid dizilimlerinin ikili hizalama benzerlikleri 
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GenBankôa kayētlē BbigAMA-1 geninin tamamēnēn n¿kleotid dizilimlerini i­eren izolatlarēn, elde edilen izolatlar ile ­oklu hizalamalarē ve 

n¿kleotid kēyaslamalarē ķekil 4.9ôda gºsterilmiĸtir. 
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