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ONSOZ

Kene kaynakli hastaliklar tropikal ve subtropikal bolgeler basta olmak {izere
diinyanin hemen hemen her bélgesinde gériilmekte ve hayvancilik ekonomisine zarar
vermektedir. Ixodidae ailesine bagh kene tiirleri tarafindan g¢esitli hayvan tiirlerine
nakledilen theileriosis, sigir yetistiriciligine 6nemli derecede zarar veren zorunlu
hiicre i¢i parazitlerden Theileria tiirlerinin sebep oldugu protozoer bir hastaliktir.
Hastalik basta sigirlar olmak {izere koyun, ke¢i ve diger evcil ve yabani
ruminantlarda goriilebilmektedir. Sigirlarda patojen olan tiirler T.annulata ve
T.parva'dir. Ulkemiz sigirlarinda yaygm olarak bulunan T.annulata Tropikal
theileriosise neden olmakta ve iilkemiz sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Sigirlarin apatojen Theileria tiirlerinden biri olarak kabul
edilen T.buffeli/orientalis, Amerika, Uzak dogu, Avrupa ve Afrikanin tim bolgeleri
basta olmak iizere hemen hemen tiim diinyadan bildirilmistir. Normalde apatojen
olan bu tiir bagka bir etkenle birlikte bulundugunda patojen olabilmektedir.

Theileria tiirlerinin teshisi klinik bulgular esliginde kan frotilerinin ve lenf
yumrusu biyopsilerinin Giemsa ile boyanmis preparatlarinin mikroskobik bakisi ile
yapilmaktadir. Mikroskobik baki ile Theileria tiirleri arasinda ayrim yapmak
imkansizdir. Bu nedenle etkene karsi konakta gelisen antikorlari ortaya koymayi
amaglayan serolojik yontemler kullanilmakta, ancak bu yontemlerde farkli Theileria
tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyon olusumu goriilmektedir. Biitiin bu olumsuzluklar
Theileria tiirlerinin teshisinde molekiiler tekniklerin kullanilmasi gerekliligini ortaya
koymustur.

Ulkemizde Theileria hemen hemen her bélgede sigirlarda bulunmakta ve
tilkemiz biiyilikbas yetistiriciliginde onemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Oneminden dolay1 iilkemizde yillardan beri {iizerinde siirekli calisilan sigir
theileriosis'inde akut hasta hayvanlar yaninda saglikli gériinlimlii hayvanlar tizerinde
de mikroskobik, serolojik ve molekiiler calisma yapilarak iilkemizde sigir
theileriosisinden sorumlu tiirlerin tespiti, yaygmligmin belirlenmesi ve portdr
hayvanlarin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda {ilkemizde
Tropikal theileriosis etkeni T.annulata ve apatojen bir tir kabul edilen

T.buffeli/orientalis'in varlig1 ortaya konmustur.
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Bu tez kapsaminda Kirikkale yoresinde T.annulata ve T.buffeli/orientalis'in
bolge sigirlarinda varligr aragtirtlmistir. Arastirmanin amaci bolgemizdeki Theileria
tiirlerinin ortaya konmasi, bolgedeki yaygimliklarimin belirlenmesi ve saglikli
goriniimlii  hayvanlarda bu etkenlerin  varligmin tespiti ile bdlgedeki
epidemiyolojinin ortaya konmasidir.
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OZET

Theileria tiirleri basta sigirlar olmak iizere ¢esitli evcil ve yabani ruminantlara
Ixodidae ailesine bagl kene tiirleri ile nakledilen zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir.
Sigirlarda  bu tirlerden T.annulata, T.parva, T.buffeli/orientalis, T.mutans,
T.taurotragi ve T.velifera enfeksiyon olusturur. T.annulata ve T.parva en patojen iki
tiirdiir. Tiirkiye'de bu tiirlerden Tropikal theileriosis etkeni olan, yiikksek morbidite ve
mortaliteye sahip T.annulata, diisiik patojeniteli veya apatojen bir tiir olarak kabul
edilen T.buffeli/orientalis varlig1 bildirilmistir. Theileria annulata tilkemizde hemen
hemen her bolgede bulunmakta ve iilkemiz hayvanciliginda 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. T.buffeli/orientalis ise lilkemizde molekiiler ¢aligmalarin

baslamasiyla birlikte varlig1 belirlenmis olan bir tiirdiir.

Theileriosis teshisi akut olgularda klinik belirtiler 1s183inda Giemsa ile
boyanmig kan ve lenf yumrusu frotilerinin mikroskobik bakisi ile yapilmaktadir.
Latent seyreden enfeksiyonlarin tanisinda uzun yillar serolojik yodntemlerden
yararlanilmistir. Direkt parazit DNA'sin1 saptamaya yarayan molekiiler metodlarin
gelismeye baglamasiyla birlikte bu etkenlerin varligi, tiir teshisi ve yayginliginin
ortaya konmasinda bu yontemlere bagvurulmustur. Son yillarda bir defada kanda
bulunan tiim kan parazitlerini teshis etmeyi saglayan, PCR ile hibridizasyonun

birlikte kullanildig1 reverse line blotting (RLB) yontemi kullanilmaya baslanmistir.

Bu tezde RLB yontemi kullanilarak Kirikkale yoresinde sigirlarda, daha dnce
tilkemizin cesitli bolgelerinde tespit edilen T.annulata ve T.buffeli/orientalis'in
varligmmin ve yayginliginin arastirilmasi ve yontemin mikroskobik muayene ile
karsilastirilmasi amaglanmustir. Ornekler Mayis 2010-Ekim 2010 tarihleri arasinda
Kirikkale'nin 9 ilgesinden (Kirikkale Merkez, Bahsili, Baliseyh, Celebi, Delice,
Karakegili, Keskin, Sulakyurt ve Yahsihan) 294 sigirdan toplanmistir. Ulagilan her
hayvandan kulak ucundan almman kandan yayma kan frotisi hazirlanip, vena
jugularis'ten EDTA'l1 tiiplere kan alinmistir. Ornek alman hayvanlarin 1 yas iizerinde
olmasi ve en az 1 mera sezonunu gecirmis olmasina dikkat edilmistir. Yayma kan
frotileri Giemsa ile boyanarak 1s1k mikroskobu altinda Theileria spp.

piroplasmalarinin varligi yoniinden muayene edilmistir. Pozitif bulunan ornekler
1



fotograflanmistir. EDTA'l1 tliplere alinan kanlardan DNA ekstraksiyonu yapilarak
RLB isleminde kullanilmistir.

Calisma sonucunda mikroskobik bakida 294 o6rnegin 44 tanesinde (%15)
Theileria spp. piroplasmalar, RLB'de ise 77 tanesinde (%26.1) T.annulata
saptanmistir. Alinan 6rneklerin hi¢ birinde T.buffeli/orientalis tespit edilmemistir.
Theileria spp. ve T.annulatanin en yaygin oldugu ilge Keskin ilgesi olarak

belirlenmistir.

Bu c¢alisma Kirikkale'de Theileria tiirlerinin varligi ve yayginliginin
belirlendigi ilk ¢alismadir. Calisma sonunda, bélge sigirlarinda T.annulata tiirtiniin

var oldugu, T.buffeli/orientalis'in ise bulunmadig: tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kirikkale, mikroskobik baki, RLB, Theileria annulata,

Theileria buffeli/orientalis, yayginlik



SUMMARY

Theileria species are obligate intracellular parasites of various wild and domestic
ruminants, especially cattle, and are transferred by species of ticks under Ixodidae
family. Among these species, T.annulata and T.parva being the most pathogenic,
T.buffeli/orientalis, T.mutans, T.taurotragi and T.velifera are infectious for cattle.
T.annulata, the cause of Tropical theiloriosis with a high morbidity and mortality
rate and a low pathogenic or an apathogenic species T.buffeli/orientalis have been
reported from Turkey. While T.annulata is found throughout Turkey and has long
been associated with economical losses in animal husbandry, T.buffeli/orientalis was

only recognized with introduction of molecular techniques.

In acute cases, with the light of clinical signs diagnosis of theileriosis is done
with microscopic inspection of either Giemsa stained blood or lymph smears while in
latent cases, serological methods has long been used. With development of
techniques that directly targets the DNA of the parasite, molecular methods have
been being used for determination of prevalence, identification and presence of these
species. Lately, reverse line blotting (RLB) that consists of a PCR and hybridization

step and is capable of detecting all blood parasites at once has been introduced.

In this thesis, determination of prevalence and presence of T.annulata and
T.buffeli/orientalis species, that were previously been reported from various parts of
Turkey, in cattle from Kirikkale province, using RLB and its comparison to
microscopic inspection was aimed. Samples were collected between May-October
2010 from 294 cattle in 9 districts of Kirikkale (Center, Bahsili, Baliseyh, Celebi,
Delice, Karakecili, Keskin, Sulakyurt and Yahsihan). From each cattle that is over
one year old of age and has at least been once in grazing season, a blood smear from
ear tip peripheral blood was prepared and a venal blood sample from vena jugularis
was drawn into tubes with EDTA. Blood smears were inspected and documented for
the presence of Theileria spp. piroplasms after Giemsa staining. Venal blood samples
were used for extraction of DNA for RLB.



From 294 samples taken into analysis, a total of 44 (15%) Theileria spp.
piroplasms were found with microscopic inspection while 77 (26.1%) harbored
T.annulata as determined by RLB. None of samples harbored T.buffeli/orientalis.

Keskin district showed the highest prevalence for Theileria spp. and T.annulata.

This is the first study that shows the prevalence and presence of Theileria
species in Kirikkale and it was determined that while T.annulata is present in the

cattle of the province T.buffeli/orientalis is not.

Keywords: Kirikkale, microscopic inspection, prevalence, RLB, Theileria annulata,

Theileria buffeli/orientalis



1.1. Theileriosis'in Tanim

1. GIRIS

Theileriosis, ¢esitli hayvan tiirlerinde Ixodidae ailesine bagli keneler tarafindan

nakledilen, zorunlu hiicre ig¢i parazitlerden Theileria tiirlerinin sebep oldugu

protozoer bir hastaliktir. Hastalik tropikal ve subtropikal iklim kusaginda yaygin

olarak goriiliir ve sigir yetistiriciliginde biiylik ekonomik kayiplara neden olur (Neitz

1957). Theileridae ailesinde yer alan tiirler sigir, koyun, ke¢i ve gesitli evcil ve

yabani ruminantlart enfekte eder. Olusturduklar1 hastaliklar da farkli isimlerle

adlandirilmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Theileria tiirleri, vektorleri, konaklart ve dagilimi (Aktas ve Dumanli 2010)

Tiir Vektor Konak Olusturdugu hastahk Dagihim
Theileria parva Rhipicephalus Sigr, Dogu sahil hummast Afrika
parva appendiculatus manda
T.parva lawrenci R.appendiculatus Sigir, Koridor Hastaligi Afrika
Rhipicephalus spp. manda
T.annulata Hyalomma spp. Sigr, Tropikal theileriosis Asya, Kuzey
su mandasi Avrupa, Afrika,
Tiirkiye
T. mutans Ambylomma spp. Sigr, Iyi huylu afrikan Afrika
manda theileriosis
T.velifera Ambylomma spp. Sigrr, - Afrika
manda
T.taurotragi R.appendiculatus Sigir Iyi huylu afrikan Afrika
Rhipicephalus spp. theileriosis
T.sergenti Haemaphysalis spp. Sigir, Oriental theileriosis Asya, Kuzey
(T.orientalis) manda Afrika, Tirkiye,
Avrupa, Avustralya
T.orientalis Haemaphysalis spp. Sigir Asian theileriosis Japonya, Giiney ve
Dogu Asya
T.hicri Hyalomma spp. Koyun, Kétii huylu koyun ve Giiney Avrupa,
(lestoquardi) H.impeltatum keci ke¢i theileriosisi Asya, Afrika
T.ovis Rhipicephalus spp. Koyun - Afrika, Avrupa,
Hyalomma spp. Tiirkiye
T.separata R. evertsi Koyun - Afrika
Rhipicephalus spp.
T.equi Dermacentor spp. At, esek, At theileriosisi Giiney Avrupa,
(Babesia equi) Hyalomma spp. katir Afrika, Asya,

Rhipicephalus spp.

Amerika, Tirkiye




1.2. Theileriosis’in Tarihgesi

Theileria etkenleri ilk defa tinli Alman Mikrobiyolog Robert Koch tarafindan 1897
yilinda, Dogu Afrika’da Dar es Salaam bdlgesindeki sigirlarin eritrositlerinde
Giemsa boyama ile tespit edilmistir. Koch bu sigirlarda Babesia'nin kii¢iik ve biiyiik
formlarinin ayni1 anda var oldugunu agiklamistir. 1901 yilinda Giiney Afrika'daki
Dogu sahil hummasi salginlarinda genis bir ¢alisma olanagi bulmustur. Uzun siireli
periyotta Koch ‘mavi cisimcikler’ olarak bilinen lenfoid hiicre i¢i asama olan
sizontlar1 tanimlamistir. 1904 yilinda Dogu sahil hummasi etkeni, Theiler tarafindan
Piroplasma parvum olarak adlandirilmistir. Bu isim 1907 yilinda Bettencourt, Franca
ve Borges tarafindan Theileria parva olarak degistirilmistir. Yine 1904 yilinda
Dschunkowsky ve Luhs etkenlerin ¢gogunun yuvarlak olmasi nedeniyle Piroplasma
annulatum olarak tanimladiklar1 digerlerinden tamamen farkli bir cografyada goriilen
ve sigirlardaki diger etkenlere tarif olarak uyan yeni bir tiir tanimlamiglardir (Norval
ve ark. 1992). Norval ve ark. (1992)na gore Bettencourt ve ark. (1907)
P.annulatum'u, P.bigeminum ile karsilastirdiklarinda, i¢ organlarda P.annulatum
sizontlarina  rastlanmasma ragmen, P.bigeminum'da sizont goriilmedigini
bildirmislerdir. Bu arastiricilar P.annulatum adi verilen bu kii¢iik organizmalar1 da
Theileria adii verdikleri bir soy i¢ine almislardir. Daha sonra bu etkenlerin ig¢
organlardaki gelisme sekilleri ve diger piroplasmalar ile arasindaki farklar
belirlenerek, 1918°de Theileridae ailesi sekillendirilmistir (Norval ve ark. 1992).

Uilenberg (1981)'e gore, Theileria sergenti 1930 yilinda Yakimoff ve
Dekhtereff tarafindan Sibirya'nin dogusunda Vladivostok bdlgesinde sigirlarda
tanimlanmustir. Bulunan etken Gonderia (Theileria) sergenti olarak adlandirilmis ve
Klinik theileriosis nedeni olarak diisiiniilmiistir (Fujisaki 1992). 1931 yilinda
Yakimoff ve Saudatschenkoff tarafindan Sibirya'nin Primorye bolgesinde ikinci bir
sigir Theileria tiirii belirlenmis ve bu Gonderia (Theileria) orientalis olarak
adlandirilmustir. Ugiincii tiir olan Theileria buffeli ise ilk defa 1908 yilinda Schein
tarafindan Vietnam'da Asya Su buffalolarinda (Bubalis bubalis) tespit edilmistir
(Fujisaki 1992).



1.3. Sigirlarda Bulunan Theileria Tiirleri

Sigirlarda  T.parva, T.annulata, T.mutans, T.taurotragi, T.velifera,
T.sergenti/buffeli/orientalis olmak iizere alt1 Theileria tiirii bulunmaktadir. Tropikal
theileriosis etkeni olan T.annulata ve Dogu sahil hummasi etkeni olan T.parva en
patojen iki tlir olup, sigirlarda lenfoproliferatif karakterde, yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreden hastaliklara sebep olurlar. Bu iki tiir disinda kalan tiirler daha
az patojen veya apatojen tiirler olarak tanmimlanmaktadir. Theileria mutans ¢ogu
arastirict tarafindan apatojen (Mimioglu ve ark. 1969, Sayin 1985), baz1 arastiricilar
tarafindan ise patojen bir tiir olarak nitelendirilmektedir (Young ve ark. 1978). Geyik
ve antiloplarda bulunan T.taurotragi’nin sigirlarda diisiikk patojeniteye sahip oldugu,
manda ve sigirlarda bulunan T.velifera’nin ise apatojen bir tir oldugu
belirtilmektedir (Uilenberg 1981). Iyi huylu theileriosis etkeni olarak kabul edilen
T.sergenti/buffeli/orientalis grubu  parazitlerin  patojenitesi, taksonomi ve
nomenkiilatordeki yerleri konusunda tam bir goriis birligi saglanamamakla birlikte
non-transformik Theileria tiirleri olarak siniflandirilmislardir (Chansiri ve ark. 1999,
Kawazu ve ark. 1999, Sugimoto ve Fujisaki 2002, Altay ve Aktas 2004).

Sigirlarda bulunan Theileria tiirleri, vektorleri, konak, olusturduklar hastalik

ve cografi dagilimi Cizelge 1.2'de verilmistir.

Cizelge 1.2. Sigirlardaki Theileria tiirleri, vektor, konak, olusturduklari hastalik ve cografi
dagilimi (Uilenberg 1981)

Vektor kene tiirleri Konaklar1 Olusturdugu Cografi dagihm
hastahk
T.parva parva Rhipicephalus S1gir, manda Dogu sahil Hummast Afrika
appendiculatus
T.parva R. appendiculatus Sigir, manda Koridor Hastalig Afrika
lawrenci Rhipicephalus spp.
T. annulata Hyalomma spp. Sigr, Tropikal theileriosis Asya, Afrika, Kuzey
Su mandast Avrupa, Tiirkiye
T.mutans Ambylomma spp. S1gir, manda Iyi huylu afrikan Afrika
theileriosis
T.velifera Ambylomma spp. S1gir, manda Patojen degil Afrika
T.taurotragi R.appendiculatus Sigir Iyi huylu afrikan Afrika
Rhipicephalus spp. theileriosis
T.sergenti Haemaphysalis spp. Sigir, manda Oriental theileriosis Asya, Avrupa,

Awvustralya, Kuzey
Afrika, Tiirkiye

T.orientalis Haemaphysalis spp. Sigir Asian theileriosis Japonya, Giiney ve Dogu
Asya




1.3.1. Theileria annulata

Sigirlarin 6nemli hiicre igi parazitlerinden biri olan T.annulata, Hyalomma cinsine
bagli kene tiirleriyle nakledilmektedir. Etken tarafindan sigirlarda olusturulan
Tropikal theileriosis, yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden bir enfeksiyondur.
Hastalik iilkemizde hemen her bolgede bulunmakta ve sigir yetistiriciligi icin dnemli
bir risk olusturmaktadir (Aktas ve ark. 2006, Altay ve ark. 2007b). Hastaliga kiiltiir
ki sigirlar, yerli itk sigirlara oranla daha duyarlidir. Hastalik 6zellikle verimi yiiksek
olan hayvanlarda verim kayiplarina ve 6liimlere neden olmaktadir. Hastaligin klinik
belirtileri, konak duyarlilifi ve yas1 ile etkenin patojenitesine gore degisiklik

gostermektedir (Kizil ve ark. 2007).

Theileria annulata piroplasmalariin sekil ve boyutlar: birbirinden farklidir.
Bu formlarin %70-80' oval, yuvarlak veya yiiziik seklindedir. Geri kalan %20-30'luk
boliimiin ¢ogu toplu igne veya virgiil seklinde, az bir kismi da anaplazmoid sekillidir
(Sekil 1.1). Oval olanlar 2x0.6 pum, virgiil veya toplu igne seklinde olanlar 1.2-1.6x
0.5 um boyutunda iken, yuvarlak olanlar 0.5-2.7 pm ve anaplazmoid etkenler 0.5 pm
capindadir. Eritrositlerin icerisinde bir veya birka¢ (maksimum 8 adet) etkenin
bulunabilecegi bildirilmistir (Neitz 1957, Uilenberg 1981, Soulsby 1982, Kaufmann
1996).



Sekil 1.1.Theileria annulata piroplasma (oklar)
(Karikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Orijinal)

Lenf yumrular1 ve dalak lenfositlerinde yer alan sizontlar 8 pm veya daha

biiylik ¢apta olabilmektedir (Sekil 1.2) (Kaufmann 1996).

Sekil 1.2. Theileria annulata sizont formu (oklar)
(Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Orijinal)
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1.3.2. Theileria sergenti/buffeli/orientalis

Theileria sergenti/buffeli/orientalis grubundaki parazitler kene ile bulasan, tim
diinyada hayvanlarda theileriosise sebep olan hiicre i¢i apicomplexan parazitlerdir
(Sekil 1.3) (Jang ve ark. 2004). Bu gruptaki parazitler Amerika, Uzak dogu, Avrupa
ve Afrika'nin hemen hemen tiim bolgelerinden bildirilmistir (Stewart ve ark. 1996,
Sugimoto ve Fujisaki 2002). Bu tiirler Asya’da oncelikli olarak Haemaphysalis
tirlerine bagli keneler tarafindan nakledilmektedir. Bunun yaninda Cin’de
Dermacentor ve Ambylomma cinslerine bagli kene tiirlerinden (Sugimoto ve Fujisaki
2002), Japonya'da l.persulcatus ve l.ovatus'tan da izole edilmistir (Yokoyama ve ark.
2012). Bu tiirlerin yasam ¢emberi, lokositlerde sizont gelismemesi ve bunun
sonucunda transforme olmamasi ve Oliimcil lenfoproliferasyon sekillenmemesi
disinda diger Theileria tiirlerine benzemektedir. Patogenezde rol oynamayan
sizontlar, bazen gegici olarak lenf nodiilleri, dalak ve karacigerde bulunmaktadir. Bu
tiirlerin patojeniteleri apatojenden orta derecede patojene kadar degisir. Iyi huylu
theileriosise sebep olan bu tiirler benzer ozelliklere sahiptir ve etkenlerin
isimlendirilmesinde ¢ogu kez bulunduklari cografi bdlge, makrosizont bulunup
bulunmadigi, konak spesifikligi ve vektor kene gibi kriterler géz 6niine alinmaktadir
(Sugimoto ve Fujisaki 2002). Bu etkenler Avrupa'da T.orientalis, Avustralya'da
T.buffeli ve Japonya'da T.sergenti olarak adlandirilmaktadir. Altay ve Aktas (2004)
Levine'e atfen T.sergenti'nin klinik olarak T.buffeli ve T.orientalis'ten farkli bir tiir
oldugunu bildirmistir. Ayn1 aragtirmacilar Uilenberg'e atfen morfolojik ve serolojik
ozellikleri dikkate alarak bu ¢ tiirlin ayni oldugunu ve T.orientalis olarak
adlandirilmasini 6nermis, fakat bazi arastiricilar T.buffeli ile T.orientalis'in ayni tiir
oldugunu, T.sergenti'nin ayr1 bir tiir oldugunu ifade etmislerdir. Callow ve ark. (1976)
iyl huylu theileriosis etkenlerinin mandalardan sigirlara gectigini bildirmis ve
T.buffeli olarak adlandirmiglardir. Aymi etken Cin ve Hindistan'da yapilan
caligmalarda sigirlara aktarilamamistir. Bu nedenle Avustralya'daki tiirtin farkl
oldugu disinilmiistiir. Theileria orientalis sigirlarda, T.buffeli ise mandalarda
bulundugu i¢in Cin ve Hindistan'da manda kokenli etkenler T.buffeli olarak, diger

tirler T.orientalis olarak adlandirilmaktadir (Stewart ve ark. 1996).
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Sekil 1.3. Theileria sergenti/buffeli/orientalis piroplasmalar1 (oklar)
http://www.veterinariavirtual.uab.es/parasito/diagnos003%$/hematologia/frotis/arles/imagepages/image
9.htm. Erisim Tarihi: 31.12.2012.

1.3.3. Theileria parva

Theileria parva’nin Dogu sahil hummasi etkeni T.parva parva, Koridor hastaligi
etkeni T.parva lawrenci ve Zimbabwe theileriosisi veya Ocak ay1 hastaligi etkeni
olan T.parva bovis olmak tizere 3 alt tipi bulunmaktadir (Kaufmann 1996, Lawrence
ve ark. 2006). Bu alt tipler arasinda morfolojik ve serolojik farkliliklar yoktur, ancak
epidemiyolojik agidan farkliliklar bulunmaktadir. Vektorleri R.appendiculatus,
R.zambesiensis, R.duttoni, R.simus, R.evertsi, H.excavatum, H.dromedarii,
H.truncatum'dur (Norval ve ark. 1992, Kaufmann 1996). Etken hem eritrositlere hem
de lenfositlere yerlesir. Eritrositik formlart genellikle comak seklinde 1.5-2x0.5-1 um
biiyiikliigiindedir. Etkenin yuvarlak, oval, virgiil ve yiiziik seklinde olan formlar1 da
vardir (Sekil 1.4). Sizontlar 8 pm biiyiikliiglinde ve yuvarlak ya da diizensiz sekillidir
(Sekil 1.5) (Kaufmann 1996).
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Sekil 1.4. Theileria parva piroplasma (oklar)
http://www.itg.be/internet/jaarverslag00/en/dep-diergeneeskunde.htm. Erisim Tarihi:31.12.2012.

Theileria parva parva asil patojen etkisini sizont doneminde gosterir.
Endemik instabil bolgelerde mortalite orani %90-100 iken, endemik stabil bolgelerde
bu oran daha disiiktiir. Theileria parva lawrenci esas konagi olan Afrika

buffalosunda hafif bir enfeksiyon olustururken, su mandalar1 ve sigirlar i¢in oldukga

patojendir (Soulsby 1982).

Sekil 1.5. Theileria parva sizont formu (0k)
http://www.itg.be/internet/jaarverslag00/en/dep-diergeneeskunde.htm. Erigim Tarihi:31.12.2012.

12



1.3.4. Theileria mutans

[k defa Giiney Afrika'da sigirlarda bildirilen bu tiir daha sonra tiim diinyadaki iyi
huylu theileriosis etkenleri ile karsilagtirllmis ve yapilan ¢alismalarda T.mutans'in
sadece tropikal Afrika'da gortldiigi ortaya ¢ikmustir. Vektorleri Ambylomma cinsine
bagl kene tiirleridir. Etken esas proliferasyonu piroplasma doneminde gerceklestirir
(Lawrence ve ark. 2006). Sigirlarin iyi huylu theileriosis etkenlerindendir, fakat
Afrikanin dogusunda ciddi enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmektedir (Shah-
Fischer ve Say 1989). Ulkemizde bulundugu bildirilse de daha sonraki ¢alismalarda
sadece tropikal Afrika'da bulunan bir tiir oldugu ifade edilmistir (Altay ve Aktas
2004).

Etkenin intraeritrositik formlar1 yuvarlak, oval, armut seklinde, virgiil ve
anaplazmoid tiptedir. Yuvarlak formlar1 1-2 um ve oval formlari 1.5x0.6 pm
capidadir (Kaufmann 1996).

1.3.5. Theileria velifera

Sigirlarin apatojen Theileria etkenlerinden biridir. Afrika'da esas olarak mandalarda
goriilen bir tirdir. Vektorleri A.variegatum, A.lepidum ve A.hebraeum tiirii
kenelerdir (Kaufmann 1996, Altay ve Aktas 2004, Bilgin 2007). Eritrositik formlari
pleomorfik veya g¢omak seklindedir. Cogu 1-2 pm uzunluktadir. Biiylik bir
cogunlugu dikdortgen seklinde, 1-3.5 um uzunlugunda "veil" igerir (Kaufmann
1996).

1.3.6. Theileria taurotragi

Esas olarak geyik ve antiloplarin paraziti olan bu tiir sigirlarda da enfeksiyon
olusturabilmektedir. Sigirlarda olusan enfeksiyon genellikle hafif veya subklinik

olarak seyreder. Etkenin vektorliigiinii R.appendiculatus yapar. Bu tiir T.parva ile tek

13



yonlii capraz reaksiyonlar vermesinden dolayi, T.parva ile yapilan tani ve kontrol

calismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir (Karageng ve ark. 2009).

1.4. Sigirlardaki Theileria Tiirlerinin Simflandirmadaki Yeri (Systema Naturae
2000)

Alem: Protozoa
Alt alem: Biciliata
Sube: Myozozoa
Altsube: Apicomplexa
Sinif: Aconoidasida
Takim: Piroplasmorida
Aile: Theileriidae
Soy: Theileria
Tir:Theileria annulata
Tiir: Theileria buffeli
Tiir: Theileria mutans
Tiir: Theileria lawrenci
Tiir: Theileria parva
Tiir:Theileria sergenti
Tiir: Theileria taurotragi

Tur: Theileria velifera

1.5. Theileria Tiirlerinin Biyolojisi

1.5.1. Vektor Kenelerde Gelisme

Theileria tiirlerinin biyolojisi kiigiik farkliliklar disinda birbirine benzer. Yasam

¢emberi Ixodidae ailesinde yer alan keneler ile sigir, koyun, kegi gibi ¢esitli memeli

14



hayvanlar arasinda gecer. Larva ve nimf agamasinda enfekte hayvanlardan kan emen
keneler parazitin piroplasma ya da gametosit olarak adlandirilan eritrositik formlarini
alirlar. Piroplasmalar kene bagirsaginda birbirini takip edecek sekilde seksiiel ve
asekstiel gelismeler gosterir. Buna gore gomlek degistirmek amaciyla doyup enfekte
konagi terk eden kenenin bagirsaginda, enfekte eritrositlerin sindirilmesini takiben
piroplasmalar serbest kalir. Serbest kalan piroplasmalardan 6zellikle halka seklindeki
formlar geliserek bir kismi1 mikrogamont ve mikrogametleri olustururlar. Diger
formlar makrogamontlar1 ve bunlardan da makrogametleri olustururlar. Kene
bagirsaginda mikrogametin makrogameti dollemesi sonucu zigot olusur. Zigot
kenenin mide duvarimi delerek hemolenfe gecer ve uzayarak hareketli ookinetlere
dontisiir. Bu hareketli ookinetler kenede tiikiiriik bezlerine giderek burada sporogoni
yoluyla g¢ogalirlar. Sporogoni yoluyla ¢ogalmak iizere parazitlerin aktive olmasi
kenenin gomlek degistirip yeni bir konagi enfekte etmesinden kisa bir siire once
meydana gelir ve kenenin tiikiirlik bezi asini hiicreleri sitoplazmasinda sporozoitler
olusur. Sporozoitler memeli konaklar i¢in enfektif asamadir. Sporozoitlerin meydana
gelmesiyle birlikte kenedeki gelisim tamamlanmis olur. Keneler Theileria etkenlerini
gelisme donemlerinin bir asamasinda almakta, gomlek degistirip takip eden gelisme
déneminde kan emdigi sirada baska bir konaga nakletmektedir. Yani keneler
tarafindan Theileria tiirleri transstadial (donemden doneme) nakledilir (Kauffman
1996, Aktas ve Dumanli 2010). Transstadial nakil, vektorliik yapan kenenin biyolojik
ozelligine gore larva doneminden, nimf donemine veya nimf déneminden eriskin
doneme olmaktadir. Larva doneminde enfekte bir hayvandan kan emen kene, tasidigi
Theileria etkenlerini kan emdigi sirada konagin duyarli olup olmadigina dikkat
etmeksizin vererek erigkin donemde steril hale gecer. Yani larva doneminden eriskin
doneme bir nakil s6z konusu degildir (Aktas ve Dumanli 2010).

Keneler eriskin donemde enfekte bir konaktan kan emseler bile, aldiklar
etkenleri ovaryumlarina ve dolayisi ile yumurtalarmna nakledemez. Bu nedenle
Theileria tiirlerinin kenelerde transovarian olarak nakledilmesi miimkiin degildir

(Aktas ve Dumanli 2010).
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1.5.2. Memeli Hayvanlarda Gelisme

Konak olan memeli hayvanlarin enfeksiyonu, enfekte kenenin tiikiiriik bezi asini
hiicrelerinde bulunan sporozoitlerin, kenenin kan emmesi sirasinda inokiile edilmesi
ile gerceklesir. Sporozoitler en erken kenenin konaga tutunmasini takiben 48 saat
sonra verilir. Sporozoitlerin konaga verilmesinden sonra ilk 5 giin igerisinde memeli
hayvanlarin higbir doku ve organinda etken goriilmez. Etkenlere inokulasyondan 5-8
giin sonra lenf diiglimlerinde lenfosit sitoplazmasinda rastlanir. Sporozoitler hizla
lenfositlere girer ve sizogoni yoluyla c¢ogalarak sizontlar1 olustururlar. Sizontlar
"Koch cisimcigi" olarak da adlandirilir. Bu sirada konak hiicrenin de boliinmesini
uyarirlar. Sizogoni sonucu Once makrosizontlar ve daha sonra bunlardan
mikrosizontlar ve en sonunda merozoitler olusur. Merozoitler kan yolu ile
eritrositlere girerek piroplasma formlar1 olustururlar ve parazitlerin son konaktaki

gelismesi tamamlanmis olur (Sekil 1.6) (Aktas ve Dumanli 2010).
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Sekil 1.6. Theileria annulata yasam ¢emberi
theileria.org. Erisim adresi: http://theileria.org/ahdw/background.htm. Erisim Tarihi: 31.12.2012.
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Piroplasma formlarmin T.parva'da boliinmedigi ve bu nedenle sonkonak
memelilerdeki enfeksiyonun nihai formu oldugu, T.annulata'da ise aseksiiel olarak

ikiye boliinme tarzinda ¢ogaldigi bilinmektedir.

1.6. Sigirlarda Theileria Tiirlerinin Patogenezi ve Klinik Belirtiler

Sigirlarda Theileria tiirlerinin meydana getirdigi enfeksiyonlarin siddeti birbirinden
oldukga farklidir. Bazi Theileria tiirleri ¢ok patojen olup yiiksek mortalite
olustururken, bazi tiirlerin patojenitesi diisiik ve bazilar1 da nonpatojendir. Patogenez
etkenin lenf hiicreleri ve eritrositlerde olusturdugu tahribat sonucu ortaya ¢ikar. Bu
tahribatin olugmasinda Theileria tiiriine gore farkli gelisme donemleri ilgilidir.
Theileria parva’da sizontlar; T.mutans ve T.sergenti/buffeli/orientalis'te
piroplasmalar; T.annulata’da ise hem sizontlar hem de piroplasmalar etkin rol oynar
(Sugimoto ve Fujisaki 2002, Altay ve Aktas 2004)

Theileria annulata enfeksiyonlarinda etkenler en ¢ok lenfoid doku ve kan
hiicrelerini etkilediginden baslica bulgular anemi ve lenf yumrularinin biiyliimesidir.
Bunlardan bagka yiiksek ates, istahsizlik, sarilik, malasi, dispne ve sindirim sistemine
yerlesmis olan ilserler goriiliir. Perakut enfeksiyon sekillenebilir, fakat genellikle
hastalik uzun siirer (Robinson 1982).

Theileria annulata'nin sebep oldugu Tropikal theileriosis 6zellikle kiiltiir 1rki
sigirlarda siddetli seyrederek oliimlere sebep olur. Kiiltiir irklarinda mortalite %90,
yerli wrklarda %35 veya daha azdir. Etkenin en patojen oldugu doénem sizont
doénemidir. Bu donemde lenfositler sinirsiz bir sekilde ¢ogalir ve daha sonra lenf
hiicreleri pargalanir. Bu nedenle hastaligin patolojisi 6zellikle sizontlarin
lenfositlerde, daha az olarak da piroplasmalarin eritrositlerde meydana getirdigi
tahribata bagli olarak sekillenir. Tropikal theileriosis'te, T.parva tarafindan
olusturulan Dogu sahil hummasindan farkli olarak anemi ve sarilik ve nadiren de
olsa hemoglubiniiri goriiliir (Aktas ve Dumanli 2010).

Theileria annulata sizontlarinin hedefi sigir makrofajlari ve B lenfositlerdir.
Sizogoni doneminde bagisiklik sisteminde meydana gelen tahribata bagli olarak,
diger patojenlerin de enfeksiyon olusturabilme yetenekleri artar ve sekonder

enfeksiyonlar Theileria enfeksiyonuna eslik eder. Sizont ve piroplasma formlari
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hayvanlarin genel durumlart {izerine olan patojen etkilerini es zamanli olarak
gosterirler. Bu patojen etkiler, 16kosit ve eritrosit sayisinda 6nemli miktarda azalma,
lenf yumrulari, dalak, timus ve kemik iligi gibi doku ve organlarda hasar, anemi,
sarilik ve ishaldir. Ishal baz1 durumlarda kanl olabilir (Aktas ve Dumanli 2010).

Klinik belirtiler, sporozoitlerin viicuda girisi ile baslar. Konak hayvanda
gortlen ilk reaksiyon kenenin kan emdigi bolgeye en yakin olan lenf yumrularinda
meydana gelen biiyiimedir. Lenf yumrularindan kesit yapilirsa veya froti hazirlanirsa
cok sayida sitoplazmasi yogun biiyiimiis lenfoblastlar ve boliinmekte olan
lenfositlere rastlanir. Bu lenfositlerin bazilarinda ‘Koch cisimcikleri‘de goriilebilir.
Lenf yumrularinin biiyiimesinden 1-2 giin sonra viicut 1s1s1 40-42 °C'ye yiikselir. Cok
hafif enfeksiyonlarda viicut 1sis1 degismeyebilir ve etkenlere sadece etkenin viicuda
giris yerine yakin olan lenf yumrularinda rastlanir. Makrosizontlarin kademeli olarak
artis1 ile birlikte seyreden 4-5 giinliik yiiksek atesli bir donemden sonra, lenf
yumrularinda mikrosizontlar ve eritrositlerde piroplasmalara rastlanir. Theileria
annulata enfeksiyonlarinda T.parva’dan farkli olarak lokopeni yoktur ve
eritrositlerin piroplasmalar tarafindan istila edilme oranlar1 daha yiiksektir. Cok
sayida eritrositin piroplasmalar tarafindan istila edilmesi, 0Ozellikle siddetli
T.annulata enfeksiyonlarinda hemoglobinemi, bilirubinemi ve aneminin birlikte
goriilmesine neden olur (Aktas ve Dumanli 2010).

Uygun kosullarda konak ile etken arasindaki etkilesim konak duyarliligi,
konagin yasi, parazitin susu Ve konak iizerinde bulunan kene sayisina baghdir. Bu
kosullara gore enfeksiyon hafif, perakut, akut, subakut veya kronik seyreder.
Inkubasyon siiresi ortalama 15 giin civarindadir. Genellikle bagisik sigirlarda goriilen
hafif enfeksiyonlarda, semptomlar tipik degildir. Hafif ates, istahsizlik, sindirim
bozuklugu, gozyas1 akintisi, g¢evreye kayitsiz kalma ve orta derecede bir anemi
goriliir (Aktas ve Dumanli 2010).

Perakut form olduk¢a yaygindir. Yiiksek ates, istahsizlik, dermansizlik,
kulaklarda sarkma, basin yere dogru egilmesi, ser6z burun akintisi, salya akisi,
gozyas1 akintisi, yiizeysel lenf yumrularinda sisme, tremor, sallantili ylriiyis, siit
veriminde azalma, Solunum giigligii, nabiz artisi, anemi ve sarilikla karakterizedir
(Aktas ve Dumanli 2010). Viicut sicakligr diiser ve 3-4 giin iginde 6lim meydana
gelir (Dinger 1990, Aktas ve Dumanli 2010). Lenf yumrularindan hazirlanan yayma
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kan frotilerinde sizontlar goriiliir. Yayma kan frotilerinde eritrositlerin yaklasik
%50’sinin piroplasmalar tarafindan istila edildigi goriiliir (Aktas ve Dumanli 2010).

Akut enfeksiyonlarda ilk belirti yiiksek atestir. Bu devamli veya intermittent
olarak 5-20 giin devam eder (Dinger 1990). istahsizlik, gevis getirmenin durmas,
yiizeysel lenf yumrularinda biiyiime, salya akmasi, ser6z burun akintisi, goz
kapaklarinda sisme, nabiz artisi, siit veriminde azalma, anemi ve nadiren sinirsel
semptomlar goriiliir (Dinger 1990, Aktas ve Dumanli 2010). Konjuktivada petesiyal
kanamalar vardir. Enfeksiyonun basinda diski kat1 halde iken, daha sonra ishal baslar.
Diskida kan ve mukus goriilebilir. 1-2 hafta iginde 6liim goriiliir (Aktas ve Dumanl
2010).

Subakut formda, akut formdakilere benzer, ancak daha az belirgin olan
semptomlar dikkat ¢eker. Ates 10-15 giin devam eder ve genellikle diizensizdir.
Gebe hayvanlarda abort goriilebilir (Dinger 1990, Aktas ve Dumanli 2010).

Kronik formda ates diizensiz araliklarla yiikselir. Istahsizlik, anemi ve sarilik
goriiliir. Genellikle hayvanlar 4 hafta i¢inde iyilesir, fakat bazen akut forma donerek
6lim meydana gelebilir (Aktas ve Dumanli 2010).

Tropikal theileriosis tipik olmayan farkli karakterde semptomlarla da ortaya
cikar. Ozellikle kulak, boyun ve bacaklarda bir siire sonra iilserlesen lezyonlar
goriilebilir. Bunun yaninda sinirsel semptomlarla seyreden vakalar da tanimlanmastir.
Bu olgularda hayvanlarda kas titremesi ve yiiriimede bozukluk goriiliir. Hayvan yere
yatar, basini sabit bir yere dayar, bacaklarin1 devamli ve yavas bir sekilde hareket
ettirir, suurunu kaybeder ve 6liim goriiliir. Serebral theileriosisli sigirlarda klinik
belirti olarak, ataksi, depresyon, donme, bas sikismasi, hiperestezi, korliik, hipermetri,
nistagmus, propriyoseptif eksiklik ve saldirganlik durumu goéze carpar. Hastalik
6liimciil oldugunda hayvan boylu boyunca yere yatar ve opistotonus, tonik titreme
nobetleri ve koma hali goriilir. Sinirsel belirtiler beyindeki vaskulitis ve lenfokistik
yangi sonucu olusur (Dabak ve ark. 2004).

Theileria  sergenti/buffeli/orientalis  enfeksiyonlarinda  piroplasmalar
enfeksiyondan yaklasik 10 giin sonra eritrositlerde bulunur. Bu donemde ates ve
anemi gelisebilir. Hayvanlar genellikle enfeksiyonu atlatir, fakat parazitler
muhtemelen yasam siiresince kalir, seyrek olarak tekrar niiks eder. Gebelik,

laktasyon, c¢evredeki ani degisikliklerde piroplasmalar aniden ¢ogalarak
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enfeksiyonun tekrarlamasina sebep olur. Anemi genellikle Oliimciil degilken,
Anaplasma ve Babesia ile miks enfeksiyonlarda tedavi yapilmazsa 6lim goriilebilir.
Dalag1 alinmis hayvanlarda paraziteminin arttigi bildirilmistir (Sugimoto ve Fujisaki
2002).

Theileria parva tarafindan olusturulan Dogu sahil hummasinda yiiksek ates,
lenf yumrularinda sisme, dispne ve Oliim goriliir. Ates 42°C civarindadir. Lenf
yumrulari belirgindir. Anoreksi, kondisyonda azalma, lakrimasyon ve burun akintisi
goriiliir. Oliimden &nce viicut 1s1s1 bariz bir sekilde azalir ve burun deliklerinden

eksudat bosalir (Kaufmann 1996).

Theileria mutans olgularinda olusan klinik  belirtiler ~ T.annulata
enfeksiyonlarindakilere benzer. En belirgin klinik belirti anemidir. Sarilik ve lenf

nodiillerinde siskinlik goriiliir (Kauffman 1996).

1.7. Theileria Enfeksiyonlarinda Sigirlarda Kan Tablosunda Meydana Gelen
Degisiklikler

Tropikal theileriosis'te enfeksiyonun basinda kan normal kivamda iken, ileri
donemlerde anemiden dolay1 sulanir ve rengi agilir. Anizositozis, noktali bazofiller,
polikromasi, jolly cisimcikleri, normoblastlar goriiliir. Retikulosit sayis1 artmistir.
Akut enfeksiyonlarda l1okositlerde artis goriiliir. Enfekte hayvanlarin tiimiinde
eritrosit sayisi, hematokrit diizeyi ve hemoglobin miktar1 normalden ¢ok diisiiktiir
(Issi ve ark. 2010). Hasta hayvanlarin kan sedimentasyon hizinda artis, kandaki iire
miktarinda artma dikkati ¢eker. Karaciger hasarina bagli olarak serum bilirubin
miktar1 ile alkalen fosfataz miktarinin normal sinirlarin tizerine c¢iktig1 ifade
edilmektedir (Aktas ve Dumanli 2010, Issi ve ark. 2010). Yine theileriosisli
sigirlarda adenosin diaminaz diizeyi ve serum sialik asit diizeyinin saglikli
hayvanlara oranla daha yiiksek, total antioksidan diizeyinin ise diisiik oldugu
bildirilmistir (Altug ve ark. 2008, Giizel ve ark. 2008).
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1.8. Nekropsi Bulgulari

Tropikal theileriosis sonucu 6len hayvanlarin nekropsisinde subkutan dokulara
yayillmis halde kanamalar goriiliir. Dalak 6demli, siskin ve biliylimiistiir. Karacigerin
kivami gevrek bir hal alir ve biiyiir. Karaciger ylizeyinde boz renkte nekroz alanlar
goriiliir. Yiizeysel lenf yumrular belirgin bir sekilde biiyiimiis ve kesit yiizlerinde
petesiler goriiliir. Safra kesesi duvari kalinlagIR ve icerisinde graniiler yapida safra
bulunur. Bébrekler iizerinde boz beyaz renkte nekroz odaklar1 goriiliir. Abomazumda
zimba deligi seklindeki iilserlere rastlanir. Ulserler bazen bagirsaklarda da dikkati
ceker. Idrar kesesi duvarmda ekimotik alanlara rastlanilir. Larinks ve trakea
mukozalarinda petesiyal kanamalar mevcuttur. Kalp kasinda yumusama, kanama
odaklar1 (Aktas ve Dumanli 2010) ve miyokarditis goriiliir (Hervas ve ark. 1998).
Miyokardiyumun yapisal muayenesinde lenfosit ve makrofajlarda Theileria tiirlerinin
birkag sizont formuna, interstisyumda serbest merozoitlere, Theileria spp. eritrositik
formlarina rastlanildig bildirilmistir (Hervas ve ark. 1998). Bazen beyin hemisferleri

ve meninkslerde akut konjesyon ve hemorajiler goriilebilir (Aktas ve Dumanli 2010).

1.9. Theileria Tiirlerinde Epidemiyoloji

Theileriosis; Akdeniz havzast (Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Anadolu
yarimadasi), Ortadogu, Orta ve Giiney Asya’da yaygin olarak goriillmekte ve
yaklagik 250 milyon si1gir1 tehdit etmektedir (Sekil 1.7) (Tait ve Hall 1990).

Sigirlarm Onemli Theileria Tiirlerinin Dagilimt

;

Sekil 1.7. Sigirlarin 6nemli Theileria tiirlerinin dagilimi.
theileria.org.http://www.theileria.org/ahdw/pictures/largemap.gif. Erisim Tarihi: 27.11.2012.

21



Theileriosis'in epidemiyolojisinde, bolgenin cografi konumu, hastaligin
durumu, vektor canlilarin biyoloji ve mevsimsel aktiviteleri, konak ve etken
arasindaki iligki ile hastaligin yayilma yollar1 énemlidir (Saym 1985, Brown 1990).

Ulkemizde klinik theileriosisten sorumlu olan T.annulata, Hyalomma cinsine
bagl yaklagik 15 kene tiirii ile dogal veya deneysel olarak nakledilmektedir. Bunlarin
en Onemlileri H.detritum, H.anatolicum anatolicum, H.a.excavatum, H.dromedarii
ve H.scupense’dir (Robinson 1982). Bu tiirler iki veya ii¢ konakli kene tiirleridir.

Ulkemizde iyi huylu Theileria tiirii olarak kabul edilen T.buffeli/orientalis'in
vektorliigiinii Asya'da Haemaphysalis cinsi kene tiirleri yapmaktadir. Avusturya'da
etkenin tasinmasinda etkili olan tiirin 3 konakli H.longicornis oldugu rapor
edilmektedir. Etken Teksas ve Cin'de Haemaphysalis cinsine bagl tiirler yaninda,
Ambylomma ve Dermacentor cinsine bagl kene tiirlerinden de izole edilmistir
(Sugimoto ve Fujisaki 2002).

Theileriosiste enfeksiyon siddetinin enfekte kenelerin inokiile ettigi sporozoit
miktar1 ile hayvanin duyarliligina bagl oldugu bildirilmektedir. Theileria annulata
ile enfekte bir veya iki adet kene kan emdiginde hayvanlarda gozlenen enfeksiyonun
hafif oldugu ve bu hayvanlarin bagisiklik kazandigi bildirilmektedir (Gill ve ark.
1977). Buna karsilik Norval ve ark. (1992) kene tiikiiriik bezlerinde bulunan enfekte
bir asini hiicresindeki tek bir sporoblastta bulunan sporozoitlerin enfeksiyon
olusturabilecek en diisiik inokulum olarak kabul etmektedirler.

Deniz (2003) Walker'e atfen (1990) Theileria tiirlerinin sigirlar kadar keneler
icin de patojen oldugunu ve bu nedenle kenelerin bu protozoonun geligsmesi i¢in
uygun yasam kosullar1 olusturmak yerine bunlara karsi direng gelistirdigi
bildirmektedir. Theileria annulata’nin kenelerde gelismeleri sirasinda karsilastiklar
engeller; gevre sartlarmin olumsuz etkileri, kenelerin canli kalabilme ve uygun
konagi bulabilme olanaginin az olmasi, kenelerin tiikiiriik bezi ve bagirsak
enzimlerinin parazitin yagsamasi i¢in uygun olmamasi seklinde siralanmaktadir.

Enfeksiyonun ortaya ¢ikisini etkileyen faktorlerden biri de hayvanlarin irk
ozellikleridir. Yapilan ¢aligmalarda kiiltiir irk1 sigirlarin, yerli ve melez sigirlara
oranla daha duyarli oldugu saptanmigtir (Brown 1990). Kiiltiir irk1 sigirlarda 6liim
oraninin %90'a ulastig1 ifade edilmektedir (Aktas ve Dumanli 2010).
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1.10. Tiirkiye Sigirlarinda Theileriosis

Ulkemizde siir kan parazitleri iizerine ilk yaymn Ismail Hakki ve Ismail Riza
tarafindan yapilmis ve bu arastiricilar Erzincan yoresinde T.parva gordiiklerini iddia
etmislerdir. Daha sonra Ekrem ve Lestoquard iilkemizde T.annulata ve T.mutans'in
var oldugunu bildirmislerdir. Mimioglu ve ark. (1972) ilk kez T.annulata ve
T.mutans'n morfolojik farklar1 iizerinde durmus ve T.mutans'in iilkemizde ¢ok
yaygin oldugunu ileri siirmiislerdir. Ulkemiz sigirlarindaki theileriosis etkenlerinin
T.annulata ve T.mutans oldugunu, T.parva'nin iilkemizde bulunmadigin
bildirmislerdir. Uilenberg (1981) T.mutans'in sadece Afrika'da bulundugunu, Afrika
disinda T.mutans olarak tespit edilen tiirtin T.buffeli olabilecegini ileri stirmiistiir.

Sigir theileriosisi iilkemiz hayvanciliginin 6nemli problemlerinden biri olup,
tilkemizin hemen her bolgesinde goriilmektedir. Mikroskobik, serolojik ve molekiiler
bakilarda iilkemizde sigirlarda iki farkl tiiriin bulundugu ve bunlarin T.annulata ve
T.buffeli/orientalis olduklari tespit edilmistir (Deniz 2003).

Ulkemizde saf ve melez irklardan 10.761.000 sigirin 6.554.000'i (%60)
Tropikal theileriosis riski altindadir (Sayin ve ark. 2003). En duyarli grubu olusturan
asisiz saf irklarda mortalite %70 iken, yerli melez hayvanlarda mortalite %45
civarindadir (Sayin ve ark. 2003, Sayin ve ark. 2004).

Mimioglu ve ark. (1969)'a gore Tiirkiye'de T.annulata varlig: ilk defa 1930
yilinda Samuel ve Raif tarafindan bildirilmistir. Daha sonra g¢esitli arastiricilar
tarafindan mikroskobik, serolojik ve molekiiler metotlarla sigirlarda Theileria
tiirlerinin tespit edilmesine yonelik caligmalar yapilmistir (Mimioglu 1956, Goksu
1968, Cakmak 1990, Vatansever ve Nalbantoglu 2002, Deniz 2003, Dumanli ve ark.
2005). Baz1 calismalarda Theileria tiirleri vektér kenelerin tikiiriik bezlerinde
mikroskobik ve molekiiler tekniklerle de belirlenmeye calisilmistir (Aktas ve
Dumanli 2001, I¢a ve ark. 2007b). Mikroskobik ve serolojik teshis iilkemizin yedi
cografi bolgesinin tiimiinde yapildig1 halde, molekiiler teshis alt1 cografi bolgede (¢
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu, Marmara, Karadeniz ve Ege)
yapilmistir (Mimioglu 1956, Eren ve ark. 1998, Aktas ve ark. 2001, Inci ve ark. 2002,
Kaya ve ark. 2006, Sevgili ve ark. 2010).
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Mikroskobik inceleme sonucu sigirlarda Marmara Bolgesi'nde T.annulata
(Alp 1995), Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde T.annulata (Eren ve ark. 1998, Kaya ve ark.
2006) i¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu'da T.annulata (Ozer ve ark. 1993,
Vatansever ve Nalbantoglu 2002) ve Theileria spp. (Sayn ve ark. 2003, Dumanli ve
ark. 2005), Karadeniz ve Dogu Anadolu Bolgesi'nde de T.annulata (Mimioglu 1956,
Dumanl ve Ozer 1987) ve Theileria spp. (Celep 1984, Dumanli ve ark. 2005) tespit
edilmistir.

Karadeniz Bolgesi sigirlarinda mikroskobik bakida T.annulata oranit %7.2-
32.8 arasinda (Mimioglu 1956, Goksu 1968, Dinger ve ark. 1991, Agict 1995, 2002),
Theileria spp. %5.4 (Celep 1984) olarak saptanmistir. Ege Bolgesi sigirlarinda
T.annulata oram %9-43.2 (Erkut 1967, Eren ve ark. 1998) olarak bildirilmistir. ic
Anadolu Bolgesi'nde sigirlarda T.annulata %2.3-60.5 (Goksu 1959, Zeybek ve ark.
1995, Yaman 1998, inci ve ark. 2002, Vatansever ve Nalbantoglu 2002, inci ve ark.
2008), Theileria spp., %11.1-29.6 (Sayin ve ark. 2003, Vatansever ve ark. 2003a)
oraninda bildirilmistir. Akdeniz Bolgesi'nde T.annulata oran1 %1.8-9.3 (Sayin ve ark.
1994, Nalbantoglu 1998, Oz 1999, Kaya ve ark. 2006) olarak tespit edilmistir.
Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde T.annulata oran1 %9.94-27.2 (Ozer ve ark. 1993,
Sevgili ve ark. 2010) Theileria spp., ise %5-33 (Ozer ve ark. 1993, Dumanli ve ark.
2005, Deniz ve ark. 2012) olarak bildirilmistir. Marmara Bolgesi'nde yapilan
caligmalarda T.annulata oran1 %23.1-23.4 oraninda belirlenmistir (Tlizer 1981, Alp
1995). Dogu Anadolu Bdlgesi'nde de yapilan mikroskobik ¢alismalarda T.annulata
ve Theileria spp. varligi bildirilmistir. Bu sonuglara gére T.annulata %2.3-32
(Dumanli ve Ozer 1987, Ozer ve ark. 1993, Aktas ve Dumanli 1999, Aktas ve ark.
2001), Theileria spp., %11.3-16.2 (Ozer ve ark. 1993, Dumanl ve ark. 2005, Aktas
ve ark. 2006, Altay ve ark. 2007a) olarak belirlenmistir.

Tiirkiye'de sigirlarda serolojik olarak Theileria tiirlerinin belirlenmesi ilk defa
Cakmak (1990) tarafindan yapilmistir. Ankara'nin Beytepe koyiindeki 185 sigirdan
elde edilen 494 serumda IFA (Indirekt Fleuresan Antikor) testi kullanarak %6.4
oraninda T.annulata seropozitifligi saptanmistir. Daha sonra farkli arastiricilar
tarafindan yine IFA testi kullanilarak Tiirkiye'nin tiim cografi bolgelerinde Theileria
tiirleri serolojik olarak tespit edilmistir. Karadeniz Bolgesi'nde %1.9-63.1 (Dinger ve
ark. 1991, Eren ve ark. 1995, Acic1 2002), Ege Bolgesi'nde %31-40 (Eren ve ark.
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1995, Eren ve ark. 1998), i¢c Anadolu Bolgesi'nde %6.4-67.5 (Cakmak 1990, Eren ve
ark. 1995, Zeybek ve ark. 1995, Yaman 1998, Inci ve ark. 2002, Vatansever ve
Nalbantoglu 2002, Sayin ve ark. 2003, Vatansever ve ark. 2003b, inci ve ark. 2008),
Akdeniz Bolgesi'nde %1.8-16 (Cakmak ve Oz 1993, Nalbantoglu 1998, Oz 1999,
Kaya ve ark. 2006), Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde %65.3-91.4 (Eren ve ark. 1995,
Dumanli ve ark. 2005, Sevgili ve ark. 2010), Marmara Bolgesi'nde %12.7-33.3 (Alp
1995, Eren ve ark. 1995, Beyazit 1997), Dogu Anadolu Boélgesi'nde %21.9-30.9
(Aktas ve Dumanli 1999, Aktas ve ark. 2001, Dumanh ve ark. 2005) T.annulata
seropozitifligi saptanmistir.

Son yillarda theileriosis tespitinde direkt olarak parazit DNA s saptayan,
spesifitesi ve duyarliligi yiiksek olan polimeraz zincir reaksiyonlart (PCR)
kullanilmaya baglanmistir. Theileria tiirlerinin molekiiler tespitinde Nested-PCR,
PCR ve RLB teknikleri iilkemizde birgok g¢alismada kullanilmigtir. Bu tekniklerin
kullanilmasi ile birlikte {ilkemiz sigirlarinda kotii huylu T.annulata yaninda, iyi
huylu Theileria etkeni olarak kabul edilen T.buffeli/orientalis'in de bulundugu
belirlenmistir (Vatansever ve Nalbantoglu 2002, Deniz 2003, Vatansever ve ark.
2003a, Dumanli ve ark. 2005, Altay ve ark. 2007a, I¢a ve ark. 2007a).

Tiirkiye'de molekiiler tekniklerle sigirlarda Theileria tiirlerinin varligi ilk defa
Vatansever ve Nalbantoglu (2002) tarafindan yapilmistir. Daha sonra farkli PCR
teknikleri kullanilarak etken belirlenmeye calisilmistir. I¢ Anadolu Bélgesi'nde
Nested-PCR ile T.annulata'nin yaygmligi %61.2 olarak belirlenmistir (Vatansever ve
Nalbantoglu 2002). Tiirkiye’nin dogusunda Klasik PCR ile T.annulata oran1 %29.1-
58.4, T.buffeli/orientalis ise %7.1 oraninda saptanmistir (Dumanh ve ark. 2005,
Aktas ve ark. 2006). Altay ve ark. (2008b) Multiplex PCR yontemini kullanarak
T.annulata ve T.buffeli/orientalis'in varliginin ayni anda belirlenebilecegini ortaya
koymusglardir. Deniz ve ark. (2012) ayn1 metodla Diyarbakir'da T.annulata oranini
%23, miks enfeksiyonu (T.annulata+T.buffeli) ise %1, Orkun ve ark. (2012) ise
Kirsehir'de yine ayni yontemi kullanarak T.annulata oranimi %2.32 olarak
belirlemislerdir. Ulkemizde RLB testi ile yapilan calismalarda I¢ Anadolu
Bolgesi'nde T.annulata oram1i %18.1-44, T.buffeli/orientalis 9%0.9-13.6, miks
enfeksiyon %7.2 oraninda saptanmistir (Deniz 2003, Vatansever ve ark. 2003a, Ica
ve ark. 2007a). Ayni yontemle Dogu Anadolu Bolgesi'nde T.annulata %15.4,
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T.buffeli/orientalis %9.7, miks enfeksiyon %2.4 oraninda saptanmistir (Altay ve ark.
2007a).

Ulkemizde Theileria tiirlerinin kenelerde belirlenmesine ydnelik ¢alismalar
da yapilmistir. Inci ve ark. (2008) Kapadokya bolgesinde sigirlar {izerinden toplanan
kenelerden H.a.anatolicum cinsine bagl olanlarda T.annulata'nin gelisim formlarina
mikroskobik muayenede rastladiklarimi  bildirmislerdir. Elazig  bolgesinde
T.annulata'ya karsi asilanmis sigirlardan toplanan ve tiikiirik bezi agilan 212
H.a.anatolicum'un 28'i ve 16 adet H.detritum'un 1'i enfekte bulunmustur (Aktas ve
Dumanli 1999). Malatya yoresinde sigirlar iizerinden ve barmaklardan toplanan
kenelerin tiikiiriik bezleri Methylegreen/Pyronin boyama metodu ile muayene
edildiginde sigirlar iizerinden toplanan 720 H.a.anatolicum'un 89'unun (%12.4),
hayvan barinaklarindan toplanan 443 H.a.anatolicum'un ise 83'Uniin (%18.7)
T.annulata ile enfekte oldugu belirtilmistir. Yine sigirlar tizerinden toplanan 258
H.a.excavatum'un 20'sinin (%7.8) ve 87 H.detritum'un 4'Uiniin (%4.6) tikirik
bezinde T.annulata'nin sporoblastlarina rastlandigi bildirilmistir (Aktas ve Dumanli
2001). Kayseri yoresinde sigirlar iizerinden toplanan R.bursa, R.sanguineus,
R.turanicus, H.marginatum, H.a.anatolicum, H.a.excavatum eriskinleri ve
Hyalomma spp. nimflerinin tiikiiriik bezlerinde ayn1 yontemle T.annulata'nin gelisme
donemleri arastirilmis ancak herhangi bir etkene rastlanmamustir (Inci ve ark. 2002).
Aktas ve ark. (2004) Elaz1ig ve Malatya'da sigir ve barmaklardan topladiklari
Hyalomma cinsi kenelerde yine ayn1 metodu kullanarak Theileria tiirlerini arastirmus,
sigirlardan toplanan 2147 H.a.anatolicum'dan 412'si, 820 H.a.excavatum'dan 20'si,
495 H.detritum'dan 23'i ve barinaklardan toplanan 2447 H.a.anatolicum'dan 1150
tanesini Theileria ile enfekte bulmuslardir. Ica ve ark. (2007b) sigirlarin {izerinden ve
barinaklarindan toplanan 1160 adet 11 tiir Ixodid keneden hazirlanan 43 kene
havuzunda Theileria spp., Babesia spp., T.annulata, T.buffeli/orientalis, B.bigemina,
B.bovis ve B.divergens varligini RLB teknigini kullanarak arastirmiglardir. Bu
calismada 43 kene havuzundan 6 tanesinin B.bigemina, 4'iniin T.annulata, 1'inin
Babesia spp. ve 1'inin B.bigemina+T.annulata ile enfekte oldugunu saptamislardir.
Tiirkiye'de sigirlarda Theileria tiirlerinin belirlendigi iller Sekil 1.8'de topluca

gosterilmistir.
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1.11. Diinya Sigirlarinda Theileriosis

Sigirlarda theileriosis, diinyanin gesitli bolgelerinde farkli Theileria tiirleri tarafindan
olusturulmaktadir. Theileria annulata Giiney Avrupa, Ortadogu, Kuzey Afrika ve
Asya’nin bir boliimii ve Akdeniz kiyilart boyunca, T.parva’ya ise sadece Afrika’da
rastlanir. Bu iki tiir genellikle Sudan’in giineyi disinda hicbir bdlgede bir arada
bulunmamaktadir. Afrika ve bazi Karayip adalarinda yaygin olan T.mutans, 1950-
1975 yillarinda arasinda Amerika'da da bildirilmistir. Theileria sergenti, Asya’nin
baz1 bolgelerinden bildirilirken, T.velifera ve T.taurotragi Afrika’da yayilis gosterir.
Theileria buffeli yaygin olup, Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Afrika’nin bazi
bolgelerinde rapor edilmistir (OIE 2009).

Asya'da sigirlarda theileriosis farkli tiirler tarafindan olusturulmaktadir.
T.annulata Cin'de, yerli sigirlarda %11-46, kiiltir irki sigirlarda %61, Pakistan'da
mikroskobide %3, PCR ile %19-33.33 (Durrani ve Kamal 2008, Shahnawaz ve ark.
2011), Iran’da ise sirastyla %8.57-20 (Azizi ve ark. 2008, Razmi ve ark. 2009) ve
%7.5-40 olarak belirlenmistir (Azizi ve ark. 2008, Ghaemi ve ark. 2012). Theileria

sergenti Cin'de %97.5 (Jianxun ve Wenshun 1997), Kore’de %067.8 oraninda
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bildirilmistir (Song ve Sang 2003). Theileria orientalis orani Japonya’da %2.2 (Ota
ve ark. 2009), Vietnam'da %13.8 (Khukhuu ve ark. 2011), iran'da %5.62 (Ghaemi ve
ark. 2012) olarak saptanmistir. Kamau ve ark. (2011)'na gore T.orientalis'in sebep
oldugu theileriosis olgulari, Japonya, Kore, Rusya'nin bir kismi, Cin ve

Avustralya'dan bildirilmistir.

Afrika’da Bangore’de mikroskobide T.annulata orani1 %31.06 (Ananda ve ark.
2009) olarak belirlenmistir. Sudan’da Theileria spp. mikroskobide %20, ELISA’da
%64.3 (Tabidi ve ark. 2006), T.annulata mikroskobide %16.7, PCR’de %48.1,
RLB’de 9%0.2-65.4, serolojide %30.8 oraninda bildirilmistir (Awadia ve ark. 2006,
Salih ve ark. 2007a, Salih ve ark. 2009). Bu iilkede T.mutans serolojide %6.1,
RLB’de %73, T.parva RLB’de %71.2, T.velifera %45.3, T.taurotragi %2.7, T.buffeli
%0.5 oraninda saptanmugtir (Salih ve ark. 2007b). Kenya'da T.parva oran1 ELISA ile
sigirlarda %19.3 oraninda saptanmistir (Gachohi ve ark. 2010). Misir’da PCR’da
T.annulata oranit kan oOrneklerinde %65.6 ve lenf Orneklerinde %45.3 oraninda
bildirilmistir (Abdel Rady ve ark. 2010). Oura ve ark. (2004) Uganda'da RLB
teknigini kullanarak yerli ve melez sigirlarin kan parazitlerini tespit etmislerdir.
Calismada yerli ve melez hayvanlarda sirastyla T.parva %7-63, T.mutans %95-77,

T.taurotragi %5-44, T.velifera %91-65 oranlarinda tespit edilmistir.

Avrupa'da da farkli Theileria tiirleri sigirlarda enfeksiyon olusturmaktadir.
Ispanya’da T.annulata mikroskobik baki, IFAT ve PCR'da sirasiyla %62.26, %69.86,
%78.04 (Martin Sanchez ve ark. 1999), RLB’de ise %8.4-61.6 (Almeria ve ark. 2002,
Garcia-Sanmartin ve ark. 2006, Almeria ve ark. 2009) oraninda tespit edilmistir.
T.buffeli ise RLB teknigi kullanilarak %42.6-89.5 arasinda belirlenmistir (Almeria ve
ark. 2002, Garcia-Sanmartin ve ark. 2006, Almeria ve ark. 2009). Portekiz'de
Theileria spp. oran1 %2.58 (Brigido ve ark. 2004), T.buffeli %69.9, T.annulata
%30.2 olarak belirlenmistir (Silva ve ark. 2010). Italya’da yilin farkli mevsimlerinde
yapilan c¢alismada RLB ile T.annulata %80.4-84.3, T.buffeli/orientalis %78.6-94.1
olarak kaydedilmistir (Sparagano ve ark. 2000).

Avustralya'da sigirlarda theileriosisin T.buffeli ve T.orientalis grubu parazitler
tarafindan olusturuldugu (Islam ve ark. 2011), T.buffeli'ye %75 oraninda rastlanildigi
ifade edilmistir (Stewart ve ark. 1992).
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Son yillarda Amerika'da iyi huylu theileriosis etkeni olan T.buffeli'nin Teksas,
Missouri, Michigan, Kuzey Karolina bdlgelerinde sigirlardan izole edildigi

belirtilmistir (Stockham ve ark. 2000, Cossio-Bayugar ve ark. 2002).

1.12. Sigirlarda Theileria Enfeksiyonlarinda immunite

Theileria enfeksiyonlarinda hastaligi atlatan hayvanlar reenfeksiyonlara karsi
bagisiktir. Bu bagisiklik T.parva'da steril bagisiklik seklinde iken, T.annulata'da
preimmunisyon seklinde olmaktadir. Theileria lawrenci ve T.annulata arasinda
capraz bagisiklik s6z konusudur. Diger tiirler arasinda bu durum s6z konusu degildir

(Karageng ve Eren 2007).

Theileria annulata enfeksiyonlarinda sporozoit ve merozoit gibi ekstraseliiler
donemlere karst humoral yanit, sizontlarla enfekte hiicrelerde ise hiicresel yanit
onemlidir. Tropikal theileriosis olgularinda makrofajlar ¢ok dnemli bir yere sahiptir.
Hiicreler tarafindan salinan sitokinler koruma disinda hastaligin patogenezinde de
onemli bir rol oynamaktadir (Preston ve ark. 1999, Ahmed 2002, Karageng ve Eren
2007). Theileria annulata'nin etken oldugu dogal theileriosis olgularinda veya
makrosizontlar ile enfekte hiicre kiiltiirleri ya da sporozoit inokulasyonunu takiben
olusan bagisiklik sonucu, hayvanlarda homolog suslar tarafindan olusturulacak
reenfeksiyonlara karsi kalic1 bir bagisiklik gelisir. Ayni sekilde heterolog suslara
karsi olusan bagisiklik da iyi derecede olmaktadir (Hall 1988, Karageng ve Eren
2007). Enfeksiyon sonucu kazanilan bagisiklik 3 yil ve reenfeksiyonlarin olusmasi
sonucu daha uzun siire devam etmektedir. Theileria'ya karsi sekillenen kompleks
immun yanit, enfeksiyona kars1 koruyucu bir bagisikligin olusmasinda rol

oynamaktadir (Karageng ve Eren 2007).

Parazitin dozu ve virulensi enfeksiyona karsi olusan immun yanitta etkilidir.
Duyarli hayvanlara yiiksek dozda sporozoit inokiile edildiginde dliimciil bir hastalik
tablosu olusturmaktadir. lyilesme dénemindeki hayvanlara subletal dozlarda
sporozoit ile yapilan reenfeksiyonlara kars1 kalici ve uzun siireli bir bagisiklik olusur

(Preston ve ark. 1999). Sporozoitlere kars1 humoral bagisikligin olustugu ve olusan
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bu bagisikligin 6zellikle nétralizasyonla ilgili oldugu diistiniilmektedir (Boulter ve
Hall 1999). Sporozoitlerin konak hiicresine invazyonu ¢ok kisa bir siirede
ger¢eklesmesinden dolayr korumanin olusmasi i¢in antikor titresi yiiksek diizeyde
olmalidir. Dogal enfeksiyonlarda bu titreler ancak enfekte kenelerin sigirlardan

tekrar tekrar kan emmesine bagli olmaktadir.

Tropikal theileriosis olgularinda enfekte sigirlarda immun yanitin
olusumunda sitotoksik T hiicreleri ile birlikte sitokinler ve enfekte hiicrelerin
aktivasyonu ile olusan sitotoksik makrofajlar 6nemli bir yer tutar (Preston ve Brown
1988). Theileria annulata'ya karsi gelisen dogal bagisiklikta NK (dogal oldiiriicii
hiicreler) hiicreleri 6nemli bir yere sahiptir. Enfeksiyon sirasinda aktive olan
makrofajlar ve NK hiicrelerinden salinan iirlinlerin kazanilmig Thl yanitinin
artmasina sebep olabilecekleri bildirilmistir. Artan Thl yaniti, sitotoksik hiicrelerin
cogalmasini, IFN-y iiretimini hizlandirir ve nitrik oksit liretimi i¢in makrofajlari

aktive eder (Preston ve ark. 1999).

Sizontla enfekte olan hiicreler konagin immun cevaplarini diizenlemektedir.
In vitro c¢alismalarda, enfekte hiicrelerin sitokin ve koruyucu bagisiklik
mekanizmalarimi diizenleyen faktorleri liretmek amaciyla enfekte olmayan makrofaj
ve lenfositleri uyardiklar1 gosterilmistir. Enfekte hiicreler IFN-y tiretmek i¢in CD4+
T hiicrelerini, TNFa liretmek i¢in enfekte olmayan makrofajlari, nitrik oksit tiretmek
icin lenfosit ve makrofaj kiiltiirlerini, IL-2 varliginda ¢ogalmak icin yoT hiicrelerini
uyarir. Enfekte makrofajlarin sitokin profilleri, dogal ve kazanilmis bagisiklik
sistemleri arasindaki etkilesimlere yon veren enfekte olmamis makrofajlarin sitokin
profiline benzer. Bu durum, enfekte makrofajlarin litik olma ve IFN-y iiretmek i¢in
NK hiicrelerini uyarabilecegini gostermektedir. Bu ise indirekt olarak makrofajlarin
nitrik oksit sentezlemesine olanak saglamakta ve ThO hiicrelerinin CD4+ ve CD8+ T
hiicreleri seklinde gelismelerini hizlandirmaktadir (Campbell ve ark. 1997, Preston
ve ark. 1999).

Theileria buffeli/orientalis grubunun olusturdugu iyi huylu theileriosis
olgularini atlatan sigirlar yasamlari boyunca bu etkenleri tasir. Bakim ve beslenme
kosullarinda meydana gelen ani degisiklikler, gebelik ve laktasyon gibi stres yaratan

durumlarda enfeksiyon tekrar edebilir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).
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Norval ve ark. (1992)'na gore enzootik stabilitenin olmadigi bolgelerde yash
hayvanlar kenelerle karsilastiklarindan daha fazla risk altindadir. Bu bolgelerdeki
geng hayvanlarda ise maternal antikorlarin olusturdugu koruma gérecelidir. Enzootik
bolgelerde geng hayvanlarda ve ithal olanlarda klinik enfeksiyon s6z konusudur.
Yasli hayvanlar ise siirekli olarak kenelere maruz kaldiklart igin olusan

preimmunisyondan dolay1 hastaliga karsi direnglidirler.

1.13.Theileriosis'in Teshisi

Theileriosis teshisi, direkt olarak parazitin kendisinin veya parazite karsi olusan

spesifik antikorlarin tespit edilmesi ile olmaktadir (Figueroa ve Buening 1995).

1.13.1. Parazitin Direkt Tespit Edilmesi

Parazitlerin direkt olarak tespit edilmesi ya etkenin perifer kan yaymalarinin ya da
lenf yumru igerigi frotilerinin Giemsa ile boyanarak mikroskobik bakisi ve cesitli
yontemlerle parazit niikleotidlerinin tespit edilmesine dayanir (Figueroa ve Buening
1995, Zarlenga ve Higgins 2001, Deniz 2003).

1.13.2. Mikroskobik Muayene

Theileriosis teshisi akut olgularda klinik belirtiler ve Giemsa ile boyanan kan ve lenf
nodiilii igerigi frotilerinde veya karaciger biyopsilerinde etkenin mikroskobik olarak

belirlenmesine dayanmaktadir (Aktas ve Dumanli 2010).

Perifer kan yaymalarindan hazirlanan frotilerin mikroskobik bakisinda
eritrositler i¢inde piroplasmalar, lenf nodiillerinden hazirlanan yayma frotilerde ise
lenfosit sitoplazmasinda ya da serbest halde bulunan sizontlar tespit edilir (Aktas ve
Dumanli 2010). Karaciger biyopsilerinden hazirlanan yayma preparatlarda sizontlar
gortliir. Lenf yumrusu ve karaciger biyopsilerinden hazirlanan preparatlarda

31



sizontlarin goriilmesi akut theileriosisin tanimlanmasi agisindan yeterli olmaktadir
(Sugimoto ve Fujisaki 2002). Enfeksiyonun baslarinda heniliz parazitemi
sekillenmemis olabilir. Bu durumda kanda piroplasmalar goriilmeyebilir. Ancak daha
once enfeksiyonu atlatmig hayvanlarin da perifer kaninda belli bir siire
piroplasmalara rastlanabilir (Aktas ve Dumanli 2010). Eritrositlerin yiiksek bir
yiizdesinin piroplasmalarla enfekte olmasi klinik bir enfeksiyon oldugunu gosterir.
Ancak paraziteminin yiiksek olmasi ile enfeksiyon siddeti her zaman dogru orantili
degildir (Nagore ve ark. 2004).

Perifer kan yaymalarinin boyanmasinda son zamanlarda, 6zellikle Malaria
etkenlerinin boyanmasinda kullanilan fleuresan bir boya olan acridin orange
kullanilmaktadir. Bu boyanin Giemsa ile boyamaya goére daha kisa siirede sonug
verdigi ve Giemsa boya ile %100 korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Yine ayni
boyanin T.annulata akut enfeksiyonlarinda IFA testine gore daha basarili sonug
verdigi de belirtilmistir (Omer ve ark. 2011).

1.13.3. Serolojik Teshis

Theileriosis teshisinde IFA, ELISA, CFT (komplement fikzasyon testi), Latex
Agliitinasyon Testi, ISA (Improved Serum Antibody), Kapillar Tiip Agliitinasyon ve
Indirekt Hemagliitinasyon Testi (IHA) gibi serolojik testler de kullanilmaktadir.
Subklinik enfeksiyonlarin teshisinde serolojik yontemler ¢ogu kez kullaniglidir.
Serolojik testlerde de ¢apraz reaksiyonlar nedeniyle genellikle yanlis pozitif veya
yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Uzun siiren enfeksiyonlarda tasiyici
hayvanlarda antikorlarin belirlenmesindeki eksiklik nedeniyle spesifik immun yanit
azalir. Bu nedenle serolojik testlerin sonuglari da siiphelidir (Burridge ve ark. 1974,
Leemans ve ark. 1999, Gubbels ve ark. 2000, Dumanli ve ark. 2005).

Theileria annulata'ya karst gelisen antikorlarin belirlenmesi igin en ¢ok
kullanilan serolojik test IFA'dir. Bu testin 6zgiilliigii ve duyarliliginin daha yiiksek
olmast ve kolay uygulanabilmesinden dolay1 diger testlere oranla daha fazla
kullanilmaktadir. Testde sizont ve eritrositik merozoitlerin her ikisi de antijen olarak

kullanilir (Sugimoto ve Fujisaki 2002). Test T.annulata prevalans galigsmalari,
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astlanmis hayvanlarda antikor yanitinin belirlenmesinde yogun olarak kullanilir
(Pipano 1974). Subjektif olan bu test farkli Theileria tiirleri (T.parva, T.annulata,
T.mutans, T.taurotragi) (Burridge ve ark. 1974) ve B.bigemina, B.bovis, A.marginale
ve A.centrale ile ¢apraz reaksiyon verebilmektedir (Burridge ve ark. 1974, Kiltz ve
ark. 1986, Kocan ve ark. 2000, Molad ve ark. 2006). Test siiriideki tasiyici
hayvanlarin belirlenmesi yoOniinden o©nemlidir, fakat tiim enfekte bireylerin

belirlenmesi agisindan yeterli diizeyde degildir (Burridge ve ark. 1974).

ELISA anti-T.annulata antikorlarimin belirlenmesi i¢in basarili bir sekilde
adapte edilmistir. Kachani ve ark. (1992) ham piroplasma antijenleri kullanarak
yapitlan ELISA’nin, bagisitk hayvanlardan alinan serum Ornekleri ile hem
sizontlardan hazirlanan antijenlere gore daha etkili oldugu hem de daha az 6zgiil
olmayan baglanma gosterdigini bildirmiglerdir. IFA testinin aksine ELISA'da
kullanilan sizont antijenleri, eritrositik merozoitlerden hazirlanan antijenlerden daha
az duyarli ve spesifiktir (Sugimoto ve Fujisaki 2002). Ancak ELISA testinin IFA
testinden daha uzun bir siire antikor tespit ettigi bildirilmistir (Kachani ve ark. 1992).
Bakheit ve ark. (2004) rekombinant yiizey proteinlerini kullanarak gelistirilen ELISA

yonteminin Tropikal theileriosis tanisinda basarili oldugunu bildirmislerdir.

Jeong ve ark. (2005) T.sergenti tanisinda uyguladiklar1 Latex agliitinasyon
testinin, etkenin epidemiyolojik olarak belirlenecegi ¢alismalarda kullanilabilecegini

bildirmiglerdir.

Kuttler ve ark. (1967) CFT'nin akut donemde Theileria antikorlarini tespit

edebildigini, fakat kronik donemde duyarliligin yetersiz oldugunu bildirmislerdir.

Serolojik testler hayvanlarda antijen veya antikor varligini ortaya koymakta
ancak parazit varlifi ve hayvanin tasiyict olup olmadigi hakkinda bilgi
vermemektedir. Bunun yaninda klinik olarak iyilesen hayvanlar uzun siire
piroplasmalar1 tasimakta ve vektor kene igin enfeksiyon kaynagi olmaya devam
etmekte, ancak bir zaman sonra viicuttaki antikorlar kaybolabilmektedir (d'Oliveira

ve ark. 1995).
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1.13.4. Molekiiler Teknikler

Giiniimiizde kan protozoonlarmin molekiiler yontemlerle belirlenmesine yonelik ¢cok
sayida arastirma mevcuttur. Son yillarda epidemiyolojik ¢aligmalarda Tropikal
theileriosis'in teshisindeki en Oncelikli metot PCR'dir, ¢linkii bu teknik IFA ve
benzeri bilinen tekniklerden daha duyarli ve spesifiktir (d'Oliveira ve ark. 1995,
Martin- Sanchez ve ark. 1999, Almeria ve ark. 2002).

1.13.4.1. Reverse Line Blotting

Reverse line blotting farkli cins ve tiirlere ait etkenlerin es zamanl olarak tani ve
ayrimlart igin gelistirilen bir tekniktir. Teknigin esasi, 16S ve/veya 18S rDNA
bolgelerinin amplifikasyonu ve elde edilen iiriinlerin daha 6nce bir membrana
kovalent olarak baglanmig tiir spesifik problarla hibridizasyonudur (Bilgin 2007).
Problar membran tizerinde farkli siralarda dizilmistir ve bu durum her {iriinlin aynm
anda tim problarla karsilasmasini ve boylece birden fazla etkene ait gen
dizilimlerinin es zamanli tanisin1 ve ayrimini saglamaktadir.

Test PCR, problarin membrana baglanmasi, PCR firiinleri ile problarin
hibridizasyonu ve sonuclarin goriintiilenmesi olmak iizere baglica 4 asamadan
olugsmaktadir (Gubbels ve ark. 1999, Vatansever ve ark. 2003b, Biotech 2004, Bilgin
2007).

PCR agamasinda kullanilacak olan primerler aranacak etkenlerin 16 S ve/veya
18S rDNA bolgelerinden bir DNA pargasini amplifiye edecek sekilde secilir.
Kullanilacak olan reverse primer biotinle isaretlidir. Yapilan PCR sonucu elde edilen
iriinler aranan tim parazitlerde mevcut olan ortak DNA bdlgesi {irlinlerini
icermektedir. Primerler yardimiyla amplifiye edilen bolgeden her bir parazite 6zgii
olan problar secilir. Secilen bu problarin 5' uglar1 amino grubu icerecek sekilde
sentezlettirilmektedir. Problar miniblotter tanklarindaki slotlara ayri ayr1 dokiilerek
bunlarin Biodyne-C membrana kovalent olarak baglanmasi saglanmaktadir.
Membran tanktaki oluklarla dik ac1 yapacak sekilde dondiiriiliir. PCR {iriinleri
denatiire edildikten sonra miniblotter tankinin oluklarina dokiilerek membrana

sabitlenmis olan aminolinkerli problarla hibridizasyonu saglanir (Sekil 1.9).

34



Isik
" i
Peroksidaz [ 4;/:?
N Substrat

Streptavidin @
o~y

A

Tiire spesifik
oligonikleoitler

Biotin

-E—E—-.fx.f—.r"""""'" maa

> > -1
Aminolinker E: ‘:‘., c_‘.:
> >
| 1 |
L], L= U L]
| | |
OO COT e
| 1 |
MEMBRAN

Sekil 1.9. Hibridizasyon prensibinin sematik olarak gosterilmesi (Biotech 2004)

Membran yikandiktan sonra peroksidaz ile isaretli streptavidinle muamele
edilerek streptavidin-biotin kompleksinin olusmasi saglanir. Olusan kompleksin
gorliniir hale gelmesi i¢in membran son olarak ECL ile muamele edilir ve olusan
reaksiyon karanlik bir ortamda hyperfilm’e aktarilarak banyo edilir (Sekil 1.10)
(Bilgin 2007).
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Sekil 1.10. RLB testinin sematik goriintiisii (Biotech 2004)

Polimeraz zincir reaksiyonu ile hibridizasyonun bir arada kullanilmasini
saglayan RLB tekniginin en onemli 6zelligi bir hayvanda kanda bulunan tim
protozoonlarin ayni anda tespit edilmesine imkan vermesidir. PCR ayni anda bir

hayvandaki kan protozoonlarinin tiimiiniin belirlenmesine imkan vermemektedir.
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Ancak RLB tekniginde cesitli patojenleri tanimlayan ¢ok sayida prob kullanilarak
hayvanda bulunan tiim kan parazitlerinin ayn1 anda belirlenmesi s6z konusudur
(Almeria ve ark. 2009). RLB teknigi giiniimiizde hayvanlara bulasan kene kaynakli
tim hastaliklarin teshisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Georges ve ark.
2001). Bu teknik ilk defa Saiki ve ark. (1988) tarafindan insanlarda orak hiicreli
anemi ile B Talasemi hastaliklarinin teshisinde kullanilmistir. Daha sonra bu teknik
kullanilarak degisik caligmalar yapilmistir. Rijpkema ve ark. (1995) aym kenede
bulunan dort Borrelia tirini bu teknigi kullanarak tespit etmislerdir. Yine
Mycobacerium tuberculosis'in teshisi ve tiplendirilmesi de ayni teknik kullanilarak

yapilmistir (Kamerbeek ve ark. 1997).

RLB sigirlardaki Theileria tiirlerinin belirlenmesinde, ilk defa Gubbels ve ark.
(1999) tarafindan kullanilmistir. Bu arastiricilar 18S rRNA genindeki V4 degisken
bolgesini ¢ogaltan primerleri kullanarak elde ettikleri PCR dirlinlerini RLB
tekniginde kullanmislardir. Calismalar1 sonunda sigirlardaki T.parva, T.annulata,
T.mutans, T.taurotragi, T.velifera, T.buffeli, B.bigemina, B.bovis ve B.divergens'in
ayni anda tespit edilebilecegini gostermislerdir. Theileria ve Babesia tiirlerinin
saptanmasinda bu teknigin serolojik ve mikroskobik teknige goére daha duyarh
oldugu Almeria ve ark. (2002) tarafindan ifade edilmistir.

RLB teknigi kanda bulunan protozoonlarin yani sira riketsial etkenlerin de
teshisinde basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Schouls ve ark. 1999). Georges ve
ark. (2001) 18S rRNA ve 16S rRNA bolgelerini ¢ogaltan primerlerle yaptiklari
PCR'm iriinlerini kullanarak T.annulata, T.buffeli/orientalis, B.bigemina, B.bovis,
B.divergens, Ehrlichia bovis, A.marginale ve A.centrale'yi ayni anda tespit
etmislerdir.

Son yillarda iilkemizde de bu test hayvanlarda kan protoozonlarinin tespit
edilmesinde kullanilmaya baslanmigtir (Deniz 2003, Altay ve ark. 2007a, Altay ve
ark. 2008b, Inci ve ark. 2010).

Son yillarda bu teknik hayvanlarin {izerinden toplanan kenelerde bulunan kan
parazitlerinin teshisi amaciyla da kullanilmaktadir. Mghirbi ve ark. (2010) Tunus'ta
sigirlardan toplanan 576 eriskin kenede ayni anda Theileria spp. ve Babesia spp.

varligini saptamislardir. Tiirkiye'de de Ica ve ark. (2007b) sigirlardan toplanan Ixodid

36



kenelerden hazirlanan kene havuzlarinda Theileria spp., Babesia spp., T.annulata,
T.buffeli/orientalis, B.bigemina, B.bovis ve B.divergens varligini bu teknigi

kullanarak arastirmislardir.

1.14. Theileriosis Tedavisi

Theileria annulata tarafindan olusturulan Tropikal theileriosis'e karsi giiniimiize
kadar c¢ok sayida farkli preparatlar denenmistir. Bu preparatlar parvaquone,
buparvaquone, arsenik bilesikleri, siilfonamidler, halofuginon, antimon bilesikleri,
acridin tiirevleri, bizmut bilesikleri, 4-8 amino quinolein deriveleri, diazoamino

benzol tiirevleri, antibiyotikler ve biyolojik maddelerdir (Can ve ark. 1987).

Yapilan tedavi denemelerinde, etiyolojik ve semptomatik tedavinin birlikte
uygulandig1 durumlarda ve etiyolojik tedavide birkag¢ preparatin birlikte uygulandig

durumlarda daha basarili sonuglar alinmistir (Can ve ark. 1987).

MacHardy (1984) T.annulata'ya karsi 20 mg/kg kas i¢i tek doz halinde
verilen parvaquone'nin enfeksiyonun birinci giiniinde tedavi edilen 4 sigirin tiimiinde
basarili oldugunu, yine ates ve sizontlarin gorildiigi hastaligin {igiincii giliniinde
tedavi edilen 4 sigirda da basarili sonuglarin alindigini bildirmistir. Yapilan kapsamli
caligmalar sonucu parvaquone'nin giivenilir bir ila¢ oldugu ve kas i¢i uygulandiginda

cok az veya hig bir yan etki gelismedigi bildirilmistir (Giiralp 1985).

Buparvaquone iilkemizde sigir theileriosisi tedavisinde en yaygin kullanilan
ilagtir. Son yillarda yapilan birgok ¢alismada bu etken maddenin T.annulata'dan ileri
gelen theileriosise karsi etkili oldugu bildirilmistir. Theileria annulata ile dogal
enfekte sigirlarin tedavisinde buparvaquon, 2.5 mg/kg dozda intramuskuler olarak
uygulandiginda etiyolojik, klinik ve laboratuvar bulgulari bakimindan etkili oldugu
bildirilmektedir (Pasa 2008).

Son donemlerde Tunus'ta T.annulata’nin buparvaquone karsi direng
gelistirdigi in vivo caligmalarla gosterilmistir (Mhadhbi ve ark. 2010). Daha sonra

iilkemizde Aydin bolgesinde 2 farkli izolatta sitokrom B {izerinde direncle ilgili
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olabilecegi diisiiniilen mutasyonlar belirlenmistir (Uner ve ark. 2011). Yine
Sharifiyazdi ve ark. (2012) parazitin mitokondrial sitokrom B geni iizerinde bu ilaca
karst1 diren¢ gelismesine neden olan nokta mutasyonlarin varli§inm1 ortaya

koymuslardir.

Theileriosis tedavisinde antibabesial ilaglar fazla etkili degildir, fakat
primaquin diphosphate ve imidocarb dipropionate'in T.orientalis ve T.sergenti
enfeksiyonlarinda parazitemiyi azalttigi gosterilmistir. Primaquin diphosphate 1

mg/kg, imidocarb dipropionate ise 1.2 mg/kg dozda uygulanir (Mehlhorn 2004).

Theileria tedavisinde tetrasiklinlere de basvurulmaktadir. Bu gruptaki ilaglar
parazitin sizont donemini baskiladigindan, klinik enfeksiyonlarda destek tedavi ve

kimyasal immunizasyon amaciyla kullanilmaktadir (Mehlhorn 2004).

1.15. Theileriosis'te Korunma ve Kontrol

Theileriosis'ten korunma tedaviden daha kolay ve ekonomiktir. Hastaligin endemik
oldugu bolgelerde kene miicadelesi, hayvan hareketlerinin kontrolii, hastaliga
direngli sigir wklarinin gelistirilmesi ve asilamayi igine alan stratejik kontrol

programlari uygulanmahidir (Brown 1990, Aktas ve Dumanli 2010).

1.15.1.Vektor Kenelerle Miicadele

Theileriosisin  etkilerini azaltmada endemik bolgelerde kullanilan  klasik
yontemlerden biri vektdr kenelerle yapilan miicadeledir. Hastaligin hayvanlara
naklinin 6nlenmesinde ortaya konulan ana hedef duyarli olan konak ile vektor
kenenin temasini 6nleyerek, enfeksiyonun omurgali konaga naklini engellemek ya da
omurgali hayvanlar1 hastaliga karsi en direncli olduklar1 donemde enfekte kenelere
maruz birakarak enzootik stabilite olusumunu saglamaktir. Etkili yontemlerden biri
T.annulatanin vektorligiinii yapan Hyalomma cinsi kenelerle miicadele edilirken

barmaklarin ve hayvanlarin akarisidlerle ilaglanmasidir (Brown 1990). Akarisidlerle
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yapilan kene miicadelesinde pek c¢ok sorun bulunmaktadir (Tait ve Hall 1990).
Uygulamanin basarili olabilmesi i¢in miicadele programinin ¢ok iyi planlanmis
olmas1 gerekir. Akarisidlerin uzun siire kullanilmasi kenelerin bu ilaglara kars1 direng
gelistirmesine neden olabilmektedir (Karageng ve Eren 2002). Akarisidlerle
miicadele enzootik stabilite olmayan yerlerde onemlidir. Enzootik stabilite olan
yerlerde akarisidlerle yapilan kene miicadelesi, kene populasyonunu azaltarak
bolgenin instabil hale gelmesine neden olmaktadir. Bu durumda akarisid
kullanimindaki herhangi bir aksama bolgede ciddi enfeksiyonlarin olusumuna neden
olur (Norval ve ark. 1992, Deniz 2003, Bilgin 2007). Akarisid miicadelesinin ayni
zamanda pahali olmasi, ilaglarin hayvanlarin et ve siitlerinde kalinti birakmalar1 ve

cevreyi kirletme gibi dezavantajlar1 vardir (Norval ve ark. 1992).

1.15.2. Direngli Irklarim Kullanilmasi

Kene kaynakli enfeksiyonlarin kontroliinde en onemli yollardan biri hastaliklara
direncli irklarin gelistirilmesidir. Theileriosise ve kene enfestasyonlarina karsi
gelistirilen direncli 1rklar enfeksiyonun yayilisinin kontrol altina alinmasinda biiyiik
pay sahibidir (Brown 1990). Bakheit ve Latif (2002) tarafindan yapilan bir deneysel
calismada Sudan'da yerli Kenana 1irki ile ithal Friesian irki sigirlar T.annulata’nin
oldiiriicti dozlar ile enfekte edilmis, Kenana irki sigirlarin sadece iki tanesi tedaviye
ihtiya¢ duyarken, Friesian 1rk1 sigirlarin tiimiiniin 61diigii ifade edilmis, neden olarak
da enfeksiyon sirasinda Kenana irki sigirlarda diisiik sizont parazitozu goriilmesi ve
l6kopeninin azalmasi sonucu meydana gelen diisiik lenfoid doku hasariyla ilgili
oldugu disiiniilmistiir. Hindistan'da ithal hayvan sayisiin azaltilarak Tropikal
theileriosis’in prevalansinin diisiiriildigi bildirilmistir (Glass ve ark. 2005).

Tropikal theileriosis enfeksiyonlarindan korunmada, kene enfestasyonlarina
kars1 direngli 1rklarin gelistirilmesi dolayli yolla etkilidir. Bos indicus irki sigirlarin,
Bos taurus’lara oranla %10-40 oraninda daha az kene tasidiklari ifade edilmistir
(Campbell 1978).
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1.15.3. Theileriosis'te Asilama

Theileriosiste asilama ilk defa Cezayir'de patent donemde enfekte hayvanlardan
alman kanlarin mekanik olarak sigirlara enjekte edilmesi ile baslamistir. Bu
caligmada diisiik virulense sahip sus ile enfekte edilen hayvanlardan alinan kan
sigirdan sigira mekanik olarak nakledilerek parazitin merozoite doniisme yetenegi
kaybolmus ve bu kanlar transfiizyon yoluyla enfekte olmayan hayvanlara verilerek

koruma saglanmigtir (Sergent ve ark. 1945).

Ulkemizde kullanilan Tropikal theileriosis asist 1982 yilindan beri Pendik
Hayvan Hastaliklari Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan iiretilmektedir. Asi
Ankara yoresi izolatindan elde edilmektedir (Onar 1989). Ozkog ve Pipano (1981)
tam atteniiasyonun ancak 250'inci pasajda elde edildigini bildirmislerdir. Buna ek
olarak ileri pasajlarda asinin virulens kazanmadigi da saptanmustir.

Birgok iilkede basarili bir sekilde kullanilan atteniie canli asilarin bazi
dezavantajlar1 da s6z konusudur. En 6nemli dezavantaj hayvanin baska patojen
ajanlarla enfekte edilebilme riskinin olmasidir. As1 hazirlanmasi1 zaman almakta, zor
ve hazirlanan as1 serisinin kontrol edilmesi maliyeti arttirmaktadir. As1 kisa siireli bir
koruma saglamakta ve endemik stabilite yoksa asi tekrarlanmalidir. Asinin bu gibi
olumsuzluklarinin 6niine gegmek amaciyla rekombinat as1 ¢alismalari son yillarda
Oonem kazanmaya baslamistir (Karageng ve Eren 2002).

Hiicre kiiltliri asilari, diinyanin  her tarafinda endemik bdlgelerde
kullanilmaktadir. Makrosizontlarin hayvana inokiile edildikten sonra konak
mononiikleer hiicrelerine girerek yerlesme 6zelliginden faydalanilarak gelistirilmis
bir yontemdir. Sizontlar ile enfekte edilen hiicre kiiltlirleri in vitro ortamda
pasajlanarak atteniie edilmektedir (Darghouth ve ark. 1996, Pipano ve Shkap 2000)
Tropikal theileriosis'e karsi1 korumada makrosizont ile enfekte hiicre kiiltiirii asilar
onemli bir yer tutmaktadir. Theileria annulata hiicre kiltiirii asilart Tiirkiye dahil
diinyanin ¢esitli iilkelerinde kullanilmaktadir. Theileria annulata'min in vitro
kiiltliriiniin yapilabilmesi ile doku kiiltiirti asilar1 da gelistirilmeye baglanmistir (Tsur
ve ark. 1964). Theileria annulata'nin sizont formlarimin in vitro kiiltiiriiniin yapildigi
1945 ile 1965 wyillar1 arasinda Tropikal theileriosis'e karsi asilamada Onemli
ilerlemeler meydana gelmistir (Tchernomoretz 1945, Nalbantoglu 1998). Parazitin in
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vitro subkiiltivasyonu yapildiginda, enfeksiyon olusturma yetenegini zamanla
kaybettigi ve daha sonra etkenin sigirlara inokiilasyonu sonucu konakta merozoit ve
piroplasmalarin sekillenmedigi Brown tarafindan bildirilmistir (Nalbantoglu 1998).
Hiicre kiiltiirii asilar1 ile asilamadan sonra immunitenin ne kadar siire kaldig
konusunda yeterli miktarda aragtirma yoktur. Ancak bazi ¢alismalarda tekrarlayan bir
enfeksiyon olmadig: taktirde asilarin 6 ay ile 3.5 yil arasinda koruyuculuk sagladig
rapor edilmistir (Zablotsky 1991, Beniwal 2000). Kullanilan doza bagl olarak kimi
asilamalar sonrasinda yedi ay gibi bir siirenin sonuna kadar koruma saglanamadigi
bildirilmigtir. Bu durum tekrarlayan enfeksiyonlarin yeterli olmadigi donemlerde

bolgedeki hayvanlarin tekrar agilanmasi gerektigini gostermektedir (Ouhelli ve ark.
1994).

Hiicre kiiltiirli agilar1 theileriosise karsi korumada basarili olmasina ragmen,
hazirlanmasinin zahmetli olmasi, bunlarin kisa siirede bozulmasi (Zhang 1991),
soguk zincirde transfer edilmesi gerekliligi, olusan bagisikligin piroplasmalarin
olugmasinit tam olarak engelleyememesi ve asilanan hayvanlarin tasiyici olmasi
(Zablotsky 1991), asilanan hayvanlara diger patojenlerin bulasabilme riski olmasi,
gebe ve laktasyon donemindeki hayvanlarda asilama sonrast meydana gelen kisa
stireli ates (Hashemi-Fesharki 1988) bu asilarin kullanimini kisitlamaktadir. Bu
istenmeyen durumlarin ortadan kaldirilmasi i¢in subunit asilar kullanilabilir. Weir
(2006)'e atfen Bilgi¢ (2010) T.annulata’nin sporozoitlerine karsi kullanilabilecek
asilar sayesinde parazitin enfektif dozunda yani hiicreleri enfekte eden parazit
sayisinda azalmaya bagli klinik bulgularin azalmasinin saglanabilecegi, buna ek
olarak mononiikleer hiicrelerin ¢ogalmasinin ve patolojik etkilerinin kontrolii i¢in
makrosizont  donemine  spesifik  antijenler  kullanilarak  subunit  agilar
gelistirilebilecegi ve son olarak eritrosit enfeksiyonunun azalmasi ve hastaligin
vektor kenelere naklinin engellenmesi i¢in merozoit/piroplasma donemine karsi
gelistirilen subunit asilarin kullanilabilecegini bildirmistir. Giliniimiize kadar subunit
agilarda sporozoit antijenleri, makrosizont antijenleri ve merozoit/piroplasma

antijenleri kullanilmistir.

Williamson (1988)'a atfen Bilgic (2010) enfekte kenelerle reenfestasyona

maruz kalan hayvanlarda sporozoitlere karst humoral bir bagisiklik sekillendigini
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bildirmistir. Inaktive edilmis sporozoitler kullanilarak yapilan deneysel bir ¢alismada,
hayvanlar tekrar enfeksiyona maruz birakildiklarinda makrosizont gelisiminde
yavaglama goriildiigii bildirilmistir. Ayn1 zamanda, sporozoitlere kars1 dogal ortamda
gelisen bagisikligin hayvanlar1 Tropikal theileriosis’e karsi tam olarak korumasiin

beklenemeyecegi ileri stiriilmiistiir (Williamson ve ark. 1989).

Theileria annulata sporozoitlerine karsi gelisen humoral bagisikliktan
sorumlu antijeni kodlayan gen bolgesi Williamson ve ark. (1989) tarafindan
belirlenmis ve arastiricilar tarafindan bu bolge SPAG-1 olarak isimlendirilmistir.
Arastiricilar  IFA testleri ile sporozoitlere 6zel monoklonal antikorlar1 tireten
hibridoma hiicrelerini belirlemislerdir. Theileria annulata sporozoitlerine karsi elde
edilen bu antikorlardan biri olan 1A7 ve T.annulata sporozoit ekstraklarina kars1 bir
seri polipeptid belirlenmis ve polipeptidlerin tek bir genin proteolitik prosesinin bir
tirtinii oldugu diistintilmiistiir (Williamson ve ark. 1989). Hall ve ark. (1992) SPAG-
proteininde PGVGV ve VGVAPG peptit motiflerinden olusan tekrarli bolgelerin
genin N—terminal kisminda bulundugu ve bu motiflerin sigir elastinlerinde bulunan
tekrarli bolgeler ile amino asit diizeyinde yiiksek benzerlik gosterdigini
belirlemislerdir. Bu tekrarlayan bolgelerin varligi sporozoitlerin hiicreye giriste sigir
elastin reseptorlerine baglanarak, elastine benzer davranis ortaya koydugu
diigiiniilmiis, buna ek olarak bdlgenin polimorfik oldugu (Katzer ve ark. 1994) ve
sporozoitlerin elastin reseptdrii bulunmayan hiicrelere girebildigi de anlagilmistir
(Campbell ve ark. 1994). SPAG-1 ile sigir elastini arasindaki tekrarli alanlarin
benzerligi iki sekilde aciklanmistir. Bunlarin ilkinde, parazitin konak proteinleri ile
benzerlik gosteren alanlari kullanarak bagisik yanittan korundugudur. Ancak bu
durumda, SPAG-1 proteini kullanilarak yapilan agilamalarda konakta ya oto immun
hastalik tablosu ya da proteine karsi bagisik yanit gelistirmeme ortaya ¢ikmalidir.
Elastin reseptorlerinin  VGVAPG elastin  peptidlerine baglanarak, T.annulata
sporozoitlerinin  tercthen invaze olduklart monositik  hiicrelerin  pozitif
kemotaksisinde rol oynadig: bilinmektedir (Blood ve ark. 1988).

Ankara (A2) hiicre kiiltiiriinden elde edilen merozoitlerin yiizeyindeki

T.annulata immunodominant merozoit ve piroplasma antijeni olan Tams-1’in

belirlenmesi ile bu protein tizerine yogun ¢alismalar yapilmistir. Daha sonra yapilan
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calismalarda, TaA2 stogundan elde edilen klonlarda bu molekiile ait 30 kDa ve 32

kDa molekiiler agirhginda iki varyant belirlenmistir. Alleller arasinda korunmus
antijenik epitoplar olmasina karsin, her proteine Ozgiin epitoplar belirlenmistir
(Dickson ve Shiels 1993). Theileria sergenti {izerinde yapilan g¢alismalar sonucu
baskin merozoit/piroplasma yiizey antijenini (MPSA) kodlayan gen Sugimoto ve ark.
(1991) tarafindan belirlenmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda 32 kDa’luk bu
proteindeki antijenik farklilik ve 23 kDa merozoit/piroplasma proteini belirlenmistir
(Zhuang ve ark 1995, Kubota ve ark. 1996).

TaMSI1 geni iizerinde yapilan RFLP analizleri sonucunda Tams-1 geninin tek
kopya gen oldugu ve bundan dolay1 farkli haploid genotiplere uygun genin farkl
allellerine ait RFLP profilleri belirlenmistir (Shiels ve ark. 1995). Tams-1 olarak
isimlendirilen gene ait farkli boyutlardaki allelleri Tams-1 (30 kDa) ve Tams1-2 (32
kDa) olarak adlandirilmistir. Tams-1 geninin T.buffeli/orientalis grubu, T.sergenti ve
T.parva (TpMS1) tiirlerindeki ortologlar1 karsilastirildiginda  yiiksek oranda
polimorfizm goézlenmis bu da proteinin N terminaldeki 50 ve 60. kismindaki
muhtemel glikolizasyon baglanma bdlgesinden kaynaklanabilecegi, Tamsl-1 ve
Tamsl-2 polipeptidleri arasinda gozlenen molekiiller agirlik farkinin  bu
glikolizasyon kismindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi diisiinilmistiir (Katzer ve
ark. 2002). Bununla birlikte ¢alismada Tams-1 genine ait protein eksprese eden
kisimlarin bazi boliimleri birbiri iistiine gelecek sekilde epitoplar1 belirlenmeye
calisiilmis ve sonugta molekiiliin tamamina kars1 gelistirilen antiserum ile bir
monoklonal antikorun proteinin birbirinden bagimsiz epitoplar ile reaksiyon verdigi
goriilmiis ve bunun da proteinin tersiyer konfirmasyonuna bagli olustugu
belirlenmistir. Ayrica proteinin korunmus bdlgelerine ait epitoplarin tersiyer yapi
tarafindan maskelenerek konak bagisik yanitina karst korurken, farklilagmis
bolgelerin konakta bagisik yanit olusmasi ig¢in bagisiklik hiicrelerine sunuldugu
gosterilmistir. Buna ek olarak TaMS1 proteininin kendi ile birleserek kompleksler,
veya parazit yilizeyinde kafes seklinde polimerik yapilar olusturabilecegi
gosterilmigtir.  TaMS1 geninde goriilen cesitliligin  arastirilmasinda  yapilan
caligmalarda kullanilan izolatlarda (Tunus, Kuzey Afrika, Gliney Avrupa, Orta Dogu
ve Hindistan) hem amino asit hem de niikleotid bazinda ayn1 oranda ¢esitlilik ya da
faklilik goriilmiis ve Tunus populasyonlarinda yiiksek oranda heterojeniteye
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rastlanmistir (Shiels ve ark. 1995, Katzer ve ark. 1998, Gubbels ve ark. 2000). Bu
sonuglar ile yapilan dN/dS analizleri, T.annulata Tams-1 proteinlerinde pozitif
seleksiyon olustugunu gostermistir (Molano ve ark. 1992). intragenik
rekombinasyonda rol alan alt1 bolge belirlenmis ve molekiiliin korunmus kisimlarinin
fonksiyonel/yapisal rol alirken, degisken bolgelerin konak bagisiklik sisteminden
korunmak i¢in gelisim esnasinda farklilastigi 6ne siiriilmiistiir (Gubbels ve ark. 2000).
Escherichia coli ve Salmonella typhimurium kullanilarak Tamsl-1 ve Tamsl-2
proteinlerinin i¢ bdlgeleri rekombinant olarak iiretilip sigirlarin asilanmasinda
kullanilmigs ve tim rekombinant proteinler bagisik sigir serumlari tarafindan
belirlenmigtir (d'Oliveira ve ark. 1996). Daha sonra yapilan g¢aligmada, Tams-1
rekombinant proteini ile asilanan hayvanlarda T.annulata kan stabilat1 ile olusturulan
reenfeksiyonlara karst korunma olugsmus ve her hangi klinik belirti gézlenmemistir.
Asilanan hayvanlardan reenfeksiyon olusturulmadan once alinan serum oOrnekleri
kullanilarak yapilan IFA testi sonucunda piroplasmalarin yilizey kisimlarinda
reaksiyon olusmustur. Korunma dolasimdaki anti-Tams|1 antikorlarinin merozoitlere
baglanip onlar1 opsonize ederek ya da eritrositlere invazyonu inhibe ederek gelismis
olabilecegi ifade edilmistir. Reenfeksiyonda kullanilan yontem nedeniyle ¢alismada
gbzlenen klinik bulgularin sadece parazitin eritrositik donemine karsi gelistigi
belirtilmistir. Ayrica, asilanan iki hayvanda rekombinant proteinlere karsi herhangi
bir reaksiyon gozlenmemis ve bu hayvanlardaki bagisikligin T hiicre bagimli oldugu
diistintilmistiir (d’Oliveira ve ark. 1997).

Konakta dogal koruyucu bagisikligin gelismesinde makrosizontlar ile enfekte
lokositlere karst olusan hiicre aracili cevabin 6nem tasidigi ve Tropikal theileriosis'e
kars1 gelistirilen rekombinant asilarda sizont sathasinin biiyiik 6neme sahip oldugu
belirtilmistir (Preston ve ark. 1999). Weir (2006)'e atfen Bilgi¢ (2010) Tropikal
theileriosis’e kars1 gelisen dogal bagisikligin genelde diger suslara karsi da koruma
sagladigi, T.annulata ile bulagsmada patogenezin enfekte 16kositlerde ortaya ¢ikan
kontrolsiiz cogalma sonucu olustugu ve bu nedenle, parazitin sizont donemine karsi
gelistirilecek olan asilarin hem konak hiicre ¢ogalmasint hem de metastazin
Onleyebilecegi veya azaltabilecegini ve bunun sonucunda hastaligin siddetinin
azaltilmig olacagmi ifade etmistir. Farkli cografik bolgelere ait izolatlar

karsilagtirildiginda sadece farkli cografik bolgeler arasinda degil ayn1 zamanda tek
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izolata ait farkli klonlarda da farkliliklar goriilmistiir. Farkli izolatlara ait TaSP i ilk
37 ve son 121 amino asitlik kisminin iyi sekilde korunmus olmasina karsin 154-171
aminoasitler arasinda merkezi bolgede degisiklikler ve bilyiikliik farklar
bulunmustur (Schnittger ve ark. 2002). Awadia ve ark. (2008) T.annulata’nin farkli
izolatlar1 ve farkli bolgelerden izole edilen hiicre kiiltlirleri kullanilarak yaptiklar
calismada, proteinin aminoasit diizeyinde yiiksek oranda farkliliklara rastladiklarin
ifade etmislerdir. TaSP molekiiliiniin 26-157'nci amino asitlerinden olusan kismi
rekombinant olarak {iretilmis ve buna karsi gelistirilen antiserumlar kullanilarak
yapilan IFA testi sonucunda molekiiliin parazit ¢ekirdegi ile makrosizontlarin
yiizeyinde yogunlastigi bulunmustur.

Theileria annulata ile enfekte sekiz farkli serum kullanilarak yapilan
calismada tiim serumlarin rekombinant protein ile kuvvetli reaksiyon gosterdigi
bulunmustur (Schnittger ve ark. 2002). Bu da TaSP molekiilii tizerinde B hiicre
epitoplarinin varligimi ve bu molekiile karsi konagin gelistirdigi humoral bagisik
yanit1 gostermektedir. Bununla birlikte T.parva ve T.annulata arasinda herhangi bir
capraz reaksiyon olup olmadigi belirlenmemistir. Ayrica, Cin’de Theileria spp. ile
enfekte kiiciik ruminantlarda alinan serum 6rnekleri kullanilarak yapilan ¢alismada,
serum Orneklerinin ¢ogu hem ELISA hem de Western blot ile TaSP ile g¢apraz
reaksiyon gostermistir ve bu iki tiir arasinda yiliksek oranda benzerlikler oldugunu
diistindiirmiistiir (Miranda ve ark. 2004). Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda
T.annulata'nin sporozoit, sizont ve piroplasma donemlerinde eksprese edilen bir
protein belirlenmis ve TaD olarak adlandirilmigtir (Schneider ve ark. 2004).

Son dénemlerde yapilan caligmalarda tek bir gen bolgesi tarafindan kodlanan,
piroplasma ve sizont donemlerinde eksprese edilen ve farkli parazit suslari arasinda
%095 oraninda korunmus olan T.annulata proteini (TaSE) identifiye edilmistir. Bu
proteinin parazitin i¢inde, membraninda ve konak hiicre sitoplazmasinda yerlestigi
ve bunlara ek olarak konak hiicre mikrotubulleri ile birlikte yerlesim gosterdigi
ortaya cikarilmistir. Proteinin yerlesim bolgeleri goz oniline alindiginda hiicre
transformasyonunda rol alabilecegi 6ngoriilmiis, buna ilaveten korunmus amino asit
dizilimlerine sahip olmasi ve konak hiicre sitoplazmasina salgilanmasi proteinin sinif
I molekiilleri tarafindan konak tarafindan sunulabilecegini ve sub unit agilamalarda

kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Schneider ve ark. 2007).
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Bu tezde reverse line blotting (RLB) yontemi kullanilarak Kirikkale
yoresinde sigirlarda, daha oOnce iilkemizin g¢esitli bolgelerinde tespit edilen
T.annulata ve T.buffeli/orientalis'in varligmin ve yayginhiginin arastirilmasi ve
yontemin mikroskobik muayene ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Theileria tiirleri
tilkemizin genis bir alanina yayilmis olup, iilkemiz hayvanciliinda 6nemli bir
ekonomik kayip olusturmaktadir. Bu etkenlerin Kirikkale yoresinde bulundugu
bilinmesine ragmen bu bolgedeki yayilis1 ve hangi tiirlerin bulunduguna dair bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin Kirikkale’de ilk defa sigirlarda Theileria
tirlerinin molekiiler olarak tiir teshisi ve bolgede enfeksiyonun yayilisinin

belirlenmesi bakimindan 6nemli olacag diisiiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ornek Alinacak Hayvan Sayisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak 6rnek sayisinin belirlenmesi sirasinda oncelikle Kirikkale
yoresindeki toplam hayvan sayis1 Tarmm Il Miidiirliigii verilerine gore tespit edildi.
Calisma kapsamina alinan 1 yas ve lizeri sigirlarin sayist bu verilere gore 21140
olarak belirlendi. 21140 sigirin Minitab 15.1.30.0 paket programinda o= 0.05 1. tip
hata yapma olasilig1 ile gili¢ degeri 0.95 olarak hesaplandi ve sonugta 6rnek alinacak
hayvan sayis1 294 olarak bulundu. Ilgelerden alinacak hayvan sayisi belirlenirken,
ilcede var olan 1 yas lizeri sigirlarin orani ile orantili olmasina dikkat edildi (Cizelge

2.1).

Cizelge 2.1. Calisma kapsaminda 6rnek alman ilge, ciftlik, toplam hayvan sayis1 ve ornek

sayisi
Ornek alinan Ornek alinan ciftlik Tlcelerdeki 1 yas iizeri Ornek alinan hayvan
ilceler sayisli SIZIr sayisl sayisl
Kirikkale 16 2700 37
Merkez
Baliseyh 4 2750 38
Bahsih 2 800 12
Celebi 4 1000 15
Delice 6 2500 34
Karakegili 5 900 12
Keskin 8 7490 104
Sulakyurt 3 2000 27
Yahsihan 3 1000 15

2.2. Saha Cahsmalari

Bu aragtirmada saha ¢alismalar1 Mayis 2010-Ekim 2010 tarihleri arasinda Kirikkale

ilinde gergeklestirilmistir. Kirikkale 39.846821 kuzey enlemi ve 33.525251 dogu

boylaminda yer alir. Sert bir kara ikliminin stirdiigii Kirikkale ilinde, hava sicakligi -

21 ile +39 °C arasinda degisir. Kislar1 soguk, yazlan ise sicak geger. Bolge iklimi

Theileria tiirlerinin vektorliigiinii yapan Hyalomma cinsi keneler i¢in uygundur.

Ornek toplama islemi Mayis 2010- Ekim 2010 tarihleri arasinda il’in 9 ilgesine
47



(Kirikkale Merkez, Baliseyh, Bahsili, Celebi, Delice, Karakecili, Keskin, Sulakyurt,
Yahsihan) ait 24 koy ve 51 ciftlikte gergeklestirildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calisma kapsaminda kan drneklerinin alindig1 odaklar ve alinan 6rnek sayisi

2.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Numuneler toplanirken Katmanli rastgele ornekleme (Stratified random sampling)
yontemi ile ulasilan her bir ciftlikten %10 6rnekleme yapildi ve her bir ¢iftlikten
alman Ornek sayist birbirinden bagimsiz hesaplandi. Calisma kapsamindaki
hayvanlarin Kirikkale'de yetismis olan hayvanlardan secilmesine 6zen gosterildi.
Hayvanlarin yasi, irki, cinsiyeti, theileriosise karst asilanip agilanmadigi, daha dnce
enfeksiyon gecirip gecirmedigi, akarisid kullanilip kullanilmadiginin belirlenmesi
amaciyla hayvan sahibinin bilgisine basvuruldu ve bilgiler kayit altina alindi. Ornek
aliman hayvanlarin genel muayeneleri yapildi ve {iizerlerinde kene olup olmadig:

kontrol edildi.
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Calisma kapsaminda 6rnek alinacak hayvanlarin 1 yas ve iizerinde olmasina
ve en az bir enfeksiyon donemini gecirmis olmasina dikkat edildi. Kan 6rnekleri 22
erkek, 272 disi sigirdan toplandi. Ornek alman erkek hayvanlar 1-4 yaslar1 arasinda,
disiler ise 1-18 yaslar1 arasindaydi. Incelenen sigirlar 1-3 yasli, 4-6 yasli, 7-9 yash ve
10 yas ve tizerindeki hayvanlar olarak 4 farkli grupta degerlendirildi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Ornek alinan sigirlarin yas ve cinsiyetine gore oranlari

Yas Erkek % Disi % Toplam
1-3 yash 21 955 120 441 141
4-6 yash 1 4.5 112 41.2 113
7-9 yash 0 0 34 125 34
10 yas ve iizeri 0 0 6 2.2 6

Calisma kapsaminda 9 farkli irka mensup sigirdan &rnek alindi. Ornek alinan
sigirlar genellikle kiiltiir k1 (%64) ve melez (%32.7), ¢cok az bir kismi ise (%3.3)
yerli irklarimizdand1 (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Ornek alinan hayvanlarin irklara gore dagilimi

Irklar Ornek alinan Orani (%) Kiiltiir irk ve yerli irk
hayvan sayisi Sayisi ve orani
Holstein 105 35.7 Kdltiir wrka:
Simental 36 12 188 (% 64)
Montofon 43 15
Jersey 3 1
Bel¢ika mavisi 1 0.3
Yerli kara 8 2.7 Yerli irk:
Bozirk 1 0.3 10 (%3.3)
Anadolu esmeri 1 0.3
Melez 96 32.7 96 (%32.7)

DNA ekstraksiyonunda kullanilacak kanlar steril vakumlu, 3 ml'lik EDTA'lh
tiiplere, her bir hayvanin vena jugularis'inden teknigine uygun olarak alindi. Alinan
kan ornekleri soguk zincirde Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Laboratuvari'na getirildi. DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C'de

muhafaza edildi.
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2.2.2. Frotilerin Hazirlanmasi

Mikroskobik muayene i¢in, kan alinan tiim hayvanlarin kulak ucundan 4'er adet
yayma froti hazirland1 (Sekil 2.2). Hazirlanan frotiler havada kurutulduktan sonra
metil alkolle 5 dakika tespit islemi yapildi. Tespit isleminden sonra frotiler uygun
preparat kutularma yerlestirilerek Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Parazitoloji Anabilim Dali1 Laboratuvari'na incelenmek tizere getirildi.

Sekil 2.2. Froti hazirlanmasi amaciyla kulak ucundan kan alma

2.4. Laboratuvar Calismalar:

2.4.1. Yayma Kan Frotilerinin Boyanmasi

Sahadan tespit edilmis sekilde laboratuvara getirilen yayma kan frotileri taze

hazirlanmis %5'lik Giemsa boya soliisyonu ile oda 1sisinda 40 dakika boyamaya
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birakildi (Sekil 2.3). Siire sonunda preparat ilizerindeki fazla boyalar distile su ile
yikamp kurutulduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak, kamera baglantisina
(ICC50) sahip, 151k mikroskobunun (Leica DM 750) 100’liik objektifinde Theileria
spp. varligi yoniinden incelendi. Her bir hayvandan hazirlanan 4'er adet frotinin her
birinden eritrositlerin homojen dagildigi, rastgele secilen 200 er bolge incelendi. Tek
bir etkenin goriilmesi halinde dahi hayvan pozitif kabul edildi. Theileria spp.

piroplasmalar1 yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin fotograflar: ¢ekildi.

Sekil 2.3. Kan frotilerinin Giemsa boyasi ile boyanmasi

2.4.2. DNA Ekstraksiyonu
Kan orneklerinden DNA izolasyonu ticari kit (Vivantis Nucleic Acid Extraction Kit,

GF-1 Blood DNa ekstraksiyon, GF-BD-100: 100 preps, Malezya) kullanilarak
yapildi.
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Kitin icerigi
1. Blood Lysis buffer (Buffer BB) 24 mi
2. Yikama soliisyonu 1 (konsantre) 30 ml

3. Yikama soliisyonu 2 (konsantre) 34 ml

4. Elution buffer 20 ml

5. Proteinaz K 2x1.05 mi
6. GF-1 Column 100 adet
7. Toplama tiipleri 100 adet

Kitin igerisindeki materyallerden Proteinaz K -20 OC'de digerleri ise oda 1sisinda
muhafaza edildi.

Yikama soliisyonu 1 sisesinin icerisine 30 ml, yikama soliisyonu 2 sisesinin igerisine
80 ml absolu ethanol eklenerek kullanilincaya kadar kapaklari siki bir sekilde
kapatilmis olarak oda 1sisinda saklandi.

Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu islemi iiretici firmanin 6nerdigi sekilde yapildi.
Tiim iglemler Class II Laminar Flow Kabin (Niive MN120, Tiirkiye) igerisinde
yapild.

1. 3 ml'lik EDTA'lh tiiplerde bulunan kanlar vorteksle karistirildiktan sonra (Velp
Scientifica, Italya) otomatik pipet (Thermo Scientific Finnpipette, Finlandiya)
yardimiyla 1.5 ml'lik eppendorf tiiplere (Star Lab, Isvigre) 200 pl aktarildi. Uzerine
200 ul Buffer BB ilave edildi. Karisim iyice vortekslendi. Karigima 20 ul Proteinaz
K eklendi ve hemen sonra su banyosunda (Julabon SW23, Almanya) 65 °C'de 10 dk
inkubasyona birakildi.

2. 200 pl absolu ethanol (Merck, Almanya) eklendi. Hemen karistirildi ve tamamen
homojenize bir soliisyon elde edildi.

3. Karisim temiz 2 ml'lik eppendorf tiiplere yerlestirilen spin kolonlara transfer
edildi. 5000 g'de 1 dk santrifiij (Eppendorf 5417R centrifuge) edildi. Toplama tiipiine
biriken s1v1 dokiildii.

4. Kolonlara ‘yikama soliisyonu 1’ den 500 ul eklenerek 5000 g'de 1 dk santrifiij
edilerek atik maddeler uzaklastirildi.

5. 500 pl ‘yikama soliisyonu 2’ eklendikten sonra 5000 g'de 1 dk santrifiij edildi.
Atik maddeler uzaklastirildi.
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6. Spin Kolonlara 500 pl ‘yikama soliisyonu 2’ eklenerek maksimum hizda 3 dk
santrifiij edilerek atik maddelerin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

7. Spin Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine (Star Lab, Isvi¢re) aktarildi. Onceden
65 °C'de 15 dakika 1sitilmig Elution buffer'dan 100 ul eklendi. Eluation buffer direkt
olarak spin kolon membran iizerine eklenerek 2 dk beklendi.

8. DNA'nin ayrilmasi i¢in 5000 g'de 1 dk santrifiij yapildi.

9. Elde edilen DNA'lar PCR islemine kadar -20 °C'de muhafaza edildi.

2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
2.4.3.1. Primer Se¢imi

Bu calismada Georges ve ark. (2001) tarafindan bildirilen ve Theileria cinsi
parazitlerin 18S rRNA geninin V4 degisken bolgesinden biiytikliigii 460 ile 520 bp
arasinda degisen bir par¢a amplifiye eden genel primerler kullanildi. RLB isleminde

kullanilacak olan reverse primer biotin ile isaretlendi.
Calismada kullanilan primerlerin dizilimi asagidaki gibidir.
RLB-F2 5° GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G¥’
RLB-R2 5’-biotin- CTA AGA ATT TCACCT CTG ACAGT3

Primer sentezi Biomers firmasi tarafindan Almanya’da yapilarak liyofilize halde
teslim alind1. Herbir primer firmanin 6nerdigi oranda steril ultrasafsu eklenerek final
konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilan primerler
kullanilincaya kadar -20 %C’de saklandi. Primerler kullanilacaklari zaman
cozdiiriilerek %50 oraninda steril ultrasafsu ile takrar sulandirilarak 50 pmol/ul orani

elde edildi.
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2.4.3.2. Pozitif ve Negatif Kontrol

Pozitif kontrol olarak Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Tiilin KARAGENC tarafindan saglanan

T.annulata ve T.buffeli izolatlar1, negatif kontrol olarak da steril ultrasafsu kullanildi.

2.4.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Karisimi ve Amplifikasyon Kosullar:

Reaksiyon toplam 50 pl reaksiyon sivisinda yapildi. Bu reaksiyon sivisinda

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 2.4'te goriilmektedir.

Cizelge 2.4. PCR reaksiyon sivisinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Malzemeler Miktarlar: (ul)
10X PCR buffer Sul
MgCl, (5mM) 1 ul
dNTP mix (10mM) 0.5l
Taq DNA polymerase (recombinant, Su/ul, 500 U) 1 ul
RLB-F2 primeri (50pmol/ul) Sul
RLB-R2 primeri (50pmol/pl) Sul
Ultrasafsu 27,5 ul
Genomik DNA Sul
TOPLAM HACIM 50 ul

Laminar kabin igerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 200 pl
lik DNA’se ve RNA’se free PCR (Axygen, Amerika) tiiplerinde yapildi. Tiipler
thermal cycler cihazina (Boeco Almanya) yerlestirildi ve amplifikasyona tabi tutuldu.

Amplifikasyon i¢in gerekli PCR sartlar1 Cizelge 2.5'de verilmistir.
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Cizelge 2.5. PCR'da amplifikasyon icin gerekli sartlar

Siklus sayisi Is1 Siire
1 siklus 94°C 2 dk
2 siklus 94°C 20 saniye
67°C 30 saniye
72°C 30 saniye
2 siklus 94°C 20 saniye
65°C 30 saniye
72°C 30 saniye
2 siklus 94°C 20 saniye
63°C 30 saniye
72°C 30 saniye
2 siklus 94°%C 20 saniye
61°C 30 saniye
72°C 30 saniye
2 siklus 94°%C 20 saniye
59°C 30 saniye
72°C 30 saniye
40 siklus 94°%C 20 saniye
57°C 30 saniye
72°C 30 saniye
1 siklus 72°C 7 dk

Elde edilen iiriinler RLB de kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.

2.4.3.4. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PCR iriinlerinin goriintiilenmesi i¢cin %1'lik Agarose jel ve 1X TAE buffer

hazirlandi. Agaroz jelin sogumasi asamasinda 2 ul Ethidium bromid (Sigma,
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Almanya) eklendi. Jel hazirlandiktan sonra 6rneklerden 10 ul alinip 6X Loading dye
(Vivantis, Malezya) ile karistirilacak yatay elektroforez tankina (Cleaver Scientific
Ltd. Ingiltere) alinan agaroz jelin kuyucuklarina eklendi. Her jelin ilk kuyucuguna
bantlarin bp degerini belirlemek amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (Vivantis VC
100bp plus, Malezya)'dan 2ul eklendi. Yine her bir jelin 2 ve 3. kuyucuklarina
sirasiyla T.annulata ve T.buffeli/orientalis pozitif kontroller ve son kuyucuga negatif
kontrol olarak ultrasafsu eklendi. 90 voltta 45 dk elektroforeze (Cleaver Scientific
Ltd., ingiltere) tabi tutuldu. Siire bitiminde tanktan alinan jeller UV transilluminator
(NYXTECHNIK IHluminyx, Amerika) iizerine aktarilarak bantlarin goriiniir hale
gelmeleri saglandi ve DNA ladder ile karsilastirilarak pozitif 6rnekler belirlendi.

2.4.4. Reverse Line Hibridizasyon Yontemi

Bu agamada kullanilacak biitiin problar Gubbels ve ark. (1999)nin bildirdigi sekilde
(Cizelge 2.6) negatif yiiklii Biodyne C membrana (Pall Biosupport group, Ann Arbor,
MI) baglanabilmeleri amaciyla, 5'-uglarinda N-terminal N-trifluacetamidohexyl-
cyanoethyl, N, N-diisopropyl phosphoramidite (TFA)-C6 aminolinker igerecek
sekilde SynGen (Amerika) firmasina sentezlettirildi.

Cizelge 2.6. RLB testinde kullanilan aminolinkerli problarin 5°-3” dizilisi ve
konsantrasyonlari

Problar Niikleotid dizilimi (5'........ 3" Konsantrasyon | Kaynak
(pmol)
Catchall 100 Gubbels
(Theileria spp. + TAATGGTTAATAGGAACAGTTG ve ark.
Babesia spp.) 1999
Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACCTCTTCCA 400 Gubbels
ve ark.
1999
T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA 400 Gubbels
ve ark.
1999
T.buffeli/orientalis GGCTTATTTCGGWTTGATTTT 400 Gubbels
ve ark.
1999

T: Thymine; A: Adenine; C: Cytosine; G: Guanine; W:Adenine/Thymine
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2.4.4.1. RLB Membraninin Hazirlanmasi

1. Problar optimum konsantrasyon igin 100-400 pmol/150ul oranlarinda
sulandirildi. Sulandirma amaciyla 500 mM’lik NaHCOg3 (pH: 8.4) kullanilda.

2. Kullanilacak olan Biodyne C membran %16’lik EDAC (1 -ethyl-3-(3-
dimethylamino-propyl) carbodimiimide) (Sigma) soliisyonunun 10 ml’sinde
oda 1sisinda 10 dk aktive edildi.

3. Membran steril deiyonize su yardimi ile yikandi.

4. Membran daha sonra pens yardimi ile miniblotter (MN45 Immunetics,
Cambridge) yastigina yerlestirildi. Miniblotter kapagi yardimi ile membran
sabit hale getirildi. Fazla su kanallardan vakum yardimiyla uzaklagtirildi.

5. Her bir probtan 150 pl miniblotterin ayr1 kanallarina dokiilerek oda 1sisinda
1-2 dakika inkube edildi ve problarin hibridizasyonu saglandi. Bu asamada
ilk ve son kanallar bos birakildi ve buralara RLB uygulamalari sirasinda
membranin diizgiin yerlesmesi amaciyla 2XSSPE buffer (Al0806-Amresco,
U.S.A) ile 1:100 oraninda sulandirilmis ¢ini miirekkep doldurularak membran

isaretlendi.

6. 1-2 dakikalik inkubasyondan sonra kanallarda bulunan prob soliisyonlar

aspire edildi.

7. Daha sonra membran pens yardimiyla miniblotterdan ¢ikarilip 100mM NaOH
soliisyonunun 100 ml’si i¢inde, oda 1sisinda maksimum 10 dk inkube edildi.
10 dk’dan daha fazla siiren inkubasyonlarda zayif sinyal hibridizasyonu

meydana geldiginden bu siirenin asilmamasina dikkat edildi.

8. Membran 125 ml 2XSSPE/%0.1 SDS karisimi icerisinde 60°C’de 5 dk

yikanarak kullanima hazir hale getirildi.
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2.4.4.2. Reverse Line Hibridizasyonu

10.

11.

Onceden elde edilmis olan PCR iiriinlerinden 40’ar pl almarak,

2XSSPE/%0.1 SDS karigimi ile 150 pl’ye tamamlandi.

99°C’de 10 dk. denatiire edildikten sonra, denatiire edilen iiriinler tekrar

yapismaya maruz kalmamalar1 i¢in buz iistiinde ani sogutuldu.

Membran oda isisinda 2XSSPE/%0.1 SDS ile plastik bir kapta hafif
sallanarak 5 dakika inkube edildi.

Membran prob uygulanan yoniine dik a¢i1 yapacak sekilde miniblottera
(Immunetics MN45, Amerika) yerlestirildi. Miirekkeple isaretlenmis olan

hattin numara hattinin altinda olmasina dikkat edildi.

Miniblotterin iist kapagi membran {izerine konarak membran sabitlendi.
Membran iizerinde kalan fazla su kanallardan vakumlanmak suretiyle

uzaklagtirildu.

Bir pipet yardimiyla hava kabarcigi olugsmamasia dikkat edilerek
sulandirilmis PCR fdiriinleri kanallara dolduruldu. Miniblotter kanallar
arasinda gecis olmamasi i¢in hi¢ sallanmadan inkiibatore yerlestirildi ve diiz
bir zeminde ve 42°C’de 1 saat hibridizasyona birakildi.

Miniblotter inkubatérden c¢ikarildi ve Ornekler pipetle aspire edilerek
uzaklastirildi.

Membran pens yardimu ile almarak 125 ml 2XSSPE/%0.5 SDS ile 52°Cde 2
defa 10 dk yikandi.

Bu islemi takiben membran 42°C’de 30 dk 5 ml peroksidaz ile isaretli
2XSSPE/%0.5 SDS ile 1:4000 oraninda sulandirilmis streptavidin (Sigma)
sollisyonunda inkube edildi.

inkubasyonu takiben membran 125 ml 2XSSPE/%0.5 SDS ile 42°C’de 10 dk
2 kez yikandi.

Bu yikama islemini takiben membran oda 1sisinda 2XSSPE ile 2 defa 4 er
dakika yikand.
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12. Membran daha sonra 10 ml ECL tespit sivisinda (Amersham, Biotech) 1 dk
bekletildi.
13. Inkiibasyonu takiben sert bir zemine alian membran, arada hava kabarcigi

kalmamasina dikkat edilerek iki asetat arasina yerlestirildi.

2.4.4.3. RLB Uriinlerinin Incelenmesi ve Tiir Tayini

1. Karanlik bir ortamda asetatlarin tizerine ECL hyperfilm (Amersham, GE
Healthcare) konuldu.

2. Bu islemleri takiben membran karanlik odada ECL hyperfilm altinda sinyal
yogunluguna gore 1-10 dk arasinda bekletildi.

3. Film banyo edildi.

4. Filmler tizerinde prob ve PCR siralarmin kesistigi yerlerde olusan siyah

lekeler pozitif olarak kabul edildi.

5. Jel goriintiileme sistemi yardimiyla fotograflandi.

2.4.4.4. Membranin Temizlenmesi ve Saklanmasi

1. Kullammdan sonra membran %1 lik SDS’de 90°C’de 30 dk 2 defa yikanarak
PCR iirtinleri uzaklastirildi.

2. Membran 20 mM EDTA (pH:8) ile dolu plastik bir kapta 15 dk durulandi.

3. Membran, temiz 20 mM'lilk EDTA solisyonu bulunan plastik bir kap

igerisinde +4°C’de tekrar kullanilmak iizere saklandi.

2.4.4.6. Gerec ve Yontemde Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasallar

a) Mikroskobide Kullanilan Soliisyonlar

Metanol (Merck, Almanya)
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Giemsa stok soliisyonu (Merck, Almanya)
Distile su

Immersion Yagi

b) PCR'de Kullanilan Malzeme Ve Soliisyonlar

1. 10 X TAE Buffer (Tris-acetate- EDTA) Hazirlanmasi (31t)
145.2 g Tris- Base
60 ml 0.5 M EDTA pH: 8.0
34.26 ml Glasiyel asetik asit
HCl ile pH 7.6-7.8 olacak sekilde ayarlanir ve distile su ile 3000 ml’ye
tamamlanir.

1 X oraninda olacak sekilde steril distile su ile sulandirilarak kullanildi.

2. Agaroz Jel Hazirlanmasi
1gr Agarose (Sigma)
100 ml 1XTAE buffer
2ul ethidium bromide

¢) RLB'de Kullanilan Soliisyonlar

1. 500 mM NaHCOg; (pH: 8.4) Hazirlanmasi (NaHCO3; Merck)
429 NaHCO3
Deiyonize su ile 11t’ye tamamlanir.

NaOH yardimiyla pH: 8.4 olacak sekilde ayarlanir.

2. %16 EDAC (1-etil-3 dimetilaminopropil karbodimin) Hazirlanmasi
(EDAC, Sigma)

1,69 EDAC, distile su ile 10 ml’ye tamamlanir. Kullanmadan hemen once taze

olarak hazirlanir.
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3. 10 X SDS (sodium dodecyl sulphate) Hazirlanmasi (SDS, Vivantis)

SDS 100g

Deiyonize su ile 1000 m1’ye tamamlanur.

4.2 X SSPE/0.1 SDS (20X SSPE Buffer, AppliChem/ SDS, Vivantis)

100 ml 20X SSPE
10 ml %10 SDS
2ml 0.5 M EDTA

Deiyonize su ile 1 litre’ye tamamlanur.

5.2 X SSPE/0.5SDS (20X SSPE Buffer, AppliChem/ SDS, Vivantis)
100 ml 20X SSPE
50 ml %10 SDS
2ml0.5MEDTA

Deiyonize su ile 1 litre’ye tamamlanur.

6. 100 mM NaOH (Sodyum Hidroksid, Merck)
1 gr NaOH 250 ml deiyonize su ile tamamlanur.
Oda 1s1sinda 1 ay kadar saklanabilir.

7.20 MM EDTA (EDTA, Disodium Salt Diyhdrate, Vivantis)

7.4 gr EDTA
800 ml deiyonize su eklenir.
NaOH ile pH: 7.4'e ayarlanur.

Deiyonize su 1 It'ye tamamlanur.

8.0.5 M EDTA (EDTA, Disodium Salt Diyhdrate, Vivantis)
10 ml 20 mM EDTA+90 ml deiyonize su eklenir.
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2. 5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen veriler Windows SPSS 12.0 bilgisayar programinda analiz
edildi. Tanimlayici Degerler “Say1” ve “Yiizde” olarak belirtildi. Degerlendirme
sonucunda kategorik veriler Ki-kare uygunluk testi ile karsilagtirildi. Anlamlilik

diizeyi 0.05 olarak alinda.
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3. BULGULAR

3.1. Verilerin Dagilim Sikhgi
Orneklerin ilgelere gore dagilim sikhigi irdelendiginde en fazla 6rnegin Keskin

ilgesinden (%35.4) en az 6rnegin ise Bahsil1 (%4.1) ve Karakegili (%4.1) ilgelerinden
toplandig1 belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Merkezlere gore verilerin dagilim sikligt

ILCELER n %

Kirikkale Merkez 37 12.6
Baliseyh 38 12.9
Bahsili 12 4.1
Celebi 15 5.0
Delice 34 11.7
Karakegili 12 4.1
Keskin 104 354
Sulakyurt 27 9.2
Yahsihan 15 5.0

Veri dagilim siklig1 irk diizeyinde bakildiginda en ¢ok 6rnek Holstein irkina
bagh sigirlardan (%35.7), en az Ornegin Belgika Mavisi, Anadolu Esmeri ve

Bozirk'tan alindig1 belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Irklara gore verilerin dagilim siklig1

Irk n %
Holstein 105 35.7
Montofon 43 14.6
Simental 36 12.2
Belgika Mavisi 1 0.3
Anadolu Esmeri 1 0.3
Melez 96 32.7
Jersey 3 1.2
Yerli Kara 8 2.7
Bozirk 1 0.3
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Ornek alinan disi hayvanlarin oram erkek hayvanlara oranla énemli miktarda

yiiksektir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Cinsiyete gore verilerin dagilim siklig

Cinsiyet n %
Disi 272 92.5
Erkek 22 7.5

En fazla 6rnek 1-3 yas aras1 (%48) en az ise 10 yas ve iizeri hayvanlardan alinmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Yasa gore verilerin dagilim siklig1

YAS n %

1-3 yas arasi 141 48.0
4-6 yas arast 113 38.4
7-9 yas aras1 34 11.6
10 yas ve tizeri 6 2.0

3.2. Mikroskobik Muayene Sonuclari

Ornek alinan 294 sigirin 44'ii (%15) Theileria spp. piroplasmalari yoniinden pozitif
olarak belirlenmistir. Iki hayvandan hazirlanan yayma frotide cok yogun Theileria
spp. piroplasmalarina rastlanmistir (Sekil 3.1). Bazi 6rneklerde ise bir mikroskop

sahasinda sadece 1 piroplasma tespit edilmistir.
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Sekil 3.1. Theileria spp. piroplasmalari, oklar (Orijinal).

Karakegili ve Yahsihan ilgelerinden toplanan orneklerde Theileria spp.
piroplasmalart saptanmamistir. Theileria spp. piroplasmalari pozitif 6rnekler arasinda
en yogun olarak Keskin (%36.3) ilgesinden alinan orneklerde bulunmustur. Bunu
sirastyla Delice (%25), Kirikkale Merkez (%20.4), Baliseyh (%9.1), Celebi (%4.5),
Sulakyurt (%2.3) ve Bahsili (%2.3) ilgeleri takip etmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ilgelere gore Theileria spp. ydniinden pozitif hayvanlarin orani

Mikroskobik muayene sonuglari cinsiyet yoniinden ele alindiginda Theileria
spp. piroplasmalar1 erkek hayvanlarda tespit edilmezken, disi hayvanlarin
%16.17'sinde pozitiflik tespit edilmistir (Sekil 3.3).

18

16

14

12

10

Yiizde Oran (%)

Disi Erkek

Sekil 3.3. Cinsiyete gore mikroskobik bakida pozitif hayvanlarin oran
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Theileria spp. yoniinden pozitif bulunan hayvanlarin yas¢a en kiigiigii 1
yasinda en biiyiigii ise 18 yasinda olarak belirlenmistir. Etken 4-6 yas grubundaki
hayvanlarda en yiiksek seviyede (%45.5) bulunmustur. Bunu sirasiyla 1-3 yas grubu

(%38.7), 7-9 yas grubu (%11.3) ve 10 yas lizerindeki hayvanlar (%4.5) takip etmistir
(Sekil 3.4).

Yiizde oran (%o)
= = NN W W
(== (== R o

w

"1-3-yas" "4-6yas" "7-9yas" 10vyas ve lzeri

Sekil 3.4. Mikroskobik bakiya gore pozitif 6rneklerin yasa gore dagilimi

Muayene edilen O6rneklerden etkene en yogun melez irklarda (%50), daha
sonra sirasiyla Holstein (%27.3), Montofon (%11.3), Simental (%6.8), Anadolu
Esmeri (%2.2), Yerli Kara (%2.2) irki sigirlarda rastlanmistir. Bozirk, Belgika
Mavisi ve Jersey irklarinda etkene rastlanmamustir. Theileria spp. piroplasmalari en

fazla sirasiyla melez (%50), kiiltiir (%45.5) ve yerli irklarda (%4.5) tespit edilmistir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mikroskobik bakida pozitif 6rneklerin irklara gore dagilima.

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

Theileria tiirlerini ¢ogaltan genel primerler (RLB-F2, RLB-R2 Biotin) kullanilarak
yapilan PCR sonuglari, ilgelere gore Cizelge 3.5'te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. ilgelere gore PCR'da pozitif hayvan sayisi

Tigeler OAHS PCR+ Yaygmhk
(n) (%)
Kirikkale Merkez 37 9 14.5
Baliseyh 38 5 8.1
Bahsih 12 1 1.6
Celebi 15 6 9.7
Delice 34 15 24.2
Karakegili 12 0 0
Keskin 104 22 355
Sulakyurt 27 2 3.2
Yahsihan 15 2 3.2
294 62 21.1

OAHS: Ornek alinan hayvan sayisi

Mikroskobik bakida pozitif bulunan tiim 6rnekler PCR'da da pozitif olarak
saptanmistir. Baligseyh'te 1, Celebi'de 4, Delice'de 4, Keskin'de 6, Sulakyurt'ta 1 ve
Yahgihan'da 2 6rnek mikroskobik bakida negatif olmasina ragmen, PCR'da pozitif

olarak saptanmistir. Buna gore incelenen 294 6rnegin 62 tanesinde (%21.1) pozitiflik
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saptanmigtir. PCR ile en yogun pozitiflik Keskin ilgesinde tespit edilmis olup, bunu
sirastyla Delice, Kirikkale Merkez, Celebi, Baliseyh, Yahsihan, Sulakyurt ve Bahgili
izlemektedir. Karakegili ilgesinden alinan tiim 6rnekler PCR'da negatif bulunmustur.
PCR'da elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez sonrasi goriiniimi Sekil 3.6'da

verilmigtir.

Sekil 3.6. Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

Ta+: T.annulata Pozitif Kontrol, Th+: Theileria buffeli pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol,
T1-T9: incelenen 6rneklerden bazilari

Genel primerler kullanilarak yapilan PCR analizi sonuglari cinsiyet yoniinden
ele alindiginda pozitif hayvanlar arasinda disilerin oran1 %96.8, erkeklerin orani ise

%3.2'dir.

Irklara gére PCR'da Theileria pozitifligi sirasiyla melez wrklarda %51.6, saf
irklarda ise %48.4 olarak tespit edilmistir. Theileria DNA'st en yogun olarak
sirasiyla Melez (%51.6), Holstein (%22.6), Montofon (%12.9), Simental (%8.1),
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Yerli Kara (%3.2), Anadolu Esmeri'nde (%1.6) saptanmistir. Bozirk, Belgika Mavisi

ve Jersey 1rklarinda enfeksiyon saptanmamustir.

Yas'a gorePCR sonuglarinda ise Theileria spp. DNA'st sirasiyla 1-3 yas
grubundaki hayvanlarda en yiiksek seviyede (%46.7) bulunmustur. Bunu sirasiyla 4-
6 yas grubu (%40.3), 7-9 yas grubu (%9.7) ile 10 yas ve iizerindeki hayvanlar (%3.2)
takip etmistir.

3.4. Reverse Line Blotting Sonuclar:

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin RLB testine tabi tutulmasi sonucu alinan 294
ornegin 77 sinde (%26.2) pozitiflik saptanmistir. Pozitif 6rneklerin tiimii T.annulata

olarak belirlenmis olup, T.buffeli/orientalis'e rastlanmamustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. RLB membran goriintiisii. *: T.buffeli/orientalis pozitif kontrol
#:T.annulata pozitif kontrol

RLB pozitiflik oraninin ilgelere gore dagiliminda en yaygin pozitiflik
sirastyla Keskin, Delice, Kirikkale Merkez, Baliseyh, Celebi, Sulakyurt, Bahsili ve
Yahsihan'da belirlenmistir. Keskin il¢esinde 6nemli diizeyde yiiksek (%29.9), Bahsili
ve Yahgihan'da ise onemli diizeyde diisiik (%2.6), Karakegili'de ise saptanmamistir
(p<0.05) (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. RLB ile belirlenen pozitiflik oranlarinin ilgelere gore karsilastirilmasi

T.annulata
n % p
ILCELER Keskin 23/77 29.9 0.00
Delice 20177 26.0
Kirikkale Merkez 1177 14.3
Baliseyh ofr7 11.7
Celebi 7177 9.0
Sulakyurt 377 3.9
Bahgili 2177 2.6
Yahgihan 277 2.6
Karakegili 0/77 0.0

Cinsiyete gore disi hayvanlarin %27.2, erkek hayvanlarin %13.6's1 T.annulata

yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (Cizelge 3.7). Istatistiki olarak cinsiyete gore

dagilimda anlamli fark bulunmamastir (p>0.05).

Cizelge 3.7. RLB sonuglarinin cinsiyete gore dagilimi

RLB
negatif % T.annulata % p
Cinsiyet disi 198 72.8 74 27.2 0.25
erkek 19 86.4 3 13.6

Yasa gore, pozitif hayvanlar arasinda T.annulata en yaygin olarak 1-3 yas, en

diisik olarak 10 yas ve flzerindeki hayvanlarda saptanmistir (Cizelge 3.8).

Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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Cizelge 3.8. RLB sonucu pozitif érneklerin yasa gore dagilimi

RLB
T.annulata
n % p
YAS 1-3 yas aras1 37 48.1 0.92
4-6 yas arast 28 36.4
7-9 yas arasi 10 13.0
10 yas tlizeri 2 2.6

Irk diizeyinde pozitiflik sirasiyla Melez irklar (%45.5), Holstein (%26),
Montofon (%15.5), Simental (%9.1), Yerli Kara (%2.6) ve Anadolu Esmeri'nde
(%1.3) saptanmustir. Jersey, Bozirk ve Belgika Mavisi irklarinda etken DNA'sina
rastlanmamustir. Genel olarak etken kiiltiir irklarinda %50.6, melez wrklarda %45.5 ve

yerli irklarda %3.9 oraninda saptanmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. RLB sonucu pozitif 6rneklerin 1rklara gore dagilimi

T.annulata
n % p
IRKLAR Melez 35/77 455 0.00
Holstein 20/77 26.0
Montofon 12/77 155
Simental 77 9.1
Yerli Kara 2177 2.6
Anadolu Esmeri 177 13
Jersey 077 0.0
Bozirk 077 0.0
Belgika mavisi 0/77 0.0

Mikroskobi ve PCR'da pozitif olarak saptanan tiim drnekler RLB'de de pozitif
saptanmig olup, negatif saptanan mikroskobik bakidaki 33, PCR'daki 15 o6rnek
RLB'de T.annulata yoniinden pozitif olarak belirlenmistir. Mikroskobik bakida %15
piroplasma, PCR ile %21.1 Theileria spp. DNA'st ve RLB ile %26.2 oraninda
T.annulata saptanmustir (Cizelge 3.10). Uc yontem karsilastirildiginda RLB ile
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mikroskobik baki, RLB ile PCR yontemleri arasinda ve PCR ile mikroskobik bak1
arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05). Her ii¢ yontem
karsilastirildiginda etkenin belirlenmesi agisindan RLB'in diger iki yonteme gore

daha duyarl1 bir test oldugu saptanmuistir.

Cizelge 3.10. Mikroskobik baki, PCR ve RLB sonuglarinin karsilastirilmasi

Yontem Negatif Pozitif Toplam
n % n % n
RLB 217 73.8 77 26.2 294
MB* 250 85.0 44 15.0 294
PCR 232 78.9 62 21.1 294

RLB ile MB Karsilastirnldiginda X?= 141.3 ; P= 0.0001
RLB ile PCR karsilastirldiginda X?= 216.6 ; P= 0.0001
PCR ile MB karsilastirildiginda X?=188.1; P=0.0001
*MB:  Mikroskobik baki

Sonuglar ilgeler diizeyinde karsilastirildiginda etkene en yaygin olarak tiim
yontemlerle Keskin ilgesinde rastlanmistir. Yahgsihan ilcesinde hayvanlarda
mikroskobik bakida piroplasma saptanamazken, PCR'da iki hayvanda agaroz jelde
bant vermis ve RLB ile bu iki hayvanda T.annulata tespit edilmistir. Karakecili

ilgesinde ise her ii¢ yontemle de etken saptanmamustir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Mikroskobik baki, PCR ve RLB sonuglarinin ilgelere gore dagilimi

Merkezler OAHS MB+ MB+ PCR + PCR+ RLB+ RLB+
(n) (n) Yayginhk (n) Yaygmmhk Tannulata Yaygmhk
(%) C4) (n) (4)
Kirikkale 37 9 20.4 9 14.5 11 14.3
Merkez
Baligeyh 38 4 9.1 5 8.1 9 11.7
Bahsili 12 1 2.3 1 1.6 2 2.6
Celebi 15 2 45 6 9.7 7 9.0
Delice 34 11 25 15 24.2 20 26.0
Karakegili 12 0 0 0 0 0 0
Keskin 104 16 36.3 22 35.5 23 29.9
Sulakyurt 27 1 2.2 2 3.2 3 3.0
Yahgihan 15 0 0 2 3.2 2 2.6
294 44 15 62 21.1 77 26.2

OAHS: Ornek alinan hayvan sayist MB: Mikroskobik bak1
73



Ornek alinan hayvanlarin iizerinde kene olup olmadigina bakilip, hayvan
sahiplerinin bilgisine basvuruldugunda mikroskobik bakida pozitif saptanan 44
hayvanin 34'liniin (%77.2) tizerinde kene saptanmis olup, 1'inin tizerinde daha 6nce
cok sayida kene oldugu, ancak akarisid miicadelesi ile kenelerden kurtuldugu ifade
edilmistir. RLB'de pozitif saptanan 77 hayvandan 51'inde (%66.2) yogun kene
enfestasyonu saptanmig, 2 hayvanda Onceden ¢ok yogun kene enfestasyonunun
oldugu hayvan sahipleri tarafindan ifade edilmistir. Pozitif saptanan hayvanlarin
bazilarinda kene enfestasyonunun dnceden var oldugu ancak akarisid miicadelesi ile

bunlarin hayvandan uzaklastirildig: bilgisi alinmstur.
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4. TARTISMAVE SONUC

Theileriosis, ¢esitli hayvan tiirlerinde Ixodidae ailesine bagli keneler tarafindan
nakledilen, zorunlu hiicre igi parazitlerden Theileria tiirlerinin sebep oldugu
protozoer bir hastaliktir. Hastalik tropikal ve subtropikal iklim kusaginda yaygin
olarak goriliir ve sigir yetistiriciliginde biiyiikk ekonomik kayiplara neden olur (Neitz

1957).

Giinlimiize kadar theileriosis teshisi, Giemsa ile boyanmis yayma kan frotileri
ve lenf yumrusu biyopsilerinin mikroskobik bakisi ya da etkene karsi konakta gelisen
antikorlarin belirlenmesini hedef alan serolojik yoOntemler ve son zamanlarda
parazitin DNA'sm1 belirleyen molekiiler biyolojik teknikler ile yapilmistir.
Bahsedilen bu tekniklerin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlarinin oldugu

bildirilmektedir (Zarlenga ve Higgins 2001).

Ulkemizde ve diinya'da Theileria tiirlerinin belirlenmesine yonelik olarak
kullanilan mikroskobik bakinin bazi dezavantajlari s6zkonusudur. Bunlardan en
Oonemlisi theileriosis enfeksiyonunu atlatan hayvanlar portér haline gelip, vektor
keneler icin enfeksiyon kaynagi olmakta ve enfekte olmayan hayvanlardan klinik
olarak ayrilamamaktadir. Ayn1 zamanda pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin
portdr hayvan olma ihtimalleri s6z konusu oldugundan yanlis teshise sebebiyet
verebilmektedir. Bunun yaninda bu etkenlerin piroplasma formlarini gormekle tiir
diizeyinde teshis s6z konusu olamamaktadir (Figueroa ve Buennig 1995). Saha
kosullarinda miks enfeksiyonlarda bu durum o6nemli bir sorun olarak karsimiza

¢ikmaktadir (d'Olivieria ve ark. 1995).

Mikroskobik bakinin yaninda kan protozoonlarinin teshisinde kullanilan ve
parazite karsi konak kan dolasimindaki antikorlari belirlemeye c¢alisan serolojik
testler de kesin teshis i¢in yeterli degildir. Bunlarin en 6nemli nedeni farkli Theileria
tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyonlarin olusabilmesidir ki, bu durum serolojik testlerin
duyarliliginin yeterli diizeyde olmamasindan kaynaklanmaktadir (Burridge ve ark.

1974). Bununla birlikte portoér hayvanlarda mikroskobik bakida kanda piroplasmalar
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goriilebilmesine ragmen, antikorlarin tespit edilemedigi de bildirilmektedir (Pipano

1974).

Theileriosis teshisinde hem mikroskobik, hem de serolojik yontemlerle
karsilagilan olumsuzluklar molekiiler c¢alismalar yapilarak ortadan kaldirilmaya
calistlmigtir. PCR kullanilarak &zellikle portor hayvanlarda Theileria tiirlerinin
duyarl bir sekilde teshisi saglanmistir. d'Oliveira ve ark. (1995) parazit DNA'sinin
belirlendigi PCR'im, piroplasmalarin 151k mikroskobunda goriilmesine dayanan
mikroskobik baki ve antikor saptamaya yarayan IFA testi'ne oranla ¢ok daha duyarh
oldugunu ifade etmislerdir. Calismalarinda 92 hayvandan mikroskobik baki ile 20,
IFA ile 36 hayvan pozitif belirlenmisken, PCR'da 68 hayvanin pozitif oldugunu
saptamiglardir. Bu ¢alismada ise 6rnek alinan 294 hayvandan mikroskobik baki ile
44 ornekte (%15) Theileria spp. piroplasmasi saptanirken, genel primerler
kullanilarak yapilan PCR'da 62 hayvanda (%21.1) pozitif bant goriilmiistiir. Diger
caligmalarda belirtildigi gibi PCR'in mikroskobik bakiya gore daha duyarl oldugu bu

calismada da gozlenmistir.

PCR kullanilmasinin da bazi1 dezavantajlart sézkonusudur. PCR tiir
spesifiktir ve bu nedenle herbir tiir i¢in ayr1 ayr1 yapilmasi zaman ve ekonomik kayba
neden olmaktadir. Bu kayiplarin oniine gegilmesi i¢in PCR ve hibridizasyonu bir
arada kullanan RLB metodu gelistirilmistir. Bu metod PCR'a oranla daha duyarh
(Sparagano ve ark. 2000) ve ayni anda birden ¢ok paraziti tespit edilebilmesi
nedeniyle ¢cok avantajlidir (Sparagano ve ark. 2000, Altay ve ark. 2007a). Bu durum
epidemiyolojik caligmalar icin ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Bunun yaninda RLB
metodunda bir defa hazirlanan membran amplifiye edilen iiriinlerin ayrilmasindan
sonra tekrar kullanilabilir. Membrana bagli ayni problar en az 20 defa kullanilabilir
(Gubbels ve ark. 1999, Sparagano ve ark. 2000). Potansiyel olarak her defasinda
maksimum 45 farkli prob ve 45 numune incelenebilmekte ve bu durum molekiiler
tekniklerin maliyetini de azaltarak ekonomik kayip olusumunu engellemektedir
(Sparagano ve ark. 2000). PCR'da Theileria etlkenleri kanda 10 oraninda oldugunda
ancak tespit edilebilirken, RLB de daha diisiik seviyede (10°®) oldugunda dahi
etkenin belirlenecegi ifade edilmistir (Gubbels ve ark. 1999).
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Theileria tiirlerinin sigirlarda belirlenmesi ve yaygmligina iligkin olarak
Tirkiye'de ve diinya da ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve bolgelere gore farkl tiirler ve
bu tiirlerin farkli oranlarda bulundugu tespit edilmistir (d'Oliveira ve ark. 1995,
Martin Sanchez ve ark. 1999, Almeria ve ark. 2002, Sayin ve ark. 2003, Vatansever
ve ark. 2003a, Garcia-Sanmartin ve ark. 2006, Almeria ve ark. 2009). Tiirkiye'de
sigirlarda Theileria tiirleri mikroskobik baki (Goksu 1959, Zeybek ve ark. 1995,
Yaman 1998, inci ve ark. 2008), serolojik yontemler (Cakmak 1990, Nalbantoglu
1998, Sevqili ve ark. 2010) ve molekiiler yontemlerle belirlenmeye c¢aligiimistir
(Aktas ve ark. 2001, inci ve ark. 2002, Vatansever ve Nalbantoglu 2002, Deniz 2003,
Dumanli ve ark. 2005, Deniz ve ark. 2012, Orkun ve ark. 2012). Bu ¢alismalar
sonucunda T.annulata ve T.buffeli/orientalis’in {ilkemizde bulundugu rapor
edilmistir (Deniz 2003, Altay ve ark. 2007a, Deniz ve ark. 2012).

Ulkemizde sigirlarda mikroskobik bakida Theileria spp. piroplasmalar1 %1.8-
60.5 arasinda tespit edilmistir. Aktas ve ark. (2001) Elazig, Malatya ve Tunceli
illerinde piroplasma oranini sirasiyla %7, %5.5 ve %3 olarak tespit etmislerdir.
Dumanli ve ark. (2005) iilkemizin dogusunda 11 farkli ilde %19.7 Theileria spp.,
Sevgili ve ark. (2010) Sanlurfa yoresinde %9.94 oraninda T.annulata saptadiklarini
ifade etmislerdir. Deniz ve ark. (2012) Diyarbakir ydresinde saglikli goriintimlii
sigirlarda Theileria spp. oranimi %5 bulmuslardir. Kaya ve ark. (2006) Antakya
yoresinde %2.33, Nalbantoglu (1998) Cukurova yoresinde Holstein irki sigirlarin
%29.3 iinde T.annulata piroplasmalarina rastladiklarini bildirmislerdir. Dinger ve ark.
(1991) Karadeniz Bolgesi'nde oOrnek alinan 76 sigirdan 26'sinda T.annulata

piroplasmalarina rastlamiglardir.

Bu arastirmanin yapildigi i¢ Anadolu Bélgesi'nde sigirlarda T.annulata %2.3-
60.5 (Goksu 1959, Zeybek ve ark. 1995, Yaman 1998, Inci ve ark. 2002, Vatansever
ve Nalbantoglu 2002, inci ve ark. 2008), Theileria spp., %11.1-29.6 (Saymn ve ark.
2003, Vatansever ve ark. 2003a) oraninda bildirilmistir. Vatansever ve Nalbantoglu
(2002) Ankara'nin Polatl ilgesine ait 4 farkli yerlesim yerinde yaptiklari ¢alismada
%31.3, yine bu yorede Deniz (2003) ise pozitiflik oranin1 %27.57 olarak tespit
etmistir. Inci ve ark. (2008) Kapadokya bélgesinde T.annulata oranin1 %60.5 olarak

belirlemislerdir. Calismalarin bazilarinda T.annulata, bazilarinda ise Theileria spp.
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piroplasmalari olarak ifade edilen oranlarin, Theileria piroplasmalarini tiir diizeyinde
ayirmak miimkiin olmadigindan tek Ornek olarak Theileria spp. seklinde ifade
edilmesi gerektigi tarafimizdan distniilmektedir. Bu ¢alismada Theileria spp.
piroplasmalar1 %15 oraninda saptanmistir. Bu oran c¢alismanin yapildig1 I¢ Anadolu
Bolgesi'ndeki benzer ¢aligmalardaki verilerle uygunluk gostermektedir (Sayin ve ark.
2003, Vatansever ve ark. 2003a). I¢ Anadolu Bélgesi‘'ndeki diger baz1 ¢alismalardan
farklilik gostermesinin sebebi c¢alismalarin yapildig1 alanlarin farkli endemik

ozelliklere sahip bolgeler olmasi ile agiklanabilir.

Bu arastirmadaki mikroskobik baki sonucunun (%15), Inci ve ark.
(2008)'inkinden (%60.5) ¢ok diisiik olmasi bu arastiricilarin 6rnek aldiklar1 bazi
hayvanlarin (%27.61) akut Tropikal theileriosis teshisi konmus hayvanlar olmasi, bu
arastirmada ise Ornek alinan hayvanlarin tamamen rastgele sec¢ilmis ve klinik belirti
gostermeyen hayvanlar olmasidir. Dolayisiyla belirledigimiz oranin yukaridaki

calismaya gore diisiikk olmasi beklenen bir durumdur.

Mikroskobik bakida Karakecili ve Yahsihan ilgelerinde Theileria spp.
piroplasmalarina rastlamamamizin sebebi olarak, bu ilgelerde hayvanciligin
tamamiyla kapali bir sistem halinde olmasi, akarisid miicadelesinin siirekli yapilmasi
ve ozellikle Karakegili ilgesinde disaridan hayvan aliminin s6z konusu olmamasi ve
ornek alinan hayvanlarin genellikle merada kisa bir siire kalip, tekrar ahira alinan

hayvanlar olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi kanisina varilmistir.

Aragtirmada Theileria spp. piroplasmalar1 sadece disi hayvanlarda
rastlanilmis olup, erkeklerde gozlenmemistir. RLB'de ise 3 erkek hayvanda pozitiflik
saptanmigtir. Erkek hayvanlarda etkene rastlanmamasmin sebebi alinan O6rnek
sayisinin digilere oranla az olmasi ve genellikle sadece bir enfeksiyon sezonunu
merada gegirmis olmalarindan kaynaklanabilecegi diislinilmiistiir. Ayrica erkek
hayvanlarin sayisinin az olmasinin sebebi, bu hayvanlarin genellikle meraya
cikarilmayip kapali veya yari kapali besicilik sisteminin yapilmasindan dolay:
planlanan c¢alismaya uygun birey sayisinin az olmasi ve ¢alismanin yapildigi
Kirikkale yoresinde hayvan sahiplerinin erkek hayvanlardan kan alinmasina miisaade

etmemelerinden kaynaklanmustir.
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Son yillarda {ilkemizde molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda sigirlarda
T.annulata ve T.buffeli/orientalis'in varligi tespit edilmistir. Tirkiye'de PCR ile
T.annulata varlig1 ilk defa Aktas ve ark. (2002) tarafindan ortaya konmustur. Bu
calismada T.annulata Elazig ve Malatya illerinden rastgele secilen hayvanlarda
9%30.9 olarak tespit edilmistir. Dumanli ve ark. (2005) Giineydogu Anadolu ve Dogu
Anadolu'daki 11 farkli ilde T.annulata prevalansim %1.4-74.6 oraninda tespit
etmislerdir. Aktas ve ark. (2006) yine PCR yontemini kullanarak Dogu Anadolu
Bolgesi'ndeki bazi illerde %39.8 T.annulata ve %7.14 T.sergenti/buffeli/orientalis
bulundugunu ifade etmislerdir. Diyarbakir'da multipleks PCR kullanilarak %23
T.annulata ve %1 T.annulata ve T.buffeli'den olusan miks enfeksiyon saptanmistir
(Deniz ve ark. 2012). Altay ve ark. (2007a) Erzincan'da RLB ile %15.45 T.annulata,
%9.76 T.buffeli/orientalis, %2.43 oraninda miks enfeksiyon
(T.annulata+T.buffeli/orientalis) tespit etmislerdir.

Ic Anadolu Bolgesi'nde yapilan molekiiler ¢aligmalarda Vatansever ve
Nalbantoglu (2002) Ankaramin Polatli ilgesinde Nested-PCR ile T.annulata
yayginhgmi  %61.2  olarak  belirlemiglerdir.  I¢  Anadolu  Bolgesi'nde
T.buffeli/orientalis varhigi ilk defa Deniz (2003) tarafindan Ankara'da tespit
edilmistir. Bu ¢alismada RLB teknigi kullanilarak T.annulata %32.92, T.buffeli ve
miks enfeksiyon (T.annulata+T.buffeli) %6.58 oraninda saptanmistir. Vatansever ve
ark. (2003) yine bu yorede RLB ile T.annulata'y1 %41.6, T.buffeli/orientalis'i %13.6,
Ica ve ark. (2007a) aym ydntemle Kayseri yoresinde erkenleri sirasiyla %18.1 ve
%0.9 oraninda belirlemislerdir. Orkun ve ark. (2012) Kirsehir yoresinde
T.annulata'y1 %2.32 oraninda saptarlarken, T.buffeli/orientalis tespit etmemislerdir.
Bu ¢alismada RLB'de T.annulata %26.2 oraninda tespit edilirken, T.buffeli/orientalis
tespit edilmemistir. Kirsehir'e benzer bir iklim ve ekolojiye sahip olan Kirikkale'de
de bu etkene rastlanmamasi, bdlgede bu tiiriin ya ¢ok diisiik seviyelerde bulundugunu
ya da bu bolgede bulunmadigimi disiindiirmiistir. Theileria buffeli/orientalis
calismanin yapildig: I¢ Anadolu Bélgesi'nde yukarida bahsedilen ¢aligmalar dikkate
alindiginda T.annulata'ya oranla ¢ok daha diisiik seviyede oldugu goriilmektedir.
Biitiin bu ¢alismalar 1s181nda Tirkiye'de farkli oranlarda olmasina ragmen sigirlarda

Theileria varliginin hemen her bolgede bulundugunu ortaya koymaktadir.
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Calismamizda mikroskobik bakida Theileria spp. piroplasmalart saptanan
orneklerin tiimiinde RLB'de T.annulata saptanmistir. Mikroskobi'de negatif olarak
tespit edilen 33 ornekte de RLB'de T.annulata tespit edilmistir. Mikroskobik bakida
etkene %15 oraninda rastlanirken, RLB'de etken %26.2 oraninda belirlenmistir.
Calismamizda oldugu gibi Ica ve ark. (2007a) Kayseri yoresinde Theileria ve
Babesia yoniinden mikroskobik bakida negatif olarak tespit ettikleri 15 Ornegin
RLB'de pozitif saptadiklarini bildirmislerdir. Garcia-Sanmartin ve ark. (2006)
Theileria ve Babesia tiirlerinin yaygmligini arastirdiklar1 caligmada RLB'de pozitif
saptanan 72 Ornegin mikroskobik bakida negatif belirlendigini, negatif saptanan
etkenlerin ¢ogunun Theileria tiirleri oldugunu ¢ok az bir kismin1 Babesia spp.
oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢aligmada enfeksiyon mikroskobik baki ile sadece
%28.8 saptanirken, RLB'de 2 kat1 kadar (%54) pozitiflik belirlenmistir. Sparagano ve
ark. (2000) italya'da sigirlarda bulunan Theileria ve Babesia tiirlerinin molekiiler
yontemlerle teshisine yonelik c¢alismada PCR'de negatif saptadiklar1 3 hayvanin
RLB'de pozitif saptandigini bildirmislerdir. Dogu Karadeniz Bolgesi'nde Altay ve
ark. (2008a) Babesia ve Theileria tiirlerini mikroskobide %5.4, RLB'de ise %16.19
saptamiglardir. RLB'de pozitif saptanan 43 6rnek mikroskobik bakida negatif olarak
tespit edilmistir. Awadia ve ark. (2006) Sudan'da T.annulata'yr mikroskobik bakida
%16.7, PCR 1ile %48.1 ve RLB ile %65.4 oraninda belirlemislerdir. Sudan'da yapilan
diger bir c¢alismada Salih ve ark. (2007b) Theileria ve Babesia etkenlerini
mikroskobik baki, PCR ve RLB ile sirasiyla %11.5, %49.5 ve %87.5 oranlarinda
saptamiglardir. Bu arastirmada ise bu oranlar sirasiyla %15, %21.1 ve %?26.2'dir.
Goriildugi tizere RLB, mikroskobik baki ve PCR testine oranla kan protozoonlarinin

teshisinde daha duyarlidir.

Bu aragtirmada mikroskobik bakida 44, PCR'da 62 ornek pozitif olarak
belirlenmistir. Mikroskobik bakida negatif saptanan 18 6rnek PCR'da pozitif olarak
tespit edilmistir. ispanya'da d'Olivieria ve ark. (1995) érnek aldiklar1 92 hayvandan
mikroskobik bakida 20, PCR'da ise 68'inin pozitif olarak saptamiglardir. Azizi ve ark.
(2008) 140 ornegin mikroskobik bakida 12'sinde, PCR'da ise 56'sinda T.annulata
pozitifligi belirlemislerdir. Dumanhi ve ark. (2005) Tiirkiye'nin dogusunda
mikroskobik bakida Theileria spp. miktarmi %19.7 olarak tespit ederken, spesifik

primerler kullanarak yaptiklar1 PCR'da %37.8 parazit DNA's1 saptamiglardir. Aktas
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ve ark. (2006) 252 kan Orneginden mikroskobik bakida 41'nde, PCR'da ise 114
Theileria yoniinden pozitiflik saptadiklarini ifade etmislerdir. Calismamiza benzer
olarak yukaridaki caligmalarda da ayni orneklerde PCR'da bulunan pozitiflik,
mikroskobik bakiya oranla daha fazladir. Bu durum kanda ¢ok az sayida etken
bulundugunda mikroskobik bakida etken saptanamazken, parazit DNA'sinin
saptanabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla yapilacak epidemiyolojik calismalarda
etken tasimayan keneler i¢in portdrliik 6devi goren hayvanlarin belirlenebilmesi i¢in
mikroskobik bakidan ziyade molekiiler yontemlerle parazit DNA'sinin aranmasinin

daha yararli olabilecegi kanisina varilmistir.

Zeybek ve ark. (1995) Cankir1 yoresinde mikroskobik baki ile 1 yas alt1 ve 1
yas tzerindeki sigirlar arasinda T.annulata piroplasmalarinin goriilmesi agisindan
fark olup olmadigina bakmigslar ve 0-1 yash sigirlarda %2, 1 yas tizerindeki sigirlarda
%S8.7 oraninda etkene rastlamiglardir. Kapadokya bolgesinde 6rnek alinan hayvanlar
yas olarak 0-1 yasl, 1-2 yasli, >2 yas olmak flizere 3 farkli yas grubunda
degerlendirildiklerinde, ¢alismada mikroskobik bakiya gore sirasiyla %41.5, %66.1,
%65.6, IFAT'a gore ise %53.3, %79.2, %71'lik oranlar belirlenmistir (Inci ve ark.
2008). Kayseri yoresinde RLB ile T.annulata 0-1 yas %13.2, >1-3 yas %21.8 ve > 3
yas %19.7, Theileria buffeli/orientalis ise >3 yas hayvanlarda %2.5 oraninda tespit
edilmistir (ica ve ark. 2007a). Bilgin (2007) Trakya bolgesinde RLB ile T.annulata
oranin1 1-3.5 yash sigirlarda %6.25, 4-5.5 yaslar1 arasinda %4.88, 6-13 yaslar
arasinda %2.86, T.buffeli/orientalis ise sirasiyla %61.48, %34.2 ve %28.57 oraninda
saptamistir. Bu arastirmada alinan tiim ornekler 1 yas ve tlizerindeki hayvanlardan
alinmis olup hayvanlarin en az bir mera sezonunu geriye birakmis olduguna dikkat
edilmistir. Sigirlarin enfekte olabilmeleri i¢in kene ile temas etmesi gerekir.
Sigirlarda bulunan Theileria tiirlerinin vektorliigiinii mera keneleri olarak da ifade
edilen Ixodidae ailesine bagl kene tiirleri yapmaktadir. Bunun yaninda bu etkenlerin
daha ¢ok 1 yas ve lizerindeki hayvanlarda enfeksiyon yapma yetenekleri artmaktadir.
Bu nedenle enfekte olabilecek hayvanlar meraya ¢ikan, 1 yas ve iizeri hayvanlar
olacagindan numuneler bu kategorideki hayvanlardan alinmistir. Yas durumuna gore
ornekler 1-3 yas, 4-6 yas, 7-9 yas ve 10 yas ve lizerindeki hayvanlar olmak {iizere 4
farkli grupta incelenmistir. Calisma sonucunda gruplarda etken mikroskobik bakida

sirastyla %38.7, %45.5, %11.3 ve %4.5, RLB'de ise %48.1, %36.4, %13.0 ve %2.6
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olarak belirlenmistir. Bu arastirmadaki RLB sonuglar1 Trakya (Bilgin 2007) ve
Kayseri bolgesindeki (iga ve ark. 2007a) etkenin yas gruplar1 arasinda dagilimina
parallellik gostermekte olup, etkene en fazla 1-3 yas grubundaki hayvanlarda

rastlanmustir.

Irk diizeyinde karsilastirma yapildiginda mikroskobik bakida Theileria spp.
piroplasmalart orani sirasiyla melez wrklar (%50), kiiltir irklart (%45.5) ve yerli
irklarda (%4.5) tespit edilmistir. RLB'de ise bu oranlar kiiltiir irklarinda %50.6,
melez wrklarda %45.5 ve yerli wrklarda %3.9 olarak belirlenmistir. Goriildiigl iizere
mikroskobik baki ve RLB paralel sonu¢ vermeyip, mikroskobik bakida melez
irklarda daha fazla pozitiflik saptanirken, RLB'de kiiltiir irklarinda daha fazladir.
Bunun nedeni mikroskobik bakida negatif, RLB'de pozitif saptanan 33 Ornegin
cogunun tesadiifi olarak kiiltiir irki hayvanlara ait olmasidir. inci ve ark. (2008)
ornek aldiklart hayvanlari saf irklar ve melez+lokal irklar olarak gruplandirmislar ve
mikroskobik bakida sirasiyla %53.7 ve %71.2 oraninda pozitiflik saptamislardir. Inci

ve ark. (2008) ile bu arastirmanin mikroskobik baki sonuglari uyum igerisindedir.

Silva ve ark. (2010) et¢i irklarda enfeksiyon miktarinin siit¢li irklara oranla
daha yiiksek oldugunu ve bunun sebebi olarak siit sigir1 ciftliklerinde kene ile
miicadelenin daha diizenli yapilmasindan kaynaklaniyor olabilecegini ifade
etmislerdir. Bu ¢alismanin aksine arastirmamizda kiiltiir irklar1 arasinda mikroskobik
baki ve RLB'de Theileria pozitifligine Jersey hari¢ siitcii irklarda (Holstein ve
Montofon), kombine (Simental) ve etci (Belgika Mavisi) irklara oranla daha yiiksek
diizeyde rastlanmistir. Kirikkale yoresinde etgi sigir yetistiriciliginde hayvanlar kisa
bir siire meraya ¢ikmakta ve daha sonra entansif besiye doniilmektedir. Dolayisiyla
bu hayvanlarin kene ile temasi ¢ok az olmakta veya olmamaktadir. Siit¢ii sigir
ciftlikleri ise genellikle mera hayvanciligi yapmakta ve hayvanlar kenelerin aktif
olduklar1 donemde siirekli temas halindedirler. Bu nedenle Theileria etkenlerine
stitcli 1rklarda et¢i veya kombine irklara gore daha fazla rastlanmasi beklenen bir

durumdur.

Tropikal theileriosis endemik bolgelerde 6nemli kayiplara neden olmaktadir.
Kayseri yoresinde klinik Tropikal theileriosis vakalarinin ve bu hastaliga bagh

Olimlerin meydana getirdigi ekonomik kayiplarin arastirildigi ¢alismada endemik
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stabil bolgede ekonomik kayiplarin %7'si morbidite, %93'linlin ise mortaliteden
kaynaklandig1 ifade edilmistir. Klinik enfeksiyon gosteren asili ve asisiz 87 sigir
tizerinde gerceklestirilen bu c¢alismada 34 hayvanin o6ldiigli geri kalanlarin ise
iyilestigi tespit edilmistir. Olen ve iyilesen hayvanlarin olusturdugu ekonomik kaybin
130.000 Amerikan dolarma ($) karsilik geldigi ifade edilmistir (inci ve ark. 2002).
Diger bir ¢calismada Kapadokya'da Tropikal theileriosis'in 2 yil i¢inde neden oldugu
kayiplarin 598.133 $'a mal oldugu belirlenmistir. Bunlar iiretimin azalmasi (%87.26),
diger kayiplar (%9.29) ve kontrol bedeli (%3.45) olarak siralanmistir (Inci ve ark.
2007). Bu galismalardan da anlagilacagi gibi Tropikal theileriosis iilke ekonomisine
onemli zararlar vermektedir. Bu ¢alisma ile Kirikkale bolgesinde ilk kez T.annulata
varlig1 tespit edilmistir. Daha dnce bilimsel olarak desteklenmemis olmasina ragmen
ozellikle Keskin ve Delice ilgelerinde, bolgedeki meslektaslarimiz Klinik belirtilere
gore theileriosise bagli 6liimlerin gerceklestigini ve bazi bolgelerde bu oranin yiliksek
diizeyde oldugunu ifade etmislerdir. Calisma kapsaminda 6zellikle bu iki ilgede
T.annulata diizeyinin diger ilgelere oranla yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma
1s181inda bolgemizde etkenin neden oldugu ekonomik kayiplarin bilimsel olarak

ortaya konmasina yonelik bir caligmanin da yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Bu arastirmada mikroskobik bakida pozitif saptanan 34, RLB'de T.annulata
belirlenen 51 hayvanin iizerinde ¢ok sayida kene oldugu gériilmiistiir. Uzerinde kene
goriiliip pozitif saptanan hayvanlarin yayginligi Keskin ve Delice ilgelerinde dikkati
cekmistir. Karakecili'de ise ornek alinan hayvanlarin hi¢birinde kene goriilmemistir.
Bunun nedeninin Keskin ve Delice il¢esinde kenelerle miicadelenin diizenli olarak
yapilmamasi, hayvanlarin bahar ve yaz aylarinda giiniin biiyiik bir b6liimiinii merada
gecirmeleri, dolayisiyla kene ile temaslarinin daha fazla olmasindan, Karakegili
ilgesinde hayvanciligin kapali bir sistemde yapilmasi ve merada bu hayvanlarin ¢ok
kisa bir siire kalmalarindan dolay1 kene ile temasin az olmasindan kaynaklandig

seklinde distiniilmektedir.

Sonug olarak; bu ¢aligma Kirikkale yoresinde Theileria tiirlerini ve yayilisinin
belirlenmesine yonelik ilk ¢alismadir. Daha once klinik belirtiler dikkate alinarak
bolge Veteriner Hekimleri tarafindan theileriosis teshisi konulup tedavisi yapilmas,

ancak buna neden olan tiiriin hangi tiir oldugu ve yayginligi hakkinda herhangi bir
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bilgi sozkonusu degildir. Kirikkale'de T.annulata varligi ilk defa bu calisma ile
bilimsel olarak ortaya konmustur. Calismada yorede sadece T.annulata'nin

bulundugu, T.buffeli/orientalis'in ise bulunmadig1 ortaya konmustur.

Kirikkale'de hayvanciligin en yogun oldugu Keskin ilgesinde etkenin fazla
miktarda olmasi, bolgede etkene karst as1 uygulamalarin diizenli olarak, kenelerle
miicadelenin daha dikkatli bir sekilde ve kurallara uygun yapilmasi gerektigi

kanisina varilmistir.

Bu arastirmada Kirikkale yoresinde Theileria spp. piroplasmalarina
mikroskobik bakida %15, PCR'da etken DNA'sina %21.1 ve RLB'de T.annulata'ya
%?26.2 oraninda rastlanmistir. Bu ¢alisma ile RLB testinin mikroskobik baki ve PCR
testine oranla Theileria tiirlerinin belirlenmesinde daha duyarli oldugu bir kez daha

kanitlanmastir.

Bu ¢aligmanin iilkemiz sigir theileriosisi epidemiyolojisinin ortaya konmasina

katkida bulunacagi diisiintilmektedir.
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