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ONSOZ

Kan parazitlerinin yol agtig1 theileriosis ve babesiosis, diinyanin tropikal ve
subtropikal bdlgelerinde yaygin olarak goriilen, 6zellikle kiiltiir irki sigirlarda
ciddi saglik problemlerine neden olan 6nemli hastaliklarin basinda gelmektedir.
Tropikal theileriosis etkeni olan Theileria annulata, Hyalomma soyuna bagli 15
kene tiirti tarafindan dogal ya da deneysel olarak nakledilebilmektedir. Babesiosis
etkenlerinden 6zellikle Babesia bovis ve B. bigemina turleri ise Ixodidae ailesine
bagl farkli kene tlrleri tarafindan nakledilmektedir. Tiirkiye nin cografik konumu
ve iklim kusagi dikkate alindiginda iilkemizde sigirlarda bu iki hastalik yaygin
olarak gorulmektedir. Ayn1 zamanda bu hastaliklarin ayni saha sartlar1 altinda
bulunabilmesi ve hatta bir hayvanda ayni anda goriilebilmesi 6nemli bir husustur.
Aydin, izmir, Manisa gibi kiiltiir irklarinin gerek suni tohumlama gerekse canli
hayvan ithalleri ile yetistirilmeye ¢alisildig1 ve tesvik edildigi illerde bu hastaliklar
blylk ekonomik zararlara yol agmaktadir. Ayrica Tiirkiye’de Theileria buffeli
gibi apatojen organizmalarin varligi da patojen etkenlerin teshisini
zorlastirmaktadir. Bu sebeplerle yaygin olarak goriilen bu hastaliklara karsi
gerekli kontrol programlarmin gerektigi sekilde uygulanabilmesi icin dogru
epidemiyolojik  verilere ihtiyag duyulmaktadir. Gercek epidemiyolojik
caligmalarin yapilabilmesi ise tani metotlarinin ne kadar duyarli ve giivenilir
olduguna baghdir.

Keneler tarafindan bulastirilan kan parazitlerinin meydana getirdigi miks
enfeksiyonlara siklikla rastlanilmaktadir. BOoyle durumlarin teshisinde, reverse
line blot hibridizasyon teknigi gibi ayni anda pek g¢ok enfeksiyonun varligini
gosterebilen molekiiler teknikden yararlanilmaktadir. Hem vektor kenede hem de
sigir kan orneklerinde Babesia, Theileria tiirlerinin ve diger kan parazitlerinin
varliginin es zamanlh teshisinde, Reverse Line Blot tekniginin basarisi yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Ayrica bu teknikte hazirlanan bir blot, PCR riini
uzaklastirilarak defalarca kullanilabilmekte bu da testin kullaniminda blylk
avantajlar saglamaktadir.

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Programi (BAP)
tarafindan desteklenen bu calismada, sigir yetistiriciliinde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan Theileria ve Babesia tirlerinin Reverse Line Blot
hibridizasyon teknigi ile Aydin, Izmir ve Manisa illerinde bulunan sigirlarda
saptanmas1 amaglanmistir. Bu amagla Aydi, izmir ve Manisa illerine bagl ¢esitli
odaklardan (Aydin- Merkez, Yenipazar, Cine, Soke; izmir- Tire, Aliaga, Kinik;
Manisa- Alasehir, GOlmarmara,) Haziran 2006 - Eyliil 2008 tarihleri arasinda Dr.
Serkan Bakirci’nin “Bati Anadolu Bolgesi sigirlarinda goriilen kene turleri ve
yayginlig1” isimli doktora ¢alismasi sirasinda toplamis oldugu sigir kan 6rnekleri
(ayda bir kez ayn1 sigirlardan olmak tizere) kullanilarak bolgedeki bu parazitlerin
yogunlugu hakkinda veriler elde edilecektir.

Bu calisma ile Theileria spp. ve Babesia spp. gibi sigirlarda yaygin olarak
gorilen kan parazitlerinin ayirict tanilarini ortaya koymak amaciyla reverse line
blot hibridizasyon teknigi gelistirilmis olup; adi gegen parazitlerin
epidemiyolojisinin ayni anda belirlenmesi olanagini saglayacaktir. Boylece pek
cok parazitin ayr1 ayr1 epidemiyolojik aragtirmalarini yapmak ic¢in harcanilan
zaman ve maddi harcamalar1 azaltarak ekonomiye biiylik katkida bulunulacaktir.
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GIRIS

Sigirlarda Theileria ve Babesia tiirleri kenelerle nakledilen 6zellikle sigir ve kiigiik
ruminantlar1 etkileyen haemoprotozoon parazitlerdir. Ozellikle tropikal ve sicak iklime
sahip lilkelerde yaygin olarak goriilen bu parazitler, hayvan sagliginda ve hayvancilikda
ciddi ekonomik problemlere yol agmaktadir (Altay ve ark 2008). Tiirkiye de bulundugu
cografik konumu itibari ile iklim sartlar1 bakimindan viral, bakteriyel, riketsiyal ve

paraziter hastaliklara acik bir bélgede yer almaktadir.

Tiirkiye’de hayvancilik tarim ekonomisinin 6nemli bir bélimUni kapsamakta olup,
2012 yili itibari ile 13.914.912 sigir varligi bulunmaktadir

(http://www.tuik.gov.tr/VeriBilgi). Fakat hayvan sayisinin fazla olmasina ragmen elde

edilen hayvansal iiriin miktar1 yeterli olmamaktadir. Bu nedenle {ilkemizde kiiltiir irk1 sigir
tiretiminin tesvik edilmesi, yiiksek verimli sigir irklarinin ithali ve bunlarin diisiik verimli
irklarla melezlenmesi c¢aligmalari arttirilmaktadir. Ancak kiiltlir irki sigirlar yerli irklara
gore viral, bakteriyel ve paraziter hastaliklara daha duyarli olmas1 hayvanciligi olumsuz

etkileyen diger sebepler arasinda yer almaktadir.

Tirkiye’de yaygin olarak sigir yetistiriciligini etkileyen en O&nemli protozoer
hastaliklarin basinda theileriosis ve babesiosis gelmektedir. Sigirlarda Theileria annulata,
Theileria parva, Theileria sergenti/buffeli/orientalis, Theileria mutans, Theileria
taurotragi ve Theileria velifera tiirleri enfeksiyon olusturmaktadir. Ancak Tiirkiye’de
T. annulata ve T. buffeli/orientalis tiirleri goriilmektedir (Aktas ve ark 2006, Altay ve ark
2007). Theileria annulata sigirlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip lenfo-

proliferatif seyirli hastaliga neden olurken, Theileria buffeli/orientalis 1limli ve

1


http://www.tuik.gov.tr/VeriBilgi

asemptomatik seyirli bir hastalik tablosu gostermektedir. Sigirlarda babesisosise neden
olan Babesia tirleri ise Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia divergens ve Babesia
major’dur. Babesia tiirleri vektor kenelerinin dagilimi ile orantili olarak genis bir bolgede
dagilim gostermektedir. Tirkiye’de Babesia tdrlerinden B. bigemina, B. bovis,
B. divergens ve B. major tirleri gorilmektedir (Altay ve ark 2008). Ancak tlkemizde
B. bovis ve B. bigemina’dan kaynaklanan ekonomik kayiplar daha fazladir. Tiirkiye nin
bircok bdlgesinde her iki Babesia tlrinun vektorl olan Rhipicephalus annulatus kene tiri
hastalig1 tasimaktadir. Bu nedenle hayvan saghiginda ve yetistiriciliginde g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken iki énemli Babesia tiirii vardir (Altay ve ark 2008, Sevgili ve ark
2010). Ayrica Babesia’nin bazi tiirlerinin B. microti (WA-1, MO-1 suslar1), B. divergens,
B. bovis, B. canis, B. duncani, B. venatorum ve Babesia KO-1 olarak adlandirilan (koyun
Babesia tirlerine benzer) yeni bir tlriin zoonoz oldugu bildirilmistir (Hunfeld ve ark 2008,
Vannier ve Krause 2009, Colwell ve ark 2011). Bu nedenle insan sagligi agisindan da

Babesia tiirlerinin 6nemi goz 6nitinde bulundurulmalidir.

Theileria ve Babesia tiirleri sigirlarda akut hastalik tablosu olusturmaktadir.
Hastalik esnasinda hayvanlarda verim kayiplari olusmakta, hastaligi atlatan hayvanlar
hastalik etkenlerini uzun siire eritrositler icerisinde tasiyarak rezervuar rolii oynamakta ve
vektor kenelerin enfeksiyon kaynagi olmaktadir. Bu nedenle saha sartlarinda hastaliklarin
kontroliinde kullanilacak koruma programlarinin olusturulmasinda hayvanlardaki Theileria

ve Babesia tiirlerinin yayginliginin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Theileria ve Babesia tlrlerinin tespiti amaciyla enfekte hayvanlarin kanindan
hazirlanan frotilerin Giemsa ile boyanmasi sonucu mikroskop altinda incelenmesi
geleneksel bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontem her enfekte hayvan igin
ayr1 ayr1 uygulanmaktadir ve genellikle akut enfeksiyonlarin tespitinde yeterli olmaktadir.
Tastyict hayvanlarin tespitinde ya da paraziteminin ¢ok diisiik oldugu durumlarda yeterli
degildir. Ayrica tespit edilen tiirlerin patojen veya apatojen bir tiir olup olmadig: kesin
olarak ayirt edilememektedir. Serolojik testler epidemiyolojik caligmalarda subklinik
enfeksiyonlarin tanisinda kullanilmaktadir. Bununla beraber kross-reaksiyonlar veya zayif
spesifik immun cevaplardan kaynaklanan yanlis negatif ya da yanlis pozitif sonuglarin
gorilmesi de serolojik testlerin sensivitesi ve spesifitesinin tartisilmasina neden

olmaktadir. Bu nedenle piroplasmlarin tanisinda sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek



metotlara ihtiyag duyulmaktadir. Giiniimiizde oldukca hizli gelisme gosteren molekiiler
testlerden, turlere spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCR’a dayali reverse line
blot hibridizasyon testi (RLB) Theileria ve Babesia tiirlerinin tespitinde siklikla
kullanilmaktadir. RLB hibridizasyon testi etkin ve pratik bir yontemdir. Diisiik parazitemi
seviyelerini bile tespit ederken, spesifik oligoniikleotid problar1 kullanilarak Theileria ve
Babesia tiirlerinin es zamanl tespitine de imkan saglamaktadir (Almeria ve ark 2002,
Dumanli ve ark 2005, Garcia-Sanmartin ve ark 2006, Altay ve ark 2008).

Bu calisma Tiirkiye’de o6zellikle kiiltiir irk1 sigir yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi ve Tiirkiye hayvan varligmin % 7.9’unun bulundugu Aydim, Izmir ve Manisa
illerinde yapilmistir. Sigir yetistiriciliginin 6nemli oldugu ve konumu itibari ile Ege
Bolgesi’nde yer alan bu galisma bolgesi, protozoer hastaliklarin da yogun olarak goriildiigii
bolgelerdir. Bu ¢alisma Aydin, Izmir, Manisa illerinde sigirlarda Theileria ve Babesia
tirlerinin yayginliginin belirlenmesi ve parazitemi oranlarinin tespiti amaciyla RLB

hibridizasyon teknigi kullanilarak yapilmistir.

1. THEILERIA

1.1.Tarihcge

Koch 1897 yilinda sigirlarda “Redwater” hastaligini arastirirken hasta sigirlarin
eritrositlerinde B. bigemina’nin geng formlar1 oldugunu diisiindiigii B. bigemina’dan daha
ufak, comak, oval ve yuvarlak yapili organizmalara rastlamistir. Koch ve Theiler bu
organizmalar1 arasgtirmis ve ‘Koch cisimcikleri’ olarak bilinen plazma cisimciklerini
tanimlamigtir. Theiler bu plazma cisimciklerine Theileria parva admi vermistir Bu
cisimciklerin daha sonra Gonder tarafindan Theileria parva’nin sizogoni donemine ait
oldugu bildirilmistir (Neitz 1957). 1904 yilinda Dschunkowsky ve Luhs ilk kez Kafkasya
sigirlarinda Dogu Sahil Hummasi etkeni Theileria parva’nin eritrosit igerisindeki ¢ubuk
formuna benzerlik gosteren Theileria annulata’y: tespit etmis; fakat eritrosit icindeki halka

formlarinin ¢ogunlukta olmasi nedeniyle Theileria annulata’yr Piroplasma annulatum



olarak adlandirmiglardir. 1907 yilinda Bettencourt, Franca ve Borges Theileria cins adini
Onererek Theileria annulata olarak degistirmislerdir (Neitz 1957, Mimioglu 1985). Sergent
ve arkadaslar1 1924 yilinda Kuzey Afrika’da goriilen hastaligi olusturan organizmanin
farkli bir hastaligin etkeni oldugunu distinerek Theileria dispar adini1 vermislerdir. Ayni
yillarda Tiirkistan’da da bagka bir tiir oldugu disiiniilen parazite Theileria turkestanica
ismi verilmistir (Levine 1985). 1948-1949 yillarinda Dschunkowsky ve Delpy’nin
Onerileriyle bu parazitlerin ayr1 ayri isimlerle ifade edilmesi yerine Theileria annulata

olarak tek isimde toplanmasina karar verilmisdir (Mimioglu 1985).

1.2.Sistematikdeki Yeri

Theileria tiirlerinin sistematikdeki yeri agagida verilmistir (Uilenberg 1981, Levine
1988, Soulsby 1982).

Alem: Animale
Alem alt1: Protozoa
Anac: Apikomplexa
Sinif: Sporozoea
Sinif alt1: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Theileriidae
Soy: Theileria
Tur: T. annulata (Dschunkowsky ve Luhs,
1904)

Sigirlarda  Theileria soyuna ait tiirlerin  siiflandirilmasinda  uzun yillar
piroplasmlarin ve sizontlarin morfolojik yapilari, patojeniteleri, kene tiiriine spesifikligi,
biyolojik karakterleri ve serolojik tanimlamalar1 dikkate alinmistir. Ancak piroplasm
morfolojisinin enfeksiyonun seyri sirasinda degisebilmesi, bazi tiirlerde sizontlarin
tanimlanamamasi, serolojide tiirler arasinda c¢apraz reaksiyonlarin  goriilmesi

smiflandirmada yeterli kriterler olmadiklarini gostermektedir. Son yillarda parazitlerin
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molekiler ve genetik farkliliklar1 {izerine yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya g¢ikan
filogenetik siiflandirmalar Theileria soyunda bulunan tirlerin sistematikdeki yerinin tam
anlamiyla tanimlanmadigini goéstermektedir. Ancak Apikompleksa kokiinde yer alan ¢ogu
tirin genom dizilimlerinin belirlenmesi ve bu konuda ¢esitli genlerin (small subunit
ribosomal RNA ve major piroplasm surface protein) filogenetik analizlerine dayali
calismalar bu koke ait tiirlerin sistematikdeki yeri hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir

(Kawazu ve ark 1999, Gubbels ve ark 2000, Kjemtrup ve ark 2000, Altay ve ark 2004).

1.3.Sigirlarda Onemli Theileria Tirleri

Sigirlarda T. parva, T. annulata, T. sergenti/buffeli/orientalis, T. mutans,
T. taurotragi, T. sinensis tirleri gorilmektedir. Bu tlrler arasinda patojenite, morfoloji,
biyoloji ve genetik yap1 agisindan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Theileria turlerinin
morfolojik olarak heterojen bir yap1 gostermeleri nedeni ile tanimlanmalar1 zordur; fakat
agirlikli olarak goriildiigii karakteristik 6zellikleri Tablo 1.1.’de verilmektedir. T. parva ve
T. annulata en patojen iki tiir olup, sigirlarda lenfoproliferatif karakterde, yiiksek morbidite
ve mortalite ile seyreden hastaliklara neden olmaktadir. Diger Theileria turleri ise daha az
patojen veya apatojen tirler olarak kabul edilmektedir (Seifert 1996, Altay ve ark 2008).
Tirkiye’de sigirlarda T. annulata ve T. buffeli/orientalis tdrleri bulunmakta olup,
bunlardan T. annulata’nin sebep oldugu tropikal theileriosis sigir yetistiriciliginde buyik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Altay ve ark 2007).

1.3.1. Theileria annulata

Theileria annulata, ‘Tropikal theileriosis’, ‘Misir Hummasi’, ‘Akdeniz sahil
hummas1’ veya ‘Tropikal piroplasmosis’ gibi isimlerle bilinen hastaligin etkenidir. Kuzey
Afrika, Giiney Avrupa, Orta Dogu, Hindistan, Cin, Asya’nmin bir boliimii ile Nil
Vadisi’nden Sudan’a kadar uzanan genis bir cografyada goriilmektedir (Soulsby 1982,
Robinson 1982, Levine 1985). Sigir, manda, zebu ve bizonlarda hastaliga neden olur.



T. annulata, Hyalomma soyuna bagli 15 kene tiirii tarafindan dogal ya da deneysel olarak
nakledilmektedir (Samish ve Pipano 1976, Robinson 1982, Dumanli 1987). Hastalig1
nakleden keneler arasinda en onemli olanlar1 ti¢ konakli Hyalomma anatolicum ve iki
konakli Hyalomma detritum (=H. scupence) turleridir (Uilenberg 1981, Robinson 1982,
Soulsby 1982). Hastaligin olduk¢a genis bir cografyaya dagilmasi ve hayvanlarda sik
olarak goriilmesi, ¢evre kosullari ve iklimin hastalig1 nakleden Hyalomma soyuna ait turler
icin  uygun sartlar olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Endemik bolgelerde
enfeksiyonlarin ¢ogu Haziran-Eyliil aylar1 arasinda goriilmesine karsin hastaliga yil boyu
sporadik olarak rastlamak mimkindir (Pipano 1976, Purnell 1978, Flach ve Ouhelli
1992).

Morfolojik olarak T. annulata piroplasm formlarinin % 80°ni yuvarlak ya da oval
sekilde goriilmektedir (Sekil 1.1.). Virgiil, uzun ya da anaplasma benzeri nokta seklindeki
formlar1 da goriilmektedir. Eritrositlerdeki piroplasm enfeksiyon orani % 95’e¢ kadar
ulasabilmektedir. Sizontlarin lenfositleri enfekte etme orani yiiksek olup, sizont gapi
genellikle 8 um’dir (Sekil 1.2.). Enfeksiyonda mortalite % 10- 90 arasinda degismektedir
(Seifert 1996).

1.3.2. Theileria parva

Theileria tirleri arasinda en patojen tiir olan Theileria parva, Giiney Afrika’da Bati
Sahili Hummas1 (ECF; East Cost Fever) adi ile bilinen hastalia neden olmaktadir.
Rhipicephalus appendiculatus (kahverengi kulak kenesi) tarafindan nakledilmektedir.
Yirminci ylizyilin baglarinda Avrupalilarin kolonizasyonu ile birlikte duyarli hayvanlarin
kitaya getirilmesi sonucu Bat1 Afrika’da da genis bir dagilim alan1 bulmustur. Kontrol
altina almamadig1 durumlarda ates, lenfadenopati, pulmoner 6dem ve Olumle seyreden
hastalik, % 90’lara varan mortaliteye ulagabilmektedir (Norval ve ark 1992, Lawrence ve
ark 2006).



Theileria parva’nin East Cost Fever’a (ECF) neden olan T. parva parva, Koridor
hastaligi’na neden olan T. parva lawrencei ve Zimbabwe theileriosisi’ne neden olan
T. parva bovis olmak iizere ii¢ alt tipi bulunmaktadir (Uilenberg ve ark 1982, Brown ve ark
1990, Bazarusanga 2008). Koridor hastaligi, bizonlarda bulunan T. parva tirlerinin keneler
tarafindan nakledilmesi ile olusan ve ECF’ye benzerlik gosteren bir hastalik tablosu
olusturur. Zimbabwe theileriosisi (Donme hastaligi) ise T. parva kokenli enfeksiyonlarin
anormal bir formundan kaynaklanan, enfekte lenfosit hiicrelerinin beyin damarlarinda

¢okeltiler olusturmasi sonucu sekillenen atessiz, sinirsel bir hastaliktir (Lawrence ve ark
2006).

T. parva parva’da T. parva lawrencei’ne nazaran eritrositlerdeki gorilme orani
yaklagik % 50-80 arasinda oldukga yiiksek goriilmektedir. T. parva lawrencei’de ise % 5
gibi ¢ok diisiik oranda piroplasm ile enfekte eritrositlere rastlanir. T. parva parva’da
sizontlarin lenfositleri enfekte etme oranmi yiiksek olup, % 60- % 70’lere ulagsmaktadir.
Sizont cap1 ise 8 um civarindadir (Sekil 1.4.). T. parva lawrencei’de anemi ¢ogunlukla
gorilmemekle birlikte, sizontlarin lenfositleri enfekte etme orami oldukga diisiiktiir.
T. parva parva piroplasm formlarina genellikle uzun yumurta seklinde elipsoidal, T. parva
lawrencei piroplasmlarina ise genellikle yuvarlak ya da oval formlarda rastlanmaktadir

(Sekil 1.3.) (Seifert 1996).

1.3.3. T. sergenti/buffeli/orientalis

Iyi huylu theileriosis etkeni olarak kabul edilen T. sergenti/buffeli/orientalis grubu
parazitlerin patojenitesi ve simiflandirmadaki yerleri konusunda tam olarak bir birlik
saglanamamakla birlikte, non-transformik Theileria tiirleri olarak adlandirilmaktadirlar
(Fujisaki ve ark 1994, Kawazu ve ark 1999, Sugimoto ve Fujisaki 2002). Bu tirlerin
siiflandirilmas:  genellikle cografik orijinlerine dayandirilarak yapilmistir. Izolatlar
arasinda makrosizontlarin olusumu, tipik olmayan piroplasm morfolojisi ve vektor kene
tercihleri gibi  bircok biyolojik  farkliliklar  gbézlenmektedir (Gubbels 2000).
Transformasyon gostermeyen bu tirleri patojen Theileria tirlerinden ayirt eden en 6nemli

Ozellik ise sizontlarinin 16kosit transformasyonu ve 6ldurict lenfoproliferasyon



olusturmamasidir. Dolayis1 ile hastaligin patogenezisinde sizontlarin hi¢ bir rolii yoktur.
Bu nedenle patogenezisinde eritrositlerdeki piroplasm formlar1 etkin rol oynamakta ve
hastaligin belirtisi olarak anemi 6n plana ¢ikmaktadir. Sizontlara sadece gegici bir stre lenf
nodiilleri, dalak ve karacigerde rastlanmaktadir (Mehlhorn 2001, Sugimoto ve Fujisaki

2002).

Non-transformik Theileria tirlerinin makrosizontlari, enfektif sporozoitler
tarafindan konak hiicrelere invazyonu takiben dalak ya da lenf nodiilleri icerisindeki
hiicrelerde sadece gegici olarak bulunmaktadir. In vivo ya da in vitro ¢alismalarda enfekte
hicrelerin proliferasyonu hakkinda kanit bildirilmemistir (Uilenberg ve ark. 1985, Sato
1993). In vivo ¢alismalarda konak hiicre yikimi ile ¢ok sayida merozoitin serbest
kalmasindan once, 4-8 giinliik bir siire¢te devamli biiylimeye maruz kalan sizont dikkati
cekmektedir. Konak hiicre ¢ogalmasi goriilmeksizin, konak hiicre biiyiikliigiinde énemli
bir artis dikkati c¢ekmektedir. Fakat molekiiler seviyede hiicreyi parazitin etkileyip
etkilemedigi ya da enfeksiyona karsi apoptotik cevabi engelleyip engellemedigi

bilinmemektedir (Hayashida ve ark 2012).

Serolojik ve morfolojik kanitlara ve bulasmalarina dair deneyimlere dayanarak bu
parazitlerin bir tiire ait oldugu, gergekte Japonya, Kore ve Rusya’da bulunan T. sergenti
olarak bilinen Theileria turtinin T. orientalis oldugu ileri stirilmektedir. Avusturalya’da
bulunan Theileria tirleri ise T. buffeli olarak adlandirilmaktadir. Major piroplasm yuzey
proteini ve 18S rDNA dizilimleri iizerine yapilan c¢alismalarda Theileria sergenti/
T. buffeli/T. orientalis parazitleri benign Theileria grubu olarak adlandirilmaktadir. Ancak
gunumdiizde T. sergenti adi taksonomik olarak kullanilmamaktadir. Genellikle
T. orientalis/buffeli olarak anilan bu parazitlerin acik taksonomik ayrimlari ¢ok iyi
saptanamamistir. Ancak bu parazitlerin MPSP dizilimlerinin karsilagtirilmasi sonucu 1-8
tip icerisinde sinmiflandirilabilecekleri gosterilmistir. Bununla birlikte MPSP dizilimine
dayanarak Avustralya, Brisbane’da bir benign Theileria turt (T. buffeli, Warwick)

herhangi bir grup igerisinde siniflandirilamamistir (Kamau ve ark 2011).

Theileria orientalis enfeksiyonlari genellikle anemi ve sarilik ile karakterizedir.
Nadiren oliimciil enfeksiyona yol a¢maktadir. Parazit siklikla T. sergenti olarak

adlandirilmaktadir; fakat daha once koyunlarin paraziti olarak da tanimlanan T. sergenti

8



ismi taksonomik olarak gegersiz kabul edilmistir (Kamau ve ark 2011, Hayashida ve ark
2012). T. orientalis’in MPSP (Major piroplasm surface protein) ve p23 proteini parazitin
eritrosit  igerisindeki  piroplasm safhast boyunca yiizeyinden salinan biiylik
immunodominant proteinlerdir. Ayn1 zamanda T. orientalis’in izolatlar1 arasindaki 6nemli
dizilim farklhiliklarin1 gosteren proteinlerdir. Bu nedenle MPSP geninin dizilim analizi
parazitin molekiiler olarak dogrulanmasini saglamaktadir (Kawazu ve ark 1992, Ota ve ark
2009). T. orientalis, ssrRNA ve major piroplasm surface protein (MPSP) gen
dizilimlerindeki farkliliklara dayanilarak iki biiylik genotip icerisinde siniflandirilmaktadir.
Bu iki genotip Chitose tip ve Ikeda tip olarak adlandirilmaktadir (Kubota ve ark 1996). Bu
iki buyik genotip icerisinde belirlenen alt tipleri ile birlikte T. orientalis populasyonu
Diinya ¢apinda simdiye kadar bilinen 8 genotipden olusmaktadir. Bu genotipler Ikeda tip 2
ve 7; Chitose tip 1, 3, 4, 5, 8 ve N3 olarak bildirilmektedir (Zakimi ve ark 2006, Kim ve
ark 2004, Khukhuu ve ark 2011). T. orientalis Ikeda tipi Japonya, Guney Kore, Cin’in
kuzeydogusu ve Avustralya’yr igeren dogu Asya iilkelerinde sinirli bir yerlesim
gostermektedir. Bu Dbolgelerde ¢iftlik hayvanlarinda theileriosisin  siddetli  klinik
semptomlar: ve ciddi tretim kayiplar1 goriilmektedir. Aksine T. orientalis Chitose tipi
Diinya’da yaygin olup, benign enfeksiyon tablosu gostermektedir. Transformasyon
gosteren Theileria tirleri ile karsilastirildiginda T. orientalis’in goreceli olarak 1limli bir
enfeksiyon olusturduguna inanilsa bile, kendi siniflandirmasi igerisinde 6nemli bir patojen
olabilecegi goz oOniinde bulundurulmalidir (Hayashida ve ark 2012). Ayrica yapilan
calismalarda T. orientalis’in bazi suslarinin Dogu Sahil Hummasi’na benzer klinik
semptomlar gosterebildigi bildirilmisdir (Levine 1985). Bununla birlikte T. orientalis’den
kaynaklanan salginlarin da son yillarda Avustralya ve Yeni Zelanda’da bildirilmesi

dikkatleri T. orientalis tizerine ¢gekmistir (Kamau ve ark 2011, Mc Fadden ve ark 2011).

1.3.4. Theileria sinensis

Son yillarda yeni bir benign Theileria tiirii Cin’in Gansu bolgesinde kesfedilmistir.
Theileria sinensis adi verilen bu tiir, Haemaphysalis ginghaiensis tarafindan
nakledilmektedir. Cin’in Gansu bolgesi merkezinde sigir ve yaklarda yaygin olarak
goriildiigii bildirilmektedir (Bai ve ark 2002). Morfolojik olarak T. sergenti’den ayirt
edilemeyen T. sinensis, ilerleyen kronik anemiye sebep olmaktadir. Mortalite, T. sinensis

enfeksiyonunda nadir olarak gortilmektedir (Liu ve ark 2012).



1.3.5. Diger Theileria Turleri

Theileria taurotragi, geyik ve antiloplarin paraziti olmakla birlikte sigirlarda da
enfeksiyona neden olabilmektedir. Genelde T. parva ile beraber Donme Hastaligi’na neden
olan bu tir Rhiphicephalus tiirii keneler tarafindan nakledilmektedir (de VVos ve ark 1981,
Binta ve ark 1998). T. velifera, mandalarda goriilmektedir. Sigirlarda patojeniteye sebep
olmamaktadir. Amblyomma soyuna bagli keneler tarafindan nakledilmektedir (Shah-
Fischer ve Say 1989). Afrika’da gortlen Theileria mutans, Bati Afrika’da ciddi veya
oliimciil enfeksiyonlara neden olmaktadir. Yasam dongiisii diger Theileria tirlerine benzer
ancak parazitin asil proliferasyonu piroplasm doéneminde gergeklesir (Lawrence ve ark
2006).

Cizelge 1.1. Sigirlarda goriilen Theileria turlerinin karakteristik 6zellikleri

Turler T. parva parva T. parva lawrencei | T.annulata T. mutans
Piroplasm formlari % 80 uzun % 55 yuvarlak, oval | % 80 yuvarlak, oval | % 55 yuvarlak,oval
Eritrosit enfestasyon orant % 50-80 siddetli % 5 hafif % 95 siddetli % 10

Sizont ¢ap1 8 um 5um 8 um 8 um

Lenfosit enfestasyon orani %60’dan fazlasi %5 % 90 % 5

Anemi Var Cogunlukla yok Var Hafif anemi
Mortalite % 90-100 % 80 % 10-90 % 1
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Sekil 1.1. T. annulata piroplasm sathasi

(www.commons.wikimedia.org)
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Sekil 1.2. T. annulata lenfosit proliferasyonu

(www.commons.wikimedia.org)
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Sekil 1.3. T. parva piroplasm safhast (www.itg.be)

Sekil 1.4. T. parva lenfosit proliferasyonu (www.itg.be)
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Sekil 1.5. Sigirlarda enfeksiyon olusturan 6nemli Theileria turlerinden T. annulata, T. parva, T. sergenti’nin Diinya’da dagilim1

(www.ilri.org)



1.4.Turkiye’de Theileriosis

Tiirkiye cografik konumu itibari ile Kuzey Yarim Kiire’de, 36° - 42° Kuzey
enlemleri, 26°-45° Dogu boylamlar1 arasinda Asya ve Avrupa kitalarinin kesisme
noktasinda yer alir. Dort mevsimin belirgin olarak yasandigi iliman kusakta olup,
birbirinden farkli iklimsel ve cografik yapiya sahip yedi bolgeye sahiptir. Tiirkiye
bulundugu bu cografik konumu nedeniyle paraziter hastaliklar ve vektdr kenelerin yasam
alan1 agisindan uygun bir bolgede yer almaktadir. Tirkiye’de sigirlarda 6zellikle
T. annulata’nin sebep oldugu tropikal theileriosis sigir yetistiriciliginde biiyiik ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Tropikal theileriosis Tiirkiye’nin biitiin cografik bdlgelerinde
goriilmektedir. Hastalik 6zellikle kenelerin ¢ikis zamanina bagl olarak Mayis ve Eyliil
aylarinda yogun goriilmekte, yaz ortasinda enfekte eriskin kene sayisindaki artigla birlikte
pik yapmaktadir (Saymn ve ark 2003). Theileria tiirlerinden 1liml1 ve asemptomatik seyirli
T. buffeli/orientalis tiirii Tirkiye’de goriilen diger bir Theileria turtdur. Turkiye’de
T. buffeli/orientalis {izerine az sayida calisma yapilmis olmasina ragmen, T. annulata

lizerine yapilan ¢ok sayida epidemiyolojik ¢caligma bulunmaktadir.

Tiirkiye’nin bes farkli bolgesinde T. annulata’nin sero-prevalansini belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢aligmada, en yiiksek prevalans Giineydogu Anadolu Bdlgesi’'nde
% 91.4 oraninda, en diisiik prevalans ise I¢ Anadolu Bolgesi’nde % 29 oraninda tespit
edilmistir. Takiben Karadeniz Bolgesi’nde % 46.8, Ege Bolgesi’nde % 40 ve Marmara
Bolgesi’nde ise % 33.3 prevalans orani tespit edilmistir (Eren ve ark 1995). Mayis 1997 —
Mart 1998 tarihleri arasinda Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde tropikal theileriosise karsi
as1 yapilmamis sigirlarda IFA testi ile T. annulata’nin seroprevalansi arastirilmistir.
Calisma sonucunda sigirlarda T. annulata seropozitifligi Elazig ilinde % 42.8, Malatya
ilinde % 17.1, Tunceli ilinde % 34.8 olarak saptanmistir (Aktas ve ark 2001). Malatya
yoresinde theileriosisin epidemiyolojisini belirlemek (zere yapilan ¢alismada ise meraya
cikan asili siirlarda % 46.15, meraya ¢ikan asisiz sigirlarda % 31.48, meraya ¢ikmayan
asisiz sigirlarda % 12.19 oraninda seropozitiflik belirlenmistir (Aktas ve Cakmak 2001).
Ankara ilinin Polatli ilgesine bagli 4 yerlesim bolgesindeki 147 sigirin serum Orneginin
IFA testi ile incelenmesi sonucu T. annulata’nin yayginligi % 44.9 olarak tespit edilmistir
(Vatansever ve Nalbantoglu, 2002). Eyliil 2000-2002 tarihleri arasinda Dogu ve Glney
Dogu Anadolu Bolgesi’ni kapsayan (Elazig, Malatya, Bing6l, Mus, Van, Erzincan,
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Erzurum, Kars, Adiyaman, Diyarbakir ve Sanlurfa illerine bagh ilge ve koyler) genis bir
alanda yiiriitillen ¢aligmada T. annulata’nin yaygimliginin tespiti amaglanmistir. IFAT ile
en yliksek seropozitiflik % 81.2 orani ile Sanliurfa’da goriliirken; bunu % 64.3, % 63.8,
% 52.14, % 35.9, % 31.6 ve % 22.5 oranlan ile Bing6l, Diyarbakir, Adiyaman, Elaz1g,
Mus, Malatya izlemistir. En diisiik seropozitiflik ise Erzurum (% 2.7), Erzincan (% 10.0)
ve Van’da (%12.6) goriilmiistiir. Kars’ta 125 sigirin higbirinde T. annulata’ya kars1 antikor
tespit edilememistir (Dumanli ve ark. 2002). Ankara ve yoresinde Nisan 1990 — Ocak 1993
yillar1 arasinda T. annulata enfeksiyonu (izerine epidemiyolojik bir ¢alisma yapilmistir. Bu
calismada ti¢ farkli irka ait sigirlardan alinan 6rneklerde % 11.1 oraninda piroplasmosis
prevalanst belirlenitken, % 10.6 oraninda ise seropozitiflik saptanmigtir (Sayin ve ark
2003). Kapadokya bolgesinde tropikal theileriosisin epidemiyolojisi iizerine yapilan
calismada IFA testi ile T. annulata prevalans1 % 67.5 oraninda bulunmustur (inci ve ark
2008). Sanlwurfa ili ve ¢evresinde 191 sigirdan toplanan kan Orneklerinden elde edilen
serumlar IFA testi ile bakilarak, T. annulata % 72.25 ve B. bigemina % 43.97 seropozitif

tespit edilmistir (Sevgili ve ark 2010).

Turkiye’de Theileria tiirlerinin yayginlhiginin molekiiler olarak belirlendigi bir¢ok
calisma mevcuttur. Ankara ilinin Polatlh ilgesine bagli 4 yerlesim bdlgesinde 147 adet sigir
kan Orneginin nested-PCR ile incelenmesi sonucunda Theileria oran1 % 61.2 olarak
bildirilmistir (Vatansever ve Nalbantoglu 2002). Ankara boélgesinde Theileria, Babesia
tdrlerinin RLB teknigi ile es zamanli tanisi ve bu parazitlerin epidemiyolojisi iizerine
aragtirma yapilmistir. Tirkiye’de ilk defa RLB tekniginin kullanildigi bu arastirmada
% 36.6 T. annulata, % 11.8 T. buffeli/orientalis ve % 8.4 miks enfeksiyon tespit edilmistir.
Ayni1 zamanda Tirkiye’de ilk defa T. buffeli/orientalis’in varligi bu g¢alisma ile ortaya
konmustur (Vatansever ve ark 2002). Tiirkiye’nin dogusundaki 11 ilde molekdler
yontemlerden biri olan PCR testi kullanilarak yapilan ¢alismada T. annulata en yaygin
olarak Diyarbakir (% 74.6) ilinde tespit edilmistir. Diger illerdeki T. annulata orani ise
Sanlurfa % 60.3, Elaz1g % 60.2, Bingdl % 61.7, Mus % 58.7, Adiyaman % 43.1, Van
% 27.8°dir. Daha az oranlarda Erzurum, Kars ve Erzincan’da % 1.4-6 olarak tespit
edilmistir (Dumanli ve ark 2005). Dogu Anadolu Bolgesi’nde, 2004 yilinda Haziran ve
Temmuz aylar1 arasinda, klinik olarak saglikli sigirlardan toplanan kan ornekleri PCR
yontemi ile incelenerek, bu sigirlarin Theileria tiirlerini tastyicilik oranmin belirlenmesini

amaglayan c¢alisma yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, sigirlarda T. annulata agisindan
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pozitiflik % 39 oraninda belirlenirken, Theileria buffeli/orientalis tiirii ise % 7 oraninda
tespit edilmistir (Aktas ve ark 2006). Kayseri ve yoresinde kene enfestasyonu gorilen
sigirlarda Theileria ve Babesia tiirlerini tasiyicilik durumu ile enfekte kenelerde gorilen
Theileria ve Babesia tiirlerinin tespitine yonelik bir arastirma yapilmistir. RLB testi
kullanilan aragtirmada % 9.3 oraninda T. annulata ve % 2.3 oraninda T. annulata ve
Babesia bigemina miks enfeksiyonu tespit edilmistir. T. buffeli/orientalis tlrine ise
rastlanmamistir (Ica ve ark 2007). Erzincan yoresinde farkli odaklardan toplanan 123
sigirda T. annulata ve T. buffeli/orientalis tirleri RLB teknigi ile arastirilmis ve 19 sigirda
T. annulata (% 15.45), 12 sigirda T. buffeli/orientalis (% 9.76) tiirii belirlenmistir (Altay ve
ark 2007). Dogu Karadeniz bolgesinde RLB teknigi kullanilarak Theileria ve Babesia
tirlerinin yayilhimi ve varhigt arastirilmistir. Calismada % 1.28 oraninda T. annulata tespit
edilirken; T. buffeli/orientalis % 11.56 ile Dogu Karadeniz bolgesinde yiiksek bir oranda
goriilmistiir (Altay ve ark. 2008). Kirsehir yoresinde 9 farkli bolgeden segilen 172 sigir
kan orneginde multipleks PCR yontemi kullanilarak, T. annulata’nin merozoit yiizey
antijeni (Tams 1) ve T. buffeli/orientalis’in ise major piroplasm yuzey protein (MPSP) gen
bolgeleri amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda 172 kan Orneginin 4’iinde
(% 2.32) T. annulata tespit edilmis; fakat T. buffeli/orientalis tespit edilememistir (Orkun
ve ark 2011). Multipleks PCR yontemi kullanilan bir diger c¢alisma da Diyarbakir
yoresinde saglikli gériiniimlii sigirlar tizerinde yapilmistir. Multipleks PCR ile T. annulata
ve T. buffeli varliginin es zamanli tespiti amaglanan g¢alisma sonucunda 100 sigirdan
23’0Unde T. annulata, 1’inde T. annulata ve T. buffeli miks olarak tespit edilmistir (Deniz
ve ark 2012).

Diinya’da bilinen 30 Hyalomma tiirii bulunmaktadir. Bu soya bagli 15 Hyalomma
tirtiniin dogal ya da deneysel olarak T. annulata’yr naklettigi bildirilmektedir (Robinson
1982, Horak ve ark 2002, Jongejan ve Uilenberg 2004). Bu tiirler arasinda yalnizca 7 tiir;
H. anatolicum, H. excavatum, H. detritum, H. marginatum, H. dromedarii, H. aegyptium,
H. rupifes Tiirkiye’de tespit edilmistir (Aydin ve Bakirci 2007, Bakirct ve ark 2011).
Turkiye’de Hyalomma tiirlerinin belirlenmesi ve bu kene tiirlerinde dogal T. annulata
enfeksiyon oranlar1 iizerine yapilan caligmalarda bdlgelere gore farkliliklar tespit
edilmistir. Tiirkiye’nin dogusunda Hyalomma kenelerinin tespit edilmesi ve ayni zamanda
Theileria’nin prevalansi lizerine yapilan ¢alismada Malatya ve Elazig yoresi igerisinde

bulunan ahir duvarlarindan toplanan kenelerin tamaminin H. anatolicum (% 46.9) tirlne
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ait oldugu belirlenmistir. Sigirlar {izerinden toplanan kene tiirlerinin oranlar1 ise
H. anatolicum (% 63.1), H. excavatum (% 23.8), H. detritum (% 11.7), H. marginatum (%
0.6)’dir. Metilen yesili ve pironin yontemi ile boyanan kene tikrik bezlerinin incelenmesi
sonucu ahir duvarlarindan toplanan H. anatolicum’larin % 46.9’u Theileria pozitif,
sigirlardan toplanan H. anatolicum’larin % 19.1°i Theileria pozitif bulunmustur. Diger
trlerden H. excavatum’un % 2.4°0G, H. detritum’un % 4.6’s1 Theileria pozitif tespit
edilmistir (Aktas ve ark 2004). Malatya yoresinde yapilan bir baska ¢alismada sigirlar ve
barmaklarinda Hyalomma soyuna bagli kene tiirleri ve bu tiirlerde dogal T. annulata
enfeksiyonlart aragtirllmistir.  Sigirlar  {lizerinden toplanan 1633 keneden 990°n1
H. anatolicum (% 60.6), 485’1 H. excavatum (% 29.6), 155’i H. detritum (% 9.4), 3’0
H. marginatum (% 0.1) olarak tespit edilmistir. Bu tiirlerden 720 H. anatolicum, 258
H. excavatum, 87 H. detritum diseke edilmistir. T. annulata enfeksiyon oranlari ise sirasi
ile % 124, % 7.8, % 4.6 olarak saptanmigtir. Hayvan barmaklarinda ise yalnizca
H. anatolicum tiirine rastlanmig olup, diseke edilen 443 H. anatolicum’un % 18.7’sinde
enfeksiyon tespit edilmistir (Aktas ve Dumanli 2001). Tiirkiye’nin dogusunda sigirlar
tizerinden toplanan kene tiirleri incelenmis ve kene tiirleri icerisinde en yogun olarak
H. anatolicum’a (% 32) rastlanmustir. H. excavatum % 25, Rhiphicephalus (=Boophilus)
annulatus % 19, Rhiphicephalus bursa % 15 oraninda goriilmiistiir. Cok az oranda ise
R. sanguineus tiiriine (% 8) rastlanmustir (Aktas ve ark 2006). I¢ Anadolu Bolgesi’nde
Ankara ve yoresinde yapilan ¢alismada sigirlar tizerinden toplanan kenelerin tur tayini
sonucunda H. anatolicum, H. excavatum, H. detritum ve H. marginatum turleri tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmada en ¢ok kene enfestasyonunun yagl sigirlarda goriildiigi,
geng sigirlarda ve buzagilarda ise kene enfestasyonu oraninin oldukca diisiik oldugu
bildirilmistir (Saym ve ark 2003). Mart 1996-Nisan 1999 tarihleri arasinda I¢ Anadolu
Bolgesi’'nde tropikal theileriosisin agilama sonrasi epidemiyolojisi lizerine yapilan
calismada sigirlar lizerinden toplanan Hyalomma soyuna bagli kenelerden H. anatolicum,
H. excavatum’un tukruk bezlerinde T. annulata’nin sporoblastlari tespit edilmistir (Sayin
ve ark 2005). Kayseri ve yoresinde kene enfestasyonu gosteren 300 sigir {izerinden 1160
adet kene toplanmis ve yapilan tiir tayininde kenelerin % 26.37’sinin R. annulatus, %
21.12’sinin H. marginatum, % 18.7’sinin R. turanicus oldugu bildirilmistir. Bu kenelerde
T. annulata enfeksiyon oranm1 % 9.3 olarak bildirilmistir (ia ve ark 2007). Bati Ege
Bolgesi’nde Haziran 2006-Mayis 2008 yillar1 arasinda 9 kdyde yiiriitiilen ¢alismada 443
sigirdan 19.679 eriskin kene toplanmistir. Eriskin kenelerden 13’1 H. rufipes teshis edilmis

ve Bat1 Ege Bolgesi’'nde H. rufipes’in varligr ilk kez ortaya konmustur (Bakirci ve ark
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2011). Fakat Turkiye’de H. rufipes turlerinde Theileria enfeksiyon oranlarini tespit etmek
icin yapilan bir ¢alisma heniliz bulunmamaktadir. Yine Bati Ege Bolgesi’nde sigirlarda
goriilen kene tiirlerinin belirlenmesi amaci ile Aydin, izmir, Manisa illerine baglh ilgelerde
yapilan ¢alismada Hyalomma soyuna bagli H. anatolicum, H. excavatum, H. detritum,
H. marginatum ve H. rupifes tirlerine rastlanmistir. Aydin ve ilgelerinde sigirlarda
H. marginatum (% 47.71) yaygin olarak tespit edilmis ve bunu H. excavatum (% 24.97),
H. detritum (% 17.51) ve H. anatolicum (%1.22) tirleri izlemistir (Bakirc1 ve ark 2012).
Ayni zamanda tropikal theileriosisin vektor kene tiirlerinin de bu bodlgede varliginin
belirlendigi calismada, Dogu bolgelerinde sigirlarda tespit edilen kene tiirlerine nazaran
Ege Bolgesi’nde H. marginatum ve H. excavatum tiirlerinin daha yaygm olarak
goriildiigii; H. anatolicum tiiriiniin ise olduk¢a diisiik oranlarda bulundugu bildirilmistir
(Bakirc1 ve ark 2012). Dogu bolgelerinde ise H. anatolicum turi daha yaygin olarak
goriilmekle birlikte, bu yayginliga bagli olarak H. anatolicum tirlerinde T. annulata
enfeksiyon orani daha yiiksek olmaktadir. Aydin’da hayvanlar iizerinden ve ahir
duvarlarindan toplanan kene tiirlerinde yogun olarak H. detritum’a rastlanmistir (Aysul ve
ark 2008). Aydin’in Cine ilgesindeki 4 farkli ahirdan toplanan kenelerde T. annulata
enfeksiyonu ylizdeleri ise sirast ile % 10, % 15, % 20 ve % 50 bulunmustur. Nazilli
ilcesinde 1 ahirda toplanan kenelerde yapilan incelemede ise % 40 oraninda T. annulata
enfeksiyonu tespit edilmistir (Aysul ve ark. 2008). Bu c¢alismalar 1s181inda Tirkiye’de
varligi bildirilen Hyalomma kene tirleri icerisinde H. anatolicum, H. excavatum,
H. detritum, H. marginatum tdrlerinin tropikal theileriosisin potansiyel tasiyicilari oldugu

anlagilmaktadir.

Tiirkiye’de yapilan bu epidemiyolojik ¢alismalarla bolgelerde theileriosisin varligi
ve yayginliginin ortaya konmasi, enfekte vektdr kene tiirlerinin belirlenerek tiirlerin
mevsimsel aktivitelerine bagli olarak hastalifin cikis aylarmin tespiti ve bdlgelerin
endemik stabilite ve instabilitelerinin ortaya konmasi hastaliga kars1 olusturulacak kontrol
programlarinin gelistirilmesi ve gerceklestirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Ayrica
bolgelerde hastaligin farkli izolatlarinin virulensleri iizerine yapilan caligmalar farkl
izolatlara bagli olarak olusabilecek yeni hastalik ¢ikislarinin Oniline gecilmesi agisindan

onemli bir diger husustur.
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1.5.Theileria Yasam Dongiisii

Theileria, keneler tarafindan nakledilen, zorunlu hiicreigi parazittir. Butin hicre ici
organizmalar gibi konak¢1 hiicreye invazyon Theileria biyolojisinin kritik noktasidir.
Cesitli invazyon sathalar1 (memeli konakg¢ilarinda sporozoit ve merozoit, vektér kenede
zigot ve kinet sathasi) hem omurgalilarda hem de kenedeki spesifik konak hiicrelerinde
yagsamsal ve ¢ogalma acisindan ¢ok iyi adapte olduklarimi gostermektedir (McKeveer ve
Dobbelare 2002).

Theileria, kenede ve memeli konak hiicrelerinde morfolojik olarak farkli gelisim

sathalar1 iceren kompleks bir yagam siklusuna sahiptir (Sekil 1.6.).
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1.5.1. Theileria sporozoitlerinin yapisi

Theileria’nin diger apikompleksan parazitlerle arasindaki ilk fark sporozoit
yapisidir. Genellikle birgok apikompleksan parazitlerin invaziv safhasi, yani sporozoitleri
hareketlidir ve yiiksek polarize hiicrelerdir. Genellikle sporozoitlerin boyutlar1 5-10 um
olup, iyi tanimlanmis bir apikal komplekse sahiptir. Ozellesmis sekresyon organelleri
(rhoptri ve mikronemler) ile i¢ membran kompleksi ve baglantili mikrotiibiilleri igeren
ayrintili bir subpellicular iskelete sahiptir (Shaw 2002). Diger apikompleksan parazitlerin
sporozoitlerinin aksine Theileria sporozoitleri kii¢iik ve kiiresel hiicrelerdir ve c¢aplari
yaklagik 0.75-1.5um’dir. Her bir sporozoit olduk¢a azalmig apikal komplekse sahiptir ve
baz1 cins apikompleksalarin karakteristik 6zelligi olan konoid yapis1 yoktur. Bircok
hareketli apikompleksan sporozoitlerde bulunan kapsamli mikrotiibiil cemberi ve ayrintili
subpellicular ic membran kompleksi Theileria sporozoitlerinde bulunmamaktadir. Ilging
olan kenede hareketli kinet safhasinda bulunan mikronemlerin sporozoit ya da
merozoitlerde mevcut olmamasidir (Shaw 1997). Diger apikompleksanlarda parazitin
apikal ucundan salgilanan proteinleri iceren mikronemler, parazitin hareketliliginde ve
konak hiicreye invazyonunda 6nemlidir (Tomley ve Soldati 2001). Bu sebeple Theileria
sporozoitleri ve merozoitlerinde mikronemlerin yoklugu, hareketsiz olarak gelisen

invazyon sathasi ile baglantilidir (Shaw 2002).

1.5.2. Theileria sporozoitlerinin lenfositlere girisi

Theileria sporozoitleri hareketsizdir. Bu nedenle baslangigta gelisen konak hiicre-
sporozoit etkilesimi sicakliga bagimli olmadan, pasif bir sekilde olusur. Bu ilk etkilesimle
birlikte, konak hiicre ylizeyi ve sporozoit arasinda geri doniisiimsiiz nispeten giiclii bir bag
sekillenmektedir. Theileria sporozoitlerinin hiicreye giris basamaklar1 Sekil 1.7’de
gosterilmistir.  Sporozoitlerin  konak hiicreye girisi herhangi bir oryantasyonda
gerceklesmektedir. Invazyon sirasinda konak hiicre membrani ile sporozoitin apikal ug
noktasinin yakin temasa getirilmesi i¢in, parazitin tekrar oryantasyonuna gerek yoktur

(Shaw ve ark 1991, Bishop ve ark 2009). Muhtemelen Theileria sporozoitlerinin tekrar
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oryante olmamasi sporozoitlerin  hareketsiz olmasindan  kaynaklanmamaktadir.
Theileria’nin  aksine diger apikompleksan parazitlerde konak hiicreye tutunma
gerceklestiginde, apikal ug¢ hiicreye giris icin tekrar oryante olmaktadir. Ornegin
Plasmodium ve Toxoplasma hiicreye tutunur ve konak membrani ile temasta apikal ucunu
getirmek icin, sikica baglanarak ve aktin bagimsiz olarak rhoptri proteinlerini bosaltarak

tekrar oryante olur (Shaw 2003).

Sporozoit konak ylizeyine birkez tutundugunda, sporozoitin girisi parazit ve konak
membranlarin ilerleyen ¢evresel bir fermuar yapisi ile kusursuz bir sekilde gelismektedir.
Bu fermuar yapi, parazitin aktin hiicre iskeletine bagimli degildir. Hareketli baglanti
olusumu ve konak hiicre yilizeyinin Onemli Olglide yeniden modellenmesi
gerekmemektedir. Aktin filamentlerin birikmesi ya da giris yerinde pseudopod olusumu
goriilmemektedir. Sasirtici bir sekilde konak aktin hiicre iskeletinin biitlinligii, sporozoitin
baglanmasi icin gereklidir; fakat sporozoitin igsellestirilmesi konak hiicre iskeletine bagl
degildir (Shaw 1999). Fermuar yapi, ne konak aktin hiicre iskeletinin aktif degisiminin
gerektigi birgok intraselliiler patojenlerin hiicreye girisine ne de profesyonel fagositler

tarafindan gergeklestirilen fagositozise benzemektedir.

Morfolojik kanitlara dayanarak, sporozoit ylizey ortiisii konak hiicre ile etkilesimde
baslica rol oynar ve parazitin igsellestirilmesini kolaylagtirir. Diger apikompleksan
parazitlerde basarili invazyon igin sekretor organellerin bosaltilmasi gereklidir. Bu da
Theileria sporozoitlerinin hiicreye girisinde rhoptri ve mikrosferlerin roliiniin ne oldugu
konusunda sorularin artmasina neden olmaktadir. Theileria sporozoitlerinin hiicreye
isgalinde rhoptri ve mikrosferlerden ¢ok fazla miktarda salgi salinmaz. Konak membrani
sporozoiti ¢evreler ve tamamen igsellestirilmis parazit yalnizca konak orijinli membranla

hiicre igine alinir (Shaw ve ark 1991, Shaw 1997).
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Sekil 1.7. Theileria sporozoitlerinin sigir lenfositlerine giris basamaklar1. (a,b) sporozoitin ilk olarak konak hiicre yiizeyini tanimasi ve
yiizeye baglanmasi, sporozoit ile konak hiicre membrani arasinda devam eden baglanti olusumu (C) sporozoitin yiizey katmaninin kaybu ile birlikte iki yapigan membran
ilerleyen ¢evresel bir fermuar yapisi ile ¢evrelenir ve parazitin konak hiicre igerisine hareketi ger¢eklesir (d) konak hiicre igerisine i¢sellestirilmeye baslanan parazit hala
konak yiizey membrani ile ¢evrili durumdadir (€) konak ve hiicre membranlari, parazit yiizeyindeki yogun materyalin gériilmesi ve rhoptri-mikronemlerin bosaltilmasi

ile es zamanli olarak ayrilmaya baslar (f) konak hiicre membraninin ¢6ziinmesi ile parazit konak hiicre stoplazmast igerisine salinir (g) parazitin ¢evresinde konak hiicre
orjinli mikrotiibiillerin diizenli bir dizilim olusumu g6zlenir (Shaw 2003).
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1.5.3. Sporozoit yiizey katmaninin atilmasi

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda apikompleksan parazitlerin invazyon siirecinde
ortak bir Ozellik parazitin yiizey katmaninin atilmasidir. Parazit ve konak hiicre
membranlarinin fermuar olusumu siireci igerisinde sporozoit ylizey katmaninin (6zellikle
sporozoit yizeyinde Uniform dagilim gosteren p67 major yiizey proteini) bir kismini
kaybeder (Webster 1985). Aslinda proteaz inhibitorleri girisi bloke edebilir. Bu durum
parazit ve/veya konak ylizey molekiillerinin proteolitik silirecinin invazyon sirasinda
gerceklestigini gosterir. Ayni zamanda parazitin basarili bir sekilde hiicreye alinmasinda
O6nemlidir. Diger apikompleksan sporozoitlerde ylzey proteinleri ilk olarak mikronemler
ve rhoptrilerden ayrilir, parazit baglanir ve sonra yiizey kayarak tekrar yerini degistirir.
Sekresyon siresince bu yiizey proteinlerinin bazilar1 ya otoproteolitik pargalanmaya maruz
kalir ya da sekretor organellerden salgilanan proteazlar tarafindan parcalanir. Proteolitik
stireg, ylizey molekiillerinin daha sonraki ayrilmalar1 ve fonksiyonel yiizey molekiillerinin
sekresyonu icin gereklidir (Fawcett ve ark 1984, Shayan ve Ahmed 1997). Bununla birlikte
hareketsiz Theileria sporozoitlerinde yizey proteinlerinin sekresyonu ya da hiicre igine
alinma stirecinde rhoptri ya da mikrosferlerin rolii hakkinda herhangi bir kanit mevcut
degildir. Boylece p67 kalintilarinin ayrilmast ile ilgili proteazlarin kaynagi ve kimligi

bilinmemektedir (Shaw 2003).

1.5.4. Memeli konak lenfositlerinde gelisim

Sporozoitin baglanma siireci ve hiicre i¢ine alinmasi1 37 °C’de 3 dk’dan kisa bir
sire icerisinde gelismektedir. Bu siire¢ muhtemelen pasif olarak gelisen fermuar olusumu
nedeniyle, 15-20 sn’de aktif olarak hiicreye giren Toxoplasma takizoitlerinden ¢ok daha
yavas bir sekilde olusmaktadir. Tiim sporozoitler konak hiicre icerisine yeni alindiginda
tamamen konak hiicre membran1 ile c¢evrelenmektedir. Bununla birlikte Theileria
sporozoitleri bir¢ok apikompleksan parazitlerden farkli olarak konak membranindan
kurtularak, konak sitoplazmasinda serbestge yer alir. Eger sporozoit hiicre girisini takiben

15-30 dk. igerisinde konak hiicre membranindan basarili bir sekilde kurtulamazsa parazit
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olur (Shaw ve ark 1991, Shaw 1997). Theileria’nin biitiin intraselliiler safhalari
(lenfoblastta sizont, intraeritrositik piroplasm, kene bagirsak hiicrelerinde zigot-kinet, kene
tikkrilk bezinde sporoblast) konak sitoplazmasinda serbesttir ve parazitofor vakuol
igerisinde gelismez (Mehlhorn 1984, Shaw 2003). Bununla birlikte Theileria sporozoitleri
ve merozoitlerinin bazi apikompleksanlarda tanimlandigi gibi fiziksel olarak konak
membraninin bozulmasi sonucu konak hiicrelere aktif olarak invazyonun gerceklestigi

hakkinda herhangi bir kanit yoktur.

Konak sitoplazmasi igerisine kagis sporozoit yiizeyini c¢evreleyen konak
membraninin ayrilmasindan 6nce olmaktadir. Bu siire¢ ve takip eden konak membraninin
bozulmast rhoptri ve mikrosferlerden proteinlerin salinmasi ile ayni zamanda
ger¢eklesmektedir. Parazit yiizeyindeki mikrosferlerden salinan proteinler ile konak
mikrotubulleri birleserek sporozoit yiizeyini kusatir. Bu siire¢ Theileria sporozoitlerinde
sekretor organellerin giris siirecinden ¢ok, konak hiicre sitoplazmasi igerisine kagma ve
yerlesmede rol oynadigimi gostermektedir. Fakat rhoptri ve mikrosferlerden protein
salinimin1 kontrol eden mekanizma hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir (Fawcett ve ark

1984, Shaw ve ark 1991).

Theileria sporozoitlerinin, konak hiicreye giris yeri kesin olarak bilinmemektedir.
Fakat sporozoitlerin inokule edildigi yer ya da drene edilen en yakin lenf nodiillerinden
alindig1 diisiiniilmektedir. Kenenin tutundugu bolgede 16kositten zengin yangisal bir
reaksiyon gelismektedir. Bircok sporozoitin bu bolgede konak hiicreye giris yaptigi
muhtemeldir. Sporozoitler enjekte edildigi dakikalar igerisinde en yakin drene edilen lenf

yumrularina ulasabilmektedir (Shaw ve Tilney 1992, Shaw 2003).

Theileria yiiksek konak spesifitesi gostermektedir. Sporozoitleri de aym sekilde
yiiksek konak hiicre spesifitesi gosterir. Yapilan ¢alismalarda T. annulata‘nin makrofaj /
monosit kdkenli MHC smif II pozitif hiicreleri enfekte ettigi gézlenirken, T hiicrelerinde
olusturdugu enfeksiyon oraninin olduk¢a az oldugu tespit edilmistir. T. parva
sporozoitlerinin ise T. annulata’nin aksine T hiicrelerini enfekte ettigi bildirilmistir (Glass
ve ark 1989).
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Sporozoitlerin girisi ayn1 zamanda hem parazitte hem de konak hiicrede bir¢ok
degisikligi de baslatmaktadir. Parazit konak hiicre sitoplazmasina yerlestiginde cok
cekirdekli sizontlara farklilasarak, ayn1 zamanda enfekte hiicrelerdeki klonal biiyiimeye yol
acan konak hiicre transformasyonunu uyarmaktadir. Theileria ve genellikle apikompleksan
parazitlerde DNA replikasyonu ve mitoz boliinme hiicre bdliinmesinden ayri bir sekilde
gerceklestirilebilir. Theileria’nin yasam siklusundaki énemli husus; sizont olusumunda,
piroplasm safhasinda ve kene tiikriik bezinde gelisen sporogoni dénemi siiresince hiicre
icindeki parazit, hiicre boliinmesi olmaksizin birgok kez DNA replikasyonu ve ¢ekirdek
boliinmesine maruz kalmaktadir. Bu bdliinmelerin sonucunda konak hiicre sitoplazmasinda
makrosizont adi verilen ¢ok c¢ekirdekli sinsitiyal yapilar olusmaktadir (Shaw 2003).
Makrosizontlarin ¢ekirdekleri sitoplazma igerisinde daginik sekilde ve her biri porlu
nikleer zar ile cevrili olarak bulunur. Parazit bu dénemde konak hiicresinin bélinlp
cogalmasina sebep olurken, parazitin kendisi de bu donemde bdliinerek ¢ogalmaktadir.
Parazit konak hiicrenin olusturdugu mitotik c¢ikintilara baglanarak konak hiicre ile es
zamanl olarak bdliinerek yeni hiicrelere dagilmaktadir. Ilk olarak enfekte lenf
yumrularinda baglayan ¢ogalma sonrasinda enfekte hiicrelerde kanser hiicrelerine benzer
kontrolsliz metastazik ¢ogalma goriiliir. Bu sekilde parazit kana ve diger doku, organlara

yayilir (Mehlhorn 1984, Shaw 2003).

1.5.5. Theileria merozoitlerinin sig1ir eritrositlerine girisi

Yasam dongiisiiniin devaminda sizontlar farklilasim ve hiicrelesim siirecinden
gecerek tek ¢ekirdekli merozoitleri olusturur. Merozoitlerin sigir eritrositlerine invazyonu
in vivo olarak T. parva’da tanimlanmistir (Shaw ve Tilney 1995). Olgun merozoitlerin
yapist hemen hemen sporozoitlere benzerdir. Her bir merozoit apikal kutbunda rhoptrileri
icerir; fakat membrana bagli sekretor organelleri (mikronem ve yogun graniiler vb.)
icermez. Merozoitlerin eritrositlere invazyonu, sporozoitlerin giris mekanizmasina benzer
bir sekilde herhangi bir oryantasyonda olusmaktadir. Parazit ve eritrosit membranlarinin
ilerleyen kusursuz bir fermuar olusturmasi ile merozoitler eritrosit igerisine alinir. Hiicre
igine yeni alinan merozoit tamamen konak membrani ile gevrilidir. Merozoit hiicre igine

alindiktan sonra, rhoptrilerden salgilanan proteinler aracilifi ile konak hiicre
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membranindan kurtulur. Parazit eritrosit sitoplazmasinda serbest kalir; fakat sporozoitlerin
lenfositlere girisindeki gibi parazitin yiizeyi, konak mikrotubulleri ile iligkili degildir
(Shaw 2003). Yapilan in vitro ¢alismalarda metalloproteaz inhibitorlerinin T. sergenti
merozoitlerinin eritrositlere girisini bloke edebildigi goriilmiistiir (Hagiwara ve ark 1996).
Bu da parazitin girisinde enzimatik siirecin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
merozoit ylizeyinde bulunan siilfat glikokonjugatlar1 nedeni ile, merozoitin baglanmasi ve
girisi heparin kullanilarak bloke edilmistir (Hagiwara ve ark 1997). Merozoitler
eritrositlere girdiginde, farklilasarak piroplasm olarak adlandirilan formlar1 olustururlar.
Piroplasmlar enfeksiyonun alinmasindan itibaren 8-10 giin icerisinde kanda
goriilebilmektedir. Oval, virgiil ya da kiire seklinde goriilebilen piroplasm formlar: yeni
eritrositlere girerek enfeksiyonu siirdiiriirler. Sigirlar parazitin bu formunu uzun yillar

tagtyabilmektedir (Mehlhorn 1984, Pipano ve Shkap 2006).

1.5.6. Kenede gelisim

Kenenin enfeksiyonu, kan emmesi esnasinda piroplasmla enfekte eritrositleri
sindirmesi ile baglamaktadir. T. parva’nin bulasmasinda deneysel analizlerden elde edilen
veriler sonucu, yetiskin kenelerde enfeksiyon seviyesini etkileyen birka¢ faktor tespit
edilmistir. Sigirlardaki piroplasm parazitemisi, nimf donemindeki kenenin beslenme
doygunluguna ulasarak konakdan ayrilmasi énemli faktorlerdendir (Young ve ark 1996).
Enfekte eritrositlerin biiylik ¢ogunlugu kenenin beslenme siiresince hizla yikima
ugramaktadir. Sadece kene doymaya bagladigi donemde alinan eritrositler canl
kalmaktadir. Larva ve nimf donemindeki keneler ¢ok daha kisa siirede beslenmektedir.
Dolayisiyla sindirilen kan hacmi larva ve nimfde, yetiskin kenelerden daha diisiiktiir. Buna
gore alinan enfekte eritrositlerin toplam sayist az olmaktadir. Dolayisiyla bagirsakta
bulunan parazitlerin gelisim ve hayatta kalma oram1 diismektedir. Ayrica bagirsak
epitelinin yapisi, bagirsak lumeni igerisindeki sartlarin kene tiirlerine gore farklilik

gostermesi parazitin gelisimini ve hayatta kalmasini etkilemektedir (Shaw 1997, Shaw
2003).
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Gametosit gelisimi, bagirsak lumeni igerisinde eritrositlerin lize olmasi sirasinda
enfekte eritrositlerdeki parazitlerin serbest kalmasi ile baglamaktadir. Theileria’da serbest
kalan parazitlerin ne kadarmin gametlere farklilastigi ve gametogenezisi kontrol eden
faktorlerin ne oldugu hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir. Isik mikroskobuyla elde edilen
gozlemlerde ray-body (gamet) olarak bilinen yapilarin katildigi gametogenezis safhasi
bitun Theileria tirlerinde benzerdir. Ancak ray-bodylerin bagirsak lumeninde goriilmesi
ile birlikte baslayan gelisim zamani Theileria tiirleri arasinda farklilik géstermektedir
(Shaw ve Young, 1994). Baslangigcta ray-bodylerin gelisimi olduk¢a hizli olmaktadir.
Bagirsak lumeni igerisinde serbest kalan yiiziik yapida (ring-form) parazitlerden farklilasan
makrogamontlardan, 4-5 pm ¢apinda kiiresel makrogametler olugsmaktadir. Yine bagirsak
lumeni igerisinde flagella benzeri ¢ikintilar ve bu cikintilarda sayilar1 dorde varabilen
cekirdekgikler olusan mikrogamontlardan ise mikrogametler olusmaktadir. Sadece elektron
yogunluklari farkli olan makro ve mikrogametlerin birlesmesi sonucu zigot olusmaktadir.
Zigotlar, bagirsak epitel hiicrelerine invaze olur ve burada mayotik bolinmeye maruz
kalarak kinetlere farklilasir. Her bir zigottan tek bir kinet olusur. Cogunlukla kinetler tek
cekirdeklidir. Sadece T. parva’da gekirdek boliinmesi erken basladigi i¢in, hiicre igindeki
kinetler siklikla dort ¢ekirdekli gortlebilmektedir (Mehlhorn ve ark 1994, Shaw 2003).
Kinetler parazitin hareketli sathasi olup, herbir kinet apikal polar ringe sahiptir; fakat
konoid i¢cermemektedir. Diger apikompleksan zoitlere benzer olarak kinetler ¢ok sayida
mikronem icerir. Mikrotubullerle baglantili, i¢ membran kompleksi igeren ayrintili
subpellikular hicre iskeletine sahiptir. Theileria kinetleri yalnizca kenenin bagirsak epitel
hiicrelerinde gelisir ve sonra hemolenfine gecerek tiikriikk bezi hiicrelerine invaze olur.
Kinet tikrik bezine ulastiginda birkag fiziksel bariyerden ge¢mektedir. Bagirsak
hiicresinin bazal membrani ve altinda bulunan bazal lamina; tiikriik bezini ¢cevreleyen bazal
lamina ve sporogoni sathasinin olustugu asinar hiicrenin membran1 bu fiziksel
bariyerlerdir. Kinetin bagirsakdan c¢ikis1 ve tiikriik bezine girisi muhtemelen fiziksel ve
enzimatik siireclerden gegerek olusmaktadir. Kene yeni bir konaga tutunmadan oOnce,
hareketli kinetler tip II ve tip III asini hiicrelerinde farklilagsarak sporoblastlari olusturur.
Sporoblastlarin  olusumuyla birlikte c¢ekirdek bolinmesi baslamaktadir. Cekirdek
boliinmesi sonucunda olusan c¢ok cekirdekli sinsitial yap1 ise tip II ve tip III asini
hiicrelerinde genisleme meydana getirir. Sporogoni safhasi, kenenin yeni bir konaktan kan
emmesi ile baglamaktadir. Tiikriilk bezi asini hiicrelerinde sporoblast asamasinda
beklemekte olan parazitler sporogoni safhasinin baglamasi ile birlikte sporozoitlere aktive

olur. Sporogoni beslenme ile baslar; fakat sporozoitlerin inokulasyonu birkag¢ giin sonra
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baslamaktadir. Sporozoitlerin inokulasyon zamani kenenin nimf veya yetiskin doneminde
olmasma, disi ya da erkek olmasma gore farklilik gostermektedir. Tikriik bezi asinar
kapaginin fiziksel tabiati gereg§i sporozoitler, tiikriik igerisine tek bir piiskiirme seklinde

degil kademeli olarak salinmaktadir (Shaw 2002).

1.6.Klinik Bulgular ve Patogenez

Sigirlarda Theileria tiirleri tarafindan olusturulan enfeksiyonun siddeti, tiirlerin
patojenitesine gore farkliliklar gostermektedir. Bazi tiirler olduk¢a patojen ve yiiksek
mortaliteye sebep olurken, bazi tiirler diisiik patojen, bazilar1 da non-patojendir. Hastaligin
patogenezisi parazitin lenf hiicreleri ile eritrositlerde yaptigi tahribat sonucu ortaya ¢ikar.
Bu tahribatin olugsmasinda T. parva’da sizontlar; T. annulata’da sizont ve piroplasmlar
etkin rol oynar. T. mutans ve bazi non-transformik turlerde (T. sergenti/buffeli/orientalis)
lenf yumrulari, dalak ve karacigerde sizontlarin gegici olarak goriilmesi nedeni ile
sizontlarin daha az, piroplasmlarin daha etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir (Mehlhorn
2001a, Mehlhorn 2001b, Sugimoto ve Fujisaki 2002). Sizontlarla enfekte hiicrelerin
proliferasyonu ve sitokin uretimi de theileriosisin patogenezisinde 6nemli rol oynamaktadir
(Preston ve ark 1993). Parazitin sizogoni doneminde enfekte konak hiicrelerinde meydana
getirdigi klonal ¢cogalmaya bagli olarak lenfatik dolasimla tiim viicuda yayilan enfekte
lenfositlerin metastazik 6zellikleri ve bunlara kars1 gelisen yangisal cevap da patogenezde
etkilidir. Akut durumlarda, sizontlarla enfekte hiicreler enfeksiyonun verildigi taraftaki lenf
yumrularindan hizli bir sekilde diger lenf yumrular1 (mezenterik, mediastinal vb.) ile dalak
ve timusa yayilirlar. Yine akut durumlarda, parazitle enfekte hicreler dokuzuncu giinde
karaciger, bobrek, akciger, abomasum, adrenal ve hipofiz bezlerinde, on ikinci gilinde

beyine ve on dordiincii giinde kalp dokusuna yayilirlar (Forsyth ve ark 1999).

Theileriosisin patogenezisinde oto immun mekanizmalarin da rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (Hooshmand-Rad 1976). Duyarli sigirlarda mortalite orani parazitin

virulensine bagli olarak %40-60 arasinda degistigi bildirilmektedir. Egzotik 1irklar,
Holstayn gibi Avrupa sigirlar1 (Bos taurus) endemik bolgelerdeki yerli irklara gore cok
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daha duyarlidirlar. Oliim genelde klinik bulgularin goriilmesinden sonraki bir-iki hafta
icinde gorillmektedir (Uilenberg 1981, Preston ve ark 1992, Glass ve ark 2005). Olumciil
vakalarda parazitemi oraninin %80’lere ulastigi, %10-15 oranindaki parazitemilerde ise
iyilesmenin gozlendigi belirlenmistir. Genellikle hayvanlarin 4-8 hafta sonra tam olarak
iyilestikleri gorulir. Tam olarak iyilesen hayvanlarin eritrositleri iginde diisiik oranlarda
piroplazmik formlar goriilmekte ve uzun siire bu hayvanlar parazite tasiyicilik

yapmaktadirlar (Sergent 1945, Gill ve ark 1977).

Theileria annulata enfeksiyonu Klinik belirtilere bagl olarak perakut, akut, subakut
ve kronik seyir gosterebilir. Ancak bu klinik belirtilerin siddeti Theileria tirlerinin
virulansina, kene tarafindan verilen sporozoit miktarina, konagin tiirlere kars1 duyarliligina,
ik, yas, gebelik ve laktasyon gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir (Neitz
1957, Barnett 1968, Flach ve ark 1995, Sayin ve ark 1999, 2000). Hastaligin perakut
seyrinde enfeksiyonun alinmasindan sonraki ii¢ ile bes giin igerisinde Oliim goriiliir.
Endemik bolgelerde T. annulata ile enfekte kiiltir irki sigirlarda % 90 6lim orani
goriiliirken, yerli irk sigirlarda % 5 oraninda 6liim goriildigi bildirilmistir (Neitz 1957).
Sigirlarda enfekte kenenin kan emmesini takiben 8-25 glin icinde theileriosisin Klinik
bulgular1 ortaya cikmaktadir. Genelde hastaligin baslangicinda sigirda degisken bir
istahsizlik vardir. Mukoza ve konjunktivalarda hiperemi, daha sonra solgunluk ve petesiyel
kanamalar gdzlenir. Inkubasyon siiresinin sonunda merozoitlerin eritrositleri enfekte
etmesini takip eden bir-iki giin iginde ates 42 °C’lere kadar ulasir. Atesin goriilmesinden
bir-iki glin dnce kenenin kan emdigi taraftaki yiizeysel lenf yumrusunda biiyiime vardir.
Lenfosit ve notrofil sayisindaki azalmaya bagl siddetli 16kopeni ve eritrosit yikimina bagl
olarak belirgin anemi sekillenir. G6z ve burun akintisi, goz kapaklarinda siskinlik, agizda
salya akintisi, rumen hareketlerinin durmasi, nabiz artisi, gevis getirmenin durmasi ve siit
veriminin azalmas1 goriilen diger klinik belirtilerdir (d’Oliveira 1995, Mehlhorn 2004).
Enfekte eritrositlerin hem parazit tarafindan parcalanarak lize olmast hem de enfekte
eritrositlerin dalak ve karacigerde yikimlanmasi sonucu aneminin siddeti giderek
artmaktadir. Ilerleyen anemiye bagli olarak da hayvanlarda solunum giicliigii gelisir
(Hooshmand-Rad 1976, Barnett 1977, Uilenberg 1981). Hastaligin ilk donemlerinde disk1
normaldir; ancak hastaligin ilerleyen donemlerinde diski koyu siyah renkte, yapigkan
kivamda ve katran gorliinimiindedir. Digkida kan ve mukus vardir (Barnett 1977,

Uilenberg 1981, Pipano 1994, Sayin ve ark 2000).
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1.7. Nekropsi Bulgular:

Theileriosise bagli olusan nekropsi bulgularinin ¢ogu lenfatik ve vaskiiler sistemler
ile iliskilidir. Akcigerlerde 6dem, yiizeysel lenf yumrular1 ve derin lenf yumrularinda
hiperplazi, subkutan doku ve ser6z zarlarda petesial kanamalar, karaciger ve ozellikle
dalakta biliylime, karacigerde sarimsi renk olusumu ve bobrek korteksinde gri beyaz
odaklar nekropside goriilen bulgulardir. Abomasum mukozasinda 1,5 cm ¢apinda ortasi
nekrotik, ¢evre kismi hemorajik alanla g¢evrili, sigara yamigima benzeyen iilserler ise
hastalikta nekropsi sonucu goriilen karakteristik bir bulgudur (Gill ve ark 1977, Uilenberg
1981, Soulshy, 1982, Pipano 1994).

1.8. Bagisikhik

Theileria tiirleri ile olusan enfeksiyona karsi olusan immun yanitta parazitin dozu
ve virulensi etkilidir. Duyarli hayvanlarda yiiksek dozdaki sporozoit enfeksiyonu akut ve
oliimciil bir hastalik tablosu olusturmaktadir. Subletal dozlarda sporozoit enfeksiyonunda
iyilesme doneminde hayvanlarda sporozoitler ile olusabilecek olan reenfeksiyonlara karsi
kalic1 ve uzun siiren bir bagisiklik gelismektedir (Preston ve ark 1999). Enfeksiyona
yakalanan hayvanlar parazitin farkli yasam donemlerine ait farkli antijenlerle
kargilasmakta ve bagisikligin olusmasinda hem humoral hem de hiicresel immun sistem
etkili olmaktadir (Tait ve Hall 1990, Boulter ve Hall 1999). Theileria annulata’ya karsi
gelisen koruyucu bagisiklik hem dogal (T-hiicre bagimsiz) hem de kazanilmig (T-htcre
bagimli) immun yanitin birlikte gelismesiyle olugmaktadir, ayn1 zamanda sitotoksik T
hiicreleri, dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri, makrofajlar ve yardimci T hiicreleri de bu yanitta

rol oynamaktadir (Preston ve ark 1999)

Theileria annulata ile olusan dogal enfeksiyonlarda ya da makrosizontlar ile
enfekte hicre kultlrleri veya sporozoitler ile inokulasyonlar: takiben olusan bagisiklikta
hayvanlarda, homolog suslarla olusabilecek reenfeksiyonlara karsi kalici bir bagisiklik

gelismekte, heterolog suslara karsi da iyi bir bagisiklik olusmaktadir (Barnett 1963, Hall
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1988). Hastaliga karst koruyucu bir bagisikligin olusmasinda, Theileria’ya karsi gelisen

kompleks bir immun yanit rol oynamaktadir.

Parazitin farkli donemleri ile konagin immun sistemi arasindaki etkilesme, primer
enfeksiyondan iyilesmede ve ikincil enfeksiyonlara karsi1 direncin gelisiminde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Primer enfeksiyon sonrasi iyilesme siirecinde dogal 6ldiiriicii hiicreler
(NK hiicreler) ve makrofajlarla birlikte sitokinler, nitrik oksit (NO) ve NK hucrelerinin
litik aktiviteleri araciligiyla enfekte hiicrelerin Uzerine etki ederler. Makrofajlarin antijenle
uyarilmis CD4" hiicreleri tarafinda uyarilmasi sonucunda artan NO iiretimi hiicre
icerisindeki sizontlarin dldiirlilmesinde rol oynadigi gibi konake1 hiicrelerin apoptosisine
neden olur. Ayrica NO merozoitlerle enfekte olan mononiikleer hiicrelerin 6limiine de
neden olmaktadir. Sitotoksik CD8" T hiicreleri sizontlarla enfekte hiicreleri lize eder.
Antikorlar merozoitlerin yikimini saglayabildigi gibi eritrositler igerisindeki piroplasmlarin
gelisimini Onler. NO, ya serbest merozoitler ya da eritrosit icinde bulunan piroplasmlar
tizerine etki edebilmektedir. Aktive olmus makrofajlar enfekte olmus olan eritrositleri
fagosite ederek yikimlanmalara neden olmaktadir. Dogal bagisiklik yaniti enfekte
hiicrelerden salgilanan IFN gama ve IL12 tarafindan tetiklenmekte; enfekte hicrelerin
varlig1 devam ettikge makrofaj ve NK hiicrelerince salgilanan sitokinlerin otokrin etkisi ile
muhafaza edilmektedir. Sizontlarla enfekte hiicrelerin antijen sunumu yine ayni hiicreler
tarafindan Oretilen 1L-1 ve IL-12 tarafinda giiglendirilmektedir. Dogal yaniti baslatan
parazitik faktorler ya da CD4" ve CD8" T hiicrelerini uyaran antijenler heniiz tam olarak

bilinmemektedir (Preston ve ark 1999).

Ikincil enfeksiyonlara direngde ise sporozoitlere karsi olusan antikorlar, konakgt
hiicrenin parazit tarafindan invazyonunu engelleyebilmektedir. Fakat énemli olan dogal
bagisiklik yanitmin ne kadar hizli gelistigi ve CD4" bellek T hiicrelerinin ne kadar hizli
devreye girdigidir. CD4" hiicrelerinin uyarilmas1 enfekte olmayan makrofajlarin
aktivitelerinde bir artisa neden olur. CD4" ve CD8" T hiicrelerince iretilen IFN gama
direkt olarak trofozoitlerle enfekte hiicreler iizerinde etkili olmaktadir. Sitotoksik CD8" T
hiicreleriyle NK hiicreleri erken immun yanittan kurtulan parazitlerin ortadan
kaldirilmasina yardim ederken; olusan merozoitler antikorlar ya da aktive olmus
makrofajlar tarafindan yok edilmektedirler (Preston ve Brown 1985, Preston ve Jongejan
1999).
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Parazitin hiicre disi donemlerinden biri olan sporozoitlere karst humoral yanit
olustugu ve bu yamtin 6zellikle nétralizasyon fonksiyonuyla oldugu diisiiniilmektedir
(Boulter ve Hall, 1999). Tekrarlanmis sporozoit enfeksiyonlarina maruz birakilmisg
hayvanlardan elde edilen serumlarmn in vitro ortamda trofozoitlerin makrosizontlara
doniistimiinde azalmalara yol agtif1 gosterilmistir (Preston ve Brown 1985). Ayrica,
tekrarlanmig sporozoit enfeksiyonlarma tabi tutulan hayvanlarda sporozoitlerin konak
hlcresine invazyonunda azaltici etki gozle goriilebilir diizeylerde olusmaktadir (Preston ve
Brown 1985, Williamson ve ark 1989).

Sporozoitlerin konak hiicresine invazyonu ¢ok kisa bir zaman diliminde
gerceklestigi icin korumanin olugmasi i¢in yiiksek oranlarda antikor titresine ihtiyag
duyulmaktadir. Saha sartlarinda olusan dogal enfeksiyonlarda bu titreler ancak tekrarlanan
enfekte kene enfestasyonlari ile sekillenebilmektedir. Hiperimmun sigirlardan elde edilmis
serum Orneklerinin in vitro ortamda sporozoitlerin enfektivitesini nétralize etmesinden yola
cikarak hedef antijenleri belirleyebilmek i¢in ¢alismalar yapilmistir. Purifiye sporozoitlere
kars1 bir seri monoklonal antikor elde edilmis ve bu antikorlardan bazilarmin T. annulata
sporozoitlerinin enfektivitelerini, in vitro ortamda etkili bir sekilde inhibe ettigi

goriilmiistiir (Williamson ve ark 1989).

Theileria trofozoitlerinin, bagisik hayvanlardan elde edilen serumlardaki bazi
etkilere karsi duyarli oldugu sdylenmektedir (Preston ve Brown 1985). Kiltirlerde,
parazitin hicre icine girdikten sonra, T. annulata’ya bagisik olan serum &rnekleri ile
muamele edildiginde, trofozoitler ile enfekte hiicrelerin gizontlara doniisiimii
baskilanmistir. Onceleri bu etkinin antikor kdkenli oldugu ve sporozoitlerin lenfositlere
invazyonu sirasinda lenfosit hiicrelerin yiizeyinde kalan sporozoit antijenlerine karsi
gelistigi distiniilmekteydi, ancak sonraki c¢alismalarda bu etkinin serumda bulunan
sitokinler vasitasiyla olustugu gosterilmistir (Preston ve ark 1992). Theileria annulata ve
Theileria parva trofozoitleri ile enfekte hucreler (izerinde in vitro ortamda rekombinant
sitokinlerin etkisi {lizerine yapilan karsilastirilmali denemelerde tiimor nekrozis faktori
(TNF) - a, interferon (IFN) - a, IFN- v, interleukin (IL)-1 ve IL-6’nin inhibitorik etkileri
oldugu goriilmiistiir (Preston ve ark 1992). Bununla birlikte, bu sitokinlerin hangi yolla
inhibisyona yol actig1 tam anlagilamamis, bunlarin nitrik oksit (NO) {iretimini

indukledikleri distiniilmiistiir (Visser ve ark 1995).
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Theileria annulata enfeksiyonlarinda parazitin ekstraselliiler donemleri olan
sporozoitler ve merozoitlere karst humoral yanit Onemliyken, sizontlar ile enfekte
hiicrelere kars1 da hiicresel yanit onem kazanmaktadir. Theileria annulata’ya karsi gelisen
hiicresel bagisiklik ilk kez Preston ve Brown (1981) tarafindan gdsterilmistir. Bu calisma
da irradiye edilmis T. annulata ile enfekte hiicreler, otolog periferal kan hiicrelerinde
(PBM) immun bir hayvandan alinip alinmadigina bakilmaksizin, iiremeyi indiiklemistir.
Daha sonraki donemlerde Preston ve Brown (1988), baska bir c¢alismada primer
T. annulata enfeksiyonundan kurtulan hayvanlarda iyilesme doneminde, 6liimciil olarak

hastaliga yakalanan hayvanlarda olmayan, sitotoksik hiicreleri tespit etmislerdir.

Theileria annulata ile enfekte olan sigirlarda immun yanitin olusmasinda sitotoksik
T-hiicrelerinin yaninda, sitokinler ve enfekte hiicrelerin aktivasyonuyla olusan sitostatik
makrofajlar rol oynamaktadir (Preston ve Brown 1988, Preston ve ark 1993). Makrosizont
ile enfekte hiicrelerden salinan sitokinler enfekte olmamis makrofajlardan salinan
sitokinlere benzerlik gosterirler. Enfekte dokulardaki sizont ile enfekte hiicreler IFN- a; ve
TNF-a tretirken, in vitro ve ex vivo hiicre kultirlerinde mRNA diizeyinde IL-1a, IL-1p,
IL6, IL10, IL12, TNF-a eksprese edilmekte ve intraselluler olarak TNF-a liretilmektedir.
Bunun yaninda enfekte hiicrelerden salinan matriks metalloproteazlar (MMP9) da
salinmaktadir ki bunun TNF-o’nin olusumu ve aktivasyonu i¢in gerekli oldugu
diistintilmektedir (Preston ve ark 1999). Sitostatik makrofajlar T. annulata’ya karsi gelisen
immunitede 6nemli bir yer tutmaktadir (Preston ve ark 1999, Boulter ve Hall 1999).
Yapilan ¢alismalar, sporozoitlerle veya sizont enfekte hiicrelerle enfekte edilen buzagilarin
periferal kanindan izole edilen makrofajlarin sizont ile enfekte hiicrelere karst giiglii bir
sitostatik etkilerinin oldugunu gostermistir (Preston ve Brown 1988, Preston ve ark 1993).
Enfekte hiicrelerden salinan TNF-a, enfekte olmayan makrofajlarda TNF-o sentezini
uyarmaktadir (Preston ve ark 1993). Aymi zamanda makrofajlar ile lenfositlerden NO
salinimi olugsmaktadir (Visser ve ark 1995). Makrofajlardan NO salinimi, antijen spesifik
yardimc1 CD4" hiicrelerinden tretilen IFN-y ile sitiimile edilmektedir (Campbell ve ark
1997). Theileria annulata’da olusan sitostasisin NO tarafindan yonlendirildigi
dustiniilmektedir ~ (Preston ve ark 1992). NO, makrofajlarin Theileria’ya karsi olan
aktivitelerini arttirmaktadir. Visser ve ark (1995) tarafindan yapilan ¢alismada NO’nun
T. annulata sporozoitlerinin periferal kan mononiikleer hiicrelerine invaze olmasini ve

ayrica trofozoitler ile enfekte hiicrelerin makrosizontlara doniislimiinii engelledigi
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gosterilmistir. Bunlara ek olarak artan NO sentezi in vitro ortamda sizontlar ile enfekte
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe edip, makrosizontlari yok eder ve konak hiicresi
apoptotik bir hal alir ve farklilasmakta olan merozoitleri ihtiva eden hiicreleri oldiiriir
(Richardson ve ark 1998). Eritrositler igindeki piroplasmlarin hiicresel mekanizma ile nasil
kontrol edildigi bilinmemektedir, ancak NO’in merozoitlerin eritrositlere invazyonun

engellenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (Preston ve ark 1999).

Theileria annulata enfeksiyonlarina karsi gelisen dogal immunitede NK
hlcrelerinin 6nemli bir yeri vardir. Theileria annulata enfeksiyonu sirasinda aktive olan
makrofaj ve NK hiicrelerinden salgilanan tiriinler kazanilmis T yardimer tip 1 (Th1) yanitin
artmasina neden olabilir (Preston ve ark 1999). NK hiicreleri, sizont ile enfekte hiicreleri
lize edip, IFN- y’1 salinim yaparlar ve bu IFN- y’da enfekte olmamis makrofajlardan TNF-
a ile NO salinimina sebep olur. NK hiicreleri, sporozoitler ile olusturulan enfeksiyonlarda
iyilesme doneminde goriilmekte ve bu NK hiicreleri, macrosizontlar ile enfekte hiicreler
tarafindan iretilen IFN- vy, IL-12 ve TNF- a sitokinleri tarafindan aktive edilirler. IL12’nin
iiretimi ThO hiicrelerin CD4" ve CD8" hiicreleri olarak gelisimine de neden olmaktadir
(Preston ve ark 1983, Preston ve ark 1999).

1.9.Tropikal Theileriosisde Tani

1.9.1. Klinik Bulgular ve Mikroskobik Tani

Tropikal theileriosisin tanisinda, hastaligin bolgedeki epidemiyolojik durumu,
bolgenin bulundugu iklim kusagi, mevsim ve bolgede bulunan kene populasyonlarinin
bilinmesi destekleyici olmaktadir. Yaz aylarinda sigirlarda goriilen kene enfestasyonlari ile
birlikte 42 °C’ye varan ates, yiizeysel lenf yumrularinin sigkinligi, mukozalarda solgunluk
(anemi), ikterus, goz ve burun akintisi, géz kapaklarinda siskinlik, agizda salya akintist,
rumen hareketlerinin durmasi, istahsizlik, hafif okstiriik, nabiz artisi, gevis getirmenin
durmasi, SOt veriminin azalmasi gibi klinik belirtilerin goriilmesi theileriosisden
stiphelendirmektedir. Klinik bulgularla desteklenen kesin tani, laboratuvar sartlarinda

mikroskop altinda, Giemsa boyama yontemi ile boyanan ince yayma kan frotilerinde, lenf
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ya da karaciger biyopsilerinde piroplasm ya da sizont formlarinin gortilmesi ile konur
(Mimioglu 1969, Soulsby 1982, Pipano 1994, Mehlhorn 2004, d’Oliveira 1995). Lenf
biyopsisinin mikroskobik bakisinda sizontlarin goriilmesi, enfeksiyonun baslangicindan
itibaren kenenin sporozoitleri inokule ettigi en yakin lenf yumrusunda besinci giinde
gerceklesir (Shaw 2003). Ince yayma kan frotilerinde eritrositler icerisinde Theileria’nin
piroplasm formlari atesin yiikselmeye baslamasiyla birlikte enfeksiyonun baglangicindan
itibaren 8-10 giin i¢inde goriliir. Hastaligin baslangic doneminde enfekte eritrositler
igerisindeki piroplasmlar ¢ok az sayida gorllebilir ya da hi¢ goérulmeyebilir. Bu durum
tastyict hayvanlar ile akut enfeksiyon baglangicindaki hayvanlar arasinda ayirim
yapilamamasina neden olabilmektedir. Theileria’nin eritrosit igerisindeki piroplasm
formlar1 genel olarak yuvarlak, c¢omak, oval, hag, virgiil, anaplasmoid sekillerde
gortlebilir. Ancak parazit tiirlerine gére bu morfolojik goriintimleri farklilik
gostermektedir. Ornegin; T. parva’nmn piroplasm formlar1 genelde kicik ve gomak
seklinde iken, T. annulata’nin piroplasm formlar1 genellikle yuvarlak ve oval sekillerde
gortlmektedir. T. buffeli piroplasmlar1 ise ¢omak seklinde, genelde uzun ve eritrositler
igindeki yapilarla c¢izgiler olusturan bir yapida goriilir. Hastalik sirasinda Theileria
tiirlerinin piroplasm formlarimin degiskenlik gostermesi mikroskobik bakida tiir tayininde
yanilgilara sebep olabilmektedir. Hastaliktan iyilesen hayvanlarda piroplasmlar uzun siire
cok diisiik oranlarda dolagimda kalir. Ancak mikroskopta bu piroplasmlarin tespit edilmesi
oldukca zordur (Mimioglu ve ark 1969, Pipano ve ark 1974, Uilenberg 1981, Norval ve ark
1992).

1.9.2. Serolojik Tam

1.9.2.1. Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) ve Enzim Bagimh
Immunosorbent Testi (ELISA)

Theileriosise kars1 kontrol programlarmmin etkili olabilmesi i¢in dogru
epidemiyolojik verilerin elde edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Gergek epidemiyolojik
verilerin elde edilebilmesi ise etkili tan1 metotlarinin varligi ile miimkiin olabilmektedir.

Tan1 metotlariin gelistirilmesi amaciyla Theileria’nin kompleks yagam dongiisii igerisinde
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yer alan omurgali konakdaki farkli gelisim safhalari incelenmistir. Farkli hiicre ve
dokularda gelisen bu asamalar, farkli konak tanima sistemleri ve immun cevap
mekanizmalar1 olusturmaktadir. Theileria’nin sporozoit, sizont, merozoit ve piroplasm
safhalar1 konak hiicre tarafindan taninmaktadir. Fakat yalnizca sporozoit ve merozoitler
ekstraselliiler koruyucu humoral yanittan etkilenmektedir. Sporozoitler enfekte kenelerin
inokulasyon sayisi ile smirli olarak konaga aktarilmakta ve kisa bir siire igerisinde
dolasimda kalmaktadir. Bu nedenle sporozoit asamasinda immun cevabin ve koruyucu
bagisikligin gelisimi neredeyse miimkiin olmamaktadir. Bu da bagisikligin parazitin yasam
dongiisiiniin diger asamalarinda olustugunu diisiindiirmektedir. Sporozoit ve merozoitin
aksine lenfositlerdeki makrosizont ve eritrositlerdeki piroplasm sathalari hiicre icinde
gelismektedir. Dolayisiyla bu safhalara karsi humoral yanitin tespiti ve taninmasi onlarin
antijenleri ile miimkiin olmaktadir. Parazitin gelisim safhalarindaki antijenlerine karsi
humoral yanitin taninmasi ve algilanmasi ise tani testinde kullanilan antijene ve safligina

bagli olarak olugmaktadir (Brown ve ark 1994).

IFA testi simdiye kadar sigirlarda Theileria enfeksiyonlarina karsi olusan
antikorlar1 tespit etmekte basarili bir sekilde kullanilmistir (Burridge ve Kimber 1973).
Ayrica IFA testinin, Giemsa boyama yontemi ile piroplasmlarin mikroskobik olarak tespit
edilmesine oranla ¢ok daha duyarli bir yontem oldugu ¢alismalarda bildirilmistir (Dhar ve
Guatam 1977, Darghouth ve ark 1996). Ancak IFA testinde sonuglarin subjektif olarak
degerlendirilmesi ve Theileria tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyonlarin gézlenmesi test igin
6nemli bir problem teskil etmektedir. Ayrica genis ¢apli epidemiyolojik caligmalarda akict
ve kolay uygulanabilir olmamasi dezavantajlaridir (Kiltz ve ark. 1986, Burridge ve ark.
1974). IFA testine nazaran ELISA’nin pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Standardize
edilebilir, ucuz ve kolay uygulanabilen bir testtir. Sonuglarin objektif olarak
degerlendirilmesi ve ¢ok sayida Ornegin incelenebilmesi nedeniyle epidemiyolojik

aragtirmalarin gereksinimlerini karsilayan bir testtir.

Bugline kadar Theileria annulata’ya karsi gelisen antikorlarin belirlenebilmesi
amaciyla ELISA testleri gelistirilmeye calisilmistir. Bu testlerde saflastirilmis piroplasm ya
da makrosizontlardan direkt olarak hazirlanan antijenler kullanilmistir. Fakat simdiye
kadar, gelistirilen bu testlerin sensivitesi ve spesifitesi tam olarak incelenememistir

(Manuja ve ark 2000). Ayrica parazit ham materyalinden saflagtirilan antijenlerin
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standardizasyonu zor olmakla birlikte parazitin ¢ogaltilabilmesi i¢in deneysel hayvanlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda bu problemler ¢esitli rekombinant parazit antijenlerinin
tespit edilmesi ile agilmaya ¢alisilmistir. Parazitin yasam dongiisii icerisinde ¢esitli doku ve
hiicrelerde gecen, farkli gelisim safhalarina karsi olusan antijenler tespit edilerek,
ELISA’da kullanim alani bulmustur. Simdiye kadar tespit edilen rekombinant antijenler;
sporozoit ylzey antijeni SPAG-1, merozoit rhoptri antijeni Tamr-1, merozoit ve piroplasm
yuzey antijeni Tams-1, TamtHSP70, T. annulata yiizey antijeni TaSP, sizont yiizey antijeni
TaD, sizont proteini TaSE, mitokondriyal HSP70’dir (Williamson 1989, Hall ve ark 1992,
Shiels ve ark 1994, Shiels ve ark 1995, Schnittger ve ark 2000, Schnittger ve ark 2002,
Schneider ve ark 2004, Schneider ve ark 2007). Tams-1’in duyarlilig1 ve 6zgiilligii yapilan
bir ¢alismada iki grafik alici-calisma 6zelligi (TG-ROC) kullanilarak arastirilmistir. TG-
ROC analizi, ELISA i¢in optimal ‘cutoff’ degerini tespit etmek i¢in yapilmistir. TG-ROC
analizinde ELISA’nin dogrulugunu belirleyebilmek ve maksimum duyarlilik, 6zgiilliik
elde edebilmek icin referans olarak IFA testi kullanilmistir. Calisma sonucunda enfeksiyon
sonrasi 3 aya kadar IFA testinin daha duyarli ve spesifik oldugu; 3 aydan sonraki donemde
ise [IFAT’1n yan1 sira ELISA testinin de duyarl ve spesifik oldugu tespit edilmistir. Ayrica
Tams 1 ELISA testinin, tropikal theileriosisin epidemiyolojisinin belirlenmesinde
potansiyel bir test oldugu bildirilmistir (Gubbels 2000). SPAG-1 rekombinant antijeninin
indirekt ELISA’da kullanildigi ¢alismada dogal enfekte hayvanlarda bu antijene karsi
olusan antikor miktarmin tani icin yeterli diizeyde olmadigi goriilmiistiir. Ancak re-
enfeksiyon sonrast ya da tekrar eden kene enfestasyonu sonucu hayvanlarda yeterli
dizeyde antikor olustugu bildirilmistir (Williamson 1994). T. annulata yizey proteini
TaSP geni, sporozoit ve sizont sathalarinda parazit genomu ve transkripsiyonu i¢inde tek
bir kopyasi bulunmaktadir. Muhtemelen 36 kDa molekiiler agirliga sahip TaSP, yaklagik
315 amino asit proteini kodlamaktadir (Bakheit ve ark 2004). Saha sartlarinda sigirlarda
T. annulata enfeksiyonunun tanisinda indirekt TaSP ELISA’nin kullaniglt bir tani testi
oldugu bildirilmistir (Salih ve ark 2005).

Bu tani testlerinin yani sira, daha 6nce enfekte olmus ya da enfekte oldugundan
stiphelenilen hayvanlarin tasiyicilik durumunu belirlemede geleneksel olarak kullanilan iki
farkl1 tan1 yontemi bulunmaktadir. ilk yontemde periferal kan mononiikleer hiicrelerinin
(PBM) izolasyonu ile makrosizontla enfekte hicre kalturlerinin  belirlenmesi

amaglanmaktadir. Doku kiiltiiriinde Theileria makrosizontlar1 ile enfekte 16kositlerin in
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vitro ortamda ¢ogalmasi saglanarak enfeksiyonun varligi belirlenmektedir (Sharma ve
Brown 1981). Xenodiagnoz ad1 verilen ikinci yontem ise duyarli bir hayvanda deneysel
kene enfeksiyonu olusturularak yapilmaktadir. Enfekte oldugu siiphelenilen hayvan
tizerinden beslenen keneler doyup, diistiikten sonra gomlek degistirerek sporozoit
asamasinda tiikrilk bezlerinde paraziti barindirmaktadir. Bu keneler tekrar duyarli bir
hayvan {lzerinde beslendiginde, enfeksiyonu duyarli hayvana nakledip nakletmedigi
belirlenerek tani konmaktadir (Sergent 1945, Brown ve ark 1994). Bu iki yontem zaman
almasi, zahmetli olmast ve duyarliliklarinin olmamasi nedeni ile pratikte

kullanilmamaktadir.

1.9.2.2. Lateral Flow immunukromatografik Test

Lateral flow immunoassay, veteriner, tibbi, gida, tarim, ¢cevre ve endiistriyel alanda
kullanilan 6nemli bir tan1 yontemidir. Malaria (Mills ve ark 1999), cryptosporidiosis (Chan
ve ark. 2000), leishmaniasis (Reithinger ve ark 2002), toxoplasmosis (Huang ve ark.
2004a), coccidiosis (Liao ve ark 2005), babesiosis (Huang ve ark 2004b, Kim ve ark 2007,
Kim ve ark 2008) ve trypanasomiasis (Houghton ve ark. 2009) gibi bircok protozoan
hastaliklarinin serolojik tanisinda immunokromatografik testler gelistirilmistir. GUnimuize
kadar tropikal theileriosisin tanisinda IFAT, indirekt ELISA ve cELISA’nin kullanildigi
cok sayida c¢aligma bildirilmistir (Burridge ve Kimber 1973, Dhar ve Guatam 1977,
Darghouth ve ark 1996, Gubbels ve ark 2000, Bakheit ve ark 2004, Renneker ve ark 2008).
Kompleks bir prosedire sahip IFA testinde, capraz reaksiyon problemlerinin gérilmesinin
yani sira pahali laboratuar ekipmanlar1 ve deneyimli elemana ihtiya¢ duyulmaktadir
(Burridge ve ark 1974). ELISA, laboratuar ortaminda genis ¢apli epidemiyolojik ¢alismalar
icin hem spesifik hem de kullanisl bir testtir (Bakheit ve ark 2004, Renneker ve ark 2008).
Fakat sahada hizli tan1 elde edilmesi agisindan uygun degildir. Son yillarda T. annulata
enfeksiyonlarinin  serolojik tanisinda hizli bir immunokromatografik strip testi
gelistirilmistir. cELISA testi ile T. annulata spesifik antikorlarinin tespitinde
immunodominant antijen olarak gecerliligi kabul edilen TaSP proteinin kullanildigi,
T. annulata- Lateral Flow Device (Ta-LFD) oldukca basit ve kullanish bir testtir
(Renneker ve ark 2008, Renneker ve ark 2009; Abdo ve ark 2010). Diger serolojik testlerle
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karsilastirildiginda hizli sonug alinmasi, deneyimli eleman ve ekipman gerektirmemesi ve
sahada pratik olarak kullanilmasi acgisindan avantajlidir. Ta-LFD ile yapilan bir ¢aligmada
T. annulata ile deneysel enfekte hayvanlarin serumunda tespit edilen antikorlarla diger
bovine patojenler (T. parva, B. bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale ve Trypanasoma
brucei) arasinda ¢apraz reaksiyon gozlenmemistir. Ayni ¢alismada Ta-LFD’nin duyarlilig
ve Ozgiilliigii referans test olarak IFAT ile karsilagtirildiginda % 96.3 ve % 87.5; indirekt
ELISA ile karsilastirildiginda % 98.7 ve % 81.8; competitive ELISA ile karsilastirildiginda
% 100 ve % 47.6 olarak tespit edilmistir (Abdo ve ark 2010).

1.9.3. Molekiiler Tan1

1971 wyillarinda temelleri atilan rekombinant DNA teknolojisinde yasanan
gelismeler, birgok parazit tiiriiniin tanisina onemli bir katki saglamaktadir (Dana ve
Nathans 1971, Caskey 1987, Wilson 1991). Ginimiuzde bu teknoloji ile birlikte parazite
0zgii monoklonal antikorlar, antijeni tanimlayan rekombinant DNA teknikleri, tekrarlayan
DNA bolgeleri, 6zgiil DNA problari, oligoniikleotid problari ve rRNA problari molekiiler
biyolojik yontemler igerisinde kullanilmaktadir (Uilenberg ve ark 1993). Theileria tirlerine
Ozgii tan1 yontemleri gelistirebilmek amaciyla yapilan bir ¢alismada ssuRNA geninin
parazit tiirlerine 6zgii bolgelerine ait spesifik oligoniikleotid problar1 dizayn edilmistir
(Allsopp ve ark 1993). Bu problar araciligiyla alti farkli Theileria tiiriiniin tanisi, hem
direkt olarak parazit ssurRNA gen bdlgesinin tespiti ile hem de parazit ssurRNA gen
bolgesinin ¢ogaltilarak (PCR) hibridizasyonu sonucu ortaya konmustur (Allsopp ve ark
1993). T. annulata Tunus izolatlar1 arasindaki polimorfizmin arastirildigi baska bir
calismada DNA problar1 kullanilarak RFLP yontemi ile kesilen gen bdlgelerinin boy
farkliliklar1 tespit edilmistir (Ben Miled ve ark 1994). Afrika’da yapilan bir ¢alismada
restriksiyon enzimleri ile kesilen T. parva sizontlari ile enfekte lenfosit hicre kilturleri ve
farkli bolgelerden alman izolatlart DNA problar1 araciligiyla incelenmis. Inceleme
sonucunda T. parva’nin farkli alt hiicre klonlar1 ve farkli bolgelerden elde edilen suslari
arasinda antijenik olarak belirgin farkliliklar tespit edilmistir (Bishop ve ark 1994). Son
yillarda populasyon genetigi c¢aligmalarinda, parazit populasyonlarmin genetik

varyasyonlarinin belirlenmesi amaciyla genom {iizerinde tekrarlayan DNA bolgeleri PCR
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ile ¢cogaltilarak suglar arasindaki polimorfizmin karakterizasyonu yapilmaktadir (Weir ve

ark 2007).

Gunumuzde Theileria tiirlerinin molekiiler diizeyde, duyarli ve 06zgiil olarak
teshisinde bir¢ok farkli PCR yontemi kullanilmaktadir (de Kok ve ark 1993, d’Oliveira ve
ark 1995, ilhan ve ark 1998, Gubbels ve ark 1999, Martin-Sanchez ve ark 1999, Sparagano
ve ark 2002). Bu yontemlerde PCR’1n etkinliginin artirilmasi agisindan, segilen genomik
hedef ve primerler degiskenlik gostermektedir. T. annulata’nin PCR ile tanisinda yaygin
olarak kullanilan genomik hedef major merozoit/piroplasm yizey proteini (Tams-1)’dir.
d’Oliveira ve ark tarafindan 1995 yilinda gelistirilen, Tams-1 genini hedefleyen
N516/N517 primerleri, T. annulata enfeksiyonlariin PCR’a dayali degerlendirilmesinde
oldukca genis bir kullanim alan1 bulmustur (d’Oliveira ve ark 1997, Leemans ve ark 1999,
Martin-Sanchez ve ark 1999, Kirvar ve ark 2000, Almeria ve ark 2001, Sparagano ve ark
2002, Dumanli ve ark 2005, Aktas ve ark 2006, Altay ve ark 2008, Durrani ve Kamal
2008, Bilgic ve ark 2010, Mahmmod ve ark 2010, Shahnawaz ve ark 2011). 30 kDa major
merozoit yuzey proteini (Tams-1)’nin duyarliligt N516/N517 primerleri ile 2-3 parazit/pl
kan, Tamsl1l-T3/Tamsl-T5 ve TamslF/TspmslR primerleri ile 1 parazit/ul kan olarak
belirlenmistir (d’Oliveira ve ark 1995, Kirvar ve ark 2000). Farkli ¢aligmalarda PCR
teknigi ile Theileria tiirlerinin tanisinda 18S ssu rRNA geni (de Kok ve ark 1993, ilhan ve
ark 1998, Gubbels ve ark 1999, Georges 2001, Sibeko ve ark 2008, Papli ve ark 2011, Ros-
Garcia ve ark 2012), 1s1 sok proteini HSP70 (Shayan ve ark 1998, Shayan ve Rahbari
2005), beta tubulin geni (Caccio ve ark 2000) ve sitokrom b geni (Criado ve ark 2006,
Huseyin ve ark 2010) genomik hedef olarak kullanilmstir.

Tasiyict hayvanlarda Theileria ve Babesia enfeksiyonlariin tanisinda etkili oldugu
kanitlanmis molekiiler tan1 testlerinden biri olan reverse line blot hibridizasyon testi (RLB)
ile ayn1 anda birden fazla parazit tiirii tespit edilebilmektedir (Gubbels ve ark 1999). Bu
yontemle Theileria ve Babesia turlerinin 18S ssu rRNA geninde ortak bulunan bélgelerine
baglanan primerler aracilifiyla bu tiirler arasinda farklilik gosteren V4 degisken bolgesi
PCR teknigi ile cogaltilmaktadir. Cogaltilan bu orneklerle tiire spesifik V4 degisken
bolgesine spesifik oligoniikleotid problarin baglandigi membran iizerinde meydana gelen
hibridizasyon sonucu tiir tayini duyarli olarak yapilmaktadir (Gubbels ve ark 1999,
Georges ve ark. 2001). T. annulata’nin tanisi amaciyla RLB-F2/RLB-R2 primerleri

41



kullanilarak yapilan RLB testinde 18S ssSuRNA geninin duyarlilig: 3 parazit/pl kan olarak
bildirilmistir (Gubbels ve ark 1999).

Son yillarda DNA’nin izotermal sartlar altinda yiiksek spesifite, yiksek etkinlik ve
hiz ile amplifiye edildigi yeni bir yontem olan LAMP (Loop-mediated izotermal
amplifikasyon) teknigi gelistirilmistir (Notomi ve ark 2000, Nagamine ve ark 2002).
LAMP teknigi ile bir saatten daha kisa bir sirede ¢ok az bir DNA kopyasindan 10°
kopyaya kadar DNA c¢ogaltilabilmektedir. DNA ekstraksiyonu gerektirmeden,
denaturasyon olusturmayan bir sicaklikta, sadece bir damla kan emdirilmis filtre kagidi ile
reaksiyon baglatilmaktadir (Nagamine ve ark 2001). LAMP’in analitik duyarlilig,
T. annulata ile enfekte hiicre kiiltiirlerinden izole edilen genomik DNA’nin 10 kat seri
diliisyonlariin incelendigi bir ¢alismada 10 pg/ul olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
bu ¢alisma ile geleneksel PCR yontemlerine nazaran LAMP tekniginin 10 kat daha yiiksek
duyarliliga sahip oldugu ve Theileria enfeksiyonlarinin tanisinda PCR’a alternatif bir

yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Salih ve ark 2008).

1.10. Tedavi

Theileriosisin tedavisinde buparvaquone (2-trans (4-t-butylcyclohexyl-methyl)-3-
hydroxy-1,4-naphthoquinone) en etkili anti-theilerial ila¢ olarak bildirilmektedir (Dhar ve
ark 1986, Dolan ve ark 1992, Singh ve ark 1993). Buparvaquone’nun parazitin elektron
transport sistemine etki etmesi ve plazma yarilanma Omriiniin uzun olmasi etkinligini
artirmaktadir (Hudson ve ark 1985). Klinik bulgularin goriildigii erken dénemde
2,5 mg/kg kas ic¢i uygulanan buparvaquone T. annulata’nin hem sizont hem de piroplasm
formuna etkili olmaktadir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde iyilesme belirtileri
goriilmedigi takdirde ikinci bir doz uygulamasi da gerekebilmektedir (McHardy ve ark
1987, Dolan ve ark 1992, Singh ve ark 1993). Theileriosisin endemik olarak goriildigi
bolgelerde tedavide buparvaquoneun yaygin olarak kullanimi, beraberinde ilaca karsi tam
bir yanit alinamamasi sonucunu da getirmektedir. Yapilan ¢alismalarla bildirilen bu durum
parazitin ilaca kars1 gelistirmis olabilecegi muhtemel bir diren¢ olusumunu

diistindiirmektedir (Mhadhbi ve ark 2010, Sharifiyazdi ve ark 2012).
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1.11. Korunma ve Kontrol

Sigirlarda theileriosisin kontrol altina alinmasinda vektOr kene mucadelesi, direncli
irklarin kullanilmasi ve asilama 6nemli kontrol stratejileridir. Theileriosisin zararlarini en
aza indirebilmek amaciyla hayvanlarin barinma ve bakim sartlarinin iyilestirilmesi de diger
Oonemli bir husustur. Bakim sartlar1 igerisinde siirli ile hastalik arasindaki iliski
siirlandirilmalt dolayisiyla hayvan hareketleri kontrol altina alinmalidir. Boylece enzootik

denge de korunmus olmaktadir.

1.11.1. Vektdr Kenelerle Miicadele

Theileriosisin endemik olarak goriildiigii bolgelerde vektor kenelerle miicadele,
hastaligin etkilerini azaltmada ilk bagvurulan yontemdir. Amag¢ hastaligin naklinin
onlenmesi, vektor kenelerle duyarli hayvanlarin temasinin kesilmesini saglamaktir. Ayrica
endemik stabil bolgelerde hayvanlarin kasitli olarak kene enfestasyonuna maruz
birakilmasi stabilitenin korunmasi acisindan hastaligin kontroliinde kullanilmaktadir

(Brown 1990).

Vektor kenelerle miicadele, hayvanlarin ve hayvan barinaklarinin Avermektinler,
Piretroidler, Organofosfatlar, Formamidinler gibi periyodik akarisit uygulamalari ile
yapilmaktadir. Basaril1 bir uygulama i¢in miicadele zamani ve programinin iyi planlanmasi
gerekmektedir (Ghosh ve ark 2006). Vektor kene tiirlerinin gelisme safhalar1 ve sigir
uzerinde kan emme sirelerinin bilinmesi uygulama agisindan 6énemlidir. Kenelerin 24-72
saat gibi kisa siirelerde kan emme zorunlulugu g6z Oniine alindiginda kenelere karsi
kullanilacak akarisit uygulamalarinin da sikhi§1 artmaktadir (Pipano 1989). Akarisit
uygulamasmin artmasit hastalifin endemik stabil oldugu bolgelerde stabilitenin
bozulmasina ve yasanacak herhangi bir akarisit uygulama aksaklig1 halinde hayvanlarda
ciddi bir hastalik tablosu olusumuna sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda ette ve siitte kalint1
problemlerinin yasanmasina ve ¢evre Kkirliligine yol agmaktadir. Uzun siireli ayni tiir
akarisit uygulanmasi sonucunda ise kenelerde direng gelismesi muhtemel bir sonugtur (Tait

ve Hall 1990, Norval ve ark 1992). Akarisit uygulamalarinin yani sira ahir ve bariaklarda
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kenelerin saklanabilecegi yarik, catlak vb. yerlerin tamamen sivanarak kapatilmasi da

mucadelede dnemli bir hususdur.

1.11.2. Asilama

Ilk kez 1924 yilinda Cezayir’de tropikal theileriosise karsi yapilan asilama
caligmalarinda, enfekte hayvanlardan alinan kan Ornegi enfekte olmayan hayvanlara
aktarilarak hastaligin kontrolii amaclanmistir. Bu asilama yonteminde enfekte edilen
hayvandan alinan kan sigirdan sigira transfiizyon yolu ile nakledilerek Theileria’nin
merozoit formuna donlisme yetenedi kaybolmakta ve hastalia karsi korunma
saglanmaktadir. Fakat ayn1 zamanda kan yolu ile bulasan diger hastaliklarin da bu asilama
yontemi ile saglikli hayvanlara nakledilme ihtimali énemli bir risk olarak gorilmektedir
(Sergent 1945).

Theileria annulata’nin sizont formlarinin in vitro kiiltiirii galismalarinda kaydedilen
ilerlemelerle birlikte, as1 olarak kullanilan enfekte kandan ¢ok daha giivenli olan canli-
atteniie hiicre kiiltiirii asilar1 iiretilmistir. Ilk kez Israil’de Pipano tarafindan gelistirilen
T. annulata hiicre kiiltiiri asilarinda, sizont ile enfekte sigir lenfositleri in vitro ortamda
sirekli  pasajlanarak  parazitin = virulensi ve merozoit olusturma yetenekleri
zayiflatilmaktadir. 1981 yilinda yapilan bir ¢alismada Theileria’nin Ankara susundan izole
edilen sizontlar her 20-30 pasajda bir duyarli buzagilar1 inokule edilerek virulensleri
kontrol edilmis ve tam attentiasyonun yaklasik 250. pasajlarda elde edildigi bildirilmistir
(Ozkog ve Pipano 1981). Atteniiasyon orani yapilan pasajlama sayisi ile dogru orantili
olarak artmakla birlikte, parazitin atteniiasyonu i¢in gerekli pasaj sayisi i¢in herhangi bir
belirte¢ bulunmamaktadir. Aym1 zamanda farkli izolatlar arasinda atteniiasyon zamani

degiskenlik gostermektedir (Hooshmand-Rad 1973, Pipano 1997).

Canli atteniie asilar Tiirkiye dahil pek ¢ok iilkede kullanilmaktadir (Pipano 1989,
Singh 1990, Zhang 1990, Zabrosky 1990, Saymn ve ark 2004). Tirkiye’de atteniie
T. annulata sizont asis1 1982 yilindan itibaren Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi

Pendik Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisii tarafindan tretilmektedir. T. annulata

44



Ankara susundan hazirlanan asinin dondurularak muhafaza edilmesi, sahaya ulastirilmast
ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda olusabilecek kayiplar géz 6niinde bulundurularak bir dozu 10’
hiicre olacak sekilde hazirlanmaktadir (Ozkog ve Pipano 1981, Onar 1989, Sayin ve ark
2005). Tirkiye’de sizont asisinin etkinliginin arastirildigt  ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Cukurova’da yapilan bir ¢alismada tropikal theileriosise kars: atteniie 10
T. annulata sizont asisi ile asilanan farkli yas gruplarindaki 58 adet hayvanin agilamadan
sonraki seropozitiflikleri IFA testi ile arastirilmistir (Nalbantoglu 1998). Arastirma
sonucunda 0-1 yas grubunda asilamadan sonra 4. aydan itibaren azalan seropozitiflik 12 ay
boyunca devam etmistir. 1-2 yas grubunda 3. aydan itibaren diismeye baslayan
seropozitiflik 7. ayda sifir olarak tespit edilmistir. 2 yas ve iizeri hayvanlarda 3. ayda
seropoziflik azalmis ve 4. ayda tamamen sifirlanmistir. Bu sonuglara dayanarak asinin
geng hayvanlar1 daha fazla ve daha uzun siire korudugu bildirilmistir. Ayn1 hayvanlarin
antikor titreleri incelendiginde 0-1 yas grubu hayatlar1 boyunca hi¢ T. annulata ile
kargilasmamis, ilk kez asilanan hayvanlarda hem piroplasm hem de sizont antikor
diizeyinin yiiksek oldugu ve uzun siire diislik diizeylerde devam ettigi tespit edilmistir. 1-2
yas grubu hayvanlarda antikor diizeyi piroplasmda 6 ay, sizontta 4 ay devam etmistir. 2 yas
ve Uzerindeki hayvanlarda ise hem piroplasm hem de sizont antikorlarinin yaklasik 3 ay
diisiik diizeyde siirdiigii bildirilmistir (Nalbantoglu1998). Farkli sayida as1 hiicresi iceren
dozlarin incelendigi bagka bir ¢alismada, asili ve asisiz biitiin buzagilarda ¢elingdan sonra
enfeksiyon meydana gelmis. Sizont, piroplasm ve ates goOriilmiis; fakat asili buzagilara
gore asisiz buzagilarda parazitemi-sizont yiizdeleri oldukc¢a yiiksek ve klinik semptomlari
daha siddetli olarak tespit edilmistir. Uygulanan as1 dozlari ise 10°, 10%, 10°10° ve 10’
hiicre oranlarinda olup, as1 dozlar1 arasinda belirgin bir farklilik tespit edilememistir.
Yalnizea 10° hiicrelik as1 dozunun, kene celincinin yiiksek oldugu durumlarda hastaliktan
korumaya yeterli olmadigi anlasilmistir (Sayin ve ark 2004). 2008 yilinda yapilan bir diger
caligmada asili gruptaki hayvanlardan 10’nunda klinik theileriosis gelismis ve 10’nundan
9’u uygulanan tedaviye cevap vermistir. Ancak 1 hayvan tedaviye ragmen dlmiistiir. Bu
calismada tropikal theileriosise karsi uygulanan asinin % 100 koruma saglayamadigi
gorilmistir (Aysul ve ark 2008). Asilarin tam koruma saglayamamasi konusunda c¢ok
cesitli goriisler one siirlilmektedir. Genellikle attenlie makrosizontlarla homolog virulent
suslara kars1 elde edilen bagisiklik yiiksek diizeydeyken, heterolog virulent suslara karsi
elde edilen bagisiklik ¢ok daha az olmaktadir (Barnett 1977, Gill ve ark 1981, Darghouth
ve ark 1996). Asinin hazirlandig hiicre kiiltiirlerinde bulunan parazit populasyonlarinin

varlig1 da asiin koruyuculugunu etkilemektedir. Yapilan ¢caligsmalarda diisiik pasaj atteniie
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hicre kdltirlerinde genellikle birden fazla parazit populasyonunun bulundugu buna
karsilik yiiksek pasaj hiicre kiiltlirlerinde tek bir parazit populasyonunun oldugu
bildirilmistir (Ilhan 1995). Bu durumda hayvanlarin birden fazla parazit populasyonu ile
karsilasmasinin daha iyi bir koruma saglayacagini diisiindiirmektedir. Pasajlamanin ¢ok
uzun siirdiiriilmesi ve hiicrelerin fazla atteniie olmas1 sonucunda hiicrelerin patojeniteleri

ile birlikte aginin koruyuculugu da azalmaktadir (Pipano 1989, Wenshun ve Hong 1994).

1.11.3. Direngli Irklarin Kullanilmasi

Tropikal theileriosise karst mevcut kontrol stratejilerinden akarisit ve ilaglarin
kullanimi maliyetli olup, diizenli uygulama programlar1 gerektirmektedir. Ayrica parazit ve
kenede diren¢ olusumu da gozlenebilmektedir. Atteniie hiicre asilar1 theileriosisin kontrol
altina alinmasinda etkili bir yontemdir. Fakat organize ve koordineli asilama programlari
duzenlenmesi 6nemlidir (Tait ve Hall 1990, Hashemi-Fesharki 1991, Minjauw ve de
Castro 2000). Bu kontrol programlarina alternatif olarak theileirosise kars1 genetik direnci
yiiksek sigir irklarinin kullanilmasi ekonomik ve g¢evresel agidan siirdiiriilebilir ideal bir
stratejik yontemdir (Glass ve Jensen 2007). Hem konak hem de parazit agisindan
gelismekte olan genomik kaynaklar, hastaligin kontroliinde etkili, segilebilir direng
genlerinin tanimlanmasinda 6nemli bir yol agcmistir. Ancak dirence sebep olan genlerin
belirlenmesinden once irklarin ve bireylerin ayirt edilebilir fenotiplerinin belirlenmesine
ihtiya¢c duyulmaktadir (Glass ve ark 2005). Tropikal theileriosis {izerine yapilan farkli
calismalarda, 6zellikle verimliligin gelistirilmesi acisindan tesvik edilen Holstayn-Avrupa
sigir irklarinda hastaligin yerli irklara nazaran yiiksek mortalite ve morbidite ile seyrettigi
bildirilmistir (Purnell 1978, Hashemi-Fesharki 1988, Brown 1990, Oudich ve ark 1993).
Hindistan’in yerli irki1 Sahiwal (Bos indicus) ile Sudan orjinli Kenana irklarinin (Bos
taurus) theileriosise kars1 genetik direncleri deneysel calismalarla dogrulanmistir (Preston
ve ark 1992, Preston ve ark 2002, Glass ve ark 2005). Ayrica Holstein-Friesian irkinin
theileriosise kars1 diger Avrupa irklarindan ¢ok daha duyarli oldugu bildirilmistir (Preston

ve ark 1992).
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2. BABESIA

Babesiosis tropik ve subtropik iklim kusaginda evcil ve yabani hayvanlarda ¢ok
yaygin olarak rastlanan, Ixodidae ailesine bagli keneler tarafindan transovarial ve
transstadial olarak nakledilen bir protozoon hastaligidir (Ristic ve Lewis 1977). Ozellikle
kenelerin aktif oldugu Nisan-Ekim aylar1 arasinda yaygin olarak goriilen bu hastalik, bu
donemde ithal sigirlarda yiiksek oranlarda 6lime neden olabilmektedir. Hastalik
hayvanlarda genellikle yiiksek ates, ikterus, hemoglobinuri ve anemi semptomlar1 ile

seyretmektedir (Mimioglu ve ark 1973, Sayin ve ark 1997).

2.1. Tarihce

Babes, ilk kez 1888 yilinda Romanya’da sigir eritrositleri igerisinde, sigirlarda
hemoglobiniiriye neden olan (Red Water Fever adiyla tanimladigl) mikroorganizmalari
kesfetmistir. Koyun eritrositlerinde de benzer mikroorganizmalara rastlayan Babes, bakteri
oldugunu diisiindiigii bu mikroorganizmalara ‘Haematococcus bovis’ ismini vermistir.
Babesia parazitlerinin ilk kez bu isimle tanimlamasina ragmen; Smith ve Kilborne 1893°de
Babesia parazitlerinin neden oldugu ‘Texas Fever’t (Amerika’nin giiney kisminda
sigirlarda akut atesli durumu) gosterene kadar, Smith ve Kilborne Babesia’t bu hastalikla
iliskilendirmemistir. Hastaliga ‘Pyrosoma bigeminum’ ismini 6neren Smith ve Kilborne,
ayni zamanda Babesia’nin keneler tarafindan nakledildigini ilk kez kesfetmistir. Bu kesifle
hastaligin taginmasinda arthropod ara konagin gerekliligi epidemiyolojide ¢ok énemli bir
gelisme olup, hem insan hem de hayvanlar agisindan bir¢ok hastaligin kontroliinde yeni bir
yol agmistir (Mimioglu ve ark 1969, Mahoney ve ark 1977, Kuttler 1988, Bock ve ark
2004, Uilenberg 2006). 1893 yilinda Starcovici, Babes’in ‘Haematococcus bovis’ ismini
verdigi etkeni ‘Babesia bovis’ ismi ile yeniden adlandirmistir (Kuttler 1988). 1899 yilinda
Smith ve Kilborne Amerika’da sigirlarin eritrositlerinde yuvarlak ve armut sekillerinde
gordukleri etkenlere ‘Piroplasma bigeminum’ adimi vermislerdir. Daha sonra bu isim
‘Babesia bigemina’ olarak degistirilmistir (Mimioglu ve ark 1969, Kuttler 1988). 1903
yilinda Arjantin’de Lignieres daha sonra Babesia bigemina ve Babesia argentina olarak

adlandirilan Babesia’nin iki formunu tanimlamistir. Morfolojik ve serolojik ozellikleri
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bakimindan Babesia argentina’nin ilerleyen donemde Babesia bovis oldugu anlagilmistir
(Kuttler 1988). M’fadyean ve Stockman 1911 yilinda Babesia divergens olarak
adlandirdiklar1 eritrosit i¢i organizmalara rastlamiglar ve bu organizmalarin alyuvarlarin
cevresinde yer aldiklarini aynmi zamanda aralarindaki agilarin  genis oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica Babesia bigemina’ya benzer baska bir tiir daha tespit etmisler.
Ancak bu tlriin Babesia bigemina olmadigini muhtemelen Babesia major olabilecegini
bildirmiglerdir. Mimioglu ve arkadaslar1 (1969), Sergent ve arkadaglarinin 1926’da
bulduklar1 Babesia tirinin B. major oldugunu ifade etmislerdir. Brocklesby 1976 yilinda
sigirlarda sadece dort Babesia tiirlinlin bulundugunu ve bunlarin B. bigemina, B. major,
B. bovis ve B. divergens oldugunu belirtmistir. Starcovici, Smith ve Kilborne sigir
eritrositlerinde gordiikleri etkenlerin birbirleri ile yakin iligkili fakat birbirinden farklr iki
tiir olduklar1 konusunda fikir birliginde bulunmuslar ve bu tiirlerin sinonim oldugu kabul
edilmistir (Mahoney ve ark 1977, Purnell 1981, Higuchi ve ark 1989). Simdiye kadar
Babesia igin Piroplasma, Achromaticus, Nicollia, Nuttallia, Smithia, Rossiella, Rangelia,
Microbabesia, Babesiella, Francaiella, Luhsia, Sogdianmella ve Pattonella gibi bircok
isim Onerilmistir. Bu isimler arasinda en iyi bilinen isim Piroplasma’dir ve giiniimiizde de
gecerliligini  siirdiirmektedir. Genellikle babesiosis ve theileriosis hastaliklar1 ig¢in

piroplasmosis terimi kullanilmaktadir (Uilenberg 2006).

2.2. Sistematikdeki Yeri

Babesia tiirlerinin taksonomik siniflandirmasi giinimiizde de kullanilan ve
gecerliligini koruyan sistematige gore Apikompleksa anacinda, Sporozoea simifinda ve

Piroplasmida alt sinifinda yer almaktadir (Soulsby 1982).
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Alem: Animale
Alem alt1: Protozoa
Anag: Apikomplexa
Siif: Sporozoea
Sinif alt1: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Babesiidae
Soy: Babesia

Babesia tiirleri, uzun bir donem enfekte hayvanlarin kan frotilerindeki morfolojik
parametrelere dayanilarak tespit edilmistir. Bu parametreler konak spesifitesi ile birlikte
bir¢ok tiiriin siniflandirilmasini saglamistir. Ancak zamanla 100’den fazla Babesia tirindn
varliginin tanimlanmasti, ayn1 zamanda ¢ok ¢esitli omurgali konaklar1 enfekte etmesi konak
spesifitesinin objektif olmadigin1 diisiindiirmektedir. Bu nedenle geleneksel metodlarla
morfolojik olarak benzer ya da hemen hemen ayni bir¢ok Babesia tlrtiniin birbirlerinden
ayirt edilerek farkliliklarinin ortaya konmasi olduk¢a zorlagmistir (Persing ve ark 1995).
Bu metodlar Babesia tirlerinin klasifikasyonunda yerini kademeli olarak c¢ok daha
subjektif karakteristik ozelliklere dayanan, benzer organizmalarin dogrulanmis
farkliliklarin1 ayirt edebilen molekiiler biyolojik yontemlere birakmistir. Molekiiler
analizlere dayali siniflandirmanin morfolojik parametrelere ya da konak spesifitesine tercih
edilmesinin Babesia tiirleri agisindan birkag sebebi vardir. Ornegin; ayn1 konaga ve benzer
morfolojik o6zelliklere sahip farkli parazitlerin olmasi (Plasmodium ve bazi Babesia
tiirlerinde oldugu gibi), ayn1 parazitin farkli konaklarda farkli mikroskobik goriiniime sahip
olabilmesi ki bunun sebebi muhtemelen immunolojik predispozisyonlar ve dalak
fonksiyonlar1 gibi konaga spesifik faktorlerdir (Babesia divergens’in sigir eritrositlerinde
karakteristik gOriiniimiinde olmast fakat insanlarda c¢ogunlukla pleomorfik yap1
goOstermesi). Babesia microti gibi genis konak spesifitesine sahip parazit lizerine yapilan
caligmalar da gosteriyor ki Babesia tiirlerinin konak spesifitesine dayanan siiflandirmasi
giivenilir olmadigr diistiniilmektedir (Etkind ve ark 1980). Yeni molekuler teknikler,
gorulebilir karakteristik gozlemlerden ¢ok daha objektifdir. Ayn1 zamanda B. microti gibi
birden fazla konak organizmasini enfekte eden ve onceden farkli parazit oldugu diisiiniilen

ancak sinonimi olan bircok Babesia tiirlerinin niikleik asit sekanslarinin karsilagtirilmasina
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dayanarak yapilan filogenetik siniflandirmalar ¢cok daha belirleyici ve anlamlidir (Homer
ve ark 2000).

Babesia tirleri morfolojik olarak kuciik Babesia (trofozoitleri 1.0-2.5 pum’dir.
B. bovis, B. gibsoni, B. divergens, B. microti, B. rodhaini vb) ve biylk Babesia
(trofozoitleri 2.5-5.0 um’dir. B. bigemina, B. major, B. canis vb) olarak gruplandirilir.
Kiglk ve buytk Babesia tiirleri iki filogenetik sinif icerisinde yer almaktadir. Genellikle
Babesia’nin bu morfolojik siniflandirmasi ile niikleer small subunit ribozomal DNA (nss-
rDNA) sekanslarina dayanan filogenetik karakterizasyonlar1 arasinda bir tutarlilik vardir.
Theileria turleri kiiglik Babesia tiirleri ile ¢ok daha yakin iliskilidir. Ancak kiicik Babesia
tirii olan insanlarin da patojeni B. divergens genetik olarak blylk Babesia tdrleri ile
yakindan iliskilidir (Persing ve ark 1992, Hunfeld ve ark 2008).

2.3. Sigirlarda Onemli Babesia Turleri

2.3.1. Babesia bovis

Babesia bovis, B. bigemina ile birlikte Tiirkiye’de ve Diinya’da sigirlarda yaygin
olarak gorilen 6nemli bir Babesia turudir. Kuzey Avrupa, Afrika, Amerika, Asya ve
Avusturalya’da yayilm gostermektedir. Rhipicephalus (=Boophilus) annulatus,
R. microplus, R. bursa ve Ixodes ricinus tlrleri tarafindan nakledilmektedir (Morisod ve
ark 1972, Purnell 1981, Kuttler 1984). Vektor kenenin nimf ve yetiskin doneminden ¢ok,
larva doneminde B. bovis nakledilmektedir. Inkubasyon periyodu 6-12 glndir ve
B. bigemina’ya nazaran daha uzun strmektedir (Callow ve Hoyte 1961, Callow 1979,
Callow 1984). B. bovis sigir, su buffalolar1 ve vahsi ruminantlarda hastaliga yol agmaktadir
(Purnell 1981). Aymi1 zamanda B. bovis’den kaynaklanan insan vakalari da yapilan
caligmalarda bildirilmistir (Brocklebsy 1979). B. bovis hayvanlarda hemoglobinemi,
hemoglobiniiri ve anemi ile seyretmektedir. Sigirlarda aneminin seviyesi genellikle daha az
siddetli goriilmekle birlikte, merkezi sinir sistemi ile ilgili semptomlar B. bovis’de daha
yaygin olarak gézlenmektedir. Bu semptomlar B. bovis ile enfekte eritrositlerin beyin

kapillarlarinda birikmesi ve kapillar damarlar1 tikamasi sonucu olusmaktadir (Mahoney
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1977) (Sekil 2.1.). B. bovis morfolojik olarak eritrosit igerisinde 1 pum X 2,5 pm
boyutlarinda, genellikle ortasinda biiyiik bir vakuol ve kenarinda ¢ekirdek iceren yuvarlak
formlar seklinde gozlenmektedir (Sekil 2.2.) (Riek 1968, Mahoney 1977).

2.3.2. Babesia bigemina

Buyuk Babesia tlridur. Eritrosit icerisinde 4-5 um X 2 pum boyutunda, plemorfik
(oval, yuvarlak, ameboid) sekillerde goriiliir. Ancak siklikla rastlanan karakteristik formu
¢ift armut formudur ve aralarindaki a¢i dardir (Gonzales ve ark 1971) (Sekil 2.3).
B. bigemina sigirlarda Teksas sigir hummasi, kizilsu hummasi veya kene hummasi olarak
bilinen hastaliga neden olur. Baslica vektorii olan R. microplus’un cografik dagilimi ile
paralel olarak Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa, Afrika, Asya ve Avusturalya’da yayilim
gosterir (McCosker 1981). Diger vektorleri R. annulatus, R. bursa, R. evertsi ve
Haemaphysalis punctata’dir. B. bigemina eritrositlerde siddetli siirekli ilerleyen bir yikima
yol agar. Bu nedenle sigirlarda siddetli anemi ve hemoglobiniiri goriiliir ve mortalite orani

yuksektir (Mimioglu ve ark 1973, Mahoney 1977).

2.3.3. Babesia divergens

Babesia divergens Kuzey Avrupa, Avusturya, Belgika, Britanya, Fransa, Almanya,
Irlanda, Kuzey Irlanda, Hollanda, Iskandinavya, Isvigre, Tunus ve Kuzey Afrika gibi
oldukga genis bir alanda yayilim gostermektedir. Vektorii I. ricinus’dur (Zintl ve ark 2003,
Bock ve ark 2004). B. divergens farkli konak eritrositlerinde farkli morfolojik parametreler
gostermektedir. Sigirlarda B. divergens eritrositin periferinde piriform ya da ylzik
formunda yerlesim gosterir. Piriform sekli ortalama 1.5-1.91 um uzunlugunda, ortalama
0.4-1.07 pm genisligindedir. Yiizik formunun ortalama ¢ap1 ise 1.48-1.8 pm’dir.
Insanlarda ise B. divergens eritrositin merkezinde ya da merkezin hemen altinda piriform
sekilde goriiliir. Ortalama uzunlugu 1.9 um, genisligi ise 0.8 um’dir. Gerbil, rat, hamster

ve sempanzede eritrosit icerisinde merkezi ya da merkezin hemen altinda yerlesim gosterir.
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Gerbil ve ratta eritrositlerde piriform formu goriilirken, sempanzede yiiziik formu
gorilmektedir (Zintl ve ark 2003). Sigirlarda B. divergens enfeksiyonlart konagin
immunite durumuna ve enfekte susun virulensine bagli olarak 1limli, siddetli ya da 6liimciil
bir seyir gosterebilir. Ancak hayvanlarda ates, anemi ve hemoglobiniiri gibi ciddi hastalik
semptomlart nadiren goriilmektedir. Siklikla semptom gostermeyen, subklinik seyirle
birlikte hayvanlar, uzun siire tastyicilik gorevi yapmaktadir (Malandrin ve ark 2009).
B. divergens, Avrupa’da yapilan galismalarla dogrulanmis zoonoz Babesia tlridir ve
insanlarda medikal onemi bulunmaktadir. Insanlarda goriilen enfeksiyonlar1 siklikla
goriilmemekle birlikte, hemen tedaviye gec¢ilmedikge c¢ok cesitli fatal sonuglara yol
acmaktadir. Son yillarda sigir babesiosisinin endemik olarak goriildiigii bolgelerde insan

babesiosis vakalarinda da artis olmaktadir.

2.3.4. Babesia major

Eritrositlerin merkezinde yerlesim gosteren B. major, morfolojik olarak B. bovis’e
benzemektedir. Halka formlar1 1.8 um, uzunlamasma armut formlar1 ise 2.6-3.7 pm
boyutundadir. B. major, Haemaphysalis punctata turleri tarafindan nakledilmektedir.
Kuzey Avrupa’da sigirlarda hastaliga sebep olmaktadir.. B. divergens’e oranla biraz daha
az patojeniteye sahiptir (Zintl ve ark 2003, Cassini ve ark 2011). Turkiye’de ise B. major
ilk defa Altay ve ark tarafindan Karadeniz Bolgesi’nde bildirilmistir (Altay ve ark 2008).

2.3.5. Babesia jakimovi

Babesia jakimovi buyuk Babesia turtdir. Morfolojik olarak halka, armut formlari
B. major’a benzemektedir. I. ricinus tarafindan nakledilen B. jakimovi, Sibirya ve
Rusya’da sigirlarda hastaliga neden olmaktadir. Klinik bulgulart ve tedavisi

B. bigemina’ya benzemektedir (Purnell 1981).
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Sekil 2.1. B. bovis’in beyin kapillar damarlarinda yerlesimi
(Shkap ve ark 2007)
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Sekil 2.2. B. bovis piroplasm safhasi (Shkap ve ark 2007)
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Sekil 2.3. B. bigemina piroplasm safhasi (Shkap ve ark 2007)
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2.4. Tiirkiye’de Sigirlarda Babesiosis

Halk arasinda sarilik, agrima, agrik, kan iseme olarak bilinen babesiosis,
Tiirkiye’de sigirlarda yaygin olarak goriilmektedir. Hastalikla birlikte hayvanlarda verim
diistikliikleri ve mortalite goriilmesi sebebi ile giftliklerde biiylik ekonomik kayiplar
gozlenmektedir. Ayrica bazi Babesia tlrlerinin zoonoz karakterli olmasi insan sagligi
acisindan da 6nemini artirmaktadir (Colwell 2011). Tirkiye’de sigirlarda dort Babesia
tird; B. bigemina, B. bovis, B. divergens ve B. major gortilmektedir. Ancak B. bigemina ve
B. bovis tiirlerinin neden oldugu ekonomik kayiplar daha fazladir. Bunun sebebi bu iki
tirtin ilkemizin hemen hemen her bolgesinde yaygin olarak goriilmesidir. Babesia
tdrlerinin naklinde rol oynayan keneler, Tiirkiye’nin biitiin cografik bdlgelerinde
bulunmaktadir (Karaer ve ark 1997, Aydin ve Bakircit 2007). Bu nedenle kenelerin aktif
olduklar1 mevsimlerde genellikle her yil bu hastalikla karsilagilmaktadir (Diizglin ve ark
1992, Altay ve ark 2008).

Simdiye kadar Tiirkiye’de babesiosis iizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir. ilk
olarak B. bigemina 1890 yilinda Adil Bey ve Nicolle tarafindan Istanbul’da mikroskop
altinda morfolojik olarak tespit edilmistir (Mimioglu ve ark 1969).

Tiirkiye’de sigir babesiosisi lizerine yapilan ilk serolojik calismada Ankara’nin
Beytepe Koyl’'nde 185 sigir B. bigemina, B. bovis ve B. divergens’e spesifik antikor
varlig1 yoniinden incelenmis ve seropozitiflik oranlari sirastyla % 4.7, % 9.7, % 0 olarak
tespit edilmistir (Cakmak 1987). Ankara yoresinde yapilan diger bir sero-epidemiyolojik
calismada B. bigemina % 70.96, B. bovis % 32.25 oraninda bulunmustur (Sayin ve ark
1989). Karadeniz Bolgesi’nde 76 sigira ait serum Ornekleri IFA testi ile incelenmis ve bu
serum orneklerinde B. bigemina % 61, B. bovis % 46 ve B. divergens ise % 75 oraninda
tespit edilmistir (Dinger ve ark 1991). Tiirkiye’nin alt1 farkli cografik bélgesinden, 1986-
1989 yillar1 arasinda toplanan 1428 adet sigir serumu ELISA testi ile B. bovis’e spesifik
antikorlar yoniinden incelenmis ve B. bovis prevalansi % 51.2 olarak saptanmistir (Duzgiin
ve ark 1992). Ankara’nin Cubuk ilgesi’nde bazi sigir siiriilerinde IFAT ile yapilan sero-
prevalans ¢alismasi sonucu B. bigemina % 100, B. bovis % 59 oraninda tespit edilmistir

(Inci 1992). Ankara ve yoresinde yapilan ¢alismada IFA testi ile B. bovis ve B. bigemina
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strast ile % 10.4 ve % 49.2 oraninda seropozitiflik gostermistir (Eren 1993). Adana ve
yoresinde sigirlarda Babesia tirlerinden B. bovis’e % 43.8 oraninda, B. bigemina’ya ise
% 55 oraninda rastlanmistir (Cakmak ve Oz 1993). Sigirlarda B. bigemina ve B. bovis’in
yayginligiin arastirildigi ¢alismada Orta Anadolu’da sirast ile % 80, % 41.6, Elazig’da
% 42.9, % 5.6; Adana yoresinde % 50.8, % 31.6; Bursa’da % 48.9, % 41.8; Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde % 48.8, % 6.4; Akdeniz Bolgesinde % 51.4, % 68.5 oraninda
seropozitiflik tespit edilmistir (Saym ve ark 1996). Mayis 1997-Mart 1998 tarihleri
arasinda Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde sigirlarda Babesia tiirlerinin seroprevalansini
belirlemek amaciyla 741 si@irdan kan 6rnekleri alinmis. Calismada IFAT ile Elazig’da 285
sigirm 91’inde (% 31.9) B. bigemina, 4’Unde (% 1.4) B. bovis, 10’unda (% 3.5)
B. divergens saptanmistir. Malatya’da 292 sigirin 21’inde (% 7.1) B. bigemina, 2’linde
(% 0.6) B. divergens saptanmis; fakat B. bovis goriilmemistir. Tunceli’de incelenen 164
sigirm 12’sinde (% 7.3) B. bigemina, 1’inde (% 0.6) B. bovis ve 2’sinde (% 1.2)
B. divergens’e karsi antikor saptanmistir (Aktas ve ark 2001). 1999 yili Nisan-Ekim aylari
arasinda, Konya’nin merkez koylerinde serolojik ve mikroskobik yontemler kullanilarak
sigirlarda B. bigemina’nin yayginligi incelenmistir. Calismada 157 sigirin ince yayma kan
frotisinin 18’inde (% 11.46) Babesia sp. tespit edilmistir. IFA testi ile yapilan serolojik
incelemede ise 277 sigir serumundan 147’sinde B. bigemina’ya karsi antikor gelistigi
saptanmistir (Seving ve ark 2001). Kayseri yoresinde IFAT ile sigirlarin % 23.03’{inde
B. bigemina’ya kars1, % 1.04’iinde B. bovis’e kars1 antikor bulunmustur (inci ve ark 2002).
Nigde ve yoresinde sigirlarda babesiosisin prevalansi incelenmis ve B. bigemina % 30
oraninda tespit edilirken, B. bovis’e rastlanmamistir (Karatepe ve ark 2003). Ankara iline
bagli kdylerde meraya ¢ikarilan bir yasin lizerinde rastgele secilen 300 sigirdan kan 6rnegi
alimmistir. Kan orneklerinin IFA testi ile incelenmesi sonucu 22’sinde B. bigemina’ya,
4’(inde B. bovis’e, 1’inde B. bigemina-B. bovis miks enfeksiyona rastlanmistir (iga 2004).
Antakya yoresinde rastgele segilen 214 sigirdan elde edilen serumlarda B. bigemina,
B. bovis, B. divergens IFA testi ile incelenmis ve sadece 2 serumda B. bigemina’ya karsi
antikor tespit edilmistir. Ancak B. bovis ve B. divergens tespit edilememistir (Kaya ve ark
2006). Konya’da B. bigemina’nin seroepidemiyolojisini belirlemek amaciyla Nisan 2006-
Mart 2007 tarihleri arasinda Kadinhani, Cumra, Beysehir il¢eleri ve merkezden, farkli yas
gruplarma ait 770 sigirdan 6rnek toplanmis. Orneklerin % 42.9’unda B. bigemina
seropozitif bulunmustur (Ekici ve Sevin¢g 2009). Mart-Haziran 2008 tarihleri arasinda
Sivas’ta 25 farkli koyde yetistirilen sigirlarda babesiosis seroprevalansi incelenmis.

Incelenen 240 sigir serumunun 32’sinde (% 13.3) B. bovis, 120 serumun 45’inde
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B. bigemina’ya kars1 antikor pozitifligi saptanmigtir (Kalkan ve ark 2010). Sanliurfa ve
cevresinde B. bigemina ve T. annulata’nin sigirlardaki tastyiciligi arastirilmis ve IFA testi
sonuglarina gore B. bigemina % 43.97 oraninda tespit edilmistir (Sevgili ve ark 2010).
Tiirkiye’de sigirlarda B. bovis ve B. bigemina’nin seroprevalansini tespit etmek amaciyla
2007-2008 yillar1 arasinda 81 ilde genis kapsamli bir ¢alisma yiiriitiilmistiir. Tiirkiye
genelinde toplam sekiz enstitiiye bagli 81 ilden 3773 adet sigirdan kan serumu
toplanmistir. Her bir il ve baglh oldugu Tarim Bakanligi Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisinde IFA testi kullanilarak muayene edilen sigir serumlarinda % 24.5 B. bovis,
% 16.9 B. bigemina, % 9.46 hem B. bovis hem B. bigemina antikorlar1 agisindan pozitif
bulunmustur (Oncel ve ark 2010).

Eylul 1998 - Mart 2000 tarihleri arasinda, Tirkiye’nin farkli bélgelerinden farkli
zamanlarda 464 adet sigirdan alinan kan 6rneginin molekiiler olarak incelendigi ¢alismada
s1gir babesiosisinin epidemiyolojisi arastirilmistir. Ayni zamanda kene 1sir1g1 hikayesi olan
ve sigirlarla yakin temasi olan 28 insandan kan ornekleri alinarak babesiosisin zoonotik
Oonemi arastirilmistir. Tiirkiye’de sigir ve insan babesiosisinin epidemiyolojisinde ilk kez
spesifik tani testi PCR’1n kullanildig1 ¢alisma sonucunda sigirlarda Babesia sp. Ankara’da
% 21.12, Burdur’da % 8, Kayseri’de % 23.80 ve Samsun’da % 7.21 olarak saptanmuistir.
Insanlarda ise Babesia spp tespit edilememistir (Tanyiiksel ve ark 2002). Ankara
bolgesinde RLB teknigi ile sigirlarda Theileria ve Babesia tirlerinin es zamanli tanisi ve
epidemiyolojilerinin ortaya kondugu c¢alisma yapilmistir. Tirkiye’de ilk defa RLB
tekniginin kullanildigi ¢alismada B. bovis % 2.8, B. bigemina % 3.6, B. divergens % 1.1,
B. major % 0.2 oraninda tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma ile daha dnce sadece
mikroskopik olarak bildirilmis olan B. major, molekiler olarak Tirkiye’de ilk defa
bildirilmistir (Vatansever ve ark 2002). Ankara iline bagl kdylerde meraya ¢ikarilan bir
yasin lzerindeki sigirlarda B. bigemina, B. bovis ve B. divergens tiirleri RLB teknigi ile
aragtirtlmistir. Calismada alinan 300 adet sigir kan 6rneginin 12’sinde B. bigemina, 7’sinde
B. bovis, 5’inde B. divergens, 3’inde B. bigemina-B. divergens miks, 3’inde B. bigemina-
B. bovis miks enfeksiyon tespit edilmistir (Iga 2004). Kayseri ve yoresinde Babesia ve
Theileria tirlerinin kenelerdeki varligi arastirilmistir. Kene enfestasyonu yoniinden
incelenen 300 sigirin 117’si (% 39) enfekte bulunmus ve bu hayvanlardan Ixodidae
ailesine ait 1160 adet kene toplanmistir. Toplanan keneler igerisinde en sik goriilen

R. annulatus, H. marginatum, R. turanicus turleridir. Theileria ve Babesia turleri yoniinden
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incelenen kenelerde RLB yontemi ile B. bigemina % 14, Babesia sp. % 2.3, B. bigemina-
T. annulata miks enfeksiyon % 2.3 olarak tespit edilmistir (ica ve ark 2007). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde klinik olarak saglikli goriinen sigirlarda kenelerle nakledilen kan
protozoonlarin yayilimi ve varliginin tespit edilmesi amaci ile bolgedeki alt1 farkli odakta
bulunan ¢esitli yaslarda sigirdan 389 adet kan 6rnegi alinmistir. RLB testi ile yapilan
¢alismanin sonucunda B. bigemina % 0.77, B. major % 0.51, Babesia sp. % 1.28 oraninda
oldukga diisiik rakamlarla tespit edilmistir (Altay ve ark 2008). Dogu Karadeniz bdlgesinin
Tokat, Amasya, Giimiishane, Giresun, Rize ve Trabzon illerinde sigirlarda ve sigirlardan
toplanan kenelerde babesiosis, theileriosis ve anaplasmosisin varligi ve yayginhigi
aragtirtlmistir. Aragtirma sonucu Babesia enfeksiyonlarinin orani, RLB teknigi ile % 0.77
(3/389)’si B. bigemina, % 0.51 (2/389)’i B. major, % 1.28 (5/389)’si Babesia sp. olarak
tespit edilmistir. Bolgedeki sigirlardan toplanan keneler icerisinde en yaygin tespit edilen
tir H. marginatum % 50.65 oraninda; takip eden tiirler % 17.81 R. bursa, % 13.44
I. ricinus, % 8.04 R. annulatus oldugu goriilmiistiir. Daha sonra toplanan 1062 keneden
224 adet kene havuzu olusturularak RLB teknigi ile incelenmistir. % 4.46 oraninda

kenelerde Babesia spp. tespit edilmistir (Aktas ve ark 2012).

2.5. Tiirkiye’de insanlarda Babesiosis

Son 30 yildir Babesia tiirlerinin insanlar i¢in de 6nemli bir patojen oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Diinya’da simdiye kadar insan babesiosisine neden olan
yedi farkli Babesia tiirii tespit edilmistir. B. microti (WA-1, MO-1 suslar1), B. divergens,
B. bovis, B. canis, B. duncani, B. venatorum (EU-1) ve KO-1 olarak adlandirilan koyun
Babesia tiirlerine benzer yeni bir tiir insan vakalarinda bildirilmistir (Hildebrandt ve ark
2007, Hunfeld ve ark 2008, Gray ve Weiss, 2008, Vannier ve Krause 2009, Colwell ve ark
2011). Onceki galismalarda sigirlarda babesiosise neden olan B. bovis ve B. divergens’in
insanlarda da enfeksiyon olusturdugu; B. microti’nin de 6zellikle kemiriciler basta olmak
tizere insan dahil, irili ufakli birgcok hayvani konak olarak kullandig1 bilinmektedir. Son
yillarda ise Amerika’da yeni tanimlanan B. duncani tlri insanlarda medikal 6nemi olan
patojenlere dahil edilmistir (Herwaldt ve ark 1996, Conrad ve ark 2006). Yeni Avrupa

B. divergens benzeri organizma (EU-1) olarak kesfedilen, B. venatorum tiirii de Italya,
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Avusturya ve Almanya’da insan babesiosis vakalarinda bildirilmistir (Herwaldt ve ark
2003, Telford ve Goethert 2004, Bonnet ve ark 2007). Insan babesiosis vakalarinda,
B. divergens’in en sik Avrupa’da, B. microti’nin ise Amerika’da daha yaygin oldugu
bildirilmektedir (Ruebush ve ark 1977, Gorenflot ve ark 1998, Gelfand ve Callahan 1998).
Amerika kitasinda sik goriilen I1xodes scapularis turti keneler B. microti’nin temel vektor
olmakla birlikte, bircok Avrupa ve Asya (lkesinde I. ricinus ve I. persulcatus tiri
kenelerden B. microti izole edilmistir (Foppa ve ark 2002, Rudolf ve ark 2005). Yapilan
deneysel inokulasyon g¢alismalarinda da 1. ricinus’un B. microti i¢in dnemli bir vektor
olabilecegi ortaya konmustur (Gray ve ark 2002). Tiirkiye’de 1996 yilinda Ankara’nin
Kizilcahamam bolgesinde kene 1sirma Oykiisii olan 50 kisinin serumunda IFA testi ile
B. divergens ve B. bovis antikorlar1 arastirilmistir. 4 kiside (% 8) B. divergens’e karsi, 1
kiside (% 2) B. bovis’e kars1 seropozitiflik saptanmistir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk kez
insanlarda B. divergens ve B. bovis’e Kkarsi antikor pozitif bulunmustur (Giin ve ark 1996).
Sivas yoresindeki insanlarda babesiosisin yayginliginin tespit edilmesi amaciyla
hayvancilikla ilgisi olan ve kene tutma hikayesi bulunan 150 kisiden elde edilen serumlar
IFAT yontemi ile bakilmistir. Anti-B. bovis IgG antikorlar1 yoniinden incelenen test
sonucunda 8 kiside (% 5.33) seropozitiflik saptanmistir. Erkeklerde yalnizca 1 kiside
(% 1.9) pozitiflik saptanirken, kadinlarda 7 kiside (% 7.4) pozitiflik saptanmistir. Yaslara
gore B. bovis pozitiflik oran1 20-40 yas aras1 % 7.5, 40-60 yas arast % 3.4, 60 yas {izeri
% 13.0 olarak tespit edilmistir (Kalkan 2008). 2006-2007 yillarinin Mayis ve Haziran
aylarinda, I. ricinus’un yaygin olarak gorildigii Sinop’ta insanlarin B. microti ile
karsilasip karsilagsmadiginin serolojik olarak belirlenmesi amaci ile bir ¢alisma yapilmistir
(Poyraz ve Giines 2010). Sinop’un merkez il¢esine bagl kdylerinde yasayan 273 kisiden
kan oOrnekleri alinarak serum oOrnekleri c¢ikarilmis. IFA testi ile serum Orneklerinde
B. microti IgG antikorlar1 arastirilmistir. Tiirkiye’de insanlarda B. microti’nin antikor
pozitifligini ortaya koyan ilk arastirma olan bu ¢aligmada, serum Orneklerinin
% 6.23’Unde B. microti seropozitifligi saptanmistir (Poyraz ve Giines 2010). Turkiye’nin
Ozellikle sahil kesimleri basta olmak tizere birgok bolgesinde I. ricinus’un varliginin tespit
edilmesi (Karaer ve ark 1997, Giines ve ark 2007, Aktas ve ark 2010, Bakirci 2012)
ulkemizde de insanlarda B. microti varligini arastiracak epidemiyolojik g¢alismalarin
gerekliligini gostermektedir. Ayn1 zamanda pek ¢ok caligmada bildirildigi gibi B. bovis ve
B. divergens tdrlerinin Turkiye’de sigirlarda yaygin olmasi nedeniyle insanlarda da bu
tdrlerin arastirllmas1 gerekmektedir. Ayrica yeni zoonoz Babesia tirlerinin kesfedilmesi ile

birlikte insan babesiosisi tizerine daha genis ¢aligmalara ihtiyag her gecen giin artmaktadir.
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2.6. Babesia Yasam Dongiisii

Apikompleksan parazitler igerisinde yer alan Babesia soyundaki parazitler (¢
tireme safhasi gecirmektedir. Bu safhalar gametogoni (kene bagirsag: igerisinde gametlerin
kaynagmasi), sporogoni (kene tiikriikk bezlerinde aseksiiel ireme) ve merogoni (omurgali

konakta aseksiiel iireme)’dir (Sekil 2.4.) (Homer ve ark 2000).
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Sekil 2.4. Babesia bigemina yasam dongiisii (Bock ve ark 2004)

61



2.6.1. Omurgasiz Arakonaktaki Donem

Babesia tiirlerinin kenede gecen yasam dongiisii hakkinda bilgiler genellikle
B. microti tlizerine yapilan galismalardan elde edilmistir (Telford ve ark 1993). Kene kan
emerken sporozoit (merozoit) iceren eritrositleri alarak enfekte olur. Kene bagirsaginda
sporozoitlerin ilk tespiti kenenin enfekte omurgalidan kan emmeye baslamasindan yaklagik
10 saat sonra gerceklesir. B. bigemina’da diploid DNA’ya sahip diger piroplasmlara
benzemeyen gamont prekiirsorii olarak isimlendirilen ovoid tip merozoit tanimlanmistir.
Bu gamont prekiirsorleri kene tarafindan alinincaya kadar gelismez. Kenede bu gamont
prekirsorlerinden gametositler gelisecek sekilde yeni organeller olusmaya baslar.
Gametositlerin 6n kisminin sonunda ok ucuna benzer ‘ray bodies’ (ok ucu seklinde) olarak
isimlendirilen bir organel gelismistir. Gametler oldugu disiiniilen ‘ray bodies’ler
eritrositler icinde ¢ogalarak, ¢cok c¢ekirdekli biiyiik kiimeler olusturmaktadir (Gough ve ark
1998). Her bir ‘ray bodies’ tek cekirdekli, haploiddir; biiyiikliikk ve sekil olarak birbirlerine
benzemektedir. Fakat bir kismi digerlerine gére daha yogun olmasi sebebi ile disi gamet ve
erkek gamet olarak ayrilmaktadirlar. Disi gamet ve erkek gamet birleserek zigotu
olusturmaktadir. Zigot secici olarak kenenin bagirsagindaki sindirim hiicrelerini ve
bazofilik hicreleri enfekte etmektedir (Agbede ve ark 1986). Kene kan emmeye
basladiktan sonra olusan zigot, ok ucuna benzer yapiyr kullanarak, kenenin bagirsak
epitelyal hiicrelerine girmektedir. Bu hiicrelerde ¢ogalmaya devam eden zigot hacim olarak
da biiyiir ve ¢ekirdek materyali sitoplazma boyunca kiigiik noktaciklar seklinde dagilir.
Daha sonra her ¢ekirdek parcasinin etrafi zarla ¢evrilir ve kendiliginden hareket edebilen
cubuk seklinde sporokinetler (vermikiil, kinet) olusur. Sporokinetler 11-15 pm
uzunlugundadir. Genis ve kiit ucunda bir kep bulunmaktadir. Kenenin tiim viicuduna
yayilan kinetler sizogoni yolu ile ¢ogalmaya devam eder. Bir siire sonra mekik seklini alan
Kinetler hemolenf aracilig1 ile epitelyal hiicrelerden kenenin tiikriikk bezi asini hiicrelerine
ve ovaryumlar dahil kenenin bir¢ok organlarina gecer (Yerlestikleri organlarda tekrar
sizogoni yolu ile ¢ogalan kinetler ikincil kinetleri olusturur). Bu sekilde enfeksiyon
‘transovarial nakil’ adi verilen nakil sekli ile ovaryumlardan yumurtalara ve gelecek yeni
nesil kene jenerasyonlarina tasinir. Genellikle disi kene enfekte olur ve gelecek
jenerasyonun larva, nimf ve/veya yetiskin kenelerin tlikriik bezinde sporogoni safhasi
gelismektedir. Kene yeni bir konaga tutundugu zaman ise sporozoitler olgunlasir ve konak,

kenenin tiikriigii araciligi ile enfekte olur. Babesia tirlerinde yeni bir enfeksiyon olmasa
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bile birka¢c yeni nesil kene jenerasyonuna kadar enfeksiyon aktarilabilir (Kakoma ve
Mehlhorn 1993, Homer ve ark 2000, Bock ve ark 2004, Uilenberg 2006).

Babesia’nin kinetleri (vermikiilleri) Theileria’nin zigotlarina gore ¢ok sayida fakat
yap1 olarak kiiciiktiir. Vektor kenenin bir sonraki sathasinda yeni bir konaga tutundugu
zaman sporogoni asamasi ve sporozoitlerin olgunlagmasi gerceklesir. Enfekte tlikriik
salgisinin enjeksiyonu ile birlikte bulastirma meydana gelir. Bu sekilde olusan
enfeksiyonun tasimmasi ‘transstadial nakil’ olarak bilinmektedir. Larva doneminde
enfeksiyonu alan kene nimf asamasinda enfektiftir. Nimf asamasinda enfeksiyonu alan
kene ise yetiskin doneminde enfektiftir. Yeni yumurtadan ¢ikan larva ise asla enfekte
degildir ve enfeksiyonu nakledemez. Hem Babesia tirlerinde hem de Theileria tlrlerinde
onemli olan bir husus ise hastaligi nakleden kene tutunmadan hemen sonra enfektif
degildir. Sporozoitler enfektif olmadan 6nce olgunlagsmak zorundadir ve gercek nakil kene

tutunduktan birka¢ gun icinde meydana gelmektedir (Uilenberg 2006).

Tiikriik bezi igerisinde sporozoit gelisimi ii¢c sathaya ayrilabilir. ilk olarak parazit
bliylir, genisler ve hipertrofik konak hiicrelerini doldurur. Daha sonra sporozoit
tomurcuklar1 olusturacak, nispeten farklilasmamais, ti¢ boyutlu, dallanmis ag 6rgiisii iginde
cok cekirdekli sporoblastlar1 olusturur. Ikinci satha ise kene tekrar kan emmeye
basladiginda gelisir. Ag Orgiisii icerisinde olusacak sporozoitlere ait 6zel organeller
(mikronemler, rhoptriler ve plazma membrani altinda ¢ift membran segmentleri) gelisir.
Ucgiincii ve son safhada ise tomurcuklanma siireci ile birlikte olgun sporozoitler olusur.
Olgun sporozoitler yaklagik 2.2 X 0.8 um boyutlarinda, piriform seklindedir. Serbest
ribozomlar, dizgun bir endoplazmik retikulum, mitokondrion benzeri organeller, tek bir
anterior rhoptri ve birka¢ mikronem igerir. Yaklasik 5000 ile 10000 sporozoit tek bir

sporoblast icerisinde Uretilebilir (Kakoma ve Mehlhorn 1993, Homer ve ark 2000).

Kenenin tutunmasi ve beslenmesi sirasinda kene agiz organeli ¢evresinde dermis
tabakasinda birka¢ bin sporozoitin depolandigi tahmin edilmektedir. Kenenin
bulastirmasindaki etkisinde kenenin tiikriigiindeki muhtemelen enfeksiyonu kolaylagtiran
anti-inflamatorik ve immunsupresif farmakolojik aktivitenin de destegi oldugu

diistiniilmektedir (Homer ve ark 2000).
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2.6.2. Omurgah Konaktaki Donem

Preeritrositik donem olarak ifade edilen, sporozoitlerin ilk olarak lenfositlere
yerlestigi Theileria’da gorulen prelenfositik donem Babesia tiirlerinin yasam siklusunda
gorilmemektedir (Mehlhorn ve ark 1993).

Kenenin omurgali konaga tutundugu zaman gegen siire ne kadar uzun olursa
omurgali konaga aktarilan sporozoit sayist da o kadar artmaktadir. Hatta enfeksiyon orani
% 100’e yaklasabilmektedir. Kene omurgali konaktan kan emerken sporozoitler
olgunlasarak enfektif hale gecer (Mackenstedt ve ark 1995). Babesia trlerinde sporozoitin
olgunlagsmasi ve enfektif hale gegmesi arasindaki siireler farklidir. B. bovis’de enfektif
sporozoitlerin olusumu genellikle larval kenenin konaga tutunmasindan 2-3 gun igerisinde
gerceklesir (Riek 1966). Fakat B. bigemina enfeksiyonunda enfektif sporozoitlerin
olusumu igin yaklasik 9 giin gegmektedir. Bu nedenle enfeksiyon B. bigemina’da kenenin
yalnizca nimf ve erigkin doneminde nakledilmektedir (Hoyte 1961). Omurgali konaga
verilen herbir sporozoit 6zellesmis apikal kompleks organelinin yardimi ile eritrositin
hiicre membranimna penetre olur. Sporozoit, invaginasyon siireci ile birlikte konak
eritrositinde olusan parazitofor vakuol araciligi ile hiicreye alinir. Vakuol membran
kademeli olarak pargalanir. Benzer bir mekanizmaya sahip fakat konak membrania ek
olarak kendi membranini kaybetmeyen Plasmodium turlerinin aksine, parazit tek membran
ile merozoit olarak ayrilir. Konak eritrositleri igerisinde ¢ogu sporozoit trofozoite doniisiir
ve ikiye boliinme (binary fiizyon) ile cogalmaya baglar. Eritrositleri patlatan sporozoitler
daha sonra diger konak eritrositlerini enfekte eder. Bu ¢ogalma konak hiicreleri dlene
kadar ya da daha ¢ok konak immun sisteminin sporozoitlerin ¢ogalmasini durdurana kadar
devam eder. Eritrosit igerisinde bazen ayni anda dort sporozoit birden olusabilir. Bu
sekilde goriilen parazit formuna ‘Maltese cross’ formu adi verilir. Eritrosit icerisinde
gelisen hizli iireme konak hiicrelerine zarar vererek, konakta hemoglobiniiriye yol acar.
Bazi trofozoitler potensiyel gametositlerdir. Bu trofozoitler bu noktada liremez; fakat
tireme yerine sekli biiyiir. Daha sonra kene bagirsagina gelen gametositler eritrositleri terk

etmeden 6nce gametlere gelisir (Homer ve ark 2000).

Babesia turleri, Plasmodium ve Haemoproteus tiirlerinden farkli olarak sporozoit

iceren eritrositlerde pigment olusturmamaktadir. Babesia parazitleri hiicrede kalinti
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birakmayacak sekilde hemoglobini sindirmektedir. Theileria tdrlerinin ise pigment
olusturdugu kesin olarak agik degildir. Theileria tirleri hemoglobini tamamen sindirir;
fakat T. velifera, T. seperata ve T. buffeli’de oldugu gibi konak hemoglobinini kismen
sindirerek eritrositlerin stoplazmasinda hemoglobin benzeri yapilarin kristallesmesi ile

pigment olusturdugu arasinda bir iligki olabilecegi diistiniilmektedir (Uilenberg 2006).

2.7. Bagisikhk

Babesia enfeksiyonlarinda sigirlarda gelisen immun cevap, hem sivisal hem de
hlcresel faktorlerin rol oynadigi dogal ve kazanilmis immun mekanizmalar1 icermektedir

(Homer ve ark 2000, Bock ve ark 2004).

2.7.1. Dogustan Gelen Bagisikhik Mekanizmasi

Dogustan gelen bagisiklik mekanizmasi non-spesifiktir ve konak hcrelerinin
(mononiikleer fagosit sistem ve polimorfniikleer 16kositler) cevabi, konagin yasi, genetik
faktorler, konak-parazit arasindaki Ozgillik gibi faktorlere bagli olarak farklilik
gostermektedir (Bock ve ark 2004).

Cogu Babesia tirleri yiksek konak spesifitesi gostermekte; fakat splenektomi
sonucu dogal konagi disinda bir konakta da goriilebilmektedir. Uzun sureli Babesia
enfeksiyonlarinda sigirlarda eger splenektomi de yapilmigsa enfeksiyon surekli niks
edebilmektedir (Mahoney 1972, Callow 1977). Splencktomi yapilan duyarli sigirlarda
gelisen primer Babesia enfeksiyonlarinda oldukga yiiksek parazitemi gelisebilir. Bu
gozlemler Babesia tiirlerine karsi olugan immun cevapta dalagin 6nemli rolii oldugunu
gostermektedir. Ayrica farkli sigir irklarinin B. bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarina karsi
farkli duyarhiliklarinin oldugu bilinmektedir. Bos indicus tiri sigirlar B. bigemina
enfeksiyonlarina kars1 Bos taurus sigirlarina gore daha fazla direng géstermektedir. Primer

B. bovis enfeksiyonlarinda Bos taurus sigir tiirlerine nazaran Bos indicus sigir tiirleri daha
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tliml klinik semptomlar gostermektedir (Parker ve ark 1985, Bock ve ark 1997, Bock ve
ark 1999).

Sigirlarda B. bovis ve B. bigemina ile primer enfeksiyonlarda yasa bagli bagisiklik
sozkonusudur. Gen¢ buzagilar yetiskin sigirlara gore daha giiglii dogal bagisiklik
sergilemektedir. Baslangicta bu dogal bagisikligin kolostrumdaki koruyucu antikorlarin
buzagiya pasif transferinden kaynaklandigi disiiniilmekteydi. Ancak bagisik olmayan
anneden dogan buzagilar da B. bovis ve B. bigemina’ya kars1 diren¢ gostermektedir. Geng
buzagilarin B. bovis ile enfeksiyonu sonucu gelisen dogal immun cevapda interleukin (IL)-
12, interferon (IFN)-y ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) varliginda mRNA
sentezi erken donemde uyarilmaktadir. Aksine yetiskin sigirlarda IL-12, IFN-y ve mRNA
enfeksiyon sonrasi ge¢ uyarilmakta ve iINOS uyarimi ger¢eklesmemektedir (Goff ve ark

2001).

Aktive olan monositler, makrofajlar ve notrofiller Babesia tirleri enfeksiyon
sirasinda ilk savunma hattin1 olustururlar. Bu savunma hattinda anti-mikrobiyal ajanlar,
reaktif nitrojen aracilar1 (RNI), reaktif oksijen aracilar1 (ROI) ve fagositosis kullanilir.
Ayrica bu hiicreler yangisal cevabi diizenleyen sitokinleri sekrete eder. B. bovis tarafindan
uyarilan makrofajlar IL-1, IL-12, tum0r nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve nitrik oksit (NO)
uretir (Shoda ve ark. 2000). Makrofajlarin artan fagositik aktiviteleri sigirlarda B. bovis’in
eliminasyonu i¢in bir mekanizma olarak One siirlilmiistiir. Opsoninler gibi spesifik
antikorlar da bu mekanizmada 6nemli rol oynamaktadir. Sigirlarda B. bovis’in primer
enfeksiyonu boyunca, periferal kandaki monositlerin fagositik yetenegi baskilanmis
gorundr ve nétrofillerin paraziteminin pik yaptigi noktada fagositik yeteneginin arttigi
gorulur (Mahoney 1972, Jacobson ve ark 1993, Court ve ark 2001).

Nitrik oksit, akut enfeksiyon boyunca makrofajlar, monositler, nétrofiller ve
endotelyal htcrelerde induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan tiretilen reaktif
nitrojen aracilar1 (RNI)’dir. In vitro deneylerde NO’in B. bovis’in yasayabilirligini
azalttigin1 ve B. bovis merozoitlerinin IFN-y ve TNF-a varliginda monosit/makrofajlar
tarafindan NO {iretimini uyardig ileri stirtilmektedir (Goff ve ark 2002). In vivo deneylerin
dolayli olarak gosterdigi gibi B. bovis’in neden oldugu patolojide NO’in énemli bir role

sahip oldugu disiiniilmektedir. Amino guanidin ve iNOS inhibitoriiniin, B. bovis
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enfeksiyonu sirasinda sigirda anemi ve ates belirtilerinde iyilesmeye, parazitemide de

azalmaya yol acgtig1 bildirilmistir (Gale ve ark 1998).

Fagositoz, fagosit hicre icerisinde ROI (superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri) salinimi ve oksidatif yanma ile yakindan iligkilidir. Oksidatif yanma
reaksiyonu fagosit hiicre yilizeyinde reseptorlerin (0rnegin IgG icin Fc reseptorlerinin)
capraz baglanmalar1 aracilifi ile stimiile edilebilir. Oksidatif yanma ile birlikte hem
ekstraselliler ortamda hem de fagosom icgerisinde ROI salimir. In vitro deneyler ROI
(superoksit anyonu, hidroksil radikalleri dahil; fakat hidrojen peroksit hari¢) babesiasidal
makrofajlar: aktive ederek iiretimini sagladigini gostermistir. Primer B. bovis enfeksiyonu
boyunca oksidatif aktivite devam ederken monositlerde artis goézlenirken, notrofillerde

azalma gorulmektedir (Court ve ark 2001).

2.7.2. Kazamilms Bagisikhik

Sigirlarin B. bovis ile bircok kez enfekte edilerek elde edilen hiperimmun serum ya
da sigirm hiperimmun serumundan hazirlanan IgGl ve IgG2’nin karigimi, enfeksiyona
acik duyarli buzagilar1 B. bovis enfeksiyonuna karsi pasif olarak bagisik kilabilmektedir
(Mahoney ve ark 1979). Bu koruma susa spesifik gelisen bir bagisikliktir. Dalagi alinan
buzagilara verilen hiperimmun serum ve B. bovis ile yapilan enfeksiyon sonucu, hig
enfekte olmamis buzag: gibi iyilesme saglanabilmistir. Primer enfeksiyon sonrasi toplanan
serumla duyarli, hi¢ enfekte olmamis buzagilara transfer edilen bagisiklik, hiperimmun
serum verilmesi ile olusan bagisikliktan daha az etkilidir. Bunun sebebinin serumda
mevcut olan antikor izotipi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. B. bovis enfeksiyonunu
takiben direkt olarak parazit antijenleri ve konak antijenlerine kars1 koruyucu ve koruyucu
olmayan antikorlar tiretilir. Antikorlar dogrudan parazitin canlilig iizerine etki etmektense,
artan fagositozis ile birlikte opsoninler olarak hareket etmektedir. Sonrasinda gelisen
ikincil enfeksiyon boyunca antikorlarin 6nemli etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Babesial
antijenlerin immun kompleksleri, bovine immunglobilin ve B. bovis enfeksiyonunu takip
eden C3 formudur (Goodger ve ark 1981). Bu immun komplekslerde buyik (major)

immunoglobulin IgM’dir; fakat bazen IgG1 ve IgG2 diisiik konsantrasyonlarda mevcuttur.
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Hem bovine IgG1 hem de IgG2 komplement fikzasyon yetenegine sahiptir; bovine 1gG2
ise Ustiin opsonize edilmis antikor alt sinifindadir. B. bovis enfeksiyonunu takiben 1gG2
hari¢ IgG1 ve IgM komplement fikzasyon antikorlar tespit edilir. Antikor-bagimli hiicre-
aracilt sitotoksisite sigirlarda B. bovis enfeksiyonunun ¢ozimii ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir (Goff ve ark 1982, Goff ve ark 1984).

Babesia bovis ve B. bigemina’ya kars1 sigirlarda gelisen immun cevapda
T hcrelerinin belirleyici rolii heniiz netlik kazanmamistir. Bununla birlikte immun
sigirdan elde edilen T hiicre hatt1 ve klonlari ile yapilan in vitro deneylerde T hiicrelerinin
rolii ortaya konmustur. Periferal kandaki mononiikleer 16kositler ve yardimer T hiicre
klonlart B. bovis antijenlerine karsi gelisen cevapda sayica c¢ogalirlar. CD4+ yardimci
T hiicre klonlar1 araciligiyla gelisen sitokin cevapda Thl ya da ThO cevabi tespit edilir;
fakat Th2 klonlar1 tespit edilememektedir. Rhoptri-associated-protein-1 (RAP-1) ile
immunize sigirlardan bol miktarda yardimer T hiicre klonlari izole edilmistir ve in vitro bu
klonlar ¢ok sayida IFN-c ile Thl sitokin profili Uretmektedir. Bu Th-1 klonlar1 antijen
varliginda otolog B hiicreleri tarafindan IgG2 {iretimini tesvik eder. Yardimci1 T hiicreleri
hattindan alinan siipernatant, NO tireten makrofajlar1 uyarict IFN-c ve TNF-a icerir (Brown
ve ark 1991, Brown ve ark 1993, Rodrigez ve ark 1996).

Babesia bovis ve B. bigemina’da kazanilmig bagisiklik sonucu gelisen immun
cevapda CD4+ yardimci T hiicrelerinin 6nemli rolii vardir. Bu yardimci T hiicreleri,
fagositik hiicreleri aktive eden, B hiicreleri tarafindan antikor iiretimini artiran, oldukc¢a

biiyiik 6nemi oldugu diisiiniilen IFN-y’y1 ve sitokinleri tiretir (Brown ve ark 2001).

2.8. Klinik Bulgular ve Patogenez

Babesiosisin klinik bulgulart oldukga genis ¢esitlilik gdstermektedir. Bunun sebebi
Babesia soyundaki iiyelerinin tek bir patogenez gdstermemesi, tiirler igerisinde bile sus
farkliliklarinin - goriilmesi bu cesitliligi olusturmaktadir. Ornegin B. bigemina’nin
Avusturalya susu nadiren hastaliga neden olurken, Afrika susu ise oldukg¢a patojen bir

sustur. B. bovis’in beyin ve bobrek dokusundaki kapillar damarlari 6ncelikli olarak tercih
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etmesi segici olarak bu organlarda olusan zarara yonelik klinik tablo gelismesine neden
olmaktadir. B. bigemina ise kan akisi boyunca yayilir ve komplike olmayan hemolitik
anemiye yol acar. Ayrica konagin yasi, irki, ¢cevresel faktorler, kolostrum ile alinan pasif
antikorlar konagin duyarlili@ini degistiren faktorlerdir. Buzagilarda gorllen Babesia
enfeksiyonlart 1limli bir seyir gosterir. Mortalite orani oldukca diisiikk olup, ciddi
durumlarda % 25’lere kadar ulasir. Yetiskin sigirlarda ise Babesia enfeksiyonlart daha
siddetli bir seyir gosterir. Akut enfeksiyonlarda mortalite oran1 % 50 ve daha Ustlinde
gortliir. Hastaligin goriildiigli sicak yaz aylarinda, ge¢ sonbahar ve erken ilkbahar
doneminde mortalite oran1 daha da artmaktadir. Daha Once babesiosise neden olan
etkenlerle hi¢ kargilasmamis yetiskin bir sigirda akut enfeksiyon oldukga siddetli olmakta
ve mortalite oran1 % 90’lara ¢ikmaktadir (Christensen 1956, Mahoney ve ark 1977).

Klinik bulgular siddetli, hiperakut ya da subklinik seyir gostermektedir. Parazit
periferal kanda tespit edilebilir diizeye ulastiginda ilk belirtiler goriilmeye baslamaktadir.
Bu da genellikle vektor kenenin beslenmeye baslamasindan itibaren 8-16 gunleri
arasindadir. inkubasyon periyodu, konaga enjekte edilen parazit sayis1 ve parazitin tercih
ettigi dokulara gore degisiklik gostermektedir. Paraziteminin kanda yikselmesi ile birlikte
rektal ates 2 ya da 3 giin sonra 41 — 41.5 °C’ye kadar yiikselir. Hayvanlarda ates bulgusuna
halsizlik, depresyon, istah kaybi, killarda kabariklik, rumen atonisi, konstipasyon, solunum
ve nabiz artis1 eslik eder. Siit sigirlarinda siit verimi hizla diiser. Gebe hayvanlarda diisiik
gortlebilir. Erken safhada goriilebilir mukoz membranlar kirmizimsi ve idrar normal
rengindedir. Ilerleyen safhalarda eritrositlerdeki yikima bagli olarak mukoz membranlar
soluk ve ikterikdir. Hayvanlarda zayiflama gériiliir. Idrar rengi kirmizi, kanlidir. Hayvan
genellikle idrar yaparken agri hisseder. Konstipasyonu takiben siklikla mukus ve kan
pihtilart ile birlikte ishal goriiliir. Cok siddetli etkilenen hayvanlarda 2-3 glinden 1 haftaya
kadar asir1 zayiflama ve diskiinliik, agri, kas titremeleri, gdzyas1 akintisi, salivasyon ve
hizla diisen atesle birlikte 6lim goriilebilir. Hafif siddette enfeksiyonda hayvanda ates
kademeli olarak normal seviyelere diiser. Birka¢ hafta veya ay icerisinde hayvanin
kondisyonu tekrar dizelir. Ilimli enfeksiyonlarda 1-3 haftalik periyodda parazitemi
gecicidir. Rektal ates 39-40 °C’ye yikselir, anoreksi ve depresyon gorulir. Hemoglobindri
genellikle yoktur; fakat hafif sarilik gézlemlenebilir (Christensen 1956, Zintl ve ark 2003,
Bock ve ark 2004). Akut hastaligi takiben gelisen kronik enfeksiyonlarda ya da

enfeksiyonun baglangicindan itibaren kronik seyreden durumlarda semptomlar akut
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hastalikdaki gibidir; ancak semptomlar daha ilimhidir ve daha uzun siire igerisine
yayilmigtir. Hastaligin seyri uzun ve diizensizdir. Ates periyodik olarak yiikselir. Istah ve
ruminasyon azalir. Kademeli olarak gelisen anemi ve zayiflama goriiliir. Ancak genellikle
hemoglobiniiri goriilmez. Mortalite oldukca diisiiktiir, iyilesme haftalar hatta aylar alir.
Siklikla da enfeksiyon tamamen ortadan kalkmaz (Christensen 1956). Buzagilarda
karakteristik olarak hafif bir ates, istahsizlik ve kisa bir siire devam eden depresyon
gortliir. Eritrosit yikimi oldukga azdir ve hemoglobiniiri goriilmez. Babesiosisin enzootik
oldugu bélgelerde buzagilarda bu enfeksiyonlarin ¢ogu farkedilmemektedir. Iyilesen

buzagilar enfeksiyonun tasiyicisi olarak kalmaktadir (Mahoney ve ark 1977).

Babesia bovis’in kenenin larval doneminde inokulasyonunu takiben gelisen
prepatent siresi genellikle 6-12 giin arasindadir. Paraziteminin pik yaptigi ve klinik
belirtilerin gozlendigi donem ise 3-5 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir (Bock ve ark 2004).
B. bovis ile akut enfekte sigirlarda parazitemi olduk¢a diisiik kalmaktadir. Bunun sebebi
muhtemelen parazitin kapillar damarlarda yikima yol agmasidir. Hastalik yetiskin ve yash
sigirlarda aniden gelismekte ve yiiksek oranlarda 6liime neden olabilmektedir. Ancak bir
yasindan daha kiiciik sigirlar hastaliga karsi direnglidir. Akut hastaliktan hayatta kalan
sigirlarda gelisen giiclii bir immun cevap karsisinda hem B. bovis hem de B. bigemina’da
direngli, kalic1 bir enfeksiyon gelismektedir. Ancak her iki Babesia tiiriinde gelisen direng
mekanizmalar1 farklidir. B. bovis merozoitleri, 6zellikle beyin ve bobrek dokusundaki
kapillar damarlarda eritrositler igerisinde birikim gosterir. B. bigemina’da kapillar
damarlara yerlesim goriilmez. B. bovis ile enfekte eritrositler kanda sirkulasyonda degildir
ve dalak makrofajlari tarafindan gelisen fagositozisden kaginmis olur (Allred ve ark 2000,
Allred 2001, Hutchings ve ark 2007) . Bu sekilde direngli enfeksiyon gelisimi s6z konusu
olur. B. bovis parazitlerinin avantaji, mekanik ve adheziv ozelliklerinin degisikliginde
eritrosit yuzey sekillerinin degisebilmesidir (Gohil ve ark 2010). Enfekte eritrositlerin
yiizeyinde olusan ¢ikintilar, B. bovis degisken eritrosit yiizey antijeni (VESA) gen ailesi
tarafindan kodlanmig proteinler igermektedir (O’Connor ve ark 1999, O’Connor ve Allred
2000). Bu c¢ikintilar epitelyal kapillar hiicrelere parazit igeren eritrositlerin
sitoadhezyonunda anahtar rol oynamaktadir. VESA proteinleri hizla antijenik varyasyonlar
gecirebilmektedir. Biiylik olasilikla vesa multigen ailesinin doniisiimii segmental gen
araciligiyla olusur (Brayton ve ark 2007). Bu nedenle vesa proteinlerin salinimi, konaklarin

immun baskis1 karsisinda parazitin yasamasini kolaylastirmaya yol acan immun cevap ve
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adhezyonda c¢ift yonlii rol oynamasi B. bovis’in diren¢ merkezi olabilir. Sigirlarda
B. bigemina enfeksiyonlarinin direngliligi ile ilgili mekanizmasi daha az arastirilmistir.
Ilging olan B. bigemina’da eritrositlerin yiizeyinde sadece konagin IgM molekiillerinin
gorulmesidir. Ylzeyde tespit edilen IgM molekillerinin adhezyonda rol oynayip
oynamadigi bilinmemektedir (Suarez ve Noh 2011). Bununla beraber B. bigemina’nin
doku tutulumundan yoksun olmasi, dolasimdaki kaliciligi i¢in B. bovis’ten farkli

mekanizmalar kullanabilecegini diisiindiirmektedir.

Makrofajlar tarafindan temizlenmesine ve parazite karsi gelisen giiclii antikor
yanita ragmen, bulasmanin devam etmesi ic¢in patojen tasiyiciligi saglama baglayan,

sirkulasyonda ¢ok az enfekte eritrositin kalmasidir (Howell ve ark 2007).

2.9. Babesiosisde Tani

Sigirlarda babesiosisin tanisi, hastaligin yayilmasimin 6nlenmesi ve kontrol altina

alinmasi agisindan énemli bir aragtir.

2.9.1. Mikroskobik Tan1 Metodlari

Babesia parazitleri kompleks bir yasam siklusuna sahiptir. Memeli ya da artropod
konak dokular1 i¢inde parazitin farkli sathalarinin tanimlanmasi igin direkt tan1 amaclt

mikroskobik tan1 yontemleri kullanilir.

2.9.1.1. Kahn ve ince Yayma Kan Frotisi

Ince yayma kan frotisi, Babesia parazitlerini klinik olarak gelen 6rneklerde etkeni

tespit etmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem giiniimiizde hala ¢ogu tam
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laboratuvarlarinda etkili olarak kullanilmaktadir. Pratik, kolay ve ucuz bir yontem olan
ince yayma froti yontemi deneyimli bir goz tarafindan incelenmelidir. Genellikle hastaligin
akut safhasi siiresince kanda tespit edilebilir sayida parazit bulunmasi nedeni ile akut
safhada ince yayma kan frotisi daha guvenilir sonu¢ vermektedir. Ancak hastaligin
subklinik seyrettigi kronik enfekte hayvanlarda parazit tespiti mikroskobik baki ile
mUmkin olmamaktadir. ince yayma kan frotilerinde alinan kanin kaynagi da sonucu
etkileyebilmektedir. Ornegin; vaskiiler endotelyuma tutunmayan B. bigemina, B. divergens
ya da B. gibsoni gibi tlrler icin yalnizca periferal kandan alinan 6rneklerin incelenmesi
tanida yeterli olmaktadir. B. canis ya da B. bovis gibi endotelyal hiicrelere tutunan Babesia
tirlerinde ise kulak ya da kuyruk ucu kapillar damarlarindan alinan kan &rnegi
incelendiginde bu tiirlerle enfekte eritrositlere yiksek oranda rastlanmaktadir (Aikawa ve

ark 1985, Morzaria 1992, Jacobson 2006).

Bir bagka teknik ise 6zellikle kanda diisiik parazitemi ile seyreden B. bovis gibi
etkenlerin tespiti amact ile kalin yayma kan frotisi yontemi kullanilmaktadir. Daha iyi
sonu¢ elde etmek icin lamin ortasina kii¢iik bir damla kan damlatilmasi ile yapilan bu
metot, B. bovis’den siiphelenildiginde ya da subklinik seyir gosteren Babesia

enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (Morzaria 1992, Bose ve ark 1995).

Morfolojik olarak mikroskop altinda Babesia tirlerinin eritrositler igerisinde yizik,
halka ya da armut bicimli (piriform) trofozoitleri gézlenmektedir. Trofozoitleri armut
formunda tek ya da ¢ift olarak, ipliksi ya da amorf yapilarda goriilebilmektedir. Ipliksi ya
da amorf trofozoitler genellikle paraziteminin yiiksek oldugu hayvanlarda tespit
edilmektedir. Babesia tiirleri armut formlariin arasindaki agilara gére morfolojik olarak
degerlendirilmektedir. B. bigemina eritrosit icerisinde plemorfik (oval, yuvarlak, ameboid)
sekillerde goriilmektedir. Siklikla rastlanan karakteristik formu c¢ift armut formudur ve
aralarindaki ag¢1 dardir. B. bovis genellikle ortasinda biiyiikk bir vakuol ve kenarinda
cekirdek igeren yuvarlak formlar seklinde goézlenmektedir. Sigirlarda B. divergens
eritrositin  periferinde piriform ya da yiiziik formunda yerlesim gosterir. Armut
formlarindaki ag1 genistir (Zintl ve ark 2003, Bock ve ark 2004, Silva ve ark 2009).
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2.9.1.2. Beyin Yayma Preparatlan

Babesia bovis ile enfekte eritrositler beyin kapillarlarinda birikim gostererek
kapillar damarlari1 tikamaktadir. Merkezi sinir sistemine bagli klinik belirtilere yol acan bu
patogenezis sonucu oOlen bir sigirda B. bovis’den siiphelenilmektedir. Tani1 amaciyla
beyinin serebral korteksinin gri maddesinden hazirlanan doku yayma preparatlar
incelenmektedir (Ristic 1981). Beyin kapillarlarindaki mevcut eritrositlerin hemen hemen
% 100’liniin enfekte oldugu goriilmektedir. Bobrek ya da karaciger gibi diger organlarin

smearlarinda da enfekte eritrositlere rastlanabilmektedir (Uilenberg 1972).

2.9.1.3. Hemolenf Yayma Preparatlar

Kene tarafindan taginan diger patojenler gibi, Babesia tiirleri de yasam dongiisiinde
kene dokularini enfekte etmektedir. Kene konaktan kan ile beslenip doyduktan hemen
sonra bagirsaginda kisa bir siire eritrositlerden kurtulan intraselliler parazitleri
icermektedir. Kenenin konaga tutunmasindan 72 saat sonra seksiiel lireme ile birlikte
enfektif diploid hiicreler kene bagirsak hiicrelerine penetre olur ve kinet adi verilen
hareketli asamaya gegilir (Riek 1964). Parazitin hareketli formu olan kinetler, kenenin
hemolenfine ulasir ve ciftlesen kenenin ovaryumlar1 dahil diger organlarin1 enfekte eder.
Babesia ile enfekte yetiskin disi keneleri tespit etmek igin en iyi yaklasim hemolenf testi
ile hemolenfde mevcut olan kinetlerin tanimlanmasidir. Bu teknik, kenenin bacaginin
kiglk bir makasla kesilerek alinan hemolenf damlasinin yayma preparatinin hazirlanmasi
ile yapilmaktadir. Tan1 kinetlerin (vermikillerin), Babesia tiiriine bagli olarak 14.3-16.9
uzunlugu ve 2.8-3.4 genisliginde gozlemlenmesine dayanmaktadir (Sekil 2.5.) (Friedhoff
ve Scholtyseck 1968, Friedhoff ve Scholtyseck 1969). Hemolenf testinde etkenlerin tir
ayrnmint yapmak oldukca zordur. Biyolojik siklusa dayanarak kinetler hemolenfte ilk
olarak kene doyduktan 72 saat sonra tespit edilir. Kenenin arakonaga tutunmasindan
itibaren 5.-6. guinlerde ise maksimum kinet varlig1 goriilmektedir (Riek 1964). Kinetler disi
kene Olene kadar hemolenfde bulunmaktadir. Rhipicephalus (=Boophilus) kene tirleri,
kinetler ovaryumlara ulagsmadan 6nce, yumurta yumurtlamaya baglar ve daha sonra gelisen

embriyoda kinetler yayilir. ik yumurtalar kenenin arakonaga tutunmasindan itibaren 72
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saatte yumurtlanir ve ilk enfekte yumurtalar tutunma sonrasi 92 saatte goriiliir. Parazit
tarafindan enfekte olmadan 6nce yumurtalarin bazilarimin yumurtlanmasi, disi kenelerin
Babesia ile enfekte olmayan nesil oraninin artmasini saglamaktadir (Mahoney ve Mirre
1977). Bu nedenle kinet miktarinin oldukga diisiik oldugu endemik bolgelerdeki sigirlardan
toplanan disi kenelerden hazirlanan hemolenf yayma preparatlari deneyimli bir g6z

tarafindan incelenmelidir.
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Sekil 2.5. Doymus Rhiphicephalus microplus’un hemolenfinden
elde edilen B. bigemina’nin kinet safthas1 (Mosqueda ve ark 2012)
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2.9.2. Serolojik Tan1

Babesia bovis ve B. bigemina tirleri Rhipicephalus (=Boophilus) microplus
tarafindan nakledilmesi ve filogenetik olarak yakin tiirler olmalarina ragmen; sigirlarda
farkli hastaliklara neden olmaktadirlar. Bobrek, akciger ve beyin mikrokapillarlarinda
enfekte eritrositlerin par¢alanmasindan kaynaklanan organ yetersizlikleri, sistemik sok ve
6limlere yol agan B. bovis enfeksiyonlar1 B. bigemina’nin olusturdugu enfeksiyonlara
nazaran daha siddetli seyir gostermektedir. B. bovis enfeksiyonu genellikle sigirlarda canli
kalmakta ve diger hayvanlara bulastirmak igin tasiyici olarak hizmet etmektedir (Bock ve
ark 2004). Gerek tastyict hayvanlarin tespiti gerekse de filogenetik olarak birbiri ile yakin
iligkili Babesia tiirlerini ayirtedebilmek igin duyarliligi ve 6zgiilligii yiiksek tani testlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu testler protozoonlarin epidemiyolojisinin daha iyi anlagilmasi ve
hastaligin kontrol stratejilerinin belirlenmesi igin yarar saglamaktadir (de VVos ve Potgieter
1994).

2.9.2.1. Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) ve Enzim Bagimh
Immunosorbent Testi (ELISA)

Tasiyict hayvanlarin tespit edilmesi yanisira epidemiyolojik caligmalarda sigir
Babesia parazitlerine kars1 spesifik antikorlarin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida serolojik
testler gelistirilmistir (Weiland ve Reiter 1988, Bose ve ark 1990, Araujo ve ark 1998). Bu
testler arasinda IFAT oldukc¢a duyarl bir test olmasina ragmen; subjektif degerlendirilmesi
ve diger Babesia tiirleri ile c¢apraz reaksiyon gostermesi kullanim alanim
siirlandirmaktadir (Bose ve ark 1995). IFA testinin aksine ELISA, oldukca pratik ve
ekonomik, yiiksek duyarlilik ve ozgiilliige sahip bir testtir. Objektif olarak ¢ok sayida
ornegin degerlendirilebilmesi ve hizli adaptasyon kapasitesi gostermesi nedeni ile ELISA
epidemiyolojik caligmalarda rutin tani testi olarak kullanilmaktadir. Tani i¢in ¢ok sayida
ELISA gelistirilmesine ragmen; cogunlukla antijenlerin hazirlanmasi, duyarlilik ve
ozgiilliik ile iliskili bazi problemler gdzlenmektedir. Ornegin; saf antijenler Babesia
parazitlerine kars1 gelisen antikorlar1 tespit etmek icin kullanilmigtir. Fakat antijenin

saflagtirma kalitesinin diisiik olmas1 ve diger protozoon parazitlerle ¢apraz reaksiyonlarin
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goriilmesi uygulamada sikintilara neden olmaktadir. Bu saf antijenler siklikla testin
dogrulugunu etkileyen, arka planda spesifik olmayan baglanmalara yol agan, konak hiicre
bilesenlerini icermektedir (Waltisbuhl ve ark 1987, Bose ve ark. 1990, de Echaide ve ark
1995, Machado ve ark 1997). Ote yandan parazitten elde edilen rekombinant proteinler
yiikksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip testlerin daha iyi standardize edilebilmesine izin
veren, alternatif antijen kaynaklari olmaktadir (Bose ve ark 1990, Bose ve ark 1995).
Serolojik testlerde rekombinant antijenlerin kullaniminin potansiyel avantajlar1 olmasina
ragmen; onlarin duyarhiliginin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle yeni
antijen belirleyicilerinin tanimlanmasi igin daha fazla c¢alismanin yapilmasi arzu

edilmektedir.

Babesia parazitlerinin mikronemler, rhoptriler ve yuvarlak vicut organellerini
iceren apikal kompleksinin karakteristik yapilar1 ¢ogunlukla tanimlanmistir. Parazitin
yasamsal ve biiylimeye dair kritik fonksiyonlarina sahip olduguna inanilan parazitin
membran bileseni ile birlikte yukarida bahsedilen bu organeller proteinlerden olugmaktadir
(Yokoyama ve ark 2006). Bu proteinler parazitin invazyon slrecinde merozoit ve
sporozoitlerin tutunmasinin baslangic asamasinda anahtar rol oynadigina inanilan
(Yokoyama ve ark 2006), cesitli merozoit yiizey antijenleri (VMSAs) (Bono ve ark 2008);
apikal membran antijen 1 (AMA-1) trombospondin-iligkili anonim protein (TRAP) ve
merozoitler ve eritrositler arasindaki ‘tight junction’ olusumu ile ilgili rhoptri-iliskili
protein 1 (RAP-1) mikronem ve rhoptri proteinleri (Gaffar ve ark 2004); parazitin
biiyiimesinde yardimci ve invazyon sonrasi ortam stabilizasyonunu saglamakta rol
oynayan yuvarlak vicut proteinleri (SBPs)’dir (Goo ve ark 2008, Terkawi ve ark 2009).
Bu proteinlerin belirlenmesi subunit asilar ya da tanisal antijenler gelistirilmesi agisindan

umut vericidir.

Merozoit ylizey antijeni 2¢ (BbMSA-2c¢) (Kim ve ark 2008), C-terminal rhoptri-
iligkili protein 1 (BbRAP-1/CT) (Boonchit ve ark 2004), trombospondin-related anonim
protein (BbTRAP) (Gaffar ve ark 2004), yuvarlak viicut protein 1 (BbSBP-1) (Hines ve ark
1995) ve yuvarlak vicut protein 4 (BbSBP-4)’l (Terkawi ve ark 2011) igeren farkli
rekombinant proteinlerle yapilan bes ELISA testi gegerli olarak kabul edilmistir. B. bovis
enfeksiyonlarin tespit edilebilmesi i¢in global tanisal belirleyici olarak rBbSBP-4 ile
ELISA’nin kullanim1 dikkat ¢ekmektedir. ELISA ile rBbSBP-4, standart IFAT dan ¢ok
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daha pratik ve duyarli bir tan1 saglamaktadir. Bu nedenle epidemiyolojik ¢aligmalar ve

hastaligin kontroliinde uygulanabilir bir testtir.

Buyuk membran protein BbMSA-2¢c kompleks VMSA geninin Uyesidir ve umut
verici tan1 antijeni olarak bilinmektedir (Kim ve ark 2008). Bu ailenin iiyelerinin cografik
olarak farkli suslar1 arasinda dizilim g¢esitliligi goriilmektedir (Palmer ve ark 1991).
Babesia enfeksiyonlarinin tespiti igin rBbMSA-2¢ muhtemelen bu dizilim gesitliligi nedeni
ile diislik antijeniteye sahiptir ve tan1 amagh kullanimi sinirhidir. Rhoptri-iliskili protein 1
(RAP-1) butiin Babesia turlerinde bulunmaktadir. Diger apikal kompleks proteinlerle
homolog dizilim gostermektedir. B-hiicre ve T-hiicre epitoplart nétralizasyon-duyarliligi
icermektedir (Suarez ve ark 1991). BbRAP-1 enfeksiyonun erken safhasinda enfekte
kirmiz1 kan hiicrelerinin (RBC) sitoplazmasi igerisinde tespit edilen exoantigen olarak
bilinmektedir ve yliziik safhasi gériillmeden 6nce kisa bir siire kalmaktadir (Tetzlaff ve ark
1992, Yokoyama ve ark 2002, Terkawi ve ark 2009). Bu proteinin, diger Babesia turleri ile
capraz reaksiyona neden olan, N-terminal bolgesinde 300 aminoasit arasinda yiiksek
koruma nedeni ile tan1 i¢in uygun olmadig: bildirilmistir. Aksine C-terminal diger Babesia
RAP-1’lerle diisiik identities ile farkli dizilimler mevcuttur ve tiire spesifik tanisal antijen
olarak hizmet edebilir (Boonchit ve ark 2002, Boonchit ve ark 2004, Terkawi ve ark 2009).
Bu ylzden C-terminal BbRAP-1 serodiagnozis ve epidemiyolojik caligmalar i¢in yiiksek
giivenilirligi ile antijen olarak genis bir kullanim alan1 bulmustur (Boonchit ve ark 2004,
Iseki ve ark 2010). Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada bu antijen Asya’dan alinan
orneklerle iyi bir performans gosterirken; Ghana ve Brezilya’dan alinan Orneklerle
gosterememistir (Boonchit ve ark 2002). Performanslardaki tutarsizliklar, tiirlerdeki genler
arasinda diisiik tespit edilen homolojinin yanisira immun cevap ve konakdaki

farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Babesia enfeksiyonlarinin serolojik tanisi genellikle aseksiiel kan-safhasindaki
parazitlere kars1 olusan antikorlarin tespitine dayanmaktadir. IFAT son on yilda giivenilir
bir serolojik test olarak bilinmesine ragmen; uzun zaman almakta ve subjektif olarak
degerlendirilmektedir. Otomatize edilememekte ve sonuclari degerlendiren teknisyenin
tecriibesi ile orantili olarak sonuglar etkilenmektedir. Son yillarda C-terminal rhoptri-
iligkili protein 1 ile yarismali ELISA (cELISA) OIE standartlar1 altinda laboratuvarlar
arasinda gecerli kabul edilmistir (Goff ve ark 2003, Goff ve ark 2006). Farkli cografik
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bolgelerden elde edilen B. bovis ile enfekte serumlarla cELISA’nin yiiksek duyarliligi ve
Ozgilligiine ragmen; test enfeksiyonun erken safhasinda tespit etmekte sinirlilik
gostermektedir. Oysa ki IFAT, cELISA’nin tespit edemedi8i enfeksiyon asamasindan
yaklasik 2 giin once B. bovis ile olusturulan deneysel enfeksiyonda spesifik antikorlari
tespit edebilmektedir (Goff ve ark 2003). Ustelik cELISA’da &rneklerin diisiik OD
degerleri gostermesi (cut off degerlerine yakin olan noktalarda) sonucu dogrulamak igin
testi tekrar etmek gerekmektedir. Bu durum 6zellikle diisiik antikor titresi gdsteren tasiyici
hayvanlarla yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda taninin dogrulugunu etkilemektedir. Bu
nedenle daha etkili tani testlerinin gelistirilmesi i¢in aragtirmalarin devam edilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir (Goff ve ark 2006). Ayrica ELISA ile daha 6nce gegerli kabul
edilmis cELISA’nin karsilastirmasinin yapilmasi gelecekte Babesia’nin daha iyi tani

konmas1 agisindan gereklidir.

2.9.2.2. immunokromatografi Testi ICT)

Immunokromatografi testi (ICT), nitroselliiloz esasl test stripleri araciliiyla cok
kiglk miktarlardaki serumda (*200 pl) spesifik antijenlere karsi gelisen antikorlarin
tespitine dayanan bir tan1 yontemidir (Kim ve ark. 2008). Son yillarda sigir babesiosisinin
tanisinda ELISA ve IFAT gibi laboratuvar malzemeleri, ekipman ve deneyimli personel
gerektiren kompleks prosedirlere sahip serolojik testlere alternatif olarak ICT
gelistirilmistir. Bu yontemle 15 dk’dan daha kisa bir siirede, tek bir reaksiyon seridi
kullanilarak B. bovis ve B. bigemina spesifik antikorlar1 segici ve es zamanli olarak tespit
edilebilmektedir. Bu 6zellikleri ile ICT sahada kolay ve pratik uygulanabilen, hizli ve basit
serolojik tanisal bir testtir (Shiff ve ark 1993, Chandler ve ark 2000, Huang ve ark 2006).
S1g1r babesiosisi tizerine yapilan bir ¢alismada B. bigemina igin rekombinant rhoptri iligkili
protein-1 (RAP-1)’in C-terminal kisminin kullanildigi BoICT, B. bovis igin ise
rekombinant rhoptri iligkili protein-1 (RAP-1)’in kullanildigr BiICT gelistirilmistir (Kim
ve ark 2007). Calisma sonucunda BoICT ve ELISA ile enfeksiyon sonras1 93. giinden 14.
giine kadar serumda antikor tespit edilmis; BilCT ve ELISA ile enfeksiyon sonrast 274.
giinden 13. giine kadar serumda antikor saptanmistir. Calismada BoICT ve BilCT’nin
yapisal uyumlulugu klasik serodiagnostik metotlardan ELISA ve IFAT ile
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karsilastirildiginda; BolCT sirasi ile % 92.5, % 90.3; BilICT sirast ile % 96.8, % 92.5
bulunmustur (Kim ve ark 2007). Benzer bir ¢alisma olan; fakat B. bovis ve B. bigemina’nin
es zamanl olarak tespit edildigi bir bagka ¢alismada her iki tiir i¢in BoICT gelistirilmistir.
B. bovis rekombinant merozoit ylizey antijen-2c (rMSA-2c) ve B. bigemina rekombinant
rhoptri iligkili protein-1’in kullanildigi ¢alismada, BoICT ile B. bovis ve B. bigemina
spesifik antikorlar1 segici olarak tespit edilmistir (Kim ve ark 2008). Calisma sonucunda
BolCT’nin B. bovis i¢in duyarliligi ve spesifikligi sirasi ile % 96.7 ve % 91.3; B. bigemina
icin ise sirast ile % 96.7 ve % 92.5 oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda BolCT,
herhangi bir laboratuvar ekipmani gerektirmeksizin sigir babesiosisinin sahada hizl tanisal

degerlendirmesinde oldukca kullanish bir test olarak bildirilmektedir (Kim ve ark 2008).

2.9.3. Molekiiler Tan1

Genellikle epidemiyolojik ¢alismalarda tercih edilen ve bir bolgedeki durumu
yansitmada yeterli olan serolojik yontemler, etkenlerin kanda tespit edilemedigi subklinik
enfeksiyonlarin tanisinda tercih edilmektedir. Ancak bu yontemlerin bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. As1 uygulanan hayvanlarda ya da tedavi sonucu iyilesen hayvanlarda
parazit bulunmadigi halde antikor varliginin uzun siire devam etmesi, akut dénemde
Ig G’lerin heniiz olusmamasi ve Babesia tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyonlarin gériilmesi
elde edilen sonuglar1 etkilemektedir (Wagner ve ark 1992, Passos ve ark 1998). Serolojik
testler bu baglamda antikorlarin varligin1 gostermektedir; fakat hastaligin durumunu ortaya
koymada yetersiz kalmaktadir.

Son yillarda rekombinant DNA teknikleri ile birlikte molekuler ydntemlerde
kaydedilen ilerlemeler Babesia tiirlerinin tanisinda 6nemli gelismeler saglamustir.
Polimorfik DNA problar1 araciligiyla yapilan c¢aligmalarda B. bovis’in dogal izolatlar
arasindaki heterojenite tespit edilmistir (Cowman ve ark 1984, Dalrymple 1990, Jasmer ve
ark 1990). RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) teknigi ile tiire spesifik ya da
susa spesifik, prob olarak da kullanilabilen fragmentler tespit edilerek, genetik
varyasyonlarin ~ degerlendirilmesinde ve filogenetik c¢alismalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Hardrys ve ark 1992). RAPD teknigi PCR ile birlikte ¢aligmalarda, tiire
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spesifik tanisal problarin gelistirilmesinde hizli bir method olarak da kullanilmistir
(Basagoudanavar ve ark 1998, Reddy ve ark 1998, Omanwar ve ark 2001). 2006 yilinda
Ravindran ve ark tarafindan RAPD-PCR’1in monomorfik fragmentinden elde edilen yiiksek
duyarhilik ve ozgiilliige sahip nonradyoaktif prob gelistirilmistir (Ravindran ve ark 2006).
Calismada yaklastk 873 bp’lik monomorfik RAPD fragmentinden elde edilen
B. bigemina’ya spesifik digoksigenin isaretli probun, hedef B. bigemina genomik
DNA’sin1 minimum 100 ng’a kadar tespit ettigi bildirilmistir (Ravindran ve ark. 2006).
B. bigemina’nin spesifik olarak tanimlanmasinda ¢esitli niikleik asit problar1 kullanilmstir.
Niikleik asit problar1 epidemiyolojik ¢aligmalarda 6zellikle paraziteminin diisiik seyrettigi
tagiyict hayvanlarin belirlenmesinde tercih edilmektedir (Buening ve Figueroa 1992,
Figueroa ve Buening 1995). Reddy ve ark. tarafindan sigir kaninda ve in vitro hiicre
kiiltiirlerinde yapilan iki ayr1 ¢alismada B. bigemina’ya spesifik ribosomal RNA problari
kullanilmistir (Redy ve ark 1991, Reddy ve Dame 1992). Calismalarda rRNA problar ile
yapilan yontemin son derece spesifik ve duyarli oldugu bildirilmistir (Reddy ve ark 1991,
Reddy ve Dame 1992). Buening ve ark. tarafindan 1990 yilinda B. bigemina’nin spesifik
tekrarlayan DNA problarinin karakterizasyonu ve yapisi ortaya konmustur (Buenning ve
ark 1990). Calismada orijinal radio-isaretli prob (**P)’un B. bigemina’ya spesifik oldugu
aynt zamanda farkli ilkelerden elde edilen Babesia izolatlar1 ile hibridize oldugu
goriilmiistir. Bu DNA probunun (*?P), B. bigemina DNA’smi 10 pg gibi kiigiik bir
miktarda dahi tespit edebildigi bildirilmistir (Buening ve ark 1990).

Babesia tiirlerinin molekiiler teshisinde PCR, yiiksek duyarlilik ve &zgiilliikle
birlikte hizli sonu¢ almayr saglamaktadir (Fahrimal ve ark 1992, Smeenk ve ark 2000,
Almeria ve ark 2001, Gayo ve ark 2003, Oliveira-Sequeira ve ark 2005, Costa-Junior ve
ark 2006, Martins ve ark 2008). Cok sayida aday genlerle yeni PCR metotlarinin dizayn
edilmesi B. bovis genom diziliminin tamamlanmasinda rol oynamistir (Brayton ve ark
2007). Ayni zamanda yeni genlerin arastirilmast hem B. bovis hem de B. bigemina
enfeksiyonlarinin tanisi i¢in gereklidir. Bu amagla simdiye kadar PCR tekniginde B. bovis
icin sitokrom b (Fahrimal ve ark 1992, Salem ve ark 1999), DNA prob (Figueroa ve ark
1993, Figueroa ve ark 1998), ssurRNA (Calder ve ark 1996, Criado-Fornelio ve ark
2003a,b, Thammasirirak ve ark 2003, Costa-Junior ve ark 2006, Guerrero ve ark 2006),
BvVA1 ve Bv80 (Lew ve ark 1997, Bock ve ark 2000), beta tubulin (Caccio ve ark 2000)

geni genomik hedef olarak kullanilmistir. B. bigemina i¢cin DNA prob (Figueroa ve ark
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1992, Figueroa ve ark 1993, Figueroa ve ark 1998), sitokrom b (Salem ve ark 1999), beta
tubulin (Caccio ve ark 2000), ssurRNA (Costa-Junior ve ark 2006, Guerrero ve ark 2006)
geni genomik hedef olarak kullanilmistir. Son yillarda nested PCR kullanilarak B. bovis
genom diziliminden BV5650 ve BV8970 adli iki membran protein genleri segilerek bir
calisma yapilmistir (Aboulaila ve ark 2010a). Bu iki gen B. bovis icin tek olmakla birlikte,
B. bigemina genom dizilimi verileri ve diger apikompleksan parazitlerde homolog bir
yapiya sahip degildir (Brayton ve ark 2007). Diger apikal kompleks proteinlerinden farkli
ve Babesia tiirleri arasinda korunmus BV5650 ve BV8970 gen kodlar1 B. bigemina genom
diziliminde tespit edilememistir. Bu nedenle B. bovis enfeksiyonlarinin tanisinda bu
genlerin kullanimi PCR’1mn duyarliligi ve 6zgiilligiinii arttirabilecegi diislintilmektedir. Bu
iki membran gen proteinleri kullanilarak iki nested PCR testinin gelistirilmesi amaglanan
calismada gelistirilen testlerin duyarliligi ve 6zgulligi B. bovis RAP-1 (rhoptri-iliskili
protein-1) geni ile karsilastirilmistir (Aboulaila ve ark 2010a). Calisma sonucunda B. bovis
in vitro hiicre kiiltiirii ile yapilan nested PCR’mn duyarliligt BV650, BV8970 ve RAP-1
sirast ile % 10, % 10° ve % 107 parazitemiye kadar diismiistiir. BV650 geni ile test
basina 1 fg genomik DNA’ya kadar tespit edilirken; BV8970 ve RAP-1 geni ile 100 fg
genomik DNA tespit edilmistir. Calismada alinan sonuclar, saha érneklerinde B. bovis’in
tanis1 amaciyla BV650 geninin nested PCR testi ile oldukca duyarli oldugunu gostermistir.
Diinya c¢apinda sigirlarda B. bovis enfeksiyonlarinin tanisal degerlendirmesinde BV650
nPCR’n iyi bir ara¢ oldugu bildirilmektedir (Aboulaila ve ark 2010a). Yine son yillarda
B. bigemina’nin tespitine yonelik parazite spesifik apikal membran antijen-1 (AMA-1) gen
dizilimine dayanan yeni bir nested PCR gelistirilmistir. Calismada B. bigemina’nin spesifik
olarak tespit edilmesinde AMA-1 nPCR yonteminin yararli bir tanisal ara¢ olabilecegi
bildirilmistir (Sivakumar ve ark 2012).

Hem ekonomik hem de es zamanli olarak ¢ok sayida parazit tiirliniin tespitinde rol
oynayan RLB testi, epidemiyolojik ¢alismalarda pratik olarak kullanilan bir bagka
molekiiler testtir. Diinya’da ve Tiirkiye’de sigirlarda Babesia tiirlerinin tanisinda RLB
testine dayanan ¢esitli ¢calismalar yapilmistir (Sparagano ve ark 2000, Almeria ve ark
2002, Brigido ve ark 2004, Oura ve ark 2004, Ica 2004, Garcia-Sanmartin ve ark 2006,
Salih ve ark 2007, Silva ve ark 2010, Yildirim ve ark 2013). Tiirkiye’nin farkli illerindeki
sigirlardan daha once farkli projelerde kullanilmak iizere toplanan ve laboratuvarda

muhafaza edilen 400 adet sigir kan O6rneginin kullanildig1 bir ¢calismada RLB tekniginin
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Real Time PCR ile karsilagtirilmasi sonucu, RLB tekniginin % 88.8 duyarlilik ve % 100
ozgiilliige sahip oldugu bildirilmistir (Y1ildirim ve ark 2013).

Babesia bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarinin molekiiler tanisinda farkli tani
metotlarinin kullanildig1 ¢ok sayida calisma yapilmistir. Farkli molekiiler tan1 metotlari
olarak nested PCR (Figueroa ve ark 1993, Oliveira ve ark 2005, Costa-Junior ve ark 2006,
Goff ve ark 2006, Cao ve ark 2012, Yu ve ark 2013, Yildirim ve ark 2013); PCR (Calder
ve ark 1996, Smeenk ve ark 2000, Gayo ve ark 2003, Almeria ve ark 2001, Chaudhry ve
ark 2010, Yildirim ve ark 2013); real time PCR (Yildirim ve ark 2013); RLB (Gubbels ve
ark 1999, Brigido ve ark 2004, Oura ve ark 2004, ica 2004, Salih ve ark 2007, Yildirim ve
ark 2013); mLAMP teknigi (Iseki ve ark 2007); LAMP yontemi (Liu ve ark 2012);
seminested hot-start PCR (Martins ve ark 2008) kullanilmistir. B. bigemina
enfeksiyonlarinin molekiiler tanisinda ise simdiye kadar nested PCR (Cao ve ark 2012,
Sivakumar ve ark 2012, Yu ve ark 2013, Yildirim ve ark 2013); PCR (Smeenk ve ark
2000, Almeria ve ark 2001, Oliveira ve ark 2008, Petrigh ve ark 2008, Chaudhry ve ark
2010); Real Time PCR (Yildirim ve ark 2013); duplex PCR (Sharma ve ark 2013);
mLAMP teknigi (Iseki ve ark 2007); LAMP yontemi (Liu ve ark 2012) ve RLB (Garcia-
Sanmartin 2006, Salih ve ark 2007, Yildirim ve ark 2013) teknigi kullanilmistir.

Yeni bir niikleik asit tespit yontemi olarak son yillarda kullanimi artan LAMP
teknigi ile izotermal sartlar altinda yiliksek duyarlilik ve Ozgiillikde hedef DNA
cogaltilabilmektedir (Notomi ve ark 2000, Iseki ve ark 2007, Liu ve ark 2012). LAMP
teknigine dayanan multipleks LAMP (mLAMP) yonteminde ise sigirlarda B. bovis ve
B. bigemina tiirleri es zamanli olarak tespit edilebilmektedir (Iseki ve ark 2007). mLAMP
teknigi kullanilarak B. bovis ve B. bigemina rhoptri-iligkili protein-1 genleri icin LAMP
primerleri dizayn edilen bir ¢alismada, restriksiyon enzim analizini takiben etkenlerin
tanis1 es zamanl olarak ortaya konmustur. mLAMP yonteminin duyarliligr klasik PCR
metodlari ile karsilastirildiginda B. bovis icin 10%, B. bigemina icin 10° kez daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Iseki ve ark 2007). LAMP teknigi ile B. bovis ve B. bigemina
tiirlerinin hizli bir sekilde tespit edilerek ayirt edilmesi amaglanan baska bir ¢alismada
internal transcribed spacer (ITS) genlerinin spesifik dizilimleri hedef olarak kullanilmistir.
Calismada LAMP yo6nteminin duyarlilig klasik PCR yontemlerine nazaran B. bigemina ve
B. bovis igin 0.1 pg DNA olarak bildirilmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen bulgularla,
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Babesia tir-spesifik LAMP testinin 6zellikle babesiosisin endemik olarak goriildigi
ulkelerde, Babesia tiirlerinin hem ayirt edilmesi hem de tespit edilmesinde potansiyel bir

klinikal uygulama olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Liu ve ark 2012).

2.10. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Si1gir babesiosisinin kontroliinde asilama, anti-babesial ilaclar, kene kontroll ya da
biitlin bunlarin birarada kullanildig1 yaklasimlar yer almaktadir (Suarez ve Noh 2011).
Gegmisde sigir babesiosisinin tedavisi hastalifin eradikasyonundan daha az O6nem arz
etmekteydi. Birinci amac¢ vektdr kenenin eradikasyonunun saglanmasiydi. Fakat
giinlimiizde diinyada sigir babesiosisinin goriildiigii iilkelerde babesiosisin kontrolii ve
onlenmesi olduk¢a onemlidir. Endemik bolgelerde hasta hayvanlar miimkiin olan en kisa
zamanda anti-parazitik ilaglarla tedavi edilmelidir. Erken tanit ve hemen etkin ilaglarin
kullanimina bagli olarak tedavide basar1 saglanabilmektedir. Cok sayida kimyasal
bilesiklerin Babesia parazitlerine karsi etkili oldugu bildirilmektedir (Vial ve Gorenflot
2006). Bu bilesiklerden bazilar1 oldukga spesifik ve etkili olmakla birlikte, bircogu da
birkag¢ sebepden dolay1 kullanimdan kaldirilmistir. Siddetli gelisen babesiosis vakalarinda
kan transflizyonu uygulanmasi, anti-inflamatorik ilaglarin  kullanimi, kenelerin
uzaklastiritlmasi, demir preparatlari, dekstroz, vitaminler (6zellikle B kompleks),
purgatifler uygulanmasi, sivi degisimi gibi destek tedavi gerekli olabilmektedir (Kuttler
1981, Zintl ve ark 2003). Trypan blue, sigir babesiosisine karsi kullanilan ilk spesifik
ilagtir. B. bigemina enfeksiyonlarina karst oldukea etkili bir bilesik olup, B. bovis Uzerine
herhangi bir etkisi yoktur. Trypan blue’nun hayvanlarin rengini degistirmesi sebebi ile de
kullanimi1 ortadan kalkmistir. Uzun yillar Avrupa’nin ¢ogu yerinde sigir babesiosisine karsi
quinuronium sulfate, amicarbalide, diminazene aceturate ve imidocarb diproprionate
kullanilmistir. Ancak quinuronium sulfate, amicarbalide tretim giivenligi nedeni ile
piyasadan kaldirilmistir. Diminazene aceturate ise babesiacide ve trypanocide olarak tropik
bolgelerde genis kullanim alan1 bulmustur; fakat pazarlama nedenlerinden dolay1
Avrupa’da piyasadan geri ¢ekilmistir (Zintl ve ark 2003, Vial ve Gorenflot 2006). Babesia
tiirlerine kars1 koruyucu ajanlarin gelisiglizel kullanimi parazitlerin ilaglara karsi direng

gelistirmesine yol agar (Yeruham ve ark 1985). Bu nedenle esas problem yeni ilaglarin
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gelistirilmesidir. Babesiosise karsi kemoterapotik etkili yeni ilaglar konakta istenen
hastalik kontroliinii saglayacak ve konakta diisiik toksisiteye neden olacak sekilde parazite
kars1 spesifik etkili ilaglar olmalidir. Bu amacla babesiosisin tedavisinde yeni antibabesial
ilaclar olarak triklosan (Bork ve ark 2003), nerolidol (Aboulaila ve ark 2010b, artesunat
(Goo ve ark 2010), epoxomisin (Meng ve ark 1999), gossipol (Bork ve ark 2004) ve
atovaquon (Hughes ve Oz 1995) gosterilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Materyal

Bu ¢alisma Haziran 2006 - Eyliil 2008 tarihleri arasinda Aydin, Izmir, Manisa
illerinde belirlenen odaklarda yapilmistir. Bu amagla Aydin merkez (Osmanbiikii), Aydin
iline bagli Yenipazar (Dalama), Cine (Akcaova beldesi), Stke (Akcakaya); izmir iline
bagh Tire (Baskoy), Aliaga (Citak), Kinik (Karadere); Manisa iline bagli Alasehir (Giirsu),
Golmarmara (Sazkody) ilgelerindeki odaklardaki sigirlardan kan Ornekleri alinmigtir.
Calismada belirlenen odaklarin Aydin, Izmir ve Manisa illeri icerisindeki yerlesimi Resim

3.1°de gosterilmistir.
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Resim 3.1. Caligmada belirlenen odaklarin (Aydin ili Merkez-Osmanbikd,
Yenipazar, Cine, Soke; Izmir ili Tire, Aliaga, Kinik; Manisa ili Gdlmarmara, Alasehir

ilgeleri) cografik yerlesim haritasi.

Calismada Haziran 2006 - Eylil 2008 tarihleri arasinda belirlenen odaklarda
bulunan sigirlardan her ay dizenli kan alinmigtir. 2006 yili Haziran ayinda 224 adet sigir
kan 6rnegi ile caligmaya baslanmis, 2008 yil1 Eyliil ayinda alinan 241 adet sigir kan 6rnegi
ile c¢alisma bitirilmistir. Toplamda Aydin merkez (Osmanbiikii), Aydin iline bagh
Yenipazar (Dalama), Cine (Akcaova beldesi), Soke (Akgakaya); Izmir iline bagh Tire
(Baskdy), Aliaga (Citak), Kinik (Karadere); Manisa iline bagli Alasehir (Giirsu),
Golmarmara (Sazkdy) ilgelerine ait odaklardaki sigirlardan alinan kan 6rneklerinin yil ve
aylara gore dagilimi Cizelge 3.1., Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.’de gosterilmistir. Calisma
stiresince her gidiste mimkiin oldugunca ayni hayvanlardan kan alinmistir. Ancak
odaklardan kan oOrnekleri her ay alindigi icin Olen, kesilen ya da satilan hayvanlar

nedeniyle her seferinde ayn1 sayida hayvandan kan alimi miimkiin olmamistir. Ayrica her
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ay odaklara yeni katilan hayvanlardan da kan alinarak, bu ornekler c¢aligmaya dahil

edilmistir.

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Kan ornekleri Haziran 2006 tarihinden itibaren Eylil 2008 tarihine kadar her ay
duzenli olarak toplam 9 odaktaki sigirlardan alinmistir. Sigir kan 6rnekleri 10 ml’lik
EDTA (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate)’li tiiplere alinarak soguk =zincirde
laboratuvara getirilmistir. Daha sonra aliman kan Ornekleri 1’er ml eppendorf tiiplere

bollnerek kullanim asamasina kadar -80 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.1. 2006 yilinda aylara gore odaklardan toplanan kan 6rneklerinin sayisi

2006 YILI
Haziran Temmuz Agustos Eylul Ekim Kasim Aralik
Aydm-Merkez 46 49 49 48 49 42 54
Yenipazar 40 48 50 49 43 36 23
Cine 46 33 25 52 45 41 X
Soke X X 50 61 34 24 30
Tire 43 47 47 50 44 31 42
Aliaga X X X 31 32 32 28
Kinik X X X 24 26 28 37
Alasehir 49 50 52 50 46 46 47
GoOlmarmara X 48 51 51 50 44 28
TOPLAM 224 275 324 416 369 324 289
X: Kan drnegi alinamamustir.
Cizelge 3.2. 2007 yilinda aylara gore odaklardan toplanan kan 6rneklerinin sayisi
2007 YILI
Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil Ekim Kasim Aralik
Aydin-Merkez 41 39 30 38 39 39 39 39 39 37 42 38
Yenipazar 25 34 25 17 27 42 45 48 45 43 46 45
Cine 41 39 34 25 29 16 X 31 4 40 30 25
Soke 29 45 37 51 54 57 59 61 51 51 58 49
Tire 42 56 48 42 49 53 46 47 45 45 44 49
Aliaga 32 30 30 31 34 40 37 35 37 37 43 46
Kinik 38 40 37 25 16 19 13 11 10 17 29 34
Alagehir 48 38 38 45 43 40 41 41 41 50 50 49
Goélmarmara 47 52 53 46 37 54 52 31 37 35 35 35
TOPLAM 343 373 332 320 328 360 332 344 309 355 377 370

X: Kan drnegi alinamamustir.
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Cizelge 3.3. 2008 yilinda aylara gore odaklardan toplanan kan 6rneklerinin sayisi

2008 YILI
Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylul

Aydi-Merkez 37 37 29 29 35 34 29 X 28
Yenipazar 33 34 27 30 29 30 34 X 34
Cine 38 32 33 22 31 31 X X 30
Soke 29 33 36 30 25 41 37 37 39
Tire 44 40 30 29 28 34 32 X 26
Aliaga 39 39 29 22 25 23 23 30 19
Kinik 36 33 26 15 17 16 11 6 8
Alagehir 47 46 42 37 29 31 32 31 26
Golmarmara 34 33 33 31 31 32 32 32 31
TOPLAM 337 327 285 245 250 272 230 136 241

X: Kan drnegi alinamamustir.
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3.3. DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

DNA ornekleri, her bir sigir kan 6rneginin 200 pl’sinden Wizard® Genomic
DNA Purifikasyon Kiti kullanilarak, protokole uygun olarak hazirlanmistir (Promega
Corporation, Madison, WI, USA).

Kan oOrnekleri -80 °C’den c¢ikartilarak, oda sicakliginda ¢6ziinmeleri
saglanmistir. COzUnme gergeklestikten sonra tupler alt Gst edilip kan 6rneklerinin homojen
karismasi saglanmistir. Her bir kan Orneginden 200°er pl. alinarak, steril 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 600 pl. Cell Lysis soliisyonu eklenmistir. Tiipler
alt st edilerek kan ve Cell Lysis sollisyonunun homojen olarak karismasi saglanmis ve
10 dk. oda sicakliginda inkubasyona birakilmustir. Inkubasyon siiresince tiipler 2-3 kez alt-
iist edilmistir. Inkubasyon sonunda ornekler 13,000-16,000 x G’de 20 sn. santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda dipteki pelete dokunulmadan siipernatant atilmistir. Kan
ornekleri -80 °C’de donduruldugu igin yukarida anlatilan basamaklar ikiser kez
tekrarlanmigtir. Dipte kalan beyaz kan hiicreleri stispansiyon haline gelene kadar 10-15 sn.
hafifce vortekslenmistir. Uzerlerine 200 pl. Nuclei Lysis soliisyonu eklenerek beyaz kan
hiicrelerinin lize olmasi ig¢in 5-6 kez pipete edilmistir. Daha sonra 37 °C ’de 1 saat
inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonunda iizerlerine 1 ul. RNAse sollisyonu
eklenerek tupler 2-5 kez alt-iist edilmistir ve 37 °C’de 15 dk. inkubasyona birakilmistir.
Sure sonunda 70 pul. Protein Presipitasyon sollsyonu eklenmis ve 10-20 sn.
vortekslenmistir. Daha sonra 13,000-16,000 x G’de 3 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda dipte kalan koyu kahverengi protein peletine dokunulmadan slpernatant
alinmigtir. Siipernatant 1.5 ml’lik vida kapakli tipler igerisinde bulunan 200’er pl.
Isopropanol iizerine eklenmistir. Tiiplerde Isopropanol icerisinde yiizen beyaz kiigiik DNA
bulutu goralinceye kadar hafifce sallanmis ve sonra 13,000-16,000 x G’de 1 dk. santrifij
edilmistir. Santrifiij sonunda Isopropanol, dipteki DNA rahatsiz edilmeden dokiilmiistiir.
DNA iizerine 200 pl. % 70’lik ethanol konularak tiip hafifce alt-Ust edilmistir. DNA
peletinin ethanolde yikanmasi saglandiktan sonra 13,000-16,000 x G’de 1 dk. santrifuj
edilmistir. Daha sonra ethanol dikkatli bir sekilde dipteki DNA peletine dokunulmadan
pipetle cekilerek atilmistir. Tiipler temiz kurutma kagidi iizerine ters c¢evrilerek kapatilmig
ve 10-15 dk. kurumasi beklenmistir. 10-15 dk. sonunda tiiplere 70 pl. DNA Rehidrasyon

soliisyonu eklenerek 65 °C’de 1 saat inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonunda

91



rehidrasyon solusyonu icerisindeki DNA kullanim asamasina kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR icin Babesia ve Theileria soylarina ait parazitlerin 18S ssu rRNA geninin
V4 degisken bolgesi icinde 460-540 bp’lik par¢ay1 amplifiye eden RLB-F2 (5’- GAC ACA
GGG AGG TAG TGA CAA G -3’), RLB-R2 (5’ biotin- CTA AGA ATT TCA CCT CTG
ACA GT -3’) genel primerleri kullanilmigtir (Gubbels ve ark. 1999). Primerler Thermo
electron, GmbH, Germany firmasi tarafindan sentezlenerek, liyofilize olarak teslim
edilmistir. Daha sonra steril bi-distile su (DNAse-RNAse free) ile primerlerin
konsantrasyonlar1 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirilmistir. Her PCR reaksiyon karigimi
hazirlanirken primerlerin tekrarli dondurup ¢dzdiirmelerden etkilenmemeleri igin,
primerler Once vortekslenip kisa bir santrifiij sonrasinda steril eppendorf tiiplere

boliinmiistiir. Bu stok primerler kullanim asamasina kadar - 20 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR reaksiyon karigimi toplam 25 pl konsantrasyonunda hazirlanmistir. Bu
amagla PCR karisimi DNAse-RNAse free eppendorf tlpler (Axygen, USA) icerisinde
18.05 pl Milli Q (double distile su), 2.5 pl 10 x PCR buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9.0
(25 °C); 15 mM MgCI; 500 mM KCI; 0.1% gelatin; 1% Triton X-100) (Promega,
Madison, WI, USA), 1.25 U TagDNA Polimeraz, 1.06 mM MgCI2 (Promega, Madison,
WI, USA), 200 uM dNTP/dUTP (200 mM herbir dATP, dCTP, dGTP ile 100 mM dTTP
ve dUTP), 25 pmol forward-reverse primerleri (100pmol/ul) (Roche Diagnostics GmbH,
Roche Applied Science, Germany) ve 2 pl hedef DNA kullanilarak hazirlanmistir.
Reaksiyon karistmi hazirlanan eppendorf tiipler reaksiyonun erken baslamasini dnlemek

amactyla hemen buz iizerine alinmistir.

Tim PCR asamalar1 (stok primer soliisyonlarinin  sulandirilmasi,
dNTP/dUTP’nin  hazirlanmas1 ve PCR reaksiyon karistmimin  hazirlanmasi)
kontaminasyonu Onlemek amaciyla UV ile sterilize edilen laminar kabin icerisinde,

yalnizca PCR i¢in kullanilan sterilize pipet, pipet ucu ve eppendorflarla yapilmistir.
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PCR reaksiyonu ‘Techne TC-512° marka otomatik thermal cycler cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyon karigiminin bulundugu eppendorf tipler buz izerinden
alinarak thermal cycler cihazina yerlestirilmistir. PCR sartlar1 cihaz {izerinde 3. siklustan
itibaren her iki siklus sonunda baglanma sicakligi 57 °C 'ye inene kadar 2 °C diisecek

sekilde (Touchdown PCR) programlanmistir. PCR sartlar1 Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR driinleri RLB hibridizasyon tekniginde

kullanilmak iizere + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. PCR sartlari

1 siklus 37°C 3dk
1 siklus 94 °C 10 dk
94 °C 20 sn
2 siklus 67 °C 30sn
72°C 30 sn
94 °C 20 sn
2 siklus 65 °C 30sn
72 °C 30sn
94 °C 20 sn
2 siklus 63 °C 30 sn
72 °C 30sn
94 °C 20sn
2 siklus 61 °C 30 sn
72 °C 30sn
94 °C 20sn
2 siklus 59 °C 30 sn
72°C 30 sn
94 °C 20sn
40 siklus 57°C 30sn
72°C 30 sn
1 siklus 72°C 10 dk
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3.5. Reverse Line Blot Hibridizasyon Testi (RLB)

RLB hibridizasyon teknigi daha dnce yapilan ¢alismalarda bildirilen protokol
dogrultusunda yapilmistir. (Gubbels ve ark. 1999, Matjila ve ark. 2004). Reverse line blot
icin Biodin-C membran ve N-terminal N-triflorasetamidoheksil-siyanoetil,N,N-diisopropil
fosforamid TFA-C6 amino linker ile muamele edilmis spesifik oligoniikleotidler (problar)
kullanilmistir. Biodin-C membran (PALL Gelman Laboratory, USA) laboratuvar
ortaminda 14,5 x 15 cm Dboyutlarinda hazirlanarak, 10 ml %16 1-etil-3
(3-dimetilaminopropil) karbodimid (EDAC) (Sigma, St. Louis, Mo.) ile 10 dk. oda
sicakliginda aktive edilmistir. Membran 2 dk. steril distile su ile yikanarak MN45
miniblottera (Immunetics, Cambridge, Mass.) yerlestirilmistir. Miniblottera yerlestirilip
sabitlenen membranin {izerinde kalan fazla distile su miniblotter kuyucuklarindan pipet

yardimi ile ¢ekilmistir (Resim 3.2.).

Resim 3.2. Biodine-C membranin MN45 miniblottera yerlestirilmesi.

Oligonukleotidlerin negatif yUkli Biodine-C membrana kovalent olarak
baglanabilmeleri amaciyla 5’ ucunda amino grubu (N-terminal N-triflorasetamidoheksil-
siyanoetil,N,N-diisopropil ~ fosforamid TFA-C6 amino linker) igerecek sekilde
oligoniikleotidler Thermo Electron GmbH (Germany) firmasina sentezlettirilmistir.
Oligonukleotidler 50-3200 pmol/150 pl konsantrasyonlarinda 500 mM steril NaHCO3
(pH 8.4) ile sulandirilmistir. Calismada kullanilan Theileria/Babesia soyuna ait catch-all,

B. divergens, B.bigemina, B. bovis, B. major, T. annulata, T. buffeli/orientalis spesifik
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oligoniikleotidlerinin dizilimleri ve sulandirma oranlar1 Cizelge 3.5.’de gosterilmistir.
Sulandirilan her bir oligoniikleotid MN45 miniblotterdaki kuyucuklara sirayla 150 pl
oraninda yiiklenerek 1 dk. oda sicaklifinda inkube edilmistir. Bu silire igerisinde
oligoniikleotidler aminolinkerler araciligiyla membrana kovalent olarak baglanmistir. 1 dk.
sonunda oligoniikleotid soliisyonlar1 miniblotterdaki kuyucuklardan pipetle aspire
edilmistir. Membran oligoniikleotd sollisyonlarindan tamamen armdirildiktan sonra
miniblotterdan ¢ikartilarak, 100 ml 100 mM steril NaOH ile 10 dk. oda sicakliginda
inaktive edilmistir. Daha sonra 100 ml steril 2x SSPE (20x SSPE: 360 mM NaCl, 20 mM
NaH,PO, ve 2 mM EDTA pH 7.4) - %0.1 SDS (Sodyumdodesilsilfat) ile membran
60 °C’de 5 dk. yikanmistir. 2x SSPE - %0.1 SDS membran tzerinden dikkatlice dokdlerek,
membran Uzerine 20 MM EDTA eklenmis ve 15 dk. oda sicakliginda yikanmistir. 15 dKk.
sonunda EDTA dokilerek tekrar membran Uzerine bir miktar EDTA konulmus ve

membran kullanim asamasina kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.5. RLB hibridizasyon tekniginde kullanilan oligoniikleotidler, sulandirma
konsantrasyonlar1 ve dizilimleri

Oligonikleotidler Sulandirma konsantrasyonu Tur-spesifik oligoniikleotid sekanst (5°—3”)
(pmol)

T/B catch all 50 TAATGG TTA ATA GGA (AG)C (AG) GTT G

B. divergens 200 GTTAATATTGACTAATGTCGAG

B. bigemina 200 CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG

B. bovis 100 CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG

B. major 200 TCCGACTTTGGTTGGTGT

T. annulata 100 CCT CTG GGG TCT GTG CA

T. buffeli 100 GGCTTATTTCGGWTT GATTTT

5" ucu N-terminal N-triflorasetamidoheksil-siyanoetil,N,N-diisopropil fosforamid TFA-C6
amino linkerli

Daha 6nce RLB-R2 ve RLB-F2 primerleri kullanilarak yapilan Theileria/Babesia
soy PCR’1 sonucu elde edilen PCR firiinleri steril eppendorflara 10’ar pl alinarak, 150 pl
2X SSPE-% 0.1 SDS ile sulandirilmistir. Sulandirilan PCR iirtinleri 100 °C’de 10 dk.
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thermal cycler’da denatiire edilmistir. Denattre edilen PCR Urunleri hig vakit kaybetmeden
buz iizerine alinmigtir. Bu arada +4 °C’de bekletilen membran ¢ikartilarak, 100 ml 2x
SSPE - % 0.1 SDS ile oda sicakliginda 5 dk. yikanmistir. Yikama isleminden sonra
membran daha o©nce uygulanan oligonlkleotidlerin tersi yoninde 90° cevrilerek
miniblottera yerlestirilmistir. Membran iizerinde kalan sivilar pipetle aspire edilmistir. Bu
arada denature PCR iiriinleri buzdan alinarak birka¢ saniye santrifiij edilmis ve tekrar buz
lizerine yerlestirilmistir. Daha sonra miniblotterdaki kuyucuklara sirayla PCR {iriinleri
yiiklenmistir. PCR iiriinleri ile oligoniikleotidlerin hibridizasyonu amaciyla miniblotter
42 °C’deki etlivde 1 saat inkubasyona birakilmistir. OligonUkleotidlerle PCR Grtnlerinin

hibridizasyon prensibi Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Light

e ..

Peroxidase

Streptavidin

Biotin

Species specific
oligonucleotide

| B, G S A N L P I

C6 aminolinker

l;H I?H ITH I';H

MEMBRANE

Sekil 3.1. RLB tekniginde hibridizasyon prensibi (Tiire spesifik oligoniikleotidlerin C6
aminolinker ile membrana, biotinle isaretli PCR firiinlerinin tiire spesifik oligoniileotidlere,
peroksidaz ile isaretli streptavidinin biotine baglanmasi sonucunda ECL ilavesi ile olugan 1518

rontgen filmine aktarilmast).
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Inkubasyon sonunda 1 saat membran iizerindeki PCR driinleri pipetle aspire
edilmis ve membran miniblotterdan alinarak 100 ml 2x SSPE - %0.5 SDS ile 10 dk.
50 °C’de iki kez yikanmistir. Daha sonra 10 ml 2x SSPE - %0.5 SDS icerisine 2.5 pl
peroksidaz ile isaretli streptavidin konjugat (Boehringer, Mannheim, Germany) konularak
hazirlanan diliisyonla membran 42 °C’de 30 dk. inkube edilmistir. Inkubasyon sonunda
konjugat dokilerek 100 ml 2x SSPE - %0.5 SDS soliisyonu ile 42 °C’de 10 dk. membran
iki kez yikanmistir. 20 dk. sonunda membran oda sicakliginda 100 ml 2x SSPE ile 5’er dk.
iki kez yikanmustir. Siire sonunda 2x SSPE dokiilerek membran 10 ml ECL (Amersham,
Little Chalfont, Buckingharmshire, United Kingdom) tespit sivisinda (tespit sivisi
tamamen membranin {izerini kaplayacak sekilde) 1 dk. bekletilmistir. Stire sonunda ECL
tespit s1vist membrana dikkat ederek dokiilmiistiir. Daha sonra membran iki asetat kagidi
arasima hava kabarcig1 kalmayacak sekilde konarak 24x12’lik kapagi acgik film kasetinin
kapak kismina yerlestirilmistir. Rontgen odasinda tamamen karanlik ortamda 1 adet Kodak
Biomax Light Film (USA) paketinden ¢ikartilmis ve agik olan film kasetinin i¢ kismina
elimizin rehberliginde yerlestirilmistir. Sonra hem film hem de kapaktaki membran
kaydirilmadan dikkatlice kaset kapatilmistir. Sinyal yogunluguna gére membran filmle
birlikte kaset igerisinde 30 sn. ile 10 dk. arasinda bekletilmistir. Genellikle 1 dk. siire
yeterli olmakla birlikte filmde birinci banyo sonucunda sinyal zayifsa membran yeni bir
filmle birlikte tekrar kaset icerisinde bekletilerek, ikinci banyoda bekleme siresi
arttirtlmistir. Rontgen banyosu sonucu film iizerinde streptavidin-biotin kompleksinin
goriildiigli, oligoniikleotidler ile PCR iriinlerinin hibridizasyonunun gerceklestigi
noktalarda siyah sinyaller goriilmiistiir. Siyah nokta seklindeki sinyaller o parazit tiirii igin
pozitif kabul edilmistir. Miniblotterdaki kuyucuklar aracilig1 ile membrana tiire spesifik
oligontikleotidlerin, PCR f{iriinlerinin uygulanis1 ve olusan hibridizasyon sonucunda

gorilen pozitif sinyaller Sekil 3.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Membrana spesifik oligontkleotidlerin, PCR Urunlerinin uygulanma sekli

ve hibridizasyon gerceklestiginde olusan pozitif sinyaller

Daha sonra membranin tekrar kullanima hazir hale getirilmesi igin, membran
80 °C’de 100 ml %1 SDS ile 30 dk. 2 kez yikanmistir. 60 dk. sonunda membran Gzerindeki
oligoniikleotidlere baglanan PCR iiriinleri yikanarak, membran iizerinden arindirtlmistir.
Membran oda sicakliginda 20 mM EDTA ile 15 dk. bir kez daha yikanmistir. Son olarak
membranin tizerini kaplayacak sekilde 20 mM EDTA eklenmis ve membran +4 °C’de

tekrar kullanim asamasina kadar saklanmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada RLB teknigi ile Aydin merkez (Osmanbiikii), Aydin iline bagh
Yenipazar (Dalama), Cine (Akgaova beldesi), Soke (Akcakaya); Izmir ili’ne bagl Tire
(Baskdy), Aliaga (Citak), Kimk (Karadere); Manisa ili'ne bagh Alasehir (Giirsu),
Golmarmara (Sazkoy) ilgelerindeki odaklarda bulunan sigirlardan alinan kan 6rneklerinde
Theileria ve Babesia tiirlerinin varligi incelenmistir. Caligmada bu tiirlerin neden oldugu
theileriosis ve babesiosisin yogun olarak goriildiigii Mayis ve Eyliil aylar1 dncelikli olarak
incelenmistir. Bu calisma ile Theileria ve Babesia tiirlerinin Aydm, izmir ve Manisa

Illerindeki mevsimsel yogunlugu hakkinda da bilgi edinilmistir.

4.1. RLB Sonug¢larinin Goriinttilenmesi

RLB-F2/RLB-R2 (Theileria/Babesia) primerleri kullanilarak tiim kanin genomik
DNA’larindan elde edilen PCR firiinleri, Theileria ve Babesia tlrlerine spesifik problarin
baglandigt membranda hibridizasyona tabi tutuldugunda, prob karsiliklar1 ile sinyal

olusturmuslardir (Resim 4.1.).
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12345 Kan ornekleri

Resim 4.1. Theileria ve Babesia tiirleri ile enfekte sigir kanlarindan elde edilen
DNA’larin hibridizasyon sonuglari. Problar; (A) Theileria / Babesia catch all, (B)
T. annulata, (C) T. buffeli, (D) B. bigemina, (E) B. bovis, (F) B. divergens. Kontrol
DNA ornekleri (1) T. annulata, (2) T. buffeli, (3) B. bovis, (4) B. bigemina, (5) B.
divergens.

4.2. RLB Teknigi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Reverse line blot hibridizasyon teknigine goére Aydin Ilindeki odaklarda tespit

edilen T. annulata’nin aylara gore dagilimi Cizelge 4.1. *de verilmistir.

Aydin ili ve ilgelerinden toplanan toplam 3918 sigir kan 6rneginin RLB teknigi ile
incelenmesi sonucunda 2152 (% 54.92) sigir kan 6rnegi T. annulata pozitif belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Cizelge 4.1. ve Grafik 4.5.’de gériildiigii gibi; Aydin Ilinde enfeksiyonun
aylara gore genel dagilimi dikkate alindiginda, T. annulata varligi Eyliil ayinda en yiiksek
diizeyde % 64.12 oraninda gozlenmistir. Eylil ayin1 Ekim (% 63.15), Kasim (% 62.9),
Ocak (% 62.5) ve Haziran (% 61.02) aylan takip etmistir. En diisiik oran ise Temmuz
ayinda % 40.76 olarak tespit edilmistir.
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Aydin ili Yenipazar ilgesinde T. annulata’min genel dagilimma bakildiginda;
ilgeden alinan toplam 982 6rnegin 197’si (% 20.06) pozitif olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.1). Cizelge 4.1. ve Grafik 4.1.’de goruldigi gibi; Yenipazar ilgesinde T. annulata’nin
aylara gore dagilimi incelendiginde, % 42.22 oraninda en yiksek Eylil ayinda T. annulata
tespit edilmistir. Bu oran1 Mayis (% 37.93), (Ekim % 37.21), Nisan ve Haziran (% 36.66),
Ocak (% 36.36), Mart (% 33.33), Subat ve Temmuz (% 32.35) aylar1 takip etmistir.

Agustos ayinda ise en diisiik % 2 oraninda goriilmiistiir.

Aydn 1li Cine ilgesi Akgaova beldesinde ¢alisma siiresince toplam 774 sigir kan
Ornegi alinmis ve 692°si (% 89.40) T. annulata pozitif saptanmigtir (Cizelge 4.1). Cine
ilgesi % 89.40 orani ile T. annulata enfeksiyonunun en yaygin goriildiigii ilge olarak tespit
edilmistir. Cizelge 4.1. ve Grafik 4.2.’de goriildiigii gibi; Aydin Ili Cine ilgesinde Mayzs,
Haziran ve Eylill aylarinda alinan &rneklerin tamaminda (% 100) T. annulata tespit
edilmistir. Diger aylardaki T. annulata oranlarina bakildiginda; % 96.87 Subat, % 96
Aralik, % 95.65 Nisan, % 93.93 Mart ve % 92.5 Ekim ayinda goriilmiistiir.

Aydin 1li Séke ilgesinde toplamda 1071 si8ir kan érnegi alinmis ve bu drneklerin
652’si (% 60.87) T. annulata pozitif bulunmustur (Cizelge 4.1) Cizelge 4.1. ve Grafik
4.3.de goriildiigii gibi; Aydin Ili Séke ilgesinde T. annulata en yiiksek % 93.10 oran ile
Ocak ayinda tespit edilmistir. Bu oran1 Kasim % 91.66, Aralik % 90, Ekim % 88.23, Subat
% 68.88, Agustos % 68 ve Mart % 67.56 takip etmistir.

Aydin’in merkez ilgesi Osmanbiikii’nde toplam 1055 sigir kan érneginden 611’inde
(% 57.91) T. annulata enfeksiyonu saptanmistir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1. ve Grafik
44.°de goruldigi gibi; T. annulata’nin aylara gore dagilimma bakildiginda,
Osmanbiki’nde Eylil ayinda % 85.71 ile en ylksek T. annulata orani goriilmiistiir. Bu
orant % 75.86 Temmuz, % 71.42 Kasim, % 69.38 Ekim, % 65.30 Agustos ve % 64.70

Haziran ay1 takip etmistir.
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Cizelge 4.1. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Aydin ilindeki odaklarda Theileria annulata’nin aylara gére dagilimi

Yil Aylar Yenipazar Cine Soke Osmanbuki Toplam
a b % a b % a b % a b % a b %
Haziran 40 |0 0 46 35 76,08 | x X X 46 22 47,82 132 57 43,18
Temmuz |48 |0 0 33 23 69,69 | x X X 49 30 61,22 130 53 40,76
2006 Agustos 50 |1 2 25 23 92 50 34 68 49 32 65,30 174 920 51,72
Eylul 49 |4 8,16 52 49 9423 |61 35 57,37 48 31 64,58 210 119 56,66
Ekim 43 |3 6,98 45 41 91,11 | 34 30 88,23 49 34 69,38 171 108 63,15
Kasim 36 |2 5,56 41 36 87,80 | 24 22 91,66 42 30 71,42 143 920 62,93
Aralik 23 |2 8,69 X X X 30 27 90 54 34 62,96 107 63 58,87
Ocak 25 |1 4 41 35 85,36 | 29 27 93,10 41 22 53,65 136 85 62,5
Subat 34 |2 5,88 39 35 89,74 | 45 31 68,88 39 20 51,28 157 88 56,05
Mart 25 |2 4 34 30 88,23 | 37 25 67,56 30 16 53,33 126 73 57,93
Nisan 17 |2 11,77 | 25 20 80 51 27 52,94 38 20 52,63 131 69 52,67
Mayis 27 |7 2593 | 29 29 100 54 29 53,70 39 21 53,84 149 86 57,71
Haziran 42 |8 19,05 |16 16 100 57 33 57,89 39 21 53,84 154 78 50,64
2007 Temmuz |45 |8 17,78 | x X X 59 36 61,01 39 22 56,41 143 66 46,15
Agustos | 48 |7 1458 |31 26 83,87 |61 38 62,29 39 22 56,41 179 93 51,95
Eylul 45 19 |4222 |4 4 100 51 33 64,70 39 22 56,41 139 78 56,11
Ekim 43 |16 |3721 |40 37 92,5 51 33 64,70 37 22 59,45 171 108 63,15
Kasim 46 |14 3043 |30 26 86,66 | 58 31 53,44 42 22 52,38 176 93 52,84
Aralik 45 |13 |2889 |25 24 96 49 27 55,10 38 20 52,63 157 84 53,50
Ocak 33 |12 [3636 |38 34 89,47 |29 9 31,03 37 18 48,64 137 73 53,28
Subat 34 |11 [323 |32 31 96,87 | 33 21 63,63 37 18 48,64 136 81 59,55
Mart 27 |9 3333 |33 31 93,93 | 36 15 41,66 29 13 44,82 125 68 54,4
Nisan 30 |11 [3666 |23 22 95,65 | 30 11 36,66 29 13 44,82 111 57 51,35
2008 Mayis 29 11 [3793 |31 31 100 25 10 40 35 18 51,42 120 70 58,33
Haziran 30 |11 [3666 |31 28 90,32 |41 22 53,65 34 22 64,70 136 83 61,02
Temmuz |34 |11 [3235 |[x X X 37 22 59,45 29 22 75,86 100 55 55
Agustos X X X X X X X X X X X X X X X
Eylul 34 |10 [2941 |30 26 86,66 | 39 24 61,53 28 24 85,71 131 84 64,12
Toplam 982 | 197 | 20,06 |774 |692 [89,40 | 1071 652 60,87 1055 | 611 57,91 3918 2152 54,92

a: Odaklardan toplanan 6rnek sayist b: RLB teknigi sonucu belirlenen enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon oran1 x: Kan 6rnegi alinamamistir
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Grafik 4.1. Aydin Ili Yenipazar ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gére dagilimi
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Grafik 4.2. Aydin ili Cine ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Grafik 4.4. Aydin ili merkez ilgesi Osmanbiikii’nde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gére dagilimi
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Grafik 4.5. Aydin ili genelinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gére dagilimi

107



Izmir lindeki odaklardan alman 6rneklerin RLB teknigi ile incelenmesi sonucunda

belirlenen T. annulata’nin aylara gére dagilimi Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Izmir ili ve ilgelerinde T. annulata’nin toplam dagilimi incelendiginde 2644 adet
sigir kan orneginden 619’u (% 23.41) RLB teknigi ile T. annulata pozitif olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.2.) Cizelge 4.2. ve Grafik 4.9.°da goriildiigii gibi; izmir Ilinde
enfeksiyonun aylara gore genel dagilimi dikkate alindiginda, T. annulata enfeksiyonunun
orani Eyliil ayinda en yiiksek diizeyde (% 36.95) saptanmistir. Temmuz ve Nisan aylarinda
% 34.84, Ekim’de % 34.34, Mart’ta % 34.11, Aralik’da % 32.55 oraninda tespit edilmistir.

En diisiik oran Haziran ayi’nda (% 3.26) goriilmiistiir.

Izmir 1li Tire ilgesinde theileriosisin genel dagilimina bakildiginda, toplam 1133
sigir kan 6rneginin 253’1 (% 22.33) T. annulata pozitif goriilmustiir (Cizelge 4.2). Cizelge
4.2. ve Grafik 4.6.’da goriildiigti gibi; Tire ilgesinde T. annulata en yiiksek Eyliil ayinda
(% 55.55) tespit edilmistir. Diger aylardaki T. annulata orani sirasi ile; % 46.93 Aralik, %
46.66 Ekim ve Mart, % 43.75 Temmuz, % 43.18 Ocak, % 42.30 Eylil, % 41.37 Nisan ve

% 41.17 Haziran ayinda goriilmiistiir.

Izmir ili Aliaga ilcesinde ¢alisma siiresince alinan toplam 939 sigir kan érneginden
149’unda (% 15.86) T. annulata enfeksiyonu tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.2. ve
Grafik 4.7.’de goriildiigii gibi; Aliaga ilgesinde T. annulata % 39.35 orani ile Eyliil ayinda
en yliksek oranda goriilmiistiir. Bu oran1 % 35.29 Mayis, % 30 Haziran, % 24.32 Temmuz,
% 22.72 Nisan, % 20 Mart, % 19.35 Nisan, % 18.75 Ekim, Kasim ve Ocak aylar1 takip

etmistir.

Izmir Ili Kinik ilgesinde enfeksiyonun genel dagilimina bakildiginda 572 sigir kan
orneginden, 217’si (% 37.93) T. annulata pozitif saptanmistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.2. ve
Grafik 4.8.’de goriildigii gibi; Kinik ilgesinde diger aylara gore en yiiksek Mayis ayinda
(% 56.25) T. annulata goriilmiistiir. Takiben % 53.84 Mart, % 50 Agustos, % 45.45
Temmuz, % 42.42 Subat, % 42.10 Haziran, % 41.17 Ekim, % 40 Nisan ve % 38.88 Ocak

ayinda tespit edilmistir.
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Ayrica Izmir ili Tire ilgesinde 2006 yili Eyliil ayinda 1 6rnekte T. annulata
enfeksiyonu ile birlikte B. bovis enfeksiyonu miks olarak tespit edilmistir. 2007 yil1 Eyliil

ayimnda ise ayni ilgede 1 6rnekte T. annulata ile T. buffeli miks enfeksiyonu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Izmir Ilindeki odaklarda Theileria annulata’nin aylara gore dagilimi

Yil Aylar Tire Aliaga Kinik Toplam
a b % a b % a b % a b %
Haziran 43 1 23,25 49 2 4,08 X X X 92 3 3,26
Temmuz 47 1 21,27 47 4 8,51 X X X 94 5 53
2006 Agustos 47 1 21,27 39 4 10,25 X X X 86 5 5.8
Eylil 50 8 16 31 6 39,35 24 8 33,33 105 22 20,95
Ekim 44 3 6,81 32 6 18,75 26 9 34,61 102 18 17,64
Kasim 31 2 6,45 32 6 18,75 28 10 35,71 91 18 19,78
Aralik 42 2 4,76 28 4 14,28 37 14 37,83 107 20 18,69
Ocak 42 3 7,14 32 6 18,75 38 14 36,84 112 23 20,53
Subat 56 3 5,35 30 5 16,66 40 13 325 126 21 16,66
Mart 48 2 4,16 30 6 20 37 12 32,43 115 20 17,39
Nisan 42 2 4,76 31 6 19,35 25 9 36 98 17 17,34
Mayis 49 8 16,32 34 12 35,29 16 9 56,25 99 29 29,29
Haziran 53 8 15,09 40 12 30 19 8 42,10 112 28 25
2007 Temmuz | 46 7 1521 37 9 2432 13 2 15,38 9% 18 18,75
Agustos 47 7 14,89 35 6 17,14 11 4 36,36 93 17 18,27
Eylil 45 25 55,55 37 6 16,21 10 3 30 92 34 36,95
Ekim 45 21 46,66 37 6 16,21 17 7 41,17 99 34 34,34
Kasim 44 17 38,63 43 6 13,95 29 10 34,48 116 33 28,44
Aralik 49 23 46,93 46 6 13,04 34 13 38,23 129 42 32,55
Ocak 44 19 43,18 39 4 10,25 36 14 38,88 119 37 31,09
Subat 40 15 375 39 3 7,69 33 14 42,42 112 32 28,57
Mart 30 14 46,66 29 1 3,44 26 14 53,84 85 29 34,11
Nisan 29 12 41,37 22 5 22,72 15 6 40 66 23 34,84
2008 Mayis 28 10 35,71 25 4 16 17 7 41,17 70 21 30
Haziran 34 14 41,17 23 3 13,04 16 6 375 73 23 31,50
Temmuz 32 14 43,75 23 4 17,39 11 5 45,45 66 23 34,84
Agustos X X X 30 4 13,33 6 3 50 36 7 19,44
Eylill 26 11 42,30 19 3 15,78 8 3 375 53 17 32,07
Toplam 1133 | 253 22,33 939 149 15,86 572 217 37,93 2644 | 619 23,41

a: Odaklardan toplanan 6rnek sayist b: RLB teknigi sonucu belirlenen enfekte hayvan sayisi %: Enfeksiyon oran1  x: Kan drnegi alin
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Grafik 4.6. Izmir Ili Tire ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Grafik 4.7. Izmir 1li Aliaga ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Grafik 4.8. Izmir Ili Kinik ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi

113



Hledy

SOENSY
NEN )
uelizey |

a0

7] = L [=]
L] L] — —

(1s1ieg uesiey ymizod ) o4

2008

Izmir

2007

2006

Grafik 4.9. Izmir Ili genelinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Reverse line blot teknigi sonucuna gére, Manisa ilindeki odaklarda tespit edilen

T. annulata’nin aylara gore dagilimi Cizelge 4.3. *de verilmistir.

Manisa Ili ve ilgelerinde toplam T. annulata dagilimi incelendiginde, RLB teknigi
ile 2260 sigir kan 6rneginden 1088’1 (% 48.14) T. annulata pozitif olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.3). Cizelge 4.3. ve Grafik 4.12.’de goriildiigii gibi; Manisa ili genelinde
enfeksiyonun aylara gore genel dagilimina bakildiginda T. annulata en yuksek % 68.75
Mayis ayinda goriilmiistiir. Bu oran1 % 58.41 ile Eyliil ay1 takip etmistir. Diger aylarda T.
annulata varhigr % 58.06 Temmuz, % 57.77 Subat, % 57.28 Agustos, % 57,14 Mart,
Nisan, % 55.78 Ocak, % 55.20 Ekim, % 54.44 Kasim olarak saptanmistir En diisiik oran
ise Haziran ayinda (% 28.57) tespit edilmistir.

Manisa ili Alagehir ilgesinde theileriosisin genel dagilimma bakildiginda; toplam
alinan 1185 sigir kan drneginden 794’iinde (% 67) T. annulata enfeksiyonu saptanmistir
(Cizelge 4.3). Cizelge 4.3. ve Grafik 4.10.’da goriildiigii gibi; Manisa Ili Alasehir ilgesinde
T. annulata diger aylara gore en yiiksek (% 80.48) Eyliil ayinda goriilmiistiir. Diger aylara
bakildiginda % 77.41 Agustos, % 76.31 Mart, % 75.86 Mayis, % 75 Temmuz, % 74.19
Haziran, % 73.68 Subat aylarinda tespit edilmistir.

Manisa Ili Gélmarmara ilgesinden alinan toplam 1075 adet sigir kan drneginden
294’14 (% 27.34) RLB teknigi sonucu T. annulata pozitif bulunmustur (Cizelge 4.3).
Cizelge 4.3. ve Grafik 4.11.’de goriildiigii gibi; Manisa ili Goélmarmara ilgesinde ise
T. annulata Mayis ayinda % 64.86 oraninda saptanmistir. Takiben Ocak ayinda % 51.06,
Nisan ayinda % 50, Temmuz ayinda % 48.07, Ekim ayinda % 48, Kasim ayinda % 47.72,
Eylil aymnda % 47.05, Subat ayinda % 46.15, Haziran ayinda % 44.44, Mart ayinda
% 43.39 ve Agustos ayinda % 43.13 T. annulata tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Manisa Ilindeki odaklarda Theileria annulata’nin aylara gore dagilimi

Yil Aylar Alasehir Golmarmara Toplam
a b % a b % a b %
Haziran 49 14 28,57 X X X 49 14 28,57
Temmuz 50 37 74 48 19 39,58 98 56 57,14
2006 Agustos 52 37 71,15 51 22 43,13 103 59 57,28
Eylil 50 35 70 51 24 47,05 101 59 58,41
Ekim 46 29 63,04 50 24 48 96 53 55,20
Kasim 46 28 60,86 44 21 47,72 90 49 54,44
Aralik 47 29 61,70 28 1 3,57 75 30 40
Ocak 48 29 60,41 47 24 51,06 95 53 55,78
Subat 38 28 73,68 52 24 46,15 90 52 57,77
Mart 38 29 76,31 53 23 43,39 91 52 57,14
Nisan 45 29 64,44 46 23 50 91 52 57,14
Mays 43 31 72,09 37 24 64,86 80 55 68,75
Haziran 40 28 70 54 24 44,44 94 52 55,31
2007 Temmuz 41 29 70,73 52 25 48,07 93 54 58,06
Agustos 41 29 70,73 31 1 3,22 72 30 41,66
Eylil 41 33 80,48 37 1 2,70 78 34 43,58
Ekim 50 31 62 35 1 2,85 85 32 37,64
Kasim 50 31 62 35 1 2,85 85 32 37,64
Aralik 49 32 65,30 35 1 2,85 84 33 39,28
Ocak 47 31 65,95 34 1 2,94 81 32 39,50
Subat 46 31 67,39 33 1 3,03 79 32 40,50
Mart 42 27 64,28 33 1 3,03 75 28 37,33
Nisan 37 25 67,56 31 1 3,22 68 26 38,23
2008 Mayis 29 22 75,86 31 1 3,22 60 23 38,33
Haziran 31 23 74,19 32 1 3,12 63 24 38,09
Temmuz 32 24 75 32 1 3,12 64 25 39,06
Agustos 31 24 77,41 32 1 3,12 63 25 39,68
Eylil 26 19 73,07 31 3 9,67 57 22 38,59
Toplam 1185 794 67,00 1075 294 27,34 2260 1088 48,14

a: RLB Teknigi uygulanarak bakilan 6rnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayisi %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamugtir.
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Grafik 4.10. Manisa Ili Alasehir ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Grafik 4.11. Manisa Ili Gélmarmara ilgesinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gére dagilimi
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Grafik 4.12. Manisa Ili genelinde 2006, 2007 ve 2008 yillarinda T. annulata’nin aylara gore dagilimi
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Aydin, Izmir ve Manisa Illeri genelinde toplamda alman kan drnekleri icerisinde
T. annulata’nin 2006, 2007 ve 2008 yillarinda aylara gore dagilimi Cizelge 4.4.°de
verilmistir. Cizelge 4.4.”de goriildiigii gibi; Aydim Ilinde toplam % 54.92, izmir Ilinde %
23.41 ve Manisa ilinde % 48.14 oraninda T. annulata pozitif 6rnek saptanmistir. Bu
sonuglara gére Aydin ilinde yiiksek oranda T. annulata enfeksiyonu goriiliirken; izmir

Ilinde ise daha diisiik oranda rastlanmistir.

Aydin, Izmir ve Manisa Illeri genelinde 2006 yili T. annulata’nin aylara gore
dagilimmin karsilastirilmas: Grafik 4.13.’de verilmistir. Cizelge 4.4. ve Grafik 4.13.’e
gore, Aydin ilinde 2006 yilinda en yiiksek T. annulata oran1 % 63.15 ile Ekim ayinda;
[zmir Ilinde % 20.95 orani ile Eyliil ayinda; Manisa Ilinde % 58.41 orami ile Eyliil ayinda

saptanmistir.

2007 yilinda Aydin, izmir ve Manisa Illeri genelinde T. annulata’nin aylara gore
dagiliminin karsilastirilmas: Grafik 4.14.’de verilmistir. Cizelge 4.4. ve Grafik 4.14.’e
gore, Aydin ilinde 2007 yilinda T. annulata oram en yiiksek % 63.15 ile Ekim ayinda;
Izmir Ilinde % 36.95 orani ile Eyliil ayinda; Manisa ilinde ise % 68.75 orani ile Mayis

ayinda tespit edilmistir.

T. annulata’nin 2008 yilinda Aydin, izmir ve Manisa Illeri genelinde aylara gére
dagilimi Grafik 4.15.’de karsilastinlmistir. Cizelge 4.4. ve Grafik 4.15.e gore, Aydin
[linde 2008 yilinda T. annulata en yiiksek % 64.12 ile Eyliil ayinda; izmir Ilinde % 34.84
orani ile Nisan ve Temmuz aylarinda; Manisa ilinde % 40.50 orani ile Subat ayinda

gorilmistir.
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Cizelge 4.4. Reverse line blot teknigi sonucuna gére Aydin, izmir ve Manisa Illeri genelinde Theileria annulata’nin aylara gére dagilimi
Yil Aylar Aydin Izmir Manisa
a b % a b % a b %
Haziran 132 57 43,18 92 3 3,26 49 14 28,57
Temmuz 130 53 40,76 94 5 53 98 56 57,14
2006 Agustos 174 90 51,72 86 5 5,8 103 59 57,28
Eylul 210 119 56,66 105 22 20,95 101 59 58,41
Ekim 171 108 63,15 102 18 17,64 96 53 55,20
Kasim 143 90 62,93 91 18 19,78 90 49 54,44
Aralik 107 63 58,87 107 20 18,69 75 30 40
Ocak 136 85 62,5 112 23 20,53 95 53 55,78
Subat 157 88 56,05 126 21 16,66 90 52 57,77
Mart 126 73 57,93 115 20 17,39 91 52 57,14
Nisan 131 69 52,67 98 17 17,34 91 52 57,14
Mayis 149 86 57,71 99 29 29,29 80 55 68,75
2007 Haziran 154 78 50,64 112 28 25 94 52 55,31
Temmuz 143 66 46,15 96 18 18,75 93 54 58,06
Agustos 179 93 51,95 93 17 18,27 72 30 41,66
Eylul 139 78 56,11 92 34 36,95 78 34 43,58
Ekim 171 108 63,15 99 34 34,34 85 32 37,64
Kasim 176 93 52,84 116 33 28,44 85 32 37,64
Aralik 157 84 53,50 129 42 32,55 84 33 39,28
Ocak 137 73 53,28 119 37 31,09 81 32 39,50
Subat 136 81 59,55 112 32 28,57 79 32 40,50
Mart 125 68 54,4 85 29 34,11 75 28 37,33
2008 Nisan 111 57 51,35 66 23 34,84 68 26 38,23
Mayis 120 70 58,33 70 21 30 60 23 38,33
Haziran 136 83 61,02 73 23 31,50 63 24 38,09
Temmuz 100 55 55 66 23 34,84 64 25 39,06
Agustos X X X 36 7 19,44 63 25 39,68
Eylul 131 84 64,12 53 17 32,07 57 22 38,59
Toplam 3918 2152 54,92 2644 619 23,41 2260 1088 48,14

a: RLB Teknigi uygulanarak bakilan drnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamuistir
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Grafik 4.14. Aydin, Izmir ve Manisa Illeri genelinde 2007 y1l1 T. annulata’nin aylara gore dagiliminin karsilastiriimasi
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Grafik 4.15. Aydin, Izmir ve Manisa Illeri genelinde 2008 yil1 T. annulata’nin aylara gore dagilimimin karsilastiriimasi
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Reverse line blot teknigi sonucunda Aydin, izmir ve Manisa Illerindeki odaklarda
bulunan sigirlarda tespit edilen B. bovis’in aylara gore dagilimi Cizelge 4.5., Cizelge 4.6.

ve Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Aydin Ili genelinde toplam 1226 s181r kan drnegi toplanmis ve bu drneklerden 12si
(% 0.97) RLB teknigi ile B. bovis pozitif tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Cizelge 4.5.’de
goriildiigii gibi; Aydimn Ili Yenipazar ilgesinde Eyliil ayinda 49 &rnegin 11’inde (% 22.4)
B. bovis tespit edilmistir. Ayn1 ilgede Haziran ayinda yalnizca 40 6rnegin 1’inde (% 2.5)

B. bovis saptanmustir.

Izmir 1li genelinde B. bovis oranina bakildiginda, toplam 462 adet alinan sigir kan
orneginden 17’si (% 3.67) RLB testi sonucu B. bovis pozitif goriilmiistiir (Cizelge 4.6).
Cizelge 4.6.’a gore; Izmir ili Tire ilgesinde Eyliil aymnda 50 6rnegin 16’sinda (% 32)
B. bovis saptanmistir. Aliaga ilgesinde ise 31 6rnegin 1’inde (% 3.2) B. bovis tespit

edilmistir.

Manisa Ili genelinde toplam 523 adet sigir kan &rnegi RLB teknigi ile incelenmis
ve yalnizea 1 (% 0.19) kan 6rneginde B. bovis’e rastlanmistir (Cizelge 4.7). Cizelge 4.7.’e
bakildiginda; Manisa Ili Alasehir ilgesinde Eyliil ayinda 50 drnegin yalmzca 1’inde (% 2)

B. bovis’e rastlanmuistir.
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Cizelge 4.5. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Aydin ilindeki odaklarda Babesia bovis’in aylara gore dagilimi

Yil Aylar Yenipazar Cine Soke Osmanbdiki Toplam
a b % a b % a b % a b % a b %
Haziran 40 1 2,5 46 0 0 X X X 46 0 0 132 1 0,75
2006 Agustos 50 0 0 25 0 0 50 0 0 49 0 0 174 0 0
Eylil 49 11 22,4 52 0 0 61 0 0 48 0 0 210 11 5,23
May1s 27 0 0 29 0 0 54 0 0 39 0 0 149 0 0
2007 Eylul 45 0 0 4 0 0 51 0 0 39 0 0 139 0 0
Ekim 43 0 0 40 0 0 51 0 0 37 0 0 171 0 0
Mayis 29 0 0 31 0 0 25 0 0 35 0 0 120 0 0
2008 Eylil 34 0 0 30 0 0 39 0 0 28 0 0 131 0 0
Toplam 317 12 3,78 257 0 0 331 0 0 321 0 0 1226 12 0,97
a: Odaklardan toplanan érnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamustir
Cizelge 4.6. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Izmir Ilindeki odaklarda Babesia bovis’in aylara gore dagilimi
Yil Aylar Tire Aliaga Kinik Toplam
a b % a b % a b % a B %
2006 Haziran 43 0 0 49 0 0 X X X 43 0 0
Eylil 50 16 32 31 1 3.2 24 0 0 105 17 16,19
2007 Mayis 49 0 0 34 0 0 16 0 0 99 0 0
Eylul 45 0 0 37 0 0 10 0 0 92 0 0
2008 Mayis 28 0 0 25 0 0 17 0 0 70 0 0
Eylil 26 0 0 19 0 0 8 0 0 53 0 0
Toplam 241 16 6,63 195 1 0,51 75 0 0 462 17 3,67

a: Odaklardan toplanan érnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamustir
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Cizelge 4.7. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Manisa Ilindeki odaklarda Babesia bovis’in aylara gore dagilimi

Yil Aylar Alagehir Go6lmarmara Toplam
a b % a b % a b %
Haziran 49 0 0 X X X 49 0 0
2006 Temmuz 50 0 0 48 0 0 98 0 0
Eylil 50 1 2 51 0 0 101 1 0,99
2007 Mayis 43 0 0 37 0 0 80 0 0
Eylil 41 0 0 37 0 0 78 0 0
2008 May1s 29 0 0 31 0 0 60 0 0
Eylil 26 0 0 31 0 0 57 0 0
Toplam 288 1 0,34 235 0 0 523 1 0,19

a: Odaklardan toplanan 6rnek sayisi b: Enfekte hayvan sayisi %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamustir
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Reverse line blot teknigi sonucunda Aydin, izmir ve Manisa Illerindeki odaklarda
bulunan sigirlarda tespit edilen B. bigemina’nin aylara gore dagilimi Cizelge 4.8., Cizelge
4.9. ve Cizelge 4.10.”da verilmistir.

Cizelge 4.8°de goriildiigii gibi; Aydin merkez, Yenipazar, Cine ve Soke ilcelerinde

B. bigemina’ya rastlanmamastir.

Izmir 1li genelinde toplam incelenen 675 adet sigir kan 6rneginden 2’si (% 0.29)
B. bigemina pozitif bulunmustur (Cizelge 4.9). Cizelge 4.9.da goriildiigii gibi; izmir Ili
Kinik il¢esinde Mart ve Nisan aylarinda yalnizca birer drnekte B. bigemina’ya rastlanmis
olup; Mart ayinda % 2.7, Nisan aymda ise % 4 oraninda tespit edilmistir. Tire ve Aliaga

ilgelerinde ise B. bigemina’ya rastlanmamustir.

Manisa ilinde B. bigemina’nin genel dagilimma bakildiginda 523 sigirdan 1’inde
(% 0.19) B.bigemina saptanmustir (Cizelge 4.10.). Cizelge 4.10.’a gdre Manisa ili Alasehir
ilcesinde Eylil ayinda alinan 50 ornegin 1’inde (% 2) B. bigemina goriilmistiir.

Golmarmara ilcesinde ise B. bigemina tespit edilememistir.

Calismamizda Aydin, Izmir, Manisa illerinde B. divergens ve B. major tiirlerine ise

rastlanmamuistir.
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Cizelge 4.8. Reverse line blot teknigi sonucuna gore Aydin ilindeki odaklarda Babesia bigemina’nin aylara gére dagilimi

Yil Aylar Yenipazar Cine Soke Osmanbdiki Toplam

a b % a b % a b % a b % a b %

Haziran 40 0 0 46 0 0 X X X 46 0 0 132 0 0

2006 Agustos 50 0 0 25 0 0 50 0 0 49 0 0 174 0 0
Eylil 49 0 0 52 0 0 61 0 0 48 0 0 210 0 0

May1s 27 0 0 29 0 0 54 0 0 39 0 0 149 0 0

2007 Eylil 45 0 0 4 0 0 51 0 0 39 0 0 139 0 0
Ekim 43 0 0 40 0 0 51 0 0 37 0 0 171 0 0

Mayis 29 0 0 31 0 0 25 0 0 35 0 0 120 0 0

2008 Eylil 34 0 0 30 0 0 39 0 0 28 0 0 131 0 0
Toplam 317 |0 0 257 0 0 331 0 0 321 0 0 1226 0 0

a: Odaklardan toplanan érnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamustir

Cizelge 4.9. Reverse line blot teknigi sonucuna gére Izmir ilindeki odaklarda Babesia bigemina’nin aylara gore dagilimi

Yil Aylar Tire Aliaga Kinik Toplam

a b % a b % a b % a B %
2006 Haziran 43 0 0 49 0 0 X X X 43 0 0
Eylil 50 0 0 31 0 0 24 0 0 105 0 0

Mart 48 0 0 30 0 0 37 1 2,7 115 1 0.86

2007 Nisan 42 0 0 31 0 0 25 1 4 98 1 1.02
Mayis 49 0 0 34 0 0 16 0 0 99 0 0
Eyliil 45 0 0 37 0 0 10 0 0 92 0 0
2008 Mayis 28 0 0 25 0 0 17 0 0 70 0 0
Eylil 26 0 0 19 0 0 8 0 0 53 0 0

Toplam 331 0 0 256 0 0 137 2 1,45 675 2 0,29

a: Odaklardan toplanan 6rnek sayisi b:

Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan drnegi alinamamisti
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Cizelge 4.10. Reverse line blot teknigi sonucuna gére Manisa Ilindeki odaklarda Babesia bigemina’nin aylara gére dagilimi

Yil Aylar Alasehir Golmarmara Toplam
a b % a b % a b %
Haziran 49 0 0 X X X 49 0 0
2006 Temmuz 50 0 0 48 0 0 98 0 0
Eylul 50 1 2 51 0 0 101 1 0,99
2007 Mayis 43 0 0 37 0 0 80 0 0
Eylul 41 0 0 37 0 0 78 0 0
2008 Mayis 29 0 0 31 0 0 60 0 0
Eylul 26 0 0 31 0 0 57 0 0
Toplam 288 1 0,34 235 0 0 523 1 0,19

a: Odaklardan toplanan érnek sayis1 b: Enfekte hayvan sayis1 %: Enfeksiyon orani x: Kan 6rnegi alinamamustir
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5. TARTISMA ve SONUGC

Tiim diinyada oldugu gibi subtropikal iklim kusaginda yer alan iilkemizde de
hayvanlarda kene kaynakli paraziter hastaliklar yaygin olarak goriilmekte ve sigir

yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Sigirlarda yaygin olarak goriilen T. annulata’nin neden oldugu kene kaynakli
paraziter hastaliklardan tropikal theileriosis, Akdeniz havzasi, Avrupa, Orta Dogu, Giiney
Asya ve Afrika gibi genis bir cografyada endemik olarak goriilmektedir (Dolan 1989,
Norval ve ark 1992). Hyalomma tiirii keneler tarafindan nakledilen hastaligin, Tiirkiye’nin
de hemen hemen her bolgesinde goriildiigii yapilan ¢aligsmalarla bildirilmistir (Eren ve ark
1995, Aktas ve ark 2001, Vatansever ve Nalbantoglu 2002, Dumanli ve ark 2002, ica ve
ark 2007, Inci ve ark 2008, Altay ve ark 2008, Orkun ve ark 2011, Deniz ve ark 2012).
Tirkiye’de ozellikle yiiksek verimli ithal hayvanlarda mortalite ve verim diisiikligi
sonucu ekonomik kayiplara yol agan tropikal theileriosis, sigir yetistiriciligini tehdit
etmektedir. Ayrica apatojen ya da diisiik patojen Theileria tirQ olarak bilinen T. buffeli’de
yaygin olmamakla birlikte, Tiirkiye’de tespit edilmistir (Vatansever ve ark 2002, Inci ve
ark 2003, Deniz ve Karaer 2006, Aktas ve ark 2006, Altay ve ark 2007, Altay ve ark 2008,
Deniz ve ark 2012).

Diinyada ¢iftlik hayvanlarinda yaygin olarak goriilen ve keneler tarafindan
nakledilen diger bir protozoer hastalik olan babesiosis, insanlarda kene kaynakli zoonoz
olarak dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. Sigirlarda babesiosis B. bigemina, B. bovis,

B. divergens ve B. major tiirii protozoonlar tarafindan olusturulan, diinya ¢apinda oldukca
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O6nemli ve sik karsilasilan bir hastaliktir (McCosker 1981, Uilenberg 1995). Sigirlarda
neden oldugu mortalite ve ekonomik kayiplar bakimindan sigir yetistiriciliginde 6nemli bir
tehdit olarak gorulmektedir. Tiirkiye’de sigirlarda B. bovis, B. bigemina, B. divergens ve
B. major tdrlerinin varlig1 bildirilmistir. Fakat en fazla yasanan ekonomik kaybin
Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen B. bigemina ve B. bovis tirlerinden kaynaklandigi
bildirilmektedir (Cakmak 1987, Sayin ve ark 1989, Dinger ve ark 1991, Inci 1992, Cakmak
ve Oz 1993, Eren 1993, Sayin ve ark 1996, Tanyiiksel ve ark 2000, Aktas ve ark 2001, Inci
ve ark 2002, Vatansever ve ark 2002, Tanyiiksel ve ark 2002, Karatepe ve ark 2003, ica
2004, Altay ve ark 2008, Kalkan ve ark 2010).

Theileria ve Babesia tiirlerinin olusturdugu akut enfeksiyonlarda ilk laboratuvar
teshisi, geleneksel olarak Giemsa boyama yontemi ile boyanan kan frotilerinin
mikroskobik muayenesi ile yapilmaktadir (Soulsby 1982, Mehlhorn 2004, d’Oliveira
1995). Ancak tiirlerin morfolojik yapilarinda goriilen benzerlikler bu yontemle tiir ayrimi
yapilmasina imkan vermemektedir. Ayrica enfeksiyonu atlatan hayvanlarda etkenin uzun
siire tagindig1 ve dolayisiyla kanda paraziteminin oldukga diisiik seyrettigi durumlarda
mikroskobik baki yaniltici olabilmektedir (Uilenberg 1981, Norval ve ark 1992). Bu
noktada serolojik testler, tasiyict hayvanlarin belirlenmesi ve subklinik enfeksiyonlarin
teshisi amaciyla epidemiyolojik calismalarda kullanilmaktadir. Fakat serolojide tlrler
arasinda capraz reaksiyonlarin goriilebilmesi, zayif spesifik immun cevap alinmasi ya da
uzun siire tasiyicilik durumunda antikorlarin her zaman tespit edilememesi bu testleri
tartisilir hale getirmektedir (Burridge ve ark 1974). Teshisde yasanan bu olumsuzluklar
daha duyarli ve spesifik olan molekiiler yontemlere basvurulmasina ihtiya¢ duyurmustur.
Hem omurgali hem de omurgasiz konaklardan elde edilen DNA &rneklerinde parazite ait
cok kugiik miktarlardaki DNA’y1 kolayca ve 6zgiil olarak c¢ogaltabilen PCR yontemi,
giinimiizde en sik basvurulan molekiiler testlerden biridir. PCR ile hibridizasyonun
birlestigi ayni anda birden ¢ok parazit tiiriiniin teshisinin yapilabildigi, duyarl: bir test olan
RLB testi de sagladig1 avantajdan dolay1 parazitolojide yaygin kullanim alani bulmustur
(Gubbels ve ark 1999, Sparagano ve ark 2000, Georges ve ark 2001, Almeria ve ark 2002,
Vatansever ve ark 2002, Brigido ve ark 2004, Oura ve ark 2004, ica 2004, Garcia-
Sanmartin ve ark 2006, Salih ve ark 2007, i¢a ve ark 2007, Altay ve ark 2008, Silva ve ark
2010, Yildirim ve ark 2013). Bu calismada Aydin, izmir, Manisa illerindeki sigirlarda
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Theileria ve Babesia tiirlerinin belirlenmesi amactyla RLB testi kullanilmistir. RLB

yontemi ile T. annulata, T. buffeli, B. bovis, B. bigemina tiirlerinin varlig1 tespit edilmistir.

Bu c¢alismada bir catch all (Theileria-Babesia) ve alt1 tiir spesifik prob
kullamilmistir (Cizelge 3.5.). Theileria/Babesia genel primerleri (RLB-F2/RLB-R2) ile
sigir kan drneklerinden elde edilen amplikonlarin bir kismi T. annulata, T. buffeli, B. bovis,
B. bigemina spesifik prob karsiliklar1 ile sinyal verirken, yalmizca i¢ Ornek
Theileria/Babesia soy spesifik prob ile sinyal olusturmustur. RLB y6nteminde soy spesifik
prob ile reaksiyon veren, membrana baglanmis fakat tiir spesifik problar ile sinyal
olusturmayan amplikonlar, yeni bir tiirlin, alt tlirin ya da farkli bir genotipin varliini isaret
edebilmektedir. Bu noktada s6z konusu ii¢ Ornegin sekans analizi yapilmamistir.
Dolayisiyla bu orneklerin genetik olarak farkli bir genotip olup olmadiklari konusunda
herhangi bir netlik kazanmamistir. Fakat 6rneklerin soy spesifik prob ile sinyal verdigi ayi

takip eden diger ay T. annulata pozitif sonug¢ verdigi goriilmiistiir.

Tiirkiye’de sigirlarda tropikal theileriosis iizerine pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma
yapilmigtir. Molekiiler yontemlerin (PCR, RLB) kullanildigi, tropikal theileriosisin
yaygiliginin degerlendirildigi epidemiyolojik ¢aligmalarda Ankara (% 61.2 - % 36.6),
Diyarbakir (% 74.6 - % 23), Sanlwrfa (% 60.3), Elazig (% 60.2), Bingdl (% 61.7), Mus
(% 58.7), Adiyaman (% 43.1),Van (% 27.8), Erzincan (% 15.45), Kayseri (% 9.3), Kirsehir
(% 2.32) ve Dogu Karadeniz (% 1.28) illerinde T. annulata farkli yayginlik oranlarinda
tespit edilmistir (Vatansever ve Nalbantoglu 2002, Vatansever ve ark 2002, Dumanh ve
ark 2005, Aktas ve ark 2006, Ica ve ark 2007, Altay ve ark 2007, Altay ve ark 2008, Orkun
ve ark 2011, Deniz ve ark 2012). Bolgelere ait gesitli illerde yapilan seroprevalans
caligmalarinda ise Dogu ve Gilineydogu Anadolu Bdlgesi (% 91.4 - % 2.7), Karadeniz
Bolgesi (% 46.8), Ege Bolgesi (% 40), Marmara Bolgesi (% 33.3) ve I¢ Anadolu
Bolgesi’nde (% 67.5 - % 29) T. annulata’ya 6nemli oranlarda rastlanmistir (Eren ve ark
1995, Aktas ve ark 2001, Aktas ve Cakmak 2001, Vatansever ve Nalbantoglu 2002,
Dumanli ve ark 2002, Sayin ve ark 2003, inci ve ark 2008, Sevgili ve ark 2010).

Bu calisma Aydin, Izmir ve Manisa illerinde T. annulata’nin yayginliginin
molekiiler olarak belirlendigi onemli bir calismadir. RLB hibridizasyon teknigi ile

incelenen kan drneklerinin illere gore sonuglari incelendiginde; Aydin ilinde toplam 3918
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sigir kan drneginden 2152’si (% 54.92), Izmir ilinde toplam 2644 sigir kan 6rneginden
619’u (% 23.41), Manisa ilinde toplam 2260 sigir kan orneginden 1088°i (% 48.14)
T. annulata pozitif tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore Izmir iline nispeten
Aydin ve Manisa illerinde T. annulata daha yaygin olarak goriilmiistiir. Calismamizin
yapildig: illeri kapsayan, Bati Ege Bolgesi’'nde sigirlardaki kene tiirlerinin mevsimsel
aktivitesi ve dagilimi iizerine yapilan bir ¢alismada Aydin ve izmir illerinde tespit edilen
baslica kene tiirinin H. marginatum (% 47.71 - % 33.29) oldugu bildirilirken, Manisa
ilinde H. detritum (% 32.16) agirlikli olarak tespit edilmistir. Manisa ilinde H. detritum’u
H. excavatum (% 28.53), Izmir ilinde H. marginatum’u R. turanicus (% 18.37) ve
H. excavatum (% 14.61), Aydin ilinde H. marginatum’u H. excavatum (% 24.97) ve
H. detritum (% 17.51) tiirleri takip etmistir. Bu illerde tespit edilen Hyalomma tirleri
icerisinde H. anatolicum tiirii ise kiiglik bir orani temsil etmistir (Serkan ve ark 2012).
Ayrica Tiirkiye’de kenelerin cografik dagilimi {izerine yapilan derleme makalede de
caligmamizin yapildigi Ege Bolgesi'nde Hyalomma soyuna ait tiirlerin varlhigi
bildirilmektedir (Aydin ve Bakirc1 2007). Bu calismalarla paralel olarak T. annulata’nin
baslica vektorii olan Hyalomma tiirlerinin Aydin, izmir ve Manisa illerinde de yaygin
olarak goriildiigii bilinmektedir. Dolayistyla T. annulata’nin yayginligi iizerine elde
ettigimiz sonuglar kene tiirleri lizerine yapilan bu c¢alismalarla desteklenmektedir. Bati Ege
Bolgesi’'nde yapilan calismada ayni zamanda kene tiirlerinin mevsimsel aktivitesi
incelenerek, Hyalomma soyu igerisinde yer alan tiirlerin farkli mevsimsel dagilimlar
gosterdigi  bildirilmistir (Bakirci ve ark 2012). Bu c¢alismadaki sonuglara gore
H. marginatum tiirlerinin ¢ogunlugu (% 97) ilkbahar ve yaz aylarinda, H. excavatum
(% 42) sonbahar, H. detritum’un (% 97) yiiksek bir orani ise yaz ayinda toplanmistir
(Serkan ve ark 2012). Calismamizda T. annulata’nin mevsimsel yogunluk oranlarina
bakildiginda, Aydin ilinde % 64.12 ve izmir ilinde % 36.95 oranlari ile T. annulata yogun
olarak Eyliil ayinda tespit edilmistir. Manisa ilinde ise T. annulata’nin en yogun gorildigi
ay Mayis (% 68.75) ay1 olarak tespit edilmistir. Bati Ege Bolgesi’nde yapilan ¢aligmada
Hyalomma turlerinin mevsimsel aktivitesi izerine elde edilen sonuclar ile T. annulata’nin
mevsimsel yogunlugu {lizerine elde ettigimiz bulgular desteklenmektedir. Kene
aktivitesinin baglamasi ile birlikte theileriosis enfeksiyonlarinin sayisinda artis olmasi da

kacinilmazdir.
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Apatojen ya da iliml Theileria turt olarak bilinen T. buffeli Uzerine Turkiye’de ¢ok
fazla epidemiyolojik calisma bulunmamaktadir. T. buffeli’nin iilkemizdeki varligi ilk
olarak 2002 yilinda Ankara ve ¢evresinde RLB teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismada
ortaya konmustur (Vatansever ve ark 2002). Calisma sonucunda % 11.8 oraninda
T. buffeli tespit edilmistir. Ayni1 ¢alismada % 8.4 oraninda T. buffeli, T. annulata ile miks
olarak goriilmiistiir (Vatansever ve ark 2002). Kayseri ve yoresinde RLB metodu
kullanilarak incelenen 100 sigirin 12’sinde T. buffeli tespit edilmistir (Inci ve ark 2003).
Yine Ankara bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada % 6.4 T. buffeli, % 7,2 T. annulata —
T. buffeli miks enfeksiyonu saptanmistir (Deniz ve Karaer 2006). Dogu Anadolu
Bolgesi’nde Haziran ve Temmuz aylarinda PCR yontemi ile % 7 oraninda T. buffeli’ye
rastlanirken; Erzincan ve yoOresinde farkli odaklardan toplanan sigir kan ornekleri RLB
teknigi ile incelenerek % 9.76 T. buffeli tespit edilmistir (Aktas ve ark 2006, Altay ve ark
2007). Dogu Karadeniz Bdlgesi’nde RLB teknigi ile % 11.56 T. buffeli goriilmustiir.
Diyarbakir ve ¢evresinde multipleks PCR ile 100 sigirdan yalnizca 1’inde T. annulata ile
T. buffeli miks enfeksiyonu goriilerek en diisiik bu bolgede tespit edilmistir (Altay ve ark
2008, Deniz ve ark 2012). Calismamizda izmir ili Tire ilgesinde Eyliil ayinda yalmzca 1

ornekte (% 0.08) T. annulata - T. buffeli miks enfeksiyonuna rastlanmaistir.

Tiirkiye’de sigirlarda babesiosis iizerine 6zellikle serolojik calismalar basta olmak
iizere ¢ok sayida epidemiyolojik ¢alisma bulunmaktadir. i¢ Anadolu Bélgesi’nde yapilan
calismalara bakildiginda; Ankara ve ¢evresinde B. bigemina (% 100 - % 3.6), B. bovis
(% 59 - % 2.3), B. divergens (% 1.1 - % 1.6) ve B. major (% 0.2) bildirilmistir (Cakmak
1987, Sayin ve ark 1989, Inci 1992, Eren 1993, Tanyiiksel ve ark 2000, Vatansever ve ark
2002, Tanyiiksel ve ark 2002, ica 2004). Konya ve cevresinde B. bigemina (% 53.06 -
% 42.9) tespit edilmistir (Seving ve ark 2001, Ekici ve Seving 2009). Kayseri’de
B. bigemina (% 23.03) ve B. bovis (% 1.04) saptanirken (inci ve ark 2002); Nigde’de
yalnizca B. bigemina (% 30) gorilmistir (Karatepe ve ark 2003). Sivas’da yapilan
calismada ise B. bigemina (% 37.5) ve B. bovis (% 13.3) tespit edilmistir (Kalkan ve ark
2010). Dogu Anadolu Bolgesi’nde Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde Babesia tirlerinin
varligi ve oranlar1 yapilan g¢alismalarla incelenmistir. Elazig’da B. bigemina (% 42.9 -
% 31.9), B. bovis (% 5.6 - % 1.4) ve B. divergens (% 3.5) saptanirken; Malatya’da yalnizca
B. bigemina (% 7.1) ve B. divergens (% 0.6) goriilmiistiir. Tunceli’de ise B. bigemina
(% 7.3), B. bovis (% 0.6) ve B. divergens (% 1.2) bildirilmistir (Saymn ve ark 1996, Aktas
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ve ark 2001). Akdeniz Bolgesi’nde Adana ili ve gevresinde B. bigemina % 55 - % 50.8;
B. bovis % 43.8 - % 31.6 oranlarinda tespit edilmistir (Cakmak ve Oz 1993, Sayin ve ark
1996). Giineydogu Anadolu Bolgesi Sanlurfa’da yalmizca B. bigemina (% 43.97)
saptanmustir (Sevgili ve ark 2010). Marmara Bolgesi’'nde Bursa ilinde yapilan ¢alismada
% 48.9 B. bigemina, % 41.8 B. bovis goriilmiistiir (Sayin ve ark 1996). Karadeniz’de % 61
B. bigemina, % 46 B. bovis ve % 75 B. divergens bildirilmis (Dinger ve ark 1991); fakat
Dogu Karadeniz’de sadece B. bigemina % 0.77 tespit edilmistir (Altay ve ark 2008).

Ege Bolgesi’nde Aydin, izmir ve Manisa illerinde RLB teknigi kullanilarak yapilan
bu ¢alismada B. bovis’in varlig1 ve oranlarina bakildiginda; Aydin ili Yenipazar ilgesinde
Eyliil ayinda incelenen 49 sigir kan 6rneginin 11’inde (% 22.4) B. bovis tespit edilmistir.
Haziran ayinda 40 6rnekden 1’inde B. bovis goriilmiistiir. Aydin ilinin Cine, S6ke ve
Osmanbiku ilgelerinde B. bovis saptanmamistir. Toplamda Aydin ilinde 1226 sigir kan
orneginden 12’sinde (% 0.97) B. bovis tespit edilmistir. Izmir ili Tire ilgesinde Eyliil
aymda incelenen 50 sigir kan 6rneginin 16’sinda (% 32) B. bovis goriilmistiir. Aliaga
ilgesinde ise Eyliil aymda yalnizca 1 drnekte (% 3.2) B. bovis’e rastlanmistir. Izmir ili
genelinde B. bovis orant % 3.67 bulunmustur. Manisa ilinde B. bovis oranina bakildiginda
yalnizca Alasehir ilgesinde Eyliil ayinda 50 6rnekten 1’inde B. bovis tespit edilmis olup,
toplam oran1 % 0.19’dur. B. bovis, R. annulatus, R. microplus, R. bursa ve I. ricinus tirleri
tarafindan nakledilmektedir. Ayrica Tiirkiye’deki kene tiirlerinin cografik dagiliminin
incelendigi derleme makalede de Ege Bélgesi’nde R. annulatus, R. bursa tirlerinin varlig
bildirilmektedir (Aydin ve Bakirct 2007). Bati1 Ege Bolgesi’nde kene tiirlerinin dagilimi ve
mevsimsel aktivitesinin degerlendirildigi diger bir ¢alismada I. ricinus bu bolgede ilk defa
ortaya konmustur (Bakirct ve ark 2012). Yapilan ¢alismada Manisa ilinde yalnizca 1 adet
(0.03) I. ricinus tiirii saptanirken; Izmir ilindeki sigirlar i{izerinden 588 adet (% 5.23)
I. ricinus tiirti toplanmistir. Aydin ilinde ise I. ricinus’a rastlanmamistir. Genellikle yiiksek
rakim ve ormanlik alanlari tercih eden . ricinus tiirliniin enfestasyon oranlari ise en yiliksek
Aralik ve Mart aylar1 arasinda tespit edilmistir. Subat ayinda . ricinus enfestasyonunun pik
yaptigr goriilmiistiir. Aym1 ¢alismada Aydin ve Manisa illerinde R. annulatus, sigirlar
Uzerinden Temmuz ve Kasim aylari arasinda toplanmis; fakat olduk¢a az sayida elde
edilmistir. Izmir ilinde ise R. annulatus tespit edilememistir. Calismada B. bovis’in diger
bir vektort olan R. bursa en fazla yaz aylarinda toplanmistir. Aydin ilinde R. bursa’ya

(% 0.05) oldukca az sayida rastlanirken; Izmir ve Manisa illerinde sirasi ile % 11.24 -
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% 10.12 oranlarinda goriilmiistiir (Bakirc1 ve ark 2012). Bu tez ¢alismasinda, kene tiirleri
tizerine elde edilen diger galisma sonuglar ile paralel olarak, Aydin ve Manisa illerinde
B. bovis’in vektor potansiyeli degerlendirildiginde, tespit edilen B. bovis oraninin diisiik
elde edilmesi muhtemel bir sonuctur. Izmir ilinde hem I. ricinus hem de R. bursa’nin
goriilmesi dolayisiyla, B. bovis’in bu ildeki orani diger illere gore biraz daha fazla oranda
tespit edilmistir. Aydin, izmir ve Manisa ilinde B. bovis’in mevsimsel yogunlugunun ise

Eyliil ayinda oldugu goriilmiistiir.

Bu tez c¢alismasinda B. bigemina’nin varligi ve oranlar1 incelendiginde; Aydin ili
Merkez, Yenipazar, Cine ve Soke ilgelerinde B. bigemina’ya rastlanmamustir. Izmir ili
Kinik ilgesi’nde ise alinan 137 sigir kan 6rneginden 2’sinde (% 1.45) B. bigemina tespit
edilmistir. Tire ve Aliaga ilgelerinde B. bigemina goriilmemistir. Manisa ili G6lmarmara
ilcesinde B. bigemina’ya rastlanmazken; Alasehir ilgesinde 288 6rnekden yalnizca 1’inde
(% 0.34) B. bigemina saptanmigtir. B. bigemina, R. microplus, R. annulatus, R. bursa,
R. evertsi ve Haemaphysalis punctata tirleri tarafindan nakledilmektedir. Fakat Turkiye’de
tespit edilen kene tiirleri arasinda R. microplus ve R. evertsi tiirleri bildirilmemistir.
Tiurkiye’deki kene tiirlerinin cografik dagilimimin incelendigi ¢alismalarda Ege
Bolgesi’nde R. annulatus, R. bursa ve H. punctata turlerinin varligi bildirilmektedir
(Aydin ve Bakirc1 2007). Bat1 Ege Bolgesi’nde sigirlar iizerinden toplanan kene tiirlerinin
dagilimi ve mevsimsel aktivitesinin tespit edildigi diger bir calismada; Hae. punctata
tiirline Aydin, Izmir ve Manisa illerinde rastlanmamistir. Aydin ilinde R. annulatus
(% 0.05) ve R. bursa (% 0.05) tiirleri ise oldukca az oranlarda gériilmiistiir. izmir ilinde
R. annulatus’a rastlanmazken; R. bursa % 11.24 oraninda goriilmiistiir. Manisa ilinde
R. annulatus (% 0.63) oldukca az oranda tespit edilirken; R. bursa % 10.12 olarak
bildirilmistir. Bat1 Ege Bolgesi’nde yapilan calismada elde edilen sonuglarla paralel olarak
Aydin ilinde B. bigemina’nin vektdr potansiyelinin diisiik olmasi sebebi ile bu tez
calismasinda Aydin ilinde B. bigemina’ya rastlanmamustir. izmir ve Manisa ilinde R. bursa
yaklasik % 10 oranlarinda goriilmekte; fakat ¢alismamizda bu illerde B. bigemina orani
oldukca diisiik elde edilmistir. Bati Ege Bolgesi’nde yapilan ¢alismada sigirlar lizerinden
R. bursa en fazla yaz aylarinda, R. annulatus ise en fazla Temmuz ve Kasim aylari
arasinda toplanmistir. Bu tez calismasinda Izmir ilinde B. bigemina’nin mevsimsel

aktivitesi Mart ve Nisan aylari, Manisa ilinde ise Eyliil ay1 olarak tespit edilmistir.
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Sigirlarda goriilen Babesia tirlerinden B. divergens ve B. major tiirlerine ise Aydin,
[zmir ve Manisa illerinde rastlanmamustir. B. divergens I. ricinus tarafindan, B. major ise
Hae. punctata tarafindan nakledilmektedir. Her iki tiirtin de Tiirkiye’deki varlhig
bildirilmektedir (Aydin ve Bakirc1 2007, Bakirct1 ve ark 2012). Ancak Bati Ege
Bolgesi’nde kene tiirlerinin dagiliminin incelendigi calismada Aydin, Izmir ve Manisa
Illeri'nde H. punctata tiirii keneler tespit edilememistir. Ayn1 calismada I. ricinus tirQ
keneler Manisa Ili’nde % 0.03, izmir ili’nde % 5.23 oraninda bildirilmistir (Bakirc1 ve ark
2012). Bu ¢alisma ile B. divergens ve B. major tiirlerinin tespit edilemedigi ¢alismamizda

alinan sonugclar paralellik gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma Bati1 Ege Bolgesi’nde yer alan Aydin, Manisa ve Izmir
[lleri’nde sigirlarda Theileria ve Babesia tiirlerinin molekiiler olarak arastirildig1 5Snemli bir
calismadir. RLB teknigi kullanilarak yapilan ¢alisma ile T. annulata, T. buffeli, B. bovis ve
B. bigemina tiirlerinin yaygmligi ve mevsimsel yogunlugu hakkinda bilgi edinilmistir.
Alman sonuglar RLB testinin ayn1 anda ¢ok sayida parazitin saptanabilmesi, tek bir testte
cok sayida Ornegin islenebilmesi ve membraninin defalarca kullanilabilmesi agisindan

RLB’nin epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in uygun bir test oldugunu géstermistir.
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OZET

Bu calismada sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Theileria ve Babesia
tiirlerinin Reverse Line Blot hibridizasyon teknigi ile Aydim, Izmir ve Manisa illeri’nde
teshisi amaglanmistir. Bu amacgla Aydin, izmir ve Manisa illerine bagh ¢esitli odaklardan
(Aydin- Merkez, Yenipazar, Cine, Soke; izmir- Tire, Aliaga, Kinik; Manisa- Alasehir,
Go6lmarmara) Haziran 2006 - Eylil 2008 tarihleri arasinda alinan kan ornekleri
incelenmistir. Inceleme sonucunda Aydin Ili’nde toplam 3918 kan &rneginden 2152
(% 54.92)’sinde T. annulata saptanmustir. Aydin ili Cine ilgesinde % 89.40; Soke ilcesinde
% 60.87; merkez ilgesi Osmanbuki’nde % 57.91 ve Yenipazar ilgesinde % 20.06 oraninda
T. annulata enfeksiyonu tespit edilmistir. Izmir ili’nde toplam 2644 sigirdan kan ornegi
alinmis ve bu drneklerin 619 (% 23.41)’unda T. annulata enfeksiyonu saptanmistir. Izmir
Ili Kinik, Tire, Aliaga ilgelerinde T. annulata pozitif érnek oranlar1 sirasiyla % 37.93,
% 22.33, % 15.86°dir. izmir ili Tire ilgesinde yalnizca birer 6rnekte T. annulata-B. bovis
ve T. annulata-T. buffeli miks enfeksiyonu saptanmistir. Manisa Ili’nde toplam 2260 adet
sigir kan Orneginden 1088 (% 48.14)’inde T. annulata tespit edilirken; Alasehir ve
GoOlmarmara ilgelerinde T. annulata pozitif 6rnek orani sirasiyla % 67 ve % 27.34
bulunmustur. RLB hibridizasyon teknigi ile elde edilen sonuglara gore; B. bovis pozitif
ornek orani, Aydin Ili Yenipazar ilgesinde % 3.78; izmir Ili Tire ilgesinde % 6.63, Aliaga
ilgesinde % 0.51; Manisa Ili Alasehir ilgesinde % 0.34 olarak tespit edilmistir. Aydin Ili ve
ilcelerinde B. bigemina enfeksiyonu saptanmamus; fakat izmir 1li Kinik ilgesinde (% 1.45)
ve Manisa Ili Alasehir ilcesinde (% 0.34) B. bigemina tespit edilmistir. Calismada Aydin,
[zmir ve Manisa Illeri’ndeki sigir populasyonunda Theileria ve Babesia tirlerinin
epidemiyolojisi belirlenmis olup; RLB tekniginin ayn1 anda pek ¢ok enfeksiyonu tespit
edebilme avantajindan yararlanilmigtir. Ayrica bu ¢alisma ile sigir yetistiriciliginde 6nemli
hastaliklara yol acan bu tiirlerin varlig1 ortaya konarak gerekli kontrol programlarinin

gelistirilmesine katkida bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Babesia, Reverse Line Blot Hibridizasyon Testi, Theileria.
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SUMMARY

The aim of the present study was the diagnosis of Theileria and Babesia species, causing
significant economic losses in cattle, by Reverse Line Blot hybridization technique in
Aydin, Izmir and Manisa provinces. For this purpose, blood samples taken from various
districs (Aydin-Central, Yenipazar, Cine, Soke; Izmir- Tire, Aliaga; Manisa- Golmarmara,
Alasehir) between June 2006- September 2008 were analyzed. As a result of analyses,
a total of 2152 (54.92 %) out of 3918 blood samples has been identified to be positive for
T. annulata in Aydin province. The infection rate of T. annulata in Cine, Soke,
Osmanbuku and Yenipazar districts were 89.40, 60.87, 57.91 and 20.06 %, respectively.
A total of 2644 blood samples from were collected in Izmir and 619 (23.41 %) of these
samples were identified to be infected with T. annulata. The rate of T. annulata positive
samples of in Kinik, Tire, Aliaga districts in Izmir province were 37.93, 22.33 and
15.86 %, respectively. In only one example, T. annulata - B. bovis and T. annulata -
T. buffeli mix infections were detected in Tire district. A total of 1088 (48.14 %) out of
2260 blood samples has been identified to be positive for T. annulata in Manisa province;
the positive sample rates of T. annulata in Alasehir and Golmarmara districts were 67 and
27.34 %, respectively. According to the results obtained by RLB hybridization technique,
the positive rates of B. bovis were as follows: 3.78 % in Yenipazar district of Aydin
province; 6.63 and 0.51 % in Tire and Aliaga districs of Izmir, respectively; 0.34 % in
Alasehir district of Manisa province. B. bigemina infection was not detected in Aydin
province and all its districts. However, B. bigemina was detected in Kinik district (1.45 %)
of Izmir province and in Alasehir district (0.34 %) of Manisa province. In the study, the
epidemiology of the Theileria and Babesia species in the cattle population in Aydin, Izmir
and Manisa provinces was determined using the RLB technique which allows
simultaneous detection of all tick-borne infections. Furthermore, the present study
contributed to the development of control programs by identifying the the presence of the

above mentioned species causing major diseases in cattle production.

Key Words: Babesia, Reverse Line Blot Hybridization Technique and Theileria
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