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OZET

Bu calisma, 2001-2002 tarihleri arasinda
Ankara bolgesinde RLB (Reverse Line Blotting),
IFA (Indirek Floresan Antikor testi) testleri ve
mikroskobik baki ile sigirlarda Theileria tiirlerinin
tanisini yapmak, tan1 yontemlerinin karsilastirmal
gecerliligini tespit etmek, ayrica eszamanli, yani
bir drnekte ayni1 soya bagli birden fazla tiiriin sap-
tanabildigi RLB testinin rutin olarak laboratuvar-
larda ve oOzellikle epidemiyolojik ¢aligmalarda
kullanilabilirligini ortaya koymak amaciyla
yapilmistir. Bu amagla, Ankara iline bagli 9 ilceye
ait koylerde meraya ¢ikan hayvanlardan, rastgele
secilen 250 sigirdan IFAT ve RLB testlerinde kul-
lanilmak tizere kan alinmistir. Sonug¢ olarak,
mikroskobik bakida %29,6; IFA testinde (7.annu-
lata) %28,8; RLB yonteminde ise % 47,6 oranin-
da pozitiflik tespit edilmistir. Kullanilan yontem-
ler duyarlilik ve ozgiillikk bakimindan karsilas-
tirilldiginda RLB'ye gore, mikroskobik bakinin
%59,8; IFAT (T.annulata)'n ise %64,6 oraninda
duyarli oldugu goriilmiistir. Bu calisma ile
Tirkiye'de ilk defa sigirlarda Theileria buffeli
tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Ankara, Theileria annula-
ta, Theileria buffeli, IFAT, RLB, Sigr

Summary: This study was carried out to diag-
nose Theileria species in cattle by using RLB, IFA
and microscopic examination; to compare the
diagnosis methods; in addition to detect the value
of the usage of RLB, that can detect more species
belong to the same family, routinly in laboratory
and particularly in epidemiological studies in
Ankara region between 2001-2002. For this pur-
pose, the blood samples were randomly collected
from 250 cattle from the villages of 9 towns of
Ankaré province. At the end of the examination of
the samples, according to the tests, 29,6% positiv-
ity was detected by microscopic examination,
28,8% by IFA and 47,6% by RLB. When the tests
used were compared according to RLB regarding
to their sensitivity and specifity, the sensitivity of
microscopic examination was detected to be
59,8% and IFA 64,6%. The differences among the
three tests were statistically found to be significant
and it is concluded that RLB was more sensitive
and specific compared to the other two tests. By
this study, Theileria buffeli was firstly detected in
cattle in Turkey.

Key Words: Ankara, Theileria annulata,
Theileria buffeli, IFAT, RLB, Cattle.
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GIRIS

Theileriosis, hayvanlarda Theileria tiirlerinin
sebép oldugu, Ixodidae ailesine bagli vektor
keneler ile nakledilen protozoer bir hastaliktir.
Tropikal iilkelerde ve Tiirkiye'nin de i¢inde bulun-
dugu subtropikal (iklim kusagindaki) iilkelerde
yaygin olarak goriilen bu hastalik 6zellikle sigir
yetistiriciligini tehdit etmektedir (11,15,21,24,
25,26,29,35,40,41). Sigirlarda theileria etken-
lerinden Theileria annulata (Tropikal theilerio-
sis'e sebep olur) ve T.parva (Dogu sahil hummasi-
na sebep olur) diger tiirlere gére daha patojen
olup, hastaligin seyrinde agir ve siddetli klinik
tablo ortaya ¢ikar. Diger sigir theileriosis etken-
lerinden T buffeli az patojen, T.mutans, T.velifera,
T'taurotragi apatojen olarak bilinir, genellikle
hastalik seyri semptomsuz subklinik olup bazen
siddetli olmayan klinik belirtiler goriilmektedir
(43).

Theileriosis'in teshisi, direkt olarak etkenin
belirlenmesi veya parazite karsi olusan 06zgiin
antikorlarin tespit edilmesi ile yapilmaktadir
(14,30,41). Theileria etkenlerinin belirlenmesi, ya
etkenin bizzat perifer kan ve lenf yumrusu biyop-
si frotilerindeki gelisme sekillerinin mikroskobik
bakisi, ya da molekiiler biyolojik yontemler ile
niikleotid  tespiti  seklinde  yapilmaktadir
(14,41,42,46). Kanda goriilen Protozoer ve
Riketsial hastaliklarda, akut enfeksiyonlar: atlatan
hayvanlar tasiyic1 hale gelirler (42). Bu tasiyici
hayvanlar vektor keneler igin enfeksiyon kaynagi
olusturmakta ve enfekte olmayan hayvanlardan
klinik olarak ayrilamamaktadir. Etkenler genellik-
le kanda az sayida bulunmakta ve kan frotisi
incelemelerinde goriilememektedir (14). Diger
taraftan hastalik tanisinda kullanilan serolojik
yontemlerde genellikle indirekt yontemler oldugu
icin, direkt etken degil etkene ait antikorlarin sap-
tanmas1 esasina gore degerlendirilmektedir. Her
iki durumda da subklinik seyirli olgularda, bilhas-
sa keneler i¢in enfeksiyon kaynagii teskil eden
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tastyict hayvanlarin tespiti miimkiin degildir.
Hastalik ile ilgili degerlendirmelerde bu dezavan-
tajlar, teshiste daha 6zgiil ve duyarli metotlarin
gerekliligini ortaya koymus ve molekiiler biyolo-
jik teshis yontemlerinin gelistirilmesine neden
olmustur (14, 36). Molekiiler biyolojik y6ntem
olarak ilk gelistirilen DNA prob yontemini, PZR
ve RLB yontemleri takip etmistir (46). Son yillar-
da molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte,
hastalik etkenlerinin DNA'sin1 ortaya koymaya
(DNA  Hybridisation,
PCR=Polymerase Chain Reaction, Polimeraz

yonelik  yontemler
Zincir Reaksiyonu) de ortaya ¢ikmis ve kullanil-
maya baglanmistir. Parazit DNA'sinin ortaya kon-
mas1 ilkesine dayanan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) testi, cesitli Theileria ve
Babesia tiirlerinin duyarli ve 06zgiil bicimde
teshisini olanakli kilmaktadir (5,8,9,10,12,13,
23,36,37). PZR testi ile ilgili ¢aligmalarin yaygin-
lasan kullaniminin yani sira, hayvahlarda bulun-
abilecek biitiin kan parazitlerini bir defada ortaya
koyabilecek kombine bir testin arayislari devam
etmistir. Birden fazla tiirliin PZR ile ayni anda
teshis edilebilmesini saglayan ilk c¢alismalar
(Multiplex PZR) Figueroa ve ark. (14) tarafindan
radyoaktif olmayan digoxigenin ile igaretli problar
kullanilarak Babesia bovis, B.bigemina ve
Anaplasma marginale've yonelik olarak yapilmis-
tir. Ancak gercek anlamda ilk gelisme RLB
(Reverse Line Blotting) tekniginin ortaya ¢ikmasi
ile saglanmistir. Bu test PZR {iriinlerinin bir mem-
branda ayr1 siralara baglanmis 6zgiin problara hib-
ridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik, bir
cok etkenin ayni anda bir¢ok prob ile karsilastiril-
masina olanak sagladigindan, olduke¢a pratik ve
kullanighdir (17).

Reverse Line Blotting teknigini, Randall ve
ark. (32) ilk defa insanlarda orak hiicresi anemisi
ile B Talasemi hastaliklarinin teshisinde kullan-
mislardir. Daha sonra Reverse Line Blotting

teknigi ayni kenede bulunabilen 4 Borrelia
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icin  kullanilmigtir (33).

Kamerbeek ve ark. (19) ayn1 metodu kullanarak

tirtiniin ~ ayrilmasi

Mycobacterium tuberculosis'in teshisini ve tiplen-
dirilmesini yapmislardir. Gubbels ve ark. (17) 18S
ssTRNA genindeki V4 degisken bolgesini cogaltan
primerler kullanarak elde etikleri PZR {iriinlerini,
RLB tekniginde kullanmiglar ve sigirlardaki
Theileria annulata, T.parva, T.mutans, T.taurotra-
gi, Tvelifera, T buffeli, Babesia bovis, B.bigemina
ve B.divergens'in ayn1 anda spesifik olarak teshis
edilebilecegini gostermislerdir. Glintimiizde RLB
kullanim1 gittikce artmakta ve hayvanlarda bulu-
nan biitiin kene ile bulasan hastaliklarin teshisinde
kullanilan standart bir test haline
bildirilmektedir (4,16,22,37,38,39).

Bu calisma, Ankara bolgesinde sigirlarda

geldigi

goriilen Theileria turlerinin RLB (Reverse Line
Blotting), IFA (Indirek Floresan Antikor testi) test-
leri ve mikroskobik baki ile tanisini yapmak, tani
yontemlerinin karsilastirmali gecerliligini tespit
etmek, ayrica RLB testinin rutin olarak laboratu-
varlarda ve ozellikle epidemiyolojik caligmalarda
kullanilabilirligini ortaya keoymak - amaciyla

yapilmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Calismanin materyalini Ankara bolgesinde
degisik yerlesim merkezlerinden secilen saglikli
ve hasta sigirlardan toplanan kan olusturmustur.
Materyal toplamak amaciyla Temmuz-2001 ile
Temmuz-2002 tarihleri arasinda Ankara Il'ine
bagli Merkez, Polatli, Beypazari, Elmadag,
Golbasi, Haymana, Kizilcahamam, Cubuk ve Bala
llige'lerinin farkli koylerine gidilerek 250 sigir
klinik olarak muayene edilmis, 7 hasta ve 243
saglikli sigirlarin her birinden EDTA'l1 ve serum
tiiplerine kan alinmistir. Ayrica her sigirin kuyruk
ucundan yayma froti yapilmistir. Steril serum tiip-
lerine alinan sigir kanlar1 2500 devirde 10 dakika
santrifiij edilerek ¢ikan serumlar 1,5 ml'lik mikro
tiiplere konmus, IFA testinde kullanilincaya kadar
-20°C'de saklanmusti. DNA ekstraksiyonu icin
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toplanan EDTA'l1 kanlar sogutmali kaplarda labo-
ratuvar'a getirilerek PZR ve RLB testlerinde kul-
lanilmak tizere ya hemen DNA ekstraksiyonu
yapilmig ya da daha sonra DNA ekstraksiyonu
yapilmak tizere +4°C'de saklanmistir. Perifer kan-
dan yapilan yayma frotiler ise teknigine uygun
sekilde boyanarak mikroskopta incelemeye hazir
hale getirilmistir.

DNA Ekstraksiyonu: DNA ekstraksyonu genel
olarak d' Oliveira ve ark. (8) ile Gubbels ve ark.
(17)nin  bildirdigi sekilde yapilmistir.
Ekstraksiyon i¢in 1,5 ml mikro tiiplere 200ul kan
tizerine 500ul lysis buffer (%0.22 NaCl, 1| mM
EDTA, %0.015 Saponin) ilave edilmis ve bu
karisim vorteksle iyice karistirilarak eritrositlerin
pargalanmasi saglanmistir.Daha sonra tiipler 3300
rpm'de 5 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tistteki sivi atilmis dipteki ¢okiintii tizerine 500 ul
lysis buffer ilave edilerek ayni islem 3 defa daha
tekrarlanmistir. Son yikama isleminden sonra elde
edilen c¢okelti tizerine 100 ul PZR buffer (10
mMTris-HCI pH 8.0, S0 mM KCI, %0.5 Tween
20, 100 ug/ml Proteinase K) ilave edilerek vortek-
slenmistir. Proteinase K, stok halde hazir bulun-
durulan PZR buffera, kullanilmadan hemen once
100 ?g/ml oraninda ilave edilmistir. PZR bufferla
karistirilan ¢okiintii, Proteinase K aktivitesini
gosterebilmesi i¢in 55°C'deki su banyosunda 12
saat tutulmustur. Bunu takiben 6rnekler 90°C'de
10 dk. tutulmus ve sonra da 13000 rpm'de 2 dak.
santrifiij edilerek tiste kalan sivi PZR reaksiy-
onunda kullanilmak tizere +4°C'de saklanmustir.
(PZR):
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ig¢in Biometra
TGradient (Whatmann, Biometra) PZR makinesi
kullanilmistir.

Polimeraz Zincir  Reaksiyonu

Reaksiyonda primer olarak
Theileria ve Babesia soylarindaki parazitlerin 18S
ssu rRNA (Small subunit ribosomal RNA) geninin
V4 degisken bolgesinden biiytikliigii 460 ile 520
bp (base pairs=baz cifti) arasinda degisen bir
pargay1 amplifiye eden genel primerler (RLB-F2
5' GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G'3 ve

RLB-R2 5'-biotin- CTA AGA ATT TCA CCT
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CTG ACA GT'3) kullanilmistir (16,17)
(Cizelgel). Reaksiyon karisimi (1X PCR buffer
(Sigma ve Fermentas), 1,5 mM MgCl: (Sigma ve
Fermentas), 200 uM herbir (dATP, dCTP, dGTP),
100 mM (dTTP, dUTP) deoxynucleotiden (Sigma
ve Fermentas), 50 pmol herbir primerden, 1,25 U
Taq DNA polymerase (Sigma ve Fermentas), 1,25
U Uracil DNA glycosylase (Fermentas), 5 ul
DNA o6rnegi) 50 pl final konsantrasyonda hazir-
lanmigtir. Karigim herbiri 200 ul'lik 1s1ya dayanik-
I1 6zel PZR reaksiyon tiiplerine (Tref Lab) 45 ul
reaksiyon karisimi 5 ul DNA olmak {izere porsiy-
onlanmigtir. Reaksiyon igin tiipler otomatik PZR
makinesine yerlestirilmis ve iki sikluslu touch
down PZR programi uygulanmistir. PZR reaksiy-
onu, 37 °C'de 3 dakika UDG inkiibasyonu ve 94
°C'de 10 dakika UDG denaturasyonu, 94 °C'de 20
sn, 67 °C'de 30 sn, 72 °C'de 30 sn olmak {izere 40
siklus tizerinden yapilmistir. Son siklusu takiben
65 °C'de bekleme yapilmistir. Elde edilen tiriinler
RLB'de kullanilmak tizer¢ +4°C'de saklanmistir.
Testin bilinen Theileria tlirlerinin DNA'larini
amplifiye ettigini gostermek amaciyla pozitif
kontrol olarak T.amnulata (Ankara, Hisar ve
AKSA izolatlar), T buffeli (ILRI, Kenya), T.parva
(ILRI, Kenya), T.mutans (ILRI, Kenya) ve negatif
kontrol olarak da sigir DNA's1 kullanilmuistir.

Reverse Line Blotting (RLB): Bu asamada
kullanilan problarin tamami negatif yiiklii
Biodyne C membrana (Pall Biosupport group,
Ann Arbor, MI) kovalent olarak baglanabilmeleri
amaciyla, 5'-terminallerinde amino grubu (N-ter-
minal N-(trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl,N,N-
diisopropyl phosphoramidite [TFA])-C6 amino
linker) ihtiva edecek sekilde Genset (Fransa),
[sogen (Hollanda) ve MWG (Almanya) firmalari-
na sentezlettirilmistir (Cizelge 2).

Membran Georges ve ark. (16) ile Gubbels ve
ark.(17)'nmin bildirdigi sekilde hazirlanmistir.
Problar 500 mM NaHCO3 (pH 8.4) i¢inde 100-
800 pmol/150 pl konsatrasyonlarda sulandiril-
mustir. Kullanilacak olan membran oda 1sisinda 10
dakika, 10 ml %16 EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethy-
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lamino-propyl)carbodiimide) (Sigma) ile aktive
edilmis ve sonra su ile yikanmistir. Membran
yikama isleminden sonra MN45 miniblottera
(Immunetics, Cambridge, Mass) yerlestirilmistir.
Membran tizerindeki kalinti sivilar iyice aspire
edildikten sonra, ilk ve son kanala 2X SSPE ile
%2 oraninda sulandirilmis ¢ini miirekkebi, diger
kanallara ise her probtan 150 ul dokiilmiis, oda
1sisinda 1-2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kanallardaki sivilar ayni sekilde aspire
edilerek bosaltilmisti. Miniblotterdan ¢ikarilan
membran 100 mM NaOH i¢inde 10 dakika inkiibe
edilerek inaktive edilmistir. Inaktivasyon sonunda
membran 2X SSPE/0.1 SDS karisiminda 60 °C'de
5 dakika yikanarak kullanima hazir hale getir-
ilmigtir.

RLB Hibridizasyonu: Hibridizasyon Georges
ve ark. (16) ile Gubbels ve ark. (17)na gore
yapimustir. Onceden elde edilen PZR iiriinlerinin
her birinden 30 ul alinarak, 2X SSPE/0.1 SDS
karigimi ile 150 pl'ye tamamlanmis ve 100 °C'de
10 dakika denatiire edilmistir. Membran 6nceden
dokiilen prob siralari ile miniblotterin kanallari
90° ag1 yapacak sekilde miniblottera yerlestir-
ilmistir. Membrandaki fazla siv1 aspire edilerek
uzaklagtirilmistr.

Denatiire edilen ve sulandirilan PZR f{iriinleri
miniblotterin kanallarina dokiilmiis 42°C'de 1 saat
boyunca inkiibe edilerek, problarla hibridizasyon-
lar1 saglanmistir. Bu asamada miniblotterin ¢alka-
lanmamasina dikkat edilmistir. Hibridizasyon
siiresinin sonunda kanallardaki sivi aspire
edilmistir. Miniblotterdan ¢ikarilan membran, 2X
SSPE/0.15 SDS soliisyonu ile 2 defa 52°C'de 10
dakika yavasca calkalanarak yikanmistir. Bu isle-
mi takiben membran, 42 °C'de 30 dakika 10 ml
Horseradish Peroksidaz ile isaretlenmis strepta-
vidin sollisyonunda hafif calkalanarak (2X
SSPE/%0.5 SDS 1:4000
sulandirilmis) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu tak-
iben membran 2X SSPE/0.5 SDS ile 2 defa
42°C'de 10 dakika yikanmistir. Son olarak, 2X
SSPE ile 2 defa oda 1sisinda 5 dakika yikanmuistir.

ile oraninda
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Membran 10 ml ECL sivisinda 1 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben sert bir zemine
alinan membranin tlizeri asetatla ortiilerek, hava

kabarciklart uzaklastirildiktan sonra karanlik

ortamda tizerine ECL hyperfilm konulmustur.
Sinyal yogunluguna gore film 30 sn ile 1 saat
arasinda tutulmustur. Daha sonra filmler banyo

edilerek gelistirilmistir. Degerlendirmede filmler
tizerinde prob ve PZR driinlerinin dokuldugi
siralarinin kesistigi yerlerde meydana gelen siyah
lekeler pozitif olarak kabul edilmistir. Istendiginde
ECL filmindeki goriintii UVP dokiimantasyon sis-
temi ile fotograf haline getirilmistir (Sekil 1).

i

|
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Sekil 1. PZR triinlerinin RLB testine tabi tutulmasindan sonra membranin gériintiisii. Siralar 1-43 Sahadan elde
edilen drneklerin PZR {irlinleri (30 negatif kontrol). Stitunlar: Ozglin problar 1- Catch all, 2- T.annulata, 3- T.buf-
feli/orientalis, 4- T.mutans, 5- T.velifera, 6- T.taurotragi, 7- NaHCO3 buffer. (Orijinal)

Cizelge 1 PZR'da Kullanilan Primerler

Primerin Adi

Dizilisi

Kaynak

RLBF,

5’GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G'3

Gubbels ve ark., 1999

RLBF,

Biotinle isaretli 5'TCT TCG ATC CCC TAA CTT TC'3

Gubbels ve ark., 1999

Cizelge 2 Biodyne C membrana tutturulan aminolinkerli problarin 5'-3' diziligleri *

0zgiin Oldugu Tiir Dizilis (5’-3) Kaynak
Theileria Babesia Ttirleri ( CatchAll) TAATGGTTAATAGGARCRGTTG Gubbels ve ark., 1999
T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA Gubbels ve ark., 2001
T. buffeliforientalis GGCTTATTTCGGWTTGATTTT Gubbels ve ark., 1999
T. mutans CTTGCGTCTCCGAATGTT Gubbels ve ark., 1999
T. taurotragi TCTTGGCACGTGGCTTTT Gubbels ve ark., 1999
T. velifera CCTATTCTCCTTTACGAGT Gubbels ve ark., 1999

* T thymine; A: adenine; C: cytosine; G: guanine; W: A veya T; R: A veya G.

Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT):
Indirek floresan antikor (IFA) testi i¢in gerekli
T.annulata piroplasm ve sizont antijenleri Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Protozooloji ve
Entomoloji Bilim Dalindan temin edilmistir.
T.annulata piroplasm antijeni i¢in 1:20, sizont
antijeni icin ise 1:40 temel titre olarak kabul
edilmistir (7).

Kan Frotilerinin Tespiti, Boyanmas:1 ve
Muayenesi: Her bir hayvandan yapilan ince
frotiler laboratuvarda metil alkolde 5 dakika tespit
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edildikten sonra %5'lik Giemsa boya solusyonu
(PBS ile %5 oraninda sulandirilmis Giemsa boy-
ast, pH 7.2) ile oda 1sinda 30-45 dakika boyan-
mistir. Daha sonra preparatlar mikroskopta
immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun
100'lik objektifi altinda incelenmis ve her
preparatta 200 mikroskop sahasi i¢inde bulunan
piroplazmal1 eritrositler sayilmis, bulunan sayi
200 sahadaki enfekte eritrosit sayist (n/200) olarak
kaydedilmistir.

Istatistiksel

Degerlendirmeler: Testlerin
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sonuglar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel
olarak onemliligi x* (ki kare), uyumluluklari ise
Kappa testi ile incelenmistir. Bu istatistiksel testler
icin SPSS 10.0 programi kullanilmigtr.

Bulgular

Bu calisma ile caligma merkezlerindeki 243
saglikli sigirin mikroskobik baki, IFA ve RLB ile
theileriosis pozitiflikleri saptanmis ve Cizelge 3'de
gosterilmistir.

sayis1 goz Onitine alindiginda, Ankara bolgesinde
sigirlarda Theileria tiirleri prevalansinin %50,8
(127/250) oldugu tespit edilmistir.

Calismada uygulanan tani yontemlerinin ista-
tistiksel olarak degerlendirilmesi, RLB ile
mikroskobik baki, RLB (T.annulata, T .annula-
ta+T buffeli) ile IFAT (T.annulata) ve mikrosko-
bik baki ile IFAT (T annulata) karsilastirilarak
yapilmistir. Mikroskobik bakida Theileria tiir-
lerinin ayrimi yanlisliklara sebep olabileceginden

Cizelge 3. Mikroskobik baki, IFA ve RLB sonuglarinin calisma merkezlerine gére dagilimi

Galisma Merkezleri Hayvan Mikroskohik Baki IFAT RLB
' Sy Pozitif % Pozitif % Pozitif %
Merkez ilce 46 2 2,34 0 0 9 19,56
Bala 51 14 45,16 17 54,83 18 58,06
Beypazari 6 4 66,66 6 100 4 66,66
~ Gubuk 45 19 42,22 24 53,33 28 62,22
Elmadag 44 2 4,54 13,63 L7 38,63
Haymana 22 40,90 2 9,09 9 40,90
Kizilcahamam 10 0 0 0 6 60
Polatli 39 17 43,58 15 38,46 21 53,84
Toplam 243 67 27,57 70 28,80 112 46,09

Bu cizelgeden de anlasilacagi gibi (Cizelge 3)
sigirlarda theileriosis prevalans degerlerinin
mikroskobik bakida %27,57, IFA'da %28,80
RLB'de %46,09 oldugu tespit edilmistir. Calisma
merkezlerine gore, mikroskobik bakida, prevalans
degeri -0- olan Kizilcahamam hari¢ diger ¢aligma
merkezlerinde pozitiflik oraninin %4,54-%66,66
arasinda, IFAT ile seroprevalansi -0- olan Merkez
ilce ve Kizilcahamam hari¢ digerlerinde sero-
prevalans oraninin %9,09-%100 arasinda, RLB ile
calisma merkezlerinin tamaminda pozitiflik sap-
tanmis olup prevalans degerlerinin %19,56-
%66,66 arasinda degistigi tespit edilmistir.
Testlerden herhangi biri ile pozitif bulunan hayvan

sadece soy diizeyinde (Theileria sp.) deger-
lendirilmistir (Cizelge 4). RLB pozitif 112 6rnek-
ten, mikroskobik bakida 67'sinin pozitif, 45'nin
negatif oldugu anlasilmaktadir. Ayni ¢izelgede
mikroskobik baki pozitif RLB negatif 6rnek
bulunmadigi goriilmektedir. Testler kendi aralarin-
da karsilagtirildiginda RLB ile mikroskobik baki1
uyumlulugunun  %61,6, mikroskobik baki
duyarliliginin %59,8, 6zgiilliigiiniin %100 oldugu
goriilmistiir.

RLB'de saptanan T.annulata ve T.annulata +
T buffeli pozitiflikleri, IFA testinde saptanan
T.annulata seropozitifleri (T buffeli antijeni
olmadigi i¢in) ile karsilastirilmistir.

Cizelge 4. RLB ve Mikroskobik baki sonuglarinin karsilastiriimasi

Mikroskohik Baki ‘
+ TOPLAM
. 135 0 131
(%100) (%100)
RLB
2 45 67 112
- (%40,2) (%59,8) (%100)
TOPLAM 176 (%72,4) 67 (%27,6) 243 (%100)
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Cizelge 5. RLB (T.annulata, T.annulata+T.buffeli) ile IFAT (T.annulata) sonuglarinin karsilagtirmasi

IFAT
- + TOPLAM

] 139 8 147

(%94,6) (%5,4) (%100)

RLB

2 34 62 96

(%40,2) (%64,6) (%100)

TOPLAM 173 (%71,2) 70 (%28,8) 243 (%100)

Bu cizelgeye gore (Cizelge 5) RLB pozitif 96
ornekten, IFAT ile 62'sinin seropozitif, 34'iiniin
seronegatif oldugu anlagilmaktadir. Ayni ¢izelgede
RLB de negatif bulunan 8 6rnegin IFA testi ile
seropozitif oldugu goriilmektedir. Testler kendi

IFA testi uyumlulugunun %62,1, RLB testine gore
IFAT''In duyarliliginin % 64,6, 6zgilliigliniin
%94,6 oldugu goriilmiistiir.

Mikroskobik baki ile IFAT (T.annulata)

aralarinda karsilastirildiginda RLB ile IFAT 62 sonuglarmin  karsilagtirmas:  Cizelge 6'da
(%64,6) 6rnekte uyumlu sonug vermistir. RLB ile  verilmistir.
Gizelge 6. Mikroskobik baki ile IFAT (T.annulata) sonuglarinin karsilastirmasi
IFAT
- + TOPLAM
) 154 22 176
(%87,5) (%12,5) (%100)
MB
& '19 48 67
(%28,4) (%71,6) (%100)
TOPLAM 173 (%71,2) 70 (%28,8) 243 (%100)

* MB:Mikroskobik baki

Buna gore (Cizelge 3.4) mikroskobik bakida
pozitif bulunan 67 o6rnegin IFA testi ile 48'inin
seropozitif, 19'unun seronegatif oldugu tespit
edilmistir. Mikroskobik bakida negatif bulunan 22
ornegin IFA testi ile seropozitif oldugu saptan-
mustir. Testler kendi aralarinda karsilagtirildiginda
mikroskobik baki ile IFAT 48 (%71,6) ornekte
uyumlu sonug vermistir. Mikroskobik baki ile IFA
testinin uyumlulugunun %>58,3; mikroskobik
bakiya gore IFA testinin duyarliligit %71,6, 6zgiil-

ligiintin %87,5 oldugu goriilmiistiir.

Yukarida degerlendirilen her ii¢ tan1 yontemi
sonuclar1 arasindaki farklilik, istatistiksel olarak
onemli bulunmus (p<0.001), ayrica RLB'nin diger
iki yonteme gore Theileria tiirlerinin saptanmasin-
da daha duyarli oldugu anlagilmistir.

Calisma merkezlerindeki sigirlarda Theileria
annulata ve T buffelimin tespiti RLB ile gergek-
lestirilmis ve tiirlerin dagilimi Cizelge 7'de goste-
rilmistir.

Cizelge 7. RLB ile Theileria tiirlerinin calisma merkezlerine dagilimi

T.annulata
Calisma Merkezleri RLB Pozitif T.annulata T. buffeli +
T.buffeli
Merkez Ilge 9/48 2 7 0
Bala 18/31 17 0 1
Beypazari 4/9 2 0 2
Cubuk 28/45 25 0 3
Elmadag 17/44 13 2 2
Haymana 9/22 6 1 2
Kizilcahamam 6/10 2 2 2
Polatlh 21/39 13 4 4
Toplam 112/243 80 16 16
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Bu ¢izelgeden anlasilacagi gibi (Cizelge 7) 112
theileriosis olgusundan 80 (%32,92)'inde T.annu-
lata, 16 (%6,58)'sinda T buffeli, geri kalan 16
(%6,58)'sinda ise T.annulata+T buffeli bir arada
bulunmus; c¢alisma merkezlerinin tamaminda
T.annulata ve T buffeli saptanmis, sadece T.annu-

lata biitlin calisma merkezlerinde, sadece T buffeli

Bala, Beypazari ve Cubuk hari¢ diger merke-
zlerde, iki tiire birlikte Merkez ilge hari¢c diger
calisma merkezlerinde rastlanmistir.

Calisma donemi icinde rastlanan klinik seyirli
7 theileriosis olgusunda RLB ile T.annulata ve
T'buffeli tirlerinin dagilimi Cizelge 8'de goste-

rilmisgtir.

Cizelge 8. Hasta hayvanlarda RLB'ye gore theileria tiirlerinin dagilimi

Calisma Hasta Hayvan KLE
HherEElET RN T.annulata T. buffeli T.annulata + T.huffeli
Merkez Ilge 2 2 0 0
Beypazari 3 1 0 2
Gélbas! 2 2 0 0
TOPLAM 7 5 0 2

Bu cizelgeye gore (Cizelge 8) 7 hasta sigirdan
S'inin T annulata ile, 2'sinin T.annulata+T buffeli
tirleri ile enfekte oldugu, sadece T buffeli ile

enfeksiyon saptanamadigi goriilmektedir.

Tartisma ve Sonug¢

Sigirlarda theileriosis, kenelerle nakledilen,
Tiirkiye'nin de i¢inde bulundugu tropik ve sub-
tropik tilkelerde hayvanciligi tehdit eden ve
ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir hastalik-
tir (26,35,44). Sigirlarda Theileria etkenlerinden
Theileria annulata (Tropikal theileriosis), tilkem-
izde her bolgede goriilmekte ve her yil biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bunun
}}amnda serolojik ve mikroskobik teshiste yanil-
gilara sebep olan T buffeli az patojen tiir olarak
kabul edilmektedir (44).

Hastalig1 atlatan hayvanlar portér haline
gelmekte ve vektor kenelerin enfeksiyon kay-
nagini olusturmakta, enfekte olmayan hayvanlar-
dan klinik olarak ayrilamamaktadir. Bu portor
hayvanlarda mikroskobik baki ile etkenlerin piro-
plasmik formlarini gérmek ve gesitli Theileria tiir-

leri arasinda ayrim yapmak zor ve yanilgilara
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sebep olmaktadir (6,14). Ozellikle saha sartlarinda
birden fazla tiiriin olusturdugu enfeksiyonlarda bu
durum 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir (8). Diger taraftan hastalik tanisinda dolagim-
daki antikorlar1 ortaya koymak amaciyla IFAT,
ELISA gibi serolojik yontemler kullanilmaktadir
(18,31). Ancak Theileria tiirleri arasinda ¢apraz
reaksiyonlarin goriilmesi, bu testlerin yeterince
duyarli olmasini1 engellemektedir (2,28). Bunun
yaninda, uzun siireli portorliik durumlarinda
kanda piroplasmik formlar bulunmasina ragmen,
antikorlar her zaman tespit edilememektedir (31).

Yukarida belirtildigi gibi, Theileria turlerinin
teshisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik
yontemlerde karsilagilan olumsuzluklar teshiste
daha duyarli metotlarin gerekliligini ortaya koy-
mus ve molekiiler biyolojideki gelismelere paralel
olarak, gelistirilen PZR teknigi veteriner parazi-
tolojide de yer bulmus ve theileria tiirlerinin
teshisi ile ilgili calismalarda kullanilmaya baslan-
mistir (3,8,9,10,20,37). Ancak tiir spesifik PZR
yontemlerinin kullanilmasi, her hastalik etkeni
icin ayrn testlerin yapilmasi gerektiginden hem

zaman hem de ekonomik kayiplara neden olmak-
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tadir. Bu nedenle bir defada birden fazla hastalik
etkeninin teshisine olanak saglayan ve ayni
zamanda PZR'a gore daha duyarli olan bu ¢alis-
mada da uygulanan RLB yontemi gelistirilmistir
(16,17).

Bu ¢alisma ile ayn1 zamanda RLB, mikrosko-
bik baki ve IFAT'in duyarlilik ve ozgiilliik
bakimindan karsilagtirmalari da yapilmistir.
RLB'ye gore mikroskobik bakinin duyarlilif1
%159,8; IFAT'!n duyarliligi %64,6 olarak saptan-
mis ve RLB'nin diger iki yonteme gore Theileria
tiirlerinin saptanmasinda daha duyarli ve &zgiil
oldugu anlagilmistir.

Diger taraftan bu ¢alismada kullanilan teshis
yontemlerinden mikroskobik baki ve RLB'de sap-
tanan pozitiflikler karsilastirildiginda, RLB'de
pozitif olan 45 o&rnegin, mikroskobik bakida
negatif olmast RLB'nin daha duyarli oldugunun
bir kanitidir. Ayn1 zamanda d'Oliveira ve ark. (8)
ve Martin-Sanchez ve ark. (23)'nin yaptig1 calis-
malarla paralellik gostermektedir. Bunun yaninda
RLB (T.annulata, T.annulata+T buffeli) ve IFAT
(T.annulata)'da saptanan pozitiflikler karsilas-
tirildiginda, IFAT'da pozitif olan 8 6rnegin RLB'de
negatif olmasi, Papadopoulos ve ark. (28)'nin da
belirttigi gibi IFA testinin baska bir tiir ile ¢apraz
reaksiyon verme olasiligina veya kanda etken
bulunmadigi halde antikorlarin varligin1 devam
ettirmesine (17) baglanabilir. Bunun aksine
RLB'de pozitif olan 34 6rnegin, IFAT'da negatif
c;lma51, kanda etkenlerin oldugu halde antikorlarin
bulunmadigini gostermektedir ki bu durumun da
Pipano (31), d'Oliveira ve ark. (8) ve Martin-
Sanchez ve ark. (23)'nin bildirdigi gibi, Theileria
enfeksiyonlarindan sonra uzun siireli portorliik
durumlarinda kanda piroplasmik formlarin bulun-
masina ragmen, antikorlarin zamanla azalmasina
bagli oldugu diistiniilmektedir.

Orta Anadolu bolgesinde yapilan ¢aligmalarda
mikroskobik bakida prevalansin %17,87-%94,32

-arasinda oldugu bildirilmistir (15,27). Bu ¢alisma-
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da ise Ankara gevresinde mikroskobik bakida
sigirlarda theileriosis'in prevalanst %29,6 olarak
tespit edilmistir. Ankara ¢evresinde IFA testi ile
yapilan serolojik ¢alismalarda T.amnulata'nin
seroprevalanst %19-31,7 (34)- %44,9 (45) oran-
larinda bulunmustur. Bu ¢alismada ise IFA testine
gore Ankara gevresinde T annulata'min sero-
prevalansi %28,80 olarak tespit edilmistir. Bugiine
kadar Turkiye'de Theileria tiirlerinin teshisi
konusunda molekiiler biyolojik metotlarla yapilan
calismalar ¢ok az sayidadir. PZR ile T.annu-
lata'min teshisi ilk olarak Aktas ve ark. (1) tarafin-
dan yapilmis ve %30,9 oraninda pozitiflik tespit
etmislerdir. Vatansever ve Nalbantoglu (45) nest-
ed-PZR ile Ankara bolgesinde T.annulata'nin
prevalansint %61,2 olarak bildirmislerdir. Bu
calismada ise Ankara bolgesinde RLB ile
Theileria tiirlerinin prevalanst %47,6 (%34
T.annulata, %6,4 T.buffeli, %7,2 T.annulata +
T.buffeli) olarak tespit edilmistir.

Bu calismada Tiirkiye'de sigirlarda Theileria
tiirlerinin teshisinde ilk defa PZR testini hibridiza-
syonla birlestiren RLB testi kullanilmistir.
Mikroskobik baki ve IFA testi ile yapilan
karsilastirmalarda RLB'nin daha duyarli ve 6zgiil
oldugu ortaya konmustur. RLB ile ayni anda ¢ok
sayida ornekte birden fazla Theileria tiirlinlin
teshisi ve bunlarin miks enfeksiyonlar meydana
getirebilecedi tespit edilmistir. Bu metot ile direkt
etken teshis edildiginden, hastaligin yayilmasinda
vektor keneler icin kaynak olusturan portor hay-
vanlarin tespit edilmesi agisindan da faydali ola-
bilecegi sonucuna varilmistir. Testin sagladigi
pratik yararlar yaninda, Ankara bdlgesinde sigir-
larda Theileria tiirlerinin yayilist ile ilgili giincel
veriler elde edilmis ve Tiirkiye'de ilk defa sigirlar-

da Theileria buffeli'nin varlig1 ortaya konmustur.
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