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Ozet : Bu ¢alisma, Kayseri'nin tropikal theileriosis yéniinden
enzootik stabiliteye sahip Yegsilhisar ve Incesu yorelerinde
Theileria annulata (T.annulata) ile dogal enfekte sigirlarda,
enfeksiyon ile monosit nitrik oksit (NO) diizeyleri arasindaki
iliskinin  belirlenmesi amaciyla yapimis olup bu konuda
Tiirkiye'de yapiulan ilk ¢alismadir. Theileriosis sezonunda,
theileriosis siipheli sigwrlardan kan oOrnekleri alinmis ve kene
tasidigr  belirlenen sigwrlar iizerindeki keneler toplanmigstir.
Negatif kontrol amaciyla Erciyes Universitesi Ciftligindeki
saghkly  sigirlardan kan almmigtir. T.annulata enfeksiyonu
mikroskobik baki (MB), Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT)
ve molekiiler metotlarla [Polymerase Chain Reaction (PCR),
Reverse Line Blotting (RLB)] arastirilmistir. Toplanan kenelerin
tirleri teshis edilmis ve T.annulata enfeksiyonu ydniinden
incelenmislerdir. Kan drneklerinden [okositler izole edilmis ve
NO diizeyinin gostergesi olan nitrit konsantrasyonu kolorimetrik
olarak belirlenmistir. T.annulata prevalansi, mikroskobik baki ile
%53,33, IFAT ile %60,00, RLB ile %50,00 olarak belirlenmis,
belirlenen prevalans degerleri arasinda istatistiksel agidan
onemli fark olmadigi (p>0.05) saptanmistir. Hayvanlarin %
31,6’sinda ergin kene bulunmustur. Toplanan keneler,
Hyalomma anatolicum anatolicum, H.a.excavatum,
H.marginatum marginatum ve H.detritum detritum olarak teshis
edilmis ve bunlardan sadece H.a.anatolicum kenelerinde %20
oraminda T.annulata enfeksiyonu saptanmigtir. Nitrik oksit
diizeyleri degerlendirildiginde; akut tropikal theileriosis’li ve
agoni halindeki hayvanlarda subklinik ve saghkli hayvanlara
oranla istatistiki onemde yiiksek (p<0.001) bulunmustur.
Hematokrit diizeyi (PCV), hastalik saptanamamus, subklinik
enfekte, akut hasta, agoni halindeki hayvanlarda ve kontrol
grubu sigirlarda degerlendirildiginde akut tropikal theileriosis’li
ve agoni halindeki hayvanlarda subklinik ve saglikli hayvanlara
oranla diisiik bulunmugstur (p<0.001). Akut tropikal theileriosis’li
ve agoni halindeki hayvanlarin PCV seviyeleri arasindaki
farklihigin da istatistiksel agidan onemli oldugu gorilmiistiir
(<0.001). Calisma sonunda sigirlarin dogal T.annulata
enfeksiyonlarinda ~ monositlerin ~ NO  diizeyinin  arttigi
gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Monosit, nitrik oksit, sigir, Theileria
annulata

Summary : This study was performed to determine the
monocyte nitric oxide (NO) levels in naturally infected cattle
with Theileria annulata (T.annulata) in Yesilhisar and Incesu
districts of Kayseri where the disease is enzootic. This is the
first field study investigate the NO levels in monocytes of
cattle naturally infected with T. annulata in Turkey. Blood
samples and ticks were collected from the animals which
were suspected of theileriosis. Blood samples were also
collected from the cattle on Erciyes University Farm as
negative control.  Theileria annulata infection was
determined by microscopical examination (ME), Indirect
Fluorescent Antibody Technique (IFAT) and molecular
(PCR, RLB) examinations. Ticks collected from the animals
were identified and examined for the T. annulata infection.
Leukocytes were isolated by buffy-coat method and nitrite
levels as indicator of NO were determined with a
colorimetric method using Griess reagent. The prevalence of
T. annulata was 53.33% by ME, 60.00% by IFAT and
50.00% by RLB, and no statistically significant difference
was found among these methods (p>0.05). Adult ticks were
observed in 31.6% of the animals included in the study, and
they were identified as Hyalomma anatolicum anatolicum, H.
m. marginatum, H. d. detritum, H. a. excavatum. Only 20%
of H. a. anatolicum were found to be naturally infected with
T. annulata. The NO levels in animals with acutely and
severely infected were significantly higher (p<0.001) than
the subclinically infected and control animals. When packet
cell volume (PCV) levels were determined in uninfected,
subclinically infected, acutely infected, severely infected
(agony) and control animals, The PCV in acutely and
severely infected animals were significantly lower (p<0.001)
than the subclinically infected and control animals.
Furthermore, with respect to PCV, the difference between
acutely and severely infected animals was also significant
(p<0.001). The results of this study to mvestigate that
infected macrophages with T. annulata vesult in the
induction of NO production compared to uninfected cells.
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Theileria  annulata’nin  yol actigi  tropikal
theileriosis, Avrupa’nin giineyinde, Kuzey Afrika,
Ortadogu, Orta Asya ve Hindistan’da, Rusya’nin
giineyinde sigirlarda yaygin olarak goriilir (1-3).
Tiirkiye’nin biitiin cografik bolgelerinde en dnemli
sigir hastaliklarindan biri olarak bildirilen (4-8)
hastalik, Kayseri yoresinde de ¢ok sik goriilmekte-
dir (9,10). Hastalik etkeni 7. annulata, Hyalomma
soyuna bagli kene tiirleri ile nakledilir (11). Tiirki-
ye’de yaygin olan kene tiirlerinden H. a.
anatolicum ve H.d. detritum hayvan meskenlerine
yerleserek, ahirda tutulan buzagilarin erken enfek-
siyonuna sebep olurlar. Orta Anadolu’da T.
annulata’y1 saha sartlarinda, H. a. anatolicum H. a.
excavatum, H.d. detritum ve H. m. marginatum
kenelerinin tasidig: bildirilmistir (12).

Theileria annulata endemik bolgelerde, duyarl
sigirlarin bagisik hale getirilmesi ¢ok Onemlidir.
Theileria annulata’ya karsi koruyucu immunitenin,
dogal bagisiklik ve kazanilmis bagisiklik arasinda-
ki igbirligine baglh oldugu gosterilmistir (3,13-15).
Dogal bagisiklikta makrofajlar, sporozoit enfeksi-
yonu veya sporozoit verilerek olusturulan bagisik-
liktan sonra devamli olarak anti-makrosizont akti-
vitesi gosterirler (16-19). Bagisik sigirlarda, asil
etkili olan hiicrelerin, nitrik oksit (NO) {ireten
sitostatik-sitotoksik makrofajlar oldugu; NO sente-
zinin anti-paraziter etki meydana getirdigi ortaya
konmustur (20,21). Sigirlardan primer ve deneysel
T. annulata enfeksiyonlart sirasinda alinan
makrofajlarin TNF-a ve NO iirettikleri saptanmis-
tir. NO’nun, in vitro olarak, sporozoitlerin sigir
hiicrelerine invazyonunu ve trofozoitlerle enfekte
hiicrelerin makrosizontlarla enfekte hiicre hatlar
haline doniigmesini ve bu hatlarin ¢ogalmasini en-
gelledigi; hiicreler igerisindeki makrosizontlar yok
ettigi ve konak hiicresine apoptotik bir sekil kazan-
dirdig bildirilmistir (21). Ancak, deneysel enfeksi-
yonlar ve in vitro ¢aligmalar disinda sigirlarda do-
gal theileriosis olgularinda NO seviyesinin tespiti-
ne dair herhangi bir literatiir bilgisine rastlanilama-
mistir. Bu nedenle bu ¢aligmada, Kayseri’ nin tropi-
kal theileriosis bakimindan enzootik stabiliteye
sahip Yesilhisar ve Incesu yérelerinde T. annulata
ile dogal enfekte sigirlarda, hiicresel savunma me-
kanizmalarinin bir {iriinii olarak ortaya ¢ikan NO
diizeylerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin hayvan materyalini, Kayseri’nin T.
annulata yoniinden enzootik stabiliteye sahip, Ye-
silhisar ve Incesu ilgelerine bagh kdylerde, bir
theileriosis doneminde rastgele secilen 107’si
theileriosis siipheli (38’1 akut hasta) ve 13’0 Erci-
yes Universitesi Ciftliginde (kontrol grubu) olmak
iizere toplam 120 bas sigir olusturmustur. Arastir-
maya dahil sigirlar negatif (47 bas), subklinik (22
bas), akut hasta (24 bas), 6lmek {iizere olanlar
(agoni) (14 bas) ve kontrol (13 bas) olarak gruplan-
dirtlmislardir. Theileriosis doneminde her bir si181-
rin vena jugularis’inden antikoagiilanli [heparin
monosit izolasyonu i¢in, EDTA reverse line
blotting (RLB) i¢in] ve antikoagiilansiz, steril va-
kumlu tiiplere 10’ar ml kan 6rnegi alinmistir. Ali-
nan kan 6rnekleri, perifer kan monosit (PBM) izo-
lasyonu, indirekt floresan antikor testi (IFAT) ve
RLB i¢in kullanilmistir. Es zamanli olarak akut
theileriosis’li sigirlarin perifer kanindan ve asimet-
rik bilylimenin saptandigi bolgesel lenf yumrularin-
dan alinan biyopsi materyalinden yayma preparat
hazirlanmig ayrica hayvanlar iizerindeki mevcut
keneler toplanmustir.

Serolojik yoklamada serum &rneklerinde 7.
annulata’ya kars1 olusan spesifik antikorlarimni tes-
pit edilebilmesi i¢in, antijen olarak 7. annulata’nin
hem sizont hem de piroplasm gelisme formlarinin
kullanildig1 standart indirekt floresan antikor testi
(IFAT)  uygulanmistir. Enfekte sigirlarda T.
annulata’nin molekiiler teshisi polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve RLB yontemleri ile yapilmis-
tir (21,22).

Frotilerin mikroskobik muayenesi i¢in siipheli si-
girlarin kuyruk ucundan hazirlanan siirme kan pre-
paratlart ve lenf yumrusu biyopsi materyalinden
hazirlanan siirme frotiler, Giemsa boyama yontemi
ile boyanmuslar ve 7. annulata’nin gelisme formla-
1 yoniinden mikroskop altinda immersiyon objek-
tifi ile incelenmislerdir.

Perifer kan monosit (PBM) izolasyonu i¢in; sigir-
lardan antikoagulanli, steril 10’ar ml hacimli va-
kumlu tiplere almmis kanlar Ficoll-Paque
(Pharmacia, Sweeden) ile muamele edilerek (altta
8 ml Ficoll-Paque iistte 10 ml heparinli kan birbiri-
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ne karistiritlmamis sekilde) sirasiyla 15 °C’de 2800
rpm’de 35 dakika, 15 °C’de 1500 rpm’de 10 dakika
ve 15 °C’de 1500 rpm’de 5 dakika olmak {izere
santirifiij edilmis ve buffy-coat izolasyonu saglan-
mustir (20).

Nitrit tayini i¢in; buffy-coat izolasyon teknigine
gore elde edilen monositlerin Griess reaktifi ile
inkubasyonunu takiben NO’nun stabil metaboliti
ve indikatorii olan nitritin fotometrik yontemle 540
nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iilmiistiir. NaNO,
ile hazirlanan standard ¢6zelti ile elde edilen egriye
gore umol/L cinsinden nitrit diizeyleri belirlenmis
ve dolayli olarak NO diizeyi saptanmistir (21).

Hayvanlarin {izerinden toplanan ergin kenelerin
teshisi, ilgili teshis anahtarina gore yapilmistir (24).
Kenelerde 7. annulata enfeksiyonu, metil green
pyronin yontemi ile arastirilmigtir ( 25).

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 13.0 paket
programi ile gergeklestirilmistir. MB, IFAT ve
RLB sonuglarmnin istatistiksel analizinde Mc-
Nemar testi kullanilmistir. Gruplarim NO ve
hematokrit (PCV) diizeyleri arasindaki fark Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile belirlenmis-
tir. Gruplar arasindaki fark, 6nemli bulundugundan

Duncan’s Multiple Range Test uygulanmistir. De-
gerler ortalama ve ortalamanin standard hatasi ola-
rak verilmistir.

BULGULAR

Theileria annulata yoniinden incelenen sigirlarin
mikroskobik muayenesinde saptanan parazitemi,
IFAT ile saptanan seropozitiflik ve spesifik parazit
DNA’smin tespitine dayali RLB sonuglari Tablo
I’de verilmistir.

Kene varlig1 yoniinden kontrolii yapilan 120 sigirin
38 (%31,6)’inde 61°1 erkek, 36’s1 disi toplam 97
ergin kene bulunmustur. Ergin keneler; Hyalomma
anatolicum anatolicum, H. a. excavatum, H. d.
detritum ve H. m. marginatum olarak teshis edil-
mislerdir. Bu tiirlerden sadece H. a. anatolicum’da
%20 oraninda 7. annulata enfeksiyonu saptanmis-
tir.

Theileria annulata endemik yorede saglikli,
subklinik ve akut tropikal theileriosis’li sigirlarda
saptanan monosit nitrit diizeyleri ve PCV degerleri
Tablo II’de verilmistir.

Tablo 1. Mikroskobik baki (MB), serolojik yoklama (IFAT) ve RLB sonuglari ile

bunlarin istatistiksel analizleri

Yontem Negatif Pozitif Toplam

n % n % n %
RLB 60 50.00 60 50.00 120 100.00
IFAT 48 40.00 72 60.00 120 100.00
MB* 56 46.66 64 53.33 120 100.00

RLB ile IFAT karsilastirildiginda X°=242;: P=0.11

RLB ile MB karsilastirildiginda
IFAT ile MB karsilastirildiginda
*:Mikroskobik baki

118

X°=0.26; P=0.60
X’=1.09: P=0.29

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 15(2) 116-121, 2006



Ayerdem B, Inci A, Uyanik F, Ica A, Cakmak A, Yildirim A

Tablo I1. Calismaya alinan sigirlarda 6l¢iilen monosit nitrit diizeyleri ve (PCV) degerleri

Grup Nitrit diizeyleri (nM/L)
() X£8x Min. Max. F

PCV (%)
X+Sx Min. Max. F P

1(47) 73,50464,97° 13,00 270,00
M(22) 657446578 14,00 235,00
II(24) 1087,20+1481,10° 0,10 7800,00
IV (14) 1771,74+1868,36° 0,10  6300,00
V(13)  4191+30,77° 685 97,00

36,125 <0,001

32,76+4,49° 23,00 40,00
33,32+2,58° 29,00 39,00
25,07+4,91* 19,00 34,00
13,71+4,43° 5,00 22,00
34,31£3,01° 29,00 39,00

75,380 <0,001

I: Negatif, II: Subklinik, III: Akut Hasta, IV: Agoni, V: Kontrol
b-¢. Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki istatistiksel farklilik Snemlidir.

TARTISMA

Bu ¢alismanin sonuglari, Tiirkiye’nin ¢esitli bolge-
leri (4-8) ve Kayseri yoresi (9,10,26) i¢in rapor edil-
digi gibi, Yesilhisar ve Incesu yorelerinin de tropi-
kal theileriosis bakimindan enzootik stabiliteye sa-
hip oldugunu gostermistir. Daha 6nce Tiirkiye (5)
ve Kayseri yoresi (9) icin bildirilen 7. annulata’nin
vektorlerine bu ¢alismada da tesadiif edilmistir. Bu
calismada, H. a.anatolicum kenesinde saptanan T.
annulata enfeksiyonu da daha once bildirilenlerle
paralellik gdstermistir.

Kenelerle dogal sekilde bulagmayi1 takiben T.
annulata enfeksiyonundan kurtulan hayvanlar, pa-
razitin reenfeksiyonuna karsi bagisiklik kazanmak-
tadir (13-15). Sigirlarda 7. annulata enfeksiyonun-
da; sporozoit, trofozoit, makrosizont ve merozoit
olmak tizere parazitin biitiin formlarina kars1 immun
yanit olusur. Spesifik olarak sekillenmis antikorlar
sporozoitleri notralize eder veya fagosite edilmeleri-
ni artirir. Bununla beraber tropikal theileiosis’e kar-
s1 korumada hiicresel bagisiklik cok daha dnemlidir
(13-15). Bagisiklikta asil etkili olan hiicrelerin NO
ireten sitostatik, sitotoksik makrofajlar oldugu,
hastaligin {istesinden gelebilmenin, makrofaj ve
salgilarinin etkilerine bagl oldugu ileri siiriilmistiir
(16-19). Nitekim sigirlarda deneysel 7. annulata
enfeksiyonu sirasinda, makrofajlarin TNF-a ve NO
urettikleri; bu iki faktoriin tretiminin kiltiirdeki
hiicrelerin INF-y’ya maruz kalmasiyla arttig1 (20);
in vitro olarak, IFN-y, IFN-a ve IL-1, IL-2 gibi

sitokinlerin, trophozoitlerle enfekte hiicrelerin
makrosizontla enfekte hiicre hatlarina doniismeleri-
ni engelledigi ve sizontla enfekte hiicrelerin ¢ogal-
malarna ise etkisiz kaldig1 ortaya konmustur (21).

Diger taraftan 7. annulata makrosizontlariyla
enfekte hiicreler, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicre akti-
vitesinin bir stimiilatorii olan IFN-a’y1 iiretirler. Bu
sekilde iiretilen IFN-a ve ¢ogalmakta olan parazit-
lerle situmule olan NK hiicreler ile T hepler/
yardimci—1 hiicreleri, CD4" ve CD8" gibi reseptor
tastyan T hiicrelerini, IFN-y’yi tretiriler. Bu sekil-
de iretilen IFN-y ile aktive olan makrofajlar da
TNF-a’y1 ve NO’1 iiretirler. NO, mikroorganizma-
lar iizerinde sitolitik ve sitositatik etki gosterebil-
mektedir. Nitekim in vitro olarak, NO’nun T.
annulata  sporozoitlerinin ~ sigir  hiicrelerine
invazyonunu engelledigi, trofozoitlerle enfekte
hiicrelerin, makrosizontlarla enfekte hiicre hatlar
haline doniigmesine izin vermedigi,
makrosizontlarla enfekte hiicre hatlarinin da ¢ogal-
masini inhibe ettigi ve hiicreler igerisindeki
makrosizontlart da yok ettigi ortaya konmustur
(20). Bugiine kadar dogal 7. annulata enfeksiyon-
larinda NO seviyesi rapor edilmemistir.

Bu arastirmada 6l¢iilen monosit NO diizeyleri; akut
tropikal theileriosis’li ve bu hastaliktan 6lmek {ize-
re olan sigirlarda, subklinik ve saglikli hayvanlara
oranla yiiksek bulunmus ve bu farkliligin istatistik-
sel agidan 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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Sonug olarak bu g¢alismayla ilk defa dogal akut
tropikal theileriosis olgularinda monosit NO sevi-
yesi Olciilmiis olup elde edilen bulgular literatiir
bilgileri (13-19) 1s18inda degerlendirildiginde; do-
gal akut tropikal theileriosis olgularinda hiicresel
savunma mekanizmalarinin aktive edildigi ve T.
annulata  tarafindan  uyarilmig  monositler
makrofajlar tarafindan ¢ok yiiksek oranlarda NO
tretildigi gosterilmistir.
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