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OZET

Bilgin, Z. (2007). Trakya’da sigirlarda bulunan Theileria ve Babesia tiirlerinin ve
bunlarin sigirlarda yaygmliginin Reverse Line Blotting (RLB) teknigi ile arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Trakya’da sigir Babesia ve Theileria infeksiyonlar1 iizerindeki mevcut literatiirler
mikroskopik ve serolojik bulgulara dayanmakta ve bu bulgular celiskili sonuglar
gostermektedir. Bu durum molekiiler bir aragtirma yapilmasim gerekli kildi. 2004-2006
yaz aylarinda Trakya’yr temsilen 20 ilgcede bulunan 77 yerlesim yerinden tesadiifi
secilen meraya cikmis 230 sigirdan kan Ornekleri alindi. Kan orneklerinden DNA
izolasyonunu takiben 18S rDNA’da yer alan Babesia ve Theileria cinslerince
ortaklanilan bir gen bolgesinin amplifikasyonu amaciyla PCR (Polymerase Chain
Reaction) islemi yapildi. PCR iiriinlerinin tiirlere 6zgii oligoniikleotidlerin kovalent
olarak baglandigi bir membranla hibridizasyonu saglanarak RLB (Reverse Line
Blotting) islemi gerceklestirildi. Gidilen 77 yerlesim yerinden 3’iinde (%3,9) Babesia
bovis, 3’tinde (%3,9) Theileria annulata ve 22’sinde (%28,57) T.buffeli/orientalis
infeksiyonu bulundu. 230 sigirdan 3’tinde (%1,3) B.bovis’e, 6’sinda (%2,61)
T.annulata’ya, 42’sinde (%18,26) T.buffeli/orientalis’e rastlandi. Birden fazla tiirle
olusan karisik (miks) infeksiyon goriilmedi. Infekte 51 sigir arasinda B.bovis
infeksiyonunun yayginliginin %35,88, T.annulata infeksiyonunun yayginliginin %11,76
ve T.buffeli/orientalis infeksiyonunun yayginliginin %82,35 oldugu bulundu. Theileria
annulata saptanan iki hayvanda siddetli klinik belirti gozlendi. Trakya bolgesinde
T.buffeli/orientalis’in ~ varhigr ilk defa gosterildi. Bu c¢alismada saptanan
T.buffeli/orientalis prevalans1 6zellikle Tiirkiye’nin diger bolgelerinde yapilan
caligmalardan elde edilen bulgularla kiyaslandiginda olduk¢a yiiksek bulundu.
Trakya’da T.buffeli/orientalis’in vektor potansiyeli tartismali bir durum arzetmektedir
ve bu calisma bolgedeki vektor keneler tizerinde daha kapsamli calismalar yapilmasi
gerektigini gosterdi. PCR ve RLB’nin giivenilir ve ekonomik oldugu ve epidemiyolojik
arastirmalarda oldugu kadar rutin uygulamalarda da kullanimimin uygun oldugu

sonucuna varildi.
Anahtar Kelimeler : Sigir, Babesia, Theileria, PCR, RLB

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-478/25062004
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ABSTRACT

Bilgin, Z. (2007). Detection and Distribution of Babesia and Theileria Species Infecting
Cattle In Thrace (Turkey) by Reverse Line Blotting (RLB). Istanbul University,
Institute of Health Sciences, Department of Parasitology. PhD Thesis. Istanbul.

Existing literature on bovine Babesia and Theileria infections in Thrace region (Turkey)
is based on microscopical and serological findings with some controversial results, thus
making a molecular investigation necessary. The blood samples were collected from
230 cattle exposed to field conditions during summer seasons of 2004-2006. Sampling
was done randomly, from 77 locations in 20 towns in the region. Following DNA
extraction from blood samples, PCR (Polymerase Chain Reaction) assay was performed
to amplify a 18S rDNA region conserved to Babesia and Theileria species. RLB
(Reverse Line Blotting) assay relied on hybridisation of PCR products to a membrane
with covalently linked species specific oligonucleotides. Out of 77 locations visited;
Babesia bovis and Theileria annulata was found in 3 (3,9%) locations and
T.buffeli/orientalis was found in 22 (28,57%) locations. Of the 230 cattle; 3 (1,3%)
were positive for B.bovis, 6 (2,61%) for T.annulata and 42 (18,26%) for
T.buffeli/orientalis and none with mixed infections. Among 51 cattle infected; infection
rates for B.bovis, T.annulata and T.buffeli/orientalis were %5,88, %11,76 and %82,35,
respectively. Two animals infected with T.annulata showed severe clinical signs.
Theileria buffeli/orientalis is shown to exist in Thrace for the first time. This study bears
a remarkably high prevalance of T.buffeli/orientalis infection in Thrace especially with
respect to results obtained from other regions of Turkey. The vector potential of
T.buffeli/orientalis in Thrace poses a questionable status and this study implies
necessity for further studies on tick vectors in the region. PCR and RLB are found to be
convenient and economical and can be utilised in epidemiological studies as well as

routine practices.
Key Words: Cattle, Babesia, Theileria, PCR, RLB

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-478/25062004



1. GIRIS VE AMAC

Babesiosis ve theileriosis sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan infeksiyonlardir. Ayrica Babesia etkenlerinden Babesia divergens zoonoz
ozellikte olup dalagi ¢ikarilan veya immun sistemi baskilanan kisilerde malaria ile
kanstirilan oliimciil infeksiyonlara neden olmaktadir (Urquhart ve ark. 1987, pp. 234,
239).

Trakya yoresinde sigirlarda Babesia ve Theileria tiirlerinin dagilimi {izerine
yapilan sinirli sayida calisma bulunmaktadir (Tiizer 1980, Alp 1993, 1995, Alp ve
Giivenen 2001). Istanbul ili ve ¢evresinde sigirlarda mikroskobik bakiya dayal1 olarak
T. mutans sanilan parazitin goriildiigii bildirilmis (Tiizer 1980) ancak daha sonra bu
parazitin T. mutans olamayacaginin anlasilmasindan sonra T. buffeli/orientalis
yoniinden bir arastirma yapilmamistir. Yine ayni calismada tarama yapilan sigirlarda
T. annulata, Babesia bigemina ve B. bovis tespit edilmistir. [stanbul’da ELISA ile
B. bovis‘e (Alp 1993), IFAT ile T. annulata‘ya (Alp 1995) ve Tekirdag ilinde IFAT ile
T. annulata’ya ve B. bovis’e (Alp ve Giivenen 2001) kars1 antikorlar saptanmistir. Tiim
bu calismalarda kullanilan yontemlerin, var olan tiirleri kesin olarak ortaya koymada ve
sigirlarda tagiyicilik durumunu dogru olarak belirlemede yetersiz oldugu bulunmustur.
Mikroskobik ve serolojik bakilarin yeterince duyarli olmamasi, serolojide kros
reaksiyonlarin olabilmesi ve serolojinin paraziti degil antikorlart ortaya koymasi;
giivenilir bulgular ortaya c¢ikmasimi engellemektedir. Ayrica bu caligmalar tim
Trakya’y1 kapsamadig gibi son yapilan calismanin iizerinden olduk¢a uzun bir siire
gecmistir. 7. buffeli/orientalis, B. divergens ve B. major’un bolgede var olup olmadigini
belirleyecek molekiiler tekniklerin kullanildigi bir calisma ise bulunmamaktadir. Bu
etkenlerden B. divergens’in aym1 zamanda zoonoz olmasi nedeniyle varlifinin ve varsa
yayginlik durumunun belirlenmesi 6zellikle 6nemlidir. Yukarida belirtilen nedenlerden
dolay1 mevcut bir bilimsel acig1 kapatmak amaciyla bu ¢alismanin yapilmasina gerek

duyulmustur.

Bu calismayla Trakya yoresindeki sigirlarda B. bigemina, B. bovis, B. divergens,
B. major, T. annulata, T. buffelilorientalis’in varhig ve yayginlig: ilk defa molekiiler
diizeyde Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Reverse Line Blotting (RLB) teknikleri

ile arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

2.1.1. Babesiosis’in Tarihcesi

Romanya Hiikiimeti sigirlarda goriilen endemik bir hastaligin nedenini
arastirmak ve ¢oziim yolu bulmak i¢in 1887 yilinda Dr. Victor Babes Bagkanligi’nda bir
komisyon kurmustur. Dr. Babes arastirmalari sonucunda “enzootik hemoglobiniiri”
ismini verdigi infeksiyonun etkeninin intraeritrositik bir organizma olduguna karar
vermis ve 1888 yilinda bu organizmaya Haematococcus bovis ismini vermistir.
Babes’in aragtirma ekibinde bulunan Starcovici ise 1893 yilinda etkeni Babesia bovis
olarak yeniden adlandirmistir. Diger taraftan Amerika’da 1889 yilinda, Smith Texas
atesi hastaliginin etiyolojik ajanim1 gozlemledigini bildirmis ancak bu etkeni
kendisinden yirmi yil once ilk gorenin Stiles oldugunu belirterek isim vermemistir.
1893 yilinda Smith ve Kilborne Texas atesi etkenine Pyrosoma bigeminum ismini
Onermis; daha Onemlisi, patojen bir protozoonun artropod bir ara konak (Boophilus
annulatus) tarafindan bulastirilabilecegini ilk defa belirtmislerdir (Kuttler 1988).
Arjantin’de ise Liegnieres 1903’te biri biiylik digeri ondan kiigiikk iki paraziti
Piroplasma bigemina’nin iki farkli susu zannetmis daha sonra 1910’da kiiciik olanini
Piroplasma argentinum olarak adlandirmustir. Ingiltere’de 1911°de M’Fadyean ve
Stockman Piroplasma divergens adin1 verdikleri yeni bir paraziti tammmlamislardir ve
Ingiltere’de  B. major'n  gormiigler fakat Piroplasma  bigemina oldugunu
zannetmislerdir. Sergent ve ark. 1924’te Cezayir’de Babesia berbera adli bir bagka
paraziti, yine Sergent ve ark. Fransa’dan Cezayir'e gelen sigirlarda B. major adl
paraziti tamimlamislardir. Hoyte 1976’da Piroplasma argentinum, Babesia berbera ve
Rusya’da tamimlanan Frangaiella colchicha’min Babesia bovis’in sinonimleri oldugunu

aciklamistir (Tiizer 1980, pp. 1, 12)

Starcovici, Smith ve Kilborne, iizerinde calistiklar1 etkenlerin yakin iliskili
ancak birbirinden farkl iki tiir oldugu konusunda hemfikir olmakla beraber, bu tiirler
sinonim olarak kabul gormiistiir (Kuttler 1988). Daha sonralari bagka isimler de
Onerilmis olup bu isimlerden en bilineni piroplasma’dir. Piroplasma ismi giiniimiizde
de gecerliligini siirdiirmekte; babesiosis ve theileriosis i¢in genel olarak piroplasmosis

tabiri siklikla kullanilmaktadir (Uilenberg 2006).



Sigirlarda goriilen Babesia tiirlerini isimlendirenler asagidaki gibidir (Mimioglu

ve ark. 1969 p.921-927, Kuttler 1988):
Babesia bigemina (Smith ve Kilborne, 1893) Wenyon, 1926
Babesia bovis (Babes, 1888) Starcovici, 1893
Babesia divergens (M’Fadyean ve Stockman, 1911) Rakovee, 1955
Babesia major Sergent, Donatien, Parrot, Lestoquard ve Plantureux, 1926
Babesia ovata Minami ve Ishihara, 1968
Babesia occultans Gray ve de Vos, 1981

Babesia jakimovi Nikolskii ve ark., 1977

2.1.2. Theileriosis’in Tarihcesi

Koch 1897 yilinda Dar-es-selam bolgesinde sigirlarda “Redwater” hastaligim
arastirirken hasta sigirlarin  eritrositlerinde B. bigemina parazitinin yanisira B.
bigemina’dan daha ufak, ¢omak, oval ve yuvarlak yapili organizmalar bulundugunu
gormiis; bunlarin B. bigemina’nin geng formlarn oldugunu diisiinmiistiir. Rodezya’nin
giineyinde ve Giiney Afrika’da o donemde c¢ikan Rodezya kene sitmasi salgini iizerine
Koch, Theiler gibi arastirmacilar bu hastalifin etiyolojisi ve bulagmasina
yonelmislerdir. Stephens ve Christophers 1903’te hastalik etkenine Piroplasma kochi
ismini 6nermis; bundan bir yil sonra ise Koch, uzun yillar Koch cisimcikleri olarak
taninacak olan plazma cisimciklerini tamimlamistir. Theiler, 1904 yilinda etkene
Theileria parva ismini vermistir. Bu cisimciklerin esasen 7. parva’nin sizogoni
donemini gosterdigi ise 1910, 1911 yillarinda Gonder tarafindan bildirilmistir.
Dschunkowsky ve Luhs 1904 yilinda Kafkasya’da sigirlarda “tropikal piroplasmosis”
ismini verdikleri hastalik etkenini Piroplasma annulatum olarak adlandirmis; 1907
yilinda Bettencourt, Franca ve Borges Theileria cins adim Onererek etkenin ismini

Theileria annulata olarak degistirmislerdir (Neitz 1957, p.276-278).

Sigirlarda goriilen Theileria tiirlerini isimlendirenler asagidaki gibidir (Soulsby

1982, p.729; Sparagano 1999):
Theileria parva (Theiler, 1904) Bettencourt, Franca ve Borges, 1907

Theileria lawrenci Neitz, 1955



Theileria annulata (Dschunkowsky ve Luhs, 1904) Bettencourt, Franca ve
Borges, 1907

Theileria mutans (Theiler, 1906) Franca, 1909
Theileria buffeli (Neveu-Lemaire, 1912)
Theileria orientalis Yakimov ve Sudachenkov, 1931.

Theileria sergenti Yakimov ve Dekhterev, 1930.

2.2. Babesia ve Theileria’min Simiflandirmadaki Yerleri
Babesia ve Theileria cinslerinin klasik kitaplarda (Soulsby 1982, pp. 509-513;
Kreier ve Baker 1987, pp. 2-5) verilen, klasifikasyondaki yerleri asagidaki gibidir.

Canlilar
Alem : Protista Haeckel, 1866
Altalem : Protozoa (Goldfuss, 1818) R. Owen, 1858
Sube : Apicomplexa Levine, 1970
Simif : Sporozoea Leuckart, 1879
Altsinif : Piroplasmia Levine, 1961
Takim : Piroplasmida Wenyon, 1926
Aile : Babesiidae Poche, 1913
Cins : Babesia Starcovici, 1893
Aile : Theileriidae du Toit, 1918
Cins : Theileria Bettencourt, Franca et Borges, 1907

Babesia ve Theileria’nin Systema Natura 2000’da verilen yeni klasifikasyondaki

yerleri ise asagidaki gibidir (Brands 1989-2005).

Biota (Canlilar)
Domain : Eukaryota Chatton, 1925
Alem : Protozoa (Goldfuss, 1818) R. Owen, 1858
Altalem : Biciliata

Asagialem (Infrakingdom) : Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Sube : Myzozoa Cavalier-Smith & Chao, 2004
Altsube : Apicomplexa Levine, 1970



Simf : Aconoidasida Mehlhorn, Peters & Haberkorn, 1980
Takim : Piroplasmorida Wenyon, 1926
Aile : Babesiidae Poche, 1913
Cins : Babesia Starcovici, 1893
Aile : Theileriidae du Toit, 1918
Cins : Theileria Bettencourt, Franca et Borges, 1907

Yeni taksonomi caligmalart filogenetik (cladistic) yaklasimi icermekte ve 18S
rRNA, MPSP gibi spesifik DNA bolgesi dizilimleri baz alinarak parazit cinslerinin ve
tiirlerinin birbirleriyle genetik benzerlik ve yakinliklarinin analizine dayanmaktadir

(Kjemtrup ve ark. 2000) (Sek 2.1).
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Sekil 2.1: Babesia spp. ve Theileria spp. icin ‘“neighbour-joining” algoritm kullamlarak
18S rDNA analizine dayanan filogeni semasi (Kjemtrup ve ark. 2000).



2.3. Babesiosis

2.3.1. Etiyoloji

Babesia merozoitleri 1-5 pum boyutlarinda kiigiik yapilardir. Merozoit tek bir
plazma membrani ve bu membranin altinda kesik kesik yapida cift kat bagska
membranlarla ¢cevrelenmistir. Merozoitin 6n kisminda polar halka, micronem ve rhoptiri
isimli organeller bulunmaktadir. Bu organellerin tiimiine birden apical complex ismi
verilmektedir. Polar halka, merozoitin 6n kisminda, plazma membraninin altinda yer
alan cift kat membran tarafindan olusturulmustur. Rhoptiriler hiicrenin 6n kisminda yer
alan g6z yas1 benzeri sekilli electron-dense yapilardir. Micronemler ise rhoptirilerin
etrafinda yerlesmis kiicilk ozmofilik yapilardir. Rhoptirilerin ve micronemlerin
fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle birlikte bu organellerin merozoitin eritrosite
girisinde rol oynayan proteolitik enzimler icerdigi diisiiniilmektedir. Babesia bovis
merozoitlerinde ¢ekirdegin hemen Oniinde elektron-dense kiire bi¢imli iki adet yapiya
siklikla rastlanmakta ancak bu yapilarin da islevi bilinmemektedir. Merozoit
stoplazmasinda bunlara ilave olarak serbest halde ribozomlar, endoplazmik reticulum ve
mitokondri benzeri organeller de bulunmaktadir. Hiicre ¢ekirdegi genellikle merozoitin
orta noktasinda yerlesmis durumdadir. iki adet membranla ¢evrelenmis olan cekirdegin
icerii homojen ve diisikk densiteli bir yapidadir. Serbest haldeki ekstraselliiler
merozoit, plazma membranina fibrillerle baglanmis bir yiizey oOrtiisiine sahiptir. Bu
ylizey Ortiisii merozoit eritrosite girdigi zaman kaybolmaktadir. Babesia bovis
merozoitleri immun serumla inkiibe edildiginde yiizey Oortiisii kalinlagmakta ve

merozoitlerin agregasyonuna neden olmaktadir (Igarashi ve ark. 1988).

Babesia tiirleri, armut bi¢cimli formlarina gore genel olarak kiigiik ve biiyiik
Babesia’lar olarak ikiye ayrilmaktadir. Ancak kiiciikliik ve biiyiikliik sinirlar1 yazarlara
gore degismektedir. Brown ve ark. (1990, p. 161)’1na goére bu sinir <3 pm veya >3 um
olarak, Urquart ve ark. (1987, p.235)’ye gore 1-2,5 um veya 2,5-5 um olarak ve Kreier
ve Baker (1987, p. 190)’ye gore ise 1-2 um veya 2-5 um olarak ayrilmaktadir.

Sigirlarda goriillen Babesia tiirlerinin eritrositik formlarinin morfolojileri

asagidaki gibidir (Levine 1985, Friedhoff 1988 ve Soulsby 1982’den adapte edilmistir):

Babesia bigemina: Konakta eritrosit icindeki parazitler armut, yuvarlak, oval,

veya diizensiz bicimlerdedir. Armut formlar tipik olarak ikili formlar halinde bulunur.



Bu ikili yapr arasinda dar bir ac¢1 bulunur. Ikili armut formlar1 yaygindir. Yuvarlak

formlan 2-3 um ¢apinda, uzun formlar1 4-5 X 2 pm boyutlarindadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Babesia bigemina (Kessler ve ark. 2002)

Babesia bovis: Konakta eritrosit icindeki parazitlerin, ortasinda biiyiik bir vakuol
ve kenarinda ¢ekirdek olan sovalye yiiziigli benzeri yuvarlak formlar1 yaygindir. Ayrica
ikili armut ve gozliik benzeri formlarda bulunur. Bu parazit eritrositin kenarina yakin

olarak yerlesmez. Armut formu 2-2,4 X 1.5 pum boyutundadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Babesia bovis (Kessler ve ark. 2002)



Babesia divergens: Narin yapili parazitlerdir. Konakta eritrosit igindeki
parazitlerin birbirinden ayrik (neredeyse diiz a¢i olusturan) golf sopasi benzeri ikili
formlan yaygindir. Ayrica armut bigimli ve ¢ok az sayida da yuvarlak formlar1 bulunur.
Birbirinden ayrik formlarindan bazilan eritrosit kenarina icerden teget olarak durur. Bu

formlarindan herbiri 1.5-2 X 0.4 um boyutlarindadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Babesia divergens (Camacho ve ark. 2007)

Babesia major: Bu parazit B. bigemina’ya benzer fakat biraz daha kiiciiktiir.
Eritrositin ortasinda yerlesir. Ikili armut formlar1 arasindaki ac1 dardir. Armut formunun

biyiikligii 2.6-3.7 X 1.5 pm’dir.

Babesia jakimovi: 4.5X 2 pum boyutlarinda biiyiik Babesia’lardandir. Patojenitesi
oldukca yiiksek olup Dogu Avrupa’da tehdit olusturmaktadir.

Babesia ovata: B. bigemina ve B. major’1t andiran 3.2 X 1.7 um boyutlarinda

biiyiik Babesia’lardandir. Patojenitesi yiiksek degildir.

Babesia occultans: B. bigemina’dan biraz daha kiigiiktir. 2.9 X 1.2 um

boyutlarinda olan parazit fazla patojen degildir.



2.3.2. Vektorleri ve Diinyada Dagilim

Babesia’lar yalnmizca keneler tarafindan bulastirilmakta olup, kene disinda baska
bir vektor kesinlik kazanmamaistir. Ne keneler ne de haematophagous bagska bir artropod
icin mekanik bulastirmadan da s6z edilemez. Prenatal veya iatrojenik infeksiyonlar ise
epidemiyolojik agidan kayda deger bulasmalar degildir. Keneler gercek vektdr olup
Babesia’nin yasam cemberinin bilyiik boliimii kenede gecmekte ve keneler infeste
ettikleri hayvanlara Babesia’larin infektif donemi olan sporozoitleri nakletmektedirler.
Keneler infeksiyonu transstadial ve/veya transovarial olarak bulastirir. Transstadial
bulagma ancak iki veya ii¢ konakli kenelerde s6z konusudur. Diger taraftan transovarial
terimi etimolojik olarak ovaryumlara bulagsmayi anlatir ve ovaryumlara bulagmanin da
mutlak surette yumurtaya bulasmay1 karsilamadigi diistiniiliirse transoval (yumurtaya
bulagsma) bulagma daha uygun olmakla beraber fazla kabul gormemistir (Friedhoff

1988).

Sigirlarda goriilen Babesia tiirleri ve vektorliiklerini yapan ixodid kene tiirleri

Tablo 2.1’deki gibidir:

Tablo 2.1: Sigirlarda goriilen Babesia tiirleri, vektorleri ve cografik dagilinm (Bock ve ark.
2004, Kuttler 1988 ve Vogl 2004’den adapte edilmistir)

Tiirler Vektorleri Cografi Dagilim

Boophilus annulatus, B.decoloratus, B. |Orta ve Giliney Amerika,
B. bigemina microplus, B. geigyi, Rhipicephalus Avrupa’nin Giineyi, Afrika,
evertsi Asya, Avustralya

B. annulatus, B.microplus, B. geigyi, Orta ve Giiney Amerika,

B. bovis . Avrupa’nin Giineyi, Afrika,
Ixodes ricinus
Asya, Avustralya
B. divergens L. ricinus, 1. persulcatus Avrupa’nin Kuzeyi
B. major Haemaphysalis punctata Avrupa ve Kuzey Afrika
B. jakimovi L. ricinus Sibirya, Rusya’nin Kuzeyi
B. ovata Haemaphysalis longicornis Japonya

B. occultans Hyalomma marginatum rufipes Giiney Afrika
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2.3.3. Yasam Cemberi

Babesia parazitleri beslenme, gelisim ve cogalma icin mutlak surette konak
hiicresine bagimlidir. Konak hiicreyle arasinda kompleks ve cok kapsamli bir iligki
bulunan parazitin bu iliskisinin tiim bilinmeyenleriyle ve detaylariyla anlasilmasi yeni
anti-babesial ilaglarin ve asilarin gelistirilebilmesi i¢in de gereklidir. Babesia parazitinin
gelisimini omurgali son konakta ve infeksiyonun vektorliigiinii yapan kenede incelemek

miimkiindiir.

2.3.3.1. Omurgah konakta gelisim

Kene kan emerken tiikiiriikk sivisindaki sporozoitleri konaga enjekte eder.
Lenfositler veya lenfoblastlar icinde ekstra-eritrositik sizogoni geciren Babesia equi,
B.microti ve B. rodhaini hari¢ tutulursa Babesia sporozoitleri direkt eritrositlerin icine

girer.
Eritrositlere Giris ve Cogalma

Ekstraselliiler parazitlerin konak hiicrelerine girisinde endositoz veya aktif
olarak membran1 delis s6z konusudur. Babesia parazitleri eritrositlere endositozla

girmektedir (Igarashi ve ark. 1988). Endositoz ii¢ asamada incelenebilir.
Eritrosit membraninin taninmasi ve membrana baglanma

Merozoit eritrositlere baglangicta rastgele temas eder ancak daha sonra aktin ve
miyozinin rol aldig1 bir mekanizmayla apical complex’in bulundugu ucunu aktif olarak
eritrosit membranina temas edecek sekilde dondiiriir. Bu spesifik orientasyon, eritrosit
membraninda invaginasyona neden olur (Pinder ve ark. 1998, Igarashi ve ark. 1988).
Baslangicta merozoitin yiizey Ortiisii eritrositle zayif bir baglanma gergeklestirir. Apical
complex’in eritrosite temas edecek pozisyonu almasiyla birlikte penetrasyon baslar
(Cooke ve ark. 2005). Merozoitlerin yiizeyinde C3 proteini oldugu ve eritrositlerde
bulunan C3 reseptorlerine baglanmanin penetrasyonda ©nemli rol oynadigl
diisiiniilmektedir. C3b reseptoriiniin B. bigemina’nin gelisimi icin gerekli; ancak B.

bovis’in gelismesinde gerekli olmadig1 gosterilmistir (Soulsby 1982).

Eritrosit membranimin merozoitin cevresinde parazitofor vakuol

olusturmak iizere invaginasyonu

Eritrosit membranina baglanmanin ardindan rhoptrilerin  igeriklerinin

salgilanmasiyla birlikte eritrosit invagine olmaya ve parazitofor vakuol olusmaya baslar.
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Merozoitin vakuoliin i¢ine giren kisimlarinda yiizey ortiisii kaybolurken eritrosit disinda

kalan boliimiinde yiizey ortiisii hala goriilmektedir (Igarashi ve ark. 1988).
Merozoitin girisiyle birlikte eritrosit membraminin kapanmasi

Merozoit tamamen invagine olduktan sonra eritrosit membraninin yiizeydeki iki
ucu birlesir ve vakuol olusturulmus olur. Boylelikle merozoit biri kendisine, digeri de
eritrositten koken alan parazitofor vakuole ait olmak iizere iki adet membranla
cevrelenmis olur. Penetrasyonun ¢ok erken evrelerinde goriilebilen bu iki membranin
konaktan koken alan dis kismindakisi hizla parcalanmaya baslar ve merozoit parazitofor
vakuol membrani olmaksizin yasamina devam eder. Bu durum Babesia merozoitlerinin
gelismeleri sirasinda onlara bir esneklik saglar ve bu sayede merozoitler birbirinden

farkli morfolojik sekillerde olabilmektedir (Soldati 2004, Igarashi ve ark. 1988).
Parazitin gelismesi ve aseksiiel cogalma

Merozoit, eritrosit icine girdikten sonra trofozoite doniisiir. Trofozoit pinositozla
beslenir ve hemoglobini tam olarak sindirir. Sindirimin tam olmasina bagl olarak;
eritrositlerde pigment olusumu seklinde gozlenen rezidiiel maddeler (hemozoin)

Babesia cinsinde goriilmemektedir (Uilenberg 2006).

Trofozoit tomurcuklanma veya binary fission yoluyla ¢ogalmaya baglar ve her
trofozoitten iki adet kiz hiicre (merozoit) olusur (Bock ve ark. 2004). Olusan bu kiz
hiicrelerin her biri yeni bir eritrositi infekte eder. Babesia bovis’in eritrositlerdeki yasam
siklusunun yaklasik 17 saat oldugu bildirilmistir (Jackson ve ark. 2001). Babesia
parazitleri konak savunma sisteminden siirekli ylizey oOrtiisiinii degistirerek antijenik
varyasyonla korunur (Allred ve Al-Khedery 2006). Cogalma konak Oliinceye veya
konak bagisiklik sistemi cogalmayr durduruncaya dek devam eder (Igarashi ve ark.

1988).

Mackenstedt ve ark. (1995) B. bigemina’da diger merozoitlerden farkli olarak
diploid sayida kromozomu bulunan ovoid merozoitler tespit etmis ve bunlara gamont
precursor demislerdir. Bu merozoitlerin, cogalmaya devam etmeyip kene tarafindan

alinmay1 bekleyen gametositler oldugu diistiniilmektedir.

2.3.3.2. Vektor kenede gelisme
1900’11 yillarin baglarinda Koch, kenelerde diken benzeri, uzun ve 1sinsal (ray)

yapilar gordiiginii bildirmis, strahlenkorper ismini verdigi bu yapilarin Babesia
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parazitlerinin seksiiel gelisme formlarindan biri olabilecegini 6nermistir. Gecen yillar
icinde Koch’un tamimladig1 yapilarin gametler oldugu goriisii kabul gérmiistiir (Igarashi

ve ark. 1988).

Kenenin kan emmesi sirasinda alinan eritrositler i¢indeki merozoitler (gamont
veya gametositler), kenenin midesinde gametogoni dénemini baslatirlar. ilk olarak ray
body’ler (151ns1 cisimler) olusur. Olusan bu ray body’ler hala eritrosit i¢indedirler ve ¢cok
cekirdekli ray body’lerden olusan biiyiik kiimeler olusturmak {iizere bdliinerek
cogalmaya baslarlar. Boliinme siireci bittiginde her bir ray body artik tek cekirdekli ve
haploid olup, bunlarin gametler oldugu kabul edilmektedir (Mackenstedt ve ark. 1995).
Ray body’lerin (gametler) biiyiikliigii ve sekli birbirine benzemekte ancak bir tanesi
digerinden daha elektron dense olmasiyla farklilik gostermektedir. Bu iki ray body
birleserek (singami) yuvarlak sekilli zigotu meydana getirirler (Gough ve ark. 1998).
Zigot, selektif olarak kenenin sindirim kanalindaki epitel hiicrelerini, daha sonra da
bazofilik hiicreleri infekte eder ve bu hiicrelerin i¢inde kinetler (vermikiiller) olusur
(Soulsby 1982, Bock ve ark. 2004). Sizogoni yoluyla ¢ogalan kinetlerin bas kismi ok
ucuna benzer yapida olup hareketlidirler ve hemolenfe gecerek hemositler, kas lifleri,
Malpighi tiiplerinin hiicreleri, disi kenelerin ovaryumlart gibi degisik organlara
yerlesirler (Zintl ve ark. 2003, Igarashi ve ark. 1988). Buralarda ikincil kinetler olusur
ve yeniden tekrarli sizogoni yoluyla ¢ogalirlar. Kinetler son olarak tiikiiriik bezlerine
gelerek sporogoni yoluyla cok ¢ekirdekli sporoblastlar1 olustururlar. Kenenin konaktan
kan emmeye baglamasiyla birlikte sporoblastlar pargalanarak sporozoitler (ufak yapili
haploid merozoitler) meydana gelir (Bock ve ark. 2004). Olusan sporozoitler son konak

icin infektif olup, bulagsma ancak sporozoitlerle gerceklesir (Gough ve ark. 1998).

Kinetler yumurta iginde, sonra da larvada cogalmaya devam eder. Olusan
sporozoitler kan emme sirasinda konaga enjekte edilir. Bulasmanin, kenenin genellikle

nimf ve eriskin donemlerinde oldugu kabul edilmektedir (Igarashi ve ark. 1988).

Babesia bovis infeksiyonunda oldugu gibi cogu tiirlerden meydana gelen
infeksiyonlarda sporozoitlerin konaga gecisi, kenenin konaga tutunmasindan yaklagik 2-
3 giin sonra olur (Riek, 1966). Ancak B. bigemina infeksiyonunda larva kan emmeye
basladiktan sonra infektif sporozoitlerin olusumuna kadar yaklagik dokuz giin
gecmekte; bu nedenle de infeksiyon kenenin yalnizca nimf ve erigskin doneminde

nakledilmektedir (Bock ve ark. 2004).
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Sekil 2.5: Babesia bigemina’nin yasam ¢emberi (Bockve ark. 2004)
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2.3.4. Patogenez

Babesia bovis’in yol actig1 infeksiyonlarda patogenez parazitli eritrositlerin
beyin dahil (Sekil 2.6) i¢ organlarin mikrokapiller sisteminde kiimelenmesine ve bu
damarlar1 tikamasina bagli olarak gelisir. Dolasimda stasis sonucu sok, organlarda

anoksi ve doku hasarlarina bagh olarak bir ¢ok organin yetmezligi, serebral babesiosis

gibi sekillerde seyreden ve belirgin klinik tabloya yol acan infeksiyonlardir (Nevils ve
ark. 2000).

Sekil 2.6: Babesia bovis’le infekte eritrositlerin beyin kapillerlerinde kiimelenmesi
(Kessler ve ark. 2002)

Babesia bovis infekte ettigi eritrositlerin membraninda “stellate protrusions”
veya “knobs”denen cikinti bicimli yapilar olusmasina neden olmakta; bu yapilarin
infekte eritrositlerin endotel hiicreleriyle temasinda ve yapismada rol oynadigi kabul

edilmektedir (Aikawa ve ark. 1997).

Babesia bigemina ve muhtemelen B. divergens gibi kapillar damarlarda akiimiile
olmayan ve dolayisiyla ttkama yapmayan tiirlerden ileri gelen infeksiyonlarda ise
patogenez biiyiik Olciide intravaskiiler hemoliz, anemi ve anoksiye baglidir. Babesia
bigemina, B. divergens ve B. jakimovi infeksiyonlarinin patojenitesinin yiiksek
olabilecegi, B. major’in ise az patojen ve belirgin klinik tabloya yol agmayan bir tiir
oldugu kabul edilir (Zintl ve ark. 2003). Patogenez Babesia bovis hari¢ tutulursa
parazitemi ile dogru orantili olarak agirlasir. Babesia bovis infeksiyonunda parazitli
eritrositler kapillar damarlarda akiimiile oldugu i¢in dolasim kaninda ¢ok diisiik oranda

parazit sirkiilasyonu olmakla beraber, patojenitesi ¢ok fazladir. Diger tiirlerde bu tip
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olaylar en azindan biiyiik 6lgekte olmadigindan dolasim kanindaki parazit sayis1 ¢ok
daha fazla olmaktadir (Bock ve ark. 2004). Bunlara bagh olarak babesiosis’in

patogenezinde iki 6nemli faktor rol alir:
1-Damarlarda ve kan bilesenlerinde olan degisiklikler
2-Intravaskiiler hemoliz

Birincisi parazitli eritrositlerin kiimelenerek kapillar damarlar1 tikadig1 Babesia
bovis’de, ikincisi ise eritrosit kiimelenmesinin olmadig1 ve dolayisiyla kapiller blokajin

olmadigi diger tiirlerde gecerlidir.
Damarlarda olan degisiklikler

Akut-faz doneminde, parazitemi heniiz fazla yiiksek degilken plazma
bilesiminde degisimler meydana gelir. Kinin ve aktif kallikrein diizeyi artar, kininogen
diizeyi azalir. Bunlara baghi olarak damarlarda dilatasyon, kan akisinda yavaglama,
kiiciik damar duvarlarinda bozulmalar olur; damar duvarlarinin gecirgenligi artar.
Conglutinin ve fibronectin diizeylerinin azalmasi sonucu eritrositlerde kiimelenme ve
kapillar damarlarda tikanmalar meydana gelir. Fibrinogen ve ilgili {riinler artar,
plasminogen azalir ve bu da koagulasyon bozukluklar ve eritrositlerin akiimiilasyonuna
neden olur. Babesia bovis infeksiyonlarinda akut dénemde kanda FLP (fibrinogen-like
protein) goriilmesi; koagulasyon bozukluklariin DIC’e (disseminated intravascular
coagulation: yaygin intravaskuler koagulasyon) bagli olarak sekillendigini
diisiindiirmiistiir. Arastirmalarin  ¢ogalmasiyla birlikte klasik bir DIC tablosu
sekillenmedigi, ancak fibrinogen metabolizmasinda ciddi bozukluklar ve buna bagh
olarak hiperkoagulasyon gelistigi belirtilmistir (Wright ve Goodger 1988, Soulsby
1982).

intravaskiiler Hemoliz

Babesiosis’de en onemli patolojik etki eritrosit hasaridir. Parazitli ve hasarli
eritrositler notrofiller ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Infeksiyonun
kontroliinde dalak kokenli makrofajlarin aktivasyonunun rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Fagositoz, infeksiyon baslangicinda nonspesifik; daha ileri donemde antikorla opsonize
olarak spesifiktir (Brown ve ark. 2006a). Salgilanan kinin ve benzeri maddelerin
eritrosit ylizeyinin ozmotik gecirgenligini bozmasi nedeniyle eritrositler kolayca lize

olur (Wright ve Goodger 1988).
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Babesia bovis kimi zaman kronik infeksiyona yol agabilmektedir. Konak,
hastalig1 kontrol edebilen bir immun yanit gelistirse dahi parazit kanda cogu zaman
mikroskopik olarak tespit edilemeyecek diizeylerde cogalmasina devam eder. Babesia
bovis’in kronik ve asemptomatik infeksiyonlar olusturabilmesi, konagin savunma
sistemiyle parazitin konagin immun yanitindan ka¢is mekanizmalar1 arasinda bir denge
oldugunu gostermektedir. Konagin parazitin proliferasyonunu engelleyen immun
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Ancak hiperimmun sigirlardan pasif olarak
homolog IgG transferinin akut infeksiyonlardan korunma sagladigi gosterilmistir
(O’Connor ve Allred 2000).

Babesiosis’in patogenezinde parazitin yanisira konaga ve cevreye ilgili faktorler

de rol oynar (Bkz: 2.3.6. Bagisiklik).

2.3.5. Klinik ve Patolojik Bulgular
Babesiosis’in tipik klinik belirtileri yiiksek ates, istahsizlik, anemi, dehidrasyon,

ikter ve hemoglobiniiridir (Zintl ve ark. 2005).

Damarlarda olan degisiklikler ve tikanmalara bagli olarak B. bovis
infeksiyonunda degisik yerlerde 6dem ve kanamalar, dokularda anoksi ve nekrozlar,
serebral, renal ve pulmoner fonksiyon bozuklugu, dolasimda stasis sonucu hipotansif
sok ve olimler sekillenebilir (Kuttler 1988, Brown ve ark. 2006a). Intravaskiiler
hemoliz goriilen diger Babesia tiirlerinde ise hemoliz sonucu sekillenen anemiye bagl
olarak anoksi, hemoglobinemi, hemoglobiniiri, ikter, kemik iliginde hiperplazi, kardiyak

sok ve oliim goriilebilmektedir (Wright ve Goodger 1988).

Babesia bigemina ve B. divergens infeksiyonlar1 subklinik ile akut seyir arasinda
degiskenlik gosterebilir. infeksiyonun seyrini belirleyen en énemli faktor paraziteminin
derecesidir. Akut infeksiyonlarda eritrositlerin %40’dan fazlasinin infekte olabildigi
goriilmiistiir. Prepatent siire B. bigemina’da 12-18, B. bovis ve B. divergens’te 6-12 giin

civaridir (Bock ve ark. 2004).

[k klinik bulgu yiiksek atestir (>40°C) ve genellikle 3-7 giin siirer. Takiben
istahsizlik, depresyon, zayiflama, solunum sayisinda artis gibi semptomlar gozlenir.
Genellikle hemoglobiniiri mevcuttur. Hastalifin ileri safhalarinda tremorlar ve koma
sekillenebilir. Gebe hayvanlarin atese bagl olarak diisiik yapmasi, erkeklerde iki aya

varan bir siire fertilitede diisiis miimkiindiir. Babesia bovis’te serebral babesiosis
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gelistigi durumlarda hayvanlarda ¢ilginca hareketler, koordinasyon bozuklugu ve 6liim

goriiliir (Bock ve ark. 2004).

Babesia  bovis en patojen Babesia tiirii olup, infekte ettigi hayvanlarin
yarisindan fazlasin1 Oldiirebilir. Buna karsin B. bigemina ve B. divergens
infeksiyonlarinda 6liim oram ¢ok daha diisiik seviyededir (Zintl ve ark. 2005). Subakut

infeksiyonlarda klinik bulgular belirsizdir.

2.3.5.1. Nekropsi Bulgular:

Deri alti anemik ve ikteriktir. Seréz zarlarda petesiel kanamalar, viicut
bosluklarinda sivi bulunabilir. Karacigerde hipertrofi gozlenir. Solgun, ikterik olup;
safrakesesi koyu sari-yesil safra ile iyice doludur. Hiicresel bagisiklik aktivitesine
(Ienfosit ve monosit-makrofaj aktivasyonu) bagl olarak dalakta hipertrofi ve hiperplazi
gozlenebilir. Dalak sert kivamhdir; kesildiginde pulpa kesit yiiziinden disar1 tasar.
Bobrekler koyu renklidir. Diger organlarda konjesyon ve petesiel kanamalar gozlenir.
Akciger ve beynin etkilendigi durumlarda pulmoner 6dem yanisira beyin gri

maddesinin pembe renk aldig1 goriiliir. Kan ince ve suludur (Bock ve ark. 2004).

2.3.6. Bagisikhik

2.3.6.1. Dogal Bagisiklik

Parazitlerin konakta canliligim1 siirdiirebilmesi i¢in konagin Oliimiine yol
acmayacak bir infeksiyon diizeyini korumasi gerekmektedir. Cogu patojenler gibi
parazitler de konakta infeksiyonu yok edemeyecek ancak infeksiyonu kontrol altinda
tutabilecek dogal bir immun yanit gelisimini stimiile edecek stratejiler gelistirmislerdir.
Parazitlerin degisik komponentleri memelilerde bulunan TLR’e (Toll-like receptors:
jeton benzeri reseptorler) baglanarak dogal immun yaniti uyarirlar. Cesitli 16kosit alt
kiimelerinde bulunan TLR’lerin goérevi degisik PAMP’e (Pathogen-associated
molecular patterns: patojene ilgili molekiiler motifler) baglanmaktir. Bu baglanmanin
neticesinde dogal immun yanit uyarilir ve kazanilmis immun yanitin baglamasi igin
gerekli olan antijen sunan hiicrelerin sitokinler ve kostimiilator molekiiller tiretmesi
saglanir. Lipopeptide, bakteriyel lipopolysaccharide, non-methylated DNA CpG
motifleri gibi bir ¢cok PAMP’1 taniyan farkli TLR’ler saptanmistir. Babesia bovis
merozoit ekstraktlarinin sigir PBMC’nin (peripheral blood mononuclear cells: periferal

kan mononiikleer hiicreleri) proliferasyonunu non-spesifik olarak aktive ettigi tespit
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edilmistir. Takibeden arastirmalarda bu durumun kismen de olsa B. bovis DNA’sinda
bulunan non-methylated CpG motiflerinin B hiicrelerinde proliferasyonu aktive etmesi
oldugu saptanmistir. Aym c¢alismalarda non-methylated CpG  motiflerinin
taninmasindan sorumlu olan TLR9’un sigirlarda bulundugu ve fonksiyonel oldugu da
gosterilmistir (Brown ve ark. 2006b). Insanlarda bugiine dek en azindan on adet TLR
tespit edilmesine karsilik sigirlarda yalmizca dort adet TLR oldugu bildirilmesine
(Brown ve ark. 2006b) karsilik Menzies ve Ingham’in (2006) yaptig1 arastirmada ise
insanlarda tanimlanmis her bir TLR’iin sigirlarda da homologlarmin bulundugu

saptanmisgtir.
Kolostrum antikorlari

Enzootik bir bolgede infekte anneden dogan buzagilar kolostrumla antikorlar
(IgG) pasif olarak alirlar. Bu antikorlar yaklasik 6 hafta goreceli bir koruma saglar
(Dalgliesh 1993).

Yas direnci

Babesiosis’de dogumdan baglayarak 3’iincii ayda belirgin olan, 6’inc1 ayda en
yiiksek diizeye ulasan, 9’uncu hatta 12’inci aya kadar siiren bir yas direnci vardir (Levy
ve ark. 1982). Bu nedenle infeksiyon bir yasindan biiyilkk hayvanlarda problem
olusturur. Yasin artmasiyla daha siddetli klinik tablo olusur. Yas direnci infeksiyona
engel olmaz, ancak infeksiyonun siddetli seyretmesine engel olur (Brown ve ark.
2006a). Yas direnci seklinde gozlenen bu bagisiklik tiirii antikordan bagimsizdir.
Bagisik olmayan anadan dogan buzagilarda da B. bovis ve B. bigemina’ya kars1 direng
gozlenmis (Bock ve ark. 2004) ancak kimi literatiirler bu buzagilarin 2 ayhiga kadar
donemde infeksiyonla karsilasmast durumunda infeksiyona duyarli olduklarini
bildirmistir (De Waal ve Combrink 2006). Guglielmone ve ark. (1997) immun serumun,
primer infeksiyonun ge¢ devrelerinde veya parazitler perifer kandan elimine edildikten

sonra olustugunu gostermistir.

Yas direncinin mekanizmasi 6zellikle B. divergens, B. bigemina gibi tiirlerde
fazlaca arastinlmamis ancak B. bovis infeksiyonlarina yonelik bazi calismalar
bulunmaktadir (Zintl ve ark. 2005). Babesia bovis infeksiyonlarinda T-helper 1 (Thl)
hiicreleri, IFNY ve TNFo’y1 parazit antijenleriyle birlikte mononiikleer fagositleri/

makrofajlar1 reaktif nitrojen ve oksijen salgilamalar1 yoniinde aktive ederler. Infekte
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eritrositlerin fagositozu ise infeksiyonun temizlenmesi agisindan cok fazla 6nemli
degildir. Bu mekanizma buzagilarin infeksiyona direng gostermesinde etkili olmasina
karsin erigskin hayvanlarda ciddi hastalik semptomlarindan sorumludur (Goff ve ark.
2003). Nitrik ve oksidatif radikaller konakta tahribat yapici bilesiklerdir. Tahribati
asgaride tutmak i¢in effektor hiicreyle hedef hiicrenin birbirinden uzak yerlesimli

olmasi iyi bir immun yanit i¢in uygun goriinmektedir (Goff ve ark. 2001).
Dalagin 6nemi

Babesiosis’de bagisikligin olugsmasinda en ©nemli organ dalaktir. Dalagi
cikarilan hayvanlarda latent infeksiyonlarin klinik forma doniistiigii ve siddetli hastalik

tablosu olustugu gozlenmistir (Levy ve ark. 1982).

2.3.6.2. Kazamilmis Bagisikhik

infeksiyon sonrasi bagisikhk

Infeksiyonu atlatan sigirlar re-infeksiyona karst B. bigemina ve B. bovis’de
asgari 4 yil bagisik kalmaktadir. Diger taraftan hayvanlarda antikorlarin mevcut olmasi
bagisikligin gostergesi olmadigr gibi antikor bulunmamasi da bagisikligin olmadigi
anlamina gelmez. Infeksiyonu atlatan hayvanlarda, perifer kanda goriilemeyen cok
diisilk sayida parazit gelismeye devam eder. Bu yilizden bagisikligin premiinisyon
seklinde oldugu kabul edilmektedir. Ancak ila¢ tedavisi ile parazitler yok edilse bile
hayvanin en az 6 ay infeksiyona karst korundugu (B. bigemina’da) anlasilmistir. Bu

durumda steril bagisikligin oldugu da belirtilmektedir (Bock ve ark. 2004).

2.3.6.3. Stres

Stres hayvanlarda bagisikhigi kirabilmektedir. Ornegin dogum sirasinda veya
sigirlarda sap hastalig1 gibi hastaliklar sirasinda olusan streste bagisiklik kirilmakta ve
hayvanda diisiik sayida olan parazitler tekrar ¢ogalarak klinik babesiosis niiksetmektedir

(Zintl ve ark. 2003).

2.3.6.4. Capraz bagisikhik
Farkl tiirler arasinda genellikle koruyucu bir bagisiklik olusmamaktadir. Ancak
ayni tiiriin suslar1 arasinda karsilikli yeterli bir bagisiklik olmakta ve klinik tablo olussa

dahi fazla siddetli seyretmemektedir. Babesia bovis infeksiyonunun B. bigemina’ya
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kars1 koruma saglamadigi; ancak B. bigemina’ya kars1 sekillenen bagisikligin B. bovis’e

kars1 az da olsa koruma sagladigi bildirilmistir (Bock ve ark. 2004).

2.3.6.5. Antikorlarm énemi

Bagisiklikta antikorlarin 6nemli rolii vardir. Zira infeksiyondan korunma
kolostrumla veya serumla baska hayvana nakledilebilmektedir. Babesia bovis’de ilk
infeksiyonlarda antikora baglh sitotoksisitenin énemli oldugu, ancak reinfeksiyonlarda
fagositozun Onem kazandigi, fagositozda ise antikora bagli opsonizasyonun etkin

oldugu belirtilmektedir (Dalgliesh 1993).

2.3.6.6. Irk direnci
Bos indicus (Zebu sigir1), Bos taurus’a gore daha dayaniklidir. Infeksiyon

bunlarda nadiren siddetli seyreder (Dalgliesh 1993).

2.3.7. Tedavi Korunma ve Kontrol

Babesiosis’in ekonomik kayiplarinin Oniine gegebilmek amaciyla kemoterapi,
premiinisyon ve atteniie parazitlerle asilama gibi kontrol metodlar1 uygulanmaktadir.
Sigir babesiosis’ine yoOnelik ilk canli asi Avustralya’da gelistirilmis, bu as1 Giiney
Afrika ve Giiney Amerika’da kullanilmistir (Costa-Junior ve ark. 2006, De Waal ve
Combrink 2006).

2.3.7.1. Etiyolojik Tedavi
Literatiirlerde pek ¢ok etkili babesiasid belirtilmekte, ancak giiniimiizde pek azi
ticari kullanimdadir. Amicarbalide, phenamidine, quinuronium sulphate, trypan blue

bunlardan bazilan olarak sayilabilir (Soulsby 1982, Zintl ve ark. 2005).

Trypan blue B. bigemina ve diger biiyiik Babesia tiirlerine etkili olan ilk ilagtir.
Daha sonralar1 acridine tiirevlerinden acriflavine hydrochloride gelistirilmistir. Trypan
blue gibi biilyilkk Babesia’lara etkili olup B. bovis infeksiyonlarinda daha az etkili
bulunmustur. Ayni gruptan olan quinuronium sulphate uzun yillar boyunca B. bovis, B.
bigemina ve B. divergens infeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilmistir. Diamidine’ler
grubundan amicarbalide diisethionate B. bigemina’ya etkilidir. Aromatik diamidine’ler
grubundan phenamidine diisethionate ve pentamidine diisethionate B. bigemina
infeksiyonlarinda; diminazene aceturate ise sigirlarin genel olarak tiim Babesia
infeksiyonlarinda etkili bulunmustur. Tetrasiklin grubu uzun etkili oxytetracycline ve

terramycin gibi ilaglar hayvanlar meraya ¢iktigi donemde kullanmldiginda B. divergens
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infeksiyonlar1 basta olmak {izere babesiosis’in etkilerinden korunma saglarlar

(Mehlhorn 2004).

Glinlimiizde sigirlarda en yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlar  ise
diamidine’ler grubundan diminazene aceturate ve imidocarb dipropionate olup;
yukarida sayilan ilaglarin ¢ogu baska hayvanlarda kullanim igin satisa sunulmaktadir

(Gray ve Murphy 1985).

Amicarbalide diisethionate: 5-10 mg/kg im dozda uygulanir. Imidocarb
dipropionate: 1.2-2.4 mg/kg sc uygulanir. Diminazene aceturate: 3.5 mg/kg im dozda
kullanildiginda Babesia bovis ve B. bigemina’ya hizla etkir; ayrica Babesia
infeksiyonlarina karg1t kimyasal immunizasyon programlarinda kullanilmaktadir

(Mehlhorn 2004).

Imidocarb dipropionate klinik hastaliktan uzun siireli korunma saglayan tek
kemoproflaktik ajandir. Gray ve Murphy’ye gore (1985) 3 mg/kg dozda (subkutan)
kullanildiginda B. bovis’de 4 hafta, B. bigemina’da 8 hafta ve B. divergens’de 3-6 hafta
korunma saglar. Hayvanlar ilag uygulamasinin yamsira ilacin etki doneminde dogal
saha sartlarinda kenelerle karsilastigi durumlarda iyi bir immun yanit saglanir (Purnell
ve ark. 1980). Ilacin onemli bir dezavantaji ise et ve siitte kalint1 siiresinin uzun
olmasidir. Bu nedenle Avrupa’da pek ¢ok iilkede kullanimina izin verilmemektedir

(Zintl ve ark. 2003).

Zintl ve ark. (2005) ise tedavide antiparaziterlerin kullanilmasina odaklanmak
yerine belki de viicudun periferal dolasimda mevcut bulunan nitrik okside verdigi
tepkiyi azaltmaya yonelik olarak non-steroidal antienflamatuar ajanlarin kullanimi

yoluyla hastalik semptomlarinin azaltilabilecegini diisiinmektedir.

Allred ve Al-Khedery (2006), Babesia DNA metabolizmasini inhibe etme
yeteneginde ajanlar kullanilarak parazitin antijenik varyasyon gdstermesinin
engellenebilecegini ve bu sayede konak bagisiklik sisteminin paraziti elimine

edebilecegini ongormektedir.

2.3.7.2. Korunma ve Kontrol
Kontrol 6nlemleri duyarli hayvanlarin bagisik kilinmasini, infekte hayvanlarin
tedavisini, kene kontroliinii ve hayvan hareketlerinin kontroliinii icerir (Brown ve ark.

1990, p.170).
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Akarisitlerle vektor kene kontrolii enzootik stabilitenin olmadig yerlerde
onemlidir. Ancak enzootik stabilite olan yerlerde supresif akarisit kullanimi enzootik
stabilitenin olusmasina da engel olur ve akarisit uygulamasinda aksama meydana
geldiginde hayvanlarda ciddi hastalik tablolar1 sekillenir. Bir baska sakinca kenelerde
diren¢ gelisimidir. Diger taraftan akarisit uygulamalar1 masrafli oldugu kadar et ve siitte
kalinti1 birakmalar1 ve ¢evreyi kirletmeleri gibi dezavantajlara da sahiptir (Norval ve ark.

1992).

Endemik bolgelerde yerli hayvanlar geng yasta infekte olduklarindan bunlar igin
kontrol Onlemlerine gerek yoktur. Ancak bu gibi yerlere getirilen duyarh ithal
hayvanlar bagisik kilmak ve bir miiddet kene olmayan bolgede tutmak gerekir. Eger
hayvanlar tek tek gozetim altinda tutabilmek miimkiinse bu durumda ila¢ uygulayarak
da kontrol yapilabilir. Problem vektor kenenin bolgede cok kisithh bir alanda oldugu
durumlardir. Bu durumda infekte bolge iyi belirlenmeli ve hayvanlarin bu yerlere giris

cikislar1 kontrol altina alinmalidir (Brown ve ark. 1990, p.170).

Endemik bolgelerde ya kenesiz ve infeksiyonsuz bir secenegi veya enzootik
stabiliteyi olusturulacak secenegi tercih etmeli ve ona gore tedbir almalidir (Brown ve

ark. 1990, p.170).

Hayvanlarin immiinizasyonu, bolgede bulunan tiire karst as1 yapilarak veya

patojenitesi az bir susla infekte edilerek saglanir (De Waal ve Combrink 2006).

2.3.8. insanlarda Babesiosis

Geleneksel olarak insanlarda babesiosis etkeninin Amerika kitasinda Babesia
microti, Avrupa kitasinda ise B. divergens oldugu kabul edilir. Jongejan ve Uilenberg’e
(2004) gore ise Amerika’da bildirilen 300 kadar vakanin tamami B. microti tarafindan
olusturulmus olmay1p, bir kism1 B. divergens benzeri baska bir Babesia tiiriidiir. Italyan
ve Avusturyali hastalarda B. divergens’den farkli yeni bir Babesia tiirii bildirilmistir

(Sparagano 2005, Kjemtrup 2000).

2.4. Theileriosis

2.4.1. Etiyoloji
Theileria sporozoitleri yaklasik 0,75-1,5 um capinda yuvarlaga yakin sekilli
olup tripsine duyarl bir yiizey Ortiisiine sahiptir. Sporozoitin yaklasik yarisin1 kaplayan

cekirdek bir ugta, apical complex organelleri ise diger ugta yer alir. Cekirdekle yakin
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iligkide olarak bir adet mitokondrion ve apicoplast ismi verilen organeller bulunur.
Stoplazmanin geri kalan kisminda ise serbest halde ribozomlar, iki veya daha fazla

olabilen rhoptiriler ve ¢ok sayida elektron dense mikrosferler yer alir (Shaw 1997).

Theileria sporozoitleri Babesia sporozoitleriyle karsilastirildiginda onemli
morfolojik ve fonksiyonel farkliliklar goriiliir. Apical complex yalnizca polar halka ve
apikal yerlesimli rhoptrilerden olusur; konoid ve mikronemler bulunmaz.
Apicomplexa’nin diger fertlerinde parazitin motilitesinden ve konak hiicresine
girisinden sorumlu mikronemler, Theileria cinsinde yalnizca kenede hareketli kinet
evresinde gozlenmekte; sporozoitlerinde ve merozoitlerinde goriilmemektedir. Enzimsel
salgilar ise yalnizca mikrosferler ve apikal yerlesimli rhoptirilerden yapilmaktadir.
Theileria cinsinde sporozoiti tek kat bir plazma membram c¢evreler ve yine diger
apicomplexa iiyelerinden farkli olarak mikrotubuler destek yap1 bulunmamaktadir. Tiim
bunlarin sonucunda Babesia parazitlerinin aksine, Theileria sporozoitleri ve

merozoitleri hareketesizdir (Soldati ve ark. 2004).

Merozoitlerin yapisi ve konak hiicresine girisi baz1 farklar disinda sporozoitlerde
oldugu gibidir. Merozoitlerde de tipki sporozoitlerde oldugu gibi bir takim rhoptri
bulunmasina karsilik; sporozoitlerde goriilen mikrosferler veya dense graniil ya da
mikronemler gibi membrana bagli sekretor yapilar bulunmamaktadir. Merozoitler de

tipki sporozoitler gibi herhangi bir orientasyonda hiicreye girebilmektedir (Shaw 2002).
Theileria annulata

Lenf yumrusu veya dalaktaki lenfositler i¢inde bulunan sizontlar ortalama 8 um
capta olup daha da biiyiik olabilmektedirler. Makrosizontlardaki kromatin taneleri
(¢ekirdekler) 0.4-1.9 pm, mikrosizonttakiler ise 0.3-0.8 pum captadir. Eritrositik
formlarinin cogu (%70-80) oval, yuvarlak veya yiiziik seklindedir. Geri kalanlarin ¢ogu
toplu igne veya virgiil seklinde; bir kismi ise anaplazmoid ve diger sekillerdedir.
Yuvarlaklar1 0,5-2,7 pm capta, oval olanlar 2 X 0,6 um boyutlarindadir. Toplu igne
veya virgill seklinde olanlar 1,2-1,6 X 0,5 pm boyutunda, anaplazmoidler 0,5 um
captadir. Bir eritrositte birden fazla, bazen 8 adet parazitin yerlesebildigi bildirilmistir

(Uilenberg 1981, Neitz 1957 ve Soulsby 1982) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Theileria annulata (Mahin 2007)

Theileria parva parva

Eritrositik formlarinin ¢cogu (%80'den fazlasi) comak seklindedir. Geri kalanlari
yuvarlak, oval ve diger formlar olusturur. Comak seklinde olanlar 1.5-2 X 0.5-1 um
boyutlarindadir (Sekil 2.8). Sizontlar1 7. annulata'minkilere benzer (Uilenberg 1981,
Neitz 1957 ve Soulsby 1982) (Sekil 2.9).

Sekil 2.8: Theileria parva (Theilériose 2007)

2.4.2. Vektorleri ve Diinya’da dagilim

Sigirlarda theileriosis etkenleri 7. annulata, T. parva, T. taurotragi, T. velifera,
T. buffeli/orientalis/sergenti grup ve T. mutans’tir (OIE 2004b). Bazi arastirmacilar
T. sergenti’yi ayn bir tiir olarak ele almaktadir (Bishop ve ark. 2004, Gubbels ve ark.
1999). Gubbels ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢aligmalartyla her iig tiiriin tek tiir oldugunu ve

oncelikli ismin 7. buffeli olmasi gerektigini bildirmislerdir. Bununla birlikte hala bir ¢ok



yayinda T. buffeli/orientalis olarak ge¢cmektedir (Govaerts ve ark. 2002, Inoue ve ark.

2001).

Sigirlarda goriilen Theileria tiirleri, vektorleri ve cografik dagilimi Tablo 2.2°de

verilmistir.

Sekil 2.9:Theileria parva sizontlarinin neden oldugu lenfosit proliferasyonu (Theilériose

2007)

Tablo 2.2: Sigirlarda goriilen Theileria tiirleri, vektorleri ve cografik dagilim (Bishop ve

ark. 2004)

Tiirler Esas Vektorleri Cografi Dagihm
Rhipicephalus appendiculatus, R. o . .

T. parva cambesiensis, R. duttoni Dogu, Orta ve Giiney Afrika

T annulata Hyalomma anatolicum ve diger Avrupa’nin Giineyi, Asya’nin

’ Hyalomma tiirleri Giiney, Dogu ve Bat1 bolgeleri

Amblyomma variegatum ve dort Afrika’nin Orta Dogusu, Batist

T. mutans - Lo
Amblyomma tiirii daha ve Giineyi

T. velifera Amblyomma variegatum ve diger | Afrika’nin Orta Dogusu, Batisi

Amblyomma tiirleri

ve Giineyi

T. taurotragi

R. appendiculatus,R.Zambesiensis,
R. pulchellus

Dogu, Orta ve Giiney Afrika

T. sergenti

Haemaphysalis tiirleri

Japonya ve Kore

T. buffeli/orientalis

Haemaphysalis tiirleri

Avrupa, Asya, Avustralya,
Afrika’nin Dogusu
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Theileria parva Kompleks

Bu grupta yer alan Theileria tiirleri dnceleri cografi yayilim, esas konaklar gibi
kriterler goz oniine alinarak Theileria parva parva, Theileria parva lawrencei ve
Theileria parva bovis olarak {i¢ alt tiire ayrilmistir. Molekiiler diizeyde calismalarin bu
iic tiiriin genetik olarak birbirinden ayirt edilemedigini gostermesiyle trinomial
simiflandirma bilimsel ve biyolojik gecerliligi olmamakla beraber halen bazi
arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir (Dolan 1998). Esasen T. parva izolatlari
arasinda genomik polymorphism bulundugu ancak trinomial simiflandirmaya karsilik
gelmedigi belirtilmistir (Bishop ve ark. 2002). Yayginlikla kullanilmasi nedeniyle
Uilenberg (1981), Neitz (1957) ve Soulsby (1982)’den adapte edilerek trinomial

siiflandirmaya burada da yer verilmistir.
a-Theileria parva parva

Orta ve Dogu Afrika’da Dogu sahili hummasi (east coast fever) olarak bilinen
hastaliktan sorumludur. Esas vektorii Rhipicephalus appendiculatus’tuar; Rhipicephalus
duttoni ve R. zambesiensis tiirleri de vektorliik yapabilmektedir. Patojen bir tiirdiir. Ithal
sigirlarda %90-100 arasinda degisen mortaliteyle seyreder (Uilenberg 1981, Neitz 1957
ve Soulsby 1982).

b-Theileria parva lawrencei

Tropik Afrika'nin orta ve dogu kisimlarinda goriiliir. Esas konagi Afrika
buffalosu olup bunlarda hafif bir infeksiyona neden olur. Sigirlarda sizontlar1 ve
ozellikle eritrositik formlar1 ¢ok nadir goriiliir. Zira hayvanlar bu déneme kalmadan
olurler. Sigir ve su mandasi i¢in ¢ok patojendir. Vektorleri Theileria p. parva ile
aymdir. Theileria p. parva ile ¢apraz bagisiklik gelisir. Hastalik yabani hayvanlarin iki
dogal yasami koruma alami arasindaki dar bir koridorda goriildiigii i¢in “koridor
hastalig1’” adi verilmistir. Rhipicephalus appendiculatus vektorlik yapar. Parazit
sigirdan sigira 4-5 pasaj nakli yapilirsa Theileria p. parva’dan ayirt edilemez (Uilenberg

1981, Neitz 1957 ve Soulsby 1982).
c-Theileria parva bovis

Zimbabwe’de goriiliir. Sigirlarda diisiik mortaliteli bir theileriosis’e neden olur.
Infeksiyonu atlatan si@irlar uzun siire paraziti tasirlar. Sigirlarda dolasim kaninda

parazitin eritrositik formlart goriiliir. Hastalik “Ocak ay1 hastaligi” veya “Zimbabwe
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theileriosis’i” isimleriyle bilinir. Vektorii Rhipicephalus appendiculatus’dur (Uilenberg

1981, Neitz 1957 ve Soulsby 1982).
Theileria mutans

Eskiden Diinya'da oldukca yaygin oldugu (Tiirkiye'de de var oldugu) sanilmas,
daha sonra bu tiiriin Tropik Afrika'da goriildiigi anlasgilmistir (Aktas ve Altay 2004).
Baslica vektorii Amblyomma cinsi keneler olup, diger pek ¢ok kene cinsi vektorliik
yapabilmektedir. Genellikle sigirlarda iyi huylu theileriosis’e neden olur, nadiren dogu

Afrika’da bazi bolgelerde ciddi infeksiyonlara yol acar (Shah-Fischer ve Say 1989).
Theileria velifera

Tropikal Afrika’da esasen mandalarin paraziti olup sigirlarda iyi huylu
theileriosis’e neden olur. Parazit Amblyomma cinsi kenelerle nakledilir (Shah-Fischer ve

Say 1989).
Theileria taurotragi

Afrika’da bir geyik cesidinde (eland) goriilir. Normalde sigirlar i¢in patojen
degildir. Ancak Giiney Afrika’da sigirlarda donme hastalifiyla birlikte goriiliir. Bu
durum parazitli lenfoblastlarin merkezi sinir sisteminde akiimiile olmasindan ileri

geldigi ileri siiriilmiistiir (Uilenberg 1981).
Theileria annulata

Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta-Dogu, Orta ve Giiney Asya, Hindistan, Cin,
Orta Dogu ve Tirkiye’de yayilim gostermektedir. Olusturdugu hastalik “Tropikal
theileriosis”, “Akdeniz sahili hummas1”, “Misir hummas1” gibi isimlerle bilinmektedir.

Hyalomma cinsine ait 15 kadar kene tiirliyle nakledilmektedir (Gautam ve Dhar 1983).

Patojen bir tiirdiir. Mortalite %10 - %90 arasinda degismektedir (Neitz 1957,
Soulsby 1982).

Theileria buffeli/orientalis/sergenti

Theileria buffeli ilk olarak Asya su buffalosundan izole edilmistir. Baglica
vektorleri Haemaphysalis cinsi kenelerdir. Ancak parazit Dermacentor ve Amblyomma
cinsi kenelerde de tespit edilmistir Iliman iklim kusaginda, subtropik bdlgelerde
sigirlarda anemiyle seyreden iyi huylu Theileria etkenleri Japonya’da T. sergenti,

Avustralya’da T. buffeli ve baska yerlerde T. orientalis olarak tanimlanmistir (Sugimoto
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ve Fujisaki 2002). Theileria orientalis, T. sergenti ve T. buffeli’nin taksonomisi halen
tartismal1 olup literatiirlerde bu isimler ayr1 veya kombine olarak kullanilmaktadir

(Gubbels ve ark 2000).

Iyi huylu theileriosis etkenlerinden biri kabul edilmesine karsin zaman zaman
patojenite kazanabilmektedir. Ozellikle Avrupa wrklarinda patojenitesi fazladir (He ve
ark. 2005). Theileria sergenti ve T. buffeli’nin Asya’nin dogusunda ekonomik kayiplara
neden oldugu belirtilmektedir (Bishop ve ark. 2004). Agir parazitemili hayvanlarda
siddetli anemiye neden olabilir. Japonya, Kore, Kenya’da; daha az olarak Avrupa’nin

giineyinde klinik vakalar rapor edilmistir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).

Stockham ve ark. (2000) Amerika Missouri’de bir si@irda klinik infeksiyon
goriilmesi iizerine yaptiklari incelemede etkenin filogenetik analizde T. buffeli ¢iktigin
ve bu hayvanin i¢inde bulundugu 75 baslik siiriiniiniin %29’unda parazitemi; %35’ inde

antikor tespit edildigini bildirmislerdir.

2.4.3. Yasam Cemberi

2.4.3.1. Omurgah Konakta Gelisim

Kene kan emerken tiikiiriikk sivisindaki sporozoitleri konaga enjekte eder.
Sporozoitler tamamen hareketsiz olup konak hiicresi membranina giriste aktin veya
miyozinin de rolii yoktur. Bu durum lenfoid hiicrelere penetre olan sporozoitler icin
oldugu gibi, eritrositlere giren merozoitler i¢in de gecerlidir. Theileria parazitlerinin
penetrasyonunda apical complex’in bulundugu ucunun konak hiicre membranina
donmesi zorunlu degildir, parazit her orientasyonda hiicre igine girebilme yetenegine
sahiptir (Shaw 1999). Sporozoit veya merozoitin konak hiicre membranina
baglanmasinda fermuar dislerinin birbirine ge¢cmesi gibi mekanik baglanma soz
konusudur. Sporozoitin sekretdr organellerinin sekresyona baslamasi yalnizca parazit
hiicre icine girdikten sonra gerceklesir. Apicomplexa’nin diger iiyelerinde ise enzim
sekresyonu parazitin konak hiicresine girmesinden ©nce ve girisi sirasinda da
gerceklesir. Theileria cinsi bu yonilyle de farklilik gostermektedir. Ayrica ¢ogu
apicomplexa konak hiicresinde parazitofor vakuol icinde yerlesirken Theileria
parazitleri kendilerini cevreleyen konak membranindan kurtularak stoplazma iginde

konak hiicresine ait mikrotubiillerle ¢cevrelenmis olarak yerlesir (Shaw ve Lewis 1992).
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Konaga giren sporozoit lenfoid sistemin cekirdekli hiicrelerine girer ve cok
cekirdekli makrosizont haline doniisiir. Makrosizont mikrosizontlar1 yapar. Bunlarin
cekirdekleri cok kiiciiktiir. Mikrosizonttan merozoitler meydana gelir (D’Oliveira ve
ark. 1995, Bishop ve ark. 2004). Lenfositlerin parcalanmasiyla serbest kalan merozoitler
eritrositler i¢in infektiftir ve parazit bundan sonra eritrositlerde bir ka¢ kez ikiye

boliinerek ¢ogalir (Bishop ve ark. 2004).

Konak hiicrelerinde transformasyona neden olan Theileria parva ve T. annulata
gibi tiirlerde cogalma yoniinde aktive olan lenfosit ikiye boliinerek cogalirken
senkronize bicimde sizont da ikiye boliiniir (Gubbels ve ark. 2001). Theileria annulata
infeksiyonlarinda hiicreye giren sporozoitin trofozoit formuna doniismesiyle sizontlarin
olusmasina kadar gecen siire 4 giin kadardir (Brown 1983). Infekte hiicreler baslangicta
lenf yumrusu i¢inde yerlesir, takriben 6. giinde efferent lenf kanaliyla bulunduklar yeri
terk ederler (Nichani ve ark. 1999). T. annulata infeksiyonlarinda, sizont safhasi

koruyucu immun yanit olusmasinda ve patogenezde en etkili sathadir (Glass 2001).

Theileria orientalis gibi iyi huylu theileriosis etkenlerinde ise sizontlarin
l16kositler icinde gelismesi yoktur ve lenf yumrusu, dalak, karaciger gibi organlarda
gecici ve cok kisa bir siire bulunurlar. Sizontlarin goriilmesi, sporozoitlerin
inokiilasyonundan yaklagik 10 giin sonradir. Sizontlarla infekte hiicreler genellikle
periferal dolasima ge¢mez ve sizontlar patogenezde Onemli bir etkiye sahip degildir.
Eritrositlerde piroplazm formlariin goriilmesi de inokiilasyondan yaklasik 10 giin

sonradir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).

Eritrositlere ¢oklu invazyonun ve eritrosit iginde tekrarli cogalmanin olabildigi
T. annulata, T. sergenti ve T. mutans gibi baz tiirlerde gerceklestigi gosterilmistir. 7.
parva gibi diger bazi tiirlerde ise piroplazmlarin ya hi¢ veya c¢ok az degisiklik gosterdigi

bildirilmistir (Bishop ve ark. 2004).

Eritrositlerde parazitin yuvarlak ve oval formlart olusur, bazi arastirmacilar bu

formlarin gamontlar oldugunu diisiinmektedir (Mehlhorn 2004).

2.4.3.2. Vektorde Gelisme
Kene kan emerek eritrositik formlar1 veya gamontlart alir. Alinan parazitlerin
cogunun kenenin barsak limeninde tahrip oldugu diisiiniilmektedir (Shaw ve Young

1994). Bununla birlikte bir kac giin sonra dahi infekte eritrositler kenenin midesinde



30

tespit edilebilmektedir (Bishop ve ark. 2004). Mide liimeninde sindirim esnasinda
eritrositlerin lize olmas1 ve parazitin aciga ¢cikmasiyla birlikte gametosit olusumu baslar.
Mehlhorn (2004)’a gore almman gamontlardan makrogametler ve 4 cekirdekli
mikrogamontlar olusur. Mikrogamontlarin béliinmesiyle 4 adet mikrogamet meydana

gelir. Mikrogamet ve makrogametlerin birlesmesiyle zigot olusur.

Shaw (2002) ise mevcut bilgiler 1s18inda barsak liimeninde zigot olusumunun,
Babesia cinsinde oldugu gibi benzer biiyiikliik ve yapida ray body’lerin (gametlerin)
birlesmesi (fusion) ile oldugunu bildirmektedir. Gough ve ark. (1998) biiyiikliik ve
sekilce benzer olan gametlerden bir tanesinin digerine kiyasla daha elektron dense
oldugunu ve ray body’lerin u¢ kisminda diken benzeri bir yapt bulundugunu

belirtmistir. Bu yapinin kene hiicrelerine giriste rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Alinan eritrositik formlarin ne kadarlik bir oraninin gametositlere dondiigii veya
gametogenezi etkileyen faktorlerin neler oldugu aciklik kazanmamistir. Barsak
liimeninde ray body’lerin olusmasina kadar gegen siire Theileria tiirlerine gore farklilik
gosterir. T. taurotragi’de 24 saatte ray body’lerin olustugu, 7. mutans’da ise bu siirenin

bes giine kadar uzayabildigi goriilmiistiir (Shaw 2002).

Theileria zigotlar1 Babesia cinsinden farkli olarak ¢ogalmazlar ve mide duvarini
delerek hemolenfe gecerler. Hemolenfdeki yuvarlak yapili zigot daha sonra barsak
epitel hiicrelerine girerek i¢ tomurcuklanmayla daha uzun ve elipsoidal yapidaki
ookineti olusturur. Ookinetler Babesia vermikiillerinden sayica az olmalarina kargin
daha iridirler. Her bir zigottan bir adet ookinet olusur ve olusan bu ookinetlerin ¢ogu tek
cekirdeklidir. T. parva’da istisnai olarak ¢ekirdek boliinmesi erken baslar ve intaselliiler
kinetlerde siklikla birden fazla ¢ekirdek goriiliir. Kinet fiziksel ve kimyasal islemler
yardimiyla epitel hiicreyi terk ederek once hemosele, ardindan kenenin tiikiiriikk bezine
gecer. Yine Babesia cinsinden farkli olarak, ookinetlerin ovaryumlara veya baska hic
bir organa yerlesmesi s6z konusu degildir (Shaw 2002, Uilenberg 2006). Kenenin
gomlek degistirip bir sonraki doneminde konaga tutunmasiyla birlikte tiikiiriik
bezindeki parazitler olgunlasir ve sporogoni seklinde ¢cogalmayla sporozoitler meydana
gelir. Infekte bir tiikiiriik bezinde olusan sporozoit sayis1 Theileria tiiriine bagl oldugu
gibi, kenenin nimf veya eriskin doneminde olmasmna baghh olarak da oldukca
degiskenlik gostermektedir (Shaw 2002). Tek bir infekte asini hiicresinde 40-50,000
adet sporozoit bulunabilmektedir (Bishop ve ark. 2004).
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Sporozoitlerin infektif hale gelmesi kenenin kan emmeye baslamasindan bir kag
giin sonra olur. T. annulata igin bu siirenin 3-7 giin siirdiigii bildirilmistir (Bishop ve
ark. 2004). Yalmizca transstadial bulasmanin miimkiin oldugu Theileria
infeksiyonlarinda Babesia infeksiyonlarindan farkli olarak kene kan emerek Theileria
etkenlerini son konaga verdikten sonra infeksiyondan ari duruma gelir; kenenin bir

sonraki donemi i¢in dahi infektiviteden bahsedilemez (Uilenberg 2006).

Theileria annulata’nin yasam ¢emberi Sekil 2.6’da sematize edilmistir.

2.4.4. Patogenez
Theileriosis’de patogenezi belirleyen en 6nemli faktorlerden biri hastalig
olusturan Theileria tiirliniin lenfoid transformasyona ilgili olup olmadigidir (Heussler

2002).

Intraselliiler yerlesen parazitler, konak hiicreye girdikten sonra konagin humoral
savunma sisteminden korunmus olurlar. Bu durumda hiicresel bagisiklik devreye
girebilecegi gibi konak hiicre apoptoza giderek kendisiyle birlikte parazitin yasamina

son verebilir (Heussler 2002).

Bazi Theileria tiirleri konak hiicreye girdikten sonra hiicrenin transkripsiyon
faktorlerini aktive ederek anti-apoptotik protein expresyonunu regiile etme yetenegine
sahiptir. Konak hiicrenin bu sekilde kontrolsiiz proliferasyonuna ve o6liimsiiz hale

gecmesine transformasyon denilmektedir (Heussler 2002).

Theileria parva ve T. annulata benzer bir mekanizmayla lenfositlerde
proliferasyona yol acmaktadir. infekte hiicreler ¢ogalarak lenfo-hemopoetik sistem
dahilinde yayilma gosterir. 7. parva B lenfositler yanisira T lenfositlerde
transformasyona yol acmaktadir. Kotii huylu theileriosis etkeni olarak kabul edilen bu
tiirlerde patogenez biiyiik oranda lenfositlerdeki sizogoni dénemine, daha az olarak da
eritrositlerdeki formlara ilgilidir (Heussler 2002). T. annulata’nin yapilan in vitro
calismalarda sporozoitlerinin monositleri ve makrofajlar tercih ettigi; daha yakin tarihli
calismalarda ise CD5+ makrofajlarim1 ve B1 tip B hiicrelerini spesifik olarak infekte
edebildigi gozlenmistir (Moreau ve ark. 1999). In vivo calismalar ise T. annulata’nin in
vitro calismalarin gosterdiginden ¢ok daha fazla tipte hiicreyi infekte edebilecegini ve
bunun da infeksiyonun patogenezi {izerinde dogrudan etkisi olabilecegini

gostermektedir. 7. annulata piroplazmlarinin intra-eritrositik ¢ogalma 6zelliginin olmasi
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patogenezinde etkili bir bagka faktordiir (Stephens ve Howard 2002; Bishop ve ark.
2004).
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Sekil 2.10: Theileria annulata’nmin yasam ¢cemberi (Mehlhorn 2004)
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Lenfoid transformasyona yol agmayan ve iyi huylu theileriosis etkeni olarak
kabul edilen tiirlerde ise patogenez eritrositik formlarla ilgilidir. Iyi huylu theileriosis
etkenleri arasinda yer alan T. mutans, T. buffeli, T. sergenti gibi tiirlerde yiiksek oranda
intra-eritrositik merogoni goriilmekte ve buna bagli olarak da anemi ve eritrosit
yikimina bagh patolojiler gelismektedir (Bishop ve ark. 2004). infekte eritrositlerin
yamisira infekte olmayan eritrositlerin de yikimlanmasinin anemide etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).

Theileria infeksiyonlarinda parazit tiriiniin patojenitesi kadar alinan parazit
sayist da hastaligin siddetini belirleyicidir. Kimi zaman parazite kars1 goriilen direng
gercekte vektore karsi gelismis direng olabilmektedir (Preston ve ark. 1992). Ayrica
sigir wrklar1 da infeksiyon iizerine dogrudan etkilidir. Egzotik irklar, Holstein gibi
Avrupa sigirlant (Bos taurus) endemik bolgelerdeki yerli irklara gore cok daha

duyarlidir (Preston ve ark. 1992, Glass ve ark. 2005).

2.4.5. Patolojik ve Klinik Bulgular

Hastalik perakut, akut, subakut veya kronik seyirlidir. Theileria annulata ve T.
parva infeksiyonlarinda cogunlukla akut infeksiyon goriiliir. Inkubasyon siiresi 10-25
giindiir. Infeksiyon fazla sayida infekte kene ile gerceklesmisse siire 4-5 giine kadar

kisalabilir (Mehlhorn 2004).

Theileria parva infeksiyonu yiiksek ates, lenfadenopati, siddetli pulmoner 6dem
ve zayiflamayla karakterizedir. Atesi takiben gelisen siddetli panlokopeni tablosu
hayvan oliinceye veya iyilesinceye (genellikle 20-25 giin) kadar devam eder.
Kulaklarda, ¢ene altinda, goz kapaklarinda 6dem ve goz yasi akintisi mevcuttur.
Hastaligin son safhalarinda dispne, oksiiriik ve bazi durumlarda siddetli burun akintist
goriilebilir. Sarilik nadiren sekillenir; olsa bile hafif ya da belirsizdir. Theileria parva
infeksiyonlarinda bazen merkezi sinir sistemi komplikasyonlari bildirilmistir (Mehlhorn

2004).

Theileria annulata infeksiyonunda inkubasyon siiresinin sonunda merozoitlerin
eritrositleri infekte etmesini takibeden bir iki giin i¢inde 42°C’ye varan yiiksek ates
goriiliir. Atesle birlikte hayvan durgundur ve yiizeysel lenf yumrularinin siskin oldugu
farkedilir. Hayvan halsizlesip zayiflarken viicuttaki biitiin lenf yumrularinin biiyiidiigii
ve siit veriminin azaldig goriiliir. Gozlerden ve burundan akinti gelmekte olup, goz

kapaklan sistir. Kalp atiglart hizlanir, rumen hareketleri ve gevis getirme durur.
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Lokopeni (lenfositoliz ve leukopoesis’in baskilanmasi sonucu) ve eritrosit yikimina
bagh olarak belirgin anemi sekillenir. Hayvan ikteriktir, bu donemde hemoglobiniiri ve

konjuktivalarda petesiel kanamalar goriilebilir (Mehlhorn 2004, D’Oliveira 1995).

2.4.5.1. Nekropsi Bulgular:

Akcigerlerde siddeli 6dem vardir. Lenf yumrular1 sis ve 6dematdz olup,
hemorajiler goriilebilir. Karaciger ve o6zellikle dalak biiyiimiistiir. Renal kortexte
multifokal hiperplazi, makroskopik olarak beyaz odaklar halinde gozlenebilir.
Abomazumda ve bircok olayda ilave olarak ince bagirsaklarda, mukozalar sis olup;
kirmizi veya siyah renkli, etrafi yangili tilserler karakteristiktir. Ser6z zarlarda (6zellikle
perikardiumda) petesiel kanamalar goriiliir. Bazi1 vakalarda beyinde de nekrotik

infarktiis alanlar1 gézlenebilir (Soulsby, 1982).

2.4.6. Bagisikhik

Infeksiyonu atlatanlar reinfeksiyonlara karsi bagisiktir. Bu bagisiklik Theileria
parva’da steril bagisiklik, Theileria annulata’da ise premiinisyon seklindedir. 7.
lawrencei’nin T. parva infeksiyonlarina karsi koruma saglamasi hari¢ tutulursa

Theileria tiirleri arasinda ¢apraz bagisiklik yoktur (Soulsby 1982).

Theileria annulata tarafindan olusturulan primer infeksiyonu atlatan
hayvanlarda daimi tasiyicilik (carrier state) durumu sekillenir (ilhan ve ark. 1998).
Tastyicilik klasik anlamiyla, infekte olduktan sonra iyilesen bir hayvanin vektor keneler
icin rezervuarlik olusturmasim ifade eder. ilhan ve ark. (1998) arastirma bulgularini,
tasiyiciligin parazitin yalnizca piroplazm formlarina degil; sizont formlarina da ilgili

olduguna delil saymstir.

Theileria annulata infeksiyonlarinda makrofajlara ve natural killer hiicrelere
bagh dogal bagisiklik mekanizmalarinin parazitin sporozoit, makrosizont ve merozoit
gibi degisik yasam devrelerinin proliferasyonuna dogrudan etki ettigi gosterilmistir.
Makrofajlarca salgilanan reaktif oksijen ve nitrojen bilesikleri ile TNF-a’nin pro-
apoptotik etkisi bulunmaktadir. Theileria annulata infeksiyonlarinda makrofajlar ve
natural killer hiicreler dogal ve kazanilmis bagisikligin sinerjik olarak sekillenmesinde
rol oynamaktadir. Ozellikle sitostatik ve sitotoksik etkiye sahip NO (nitrik oksit)’i
iireten makrofajlarin bagisikliktan sorumlu oldugu in-vitro ve in vivo caligmalarla

gosterilmistir (Richardson ve ark. 1998, Ayerdem ve ark. 2006).



35

Theileria orientalis gibi 1iyi huylu theileriosis etkenlerinin yol actigi
infeksiyonlarda hayvanlar genellikle hastaligi atlatir ancak muhtemelen hayat boyu
tasiyic1 durumdadirlar. Beslenme ve bakim kosullarinda ani degisimler, gebelik,

laktasyon gibi stres faktorleri relapslara neden olabilir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).

Enzootik stabilitenin olmadigi bolgelerde gen¢ hayvanlarda maternal antikorlar
goreceli bir koruma saglar. Yash hayvanlar ise kenelerle karsilagsmalar1 nedeniyle daha
fazla risk altindadirlar. Enzootik stabilite goriillen bolgelerde ise yash hayvanlar
kenelerle siirekli karsilasmakta olup; premiiniisyona baghh olarak hastaliga az
direnclidirler. Bu bolgelerde gencler ve ithal irklarda klinik hastalik sekillenir (Norval
1992).

Theileria tiirlerinde memeli konaklarda tasiyicilik durumu ve parazitin konakta

daimi kalan formlar1 Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3: Theileria tiirlerinin konaktaki uzun donemli formlar:
(Maritim ve ark. 1998)

Uzun donemde ¢cogalma
Theileria turleri Kan ile Bulagma
Sizont Piroplasm
T. mutans - + +
T. taurotragi + + +
T. velifera - + +
T. p. parva + - -
T. p. lawrencei + - -
T. p. bovis + - -
T. sergenti - + +
T. orientalis - + +
T. annulata + + +

2.4.7. Tedavi Kontrol ve Korunma

2.4.7.1. Tedavi

Theileria infeksiyonlarina karsi kemoterapi, asilama ve vektor miicadelesi

seklinde kontrol metodlar1 uygulanmaktadir (Karageng ve Eren 2002).
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Etiyolojik tedavi (Kemoterapi)

Antitheilerial aktivitesi yiiksek ilk ila¢ hydroxynaphthoquinon grubundan
Menoctene olmugstur. Bu ila¢ su an kullanimda olmayip yerini aym1 gruptan, maliyeti
daha diisiik olan parvaquone ve buparvaquone almistir. Buparvaquone theileriosis
tedavisinde bilinen en etkili ilagtir. Quinazolinone’lar grubundan halofuginone lactate
da yine tedavide tercih edilebilecek bir alternatiftir. Tedavide antibabesial ilaclar fazla
etkili olmamakla beraber primaquin diphosphate ve imidocarb dipropionate’in T.
orientalis ve T. sergenti infeksiyonlarinda parazitemiyi azalttigi gosterilmistir.
Parvaquone: 20 mg/kg im tek doz veya 48 saat arayla 10 mg/kg im, cift doz olarak
uygulanabilir. Buparvaquone: 2.5 mg/kg im tek doz veya uygulanir. Siddetli
infeksiyonlarda 48 veya 72 saat sonra tekrarlanabilir. Halofuginon: 1.2 mg/kg po
uygulanir. Giivenlik marji diisiik bir ilactir. Primaquin diphosphate: 1 mg/kg dozda
uygulanir. Imidocarb dipropionate: 1.2 mg/kg dozda uygulanir. Theileria tedavisinde
tetrasiklin grubu ilaglar da kullanilmaktadir. Bu grup ilaglar parazitin sizont donemini
baskilayic1 ozellikte olmasiyla klinik infeksiyonlarda destek tedavi amaciyla veya

kimyasal immunizasyon amagh kullanilmaktadirlar (Mehlhorn 2004).

2.4.7.2. Kontrol ve korunma

Akarisitlerle vektdr kene kontrolii enzootik stabilitenin olmadig yerlerde
onemlidir. Ancak enzootik stabilite olan yerlerde supresif akarisit kullanimi enzootik
stabilitenin olusmasina engel olur ve akarisit uygulamasinda aksama meydana
geldiginde hayvanlarda ciddi hastalik tablolar1 sekillenir. Bir baska sakinca kenelerde
diren¢ gelisimidir. Diger taraftan akarisit uygulamalar1 masrafli oldugu kadar et ve siitte
kalint1 birakmalar1 ve ¢evreyi kirletmeleri gibi dezavantajlara da sahiptir (Norval ve ark.

1992).

Glintimiizde as1 uygulamalari, yanisira buparvaquone ile ilaclama ve akarisit

miicadelesi tercih edilen kontrol yontemleridir (Glass ve ark. 2005).
As1 calismalari

Theileriosis’de as1 uygulamalar hastaligin endemik oldugu bolgelerde koruma
saglamaktadir. Tropikal theileriosis’e karst makrosizont ile infekte hiicre kiiltiirlerinden

(canli, atteniie) hazirlanan asilar korunmada 6nemli bir yer tutmaktadir (Karageng ve
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Eren 2002). Atteniie sizont asilar1 genellikle ¢ok iyi bir bagisiklik saglamakta ve

Tiirkiye’de de Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisii’'nde tiretimi yapilmaktadir.

Theileria parva tzerine yapilan calismalarda ise parazitli lenfoblastlarin
yiizeyinde Theileria antijenlerinin ekspresyonu goriilmemistir. Bu durum immun serum
transferinin hayvanlar1 infeksiyonlardan korumamasini izah etmektedir. Buna karsin
endemik bolgelerdeki hayvanlarda sporozoit-spesifik antikorlarin bulundugu ve bu
antikorlarin nétralizasyonda etkili oldugu in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (Mehlhorn
2004). Bu sekilde olusan antikorlarin biiyiik boliimiiniin 67 kDa proteinine spesifik
oldugunun kesfinden sonra bu proteinin rekombinant immunojen olarak kullanildig: as1
calismalann yapilmistir. Ayrica pek ¢ok merozoit yiizey Ortiisii molekiilleri
tanimlanmigtir. 30-32 kDa protein aileleri Theileria ve Babesia tiirlerinin cogunda
bulunmaktadir. Giintimiizde ise sporozoit yiizey antijenlerinden SPAG-1 ve 30 kDa
merozoit yiizey antijeni Tams1, subunit ag1 olarak kullanilabilecek antijenler olarak 6n

plana cikmistir (Karageng ve Eren 2002).

2.5. Babesiosis ve Theileriosis’in Tamsi

Babesiosis tanisinda vektor kenelerin aktif oldugu mevsimde (genellikle yazin)
hayvanda yiiksek ates, anemi, ikter, hemoglobiniiri belirtilerinden ¢ogunun olmasi
infeksiyondan siiphelendirir ve taniya yardimci faktorlerdir. Klinik bulgularin yanisira
kandan hazirlanan stirme ve kalin damla preparatlarin ve degisik organ frotilerinin
Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskobik incelemesinden faydalanilmaktadir.
Hastaligin kesin tanis1t Giemsa yontemiyle boyanmis yayma kan frotilerinde eritrositler
icinde parazitleri gormekle olur. Atesin yiiksek oldugu zamanlar kanda parazitemi
yiiksektir. Daha sonra parazitler kanda ¢ok azalir. Tekrarli muayene gerekebilir (Kreier
ve Baker 1987, p. 194, Soulsby 1982, p. 714). Babesia bovis’de parazitemi genellikle
%1°1 gecmez. Bu parazitten ileri gelen infeksiyonda parazitler daha ziyade kapillar
damarlarda oldugundan; froti kulak veya kuyruk ucundan perifer kapillarlardan alinan
kanla yapilmahdir. Babesia bovis’den Olmiis hayvanlarda beyin, bobrek, karaciger,

dalak gibi organlardan baski frotileri yapilir, Giemsa ile boyanir (OIE 2004a).

Mikroskobik baki yontemlerinde Babesia’larin piroplazmik formlarinin
goriilmesi taniya yardimci olmakla birlikte her durumda tiir tayini yapilamamakta ve
cogu zaman da parazit sayisimin azlhigina baglhi olarak mikroskopide etkene

rastlanmamaktadir (Bose ve ark. 1995).
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Babesiosis’in tanisinda enzyme linked immunosorbent assay (ELISA),
komplement fiksasyon testi (CFT), indirekt floresan antikor testi (IFAT),
radioimmunoassay (RIA), aglutinasyon testleri gibi serolojik tekniklere de
basvurulmaktadir. Serolojik testler genel olarak klinik bir infeksiyonun varligini1 ortaya
koymamaktadir. Antikorlarin varligi, parazit olmadigr halde bile devam ettigi i¢in yanlis
pozitif sonug verebilir. Serolojik testler hayvanlardaki antikorlarin yayginligini ortaya
koymada dolayisiyla enzootik stabiliteyi belirlemede yardimci olabilir. Ayrica serolojik
testlerin degisik Babesia tiirlerinin tanisinda yeterli duyarlilik gostermedigi ve tiirler
arast kros reaksiyonlar goriilebildigi bildirilmistir. Komplement fiksasyon testi
babesiosis tanisinda kullanilan ilk serolojik testtir. Piroplasmosisde tam1 amacl
kullanilabilecek serolojik testler arasinda ozgiilliigii en yiiksek testin CFT oldugu kabul
edilir. Diger taraftan CFT nin duyarliligi IFA testinden diisiiktiir ve bu nedenle sinirlt
kullanim alan1 bulmustur. Aglutinasyon testleri icinde indirekt hemaglutinasyon testi,
kapiller tiip aglutinasyon testi, jel presipitasyon testi, lam aglutinasyon testi gibi
metodlar denenmis ancak bunlarin da genel olarak duyarhiliklarinin diisiik oldugu
gozlenmistir. Radioimmunoassay B. bovis antikorlarinin saptanmasinda IFA testinden
cok daha duyarli bulunmus ancak ayrintili bir test olmasi nedeniyle kullanimi iyi
donanimli laboratuvarlarla simirli kalmistir. IFAT Babesia spp.’ye karst olusan
antikorlarin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmigsa da testin B. bigemina‘da
ozgilligi distiktiir. Babesia bigemina IFA testinde B. bovis antikorlartyla kros
reaksiyonlar vermesi Ozellikle her iki parazitin birlikte goriildiigii bolgelerde sorun
yaratmaktadir. Babesia bovis tamisinda uluslararas1 validasyona sahip bir ELISA testi
gelistirilmis ancak B.bigemina i¢in bu miimkiin olamamistir. Hatta bir calismada
B.bigemina antiserumunun fibrinojenle non-spesifik reaksiyonu gozlenmistir. Babesia
divergens icin gelistirilmis ELISA testleri de bulunmakla birlikte bunlar da uluslararasi
validasyona sahip degillerdir (El-Ghaysh ve ark. 1996, OIE 2004a, Weiland ve Reiter
1988).

Theileriosis tanisinda da ates, lenf yumrularinin sismesi, anemi, ikter, rumen
hareketlerinin durmasi gibi klinik semptomlardan birkaginin birlikte goriilmesi

theileriosis’den siiphe ettirir. Kesin tan1 parazitin goriilmesiyle yapilir. Bunun i¢in :

a-Inguinal veya preskapuler lenf yumrularindan veya miimkiinse dalaktan

biyopsi (uzun kaniille) alinarak froti hazirlanir ve Giemsa yontemiyle boyanir.
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Lenfositler icinde sizontlar (Koch cisimcikleri) aranir. Sizontlarin hangi tiire ait
oldugunu belirlemek miimkiin degildir. Ancak lenfosilerin yiiksek bir yiizdesi infekte

ise klinik tablo ile birlestirilerek karar verilir (E.Tiizer kisisel gérﬁsme*).

b-Perifer kandan yayma froti yapilir Giemsa ile boyanir. Eritrositler iginde
parazitin eritrositik formlart aranmir. Klinik tablonun baglangicinda eritrosit icinde
parazitler goriilmez, eritrositlerin infekte oldugu durumda ise infeksiyon ilerlemis ve
tedavi acisindan ge¢ kalinmis olunabilir. Kan orneklerinin mikroskobik bakisinda bir
cok kez tiirlerin ayrimi miimkiin olmamakta ve yanilgilara yol agmaktadir. Ayrica
hayvanlarin tasiyici oldugu durumlarda veya akut infeksiyon baslangicinda kanda ¢ok
az parazit goriilebilir veya hi¢ goriilemez. Eritrositlerin yiiksek bir yiizdesinin infekte
olmasi klinik infeksiyon varligin1 gosterir. Diger yandan paraziteminin yiiksekligi her

zaman klinik tablonun siddeti ile dogru orantili degildir (Nagore ve ark. 2004).

Theileriosis tamisinda da IFAT, ELISA, CFT, latex aglutinasyon testi gibi
serolojik testler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda IFA testi 6zgiilliigiiniin, duyarhliginin
yiikksek olmasi ve uygulama kolayligi nedenleriyle en fazla kabul goren serolojik test
olmustur. Baz1 Theileria tirleri arasinda kros reaksiyonlar goriilebilmesi ve infekte
hayvanlarin her durumda tespit edilememesi testin dezavantajlarindandir (OIE 2004b).
Darghouth ve ark. (1996) mikroskopik olarak inceledikleri ve 7. annulata
piroplazmlarim tespit ettikleri kan Orneklerinin bir kisminda IFA testiyle antikor
saptanamadigini bildirmistir. Theileria annulata antikorlarinin saptanmasina yonelik
gelistirilmis ELISA testleri bulunmaktadir. ELISA testinin IFA testinden daha uzun siire
antikor saptayabildigi bildirilmistir (Kachani ve ark. 1992). Son yillarda rekombinant
yiizey proteinleri kullanarak gelistirilen ELISA testleri de tropikal theileriosis tanisinda
basarili sonuglar vermektedir (Bakheit ve ark. 2004). Komplement fiksasyon testinin ise
theileriosisin akut donemlerinde antikorlar1 tespit edebildigi ancak baslangi¢
donemlerinde ve kronik evrelerde duyarliliginin yetersiz oldugu gozlenmistir (Kuttler
ve ark. 1967). Jeong ve ark. (2005) ise 7. sergenti infeksiyonunun tanisinda latex
aglutinasyon testini kullanmiglar ve bu testin epidemiyolojik calismalarda
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Serolojik testler hayvanlarda antijen veya antikor
varligim1 ortaya koymakta ancak parazit varligi ve hayvanmin tasiyici olup olmadigi

hakkinda bilgi vermemektedir. Ayrica klinik infeksiyonu atlatan hayvanlarda zamanla

* Erkut Tiizer, Prof.Dr., Istanbul Univ. Veteriner Fak Parazitoloji ABD, Avcilar, Istanbul.
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antikorlar kaybolmasia karsilik bu hayvanlarda parazitin vektor keneyi infekte
edebilen piroplazmik formlar1 uzun siire kalabilmektedir (D'Oliveira ve ark. 1995).
Tiim bu nedenlerle serolojik tesler tedaviye esas olarak klinik infeksiyonun varligini

ortaya koymaz ancak prevalansi ve enzootik dengeyi belirlemede yardimcidir.
Theileria ve Babesia Tiirlerinin Tanisinda Kullanilan Molekiiler Teknikler

Molekiiler biyolojik tekniklerin gelistirilmesiyle son konak ve vektorde parazit
DNA’sinin saptanmasina yonelik olarak Polymerase Chain Reaction (PCR), niikleik asit
probelartyla DNA hibridizasyonu, Restriction Digestion, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Random Amplified Polymorhic DNA (RAPD) analizleri gibi
molekiiler biyolojik yontemler teshiste ve epidemiyolojik calismalarda kullanima

girmistir (Lew ve Jorgensen 2005, OIE 2004a ve 2004b).

PCR’a dayali olarak yapilmis cok sayida calisma ve yayin bulunmaktadir. Bu
calismalarin pek ¢ogu ise agirlikli olarak Suarez ve ark. (1991), Fahrimal ve ark. (1992),
Figueroa ve ark. (1992, 1993) basta olmak iizere bazi arastiricilarin gelistirdigi

metodlara dayanmaktadir.

PCR ile tamida, hayvanlarda bulunabilecek birden fazla etkenin aranmasi 6n
plana ¢ikmistir. Bu amagla yapilan ilk ¢aligmalarda Figueroa ve ark. (1993) multiplex
PCR kullanmlarak B. bovis, B. bigemina ve Anaplasma marginale tiirlerini; Allsopp ve

ark. (1993) ise alt1 farkli Theileria tiiriinii ayn1 anda tespit etmistir.

Babesia bovis DNA’simin PCR amplifikasyonunu ilk yapanlar Suarez ve ark.
(1991) ile Wagner ve ark. (1992)’dir. Bir ¢ok arastirmaci PCR testini mikroskopik baki
ve serolojik yontemlerle karsilastirmis ve PCR testinin duyarhliginin daha yiiksek
oldugunu bildirmistir (Bose 1995, Calder ve ark. 1996, Almeria ve ark. 2001). Calder
ve ark. (1996) SSrRNA gen bolgesi iizerinde B. bovis’e spesifik bir bolgenin
amplifikasyonuna yonelik PCR islemiyle tasiyict durumdaki hayvanlan tespit etmistir.
Figueroa ve ark. 1992 yilinda doymus disi B. microplus kenelerinin hemolenfinde ve

yine ayni1 sene tasiyici hayvanlarda B. bigemina DNA’sim tespit etmislerdir.

Theileria parazitlerine yonelik olarak da PCR ve niikleik asit problarinin
kullanildigr ¢ok sayida calisma yapilmistir (Figueroa ve Buening 1995). Chen ve ark.
(1991) Rhipicephalus appendiculatus kenelerinin tiikiiriik bezlerinde Theileria parva

DNA’sim saptayan problar gelistirmistir. Tanaka ve ark. (1993), Kawazu ve ark. (1992,
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1995) sirasiyla 32, 33 ve 34-kDa major piroplazm antijenlerini kodlayan gen
bolgelerinin amplifikasyonu ile 7. sergenti’nin tan1 metodunu gelistirmistir. D’Oliveira
ve ark. (1995) T. annulata tanisinda 30-kDa merozoit yiizey antijenini kodlayan 721
bp’lik bir gen bolgesinin amplifikasyonuna dayali PCR yontemini gelistirmis ve
mikroskopik baki, IFAT testleriyle kiyaslandiginda duyarliligmin ¢ok daha yiiksek

oldugunu bildirmistir.

Caccio ve ark. (2000) B-tubulin geninin amplifikasyonuna dayali PCR-RFLP
analizi ile iki Theileria ve yedi Babesia tiiriiniin; Spitalska ve ark. (2004) ise 18S
geninin amplifikasyonuna dayali RFLP testi ile vektor ve konaklarda 7. lestoquardi ve

T. annulata tirlerinin ayrimin1 gerceklestirmistir.

Reverse Line Blotting de Babesia ve Theileria tiirlerinin tamisinda kullanima
girmis yontemlerden biridir. RLB ilk olarak streptokok’larin serotiplendirilmesi
amaciyla gelistirilmistir (Kaufhold ve ark. 1994). Rijpkema ve ark. (1995) Borrelia
spiroketlerinin tanisinda RLB’yi kullanmiglar ve boylece RLB, kenelerdeki patojenlerin

tan1 ve ayriminda ilk defa kullanima girmistir.

Schouls ve ark. (1999) kenelerde Ehrlichia, Borrelia burgdorferi sensu lato ve
Bartonella tiirleri igcin 16S ssu rRNA bolgesinin PCR ile amplifikasyonunu takiben RLB
teknigi ile bu tiirlerin es zamanh tanisin1 koymuslardir. Sparagano (1999), Sparagano ve
Jongejan (1999) RLB teknigini kenelerde; Gubbels ve ark. (1999), Ceci ve ark. (1999)

ise sigirlarda Babesia ve Theileria tiirlerinin identifikasyonu amaciyla kullanmislardir.

RLB tekniginin popiilerlik kazanmasiyla ve yapilan modifikasyonlarla, bir testte
tespit edilebilen patojen sayist da artmistir. Gubbels ve ark. (1999) ve Sparagano ve ark.
(2000) ¢alismalarinda 6 Theileria ve 3 Babesia tiiriiniin tan1 ve ayrimini yaparlarken;
Georges ve ark. (2001), icinde Anaplasma ve Ehrlichia tiirlerinin de yer aldig1 21 farkhi

patojenin tan1 ve ayrimini yapmislardir.

Sparagano ve ark. (2003) kene, sigir ve koyunlarda parazit DNA’larinin 16S ve
18S rRNA bolgelerinin amplifikasyonunu takiben yaptigi RLB islemiyle piroplazm

tiirleri yanisira Anaplasma ve Ehrlichia tiirlerini de es zamanli olarak tespit etmistir.

DNA aramaya yonelik RLLB de dahil olmak {izere molekiiler aragtirmalarin ¢cogu
18S rRNA geninin amplifikasyonunu temel almaktadir. Gen bankalarinda bu genin

DNA sekanslart bulundugu i¢in giivenli olmakla beraber piroplazm genomlarinda bu
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genin fazla kopyasi bulunmamaktadir (Criado ve ark. 2006). Dalrymple (1990) B. bovis
genomunda 3 adet; Kibe ve ark. (1994) ise T. parva genomunda 2 adet ssu rRNA geni
bulmustur. Genomdaki kopya sayis1 yiiksek olan dizilimlerin hedeflenmesi PCR
duyarliligimi da arttirir ancak bugiine kadar piroplazmlarda yeni genomik hedefler
belirlenmesine yonelik fazla calisma bulunmamaktadir (Criado ve ark. 2006). Salem ve
ark. (1999) B. bovis ve B. bigemina parazitleri igin, cytochrome b geninin
amplifikasyonunun ribozomal DNA amplifikasyonuna dayali testlerden %20 daha
duyarli sonug verdigini bildirmistir. Criado ve ark. (2006) Ispanya’da semptomatik bir
kopekte T. annulata infeksiyonu saptamuslar, 7. annulata’nin sigir izolatiyla
karsilagtirdiklarinda 18S rRNA sekanslariin ayni1 olmasina karsin cytochrome b geni

sekanslarinda farkliliklar oldugunu gérmiislerdir.

Sparagano ve ark. (2002) Theileria annulata’nin molekiiler teshisine yonelik
calisan farkli laboratuvarlarda PCR ve RLB testlerini ve elde edilen sonuglarin
laboratuvarlar arasinda uyumlulugunu karsilastirmistir. Arastirmacilar RLB testini
PCR’a gore daha duyarli oldugunu; laboratuvarlarda elde edilen sonuglar arasinda ise

%30 oraninda uyumsuzluk bulundugunu belirlemislerdir.

Ceci ve ark. (1999) RLB testini mikroskopik bakiyla karsilastirdiklan
calismalarinda mikroskopi PCR ve RLB bulgular1 arasinda uyumsuzluklar olabildigini,
bununla beraber 6zellikle birden fazla etkenin goriilebildigi bolgelerde RLB metodunun

kullaniminin 6nemli olacagim bildirmislerdir.

Almeria ve ark. (2002)’na gore ise sigirlarda piroplazm infeksiyonlarinin tespiti
ve etken tiirlerinin birbirinden ayrimi amacina yonelik kullanilabilecek optimal test,

yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olan RLB’dir.

Gelecekte multiplex real time PCR testlerinin veya oligoniikleotid micro-array
teknolojilerinin tanida kullanima girmesi ve RLB’nin yerini almast muhtemeldir. Ancak
bugiin icin RLB teknigi hem pek cok patojeni ayni anda tespit edebilmesi hem de
epidemiyolojik caligmalarda kendini kanitlamis olmasiyla, Theileria ve Babesia gibi
kene kaynakli hastaliklarin tanisinda en fazla tercih edilen bir testtir (Lew ve Jorgensen

2005).
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2.6. Tiirkiye’de Babesiosis ve Theileriosis
Tiirkiye’de sigirlarda goriilen Babesia ve Theileria etkenleri iizerine gerek son
konak ve gerekse de vektor keneler iizerinde yapilmis ¢ok sayida in vivo ve in vitro

calisma bulunmaktadir.

Tiirkiye’de Theileria annulata’nin varligim ortaya ilk koyan Samuel ile Raif
(1930) ve 1931 yilinda Lestoquard ile Ekrem Erbin’dir (Lestoquard, Erbin. Kaynak:
Mimioglu ve ark. 1969, p:980). Theileria annulata prevalansini belirlemek iizere
mikroskobik baki ve serolojiye dayanan testler uzun yillar kullanilmistir. Mikroskopik
bakiya dayanan arastirmalarda Karadeniz Bolgesi’nde Goksu (1970) %20, Mimioglu
(1955) %22.8, Dinger ve ark. (1991) %32,8; Marmara Bélgesi’'nde Tiizer (1980)
%20,7;, Ege Bolgesi’nde Erkut (1967) %43,2 olarak bulmustur. Ozcan ise (1961)
Ankara civarinda kan paraziti bulunan hayvanlar arasinda 7. annulata infeksiyonunu

9%94,3 oraninda gbzlemistir.

Cakmak (1987) Tiirkiye’de sigir kan protozoonlarinin serolojik teshisini ilk defa
gerceklestirmistir. Bu ¢calismada Ankara’nin Beytepe kdyiinde IFAT ile T. annulata’ ya
kars1 %6,4 antikor tespit edilmistir. Sayin ve ark. (1992) IFA testi kullanarak yaptiklari
calismalarda Ankara il¢elerinde bulunan sigirlarda 1990 yilinda %31,7; 1991 yilinda ise
%19 prevalans saptamistir. Eren ve ark. (1998) Aydin yoresinde inceledikleri 100
sigirda mikroskobik bakida %9 ve serolojik olarak IFA testiyle %31 T. annulata
prevalansi belirlemislerdir. Samsun ilinde sigirlarda IFA testiyle yaptiklart calismada
Dinger ve ark. (1991) %63; Adana ilinde Cakmak ve Oz (1993) ise %10,7 T. annulata
prevalansi bulundugunu bildirmislerdir. Eren ve ark. (1995) Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinde yaptiklan calismalarda T. annulata yaygimhiginmin Ege Bolgesi’'nde %40,
Marmara Bolgesi’nde %33,3, Karadeniz Bolgesi’nde %46,8, 1(; Anadolu Bolgesi’'nde
%29 ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde ise %91,4 oldugunu gostermislerdir. Aktas ve
ark. (2001a) Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde IFA testiyle yaptiklar1 seroprevalans
calismasinda T. annulata’ya kars: sirasiyla %42,8, %17,1 ve %34,8 oranlarinda antikor
saptamuslardir. Inci ve ark. (2002a) Theileria annulata prevalanst iizerine mikroskopi ve
serolojiye dayali olarak yaptiklar1 arastirmada elde ettikleri epidemiyolojik verilerin

istatistiksel analizini yorumlamiglardir.

Kececi ve ark. (1999) Theileria annulata tizerine infekte ve saglikli ineklerde

karsilagtirmali bir c¢alisma yaparak infeksiyonun hematolojik degerler ve kan
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metabolitlerinin diizeyine etkisini aragtirmislardir. Ozan Temizer ve ark. (1999)
T.annulata ile dogal infekte ve saglikli sigirlarda GSH-Px, G6PD, arginaz aktivitelerini
incelemigler ve karaciger ile diger organlarda meydana gelen hasara bagh olarak
bozulan antioksidan savunma sistemi ile degisen biyokimyasal parametrelerin hastaligin
patogenezinde rol oynadigini belirlemislerdir. Sayin ve ark. (1999) Ankara yoresinden
elde ettikleri 7. annulata izolatlarinin hiicre kiiltiirii izerine ¢alismislardir. Sayin ve ark.
(2000) degisik kokenli 7. annulata izolatlarinin virulansini karsilastirmak ve ateniiye
sizont agilarmin degisik dozlarmin etkinligini belirlemek iizere deneysel infeksiyon
olusturmaya dayali caligmalar yapmislardir. Aktas ve Dumanli (1999) calismalarinda
IFA testiyle sero-negatif oldugunu belirledikleri siirlara Theileria sizont asis1 yaparak
bir sene siiresince her ay sigirlarin kanini piroplazm varligi yoniinden mikroskopik ve
serolojik olarak incelemislerdir. Inci ve ark. (2002b) Kayseri yoresinde yaptiklari
calismayla Tiirkiye’de ilk defa olarak tropikal theileriosis’in ekonomik maliyetini ortaya
koymugslardir. Ayerdem ve ark. (2006) T. annulata ile dogal infekte sigirlarda
infeksiyon ile monosit nitrik oksit diizeyleri arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla
arastirma yapmuslardir. Tiirkiye’de bu konuda ilk defa yapilan bu calismada infeksiyon

sirasinda monositlerin nitrik oksit diizeyinin artig gosterdigini saptamislardir.

Tiirkiye’de sigirlarda Babesia bigemina ilk olarak 1890 yilinda Nicolle ve
Adilbey tarafindan bildirilmistir. Daha sonralart B. bigemina’yr Samuel ve Raif,
Ibrahim Ekrem, Lestoquard gibi arastirmacilar da bildirmistir (Mimioglu ve ark. 1969).
Mikroskobik baki ve serolojiye dayanan testler Babesia infeksiyonlarina yonelik
arastirmalarda da uzun yillar kullanilmistir. Cakmak (1987) IFA testini kullanarak
Ankara’da sigirlarda yaptigi calismasinda B. bigemina’ya kars1 antikor yayginligini
94,7, B. bovis’e kars1 antikor yayginligini ise %9,7 oranlarinda tespit etmistir. Sayin ve
ark. (1989) IFA testini kullanarak yaptiklar1 aragtirmada Ankara yoresinde sigirlarda B.
bigemina i¢cin %70,9, B. bovis i¢in %32,2 seropozitiflik saptamislardir. Dinger ve ark.
(1991) Karadeniz Bolgesi’nde yaptiklar calismada IFA testi kullanarak B. bovis’e karsi
%46, B. bigemina’ya karst %61, B. divergens’e kars1 ise %75 oraninda antikor
bulundugunu bildirmislerdir. Bu c¢alisma Tiirkiye’de B. divergens’in serolojik olarak
bildirildigi ilk g¢ahsmadir. Inci (1992) Ankara’min Cubuk ilgesinde sigirlarda
babesiosis’in seroinsidensini IFA testi ve mikroskopik bakiyla karsilastirmali olarak
arastirmig ve buna gore IFAT ile hayvanlarin %100’tinde B. bigemina’ya, %59’unda B.

bovis’e 6zgiin antikorlar saptamistir. Arastirmaci mikroskopik olarak ise hayvanlarin %
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18’inde B. bigemina, %9 unda ise B. bovis tespit etmistir. Diizgiin ve ark. (1992) 1986-
1989 yillart arasinda Tiirkiye'nin degisik bolgelerinden toplanan sigir serumlarinda
ELISA testi ile B. bovis prevalansim1 %51,2 olarak saptamistir. Eren (1993) 1990-1991
arasinda Ankara ilinde sigirlarda mikroskobik bakiya ve IFA testine dayanan bir
arastirma yapmis ve ¢alismasinda sigirlarin %49,2’sinde B. bigemina’ya, %10,4’iinde
B. bovis’e kars1 antikor tespit etmis buna karsin mikroskopik bakida yalnizca %?2,09
oraninda pozitiflik bulmustur. Inci ve ark. (2002c) Kayseri yoresinde IFA testiyle
inceledigi 191 sigirmm %?23,03’tinde B. bigemina’ya, %1,04’tinde B. bovis’e ve
%2,09’unda B. divergens’e karst antikor bulmustur. Aktag ve ark. (2001b) IFAT ile
Elaz1g, Malatya ve Tunceli illerinde Babesia tiirlerinin sero-prevalansin arastirmistir.
Buna gore Elazig’da incelenen serumlarin %31,9’unda B. bigemina, %]1,4’iinde B.
bovis, %3,5’unda B. divergens’e karsi; Malatya yoresinde incelenen serumlarin
9%7,1’inde B. bigemina, %0,6’sinda B. divergens’e karsi; Tunceli yoresinde incelenen
serumlarda ise %7,3’linde B. bigemina, %0,6’sinda B. bovis ve %]1,2’sinde B.

divergens’e kars1 antikor saptanmustir.

Theileria ve Babesia parazitlerinin teshisine yonelik olarak molekiiler ¢calismalar
da yapilmistir. Tanyiiksel ve ark. (2002) babesiosis teshisinde PCR yontemini
iilkemizde ilk defa olarak kullanmislardir. 1998-2000 yillar1 arasinda topladiklar1 464
sigir kan1 ve kene 1511181 hikayesi olan 28 insandan alinan kan drneklerini mikroskobik
baki ve PCR yontemiyle inceledikleri calismalarinda insanlarda Babesia cinsine
rastlamazken; sigirlarda B. bovis, B. bigemina ve B. divergens tiirlerini tespit
etmislerdir. Bu calismada B. bovis yaygmligt Ankara, Burdur ve Samsun illerinde
strastyla %12,68, %8, %3,85; B. bigemina Ankara ve Kayseri’de sirasiyla %8,45 ve
%23,80; B. divergens ise yalmizca Samsun ilinde %3,37 oranlarinda bulunmustur.
Vatansever ve Nalbantoglu (2002) Ankara ili Polath ilcesinde nested PCR, IFAT ve
mikroskopik baki yontemleriyle Theileria annulata yayginhigini belirlemek iizere
yaptiklar1 caligmalarinda sirasiyla %61,2, %44,9 ve %31,3 oranlarinda prevalans

saptamislardir.

Tiirkiye’de uzun yillar boyunca patojen olan 7. annulata disinda iyi huylu
theileriosis’e yol acan bir etken bulundugu ve bu tiiriin 7. mutans oldugu sanilmistir

(Mimioglu ve ark. 1971; Aktas ve Altay 2004). Ancak daha sonra Afrika’da bulunan
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gercek T. mutans’ i Diinya’nin diger yerlerinde 7. mutans olarak bildirilen tiirden farkl

olduguna iliskin kuvvetli deliller elde edilmistir (Uilenberg 1983).

Tiirkiye’de sigirlarda 7. buffeli’nin varlig1 Reverse Line Blotting (RLB) teknigi
kullanilarak ilk defa Vatansever ve ark. (2003a) tarafindan Ankara’da ve Inci ve ark.

(2003) tarafindan Kayseri’de ortaya konmustur.

Inci ve ark. (2003) Kayseri yoresinde 100 adet sigira ait kan 6rnegini RLB
metoduyla incelemisler ve 44 sigirda 7. annulata, 12 sigirda ise T. buffeli/orientalis
saptamislardir. Vatansever ve ark.’nin (2003a) yaptig1 arastirmada ise Ankara’da 10
ilgede 250 sigirin 124’4 RLB ile Babesia/Theileria pozitif bulunmustur. S6z konusu
calismada RLB ile T. annulata, T. buffeli, B. bigemina, B. bovis ve B. divergens’in
yayginligr sirasiyla %41,6, %13,6, %5,2, %3,6, %3,2 olarak saptanmis, mikroskobik
bakida ise %?29,6’sinda Theileria ve %?2,4’tinde Babesia piroplazmlar1 goriilmiistiir.
IFAT ile ise T. annulata %28, B. bigemina %8.,8, B. bovis %?2,4 oranlarinda pozitif

bulunmus; B. divergens’e kars1 antikor saptanamamaistir.

Ica (2004) Ankara bolgesi sigirlarinda Babesia tiirlerinin prevalansim saptamaya
yonelik olarak mikroskobik baki, IFA ve RLB testlerini kullanmis ve bu metodlarin
istatistiksel karsilastirmasimi  yapmustir. 300 sigir kan ve serumunu inceledigi
calismasinda mikroskobik baki, IFA ve RLB testleri ile sirasiyla % 2,7, %9 ve % 10
pozitiflik saptamistir. Bu calismada RLB sonuglarina gore 300 hayvanin 10 tanesi B.

bovis, 15 tanesi B. bigemina ve 8 adeti de B. divergens tasiyicisidir.

Ica ve ark. (2007a) Kayseri yoresi sigirlarinda goriilen Theileria ve Babesia
tiirlerinin arastirilmasi amaciyla RLB ve mikroskopik baki yontemlerini kullanmistir.
Mikroskopik bakiyla incelenen 337 sigir kan orneginin %15,1°1 Theileria spp. ve
Babesia spp. yoniinden pozitif bulunmustur. RLB yodntemiyle ise hayvanlarin

%18,1’inin T. annulata, %0,9 unun T. buffeli/orientalis tasiyicisi oldugu saptanmistir.

Ica ve ark. (2007b) Kayseri yoresinde sigirlar enfeste eden kene tiirlerinin ve bu
kenelerde bulunan Theileria ve Babesia tiirlerinin saptanmasina yonelik olarak 300
sigirdan ve bu sigirlarm barinaklarindan 1160 adet ixodid kene toplamislardir.
Kenelerin tiir identifikasyonu yapilmis ve buna gore Boophilus annulatus (%26,37),
Hyalomma marginatum marginatum (%21,12), Rhipicephalus turanicus (%18,7) en
yaygin tirler bulunumus, diger tiirler yayginlik sirasiyla Hyalomma anatolicum

anatolicum, Haemaphysalis parva, Hyalomma detritum detritum, Hyalomma a.
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excavatum, Rhipicephalus bursa, Dermacentor marginatus, Haemaphysalis sulcata ve
Rhipicephalus sanguineus olarak saptanmistir. Toplanan keneler tiirlerine gore ayrilarak
43 adet kene havuzu olusturulmus ve her bir havuz RLB testi ile Babesia ve Theileria
tiirlerinin varligi yoniinden incelenmistir. 43 havuzun 6 tanesinde B. bigemina, 4
tanesinde 7. annulata, 1 tanesinde Babesia sp. ve 1 tanesinde ise 7. annulata ve B.
bigemina ile miks infeksiyon saptanmistir. RLB testi ile Babesia sp. oldugu goriilen
DNA orneginin sekans analizinin yapilmasiyla birlikte Tiirkiye’de bilinen Babesia
tiirlerinden farkli yeni bir tiiriin var oldugu ortaya konmustur. Genbank erigsim numarasi
Babesia sp. (Kayseri 1) EF434786 olarak kaydedilen bu yeni Babesia tiirii Hyalomma
marginatum marginatum’dan izole edilmis olup Cin’de Hyalomma cinsi kenelerden
izole edilen Kashi 1 ve Kashi 2 Babesia sp. ile ve yine Babesia orientalis ile filogenetik

yakinlik gostermektedir.

Dumanl ve ark. (2005) Elaz1g, Malatya, Bing6l, Mus, Van, Erzincan, Erzurum,
Kars, Adiyaman, Diyarbakir, Sanlurfa il ve ilgelerinde 1500 civant sigirda PCR, IFA
testleri ve mikroskopik baki ile sirasiyla %37,8, %34,9 ve %19,7 oranlarinda T.

annulata yayginligi bildirmislerdir.

Aktas ve ark. (2006) Dogu Anadolu Bolgesi’nde Theileria annulata ve iyi huylu
theileriosis etkenlerinin (Theileria sergenti/buffeli/orientalis) yaygimhgini belirlemek
tizere 2004 yilinda 252 kan o6rnegini PCR ile incelemistir. Bu orneklerde Theileria
annulata’nin oranmt 39% (99/252) ve iyi huylu theileriosis etkenlerinin oranm 7%

(18/252) bulunmustur.

Trakya yoresinde sigirlarda Babesia ve Theileria tiirlerinin dagilimi iizerine
yapilan simirh sayida calisma bulunmaktadir (Tiizer 1980, Alp 1993, 1995, Alp ve
Giivenen 2001). Istanbul ili ve ¢evresinde sigirlarda mikroskobik bakiya dayal1 olarak
T. mutans olarak kabul edilen paraziti goriildiigii bildirilmis (Tiizer 1980); ancak daha
sonra bu parazitin 7. mutans olamayacaginin anlasilmasindan sonra, 7. buffeli/orientalis
yoniinden bir aragtirma yapilmamistir. Aym calismada T. annulata’nin yaygimlhigi
9%20,7, T. mutans sanilan etkenin yayginligr %14,06 olarak bulunmus; tarama yapilan
hayvanlarda Babesia tiirlerine rastlanmamasina karsin, klinik belirti gosteren 112
sigirdan 39’unda (%34,82) B. bovis, 14’tiinde (%12,5) B. bigemina ve 15 hayvanda
(%13,39) T. annulata saptanmustir. Istanbul’da ELISA yontemiyle B. bovis yayginligi
arastirilmis ve antikorlar %29,9 oraninda bulunmustur (Alp 1993). istanbul’da IFAT ile
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T. annulata yayginligimi belirlemek iizere yapilan ¢calismada parazite karsi antikor orani
%18 bulunmustur (Alp 1995). Son olarak Alp ve Giivenen (2001) Tekirdag ilinde IFA
testiyle inceledikleri 426 adet sigir serumunun %13,4’tiniin 7. annulata’ya, %9,9’unun

B. bovis’e kars1 antikor tasidigini tespit etmislerdir.

Trakya Bolgesi’'nde Babesia ve Theileria infeksiyonlarinin sigirlardaki yayilist
iizerine az sayida arastirma bulunmasina karsin bu infeksiyonlarin kenelerde yayilimi
bugiine dek incelenmemistir. Giilanber (1996) Trakya Bolgesi’nde kene tiirlerinin
yayilimi {iizerine yaptigi doktora calismasinda Boophilus annulatus, Rhipicephalus
sanguineus, R. bursa, Hyalomma marginatum ve H. anatolicum excavatum tiirlerinin
bulundugunu; tiirlerin sigirlardaki yayillimin oranlarimi da sirasiyla %7,79, %4,52,
%3,46, %0,97 ve 9%0,19 olarak belirtmistir. Mimioglu (1954) ise Haemaphysalis

punctata’nin da bolgede mevcut oldugunu bildirmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismada 2004, 2005 ve 2006 yaz aylarinda Trakya yoresini temsil edecek
sekilde 20 farkli ilcede 77 farkli yerlesim yerinde meraya ¢ikmis 230 sigir tesadiifi
olarak secilmistir (Tablo 3.1, Tablo 3.2). Hayvanlarin yas ve cinsiyetleri, klinik
semptom varsa bu semptomlar kaydedilmistir. Hayvanlarin vena jugularis’inden 10 ml
steril vakumlu ve EDTA (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) iceren tiiplere kan
alinmis ve kan o6rnekleri buz kutulari icinde laboratuvara getirilmistir.

Kan 6rnegi alinan sigirlarin yaslar bir ile 13 arasindadir. Hayvanlara ait bilgiler
hayvan sahiplerinden Ogrenildi. Caligmada erkek hayvana her yas grubunda
rastlanamazken, gen¢ hayvanlar arasinda erkek hayvanlar bulundu. Hayvanlarin yas ve

cinsiyet dagilimi Tablo 3.3’te verilmistir.

3.2. Laboratuvar Calismalari

3.2.1. Kan oérneklerinden DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu ticari kit (Biotechnology Department Bio
Basic Inc, Kanada firmasina ait EZ-10 Spin Column Blood Genomic DNA Minipreps
Kit BS483 (1 adet) ve BS484 (2 adet)) kullanilarak yapildi. Kitlerin icerigi asagidaki

gibidir:

Icindekiler BS483, 50 Preps BS484, 100 Preps
TBP Buffer 120 ml 2x120 ml

TBM Buffer 25 ml 50 ml

TE (pH 8.0) 15 ml 30 ml

Proteinase K 2 mg 4 mg

Yikama Soliisyonu 12 ml 24 ml

Elution Buffer 5 ml 10 ml

EZ-10 Column 50 adet 100 adet

2.0 ml Toplama Tiipii 50 adet 100 adet

Kitle birlikte ayrica teslim edilen 2 mg ve 4 mg’lik vidali kapakli tiiplerdeki
Proteinase K enzimi icine sirasiyla 150 pl ve 300 pl steril su ilave edilerek -20° C’da

muhafaza edildi. 12 ml ve 24 ml ambalajda gelen yikama soliisyonu icgine ise
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kullanimdan 6nce sirasiyla 96 ml ve 48 ml %100 etanol ilave edildi. Proteinase K

enzimi diginda tiim bilesenler oda sicakliginda muhafaza edildi.

Kan orneklerinden DNA izolasyonu firmanin Onerdigi yontemle asagidaki gibi

yapildi:

1.

Kan tiipleri vortexle (Boeco, Almanya) hafif¢e calkalandiktan sonra icinden pipetle
(Nichiryo, Japonya) 0.5 ml kan alinarak 1.5 ml’lik steril DNAse-free ependorf
tiiplerine (Axygen, Amerika) aktarildi. Ependorf tiipleri 3000 rpm devirde 3 dakika
siireyle santrifiije (CLP model 3410, Amerika) edildikten sonra iist s1v1 dokiildii.

Ependorf tiiplerinin icine 0.8 ml TBP tamponu katilarak vortexle hafifce
karistirildiktan sonra 3000 rpm devirde 3 dakika siireyle santrifiije edildi ve iist s1vi

dokiildii.

Ikinci maddede yapilan islem tekrarlandi. Tiiplerin dibindeki tortunun soluk pembe-

mor renge dondiigiinden emin olduktan sonra 4 numaral igleme gecildi.

Tiiplerin i¢ine 0.5 ml TBM buffer konarak maximum devirde vortexlendikten sonra
3 ul Proteinase K enzimi ilave edilerek 55° C’da 30 dakika siireyle inkubasyona

(Major-Science dry bath MDO2N, Amerika) birakildi.

Inkubasyon sonucunda ¢ziinmemis materyal kalmis olmasi ihtimaline kars: tiipler
5000 rpm devirde 2 dakika santrifiije edilerek olasi tortunun dibe ¢okmesi saglandi.
Ust s1v1 yeni ve temiz ependorf tiiplerine aktarilarak her bir tiipe 260 pl absolut

etanol ilave edildi.

Karisim 2.0 mI’lik toplama tiipii i¢ine yerlestirilen EZ-10 kolonlarina aktarildiktan
sonra 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiije edilerek toplama tiipiinde biriken siv1

dokiildii.

Kolonlara 500 pl yikama soliisyonu konularak 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiije
edildi.

. Yedinci maddede yapilan iglem tekrar edildi.

Toplama tiipiinde biriken s1v1 bosaltilarak yikama soliisyonunu miimkiin oldugunca
uzaklagtirmak amaciyla tiipler 8000 rpm devirde 1 dakika siireyle daha santrifiije

edildi.



51

10. Toplama tiipleri atilarak kolonlar temiz 1,5 ml’lik ependorf tiipleri icine
yerlestirildi. Her bir kolona icindeki membran1 ortalamaya dikkat ederek 40 pl

“elution buffer” konuldu ve 50 °C’da 2 dakika siireyle inkubasyona birakildi.

11. 10 000 rpm devirde 1 dakika siireyle santrifiije edilerek kolon membraninda
bulunan DNA’larin “elution buffer” ile birlikte ependorf tiipiine toplanmasi

saglandi.

Elde edilen DNA ornekleri kullanima kadar -20 °C’da saklanda.

3.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Optimizasyon

3.2.2.1. Primerlerin Secimi

Calismada Georges ve ark. (2001) tarafindan bildirilen ve Theileria ve Babesia
cinslerinin 18S ssu rRNA’da (small subunit ribozomal RNA) bulunan V4 bolgesini
amplifiye eden genel primerler kullanildi. RLB islemi i¢in primer dizilerinden bir tanesi
(reverse primer) biotinle isaretlendi. Calismada kullanilan forward primer (RLB-F2) ve

reverse primer (RLB-R2) dizilimleri asagidaki gibidir:
RLB-F2 (5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG -3')
RLB-R2 (5’ biotin -CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT -3)

Primerlerin sentezi Biosearch firmasi tarafindan Kanada’da yapildi ve liyofilize
halde teslim edildi. Her primer i¢in firmanin 6nerdigi miktarlarda bi-distile DNAse ve
RNAse free steril su kullanilarak, konsantrasyon 100 pmol/uL olacak sekilde
sulandirildi. PCR islemleri siiresince primerleri tekrarli dondurup c¢oziindiirmenin
zararlarindan korumak ve PCR karisimi hazirlarken kolaylik olmasi amaciyla;
hazirlanan primer karisimi 6nce vortexlendi, arkasindan 10 saniye kadar santrifiije
edildikten sonra steril ependorf tiiplerine boliinerek 10 misli sulandirildiktan sonra stok
primer karisimlart hazirlandi. Stok karigimlar kullanima kadar -20°C’da muhafaza
edildi ve kullamim agsamasinda ise ¢6ziindiikten sonra kisa siireli kullanimlar i¢in tekrar

dondurulmayip +4°C’da saklandi.
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3.2.2.2. Pozitif ve negatif kontrol
Amplifikasyon islemlerinde pozitif kontrol olarak Dog¢. Dr. Tiilin Ilhan
Karageng* tarafindan saglanan Theileria annulata ve Babesia bovis izolatlari; negatif

kontrol olarak ise distile su kullanildi.

3.2.2.3. PCR Karismm ve Amplifikasyon Kosullar:
Amplifikasyon amaciyla Bioron firmasinca saglanan PCR kiti (BR101005,
Kanada) kullanildi. Kit igerigi asagidaki gibidir:

Taq Polymerase Storage and dilution buffer: 5000 iinite/ml

10 mM K-phosphate bufffer, pH 7.4, 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 50% glycerol,
0.1% Triton X-100, 0.1% Tween-20.

Reaction buffer (x10) incomplete: 1 ml

160 mM (NH4)2SO4, 670 mM TrisHCI pH 8.8, 0,1% Tween-20

MgCl; : 1 ml, 100 mM

[lave olarak RLB-F2, RLB-R2 primerleri ve Deoksiniikleotid karigima.

PCR reaksiyonu i¢in Georges ve ark. (2001) ve Gubbels ve ark. (1999)
tarafindan bildirilen miktarlar baz alinarak 50 ul’lik PCR karigimi hazirlandi.
Optimizasyon amaciyla farkli konsantrasyonlar ve farkli reaksiyon kosullarinda

gerceklestirilen PCR iglemleri sonucunda baz1 adaptasyonlara gidildi.

PCR karisimi i¢in 50 pl reaksiyon sivisinda, 5 pul 10X Reaction buffer, 6 uL
(3mM) MgCl2 , RLB-F2 ve RLB-R2 primerlerinin her birinden 5 pul (50 pmol), 0.375
ul deoksiniikleotid karistmi (75 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.25 ul Taq
Polymerase (1.25 u), 23.375 ul ultra saf su ve 5 ul DNA 6rnegi olacak sekilde 200
ul’lik DNAse RNAse free PCR tiiplerine (Axygen, Amerika) konuldu.

PCR tiipleri PCR cihazina (Thermo Hybaid PX2 Thermal Cycler) yerlestirilerek
amplifikasyona tabi tutuldu. Amplifikasyon kosullari Gubbels ve ark. (1999)’nin
bildirdigi sekilde uyarlandi. Buna gore PCR programi 94°C’de 1 dakika denatiirasyonu
takiben 50°C’da 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1.5 dakika uzama olmak iizere toplam
40 dongii iizerinden yapildi. Son dongiiyli takiben 72°C’de 10 dakikalik bekleme

yapild1 ve tiipler cihazdan alinana kadar +4°C’da tutuldu.

" Adnan Menderes Univ. Veteriner Fak., Parazitoloji ABD, Aydin
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3.2.3. PCR Uriinlerinin Elektroforez ile incelenmesi

PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla horizontal jel elektroforez yapildi.
1XTAE buffer (Tris-acetate-EDTA) icinde %2 oraninda agarose (A5093-100G-Sigma,
Almanya) 1s1 ile c¢oziindiirillerek hazirlanan jelin sogumasina yakin % 0,1 oraninda
Ethidium Bromide eklendikten sonra elektroforez tankina dokiildii. Tank i¢ine taraklar
yerlestirilerek jel katilasincaya kadar beklendi. Jel hazir olduktan sonra taraklar
uzaklastirilarak jel tanki elektroforez tankinin (Apollo) i¢ine yerlestirildi ve tank 1 X

TAE buffer ile dolduruldu.

Pozitif ve negatif 6rnekler de dahil olmak tizere PCR fiiriinlerinin 9 pul’si 1,5 pl
loading buffer (SM0241-Fermentas, Litvanya) ile karistirilarak jel kuyularina yiiklendi
ve 90 V elektrik akiminda yaklasik 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Jele 6rnekler
yamisira 100 bp DNA ladder (SM0241-GeneRuler, Fermentas) da yiiklendi ve
elektroforez sonucunda jeldeki o©rnekler transilluminatdr cihazinda (Spectroline

transilluminator Select series, Kanada) UV 15181 altinda incelendi.

PCR iiriinlerinin elektroforezde kullanilmayan kisimlari RLB isleminde

kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

3.2.4. Reverse Line Blotting (RLB)

Reverse line blotting islemleri Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji A.B.D.’nda gerceklestirildi. RLB isleminden sonu¢ alinamamas: iizerine bir
dizi deney ve denemeden sonra DNA iiriinlerinin amplifikasyonunda kullanilan
Biosearch firmasinin sentezledigi RLB-R2 primerlerinin biotin ile isaretlenmesinin iyi
yapilmadig1 tespit edildi. Farkli firmalarin sentezledigi biotin isaretli primerlerin
RLB’de performanslarinin farkli olabildigi, Do¢.Dr.Zati Vatansever tarafindan da
belirtildi. Bunun {izerine gidilen Anabilim Dali’nda var olan ve calismalarimi
gdzetiminde yaptigim Yrd. Dog. Dr. Aml ica’ni” iiriinlerini sorunsuz kullandigi MWG
(Almanya) firmasinin {iirettigi malzemeler kullanilarak tiim PCR islemleri yeniden

yapildi.

" {kinci tez danismani, Ankara Univ. Veteriner Fak.Parazitoloji ABD, Ankara.
* Erciyes Univ. Veterier Fak. Parazitoloji ABD, Kayseri
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Reverse Line Blotting Prensibi

Reverse Line Blotting teknigi, 18S ve/veya 16S rDNA bolgelerinin
amplifikasyonu ve elde edilen amplikonlarin daha O6nceden bir membrana kovalent
olarak baglanmis tiir spesifik problarla hibridizasyonu esasina dayanir. Problar
membranda farkli siralara dizilmis olup, her bir amplikonun ayni1 anda tiim problarla
karsilasmasi yoniiyle de birden fazla etkene ait gen dizilimlerinin es zamanl tanisini ve
ayriminmi saglar. Test baglica 4 asamadan olugmaktadir (Biotech 2004, Gubbels 1999,
Vatansever ve ark. 2003b):

1-Genel PCR: Bu asamada kullanilacak primerler aranacak parazitlerin ortak
16S veya 18S ssrDNA bolgesinden bir DNA parcasimi amplifiye edecek sekilde segilir.
Reverse primer biotinle isaretlenmistir. PCR sonucunda elde edilen iiriinler, aranacak

parazitlerin tiimiinde ortak olan DNA bolgesi iriinlerini icermektedir.

2-Problarin membrana baglanmasi: Genel primerlerle amplifiye edilen bolge
icinden her parazite 6zgii problar secilmekte ve bunlar 5’ uclarinda amino grubu
icerecek sekilde sentezlettirilmektedir. Oligoniikleotidler (Problar) miniblotter (Sekil
3.1) tanklarindaki oluklara ayr1 ayr1 dokiilerek Biodyne-C membrana kovalent olarak

baglanmasi saglanmaktadir.

3-PCR iiriinleri ile problarin hibridizasyonu: Membran, daha sonra tanktaki
oluklarla dik a¢1 yapacak sekilde dondiiriiliir. Biotin isaretli primerlerle amplifiye edilen
PCR iiriinleri denatiire edilerek tankin oluklarina dokiiliir ve membrana sabitlenmis

aminolinkerl oligoniikleotidlerle (problarla) hibridizasyonu saglanir (Sekil 3.2).

4-Sonuglarin  goriintiilenmesi: Membran yikandiktan sonra peroxidase ile
isaretlenmis streptavidinle muamele edilerek streptavidin-biotin kompleksinin olugsmasi
saglanir. Olusan kompleksin goriiniir hale gelmesi icin membran son olarak ECL
(electrochemiluminescence) belirteciyle muamele edilir ve olusan reaksiyon (Sekil 3.3)

karanlik bir ortamda hyperfilm’e aktarilarak banyo edilir.
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Delrin vidasi

Yikama
Manifoldu

5 List Plaka
Ornek Kupucuklan

Blot Membram
Membran
Yastigi

Alt Plaka

Sekil 3.1: Miniblotter (Immunetics Inc.”)

* http://www.immunetics.com/products/miniblotters/partsdiagram.htm
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Sekil 3.2: Sematik olarak hibridizasyonun prensibi (Biotech 2004)

Sirasiyla problarin membrana, biotinle isaretli PCR {iriinlerinin problara, peroksidazla
isaretli streptavidinin biotine baglanmasi ve ECL ilavesinde 151k olugmasi
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Sekil 3.3: Sematik olarak RLB membraninda prob ve amplikon dizilimleri ve pozitif
sinyaller (Biotech 2004)
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RLB problarinin se¢cimi

Georges ve ark. (2001) tarafindan bildirilen B. bovis, B. bigemina, B. divergens,
B. major, T. annulata ve T. orientalis i¢in spesifik oligoniikleotid dizileri, yanisira hem
Babesia hem de Theileria cinslerini birlikte tamyan bir “catch-all” dizi kullanildi.
Oligoniikleotidler negatif yiiklii Biodyne C membrana (PL60314-Pall Biosupport group,
Ingiltere) kovalent olarak baglanabilmesi amaciyla 5’ ucunda amino grubu [N-terminal
N-trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N, N-diisopropyl phosphoramitide (TFA)-C6
aminolinker] icerecek sekilde ©zel bir firmaya sentez ettirildi (MWGI1-0,2-MWG,
Almanya).

Prob dizilimleri asagidaki gibidir:

Ozgiil Oldugu Tiir 5’ =3’ Dizilimleri

B. divergens GTTAATATTGACTAATGTCGAG
B. bovis CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG
B. bigemina CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG

B. major TCCGACTTTGGTTGGTGT

T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA

T. buffeli / orientalis ~ GGCTTATTTCGGWTTGATTTT
Catch-all TAATGGTTAATAGGARCRGTTG

RLB islemleri Gubbels ve ark. (1999), Georges ve ark. (2001) ile Mokrousov ve
Narvskaya (2004) nin bildirdigi yontemlere gore yapildi.

RLB membraninin hazirlanmasi

1. Oligoniikleotid probelarn 500 mM NaHCO; (pH 8,4) kullamlarak optimum

konsantrasyon i¢in 50-1500 pmol/150 pl oranlar arasinda sulandirildi.

2. Biodyne-C membran taze hazirlanmis 10 ml %16’k EDAC (1-etil-3
dimetilaminopropil karbodimin, demineralize suda) (E7750-Sigma, Almanya)

icinde 10 dakika aktive edilerek oda 1s1sinda plastik bir kap icinde inkiibe edildi.

3. Membran su ile yikandiktan sonra forsepsler kullanilarak miniblotterin (MN45

Immunetics, Cambridge) yastig1 iizerine yerlestirildi. Miniblotterin iist kapagi
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membran {izerine konarak vidalarim stkmak suretiyle membran sabitlendi. Manifold
yardimiyla membran iizerinde kalan fazla su slotlardan vakumlanmak suretiyle

uzaklastirildi.

. Slotlar pipet kullanilarak 150 pl sulandirilmis oligoniikleotid soliisyonu ile
doldurularak problarin hibridizasyonu saglandi. Bu islem sirasinda ilk ve son
slotlarin bos kalmasina 6zen gosterildi. S6z konusu iki slota 2X SSPE buffer
(AI0806-Amresco, U.S.A) ile 1:100 oraninda sulandirilmis miirekkep doldurularak
RLB uygulamalarn sirasinda membranin diizgiin yerlesmesini temin amaciyla

membran isaretlendi.

. Tim problar, oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edildikten sonra oligo soliisyonlari

pipet yardimiyla uzaklastirildi.

. Miniblotterin kapagi acilarak membran pens yardimiyla uzaklastirildi ve 10
dakikadan uzun olmamak sartiyla inaktive etmek i¢in 100 mM NaOH’de (AI0583-
Amresco, U.S.A) inkiibe edildi (10 dakikadan fazla siiren inkiibasyon zayif sinyal

hibridizasyonuna sebep olmaktadir).

. Membran daha sonra 60°C’da 5 dakika 2X SSPE/0.1 SDS karisiminda yikandi
(Techne Hybridiser HB-1D).

. 20 mM EDTA iginde 6nce oda 1sisinda bekletildi ve kullamima kadar +4°C’da

muhafaza edildi.
Reverse Line Hibridizasyonu

. 40 pl PCR iiriinii bulunan PCR tiiplerine 110 pl 2XSSPE/0.1SDS ilave edildi. (SDS:
AI0227- Amresco, U.S.A)

. Pozitif ve negatif kontrollerin de dahil oldugu sulandirilan 6rnekler 100°C’da 10
dakika denatiire edilerek siirenin bitiminde hemen buz iizerine alinarak aniden

sogutuldu.

. Membran oda 1sisinda, sallanan bir platformda 2XSSPE/0.1 SDS ile 5 dakika inkiibe

edildi.

. Membran oligoniikleotid uygulanan yoniine 90° ac1 yapacak sekilde miniblottera
yerlestirildi. Miirekkeple isaretlenmis hattin numara hattinin altinda olmasina dikkat

edildi.
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5. Miniblotterin iist kapagi membran iizerine konarak vidalarini sikmak suretiyle
membran sabitlendi. Manifold yardimiyla membran iizerinde kalan fazla su

slotlardan vakumlanmak suretiyle uzaklastirildi.

6. Bir pipet yardimiyla hava kabarcigi olusmamasina dikkat ederek sulandirilmig PCR
tiriinleri slotlara dolduruldu. Miniblotter slotlar arasinda gecis olmamasi i¢in hig
sallanmadan inkiibatore yerlestirildi ve diiz bir zeminde ve 42°C’da 1 saat

hibridizasyona birakildi.
7. Miniblotter inkiibatérden cikarildi ve drnekler pipetle aspire edilerek uzaklastirildi.
8. Membran pensle alinarak 52°C’da 2XSSPE/0.5SDS’de 2 defa onar dakika yikandi.

9. Membran 42°C’da 30 dakika 10 ml Horseradish peroksidazla isaretlenmis
streptavidin  konjugati (S5512-Sigma, Almanya) ile inkiibe edildi. Konjugat
kullanmadan 6nce 2XSSPE/0.5SDS’de 1:4000 oraninda sulandirildi.

10. Membran 42°C’da 2XSSPE/0.5SDS’de 2 defa 10’ar dakika yikand.
11. Membran oda 1sisinda 2XSSPE’de 2 defa 3-5’er dakika yikandi.

12. Yikama islemleri sonunda membran 10 ml (her siseden 5’er ml) ECL tespit sivisi

(B120-500-120-Biological Industries, Israil) ile 1 dakika muamele edildi.
13. Membran arada hava kabarcig1 olmayacak sekilde iki asetat arasina yerlestirildi.

RLB Uriinlerinin incelenmesi ve Tiirlerin Tayini

Karanlik bir odada asetatin iistiine ECL hyperfilm (ALRPN2106-Amersham
Biotech, U.S.A) yerlestirildi ve sinyal yogunluguna gore 30 saniye ile 1 saat arasinda
bekletildi. Bir dakikalik siire genellikle yeterli olmakla birlikte banyo sonucuna gore
asetatin iistiine yeni film konarak ¢ekimler tekrarlandi ve banyo siiresi ayarlandi. Banyo
edilen filmin {izerinde streptavidin-biotin kompleksinin varlii durumunda probe ve
PCR fiiriinleri siralarinin kesistigi yerlerde olusan siyah lekeler, o parazit tiirii icin pozitif

kabul edildi.

Calisma tamamlandiktan sonra pozitif 6rnekler kullanilarak son bir RLB islemi
yapildi ve membran, jel goriintileme sistemi (Syngene GeneGenius Bio Imaging

System) kullanilarak fotograflandi.
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Biodyne C Membranin Temizlenmesi ve Saklanmasi

Tiim islemler bittikten sonra membran temizlemek ve sadece oligoniikleotidleri
membranda birakmak icin membran 90°C’da %1 SDS’de 2 defa 30’ar dakika; takiben
20 mM EDTA ile 15 dakika inkiibe edildi.

Biodyne C membran daha sonra yeniden kullanilincaya kadar, i¢inde 20 mM

EDTA bulunan plastik bir kap i¢inde ve +4°C’da saklandu.

3.3. Istatistik

Daha 6nce yapilan calismalarin (Tiizer 1980, Alp 1993, 1995, Alp ve Giivenen
2001) bulgularina gore T. annulata’nin yayginhigi %21’in, eskiden T. mutans sanilan
etkenin yayginligi %15’in, B. bovis’in yaygmhigi %30’un altinda oldugundan;
B. bigemina ise B. bovis’e gore daha az sayida hayvanda goriildiigiinden, tahmini
yayginlik aranacak biitiin parazitler icin %30 olarak Ongoriilmils ve +%5 mutlak
kesinlikle %90 giiven limitini saglamak iizere en az 227 sigir (Thrusfield 1986)

iizerinde calisilmast hedeflenmistir.

Cesitli yas gruplarinda Theileria ve Babesia tiirlerine ait RLB bulgularinin

karsilastirilmas1 amaciyla Pearson ki-kare testi kullanildi (SPSS, 9.0).
Prevalans oranlarinin giiven araliklart modifiye Wald metoduna (Agresti ve

Coull 1998) gore “QuickCalcs online Calculators for Scientists™” ile hesaplandi.

3.4. Gerec¢ ve Yontem Boliimiinde Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

3.4.1. Cihazlar
1. Pipetler (Nichiryo, Japonya)

2. Vortex (Boeco, Almanya)

3. Thermoblock (Major-Science dry bath MDO2N, Amerika)

4. Mikrosantrifiij (CLP model 3410, Amerika)

5. Thermal cycler (Thermo Hybaid PX2)

6. Horizontal elektroforez (Apollo Instrumentation MD 75.710)

7. Gii¢ Kaynag: (Labnet power station 300, Kanada)

* Graphpad Software, QuickCalcs online Calculators for Scientists. Erigim 15.01.2007,
http://www.graphpad.com/quickcalcs/index.cfm
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8. Transilliiminator(Spectroline transilluminator Select series, Kanada)
9. Miniblotter (MN45 Immunetics, Cambridge)
10. Hibridizasyon firim1 (Techne Hybridiser HB-1D)

11. Jel goriintiileme sistemi (Syngene GeneGenius Bio Imaging System)

3.4.2. Soliisyonlarin hazirlanmasi
10 X TAE buffer (Tris-acetate-EDTA) hazirlanmasi (3 L icin)

145.2¢g Tris base
60mL 0.5M EDTA pH 8.0
34.26mL Glacial Acetic Acid

HCI ile pH 7.6-7.8 olacak sekilde ayarlanir ve distile su ile 3000mL’ye

tamamlanir.

500 mM NaHCO; (pH 8.4) hazirlanmasi

42,005g NaHCO;
Distile su ile 1000mL’ye tamamlanir.

%16 EDAC EDAC (1-etil-3 dimetilaminopropil karbodimin) hazirlanmasi

1,6g EDAC distile su ile 10 mL’ye tamamlanir.

20 X SSPE (3M Na(l, 0.2 M NaH,PO,, 20 mM EDTA) hazirlanmasi

350.7g NaCl
55.2g NaH,PO,(H,0)
14.89g EDTA

2000mL’ye tamamlanir. Kaynatilarak ¢oziinme saglanir, oda 1sisina soguyunca

NaOH ile pH 7.0 olacak sekilde ayarlanir.

10 X SDS (sodium dodecyl sulphate) hazirlanmasi

SDS 100g

Distile su ile 1000mL’ye tamamlanir.



2 X SSPE/0.1 SDS

100 ml 20X SSPE
10 ml 10 % SDS

2ml 0.5 M EDTA

Distile suile 1 Litre’ye tamamlanir.

2 X SSPE/0.5SDS

100 ml 20X SSPE
50 ml 10 % SDS

2ml 0.5 M EDTA

Distile suile 1 Litre’ye tamamlanir.

62



63

Tablo 3.1: Calismada 6rnek alinan il, ilce, yerlesim yerleri

i |ilce Yerlesim yeri (Mahalle, Nahiye, Koy)
Merkez Merkez, Yildinm mah, Catma, Elgili, Iskenderkby, Kemalkdy,
Korucukdy, Sazlidere, Ulgac, Yoliistii
Enez Merkez, Karacahalil
Ipsala Balabancik, Haci beldesi, Pazardere, Tevfikiye
g Kesan Akhoga, Beykoy, Danisment, Erikli, izzetiye, Koruklu, Kozkoy,
;5 Orhaniye
Lalapasa Biiyiinnii, Catma, Hanzabeyli, Ortakg¢i, Sinankoy, Stileymandanisment
Siiloglu Arpag, Kerametli, Tatarkdy
Uzunk6prii Copkdy, Malkog, Sakli Malkog, Sigircali
7 ilce 37 Yerlesim yeri
= Catalca Halash
g Silivri Beyciler, Biiyiik¢avuslu
- 2 ilce 3 Yerlesim yeri
Merkez Cesmekdy, inece, Uriinlii
Babaeski 1(\)4;3(1}(1?12, Cigdemli, Ertugrul, Kuleli, Kuzucardagi, Mandira, Nadirli,
:% Demirkoy l;dggﬁssl,(by’Yenimahalle, Boztas, Igneada-Limankoy,  Sivriler,
2 Kofcaz Beyci, Devletliagag, Karaabalar, Malkoglar,
Pinarhisar Evciler, Kaynarca, Kurudere
5 ilce 24 Yerlesim yeri
Cerkezkoy Kizilpinar, Velikoy
Hayrabolu Yurtbekler-Karacakilavuz
%0 Malkara Gozsiiz, Ibrice, Karacahalil, Sarnig,
-E Muratlt Arzulu, Ballihoca, Yukarisirt
= Saray Biiyiikyoncali, Kiiclikyoncalt
Sarkoy Yayaagag
6 ilce 13 Yerlesim yeri
4L |20 ilce 77 Yerlesim yeri




Tablo 3.2: Ornek alinan sigir sayisi ve illerdeki sigir mevcutlar

i |ilce Ornek ahman Toplam il mevcudu
Merkez 17
Enez 4
. Ipsala 8
R
=
Lalapasa 14
Siiloglu 10
Uzunkdprii 5
= atalca 8
2 ¢ 6 74 550
8 (149099 /2)
= | Silivri 8
Merkez 19
= | Babaeski 17
& 81 126 423
é: Demirkoy 15
= Kofcaz 20
Pinarhisar 10
Cerkezkdy 4
Hayrabolu 16
3 [ Malkara 17 66 160 343
B
% |Murath 14
[
Saray 7
Sarkoy 8
411 |20 ilcede 230 230 535 020
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Tablo 3.3: Ornek alinan sifirlarin cinsiyetlerine ve yaslarina gore sayilar

Yas Disi Yo Erkek %o Toplam
1 yas 9 50 9 50 18
1,5 yas 10 33,33 20 66,67 30
2 Yas 17 85 3 15 20
2,5 Yas 6 85,71 1 14,29 7
1-2,5 yas Toplam 42 56 33 44 75
3 Yas 27 100 0 27
3,5 Yas 6 100 0 6
4 Yas 41 100 0 41
5 Yas 42 100 0 42
5,5 Yas 4 100 0 4
6 Yas 16 100 0 16
6,5 Yas 1 100 0 1
7 Yas 11 100 0 11
7,5 Yas 1 100 0 1
8 Yas 1 100 0 1
9 Yas 2 100 0 2
10 Yas 1 100 0 1
12 Yas 1 100 0 1
13 Yas 1 100 0 1
3-13 Yas Toplam 155 100 0 0 155
Genel Toplam 197 85,65 33 14,35 230
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4. BULGULAR

4.1. PCR ve RLB sonuclari

Calismada Babesia ve Theileria tiirlerinin varligi, aliman orneklerin Babesia ve
Theileria i¢in ortak DNA bolgesinin uygun primerlerle PCR yontemiyle cogaltilmasi,
amplifiye olan {iriinlerin elektroforezde incelenmesi (Sekil 4.1) ve DNA fiiriinlerinin
RLB ile tiirler yoniinden pozitif ve negatif kontrollerle birlikte degerlendirilmesiyle

(Sekil 4.2) belirlenmistir.

4.2. Babesia ve Theileria infeksiyonlarimin yerlesim yerlerinde rastlanma sikligi

Calisma sirasinda Trakya’y1 temsilen 4 il 20 ilcede 77 yerlesim yerine gidilerek
230 sigirdan kan ornekleri alindi. Gidilen 20 ilceden 15’inde Babesia ve/veya Theileria
infeksiyonu goriildii (Sekil 4.3). Gidilen 77 yerlesim yerinden 3’iinde (%3.,9) Babesia
bovis, 3’inde (%3,9) Theileria annulata ve 22’sinde (%28,57) Theileria
buffeli/orientalis infeksiyonu saptandi (Tablo 4.1).

4.3. Babesia ve Theileria infeksiyonlarinin sigirlarda yayginhgi

Trakya’da kan ornekleri alinan 230 sigirdan 3’iinde (%1,3) Babesia bovis,
6’sinda (%2,61) Theileria annulata, 42’sinde (%18,26) T. buffeli/orientalis ve 51’ inde
(%22,17) Theileria veya Babesia saptand1 (Tablo 4.2). Birden fazla tiirle olusan karisik

(miks) infeksiyon bulunmadi.

Babesia ve Theileria ile infekte 51 sigir arasinda Babesia bovis infeksiyonunun
yayginligimin %5,88, Theileria annulata infeksiyonunun yayginligmin %11,76 ve T.

buffeli/orientalis infeksiyonunun yayginliginin % 82,35 oldugu bulundu (Tablo 4.2).

Illerde infeksiyonlarin yaygmligi bakimindan Edirne ilinde 67 sigirdan 1’
(%1,49) Babesia bovis, 3’i (%4,48) Theileria annulata, 9u (%13,43) T.
buffeli/orientalis ile ve 13’0 (%19,40) Theileria veya Babesia ile infekte bulundu.

Infeksiyonlarin ilcelerdeki durumu Tablo 4.3’te verilmistir.

Istanbul ilinin Trakya kisminda 16 si@irdan kan 6rnegi alinmis, bunlardan

6’sinda (%37,5) Theileria buffeli/orientalis saptandi (Tablo 4.4).
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Kirklareli ilinde 81 sigirdan 1’1 (%1,23) Babesia bovis, 3’t (%3,7) Theileria
annulata, 24’0 (%29,63) T. buffeli/orientalis ile ve 28’1 (%34,57) Babesia veya

Theileria ile infekteydi. infeksiyonlarin ilgelerdeki durumu Tablo 4.5’te verilmistir.

Tekirdag ilinde 66 sigirdan kan Ornegi alinmistir. Bunlardan 1’1 (%1,52)
Babesia bovis, 3’0 (%4,55) Theileria buffeli/orientalis ve 4’1 (%6,06) Babesia veya
Theileria ile infekte bulundu. Iicelerdeki infeksiyon durumu Tablo 4.6’da

goriilmektedir.

4.4. Babesia ve Theileria infeksiyonlarinin yas gruplarinda goriilme oranlari

Ormek alinan ve Babesia veya Theileria ile infekte bulunan sigirlarin yaslari
Tablo 4.7°de, belirli yas araliklarinda infeksiyon oranlar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
Infeksiyona yakalanma bakimindan bir yas ve iizeri yas gruplarinda guruplararasi

anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 5.9).

4.5. Babesia ve Theileria Infeksiyonlarinin Disi ve Erkek Sigirlarda goriilme
oranlari

Kan 6rnegi alinan 3 yas ve daha yukarisinda erkek sigir olmadigindan bu yasa
kadar olan disi ve erkekler karsilastirilmigtir. Buna gore 3 yasina kadar olan toplam 42
disi hayvandan 3’iinde (%7,14) Theileria annulata, 4’tinde (%9,52) Theileria
buffeli/orientalis ve toplam 7 (%16,67) sigirda Babesia veya Theileria infeksiyonu
ssaptandi. Buna karsilik bu yasa kadar olan toplam 33 erkek hayvandan 1’inde (%3,03)
Babesia bovis, 6’sinda (%18,18) Theileria buffeli/orientalis ve toplam 7 (%21,21)
sigirda Babesia veya Theileria infeksiyonu bulundu (Tablo 4.10).

4.6. Klinik Bulgular

1- Edirne, Siiloglu ilcesi Kerametli koyiinden 1,5 yasindaki bir hayvanda 41 °C
ates, preskapuler lenf yumrularinda biiylime, konjuktivada petesiler ve anemi,
istahsizlik, durgunluk goriilmiis, hayvan sahibi daha ©Once yanindaki bir hayvanin
benzeri belirtilerle 6ldiigiinii ifade etmistir. Klinik bulgular saptanan bu hayvandan
alman kan 6rneginde RLB ile Theileria annulata tespit edildi.

2- Edirne Kesan ilgesi Kozan kdyiinden 4 yasindaki bir hayvanda 40,5 °C ates,
konjuktivalarda anemi ve hafif ikter, istahsizlik, durgunluk goriilmiistiir. Bu hayvandan

alan kan 6rneginde RLB ile Theileria annulata saptandi.
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3- Kirklareli Merkez ilce Cesmekoy’de 6 yasinda bir hayvanda 38,5 °C ates,
preskapuler lenf yumrularinda hafif biiytime, mukozalarda hafif ikter, durgunluk,
istahsizlik gozlendi. Hayvanin kan Orneginde RLB ile Theileria annulata oldugu
bulundu.

4- Kirklareli Merkez ilce Cesmekdy’de 1 ve 4 yaslarinda iki hayvanda preskapuler
lenf yumrularinda sigsme belirlendi. Bu hayvanlarin kan 6rneklerinde RLB ile Theileria
annulata oldugu tespit edildi.

5- Edirne Enez ilge merkezinde 5 yasindaki bir hayvamin sahibi, daha Once
hayvanin cok agir theileriosis benzeri bir hastalik gegirdigini, yanindaki hayvanin
oldiigiinii ifade etmistir. Bu hayvanda RLB ile Theileria buffeli/orientalis saptandi.

6-Edirne Enez ilce merkezinde 2 ve 6,5 yaslarinda, Kirklareli Merkez ilge
Cesmekdy’de 1 yaslarinda ve Tekirdag Malkara ilcesi Karacahalil kdyilinde 4 yasinda
toplam 4 hayvanin daha once theileriosis benzeri bir hastalik gecirdigi ifade edilmis,

ancak alinan kan 6rnekleri RLB’de negatif bulundu.



Sekil 4.1: PCR Uriinlerinin Elektroforezi sonucunda goézlenen bantlar

A) Babesia-Theileria ortak DNA bolgesi (~460-520 bp)
1) Negatif kontrol

2) Pozitif kontrol

3-6) Pozitif 6rnekler

7) Molekiiler belirte¢ (100 bp)
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® — |B.major
® — |B.divergens
. — | B.bigemina
. —— | B.bovis
P2 essPB e » —  |T.orientalis
T.annulata
—|Catchall
2 3456 7 8 910 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 13 34
Sekil 4.2: RLB sonuclari
1-5) Theileria annulata pozitif 6rnekler, 6-15) Theileria buffeli/orientalis pozitif 6rnekler, 16-18) Babesia bovis pozitif drnekler
19-27) Theileria buffeli/orientalis pozitif rnekler 28) Theileria annulata pozitif kontrol, 29) Theileria buffeli/orientalis pozitif kontrol
30) Babesia bovis pozitif kontrol 31) Babesia bigemina pozitif kontrol 32) Babesia divergens pozitif kontrol,

33) Babesia major pozitif kontrol 34) No-DNA negatif kontrol
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Sekil 4.3: Trakya’da RLB ile Sigirlarda Babesia ve Theileria infeksiyonu goriilen ilceler

1a) Edirne Merkez (B. bovis, T. buffeli/orientalis) 2d) Kirklareli Pinarhisar (7. buffeli/orientalis)

1b) Edirne Lalapasa (7. buffeli/orientalis) 2e) Kirklareli Babaeski ( -)

1c) Edirne Stiloglu (7. annulata) 3a) Tekirdag Hayrabolu (7. buffeli/orientalis)

1d) Edirne Uzunkoprii (7. buffeli/orientalis) 3b) Tekirdag Malkara ( -)

le) Edirne 1psa1a (T. buffeli/orientalis) 3c) Tekirdag Sarkdy (-)

1f) Edirne Enez (7. buffeli/orientalis) 3d) Tekirdag Murath (-)

1g) Edirne Kesan (7. annulata) 3e) Tekirdag Saray (B. bovis, T. buffeli/orientalis)

2a) Kirklareli Merkez (T. annulata, T. buffeli/orientalis) 3f) Tekirdag Cerkezkoy ( -)
2b) Kiurklareli Kofcaz (B. bovis, T. buffeli/orientalis) 4a) Istanbul Silivri (T. buffeli/orientalis)

2¢) Kirklareli Demirkoy (7. buffeli/orientalis) 4b) Istanbul Catalca (7. buffeli/orientalis)
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Tablo 4.1: Ornek alinan 77 yerlesim yerinde Babesia ve Theileria infeksiyonlarinimn

gorildiigii yerler

il flce Infekte hayvanlarin bulundugu koy / yerlesim yeri

B. bovis T. annulata |T. buffeli/orientalis
Edirne Enez - - Merkez
Edirne Ipsala - - Pazardere
Edirne Kesan - Kozkoy -
Edirne Lalapasa - - Biiyiinnii, Ortake1, Stileymandanisment
Edirne Merkez Sazlidere - Ulgag
Edirne Siiloglu - Kerametli -
Edirne Uzunk6prii - - Sigircali
Istanbul Catalca - - Halagh
fstanbul Silivri - - Beyciler, Biiyiikgavuslu
Kirklareli | Babaeski - - -
Kirklareli | Demirkoy ) ) Il\g/ljzrtlzf;z, Yenimabhalle, 1gneada—Limank6y,
Kirklareli | Kofcaz Malkoglar - Beyci, Malkoglar, Devletlibahge
Kirklareli | Merkez - Cesmekoy Cesmekoy
Kirklareli | Pinarhisar - - Evciler, Kurudere
Tekirdag Hayrabolu - - Yurtbekler-Karacakilavuz
Tekirdag Malkara - - -
Tekirdag Muratl - - -
Tekirdag Saray Biiyiikyoncali - Kiigiikyoncalt
Tekirdag Cerkezkoy - - -
Tekirdag Sarkoy - - -
41l 20 ilce 3 Yerlesimde | 3 Yerlesimde 22 Yerlesimde
Yerlesim yerlerinde dagilim % 3,9 % % 3,98 % 28,57 €
orani 3777 3777 (22/177)

A 995 Giiven araligr %0,88 - % 11,3 arasinda
B %95 Giiven arahig1 %0,88 - % 11,3 arasinda

€ %95 Giiven araligt % 19,64 - % 39,54 arasinda
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Tablo 4.2: Trakya’da sigirlarda Babesia ve Theileria infeksiyonlarimin illere gore
yayginhgi

A
=) =~
(p)mustex | T | 2| 2| 3|5
— gl o o (@]
N
sides ueakey appoyur wedo], © o | K|« ,*M
(9 )NiuidLes < o = - m,f
epuIseIR Je[ueAL Ry 3[RJU] 2 S g | = m
S A S B R e
o o
(%) Muiskex < | 2l e | d |8
a1 ™ a <~ %
T sies ueakey opppyur | 4*
on sypmortopaffngoropoyy | < | | o | 7 €
(9 )NiuidLes x = m6
epuIseIe Je[ueALey d)3ayuy o _ =) _ =
S A S B R .
(%) iuisAe x W, | = ' )
N
T sifes ueakey | *
IVOJUI I DIVINUUD DLIJIIY ] « _ « _ ©
(% )yruisfek 2 L mo
epuIseIe Je[ueAiey 3)yaju| =~ _ N A ww
(p)ywmssex | 2| | 8| 8|
T sifes ueakey | *
oppJuIoN sMogwisagng |~ | 1| T | T | @
Isi{eg UeALeH UdUdEIU| 3 o = 8 m
= | B | w
: | 2| 5 || &
- = = =< o= =
S| 8| E|E|2%| &
=l R |2 M| ==

! %95 Giiven aralig %69,52 - %90,66 arasinda

Al %95 Giiven araligt % 1,41 - % 16,54 arasinda
Bl 9,95 Giiven araligl %5,14 - %23,75 arasinda

*Karigik (miks) infeksiyon goriilmemistir.

A 995 Giiven araligt % 0,26 - % 3,94 arasinda ,
B %95 Giiven aralig1 %1,07 - % 5,71 arasinda,

€ %95 Giiven araligt % 13,78 - % 23,79 arasinda,
D %95 Giiven araligt % 17,27 - % 27,99 arasinda
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Tablo 4.3: Edirne ilinde sigirlarda Babesia ve Theileria infeksiyonlarimin yayginhgi

w228 8|l
(%) Muisfex | & | o S ld | 28| 8]
1S1Aes ueAAey ppojur wegdoy, | — — — v N N — *B
(% )NIuidfes S = _ = - _ S B
epuisete Jefueafey appyuy | — | — = | » =g
— on
(p)wudtex | 5 | & |2 R[] 2
— on e —
T ISIAes ueAkeyoppyur [ || T T T .
on sypavoppaffngoropoyy |~ | T | | T | T ] T | @
(% kel =) = 3
epuise.e aepueskey oppyuy | I~ _ I g
(%) Muide x ' ' = ' : K ' %
= <
T sikesueakey | | | | | | | | .
A)NOJuI O[I DIVNUUD DLIGNIYL | T S B B e
(9% )qIuid£es - 2
epuIseIe Jejuealey aspyuy _ _ _ L@ _ NG
(%) Muide x . ' ' ' %, . ' m;n
v —
T sikesueakey | | | | | | | | .
oPpeJuI Al s140q visagng | _ _ T _ ] —
ISIAESUBAABH WAWA[IU] | <+ | oo | o | X | = | 2 | v |
2 £
& N = ES)
5l y|s|s|E| 2|8 % 5
¢l 2| 2/ 5| <| 8| 2| 8|8
SR SIS 2| @R =

*Karigik (miks) infeksiyon goriilmemistir.
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o . . Babesia bovis ile infekte hayvan
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- . . Theileria annulata ile infekte
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Tablo 4.5: Kirklareli ilinde sigirlarda Babesia ve Theileria infeksiyonlarinin yayginhg

1 1 1 5 1
epuisee Jefuealey d)yJu| o
Sl Y N AN IS o -
(9) quiIdLe x | | | ™ | =
v o
T Isikesueakey [ |7 T .
INRJUI [ DINUUD VLAY _ _ I Ll o
(% )iIuisses 2 =
epuisee Jefuealey d)yJu| _ X _ I s
(%) Muide x . . " ' ' B,
N ¢~ 7 €1 N A IR IR R .
uRALRY IP[AJUI I S140q DISIGDY _ T _ I
siegueAkeguOwPU (= | 2 | Q| 2 [ S | »
= | 2 5
Z | 2
= 2 | = B S| = m
b = o= Sh ) m -
s | 2| E|5| 5| E|E
sElr|Ald|ZA]&A]|F

*Karisik (miks) infeksiyon goriilmemistir.
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Tablo 4.6: Tekirdag ilinde si@irlarda Babesia ve Theileria infeksiyonlarimin yayginhgi

n 3 N
(%) qquidde)y | o dle|e d ° | g
S sikes || | | [ 1.,
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e 3 "
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| sdesueakeqopppuan ||| [ [ ||
(e}

syppuaLIofijaffng viiap1aY
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Jepueakey dpypyuf
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I I 1 1 I 1 o
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(% )Muidies epuiseae ) -
1 1 1 1 -~ 1 2
Jepueakey dpypJuf )
34 & N
0, 1 1 1 1 S 1
(%) Muisie x g )
ISIARS UeAARY N
aPoJuI I s140q visagng | _ _ T B
ISIARS UBAKRH UIUIIU] < ° = =, ~ o0 8
| =
Q —
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2| 2 | X s Tl 2=
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*Karisik (miks) infeksiyon goriilmemistir.



Tablo 4.7: Babesia ve Theileria ile infekte bulunan sigirlarin yaslari

78

Yas (Yil) incelenen B..bovis ile | T. a{mulata ile T.buffe{i/orientalis ’!‘oplam
Hay. Sayis1 infekte infekte ile infekte infekte

1 Yasinda 18 - 1 2 3
1,5 Yasinda 30 1 2 5 8
2 Yasinda 20 - - 3 3
2,5 Yasinda 7 - - 0
3 Yasinda 27 - - 4 4
3,5 Yasinda 6 - - 3 3
4 Yasinda 41 1 2 6 9
5 Yasinda 42 1 - 9 10
5,5 Yasinda 4 - - - 0
6 Yasinda 16 - 1 4 5
6,5 Yasinda 1 - - - 0
7 Yasinda 11 - - 2 2
7,5 Yasinda 1 - - 1 1
8 Yasinda 1 - - - 0
9 Yasinda 2 - - 2 2
10 Yasinda 1 - - - 0
12 Yasinda 1 - - 1 1
13 Yasinda 1 - - - 0
Toplam 230 3 6 42 51
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Tablo 4.8: Sigirlarda yas gruplarinda Babesia ve Theileria infeksiyon oranlari
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Tablo 4.9: Babesia bovis, Theileria annulata ve T. buffeli/orientalis infeksiyonlarimin yasla
iliskisinin istatistiksel degerlendirilmesi

Yas Gruplari
\n \n \n \n
- a I w
. S S S 2 © .
Parazitler — b - - " Al Ki-kare
+n 1 0 0 1 1 0 .
B. bovis 2,162 O.D.
% 2,1 0 0 2,4 2,2 0
+n 3 0 0 2 0 1 .
T. annulata 6,184 P
% 6,3 0 0 4,9 0 29
+n 7 3 7 6 9 10
T. buffeli/orientalis 4,459 °P-
% 14,6 11,1 21,2 146 19,6 28,6

*0.D.: Yas gruplar aras1 farklilik 6nemli degil (P>0,05)



Tablo 4.10: Karsilastirilabilir yas gruplarindaki disi ve erkek sigirlarda infeksiyon

oranlari

o | o

= : s ?

$m O | i s &

% | E 2 g 5

) AP IS | : oo

g | = 5 | S 2 =

g | 5 -t S g3

< 2 8 s X Sk =
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5. TARTISMA

Molekiiler biyolojik tekniklerin gelistirilmesiyle son konak ve vektorde parazit
DNA’smin saptanmasina yonelik olarak Polymerase Chain Reaction (PCR), niikleik asit
probelariyla DNA hibridizasyonu, Restriction Digestion, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Random Amplified Polymorhic DNA (RAPD) analizleri gibi
molekiiler biyolojik yontemler teshiste ve epidemiyolojik calismalarda kullanima

girmistir (OIE 2004a ve 2004b).

Giintimiizde ise PCR-RLB teknigi hem pek cok patojeni ayni anda tespit
edebilmesi, hem de epidemiyolojik c¢alismalarda kendini kanitlamis olmasiyla;
theileriosis ve babesiosis gibi kene kaynakli infeksiyonlarin tanisinda en fazla tercih

edilen bir test oldugu bildirilmistir (Gubbels ve ark. 1999, Lew ve Jorgensen 2005).

PCR ve RLB testleriyle yapilan prevalans ¢alismalarina benzer cografyaya sahip

oldugumuz Akdeniz iilkelerinden 6rnekler verilebilir.

Gliney Avrupa’da sigirlarda daha c¢ok theileriosis goriilmektedir. Theileria
annulata en patojen tiir olup T. buffeli/orientalis Italya’nin giineyinde endemiktir
(Georges ve ark. 2001). Sparagano ve ark. (2003) italya’da kimi ciftliklerde 7. annulata
ve T. buffel/orientalis’in %100’e varan infeksiyon oranlarinda seyrettigini; B. bovis ve
B. bigemina gibi Babesia tiirlerinin ise yalmzca yil sonunda goriildiigiini

bildirmislerdir.

Garcia-Sanmartin ve ark. (2006) Ispanya’nin kuzeyinde sigirlarda RLB teknigini
kullanarak Theileriosis ve Babesiosis’in yayginligim1 arastirmislar ve inceledikleri
hayvanlarin %42,6’sinda T. buffeli, %8,4’iinde T. annulata, %3’inde B. major,
%2, 7’sinde B. bovis ve %1,1’inde B. divergens saptamislardir. Almeria ve ark. (2002)
ise Ispanya Minorca’da PCR ve RLB teknikleri ile inceledikleri 133 sigirin 129 unun

babesia veya theileria tiirlerinden en az biriyle infekte oldugunu gérmiislerdir.

Yurdumuzda da PCR teknigi ile sigirlarda Babesia ve Theileria etkenlerinin
saptanmasina yonelik pek cok calisma yapilmistir. Tanyiiksel ve ark. (2002) yilinda
babesiosis teshisinde PCR yontemini ilk defa olarak kullanmiglar ve calismalarinda

B.bovis yaygimligin1 Ankara, Burdur ve Samsun illerinde sirasiyla %12,68, %8, %3,85;
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B. bigemina yayginlhigim Ankara ve Kayseri’de sirasiyla %8,45 ve %23,80; B. divergens

yayginligin ise yalnizca Samsun ilinde %3,37 oranlarinda bulunmustur.

Vatansever ve Nalbantoglu (2002) Ankara ili Polatl il¢esinde nested PCR, IFA
ve mikroskobik baki yontemleriyle Theileria annulata yayginhigm sirasiyla %61,2,

9%44.,9 ve %31,3 olarak saptamiglardir.

Vatansever ve ark. (2003a) Ankara’da yaptiklart calisma ile Tiirkiye’de
sigirlarda T. buffeli’nin varligin1 Reverse Line Blotting (RLB) teknigi ile ilk defa olarak
ortaya koymustur. Ankara’da 10 ilcede 250 sigirin 124’ii RLB ile Babesia/Theileria
pozitif bulunmustur. S6z konusu calismada RLB ile 7. annulata, T. buffeli, B. bigemina,
B. bovis ve B. divergens’in yayginligi swrasiyla %41,6, %13,6, %5.,2, %3,6, %3,2
bulunmus, mikroskobik bakida ise %29,6’sinda Theileria ve %2,4’iinde Babesia
piroplazmlar1 goriilmiistiir. IFAT ile ise 7. annulata %28, B. bigemina %8,8, B. bovis

9%?2,4 oranlarinda pozitif bulunmus; B.divergens’e karsi antikor saptanamamustir.

Aktas ve ark. (2006) Dogu Anadolu Bolgesi’'nde Theileria annulata ve iyi huylu
theileriosis etkenlerinin (Theileria sergenti/buffeli/orientalis) yaygmhigini belirlemek
tizere 2004 yilinda 252 kan ornegini PCR ile incelemistir. Bu orneklerde Theileria
annulata’nin oranm1 39% (99/252) ve iyi huylu theileriosis etkenlerinin oran1 %7

(18/252) bulunmustur.

RLB testi PCR’a gore daha duyarh bir test olmasina (Sparagano ve ark. 2002)
ragmen calismamizda primer kaynakli bir sorun yasanmistir. Degisik firmalarca
sentezlenen biotin isaretli primerlerin RLB’de performanslarimin farkli olabildigi,
Dog.Dr.Zati Vatansever tarafindan da belirtilmistir. Biotinle isaretlemenin iyi
yapilamadigr durumlarda RLB’de sinyal yogunlugu az olmakta veya hi¢ sinyal
aliamayabilmektedir. Bu sorun aymi dizilime sahip, ancak bir bagka firma tarafindan

sentezlenmis primerler kullanilarak ¢oziilmiistiir.

Kullanilan malzemeler konusunda dikkatli olundugu takdirde, RLB’de
kullanilan membran ise bir kere hazirlandiktan sonra en az 20 defa kullanilabilmekte ve
bu da epidemiyolojik ¢aligmalarda bir avantaj olarak 6ne ¢ikmaktadir. RLB, giiniimiizde

sigirlarda piroplazm infeksiyonlarinin tespiti ve etken tiirlerinin birbirinden ayrimi

" {kinci tez danismani, Ankara Univ. Veteriner Fak.Parazitoloji ABD, Ankara.
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amacina yonelik kullanmilabilecek optimal bir test olarak kabul edilmektedir (Almeria ve

ark. 2002).

Bu ¢alismada Trakya Bolgesi’nde bulunan Theileria ve Babesia tiirlerinin PCR-
RLB ile saptanmasi ve yayginliginin belirlenmesi amaglanmistir. 2004-2006 yaz
aylarinda Trakya’yr temsilen 20 ilgede 77 yerlesim yerinden, bir yas ve tizeri 230
sigirdan kan ornekleri alinmistir. RLB ile yapilan arama sonucu 77 yerlesim yerinden
3’iinde (%3,9) Babesia bovis, 3’iinde (%3,9) Theileria annulata ve 22’sinde (%28,57)

Theileria buffeli/orientalis infeksiyonu bulunmustur.

Ornek alman 230 sigirdan 3’iinde (%1,3) Babesia bovis’e, 6’sinda (%2,61)
Theileria annulata’ya, 42’sinde (%18,26) T. buffeli/orientalis’e ve toplam 51’inde
(%22,17) Theileria veya Babesia’ya rastlanmis; birden fazla tiirle olusan karigik (miks)
infeksiyon goriilmemistir. Babesia veya Theileria ile infekte 51 si@ir arasinda Babesia
bovis infeksiyonunun yaygmhgmin %5,88, Theileria annulata infeksiyonunun
yayginhigimin %11,76 ve T.buffeli/orientalis infeksiyonunun yayginhiginin %82,35
oldugu saptanmustir. Infeksiyona yakalanma bakimindan yas gruplari ararasinda

istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmamaistir.

Daha onceki calismalarda Theileria buffeli/orientalis’in  yaygmhigr Dogu
Anadolu Bolgesi’nde %7 (Aktas ve ark. 2006), Kayseri yoresinde %12 (Inci ve ark.
2003) ve %0,9 (ica ve ark. 2007a), Ankara’da ise %13,6 (Vatansever ve ark. 2003a)
bulunmus olup Trakya Bolgesi’nde hepsinden yiiksek olup %18,26 olarak saptanmustir.
Bu durum Avrupa’nin giineyinde T.buffeli/orientalis’in endemik olmasiyla uyumlu bir

sonug olarak goziikmektedir (Georges ve ark. 2001, Garcia-Sanmartin ve ark. 2006).

Trakya yoresinde sigirlarda Babesia ve Theileria tiirlerinin dagilimi iizerine
sinirli sayida arastirma yapilmis (Tiizer 1980, Alp 1993, 1995, Alp ve Giivenen 2001);
ancak tiim Trakya’y1 kapsayan bir calisma bulunmamaktadir. Istanbul ili ve g¢evresinde
sigirlarda mikroskobik bakiya dayali olalarak 7. mutans’in goriildiigii bildirilmis (Ttizer
1980) Ancak daha sonra Afrika’da bulunan gercek T. mutans’in Diinya’nin diger
yerlerinde T. mutans olarak bildirilen tiirden farkli olduguna iligskin kuvvetli deliller elde
edilmesinden (Uilenberg 1983) sonra bu yorede T. buffeli/orientalis yoniinden bir

arastirmaya rastlanmamlstlr.

Tiizer (1980) tarafindan 256 sigirda yapilan taramada mikroskobik olarak

T. annulata’nin yayginhgt %?20,7, T. mutans sanilan etkenin yayginlhigi %14,06 olarak
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bulunmus; tarama yapilan hayvanlarda Babesia tiirlerine rastlanmamasina karsin klinik
belirti gosteren 112 sigirda ise 15 hayvanda (%13,39) T. annulata, 39 hayvanda
(%34,82) B. bovis ve 14 hayvanda (%12,5) B. bigemina saptanmistir.

PCR ve RLB testlerinin duyarliligmmin ve 6zgiilliigliniin mikroskopik bakiyla
karsilastirildigi calismalarda PCR ve RLB’nin mikroskopik bakidan ¢cok daha duyarl ve
0zgiil oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (D’Oliveira ve ark. 1995).
Sunulan bu ¢alismada tam tersi bir durum var gibi goziikmektedir. Tiizer’in (1980) T.
mutans  olarak  gordiigii.  etkenin  prevalans1  bu  caligmada  bulunan
T.buffeli/orientalis’inkine yakin olmakla  birlikte ayni arastiricimin 7. annulata

prevalansi bu ¢calismada PCR-RLB ile bulunanin ¢ok iizerindedir.

Kan orneklerinin mikroskobik bakisinda bir ¢ok kez tiirlerin ayriminin miimkiin
olmadig1 goz oniine alinirsa (Nagore ve ark.2004), Tiizer’in (1980) belirttigi rakamlarin
kiimiilatif olarak theileriosis etkenleri olarak degerlendirilmesi daha uygun
goriinmektedir. Bu durumda ortaya cikan %31,64’lik theileriosis prevalansi da

calismamizda PCR-RLB ile bulunan %20,87 nin iizerindedir.

Vektor kene faaliyetlerine bagh olarak, secilen odaklarin farkli olmasi gibi pek
¢ok nedenle prevalansta yillar arasinda dalgalanmalar olmasi normaldir. Iki ¢alisma
arasinda 25 sene gibi bir zaman farki oldugu ve bu zaman dilimi i¢inde etken
identifikasyonuna yonelik baska calisma yapilmadigi g6z Oniine alinirsa yorum

yapmanin giicliigii de ortaya ¢ikacaktir.

Materyal toplama calismalan sirasinda, bolgede akarisitlerin kullaniminin
yaygin oldugu gozlenmistir. Hayvan yetistiricilerinin ¢ogu piroplazm infeksiyonlarina
“kircan”, “kene sitmas1” gibi isimlerle asina olup, agir ve dliimle seyreden hastaliklarin
cogunlukla hayvanlarin meraya ¢iktigit Mayis ay1 gibi gozlendigini bildirmistir. Hastalik
goriildiigli durumlarda ise, ¢ogu zaman veteriner hekime basvurmadan kemoterapi
uygulanmakta, agir infeksiyonlarda hayvanin kesimi yoluna gidilmektedir. Ayrica
Theileria as1s1 da halk arasinda iyi bilinmekte ve veteriner hekimler tarafindan asilama

hizmeti verilmektedir.

Tiim bu sayilan nedenler gerek hayvandaki ve gerekse de vektordeki tasiyicilik

durumunu etkilemektedir ve yillar i¢inde prevalansin azalmasi olast bir sonuctur.
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Babesia bovis yoniinden incelendiginde sunulan bu ¢alismada B. bovis 3 6rnekte
(%1,3) tespit edilmis olup bu sonug Tiizer (1980)’in B. bovis infeksiyonuna rastlamamis

olmasi sonucuyla uyumludur.

Her iki tiirlin vektorliiglinii yapan kenelerin aym oldugu goz oniine alindiginda,
Trakya Bolgesi'nde B. bigemina’nin da bulunmasi gerekir. Tiizer (1980)’in klinik
olarak siipheli hayvanlarda Babesia bigemina’y1 (%12,5) Babesia bovis’den (%34,82)
cok daha az oranda gormesi Babesia bigemina infeksiyonun cok daha az yaygin
olduguna isaret etmektedir. Calismamizda B.bovis infeksiyonunun yayginlhiginin %1,3
gibi ¢ok diisiik bir oranda ¢ikmasi1 B.bigemina’ya rastlayamamis olmamiza bir agiklik
getirebilir. B. bovis ve B. bigemina infeksiyonlarinin lokalize odaklarda goriiliiyor

olmasi ve tesadiifi 6rnekleme yapilirken bu odaklara gidilmemis olmast da miimkiindiir.

Bu bolgede calisma yapan bir baska arastirmaci Alp (1993)’dir. Istanbul’da
ELISA testi kullanarak yaptig1 prevalans calismasinda B. bovis’e karst hayvanlarin
%29,9’unda antikor saptamistir (Alp 1993). Ayni arastiric1 (Alp 1995) yine istanbul’da
IFAT ile T. annulata yaygmhigini incelemis ve hayvanlarin %]18’inde antikor

bulundugunu bildirmistir.

Alp (1993, 1995), Trakya bolgesiyle kiyaslandiginda ¢ok daha dar bir alani
incelemis, ayrica Istanbul icin Anadolu yakasimin da i¢inde oldugu smirli sayida odakta
ornekleme yapmistir. Alp’in bulgularina gore bu odaklarin B. bovis ve T. annulata igin
endemik oldugu sOylenebilir; ancak odak sayisi, ornekleme ve test metodu olarak bu
calismayla karsilastiriimasi dogru olmaz. Ozellikle B. bovis icin belirtilen %29,9’luk
serolojik prevalans orani ¢alismamizda PCR-RLB ile Trakya geneli i¢in saptanan

%1,3’liik etken prevalansinin ¢ok iistiinde gibi goziitkmektedir.

Trakya yoresi icin elimizdeki son prevalans ¢alismasinda Alp ve Gilivenen
(2001), Tekirdag ilinde IFA testiyle inceledikleri 426 adet sigirmm %]13,4’{iniin
T.annulata’ya, %9,9’unun B. bovis’e kars1 antikor tasidigini tespit etmistir. Tekirdag ili
i¢in bizim calismamizda Babesia bovis i¢in %1,52, Theileria orientalis igin ise %4,55
oranlarinda prevalans bulunmustur. Bu ilde Babesia bovis’in mevcut olmasiyla her iki
calisma uyumludur. Bizim ¢alismamizda 7. annulata saptanmamis olmakla beraber bu
ilde infeksiyonun olmadigin1 gostermez. Infeksiyonu atlatan hayvanlar tasiyici olarak
kalmakta ancak bu hayvanlarda parazitin eritrositik formlar1 her zaman goriillememekte,

parazit ¢ok zaman lenfoid dokularda yerlesebilmektedir (Ilhan ve ark. 1998). Ayrica
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Alp ve Giivenen (2001)’in calismalarinda saptadiklar serolojik pozitiflik tiirler arasi
capraz reaksiyonlar goriilebilmesine bagl olarak T. buffeli/orientalis’in de dahil oldugu

bir seropozitiflik orani olabilir.

Trakya bolgesinde Babesia ve Theileria infeksiyonlarinin sigirlardaki yayilist
iizerine az sayida arastirma bulunmasina karsin bu infeksiyonlarin kenelerde yayilimi

bugiine dek incelenmemistir.

Giilanber (1996) Trakya Bolgesi’nde kene tiirlerinin yayilimi iizerine yaptigi
doktora calismasinda Boophilus annulatus, Rhipicephalus sanguineus, R. bursa,
Hyalomma marginatum ve H. anatolicum excavatum tiirlerinin bulundugunu; tiirlerin
sigirlardaki yayilimlarinin da sirasiyla %7,79, %4,52, %3,46, %0,97 ve %0,19 oldugunu
bildirmistir.

Calismamiz bulgularina gore Trakya’da Babesia ve Theileria tiirleri arasinda en
yaygin gorilleni Theileria buffeli/orientalis’dir. Mimioglu (1954) bu parazitin
vektorlerinden olan Haemaphysalis punctata’nin bolgede mevcudiyetini bildirmis,
ancak Giilanber (1996) calismasinda herhangi bir Haemaphysalis tiiriine rastlamamaistir.
Literatiirlerde Giilanber’in saptadigi kene tiirlerinin T.buffeli/orientalis’in vektorligiini
yaptigiyla ilgili bir kayda rastlanmamistir. Savini ve ark. (1998) iyi huylu theileriosis
etkenlerinin Haemaphysalis cinsi keneler yanisira Rhipicephalus cinsi kenelerle de
naklediliyor olabilecegini belirtmisse de bu durum kesinlik kazanmig degildir. Bu
nedenlerden dolay1 7. buffeli/orientalis’in olas1 vektorleri lizerinde ayrintili aragtirmaya

gerek vardir.

Kan 6rneklerinin toplanmasi sirasinda hastalik gecirmis veya o sirada gegiren 10
adet sigira rastlanmistir. Klinik bakida babesiosis veya theileriosis yoniinden 2
hayvanda siddetli, 3 hayvanda ise hafif hastalik semptomlar1 goriilmiis ve bu
hayvanlarda RLB testi ile T. annulata saptanmistir. Daha once siddetli theileriosis veya
babesiosis benzeri bir hastalik gecirdigi sOylenen bir hayvanda Theileria
buffeli/orientalis bulunmus ve yine gecmiste theileriosis veya babesiosis benzeri

hastalik gecirdigi sOylenen 4 hayvanda ise parazite rastlanmamaistir.

Theileria buffeli/orientalis saptanan hayvan, Theileria annulata infeksiyonunun
siklikla goriildiigii soylenen ve gozlemledigimiz kadartyla bolge dahilinde en fazla as1
calismasinin yapildiglr Enez ilgesindendir. Bu hayvanin yaninda, ayni siiriiden onunla

birlikte hasta olan bir baska hayvanin ise 6ldiigii belirtilmistir.
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Theileria buffeli/orientalis normalde iyi huylu bir theileriosis etkenidir. Ancak
bazi durumlarda, 6zellikle Avrupa irklarinda (Holstein gibi) patojenite kazanabilmekte
ve agir anemiyle seyreden hastalifa neden olabilmektedir (He ve ark. 2005). Bu
hayvanin gecirdigi hastaligin etkeninin Theileria buffeli/orientalis olmamasi

miimkiindiir.

Diger taraftan bolgede ziyaret edilen hemen her odakta kene kaynakli oldugu
sOylenen ve veteriner hekimlerin piroplasmose olarak genelledigi 6liimle seyredebilen
vakalar goriildiigii bildirilmistir. Odaklar bazinda nadir goriilen bu olaylar yekiinde
yiilksek rakamlara denk gelmektedir. Bu vakalardan numune alinip incelenmedikge
etkenler hakkinda bir sey soylemek miimkiin degildir. Ancak T. buffeli/orientalis’in en
yaygin tiir olmasi ve bolgede hemen her yerde suni tohumlama uygulamalariyla yaygin
olarak Holstein cinsi sigirlar yetistirildigi goz oniine alindiginda; en azindan bazi klinik

vakalarda, hastalik etkeninin 7.buffeli/orientalis olabilecegi diistiniilebilir.

Bu calisma Trakya Bolgesi’nde yaklasik 25 yil gibi bir siire sonra Babesia ve
Theileria etkenlerinin direkt tanisi iizerine yapilmis ilk caligmadir. Calismamiz aym
zamanda Trakya Bolgesi’nde Babesia ve Theileria tiirlerinin tespiti ve yayilimlarinin
belirlenmesine yonelik ilk molekiiler calisma olup, bu bolgede T.buffeli/orientalis’in
varligi da ilk defa gosterilmistir. Calismada zoonotik 6zellikte olan Babesia divergens’e
rastlanmamistir. Bu parazit bolgede var olsa bile ¢ok az oranda bulunuyor olabilir.
PCR-RLB testi ayn1 anda ¢ok sayida parazitin saptanabilmesi, tek bir testte ¢cok sayida
ormek islenebilmesi ve RLB membraninin defalarca kullanilabilmesi yoniiyle

epidemiyolojik arastirmalar ve rutin uygulamalar i¢in uygun bir testtir.

Calismamizda Trakya Bolgesi'nin babesiosis ve theileriosis infeksiyonlarinin
epidemiyolojileri yoniinden bilinmezlerle dolu oldugu anlasilmistir. Infeksiyon
etkenlerinin vektorlerde ve konaklarda serolojik ve molekiiler yontemlerle kombine
olarak incelenmesi; enzootik denge veya dengesizlik durumunun ortaya konabilmesi
icin gerekli unsurlardir. Trakya Bolgesi'nde detayli arastirmalar yapilmasi,
infeksiyonlardan koruma ve kontrol stratejilerinin belirlenmesini ve ekonomik

kayiplarin oniine gecilmesini saglayacaktir.



89

KAYNAKLAR

Agresti, A., and Coull, B. (1998): Approximate is better than 'exact' for interval
estimation of binomial proportions. The American Statistician 52: 119-126.

Aikawa, M., Kawazu, S., Kamio, T., Matsumoto, Y., Naya, T., Torii, M. ve ark. (1997):
Membrane knobs of unfixed Babesia bovis infected erythrocytes: new findings as
revealed by atomic force microscopy and surface potential spectroscopy.
Parasitology International, 46: 241-246.

Aktas, M., Dumanli, N. (1999): Elaz1g yoresinde tropikal theileriosise kars1 asilanan
sigirlarda saha calismalari. Firat Universitesi Saglik Biimleri Dergisi, 13(2): 79-87.
Aktas, M., Sevgili, M., Dumanli, N., Karaer, Z., Cakmak, A., (2001a): Elaz1g, Malatya
ve Tunceli illerinde Theileria annulata’nin sero-prevalansi. Turkish Journal of

Veterinary and Animal Sciences, 25: 359-363.

Aktas, M., Dumanli, N., Karaer, Z., Cakmak, A., Sevgili, M. (2001b): Elaz1g, Malatya
ve Tunceli illerinde Babesia tiirlerinin sero-prevalansi. Turkish Journal of Veterinary
and Animal Sciences, 25: 447-451.

Aktas, M., Altay, K. (2004): Sigir theileriosisi. Firat Universitesi Saglik Bilimleri
Dergisi, 18(2): 79-86.

Aktas, M., Altay, K., Dumanli, N. (2006): A molecular survey of bovine Theileria
parasites among apparently healthy cattle and with a note on the distribution of ticks
in eastern Turkey. Veterinary Parasitology, 138: 179-185.

Allred, D.R., Al-Khedery, B. (2006): Antigenic variation as an exploitable weakness of
babesial parasites. Veterinary Parasitology, 138: 50-60.

Allsopp BA, Baylis HA, Allsopp MT, Cavalier-Smith T, Bishop RP, Carrington DM,
Sohanpal B, Spooner P. (1993): Discrimination between six species of Theileria
using oligonucleotide probes which detect small subunit ribosomal RNA sequences.
Parasitology; 107: 157-65.

Almeria, S., Castella, J., Ferrer, D., Sparagano, O., Estrada-Pena, A. (2001): First report
of Babesia bovis in Spain. The Veterinary Record, 149: 716-717.

Almeria, S., Castella, J., Ferrer, D., Gutierrez, J.F., Estrada-Pena, A., Sparagano, O.
(2002): Reverse line blot hybridization used to identify hemoprotozoa in Minorcan

cattle. Annals of the New York Academy of Sciences, 969: 78-82.



90

Alp, H. (1993): Istanbul ili sigirlarinda Babesia bovis'in yayginliginin ELISA ile
saptanmasi. Pendik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 24(1): 57-67.

Alp, H. (1995): Istanbul ili sigirlarinda tropical theileriosis’in yayginlign ve yayilma
oraninin belirlenmesi. Istanbul Univ Sagl Bil Enst Parazitol ABD (Doktora tezi).

Alp, H.G., Giivenen, A.R. (2001): Tekirdag ilinde Theileria annulata ve Babesia bovis
infeksiyonlarinin seroprevalansi. Pendik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi, 32: 1-2.

Ayerdem, B., Inci, A., Uyanik, F., Ica, A., Cakmak, A., Yildirim, A. (2006): Sigirlarda
dogal Theileria annulata enfeksiyonlarinda monosit nitrik oksit diizeyleri. Saglik
Bilimleri Dergisi, 15(2): 116-121.

Bakheit, M. A., Schnittger, L., Salih, D.A., Boguslawski, K., Beyer, D., Fadl, M., ve ark.
(2004): Application of the recombinant Theileria annulata surface protein in an
indirect ELISA for the diagnosis of tropical theileriosis. Parasitology Research,
92(4): 299-302.

Biotech (2004): RLB Hybridisation: Reverse line blot hybridisation in the detection of
tick-borne disease. Bti Eyliil 2004, Erisim 13.01.2007, http://www.biotech-
online.com/pdf/10644.pdf.

Bishop, R., Geysen, D., Skilton, R., Odongo, D., Nene, V., Allsopp, B. ve ark. (2002):
Genomic polymorphism, sexual recombination and molecular epidemiology of
Theileria parva. iginde: Dobbelaere, D.A.E., McKeever, D.J. (eds.). World Class
Parasites (3), Theileria. Kluwer Academic Publishers, London. pp.23-41.

Bishop, R., Musoke, A., Morzaria, S., Gardner, M., Nene, V. (2004): Theileria:
intracellular protozoan parasites of wild and domestic ruminants transmitted by
ixodid ticks. Parasitology, 129: S271-S283.

Bock, R., Jackson, L., De Vos, A., Jorgensen, W. (2004): Babesiosis of cattle.
Parasitology, 129: S247-S269.

Bose, R., Jorgensen, W.K., Dalgliesh, R.J., Friedhoff, K.T., De Vos, A.J. (1995):
Current state and future trends in the diagnosis of babesiosis. Veterinary
Parasitology, 57: 61-74.

Brands, S.J. (comp.) (1989-2005): Taxon: Order Piroplasmorida Wenyon, 1926.
Systema Naturae 2000, The Taxonomicon, Universal Taxonomic Services,
Amsterdam. Erisim 15.01.2007,
http://sn2000.taxonomy.nl/Taxonomicon ve

http://sn2000.taxonomy.nl/Taxonomicon/TaxonTree.aspx?id=124009&tree=0.1



91

Brown, C.G.D. (1983): Theileria. 1ginde: Jensen, J.B. (ed). In vitro cultivation of
protozoan parasites, CRC Press, Boca Raton, Florida. pp 243-284.

Brown, C.G.D., Hunter, A.G., Luckins, A.G. (1990). Diseases caused by protozoa.
iginde: Sewell, M.M.H. ve Brocklesby, D.W. Handbook on Animal Diseases in the
Tropics (4th ed). Baillire Tindall, London. pp. 161-226.

Brown, W.C., Norimine, J., Knowles, D.P., Goff, W.L. (2006a): Immune control of
Babesia bovis infection. Veterinary Parasitology, 138: 75-87.

Brown, W.C., Norimine, J., Goff, W.L., Suarez, C.E., Mcelwain, T.F. (2006b):
Prospects for recombinant vaccines against Babesia bovis and related parasites.
Parasite Immunology, 28: 315-327.

Caccio, S., Camma, C., Onuma, M., Severini, C. (2000): The B-tubulin gene of Babesia
and Theileria parasites is an informative marker for species discrimination.
International Journal for Parasitology, 30: 1181-1185.

Calder, J.A.M., Reddy, G.R., Chieves, L., Courtney, C.H., Littell, R., Livengood, J.R.,
Norval, R.A.L,, Smith, C. and Dame, J.B. (1996): Monitoring Babesia bovis
infections in cattle by using PCR-based tests. Journal of Clinical Microbiology, 34:
2748-2755.

Camacho, A.T., Telford, S.R. Ve Spielman, A. (2007). Blood, Bone Marrow, Spleen
Parasites, Sporozoea Order: Piroplasmida, Babesia divergens. Erisim 16.01.2007,
http://www.Cdfound.To.it/HTML/Bab_Divergens.Htm#Divergens

Ceci, L., Jongejan, F., Carelli, G., Tassi, P., Sparagano, O. (1999): Identification of
Theileria buffeli/orientalis and Babesia bigemina in Apulian cattle using molecular
techniques and study of changes in blood parameters. Parassitologia, 41 Suppl 1:
31-32.

Chen, P.P., Conrad, P.A., Ole-MoiYoi, O.K., Brown, W.C., Dolan, T.T. (1991): DNA
probes detect Theileria parva in the salivary glands of Rhipicephalus appendiculatus
ticks. Parasitology Research, 77: 590-594.

Cooke, B.M., Mohandas, N., Cowman, A.F., Coppel, R.L. (2005): Cellular adhesive
phenomena in apicomplexan parasites of red blood cells. Veterinary Parasitology,
132: 273-295.

Costa-Junior, L.M., Rabelo, E.M.L., Filho, O.A.M., Ribeiro, M.F.B. (2006):

Comparison of different direct diagnostic methods to identify Babesia bovis and



92

Babesia bigemina in animals vaccinated with live attenuated parasites. Veterinary
Parasitology, 139: 231-236.

Criado, A., Martinez, J., Buling, A., Barba, J.C., Merino, S., Jefferies, R., ve ark.
(2006): New data on epizootology and genetics of piroplasms based on sequences of
small ribosomal subunit and cytochrome b genes. Veterinary Parasitology, 142: 238-
247.

Cakmak, A. (1987): Untersuchungen zur inzidenz von hamoparaziten in einer
rinderherde in der provinz Ankara. Tierarztl. Hochsch., Diss., Hannover.

Cakmak, A., Oz, 1. (1993): Adana yoresi sigirlarinda kan protozoonlarmin
serodiagnozu. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 40(1): 70-77.

Dalgliesh, R.J. (1993): Babesiosis. icinde: Warren, K.S. (ed). Immunology and
molecular biology of parasitic infections. Blackwell, Boston. pp. 352-385.

Dalrymple, B.P. (1990): Cloning and characterization of the rRNA genes and flanking
regions from Babesia bovis: use of the genes as strain discriminating probes.
Molecular and Biochemical Parasitology, 43: 117-124.

Darghouth, M.E.A., Bouattour, A., Ben-Miled, L., Sassi, L. (1996): Diagnosis of
Theileria annulata -infection of cattle in Tunisia:comparison of serology and blood
smears. Veterinary Research, 27: 613-627.

De Waal, D.T., Combrink, M.P. (2006): Live vaccines against bovine babesiosis.
Veterinary Parasitology, 138: 88-96.

Dinger, S., Sayin, F., Karaer, Z., Cakmak, A., Friedhoff, K.T., Miiller, I, Inci, A.,
Yukari, B.A. ve Eren, H. (1991): Karadeniz Bolgesi Sigirlarinda Bulunan Kan
Parazitlerinin Sero-Insidensi Uzerine Arastirmalar. Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dergisi, 38(1-2): 206-226.

D'Oliveira, C., Van Der Weide, M., Habela, M.A., Jacquiet, P., Jongejan, F. (1995):
Detection of Theileria annulata in blood samples of carrier cattle by PCR. Journal of
Clinical Microbiology, 33(10): 2665-9.

Dolan, T.T (ed.) (1998). Nomenclature in Theileria. In Theileriosis in Eastern, Central
and Southern Africa. Proceedings of a Workshop on East Coast Fever Immunization
—Malawi 1998, Appendix I. Erisim 15.01.2007,
http://www.fao.org/Wairdocs/ILRI/x5549E/x5549¢18.htm



93

Dumanli, N., Aktas, M., Cetinkaya, N., Cakmak, A., Korogku, E., Saki, C.E. ve ark.
(2005): Prevalance and distribution of tropical theileriosis in eastern Turkey.
Veterinary Parasitology, 127: 9-15.

Diizgiin, A., Alabay, M., Cerci, H., Emre, Z., Cakmak, A. (1992): A serological survey
using ELISA for Babesia bovis infection of cattle in Turkey. IJAEA. TECDOC. 657:
175-177.

El-Ghaysh, A., Sundquist, B., Christensson, D.A., Hilali, M., Nassar, A.M. (1996):
Observations on the use of ELISA for detection of Babesia bigemina specific
antibodies. Veterinary Parasitology, 62(1-2): 51-61.

Eren, H. (1993): Ankara yoresinde Sigir babesiosisinin sero-prevalansi. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 40(1): 23-37.

Eren, H., Cakmak, A., Yukari, B.A. (1995): Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde Theileria
annulata’mn seroprevalansi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 42(1):
57-226.

Eren, H., Ozlem, M.B., Sert, H., Kaplan, A. (1998): Aydin yoresi sigirlarinda Theileria
annulata’mn prevalansi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 22(2): 177-179.

Erkut, H.M. (1967): Ege Bolgesi sigirlarinda piroplasmosis durumu ve tedavide yeni
ilaglamalar. Bornova Veteriner Arastirma Enstitiisii Dergisi, 8(16): 120-130.

Fahrimal, Y., Goff, W.L., Pasmer, D.P. (1992): Detection of Babesia bovis carrier cattle
by using Polymerase Chain Reaction of parasite DNA. Journal of Clinical
Microbiology, 30(6): 1374-1379.

Figueroa, J.V., Chieves, L.P., Johnson, G.S., Buening, G.M. (1992): Detection of
Babesia bigemina infected carriers by Polymerase Chain Reaction amplification.
Journal of Clinical Microbiology, 30(10): 2576-2582.

Figueroa, J.V., Chieves, L.P., Johnson, G.S., Buening, G.M. (1993): Multiplex
polymerase chain reaction based assay for the detection of Babesia bigemina,
Babesia bovis and Anaplasma marginale DNA in bovine blood. Veterinary
Parasitology, 50: 69-81.

Figueroa, J.V., Buening, G.M. (1995): Nucleic acid probes as a diagnostic method for
tick-borne haemoparasites of veterinary importance. Veterinary Parasitology, 75:
75-92.

Friedhoff, K.T. (1988): Transmission of Babesia. Icinde: Ristic, M. (ed.). Babesiosis of
Domestic Animals and Man. CRC Press, Florida. pp. 23-52.



94

Garcia-Sanmartin, J., Nagore, D., Garcia-Perez, A.L., A Juste, R., Hurtado, A. (2006):
Molecular diagnosis of Theileria and Babesia species infecting cattle in Northern
Spain using reverse line blot macroarrays. BioMed Central Veterinary Research, 2:
16.

Gautam, O.P., Dhar, S. (1983): Bovine tropical theileriosis: A review 1. Prevalance,
transmission and symptoms. Tropical Veterinary Animal Science Research, 1(1): 1-
18.

Georges, K., Loria, G.R., Riili, S., Greco, A., Caracappa, S., Jongejan, F. and
Sparagano, O. (2001): Detection of haemoparasites in cattle by reverse line blot
hybridisation with a note on the distribution of ticks in Sicily. Veterinary
Parasitology, 99: 273-286.

Glass, E.J. (2001): The balance between protective immunity and pathogenesis in
tropical theileriosis: what we need to know to design effective vaccines for the
future. Research in Veterinary Science, 70: 71-75.

Glass, E.J., Preston, P.M., Springbett, A., Craigmile, S., Kirvar, E., Wilkie, G. Ve ark.
(2005): Bos taurus and Bos indicus (Sahiwal) calves respond differently to infection
with Theileria annulata and produce markedly different levels of acute phase
proteins. International Journal for Parasitology, 35: 337-347.

Goff, W.L., Johnson, W.C., Parish, S.M., Barrington, G.M., Tuo, W., Valdez, R.A.
(2001): The age-related immunity in cattle to Babesia bovis infection involves the
rapid induction of interleukin-12, interferon-gamma and inducible nitric oxide
synthase mRNA expression in the spleen. Parasite Immunology, 23: 463-471.

Goff, W.L., Johnson, W.C., Horn, R.H., Barrington, G.M., Knowles, D.P. (2003): The
innate immune response in calves to Boophilus microplus tick transmitted Babesia
bovis involves type-1 cytokine induction and NK-like cells in the spleen. Parasite
Immunology, 25(4): 185-188.

Gough, J.M.,, Jorgensen, W.K., Kemp, D.H. (1998): Develeopment of tick gut forms of
Babesia bigemina in vitro. Journal of Eucaryotic Microbiology, 45: 298-306.

Govaerts, M., Verhaert, P., Jongejan, F. and Goddeeris, B.M. (2002): Characterisation
of the 33 kDa piroplasm surface antigen of Theileria orientalis/sergenti/buffeli

isolates from West Java, Indonesia. Veterinary Parasitology, 104: 103-117.



95

Goksu, K. (1970): Yurdumuzun cesitli bolgelerinde sigirlarda Piroplasmida
enfeksiyonlar (Piroplasmosis, Babesiosis, Theileriosis) ve Anaplasmosis’in yayilis
durumlan. Tiirk Veteriner Hekimler Dernegi Dergisi, 40(4): 24-29.

Gray, J.S., Murphy, T.M. (1985): Bovine babesiosis in Ireland. Irish Veterinary News,
9-14.

Gubbels, J. M., de Vos, A. P., van der Weide, M., Viseras, J., Schouls, L. M., de Vries,
E., Jongejan, F. (1999): Simultaneous Detection of Bovine Theileria and Babesia
Species by Reverse Line Blot Hybridization. Journal of Clinical Microbiology,
37(6): 1782-1789.

Gubbels, M.-]J., Hong, Y., van der Weide, M., Qi, B., Nijman, I.J., Guangyuan, L. and
Jongejan, F. (2000): Molecular characterisation of the Theileria buffeli/orientalis
group. International Journal for Parasitology, 30(8): 943-952.

Gubbels, M.J., Katzer, F., Shiels, B.R., Jongejan, F. (2001): Study of Theileria annulata
population structure during bovine infection and following transmission to ticks.
Parasitology, 123: 553-561.

Guglielmone, A.A., Lugaresi, C.I., Volpogni, M.M., Anziami, O.S., Vanzini, V.R.
(1997): Babesial antibody dynamics after cattle immunisation with live vaccines,
measured with an indirect immunofuorescent test. Veterinary Parasitology, 70: 33-
39.

Giilanber, A. (1996): Trakya’da sigirlarda ixodid kene enfestasyonlari. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Parazitoloji ABD Doktora tezi.

He, W., Kazuhiko, O., Sugimoto, C., Onuma, M. (2005): Theileria orientalis: Cloning a
cDNA encoding protein similar to thiol protease with haemoglobin-binding activity.
Experimental Parasitology, 111(3):143-53.

Heussler, V.T. (2002): Theileria survival strategies and host cell transformation.
Icinde: Dobbelaere, D.A.E., McKeever, D.J. (eds.). World Class Parasites (3),
Theileria. Kluwer Academic Publishers, London. pp.69-85.

Igarashi, 1., Aikawa, M., Kreier, J.P. (1988): Worldwide impact of Babesiosis. 1ginde:
Ristic, M. (ed.). Babesiosis of Domestic Animals and Man. CRC Press, Florida.
ppS3-71.

Inoue, M., Van Nguyen, D., Meas, S., Ohashi, K., Sen, S., Sugimoto, C.and Onuma, M.

(2001): Survey of Theileria parasite infection in cattle in Cambodia and Vietnam



96

using piroplasm surface protein gene-specific chain reaction. Journal of Veterinary
Medicine, 63: 1155-1157

Ica, A. (2004): Sigirlarda bazi Babesia tiitlerinin Reverse Line Blotting ve indirek
Floresan Antikor Testi ile karsilastrmali tamisi. Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dergisi, 1(2): 77-85.

1ga, A., Inci, A., Yildinnm, A. (2007a): Parasitological and molecular prevalance of
bovine Theileria and Babesia species in the vicinity of Kayseri. Turkish Journal of
Veterinary and Animal Sciences, 31(1): 33-38.

Ica, A., Vatansever, Z., Yildirim, A., Diizlii, O., Inci, A. (2007b): Detection of Theileria
and Babesia species in ticks collected from cattle. Veterinary Parasitology, 148:
156-160.

[lhan, T., Williamson, S., Kirvar, E., Shiels, B., Brown, C.G.D. (1998): Theileria
annulata: carrier state and immunity. Annals of the New York Academy of Sciences,
849: 109-125.

Inci, A. (1992): Ankara’nmin Cubuk ilcesinde sigirlarda babesiosis’in seroinsidensi
lizerine arastirmalar. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 39(1-2): 153-
167.

Inci, A., Cakmak, A., iga, A., Gilinay, O. (2002a): Kayseri yoresinde tropikal
theileriosis’in istatistiksel analizi. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 26(1): 38-41.

Inci, A., Cakmak, A., Cam, Y., Karaer, Z., Atasever, A., iga, A. (2002b): Kayseri
yoresinde tropikal theileriosis’e bagli ekonomik kayiplar. Tiirkiye Parazitoloji
Dergisi, 26(2): 156-160.

Inci, A., Cakmak, A., Karaer, Z., Dincger, S., Saym, F., iga, A. (2002c): Kayseri
yoresinde sigirlarda Babesiosis’in seroprevalansi. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Sciences, 26: 1345-1350.

Inci, A., Karaer, Z., Cakmak, A., Giinay, O., Atasever, A., Nalbantoglu, S., ve ark.
(2003): Kayseri yoresinde sigirlarda Tropikal Theileriosis’in epidemiyolojisi iizerine
arastirmalar. DPT 98-K12139 numarali proje final raporu.

Jackson, L.A., Waldron, S.J., Weier, H.M., Nicoll, C.L., Cooke, B.M. (2001): Babesia
bovis: culture of laboratory-adapted parasite lines and clinical isolates in a

chemically defined medium. Experimental Parasitology, 99: 168-174.



97

Jeong, W., Kweon, C.H., Kim, J.M., Jang, H., Paik, S.G. (2005): Serological
investigation of Theileria sergenti using latex agglutination test in South Korea.
Journal of Parasitology, 91(1): 164-169.

Jongejan, F., Uilenberg, G. (2004): The global importance of ticks. Parasitology, 129:
S3-S14.

Kachani, M., Spooner, R., Rae, P., Bell-Sakyi, L., Brown, D. (1992): Stage-specific
responses following infection with Theileria annulata as evaluated using ELISA.
Parasitology Research, T8(1): 43-47.

Karageng, T.1., Eren, H. (2002): Tropikal theileriosis’de asilama. Tiirkiye Parazitoloji
Dergisi, 26(3): 266-270.

Kaufhold, A., Podbieldski, A., Baumgarten, G., Blokpoel, M., Top, J., Schouls, L.
(1994): Rapid typing of group A streptococci by the use of DNA amplification and
non-radioactive allele-specific oligonucleotide probes. Federation of European
Microbiological Societies Microbiology Letters; 119: 19 - 26.

Kawazu, S., Sugimoto, C., Kamio, T., Fujisaki, K. (1992): Analysis of the genes
encoding immunodominant piroplasm surface proteins of Theileria sergenti and
Theileria buffeli by nucleotide sequencing and polymerase chain reaction. Molecular
and Biochemical Parasitology, 56: 169-175.

Kawazu, S, Kamio, T., Sekizaki, T., Fujisaki, K. (1995): Theileria sergenti and T.
buffeli: polymerase chain reaction-based marker system for differentiating the
parasite species from infected cattle blood and infected tick salivary gland.
Experimental Parasitology, 81(4): 430-435.

Kececi, T., Handemir, E., Cakmak, A. (1999): Theileria annulata’nin neden oldugu
akut ve latent Theileriosis’in sigirlarda baz1 hematolojik degerler ile kan
metabolitlerinin diizeyleri iizerindeki etkileri. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 23(1):
78-82.

Kessler, R.H., Madruga, C.R., Soares, C.O. ve de Araujo, F.R. (2002). Tristeza
parasitiria dos bovinos: quando vacinar é preciso. Embrapa Gado de Corte,
documentos 131: venda pela internet campo grande ms, novembro de 2002. Erisim
15.01.2007,
http://www.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc131/01introducao.html.



98

Kibe, M.K., Ole-MoiYoi, O.K., Nene, V., Khan, B., Allsopp, B.A., Collins, N.E. ve ark.
(1994): Evidence for two single copy units in Theileria parva ribosomal RNA genes.
Molecular and Biochemical Parasitology, 66: 249-259.

Kjemtrup, A.M., Thomford, J., Robinson, T., Conrad, P.A. (2000): Kjemtrup, A.M.,
Thomford, J., Robinson, T., Conrad, P.A. (2000): Phylogenetic relationships of
human and wildlife piroplasm isolates in the western United States inferred from the
18S nuclear small subunit RNA gene. Parasitology, 120: 487-493.

Kreier, J.P. ve Baker, J.R. (1987): Parasitic Protozoa. Winchester, Mass, USA: Allen
and Unwin, Inc.

Kuttler, K.L., Robinson, R.M., Rogers, W.P. (1967): The detection of specific
complement-fixing antibodies in serum of white-tailed deer (Odocqileus
Virginianus) with Theileria infection. Canadian Journal of Comparative Medical
and Veterinary Sciences, 31(12): 354-357.

Kuttler, K.L. (1988): Worldwide impact of Babesiosis. Iginde: Ristic, M. (ed.).
Babesiosis of Domestic Animals and Man. CRC Press, Florida. pp1-22.

Levine, N.D. (1985): Veterinary Protozoology, p291-299, 313-328. Iowa State
University Press, Ames, lowa.

Levy, M.G., Clabaugh, G., Ristic, M. (1982): Age resistance in bovine babesiosis: role
of blood factors in resistance to Babesia bovis. Infection and Immunity, 37(3): 1127—-
1131.

Lew, A., Jorgensen, W. (2005): Molecular approaches to detect and study the organisms
causing bovine tick borne diseases: Babesiosis and Anaplasmosis. African Journal of
Biotechnology, 4(4): 292-302.

Mackenstedt, U., Gauer, M., Fuchs, P., Zapf, F., Schein, E., Mehlhorn, H. (1995): DNA
measurements reveal differences in the life cycle of Babesia bigemina and B. canis,
two typical members of the genus Babesia. Parasitology Research, 81(7): 595-604.

Mabhin, L. (2007). Theileria annulata. Erisim 14.01.2007,
http://lucyin.walon.org/lv/theilerial .jpg

Maritim, A.C., Kariuki, D.P., Young A.S., Mutugi J.J. (1998): The importance of the
carrier state of Theileria parva in the epidemiology of theileriosis and its control by
immunization. 1(;inde: Dolan, T.T. (ed.). Theileriosis in Eastern, Central and
Southern Africa. Proceedings of a Workshop on East Coast Fever Immunization —

Malawi 1998, Part 3. Erisim 15.01.2007,



99

http://www.fao.org/Wairdocs/ILRI/x5549E/x5549e0v.htm#the %20importance %200f
%20the %?20carrier%20state%200f%20theileria%20parva%?20in%20the %20epidemio
logy%200f%?20th

Mehlhorn, H. (2004): Babesiosis, Theileriosis. Icinde: Encyclopedic reference of
parasitology (2nd ed), Online version: II, Universitat Wiirzburg, Springer-Verlag
Heidelberg. Erisim 15.01.2007,
http://parasitology.informatik.uni-wuerzburg.de/login/frame.php

Menzies, M., Ingham, A. (2006): Identification and expression of Toll-like receptors 1-
10 in selected bovine and ovine tissues. Veterinary Immunology and
Immunopathology, 109: 23-30,

Mimioglu, M. (1954): Die Schildzecken (Ixodiden) der Haustiere in der Tiirkei. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 1(2): 20-32.

Mimioglu, M. (1955): Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu vilayetlerinde Haematuria
vesicalis bovis’li sigirlarda parazitolojik arastirmalar. Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dergisi, 2: 183-192.

Mimioglu, M., Goksu, K. ve Sayin, F. (1969): Veteriner ve Tibbi Protozooloji II.
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Yayinlari: 248.

Mimioglu, M., Ulutag, M. ve Giiler, S. (1971): Yurdumuz sigirlarinda theileriosis
etkenleri ve diger kan parazitleri. Ajans Tiirk Matbaacilik, Ankara.

Mokrousov, 1., Narvskaya, O. (2004): Protocols. iginde: Methods for DNA
fingerprinting and genotypic detection of drug resistance of Mycobacterium
tuberculosis. (Workshop) S. Angeloff Institute of Microbiology, Bulgarian Academy
of Sciences, Sofia.

Moreau, M.F., Thibaud, J.L., Mile, L.B., Chaussepied, M., Baumgartner, M., Davis,
W.C. ve ark. (1999): Theileria annulata in CD5(+) macrophages and B1 B cells.
Infection and Immunity, 67: 6678-6682.

Nagore, D., Garcia-Sanmartin, J., Garcia-Perez, A.L., A Juste, R., Hurtado, A. (2004):
Detection and identification of equine Theileria and Babesia species by reverse line
blotting: epidemiological survey and phylogenetic analysis. Veterinary Parasitology,
123: 41-54.

Neitz, W.O. (1957): Theileriosis, Gonderiosis and Cytauxzoonoses: A review.

Onderstepoort journal of Veterinary Research, 27: 275-430.



100

Nevils, M.A., Figueroa, J.V., Turk, J.R., Canto, G.J., Le, V., Ellersieck, M.R., Carson,
C.A. (2000): Cloned lines of Babesia bovis differ in their ability to induce cerebral
babesiosis in cattle. Parasitology Research, 86: 437-443.

Nichani, A.K., Thorp, B.H., Brown, C.G., Campbell, J.D., Brown, D.J., Ritchie, M., ve
ark. (1999): In vivo development of Theileria annulata: major changes in efferent
lymph following infection with sporozoites or allogeneic schizont-infected
mononuclear cells. Parasitology, 118: 327-333.

Norval, R.A.L,, Perry, B.D., Young, A.S. (1992): The epidemiology of Theileriosis in
Africa. Academic Press, London.

O’Conner, R.M., Allred, D.R. (2000): Selection of Babesia bovis-infected erythrocytes
for adhesion to endothelial cells coselects for altered variant erythrocyte surface
antigen isoforms. Journal of Immunology, 164(4): 2037-2045.

OIE (2004a): Manual Of Standards, Diagnostic Tests and Vaccines 2000: Chapter 2.3.8.
Bovine Babesiosis. Erisim 15.12.2006,
http://www.oie.int/eng/normes/mmanual/A_00059.htm, Updated: 23.07.2004.

OIE (2004b): Manual Of Standards, Diagnostic Tests and Vaccines 2000: Chapter
2.3.11. Theileriosis. Erisim 15.12.2006,
http://www.oie.int/eng/normes/mmanual/A_00062.htm, Updated: 23.07.2004.

Ozan Temizer, S., Yaralioglu, S., Yilmaz, S., Ozer, E., Saki, C.E., Sevgili, M. (1999):
Theileria annulata ile enfekte sigirlarda GSH-Px, G6PD, arginaz aktiviteleri ile bazi
biyokimyasal parametreler. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences, 23:
553-557.

Ozcan, H.C. (1961): Ankara ve civarinda evcil hayvanlarda goriilen piroplasmose
vakalar1 ve tedavileri iizerine arastirmalar. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Yayinlari, 43: 106.

Pinder, J.C., Fowler, R.E., Dluzewski, A.R., Bannister, L.H., Lavin, F.M., Mitchell,
G.F. ve ark. (1998): Acto-myosin motor in the merozoite of the malarial parasite
Plasmodium falciparum: implications for red cell invasion. Journal of Cell Science,
111: 1831-1839.

Preston, P.M., Brown, C.G.D., Bell-Sakyi, L.J., Richardson, W., Sanderson, A. (1992):
Tropical theileriosis in Bos taurus and Bos taurus X Bos indicus calves. Response to
infection with graded doses of sporozoites. Research in Veterinary Science, 53: 230-

243.



101

Purnell, R.E., Lewis, D., Young, E.R. (1980): Investigations on the prophylactic effect
of treatment with imidocarb dipropionate on Babesia divergens infections in
splenectomized calves. British Veterinary Journal, 136: 452-456.

Richardson, J.O., Forsyth, L.M.G., Brown, C.G.D., Preston, P.M. (1998): Nitric oxide
causes the macroschizonts of Theileria annulata to disappear and host cells to
become apoptotic. Veterinary Research Communications, 22: 31-45.

Riek, R.F. (1966): The life cycle of Babesia argentina in the vector Boophilus
microplus. Australian Journal of Agricultural Research. 17: 247-254.

Rijpkema, S.G., Molkenboer, M.J., Schouls, L.M., Jongejan, F., Schellekens, J.F.
(1995): Simultaneous detection and genotyping of three genomic groups of Borrelia
burgdorferi sensu lato in Dutch Ixodes ricinus ticks by characterization of the
amplified intergenic spacer region between 5S and 23S rRNA genes. Journal of
Clinical Microbiology, 33: 3091 — 3095.

Salem, G.H., Liu, X., Johnsrude, J.D., Dame, J.B., Roman-Reddy, G. (1999):
Development and evaluation of an extra chromosomal DNA-based PCR test for
diagnosing bovine babesiosis. Molecular and Cellular Probes, 13: 107-113.

Savini, G., Onuma, M., Scaramozzino, P., Kakuda, T., Semproni, G., Langella, V.
(1998): First report of Theileria sergenti and T.buffeli/orientalis in cattle in Italy.
Tropical Veterinary Medicine, 849: 404-407.

Sayin, F., Friedhoff, K.T., Dinger, ., Karaer, Z., Cakmak, A., Inci, A., ve ark. (1989):
Ankara yoresi sigirlarinda kan parazitlerinin sero-insidensi iizerine arastirmalar. Tiirk
Vet. Hek. L. Bilim Kongresi, Bildiri 6zetleri, Teblig no:103, 26-29 Eyliil, Istanbul.

Sayin, F., Dinger, S., Karaer, Z., Cakmak, A., Inci, A., Yukari, B.A., ve ark. (1992):
Epidemiological study on tropical theileriosis around Ankara. Veteriner Hekimligi
Ogreniminin 150. yili. 263-278.

Saymn, F., Dinger, S., Karaer, Z., Cakmak, A., Inci, A., Yukar, B.A., ve ark. (1999):
Ankara yoresinden elde edilen Theileria annulata (Dschunkowsky and Luhs, 1904)
izolatlan tizerinde arastirmalar. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi, 23(4): 426-431.

Saymn, F., Dinger, S., Karaer, Z., Cakmak, A., Inci, A., Yukar, B.A., ve ark. (2000):
Tiirkiye’de tropikal theileriosis iizerinde arastirmalar. Ankara Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Yayinlari, 47: 1-11.



102

Schouls, L.M., Van De Pol, 1., Rijpkema, S G.T., Schot, C.S. (1999): Detection and
identification of Ehrlichia, Borrelia burgdorferi sensu lato and Bartonella species in
Dutch Ixodes ricinus ticks. Journal of Clinical Microbiology, 37(7): 2215-2222.

Shah-Fischer, M., Say, R.R. (1989): Manual of tropical veterinary parasitology. C.A.B.
Int, Wallingford, UK.

Shaw, M.K., Lewis, G.T. (1992): How individual cells develop from a syncytium:
merogony in Theileria parva (Apicomplexa). Journal of Cell Science, 101: 109-123.

Shaw, M.K., Young, A.S. (1994): The biology of Theileria species in ixodid ticks in
relation to parasite transmission. Advances in Disease Vector Research, 10: 23-63.

Shaw, M.K. (1997): The same but different: the biology of Theileria sporozoite entry
into bovine cells. International Journal for Parasitology, 27(5): 457-474.

Shaw, M.K. (1999): Theileria parva: Sporozoite entry into bovine lymphocytes is not
dependent on the parasite cytoskeleton. Experimental Parasitology, 92: 24-31.

Shaw, M.K. (2002): Theileria development and host cell invasion. 1ginde: Dobbelaere,
D.A.E., McKeever, D.J. (eds.). World Class Parasites (3), Theileria. Kluwer
Academic Publishers, London. pp.1-23.

Soldati, D., Foth, B.J., Cowman, A.F. (2004): Molecular and functional aspects of
parasite invasion. Trends in Parasitology, 20: 567-574.

Soulsby, E.J.L. (1982): Helminths, Arthropods and Domesticated Animals (7th ed.).
p-706-718, 728-736. Bailliere Tindal, London.

Sparagano, O. (1999): Molecular Diagnosis of Theileria and Babesia species. Journal
of Veterinary Parasitology, 13(2): 83-92.

Sparagano, O., Jongejan, F. (1999): Molecular characterization of ticks and tick-borne
pathogens. Parassitologia, 41 Suppl 1: 101-105.

Sparagano, O., Loria, G.R., Gubbels, M.J., De Vos, A.P., Caracappa, S., Jongejan, F.
(2000): Integrated molecular diagnosis of Theileria and Babesia species in cattle in
Italy. Annals of the New York Academy of Sciences, 916: 533-539.

Sparagano, O.A.E., Carelli, G., Ceci, L., Shkap, V., Molad, T., Vitale, F., ve ark.
(2002): Pan Mediterranean comparison for the molecular detection of Theileria
annulata. Annals of the New York Academy of Sciences, 969: 73-77.

Sparagano, O., Torina, A., Machete, J., Canella, V., Caracappa, S. (2003): Multiple
identification of tick-borne pathogens (Piroplasmidae, Anaplasmataceae and

Ehrlichiae) in livestock by PCR and Macro-array-based methods. Icinde: The 11th



103

International Symposium of the World Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians and OIE Seminar on Biotechnology. Bangkok, Thailand.

Sparagano, O.A.E. (2005): Impact of ticks and tick-borne diseases on agriculture and
human populations in Europe. Journal of Agricultural Sciences, 143: 463-468.

Spitalska, E., Torina, A., Cannella, V., Caracappa, S. and Sparagano, O. (2004):
Discrimination between Theileria lestoquardi and Theileria annulata in their vectors
and hosts by RFLP based on the 18S rRNA gene. Parasitology Research, 94: 318-
320.

Stephens, S.A., Howard, C.J. (2002): Infection and transformation of dendritic cells
from bovine afferent lymph by Theileria annulata. Parasitology, 124: 485-493.

Stockham, S.L., Kjemtrup, A.M., Conrad, P.A., Schmidt, D.A., Scott, M.A., Robinson,
T.W. ve ark. (2000): Theileriosis in a Missouri beef herd caused by Theileria buffeli:
Case report, herd investigation, ultrastructure, phylogenetic analysis and
experimental transmission. Veterinary Parasitology, 37: 11-21.

Suarez, C.E., Palmer, G.H., Jasmer, D.P., Hines, S.A., Perryman, L.E., McElwain, T.F.
(1991): Characterization of the gene encoding a 60-kilodalton Babesia bovis
merozoite protein with conserved and surface exposed epitopes. Molecular and
Biochemical Parasitology, 46: 45-52.

Sugimoto, C., Fujisaki, K. (2002): Non transforming Theileria parasites of ruminants.
Icinde: Dobbelaere, D.A.E., McKeever, D.J. (eds.). World Class Parasites (3),
Theileria. Kluwer Academic Publishers, London. pp.93-107.

Tanaka, M., Onoe, S., Matsuba, T., Katayama, S., Yamanaka, M., Yonemichi, H.
(1993): Detection of Theileria sergenti infection in cattle by polymerase chain
reaction amplification of parasite-specific DNA. Journal of Clinical Microbiology,
31(10): 2565-2569.

Tanyiiksel, M., Vatansever, Z., Karaer, Z., Araz, E., Haznedaroglu, T., Yukari, B.A. ve
ark. (2002): Sigir babesiosisinin epidemiyolojisi ve zoonotik ©nemi. Tiirkiye
Parazitoloji Dergisi, 26(1): 42-47.

Theilériose (2007). Departement Veterinaire, Erisim 18.01.2007,
http://www.itg.be/jaarverslag00/fr/dep-diergeneeskunde.htm .

Thrusfield, M. (1986): Veterinary Epidemiology. Butterwoths, London.



104

Tiizer, E. (1980). Istanbul ili ve cevresinde sigirlarda goriilen Babesia, Theileria ve
Anaplasma tiirleri ve bunlarda olusan enfeksiyonlarin yayuist iizerinde ararstirma.
Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Doktora Tezi.

Uilenberg, G. (1981): Theileria species of domestic livestock. iginde: Irvin, A D.,
Cunningham, M P., Young A.S. (eds.). Advances in the control of theileriosis.
Martinus Nijhoff Publishers, The Hague, The Netherlands. pp.4-37.

Uilenberg, G. (1983): Tick-Borne Livestock Diseases and Their Vectors;
2.Epizootiology of tick-borne diseases. Iginde: Ticks and tick-borne diseases,
selected articles from the World Animal Review. FAO, Rome.

Uilenberg, G. (2006): Babesia —A historical overview. Veterinary Parasitology, 138: 3-
10.

Urquhart, G.M., Armour, J., Duncan, J.L., Dunn, A.M. and Jennings, F.W. (1987):
Veterinary Parasitology, Longman Sci. and Techn., Essex, Ingiltere.

Vatansever, Z., Nalbantoglu, S. (2002): Sahada Theileria annulata ile enfekte sigirlarin
nested PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), IFA (Indirekt Floresan Antikor Testi) ve
kan frotisi bakisi ile saptanmasi. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences,
26: 1465-1469.

Vatansever, Z., iga, A., Deniz, A., Nalbantoglu, S., Karaer, Z., Cakmak, A. ve
Sparagano, O. (2003a): Ankara Yoresinde sigirlarda kene kaynakli protozoon
infeksiyonlarinin yayilisinin reverse line blotting (RLB) ve indirekt floresan antikor
testi (IFAT) ile saptanmasi. 13.Ulusal Parazitol Kongr., 8-12 Eyliil 2003, Konya.
Program ve Ozet Kitabi, p.194.

Vatansever, Z., iga, A., Deniz, A., Nalbantoglu, S., Karaer, Z., Cakmak, A. ve
Sparagano,O. (2003b): Kenelerle nakledilen hastaliklarin eszamanli tanisinda
makroarray teknolojisinin kullamimi: Reverse line blotting teknigi. 13.Ulusal
Parazitol Kongr., 8-12 Eyliil 2003, Konya. Program ve Ozet Kitab, p.195.

Vogl, S. (2004): Molekular-phylogenetische Differenzierung von Babesien des Rinde.
Tierdrzt. Fak. Ludwig-Maximillians-Univ.Miinchen, Inst. Vergl. Tropenmedizin und
Parasitologie, (Dissertation).

Wagner, G., Cruz, D., Holman, P., Waghela, S., Perrone, J., Shompole, S. ve
Rurangirwa, F., (1992): Non-immunologic methods of diagnosis of babesiosis.

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 87 Suppl 3:193-9.



105

Weiland, G., Reiter, 1. (1988): Worldwide impact of Babesiosis. 1ginde: Ristic, M. (ed.).
Babesiosis of Domestic Animals and Man. CRC Press, Florida. Pp143-162.

Wright, I.G. ve Goodger, B.V. (1988): Pathogenesis of babesiosis. 1ginde: Ristic, M.
(ed.). Babesiosis of Domestic Animals and Man. CRC Press, Florida. pp99-118.

Zintl, A., Mulcahy, G., Skerrett, H.E., Taylor, S.M., Gray, J.S. (2003): Babesia
divergens, a bovine blood parasite of veterinary and zoonotic importance. Clinical
Microbiology Reviews, 16: 622-636.

Zintl, A., Gray, J.S., Skerrett, H.E., Mulcahy, G. (2005): Possible mechanisms
underlying age-related resistance to bovine babesiosis. Parasite Immunology, 27 (4):

115-120.



106

ETIK KURUL KARARI

ISTANBUL UNIVERSITESI VETERINER FAKULTESI ETiK KURULU
Istanbul University Veterinary Faculty Ethic Committee

Karar No:2004/97 27.07.2004

Ilgi: 1.U. Veteriner Fakiiltesi Dekanligi’nin 2-3546 say1 ve 22/07/2004 tarihli yazisi
Fakiiltemiz Parazitoloji Anabilim Dali Arastirma Gérevlisi Zahide BILGIN’in

“Trakya’da Sigirlarda Bulunan Theileria ve Babesia Tiirlerinin ve Bunlarin Sifirlarda

Yayginliginin Reverse Line Blotting (RLB) Teknigi ile Aragtirilmasi” baslikli arastirma

projesi kurulumuz tarafindan incelenmis ve “Etik Kurul Ilkelerine Uygun Bulunmustur”.

I 1
ProfDr. Tamer DODURKA D/@% - g
Prof.Dr. Oya KELES Dog.Dr. Mustafa OZCAN

Baskan

. Bagkan Yardimecisi Raportor

(Izinli)

Dog.Dr. Aysen FIRAT Yard.Do¢.Dr.Dr. Altan ARMUTAK

Uye Uye

(Izinli)



107

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Zahide Soyadi BILGIN
Dog.Yeri |Bulgaristan Dog.Tar. 01.07.1972
Uyrugu T.C. TC Kim No 11888517122
Email z.bilgin@istanbul.edu.tr Tel
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lisans |1.U. Veteriner Fakiiltesi 1995
Lisans 1.U. Veteriner Fakiiltesi 1995
Lise Ozel izmir Amerikan Lisesi 1990

is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayi)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y11)

1. Arastirma Gorevlisi 1.U. Saglik Bilimleri Ens. 2001-halen
Bildigi Yabana diller
Yabana |Okudugunu " % KPDS/UDS (Diger)
Dil Anlama* Konugma® | Yazma Puam Puam
ingilizce Cok iyi Cok iyi Cok iyi 04

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
LES / ALES Puam

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam 65,9
ALES Puam 77.2
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Microsoft Ofis Programlari

Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri vb

Polat E, Bilgin Z, Yakar H, Altas K, Tiizer E, (2003).,istanbul’da sahipsiz ve sahipli kopeklerde
i¢ organlar leyismanyazinin serolojik olarak arastirilmasi.,Xl1ll. Ulusal Parazitoloji Kongresi.
(8-12 Eyliil 2003 Konya) Ozetler Kitabi., p.159, 2003

Tiizer,E., Turan,N. Bilgin,Z. TUBITAK TOVAG 104V004 (VHAG 2070) nolu “Istanbul’da

Kopeklerde

Yayginliginin Arastiridmast baslhikli proje
04-08 Ekim 2004 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali ve Hebrew Universitesi Tip Fakiiltesi ile ortaklasa diizenlenen “Tibbi Onemi Olan

Eklembacaklilar” kursu

Leishmaniosis’in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Saptanmast ve




