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1. OZET

Bu arastirma, Haziran 2004 - Eyliil 2005 tarihleri arasinda Dogu ve
Glineydogu Anadolu boélgelerinde koyun ve kegilerde Theileria ovis ve T.
lestoquardi’nin varligt ve yayilisinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu
amagla, ilk asamada 7. ovis’in teshisine yonelik spesifik PCR metodu gelistirilmis
ve daha sonra koyun ve kecilerde 7. ovis’in yayilisi ile aynmi bolgede T.
lestoquardi nin varhig1 aragtirilmistir.

Theileria ovis Erzincan koyun izolatina ait 18S SSU rRNA gen dizisi
(Genbank No: AY508453) esas alinarak iki cift primer dizayn edilmistir.
Primerler oOnce bilgisayar ortaminda BLAST programi uygulanarak gen
bankasinda mevcut sekanslara karsi, daha sonra laboratuvarda PCR ile 7. ovis, T.
lestoquardi, T. annulata, T. parva, T. buffeli ve Babesia ovis’e karsi test
edilmistir. Ayrica parazitemi orani bilinen enfekte kanin % 102, % 107, % 10, %
10°, % 10°, % 107 ve % 10 basamaklarindaki diliisyonlar1 kullanilarak bu
metodun, 7. ovis’i belirleme limiti (sensitivite) tespit edilmistir.

Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde bazi illere ait farkh
odaklardaki koyun ve kecilerden 819 EDTA’l1 kan 6rnegi toplanmis (677 koyun,
142 kegi) ve bu kanlardan 795 kan frotisi (656 koyun, 139 keci) hazirlanmistir.
Bunlara ilaveten Mardin ilinde theileriosisiden siipheli 27 koyundan, ayrica lenf
frotisi hazirlanmistir. EDTA’l kanlardan ekstrakte edilen DNA’lar, 7. ovis ve T.
lestoquardi yoniinden PCR ile, kan ve lenf frotileri Theileria’nin piroplasm ve

sizont formlar1 yoniinden mikroskopik baki ile incelenmistir.



Ayrica Mus ve Malatya illerinde koyunlardan 531, kegilerden 89 olmak
lizere toplam 620 adet eriskin kene toplanmistir. Toplanan keneler stero
mikroskop altinda incelenerek tiir teshisleri yapilmustir.

Theileria ovis ile dogal enfekte koyun ve kegilerden elde edilen kanlarda
parazitin 398 baz ¢ifti uzunlugundaki bir bolimii nested PCR ile spesifik olarak
amplifiye edilmistir. Buna karsilik, bu primerlerin diger Theileria tiirleri ile B.
ovis’1 amplifiye etmedigi goriilmiistiir. Nested PCR’1n paraziti belirleme limiti
%10~ olarak belirlenmistir. Bu deger, metodun 7. ovis’i on milyonda bir enfekte
eritrositte belirleyebilecek duyarlilikta oldugunu gostermistir.

Kan frotilerinin mikroskopik muayenesinde, 656 koyunun 120 (%
18,29)’sinde, 139 keginin 4 (% 2,87)’linde Theileria spp. piroplasm formlari tespit
edilmistir. Lenf frotilerinin hi¢ birinde parazitin sizont formlarina rastlanmamugtir.
[Ik asama PCR sonucunda, incelenen 677 koyunun 308 (% 45,49)’inde, 142
kecginin 9 (% 6,34)’unda 7. ovis amplifiye edilmistir. Nested PCR sonucunda ise,
koyunlarin 398 (% 58,78)’inde, kegilerin 16 (% 11,26)’sinda 7. ovis amplifiye
edilmistir. Ayn1 hayvanlarin hi¢ birinde PCR ile 7. lestoquardi’nin varligini
gosterecek amplifikasyon iirlinii elde edilememistir.

Koyun ve kegilerin {izerinden toplanan keneler Rhipicephalus bursa ve R.
sanguineus olarak identifiye edilmistir.

Gerek mikroskopik muayene ile PCR sonuglar1 arasindaki fark ve gerekse
ilk asama PCR ile nested PCR sonuglar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,01). 7. ovis enfeksiyonlar1 kegilere gore koyunlarda daha
yiiksek bulunmus ve aradaki farkin istatistiksel olarak Onemli oldugu ortaya
konmustur (P<0,01).

Anahtar Kelimeler: Theileriosis, mikroskopik baki, PCR, koyun, kegi.



2. ABSTRACT

This study was carried out to determine the presence and distribution of
Theileria ovis and T. lestoquardi in sheep and goats in East and Southeast
Anatolian regions between June 2004 and September 2005. Firstly, a nested
polymerase chain reaction (PCR) method was developed for the specific diagnosis
of T. ovis, and then the prevalence of T. ovis in sheep and goats was investigated
by the method. In addition, the presence of 7. lestoquardi in the same region was
also investigated.

Two oligonucleotide primers were designed from the 18S SSU rRNA gene
sequence (Genbank No: AY508453) of T. ovis isolated from sheep in Erzincan.
The primer sequences were tested with BLAST program in computer. Then,
DNAs from T. ovis, T. lestoquardi, T. annulata, T. parva, T. buffeli and Babesia
ovis were tested in the PCR in laboratory. In addition, detection limit of the PCR
for T. ovis was determined using dilution of 7. ovis-infected erythrocytes with %
102,% 107, % 10, % 107, % 10, % 107 and % 10™® parasitemia.

A total of 819 whole blood (677 sheep and 142 goats) and 795 blood
smear (656 sheep and 139 goats) were collected from sheep and goats at different
locations in the region. At the same time, 27 lymph smear samples were collected
in sheep in Mardin. In addition, a total of 531 tick in sheep and 89 ticks in goats
were collected in Mus and Malatya provinces. Ticks were examined under stereo-
microscope for species identification. 7. ovis and 7. lestoquardi DNAs extracted

from sheep and goats blood were amplified by PCR using species-specific



primers. Blood and lymph smears were examined for Theileria piroplasms and
schizonts forms by microscopic examination (ME).

A 398-bp DNA fragment was specifically amplified from blood samples
from sheep naturally infected with 7. ovis. No PCR products resulted from 7.
lestoquardi, T. annulata, T. parva, T. buffeli and B. ovis DNA using these specific
primers. The sensitivity of the nested PCR for 7. ovis which was assessed showed
that one infected cell in 107 sheep erythrocytes, equivalent to a blood parasitemia
of 107 %, could be detected.

In the microscopic examination of blood smears, Theileria spp. piroplasms
were observed in 120 out of 656 sheep (18.29 %) and 4 out of 139 goats (2.87 %),
respectively. Schizont forms of the parasite were not seen in lymph node smears.
Of the 819 field samples obtained from 677 sheep and 142 goats tested, 308
(45.49 %) and 9 (6.34 %) were positive for the presence of 7. ovis by the first
round PCR, respectively compared to 398 (58.78 %) and 16 (11.26 %) positive for
T. ovis by nested PCR. T. lestoquardi was not amplified in the same animals by
PCR.

Ticks collected from sheep and goats were identified to be Rhipicephalus
bursa and R. sanguineus on the basis of morphological features.

The differences between ME and PCR results and between the first round
and nested PCR results were statistically significant (P<0.01). The frequency of T.
ovis infection was higher in sheep than in goats and difference between the
infection rates of sheep and goats were found to be statistically significant
(P<0.01).

Keywords: Theileriosis, microscopic examination, PCR, sheep, goat.



1. GIRIS

Koyun ve kegi theileriosisi, bagta Akdeniz Havzasi ve Orta Dogu olmak
tizere, Avrupa, Afrika ve Asya’nin biiylik bir kesiminde klinik veya subklinik
enfeksiyonlar seklinde goriiliir. Hastalik, Theileria soyuna bagli Theileria
lestoquardi, Theileria sp. China, T. ovis ve T. separata tlrleri tarafindan
olusturulur. Bu etkenler, [xodidae ailesine bagli keneler tarafindan transtadial
olarak (sathadan sathaya) nakledilir (36, 68, 77, 102).

Theileria etkenleri ilk defa Robert Koch tarafindan, Dogu Afrika’da
sigirlarin kaninda eritrositler icerisinde tespit edilmis ve bu etkenler kiigiik
piroplasma olarak ifade edilmistir. Dschunkowsky ve Luhs 1903 yilinda Kafkasya
sigirlarinda kesfettikleri hastaliga tropikal piroplasmose, kanda goriilen etkenlerin
yuvarlak olmasindan dolayr da bu etkenlere Piroplasma annulatum adimi
vermigtir. Sonraki yillarda eritrositler igindeki etkenlere 7. annulata adi
verilmigtir. Portekizli arastiricilar Borges, Bettecourta ve Francia 1907 yilinda bu
paraziti, Piroplasma bigenum ile mukayese etmisler ve i¢ organlarda Piroplasma
annulatum™un gizontlarin1 gorerek, bu kiiclik organizmalari Theileria adin
verdikleri yeni bir soy i¢ine almiglardir. Theileria ve digerleri arasindaki fark
1918’de Du Toit tarafindan agiklanmis ve ortaya Theileridae adinda yeni bir aile
cikmugtir (32). Birgok arastirict tarafindan, elektron mikroskopta ince yapilarina
gore sistematigi yapilan Theileria parazitleri, Soulsby tarafindan asagidaki sekilde

siiflandirilmigtir (97).



Altalem: Protozoa
Boliim: Apicomplexa
Smif: Sporozoa
Alt Smuf: Piroplasmia
Takim: Piroplasmida
Aile: Theileridae
Soy: Theileria

Theileria tirlerinin biyolojisi farkliliklar gdstermekle birlikte, temelde
benzerdir. Parazitlerin hayat siklusu, [xodidae ailesinde yer alan keneler ile cesitli
memeli hayvanlar arasinda gecer. Larva ve nimf sathasinda enfekte hayvandan
kan emen keneler, kanla birlikte eritrositler i¢indeki etkenleri de alirlar. Bu
etkenler kene bagirsaginda gametogoni yoluyla gelisirler. Kenenin bir sonraki
gelisme asamasinda tiikiiriik bezlerine gelen etkenler, burada sporogoni donemini
gecirir ve sporozoitleri meydana getirirler. Enfekte keneler tarafindan konaga
verilen sporozoitler, bolgesel lenf yumrularina taginirlar ve lenfositlere girerek,
sizontlart olustururlar. Bu esnada konak hiicreyi de boliinmeye tesvik ederler.
Once makrosizontlar, bunlardan mikrosizontlar ve bunu takiben merozoitler
sekillenir. Merozoitler de eritrositlere girerek piroplasm formlarini olustururlar
(72).

Koyun ve kecilerde Theileria soyuna bagh T. lestoquardi, Theileria sp.
China, T. ovis ve T. separata tiirlerinin varlig1 ortaya konmustur (36, 68, 77, 93,
102). Bu tiirlerin eritrositler i¢indeki piroplasm formlar1 yuvarlak, oval, batone,
anaplasmoid, armut ya da ¢omak seklindedirler. Bu formlarin biiyikligi 0.5-2

um’dir (66).



Theileria lestoquardi’nin eritrositik formlar1 genellikle yuvarlak, oval,
batone ya da anaplasmoid sekillerde olup, yuvarlak ve oval formlar ¢ogunluktadir.
Yuvarlak formlar 0.6-2 um ¢apinda, oval formlar ise 1.6 pm uzunlugundadir.
Kii¢iik armut formlar 0.5-1.5 pum, anaplazmoid sekiller 0.5-1.2 pm capindadir.
Giemza ile boyanmis preparatlarda parazitin sitoplazmasi agik mavi, c¢ekirdegi
kirmizi mor renkte goriliir. Cekirdek, halka formlarin bir kenarinda, diger
formlarin ise genis kisminda bulunur. Halka ve oval sekillerin ortasinda bir vakuol
yer alir. Anaplazmoid sekillerde sitoplazma giiglikle ayirt edilir. 7.
lestoquardi’nin sizontlarina lenf yumrular1 ve dalak ile serbest lenfoblastoid seri
hiicrelerinde rastlanir. Sizontlarin blylikligii ortalama 8 pm’dir. Bunlar,
kirmizims1 mavi rekte, 1-2 pm ¢apinda, 1-80 adet graniil ihtiva ederler. Bunlardan
1-2 pm ¢apindaki merozoitler olusur (66).

Theileria ovis’in piroplasm ve sizont formlari, 7. lestoquardi’ninkilere
benzer. Ancak T. ovis enfeksiyonlarinda, kanda parazitemi oran1 ¢ok diisiiktiir.
Ote yandan lenf yumrusu, dalak ve karaciger ile serbest lenfoblastoid hiicrelerde
bu tiirlin sizontlarina rastlamak ¢ok zordur. Yine 7. lestoquardi’nin eritrositler
icindeki ¢omak formlari, 7. ovis’de goriilmez. T. ovis ile enfekte eritrositlerde ise
sitoplazma iginde silik bir veil (pege) bulunur (66, 102).

Theileria separata’nin piroplasm formlar1 yuvarlak, oval, bazen ¢omak
seklindedir. Bu tiir ile enfekte eritrositin bir kenarindaki ¢okiintiide iyi tesekkiil
etmis bir veil bulunur. Ayrica enfekte eritrositin iginde nokta seklinde bir leke de
bulunur (103).

Theileria tiirleri, enfekte hayvandan alinan kan, lenfoid doku emiilsiyonu

ve enfekte doku kiiltiirii hiicrelerinin inokiilasyonu ile mekanik, /xodidae ailesine



bagl kene tiirleri ile de biyolojik olarak nakledilirler (17, 29, 59, 67, 71, 72, 97).
Ancak koyun ve kecilerde theileriosise neden olan tiirlerin naklinde rol oynayan
keneler tam olarak bilinmemektedir.

Theileria lestoquardi’nin, Hyalomma anatolicum anatolicum ve
Rhipicephalus spp. ile deneysel olarak nakledildigi bildirilmistir (53, 95).
Koyunlardan toplanan H. a. anatolicum ve R. sanguineus’un tiikiirik bezlerinde
strast ile % 15 ve % 4 oranlarinda Fulgen pozitif cisimcikler tespit edilmistir (84).

Birgok kene tiriinlin 7. lestoquardi’yi bir hayvandan digerine
nakledebilecegi bildirilse de, genel kabiil bu parazitin sahada H. a. anatolicum ile
nakledildigi yoniindedir (36, 102). Ancak, bu kenenin bulunmadigi bazi
bolgelerde, koyun ve kecilerde 7. lestoquardi enfeksiyonlarinin goriilmesi,
hastaligin diger kene tiirleri ile de nakledilebilecegini disiindiirmektedir (36).
Nitekim H. a. anatolicum’un bulunmadigi Sudan’in Blue Nil bdlgesinde,
koyunlarda IFAT ile % 14 oraninda seropozitiflik belirlenmis ve 7.
lestoquardi’nin bolgede gorilen R. sanguineus, R. evertsi, H. impeltatum,
Haemaphysalis rufipies gibi kene tiirleri ile nakledilebilecegi belirtilmistir (86).

Theileria ovis’in vektori olarak degisik bolgelerde farkli kene tiirleri rapor
edilmigtir. Parazitin Giiney Afrika’da R. evertsi (56), R. bursa (76), R.
haemaphysaloides (40), H. a. anatolicum (102), Ingiltere’de Hae. punctata (8),
eski Sovyetler Birliginde R. bursa, Dermacentor sylvarum, Hae. sulcata ve
Ornithodorus laharensis ile nakledildigi ifade edilmistir (67, 97). Bunlardan R.
evertsi (56, 73), Hae. punctata (8), R. haemaphysaloides (40), H. a. anatolicum
(102) ve R. bursa’nin (76) T. ovis’i transtatidal olarak tasidigi deneylerle

gosterilmistir. Tiirkiye’de 7. ovis ile enfekte bir koyun iizerinde beslenen ag¢ olgun



H. a. anatolicum’un tiiklirik bezi asini hiicrelerinde Methyle Green Pyronin
boyama metodu ile Theileria sporoblastlari (91), sahadaki koyunlar {izerinden
toplanan R. bursa’nin tiikiirik bezi asini hiicrelerinde ise PCR ile 7. ovis’in
sporozoitleri tespit edilmistir (3). Ispanya’da T. ovis’in vektdriiniin R. bursa
oldugu, ancak bu kenenin bulunmadigi bazi bélgelerde IFAT ile koyunlarda
seropozitiflik belirlendigi, seropozitif koyunlarda R. turanicus’un yaygin olarak
bulundugu ve dolayisi ile bu kenenin parazit i¢in vektdr olabilecegi belirtilmigtir
(35).

Afrika’da koyunlarda goriilen bir tlir olan 7. separata’nin R. evertsi ile
nakledildigi ifade edilmistir (103).

Tiirkiye’de evcil ve yabani hayvanlarda mera keneleri yaygin olarak
bulunmakta olup, bugiine kadar Ixodidae ve Argasidae ailelerine bagli 30’un
tizerinde tiir tespit edilmistir (13, 49, 63, 74, 80, 90).

Malatya ve bazi Giiney Dogu Anadolu illerinde yapilan bir ¢alismada,
koyun ve kegilerde Ixodidae ailesine bagl 10 farkli tiiriin bulundugu ve en yaygin
tirlerin H. a. excavatum, Hae. parva, R. bursa ve R. sanguineus oldugu (49),
Elaz1g yoresinde kene enfestasyonunun koyunlarda % 15-46, kecilerde % 10-45
arasinda degistigi, koyunlarda Ixodidae ve Argasidae ailelerine bagh 11, kecilerde
ise 8 tiiriin bulundugu ve en fazla R. bursa ve R. sanguineus tiirlerine rastlandigi
bildirilmistir. (90). Giiney Marmara bolgesinde koyunlarda 13, kegilerde 12 tiire
rastlandigr (13), Burdur ydresinde koyunlarda 5 tiiriin eriskini ile 3 tiire ait
nimflere, kegilerde 4 tiirlin eriskini ile bir tiire ait nimflere rastlandigi (111),
Kayseri yoresinde ise koyun ve kecilerde 8 ayri tiiriin bulundugu (55)

bildirilmistir.



Koyun ve kegi theileriosisi, basta hastaliga neden olan tiiriin patojenitesi
olmak {iizere, bircok faktdre bagl olarak klinik ya da subklinik seyirli olabilir.
Patojen tiirlerin olusturdugu akut enfeksiyonlar ¢ogunlukla 6liimle sonuglanirken,
apatojen tlirlerden kaynaklanan enfeksiyonlarda klinik bulgular goriilmez (36, 67,
68, 77, 102).

Theileria lestoquardi koyun ve kegilerde yliksek mortalite ve morbidite ile
seyreden klinik enfeksiyonlar olusturur (14, 52, 104). Bu tiirin olusturdugu
hastalik, parazit susunun virulansina ve konagin duyarliligina gore degismekle
birlikte, genellikle akut seyreder. Hastaligin, gen¢ hayvanlarda muhtemelen
maternal antikorlara bagl olarak daha hafif seyrettigi (97), ancak endemik stabil
bolgelerde, hastaligin prevalansinda hayvanin yas ve cinsiyetinin 6nemli olmadigi
belirtilmistir (84). Baz1 arastiricilar ise hastali§in, gen¢ hayvanlarda daha yiiksek
morbidite ve mortaliteyle seyrettigini bildirmislerdir (48, 68). Enfeksiyon,
genellikle ilkbahar sonu olmak iizere vektor kenenin aktif oldugu donemde
goriiliir (50).

Akut formda ilk olarak beden 1sis1 yiikselir ve 4-5 giin siirer. Hastalarda
kayitsizlik, keyifsizlik, burun akintisi, mukozalarda solgunluk, ilerlemis olaylarda
sarilik, nabiz hizinda artma, solunum gii¢liigii, siit veriminde azalma ve ¢ene
altinda 6dem gériiliir. Yiizeysel lenf yumrular: biiyiir. Idrar koyu sar1 bir renktedir.
Siklikla gecici bir hemoglobiniiri goriiliir. Hayvanlar ¢ok zayiflar ve dengesiz
hareket ederler. Eger bitkinlikten 6lmezlerse klinik bulgular birka¢ hafta sonra
yavag yavas hafifler ve sonunda iyilesirler (36, 43, 67, 102).

Subakut formda semptomlar akut forma gore daha hafiftir (43).
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Kronik form ise genellikle akut ya da subakut formun devaminda goriliir
(43).

Bazi vakalarda hastalik, baslangigtan itibaren kronik seyir gosterebilir ve
iyilesme ile sonuglanir (43, 97).

Koyun ve kegilerde bulunan diger bir tiirde 7. ovis’tir. T. ovis, apatojen ya
da diisiik patojeniteli bir tiir olarak kabul edilmektedir. Kene ile nakilde 9-13
giinliik bir inkiibasyon siiresine sahiptir. Enfeksiyon 5-16 giin siirer. Hastalikta,
kendiliginden kaybolan hafif bir ates, kenenin 1sirdig1 bolgedeki lenf yumrusunda
bir biiylime ve hafif bir aneminin goriilebilecegini ifade edenler oldugu gibi (67),
normal sartlarda enfeksiyonun her hangi bir klinik degisiklige yol agmadigini
ifade edenler de vardir (50, 102). Baz1 arastiricilar, dalagi ¢ikarilmig koyunlarda
klinik tablonun sekillendigini bildirmislerdir (76).

Koyunlarda 7. ovis’in, Theileria sp. OT1 ve Theileria sp. OT3 olmak
tizere iki genotipinin bulundugu, bunlardan Theileria sp. OT3’iin, abortlarin
goriildiigii siiriilerde normal siiriilere gore daha yiliksek bir prevalansa sahip
oldugu, ancak Theileria sp. OT3 ile abortlar arasindaki iliskinin agikliga
kavusturulabilmesi i¢in ileri ¢aligmalarin yapilmasinin gerektigi ifade edilmistir
(75).

Theileria separata, sadece koyunlarda enfeksiyona neden olmakta ve
apatojen bir tiir olarak kabul edilmektedir (102).

Koyun ve kegilerde theileriosis Ortadogu, Akdeniz havzasi, Avrupa, Asya,

Afrika, Hindistan ve Cin’i i¢ine alan genis bir alanda gortiliir (36, 68, 77, 102).
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Theileria lestoquardi, Giiney Dogu Avrupa, Kuzey Afrika, Orta ve Yakin
Dogu ile Dogu ve Giiney Dogu Asya iilkelerinde koyun ve kegilerde
enfeksiyonlara neden olmaktadir (36, 77, 99, 102, 105).

Irak’ta kan frotilerinin mikroskopik bakisina dayanan c¢alismada,
koyunlarda 7. lestoquardi prevalansmi % 33,6 oldugu belirlenmistir (7). Iran’da
theileriosisden siipheli 188 koyunun % 36,17’sinin, 7. lestoquardi piroplasm
formlarini tagidigr bildirilmistir (84). Cin’de yapilan bir ¢alismada, mikroskopik
baki sonuglarina gore Theileria sp. China prevalansi, kuzularda, % 91,7,
oglaklarda % 64,29, koyunlarda % 63,13, kegilerde % 20 olarak belirlenmistir
(48). Sudan’in 9 farkli bolgesinde indirek floresan antikor testi (IFAT) ile yapilan
serolojik bir ¢alismada, koyunlarda 7. lestoquardi’nin seroprevalansinin % 16,2
oldugu ortaya konmustur (86).

Theileria ovis, T. lestoquardi’den daha genis bir cografyada goriiliir. Bu
tiirlin, biitiin Afrika; Giiney, Orta ve Dogu Avrupa; Orta, Dogu ve Gliney Asya
tilkelerinde koyun ve kegilerde goriildiigii bildirilmistir (23, 75, 82, 96, 102).

Misir’da, kan frotilerinin mikroskopik bakisina dayanan bir ¢aligmada, 475
koyunun % 2,9’unda, 200 keginin % 7,5’inde 7. ovis’in piroplasm formlari
belirlenmistir (70). Cesitli iilkelerde IFAT ile 7. ovis’in varlig1 aragtirilmigtir. Bu
yontemle Makedonya’da, 721 koyunun % 24,6’sinda, 487 ke¢i’nin % 0,6’sinda
(82), Ispanya’da muayene edilen koyunlarin % 18,9, kegilerin % 0,89’unda
T.ovis’e kars1 sekillenen antikorlar belirlenmis (35), Suriye’de saglikli goriiniislii
913 koyunun % 59,9’unda Theileria spp. antikorlarinin varligi ortaya konmustur
(12). Ispanya’da reverse line blotting (RLB) metodu ile yapilan bir ¢alismada,

320 koyunun % 21,2’sinde 7. ovis tespit edilmistir (75).
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Tiirkiye’de sigir theileriosisi ile ilgili mikroskopik, serolojik ve molekiiler
yontemlerle yapilmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (5, 6, 26, 30, 31, 34, 41, 54,
88, 107). Buna karsilik koyun ve kegi theileriosisi ile ilgili yayinlar sinirli olup, bu
caligmalarin ¢ogu perifer kan frotilerinin mikroskopik muayenesi ile yapilmistir
(16, 42, 51, 65). Karacabey Harasinda 1931 yilinda yapilan ¢alismada koyunlarda
T. ovis enfeksiyonlar1 belirlenmis (65), Ankara yoresinde degisik zamanlarda
hastalanip 6len 14 koyun ve 1 kecinin parazitolojik muayenesinde tespit edilen
piroplasm formlarin 7. hirci (T. lestoquardi) oldugu ifade edilmis (16), Tiirkiye
genelini  kapsayan baska bir calismada, koyun ve kecilerde 7. ovis
enfeksiyonlarinin belirlendigi, kecilerdeki parazitin 7. hirci (T. lestoquardi)
olabilecegi belirtilmistir (51). Orta Anadolu’da yapilan bir calismada, klinik
babesiosisli 579 koyunun % 18,26’sinin, saglikli goriintigli 236 koyunun %
59’unun ve 77 keg¢inin % 31’inin 7. recondita (T. ovis) ile enfekte oldugu
bildirilmistir (42). Malatya ve bazi Giineydogu Anadolu Illerinde yapilan
arastirmada, koyun ve kecilerin % 1-4’liniin kan frotisinde Theileria’nin
piroplasm formlar1 belirlenmistir (81). Ayni1 yoOntemle Kayseri yoresinde
koyunlarin % 18,44 tiniin, kegilerin ise % 6’sinin, etkenin piroplasm formlarim
tagidig1 bildirilmistir (55). Orta, Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde
mikroskopik ve serolojik yontemlerle yapilan bir ¢alismada, 687 koyunun %
37,55’inde Theileria piroplasmlari, % 60,26’sinda anti-7. ovis antikorlari; 85
kecginin % 5,62’sinde piroplasm sekilleri, % 8,99’unda de anti-7. ovis antikorlari
saptanmig, bu bolgelerde koyun ve kecilerde 7. lestoquardi enfeksiyonunun

bulunmadigi rapor edilmistir (91).
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Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ve Giemsa ile
boyanmis kan ve lenf yumrusu biyopsi materyalinden hazirlanan frotilerinin
mikroskopik muayenesiyle yapilirken, latent enfeksiyonlarin saptanmasinda uzun
siire serolojik yontemler kullanilmistir (6, 9, 12, 19, 35, 44, 46, 82, 86, 110).
Theileria piroplasmlarinin morfolojik yapilari benzer oldugundan, mikroskopik
muayene ile tiir aymrimiin zor oldugu (97, 102), bu tiirler arasinda capraz-
reaksiyonlarin goriilebilmesi, spesifik immun yanitlarin zayif olabilmesi ve uzun
stireli portdrlik durumunda antikorlarin her zaman tespit edilememesi gibi
sebeplerden dolayi, serolojik yontemlerde yanlis pozitif ve negatif sonuglarin séz
konusu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (20, 46, 64, 83, 91). Molekiiler biyolojik
yontemlerdeki gelismelere paralel olarak, basta polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) olmak iizere, konvansiyonel tekniklere gore daha yiiksek Ozgiillik ve
duyarliliga sahip ¢esitli metotlar, pek cok paraziter hastaligin tanisi, tanimlanmasi
ve tlir ayirimlarinin yapilmasinda kullanilmistir (5, 45, 60, 75, 85, 98, 100, 101,
107).

Theileriosis ile ilgili gerek epidemiyolojik calismalarda ve gerekse tiirlerin
identifikasyonunda, mikroskopik muayene yOntemi yanilgilara sebep
olabilmektedir (102). Ayrica, Theileria enfeksiyonlarini atlatan ve portor
durumuna gegen hayvanlarin, Giemsa ile boyanmis kan frotilerinde, etkenlerin
eritrositler igindeki piroplasmik formlarinin tespiti olduk¢a zordur. Bununla
birlikte, koyun ve kegi theileriosisi ile ilgili, kan frotilerinin mikroskopik bakist ile
gerek lilkemizde ve gerekse bagka lilkelerde ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (7, 42,

48, 55,70, 81, 84).

14



Ozellikle latent enfeksiyonlarin saptanmasinda serolojik testlerden
yararlanilmaktadir (1, 9, 37, 64, 86). Sigirlarda, theileriosis ile ilgili
epidemiyolojik ¢aligmalarda tiip agliitiinasyon testi, indirek hemaglutiinasyon testi
(IH), komplement fiksasyon testi (CFT), indirek floresans antikor testi (IFAT) ve
enzim-linked immunosorbent assay (ELISA) kullanilmaktadir (27, 44, 110).
Ozellikle IFAT ve CFT tek tirnaklilarda babesiosisin tanisinda standart testler
olarak oOnerilmektedir (75). Bu testlerden IFAT ve ELISA koyun ve kegi
theileriosisi ile ilgili epidemiyolojik ¢caligmalarda da kullanilmistir (12, 35, 37, 82,
86). Sizontla enfekte lenfoblastoid hiicreler kullanilarak, IFAT ile 7. lestoquardi
antikorlar1 belirlenmis, 7. lestoquardi’nin, T. separata ile distk, T. annulata ile
yiiksek seviyede ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmistir (64). Yine IFAT ile T.
ovis’in piroplasm antijenleri kullanilarak, koyun ve kegilerde 7. ovis’e karsi
sekillenen antikorlar ortaya konmus, 7. ovis ile T. lestoquardi ve T. annulata
arasinda c¢apraz reaksiyonlarin olustugu bildirilmistir (91).

Parazitoloji alaninda molekiiler biyolojik metotlarin kullanimi, 15 yil
askin bir siiredir artarak devam etmektedir. Molekiiler teknikler, bir¢ok durumda
sadece spesifite ve sensitiviteyi artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda dogada var olan
morfolojik ve biyolojik bilgilerin izahinda yanilgilar1 azaltir. DNA’nin farkl
bolgelerden kesilmesi esasina dayanan restriction fragment length polymorphisms
(RFLP), parazitoloji alaninda kullanilan ilk molekiiler tekniktir. Daha sonralari,
sensitiveyi artirmak i¢in southern blot gibi hibridizasyon teknikleri kullanilmigtir
(114). Ancak son yillarda hibridizasyon tekniklerinin yerine, daha yiiksek
sensitivite ve spesifiteye sahip olan PCR ve PCR temelli metotlardan PCR-RFLP,

multiplex PCR (112, 113), random amplified polymorphic DNA (RAPD), single-
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sequence conformational polymorphysim (SSCB) (38, 39), real-time
fluorescence-based PCR (RT-PCR) (25, 57), RLB (45) gibi yOntemler
kullanilmaya baslanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu konvansiyonel tekniklere gore, Theileria ve
Babesia gibi kan parazitlerinin tanisinda yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip
oldugu i¢in, ozellikle epidemiyolojik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(5, 11, 28, 30, 61, 62, 79, 87). Koyunlarda Theileria enfeksiyonlarinin teshisinde,
molekiiler metot ilk olarak, Kirvar ve ark. (61) tarafindan kullanilmistir. Bu
aragtiricilar, koyun ve kecilerde 7. lestoquardi’nin teshisine yonelik spesifik bir
PCR metodu gelistirmislerdir. Ancak, bu giine kadar koyun ve kegilerde 7. ovis’in
teshisine yonelik spesifik bir PCR metodu uygulanmamustir.

Tiirkiye’de koyun theileriosisi ile ilgili ilk molekiiler ¢aligma Aktas ve ark.
(4) tarafindan yapilmistir. Arastiricilar, Erzincan’da koyunlardan elde ettikleri
Theileria izolatlarmin Small Subunit rRNA (SSU rRNA) gen analizi sonucunda,
bu izolatlarin gen dizilimlerinin koyun ve keciler i¢in patojen tiirler olan 7.
lestoquardi ve Theileri sp. China’dan ¢ok farkli oldugunu ve bu parazitlerin 7.
ovis olduklarii tespit etmislerdir. Bu giin Tiirkiye’de koyun ve kegilerde T.
ovis’in varliglt bilinmektedir. Ancak bu tiiriin yayilist ile ilgili molekiiler
metotlarin kullanildig1 bir ¢aligma bulunmadigi gibi, diger tiirlerin varliginin
arastirilmasina yonelik her hangi bir molekiiler ¢aligma da yapilmamistir. Oysa
subtropikal iklim kusaginda yer alan ililkemizde, basta theileriosis ve babesiosis
olmak tizere kene ile nakledilen hastaliklar yaygin olarak goriilmektedir (89). Bu
hastaliklara karst uygun kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde, hastaligin

etiyolojisinin, etkeni nakleden vektor kenelerin, keneler i¢in enfeksiyon kaynagi
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olan tasiyici hayvanlarin ve bunlarin siirii populasyonu ig¢indeki prevalanslarinin
belirlenmesi, elde edilmesi gereken onemli veriler olarak kabul edilmektedir.
Bunun i¢in Tiirkiye’de koyun ve keci theileriosisi ile ilgili epidemiyolojik
caligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, 7. ovis ile diger Theileria tiirlerinin identifikasyonunu
saglayacak spesifik bir PCR metodunun gelistirilmesi ve bu metodun sahada
uygulanabilirliginin ortaya konmasi, bu metotla Dogu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde bazi illerde (Erzincan, Erzurum, Mus, Malatya, Igdir, Mardin ve
Diyarbakir) 7. ovis’in koyun ve kecilerdeki yayginliginin belirlenmesi ve ¢esitli
tilkelerde koyun ve kegilerde siddetli hastalik olusturarak oliimlere neden olan,
Iran ve Irak gibi Tiirkiye’ye komsu iilkelerde de yaygin olarak goriilen T.

lestoquardi’nin varliginin arastirilmast hedeflenmistir.

17



4. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde koyun ve
kegilerde T. ovis ve T. lestoquardi’nin varlig1 ve yayilisinin belirlenmesi amaciyla
planlanmistir. Bu amagla, ilk asamada 7. ovis’in teshisine yonelik spesifik PCR
metodunun gelistirilmesi, daha sonra bu yontemle koyun ve kecilerde 7. ovis’in
yayilisinin arastirilmasi, ayrica koyun ve kegiler i¢in patojen bir tiir olan T.
lestoquardi nin varhiginin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu c¢aligma siiresince
baz1 odaklarda 6rnek toplanan koyun ve kegiler iizerindeki kenelerin tiir tayinleri

de yapilmustir.

4.1. Saha Calismalari

Bu calisma, Haziran 2004 - Eylil 2005 tarihleri arasinda Dogu ve
Glineydogu Anadolu bolgelerinde yer alan bazi illere bagl cesitli odaklarda
yuritilmiistir. Bu iller ile odaklar Erzincan (Merkez, Saztepe, Han Ciftligi,
Uziimlii, Catitepe ve Giinebakan), Erzurum (Merkez, Askale, Horasan, Cat,
Karayazi ve Ilica), Mus (Merkez ve Yiicetepe), Malatya (Merkez, Dilek, Yesilyurt
ve Battalgazi), Igdir (Merkez, Tuzluca ve Aralik), Mardin (Merkez, Yesilli,
Omerli ve Kiziltepe) ve Diyarbakir (Merkez, Ergani, Cinar, Cermik, Dicle)’dir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde koyun ve kegilerden EDTA’I1

kan, kan ve lenf frotisi ile kene 6rneklerinin toplandigi iller.

4.1.1. Numunelerin Toplanmasi

Haziran 2004 - Eyliil 2005 tarihleri arasinda adi gegen illere gidilerek, her
ilde degisik odaklar belirlenmis ve bu odaklardaki siiriilerden rastgele secilen
koyun ve kegilerden DNA ekstraksiyonunda kullanilmak tizere EDTA’l tiiplere
3’er ml kan alinmustir. Orneklemede, siiriiniin biiyiikliigiine gore her siiriiden 5-25
hayvan rastgele secilmis ve bunlarin en az bir hastalik sezonu (Nisan-Eyliil aylar1
arasi) gec¢irmis olmalarina dikkat edilmistir. Her kan 6rnegine ait siirme frotiler,
orneklerin alinmasindan hemen sonra EDTA’l1 tiiplerden alinan bir damla kandan
hazirlanmis ve 0Ozel froti saklama kutularina yerlestirilmistir. Frotilerin
hazirlanmasindan sonra EDTA’I1 kanlar, +4°C’yi saglayan termosta muhafaza
edilmistir. Ayrica, Mardin ilinde klinik olarak theileriosis siipheli koyunlardan
kan ve kan frotilerine ilave olarak lenf yumrusu biyopsi materyali alinarak frotiler

hazirlanmustir.
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Kan 6rnegi alman hayvanlarin kuyruk alti, perineum, scrotum, meme,
prepisyum, kulak i¢i, boyun alt1 ve sternum bdlgeleri kene enfestasyonu yoniinden
muayene edilmis ve toplanan keneler, kene toplama siselerine alinmistir. Siselerin
agz1 1slak pamukla kapatilarak, termos i¢ine konmus ve diger numuneler ile
birlikte laboratuvara getirilmistir.

Saha caligmalar1 sonucunda, Dogu Anadolu’dan 444 (Erzincan’dan 119,
Erzurum’dan 125, Mus’tan 67, Igdir’dan 87, Malatya’dan 46) ve Giineydogu
Anadolu’dan 233 (Mardin’den 112, Diyarbakir’dan 121) koyun ile Dogu
Anadolu’dan 97 (Erzurum’dan 36, Mus’tan 33, Igdir’dan 28) ve Giineydogu
Anadolu’dan 45 (Mardin’den 29, Diyarbakir’dan 16) kegi olmak iizere toplam
819 hayvandan EDTA’l1 tiiplere kan 6rnegi alinmistir. Bu drneklerden toplam 795
(656 koyun ve 139 keci) siirme kan frotisi hazirlanmistir. Mardin ilinde
theileriosisden siipheli 27 koyundan ayrica lenf yumrusu biyopsi materyali
alarak lenf frotisi hazirlanmistir. Mus ve Malatya illerinde, kan 6rnegi alinan
hayvanlar iizerinden 620 adet kene numunesi toplanmistir. Calismanin
yuritiildigi odaklar ile bu odaklardan toplanan numune sayilar1 ve odaklara gore

dagilimi Tablo 1°de verilmistir.

4.2. Laboratuvar Calismalar:

Bu boliim, kandan uygun DNA ekstraksiyon metodunun belirlenmesi, 7.
ovis ve T. lestoquardi’ye spesifik primerlerin tespit edilmesi, PCR metodunun
standardizasyonu, kontrol DNA Orneklerinin temini, 7. ovis primerlerinin

spesifite ve sensitivitesinin belirlenmesi, sahadan toplanan kanlarin 7. ovis ve
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Tablo 1. Caligmanin yiirtitiildiigii odaklar ile bu odaklarda koyun ve kecilerden toplanan 6rnek sayilar1 ve odaklara gore dagilimi.

Kan Ornegi Kan Frotisi Lenf Kene
Odak Frotisi
Koyun Ke¢i  Toplam Koyun Ke¢i  Toplam Koyun Koyun Ke¢i  Toplam

Diyarbakir 121 16 137 120 16 136 0 0 0 0
Mardin 112 29 141 110 28 138 27 0 0 0
Malatya 46 0 46 46 0 46 0 148 0 148
Mus 67 33 100 65 33 98 0 383 89 472
Erzincan 119 0 119 112 0 112 0 0 0 0
Erzurum 125 36 161 119 34 153 0 0 0 0
Igdir 87 28 115 84 28 112 0 0 0 0
Toplam 677 142 819 656 139 795 27 531 89 620
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T. lestoquardi yoniinden mikroskopik baki ve PCR ile incelenmesi, koyun ve

kecilerden toplanan kenelerin tiir identifikasyonlarinin yapilmasini1 kapsamaktadir.

4.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Koyun ve kecilerden EDTA’l1 tliplere alinarak soguk zincirde laboratuvara
getirilen kanlardan total DNA ekstraksiyonu, Clausen ve ark.(24)’nin bildirdigi
sekilde yapilmistir. Buna gore, 125 pl kan 250 pl lysis buffer (0,32 M Sakkaroz,
0,01 M Tris, 0,005 M MgCl, % 1 Triton X — 100, pH 7.52) ile 1,5 pl’lik ependorf
tiiplerde karistirilarak, 15-30 saniye vortekslendikten sonra, 13.000 devirde 1 dk.
santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 (siipernatant) dikkatli bir sekilde atildiktan sonra,
dipte kalan ¢okiintii (pelet) lizerine yine ayni lysis bufferdan 250 pl eklenerek,
yikama islemi 3 defa tekrarlanmistir. Yikama isleminin tamamlanmasindan sonra,
pelet tizerine 250 pul PCR buffer [5S0 mM KCI, 10mM Tris-HCI, % 1 Triton X —
100, (pH 8.3), 50 ug/ml Proteinase K] ilave edilmistir. PCR buffer ilave edilen
karisim, 56°C’de 1 saat inkube edildikten sonra, 96°°de 10 dk su banyosunda
kaynatilarak Proteinase K’nin inaktivasyonu saglanmistir. Hazirlanan DNA

ornekleri, PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.2. Theileria ovis ve Theileria lestoquardi Primerleri

Koyun ve kecilerden alinan kanlardan ekstrakte edilen tiim DNA 6rnekleri,
T. ovis ve T. lestoquardi’nin varligi yoniinden PCR’da amplifikasyona tabi
tutulmustur. Bu c¢alismada kullanilan, 7. ovis ve T. lestoquardi primerleri ile
bunlara ait niikleotid dizilimleri, ¢ogaltilan gen ile bu bdlgenin uzunlugu ve

primerlerin ilk defa kullanildig1 kaynak Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan Theileria ovis ve Theileria lestoquardi primerleri.

Primer Parazit Gen Bolgesi Niikleotid Dizilimi (5 —3°) Uriin Biiyiikliigii (bp) Literatiir

Dis primerler

TSst 170F TCGAGACCTTCGGGT o el
g u ¢alismada
TSsr 670R Theileria ovis I8SSSURNA - 10CcGGACATTGTAAAACAAA >20 olugturalmugtur,
I¢ primerler
TSsr 250FN CGCGTCTTCGGATG e
g u ¢alismada
TSsr 630RN Theileria ovis I8SSSUTRNA - s A AGACTCGTAAAGGAGCAA 399 olusturulmustur.
Forwad primer GTGCCGCAAGTGAGTCA
Theileria lestoquardi 30 kDA luk 785 Kirvar ve ark.
Reverse Primer q msp GGACTGATGAGAAGACGATGAG (1998) (61).
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DNA o6rneklerinin, 7. lestoquardi yoniinden incelenmesinde, parazitin 30
kDa’luk merozoit yiizey antijenini kodlayan genin 785 baz ¢ifti (bp)
uzunlugundaki boliimiinii amplifiye eden primerler kullanilarak PCR yapilmustir.
Bu primerlerin, daha 6nce yapilan baska bir arastirmada 7. /lestoquardi’yi spesifik
olarak amplifiye ettigi bildirilmistir (61). Orneklerin 7. ovis ydniinden
incelenmesinde ise test iki asamali PCR (nested PCR) olarak yapilmistir. ilk
asamada, 7. ovis’in 18S SSU rRNA geninin 520 bp uzunlugundaki bolimiinii
amplifiye eden TSsr 170F ve TSsr 670R primerleri (dis primerler), ikinci agsamada
ise bu bolge icerisinde kalan 399 bp uzunlugundaki bolimii amplifiye eden TSsr
250FN ve TSsr 630RN primerleri (i¢ primerler) kullanilarak PCR yapilmistir. 7.
ovis Erzincan koyun izolatina ait 18S SSU rRNA (Genbank No: AY508453) gen
dizisi esas alinarak belirlenen bu primerler, ilk defa bu ¢alismada kullanilmistir.
Yine bu primerlerin, 7. ovis, T. lestoquardi, T. annulata, T. parva, T. buffeli ve B.
ovis’e kars1 spesifitesi ve 7. ovis’i amplifiye etmedeki sensitivitesi bu ¢alisma ile
ortaya konmustur. 7. ovis’e optimal primer baglanma bolgelerinin belirlenmesi
amacityla EMBL, GenBank ve DDBJ bilgi bankalarinda bulunan diger Theileria
tirlerine ait DNA dizilimleri kullanilarak muhtemel primer baglanma bdlgeleri
belirlenmistir. DNA dizisi siralanmasi ve uyusumu (alignment) National Center
for Biotechnology Information web sitesindeki BLAST  algoritmi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ile saglanmugtir.

4.2.3. PCR ve PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu MJ Minicycler (England) cihazinda

gergeklestirilmistir. Toplam 50 pl hacimde hazirlanan PCR karisimina, 125 upM
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dNTP miks, 1,25 U Taq DNA polymerase enzimi, 5 mM MgCl, 1X PCR Buffer
(750 mM Tris-HCl (pH 8,8), 200 mM (NH4)2SOs4, % 0,1 Tween 20), T.
lestoquardi ya da T. ovis’e spesifik primer ¢iftlerinin her birinden 2,5 ul (20
pm/ul) ve hedef DNA’dan (template) 5 ul ilave edilmistir. PCR karisimi, 50 pl
mineral yag ile kaplandiktan sonra amplifikasyona tabi tutulmustur. Birinci asama
PCR’da elde edilen {iriinlerin bir kismi1 (25 pl) sonuglart goriintilemek amaciyla
jel elektroforezde kullanilirken, bir kismi da (5 pl) 1:20 oraninda sulandirilmis ve
nested PCR’da template olarak kullanilmistir. Sadece birinci asama PCR testi
sonucunda negatif ¢ikan 6rneklere nested PCR yapilmistir.

Theileria lestoquardi-spesifik PCR sartlari, 6n denaturasyon ve son
ekstensiyon disinda Kirvar ve ark.(61)’nin bildirdigi sartlarda yapilmistir. Buna
gore, reaksiyon 40 siklus olarak gergeklestirilmis ve her siklus 94 °C’de 1 dk.
denaturasyon, 65 °C’de 1 dk. hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk. sentez asamasindan
olusmustur. 7. ovis-spesifik PCR ise 30 siklus olarak yapilmis ve her siklus 94
°C’de 30 sn. denaturasyon, 55 °C’de 30 sn. hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dk. sentez
asamasindan olusmustur. Ayrica, hem T. lestoquardi-spesifik PCR’da, hem de T.
ovis-spesifik PCR’da, 94 °C’de 5 dk 6n denaturasyon ve 72 °C’de 10 dk. son
ekstensiyon yapilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen liriinler agaroz jel elektroforeze
tabi tutulmus, % 1,6’lik agarose jel hazirlandiktan sonra, 25 pl PCR iirlind, 5 pl
yiikleme soliisyonu (Loading Dye) ile karnistirilarak jeldeki kuyucuklara
yiiklenmistir. Elektroforez iglemi Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tampon soliisyonu
kullanilarak jel tankinda 90 voltta 1 saat siireyle gerceklestirilmistir. Daha sonra

jel, ethidium bromide (10mg/ml) ile 30 dk boyanip, UV transsilliminatorde
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spesifik bantlarin varligr yoniinden incelenmistir. Bantlarin molekiiler agirligini
saptamak i¢in 100 bp’lik marker kullanilmigtir. PCR iirlinlerinin jel elektroforezi
sonucunda, 785 bp’lik bantlar T. lestoquardi’nin, 520 (ilk PCR) ve 399 (nested
PCR) bp’lik bantlar ise 7. ovis’in gostergesi olarak kabul edilmistir.

Metodun  herhangi  bir  asamasinda  olusabilecek ~ muhtemel
kontaminasyonlar1 belirlemek i¢in, hem DNA ekstraksiyonu asamasinda hem de
PCR asamasinda pozitif ve negatif kontroller kullanilmistir. Negatif kontrollerde
DNA amplifikasyonunun olugsmamasi, islemin kontaminasyondan ari oldugu

seklinde yorumlanmustir.

4.2.4. Kontrol DNA Ornekleri

Theileria ovis, B. ovis ve T. annulata igin pozitif kontrol olarak, daha o6nce
tarafimizdan yapilan ¢aligmalarda (2, 4) sekans analizi (7. ovis, AY508453; B.
ovis, AY998123; T. annulata, AY508463) ile identifiye edilmis ve stoklarimizda
mevcut olan DNA o&rnekleri kullanmilmistir. 7. lestoquardi, T. parva ve T.
buffeli’ye ait pozitif kontrol DNA ornekleri ise sirasi ile, Dr. Jabbar Ahmed
(Immunology and Cell Biology, Research Center, Borstel Germany), Dr. Dirk
Geysen (Department of Animal Health Institute of Tropical Medicine,
Nationalestraat, Belgium) ve Dr. Sonia Almeria de la Merced’den (Department of
Parasitology, Veterinary School, Autonomous University of Barcelona, Spain)
saglanmstir.

Negatif kontrol DNA 6rnegi elde etmek i¢in, 1 aylik kuzudan kan alinmig
ve bu kandan yukarida belirtildigi sekilde DNA ekstrakte edilmistir. Bu DNA,

Allsoopp ve ark. (10) tarafindan gelistirilen ve biitiin Theileria tiirlerini ¢ogaltan
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989 (5’-AGTTTCTGACCTATCAG-3’) ve 990 (5—- TTGCCTTAAACTTCCT
TG-3’) primerleri kullanilarak PCR’da amplifikasyona tabi tutulmustur.
Reaksiyon sonucunda, Theileria tiirlerinin varligin1 gosterecek herhangi bir
amplifikasyon iriini olugsmamistir. Boylece bu Ornegin, Theileria parazitleri
yonlinden ari oldugu kabul edilmis ve bu c¢alisma siiresince gerek DNA
ekstraksiyonunda ve gerekse PCR testinde negatif kontrol DNA 06rnegi olarak
kullanilmigtir. Ayrica bu kan, 7. ovis’in teshisine yonelik olarak gelistirilen PCR
metodunun sensitivitesinin belirlenmesi asamasinda, parazitemi orani bilinen

enfekte kanin diliie edilmesinde de kullanilmustir.

4.2.5. Theileria ovis Primerlerinin Spesifitesi ve Sensitivitesinin Belirlenmesi
Koyun ve kegilerde 7. ovis’in spesifik teshisine yonelik olarak ilk defa bu
calismada dizayn edilen primer dizileri, 6nce bilgisayar ortaminda BLAST
programi uygulanarak gen bankasindaki mevcut biitiin sekanslara karsi test
edilmigtir. Daha sonra laboratuvarda, 7. ovis, T. lestoquardi, T. annulata, T.
parva, T. buffeli ve B. ovis pozitif kontrol DNA’lar1 kullanilarak, TSsr 170F/TSsr
670R ve TSsr 250FN/TSsr 630RN primerleri ile PCR yapilmis ve primerlerin bu
parazitleri ¢ogaltip ¢cogaltmadigi test edilmistir. Bu islemden Once, kontrol DNA
ornekleri soz konusu parazit DNA’larmin varligmi ve metodun calistigini
gostermek amaciyla Theileria ve Babesia tiirlerini gogaltan 989/990 ve 5-22F (5°—
GTTGATCCTGCCAGTAGT -3°)/ 1661 R (5— AACCTTGTTACGACTTC TC
— 3’) genel primerler kullanilarak (10, 18) PCR’a tabi tutulmustur. Elde edilen
PCR firtinleri jel elektroforezde yiiriitiilmek suretiyle beklenen bantlar gézlenmis

ve resimleri alinmustir.
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Theileria ovis’in spesifik teshisine yonelik olarak gelistirilen metodun
paraziti belirleme limitini (sensitivite) tespit etmek i¢in, 7. ovis ile enfekte oldugu
PCR ve sekans analizi ile ortaya konan enfekte koyun kani kullanilmistir. Enfekte
kandan hazirlanan siirme frotilerde 6nce kandaki parazitemi orani hesaplanmustir.
Bu hesaplama, 200 mikroskop sahasinda bulunan Theileria piroplasmlarinin
sayisinin, 200 mikroskop sahasindaki toplam eritrosit sayisina oranlamasiyla
yapilmistir. Parazitemi orani tespit edilen enfekte kan, 1 aylik steril bir kuzudan
elde edilen ve negatif kontrol olarak kullanilan kan ile 10’un katlar1 seklinde
sulandirilarak % 107, % 107, % 107, % 10°, % 10°, % 107 ve % 10°
basamaklarindaki diliisyonlar elde edilmis ve yukarida bahsedildigi gibi bu
kanlardan DNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Diliie kanlardan ekstrakte edilen
DNA’lar PCR’da template olarak kullanilmis ve gerek ilk PCR ve gerekse nested
PCR sonuglar1 gozlenmek suretiyle, metodun paraziti belirleme esigi ve bunun

parazitemi orani olarak karsilig1 hesaplanmistir.

4.2.6. PCR’da Kullanilan Ayiraglar

4.2.6.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraclar

Lysis Buffer Soliisyonu
0,32 M Sakkaroz (ADR)
0,01 M Tris (Sigma, St. Louis, MO, US)
0,005 M MgCl (Sigma, St. Louis, MO, US)
% 1 Triton X — 100 (Sigma, St. Louis, MO, US)

pH 7.52

28



PCR Buffer Soliisyonu

50 mM KCI (Sigma, St. Louis, MO, US)
10mM Tris-HCI (1 M, Sigma, St. Louis, MO, US)
% 1 Triton X — 100

pH 8.3

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, US)

1 ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlandu.

4.2.6.2. PCR Analizinde Kullanilan Ayiraglar

10 X PCR Buffer (MBI Fermentas, Lithuania)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)

200 mM (NH4),SO4

% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

MgCl; (25 mM; Sigma, St. Louis, MO, US)

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

dNTP Set (100 mM’hk miks; dATP + dTTP + dCTP + dGTP; MBI
Fermentas, Lithuania)

Steril distile su kullanilarak 1,25 mM yogunlukta hazirlandi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Lithuania)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pl) kullanild:

29



Primerler (lontek, Istanbul, Tiirkiye)

Calismada kullanilan primerlerin tamami Iontek firmasindan temin edildi.
Primerler PCR’da her numune igin ortalama 15-25 pmol olacak sekilde
sulandirildu.

Mineral Qil (Sigma, St. Louis, MO, US)

Her PCR numunesi i¢in 50 pl kullanildi.

4.2.6.3. Elektroforez isleminde Kullamlan Ayrraglar

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Tris 544 ¢
Borik Asit 272¢
EDTA 4,6¢g

Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 I’ye tamamlandi. pH 8,3’e
ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1 X oraninda sulandirilarak kullanildi.

Agarose LE, (Promega, Madison, US)

Agarose jel 1X TBE ile hazirlandi.

DNA ladder (S0ng/100 pl; MBI Fermentas, Lithuania)

1/6 oraninda sulandirildi ve 5 pl kullanildi.

Loading Dye Soliisyonu (6X; MBI Fermentas, Lithuania)

1/6 oraninda sulandirildi ve her 15 pl PCR iiriinii i¢in 5 pl kullanildi.

Ethidium Bromide (AppliChem GmbH, Dramstadt, Germany)

Ethidium bromide solusyonundan 1 pl alinarak distile su ile 30 pl’ye
tamamlandi. Agorase jeli boyama igin 200 pl distile suya 400 pl ethidium

bromide katildi.

30



4.2.7. Frotilerin Mikroskopik Muayenesi

EDTA’lW kanlardan hazirlanan kan frotileri ile lenf yumrusu biyopsi
materyalinden hazirlanan lenf frotileri, laboratuvarda metil alkol ile bes dakika
tespit edildikten sonra, % 5’lik Giemsa soliisyonu ile 30 dk. boyanmustir. Frotiler
immersion objektifte (X 1000) Theileria’nin piroplasm ve sizont formlar
yoniinden incelenmistir. Mikroskopik bakida, her frotide en az 200 mikroskop
sahas1 incelenmis ve tek etkenin goriilmesi durumunda dahi froti pozitif kabul

edilmistir.

4.2.8. Kenelerin Teshisi

Koyun ve kegiler iizerinden toplanan ergin kenelerin, stero mikroskop
altinda morfolojik Ozellikleri incelenmis ve Estrada-Pena ve ark.(33)’nin
bildirdigi teshis anahtarina gore tiir tayinleri yapilmistir. Teshis edilen tiirler ile bu

tiirlerin cinsiyetleri ve sayilari ilgili protokole kaydedilmistir.

4.3. Istatistiksel Analiz
Oranlar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek icin x* testi kullanilmis ve
% 5 (0,05) diizeyindeki bir farklilik istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Bu

testler Epi info programi ile yapilmustir.
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5. BULGULAR

5.1. Theileria ovis Primerlerinin Spesifite ve Sensitivitesi

Theileria ovis 18S SSU rRNA gen sekansi esas alinarak dizayn edilen
TSsr 170F/TSsr 670R (dis primerler) ve TSsr 250FN/TSsr 630RN (i¢ primerler)
primer dizilerinin DNA dizisi siralanmasinin ve uyusumunun (alignment),
National Center for Biotechnology Information web sitesindeki BLAST algoritmi
analizi sonucunda, sadece 7. ovis’e spesifik oldugu belirlenmistir.

Bu primerlerin spesifitesini belirlemeye yonelik 7. ovis, T. lestoquardi, T.
annulata, T. parva, T. buffeli ve B. ovis’e ait pozitif kontrol DNA’lar1 kullanilarak
yapilan deneye baslamadan once, bu pozitif kontrol orneklerinde parazitlerin
varligin1 ve metodun dogrulugunu gostermek icin, Theileria ve Babesia tlrlerini
amplifiye eden genel primerler ile PCR yapilmis ve sonuclart Sekil 2’de

verilmistir.

1700

hp
1098

Sekil 2. Theileria ve Babesia tiirlerini amplifiye eden genel primerler (989/990, 5-
22F/1661R) ile yapilan PCR sonuglari.
M: Marker, 1: T. ovis, 2: T. lestoquardi, 3: T. annulata, 4: T. parva, 5: T. buffeli,

6: B. ovis, 7: negatif kontrol (koyun kani), 8: negatif kontrol (distile su).
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Sekil 2’de goriildiigii gibi Theileria ve Babesia tiirlerini ¢ogaltan genel
primerler ile yapilan PCR analizi sonucunda, 7. ovis, T. lestoquardi, T. annulata,
T. parva ve T. buffeli’ye ait 1098 bp’lik, B. ovis’e ait 1700 bp’lik amplifikasyon
tiriinleri elde edilmistir.

Kontrol DNA 6rneklerinin template olarak kullanildigi 7. ovis’e spesifik
dis (TSsr 170F ve TSsr 670R) ve i¢ (TSsr 250FN veTSsr 630RN) primerler ile

yapilan PCR ve nested PCR sonuglari ise Sekil 3 - A ve B’de verilmistir.

A. T. ovis spesifik TSsr 170F/TSsr
670R primerleri (dis primerler) ile
yapilan ilk PCR firiinlerinin agaroz

jeldeki goriintiisii.

B. T. ovis spesifik TSsr 250FN/TSsr
630RN primerleri (i¢ primerler) ile

yapilan nested PCR iirlinlerinin

399

: agaroz jeldeki goriintiisii.
P

Sekil 3 — A, B. T. ovis spesifik primerlerle yapilan PCR sonuglari.
M: 100 bp’lik marker (100-1.000 bp), 1: negatif kontrol (distile su), 2: T. ovis, 3:
T. lestoquardi, 4: T. annulata, 5: T. parva, 6: T. buffeli, 7: B. ovis, 8: Koyun kani

(Theileria spp. negatif).
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Sekil 3 - A ve B’den anlasilacagi gibi, hem ilk PCR’nda hem de nested
PCR’da sadece T. ovis’e ait 520 (ilk PCR) ve 399 (nested PCR) bp’lik
amplifikasyon {irlini elde edilmistir. Buna karsilik 7. lestoquardi, T. annulata, T.
parva, T. buffeli, B. ovis’e ait kontrol DNA’lar1 ile negatif kontrollerde PCR
amplifikasyonu gergeklesmemistir. Bu sonuglar 7. ovis’in teshisine yonelik olarak
dizayn edilen hem dig hem de i¢ primerlerin, sadece bu paraziti ¢ogalttigini
gostermistir.

Metodun sensitivitesini belirlemek igin, % 107, % 107, % 10™, % 107, %
10, % 107 ve % 107 diliisyonlarindaki enfekte kandan ekstrakte edilen DNA’lar

ile yapilan PCR ve nested PCR sonuglar1 Sekil 4 - A ve B’de verilmistir.

A. T. ovis spesifik TSsr 170F/TSsr
670R primerleri (dis primerler) ile
yapilan ilk PCR iiriinlerinin agaroz

jeldeki goriintiisii.

B. T. ovis spesifik TSsr 250FN/TSsr
630RN primerleri (i¢ primerler) ile
yapilan nested PCR iriinlerinin

agaroz jeldeki goriintiisii.

Sekil 4 — A, B. Theileria ovis ile enfekte koyun kaninin seri diliisyonlarindan
ekstrakte edilen DNA’larla yapilan PCR sonuglari.

M: 100 bp’lik marker (100-1.000 bp), 1: pozitif kontrol, 2: negatif kontrol (distile
su), 3-9: % 107, % 107, % 10™, % 107, % 10, % 107, % 107 parazitemili T ovis

ile enfekte kan, 10: Koyun kani (Theileria spp. negatif).
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Sekil 4 A ve B’den de anlasilacagi gibi, 7. ovis ilk asama PCR’da en diisiik
% 107 (Sekil 4 - A), nested PCR’da ise en diisiik % 107 (Sekil 4 - B) parazitemili
kanda belirlenmistir. Boylece ilk asama PCR’da milyonda bir, nested PCR’da 10

milyonda bir enfekte eritrositte 7. ovis’in amplifiye edilebildigi ortaya konmustur.

5.2. Mikroskopik Muayene
Dogu ve Gilineydogu Anadolu bolgelerinde Theileria spp. yoniinden

incelenen koyun ve kecilerin mikroskopik baki sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde koyun ve kegilerden

hazirlanan kan frotilerinin mikroskopik baki sonuglari.

Koyun Kegci
Odak Numune  Pozitif % Numune Pozitif %
sayisi numune sayisi numune
sayisi sayis1

Diyarbakir 120 21 17,50 16 1 6,25
Mardin 110 27 24,54 28 1 3,57

Malatya 46 6 13,04 - - -
Mus 65 16 24,62 33 1 3,03

Erzincan 112 30 26,78 - - -

Erzurum 119 12 10,08 34 0 0
Igdir 84 8 9,52 28 1 3,57
Toplam 656 120 18,29 139 4 2,87
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Tablo 3’ten izlenebilecegi gibi 656 koyunun 120 (% 18,29)’sinde, 139
kecinin 4 (% 2,87)’linde mikroskopik muayene ile Theileria spp. piroplasm
formlari tespit edilmistir.

Koyunlarda en yiiksek pozitiflik, % 26,78 oraniyla Erzincan’da goriilmiis,
bunu Mus (% 24,62), Mardin (% 24,54), Diyarbakir (% 17,50), Malatya (%
13,04) ve Erzurum (% 10,08) izlemistir. En diistik pozitiflik ise Igdir’da (% 9,52)
belirlenmistir. Kegilerde en yliksek pozitiflik % 6,25 oraniyla Diyarbakir’da
tespit edilmis, bunu Igdir (% 3,57), Mardin (% 3,57) ve Mus (% 3,03) izlemistir.
Erzurum’da muayene edilen 34 keginin hi¢ birinde etkenin piroplasm formuna
rastlanmamistir. Erzincan ve Malatya illerinde kegilerden 6rnek alinamamustir.
Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde mikroskopik muayene sonucunda
theileriosise yakalanma prevalansinin koyunlarda % 18,29, kegilerde % 2,87
oldugu anlagilmistir. Koyun ve kegilerdeki mikroskopik baki sonuglari istatistiksel
analize tabi tutuldugunda, Theileria spp. piroplasm tasiyiciligmmin koyunlarda
kegilere gore daha yiiksek oldugu belirlenmis ve ortaya ¢ikan farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Mardin’de Theileria enfeksiyonundan siipheli 27 koyundan elde edilen
lenf frotilerinin mikroskopik muayenesinde, etkenin sizont formlarina
rastlanmazken, bu hayvanlara ait kan frotilerinin 8 (% 29,62)’inde parazitin

piroplasm formlari tespit edilmistir.
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5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Dogu ve Giiney Dogu Anadolu bolgelerinde koyun ve ke¢i kanlarindan
ekstrakte edilen DNA’lar, 7. ovis spesifik primerler kullanilarak iki asamali PCR
ile analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4’ten izlenebilecegi gibi ilk asama PCR sonucunda incelenen 677
koyunun 308 (% 45,49)’inde, 142 keginin 9 (% 6,34)’unda pozitif amplifikasyon
tiriini elde edilmistir. Bu iirlinlerle yapilan nested PCR sonucunda, koyunlarin
398 (% 58,78)’inde, kegilerin 16 (% 11,26)’sinda pozitif amplifikasyon iiriini
olusmustur.

Ayni tablo’dan nested PCR ile elde edilen sonuglarin odaklara gore
dagilimina bakildiginda; koyunlarda en yiiksek pozitiflik % 86,57 oraniyla Mus’ta
elde edilmig, bunu Mardin (% 84,82), Erzincan (% 70,59), Diyarbakir (% 69,42),
Malatya (% 52,17) ve Igdir (% 34,48) illeri izlemistir. En diisiik pozitiflik %
18,40 orantyla Erzurum’da goriilmiistiir. Kecilerde ise en yiiksek pozitiflik %
27,59 orantyla Mardin’de elde edilmis, bunu Mus (% 15,15), ve 1gdir (% 7,14)
izlemistir. En diisiik pozitiflik % 6,25 oraniyla Diyarbakir’da goriilmiistiir.
Erzurum’da 36 kegiden elde edilen DNA 6rneklerinin hig birinde, gerek ilk asama
PCR’da ve gerekse nested PCR’da 7. ovis’in varhigin1 gosteren pozitif
amplifikasyon iiriinii olugsmamustir.

Mikroskopik bakida oldugu gibi, PCR ile de 7. ovis yoniinden elde edilen
pozitiflik oran1 koyunlarda kegilere gore daha yiiksek bulunmus, aradaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya ¢ikmistir (p<0,01).
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Tablo 4. Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde Theileria ovis yoniinden incelenen koyun ve kegilerin PCR ve nested PCR sonuglari.

Koyun Keci
Odak PCR Nested PCR PCR Nested PCR
Numune Pozitif Pozitif Numune Pozitif Pozitif
sayis1 numune % numune % say1s1 numune % numune %
sayisi sayisl sayisi sayisl

Diyarbakir 121 66 54,54 84 69,42 16 1 6,25 1 6,25
Mardin 112 74 66,07 95 84,82 29 4 13,79 8 27,59
Malatya 46 16 34,78 24 52,17 - - - - -
Mus 67 44 65,67 58 86,57 33 3 9,09 5 15,15
Erzincan 119 65 54,62 84 70,59 - - - - -
Erzurum 125 21 16,80 23 18,40 36 0 0 0 0
Igdir 87 22 25,29 30 34,48 28 1 3,57 2 7,14
Toplam 677 308 45,49 398 58,78 142 9 6,34 16 11,26
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Theileria ovis yoniinden incelenen DNA ornekleri 7. lestoquardi spesifik
primerler kullanilarak PCR analizine tabi tutulmus, Orneklerin hi¢ birinde 7.
lestoquardi’ye ait pozitif amplifikasyon iirlinli olusmamustir.

Mardin ilinde klinik theileriosis siiphesi ile kan 6rnegi, perifer kan frotisi
ve superficial lenf yumrularindan hazirlanan frotilerin incelenmesinde; perifer kan
frotilerinin % 29,62’sinde Theileria piroplasm formlarina rastlanmig, lenf
frotilerinin hi¢ birinde parazitin sizontlarina rastlanmamistir. Yine ayni
koyunlardan alinan kan 6rneklerinin % 85,181 nested PCR ile T. ovis yoniinden
pozitif bulunmus, bu o6rneklerin hi¢ birinde PCR ile 7. lestoquardi amplifiye
edilememistir.

Bu ¢aligmada gerek mikroskopik baki ve gerekse PCR sonucu pozitif olan
koyun ve kecilerin hi¢ birinde theileriosise iliskin hi¢bir klinik bulguya
rastlanmamustir.

Koyun ve kegilerden EDTA’l1 kan ve kan frotisi alinan 795 6rnegin PCR
ve mikroskopik baki ile ilgili karsilagtirmali sonuglar1 odaklara gore Tablo 5’te,
buna ait toplu sonuglar ise Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5 ve 6’dan anlasilacag1 gibi, kan frotilerinin mikroskopik bakisinda
656’s1 koyun ve 139°u keg¢i olmak tizere toplam 795 hayvanin 124 (%15,60)’tinde
Theileria spp. piroplasmlart goriilmiistiir. Ayni hayvanlarin 404 (% 50,82)’i
nested PCR ile pozitif bulunmustur (Tablo 5-6). Mikroskopik bakiyla pozitif
bulunan 124 o6rnegin 123’iinde PCR ile 7. ovis amplifiye edilmistir. Sadece,
Mus’ta bir kegide mikroskopik bakida piroplasm formlar1 goriilmesine ragmen,
PCR ile T. ovis amplifiye edilememistir (Tablo 5-6). Bu 6rnek 7. lestoquardi

yoniinden PCR ile amplifiye edilmeye ¢aligilmis, ancak negatif sonu¢ alinmistir.
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Tablo 5. Dogu ve Giineydogu Anadolu bélgelerinde koyun ve kegilerden alinan

orneklerin mikroskopik baki, PCR ve nested PCR sonuglarinin odaklara gore

karsilagtirilmast.
Nested PCR, PCR, Mikroskopik Baki
Odak Toplam
T T S S ST o

Diyarbakir 22 44 18 52 0 0 0 0 136
Mardin 28 50 24 36 0 0 0 0 138
Malatya 6 10 8 22 0 0 0 0 46
Mus 16 29 16 36 1 0 0 0 98
Erzincan 30 34 16 32 0 0 0 0 112
Erzurum 12 9 2 130 0 0 0 0 153
Igdir 9 2 9 8 0 0 0 0 112
Toplam 123 188 93 390 1 0 0 0 795

Tablo 6. Dogu ve Gilineydogu Anadolu bolgelerinde koyun ve kegilerden alinan

orneklerin mikroskopik baki, PCR ve nested PCR sonuglarinin karsilagtirilmasi.

Nested PCR
- + Toplam
MB - ; PCR - 390 93 483
MB -; PCR + 0 188 188
MB + ; PCR - 1 0 1
MB +; PCR + 0 123 123
Toplam 391 404 795

+: Pozitif 6rnek sayisi, -: Negatif 6rnek sayisi, MB: Mikroskopik baki

Mikroskopik baki negatif 188 drnekte, PCR ile 7. ovis amplifiye edilmistir. Diger
taraftan ilk agsama PCR ile negatif sonu¢ alinan 93 6rnekte, nested PCR ile pozitif

sonu¢ almmustir (Tablo 6). Buna gore nested PCR altin standart olarak

40



degerlendirildiginde, ilk asama PCR’1n spesifitesinin % 100, sensitivitesinin ise %
76,98 oldugu ortaya ¢ikmustir.

Mikroskopik bakiya gore PCR, koyun ve kecilerde 7. ovis’in
belirlenmesinde daha duyarli bulunmus, iki testin sonuglar1 arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya c¢ikmustir (p<<0,01). Yine 7. ovis’in
belirlenmesinde nested PCR’in, tek asamali PCR’a gore daha duyarli oldugu
belirlenmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde 7. ovis’in prevalansi
mikroskopik baki, tek agsamali PCR ve nested PCR ile elde edilen sonuglar dikkate
alindiginda sirasi ile % 15,60 (124/795), % 39,12 (311/795), % 50,82 (404/795),
bu ii¢ testin herhangi biri ile pozitif bulunan hayvan sayis1 dikkate alindiginda
koyun ve kegilerde theileriosisin prevalanst % 50,94 (405/795) olarak

belirlenmistir.

5.4. Kene Tiirleri

Bu ¢alismaya paralel olarak kan ornekleri alinan koyun ve kecilerdeki
olas1 kene tiirlerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amaca yonelik olarak Mus ve
Malatya illerinde koyunlardan 531 ve kegilerden de 89 olmak iizere toplam 620
adet erigkin kene toplanmustir.

Toplanan kenelerin 521’inin R. bursa ve 99’ununda R. sanguineus oldugu
gorlilmistiir. R. bursa’larin 274 inin erkek, 247’sinin disi, R. sanguineus’larin ise
58’inin erkek, 41’inin disi oldugu belirlenmistir. Her iki tiire de hem koyun ve
hem de kecilerde rastlanmigtir. Koyunlarin daha ¢ok R. bursa, kegilerin ise R.

sanguineus ile enfeste oldugu ortaya ¢ikmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Mus ve Malatya yorelerinde koyun ve kegilerden toplanan kene tiirleri ve oranlari.

Mus Malatya Toplam
Cinsiyet
Kene tiirii Koyun Keci T Koyun Koyun Keci T
3 189 12 201 73 262 12 274
R. bursa
Q 175 9 184 63 238 9 247
T 364 21 385 136 500 21 521
) 12 41 53 5 17 41 58
R. sanguineus
Q 7 27 34 7 14 27 41
T 19 68 87 12 31 68 99
3 201 53 254 78 279 53 332
Toplam
Q 182 36 218 70 252 36 288
T 383 89 472 148 531 89 620
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6. TARTISMA

Koyun ve kegilerde theileriosise neden olan tiirler patojenite, vektor kene,
yayilis ve biyolojik oOzellikler bakimindan 6nemli farkliliklar gosterirler. Bu
tirlerden Theileria sp. China ve T. lestoquardi’nin olusturdugu enfeksiyonlar
yiiksek morbidite ve mortalite ile seyrederken, 7. ovis ve T. seperata subklinik
enfeksiyonlara neden olmaktadir (68, 102).

Enfeksiyona karst uygun kontrol stratejilerinin  gelistirilmesinde,
theileriosise neden olan tilirlerin identifikasyonu ve oOzellikle subklinik
enfeksiyonlarin  insidens ve prevalanslarinin  saptanmasi bilylik  6nem
arzetmektedir.

Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ile Giemsa ile
boyanmig lenf ve kan frotilerinin mikroskopik muayenesi ile yapilmakta,
subklinik enfeksiyonlarin belirlenmesinde ise mikroskopik muayene ve serolojik
testlerden yararlanilmaktadir.

Subkilinik hayvanlarda enfekte eritrosit oran1 ¢ok diisiik ve piroplasm
formlarin morfolojik 6zellikleri benzer oldugundan, mikroskopik muayene ile
enfeksiyonun belirlenmesi ve tiir identifikasyonu ¢ok zordur. Serolojik testlerde
de spesifik immun yanitin zayif olabilmesi, uzun siiren portdrliik durumlarinda
antikorlarin her zaman belirlenememesi ve Theileria tiirleri arasinda g¢apraz
reaksiyonlarin goriilebilmesi gibi nedenlerden dolayi, yanlis negatif ve pozitif
sonuglarin ortaya ¢ikmasi gibi olumsuzluklar sézkonusudur (20, 46, 64, 83, 91).

Son yillarda molekiiler yontemlerdeki gelismelere paralel olarak, PCR gibi

molekiiler teshis metotlar1 Veteriner Parazitolojide de uygulama alan1 bulmus (5,
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58, 60, 85, 92, 94, 98, 109), ozellikle Theileria tlirlerinin ayirimi ve subkilinik
enfeksiyonlarin teshisinde giivenli bir yontem olarak kullanilmaya baslanmigtir
(21, 47, 75, 93, 100). Parazit DNA’smin amplifikasyonu esasina dayanan PCR,
geleneksel metotlara gore bilyiik avantajlara sahiptir. Ozellikle epidemiyolojik
caligsmalarda, tastyict hayvanlarin tespitinde yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip
olan bu metot tercih edilmektedir. Ciinkii tasiyici hayvanlar, arakonakc¢i keneler
icin enfeksiyon kaynagidirlar. Simdiye kadar, Theileria sp. China, T. lestoquardi,
T. annulata ve T. parva gibi Theileria tirlerinin spesifik teshisine yonelik PCR
metodu gelistirilmistir (61, 62, 79, 93). Bu calismada ilk defa 7. ovis’in teshisine
yonelik spesifik bir nested PCR metodu gelistirilmis ve sahada koyun ve
kecilerden toplanan 6rneklerde metodun uygulanabilirligi ortaya konmustur. Bu
calismada kullanilan primerlerin, National Center for Biotechnology Information
web sitesindeki BLAST algoritmi programi ile primer dizilerinin DNA dizisi
siralanmasi ve uyusumu yoniinden yapilan bilgisayar analizinde, T. ovis’e spesifik
oldugu belirlenmis ve bu primerlerin 7. lestoquardi, T. annulata, T. parva, T.
buffeli ve B. ovis’e ait pozitif kontrol DNA’larin1 amplifiye etmedigi, buna
karsilik 7. ovis’in 18S SSU rRNA geninin 520 ve 399 bp’lik bir bolimiini
spesifik olarak amplifiye ettigi PCR analizi ile laboratuvarda ortaya konmustur.
Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ok diisiik parazitemili kanda Theileria
piroplasmlarini tespit etmek miimkiindiir. Bu baglamda d’Oliveira ve ark. (28) T.
annulata’yr (19 parazit/l pl kan), Kirvar ve ark. (61) T. lestoquardi’yi (1
parazit/1 pl kan), Oura ve ark. (79) T. parva’y1 (0,3 parazit/1 ul kan) yiliksek bir
duyarlilikta teshis etmislerdir. Bu calismada 7. ovis nested PCR ile % 107

parazitemili kanda amplifiye edilmistir. Bu sesitivite degeri, 10 milyonda bir
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enfekte eritrosite denk gelmektedir. Koyunlarda kandaki ortalama eritrosit
sayisinin 10 milyon/pl oldugu diisiiniiliirse, 7. ovis bu ¢alismada nested PCR ile 1
parazit/1ul kan diizeyinde belirlenebilmistir. Diger bir deyisle, mikroskopik
bakida incelenen 6rnegin pozitif kabul edilebilmesi i¢in, 200 mikroskop sahasinda
yaklagik 60.000 eritrositin incelenmesi ve en az bir eritrositin enfekte olmasi
yeterli goriilmekte iken, nested PCR’1n kanda 7. ovis’i belirlemede, mikroskopik
bakidan 166 kat daha duyarli oldugu bulunmustur. Elde edilen bu sonu¢ daha
once diger Theileria tirlerine karsi gelistirilen PCR metotlarinin (28, 61, 79)
sensitivite degerleri ile benzerlik arzetmektedir.

Saha sartlarinda theileriosisin teshisinde mikroskopik baki ve PCR metodu
birlikte kullanilarak ¢alismalar yapilmistir (28, 87, 106). Sanchez ve ark. (87), 214
sigirin mikroskopik baki ile % 65,24 tiniin, PCR ile % 78,04’inin 7. annulata ile
enfekte oldugunu belirlemistir. Yine mikroskopik baki ve PCR ile d’ Oliviera ve
ark. (28), 92 sigirin sirastyla % 22 ve % 75’inde, Vatansever ve ark. (106) ise 147
sigirm % 31,3 ve % 61,2’inde 7. annulata yoninden pozitif sonu¢ elde
etmislerdir. Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde koyun ve kegilerde
Theileria enfeksiyonunun aragtirildigi bu ¢aligmada, mikroskopik baki ve PCR ile
incelenen 795 Ornegin sirasiyla % 15,60 ve % 50,82’sinde pozitif sonug elde
edilmistir. Boylece diger calismalarda (28, 87, 106) oldugu gibi, bu ¢aligmada da
theileriosisin teshisinde PCR’1n mikroskopik bakidan daha duyarli oldugu ortaya
cikmugtir.

Tek asamali PCR’da amplifiye edilen bdlge igerisinde tespit edilen ikinci
bir ¢ift primer belirleyerek yapilan nested PCR ile metodun duyarlilig

artirilabilmektedir. Chang ve Pan (22), kopeklerde Anapalsma platys’in

45



teshisinde, nested PCR’1mn ilk PCR’dan 10, Martin ve ark. (69) ise 100 kat daha
duyarli oldugunu belirlemislerdir. Basto ve ark. (15), African swine fever
virusunun (ASFV) kenelerde tespitinde, nested PCR’1n ilk PCR’dan 10 kat daha
duyarli oldugunu ortaya koymuslardir. Ogawa ve ark.(78)’da Coxiella
burnetii’nin teshisinde ayni sonucu elde etmislerdir. Bu calismada, 7. ovis’in
teshisinde nested PCR’mn, tek asamali PCR’dan 10 kat daha duyarli oldugu
belirlenmistir. Buna gore, 6zellikle epidemiyolojik calismalarda nested PCR’1in
kullanilmast durumunda daha saglikli sonuglarin elde edilecegi ortaya ¢ikmustir.
Nitekim bu g¢aligmada, ilk PCR ile 819 6rnegin 317 (% 38,70)’sinde pozitif
amplifikasyon iiriinii elde edilirken, nested PCR ile ayni numunelerin 414 (%
50,55)’tinde pozitif sonug alinmugtir.

Tiirkiye’de koyun ve kegilerde theileriosise hangi tiirlerin neden oldugu
uzun siire tartisilmigtir. Konu ile ilgili ilk ¢alisma, Karacabey Harasinda yapilmis
ve kan frotilerinin mikroskopik muayenesi ile koyunlarda tespit edilen Theileria
tiiriiniin 7. ovis oldugu bildirilmistir (65). Daha sonra, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesinde postmortem olarak incelenen 14 koyun ve 1 kegide tespit
edilen parazitler, 7. hirci (T. lestoquardi) olarak identifiye edilmistir (16). Yine
Orta Anadolu’da koyun ve kegilerde kan frotilerinin mikroskopik bakist ile
yapilan bir ¢calismada, T. ovis (T. recondita) enfeksiyonlart bildirilmis (42), ayni
yontemle Tiirkiye genelini kapsayan baska bir ¢alismada ise koyun ve kegilerde 7.
ovis enfeksiyonlarinin belirlendigi, kegilerdeki parazitin 7. lestoquardi olabilecegi
ifade edilmistir (51). Malatya ve bazi Gilineydogu Anadolu illeri ile Kayseri
yoresinde yapilan ¢aligmalarda, koyun ve kegilerden hazirlanan kan frotilerinde

tespit edilen parazitler, Theileria spp. olarak tanimlanmistir (55, 81). Orta, Dogu
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ve Giiney Anadolu’da yapilan bir ¢alismada, koyun ve kegilerde mikroskopik
bakida Theileria spp. piroplasm formlari, kan serumlarinda ise 7. ovis’e karsi
sekillenen antikorlar tespit edilmistir. Ayni1 ¢alismada bu bolgelerde koyun ve
kegilerde T. lestoquardi enfeksiyonunun bulunmadigi rapor edilmistir (91). Son
olarak Erzincan’da koyunlardan elde edilen Theileria izolatlarinin 18S SSU rRNA
gen analizi yapilmig ve bunlarin 7. ovis oldugu belirlenmistir (4). Bu ¢alismada,
PCR metodu ile Dogu ve Gilineydogu Anadolu bdlgelerinde koyun ve kegilerde T.
ovis’in yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir. Diger taraftan, kan frotilerinin
mikroskopik bakisina gore Tiirkiye’de koyun ve kecilerde varlig: bildirilen T.
lestoquardi (16, 51), bu calismada PCR ile amplifiye edilememistir. Ayrica
theileriosisden siipheli hayvanlardan elde edilen lenf frotilerinin mikroskopik
bakisinda, Theileria sizontlarina rastlanmamistir. Tiirkiye’de koyun ve kegilerde
T. lestoquardi’nin varlig1 bildirilen ¢aligmalarda (16, 51), enfekte hayvanlarin hig
birinde parazitemi oraninin yliksekliginden, sizontlarin varligindan ve diger klinik
bulgulardan bahsedilmemistir. Buna gore gerek bu calismada elde edilen bulgular
ve gerekse Tirkiye’'nin genis bir cografik bolgesinde yapilan aragtirma (91)
sonuclar1 degerlendirildiginde, Tiirkiye’de koyun ve kegilerde 7. lestoquardi’nin
bulunmadigi, koyun ve kegilerde goriilen Theileria etkeninin 7. ovis oldugu
anlasilmaktadir.

Tiirkiye’de koyun ve keci theileriosisi ile ilgili yapilan epidemiyolojik
calismalarda, enfeksiyonun yaygin oldugu belirlenmistir. Mikroskopik baki ile,
Orta Anadolu’da klinik babesiosisli 579 koyunun % 18.26’sinin, saglikli
goriintislii 236 koyunun % 59 unun ve 77 keginin % 31’inin 7. ovis (T. recondita)

ile enfekte oldugu bildirilmistir (42). Malatya ve bazi Giineydogu Anadolu
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illerinde yapilan arastirmada, koyun ve kecilerin % 1-4’linlin kan frotisinde
Theileria’nin  piroplasm formlar1 belirlenmistir (81). Yine kan frotilerinin
mikroskopik bakisi ile Ege bolgesinde, muayene edilen koyunlarin % 27’sinde 7.
ovis (T. recondita) tespit edilmistir (89). Ayni metotla Kayseri yoresinde
koyunlarin % 18,44’iinde, kecilerin ise % 6’sinda etkenin piroplasm formlarina
rastlanmistir (55). Orta Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde mikroskopik ve serolojik yontemlerle koyun ve kegi theileriosisi ile
ilgili yapilan bir calismada, 687 koyunun % 37,55’ inde Theileria piroplasmlari, %
60,26’sinda anti-7. ovis antikoru saptanmustir. Ayni calismada, 85 keginin %
5,62’sinde piroplasm formlari, % 8,99’unda ise anti-7. ovis antikoru belirlenmistir
(91). Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde yapilan bu arastirmada kan
frotilerinin mikroskopik bakist ile koyunlarin % 18,29’unda, kecilerin %
2,87’sinde Theileria piroplasmlari, nested PCR ile koyunlarin % 58,78’inde,
kegilerin % 11,26’sinda 7. ovis enfeksiyonu tespit edilmistir. Gerek bu ¢aligmada
ve gerekse daha once yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglar, farkli endemik
ozelliklere sahip bolgelerde hastaligin prevalansinda degiskenlik olmakla beraber,
koyun ve kegilerde 7. ovis tarafindan olusturulan enfeksiyonun Tiirkiye nin
hemen her bolgesinde yaygin oldugunu gostermistir.

Degisik metotlarla 7. ovis’in yayginligin1 belirlemeye yonelik olarak
yapilan ¢aligmalar, enfeksiyonun koyunlarda kegilere gore daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Makedonya’da, IFA testi ile yapilan serolojik calismada, 721
koyunun % 24,6’sinda, 487 keci’nin % 0,6’sinda 7. ovis’e karst sekillenen
antikorlar belirlenmistir (82). Aym1 yontemle Ispanya’da T. ovis’in seroprevalansi

koyunlarda % 18,9, kegilerde % 0,89 olarak bildirilmistir (35). Tiirkiye nin farkli

48



bolgelerinde yapilan c¢alismalarda koyunlardaki enfeksiyonun (% 18-60,26)
kecilerdeki enfeksiyondan (% 6-31) yiiksek oldugu ve sonuglarin diger
tilkelerdeki sonucglara benzer oldugu gozlenmistir (42, 55, 91). Buna karsilik,
Misir’da, mikroskopik baki ile 475 koyunun % 2,9’unda, 200 keginin % 7,5’inde
T. ovis’in piroplasm formlari1 belirlenmis ve enfeksiyonun kegilerde daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (70). Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde yapilan bu
calismada da diger calismalardakilere benzer sekilde koyunlardaki enfeksiyon
orant (% 58,78), kegilere gore (% 11,26) daha yiiksek bulunmustur. 7. ovis’in
koyunlarda kegilere gore daha yiiksek oranlarda goriilmesi parazit, konak ve
vektor kene iliskisinden kaynaklanabilecegi, bu bulgularin aksine Misir’da
mikroskopik baki ile yapilan ¢alismada elde edilen sonucun ise mikroskopik baki
yonteminin dezavantajlari ile izah edilebilecegi kanaatine varilmigtir.

Parazitoloji alaninda molekiiler tekniklerin kullaniminin bir faydasi da
bir¢ok parazitin dogru adlandirilmasini, ya da tek parazit yerine birden ¢ok
genotipi igeren grup oldugunun anlasilmasini saglamasi olmustur. Son yillara
kadar Cin’de koyun ve kegilerde klinik theileriosise neden olan tiiriin 7.
lestoquardi oldugu diistiniilmiistiir (108, 115). Ancak yapilan sekans analizleri
sonucunda bu parazitin 7. lestoquardi olmadig1 anlasilmig ve Theileria sp. China
olarak isimlendirilmistir (93). Daha sonraki calismalarda, bu tiiriin Theileria sp.
China 1, Theileria sp. China 2 olarak adlandirilan farkl iki genotipinin bulundugu
bildirilmistir (92). Benzer sekilde Ispanya’da koyunlarda sadece T. ovis
enfeksiyonlarinin varligi bilinirken, yapilan sekans analizleriyle Theileria sp. OT1
ve Theileria sp. OT3 olarak isimlendirilen farkli iki genotipinin bulundugu

belirlenmistir (75). Bu ¢alismada, mikroskopik baki ile Theileria piroplasmlari
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tespit edilen bir kecide PCR ile ne 7. ovis ve ne de T. lestoquardi ampilifiye
edilememistir. Ancak, ayni numunede genel primerler (989/990) ile yapilan
PCR’da Theileria’nin varhigin1 gosteren pozitif amplifikasyon iirlinii elde
edilmistir. Bu durum, bolgede kegilerde ve muhtemelen koyunlarda 7. ovis ve T.
lestoquardi’den farkli bir tir ya da genotipin bulunabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Ancak, bunun ag¢ikliga kavusturulabilmesi i¢in ileri ¢aligmalarin
yapilmasina ihtiyag vardir.

Tiirkiye’de koyun ve kecilerde bu giine kadar Ixodidae ailesine bagli ok
sayida kene tiirii belirlenmistir (13, 49, 63, 74, 80, 90). Elazig yoresinde yapilan
bir calismada, koyunlarin, H. excavatum, H. detritum, H. marginatum, R.
sangiuneus, R. bursa, Hae. otophila, Hae. sulcata, Hae. punctata, D. marginatus,
Boophilus annulatus, O. lahorensis tiirleri ile enfeste oldugu ve enfestasyon
oraninin %15-46 arasinda degistigi, en yiiksek enfestasyonun yaz aylarinda
goriildiigii; kecilerde enfestasyon oranmin % 10-45 arasinda degistigi ve
koyunlarda tespit edilen Hae. punctata, D. marginatus ve O. lahorensis tiirlerinin
kecilerde bulunamadigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada koyunlar ve kegilerde en
fazla R. bursa’ya rastlanmistir (90). Malatya ve Bazi Giiney Dogu Anadolu
illerinde yapilan ¢alismada, koyunlarin B. annulatus, H. a. excavatum, H. a.
anatolicum, H. detritum, Hae. parva, Hae. sulcata, Hae. punctata, R. bursa, R.
sanguineus ve Ixodes ricinus ile enfeste bulundugu, ancak kegilerde bu tiirlerden
Hae. punctata’ya rastlanmadigi, bunun yaninda kegilerde B. kohlsi’nin
belirlendigi bildirilmistir (49). Giiney Marmara bolgesinde yapilan ¢aligmada,
koyunlarda I ricinus, B. annulatus, D. marginatus, H. a. anatolicum, H. a.

excavatum, H. detritum, Hae. parva, Hae. numidiana, Hae. sulcata, Hae.
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punctata, R. bursa, R. sanguineus, R. turanicus tirleri tespit edilmistir. Ayni
calismada kegilerde, 1. ricinus, B. annulatus, D. marginatus, H. a. anatolicum, H.
a. excavatum, H. detritum, Hae. parva, Hae. punctata, Hae. inermis, R. bursa, R.
sanguineus, R. turanicus tiirlerine rastlanmistir. Koyunlarin en fazla R. bursa,
kecilerin ise /. ricinus ve R. bursa ile enfeste oldugu bildirilmistir (13). Burdur
yoresinde yapilan ¢alismada, koyunlarda, R. turanicus, R. bursa, Hae. parva, D.
marginatus, D. niveus’un eriskinleri ile I ricinus ve H. a. excavatum,
Ornithodoros sp. nimflerine; kegilerde, R. turanicus, D. niveus, D. marginatus,
Hae. parva’nin eriskinleri ve Rhipicephalus spp. nimflerine rastlanmistir. Ayni
calismada R. bursa’nin koyunlar {izerinden toplanan kenelerin % 10,9’unu
olusturdugu, ancak bu kene tiiriine kegilerde rastlanmadigi bildirilmistir (111).
Kayseri yoresinde yapilan bir ¢alismada, koyun ve kecilerde, R. bursa, R,
turanicus, R. sanguineus, D. niveus, H. marginatum, Hae. parva, Hae. sulcata,
Hae. otophila tirlerine rastlanmistir (55). Dogu ve Gilineydogu Anadolu
bolgelerinde yapilan bu ¢alisma esnasinda Mus ve Malatya illerinde koyunlar
tizerinde R. bursa ve R. sanguineus tiirleri tespit edilmis, bu tiirlerin daha 6nce
Tiirkiye’nin farkli yorelerinde yapilan ¢alismalarda (13, 90) koyun ve kegilerde
tespit edilen en yaygin tiirlerden oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Yukaridaki ¢aligmalardan koyun ve kegilerde yaygin olarak goriilen
tirlerden birinin R. bursa oldugu anlasilmaktadir (13, 90). R. bursa’nin H. a.
anatolicum ile birlikte 7. ovis’i deneysel olarak naklettigi bildirilmistir (76, 102).
Tiirkiye’de dalagi ¢ikarilarak parazitemi oran1 % 0,02°den % 4’e yiikseltilen T.
ovis ile enfekte bir koyun ilizerinde beslenen H. a. anatolicum nimflerinin, gémlek

degistirmesi ile elde edilen a¢ eriskin kenelerin bazilarmin tiikiiriik bezlerinde
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Theileria sporoblastlarinin tespit edildigi bildirilmistir (91). Yine Elaz1ig yoresinde
yapilan bir ¢calismada sahada koyunlar tizerinden toplanan R. bursa’da PCR ile T.
ovis belirlenmistir (3).

Gerek R. bursa’nin koyun ve kegilerde ¢ok yaygin olarak bulunmus olmasi
ve gerekse dogal ve deneysel ¢alismalarda R. bursa’da Theileria enfeksiyonunun
belirlenmis olmasi, bu kene tiiriiniin 7. ovis’in yayilisinda rol oynayabilecek
muhtemel bir vektor olabilecegi kanaatini dogurmaktadir. Ancak, bunun kesinlik
kazanabilmesi i¢in ileri ¢caligmalara gereksinim vardir.

Sonug olarak;

e Koyun ve kegilerde 7. ovis’in teshisine yonelik spesifik bir PCR metodu
gelistirilmis ve subklinik enfeksiyonlarin belirlenmesinde uygulanabilirligi ortaya
konmustur.

e Bu calismada tanimlanan primerler ile daha once 7. lestoquardi igin tanimlanan
primerlerin, her iki parazitin birlikte goriildiigii endemik bdlgelerde tiirler
arasindaki kesin ayirimin yapilmasinda ve dolayisi ile koyun theileriosisisi ile
ilgili epidemiyolojik ¢caligmalarda kullanilabilecegi belirlenmistir.

e Gelistirilen ve uygulanan molekiiler metodun mikroskopik bakiya gore ¢ok
daha duyarli ve 6zgiil oldugu, 7. ovis’ten kaynaklanan latent enfeksiyonlarin
tespitinde kullanilmasi ile daha saglikli sonuglarin elde edilebilecegi goriilmiistir.
e Dogu ve Glineydogu Anadolu bolgelerinde koyun ve kegilerde 7. ovis’in yaygin
olarak bulundugu ve subklinik enfeksiyonlara yol actigi, ¢esitli iilkelerde koyun
ve kecilerde klinik enfeksiyonlara ve oOlimlere neden olan, bazi ¢aligmalarda
Tiirkiye’de de bulundugu kaydedilen 7. lestoquardi’nin bolgede bulunmadigi

anlagilmistir.
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e Bolgede Ozellikle kecilerde ve muhtemelen koyunlarda 7. ovis disinda bagka bir
Theileria tiriniin veya 7. ovis’e ait farkli bir genotipin bulunabilecegi, ancak
bunun aydinliga kavusturulabilmesi i¢in genetik analizlere dayali galigmalarin

stirdlirtilmesi gerektigi kanatine varilmigtir.
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