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Ankara ve Cevresindeki Kenelerde Theileria Tiirlerinin Arastirilmasi

OZET

UGUR SIK, Aysegiil. Ankara ve Cevresindeki Kenelerde Theileria Tiirlerinin
Arastirilmasi, Yiiksek Lisans, Cankiri, 2023.

Diinyanin bir¢ok yerinde kene kaynakli hastaliklar 6nemli saglik sorunlarina
neden olmaktadir. Tiim diinyada parazit kokenli patojenler insanlar1 ve hayvanlar
enfekte etmekte olup, bu patojenler vektor keneler araciligiyla tasinir.

Bu ¢alismanin amaci, Ankara ve gevresinden toplanan kenelerde hastaliklara
ve ciddi ckonomik kayiplara neden olan Theileria spp. molekiiler diizeyde
arastirilmasidir.

Bu amacla oncelikle Ankara ve ¢evresinden 191 kene 6rnegi toplanmistir.18S
RNA geni kullanilarak toplanan kene 6rneklerinden konvansiyonel PCR yontemiyle
Thieleria spp. tiirleri incelenmistir.

Bu ¢alisma sonucunda 4 6rnek pozitif (4/191) (%2,1) bulunmustur. Sekans
analizi sonucunda 4 6rnek Theileria spp. olarak tanimlanmistir Theileria spp. Bartin
ilinde kopekten toplanan erkek Rhicephalus sanguineus kenesinde saptanmustir.

Bu c¢alisma sonucunda Theileria. spp. Ankara ve cevresindeki kenelerde
yayginliklari ile ilgili giincel veriler elde edilmistir. Ayrica kene miicadelesi igin
gerekli 6nlemlerin alinmasi uygun goériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Theileria spp., Kene, Parazit.
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Investigation of Theileria Species in Ticks in Ankara and Surroundings

SUMMARY

UGUR SIK, Aysegiil. Investigation of Theileria spp. Species in Ticks in
Ankara and Surroundings, Master Degree,Cankiri, 2023.

Tick-borne diseases cause significant health problems in many parts of the
world. Parasitic pathogens infect humans and animals all over the world, and these
pathogens are carried by vector ticks.

The aim of this study is to investigate at the molecular level the Theileria spp.
species that cause diseases and serious economic losses in ticks collected from Ankara
and its surroundings.

For this purpose, first of all, 191 tick samples were collected from Ankara and
its surroundings. Theileria spp. species were examined using the conventional PCR
method from the tick samples collected using the 18S RNA gene.

As a result of this study, 4 samples were found positive (4/191) (%2.1). As a
result of sequence analysis, 4 samples were found to be Theileria spp. It is defined as.
Theileria spp. was detected in male R.sanguineus sacs collected from dogs in Bartin
province.

As a result of this study, up-to-date veri on the prevalence of Theileria spp.
species in ticks in Ankara and its surroundings was obtained. It is alsa appropriate to
take the necessary precautions for tick control.

Key Words: Theileria spp., Tick, Parasite.
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1.GIRIS

Theileriosis, keneler araciligiyla omurgali bir konaktan digerine transfer edilen
parazitlerin neden oldugu hastaliktir. Tiirkiye’nin ve diinyanin hemen her bdlgesinde
goriilen ve uzun zamandir miicadele edilen 6nemli protozoer bir hastaliktir. Ixodidae
(sert) ve az olarak da Argasidae (yumusak) ailelerinden bazi kenelerin vektor olduklari

Theileria spp. zorunlu hiicre igi protozoonlardir (Kose, 2017).

Tiirkiye 36-42 kuzey enlemleri ile 26-45 dogu boylamlari ile, Avrupa, Asya ve
Afrika kitalarinin arasinda, 78.562 km?’lik yiiz6l¢iimiine sahiptir. Bu sebeple 1liman
iklim kusaginda bulundugundan dolay1 paraziter etkenlerin yasam ve liremeleri i¢in
uygun ortama sahiptir. Theileria spp. tanimlanmasi igin enfekte olan hayvandan alinan
kan yaymalar1 Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda incelenir. Mikroskobik
yontem geleneksel bir yontem olup, hastaliklardan siiphelenildiginde hizli, ucuz,
pratik olmasi nedeniyle ilk kullanilan yontemdir. Mikroskobik yontem enfekte hayvan
icin tek tek uygulanip ve ¢ogunlukla akut enfeksiyonlarin tanisinda yeterlidir. Tasiyici
hayvanlarin tanisinda veya parazitemi disiik oldugunda eksik kalmaktadir.
Tanimlanan tiirlerin patojen ya da apatojen olup olmadiginin tanis1 kesin olarak
konulamamaktadir. Teknolojinin de ilerlemesine birlikte giivenilir yontemler
gelistirilmekte olup, gliniimiizde hizli bir ilerleme kaydeden molekiiler testlerden,
tiirlere spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCR’a dayali reverse line blot
hibridizasyon testi (RLB) Theileria spp. tanisinda siklikla kullanilan testlerdendir
(Kose, 2017; Pekel, 2014).

Bu ¢aligmada mikroskobik yontem ve serolojinin dezavantajlar1 géz oniinde

bulundurularak, daha giivenilir olan molekiiler yontemler tercih edilmistir.

1.1 Calismanin Amaci

Ankara bolgesi ve komsu illerdeki kenelerde Theileria spp. varliginin
belirlenmesi igin, tabiat ve konaklardan toplanan kenelerde molekiiler yontemle

Theileria spp. tespiti ve dagilimi1 amaglanmustir.



1.2 Problemler

Kene kaynakli Theleriosis; diinya c¢apinda dagilan vektdr kaynakli bir
hastaliktir. Theileria spp. Diinya ve Tiirkiye’de genis bir yayilima sahiptir. Biiyiik ve
kiiciikbas hayvanlarda hastaliga neden olarak biiyiilk ekonomik zararlara neden
olmaktadir. Bu nedenle iilke ¢apinda ¢oziime kavusabilmesi i¢in kene kontrol

programlarina énem verilmelidir.

1.3 Hipotezler

HO: Calisma sirasinda Theleriosis vakasina rastlanmamaktadir.

H1: Bu ¢alisgmada Theleriosis’e rastlanmistir ve hayvan sahiplerine hastalik ile

ilgili bilgi verilmis ve yayilim i¢in dnlem alinmistir.

1.4 Smmirhklar

Bu caligmada molekiiler yontem olarak konvansiyonel metot kullanilmistir.
Molekiiler analiz maliyetli, tecriibe gerektiren, yapilmasi zor ve zaman alan bir
yontemdir. Bu nedenle analizlerin daha genis ¢apli yapilabilmesi zorlagsmustir.
Theleriosis bugiin 6nlem alinmasi gereken bir durum oldugundan tespit edilmesi de

olduk¢a 6nemli bir konudur.

1.5 Sayiltilar

Tiim testlerin dogru yapildig1 varsayilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Keneler

Kutup bolgeleri disinda diinyanin her tarafinda yayilim gergeklestiren
kenelerin beslenmeleri insan ve hayvanlardan kan emme seklindedir. Ixodidae,
Argasidae ve Nuttalliellidae olmak iizere ti¢ farkl: aile i¢erisindedirler (Cigek, 2009).
Diinya’da 896 kene tiirii tanimlanmuis olup, Ixodidae ailesinde 702, Argasidae ailesinde
193 ve Nuttalliellidae ailesine ait bir tiir mevcuttur. Tiirkiye’de; Ixodidae ailesinde alti
soyda 39 ve Argasidae ailesinde {li¢ soyda sekiz olmak iizere toplam 47 kene tiirii
mevcuttur (Aydin ve Coskun, 2019; Inci ve dig., 2016).

Hastaliga neden olan etkeni keneler konaklarindan kan emme sirasinda tasirlar.
Transovarial, transstadial, venereal ve nonviremik transfer sekilleriyle de nesillerini,
gelisim evrelerini, ¢iftlesme esnasinda birbirlerini ve ayni konak tizerindeki beslenen
(co-feeding) enfekte olmayan keneleri de enfekte etmektedirler. Sonucunda kene
vektorliigliyle aktarilan hastalik etkenleri, bir nesilden digerine, bir canli tiiriinden
diger bir canl tiirline, hatta degisik cografi bolgelere tasinmaktadir (Aydin ve Coskun,
2019).

2.1.1 Kenelerin sistematigi (Taksonomi)

Keneler oOkaryot hiicre yapisindadir. Parazit olarak yasayan kenelerin,
sistematik olarak yerine bakildiginda; hayvanlar aleminin eklembacaklilar subesinden

olup, Arachnida sinifinin akarlar alt sinifinda yer alirlar (Over, 2009).
Ust Alem: Eukaryota
Alem: Animalia

Alt Alem: Eumetazoa

Sube: Arthropoda



Alt sube: Chelicerata
Sinif: Arachnida

Alt sinif: Acarina

Ust Takim: Parasitiformes

Takim: Ixodida
Ust familya: Ixodoidea
Familya: Ixodidae (Sert keneler olup yaz keneleridir)
Argasidae (Yumusak keneler olup kis keneleridir)

Nuttalliellidae (Nama keneleridir) (Over, 2009).

2.1.2. Kenelerin morfolojik ve biyolojik ozellikleri

Ixodidea kenelerin morfolojileri, gelisim evrelerine, kan emmelerine
cinsiyetlerine gore farklidir. Tek parcadan olusan viicutlarinin 6n kisminda agiz
organelleri vardir. Larva formunda 6, nimf ve eriskin formlarinda 8 bacaklar1 bulunur.
Viicut yiizeyleri, scutum adi verilen kitin tabakasi ile kaplidir. Kitin tabakasi, erkek
kenelerin viicudunu kaplamakta olup, larva, nimf ve disilerde ise viicudun 6n tarafinda
yaka seklinde bir tabakadir. Erkek kenelerin ¢ok miktarda kan emmesine bu tabaka
engel olur. Kan emen disi keneler erkek kenelere oranla daha biiyiiktiirler. Ergin
keneler birkag mm uzunlugunda olup, kan emen disilerin ise bityiikliikleri 30 mm’ye
kadar olabilir. Viicudun 6n tarafinda capitulum adi verilen agiz organelleri, bir ¢ift
palp, bir ¢ift chelicer ve hipostomdan meydana gelmektedir. Ixodidea kenelerin her iig
gelisim evresinde capitulum viicudun On tarafinda bulunmaktadir ve {istten
gorinmektedir. Kenenin konaga tutunmasi ve kan emmesinde capitulum etkilidir.
Capitulumun arkasinda ve scutumun lateral kenarlarinda bir ¢ift goz bulunmaktadir.
Viicudun karin tarafinda bacaklar ve on tarafinda genital delik, arka kisminda aniis

mevcuttur (Aktas ve dig., 2016)



Sekil 2.1: Ixodidea kene a) Erkek, dorsal b) Erkek, ventral c)Disi, dorsal
d)Disi, ventral (Aktas ve dig., 2016)

Argasidea keneler, kanatli hayvanlardan kan emmekte olup, memelilerden kan
emen tiirleri de bulunmaktadir. Kan emme cok defa tekrarlanmaktadir. Bundan dolay1
Argasidea ailesindeki keneler ¢ok konakli kenelerdir. Konak tizerinde bulunan ve kan
emmeye baslayan kene, belirli stire sonunda doymadan konaktan ayrilir ve ayni konak
ya da farkl1 bir konaktan kan emmeye devam eder. Ornegin, yumurtadan gikan larva
bazi tiirlerde tek, bazi tiirlerde ise birden fazla konakta gelismesini tamamlar. Doyan
larvalar gomlek degistirerek nimf evresine gecerler. Nimf evresinde tiirlere bagh
olarak 2-7 kez gomlek degistirebilirler. Eriskin Argasidea keneler, ortalama 200-300
yumurta birakirlar ve konak iizerine donerek kan emme ve yumurtlamaya devam
ederler (Aktas ve dig., 2016)

Ixodidea keneler ilkbahar, yaz ve sonbahar dénemlerinde aktif olmaktadirlar.

Kis mevsimini ise topragin i¢inde, hayvan barmaklarindaki yariklar gibi yerlerde
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inaktif bir sekilde siirdiiriirler. Keneler 6 ay ile 3 yil arasinda yasarlar. Yagam siireleri
konakta serbest, konak arayarak, gomlek degistirerek, yumurtlayarak ve kislayarak
stirdiiriirler. Dort farkli yasam siireleri olmakta olup bunlar; yumurta, larva, nimf ve
eriskindir. Gelisme evrelerinin her birinde konaklarindan doygunluga ulasincaya kadar
kan emmeye devam ederler. Larvadan nimfe, nimften erginlige geg¢is siirelerinde
gomlek degistirmektedirler. Ciftlesmeyle birlikte biyolojik dongli baslamaktadir.
Ciftlesme genellikle kan emme sirasinda konak tizerindeyken baslar. Fakat Ixodea
ailesindeki baz tiirlerin konak disinda da ¢iftlesebildikleri de bildirilmistir. Ciftlesme
zamani, tiirlere gore degisiklik gosterir. Erkek keneler tarafindan disi kenenin yumurta
kanalina birakilan spermler, disi kenenin iireme kanalina gelerek olgunlasir ve
yumurtanin igine girer. Disi keneler yumurtlamak igin konagi terk ederler, erkek
keneler ise ciftlesmeye devam etmek icin konak iizerinde kalirlar. Disi keneler
genellikle bir erkekle ¢iftlesir. Ancak, birden fazla erkek keneyle ¢iftlesen tiirlerde
mevcuttur. Yumurtlama, disi kenenin doyup, konaktan ayrilip, yere diismesiyle
baslamaktadir. Yumurtlama sonrasinda disi keneler 6lmektedir. Yumurta miktari, 2
bin ile 20 bin arasinda olmaktadir. Yumurtadan ¢ikan 3 ¢ift bacakli larvalarin 2-3 hafta
sonunda Kitinizasyonu tamamlayarak, konak aramaya baslarlar. Sonraki gelisim
evreleri ise tiirlere gore bir, iki veya ii¢ konaktan kan emerek tamamlandiklar
bilinmektedir. Buna gore ixodidea keneler bir, iki ve ii¢ konakli yasamlarini
stirdiiriirler (Altay ve dig., 2016).

2.1.3. Epidemiyoloji

Keneler kutup bolgeleri hari¢ diinyanin her bolgesinde yayilis gosteren
canlilardir. Ayr tiirlerin belirli zoocografya bolgelerinde yayilis gosterdigi ve gogmen

kuslarla bagka iilkelere taginabildigi bildirilmistir (Cigek, 2009).
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Sekil 2.2: Sigirlarda hastalik  olusturan  Theileria  spp. dagilimi

www.Theileria.org/ahdw/pictures/largemap.gif)

Tiirkiye, Avrasya bolgesinde subtropikal bir bolgede bulunmaktadir. Yaklasik
olarak 84 milyon niifusa ve 50 milyondan fazla besi hayvanina sahiptir. Tiirkiye nin
ekonomik olarak endiistriyel ve giftgilikten yararlanan bir yapisi vardir. Tirkiye
cografi konumu ile kus go¢iiniin ana hatlar izerinde yer almaktadir. Bu degiskenlerin
hepsi ¢esitli kenelerin, farkli bolgelerde bulunmasi, aktif olmasi ve potansiyel olarak

vektorliik yapmasini saglamaktadir (Inci ve dig., 2016).

2.1.4. Kene vektorliigii ile bulasan hastaliklar

Keneler araciligiyla insanlara taginan mikrobiyal hastalik etkenleri; sebep
oldugu hastalik, vektor, epidemiyoloji, hastaligin ve tedaviler agisindan viral,

protozoal, bakteriyel, hastaliklar olarak incelenmistir (Aydin ve Coskun, 2019)

Viral Hastaliklar

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA)-Kene Kaynakli Ensefalitis (TBE)
Powassan Ensefalitis

Kyasanur Orman Hastalig1

Colorado Kene Atesi

Protozoal Hastaliklar

Babesiosis


http://www.theileria.org/ahdw/pictures/largemap.gif

Theileriosis
Hepatozoon canis

Bakterivel Hastaliklar

Tularemi

Akdeniz lekeli atesi (MSF)

Q atesi

Kayalik Daglar lekeli atesi
Lyme borreliosis

Insan graniilositik anaplasmosis

Insan monositik erhlichiosis (Aydin ve Coskun 2019).

2.2 Kene Kaynakl Theileriosis

Theileriosis, Theileria spp. hemoprotozoan parazitlerin biiyiikk ve kiigiikbas
hayvanlarda goriildiigii kene kokenli protozoal bir hastaliktir. Bu hastaliklar
hayvancilikla ilgili ciddi kayiplara sebep olarak diinya genelinde siit tiretiminde
onemli kisitlamalara neden olurlar. Hayvanlarda theileriosis nedenli 6liim, azalmus siit
verimi, ciddi kilo kayiplartyla birlikte hastaligin kontrol ve onleme maliyetleri
diistiniildiiginde  theileriosisin  kiiresel acidan o6nemli ekonomik etkileri
bulunmaktadir. (Abdela ve Bekele, 2016). Theileria spp. sporozoitler tarafindan
lokositlerin enfeksiyonu, sizontlarin merozoitlere dontismesi ve piroplazmlar
meydana getiren eritrositlerin enfeksiyonu ile diger parazitlerden ayrilir (Mans ve dig.,
2015; Yakarsonmez, 2017).

Theileria spp. yasam dongiisii, besleme bolgesi icerisinde kenenin beslenmesi
esnasinda enfekte olan sporozoitlerin salgilanmasini igermektedir. Daha sonra
sporozoitler I6kositleri enfekte ederek ve merogoni gegirip ¢ogalirlar. Cogalma sonucu
salinan merozoitler eritrositlere giderek piroplazm basamagini olustururlar. Beslenme
dongiisiiniin sonraki basamaginda vektor keneler piroplazmlart iglerine g¢ekip ve
salinan parazitler kene midesi i¢erisinde singami gegirerek zigotu meydana getirirler.
Zigot hareketli kinetlere boliiniip, viicut sivisinda hareket ederek tiikiirik bezlerine

gelir. Kene tarafindan beslenme sonrasinda tiikiiriik bezlerinde sporogoni gegirerek

8



sporozoitleri olustururlar. Dongii eriskin kenelerin beslenme bolgelerine sporozoitleri
enjekte etmesiyle devam etmektedir (Mans ve dig., 2015; Yakarsonmez, 2017).
Ekonomik olarak sigir ve kiiglikbas hayvanlar1 enfekte eden 6nemli Theileria spp.
Rhipicephalus spp., Amblyomma spp., Hyalomma spp. ve Haemaphysalis spp.
kenelerle nakledilirler. Kene kaynakli hastaliklar sonrasinda tarim ve hayvancilikta
ciddi ekonomik sorunlar olmaktadir (Bishop ve dig., 2004; Mans ve dig., 2015).

Theileriosis, hayvanciligin 6niinde 6nemli bir etken olarak goriilmektedir.
Ozellikle bu hastalik sigirlarda 6nemli dlgiide hastaligin bulasmasina neden olmakta
ve oliimlere yol agmaktadir. Bu sebeple gelismis sigirlarin, endemik bolgelere yayilimi
daha az seviyelerde seyretmektedir. Bu bolgelerde kaliteli siir sayisinin az olmasi,
sigirlara yonelik sanayinin gelisimini, bu sektdrde faaliyet gosteren lireticilerin ve
ailelerin ekonomisine katkisini azaltmaktadir. Bu sebeple theileriosis kontrol altina
alinarak yayiliminin 6nlenmesine yonelik ¢esitli stratejilerin ortaya konulmasi énemli

goriilmektedir (Abdela ve Bekele, 2016).

2.2.1. Theileriosis’in tarihcesi

Koch 1897°de sigirlarda “Redwater” hastaligi lizerine ¢aligmalar yaparken
sigir eritrositlerinde Babesia bigemina’dan daha kiiciik, oval yapili organizmalar
bulundugunu goézlemlemistir. Bunlart ‘Koch cisimcikleri’ olarak bilinen plazma
cisimcikleri adinda tanimlamistir. Theiler bu plazma cisimciklerini arastirmis ve
bunlara T. parva demistir. Gonder sonrasinda bu cisimcikleri T. parva nin sizogoni
donemine ait oldugunu bulmustur (Pekel, 2014; Neitz,1957). 1904 yilinda
Dschunkowsky ve Luhs adli arastirmacilar ilk kez Kafkasya sigirlarinda Dogu Sahil
Hummasina neden olan T.parvanin eritrositlerinde ¢ubuk formuna benzeyen T.
annulata’'y1 gézlemlemislerdir. Fakat eritrosit igindeki halka formlarinin daha fazla
bulunmasi sebebiyle Piroplasma annulatum olarak isimlendirmislerdir. Bettencourt,
Franca ve Borges 1907 yilinda Theileria spp. cins adini 6nererek T. annulata
demislerdir (Pekel, 2014; Neitz 1957). 1924 yilinda Sergent ve arkadaslar1 Kuzey
Afrika’da hastaliga neden olan organizmanin bagka bir hastaligin etkeni oldugunu
diistinerek Theileria dispar demislerdir. Dschunkowsky ve Delpy’nin Onerileriyle
1948-1949 yillarinda parazitlerin tek tek sdylenmesi yerine T. annulata olarak ifade
etmiglerdir (Pekel, 2014).



Tiirkiye’de T. annulata’nin Samuel ve Raif tarafindan bulunmasi 1930 yilinda
olmustur. Lestoquard ve Ekrem Erbin sonraki yil ikinci kez T. annulata
bildirimislerdir. Ilerleyen zamanlarda iilkenin cesitli yerlerinde yiiriitiilen ¢calismalarla
T. annulata’nin varliginin arastirilmasi farkli tani1 yontemleri kullanilarak ortaya

cikmistir (Kose, 2017).

2.2.2. Theileria spp.’nin simflandirmadaki yeri

Theileria spp. smiflandirmadaki yerinin belirlenmesinde; morfoloji, hayat
dongiisii, vektorler, cografi dagilim, omurgali konak gibi bazi biyolojik 6zellikler ve

faktorlere gore yapilmaktadir (Kose, 2017).

Theileria spp. siniflandirmasi asagidaki sekildedir (Kreier ve Baker, 1987;
Levine, 1988; Uilenberg, 1981).

Alem: Protista
Alt alem: Protozoa
Sube: Apicomplexa
Simnif: Sporozoea
Altsinif: Piroplasmia
Takim: Piroplasmida
Aile: Theileriidae
Cins: Theileria

Theileria spp.’lerin genetik farkliliklara gore yapilan caligmalarda
sistematikdeki yerinin tam olarak identifiye edilemedigi goriilmektedir. Apikompleksa
kokiindeki tiirlerin genom dizilimlerinin sonucunda ve bu konuda cesitli genlerin
(small subunit ribosomal RNA ve major piroplasm surface protein) filogenetik
analizleri sonucunda kokteki tiirlerin sistematikdeki yerleriyle yeni bilgiler
vermektedir (Altay ve Aktas, 2004).

2.2.3. Theleria spp. tiirleri

Theileriosis, Theileria spp.’li kenelerin sigir, koyun, keg¢i ve ruminantlara

etkeni bulastirmasiyla olusan, yiiksek hastalik ve 6liim hizina sahip, kan ve lenf
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sistemini etkileyen bir hastaliktir. Theileria spp. sporozoitleri 0,75-1,5 um ¢apinda

yuvarlaga benzeyen sekilleri vardir (Ozkan ve dig., 2019).

Hastalik, diinyada hastalik genellikle tropik ve subtropik iklime sahip
bolgelerinde rastlanmakta olup, ciddi ekonomik kayiplara sebep olur (Ozkan ve dig.,
2019).

Hastaligin bulasmasinda yumusak Argasidae (Ornithodorus spp.) ve sert
Ixodidae (Amblyomma spp., Dermacentor spp., Hyalomma spp., Haemaphysalis spp.,

Ixodes spp. ve Rhipicephalus spp.) kene tiirleri etkilidir (Ozkan ve dig., 2019).

Theileria annulata, T. parva, T. mutans, T. sergenti/buffeli/orientalis, T.
taurotragi, T. velifera ve T. sinensis, sigirlarda hastalia neden olan tiirlerdir. En
patojen olanlar1 ise T. annulata ve T. parva tiirleridir (Ozkan ve digerleri, 2019).
Yasam dongiisii, boyutlari, genetik yap1 gibi ¢esitli 6zellikler tiirler arasinda farklilik
gosterir. Morfolojilerinde farkli olsa da heterojen olmalari nedeniyle, Giemsa ile
boyanan kan yaymalarinda morfolojik olarak farliliklar1 bulmak zordur. T. parva ve T.
annulata patojenite agisindan &nemli iki tiirdiir. Iki tiiriin sigirlarda bulasma ve 6liim
oran1 ylksektir, diger tiirler daha az patojeniteye sahiptirler ve olusturduklart

enfeksiyonlar hafif seyretmektedir (Kose, 2017).

Theileria mutans, T. velifera ve T. taurotragi iyi huylu theileriosis etkenleri
olarak Afrika’da goriilmektedir, T. sergenti/buffeli/orientalis ise diinyanin hemen

hemen heryerinde bulunmaktadir. Cin’de ise T. sinensis mevcuttur (Kése, 2017).

Theileria parva; Orta, Dogu ve Giiney Afrika’da (Sudan, Zaire, Kenya,
Viktorya Golii) sigir, manda ve antiloplarda goriiliir. Dogu Sahil Hummasi etkeni
olarak kabul edilir. R. appendiculatus, R. zambesiensis, R. duttoni, R. simus ve R.
evertsi vektorleridir. T. parva 'nin son konaktaki cogalma yeri lenfositlerdir (Altay ve
Aktas, 2004).

Morfolojilerine bakildiginda trofozoitler genellikle comak, (1,5-2,0 x 0,1-1,0
um) yuvarlak, oval veya virgiil seklindedir. Koch cisimcikleri dalakta lenfosit veya

endotelial hiicrelerde, lenf yumrularinda oldukga fazla goriilmektedir(Kose, 2017).

Theileria parva parva, T. parva bovis ve T. parva lawrencei T. parva’nin alt
tirleridir. Bunlar arasinda morfolojik ve serolojik farkliliklar yoktur, fakat biyolojik
ve epidemiyolojik farkliliklar vardir (Altay ve Aktas, 2004).
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Sekil 2.3: Theileria parva piroplasm sathasi, lenfosit proliferasyonu (Pekel, 2014).

Theileria annulata; tropikal theileriosis etkeni olarak kabul edilmektedir.
Kuzey Afrika, Gliney Avrupa, Orta Dogu, Hindistan, Cin, Asya’nin bir b6liimii ile Nil
Vadisi ve Sudan’da, manda ve zebularda goriiliir. H. anatolicum anatolicum, H.
excavatum, H. detritum ve H. marginatum basta olmak tizere Hyolamma spp. keneler
araciligiyla bulagir. Enfeksiyonlarinda B-lenfositlerini ve monositleri etkilemektedir
(Ozkan ve dig., 2019).

Eritrositer (piroplazmik) formlarint morfolojileri genellikle yuvarlak veya
ovaldir. Boyutlar1 yuvarlak formlarm 1-2 um iken oval formlarin 1,5 x 0,6 um’dir
(Kose, 2017)

Farkli formlart olup bunlar; nokta (anaplasmoid-0, um capinda), gubuk veya
virgiil (1,2 x 0,5 um) formlaridir. ikiye béliinme ile iki disi veya dortlii boliinme ile
hag seklinde dort disi meydana geldigi boliinme sekilleri gozlenir. Virgiil ve yuvarlak
fomlarinda mikropor mevcut iken, hem virgiil hem yuvarlak formlarinda kutup
halkasi, konoid veya subpelikiiler mikrotiibiil bulunmamaktadir (Kdse, 2017).

Theileria. annulata’y: Tirkiye’de ilk defa Samuel ve Raif (1930) ve sonraki
yil Lestoquard ve Erbin (1931) tespit etmislerdir. Sonraki zamanda yapilan

caligmalarda iilkemizin bir¢ok yerinde yaygin olarak bulundugu goriilmustiir (Kose,
2017).
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Sekil 2.4: Theileria annulata piroplasm sathasi, lenfosit proliferasyonu (Pekel, 2014)

Theileria mutans; Giiney Afrika’da ilk kez sigirlarda goriilmistiir. Sonrasinda
diinyanin gesitli yerlerinde patojenitesi diisiik tiirler T. mutans olarak ifade edilmistir.
Bunun sonucunda iyi huylu diger Theileria spp.’ler ile karistirilmasina sebep olmustur.
T. orientalis uzun zaman Avrupa, Amerika ve Akdeniz iilkelerinde T. mutans olarak
diisiiniilmistiir (Altay ve Aktas 2004).

Rhipicephalus spp., Haemaphysalis spp., Boophilus spp., Dermacentor spp. ve
Ixodes spp. keneleri ile T. mutans tasinmakla birlikte, esas vektdrii Amblyomma  cinsi
kenelerdir. Yalnizca Tropik Afrika (Dogu, Orta ve Giiney Afrika ile Caribbean adalari)
bulundugu bildirilmistir. T. mutans mandalarin paraziti olarak kabul edilirken,
sigirlarda iyi huylu theileriosis etkenidir. Dogu Afrika’da 6limlere sebep olduguda
goriilmiistiir (Altay ve Aktas 2004).

Yuvarlak, oval, armut, virgiil veya nokta (anaplasmoid) seklinde trofozoit
formlar1 goriiliir. %55 oraninda yuvarlak ya da oval seklindedir. Yuvarlak formlarinin
capt 1-2 um iken ovallerin ise 1, x 0,6 pm uzunlugundadr. ikiye veya dorde bdliinme

eritrosit i¢inde olur (Kose, 2017).

Theileria taurotragi; Dogu ve Bati Afrika’da geyik ve antiloplar1 enfekte
ederken bir sigir, koyun ve kegileri de etkilesmistir. Sigirlarda apatojen 6zelliktedir
koyunlarda iyi huylu, geyik ve antilopta bazi1 durumlarda 6liimciil enfeksiyona neden
olurlar (Kose, 2017). R. appendiculatus, R. zambeziensis ve R. pulchellus vektor
keneleri tarafindan nakledilir. T. parva’yla morfolojik olarak piroplazmik formlar
benzerlik gosterir. Yuvarlak ve oval formlan fazla goriiliirken, gomak veya virgiil (1

x 0,5 um) formlar1 da mevcuttur (Kése, 2017).
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Theileria velifera; Afrika’da mandalar i¢in patojen olup, sigirlar da

nonpatojendir. Amblyomma spp. keneler tarafindan tasinir (Altay ve Aktas 2004).

Eritrosit igindeki trofozoit formlar1 farkli sekillerdedir. Genellikle 1-2 um
biiytikligiinde ¢omak bi¢imindedir. Biiyiik bir kism1 1 x 3,5 pm uzunlugundadir.
(Kose, 2017).

Theileria orientalis; Uzak Dogu, Amerika, Avustralya, Avrupa ve Afrika’nin
tamaminda goriilmektedir. Asya’da Haemaphysalis spp., keneleri ile nakledilirken,
Teksas ve Cin’de Dermacentor spp. ve Amblyomma spp. kene tiirleri ile
nakledilmektedir. Tyi huylu Theileria spp. etkeni olan bu tiirlerin patojen tiirlerden
farki, sizontlarinin 16kosit transformasyonu ve Oldiiriicii lenfoproliferasyon
yapmamasidir. Sonug olarak hastaligin seyrinde sizontlar etkisizdir (Altay ve Aktas
2004).

Theileria sinensis; Cin’e bagli Gansu bolgesinde sigirdan elde edilen bir izolat,
Theileria spp.’ye spesifik genomik DNA primer ¢ifti kullanilip ¢ogaltilmis ve T.
sinensis bulundugu gézlenmistir. Hae. ginghaiensis vektoridiir ve iyi huylu oldugu
diisiniilen T. sinensis enfeksiyonlarinda ilerleyen kronik anemi go6zlenirken,

enfeksiyon az da olsa 6liimlere sebep olmaktadir (Kose, 2017).

Theileria lestoquardi, T. ovis, T. mutans, T. separata, T. recondita tiirleri ise
koyun ve kegilerde bulunmustur. Koyun ve kegilerde T. lestoquardi, Hyalomma spp.
keneler vektorliik yapmaktadir. Afrika, Giliney Avrupa, Asya ve Ortadogu'da
bulunmaktadir, patojenitesi yiiksek olup, ciddi klinik bulgular gézlenmektedir. T. ovis,
Rhiphicephalus spp. keneler ile nakledilmektedir. Avrupa, Afrika, Asya ve Tiirkiye'de
bulunan nonpatojendir, koyun ve kegilerde iyi huylu Theleriosise etkenidir (Ozkan ve
dig., 2019).

2.2.4. Epidemiyoloji

Theileriosisin epidemiyolojisinde; cografi konum, hastaligin siddeti, vektorler
ve iklim hareketleri, hastalik konake1 iliskisi ile ve hastaligin yayilim sekillerinin
etkilidir (Brown, 1990; Pekel, 2014). Theileriosis; Akdeniz bolgesi (Avrupanin
giineyi, Kuzey Afrika, Anadolu), Ortadogu, Asya’nin orta ve giiney bolgesinde yaygin
olup, yaklasik 250 milyon sigir1 etkilemektedir (Pekel, 2014).
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Theileria annulatanin hayat dongiisii vektor kene ve sigir arasinda
gerceklesmektedir. Ayrica mandalar da hastalikta da rol almaktadir (Pekel,2014;
Uilenberg 198I). Hastalik, kenelerin aktif oldugu mevsimde sik goriilmekle birlikte
farkli mevsimlerde desporadik vakalar gorildigi tespit edilmektedir (Pekel, 2014).
Theileria spp. sigirlar agisindan patojen olup, ayni zamanda keneler i¢in de patojendir.
Bu nedenle kenelerin bu parazitlere karsi direng gelistirdikleri bildirilmistir. T.
annulata min kenedeki gelisimini kenedeki fagositik hiicrelerin yan etkileri, kenenin
yasadigr olumsuz ¢evre kosullari, kenenin tiikiiriik bezleri engellemektedir (Pekel,
2014)

Kuzey Yarim Kiire’de, 36°- 42° Kuzey enlemleri, 26-45° Dogu boylamlari
arasinda kalan Tiirkiye Asya ve Avrupa kitalarinin birlesme noktasindadir. Tiirkiye
cografik konumu itibariyle paraziter hastaliklarin olusmasi ve vektér kenelerin
yagamast i¢in uygun bir ortama sahiptir. Tirkiye’de sigirlarda ozellikle T.
annulatanin neden oldugu tropikal theileriosis, sigir yetistiriciliginde biiyiik
ekonomik zararlara neden olur. Tiirkiye’nin her bolgesinde tropikal theileriosise
rastlanmaktadir. Hastalik kenelerin yogun oldugu zaman dilimi olan Mayis ve Eyliil
aylarinda daha fazla goriilmekte olup, enfekte eriskin kene sayisinin fazla oldugu yaz
ortasinda oldukg¢a fazla goriilmektedir (Sayin ve dig., 2003). Tiirkiye’de goriilen diger
bir Theileria spp. tiirti T. buffeli/orientalis ‘dir. Tiirkiye’de en fazla ¢alisma T. annulata
tizerine yapilmisti. T. buffeli/orientalis tiirleriyle ilgili ¢alismalar daha az sayidadir
(Pekel, 2014).

Tiirkiye’deki  epidemiyolojik ¢alismalarda theileriosisin  goriilmesi  ve
yaygimhiginin arastirilmasi, enfekte olan kene tiirlerinin segilerek tiirlerin mevsimsel
hareketliligine gore hastaligin meydana geldigi aylariin belirlenmesi ve bdlgelerin
endemik stabilite ve instabilitelerinin ortaya ¢ikmasi hastalikla miicadele
programlarinin iyilestirilmesi ve uygulanmasi i¢in Onemlidir. Hastaligin farkl
izolatlartyla yapilan caligmalarda farkli izolatlarin sebep oldugu ortaya ¢ikan yeni

hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir (Pekel, 2014).

Tiirkiye'nin en 6nemli sigir hastaliklarindan biri olan tropikal theileriosise
neden olan 7. annulata nin yedi cografik bolgede goriildiigii mikroskobik, serolojik,
molekiiler tan1 yontemleri sayesinde ortaya konmustur. (Aysul ve dig., 2008). Tropikal

theileriosis’e maruz kalan bagisiklif1 olmayan sigirlar i¢in, saf irklarda %70 6lim
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oran1 ve melez irklarda %45’ten daha az bir 6liim oranmi rapor edilmistir. Fakat,
iyilesme sonrasinda, on bagisikligin oldugu durumlarda erken donemde parazitin

oldugu sigirlarda, yaklasik 6liim oranlar1 %15-20 arasindadir (Inci ve dig., 2008).

Cizelge 2.1: Sigirlarda theileriosise neden olan Theileria spp. vektorleri ve cografik

dagilimi (Bilgig, 2010).

Tiirler

Esas Vektiirleri

Cograli Dagihm

T. parva

Rhipicephalus appendiculatus, R.
zambesiensis, R. duttoni

Dogu, Orta ve Giney Afrika

T. annulata

Hyalomma anatolicum ve diger
Hyalomma tiirleri

Avrupa’nin Giineyi, Asya'mn
Giiney, Dogu ve Bat bolgelen

T. mutans

Amblyomma variegatum ve diirt
Amblyomma tiirii daha

Afrika mn Orta Dogusu, Batisi
ve Giineyt

T. velifera

Amblyomma variegatum ve diger
Amblyomma tiirleri

Afrika’mn Orta Dogusu, Batisa
ve Giineyi

T. taurotragi

R. appendiculatus, R.Zambesiensis,
R. pulchellus

Dogu, Orta ve Giiney Afrika

T. sergenti

Haemaphysalis tiirleri

Japonya ve Kore

Avrupa, Asya, Avustralya,

T. buffeli/orientalis Afrika’run Dogusu

Haemaphysalis tiirleri

2.2.5. Theileria spp. yasam dongiisii

Ixodidae keneler (Hyalomma spp., Rhipicephalus spp., Dermacentor spp.,
Haemaphysalis spp. ve Amblyomma spp.) tarafindan nakledilen ve zorunlu hiicre igi
parazit olarak bilinen Theileria spp., yasam dongiilerinde birden ¢ok konagin iginde
yasarlar yani heteroksekstieldir. Theileria spp. hayat dongiisiinde iki veya ii¢ konakl
kene tiirleri rol almaktadir. Yasam dongiilerini tamamlamak i¢in sizogoni safhasi
memeli  konakta, safhas1 ise vektor kenede

gametogoni ve sporogoni

gerceklesmektedir. (Levine, 1985; Soulsby, 1986; Norval ve dig., 1992).

Theileria spp. yasam dongiileri devam ettirmek ve yeni nesiller olusturmak igin
omurgali ve omurgasiz konaga ihtiyag¢ duyarlar. Omurgali konaklar: son konak olarak
adlandirtlirken bunlar; sigir, koyun, kegi ve diger gevis getiren hayvanlardir. Theileria
spp. kenelerin vektorliigiinde transstadial olarak omurgali konaklar arasinda tasinir.
Hayat dongiileri lenfosit veya makrofajlarda eseysiz bir ¢ogalma olan sizogoni ile
omurgali konaklarda, sonrasinda kenenin bagirsaklarinda eritrositlerde piroplazmik
formlarn sekillenmesi ile eseyli bir cogalma yani gametogoni ile omurgasiz konakta
ve kenenin tiikiiriik bezlerinde tamamlanan sporogoni ile eseysiz ¢ogalma basamaklari
goriilmektedir (Kdse, 2017).
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Sekil 2.5: Theileria spp. genel yasam dongiisti (Kose, 2017)

Yasam dongiisti, enfekte kenenin konakda kan emmeye baslamasindan 1-2 saat
igerisinde, kenenin tiikiiriik bezlerinde sporozoitler olusmaya baslar. Sporozoitler
kenenin konaga tutundugu yerdeki lenf yumrusu icine girerler. Sporozoitin disinda
bulunan baglar lenfosit yiizeyindeki reseptorlere baglanarak pasif endositisis yoluyla
lenfositlere girerek trofozoit formuna doniisiirler. Boliinme sonucunda 10-15 pum
caplarinda ¢ok ¢ekirdekli makrosizontlari olustururlar. Merozoitlerin serbest kalanlari
ise eritrositlerin igine girerek sizogoni yoluyla ¢ogalip, eritrositlerin bityiik bir kismini
enfekte ederler (Tazegiil, 2023).

Enfekte hayvandan kan emen vektor kene piroplazmli eritrositleri igine alir.
Eritrositlerin kenenin bagirsaginda eriyip parcalanmasi sonucunda merozoitler serbest
kalir. Tlk &nce virgiil formunda goriilen merozoitler sonrasinda yuvarlak ve oval
merozoit formlarina doniisiirler. Merozoitlerin farklilagsmasiyla mikro ve makro

gametler olusur. Sonrasinda mikrogametlerin makrogametleri déllemesiyle zigotlar
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meydana gelir. Bagirsak epitelyum hiicreleri igerisindeki zigotlarin farklilagsmasiyla
tek ¢ekirdekli, hareketli, comak sekilli ve diploid kromozomlu kinetler olusur ve bu
kinetler kenenin bagirsak duvarindan dolasim sistemine geger, bu sekilde tiikiiriik
bezlerininin asini hiicrelerinin iglerine girerler. Yuvarlaklasan kinetler ¢ekirdegin
boliinmesi sonucu sporontlari olustururlar. Gomlek degistirmesi tamamlanan kenenin
daha sonra gekirdek bdliinmesi sonucunda primer sporoblast formu, sitoplazma
boliinmesi sonucunda sekonder sporoblast formu ve son olarak ¢ok ¢ekirdekli tersiyer
sporoblastlar olusarak sporogoni safthasi tamamlanmis olmaktadir. Sporogoni
sonucunda, ¢ogunlukla yuvarlak, iglerinde kromatin maddeleri bulunan ve enfektif

ozellikte sporozoitler olusmaktadir (Tazegiil, 2023)

2.2.6. Klinik bulgular ve patogenez

Theileria spp.’nin patojen olup olmamasi, virulensin derecesi, kenenin konaga
verdigi sporozoit sayisi, vektor kene enfestasyonunun siddeti, konagin bagisiklik
sistemi, hayvanin irki ve yasi, asilama sonrasi duyarlilik ya da direnglilik gelismesi
gibi faktorler hastaligin seyrini degistirmektedir. Theileriosisin patogenezi, Theileria
spp.’ler farkliliklar gostermekle birlikte lenfositlerdeki proliferasyon, sitokin {iretimi,
eritrosit ile lenfositlerde olusturdugu tahribat sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tahribatin

meydana gelmesinde tiirlere gore degiskenlik goriilmektedir (Kose, 2017).

Sigirlarda T. annulata ve T. parva sigirlarda tropikal theileriosis ve dogu sahili
hummasi hastaliklarinin etkeni olup, patojen seyreden tiirlerdir. T. taurotragi, T.
velifera ve T. sinensis ise patojen olmayan ya da patojenitesi oldukca diisiik tiirlerdir.
T. lestoquardi, T. luwenshuni ve T. uilenbergi patojen seyredeken, T. ovis ve T.

separata ise patojen olmayan ya da diistik parazitemidedir (Levine, 1985).

Theileriosisde  patogenez,  klinik  bulgular  parazitin  lenfositlerde
transformanyon etkisi ile lenfositler, eritrositler iizerinde biraktig1 yikici etkilerine
baghdir. T. annulata’da lenfosit proliferasyonu ve sitokin iiretimi, lenfosit ve eritrosit
tahribati meydana gelirken, T. Parva’da ise piroplazmik formlarinin yoklugundan ya
da az miktarda olup eritrositlerde cogalma gerceklestirmedigi sdylenebilir. Bu nedenle

patojen etki lenfositler lizerindeki tahribatina gore degismektedir (Kose, 2017).
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Theileria mutans veya T. sergenti/buffeli/orientalis ise lenfositler lizerinde
transformasyon etkisi olmadig i¢in patojenite piroplazmik formlarin neden oldugu

eritrositlerde verdigi zarara gore degisir. (Kose, 2017).

Perakut, akut, subakut, hafif ve kronik seklinde goriilen tropikal theileriosis,
farkl1 ve klinik bulgular gostermektedir. Perakut enfeksiyonlarda, hayvanlar etkenleri
aldiktan 3-5 giin iginde 6liim goriilebilir. (Pekel, 2014). Endemik yerlerde T. annulata
ile enfekte olan kiiltiir irki sigirlarinda %90 6liim g6zlenirken, yerli irk sigirlarda %5
oranlar1 6liim goriilmektedir. Sigirlarda enfekte olan kenenin kan emmesinden itibaren
8-25 glin arasinda theileriosisin belirtileri gozlenmektedir. Hastaligin baslandigi
zamanda sigirda istahsizlik, mukoza ve konjunktivalarda kanama, solgunluk ve
petesiyel kanamalar olmaktadir. Merozoitlerin eritrositleri enfekte etmesinden sonra
1-2 giin ig¢inde 42 °C’lere yiikselen ates gozlenir. Atesin yiikselmesinden 1-2 giin
oncesinde kenenin kan emdigi bolgede lenf yumrusunda biiyiime olmaktadir. Siddetli
16kopeni ve belirgin anemi gozlenir. Goz kapaklarinda siskinlik, goz, salya ve burun
akintisi, hareketsizlik, nabzin artmasi, gevis getirmenin durmasi, siit veriminin
azalmas1 gozlenen Klinik bulgulardir (Pekel, 2014). ilerleyen zamanda ise siddetli
zayiflama ve klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindanl -2 hafta kadar sonrasinda 6liim
goriilebilmektedir. Enfeksiyonu atlatan sigirlar uzun zaman etkenleri tasimaktadir
(Kose, 2014).

Theileria mutans enfeksiyonlarinda patogenez eritrositlerdeki piroplazm
proliferasyonuna gore seyretmektedir. Genellikle hastalik hafif goriilmekle beraber

baz1 hayvanlarda anemi, ikterus ve hemoglobinuri goriilmektedir (Mehlhorn, 2008a).

Theileria lestoquardi enfeksiyonlarinda hastalik akut ve siddetli gozlenirken,
oliimlere neden olur. Oliim orani koyun ve kegilerde %46-100 arasindadir. Kuzu ve
oglaklarin anneden gelen antikorlar sebebiyle kuzu ve oglaklarda enfeksiyonun ¢ok
hafif gozlenmektedir (Kose, 2017).

2.2.7. Tam

Tropikal theileriosisin tanisi, hastaligin epidemiyolojisi, bélgenin sahip oldugu
iklim, mevsim ve bolgedeki kene yogunlugunun bilinmesi destekleyicidir. Sigirlarda

yaz aylarinda kene enfestasyonlar1 sonucunda 42 °C’ye ¢ikan ates, lenf yumrularinin
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sismesi, mukozalarda solgunluk, ikterus, goz ve burun akintisi, goz kapaklarinda
siskinlik, agizda salya akintisi, hareketsizlik, istahsizlik, hafif oksiiriik, nabiz artisi,
gevis getirmenin durmasi, siit veriminin diismesi gibi bulgularin olmasi theileriosisi
diisiindiirmektedir. Kesin tan1 ise mikroskopta, Giemsa ile boyanan kan
preparatlarinda, lenf ya da karaciger biyopsilerinde piroplasm ya da sizont formlarinin

bulunmasi ile konmaktadir (Pekel, 2014).

Kan yaymalarinda eritrositlerdeki etkenin piroplazmik formlar: goriilmektedir.
Tiirlere gore yilizdeleri farkliliklar gosterirken, Theileria spp.’lerin piroplazmik

formlar1 gomak, oval, hag ve virgiil formlarinda olmaktadir (Kose, 2017).

Mikroskobik metodunun avantajlar1 kolay, ucuz ve pratik olmasi iken
dezavantaji ise, akut ve kronik vakalar igin dogru sonuglar verememesidir. Kesin tani
ici farkli tan1 metodlarina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle serolojik ve molekiiler tani

metodlar gelistirilmistir (Kose, 2017).

Theileriosise neden olan etkenlerin omurgali konaktaki gelisim asamalarina ait
antijenler veya bu antijenlere karsi organizmanin savunmasi ic¢in sekillendirdigi
antikorlarin varligin1 bulmaya yonelik ¢alismalar da tan1 amaciyla kullanilmaktadir.
Bunlar igerisinde; Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Komplement Fiksasyon
Testi (CFT), Enzim Bagmli Immunosorbent Testi (ELISA), Hemagliitinasyon
Inhibisyon (HI), Indirekt Hemaglutinasyon (IHA), Immunokromatografik Strip (ICS)
gibi metotlar vardir (Bilgi¢c 2010; Kose, 2017).

Indirekt floresan antikor testi (IFAT), Theileria spp. antikorlarinin bulunmasi
acisindan olduk¢a fazla kullanilan serolojik testlerdendir. Serolojik testlerin
mikroskobi yontemine gore daha giivenli oldugu arastirmalar sonucunda ortaya
cikmigtir (Mans ve ark, 2015) IFAT, paraziter hastaliklarin teshisinde altin standart
bir test kabul edilmesine karsi, bazi dezavantajlara da bulunmaktir. En 6nemli

dezavantaju tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlar gostermesidir (Kose, 2017).

Son yillarda, molekiiler biyolojideki gelismeler enfeksiyona neden olan
etkenlerin molekiiler diizeyde bulunmasimi kolaylastirmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi sayesinde, parazite 6zgii DNA bdlgeleri plazmid vektorlere klonlanarak
enfekte hayvanlarda Theileria spp. DNA’smin varligi duyarli ve ozgiil olarak
belirlenebilmektedir (Bilgi¢ 2010).
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PCR yontemi, Theileria spp. bulunmasi igin olduk¢a fazla kullanilan bir
yontemlerdendir. PCR’mn etkinliginin artirilmasi i¢in farkli metotlar bulunmustur.
Parazitin ara konak ve son konaktaki varliginin bulunmasini kolaylastirmaktadir
(Kose, 2017).

Theileria spp. spesifi tan1 metotlar1 bulmak, gelistirebilmek igin yapilan
calismada ssurRNA geninin parazit tiirlerine spesifik bdlgelerine ait spesifik
oligoniikleotid problar1 dizayn edilmistir (Allsopp ve dig., 1993). Bu problar ile alt:
farkl1 Theileria spp. tiirliniin tanis1, hem direkt olarak parazit ssurRNA gen bdlgesinin
tespiti ile hem de parazit ssurRNA gen bolgesinin ¢ogaltilarak (PCR) ortaya
konmustur (Allsopp ve dig., 1993).

Theileria spp. molekiiler diizeyde tanisinda farkli PCR metotlariyla
calisilmaktadir. T.annulata nin molekiiler teshisinde genel olarak kullanilan yiizey
proteini (Tams-1)’dir. Theileria spp. tanisinda 18S sSurRNA geni, 1s1 sok proteini
HSP70,beta tubulin geni ve sitokrom b genomik hedef olarak kullanilmistir (Pekel,
2014; Kog, 2022).

Theileria spp. enfeksiyonlarini tanimlayan bir diger molekiiler yontem reverse
line blot hibridizasyon (RLB) yontemidir. Bu yontem ile tirler i¢inde farklilik
gosteren V4 degisken bolgesi PCR yontemiyle amplifiye edilmesidir (Pekel, 2014).

Son yillarda ortaya ¢ikan yeni bir teknik olan LAMP (Loop-mediated izotermal
amplifikasyon) metodu da kullanilmaktadir. Diger PCR metotlarina gére LAMP
metotu 10 kat fazla duyarliliga sahiptir. Theileria spp. enfeksiyonlarinin

bulunmasinda alternatif metot olarak kullanilmaktadir (Pekel, 2014).

2.2.8. Tedavi

Hastaligin tedavisinde bugiine kadar etkili bir ilacin bulunamamis olmasi

sonucu semptomatik tedavi uygulanmaktadir (Ozkan ve dig., 2019).

Theileriosis'in tedavisinde etkenler i¢in Theileriasidal ilaglar kullanilmaktadir.
Bunun yaninda destekleyici ve bulgularin giderilmesine yonelik tedavilerin
yapilmalidir. Tedaviye ne kadar erken baglanirsa tedavi sans1 0 kadar yiliksek olur.

Buparvakuon etkenlere yonelik etkili en iyi ilagtir (Ozkan ve dig., 2019).
Tedavi i¢in asagidaki ilaglar kullanilir:
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Parvaquon: 10 mg/kg dozda kasin igine 2 uygulama seklinde, 2 ya da 4 giin
arayla yapilan bir ilagtir.

Buparvoquon: 2,5 mg/kg dozda kasin i¢ine 2 veya 3 uygulama seklinde, 2 ya
da 4 giin arayla myapilan ilagtir.

Halofuginon: 1,2 mg/kg dozda 500 ml siv1 igerisinde agiz yoluyla uygulanan

bir ilag olup, fazla tavsiye edilmemektedir.

2.2.9. Kontrol ve korunma

Hastaliga bagli mortalite ve ekonomik kayiplarin fazla olmasi nedeniyle
hastalikla miicadele metotlarinin gelistirilmesini olduk¢a O6nemlidir. Hastaligin
kontrolii i¢in Kenelerle miicadele ve asilama hastaligin kontrol altina alinmasi

acisindan gereklidir (Ozkan ve dig., 2019).

Keneyle miicadele etmek igin, akarisid ilaglar kullanilmaktadir. Ilaglar banyo,
sprey ve sirta dokme preparatlar seklinde kullanilmaktadir. Sonraki yaz doneminde
ortaya cikan kene sayisinin azaltilmasi igin, akarisidlerin uygulanmasi sonbaharda
gerceklesmelidir. Yazin yapilan ilaglamalar yalnizca eriskin keneleri etkilemektedir
(Ozkan ve dig., 2019).

Theileriosis'te canli agilar da vardir. Hastaligin ortaya ¢ikmasindan 2 ay once
bu agilarin uygulanmasi gereklidir. As1 preskapular bolge derisi i¢ine 5 cc enjekte
edilir ve 45 giin igerisinde bagisiklik meydana gelerek hayvanlar bir yila yakin
bagisiklik kalir (Ozkan ve dig., 2019).

3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

Magattract HMW DNA Kit — QIAGEN (Hilden/Germany)
BJ1 ve BN 2 Primerlerzazg (Sentabiolab-Ankara/Tiirkiye
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Taq DNA Polimeraz (Atlas Biotecnology Company Ankara/Tiirkiye)

10 x PCR Tamponu (Atlas Biotecnology Company Ankara/Ttirkiye)

Mg CI2 (25 m M) (Atlas Biotecnology Company Ankara/Tiirkiye)

d NTP mix (10 Mm) (Atlas Biotecnology Company Ankara/Tiirkiye)
Molecular Great Water (Sigma Aldrich Merck Darmstadt/Germany)
Agarose (Biomax-ECC Europen Economic Communuty)

TBE buffer 1x(Sigma Aldrich Merck Darmstadt/Germany)

Niikleik Asit Boyasi (Gelred Nucleic acid Stain Biotium Fremont CA/USA)
Loading dye (Gel loading dye) (Sigma Aldrich Merck Darmstadt/Germany)
DNA ladder 100 bp (Biomatik Delaware/USA)

3.2 Kullanilan Cihazlar ve Geregler

Esco class 11 BSC (Esco Micro Pte.Ltd.Singapore)

Velp Vorteks (Velp scienfitica Made in Europa

Senocak (-20) Derin Dondurucu (Yunusemre/Manisa)

Ugur (+4) Buzdolabi (Nazilli/Aydin)

Leica S6D Stereo Mikroskop (wetzlar/Germany)

HLC Biotech MHR13 Is1 Blogu (Brotech-Bovenden/Germany)

Life Techonologies Dynamag2 Manyetik Rack (Kaliforniya/USA)

Leica MZ16A Stereo Mikroskop (wetzlar/Germany)

Palm- Cycler Termal Cycler Cihazi (Genefix Brand -New Delhi/India)

Wealtec Elite 300 Plus Elektroforez (Wealtec Nevada/USA)

Miele M8201-1 Mikrodalga Firin (Giitersloh/Germany)

Gibertini Europe 200 Hassas Terazi (Gibertini Elettranica-Neavate/Italy)

Biostep UST-20M-8x Transilluminator (Burkhardtsdorf/Germany)

Biosan UVT-S-AR PCR kabini (Temiz kabin)

Biosan UVT-S-AR PCR kabini (Kirli kabin)

Bioson FVL-2400N spin-vortex

Otoklav (Rodwell-Basildon/England)

Eppendorf tiipler (2 ml, 1, 5 ml, 0, 6 ml) (Eppendorf Reference,Hamburg/Germany)
Steril PCR tiipii (0, 2 ml) Ince Duvarli, Rnase-Dnase Free (Biozym Hessisch
Oldendorf/Germany)
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3.3 Kenelerin Toplanmasi

Keneler mevsimsel aktiviteleri de géz oniinde bulundurularak Ankara ve
ilgeleri (Merkez, Bala, Beypazari, Cubuk, Kahramankazan) ile Kastamonu, Tokat,
Yozgat, Eskisehir, Bartin, Sakarya ve Cankiri’dan uygun habitatlardan, araziden ve

cesitli konak hayvanlari (¢iftlik hayvanlari ve kdpekler) lizerinden toplanmistir.

3.4 Kenelerin Tiplendirilmesi

Stero-mikroskop altinda ilgili kaynaklar (Estrada Pena ve dig., 2017) dis

morfolojik karakterlerine gére Kenelerin tiir teshisleri yapilmistir.

Sekil 3.1: Kene atlas1 programi kullanilarak kenelerin tiir teshisi

3.5 Kenelerin Ekstraksiyonu

1. Keneler, 1, 5 ml’lik ependorf tiipler icerisinde steril bistiiri ile Class II biyogiivenlik
kabininde parcalanir. Ependorf tiipe 500 pl pbs eklenir ve parcalanmis kene ezildikten

sonra vortekslenerek homojenize hale getirilir.

2. Homojenize hale gelen kene dokusundan 100-150 pl alinip 2 m1’lik ependorf tiiplere
konur. Uzerine 200 ul ATL veya CL buffer konularak doku lizisi saglanir, sonra 20
ul proteinaz K eklenip vortekslenir. +56 °C de en az 1-3 saat veya | gece karistiricili

151 blogunda bekletilir.

3. Par¢alanmis doku Orneginin iizerine, 200ul AL buffer eklenerek hiicre lizisi
saglanir. Tiipler kapatilir ve vortekslenerek karistiricili 1s1 blogunda 56 °C de 10 dk

bekletilir. Hiicrelerin par¢alanmasi amaglanir.
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4. 250 pl baglama solusyonu, 50 pl manyetik boncuk tiiplerin {izerine eklenerek

karistiricili 1s1 blogunda oda 1sisinda 5 dk inkiibe edilir.

5. Tiplerin kapaklarindaki kalintilarin dibe ¢oktlirmek i¢in, santrifiijde drnekler kisa
bir siire spin attirilir. Manyetik rak {izerine yerlestirilen tiiplerin i¢indeki sivinin

tamami, 900-1000 pl ye ayarlanan pipetle manyetik boncuklara dokunmadan atilir.

6. Yikama amaciyla iizerine 600 ul AW1 buffer eklenir. Maksimum ayara (900
seviyesi gibi) ayarlanan karistiricida 3 dk karistirilarak, manyetik boncugun ilk
yikamast yapilmis olur. Karistirict tizerinde ki %100 short-mix tusuna ara ara basilarak

karigimin iyice karigmasi saglanir.

7. Santrifiijde 6rnekler kisa bir spin attirilir. Manyetik rak tizerine tiipler yerlestirilir.
Manyetik rak iizerine yerlestirilen tiiplerin i¢indeki sivinin tamami, 900-1000 pl’ye

ayarlanan pipetle manyetik boncuklara dokunmadan atilir.

8. 700ul AW 2 buffer 6rnekler tizerine eklenir. Maksimum ayara (900 seviyesi gibi)
ayarlanan karistiricida 3 dk karigtirilarak, manyetik boncuklarin yikamasi gergeklesir.
Karstiricr tizerinde ki %100 short-mix tusuna ara ara basilarak iyice karigsmasi

saglanir.

9. Santrifiijde 6rnekler kisa bir spin attirilir. Manyetik rak iizerine tiipler yerlestirilir.
Manyetik rak {lizerine yerlestirilen tiiplerin i¢indeki sivinin tamami, 900-1000 pl’ye

ayarlanan pipetle manyetik boncuklara dokunmadan atilir.

10. Ikinci yikama 500ul AW 2 buffer ile yapilir.

11. Santrifiijde 6rneklerkisa bir spin attirilir. Manyetik rak iizerine tiipler yerlestirilir.
Manyetik rak tlizerine yerlestirilen tiiplerin i¢indeki sivinin tamami, 900-1000 pl’ye

ayarlanan pipetle manyetik boncuklara dokunmadan atilir.

12. Tipiin igerisindeki etonol kalintisindan kurtulmak i¢in tiiplerin kapagi agilarak
ucmast beklenir (1 saat) ya da 700 pl steril distile su, manyetik rak {izerinde bulunan

orneklerin iizerine eklenir ve hemen ¢ekilip atilir.
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13. 200ul AE buffer tiiplerin iizerine eklenir. 5 dakika oda 1sisinda karistiricida inkiibe
edilir.

14. Santrifiijde ornekler kisa bir spin attirilir. Manyetik raka tiipler yerlestirilir.

Tiplerin kenarindaki s1vi temiz tiiplere DNA ekstrakt1 olarak aktarilir.

15. -20 °C de DNA ekstraktlar1 ¢alisilincaya kadar bekletilir.

3.6 PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Theleria spp.’lerin tanimlanmasinda, DNA dizi analizi 6ncesi 18S rRNA
protozoonlara spesifik gen bdlgesinin taranmasi amaciyla PCR ¢alisildi. 18S rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in Casati ve digerlerinin (2006), onerdigi BJ1-
GTCTTGTAATTGGAATGATGG ve BN2- TAGTTTATGGTTAGGACTACG
primerleri ve protokolii uygulandi. %1,5” lik agaroz jelde yiirtitiilen PCR {irlinlerinin,
stipheli goriinen bolgelerde ki bantlar pozitif kabul edildi. Pozitif 6rneklere sonrasinda
DNA dizi analizi yapildi.

PCR Kkarisimi, her bir ornek icin:

e Distile su 33,75 ul
e 10 x PCR tamponu 5ul
e MgCl2(25m M) 3ul
e dNTP mix (10 mM) 1l
e Primer 1 (10 p mol) 1l
e Primer 11 (10 p mol) 1l

e Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0,25 pl olarak hesaplandi.

Hazirlanan master-mixten tiiplere 45 pl konuldu ve her birine 5 pl 6rnek
DNA’s1 ilave edilerek toplam hacmin 50 pl olmasi saglandi. Hazirlanan 6rnekler

amplifikasyon i¢in uygun protokoldeki thermal cycler konuldu.

PCR caligmasi sirasinda kontaminasyon olmasini 6nlemek i¢in eldiven takildi.
DNA kontaminasyonundan tepkime tiiplerini korumak iginde; master-mix hazirligi,

orneklerin PCR oOncesi ekstrasyonu, tepkime karisimlarinin hazirlanmasi, 6rneklerin
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PCR igin hazirlanmasi, amplifikasyon ve sonrasinda {iriinlerin jel-basamaklar1 ayri
odalarda ¢alisildi. Temiz ve Kirli odalar arasinda malzeme transferi yapilmadi. Deney
esnasinda tek kullamimlik pipet uglar1 ve tiipler kullanildi. Tepkime master-mix
hazirlig1 ve Orneklerin PCR oOncesi hazirligi biyogiivenlik kabinlerinde yapildi.
Caligmadan 6ncesinde kabin icleri ve malzemeler yarim saat ultraviyole 1s181ina maruz

birakilip, %10’luk camasir suyu ve %70’ lik etil alkol ile ortam temizligi yapildi.

Master-mix hazirhigr sirasinda olasi kontaminasyonu saptamak amaciyla,
Babesia microti DNA pozitif kontrol ve Molecular Grade Water (MGW) negatif
kontrol olarak kullanildu.

3.7. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon isleminde, Casati ve dig. (2006)’nin 6nerdigi amplifikasyon
protokolii uygulanda.

Hedef DNA baslangigta 95 °C’ de 5 dk siireyle denatiirasyon. Sonraki
asamalarda sirastyla;
95 °C’ de 30 sn Denatiirasyon
52 °C’ de 45 sn Baglanma
72 °C’ de 45 sn Uzama
45 dongi

72 °C’ de 5 dk Final uzama
Amplifikasyon islemi sonucunda elde edilen ftiriinler jel-elektorforez islemine

alinana kadar +4 ° C’de muhafaza edildi.

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi
3.8.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon islemi sonrasinda elde dilen {irtinlerin elektroforez islemine
alinabilmesi amaciyla %1,5’luk agaroz jel dokiildii. Elektroforez isleminde TPE
tampon olarak kullanildi. Agaroz jele niikleik asit boyayicisi (Gelred nucleid acid

stain) 1:10000 oraninda eklendi. Agaroz TPE iginde eritilip sonra, 60°C’ ye soguyunca
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etidyum bromiir eklenerek, uygun disli taraklar takilarak tablaya dokilen jelin
katilagmasi i¢in 30-40 dk beklenildi. Sonrasinda elektroforez taraklar jeli delmeden

¢ikarild.

3.8.2. Elektroforez islemi

Elektroforez tankina jel, delikli kismi1 katoda gelecek sekilde konur ve tampon
soliisyonu TPE jelin 1 mm {izerine gelecek sekilde tankin igine yerlestirilir. Jelin ilk
kuyucuguna 100 bp lik DNA ladder (biomatik) yiiklendi. Amplifikasyon tiriinlerinden
5 pl 6rnek, 1 pl yiikleme tamponu (loading dye — sigma gel loading dye) ile karistirilip,
jele yiiklenir. Kapagi kapatilan tank, gii¢ kaynagina baglanir ve hareketin anoda dogru
olup olmadigi kontrol edilir. Cogaltilan DNA 6rneklerine 90 voltta 50 dk elektroforez

islemi uygulanir.

3.9. Goriintiileme Islemi

Elektroforez isleminden sonra agaroz jel, Biostep UST-20M-8x
transilluminator cihazinda degerlendirildi. Siipheli pozitiflik gézlenen numuneler

sekans analizine alindi.

3.10. Sekans analizi

PCR amplifikasyon {irlinlerini saflastirmada, “ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, ABD)” kiti kullanildi. ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) ile DNA sekansi
yapildi. DNA dizi analizi verileri “Basic Local Alignment Search Tool (Blast version

2.0)” programiyla GenBank sonuglari ile karsilagtirildi.

3.11. Filogenetik Analiz

MEGAT7 (versiyon7.0.26) programi kullanilarak filogenetik analiz ve agac

olusturulmustur.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada PCR teknigi ile Ankara (Beypazari, Kazan, Cubuk, Bala) ve
cevresindeki illerden (Cankiri, Tokat, Eskisehir, Bartin, Yozgat, Kastamonu ve
Sakarya) toplanan kenelerde Theileria spp.’lerin varlig1 incelenmistir. Calismamizda
2021-2022 yillarinda 191 adet kene toplanmustir. 95 tanesi erkek, 85 tanesi disi, 11
tanesi de nimf olarak tespit edilmistir. Estrada-Pena ve arkadaslarinin kene atlasi
kullanilarak, toplanan kenelerin 81 tanesi R.sangunieus, 6 tanesi R.bursa, 4 tanesi R
turanicus, 59 tanesi H. marginatum, 5 tanesi nimf Hylomma spp., 4 tanesi
H.aegyptium, 4 tanesi Hae. parva, 8 tanesi Hae. erinacei, 1 tanesi D.marginatus, 24
tanesi I. ricinus, 6 tanesi nimf Ixodes spp. olarak tanimlandi. Bu kenelerin 152’si kedi
kopek, koyun, keci, sansar, rodent, crocidura gibi ¢esitli hayvanlardan toplanirken
32’si insan 5’1 de tabiattan toplanmistir.

Kenelerin tiir il ve konaga gore dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1: Ankara merkez ve komsu illerden, tabiat ve konaklardan toplanan erkek

ve disi kenelerin dagilimi

KENE TURLERL Konak  [Cinsiei frkarn (Babh  |Batn  |Beypamn Garkrs |Gubdk  |Edpehi |KagamoBazn [Sidkara |Tika Yot Tophm Eene (ADET)
Digi | 2

INSAN | Fikek
timf
Digi 1
200% EOVUN | ek 1
timf
| Digi | 5
INSAN | Fikek 1 !
timf | 5
Digi !
EOVUN | Fakek 4
i §
30 0% Digi 13 7
KE[T | Ekek 7 8
timf
Digi !
TABIAT | Frkek 3
timf
Hyalomana aegyptinn Disi | 1

20 IMSAN [ Fekek 1 1 1 4
i §
Huemaphpacks enroce | Digi 1

41, SANSAR | Frkek b §
timf
| Digi !
INSAN | Fikek
i § 1
| Disi 1!
125 EOYUN | Ekek ?
timf
. | Digi 1 w1
K(PEE | Frkek 1 u
timf
Disi
RODENT |Fkek
timf 3

Rlipcephalus turanicas

Hyalomana marg natun

Irodes i anus

CRACITUR 0| Erkeek
mf 2
| Digi | 2 1
IMSAN | Bkek| 5 1
1mf
Fhipicephalus songuineds | Disi 1 [
FECT Fakek § §
1mf
R 3 |4 8
4241% EUPEE | Fikek n 1 4
1imf
| Disi 2
FEDI | Fkek
1mf
Blivicehalus bursa .| Did 1

314% KE[T | Ekek §
mf
| Digi | 1 1
Huemaphpaaksporwe | DFSAN | Fkek
1mf
200% | Disi 1
FEDI | Fkek 1
mf
Dersiacentor mar gratis ) | Ligi

032% IVSAN | Frkek| 1 1
1mf

8l
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Sekil 4.1: Amplifikasyon sonrasi bazi pozitif ve negatif numunelerin yer aldig1 jel

elektroforez goriintiisii

BJ1-GTCTTGTAATTGGAATGATGG ve BN2- TAGTTTATGGTTAGGACTACG
primerleri kullanilarak 18SrRNA hedef gen bolgesi kullanilarak taranarak 400-500 bp
bolgelerde amplifikasyon iiriinlerinden ¢alisilan sekans sonuglarina gore 147,151,153
ve 154 nolu 6rneklerde Theleria spp. pozitif belirlendi. Pozitif 6rneklerin 4 tanesi de
Theileria spp. olarak tanimlandi. Theileria spp. olarak belirlenen bu numuneler sonraki
calismalarda NGS ile sekans analizine alinarak tiir diizeyinde tanimlamaya

gidilecektir.

Theileria spp. pozitif bulunan 4 6rnegin tamami Bartin ilindeki kdpeklerden

alinan erkek R. sanguineus kenelerinde gériilmistiir.
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147 Theileria sp Turkiye-Kene
161 Theileria sp  Turkiye-Kene
153 Theileriasp Turkiye-Kene

154 Theileria sp Tirkiye-Kene

Theileria orientalis MH208641 Cin-Kene
65 Theileria buffeli ~ MK587700 italya-Kene
. Theileria sergenti KX375819 italya-Kene

37
Theileria annulata  MF287934 Hindistan
EY, ’ Theileria equi ingiltere-

Theileria sinensis MT271903 Malezya
44 Theileria sp. MT708044 Trkiye-Erzurum-Koyun
Theileria luwenshuni 0Q147233 Cin-Kene
Theileria capreoli MH179334 Cin-Geyik

57
£ Theileria sp. KU870898 Gin-Ziirafa

Theileria cervi MK262960 Amerika-Ak Kuyruklu Geyik

4 Theileria ovis 0Q120429 Turkiye-Elazig
57 — Theileria lestoquardi MT318171 Pakistan-Koyun
92| " Theileria parva LC714841 Irak
—
0.2050

SEKIL 4.2: Theileria spp. maximum likelihood yontemiyle molekiiler filogenetik

analizi

Filogenetik Analiz ve Agac¢ Olusturulmas: amaciyla MEGA7 programi
kullanildi. Filogenetik aga¢ i¢in “maximum likelihood”, istatistiki giivenirlilik i¢in

filogenetik test olarak Bootstrap yontemi ve Kimura 2 parameter model kullanilmistir.

Maksimum Olabilirlik yontemi, gézlemlenen verileri olusturma olasilig1 en
yiiksek olan agac1 bularak evrimsel bir tarih¢e ¢ikarmak icin kullanilan istatistiksel bir
yontemdir. Kimura 2 parametreli model, genetik koddaki farkli konumlardaki
ikamelerin farkli oranlarda meydana geldigi gergegini hesaba katan bir molekiiler
evrim modelidir. En yiiksek log olasiligina sahip agag, verilerle en tutarli agactir ve
iligkili takson kiimesinin bir arada bulundugu agaclarin yiizdesi, belirli bir dalin ne
kadar giiclii bir sekilde desteklendiginin bir dl¢iisiidiir. Ik agag, taksonlar arasindaki
ikili mesafelere dayali aga¢ olusturma yontemleri olan Neighbour-Join ve BioNJ
algoritmalar1 kullanilarak elde edilir. Agag, genetik koddaki her bir pozisyonda

meydana gelen ikamelerin sayisini temsil eden dal uzunluklari ile 6l¢ekli olarak
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cizilmistir. Analiz, 28 niikleotit dizisini igermistir ve bosluklar1 veya eksik verileri olan
tiim pozisyonlar nihai veri setinden ¢ikarilmistir. Evrimsel analizler MEGA7 yazilimi

kullanilarak yapilmistir (Kimura M., 1980; Kumar, S ve dig., 2016).

147,151,153,154 numarali Theileria spp. Cin’de keneden bildirilen MH208641
erisim numarali, italya keneden bildirilen MK587700 erisim numaral1, yine Italya’da
keneden bildirilen KX375819 erisim numarali Theileria spp. tiirleri ile genotipik
olarak yakin iliskili oldugu g6zlendi. Buna en yakin iligkili tanimlanmuis tiir olan ve

Hindistandan bildirilen MF287934 erisim numarali T. annulata oldugu saptandi.

Theileria pozitif olarak belirlenen 4 6rnegin elde edilen sekans verilerinin
GenBank verileriyle karsilagtirllmasinda ve olusturulan filogenetik aga¢ analizinde
orneklerin tamami Theileria spp. olarak tanimlandi. Kenelerin %2,1 Theileria spp.

pozitifligi molekiiler olarak belirlendi.
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5. TARTISMA

Theileriosis keneler araciligiyla omurgali konaktan digerine transfer edilen
parazitlerin neden oldugu hastaliklardandir. Tirkiye de olmak iizere diinyanin farkli
bolgelerinde rastlanan 6nemli bir protozoer hastaliktir. Ixodidae (sert) ve az olarak da
Argasidae (yumusak) kene tiirleri tasinmasinda aktiftirler. Tropikal ve subtropikal
iklim kusagindaki iilkelerde goriilmektedir (Kose, 2014).

Theileriosis sigir, koyun ve ke¢i iretim faaliyetlerinin de baglica
problemlerinden biridir. (Altay ve dig., 2007a). Tropikal theileriosis Tiirkiye’de
Ozellikle ithal hayvanlarda 6liim orani ve verim diismesi sonucunda ciddi ekonomik

sorunlara yol agmaktadir (Vatansever ve dig., 2002).

Hastaligin 6nlenmesi amaciyla hayvanlarda parazitlenen ve hastalik etkenleri
olan Theileria spp. ve vektor olan kenelerin varliklarinin, dagilislarinin  ve

konaklariin ortaya konmasi 6nemlidir. (Kdse, 2014)

Theileria spp. tespit edilmesi amaciyla uzun yillardir mikroskobik yontem
kullanilmaktadir. Bu yontem ucuz, hizli ve pratiktir (Mehlhorn, 2004). Mikroskobik
yontem her hasta hayvan i¢in tek tek uygulanir ve akut enfeksiyonlarin tanisinda
yeterlidir. Enfeksiyon gegiren hayvanlarda etkenin uzun bir siire kaldigindan ve kanda
paraziteminin diisiik oldugu durumlarda mikroskobik yontem yeterli olmayabilir. Bu
sebeple hastalifin tanisi icin, daha giivenilir yontemler bulunmustur. PCR yontemi
omurgali ve omurgasiz konaktaki parazite ait az miktarlardaki DNA’y1 spesifik olarak

cogaltabildiginden en sik bagvurulan molekiiler testtir (Pekel, 2014).

Tant koymadaki hassasiyeti gozoniinde bulundurularak ¢alismamizda

molekiiler konvansiyonel PCR yontemi kullanilmistir.

Diindar ve arkadaslari (1995) Cankir1 bolgesinde 480 sigirda yaptiklar
calismada IFA yontemi ile %8.1 T. annulata pozitif bulurken, mikroskobi ile %5.4

oraninda bulmuslardir.

Dumanli ve arkadaglar1 (2002) Dogu ve Giineydogu illerinde sigirlarda
mikroskobik baki, IFA ve PCR ile tropikal theleriosis varligin1 belirlemek amaciyla
calisgma yapmuglardir. Sigirlar {izerinden toplam 179 H. anatolicim anatolicim

toplamistir. Ug ydntemle toplam 1408 numune incelenmistir. T. annulata prevalans

34



degerleri PCR ile %37.5 (528/1408), IFA ile %35 (493/1408), mikroskobik olarak
%20.8 (293/1408) olarak hesaplandi. Bu ¢alisma sonucunda PCR tekniginin, diger iki

teknige kiyasla daha 6zgiil ve duyarli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Vatansever ve digerleri (2002) Ankara ve bdlgesinde 533 sigirdan alinan kan
orneklerinin DNA analizi sonrasinda RLB yontemi kullanilarak 195 (%36.8)’inin T.
annulata, 63 (11.8)’tntin T. buffeli oldugunu ortaya koymuslardir. Bu ¢alisma ile
Tirkiye’de ilk defa T. buffeli (T.bufeeli/orientalis) varlig1 rapor edilmistir.

Altay ve arkadaglar1 (2007) Erzincan bolgesinde 123 sigirda RLB metodu
kullanarak yaptiklari c¢alismada 19 (%15.45) T. annulata, 12 (%9.78) T.

buffeli/orientalis saptamistir.

fca ve digerleri (2007) Kayseri ilinde yaptiklart ¢alismada 300 sigir
incelemisler ve 117’sinde kene istilas1 tespit etmislerdir. 11 Ixodid cinsine ait 1160
kene toplamiglardir. Toplanan keneler, tiirlerine gore 43 kene havuzuna ayrilmistir. Bu
havuzlarda sigir tiirleri RLB yontemi kullanilarak incelenmistir.43 kene havuzunu

42’sinde T. annulata tespit edilmistir.

Inci ve digerleri (2008) Kapadokya yoresinde 554 sigir iizerinde T .annulata
varligin1 mikroskobik ve IFA ile arastirmistir. Sigirlar kene enfestasyonlar1 yoniinden
kontrol edilmistir. T. annulata mikroskobik muayenede % 60,5, IFA’da ise %67,5
bulunmustur. Sigirlarin %21,48’inden Hyolamma spp., Rhipicephalus spp.,
Dermacentor spp., Boophilus spp. ve Ornithodorus spp.’e ait 1585 kene toplanmistir.
T. annulata’nin gelisim formlar1 H.anatolicum anatolicum kenelerinde mikroskobik

olarak tespit edilmistir.

Deniz ve digerleri (2012) Diyarbakir yoresinde toplam 100 sigirdan kan
ornekleri alip, multiplex PCR ¢alismistir. PCR metodu ile 23 sigirda T. annulata ve 1

sigirda T. annulara+T. buffeli saptamustir.

Zarei ve arkadaslari (2015) iran’da yaptiklari caliymada 80 koyundan
topladiklar1 110 kene 6rneginin DNA’lari ekstrakte ettikten sonra PCR yontemiyle
Theleriosis enfeksiyonunu degerlendirmislerdir. 9 tane Hyalomma spp., 5 tane R.
turanicus ve 4 tanesi de R. sanguineus olmak tizere toplamda 18 kenede Theleriosis

bulunmustur.
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Aydin ve arkadaslar1 (2017) Dogu Anadolu Bolgesinde 960 koyundan
topladiklari kenelerle mikroskobi kulanilarak %3.96 (38/960) oraninda Theileria spp.
proplazma tanimlamistir. RLB yontemi kullanilarak %24.79 (238/960) T. ovis %6.15
(59/960 ) Theileria spp. %4.27 (41/960) Theileria spp. OT3 tespit edilmistir. Calisma

bolgesindeki koyunlarda T. ovis’in Theleriosis etkeni oldugu bulunmustur.

Ko6se (2017) Burdur ili ve ilgelerinde 334 sigirda RLB teknigi ile T. annulata
pozitifligi %0,6 (2/334) bulmustur.

Rahmani ve arkadaslari (2019) Iran’da yaptiklar1 ¢alismada kegilerden
topladiklar1 420 ixodid kenesinden 45 kene havuzu olusturarak, nested PCR ile 13
havuzda theleria bulmuslardir. Theleria tiirlerine H. marginatum, R. turanicusand, H.
anatolicum kenelerinde saptanmustir. 2. ve 8. havuzda T .ovis ve T. lestoquardi pozitif
bulunmus olup, bunlar H. marginatum, R .turanicusand kenelerinde tespit edilmistir.
H. anatolicum pozitif oldugu 3 kene havuzunda da T..annulata ve T. lestoquardi

saptanmistir.

Orkun arkadaslar1 (2020) Anadolu da toplam 1815 keneyi PCR yoluyla ayri
ayr1 analiz etmisler ve 1’1 yeni varsayilan bir tiir dahil olmak tizere; T. orientalis. T.
ovis, T. annulata, ve Theileria spp. Kalecik olmak tizere toplam 4 (%0.2) Theleria tiirii
bulmuslardir. Molekiiler olarak saptanip karakterize edilen ve potansiyel olarak yeni
bir Theleria tiirii oldugu disiiniilen T.sp Kalecik Ankaranin Kalecik ilgesinde bir
inekten elde edilen D. marginatus’da tespit edilmistir.

Orkun ve arkadaslar1 (2020) topladiklar1 1019 kenede yaptiklar1 ¢aligmada
PCR yontemi kullanarak T. annulata’yr topladiklar1 H. excavatum da tespit
etmislerdir. Daha one Tiirkiye, iran ve Hindistandaki sigirlardan elde edilen T.

annulata ‘yla ayni kladde oldugunu bildirmislerdir.

Amini ve arkadaglar1 (2021) Afganistan’in Herat bolgesinde Haziran 2015
Eylil 2016 aylar1 arasinda 100 siit sigirindan topladiklart 349 keneden yaptiklar
aragtirmada, PCR teknigi kullanilarak, 70 kene havuzunun 7’sinde (%7.4) Hyalomma

spp. kenenin tiikiiriik bezlerinde T. annaluta DNA’s1 tespit etmislerdir.

Yapmis oldugumuz ¢alismamizda ise Theileria spp. Bartin ilinde ve kopekten

alinan R.sanguineus kenesinde bulundu.
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Tiirkiyede kenelerde Theleria spp. varligina yonelik ¢aligmalarda belirlenen T.

annulata, T. bufelli/orientalis, T. ovis ¢alismamizda tiir diizeyinde belirlenememistir.

Aydin ve arkadaslarinin (2017) yeni bir tiir olarak bulduklar1 Theileria spp.
OT3 ve Orkun ve arkadaslarmin (2020) yeni bir tiir olarak bulup Theileria spp.
Kalecik olarak adlandirdiklar1 c¢alismalara benzer olarak c¢alismamizda bulmus
oldugumuz 4 tane Theileria spp.’nin yeni bir tiir olma ihtimali g6z Oniinde

bulundurularak NGS ile sekans analizine gidilmesi planlanmuistir.
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6. SONUC VE ONERI

Bu caligmada Ankara ve cevresindeki illerde kene kaynakli theleriosis
molekiiler olarak arastirilip konvansiyonel PCR kullanarak Theileria spp.’lerin hangi
illerde ve hangi hayvan ve kenelerde goriildiigii hakkinda bilgi vermistir. Alinan
sonuglar da PCR testinin mikroskobi ve IFA yontemlerine gore ¢ok sayida 6rnegi daha
kisa siirede calisip, duyarli sonuglar vermesi agisindan uygun bir test oldugunu

gostermistir.

Bu calisma sonucunda hayvanlarda parazitlenen Theleria spp.’lerin Ankara ve
cevresindeki illerde yayginliklar ile veriler elde edilmis olup, bolgedeki parazit

faunasina Katki saglayacagi diistiniilmiistiir.

Vektor keneler agisindan uygun bir ortam olan Ankara ve ¢evresindeki illerde,
theileriosisin durumunu epidemiyolojik olarak ortaya koyan bu verinin, hastaligin
miicadelesinde 0n bilgi ve hastaligin bolgesel durumu hakkinda 6nemli bir veri olacagi
kanisina varilmistir. Kene kaynakli hastaliklarda, tasiyici hayvanlarin hem duyarl
hayvanlar, hem de keneler i¢in daima enfeksiyon kaynagi oldugu bilinmektedir.
Molekiiler tan1 yontemlerinin kullanilmasinin diger birgok yontemlerin neden oldugu
dezavantaji ortadan kaldirmasi ve direkt olarak etkenin genetik materyalinin ortaya
koymas1 bakimindan kesin netice vermesi nedeniyle daha avantajli oldugu

diistiniilmektedir.

Bulmus oldugumuz 4 tane Theileria ssp.’nin ilerdeki ¢alismalarda NGS ile tiir
diizeyinde saptanip, olasi yeni bir tiirii kagirma ihtimalinin ortadan kaldirilmasi

planlanmustir.
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