T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI ANABILIM DALI

VPR-DR-2013-001

THEILERIA ANNULATA SITOKROM B GENINDE
MUTASYONLARIN BELIRLENEREK BUPARVAQUONE
DIRENCIYLE ILISKiSININ ARASTIRILMASI ve AYDIN

CEVRESINDEKI ENFEKTE SIGIRLARDA DIiRENCIN
YAYGINLIGININ SAPTANMASI

Ars. Gor. Selin HACILARLIOGLU

DANISMAN

Prof. Dr. Tiilin KARAGENC

AYDIN-2013



T.C.
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PARAZITOLOJIi ANABILIM DALI

VPR-DR-2013-001

THEILERIA ANNULATA SITOKROM B GENINDE
MUTASYONLARIN BELIRLENEREK
BUPARVAQUONE DIRENCIYLE iLISKiSININ
ARASTIRILMASI ve AYDIN CEVRESINDEKI ENFEKTE
SIGIRLARDA DIRENCIN YAYGINLIGININ
SAPTANMASI

Ars. Gér. Selin HACILARLIOGLU

DANISMAN

Prof. Dr. Tiilin KARAGENC

AYDIN - 2013



T.C.
_ ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Parazitoloji Anabilim Dali Doktora &grencisi Selin HACILARLIOGLU tarafindan
hazirlanan ‘Theileria annulata sitokrom b geninde mutasyonlarin belirlenerek buparvaquone
direnciyle iligkisinin arastirlmasi1 ve Aydin ¢evresindeki enfekte sigirlarda direncin
yayginhginin saptanmasi’ baghikli tez, 20.06.2013 tarihinde yapilan savunma sonucunda
asagida isimleri bulunan jiiri Giyelerince kabul edilmisgtir.

Unvani, Ad: ve Sovad : Universitesi : Imzas::

Prof. Dr. Hasan EREN Adnan Menderes R WS
Prof. Dr. Abdullah INCI Erciyes

Prof Dr. Tiilin KARAGENC Adnan Menderes

Dog. Dr. Osman Selguk ALDEMIR Adnan Menderes

Yrd, Dog. Dr. Siileyman AYPAK Adnan Menderes ,( M

Jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilen bu doktora tezi, Enstitii Yonetim
KAt alOmii oz o5 cossmsmvvsvavnivs e vanmanive Sayili karariyla ...../...../2013 tarihinde onaylanmugtir.

Prof. Dr. Sacide KARAKAS

Enstitii Miidiiri



ONSOZ

Tiirkiye’nin cografik olarak {izerinde bulundugu alan ve sahip oldugu iklimsel
kosullar, Ulkemizi hayvanlarda kenelerle bulasan hastaliklar agisindan bir risk bdlgesi haline
getirmektedir. Bu hastaliklar icerisinde yer alan Apikompleksa ana¢ altindaki protozoon bir
parazit olan Theileria annulata tarafindan olusturulan; halk arasinda zehirli sigir sitmasi
olarak bilinen, bilimsel olarak tropikal theileriosis ya da Akdeniz Sahil Hummas1 olarak
adlandirilan hastalik Tirkiye’deki sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Hyalomma soyuna bagl Ixodid keneler tarafindan kan emme esnasinda omurgali konak olan
sigirlara nakledilen parazit; Kuzey Afrika, Giliney Avrupa, Hindistan ve Tiirkiye’ yi de icine
alan Orta Dogu ile Asya’da yaygin olarak goriilmekte ve bolgedeki sigirlarda problemlere
neden olmaktadir. Hastalik o6zellikle Avrupa kokenli kiiltiir irki1 sigirlar1 ve bunlarin
melezlerini tehdit etmekte ve % 40-60 oraninda mortaliteye neden olarak biiyiilk ekonomik
kayiplara yol agmaktadir.

Buparvaquone 7. annulata'ya kars1 gosterdigi yiiksek etkisi ve giivenilirligi sayesinde
diinyada theileriosis tedavisinde yaygin kullanim alani bulmustur. flacin etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemekle birlikte mitokondriyal elektron sistemini bozarak, mitokondriyal
kollapsa neden oldugu diisiiniilmektedir. Buparvaquone’un theileriosise karsi tek etkili ilag
olmas1 ve endemik bolgelerde ilacin yogun kullanilmasi parazitin ilacla karsi karsiya gelme
oranini arttirmakta ve diren¢ olusumuna bir zemin hazirlamaktadir. Son yillarda
T. annulata’nin buparvaquone’a karst gelistirdigi direngle ilgili bildiriler yayinlanmaya
baslanmistir. Ayrica Aydin ilinde ¢alisan veteriner hekimlerden buparvaquone' un tedavide
etkinliginin azaldig1 yoniindeki geri bildirimler alinmaktadir. Iran ve Tunus gibi tropikal
theileriosisin endemik oldugu iilkelerden yapilan bu bildirimler ile veteriner hekimlerden
gelen sikayetler dikkate alindiginda ilaca kars1 parazitte direng olusmaya baslamis olabilecegi
ve ileride theileriosise bagli daha biiylik ekonomik problemlere neden olabilecegi géz ardi
edilmemelidir. Theileria annulata’nin buparvaquone karsi direng gelistirmis olabilecegi
hipotezi dogrultusunda bu tezde, 7. annulata’ nin ilacin etki bolgesi oldugu diisiiniilen
sitokrom b geninin mutasyonlarin varligr yoniinden arastirilmasi, eger bir diren¢ olusumu
tespit edilirse etkili markerlar olusturularak sahada diren¢ olusumunun varliginin ve
yayginliginin belirlenmesi amaglanmaistir.

Bu calisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Programi (BAP) ve

Wellcome Trust (075820/A/04/A, ref. no: 332000R39181) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS
1.1. Genel Bilgi

Tropikal theileriosis Theileria annulata’nin neden oldugu, yiiksek morbidite ve
mortaliteye bagli olarak biiylik ekonomik kayiplara yol agan bir hastaliktir. Hastalik
sigirlarda, oOzellikle verim oran1 yiiksek 1rklarda goriilmektedir (Dobbelaere 2004).
Hayvanlarda parazitlerin hayat dongiisii, vektor olan Hyalomma soyuna bagli Ixodid kenelerin
nimf ve erigkin safhalarinin kan emmeleri esnasinda sporozoitleri vermesiyle baslar.
Sporozoitler daha sonra heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile konagin immun sistem
hiicrelerine yerleserek ¢cok c¢ekirdekli sinsitiyal makrosizont formuna donlismektedir. Sizontlar
merozoitlere farklilasarak konak hiicrelerini parcalamak suretiyle serbest hale gecmekte ve
eritrositlere girdikten sonra piroplasm olarak adlandirilan formlar1 olusturmaktadir. Vektor
keneler ise enfekte konaktan kan emme esnasinda piroplasm formlarini alarak enfekte

olmaktadir (Heinz 1984, Shaw 2002).

Tropikal theileriosisin tedavisinde 1980'li yillarda itibaren hidroksinaftokinon grubu
olan ilaclardan parvaquone ve buparvaquone kullanilmaktadir (Coombs ve ark 1997).
Theileriosiste bu ilaglar etkilerini lenfoid hiicrelerdeki sizontlar veya eritrosit igindeki
piroplasm formlar1 iizerine gostermektedir. Bu ilaglarin tam olarak etki mekanizmasi
anlagilamamis olmakla beraber; yapisal benzerlikleri nedeniyle, etkisini malarya ve
toxoplasmosisin  tedavisinde  kullanilan  atovaquone'a benzer sekilde  gosterdigi
distiniilmektedir (Mehlhom 2008). Yapilan c¢alismalarda atovaquone'un mitokondriyal
membran {izerinde yer alan ve sitokrom bcl kompleksinin (Complex III) yapisina katilan
sitokrom b {lizerine etki ettigi gosterilmistir. Bu durum, parazitin yasami icin kritik olan
mitokondrial elektron transport zincirinin inhibe edilmesi ve mitokondrial membranin kollabe

olmasina neden olmaktadir (Sherman 1998, Gebru ve ark 2006).

Atovaquone'un malarya tedavisinde tek basina kullanilmaya baslanmasindan kisa bir
siire sonra ilaca karsi direng sekillenmis ve tedavi edilen hastalarin %30'unda hastalikta
niiksler yasanmistir (Coombs ve ark 1997). Plasmodium tiirlerinde ve Toxoplasma gondii
iizerinde yapilan ¢alismalar atovaquone’un baglanma bdlgesini kodlayan sitokrom b geni
izerine yogunlagmistir. Tedavi sonrasi niikslerin yasandig1 hastalardan toplanilan 6rneklerden

in vitro olarak Plasmodium falciparum hiicre kiiltiirleri elde edilmis, degisik



konsantrasyonlarda ilag¢ diliisyonlarina tabi tutulduktan sonra atovaquone etkisinden kurtulan
parazitlerin sitokrom b geninin sekans analizleri yapilmistir. Sonug¢ olarak bu genin ilacin
baglanma bolgesini kodlayan kisminda ¢esitli mutasyonlara rastlanmistir ve bu mutasyonlarin
ilag direncine neden oldugu bildirilmistir (Schwobel ve ark 2003, Kessl ve ark 2006, Gebru ve
ark 2006).

Buparvaquone, T. annulata'ya kars1 gosterdigi yliksek etkisi ve giivenilirligi sayesinde
tiim diinyada yaygin kullanim alani bulmustur. 1980’lerden bu yana yaygin olarak kullanilan
bubarvaquone ile ilgili, 6zellikle hastaligin endemik olarak gorildiigii tilkelerde yapilan
tedavilere tam bir yanit alinamadigi yoniinde bildirimler gelmeye baslamistir (Mhadhbi ve
ark 2010, Sharifiyazdi ve ark 2012). 2010 yilinda buparvaquone direnci ilk defa Tunus’ta in
vivo olarak Mhadhbi ve ark (2010) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada rutin buparvaquone
tedavi prosediiriine yanit alinamamis tropikal theileriosis pozitif hayvanlardan birinden
T. annulata 1zolat1 elde edilmis ve deneysel enfeksiyonlar olusturulmustur. Direngli oldugu
diistiniilen bu izolatin yapilan deneysel enfeksiyon sonrasinda tedaviye yine yanit
alinamamasi1 bu parazit populasyonunun ilaca karsi direngli olabilecegi goriisiini
kuvvetlendirmistir (Mhadhbi ve ark 2010). 2012 yilinda Fars’ta yapilan farkli bir caligmada
(Sharifiyazdi ve ark 2012) ise tropikal theileriosis tedavisine yanit alinamayan hasta
hayvanlardan elde edilen 7. annulata izolatlar1 genetik agidan incelenmistir. Bu calismada
buparvaquone’un parazitte etki bolgesini kodlayan mitokondriyal sitokrom b geni sekans
analizleri incelenerek ilacin baglanma bolgesinde iki farkli nokta mutasyonu saptanmis ve

direng ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Tropikal theileriosisin Aydin Ilinde endemik olarak goriilmesi, hastaliga kars: tedavide
kullanilan etkili tek etken madde olan buparvaquone’un yaygin kullanimini da beraberinde
getirmektedir. Bu durum parazitlerin ilag ile siklikla kars1 karsiya gelmesi bu parazitlerin ilag
etkisinden kurtulmasi icin alternatif yollar bularak direncli hale gelmelerine zemin
hazirlamaktadir (Sibley ve Hunt 2003). Son yillarda bolgede calisan serbest veteriner
hekimler tarafindan ilacin tedavideki etkinliginin azaldigi yoniindeki geri bildirimler ilaca
kars1 diren¢ olugsmaya baglamis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotez dogrultusunda bu
tezde, T. annulata'min ilacin etki bolgesi oldugu diisiiniilen sitokrom b geninin mutasyonlarin
varlig1 yoniinden arastirilmasi, eger bir diren¢ olusumu var ise etkili markerlar olusturularak

sahada diren¢ olusumunun varliginin ve yaygiliginin belirlenebilmesi amaglanmaistir.



1.1.1. Onemli Theileria Tiirleri

Theileriosis, Theileria tiirlerinin Ixodidae ailesine bagl vektor keneler tarafindan sigir,
koyun, kec¢i, manda gibi ruminantlara bulastirilmasi ile olusan akut veya subakut seyreden
protozoer bir hastaliktir (Uilenbeng 1981a). Tropikal ve Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu
subtropikal iilkelerde yaygin olarak goriilen bu hastalik 6zellikle sigir yetistiriciliginde biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Neitz 1957, Goksu 1959, Pipano 1965, Mimioglu ve
ark 1972, Tiizer 1981, Uilenberg 1981a, Dumanli ve ark 2005, Aktas ve ark 2006, inci ve ark
2008, Cicek ve ark 2009).

Sigirlarda  theileriosisin =~ olusumunda rol  oynayan  Theileria  tiirlerinin
siiflandirilmasinda, uzun siire sizont ve piroplazmlarin morfolojik yapilari, vektoér kenenin
spesifikligi, patojenitesi, biyolojik karakterleri ve serolojik tanimlamalar esas alinmistir.
Ancak Theileria tiirlerinin ayiriminda, bu kriterlerin yeterli olmadigi, parazitteki molekiiler ve
genetik farkliliklar1 da ortaya koyan filogenetik analizlerin dikkate alinmasinin gerekli oldugu
rapor edilmistir (Chae ve ark 1999, Gubbels ve ark 2000). Son zamanlarda Theileria tiirlerinin
taksonomideki yerlerinin belirlenmesinde, ¢esitli genlerin (small subunit ribosomal RNA; ssu
rRNA, major piroplasm surface protein; MPSP ve internal transcribed spacers; ITS)
filogenetik analizlerine dayali ¢alismalar 6n plana ¢ikmistir (Dumanl 1987, Kawazu ve ark
1992, Kim ve ark 1998, Chae ve ark 1999, Kawazu ve ark 1999, Gubbels ve ark 2000, Liu ve
ark 2013). Giiniimiizde hala Theileria tiirlerinin taksonomi ve sistematikteki yerleri

tartismalidir. Levine (1988)’e gore T. annulata’nin sistematikteki yeri asagida verilmistir.

Alem: Animale
Alem alt1: Protozoa
Anag: Apicomplexa
Smif: Sporozoea
Smif alt1: Piroplasmia
Dizi: Proplasmida
Aile: Theileriidae
Soy: Theileria
Tiir: T.annulata (Dschunkowsky ve Lubs 1904),
T. parva (Theiler 1904) ve diger tiirler



Theileria soyunda keneler tarafindan nakledilen, evcil hayvanlar ve baz1 memelilerde
hastalik olusturan pek ¢ok tiir bulunmaktadir (Cizelge 1.1.). Sigirlarda, T. parva, T. annulata,
T. mutans, T. taurotragi, T. sergenti/buffeli/orientalis grubu, T. velifera ve yeni isimlendirilen
T. sinensis olmak iizere yedi Theileria tirii bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda patojenite,
morfolojik, biyolojik ve genetik yonlerden 6nemli farkliliklar vardir. Bunlardan 7. parva ve
T. annulata en patojen iki tiir olup, sigirlarda lenfoproliferatif karakterde, yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreden hastaliklara neden olurlar. Diger Theileria tiirleri ise daha az patojen

veya apatojen tiirler olarak kabul edilmektedir (Uilenberg 1981a).
* Theileria annulata:

Theileria annulata i1k kez 1904 yilinda Kafkasya sigirlarinda Dschunkowsky ve Luhs
tarafindan kesfedilmis olup hastaliga tropikal piroplasmose, etkene ise Piroplasma annulatum
ad1 verilmistir (Dschunkowsky ve Luhs 1904). Bu oldiiriicii hastalik etkeninin daha sonra
omurgali konaktaki sizont doneminin tespit edilmesi ve eritrosit igerisindeki halka formlarinin
cogunlukta oldugunun saptanmasi {lizerine Theileria annulata olarak isimlendirilmistir.
Theileria annulata’nin neden oldugu hastalik Tropikal theileriosis, Akdeniz sahil hummasi,
Tropikal piroplasmosis veya Misir hummasi gibi ¢esitli isimlerle anilmaktadir. Etken sigir,
manda, bizon ve zebularda kan hiicrelerini enfekte ederek hastaliga neden olmaktadir

(Mimoglu ve ark 1969).

Tropikal theileriosis etkeni olan T. annulata; Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta
Dogu, Hindistan, Cin, Asya’nin bir boliimii ile Nil Vadisi’nden Sudan’a kadar uzanan genis
bir cografyada goriilen bir tirdiir (Levine 1985, Soulsby 1986) (Sekil 1.1.). Hastaligin bu
denli yaygin olarak goriilmesinin nedeni bu bdlgedeki ¢evre kosullarinin hastaliga vektorliik
yapan Hyalomma soyuna bagli ixodid keneler i¢in uygun olmasidir (Purnell 1978). Theileria
annulata, iki ya da ii¢ konakl 6zellik gosteren keneler tarafindan trans-stadial olarak, basta H.
anatolicum, H. excavatum, H. scupense (=H. detritum) ve H. marginatum olmak iizere bu
soya bagli 15 kene tiirli tarafindan nakledilir (Samish ve Pipano 1976, Uilenberg, 1981a,
Karaer 1985, Soulsby 1986, Dumanli 1987). Theileria annulata kaynakli enfeksiyonlarin
yayginligt ve goriilme sikligt Hyalomma soyuna bagli kenelerin biyolojisi ve cografi
dagilimiyla ilgilidir. Endemik bolgelerde genellikle kenelerin aktif oldugu Haziran-Eyliil
aylar1 arasinda hastalik tablosu goriilmekte fakat sporodik olarak yil boyu vakalara rastlamak

miimkiindiir (Sergent 1945, Pipano 1976, Flach ve Ouhelli 1992).



Cizelge 1.1. Evcil Hayvanlarda hastalik olusturan Theileria tiirleri

Tiir Omurgah Arakonak Olusturdugu Omurgasiz ara Diinya iizerindeki dagilm
Hastahik konak(vektor)
Theileria Sig1r ve yak Tropikal Theileriosis Hyolomma spp. Kuzey Afrika, Gliney Avrupa,
annulata (Bos grunniens) Ortadogu, Orta Asya, Hindistan ve Kuzey Cin
Theileria Sigir Bat1 Sahil Hummasi, Rhipicephalus Bati1 ve Giiney Afrika
parva Koridor Hastalig1 veya appendiculatus
Zimbabwe theileriosisi ve diger
Rhipicephalus spp.
Theileria Sigir T. taurotragi Rhipicephalus spp. Bat1 ve Giiney Afrika
taurotragi (Tlk kez Afrika enfeksiyonu
geyiklerinde
bulunmustur)
Theileria parva Sigir Dénme hastaligt Rhipicephalus spp. Bat1 ve Giiney Afrika
ve/veya
Theileria
taurotragi
Theilaria Sigir T.mutans enfeksiyonu Amblyomma spp. Bat1 Afrika
mutans
Theileria Koyun, keci Malignant ovine/ Hyolomma spp. Akdeniz bolgesi, Sudan,
lestoquardi caprine theileriosis Bati ve Orta Asya ile Hindistan
Theileria Sig1ir ve asya bizonu T.sergenti Haemaphysalis spp. Bat1 Asya ve Japonya
sergenti (Bulbalus bubalis) enfeksiyonu
Theileria Sigir ve yak T. sinensis Haemaphysalis qinghaiensis Cin
sinensis enfeksiyonu



Theileria annulata’nin patogenezisinde, parazitin konagin immun sistem hiicrelerinde
bulunan sizontlar1 ve eritrositlerde yer alan piroplazm formlar: etkilidir (Norvall ve ark 1992,
Heussler 2002). Bu hastaliga o6zellikle kiiltiir irk1 sigirlar duyarlidir ve bu wrklarda % 40-60

oraninda mortalite goriilebilmektedir (Brown 1990).
» Theileria parva:

Bat1 Sahili Hummasi (East Cost Fever) etkeni olarak kabul edilen 7. parva’nin Orta,
Dogu ve Giliney Afrika’da (Sudan, Zaire, Kenya, Victoria Golii) sigir, zebu, manda ve
antiloplarda bulundugu rapor edilmistir (Norvall ve ark 1992, Mckeever ve Morrison 2002)
(Sekil 1.1.). Theileria parva asil olarak kahverengi kulak kenesi olarak bilinen, Rhipicephalus
appendiculatus tarafindan nakledilmektedir. Bununla birlikte R. zambesiensis, R. duttoni, R.
simus ve R. evertsi de vektorleri arasinda yer almaktadir (Norvall ve ark 1992). T. parva’nin
son konaktaki proliferasyon yeri lenfositlerdir. Theileria parva enfeksiyonlarinda 6zellikle
baslica T-lenfositlerinin altsiniflarin1 (BoT4+ ve BoT8+) ve B-lenfositleri enfekte olarak
saptanmistir (Norvall ve ark 1992, Heussler 2002). Eritrositler i¢indeki piroplazm formlari
cogalmamasi nedeniyle hastalifin patogenezinde sizontlar etkindir (Soulsby 1986). Bu tiiriin,
T. parva parva, T. parva bovis ve T. parva lawrencei olmak iizere {li¢ alt tipinin bulundugu, bu
tipler arasinda morfolojik ve serolojik farkliliklar olmadigi, ancak biyolojik ve epidemiyolojik
farkliliklarin bulundugu ifade edilmektedir (Uilenberg 1981a). Yapilan molekiiler ¢aligmalar
bu alt tipler arasinda genetik farkliliklarin da bulundugunu gdstermektedir (Bishop ve ark

2002).
o Theileria sergenti/buffeli/orientalis (Bening Theileria) Grup:

Bu tiirler, Uzak Dogu, Amerika, Avustralya, Avrupa ve Afrika’nin hemen her
bolgesinde bildirilmistir (Stewart ve ark 1996, Sugimoto ve Fujisaki 2002) (Sekil 1.1.). Bu
parazitlerin, Asya’da Haemaphysalis keneleri ile nakledildikleri, Texan ve Chine izolatlarinin
ise Dermacentor ve Amblyomma soylarina bagl kene tiirleri ile nakledildigi belirtilmektedir
(Fujisaki ve ark 1985, Higuchi ve ark 1987, Stewart ve ark 1987, 1988, 1989, Sugimoto ve
Fujisaki 2002). Iyi huylu Theileria (bening Theileria) etkenleri olarak bilinen bu tiirleri,
patojen tlirlerden ayirt eden en belirgin 6zellik, sizontlarinin 16kosit transformasyonu ve

oldiiriici lenfoproliferasyon olusturmamasidir (Sugimoto ve Fujisaki 2002).



Sekil 1.1. Sigirlarda hastalik olusturan Onemli Theileria tiirlerinden 7. annulata, T. parva ve T. sergenti’nin diinya tizerindeki dagilimi

(www.theileria.org).



http://www.theileria.org/ahdw/background.htm

Chansiri ve ark (1999), alt1 bilinen ve on dort bilinmeyen Theileria tiirii ile sSRNA (small
subunit RNA) temelinde yaptiklar1 molekiiler filogenetik ¢alismada, 7. parva, T.annulata ve
T. taurotragi’yi patojen Theileria tirleri grubuna, 7. sergenti ve T. buffeli’yi de patojen
olmayan gruba dahil etmislerdir. Bu ¢alismalar dogrultusunda iyi huylu theileriosis etkeni
olarak kabul edilen T. sergenti/buffeli/orientalis grubu parazitlerin patojenitesi, taksonomi ve
nomenkiilatordeki yerleri konusunda tam bir birlik saglanamamakla birlikte, non-transformik
Theileria tiirleri olarak smiflandirilmistir (Dumanh 1987, Fujisaki ve ark 1994, Kawazu ve ark
1999, Sugimoto ve Fujisaki 2002). Bu tiirler benzer ozelliklere sahip olmalarina ragmen,
bulunduklar iilkelere gore farkli isimlerle de ifade edilirler. Japonya’da 7. sergenti, Avustralya’da
T. buffeli ve Avrupa’da T. orientalis iyi huylu Theileria tiirleri olarak bilinmektedir (Uilenberg ve
ark 1985). Bu ayirim, hastaligin patogenezisini olusturan parazit formlari ile iliskilendirilmistir.
Bu gruptaki parazitlerin patogenezisinde eritrositlerdeki piroplazm formlar1 etkin rol oynamakta

ve hastaligin belirtisi olarak anemi 6ne ¢ikmaktadir (Mehlhorn 2001).

o Theileria sinensis

Theileria sinensis ilk olarak Bai ve ark (2002a,b) tarafindan Cin’de bir sigirdan izole
edilmis ve vektoriiniin Haemaphysalis qinghaiensis oldugu belirlenmistir. Piroplasm
formlarmmin morfolojik olarak 7. parva, T. annulata ve T. sergenti/buffeli/orientalis
tirlerinden genel olarak farkli olmasi yaninda parazite ait 18S rRNA sekans analizlerine
dayanarak (Bai ve ark 2002a,b) ve farkli metotlar kullanilarak yapilan filogenetik ¢aligmalar
T. sinensis’in bilinen Theileria tiirlerinden farkli olarak siniflandirilmasina neden olmustur
(Gubbles ve ark 2000, Yin ve ark 2004). Liu ve ark (2013)’nin {i¢ farkli 7. sinensis izolatinin
ITS1, ITS2 ve 5.8S rRNA genlerinin sekans analiz sonuglarini bilinen Theileria tiirlerinin gen
bankasinda bulunan sekans analizleriyle karsilastirmalar1 sonucunda 7. sinensis’in yeni bir tiir
oldugu kesinlik kazanmstir. Theileria sinensis, T. sergenti gibi bening karakter gosteren, tek
basina hastalik tablosu olusturabilen, sigir ve yaklarda kronik anemiye neden olan bir

theileriosis etkeni olarak tanimlanmaktadir (Jin ve ark 2007).

e Diger Patojenik Theileria Tiirleri

Geyik ve antiloplarin bir paraziti olan 7. taurotragi sigirlarda da enfeksiyon
olusturabilmektedir (Binta ve ark 1998). Sigirda genellikle hafif veya subklinik
enfeksiyonlara neden olmakla birlikte, bazen ciddi hastalik tablosuna neden olmaktadir.
T. taurotragi dusiik patojenitesi yoniinden 7. mutans ile karigtirilmistir. Ancak gerek

morfoloji ve gerekse vektor kene yoniinden 7. mutans’tan farklidir. Genelde T. taurotragi, T.
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parva ile beraber Donme Hastaligina neden olmaktadir (de Vos ve ark 1981). T. mutans
Theileria etkenleri ile benzer bir yasam dongiisiine sahip olmasina ragmen parazitin
cogalmasi sizont doneminde degil piroplasm doneminde gerceklesir. Afrika Sahrasinin alt
kesimleri ile Karayip Adalarinda yaygin olarak goriilmektedir (Lawrence ve Williamson
2006). Bu tiirlere ek olarak Afrika’da mandalarin bir paraziti olan 7. velifera, sigirlar i¢in non-
patojen bir tiirdiir ve Amblyomma soyuna bagl keneler tarafindan nakledilmektedir (Shah-

Fischer ve Say 1989).
1.2. Theileriosis‘in Epidemiyolojisi

Theileriosisin epidemiyolojisinde; bdlgenin cografi konumu, hastaligin durumu,
vektorlerin biyolojisi ve mevsimsel aktiviteleri, konak ile hastalik etkeni arasindaki iliskileri
ve hastaligin yayilma yollarinin énemli rol oynadigi bildirilmektedir (Saymn 1985, Brown
1990). Theileriosis, Akdeniz havzasi (Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Anadolu yarimadasi),
Ortadogu, Orta ve Giliney Asya’da yaygin olarak goriilmekte ve yaklagik 250 milyon sigirt
tehdit etmektedir (Tait ve Hall 1990).

Theileria annulata’nin hayat siklusu kene ile sigir arasinda gegmektedir. Bunun
yaninda hastaligin olusumunda mandalarin rezervuar olarak da rol aldig1 diisiiniilmektedir
(Uilenberg 198la, 198lb, Pipano 1994). Hastalik, vektér kenenin ekolojik 6zelliklerinden
dolayr mevsimsel olarak seyretmekte, ancak yilin degisik mevsimlerinde de bazi sporadik
vakalarin olustugu gozlenmektedir (Neitz 1957, Uilenberg 1981a, 1981b, Flach ve Ouhellie
1992).

Theileria annulata’y1 15 Hyalomma tiirii dogal ve deneysel olarak nakletmekle birlikte
H. anatolicum, H. excavatum, H. dromedarii ve H. scupense (H. detritum) tiirleri en
onemlileri olarak kabul edilmektedir (Robinson 1982, Pipano 1994). Kenelerle nakil biyolojik
yolla olmakta ve transstadial olarak tasinmaktadir, yani keneler larva ya da nimf
donemlerinde enfekte hayvandan kan emerken aldiklari etkenleri, ancak kene gomlek
degistirip bir sonraki donemine (nimf ya da olgun) gectiginde omurgali konaklara
nakledebilirler (Pipano 1977, Gautam ve Dhar 1983, Karaer 1985). A¢ larvalar enfeksiyonu
higbir zaman nakledemezler. Larva sathasindan olgun sathaya nakil s6z konusu degildir. Yani
larva safthasinda enfekte bir konaktan beslenen kene, nimf safhasinda enfeksiyona duyarl
olsun olmasin kan emdigi son konaga etkenleri vererek eriskin safhada steril hale gecer

(Bhattacharyulu ve ark 1975, Samish ve Pipano 1976, Uilenberg 1981b). Dogada hastalik iki



veya ii¢ konakli Hyolamma tiirii keneler ile tasinmaktadir. Ug konakli keneler enfeksiyonu
nimf veya olgun evrelerinde verebildikleri halde, iki konakli keneler sadece olgun
donemlerinde nakledebilmektedir (Uilenberg 1981b). Bir¢cok kene tiiriiniin aksine Hyalomma
tirleri  hayvan  barinaklarma  adapte  olabilmekte = ve  biyolojilerini  burada
tamamlayabilmektedir (Uilenberg 1981a, Liebisch ve ark 1988, Sayin ve ark 1992). Sayimn ve
ark (1992), Ankara bolgesinde kis1 ahirdaki catlak ve yariklarda geciren H. anatolicum ve H.
excavatun tirlerine rastlamislar ve bunlarda degisik oranlarda Theileria etkeni tespit
etmislerdir. Bu nedenle hi¢ meraya ¢ikmayan hayvanlarda da enfeksiyonun goriildiigii rapor

edilmistir (Liebisch ve ark 1988, Sayin ve ark 2003).

Enfekte kene tarafindan verilen sporozoit miktari, 7. annulata’nin virulansi ve
hayvanin duyarlilig1t Theileria enfeksiyonunun siddetinin belirlenmesinde rol oynamaktadir
(Sergent ve ark 1945, Pipano 1974, Gill ve ark 1977, Flach ve Ouhelli 1992, Flach ve ark
1995). Bir aragtirmada, enfekte bir asinideki yalnmiz bir sporoblastta bulunan sporozoitlerin,
Theileria enfeksiyonunu olusturabilecek en diisiik miktar oldugu kabul edilmistir (Norval ve
ark 1992). Ayrica, T. annulata ile enfekte 1 veya 2 kenenin kan emmesi sonucu, hayvanlarda
hafif bir enfeksiyonun sekillendigi ve hayvanlarin Theileria enfeksiyonuna karsi bagisik hale
geldikleri bildirilmistir (Gill ve ark 1977). Bunun yaninda kene enfestasyonlarina karsi
direngli hayvanlarin, duyarli hayvanlara nazaran, Theileria enfeksiyonlarmin bulagsmasini

sinirlandirdiklar: bildirilmistir (Rubaire-Akiiki 1990, Norval ve ark 1992).

Theileria tiirlerinin sigirlar igin patojen oldugu kadar keneler i¢in de patojen oldugu ve
bu yiizden kenelerin de bu parazitlere kars1 diren¢ kazandiklar1 rapor edilmistir (Watt ve ark
2001). Kenelerin tiikiiriik bezi hiicreleri, fagositik hiicrelerinin zararh etkileri, bagirsaklarinda
bulunan katepsin enziminin parazitin yasamasi i¢in uygun ortam olusturmamasi, kenelerin
olumsuz ¢evre sartlarinda canli kalabilme ve uygun konak bulabilme ihtimalinin az olmasi, 7.
annulata’nin kenedeki gelisimi sirasinda karsilastigi engeller arasinda sayilabilmektedir

(Walker 1990).

Enfeksiyonun olusumunda hayvanlarin irk ozellikleri de 6nemli rol oynamaktadir.
Kiiltiir sigir wrklari, yerli ve melez sigir irklarina gore enfeksiyona daha duyarhidirlar
(Uilenberg 1981b, Brown 1990). Melez ve yerli si@ir irklarinda hastalifin  olusup
olusmamasinin verilen sporozoit miktarina bagli oldugu, buna karsilik Holstein 1rki sigirlarin
sporozoit dozuna bagli olmaksizin siddetli derecede hastalifa yakalandiklar1 belirlenmistir

(Preston ve ark 1992, Glass 2005, Glass 2012). Geng¢ hayvanlar, aldiklar1 maternal
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antikorlardan ve diisiik diizeyde kene enfestasyonuna maruz kalmasindan dolayi, yaglilara
oranla hastaliga daha az yakalanmaktadir (Flach ve Ouhelli 1992, Norval ve ark 1992, Flach
ve ark 1995). Theileriosisin epidemiyolojisinde tasiyicilik durumu en 6nemli faktérlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Sergent ve ark 1945, Norval ve ark 1992). Enfeksiyonu
atlattiktan sonra vektor keneleri enfekte edebilen hayvanlar tasiyict  olarak
tanimlanmaktadirlar (Sergent ve ark 1945). Bir hayvanin tasiyict olup olmadigi kan
dolagiminda piroplazmik formlarin goriilmesi ile tayin edilmektedir. Tasiyiciligi devam
ettirilebilmesi, lenfositlerde bulunan sizontlarin diisiik diizeyde ¢ogalmasi ve piroplazmik
formlarin diizenli olarak bdliinmesi ile miimkiindiir (Norval ve ark 1992). Kesin bir siire
belirtilmemis olsa da portdrliigiin yillarca devam edebilecegi (Young ve Leitch 1981), enfekte
kenelerin bulundugu endemik bdlgelerdeki hayvanlarin omiir boyu tasiyict kalabilecegi

bildirilmektedir (Liebisch ve ark 1988, Norval ve ark 1992).

Theileriosisde gametlerin eritrositlerde bulunan piroplazmik formlardan olustugu ve
bunlarin keneler i¢in enfektif oldugu kabul edilmektedir (Mehlhorn ve Schein 1984). Ancak,
piroplazmik formlarin kan dolasiminda en az 3 giinii gegirdikten sonra gamet olabilecegi ve
bundan sonra parazitemi yiizdesine bagli olmaksizin keneleri enfekte edebilece§i rapor
edilmektedir (Norval ve ark 1992). Flach ve Ouhelli (1992), Fas’ta yaptiklar1 bir ¢caligmada,
tastyict hayvanlardan kan emen H. scupense (H. detritum)’un larva ve nimflerinin enfekte
olduklarini ve takip eden theileriosis mevsiminde duyarli hayvanlara enfeksiyonu verdiklerini
ortaya koymuslardir. Bundan dolay1 hastaligin naklinde en énemli faktoriin portér hayvanlar
oldugu ve tlilkemizde de vektor kenelerin enfeksiyonu bu sekilde naklettigi ortaya konmustur

(Sayin ve ark 1992, Angin 1996).

Theileriosisin kontrolii i¢in gelistirilecek miicadele programlarinin hazirlanmasinda
cografik bolgelerin endemik stabiliteleri de dnemli rol oynamaktadir (Neitz 1957, Norval ve
ark 1992). Endemik stabilitelerin s6z konusu oldugu durumlarda konak, etken ve vektor
dengeli bir sekilde bir arada bulunmakta ve klinik enfeksiyonlar nadiren goriilmektedir.
Endemik instabilite durumunda ise, bu denge bozularak epidemik enfeksiyonlar ortaya
cikmaktadir (Norval ve ark 1992). Endemik olarak stabil bolgelerdeki hayvanlarda yiiksek
diizeyde kene enfestasyonu vardir ve 6 ayliktan biiyiik hayvanlar tasiyict durumdadir. Klinik
enfeksiyonlar 6 ayliktan kiigiiklerde ve bolgeye disaridan getirilen duyarli hayvanlarda
gozlenmektedir. Ancak, gen¢ hayvanlarin maternal antikorlara sahip olmalar1 ve diisiik
diizeyde kene enfestasyonuna maruz kalmalari, bu hayvanlarin Theileria enfeksiyonlarini
hafif diizeyde atlatmalarin1 saglamaktadir (Neitz 1957, Norval ve ark 1992). Endemik olarak
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instabil bolgelerde ise, klinik enfeksiyonlar her yas grubundaki hayvanlarda gézlenebilmekte
ve oldukea yliksek oranda dliimlere sebep olmaktadirlar (Norval ve ark 1992). Bu nedenle
endemik stabilitenin oldugu bdlgelerde kene miicadelesinin gereksiz hatta zararli oldugu
belirtilmektedir (Uilenberg 1981b, Norval ve ark 1992). Genellikle yerli hayvan
popiilasyonunun fazla bulundugu ve yiiksek diizeyde kene enfestasyonunun oldugu bolgeler,
endemik olarak stabil kabul edilmekte ve bu gibi bdlgelere ekzotik hayvanlarin sokulmasinin,
var olan endemik stabilitenin bozulmasina ve bolgenin instabil hale gelmesine sebep olacagi
kabul edilmektedir (Liebisch ve ark 1988, Perry ve ark 1990). Enfeksiyonun prevalansinin
diisiik, insidensinin diisiik, orta veya yiiksek diizeyde olmasi, enfeksiyondan biitiin yas
gruplarindaki hayvanlarin etkilendigi durumlarda boélgenin instabil oldugu, prevalansin
yiiksek, insidensinin diisiik ve sadece gen¢ hayvanlarin enfeksiyondan etkilendigi bolgelerin

stabil olarak kabul edildigi bildirilmistir (Norval ve ark 1992).
1.2.1. Tiirkiye’de Tropikal Theileriosis’in Epidemiyolojisi

Tropikal theileriosis iilkemiz sigirlarinda biitiin cografik bolgelerde goriilmekte ve
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Saym ve ark 2003). Kapadokya bolgesinde
yapilan bir ¢alismada tropikal theileriosisin bolgede iki yi1lda toplam 598,133 amerikan dolar1
ekonomik kayiba yol agtig1 saptanmistir (Inci ve ark 2007).

Ulkemizde hastaligin iklim kosullarina ve vektdr kenelerin aktivitelerine bagh olarak,
Nisan- Kasim aylar1 arasinda gozlendigi ve bu kenelerin aktivitesinin arttigi Haziran-Temmuz
aylarinda en yiiksek seviyeye ulastig1 bildirilmistir (Saym ve ark 1991, 1992, 2003). Tropikal
theileriosisin vektorleri olarak bilinen kene tiirlerinden Hyalomma anatolicum, H. excavatum,
H. scupense (H. detritum), ve H. marginatum’unun Tiirkiye’nin biitiin iklim bolgelerindeki
sigirlarda bulundugu rapor edilmistir (Kurtpmar 1954, Mimioglu 1954, Merdivenci 1969,
Hoffman ve ark 1971, Sayin ve ark 1991, Angin 1996, Aktas 2004).

Tirkiye’de theileriosis ile ilgili arastirmalar yapilmis ve yayimlanmistir. Tiirkiye nin
farkli bolgelerindeki sigirlarda goriilen theileriosisin en énemli protozoer hastaliklardan biri
oldugu ve hastaligin diger kan protozonlarina goére daha yiiksek oranda bulundugu
bildirilmistir (Mimioglu ve ark 1971, 1972, Unsiiren 1976, Dumanli ve Ozer, 1987, Sayin ve
ark 1990, 1992, 1997, Aktas ve ark 2004, inci ve ark 2008, Cigek ve ark 2009). Erkut (1967),
Ege bolgesinde yaptigr bir calismada sigirlarda yaz aylarinda gozlenen atesli hastaliklar

icerisinde theileriosisin %43,2 oraninda oldugunu belirlemistir.
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Tirkiye’de sigirlarda theileriosisin  yayginlhigir perifer kan ve lenf frotilerinin
mikroskobik bakisi, serolojik testler ve molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmistir.
Mikroskobik bakiya dayali yapilan ¢aligmalarda, hastaligin yaygmhgi Ic Anadolu’da %17,87
(Goksu 1959), %94,32 (Ozcan 1961), %67 (Unsiiren 1976), Karadeniz bolgesinde %22,85
(Mimioglu 1955), %20 (Goksu 1970), %32,8 (Dinger ve ark 1991), %17,44 (Agic1 1995), Ege
bolgesinde %43,2 (Erkut 1967), Marmara bolgesinde %23,18 (Tiizer 1981), Giineydogu
Anadolu bolgesinde %52,90 (Dumanli ve ark 2004) oranlarinda belirlenmistir.

Eren ve ark, 1995 yilinda yaptiklar1 calismada, Tiirkiye’nin bes farkli bolgesinde
tropikal theileriosis’in seroprevalansini belirlemek amaci ile Indirek Floresan Antikor Testi
(IFAT) yontemini kullanmiglardir. Calisma sonuglarina gore hastaliga en yogun olarak
Glineydogu Anadolu bolgesinde rastlanmistir (%91,4). Bunu Karadeniz bolgesi %46,8, Ege
bolgesi %40, Marmara bolgesi %33,3 ve I¢ Anadolu bolgesi %29,0 takip etmistir. Bati
Karadeniz Bolgesinde ise %11.56’lik oranla en yaygin olarak T. buffeli/orientalis grubuna
bagli etkenlere rastlanirken, 7. annulata %1.28’lik oranla ¢ok diisiik diizeyde tespit
edilebilmistir (Altay ve ark 2008).

Dumanli ve ark (2005) Dogu Anadolu Bélgesinde yer alan Elazig, Malatya, Bingol,
Mus, Van, Erzincan, Erzurum, Kars, Adiyaman, Diyarbakir, Sanliurfa il ve ilgelerinde 1500
civarl sigirda PCR teknigini kullanarak 7. annulata’nin prevalansimi belirlemislerdir. Elde
edilen sonuclar hastaligin en yaygin olarak Diyarbakir (%74.6), Sanlurfa (%60.3), Elazig
(%60.2), Bingdl (%61.7), Mus (%58.7), Adiyaman (%43.1) ve Van (%27.8) illerinde, en az
oranda ise Erzurum, Kars ve Erzincan (%]1.4-6) illerinde goriildiigiinii ortaya koymustur.
Erzincan yoresindeki sigirlarda 7. annulata ve T. buffeli/orientalis’ in yayginligi Reverse Line
Blotting (RLB) teknigi ile arastirilmis %15.45 oraninda 7. annulata, %9,76 oraninda ise 7.
buffeli/orientalis’e rastlanirken ii¢ 6rnekte miks enfeksiyon tespit edilmistir (Altay ve ark
2007). Sanhurfa’da IFA testi kullanilarak 191 6rnek test edilmis ve %72.25 oraninda tropikal
theileriosis saptanmistir (Sevgili ve ark 2010). Dogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan farkli bir
calismada ise 7. annulata ve iyi huylu theileriosis etkenlerinin (7. sergenti/buffeli/orientalis)
yaygimligimi belirlemek iizere 2004 yilinda toplanan 252 kan 6rnegi PCR ile incelemistir. Bu
orneklerde 7. annulata’nin oran1 %39 (99/252) ve 1yi huylu theileriosis etkenlerinin oran1 %7
(18/252) olarak tespit edilmis ve aynmi hayvanlar iizerinden H. anatolicum, H. excavatum,

Rhiphicephalus (=Boophilus) annulatus, R. bursa ve R. sanguineus keneleri toplanmigtir

(Aktas ve ark 2006).
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Vatansever ve Nalbantoglu (2002) Ankara ili Polath ilgesinde nested PCR, IFAT ve
mikroskopik baki yontemleriyle Theileria annulata yaygimhigim belirlemek tizere yaptiklari
caligmalarinda sirasiyla %61,2, %44,9 ve %31,3 oranlarinda prevalans saptamislardir.
Tirkiye’de sigirlarda 7. buffeli’nin varlig1 Vatansever ve ark (2003a) tarafindan Ankara’da ve
Inci ve ark (2003) tarafindan Kayseri’de ortaya konmustur. Vatansever ve ark (2003a)’nin
yaptig1 arastirmada Ankara’da 10 ilgede 250 sigirin 124’ RLB ile Babesia/Theileria pozitif
bulunmustur. S6z konusu ¢alismada RLB ile T. annulata, T. buffeli, B. bigemina, B. bovis ve
B. divergens’in yaygihgi sirastyla %41,6, %13,6, %5,2, %3,6, %3,2 olarak saptanmiglardir.
Inci ve ark (2003) ise Kayseri yoresinde 100 adet sigira ait kan 6rnegini RLB metoduyla

incelemisler ve 44 sigirda T. annulata, 12 sigirda ise T. buffeli/orientalis saptamiglardir.

Kayseri yoresi sigirlarinda goriilen Theileria ve Babesia tiirlerinin aragtirilmasi
amaciyla RLB ve mikroskopik baki yontemlerinin kullanildig: bir baska ¢alismada ise (i¢a ve
ark 2007a) mikroskopik bakiyla incelenen 337 sigir kan 6rneginin %15,1°1 Theileria spp. ve
Babesia spp. yoniinden pozitif bulunmus, RLB ydntemiyle bu hayvanlarin %18,1’inin
T. annulata, %0,9’unun T. buffeli/orientalis tasiyicisi oldugu saptanmistir. Ica ve ark (2007b)
Kayseri yoresinde sigirlar1 enfeste eden kene tiirlerinin ve bu kenelerde bulunan Theileria ve
Babesia tiirlerinin saptanmasina yonelik olarak 300 sigirdan ve bu sigirlarin barinaklarindan
1160 adet ixodid kene toplamislardir. Kenelerin tiir identifikasyonu yapilmis ve buna gore
Rhiphicephalus (=Boophilus) annulatus (%26,37), Hyalomma marginatum (%21,12),
Rhipicephalus turanicus (%18,7) en yaygin tiirler bulunmus, diger tiirler yayginlik sirasiyla
H. anatolicum, Haemaphysalis parva, H. scupense (H. detritum), H. excavatum, R. bursa,
Dermacentor marginatus, Haemaphysalis sulcata ve R. sanguineus olarak saptanmistir.
Toplanan keneler tiirlerine gore ayrilarak 43 adet kene havuzu olusturulmus ve her bir havuz
RLB testi ile Babesia ve Theileria tirlerinin varlig yoniinden incelenmistir. Kene
havuzlarinda enfeksiyon oranlar1 B. bigemina % 14, T. annulata %9,3, %1,2 Babesia sp.
olarak saptanirken, 7. annulata ve B. Bigemina'min birlikte seyrettigi miks enfeksiyon

oraninin %2.3 oldugu belirlenmistir.

Ege bolgesinde IFA testi kullanilarak yapilan caligmalarda hastaligin bolgede %40.0
ve %31.0 oranlarinda goriildiigii belirlenmistir (Eren ve ark 1995, Eren ve ark 1998) Aysul ve
ark (2008)’nin yaptig1 bir ¢calismada Aydin ili si§irlarinda 7. annulata’nin yayginligi IFA testi
ile degerlendirilmistir. Calismada tropikal theileriosise karst asilanmis ve asilanmamis iki
farkli grup degerlendirilmistir. Piroplasm antijeni kullanarak hastalik sezonunda asilanmig
olan grupta 77/202 (%38,1), diger grupta ise 24/205 (%11,7) hayvanda seropozitiflik tespit
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edilmistir. Bu ¢alismada arastirma odaklarinda ve hayvanlar iizerinden toplam 1248 adet kene
toplanmistir. Tiir identifikasyonu sonucunda en sik goriilenden aza dogru H. scupense (H.
detritum), H. anatolicum, H. marginatum, R. sanguineus ve R. annulatus keneleri tespit
edilmistir. Sahadan toplanan H. detritum kenelerinde enfeksiyon oranlarina bakilmis ve %10
ila %50 arasinda farkli oranlar tespit edilmistir. Ege bdlgesinde Aydin, Izmir ve Manisa
illerinde yapilan bir baska ¢alismada ise (Bakirci ve ark 2012) Hyalomma soyuna baglh
H. anatolicum, H. excavatum, H. scupense, H. marginatum ve H. rufipes tiirii kenelere
rastlanmistir. Aydin ve yoresinde ise sigirlardaki kenelerin yayginligi H. marginatum %48.28,
H. excavatum %25.27, H. scupense (H. detritum), %17.72 ve H. anatolicum %]1.24 olarak
saptanmigtir (Bakirc1  2009). Dogu Bolgelerine oranla Ege Bolgesindeki sigirlarda
H. marginatum ve H. excavatum’un en yaygin kene tiirleri oldugu tespit edilmis, barinak
duvarlarindan toplanan keneler incelendiginde ise Aydin’da %91.43’liikk oranla en yogun

olarak H. scupense’e rastlamistir (Bakirc1 2009, Bakirci ve ark 2012).

Aydin ve yoresinde tropikal theileriosis etkenleri nakleden kenelerin yasam dongiisii
yaz doneminde disi kenelerin yumurtlamasiyla baslar. Yumurtadan ¢ikan ag¢ larvalar konaktan
kan emdikten sonra gomlek degistirerek a¢ nimfe doniisiirler ve ayn1 konakta kan emmeye
devam ederler. Doyan nimfler konagi terk ederek kis donemini gecirecekleri barinaklarin
catlak ve yariklarinin derin kisimlarina yerlesir. Mayis-Haziran gibi havanin 1sinmaya
basladig1 ilkbahar doneminde bulunduklar1 yerde gomlek degistirerek a¢ olgun haline gelerek
uygun konagi aramaya baglarlar. Konak {izerinde kan emme esnasinda disi ve erkek keneler
ciftlesirler. Yaklasik bir haftalik kan emme siiresini tamamlayan disi keneler topraga diiserek
yumurtlar ve yasam dongiislinii tamamlar. Bu keneler larva ya da nimf sathasinda etkeni

alarak bir sonraki yasam doneminde kan emme esnasinda paraziti konaga naklederler.
1.3. Theileria annulata Yasam Dongiisii

Theileria annulata, gelisimini omurgali konak ile Ixodidae ailesine bagli kenelerde
stirdiiren zorunlu hiicre i¢i parazittir. 7. annulata’nin vektor kenelerde ve omurgali konakta
birbirinden morfolojik olarak farkli gelisme basamaklarini iceren kompleks bir yasam
dongiisii bulunmaktadir (Sekil 1.2.). Parazitin yasam ¢emberini omurgali konaktaki sizogoni
ve merogoni asamalar1 ile vektor kenelerdeki gametogoni ve sporogoni asamalari

olusturmaktadir (Uilenberg 198la, Dinger 1985).
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1.3.1. Omurgah Konaktaki Gelisme

Theileria tirlerinin yagam dongiisli larva veya nimf asamasindaki enfekte kenelerin
konak sigir iizerinde kan emmesiyle baslamaktadir (Samish ve Pipano 1978, Shaw ve ark
2002). Enfekte kene tarafindan son konaga aktarilan 7. annulata sporozoitleri kenenin
tilkiirik bezi salgisiyla inokulasyonundan sonra, etkenler lokal lenf yumrularmma geger.
Sporozoitler hareketsizdirler ve konak hiicresine giriste aktin veya miyozinin rolii yoktur. Bu
durum lenfoidlere penetre olan sporozoitler kadar eritrositlere giren merozoitler icin de
gecerlidir. Parazit her orientasyonda hiicre i¢ine girebilme yetenegine sahiptir. Sporozitlerin
ve merezoitlerin konak hiicresine girmesi adeta fermuar dislerinin birbirine uyumu gibi
baglanma gostermektedir. Sporozoitin sekretor organellerinin sekresyona baslamasi yalnizca
parazit hiicre i¢ine girdikten sonra gerceklesmektedir (Fawcett ve ark 1984, Shaw ve ark
2002). Theileria tiirlerinin sporozoitleri ¢cok kisa bir siire i¢inde (sigirlara nakledildikten 10-30
dakika sonra) lenfositler igine girerek trofozoit halini alirlar ve ¢ekirdek boliinmesi gegirerek,
caplart 10-15 p’nu bulan ¢ok c¢ekirdekli makrosizontlar1 olustururlar. Bunlar enfeksiyonu
takip eden 5. giinden itibaren lenf yumrusu biyopsilerinde goriilebilir (Neitz 1957, Gautam ve
Dhar 1983, Anon 1984, Mehlhorn ve Schein 1984, Levine 1985). Theileria buffeli
enfeksiyonlarinda sizontlar 6-20. giinler arasinda lenfositler i¢inde goriiliir ve hiicrenin
boyutunun biiyiimesine neden olmaktadir (50-200pm) (Uilenberg ve ark 1985). Buna karsilik
diger Theileria tiirlerinin makrosizontlar1 konak hiicresinin (lenfosit) transformasyonuna ve
boliinmesine neden olmaktadirlar. Bunun sonucunda enfekte lenfositler mitotik yolla
boliinerek biitiin lenf dokusuna yayilirlar. Baslangic safthasinda sizontlar, oldukca biiyiik ve
bazen de diizensiz sekilde ve 1,9 um biylikliigline varan kromatin graniillerine sahip
olmaktadir. Bunu enfeksiyonun 8-10’uncu giinlerinde ¢ekirdeklerinin biiyiikliigii yaklasik 0,8
um kadar daha kiiciik olan merozoit sathasi takip etmektedir. Olusan merozoitler, hiicreyi
parcalar ve serbest kalan merozoitler eritrositleri istila eder. Merozoitler genellikle oval,
yuvarlak ve virgiil seklindedirler. Bu sekillerin 7. annulata’da %20-30’unu virgiil, %70-
80’nini oval veya yuvarlak formlar teskil eder. Bunlar, eritrositler i¢inde, sizogonik boliinme
ile gelismelerine devam ederek eritrositlerin %90 nin1 enfekte edebilirler (Gautam ve Dhar
1983, Anon 1984, Mehlhorn ve Schein 1984, Levine 1985). Theileria annulata sigirlarda
retikiiloendotelial sistemde monosit ve B lenfositler icinde, kanda eritrositler i¢inde bulunur

(Spooner ve ark 1989, Shaw 2002).
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1.3.2. Vektor Kenede Gelisme

Kenelerle bulasmada etkenin nakledilebilmesi i¢in parazitin kenede gelisimini
tamamlamis olmas1 gerekmektedir (Karaer 1985). Theileria tiirlerinin kenelerle nakli
transstadialdir (Pipano 1965, Uilenberg 1981a, Gautam ve Dhar 1983, Levine 1985). Kene
yumurtadan sonraki gelisme dénemlerinden birinde (larva, nimf) aldigi etkeni, ancak diger
doneminde (nimf, olgun) nakledebilir (Pipano 1965, Bhattacharyulu ve ark 1975, Levine
1985). Dogal sartlarda, 7. annulata’yr tasiyan keneler 2-3 konakli olup, H. scupence
(=detritum) 2 konakl (Karaer 1985), H. anatolicum, H. excavatum ise 3 konaklidir (Yukari
1993). Keneler kan emerken eritrositlerle birlikte piroplazm formlarin1 alirlar. Bunlardan
halka formlar1 kene bagirsaginda gelisir, iplik seklinde 10-12pm uzunlugunda mikrogametler
(T.annulata’da tek T. parva’da iki kuyruk goriilir) ve 5- 6um ¢apinda yuvarlak
makrogametler meydana gelmektedir. Altinci giinde makrogametin mikrogamet tarafindan
dollenmesi ile kenenin bagirsak epitel hiicrelerinde zigotlar olusmakta, 12. giinde ise zigotlar
hareketli kinetler haline doniismektedirler (Schein 1975, Gautam ve Dhar 1983, Mehlhorn ve
Schein 1984). Kenenin enfekte olmasindan 17 gilin sonra kinetler hemolenf yoluyla, aktif
hareketleri sayesinde, 2. ve 3. tip asini hiicrelerine girerler. Bu hiicrelerde kinetler
yuvarlaklasir, ¢ekirdegi boliinerek sporontlari olustururlar. Keneler gomlek degistirdikten
sonra sporontlardan sporoblastlar gelisir, a¢ kenenin kan emmeye baglamasindan 3 giin (2-4
giin) sonra 7. annulata’nin enfeksiyon olusturma kabiliyetine sahip sporozoitleri sekillenir ve
kan emme esnasinda omurgali konaga nakledilir (Gautam ve Dhar 1983, Mehlhorn ve Schein

1984, Levine 1985).
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Sekil 1.2. Theileria annulata’nin yasam dongiisii (http://www.theileria.org’dan modifiye edilmistir).
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1.4. Theileria annulata’nin Genomu

Theileria annulata, 8.35Mb biiyiikliigiinde bir niikleer genoma sahiptir ve neredeyse
tamamen ayni olan dort adet haploit kromozom igermektedir (Pain ve ark 2005). Theileria
annulata ve T. parva kenelerdeki sporozoit donemi hari¢ haploit genoma sahiptir. Niikleer
genom disinda apikoplast ve mitokondriyal genom da bu parazitlerde bulunmaktadir.
Theileria annulata’nin apikoplast genom dizilimi hala belirlenebilmis degildir. Fakat

mitokondriyal genom 6,3 kb (kilo baz) uzunlugunda olup lineer tiptedir (Feagin, 2000).

1.5. Tropikal Theileriosis’te Klinik Bulgular ve Patogenez

Theileriosiste klinik bulgularin siddeti, Theileria tlrlerinin virulansina, alinan
sporozoit miktarina, konagin tiirlere karst duyarhiligina, yas, gebelik ve laktasyon gibi
faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir (Barnett 1968, Gill ve ark 1977, Flach ve ark
1995, Sayin ve ark 1999, 2000). Theileria annulata enfeksiyonlarinda, mortalite oraninin
endemik bolgelerde kiiltiir sigir rklart icin %90, yerli sigir wrklari igin de %35 civarinda
seyrettigi bildirilmistir. Theileria annulata enfeksiyonu, goriilen klinik belirtilere gore hafif,
perakut, akut, subakut ve kronik olarak smiflandirilmaktadir (Neitz 1957). Sigirlarda
theileriosisin klinik bulgular1 enfekte kenenin kan emmesinden, ortalama 15 (8-25) giin sonra
ortaya ¢ikmaktadir (Levine 1985). Perakut vakalarda, hastalia duyarli hayvanlarda
enfeksiyonun alinmasindan sonraki ii¢ ila bes giin igerisinde 6liim goriiliir. Hastaliga karsi
bagisik hayvanlarda (pasif ya da asilanma sonucu) ise klinik bulgular hafiftir veya hig

goriilmez ve hayvanlarda kendiliginden iyilesme goriilmektedir (Pipano 2006).

Kenenin kan emmeye baslamasindan ortalama iki hafta sonra (8-30 giin) yiiksek ates
(40,0 - 42,0 °C) goriiliir. Atesin goriilmesinden bir ila iki giin 6ncesinde kenenin kan emdigi
taraftaki yiizeysel lenf yumrularinda biiylime sekillenir ve bu lenf yumrularindan hazirlanan
biyopsi Orneklerinde hipertrofik lenfositler, monositik hiicreler ve sizontlar tespit edilir.
Yiiksek ates ve diger lenf yumrularinda biiyiime 3 hafta boyunca devam eder. Kanda ilk
piroplazmik formlar sizontlarin olugsmasindan 5-8 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir (Neitz 1957,

Norval ve ark 1992).

Theileriosisli hayvanlarda en sik goriilen klinik bulgular yiiksek ates (40,0 — 42,0°C),
istahsizlik, kilo kaybi, lenf yumrularinda biiylime, mukoza ve konjunktivalarda baslangicta

hiperemi, sonralari solgunluk ve petesiyel kanamalar, Oksiirik ve anemidir. Hastaligin
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ilerleyen donemlerinde beden sicaklifinin normalin altina diismesi, mukozalarda ikterus,
dehidratasyon, koyu siyah renkte, yapiskan kivamda ve katran goriiniimiinde digki ve gebe
hayvanlarda abort goriiliir (Mimioglu ve ark 1971, Uilenberg 1981a, b, Dhar ve ark 1988,
Norval ve ark 1992, Zhang 1991, Pipano 1994, Sayin ve ark 2000, Omer ve ark 2003, Dabak
ve ark 2004). Oliimciil vakalarda parazitemi oraninin %80’e yiikseldigi, %10-15 oranindaki
parazitemilerde ise iyilesmenin gozlendigi belirlenmistir. Genellikle hayvanlarin 4-8 hafta
sonra tam olarak iyilestikleri goriiliir. Tam olarak iyilesen hayvanlarin eritrositleri icinde az
miktarda piroplazmik formlar goriilmektedir ve bu hayvanlar parazite uzun siire tasiyicilik

yaparlar (Gill ve ark 1977).

Theileriosisli sigirlarda laboratuvar bulgulart ise hastaligin seyri ve siddetine gore
degisiklik gostermektedir. Kanin pihtilasma yeteneginde, total eritrosit sayisinda, hemoglobin
konsantrasyonu ve hematokrit diizeylerinde azalma ve tipik bir trombositopeni Onemli
hematolojik bulgulardir (Can ve Aslan 1984, Giil ve ark 1991, Dhar ve ark 1998, Gokge ve
ark 1998, Saym ve ark 2000, Omer ve ark 2002, Dabak ve ark 2004). Hastaligin
baslangicinda 16kopeni goriildiigli, hastaligin ilerledigi durumlarda ise 16kositoz sekillendigi
bildirilmektedir. Serum aspartat amino transferaz (AST) aktivitesi ile bilirubin, kolesterol ve
total sialik asit konsantrasyonlarinin arttigi, albumin, total protein, kalsiyum ve trigliserit
konsantrasyonlarininda azaldigi bildirilmistir. Serum iire diizeyinin istisnalar diginda normal
diizeylerde oldugu bildirilirken, serum kreatinin diizeyinin ise azaldig1 bildirilmistir (Laiblin

1978, Saundhu ve ark 1998, Omer ve ark 2003, Karagenc ve ark 2005).

Theileriosisli hayvanlarda histolojik ve immuno-sitokimyasal metotlarla yapilan
caligmalarda, enfeksiyondan sonra miyeloid orijinli sizontla enfekte hiicrelerin direkt olarak
bolgeyi drene eden lenf yumrusuna gog¢ ettigi ve bunu takiben lenf yumrusunun 6demli,
bliylimiis ve hemorajik bir hal aldig1 goriilmiistiir (Forsyth ve ark 1999). Sizontlar ile enfekte
olan konak hiicrelerinin metastatik o6zellige sahip oldugu ve bu oOzelligin matriks
metallopreteinaz ile iliskili oldugu belirlenmistir. Buna bagl olarak invazyon ve doku hasari
meydana geldigi belirlenmis ve bu 6zelligi ile theileriosis kansere benzetilmistir (Inci ve ark
2012). Bu metastaz 6zelligine bagl olarak enfeksiyondan iki hafta i¢erisinde sizontla enfekte
hiicreler tiim viicuda yayilir ve tiim organlarda biiyiimeler gériiliir. Ozellikle karaciger,
adrenal bezler, timus, dalak ve peyer plaklarinda lezyonlar meydana gelir. Hastaligin ilerleyen
sathalarinda abomasum mukozasinda 1.5 cm capinda {ilserler ile bobrek ve karacigerde gri-

beyaz odaklara rastlanir (Gill ve ark 1977, Uilenberg 1981b, Pipano 1994).
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1.6. Tropikal Theileriosis’te Bagisiklik

Theileria annulata’nin omurgali konakta hem hiicre i¢i (sizont, piroplazm) hem de
hiicre dis1 (sporozoit, merozoit) formlar1 goriiliir. Buna bagli olarakta konak bagisiklik sistemi
parazitin yasam dongiisiindeki farkli donemlerine ait antijenlerle karsilagmakta ve bu da
icerisinde hem humoral hem de hiicresel komponentleri iceren heterojen bir yanita sebep
olmaktadir (Boulter ve Hall 1999). Her iki durumda da enfeksiyondan kurtulan hayvanlarda
homolog suslara karsi tam, heterolog suslar ile reenfeksiyonlara karsi ise kismi bir bagisiklik
gelisir (Hall 1988). Theileria annulata tarafindan olusturulan primer enfeksiyonu atlatan
hayvanlarda daimi tasiyicilik (carrier state) durumu sekillenir (IThan ve ark 1998). Tasiyicilik
klasik anlamiyla, enfekte olduktan sonra iyilesen bir hayvanin vektor keneler i¢in rezervuarlik
olusturmasini ifade eder. Ilhan ve ark (1998) arastirma bulgularini, tasiyiciligin parazitin
yalnizca piroplazm formlarina degil; sizont formlarma da ilgili olduguna delil saymustir.
Theileria annulata enfeksiyonlarinda makrofajlara ve natural killer hiicrelere bagli dogal
bagisiklik mekanizmalarinin parazitin sporozoit, makrosizont ve merozoit gibi degisik yasam
devrelerinin proliferasyonuna dogrudan etki ettigi gosterilmistir. Enfekte hiicreler, enfekte
olmamus sitostatik makrofajlar1 aktive ederek bu hiicreler tarafindan reaktif oksijen ve nitrojen
bilesikleri ile TNF-o gibi bazi1 faktorlerin salmmasma ve bu sayede enfekte hiicrelerin
baskilanmasina neden olmaktadir (Preston ve Brown 1988). Dogal o6ldiiriicii (Natural Killer;
NK) hiicreler de uyarilarak IFN-a salgilanmasi yoluyla makrosizontla enfekte hiicreleri yok
etmektedirler (Preston ve ark 1983). NK hiicreleri ayn1 zamanda enfekte hiicreler tarafindan
salgilanan sitokinler yardimi ile IFN-y iiretimi i¢in uyarilarak, enfekte olmamis makrofajlarda
nitrik oksit (NO) iiretimini kuvvetlendirici bir etki yapabilmektedir (Preston ve ark 1999).
NO’in in vitro kosullarda makrosizontlar ile enfekte hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi
ve apoptozisi indiikledigi, bu sayedede merozoitlere farklilasmay1 engelledigi gosterilmistir
(Richardson ve ark 1998). Ayni zamanda, NO in vitro ortamda hiicrelerin sporozoitler ile
invazyonunu engelledigi gosterilmis (Visser ve ark 1995). Theileria annulata
infeksiyonlarinda makrofajlar ve natural killer hiicreler dogal ve kazanilmis bagisikligin
sinerjik olarak sekilenmesinde rol oynamaktadir. Ozellikle sitostatik ve sitotoksik etkiye sahip
NO’i iireten makrofajlarin bagisikliktan sorumlu oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarla

gosterilmistir (Visser 1995, Richardson ve ark 1998, Ayerdem ve ark 2006).
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1.7. Tropikal Theileriosis’in Tanisi

Sigirlarda theileriosisin tanisi; klinik bulgular, kan frotisinde ve lenf yumrusu
biyopsisinde parazitin mikroskobik olarak goriilmesi, parazite karsi olusan antikorlarin ve
antijenlerin serolojik yoOntemlerle ortaya konmasi ve molekiiler tekniklerle kullanilarak

yapilmaktadir (Anon 1984, Stiller 1990).

1.7.1. Klinik ve Mikroskopik Tam

Tropikal theileriosis’in endemik olarak goriildiigli bolgelerde tani genellikle klinik
bulgular 1518inda makroskobik bulgular ve yaz aylarinda hayvan iizerinde goriilen kene
varligina dayanarak yapilmaktadir. Laboratuvar sartlarinda ise Giemsa ile boyanmis lenf
yumrusu ya da karaciger biyopsilerinde sizontlarin (sekil 1.3.) goriilmesi ve/veya kan
frotilerinin mikroskopik bakisinda eritrositler icerisinde etkenin piroplazmik formlarinin
(sekil 1.4.) goriilmesi ile yapilmaktadir (Goksu 1985, Pipano 1994). Alinan biyopsilerden
yapilan slirme preparatlar1 degerlendirirken akut, kronik vakalar1 ve tasiyici hayvanlari ayirt
etmek kolay degildir. Ayrica lenf biyopsilerinde makrosizontlarin azurofilik graniiller gibi
artefaktlarla karistirllmamasi gerekmektedir (Lawrence ve ark 1994). Yayma kan frotilerinin
mikroskopik bakisinda, genel olarak 7. annulata’nin piroplazmik formlar1 orta boyda
yuvarlak, oval sekilde olmasi, 7. parva’da kiigciik ve ¢omak, 7. mutans’ta oval ve ¢ubuk,
T. taurotragi’de uzun, cubuk benzeri formlarin goriilmesi disinda, Theileria tiirlerini
birbirinden ayirmak zordur (Anon 1984). Ayrica hastalik esnasinda piroplasmlarin bu
formlar1 degiskenlik gostermekte ve etkenin ayirici tanisina olanak vermemektedir (Uilenberg
1981). Hastalig1 atlatan hayvanlar tasiyict haline gelirler ve vektor keneler i¢cin Onemli
enfeksiyon kaynagi olustururmaktadirlar. Ancak tasiyici hayvanlarin Giemsa ile boyanmis
kan frotilerinde etkenin piroplazmik formlarmin goriilmesi zaman ve deneyim

gerektirmektedir (Brown 1990).
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50.0 pm

Sekil 1.3. Giemsa boyali lenf yumrusu biyopsi siirme preparat goriintiisii. 7. annulata

makrosizontlar1 ok isaretleriyle gosterilmistir (orijinal).

oo

- s .

e

50.0 ym

Sekil 1.4. Giemsa ile boyali kan frotisi. 7. annulata piroplasm formlar1 ok ile gosterilmistir

(orijinal).
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1.7.2. Serolojik Tam

Theileria annulata enfeksiyonlarina karsi olusan spesifik antikorlarin belirlenmesi igin
Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Komplement Fiksasyon (CF), Enzim Bagiml
Immunosorbent Testi (ELISA), Hemagliitinasyon Inhibisyon (HI), indirekt Hemaglutinasyon
(IHA) gibi serolojik testler kullanilmaktadir (Pipano 1974, Dhar ve Gautam, 1977ab, Kachani
ve ark 1994).

Giliniimiizde en yaygin ve giivenilir serolojik tan1 yontemleri IFAT ve ELISA’dir. Bu
testler olduk¢a duyarli, spesifitesi yiiksek ve yapilabilirligi genellikle kolaydir. Bu teknikler,
epidemiyolojik ¢aligmalarda endemik instabilite ve stabilitenin belirlenmesinde kriterlerden
biri olan antikor prevalansini dlgmede ve asiya karsi olusan antikor yanitini belirlemede
siklikla kullanilmaktadir (Pipano 1974, Anon 1984, Cakmak 1987, Dinger ve ark 1991, Sayin
ve ark 1991, 1992, 1994 Dargout 2006). Ancak ¢esitli Theileria tiirleri (T. parva, T. annulata,
T. mutans ve T. taurotragi) arasinda belli derecelerde ¢apraz reaksiyon goriilmesi testin
duyarliligin1 olumsuz yonde etkilemektedir (Burridge ve ark 1974). Ayn1 zamanda, Babesia
bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale ve A. centrale gibi diger bazi apikompleksa
anacinda yer alan parazitlerle capraz reaksiyon verebilmektedir (Burridge ve ark 1974, Kocan
ve ark 2000, Molad ve ark 2006). Bunun yaninda uzun siireli tagiyicilik durumlarinda kanda
piroplazmik formlar bulunmasina ragmen, antikorlar her zaman tespit edilememektedir

(Pipano 1974).

ELISA, IFA testine kiyasla daha duyarli olusu, ayn1 anda ¢ok sayida Ornegin
incelenebilmesine olanak saglamasi ve daha ucuz bir yontem olmasi nedeniyle daha avantajh
bir testtir (Kemeny ve Chantler 1988). Parazitin omurgali konaktaki farkli yasam dénemlerine
(sporozoit, sizont, meroziot/piroplasm) oOzgii antijenler belirlenerek ELISA testinde
kullanilmaktadir. Bu antijenler arasinda, sporozoit yiizey antijeni; SPAG-1 (Hall ve ark 1992,
Williamson ve ark 1989), merozoit rhoptri antijeni; Tamr-1 (Shiels ve ark 1994), 32 kilo
dalton (kDa) meroziot ve piroplasm yiizey antijeni; Tams-1 (Shiels ve ark 1995), T. annulata
yiizey antijeni; TaSP (Schnittger ve ark 2002, Renneker ve ark 2009, Mohamed ve ark 2012),
sizont ylizey antijeni; TaD (Schneider ve ark 2004), sizont proteini; TaSE (Schneider ve ark
2007), mitokondriyal HSP70; TamtHSP70 (Schnittger ve ark 2000) yer almaktadir.
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1.7.3. Molekiiler Tam

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler enfeksiyona neden olan etkenlerin molekiiler
diizeyde belirlenmesine olanak saglamistir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesine
paralel olarak, cesitli yontemlerle sigir ve kenede parazit DNA’sinin ortaya konulmasina
yonelik teknikler (DNA hibridizasyon, PCR) gelistirilmis ve enfeksiyonun %100’e yakin
dogrulukta ortaya konulmasini olanakli kilmistir (Norval ve ark 1992, Ilhan 1995).
Giiniimiizde bu teknikler hastalik etkenlerinin tanisinda vazge¢ilmez birer ara¢ olmuslardir.
Parazit DNA’smin ortaya konmasi ilkesine dayanan PCR testi, Theileria ve Babesia tiirlerinin
duyarli ve 6zgiil bigimde tanisin1 saglamaktadir (Kok ve ark 1993, d’Oliveira ve ark 1995,
Calder ve ark 1996, d’Oliveira ve ark 1997, Martin-Sanchez ve ark 1999, Sparagano 1999,
Sparagano ve ark 1999). Son yillarda, T. annulata’nin teshisinde bir¢cok farkli PCR metodu
kullanilarak hem vektor kenelerde (d'Oliveira ve ark 1997b, de Kok ve ark 1993) hem de
omurgali konakta (d'Oliveira ve ark 1995, Ilhan ve ark 1998, Shayan ve ark 1998, Gubbels ve
ark 1999, Martin-Sanchez ve ark 1999) parazitin teshisi yapilmaktadir. PCR tekniginde
kullanilan primerler 18S ssu rRNA (ribozomal RNA’nin kii¢iik alt iinitesi) (de Kok ve ark
1993, Tlhan ve ark 1998, Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001), T. annulata major
yiizey proteini (Tams-1) (d'Oliveira ve ark 1995, Martin-Sanchez ve ark 1999, Kirvar ve ark
2000), 1s1 sok protein 70 (HSP70; heat shock protein 70) (Shayan ve ark 1998), beta tubulin
(B-tubulin) (Caccio ve ark 2000) ve mitokondriyal sitokrom genlerini (Criado ve ark 2006,

Bilgic ve ark 2010) ¢ogaltarak parazitin teshisine olanak saglamistir.

Aktas ve ark (2002) Tiirkiye’de ilk defa 7. annulata’nin tanmisinda PCR yontemini
kullanmislardir. 7. annulata enfeksiyonlarinin tanisinda mikroskobik baki, IFAT ve nested
PCR yontemlerinin karsilastirilmasina yonelik yapilan bir calismada; bu tan1 yontemlerinden
Nested PCR tekniginin diger iki tam1 yontemine gore daha duyarli ve 6zgiil oldugunu

bildirilmistir (Vatansever ve Nalbantoglu 2002).

Son yillarda tek tiiriin varhigmmi ortaya koyan klasik PCR tekniginin
modifikasyonlarindan biri olan multiplex-PCR (mPCR) metodu kan parazitlerinin teshisinde
kullanilmaya baglanmistir (Harris ve ark 1998, Zarlenga ve ark 2001). Klasik PCR metoduna
gore bu teknigin avantaji birden fazla etkeni es zamanli olarak tespit edebilmesidir (Henegariu
ve ark 1997, Markoulatos ve ark 2002). Kirsehir yoresi sigirlarinda yapilan bir ¢alismada

mPCR teknigi kullanilarak es zamanli olarak 7. annulata ve T. buffeli/orientalis varligina
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bakilmistir (Orkun ve ark 2012). Bilgi¢ ve ark (2013), ayn1 teknigi kullanilarak, 7. annulata,
Babesia bovis ve Anaplasma marginale yoninden 73 sigir kani inceleyerek miks

enfeksiyonlari tespit etmislerdir.

Son yillarda PCR ile hibridizasyonun birlikte kullanildigi Reverse Line Blotting
(RLB) teknigi parazitolojide kullanim alani bulmustur. Bu metot farkli kan parazitlerinin ayn1
anda teshis edilmesini miimkiin kilmistir (Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001, ica ve
ark 2004, Oura ve ark 2004). Bu yontemde Theileria ve Babesia tiirlerinin 18S ssu rRNA
geninin bu tiirler arasinda farklilik gosteren V4 bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltilip, daha
sonraki basamakta c¢ogaltilan Ornekler bu degisken bolgeye baglanan 6zel oligoniikleotid
problarin  bulundugu membran iizerine konularak tiir ayirimi yapilmaktadir. Yapilan
caligmada, RLB hibridizasyonu ile belirlenen 18S ssu rRNA geninin duyarliliginin
T. annulata i¢in 3 parazit / pl kan (Gubbels ve ark 1999) oldugu belirlenmistir. Bu yontem ile
sigirlarda goriilen yedi Theileria (T. annulata, T. parva, T. mutans, T. taurotragi, T. velifera,
Theileria sergenti/buffeli/orientalis grubu ve T. sinensis) ve Uc¢ Babesia (B. bovis,

B. divergens ve B. bigemina) tiiriiniin teshisi yapilabilmektedir.

Theileria annulata’nin teshisinde kullanilan bir diger yontem ise restriksiyon enzimi
ile kesilen bolgelerinin boy farkliliklarinin (RFLP; restriction fragment length polymorphism)
belirlenmesinde kullanilan DNA problaridir (Ben Miled ve ark 1994). Caccio ve ark. (2000)
B-tubulin geninin amplifikasyonuna dayali PCR-RFLP analizi ile iki Theileria ve yedi
Babesia tiiriiniin; Spitalska ve ark. (2004) ise 18S ssu rRNA geninin amplifikasyonuna dayali
RFLP testi ile vektor ve konaklarda 7. lestoquardi ve T. annulata tlrlerinin ayrimini
gerceklestirmistir. RFLP metodu teshis disinda parazit popiilasyon genetigi ¢aligmalarinda da
kullanilmaktadir. Bu metot kullanilarak Bahreyn, Hindistan, italya, Moritanya, Portekiz,
Ispanya, Sudan, Tunus ve Tiirkiye’den alman T. annulata izolatlarinin Tams1 geni DNA
dizilimlerinin karsilastirildigr bir c¢alismada, ayni cografi bolge izolatlar1 arasinda da

T.annulata Tams1 geninin belirgin bir polimorfizm gosterdigi belirlenmistir (Gubbels 2000).

Son yillarda yapilan popiilasyon genetigi ¢aligmalarinda ise RFLP yonteminden daha
ziyade genom lizerinde bulunan pespese sirali tekrarli niikleotid bolgeler (tandem bdlgeler)
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilarak ornekler arasindaki farkli popiilasyonlar

daha etkili analiz yontemleri ile belirlenebilmektedir (Weir ve ark 2007).
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Yukaridaki molekiiler yontemlere ek olarak LAMP teknigi T.annulata’nin teshisinde
kullanilmistir (Salih ve ark 2008, Liu ve ark 2013). Bu yontem kimi kaynaklara gore PCR
metoduna gore daha duyarh olarak bildirilmekte (Isaki ve ark 2007, Salih ve ark 2008, Liu ve
ark 2013) iken yapilan bazi caligmalarda esit duyarlikta olduklar1 (Ikadai ve ark 2004,
Alhassan ve ark 2007) bildirilmistir.

1.8. Tedavi

1970’11 yillara kadar tropikal theileriosis tedavisinde etkili bir etken madde
bulunamamasi nedeniyle hastalik yliksek mortaliteyle seyretmekteydi. Theileriosise karsi ilk
etkili bilesikler 8-aminoquinoline’lar olarak gosterilmis, ancak hastaligin tedavisinde ilk
onemli bulus 7. parva’ya karst chlortetracycline’lerin  koruyucu aktivitesi olmustur
(Neitz,1953). In vitro kiiltiir sistemlerinin gelismesiyle, cok sayida ila¢ denenerek ilk defa bir
hidroxynaphtoquinone bilesigi olan menoctone’un anti-theilerial etkisi tespit edilmistir
(McHardy ve ark 1976). Daha sonra yapilan c¢aligmalarda Schein ve Voigt (1979) anti-
coccidial bir ila¢ olan halofuginone hydrobromide’in 7. annulata ve T. parva’ya karst da
etkili oldugunu gostermislerdir. Bu calismalar dogrultusunda 7. annulata ile iliskili sigir
theileriosisine kars1 1,2 mg/kg dozda ve oral yolla verilen halofuginone hydrobromid’in
sigirlardaki ilk klinik bulgular1 ortadan kaldirdigi ve lenf yumrularindan hazirlanan stirme
frotilerde sizontlar1 tamamiyla yok ettigi belirlenmis, ancak ilerlemis olgularda niikslerin
olusabildigi gozlemlenmistir (Mchardy 1984). Halofuginone’in hydrobromid tuzunun suda
kolaylikla erimemesi nedeni ile tedavide ideal bir ila¢ kombinasyonu olusturmadigi, ancak
halofuginone’un kolay eriyen laktat tuzunun oral olarak 48 saat arayla 1.2 mg/kg dozda
verilmesi etkenin sizont formuna etkili oldugu tespit edilmistir. Halofuginone’un etki
mekanizmas1 bilinmemekle birlikte, theileriosisli sigirlarda enfekte lenfositlerin patlamasi
sonucu serbest kalan sizontlarin tamamen dejenerasyonuna neden oldugu, eritrositler
igersindeki piroplazmik formlarma karsi etkisiz oldugu bildirilmektedir (Mchardy 1984,
Giiralp 1985). Ayrica ilag siklikla sindirim sistemi bozukluklarina neden oldugundan tercih

edilmemektedir. (Mchardy 1985).

Bu gelismeleri, menoctone analoglar1 olan parvaquone (McHardy ve ark 1983) ve
buparvaquone (McHardy ve ark 1985) izlemistir. Tropikal theileriosis’in tedavisinde
naphthoquinone’lar (parvaquone-buparvaquone) parazitin hem makrosizont, hem de

piroplasm donemlerine etki etmekte ancak parazitleri tamamen elimine edememektedir.
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Ayrica naphthoquinone’lar hastaligin baslangic safhasinda uygulandiginda etkili olmakta,
hastaligin ilerlemis sathasinda ise tedavi basaris1 azalmaktadir. Theileria annulata’ya kars1 20
mg/kg dozda bir kez kas i¢i yolla uygulanan parvaquone’un etkili oldugu bildirilmektedir
(Mchardy 1984, Giiralp 1985). Parvaquone’un 48 saat arayla 10 mg/kg dozda kas ici yolla
uygulanabildigi ve bu tedavi sonunda hasta hayvanlarin klinik olarak iyilesmedigi durumlarda
ayni ilacin belirtilen dozda tekrar1 Onerilmektedir (Hashemi-Fesharki 1991). Yapilan
caligmalarda, buparvaquone’un (2-trans (4-t-butylcyclohexyl-methyl)-3-hydroxy- 1,4-
naphthoquinone) 7. annulata’dan ileri gelen sigir theileriosisine karsi kiiratif ve profilaktik
amagla kullanilan en etkili anti-theilerial ilag oldugu rapor edilmistir (Dhar ve ark 1986,
Gautam ve ark 1987, Unsiiren ve Kurtdede 1988, Dolan ve ark 1992, Giil ve ark 1992, Singh
ve ark 1993, Saruhan ve ark 2008).

Hydroxynaphthoquinone grubunda bulunan buparvaquone’un parazitin elektron
transport sistemine etki etmesi ve plazmada yarilanma siiresinin uzun olmasi 7. annulata’dan
ileri gelen s1g1r theileriosisinin tedavisinde etkin olarak kullanildig: rapor edilmistir (Hudson
ve ark 1985, Kinabo ve Bogan 1988). Hastaliga ait bulgularin goriildiigi ilk giinlerde 2,5
mg/kg dozda kas i¢i yolla uygulanan buparvaquone 7. annulata’nin hem piroplazm hem de
sizont formuna kars1 etkili olmaktadir. (Morgan ve McHardy 1986, McHardy ve ark 1987).
Hasta hayvanlarda istah ve beden sicakliginin normale dénmedigi durumlarda 48 saat sonra
ayni dozda ikinci bir uygulama gerekebilmektedir. (Dolan ve ark 1992, Mishra ve ark 1993).
Alternatif olarak 5 mg/kg buparvaquone’un tek doz olarak uygulanabilecegi de
bildirilmektedir (Singh ve ark 1993). Dhar ve ark (1987a), 2,5 mg/kg dozda buparvaquone’un
kas i¢i yolla uyguladigi, sigirlarin ¢ogunda beden sicakliklarinin {i¢ giin i¢inde normal
degerlere ulastigini, piroplazm ve sizont formlarinin sayilarinin azaldigin1 ve piknotik hal
aldigini, 6 — 15 giin iginde hayvanlarin tamamen 1iyilestiklerini, piroplazm ve sizont
formlarinin ise tamamen ortadan kalktigini bildirmektedirler. Mchardy ve Hudson (1984),
T. annulata ile deneysel enfekte hayvanlara denemenin onuncu giiniinde 2,5 mg/kg dozda
buparvaquone uyguladiklar1 hayvanlarda iki glin sonra belirgin bir diizelmenin goriildiigiinii
ve calismanin sonunda hayvanlarin tiimiiniin iyilestigini rapor etmektedirler. Hastaligin
ilerlemis evrelerinde immun sistemde ¢ok genis bir yilkimlanma olmasi nedeniyle ilaci birkag
kez uygulamak gerekmektedir. Ayrica, enfekte hayvanlarin tekrar eski verimlerine dénmeleri

uzun siire alabilmektedir.
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Buparvaquone’un parvaquone’a oranla daha etkili oldugunun saptanmasi, ilacin
parazit etkenine kars1 gosterdigi yiiksek etkisi ve giivenilirligi nedeniyle son yillarda en
yaygin kullanilan anti-theilerial ilag olmustur. Giinlimiizde firmalar tarafindan {iretilen gesitli
ticari isimler altinda buparvaquone etken maddeli ¢ok sayida ila¢ bulunmaktadir (Butalex,
Buparvon, Theilerol vb). Ilacin bu kadar yaygin kullanimi, yaninda bazi olumsuzluklar1 da
beraberinde getirmektedir. Hayvanlarda bulunan mevcut parazit populasyonlarinin stirekli
ayni ilaca maruz kalmasi zamanla bu parazit populasyonlarinda ilacin etkisinden kurtulmak
icin altenatif yollar bularak diren¢ kazanmasina yol agabilmektedir (Sibley ve Hunt, 2003).
Son yillarda theileriosisin endemik oldugu bdlgelerde saha veteriner hekimlerinden gelen
bilgilere gore ilacin tedavide yetersiz kaldigi durumlar olmaktadir ve 7. annulata’nin
buparvaquone’a kars1 direng gelistirmis olabilecegi bildirilmektedir (Mhadhbi ve ark 2010,
Sharifiyazdi ve ark 2012) .

1.9. Tropikal Theileriosis’te Korunma ve Kontrol Yontemleri

Sigir theileriosisinin kontroliiniin kenelerle taginan diger hastaliklarda oldugu gibi,
hayvanlarin bakim kosullarinin iyilestirilmesi, endemik olarak instabil bolgelerde hayvan
hareketlerinin kontrol edilmesi, hastaliklara direngli sigir irklarimin gelistirilmesi, vektor

kenelerle miicadele ve asilama ile saglanabilecegi bildirilmistir (Brown 1990).

1.9.1. Vektor Kenelerle Miicadele

Sigir theileriosisinin kontroliinde en oOncelikli amaglardan biri duyarli hayvanlarin
vektor kenelerle karsilagmasini engellemektir. Bu amagla kenelerle yapilan miicadele
zamaninin se¢imi, vektoriin gelisme sathalarinin sigir iizerinde bulunma zamani ve siiresinin
belirlenmesi 6nem tasimaktadir (Pipano 1989a). Hyalomma soyuna bagh tiirler aktif olarak
konaklarin1 arayan ve/veya hayvan barinaklarinda da yasayan keneler olduklari i¢in kene
kontrolii, sigirlarin ve barinaklarin akarasidlerle ilaglanmasiyla yapilir (Brown 1990). Ancak
enfekte Hyalomma tiirlerinin T. annulata sporozoitlerini 48 saat gibi kisa bir siire iginde
nakletmesi nedeniyle, akarasid uygulamasinin hayvanlar ve ¢evreye zarar verebilecek siklikta
tekrarlanmasini gerektirmektedir (Anon 1984, Pipano 1989a). Diger taraftan yogun akarasid
kullanimi, kenelerde direng sekillenmesine, endemik olarak stabil bolgelerde kene
popiilasyonunu azaltarak bolgenin instabil hale gelmesine sebep olmaktadir. Bundan dolayz,
kene miicadelesinin sadece theileriosis yoniinden instabil oldugu bilinen bolgelerde yapilmasi

Onerilmektedir (Norval ve ark 1992).
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1.9.2. Direncli Irklarin Kullanilmasi

Kenelerle bulasan hastaliklarin kontroliinde gecerli olan metotlardan bir digeri ise
direngli irklarin gelistirilmesidir. Hem theileriosis hem de vektor kene enfestasyonuna direngli
irklarin kullanilmasi hastaligin kontroliinde 6nemli rol almaktadir (Brown 1990). Farkh
tilkelerde yapilan caligmalarda, Avrupa iilkelerinden ithal edilen sigir irklarmin yerli rklara
oranla tropikal theileriosis’e karsi daha duyarli olduklari goriilmiistiir (Hashemi-Fesharki
1988, Darghouth ve ark 1999). Hindistan’da ithal hayvanlarin sayis1 azaltarak tropikal
theileriosis’ in prevalansi diisiiriilmiistiir (Glass ve ark 2005). Bos taurus ve Bos indicus | Bos
taurus melezi (Sawihal) sigirlarda 7. annulata sporozoitlerinin farkli dozlar1 kullanilarak
deneysel enfeksiyonlar olusturulmus, gelisen klinik belirtilerin Bos taurus ki buzagilara
nazaran melez irkta doza bagli oldugu ve bununda Sawihal melezlerindeki irk direncine bagl
olabilecegi diisiilmiistiir (Preston ve ark 1992). Sudan’da yapilan bir diger deneysel
calismada, 7. annulata’nin letal dozlan ile enfekte edilen yerli Kenana irki ve Friesian 1rki
sigirlardan, Friesian irki sigirlarda %100 mortalite goriiliirken, Kenana 1rk1 sigirlarda bu oran
%22 olarak saptanmistir. Bunun da, Friesian irki sifirlara oranla Kenana irki sigirlarda
enfeksiyon esnasinda piroplasm parazitemisinin, %70 daha diisiik sizont parazitozunun olmasi
ve azalmis lokopeni ile iliskili olarak meydana gelen diisiik lenfoid doku hasartyla ilgili
oldugu soylenmistir (Bakheit ve Latif 2002). Direngli irklarin yetistirilmesinde kargilagilan en
onemli problem hem direcli hem de yiiksek verime sahip olan hayvanlarin seleksiyonu ve
yetistirilmesinin zorlugudur. Bu bakimdan dirence sebep olan genler belirlenebilir ve bu gen
bolgeleri yiiksek verimli irklara aktarilabilirse (Spooner ve Brown, 1991) hastalia baglh

gelisen ekonomik problemlerin azaltilmasi saglanabilecektir (Glass ve ark 2012).

Theileriosis’in miicadeledesinde bir diger 6nemli nokta ise hastaligin naklinde rol
oynayan vektor kenelerdir. Kene enfestasyonlarina karsi yetistiricilikte daha direngli 1irklarin
kullanilmasi hastaligin kontroliinde dolayli yoldan 6nem tasimaktadir. Yapilan bir caligmada
Bos indicus melezi sigirlarin Bos taurus 1rki sigirlara nazaran %10 ila %40 oraninda daha az
kene tasidiklar belirtilmistir (Campbell, 1978). Baska bir ¢alismada ise Burundi’de yiiksek
verimli kiiltiir itk sigirlar ile yerli Ankole sigir irk1 arasinda ¢aprazlama yapilarak melez bir
ik elde edilmis ve kene (0zellikle Rhipicephalus appendiculatus kenesi) enfestasyonlarina
karst1 Ankole/Sahiwal melezlerinin kayda deger oranda direngli olduklar1 gosterilmistir

(Moran ve ark 1996).
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1.9.3. Asillama

Giiniimiizde, canli ateniie T. annulata asis1 theileriosisin yaygin oldugu Israil, Iran,
Irak, Cin, Hindistan, Rusya, Ispanya, Tiirkiye ve Fas’ta ithal hayvan ve melezlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Brown 1990). As1 7. annulata sizontlar1 ile enfekte sigir
lenfositlerinin uzun siire hiicre kiiltiiriinde pasajlanarak patojenitelerinin ve merozoit
olusturma kabiliyetlerinin zayiflatilmasi esasina dayanmaktadir (Onar 1989, Pipano 1989a,
1989b, Brown 1990). Ateniiasyon orani yapilan pasaj sayist ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Parazitin attenliasyonu icin gerekli olan siirenin belirlenmesini saglayan her
hangi bir belirte¢ bulunmamaktadir. Bununla beraber farkli izolatlar arasinda tam bir
atteniiasyon icin gerekli olan zaman degisiklik gostermektedir (Hooshmand-Rad 1973, Pipano
1997). Tiirkiye’de uygulanmakta olan as1 7. annulata’nin Ankara susundan hazirlanmakta ve
her hayvana 10’ enfekte hiicre dozunda verilmektedir (Ozkog¢ ve Pipano 1981, Onar 1989).
Ateniie T. annulata asisi ile saha sartlarinda olusturulan bagisikligin kesin siiresi bilinmese de,
reenfeksiyonun olmadigi durumlarda, bu siirenin 1 ile 3.5 yil arasinda degistigi
bildirilmektedir (Pipano 1989b, Zablotsky 1990). Buna ragmen bazi hayvanlarda asilama
sonrasindaki donemlerde klinik theileriosis goriilebilmekte (Pipano ve Shkap 2006) ve yine

kullanilan doza bagli olarak kimi asilamalar sonrasinda yedi ay gibi bir donem sonunda

koruma olmamaktadir (Ouhelli ve ark 1994).

Ateniie T. annulata sizont asist ile asilanan hayvanlarda piroplazmik formlarin
sekillenmedigi; ancak bu hayvanlarin enfekte kenelere maruz kalmalar1 durumunda hayvanlar
hastalanmasa da piroplazmik formlarin olusabilecegi ve bu nedenle enzootik bolgelerde
uygulanan agilamanin theileriosisin eradike edilmesi i¢in yetersiz kalacagi bildirilmektedir
(Pipano 1989a, Pipano ve ark 1991). Diisiik pasajli sizont asilarinin hafif klinik reaksiyonlara
ve merozoit olusumuna neden olmasina ragmen, yiiksek pasajli asilardan daha uzun siireli bir

koruyucu bagisiklik sagladiklar1 bildirilmistir (Ouhelli ve ark 1989, Ilhan 1995).

Tiirkiye’de kullanilan atteniiye 7. annulata sizont asisinin sahadaki etkinliginin
arastirilmasina yonelik ¢ok sayida caligma yapilmistir. Karatepe (2000) asilama sonrasi
seropozitifligin 6 aydan itibaren azalarak 12 ay devam ettigini bildirmis, baska bir caligma
(Yaman 1998) ise seropozitifligin ortalama 3 ay siirdiigili, 4’lincii aydan itibaren azaldig
ortaya koymustur. Yine asilama sonrasi antikor seviyesinin 2’inci aydan itibaren azaldigi ve

bir yilin sonunda %?20,6’ya diistiigii bildirilmistir (Ag¢ict 2002). Nalbantoglu (1996) ise
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asilama sonrasi seropozitifligin 1-2 yas grubunda 12 ay devam ettigini, 2 yas listli hayvanlarda
ise 3’lincii aydan itibaren azalmaya bagladigini ve 7’inci ayda sifirlandigini belirlemistir. 2008
yilinda Aysul ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada ise asilama sonrasinda en fazla Nisan
ayinda %94,67 oraninda seropozitiflik gozlenirken bu oranin azalarak Aralik aymnda %15,52
seviyesine diistiigli belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada asili 10 hayvanda tropikal theileriosis
belirlenmis, bu hayvanlardan bir tanesi tedaviye ragmen Olmiistiir. Yapilan bu ¢alismalar

tropikal theileriosise karsi uygulanan asinin %100 koruma saglamadigini gostermektedir.
1.10. Tropikal Theileriosis’de ila¢ Direnci
1.10.1. Genel Bilgi

Tim diinyada, ozellikle az gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde yaygin olarak
paraziter enfeksiyon ve enfestasyonlar goriilmektedir. Insan ve hayvanlarda &nemli saglik
sorunlar1 olusturan parazitlere karsi ¢esitli koruma yontemleri ve ilaglar kullanilmaktadir.
Koruma yontemlerinin esasini asilama olusturmaktadir. Birgcok bakteri ve virlise kars1 basarilt
as1 uygulamalar1 olmasina ragmen parazitlere karsi1 etkin asilarin bulunmamasi anti-paraziter
ilaclarin 6nemini artirmaktadir. Kullanilan ilacin etkili olabilmesi i¢in konak hiicre igerisinde
yer alan parazite, oradan da parazit yapisindaki etki bolgesine ulasmasi gerekmektedir. Bu
sekilde ilaglarla kars1 karsiya gelen parazitlerde savunma miimkiin olmazken zamanla ilaca
maruz kalan parazitlerde direnc sekillenebilmekte ve tedavide dnemli zorluklara neden

olmaktadir.

Paraziter direng; Onerilen dozlarda uygulandiginda konaktaki parazit popiilasyonunun
blyiikk bir kismim1 elimine eden bir anti-paraziter ilaca kars1 zamanla o parazit
populasyonunda duyarsizligin sekillenmesi ve bunun kalitsal olmasi hali olarak
tanimlanmaktadir (Burgu ve Karaer 2005). Bir parazit dogal olarak ilaca karst direncli
olabildigi gibi, sonradan ilaglarla karsilasarak kendine degisik metabolik yollar bulup, ilag
etkisinden kurtulabilmektedir (Burgu ve Karaer 2005).

Tropikal theileriosis tedavisinde hidroksinaftokinon grubu parvaquone ve
buparvaquone 1980' 1i yillardan itibaren yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Coombs ve
ark 1997, Unsiiren ve ark 1988). Bu ilaglar etkilerini lenfoid hiicrelerdeki sizontlar veya
eritrosit i¢gindeki piroplasm formlar1 {lizerine gostermektedir. Bu ilaglarin tam olarak etki

mekanizmas1 anlasilamamis olsa da; yapisal benzerlikleri nedeniyle, etkisini Malarya ve
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Toxoplasma gondii tedavisinde kullanilan atovaquone'a benzer sekilde gosterdigi
diisiiniilmektedir (Mehlhom 2008) (Sekil 1.5.). Atovaquone'un etki mekanizmasi da tam
olarak kesinlik kazanmamis olmakla birlikte parazitin mitokondriyal i¢ zar {izerinde yer alan
sitokrom b {izerine etkiyerek, mitokondrial elektron transportunu inhibe ettigi ve mitokondrial
membranin kollabe olmasina neden oldugu yapilan c¢alismalarla desteklenmistir (Sherman

1998, Gebru ve ark 2006).

o o]
Qﬁt@ ’
H OH
Parvaguone G—CHg

Buparvaquone
Sekil 1.5. Antiprotozoer etkili hidroksinaftokinonlar (Mehlhom 2008).

Buparvaquone, 7. annulata'ya kars1 etkili ve gilivenilir olmasi nedeniyle hastalifin
tedavisinde Tirkiye de dahil theileriosisin endemik oldugu {ilkelerde yaygin kullanim alani
bulmustur (Coombs ve ark 1997). Fakat son yillarda ozellikle hastaligin endemik olarak
goriildiigli baz tlilkelerden 7. annulata’nin buparvaquone’a karsi direng kazanmis olabilecegi
ile ilgili caligmalar bildirilmeye baslanmistir. Bu ¢alismalar 2010 ve 2012 yilinda sirasiyla
Tunus (Mhadhbi ve ark 2010) ve iran (Sharifiyazdi ve ark 2012)’da yapilmistir. Her iki
calisma da sahada tropikal theileriosisli bazi hayvanlarin rutin buparvaquone tedavisine (2,5
ve 5 mg/kg) yanitsiz kaldigini bildirmistir. Tunus’ta yiiriitiilen ¢alismada tedavinin basarisiz
oldugu bir hayvandan parazit izolati elde edilerek deneysel enfeksiyon olusturmak ig¢in
kullanilmis ve enfekte edilen hayvanlarda buparvaquone tedavisinin yetersiz kaldigi ve bir
hayvanin araliklarla ii¢ buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda 6ldiigi bildirilmistir (Mhadhbi
ve ark 2010). iran’da Sharifiyazdi ve ark (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise
tekrarlayan buparvaquone tedavilerine ragmen 6len hayvanlardan parazite ait DNA 6rnekleri
elde edilerek, parazitte ilacin muhtemel baglanma bdlgelerini kodlayan mitokondriyal
sitokrom b geni mutasyonlar yoniinden incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda klinik

olarak direngli oldugu diisiiniilen parazit populasyonlarinda sitokrom b geni lizerinde iki farkli
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mutasyon saptanmig ve buparvaquone direnci ile ilgili olabilecegi bildirilmistir. Bu
calismalara ek olarak son yillarda Aydin ve ¢evresinde calisan veteriner hekimler tarafindan,
sahada buparvaquone’un tropikal theileriosise kars1 tedavide yetersiz kaldig1 ve tekrarlayan
buparvaquone enjeksiyonlarina ihtiya¢ duyuldugu seklinde bildirimler gelmektedir (Tiilin
KARAGENC, kisisel bilgi). Yapilan bu ¢aligmalar ve veteriner hekimlerden gelen bildirimler
T. annulata’da buparvaquone’a karsi bir direng gelismis olabilecegi goriisiinii destekler

niteliktedir.
1.10.2. Buparvaquone’un Etki Mekanizmasi

Hidroksinaftokinon grubu icerisinde yer alan buparvaquone’un tropikal theileriosis
tedavisinde parvaquone’a gore daha etkili oldugunun saptanmasiyla diinyada antitheilerial
olarak kullanilan en yaygin ila¢ haline gelmistir (McHardy ve ark 1985). Buparvaquone
etkisini, lenfoid hiicrelerdeki sizontlar veya eritrosit i¢indeki piroplasm formlar1 iizerine
gostererek, sizont ile enfekte lenfositleri parcalayip parazitin konak savunma sisteminden
yararlanmasini engellemektedir. Ancak ilacin etki mekanizmasi tam olarak kesinlik kazanmig
degildir. Bununla beraber buparvaquone’un ayni ilag grubu igerisinde yer alan ve yaygin
olarak malaria ve toxoplasmosis tedavisinde kullanilan atovaquone ile benzer -etki
mekanizmasina sahip oldugu diistiniilmektedir. Ayni ilag grubu igerisinde bulunmalar1 ve

biyokimyasal olarak yapilarinin benzer olmasi bu fikri desteklemektedir (Mehlhom 2008).

Hidroksinaftokinon grubu igerisinde yer alan bu ilaglar 19401 yillardan itibaren
arastirilmaya baslanmis ve mitokondriyal solunumu inhibe ettigi dngoriilmiistiir. ilerleyen
yillarda yapilan biyokimyasal ¢aligmalar i¢in mitokondrinin basariyla izole edilmesi, ilaglarin
etkisinin inceleme firsati bulunmus ve mitokondriyal elektron transport sisteminde yer alan

bc; kompleksini segici olarak inhibe ettigi gozlemlenmistir (Sherman 1998).

Mitokondri, tiim ¢ekirdekli memeli hiicrelerinde bulunan maternal kalitimli, ¢ift zarli
kendine ait DNA’s1 olan bir hiicre i¢i organeldir. Hiicre i¢i haberlesmede, planlanmis hiicre
Olimiinde, krebs ve trikarboksilik asit dongiisiinde ve lipid, amino asit, kolesterol, steroid ve
niikleotid metabolizmalarinda rol alir. Mitokondri, ayrica hiicrenin enerji metabolizmasinda
da temel islevi goriir (Chinnery ve ark 2006). Enerji, mitokondride cereyan eden sitrik asit
siklusu ve elektron transfer zinciri sonucunda tiretilmektedir (Saglam ve ark 2001). Sitrik asit
dongiislinde ortaya ¢ikan yiiksek enerjili molekiiller (Nikotinamid adenin diniikleotid; NADH

ve Flavin adenin diniikleotid; FADH,) ayn1 zamanda hiicre sitoplazmasinda glikolizis yoluyla
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da elde edilirler ve mitokondri matriksine elektron transport zincirine (Electron Transport
System; ETS) katilmak {izere nakledilirler. ETS, NADH ve FADH, gibi elektron
tagtyicilarinin verdikleri elektronlart mitokondri i¢ membraninda gomiilii olarak bulunan ve
ETS’de gorev alan dort protein kompleksi (NADH dehidrogenaz kompleksi-kompleks 1,
Siiksinat dehidrogenaz kompleksi-Kompleks II, Ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktaz-
Sitokrom bc; kompleksi- kompleks III, Sitokrom c oksidaz- kompleks 1V) tarafindan redoks
tepkimelerine sokularak ATP iiretiminin saglandigi sistemin adidir. Aktarilan bu elektronlar,
son elektron alicis1 oksijene varana kadar ETS elemanlar1 boyunca tasinirlar ve enerji
kaybederler. Elektronlarin verdigi enerji ETS elemanlar1 tarafindan protonlarin aktif
tasinmasinda kullanilir ve ETS elemanlarinin iizerinde bulundugu ¢ift kath fosfolipid zarinin
iki tarafinda potansiyel bir fark olusturulur. Bu potansiyel fark daha sonra ATP sentezi i¢in

kullanilir ki bu olay oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilir (Giiler 2006) (Sekil 1.6. ).

Membranlar aras:
_ bosluk

Sekil 1.6. Mitokondriyal i¢ membranda yer alan ETZ protein kompleksleri (Kompleks I, II,

III ve IV) ve ATP sentetaz (www.mustafaaltinisik.org.uk’den modifiye edilmistir).

Yapilan calismalarda atovaquone’un mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron
transfer proteinlerinden sitokrom bc; kompleks (Kompleks III)’inin yapisina katilan sitokrom
b lizerine etki ettigi gosterilmistir. Sitokrom bc; kompleksi, ubikoinol’den kompleks III ve IV
arasinda hareketli ¢6ziinebilen bir protein olan sitokrom c’ye elektron transfer etmekte ve

boylece mitokondri matriks ve membranlar arast bosluk arasinda elektrokimyasal bir
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potansiyel fark olusmaktadir. Komplekslerin her birinden matrikse dogru elektron akisi
saglanirken mitokondri matriksinden membranlar aras1 bosluga proton akis1 gercekleserek
ATP sentezinde 6nemli potansiyel fark olusumu (proton gradiyenti, membran potansiyeli)
saglanir. Mitokondri bu etkilesimi ATP sentezi ve enerji gerektiren metabolik olaylarda

kullanmaktadir (Trumpower 2004).

Apikompleksa kokiine ait protozoonlarda memeli mitokondrilerinde bulunan, elektron
transfer zincirinde gorev alan NADH dehidrogenazin bulunmamasi bu parazitlerde sitrik asit
dongiisiiniin de bulunmadigini gostermistir. Bu parazitlerde NADH dehidrogenaz gorevini
tistlenen 3 farkli dehidrogenaz bulunmaktadir (dihidroorotat dehidrogenaz, siiksinat
dehidrogenaz ve gliserol 3-fosfat dehidrogenaz). Elektron transferi icin gerekli olan
elektronlar bu dehidrogenazlardan saglanmaktadir (Zimmer 2000). P. falciparum’un
eritrositik formlarinin gelismesi esnasinda primidin sentezi hayati éneme sahiptir. Parazit
disarida sentezlenen hazir primidinleri kullanamamaktadir ve yasamlart icin gerekli olan
primidinleri kendisi bikarbonat ve glutaminden sentezlemek zorundadir. Parazit i¢in gerekli
olan primidinlerin sentezinde mitokondrial dehidrogenazlardan dihidroorotat dehidrogenaz rol
oynamaktadir. Bu enzim ETS’de gorev almakta ve elektron tasinmasinda ubikuinol (UQ)’iin
elektron alarak indirgenmesi gerekmektedir. (Painter 2007). Atovaquonun ubikuinol ile
benzer bir yapida olmasi, ilacin baglanma yerinin sitokrom bcl kompleksi iizerinde yer alan
UQ'iin oksitlenme (ylikseltgenme) yerinde (Qo bolgesi) oldugunu diisiindiirmiistiir (Gebru ve
ark 2006). Saccharomyces cerevisiae, bir ¢alismada model olarak kullanilmis, Qo bolgesi
inhibitorii olan stigmatellin ile atovaquone’un bodlgeye baglanmak i¢in yarigsma igerisine
girmesi ilacin Qo bolgesine baglandigi fikrini desteklemistir (Kessl 2003). Bu durum,
parazitin yasami i¢in kritik olan mitokondrial elektron transport zincirinin inhibe edilmesi ve
mitokondrial membranin kollabe olmasina neden olmaktadir (Sherman 1998, Gebru ve ark
2006). Ayrica, memeli mitokondrisinde yer alan sitokrom b yapisi ile Plasmodium tiirlerinin
kompleks III yapisinda bulunan Qo boélgesinin farkli yapida olmasi ilacin etkisini parazite

spesifik kilmaktadir (Vaidya ve ark 2005).
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1.10.3. Mitokondriyal DNA (mDNA)’nin Atovaquone ve Buparvaquone Direncindeki

Onemi

Mitokondri niikleus disinda DNA'ya sahip tek organel olup, ilk kez 1963'de Nass ve
arkadaslari, mitokondri igerisinde DNA karakteristiginde fiberlerin varligin1 gdstermis,
1981'de de Anderson ve arkadaslar1 tarafindan genom dizisi tam olarak tanimlanmistir.
Hayvansal mitokondrial DNA (mDNA), kiiciik, halkasal, ¢ift sarmal yapida c¢iplak bir DNA
molekiiliidiir. Uzunlugu memelilerde yaklasik olarak 16.6 kb cifti kadardir ve aerobik
solunumla ilgili genleri tasimaktadir (Chinnery ve ark 2006). Omurgalilarda 22 tane tRNA, 2
tane rRNA, oksidatif fosforilasyon ve elektron tasima sisteminde gorev alan proteinleri
kodlayan 13 tane mRNA olmak iizere toplam 37 tane gen bdlgesi bulunmaktadir. Bunlardan
13" solunum zincirindeki yapisal proteinleri (NAD dehidrogenaz, sitokrom c oksidorediiktaz,
sitokrom c oksidaz, ATP sentetaz) kodlarken, ikisi RNA ve 22'si ise tRNA genlerini
kodlamaktadir (Ruokonen ve ark 2001).

Memelilerde bulunan mDNA her biri kendi basina replike olabilen hafif (L) ve agir
(H) zincirden olusmaktadir. Sadece bir tane 1.1 kilo baz cifti biiylkligiinde kodlama
yapmayan, mDNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunun baglamasi ve diizenlenmesinde
gorev alan D — loop ad1 verilen kontrol bdlgesini tasimaktadir (Ruokonen ve ark 2001). Bu
bdlge agir zincirin replikasyonunu kontrol eder ve iki zincir i¢in de promotor bolge roliinii
oynar. mDNA' nin ¢ekirdek DNA'sindan bagimsiz replikasyon ve transkripsiyon sistemi
olmasia ragmen mDNA'nin replikasyon ve transkprisyonu ig¢in gerekli enzimler, ¢ekirdek
DNA's1 tarafindan sentezlendiginden, mDNA tam bir otonomiye sahip degildir (Taanman

1999).

Apikompleksa kokiine ait protozoonlarin sahip oldugu mDNA bugiline dek rapor
edilmis en kiiclik mitokondriyal genomdur (Weiss 2007). Bu parazitlerin icerdigi mDNA
genelde insanlardaki gibi sirkiiler veya lineer yapidadir. mDNA'nin gen igerigi, organeldeki
kopyalarinin sayis1 ve organizasyonu organizmaya gore farklilik géstermektedir (Lau 2008).
Bu parazitlerde organelin sahip oldugu genom yaklasik olarak 6 kb kadardir ve elektron
tranfer zincirine ait sadece 3 proteini kodlamaktadir (Weiss 2007). Bu proteinler sitokrom ¢
oksidaz'in 1 ve III nolu alt birimi ile sitokrom bcl kompleksinin sitokrom b alt birimidir
(Krungkrai 2004, Weiss 2007). Buna ek olarak mDNA'nin ribozomal RNA'y1 kodladigi da

saptanmistir. Plasmodium ve Theileria tiirlerinde tRNA geni bulunmamaktadir. Bunlara
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bakilarak mitokondrinin ihtiyaci olan proteinlerin sitoplazmada sentezlenip organele
gonderildigi diisiincesi sekillenmistir (Zimmer 2000). P. falciparum, P. vivax, ve Babesia
bovis'de 6 kb T. parva 7,1 ve T. annulata 6,3 kb lineer tip mDNA saptanmistir. Toxoplasma
gondii 6 kb (Feagin, 2000), B. bigemina 6.2 kb, B. equi 9 kb sirkiiler tip mDNA' ya sahiptir
(Lau 2008).

Apikompleksa kokiine ait protozoonlarda mitokondrinin yapisi, parazitte bulunan
miktar1 ve fonksiyonel 6zellikleri parazitin bulundugu ortama yani bulundugu konaga gore
modifiye olmustur. Bu protozoonlarda mitokondriler genellikle basit yapili, ¢ift membranli ve

tubuler yapida kristaya sahip organellerdir (Weiss 2007).

Plasmodium falciparum'an aseksiiel trofozoit (eritrosit disi form) ve seksiiel
formundan (eritrosit i¢i form) elde edilen elektron mikrograf goriintiileri incelenmis ve iki
formda farkliliklar saptanmistir. Aseksiiel trofozoit formunda bir adet ¢ift membranli ve
sadece bir veya iki kristaya sahip mitokondri saptanirken, seksiiel formda tek bir parazit
icerisinde bir¢ok krista yapist bulunduran ¢ok sayida (4-8 adet) mitokondri saptanmistir
(Learngaramkul ve ark 1999, Krungkrai 2004). Bu farkliliklara bakilarak parazitin
sivrisinekteki yasama adapte olmasinda daha fazla enerjiye gereksinim duydugu ve bu
nedenle seksiiel formda daha fazla mitokondri bulunuyor olabilecegi diisiiniilmektedir

(Krungkrai 2004).

Plasmodium  falciparum'un aseksiiel ve seksiiel formlarinda mitokondrinin
aktivasyonu ile ilgili olarak yapilan bir c¢alismada elektron transfer zincir kompleks
proteinlerinin dlgtimleri her iki parazit formu i¢in de yapilmis ve aseksiiel formda yaklagik 8-
10 kat daha az oldugu saptanmistir. Calismanin devami olarak sitokrom b geni aymi parazit
formlarindan amplifiye edilmis ve yine aseksiiel formda ii¢ kat daha az oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglar seksiiel parazit formunun mitokondriyal aktivitesinin daha fazla oldugu goriistinii

desteklemistir (Learngaramkul ve ark 1999, Krungkrai 2004).

Theileria annulata mitokondriyal DNA’sinda bulunan sitokrom b geni linear, 6.5 kb
biiyiikliigiinde, kompleks III yapisinda bulunan sitokrom b proteinini kodlayan, tek kopyali
bir gendir (Hall ve ark 1990, Megson ve ark 1991). Buna karsin her mitokondride 2—-10
mitokondriyal DNA bulunabilecegi bildirilmistir (Wiesner 1992). Theileria tiirlerinin
sporozoitlerinde bir tane ve krista icermeyen tipte mitokondri bulundugu saptanmig (Jura ve

ark 1983, Lau 2008), fakat bunun digindaki sizont ve piroplasm donemlerinde bulunan
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mitokondri sayisi ya da her mitokondride bulunan mitokondriyal DNA sayisi
belirlenmemistir. Yapilan ¢aligmalar 7. parva'nin eritrosit i¢i formunda iki adet, kristaya sahip
olmayan mitokondri (Conrad 1986) ve T. sergenti piroplasmlariin ¢ok sayida mitokondri

ithtiva ettigini gostermistir (Uchida ve ark 1985).

mDNA molekiiliiniin evrim hizi1 niikleer DNA molekiiline goére 10-20 kat daha
fazladir. Bunun sebebi mDNA molekiiliiniin oksijen radikallerine daha fazla maruz kalmasi,
niikkleer DNA molekiiliinii koruyucu histon kilifin ve tamir sistemlerinin yoklugudur. Bu

ylizden mDNA mutasyonlara niikleer DNA’ya kiyasla daha agiktir (Alberts ve ark 1989).

Atovaquone’un sitokrom bcl kompleksinde yer alan sitokrom b’yi etkilemesi ve
mDNA’nin mutasyonlara agik olmasi ilaca karsi olusan direng ile ilgili yapilan ¢alismalarda
sitokrom b genine mercek tutulmasmi saglamistir. Bu alanda yapilan bir¢ok calismada
sitokrom b geni {lizerinde tekli veya ¢oklu nokta mutasyonlar1 tespit edilmis ve bazilari
atovaquone direnciyle iligkili bulunmustur (Kessl ve ark 2006, Gebru ve ark 2006, Fisher ve

ark 2012).
1.10.4. Atovaquone ve Buparvaquone Direnci

Apikompleksa kokiine ait protozoonlara karsi tedavide kullanilan ilag ¢esidinin sinirh
olmasi, bu paraziter hastaliklarla sik karsilagilmasi ve ilaglarin diinya genelinde yaygin olarak

kullanilmast sonucunda direng gelisimi kaginilmaz olmustur (Coombs ve ark 1997).

Atovaquone diinyanin en oldiriicii hastaliklar1 arasinda yer alan, yilda yaklagik 1-3
milyonu oliimle sonuglanan ve diinya genelinde 500 milyon klinik vakanin yasandigi malarya
etkenlerine kars1 yogun olarak kullanilmasinin yaninda (Krungkrai, 2004) apikompleksa
kokiine ait bircok protozoonun (Plasmodium, Toxoplasma, Babesia) tedavisinde de
kullanilmaktadir (McFadden ve ark 2000). Malarya tedavisinde Ozellikle tek bagina
kullanilmaya baglanmasiyla ilaca karsi parazitlerde hizla direng gelismis ve tedavide
basarisizliklara neden olmustur. Yapilan bir caligmada tedavi edilen hastalarin %30'unda

hastalikta niiksler yasanmistir (Coombs ve ark 1997).

Atovaquone’a kars1 parazitlerde diren¢ olusumunda ilacin yaygin kullanimin yani sira
yavas baglanma kapasitesi ve yiiksek lipofilik etkisi nedeniyle parazitin daha uzun siire ilaca

maruz kalmasinin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Gebru ve ark 2006). Ayrica ilacin
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sitokrom bcl kompleksini inhibe etmesiyle reaktif bir oksijen olan semikuinon iiretimi
artmakta ve parazit mDNA'sinda mutasyonlara neden olmaktadir. Bu olumsuz etkiyi ortadan
kaldirabilmek i¢in atovaquone-proguanil kombinasyonu (Malaron) kullanilmaya baglanmastir.
Proguanil ile kullanildiginda mitokondriyal membran kollapsi elektron transfer zincirinin
inhibe edilmesinden daha cabuk sekillenmekte ve olasi mutasyon riskini azaltacagi

diisiiniilmektedir (Rosenthal 2001).

Plasmodium tiirlerinde ve T. gondii lizerinde yapilan g¢alismalarda atovaquone’un
baglanma bdlgesini kodlayan sitokrom b geni {izerine yogunlasilmis ve hastaligin niiks ettigi
hastalardan toplanilan &rneklerde bu genin ilacin baglanma bdlgesini kodlayan kisminda
cesitli mutasyonlara rastlanmistir (Kessl ve ark 2006, Gebru ve ark 2006, Fisher ve ark 2012).
Plasmodium falciparum ve T. gondii’nin sitokrom b geni sekans analizleri yapilmis ve ilacin
baglanma bolgesi olan Qo bdlgesinin genetik acgidan S. cerevisiae ile benzerlikleri
kiyaslanmis ve bu oranlar: 7. gondii %70 (Kessl ve ark 2006), P. falciparum'da %68 olarak
hesaplanmistir (Kessl ve ark 2005). Bu benzerligin bulunmasiyla atovaquone direnciyle ilgili
yapilan bircok caligmada S. cerevisiae model olarak kullanilmaya baglanmistir (Kessl ve ark
2006). Bir tiir maya olan S. cerevisiae’nin basit yapili bir 6karyot olmasi, hizli iiremesi,
liretiminin ucuz olmast ve genomunun ¢ok iyi biliniyor olmasit modelleme g¢aligmalarinda

kolaylik saglamistir (Sherman 1998).

Farkli ¢alismalarda mayalar model alinarak, cesitli bilgisayar programlar1 kullanilmus,
tic boyutlu modelleme caligmalar1 yapilmistir ve atovaquone’un sitokrom b ile naisl
baglandig1 anlasilmaya ¢alisilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda ilacin sitokrom b geni lizerinde
iki farkli bolgede baglanma gosterdigi saptanmistir (Kessl 2007). Bu bulgular dogrultusunda
mutasyonlarin direng ile olan iliskisi bu bdlgeler icinde yer alip almamasina gore

degerlendirilerek direng ile ilgili incelenecek sitokrom b bolgesi daraltilmistir.

Plasmodium  falciparum c¢alismalarina benzer sekilde yapilan calismalarda,
T. gondii’nin sitokrom b geninde 129. ve 254. kodonlarda iki farkli mutasyon saptanmustir.
Bu mutasyonlar1 ila¢ ile olan ilgisini anlamak adina gen S. cerevisiae'ye nakledilmis,
laboratuvar sartlarinda bu parazit suslarinin ilag toleransinin biiylik oranlarda arttif

saptanarak, bu mutasyonlar direncle iliskili bulunmustur (Kessl 2006).

Plasmodium  falciparum  ile  enfekte  hastalardan,  atovaquone-proguanil

kombinasyonunun kullanildig1 ve tedavide basarisizlikla sonuglanan olgulardan toplanilan
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izolatlar farkli iki caligmada alinarak, total DNA ve mDNA’nin sitokrom b geninin sekans
analizleri yapilmistir. Iki ¢alismada da 268. (Y268S, Y268N) kodon iizerinde iki farkli nokta
mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyonlar direngle baglantili bulunmus ve marker olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Schwdbel 2003, Gebru 2006, Fisher ve ark 2012).

Konakta bulunan mevcut parazit populasyonlarmin ila¢ tedavisinden sonra dogal
seleksiyona ugrayarak sayisinda azalma olacagi ve muhtemel direncli populasyonlarin geride
kalacag goriisiinden yola ¢ikilarak yapilan bir calismada fareler P. yoelii ile enfekte edilmis
ve hastalik tablosunun sekillenmesiyle atovaquone tedavisi uygulanmistir. Tedavi sonrasinda
elde edilen sonuglar hipotezi dogrulamis ve direngli parazitler elde edilmistir (Rosenthal
2001). In vitro olarak yapilan farkli arastirmalarda ise P. falciparum hiicre kiiltiirleri
kullanilarak, degisik ilag¢ diliisyonlarina tabi tutulduktan sonra atovaquone etkisinden kurtulan
parazitlerin sitokrom b geninin sekans analizleri yapilmistir. Sonug olarak farkli mutasyonlar
belirlenmistir (133, 272, 275 ve 280. kodonlarda). M133I ila¢ etkisinden kurtulan tiim
parazitlerde rastlanirken, diger mutasyonlarin igerisinden birinin bu mutasyona eslik ettigi
gozlemlenmistir. Cesitli bilgisayar programlar1 kullanilarak sitokrom bc; kompleks modeli
olusturulmus ve bu mutasyonlarin ilag baglanma bdlgesinde yarattiklar1 degisim saptanmaya
calisilmigtir. Sonug olarak 133. pozisyonda saptanan mutasyon diren¢ olusumu ile iliskili

bulunmustur. (Schwobell 2003, Gebru 2006).

In vivo olarak diren¢ gosteren baska bir P. falciparum izolatinda ise 268. kodonda
hi¢gbir mutasyon goriilmezken, bagska mutasyonlar da saptanamamistir. Yapilan in vivo ve in-
vitro arastirmalarda ilacin baglanma bolgesi oldugu diisiiniilen bolgeyi kodlayan sitokrom b
geninde farkli birgok mutasyonun bulunmasi ilacin bu boélgeyi etkiledigini desteklerken,
marker olarak kullanilacak ortak bir mutasyonun bulunamamasi ve verilerin ¢esitlilik arz
etmesi belki de ilacin etki mekanizmasinda farkli yollar da kullaniyor olabilecegi diislincesini
ortaya ¢ikarmistir (Wichmann ve ark 2004). ilerleyen yillarda yapilan ¢alismalarda yeniden
Malarone preparatina karsi direng sekillendigi ve atovaquone direnciyle alakali olarak T268S
kodondaki ayn1 mutasyondan séz edilmistir (Kuhn 2005, Fisher ve ark 2012). Ayni sekilde,
T. gondii, Pneumocystis jirovecii (=carinii), Babesia microti, B. gibsoni’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin atovaquone ile tedavisinde basarisiziliklarla karsilagilmis ve sitokrom b geni
tizerinde yapilan analizler ile ilacin baglanma boélgesinde direngle ilgili olabilecek tek-
niikleotid polimorfizimlerinin var oldugu goriilmistiir (Korsinczky ve ark 2000, Kaneshiro

2002, Schwaobel ve ark 2003, Kessl ve ark 2006, Gebru ve ark 2006, Iguchi ve ark 2012).
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Buparvaquone 7. annulata'ya kars1 etkili ve giivenilir olmasi nedeniyle hastaligin tedavisinde
diinyada yaygin kullanim alani bulmustur (Coombs ve ark 1997). Ancak, 1980’lerden bu
yana yaygin olarak kullanilan bubarvaquone ile ilgili, 6zellikle hastaligin endemik olarak
gortldiigii lilkelerde yapilan tedavilere tam bir yanit alinamadig1 yoniindeki geri bildirimlerin
oldugu goriilmektedir (Mhadhbi ve ark 2010, Sharifiyazdi ve ark 2012). Tunus’ta kiiciik bir
stit sigircilign isletmesinde yapilan bir ¢aligmada buparvaquone ile tedavi edilen (2,5 ve 5
mg/kg) yedi sigirdan dordiiniin 61diigii bildirilmistir (Mhadhbi ve ark 2010). Tedaviye cevap
vermeyen bir sigirdan enfeksiyon sirasinda 7. annulata makrosizont hiicre kiiltiirii elde
edilmis ve bu izolat kullanilarak deneysel enfeksiyonlar gergeklestirilmistir. Parazitin
kenelere aktarilmasindan sonra sporozoit stabilati1 hazirlanmis ve yeniden deneysel enfeksiyon
olusturmak icin kullanilmistir. Enfeksiyon sonrasinda kontrol grubundaki hayvanlarda kisa
siirede iyilesme goriiliirken, direngli oldugu diisiiniilen izolat ile enfekte edilen hayvanlarda
buparvaquone ile tedavi sonrasinda klinik ve parazitolojik olarak Onemli bir iyilesme
gozlenmemistir. Ayrica iic hayvandan biri, ii¢ kez uygulanan buparvaquone tedavisine

ragmen Olmiistiir (Mhadhbi ve ark 2010).

Buparvaquone direnci ile ilgili ikinci bildiri ise Iran’in giineyinde Fars bdlgesinde
buparvaquone tedavisinin basarisiz oldugu bir ahirda yapilan ¢aligmadir (Sharifiyazdi ve ark
2012). Bu calismada bir ahirda tropikal theileriosise karsi tedavi edilen sekiz hayvandan
yedisinin  Oldiiglinii  bildirilmistir. Bu sigirlardan elde edilen DNA  orneklerinde
T. annulata’nin sitokrom b geninin sekans analizleri yapilmis ve dlen alt1 hayvanda S109G
mutasyonu, Olen bir hayvanda ise P233S mutasyonu olmak iizere iki nokta mutasyonu tespit

edilmistir (Sharifiyazdi ve ark 2012).

Son yillarda 7. annulata'ya karst uygulanan buparvaquone tedavisindeki
basarisizliklarin  oldugu dogrultusundaki bildiriler ile Aydin ve c¢evresinde tropikal
theileriosisli hayvanlara uygulanan buparvaquone tedavilerindeki basarisizlik oranlarinda artis
gozlenmesi, parazitin ilaca karst muhtemel bir direng gelistirdigini akla getirmektedir. Bu
bilgiler dogrultusunda bu tezde arastirilmasi 6ngdriilen hipotez: “T. annulata, buparvaquone’a
karst direng gelistirmis olabilir”. Bu Onermenin dogrulanabilmesi amaciyla bu tez
calismasinda, 7. annulatamin ilacin etki bolgesi oldugu diisiiniilen sitokrom b geninin
mutasyonlarin varlig1 yoniinden arastirilmasi, eger bir diren¢ olusumu var ise etkili markerlar
olusturularak sahada diren¢ olusumunun varliinin ve yaygmhigimin belirlenebilmesi

planlanmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalarda:
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1- Theileriosisli hastalardan tedavi Oncesi ve/veya sonrasi toplanan kan orneklerinden elde
edilen 7. annulata makrosizont ile enfekte hiicre kiiltiirli izolatlarinin buparvaquone baskisi

altinda MTT testi ile fenotiplerinin belirlenmesi,

2- Fenotipik olarak direngli oldugu saptanan 7. annulata izolatlarinda tekrarlayan

buparvaquone tedavilerinden sonra mevcut parazit populasyonlarindaki degisimin saptanmasi,

3- Fenotipik olarak direngli oldugu saptanan izolatlarin sitokrom b geninin mevcut

mutasyonlar yoniinden incelenmesi,

4- Theileria annulata izolatlarinda sitokrom b geninde saptanan ve direngle iligkili bulunan
mutasyonlarin allel-spesifik PCR yontemi ile Aydin ilinde yaygmligmin arastirilmasi

amaglanmaistir.
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GEREC VE YONTEM

2.1. Cahismada Kullanmilan Parazit Materyali

Bu calismada Aydin ve ¢evresindeki yorelerde akut theileriosisli hayvanlardan tedavi
Oncesi ve sonrast alman kan Ornekleri ve kan oOrneklerinden elde edilen 7. annulata
makrosizontlariyla enfekte lenfosit hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Ayrica tropikal theileriosis
hastalig1 atlatmis sigirlardan (tasiyici) aliman kan o6rnekleri kullanilmistir. Kan 6rneklerinin

toplandig1 odaklar Sekil 2.1’ de ayrica ¢alismada kullanilan biitiin hiicre kiiltlirii ve kan

orneklerinin sayilar1 ve elde edildigi bolgelerin dagilimi Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan parazit materyalinin elde edildigi beldelerin (Soke,
Germencik, Kogarli, Incirliova, Cine, Ak¢aova, Kosk, Nazilli) cografik dagilimi.
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Cizelge 2.1. Aydin ve c¢evresinden elde edilen 7. annulata izolatlarinin ve T. annulata pozitif

kan 6rneklerinin dagilimi

Ornek alinan T. annulata | Kan ornek
yerler Izolat sayis1 sayIsl
Akcaova 102 148
Nazilli 5 9
Incirliova 2 6
Soke 2 -
Germencik 4 -
Kosk 3 -
Cine 1 -
Kocarh 3 -
Aydin merkez 5 5
TOPLAM 127 168

2.1.1. Theileria annulata Makrosizontlariyla Enfekte Lenfosit Hiicre Kiiltiirleri

Bu ¢alismada toplam olarak 127 adet 7. annulata makrosizontlar1 ile enfekte hiicre
kiiltiirii kullanilmistir. Bu hiicre kiiltiirlerinin 102 adeti Akcaova Beldesi’nden elde edilmis

olup, 25 adedi Aydin ve g¢evre yorelerinden elde edilmistir.

Bu calismada oncelikli olarak Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali1 tarafindan akut hastalik semptomu gosteren hayvanlardan 1998-
2007 yillar arasinda elde edilen, 28 adedi Ak¢aova Beldesi’nden olmak iizere toplam 49 adet
T. annulata makrosizontlar1 ile enfekte lenfosit hiicre kiiltiirleri (Cizelge 2.2.) kullanilmistir.
Bu hiicre kiiltiirlerinin genotipik olarak incelenmesi ile Akc¢aova Beldesi’'ndeki A10 kodlu
hayvandan buparvaquone tedavisi Oncesinde (A10/BT) ve ligiincii tedavi (A10/AT3)
sonrasinda elde edilen hiicre kiiltlirlinde parazitin sitokrom b geni iizerinde, ilacin muhtemel
1. baglanma bolgesinde direngle ilgili olabilecek bir mutasyon saptanmistir (Bakiniz
bulgular). Bunun iizerine buparvaquone direnciyle iligkili olabilecek muhtemel mutasyonlari
saptayabilme ihtimalini kuvvetlendirmek amaci ile orneklerin alinmasi sirasinda Akgaova

Beldesi’ne agirlik verilmistir.

Calismada hastalik sezonunda, akut hastalik semptomu gosteren hayvanlarin Vena
jugularis’inden heparinli tiiplere 10 ml kan 6rnekleri alinmis ve 7. annulata makrosizontlar
ile enfekte hiicre kiiltiirii elde edilmek iizere kullanilmistir. Bu amagla sahadan hastalik
sezonunda toplanan kan 6rneklerinden 2010 yilinda 5 adet (Cizelge 2.3.), 2011 yilinda 45 adet
(Cizelge 2.4.), 2012 yilinda ise 28 adet hiicre kiiltiirii (Cizelge 2.5.) elde edilmistir.
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Yukarida Dbelirtilen hiicre kiltlirlerine ek olarak, bu c¢alismada Theileria
annulata/Ankara izolatinin klonal hiicre kiiltiirii olan D7 [3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide] (MTT) kolorimetrik yonteminde kontrol hiicre kiiltiirii olarak
kullamilmistir. Bu klonal hiicre kiiltiirii Glasgow Universitesi Enfeksiyon ve Immiinite
Anabilim Dali’nin Parazitoloji Béliimiin’den saglanmistir. Ayrica yapilan sekans analizlerinin
karsilastirilmasinda kullanilmak amaci ile Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Parazitoloji Anabilim Dali Aras. Gor. Dr. Hiiseyin Bilgin BILGIC tarafindan daha 6nceden
sitokrom b sekans analizi yapilan toplam bes hiicre kiiltiiriinlin sekans analiz sonuglarindan
yararlanilmistir. Bunlar 7. annulata Ankara/Pendik (Schein ve ark 1975), Diyarbakir,
Akcaova, Dalama ve Aydin (Bilgi¢ 2010) izolatlaridir.
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Cizelge 2.2. 1998-2007 yillar1 arasinda elde edilen 7. annulata izolatlari. izolat kodu verilirken baslangicta drnegin elde edildigi hayvan
kodu verilmis (Al, AC1, OE1 vb), sonrasinda 6rnegin alindigi dénemdeki hayvanin tedavi durumu belirtilmistir (BT: tedavi oncesi, AT:
tedavi sonrasi, AT ifadesinden sonra gelen rakam kaginci tedavi sonrasi alindigini belirtmektedir).

izolat Kodu Koy/Belde Tedavi izolat Kodu Koy/Belde Tedavi

1 Al/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 26 | A32/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

2 A2/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 27 | A33/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

3 A3/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 28 | A34/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

4 AS5/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 29 | AC1/BT Acarlar/Incirliova Tedavi Oncesi

5 A6/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 30 | C1/BT Ciftlik Tedavi Oncesi

6 A7/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 31 | OE1/BT Ovaeymir Tedavi Oncesi

7 A8/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 32 | GI/BT Germencik Tedavi Oncesi

8 A9/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 33 | G2/BT Germencik Tedavi Oncesi

9 A10/BT,AT3 | Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi ve 3. Tedavi Sonrasi 34 | G3/BT Germencik Tedavi Oncesi
10 A11/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 35 | KI/BT Kosk Tedavi Oncesi
11 A12/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 36 | K2/BT Kosk Tedavi Oncesi
12 A13/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 37 | TEP1/BT Tepecik Tedavi Oncesi
13 Al4/AT2 Merkez/Akcaova 2. Tedavi Sonrast 38 | M1/BT Merkez/Aydin Tedavi Oncesi
14 A15/AT3 Merkez/Akcaova 3. Tedavi Sonrast 39 | CN1/BT Cincin Tedavi Oncesi
15 A16/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 40 | CN2/BT Cincin Tedavi Oncesi
16 A17/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrasi 41 | CN3/BT Cincin Tedavi Oncesi
17 A18/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 42 | NZ1/BT Nazilli Tedavi Oncesi
18 | A24/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 43 | NZ2/BT Nazilli Tedavi Oncesi

19 A25/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 44 | NZ3/BT Nazilli Tedavi Oncesi
20 | A26/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 45 | NZ4/BT Nazilli Tedavi Oncesi
21 A27/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 46 | NZ5/BT Nazilli Tedavi Oncesi
22 A28/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 47 | MG1/AT1 Merkez/Aydin 1. Tedavi Sonrast
23 A29/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 48 | S1/AT1 Soke 1. Tedavi Sonrast
24 A30/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 49 | S2/AT1 Soke 1. Tedavi Sonrast
25 A31/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
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Cizelge 2.3. 2010 yilinda elde edilen 7. annulata izolatlar

1174

izolat Kodu Koy/Belde Tedavi
1 | A21/AT1, 3,4 Merkez/Akgaova 1., 2. ve 3. Tedavi Sonrasi
2 | A100/BT, AT1 | Merkez/Ak¢aova Tedavi Oncesi ve 1. Tedavi Sonrasi
3 | A101/BT, AT2 | Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi ve 2. Tedavi Sonrast
4 | A102/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
5 | A103/AT1 Merkez/Akgaova 1. Tedavi Sonrast
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Cizelge 2.4. 2011 yilinda elde edilen 7. annulata izolatlart

izolat Kodu Koy/Belde Tedavi izolat Kodu Koy/Belde Tedavi

1 | A104/AT1, 2,3 | Merkez/Ak¢aova 1., 2. ve 3. Tedavi Sonrasi 24 | A128/BT Ciftlik/Kosk Tedavi Oncesi

2 | A106/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 25 | A129/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

3 | A107/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 26 | A130/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi

4 | A108/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 27 | A131/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi

5 | A109/BT, AT2 | Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi ve 2. Tedavi Sonras1 | 28 | A132/AT2 Sarikdy/Akcaova 2. Tedavi Sonrast
6 | Al110/AT3 Merkez/Akcaova 3. Tedavi Sonrasi 29 | A133/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

7 |Al111/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 30 | A134/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast
8 | Al112/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 31 | A135/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi

9 | Al113/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 32 | A136/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi

10 | A114/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 33 | A137/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

11 [ A115/AT1, 2 Merkez/Akcaova 1. ve 2. Tedavi Sonrasi 34 | A138/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

12 [ A116/AT2 Merkez/Akcaova 2. Tedavi Sonrasi 35 | A139/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

13 | A117/AT1 Hacimemisler/Akgaova | 1. Tedavi Sonrast 36 | A143/AT1 Merkez/Akgaova 1. Tedavi Sonrast
14 | A118/BT Altinabat/Akcaova Tedavi Oncesi 37 | A144/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi

15 | A119/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 38 | A145/AT2 Merkez/Akcaova 2. Tedavi Sonrasi
16 | A120/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 39 | A148/AT4 Merkez/Akcaova 4. Tedavi Sonrast
17 | A121/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 40 | A149/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

18 | A122/AT1,2 Merkez/Akgaova 1. ve 2. Tedavi Sonrasi 41 | A150/AT1 Merkez/Akgaova 1. Tedavi Sonrasi
19 | A123/BT Altinabat/Akcaova Tedavi Oncesi 42 | A151/AT1 Merkez/Akgaova 1. Tedavi Sonrast
20 | A124/AT1 Cogurlik/Cine 1. Tedavi Sonrast 43 | A152/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

21 | A125/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 44 | A153/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi

22 | A126/BT Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi 45 | A154/AT1 Merkez/Akgaova 1. Tedavi Sonrast
23 | A127/BT Sarikdy/Akcaova Tedavi Oncesi
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Cizelge 2.5. 2012 yilinda elde edilen 7. annulata izolatlart

izolat Kodu Koy/Belde Tedavi izolat Kodu Koy/Belde Tedavi
1 A155/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast 15 | A170/AT1 Merkez/Akcaova 1. Tedavi Sonrast
2 A156/ATI, 2,3 | Sarikdy/Akgaova 1.,2. ve 3. Tedavi Sonras1 16 | A171/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
3 A157/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 17 | A172/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
4 A158/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 18 | A173/BT Sarikdy/Akgaova Tedavi Oncesi
5 A159/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 19 | A174/BT Sarikdy/Akgaova Tedavi Oncesi
6 A160/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 20 | A175/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
7 Al161/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 21 | A176/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
8 A162/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 22 | AI77/AT1, 2 Merkez/Akcaova 1. ve 2. Tedavi Sonrasi
9 A163/BT Kabalar/Akcaova Tedavi Oncesi 23 | A178/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
10 A164/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 24 | A179/BT, AT1 | Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi ve 1. Tedavi Sonrast
11 A166/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 25 | A180/BT, AT2 | Merkez/Akgaova Tedavi Oncesi ve 2. Tedavi Sonrasi
12 Al167/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 26 | A181/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi
13 A168/ATI1, 3 Kabalar/Akcaova 1. ve 3. Tedavi Sonrasi 27 | G4/BT Germencik Tedavi Oncesi
14 A169/BT Merkez/Akcaova Tedavi Oncesi 28 | AC2/BT Acarlar/Incirliova Tedavi Oncesi




2.1.2. Kan Ornekleri

Buparvaquone direncinin yaygiligimi aragtirmak amaci ile Akcaova Beldesi’nde
hastalik sezonu diginda 200 farkli hayvanlardan EDTA’l1 tiiplere 5 ml kan 6rnekleri yukarida
belirtildigi gibi toplanmistir. Daha sonra, bu 6rneklerde 7. annulata’nin varligl T. annulata
sitokrom b geninin PCR metodu ile saptanmasiyla belirlenmistir. Ek olarak, Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali tarafindan 1998-2001 (Cizelge
2.6.) ve 2006-2007 (Cizelge 2.7.) yillar1 arasinda toplanmis 119 adet 7. annulata pozitif kan
ornegi de ¢alismaya dahil edilmistir. Toplamda calismada 168 adet kan 6rnegi kullanilmis ve

bu orneklerin 148 adedi Akgaova Beldesi’nden elde edilmistir.
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Cizelge 2.6. 1998-2001 yillar1 arasinda elde edilen 7. annulata pozitif kan 6rnekleri

Ornek Ornek Yas
kodu Koy/Belde Irk Cinsiyet | Yas kodu Koy/Belde Irk Cinsiyet

t012 Sarikdy/Akcaova Holstein Erkek 1.5 yash | t175 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 4 yash
t014 Kabalar/Ak¢aova Holstein Disi 1.5 yash | t176 Merkez/Akg¢aova | Simental Disi 4 yash
t015 Kabalar/Ak¢aova Holstein Disi 10 aylik | t177 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 3 yash
t024 Kabalar/Ak¢aova Holstein Disi 1.5 yash | t178 Merkez/Akgaova | Montofon Disi 10 yash
t025 Kabalar/Akc¢aova Holstein Disi 6.5 yash | t179 Merkez/Akcaova

t043 Sarikdy/Akcaova Yerli irk Erkek 2.5 yash | t180 Merkez/Akcaova | Holstein melezi | Erkek 9 aylik
t044 Sarikdy/Akgaova Montofon | Erkek 2yash |tl81 Merkez/Akcaova | Montofon Disi 4 yagh
t045 Sarikdy/Akgaova Holstein Erkek 2.5 yash | t182 Merkez/Akcaova | Montofon Disi

t051 Merkez/Akcaova Holstein Disi 6 yash | tl183 Merkez/Akcaova | Montofon Erkek 1.5 yash
t053 Ocakli/ Nazilli Montofon | Disi 6 yash t184 Merkez/Akcaova | Montofon Disi 1 yash
t058 Kestel/ Nazilli Holstein Disi 1 yash t185 Merkez/Akcaova | Holstein Disi 3 yash
t070 Giizel Koy/ Nazilli | Montofon | Erkek 1 yash t186 Merkez/Akcaova | Montofon Disi 5 yash
t073 Nazilli Holstein Disi 1.5 yash | t187 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 4 yash
t076 Nazilli Montofon | Erkek 10 aylik | t188 Merkez/Akcaova | Holstein Disi 4 yash
t077 Nazilli Holstein Disi 6 yash t190 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 4 yash
t089 Incirliova Yerli irk Disi 10 yash | t191 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 1 yash
t090 Incirliova Holstein Disi 1.5 yash | t192 Merkez/Akgaova | Holstein Erkek 1.5 yash
t119 Merkez/Aydin Holstein Erkek 1.5 yash | t193 Merkez/Akcaova | Holstein Disi 4 yagh
t120 Merkez/Aydin Holstein Disi 2yash | t194 Merkez/Akcaova | Simental Erkek 1.5 yash
t132 Acarlar/Incirliova | Holstein Disi 4 yash t196 Merkez/Akcaova | Holstein Disi 4 yash
t137 Incirliova Holstein Disi 5 yash t197 Merkez/Akcaova | Montofon Disi 1 yash
t140 Nazilli Montofon | Erkek 9aylik |t198 Merkez/Akcaova | Simental Disi 3 yash
t141 Nazilli Montofon | Erkek 8aylik |t199 Merkez/Akcaova

t142 Nazilli Holstein Disi 9 aylik | 200 Merkez/Akcaova | Montofon Erkek 1.5 yash
t143 Incirliova Montofon | Erkek 7 ayhk | t201 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 4 yagh
t144 Incirliova Montofon | Erkek 10 aylik | t202 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 2 yash
t145 Merkez/Aydin Holstein | Disi 5ayhk | 205 Merkez/Akgaova | Simental Erkek 2 yash
t146 Merkez/Aydin Holstein | Disi 10 aylik | 1242 Merkez/Akgaova | Holstein Disi 5 yash
t149 Merkez/Aydin Holstein Erkek 8 aylik | 243 Merkez/Akcaova | Holstein Disi 3 yash
t174 Merkez/Akcaova Holstein Erkek 1.5 yash | t244 Merkez/Akcaova | Montofon Erkek 6 aylik
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Cizelge 2.7. 2006-2007 yillar1 arasinda elde edilen 7. annulata pozitif kan 6rnekleri

Ornek Ornek

kodu Koy/Belde Irk Cinsiyet Yas kodu Koy/Belde Irk Cinsiyet Yas
t301 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 14 yagh | t333 Sarikdy/Ak¢aova | Montofon Disi 7 yash
t302 Sarikdy/Akcaova Montofon | Disi 6 yash t334 Sarikdy/Akcaova | Holstein Disi 3 aylik
t303 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 5 yash t335 Sarikdy/Akgaova | Yerli kara Disi 5 aylik
t304 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 4 yash t336 Sarikdy/Akgaova | Yerli kara Disi 3 aylik
t305 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 9 yash t337 Sarikdy/Akgaova | Yerli kara Disi 13 yash
306 Sarikdy/Akgaova Yerli kara | Disi 13 yash | t338 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 10 yash
307 Sarikdy/Akgaova Yerli kara | Disi 10 yash | t339 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 5 yash
308 Sarikdy/Akgaova Holstein Erkek 4 ayhik | 340 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 4 yash
309 Sarikdy/Akgaova Holstein Erkek 7 aylik | t341 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 3 yash
310 Sarikdy/Akgaova 342 Sarikdy/Akcaova | Montofon Disi 8 yasli
311 Sarikdy/Akgaova Simental | Disi 1 yash 343 Sarikdy/Akcaova | Holstein Disi 4 yagh
t312 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 2 yash t344 Sarikdy/Ak¢aova | Montofon Disi 4 yash
t313 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 5 yash t345 Sarikdy/Ak¢aova | Montofon Disi 2 yash
t316 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 7 aylik | t346 Sarikdy/Ak¢aova | Montofon Disi 2 yash
t317 Sarikdy/Akcaova t347 Sarikdy/Akg¢aova | Holstein Disi 2 yash
t318 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 3 yash t348 Sarikdy/Akgaova
t319 Sarikdy/Akcaova Montofon | Disi 1.5 aylik | t349 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 5 yash
320 Sarikdy/Akgaova Holstein Disi 8 yash t350 Sarikdy/Akcaova | Montofon Disi 4 yagh
321 Sarikdy/Akgaova Holstein Disi 3 yash t351 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi S yash
1322 Sarikdy/Akgaova Holstein Disi 3 yash t352 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 4 yash
1323 Sarikdy/Akgaova Holstein Disi 8 aylik | t353 Sarikdy/Akcaova | Holstein Disi 5 yash
1324 Sarikdy/Akgaova Montofon | Disi 9 aylik |t354 Sarikdy/Akcaova | Yerli kara Disi 9 yash
325 Sarikdy/Akgaova Montofon | Disi t356 Sarikdy/Akcaova
t326 Sarikdy/Akcaova Montofon | Disi 2 yash t357 Sarikdy/Akgaova | Holstein Disi 8 yash
327 Sarikdy/Akgaova | Montofon | Disi 6 yash | 358 Sarikdy/Ak¢aova | Holstein Disi 3 yash
328 Sarikoy/Akcaova | polstein [ Disi 5yash | 359 Sarikdy/Akgaova
329 Sarikdy/Akgaova | Holstein [ Disi 8 yash | 1360 Sarikdy/Akgaova
330 Sarikdy/Akgaova | Holstein [ Disi 5yash | 361 Sarikdy/Akgaova | Holstein Disi 4 yash
t331 Sarikdy/Akcaova Holstein Disi 3 yash t364 Sarikdy/Akg¢aova | Holstein Disi 3 yash
332 Sarikdy/Akgaova Holstein Disi 1.5 yash

2.2. Kan Orneklerinden Periferal Mononiikleer Hiicrelerin (PBM) izolasyonu:

Aydin ve cevresindeki 7. annulata ile enfekte sigirlardan tedavi dncesi ve/veya sonrasi
toplanan kan orneklerinin her birinden steril sartlarda siispanse hiicre kiiltiirii yontemiyle
T. annulata makrosizontlartyla enfekte lenfositler izole edilmistir. Heparinli tiiplere alinan
kan ornekleri steril ortam saglayan 6zel kabinlerde densite gradient metoduyla PBM daha
onceden tarif edilen sekilde elde edilmistir (Brown 1987). 10 ml kan 6rnegi bire bir oraninda
phosphate buffered saline (PBS) ile sulandirilarak 8 ml ficoll (1,077 g/ml, Biocoll, Biochrom
AG, Berlin) soliisyonu iizerine kan karigmayacak sekilde yavasga ilave edilmistir. 1000 x g,

30 dakika, 15°C de santriflij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij sonunda densite farkindan
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dolayr falkon tiipte en altta kirmizi kan hiicreleri, lizerinde ayiric1 soliisyon ve en iist

katmanda kan plazmasi olmak {izere toplam ii¢ katman olugsmaktadir (Sekil 2.2).

santrifiij santrifiij santrifiij sonras
oncesi ™=  sonrasi (fotograf)
PSATA, + « Plarma +
Kan pulcuklan Kan pulcuklar
< Diliiye Periferal kan y
kan < mononiikleer Periferal kan
hiicreleri | manonikleer
hiicreleri
icoll® < Ficoll® :
“Ceenl <Ficoll®

{:LT:EI:&T“ < Firmizi kan
hiicreleri

Sekil 2.2. Ficoll® densite gradiyent santrifiij oncesi ve sonrasinda ornekte goriilen tabakalar

(www.biocompare.com’dan modifiye edilmistir).

Kan plazmasi ile ayirici soliisyon arasinda bulunan PBM dikkatlice alinarak 10 ml
PBS igerisine konulmus ve yikama islemi 350xg, 10 dakika, 15°C'de gergeklestirilmistir.
Dipte toplanan beyaz kan hiicrelerine ayn1 yikama islemi 3 defa uygulanmistir. Yikama
islemleri sonucunda elde edilen pelet icerisinde %20 yeni dogmus buzagi serumu (New Born
Calf Serum;NCS, Gibco, UK), 10U/ml Penisilin/streptomisin (Gibso, UK) ve 2 Mm L-
glutamin (Gibso, UK) iceren komple RPMI-1640 (Gibco, UK) vasatina ekim yapilarak
tiremenin gergeklesmesi icin %5 CO;’li etiivde, 37°C’de inkiibe edilmistir. Elde edilen hiicre
kiiltiirleri diizenli araliklarla invert mikroskop altinda iireme bakimindan kontrol edilmis ve
parazite ait makrosizontlarin belirlenmesi amaci ile hiicre santrifiij teknigine basvurulmustur.
Bu amagla hiicre siispansiyonundan hiicre yogunluguna gore 50-100ul alinarak 200 x g, 5 dk,
25°C'de sitosantrifiij yapilmis ve preparatlar absolut methanol (Sigma, Fransa) igerisinde 5 dk
tespit edildikten sonra %5 Giemsa (Merck, Almanya) boyasinda 45 dk boyanarak mikroskop

altinda makrosizont ile enfekte hiicreler aranmistir.

Kandan PBM’in izolasyonunu takiben, her iki veya ii¢ giinde bir medyum
degistirilmistir. Bunun i¢in 8 ml kiiltiir alinip 300 x g, 5 dk, 25°C’de santrifiij edilmis, tistteki
stv1 uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti lizerine taze medyum ilave edilerek tekrar orijinal
flaska aktarilmistir. Her uygulamada sitosantrifiij gergeklestirilmistir. Makrosizont ile enfekte

hiicre yogunlugu %50’ye ulastiginda hiicreler yeni bir flaska pasajlanmistir. Ureyen hiicreler
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{ic hafta sonra dondurulmustur. Ug hafta iginde parazit iiremesi saptanmayan o&rnekler

atilmistir.
2.2.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Uretilmesi ve Dondurulmasi

Ureme saptanan ve hiicre yogunlugu artan kiiltiirler giinliik olarak besi yerinin rengi,
morfolojisi ve hiicre yogunlugu agisindan kontrol edilmistir. Kiiltiire edilen hiicrelerde; hiicre
tipine, ekilme yogunluguna, ortamin yogunluguna ve daha onceki iglemlere bagl olarak 6nce
sessiz (inaktif) ya da gecikme fazi denilen bir donem bulunmaktadir. Bunu en yiiksek
metabolik aktivitenin gozlendigi logaritmik artis (iireme) donemi izler. Bundan sonra da
hiicreler hiicre sayisinin sabit kaldig1 bir duragan evreye girmektedirler. Bu donem sonrasinda
hiicrelerin yogunlugunun (1-2 x 10> canli hiicre/ml) iiremeyi baskilamaya bagladig1 yaklasik
48. saatte besi yerinden yeni bir flaska alinarak pasajlanmaktadir (harvesting) (Brown 1987).
T. annulata makrosizontlar1 ile enfekte hiicre kiiltiirleri devamlilifi, log10 olarak ¢ogalan
hiicreleri her 48-72 saatte bir hiicre sayilarinin azaltilmasi ile gergeklestirilmistir (Brown,
1987). Devam etmekte olan kiiltiirdeki hiicre sayis1 1-2 x 10° /ml olacak sekilde yaklasik 1:10

oraninda diliiye edilerek %10 NCS igeren vasat ile tazelenmistir (Bakiniz boliim 2.2).

Uremenin sorunsuz gerceklestigi kiiltiirler dondurularak daha sonra kullanilmak {izere
stv1 azot igerisinde muhafaza edilmistir. Logaritmik biiylime sathasinda olan iki giinliik ve
yogunlugu 1-2 x 10° hiicre/ml olan hiicreler %10 dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma, Fransa) ve
%20 NCS igeren vasat icerisinde dondurulmustur (Brown, 1987). Hiicreler 350 x g, 10 dk,
15°C'de santrifiij edilmis, siipernatant atilarak 2 x 10’ hiicre/ml olacak sekilde %20 NCS’li
RPMI 1640 ile alt iist edilmis, daha sonra esit oranda %20 DMSO igeren medyum hiicrelerin
DMSO’in toksik etkisinden zarar gérmemesi i¢in tlip siirekli calkalanirken yavasca ilave
edilmistir. Bdylece son konsantrasyon %10 DMSO olacak sekilde ayarlanmistir. Steril kriyo
tiiplere 1 ml olarak hiicre siispansiyonu konulmustur. Dondurma islemini takiben kriyo tiipler
-80°C’de 24 saat tutulduktan sonra sivi azot tankina aktarilmistir. Dondurma isleminin
basartyla gerceklestigini kontrol etmek amaciyla her bir hiicre kiiltiirli i¢in dondurulan kriyo
tiplerden bir tanesi azot tankina aktarilmasini takip eden en az bir giin sonrasinda
¢Ozdiriilerek hiicrelerin canlilik durumu ve iiremesi kontrol edilmistir. Bu amacgla azot
tankindan ¢ikarilan hiicre kiiltiirii 37°C su banyosunda eritilmesini takiben 9 ml soguk %20
NCS’li yukarida belirtilen vasata konularak 350 x g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edilmistir.
Islemi takiben {istte kalan DMSO’li medium dipteki hiicreler gdzetilerek uzaklastirilmis ve

hiicreler 10ml belirtilen vasat ile alt iist edilerek 25cm? flaska aktarilmistir. Bir hafta bakim
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beslemesi yapilan ve normal olarak lireme gdsteren hiicre kiiltiirlerinin daha dnceden kontrol

amagch birakilan yedegi ve ¢ozdiiriilen 6rnegi atilmistir.

2.3. Theileria annulata izolatlarmm MTT [3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide] Kolorimetrik Yontemi ile Buparvaquone’a Kars1 Fenotiplerinin

Belirlenmesi

Metabolizma rediiktaz aktivitesi ile hiicre canliliginin degerlendirilmesinin yapildigi
kolorimetrik yontemler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar1 tetrazolium ve resazurin
azalmasinin degerlendirilmesidir. Tetrazolium tuzlar1 ancak metabolik olarak aktif hiicreler
tarafindan indirgenebilmektedir (Butler 2004). MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) dl¢limii in vitro kosullarda metabolizmanin canliligina dayanarak
sitotoksisiteyi 6lgmek icin uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-Hansen ve
Briinner 1981). Bu yontem, hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Calismada hedef
Krebs dongiisii enzimlerinden biri olan ve mitokondrilerin matriksinde (mitokondriyal i¢
membranin i¢e bakan yiizeyinde) bulunan siiksinat dehidrogenaz’dir. Bir tetrazolyum tuzu
olan sar1 renkli MTT, siiksinat dehidrogenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu
baglanmanin sonunda suda ¢6ziinmeyen koyu mavi-mor renkte kristaller olusturmaktadir.
DMSO ve izopropanol gibi organik coziiciilerde kolayca c¢oziinen formazan kristalleri,
konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda (490-
650 nm) Oolciilebilen bir absorbans vermektedir (Saravanan ve ark 2003). Absorbans
degerlendirilerek, dolayli yoldan hiicrelerin metabolik aktiviteleri ol¢iilmektedir ve odlgiilen

deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir (Barile 1994, Butler 2004).

Bu yontem, calisma basamaklarinin az olmasi agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida
ornegin calisilmasina imkan veren bir testtir. Apoptozisin erken donemlerinde hiicrelerin
metabolik etkinliklerinde bir degisiklik olmadig1 ve kimyasal tarafindan arttirilmis olabilecek
efektor hiicrelerdeki  metabolik  etkinligin, hedef hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi
maskeleyebilecegi dezavantajlari bulunmakla birlikte, MTT yoOntemi giiniimiizde bir¢ok
literatiirde referans gosterilmekte ve diger yontemlerle karsilastirildiginda altin standart olarak

degerlendirilmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006).

Formazan kristalleri ¢ozdiirmek amaciyla eklenen organik ¢oziiciiler, yontemin litik
asamasini tamamlamasina neden olmakta ve ilerleyen agamalardaki degisimleri ve deneyin

optimizasyonunu yapmak icin tekrar okunabilmesini imkansiz kilmaktadir; ancak yeni
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gelistirilen test kitleri ile bu sorunun Oniine gecilebilmistir. Bu yontemlerde ¢oziinmeyen
formazan iriinleri farkli 6zelliklere sahip alternatif tetrazoliumlarin gelistirilmesine neden
olmaktadir. Bunlardan biri olan XTT (2,3- bis(2-metoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-5-
carboxanilide-2H-tetrazolium) litik ve yapiskan karakterli formazan olusumu yerine akiskan
yapida formazanin olugmasimi saglamaktadir. Bu sekilde bir ¢oziicii ile olusan tuzun
¢ozdiiriilmesine gerek kalmamaktadir. Ancak, XTT sulu-c¢ozeltilerde ¢oziinmesinin giigliigii
nedeniyle laboratuvarlarda yaygin kullanilmamaktadir. Diger alternatif formazanlarin
arasinda  MTS  (5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethylthizoly)-3-(4-sulfophenyl)
tetrazolium ve WST-1 ((4-[3-4-iodophenyl]-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3,-benzene
disulfonate) bulunmaktadir (Butler 2004, Fotakis ve Timbrell 2006).

2.3.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Buparvaquone Baskis1 I¢in Hazirlanmas

Normal iiremesi devam eden hiicre kiiltiirlerinde hemositometre metodu ile canlilik
oranlar1 hesaplanmistir. Bu amagla 6lii ve canli hiicreleri belirleyebilmek igin ile tripan mavisi
kullanilmistir. Hiicre kiiltiirlerinin vasat degistirmesini takip eden 48. saatte 0,5 ml hiicre
siispansiyonu eppendorf tiiplere alinarak bire bir oraninda %0,4 tripan mavisi ile seyreltilmis
ve thoma lami ile hiicre sayimlart yapilmistir. Mililitresinde 1,33x10° canli hiicre olarak
diliiye edilmis ve 12 farkli buparvaquone konsantrasyonu (1000-0,4 ng/ml) icin 48 kuyucuklu
plaklara ayni1 dozun {i¢ kere tekrar1 olacak seklinde toplam 36 kuyucuga 750 pl miktarinda
uygulanmistir. Ayni islem 3 farkli kuyucuga ilag icermeyen kontrol grubu igin de
uygulanmistir. Her bir izolata ilag baskis1t uygulanirken farkli bir plak da kontrol amaci ile
buparvaquone’a duyarli oldugu bilinen 7. annulata Ankara D7 klonal hiicre kiiltliriine de ayni
protokol uygulanmistir. Test edilen hiicre kiiltiirlerinden elde edilen MTT sonuglari, eger
kontrol D7 sonuglar1 kabul edilebilir degerler (ICsp; 2-3 ng/ml) arasinda ise test sonuglari
kabul edilmistir. D7°dan elde edilen degerlerde anormallik saptandigi durumlarda ise test

tekrar edilmistir.
2.3.2. ilacin Hazirlanmasi

Ilag baskis1 amaci ile T. annulata tedavisinde kullanilan buparvaquone etken maddesi
uygun sartlarda eritildikten sonra kullanilmistir. Bu amag ile 100 mg buparvaquone 6nce 1 ml
absolut ethanol ile karistirilarak 1ml 1M potasyum hidroksit ilavesi ile eritilmistir. Ilag
konsantrasyonu hazirlanan karistma 100 ml steril distile su eklenerek 10.000 ng/ml
buparvaquone ihtiva eden ilag¢ diliisyonu elde edilmistir. Bu diliisyon 4000 ng/ml dozunda
ayarlanarak bire bir sulandirma ile diger 11 diliisyon elde edilmistir. Elde edilen ilag
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diliisyonlar1 250 pl olarak daha 6nce 750 pl hiicre konulan kuyucuklarin {izerine, kontrol
grubu harig, ilave edilmis ve ilacin son konsantrasyonlar: 1000 ng/ml ile 0,4 ng/ml arasinda
olacak sekilde uygulanmustir. izolatlarin ilaca kars1 verdigi tepkiyi belirlemek amaci ile plak 3

giin siiresince %5 CO*li etiivde, 37°C’de inkiibe edilmistir.
2.3.3. MTT Kolorimetrik Testinin Uygulanmasi

Hiicre kiiltiirlerinin ilag baskis1 altinda replikasyon dereceleri ve metabolik
aktivitelerinin karsilastirilmasi ve buparvaquone direncine karsi fenotiplerinin belirlenmesi
amaci ile MTT kolorimetrik yontemi kullanilmistir. Bu yontemin daha 6nce belirtilen
protokolii (Savaran ve ark 2003) bazi degisiklikler yapilarak uygulanmigtir. Daha 6nceden
belirtilen sekilde ila¢ baskisi altinda inkiibe edilen hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu sonunda
her bir gozden 900 ul hiicre-ilag karisimi farkli eppendorf tiiplerine aktarilarak 1000 x g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak 20 pl MTT (5 mg/ml PBS, pH 7.2 igerisinde
sulandirilmus) ile hiicre peleti alt iist edilmek suretiyle karistirilarak ve %5 CO™li etiivde,
37°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda her bir 6rnek 150 pl
dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma, USA) ile iyice alt iist edilerek olusan formazan tuzlarinin
¢Oziinmesi saglanmis ve Ornekler 96 well plaklara aktarilmistir. Spektrofotometrik yontemle
optik densite test absorbansi olarak 490 nm, referans icin 630 nm dalga boylarinda
spektrofotometrede dl¢iilmiistiir (ELx808 ultra microplate reader, Bio-tek, USA). Elde edilen
sonuglarin her bir ilag diliisyonu i¢in ortalamasi alinarak Graph Prism5 istatistik program ile
ICso (The half maximal inhibitory concentration- Hiicrelerin ¢ogalmasin1 %50 oraninda

baskilayan doz ) degerleri hesaplanmustir.
2.4. DNA Ekstraksiyonu

Hasta hayvanlardan elde edilen 7. annulata hiicre kiiltiirlerinden ve tasiyict
hayvanlardan toplanan kanlardan Promega Wizard Genomic DNA ekstraksiyon kiti (Promega

Corporation, Madison, WI, USA) kullanilarak DNA o6rnekleri elde edilmistir.
2.4.1. Kan Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA, her bir EDTA’l1 kan 6rneginin 200 pl’sinden, kullanilan kit protokoliine uygun
olacak sekilde hazirlanmistir. Buna gore, steril eppendorf tiiplere 200’er ul miktarinda
boliinmiis kan 6rnekleri oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra iizerlerine 600 pl hiicreleri lize
edici soliisyon (cell lysis solution) eklenip 10 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir.

Inkubasyon siiresince tiipler 2-3 kez alt-iist edilmis ve siire sonunda rnekler 13000—16000 x
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g’de 20 sn. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda dipteki pelete dokunulmadan siipernatant
atilmistir. Bu iglemler bir kez daha tekrar edildikten sonra dipte kalan beyaz kan hiicreleri
siispansiyon haline gelene kadar 10-15 sn. hafifce vortekslenmistir. Uzerine 200 ul hiicre
cekirdegini lize edici soliisyon (Nuclei Lysis Solution) eklenerek beyaz kan hiicrelerinin lize
olmasi i¢in 5-6 kez pipete edilmistir. Daha sonra su banyosunda 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda iizerlerine 1 pl RNAse Soliisyonu eklenerek tiipler 2—5 kez
alt-list edilmis ve su banyosunda 37 °C’de 15 dk. inkiibasyona birakilmistir. 15 dk. sonunda
70 wul protein c¢oktiirme soliisyonu (Protein Presipitasyon Solution) eklenerek 10-20 sn.
vortekslenmistir. Daha sonra 13000-16000 x g’de 3 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
dipte kalan koyu kahverengi protein peletine dokunulmadan siipernatant alinmis ve icerisinde
200’er pl’lik 1sopropanol bulunan 1.5 ml’lik vida kapakli steril tiiplere aktarilmistir. Tiiplerde
1sopropanol icerisinde yiizen beyaz kiigiik DNA bulutu goriiliinceye kadar hafifce sallanmis
ve sonra 13000-16000 x g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda isopropanol, dipteki
DNA rahatsiz edilmeden dokiilmiistiir. DNA iizerine 200 pl % 70’lik ethanol konularak tiip
hafifce alt-iist edilmis ve 13000-16000 x g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Daha sonra {istteki
ethanol dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis ve pelletin kurumasi i¢in 10-15 dk. oda 1sisinda
inkiibe edilmigtir. Tiiplere 50 pl DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklenerek 65°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkubasyon sonunda rehidrasyon soliisyonu igerisindeki DNA

kullanim asamasina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.4.2. Theileria annulata Makrosizontlariyla Enfekte Lenfosit Hiicre Kiiltiirlerinden

DNA Ekstraksiyonu

Her bir hiicre kiiltiirii icin 5x10° canli hiicre 2.3.2.°de belirtildigi sekilde sayim
yapilarak DNA ekstraksiyonu i¢in kit protokoliine uygun olarak hazirlanmigtir. Bu amacla
belirlenen miktar hiicre kiiltiiriinden steril falkon tiiplere aktarilarak 350 x g’de 10 dk.
santrifiij edilerek hiicrelerin dipte toplanmasi saglanmistir. Santrifiij sonunda iistte kalan
stipernatant kismi atilarak hiicreler 200 pl 1xPBS ile alt {ist edilmis ve steril eppendorf tiiplere
aktarilmistir. Islem sonunda 6rnekler 13000—-16000 x g’de 10 sn. santrifiij edilerek iistte kalan
PBS uzaklastirllmis ve hiicreler siispansiyon haline gelene kadar 10-15 sn. hafifce
vortekslenmistir. Uzerine 600 pl hiicre ¢ekirdegini lize edici soliisyon eklenerek hiicrelerin
lize olmasi i¢in 5-6 kez pipete edilmistir. 3 ul RNAse soliisyonu eklenerek tiipler 2-5 kez alt-
iist edilmis ve su banyosunda 37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. islem sonunda

ornekler 5 dk. oda 1sisinda bekletilmis, inkiibasyon sonucunda 200 pl protein ¢oktiirme
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soliisyonu ilave edilerek, yiiksek devirde 20 sn. vortekslenmis ve 5 dk. buz iizerinde inkiibe
edilmistir. Cozilinen proteinleri ¢oktiirmek amaci ile drnekler 13000-16000 x g’de 4dk
santrifiij edilmistir. Islem sonunda dipte kalan beyaz protein peletine dokunulmadan
siipernatant alinmis ve igerisinde 600’er pl’lik isopropanol bulunan 1.5 ml’lik vida kapakli
steril tiiplere aktarilmistir. Tiipler DNA bulutu goriiliinceye kadar hafifce sallanmis ve sonra
13000-16000 x g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Isopropanol DNA gézetilerek dokiilmiis ve
DNA iizerine 600 pl %70’lik ethanol konularak tiip hafifce alt-iist edilmis ve 13000-16000 x
g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Daha sonra iistteki ethanol dikkatli bir sekilde uzaklastirilmig
ve pelletin kurumasi i¢in 10-15 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Tiiplere 100 ul DNA
Rehidrasyon Soliisyonu eklenerek 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen

ornekler kullanim asamasina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
2.5. Theileria annulata 1zolatlarinin Sitokrom b Geninin Incelenmesi

2.5.1. Theileria annulata Sitokrom b Geninde Muhtemel Buparvaquone Baglanma

Bolgelerinin Belirlenmesi

Plasmodium tiirlerinde atovaquone direnci ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda ilacin
parazitin sitokrom b geni lizerinde yer alan muhtemel baglanma boélgeleri (Ubikuinol
oksitlenme bolgeleri; Qol ve 2 bdlgesi) saptanmis ve direng arastirmalarinda bu kisimlarda
saptanan mutasyonlarin {izerinde durulmustur (Korsinczky ve ark 2000, Kessl ve ark 2007).
Ayrica atovaquone direng caligmalarinda parazitte yer alan ilacin muhtemel baglanma
bolgeleri S. cerevisiae sitokrom b geni ile karsilastirilmis ve bu genin parazitle yiiksek oranda
benzer oldugu saptanarak bu maya diren¢ calismalarinda model olarak kullanilmistir (Kessl
2003). Bu calismada ise yukarida belirtilen ¢alismalar model alinarak 7. annulata’nin
sitokrom b geni iizerinde buparvaquone’un muhtemel baglanma bdlgelerinin saptanmasi ve
bu bolgenin diren¢ ¢alismalarinda kullanilan diger organizmalarin gen dizilimiyle
karsilastirilmas1 amaglanmistir. Bu dogrultuda UniProtKB veri tabani kullanilarak 7. annulata
(Q4UJ67) Plasmodium falciparum (Q02768), P. yoelii (Q7TPDA7), P. berghei (099253),
T. gondii (020672) ve S. cerevisiae’nin (PO0163) sitokrom b geni protein dizilimleri elde
edilmistir. Belirtilen protein dizilimleri Clustal X (1.83) bilgisayar program kullanilarak
birbirlerine benzerlik oranlar1 saptanmis ve 7. annulata sitokrom b geni {izerinde muhtemel
buparvaquone baglanma bolgeleri belirlenmistir. Buna ek olarak 7. annulata sitokrom b
geninde proteinlerin transmembran helikal yapisinin tahmini olarak yerlesimi TMHMM v.2.0

sunucusu (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM) kullanilarak belirlenmis ve bu yap1

60


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM

sekle dokiilerek sitokrom b geni {izerinde saptanan mutasyonlarin bulunduklar1 noktalar daha

acik bir sekilde belirlenmeye ¢aligiimistir.
2.5.2. Theileria annulata’ya Ait Sitokrom b Geninin PCR Yoéntemiyle Cogaltilmasi

Buparvaquone’un parazit iizerine etkidigi muhtemel baglanma bolgesi olan sitokrom
bcl kompleksinin bir parcasi olan sitokrom b proteinini kodlayan 7. annulata’ya ait sitokrom
b geninin tam niikleoid dizimi (Genbank no: XM949625) gen bankasindan elde edilmistir.
Sitokrom b gen bolgesini ¢ogaltmada kullanilacak primerlerin tasarlanmasi i¢in Clustal X
(1.83) bilgisayar programi kullanilmistir (Thompson ve ark 1997). Gen bankasinda bildirilen
1092 bp uzunlugundaki 7. annulata sitokrom b geninin 1089 bp’lik (Sekil 2.3.) bolimii 5'-
ATG AAT TTG TTT AAC TCA CAT TTG C-3' ileri ve 5'-TGC ACG AAC TCT TGC AGA
GTC-3" geri yonlii primerleri kullanilarak g¢ogaltilmistir. Bu amacla uygulanan PCR’da
50ul’lik son hacimde, 45 mM Tris—HCI, pH 8.8, 11 mM (NH4)ZSO4, 4.5 mM MgClz, 0.113

mg/ml BSA, 4.4 uM EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 1 mM, 1 U Firepol Tag
DNA polimeraz (Solis BioDyne, Estonia), 10 uM ileri ve geri yonlii primer ¢ifti ile 2 pl DNA
ornegi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik 1s1 dongiisii cihazinda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 94°C’de 3 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her siklus
denatiirasyon (95°C’de 1 dk), baglanma (52°C’de 1dk) ve uzama (72°C’de 1 dakika 20
saniye) asamalarindan olusmak iizere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR f{irlinleri agaroz jelde goriintiilemesi yapilana

kadar 4°C’de saklanmustir.
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1 ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACT 80
81 TGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTG 160
161 AAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTAT 240
241 TTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGT 320
321 TGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTA 400
401 CAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAGACA 480
481 TTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCA 560
561 TAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGGTACTTTTCAGTG 640
641 ATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGAT 720
721 CCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTACTTTTGTTTTATGC 800
801 AACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTATTATTAGTTG 880
881 AATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCAAGTGTACCATTAGTACCA 960
961 GTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTC 1040
1041 AGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA 1089

Sekil 2.3. Theileria annulata’ya ait sitokrom b geninin niikleotid sekansi (Genbank no:

XM949625).

2.5.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR firiinleri elektroforez tankinda % 1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bu amagcla
1,5 gr agaroz tartilarak 100 ml 1XTAE (50XTAE; 1 litreye, 242 g Tris, 0.5 M EDTA 100 ml,
pH;8) soliisyonuna ilave edilmistir. Elde edilen karigim agaroz tamamen ¢oziinene kadar
mikro dalgada 1sitilmus ve 5 pl Safe View™ Nucleic Acid Stain (Applied Biological Materials
ICN) ilave edilmistir. Elektroforez tepsisine taraklar yerlestirilerek agaroz tepsiye dokiilmiis
ve DNA’nin jelde ylriitiilmesi esnasinda sorun yasanmamasi i¢in olusan baloncuklar
giderilmistir. Agaroz jelin tamamen donmasindan sonra taraklar ¢ikartilarak elektroforez
tepsisi tanka yerlestirilmistir. Tanka jelin iizerini kaplayacak kadar 1XTAE soliisyonu ilave
edilmistir. Her 9 pl PCR fiiriinii i¢in 1 ul 6XLoading Dye (Ficoll-type 400 ve Bromophenol
Blue) kullanilmistir. PCR iiriinleri ile 6XLoading Dye pipete edilerek karistirilmis ve jeldeki
kuyucuklara pipetlenmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinin boyutunu belirlemek amaciyla her
jele 5 ul 100 bp DNA Ladder (Solis BioDyne, Estonia) konulmustur. PCR iiriinleri 100 volt
dogrusal akimda yaklasik 45-50 dakika yiiriitiilerek siire sonunda jel goriintiileme cihazinda
(UV  transluminator, UVP EC3 ChemiHR 410 Imaging System) UV 1sik altinda

gorlntiilenerek fotografi ¢ekilmistir.

62



2.6. Theileria annulata Makrosizont Hiicre Kiiltiirlerinin Klonlanmasi
2.6.1. Calismada Kullanilan Materyal

Aydin Ilinin Akcaova Beldesi'nden toplanmis ve MTT testi ile fenotipik olarak
buparvaquone’a kars1 farkli oranlarda direng gosteren ii¢ T.annulata izolat1 (A10, A16 ve
A21) sitokrom b geninin mutasyonlar yoniinden incelenmesi i¢in seg¢ilmistir. Bu Orneklere
ilave olarak tespit edilen buparvaquone direnciyle ilgili olabilecek mutasyonlarin gen
tizerindeki diger polimorfik degisikliklerden ayrilmasi amaciyla farkli bolgelerden izole
edilmis ve ilaca kars1 duyarli olduklar1 belirlenen Akgaova, Nazilli ve Germencik il¢elerinden

elde edilen 7. annulata izolatlar (sirastyla A9, N3 ve G3) da genotipik ac¢idan incelenmistir.

2.6.2. Klonal Hiicre Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

MTT testi ile fenotipik olarak buparvaquone’un etkisine karsi farkli derecelerde direng
gosteren ve duyarl olan izolatlarinin barindirdigr direngli ve duyarli parazit populasyonlarinin
tespit edilebilmesi ve bu populasyonlarin arasindaki genotipik farkliliklarinin ortaya
konulabilmesi amactyla secilen bazi 7. annulata izolatlar1 diliisyon yontemiyle klonlanmaistir.
Bu amagla 7. annulata makrosizont hiicre kiiltiirleri, 100 ml %20 NCS iceren RPMI 1640
vasatinda 15x10' canli hiicre olacak sekilde diliiye edilerek 5 adet 96 kuyucuklu plaklarin her
bir kuyusuna 200ul olarak (0,3 canli hiicre/kuyu) dagitilmistir. 37°C %35 karbondioksitli
etlivde inkiibe edilmistir. Klonal hiicre kiiltiirlerinin ¢ogalma gosterip gostermedikleri diizenli
araliklarla invert mikroskop altinda takip edilerek, hiicrelerin kuyularin tabanini kaplayacak
kadar cogalmalarini takiben, hiicreler 2 ml vasat igerisinde 24 kuyucuklu plaklara
aktarilmistir. Aktarilan hiicrelerin iiremeleri her giin kontrol edilerek kuyu tabanim
dolduracak kadar tireyen klonal hiicre kiiltiirleri hiicre sayisini arttirmak amaci yeni plaklara
aktarilmistir. Bu amag ile her bir klonal hiicre kiiltiirii i¢in ii¢ farkli 24 kuyulu plate
kullanilmis ve her bir plate’e iireyen hiicrelerden 500 pl aktarilarak {izerleri 2 ml’ye yukarida
belirtilen vasat ile tamamlanmistir. Bu islem sonucunda her bir klonal hiicre kiiltiirii i¢in 4
adet 24 kuyucuklu plate elde edilmistir. Uremenin sorunsuz olarak gerceklestigi hiicre
kiiltiirlerinin 1 ml’si 2.4.2.°de belirtilen sekilde DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilmis, geri
kalan 7 ml’si ise 2.2.1°de belirtildigi sekilde dondurularak daha sonra kullanilmak amaci ile

s1v1 azotta saklanmustir.

63



2.7. Klonal T. annulata izolatlarinin ve Tekrarlayan Buparvaquone Tedavilerinden

Sonra T.annulata izolatlarinin Populasyon Genetiginin Belirlenmesi

Ayni izolata ait farkli klonlar arasinda genotipik olarak farkliliklar goriilebilmektedir.
Bu farkhiliklar klonlama esnasinda parazitte meydana gelen adaptasyon ve gen
ekspresyonundaki degisimlere bagli olabilecegi gibi ayni izolatta yer alan farkli
genotiplerdeki parazit populasyonlarindan da kaynaklanabilmektedir. Ornegin, T. annulata
(Weir ve ark 2011) ve T. parva (Oura ve ark 2003, Pelle ve ark 2011)’nin saha sartlarinda
hayvanlarda enfeksiyon olusturan parazit populasyonlarinin farkli genotiplere sahip etkenler
tarafindan olustugu bildirilmistir. Yapilan genetik analizler sonucunda 7. annulata’nin saha
izolatlarinda bulunan populasyonlarda genetik rekombinasyon oldugu dogrulanmistir (Weir
ve ark 2007). Enfekte hayvanlardan izole edilen hiicre kiiltiirleri ve piroplasmlarda da yiiksek
diizeyde miks enfeksiyonlar bulunabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada mikro ve minisatellit
isaretgiler 7. annulata izolatlarinin popiilasyon genetigini belirlemede kullanilmig ve izole
edilen bir izolatta TS8 markeri kullanilarak yapilan analizlerde 10 farkl: allel belirlenerek, ana
izolatta en az 10 farkli genotipte parazit populasyonunun yer alabilecegi belirtilmistir (Weir

2006).

Polimorfik mini ve mikrosatellit isaretciler kullanilarak yapilan genotiplendirmeler
bireyler arasindaki polimorfizmin Olcililmesi, populasyonun tasidigi genetik bilginin
degerlendirilmesinde 6nem tagimaktadir. Sirali ve tekrarli DNA motiflerinden olusan, ndtral
DNA bolgeleri olarak bilinen ve satellit olarak adlandirilan bu bélgeler; 10-100 bp tekrarl
minisatellitler ve 2-6 bp tekrarli mikrosatellitlerdir. Genetik ¢esitliligin nedeni bu bolgelerin
DNA’nin diger notr bolgelerine oranla daha yiiksek mutasyon oranina sahip olmalar1 olarak
bilinmektedir (Schlotterer 2000). Mikrosatellitler; basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence
Repeats, SSR) ya da kisa ard arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR) olarak da
adlandirilmaktadir (Charlesworth ve ark 1994, Schlotterer 2000). Mikrosatellit belirteclerin
belirli bir tiir icerisinde polimorfik olmalar1 ve bireyden bireye farklilik gdstermeleri
molekiiler genetik alaninda belirte¢ olarak kullanilmalarini uygun hale getirmistir. Ayrica;
giivenilir olmalar1 ve kisa zamanda sonug¢ alinabilmesi bu belirteglerin molekiiler genetik

caligmalarinda tercih edilme nedenleri arasinda yer almaktadir.

Bu calismada ayni hayvandan tekrarlayan buparvaquone tedavilerinden sonra elde
edilen farkli 7. annulata izolatlarinda populasyon g¢esitliligi acisindan farklilik olup

olmadigimin saptanmasi ve klonal 7. annulata hiicre Kkiiltiirlerinin genetik olarak tek bir
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populasyona sahip olup olmadiklarinin belirlenebilmesi amaciyla mini ve mikrosatellit
markerler kullanilmistir. 7. annulata populasyon genetigini aragtirmak amaci ile daha
onceden yayinlanmis bir c¢alismadaki polimorfik mini ve mikrosatellit belirtecler

kullanilmistir (Weir ve ark 2007).

2.7.1. Mini ve Mikrosatellit Belirtecler Kullanilarak 7. annulata Hiicre Kiiltiirlerinin

Populasyon Genetiginin Belirlenmesi

Bu calismada daha oOnceden yaymlanmis toplam 9 adet molekiiler mini ve
mikrosatellit belirte¢ kullanilmistir (Cizelge 2.8.) (Weir 2006, Weir ve ark 2007). PCR
reaksiyonu 20 pl son hacimde; 13,6 pl cifte distile su, 2 pl custom PCR mix (45 mM Tris-
HCI, pH 8.8; 11 mM (NH4)SOy4; 4,5mM MgCl,; 0,113mg/ml BSA; 4.4Mm EDTA; her bir
dATP, dCTP, dGTP, dTTP’dan 1,0 mM) (Thermo, UK), 0,2 ul 1 U Ampli Tag DNA
polimeraz (Applied Biosystems, USA), 100 uM floresan isaretli ileri yonlii primerden 0.2 pl,
10 uM geri yonlii primerlerden ve hedef DNA oOrneginden ikiser pl olacak sekilde
hazirlanmistir. PCR Techne TC-512 marka thermal sikluslu makinada; 94°C’de 2dk.
baslangi¢c denatlirasyon asamast ve bunu takip eden 30 siklus (94°C’de 50 saniye
denetiirasyon, 55-60°C’de 50 saniye baglanma, 65°C’de 1 dakika uzatma asamalar1) ¢ogaltma
donemi ile 65°C’de 5 dakikalik final uzatma asamasindan olusmaktadir. Primer ciftlerinin
farkli olan baglanma 1silart gizelge 2.7.’de belirtilmistir. Elde edilen PCR iirtinleri 10 pg/ml
etidyum bromid igeren %?2’lik agaroz jelde bir saat boyunca 100 voltluk sabit akimda
elektroforeze tabi tutulmustur. Bunu takiben jel ultraviole 1s1k altinda (UV transluminatdr)
incelenmistir. PCR sirasinda floresan isaretli ileri yonlii primer kullanilarak izolatlardan elde
edilen PCR firiinlerinden ikiser pl alinarak 96 kuyucuklu plaklara konulmus, plaklarin iizeri
ozel silikon kapaklarla kapatilmistir. Orneklerin yiiksek ¢oziiniirliiklii genotiplendirmesi
kapillar esasl sekans analizi (ABI 3100 Genetic Analyser) ile gerceklestirilmistir. Bu amagla
ornekler Dundee Universitesi, Fen Bilimleri Fakiiltesi, DNA sekans analizi servisine
gonderilmistir (DNA Sequencing and Services College of Life Sciences, University of
Dundee, Scotland). DNA parga biiyiikliiklerini belirlemede 1 bp degisikligine izin veren
ROX-isaretli uzunluk belirleyici standart (ROX-labelled size standards) kullanilmis ve

sonuclar Genescan' ™ bilgisayar programi ile degerlendirilmistir.
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Cizelge 2.8. T. annulata populasyonlarini belirlemek ic¢in kullanilan molekiiler mini ve mikrosatellit belirtegler ve primerlerin baglanma

dereceleri
Marker kodu Tekrarlayan sekans bolgesi T. annulata size range PCR primerleri 5’-3' Baglanma 1s1s1 (°C)
(bp)

TS5 GGTTCA 240 -318 F ctggaacatgaattacttgttcttcc 60
R ggacaccaatgagtgacgtgacag

TS6 TAATTATAGG 301 - 466 F catcctttgacctactgattgtac 60
R cggtagtaccagttaatactgtc

TS8 TATTATTTAATG 195 - 356 F taaacgattaaaatcaagtg 55
R attggaaatggtgaaataatgag

TS9 ATT 338 - 386 F aatgtgtggtacaacatcac 58
R gatatggaatcatactagaagttg

TS12 AATACT 237 -376 F gatgatagaggaattgatatgac 55
R ggaaatatcacaattaagattc

TS15 AAGATACTAATGGAAGATTAAGTA 164 - 404 F gtacgtaatcttggaaatggtag 60
R gatacaacgttacggagtcagttgg

TS16 TAA 345 - 439 F ccaatgtcaacagtatgatg 56
R gagtaagaagtaccactactg

TS20 ATTATTACTA 187 - 310 F ccttcatgatctacatctgatge 60
R ggctgaatgggtacctgttc

TS25 ATTATACTATACTATT 209 - 296 F cgccatcagtagtcatctcag 60

R gacgaccataactgggaagtcaac
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2.8. Klonal 7. annulata Hiicre Kiiltiirlerinin Sitokrom b Gen Sekans Analizinin

Yapilmasi

MTT sonuglarina gore buparvaquone’a karsi farkli fenotipik karakter gosteren, farkl
bolgelerden toplanmis alt1 7. annulata izolati (A9/BT, A10/AT3, A16/AT1 ve A21/AT4,
G3/BT ve N3/BT) secilerek sitokrom b geninin sekans analizi yapilmis ve nokta mutasyonlari

acisindan degerlendirilmistir.

Theileria annulata sitokrom b genine spesifik primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan PCR
driinleri %1,5’lik agaroz jelde 2.5.1.°de belirtildigi sekilde elektroforeze tabi tutularak,
ultraviyole 151k altinda goriintiillenmis ve 1089 bp’lik {iirlinler jelden kesilerek Qiagen Gel
purifikasyon kiti (QIAGEN, Almanya) ile purifiye edilmislerdir. Bu amagla jelden kesilen
bantlar tartilarak, belirlenen agirligin ti¢ kat1 kadar QG soliisyonu eklenmis ve 50°C’de 10 dk.
boyunca inkiibe edilerek jelin erimesi saglanmistir. Daha sonra erimis jeli igeren sivi pipetle
alinarak icinde jelden ayrilan DNA’nin baglanmasini saglayan kolonlar (QIAquick spin
column) bulunan 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konularak bir dakika boyunca 13000
rpm’de (yaklasik 17.900 x g) santrifiij edilmistir. Kit kullanimi sirasinda yapilan biitiin
santrifiij islemlerinde ayni devir kullanilmistir. Uygulanan santrifiij islemi ile jelden ayrilan
DNA’nin koluma baglanmasi saglanmistir. Bunu takiben koluma bagli olan DNA, 500 ul QG
sollisyonu eklenerek santrifiij islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 750 pl PE soliisyonu
eklenerek bir dakika santrifiij edilmis, bunu takiben bir dakikalik ikinci santrifiij islemi
uygulanarak kolona bagli kalabilme ihtimali olan soliisyon artiklarindan arindirilmistir. Son
asamada kolona bagli DNA’nin elde edilebilmesi i¢in 50 pl Eliisyon soliisyonu (TE; Tris—
EDTA, pH 7) eklenerek bir dakika boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve kolon temiz 1,5 ml
mikrosantrifiij tiipline konularak bir dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra bir dakika

santrifiij edilerek DNA’nin mikrosantrifiijde toplanmas1 saglanmustir.

Jelden kesilerek ayrilan ve piirifiye edilen PCR {iriinleri sekans analizi i¢in TOPO TA
Klonlama Kiti (Invitrogen™) kulanilarak PCR4-TOPO plasmid vektorii (Invitrogen™) icine
klonlanmistir. Bu amagla, temiz bir mikrosantrifiij tlipli i¢ine 4 pl piirifiye edilmis PCR iiriind,
1 pl tuz soliissyonu ve 1 ul PCR4-TOPO plasmid vektor eklenerek oda 1sisinda (22-23°C’de)
5 dk. inkiibe edilmistir. Vektore klonlanan iiriin Transforming One Shot® TOP10 kimyasal
olarak yeterli hale getirilmis E. coli hiicreleri (Invitrogen™) icine transforme edilmistir. Bu
amagla, E. coli hiicreleri -80°C’den buz iistiine alinarak eritilmis ve iizerine 2 pl klonlama

reaksiyonundan elde edilen iirlin eklenmistir. Daha sonra 30 dakika boyunca buz {izerinde
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inkiibe edilen iiriinlere 42°C’lik su banyosu i¢inde 30 saniye boyunca sicak soku uygulanarak
E. coli hiicrelerinin yiizey gecirgenligi arttirilmis ve vektoriin hiicre i¢ine girisi saglanmistir.
Sicak sokunu takiben hiicrelerin tizerine 250 pl S.0.C medyumu (%2 Tripton, %0.5 Maya
Ekstarkti, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClZ, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoz)

eklenerek 37°C’lik calkalamali inkiibator icinde 200 rpm’de, bir saat boyunca tiipler yatay
konumda olacak sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, énceden petrilere hazirlanan
ve igerisinde 100 pg/ml ampisilin bulunan LB agar (LB agar; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10
Triptone, %5 Maya ekstrakti, %10 agar bulunan soliisyon) {izerine 20 ve 50 pl olacak sekilde
ekilerek gece boyu kolonilerin iiremesi i¢in 37°C’de bekletilmistir. Ertesi giin {ireyen
kolonilerden bazilar1 segilerek igerisinde 100 pg/ml ampisilin bulunan LB medyum (LB
medyum; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10 Triptone, %5 Maya ekstrakti bulunan soliisyon)
icinde 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde bir gece cogalmaya birakilmistir. Cogaltilan
kolonilerden QIAGEN Plazmid DNA Ekstraksiyon Kiti (QIAGEN, Almanya) kullanilarak
icinde PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgesi bulunan plazmidlerin piirifikayonu yapilmistir. Kisaca,
10 ml medyum +4°C’de, 8000 rpm’de (yaklasik 10.000 x g) 3 dk. boyunca santrifiij edilerek
E. coli hiicreleri dipte toplanmistir. Bu hiicreler 250 pl P1 soliisyonu ile tekrar sulandirilarak
yeni bir mikrosantrifiij tlipline aktarilmig, daha sonra bu sulandirmanin {istiine 250 ul P2
soliisyonu eklenerek iyice karistirilmistir. Bu karigimin iistiine 350 pl N3 soliisyonu eklenerek
karistirilmis ve 13000 rpm’de (yaklasik 17.500 x g) 10 dk boyunca santrifiij edilmislerdir. Kit
protokoliinde bu asamadan sonra uygulanan biitliin santrifiij islemlerinde ayni  devir
kullanilmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant almarak DNA’nin baglanmasini
saglayan kolonlara (QIAprep spin column) konulmustur. Kolon 30-60 sn. boyunca santrifiij
edilmis ve dipte toplanan sivi dokiildiikten sonra 0.5 ml PB soliisyonu eklenerek, santrifiij
islemi tekrar edilmistir. Daha sonra 0.75 ml PE soliisyonu ilave edilip, 30—60 sn. santrifiij
edilmistir. Dipte toplanan sivi dokiildiikten sonra kolonda kalmis olan tiim yikama
soliisyonunun giderilmesi i¢in bir dk. daha santrifiij islemi yapilmistir. Son asamada kolona
bagli DNA’nin elde edilebilmesi i¢in 50 pl Eliisyon soliisyonu eklenerek bir dk. boyunca oda
1sisinda bekletilmis ve takiben kolon temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine konularak, santrifiij
ile purifiye edilen DNA’nin tiipe gegmesi saglanmigstir. Plasmid DNA’nin bir pg’t EcoR1
restriksiyon enzimi ile kesilerek agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve kesilen iirlinlerin
boylarina bakilarak klonlama islemi test edilmistir. Elde edilen plazmid DNA ornekleri (1-2
pg) 37°C’de bir gece boyunca kapaklari agik olarak bekletilerek DNA’nin kurumasi
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saglanmis ve bu ornekler sekans analizlerinin yapilmasi igin ticari bir sirkete gonderilmistir

(Eurofins MWG Operon, Londra).

2.9. Sitokrom b Geninde Saptanan Mutasyonlar1 Belirlemek icin Allel Spesifik PCR

Metodunun Gelistirilmesi

Bilinen nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan AS-PCR metodunda klasik
PCR’dan farkli olarak mutasyona 0zgli amplifikasyon yapilarak mutant alleller
saptanmaktadir. Bu amagla allel spesifik belirtecler kullanilmaktadir. AS-PCR iki farkh
tepkimeden olusmaktadir. Birinci tepkime, normal DNA dizisine 6zgll primeri igerirerek
yalnizca normal DNA dizilimini amplifiye ederken, ikinci tepkime mutanta 6zgiil primer
icerir ve normal DNA’y1 amplifiye edemezken mutant DNA'nin amplifiye edilmesine olanak
vermektedir. Homozigot normal bir bireyde yalnizca normal tepkimede PCR {iriini
olustururken heterozigot her iki tepkimede, homozigot mutant birey ise yalnizca mutant

tepkimede PCR f{iriinii olusturmaktadir (Koizumi ve ark 2005).

2.9.1. Allel Spesifik PCR Icin Mutasyonlara Ozel Primerlerin Tasarlanmasi ve

Degerlendirilmesi

Yapilan sekans analizlerinde baz1 T. annulata izolatlarinda parazitin sitokrom b geni
tizerinde yer alan ilacin muhtemel baglanma bolgesinde iki farkli mutasyon saptanmis ve bu
mutasyonlart allel spesifik PCR (AS-PCR) ile tespit edebilmek amaci ile bu mutasyonlara
0zel primerler Clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanilarak tasarlanmistir. Primerler
tasarlanirken nokta mutasyon daha once belirtildigi sekilde (Papp ve ark 2003, Koizumi ve
ark 2005, Hoti 2009, Wang 2010) ileri yonlii primerlerin 3’ ucuna gelecek sekilde
ayarlanmistir. Bu dogrultuda ilacin birinci muhtemel baglanma bolgesinde saptanan V135A
mutasyonu i¢in iki ileri FIR 5-GCT TCT GGG GAG CTA CAG C-3', F1S 5-GCT TCT
GGG GAG CTA CAG T-3' ve bir geri yonlii primer R1 5'-CCA TAA CCA GAT TGC ACT
CCA-3' dizayn edilmistir. ilactn muhtemel ikinci baglanma bédlgesinde saptanan P253S
mutasyonu icin de iki ileri yonlii F2R 5-CGA TAT TAT CTG ATC CTT TAA ACA CTT-3,
F2S 5'-CGA TAT TAT CTG ATC CTT TAA ACA CTC-3' ve R2 5-CAA CAT GAA CAA
CCA TCT TTC C-3’ bir geri yonlii primer tasarlanmistir. Tasarlanan primerler PCR’da 20
ul’lik son hacimde; 11,8 pl ¢ifte distile su, 2 pl custom PCR mix (45 mM Tris-HCI, pH 8.8;
11 mM (NH4)SO4; 4,5mM MgCl2; 0,113mg/ml BSA; 4.4Mm EDTA; her bir dATP, dCTP,
dGTP,dTTP’dan 1,0 mM) (Thermo, UK), 0,2 ul 1 U Ampli Taq DNA polimeraz (Applied
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Biosystems, USA), 10 puM ileri ve geri yonlii primerden 2 pl ve hedef DNA (20ng/ul)
orneginden ikiser pl olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik
termal sikluslu makinede gerceklestirilmistir. Secilen primer ¢iftlerine en uygun baglanma
1silarinin belirlenmesi amaciyla derece derece degisen (gradient) PCR’u uygulanmustir.
Dereceli PCR’u her siklusun baglanma 1sisinda 55°C’de 10°C’lik derecelendirme yapilmak
kaydiyla reaksiyon 94°C’de 3 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her siklus denatiirasyon
(95°C’de 1 dk.), baglanma (55-65°C’de 1 dk.) ve uzama (72°C’de 1 dk. 20 sn.) asamalarindan
olusmak tizere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iirlinleri 4°C’de tutulmustur. Daha sonra her PCR
tirtiniinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1,5’lik
agaroz jelde 100 voltluk akimda 45 dakika elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole
1s1k altinda goriintiilenerek birinci primer grubu igin 62,5°C ikinci grup iginse 61°C’lik

baglanma 1silar1 en uygun olarak belirlenmistir.

2.9.2. Allel Spesifik PCR Spesifite ve Sensitivesinin Degerlendirilmesi

Testin sensitivitesi farkli DNA diliisyonlar1 kullanilarak yapilmistir. Bu amagla 20
ng/ul derisimindeki mutant olan sitokrom b genomu (R), normal sitokrom b genomu (S) ile
R/S; 1/10, 1/20, 1/50 ve 1/100 oraninda diliiye edilerek nokta mutasyonun hangi derisime
kadar AS-PCR ile tespit edilebilecegi belirlenmistir.

AS-PCR spesifite Olgiimii sensitivite Olgiimiine benzer olarak DNA diliisyonlari
kullanilarak yapilmistir. Bu amagla farkli mutasyonlar1 ihtiva eden iki farkli mutant sitokrom
b genomu (R1 ve R2) 20ng/ ul derisiminde ayarlanarak birbiri icerisinde diliiye edilmistir.
Spesifite 6l¢limii yapilacak olan primerlerin saptadigi mutant DNA azalan diger mutant DNA
Orneginin icerisinde, R1/R2; 1/10, 1/20, 1/50 ve 1/100 oraninda diliiye edilerek AS-PCR
metoduyla mutasyonun hangi derisime kadar tespit edilebilecegi belirlenmistir. AS-PCR
sensitivite ve spesifite Olglimleri yukarida belirtilen sekilde her mutasyonu saptamak igin

dizayn edilen primerler i¢in yapilmistir.
2.9.3. Allel Spesifik PCR ile test edilen parazit materyali

Buparvaquone direnciyle iligkili olarak saptanan mutasyonlarin sahadaki yayginlig
AS-PCR yontemiyle test edilmistir. Bu amagla, ¢calismada toplam 168 adet 7. annulata pozitif

kan 6rnegi ve 127 adet T. annulata makrosizontlariyla enfekte hiicre kiiltiirii kullanilmistir.
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Mutasyonlarin yayginlig: ile ilgili istatistik degerlendirme, capraz tablolar olusturulup Ki-
Kare ve fisher excat test analizi ile yapilmistir. Istatistik énemlilik esik diizeyi olarak 0,05

degeri kullanilmis ve hesaplamalarda IBM-SPSS 20.0 paket programindan yararlanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MTT test sonuclari
3.1.1. MTT ile test edilen hiicre Kiiltiirleri

Bu caligmada toplam 127 adet T. annulata makrosizontlariyla enfekte lenfosit hiicre
kiiltiirli izolat1 kullanilmistir. Bu izolatlar hastalik sezonunda akut hastalik semptomu gosteren
hayvanlardan buparvaquone tedavisi 6ncesinde ve/veya sonrasinda izole edilmistir. Tedavi
stiresince takip edilebilen hasta hayvanlardan tekrarlayan buparvaquone tedavileri sonrasinda
da kan Ornekleri alinarak 7. annulata izolatlar1 elde edilmeye calisilmistir. Test edilen 127
hiicre kiiltiirii izolatinin 78 adeti 2010-2012 yillar1 arasinda (Cizelge 3.1., 3.2. ve 3.3.) hastalik
sezonunda toplanan kan 6rneklerinden izole edilmistir. 49 adet T. annulata makrosizontlar ile
enfekte lenfosit hiicre kiiltiirii ise 1998-2007 yillar1 arasinda Parazitoloji Anabilim Dalinda
yiiriitiilen diger calismalar sirasinda elde edilmistir. 49 adet 7. annulata makrosizontlar ile
enfekte lenfosit hiicre kiiltiirii de ¢alismada (Cizelge 3.4.) kullanilmigtir. Toplamda 84 adet
izolat buparvaquone tedavisi Oncesinde elde edilirken 30 adet izolat buparvaquone
enjeksiyonlar1 sonrasinda izole edilmistir. Farkli 13 hasta hayvandan elde edilen 7. annulata
izolatlar1 ise ayni hayvanlardan tekrarlayan buparvaquone enjeksiyonlar1 sonrasinda ve/veya
tedavi Oncesinde elde edilmistir. Belirtilen izolatlarin toplam 102 adedi Akgaova
Beldesi’'nden elde edilirken, 25 adet izolat Aydin’in diger beldelerinden izole edilmistir
(Cizelge 2.6). Calismada kullanilan tiim izolatlar MTT yontemiyle test edilerek 1Csy degerleri
hesaplanmis ve bu degerler izolata ait bilgilerle beraber ¢izelge 3.1., 3.2., 3.3. ve 3.4." de

verilmistir.

Theileria annulata izolatlarinin kodlamasi yapilirken 6ncelikle izole edildigi hayvana
ait kod kullanilmis sonrasinda izolatin tedavi 6ncesinde veya kaginci buparvaquone tedavisi
sonrasinda alindigina dair kodlama yapilmistir. Tedavi Oncesi alinan Ornekleri belirtmek
amaci ile BT (Before Treatment), tedavi sonrasini belirtmek amaci ile de AT (After
Treatment) ibaresi kullanilmistir. Izolatin kaginci buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda
alindig1 AT kodlamasini takiben rakam ile belirtilmistir. Ornegin; A10/BT kodu izolatin A10
kodlu hayvandan tedavi oncesinde alindigin1 gosterirken, A10/AT3 kodu izolatin A10 kodlu

hayvandan 3’lincii buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda alindigini ifade etmektedir.
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Cizelge 3.1. 2010 yilinda elde edilen 7. annulata izolatlar1 ve ICsy degerleri. izolat kodu verilirken baslangicta 6rnegin elde edildigi hayvan kodu
verilmig (A21, A100 vb), sonrasinda drnegin alindig1 donemdeki hayvanin tedavi durumu belirtilmistir (BT: tedavi oncesi, AT: tedavi sonrast,

AT ifadesinden sonra gelen rakam 6rnegin kacinci tedavi sonrasinda alindigini belirtmektedir).

izolat Kodu Tedavi ICs
(ng/ml)

A21/AT1 1. Tedavi Sonrasi 16.75

1 A21/AT3 3. Tedavi Sonrasi 25.53
A21/AT4 4. Tedavi Sonrast 73.79
A100/BT Tedavi Oncesi 2.16

2
A100/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.51
Al101/BT Tedavi Oncesi 2.07

3
A101/AT2 2. Tedavi Sonrast 1.50

4 | A102/BT Tedavi Oncesi 3.52

5 | A103/ATI 1. Tedavi Sonrasi 1.57
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Cizelge 3.2. 2011 yilinda elde edilen T. annulata izolatlar1 ve ICsy degerleri

izolat Kodu Tedavi ICs5 izolat Kodu Tedavi 1C5 izolat Kodu Tedavi 1C5
] (ng/mi) (ng/ml) (ng/mi)
A104/BT Tedavi Oncesi 7.18
1 A104/AT1 1. Tedavi Sonrasi 11.21
16 | A120/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.18 31 | 135/BT Tedavi Oncesi 0.85
A104/AT2 2. Tedavi Sonrasi 13.10
A104/AT3 3. Tedavi Sonrasi 20.23
2 A106/BT Tedavi Oncesi 2.58 17 | A121/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.05 32 | A136/BT Tedavi Oncesi 2.02
Al122/AT1 1. Tedavi Sonras1 | 9.66
3 A107/BT Tedavi Oncesi 1.15 18 33 | A137/BT Tedavi Oncesi 0.52
A122/AT2 2. Tedavi Sonrasi 10.70
4 A108/BT Tedavi Oncesi 1.34 19 | A123/BT Tedavi Oncesi 3.87 34 | A138/BT Tedavi Oncesi 0.73
5 | A109/BT Tedavi Oncesi 5.56
20 | A124/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.34 35 | A139/BT Tedavi Oncesi 1.02
A109/AT2 2. Tedavi Sonrasi 1.55
6 A110/AT3 3. Tedavi Sonrasi 5.56 21 | A125/BT Tedavi Oncesi 2.91 36 | A143/ATI1 1. Tedavi Sonrasi 2.31
7 Al111/BT Tedavi Oncesi 1.83 22 | A126/BT Tedavi Oncesi 1.34 37 | A144/BT Tedavi Oncesi 0.85
8 A112/BT Tedavi Oncesi 1.28 23 | A127/BT Tedavi Oncesi 1.15 38 | A145/AT2 2. Tedavi Sonrasi 1.67
9 A113/BT Tedavi Oncesi 3.19 24 | A128/BT Tedavi Oncesi 0.69 39 | A148/AT4 4. Tedavi Sonrasi 6.20
10 | A114/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.34 25 | A129/BT Tedavi Oncesi 1.67 40 | A149/BT Tedavi Oncesi 1.50
11 | A115/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.17 26
A130/BT Tedavi Oncesi 1.54 41 | A150/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.97
A115/AT2 2. Tedavi Sonrasi 6.36
12 | A116/AT2 2. Tedavi Sonrasi 5.02 27 | A131/BT Tedavi Oncesi 0.34 42 | A151/AT1 1. Tedavi Sonrasi 6.36
13 | A117/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.16 A132/AT2 2. Tedavi Sonras1 | 3.21 43 | A152/BT Tedavi Oncesi 1.69
28
14 | A118/BT Tedavi Oncesi 5.02 29 | A133/BT Tedavi Oncesi 1.86 44 | A153/BT Tedavi Oncesi 0.92
15 | A119/BT Tedavi Oncesi 2.27 30 | A134/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.28 45 | A154/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.15




Cizelge 3.3. 2012 yilinda elde edilen 7. annulata izolatlar1 ve ICsy degerleri

SL

izolat Kodu Tedavi IC50 degerleri izolat Kodu Tedavi IC50 degerleri
1 A155/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.11 15 A170/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.21
2 A156/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.16 16 Al171/BT Tedavi Oncesi 0.76
A156/AT2 2. Tedavi Sonrast 3.52
A156/AT3 3. Tedavi Sonrasi 4.73
3 Al157/BT Tedavi Oncesi 1.55 17 Al172/BT Tedavi Oncesi 0.79
4 A158/BT Tedavi Oncesi 0.89 18 Al173/BT Tedavi Oncesi 0.24
5 A159/BT Tedavi Oncesi 0.69 19 A174/BT Tedavi Oncesi 2.27
6 A160/BT Tedavi Oncesi 1.67 20 A175/BT Tedavi Oncesi 2.0
7 A161/BT Tedavi Oncesi 1.57 21 A176/BT Tedavi Oncesi 3.21
8 A162/BT Tedavi Oncesi 1.34 22 Al177/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.97
A177/AT1 2. Tedavi Sonrasi 6.36
9 A163/BT Tedavi Oncesi 1.96 23 A178/BT Tedavi Oncesi 2.63
10 A164/BT Tedavi Oncesi 0.88 24 A179/BT Tedavi Oncesi 2.16
A179/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.97
11 A166/BT Tedavi Oncesi 2.57 25 A180/BT, Tedavi Oncesi 1.47
A180/AT2 2. Tedavi Sonrasi 7.48
12 A167/BT Tedavi Oncesi 2.09 26 A181/BT Tedavi Oncesi 1.95
13 A168/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.27 27 G4/BT Tedavi Oncesi 1.57
A168/AT3 3. Tedavi Sonrasi 4.59
14 A169/BT Tedavi Oncesi 0.68 28 AC2/BT Tedavi Oncesi 1.34




Cizelge 3.4. 1998-2007 yillarinda elde edilen 7. annulata izolatlar1 ve ICsy degerleri

9L

izolat Kodu Tedavi IC50 degerleri izolat Kodu | Tedavi 1Cs5
degerleri

1 Al1/BT Tedavi Oncesi 2.0 26 A32/BT Tedavi Oncesi 1.15
2 A2/BT Tedavi Oncesi 3.20 27 A33/BT Tedavi Oncesi 1.34
3 A3/BT Tedavi Oncesi 2.63 28 A34/BT Tedavi Oncesi 0.76
4 AS/BT Tedavi Oncesi 2.16 29 ACI1/BT Tedavi Oncesi 4.36
5 A6/BT Tedavi Oncesi 3.52 30 C1/BT Tedavi Oncesi 1.37
6 A7/BT Tedavi Oncesi 6.95 31 OE1/BT Tedavi Oncesi 4.59
7 A8/BT Tedavi Oncesi 6.59 32 G1/BT Tedavi Oncesi 1.46
8 A9/BT Tedavi Oncesi 3.11 33 G2/BT Tedavi Oncesi 2.05

A10/BT Tedavi Oncesi 16.75 G3/BT Tedavi Oncesi 4.73
9 34

A10/AT3 3. Tedavi Sonrasi 135.0
10 Al11/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.83 35 K1/BT Tedavi Oncesi 4.69
11 Al12/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.96 36 K2/BT Tedavi Oncesi 3.87
12 Al13/AT1 1. Tedavi Sonrasi 3.83 37 TEP1/BT Tedavi Oncesi 291
13 Al4/AT2 2. Tedavi Sonrasi 2.62 38 MI1/BT Tedavi Oncesi 3.19
14 A15/AT3 3. Tedavi Sonrasi 0.63 39 CN1/BT Tedavi Oncesi 0.78
15 Al16/AT1 1. Tedavi Sonrasi 5.56 40 CN2/BT Tedavi Oncesi 1.39
16 Al17/AT1 1. Tedavi Sonrasi 5.0 41 CN3/BT Tedavi Oncesi 3.56
17 Al18/ATI1 1. Tedavi Sonrasi 3.63 42 NZ1/BT Tedavi Oncesi 2.31
18 A24/BT Tedavi Oncesi 1.95 43 NZ2/BT Tedavi Oncesi 1.98
19 A25/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.46 44 NZ3/BT Tedavi Oncesi 3.01
20 | A26/BT Tedavi Oncesi 3.27 45 NZ4/BT Tedavi Oncesi 2.31
21 | A27/BT Tedavi Oncesi 1.40 46 NZ5/BT Tedavi Oncesi 2.04
22 A28/BT Tedavi Oncesi 1.47 47 MGI1/AT1 1. Tedavi Sonras1 | 0.80
23 A29/BT Tedavi Oncesi 1.39 48 S1/AT1 1. Tedavi Sonras1 | 2.57
24 A30/BT Tedavi Oncesi 1.19 49 S2/AT1 1. Tedavi Sonras1 | 2.71
25 | A31/BT Tedavi Oncesi 2.58




3.1.2. Theileria annulata 1zolatlarinin Buparvaquone Baskis1 Altinda Gosterdikleri

Fenotiplerin Belirlenmesi

MTT kolorimetrik test sonuglarina gére 7. annulata izolatlarinin buparvaquone baskist
altinda farkli fenotipik karakterler gosterdigi belirlenmistir. Bazi izolatlarin ¢ok diisiik ilag
konsantrasyonlarinda (0,8ng/ml>) parazit populasyonlarindaki canlihi@ yitirdigi ve
buparvaquone’a kars1 fenotipik olarak duyarli oldugu saptanmistir. Bu duruma karsin farkl
baz1 T. annulata izolatlariin ise yiiksek ila¢ konsantrasyonlarina (7ng/ml<) ragmen mevcut
parazit canliligin1 korumaya devam ettigi belirlenmistir. Bu durum bu izolatlarin fenotipik
olarak buparvaquone baskisi altinda farkli karakterlere sahip oldugunun bir gdstergesi
olmustur. MTT ile belirlenen farkli ilag diliisyonlarindaki parazit canlilik oranlar1 grafiklerde
gosterilmistir (Sekil 3.1.-3.3.) Test edilen 7. annulata izolatlart Ak¢aova Beldesi’nden ve
diger beldelerden (Sekil 3.1.) toplananlar olarak ikiye ayrilmis, Akcaova Beldesi’'nden olan

ornekler ise tedavi oncesi (Sekil 3.2.) ve tedavi sonrasinda alinanlar (Sekil 3.3.) olarak

gruplandirilmastir.
150+ 150

— AC1/BT — CN1/BT

— C1/BT CN2/BT

x — OE1/BT x 1o — CN3/BT
£ — E;E = NZ1/BT
=2 — G3BT 8 B migg

e B0 M —_— J

el — NZ4ET

f — TEP1/BT — NZ5BT
-1 — M1/BT ' { - 7 . , — MG1/AT1
ilag konsantrasyonu (ng/ml) G4/BT -1 0 1 2 3 4 S1/ATH

AC2/BT ilag konsantrasyonu (ng/ml) — S2/ATH

Sekil 3.1. Aydmn Ili’nin farkli Belde’lerinden elde edilen T. annulata izolatlarmin MTT

canlilik grafikleri. lag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 arasi; 0-0,8 ng/ml, 0-1larasi; 0,8-7 ng/ml,
1-2arast; 7-125 ng/ml, 2-3 arast; 125-1000 ng/ml.
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150+
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— A2/BT — A27/BT
X 104 e x — A28/BT
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. 504 — AIBT RN — A3M/BT
— A8/BT A32/BT
'- AJIBT — A33BT
- — A10/BT

' S S — , —— o — AT

4 o 2 3 4 A24/BT 4 2 3 4

A- ilag konsantrasyonu (ng/ml) B- ilag konsantrasyonu (ng/ml)

— A100/BT A126/BT
150~ — A101/BT 150 — A127/BT
A102/BT A128/BT
A104/BT A129/BT
— A106/BT 100 — A130/BT

— A107/BT — A131/BT
— A108/BT — AI133/BT

' Y
NI AO9BT RN — A135BT
K AT11/BT | A136/BT
e :

%'/6 canlilik
Yo canlilik

0,

k — A137/BT

A112/BT
— f| r T L T 1 - f|
:I é :t A113/BT A 1 2 3 a3 A144/BT
A118/BT ilac K Iml A149/BT
ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A119/BT Hlag konsantrasyonu (ng/mi) — A152/BT
C- — A123BT D- A153/BT
— A157/BT 150-
150 — A158/BT — A174/BT
— A159/BT — A175/BT
< - i}g?g < A176/BT
= ! - ' —_— i
= — A162/BT I= ATTEIBT
= — A163/BT 8 — AIT9/BT
e — A164/BT 5041 — A180/BT
— A166/BT — A181/BT
A167/BT
A1 : A169/BT
ilag konsantrasyonu (ng/ml) — AIT1UBT -:I
A172/BT .
E. — A173BT F- ilag konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 3.2. Akcaova Belde’sinden tedavisi oncesi elde edilen 7. annulata izolatlarimin MTT
canlilik grafikleri. A ve B-1998-2007, C ve D- 2010-2011, E ve F- 2012 yillarinda izole

edilen hiicre Kkiiltiirleri. ilag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 aras1; 0-0,8 ng/ml, O-larasi; 0,8-7

ng/ml, 1-2arast; 7-125 ng/ml, 2-3 arast; 125-1000 ng/ml.
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150+ 1501

— A10/AT3 — A155/AT1

— A11/AT1 — A156/AT1

x — A12/AT1 x — A156/AT2
% — A13/ATH % A156/AT3
3 — A14/AT2 3 — A1BB/AT1
=2 — A15/AT3 32 — A168/AT3
A16/AT1 — A1TU/ATH

— A{7/AT1 A1TT/AT1

—— A18/ATY :‘ 5 ‘i : T ) — AI1TT/AT2
4 0 1 2 3 4 po5/ATH - _ A17T9/AT1
A- ilag konsantrasyonu (ng/ml) B- ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A180/AT?
— AZ1/AT1 — ANT/ATI

160 A21/AT3 1504 — A120/AT1

— AZ21/AT4 A121/AT

— A100/ATA1 — A122/AT1

= — AT10VAT2 = A122/AT2
f_E — A“IOS;:AT“I E — A124/AT1
= — Al0MATT S — A132/AT2
. xg:’:ﬂg < A134/AT1

A‘IOQ::"ATE — A143/AT1

5 A110/AT3 — ATdaAT2
ilag konsantrasyonu (ng/ml) AT14/ATI 1 Al 48‘I{AT4

AT15/ATH ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A150/ATY

— AT15/AT2 — A151/AT1

C- — A116/AT2 D- — A154/AT1

Sekil 3.3. Akgaova Belde’sinden tedavisi sonrasinda elde edilen 7. annulata izolatlariin
MTT canlilik grafikleri. A-1998-2007, B- 2012, C ve D- 2010-2011 yillarinda izole edilen

hiicre kiiltiirleri. ila¢ konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 arasi; 0-0,8 ng/ml, 0-1arasi; 0,8-7 ng/ml, 1-
2arast; 7-125 ng/ml, 2-3 arast; 125-1000 ng/ml.

Theileria annulata izolatlarinin hangi buparvaquone konsantrasyonunda ilacin
etkisinden kurtularak canliligin1 devam ettirebildiginin belirlenmesi ve izolatlar arasinda ilaca
karsi direncin daha net ortaya konulabilmesi amaciyla izolatlarin ICsy (maksimum
inhibisyonun %50'sini olusturan ila¢ konsantrasyonu) degerleri hesaplanmis ve izolatlarla

ilgili ICso degerleri ¢izelge 3.1., 3.2., 3.3. ve 3.4.’te sunulmustur.

Genel olarak 7. annulata izolatlarimin yaklasik 1 ng/ml dozunda ilacin etkisinden
kurtulduklart belirlenmis ICso degerleri 2-3 ng/ml olarak saptanmistir. Buna karsin
Akcaova’daki hasta bir hayvandan ii¢lincli buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda elde edilen
A10/AT3 kodlu izolatin 135 ng/ml gibi ¢ok yiiksek buparvaquone konsantrasyonlarinda dahi
iiremeye devam ederek canliligin1 korudugu tespit edilmis ve belirtilen izolatin ICsy degeri

135 ng/ml olarak hesaplanmistir. Bu izolata benzer olarak yine Ak¢aova’dan buparvaquone
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tedavisi sonrasinda elde edilmis iki izolatin ICsy degerlerinin (A21/AT4-1Cs0;73.79 ve
A104/AT3-ICsp; 20.23) diger izotlara oranla ¢ok daha yiiksek oldugu saptanmistir. Sonuglarin
dogrulugu onaylamak amaciyla MTT testi boliim 2.3.’de ayrintili olarak belirtildigi sekilde {i¢
kez tekrar edilmis ve tiim test sonuglarmin ortalamasi alinarak izolatlarin ICsy degerleri
hesaplanmistir. 1Cso degerlerindeki bu farklilik bazi parazit populasyonlarinin buparvaquone
etkisine kars1 daha dayanikli oldugunu veya ilag¢ etkisinden su anda bilinmeyen her hangi bir
mekanizma nedeniyle kurtuldugunu gostermektedir.
3.2. Theileria annulata izolatlarinda tekrarlayan buparvaquone tedavilerinin parazit
populasyonlar iizerine etkisinin belirlenmesi

Sekans analizi icin secilen 7. annulata izolatlarinin miks parazit populasyonlarina
sahip olup olmadiginin belirlenmesi ve hasta hayvanlara uygulanan buparvaquone
tedavilerinin parazit populasyonunda bir degisime neden olup olmadigini belirlemek amaci ile
daha onceden T. annulata’ya spesifik oldugu tespit edilmis toplam dokuz mikro ve mini

satellit isaretleyiciler kullanilmistir (Weir 2006).

Sahadaki hayvanlardan elde edilen 7. annulata izolatlarinda farkli genotip 6zelliklere
sahip farkli parazit populasyonlari bir arada bulunabilmekte ve bu durum yapilan gen sekans
analizlerinde farkli sonuclarin gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle sekans analizine
gonderilecek olan izolatlarin miks populasyon ihtiva etmesi halinde 2.6.’da ayrintili bir
sekilde bahsedildigi gibi T. annulata makrosizontlariyla enfekte lenfosit hiicre kiiltiirleri
klonlanmigtir. Daha sonrasinda segilen klonal hiicre kiiltlirlerinin populasyon genetigine
bakilarak gercek klon (tek parazit populasyonundan iireyen) olup olmadiklari tespit edilmistir
ve tek populasyona sahip klonal hiicre kiiltiirlerinden bazilar1 sekans analizine gonderilmek

i¢in belirlenmistir.

Populasyon genetigi ¢aligmalarindan 6rnek bir agaroz jel gorlintiisii sekil 3.4.’de ve

Genescan'™ analizi grafik 6rnegi sekil 3.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. TS12 markeri kullanilarak yapilan genotiplendirme agaroz jel goriintiisii. 1. 100
bp’lik molekiiler biiyiikliik belirleyici (Invitrogen), 2. A21/AT1, 3. A21/AT4, 4. A16/ATl1, 5.
A9/BT, 6. A10/BT ve 7. A10/AT3.
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Sekil 3.5. Genescan™™ analiz grafik 6rnegi. T. annulata A21/AT1 izolatin TS12 markeri ile
yapilan analiz sonucu.

Mini ve makro satellit markerler kullanilarak yapilan populasyon genetik analiz
sonuclarina gore sekans analizi i¢in secilen ana hiicre kiiltiirlerinden sadece bir tanesinin
(A10/AT3) klonal hiicre kiiltiirii gibi genetik a¢idan tek bir parazit populasyonu ihtiva ettigi
saptanmis, diger izolatlarin ise miks populasyonlara sahip olduklar1 belirlenmistir. Belirtilen

izolatlarin ihtiva ettigi parazit populasyonlar1 ¢izelge 3.5.’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Sekans analizi icin belirlenen 7. annulata izolatlarinda parazit populasyon

cesitliligi.

| TS5 156 158 159 | ]
izolat Kodu | 248| 255| 261] 266| 271| 332| 355| 360] 383 396] 419] 430] 228| 237[ 259| 271] 285| 300] 309] 357 359 363] 368 384
A9/BT 83% 17% 85%| 15% 34% 66% 100%
A10/AT3 100% 100% 100% 100%
A16/AT1 10% 90% 100% 100% 100%
A21/AT4 81%| 19% 100% 100% 100%
G3/BT 100% 66% 34% 63% 37% 100%
N3/BT 100% 100%, 100% 10% 90%

1512 T515 Ts16 T520 T525

izolat Kodu 264| 281| 290| 304| 323| 188| 213| 238| 285| 333| 345| 349| 352( 356| 366| 220| 223| 223| 228| 231| 237| 218| 222( 230| 233| 240| 243| 252
A9/BT 10% 60% 40%| 78% 22% 100% 100%
A10/AT3. 100%] 100% 100% 100% 100%
A16/AT1 100% 100% 100%(100% 100%
A21/AT4. 100% 100% 100% 100% 17% 83%
G3/BT 100% 100% 83%| 13% 4%| 54% 39% 7%
N3/BT 100% 100% 100% 100% 100%

Buparvaquone’un hasta hayvandaki mevcut parazit populasyonlari {izerine olan etkisi
A10/BT ve AT3 ve A21/AT1, AT3 ve AT4 kodlu izolatlarin populasyon genetik analizleriyle
belirlenmistir. Analiz sonuglarina (Cizelge 3.6.) gore A10/BT miks populasyona sahipken
ayn1 hayvandan {igiincii tedavi sonrasinda izole edilen A10/AT3 izolatinin tek bir parazit
populasyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Farkli bir hayvandan (A21 kodlu) tedavi siiresince
tekrarlayan buparvaquone enjeksiyonlar1 sonrasinda elde edilen izolatlarda ilerleyen
buparvaquone tedavileri ile parazit populasyonunda azalma oldugu saptanmistir. Ornegin TS8
makeri kullanilarak yapilan analizde 1. buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda alti, {igiincii
enjeksiyon sonrasinda iki ve dordiincii tedavi sonrasinda bir tane parazit populasyonunun
canliligimi korudugu belirlenmis ve parazit populasyon sayisindaki azalma Cizelge 3.7.’da
gosterilmigtir. Elde edilen bu bulgular artan buparvaquone tedavileriyle ters orantili olarak

parazit populasyon cesitliliginde azalma goriildiiglinii gdstermistir.
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Cizelge 3.6. A10 ve A21 kodlu hayvanlardan elde edilen izolatlarda tedavi Oncesi ve

sonrasinda T.annulata parazit populasyonundaki degisim

TS5 156 | T58 T59
izolat Kodu 243| 2a8| 255| 261| 266| 271] 377| 383| 396| 430 asal 259 273| 276{ 279| 285| 300| 321] 359| 367| 368| 384
A10/BT. 43% 57% 45% 55% 100% 68% 2%
A10/AT3 100%; 100% 100% 100%

A21/AT1 12%] 9%| 26%)| 20%| 15%| 18%] 31%| 12%| 37%| 20% 26%) 13%] 13%] 9% 19% 20% 45% 55%
A21/AT3. 63%| IT% 100% £8% 12%| 15% 85%
1/AT4. B1%| 19% 100% 100% 100%
1512 1515|1516 1520 1525 |

izolat Kodu | 258 278| 304] 323| 188| 213| 238| 262| 340| 352| 223[ 231] 2a4| 215| 218| 222 230 233}

10/BT 29% T1%| 47T% 53%] 100% 79%| 21%, 3% 89%

10/AT3 100%} 100% 100% 100% 100%

VAT1 55% 5% a3%| s7% 100%] 100% 19%| 33%| 33% 15%
A21/AT3 39% 61% 100% 100%] 100% 21% 79%
A21/AT4 100% 100% 100%] 100% 17% B3%|

Cizelge 3.7. Tekrarlayan buparvaquone tedavilerinden sonra T.annulata’nin populasyon

sayisindaki degisim

3.2.1.Tekrarlayan Tedavilerden Sonra Elde

izolat Kodu | TS5 | TS6 | TS8 | TS9 [ TS12|TS15|TS16|TS20|TS25

A21/AT1 6 | 4| 6| 2 2 2 1 1 4
A21/AT3 2 1 212 2 1 1 1 2
A21/AT4 2 1 1 1 1 1 1 1 2

Belirlenmesi

Edilen Izolatlarin Fenotiplerinin

MTT testi kullanilarak saha sartlarinda theileriosis pozitif hasta hayvanlara uygulanan

rutin  buparvaquone

tedavisinin hasta hayvanlarda bulunan,

mevcut

T.

annulata

populasyonlarinin iizerine etkisi belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amagla hastalik doneminde

yakalanan bazi theileriosis pozitif hayvanlardan tedavi dncesinde ve/veya tedavi sirasinda

takip eden buparvaquone enjeksiyonlar1 sonrasinda toplanan kan &rneklerinden elde edilen

83




T.annulata izolatlar1 MTT kolorimetrik yontemiyle test edilmis ve izolatlarin ICsy degerleri
hesaplanarak fenotipik karakter acisindan buparvaquone etkisine karst gdosterdikleri

farkliliklar1 degerlendirilmistir. (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. Tekrarlayan buparvaquone tedavilerinin 7. annulata izolatlar1 IC50 degerleri

uizerine etkileri

izolat Tedavi ICs, degerleri izolat Tedavi IC5, degerleri
Kodu Kodu
1 A10/BT Tedavi Oncesi 16.75 8 A122/AT1 1. Tedavi Sonrasi 9.66
A10/AT3 3. Tedavi Sonrasi 135.0 A122/AT2 2. Tedavi Sonrasi 10.70
2 A21/AT1 1. Tedavi Sonrasi 16.75 9 A156/AT1 1. Tedavi Sonrasi 2.16
A21/AT3 3. Tedavi Sonrast 25.53 A156/AT2 2. Tedavi Sonrast 3.52
A21/AT4 4. Tedavi Sonrasi 73.79 A156/AT3 3. Tedavi Sonrasi 473
3 A100/BT Tedavi Oncesi 2.16 10 | A168/ATI1 1. Tedavi Sonrasi 3.27
A100/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.51 A168/AT3 3. Tedavi Sonrasi 4.59
4 | A101/BT Tedavi Oncesi 2.07 11 | A177/AT1 1. Tedavi Sonrast 2.97
A101/AT2 2. Tedavi Sonrasi 1.50 A177/AT1 2. Tedavi Sonrasi 6.36
5 | A104/BT Tedavi Oncesi 7.18 12
A104/AT1 1. Tedavi Sonrast 11.21 A179/BT Tedavi Oncesi 2.16
A104/AT2 2. Tedavi Sonrasi 20.23 A179/AT1 1. Tedavi Sonrasi 1.97
A104/AT3 3. Tedavi Sonrasi 13.10
6 A109/BT Tedavi Oncesi 5.56 13 | A180/BT, Tedavi Oncesi 1.47
A109/AT2 2. Tedavi Sonrasi 1.55 A180/AT2 2. Tedavi Sonrasi 7.48
7 A115/AT1 1. Tedavi Sonrast 3.17
A115/AT2 2. Tedavi Sonrasi 6.36

Tekrarlayan tedavilerden sonra elde edilen izolatlar arasinda A10, A21 ve A104 kodlu
hayvanlardan theileriosis tedavisi sirasinda elde edilen {ii¢ izolatin diger izolatlarla
karsilastirildiginda yiiksek ICso degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu izolatlarin
digerlerinden farkli olarak tekrar eden buparvaquone tedavileriyle birlikte ilaca kars1 fenotipik
karakterlerinde onemli degisiklikler meydana geldigi goriilmiistiir. A10 kodlu hayvandan
tedavi oncesi (A10/BT) ve i¢iincii buparvaquone enjeksiyonu sonrasinda (A10/AT3) elde
edilen iki izolatin ICsy degerleri sirasiyla 16,75 ng/ml ve 135 ng/ml olarak hesaplanmustir.
A21 kodlu hayvandan ise birinci, tigiincii ve dordiincii buparvaquone tedavilerinden sonra
T. annulata izolatlar1 elde edilmis ICsy degerlerinin birinci tedavi sonrasi 16.75 ng/ml, ikinci
tedavi sonras1 25.53 ng/ml, ii¢lincii tedavi sonrast 73.79 ng/ml oldugu saptanmistir. Yukarida

belirtilen bulgulara ek olarak A104 kodlu hayvandan tedavi oncesi, birinci, ikinci ve iigiincii
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buparvaquone enjeksiyonlar1 sonrasinda kan oOrnekleri alinarak 7. annulata izolatlart
hazirlanmis ve ICsy degerleri sirasiyla 7.18, 11.21, 20.23 ve 13.10 ng/ml olarak belirlenmistir.
Belirtilen izolatlarin MTT test sonuclart Sekil 3.6.’da verilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda yukarida belirtilen hayvanlardan izole edilen 6rneklerde tekrarlayan tedavilerle

dogru orantili olarak ICsy degerlerinde fark edilebilir diizeyde bir artis oldugu belirlenmistir.

150+ 150+
- ATOBT = AZ1/AT1
= AJOYATI — AZ1ATA
= 180 = 4 —_ AZIATS
5 5
(] =
S .-
1 0 1 2 3 4 A 0 1 2 3 4

itag konsantrasyonu (ng/ml) ilag konsantrasyonu (ng/mil)

1504
- A104/BT
— A104/ATH
x 4 — A104/AT2
= — A104AT3
c
o
(5]
2 o] RN
i T T -1 1
-1 0 1 2 3 4

ilag konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 3.6. A10, A21 ve A104 kodlu hayvanlardan elde edilen izolatlarin ICs, grafikleri. (BT:

buparvaquone ile tedaviden 6nce elde edilen hiicre kiiltiirli; AT: buparvaquone ile tedaviden sonra elde edilen

hiicre kiiltiirii). {lag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 arasi; 0-0,8 ng/ml, 0-larasi; 0,8-7 ng/ml, 1-
2arast; 7-125 ng/ml, 2-3 arast; 125-1000 ng/ml.
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3.3. Theileria annulata izolatlarinin sitokrom b geninin sekans analizi sonuglarinin
degerlendirilmesi

3.3.1. Sekans analizinde kullanilan 7. annulata izolatlar1

Saha sartlarindaki hasta hayvanlardan elde edilen T.annulata izolatlar1 farkl
T. annulata populasyonlarint barindirmaktadir. Bu farkli parazit populasyonlarinin fenotipik
ve genotipik agidan incelenebilmesi amaciyla farkli bolgelerden farkli MTT test sonuglarina
gore buparvaquone’a karsi degisik diizeyde direng gosteren alt1 izolat 2.6.2.°de belirtildigi
sekilde klonlanmistir. Bu amagla Akcaova bolgesinden toplanmis ve buparvaquone baskisi
altinda farkli oranlarda diren¢ gosteren dort T.annulata izolati (A9/BT, A10/AT3, A16/AT1
ve A21/AT4) kullanilmistir. Ek olarak MTT testi ile buparvaquone etkisine kars1 duyarl
oldugu saptanan Germencik ve Nazilli ilgelerinden toplanmis farkli iki izolat (sirasiyla G3/BT
ve N3/BT) da sitokrom b geninin mutasyonlar yoniinden incelenmesi i¢in seg¢ilmistir.

Belirtilen hiicre kiiltiirlerinin MTT sonuglar1 Sekil 3.7.’de verilmistir.

150

A21/AT4
= ATO/AT3
D7
= AL/BT
G3/BT
................... — N3/BT
— AT6/ATI

% canlilik

-1 0 1 2 3 4
ilag konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 3.7. Akcaova (A9/BT, A10/AT3, A16/AT1 ve A21/AT4) Beldesi, Nazilli (N3/BT) ve

Germencik (G3/BT) ilgelerinden klonlama i¢in secilen 7. annulata izolatlarinin MTT grafigi.

flag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 arasi; 0-0,8 ng/ml, 0-1arasi; 0,8-7 ng/ml, 1-2arasi; 7-125 ng/ml,
2-3 arast; 125-1000 ng/ml.

Yukarida belirtilen alt1 izolatin her birine ait 10 adet klonal hiicre kiiltiirleri segilerek
MTT testleri yapilmis ve buparvaquone baskisi altinda gosterdikleri fenotipik farkliliklar:
belirlenerek (Sekil 3.8) ICsy degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.9.). Sekans analizinde
buparvaquone direnciyle ilgili olabilecek olasi mutasyonlari saptayabilme ihtimalini
arttirabilmek amaciyla yukarida belirtilen izolatlarin klonlarindan en yiiksek ICsy degerini

veren ikiser klonlar1 segilerek sekans analizleri yapilmistir.
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— A9/BT — A16/AT1
— A9/BT/k1 —  A16/AT1/k1
A9/BT/k2 = — A1B/AT1/k2
AS/BT/k3 % ATB/AT1/K3
A9/BT/k4 5 —  A16/AT1/k4
— A9/BT/KS LR —  A1B/AT1/KS
— A9/BT/KE A1B/AT1/KE
— A9/BT/KT —  A1B/AT1/KT
A9/BT/kS ; } : , — A16/AT1/k8
=] 0 1 2 3 4 — AQ/BT/KS -1 0 1 2 3 — A16/AT1/k9
ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A9/BT/k10 ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A1B/AT1/K10
A- D7 B- D7
1504 — N3/BT — G3/BT
— N3/BT/k1 — G3/BT/k1
x — N3/BT/k2 .~5 G3/BT/k2
= — N3/BT/K3 = — G3/BT/K3
o N3/BT/k4 3 — G3/BT/k4
32 N3/BT/K5 R G3/BT/k5
N3/BT/k6 — G3/BT/kE
— N3/BT/k7 Xy — G3/BT/KT
‘ — N3/BT/k8 ' } et S 2 . G3/BT/k8
-1 N3/BT/K9 - 0 1 2 3 4 G3/BT/K9
ilag konsantrasyonu (ng/ml) N3/BT/k10 ilag konsantrasyonu (ng/ml) — G3/BT/k10
C- D7 D- D7
150+
150 — A10/AT3 — ek
— A10/AT3/K1 — A21/AT4/k1
x 400 A10/AT3/2 X 188 - ﬁlfﬂjﬁg
= —  A10/AT3/k3 =
8 = A10/AT3/k4 3 — A21/AT4/k4
2 50- — A10/AT3/KS A2 NN AN — A21/AT4/kS
— A10/AT3/kE — A21/AT4/k6
— A10/AT3/K7 A21/AT4/KT
. . — AI0AT3/k8 . =S : . — A21/AT4/KS
- 0 3 — A10/AT3/k9 - 0 1 2 3 4 A21/AT4A/k9
ilag konsantrasyonu (ng/ml) A10/AT3/K10 ilag konsantrasyonu (ng/ml) — A21/AT4/k10
E- D7 F- D7

Sekil 3.8. Sekans analizi igin secilen T. annulata izolatlar1 ve klonlarinin MTT grafikleri. A-A9/BT, B-A16/AT1, C-N3/BT, D-G3/BT, E-A10/AT3 ve F- A21/AT4. ilag
konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-0 arasi; 0-0,8 ng/ml, 0-1arasi; 0,8-7 ng/ml, 1-2arasi; 7-125 ng/ml, 2-3 arasi; 125-1000 ng/ml.
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Cizelge 3.9. A9/BT, A10/AT3, A16/AT1, A21/AT4, G3/BT ve N3/BT kodlu izolatlara ait
klonal hiicre kiiltiirlerinin ICsy degerleri. Yildiz (*) ile isaretlenmis olan klonal hiicre
kiiltiirleri sekans analizi i¢in se¢ilmistir.

Klon ICso Degerleri (ng/ml)
no
A9/BT A10/AT3 A16/AT1 A21/AT4 G3/BT N3/BT
(0.72 ng/ml) (135 ng/ml) (5.56 ng/ml) | (73.79 ng/ml) | (4.73 ng/ml) | (3.15 ng/ml)
1 0.86 13.89 1.85 16.75 2.89 3.28
2 091 29.78 1.61 25.53 921 * 0.18
3 0.89 25.94 0.71 125.70 * 1.28 0.95
4 1.15 16.99 0.75 6.36 7.48 14.19 *
5 2.12 * 4.97 4.76 63.72 3.19 10.70 *
6 1.67 * 47.37 1.90 2.97 2.61 2.31
7 0.69 71.74 1.80 13.33 2.69 9.66
8 0.50 99.85 * 1.81 209.1 * 0.62 1.05
9 1.34 137.7 * 321 * 30.66 0.92 6.20
10 0.78 63.95 4.66 * 29.14 13,61 * 0.51

3.3.2. Theileria annulata sitokrom b geninde muhtemel buparvaquone baglanma

bolgelerinin belirlenmesi

Bu calismada 7. annulata’nin sitokrom b geni iizerinde buparvaquone’un muhtemel
baglanma bolgelerinin saptanmasi amaciyla UniProtKB veri tabani kullanilarak; 7. annulata
(Q4UlJ67), Plasmodium falciparum (Q02768), P. yoelii (Q7TPDA7), P. berghei (099253),
T. gondii (020672) ve S. cerevisiae’nin (PO0163) sitokrom b geni protein dizilimleri elde
edilmistir. Belirtilen protein dizilimleri Clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanilarak ilag
direnci caligmalarinda model olarak kullanilan S. cerevisiae mayasmin sitokrom b geni
iizerinde yer alan atovaquone baglanma bolgeleri protein dizilimleriyle karsilastirilmis ve
T. annulata sitokrom b geni {izerinde muhtemel buparvaquone baglanma bdolgeleri

belirlenmistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. T. annulata sitokrom b geni protein dizilimi iizerinde buparvaquone’un muhtemel baglanma bolgeleri S. cerevisiae protein dizilimiyle

.cerevisiae 127
.falciparum 121

.yoelii
.berghei
.gondii
.annulata

121
121
126
116

TAFLGYCCVYGOMSHWGATVITNLESAIP
TAFVGYVLPWGOMSYWGATVITNLLSSIP
TAFIGYVLPWGOMSYWGATVITNLLSGIP
TAFIGYVLPWGOMSYWGATVITNLLSGIP
TAFLGYVLPWGOMSFWGATVITNLLSPIP
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG

155
149
149
149
154
144

251
240
240
240
245
238

LGHPDNYIPGNPLVTPASIVPEWYLLPFYAILRSIP 286
LSHPDNAIVVNTYVIPSQIVPEWYFLPFYAMLKTVPSKPAGLVIV 284
LSHPDNAIIVNTYVTPLQIVPEWYFLPFYAMLKTIP 275
LSHPDNAIVVNTYVIPLQIVPEWYFLPFYAMLKTIPSKNAGLVIV 284
LSHPDNSIPVNRFVTPLHIVPEWYFLAYYAVLKVIP 280
QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFPTKVAGLLAM 282

P. falciparum, P. yoelii, P. berghei, T. gondii ve T. annulata’ min protein dizilimlerinin ortak noktalar1 sar1 renk ile isaretlenmistir.
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3.3.3. Sekans Analiz Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

MTT test sonuglarina gore (bknz. 3.3.1.) secilen klonal hiicre kiiltiirleri sitokrom b
genindeki mutasyonlar yoniinden sekans analizi ile incelenmistir. 7. annulata sitokrom b geni
(Genbank no; XM949625) PCR yontemi kullanilarak cogaltilmig, hedef DNA bolgesinin
dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla PCR f{iriinleri ticari bir sirkete (Eurofins MWG Operon,
Londra) gonderilmistir. Daha sonra dizilim analiz sonuglart Clustal X (1.83) bilgisayar
programi kullanilarak NCBI veri tabaninda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kayitli olan
T. annulata sitokrom b gen dizilimiyle karsilastirilmis ve izolatlar arasindaki polimorfik
bolgeler tespit edilmistir. Ayrica saptanan mutasyonlarin amino asit diziliminde bir
degisiklige neden olup olmadigi da yukarida belirtilen bilgisayar programi kullanilarak

belirlenmistir.

Elde edilen sekans sonuglarina gore parazit sitokrom b geni iizerinde saptanan
mutasyonlarin yayginligi hakkinda fikir edinebilmek amaci ile sekans analizi yapilan
orneklere ek olarak Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali tarafindan daha onceden ii¢i Aydin (Aydin merkez, Akcaova ve Dalama) olmak {izere
ikisi farkli bolgelerden (7. annulata Ankara/Pendik ve Diyarbakir) toplanarak sitokrom b gen

sekans analizi yapilan bes 7. annulata izolat1 da ¢alismaya dahil edilmistir.

Yapilan sekans analizleri sonucunda sitokrom b geni iizerinde toplam 12 adet nokta
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonlardan 6 tanesinin sinonim (amino asit diziliminde
degisiklige neden olmayan kodon niikleotid degisimi) oldugu saptanirken digerlerinin non-
sinonim (amino asit diziliminde degisiklife neden olan kodon niikleotid degisimi)
mutasyonlar oldugu tespit edilmistir. Dizilim analizi yapilan klonlarin ve calismaya dahil
edilen bes farkli izolatin sitokrom b niikleotid ve amino asit dizilimleri saptanan mutasyonlar

ile birlikte sirasiyla Sekil 3.10. ve 3.11.’de ayrintili olarak verilmistir.
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T.annulata
G3/BT/k2
G3/BT/k10
N3/BT/k4
A9/BT/k5
A9/BT/k6
A10/AT3
Al0/BT/k1
Al10/BT/k7
Al6/AT1/k9
A21/AT4/k3
Dalama
Diyarbakir
A. ova
Aydin
Pendik

T.annulata
G3/BT/k2
G3/BT/k10
N3/BT/k4
A9/BT/k5
A9/BT/k6
Al0/BT/k1
Al10/BT/k7
Al0cl-14
Al6/AT1/k9
A21/AT4/k3
Dalama
Diyarbakir
A. ova
Aydin
Pendik

T.annulata
G3/BT/k2
G3/BT/k10
N3/BT/k4
A9/BT/k5
A9/BT/k6
A10/AT3
Al0/BT/k1
Al10/BT/k7
Al6/AT1/k9
A21/AT4/k3
Dalama
Diyarbakir
A. ova
Aydin
Pendik

1 20 40 60 80 100 120 140 157
| | | | | | |
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTEMTGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTEMTGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTEMTGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTIMTGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT
ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGATTGATGCTTTCTTTCTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTT

158 180 200 220 240 260 280 300 314

TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGT TTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC
TTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTC

315 340 360 380 400 420 440 460 471

TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTIGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT

TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTIGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTIGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTIGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT

TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTIGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGECATAGGTGGTTTEGTTGAAATTTTTEGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGECATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGGAAARAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCARACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTIGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGGAARAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCARACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTEGTTGAAATTTTTEGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT

TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTIGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAARACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACEGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTIGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT
TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACEGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTEGG CTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT

TGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTIGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTEGTTGAAATTTTTEGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGT



6

472 500 520 540 560 580 600 620 628
| | | | | |

T.annulata CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
G3/BT/k2 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
G3/BT/k1l0 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
N3/BT/k4 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
A9/BT/k5 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
A9/BT/k6 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
A10/AT3 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCEGAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Al10/BT/k1 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCGAATCCATTGGCAGT TATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Al10/BT/k7 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCGAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Al6/AT1/k9 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCGAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
A21/AT4/k3 CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG

Dalama CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Diyarbakir CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
A. ova CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Aydin CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
Pendik CCAGAGACATTAGAGAGATTCTTTTCTATACATGTTATATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGG
629 640 660 680 700 720 740 760 780 786

| | \ | | | | \ \
T.annulata TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
G3/BT/k2 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
G3/BT/k10 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
N3/BT/k4 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
A9/BT/k5 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
A9/BT/k6 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Al0/BT/k1 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Al10/BT/k7 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Al6/AT1/k9 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
A21/AT4/k3 TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGA.TGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTICTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA

Dalama TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Diyarbakir TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
A. ova TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Aydin TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
Pendik TACTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGA.TGCAATCTGGTTATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACTCCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTA
787 800 820 840 860 880 900 920 942

T.annulata CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTATTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
G3/BT/k2 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
G3/BT/k1l0 CTTTTGTITTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGT TGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
N3/BT/k4 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
A9/BT/k5 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
A9/BT/k6 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Al0/BT/k1 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTARACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Al0/BT/k7 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTARACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Al6/AT1/k9 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
A21/AT4/k3 CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTATTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA

Dalama CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Diyarbakir CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGT TGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
A. ova CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Aydin CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTEGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA
Pendik CTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTGTTATTAGTTGAATCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCA



943 960 980 1000 1020 1040 1060 1089
\ | | | | |
T.annulata AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
G3/BT/k2 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
G3/BT/k10 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
N3/BT/k4 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A9/BT/kS AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGEMTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A9/BT/k6 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGEMTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A10/AT3 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A10/BT/k1 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A10/BT/k7 AGTIGTACCATTAGTACCAGTITTITATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
Al6/AT1/k9 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A21/AT4/k3 AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA

Dalama AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
Diyarbakir AGTGTACCATTAGTACCAGTITTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
A. ova AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGITATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
Aydin AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA
Pendik AGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGATCTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATARATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCA

Sekil 3.10. Sitokrom b geninin niikleotid dizilim sonuglar1. izolatlar arasinda belirlenen sinonim mutasyonlar yesil, nonsinonim mutasyonlar
kirmizi renk ile isaretlenmistir .
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TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGKENVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATEIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATEIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATEIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGKENVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGMOSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGEMOSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGNQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGKENVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGQMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFGK@NVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGVQSGYGFISIF
TAFVGYVLPDGOMSFWGATVMIGGLLKFFGKANVLIFGGQTVGPETLERFFSIHVILPVIILLVVIFHLYVLHRDGSSNPLAVIDMLAIFRFHPVVLFSDIRFIVIVILLIGMOSGYGFISIF
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Sekil 3.11. T. annulata sitokrom b geni amino asit dizilimi sekans analizi yapilan 6rneklerle karsilagtirilmali olarak verilmistir.
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Non- sinonim alti mutasyon kirmizi renk ile isaretlenmistir.
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Sekans analizinde kullanilan toplam 11 izolatin (G3, N3, A9, A10, Al6, A21,
Akcaova, Dalama, Pendik, Diyarbakir ve Aydin) sitokrom b geninde niikleotid dizilimine
gore 234’lincii, 348’inci, 417’inci, 429’uncu, 576’ mnc1 ve 870’inci pozisyonlarda sinonim
mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlardan farkli olarak 151’inci, 404’iincii, 436’1nc1,
679’uncu, 757’inci ve 1016’inc1 pozisyonlarda nonsinonim mutasyonlar belirlenmistir.
Amino asit diziliminde degisime neden olan non sinonim mutasyonlar amino asit diziliminde
yukarida belirtilen pozisyonlarda sirasiyla Metiyonin’in Losin’e (M151L), Valin’in Alanin’e
(V234A), Alanin’in Treonin’e (A436T), Valin’in Treonin’e (V679T), Prolin’in Serin’e
(P757S) ve Alanin’in Valin’e (A1016V) degisimine neden olmustur. Sekans analizleri
sonucunda saptanan tiim mutasyonlar ve kag¢ farkli izolatta belirlendikleri Cizelge 3.10.’de

belirtilmistir.

Cizelge 3.10. Sekans analizi yapilan 7. annulata izolatlarinda saptanan mutasyonlar

Mutasyonun Mutasyonun
saptandig1 pozisyon Baz degisimi Amino asit degisimi saptandid izolat
(Niikleotid dizilimi) sayisli (11 izolatta)

151 A>T Non sinonim (ML) 2
234 G2>A Sinonim 9
348 T->C Sinonim 8
404 T=>C Non sinonim (V2A) 1
417 A>C Sinonim 10
429 C>T Sinonim 9
436 G>A Non sinonim (A>T) 8
576 A>G Sinonim 2
679 G2A Non sinonim (V2T) 2
757 C>T Non sinonim (P>S) 1
870 A>G Sinonim 10
1016 C>T Non sinonim (A>V) 2

A10/AT3 ve A21/AT4 kodlu iki izolatin klonlarinda saptanan iki farklt non-sinonim
mutasyonun buparvaquone’un muhtemel baglanma bdlgesinde oldugu goriilmiistiir. Bu
mutasyonlarin sirasiyla, 135. kodondaki Valin’in Alanin olarak (V135A) ve 253. kodondaki
Prolin’in Serin olarak (P253S) degisimine neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.12.).
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Belirlenen bu mutasyonlarin protein sentezini etkilemesi, muhtemel ila¢ baglanma bolgesinde
yer almasi ve bu izolatlarin MTT testiyle de fenotipik olarak direngli olduklarinin saptanmasi
bu iki mutasyonun buparvaquone direnciyle ilgili olabilecegi hipotezini desteklemektedir.
Ayrica sdz konusu mutasyonlardan P253S iran’da Sharifiyazdi ve ark (2012) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada bildirilen P233S mutasyonu ile ayni oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.12.).
Mutasyonlarin saptandigi kodon sayisindaki farklilik iki caligmada kullanilan dizileme

uzunlugunun farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

|--- Olasi Qol bdlgesi ———-- | -————- Olasi Qo2 bdlgesi ————————- |

Tl6 Tzo T3O T4O I 738 TSO T6O T7O|
T.annulata TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEFP
G3/BT/k2 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QOADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEFP
G3/BT/k10 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVMIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEP
N3/BT/k4 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP
N3/BT/k5 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP
A9/BT/k5 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP
A9/BT/k6 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QOADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEFP
A10/AT3/k8 TAFVGYVLPDGOMSFWGATBIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEFP
A10/AT3/k9 TAFVGYVLPDGOMSFWGATBIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP
Al6/AT1/k9 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP
Al6/AT1/k10 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVMIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTPAHIIPEWYLLLFYATLKVEFP
A21/AT4/k3 TAFVGYVLPDGOMSFWGATVMIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTESAHIIPEWYLLLFYATLKVEP
A21/AT4/k8 TAFVGYVLPDGQOMSFWGATVIGGLLKFFG ..... QADPDNSILSDPLNTSAHIIPEWYLLLFYATLKVFEFP

£

Sekil 3.12. Buparvaquone’un muhtemel baglanma bélgelerine (Qol ve 2) ait amino asit
dizilimi. iki non-sinonim mutasyona bagli olusan amino asit degisikleri kirmiz1 ile belirtilmis

ve Sharifiyazdi ve ark (2012) tarafindan bildirilen mutasyon ‘*’ ile isaretlenmistir.

Theileria annulata sitokrom b geni lizerinde yer alan Qol ve Qo2 bdlgeleri ve bu
bolgelerde saptanan VI135A ve P253S mutasyonlarinin parazit mitokondriyal i¢
membranindaki  yerlesimini  belirleyebilmek amaciyla TMHMM v.2.0 sunucusu

(http://www.cbs.dtu.dk/servicessy TMHMM) kullanilmistir. Belirtilen program ile 7. annulata

sitokrom b geni tarafindan kodlanan proteinlerin transmembran helikal yapisinin tahmini
olarak yerlesimi belirlenmistir. Belirlenen bu yap1 sekle dokiilerek Qol ve Qo2 bolgeleri ve
sekans analizi sonuglarima gore bu bolgelerde belirlenen mutasyonlar isaretlenmistir (Sekil

3.13.).
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Sekil 3.13. T. annulata sitokrom b geni tarafindan kodlanan proteinlerin transmembran

helikal yapist (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM baglantist kullanilarak transmembran helikal yapisi
belirlenmistir. Cizim orijinaldir). Qol ve Qo2 bdlgeleri turuncu, V135A mutasyonu yesil ve P253S mutasyonu

sar1 renk ile isaretlenmistir.

Belirlenen alt1 sinonim mutasyonun protein sentezinde her hangi bir degisiklige yol
agmamasi ve bu mutasyonlarin goriilme sikliginin fazla olmast bu mutasyonlarin polimorfik
degisiklikler olabilecegi goriislinii kuvvetlendirmis, parazitte ilaca karst olusan direncte

birincil dereceden etkili olamayacagini diisiindiirmiistiir.

Yukarida belirtilen iki non sinonim mutasyonun (V135A ve P253S) parazitin sitokrom
b geninde ilacin baglanma bolgesinde saptanmis olmasi bu mutasyonlarin yiiksek bir oranla
buparvaquone direnciyle iliskili olabilecegini diisiindlirmiistiir. Bu mutasyonlarin sahada ne
oranda bulundugunu belirlemek amaciyla 7. annulata pozitif kan 6rneklerinde ve 7. annulata
makrosizont hiicre kiltiirii izolatlarinda bu mutasyonlarin yaygmligit AS-PCR ile
arastirtlmistir (Bknz 3.4.3.2. ). Geriye kalan dort non-sinonim mutasyondan niikleotid
dizilimine gore 436. pozisyonda yer alan mutasyon ilacin muhtemel baglanma bdlgesinin
yakininda tespit edilmis ve direngle iliskili olabilecegi diigtiniilmiistiir. Fakat farkli
bolgelerden toplanmis ve ilag baskisi altinda diisiikten yiiksege farkli degerlerde ICsy gosteren
sekiz farkli izolata (A9/BT, A21/AT4, G3/BT, N3/BT, Akcaova, Dalama, Diyarbakir, Aydin)
ait klonlarda bu mutasyonun saptanmasi bunun polimorfik bir degisiklik olabilecegi goriisiinii
desteklemistir. Niikleotid dizilimine gore 151., 679. ve 1016. Pozisyonlarda saptanan diger

non sinonim mutasyonlara; ilacin baglanma bolgelerinin uzak kisimlarinda yer aldiklarindan
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diren¢ olusumunda birincil dereceden rol oynama oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle bu

caligmada yer verilmemistir.
3.4. AS-PCR sonuclarinin degerlendirilmesi
3.4.1. AS-PCR metodunun spesifite ve sensitivitesinin belirlenmesi

Theileria annulata sitokrom b geninde buparvaquone’un muhtemel baglanma
bolgesinde tespit edilen iki mutasyonun (V135A ve P253S) sahadan elde edilen kan ve hiicre
kiiltiirii 6rneklerinde de olup olmadigini saptayabilmek amaci ile bu mutasyonlara 6zel
primerler dizayn edilmistir. Testin spesifite ve sensitivitesi boliim 2.9.2.’de belirtildigi gibi
ilgili klonal hiicre kiiltiirlerinden elde edilen DNA’nin sulandirilmasi yapilarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore her iki primerin de spesifite ve sensitivitesinin 1/50 (20 ng/50 pl =
0.4 ng/ul) DNA diliisyonu oraninda oldugu saptanmustir. Ornek bir agaroz jel goriintiisii sekil

3.14°de verilmistir.

M 1 2 3 4 5
400 bp —

300 bp —B _—

200 bp —

100 bp —B

Sekil 3.14. P253S mutasyonu saptamak amaciyla yapilan AS-PCR sensitivitesinin
belirlenmesi. M. 100 bp’lik molekiiler biiyiikliik belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 1.
1/10’1uk diliisyon (20 ng/10ul); 2. 1/20’lik diliisyon (20 ng/20 ul); 3. 1/50’1ik diliisyon (20
ng/50ul); 4. 1/100’lik diliisyon (20 ng/100ul). 5. Negatif kontrol F2 primer ¢ifti kullanilarak
spesifik olarak ¢ogaltilan 276 bp’lik bolge ok isareti ile gosterilmistir.

3.4.2. Klonal hiicre kiiltiirlerinin AS-PCR ile degerlendirilmesi

Boliim 3.3.1.°de belirtildigi gibi sekans analizi i¢in klonlamasi yapilan alt1 izolatin
(A9/BT, A10/AT3, A16/ATI1 ve A21/AT4, G3/BT ve N3/BT) MTT testi uygulanan 10’ar
klonu AS-PCR ile sekans sonuclarinda saptanan iki mutasyon (V135A ve P253S) yoniinden
test edilmistir. Klonlara ait MTT grafikleri ve ICsy degerleri 3.3.1.’de verilmektedir. VI135A
mutasyonu sadece A10/AT3, P253S mutasyonu ise A21/AT4 izolatina ait biitiin klonal hiicre
kiiltiirlerinde  saptanirken diger izolatlarda her iki mutasyona da rastlanamamustir.
Mutasyonlarin buparvaquone direnciyle ilgisini anlayabilmek ve belirtilen izolatlarda varsa
mutant olmayan parazit populasyonlarin1 belirlemek amaci ile A10/AT3 ve A21/AT4
izolatlarina ait biitiin klonlar (sirasiyla 45 ve 48 adet klon) AS-PCR ile incelenmistir. Elde

99



edilen sonuglar A10/AT3 ve A21/AT4 izolatlarina ait klonal hiicre kiiltiirlerinin tamaminin
ana hiicre kiiltiiriinde saptanan mutasyonu ihtiva ettigi belirlenmistir. Bu sonuglar belirtilen
mutasyonlarin tekrarlayan buparvaquone tedavileri sonrasinda mi parazit populasyonunda
ortaya ¢iktig1, yoksa bu mutasyonlarin diren¢ olusumundan bagimsiz polimorfik bir bolge mi
sorusunu giindeme getirmistir. Bu sorulara cevap alinabilmesi amaciyla belirtilen izolatlarin
elde edildigi hayvanlardan daha erken tedavi donemlerinden elde edilen izolatlar
kullanilmigtir. A10 kodlu hayvandan buparvaquone tedavisi oncesi (A10/BT), A21 kodlu
hayvandan ise 1. buparvaquone tedavisi sonrasinda (A21/AT1) elde edilen makrosizont ile
enfekte hiicre kiiltiirleri 2.6.2’de belirtildigi sekilde klonlanmustir.

VI135A mutasyonunun varliinin buparvaquone direnci ile olan ilgisinin incelenmesi
amaciyla klonlanan A10/BT izolatina ait toplam 41 adet klonal hiicre kiiltiirii elde edilmistir.
Bu klonlarda sitokrom b geni AS-PCR metodu kullanilarak V135A mutasyonu yoniinden
incelenmis ve 38 klonda bu mutasyon saptanirken. Ug klonal hiicre kiiltiiriiniin mutasyon
ihtiva etmedigi belirlenmistir (A10/BT/ k7, k13 ve k21). Mutasyon bulunan ve bulunmayan
klonal hiicre kiiltiirlerinin buparvaquone’a olan direnglerinin belirlenmesi ve mutasyonlarin
buparvaquone direnci ile ilgilerinin ortaya konulabilmesi amaciyla V135A kodonu
mutasyonunu tagiyan (A10/BT/ k1, k2 ve k3) ve tasimayan (A10/BT/ k7, k13 ve k21) tiiger
adet klonal hiicre kiiltiirleri MTT kolorimetrik yontemiyle fenotipik karakterleri acgisindan
incelenmistir. Test sonuglari mutasyona sahip klonlar ile mutasyon tasimayan klonlarin
buparvaquone baskisi altinda ¢ok farkli fenotipik karakterlere sahip olduklarini gostermistir
(Sekil 3.15). Mutant klonlarin ortalama 45.28 ng/ml buparvaquone dozunda populasyon
canlilifinin yarisin1 koruyabilirken, mutasyona sahip olamayan klonlarin ise ortalama 1.19
ng/ml dozunda populasyonun % 50’sini kaybettigi saptanmistir (Cizelge 3.11.). Elde edilen

bu sonuclar V135A mutasyonun direng ile iliskili olabilecegi goriisiinii kuvvetlendirmistir.

Cizelge 3.11. A10/BT izolatina ait klonlarin ICs degerleri (ng/ml)

V135A mutasyonuna sahip klonlar V135A mutasyonuna sahip olmayan klonlar
Klon no ICS50 degeri (ng/ml) Klon no IC50 degeri (ng/ml)
A10/BT/k1 65.34 A10/BT/k7 0.73
A10/BT/k2 57.90 A10/BT/kl13 1.51
A10/BT/k3 12.62 A10/BT/k21 1.33
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Sekil 3.15. A10/BT izolatina ait klonlarin MTT grafigi. ilag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) = 1-
0 arast; 0-0,8 ng/ml, 0-1arasi; 0,8-7 ng/ml, 1-2arasi; 7-125 ng/ml, 2-3 arasi; 125-1000 ng/ml.

Yine benzer sekilde P253S mutasyonunun direncgle iliskisinin olup olmadigim
belirlemek amaciyla A21/AT]1 izolat1 klonarak MTT testi uygulanmistir. Klonlama sonucunda
elde edilen toplam 49 klonun sekizinde mutant parazit populasyonlar: tespit edilirken diger
klonlarda mutasyon saptanamamuistir. Sitokrom b geninde belirtilen mutasyonun saptandigi
klonlardan (A21/AT1/k13, 15 ve 17) ve dogal parazit populasyonuna sahip klonlardan
(A21/AT1/k14, 24 ve 25) tiger adet segilerek MTT yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 3.16.).
A10/BT izolatinin VI35A mutasyonu saptanan klonlarina benzer olarak A21/AT1 izolatindan
elde dilen mutant klonal hiicre kiiltiirlerinin (Ortalama ICsp; 21.0 ng/ml) mutasyon tagimayan
klonlara (Ortalama IC50; 2.23 ng/ml) oranla daha yiiksek ila¢ konsantrasyonlarinda
canliliklarimi koruduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.12.). Mutant klonlarin ve dogal parazit
populasyonuna sahip klonlarin fenotipik olarak gosterdikleri farklilik P253S mutasyonunun
parazitin buparvaquone’a karsi olusan diren¢ mekanizmasinnda rol oynuyor olabilecegi

diistincesini kuvvetlendirmistir

Cizelge 3.12. A21/AT]I izolatina ait klonlarin ICsy degerleri (ng/ml)

P253S mutasyonuna sahip klonlar P253S mutasyonuna sahip olmayan klonlar

Klon no ICS50 degeri (ng/ml) Klon no IC50 degeri (ng/ml)
A21/AT1/k13 6.36 A21/AT1/k14 1.97
A21/AT1/k15 37.70 A21/AT1/k24 1.55
A21/AT1/k17 18.95 A21/AT1/k25 3.17
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Sekil 3.16. A21/AT1 izolatina ait klonlarin MTT grafigi. Ilag konsantrasyonu (ng/ml) (X ekseni) =
1-0 arast; 0-0,8 ng/ml, O-1arasi; 0,8-7 ng/ml, 1-2arasi; 7-125 ng/ml, 2-3 arasi; 125-1000 ng/ml.

3.4.3. Aydin ve cevresinde buparvaquone direnciyle ilgili olarak saptanan mutasyonlarin

yayginhginin arastirilmasi
3.4.3.1. Sahadan toplanan kan orneklerinde 7. annulata’ nin saptanmasi

Sekans analizi yapilan 7. annulata makrosizontlariyla enfekte hiicrelerinin sitokrom b
geni sekans analiz sonuglarmin incelenmesiyle Akcaova Beldesin’den iki farkli 6rnekte
buparvaquone’un baglanma bdlgelerinde yer alan iki farkli mutasyon (V135A ve P253S)
saptanmistir (Bknz 3.3.2.). Bu bdlgede bu mutasyonlarin yayginligini belirleyebilmek amaci
ile Akcaova Beldesin’den 2012 yilinda theileriosis sezonu disinda 200 hayvandan kan
ornekleri toplanmistir. Bu orneklerden 7. annulata pozitif olanlar parazitin sitokrom b genini
saptayan O6zel primerler kullanilarak PCR yontemiyle saptanmistir (Bknz 2.5.2.). Yapilan
PCR sonuglarina gore sahadan toplanan 200 adet kan orneginden 49’unda T. annulata

saptanmis olup bu 6rnekler bilgileriyle beraber cizelge 3.13.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.13. Akcaova Beldesinde 2012 yilinda elde edilen Theileria annulata pozitif kan

ornekleri.

Ornek Kodu Kulak kiipesi Irk Yas Cinsiyet Koy/Belde
AKI111 4620 Holstein 3 yagh Disi Kabalar/Akcaova
AK119 7422 Montofon 10 aylik Disi Merkez/Akcaova
AK125 3277 Holstein 6 yagh Disi Kabalar/Akcaova
AK131 1316 Holstein 6 yagh Disi Merkez/Akcaova
AK132 0678 Holstein 1 yash Disi Seferler/Akcaova
AK134 4417 Holstein 5 yagh Disi Merkez/Akcaova
AK138 8862 Holstein 5 yagh Disi Kabalar/Akcaova
AK139 593100 Holstein 10 yash Disi Sarikoy/Akcaova
AK141 6409 Holstein 5 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK143 4621 Simental 3 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK145 6547 Holstein 2 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK150 1020 Holstein 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK152 866772 Holstein 4 yash Disi Merkez/Akcaova
AK181 2116 Montofon 4.5 yash Disi Merkez/Akcaova
AK186 09459F Holstein 4 yash Disi Merkez/Akcaova
AK191 8163 Holstein 5 yash Disi Merkez/Akcaova
AK195 0739A Holstein 3 yash Disi Merkez/Akcaova
AK199 8325 Holstein 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK202 2177 Holstein 7 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK?203 8512 Holstein 5 yash Disi Merkez/Akcaova
AK?205 7454 Holstein 3 yash Disi Merkez/Akcaova
AK207 6549 Holstein 5 yash Disi Sarikoy/Akcaova
AK?208 2239 Holstein 5 yash Disi Kabalar/Akcaova
AK209 2555 Simental 4 yash Disi Merkez/Akcaova
AK210 3164 Montofon 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK217 4053 Simental 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK222 3009 Holstein 5 yash Disi Merkez/Akcaova
AK225 609851 Holstein 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK226 6530 holstein 2 yash Disi Kabalar/Akcaova
AK227 Kiipesiz Melez 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK232 6565 Holstein 1 yash Disi Kabalar/Akcaova
AK237 1914 Holstein 8 yash Disi Kabalar/Akcaova
AK239 5823 Holstein 2 yash Disi Merkez/Akcaova
AK?247 59308 Holstein 13 yash Disi Sarikoy/Akcaova
AK?248 3083 Holstein 3 yash Disi Sarikoy/Akcaova
AK250 0450 Holstein 6 yaslh Disi Saglik/Akcaova
AK252 9896m Montofon 15 yash Disi Merkez/Akcaova
AK255 6301R Holstein 7 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK257 7388 Holstein 5 yash Disi Kabalar/Akc¢aova
AK259 6559 Holstein 8 yash Disi Seferler/Akc¢aova
AK261 1508 Simental 1.5 yagh Disi Kabalar/Akcaova
AK263 7642 Holstein 1.5 yagh Disi Seferler/Akcaova
AK288 477628 Montofon 5 yash Disi Merkez/Akcaova
AK289 3109 Holstein 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK291 923179 Holstein 7 yash Disi Merkez/Akcaova
AK292 Kaplan desenli Montofon 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK297 7038 Montofon 6 yaslh Disi Merkez/Akcaova
AK?299 652047 Holstein 4 yash Disi Merkez/Akcaova
AK304 6350 Holstein 2 yash Disi Merkez/Akcaova
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3.4.3.2. V135A ve P253S mutasyonlarinin sahadaki yayginhiginin belirlenmesi

Theileria annulata sitokrom b geninde buparvaquone’un muhtemel baglanma
bolgelerinde saptanan VI35A ve P 253S mutasyonlarinin  sahadaki yayginliginin
belirlenebilmesi amaci ile AS-PCR metodu kullanilmistir. Bu amagla ¢alismada toplam 168
adet 7. annulata pozitif kan 6rnegi ve 127 adet T. annulata makrosizontlariyla enfekte hiicre

kiltiir kullanilmastir.

Analiz edilen kan 6rneklerinde, A10 kodlu hayvanin 7. annulata izolatinda saptanan
V135A kodonu mutasyonu toplam 10 ornekte saptanirken, A21 kodlu hayvanin izolatinda
saptanan P253S kodonu mutasyonu sadece bir kan Orneginde belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmigtir. P253S mutasyonun goriilme sikliginda yillar
arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir fark belirlenemezken V135A mutasyonunun 2011-
2012 yillarindaki goriilme sikliginin istatistiki ag¢idan diger yillara oranla 6nemli oranda
yiiksek oldugu saptanmis ve P degeri 0.001 olarak belirlenmistir. Incelenen kan 6rneklerinin

yillara gore dagilimi ve belirlenen mutasyonlar ¢izelge 3.14’de detayl olarak verilmistir.

Cizelge 3.14. AS-PCR ile V135A ve P253S kodon mutasyonlarmin varligi yoniinden
incelenen 7. annulata pozitif kan ornekleri

Materyalin Ornek sayist V135A P253S
toplandigi yil

60 2 (%3,33) 0 (%0.0)
1998-2001
2006-2007 59 0 (%0.0) 0 (%0.0)
2011-2012 49 8 (%16,33) 1 (%2,0)
TOPLAM 168 10 (%5,95) 1 (%0,60)
P Degeri 0.001 0.295

VI35A kodonu mutasyonu; 1998-2007 yillar1 arasinda toplanan oOrneklerden iki
tanesinde (t177 ve t187 kodlu) ve 2012 yilinda; AK119, AK199, AK202, AK257, AK261,
AK263 ve AK304 kodlu hayvanlardan toplanan yedi Ornekte saptanmistir. Mutasyonun
saptandigr tiim kan Orneklerinde mutant ve dogal parazit populasyonlar1 birlikte (miks
populasyon) belirlenmistir. P253S kodonu mutasyonu ise sadece 2012 yilinda toplanan A104

kodlu hayvandan 3. tedavi sonrasinda elde edilen kan 6rneginde saptanmistir. Belirtilen iki
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mutasyonun da saptandigi kan ornekleri Ak¢aova Beldesi’ndeki hayvanlardan elde edilmistir.
ve bu Orneklerle ilgili bilgiler Cizelge 3.15.’de verilmistir. Bu belde disindan toplanan diger

20 kan 6rneginde her iki mutasyon da saptanamamustir.

Cizelge 3.15. Akcaova bolgesinden elde edilen kan orneklerinden V135A ve P253S kodon
mutasyonlarinin saptandig1 6rnekler.

M;t()e:l'l};al Bolge Haif:l?lnln (\)(7‘:115) Cinsiyet V135A P253S
AK119 Akcaova/Kabalar | Holstein 4 Disi Miks ®)
AK199 Akgaova/Merkez | Holstein 6 Disi Miks )
AK202 Akcaova/Kabalar | Holstein 7 Disi Miks )
AK257 Akcaova/Kabalar | Holstein 5 Disi Miks -)
AK261 Akcaova/Kabalar | Simental L5 Disi Miks )
AK263 Akcaova/Seferler | Holstein 1,5 Disi Miks -)
AK304 Akcaova/Kabalar | Holstein 2 Disi Miks )
t177 Merkez/Akgaova | Holstein 3 Disi Miks )
t187 Merkez/Akgaova Holstein 4 Disi Miks )
A104/AT3 Merkez/Akcaova | Holstein 4 Disi Miks Miks
kan ornegi

Calismada analiz edilen T.annulata izolatlarinda ise; V135A kodonu mutasyonu
sadece iki hiicre kiiltiirlinde saptanirken, P253S kodonu mutasyonu toplam sekiz izolatta
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmistir. V135A mutasyonun
goriilme sikliginda yillar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark belirlenemezken P253S
mutasyonunun 2010-2011 yillarindaki goriilme sikliginin istatistiki agidan diger yillara oranla
onemli oranda yiiksek oldugu saptanmis ve P degeri 0.001 olarak belirlenmistir.Bu izolatlarin
yillara gére dagilimi ve drneklerde belirtilen mutasyonlardan hangilerinin saptandigi Cizelge

3.16.’de verilmistir.
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Cizelge 3.16. AS-PCR ile VI35A ve P253S kodon mutasyonlarmin varligi yoniinden
incelenen 7. annulata makrosizontlariyla enfekte hiicre kiiltiirleri

Materyalin Ornek sayisi V135A P253S
toplandigi yil
1998- 2007 49 1 (%2.0) 0 (%0.0)
2010-2011 50 1 (%2.0) 8 (%16)
2012 28 0 (%0.0) 0 (%0.0)
TOPLAM 127 2 8
P Degeri 0.750 0.001

Bu c¢alismada test edilen 7. annulata izolatlarinda V135A mutasyonu A10 ve A104
kodlu hayvanlardan elde edilen izolatlarda saptanirken, P253S mutasyonu A21, A104, A115,
A124, A126, A127, A129 ve A130 kodlu hayvanlardan elde edilen izolatlarda belirlenmistir.
Her iki mutasyonun da belirlendigi izolatlarda dogal ve mutant parazit popiilasyonlari
birarada tespit edilmistir. Yukarida belirtilen iki mutasyonun belirlendigi izolatlardan A124
kodlu 6rnek Cine Merkez bolgesinden elde edilirken, diger izolatlar Cine’nin Akgaova

Beldesi’'nden elde edilmistir.

Test edilen 7. annulata izolatlarinda varligi arastirilan iki mutasyondan yalniz bir
tanesi saptanirken, sadece A104 kodlu hayvandan tedavi siiresince elde edilen hiicre
kiiltiirlerinde her iki mutasyonun bulundugu parazit populasyonu da tespit edilmistir. P253S
kodon mutasyonu yukarida belirtilen hayvandan elde edilen tedavi 6ncesi, birinci, ikinci ve
iiclincii tedaviler sonrasinda alinan izolatlarda (sirasiyla A104/BT, AT1, AT2 ve AT3) tespit
edilmistir. Bu izolatlarin hem mutant hem de dogal parazit populasyonlarina sahip oldugu
belirlenmistir. V135A kodonu mutasyonu ise A104/BT ve ATI izolatinda belirlenemezken,
A104/AT2 ve AT3’ de hem mutant hem de dogal parazit populasyonlar: tespit edilmistir
(Cizelge 3.17.). Bu durum mutant parazit populasyonlarinin tedavi dncesinde az miktarda
bulunmasi nedeniyle izolattan elde edilen DNA 6rneginde mutant parazite ait DNA miktarinin
AS-PCR’un belirlenen sensitivitesinden daha az olabilecegi fakat artan tedavilerle duyarli
populasyonlarin elimine olmasi ile direngli parazit populasyonun daha baskin hale gelerek

tespit edilebilir hale gelmis olabilecegini diislindliirmiistiir.
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Cizelge 3.17. Ak¢aova bolgesinden elde edilen 7. annulata izolatlarindan V135A ve P253S
kodon mutasyonlariin saptandig1 6rnekler

Hiicre kiiltiirii Bolge V135A P253S
izolatlar:
A10/BT Miks
Akcaova/Merkez -)
A10/AT3 Mutant parazit
populasyonu
A21/AT1,2ve3 Akcaova/Merkez (-) Miks
A104/BT,AT1 -) Miks
Akgaova/Sarikdy
A104/AT2,AT3 Miks Miks
A104/BT,ATl ) Miks
Akcaova/Sarikdy Miks
A104/AT2,AT3 Miks
A115/ATI1,AT2 Akgaova/Sarikoy ) Miks
A124/BT Cine/Cogiirliik (=) Miks
A126/BT Akcaova/Merkez (-) Miks
A127/BT Akgaova/Sarikdy (-) Miks
A129/BT Akcaova/Merkez (=) Miks
A130/BT Akcaova/Merkez (=) Miks

Bu calismada test edilen toplam 168 kan 6rneginin 148’1 ve toplam 127 T. annulata
izolatlarinin 102’si Akcaova Bolgesi’nden toplanmistir. Akgaova disinda kalan bolgelerden
elde edilen toplam 45 adet kan ve izolat 6rneklerinden sadece bir izolatta (A124/BT) P253S
mutasyonu saptanmis olup, VI35A mutasyonu hi¢ bir drnekte belirlenememistir. Akcaova
Beldesi’'nden toplanan kan orneklerinde V135A kodonu mutasyonunun goriilme siklig
% 6.75, T. annulata makrosizont ile enfekte hiicre kiiltiirii izolatlarinda ise % 1.96 olarak
belirlenmistir. P253S kodonu mutasyonunun yaygmlhigi kan Orneklerinde % 0.67, hiicre
kiiltiirii izolatlarinda %7.84 oraninda tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar istatistiki olarak
degerlendirilmistir. V135A mutasyonun goériilme sikliginda istatistiksel agidan dnemli bir fark
belirlenemezken P253S mutasyonunun goriilme sikliginin istatistiki a¢idan onemli oranda

oldugu saptanmis ve P degeri 0.004 olarak belirlenmistir. Genel olarak her iki mutasyonun
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Akcaova Beldesi’nde goriilme oran1 kan Orneklerinde % 7.43, T. annulata izolatlarinda ise

% 9.80 oraninda belirlenmis ve bu degerler detayli olarak ¢izelge 3.18.’de verilmistir. Bu

bulgular dogrultusunda Akc¢aova Beldesi’nde direncin goreceli olarak yaygin oldugunu

belirlenmistir.

Cizelge 3.18. Aydin Akgaova beldesinde VI35A ve P253S mutasyonlarinin goriime sikligi

Ornek sayisi V135A P253S Goriilme
sikhig1 (%)
Kan ornekleri 148 10 (% 6.75) | 1 (% 0.67) 7.43
T.annulata 102 2(% 1.96) | 8 (% 7.84) 9.80
izolatlar:
Toplam 250 12 (% 4.8) | 9(% 3.6) 8.4
P Degeri 0.130 0.004
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4. TARTISMA

Tropikal theileriosis, Theileria annulata’nin neden oldugu, yiiksek morbidite ve
mortaliteye bagli olarak biiyiik ekonomik kayiplara neden olan protozoer bir hastaliktir.
1980’lerden sonra Tiirkiye de dahil theileriosisin endemik oldugu {ilkelerde parvaquone
(Clexon, Wellcome Trust, UK) ve buparvaquone (Butalex, Mallinckrodt, USA) yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Unsiiren ve ark 1988). Buparvaquone etken maddesinin 2000’li
yillarin ortalarinda patent siiresinin dolmasini takiben Tirkiye’de ayni etken maddeli ¢ok
sayida preparat (Butalex, Theilerol, Parvakuvil, Buparvon vb. gibi) kullanima girmistir.
Ancak, 1980’lerden bu yana yaygin olarak kullanilan buparvaquone ile ilgili, 6zellikle
hastaligin endemik olarak goriildiigii tilkelerde yapilan tedavilere tam bir yanit alinamadigi
yoniindeki bildiriler (Mhadhbi ve ark 2010, Sharifiyazdi ve ark 2012) ile son yillarda Aydin
Ili ve cevresinde theileriosisin basarisiz tedavi olgularinin sayisinda artis gézlenmesi, ilaca
kars1 direncin gelistigi hipotezini ortaya koymaktadir. Bu hipotezin dogrulugunu test etmek
amaciyla yapilan bu doktora tez projesi kapsaminda, konuyla ilgili ¢caligmalar baglatilmistir.
Bu ¢alismalarda, Aydin ve ¢evresinde tropikal theileriosise yakalanmis veya hastaligi atlatmig
sigirlardan tedavi Oncesi ve/veya sonrasi enfekte kan Ornekleri alinarak 7. annulata
makrosizontlariyla enfekte lenfosit hiicre kiiltiirleri elde edilmistir. Kolorimetrik bir yontem
olan MTT testi (Saravanan ve ark 2003) kullanilarak izolatlarin ilag baskisi altinda iireme
hizlar1 ve metabolik aktiviteleri karsilastirilmis, izolatlar direngli ve duyarli olmak tizere iki
gruba ayrilmislardir. ilacin baglanma yeri oldugu diisiiniilen, sitokrom b genine o6zgii
primerler kullanarak yapilan PCR ve sonrasinda gerceklestirilen sekans analizleri ile
T.annulata izolatlar1 genotipik agidan degerlendirilmistir. {laca karsi yiiksek ICso (maksimum
inhibisyonun %750'sini olusturan ila¢ konsantrasyonu) degerlerine sahip oldugu belirlenen
hiicre kiiltiirleri klonlanarak tek bir parazit populasyonu elde edilerek gelisen direncin, olusan
mutasyonlarla iligskisi olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ayrica direngle iliskili oldugu

diistinlilen mutasyonlu parazit populasyonlarin sahadaki yayginligi AS-PCR ile arastirilmigtir.

Onerilen dozlarda uygulandiginda konaktaki parazit populasyonunun biiyiik bir
kismin1 elimine eden bir antiparaziter ilaca karsi zamanla o parazit populasyonunda
duyarsizligin sekillenmesi ve bunun kalitsal olmas1 hali olarak tanimlanan (Burgu ve Karaer
2005) ilag¢ direncinin gelismesinde ilaca, parazite ve konaga bagli degisik faktorler rol
oynayabilmektedir (Biedler 1992). Ilaglarin yarilanma &mrii direng iizerine etkili bir kriterdir.

Yarilanma omrii uzun olan ilaglarda etkili doza ulasma siiresi, kisa yarilanma 6mriine sahip
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ilaglara gore daha uzundur. Bu nedenle parazitin suboptimal dozda ilaca maruz kalma siiresi
artarak, diren¢ gelisim riski artmaktadir (Sibley ve Hunt 2003). Benzer olarak sahada
uygulanan tedavilerde icerigi belli olamayan ve kullanma izni bulunmayan preparatlarin
kullanilmasi, ilacin antogonist etkili farkli bir preparatla birlikte kullanimi, ilag kullanimi
sirasinda gozden kagan ilag absorbsiyonundaki bozukluklar ve ilacin uygulanmasi esnasinda
yapilan uygulama hatalar1 gibi faktorler ilacin optimal dozlarda alinamamasina neden olarak
direng gelisiminde etkili olabilmektedir (Simpson ve ark 2000, Sibley ve Hunt 2003). Ilacin
yogun olarak kullanimi, duyarli parazit populasyonlarinin yok edilmesine ve geride direngli
populasyonlarin kalmasma yol ag¢maktadir. Ayrica ilaca siirekli olarak maruz kalan
parazitlerin ila¢ etkisinden kurtulmak icin alternatif yollar gelistirmesine de olanak

saglamaktadir (Sibley ve Hunt 2003).

Parazitlerde ilacin farmokinetik yapisina bagl olarak farkli diren¢ mekanizmalari
bulunmaktadir. ila¢ direnci konusunda yapilan caligmalar, diren¢ olusumunda rol oynayan
genlerin kopya sayisi ile diren¢ olusumu ve direnglilik diizeyi arasinda pozitif bir iligki
bulundugunu ve bu iliskinin, diren¢ olusumunda rol oynayan mekanizmalarin en &nemli
parametrelerinden birisi oldugu belirtilmektedir (Anderson ve ark 2009, Froberg ve ark
2013). Ayrica, konuyla ilgili yapilan pek ¢ok c¢alismadan elde edilen veriler direng
olusumunda rol oynayan mekanizmalar ile gen mutasyonlar1 arasinda dogrudan bir iligkinin
var oldugunu gostermektedir (McFadden ve ark 2000, Siregar ve ark 2008, Rungsihirunrat ve
ark 2009, Downing ve ark 2011, Kiwuwa ve ark 2013).

Theileriosis’de parvaquone ve buparvaquone etkilerini, lenfoid hiicrelerdeki sizontlar
veya eritrositler igerisindeki piroplasm formlar1 iizerine gostermektedir. Bu ilaglarin etki
mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olmakla beraber, yapisal benzerlikleri nedeniyle, etki
mekanizmalarinin malarya ve toxoplasmosisin tedavisinde kullanilan atovaquone'a benzer
sekilde oldugu diisiiniilmektedir (Mehlhorn 2008). Atovaquone'un 1990’larda malarya
tedavisinde tek basina kullanildiginda, belirli bir siire sonra ilaca karsi direng gelisimi
sekillenmis ve tedavi edilen hastalarin %30'unda hastaliin tekrar ettigi bildirilmistir (Coombs
ve ark 1997). Atovaquone, daha sonra proguanil hydrochloride ile birlestirilmis ve
“Malarone” ticari adiyla piyasaya siirlilmiistiir. Yan etkisinin az, anti-malarial etkisinin
yiiksek olmasina ragmen iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle, Malarone’nun
kullanim1 ¢ocuklar, bagisiklik kazanmamis olgun kisiler, endemik bolgelere giden turistler ve
baz1 gelismis iilkelerin askeri personeli ile sinirli kalmistir (Kessl ve ark 2007). Son yillarda,
Malarone’a kars1 da direng gelistigi ve gelisen bu direncin sitokrom b geni {lizerinde 268’inci
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amino asit mutasyonuyla iligkili oldugu belirtilmektedir (Fisher ve ark 2012). Benzer sekilde,
Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii (=carinii), Babesia microti ve B. gibsoni’nin
neden oldugu enfeksiyonlarin atovaquone ile tedavisinde basarisizliklarla karsilagilmis ve
sitokrom b geni lizerinde yapilan analizler ile ilacin baglanma bdlgesinde direngle ilgili
olabilecek tek-niikleotid (single nucleotide) polimorfizimlerinin var oldugu gorilmiistiir
(Korsinczky ve ark 2000, Kaneshiro 2002, Schwobel ve ark 2003, Kessl ve ark 2006, Gebru
ve ark 2006, Iguchi ve ark 2012). Sitokrom b geni lizerinde gelisen bu ve benzeri
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasinda, mitokondriyal sitokrom b geninin kopya sayisinin birden
fazla olmasi (multi-copy), gen bolgesinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) goreceli olarak
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ve mitokondriyal DNA polimeraz enziminin proofreading

ozelliginin zayif olmasi gibi faktorlerin rol oynadig: diistiniilmektedir (Kessl ve ark 2007).

Proje kapsaminda 7. annulata parazit populasyonlarinin ilag baskisindan kurtulma
kapasiteleri MTT kolorimetrik yontemi kullanilarak in vitro olarak test edilmistir. MTT
kolorimetrik yontemi, ¢alisma basamaklarinin az olmasi agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida
ornegin c¢alisilmasina imkan veren bir testtir. Apoptozisin erken donemlerinde hiicrelerin
metabolik etkinliklerinde bir degisiklik olmadig1 ve kimyasal tarafindan arttirilmis olabilecek
efektor hiicrelerdeki  metabolik  etkinligin, hedef hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi
maskeleyebilecegi dezavantajlar1 bulunmakla birlikte, MTT yontemi giiniimiizde bircok
literatiirde referans gosterilmekte ve diger yontemlerle karsilastirildiginda altin standart olarak
degerlendirilmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006). MTT testi daha ¢ok memeli hiicrelerindeki
hiicre aktivasyonunun (Gerlier ve Thomasset 1986), iiremesinin ve canliliginin
belirlenmesinde (Ficken ve ark 1991, Mosmann 1983), makrofajlarin baterisidal etkisinin
(Peck 1985), hiicre kiiltiirlerinin kemosensitivitesinin (Riley 1988) ve mantarlarin canliliginin
belirlenmesi (Levitz ve Diamond 1985) gibi konularda kullanim alan1 bulmustur. Yapilan bir
caligmada iki farkli 7. annulata Hindistan izolatinin (Izatnagar ve Parbhani) iireme
indekslerinin belirlenmesi i¢cin MTT yontemi kullanilmis ve 7. annulata hiicre kiiltiirlerinin

canlilik indekslerinin saptanmasi i¢in uygun oldugu gosterilmistir (Saravanan ve ark 2003).

Bu tez ¢alismasinda toplam 127 adet 7. annulata makrosizontlariyla enfekte lenfosit
hiicre kiiltiirii izolat1 MTT yoOntemiyle test edilmistir. MTT kolorimetrik test sonuglarina gore
T. annulata izolatlarinin buparvaquone baskisi altinda farkli fenotipik karakterler gosterdigi
belirlenmistir. Bazi izolatlarin ¢ok diisiik ila¢ konsantrasyonlarinda (<0,8ng/ml) parazit
populasyonlarindaki canlilign yitirdi§i ve buparvaquone’a karsi fenotipik olarak duyarl
oldugu saptanmistir. Bu duruma karsin farkli baz1 7. annulata izolatlarinin ise yiiksek ilag
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konsantrasyonlarina (>7ng/ml) ragmen mevcut parazit canliligini korumaya devam ettigi
belirlenmistir. Genel olarak 1 ng/ml dozunun altindaki buparvaquone diliisyonlarinin
T.annulata izolatlar lizerine etkisiz oldugu belirlenmis ve izolatlarin ICsy degerleri ortalama

2-3 ng/ml olarak saptanmuistir.

MTT test sonuglari, bazi theileriosisli sigirlardan tekrar eden farkli buparvaquone
tedavileri sonrasinda elde 7. annulata izolatlarinda (A10, A21 ve A104) tedavileri takiben
elde edilen izolatlarda ICsy degerinin giderek yiikseldigi saptanmigtir. Tekrarlayan tedavilerin
mevcut 7. annulata populasyon cesitligi lizerine etkisinin belirlenebilmesi amaciyla mini ve
mikro satellit belirte¢ler kullanilmistir. Tekrarlayan buparvaquone tedavileriyle birlikte
izolatlarda ICsy degerlerinin artarken, mevcut parazit populasyon c¢esitliliginde azalma oldugu
tespit edilmigtir. Elde edilen bulgular artan buparvaquone tedavileriyle ters orantili olarak
parazit populasyon c¢esitliliginde azalma oldugunu ve ICsy degerlerinde yiikselme
sekillendigini gostermistir. Bu sonuglar ilacin etkisiyle beraber duyarli olan parazit
populasyonlarin canliligin1 yitirerek, geride ilacin etkisine karsi daha direngli parazit
populasyonlarinin kalarak enfeksiyonu devam ettirdigini diisiindlirmiistiir. Son yillarda, fare
modelinin kullanildig1, pyrimethamine direngli ve duyarli parazit populasyonlarinin vektorel
kapasitelerini belirlemek amaciyla P. chabaudi ile yapilan bir ¢alismada ise, ila¢ baskisinin
olmadigr durumlarda tedaviden once direngli parazit populasyonuna dolagimda ve
sivrisineklerde (Anopheles spp.) ¢ok az oranda rastlanirken, tedaviden sonra parazit
populasyonlarinin sayis1 direngli populasyonlar lehine artis gostermis, direngli populasyon
hem dolagimda, hem de vektor sinekte yogun olarak tespit edilmistir (Bell ve ark 2012).
Yapilan c¢aligmalarda elde edilen bu bulgular konakta bulunan mevcut parazit
populasyonlarmin ila¢ tedavisinden sonra seleksiyona ugrayarak duyarli parazit
populasyonlarinin sayisinda azalma oldugu ve geriye muhtemel direngli populasyonlarin

kaldigin1 gostermektedir.

MTT test sonuglarina gore fenotipik olarak direngli ve duyarli olarak saptanan
T.annulata izolatlar1 (A9/BT, A10/AT3, A16/AT1, A21/AT4, G3/BT ve N3/BT) sitokrom b
geninin sekans analizi yapilmasi ve buparvaquone direnciyle iliskili olabilecek mutasyonlar
yoniinden incelenmesi i¢in secilmistir. Yapilan sekans analiz sonuglarinda alt1 sinonim ve iki
tanesi ilacin muhtemel baglanma bdlgelerinde yer alan toplam alti non-sinonim mutasyon
tespit edilmistir. Sekans analiz sonuglarina gore test edilen A10/AT3 ve A21/AT4 kodlu iki
hiicre kiiltlirlinde saptanan iki farkli non-sinonim mutasyonun ilacin muhtemel baglanma
bolgelerinde oldugu saptanmistir. Bu mutasyonlarin, 135. kodondaki Valin’in Alanin olarak
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(V135A) ve 253. kodondaki Prolin’in Serin olarak (P253S) degisimine neden oldugu tespit
edilmistir. S6z konusu mutasyonlardan P253S mutasyonunun Sharifiyazdi ve arkadaslar
tarafindan 2012 yilinda bildirilen P233S mutasyonu ile ayni1 oldugu saptanmistir. Bu tezde
T.annulata’ya ait gen bankasinda yer alan 1092 bp’lik total sitokrom b geninin (Genbank no;
XM949625) 1089 bp’lik kismi cogaltilirken, belirtilen ¢alismada sitokrom b geninin gen
bankasinda verilen sitokrom b’nin (Genbank no; JQ308838 ve JQ308839) 651 bp’lik parcasi
kullanilmig ve bu kisim PCR ile 714 bp ve 1012 bp uzunlugunda olacak sekilde ¢ogaltilmistir.
Iki ¢alismada saptanan ayn1 mutasyonun kodon sayisindaki farklilik ¢alismalarda kullanilan
dizileme uzunlugunun farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismaya ek olarak; Walker
ve ark (1998) tarafindan P. carinii’nin atovaquone’a kars1 gosterdigi direngle ilgili olarak
yapilan farkli bir calismada ise P. carinii sitokrom b geni mutasyonlar a¢isindan incelenmis
ve ayni mutasyon atovaquone direnciyle iligkili bulunmustur. Bu veriler bu tezde saptanan
P253S mutasyonun buparvaquone direnciyle iligkili olabilecegi gorisiinii  destekler

niteliktedir.

Theileria annulata A10/BT ve A21/ATI izolatlarinda saptanan, sirastyla V135A ve
P253S mutasyonlarinin buparvaquone direnci ile iligkili olabileceginin belirlenebilmesi
amaciyla tedavi 6ncesi ve erken tedavi donemlerinden elde edilen hiicre kiiltiirleri klonlanarak
mutasyon tagiyan ve tagimayan klonlart MTT ile test edilerek buparvaquone baskisi altindaki
fenotipik karakterleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar A10/BT izolatina ait mutant
klonlarin ortalama 45.28 ng/ml buparvaquone dozunda populasyon canliliginin yarisini
koruyabilirken, mutasyona sahip olamayan klonlarin  ortalama 1.19 ng/ml dozunda
populasyonun %50’sini kaybettigini gostermistir. Benzer olarak A21/AT1 izolatina ait mutant
klonal hiicre kiiltiirlerinin ortalama ICsy degerinin 21.0 ng/ml olarak belirlenirken, mutasyon
tasimayan klonlarin ortalama ICsy degerleri 2.23 ng/ml olarak saptanmistir. Bu sonuglar
parazitin buparvaquone’a kars1 fenotipik ve genotipik Ozelliklerinin korrelasyon igerisinde
oldugunu ve belirtilen iki mutasyonun yiiksek ihtimalle buparvaquone direncinden sorumlu

olabileceginin bir gdstergesi olmustur.

Atovaquone direnciyle ilgili yapilan ¢aligmalar, atovaquone’a kars1 gelisen direncin
seviyesinde sitokrom bcl kompleksi igerisinde olusan mutasyonlarin konum, bu
mutasyonlarin tiirii ve birden fazla mutasyonun var olup olmamasi gibi faktdrlerin dnemli
oldugunu ortaya koymustur (Schwobel ve ark 2003, Kessl ve ark 2006). Ornegin
Plasmodium falciparum kullanilarak yapilan bir ¢alismada in vitro olarak parazit hiicre
kiiltiirlerinde ilag baskis1 uygulanmis ve atovaquone’a karsi direng gelisen parazit
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populasyonlarinda mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan 133. kodondaki
mutasyonun tek basina atovaquone’a karsi hafif bir dirence neden oldugu saptanirken, bu
mutasyonun kodon 272 ile kodon 280 arasinda olusan mutasyonlarla beraber goriilmesi
olusan direncin artmasinda neden oldugu saptanmistir (Korsinczky ve ark 2000). Benzer
olarak Plasmodium berghei hiicre kiiltiirlerinde 133. ve 144. kodonlarindaki mutasyonlara ek
olarak 284. kodonda da mutasyon olusmasi diren¢ diizeyinin artmasi ile sonuglanmaktadir
(Schwobel ve ark 2003). Bu bilgiler dogrultusunda 7. annulata sitokrom b geni iizerinde
buparvaquone’un muhtemel baglanma bolgelerinde saptanan mutasyonlarin da direng
diizeyinin belirlenmesinde etkili olabilecegi goriisii ortaya c¢ikmistir. Ancak calismada
belirlenen alt1 sinonim mutasyonun protein sentezinde her hangi bir degisiklige yol agmamasi
ve bu mutasyonlarin direncli parazit populasyonlarinin yani sira duyarlt populasyonlarda da
goriilme sikligmin fazla olmasi bu mutasyonlarin polimorfik degisiklikler olabilecegi
gorlisiinii kuvvetlendirmistir. Bu nedenle bu mutasyonlarin parazitte ilaca karsi olusan
direngte birincil dereceden etkili olamayacagi diislinlilerek bu mutasyonlar daha fazla
incelenmemistir. Bu ¢alismada ilacin baglanma bolgesi disinda saptanan diger dort
mutasyonun direncle iligkili olabilecek iki mutasyonla arasinda bir baglant1 goriilememistir.
Fakat biitiin mutasyonlarin birbirleriyle kombinasyonlarinin diren¢ olusum diizeyine olan

etkisinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla 6rnek ile daha detayli ¢caligmalar1 gerektirmektedir.

Yukarida sozii edilen VI35A ve P253S mutasyonlarini tespit etmek amaci ile bu
caligmada allel spesifik-PCR (AS-PCR) metodu gelistirilmistir. Tekli nokta mutasyonlarinin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda Restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism), AS-PCR, mikroarray,
DNA sekans analizi sayilabilir. Bu yoOntemler arasinda RFLP yonteminde her nokta
mutasyonu i¢in uygun restriksiyon enziminin bulunamayisi ve metodun enzim ile kesme,
PCR ve gel elektroforez gibi ¢ok basamaktan olugsmasi avantajlarinin yani sira bir dezavantaj
olusturmaktadir (Papp ve ark 2003). Mikroarray yontemlerin kesin ve giivenilir olmasinin
yani sira pahali bir yontem olusu en biiyiik dezavantajidir. AS-PCR’1n ¢ok 6rnekte ayni anda
kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontem olmasi nedeniyle tekli nokta mutasyonlarinin
tespitinde (Koizumi ve ark 2005) siklikla kullanilmaktadir. Plasmodium spp. ve diger parazit
tiirlerinde yapilan ilag direnci ¢alismalarinda da bu yontem kullanim alan1 bulmustur (Wang
ve ark 1995, Grobusch ve ark 1997, Himmelstjerna ve ark 2001, Silvestre ve Humbert 2002,
Tan ve ark 2012).
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A10 ve A21 kodlu hayvanlardan, tekrarlayan buparvaquone tedavileri sonrasi elde
edilen 7. annulata izolatlari, sitokrom b geninde yer alan muhtemel baglanma bolgelerinde
saptanan iki mutasyon (V135A ve P253S) AS-PCR metodu kullanilarak incelenmistir. Elde
edilen sonuglar her iki hayvandan tedavi oncesinde veya erken tedavi doneminde elde edilen
izolatlarda mutasyon acgisindan miks parazit populasyonlarinin bulundugunu, iigiincii ve
dordiincii tedavilerden sonra elde edilen izolatlarda ise geriye sadece mutasyon igeren parazit
populasyonlariin enfeksiyonu siirdiirdiigi veya duyarli parazit populasyonlarinin AS-PCR
ile tespit edilemeyecek kadar azaldigi belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular yine VI135A ve

P253S mutasyonlarinin direngten sorumlu olabilecegi diistincesini gliclendirmektedir.

Saptanan V135A ve P253S mutasyonlarinin Aydin ili ve gevresindeki yayginliginin
belirlenebilmesi amaciyla bu g¢alismada toplam 127 adet 7. annulata makrosizontlariyla
enfekte hiicre kiiltiirii ve 168 adet 7. annulata pozitif kan 6rnegi kullanilmistir. Ornekler
toplanirken tropikal theileriosis olgularinin sik olarak karsilasildigi ve buparvaquone’un ¢ok
yogun olarak kullanildigi Akcaova Beldesi’ne agirlik verilmistir. Toplam 45 6rnek farkli
beldelerden toplamistir. Bu Orneklerden sadece bir kan orneginde (A124/BT) P253S
mutasyonuna rastlanmigs VI135A mutasyonu ise saptanamamistir. Akcaova Beldesi’nden
toplanan kan orneklerinde V135A kodonu mutasyonunun goriilme siklig1 %6.75, T. annulata
izolatlarinda ise %1.96 olarak belirlenmistir. P253S kodonu mutasyonunun yayginligi kan
orneklerinde %0.72, izolatlarda %7.84 oraninda tespit edilmistir. Genel olarak her iki
mutasyonun Akcaova Beldesi’nde goriilme oranit kan Orneklerinde %8.02, T. annulata
izolatlarinda ise %9.80 oraninda belirlenmistir. Bu bulgular Ak¢aova Beldesi’nde direncin
goreceli olarak yaygin oldugunu gostermektedir. Aydin ili genelinde dikkat ¢eken bir diger
onemli nokta ise 1991-2007 yillar1 arasinda elde edilen kan 6rneklerde V135A mutasyonu
yalmizea %3,33 iken 2011-2012 yillarinda toplana 6rneklerde 9%16,33 oraninda tespit edilmis
olmasidir. Her ne kadar Orneklemeler uygun bir sekilde yapilmis olmasa da bu sonuglar
“muhtemel” direngli parazit populasyonunun sahada varligin1 artarak korudugunu

gostermektedir.

Belirli bir ilaca kars1 direng gelismesi, parazit populasyonlarinin biyolojilerini de
etkileyebilmektedir. Belirli bir parazit populasyonunun ilaca kars1 kazanmis oldugu dayanma
giicii, diger normal parazit populasyonlar1 arasinda “fitness” 6zelligini kaybetmesine neden
olabilmektedir. ilag  baskisinin  ortadan kalkmasi durumunda, duyarli parazit
populasyonlarinin daha etkin ve hizla ¢ogalabilmeleri ve duyarli populasyonlarin tekrar
kendini yenileyebilmeleri miimkiin olabilmektedir. Yapilan epidemiyolojik ve laboratuvar
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caligmalar1 ila¢ kullanimi olmayan alanlarda direngli parazit populasyonlar1 yerine duyarh
parazit populasyonlarmin agirlikta oldugu gosterilmektedir (Abdel-Muhsin ve ark 2004,
Wargo ve ark 2007, Huijben ve ark 2011). Bu faktér goz dniine almarak Diinya Saglik Orgiitii
(WHO, 2010) tarafindan, malarya etkenlerinin bir ilaca kars1 %10’dan fazla oranda tedavi
basarisizlig1 tespit edildiginde, bu ilacin kullanimdan ¢ekilmesi Onerilmektedir. Bizim
caligmalarimiz sonucunda elde ettigimiz yiizde oranlar1 baz1 bolgelerde bu sinirlar1 zorlandigt
goriilmektedir. Ancak, WHO’ nun 6nerdigi bu stratejinin basarili olabilmesi i¢in ii¢ 6nemli 6n
kosulun olusmasi1 gerektigi belirtilmektedir: 1) Parazit populasyonu igerisinde hala ilaca
duyarli parazitlerin bulunmasi, 1i) direngli parazit populasyonunun, duyarli parazit
populasyonuna oranla daha az “fit” olmasi, ve iii) aktarim (transmission) diizeyinin, mix
enfeksiyonlarin olusabilmesine olanak saglayacak kadar yiiksek olmasi (Peters ve ark 2002,
Bell ve ark 2012). Biitiin bunlarin 7. annulata ig¢in de gegerli olup olmadigini anlamak i¢in
buparvaquone’a karst gelisen direncin biyolojisinin daha iyi anlasilmasi ve sahadaki
yaygimliginin daha detayli epidemiyolojik ¢aligmalarla ortaya konmas1 gerekmektedir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda elde edilen bulgular; T.annulata populasyonlarinda
buparvaquone’a kars1 direng gelismeye basladigi ihtimalini dogrular niteliktedir. Elde edilen
bulgularin 1s1831inda buparvaquone’a karsit gelisen direngle ilgili arastirmalarin devam
ettirilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir. Oncelikli olarak sahadan izole edilen direngli
parazit populasyonlarinin sayisi artirilarak direngli suslardaki mutasyonlarin belirlenmesi ve
epidemiyolojik caligmalarda kullanilabilecek en uygun belirtecin (marker) saptanarak duyarh
ve Ozgln tan1 metotlarinin (AS-PCR, qRT- PCR gibi) gelistirilmesi, direngli parazit
populasyonlariin sahadaki yayginlhigini belirlemek amaciyla daha detayli epidemiyolojik bir
calisma gerceklestirilmesi hedeflenmelidir. Ayrica, direncin biyolojisini anlamak amaciyla
ilag baskisi altinda ve ilag baskis1 olmadan diren¢li ve duyarli parazit populasyonlarinin
cogalma indeksleri, apoptozise direngleri, direngli parazit populasyonlarinin “fitness™’lar
belirlenmesi ileride alinacak oOnlemlerin belirlenmesi agisindan Onemlidir. Biitiin bu
caligmalardan elde edilecek olan veriler, buparvaquone’un tropikal theileriosis’in tedavisinde
sahada ne kadar siire ile efektif bir sekilde kullanilabileceginin belirlenmesine katkida
bulunacak, tropikal theileriosis’e karst uygulanacak olan koruma ve kontrol stratejilerinin
(buparvaquone’a alternatif ilaglarin gelistirilmesi, bu islemin ne kadar ivedilikle yapilmasi
gerektiginin saptanmasi, direncin yaygin olmasi durumunda buparvaquone’un sahadan
cekilerek tropikal theileriosis’e karst miicadelede asilama ¢aligmalarinin ve akarisit uygulama

programlarinin gozden gegirilmesi) belirlenmesine 151k tutacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 7. annulata’nin buparvaquone’a karst gosterdigi direng incelenmistir.
Bu dogrultuda ¢alismada toplam 127 adet 7. annulata izolat1 ve 168 adet T. annulata pozitif

kan 6rnegi kullanilmstir.

Elde edilen parazit izolatlariin ilaca karsi gosterdigi direng fenotipik agidan MTT
kolorimetrik yontemiyle incelenmis ve bazi izolatlarin buparvaquone etkisine karsi fenotipik
olarak direngli olduklar1 belirlenmistir. Ayrica yapilan testler sonucunda hayvanlara
uygulanan tekrarli tedaviler sonrasinda ilaca kars1 daha direngli parazit populasyonlarinin
kalarak enfeksiyonu devam ettirdigi belirlenmistir. Fenotipik agidan direngli olarak belirlenen
izolatlarin sitokrom b geni sekans analizleri yapilmis ve ilacin muhtemel baglanma
bolgelerinde iki farkli mutasyon (V135A ve P253S) saptanmistir. Direncgli izolatlarinin
mutasyona sahip olan ve olmayan klonlarinin buparvaquone’a kars1 fenotipleri belirlenmis ve
mutasyona sahip olan klonal hiicre kiiltiirlerinin direngli olduklar1 saptanarak bu iki
mutasyonun 7. annulata’nin buparvaquone’a karsi olusturdugu direngle biiyiik olasilikla

iliskili olabilecegi saptanmugtir.

Buparvaquone direnci ile iligkili bulunan mutasyonlarin Aydin ve c¢evresindeki
yayginligt AS-PCR ile arastirilmis ve genel olarak her iki mutasyonun goriilme orani kan
orneklerinde %6.54, T. annulata izolatlarinda ise % 7.87 oraninda oldugu belirlenmistir. Bu

oranlar goreceli olarak bu bolgede direncin gelismekte oldugunu gostermektedir.

Tropikal theileriosisin tedavisinde buparvaquone’un kullanilan tek etkili etken madde
olmasi, etkenin taginmasinda rol alan vektor kenelerin direngli parazit populasyonlarini
konaklar arasinda nakletme ihtimalinin bulunmasi ve bu ¢alismada elde edilen bulgulara gore
direngle iliskili mutasyonlarin belli bir oranda bdlgedeki parazit populasyonunda yaygin
oldugunun belirlenmesi konunun 6nemini gdstermektedir. Bu alanda yapilacak calismalarin
arttirilmasi ileride sahada theiloriosis ile miicadelede alinacak Onlemlerin belirlenebilmesi,
tropikal theileriosis tedavisi i¢in alternatif bir ila¢ bulunmasi ve alternatif koruma kontrol

metotlarinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
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OZET

Selin Hacilarhoglu
Theileria annulafa Sitokrom b Geninde Mutasyonlarin Belirlenerek
Buparvaquone Direnciyle Iliskisinin Arastirilmasi ve Aydin Cevresindeki Enfekte
Sigirlarda Direncin Yayginhgimin Saptanmasi.

Tropikal theileriosis, Theileria annulata’nin neden oldugu, yiiksek morbidite ve
mortaliteye bagli olarak biiyiik ekonomik kayiplara neden olan protozoer bir hastaliktir.
Giliniimiizde sahada tropikal theileriosis sagaltiminda kullanilan tek etkili ilag
buparvaquone’dur. Ancak, son yillarda tropikal theileriosisin basarisiz tedavi olgularinin
sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu durum, buparvaquon’a karsi direng gelismis olabilecegini
distindiirmektedir. Theileria annulata’nin buparvaquone’a karsi direng gelismis olabilecegi
hipotezi dogrultusunda bu tezde, Theileria annulata sitokrom b geninde mutasyonlarin
belirlenerek buparvaquone direnciyle iligkisinin arastirllmasi ve Aydin ve g¢evresindeki
enfekte sigirlarda direncin yaygimligiin saptanmasi amaclanmistir. Bu amacla; kolorimetrik
bir yontem olan MTT testi ile akut theileriosisili vakalardan tedavi oncesi ve sonrasi elde
edilen izolatlarin replikasyon dereceleri ve metabolik aktiviteleri karsilastirilmis ve ilag
baskis1 altinda izolatlar, gosterdikleri diren¢ agisindan kiyaslanarak fenotipik olarak direncli
ve duyarli olanlar belirlenmistir. Duyarli ve direngli olarak belirlenen izolatlar satellit
belirtegler kullanilarak ve 7. annulata sitokrom b geni sekans analizleri yapilarak genotipik
acidan degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore alti sinonim ve alti non sinonim
mutasyon saptanmis olup, non sinonim mutasyonlardan ikisinin buparvaquone’un sitokrom b
geni lizerindeki muhtemel baglanma bolgelerinde oldugu tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin
sitokrom b geni amino asit diziliminde 135. kodondaki Valin’in Alanin olarak (V135A) ve
253. kodondaki Prolin’in Serin olarak (P253S) degisimine neden oldugu tespit edilmistir.
Mutasyonlarin saptandig hiicre kiiltiirleri klonlanarak MTT yontemi ile test edilmis ve elde
edilen sonuclar her iki mutasyonun da buparvaquone direnciyle iligkili olabilecegini
gostermistir. Bu mutasyonlarin sahadaki yaygiligimin test edilebilmesi amaciyla allel-spesifik
PCR metodu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore VI135A mutasyonu toplam 168
T. annulata pozitif kan Orneginden 10 adedinde ve 127 hiicre kiiltiiriinden ikisinde
saptanirken, P253S mutasyonu 168 7. annulata pozitif kan 6rneginden bir adedinde ve 127
hiicre kiiltiiriinden sekiz 6rnekte saptanmistir. Bu bulgular bu iki mutasyonun 7. annulata’nin

buparvaquone kars1 gelistirdigi direngte etkili olabilecegini gostermistir.
Anahtar kelimeler: 7. annulata, buparvaquone, ilag¢ direnci, sitokrom b.
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SUMMARY

Selin Hacilarhoglu
Characterization of Mutations in Theileria annulata Cytochrome b Gene in Association
with Buparvaquone Resistance and the Detection of Prevalence of Buparvaquone
Resistance in Infected Cattle in Aydin Region

Tropical theileriosis is a protozoal disease caused by Theileria annulata leading to
serious economic losses due to high morbidity and mortality. Buparvaquone is the only drug
currently used to treat cases of tropical theileriosis in the field. However, an increase in the
rate of treatment failure cases of tropical theileriosis has been observed in recent years, raising
the possibility of resistance developed against buparvaquone. according to this hypothesis, the
present study aim to investigate the mutations in Theileria annulata cytochrome b gene in
association with buparvaquone resistance and the detection of prevalence of buparvaquone
resistance in infected cattle in Aydin region. To this end, susceptibility to buparvaquone was
examined by comparing the proliferative index of infected cells, which were obtained from
cattle with theileriosis before and/or after treatment, under titration of buparvaquone dose
using the MTT assay. Cell lines identified as resistant or susceptible were then genotyped
using satellite markers and the DNA sequence of the 7. annulata cytochrome b gene
determined. The results identified six nonsynonymous and six synonymous mutations. Two
out of six nonsynonymous mutations were found to be located at putative buparvaquone
binding regions of cytochrome b. These mutations result in amino acid substitutions from
valine 135 to alanine or proline 253 to serine. Isolates possessing an identified mutation were
cloned and tested with the MTT assay which indicated that the clones with either of the two
mutations located in the binding regions are resistant to buparvaquone. To test for the
frequency of these mutations in the field, an allele specific PCR was developed. The results
demonstrated that the mutation V135A in 10 out of 168 T. annulata positive blood samples
and two out of 127 T. annulata macroschizont infected cell lines, while the P253S mutation
was detected in one out of 168 7. annulata positive blood samples and eight out of 127 cell
lines. These data suggest that the two point mutations are candidates for generation of genetic

resistance of T. annulata against buparvaquone.

Keywords: T. annulata, buparvaquone, resistance, cytochrome b gene.
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