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Ozet

Theileria annulata omurgali konakgilarda kan ve dolasim sistemini etkileyen ve Hyalomma spp keneleri tarafindan nakledilen
protozoan parazittir. Sus farkliliklari hastaligin siddeti Gzerine etkili oldugu bilindiginden tayini 5nem arz etmektedir. Parazit izoenzim
elektroforezi T. annulata yaninda diger bazi protozoa’larin tiir ve sus tespitinde de kullanilmaktadir. Parazit enzimlerinin elektroforezi;
tlr tespiti, attenue canli asilarda kullaniimak tizere sus secimi ve konakgi-parazit etkilesimiile ilgili onemli bilgiler saglamaktadir. Bu
calismada T. annulata suslari arasi farkhlik nisasta jel glikoz fosfat izomeraz izoenzim elektroforezi teknigi araciligi ile ortaya konmaya
calisilmistir. Calisma sonucunda Turkiye'de farkl bolgelerden elde edilen suslarda farklilik oldugu ve ortaya konan farkliliklarin
cahismalarin daha da genisletilerek asi gelistirme ve benzeri proflaktik uygulamalarda yararlanilmasinda faydal olabilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar sézciikler: Theileria annulata, Glikoz fosfat izomeraz

Characterization of Theileria annulata Strains in Turkey and
Usage of Glucose Phosphate Isoenzyme Electrophoresis in
Strain Identification

Summary

Theileria annulata is a protozoan parasite of which is transmitted via Hyalomma spp ticks is affecting the blood and circulatory
system. It is essential to determine the strain infecting the animal as the severity of the disease closely related with it. Parasite isoenzyme
electrophoresis is frequently used to identify type and strain of the many protozoa as in Theileriosis. Parasite isoenzyme determination
gives clues in choosing the right strain for attenuated vaccine candidates and parasite-host interaction. In this study, it was aimed to
demonstrate and characterize the variety of the serotypes of T. annulata with the biochemical technique called Glucose Phosphate
Isomerase (GPI) starch gel electrophoresis. In our study, it is revealed that various serotypes of T. annulata exist in different regions
of Turkey and this study can further be expanded to provide substantial data for various prophylactic measures such as vaccine development.

Keywords: Theileria annulata, Glucose phosphate izomerase
GIiRIS

Theileria annulata (T. annulata) omurgali konakgilarda kan T.annulataTurkiye'de cok yaygin olarak goriilen, Hyalomma
ve dolasim sistemini etkileyen protozoan parazittir. Dogada  keneleri tarafindan nakledilen, parazitlerdir. Bu kenelerin aktif
artropod konakgllar tarafindan nakledilirler. Bu parazitler,  oldugu dénem ilkbahar ve yaz aylaridir, bu yiizden neden

tropik ve yari-tropik bélgelerde 6nemlisigir hastaliklarinayol - olduklar hastalik siklikla Mayis-Eyliil aylari arasinda gérailiir'.
acmaktadirlar. Parazitin konakgi vertebrattaki gelisimi hem

lenfosit hem de eritrositlerde gorulir 2. T. annulata tropikal Theileriosis etkeni olup, basta enzootik
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ve melez sigirlarda etkilidir. Endemik bolgelerdeki sigirlar
(yerlisigirlar) daha dayanikhdirlar, hatta kismibagisikhga
sahiptirler 2. T. annulata sigir ithalinde biyuk sorunlara yol
actigindan Turkiye'de sigircihdin gelismesine engel olarak
gorulmektedir 34,

Theileriidae familyasinda bulunan parazit hemoprotozoa
bircok lilkede 6nemli sigir hastaliginin etkenidirler. Theileria
annulata tarafindan olusturulan Tropikal Theileriosis Akdeniz
sahillerinden Orta Asya'ya kadar uzanan biyik bir alanda
etkilidir. Theileria parva ise Dogu Afrika'da ¢cok énemli bir
sigir hastaligi olan Sark Sahili Hummasi'na yol acar '2.

Sus farkliliklari hastaligin siddeti izerine etkili oldugun-
dan Theileria tirlerinde sus tayini dnem arz etmektedir .

Parazit izoenzimlerinin elektroforezi T. annulata yaninda
diger bazi protozoa'larin tiir ve sus tespitinde de kullanilmak-
tadir. Parazitizoenzim veya enzim elektroforezi Plasmodia,
Trypanosoma, Eimeria, Babesia ve Entamoeba spp. identifi-
kasyonuicin de kullanilmistir ##11, Parazitlerdeki enzimlerin
elektroforeziile turr tespiti yapilarak '?, attenue canl asilarda
kullanilmak tizere sus secimiyapiimakta >*'3 ve konakgi-
parazit etkilesimi”'*'* ile ilgili 6nemli bilgiler saglanmaktadir.

Dogada bazienzimler bir, bazilariise birden fazla poli-
peptid zincirine sahiptir. Birden fazla polipeptid zincirine
sahip olan enzimlerde buzincirlerbirbirlerine distlfid baglari
veya kovalan olmayan baglarla baghdirlar '¢'. Bu kombinas-
yonlarin herbirine iZOENZIM adi verilir 7. Her izoenzimin
aminoasit kompozisyonu digerlerinden az da olsa farkli
oldugundan her izoenzimin belli bir pH'da tasidigi net yikiin
ozgullugu elektroforetik desende farklilik meydana getirir 168,

Bir parazitin enzimlerine bakilarak genetik yapisi, dolayi-
styla sus veya tliri hakkinda bilgi edinilebilir, cinkii parazit
enzim veya izoenzimlerdeki aminoasit kompozisyon farkli-
liklari, DNA yapisindaki degisiklikleri temsil eder *2.

T.annulata suslari arasindaki polimorfizmin gosterilme-
sinde Glukoz Fosfat izomeraz biyokimyasal fenotipik belirteg
olarak kullanilabilmektedir '°.Bu calismaile T. annulata suslari-
nintespiti,“i¢ckarakterleri’ne bakilarak veya baska bir deyisle
parazitlerin izoenzim elektroforezi (GPI izoenzim elektroforezi)
araciligi ile ortaya konulmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirma materyalini T. annulataile enfekte sigirlardan
alinan kan ornekleriolusturdu. Klinik olarak hastalik belirtileri
gosteren hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden siirme pre-
parat hazirlandi ve preparatlar giemsa ile boyanarak mikros-
kopta incelendi. T. annulataile enfekte oldugu tespit edilen
kan 6rnekleri piroplazm izolasyonunda kullanildi.

En az %10 dlzeyinde parazitemili oldugu belirlenmis
sigirlarin kan ornekleri defibrine edildikten sonra +4°C'de
1500xg ve 20 dak. santrifiij edildi. Coken hiicreler saklanarak,

stpernatant atildi. Daha sonra hiicreler 3 defa PBS pH 7.2
ile yikanip +4°C'de santriflij edildi. En sonunda hiicreler PBS
ile sulandirilarak icinde yaklasik 35 g. selltiloz tozu bulunan
cam kolondan gecirildi. Bu safhada eritrositler kolondan
kolaylikla gecerken, beyaz kan hticrelerinin ¢ogu kolon tara-
findan alikonmaktadir 8. Kolonu terk eden kan santrifdj
edildikten sonra (+4°C, 1.500xg., 15 dak.) stipernatant atildi
ve PBS ile tortudaki hiicreler karstirildi. Bu stispansiyonun
Uzerine %0.83 NH,Clw/v ilave edildi. Buislem sonucunda sigir
eritrosit membranlarinin eriyerek parazitlerin agiga ¢cikmasi
saglandi. Santrifiij sonrasi ¢okeltide yer alan parazitler tizerine
%5 Triton X-100 ilave edildi. Karigim ardi ardina hizl bir sekilde
3 defa-80°C'ye kadar dondurulup ¢6zdirildi. Bu sekilde
parazit membranlarinin iyice pargalanmasi ve bdylece para-
zitteki protein, enzim, organel vb. maddelerin disari ctkmasi
saglandi. En son santrif(j islemi ile (13.000-15.000xg, +4°C,
15 dak.) membran pargalar ¢okturilerek enzimlerce zengin
sUpernatant elde edildi?.

Enzim izoformlarinin gosterilmesi icin nisasta jel elektro-
forezi kullanildi. Bu elektroforez tekniginde adindan anlasi-
lacagi gibi destek ortami olarak, istenen pH'si tamponla ayar-
lanmis nisasta jel kullandi. Elektroforez +4°C, 350 Voltta 3
saat surduraldu 8.

Elektroforezden sonra nisasta jel (izerinde birbirinden
ayrilan enzim bantlarinin gosterilebilmesi icin enzim spesifik
reaksiyona neden olan karigim ilave edildi. Enzimin kataliz
ettigi reaksiyon, NADP* (nikotinamid adenin dintkleotid fosfat)’
in rediiklenmesini saglayan baska bir reaksiyon ile birlestirildi.

Elektroforezden sonra, jelin ortasina bir cerceve yerles-
tirildi ve bu cerceve icerisine enzim reaksiyon karisimi doki-
lerek enzimin bulundugu alanlarin mor renkte gézlenmesi
saglandi &,

BULGULAR

T. annulata ile enfekte 13 sigirin eritrositlerinden izole
edilen piroplazm lizatlarinin glukoz fosfat izomeraz izoenzim-
lerinin nisasta jel elektroforezleri Sekil 1 ve 2'de goriilmek-
tedir. Kontrol 6rnekteki enzim bantlari konakglya aittir ve
ornek uygulama yerine (orijine) yakin bulunmaktadir. Parazit
izoenzim bantlari ise anoda dogru hareket etmekte ve orijin-
den en az 1-2 cm uzaklikta gorilmektedir (Sekil 1, 2). Sekil
7'de 1 ve 2 no'lu hayvanlar ayni ahirdaki hasta hayvanlardir.
Parazitemi 1 no’lu hayvanda %70, 2 no’lu hayvanda ise %7’
dir. Sekil 7’de 2 no’lu hayvandan elde edilen piroplazm liza-
tinda bant gézlenmezken, Sekil 2'de daha yogun 6rnek
uygulamasi sonrasi izoenzim bantlari gérilmustir. 4 ve 5
no’lu hayvanlardan elde edilen piroplazm lizatlarindaise
bant gézlenmemistir. 1 ve 6 no’lu 6rnekler ayniilcenin farkli
koylerinden alinmistir, birbirine ¢cok yakin olmakla birlikte
farkli suslar oldugu gorilmektedir. Bununla birlikte farkh
ilcelerden alinan 6rneklerde ayni sayida benzer bantlar goz-
lenmistir, Sekil 1'de 3 ve 6 no’lu 6rneklerde oldugu gibi. 8 no'lu
ornekte ise tek bant gorilmektedir (Sekil T ve 2).
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Sekil 1. Farkli hayvanlara ait glukoz fosfat izomeraz izoenzimi elektroforez
desenleri

Fig 1. Glucose phosphate isomerase isoenzyme electrophoretic patterns
of different animals

<
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Sekil 2. Farkl hayvanlara ait glukoz fosfat izomeraz izoenzimi elektroforez
desenleri

Fig 2. Glucose phosphate isomerase isoenzyme electrophoretic patterns
of different animals

TARTISMA ve SONUC

T. annulata enfeksiyonlarindan iyilesen sigirlar premini-
zedir. T.annulata, T. parva ve T. mutans turleri arasinda ¢apraz
immunite gorilmemektedir.

Kuzey Afrika ve israil'de virulansi diisiik T. annulata sus-
lar ile asilar hazirlanmis ve oldukga basarli olunmustur.
Virulansi olmayan veya daha az virulansa sahip T. annulata
suslari ile asilamada immunizasyon basarili bir sekilde
yapilamamaktadir, ¢linkli bu asilar ile ancak kismi pre-
minisyon saglanmakta ve yiksek virulansli suglara karsi
koruyucu olmamaktadir. Bundan dolayi buzagi ¢caginda asi-
lanan sigirlar, hayati boyunca immun kalamamaktadir 2.

Hindistan'da yapilan bir arastirmada bazi T. annulata
suslarinin immunolojik olarak farkli olabilecekleri 6ne
strlmastar 2,

Piroplazma parazitlerinin siniflandiriimasinda enzim
analizi, antijen analizi ve niikleoprotein analizinin énemli
yeri vardir. T. annulata Uzerinde yapilan bu tir analizler
sinirhdir. Cesitli T. parva suslarinda (Muguga, Kiambu,
Kilifi ve Marikebuni) GPI enzimine bakilmis ve her susun
5 izoenzimi oldugu gorilmustir. Ancak, bu sekilde suslar
arasi farkliliklar gorilememistir, ¢linkl elektroforez sira-
sinda tim proteinler ayni yere hareket etmektedir. T.
parva'ya ait LDH izoenzimleri nisasta jel elektroforezi ile
bulunamamistir %4, ancak izoelektrik odaklama (isoelectric
focussing) ile T. parva LDH'si tespit edilmistir 46122122,

Yapilan farkli arastirmalarda T. annulata’'nin bircok enzimi
incelenmistir. Ornegin bir calismada LDH, MDH, G-6-PDH,
6-GPD, izositrat Dehidrojenaz (ICD), Gliserildahid-3-fosfat
dehidrojenaz (GALDH) ve GPlenzimleri T. annulata piroplas-
malarinda ¢alisilmis ve bunlarin icinden sadece GPl ve GALDH
enzim aktiviteleri tespit edilebilmistir ™.

Baska arastirmalarda ise T. annulata'ya ait GPl izoenzim-
leri nisasta jel elektroforezi ile gosterilmis, hatta bu enzime ait
elektroforetik motifin gesitli suslarda farkli oldugu ortaya
konulmustur 6121423, iran,TUrkiye ve Hindistan'dan izole edilen
T. annulata suslan arasinda GPI enzimleri acisindan 6nemli
farkliliklar oldugu goérilmistir. Bu sekilde sus tespitinin
mumkan oldugu bildirilmistir 52,

T. annulata’'nin sporozoit safhasindaki enzimleri nisasta
jel elektroforezi ile incelenmis ve bunun sonucunda Ankara
(Turkiye) ve Hissar (Hindistan) suslarinin GPlizoenzimlerinin
farklilik gosterdikleri gorilmastir 2.

Yapilan gesitliarastirmalarda, ayni T. annulata susunun
kene tiikrik bezindeki sekli (sporozoit), sigir lenfositlerin-
deki sekli (sizont) ve sigir eritrositlerindeki sekli (piroplasm)
arasinda GPl izoenzimleri agisindan az da olsa bazi farkliliklar
gorilmistir. Bu farkliligin sebebi bilinmemektedir, ancak
parazitin degisik hiicrelerde adaptasyona ugradigi seklinde
yorumlanabilir 2.

Theileria sporozoitlerinde G-6-PD ve 6-PGD enzimlerinin
distk diizeyde olusu ve ICD ve MDH enzimlerinin bulun-
mayisl, T. annulata sporozoitlerinde Pentoz fosfat yolunun
islemedigini gosterir. Elektron mikroskobu ile yapilan bir
calismada Theileria sporozoitlerinde mitokondri gériileme-
mistir 23, Bazi arastiricilar ise Theileria sizont ve merozoit-
lerinde kristalsiz mitokondriler gérmuslerdir .

T.annulatave T. parva’da GPl enziminin ¢ok yuksek olusu
glikolizis yolunun ¢ok islek oldugunu gosterir. Ancak diger
glikolizis enzimleri (6rnegin Heksokinaz) distk aktiviteye
sahiptirler. Bu ylizden GPI'nin énemi heniiz tam olarak bilin-
memektedir %,

T. annulata suslar arasindaki polimorfizmin tespitinde
GPI biyokimyasal fenotipik markir olarak kullaniimaktadir.
T. annulata’nin Ankara suslarinda Ug¢ alt-populasyonu
temsil eden 3 izoenzim tipi bulunmaktadir *.
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Turkiye'de T annulata’min Eryaman, Hidirh, Ankara ve Gul-
seren suslarinin GPIl izoenzimlerine bakilmis ve GPI izoenzim
bantlarinda 6nemli farkhhklar gortlmustir.

Sizont ve piroplazm formundaki T. annulata’nin ispanya
izolatlarinda izoenzim elektroforezi yapilmis ve T. annulata’nin
ispanyaizolatlari arasinda orta derecede polimorfizm gériil-
mustir2'. Sudan'daizole edilen alti T. annulata suslarinin
GPlizoenzim bantlarinda blylik varyasyonlar gdzlenmistir.
Ayni calismada T. parva suslarinin enzim bantlari arasinda
hicbir degisim gorilmemistir 6.

Uc farkli cografik bélgeden alinan T. annulata’nin bes
susunun GPlizoenzim elektroforezinde de farkl cografik
bolgeler arasinda buyuk farkhliklar gozlenirken ayni cografik
bolgelerde fark tespit edilmemistir '2.

T. annulata’nin hiicre kiiltlirl pasajlarinda 50. pasajda kismi
atenuiasyon gorilmekte, 130. pasajlamadaise avirulant hale
gelmektedir. Klonlamaile GPI'in 3 izotipi oldugu g&steril-
mistir. Atentiasyonun goruldigu 50. pasaj ile avirulant hale
geldigi 130. pasajlarda sadece tek bir izotip goriilmektedir 2.

T. parva piroplazmlari iceren sigir kanindan elde edilen
lizatlarda 13 farkli enzime izoelektrofokusing ile bakilmis ve
GPI hari¢ diger enzimlerin bantlar gorilmemistir. Parazite-
miye bagl olarak bir susa ait 4’e kadar bant goriliirken diger
bir susta 3'e kadar bant gorilmustir 22

Bu calismada nisasta jel elektroforez gorintulerindeki
bant desenleri incelendiginde parazit enzimlerinin anoda
g6c¢ ederken konakci enzimlerinin ise 6rnek uygulama yerin-
den uzaklasmadigi gorilmustir.

Turkiye'de 3 alt-populasyonu temsil eden 3 GPlizoenzimi
bulunmaktadir ™. Bir sigirin, ayni anda birkag parazit popu-
lasyonu ile enfekte olmasi mimkiindir. Boylece Ust lste
3, 6, 9 bant gorulebilir. Bu sayilarin haricinde goriilen bant
desenleri (4, 5, 7, 8 gibi), bantlarin birbiri Gzerine dismesi
sonucu goriilebilir.

T. annulata’daki polimorfizmin tesadiifen sekillenmedigi
ve parazitin sidira ya da keneye transmisyonu sirasinda bircok
faktorden etkilendigi bildirilmektedir. Bu faktorler; enfekte
olan hayvanla, parazitin kendisiyle veya paraziti tasiyan
hicrelerileilgili olabilir. Eger tim T. annulata’nin suslari ayni
transmisyon kabiliyetinde ve/veya kenede ayni sekilde
gelisme kabiliyetinde olsaidi, suslar arasinda polimor-
fizmin olmadigi ve tiim izolatlarin ayni oldugu goéralirdi. T.
annulata’daki polimorfizm genetik degisim ve rekombinas-
yonun gorilmesi sonucu oldugu seklinde aciklanmaktadir ™.

Eritrositlerde piroplazmlarin bulunusu, hiicre membra-
ninda poliunsature yag asitlerinin peroksidasyonuna ve erit-
rositlerin oksidatif stresine neden olmaktadir 28, Bu etkiler
de polimorfizmin sekillenmesinde etkili olabilir.

Sonuc olarak T. annulata’nin cesitli suslarin tespitinde
nisasta jel elektroforezi ile GPl izoenzimi farklarina bakmanin

oldukga kolay ve ¢cok gtivenilir bir metod olabilecegi ve bu
sayede, suslarin izoenzim patternleri sayesinde takip edilebi-
lecegi kanaatine varildi.

Bircok susa karsi etkinligi belirlemede glukoz fosfat izo-
enzim tekniginden faydalanilabilir. Ornegin rekombinant as
Uretiminde, asinin bir¢ok susa karsi etkili oldugunu goster-
mek gerekir. Bunu da GPI izoenziminin farkhliklari aracihg
ile gostermek mimkinddr.

Daha kesin sonuglar icin parazit sus tespitinde, izoenzim
calismalarinin yaninda, bulgularin diger biyokimyasal (Blotting
teknikleri gibi) ve immunolojik (IFAT gibi) tekniklerle destek-
lenmesinin faydali olabilecegdi kanaatindeyiz.
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