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ANKARA YORESINDEN ELDE EDILEN THEILERIA
ANNULATA (Dschunkowsky and Luhs, 1904) iZOLATLARI
UZERINDE ARASTIRMALAR'’

5. Theileria annulata kan stabilatlar ile enfekte edilen danalar lizerinde
antikor yamti ve serolojik capraz reaksiyon ¢alismalari

Fahri SAYIN? Siikran DINCER? Zafer KARAER’? Ayse CAKMAK’
Abdullah INCP Bayram Ali YUKARF? Hasan EREN’

Investigation on the Theileria annulata (Dschunkowsky and Luhs, 1904) stocks
isolated around Ankara.

5. Antibody response and serological cross-reaction studies on experimentally
infected calves with Theileria annulata

Summary: In this study 7 susceptible Holstein calves, 2 to 3 months of uge,
were infected with T.annulata blood stabilates obtained from diseased cattle in 7
different villuges of Ankara. In addition one calf contracted T.annulata infection in
field was included in the experiment. Antisera were collected from the infected
calves and tested with Indirect Fluorescence Antibody Test (IFAT) for antibodies
to schizont und piroplasm antigens. In the absence of rechallenge occurrence and
duration of antibody responses were observed and reactivity between the different
isolates of T.annuluata were investigated.

The results showed that duration of antibody response to the theilerial
infection was more than one year. There was serological cross-reactivity at high
level titres between all the isolates of T.annulata. Antibody to piroplasm antigen
was detactable for earlier and longer than antibodie to schizont antigen. In
general antibodies which were detactable by IFA test appeared about 2-4 weeks
after infection and continued 1o rise for a further 2-4 weeks. Following this, they
stabilized and then declined at a variable rate. In the absence of rechallenge

v schizont IFA antibodies have generally declined to 1:10 while piroplasm [FA
antibodies have generally declined to 1:320 by one year after infection. The
infected calves tested were in carrier state. Buseline titres were taken at 1:40 for

schizont antigen and 1:20 for piroplasm antigen.
Key words: T. annulata, blood stabilates, antibody response, serological

cross-reactions, experimental infection.
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Ozet: Bu calismada, 2-3 aylik duyarlt 7 Holstein danast, Ankara’mun 7 degdisik
koviinde tropikal theileriosis’e yakalanmis 7 sigirdan alinan Theileria annulata
kan stabilate ile enfekte edilmis; ayrica dogal enfekte ( Bala-TIGEM) bir dana da
calismaya dahil edilmigtir. Enfekte danalarin herbirinden belirli zamanlarda
toplanan antiserumlar, piroplazm ve gizont antijenleri kullanilarak, Indirek
Floresan Antikor (IFA)  yontemiyle test edilmislerdir. Boylece mevcut
antiserumlarda antikor yanttoun varligi, gorildigii giin ve sire gézlenmiy. dedisik
orijinli Theileria annulata izolatlart arasindaki serolojik ¢apraz reaksiyonlar
incelenmigtir.

Hastaligt gegiren biitiin danalarda T.annulata’ya karse pozitif reaksivon
gorilmiistiir. Genellikle enfeksiyondan 2-4 hafta sonra danalarin kaninda antikor
saptanmugtir. Bunu izleyen 2-4iincii hafta icinde antikor titreleri viikselmis ve
duha sonra giderek azalmugtyr. Enfeksiyondan yaklagik 1 yil sonra danalardan
alinan kanda sizont antijeni ile 1:10, piroplazm antijeni ile 1:320 titrede antikora
rastlannugtir.  Degisik orijinli T.annulata izolatlare arasinda - yiksek titrede
serolojik ¢apraz reaksiyon olusmugtur. Kanda piroplazm antijenine kargt olusan
antikorlar, sizont antijenine karsi olusan antikorlara nazaran. daha erken
dinemde ve daha yiiksek titrede bulunmuglardir. Sizont antijenlerine karst olusan
antikorlar igin 1:40, piroplazm antijenlerine karst olusan antikorlar igin 1:20 baz
titre olarak kullanilmistir.

Anahtar sézciikler: T. annulata, kan stabilatlar, anttkor yamiti, serolojik

capraz reaksiyvon, deneysel enfeksiyon

Giris

Bazi arastincilar (1,6-9,12) sahadan izole
edilen T annulate stoklarm: immunolojik ag1-
dan farkli bulmuglardir. Sergent ve ark. (12),
homolog bir susa karg1 olusan premiinisyonun
heterolog bir susa karsi olusan premiinisyondan
daha kuvvetli oldugunu bildirmigler, Pipano ve
Hadani (6), Rafyi ve ark. (8) bagisik bir sigin
heterolog bir susla epriive ettikten sonra hay-
vanda zayit bir reaksiyonun goriildiiglinii be-
lirtmislerdir. Adler ve Ellenbogen (1) ile Ser-
gent ve ark. (12) ise, Cezayir'den izole cdilen
bir sus ile Israil'den izole edilen bir susun bir-
birinc  karst  koruyucu bir etki  olus-
turmadiklanm saptamislardir.Buna karsilik Ra-
sulov (9), Ozbekistan ve Azerbaycan'dan izole
edilen T annulata suslanmn birbirine karg! ba-
Zisikhik olugturduklanim tespit ctmigtir. Pipano
ve ark. (7) bu durumun ¢esitli bolgelerden izole
edilmis olan T.annulata stoklaninin  antijenik
yvapilarimn  farkli olmasindan kaynaklandigini
ileri surmistiir. Aynt arastiricilara (7) gore, kiil-
tivasyon ve pasajlarla  ateniiye  edilmig
T.unnulaia Ankara susu ilc asilanan duyarh da-

nalar, patojen T.annulata lsrail susunun kenc
stabilati ile epriive edildikleri zaman has-
talanmiglardir. Danalarin atesi yiikselmig, ka-
racierde parazitin sizontlan, perifer kanda pi-
roplazmik  sekilleri  bulunmustur.  Bunlara
karsilik Subramanian ve ark. (14), Hindistan'in
degisik bolgclerinden izole edilen T annulata
stoklar arasinda yaptklan ¢apraz bagisiklik de-
neyleri sonunda sug farkhiligi gormediklerini
bildirmislerdir. Pipano ve ark. (7) gdre, As-
karov, Dagistan, Ozbekistan ve Azcrbaycan'dan
izole edilen T.annulata stoklarinin antijenik ba-
kimdan birbirine benzedigini, bu durumun In-
direk Floresan Antikor Testi (IFAT) ile sap-
tandiim belirtmistir.

Bu arastirma Ankaranmin degisik koy-
lerinde tropikal theileriosis'e yakalanmg si-
girlardan clde edilen 7T annulata kan stabilatlan
ile enfckte edilen danalardan ve dogal enfekte |
danadan (Bala- TIGEM) hazirlanan sizont ve
piroplazm antijenleri ile bu danalardan degisik
zamanlarda ahnan antiserumiar arasindaki re-
aksiyonlar, seropozitif olgularda goriilen an-
tikor titreleri ve bu olgularda seropozitiflik sti-
rclerini incelemek amaciyla yapilmisur.
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Materyal ve Metot

1) Kullanilan Malzemeler:

a) Fosfat Buffer Salin (PBS) Potasyumsuz:
Alkali kisim  17.44 ¢ NaCl

7.16 g Na,HPO4 X 12 H.0
24.60 gr 2000 ml distile
suda eritildi.

8.72 g NaCl

1.38 ¢ NaH.PO4 X H,0

10.10 gr 1000 ml distile
suda eritildi.

Asit kisim

Alkali kisim lizerine pH= 7.2 oluncaya
kadar asit kisun ilave cdildi.

b) Evans Blue: Merck, cat. no. 3169

¢) Gliserin: Merck, cat. no. 4095

d) Tech Pen Marker: Neolab 2-5050.

¢) Tech Pen Ink: Neolab 2-5051

) PS mikroplattle U-Form 96K: Grciner
650101

g) Osram: HBO 50W/ac super pressure
Mercury lamp: 119003 0004

h) Standarttips 101-1000ul Eppendorf:
0030 015. 002

1) Standarttips 0.5-10ul Eppendorf: 0030
001. 168

k) Standarttips 1-100ul Eppendori: 0030
003. 004

1) Eppendorf: 4710 38003 M, 100-1000u1
pipet.

m) Eppendorf: 4710 28330 M, 10-100ut
pipct.

n) Eppendorf: 4710 51249 M, 0.5-10ul
pipct.

0) Bround, Transferpette-12, 50-200ul;
cat.No0.04174126.

p) Titertek, 8 kanalli: Cat.No.79088.

2) Dency hayvanlar:

Bu ¢alismada T.annulata’ya duyarh, Hols-
tein vk, 2-3 aylik 8 erkek dana kullamlmustir.

3) Inokiilasyondan ©nce danalarin mu-
avenesi ve Theileria annulata kan stabilatinin
clde edilmesi:

Bu ¢alismanin ilk boliimiinde belirtildigi
gibi yapilmistr (10).

4) Enfckte danalardan kan alinmasi ve sc-
rumun aynlmasi:

Ankara'nin Giilseren, Emirler, Balcikhisar,
Eryaman (2 kan stabilau, Eryaman-1 ve Er-
yaman-2) ve Hidirsth koylerinde tropikal the-
ileriosis'e  yakalanmig  si@irlardan alinan
T annulata kan stabilatlar ile enickie edilen si-
rastyla 87-75, 88-101, 88-102, 88-103, 88-104,
86-101, 86-115 numarah 7 dana ile dogal en- .
fekte 87-77 (Bala -TIGEM) numarali danadan
cnfeksiyonu izleyen ilk 2 ayda haftada bir,
sonra daha uzun aralarla, heparinsiz steril tip-
lere (Vacutainer, Brand SST tubes, Becton Dic-
kinson, Lot/chB 6Y086) alinan yaklagik 9.5ml
kan, 2000-2500 devirde 10 dakika santrifiij edi-
lerek ¢ikan antiserumlar 1.5ml'lik mikrotiiplere
(Kartell Part No0.000298-00 Micro T tubes
Neut., FSA. Tul-645-0306, Supplicr code
460200) konmus ve IFA (Indirek Florcsan An-
tikor Testi) testinde kullanilincaya kadar -20°C
de saklanmistir.

S) Theileria annulata kan stabilau ile en-
fekte edilen danalarda tropikal theileriosis'in 17.-
lenmesi:

Bu arastirmanm 1'inci makalesinde bil-
dirildigi sekilde uygulanmigtr (10).

6) Teste kullanilan pozitif ve negatit kont-
rol serumlar:

Rd.144890 T.annulata (+), Rd.10
T.annulata (-), Hannover.

7) IFAT i¢in antijen hazirlanmasi Cak-
mak’a (2) gore yapilmisur.

a) Piroplazm antijeni:

Theileria annulata ile inokiile edilen dency
danalarindan, paraziteminin %7'ye ¢ikudi do-
nemde, 20cm3 heparinli kan alinmig, bu kan 3
misli 4°C de steril PBS ile sulandimlmig ve
2100 devirle, +4°C de, 10 dakika santrifiij edil-
mistir. Tiipte ylizeye ¢ikan sivi pipctle ¢ekilip
aulmus, dipte toplanan eritrositler lizcrine, crit-
rosit seviyesini 3 misli, +4°C'de PBS ilavc cdil-
mistir. Pipetlenerek suspansiyon haline getirilen
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eritrositler 2100 devirle +4°C'de 10 dakika sant-
rifiij edilmistir. Tiipte yiizeye ¢ikan sivi bir pi-
petle ¢ekilerek atitmig ve dipteki eritrosit tor-
tusu, bir onceki gibi, PBS ile sulandirilip
suspansiyon halinc getirilip santrifij edilmistir.
Yikama islemi 3-5 defa tekrarlanmigtir. Antijen
preparatindaki  parazit yogunlugunu lespit
clmek amaciyle yikanmig eritrositten az bir
kismi, 1:2- 1:4096'ya kadar PBS ile su-
landirilmisur.  Bu  sckilde seri halde  su-
jandimlmis olan eritrosit suspansiyonlarindan,
sneeden aseton- alkol karnisimu ile temizlenmig
bir lam tizerine, 6zcl renkli bir kalemle ¢izilmis,
2 sirall 8'cr dairenin her birinc Sul kadar dam-
latilmistir. Daha sonra lam havada kurutulmus,
100°C'de ctiivde 15 dakika tespit edilmis ve Gi-
emsa boyas: ile boyandiktan (% 5 Giemsa so-
liisyonu ile 30 dakika) sonra, bir mikroskop sa-
hasinda 20 parazitin goriilmesi esas alinarak
sulandirma basama@ saptanmstir. Tespit cdil-
mis olan sulandirma basamad diliisyonunda y1-
kanmus eritrosit lizerine, PBS ilave edilmigtir.
Bundan sonra yukarda belirtilen ¢izilmig hazir
lamlara ¢lde edilen yikanmig ve dilitye edilmig
critrositlerden 5ul damlatilmg, 37°C'lik etiivde
bir gece bekletilmistir. Kuruyan antijen pre-
paratlari, S'er adedi bir arada olmak iizere, scl-
pak kagidina sanlmig, iizeri aliiminyum folyc
ile kapauldikian sonra bir kutu i¢inc konarak
-70°C'lik derin dondurucuda saklanmsgtir.

b) Sizont antijent:

Sizont antijeni, bu caligmann 2’inci bo-
liimiinde (11) aynnuli olarak agiklanan yon-
temler  kullamlarak, T.annulata ilc  cenfekte
deney danasindan elde edilmig enfekte kandan
yapilan hiicre kiiltiriiniin seri olarak yapilan
8inci ve 1l'inci pasajlarindan hazirlanmisur.
Bu pasajlardan ¢lde edilen hiicre siispansiyonu
1000 devirde, 15°C de, 5 dakika santrifiij edil-
mistir. Tlipte yiizeye ¢ikan sivi steril bir pipetle
¢ekilerck atilmug, dipteki hiicre tortusunun tize-
rinc +4°C dc, stenil PBS ilave edilmis, kangim
pipetlencrek  siispansiyon haline  getirilmistir.
Stispanse hiicre 1500 devirde 15°C de 5 dakika
santrifiij cdilmis, tiipte yiizeye ¢ikan sivi bir pi-
pelle ¢ekilerek atilmistir. Bu yikama iglemi 3
defa tckrarlanmistir.  Sulandirma  basamagim
lesbit amaciyla yikanmig hiicre tortusu 1:5-

F.SAYIN, S.DINCER, Z.KARAER. A.CAKMAK, A.INCI, B.A.YUKARI. H.EREN

1:640'a kadar +4°C de steril PBS ile su-
landinlip  siispansiyon  halinc getinlmigtir.
Boyle seri halde sulandinlmig hiicre  sis-
pansiyonlarinin herbirinden, piroplazm antijeni
hazirlanmasinda bildirilen islemler aynen uy-
gulanmig,onceden ascton-alkol kanginu ile te-
mizlenmis bir lamin iizerine, 6zel kalemie ¢i-
zilmis iki sirali 8'er dairenin her birine, Sul
kadar damlatilmigtir. Lam havada kurutulmus,
100°C de etiivde tesbit edilmis, Giemsa boyas
ile boyanmustir (%5 Giemsa solusyonu ile 30
dakika). Bir mikroskop sahasinda 20 parazitin
goriilmesi esas almarak sulandirma basamag
saptanmustir. Tespit edilmig olan sulandirma ba-
samag diliisyonunda yikanmig hiicre iizerine
PBS ilave edilmistir. Bundan sonra yukanda
belirtilen ¢izilmis hazir lamlardaki dairelcre,
elde edilen yikanmis ve dililye edilmis biic-
relerden Sul kadar damlatlmig, 27°C lik ctiivde
bir gece bekletilmig, kuruyan gizont antijen pre-
paratian sclpak kagidina sanlarak, 51 bir arada,
aliminyum folye ile sanlmisur. Daha sonra
bunlar bir kutu i¢ine konarak -70°C deki derin
dondurucuda saklanmistr.

8) Indirck Floresan Antikor Testi'nin uy-
gulanmasi:

a) Onceden hazirlanms antijen preparatlan
derin dondurucudan (-70°C) c¢ikarilarak, nem
¢ekici(CaCl; v.b.) kapalr bir kaba konmug ve 2
saat tutulmustur.

b) Islenecek olan serumlar bir giin 6nceden
derin  dondurucudan (-20°C) ¢ikanlip buz-
dolabina (+4°C) konmustur.

¢) Bu serumlar usuliine uygun sckilde mik-
rotiter plate’de sulandimlmistr(1:10, 1:20, 1:40,
1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280).

d) Nem c¢ckici ortamda 2 saat bekleyen an-
tijen preparatlant numaralandinlarak nemli or-
tama konduktan sonra, iizerlerine sulandimimis
scrumlar damlatilmistir (Nemli ortam, kapakh
bir kiivetin igine siizgee kagdr serilerek, tize-
rinc  distile  su  dokiilmek suretiyle  ha-
zirlanmistir).

¢) Nemli ortam, kiivetin kapafi ka-
paularak, etitvde (37°C) tutulmugtur.
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f) Bu siirc sonunda preparatlar PBS ile bir
defa elde yikanmus, her biri S'er dakika olmak
iizerc 2 defa da magnetik kansuncida yi-
kanmisur. Bunu takiben distile suda 2-3 dakika
yikanarak fon makinesi ile kurutulmustur.

g) Kurutulan preparatlar ycniden kiivet
icindcki nemli ortama birakilmg ve iizerlerine
sulandmlms  konjugat damlatilmgtir.  Sonra

37°C'de 30 dakika tutulmugtur.

h) Madde 6'daki yikama ve kurutma is-
lemleri tekrarfanmugtir.

1) Kurutulan preparatlar ilizerine gliscrinli
buffer damlaularak lamel kapatildiktan sonra
kapakh kutularina konmustur.

i) Karanlik odada floresan mikroskopta
picparatlara bakilmigur  (Neofluar 40'hik ob-
jektif kullanilmigur).

9) Konjugatin Sulandinimast:

indirek florcsan antikor testinde kul-
lamlacak konjugat (Sigma antibovine rabbit
1gG, Cat No. F-7509) iyi floresan titres lespit
edildikien sonra 10 ve 20ul’lik porsiyonlara ay-
rilarak -20°C’ye kaldinlmugtir. Konjugat su-
landirma sivisi olarak 1 kisim Evans bluc, 3
kisim PBS kullamilmisur. Sizont antijeni ve pi-
roplazm antijeni igin 1:32 nispetinde  su-
Jandirmanin, en iyi floresan veren titrc oldugu
saptanmistir. Yapilan indirek floresan antikor
testinde (IFAT) yukarda belirtilen oranda su-
landirilan konjugat kullanilmstir.

Bulgular

Ankara'nin Giilseren, Balgikhisar, Emirler,
Eryaman ve Hidirsith kéylerinde  tropikal the-
ileriosis'e  yakalanmig  sigirlardan  alinan
T annulate kan stabilatlan kullamlarak cnfekte
edilen danalanin 2’si (87-75, , 88-103) ve
T annulata (Bala-TIGEM) ile dogal olarak en-
fckte 87-77 numarali danadan hazirlanan sizont
ve piroplazm antijenleri ile enfckte edilen da-
nalartn 2'sinden (88-101, 88-102) hazirlanan
yalniz piroplazm antijeni, degisik zamanlarda 3
dana'dan (87-75, 88-102 ve 88-104) clde edilen
antiserumlarla reaksiyona sokulmus ve agagida
belirtilen sonuglar ortaya ¢ikmugtir.

——:

Tablo 1'de goriildiigii gibi T.annulata- Giil-
seren kan stabilat ilc entekte 87-75 numarah
danadan, enfeksiyonu izleyen, 17'inci giinde ah-
nan antiserum, ayni danadan hazirlanan ho-
molog sizont antijeni ve homolog piroplazm an-
tijeni ile yiiksek titrede (sirasiyle 1:1280-
1:2560) reaksiyonlar vermistir. Ondan sonra an-
tiserumda mevcut antikor ttresi giderek yuk-
selmig, SO'inci giinde sizont ve piroplazm an-
tijenlerinin her ikisiyle de 1:10240 olarak
saptanmigur. Daha sonra antikor litresi tedricen
diismeye baglamug, enfeksiyondan 311 giin
sonra, sizont antijeni ile 1:10, piroplazm an-
tijeni ilc 1:320 olarak tespit edilmistir.

Theileria annulata- Giilseren kan stabilati
ile enfektc 87-75 numarali danadan, cn-
feksiyonu izleyen 17inci giinde alinan an-
tiscrum, T.annulata (Bala-TIGEM) ilc dogal
enfekte 87-77 numarali danadan hazirlanan he-
terolog sizont antijeni ve heterolog piroplazm
antijeni ile test edildiginde, kismen diisiik tit-
rede (sirasiyle 1:320- 1:640) reaksiyonlar ver-
mistir. Her iki heterolog antijenle test edilen bu
ornekteki antikor titresi, birinci ornekte oldugu
gibi, 17'inci giinden sonra giderek yuksclmiy,
50'inci giinde zirveye ¢ikims (sizont antijeni ile
1:1280; piroplazm antijeni ile 1:2560), daha
sonra tedricen azalmisur. Enfeksiyondan 347
giin sonra antiserumdaki antikor titresi, gizont
antijeni ile 1:10, piroplazm antijeni ile 1:80 ola-
rak saptanmigtir.

Aym danadan '(87-75 numaral), en-
fcksiyonu izleyen 17inci giinde alinan an-
tiserum, T.annulata- Emirler kan stabilau ilc
enfektec 88-103 numarali danadan hazirlanan
heterolog sizont antijeni ve heterolog piroplazm
antijeni il teste tabi tutuldugu zaman isc Kis-
men yiiksck titrcli (sirasiyle 1:640 ve 1:2560)
rcaksiyon vermigtir. Onyedinci giinden itibarcn
antiserumda mevcut antikor titrelerinde, her iK1
heterolog antijenle de, tedrici bir yiiksclme tes-
pit cdilmigtir. Enfeksiyonun 50'inci giintinde
antikor titrelerinin, sizont antijeni ile 1:5120'ye,
piroplazm antijeni ile 1:10240'a ¢ikugi sap-
tanmistr. Bundan sonra tckrar diigiise gegen an-
tikor titresi, enfeksiyondan 347 giin sonra i-
zont antijeni ile 1:5, piroplazm antijeni ile
1:1280 olarak bulunmustur..
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Tublo +: Ankara min degisik koylerinden elde edilen Theileria annulata izolatlarina ait sizont ve piroplazm antijenleri ve
T annulata- Giilseren anti- serumu kullamlarak, IFAT ile yapilan ¢apraz scrolojik reaksiyon lcsl}]cnmn s'Qnuglunw
Tuable 1: The results of serological cross reaction tests performed between the antigens of T.annulata isolates from different

villages of Ankara and the antiscra against T.annulata Giilseren stock.

87-75 (Giilseren) 87-77* (Bala-TIGEM) 88-103 (Emirler)
Anli-serum Glinler S.Ag. P.Ag. S.Ag P.Ag S.Ag P.Ag
() - - - - - -
17 1:1280) 1:2560 1:320 1:640 1:640 1:2560
28 1:5120 1:5120 1:640 1:1280 1:2560 1:5120
35 1:5120 1:5120 1:640 1:1280 1:5120 1:102440)
= 42 1:5120 1:5120 1:640) 1:1280 1:5120 1:10240
: c: 50) 1:10240 1:10240 1:1280) 1:2560 1:5120 1:10240
) qj)) 68 1:10240 1:5120 1:2560 1:1280 1:2560 1:5120
~ — 115 1:5120 1:2560 1:1280 1:640 1:2560) 1:5120
% S 176 1:640 1:2560 1:640 1:640 1:320 1:5120
216 1:320 1:2560 1:640 1:640 1:160 1:5120
236 1:160 1:2560 1:320 1:640) 1:160 15120 |
270 1:160 1:1280 1:320 1:640 1:160) 1:1280
311 1:20 1:320 1:20 1:320 1:20) 11280
325 F 10 1:320 1:10 1:320 110 1:1280
347 1:10 1:320) 1:10 1:180 1:5 11280

S.Ag.: Sizont antijen. P.Ag.: Piroplazm antijen, -: Negatif reaksiyon. *: Dogal olarak enfekte oldu. [FAT: Indirek
Floresan Antikor Testi S.Ag.: Schizont antigen, P.Ag.: Piroplasm antigens, -: Negative reaction, *:It was infected in ficld.
IFAT: Indirect fluorescent antibody test.

Tablo 2: Ankura’nin degisik koylerinden elde edilen Theileria annulara izolatlarina ait gizont ve piroplazm antjenleri ve
Tannulara- Balgikhisar anti- serumu kullanglarak, IFAT ile yapilan ¢apraz serolojik reaksiyon testlerinin sonuglan
Table 20 The results of serological cross reaction tests performed between the antigens of T.annulata isolates from dilferent

villages of Ankara and the antiscra against T.annulata Balgikhisar stock

87-75 (Giilseren) 87-77* (Bala-TIGEM) 88-103 (Emirler) 1
Anti-seruim Giinler S.Ag. P.Ag. S.Ag P.Ag S.Ag P.Ag
0 - - - - -
17 - 1:64() - 1:320 1:40) 1:5120
. 28 1:5120 1:2560) 1:2560 1:1280 1:2560 1:10240)
= 35 1:5120 1:10240 1:5120 1:2560 1:2560 1:10240
» 42 1:10230 1:10240 1:5120 1:2560 1:5120 1:10240
(: o 50 110240 1:10240 1:1280 1:5120 1:2560 1:10240
- = 63 1:5120 1:5120 1:1280 1:5120 1:1280 1:2560
—. = 73 1:2560) 1:2560 1:640 1:5120 1:640) 1:2560
oc ; 91 1:2560 1:2560 1:64() 1:5120 1:640 1:2560
o 104 1:2560 1:1280 1:640 1:5120 1:320 - 1:1280
i 119 1:2560 1:1280) 1:640 1:2560) 1:320 1:1280)
m 133 1:1280 1:1280 1:640 1:1280 1:320 1:640
145 1:320) 1:1280 1:320 1:1280 1:320 |:64()
161 1:80 1:1280 1:320 1:1280 1:320 1:640)
180 - 1:1280 1:320 1:1280 1:320 1:320

S.Ag. Sizonl antijen, P.Ag.: Piroplazm antijen, -: Negatif reaksiyon, *: Dogal olarak enfekte oldu. IFAT: Indirck
Floresan Antikor Testi S.Ag.: Schizont untigen, P.Ag.: Piroplasm antigens, -: Negative reaction. *:1t was infected in ticld,
IFAT: Indwrect fluorescent antibody test.
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Sonuglan Tablo 1'de de ozetlenen de-
ncyde, T.annulata- Giilseren kan stabilali ile
enfckle danadan alinan antiserumun, homolog
T.annulata- Giilseren sizont ve piroplazm an-
tijenleri, heterolog T.annulata- Bala (TIGEM)
sizonl ve piroplazm antijenleri ve heterolog
T.unnulata- Emirler sizont ve piroplazm an-
tjenleri ile test edildiginde, hepsiyle rcaksiyon
verdigi anlastlimistir. Homolog ve hetcrolog an-
tijenlerle meydana gelen antikor titreleri ara-
sinda ¢ok  Onemli bir  fark  go-
riilmemigtir. Bununla beraber sizont antijeniyle
olusan antikor titresinin, piroplazm antijeninc
kiyasla, daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Deneysel olarak enfektec edilen danalarda
T.unnulata'ya Karst olusan antikor, azalmakla
beraber, bir yildan fazla kandaki varlifini siir-
diirmiigtiir. Enfcksiyondan en erken 17 giin
sonra kanda antikor bulunmus, genellikle en-
fcksiyonun 28'inci giiniinden 42'inci giiniine
kadar kandaki antikor miktarinda artig olmus,
daha sonra tedricen azalmistir. Genellikle en-
feksiyonun 35-42'inci giinleri arasinda kandaki
antikor maksimum scviyeye ulagmistir.

Tablo 2'de gorildugi gibi, T.annulata-
Balgikhisar kan stabilau ilc enfekte edilen 88-
102 numarali danadan cnfeksiyonu izleyen
| 7'inci giinde alinan antiserum, 7T.annulata-
Giilscren kan stabilati ile enfekte 87-75 nu-
marali danadan hazirlanan heterolog sizont an-
tijeni ile test edildiginde reaksiyon vermemis,
fakal piroplazm antijeni ile 1:640 titrede re-
aksiyon vermistir. Enfcksiyonun 28inci gii-
niinden itibarcn antikor titresi tedricen yiik-
selmeye baslamug, 42’inci giinde zirveyc ¢ikmig
(1:10240- 1:10240), 50'inci giinden itibarcn ted-
ricen azalmaya baglamg ve 180'inci giinde §i-
zont antijeni ile ncgatif reaksiyon saptanirken,
piroplaim antijeni ile antikor titresinin 1:1280
oldugu tespit edilmistr.

Theileria  annulata  (Bala-TIGEM) ile
dogal olarak enfckie olan 87-77 numarah da-
nadan hazirlanan hcterolog sizont antijeni, 88-
102 numarali danadan ecnfeksiyonu izleyen
17'inci giinde alinan antiscrum ile test edil-
diginde reaksiyon vermemis, piroplazm antijeni
ile 1:320 ttre'de reaksiyon vermistir. En-
fcksiyonun 28'inci giiniinden sonra alinan an-
tiserumlar, aym danadan hazirlanan hceterolog

sizont ve piroplazm antijenleri ile, giderek artan
titrelerde rcaksiyon vermislerdir.Enfckstyondan
sonra 35'inci giinde antiserumda mevcut antikor
titreleri, sizont antijeni ile 1:5120, piroplazm
antijeni ile 1:2560 olarak bu-
lunmustur.Enfeksiyonu 35'inci giliniinden sonra
sizont antijeni ile saptanan antikor titrelerinde
diiiis goriiliirken; piroplazm antijeni ile sap-
tanan antikor titrelerinde 50'inci giinc Kkadar
yiikselme ve 104'lincti giinden sonra diiyme go-
rillmiigtiir. Nihayet enfeksiyondan 180 giin
sonra alinan antiserumdaki antikor titresi gizont
antijeni ile 1:320, piroplazm antijeni ile 1:1280
olarak saptanmstir.

Ayni (88-102) numarali danadan en-
fcksiyondan 17 giin sonra alinan antiscrum,
T.annulata- Emirler kan stabilau ile cnfekte 88-.
103 numarali danadan hazirlanan hctorolog si-
zont antijeni ile 1:40, hetcrolog piroplazm an-
tijeni ile 1:5120 titrede reaksiyon vermistir.
Bundan sonra anti- serumda antikor litrcleri
yiiksclmeye baglamig, 28'inci giinde piroplazm
antijenleriyle 1:10240, 42'inci giinde sizont an-
tijeni ile 1:5120 olarak saptanmstur. Ellinci
giinden sonra antikor titreleri diigmeye bas-
lamis, enfeksiyondan 180 giin sonra gerck si-
zont ve gerckse piroplazm antijenleriyle sap-
tanan  antikor  titresinin  1:320  oldugu
gorilmiigtiir.

Sonuglari Tablo 2'de 6zetlencn deneyde
Theileria unnulata- Balgikhisar kan stabilat ile
enfekte danadan elde edilen anu-  scrum
T.annulata- Giilseren ve T.annulata- Emirler
kan stabilau ile enfekte danalarla, doZal olarak
T.annulata (Bala-TIGEM) ile enfekte danadan
hazirlanan heterolog sizont ve heterolog pi-
roplazm antijenleri ile test cdildiginde, hep-
siyle, olduk¢a yiiksck titrcde reaksiyon ver-
mistir. Orijinleri farkli hcterolog antijenlerle
olusan reaksiyon titreleri arasinda ¢ok Onemli
bir fark gorilmemigtir. Bu deneyde de pi-
roplazm antijenleri ile yapilan testlerde, gizont
antijeninc kiyasla, antikor titrcieri yliksck bu-
lunmugtur. En crken, cnfcksiyonun 17'inci gii-
niinde, kanda antikora rasttanmistir. Kandaki
antikor miktar1 enfcksiyonun 28'inci giiniinden
itibaren artmaya baslarms, 35-42'inci giinler
arasinda maksimum diizeye ¢ikmig ve sonra
azalmaya baglamistir. Enfeksiyondan yaklasik 6
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ay sonra yapilan testlerde biitiin antiserum oOr-
neklerinde oldukga yiiksek titrede antikor bu-
lunmustur.

Tablo 3'de goriildiigii tizere, T.unnulata Er-
yaman-2 kan stabilau ile cnfekie 88-104 nu-
marali danadan enfeksiyondan 17 giin sonra ah-
nan antiserum, T.annulata- Gilseren kan
stabilati ile enfekte 87-75 numarali danadan ha-
zurlanan heterolog sizont antijeni ile reaksiyon
vermemis, heterolog piroplazm antijeni ile 1:40
tittede rcaksiyon vermistir. Enfeksiyondan
sonra 62’inci giinc kadar yapilan yoklamalarda
antiserum, heterolog sizont antijeni ile re-
aksiyon vermedigi halde, heterolog piroplazm
antijeni ile yiiksek titrelerde (1:40- 1:5120) re-
aksiyon vermistir. Altmisikinci giinden sonra
sizont antijeni ile ¢ok distk titrelerde (1:10-
1:40) reaksiyon vermigtir. Fakat piroplazm an-
tijeni ile yiiksek titrclerde reaksiyon vermeye
devam etmis, 132’inci giinden sonra titre diig-
mistir. Enfcksiyondan 193 giin sonra alinan
antiserumda, sizont antijent ilc 1:10 titrede, pi-
roplazm antijeni ile 1:320 ttrede antikor bu-
lunabilmistir.

F.SAYIN, S.DINCER, Z.KARAER. A.CAKMAK, A.INCI, B.A YUKARI. HEREN

Ayni (88-104) numarali danadan, en-
feksiyondan 17 giin sonra alman antiscrumda,
T.annulata (Bala-TIGEM) ile dogal enfckie 87-
77 numarali danadan hazirlanan hcterolog pi-
roplazm antijeni ile 1:320 titrede antikor bu-
lundugu halde, hcterolog sizont antijeni ile
ancak cnfeksiyondan 75 giin sonra alinan an-
tiserumda 1:10 titrede, antikor tespit edilmis,
cnfeksiyonun 28-117’inci giinleri arasinda ah-
nan antiserum Orneklerinde ise heterolog pi-
roplazm antijeni ile olduk¢a yliksck titrelerde
(1:2560) antikor saptanmustir. Fakat hcterolog
sizont antijeni ile ancak cnfeksiyonun 75%inci
giininden sonra alinan antiserumlarda ok
diisiik titrede (1:10-1:160) antikor tespit cdi-
lebilmistir. Enfeksiyondan 193 giin sonra alinan
scrumda antikor titresi, heterolog sizont antijeni
ile 1:10, heterolog piroplazm antijeni ile 1:640
olarak saptanmustir.

Aym danadan (88-104 numarah) en-
feksiyondan 17 giin sonra alinan antiscruim.
T.annulata-Emirler kan stabilati ile enfckte 88-
103 numarah danadan hazirlanan heterolog pi-
roplazm antijeni ile 1:80 titrede reaksiyon ve-

Tablo 3: Ankara’nmin ¢esili koylerinden clde edilen Theileria aunnulata izolatlarina ait gizont ve piroplazim antijenlen ile
T.annulata Eryaman-2 antiserumunu kullanarak 1FAT ile yapilan gapraz scrolojik reaksiyon testlerinin sonuglan
Fable 3: The results of serological cross reaction tests performed between the antigens of T.annulara isolates from different

villages of Ankara and the antisera against T.annulata Eryaman-2 stock

87-75 (Giilsercn)

87-77* (Bula-TIGEM) 88-103 (Emurlen)

Anu-serum Giinler S.Ag. P.Ag. S.Ag P.Ag S Ag P.Ag
0 - -

17 - 1:40 - 1:320 1:80
28 - 1:5120 1:2560) 1:1280
™ 35 - 1:5120 - 1:2560) 1:2560
< - 42 - 1:2560) 1:2560 1:2560
= 4 50 - 1:1280 - 1:2560) 1.256()
— s: 62 1:10 1:1280 - 1:2560) 1:2560)
s 75 1:10 1:1280 1:10 1:2560 1:2560
o 89 1:20 1:1280 1:160 1:2560 1:160 1:2560
o< ” 103 1:20 1:1280 1:160 1:2560 1:640 1:2560
n 117 1:40 1:640 1:160 1:2560 1:160 1:256()

132 1:80 1:640) 1:40 1:1280 1:160 1:1280

146 1:80 1:640 1:40 1:640 1:80 11280

158 1:40 1:640 1:40 1:640) 1:40 1-640)

173 140 1:640 1:20 1:640 1:40 1:320

193 1210 1:320 1110 1:640 1:40 1320

S.Ag. Sizont antijen.  P.Ag.: Piroplazm antijeni,
dirck Floresan Antikor Tesu

-: Negatif reaksiyon,

*: Dogal olarak enfekte oldu,  IFAT: In-
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rirken, heterolog sizont antijeni ile rcaksiyon
vermemistir. Enfeksiyonun 28-117 giinleri ara-
sinda  ahnan antiserumlarda heterolog pi-
roplazm antijeni ile tedricen yiiksclen titrelerde
(1:1280-1:2560) antikor tespit edilmistir. Hal-
buki hetcrolog sizont antijeni ile enfeksiyonun
89'uncu glinlinden sonra alinan antiserumlarda
ancak, diisiik ttrelerde (1:160) antikor sap-
tanabilmistir. Enfcksiyondan 193 giin sonra ali-
nan antiscrumda, heterolog sizont antijeni ile
1:40,heterolog piroplazm antijeni ile 1:320 ut-
rclerde antikor bulunmustur.

Tablo 3’de ozetlenen verilerin - de-
gerlendinilmeleri de ilk iki tablodan ¢ikarnlan
sonuglarr  dogrular niteliktedir.  Ayrica  an-
liscrumun  prroplazm antijeni ile, sizont an-
tjenine kiyasla, daha erken zamanda daha yiik-
sck titrede reaksiyon verdigi, bu deneyde daha
belirgin sekilde ortaya ¢ikmistir.

Bunlara ilavcten, Tablo 4’dc gortildiigii
gibi, T.annulata- Gililseren kan stabilat: ile en-
fckte 87-75 numaral danadan cnfcksiyonu ta-
kiben 17’inci  giinde alinan  antiserum,

o
—
w

T.annulata- Balgikhisar ve T.annulata- Koéseli
kan stabilatlar ile enfekte edilen 88-102 ve 88-
101 numaral:t danalardan hazirlanan heterolog
piroplazm antijenleri ile rcaksiyona sokulmus
ve bu scrumda hetcrolog her iki antijenle yiik-
sek titrede (1:2560) antikor saptanmistir. En-
feksiyonun 28 vc 35’inci giinlerinde alinan an-
tiserumlarda, her iki antijenle yapilan testlerde,
antikor titresinin tedricen yitkseldigi (1:5120-
1:10240) goriilmiistiir. Enfeksiyondan sonra 68
ve daha sonraki giinlerde alinan antiserumlarda,
yine her iki antijenlc yapilan testlerle, antikor
titresinin tedricen azaldigi saptanmistir. En-
feksiyondan 347 giin sonra alinan antiserumda
antikor titresinin, testtc kullanilan antijene bagh
olarak, 1:640 ve 1:320 oldugu anlasilmistir. Ne-
ticc olarak, bu testte antiserum, hetcrolog pi-
roplazm antijenlerinin her ikisi ile de pozitif re-
aksiyon vermistir. Her iki heterolog antijenle
clde edilen reaksiyon titrelerinin birbirine yakin
ancak, her ikisinin de diisiik diizeyde oldugu
tespit edilmistir.

T.annulara- Balgikhisar kan stabilat ilc en-
fcktc 88-102 numarali danadan, enfeksiyondan

Tablo 4. Ankara’nin degiyik koylerinden elde edilen Theileria annulata kan stabilatlari ile enfekte edilen danalardan alinan
antiserum ile aym veya farkh danalardan hazirlanan homolog veya heterolog T.annulata piroplazm antijenlert arasinda IFAT
ile yapilan gapraz reaksiyonlarin sonuglar
Table 4: The results of scrological cross reaction tests performed between homologous or hetorologous T.annulata piroplasm
antigens and the antiscra obtained from calves with T.aennulata blood stabilates which were collected from discased cattle in
different villages of Ankara

88-102 88-101 88-102 88-101

Balgikhisar Koseli Balgikhisar Koseli
Piroplazm Piroplazm Piroplazm Piroplazm
Anti-secrum Giinler (Antijeni) (Antijent) Antiserum Gilinler (Antjem) (Antijem)
0 Negatf Negatif 0 Negaut Negaul

17 1:2560 1:2560) 17 1:5120 1:320

28 1:5120 1:10240 — 28 1:10240) 1:2560)

' 35 1:10240 1:5120 bS] 35 1:10240 1:2560

- 42 1:10240 1:2560 ~ “ 42 1:10240 1:2560

- ) 50 1:10240 1:2560 = —; 50 1:20480 1:2560)
—_ ; 08 1:5120 1:2560 - 63 1:20480 111280
. 115 1:5120 1:2560 v 77 1:10240 1:2560
~ : 176 1:5120 1:2560 %0, 91 1:10240 1:2560
x = 216 1:5120 1:1280 0 — 104 1:10240 1:2560
O 236 1:5120 1:1280 < 119 1:10240 1:2560
270 1:2560 1:1280 aa] 113 1:5120 1:1280)

311 1:1280 1:640 145 1:5120 1:640

325 1:1280 1:320 161 1:5120 1:640

347 1:640 1:320 180) 1:2560) 1:320
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|7 giin sonra alinan antiserum, aym danadan
hazirlanan homolog piroplazm anlijeni ve
T.annulata- Koscli kan stabilat ile enfektc 88-
101 numarali danadan hazrlanan heterolog pi-
roplazm antijeni ile sirasiyle 1:5120 ve 1:320
titrclerinde reaksiyon vermistir. Enfeksiyonu iz-
feyen 28-63’iincii giinler arasinda alinan an-
tiserum drneklerinde, homolog ve heterolog pi-
roplazm  antjenleriyle  yaplan  testler,
antiserumlar antikor (itresinin tedrici olarak
yiikseldigini gostermigtir. Altmigiigiineii giin-
den sonra alinan antiserum Orncklerinde, yine
homolog ve heterolog piroplazm antijenleri yar-
dimiyle yapilan saptamalara gore, antikor tit-
releri baslangigta bir siire ayni diizeyde kalmyg,
daha sonra tedricen azalmigtur. Enfcksiyondan
180 giin sonra ahinan antiserum Orncginde an-
tikor titresi homolog antijenle 1:2560, heterolog
antijenle 1:320 olarak tespit edilmigtir.

Bu testte antiscrumlar hem homolog ve
hem de heterolog piroplazm antijeni ile pozitif
rcaksiyon vermigtir. Bununla beraber homolog
antijenle meydana gelen reaksiyonlann titreleri,
heterolog antijenle olusan titrelere gore kismen
daha yiliksek bulunmustur.

Diger taraftan Tablo 5 ‘te belirtildigi se-
kilde T.annulata- Giilseren, T.annulata- Emir-
ler, T.annulata- Balgikhisar, T.annulata- Er-

F.SAYIN, $.DINCER. ZKARAER. A CAKMAK. A.INCI. B.A.YUKARI. HEREN

yaman-2, T.annulata-  Eryaman-1 ve
T.annulata- Hidirsih kan stabilatlan ile enfekte
edilmis sirasiyle 87-75, 88-103, 88-102, 88-
104, 86-101 ve 86-115 numarah danalardan en-
fcksiyondan 28 giin sonra alinan antiscrumlarla,
T.annulata- Giilseren, T.annulata-  Emirler,
T.annulata- Balgikhisar ve T.annulata- Koseh
kan stabilatlan ile cnfekte edilmig sirasiyle 87-
75, 88-103, 88-102, 88-101 numarali danalarla,
T.annulata (Bala-TIGEM) ile dogal enfekic 87-
77 numarali danadan hazirlanan piroplazm an-
tijenleri IFA testiyle c¢apraz reaksiyona so-
kulmuslar, neticede yukarda siralanan biitiin an-
tiscrumlarin  yine yukarda belirtilen  biitin
antijenlerle oldukga yiiksek titrelerde reaksiyon
verdikleri  goriilmiigtir. Homolog olan an-
tiscrum ve antijenlerin  birbiriyle test edil-
meleriyle meydana gelen antikor titrcleri (alti
cizili olanlar) ilc hetcrolog olan antiscrum ve
antijenlerin test edilmesiyle ortaya ¢ikan an-
tikor titreleri arasinda (alu ¢izilmemig olanlar)
onemli bir fark goriilmemigtir. Bu durum testte
kullamlan antijenler arasinda da bir sug fark-
liliginin olmadigi scklinde algilanmistir.

Tartisma

Theileria annulata enfeksiyonunda, se-
rumda T.annulata antijeni ile reaksiyon veren,
6zgiin antikorlarin olustugunu, Indirek Floresan

Tablo 5: Ankara’min degisik koylerinden clde edilen Theileria annulata kan stabilatlan ile enfekte danatardan alinan an-
tiscrumlar ve hazirlanan piroplazm antijenleri arasinda IFAT ile yapilan ¢apraz serolojik reaksiyonlarn sonuglan
Table 5. The results of serological cross reaction tests performed between the piroplasm antigens and the antisera obtained
from the infected calves with T.annulata blood stabilates from different villages of Ankara

Cesitli piroplazm antijenleri ile gapraz IFA testleri

87-77%*
87-75 Ta-Bala 88-103 88-10)2 88-101
Ta-Giilscren (TIGEM) Ta-Emirler Ta-Balgikhisar Ta-Kosch
Antiserum PAg PAg Pag PAg Pag
87-75 (Gulseren)* 1:5120 1:1280 1:5120 1:5120 1:5120
88-103 (Emirler) 1:1280 1:2560 1:2560 1:256(0) 1:2560)
88102 (Balgikhisar) 1:2560 1:1280 1:10240 1:10240 1:10240
88-104 (Eryaman-2) 1:5120 1:2560 1:1280 1:2560 1:2560
86-101 (Eryaman-1}) 1:2560 1:640 1:5120 1:10240 110240
86-115 (Hidirgih) 1:1280 1:1280 1:5120 1:5120 1:5120

Tua: Theleria annulata. PAg: Piroplazm antijent, IFA: Indirekt Floresan Antikor Testi  *: Danalarnn ino-

kuitasyonundan 28 giin sonra clde edilen antiserumlar,  *%: Dogal olurak enfekte oldu,  Ta.: Tlannulata . PAg: Piroplasm
antigens.  IFA: Indirect Fluorescent Antibody Test, *: The antisera which were obtained 28 days after inoculation of the
calves with T.annulata blood stabilatc  **: The calf which became infected with T.annulata in ficld
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Antikor Testi (IFAT) ile kamtlayan bir ¢ok
arastiricr (3,5) mevceuttur. Pipano ve Cahana (5)
bu metodu kullanarak T.annulata ile agilanan
danalarin serumunda, asilandiktan 10-18 giin
sonra, antikor saptamislardir. Dhar ve Gautam
(3) sizon! vc piroplazm antijenlerini kullanarak
IFA testi ile yapuklan calismalarda T.annulata
inoktilasyonundan 23-43 giin sonra danalarin
serumunda antikor bulmuslardir. Diger taraftan
Pipano ve Cahana (5) T.annulata ile inokiile
edilen danalarda, inokiilasyondan sonra, 32-
52"nci glinlerde antikor titresinin zirveye ¢ik-
ugmr belirlemisler, alinan antiserumlarda an-
tikor titresini 1:1000 olarak saptamglardir. Hal-
buki Dhar ve Guatam (3) inokiilasyondan 23-43
giin sonra utreyr 1:640-1:1280 olarak bul-
muglardir.

Bu c¢alismada yapilan deneylerde, pi-
roplazm antijeni kullamlarak, genellikle ino-
kiillasyondan en erken 17 giin sonra an-
tiserumlarda antikora rastlanmigtir.
Inokiilasyondan 28-42 giin sonra antikor tit-
resinin artarak zirveye ulagtigy goriilmiistiir. Bu
stirc 1¢inde antikor titresi en fazla 1:10240 ol-
mugtur. Fakat cogunlukla titreler 1:5120 dii-
zeyinde kalmigtr.

Lohr ve Ross (4) IFA testini Theileria
parva  cnfeksiyonunun  saptanmasinda  kul-
lanmiglardir. Bu arastiricilar (4) bu parazitc
kars1 duyarli 180 danada antikor bulamadiklar:
halde ayni parazitle enfekte ettikleri 70 dananin
scrumunda, inokiilasyondan 1-4 ay sonra yiik-
sek titrede antikora rastlamiglardir. Testte kul-
lanilan piroplazm ve sizont antijenlcrinden bi-
rincisini, ikincisine gore, sonuglarin dogrulugu
ve sabitligi agisindan, iistiin bulmuglar, T.parva
enfcksiyonuna yakalanmig sifirlardan toplanan
antiserumlarla yapuiklan tcstlerde ¢apraz re-
aksiyona rastlamglardir. Yani 7.parva antijeni
kullanarak, T.lawrancei ve T.parva ile enfekte
sigirlardan aldiklart antiserumlarla testler yap-
msglar ve bu antiserumlarin antikor titreleri ara-
sinda herhangi bir fark gérmemislerdir. Fakat
T mutans ile enfekte sigirlardan topladiklan se-
rumlarda antikor titrelerinin daha diisik ol-
dugunu tesbit etmiglerdir. Schindler ve Mehliz
(13) IFA testi ile T.parva ve T.mutans’a ait an-
uscrumlar arasinda capraz reaksiyonun var-
higini saptamiglardir.

Bu caligmada da yukardaki bulgulara ben-
cer  sonuglar ahinmugtir.  Degisik  orijinli
T.annulata kan stabilatlartyla enfektc da-
nalardan hazirlanan sizont ve piroplazm an-
tijenleri ile bu danalardan ahinan antiserumlar
test edildigindc:  Antiserumlarda antikorlann
varhig1 piroplazm antijeni il¢, sizont antijenine
kiyasla, daha erken safhada anlasilmis ve an-
tikor titreleri daha yiiksek scviyede bu-
lunmustur. Genellikle T.annulata enfeksiyonu
geciren danalarnin antiserumunda bir yili askin
bir slire i¢inde antikorlanin  varh@  ka-
mitlanmigtir. Bununla beraber zaman gectikge
antikor titrelerinin  tedricen  azaldigr  g6-
riilmiistiir.  Diger taraftan degisik orijinli -
T.annulatu enfeksiyonu gecirmis danalardan
alinan antiserumlar homolog ve heterolog an-
tijenlerle gapraz teste tabi tutulduklarinda hep
pozitif reaksiyon meydana gelmistir; bu re-
aksiyonlarda saptanan antikor titreleri arasinda
Onemli bir farklilik goriilmemistir. Béylece de-
gisik kokenli T.annulata kan stabilatlarinin an-
tijenik yapilannin benzer oldugu sonucuna va-
nlmisur.
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