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Studies oıı tropical theileriosis in Turkey
2. Isolation and ~ultivation of Theileria annulata usitıg different methods

Summary: An attempt was made to realise the development ol cell culture oL
Theileria annulata isolates obtained jl-om 7 different sites (Hüseyingazi, Mamak,
SarlOba, Eryaman, Akdere, Girmeç, Alacaören) of Ankara county using diflerent
methods. The sources ol Theileria infected material were peripheral blood
collected jl-om 7 living diseased calves each infected experimentally with different
Theileria annulata blood stabilates and ./i"om 12 living diseased calves inlected
experimentally with 3 d(flerent Theileria annulata tick stabilates. Mononuelear
cells inlected with Theileria macroschizonts were separated in large numbers ji-om
the call blood as using density gradient method. The inlected mononuelear cells
were cultivated in complete RPMl-1640 medium (RPMI-1640 supplemented with
20% foetal call serum, 25 mp HEPES, 2.0mp L-glutamine, penicillin 100 LU mL-',
streptomycine 100 mg ml-I). Cultures were maintained at 37°C. Bovine cell lines
developed ./i"om the isolates of Mamak, Sarıoba, Eryaman, Akdere, Girmeç and
Alacaören but it did not develop from the isolate of Huseyingazi. Bavine cell lines
did not develop from the peripheral blood of the 3 calves inlected with tick
stabilates ol the Sarıoba isolate as well. Passages of the celllines at diflerent steps
were made and cryopreserved in liquid nitrogen. On the other hane/, whole
peripheral blood collectedfrom 7 living diseased cattle inlected with T.annulata in
SarlOba, Hasköy, Girmeç, Altındağ, Önder, Kalecik villages were cultivated in the
complete RPMI-1640 medium. Cultures were maintained at 3rc. Bovine celllines
developed ji-om all ol the isolates. Passages of cell lines at diflerent steps were
made and they were cıyopreserved in liquid nitrogen.
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In addition to these, an attempt was made for invitro inlection ol PBM
(peripheral blood mononuclear cell) with theilerial sporozoites. The sporozoites
harvested fi'om ticks, each infected with one of Tannulata SarlOba, Tannulata
Akdere, Tannulata Kalecik, and Tamıulata Anayurt were introduced invitro to
uninleeted lymphocytes from difl'erent susceptible calves. The two components
(lymphocytes and sporozoites) were cultivated in the complete RPMI-I640 mediu/71
in wells ol' open plates maintained in a gassed (5%C02), humid!fied incubator.
Bovine cell lines developed 'ıi'om the isolates ol' SarlOba, Kalecik, and Anayurt but
it did not develop fi'om the isoIate (JrAkdere. Passages ol' the celllines at diflerent
steps were made and cryopreserved in liquid nitrogen.

Key words: Cultivation, isolation, Theileria annulata

Özet: Bu çalışmada 19 duyarlı deney buzağı kullanılmı,~, bunlardan Tsine
Ankara 'mn deği,~ik yörelerinde (Hüseyingazi, Mamak, SarlOba, Eıyamw1, Akdere,
Girmeç, Alacaören) tropikal theileriosis'e yakalanmış 7 sığırdan alman enl'ekte
kan ayrı ayrı inoküle edilmiş ve bu buzağıların hepsi tropikal theileriosis 'e
yakalanmıştır. Bu buzağıların herbirinden steril şartlarda alınan enl'ekte kandan
densite gradient yöntemiyle Theileria annulata 'nm makroşizontlarıyla eı~lekte
lenf(JSitler izole edilip komple RPMI-I640 vasatına ekilmi,~tir. Hüseyingazi hariç
diKer yerlere ait stabilatlardan Tannulata'ııın süspanse hücre kültürü oluşmuştur.
Bütün kültürlerin pasajı yapılmış, bunlar 9'ila 34'üncü basamağa kadar ilerletilip
dondurulmu,~tur.

Diğer tarafdan Tannulata SarlOba kene stabilatı ile 4, Tannulaw Akdere
kene stabilatı ile 6, Tannulata AK-SA kene stabilatı ile 2 duyarlı buzağı inoküle
edilmi,~ ve bu buzağıların hepsi tropikal theileriosis 'e yakanlanmı,~lardır. Bu
bumğıların herbirinden alınan enfekte kandan densite gradient yöntemiyle izole
edilen Tannulara makro,~izontlarıyla enlekte lenfasitler komple RPMI-/640
vasatına ekibni,~lerdir. Theileria annulata SarlOba kene stabilatı ile enfekte 3
buzağıdan alınan kanlar dl,Ç/nda, diğer bütün buzağılardan alınan kanlardan
süspanse hücre kültürü oluşmuştur. Bunların pasajları yapılmış, bu pasajlar
13-39'uncu basamağa kadar ilerletilip dondurulmu,~tur.

Ayrıca be,~ SarlOba, bir Akdere, bir Kalecik, bir Anayurt Tannulaw kene
stabilatınll1 stail buzağı!ardan izole edilen lenftJsitlerle ayn ayn mikroplatelerde
kültürleri yaptlmı,~tır. Bunlardan Tannulata SarlOba, Tannulata Kalecik ve
T.anııulata Anayurt kene stabilatlarının hücre kültürleri oluşturulmuştur. Bunların
pasajları yapı!mı,~ ve bu pasajlar 14-31 'inci basamağa kadar ilerletilmiş ve lik it
nitrojende dondurulmuştur.

Bunlara ilaveten SarlOba-2, Hasköy, Girmeç, Altındağ, Önder-I, Kala'ik,
Önder-2 T.annulata kan stabilatlanndan, densite gradient yöntemiyle şizontla
enfekte lenlosifler izole edilmeksizin, kan stabilatlan doğrudan komple RPMI-/640
va.mtııw ekilmiştir. Bunlann hepsinden kültür gelişmiş, bu kültürlerin pasajlan
yapılnıış ve bu pasajlar B-J3'üncü basamağa kadar ilerletilmi,~ ve
dondurulmuşlardır.

Anahtar sözcükler: ıZolasyon, kültivasyon, Theileria annulata
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Giriş

Theileria annulata'nın hücre kültürü ilk
defa Tsur ve Tchernomoretz (21) tarafından
başlatılmıştır. Fakat kültürde üreyen hücreler
sadece i-3 hafta canlı kalabilmişlerdir. Bunu
Brocklesby ve Hawking'in (3) çalışmaları iz-
lemiştir. Bu araştırıcılar (3) kültürde hücrelerin
canlı kalma süresini 2 aya kadar uzatmayı ba-
şarmışlardır. Daha sonra Tsur ve Adler (19,20)
theileriosis'li bir sığırın karaciğer, dalak, lenf
yumrusu ve perifer kanından ayırdıkları
Tannulata şizontları ile enfekte lenfoid hüc-
relerin, invitro olarak kültürünü yapmışlardır.
Bunu takiben çeşitli araştırıcılar (8,9,13,15,26)
Tannulata şizontunun kültürü üzerinde ça-
lışmışlar, Tannulata ilc enfekte lenfoid hüc-
relerin monolayer (19,20,26) ve süspanse (8,13)
kültUrlerinde başarılı olmuşlardır. Bu ça-
lışmaları, enfekte kenelerden Tannulata spo-
rozoillerinin izole edilmesi, bu sporozoitlerle
steril sığır lenfositlerinin enfekte edilmesi ve
süspanse Tannulata kültürünün oluşturulması
izlemiştir (1 I). Daha sonra hastalığın akut dö-
neminde sığırdan alınan steril heparinli kanın
doğrudan RPMI-1640 vasatına ekilmesiyle de
Tannulata'nın süspanse kültürü yapılmıştır (5).
Pipano (16) ve Brown (4) Theileria annulata,
Hooshmand-Rad ve Hawa (10) Theileria les-
toquardi, Kutti ve ark. (12) Theileria parvdnın
kültÜrü ile ilgili teknikler hakkında ayrıntılı
bilgi vermişlerdir. Türkiye'de Tannulata'nın
doku kültürü üzerinde ayrıntılı bir çalışma ya-
pılmamıştır. Sadece doğal veya deneysel olarak
tropikal theileriosis'e yakalanmış sığır veya bu-
zağıdan, hastalığın akut döneminde alınmış ste-
ril heparinli kandan izole edilen enfekte len-
fositler kullanılarak Tannulata'nın süspanse
(18) ve monolayer kültürü (14) yapılmıştır.
Fakat diğer kültÜr yöntemleri denenmemiştir.

Bu çalışmada, doğalolarak veya deneysel
şartlar altında, tropikal theileriosis'e yakalanmış
sığır ve buzağılardan sağlanan Tannulata kan
stabilatları ile doğalolarak veya deneysel şart-
larda Tannu!ata ile enfekte olmuş vektör ke-
nelerden elde edilen Tannulata kene sta-

bilatları (Ground up tick stabilate: GUTS) kul-
lanılarak Tannulata'nın hücre kültürünün ya-
pılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Bu çalışmada, 2-2.5 aylık, i9 erkek Hols-
tein buzağı deney hayvanı olarak kullanılmıştır.
Buzağılar Tarım Bakanlığı Tarım İşletmeleri
Genel Müdürlüğü Bala Tarım İşletmesi'nden
satın alınmış, deney süresince Ankara Üni-
versitesi Veteriner Fakültesi deney hayvanları
binasında, zemini beton kaplı bir odada ha-
rındırılmışlardır. Theileria annu!ata kan ve
kene stabilatları ile inoküle edilmeden önce bu
buzağılar gerektiği şekilde muayene edil-
mişlerdir (17). Bu muayenelerde Tannu!af{{ yö-
nünden steril olduğu saptanan buzağılar de-
neyde kullanılnuşlardır.

Theileria aııııulata kan stabilatının elde
edilmesi ve deney hayvanlarının inokülasyonu

Bu çalışmada kullanılan Tannu!ata kan
stabilatları, Ankara'nın Sarıoba, Mamak, Ak-
dere, Girmeç, Alacaören, Hüseyingazi, Er-
yaman, Hasköy, Altındağ, Kalecik, Önder ilçe
ve köylerinde tropikal theileriosis'den şüpheli
sığırlardan elde edilmiştir. Bunun için önce bu
sığırların perifer kanından ve prescapular lenf
yumrusu punksiyon materyalinden sürme froti
hazırlanmıştır (i). Metil alkolde tespit edilip
Giemsa boyası ile boyanan bu frotilerde
Tannulata'nın piroplasm ve makroşizontları
araştırılmıştır. Makroşizont görülen ilk 7 sığırın
herbirinden heparinli steril (50 unite heparinil
ml kan) 20 ml'lik 2 enjektöre 40 ml kan çe-
kilmiştir. Bu kanların 20 ml'si bir deney bu-
zağıya inoküle edilmiş; 20 ml'si % iO di-
metilsulfoksit ile karıştırılıp, -80°C de derin
donduructıda saklanmıştır. Enjeksiyon sağ pres-
capular lenf yumrusunun bulunduğu bölgenin
kılları kazındıktan sonra, lenf yumrusunun yu-
karısına, deri altına yapılmıştır. 89- iO nolu bu-
zağı Hüseyingazi, 89- i5 nolu buzağı Mamak,
89- i6 nolu buzağı Sarıoba-1, 89-78 nolu buzağı
Eryaman, 89-86 nolu buzağı Akdere- I, 90-69
nolu buzağı Girmeç ve 90-70 nolu buzağı Ala-
caören kökenli ve derin dondurucudan çıkanlan



Bunun için iki yöntem kullanılmıştır.

I) Bafi kot'un izolasyonu ve kültürde kul-
lanılması, Sayın ve ark. (18) bclirttikleri yön-
temle yapılmıştır.

II) Enfekte kanın kültürde kullanılması için
ise, T annulata ile enfekte steril heparinli kan-

Perifer kandan makroşizont kültürünün
yapılması

Kan ve lenf yumrusundan hazırlanan fro-
tiler metil alkolde tespit edildikten sonra Gi-
emsa ile boyanmışlar ve mikroskopta Theileria
annulata'nın şizont ve piroplasmları ba-
kımından incelenmişlerdir.

Diğer taraftan Sarıoba-l ve Akdere-l kö-
kenli Tannulata ile enfekte edilmiş iki deney
buzağısı üzerinde beslenen aç Ha.wUltolicum
nimfleri kanla doyarak gömlek değiştirip aç
olgun hale geldikten sonra yapılan muayenedc
(22,23) Tannulata ile % ıoo enfekte oldukları
saptanmış ve enfekte kenelerden Tannulala
kene stabilatı hazırlanmıştır (4). Ayrıca An-
kara'nın Kalecik ve Anayurt köylerinde tropikal
theileriosis'le doğal enfekte buzağılar üzerinden
toplanan Ha.anatolicum kenesinin o/c35 ora-
nında Tannulata ile enfekte olduğu anlaşılmış
(24) ve Tannulata kene stabilatı hazırlanmıştır
(4). Sanoba-l kökenli Tannulata kene sta-
bilatının, değişik 4 buzağıdan izole edilen steril
perifer kan lenfositleriyle (PBL); Akdere- i kö-
kenli Tannulata kene stabilatının, değişik 3 bu-
zağıdan izole edilen steril perifer kan len-
fositleriyle (PBL) ayn ayrı kültürleri
yapılmıştır. Ayrıca Kalecik kökenli Tannulata
kene stabilatı ve Anayurt kökenli TWlIlulata
kene stabilatının ayn birer buzağıdan izole edi-
len steril kan lenfositleri ile de kültürleri ya-

pılmıştır.
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pılmıştır. lnokülasyondan sonra gün aşırı, pres-
capular lenf yumrusu punksiyon materyali veya
perifer kandan frotiler hazırlanmıştır. Frotilerdc
bol makroşizont görülen bu 12 buzağıdan, hc-
parinli steril iO ml'lik bir enjektöre iO'ar ml kan
alınmıştır. Bu kanlann herbirinden bafi kot ay-
rılmış ve bunlardan hücre kültürü yapılmıştır.

Theileria annulata kene stabilatı, deneysel
olarak yetiştirilip, Tannulata ile enfekte edilen
Hyalomma a.anatolicum kenesinden ve The-
ileria annulata'nın endemik olduğu yerlerde sı-
ğırların üzerinden veya ahırlarda duvar çat-
laklanndan toplanan, doğal enfekte
Ha.anatolicum kenesinden sağlanmıştır. De-
neyselolarak laboratuvarda yetiştirilen
Ha.anatolicum'un aç nimfleri, Tannulata ile
enfekte deney buzağıları üzerinde beslenerek
enfekte edilmiş (22), gömlek değiştirip 01-
gunlaştıktan sonra enfekte olup olmadıklanna
bakılmıştır (25). Diğer taraftan sığırlar üze-
rinden ve ahırlardan toplanan Ha.anatolicum
keneleri Tannulata enfeksiyonu bakımından
muayene edilmiş (24), enfekte olduklan an-
laşılan keneler ayrılmıştır. Gerek deneysel ola-
rak Tannulata ile enfekte edilen ve gerekse
doğalolarak enfekte olup sığırların üzerinden
veya ahırlardan toplanan Ha.anatolicum'dan
kene stabilatı hazırlanmıştır (4). 4 kene / 1 ml
dozda Sarıoba-l kökenli Tannulata kene sta-
bilaıı ile 89- 159, 89- 160, 89-170, 89-172 nu-
maralı 4 buzağı, Akdere-l kökenli Tannulcıta
kene stabilatı ile 91-52, 91-53, 91-85, 91-91,
91- 144, 9 i-i44 numaralı 6 buzağı, Akdere-
Sarıaba kökenli Tannulata kene stabilatı ile 2
buzağı inoküle edilmiştir. lnokülasyon bu-
zağıların sağ prescapular lenf yumrusunun yu-
karısına, kıllar kazındıktan sonra, deri altına ya-

Theilerm a1l1ıulauı kene stabilatıom elde
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Tannulata kan stabilatı ile değişik zamanlarda
inokiile edilmişlerdir. lnokülasyondan sonra
gün aşırı olarak hazırlanan prescapular lenf
yumrusu punksiyon materyali veya perifer kan
[rotilerinin muayenesinde bol makroşizont gö-
rülen buzağıların herbirinden steril heparinli ıo
mI'lik enjektöre kan alınmış, bu kanlardan bafi
kot (buffy coat) aynlarak hücre kültürü ya-
pılmıştır. Ayrıca, bu buzağılardan heparinli ste-
ril iO ml'lik 3 enjektöre 30'ar ml kan alınmış,
bu kanların 20 ml'si % ıo dimetilsulfoksit ile
karıştırılıp -80DC'de saklanmış, 10 mrsinin kül-
türü yapılmıştır. Burada kültür için kanın bafi
kotu ayrılmamış, kan olduğu gibi hücre kültürü
vasatına aktanımıştır.
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dan O.S ml ve heparinli komple RPMI-I640 va-
satından S ml steril pipetle çekilerek steril bir
tüpe aktarılmış ve pipetlenmiştir. Sonra kanşım
pipetle çekilerek 25 cm2'lik kültür flaskına nak-
ledilmiş ve kültür flaskı dik olarak ve 37°C'de,
%S CO2 içeren etüve konup 72 saat bek-
Ietilmiştir. Sonra kültür flaskında yüze çıkan 3
ml kadar sıvısı steril pipetle çekilerek atılmış,
dipte kalan sedimentin üzerine 3 ml taze komp-
le RPMI-I640 ilave edilmiştir. Bunu takiben LO
gün içinde haftada 2 defa bu vasat değiştirme
olayı tekrarlanmıştır. Son vas at değişikliğinden
2 gün sonra, hücrelerin kültür flaskının dibine
iyice çökmesini takiben, kültürün yüzeyinde
toplanan 3 ml sıvı steril pipelle çekilerek atıl-
mış ve yerine S ml taze komple RPMI-1640
ilave edilmiştir. Sonra flask yan yatırılmıştır.
Eritrositlerin lize olup kaybolması ve şizontla
enfekte lenfositlerin çoğalmasına kadar 3 günde
bir rutin vasat değiştirme işlemi sürdürülmüştür
(S).

Sporozoitlerden T.a1l11ulata hücre kültürü
oluşturulması

1. Duyarlı steril 9 buzağının herbirinden
değişik zamanda iO ml heparinli steril kan alın-
mış ve bu kanlardan, daha önce belirtilen yön-
tem1c, bafı kat ayrılıp lenfositler izole edil-
miştir.

2. Deneysel olarak değişik zamanda de-
ğişik kökenli T.annulata (Sarıoba, Akdere, Ka-
lecik, AnaYllft) ile enfekte edilmiş Hyalomma
a.anatolicum (% 100 enfekte) türü keneden
Brown'nın (4) önerdiği yöntemle süzülmüş spo-
rozoİl süspansiyonu (süzülmüş kene stabilatı)
hazırlanmıştır.

3. Değişik zamanlarda 9 buzağı ya aİt kan-
lardan izole edilen steril lenfositlerin herbiri,
steril ortamda, komple medium ile (2X106 len-
fasilli ml nispetinde) karıştınlmış, bu lenfosit
suspansiyonundan steril bir pipetle 0.5 ml çe-
kilerek plate'in bir çukuruna transfer edilmiştir.

4. i kene il ml nispetinde hazırlanmış spo-
rozoit süspansiyonundan steril 1 pipete 0.5 ml
çekilmiş ve içinde 0.5 ml komple medium ve

steril lenfosit bulunan plate'in çukuruna transfer
edilmiştir. Böylece 1 ml'lik süspanse hücre kül-
türü hazırlanmıştır.

5. Sonra plate %5 C02 ile karışık hava içe-
ren, 37°C'de, nemli etüve konmuş ve 24 saat
bekletilmiştir.

6. Aynı çukura i ml taze komple medium
ilave edilmiş ve plate tekrar 37°C'de 0(}S CO2

ile karışık hava içeren nemli eti.ive konmuştur.

7. Bundan sonra haftada 3 defa vasat de-
ğiştirilmiştir. Yasat değiştirmek için plate'i hiç
sarsmadan ve pipetlemeden çukunın sathına
çıkan sıvıdan i ml pipetle çekilip atılmış, üze-
rine ımı taze komple medium (vasat) ilave edil-
miş, hava kabarcığı yapmadan iyice pi-
petlenmiştir. Bu arada hücre santrifüjü
(cytospin) ile froti yapılmış ve lenfasitler, trans-
formasyon ve makroşizont ile enfeksiyon ba-
kımından incelenmişlerdir. Lenfosİllerde ileri
derecede üreme ve makroşizontlar saptandıktan
sonra hücre kültürü plate'inin çukunından, 25
cm2'lik hücre kültürü flaskına transfer edilmiştir
(4).

Hücre pasajının yapılması ve enfekte hüc-
relerin dondurulup saklanması ile hücre kül-
türünde kullanılan madde ve malzemeler Sayın
ve ark. (18) tarafından ayrıntılı olarak be-
lirtilmiştir.

Bulgular

Sırasıyla Hüseyingazi, Mamak, Sarıoba-l,
Eryaman, Akdere-l Girmeç ve Alacaören kö-
kenli T.annulata kan stabilatları ile inoküle edi-
len 89-10, 89-15, 89- i6, 89-78, 89-86, 90-69 ve
90-70 numaralı duyarlı buzağıların hepsinde
tropikal theileriosis meydana gelmiştir. Yapılan
günlük muayeneler, hastalığın akut döneminde,
prescapular lenf yumrusu punksiyon ma-
teryalinden hazırlanan frotilerde çok sayıda
makroşizontla enfekte lenfasitlerin; perifer kan-
dan hazırlanan frotilerde çok sayıda pi-
roplasm1a enfekte eritrositlerin bulunduğunu
göstermiştir. Bu buzağıların herbirinden alınan
enfekte kandan izole edilip komplc mediuma
ekilen lenfositler çoğunlukla üremiştir. Sadece



Tablo 2'de görüldüğü gibi Sanoba-l kö-
kenli Tannulata kene stabilatı ilc inoküle edi-
len 4 buzağının (No. 89-159,89-160, 89-170,
89-172) sadecc 1'inde (89- i70) tropikal the-
ilcriosis meydana gelmiştir. Bu buzağının pe-
rifcr kanından izole edilcn enfekte lenfositlerin
ekildiği komplc mediumda lcnfositler üremiştir.
Akdere- i kökenli Tannulata kene stabilatı ilc
inoküle edilen 5, Akdere-Sarıoba (AK-SA) ka-
rışımı Tannulata kene stabilatı ile inoküle edi-

Mamak kökenli Tannu/ata kan stabilatının
kültürü 14, Sarıoba-l kökenli Tannu/ata kan
stabilatının kültürü 34, Eryaman kökenli
Tannu/ata kan stabilatının kültürü 9, Akdere-I
kökenli T.annu/ata kan stabilatının kültürü 34,
Girmeç kökenli Tannu/ata kan stabilatının kül-
türü iO ve Alacaören kökenli Tannu/ata kan
kültürü 9 pasaj basamağına kadar ilerletildikten
sonra cryotüpde -70°C'de dondurulmuş ve -
i96°C'de likit nitrojende muhafaza edildikten
bir yıl sonra, Eryaman kökenli Tannu/ata kan
stabilatı ile ilgili olan hariç, diğer kültürler çö-
zülerek aynı pasaj basamağında tekrarlanan kül-
türleri Tablo 1'de belirtilmiştir.

Diğer taraftan Sarıoba-l ve Akdere-l kö-
kenli Tannu/ata ile enfekte buzağılarda bes-
lenmiş ve Tannulata ile % i00 oranında enfekte
Hyalomma a.anatolicum türü kenelerden ha-
zırlanan ezilmiş kcne süspansiyonu (GUTS) ile

F. SAYIN, Ş. DINÇER, Z. KARAER, A. ÇAKMAK, A. INCI. B. A. YUKARI. H. EREN.
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len 2 buzağının hepsi tropikal theileriosis'e ya-
kalanmıştır. Bu buzağılardan izole edilen len-
fositlerin ayn ayrı ekildiği komple mediumda,
bütün buzağııara aİt lenfositler üremiştir. Sa-
noba- i kökenli Tannu/ata kcne stabilatı ile en-
fekte bir buzağıdan izole edilen lenfositlerden
oluşan hücre kültürü 13, Akdere- i kökenli
Tannu/ata kene stabilatı ile enfekte 5 bu-
zağının 3'ünden izole edilen lenfositlerden mey-
dana gelen hücre kültürleri 17, diğer 2'sinden
izole edilen lenfositlerden meydana gelen hücre
kültürleri 8, Akdere-Sarıoba kökenli T.annu/ata
kene stabilatı ile enfekte 2 buzağıdan izole edi-
len lenfositlerden oluşan hücre kültürleri 39 ve
18 pasaj basamaklanna kadar ilerletilmiştir.
Bunlar cryotüp'de, -70°C'de dondurulup, -
196°C'de likit nitrojende muhafaza edil-
mişlerdir. Akdere-l kökenli kültürlerden biri
(No. 91-143) ile Akdere-Sarıoba-I kül-
türlerinden biri (No. 92-76) hariç diğer bütün
kültürler bir defa çözülmüşler ve yine sonuncu
pasaj basamağında dondurulmuşlardır.

kan stabilatı ile enfekte
edilen lenfositler üre-
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Hüseyingazi kökenli
buzağılardan izole
mcmiştir (Tablo 1).

Tablo I. Theilerİa a/l/lu/ara kan stabilatları ile enfekte edilen buzai;ılardan hazırlanan hücre kültürlerinin gelişmeleri. likit
nitrojende saklanan ve çözümden sonraki pasaj basamakları

Table ı. Development and passage steps of suspensian eell eulture established using the buffy eoats of periphery blood
punetııred from the diseased ealves eaeh inoeulated with different Tamıu/ara blood stabilates

Stabilat Inoküle edilen Kültürde Likit nitrojende pasaj Çözümden sonra

kökeni'" Buzai;ı No."'* gelişme basamaMP) pasaj basamai;ı(P)

Hüseyingazi 89- ıo

Mamak 89-15 + 5,7,11.13,14 14

Sarıoba- i 89-16 + 5,8, i3, ı4,24,30,34 34

Eryaman 89-78 + 6,8.9 O

Akdere- i 89-86 + 4.5.8, i7,23,30,32,34 34

Girmcç 90-69 + 5,10 LO

Alacaören 90-70 + 5,9 9

+:Kültür gelişti; -:Kültür gelişmedi ("':The sites where Tamıu/ara blood stabilates eame from; "'''': Eartag

mımners of the diseased ealves inoeulated with the Tan/lu/ata blood stabilates and the buffy eoats were iso-

lated from their periphery blood; P: Passage steps of eell eulture; +: Culture developcd;-: CUllUrc did /lol dc-

velop)
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Tablo 2. Thl:'i/I:'ria anııu/aıa kene stabilatı ilc enfekte edilmiş buzagılardan izole edilen lenfositlerden meydana gelen
kültürlerin gelişmeleri, likit nitrojende saklanan ve çözümden sonraki pasaj basamaklan

Table 2. Development and passage steps of suspension eell eulture established using the buffy coats of periphery hlood
punetured from the diseased calves each inoculated with different T.anııu/aıa tick stabilates
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+ 5.6.7,13,13 13

+ 3.15,17 17

+ 16.17 17

+ 16,17 17

+ 4,8 8

+ 4.8 8

+ 7,11, i8,20.26.30,35,39 39

+ 11,18 18

Stahilat Inoküle edilen

kökeni* Buzagı No.**

Sanoba-I 89-159

Sanoha- i 89-160

Sanoba-I 89-170

Sanoba- i 89-172

Akdere-I 91-52

Akdere-I 91-85

Akdere-I 91-91

Akdere-I 91-143,

Akdere-I 91-144

Ak-Sa 91-144

Ak-Sa 92-76

Kültürde

gelişme

Likit nitrojende

pasaj hasamagl(P)

Çözümden sonra

pasaj basamagl(P)

+:Kültür gelişti; -: Kültür gelişmedi (*:The sites where T.anmılata tiek stahilates eame from; **: Eartag mıııı-

bers of the diseased ealves inoeulated with the T.anımlata tiek stabilates and the buffy eoats were isolaıed

from their periphery hlood; P: Passage steps of eel i eulture; +: Culture developed; -: Culture did not develop)

Tannu/ata enfeksiyonu geçirmemiş duyarlı 7
buzağıdan izole edilen steril lenfositlerin invİtro
kültürlerinden sadece biri gelişmiştir. Bu kültür
9 pasaj basamağına kadar ilerletilmiştir. Diğer 6
kültürde hir gelişme olmamıştır (Tablo 3). Hal-
buki, aynı tabloda helirtildiği gibi, Kalecik ve
Anayurt köylerinde tropikal theileriosis'e ya-
kalanmış 2 sığırdan toplanan ve % 30 oranında
Tannu/ata ile enfekte oldukları saptanan
Ha.anato/icum türü kenelerden hazırlanan
Tannu/ata kene stabilatının, Tannulata en-
feksiyonu geçirmemiş 2 duyarlı buzağıdan izole
edilen steril lenfositler ile yapılan 2 kültürün
her ikisi de gelişmiştir. Bu kültürlerden biri 14,
diğeri 3 i pasaj basamağına kadar ilerletilmiştir.

Buna karşılık değişik köylerde tropikal
theileriosis'e yakalanmış sığırlardan alınan
Tannulata kan stabilatlarından, lenfosit izo-
lasyon yapılmadan hazırlanan kültürlerin hepsi
gelişmişLİr (Tablo 4). Bütün kiiltürlerde, kandan
intikal eden enfekte lenfositlerin mitotik bö-
lünme ile sayılan artarken, eritrositler zamanla
Iize olarak kültürden kaybolmuşlardır. Böylece
lenfosit izolasyonu yapılmadan doğrudan en-

fekte kandan Tannulata'nın süspanse hücre
kültürünü hazırlamak ve kültürlerin ileri pa-
sajlarını yapmak mümkün olmuştur.

Süspanse hücre kültüründe ilk 24 saat için-
de Tannulata'nın şizontlan ile enfekte len-
fositlerde monolayer bir gelişme başlamıştır.
Müteakip günlerde bu hücrelerin değiştikleri ve
sitoplazmalarında vakuollerin oluştuğu gö-
rülmüştür (transformasyon). Daha sonraki gün-
lerde Tannulata şizontlarının uyancı etkisi so-
nucu enfekte lenfositlerin mitotik yolla
bölünerek çoğaldıkları (lenfoblastoid hücreler)
saptanmıştır. Bunu takiben oluşan enfekte genç
hücreler, süspanse medium içinde kümeler
oluşturmuşlardır. Yapılan pasajlar sonucu
küçük yuvarlak lenfoblastoid hücreler süspansc
medium içinde yüzer vaziyette çoğalmalarını
sürdürmUşlerdir. Kültürlerden hücre santrifüjU
ilc hazırlanıp, Giemsa ile boyanan frotilerde
lenfoblastoid hücrelerin hepsinin si-
toplasmasında Tannulata'nın makroşizontları
görülmüştür. Makroşizontlann varlığı, hücre
kültüründen hazırlanan şizont antijenleri ve ho-
molog anti-serumlar kullanılarak yapılan IFA
testi ile de teyit edilmiştir.



164 F. SAYıN. Ş. DINÇER, Z. KARAER. A. ÇAKMAK. A. INCI. B. A. YUKARI. H EREN.
S. NALBANTOGLU. Z. VATANSEVER

Tablo 3. Merada sıgırlar üzerinden veya deney buzagısından toplanan kenelerden hazırlanan kene stabilatı ilc buzagıiardan
izole edilen steril lenfosit kültürlerinin gelişmeleri. likit nitrojende saklanan ve çözümden sonraki pasaj basamakları

Table 3. Development and passage steps of suspension eell eulture established using the sterile Iymphoeytes (periphery blood
mononuelear eells) and T.annu/ata tiek stabilates obtained from Hya/omma ticks infected in laboratory and field

Kene stabilat Lenfosit alınan

kökeni'" buzagı No."''''

Sarıoba-I 89-186

Sarıoba- i 89-186

Sarıoba- i 91-143

Akdere-I 91-144

Sarıoba- i 91-143

Akdere-I 91-144

Sarıoba- i Numarasız

Kalecik Numarasız

Anayurt Numarasız

Küıtürde

gelişme

+

+

+

Likit nitrojende Çözümden sonra

pasaj basamagl(P) pasaj basamagl(P)

9 ()

O O

O ()

O ()

O O

O ()

O ()

8.10.14 ()

31 ()

+:Kültür gelişti; -: Kültür gelişmedi ("':The sites where T.annulata tiek stabilates eame from; """: Eartag

numbers of the calves which blood for the sterilc !ymphocytes collccted from; P: Passage steps; +: Cell

culturc developed; -: Cel! cUltllre did not develop)

Tablo 4. Degişik yerlerde tropikal theileriosis'e yakalanmış sıgırlardan alınan kanların dognıdan kültürlerinin gelişmeleri.
likit nitrojende saklanan ve çözüm sonrası pasaj basamakları

Table 4. Development and passage steps of T.annu/ata suspension cell cultures established using whole blood
collected from the diseased caıtle in fields

Kan stabil at Kültürde Nikit nitrojende Çözümden sonra

kökeni'" gelişme pasaj basamağı (P) pasaj basamağı (P)

Sarıoba-2 + 7.9.12 O

Hasköy + 7.10.13 ()

Girmeç + 5,8.10 ()

Altındağ + 6,8 ()

Önder i + 8.10.13 ()

Kalecik + 6.8.1 i ()

Önder 2 + 6,8.1 i ()

+:Kültür gelişti; ("':The sites where T.annulata blood stabilates eame from; +: Cell culture developed: P:

Passage steps)

Tartışma ve Sonuç

Theileria annulata'nın yaklaşık 54 yıldan
beri kültürü yapılmaktadır (21). Yaygın şekilde
uygulama imkanı olan yöntemler kullanılarak,
başlangıçta sadece parazitin makroşizont saf-
hası doku kültürü vasatlarında üretilmiştir
(l5,21). Böylece bu yöntemle T.annulata'yı la-

boratuvarda inceleme ve kullanma fırsatı doğ-
muştur. Theileria annulata'nın gelişme saf-
halanndan piroplasm, zigot ve sporozoitin ki.il-
türleriyle ilgili çalışmalar yapılmış (4,15)
piroplasmlann doku kültüründe sınırlı derecede
böli.indüğü (7) ve kene organ kültüründe zi-
gotlan hareketli kinetin oluştuğu (2) bil-
dirilmiştir. Diğer taraftan, keneden izole edilen
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sporozoitlerle hücre kültüründe invitro olarak
steril lenfositlerin inokülasyonu ile makroşizont
hücre hatlannı oluşturmak mümkün olmuştur
(6). Bununla beraber kültürde, invitro olarak bu
şizontlardan çoğalabilir merozoitleri meydana
getiren veya cnfekte olmayan eritrositlerin is-
tilası için piroplasmlan daimi şekilde bö-
Wnmeye teşvik eden bir mekanizma henüz bu-
lunamamıştır (4). Theileria annulata'nın izole
cdilip kültür vasatında üretilmesi ve la-
boratuvarda saklanması, bu parazitin pa-
razitoloji, moleküler biyoloji, biyokimya ve im-
munoloji ile ilgili özelliklerinin incelenmesi
bakımından çok önemlidir. Tropikal the-
ileriosis'in tedavisi ve bu hastalıktan sığırların
korunması açısından da bu bilgilere ihtiyaç var-
d~r.

Theilericı annulata'nın kültürü ile ilgili
yöntemler üzerinde Brown (4) aynntılı bilgi
vermiştir. Theileria annulata'nın izolasyonu ve
hücre kültürünün yapılmasında başanya ulaş-
mak için izlenecek yöntemlerden birincisi, tro-
pikal theileriosis'e yakalanmış bir sığırdan,
makroşizontların bololduğu bir zamanda, kan
alıp bu kanın bir kısmını duyarlı bir buzağıya
inoküle etmek, diğer kısmından lenfositleri ayı-
rarak hücre kültürü yapmaktır. Bu, pahalı ve
zahmetli bir yöntemdir. Fakat parazit kül-
türünün gelişme ve izole edilme şansı yük-
sektir. Zira sahada tropikal theileriosis'e ya-
kalanan sığırlarda hastalığın akut dönemini
(şizantların çok olduğu dönem) yakalamak rast-
lantıya bağlıdır. Bu bakımdan doğrudan sı-
ğırdan alınan kandan hazırlanan hücre kül-
tUrleıinin gelişme olasılığı azdır. Buna karşılık
enfekte kanla inoküle edilen buzağıda tropikal
theileriosis'in oluşması ve akut döneminin sap-
tanması olasılığı fazladır. Bu bakımdan merada
theileriosis'e yakalanmış bir sığırdan Theileria
al1nulata'yı izole etmek için bu sığırdan alınan
kanı n bir kısmından hücre kültürü hazırlarken
bir kısmının da steril bir buzağı ya inoküle edil-
mesi, enfekte olduktan sonra hastalığın akut dö-
neminde buzağıdan alınacak kandan hücre kül-
türü hazırlanması tercih edilmelidir (4).
Nitekim bu araştırmada deneyselolarak enfekte

edilen buzağılarda akut dönemde alınan kandan
kültür çalışmaları yapılmış ve kültürlerin de-

vamında başarı sağlanmıştır.

Hücre kültürü oluşturmada izlenecek ikinci

yöntem Theileria annulata kene stabilatından
yararlanmaktır. Bu stabil at enfekte sığırların

üzerinden veya ahırların duvarlarındaki çat-

laklardan toplanacak enfekte kenelerden ha-
zırlanabileceği gibi, deneysel olarak T.annulata
ile enfekte edilmiş vektör kenelerden de ha-

zırlanabilir ve duyarlı bir buzağı, elde mevcut

kene stabilatı ile enfekte edilir. Hastalığın akut
döneminde bu buzağıdan kan alınır ve bu kan-

dan lenfositler aynlarak, bu lenfositlerden

hücre kültürü hazırlanır. Brown'a (4) göre, bu
yöntemin başan oranı yüksektir, fakat pahalı ve
zahmetlidir. Buna alternatif olarak T.annulata
kene stabilalı sporozoitlerin geçebileceği, ince

gözenekli özel filtrelerden geçirildikten sonra
sporozoitleri içeren süzünlü ile duyarlı bir bu-

zağıdan alınan kandan izole edilecek steril len-
fositler kullanılarak, özel bir plate'de, invitro
olarak kültür hazırlanır ve neticede şizont kül-
türü elde edilir. Ancak, ucuz olan bu yöntemin,
başarı şansı daha azdır. Bu çalışmada yapılan 9
kültürden ancak 3'nün başarılı olması da bu du-
rumu kanıtlamaktadır.

Hücre kültüründe kullanılacak üçüncü yön-
tem doğal veya deneysel olarak tropikal the-
ileriosis'e yakalanmış sığır veya buzağıdan en-
fekte şizontların bololduğu bir dönemde
alınacak enfekte kandan doğrudan hücre kül-
türü hazırlamaktır (5). Bu kültürün gelişmesi ve
eritrositlerden arınması biraz zaman almakla
beraber kolay, ucuz ve başan şansı oldukca

yüksek olan bir yöntemdir. Bu çalışmada da, bu
yöntemle yapılan bütün kültürlerden başarılı

sonuç alınmıştır.

Bu araştırma sonucunda elde edilen ve-
rilere göre, theileriosis ile ilgili hücre kültürü

çalışmalarında i ve 3.Cü yöntemin tercih edil-
mesinin uygun olduğu kanısına varılmıştır.
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