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2. Theileria annulata'min Degisik Yontemlerle
Kiiltivasyonu ve Izolasyonu

Fahri SAYIN?  Siikran DINCER? Zafer KARAER? Ayse CAKMAK?
Abdullah INCP  Bayram Ali YUKARIF Hasan EREN®
Serpil NALBANTOGLU® Zati VATANSEVER®

Studies on tropical theileriosis in Turkey
2. Isolation and cultivation of Theileria annulata using different methods

Summary: An attempt was made to realise the development of cell culture of
Theileria annulata isolates obtained from 7 different sites (Hiseyingazi, Mamak,
Sarwoba, Eryaman, Akdere, Girmeg, Alacadren) of Ankara county using different
methods. The sources of Theileria infected material were peripheral blood
collected from 7 living diseased calves each infected experimentally with different
Theileria annulata blood stabilates and from 12 living diseased calves infected
experimentally with 3 different Theileria annulata tick stabilates. Mononuclear
cells infected with Theileria macroschizonts were separated in large numbers from
the calf blood as using density gradient method. The infected mononuclear cells
were cultivated in complete RPMI-1640 medium (RPMI-1640 supplemented with
20% foetal calf serum, 25 mu HEPES, 2.0mu L-glutamine, penicillin 100 IU ml’,
streptomycine 100 mg mi!). Cultures were maintained at 37°C. Bovine cell lines
developed from the isolates of Mamak, Sarioba, Eryaman, Akdere, Girmeg¢ and
Alacadren but it did not develop from the isolate of Husevingazi. Bovine cell lines
did not develop from the peripheral blood of the 3 calves infected with tick
stubilates of the Sarioba isolate as well. Passages of the cell lines at different steps
were made and cryopreserved in liquid nitrogen. On the other hand, whole
peripheral blood collected from 7 living diseased cattle infected with T.annulata in
Sarioba, Haskéy, Girmeg, Altindag, Onder, Kalecik villages were cultivated in the
complete RPMI-1640 medium. Cultures were maintained at 37°C. Bovine cell lines
developed from all of the isolates. Passages of cell lines at different steps were
made and they were cryopreserved in liquid nitrogen.
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In addition to these, an attempt was made for invitro infection of PBM
(peripheral blood mononuclear cell) with theilerial sporozoites. The sporozoites
harvested from ticks, each infected with one of T.annulata Sarwoba, T.annulata
Akdere, T.annulata Kalecik, and T.annulata Anayurt were introduced invitro 1o
uninfected lymphocytes from different susceptible calves. The two components
(lvmphocytes and sporozoites) were cultivated in the complete RPMI-1640 medium
in wells of open plates maintained in a gassed (5%CO0:), humidified incubator.
Bovine cell lines developed from the isolates of Sarwba, Kalecik, and Anayurt but
it did not develop from the isolate of Akdere. Passages of the cell lines at different

steps were made and cryopreserved in liquid nitrogen.

Key words: Cultivation, isolation, Theileria annulata

Ozet: Bu ¢alismada 19 duyarlt deney buzag kullamilnus, bunlardan 7'sine
Ankara'min degisik yorelerinde (Hiiseyingazi, Mamak, Sarioba, Eryaman, Akdere,
Girmeg, Alacadren) tropikal theileriosis'e yakalanmus 7 sigirdan alinan enfekte
kan ayri ayrt inokiile edilmis ve bu buzagilarin hepsi tropikal theileriosis'e
yakalanmustir. Bu buzagilarin herbirinden steril sartlarda alinan enfekte kandan
densite gradient yontemiyle Theileria annulata’nin makrogizontlariyla enfekte
lenfositler izole edilip komple RPMI-1640 vasatina ekilmistir. Hiiseyingazi harig
diger yerlere ait stabilatlardan T.annulata’nin siispanse hiicre kiiltiiri olusmugtur.
Biitiin kiiltirlerin pasaji yapilmug, bunlar 9'ila 34'iincii basamaga kadar ilerletilip
dondurulmugstur.

Diger tarafdan T.annulata Sartoba kene stabilatt ile 4, T.annulata Akdere
kene stabilatt ile 6, T.annulata AK-SA kene stabilat ile 2 duyarl buzagu inokiile
edilmis ve bu buzagilarin hepsi tropikal theileriosis'e yakanlanmuglardir. Bu
buzagilarin herbirinden alinan enfekte kandan densite gradient yontemiyle izole
edilen T.annulata makrogizontlariyla enfekte lenfositler komple RPMI-1640
vasatina ekilmislerdir. Theileria annulata Sarioba kene stabilati ile enfekte 3
buzagidan alinan kanlar disinda, diger biitiin buzagilardan alinan kanlardan
siispanse hiicre kiiltirii olusmugstur. Bunlarin pasajlart yapiumigs, bu pasajlar
13-39'uncu basamaga kadar ilerletilip dondurulmugtur.

Avrica bes Sarwoba, bir Akdere, bir Kalecik, bir Anayurt T.annulata kene
stabilatiun steril buzagilardan izole edilen lenfositlerle ayrt ayr mikroplatelerde
kiiltiirleri yaptlmugtir, Bunlardan T.annulata Sarioba, T.annulata Kalecik ve
T.annulata Anayurt kene stabilatlarimn hiicre kiiltirleri olugturulmugtur. Bunlarn
pasajlart yapinugs ve bu pasajlar 14-31'inci basamaga kadar ilerletilmis ve likit
nitrojende dondurulmugtur.

Bunlara ilaveten Sarwba-2, Haskdy, Girmeg, Altindag, Onder-1, Kalecik,
Onder-2 T.annulata kan stabilatlarindan, densite gradient yontemiyle sizontla
enfekte lenfositler izole edilmeksizin, kan stabilatlart dogrudan komple RPMI-1640
vasatina ekilmistir. Bunlarin hepsinden kiiltiir gelismis, bu kiltiirlerin pasajlar
yapulmusg  ve  bu  pasajlar  8-13'iinci basamaga  kadar ilerletilmis  ve
dondurulmuglardur.

Anahtar sozciikler: lzolasyon, kiiltivasyon, Theileria annulata
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Giris

Theileria annulata'min hiicre  kiltiirii i1k
defa Tsur ve Tchernomoretz (21) tarafindan
baglaulmistir. Fakat kiiltiirde iircyen hiicreler
sadece 1-3 hafta canh kalabilmislerdir. Bunu
Brocklesby ve Hawking'in (3) caligmalan iz-
lemistir. Bu arastiricilar (3) kiiltiirde hiicrelerin
canli kalma siiresini 2 aya kadar uzatmay: ba-
sarmiglardir. Daha sonra Tsur ve Adler (19,20)
theileriosis’li bir sigirin karaciger, dalak, lenf
yumrusu ve perifer kamndan ayirdiklan
T.annulata sizontlan ile enfekte lenfoid hiic-
rclerin, invitro olarak kiiltiiriinli yapmuslardir.
Bunu takiben ¢esitli arastinicilar (8,9,13,15,26)
T.unnulata sizontunun kiiltiirii  iizerinde c¢a-
lismuslar, T.annulata ile enfckte lenfoid hiic-
relerin monolayer (19,20,26) ve siispansc (8,13)
kiiltiirlerinde bagarih  olmuslardir. Bu ¢a-
ligmalar1, enfekte kenelerden T.annulata spo-
rozoitlerinin izole edilmesi, bu sporozoitlerle
steril s13ir lenfositlerinin cnfekte edilmesi ve
stispanse T.annulata kiiltiiriinlin olusturulmas:
izlemigtir (11). Daha sonra hastaligin akut do-
ncminde sifirdan alinan steril heparinli kanin
dogrudan RPMI-1640 vasatina ckilmesiyle de
T.annulata'nin siispanse kiiltiiri yapilmigtir (5).
Pipano (16) ve Brown (4) Theileria annulata,
Hooshmand-Rad ve Hawa (10) Theileria les-
toguardi, Kutti ve ark. (12) Theileria parva'mn
kiiltiirii ile 1ilgili tcknikler hakkinda ayrintih
bilgi vermiglerdir. Tirkiyc'dec T.annulata'nin
doku kiiltiirii izerinde ayrnintili bir ¢alisma ya-
pilmamistir. Sadece dogal veya deneysel olarak
tropikal theileriosis'c yakalanmig sigir veya bu-
zagidan, hastaligin akut doncmindc alinmug ste-
ril heparinli kandan izole edilen cnfckte len-
fositler kullamlarak T.annulata'mn  siispanse
(18) ve monolayer kiiltiirii (14) yapilmstir,
Fakat diger kiiltiir yontemleri denenmemistir.

Bu galigmada, dogal olarak veya deneysel
sartlar altinda, tropikal theileriosis'c yakalanmig
sigir ve buzagilardan saglanan T.annulata kan
stabilatlan ile dogal olarak veya deneysel sart-
larda T.annulata ile enfekte olmus vektdr ke-
nclerden elde edilen T.annulata kenc sta-

bilatlar1 (Ground up tick stabilate: GUTS) kul-
lanilarak T.annulata'min hiicre kiltiiriiniin ya-
pilmast amaglanmisgtir,

Materyal ve Metot

Bu caligmada, 2-2.5 aylik, 19 erkek Hols-
tein buzagi dency hayvam olarak kullamlmistir.
Buzagilar Tarnm Bakanligi Tanm Igletmeleri
Genel Miidiirliigii Bala Tarim Islctmesi'nden
satin alinms, dcney siiresince Ankara Uni-
versitesi Veteriner Fakiiltesi deney hayvanlan
binasinda, zemini beton kaph bir odada ba-
rnndinlmglardir.  Theileria annulata kan ve
kene stabilatlan ile inokiile edilmeden énce bu
buzagilar gerektifi sckilde muayene cdil-
mislerdir (17). Bu muayenelerde T.annulata yo-
niinden steril oldufu saptanan buzagilar de-
neyde kullanilmuglardir.

Theileria annulata kan stabilatimn elde
edilmesi ve deney hayvanlarimin inokiilasyonu

Bu c¢alismada kullamlan T.annulata kan
stabilatlarni, Ankara'min Sarioba, Mamak, Ak-
dere, Girmeg, Alacadren, Hiiseyingazi, Er-
yaman, Haskdy, Alundag, Kalecik, Onder il¢e
ve koylerinde tropikal theileriosis'den siipheli
siirlardan clde cdilmistir. Bunun i¢in 6nce bu
sifirlanin perifer kanindan ve prescapular lenf
yumrusu punksiyon materyalinden siirme froti
hazirlanmistir (1). Metil alkolde tespit edilip
Giemsa boyas1 ile boyanan bu frotilerde
T.annulata'mn  piroplasm ve makrogizontlan
aragtinlmistir. Makrosizont goriilen ilk 7 sigirin
herbirinden heparinli steril (50 unite hcparin/l
ml kan) 20 ml'lik 2 enjektére 40 ml kan ¢e-
kilmistir. Bu kanlarin 20 ml'si bir deney bu-
zaglya inokiile edilmis; 20 ml'si %10 di-
metilsulfoksit ile kanstirilip, -80°C dc¢ dcrin
dondurucuda saklanmigtir. Enjeksiyon sag pres-
capular lenf yumrusunun bulundugu bélgenin
kitlar1 kazindiktan sonra, lenf yumrusunun yu-
kansina, deri aluna yapilmigtir. 89-10 nolu bu-
zag) Hiiseyingazi, 89-15 nolu buzag Mamak,
89-16 nolu buza Sarioba-1, 89-78 nolu buzag
Eryaman, 89-86 nolu buzagi Akdere-1, 90-69
nolu buzagi Girmeg¢ ve 90-70 nolu buzagi Ala-
cadren kokenli ve derin dondurucudan ¢ikanlan
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T annulata kan stabilati ile degisik zamanlarda
inokiile edilmislerdir. Inokiilasyondan sonra
giin asir1 olarak hazirlanan prescapular lenf
yumrusu punksiyon materyali veya perifer kan
frotilerinin muayencsinde bol makrosizont go-
rillen buzagilarnin herbirinden steril heparinli 10
ml'lik enjektore kan alinmug, bu kanlardan bafi
kot (buffy coat) aynlarak hiicre kiiltiri ya-
pilmigtir. Ayrica, bu buza@ilardan heparinli ste-
ril 10 ml'lik 3 enjektore 30'ar ml kan alinmis,
bu kanlarn 20 ml'si %10 dimetilsulfoksit ile
kanistinlip -80°C'de saklanmug, 10 ml'sinin kiil-
tiirii yapilmigur. Burada kiiltiir igin kanin bafi
kotu aynlmams, kan oldugu gibi hiicre kiiltiirii
vasatina aktarlmstr.

Theileria annulata kene stabilatinin elde
edilmesi ve deney buzaglarinin inokiilasyonu

Theileria annulata kene stabilati, deneysel
olarak yetistirilip, T.annulata ilc enfekte edilen
Hyalomma a.anatolicum kenesinden ve The-
ileria annulata'mn endemik oldugu yerlerde si-
girlanin lizerinden veya ahirlarda duvar c¢at-
laklarindan toplanan, dogal enfekte
H.a.anatolicum kenesinden saglanmugtir. De-
neysel  olarak  laboratuvarda yetistirilen
H.a.anatolicum'un a¢ nimfleri, T.annulata ile
enfekte deney buzagilan iizerinde beslenerek
enfekte edilmis (22), gomlek degistirip ol-
gunlastiktan sonra enfekte olup olmadiklanna
bakilmigtir (25). Diger taraftan sifirlar iize-
rinden ve ahirlardan toplanan H.a.anatolicum
keneleri T.annulata enfcksiyonu bakimindan
muayene edilmis (24), enfekte olduklan an-
lagilan keneler ayrilmistir. Gerek deneysel ola-
rak T.annulata ile enfekte cdilen ve gerekse
dogal olarak enfckte olup sifirlarin iizerinden
veya ahirlardan toplanan H.a.anatolicum’'dan
kene stabilatt hazirlanmistir (4). 4 kene / 1 ml
dozda Sarioba-1 kokenli T.annulata kene sta-
bilat ile 89-159, 89-160, 89-170, 89-172 nu-
marali 4 buzag, Akdcre-1 kokenli T.annulata
kene stabilat ile 91-52, 91-53, 91-85, 91-91,
91-144, 91-144 numarali 6 buzag, Akderc-
Sarioba kokenli T.annulata kenc stabilat ile 2
buzagi inokiile cdilmistir. Inokiilasyon bu-
zagilann saf prescapular lenf yumrusunun yu-
karisina, killar kazindiktan sonra, deri altina ya-
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pilmigur. Inokiilasyondan sonra giin asir1, pres-
capular lenf yumrusu punksiyon materyali veya
perifer kandan frotiler hazirlanmgtir. Frotilerde
bol makrosizont goriilen bu 12 buzagidan, he-
parinli steril 10 ml'lik bir enjektore 10'ar ml kan
alinmustir. Bu kanlann herbirinden bafi kot ay-
nilmis ve bunlardan hiicre kiiltiirii yapilmistir.

Diger taraftan Sarioba-1 ve Akdcre-1 ko-
kenli T.annulata ile enfekte edilmig iki deney
buzagis1 iizerinde beslenen ag H.a.anatolicum
nimfleri kanla doyarak gomlek degistirip ag
olgun halc geldikten sonra yapilan muayencde
(22,23) T.annulata ile %100 enfekie olduklan
saptanmig ve enfekte kenelerden T.annulata
kene stabilat hazirlanmisur (4). Aynica An-
kara'nin Kalecik ve Anayurt koylerinde tropikal
theileriosis'le dogal enfekte buzagilar iizerinden
toplanan H.a.anatolicum kenesinin %35 ora-
ninda T.annulata ile enfekte oldugu anlasilmig
(24) ve T.annulata kene stabilat1 hazirlanmigtir
(4). Sarioba-1 kokenli T.annulata kene sla-
bilatinin, degisik 4 buzagidan izole edilen steril
perifer kan lenfositleriyle (PBL): Akderc-1 ko-
kenli T.annulata kene stabilatimin, degisik 3 bu-
zagidan izole edilen steril perifer kan len-
fositleriyle (PBL) ayn ayn kiiltiirleri
yapilmigtir. Ayrica Kalecik kokenli T.annulata
kene stabilai ve Anayurt kokenli T.annulata
kene stabilatinin ayn birer buzagidan izole edi-
len steril kan lenfositleri ile de kiiltiirleri ya-
pilmustir.

Kan ve lenf yumrusundan hazirlanan fro-
tiler metil alkolde tespit edildikten sonra Gi-
emsa ilc boyanmuslar ve mikroskopta Theileria
annulatamin  sizont ve piroplasmlan  ba-
kimindan incelenmislerdir.

Perifer kandan makrosizont Kiiltiiriiniin
yapilmasi

Bunun i¢in iki yontem kullanilmgtir.

1) Bafi kot'un izolasyonu ve kiiltirde kul- ‘
lanilmas1, Sayin ve ark. (18) belirttikleri yon-
temle yapilmugtir. ‘

I1) Enfckte kanin kiiltiirde kullamlmasi i¢in
ise, T. annulata ile enfekte steril hcparinli kan-
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dan 0.5 ml ve heparinli komple RPMI-1640 va-
satindan 5 ml steril pipctle gekilerek steril bir
tiipe aktanlmig ve pipetlenmistir. Sonra karnigim
pipetle ¢ekilerek 25 cm?lik kiiltiir flaskina nak-
ledilmis ve kiiltiir flaskt dik olarak ve 37°C'de,
%5 CO; igeren etiive konup 72 saat bek-
letilmistir. Sonra kiiltiir flaskinda yiizc ¢ikan 3
ml kadar sivist steril pipetle ¢ekilerck atilmus,
dipte kalan sedimentin iizerine 3 ml taze komp-
le RPMI-1640 ilave edilmistir. Bunu takiben 10
giin i¢cinde haftada 2 defa bu vasat degistirme
olay: tekrarlanmigtir. Son vasat degisikliginden
2 giin sonra, hiicrelerin kiiltiir flaskinin dibine
iyice ¢okmesini takiben, kiiltliriin yiizeyinde
toplanan 3 ml siv1 steril pipetle ¢ekilerek atil-
mig ve yerinc 5 ml taze komple RPMI-1640
ilave edilmistir. Sonra flask yan yatinlmistr.
Eritrositicrin lize olup kaybolmasi ve gizontla
enfekte lenfositlerin ¢gogalmasina kadar 3 giinde
bir rutin vasat degistirme iglemi siirdiiriilmiistiir

(5).

Sporozoitlerden T.annulata hiicre kiiltiiri
olusturulmasi

1. Duyarh steril 9 buza@inin herbirinden
degisik zamanda 10 ml heparinli steril kan alin-
mis ve bu kanlardan, daha once belirtilen yon-
temle, bafi kot ayrihip lenfositler izole cdil-
migtir.

2. Deneyscl olarak degisik zamanda de-
gisik kokenli T.annulata (Sarioba, Akdere, Ka-
lecik, Anayurt) ile enfckte edilmis Hyalomma
a.anatolicum (%100 enfekte) tiiri keneden
Brown'nmin (4) 6nerdigi yontemle siiziilmiig spo-
rozoit siispansiyonu (siiziilmiis kene stabilati)
hazirlanmugtir.

3. Degisik zamanlarda 9 buzagiya ait kan-
lardan izole edilen steril lenfositlerin herbiri,
steril ortamda, komple medium ile (2X106 len-
fosi/1 ml nispetinde) kanstinlmis, bu lenfosit
suspansiyonundan steril bir pipetle 0.5 ml ¢e-
kilerck plate'in bir ¢ukuruna transfer edilmigtir.

4. 1 kene /1ml nispctinde hazirlanmig spo-
rozoit siispansiyonundan steril 1 pipete 0.5 ml
¢ekilmis ve iginde 0.5 ml komple medium ve

steril lenfosit bulunan platc'in gukuruna transfer
edilmistir. Boylece 1 ml'lik siispanse hiicre kiil-
tiirii hazirlanmugtir.

5. Sonra plate %5 CO; ile kansik hava ige-
ren, 37°C'de, ncmli etiive konmug ve 24 saat
bekletilmistir.

6. Aym1 gukura 1 ml tazc komple medium
ilave cdilmig ve plate tekrar 37°C'de %5 CO»
ile kanigik hava igercn nemli etiive konmustur.

7. Bundan sonra haftada 3 decfa vasat de-
gistirilmigtir. Vasat degistirmek igin platc'i hig
sarsmadan ve pipetlemeden ¢ukurun sathina
¢ikan sividan 1 ml pipetle ¢ekilip atillmig, tize-
rine 1ml taze komple medium (vasat) ilavc edil-
mis, hava kabarcig yapmadan iyice pi-
petlenmigtir.  Bu arada hiicrc  santrifiiji
(cytospin) ile froti yapilmis ve lenfositler, trans-
formasyon ve makrosizont ile enfcksiyon ba-
kimindan incelenmislerdir. Lenfositlerde ileri
derccede iireme ve makrosizontlar saptandiktan
sonra hiicre Kiiltiirii platc’inin ¢ukurundan, 25
cm?lik hiicre kiiltiirii flaskina transfer edilmistir

4.

Hiicre pasajinin yapilmas: ve cnfekte hiic-
rclerin dondurulup saklanmasi ile hiicre kiil-
tiiriinde kullamilan maddc ve malzemeler Sayin
ve ark. (18) taraflindan ayrninuli olarak be-
lirtilmisgtir.

Bulgular

Swrasiyla Hiiseyingazi, Mamak, Sanoba-1,
Eryaman, Akderc-1 Girmeg ve Alacadren Ko-
kenli T.annulata kan stabilatlan ile inokiile edi-
len 89-10, 89-15, 89-16, 89-78, 89-86, 90-69 vc
90-70 numarali duyarlh buza@ilann hepsinde
tropikal theileriosis meydana gelmistir. Yapilan
giinliik muayeneler, hastaligin akut doneminde,
prescapular lenf yumrusu punksiyon ma-
teryalinden hazirlanan frotilcrde ¢ok sayida
makrosizontla enfekte lenfositlerin; perifer kan-
dan hazrlanan frotilerde ¢ok sayida pi-
roplasmla enfekte eritrositlerin  bulundugunu
gostermigtir. Bu buzagilarin herbirinden alinan
cnfekte kandan izole edilip komplc mediuma
ekilen lenfositler ¢ogunlukla iiremistir. Sadece
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Hiiscyingazi kokenli kan stabilat ile enfekte
buzagilardan izole edilen lenfositler iire-
memigtir (Tablo 1).

Mamak kokenli T.annulata kan stabilatinin
kiiltiiri 14, Sanioba-1 kokenli T.annulata kan
stabilatmin  kiiltiirii 34, Eryaman kokenli
T.annulata kan stabilatimin kiiltiirii 9, Akdere-1]
kokenli T.annulata kan stabilatinin kiiltiirii 34,
Girmeg kokenli T.annulata kan stabilatmn kiil-
tiri 10 ve Alacaodren kokenli T.annulata kan
kiiltiiri 9 pasaj basamagina kadar ilerletildikten
sonra cryotiipde -70°C'de dondurulmug ve -
196°C'de likit nitrojende muhafaza edildikten
bir y1l sonra, Eryaman kokenli T.annulata kan
stabilat ile ilgili olan harig, diger kiiltiirler ¢0-
ziilerek ayn1 pasaj basamaginda tekrarlanan kiil-
tiirleri Tablo 1'de belirtilmistir.

Tablo 2'de goriildiigi gibi Sarioba-1 ko-
kenli T.annulata kcne stabilat ile inokiile edi-
len 4 buzagimin (No. 89-159,89-160, 89-170,
89-172) sadece l'inde (89-170) tropikal the-
ileriosis meydana gclmistir. Bu buzagimin pe-
rifer kanindan izole edilen enfekte lenfositlerin
ekildigi komple mediumda lenfositler iiremistir.
Akderc-1 kokenli T.annulata kene stabilati ilc
inokiile edilen 5, Akdere-Sarioba (AK-SA) ka-
nsimu T.annulata kene stabilat ile inokiile edi-
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len 2 buzagimn hepsi tropikal theileriosis'e ya-
kalanmigtir. Bu buzagilardan izole edilen len-
fositlerin ayn ayn ekildigi komple mediumda,
biitiin buzagilara ait lenfositler iiremigtir. Sa-
noba-1 kokenli T.annulata kenc stabilat ile en-
fektc bir buzagidan izole edilen lenfositlerden
olusan hiicre Kkiiltiirii 13, Akdere-1 kokenli
T.annulata kene stabilau ile enfekte 5 bu-
zagimn 3'iinden izole cdilen lenfositlcrden mey-
dana gelen hiicre kiiltiirleri 17, diger 2'sinden
izole cdilen lenfositlerden meydana gelen hiicre
kiiltiirleri 8, Akdere-Sarioba kokenli Tannulata
kene stabilat ile enfekte 2 buzagidan izole cdi-
len lenfositlerden olugan hiicre kiiltiirleri 39 ve
18 pasaj basamaklarna kadar ilerletilmistir.
Bunlar cryotiip'de, -70°C'de dondurulup, -
196°C'de  likit nitrojende muhafaza edil-
mislerdir. Akdere-1 kokenli kiiltiirlerden birt
(No. 91-143) ile Akdere-Sarioba-1 kiil-
tiirlerinden biri (No. 92-76) hari¢ diger biitiin
kiiltiirler bir defa ¢oziilmiigler ve yine sonuncu
pasaj basamaginda dondurulmuglardir.

Diger taraftan Sarioba-1 ve Akdere-1 ko-
kenli T.annulata ile enfekte buzagilarda bes-
lenmis ve T.annulata ile %100 oraminda enfckte
Hyalomma a.anatolicum tiirii kenelerden ha-
zirlanan ezilmis kene siispansiyonu (GUTS) ile

Tablo 1. Theileria annulata kan stabilatlan ile enfekte edilen buzagilardan hazirlanan hiicre kiiltiirlerinin gelismeleri, hikit
nitrojende saklanan ve ¢oziimden sonraki pasaj basamaklari
Table 1. Development and passage steps of suspension cell culture established using the buffy coats of periphery blood

punctured from the discased calves each inoculated with different T.annulata blood stabilates

Stabilat Inokiile edilen Kiiltiirde Likit nitrojende pasaj Coziimden sonra
kokeni* Buzag No.** gelisme basamagi(P) pasaj basamagi(P)
Hiiseyingazi 89-10 - -

Mamak 89-15 + 5,7,11.13,14 14
Sarnoba- | 89-16 + 5,8,13,14,24,30,34 34
Eryaman 89-78 + 6,8,9 0
Akdere-1 89-86 + 4,5.8,17,23,30,32,34 34
Girmeg 90-69 + 5.10 10
Alacadren 90-70 + 59 9

+:Kiiltiir geligti; -:Kiiltiir gelismedi (*:The sites where T.annulata blood stabilates came from; **: Fartag

numbers of the discased calves inoculated with the T.annulata blood stabilates and the buffy coats were iso-

lated from their periphery blood; P: Passage steps of cell culture; +: Culture developed;-: Culture did not de-

velop)
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Tablo 2. Theileria unnulata kene stabilat ile enfekte cdilmig buzagilardan izole edilen lenfositlerden meydana gelen
kiiltiirlerin gelismeleri, likit nitrojende saklanan ve ¢6ziimden sonraki pasaj basamaklart
Table 2. Development and passage steps of suspension cell culture established using the buffy coats of periphery blood
punctured from the discased calves each inoculated with different T.annulata tick stabilates

Stabilat Inokiile edilen Kiiltiirde Likit nitrojende Coziimden sonra
kokeni* Buzadi No.** geligme pasa) basamagi(P) pasaj basamagi(P)
Sanoba-1 89-159 -

Sarioba- | 89-160 - - -
Sarioba-1 89-170 + 5.6.7.13,13 13
Sarioba- ] 89-172 - - -
Akdcre-1 91-52 + 3,15,17 17
Akdere-1 91-85 + 16,17 17
Akdere-1 91-91 + 16,17 17
Akdere-1 91-143, + 438 8
Akdere-1 91-144 + 4.8 8
Ak-Sa 91-144 + 7,11,18,20,26,30,35.39 39
Ak-Sa 92-76 + 11,18 18

+:Kiiltiir geligti; -: Kiiltiir geligmedi (*:The sites where T.annulata tick stabilates came from; **: Eartag num-
bers of the discased calves inoculated with the T.annulata tick stabilates and the buffy coats were isolated
from their periphery blood; P: Passage steps of cell culture; +: Culture developed; -: Culture did not develop)

T.annulata enfeksiyonu gecirmemis duyarli 7
buzagidan izole cdilen steril lenfositlerin invitro
kiiltiirlerinden sadece biri geligmistir. Bu kiiltiir
9 pasaj basamagina kadar ilerletilmigtir. Diger 6
kiilttirde bir gelisme olmamigtir (Tablo 3). Hal-
buki, ayn tabloda belirtildigi gibi, Kalecik ve
Anayurt koylerinde tropikal theileriosis'c ya-
kalanmig 2 sifirdan toplanan ve % 30 oraninda
T.annulata ile enfekte olduklari saptanan
H.a.anatolicum tiirli  kenelerden hazirlanan
T.annulata kene stabilatinin, T.annulata en-
feksiyonu gegirmemis 2 duyarh buzagidan izole
edilen steril lenfositler ile yapilan 2 Kkiiltiiriin
her ikisi de gelismigtir. Bu kiiltiirlerden biri 14,
digeri 31 pasaj basamagina kadar ilerletilmisgtir.

Buna karsihk degisik koylerde tropikal
theileriosis'e  yakalanms sigirlardan  alinan
T.annulata kan stabilatlarindan, lenfosit izo-
lasyon yapilmadan hazirlanan kiiltiirlerin hepsi
geligmigtir (Tablo 4). Biitiin kiiltiirlerde, kandan
intikal eden enfekte lenfositlerin mitotik bo-
liinme ile sayilari artarken, eritrositler zamanla
lize olarak kiiltiirden kaybolmuslardir. Boylece
lenfosit izolasyonu yapilmadan dogrudan cn-

fekte kandan T.annulata'min siispanse hiicre
kiiltiirtinii hazirlamak ve kiiltiirlerin ileri pa-
sajlartn1 yapmak miimkiin olmustur.

Siispanse hiicre kiiltiiriinde ilk 24 saat i¢in-
de T.annulata'min sizontlan ile cnfektc len-
fositlerde monolayer bir gelisme baglamigtir.
Miiteakip giinlerdc bu hiicrelerin degistikleri ve
sitoplazmalarinda vakuollerin  olugtugn  g6-
riilmiistiir (transformasyon). Daha sonraki giin-
lerde T.annulata sizontlarinin uyanc etkisi so-
nucu cnfckte lenfositlerin mitotik  yolla
boliinerek ¢ogaldiklart (lenfoblastoid hiicreler)
saptanmugtir. Bunu takiben olusan cnfekte geng
hiicreler, siispanse medium iginde kiimeler
olugturmuslardir.  Yapilan pasajlar  sonucu
kiigitk yuvarlak lenfoblastoid hiicreler siispanse
medium icinde yiizer vaziyette ¢ogalmalarini
siirdiirmiiglerdir. Kiiltiirlerden hiicre santrifiijii
ile hazirlamp, Giemsa ilc boyanan frotilerde
lenfoblastoid hiicrelerin hepsinin si-
toplasmasinda 7T.annulata'nin  makrogizontlan
goriilmiigtiir. Makrosizontlann varligi, hiicre
kiiltiirinden hazirlanan sizont antijenleri ve ho-
molog anti-serumlar kullanilarak yapilan IFA
testi ile de teyit edilmigtir.
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Tablo 3. Merada sigarlar iizerinden veya deney buzagisindan toplanan kenclerden hazirlanan kene stabilati ile buzagilardan
izole edilen steril lenfosit kiiltiirlerinin geligmeleri, likit nitrojende saklanan ve ¢oziimden sonraki pasaj basamaklari
Table 3. Development and passage steps of suspension cell culture established using the sterile lymphocytes (periphery blood
mononuclear cells) and T.annulata tick stabilates obtained from Hyalomma ticks infected in laboratory and ficld

Kene stabilat Lenfosit alinan Kiiltiirde Likit nitrojende Coziimden sonra
kokeni* buzag No.** gelisme pasaj basamagi(P) pasaj basamagi(P)
Sanoba-1 89-186 + 9 0
Sarnoba-1 89-186 - 0 0
Sarioba-1 91-143 - 0 0
Akdecre-1 91-144 - 0 0
Sarioba-1 91-143 - 0 0
Akdere- 1 91-144 - 0 0
Sarioba-1 Numarasiz - 0 0
Kalecik Numarasiz + 8,10,14 0
Anayurt Numarasiz + 3] 0

+:Kiiltiir gelisti; - Kiiltiir geligmedi (*:The sites where T.annulata tick stabilates came from; **: Eartag
numbers of the calves which blood for the sterile lymphocytes collected from; P: Passage steps; +: Cell

culture developed; -: Cell culture did not develop)

Tablo 4. Degisik yerlerde tropikal theileriosis'c yakalanmig sigirlardan alinan kanlanin dogrudan kiiltiirlerinin geligmeleri,
likit nitrojende saklanan ve ¢6ziim sonrasi pasaj basamaklari
Table 4. Development and passage steps of T.annulata suspension cell cultures cstablished using whole blood

collected from the diseased cattle in fields

Kan stabilat Kiiltiirde Nikit nitrojende Coziimden sonra
kokeni* gelisme pasaj basamagi (P) pasaj basamagi (P)
Sarioba-2 + 79,12 0

Haskoy + 7.10,13 0

Girmeg + 5,8,10 0
Alundag + 6.8 0

Onder 1 + 8,10,13 0

Kalecik + 6.8,11 0

Onder 2 + 6.8,11 0

+:Kiiltiir gelisti, (*:The sites where T.annulata blood stabilates came from; +: Cell culture developed. P:

Passage steps)

Tartisma ve Sonug

Theileria annulata’'nmin yaklagik 54 yildan
beri kiiltiirii yapilmaktadir (21). Yaygin sekilde
uygulama imkan olan yontemler kullanilarak,
baslangicta sadecc parazitin makrosgizont saf-
hast doku Kkiltiirii vasatlarinda tiretilmigtir
(15,21). Boylece bu yontemle T.annulata'yr la-

boratuvarda inceleme ve kullanma firsati dog-
mustur. Theileria annulata'mn gelisme  saf-
halarindan piroplasm, zigot ve sporozoitin kiil-
tirleriyle ilgili ¢aliymalar yapims (4,15)
piroplasmlann doku kiiltiirinde simirh derecede
boliindiigii (7) ve kenc organ Kkiiltiiriinde zi-
gottan harcketli kinetin olustugu (2) bil-
dirilmigtir. Diger taraftan, keneden izole edilen
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sporozoitlerle hiicre kiiltiiriinde invitro olarak
steril lenfositlerin inokiilasyonu ile makrogizont
hiicre hatlarini olugturmak miimkiin olmustur
(6). Bununla beraber kiiltiirde, invitro olarak bu
sizontlardan ¢ogalabilir merozoitleri meydana
geliren veya cnfekte olmayan eritrositlerin is-
tilas1 i¢in piroplasmlann daimi sekilde bo-
linmeye tegvik eden bir mekanizma heniiz bu-
lunamamstir (4). Theileria annulata'nin izole
cdilip kiiltir vasatinda liretilmesi ve la-
boratuvarda saklanmasi, bu parazitin pa-
razitoloji, molekiiler biyoloji, biyokimya ve im-
munoloji ile ilgili ©zelliklerinin incelenmesi
bakimindan ¢ok Onemlidir. Tropikal the-
ilcriosis’in tedavisi ve bu hastaliktan siirlarin
k\orunmasx acisindan da bu bilgilere ihtiyag var-
dir.

Theileria annulata'nin kiiltird ile ilgili
yontemler lizerinde Brown (4) aynntili bilgi
vermistir. Theileria annulata'min izolasyonu ve
hiicre kiiltiirlinlin yapilmasinda baganya ulas-
mak i¢in izlenecek ydntemlerden birincisi, tro-
pikal thcilcriosis’c yakalanmig bir sigirdan,
makrogizontlarin bol oldugu bir zamanda, kan
alip bu kanin bir kisminm1 duyarlt bir buzagiya
inokiile etmek, diger kismindan lenfositleri ayi-
rarak hiicre kiiltiri yapmaktur. Bu, pahali ve
zahmetli bir yontemdir. Fakat parazit kiil-
liriiniin gelisme ve izole edilme sansi yiik-
scktir. Zira sahada tropikal theileriosis'e ya-
kalanan sigirlarda hastaligin akut donemini
(sizontlarin ¢ok oldugu dénem) yakalamak rast-
lantiya baghidir. Bu bakimdan dogrudan si-
girdan alinan kandan hazirlanan hiicre kiil-
tiirlerinin gelisme olasitligi azdir. Buna karsilik
enfekte kanla inokiile edilen buzagida tropikal
theileriosis'in olugmasi ve akut déneminin sap-
tanmasi olasilif fazladir. Bu bakimdan merada
theileriosis'e yakalanmis bir sifirdan Theileria
annulata'y izolc etmek igin bu sifirdan alinan
kanin bir kismundan hiicre kiiltiirii hazirlarken
bir kisminin da steril bir buzagiya inokiile edil-
mesi, enfekte olduktan sonra hastaligin akut do-
neminde buzagidan alinacak kandan hiicre kiil-
tiri  hazirlanmas: tercih  edilmelidir  (4).
Nitekim bu arastirmada dencysel olarak enfekte

edilen buzagilarda akut donemde alinan kandan
kiiltiir ¢aligmalant yapilmis ve kiiltiirlerin de-
vaminda bagan saglanmigtir.

Hiicre kiiltiirii olugturmada izlenecek ikinci
yontem Theileria annulata kene stabilatindan
yararlanmaktir. Bu stabilat enfekte sigirlarin
lizerinden vcya ahirlarin duvarlarnindaki ¢at-
laklardan toplanacak enfektc kenelerden ha-
zirlanabilecegi gibi, dencysel olarak T.annulata
ile enfekte edilmis vektér kenelerden de ha-
zirlanabilir ve duyarli bir buzagi, elde mevcut
kene stabilau ile enfekte edilir. Hastalifin akut
doneminde bu buzagidan kan alimir ve bu kan-
dan lenfositler aynlarak, bu lenfositlerden
hiicre kiiltiirii hazirlanir. Brown'a (4) gore, bu
yontemin basan orani yiiksektir, fakat pahali ve
zahmetlidir. Buna alternatif olarak 7T.annulata
kene stabilati sporozoitlerin gegebilecegi, ince
gozenekli 6zcl filtrelerden gecirildikten sonra
sporozoitleri i¢ceren siiziintii ile duyarli bir bu-
zagidan alinan kandan izole edilecek steril len-
fositler kullanilarak, 6zcl bir plate'de, invitro
olarak kiiltiir hazirlanir ve neticede sizont kiil-
tiirii elde edilir. Ancak, ucuz olan bu yontemin,
basan sansi daha azdir. Bu ¢alismada yapilan 9
kiiltiirden ancak 3'niin basarii olmasi da bu du-
rumu kanitlamaktadir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak iigiincii yon-
tem dogal veya dencysel olarak tropikal the-
ileriosis’e yakalanmg sifir veya buzagidan en-
fekte sizontlarin bol oldugu bir donemde
alinacak cnfcktec kandan dogrudan hiicre kiil-
tiirii hazirlamakutir (5). Bu kiiltiiriin geligmesi ve
critrositlerden arinmasi biraz zaman almakla
beraber kolay, ucuz vc basant sansit oldukca
yiiksck olan bir yontemdir. Bu ¢aligmada da, bu
yontemle yapilan biitiin kiiltiirlerden basanl
sonug¢ alinmistir.

Bu arastirma sonucunda elde edilen ve-
rilere gore, theileriosis ile ilgili hiicre kiiltiirii
caligmalannda 1 ve 3.cli yontemin tercih edil-
mesinin uygun oldugu kanisina vanlmistr.
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