
Özet
Theileria annulata omurgalı konakçılarda kan ve dolaşım sistemini etkileyen ve Hyalomma spp keneleri tarafından nakledilen 

protozoan parazittir. Suş farklılıkları hastalığın şiddeti üzerine etkili olduğu bilindiğinden tayini önem arz etmektedir. Parazit izoenzim 
elektroforezi T. annulata yanında diğer bazı protozoa’ların tür ve suş tespitinde de kullanılmaktadır. Parazit enzimlerinin elektroforezi; 
tür tespiti, attenue canlı aşılarda kullanılmak üzere suş seçimi ve konakçı-parazit etkileşimi ile ilgili önemli bilgiler sağlamaktadır. Bu 
çalışmada T. annulata suşları arası farklılık nişasta jel glikoz fosfat izomeraz izoenzim elektroforezi tekniği aracılığı ile ortaya konmaya 
çalışılmıştır. Çalışma sonucunda Türkiye’de farklı bölgelerden elde edilen suşlarda farklılık olduğu ve ortaya konan farklılıkların 
çalışmaların daha da genişletilerek aşı geliştirme ve benzeri proflaktik uygulamalarda yararlanılmasında faydalı olabileceği kanaatine 
varılmıştır.
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Characterization of Theileria annulata Strains in Turkey and 
Usage of Glucose Phosphate Isoenzyme Electrophoresis in 

Strain Identification

Summary
Theileria annulata is a protozoan parasite of which is transmitted via Hyalomma spp ticks is affecting the blood and circulatory 

system. It is essential to determine the strain infecting the animal as the severity of the disease closely related with it. Parasite isoenzyme 
electrophoresis is frequently used to identify type and strain of the many protozoa as in Theileriosis. Parasite isoenzyme determination 
gives clues in choosing the right strain for attenuated vaccine candidates and parasite-host interaction. In this study, it was aimed to 
demonstrate and characterize the variety of the serotypes of T. annulata with the biochemical technique called Glucose Phosphate 
Isomerase (GPI) starch gel electrophoresis. In our study, it is revealed that various serotypes of T. annulata exist in different regions 
of Turkey and this study can further be expanded to provide substantial data for various prophylactic measures such as vaccine development.
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Türkiye’de Theileria annulata Suşlarının Karakterizasyonu ve 
Tür İdentifikasyonunda Glukoz Fosfat İzomeraz 

İzoenzim Elektroforezi [1]
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Theileria annulata (T. annulata) omurgalı konakçılarda kan 
ve dolaşım sistemini etkileyen protozoan parazittir. Doğada 
artropod konakçılar tarafından nakledilirler. Bu parazitler, 
tropik ve yarı-tropik bölgelerde önemli sığır hastalıklarına yol 
açmaktadırlar. Parazitin konakçı vertebrattaki gelişimi hem 
lenfosit hem de eritrositlerde görülür 1,2.

T. annulata Türkiye’de çok yaygın olarak görülen, Hyalomma 
keneleri tarafından nakledilen, parazitlerdir. Bu kenelerin aktif 
olduğu dönem ilkbahar ve yaz aylarıdır, bu yüzden neden  
oldukları hastalık sıklıkla Mayıs-Eylül ayları arasında görülür 1.

T. annulata tropikal Theileriosis etkeni olup, başta enzootik 
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ve melez sığırlarda etkilidir. Endemik bölgelerdeki sığırlar 
(yerli sığırlar) daha dayanıklıdırlar, hatta kısmi bağışıklığa 
sahiptirler 1,2. T. annulata sığır ithalinde büyük sorunlara yol 
açtığından Türkiye’de sığırcılığın gelişmesine engel olarak 
görülmektedir 3,4.

Theileriidae familyasında bulunan parazit hemoprotozoa 
birçok ülkede önemli sığır hastalığının etkenidirler. Theileria 
annulata tarafından oluşturulan Tropikal Theileriosis Akdeniz 
sahillerinden Orta Asya’ya kadar uzanan büyük bir alanda 
etkilidir. Theileria parva ise Doğu Afrika’da çok önemli bir 
sığır hastalığı olan Şark Sahili Humması’na yol açar 1,2.

Suş farklılıkları hastalığın şiddeti üzerine etkili olduğun-
dan Theileria türlerinde suş tayini önem arz etmektedir 5-7.

Parazit izoenzimlerinin elektroforezi T. annulata yanında 
diğer bazı protozoa’ların tür ve suş tespitinde de kullanılmak- 
tadır. Parazit izoenzim veya enzim elektroforezi Plasmodia, 
Trypanosoma, Eimeria, Babesia ve Entamoeba spp. identifi- 
kasyonu için de kullanılmıştır 4,8-11. Parazitlerdeki enzimlerin 
elektroforezi ile tür tespiti yapılarak 12, attenue canlı aşılarda 
kullanılmak üzere suş seçimi yapılmakta 2,4,13 ve konakçı- 
parazit etkileşimi 7,14,15 ile ilgili önemli bilgiler sağlanmaktadır.

Doğada bazı enzimler bir, bazıları ise birden fazla poli-
peptid zincirine sahiptir. Birden fazla polipeptid zincirine 
sahip olan  enzimlerde bu zincirler birbirlerine disülfid bağları 
veya kovalan olmayan bağlarla bağlıdırlar 16-18. Bu kombinas- 
yonların herbirine İZOENZİM adı verilir 17. Her izoenzimin 
aminoasit kompozisyonu diğerlerinden az da olsa farklı 
olduğundan her izoenzimin belli bir pH’da taşıdığı net yükün 
özgüllüğü elektroforetik desende farklılık meydana getirir 8,16,18.

Bir parazitin enzimlerine bakılarak genetik yapısı, dolayı- 
sıyla suş veya türü hakkında bilgi edinilebilir, çünkü parazit 
enzim veya izoenzimlerdeki aminoasit kompozisyon farklı-
lıkları, DNA yapısındaki değişiklikleri temsil eder 4,8.

T. annulata suşları arasındaki polimorfizmin gösterilme-
sinde Glukoz Fosfat İzomeraz biyokimyasal fenotipik belirteç 
olarak kullanılabilmektedir 19. Bu çalışma ile T. annulata  suşları- 
nın tespiti, “iç karakterleri”ne bakılarak veya başka bir deyişle 
parazitlerin izoenzim elektroforezi (GPI izoenzim elektroforezi) 
aracılığı ile ortaya konulması amaçlanmıştır.

MATERYAL ve METOT

Araştırma materyalini T. annulata ile enfekte  sığırlardan 
alınan  kan örnekleri oluşturdu. Klinik olarak hastalık belirtileri 
gösteren hayvanlardan alınan kan örneklerinden sürme pre- 
parat hazırlandı ve preparatlar giemsa ile boyanarak mikros- 
kopta incelendi. T. annulata ile enfekte olduğu tespit edilen 
kan örnekleri piroplazm izolasyonunda kullanıldı.

En az %10 düzeyinde parazitemili olduğu belirlenmiş 
sığırların kan örnekleri defibrine edildikten sonra  +4°C’de 
1500xg ve 20 dak. santrifüj edildi. Çöken hücreler saklanarak, 

süpernatant atıldı. Daha sonra hücreler 3 defa PBS pH 7.2 
ile yıkanıp +4°C’de santrifüj edildi. En sonunda hücreler PBS 
ile sulandırılarak içinde yaklaşık 35 g. sellüloz tozu bulunan 
cam kolondan geçirildi. Bu safhada eritrositler kolondan 
kolaylıkla geçerken, beyaz kan hücrelerinin çoğu kolon tara- 
fından alıkonmaktadır 8,18. Kolonu  terk eden kan santrifüj 
edildikten sonra (+4°C, 1.500xg., 15 dak.) süpernatant atıldı 
ve  PBS ile tortudaki hücreler karıştırıldı. Bu süspansiyonun 
üzerine  %0.83 NH4Cl w/v ilave edildi. Bu işlem sonucunda sığır 
eritrosit membranlarının eriyerek parazitlerin açığa çıkması 
sağlandı. Santrifüj sonrası çökeltide yer alan parazitler üzerine 
%5 Triton X-100 ilave edildi. Karışım ardı ardına hızlı bir şekilde 
3 defa -80°C’ye kadar dondurulup çözdürüldü. Bu şekilde 
parazit membranlarının iyice parçalanması ve böylece para- 
zitteki protein, enzim, organel vb. maddelerin dışarı çıkması 
sağlandı. En son santrifüj işlemi ile (13.000-15.000xg, +4°C, 
15 dak.) membran parçaları çöktürülerek enzimlerce zengin 
süpernatant elde edildi 8.

Enzim izoformlarının gösterilmesi için nişasta jel elektro- 
forezi kullanıldı. Bu elektroforez tekniğinde adından anlaşı-
lacağı gibi destek ortamı olarak, istenen pH’sı tamponla ayar- 
lanmış nişasta jel kullandı. Elektroforez +4°C, 350 Voltta 3 
saat sürdürüldü 18.

Elektroforezden sonra nişasta jel üzerinde birbirinden 
ayrılan enzim bantlarının gösterilebilmesi için enzim spesifik 
reaksiyona neden olan karışım ilave edildi. Enzimin kataliz 
ettiği reaksiyon, NADP+ (nikotinamid adenin dinükleotid fosfat)’ 
in redüklenmesini sağlayan başka bir reaksiyon ile birleştirildi.

Elektroforezden sonra, jelin ortasına bir çerçeve yerleş-
tirildi ve bu çerçeve içerisine enzim reaksiyon karışımı dökü- 
lerek enzimin bulunduğu alanların mor renkte gözlenmesi 
sağlandı 8.

BULGULAR 
         
T. annulata ile enfekte 13 sığırın eritrositlerinden izole 

edilen piroplazm lizatlarının glukoz fosfat  izomeraz izoenzim- 
lerinin nişasta jel elektroforezleri Şekil 1 ve 2‘de görülmek-
tedir. Kontrol örnekteki enzim bantları konakçıya aittir ve 
örnek uygulama yerine (orijine) yakın bulunmaktadır. Parazit 
izoenzim bantları ise anoda doğru hareket etmekte ve orijin- 
den en az 1-2 cm uzaklıkta görülmektedir (Şekil 1, 2).  Şekil 
1’de 1 ve 2 no’lu hayvanlar aynı ahırdaki hasta hayvanlardır. 
Parazitemi 1 no’lu hayvanda %70,  2 no’lu hayvanda ise %7’ 
dir. Şekil 1’de 2 no’lu hayvandan elde edilen piroplazm liza-
tında bant gözlenmezken, Şekil 2’de daha yoğun örnek 
uygulaması sonrası izoenzim bantları görülmüştür. 4 ve 5 
no’lu hayvanlardan elde edilen piroplazm lizatlarında ise 
bant gözlenmemiştir. 1 ve 6 no’lu örnekler aynı ilçenin farklı 
köylerinden alınmıştır, birbirine çok yakın olmakla birlikte 
farklı suşlar olduğu görülmektedir. Bununla birlikte farklı 
ilçelerden alınan örneklerde aynı sayıda benzer bantlar göz- 
lenmiştir, Şekil 1’de 3 ve 6 no’lu örneklerde olduğu gibi. 8 no’lu 
örnekte ise tek bant görülmektedir (Şekil 1 ve 2).
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TARTIŞMA ve SONUÇ

T. annulata enfeksiyonlarından iyileşen sığırlar premüni-
zedir. T. annulata, T. parva ve T. mutans türleri arasında çapraz 
immunite görülmemektedir.

Kuzey Afrika ve İsrail’de virulansı düşük T. annulata suş- 
ları ile aşılar hazırlanmış ve oldukça başarılı olunmuştur. 
Virulansı olmayan veya daha az virulansa sahip T. annulata 
suşları ile aşılamada immunizasyon başarılı bir şekilde 
yapılamamaktadır, çünkü bu aşılar ile ancak kısmi pre-
münisyon sağlanmakta ve yüksek virulanslı suşlara karşı 
koruyucu olmamaktadır. Bundan dolayı buzağı çağında aşı- 
lanan sığırlar, hayatı boyunca immun kalamamaktadır 1,2.

Hindistan’da yapılan bir araştırmada bazı T. annulata 
suşlarının immunolojik olarak farklı olabilecekleri öne 
sürülmüştür 20.

Piroplazma parazitlerinin sınıflandırılmasında enzim  
analizi, antijen analizi ve nükleoprotein analizinin önemli 
yeri vardır. T. annulata  üzerinde yapılan bu tür analizler 
sınırlıdır. Çeşitli T. parva suşlarında (Muguga, Kiambu, 
Kilifi ve Marikebuni) GPI enzimine bakılmış ve her suşun 
5 izoenzimi olduğu görülmüştür. Ancak, bu şekilde suşlar 
arası farklılıklar görülememiştir, çünkü elektroforez sıra-
sında tüm proteinler aynı yere hareket etmektedir. T. 
parva’ya ait LDH izoenzimleri nişasta jel elektroforezi ile 
bulunamamıştır 6,14, ancak izoelektrik odaklama (isoelectric 
focussing) ile T. parva LDH’sı tespit edilmiştir 4,6,12,21,22.

Yapılan farklı araştırmalarda T. annulata’nın birçok enzimi 
incelenmiştir. Örneğin bir çalışmada LDH, MDH, G-6-PDH, 
6-GPD, İzositrat Dehidrojenaz (ICD), Gliserildahid-3-fosfat 
dehidrojenaz (GALDH) ve GPI enzimleri T. annulata piroplas- 
malarında çalışılmış ve bunların içinden sadece GPI ve GALDH 
enzim aktiviteleri tespit edilebilmiştir 14.

Başka araştırmalarda ise T. annulata’ya ait GPI izoenzim-
leri nişasta jel elektroforezi ile gösterilmiş, hatta bu enzime ait 
elektroforetik motifin çeşitli suşlarda farklı olduğu ortaya 
konulmuştur 6,12,14,23. İran, Türkiye ve Hindistan’dan izole edilen 
T. annulata suşları arasında GPI enzimleri açısından önemli 
farklılıklar olduğu görülmüştür. Bu şekilde suş tespitinin 
mümkün olduğu bildirilmiştir 6,12.

T. annulata’nın sporozoit safhasındaki enzimleri nişasta 
jel elektroforezi ile incelenmiş ve bunun sonucunda Ankara 
(Türkiye) ve Hissar (Hindistan) suşlarının GPI izoenzimlerinin 
farklılık gösterdikleri görülmüştür 23.

Yapılan çeşitli araştırmalarda, aynı T. annulata  suşunun 
kene tükrük bezindeki şekli (sporozoit), sığır lenfositlerin-
deki şekli (şizont) ve sığır eritrositlerindeki şekli (piroplasm) 
arasında GPI izoenzimleri açısından az da olsa bazı farklılıklar 
görülmüştür. Bu farklılığın sebebi bilinmemektedir, ancak 
parazitin değişik hücrelerde adaptasyona uğradığı şeklinde 
yorumlanabilir 23.

Theileria sporozoitlerinde G-6-PD ve 6-PGD enzimlerinin 
düşük düzeyde oluşu ve ICD ve MDH enzimlerinin bulun-
mayışı, T. annulata sporozoitlerinde Pentoz fosfat yolunun 
işlemediğini gösterir. Elektron mikroskobu ile yapılan bir 
çalışmada Theileria sporozoitlerinde mitokondri görüleme- 
miştir 23. Bazı araştırıcılar ise Theileria şizont ve merozoit-
lerinde kristalsiz mitokondriler görmüşlerdir 23.

T. annulata ve T. parva’da GPI enziminin çok yüksek oluşu 
glikolizis yolunun çok işlek olduğunu gösterir. Ancak diğer 
glikolizis enzimleri (örneğin Heksokinaz) düşük aktiviteye 
sahiptirler. Bu yüzden GPI’nin önemi henüz tam olarak bilin- 
memektedir 23.

T. annulata suşları arasındaki polimorfizmin tespitinde 
GPI biyokimyasal fenotipik markır olarak kullanılmaktadır.  
T. annulata’nın Ankara suşlarında üç alt-populasyonu 
temsil eden 3 izoenzim tipi bulunmaktadır 19.

Şekil 1. Farklı hayvanlara ait glukoz fosfat izomeraz izoenzimi elektroforez 
desenleri

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

Şekil 2. Farklı hayvanlara ait glukoz fosfat izomeraz izoenzimi elektroforez 
desenleri

Fig 2. Glucose phosphate isomerase isoenzyme electrophoretic patterns 
of different animals
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Türkiye’de T. annulata’nın Eryaman, Hıdırlı, Ankara ve Gül- 
seren suşlarının GPI izoenzimlerine bakılmış ve GPI izoenzim 
bantlarında önemli farklılıklar görülmüştür 4.

Şizont ve piroplazm formundaki T. annulata’nın İspanya 
izolatlarında izoenzim elektroforezi yapılmış ve T. annulata’nın 
İspanya izolatları arasında orta derecede polimorfizm görül- 
müştür 21. Sudan’da izole edilen altı T. annulata suşlarının 
GPI izoenzim bantlarında büyük varyasyonlar gözlenmiştir. 
Aynı çalışmada T. parva suşlarının enzim bantları arasında 
hiçbir değişim görülmemiştir 6.

Üç farklı coğrafik bölgeden alınan T. annulata’nın beş 
suşunun GPI izoenzim elektroforezinde de farklı coğrafik 
bölgeler arasında büyük farklılıklar gözlenirken aynı coğrafik 
bölgelerde fark tespit edilmemiştir 12.

T. annulata’nın hücre kültürü pasajlarında 50. pasajda kısmi 
atenüasyon görülmekte, 130. pasajlamada ise avirulant hale 
gelmektedir. Klonlama ile GPI’ın 3 izotipi olduğu gösteril-
miştir. Atenüasyonun görüldüğü 50. pasaj ile avirulant hale 
geldiği 130. pasajlarda sadece tek bir izotip görülmektedir 24. 

T. parva piroplazmları içeren sığır kanından elde edilen 
lizatlarda 13 farklı enzime izoelektrofokusing ile bakılmış ve 
GPI hariç diğer enzimlerin bantları görülmemiştir. Parazite-
miye bağlı olarak bir suşa ait 4’e kadar bant görülürken diğer 
bir suşta 3’e kadar bant görülmüştür 22.

Bu çalışmada nişasta jel elektroforez görüntülerindeki 
bant desenleri incelendiğinde parazit enzimlerinin anoda 
göç ederken konakcı enzimlerinin ise örnek uygulama yerin- 
den uzaklaşmadığı görülmüştür. 

Türkiye’de 3 alt-populasyonu temsil eden 3 GPI izoenzimi 
bulunmaktadır 19. Bir sığırın, aynı anda birkaç parazit popu-
lasyonu ile enfekte olması mümkündür. Böylece üst üste 
3, 6, 9 bant görülebilir. Bu sayıların haricinde görülen bant  
desenleri (4, 5, 7, 8 gibi), bantların birbiri üzerine düşmesi 
sonucu görülebilir.

T. annulata’daki polimorfizmin tesadüfen şekillenmediği 
ve parazitin sığıra ya da keneye transmisyonu sırasında birçok 
faktörden etkilendiği bildirilmektedir. Bu faktörler; enfekte 
olan hayvanla, parazitin kendisiyle veya paraziti taşıyan 
hücreler ile ilgili olabilir. Eğer tüm T. annulata’nın suşları aynı 
transmisyon kabiliyetinde ve/veya kenede aynı şekilde 
gelişme kabiliyetinde olsa idi, suşlar arasında polimor-
fizmin olmadığı ve tüm izolatların aynı olduğu görülürdü. T. 
annulata’daki polimorfizm genetik değişim ve rekombinas-
yonun görülmesi sonucu olduğu şeklinde açıklanmaktadır 13.

Eritrositlerde piroplazmların bulunuşu, hücre membra-
nında poliunsature yağ asitlerinin peroksidasyonuna ve erit- 
rositlerin oksidatif stresine neden olmaktadır 25-28. Bu etkiler 
de polimorfizmin şekillenmesinde etkili olabilir.

Sonuç olarak T. annulata’nın çeşitli suşların tespitinde 
nişasta jel elektroforezi ile GPI izoenzimi farklarına bakmanın 

oldukça kolay ve çok güvenilir bir metod olabileceği ve bu 
sayede, suşların izoenzim patternleri sayesinde takip edilebi- 
leceği kanaatine varıldı.

Birçok suşa karşı etkinliği belirlemede glukoz fosfat izo- 
enzim tekniğinden faydalanılabilir. Örneğin rekombinant aşı 
üretiminde, aşının birçok suşa karşı etkili olduğunu göster- 
mek gerekir. Bunu da GPI izoenziminin farklılıkları aracılığı 
ile göstermek mümkündür.

Daha kesin sonuçlar için parazit suş tespitinde, izoenzim 
çalışmalarının yanında, bulguların diğer biyokimyasal (Blotting 
teknikleri gibi) ve immunolojik (IFAT gibi) tekniklerle destek- 
lenmesinin faydalı olabileceği kanaatindeyiz.
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