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Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Araştırılması 
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ÖZET: Bu çalışma, Nisan – Ekim 2004 tarihleri arasında Elazığ yöresindeki küçük ruminantlarda Theileria ovis’in varlığının 
belirlenmesi amacıyla yapıldı. Farklı bölgelerdeki 15 sürüden, 103’ü koyun, 61’i keçi olmak üzere toplam 164 kan örneği ve ince yayma 
kan frotisi toplandı. Koyun ve keçi kanlarından ekstrakte edilen T. ovis piroplasm DNA’sı spesifik primerler kullanılarak Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edildi. Kan frotileri ise mikroskopta Theileria piroplasmları yönünden incelendi. 103 koyun 
kanından ekstrakte edilen DNA’ların % 67,96’sında (70/103), 61 keçi kanından ekstrakte edilen DNA’ların ise % 1,63’ünde (1/61) T. 
ovis’in varlığını gösteren 520 baz çifti uzunluğunda pozitif amplifikasyon ürünü elde edildi. Kan frotilerinin mikroskopik muayenesinde 
103 koyunun, % 38,83’ünde (40/103) Theileria spp. piroplasm formu tespit edilirken, keçilerin hiçbirinde bu etkene rastlanmadı. 
Mikroskopik bakı ile PZR sonuçları arasındaki fark istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01).  

Anahtar kelimeler: Theileria ovis, PZR, Elazığ 

Survey of Theileria ovis in Sheep and Goats in the Elazig Region Using the Polymerase Chain Reaction  
SUMMARY: This study was carried out in order to investigate the presence of Theileria ovis in small ruminants in the Elazig region 
between April-October 2004. A total of 164 whole blood and thin blood smears (from 103 sheep and 61 goats) were collected from 15 
flocks in different locations. T. ovis piroplasm DNA extracted from sheep and goats’ blood was amplified by the polymerase chain 
reaction (PCR) using specific primers. Thin blood smears were examined for Theileria piroplasms by microscopic examination. In the 
examination of DNA extracted from 103 sheep and 61 goats, amplification with the molecular length 520 base pair was obtained in 
67.96% (70/103) and 1.63% (1/61), respectively. In the microscopic examination of thin blood smears, Theileria spp. were observed in 
40 out of 103 sheep (38.83%), but Theileria spp. were not seen in goats. The difference between microscopic examination and the PCR 
results was statistically significant (p<0.01). 
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GİRİŞ
Theileriosis evcil ve yabani hayvanların protozoer bir hastalığı 
olup, tüm dünyada çiftlik hayvanlarında önemli ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır. Koyun ve keçilerde theileriosise, 
Theileria lestoquardi (sin. T. hirci), T. ovis (sin. T. recondita), 
T. separata ve yeni tespit edilen Theileria sp. China 1’in 
neden olduğu (3, 15, 18, 19) ve hastalığın Ortadoğu, Akdeniz 
havzası, Güney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Hindistan ve 
Çin’i içine alan geniş bir coğrafyada klinik ve subklinik 
enfeksiyonlar şeklinde görüldüğü bildirilmiştir (15, 21). Bu 
türlerden, T. lestoquardi ve Theileria sp. China 1’in 
sığırlardaki T. parva ve T. annulata gibi yüksek morbidite ve 

mortaliteyle seyreden klinik (9, 13), T. ovis ve T. seperata’nın 
ise subklinik enfeksiyonlara neden olduğu ifade edilmiştir (3, 
15, 21). 

Theileriosisin teşhisi, akut vakalarda klinik bulgular ve 
Giemsa ile boyanmış kan ve lenf yumrusu frotilerinin 
mikroskopik muayenesiyle yapılırken, latent enfeksiyonların 
saptanmasında uzun süre serolojik yöntemler kullanılmıştır. 
Theileria piroplasmlarının morfolojik yapıları benzer 
olduğundan, mikroskopik muayene ile tür ayırımının zor 
olduğu, bu türler arasında çapraz-reaksiyonların görülebilmesi, 
spesifik immun yanıtların zayıf olabilmesi ve uzun süreli 
portörlük durumunda antikorların her zaman tespit 
edilememesi gibi sebeplerden dolayı ile serolojik yöntemlerde 
yanlış pozitif ve negatif sonuçların söz konusu olabileceği ileri 
sürülmüştür (5, 7, 12). Moleküler biyolojik yöntemlerde 
katedilen gelişmelere paralel olarak, başta PZR olmak üzere, 
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kovensiyonel tekniklere göre daha yüksek özgüllük ve 
duyarlılığa sahip çeşitli moleküler metotlar, pek çok paraziter 
hastalığın tanısı, tanımlanması ve tür ayırımlarının yapılma-
sında dünyada birçok ülkede kullanılmıştır (4, 18, 19, 20). Son 
yıllarda koyun ve keçilerde Theileria ve Babesia gibi kan 
protozoonlarının tanısında da bu metotların kullanıldığı 
görülmüştür (1, 4, 11, 14, 20).  

Türkiye’de koyun ve keçilerde Theileria türlerini belirlemeye 
yönelik çalışmalar genellikle perifer kan frotilerinin mikrosko-
pik bakısına göre yapılmış ve değişik bölgelerde theileriosisin 
varlığı bildirilmiştir (6, 8, 10, 16, 17). Ancak gerek koyunlarda 
ve gerekse keçilerde klinik enfeksiyonun varlığı ile ilgili bir 
verinin yoktur (17). Subklinik enfeksiyonlara ise hangi 
Theileria türü ya da türlerinin neden olduğu tartışmalıdır. Son 
yıllarda yapılan moleküler çalışmalarla, Türkiye’de koyun-
larda T. ovis’in varlığı kesin olarak belirlenmiştir (2, 4).  

Bu çalışma ile, Elazığ yöresinde koyun ve keçilerde Theileria 
ovis’in varlığının mikroskopik bakı ve PZR yöntemleriyle 
araştırılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Nisan – Ekim 2004 tarihleri arasında Elazığ 
merkez, Sivrice ve Baskil ilçeleri ve bu ilçelere bağlı köylerde 
değişik yaşta koyun ve keçiler üzerinde yürütülmüştür. Bu 
amaçla, 44’ü 1 yaşından küçük, 59’u 1 yaşından büyük 103 
koyun ile; 32’si 1 yaşından küçük, 29’u 1 yaşından büyük 61 
keçiden tekniğine uygun olarak EDTA’lı vakumlu tüplere 3 
ml kan alınmıştır. Yaş grupları hayvanların hastalık sezonu 
geçirme sayısı (bir veya birden fazla hastalık sezonu geçiren) 
dikkate alınarak yapılmıştır. Bu kanlardan her hayvana ait 
sürme kan frotisi hazırlanmış ve numaralar verilerek 
protokolleri tutulmuştur. Frotiler metil alkolle tespit edildikten 
sonra Giemsa boyasıyla boyanarak, immersion objektifte, en 
az 100 mikroskop sahası taranarak, Theileria spp. Piroplasm-
ları yönünden incelenmiş ve bir piroplasmik formun görülmesi 
durumunda dahi froti pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

Hayvanlardan alınan kanlardan total DNA ekstraksiyonu 
Altay ve ark. (4)’nın belirttikleri şekilde yapılmıştır. Kısaca, 
125 µl kan, 250 µl lizis buffer (0.32 sucrose, 0.01 M Tris, 
0.005 M MgCl, %1 Triton X – 100, pH 7.52) ile karıştırılarak 
11.600 x g’de 1 dk. santrifüj edildikten sonra süpernatant 
atılmıştır. Bu işlem 3 defa tekrarlandıktan sonra elde edilen 
pelet üzerine 50 µl/ml proteinaz K içeren PCR buffer (50 mM 
KCl, 10mM Tris-HCl (pH 8), %1 Triton X – 100, pH 8.3)’dan 
250 µl eklenmiş ve 56 ºC’de 1 saat inkübe edilmiştir. 
İnkübasyonu takiben örnekler 95 ºC 10 dk. kaynatılmış ve 
PZR yapılıncaya kadar -20 ºC’de muhafaza edilmiştir. 

PZR testi, Altay ve ark. (4), tarafından geliştirilen ve T. ovis’in 
SSU rRNA geninin 520 bp’lik bölümünü amplifiye eden TSsr 
170F (5’ – TCGAGACCTTCGGGT – 3’) ve TSsr 670R (5’ – 

TCCGGACATTGTAAAACAAA - 3’) primerleri 
kullanılarak, 50 µl toplam hacimde yapılmıştır. Bu amaçla, 2,5 
µl (20 pm/µl) primer (İontek), 125 µM dNTP (Promega), 1,25 
U Taq DNA polymerase (Fermantase), 5 mM MgCl 
(Fermantase), 1X PCR Buffer (Fermantase) ve 5 µl hedef 
DNA kullanılmıştır. PZR karışımına 30 µl mineral yağ 
damlatıldıktan sonra reaksiyon, 96 ºC 3 dk. ilk 
denaturasyondan sonra 30 siklus olarak yapılmış ve her siklus 
94 ºC’de 30 sn. denaturasyon, 55 ºC’de 30 sn. hibridizasyon 
ve 72 ºC’de 2 dk. sentez aşamasından oluşmuştur. Son 
aşamada ayrıca 72 ºC’de 10 dakikalık bir ekstensiyon 
yapılmıştır. Oluşan ürünler %1.6’lık agaroz jelde yürütülerek 
ethidium bromide ile boyanıp, UV transsilliminatörde spesifik 
bantların varlığı izlenmiştir.  

PZR testinde pozitif kontrol olarak, Fırat Üniversitesi 
Parazitoloji Anabilim Dalında bulunan, daha önce SSU rRNA 
geninin sekansı yapılarak T. ovis olduğu tespit edilmiş 
Erzincan koyun izolatına ait DNA kullanılmıştır. 

Sonuçlar arasındaki farklılıklar, ChiSquare testi kullanılarak 
karşılaştırılmış ve %5 (0.05) düzeyindeki bir farklılık 
istatistiksel olarak önemli kabul edilmiştir.  

BULGULAR 

Elazığ yöresinde koyun ve keçi kanlarından ekstrakte edilen 
DNA’ların T. ovis spesifik primerler (TSsr 170F / TSsr 670R) 
kullanılarak yapılan PZR analizi sonucunda, incelenen 103 
koyun ve 61 keçinin sırası ile 70’inde (%67,96) ve birinde 
(%1,63) beklenen ölçülerde (520 bp) pozitif amplifikasyon 
ürünü elde edilmiştir (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Theileria ovis spesifik TSsr 170F ve TSsr 670R primerleri ile 
yapılan PZR’da elde edilen 520 bp’lik ürünlerin etidium bromide ile 
boyalı agar jel elektroforezde görünümü. M: marker (100 bp’lik), 1. 

Pozitif kontrol, 2. Negatif kontrol (distile su), 3-11. Sahadan toplanan 
örnekler. 

Mikroskopik bakı ve PZR ile Theileria enfeksiyonu yönünden 
incelenen 103 koyun ve 61 keçiden elde edilen pozitiflik 
durumu tablo 1’de verilmiştir.  
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Tablo 1. Elazığ yöresinde theileriosis yönünden incelenen koyun ve 
keçilerde mikroskopik bakı ve PZR sonuçları. 

 

Mikroskopik bakı PZR 

 

Sayı 
Pozitif 
Örnek 
sayısı 

% Sayı 
Pozitif 
Örnek 
sayısı 

% 

K
oy

un
 

10
3 40 38,83 103 70 67.96 

K
eç

i 61 0 0 61 1 1.63 

T
op

la
m

 

164 40 24,39 164 71 43.29 

Tablo 1’den anlaşılacağı gibi kan frotilerinin mikroskopik 
bakısında 103 koyunun 40’nda (%38,83) Theileria spp. tespit 
edilirken, 61 keçinin hiçbirinde etkene rastlanmamıştır. PZR 
analizinde ise 103 koyunun 70’inde (%67,96), 61 keçinin 
birinde (%1,63), T. ovis tespit edilmiş ve bu etkenden 
kaynaklanan theileriosisin keçilere göre koyunlarda çok daha 
yaygın olduğu görülmüştür. Toplam 164 hayvanın, 
mikroskopik bakıyla 40’ında (%24,39), PZR ile 71’inde 
(%43,29) Theileria enfeksiyonu belirlenmiştir. PZR Theileria 
ovis’in belirlenmesinde daha duyarlı olurken, iki testin 
sonuçları arasındaki fark istatistiksel olarak önemli 
bulunmuştur (p<0.01). Mikroskopik bakı ile pozitif bulunan 
40 örneğin hepsinde PZR ile de amplifikasyon ürünü elde 
edilmiştir.  

Mikroskopik bakı ve PZR ile Theileria enfeksiyonu yönünden 
kontrol edilen 103 koyun ve 61 keçideki pozitiflik durumunun 
yaş gruplarına göre dağılımı Tablo 2’de verilmiştir.  

Tablo 2. Yaş gruplarına göre mikroskopik bakı ve PZR ile pozitiflik 
durumu. 

Yaş 
grupları 

Numune 
sayısı 

Mikroskopi 
pozitif % 

PZR 

pozitif 
% 

<1 76 12 15,78 20 26,31 

1< 88 28 31,81 51 57,95 

Toplam 164 40 24,39 71 43,29 

Tablo 2’den izlenebileceği gibi mikroskopik bakı ile 1 
yaşından küçük 76 hayvanın 12’sinde (%15,78), 1 yaşından 
büyük 88 hayvanın 28’inde (%31,81) Theileria spp. tespit 
edilmiştir. Aynı gruplarda PZR’nda ise sırası ile 20 (%26,31) 
ve 51 (%57,95) hayvanda T. ovis tespit edilmiştir. 

Yaş grupları arasında pozitiflik yönünden yapılan istatistiksel 
değerlendirmede bir yaşından küçük grup ile bir yaşından 
büyük grup arasında gerek mikroskopik bakı ve gerekse PZR 
ile elde edilen farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 
görülmüştür (p<0.05).  

Mikroskopik bakı ve PZR sonuçlarının karşılaştırılması tablo 
3’te verilmiştir. Her iki testin en az biri ile, 164 örneğin 
71’inde pozitif sonuç alınmıştır. İki test birlikte 40 örnekte 
pozitif, 93 örnekte negatif sonuç vermiştir. PZR pozitif, 
mikroskopi negatif örnek sayısı 31’iken, mikroskopi pozitif, 
PZR negatif örnek bulunmamaktadır. PZR esas alındığında 
mikroskopik bakının duyarlılığı %56,33 olarak bulunmuştur. 

Tablo 3. Mikroskopik bakı ve PZR sonuçlarının karşılaştırılması. 

  PZR 

  Poz. Neg. 

Poz. 40 0 
Mikroskopik bakı 

Neg. 31 93 

TARTIŞMA 

Koyun ve keçilerde theileriosise neden olan türlerin Ortadoğu, 
Akdeniz havzası, Güney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, 
Hindistan ve Çin’i içine alan geniş bir coğrafyada klinik ve 
subklinik enfeksiyonlar oluşturdukları bildirilmiştir (3, 13, 15, 
19, 21). Patojenite, vektör kene, coğrafik yayılış ve biyolojik 
özellikler bakımından önemli farklılıklar gösteren bu türlerden 
bazılarının (T. lestoquardi, Theileria sp. China 1) yüksek 
morbidite ve mortalite ile seyreden klinik, diğer bazı türlerin 
(T. seperata, T. ovis) ise subkilinik enfeksiyonlara neden 
olduğu ifade edilmiştir (3, 9, 13, 21). 

Türkiye’de koyun ve keçi theileriosisi ile ilgili yeterli 
araştırma yapılmamıştır. Mikroskopik bakı temeline dayalı 
çalışmalarda enfeksiyonun Kayseri yöresinde (10), koyunlarda 
%18,44, keçilerde %6 ; İç Anadolu bölgesinde (6), koyunlarda 
%59,7, keçilerde %31,1 ; Malatya ve Güneydoğu 
Anadolu’nun bazı illerinde (16), koyun ve keçilerde %1 - 4 
oranında yaygın olduğu bildirilmiştir. Elazığ yöresinde koyun 
ve keçilerde yapılan bu araştırmada, kan frotilerinin 
mikroskopik bakısında keçilerde piroplasm formu tespit 
edilemezken, koyunların %38,83’ünün Theileria piroplasmları 
ile enfekte oldukları belirlenmiştir. Bütün bu sonuçlar, farklı 
endemik özelliklere sahip bölgelerde hastalığın prevalansında 
değişkenlik olmakla beraber, koyun ve keçilerde Theileria 
enfeksiyonunun Türkiye’nin hemen her bölgesinde yaygın 
olduğunu göstermektedir. 

Theileriosisin teşhisi, akut vakalarda klinik bulgular, Giemsa 
ile boyanmış lenf ve kan frotilerinin mikroskopik muayenesi 
ile yapılabilmektedir. Ancak subklinik enfekte hayvanların 
sürme kan frotilerinde etkenlerin eritrositler içindeki 
piroplasmik formlarının tespiti oldukça zor ve zaman alıcıdır. 
Theileria türlerinin morfolojik yapıları benzer olduğundan, 
mikroskopik bakı ile tür identifikasyonu yapılamamaktadır. 
Theileriosise neden olan türün identifikasyonu, patojenitesi ve 
vektör kenenin belirlenmesi, enfeksiyona karşı oluşturulacak 
kontrol stratejilerinin geliştirilmesinde önemlidir. Türkiye’de 
koyun ve keçilerde theileriosis ile ilgili son yıllara kadar 
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yapılan araştırmalar mikroskopik bakı temeline dayandığı için, 
enfeksiyona hangi Theileria türü ya da türlerinin neden olduğu 
tartışmalıdır. Bu türün, T. ovis olduğu ifade edildiği gibi (6), 
keçilerdeki parazitin T. hirci’ye benzediği de ileri sürülmüştür 
(8). Diğer bazı araştırmalarda ise koyun ve keçilerde 
theileriosise neden olan bu parazitin Theileria spp. olarak 
ifade edildiği görülmüştür (10, 16). Ancak son yıllarda 
Türkiye’de konu ile ilgili moleküler düzeyde yapılan 
araştırmalarda koyun ve keçilerde T. ovis’in varlığı ortaya 
konmuştur (1, 2, 4). Altay ve ark. (2004), T. ovis ile diğer 
Theileria türlerini identifiye eden spesifik primerler dizayn 
ederek, Nested PZR metodu geliştirmişler ve Doğu ve 
Güneydoğu Anadolu’nun bazı illerinde sahadan topladıkları 
koyun kanlarının %54,3’ünde T. ovis DNA’sını amplifiye 
etmişlerdir. Aynı primerler (TSsr 170F / TSsr 670R) 
kullanılarak yapılan bu araştırmada Elazığ bölgesinde 103 
koyun ve 61 keçiden oluşan toplam 164 hayvanın 71’inde 
(%43,29) T. ovis tespit edilmiştir.  

Bu araştırmada, PZR ile 103 koyunun 70’i (%67,96), 61 
keçinin biri (%1,63) T. ovis ile enfekte bulunmuş ve T. ovis’in 
koyunlarda keçilere göre çok daha yüksek oranlarda bulun-
duğu görülmüştür. Yine bu araştırmada, T. ovis enfeksiyonu-
nun gençlere oranla yaşlılarda daha yüksek bulunduğu ve yaş 
grupları arasındaki farklılığın istatistiksel olarak önem 
arzettiği (p<0,05) belirlenmiştir. 

Koyun ve keçilerde kan protozoonlarının belirlenmesine 
yönelik yapılan karşılaştırmalı çalışmalar, PZR’nun konvensi-
yonel tekniklere göre, portör hayvanların belirlenmesinde çok 
daha duyarlı ve özgül olduğunu göstermiştir (4, 14). Theileria 
enfeksiyonunun tespiti amacıyla yapılan bu çalışmada, 
mikroskopik bakı ile 103 koyunun 40’ında (%38,83) pozitiflik 
belirlenirken, PZR ile aynı koyunların 70’inin (%67,96) 
pozitif olduğu, mikroskopi pozitif 40 örneğin hepsinin PZR ile 
de pozitif, PZR pozitif 31 örneğin ise mikroskopi negatif 
olduğu ve subklinik enfekte hayvanların belirlenmesinde 
PZR’nun mikroskopik bakıya göre daha duyarlı olduğu 
belirlenmiştir. Zira bu çalışmada kullanılan T. ovis spesifik 
primerlerin, %0,0001 düzeyindeki parazitemiyi tespit ettiği 
belirtilmiştir (4). 

Sonuç olarak, mikroskopik bakı ve PZR ile Elazığ bölgesinde 
koyun ve keçilerde Theileria enfeksiyonunun varlığı belirlen-
miş olup, enfeksiyona neden olan Theileria türünün T. ovis 
olduğu, bu parazitin koyunlarda keçilere göre, yaşlı 
hayvanlarda gençlere göre daha yüksek oranlarda bulunduğu, 
portör hayvanların tespitinde PZR metodunun mikroskopik 
bakıya göre daha avantajlı olduğu ortaya çıkmıştır. 
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