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Erzincan Yoresinde Sigirlarda Theileria annulata ve
Theileria buffeli/orientalis’in Reverse Line Blotting
Yontemi 1le Arastirilmasi

Kiirsat ALTAY, Miinir AKTAS, Nazir DUMANLI

Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Elaz1g

OZET: Bu calismada reverse line blotting (RLB) ve mikroskopik muayene metotlari kullanilarak, Erzincan yéresinde sigirlarda
Theileria annulata ve T. buffeli/orientalis’in arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, degisik odaklardan toplam 123 sigirdan EDTA’I1
tiiplere kan drnegi alinmis ve her hayvanin perifer kan frotisi hazirlanmistir. Hazirlanan frotiler mikroskopta Theileria spp. piroplasmlart
yoniinden incelenmistir. Alinan kan drneklerinden DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen edilen DNA’lardan Theileria tiirlerinin
18 S rRNA geni amplifiye edilerek RLB testinde kullanilmigtir. Bu amagla, PCR {iriinleri catch all (Theileria spp, Babesia spp.),
Theileria spp., T. annulata, T. buffeli/orientalis tiirleri icin spesifik proplarla hibridizasyona tabi tutulmustur. Sonug olarak, mikroskopik
incelemede 14 (%11,38) sigirda Theileria spp. piroplasmlarina rastlanirken, RLB testi ile 19 (%15,45) sigirda T. annulata, 12 (%9,76)
sigirda ise T. buffeli/orientalis saptannstir. Ug Srnekte ise miks enfeksiyon tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Theileria annulata, T. buffeli/orientalis, mikroskopi, RLB, Erzincan.

Survey of T. annulata and T. buffeli/orientalis in Cattle in the Region of Erzincan Using Reverse Line Blotting

SUMMARY: This study was carried out to investigate Theileria annulata and T. buffeli/orientalis in cattle in the region of Erzincan
using reverse line blotting (RLB) and microscopical examination. A total of 123 blood samples and thin blood smears were collected
from cattle in distinct locations. Thin blood smears were microscopically examined for Theileria piroplasms. The 18S SSU rRNA gene
in the DNA of Theileria spp extracted from blood was amplified and used in RLB. For this purpose, PCR products were hybridized with
specific probes for over-all Theileria spp., T. annulata and T. buffeli/orientalis as well as Babesia spp. While Theileria spp. were ob-
served in 14 out of 123 cattle, (11.38 %) during microscopical examination, 7. annulata was detected in 19 (15.45%) cattle and T. buf-
feli/orientalis, in 12 (9.76%) by RLB, respectively. Mixed infection was also detected in three samples.

Key Words: Theileria annulata, T. buffeli/orientalis, microscopy, RLB, Erzincan.

GIRiS

Theileria tiirleri, evcil ve yabani hayvanlarin kene ile tasinan
parazitleridir. Sigirlarda 7. annulata, T. parva, T. sergenti/
buffeli/orientalis grup, T. mutans, T. taurotragi ve T. velifera
tiirleri enfeksiyon olusturur. Bunlardan, 7. annulata ve T.
buffeli/orientalis Tiirkiye’de sigirlarda bulunan Theileria tiirle-
ri olup, T. annulata yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip bir
hastalik olan tropikal theileriosisin etkenidir. 7. buffeli/
orientalis’in ise apatojen ya da diisiik patojeniteli bir tiir oldu-
gu ifade edilmektedir (1, 15).

Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ve
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Giemsa ile boyanmis kan ve lenf yumrusu frotilerinin
mikroskopik muayenesiyle yapilirken, latent enfeksiyonlarin
saptanmasinda uzun siire serolojik yontemler kullanilmustir.
Son yillarda direk parazit DNA’sinin saptanmasina yonelik
yiiksek duyarlilik ve dzgiilliige sahip polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) gibi molekiiler teshis metotlar1 gelistirilmistir.
PCR metodu g¢esitli Theileria tiirlerinin duyarl ve 6zgiil bi-
¢imde teshisini miimkiin kilmigtir (2, 5, 11, 14). PCR ile
hibridizasyonun birlikte kullanildig1 reverse line blotting
(RLB) metodu da yakin zamanda parazitolojide uygulama
alan1 bulmustur. Bu metot ile bir defada tiim kan parazitlerini
teshis etmek miimkiindiir (7, 8, 9, 13).

Bu ¢alismada, RLB testi kullanilarak Erzincan ydresinde sigir-
larda T. annulata ve T. buffeli/orientalis’nin arastirilmasi ve
bu yontemin mikroskopik muayene ile karsilastirilmasi amag-
lanmustir.
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Nisan — Ekim 2003 tarihleri arasinda Erzincan
merkez, Uziimlii ve Kemaliye ilceleri ve bu ilgelere bagh koy-
lerde, meraya ¢ikan 1 yasindan biiyiik 123 sigir iizerinde yiirii-
tillmiisgtiir. Bu si8irlardan total DNA ekstraksiyonunda kulla-
nilmak iizere teknigine uygun olarak EDTA’l1 vakumlu tiiple-
re 3 ml kan alinmistir. Ayrica ayni hayvanlarin kuyruk ugla-
rindan perifer kan frotileri hazirlanmustir.

Kan Frotilerinin Mikroskopik Muayenesi: Perifer kan frotileri
Giemsa boyama metodu ile boyanmis, immersion objektifte,
en az 100 mikroskop sahas1 taranarak, Theileria spp.
piroplasmlari yoniinden incelenmis ve bir piroplasmik formun
goriilmesi durumunda dahi froti pozitif olarak degerlen-
dirilmistir.

DNA Ekstraksiyonu: Sigirlardan EDTA’L tiiplere alinarak
soguk zincirde laboratuvara getirilen kanlardan, Clausen ve
ark. (4)’nin bildirdigi sekilde DNA ekstraksiyonu yapilmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Reverse Line Blotting: PCR
testi, Georges ve ark. (7) tarafindan gelistirilen, Theileria ve
Babesia soylarindaki parazitlerin 18S SSU rRNA (Small
subunit ribsomal RNA) geninin V4 degisken bolgesini
amplifiye eden primerler (RLB-F; 5’-
GACACAGGGAGGTAGTGACAAG - 3’ ve RLB-R; 5°-
biotin- CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 3’) (The
Midland Certified Reagent Co., Inc., USA) kullanilarak ya-
pumustir (7). Reaksiyon 25 pl toplam hacimde [2,5 pl 10 x
PCR buffer (100 mM Tris-HCl (pH 9), 500 mM KClI,
1%Triton X-100), 2,5 mM MgCI, 125 puM her bir
deoxynucleotide triphosphates, 1.25 U Taq DNA polymerase
(MBI Fermentas, Lithuania), 1,25 pl (20 pm/pl) her bir
primerden, ve 2,5 ul template DNA] gergeklestirilmistir. Re-
aksiyon sartlar1 94 °C ‘de 5 dk 6n denaturasyonu takiben 40
siklus 94 ©C’de 30 sn, 54 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 2 dk’dan
olusmustur. Ayrica 72 °C’de 10 dk’lik bir son uzatma eklen-
mistir.

Reverse line blotting testinde kullanilacak problar (Tablo 1) 5°
uclarinda amino grubu (N-terminal N-trifluoracetamidohexyl-
cyanoethyl, N, N- diisopropyl phosphoramidite [TFA] — C6
amino linker) (The Midland Certified Reagent Co., Inc., USA)
icerecek sekilde sentezlettirilmistir.

Tablo 1. RLB testinde kullanilan aminolinkerli problarin 5°-3” dizilisi

Prop Nukleotid Dizilimi Kaynak
Catchall

(Theileria spp. + TAATGGTTAATAGGAACAGTTG 8
Babesia spp.)

Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACCTCTTCCA 8

T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA 8

T.

buffeli/orientalis GGCTTATTTCGGWTTGATTTT 8

W: A/T

Membranin hazirlanmast ve RLB hibridizasyonu kii¢iik bir
modifikasyon disinda Gubbels ve ark. (8)’nin bildirdigi sekil-
de yapilmistir. Gubbels ve ark (8)’dan farkli olarak 20 ul PCR
amplifikasyon {iriinii 2 x SSPE-%0,1 SDS ile 160 pl’ye ta-
mamlanmstir. Degerlendirmede filmler {izerinde prob ve PCR
iirtinlerinin kesistigi noktalardaki siyah lekeler pozitif olarak
kabul edilmistir (Sekil 1).

Cathall

Theileria sp.

T. annulata

T, buffeli / orientalis

Sekil 1. PCR iiriinlerinin RLB testine tabi tutulmasindan sonra
membranin goriintiisii. 1. 7. annulata, 2. T. buffeli/orientalis, 3. Miks
(T. annulata + T. buffeli/orientalis), 4. Distile su, 5. Theileria negatif

s1g1r kani

Istatistiksel farkliliklar,
ChiSquare testi kullanilarak karsilastirilmis ve %5 (0.05) dii-
zeyindeki bir farklilik istatistiksel olarak énemli kabul edil-

Analiz: Sonuglar  arasindaki

mistir.
BULGULAR

Erzincan yoresinde 123 sigirin mikroskopik baki ve RLB so-
nuglart Tablo 2’de verilmistir. Tablo 2’de goriildigi gibi
mikroskopik baki ile 123 sigirin 14’tinde (%11,38) Theileria
piroplasm formlarina rastlanmistir. Ayni hayvanlarin RLB ile
28’inin (%22,76) Theileria tiirlerini tasidigi belirlenmistir.
Sigirlarda Theileria enfeksiyonlarinin belirlenmesinde RLB
metodunun mikroskopik bakidan daha duyarli oldugu ortaya
cikmustir (P<0,05).

Tablo 2. Erzincan yoresinde theileriosis yoniinden incelen sigirlarin
mikroskopik baki ve RLB sonuglari

Yontem Hayvan Sayis1 Pozitif %
RLB 123 28 22,76
MB 123 14 11,38

MB: mikroskopik baki

Reverse line blotting metodu ile pozitiflik saptanan 28 sigirin
16’sinin 7. annulata, 9’unun T. buffeli/orientalis, 3 inlin de
her iki tiirle enfekte oldugu belirlenmistir. Sonug olarak 7.
annulata toplam 19 (%15,45), T. buffeli/orientalis 12 (%9,76)
sigirda tespit edilmistir (Tablo 3).
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Altay K. ve ark.

Tablo 3. Erzincan yoresinden RLB ile sigirlarda belirlenen Theileria

tiirleri.
n Theileria spp. T. annulata T. buffeli/orientalis
16 + + -
9 + -
3 + + +
Toplam 28 19 12
TARTISMA

Tiirkiye’de sigirlarda T. annulata ve T. buffeli/orientalis tiirleri
bulunmakta olup, bunlardan 7. annulata’nin sebep oldugu
tropikal theileriosis sigir yetistiriciliginde bilyiik ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (1, 15)

Theileriosis’de, hastalig1 atlatan hayvanlar uzun siire kanlarin-
da az miktarda etkeni tasirlar. Bu hayvanlar vektor keneler
icin  enfeksiyon kaynagidirlar.  Tasiyict  hayvanlarin
mikroskopik baki ile belirlenmesi oldukga zordur. Diger taraf-
tan Ozellikle latent enfeksiyonlarin tespitinde kullanilan
serolojik testlerde, ¢apraz reaksiyonlarin goriilebilmesi, spesi-
fik immun yanitlarin zayif olabilmesi ve uzun siireli portdrliik
durumunda antikorlarin her zaman tespit edilememesi gibi
sebeplerden dolay1 yanlis pozitif ve negatif sonuglarin séz

konusu olabilecegi ileri siirtilmiistiir (3, 12).

Theileriosisin teshisinde gerek mikroskopik ve gerekse
serolojik metotlarda karsilasilan olumsuzluklar molekiiler
biyolojik metotlarla agilmaya ¢aligilmigtir. PCR, hastaliklarin
teshisi ve tiirlerin identifikasyonunu da igeren bir¢ok alanda
uygulanmigtir. PCR metodu kullanilarak, &zellikle tasiyici
hayvanlarda Theileria tiirlerinin duyarli ve ozgiil bigimde
teshisi saglanmistir (2, 5, 11, 14). Ancak tiir spesifik PCR’1n
her tiir igin ayr1 yapilmasi, zaman ve ekonomik kayba sebep
olmaktadir. Bu kayiplar PCR ve hibridizasyonun birlikte kul-
lanildigt RLB metodu ile giderilebilmektedir. Ciinkii RLB
metodu ile birden ¢ok parazitin es zamanli olarak teshisi yapi-
labilmektedir (7-9, 13, 16). Bu ¢alismada, mikroskopik baki
ve RLB metotlar1 kullanilarak Erzincan yoresinde sigirlarda
bulunan Theileria enfeksiyonlar: arastirilmistir. 123 sigirin
mikroskopik baki ile 14’iinde (%11,38), RLB ile 28’inde
(%22,76) Theileria spp. tespit edilmistir. Boylece, sigirlarda
RLB’nin
mikroskopik bakidan daha duyarli oldugu sonucuna varilmis-

Theileria  enfeksiyonlarmin  belirlenmesinde

tir.

Son yillarda molekiiler metotlarla yapilan ¢aligmalarda, Tiirki-
ye’nin degisik bolgelerinde sigirlarda 7. annulata ve T.
buffeli/orientalis tiirlerinin bulundugu belirlenmistir (1, 6, 10,
16). Dumanli ve ark. (6), PCR ile Dogu ve Giineydogu Anado-
lu bolgelerinde ki 11 ilde (Elazig, Malatya, Bingdl, Mus, Van,
Erzincan, Erzurum, Kars, Adiyaman, Diyarbakir, Sanlwrfa) 7.
annulata’nin prevalansinin %1,4-74,6 oldugunu belirlemisler-
dir. Aktas ve ark. (1) Dogu Anadolu bélgesinde baz: illerde
(Elaz1g, Bingdl, Mus, Erzincan, Erzurum) yine PCR ile sigir-
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larda 7. annulata’nin %39,28, T. sergenti/buffeli/orientalsis’in
%7,14 oraninda bulundugunu belirlemislerdir. Inci ve ark.
(10) Kayseri yoresinde RLB metodunu kullanarak inceledikle-
ri 100 sigirmn 44’tinde 7. annulata, 12’sinde T.
buffeli/orientalis’i tespit etmislerdir. Ayn1 metotla, Vatansever
ve ark. (16) Ankara yoresinde sigirlarda 7. annulata’nin
%41,6, T. buffeli/orientalis’in %13,6 oraninda bulundugunu
ortaya koymuslardir. Bu c¢alisma’da RLB ile Erzincan yore-
sinde incelenen 123 sigirm 19’unda (%15,45) T. annulata,
12’sinde (%9,76) T. buffeli/orientalis tespit edilmistir. Uc
sigirda da miks enfeksiyona rastlanmigtir. Biitiin bu sonuglar,
farkli endemik Ozelliklere sahip bdlgelerde hastaligin
prevalansinda  degiskenlik olmakla beraber, sigirlarda
Theileria enfeksiyonlarinin Tiirkiye nin hemen her bdlgesinde
yaygin oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, RLB metodu kullanilarak Erzin-
can yoresinde sigirlarda 7. annulata ve T. buffeli/orientalis
tirlerinin varligi ve yayilist ortaya konmus, sigirlarda
Theileria enfeksiyonlarimin belirlenmesinde RLB metodunun
mikroskopik bakidan daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ayri-
ca, T. annulata ve T. buffeli/orientalis’in miks enfeksiyon
olusturabilecegi, miks enfeksiyonlarin da RLB metodu ile
belirlenebilecegi tespit edilmistir. Bu metotla direk etken tes-
pit edildiginden ve metot yiiksek bir duyarliliga sahip oldu-
gundan tastyict hayvanlarm belirlenmesinde kullanilmasinin
yararli olacagi kanaatine varilmigtir.
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