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Theileria annulata ve Theileria buffeli’nin Teshisinde
Multiplex PCR’1n Kullanilmasi
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OZET: Tirkiye’de sigirlarda Theileria annulata ve T. buffeli tiirleri bulunmaktadir. Bunlardan 7. annulata yiksek morbidite ve
mortaliteyle seyreden tropikal theileriosisin etkenidir. 7. buffeli ise diisiik patojeniteli ya da apatojen tiir olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada 7. annulata ve T. buffeli’nin es zamanli teshisi amaciyla multiplex PCR metodu uygulandi. PCR ile 7. annulata’nin merozoit
yiizey antijen (Tams 1), T. buffeli’nin major piroplasm yiizey protein (MPSP) genleri es zamanli olarak amplifiye edildi. Multiplex PCR
ile bu iki tiirden sadece biriyle olusan enfeksiyonlarin yani sira, miks enfeksiyonlarin da belirlenebilecegi ortaya konuldu.

Anahtar kelimeler: Theileria annulata, Theileria buffeli, multiplex PCR.
Use of Multiplex PCR for the Diagnosis of Theileria annulata and Theileria buffeli

SUMMARY: The species causing theileriosis in cattle in Turkey are Theileria annulata and T. buffeli. While T. buffeli is low in
pathogenicity or non-pathogenic , 7. annulata is very pathogenic and causes tropical theileriosis with high morbidity and mortality in
cattle. In this study, a multiplex PCR was used for a simultenous diagnosis of these species. Genes for the merozoite surface antigen
(Tams 1) and the major piroplasm surface protein (MPSP) were amplified with PCR for 7. annulata and T. buffeli, respectively. It was

found that both single and mixed infection with 7. annulata and T. buffeli could be diagnosed with multiplex PCR.
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GIRIS

Tiirkiye’de sigirlarda Theileria annulata ve T. buffeli tiirleri-
nin varligr bilinmektedir. Bunlardan 7. annulata yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahip bir hastalik olan tropikal
theileriosisin etkenidir. 7. buffeli’nin ise apatojen ya da diisiik
patojeniteli bir tiir oldugu ifade edilmektedir (2, 11, 16, 17).

Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ve
Giemsa ile boyanmis kan ve lenf yumrusu frotilerinin mikros-
kopik muayenesiyle yapilirken, latent enfeksiyonlarin saptan-
masinda uzun siire serolojik yontemler kullanilmgtir. Ozellik-
le subklinik enfeksiyonlarda siirme kan frotilerinde eritrositler
icindeki piroplasmlarin tespiti oldukga zor ve zaman alicidir.
Ayrica, Theileria tiirlerinin morfolojik yapilar1 benzer oldu-
gundan mikroskobik muayene ile tlir ayrimi yapilamamak-
tadir. Serolojik testlerde ise ¢apraz reaksiyonlar yanlis negatif
ve pozitif sonuglara neden olabilmektedir (8). Son yillarda
theileriosisin teshisinde direk parazit DNA’sinmn saptanmasina
yonelik yiiksek duyarlihk ve ozgiillige sahip polimeraz zincir
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reaksiyonu (PCR) ve reverse line blotting (RLB) gibi ¢esitli
molekiiler teshis metotlart uygulanmaktadir (4, 6, 7, 11, 13, 17).

Theileria annulata ve Theileria buffeli’nin teshisine yonelik
PCR metotlar1 gelistirilmistir (13, 15). Ancak geleneksel PCR
ile tek bir tiirlin teshisi miimkiin olmaktadir. Birden ¢ok tiiriin
es zamanli teshisini miimkiin kilan, PCR ile hibridizasyonun
birlestirildigi bir molekiiler teshis metodu olan RLB ise
PCR’dan daha fazla zaman ve maliyet gerektirmektedir (14).

Bu caligmada Tiirkiye’de sigirlarda varligi bilinen Theileria
tirlerinin (7. annulata, T. buffeli) es zamanli teshisinde
multiplex PCR metodunun kullanilmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada T. annulata ve T. buffeli’nin es zamanli teshisi
amactyla multiplex PCR metodu uygulanmustir.

Pozitif ve Negatif Kontroller: 7. annulata igin pozitif kontrol
olarak, daha 6nce tarafimizdan yapilan ¢alismada (3) sekans
analizi (AY508463) ile identifiye edilmis ve stoklarimizda mevcut
olan DNA o6rnegi kullanilmustir. 7. buffeli’ye ait pozitif kontrol
DNA 06rnegi ise Dr. Sonia Almeria de la Merced’den (Department
of Parasitology, Veterinary School, Autonomous University of
Barcelona, Spain) saglanmustir. 7. annulata ve T. buffeli miks
enfeksiyonlart i¢in pozitif kontrol, her iki tiire ait pozitif drnek-
lerden esit miktarlarda kullamlarak olusturulmustur.



Altay K. ve ark.

Negatif kontrol DNA 06rnegi elde etmek igin, 1 aylik
buzagidan kan alinmis ve bu kandan Clausen ve ark.’nin (9)
belirtildigi sekilde DNA ekstrakte edilmistir. Bu DNA,
Allsopp ve ark. (5) tarafindan gelistirilen ve biitiin Theileria
tiirlerini ¢ogaltan 989 (5’-AGTTTCTGACCTATCAG-3’) ve
990 (5— TTGCCTTAAACTTCCT TG-3’) primerleri kullani-
larak PCR’da amplifikasyona tabi tutulmustur. Reaksiyon
sonucunda, Theileria tiirlerinin varligini gosterecek herhangi bir
amplifikasyon {riinii olugsmamustir. Bdylece bu Ornegin,
Theileria parazitleri yoniinden ari oldugu kabul edilmis ve PCR
testinde negatif kontrol DNA 6rnegi olarak kullanilmustir.

Multiplex PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu 7. annulata ve
T. buffeli’ye spesifik toplam iki ¢ift primer kullanilarak
yapilmistir. Bu primerlerin amplifiye ettigi gen bolgeleri ve
spesifi-teleri Tablo 1°de verilmistir. 7. annulata spesifik
primerlerin (Tams 1F/Tspm 1R) parazitin Tams 1 genini, 7.
buffeli spesifik primerlerin (Ts-U/Ts-R) parazitin MPSP
genini amplifiye ettigi daha 6nce sirasiyla Kirvar ve ark. (13)
ve Tanaka ve ark. (15) tarafindan yapilan ¢aligmalarda ortaya
konulmustur.

Theileria annulata Tams 1 ve T. buffeli MPSP gen spesifik
primelerle yapilan multiplex PCR, 50 pl toplam hacimde [5 pl
10 x PCR buffer (100 mM Tris-HCI (pH 9), 500 mM KClI, 1%
Triton X-100), 5 mM MgClL, 250 uM her bir deoxynucleotide
triphosphates, 1.7 U Taq DNA polymerase (MBI Fermentas,
Lithuania), 2,5 pl (20 pm/ul) her bir primerden, ve 5 pl
template DNA] gergeklestirilmistir. Reaksiyon sartlar1 94 °C
‘de 5 dk 6n denaturasyonu takiben 37 siklus 94 °C’de 1 dk, 60
°C’de 1 dk ve 72 °C’de 2 dk’dan olusmustur. Ayrica 72 °C’de
10 dk’lik bir son uzatma eklenmistir. Olusan tiriinler %1,8’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek ethidium bromide ile boyanip, UV
transsilliminatdrde spesifik bantlarin varligi izlenmistir.

Multiplex PCR metodunun 7. annulata ve T. buffeli ile olusan
da tespit
amaciyla, pozitif kontrollerin her birinden 2,5 ul kullanilarak

miks enfeksiyonlari edebilecegini  gdstermek

PCR yapilmustir.

BULGULAR

Theileria annulata Tams 1 geni (Tams 1F/Tspm 1R) ve T.
buffeli MPSP geni (Ts-U/Ts-R) spesifik primeler kullanilarak
yapilan multiplex PCR ile elde edilen iiriinlerin ethidium
bromide ile boyali agaroz jel elektroforezde goriiniimii Sekil
1°de verilmistir.

Sekil 1’de de goriildiigii gibi 7. annulata ve T. buffeli’ye ait
pozitif kontrol DNA’lar kullanilarak yapilan multiplex PCR
sonucunda sirastyla Tams 1 geni ve MPSP geni amplifiye
edilmistir. Bu pozitif kontroller kullanilarak olusturulan mix
template ile de her iki gen amplifiye edilebilmistir. Boylece
multiplex PCR ile gerek tek ve gerekse miks enfeksiyonlarin
belirlenebilecegi ortaya konmustur.
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Tablo 1. Multiplex PCR’da kullanilan primerler ve dzellikleri.

Gen ve

. s gy a5 .
Primer Primer DNA dizilimi (5°-3) Spesifite Kaynak
Tams 1
Tams 1IF  ATGCTGCAAATGAGGAT T. annulata 13
Tspm IR  GGACTGATGAGAAGACGATGAG
MPSP
T. sergenti/
Ts-U CACGCTATGTTGTCCAAGAG buffeli/ 15
orientalis
Ts-R TGTGAGACTCAATGCGCCTA
MPSP
Tam=1
500 bp

Sekil 1. Tams 1F/Tspm 1R, Ts-U/Ts-R primeleri, 7. annulata ve
T. buffeli’ye ait pozitif kontrol DNA’lar1 kullanilarak yapilan multiplex
PCR sonucunda elde edilen tiriinlerin ethidium bromide ile boyali
agaroz jel elektroforezde goriiniimii. M: marker (100 bp’lik), 1. T
annulata + T. buffeli, 2. T. buffeli, 3. T. annulata, 4. Negatif kontrol.

TARTISMA

Molekiiler biyolojideki
sensitifiteye sahip yeni teshis metotlarinin gelistirilmesine

gelismeler, yiiksek spesifite ve
olanak saglamigtir. Molekiiler teshis metotlarinin parazitoloji
alaninda da uygulanmasi gecikmemis, basta PCR olmak iizere,
¢esitli molekiiler metotlarin parazitolojide uygulanmasi ile cok
sayida tiiriin kesin teshisi miimkiin olmus, hatta yeni tiirlerin
varligi ortaya konmustur (1, 2, 6, 11, 17). Cin’de koyun ve
kegilerde bilinen Theileria tiirlerinden farkli bir Theileria tiirii
bulunmus (1), Tirkiye’de sigirlarda 7. buffeli (2, 11, 17) ile
koyun ve kegilerde Theileria sp. MK adi verilen yeni bir
Theileria izolat1 saptanmistir (6).

Theileria tirlerinin teshisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
nun kullanilmasina yonelik yapilan ¢aligmalar sayesinde (7,
13, 15), ozellikle tastyict hayvanlarda Theileria tiirlerinin
duyarli ve 6zgiil bigimde teshisleri saglanmistir. Bu baglamda
Altay ve ark. (7) T.ovis’ in, Kirvar ve ark. (1) T.annulata’ nin
ve Tanaka ve ark. (15) T.segenti/buffeli/orientalis ’in teshisine



T. annulata ve T. buffeli Tanisinda Multiplex PCR

yonelik PCR metodunu gelistirerek uygulamiglardir. Bu
yontemle tiirlerin teshisi giivenli bir sekilde yapilmakla
birlikte, her tiiriin belirlenmesi i¢in ayr1 test uygulanmasi
gerektirmektedir. Bu calismada,
T.sergenti/buffeli/orientalis tiirlerinin es zamanh
teshisinde kullanilabilecek multiplex PCR metodu uygulan-
migtir. Multiplek PCR’ da kullanilan primerlerin (Tams
1F/Tspm 1R ve Ts-U/Ts-R) spesifiteleri daha 6nce Kirvar ve
ark. (13) ile Tanaka ve ark. (15) tarafindan belirlenmis ve
sirast1  ile  T.

T.annulata ve
olarak

annulata  ve T.sergenti/buffeli/orientalis
parazitlerinin Tams 1 ve MPSP genlerini amplifiye ettikleri
saptanmistir. Bu caligmada uygulanan multiplex PCR ile
T.annulata ve T.buffeli’ den ileri gelen gerek tek ve gerekse

miks enfeksiyonlarin belirlenebilecegi ortaya konmugtur.

Son yillarda, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde sigirlarda
T. annulata ve T. buffeli/orientalis tiirlerinin bulundugu PCR ve
RLB metotlar1 kullanilarak yapilan c¢alismalarla ortaya
konmustur (2, 10, 12, 17). Bu ¢alismada uygulanan multiplex
PCR ile T. annulata ve T. buffelinin es zamanli olarak
teshisinin miimkiin oldugu belirlenmis, bu metodun &zellikle
epidemiyolojik ¢aligmalarda giivenle kullanilabilecegi ve zaman
yoniinden 6nemli tasarruf saglayacagi kanaatine varilmstir.
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