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ÖZET

Amaç: Kırşehir yöresindeki 9 farklı bölgeden seçilen 172 sığırın kanında Theileria annulata ve Theileria buffeli/orientalis etkenlerinin varlığının 
araştırılması.
Yöntemler: Multiplex-PCR yöntemi kullanılarak T. annulata’nın merozoit yüzey antijeni (Tams 1), T. buffeli/orientalis’in ise major piroplasm 
yüzey protein (MPSP) gen bölgeleri amplifiye edildi.
Bulgular: Multiplex-PCR sonucunda 4 (%2.32) örnekte T. annulata pozitifliği saptanırken T. buffeli/orientalis tespit edilmedi. 
Sonuç: Bu araştırmada, klasik PCR ile türlerin tek tek araştırılmasındansa, multiplex-PCR ile Theileria türlerinin eş zamanlı olarak 
incelenmesinin daha pratik olduğu anlaşılmıştır. Paraziter hastalıkların tanısında kullanılan geleneksel yöntemlerin dezavantajlarını ortadan 
kaldıran multiplex-PCR gibi moleküler tanı yöntemlerinin kullanılması ile daha doğru epidemiyolojik veriler elde edileceği kanısına varılmıştır. 
(Turkiye Parazitol Derg 2012; 36: 9-11)
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ABSTRACT 

Objective: To investigate the presence of T. annulata and T. buffeli/orientalis complex in the blood of 172 cattle selected from 9 different 
regions of Kırşehir.
Methods: Genes for the merozoite surface antigen (Tams 1) and the major piroplasm surface protein (MPSP) were amplified with multiplex-
PCR for T. annulata and T. buffeli/orientalis, respectively.
Results: By multiplex-PCR examination 4 (2.32%) samples were positive for T. annulata whereas none of the samples were positive for  
T. buffeli/orientalis complex.
Conclusion: In this study, it is concluded that simultaneous diagnosis of Theileria species by using multiplex-PCR is more practical than 
the investigation of species individually by using classical PCR. We also believe that a more accurate epidemiological data is achieved with 
the use of moleculer diagnosis methods such as multiplex-PCR, which eliminates the disadvantages of the traditional methods used in the 
diagnosis of parasitic diseases. (Turkiye Parazitol Derg 2012; 36: 9-11)
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GİRİŞ

Theileriosis ixodid keneleri tarafından nakledilen bir hastalık 
olup Türkiye’de ve tüm dünyada sığır yetiştiriciliğinde ekonomik 
kayıplara yol açmaktadır. Türkiye’de bu hastalığın etkenlerinden 
T. annulata ve T. buffeli/orientalis varlığı belirlenmiştir. Tropikal 
theileriosis etkeni T. annulata’nın patojen olduğu, bening theile-
riosis etkeni T. buffeli/orientalis kompleksinin ise patojen ya da 
ılımlı patojen olduğu bilinmektedir. Bu etkenler tek başlarına ya 
da miks olarak hastalığa neden olabilmektedir (1-3).

Hyalomma türü keneler tarafından nakledilen T. annulata sığırlar-
da tropikal theileriosis adı verilen hastalığa sebep olmaktadır. 
Etken Afrika, Asya, Kuzey Avrupa ve Türkiye’de yayılım göster-
mekte ve ağır hastalık tablosuna yol açabilmektedir. 
Haemaphysalis soyuna bağlı kene türleri tarafından nakledilen T. 
buffeli/orientalis grubu Türkiye de dâhil geniş bir coğrafik dağı-
lım göstermekte ve sığırlarda ılımlı enfeksiyona neden olmakta-
dır (3-9). T. buffeli/orientalis grubunun patojenitesi hakkında 
yeterli bilgi mevcut olmamakla birlikte yapılan araştırmalar, bu 
etkenlerin de hastalıklara neden olduğunu göstermektedir (1).

Theileriosisin tanısı, akut dönemde klinik bulgulara ek olarak 
periferal kan ve lenf sıvısı frotilerinin boyanıp incelenmesi ile 
konmaktadır. Ancak bu yöntemler taşıyıcı hayvanlarda tanının 
konulmasında yetersiz olduğundan bu durumda serolojik ya da 
moleküler tanı yöntemlerinden faydalanılır (10). Serolojik tanıda 
kullanılan yöntemlerin başında, hastalığı geçirmiş hayvanlardaki 
antikor varlığını ve oranını gösteren İndirekt Floresan Antikor 
Tekniği (İFAT) gelmektedir. Ancak bu yöntemde de türler ve 
hatta soylar arasında çapraz reaksiyon meydana gelmesi, antikor 
titresinin zamanla azalabilmesine bağlı hatalı sonuçlar elde edil-
mesi gibi dezavantajlar vardır (10, 11). 

Bu sorunların tamamını ortadan kaldıran, parazit DNA’sının varlı-
ğını ortaya koyan moleküler tanı yöntemleri son yıllarda sıkça 
kullanılmaya başlanmıştır. Bunlardan biri olan PCR güvenli, spesi-
fik ve hassas bir yöntemdir. Tek türün varlığını ortaya koyan klasik 
PCR’ın modifikasyonlarından biri olan multiplex-PCR’ın ise bir-
den fazla etkeni eş zamanlı olarak tespit edilebilmesi gibi önem-
li bir avantajı mevcuttur. Bu çalışmada, multiplex-PCR yöntemi 
kullanılarak Kırşehir yöresi sığırlarında theileriosis etkenlerinden 
T. annulata ve T. buffeli/orientalis varlığının eş zamanlı olarak 
ortaya konması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Örneklerin Toplanması
Bu çalışma, Ağustos-Eylül 2010’da Kırşehir yöresindeki 9 farklı 
bölgeden seçilen 172 sığır kanı (35 erkek, 137 dişi) ile yapılmıştır. 
Seçilen bölgeler vektör kenelerin varlığının daha önceki çalışma-
larla belirlendiği yerler olup, bu bölgelerde en az bir yaz sezonu-
nu merada geçirmiş hayvanlar çalışmaya dâhil edilmiştir. Yaşları 2 
ile 13 arasında değişen sığırlardan tekniğine uygun bir şekilde 
alınan, kanlar soğuk zincirle laboratuara ulaştırılmış ve ekstraksi-
yon yapılana kadar -20˚C’de saklanmıştır.

DNA ekstraksiyonu ve Multiplex-PCR
Genomik DNA elde etmek için 200µl kan QIAamp®DNA Blood 
mini kit (Qiagen, Germany) ile üretici firma prosedürüne uygun 
bir şekilde ekstrakte edilmiştir. Multiplex-PCR için T. annulata’nın 

785 bp’lik major merozoit yüzey antijenini (Tams 1), T. orientalis/
buffeli’nin ise 875 bp’lik major piroplasm yüzey protein (MPSP) 
gen bölgelerini amplifiye eden spesifik primerler kullanılmıştır.  
T. annulata için Tams1F [5’- ATGCTGCAAATGAGGAT -3’] ve 
Tspms1R [5’- GGACTGATGAGAAGACGATGAG -3’] ,T. buffeli/ 
orientalis için ise Tser-U [5’- CACGCTATGTTGTCC-AAGAG -3’] 
ve Tser-R [5’- TGTGAGACTCAATGCGCCTA -3’] primer çiftleri 
kullanılmıştır (12, 13).

Reaksiyon toplam 25µl hacminde olup son konsantrasyonda; 1x 
PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, her bir dNTP’den 0.2 mM, her bir 
primerden 20 pmol ve 1,5 U taq DNA Polimeraz (Sigma) enzimi 
ile 2 µl genomik DNA kullanılmıştır. Termal profil; 94˚C’de 5 dk 
enzim aktivasyon basamağı ve onu takiben 37 siklus 94˚C’de 1 
dk, 60˚C’de 1 dk, 72˚C’de 2dk’dır. Son ekstensiyon basamağı ise 
72˚C’de 10 dk olarak belirlenmiştir. PCR ürünlerinden 10 µl alına-
rak %1.5‘lik agoroz jelde yürütülmüş ve UV altında spesifik bant-
ların varlığı kontrol edilmiştir.

BULGULAR 

Kırşehir yöresi sığırlarına ait multiplex-PCR sonucunda, 172 
örnekten 4’ünde (%2.32) T. annulata pozitif bant belirlenmiş olup 
T. buffeli/orientalis pozitif bant varlığı görülmemiştir. T. annulata 
pozitifliği saptanan 4 hayvanın tamamının dişi ve 4 yaşında oldu-
ğu, coğrafik yerleşimleri bakımından da aynı bölgeyi paylaştığı 
belirlenmiştir.

TARTIŞMA

Türkiye’de sığırlarda theileriosis hastalığına yol açan T. annulata 
ve T. buffeli/orientalis türlerinin varlığı bilinmekte olup bu türler-
den T. annulata’nın neden olduğu hastalık tablosu ölümlere 
varan sonuçlar doğurmaktadır (1-4). Theileriosis gibi ekonomik 
öneme sahip hastalıkların değerlendirilmesinde ülkedeki epide-
miyolojik verilerinin eldesi, hem hastalığın ekonomik boyutunun 
ortaya konmasında hem de korunma programları oluşturmada 
büyük önem arz eder. Akut hastalığın belirlenmesi geleneksel 
yöntemlerle kolaylıkla mümkünken asıl sorun taşıyıcı hayvanların 
belirlenmesindedir. Taşıyıcı hayvanlar, vektör keneler için enfeksi-
yon kaynağı olmakta, dolayısıyla da sağlıklı hayvanlar için risk 
oluşturmakta ve bu sebeple de ortamda enfeksiyonun sürekliliği-
ne yol açmaktadır (5, 7, 10).

Günümüzde theileriosisin tanısında halen mikroskopik ve serolo-
jik yöntemler kullanılmakla birlikte, karşılaşılan dezavantajları 
ortadan kaldırmak amacıyla hassasiyeti ve spesifitesi daha yük-
sek olan moleküler tanı teknikleri daha çok tercih edilmektedir. 
Bu tekniklerin başında gelen PCR’ın çeşitli modifikasyonları geliş-
tirilmiş olup bunlardan multiplex-PCR’ın eşzamanlı etken identi-
fikasyonu gibi önemli bir avantajı bulunmaktadır (14). Bu çalışma-
da, multiplex-PCR yöntemi ile incelenen 172 örnekten 4’ünde 
(%2.32) T. annulata pozitif bant belirlenmiş olup buna karşın  
T. buffeli/orientalis pozitif bant varlığı görülmemiştir.

Türkiye’de sığır theileriosisinin epidemiyolojisi ilgili birçok mole-
küler çalışma yapılmıştır. T. annulata’nın moleküler düzeyde ilk 
tanısı Aktaş ve ark. (15) tarafından yapılmış olup daha sonraki 
çalışmalarda etkenin prevelansının %15.4-61.2 arasında değiştiği 
belirlenmiştir (5-9, 16-18). T. buffeli/orientalis’in moleküler düzey-
de ilk tanısı ise Vatansever ve ark. (6) tarafından yapılmıştır. 
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Etkene yönelik yapılan diğer araştırmalarda prevelansı % 0.9-13.6 
arasında saptanmıştır (7-9, 17, 18). 

Sonuç olarak, vektör keneler açısından uygun bir ortam olan 
Kırşehir’de, theileriosisin durumunu epidemiyolojik olarak ortaya 
koyan bu verinin hastalığın mücadelesinde ön bilgi ve hastalığın 
bölgesel durumu hakkında önemli bir veri olacağı kanısına varıl-
mıştır. Kene kaynaklı hastalıklarda, taşıyıcı hayvanların hem 
duyarlı hayvanlar hem de keneler için daima enfeksiyon kaynağı 
olduğu bilinmektedir. Buna bağlı olarak bir sürüde taşıyıcı hay-
vanların belirlenmesi hastalıktan korunmada büyük öneme sahip-
tir. Bu amaçla yapılacak sürü taramalarında moleküler tanı yön-
temlerinin kullanılmasının diğer birçok yöntemlerin neden oldu-
ğu dezavantajı ortadan kaldırması ve direkt olarak etkenin 
genetik materyalinin ortaya koyması bakımından kesin netice 
vermesi nedeniyle daha avantajlı olduğu düşünülmektedir. Bu 
bağlamda multiplex-PCR’nin Theileria türlerinin tanısında daha 
kısa zamanda aynı örnekte birden fazla etkeni ortaya çıkarması-
nın da bir avantaj teşkil edebileceği kanısına varılmıştır. 
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