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OZET

Amag: Kirsehir yéresindeki 9 farkli bélgeden secilen 172 sigirin kaninda Theileria annulata ve Theileria buffeli/orientalis etkenlerinin varliginin
arastinlmasi.

Yéntemler: Multiplex-PCR yontemi kullanilarak T. annulata’'nin merozoit ylizey antijeni (Tams 1), T. buffeli/orientalis'in ise major piroplasm
ylzey protein (MPSP) gen bdlgeleri amplifiye edildi.

Bulgular: Multiplex-PCR sonucunda 4 (%2.32) érnekte T. annulata pozitifligi saptanirken T. buffeli/orientalis tespit edilmedi.

Sonug: Bu arastirmada, klasik PCR ile tlrlerin tek tek arastinlmasindansa, multiplex-PCR ile Theileria tirlerinin es zamanl olarak
incelenmesinin daha pratik oldugu anlasilmistir. Paraziter hastaliklarin tanisinda kullanilan geleneksel yontemlerin dezavantajlarini ortadan
kaldiran multiplex-PCR gibi molekdler tani yéntemlerinin kullaniimast ile daha dogru epidemiyolojik veriler elde edilecedi kanisina varilmistir.
(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 Kirgehir.

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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GiRiS

Theileriosis ixodid keneleri tarafindan nakledilen bir hastalik
olup Turkiye'de ve tim diinyada sigir yetistiriciliginde ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Turkiye'de bu hastaligin etkenlerinden
T annulata ve T. buffeli/orientalis varhdi belirlenmigtir. Tropikal
theileriosis etkeni T. annulata’nin patojen oldugu, bening theile-
riosis etkeni T. buffeli/orientalis kompleksinin ise patojen ya da
ihmli patojen oldudu bilinmektedir. Bu etkenler tek baslarina ya
da miks olarak hastaliga neden olabilmektedir (1-3).

Hyalomma tirl keneler tarafindan nakledilen T. annulata sigirlar-
da tropikal theileriosis adi verilen hastaliga sebep olmaktadir.
Etken Afrika, Asya, Kuzey Avrupa ve Tirkiye'de yayilim goster-
mekte ve agir hastalik tablosuna yol agabilmektedir.
Haemaphysalis soyuna bagli kene tirleri tarafindan nakledilen T.
buffeli/orientalis grubu Tirkiye de dahil genis bir cografik dagi-
lim gostermekte ve sigirlarda ihml enfeksiyona neden olmakta-
dir (3-9). T. buffeli/orientalis grubunun patojenitesi hakkinda
yeterli bilgi mevcut olmamakla birlikte yapilan aragtirmalar, bu
etkenlerin de hastaliklara neden oldugunu géstermektedir (1).

Theileriosisin tanisi, akut dénemde klinik bulgulara ek olarak
periferal kan ve lenf sivisi frotilerinin boyanip incelenmesi ile
konmaktadir. Ancak bu ydntemler tasiyici hayvanlarda taninin
konulmasinda yetersiz oldugundan bu durumda serolojik ya da
molekdler tani yontemlerinden faydalanilir (10). Serolojik tanida
kullanilan yéntemlerin basinda, hastaligi gecirmis hayvanlardaki
antikor varligini ve oranini gosteren indirekt Floresan Antikor
Teknigi (IFAT) gelmektedir. Ancak bu yéntemde de tirler ve
hatta soylar arasinda ¢apraz reaksiyon meydana gelmesi, antikor
titresinin zamanla azalabilmesine bagl hatali sonuglar elde edil-
mesi gibi dezavantajlar vardir (10, 11).

Bu sorunlarin tamamini ortadan kaldiran, parazit DNAsinin varli-
gini ortaya koyan molekdler tani yontemleri son yillarda sik¢a
kullanilmaya baglanmistir. Bunlardan biri olan PCR givenli, spesi-
fik ve hassas bir ydntemdir. Tek turiin varligini ortaya koyan klasik
PCR'in modifikasyonlarindan biri olan multiplex-PCR'in ise bir-
den fazla etkeni es zamanli olarak tespit edilebilmesi gibi dnem-
li bir avantaji mevcuttur. Bu ¢alismada, multiplex-PCR ydntemi
kullanilarak Kirgehir yoresi sigirlarinda theileriosis etkenlerinden
T. annulata ve T. buffeli/orientalis varhiginin es zamanli olarak
ortaya konmasi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma, Adustos-Eylil 2010'da Kirgehir yoresindeki 9 farkli
bolgeden secilen 172 sigir kani (35 erkek, 137 disi) ile yapilmistir.
Secilen bolgeler vektor kenelerin varliginin daha dnceki caligma-
larla belirlendidi yerler olup, bu bélgelerde en az bir yaz sezonu-
nu merada gecirmis hayvanlar calismaya dahil edilmistir. Yaglan 2
ile 13 arasinda degisen sigirlardan teknigine uygun bir sekilde
alinan, kanlar soguk zincirle laboratuara ulastinlmis ve ekstraksi-
yon yapilana kadar -20°C'de saklanmustir.

DNA ekstraksiyonu ve Multiplex-PCR

Genomik DNA elde etmek icin 200pl kan QlAamp®DNA Blood
mini kit (Qiagen, Germany) ile Uretici firma prosediriine uygun
bir sekilde ekstrakte edilmistir. Multiplex-PCR icin T. annulata’nin

785 bp'lik major merozoit ylzey antijenini (Tams 1), T. orientalis/
buffeli'nin ise 875 bp'lik major piroplasm ylzey protein (MPSP)
gen bdlgelerini amplifiye eden spesifik primerler kullanilmistir.
T. annulata i¢in Tams1F [5'- ATGCTGCAAATGAGGAT -3 ve
Tspms1R [5'- GGACTGATGAGAAGACGATGAG -3 ,T. buffeli/
orientalis icin ise Tser-U [5'- CACGCTATGTTGTCC-AAGAG -3']
ve Tser-R [5'- TGTGAGACTCAATGCGCCTA -3'] primer ciftleri
kullanilmigtir (12, 13).

Reaksiyon toplam 25ul hacminde olup son konsantrasyonda; 1x
PCR buffer, 1.5 mM MgCl,, her bir dNTP'den 0.2 mM, her bir
primerden 20 pmol ve 1,5 U tag DNA Polimeraz (Sigma) enzimi
ile 2 pl genomik DNA kullanilmigtir. Termal profil; 94°C'de 5 dk
enzim aktivasyon basamagi ve onu takiben 37 siklus 94°C'de 1
dk, 60°C'de 1 dk, 72°C'de 2dk’dir. Son ekstensiyon basamagi ise
72°C'de 10 dk olarak belirlenmistir. PCR Griinlerinden 10 pl alina-
rak %1.5'lik agoroz jelde yiritilmus ve UV altinda spesifik bant-
larin varligi kontrol edilmistir.

BULGULAR

Kirsehir yoresi sigirlarina ait multiplex-PCR sonucunda, 172
drnekten 4'tnde (%2.32) T. annulata pozitif bant belirlenmis olup
T. buffeli/orientalis pozitif bant varligi gordlmemistir. T. annulata
pozitifligi saptanan 4 hayvanin tamaminin disi ve 4 yasinda oldu-
Ju, cografik yerlesimleri bakimindan da ayni bolgeyi paylastigi
belirlenmistir.

TARTISMA

Turkiye'de sigirlarda theileriosis hastaligina yol acan T. annulata
ve T. buffeli/orientalis turlerinin varligi bilinmekte olup bu turler-
den T annulata'nin neden oldugu hastalik tablosu olimlere
varan sonuglar dogurmaktadir (1-4). Theileriosis gibi ekonomik
dneme sahip hastaliklarin degerlendirilmesinde Ulkedeki epide-
miyolojik verilerinin eldesi, hem hastaligin ekonomik boyutunun
ortaya konmasinda hem de korunma programlari olusturmada
biytk dnem arz eder. Akut hastaligin belirlenmesi geleneksel
yontemlerle kolaylikla mimkinken asil sorun tasiyici hayvanlarin
belirlenmesindedir. Tagiyici hayvanlar, vektér keneler icin enfeksi-
yon kaynadi olmakta, dolayisiyla da saglikli hayvanlar igin risk
olusturmakta ve bu sebeple de ortamda enfeksiyonun surekliligi-
ne yol agmaktadir (5, 7, 10).

Gunumuzde theileriosisin tanisinda halen mikroskopik ve serolo-
jik yontemler kullaniimakla birlikte, karsilasilan dezavantajlan
ortadan kaldirmak amaciyla hassasiyeti ve spesifitesi daha yik-
sek olan molekdiler tani teknikleri daha ¢ok tercih edilmektedir.
Bu tekniklerin baginda gelen PCR’in cesitli modifikasyonlar gelig-
tirilmis olup bunlardan multiplex-PCR’in eszamanli etken identi-
fikasyonu gibi dnemli bir avantaji bulunmaktadir (14). Bu ¢alisma-
da, multiplex-PCR yoéntemi ile incelenen 172 &rnekten 4'Gnde
(%2.32) T. annulata pozitif bant belirlenmis olup buna kargin
T. buffeli/orientalis pozitif bant varligi gérilmemistir.

Turkiye'de sigir theileriosisinin epidemiyolojisi ilgili bircok mole-
kiler calisma yapilmistir. T. annulata'nin molekiler duzeyde ilk
tanisi Aktas ve ark. (15) tarafindan yapilmis olup daha sonraki
calismalarda etkenin prevelansinin %15.4-61.2 arasinda degistigi
belirlenmistir (5-9, 16-18). T. buffeli/orientalis'in molekiler diizey-
de ilk tarnisi ise Vatansever ve ark. (6) tarafindan yapilmistir.
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Etkene yonelik yapilan diger arastirmalarda prevelansi % 0.9-13.6
arasinda saptanmistir (7-9, 17, 18).

Sonug olarak, vektdr keneler agisindan uygun bir ortam olan
Kirsehir'de, theileriosisin durumunu epidemiyolojik olarak ortaya
koyan bu verinin hastaligin miicadelesinde 6n bilgi ve hastalidin
bolgesel durumu hakkinda énemli bir veri olacagr kanisina varil-
mistir. Kene kaynakli hastaliklarda, tasiyict hayvanlarin hem
duyarli hayvanlar hem de keneler icin daima enfeksiyon kaynagi
oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak bir stride tagiyici hay-
vanlarin belirlenmesi hastaliktan korunmada biylik 6neme sahip-
tir. Bu amacla yapilacak stri taramalarinda molekdler tani yon-
temlerinin kullanilmasinin diger bircok yéntemlerin neden oldu-
Ju dezavantaji ortadan kaldirmasi ve direkt olarak etkenin
genetik materyalinin ortaya koymasi bakimindan kesin netice
vermesi nedeniyle daha avantajli oldugu dislinilmektedir. Bu
baglamda multiplex-PCR'nin Theileria tirlerinin tanisinda daha
kisa zamanda ayni érnekte birden fazla etkeni ortaya ¢ikarmasi-
nin da bir avantaj teskil edebilecedi kanisina varilmistir.
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