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Ozet

Bu calismada Diyarbakir yoresinde saglikli goriinimlu sigirlarda theileriosis'e neden olan etkenlerden Theileria annulata ve T.
buffeli'nin varhiginin es zamanli olarak multiplex PCR yontemi ile tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amacla Diyarbakir yoresinde toplam
100 sigirdan EDTA'll tiplere tam kan alinmistir. Ayni zamanda bu sigirlarin kene kontrolleri yapilarak perifer kan frotileri hazirlanmig
ve mikroskobik olarak incelenmistir. Multiplex PCR metodu ile 23 sigirda T. annulata ve 1 sigirda T. annulata + T. buffeli saptanmistir.
Mikroskobik incelemede ise 5 sigirda Theileria spp. piroplasmalarina rastlanmistir. Elde edilen bulgulara gére Diyarbakir bolgesinde T.
annulata'nin yaygin oldugu gorilmustir.

Anahtar sozciikler: Multiplex PCR, Sigir, Theileriosis

Detection of Theileria annulata and T. buffeli in Cattle by
Multiplex PCR in Diyarbakir Area

Summary

The aim of this study was to detect Theileria annulata and T. buffeli in healthy cattle by multiplex PCR method in Diyarbakir area of
Turkey. For this purpose a total of 100 blood samples were collected within the tubes coated with EDTA from cattle in Diyarbakir area.
At the same time, peripheral blood smears were also prepared from each animal for microscopic examination. Additionally, the cattle
were also examined for tick infestation. Tick infestation was not observed on the examined cattle. In microscopic examination of the
blood smears, 5 of the 100 cattle were detected as positive for Theileria spp. In molecular analyses of the blood samples, T. annulata was
detected in 23 cattle by multiplex PCR. In one cattle, T. annulata + T. buffeli was also determined via multiplex PCR. Results indicated
that, T annulata is commonly observed in cattle in Diyarbakir.
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GiRiS

Theileriosis, hayvanlarda Theileria turlerinin sebep ol-
dugu Ixodidae ailesine bagli vektor keneler ile nakledilen
bir protozoon enfeksiyondur. Tirkiye'de sigirlarda Theileria
annulata ve Theileria buffeli turlerinin varhdi tespit edilmis-
tir. Tropikal theileriosisin etkeni olan Theileria annulata’nin
morbidite ve mortalitesi yliksek oldugu icin sigir yetistiri-
ciligini tehdit etmekte ve blyik ekonomik kayiplara yol ac-
maktadir. Theileria buffeli'nin ise daha az patojen oldugu
bilinmektedir ™.

Turkiye'de theileriosis ile ilgili arastirmalar, konvansi-

yonel olarak mikroskobik ve serolojik yontemlerle yapil-
mistir 2. Ancak mikroskobik baki ile cesitli Theileria tiirle-
ri arasindaki ayirimi yapmak neredeyse imkansizdir. Bu-
nunla beraber dolasimdaki antikorlari ortaya koymak ama-
cyla Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) gibi serolojik
testlerde de capraz reaksiyonlarin gorilmesi kesin teshisi
tartismall hale getirmektedir '°. Son yillarda molekiiler teshis
yontemlerinin gelismesi ve kullaniimasiyla yeni bir done-
me girilmistir. Bu donemde gelistirilen PCR tabanli teshis
yontemleri theileriosisin teshisisinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu kapsamda cesitli PCR uygulamalari,
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Theileria annulata ve Theileria buffeli'nin teshisinde de
kullanilmistir "', PCR ile hibridizasyonun birlikte kullanil-
digi RLB metodu birden fazla patojenin es zamanl teshi-
sinde olanak saglamaktadir '*'¢. RLB ile yapilan teshisin ma-
liyeti oldukga yiiksektir 7.

Bu calismada multiplex PCR yontemi kullanilarak
Diyarbakir yoresinde sigirlarda T. annulata ve T. buffeli'nin
varliginin es zamanli olarak saptanmasi ve yorede sigir
theileriosis'inin epidemiyolojisine molekiler boyut kazan-
dirlmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Galisma materyalini, Diyarbakir yoresine bagl farkli
odaklarda, degisik yas ve cinsiyetlerde, theileriosis’e karsi
astlanmamis, merada otlatilan muhtemelen dogal kene
enfestasyonlarina maruz kalmis ve saghkh gériinimli rast-
gele secilen 100 melez sigirdan toplanan kan ornekleri ol-
usturmustur. Her sigirdan teknidine uygun sekilde, DNA
ekstraksiyonu icin EDTA'lI tiiplere tam kan 6rnegi alinmis
ve protokol kayitlari yapilmistir. Ayni zamanda bu sigirlarin
perifer kan frotileri de hazirlanmis ve kene enfestasyonu
varligi yoniinden kontrol edilmislerdir. PCR icin temin ed-
ilen EDTA'l kan 6rnekleri DNA ekstraksiyonu yapilincaya
kadar -20°C'de saklanmistir.

Kan Frotilerin Mikroskobik Muayenesi

Surme kan frotileri laboratuvarda metil alkol ile tespit
edildikten sonra, %5'lik Giemsa solusyonu ile teknigine uy-
gun olarak boyanmistir. immersiyon objektif altinda (x100)
incelenen 200 mikroskop sahasinda en az bir piroplazmik
formun gorilmesi durumunda bile froti pozitif olarak ka-
bul edilmistir.

DNA Ekstraksiyonu ve Multiplex PCR

Tam kan orneklerinden DNA ekstraksiyonu amaciyla
QlAamp DNA blood kiti kullanilmistir. Calismada pozitif
kontrol olarak kullanilan Theileria annulata DNA 6rnegi
Elazig Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden, T. buffeli ise
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesinden temin edilmis-
tir. Negatif kontrol olarak da Theileria tirleri yoniinden
ari oldugu bilinen sigir kanlarindan ekstrakte edilen DNA
ornegi kullanilmistir. Multiplex PCR islemi Altay ve ark!nin 2
tarif ettigi sekilde yapilmistir. Testte kullanilan primerler
ise T. annulata icin Kirvar ve ark."®, T. buffeli icin Tanaka ve
arknin ™ calismalarindan alinmistir. Theileria annulata’nin

Tams 1 geni ve T. buffeli'nin MPSP geni amplifiye edilmis-
tir. Bu amagla Tams1 F (5'-ATGCTGCAAATGAGGAT-3')
ve Tspm1 R (5'-GGACTGATGAGAAGACGATGAG-3') ve
Ts-U (5'-CACGCTATGTTGTCCAAGAG-3’) ve Ts-R (5'-TG
TGAGACTCAATGCGCCTA-3") primerleri kullaniimistir.
Her bir 6rnek, her primerden 20 pmol, Platinum Taq DNA
Polymerase (5 U/ul) 1.25U, 10x PCR buffer 5 pl, MgCl (50
mM) 1.5 mM, dNTP mix 200 pM, 5 pl template DNA'si iceren
50 pl'lik hacimlerde yapilmistir. Reaksiyon sartlari 94°C'de 5
dk 6n denaturasyon, 94°C'de 1 dk, 60°C'de 1 dk ve 72°C'de
2 dk olmak Uzere toplam 37 dongi olarak yapilmistir.
Son bir uzatma olarak 72°C'de 10 dk daha bekletilmistir.
Elde edilen reaksiyon Urilinleri %1.8'lik agaroz jelde yu-
ritlldukten sonra ethidium bromide ile boyanip, UV trans-
silliminatorde bantlarin varligi tespit edilmistir.

BULGULAR

Diyarbakir yoresindeki 100 saglikli sigirdan elde edilen
kan orneklerinin mikroskobik baki ve multiplex PCR sonug-
lari Tablo 1'de verilmistir. Multiplex PCR ile 100 sigirin 24U
pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan 24 sigirin 23'Ginde T.
annulata, 1'inde T. annulata + T. buffeli (miks enfeksiyon)
tespit edilmistir. Multiplex PCR ile elde edilen Urlinlerin
ethidium bromide ile boyali agaroz jel elektroforezde gorii-
numi Sekil 7'de verilmistir. Sekilde goruldiigu gibi multiplex
PCR sonucunda T. annulata pozitif kontrol DNA ile Tams 1
geni ve T. buffeli pozitif kontrol DNA ile MPSP geni amplifiye
edilmistir.

Mikroskobik baki ile 100 sigirin 5'inde Theileria spp. pi-
roplasmalarina rastlanmistir. Sigirlarin kene kontroliinde,
enfestasyona tesadif edilememistir.

TARTISMA ve SONUC

Turkiye'de tropikal theileriosisin sigirlarin en 6nem-
li hastaliklarindan biri oldugu uzun yillardan beri bilin-
mektedir *4202'. Hastalik son yillarda 6zellikle kulttr irki si-
girlarda yiksek mortaliteye ve biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir 2%, inci ve ark.?® Nisan 1999-Kasim 2001
yillar arasinda Kapadokya bolgesinde yaptiklari calismada
tropikal theileriosis’e bagli meydana gelen ekonomik ka-
yiplarinin 598.133 $ oldugunu belirtmislerdir. Hastaliga
ait mikroskobik bakiya dayali yapilan ¢alismalarda, Orta
Anadoluda 7® %17.87-%94.32, Karadeniz bolgesinde >
%17.44 -%32.8, Ege bolgesinde ° %43.2, Marmara bolge-

Tablo 1. Theileriosis yoniinden incelenen sigirlarin mikroskobik baki (MB) ve multiplex PCR sonuglari

Table 1. Results of cattle for the presence of theileriosis by microscopical examination (ME) and multiplex PCR

Yontem Hayvan Sayisi T. annulata T. buffeli T. annulata + T. buffeli Toplam
Multiplex PCR 100 23 0 1 24
MB * 100 5% 0 0 >

MB * mikroskobik baki Theileria spp. diizeyinde teshis edilmistir
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sinde ? %23.18, Kapadokya bdlgesinde % %60,5 oranlarin-
da bulundugu bildirilmistir. Bu ¢alismada Diyarbakir y6-
resinde mikroskobik bakida sigirlarda theileriosis'in yay-
ginligini %5 olarak tespit edilmistir.

Turkiye'nin degisik bolgelerinde PCR ve RLB metotla-
ri ile T. annulata ve T. buffeli turlerinin ortaya kondugu
cesitli calismalar mevcuttur "'37%2' Tirkiye'de PCR ile T.
annulata’nin teshisi ilk olarak Aktas ve ark." tarafindan ya-
pilmistir. Arastiricilar Elazig ve Malatya yorelerinden rast-
gele sectikleri 110 sigirdan elde ettikleri 6rneklerde N516
ve N517 primerleri kullanarak tek asamali PCR testi
yapmislar ve %30.9 oraninda pozitiflik tespit etmislerdir.
Vatansever ve Nalbantoglu ' Ankara ilinin Polatli ilge-
sine bagli 4 yerlesim bolgesinde 147 sigirdan elde ettik-
leri 6rneklerde, T. annulata’nin 30 kDa merozoit antijenini
kodlayan primerlerle yaptiklar nested-PCRda T. annulata’
nin yayginligini %61.2 olarak bulmuslardir. Deniz ve
Karaer " Ankara bolgesinde RLB ile Theileria tirlerinin
prevalansini %47.6 (%34 T. annulata, %6.4 T. buffeli, %7.2
T. annulata + T. buffeli) olarak tespit etmislerdir. Aktas
ve ark.! Dogu Anadolu bdlgesindeki bazi illerde sigirlarda
PCRile T.annulata’nin %39.28, T. buffelinin %7.4 buldugunu
ortaya koymuglardir. Bu ¢alismalarda kullanilan PCR’In
mikroskobik baki ve IFAT'a gore portdr hayvanlarin belir-
lenmesinde ¢ok daha duyarl ve 6zguil oldugu gosterilmis-
tir 3>, Bu arastirmada multiplex PCR yontemi ile Theileria
tarlerinin yayginhigi %24 (%23 T. annulata, %1 T. annulata +
T. buffeli)olarak tespit edilmis ve sigirlarda Theileria en-
feksiyonlarinin belirlenmesinde multiplex PCR'In mikros-
kobik bakidan daha duyarl oldugu sonucuna variimistir.

Tirkiye'de hastahidgin epidemiyolojisi tzerine yapi-

Sekil 1. Multiplex PCR ile elde edilen Theileria turlerinin
ethidium bromide ile boyali agaroz jel elektroforezde
gorinimi (M: 100 bp DNA Marker, Ta: Theileria annulata,
Tb: Theileria buffeli, Mix: T. annulata + T. buffeli, N: Negatif
kontrol

Fig 1. Ethidium bromide stained agarose gel electrophoresis
of amplific ation products from Theileria species by multiplex
PCR (M: 100 bp DNA Marker), Ta: Theileria annulata, Th:Theileria
buffeli, Mix: T. Annulata + T. buffeli, N: Negative control

lan calismalarda, farkli bolgelerde theileriosis bakimin-
dan enzootik stabilitenin varligi rapor edilmistir 20222930,
Theileriosis’e baglh ekonomik kayiplarin tretim kaybi,
kontrol icin yapilan harcamalar ve indirekt ekonomik ka-
yiplardan kaynaklandigi belirtilmistir . Bu calismada Diyar-
bakir yoresinde multiplex PCR ydntemi ile theileriosis'in
yayginhgr arastirilmistir. Bu bélgede hastaliga bagli eko-
nomik kayiplarin ve bdlgenin stabilite ve instabilitesinin
ortaya koyulabilmesi icin detayl epidemiyolojik calisma-
lara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Altay ve ark.? mutiplex PCR ile T. annulata ve T. buffeli
nin es zamanli olarak teshisinin mimkun oldugu ve 6z-
ellikle epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilabilecegini bil-
dirmislerdir. Biskin ve ark.>" multiplex PCR ile kisa za-
manda daha ¢ok hedef bdlge amplifikasyonunun gercek-
lestirildiginden dolayr kullanilish bir inceleme yéntemi ol-
dugunu belirtmislerdir. Multiplex PCR yontemi ile T.
annulata ve T. buffeli'den ileri gelen tek veya mix enfek-
siyonlarinin ortaya konulabilecedi, bu calismada elde edil-
en sonuclarla da dogrulanmis ve giivenli bir yontem olarak
kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Sonug olarak bu calismayla Diyarbakir yoresinde sigir-
larda multiplex PCR metodu ile T. annulata ve T. buffeli
tarlerinin varhidi saptanmis ve yorede sigir theileriosis'inin
epidemiyolojisine molekiiler bir derinlik saglanmistir.
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