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Elaz1g Yoresinde Koyun ve Kecilerde Theileria ovis ’in
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arastirilmasi

Miinir AKTAS, Nazir DUMANLLI, Kiirsat ALTAY

Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Elaz1g

OZET: Bu calisma, Nisan — Ekim 2004 tarihleri arasinda Elazig yoresindeki kiigiik ruminantlarda Theileria ovis’in varhgmimn
belirlenmesi amactyla yapildi. Farkli bolgelerdeki 15 siiriiden, 103’i koyun, 61°1 kegi olmak iizere toplam 164 kan 6rnegi ve ince yayma
kan frotisi toplandi. Koyun ve keci kanlarindan ekstrakte edilen 7. ovis piroplasm DNA’s1 spesifik primerler kullanilarak Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edildi. Kan frotileri ise mikroskopta Theileria piroplasmlar1 yoniinden incelendi. 103 koyun
kanindan ekstrakte edilen DNA’larin % 67,96’sinda (70/103), 61 kegi kanindan ekstrakte edilen DNA’larin ise % 1,63’tinde (1/61) T.
ovis’in varhigimi gosteren 520 baz ¢ifti uzunlugunda pozitif amplifikasyon iriinii elde edildi. Kan frotilerinin mikroskopik muayenesinde
103 koyunun, % 38,83’linde (40/103) Theileria spp. piroplasm formu tespit edilirken, kecilerin higbirinde bu etkene rastlanmadi.
Mikroskopik baki ile PZR sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulundu (p<0.01).

Anahtar kelimeler: Theileria ovis, PZR, Elaz1g

Survey of Theileria ovis in Sheep and Goats in the Elazig Region Using the Polymerase Chain Reaction

SUMMARY: This study was carried out in order to investigate the presence of Theileria ovis in small ruminants in the Elazig region
between April-October 2004. A total of 164 whole blood and thin blood smears (from 103 sheep and 61 goats) were collected from 15
flocks in different locations. 7. ovis piroplasm DNA extracted from sheep and goats’ blood was amplified by the polymerase chain
reaction (PCR) using specific primers. Thin blood smears were examined for Theileria piroplasms by microscopic examination. In the
examination of DNA extracted from 103 sheep and 61 goats, amplification with the molecular length 520 base pair was obtained in
67.96% (70/103) and 1.63% (1/61), respectively. In the microscopic examination of thin blood smears, Theileria spp. were observed in
40 out of 103 sheep (38.83%), but Theileria spp. were not seen in goats. The difference between microscopic examination and the PCR
results was statistically significant (p<0.01).
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GIRiS

Theileriosis evcil ve yabani hayvanlarin protozoer bir hastaligi
olup, tim diinyada c¢iftlik hayvanlarinda 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Koyun ve kecilerde theileriosise,
Theileria lestoquardi (sin. T. hirci), T. ovis (sin. T. recondita),
T. separata ve yeni tespit edilen Theileria sp. China 1’in
neden oldugu (3, 15, 18, 19) ve hastaligin Ortadogu, Akdeniz
havzasi, Gliney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Hindistan ve
Cin’i icine alan genis bir cografyada klinik ve subklinik
enfeksiyonlar seklinde gortildigii bildirilmistir (15, 21). Bu
tirlerden, T. lestoquardi ve Theileria sp. China 1'’in
sigirlardaki 7. parva ve T. annulata gibi yiiksek morbidite ve
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mortaliteyle seyreden klinik (9, 13), T. ovis ve T. seperata’nin
ise subklinik enfeksiyonlara neden oldugu ifade edilmistir (3,
15, 21).

Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular ve
Giemsa ile boyanmis kan ve lenf yumrusu frotilerinin
mikroskopik muayenesiyle yapilirken, latent enfeksiyonlarin
saptanmasinda uzun siire serolojik yontemler kullanilmustir.
Theileria  piroplasmlarmm  morfolojik  yapilar1  benzer
oldugundan, mikroskopik muayene ile tiir aymriminin zor
oldugu, bu tiirler arasinda ¢apraz-reaksiyonlarin goriilebilmesi,
spesifik immun yanitlarin zayif olabilmesi ve uzun siireli
portorlik  durumunda antikorlarin her zaman tespit
edilememesi gibi sebeplerden dolay1 ile serolojik yontemlerde
yanlis pozitif ve negatif sonuglarin s6z konusu olabilecegi ileri
stirilmiistir (5, 7, 12). Molekiiler biyolojik yodntemlerde

katedilen gelismelere paralel olarak, basta PZR olmak iizere,
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kovensiyonel tekniklere gore daha yiiksek oOzgiillik ve
duyarliliga sahip ¢esitli molekiiler metotlar, pek ¢ok paraziter
hastaligin tanisi, tanimlanmasi ve tiir ayirimlarinin yapilma-
sinda diinyada birgok iilkede kullanilmistir (4, 18, 19, 20). Son
yillarda koyun ve kegilerde Theileria ve Babesia gibi kan
protozoonlarmin tanisinda da bu metotlarin  kullanildigt
gorilmistir (1, 4, 11, 14, 20).

Tiirkiye’de koyun ve kegilerde Theileria tiirlerini belirlemeye
yonelik ¢aligmalar genellikle perifer kan frotilerinin mikrosko-
pik bakisina gore yapilmis ve degisik bolgelerde theileriosisin
varlig1 bildirilmistir (6, 8, 10, 16, 17). Ancak gerek koyunlarda
ve gerekse kecilerde klinik enfeksiyonun varlig ile ilgili bir
verinin yoktur (17). Subklinik enfeksiyonlara ise hangi
Theileria tiirii ya da tiirlerinin neden oldugu tartismalidir. Son
yillarda yapilan molekiiler c¢alismalarla, Tiirkiye’de koyun-
larda 7. ovis’in varlig1 kesin olarak belirlenmistir (2, 4).

Bu ¢alisma ile, Elazig yoresinde koyun ve kegilerde Theileria
ovis’in varligmmm mikroskopik baki ve PZR yontemleriyle
arasgtirllmast amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Nisan — Ekim 2004 tarihleri arasinda Elazig
merkez, Sivrice ve Baskil ilgeleri ve bu ilgelere bagh kdylerde
degisik yasta koyun ve keciler iizerinde yliriitiilmiigtiir. Bu
amagcla, 44’1 1 yasindan kiiglik, 59’u 1 yasindan biiytik 103
koyun ile; 32’si 1 yasindan kii¢iik, 29’u 1 yasindan biiyiik 61
kegiden teknigine uygun olarak EDTA’ll vakumlu tiiplere 3
ml kan almmmustir. Yas gruplar hayvanlarin hastalik sezonu
gecirme sayist (bir veya birden fazla hastalik sezonu gegiren)
dikkate almarak yapilmistir. Bu kanlardan her hayvana ait
sirme kan frotisi hazirlanmis ve numaralar verilerek
protokolleri tutulmustur. Frotiler metil alkolle tespit edildikten
sonra Giemsa boyasiyla boyanarak, immersion objektifte, en
az 100 mikroskop sahasi taranarak, Theileria spp. Piroplasm-
lart yoniinden incelenmis ve bir piroplasmik formun goriilmesi

durumunda dahi froti pozitif olarak degerlendirilmistir.

Hayvanlardan aliman kanlardan total DNA ekstraksiyonu
Altay ve ark. (4)’nin belirttikleri sekilde yapilmistir. Kisaca,
125 pl kan, 250 pl lizis buffer (0.32 sucrose, 0.01 M Tris,
0.005 M MgCl, %1 Triton X — 100, pH 7.52) ile karistirtlarak
11.600 x g’de 1 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant
atilmistir. Bu iglem 3 defa tekrarlandiktan sonra elde edilen
pelet iizerine 50 pl/ml proteinaz K igeren PCR buffer (50 mM
KCl, 10mM Tris-HCI (pH 8), %1 Triton X — 100, pH 8.3)’dan
250 upl eklenmis ve 56 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben &rnekler 95 °C 10 dk. kaynatilmis ve
PZR yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

PZR testi, Altay ve ark. (4), tarafindan gelistirilen ve 7. ovis’in
SSU rRNA geninin 520 bp’lik boliimiinii amplifiye eden TSsr
170F (5> - TCGAGACCTTCGGGT - 3”) ve TSsr 670R (5’ —
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TCCGGACATTGTAAAACAAA - 3%)
kullanilarak, 50 pl toplam hacimde yapilmustir. Bu amagla, 2,5
pl (20 pm/ul) primer (lontek), 125 pM dNTP (Promega), 1,25
U Taq DNA polymerase (Fermantase)) 5 mM MgCl
(Fermantase), 1X PCR Buffer (Fermantase) ve 5 pl hedef
DNA kullanilmigtir. PZR karigimina 30 pl mineral yag
damlatildiktan reaksiyon, 96 °C 3 dk. ilk
denaturasyondan sonra 30 siklus olarak yapilmis ve her siklus
94 °C’de 30 sn. denaturasyon, 55 °C’de 30 sn. hibridizasyon
ve 72 °C’de 2 dk. sentez asamasindan olusmustur. Son

primerleri

sonra

asamada ayrica 72 °C’de 10 dakikalik bir ekstensiyon
yapilmugtir. Olusan iriinler %1.6’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
ethidium bromide ile boyanip, UV transsilliminatorde spesifik
bantlarin varlig1 izlenmistir.

PZR testinde pozitif kontrol olarak, Firat Universitesi
Parazitoloji Anabilim Dalinda bulunan, daha énce SSU rRNA
geninin sekanst yapilarak 7. ovis oldugu tespit edilmis
Erzincan koyun izolatina ait DNA kullanilmigtir.

Sonuglar arasindaki farkliliklar, ChiSquare testi kullanilarak
%5 (0.05) diizeyindeki bir farklilik
istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

karsilastirilmis  ve

BULGULAR

Elazig yoresinde koyun ve keci kanlarindan ekstrakte edilen
DNA’larin T. ovis spesifik primerler (TSsr 170F / TSsr 670R)
kullanilarak yapilan PZR analizi sonucunda, incelenen 103
koyun ve 61 keginin sirast ile 70’inde (%67,96) ve birinde
(%1,63) beklenen olgiilerde (520 bp) pozitif amplifikasyon
iiriinii elde edilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Theileria ovis spesifik TSsr 170F ve TSsr 670R primerleri ile
yapilan PZR’da elde edilen 520 bp’lik iiriinlerin etidium bromide ile
boyali agar jel elektroforezde goriinimii. M: marker (100 bp’lik), 1.

Pozitif kontrol, 2. Negatif kontrol (distile su), 3-11. Sahadan toplanan

ornekler.

Mikroskopik baki ve PZR ile Theileria enfeksiyonu yoniinden
incelenen 103 koyun ve 61 keciden elde edilen pozitiflik
durumu tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Elaz1g yoresinde theileriosis yoniinden incelenen koyun ve
kecilerde mikroskopik baki ve PZR sonuglari.

Mikroskopik baki PZR
Pozitif Pozitif
Say1 Ornek % Say1 Ornek %
sayis1 sayisi
g IS
2, = 40 38,83 103 70 67.96
5
-
e 61 0 0 61 1 1.63
=
£
% 164 40 24,39 164 71 43.29
=]
=

Tablo 1°den anlasilacagi gibi kan frotilerinin mikroskopik
bakisinda 103 koyunun 40°nda (%38,83) Theileria spp. tespit
edilirken, 61 keginin higbirinde etkene rastlanmamistir. PZR
analizinde ise 103 koyunun 70’inde (%67,96), 61 kecinin
birinde (%1,63), T. ovis tespit edilmis ve bu etkenden
kaynaklanan theileriosisin kecilere gére koyunlarda ¢ok daha
yaygin oldugu goriilmiistir. Toplam 164 hayvanin,
mikroskopik bakiyla 40’inda (%24,39), PZR ile 71’inde
(%43,29) Theileria enfeksiyonu belirlenmistir. PZR Theileria
ovis’in belirlenmesinde daha duyarli olurken, iki testin
fark
bulunmustur (p<0.01). Mikroskopik baki ile pozitif bulunan

sonuglar1  arasindaki istatistiksel ~ olarak  Onemli
40 ornegin hepsinde PZR ile de amplifikasyon {iriinii elde

edilmigtir.

Mikroskopik baki ve PZR ile Theileria enfeksiyonu yoniinden
kontrol edilen 103 koyun ve 61 kegideki pozitiflik durumunun
yas gruplarma gore dagilimi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Yas gruplaria gore mikroskopik baki ve PZR ile pozitiflik

durumu.
Yas Numune  Mikroskopi % PZR %
gruplan sayis1 pozitif pozitif
<1 76 12 15,78 20 26,31
1< 88 28 31,81 51 57,95
Toplam 164 40 24,39 71 43,29

Tablo 2’den izlenebilecegi gibi mikroskopik baki ile 1
yasindan kii¢iik 76 hayvanin 12’sinde (%15,78), 1 yasindan
bilyliik 88 hayvanin 28’inde (%31,81) Theileria spp. tespit
edilmistir. Aym gruplarda PZR’nda ise sirast ile 20 (%26,31)
ve 51 (%57,95) hayvanda T. ovis tespit edilmistir.

Yas gruplar1 arasinda pozitiflik yoniinden yapilan istatistiksel
degerlendirmede bir yasindan kiigiik grup ile bir yasindan
biiyiik grup arasinda gerek mikroskopik baki ve gerekse PZR
ile elde edilen farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir (p<0.05).

Mikroskopik baki ve PZR sonuglarmin karsilagtirilmasi tablo
3’te verilmistir. Her iki testin en az biri ile, 164 Ornegin
71’inde pozitif sonu¢ ahnmistir. Iki test birlikte 40 &rnekte
pozitif, 93 oOmnekte negatif sonug¢ vermistir. PZR pozitif,
mikroskopi negatif 6rnek sayisi 31’iken, mikroskopi pozitif,
PZR negatif 6rnek bulunmamaktadir. PZR esas alindiginda
mikroskopik bakinin duyarlilifi %56,33 olarak bulunmustur.

Tablo 3. Mikroskopik baki ve PZR sonuglarmnin karsilastiriimast.

PZR
Poz.  Neg.
Poz. 40 0
Mikroskopik baki
Neg. 31 93
TARTISMA

Koyun ve kegcilerde theileriosise neden olan tiirlerin Ortadogu,
Akdeniz havzasi, Giiney Avrupa, Asya, Kuzey Afrika,
Hindistan ve Cin’i i¢ine alan genis bir cografyada klinik ve
subklinik enfeksiyonlar olusturduklari bildirilmistir (3, 13, 15,
19, 21). Patojenite, vektor kene, cografik yayilis ve biyolojik
ozellikler bakimindan 6nemli farkliliklar gosteren bu tiirlerden
bazilarinin (7. lestoquardi, Theileria sp. China 1) yiiksek
morbidite ve mortalite ile seyreden klinik, diger baz1 tiirlerin
(T. seperata, T. ovis) ise subkilinik enfeksiyonlara neden
oldugu ifade edilmistir (3, 9, 13, 21).

Tiirkiye’de koyun ve kegi theileriosisi ile ilgili yeterli
arastirma yaptlmamistir. Mikroskopik baki temeline dayali
caligmalarda enfeksiyonun Kayseri yoresinde (10), koyunlarda
%18,44, kegilerde %6 ; I¢ Anadolu bblgesinde (6), koyunlarda
%59,7, kegilerde %31,1 ; Malatya ve Giineydogu
Anadolu’nun bazi illerinde (16), koyun ve kecilerde %1 - 4
oraninda yaygin oldugu bildirilmistir. Elazig yo6resinde koyun
ve kegilerde yapilan bu arastirmada, kan frotilerinin
mikroskopik bakisinda kegilerde piroplasm formu tespit
edilemezken, koyunlarin %38,83’iiniin Theileria piroplasmlari
ile enfekte olduklar1 belirlenmistir. Biitiin bu sonuglar, farkli
endemik ozelliklere sahip bolgelerde hastaligin prevalansinda
degiskenlik olmakla beraber, koyun ve kegilerde Theileria
enfeksiyonunun Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde yaygin
oldugunu gostermektedir.

Theileriosisin teshisi, akut vakalarda klinik bulgular, Giemsa
ile boyanmis lenf ve kan frotilerinin mikroskopik muayenesi
ile yapilabilmektedir. Ancak subklinik enfekte hayvanlarin
sirme kan frotilerinde etkenlerin eritrositler igindeki
piroplasmik formlarinin tespiti olduk¢a zor ve zaman alicidir.
Theileria tiirlerinin morfolojik yapilar1 benzer oldugundan,
mikroskopik baki ile tiir identifikasyonu yapilamamaktadir.
Theileriosise neden olan tiiriin identifikasyonu, patojenitesi ve
vektor kenenin belirlenmesi, enfeksiyona karst olugturulacak
kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde onemlidir. Tiirkiye’de

koyun ve kegilerde theileriosis ile ilgili son yillara kadar
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yapilan arastirmalar mikroskopik baki temeline dayandigi i¢in,
enfeksiyona hangi Theileria tiirii ya da tiirlerinin neden oldugu
tartigmalidir. Bu tiirlin, 7. ovis oldugu ifade edildigi gibi (6),
kegilerdeki parazitin 7. hirci’ye benzedigi de ileri siiriilmiigtiir
(8). Diger bazi aragtirmalarda ise koyun ve kecilerde
theileriosise neden olan bu parazitin Theileria spp. olarak
ifade edildigi gorilmistir (10, 16). Ancak son yillarda
Tiirkiye’de konu ile ilgili molekiiler diizeyde yapilan
aragtirmalarda koyun ve kecilerde 7. ovis’in varlig1 ortaya
konmustur (1, 2, 4). Altay ve ark. (2004), T. ovis ile diger
Theileria tiirlerini identifiye eden spesifik primerler dizayn
ederek, Nested PZR metodu gelistirmisler ve Dogu ve
Gilineydogu Anadolu’nun bazi illerinde sahadan topladiklar
koyun kanlarinin %54,3’tinde 7. ovis DNA’sin1 amplifiye
etmiglerdir. Ayn1 primerler (TSsr 170F / TSsr 670R)
kullanilarak yapilan bu aragtirmada Elazig bolgesinde 103
koyun ve 61 kegiden olusan toplam 164 hayvanmn 71’inde
(%43,29) T. ovis tespit edilmistir.

Bu aragtirmada, PZR ile 103 koyunun 70’1 (%67,96), 61
ke¢inin biri (%1,63) T. ovis ile enfekte bulunmus ve 7. ovis’in
koyunlarda kegcilere gore ¢ok daha yiiksek oranlarda bulun-
dugu goriilmiistiir. Yine bu arastirmada, 7. ovis enfeksiyonu-
nun genglere oranla yaglilarda daha yiiksek bulundugu ve yas
gruplart arasindaki farkliligin istatistiksel olarak Onem
arzettigi (p<0,05) belirlenmistir.

Koyun ve kegilerde kan protozoonlarinin belirlenmesine
yonelik yapilan karsilagtirmali ¢alismalar, PZR’nun konvensi-
yonel tekniklere gore, portdr hayvanlarin belirlenmesinde ¢ok
daha duyarl1 ve 6zgiil oldugunu gostermistir (4, 14). Theileria
enfeksiyonunun tespiti amaciyla yapilan bu ¢alismada,
mikroskopik baki ile 103 koyunun 40’inda (%38,83) pozitiflik
belirlenirken, PZR ile ayni1 koyunlarin 70’inin (%67,96)
pozitif oldugu, mikroskopi pozitif 40 drnegin hepsinin PZR ile
de pozitif, PZR pozitif 31 Ornegin ise mikroskopi negatif
oldugu ve subklinik enfekte hayvanlarin belirlenmesinde
PZR’nun mikroskopik bakiya goére daha duyarli oldugu
belirlenmistir. Zira bu c¢aligmada kullanilan 7. ovis spesifik
primerlerin, %0,0001 diizeyindeki parazitemiyi tespit ettigi
belirtilmistir (4).

Sonug olarak, mikroskopik baki ve PZR ile Elazig bolgesinde
koyun ve kecilerde Theileria enfeksiyonunun varlig1 belirlen-
mis olup, enfeksiyona neden olan Theileria tiiriiniin 7. ovis
oldugu, bu parazitin koyunlarda kecilere gore, yash
hayvanlarda gencglere gore daha yiliksek oranlarda bulundugu,
portdr hayvanlarin tespitinde PZR metodunun mikroskopik
bakiya gore daha avantajli oldugu ortaya ¢ikmustir.
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