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ÖZET: Bu çalışmada reverse line blotting (RLB) ve mikroskopik muayene metotları kullanılarak, Erzincan yöresinde sığırlarda 
Theileria annulata ve T. buffeli/orientalis’in araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla, değişik odaklardan toplam 123 sığırdan EDTA’lı 
tüplere kan örneği alınmış ve her hayvanın perifer kan frotisi hazırlanmıştır. Hazırlanan frotiler mikroskopta Theileria spp. piroplasmları 
yönünden incelenmiştir. Alınan kan örneklerinden DNA ekstraksiyonu yapılmıştır. Elde edilen edilen DNA’lardan Theileria türlerinin 
18 S rRNA geni amplifiye edilerek RLB testinde kullanılmıştır. Bu amaçla, PCR ürünleri catch all (Theileria spp, Babesia spp.), 
Theileria spp., T. annulata, T. buffeli/orientalis türleri için spesifik proplarla hibridizasyona tabi tutulmuştur. Sonuç olarak, mikroskopik 
incelemede 14 (%11,38) sığırda Theileria spp. piroplasmlarına rastlanırken, RLB testi ile 19 (%15,45) sığırda T. annulata, 12 (%9,76) 
sığırda ise T. buffeli/orientalis saptanmıştır. Üç örnekte ise miks enfeksiyon tespit edilmiştir. 
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Survey of T. annulata and T. buffeli/orientalis in Cattle in the Region of Erzincan Using Reverse Line Blotting 
SUMMARY: This study was carried out to investigate Theileria annulata and T. buffeli/orientalis in cattle in the region of Erzincan 
using reverse line blotting (RLB) and microscopical examination. A total of 123 blood samples and thin blood smears were collected 
from cattle in distinct locations. Thin blood smears were microscopically examined for Theileria piroplasms. The 18S SSU rRNA gene 
in the DNA of Theileria spp extracted from blood was amplified and used in RLB. For this purpose, PCR products were hybridized with 
specific probes for over-all Theileria spp., T. annulata and T. buffeli/orientalis as well as Babesia spp. While Theileria spp. were ob-
served in 14 out of 123 cattle, (11.38 %) during microscopical examination, T. annulata was detected in 19 (15.45%) cattle and T. buf-
feli/orientalis, in 12 (9.76%) by RLB, respectively. Mixed infection was also detected in three samples. 

Key Words: Theileria annulata, T. buffeli/orientalis, microscopy, RLB, Erzincan. 

 

GİRİŞ
Theileria türleri, evcil ve yabani hayvanların kene ile taşınan 
parazitleridir. Sığırlarda T. annulata, T. parva, T. sergenti/ 
buffeli/orientalis grup, T. mutans, T. taurotragi ve T. velifera 
türleri enfeksiyon oluşturur. Bunlardan, T. annulata ve T. 
buffeli/orientalis Türkiye’de sığırlarda bulunan Theileria türle-
ri olup, T. annulata yüksek morbidite ve mortaliteye sahip bir 
hastalık olan tropikal theileriosisin etkenidir. T. buffeli/ 
orientalis’in ise apatojen ya da düşük patojeniteli bir tür oldu-
ğu ifade edilmektedir (1, 15). 

Theileriosisin teşhisi, akut vakalarda klinik bulgular ve 

Giemsa ile boyanmış kan ve lenf yumrusu frotilerinin 
mikroskopik muayenesiyle yapılırken, latent enfeksiyonların 
saptanmasında uzun süre serolojik yöntemler kullanılmıştır. 
Son yıllarda direk parazit DNA’sının saptanmasına yönelik 
yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) gibi moleküler teşhis metotları geliştirilmiştir. 
PCR metodu çeşitli Theileria türlerinin duyarlı ve özgül bi-
çimde teşhisini mümkün kılmıştır (2, 5, 11, 14). PCR ile 
hibridizasyonun birlikte kullanıldığı reverse line blotting 
(RLB) metodu da yakın zamanda parazitolojide uygulama 
alanı bulmuştur. Bu metot ile bir defada tüm kan parazitlerini 
teşhis etmek mümkündür (7, 8, 9, 13).  

Bu çalışmada, RLB testi kullanılarak Erzincan yöresinde sığır-
larda T. annulata ve T. buffeli/orientalis’nin araştırılması ve 
bu yöntemin mikroskopik muayene ile karşılaştırılması amaç-
lanmıştır.  
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GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Nisan – Ekim 2003 tarihleri arasında Erzincan 
merkez, Üzümlü ve Kemaliye ilçeleri ve bu ilçelere bağlı köy-
lerde, meraya çıkan 1 yaşından büyük 123 sığır üzerinde yürü-
tülmüştür. Bu sığırlardan total DNA ekstraksiyonunda kulla-
nılmak üzere tekniğine uygun olarak EDTA’lı vakumlu tüple-
re 3 ml kan alınmıştır. Ayrıca aynı hayvanların kuyruk uçla-
rından perifer kan frotileri hazırlanmıştır.  

Kan Frotilerinin Mikroskopik Muayenesi: Perifer kan frotileri 
Giemsa boyama metodu ile boyanmış, immersion objektifte, 
en az 100 mikroskop sahası taranarak, Theileria spp. 
piroplasmları yönünden incelenmiş ve bir piroplasmik formun 
görülmesi durumunda dahi froti pozitif olarak değerlen-
dirilmiştir. 

DNA Ekstraksiyonu: Sığırlardan EDTA’lı tüplere alınarak 
soğuk zincirde laboratuvara getirilen kanlardan, Clausen ve 
ark. (4)’nın bildirdiği şekilde DNA ekstraksiyonu yapılmıştır.  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Reverse Line Blotting: PCR 
testi, Georges ve ark. (7) tarafından geliştirilen, Theileria ve 
Babesia soylarındaki parazitlerin 18S SSU rRNA (Small 
subunit ribsomal RNA) geninin V4 değişken bölgesini 
amplifiye eden primerler (RLB-F; 5’- 
GACACAGGGAGGTAGTGACAAG – 3’ ve RLB-R; 5’-
biotin- CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT – 3’) (The 
Midland Certified Reagent Co., Inc., USA) kullanılarak ya-
pılmıştır (7). Reaksiyon 25 µl toplam hacimde [2,5 µl 10 x 
PCR buffer (100 mM Tris-HCl (pH 9), 500 mM KCl, 
1%Triton X-100), 2,5 mM MgCI, 125 µM her bir 
deoxynucleotide triphosphates, 1.25 U Taq DNA polymerase 
(MBI Fermentas, Lithuania), 1,25 µl (20 pm/µl) her bir 
primerden, ve 2,5 µl template DNA] gerçekleştirilmiştir. Re-
aksiyon şartları 94 oC ‘de 5 dk ön denaturasyonu takiben 40 
siklus 94 oC’de 30 sn, 54 oC’de 30 sn ve 72 oC’de 2 dk’dan 
oluşmuştur. Ayrıca 72 oC’de 10 dk’lık bır son uzatma eklen-
miştir.  

Reverse line blotting testinde kullanılacak problar (Tablo 1) 5’ 
uçlarında amino grubu (N-terminal N-trifluoracetamidohexyl-
cyanoethyl, N, N- diisopropyl phosphoramidite [TFA] – C6 
amino linker) (The Midland Certified Reagent Co., Inc., USA) 
içerecek şekilde sentezlettirilmiştir. 

Tablo 1. RLB testinde kullanılan aminolinkerli probların 5’-3’ dizilişi 

Prop Nukleotid Dizilimi Kaynak 

Catchall 
(Theileria spp. + 
Babesia spp.) 

TAATGGTTAATAGGAACAGTTG 8 

Theileria spp. TGATGGGAATTTAAACCTCTTCCA 8 

T. annulata CCTCTGGGGTCTGTGCA 8 

T. 
buffeli/orientalis GGCTTATTTCGGWTTGATTTT 8 

W: A/T   

Membranın hazırlanması ve RLB hibridizasyonu küçük bir 
modifikasyon dışında Gubbels ve ark. (8)’nın bildirdiği şekil-
de yapılmıştır. Gubbels ve ark (8)’dan farklı olarak 20 µl PCR 
amplifikasyon ürünü 2 x SSPE-%0,1 SDS ile 160 µl’ye ta-
mamlanmıştır. Değerlendirmede filmler üzerinde prob ve PCR 
ürünlerinin kesiştiği noktalardaki siyah lekeler pozitif olarak 
kabul edilmiştir (Şekil 1). 

 

Şekil 1. PCR ürünlerinin RLB testine tabi tutulmasından sonra 
membranın görüntüsü. 1. T. annulata, 2. T. buffeli/orientalis, 3. Miks 
(T. annulata + T. buffeli/orientalis), 4. Distile su, 5. Theileria negatif 

sığır kanı 

İstatistiksel Analiz: Sonuçlar arasındaki farklılıklar, 
ChiSquare testi kullanılarak karşılaştırılmış ve %5 (0.05) dü-
zeyindeki bir farklılık istatistiksel olarak önemli kabul edil-
miştir.  

BULGULAR 

Erzincan yöresinde 123 sığırın mikroskopik bakı ve RLB so-
nuçları Tablo 2’de verilmiştir. Tablo 2’de görüldüğü gibi 
mikroskopik bakı ile 123 sığırın 14’ünde (%11,38) Theileria 
piroplasm formlarına rastlanmıştır. Aynı hayvanların RLB ile 
28’inin (%22,76) Theileria türlerini taşıdığı belirlenmiştir. 
Sığırlarda Theileria enfeksiyonlarının belirlenmesinde RLB 
metodunun mikroskopik bakıdan daha duyarlı olduğu ortaya 
çıkmıştır (P<0,05).  

Tablo 2. Erzincan yöresinde theileriosis yönünden incelen sığırların 
mikroskopik bakı ve RLB sonuçları 

Yöntem Hayvan Sayısı Pozitif % 

RLB 123 28 22,76 

MB 123 14 11,38 

MB: mikroskopik bakı 

Reverse line blotting metodu ile pozitiflik saptanan 28 sığırın 
16’sının T. annulata, 9’unun T. buffeli/orientalis, 3’ünün de 
her iki türle enfekte olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak T. 
annulata toplam 19 (%15,45), T. buffeli/orientalis 12 (%9,76) 
sığırda tespit edilmiştir (Tablo 3). 
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Tablo 3. Erzincan yöresinden RLB ile sığırlarda belirlenen Theileria 
türleri. 

n Theileria spp. T. annulata T. buffeli/orientalis 

16 + + - 

9 + - + 

3 + + + 

Toplam 28 19 12 

TARTIŞMA 

Türkiye’de sığırlarda T. annulata ve T. buffeli/orientalis türleri 
bulunmakta olup, bunlardan T. annulata’nın sebep olduğu 
tropikal theileriosis sığır yetiştiriciliğinde büyük ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır (1, 15) 

Theileriosis’de, hastalığı atlatan hayvanlar uzun süre kanların-
da az miktarda etkeni taşırlar. Bu hayvanlar vektör keneler 
için enfeksiyon kaynağıdırlar. Taşıyıcı hayvanların 
mikroskopik bakı ile belirlenmesi oldukça zordur. Diğer taraf-
tan özellikle latent enfeksiyonların tespitinde kullanılan 
serolojik testlerde, çapraz reaksiyonların görülebilmesi, spesi-
fik immun yanıtların zayıf olabilmesi ve uzun süreli portörlük 
durumunda antikorların her zaman tespit edilememesi gibi 
sebeplerden dolayı yanlış pozitif ve negatif sonuçların söz 
konusu olabileceği ileri sürülmüştür (3, 12).  

Theileriosisin teşhisinde gerek mikroskopik ve gerekse 
serolojik metotlarda karşılaşılan olumsuzluklar moleküler 
biyolojik metotlarla aşılmaya çalışılmıştır. PCR, hastalıkların 
teşhisi ve türlerin identifikasyonunu da içeren birçok alanda 
uygulanmıştır. PCR metodu kullanılarak, özellikle taşıyıcı 
hayvanlarda Theileria türlerinin duyarlı ve özgül biçimde 
teşhisi sağlanmıştır (2, 5, 11, 14). Ancak tür spesifik PCR’ın 
her tür için ayrı yapılması, zaman ve ekonomik kayba sebep 
olmaktadır. Bu kayıplar PCR ve hibridizasyonun birlikte kul-
lanıldığı RLB metodu ile giderilebilmektedir. Çünkü RLB 
metodu ile birden çok parazitin eş zamanlı olarak teşhisi yapı-
labilmektedir (7-9, 13, 16). Bu çalışmada, mikroskopik bakı 
ve RLB metotları kullanılarak Erzincan yöresinde sığırlarda 
bulunan Theileria enfeksiyonları araştırılmıştır. 123 sığırın 
mikroskopik bakı ile 14’ünde (%11,38), RLB ile 28’inde 
(%22,76) Theileria spp. tespit edilmiştir. Böylece, sığırlarda 
Theileria enfeksiyonlarının belirlenmesinde RLB’nin 
mikroskopik bakıdan daha duyarlı olduğu sonucuna varılmış-
tır. 

Son yıllarda moleküler metotlarla yapılan çalışmalarda, Türki-
ye’nin değişik bölgelerinde sığırlarda T. annulata ve T. 
buffeli/orientalis türlerinin bulunduğu belirlenmiştir (1, 6, 10, 
16). Dumanlı ve ark. (6), PCR ile Doğu ve Güneydoğu Anado-
lu bölgelerinde ki 11 ilde (Elazığ, Malatya, Bingöl, Muş, Van, 
Erzincan, Erzurum, Kars, Adıyaman, Diyarbakır, Şanlıurfa) T. 
annulata’nın prevalansının %1,4-74,6 olduğunu belirlemişler-
dir. Aktaş ve ark. (1) Doğu Anadolu bölgesinde bazı illerde 
(Elazığ, Bingöl, Muş, Erzincan, Erzurum) yine PCR ile sığır-

larda T. annulata’nın %39,28, T. sergenti/buffeli/orientalsis’in 
%7,14 oranında bulunduğunu belirlemişlerdir. İnci ve ark. 
(10) Kayseri yöresinde RLB metodunu kullanarak inceledikle-
ri 100 sığırın 44’ünde T. annulata, 12’sinde T. 
buffeli/orientalis’i tespit etmişlerdir. Aynı metotla, Vatansever 
ve ark. (16) Ankara yöresinde sığırlarda T. annulata’nın 
%41,6, T. buffeli/orientalis’in %13,6 oranında bulunduğunu 
ortaya koymuşlardır. Bu çalışma’da RLB ile Erzincan yöre-
sinde incelenen 123 sığırın 19’unda (%15,45) T. annulata, 
12’sinde (%9,76) T. buffeli/orientalis tespit edilmiştir. Üç 
sığırda da miks enfeksiyona rastlanmıştır. Bütün bu sonuçlar, 
farklı endemik özelliklere sahip bölgelerde hastalığın 
prevalansında değişkenlik olmakla beraber, sığırlarda 
Theileria enfeksiyonlarının Türkiye’nin hemen her bölgesinde 
yaygın olduğunu göstermektedir. 

Sonuç olarak bu çalışmada, RLB metodu kullanılarak Erzin-
can yöresinde sığırlarda T. annulata ve T. buffeli/orientalis 
türlerinin varlığı ve yayılışı ortaya konmuş, sığırlarda 
Theileria enfeksiyonlarının belirlenmesinde RLB metodunun 
mikroskopik bakıdan daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. Ayrı-
ca, T. annulata ve T. buffeli/orientalis’in miks enfeksiyon 
oluşturabileceği, miks enfeksiyonların da RLB metodu ile 
belirlenebileceği tespit edilmiştir. Bu metotla direk etken tes-
pit edildiğinden ve metot yüksek bir duyarlılığa sahip oldu-
ğundan taşıyıcı hayvanların belirlenmesinde kullanılmasının 
yararlı olacağı kanaatine varılmıştır.  
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