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Özet
Bu çalışmada Diyarbakır yöresinde sağlıklı görünümlü sığırlarda theileriosis’e neden olan etkenlerden Theileria annulata ve T. 

buffeli’nin varlığının eş zamanlı olarak multiplex PCR yöntemi ile tespit edilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla Diyarbakır yöresinde toplam 
100 sığırdan EDTA’lı tüplere tam kan alınmıştır. Aynı zamanda bu sığırların kene kontrolleri yapılarak perifer kan frotileri hazırlanmış 
ve mikroskobik olarak incelenmiştir. Multiplex PCR metodu ile 23 sığırda T. annulata ve 1 sığırda T. annulata + T. buffeli saptanmıştır. 
Mikroskobik incelemede ise 5 sığırda Theileria spp. piroplasmalarına rastlanmıştır. Elde edilen bulgulara göre Diyarbakır bölgesinde T. 
annulata’nın yaygın olduğu görülmüştür.

Anahtar sözcükler: Multiplex PCR, Sığır, 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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Theileriosis, hayvanlarda Theileria türlerinin sebep ol-
duğu Ixodidae ailesine bağlı vektör keneler ile nakledilen 
bir protozoon enfeksiyondur. Türkiye’de sığırlarda Theileria 
annulata ve Theileria buffeli türlerinin varlığı tespit edilmiş- 
tir. Tropikal theileriosisin etkeni olan Theileria annulata’nın 
morbidite ve mortalitesi yüksek olduğu için sığır yetiştiri-
ciliğini tehdit etmekte ve büyük ekonomik kayıplara yol aç-
maktadır. Theileria buffeli’nin ise daha az patojen olduğu 
bilinmektedir 1-4. 

Türkiye’de theileriosis ile ilgili araştırmalar, konvansi-

yonel olarak mikroskobik ve serolojik yöntemlerle yapıl-
mıştır 5-9. Ancak mikroskobik bakı ile çeşitli Theileria türle- 
ri arasındaki ayırımı yapmak neredeyse imkansızdır. Bu-
nunla beraber dolaşımdaki antikorları ortaya koymak ama-
cıyla Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) gibi serolojik 
testlerde de çapraz reaksiyonların görülmesi kesin teşhisi 
tartışmalı hale getirmektedir 10. Son yıllarda moleküler teşhis 
yöntemlerinin gelişmesi ve kullanılmasıyla yeni bir döne-
me girilmiştir. Bu dönemde geliştirilen PCR tabanlı teşhis 
yöntemleri theileriosisin teşhisisinde de yaygın olarak 
kullanılmaktadır. Bu kapsamda çeşitli PCR uygulamaları, 
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Theileria annulata ve Theileria buffeli’nin teşhisinde de 
kullanılmıştır 1,11-13. PCR ile hibridizasyonun birlikte kullanıl-
dığı RLB metodu birden fazla patojenin eş zamanlı teşhi-
sinde olanak sağlamaktadır 14-16. RLB ile yapılan teşhisin ma- 
liyeti oldukça yüksektir 17.

Bu çalışmada multiplex PCR yöntemi kullanılarak 
Diyarbakır yöresinde sığırlarda T. annulata ve T. buffeli’nin 
varlığının eş zamanlı olarak saptanması ve yörede sığır 
theileriosis’inin epidemiyolojisine moleküler boyut kazan-
dırılması amaçlanmıştır.

MATERYAL ve METOT

Çalışma materyalini, Diyarbakır yöresine bağlı farklı 
odaklarda, değişik yaş ve cinsiyetlerde, theileriosis’e karşı 
aşılanmamış, merada otlatılan muhtemelen doğal kene 
enfestasyonlarına maruz kalmış ve sağlıklı görünümlü rast-
gele seçilen 100 melez sığırdan toplanan kan örnekleri ol-
uşturmuştur. Her sığırdan tekniğine uygun şekilde, DNA 
ekstraksiyonu için EDTA’lı tüplere tam kan örneği alınmış 
ve protokol kayıtları yapılmıştır. Aynı zamanda bu sığırların 
perifer kan frotileri de hazırlanmış ve kene enfestasyonu 
varlığı yönünden kontrol edilmişlerdir. PCR için temin ed-
ilen EDTA’lı kan örnekleri DNA ekstraksiyonu yapılıncaya 
kadar -20˚C’de saklanmıştır.

Kan Frotilerin Mikroskobik Muayenesi

Sürme kan frotileri laboratuvarda metil alkol ile tespit 
edildikten sonra, %5’lik Giemsa solusyonu ile tekniğine uy-
gun olarak boyanmıştır. İmmersiyon objektif altında (x100) 
incelenen 200 mikroskop sahasında en az bir piroplazmik 
formun görülmesi durumunda bile froti pozitif olarak ka-
bul edilmiştir. 

 DNA Ekstraksiyonu ve Multiplex PCR

Tam kan örneklerinden DNA ekstraksiyonu amacıyla 
QIAamp DNA blood kiti kullanılmıştır. Çalışmada pozitif 
kontrol olarak kullanılan Theileria annulata DNA örneği 
Elazığ Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nden, T. buffeli ise 
Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nden temin edilmiş-
tir. Negatif kontrol olarak da Theileria türleri yönünden 
ari olduğu bilinen sığır kanlarından ekstrakte edilen DNA 
örneği kullanılmıştır. Multiplex PCR işlemi Altay ve ark.’nın 2 

tarif ettiği şekilde yapılmıştır. Testte kullanılan primerler 
ise T. annulata için  Kirvar ve ark.18, T. buffeli için Tanaka ve 
ark.’nın 19 çalışmalarından alınmıştır. Theileria annulata’nın 

Tams 1 geni ve T. buffeli’nin MPSP geni amplifiye edilmiş-
tir. Bu amaçla 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 kullanılmıştır. 
Her bir örnek, her primerden 20 pmol, Platinum Taq DNA 
Polymerase (5 U/μl) 1.25U, 10x PCR buffer 5 μl, MgCl (50 
mM) 1.5 mM, dNTP mix 200 μM, 5 μl template DNA’sı içeren 
50 μl’lik hacimlerde yapılmıştır. Reaksiyon şartları 94˚C‘de 5 
dk ön denaturasyon, 94˚C’de 1 dk, 60˚C’de 1 dk ve 72˚C’de 
2 dk olmak üzere toplam 37 döngü olarak yapılmıştır. 
Son bir uzatma olarak 72˚C’de 10 dk daha bekletilmiştir. 
Elde edilen reaksiyon ürünleri %1.8’lik agaroz jelde yü-
rütüldükten sonra  ethidium bromide ile boyanıp, UV trans- 
silliminatörde bantların varlığı tespit edilmiştir. 

BULGULAR

Diyarbakır yöresindeki 100 sağlıklı sığırdan elde edilen 
kan örneklerinin mikroskobik bakı ve multiplex PCR sonuç-
ları Tablo 1’de verilmiştir. Multiplex PCR ile 100 sığırın 24’ü 
pozitif bulunmuştur.  Pozitif bulunan 24 sığırın 23’ünde T. 
annulata, 1’inde T. annulata + T. buffeli  (miks enfeksiyon) 
tespit edilmiştir. Multiplex PCR ile elde edilen ürünlerin 
ethidium bromide ile boyalı agaroz jel elektroforezde görü- 
nümü Şekil 1’de verilmiştir. Şekilde görüldüğü gibi multiplex 
PCR sonucunda T. annulata  pozitif kontrol DNA ile Tams 1 
geni ve T.  buffeli pozitif kontrol DNA ile MPSP geni amplifiye 
edilmiştir. 

Mikroskobik bakı ile 100 sığırın 5’inde Theileria spp. pi-
roplasmalarına rastlanmıştır. Sığırların kene kontrolünde, 
enfestasyona tesadüf edilememiştir. 

TARTIŞMA ve SONUÇ

Türkiye’de tropikal theileriosisin sığırların en önem- 
li hastalıklarından biri olduğu uzun yıllardan beri bilin-
mektedir 4,8,20,21. Hastalık son yıllarda özellikle kültür ırkı sı-
ğırlarda yüksek mortaliteye ve büyük ekonomik kayıplara 
neden olmaktadır 22-25. İnci ve ark.26 Nisan 1999-Kasım 2001 
yılları arasında Kapadokya bölgesinde yaptıkları çalışmada 
tropikal theileriosis’e bağlı meydana gelen ekonomik ka-
yıplarının 598.133 $ olduğunu belirtmişlerdir. Hastalığa 
ait mikroskobik bakıya dayalı yapılan çalışmalarda, Orta 
Anadolu’da 7,8 %17.87-%94.32, Karadeniz bölgesinde 5,27 

%17.44 -%32.8, Ege bölgesinde 6 %43.2, Marmara bölge-

Tablo 1. Theileriosis yönünden incelenen sığırların mikroskobik bakı (MB) ve multiplex PCR sonuçları

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

Yöntem Hayvan Sayısı T. annulata T. buffeli T. annulata + T. buffeli Toplam

Multiplex PCR 100 23 0 1 24

MB * 100 5* 0 0 5

MB * mikroskobik bakı Theileria spp. düzeyinde teşhis edilmiştir
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sinde 9 %23.18, Kapadokya bölgesinde 28 %60,5 oranların-
da bulunduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada Diyarbakır yö- 
resinde mikroskobik bakıda sığırlarda theileriosis’in yay-
gınlığını %5 olarak tespit edilmiştir.

Türkiye’nin değişik bölgelerinde PCR ve RLB metotla-
rı ile T. annulata ve T. buffeli türlerinin ortaya konduğu 
çeşitli çalışmalar mevcuttur 1,13-16,21. Türkiye’de PCR ile T. 
annulata’nın teşhisi ilk olarak Aktaş ve ark.11 tarafından ya- 
pılmıştır. Araştırıcılar Elazığ ve Malatya yörelerinden rast-
gele seçtikleri 110 sığırdan elde ettikleri örneklerde N516 
ve N517 primerleri kullanarak tek aşamalı PCR testi 
yapmışlar ve %30.9 oranında pozitiflik tespit etmişlerdir. 
Vatansever ve Nalbantoğlu 13 Ankara ilinin Polatlı ilçe-
sine bağlı 4 yerleşim bölgesinde 147 sığırdan elde ettik- 
leri örneklerde, T. annulata’nın 30 kDa merozoit antijenini 
kodlayan primerlerle yaptıkları nested-PCR’da T. annulata’ 
nın yaygınlığını %61.2 olarak bulmuşlardır. Deniz ve  
Karaer 15 Ankara bölgesinde RLB ile Theileria türlerinin  
prevalansını %47.6 (%34 T. annulata,  %6.4 T. buffeli, %7.2  
T. annulata + T. buffeli) olarak tespit etmişlerdir. Aktaş  
ve ark.1 Doğu Anadolu bölgesindeki bazı illerde sığırlarda  
PCR ile T. annulata’nın %39.28,  T. buffeli’nin %7.4 bulduğunu 
ortaya koymuşlardır. Bu çalışmalarda kullanılan PCR’ın 
mikroskobik bakı ve IFAT’a göre portör hayvanların belir-
lenmesinde çok daha duyarlı ve özgül olduğu gösterilmiş- 
tir 13-15. Bu araştırmada multiplex PCR yöntemi ile Theileria 
türlerinin yaygınlığı %24 (%23 T. annulata, %1 T. annulata + 
T. buffeli)olarak tespit edilmiş ve sığırlarda Theileria en- 
feksiyonlarının belirlenmesinde multiplex PCR’ın mikros-
kobik bakıdan daha duyarlı olduğu sonucuna varılmıştır.

Türkiye’de hastalığın epidemiyolojisi üzerine yapı- 

lan çalışmalarda, farklı bölgelerde theileriosis bakımın- 
dan enzootik stabilitenin varlığı rapor edilmiştir 20-22,29,30. 
Theileriosis’e bağlı ekonomik kayıpların üretim kaybı, 
kontrol için yapılan harcamalar ve indirekt ekonomik ka-
yıplardan kaynaklandığı belirtilmiştir 26. Bu çalışmada Diyar- 
bakır yöresinde multiplex PCR yöntemi ile theileriosis’in 
yaygınlığı araştırılmıştır. Bu bölgede hastalığa bağlı eko-
nomik kayıpların ve bölgenin stabilite ve instabilitesinin 
ortaya koyulabilmesi için detaylı epidemiyolojik çalışma-
lara ihtiyaç duyulmaktadır.

Altay ve ark.2 mutiplex PCR ile T. annulata ve T. buffeli’ 
nin eş zamanlı olarak teşhisinin mümkün olduğu ve öz-
ellikle epidemiyolojik çalışmalarda kullanılabileceğini bil- 
dirmişlerdir. Bişkin ve ark.31 multiplex PCR ile kısa za-
manda daha çok hedef bölge amplifikasyonunun gerçek-
leştirildiğinden dolayı kullanılışlı bir inceleme yöntemi ol- 
duğunu belirtmişlerdir. Multiplex PCR yöntemi ile T. 
annulata ve T. buffeli’den ileri gelen tek veya mix enfek-
siyonlarının ortaya konulabileceği, bu çalışmada elde edil-
en sonuçlarla da doğrulanmış ve güvenli bir yöntem olarak 
kullanılabileceği kanısına varılmıştır.

Sonuç olarak bu çalışmayla Diyarbakır yöresinde sığır-
larda multiplex PCR metodu ile T. annulata ve T. buffeli 
türlerinin varlığı saptanmış ve yörede sığır theileriosis’inin 
epidemiyolojisine moleküler bir derinlik sağlanmıştır. 

Teşekkür

Prof. Dr. Münir AKTAŞ ve Prof. Dr. Zati VATANSEVER’e 
gönderdikleri pozitif Theileria annulata ve Theileria buffeli 
kontrol DNA örnekleri için teşekkür ederiz.

Şekil 1. Multiplex PCR ile elde edilen Theileria  türlerinin 
ethidium bromide ile boyalı agaroz jel elektroforezde 
görünümü (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, Tb:Theileria 
buffeli, Mix: T. Annulata + T. buffeli, N: Negative control
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