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Hyalomma soyuna ba¤l› keneler taraf›ndan nakledilen
ve s›¤›rlarda tropikal theileriosis etkeni olan Theileria
annulata, Akdeniz havzas› (Güney Avrupa, Kuzey Afrika,
Anadolu yar›madas›), Ortado¤u, Orta ve Güney Asya’da
yayg›n olarak görülmekte (1,2) ve yaklafl›k 250 milyon
s›¤›r› tehtid etmektedir (3). Hastal›k tedavi edilmedi¤i
durumlarda yüksek verimli ›rklarda ölümle
sonuçlanmaktad›r. Hastal›¤›n teflhisi, klinik semptomlar
›fl›¤›nda Giemsa ile boyanm›fl lenf yumrusu biyopsileri,
veya kan frotilerinin mikroskopik bak›s› ile yap›lmaktad›r.
Hastal›¤› atlatan hayvanlar portör haline gelirler ve vektör
keneler için en önemli enfeksiyon kayna¤›n› olufltururlar.
Bu gibi hayvanlar›n tüm s›¤›r populasyonu içindeki oran›

hastal›¤›n epidemiyolojisi aç›s›ndan belirleyicidir. Bu
nedenle, portör hayvanlar›n ortaya konmas› hastal›¤›n
kontrolü ve epidemiyolojisinin belirlenmesinde en önemli
kriterlerden biridir (4). Ancak, portör hayvanlar›n Giemsa
ile boyanm›fl kan frotilerinde etkenin piroplazmik
formlar›n› görmek zaman ve deneyim gerektirmektedir.
Ayr›ca, mikroskopik bak› ile çeflitli Theileria türleri
aras›nda ay›r›m yapmak neredeyse olanaks›zd›r. Bunun
yan›nda dolafl›mdaki antikorlar› ortaya koymak amac›yla
‹ndirekt Floresan Antikor testi (IFAT) gibi serolojik testler
kullan›lmaktad›r (5). Ancak, çeflitli Theileria türleri
aras›nda çapraz reaksiyonlar›n görülebilmesi, bu testlerin
yeterince duyarl› olmas›n› engellemektedir (6). Yine
bunun yan›nda, uzun süreli portörlük durumlar›nda kanda
piroplazmik formlar bulunmas›na ra¤men, antikorlar her
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Özet: Bu çal›flma ile s›¤›rlarda Theileria annulata enfeksiyonlar›n›n teflhisinde kan frotisi mikroskopik bak›s›, IFAT ve nested PZR
yöntemlerinin ayn› zamanda kullan›lmas› ve bu teflhis yöntemleri aras›nda duyarl›l›k ve özgüllük bak›m›ndan farkl›l›¤›n karfl›laflt›r›lmas›
amaçlanm›flt›r. Bunun için tropikal theileriosisin yayg›n olarak görüldü¤ü Ankara ‹li Polatl› ilçesine ba¤l› 4 yerleflim merkezinden 147
sa¤l›kl› s›¤›rdan elde edilen örneklerin muayenesinde, testlere göre kan frotisi mikroskopik bak›s›nda % 31,3, IFAT’de % 44,9 ve
nested PZR tekni¤inde ise % 61,2’lik pozitiflik tespit edilmifltir. Ayr›ca testler aras›ndaki sonuçlar›n farkl›l›¤› istatistik olarak
karfl›laflt›r›lm›fl ve nested PZR tekni¤inin di¤er iki teflhis yöntemine göre daha duyarl› ve özgül oldu¤u anlafl›lm›flt›r. Ayn› zamanda bu
çal›flma ile tek aflamal› PZR’a göre iki aflamal› nested PZR tekni¤inin duyarl›l›¤› artt›rd›¤› da belirlenmifltir. Bu çal›flma ile nested PZR
yöntemi, Türkiye’de T. annulata ile enfekte s›¤›rlar›n saptanmas› amac›yla ilk defa kullan›lm›flt›r.
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Detection of  Cattle Infected with Theileria annulata in Fields by Nested PCR, IFAT and
Microscopic Examination of Blood Smears 

Abstract: The aim of this study was to diagnose Theileria annulata infected cattle by microscopy, IFAT and nested PCR and to
compare the sensitivity and specificity of these diagnostic methods. A total of 147 blood and sera samples were collected from
healthy cattle in four localities of Polatl› district, Ankara, where tropical theileriosis is prevalent. Examination results revealed
positivity rates of 31.3%,  44.9% and 61.2% for microscopy, IFAT and nested PCR, respectively. It was shown that nested PCR is
more sensitive and specific when compared to microscopical examination and serological findings. It was also shown that nested PCR
is more sensitive than single step PCR.

This study, which is the first work utilising nested PCR in the detection of T. annulata in Turkey, showed that nested PCR is more
sensitive and specific when compared to microscopy and IFAT and can be used in further epidemiological studies. 
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zaman tespit edilemeyebilir (7). Son y›llarda, parazit
DNA’s›n›n ortaya konmas› ilkesine dayanan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) tekni¤i, çeflitli Theileria ve
Babesia türlerinin duyarl› ve özgül biçimde teflhisini
olanakl› k›lm›flt›r (8-13). Theileria annulata’n›n 30
kDa’luk merozoit yüzey antijenini kodlayan gen bölgesinin
bir bölümünü amplifiye eden primerler kullan›larak
yap›lan saha çal›flmalar›nda (14,15), portör s›¤›rlar›n
duyarl› ve özgül olarak tespit edilebildi¤i gösterilmifltir.
Bu çal›flmalarda (14,15) kullan›lan primerlerin
(N516/N517) bütün T. annulata izolatlar›n›
belirleyemedi¤i konusunda kuflkular (16) olsa da, Martin-
Sanchez ve ark. (13), bu primerlerin amplifiye etti¤i bölge
içinden ikinci bir çift primeri (Ta300/Ta750) de
kullanarak bir nested PZR yöntemi gelifltirmifller ve PZR
testinin duyarl›l›¤›n› artt›rm›fllard›r.

Bu çal›flmada, sahada T. annulata ile enfekte s›¤›rlar›n
saptanmas›nda nested PZR tekni¤inin uygulanabilirli¤i, bu
tekni¤in mikroskopik bak› ve IFAT ile duyarl›k ve özgüllük
bak›m›ndan karfl›laflt›r›lmas› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot

Çal›flma materyali, Nisan-Kas›m 2000 tarihleri
aras›nda Ankara ‹li Polatl› ilçesine ba¤l› 4 yerleflim
biriminde düzenli olarak meraya ç›kan toplam 147 sa¤l›kl›
s›¤›rdan elde edilmifltir. Her hayvandan DNA
ekstraksyonu için EDTA’l› ve IFA testinde kullan›lmak
üzere serum tüplerine kan al›nm›flt›r. Mikroskopik bak›da
kullan›lacak sürme kan frotileri EDTA’l› tüplerden al›nan
bir damla kandan haz›rlanm›flt›r.

PZR için elde edilen EDTA’l› kan örnekleri DNA
ekstraksyonu yap›l›ncaya kadar –20 °C’de saklanm›flt›r.
DNA ekstraksyonu, santrifüj aflamas›mdaki bir kaç
de¤ifliklik d›fl›nda, d'Oliveira ve ark. (15)’n›n belirttikleri
flekilde yap›lm›flt›r. Buna göre 200 µl kan, 500 µl Saponin
liziz buffer (1 mM EDTA, % 0,22 NaCl, % 0,015
Saponin) ile kar›flt›r›larak 3300 devir (rpm)’de 5 dk.
santrifüj edilmifltir. Elde edilen supernatant at›larak tortu
2 defa daha ayn› ifllemden geçirilmifltir. Son ifllemden
sonra elde edilen tortu üzerine 100 µl PCR buffer (50
mM KCl, 10 mM TrisHCl [pH 8], % 0,5 Tween 20, 100
µg/ml Proteinase K) ilave edilerek kar›flt›r›lm›fl ve 56
°C’lik su banyosunda 1 saat tutulmufltur. Bunu takiben
örnekler 95 °C’de 10 dk. tutulmufl ve daha sonra 13000
rpm’de 2 dk. santrifüj edilmifltir. Üstte kalan s›v› k›s›m
PZR reaksiyonunda kullan›lm›flt›r. 

Çal›flmada pozitif kontrol olarak kullan›lan T. annulata
DNA’s› Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi
Protozooloji ve Entomoloji Bilim Dal›’nda çeflitli
zamanlarda sahadan izole edilmifl ve hücre kültüründe
pasajlanm›fl T. annulata stoklar›ndan (Ta Bala) elde
edilmifltir. Theileria orientalis (=T. buffeli) DNA’s› ILRI
(International Livestock Research Institute, Nairobi,
Kenya), B. bovis, B. bigemina ve B. divergens DNA’lar› ise
CTVM (Centre for Tropical Veterinary Medicine,
Edinburgh, UK)’den temin edilmifltir.

PZR testinde kullan›lan primer dizileri Tablo 1’de
verilmifltir. Test iki aflamal› nested PZR olarak yap›lm›flt›r.
‹lk aflamada, d’Oliveira ve ark. (15) taraf›ndan gelifltirilen
ve T. annulata’n›n 30 kDa’luk merozoit yüzey antijenin
721 bp’lik bölümünü amplifiye eden N516 ve N517
primerleri kullan›larak PZR yap›lm›flt›r (N516/N517 PZR).
Her reaksiyon, her primerden 0,5 µM, her dNTP’den 0,2
mM (SIGMA), 0,025 U Taq DNA polymerase
(FERMENTAS), 3 mM MgCl2 (FERMENTAS), 1x PCR
buffer (FERMENTAS) ve 2,5 µl örnek DNA’s› içeren 25
µl’lik hacimlerde yap›lm›flt›r. Elde edilen reaksiyon
ürünlerinin bir k›sm› (20 µl) sonuçlar› görüntülemek
amac›yla jel elektroforezde kullan›rken, bir k›sm› da (1 µl)
Martin-Sanchez ve ark. (13)’n›n bildirdi¤i flekilde Ta300 ve
Ta750 primerleri ile nested PZR’na tabi tutulmufltur. Bu
aflamada her reaksiyon, her primerden 10 ng, her
dNTP’den 0,2 mM (SIGMA), 0,025 U Taq DNA polymerase
(FERMENTAS), 1,5 mM MgCl2 (FERMENTAS), 1x PCR
buffer (FERMENTAS) ve 1 µl N516/N517 PZR ürünü
içeren 25 µl’lik hacimler halinde yap›lm›flt›r. Reaksiyonlar
›s›t›c› kapa¤› olan Biometra TGradient (Whatmann
Biometra) PZR makinesinde yürütülmüfltür. Birinci aflama
PZR (N516/N517 PZR), her biri 94 °C’de 1 dk, 57 °C’de
1 dk, 72 °C’de 1 dk olmak üzere, toplam 30 döngü; nested
PZR ise her biri 94 °C’de 50sn, 60 °C’de 30sn, 72 °C’de
50 sn olan, toplam 40 döngü olarak yap›lm›flt›r. Her iki
PZR’da da son döngüyü takiben örnekler ilave olarak 72
°C’de 10 dk. tutulmufltur.
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Tablo 1. Çal›flma süresince yap›lan PZR reaksiyonlar›nda kullan›lan
primer dizileri.

Primer ad› Primer dizisi

N516 5’ GTA ACC TTT AAA AAC GT 3’

N517 5’ GTTACGAACATGGGTTT 3’

Ta300 5’ CAC CTC AAC ATA CCC C 3’

Ta750 5’ TGA CCC ACT TAT CGT CC 3’



Her iki PZR reaksiyonu sonucunda oluflan ürünler 0.5
µg/ml Ethidium bromide içeren % 1,5 Agaroz jelde
yürütülerek UVP jel dökümantasyon sisteminde spesifik
bantlar›n varl›¤› araflt›r›lm›fl ve görüntülenmifltir. 

Sahada haz›rlanan sürme kan frotileri laboratuvara
getirilerek % 5 Giemsa solusyonu ile tekni¤ine uygun
olarak boyanm›flt›r. ‹mmersiyon objektif alt›nda (x100)
incelenen 50 mikroskop sahas›nda en az bir piroplazmik
formun görülmesi portörlük kriteri olarak kabul
edilmifltir. 

Toplanan serumlar Pipano ve Cahana (5), Burridge
(17) ve Çakmak (18)’›n bildirdi¤i flekilde IFA testine tabi
tutulmufltur. Bu test için gerekli T. annulata flizont ve
piroplazm antijenleri Ankara Üniversitesi Veteriner
Fakültesinde deneysel enfeksiyon sonucu elde edilen
materyallerden haz›rlanm›flt›r. fiizont antijeni için 1/40,
piroplazm antijeni için 1/20 titreler pozitif olarak kabul
edilmifltir(18).

Birinci aflama PZR (N516/N517 PZR), nested PZR,
IFAT ve mikroskopik bak› sonuçlar›n›n istatistiksel
analizleri için x2 testi kullan›lm›flt›r.

Bulgular

‹lk aflamada yap›lan N516/N517 PZR sonucunda,
incelenen 147 örnekten 71 (% 48,3)’inden beklenen
ölçülerde (721 bp) pozitif amplifikasyon ürünü elde
edilmifl, bu ürünlerle takiben Ta300 ve Ta750 primerleri
kullan›larak yap›lan nested PZR sonucunda 147 örnekten
90 (% 61,2)’›ndan beklenen ölçülerde (453 bp)
amplifikasyon ürünü elde edilmifltir (fiekil 1). N516/N517
PZR sonucu pozitif ç›kan bütün örnekler nested PZR
sonucunda da pozitif bant vermifltir. Yap›lan istatistiksel
analizler sonucunda iki test aras›ndaki fark›n önemli
oldu¤u (p<0,05), nested PZR temel al›nd›¤›nda,
N516/N517 PZR testinin duyarl›l›¤›n›n % 78.9,
özgüllü¤ünün ise % 100 oldu¤u görülmüfltür. Her iki test

128 (% 87,1) örnekte uyumlu sonuç vermifltir. Hiç bir
PZR testinde, reaksiyona kontrol olarak kat›lan T. buffeli
(fiekil 1), Babesia bovis, B. bigemina ve B. divergens
DNA’lar›ndan herhangi bir amplifikasyon ürünü elde
edilmemifltir. 

Sürme frotilerinin mikroskopik bak›s›nda
örneklenen 147 hayvan›n 46 (% 31,3)’s›nda T.
annulata’n›n piroplazmik formlar› görülmüfltür.
Örneklerden 66 (% 44,9)’s› IFAT, 90 (% 61,2)’› ise
nested PZR ile pozitif bulunmufltur. Nested PZR, T.
annulata’n›n ortaya konmas› aç›s›ndan en duyarl› (%
61,2) test olurken, her üç testin sonuçlar› aras›ndaki
fark istatistiksel olarak önemli bulunmufltur (p<0,01).
Testler kendi aralar›nda karfl›laflt›r›ld›klar›nda, gerek
mikroskopik bak› ile IFAT (p<0,05), gerek mikroskopik
bak› ile nested PZR (p<0,05) ve gerekse IFA ile nested
PZR (p<0,05) aras›ndaki farklar›n önemli oldu¤u
görülmüfltür. Mikroskopik bak›, IFAT ile 103 (% 70,1),
nested PZR ile 85 (% 57,8) örnekte; IFAT ile nested
PZR ise 117 (% 79,6) örnekte uyumlu sonuç vermifltir.
Her üç test, 79 (% 53,8) örnekte uyumluluk
göstermifltir. Nested PZR temel al›nd›¤›nda,
mikroskopik bak›n›n % 41,1 oran›nda duyarl› ve %
84,2 oran›nda özgül, IFA testinin ise % 70 oran›nda
duyarl› ve % 97,7 oran›nda özgül oldu¤u belirlenmifltir.
Mikroskopik bak› ile pozitif bulunan 46 örne¤in 9 (%
19,6)’undan ve IFA testi ile pozitif bulunan 66 örne¤in
3 (% 4,5)’ünden nested PZR ile herhangi bir
amplifikasyon ürünü elde edilmemifltir (Tablo 2). 

Testlerden herhangi biri ile pozitif bulunan hayvan
say›s› göz önüne al›nd›¤›nda, çal›flman›n yap›ld›¤›
bölgede T. annulata’n›n prevalans› % 69,4 (102/147)
olarak hesaplanm›flt›r. Testler bireysel olarak ele
al›nd›¤›nda prevalans de¤erleri, mikroskopik bak›ya
göre % 31,3 (46/147), IFAT’a göre % 44,9 (66/147)
ve nested PZR testine göre de % 61,2 (90/147) olarak
belirlenmifltir. 
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1000bp

721bp
500bp

1000bp

435bp
500bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 fiekil 1. N516/N517 PZR (A) ve bundan
elde edilen ürünlerle takiben
yap›lan nested PZR (B) sonuçlar›.
S›ralar: 1. 100bp size marker, 2-
13. Sahadan toplanan örnekler,
14. T. annulata (Ankara) kontrol
DNA, 15. T. orientalis kontrol DNA,
Negatif kontrol.



Tart›flma

Tropikal theileriosis’in kontrolü konusunda yap›lacak
çal›flmalar, büyük ölçüde etkenin vektör keneler ve portör
hayvanlarda güvenilir flekilde teflhis edilmesine ba¤l›d›r
(4). Günümüze kadar T. annulata’n›n teflhisine ve
epidemiyolojisinin aç›klanmas›na yönelik çal›flmalar
mikroskopik bak› ve IFAT gibi yöntemlerle yap›lmaktayd›
(19,20). Ancak, son zamanlarda moleküler biyolojideki
geliflmelere paralel olarak, PZR gibi yeni teflhis yöntemleri
parazitolojide de yer bulmufl ve tropikal theileriosis ile
ilgili çalflmalarda kullan›lmaya bafllanm›flt›r (11-15).
Yap›lan karfl›laflt›rmal› çal›flmalarda, PZR’nun gerek
mikroskopik bak›, gerekse IFAT’ne göre portör
hayvanlar›n belirlenmesinde çok daha duyarl› ve özgül
oldu¤u gösterilmifltir (13,15,16). Bu çal›flmada kullan›lan
nested PZR yöntemi de portör hayvanlar›n tespiti
aç›s›ndan mikroskopik bak› ve IFAT’a göre daha duyarl›
bulunmufltur. 

Bu çal›flmada kullan›lan testler aras›nda gözlenen
farklar›n istatistiksel olarak önemli oldu¤u ve nested
PZR’›n portör hayvanlar›n tespiti aç›s›ndan daha duyarl›
oldu¤u ortaya konmufltur. Ayr›ca, kontrol olarak
kullan›lan T. orientalis (=T. buffeli), B. bovis, B. bigemina
ve B. divergens gibi kan parazitlerinin DNA’lar›ndan
nested PZR sonucunda herhangi bir amplifikasyon ürünü
elde edilmemifl, bu da testin özgül oldu¤unu göstermifltir. 

Mikroskopik bak› sonucu pozitif bulunan örneklerden
9’u nested PZR sonucu negatif bulunmufltur. Theileria
türlerinin morfolojik yap›lar› itibar› ile mikroskopik olarak

ay›rt edilmesinin zor oldu¤u göz önüne al›nd›¤›nda,
nested PZR ile uyuflmayan mikroskopik bulgular›n T.
annulata d›fl›nda bir tür (T. buffeli) oldu¤u söylenebilir.
Ayn› flekilde pozitif serolojik bulgulardan 3’ü de nested
PZR sonucu negatif bulunmufltur. Bu durum da IFA
testinin baflka bir tür ile çapraz reaksiyon verme olas›l›¤›n›
akla getirmifl, ancak T. annulata d›fl›nda gerekli antijenler
olmad›¤›ndan, bu do¤rulanamam›flt›r. 

Geçmiflte Ankara bölgesinde mikroskopik bak›ya
dayanan çal›flmalarda portör s›¤›rlar›n oran›n›n % 43,9
oldu¤u bildirilmifltir (21). Bu çal›flmada ise mikroskopik
bak› sonucunda bu oran % 31,3 olarak bulunmufltur.
Ayn› flekilde geçmiflte IFAT ile yap›lan serolojik
çal›flmalarda (18,19) seropozitifli¤in % 6,4 ile % 29
aras›nda de¤iflti¤i bu çal›flmada ise bu oran›n % 44,9
oldu¤u saptanm›flt›r. Bu bulgular ile daha önce ‹ç Anadolu
bölgesi için bildirilen prevalans de¤erleri aras›ndaki
çeliflkiler, yap›lan çal›flmalar›n her birinin Ankara’n›n farkl›
endemik özelliklere sahip yerleflim birimlerinde
yürütülmüfl olmas› ile aç›klanabilir.

Türkiye’de T. annulata’n›n teflhisine yönelik PZR testi,
ilk defa Aktafl ve ark. (14) taraf›ndan Elaz›¤ bölgesinde
kullan›lm›flt›r. Araflt›r›c›lar (14), çal›flmalar›nda d’Oliveira
ve ark. (15)’n›n kulland›¤› N516 ve N517 primerleri ile
tek aflamal› PZR yapm›fllard›r. Bu çal›flmada ise, N516 ve
N517 primerlerinin baz› durumlarda bütün Theileria
izolatlar›n› belirleyemedi¤i (16) göz önüne al›narak,
d’Oliveira ve ark. (15) ile Aktafl ve ark. (14)’n›n uygulad›¤›
yönteme ek olarak bir aflama daha PZR (nested PZR) ilave
edilerek (13) testin duyarl›l›¤› artt›r›lmaya çal›fl›lm›flt›r.
Nitekim bu çal›flmada N516 ve N517 primerleri ile yap›lan
ilk aflama PZR sonucunda 147 hayvandan 71’i pozitif
bulunurken, sonuçlar›n nested PZR’a tabi tutulmas› ile 19
örne¤in daha pozitif oldu¤u görülmüfltür. Bu durum,
portör hayvanlar›n tespiti için tek aflamal› PZR yerine, iki
aflamal› nested PZR yap›lmas›n›n, daha duyarl› sonuçlar
verdi¤ini göstermektedir.

Sonuç olarak bu çal›flmada, T. annulata’n›n teflhisi
için Türkiye’de ilk defa kullan›lan nested PZR tekni¤inin,
mikroskopik bak› ve IFA testine göre daha duyarl› ve
özgül bir yöntem oldu¤u ve saha çal›flmalar›nda
kullan›lmas›n›n yarar sa¤layaca¤› kan›s›na var›lm›flt›r.
Çal›flma sonucunda bölgede T. annulata enfeksiyonlar›n›n
prevalans›n›n % 69,4 oldu¤u ortaya konmufltur.

Sahada Theileria annulata ile Enfekte S›¤›rlar›n Nested PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
IFA (‹ndirekt Floresan Antikor) Testi ve Kan Frotisi Bak›s› ile Saptanmas›
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Tablo 2. Nested PZR, Mikroskopik bak› ve IFAT sonuçlar›n›n
karfl›laflt›r›lmas›.

Nested PZR
Toplam

- +

MB*-; IFAT - 45 24 69

MB-; IFAT + 3 29 32

MB +; IFAT - 9 3 12

MB +; IFAT + 0 34 34

Toplam 57 90 147

MB: Mikroskopik bak›
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