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Theileria annulata Tams1 Geninin PCR-RFLP Analizi
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OZET: Tamsl, Theileria annulata’nin merozoit yiizey antijeni olup, bu antijendeki genetik farkliliklar ELISA gibi tan1 amagl test gel-
istirme ve rekombinant as1 ¢alismalarini zorlastirmaktadir. Bu ¢alismada, Elazig ve Bingol ilerinde, dogal enfekte sigirlardan elde edilen
89 T. annulata izolatinin, Tams1 geninin PCR-RFLP analizi yapildi. PCR-RFLP sonucunda, 6 farkli restriksiyon profili (a, b, c, d, e, f)
tespit edildi. 89 drnegin restriksiyon profillerinin dagilimmin 78(a), 2(b), 2(c), 5(d), 1(e), 1(f) oldugu belirlendi.
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PCR-RFLP Analysis of the Tams1 Gene of Theileria annulata

SUMMARY: Tamsl is a merozoite surface antigen of Theileria annulata. Genetical variations of Tams] make studies of vaccine and
diagnostic tests like ELISA difficult. In this study, Tams1 genes of 89 T. annulata isolates obtained from natural infected cattle in Elazig
and Bingol regions were tested with PCR-RFLP. Six different restriction profiles (a, b, ¢, d, e, f) were detected. The number of restriction

profiles of 89 samples was found to be as follows: 78(a), 2(b), 2(c), 5(d), 1(e), and 1(f).
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GIiRiS

Theileria annulata sigirlarin 6nemli bir protozoon paraziti
olup, Hyalomma soyuna bagl kene tiirleriyle nakledilmekte-
dir. Parazitin sigirlarda sebep oldugu tropikal theileriosis, yiik-
sek morbidite ve mortaliteyle seyreden bir enfeksiyon olup,
Kuzey Afrika, Giliney Avrupa ve Asya’da goriilmekte ve 250
milyon sigirt tehdit etmektedir (14, 15). Hastalik Tiirkiye nin
hemen her bélgesinde bulunmakta ve sigir yetistiriciligi i¢in
6nemli bir problem olusturmaktadir (1, 9, 11).

Tropikal theileriosiste kene miicadelesi, kemoterapi ve asilama
temel kontrol stratejileridir. Ancak, tek basma kenelerle miica-
dele veya kemoterapi hastaliga kars1 etkin bir koruma saglaya-
mamaktadir. Bu giin ¢ok sayida iilkede kullamilan ve etkin bir
koruma sagladigi ifade edilen canli attenuye asilarin da bazi
dezavantajlar1 vardir. Bunlarin basinda, aginin hazirlanmasiin
zor ve zaman alici olmasi, her as1 serisinin kontroliiniin pahali
olmasi, endemik stabil olmayan bdlgelerde asinin tekrarmnin
gerekmesi sayilabilir. Recombinant subunit agilarin gelistirilme-
siyle bu olumsuzluklarin giderilmesi amaglanmaktadir (2).
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111. Ulusal Tropikal Hastalilar Kongresi’'nde (6-9 Kasin 2006,
Diyarbakir) sunulmustur.

Theileria annulata’ya karsi recombinant subunit asi ve tani
amach test gelistirme ¢alismalarinda kullanilan proteinlerden
biri olan Tamsl, parazitin en belirgin immunodominant anti-
jenidir. Bu antijen analizi yapilan biitiin T" annulata suslarinda
bulunmustur (5, 6, 7). Ancak suslar arasinda, Tams1 geninde
farkliliklarin bulundugu ve bu genetik polimorfizmin allelik
varyasyon diizeyinde oldugu bildirilmistir (4). Bu durum, as1 ve
tan1 amagh test gelistirme ¢aligmalarini zorlagtirmaktadir. Bu
nedenle, 7. annulata’ta Tams1 geninin genetik polimorfizminin
belirlenmesi, ag1 ya da tan1 amagh test gelistime alanlarinda
yapilacak ileri ¢aligmalara temel olugturacaktir.

Bu ¢alismada Elazig ve Bingdl illerinde, dogal enfekte sigir-
lardan elde edilen 7. annulata izolatlarinin, Tamsl geninin
PCR-RFLP analizi yapilmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Nisan 2001 — Ekim 2004 tarihleri arasinda Elazig
ve Bingdl illeri ile bu illere bagh degisik odaklarda yiiriitiil-
miistir. Bu odaklardaki rasgele secilen bir yagindan biiyiik
sigirlardan, DNA ekstraksiyonunda kullanilmak {izere, 3’er ml
EDTA’l kan alinmustir. Kan alinan hayvanlarin, mikroskopik
muayene amaciyla kuyruk ucundan perifer kan frotileri de
hazirlanmistir. Mikroskopik muayene ve DNA ekstraksiyo-
nunda kullanilmak iizere, Elazig’dan 170, Bingdl’den 90 sigir
olmak tizere toplam sigirdan kan ve froti 6rnegi alinmustir.
Kan frotilerinin mikroskopik muayenesinde Theileria spp. ile
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enfekte oldugu belirlenen 6rnekler DNA ekstraksiyonunda
kullanilmistir.

Kan Frotilerinin Mikroskopik Muayenesi: Elazig ve Bingol
illerinde, sigirlardan hazirlanan kuyruk ucu kan frotileri,
laboratuvarda metil alkol ile bes dakika tespit edildikten sonra,
%S5’lik Giemsa soliisyonu ile 30 dk. boyanmustir. Frotiler
immersion objektifte (X 1000) Theileria piroplasmlar yoniin-
den incelenmistir. Mikroskopik bakida, her frotide en az 200
mikroskop sahasi incelenmis ve tek etkenin goriilmesi duru-
munda dahi froti pozitif kabul edilmistir.

DNA Ekstraksiyonu: Mikroskopik muayenede Theileria spp.
ile enfekte oldugu belirlenen kan &rneklerinden Clausen ve
ark. (3)’nin bildirdigi sekilde DNA ekstraksiyonu yapilmustir.

PCR-RFLP Analizi: Theileria spp. ile enfekte kanlardan elde
edilen total DNA’dan, PCR ile T. anmnulata’nin Tamsl geni
amplifiye  edilmigti. Bu amagla, Tamsl F (5° -
ATGCTGCAAATGAGGAT - 3°) ve Tspml R (5 -
GGACTGATGAGAAGACGATGAG - 3°) primerleri kullanil-
mustir (13). PCR, Kirvar ve ark. (13)’nin bildirdigi sekilde yapil-
mustir. PCR {iriinlerinin 20 pl’si % 1.5,’lik agaroz jelde yiiriitiile-
rek ethidium bromide ile boyanip, UV transsilliminatorde spesifik
bantlarin varligi izlenmistir. Pozitif dmeklerin 12,5 pl’si RFLP
analizinde kullanilmustir.

PCR ile amplifiye edilen 7. annulata Tams1 geni Taql enzimi ile
restriksiyona tabi tutulmugtur. 12,5 pl PCR iirlind, 1 U Tagql ile 65°
C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra % 2,5’lik agarose jelde
yiiriitiilerek ethidium bromide ile boyamp UV transsilliminatorde
restriksiyon profilleri gortintiilenmistir (Sekil 1).

BULGULAR
Elaz1g ve Bingol’de 260 sigirdan elde edilen perifer kan frotilerinin

mikroskopik baki (MB) sonuglari Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Elaz1g ve Bingol yorelerinde perifer kan frotileri incelenen
sigirlarin mikroskopik baki sonuglari.

Odak Hayvan Sayis1 + %

Elazig 170 40 23,53
Bingol 90 52 57,78
Toplam 260 92 35,38

Tablo 1’de goriildiigii gibi perifer kan frotilerinin MB’da,
Elazig’da 170 sigirin 40’1nda (%23,53), Bingdl’de 90 sigirin
52’sinde (%57,78) Theileria spp. piroplasmlarina rastlanmis-
tir. Elazig ve Bingol’de incelenen toplam 260 sigirin 92’sinde
(%35,38) Theileria spp. piroplasm formlari tespit edilmistir.

Perifer kan frotilerinin mikroskopik bakisinda Theileria spp.
piroplasmlart belirlenen 92 6rnegin 89 (%96,74)’unda, PCR
ile T annulata Tams1 geni amplifiye edilmistir. Geriye kalan
3 ornekte T. annulata amplifiye edilememistir.

Elazig ve Bing6l’de 7. annulata ile enfekte oldugu belirlenen
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89 sigirdan amplifiye edilen, Tams1 geninin PCR-RFLP ana-
lizinden elde edilen restriksiyon profilleri Sekil 1’de verilmis-
tir. Sekil 1°de goriildiigl gibi Tams1 geninin Taql ile restriksi-
yonu sonucunda alt1 (a, b, ¢, d, e, f) farkl restriksiyon profili
elde edilmistir.

Sekil 1. Elazig ve Bing6l’de T. annulata ile dogal enfekte 89 sigirdan
amplifiye edilen Tams1 geninin Taql enzimi ile restriksiyonu sonu-
cunda olusan profillerin ethidium bromide ile boyali agoroz jelde
goriintlisii. M: 100 baz ciftlik marker, a,b,c,d,e,f: Tams1
restriksiyon profilleri.

Theileria annulata  Tamsl geninin, Taql enzimi ile
restriksiyon analizinde elde edilen profillerin dagilimi Tablo
2’de verilmigtir. Tablo 2’de goriildiigli gibi toplam alti
restriksiyon profilinin dagilimz; 78 (a), 2 (b), 2 (¢), 5 (d), 1 (e)
ve 1 (f)’dir. Elaz1g ve Bing6l’de dorder profile rastlanmig
olup, Elazig’da Bing6l’den (c, d), Bingol’de ise Elazig’dan (e,

f) farkli iki restriksiyon profili belirlenmistir.

Tablo 2. Elaz1g ve Bingol’de 7. annulata Tams]1 geninin, Taql enzimi
ile restriksiyon analizinden elde edilen profillerin dagilimi.

Odak a b c d e f Toplam
Elazig 32 1 2 5 0 0 40
Bingol 46 1 0 0 1 1 49
Toplam 78 2 2 5 1 1 89

TARTISMA

Tamsl, 7. annulata’nin en belirgin immunodominant antijeni
olup, baz1 caligmalarda Tams1’i kodlayan genlerin suslar ara-
sinda faklilik gosterdigi (4), Tams1 geni DNA dizilimleri ara-
sindaki farkliliklarin, antijenik varyasyon olusturacak diizeyde
oldugu belirlenmistir (12). 7. annulata Tams1 genindeki poli-
morfizminin cografi dagilimla iligkili olmadig1 da ortaya ko-
nulmustur. Bahreyn, Hindistan, Italya, Moritanya, Portekiz,
Ispanya, Sudan, Tunus ve Tiirkiye’den alman 7. annulata
izolatlarmin Tamsl geni DNA dizilimlerinin karsilastirildigi
bir calismada, ayni cografi bolge izolatlar1 arasinda da T.
annulata Tamsl geninin belirgin bir polimorfizm gosterdigi
belirlenmistir (8). 7. annulata, Tamsl genindeki goriilen



T. annulata Tams1 geni PCR-RFLP analizi

polimorfizmin, gerek as1 ve gerekse tan1 amacl test gelistirme
caligmalarini zorlastirmaktadir (4, 10). Bu ¢alisgmada, Elazig ve
Bingdl’de dogal enfekte sigirlardan elde edilen 7. annulata
izolatlarmm Tamsl geninin PCR-RFLP analizi yapilmustir.
Sonug olarak Elazig ve Bingdl’de toplam alt1 farkli restriksiyon
profili belirlenmis olup, yapilacak as1 ya da tan1 amagh test ge-
listirme caligmalarinda bu durumun dikkate alinmasi gerektigi
ortaya c¢ikmistir. Yine bu c¢alismada, kan frotilerinin
mikroskopik muayenesinde Theileria spp. piroplasm formlart
tespit edilen {i¢ sigirda, PCR ile 7. annulata amplifiye edileme-
mis, bu ii¢ sigirin 7. annulata diginda bir tiirle enfekte oldugu
seklinde yorumlanmistir. Dogu Anadolu bdlgesinde sigir
theileriosisi ile ilgili bir ¢alismada (1), bolgede sigirlarda T.
annulta’ya ilaveten T. buffeli/orientalis’in varhigimin ortaya
konmus olmasi da yukaridaki yorumu dogrular niteliktedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile Elazig ve Bingdl’de 7. annulata,
Tams1 geninin en az alt1 farkli genotipe sahip oldugu ortaya
konmus, elde edilen bulgularin yapilacak ileri galigmalara
temel olusturacagi kanaatine varilmigtir.
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