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1. ÖZET 

 

Anaplasma türleri, hayvanların ve insanların sağlığını etkileyen zorunlu 

hücre içi riketsiyal patojenlerdir. Anaplasma soyu içinde çoğu hayvanlar için 

bazıları aynı zamanda insanlarda da patojen olan 6 bakteri tanımlanmıĢtır. Son 

zamanlarda, Japonya, Çin ve Tunus'ta A. phagocytophilum ile genetik olarak 

yakın benzerlik gösteren iki yeni tür tanımlanmıĢtır. 

Bu çalıĢmada sığırlarda Anaplasma türlerinin varlığı ve dağılımının 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bunun için Malatya'nın Akçadağ, Arguvan ve 

Yazıhan ilçelerine bağlı 27 farklı iĢletmede klinik enfeksiyon göstermeyen 200 

sağlıklı sığırdan 2019 yılında (Mart ve Ekim aylarında) EDTA‟lı kan örnekleri 

toplanmıĢtır. Kanlardan ekstrakte edilen DNA‟lar, reverse line blot (RLB) 

yöntemiyle Anaplasma/Ehrlichia türlerinin 16S rRNA geninin V1 değiĢken 

bölgesi yönünden taranmıĢtır. RLB ile %38.5 (77/200) oranında Anaplasma 

enfeksiyonları yönünden pozitiflik saptanmıĢtır. En yaygın türün A. marginale 

(%32.5) olduğu, bunu A. centrale (%5.5), Anaplasma/Ehrlichia catch-all (%5.5) 

ve Anaplasma sp. Omatjanne (%2.5)‟nin izlediği belirlenmiĢtir. 

Test edilen hayvanların hiçbirinde A. phagocytophilum ve A. bovis 

saptanmamıĢtır. PZR pozitif 77 amplikondan 11'i sadece Anaplasma/Ehrlichia 

catch-all proba sinyal verirken, membrandaki tür spesifik probların hiçbirine 

sinyal vermemiĢtir. Bu amplikonların PZR-RFLP yöntemi ile A. 

phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 oldukları belirlenmiĢtir.  
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DNA dizileme ve filogenetik analizler RFLP verilerini doğrulamıĢ ve 

Türkiye‟de sığırlarda A. phagocytophilum ile yakından iliĢkili potansiyel olarak 

yeni iki türün bulunduğunu göstermiĢtir. 

Türkiye‟de A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2‟nin 

bulunduğu ilk defa bu çalıĢmada ortaya konmuĢtur. Bu çalıĢma sonucunda elde 

edilen veriler Anaplasma cinsindeki genetik çeĢitliliğin beklenenden çok daha 

fazla olduğunu ve A. phagocytophilum benzeri suĢların sığır anaplasmosisinin 

ayırıcı tanısında dikkate alınması gerektiğini göstermiĢtir. 

 

Anahtar Kelimeler: Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve 2; Molecular 

epidemiology; 16S rRNA PCR-RFLP; reverse line blot; sığır 
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2. ABSTRACT 

Investigation of Anaplasma Species in Cattle in Malatya Province by Reverse 

Line Blotting (RLB) 

Anaplasma species are obligate intracellular rickettsial pathogens that 

affect the health of humans and other animals. The genus Anaplasma currently 

comprises 6 bacterial species mostly pathogenic to animals and/or human. 

Recently, two potentially novel species genetically related to A. phagocytophilum 

have been identified in Japan, China, and Tunisia. 

The aim of this study was to determine the presence and distribution of 

Anaplasma spp.in cattle. For this purpose, EDTA blood samples were collected in 

2019 (in March and October) from 200 apparently healthy cattle farmed in 27 

different willages belonging to Arguvan, Yazihan, Akçadağ district in Malatya 

province. DNA was screened by reverse line blot assay for the presence of the 

hypervariable V1 region of the 16S rRNA gene of Anaplasma/Ehrlichia species. 

Anaplasma spp. overall infection rates were 38.5% (77/200) by RLB. The most 

frequently found species was A. marginale (32.5%), followed by A. centrale 

(5.5%), Anaplasma/Ehrlichia catc-all (5.5%) and Anaplasma sp. Omatjanne 

(2.5%). A. phagocytophilum and A. bovis were not detected in any of tested 

animals. Eleven of 77 PCR-positive amplicons gave positive signals to the catch-

all probes, but did not show any response to the species-specific probes tested. 

PCR-RFLP based on 16S rRNA of these amplicons provided evidence for the 

presence of A. phagocytophilum-like 1 and A. phagocytophilum-like 2 strains. 

Sequencing and phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene validated RFLP 
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findings, and provided evidence for circulation of two potentially novel species 

closely related to A. phagocytophilum in Turkish cattle. 

This is the first report of the presence of A. phagocytophilumlike-like 

strains in the country. These findings suggest that genetic diversity within the 

genus Anaplasma is much greater than expected, and A. phagocytophilum-like 

strains should be taken into account as differential diagnosis in bovine 

anaplasmosis.  

 

Keywords: Anaplasma phagocytophilum-like 1 and 2; Molecular epidemiology; 

16S rRNA PCR-RFLP; reverse line blot; cattle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5 
 

 

3. GĠRĠġ 

 

Subtropikal iklim kuĢağında yer alan Türkiye‟de keneler ile nakledilen 

patojenler yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden klinik ve subklinik 

enfeksiyonlar oluĢturarak hayvancılık endüstrisinde önemli ekonomik kayıplara 

neden olmaktadır (1- 3). Anaplasma cinsinde yer alan zorunlu hücre içi riketsial 

patojenlerin neden olduğu anaplasmosis, bu hastalıkların baĢında gelmektedir. 

Anaplasma soyu içerisinde A. marginale, A. centrale, A. phagocytophilum, 

A. bovis, A. ovis ve A. platys olmak üzere 6 tür tanımlanmıĢtır (4). Anaplasma 

marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve A. bovis sığırlarda farklı 

derecelerde klinik enfeksiyona neden olmaktadır (5). Bu türler içerisinde A. 

marginale en patojen tür olup, sığırlarda ölümle sonuçlanan klinik enfeksiyona 

sebep olmaktadır (6, 7). Dünyanın birçok bölgesi, A. marginale yönünden 

endemik kabul edilmektedir (8). Anaplasma centrale hafif enfeksiyonlara sebep 

olmakta ve bundan dolayı aĢı suĢu olarak kullanılmaktadır (9).  

Son yıllarda Rickettsiales dizisinde yer alan bakterilerin sınıflandırılmasında 

önemli değiĢiklikler olmuĢtur. Önceleri Ehrlichia equi veya Ehrlichia 

phagocytophila olarak tanımlanan tür, at ve insanların yanında sığır ve diğer 

ruminantlarda da tespit edilmiĢ ve yeniden yapılan sınıflandırmada Anaplasma 

soyuna alınarak A. phagocytophilum olarak isimlendirilmiĢtir (4). Anaplasma 

soyunda yer alan türlerin 2001 yılından itibaren geçerli olan sınıflandırılması 

aĢağıda verilmiĢtir (4, 9). 
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Alem: Monera 

Alt Alem: Bacteria 

Kök: Proteobacteria 

Sınıf: α -protobacteria 

Dizi: Rickettsiales 

Aile:  Anaplasmataceae  

Soy: Anaplasma 

Tür:   

A. marginale 

A. centrale 

A. ovis 

A. phagocytophilum 

A. platys 

A. bovis 

 

Sığırlarda anaplazmoza neden olan A. marginale ve A. centrale eritrosit, A. 

phagocytophilum granülosit (çoğunlukla nötrofilleri) ve A. bovis ise monosit 

hücrelerini enfekte etmektedir (10, 11). Anaplasma phagocytophilum sığırların 

yanı sıra diğer evcil ve yabani ruminantlar, at, karnivor ve birçok kemirici ile 

birlikte insanları da enfekte etmektedir (10).  

Konak hücre çeperine yakın bir lokalizasyon gösteren A. marginale 

enfeksiyonlarında, enfekte eritrosit içerisinde 4-8 adet etkene rastlanabilmektedir. 

Ġnkübasyon periyodu 7-60 gün arasında değiĢmekle birlikte ortalama 28 gündür 

(6). Hastalığın akut seyrettiği durumlarda eritrositlerin %70‟i enfekte olabilir (6, 

8). Hasta hayvanlarda iĢtahsızlık, kilo kaybı, depresyon, dehidrasyon, solunum 
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güçlüğü, vücut ısısında artıĢ, anemi, sarılık, yavru atma, uyuĢukluk ve süt 

veriminde azalma görülmektedir (7, 8, 11). 

Genç hayvanlar hastalığa dirençli olup, tedavi edilmediğinde ölümle 

sonuçlanan klinik enfeksiyonlar çoğunlukla 2 yaĢ üzeri bireylerde görülmektedir 

(8). Hastalığı atlatan sığırlarda persiste enfeksiyon Ģekillenmekte ve bu hayvanlar 

yaĢadıkları sürece enfeksiyon kaynağı olarak görev yapmaktadırlar (8, 12). 

Dünyada çok yaygın olarak bulunan A. centrale, konak eritrositlerinde 

merkezi ya da merkeze yakın bir lokalizasyon göstermektedir. Morfolojik yapı 

itibarıyla A. marginale’ye benzer olup, genel olarak A. marginale‟nin alt türü 

olarak kabul edilmektedir (4). Anaplasma centrale hafif enfeksiyonlara sebep 

olmakta ve buna bağlı olarak Latin Amerika, Afrika, Ġsrail ve Avustralya gibi 

ülkelerde A. marginale‟nin öldürücü suĢlarından kaynaklı enfeksiyonlarda canlı 

aĢı olarak kullanılmaktadır (9, 13).  

Anaplasma bovis Afrika ve Asya‟da ruminantların patojeni olarak 

bilinmektedir (12). Bu bakterinin köpek, kedi, tavĢan ve küçük yabani 

memelilerde de yaygın olarak bulunduğu bildirilmiĢtir (14-16). Monositlere 

yerleĢen A. bovis sığırlarda genel olarak persiste enfeksiyonlara neden olmaktadır 

(17). Bu türden kaynaklanan klinik enfeksiyonlarda halsizlik, zayıflama, ishal, 

yüksek ateĢ, anemi, mukoz membranlarda solgunluk ve mukus salgısında artma 

gibi semptomlar görülmektedir (9, 17).  

Granülositlere yerleĢen A. phagocytophilum sığırların yanı sıra koyun, keçi, 

at, kedi, köpek, geyik, karaca, kemirgen ve insanları da enfekte eden bir bakteridir 

(18). Bu türden kaynaklı hastalık tablosu çiftlik hayvanlarında subklinik bir seyir 
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izleyebileceği gibi ağır bulgularla seyreden klinik enfeksiyona da 

dönüĢebilmektedir. Enfekte sığırlarda genel olarak iĢtahsızlık, öksürük, süt 

veriminde azalma, kilo kaybı ve burun akıntısı gibi spesifik olmayan belirtiler 

görülmektedir (11). 

Anaplasma phagocytophilum‟un neden olduğu granülositik anaplazmoz 

üzerine artan çalıĢmalara rağmen, bu bakterinin moleküler epidemiyolojisi ve 

genetik çeĢitliliği hakkında bilgi eksikliği bulunmaktadır. Japonya'da A. 

phagocytophilum olarak tanımlanan Anaplasma spp. genotiplerinin sığır, sika 

geyiği gibi memeliler ile bazı ixodid kenelerinde bulunduğu bildirilmiĢtir (19-22). 

Japonya‟da bildirilen bu suĢların 16S rRNA, groEL ve gltA genlerine dayanan 

filogenetik analiz, bunların Avrupa ve ABD'deki sığırlarda klinik hastalığa neden 

olan A. phagocytophilum ile iliĢkili ancak A. phagocytophilum'dan farklı bir grup 

oluĢturduğunu ortaya koymuĢtur (23, 24). Bundan dolayı, Anaplasma spp. strains 

olarak bildirilen bu genotiplerin A. phagocytophilum ile yakından iliĢkili yeni bir 

Anaplasma türü olarak sınıflandırılması önerilmiĢtir (23). Yine son zamanlarda 

Çin'de A. phagocytophilum ile yakından iliĢkili yeni bir Anaplasma spp. suĢu 

Hyalomma asiaticum ve küçük geviĢ getiren hayvanlarda bildirilmiĢtir (25). 

Çin‟deki bu yeni genotiplerin Japonya‟da bildirilen genotipler de dahil olmak 

üzere diğer tüm sınıflandırılmıĢ ve sınıflandırılmamıĢ Anaplasma türlerinden 

filogenetik olarak farklı olduğu belirlenmiĢtir (25, 26). Son çalıĢmalarda, hem 

Japonya‟da hemde Çin‟de bildirilen yeni geotiplerin Tunus‟ta sığır, koyun, keçi 

ve Rhipicephalus turanicus'ta (27, 28), Ġtalya'da ise koyun ve keçilerde bulunduğu 

rapor edilmiĢtir (29). Ben Said ve ark. (27, 28) tarafından PZR-Restriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP) yöntemi ile yapılan çalıĢmalarda, 
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Japonya ve Çin‟de bildirilen suĢlar sırasıyla A. phagocytophilum-like 1 ve A. 

phagocytophilum-like 2 olarak adlandırılmıĢtır. 

3.1. Morfoloji 

Anaplasma türleri zorunlu hücre içi gram negatif bakterilerdir. Morfolojik 

olarak, küçük pleomorfik Ģekillerde ve 0,3–2,5 μm çapında olup, konak 

hücrelerinde membranla çevrili intrastoplazmik bir vakuol içerisinde bulmaktadır. 

Eritrositlere yerleĢen A. marginale küçük koyu bir nokta Ģeklinde görünürken 

(ġekil 1A), nötrofillere yerleĢen A. phagocytophilum çok sayıda bireysel 

organizma içeren yoğun veya gevĢek yapılı inklüzyonlar halinde bulmaktadır      

(ġekil 1B). 

 

ġekil 1: Sığırlarda klinik enfeksiyona neden olan Anaplasma türleri. A, 

Anaplasma marginale (original); B, Anaplasma phagocytophilum (11). 

3.2. TaĢınma ve Artropod Vektörler 

Sığırlarda anaplazmoza neden olan türler Ixodidae ailesine bağlı kene 

türleri ile biyolojik, Tabanus ve Stomoxys gibi kan emen sineklerle de mekanik 

olarak nakledilmektedir (10, 30). Ayrıca mekanik bulaĢma enjektör iğneleri, 
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burun maĢası, kastrasyon, boynuz kesme ve kulak etiketleme aletleri gibi 

kontamine olmuĢ ekipmanlar vasıtasıyla da gerçekleĢmektedir (1, 6).  

Son araĢtırmalar, A. marginale‟nin taĢınmasında biyolojik naklin, 

Stomoxys calcitrans tarafından gercekleĢtirilen mekanik nakilden daha etkin 

olduğunu göstermiĢtir (31). Bununla birlikte, bazı A. marginale suĢlarının keneler 

için enfektif olmadığı da bildirilmiĢtir (30). Sığırlarda A. marginale‟nin enfekte 

ettiği bilinen tek hücre eritrositlerdir. Munderloh ve ark. (32) sığır endotel 

hücrelerinin de enfekte edildiğini bildirmiĢ, ancak bu durum daha sonra 

kanıtlanamamıĢtır. Sığır eritrositlerinde bir membranla çevrelenmiĢ ve 4-8 riketsia 

içeren inklüzyonlar Ģeklinde bulunurlar ki bunlar baĢlangıç cisimcikleri (initial 

bodies) olarak da isimlendirilirler. Akut enfeksiyon sırasında eritrositlerin 

%70‟ten fazlası baĢlangıç cisimcikleri tarafından enfekte edilir (33). Akut ya da 

persiste nefekte konaktan kan emerken alınan etkenler, vektör kenenin bağırsak 

epitel hücrelerinde çoğalarak baĢlangıçta vegetatif formlar, daha sonra vegetatif 

formların ikiye bölünmesi sonucunda yüzlerce organizma içerebilecek büyük 

koloniler meydana gelir. Kenenin diğer dokuları ile birlikte tükürük bezlerine 

yerleĢen bu etkenler, kan emme esnasında tükürük salgılarıyla birlikte konağa 

aktarılır (ġekil 2) (6, 8, 34).  
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ġekil 2: Anaplasma marginale‟nin yaĢam siklusu (8). 

 

Ixodidae ailesine bağlı yaklaĢık 20 kene türünün A. marginale'nin 

taĢınmasında biyolojik vektör olduğu bilinmektedir (30). Anaplasma 

phagocytophilum Kuzey yarım kürede Ixodes persulcatus grubunda yer alan 

keneler, Avrupa'da ise I. ricinus tarafından nakledilir (10). Anaplasma marginale 

keneler tarafından transstadial veya intrastadial olarak nakledilir, transovarial 

nakil söz konusu değildir (6, 10). 

Transstadial nakilde Dermacentor ve Rhipicephalus soylarında yer alan üç 

konaklı keneler, bir geliĢme safhasında enfekte hayvandan kan emerken aldığı 
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etkeni diğer geliĢme safhasında (larvadan nimfe ya da nimften eriĢkine) kan 

emdiği duyarlı konağa aktarmaktadır (35).  

Ġntrastadial nakil ise bir konaktan diğer bir konağa geçen eriĢkin erkek 

keneler tarafından gerçekleĢtirilmektedir (36, 37). Anaplasma marginale‟nin 

Ġsrail, Orta Amerika, Güney Amerika ve Meksika'da Rhipicephalus annulatus 

tarafından nakledildiği de gösterilmiĢtir (38). Ayrıca hem A. marginale hem de A. 

centrale‟nin intrauterin yolla akut enfekte ineklerden doğan buzağılara 

bulaĢabildiği rapor edilmiĢtir (39). 

3.3. Epidemiyoloji 

 Anaplazmoz tropikal ve subtropikal bölgelerde yaygın olarak görülmekte 

ve sığır endüstrisi için büyük tehdit oluĢturmaktadır. Hastalık Meksika, ABD, 

Orta ve Güney Amerika ve Karayip Adaları'nda endemik seyir göstermekle 

birlikle, A. marginale‟nin seroprevalansı bu ülkeler hatta ülkelerdeki bölgeler 

arasında büyük farklılıklar göstermektedir. Bu değiĢkenlik coğrafi olarak stabil 

veya instabil alanların oluĢmasına katkıda bulunmaktadır (8). 

Son yıllarda kontrolsüz veya kontrollü hayvan hareketleri, A. 

marginale‟den kaynaklı sığır anaplazmozunun geniĢ alanlara yayılmasına neden 

olmuĢtur. Bu duruma persiste enfekte sığırlardan kaynaklı mekanik bulaĢmanın 

neden olduğu ileri sürülmüĢtür (8). Anaplazmozun dağılımının vektör kene 

hareketliliğini etkileyebilecek küresel ısınma nedeniyle değiĢmeye devam edeceği 

düĢünülmektedir (40). Sağlık ve risk değerlendirme metodolojisinde önerilen 

protokoller, gelecekteki küresel hayvan ticareti pazarında anaplasmosis gibi 

hastalıkların yayılmasını kontrol etmek için önemli olacaktır (41). 
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Türkiye‟de theileriosis ve babesiosis ile kıyaslandığında sığır 

anaplazmozunun epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler sınırlı olmakla birlikte son 

yıllarda bu hastalığa neden olan türlerin varlığı ve prevalansı ile ilgili çalıĢmalarda 

artıĢ olduğu dikkati çekmektedir. 

Kan frotilerinin mikroskobik muayenesine dayanan bir çalıĢmada, A. 

marginale ve A. centrale‟nin varlığı bildirilmiĢtir (42). Yine Aydın yöresinde 

yapılan bir çalıĢmada, her iki Anaplasma türü moleküler olarak tespit edilmiĢtir 

(43). Afyon yöresinde bir sığırcılık iĢletmesinde özellikle üç yaĢın üzerindeki 

hayvanlarda A. marginale‟den kaynaklı akut anaplazmoz vakalarının görüldüğü, 

aynı iĢletmede 506 hayvanın 312 (%61,66)‟sinde cELISA ile A. marginale‟ye 

karĢı Ģekillenen antikorlar tespit edilmiĢtir (44, 45). Aynı yöntemle Ege 

bölgesinde %55,35 (46), Kars yöresinde %52,1 (47), Bursa ilinde %45,9 (48), 

Karadeniz bölgesinde %37,8 (49), Van, MuĢ, Siirt ve Diyarbakır illerinde %28,6 

oranında seropozitiflik belirlenmiĢtir (50). Konya‟nın Kadınhanı, Çumra ve 

BeyĢehir ilçelerinde 700 sığırdan toplanan örnekler mikroskobik bakı ve cELISA 

yöntemleri ile A. marginale yönünden incelenmiĢ ve sırası ile %11,29 ve %31,86 

oranında pozitiflik saptanmıĢtır (51). 

Adana‟da Anaplasma spp. prevalansını belirlemek için yapılan bir 

çalıĢmada, cELISA ve Nested-PCR yöntemleri kullanılmıĢtır. Ġncelenen 187 

sığırın 72 (%38,5)‟sinde seropozitiflik saptanırken, A. marginale ve A. 

centrale‟nin moleküler prevalansı sırası ile %3,2 (6/187) ve %1,6 (3/187) olarak 

tespit edilmiĢtir (52). Karadeniz bölgesinde yapılan moleküler bir çalıĢmada, A. 

phagocytophilum’un sığır ve koyunlarda bulunduğu ortaya konmuĢtur (53). 
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AktaĢ ve ark. (54) Karadeniz Bölgesinde insanlardan toplanan I. ricinus‟un 

nimf ve eriĢkinlerinde A. phagocytophilum türünün varlığını ortaya koymuĢlardır. 

AktaĢ ve Özübek (11) A. phagocytophilum’un Karadeniz bölgesinde sığırlarda 

klinik enfeksiyona neden olduğunu rapor etmiĢlerdir. 

3.4. Klinik Bulgular ve Patogenez 

 A. marginale‟den kaynaklı sığır anaplazmozu genellikle hemoglobinemi 

ve hemoglobinüri görülmeden hafif veya Ģiddetli anemi ve ikterus bulguları ile 

seyreden bir hastalıktır (6). Enfekte sığırlarda klinik bulgu olarak anemi ve ikterus 

ile birlikte ateĢ, kilo kaybı, uyuĢukluk, süt veriminde azalma ve genellikle 2 yaĢın 

üzerindeki hayvanlarda ölümler görülmektedir (7, 8, 30). Eritrositlerin fagositozu 

sonucu Ģekillenen anemi enfekte hayvanlarda en göze çarpan klinik bulgudur. 

Diğer klinik belirtilerin Ģiddeti anemi derecesi ile iliĢkilidir (6). Ġkterus genellikle 

hastalığın ilerleyen dönemlerinde geliĢmekte ve çoğunlukla iyileĢme sırasında 

görülmektedir. Ağır enfekte sığırlarda dehidratasyon ve kilo kaybı ile iliĢkili 

gastrointestinal atoni, rumen stazı ve kabızlık geliĢir. Bazı hayvanlar, serebral 

anoksinin ataklarına atfedilen nörolojik belirtiler gösterebilir (6). 

Hastalık perakut, akut, kronik ve hafif olmak üzere farklı klinik formlarda 

seyreder. Her yaĢtan sığır A. marginale ile enfekte olabilir, ancak hastalığın 

Ģiddeti konağın yaĢına bağlıdır. Genel olarak bir yaĢına kadar olan sığırlarda hafif, 

2-3 yaĢ arasında akut ve öldürücü, 3 yaĢın üstünde ise perakut ve öldürücü bir 

seyir gösterir. Altı aylık buzağılarda da enfeksiyon görülür, ancak nadiren klinik 

bulgular ortaya çıkar (55). Enfeksiyonun baĢlangıcında enfekte eritrosit sayısının 

yaklaĢık her 24 saatte bir iki katına çıktığı geometrik bir artıĢ fazı vardır (56). 
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Bu akut enfeksiyon fazında, enfekte eritrosit sayısı oldukça yüksektir (10
9 

hücre/ml) (57). 

Anaplasma suĢuna ve konağın duyarlılığına bağlı olarak, akut fazda 

eritrositlerin enfekte edilme oranı %10-%90 arasında değiĢmektedir (58). Akut 

enfeksiyonu atlatan sığırlarda, düĢük parazitemi ile karakterize persiste 

enfeksiyonlar geliĢir (59). 

Anaplasma phagocytophilum‟un neden olduğu anaplazmoz baĢta koyunlar 

olmak üzere ruminantların tick-borne fever (TBF) hastalığı olarak bilinir (60). 

Salgınların çoğu hayvanların kene ile enfekte alanlara sokulduktan hemen sonra 

ortaya çıkar (61). Hastalık sığırlarda 10-14 günlük bir kuluçka döneminden sonra 

yüksek ateĢ, iĢtahsızlık, kilo kaybı, öksürük, burun akıntısı ve süt veriminde 

azalma gibi bulgularla kendini gösterir (10, 11). 

Anaplasma phagocytophilum'un farklı suĢlarına göre değiĢmek üzere 

sığırlardaki en yoğun bakteriyemi döneminde, granülositlerin %90'ı enfekte 

olabilir (10). Bakteriyemi döneminde etkenler nötrofil, eozinofiller ve 

monositlerde bulunur, enfeksiyonun ilerleyen dönemlerinde monosit hücrelerinin 

istilası baskın hale gelir (62). Enfekte sığırlarda bakteriyemi dönemi yaklaĢık 7 

gün sürer ve bu dönemde 41 
0
C‟ye çıkan yüksek ateĢ görülür (62). 

3.5. TeĢhis 

Hastalığın tanısı, mevsim ve vektör kene dağılımı göz önünde 

bulundurularak enfekte hayvanlarda gözlenen klinik belirtiler ile nekropsi 

bulgularına dayanır (6). Klinik salgınlar en çok vektör kaynaklı bulaĢmanın daha 

yaygın olduğu sıcak ve yağıĢlı mevsimlerde görülür. Endemik olmayan 
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bölgelerdeki kültür ırkı sığırlar, endemik bölgeden taĢıyıcı bir hayvanın 

sokulmasının ardından klinik enfeksiyona yakalanır (63). 

Klinik enfekte hayvanlarda hastalığın teĢhisi, Giemsa ile boyalı frotilerin 

mikroskobik muayenesi ile yapılabilir. Ancak bu metod, asemptomatik ve taĢıyıcı 

hayvanların belirlenmesinde güvenilir değildir. 

TaĢıyıcı hayvanların belirlenmesinde serolojik yöntemler kullanılmaktadır. 

Bu amaçla complement fixation (CF), capillary agglutination, card agglutination 

(CAT), indirect fluorescent antibody (IFA), enzymelinked immunosorbent assays 

(ELISA) gibi çok sayıda serolojik test geliĢtirilmiĢ ve epidemiyolojik çalıĢmalarda 

kullanılmıĢtır. Günümüzde hastalığın serolojik teĢhisinde cELISA ve CAT testleri 

tercih edilmektedir (55). Halen, Knowles ve ark. (64) tarafından geliĢtirilen ve 

sığır anaplazmozunun teĢhisinde kullanılan cELISA, A. marginale, A. centrale ve 

A. ovis'in MSP5 genini tanıyan bir monoklonal antikor (Mab-ANAF16C1) tabanlı 

testtir. Ticari olarak mevcut (VMRD, Inc. Pullman, WA, ABD) bu testin, enfekte 

sığırlarda A. phagocytophilum antikorlarını da tanıyabildiği gösterilmiĢtir (65).  

Son yıllarda moleküler biyolojideki geliĢmelerle birlikte, hastalık 

etkenlerinin DNA‟sını belirleme prensibi ile çalıĢan ve taĢıyıcı hayvanlarda düĢük 

enfeksiyon seviyelerini tespit edebilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazlı 

yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemin bir mikrolitre kanda 24 enfekte eritrositi 

(% 0.0001 enfekte eritrosite eĢdeğer) belirlediği bildirilmiĢtir (66). Gerçek 

zamanlı PZR (Real time PCR) yöntemi, enfekte sığırların kanındaki A. marginale 

DNA'sının saptanması ve miktarının belirlenmesinde baĢarıyla uygulanmıĢtır (67). 
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Daha sonra hayvanlarda bulunabilecek aynı gruptaki bütün patojenleri bir 

defada ve tek iĢlemde ortaya koyabilen Reverse Line Blotting (RLB) tekniği 

geliĢtirilmiĢtir.  

PCR ürünlerinin bir membranda ayrı sıralara bağlanmıĢ özgün problara 

hibridizasyonu esasına dayanan bu metot, ilk defa aynı kenede bulunan dört farklı 

Borrelia türünün belirlenmesinde kullanılmıĢtır (68). Ġlerleyen zamanlarda bu 

yöntem, sığır, koyun ve keçi gibi ruminantlarda ve diğer birçok memeli hayvanda 

Babesia, Theileria, Anaplasma ve Ehrlichia soylarında bulunan türlerin teĢhisinde 

kullanılmıĢtır (69-71).  

3.6. Tedavi 

Sığırlarda anaplazmozun antimikrobiyal tedavisi, imidokarb ve 

tetrasiklinlerin kullanımını içermektedir (72). Bu kimyasalların geliĢtirilmesinden 

önce, akut enfeksiyonları tedavi etmek için arsenik, antimon türevleri ve 

malaryaya etkili çeĢitli kemoterapötik ajanlar kullanılmıĢtır. Ancak bu bileĢiklerin 

kemoterapötik etkisinin çok az olduğu görülmüĢtür (73). 

Imidocarb dipropionate, yaklaĢık 30 yıldan fazla bir süredir bazı 

bölgelerde hastalığı tedavi etmek amacıyla kullanılmaktadır (74). Ġmidokarb 

dipropionat A. marginale‟den kaynaklı akut enfeksiyonlarda 2.1 mg/kg dozda deri 

altı veya kas içi enjeksiyon Ģeklinde uygulanmaktadır. 

Klortetrasiklin ve oksitetrasiklin, ABD‟de akut anaplazmoza karĢı 

kullanım için onay verilen bileĢiklerdir (75). Sığırlarda, 5-12 gün boyunca 11–22 

mg/kg dozda damar içi yolla uygulanan oksitetrasiklinin A. marginale 

enfeksiyonlarını baĢarılı bir Ģekilde tedavi ettiği bildirilmiĢtir (76). 
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Ayrıca oksitetrasiklinin 3-7 gün aralıklarla 20 mg/kg dozda 2, 3 ya da 4 

kez kas içi yolla enjeksiyonunun taĢıyıcı enfeksiyonların tedavi edilmesinde etkili 

olduğu bildirilmiĢtir (76, 77).  

Yine 1.1 mg/kg dozda klortetrasiklin katılan yem ile 120 gün, aynı ilacın 

11 mg/kg dozda katılan yemlerle 30-60 gün süreyle beslenen hayvanlarda persiste 

enfeksiyonların baĢarılı bir Ģekilde tedavi edildiği bildirilmiĢtir (78). Genel olarak 

oksitetrasiklinler ve özellikle doksisiklin, koyun ve sığırlarda A. 

phagocytophilum‟dan kaynaklı TBF hastalığının tedavisinde etkilidir (79). 

Koyun ve keçilerde yapılan deneysel çalıĢmalarda, A. phagocytophilum‟un 

penisilin,  kloramfenikol,  streptomisin ve ampisilin gibi antibiyotiklere dirençli 

olduğu gösterilmiĢtir (79). 

Anaplazmozun tedavisi ve daha da önemlisi sığırlarda meydana gelen 

persiste enfeksiyonları engellemek için yeni antimikrobiyallere ihtiyaç vardır. Bu 

amaçla, bakteriyel DNAgraz (Topoizomeraz II) ve Topoizomeraz IV'ü inhibe 

eden florokinolon grubunda bulunan enrofloksasinin bir aday olarak 

gösterilebileceği belirtilmiĢtir (80). Yapılan çalıĢmalarda, enrofloksasinin akut A. 

marginale enfeksiyonlarına karĢı 5-10 mg/kg dozda etkili olduğu bildirilmiĢtir. 

(81). Diğer bir çalıĢmada ise, 48 saat arayla iki defa uygulanan 12.5 mg/kg 

enrofloksasinin, splenektomize buzağılarda Ģiddetli A. marginale enfeksiyonlarını 

iyileĢtirdiği, ancak iyileĢen hayvanların kalıcı olarak enfekte olduğu bildirilmiĢtir. 

(82). 
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3.7. Korunma ve Kontrol 

Anaplazmozdan korunmada planlı ve uzun süreli programların 

uygulanması gerekmektedir. Bu amaçla çok sayıda korunma ve kontrol stratejileri 

geliĢtirilmiĢ, ancak kayda değer bir geliĢme olmamıĢtır. Korunma tedbirleri 

coğrafi bölgelere göre değiĢmekle birlikte akarisit kullanarak artropodlarla 

mücadele, profilaktik antibiyotik uygulamaları ve aĢılamayı içermektedir. 

Artropodlara karĢı akarisit uygulamaları A. marginale‟nin mekanik bulaĢmasından 

dolayı, bu etkenden kaynaklı anaplazmozun kontrol altına alınmasında kısmi bir 

koruma sağlamaktadır (8). Kene ve sinek enfestasyonlarını engellemek için 

akarisit uygulamaları yoğun emek gerektiren pahalı bir yöntemdir. Çevre kirliliği 

yanında tekrar eden akarisit uygulamaları dirençli kene ve sinek populasyonlarının 

geliĢmesine de neden olabilmektedir (55).  

Sığır anaplazmozunun kontrolünde antimikrobiyal tedavi, tetrasiklin grubu 

ilaçlar ve imidokarbın (72) yanı sıra, dünyanın bazı bölgelerinde, çeĢitli 

kemoterapötik ajanların (antimalaryaller ve antimon türevleri gibi) kullanımını 

içermektedir (83). Antimikrobiyal tedavi, aktif enfeksiyon oluĢumunu önlemeye 

yönelik olarak vektör mevsiminde enfeksiyonun klinik etkilerini sınırlamak için 

sağlıklı hayvanlara veya klinik anaplazmozun (hasta hayvanlarda) tedavisine 

yönelik olarak uygulmaktadır. Bu uygulama hastalığın kontrolüne katkı yapabilir, 

ancak pahalı ve geniĢ alanlarda uygulanabilir değildir. Ayrıca antibiyotiklerin 

yoğun olarak kullanılması, dirençli mikroorganizmaların geliĢimini arttırıcı 

riskleri de beraberinde getirmektedir (55).  

AĢılama sığır anaplazmozunun kontrolü için dünya genelinde kullanılan 

ekonomik ve etkili bir yöntemdir. AĢı üretimi ve kullanımının tarihçesi Kocan ve 
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ark. (8) tarafından derlenmiĢtir. Anaplazmoza karĢı kullanılan aĢılar genel olarak 

canlı ve ölü aĢılar olmak üzere iki grupta değerlendirilir. Her iki aĢı tipi için 

antijen kaynağı olarak A. marginale ile enfekte sığır eritrositleri kullanılmaktadır. 

Her iki aĢı da klinik hastalığı hafifletir ya da engeller, ancak hiçbiri hayvanların A. 

marginale ile persiste enfekte olmasının önüne geçemez. 

 

3.8. AĢılama 

3.8.1. Canlı AĢılar 

Anaplazmozun kontrol altına alınması amacıyla canlı aĢı kullanımı Sir 

Arnold Theiler tarafından 1900‟lü yılların baĢında baĢlatılmıĢtır (84). Canlı aĢılar, 

sığırların daha az patojenik (zayıflatılmıĢ) A. marginale veya A. centrale 

suĢlarıyla enfekte olan eritrositlerle aĢılanmasını içerir. Bu aĢılamadaki bağıĢıklık 

tepkisi, hafif enfeksiyon geliĢtiren ve aĢı suĢu ile kalıcı olarak enfekte olan 

aĢılanmıĢ hayvanlardaki doğal enfeksiyona benzer (55). AĢılanan sığırlarda tipik 

olarak klinik hastalığa karĢı ömür boyu koruma sağlayan persiste enfeksiyonlar 

geliĢir ve dolayısı ile aĢı tekrarına ihtiyaç duyulmaz (85, 86). 

Sir Arnold Theiler tarafından izole edilen A. centrale, sığır 

anaplazmozunun kontrolü amacıyla kullanılan en yaygın canlı aĢı suĢudur (84). 

Afrika, Avustralya, Ġsrail ve Latin Amerika baĢta olmak üzere dünyanın çeĢitli 

bölgelerinde kullanılmaktadır. Theiler (84), sığırlarda A. centrale‟nin A. 

marginale'ye göre daha az patojen olduğunu ve A. centrale ile enfekte olan 

sığırlarda A. marginale enfeksiyonuna karĢı koruyucu bağıĢıklık geliĢtiğini 

gözlemlemiĢtir. Çapraz koruyucu bağıĢıklığın, her iki bakteride korumada rol 
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oynayabilen ortak immünodominant epitopların bulunmasından kaynaklandığı 

ortaya konmuĢtur (87).  

IĢınlarla iradiye edilmek suretiyle elde edilen suĢlar ile etken için normal 

konak sayılmayan koyun veya geyik gibi konaklarda üretilmesi sonucu 

patojenitesi zayıflatılmıĢ suĢlar canlı aĢı olarak kullanılmıĢtır (8). Ancak, 

zayıflatılmıĢ aĢılarla sağlanan koruma genel olarak güvenilir bulunmamıĢtır (6). 

 

3.8.2. Ölü AĢılar 

Etkenlerin inaktive edilmesi yoluyla geliĢtirilen ölü aĢılar, 1960'lı yıllardan 

itibaren uzun bir süre ABD'de kullanılmıĢtır (8). Bu tür aĢılar, coğrafi türlerin 

çapraz koruyucu olduğu Güney Amerika ülkelerinde klinik anaplazmozu 

önlemede etkili olmuĢtur (55). Ölü aĢıların canlı aĢılara göre bazı avantajları 

vardır. Örneğin, istenmeyen enfeksiyöz ajanlarla oluĢabilecek kontaminasyon 

riski canlı aĢılara göre daha azdır. Yine saklama maliyetleri düĢüktür ve genel 

olarak aĢılama sonrası reaksiyonlar en az seviyededir. Bu aĢıların canlı aĢılara 

göre dezavantajları arasında yıllık idame aĢılama ihtiyacı ile A. marginale'nin 

eritrositlerden yüksek saflaĢtırma maliyeti ve geniĢ ölçüde ayrılmıĢ coğrafi 

bölgelerden elde edilen izolatlar arasındaki çapraz koruma eksikliği yer alır (6). 

Ayrıca, ölü aĢıların sağladığı koruyucu bağıĢıklık genel olarak canlı aĢıların 

sağladığı koruyucu bağıĢıklıktan daha azdır. Anaplazmozun kontrolü için 

kullanılan ilk ticari ölü aĢılarda antijen olarak, liyofilize edilmiĢ A. marginale ile 

enfekte eritrositler kullanılmıĢ ve bu ürün uygulama sırasında yağ bazlı bir 

adjuvan ile birleĢtirilmiĢtir (88). Türkiye‟de sığırlarda kene kaynaklı 

enfeksiyonların prevalansı, etiyolojileri, epidemiyolojileri ve vektör keneler ile 



 
 

22 
 

ilgili veriler sınırlıdır. Ülkemizin değiĢik bölgelerinde kan parazitleri ile ilgili 

mikroskobik ve serolojik yöntemlerle yapılmıĢ araĢtırmalarda, bu hastalıkların 

yaygın olarak bulunduğu dikkati çekmektedir. Ancak, özellikle sığırlarda 

anaplasmosis ile ilgili moleküler metotlarla yapılmıĢ yeterli sayıda çalıĢma 

bulunmamaktadır.  

Bu çalıĢmada, Malatya yöresindeki sığırlarda anaplazmoza neden olan 

türlerin varlığı ve dağılımının moleküler teknikler ile belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 Bu çalıĢmada, Malatya yöresinde sığırlarda anaplazmoza neden olan 

türlerin varlığı ve dağılımının belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Anaplasma soyundaki 

türlerin belirlenmesinde moleküler yöntemler (polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

temelli reverse line blot (RLB) ve PZR temelli RFLP) kullanılmıĢ ve elde edilen 

sonuçlar karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmiĢtir. 

4.1. Saha ÇalıĢmaları 

 Saha çalıĢmaları Mart-Ekim 2019 tarihleri arasında Malatya iline bağlı 

Arguvan, Yazıhan ve Akçadağ ilçelerinde rastgele seçilen 27 iĢletmedeki sığırlar 

üzerinde yürütülmüĢtür (ġekil 3). Malatya ili, Doğu Anadolu Bölgesi‟nin Yukarı 

Fırat Havzasında, Adıyaman, Elazığ, Bingöl, MuĢ ve Van çöküntü alanının 

güneybatı ucunda ve 35 54' ve 39 03' kuzey enlemleri ile 38 45' ve 39 08' doğu 

boylamları arasında yer almaktadır. Malatya‟da kıĢların soğuk ve uzun, yazların 

sıcak ve kurak geçtiği sert karasal iklim hüküm sürmektedir. Yıllık sıcaklık 

ortalaması 13,5 
0
C, yağıĢ ortalaması ise 420 mm‟dir (89). 
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ġekil 3: Malatya ilinde saha çalıĢmalarının yapıldığı odaklar. 

 Arguvan, Yazıhan ve Akçadağ ilçelerinde rastgele seçilen 27 iĢletmede 

farklı ırk (Simental, Montofon, Holstein ve bunların melezleri) ve yaĢta [0-1 yaĢ(n 

= 79), 1-3 yaĢ (n = 59), 3 yaĢ ve üzeri (n = 62)] meraya çıkan toplam 200 sığırdan 

kan örneği alınmıĢtır. Örnek alınan hayvanların ırk ve yaĢ durumları ile örneğin 

alındığı odak ve tarih bilgileri ilgili protokole kaydedilmiĢtir. EDTA‟li tüplere 

alınan kan örnekleri +4 
0
C‟yi sağlayan termos içinde Fırat Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı laboratuvarına getirilmiĢ ve DNA 

ekstraksiyonu yapılıncaya kadar -20˚C‟ de muhafaza edilmiĢtir. Alınan örnek 

sayısının odaklara dağılımı Tablo 1‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 1: Kan örneği alınan odaklar ile örneklerin odaklara dağılımı. 

        Odak                             ĠĢletme Sayısı                          Alınan Örnek Sayısı 

       Yazıhan                                  10                                                    65 

       Arguvan                                   9                                                     69 

       Akçadağ                                   8                                                     66 

       Toplam                                   27                                                    200 

 

 4.2. Laboratuvar ÇalıĢmaları 

 4.2.1. DNA Ekstraksiyonu 

 Genomik DNA ekstraksiyonu, ticari DNA izolasyon kitleri kullanılarak kit 

protokollerine göre yapılmıĢtır. Kısaca, eppendorf tüplere 200 μl kan örneği 

alınmıĢ ve üzerlerine Proteinase-K ve RNase A (20 μl) ilave edilerek 

vortekslenmiĢtir. Oda ısısında 2 dakika bekletildikten sonra, 200 μl Genomic 

Lysis/Binding Buffer eklenip vortekslenmiĢ ve 55 ºC‟ de 10 dakika inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Daha sonra üzerlerine 200 μl %96 ethanol ilave edilip 5 saniye 

vortekslenmiĢtir. Collection tüp, Spin column‟a yerleĢtirildikten sonra elde edilen 

lizat Spin column‟a dökülüp 10.000 x g‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Collection tüp atılmıĢ ve yeni bir Collection tüpe yerleĢtirilen Spin column‟un 

üzerine 500 μl Wash Buffer 1 eklenip 10000 x g‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Lizata 500 μl Wash Buffer 2 eklenerek santrifüj iĢlemi tekrarlanmıĢtır. Spin 

column siteril eppendorf tüplerine yerleĢtirilip üzerlerine 100 μl Genomic Elution 

Buffer eklendikten sonra oda sıcaklığında 1 dakika inkübasyona bırakılmıĢ ve 

daha sonra 23000 x g‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen genomic 

DNA‟lar kullanılıncaya kadar -20 ºC‟de saklanmıĢtır. 
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 4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

 DNA amplifikasyonu, Touch Down Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Touch 

Down PZR) yöntemi ile SENSOQEST Labcylcer Gradient marka cihaz 

kullanılarak yapılmıĢtır. 

 Sığırlardan elde edilen DNA‟lar önce EC9 (5′-TACCTTGTTACGACTT-

3′) ve EC12A (5′-TGATCCTGGCTCAGAACGAACG-3′) primerleri kullanılarak 

Anaplasma/Ehrlichia türlerinin 16S ribosomal RNA (rRNA) geninde 1462 baz 

çifti (bç) uzunluğunda bir bölge amplifiye edilmiĢtir (20).  

 Elde edilen PZR ürünleri kullanılarak yine Anaplasma/Ehrlichia türlerinin 

16S rRNA geninin V1 değiĢken bölgesinde yaklaĢık 500 bç uzunluğunda bir 

bölgeyi çoğaltan 16S8FE (5‟-GGAATTCAGAGTTGGATCMTGGYTCAG-3‟)  

ve BGA1B (Biotin-5‟-CGGGATCCCGAGTTTGCCGGGACTTCTTCT-3‟) 

primerleri ile nested PZR yapılmıĢtır (90). Gerek PZR amplifikasyonunda 

kullanılan primerler ve gerekse RLB‟de kullanılan problar, “The Midland 

Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.)” firmasına sentezlettirilmiĢtir. PZR 

reaksiyonu, toplam 25 μl hacimde gerçekleĢtirilmiĢ ve her reaksiyonda, pozitif ve 

negatif kontrol DNA örnekleri kullanılmıĢtır. Pozitif kontrol DNA örneği olarak, 

A. marginale (GenBank giriĢ no. KX781292) ve A. phagocytophilum (GenBank 

giriĢ no. KP745629) için daha önce klinik enfekte sığırlardan izole edilen ve 

sekans analizi ile teyit edilmiĢ laboratuvar stoklarımızda mevcut genomik 

DNA‟lar kullanılmıĢtır. 
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 Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 kontrol 

DNA örnekleri Dr. Alberti (Mediterranean Center for Diseases Control, 

University of Sassari, Sassari Italy)‟den temin edilmiĢtir. Negatif kontrol olarak, 

yine daha önceki çalıĢmalarda 3 aylık buzağıdan alınan, mikroskobik bakı ve PZR 

ile Anaplasma enfeksiyonları yönünden negatif olduğu anlaĢılan kan örneğinden 

ekstrakte edilen genomik DNA kullanılmıĢtır. 

 DNA amplifikasyonunda kullanılan Touch Down PZR ısı Ģartları Tablo 2, 

reaksiyon içeriği ise Tablo 3‟de verilmiĢtir.  

 
Tablo 2: DNA amplifikasyonunda kullanılan Touch Down PZR ısı Ģartları. 
 

ĠĢlem Isı (C
0
)– Süre (sn) Döngü Sayısı 

Denatürasyon 94  – 20 

2 Hibridizasyon 67 – 30 

Annealing 72 – 30 

Denatürasyon 94 – 20 

2 Hibridizasyon 65 – 30 

Annealing 72 – 30 

Denatürasyon 94 – 20 

2 Hibridizasyon 63 – 30 

Annealing 72 – 30 

Denatürasyon 94 – 30 

2 Hibridizasyon 61 – 45 

Annealing 72 – 45 

Denatürasyon 94 – 45 

2 Hibridizasyon 59 – 45 

Annealing 72 – 45 

Denatürasyon 94 – 45 

40 Hibridizasyon 57 – 45 

Annealing 72 –-45 

Son uzatma 72 – 10 dk. 1 

Bekletme 4 
0
C‟de  
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Tablo 3: Touch Down PZR Reaksiyonu Ġçeriği. 

 

  

 4.2.3. PZR Ürünlerinin Görüntülenmesi 

 Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen ürünlerin bir kısmı, ethidium 

bromide (10mg/ml) ile 30 dakika boyanan %1,4‟lük agarose jel‟de, 5 μl PZR 

ürünü 4 μl yükleme solüsyonu (Loading Dye) ile karıĢtırılarak elektroforez 

tankındaki jel kuyucuklara yüklenmiĢtir. 

 Elektroforez iĢlemi, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tampon solüsyonu 

kullanılarak jel tankında 100 voltta bir saat süreyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Yürütme 

iĢlemi sonrası Agorose Jel, Quantum Vilber Lourmat (Fransa) marka jel 

görüntüleme sisteminde spesifik bantların varlığı açısından incelenmiĢtir. Geri 

kalan ürünler ise, RLB testinde kullanılmak üzere +4 ˚C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

  

 

 

Madde Miktar(µl) Konsantrasyon 

Steril Distile Su 13  

PCR Buffer 2,5  

MgCI 2,5  

dNTP 

Taq DNA Polimeraz 

Revers Primer 

Fovard Primer 

Template DNA 

2 

0,1 

1,25 

1,25 

2,5 

1,25 mM 

 

20 pmol/μl 

20 pmol/μl 

 

Final Konsantrasyon 25  μl  
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 4.2.4. Reverse Line Blotting 

 Biodyne-C membran üzerine, PZR ürünleri ile hibridize olacak 

oligonükleotitlerin bağlanması Schouls ve ark. (90) ile Bekker ve ark. (91)‟nın 

belirttiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Kısaca, Biodyne C membran oda ısısında 10 dakika, 10 ml %16 EDAC (1-

ethyl-3-(3-dimethyloamino-propyl)corbodimide) ile aktive edildikten sonra, 

distile su ile yıkanarak MN45 miniblottera (Immunetics, Cambridge) 

yerleĢtirilmiĢtir. Membran, üzerindeki kalıntı sıvı alındıktan sonra, 500 mM 

NaHCO3 (pH 8.4) ile 50-800 pmol/150µl konsantrasyonlarında sulandırılan 

problardan, membranın ilk ve son kanalları dıĢındaki tüm kanallarına 150 µl 

dökülmüĢ ve oda ısısında 1-2 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyondan sonra, 

kanallardaki sıvılar aspire edilerek uzaklaĢtırılmıĢ ve membran, miniblotterdan 

çıkarılarak 100 mM NaOH içinde inkübe edilip inaktivasyon sağlanmıĢtır. 

Ġnaktivasyondan sonra membran, 2X SSPE/0,1 SDS içinde 60˚C‟de 5 dakika 

yıkanarak kullanıma hazır hale getirilmiĢtir. 

 Hibridizasyon aĢamasında, önceden elde edilen PZR ürünlerinden 20 µl 

alınarak, 2X SSPE/0,1 SDS ile 150 µl‟ye tamamlanmıĢ ve 100˚C‟de 10 dakika 

tutularak denatüre edilmiĢtir. Önceden dökülen prob sıraları ile miniblotter 

kanalları 90˚ açı yapacak Ģekilde, miniblottera yerleĢtirilen membran üzerindeki 

fazla sıvı alınıp uzaklaĢtırıldıktan sonra, hazırlanmıĢ olan PZR ürünleri 

miniblotter kanallarına dökülmüĢ ve 42˚C‟de 1 saat bekletilerek hibridizasyon 

sağlanmıĢtır. Hibridizasyon iĢleminden sonra, kanallardaki sıvı alınarak membran 

miniblotterdan çıkarılmıĢ ve 2X SSPE/0,1 SDS solüsyonu ile 2 defa 52˚C‟de 10 

dakika yıkanmıĢtır. Daha sonra 42˚C‟de 30 dakika, 2X SSPE/ % 0,5 SDS ile 
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1:4000 oranında sulandırılmıĢ 10 ml Horseradish Peroksidaz ile iĢaretlenmiĢ 

streptavidin solüsyonunda hafif çalkalanıp inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyonu takiben 

membran, 2X SSPE/0,5 SDS ile 2 defa 42˚C‟de 10 dakika ve 2X SSPE ile 2 defa 

oda ısısında 5 dakika yıkanmıĢtır. Membran 10 ml ECL sıvısında 1 dakika inkübe 

edildikten sonra, sert bir zemine alınarak, üzeri asetatla örtülmüĢ ve hava 

kabarcıkları uzaklaĢtırılarak membran üzerine karanlık ortamda ECL hyperfilm 

(Amersham Biotech) konulup banyo edilmiĢtir. Değerlendirmede, filmler üzerinde 

prob ve PZR ürünlerinin döküldüğü sıraların kesiĢtiği kısımlarda meydana gelen 

siyah lekeler pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. 

4.2.5. RLB’de Kullanılan Problar 

RLB testinde kullanılan problar, 5‟– uçlarında amino grubu N–

(Trifluoracetamidohexyl – eyanoethyl, N, N, - diisopropyl phoshoramidite (TFA)-

C6 aminolinker) olacak Ģekilde “The Midland Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.) 

firmasına sentezlettirilmiĢtir. Liyofilize halde gönderilen problar, DNaz ve RNaz 

içermeyen bi-distile steril su ile 100 pmol/μl konsantrasyonda sulandırılarak 

kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada, membrana Catchall (Anaplasmave Erlichia) ve soy 

spesifik (Anaplasma spp.ve Erlichia spp.) probların yanı sıra bugüne kadar 

sığırlarda tanımlanan Anaplasma ve Erlichia türleri ile bazı genotiplere özgü 

toplam 11 farklı prob bağlanmıĢtır. RLB testinde kullanılan problar ile bunlara ait 

nükleotit dizilimleri ve konsantrasyonları Tablo 4‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 4: RLB‟de kullanılan problar ile nükleotit dizilimleri ve konsantrasyonları. 
 

Prob  Nükleotit dizilimi (5’-3’)  Konsantrasyon 

(pmol/μl) 

 Kaynak 

Catch-all (A/E)  GGGGGAAAGATTTATCGC TA  200  91 

A. marginale  GACCGTATACGCAGCTTG  200  91 

A. centrale  TCGAACGGACCATACGC  200  91 

A. bovis  GTAGCTTGCTATGAGAACA  200  91 

Ehrlichia sp. (Omatjenne)  CGGGTTTTTATCATAGCTTGC  200  91 

A. phagocytophilum 1  TTGCTATAAAGAATAATTAGTGG  400  90 

A. phagocytophilum 2  TTGCTATGAAGAATAATTAGTGG  400  90 

A. phagocytophilum 3  TTGCTATAAAGAATAGTTAGTGG  400  90 

A. phagocytophilum 4  TTGCTATAGAGAATAGTTAGTGG  400  90 

A. phagocytophilum 5  TTGCTATAAAGAATAGTTAGTGG  400  90 

A. phagocytophilum 7  TTGCTATAGAGAATAGTTAGTGG  400  90 

 

4.2.6. DNA dizileme 

DNA dizilemede 16S rRNA geni hedef alınmıĢtır. Tür spesifik proba 

sinyal veren (A. marginale) pozitif örnek 16S8FE/BGA1B, Catchall proba sinyal 

veren örnek ise SSAP2f/SSAP2r primerleri ile amplifiye edildikten sonra 

sekanslanmıĢtır. Bunun için, dizilimi belirlenecek izolata ait amplikon, %1,5‟lik 

agaroz jelde görüntülendikten sonra, jel pürifikasyon kiti (QIAquick
®
 Gel 

Extraction Kit, Qiagen, Germany) ile pürifiye edilmiĢ ve DNA dizilimi 

belirlenmiĢtir. Elde edilen sekansların GenBank veri tabanına kayıtları yapılmıĢ 

ve BLAST programı (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kullanılarak 

Genbank‟ta kayıtlı diğer sekanslar ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

4.2.7. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

Bu çalıĢmada, Catchall proba sinyal veren Anaplasma spp. pozitif 

örneklerin identifikasyonunda RFLP yöntemi kullanılmıĢtır. Bunun için Catchall 

proba sinyal veren DNA örnekleri önce bütün Anaplasma/Ehrlichia türlerinin 16S 

rRNA genini çoğaltan genel, daha sonra A. phagocytophilum ve A. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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phagocytophilum-like genotiplerine spesifik primerler kullanılarak nested PZR‟de 

amplifiye edilmiĢtir. Amplifikasyonda kullanılan primerler ile bunların nükleotit 

dizilimleri ve PZR Ģartları Tablo 5‟de verilmiĢtir.  

Tablo 5: RFLP iĢleminde kullanılan primerler ve PZR Ģartları. 

Primer  Dizilim (5’-3’) PZR ġartları Kaynak 

EC9  TACCTTGTTACGACTT 94˚C 5dk, 94˚C- 54˚C-72˚C 30 sn, 

72˚C 5 dk 
20 

EC12A  TGATCCTGGCTCAGAACGAACG 

SSAP2f  GCTGAATGTGGGGATAATTTAT 94˚C 4dk, 94˚C- 53.5˚C-72˚C 30 

sn, 72˚C 5 dk SSAP2r  ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA 

 
Nested PZR sonucunda pozitif kontrol ve saha örneklerine ait amplikonlar 

XcmI ve BsaI restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢtir (28). RFLP karıĢımı, 37˚C‟de 2 

saat süreyle sıcak su banyosunda tutulduktan sonra %3‟lük agaroz jelde 1 saat 

elektroforeze tabi tutulmuĢ ve jel görüntüleme sisteminde restriksiyon bant 

profilleri izlenmiĢtir. RFLP‟de kullanılan restriksiyon enzimi ve karıĢımı 

oluĢturan ürün miktarları Tablo 6‟da verilmiĢtir.  

Tablo 6: RFLP analizinde kullanılan restriksiyon enzimi ve karıĢımı oluĢturan 
ürün miktarları. 

 

 

 

 

4.2.8. Anaplasma phagocytophilum-like genotiplerinin moleküler 

karakterizasyonu ve filogenetik analiz 

Gerek RFLP sonuçlarının doğrulanması ve gerekse A. phagocytophilum-

like genotiplerindeki varyantların belirlenmesi amacıyla, RFLP sonucunda A. 

Malzeme Miktar(µl) 

XcmI restriksiyon enzim 1 

10X buffer 2 

Ultra safsu 7 

PZR ürünü 10 

Toplam 20 
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phagocytophilum-like 1 (n = 8) ve A. phagocytophilum-like 2 (n = 3) olarak 

identifiye edilen örneklerin 16S rRNA geninde 598-599 bç uzunluğundaki 

bölgenin DNA dizilimi belirlenmiĢtir. Elde edilen sekanslar, EMBL/GenBank veri 

tabanına kayıt edilmiĢtir. 

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programı 

kullanılarak bu çalıĢmada elde edilen A. phagocytophilum-like 1 (Aplike1Bv) ve 

A. phagocytophilum-like 2 (Aplike2Bv) genotiplerine ait sekansların çoklu 

nükleotit hizalamaları GenBank veri tabanında kayıtlı diğer izolatlarla birlikte 

yapılmıĢ ve nükleotit dizilimleri arasındaki yüzde benzerlik oranları belirlenmiĢtir. 

Bu çalıĢmada tanımlanan A. phagocytophilum-like genotiplerine ait 

varyantların (Aplike1Bv ve Aplike2Bv), diğer bölgelerden bildirilen izolatlar 

arasındaki filogenetik iliĢkileri belirlenmiĢtir. EĢleĢtirilmiĢ nükleotit sekansları, 

Geneious Prime 2020.1.1 yazılımı (http://www.geneious.com) kullanılarak 

birleĢtirilmiĢtir. KesinleĢmiĢ konsensüs sekansları, Genious prime'da bulunan 

plug-in vasıtasıyla MUSCLE (92) kullanılarak GenBank'tan indirilen ilgili 

Anaplasma sekansları ile hizalanmıĢtır. Anaplasma genotiplerinin filogenetik 

iliĢkisini değerlendirmek için MEGA X'te (93) uygulanan Maksimum Olabilirlik 

analizi (Maximum Likelihood) kullanılmıĢtır.  

ML analizlerinde 1.000 replika ile bir bootstrap analizi yapılmıĢtır. ML 

analizleri için en uygun DNA ikame modeli, jModeltest v.0.1.1 yazılımı 

kullanılarak TN93 + G + I olarak belirlenmiĢtir (94). ÇalıĢmada karakterize edilen 

temsili 16S rRNA gen dizileri,  MT338502 ve MT338494 eriĢim numaraları ile 

GenBank veri tabanına girilmiĢtir. 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.geneious.com/
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4.2.9. Ġstatistiksel Analiz 

Anaplasma türlerinin yaĢ grupları arasındaki görülme sıklığının 

değerlendirilmesinde Pearson ChiSquare (χ2) testi kullanılmıĢ ve % 5 (P<0,05) 

düzeyindeki bir farklılık istatistiksel olarak önemli kabul edilmiĢtir. Bu testler Epi 

info programı ile yapılmıĢtır. 
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ġekil 4: Laboratuvar Görüntüleri. 
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5. BULGULAR 

5.1. PZR ve RLB’nin spesifitesi 

Gerek pozitif kontrol ve gerekse sahadan elde edilen DNA örnekleri 

kullanılarak 16S8FE/B-GA1B (Anaplasma/Ehrlichia) primerleri ile elde edilen 

nested PZR ürünleri elektroforez yapıldığında, beklenildiği gibi Anaplasma 

türlerine ait yaklaĢık 500 bç uzunluğunda bant elde edilmiĢtir (ġekil 5). Bu 

amplikonların spesifitesi, temsili örneklerin DNA dizilemeleri yapılmak süretiyle 

teyit edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 5: 16S8FE/B-GA1B primerleri ile elde edilen sığır Anaplasma tür ve 

gonotiplerine ait nested amplifikasyon ürünlerinin jel görüntüsü. M, marker (100 

bç); N negatif kontrol (N1, distile su; N2, enfekte olmayan sığır genomik 

DNA‟sı). P standart positif kontrol (P1, A. marginale GenBank giriĢ no. 

KX781292; P2, A. phagocytophilum GenBank giriĢ no. KP745629). 1-10, 

Anaplasma spp. pozitif saha örnekleri. 
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Gerek standart kontrol ve gerekse saha örneklerine ait PZR ürünleri, 

sığırlarda tanımlanan Anaplasma türlerine spesifik probların (A. marginale, A. 

phagocytophilum, A. centrale, A. bovis, Anaplasma sp. Omatjenne)  bağlandığı 

membranda hibridizasyona tabi tutulmuĢ ve sonuçlar Ģekil 6‟da verilmiĢtir.   

 

ġekil 6: Anaplasma/Ehrlichia pozitif kan örneklerine ait RLB sonuçlarının 

görüntülenmesi. Soldan sağa örnek sıraları, yukarıdan aĢağıya prob sıraları. 1-4 

standart pozitif ve negatif DNA örnekleri (1, A. marginale; 2, A. 

phagocytophilum; 3, distile su; 4, enfekte olmayan sığır genomik DNA‟sı). 5-9 bu 

çalıĢmada saha örneklerinde tespit edilen tek ve miks enfeksiyonlar (5, A. 

marginale; 6, Anaplasma sp. Omatjenne; 7, A. marginale + A. centrale;8, A. 

marginale + Anaplasma sp. Omatjenne; 9, A. marginale + A. centrale + 

Anaplasma sp. Omatjenne).  

ġekil 6‟dan görüleceği üzere, RLB sonucunda A. marginale ve A. 

phagocytophilum‟a ait pozitif kontrol DNA‟larından elde edilen amplikonlar prob 

karĢılıkları ile sinyal oluĢturmuĢtur (Sekil 6, sıra 1 ve 2). Saha örneklerine ait PZR 

ürünlerinin büyük bir kısmı spesifik prob karĢılıklarına sinyal vermiĢtir.  



 
 

38 
 

Bu sinyaller tek ya da miks enfeksiyonlar Ģeklinde A. marginale, A. 

centrale ve Anaplasma sp. Omatjenne prob karĢılıklarında görülmüĢtür (ġekil 6, 

sıra 5-9). Ancak bazı saha örneklerinde sadece Anaplasma/Ehrlichia Catchall 

proba sinyal alınmıĢtır (ġekil 6, sıra 10-12). 

5.2. Sığırlarda Anaplasma türlerinin prevalansı 

Malatya‟nın Yazıhan, Arguvan ve Akçadağ ilçelerinde Anaplasma türleri 

yönünden RLB ile incelenen 200 sığırdaki tek ve miks enfeksiyonların dağılımı 

Tablo 7‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 7: RLB ile sığırlarda belirlenen tek ve miks enfeksiyonların dağılımı (n=200). 

Enfeksiyon  A. marginale A. centrale Anapalsma sp. 
Omatjanne 

A. 
phagocytophilum 

A. bovis Catc-all 
(Anaplasma/Ehrlichia) 

Positif örnek 
sayısı (%) 

 

Tek enfeksiyon 

 + - - - - - 51 (%25.5) 

 - - - - - + 11 (%5.5) 

 - - + - - - 1 (%0.5) 

Ara toplam        63 (%31.5) 

         

 

 

Mix 

 

 + + - - - - 10 (%5) 

 + - + - - - 3 (%1.5) 

 + + + - - - 1 (%0.5) 

Ara toplam        14 (%7) 

Toplam  65 (%32.5) 11 (%5.5) 5 (%2.5) - - 11 (%5.5) 77 (%38.5) 
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Tablo 7‟den anlaĢılacağı üzere, muayene edilen 200 sığırın 77 

(%38,5)‟sinde A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne ve 

Anaplasma/Ehrlichia Catchall‟dan kaynaklı tek ya da miks enfeksiyonlar tespit 

edilmiĢtir. Örneklerin 63 (%31,5)‟ünde tek türden kaynaklı enfeksiyonlar 

belirlenirken, 14 (7%) örnekte A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp. 

Omatjanne kombinasyonundan oluĢan miks enfeksiyonlar tespit edilmiĢtir. 

Anaplasma marginale‟nin en yaygın tür olduğu (%32,5), bunu A. centrale (%5,5), 

Anaplasma/Ehrlichia Catchall (%5,5) ve Anaplasma sp. Omatjanne (%2,5)‟nin 

izlediği görülmüĢtür. Bir örnekte A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. 

Omatjanne; 3 örnekte A. marginale, Anaplasma sp. Omatjanne; 10 örnekte ise A. 

marginale ve A. centrale birlikte tespit edilmiĢtir. Örneklerin hiçbirinde A. 

phagocytophilum ve A. bovis saptanmamıĢtır (Tablo 7). RLB‟de 11 örnekte 

sadece Anaplasma/Ehrlichia Catchall proba sinyal alınması bölgedeki sığırlarda 

A. marginale, A. centrale, A.phagocytophilum, A. bovis ve Anaplasma sp. 

Omatjanne dıĢında baĢka bir Anaplasma tür ya da genotipin bulunduğu Ģeklinde 

değerlendirilmiĢtir. 

Malatya yöresinde sığırlarda Anaplasma türlerinin yaygınlığı, hayvanların 

yaĢları dikkate alınarak incelenmiĢ ve sonuçlar Tablo 8‟de verilmiĢtir. Buradan 

anlaĢılacağı üzere, Anaplasma pozitiflik durumu ile hayvanın yaĢı arasında 

anlamlı bir iliĢki bulunmamıĢtır (P = 0,797, χ
2
 = 0,45).  
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Tablo 8: Malatya yöresinde sığırlarda Anaplasma türleri yönünden elde edilen 

RLB pozitiflik durumunun yaĢ ile iliĢkisi. 

  YaĢ 

  0-1 yaĢ  1-3 yaĢ  3 yaĢ ve üzeri 

Sayı  79  59  62 

Positif  29  22  26 

%  36.7  37.28  41.93 

95% CI  26.13 – 48.30  25.04 – 50.86  29.51 – 55.16 

P* değeri  P = 0.797 

*Pearson ChiSquare (χ2) 

 

5.3. DNA dizileme ve genetik karĢılaĢtırmalar 

Bu çalıĢmada, PZR ve RLB‟nin doğrulanması amacıyla RLB‟de Catchall 

(Anaplasma/Ehrlichia spp.) ve tür spesifik proba (A. marginale) sinyal veren 

örnekleri temsilen seçilen 2 izolatın DNA dizilimi belirlenmiĢtir. Anaplasma 

marginale‟ye ait sekans MT338492, Catchall proba sinyal veren örneğe ait sekans 

ise MT338494 giriĢ numaraları ile GenBank veri tabanına girilmiĢtir. BLAST 

analizi sonucunda, MT338492 giriĢ numaralı A. marginale‟nin GenBank veri 

tabanında kayıtlı A. marginale (DQ000616) sekansı ile %100 benzer olduğu 

görülmüĢtür. Anaplasma/Ehrlichia Catchall probuna sinyal veren izolat ise 

(GenBank giriĢ no. MT338494) GenBank veritabanında A. phagocytophilum ve 

uncultured Anaplasma sp. olarak yayınlanan izolatlara %99.33-100 oranında 

benzerlik göstermiĢtir. 
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5.4. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

Bu çalıĢmada RLB‟de Catchall proba sinyal veren 11 örnek, önce 

EC9/EC12A genel, daha sonra A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 

genotiplerine (A. phagocytophilum-like1, A. phagocytophilum-like 2) özgü 

SSAP2f/SSAP2r primerleri ile amplifiye edilmiĢtir. Elde edilen nested PZR 

ürünlerinin agaroz jel elektroforez görüntüsü ġekil 7‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 7: EC9/ EC12A ve SSAP2f/SSAP2r primerleri ile elde edilen pozitif kontrol 

ve saha örneklerine ait nested PZR ürünlerinin jel görüntüsü. M, marker (100 bç); 

N negatif kontrol (N1, distile su; N2, enfekte olmayan sığır genomik DNA‟sı). P 

standart pozitif kontrol (P1, A. phagocytophilum; P2, A. phagocytophilum-like 1; 

P3, A. phagocytophilum-like 2). 1-7, RLB‟de Catchall proba sinyal veren 

Anaplasma spp. pozitif saha örnekleri. 
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ġekil 7‟den görüleceği üzere, gerek standart pozitif kontrol gerekse saha 

örneklerine ait DNA‟lardan beklenildiği gibi 641-642 bç uzunluğunda 

amplifikasyon ürünü elde edilmiĢtir. Bu ürünler restriksiyon enzimleri ile 

kesilerek restriksiyon bant profilleri belirlenmiĢtir. 

ġekil 7‟de SSAP2f/SSAP2r primerleri ile elde edilen pozitif kontrol (A. 

phagocytophilum, A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2) ve 

RLB‟de Catchall proba sinyal veren Anaplasma spp. saha örneklerine ait PZR 

ürünleri, XcmI ve BsaI restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢtir.  

XcmI enzmi A. phagocytophilum‟u keserek 344 ve 297 bç uzunluğunda iki 

bant profili verirken, A. phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1 ve A. 

phagocytophilum-like 2) genotiplerinde kesim yapmamaktadır. BsaI enzimi ise A. 

phagocytophilum-like 2‟de kesim yaparak 422 (423) ve 219 bç uzunluğunda bant 

profilleri oluĢtururken, A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1‟de 

kesim yapmamaktadır (28). 

ġekil 7‟de elde edilen PZR ürünlerinin XcmI enzimi ile kesildikten sonra 

oluĢan RFLP bant profilleri ġekil 8‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 8: XcmI enzimi ile yapılan restriksiyon analizi sonuçları. M, 100 bç marker; 

1-3 standart pozitif kontrol (1, A. phagocytophilum; 2, A. phagocytophilum-like 1; 

3, A. phagocytophilum-like 2). 4-10, RLB‟de Catchall proba sinyal veren 

Anaplasma spp. pozitif saha örnekleri. 11, negatif kontrol. 

ġekil 8‟den izleneceği gibi, XcmI enzimi beklenildiği gibi pozitif kontrol 

olarak kullanılan A. phagocytophilum‟da 344 ve 297 bç uzunluğunda iki bant 

profili verirken (ġekil 8, sıra 1), gerek A. phagocytophilum-like 1 ve A. 

phagocytophilum-like 2 pozitif kontrollerde (ġekil 8, sıra 2, 3) ve gerekse saha 

örneklerinde (ġekil 8, sıra 4-11) kesim yapmamıĢtır. Buradan saha örneklerindeki 

pozitifliğin A. phagocytophilum‟dan değil, A. phagocytophilum-like 

genotiplerinden (A. phagocytophilum-like 1 veya A. phagocytophilum-like 2) 

kaynaklandığı görülmüĢtür.  

Saha örneklerindeki pozitifliğin hangi genotipten kaynaklandığını 

belirlemek için aynı PZR ürünleri, BsaI enzimi ile kesilmiĢ ve RFLP sonucunda 

oluĢan bant profilleri ġekil 9‟da verilmiĢtir.   
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ġekil 9: BsaI enzimi ile yapılan restriksiyon analizi sonuçları. M, 100 bç marker; 

1-3 standart pozitif kontrol (1, A. phagocytophilum; 2, A. phagocytophilum-like 1; 

3, A. phagocytophilum-like 2). 4-7 saha örnekleri [4, A. phagocytophilum-like 1; 5 

A. phagocytophilum-like 2; 6-7 miks enfeksiyon (A. phagocytophilum-like 1+ A. 

phagocytophilum-like 2). 8, negatif kontrol. 

ġekil 9‟dan anlaĢılacağı üzere, BsaI enzimi beklenildiği gibi A. 

phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1‟de kesim yapmazken (ġekil 9, 

sıra 1 ve 2), A. phagocytophilum-like 2‟de 422 (423) ve 219 bç uzunluğunda iki 

bant profili oluĢturmuĢtur (ġekil 9, sıra 3). Aynı enzim, yine beklenildiği gibi her 

iki genotip ile (A. phagocytophilum-like 1 +A. phagocytophilum-like 2) miks 

örneklerde 641 (642), 421 (422) ve 219 bç uzunluğunda 3 farklı bant profili 

vermiĢtir (ġekil 9, sıra 6-7). 

RFLP analizi sonucunda, RLB‟de sadece Catchall proba sinyal veren 11 

örnekten 8‟inin A. phagocytophilum-like 1, 3‟ünün ise A. phagocytophilum-like 2 

ile enfekte olduğu belirlenmiĢtir. Ġki örnekte miks enfeksiyon (A. 

phagocytophilum-like 1 +A. phagocytophilum-like 2)  tespit edilmiĢtir (ġekil 9, 

sıra 6-7).  
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Böylece Malatya yöresinde yapılan bu çalıĢmada, ilk defa Türkiye‟de 

sığırlarda A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 genotiplerinin 

varlığı ortaya konmuĢtur.  

5.5. Anaplasma phagocytophilum-like genotiplerinin moleküler 

karakterizasyonu 

Gerek RFLP sonuçlarının doğrulanması ve gerekse A. phagocytophilum-

like genotiplerindeki varyantların belirlenmesi amacıyla, RFLP ile A. 

phagocytophilum-like 1 (n = 8) ve A. phagocytophilum-like 2 (n = 3) olarak 

identifiye edilen örneklerin 16S rRNA geninde 598-599 bç uzunluğundaki 

bölgenin DNA dizilimi belirlenmiĢtir. Elde edilen sekansların, MT338494-

MT338504 giriĢ numaraları ile GenBank‟a kayıtları yapılmıĢtır. Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programı ile çoklu nükleotit 

hizalamaları sonucunda, A. phagocytophilum-like 1 (Aplike1Bv, GenBank giriĢ 

no. MT338494-MT338501) ve A. phagocytophilum-like 2 (Aplike2Bv, GenBank 

giriĢ no. MT338502-MT338504) genotipine ait 2 farklı varyant tespit edilmiĢtir 

(Tablo 9). Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 

varyantlar arasında 9 nükleotit farklılığı ile %98.50 oranında benzerlik tespit 

edilmiĢtir (Tablo 9, 10).  

Bu çalıĢmada tespit edilen A. phagocytophilum-like 1 varyant (Aplike1Bv, 

GenBank giriĢ no. MT338494-MT338501) daha önce Tunus‟ta ruminantlarda 

(Aplike1BvCp1, KX702974; Aplike1Ov1, KX702978) ve Japonya‟da geyiklerde 

(Clone 1; JN055357) bildirilen A. phagocytophilum-like 1 izolatları ile %99.67-

100 oranında benzerlik göstermiĢtir (Tablo 9, 10).  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Yine bu çalıĢmada tespit edilen A. phagocytophilum-like 2 varyantın 

(Aplike2Bv, GenBank giriĢ no. -MT338504) daha önce Tunus‟ta koyun ve keçiler 

(Aplike2OvCp1, KX702980; Aplike2Cp1, KX702985) ile Çin‟de Hyalomma 

asiaticum (BL099-6, KJ410247) türü kenede bildirilen A. phagocytophilum-like 2 

izolatlarına %99.33-99.83 oranında benzer olduğu belirlenmiĢtir (Tablo 9, 10).  
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Tablo 9: Anaplasma phagocytophilum‟a benzeyen A. phagocytophilum-like genotiplerine ait 16S rRNA sekansları (598–599 bç) arasındaki 

nükleotit farklılıkları. 
Konak  Genetik varyanta  Ülke  GenBank  16S rRNA nükleotit pozisyonb          Kaynak 

        823 830 1011 1109 1111 1113 1120 1137 1148 1237 1239 1240 1260 1291   

Ġnsan  Webster  ABD  NR_044762  T T A G T A C A T T T C G C  95 

At  Camawi  ABD  AF172167  * * * * * * * * * * * * * *  Unpublished 

Köpek  Dog2  ABD  CP006618  * * * * * * * * * * * * * *  Unpublished 

Geyik  Clone 1  Japonya  JN055357  C * * * A - * G C * * * * *  23 

Sığır ve keçi  Aplike1BvCp1  Tunus  KX702974  C * * * A - * G C * * * * *  28 

Koyun  Aplike1Ov1  Tunus  KX702978  C * * * A T * G * * * * * *  28 

Sığır  Aplike1Bv   Türkiye  MT338494  C * * * A T * G * * * * * *  Bu çalıĢma 

Sığır  Aplike2Bv   Türkiye  MT338502  C A G A A T T G C C C * A T  Bu çalıĢma 

Koyun ve keçi  Aplike2OvCp1  Tunus  KX702980  C A G * A T T G C C C T A T  28 

Keçi  Aplike2Cp1  Tunus  KX702985  C A G * A T T G C C C T * T  28 

Kenec  BL099-6  Çin  KJ410247  * A G * A T T G C C C T A T  25 

 

 

Kısaltmalar: Nükleotitler: C, Sitozin; T, Timin; G, Guanin; A, Adenin. 
*
 Yıldızlar korunmuĢ nükleotitleri göstermektedir.

 

a
Aplike1Bv (Anaplasma phagocytophilum-like 1) varyant bu çalıĢmada elde edilen MT338494-MT338501 giriĢ numaralı sekansları; 

Aplike2Bv ise MT338502-MT338504 giriĢ numaralı sekansları temsil etmektedir.  
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Sayılar, A. phagocytophilum HZ USA izolatının (GenBank accession number NC 007797) (96)  nükleotit pozisyonuna göre belirlenmiĢtir. 

1011 ve 1137 nükleotitlerdeki Adenin (A) Guanin (G) değiĢikliği, A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like genotiplerinin ayrımına 

izin vermektedir. 1011 deki Adenin (A) Guanin (G) değiĢikliğinde BsaI enzimi A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1‟de 

kesim yapmamakta, ancak A. phagocytophilum-like 2 genotipini keserek 422 (or 423) ve 219 bç uzunluğunda iki bant profili vermektedir. 

1137 deki Adenin (A) Guanin (G) değiĢikliğinde ise XcmI enzimi A. phagocytophilum‟u keserek 344 and 297 bç uzunluğunda iki bant 

profili oluĢtururken, A. phagocytophilum-like genotiplerinde (A. phagocytophilum-like 1 ve 2) kesim yapmamaktadır (28). 

c 
Hyalomma asiaticum 
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Tablo 10: Bu çalıĢmada sığırlarda tespit edilen Anaplasma phagocytophilum-like 1 and 2 genotipleri ile GenBank‟ta kayıtlı diğer izolatlar 

arasındaki yüzde benzerlik analizi. 

Genotip  Konak veya 

vektör 

 Genetik varyant  Ülke  GenBank  

giriĢ no. 

  1 2 3 4 5 6 7 8 

A. phagocytophilum-like 2  H. asiaticum  BL099-6  Çin  KJ410247  1 100.00 99.50 99.83 99.33 97.32 98.33 98.33 98.33 

A. phagocytophilum-like 2  Koyun ve keçi  Aplike2OvCp1  Tunus  KX702980  2  100.00 99.67 99.83 98.49 98.49 98.50 98.50 

A. phagocytophilum-like 2  Sığır  Aplike2Bv  Türkiye  MT338502  3   100.00 99.50 98.49 98.49 98.50 98.50 

A. phagocytophilum-like 2  Keçi  Aplike2Cp1  Tunus  KX702985  4    100.00 98.66 98.66 98.66 98.66 

A. phagocytophilum-like 1  Geyik  Clone 1  Japonya  JN055357  5     100.00 100.00 99.67 99.67 

A. phagocytophilum-like 1  Sığır ve keçi  Aplike1BvCp1  Tunus  KX702974  6      100.00 99.67 99.67 

A. phagocytophilum-like 1  Koyun  Aplike1Ov1  Tunus  KX702978    7       100.00 100.00 

A. phagocytophilum-like 1  Sığır  Aplike1Bv  Türkiye  MT338494    8        100.00 
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5.6. Filogenetik analiz 

Bu çalıĢmada elde edilen A. phagocytophilum-like 1 ve A. 

phagocytophilum-like 2 varyantlarının, GenBank veri tabanında kayıtlı diğer 

Anaplasma spp. izolatlarını temsilen seçilen sekansların oluĢturduğu filogenetik 

ağaç içerisindeki yeri Ģekil 10‟da verilmiĢtir. 
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ġekil 10: Maksimum Likelihood yöntemi kullanılarak Anaplasma türlerinin 16S 

rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik ağaç. Düğümlerdeki sayılar 1000 

replikat ile bootstrap değerlerini temsil etmektedir (sadece % 50'den daha büyük 

değerler alınmıĢtır). Sekanslar GenBank eriĢim numarası, suĢ veya izolat adı, 

konakçı veya vektör ve ülke olarak verilmiĢtir. Bu çalıĢmada elde edilen sekanslar 
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kırmızı olarak belirtilmiĢtir. Ölçek çubuğu, nükleotit pozisyonu baĢına 0.01 

ikameyi temsil etmektedir. DıĢ grup olarak Ehrlichia ruminantium (GenBank giriĢ 

numarası: NR_044831) kullanılmıĢtır. 

ġekil 10‟dan anlaĢılacağı gibi, bu çalıĢmada tespit edilen A. 

phagocytophilum-like 1 ve 2 varyantlarının, A. phagocytophilum ile yakından 

iliĢkili olduğu, ancak daha önce farklı bölgelerde ruminantlarda ve kenelerde 

identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 ve 2 izolatları ile birlikte iki farklı 

grupta bağımsız olarak kümelendiği görülmüĢtür. 
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6. TARTIġMA VE SONUÇ 

Anaplasma soyuna bağlı türler, Türkiye‟nin de içinde bulunduğu tropikal 

ve subtropikal iklim kuĢağında yer alan bölgelerde hayvanlarda klinik ve 

subklinik enfeksiyonlara neden olurlar. Sığırlarda anaplazmoza neden olan 4 (A. 

marginale, A. phagocytophilum, A. centrale ve A. bovis) tür tanımlanmıĢtır (7, 10, 

11). Bunlardan A. phagocytophilum sığırların yanı sıra diğer birçok memeli 

hayvan ile birlikte insanlarda da enfeksiyona neden olmaktadır (10). Son yıllarda 

önce Japonya‟da sığır, geyik ve bazı ixodid kenelerde (19-22), daha sonra Çin‟de 

koyun, keçi ve Hyalomma asiaticum‟da (25) Anaplasma phagocytophilum ile 

yakından iliĢkili yeni Anaplasma spp. strainleri bildirilmiĢtir. Filogenetik 

analizlerde, Japonya ve Çin‟de bildirilen bu strainlerin hem A. 

phagocytophilum‟dan hemde birbirlerinden farklı iki ayrı grupta kümelendiği ve 

dolayısı ile bunların ayrı türler olabileceği rapor edilmiĢtir (23, 24). Tunus‟ta 2015 

yılında Ben Said ve ark. (27) tarafından yapılan çalıĢmada, Anaplasma pozitif 

keçi örneklerinden elde edilen sekansların Japonya ve Çin‟de bildirilen strainlere 

benzer olduğunu ortaya koymuĢtur. Ben Said ve ark. (28), Japonya ve Çinde 

bildirilen strainlerin hem A. phagocytophilum‟dan hem de birbirlerinden ayrımına 

imkan veren RFLP yöntemi geliĢtirmiĢ ve bu genotipleri A. phagocytophilum-like 

1 (Japanese strains) ve A. phagocytophilum-like 2 (Chinese strains) olarak 

adlandırmıĢlardır (28). RFLP yöntemi Tunus‟ta A. phagocytophilum-like 

genotiplerinin varlığı ve yaygınlığının belirlenmesinde kullanılmıĢ ve sığır, 

koyun, keçi ve Rhipicephalus turanicus'ta her iki genotipin (A. phagocytophilum-

like 1 ve A. phagocytophilum-like 2) mevcut olduğu bildirilmiĢtir (28). 
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Anaplasma phagocytophilum-like 1 (Japanese strains) genotipinden kaynaklı 

enfeksiyonlar Ġtalya'da koyun ve keçilerde de rapor edilmiĢtir (29). 

  RLB yönteminde, Catchall ve soy spesifik problar ile reaksiyon veren, ancak 

membrana bağlanmıĢ tür spesifik problar ile sinyal oluĢturmayan amplikonların, 

yeni bir türün, alt türün yada farklı bir genotipin varlığını iĢaret edebileceği 

belirtilmiĢtir (7, 91, 97, 98). Bu çalıĢmada, RLB membranına 

Anaplasma/Ehrlichia Catchall ve 5 tür spesifik prob bağlanmıĢtır (Tablo 4). 

EC9/EC12A ve 16S8FE/B-GA1B primerleri ile sığır örneklerinden elde edilen 

amplikonların büyük bir kısmı, A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp. 

Omatjanne spesifik prob karĢılıkları ile sinyal verirken, 11 örnekte sadece 

Anaplasma/Ehrlichia Catchall probuna sinyal alınmıĢtır (ġekil 6). Bunları 

temsilen seçilen bir örneğin DNA dizilimi belirlenerek (GenBank giriĢ no. 

MT338494) BLAST analizi yapıldığında, GenBank veri tabanında A. 

phagocytophilum ve uncultured Anaplasma sp. olarak yayınlanan izolatlara 

%99.33-100 oranında benzerlik göstermiĢtir. Anaplasma phagocytophilum‟un 

vektörü, Kuzey yarım kürede Ixodes persulcatus, ülkemizinde içinde yer aldığı 

Avrupa‟da ise Ixodes ricinus‟tur (10, 54). Farklı iklim, bitki ve coğrafik 

özelliklere sahip Türkiye‟de, bölgeler arasında ixodid kene populasyonunda 

önemli farklılıklar görülebilmektedir. Bu çalıĢmanın yürütüldüğü Malatya ili, 

karasal iklim özelliğine sahip olup, bu bölgede sığırlarda baskın kene türünün 

Hyalomma spp. (99, 100), Karadeniz bölgesinin kıyı kesimi gibi daha nemli ve 

yağıĢlı bölgelerde ise I. ricinus olduğu bilinmektedir (101, 102). Buna göre 

Malatya yöresinde sığırlarda Catchall proba sinyal alınan örneklerde, A. 

phagocytophilum olma ihtimalinin çok düĢük olacağı değerlendirilmiĢtir. 
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Bu durum, bölgedeki sığırların yeni bir Anaplasma türü ya da genotipi ile enfekte 

olabileceğini, bu enfeksiyonun da son yıllarda tanımlanan A. phagocytophylum-

like genotiplerinden kaynaklanabileceğini düĢündürmüĢtür. Dolayısı ile bu 

çalıĢmada Catchall proba sinyal veren örnekler, Ben Said ve ark. (28) bildirdiği 

Ģekilde PZR-RFLP yöntemi ile incelenmiĢtir. RFLP sonucunda 11 örnekten 8‟inin 

A. phagocytophylum-like 1 (ġekil 8), 3‟ünün ise A. phagocytophylum-like 2 ile 

enfekte olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 9). 

Bu çalıĢmada, sığırlarda tespit edilen A. phagocytophilum-like 

genotiplerindeki genetik varyantların moleküler tiplendirmesi ve filogenetik 

ağaçtaki yeri belirlenmiĢtir. Anaplasma phagocytophilum-like 1 sekanslarındaki 

varyant (Aplile1Bv), Tunus‟ta ruminantlarda (28) ve Japonya‟da geyiklerde (23) 

bildirilen A. phagocytophilum-like 1 izolatları ile %99.67-100 benzerlik 

göstermiĢtir. Anaplasma phagocytophilum-like 2 varyant ise (Aplike2Bv) yine 

Tunus‟ta koyun ve keçiler (28) ile Çin‟de Hyalomma asiaticum (25) türü kenede 

bildirilen A. phagocytophilum-like 2 izolatlarına %99.33-99.83 benzerlik 

göstermiĢtir (Tablo 9, 10).  

Bu çalıĢmada identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 (Aplile1Bv) A. 

phagocytophilum-like 2 (Aplile2Bv) varyantları, filogenetik ağaçta A. 

phagocytophilum‟un oluĢturduğu küme yerine, daha önce farklı bölgelerde 

ruminantlarda ve kenelerde identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 ve 2 

izolatları ile birlikte iki farklı grupta bağımsız olarak kümelendiği görülmüĢtür 

(ġekil 10). 

Klinik vakalarda Anaplasma türlerinin teĢhisinde, kan hücreleri içindeki 

etkenlerin morfolojik yapılarına bakılmıĢtır. Ancak subklinik enfekte bireylerde 
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bu patojenlerin mikroskobik teĢhisi zordur. PZR ve PZR tabanlı moleküler 

yöntemlerle, Anaplasma türlerinin ayırıcı teĢhisi kolaylıkla yapılabilmektedir. Bu 

yöntemlerden RLB, hem yüksek duyarlılığa sahip olması, hem de aynı anda 

konak kanında olabilecek birden fazla türü belirleyebilmesi açısından son yıllarda 

ülkemizde de tercih edilen bir yöntem olmuĢtur (7, 11, 103). Bu çalıĢmada, 

sığırlardan toplanan kan örneklerinde Anaplasma türlerinin varlığı ve 

yaygınlığının belirlenmesinde PZR tabanlı RLB ve RFLP yöntemleri 

kullanılmıĢtır. Buna göre Malatya yöresinde sığırlarda A. marginale, A. centrale, 

Anaplasma sp. Omatjanne, A. phagocytophilum-like 1ve A. phagocytophilum-like 

2‟den kaynaklı tek ya da miks enfeksiyonların varlığı ortaya konmuĢtur. Bu 

türlerden A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp. Omatjanne‟nin varlığı daha 

önce ülkemizde sığırlarda yapılan çalıĢmalarda rapor edilmiĢtir (11, 47-52, 103). 

Ancak A. phagocytophilum‟a yakın benzerlik gösteren ve yeni tanımlanan A. 

phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1ve A. phagocytophilum-like 2) 

genotipleri Türkiye‟de ilk defa bu çalıĢmada tespit edilmiĢtir. 

Türkiye‟de sığırlarda anaplazmozun epidemiyolojisi ile ilgili yapılan 

çalıĢmalarda uzun yıllar mikroskobik ve serolojik yöntemler kullanılmıĢtır. Bu 

çalıĢmalara bakıldığında ülkemizin faklı bölgelerinde hastalığın %61‟e varan 

oranda yaygın olduğu görülmektedir (44-51). Ġki aĢamalı PZR yöntemi ile 

Adana‟da 187 sığırda yapılan moleküler çalıĢmada, A. marginale ve A. 

centrale‟nin moleküler prevalansı sırası ile %3,2 ve %1,6 olarak tespit edilmiĢtir 

(52). Aynı yöntemle Trakya bölgesinde 184 sığır A. marginale yönünden test 

edilmiĢ ve %31 oranında pozitiflik saptanmıĢtır (7). RLB yöntemi ile Karadeniz 

bölgesinde yapılan baĢka bir araĢtırmada, muayene edilen 123 sığırdan 
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%45,1‟inin beĢ Anaplasma türünden (A. phagocytophilum,  %30,8; A. marginale, 

%18,8; A. centrale, %18; Ehrlichia sp. strain Omatjenne, %13,5; A. bovis, %0,7) 

en az biriyle enfekte olduğu bildirilmiĢtir (11).  

Bu çalıĢmada, Malatya yöresinde muayene edilen 200 sığırın 77 

(%38,5)‟sinde A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne ve A. 

phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1, A. phagocytophilum-like 2) 

genotiplerinden kaynaklanan tek ve miks enfeksiyonlar tespit edilmiĢtir. Gerek 

Malatya yöresinde yapılan bu çalıĢmada ve gerekse ülkemizin farklı bölgelerinde 

yapılan yukarıdaki çalıĢmalarda elde edilen sonuçlar, farklı coğrafik yapı ve 

iklime sahip bölgelerde sığırlarda Anaplasma türlerinin dağılımı ve prevalansında 

değiĢkenlik olmakla beraber, Türkiye‟nin hemen her bölgesinde yaygın olduğunu 

göstermiĢtir.  

Sonuç olarak; 

● Malatya iline bağlı üç ilçede yapılan bu sürveyde, sığırlarda Anaplasma soyuna 

bağlı A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne, A. phagocytophilum-

like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 tür ve genotiplerinden kaynaklı 

enfeksiyonların varlığı ortaya konmuĢtur.  

● Bölgede sığırlarda A. marginale‟nin en yaygın tür olduğu ve bu türden kaynaklı 

klinik enfeksiyonların görülebileceği beklenmelidir. 

● Ülkemizde sığırlarda daha önce yapılan çalıĢmalarda rapor edilen A. 

phagocytophilum ve A. bovis türlerine bu çalıĢmada rastlanmamıĢtır. Ancak, A. 

phagocytophilum‟a yakın benzerlik gösteren A. phagocytophilum-like 1 ve A. 

phagocytophilum-like 2 genotipleri ülkemizde ilk defa bu çalıĢmada 

tanımlanmıĢtır. 
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● Aynı zamanda zoonoz olan A. phagocytophilum sığırlarda klinik enfeksiyona 

neden olan bir Anaplasma türüdür. Bu bakteri ülkemizinde içinde bulunduğu 

Avrupa bölgesinde I. Ricinus ile nakledilmektedir. Ixodes ricinus, ülkemizde 

nemli ve yağıĢlı bölgelerde baskın kene türü olup, Malatya gibi karasal iklime 

sahip bölgelerde bu türe rastlanmamaktadır. Anaplasma phagocytophilum‟a yakın 

benzerlik gösteren A. phagocytophilum-like 1 ve 2 genotiplerinin vektörleri 

bilinmemektedir. Bu genotiplerin I. ricinus dıĢında diğer ixodid kenelerle 

nakledilme ihtimali oldukça yüksektir. Bu durumun, ileride yapılacak detaylı 

çalıĢmalarla ortaya konması gerekmektedir. 
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