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OZET

Mersin Yoresi'nde Ixodid Cinsi Kenelerde Anaplasma phagocytophilum'un
Molekiiler Yontemle Arastirilmasi

Anaplasma phagocytophilum, Rickettsiales takimindan Anaplasmataceae ailesi iiyesi,
zorunlu hiicre i¢i Gram negatif pleomorfik bir bakteridir. Insanlarda graniilositleri enfekte ederek
Insan Graniilositik Anaplazmozu (HGA)'na neden olmaktadir. A. phagocytophilum, insanlara ve
rezervuar konakgilara Ixodid kenelerle nakledilmektedir. HGA, grip benzeri klinik belirtilerle
baslar, immun sistemi saglikli bireylerde hastalik kendini sinirlama egilimindedir. Bagisiklig
baskilanmis bireyler ve 60 yas listii hastalarda HGA siddetlenerek; pansitopeni, ¢coklu organ
yetmezligi ve 6liime neden olabilmektedir. ABD’de 1994’te ilk vaka bildirimi yapilmis, hastaligin
etkeni 2001 yilinda Anaplasma soyu icerisinde Anaplasma phagocytophilum olarak
tanimlanmistir. ABD’de her yil vaka bildirim sayisi artis gostermis, 2019'da 5655 yeni vaka
bildirimi olmustur. Anaplazmoz, ABD'nin Hastalik Kontrol ve Onlem Merkezi (CDC) raporlarinda
O6nem kazanan hastaliklar arasinda degerlendirilmektedir.

Calismamizda, Mersin Yoresi'nde ixodid kenelerde Anaplasma phagocytophilum’un
molekiiler yontemle arastirilmasi amaclanmistir. Tarsus, Erdemli ve Silifke ilcelerindeki Tig
bolgede 6 yerlesim biriminde 1 Nisan 2020 - 30 Kasim 2020 tarihleri arasinda kene toplama
calismasi yapildi. Arastirma alanlarimiz farkli iklim 6zellikleri gosteren bolgelerden secildi.
Belirledigimiz odaklarda, kenelerin dogal yasam alanlarindan ve evcil hayvanlar (Sigir, Koyun,
Keci)'dan 1497 adet ergin ixodid kene toplandu.

Stereo mikroskopta morfolojik tanimlama calismasiyla 6rneklemimize dahil edilen
kenelerin 4 soy icerisinde 11 tiirde dagilim gosterdigi tespit edildi. Tiim odaklardan y1l igerisinde;
Hyalomma excavatum 581 adet, H. marginatum 102 adet, H. anatolicum 16 adet, H. impeltatum 3
adet, H. detritum supense 2 adet, Rhipicephalus sanguineus 258 adet, R. bursa 256 adet, R. turanicus
100 adet, Haemaphysalis sulcata 115 adet, Dermacentor marginatus 59 adet ve D. reticulatus 5
adet tiirt kene tespit edildi. Calisma odaklarimizin iklim yapisinin kene tiir dagilimina etkili
oldugu gozlemlendi. Mevsimlere gore kene yogunlugunun farkliliklar gosterdigi belirlendi.
Orneklemimizdeki keneler; soy, tiir, cinsiyet (disi/erkek), toplandig1 odak ve toplanma tarihlerine
gore ayristirildi. Hacim ve kiitleleri esitlenmis 210 adet havuz olusturuldu.

Tiim kene havuzlarindan DNA ekstraksiyonlar1 gerceklestirildi. Anaplasma/Ehrlichia
soylarinin ortak gen bolgesine hedeflenmis PZR uygulanarak, 9 (9/210) kene havuzunda soy DNA
tespit edildi. A. phagocytophilum DNA’sina 6zgii hazirlanan Nested PZR ve Real time PZR
protokolleri tiim kene havuzlarina uygulandi. Cagbasi- Cicekli (Tarsus) odagindan Temmuz
ayinda toplanan; Hyalomma excavatum tiirii disi ergin kenelerden olusturdugumuz bir havuz ve
Rhipicephalus sanguineus tiirii disi ergin kenelerin bulundugu bir havuzda olmak iizere 2 (2/210)
A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edilirken, diger 208 kene havuzunda etken DNA’sina
rastlanmadi. Calismamizda 210 kene havuzunda A. phagocytophilum prevalansi %0,95(2/210)
olarak tespit edilmistir. Tiirkiye’den daha dnce bildirilen bazi calismalarla uyumlu bulunmustur.

Kappa istatistigine gore Nested PZR ve Real time PZR yontemlerinin duyarhliklar
karsilastirildiginda, kappa sayisi 1,0 (k=+1) olarak tespit edilmis ve iki yontemin sonuclari birbiri
icinde uyumlu (p<0,001) bulunmustur.

Sonug olarak bu calismada Mersin Yoresi'nde Ixodid kenelerde A. phagocytophilum'un
varligl tespit edilmistir. Calismamizda tanimlanan kene soylar1 ve tiirler, daha 6nce Mersin
Yoresinden bildirilen keneler arasindaydi. Calisma odaklarimizda kene tiirlerinin ve yogunluklari
mevsime bagh olarak degisim gosterdigi tespit edilmistir. Farkli iklimsel ozellikler gosteren
alanlarda planlanan calismamizda elde edilen verilerin; kene kaynakli patojenlerin yayilimi i¢in
risk dlzeyinin belirlenmesinde ve risk haritalarinin olusturulmasinda katki saglayacagi
diistiniilmektedir.



Kenelerde A. phagocytophilum DNA’s1 tespiti icin Real time PZR ydnteminin, Nested PZR
yontemlerine gore daha kolay uygulanabildigi, daha hizli sonug verdigi ve kontaminasyon riskinin
daha az oldugu degerlendirilmektedir. Genetik karekterizasyon calismalar i¢cin Nested PZR
yonteminin daha duyarh oldugu ve diger yontemlere gore tercih edilebilecegi
degerlendirilmektedir. Calismamizda elde edilen veriler, bolgemizde A. phagocytophilum ve
ixodid kenelerde daha sonra yapilacak calismalar icin 6n bilgi saglamaktadir. Granulositik
Anaplazmoz ve diger kene kaynakli hastaliklarin risk diizeyinin ortaya konulmasi i¢in; genis
alanlar1 kapsayan, daha fazla kene tiirti ile daha uzun siireli calismalar yapilmasina ihtiya¢ oldugu
kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasma phagocytophilum, ixodid kene, Prevalans, Mersin Yoresi



ABSTRACT

Investigation of Anaplasma phagocytophilum by Molecular Method in Ixodid Ticks in
Mersin Region

Anaplasma phagocytophilum is an obligate intracellular Gram-negative pleomorphic
bacterium, member of the Anaplasmataceae family of the order Rickettsiales. It causes Human
Granulocytic Anaplasmosis (HGA) by infecting granulocytes in humans. A. phagocytophilum is
transmitted to humans and reservoir hosts by ixodid ticks. HGA begins with flu-like clinical
symptoms, and the disease tends to be self-limiting in individuals with healthy immune systems.
HGA intensifies in immunocompromised individuals and patients over 60 years of age; It can
cause pancytopenia, multi-organ failure and death. The first case was reported in the USA in 1994,
and the causative agent of the disease was identified as Anaplasma phagocytophilum in the
Anaplasma strain in 2001. The number of case reports has increased every year in the USA, with
5655 new cases reported in 2019. Anaplasmosis is considered among the diseases that gain
importance in the US Centers for Disease Control and Prevention (CDC) reports.

In our study, it was aimed to investigate Anaplasma phagocytophilum by molecular
method in ixodid ticks in Mersin Region. Tick collection study was carried out between 1 April
2020 and 30 November 2020 in 6 settlements in three regions in Tarsus, Erdemli and Silifke
districts. Research focuses were selected from regions with different climatic characteristics. In
the foci we determined, 1497 adult ixodid ticks were collected from the natural habitats of ticks
and domestic animals (Cattle, Sheep, Goat). It was determined that the ticks included in our
sample, by morphological identification study under stereo microscope, were distributed in 11
species within 4 lineages. During the year from all foci; 581 Hyalomma excavatum, 102 H.
marginatum, 16 H. anatolicum, 3 H. impeltatum, 2 H. detritum, 258 Rhipicephalus sanguineus, 256
R. bursa, 100 R. turanicus, 115 Haemaphysalis sulcata, 59 Dermacentor marginatus and 5 D.
reticulatus ticks were detected. [t was observed that the climate structure of our study focuses on
the distribution of tick species. It was determined that the tick density varies according to the
seasons. Ticks in our sample; ancestry, species, gender (female/male), the focus and date of
collection. 210 pools with equal volumes and masses were created.

DNA extractions were performed from all tick pools. By applying targeted PCR to the
common gene region of Anaplasma/Ehrlichia strains, strain DNA was detected in 9 (9/210) tick
pools. Nested PCR and Real time PCR protocols prepared specifically for A. phagocytophilum DNA
were applied to all tick pools. It was collected from Cagbasi-cicek (Tarsus) focus in July; While 2
(2/210) A. phagocytophilum DNAs were detected in a pool of Hyalomma excavatum female adult
ticks and in a pool containing Rhipicephalus sanguineus female adult ticks, no causative DNA was
found in the other 208 tick pools. In our study, the prevalence of A. phagocytophilum was found to
be 0.95%(2/210) in 210 tick pools. It was found to be compatible with some previously reported
studies from Turkey.

When the sensitivities of Nested PCR and Real time PCR methods were compared
according to the kappa statistics, the kappa number was found to be 1.0 (k=+1), and the results of
the two methods were found to be compatible with each other (p<0.001).

As a result, in this study, the presence of A. phagocytophilum was detected in Ixodid ticks
in Mersin Region. Among the strains and species belonging to the Ixodida family previously
reported in our region, 11 ticks belonging to 4 genera were identified in our study. It has been
determined that the distribution of tick species and the seasonal distribution of numerical
densities in our study focus are different.

[tis evaluated that the Real-time PCR method for the detection of A. phagocytophilum DNA
in ticks can be applied more easily than the Nested PCR methods, gives faster results and has a

Vi



lower risk of contamination. It is considered that the Nested PCR method is more sensitive and
can be preferred over other methods for genetic characterization studies.

The data obtained in our study provide preliminary information for future studies in A.
phagocytophilum and ixodid ticks in our region. The data obtained in our study, which was
planned in areas with different climatic characteristics; It is thought that it will contribute to the
determination of the risk level for the spread of tick-borne pathogens and the creation of risk
maps. To determine the risk level of granulocytic anaplasmosis and other tick-borne diseases; It

was concluded that there is a need for longer-term studies with more tick species covering large
areas.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, Ixodid tick, Prevalence, Mersin Region

vii



TESEKKUR

Tibbi Mikrobiyoloji Doktora egitimim boyunca yetismemde, bilgi ve deneyimlerinden
yararlandigim, her tiirlii yardim ve destegi saglayan tez danismanim degerli hocam Prof. Dr.

Nuran DELIALIOGLU’na,

Egitimim siiresince, bilgi ve beceremin artmasinda, degerli katkilar1 ve emekleri olan,
destek ve anlayisini esirgemeyen Anabilim Dali Baskanimiz degerli hocam Prof. Dr. Goniil

ASLAN’a,

Doktora 6grenim siirecinde bilgi ve desteklerini esirgemeyen Tibbi Mikrobiyoloji AD

6gretim iiyesi hocalarim Prof. Dr. Candan OZTURK’e, Prof. Dr. Seda TEZCAN ULGER’e,

Tez izleme calismalarinda ¢ok degerli katkilari ve yol gostericiligi icin Eczacilik Fakiiltesi

Ogretim Uyesi Do¢.Dr. Mahmut ULGER’e

Kenelerin morfolojik teshisinde ve molekiiler calismalarda cok degerli bilgilerini paylasan
stirekli destegini aldigim Cukurova Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji AD Baskani ve

Biyoteknoloji Enstitiisti Ogretim Uyesi hocam Prof. Dr. Armagan Erdem UTUK’e,

A. phagocytophilum pozitif DNA 6rnegini saglayan Karamanoglu Mehmet Bey Universitesi
Saglik Bilimleri Fakiiltesi Ogretim tiyesi Do¢. Dr. Mehmet Fatih AYDIN’a,

Istatiksel analizlerde yardimci olan Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma

Enstitiisi'nde gorevli Dr. Erdem DANYER'e,

Laboratuvar becerilerime katkis1 olan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda Uzmanlik

arastirma gorevlisi doktor asistan hocalarima,
Doktora ve yiiksek lisans 6grencisi arkadaslarima ve

Mersin Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gérevli laboratuvar

calisanlarina,

Doktora egitimim sirasinda her tiirlii destekleri ile tiim stireci benimle birlikte yasayan

esim ve ogluma biitiin degerler adina ¢ok tesekkiir ederim.
Osman SEZER
2022

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2020-
1-TP3-4027 numarali proje ile desteklenmistir.

Cahsmalar Mersin Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun
03/10/2019 tarih ve1187016 sayili izni ile gergeklestirilmistir.

viii



ICINDEKILER

Sayfa
IC KAPAK i
ONAY ii
ETIK BEYAN iii
OZET iv
ABSTRACT \
TESEKKUR vi
ICINDEKILER vii
TABLOLAR DIZINI viii
SEKILLER DiZiNi ix
SIMGELER VE KISALTMALAR X
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMALARI 1
2.1. Anaplasma phagocytophilum’un Siniflandirmadaki Yeri 4
2.2. Anaplasma Tiirleri ve Olusturdugu Hastaliklar 5
2.2.1. Anaplasma marginale 5
2.2.2. Anaplasma centrale 5
2.2.3. Anaplasma bovis 6
2.2.4. Anaplasma platys 6
2.2.5. Anaplasma phagocytophilum 6
2.3. Insan Granulositik Anaplazmozu’nda (HGA) Klinik Durum ve Prognoz 7
2.4. HGA Epidemiyolojisi 9
2.5. A. phagocytophilum Vektorleri ve Rezervuar Konakgilari 10
2.6. Vektor, Konakg, Patojen iliskileri 13
2.7. A. phagocytophilum’un Morfolojik Yapisi 15
2.8. A. phagocytophilum’un Genomik Ozellikleri 15
2.9. A. phagocytophilum ‘un Konakg¢ilya Adaptasyonu ve Virulans faktorleri 16
2.9.1. A. phagocytophilum’un Konakg Hiicre I¢i Gelisim Dongiisii 16
2.9.2. Konak Hiicrede inkliizyon Biyogenezi 19
2.9.3. A. phagocytophilum ‘un Yilizey Antijenleri P44/ Msp2 20
2.9.4. A. phagocytophilum Sekresyon Sistemi ve AnkA Proteini 20
2.9.5. A. phagocytophilum Tiir ici izolat ve Enfektivite Farkhiliklar: 21
2.10. Patogenez 22
2.10.1. Konak Hiicreye Giris Mekanizmasi 22



Sayfa

2.10.2. Notrofil Savunmasinin Asilmasi

2.10.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Uretiminin Azaltilmasi

2.10.4. Konak Hiicre Apoptozunun inhibisyonu ve Enfeksiyon Gelisimine Etkisi
2.10.5. Otofajinin Engellenmesi

2.10.6. Konake1 Hiicre Sinyallerinin Etkinlestirilmesi ve Tirozin kinaz Aktivasyonu
2.11. A. phagocytophilum’a Karsi Gelisen Immun Yanitlar

2.11.1. Dogal Immun Yanit Tepkisi

2.11.2. Kazanilmis bagisiklik

2.12. Klinik ve Laboratuvar Tani

2.12.1. Serolojik Tani

2.12.1.1. Persiste Antikorlar

2.12.2. PZR ile Laboratuvar Tanisi

2.12. 3. Mikroskobik inceleme

2.12.4. Immunohistokimya ve Kiiltiir Uygulamalari

2.13. Tedavi

2.14. Korunma ve Kontrol

2.14. 1. Keneden Korunma

2.14.2. A. phagocytophilum’a Kars1 Asi1 Gelistirme Calismalari

2.14.3. Kene Asisi Calismalari

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirma Sahasi (Odaklar) Belirlenmesi

3.2. Saha calismasi (Kenelerin Toplanmasi)

3.3. Laboratuvar Calismalari

3.3.1. Kene Tiirlerinin Morfolojik Identifikasyonu

3.3.2. Kenelerin PZR Uygulamasi i¢cin Gruplandirilmasi

3.4. Kenelerden DNA Ekstraksiyonu

3.4.1. DNA Konsantrasyonlarinin Esitlenmesi

3.5. Ehrlichia/Anaplasma Soylarinin 16S rRNA gen Ortak Bolgesi PZR amplifikasyonu
3.5.1. PZR Karisimi Hazirlanmasi

3.5.2. Ehrlichia/Anaplasma Soylarinin Ortak Gen Bolgesinden PZR Protokolii
3.6. Nested PZR Calismasi

3.6.1. D1s Primerlerle PZR Uygulama

3.6.2. I¢ Primerlerle Yuvalanmis (Nested) PZR

3.7. Elektroforez Uygulamasi

3.8. UV Gortintileme

3.9. Msp2 gen bolgesi icin Real time PZR ¢alismasi

23
23
24
25
25
26
26
28
28
30
31
31
32
33
35
35
35
35
35
36
38
40
40
40
42
45
46
46
46
47
47
48
49
49
50
50



Sayfa

3.10. Agaroz Jel’den DNA Purifikasyonu ve Dizileme Calismasi 51
4. BULGULAR 49
4.1. Calisma Bolgesinden Toplanan Kene Tiirleri ve Dagilimi 49
4.2. Tarsus (Cicekli-Cagbasi) bolgesinden toplanan kene 6rnekleri 53
4.3. Esenpinar - Somek bolgesinden toplanan kenelerin dagilimi; 54
4.4, Kirobasi, Ozboynuinceli bélgesinden toplanan kenelerin dagilhim; 54
4.5. Anaplasma ve Ehrlichia soylarinin 16S rRNA geninin ortak bolgesi EHR primer 57
setiyle PZR Calismasi Sonuclari.

4.6. A. phagocytophilum Msp2 Gen Bolgesinin Real time PZR Calisma sonuglari 58
4.7. Nested PZR Calismasi Sonuglari 59
4.7.1. Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak bolgesi (EC primer setiyle) PZR 59
sonuglari

4.7.2. A. phagocytophilum Nested PZR Calismas1 Sonuglari 60
4.8. A. phagocytophilum DNA’s1 Pozitif Bulunan Odak ve Kene Bilgileri 61
4.1.10. Istatistik Analiz 61
5. TARTISMA 62
6. SONUC VE ONERILER 72
KAYNAKLAR 73
EK 1. Mersin Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Raporu 79
OZGECMIisS 82

Xi



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1. Anaplasma ve Ehrlichia tiirleri, konakta yerlestikleri yerler yaptig 12
hastaliklar, vektorleri ve rezervuar konakeilari
Tablo: 3.1. Kene toplanan odaklarin cografik konum bilgileri 38
Tablo 3.2. Tarsus (Cagbasi - Cicekli,) Odag1 Kene Havuzlari 41
Tablo 3.3. Esenpinar-Sémek odagi kene havuzlari 42
Tablo 3.4. Kirobasi-Ozboynuinceli (Silifke) odag: kene havuzlar 44
Tablo 3.5. Ehrlichia/Anaplasma soylarinin 16S rRNA gen bolgesine ait primerler 47
Tablo 3.6. A. phagocytophilum’un 16S rRNA gen bolgesine spesifik Nested PZR 48
primerleri
Tablo 3.2. Orneklemdeki kenelerin tiir dagilimi 41
Tablo 4.1. Calisma odaklarindan toplanan kenelerin dagilimi (soy, tiir, cinsiyet) 52
Tablo 4.5. istatistik analiz tablosu (Bolge, Tiir, Cinsiyet, Y1l ici dagilim) 61

Xii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Anaplasma soyu liyelerinin filogrami. 5
Sekil 2.2. A. phagocytophilum'un sus cesitliligi, konakel duyarliligl ve kene-memeli 12
bulasma dongiisii
Sekil 2.3. A. phagocytophilum’un Konakg Hiicre I¢i Gelisim Déngiisii 16
Sekil 2.4. Anaplasma spp. ve Rickettsia spp. Konak hiicredeki yasam dongiileri. 17
Sekil 2.5. Anaplasma phagocytophilum DC ve RC formlarinin elektron mikroskobik 17
goruntusu.
Sekil 2.6. HGA’da laboratuvar tan1 yontemleri etkinligi. 30
Sekil 2.7. Periferik kan yaymasinda grantilositte A. phagocytophilum morula yapisi. 33
Sekil 2.8. Immunohistokimyasal boyama ile dalakta A. phagocytophilum morulalarin 34
(kirmizi) gérinimi
Sekil 3.1. Kenelerin toplandig1 arastirma sahasi haritasi 38
Sekil 3.2. Hayvanlardan ve sahadan kene toplama ¢alismalari 40
Sekil 3.3. Stereo mikroskopta kene tanimlama ¢alismasi 40
Sekil 3.4. Elektroforez cihazi ve tanki 50
Sekil 3.5. UV goriintiileme cihaz 50
Sekil 4.1. Orneklemdeki kenelerin tiir dagihm grafigi 56
Sekil 4.2. Tarsus (Cicekli-Cagbasi) bolgesinden toplanan kenelerin y1l i¢ci dagilimi 53
Sekil 4.3. Esenpinar - Somek bolgesinden toplanan kenelerin y1l ici dagilimi 54
Sekil 4.4. Kirobasi, Ozboynuinceli bélgesinden toplanan kenelerin y1l ici dagilimi; 55
Sekil 4.5. Kene tiir ve cinsiyetleri (Calismamizdan Orijinal fotograflar) 57
Sekil: 4.6. Anaplasma/Ehrlichia soylarinin ortak gen bolgesi EC primer setiyle PZR 57
sonuglari
Sekil 4.7. Anaplasma phagocytophilum Msp?2 geni Rt-PZR sonuglari 58
Sekil 4.8. A. phagocytophilum Rt-PZR erime egrileri (Melting curve) grafigi 59
Sekil 4.9. Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak gen bolgesi PZR sonuclari 60
Sekil 4.10. Anaplasma phagocytophilum’un Nested (Yuvalanmis) PZR ikinci basamak 61
sonuglari
Sekil 4.11. A. phagocytophilum pozitiflik tespit edilen lokasyonlar 61

Xiii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltma/Simge Tanim
AnkA Coklu Ankirin tekrarlari iceren efektor protein A
ARDS Akut Solunum yetmezligi Sendromu
be Baz cifti
CDC ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi(Centers for Disease Control

and Prevention)
CGA Kopek Granulositik Anaplazmozis (canine granulocytic anaplasmosis)
CGE Kopek granulositik erlisiyozu
CME Koépek monositik erlisiyozu
CRP C- Reaktif Protein
CELISA Kompetetif ELISA
DIC Damar i¢i yaygin pithtilasma
DNA Deoksi ribo niikleik asit
dNTP Deoksiniikleosid trifosfat
EGA Atlarin granulositik anaplazmozu
EGE Atlarin granulositik erlihiyozu
El Enzyme immunoassay
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EM Erythema migrans
ESCAR ESCMID Coxiella, Anaplasma, Rickettsia ve Bartonella Calisma Grubu
ESCCAR Avrupa Chlamydia, Coxiella, Anaplasma ve Rickettsia Toplulugu
groEL Refakatg1 protein kodlayan gen
HGA Insan Granulositik Anaplazmozu
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1. GiRis

Anaplasma phagocytophilum, Rickettsiales takimindan Anaplasmataceae ailesi iiyesi, zorunlu
hiicre i¢ci Gram negatif bir bakteridir. insanlarda graniilositleri enfekte ederek Insan Graniilositik
Anaplazmoz’'una (Human Granulocytic Anaplasmosis, HGA) neden olmaktadir. A
phagocytophilum, insanlara ve rezervuar konakeilara Ixodid kenelerle nakledilmektedir. HGA,
Grip benzeri klinik belirtilerle baslar, immun sistemi saglikli bireylerde kendini sinirlama
egilimindedir. Anaplazmoz, immun supresif hastalar ve yashlarda siddetlenerek; pansitopeni,

coklu organ yetmezligi, multisistemik klinik sendromlar ve 6liime neden olabilir [1].

A. phagocytophilum, kedi, kopek ve atlarda Grantilositik Anaplazmoz etkenidir. Gevis getiren
hayvanlarda ise kene kaynakli ates (Tick Borne Fever, TBF)’e neden olan zoonotik bir ajandir.
Sigirlarda TBF'in etkeni ilk olarak 1932’de Iskogya’da tanimlanmistir. 1969’da ABD’de atlarda
TBF benzeri belirtlerle seyreden bir hastalik bildirilmistir. Képeklerde 1971 ve 1982’de TBF
benzeri bir hastalik i¢in iki farkli grantilositik etken tespit edilmistir [2].

Ik olarak Wisconsin'de ve daha sonra Kuzey Minnesota’da Erlisiyoz’dan siiphe edilen 6
hastadan ikisi; bas agrisi, miyalji, artralji, akut bobrek yetmezligi, trombositopeni ve koagiilopati
ile karakterize bir hastalik sonucu 6lmiigtiir. Olen hastalarin kan kiiltiirleri negatif bulunmus ve
birinin dalak granulositlerinde intra-sitoplazmik inkluzyonlar tespit edilmistir. Sonraki yillarda
baska hastalarda benzer klinik belirtiler ve laboratuvar bulgular: gériilmiis ve bazilar1 kene 1s1r181
bildiriminde bulunmus ancak klinik belirtilerin kene 1sirigindan degisken bir zaman diliminden
sonra (2-11 giin) ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Bir hastadan, niikleotid dizileme ¢alismasi yapilmis,
etkenin Ehrlichia phagocytophila ve Ehrlichia equi ile sirasiyla %99.9 ve %99.8 benzer oldugu
tespit edilmis ve ilk olarak 1994'te Insan granulositik erlisiyozu (HGE) bildirimi yapilmistir [3].

Ribozomal RNA gen sekansi homolojilerine gore 2001 yilinda yapilan siniflandirmada HGA
etkeninin, gevis getiren hayvanlarda patojen olan Cytoecetes phagocytophila veya Ehrlichia
phagocytophila ile atlarda granulositik erlisiyozis etkeni olan Ehrlichia equi’nin, ayni tiirtin farkl

varyantlari oldugu belirlenmistir [4].

Anaplasmataceae familyasi; alfaproteobakteri sinifinda yer almaktadir. Zorunlu hiicre ici
Gram negatif bakterilerdir. Niikleotid dizi benzerligi, fenotipik ve eko-biyolojik 6zelliklerine gore
Anaplasmataceae familyasi; Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Aegyptianella ve Wolbachia ile
daha az ¢alisilmis olan "Candidatus Neoehrlichia" ve "Candidatus Xenohaliotis" soylarini icine alir.
Bu cinslerin tiimii, spesifik omurgasiz konakgilar1 (keneler, bocekler, trematodlar, nematodlar

veya yumusakcalar) enfekte etmektedir [4].
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Anaplasma tiirleri tropik ve subtropik iklim kusagindaki bolgelerde insanlarda ve memeli
hayvanlarda Anaplasmoza neden olmaktadir [5]. Anaplazmoz'un bulasma kaynaklarinin
belirlenmesi i¢in, klinik olgular lizerinde yapilan retrospektif bir ¢alismada, en sik bulas
kaynaginin kene 1sir181 ile (%60,9) oldugu, daha sonraki en yiiksek bulasma yolu ise bagisiklig
baskilanmis hastalara kan transfiizyonu ile (%8,4), daha az ise transplasental ve temas yoluyla

gerceklestigi tespit edilmistir [6].

Insanlara ve hayvanlara A. phagocytophilum’un bulastirilmasinda cesitli bélgelerde Ixodes spp.
farkh tiirleri vektor olarak tanimlanmistir. ABD’de Kuzeybati ve Yukari Ortabati'da Ixodes
scapularis; Pasifik Kuzeybatisinda Ixodes pacificus; Avrupa'da Ixodes ricinus'un vektorligi
kanitlanmistir. Ayrica Ixodida ailesindeki diger soylarla da bulasma olmaktadir. Bir kism
patojenleri dogrudan insanlara bulastirirken bir kismi hayvanlara ve bir boliimiinii ise hayvan ve
insanlara ortak olarak nakletmektedirler. Diinyada bir¢ok hastalik etkeninin vektorii ve rezervuar

konakeisi kenelerdir [7].

Keneler, Arachnida sinifinda; Argasidae familyasi 5 soy (Antricola, Argas, Carios, Ornithodorus,
Otobius) icerisinde 208 tiir, Nuttalliellidae ailesi 1 tiir, Ixodidae ailesi 14 soy (Amblyomma,
Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Cornupalpatum, Compluriscutula, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor ve Rhipicephalus)
icerisinde 722 tiirden olusur. Ixodidae ailesinde bulunan kene tiirleri ayn1 zamanda en fazla sayida
farkli patojen etkeni tasimak ve konakgcilarina bulastirmaktan sorumludur [8]. Tiirkiye'de Ixodid
kenelerin 32 tiiriinlin var oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir. Kirsal alanlarda yasayan,
dogayla ve hayvanlarla temasi olan kisiler kene tutunmasina ve kene kaynakli patojenlere maruz

kalabilmektedir [9].

Anaplasma enfeksiyonunun diinyadaki insidans ve prevalanst bilinmemektedir. CDC
raporlarina gore ABD’de 2020 yilina kadar toplam klinik vaka sayis1 41997’dir. ABD’de HGA
insidansinin 2000 ile 2010 arasindaki on yillik periyotta bir milyon insan icin, 1,4 ten 6,1 e ¢iktig
tahmin edilmektedir [10]. Klinik belirti gostermeyen gruplarda yapilan kesitsel seroprevalans
calismalarinda kuzeybati Wisconsin'de niifusun yaklasik %15’i, Connecticut’ta ve ABD askerleri
arasinda %?1’inde seropozitiflik saptanmistir. Slovenya niifusunun %17’si ve Isve¢'in Koster
Adalarinda yasayan niifusun %12'sinde A. phagocytophilum antikoru pozitif bulunmustur. Bu

tablo enfeksiyonun siklikla subklinik seyrettigini akla getirmektedir [10].

Anaplazmoz, en ¢ok 43-60 yas grubu insanlarda goriiliir. Klinik belirtiler ¢ok degisken olup,
bir¢ok hastalig1 taklit edebilmektedir. Klinik prognoz immun sistemi baskilanmis hastalar ile yash
hastalarida agirlasma egilimindedir. Cogunlukla gribal enfeksiyon benzeri belirtiler goriilmesi
nedeniyle yasa bagh hastaliklar ya da diger tibbi durumlarla yorumlanabilmektedir. HGA

erkeklerde kadinlarin iki kati kadar fazla goriilmektedir. Hastaligin ortalama kulucka siiresi

2
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kenelerin 1sirmasindan sonraki 5 ile 11 giindiir. A. phagocytophilum enfeksiyonu sonrasi az sayida
bireyde klinik belirti olusur. HGA hastalarinin tamaminda ates gortliir. Kas agrisi, bas agrisi ve
halsizlik hastalarin ¢ogunda rastlanan belirtiler iken; daha az olarak da gastrointestinal sistem
etkileri, solunum sistemi veya merkezi sinir sistemi tutulumu gorilir. Dékiintii hastalarin
%11’inden daha azinda gozlenir. Cogu hastada hastaligin erken dénemi boyunca; lenfopeni,
l6kopeni, trombositopeni ile birlikte serum transaminaz aktivitelerinde artis goriiliir. Hematolojik
anormallikler antimikrobiyal tedaviden dnce normale donebilir ve lenfositoz enfeksiyonun ilk

haftasindan sonra gozlenebilir [11].

Insanlarda Anaplazmoz genellikle hafif belirtilerle seyreder veya sikhikla subkliniktir.
Bununla birlikte baz1 hastalarda, ciddi sitopeniler, karaciger fonksiyon testlerinde ytikselme,
koagiilopati, bobrek yetmezligi ve hatta 6lim goriilebilir. Klinik belirtileri olan hastalarin
yarisinda hastaneye yatis gerekmektedir. HGA'nin ciddi komplikasyonlari; organ yetmezligi ile
birlikte toksik sok benzeri bir durum, eriskin respiratuvar distres sendromu ve firsatel
enfeksiyonlardir. Ayrica vertigo, fasiyal paralizi, periferik ndropati, pankardit, yaygin
intravaskiiler koagiilasyon, perikardiyal efflizyon ve tamponad gorilebilen diger

komplikasyonlardir. Anaplasma enfeksiyonunda menenjit bildirilmemistir [12].

Hastalanan kisilerde o6liim orami %1 kadardir. Avrupa’da en az alt 6lim vakasi,
Anaplazmoz ile iligkilendirilmistir. Bu hastalarin en az {ligliniin kandida o6zafajiti, kriptokok
pnémonisi, invaziv pulmoner aspergilloz ve herpes 6zafajiti gibi firsatc1 enfeksiyonlara sahip
oldugu belirlenmistir. insan Granulositik Anaplazmozu genellikle kendini sinirlar, tedavi ile 1-2

giinde gecebilir, tedavisiz 60 giin kadar siirebilir, kronik formu bildirilmemistir [13].

Anaplasmataceae ailesinin bu tlyesi zorunlu hiicre i¢ci bakteridir ve hiicresiz kiiltiir
ortaminda Uretilemedigi diisiiniilmektedir. Kan kiiltiiri gibi rutin mikrobiyolojik teshis
yontemleriyle tespit edilemez. Riketsiyeminin disiik oldugu durumlarda insanlarda hastalik
olusturan Anaplasma spp.’nin mikroskobik muayene ile teshis duyarliligi olduk¢a disiiktiir.
Serolojik tani testlerinde Anaplasma tiirleri arasinda ¢apraz pozitif reaksiyonlar olusmaktadir.
Serolojik tami testleriyle Anaplasma sp. olarak sonuc¢ alinabilir, ancak tiirlerin ayiriminda ¢ok
yetersiz kalmaktadir. Anaplasma tiirlerinin tespitinde 6zgiilliik ve duyarlilig: en yiiksek olan tani

yontemleri, molekiiler tam1 yontemleridir [14].

A. phagocytophilum’un baslica vektorii [xodes soyuna ait kenelerdir. Baz1 calismalarda
Ixodidae familyasinda bulunan baska soylara ait kenelerin (Rhipicephalus, Hyalomma) de

Anaplasma tiirlerini naklettigi ortaya konulmustur [15].

Mersin  Yoresi, Akdeniz kiyisinda yer almaktadir. Koppen-Trewartha iklim

siniflandirmasina goére Mersin Yoresi; subtropikal iklim ozelliklerine sahiptir. Kislar1 iliman,
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yazlari ¢ok sicak ve kuraktir. Rakim yiikseldikce bagil nem orani azalmakta, karasal iklim gecisi
gorilmektedir. Bu iklim 6zellikleri nedeniyle bir¢ok kene tiiriiniin bulunmasina elverisli olan bir
bolgedir. Bu ¢alismada Mersin Yoresi'nden toplanan ixodid kenelerde A. phagocytophilumun

molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.

2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Anaplasma phagocytophilum’un Siniflandirmadaki Yeri

Anaplasma Cinsine (Rickettsiales: Anaplasmataceae) ait bakteri tiirleri, omurgah
konakgilar1 ve/veya insanlar1 enfekte ederek cesitli diizeylerde hastaliga neden olabilmektedir.
Anaplasmataceae familyasi liyesi olan Anaplasma pahgocytophilum, kiigiik (yaklasik 0,4 x 1,5 um),
pleomorfik Gram olumsuz bakterilerdir [4]. Anaplasma soyuna bagh tirler daha 6nce biyolojik
karekterlerine gore tanimlanmis, ancak daha sonra 16S rRNA geni ve yiizey proteinlerinin
analizine gore siniflandirmada bazi degisiklikler yapilmistir. A. phagocytophilum’un “Systema

Naturae 2000” deki taksonomik yeri asagiya ¢ikartilmistir [4].

Biota

Alan (Domain): "Bacteria" [Haeckel 1894] C.R. Woese et al. 1990
Sube (Phylum): "Proteobacteria” Garrity et al. 2005

Sinif (Class): Alphaproteobacteria , Garrity et al. 2006

Takim (Order): Rickettsiales, Gieszczykiewicz 1939

Aile (Family): Anaplasmataceae, Philip 1957

Cins (Genus): Anaplasma, Theiler 1910

Anaplasma phagocytophilum [Foggie 1949] Dumler et al. 2001
Anaplasma centrale (Theiler 1911) Ristic&Kreier 1984
Anaplasma marginale, Theiler 1910
Anaplasma bovis, [Donatien&Lestoquard 1936]Dumler et al 2011
Anaplasma ovis, Lestoquard 1924
Anaplasma caudatum[Kreier &Ristic 1963] Ristic&Kreier 1984

Anaplasma platys, Dumler et al. 2001
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( http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=111428)

A. phagocytophilum (U02521)
l: A.platys (M82801)
A. bovis (U03775)

A. marginale (M60313)
_| E.chaffeensis (M73222)
Ne. mikurensis (AB084582)
W. pipie tis (X61768)
“7 X. californiensis (AF133090)
N.sennetsu (M73219)

[ R.rickettsii (L36217)

O. tsutsugamushi (D38623)
Es. coli (X80725)

14.2 T T | | | | !
14 12 10 8 (5] 4 2 ]
Nucleotide substitutions (x100)

Sekil: 2.1. Anaplasma soyu liyelerinin filograma.

Anaplasma soyu lyelerinin MegAlign programi kullanilarak, Clustal W yontemiyle 16S
rRNA dizi hizalamasina gore olusturulan filogrami GenBank erisim numaralar1 parantez i¢inde

gosterilmistir [16].

2.2. Anaplasma Tiirleri ve Olusturdugu Hastaliklar

2.2.1. Anaplasma marginale

Anaplasma marginale, ¢cogunlukla gevis getirenler olmak tlizere yiiksek omurgalilarin
eritrositlerine yerlesen zorunlu hiicre i¢ci bakterilerdir. Kene 1siriklar1 veya enfekte hayvanlardan
sokucu sineklerle hassas sigirlara mekanik olarak taze kan transferi veya kontamine igneler,
boynuz kesme ve hadim etme ekipmani kullanimi sirasinda bulasabilir. A. marginale gebelerde
transplasental olarak fetiise gecer [16]. Her yastan si8ir, A. marginale infeksiyonuna duyarhdir.
Hastaligin siddeti yasla birlikte artar. Herhangi bir yastaki sigir A. marginale ile enfekte olup, akut
donemi gecirenler, yasami boyunca diisiik seviyeli riketsiyemi ile enfekte ve bakterinin rezervuar
konakgisi olur. A. marginale, yogun olarak tropikal ve subtropikal boélgelerde kene kaynakl bir
patojen olmakla birlikte, bu bolgelerle baglantisi olan cografik bolgeler ile Avusturalya, Giiney
Afrika, Avrupa gibi diinyanin diger bolgelerinde de goriiliir. Hastaligin teshisi, akut enfeksiyon
sirasinda hayvanlardan kan yayma preparatlarda A. marginale'nin gosterilmesiyle yapilabilir,
ancak asemptomatik veya tasiyici hayvanlarda enfeksiyonu tespit etmek i¢in duyarh degildir.
Asemptomatik donemlerde, molekiiler tespit yontemleriyle dogrulama ve antikorlarin serolojik
olarak gosterilmesiyle teshis edilir. Sigir anaplazmozuna yonelik kontrol dnlemleri; A. marginale
bulasik olmayan siiriilerin korunmasi, vektdér kontrolii, antibiyotik uygulamasi ve asilama olarak

siralanabilir [17].


http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=111428

Osman SEZER, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstittisii, Mersin Universitesi, 2022

2.2.2. Anaplasma centrale

Ruminantlarin eritrositleri icinde ortasina yerlesmektedir. A. centrale diinya lizerinde ¢ok
yaygin olarak bulunmaktadir. A. centrale morfolojik, eritrosit igerisindeki yerlesimi ve
viriilansdaki farkliliklara ragmen A. marginale ile benzerlik gosterir. A. centrale’nin, A.

marginale’ye gore daha az patojen oldugu bir¢cok arastirmada bildirilmistir [18].

Anaplasma centrale infeksiyonlarindan sonra iyilesen hayvanlarda immun yanit gelisir.
Bundan dolay1 A. centrale, hayvanlarda A. marginale infeksiyonlarina karsi canli asilarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Afrika’da, Avustralya’da, Latin Amerika’da ve [srail’de sigirlar

icin Anaplasmozis asisi liretilmektedir [19].

2.2.3. Anaplasma bovis

Sigirlarda ‘Monositik Anaplasmosis’ hastaligina neden olur. Etken monositleri enfekte
eder. Buzagilarda ve eriskin sigirlarda hastaligin klinik belirtileri ¢ok belirgindir. Onemli klinik
belirtiler; giigsiizliik, belirgin kilo kaybi, yiiksek ates, preskapular lenf yumrularinda biiyiime,
mukoz memranlarda solgunluk ve cogu zaman mukus salgisinin artmasi olarak siralanabilir [17].
A. bovis, esas olarak sigirlarda saptanmakta, ancak muhtemelen bu bakterinin rezervuar

konakeilar kiiciik memelilerdir [19].

2.2.4. Anaplasma platys

Anaplasma platys, kahverengi kdpek keneleri Rhipicephalus sanguineus sensu lato tarafindan
yayildigi belirtilmektedir. A. platys kopeklerde dolasimda bulunan trombositleri tutar. Kopeklerde
dongiisel trombositopeniye (Canine Cyclic Trombositopeni, CCT) neden olur. Hastaligin klinik
semptomlari kopegin tiiriine gore degisir, ancak temel olarak CCT hayvanda zayiflama, uyusukluk,
istahsizlik, solunum giicliigii, ates, mukus salgisinda artis, piiriilan okiiler akinti, splenomegaliye
neden olur. Enfekte kdpeklerde hafif-orta klinik belirtiler olmasina ragmen, diger patojenlerle
¢oklu enfeksiyonlarda ciddi trombositopeniye yol acabilir [20]. Rhipicephalus sanguineus, ayni
zamanda E. canis’in de vektorii oldugu icin, E. canis’le koenfeksiyonlarinda ¢ok siddetli seyreder

[20].
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2.2.5. Anaplasma phagocytophilum

Iskocya’da Graniilositik bir etkenin sigirlarda kene kaynakl ates (TBF) hastaligina neden
oldugu ilk defa 1932'de tanimlanmistir. 1969°’da ABD’de atlarda graniilositik etkenin neden
oldugu TBF benzeri belirtlerle seyreden hastalik bildirilmis, 1971 ve 1982’de kopeklerde benzer
bir hastalik i¢in iki farkl graniilositik etken tespit edilmistir [2]. Insanlarda Human Granulositik
Erlisiyozis (HGE) CDC tarafindan 1994'te ilk bildirim yapilmistir [3]. 2001 yilinda ribozomal RNA
gen sekans1 homolojilerine gore yapilan simflandirmada, insan Granulositik Anaplasmosis (HGA,
HGE) etkeninin, gevis getiren hayvanlarda patojen olan Cytoecetes phagocytophila veya Ehrlichia
phagocytophila ile atlarda Granulositik Erlisiyozis etkeni olan Ehrlichia equi’nin, ayn1 tiriin farkl

varyantlar1 oldugu belirlenmistir [4].

A. phagocytophilum Avrupa'da yaygin kene kaynakli patojenler arasindadir ve kuzey
yarim kiirede yaygin olarak rapor edilmektedir. A. phagocytophilum ve ana vektorii olan Ixodes
ricinus"un yayillimi1 Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa cografyasinin neredeyse tamamini kapsayan
enlem ve yiiksekliklerde artmaktadir [21]. ABD ve Avrupa'da atlarda EGA vakalar bildirilmistir.
Semptomlarin ¢ogu insanlardakilerle benzer olarak; ates, halsizlik, istahsizlik, ataksi, sarilik,
bacak oOdemleri, trombositopeni, anemi ve Ilokopeni olarak siralanmaktadir. Norolojik

semptomlar da bildirilmistir [23].

Kopeklerde CGA halsizlik, uyusukluk, ates, istahsizlik, isteksizlik gibi klinik belirtilere eslik

eden lenfadenomegali, hepatomegali ve splenomegali tanimlanmistir [24].

Kedilerde, tiim vakalarda uyusukluk ile birlikte ates ve anoreksi bildirilmistir [25].
Lenfopeni, trombositopeni, ndtropeni ve daha az olarakta l16kopeni goriilmiistiir. Baz1 kedilerde

ataksi, konjonktivit ile hepatosplenomegali gézlenmistir [25].

A. phagocytophilum, insanlarda Human Granulocytic Anaplasmosis (HGA) hastaliginin
etkenidir. HGA, multisistemik bir hastaliktir. Gripe benzer klinik belirtiler gosterdigi icin
hastaligin teshisi zordur. Anaplazmoz ¢ogu zaman tek basina yasami tehdit eden bir hastalik
olarak goriilmesede; bobrek yetmezligi, intravaskiiler pihtilasma, kardiyomegali, ndbetler veya
koma gibi komplikasyonlar gelisen vakalarin tiimii 6liimciil olabilmektedir. Immiinosupresif
ilaclar aldiktan sonra hastalanan yaslilar ve cocuklarda komplikasyon riski ve klinik tablonun agir
seyretme olasiligl artmaktadir [22]. Enfekte insanlarin yaklasik %40'inin hastaneye kaldirilmasi
gerektigi tahmin edilmektedir. Erken tespit edilen olgular tedavi edilebilmektedir. ABD'de 6liim

orani %0,7-1 diizeyindedir, Avrupa'da dliimciil vaka bildirilmemistir [21].

Anaplazmoz'un insanlarda ortalama kulucka stiresi kenelerin 1sirmasindan sonraki 5 ile

11 giindiir ve hastalik en ¢ok 43-60 yaslarinda goriiliir. Hastalik erkeklerde kadinlarin iki kati
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kadar fazladir. Kene kaynakli bazi hastaliklarda medyan yasi 40’larda iken (Ornegin Lyme
hastalarinin medyan yas1 yaklasik 40’tir), Anaplazmoz’da medyan yasi; 50 ila 60 yas arasinda
degerlendirilmektedir [22].

2.3. insan Granulositik Anaplazmozu’'nda (HGA) Klinik Durum ve Prognoz

Insanlarda Anaplazmoz ¢ogu zaman subklinik olarak seyreder, az sayida bireyde akut
klinik belirtiler gortlir. Seroepidemiyolojik calismalar, asemptomatik/subklinik olgularin yogun
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, yash bireylerde ve baska hastaliklarla koenfeksiyonlar
veya bagisikligi baskilanmig hastalarda; yiiksek ates, titreme, genel miyaljiler ve siddetli bas agrisi

ile karakterize akut, grip benzeri bir hastalik gelisebilir [26].

Hastaligin belirtileri enfekte kenenin 1sirmasindan 1-2 hafta sonra baglar. Tiim hastalarda
ates (>38.5°C), kas agrisi, bas agrisi ve halsizlik goriiliir. Gastrointestinal sistem bulgular1 (bulanti
ve kusma) veya solunum gii¢ligli (nefes almada zorluk) karaciger tutulumu (yliksek hepatik
transaminazlar), solunum sistemi veya merkezi sinir sistemi tutulumlar ile daha az
karsilasilmaktadir. CDC raporlarinda hastalarin %11’inden daha azinda dokiintii gozlendigi
belirtilmektedir [13]. Klinik prezentasyon genellikle akut (2-11 giin) nonspesifik atesli
infeksiyondur. Bazilarinda artralji, merkezi sinir sistemi belirtileri (konfiizyon, nérolojik
problemler), ciltte dokiintii (eritemli, kasintisiz) hastalarin c¢ok azinda ortaya cikabilir.
Trombositopeni ve/veya lokopeni ile basvuran kene maruziyeti olan hastalarda HGA’dan
stphelenilmelidir. Hematolojik olarak lenfopeni, 16kopeni, trombositopeni ve hastaligin erken
doénemi boyunca ¢ogu hastada serum hepatik transaminaz konsantrasyonlari genellikle iki ile dort
kat artar ve akut dénemde C-reaktif protein (CRP) ve eritrosit sedimantasyon hizi gibi inflamatuar
belirtecler yiikselir. Enfeksiyonun ilk haftasindan sonra lenfositoz go6zlenebilir, hematolojik
anormallikler antimikrobiyal tedaviden 6nce normale dénebilir [27]. Klinik hastalik dénemi 7
glinden daha uzun siiren olgularda laboratuvar bulgular1 normal aralifa dénebilir ve bu da klinik

karar verme siirecini zorlastirabilir [23].

Anaplazmoz'un en ciddi komplikasyonlari; organ yetmezIligi ile birlikte toksik sok benzeri
hastalik tablosu, ileri yash hastalarda respiratuvar distres sendromu ve firsat¢1 enfeksiyonlardir.
Anaplasma enfeksiyonlarinda menenjit bildirilmemistir. Vertigo, fasiyal paraliz, periferik
noropati, pankardit, dissemine intravaskiiler koagiilasyon, perikardiyal effiizyon ve tamponat gibi

komplikasyonlar gorilebilir [28].

Enfeksiyona eslik eden ¢oklu organ hasari sonucunda gelisen; Sistemik inflamatuar yanit

sendromu (SIRS), ¢coklu organ disfonksiyon sendromu (MODS), yetiskin respiratuvar distres
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sendromu (ARDS), yaygin intravaskiiler koagiilopati (DIC) gibi sistemik bozukluklar1 olan
hastalarda oliimler kiimelenmektedir. A. phagocytophilum sogutulmus transfiizyon kaninda bir
hafta canli kalmaktadir. Enfekte kanlarin verildigi hastalarda goriilen 6liimler Granolositik

Anaplazmoz’la iliskilendirilmektedir [28].

Avrupa'dan bildirilen vakalarin klinik tablolarinin ABD'de bildirilenlerle benzer oldugu,
ancak Avrupa'daki Anaplazmoz vakalarinin genellikle daha hafif seyrettigi bildirilmektedir. Farkl
klinik tablolarin ortaya ¢ikmasina sebep olan patogenez ile korele olabilecek sus heterojenligine
dair kanitlar sunulmustur. A. phagocytophilum’un farkli izolatlarinin konak tercihinde farkliliklara
neden oldugu belirtilmektedir. Avrupada goriilen Anaplazmoz vakalarinin cogunun 6zel tedaviye
gerek kalmadan 2 haftada iyilestigi belirtilmistir. Bir kisim vakalar ise hafif klinik belirtilerle veya

asemptomatik bir enfeksiyon olarak ortaya ¢ikmaktadir [22].

2.4. HGA Epidemiyolojisi

A. phagocytophilum'un konak¢1 popiilasyonlar1 icinde yayilmasinda; bakteriye ait
ozellikler, duyarl konakgl, uygun vektorler ile vektorlerin bakteriyi iletme yetenegi en 6nemli
faktorlerdir. Bunun yani sira konak¢1 ve/veya vektor popiilasyon yogunlugundaki ve/veya
bunlarin dagilim alanlarindaki artislar bakterinin cografik yayilimini tesvik edebilir [5]. ABD’de
Anaplazmoz ilk olarak 1994 yilinda insan hastaligi olarak kabul edilmis [2] ve 1999’ da bildirimi

zorunlu hastaliklar listesine dahil edilmistir [11].

Anaplazmoz her iki cinsiyette, her yasta ortaya c¢ikabilir; ancak 40 yas lstii erkeklerde
daha sik goriiliir. Erkeklerin enfeksiyon kapma riski kadinlara gore 1,4 kat daha yiiksek
bulunmustur. Vaka 6liim orani genellikle %1'den azdir. Anaplasma enfeksiyonunun diinyadaki
yayllimi ve yillik yeni hasta insidansi bilinmemektedir. Kuzeybati Wisconsin’de 1990-1995
boyunca pasif olgu toplama yoluyla yapilan calismada yillik 100.000’de 16 olguluk bir insidans
bildirimi yapilmistir [10]. Orta ABD’de vaka 6lim orami %0,7'dir; ancak tedaviye baslama
geciktirildiginde, yash hastalarda ve komplike firsat¢i enfeksiyonlara ve/veya diabetes mellitus

gibi refakatci hastaligi olanlarda veya immun yetmezlik durumunda 6liim riski artmaktadir [22].

ABD’de hastaligin bildirilebilir hale geldigi 1999 yilindan itibaren Anaplazmoz vaka
insidansinin her yil arttifl gézlemlenmistir. 2000 yilinda 351 hasta bildirimi yapilmis, 2019°da
yeni vaka sayist 5655 olarak tespit edilmistir. CDC kayitlarina géore ABD’de 2020 yilina kadar
toplam 41997 vaka bildirilmistir. Vaka tahminleri milyonda 1,4 ila 6,1 arasinda seyretmistir. Y1l
icerisinde her zaman hastalik goriilebilmekle birlikte, yillik vaka dagilim tablosunda 2000-2020

yillar1 arasindaki tiim vakalarin %25’nin Haziran ayinda kiimelendigi tespit edilmistir. Hastaligin
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endemik oldugu Wisconsin ve New York boélgelerinde sero epidemiyolojik veriler, Anaplasma
enfeksiyonun ¢ogunun Kklinik olarak tanimlanmamis oldugu ve tahminen popiilasyonlarin

sirasiyla %15 ve %36'sinin enfekte olabilecegi bildirilmektedir [26].

Avrupa ve Asya'da, klinik Anaplazmoz vaka sayilari ile popiilasyonlarda seropozitiflik ve
A. phagocytophilum DNA pozitifligi artmaktadir [11]. Avrupa’da Anaplasma enfeksiyonundan
kaynakli olarak alt1 insan 6liimii raporlanmistir. Anaplazmoz ile iliskilendirilen 6liimlerin, en az
liclinlin hastalik stirecinde kandida 6zafajiti, kriptokok pnémonisi, invaziv pulmoner aspergilloz

ve herpes 6zafajiti gibi firsatc1 enfeksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir [22].

Dort kitadan 28.927 Kkisiyi kapsayan 56 ayri1 seroprevalans ¢alismasinin verilerinin dahil
edildigi bir meta analizde; toplumlarda seroprevalansin %0 ile %37.26 arasinda degistigi
bildirilmistir. Meta analiz ¢alismasina dahil edilen tiim c¢alismalarin genel seroprevalans
ortalamasi %8.4 (%95 giiven aralifinda %6.6-%10.4) bulunmugstur. Hastaliga maruz kalma riski
en yiiksek olan popiilasyonlarda seroprevalans %13,8, maruziyet riski en diisiik saglkl
poptlasyonlarda %5.0 olarak tespit edilmistir. Tahmini A. phagocytophilum seroprevalansi atesli
hastalig1 olanlarda %6.4, kene 1sirmasi hikayesi olanlarda %8.0 ve kene kaynakl hastalig1 olan

poptlasyonlarda %9.0 olarak bildirilmektedir [26].

ABD’de Anaplazmoz olgularinin ¢ogunlugunun Lyme Hastaligi ve Insan Babesiozu
vakalarinin yiiksek oldugu eyaletlerde goriildiigii bildirilmistir. Ixodes soyu iiyesi keneler Borrelia
burgdorferi ve Babesia tiirlerinin de vektériidiir. insanlarda A. phagocytophilum ve B. burgdorferi
enfeksiyonlari es zamanli olarak bildirilmistir. Bu nedenle hastalarin tedavisi icin antimikrobiyal

seciminde, altta yatan enfeksiyon olup olmadiginin dikkate alinmasi gerekir [29].

Anaplasma enfeksiyonu kendini sinirlar, tedavi ile 1-2 giinde gecebilir, tedavisiz 60 giin

kadar stirebilir, kronik formu gérilmemistir [21].

Daha once Cytoecetes phagocytophila veya Ehrlichia phagocytophila olarak bilinen A.
phagocytophilum suslari, 6zellikle Bat1 Avrupa'da gevis getiren hayvanlarda kene kaynakli atese

neden olur [18].

Anaplazmoz Diinya genelinde en ¢ok ABD’nin kuzeydogu bélgesinde, Avrupanin kuzey
kesimlerinde ve Giineydogu Asya'da (Cin, Mogolistan ve Kore'de bildirilmistir) gériilmektedir.
Hastaligin vektorii Ixodes soyuna ait nimf veya ergin kenelerdir. Vektor kene tiirii, enfeksiyonun

bulastig1 bolgeye gore degismektedir [28].

10
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2.5. A. phagocytophilum Vektorleri ve Rezervuar Konakgilari

A. phagocytophilum, Ixodida ailesine ait sert kenelerle bulasir. Avrupa'daki ana vektor L
ricinus'tur (yaygin olarak koyun kenesi veya hint kenesi olarak bilinir). Dogu ABD'de I. scapularis

Bat1 ABD'de I pacificus ve Asya'da I. persulcatus vektorliik etmektedir [1].

A. phagocytophilum DNA's1 ABD, Avrupa ve Asya'da Ixodes cinsinin fakli tiirlerinde (/.
scapularis, L. pacificus, I spinipalpis, I ricinus, L. persulcatus ve L. ovatus) tespit edilmistir. Son
zamanlarda baz arastirmalarda ixodida ailesinin diger soylarindan Rhipicephalus sanguineus,
Amblyomma cajennense, Amblyomma dissimile, Amblyomma maculatum, Dermacentor variabilis'
ve Hyalomma spp.’de A. phagocytophilum gosterilmistir [30]. Asya’da L persulcatus, I. ovatus, L.
nipponensis tiirlerin yaninda farkli yogunluklarda D. silvarum, Haemaphysalis megaspinosa, H.
douglasii, H. longicornis, ve H. Japonica tiirlerinde A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edilmistir [31].

Enfekte kenelerin A. phagocytophilum'u memelilere naklettigi belirlenmistir [18].

Ixodes tiirlerinde etkenin yumurtaya gecis (transovaryal) kaniti olmadigindan, larvalarin
bakteriyi memelilere aktarmadig1 dusiintilmektedir [32]. Enfekte olmus nimfler ve yetiskin
keneler vektorliik yapar. Ancak tek konakli bir yasam dongiisiine sahip olan ve farkl bir ekolojik

nisi temsil eden Dermacentor albipictus'ta transovaryal nakil bildirilmistir [33].

Mevcut bilgilere gore, endemik dongiiyii siirdiirmek icin dogada bir omurgali rezervuar
konag1 gereklidir. Keneler, larva veya nimf doneminde memelilerden kan emme sirasinda
bakteriyi alir, enfekte olur, yetiskin metamorfoz asamalarina kadar korur ve bir sonraki kan

6glinl sirasinda memelilere bulastirir [32].

ABD'de A. phagocytophilumun memeli rezervuar konakecilary; beyaz ayakhi fareler
(Peromyscus leucopus), rakunlar (Procyon lotor), gri sincaplar (Sciurus carolinensis), gri tilkiler
(Urocyon cinereoargenteus) ve kizilagag sincaplari olarak belirtilmistir [34]. Ancak yapilan bazi
calismalarda cesitli vahsi hayvanlarin da rezervuar oldugu savunulmustur [35]. Ixodes keneleri
genellikle beyaz kuyruklu geyiklerden beslense de, geyiklerin insan susu yerine A
phagocytophilum'un Ap-Variant1 ekotipi ile enfekte oldugu bildirilmektedir [36]. Avrupa, Japonya
ve Rusya'da ¢esitli A. phagocytophilum suslar1 hayvanlarda ve kenelerde rapor edilmistir [37].

A. phagocytophilum suglarimin epidemiyolojik dongiileri karmagiktir. insanlara ve
memelilere bulasmada; keneyle ilgili faktorler (kenenin memelilere bulastirabilme yetenegi,
habitatlari, populasyon yogunlugu) ve A. phagocytophilum'un tiir i¢ci genetik varyasyonlarina
baglhdir. A. phagocytophilum'un keneler ve memeli konaklar arasindaki dogal bulasma dongtisii;
bakteri sus cesitliligine ve konake¢1 duyarliligina bagh olarak i¢ ice gecen bir yapidadir. A
phagocytophilum epidemiyolojisinin Avrupa ve ABD arasinda biiytik farkliliklar gosterdigi tespit

11
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edilmis, bunun bakteri sus farklihigiyla iliskili olabilecegi belirtilmistir [38]. Son yillarda genetik
tiplendirme metodlar1 kullanilarak mevcut epidemiyolojik dongii bilgileri gozden gecirilmekte,

genetik cesitlilik ve konakg1 duyarliliginin aydinlatilmasi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir [39].

Dermacentor albipictus gibi tiirlerde transovaryal gecisin gosterilmis olmasi; Ixodes cinsi
kenelerin enfeksiyon déngii modelinin disinda baska enfeksiyon dongii tiplerinin olabilecegini

isaret etmektedir [33].

A. phagocytophilum suslan

Steril kene ® @ ®
yumurtam\ < (D) ®
Enfektif

olmayan larva

Steril veya
enfekte ergin

Ixodes Kene Enfektif re
e Q / \
@'@) < oE® .
C‘_D\,__‘__ I
it
(\‘?" o), =
£ I"Il 3
W | |

Sekil 2.1. A. phagocytophilum'un sus cesitliligi, konak¢1 duyarlilign ve kene-memeli
bulasma dongiisii [40].

A. phagocytophilum, enfekte yetiskin Ixodes sp. kenelerinden yumurtalara etkili bir sekilde
gecemez. Yumurtadan cikan larvalar enfekte degildir. Beslenmek i¢in konakeiya tutunan larva,
nimf veya yetiskin keneler, enfekte hayvandan kan emerken A. phagocytophilum’u alir. Beslenme
sirasinda enfekte olan keneler; metamorfoz gecirdikten sonra da etkeni bulundurur, sonraki
beslenme periyodunda etkeni duyarli konakg¢ilara enjekte eder. Cesitli memeli tiirlerinin A.
phagocytophilum suslarina karsi duyarhliklar farklilik gosterir, insanlar sinirli sayida susa karsi
duyarhdir. Insanlar, A. phagocytophilum veya kenelerin yasam déngiisiiniin normal bir pargasi
degildir. Sekil: 2.5."te temsili varsayim olarak gosterilen hayvan tiirlerinin Anaplasma suslarina

kars1 duyarhligi ve epidemiyolojik dongiilerin ¢ogu deneysel olarak kanitlanmamistir [40].

12
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Tablo 2.1. Anaplasma ve Ehrlichia tirleri, konakta yerlestikleri yerler, yaptig1 hastaliklar,

vektorleri ve rezervuar konakeilari

Konakeid Yaptigi Reservuar
Etken Konak a ... | Vektor hastalik konaker
Yerlestigi
Yer
A.
phagocytoph
ilum .
Insan, Geyik,
=Ehrlichia 5 Graniilosit Ixodes Sp. EGE, Koyun,
phagocytoph Slglr’ At, Dermacentor sp. | HGA Beyaz ayakli
ilum Kopek fare
=FEhrlichia
equi
Dermacentor,
Rhipicephalus, Gevi
Anaplasma Sigir, Vahsi ’ . Ixodes, Boophilus, | Ruminant 19
; . Eritrosit getiren
marginale Ruminant Hyalomma, Anaplazmozu havvanlar
Ornithodorus, yv
Tabanidae
A. centrale, Dermacentor, o
A ovis Sigir, Vahsi F crosl Rhipicephalus,' Anaplazmozu. Gevis
B Ruminant 4 g‘)dles' Boophilus, | Kgpek getiren
. Trombosit | fAyalomma, dongiisel ™ ]
. yvanlar
Al Kopek Ornithodorus, trombositope
- platys Tabanidae ni
Dermacentor,
Rhipicephalus, Beyaz
Ehrlichia Insan, MNL Ixodes, Boophilus, HME kuyruklu
chaffeensis kopek Hyalomma, geyik, evcil
Ornithodorus, kopek
Tabanidae
Ehrlichia insan, | Haemaphysalis, | (.p Ewingi
ewingii kopek Granillosit | Hyalomma, erlihiyozu
9 P Rhipicephalus, Y
- . Haemaphysalis,
f:;ﬁ;chla Lrtl.)sa;; MNL Hyalomma, CME
p Rhipicephalus,
Zlnaplasma " " Haemaphysalis, ) Gevis
=Ehrlichia Lenfosit Rhipicephalus, Ehrlisiyozu
bovis Amblyomma Tavsan
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wrlich Sigir,
Enrlichia _
ruminantum Koy.u n, Notrofil, Gevis
Kei ve etirenler
o Endotel Amblyomma sp. 8 ,
=Cowdria Dlgel.‘ Hiicreler
ruminantuym | Ruminantl
ar

CGE. Kopek granulositik erlisiyozu, CME: Képek monositik erlisiyozu, EGE: At granulositik
erlisiyozu, HGE: insan granulositik erlisiyozu, HME: insan monositik erlisiyozu MNL:

Monontikleer l16kosit [45].

2.6. Vektor, Konakgl, Patojen iliskileri

Kenelerin ve A. phagocytophilum’un konakg¢iya zararli etkileri ile kene-konak-patojen
arasindaki karsilikli etkilesimler fxodes cinsi kenelerde yapilan ¢alismalarda basariyla ortaya
konulmustur [41]. Keneler kanla beslenmek icin konak¢ida bir lezyon olusturur; konagin
hemostatik, immun ve inflamatuar yanitlarini inhibe eder. Konakgilar, kene istilasina karsi savasir
ve patojen enfeksiyonunu sinirlamak icin farkli mekanizmalar1 aktive ederek tepki verir. Kene
tutunmasi konakgiya zararh etki yapar, patojenin keneyi enfekte etmesi de keneye zararl etki

eder [42].

Keneler konak¢i derisine tutunur, tiikiiriiglinde bulunan biyoaktif molekiillerle
konakeida; agr1 ve kasinti, hemostaz, inflamasyon ve yara iyilesmesi siirecini modiile ederek
giinlerce kan emer. Konakg1 keratinositler, dogal dldiiriicii hiicreler, dendritik hiicreler, T hiicre
alt populasyonlarn (Th1, Th2, Th17, Treg), B hiicreleri, notrofiller, mast hiicreleri, bazofiller,
endotelyal hiicreler, sitokinler, kemokinler, kompleman sistemini, hiicre dis1 matrikste bulunan
kutandz ve sistemik immun yanit mekanizmalarini inhibe eder. Tiim bu etkilesimlerle beslenme

sirasinda kene tiikriik bezlerinde bulunan patojenlerin konakgiya yerlesmesi saglanir [43].

A. phagocytophilum'un, keneler ve omurgali konaklara adaptasyon mekanizmalar1 benzer
goriinmekte, vektor kene tiirleri ile konakgilar arasinda evrimsel bir adaptasyon oldugu
diistintilmektedir [42]. Konakgilar; kene istilasini dnlemek icin ¢esitli mekanik ve kimyasal
tepkiler verir. Kenenin konakg¢iya yanit;; beslenme ve kan sindirimini etkileyen pihtilasma ve
trombosit agregasyonu gibi farkli mekanizmalar1 aktive eder. Patojenler; bulasma, ¢cogalma ve
enfeksiyon gelistirmeyi kolaylastirmak icin konake1 ve kenelerde biyolojik savunma siireclerini
kendi lehine diizenler. Kene hiicrelerinde enfeksiyon gelistirmek icin A. phagocytophilum; hiicre
iskeletinin yeniden sekillenmesi, konak hiicre apopitozunun inhibisyonu, bagisiklik tepkisinin

manipiilasyonu ve konakg1 hiicre epigenetigini kontrol eder, bunu yaninda bagska etkileri de
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bulunmaktadir [42]. Notrofillerin yara bolgesine toplanmasi ile graniilositik fagositoz artar ve A.

phagocytophilum’un yayilmasi kolaylasmis olur [45].

Kenelerin insandan kan emmesi sirasinda karbonhidrat a-gal (Gal a 1-3Gal 3 1 4GlcNAc-
R)’ye karsi antikor diizeylerinin artmasina neden olur. Kene kaynakli patojenlerin ¢ogu,
ylzeylerinde a-gal ile modifiye edilmis proteinler igerir. a-gal’a kars: gelisen antikor seviyeleri,
Anaplazmoz olusmasini engelleyebilir ve etkenin konak¢ida c¢ogalmasini azaltabilir. Kene
konakgeiya tutunduktan sonra a-gal anaflaktik reaksiyonlari olusturabilir, ancak enfeksiyona karsi
korumay1 da artirabilir. Rezervuar konakecilarda patojenin hayatta kalmasini saglayan ve
bulasmasini kolaylastiran mekanizmalar bulunmaktadir. Kene mikrobiyotasinin patojen yararina

olumlu etkisi oldugu gosterilmistir [46].

A. phagocytophilum enfeksiyonu, inflamatuar histopatolojik lezyonlar ve ndtropeni ile
sonuclanir [44]. Anaplazmoz, konak¢ida diger daha oldiiriicii patojenlere karsi duyarlilig

azaltabilecegi ve engelleyebilecegi diisiiniilmektedir [47].

Kenelerin aktif oldugu boélgelerde kirmizi et tiiketimi ve cetuksimab tedavisi sonrasinda
a-gal spesifik IgE degerlerinin anlamli olarak yiikseldigi tespit edilmis ve bu reaksiyonlar kene

1sirigiyla iliskilendirilmistir [48].

A. phagocytophilum’un, konakei hiicresinin kromatin yapisini ve transkripsiyonel
programini etkileyerek, epigenetik modifikasyonlara yol acan bir mekanizmaya sahip olabilecegi
ileri siirilmektedir [49]. A. phagocytophilum ile enfekte noétrofillerde proinflamatuar yanitta
gorevli genler aktifleserek, Interlokin 8 (IL-8) ve diger kemokinlerin seviyelerinde artisa neden
olur [49]. Ayrica A. phagocytophilum enfeksiyonunda konakginin lirettigi interferon gama (IFN-y)
sonucu olusan histopatolojik lezyonlara karsi, IL-10 {iretimi uyarilarak enfeksiyon kontrolii

saglanir [44].

Konak organizma, A. phagocytophilum enfeksiyonuna karsi; makrofajlarin, nétrofillerin
aktivasyonu ile inflamatuar yanitlarin yaninda, bakterinin CD4+T hiicrelere bagh ylizey

proteinlerine spesifik IgG tliretir [41].

2.7. A. phagocytophilum’un Morfolojik Yapisi

Anaplasmataceae ailesinin tim iyeleri; iki zarla ¢cevrelenmis, kiiciik, Gram olumsuz,
pleomorfik koklardir. Bakteri boyutu genellikle 0,4 ila 1,3 pum'dir, ancak bazen 2pm biytkliige
kadar ulasabilir. Dis membrani diizgiin degildir, periplazmik aralik degisken genisliklerdedir.

Kapsiil tabakasi yoktur. Bakterinin ince DNA iplikleri ve ribozomlar1 agik¢a goriliir [2]. A.
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phagocytophilum, enfeksiy6z formu olan yogun icerikli hiicre (Dense-core Cell) ve enfeksiyoz
olmayan ags1 hiicre (Reticulate Cell) arasinda gecis yapan iki fazh bir gelisim déngiisiine sahiptir

[50].

Anaplasmataceae ailesi iiyeleri enfekte ettigi okaryotik hiicrelerin sitoplazmasi icinde
zarla cevrili vakuollerde (inkliizyon veya parazitofor vakuollerde), fagozomdan kacarak cogalir.
Bakteriler, kismen peptidoglikan ve lipopolisakkaritten (LPS) yoksun olarak inkliizyonlar icinde
sikica paketlenmis halde bulunur [51]. Hiicre duvarindaki kismi kayiplar bakterinin intravakuolar
bosluk icinde sikismasina izin verir. Boylece enfekte graniilositlerin plastisitesi korunur ve kilcal

damarlardan rahat gegmesi saglanir [52].

Konak sitoplazmasina karsi kontrast eksikligi nedeniyle hiicre ici bakterileri géstermek
icin Gram boyama uygun degildir. Genellikle Diff-Quick yontemiyle Romanowsky boyama
yapilarak, morula adi verilen karakteristik dut benzeri mor renkli bakteri kiimelerinin
goriintiilenmesi saglanir. ("Morula" terimi, dut anlamina gelen Latince "morus" teriminden

tliretilmistir.) Morulalar genellikle 1,5 -2,5um capinda, 6um kadar biiyiikliikte olabilir [40].

2.8. A. phagocytophilum’un Genomik Ozellikleri

A. phagocytophilum'un genom boyutu 1.47 Mb olarak tespit edilmistir. Genom iizerinde
1,369 adet acik okuma cercevesi (ORF) bulunmakta ve ORF sayisi E. coli'de bulunanin yaklasik
dortte biri kadardir. A. phagocytophilum'da lipopolisakkarit ve peptidoglikan biyosentezini
kodlayacak ORF bulunmamaktadir. A. phagocytophilum genomunun %12,7'sinin tekrar edilen
bolgelerden olustugu bildirilmistir. Bakteride plazmid, profaj veya transpozonlar tespit

edilmemistir [53].

Bagka bakterilerle ortak genlerden olusan 747 adet ORF tespit edilmistir. Diger
organizmalardan farkli olarak 458 ORF bulunmakta ve bunlar varsayimsal proteinleri kodlar. A.
phagocytophilum ile Rickettsia prowazekii arasinda 469 adet ortak gen bildirilmistir. Enfekte insan
l6kositlerinde tahmini bakteri proteomlarinin %89,3'linii temsil eden toplam 1.212 adet A.

phagocyitophilum proteini tespit edilmistir [54].

A. phagocytophilum, hayatta kalmayr saglayan, transport ve baglama proteinleri
kategorisinde kritik 6neme sahip 41 adet gene sahiptir, bu kategori genler serbest yasayan
bakterilerde bundan ¢ok daha fazla sayida bulunmaktadir. A. phagocytophilum'da ylizey
proteinleri, inkliizyon membran proteinleri ile bakteriye benzersiz fenotipler kazandiran T4S
substratlan kesfedilmistir. Tip IV sekresyon sistemi (T4SS) genlerinde de ¢ok sayida ardisik
tekrar bolgeleri bulunmaktadir [53].
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Vektorlerde ve rezervuar konakeilarda A. phagocytophilum DNA’larinin tespiti icin 16S
rRNA gen bolgesine 0zgli primerler gelistirilmis, farkli lokuslar1 c¢ogaltan primerlerin
duyarlhliklarinin ayni olmadigi bazi calismalarda rapor edilmistir. Son ¢alismalarda 16S rRNA gen
bolgesini ¢ogaltan ve yiiksek duyarhilikta baglanma yetenegine sahip yeni primerler

gelistirilmistir [54].

2.9. A. phagocytophilum ‘un Konak¢iya Adaptasyonu ve Virulans faktoérleri

2.9.1. A. phagocytophilum’un Konakg Hiicre i¢i Gelisim Dongiisii

Memeli hiicre kiiltiirii ve kene hiicre kiiltiiriinde bakterinin, biiyiik retikiilat (RC) form ve
daha kii¢iik yogun icerikli (DC) form olmak iizere, iki ayr1 morfotipi gosterilmistir [55]. Yogun
protoplazma iceren yapisi diger hiicre i¢i bakterilere (Chlamydia sp. ve Coxiella burnetii)
benzemekte ve normal gelisim asamalari olarak kabul edilmektedir [56]. ISE6 kene hiicrelerine

hem DC hem de RC form bakterilerin baglandig: ve enfekte ettigi gosterilmistir [57].

Cin hamsteri ovarial hiicrelerine (CHO) A. phagocytophilum transfekte edildiginde, P-
selektin glikoprotein ligand 1'e (PSGL-1) sadece DC formunun tutundugu belirlenmistir. Anti-
PSGL-1 antikoru ile 6n inkiibasyona tabi tutulan CHO’lara baglanmadigi tespit edilmistir. Elektron
mikroskobu ile yapilan c¢alismalarda HL-60 hiicrelerine yalnizca DC formunun baglandigi
bildirilmistir. DC formdaki bakteriler HL-60 hiicreleri icerisine alindiktan sonra 12 saat iginde RC
form bakterilere déniiserek, RC formda ¢ogalmaya basladif1 gésterilmistir. Ilk énce bireysel
inkliizyonlar icinde ¢ok sayida RC bakteri gozlemlenmekte, daha sonra (yaklasik 36 saatte) aym
hiicre icinde bireysel vakuoller icerisinde DC ve RC morfotip bakteriler bulunmaktadir. Okaryot
konakel hiicre igerisinde bulunan DC ve RC morfotip bakteriler ile hiicreler yeniden enfekte olur
[56]. Immiinofloresan calismalarda insan periferik kan nétrofillerine yalmzca DC form (<1um)

bakterilerin baglandig ve hiicre i¢ine girdigi gosterilmistir [58].

A. phagocytophilum'un her gelisim asamasinda yiizey antijenleri siirekli degisim gosterir.
Her antijenik varyasyon konakg1 hiicrelerde farkh reseptoérlere baglanarak, farkli yollarla giris
yaptigina isaret eden bilgiler bulunmaktadir. Bakterinin DC formunda kesfedilen bir T4S proteini
olan VirB9’un RC formunda bulunmadig: goésterilmistir [58]. Kene dokularinda A. marginale ve
Ehrlichia muris'in DC ve RC formlari bildirilmistir [40]. Yogun igerikli Organizmalar (DC Form),

Insan P-Selektin Glikoprotein Ligand 1'i taniyarak konak hiicreye tutunur [56].
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Anaplasma ve Rickketsia'min hiicre i¢ci enfeksiyon donglleri Asagida Sekil 2.2.'de

gosterilmigtir.

Anaplasma spp. Rickettsia spp.

Dense
o
corecell g

Sekil 2.2. Anaplasma spp. ve Rickettsia spp. konak hiicredeki yasam dongiileri [40].

(Anaplasma spp. ;1- Yogun igerikli (DC) enfektif formu, 2- Vakuol igerisinde az yogun
icerikli biiyiik bakteri formu (RC) enfektif olmayan morfotip, 3- Morula icerisinde DC ve RC form
bakterilerin birlikte bulunmasi, 4- Konake1 hiicreyi terkeden DC form enfektif bakteriler.

Rickettsia spp. ; 1- Konak hiicreye giris yapan bakteri, 2- Vakuol icerisinde bakteri, 3-
Konak hiicre sitoplazmasinda serbest olarak ¢ogalma, 4- konak Hiicreyi terk eden bakteriler, 5-
Konakhiicreden komsu hiicreyi enfekte eden bakteri)

HL-60 hiicrelerinde firetilen A. phagocytophilum’un DC ve RC formlar aras1 gegisler

elektron mikroskobundaki gériintileri Sekil 2.3.'te gosterilmistir.

Sekil 2.3. A. phagocytophilum DC ve RC formlarinin elektron mikroskobik goriintiisii [56].

18



Osman SEZER, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstittisii, Mersin Universitesi, 2022

(Fotograf A'dan H'ye kadar DC formlar, I'den P'ye kadar RC' formlarin gorintiileri. DC formlar
0,83 + 0,24 pm genisliginde, kiiresel yapida, yogun bir niikleoide ve dalgali bir dis zar
bulunmaktadir. Panel A'daki ok, membrandéz bir zarla ¢evrili ayr1 bir DC'formu géstermektedir.
RC Formlar; (I ila P) RC'ler 0,69 * 0,36 pm x 1,04 + 0,44 um 6lciilerinde, dagilmis bir niikleoide ve
DC formlara gore daha diizgiin dis membran ve pleomorfik bir yapisi var. F ve N panelleri, sirasiyla
E ve M panellerindeki kutulu alanlarin biiyiitiilmiis halidir. Cubuklar 0,5 mikron.)

2.9.2. Konak Hiicrede inkliizyon Biyogenezi

A. phagocytophilum, hiicre zarina bagl inkliizyonlar icinde ¢ogalir. Bakteriler boliiniip
¢ogaldikca, inkliizyonlar konak hiicrenin sitoplazmasinin ¢ogunu isgal edecek sekilde genisler.
Inkliizyonlarin membran yapilar1 ve liimen bilesenleri benzersiz ve biiyiik dlciide belirsizdir. A.
phagocytophilum ile enfekte HL-60 hiicrelerinde, hiicre iskeleti bilesenleri, vezikiiler trafik, hiicre

sinyallemesi ve enerji metabolizmasinda yer alan proteinlerde artis tespit edilmistir [49].

Notrofiller, fagozomlardaki istilaci mikroorganizmalari antimikrobiyal peptitler (6rn.
defensinler ve lizozimler) ve lizozomal hidrolitik enzimler iceren graniillerle birlestirerek ya da

hayati besinlerden (6rn. demir) yoksun birakarak éldiiriir [59].

A. phagocytophilum, vezikil ici 6ldiirme trafigine miidahale eder ve lizozomlardan kacar.
Inkliizyon icerigi asidik degildir ve V-tipi H-ATPaz'dan yoksundur. Miyeloperoksidaz, CD63,
LAMP1 ve diger ge¢ endozomal / lizozomal belirtecleri bulundurmaz. Inkliizyonlar, sekretuar

vezikiilleri ve NADPH oksidazi bulunduran spesifik ve {i¢linciil graniillerle fiizyonu dnler [60].

A. phagocytophilum inkliizyonlarinda major doku uyumluluk kompleksi sinif I (MHCI) ve

MHCII bulunur, bunlar bakteri antijen sunumunda rol oynayabilir [60].

A. phagocytophilum hiicre duvarinin stabilizasyonunu kolesterol ile saglar ve hayatta kalir.
Enfeksiyon sirasinda inkliizyon zarinin genisletilebilmesi i¢in, konake1 hiicre kolesteroliinii ve
lipidlerini membran yapisinda kullanir. A. phagocytophilum genomunda peptidoglikan sentezi
icin gerekli olan tamamlayic1 genler, kolesterolii sentezleyecek genler ve lipid A sentezi icin
gerekli genler bulunmadigi icin ihtiyac duydugu kolesterol ve lipidleri eksojen olarak
konakgisindan temin etmek zorundadir. Konakgl hiicre membranindaki kolesteroliin 6nemli bir
kismini kullanir. Enfekte ettigi hiicrelerde endojen kolesterol sentezini artirmaya zorlar ve isgal
ettigi vakuolde (ApV) serbest kolesterol zenginlestirilir. Konak¢1 hiicrelerde kolesterol artisi
biyosentezle degil; bakterinin protein sentezlemesi, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
reseptori ve LDL'nin vezikiillere tasinmasiyla gergeklesir. Konak hiicrenin LDL kolesterolii hiicre

icine alimindaki yetersizlikler, bakteri gelisimini ve enfeksiyonu bloke eder [61].
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2.9.3. A. phagocytophilum ‘un Yizey Antijenleri (P44 / Msp2)

A. phagocytophilum’un en Onemli ylizey antijenleri P44/Msp2 proteinleridir. P44
proteinleri, hidrofilik kiiciik molekillii besin maddelerinin dis zardan pasif diflizyon yoluyla
atilimini saglayan (porin aktivitesine sahip) transmembran fi¢1 proteinleridir ve serolojik tanida
da kullanilmaktadir. A. phagocytophilum genomunda P44 /Msp2 proteinlerini kodlayan 113 adet
paralog gen tespit edilmistir [61]. P44 (msp2) genleri, 5’ ve/veya 3’ korunmus sekanslarla ¢evrili
merkezi hiperdegisken bir bélgeden olusur. Msp-2 gen boélgesi yiiksek degiskenlik gostermesi
nedeniyle tiir i¢i varyantlarin belirlenmesinde etkin sekilde kullanilmaktadir. A.
phagocytophilum’un farkl varyantlar1 AP variant 1, AP-variant 2, AP-variant 3 ve AP-variant 4

belirlenmistir [62].

Transkripsiyonel diizenleme mekanizmasi korunarak ayni promotdérden, P44 antijen
repertuarinin hizla degistirilmesine izin verilir [62]. P44 proteinleri antijenik varyasyonlar
olusturarak, etkenin konake1 bagisiklik sisteminden kagmasina ve enfeksiyonun devam etmesine

katkida bulunur [40].

2.9.4. A. phagocytophilum Sekresyon Sistemi ve AnkA Proteini

Bakteri sekresyon sistemleri, Tip I ‘den Tip VI'ya kadar tiplendirilen en az alt1 farkl
protein grubundan olusur. Bakteriden konak nétrofil sitoplazmasina salgilanir. Tip IV salgilama
sistemleri (T4SS'ler), bakteri hiicre duvarini gecen biiyiik protein komplekslerinden olusur.
T4SS’ler yapisal olarak; multiprotein kompleksi ve ATP'ye bagimli niikleoprotein kompleksinden
olusan bir porin kanaldir. T4SS'ler son tanimlamalara gore F,P,I ve GI gruplari olarak dort gruba
ayrilmistir. T4SS ailesi iiyeleri; proteinler veya protein-DNA komplekslerinin yer degistirmesini
saglayan c¢ok cesitli islevleri olan kanallardir. Bir kisim T4SS’ler yatay gen transferini
gerceklestirerek cevresel degisikliklere adaptasyonu kolaylastirir, bakteriler arasinda antibiyotik

direncinin yayilmasini saglar [63].

A. phagocytophilum genomunda Tipl (T1SS) ve TiplV (T4SS) sekresyon sistemi

bilesenlerinin homologlari bildirilmistir [60].

A. phagocytophilum’da T4SS kodlayan genis bir gen grubu bulunmaktadir ve insan
hiicrelerinde ¢ok yogun ekspresyon goriiliir. Bakteriyel enfeksiyon gelisimindeki rolii ve 6nemi
substratlarin tanimlanmasiyla anlasilmaktadir [63]. A. phagocytophilum’da alti T4SS'de efektor

protein olarak; ankirin tekrar alani iceren protein A (AnkA), Anaplasma transloke substrat 1 (Ats-
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1) ve Ehrlichia transloke faktér 1 (Etf-1, ECH0825) substratlar tespit edilmistir. Ats-1 ve Etf-1
efektor proteinler enfeksiyon sirasinda yogun miktarda firetilerek konak sitoplazmasina
salgilanir, konak hiicre icin toksik degildir. Ats-1 ve Etf-1 hiicre ici enfeksiyon gelisiminde,
dogustan gelen iki 6nemli bagisiklik mekanizmasi olan hiicresel apopitoz ve otofajiyi bozarak
bakteriyel enfeksiyonun devamini saglar. Otofajiyi manipiile ederek konake1 hiicrelerden besin
elde ederler. Zorunlu hiicre i¢ci bakterilerde T4SS’ler bakterinin konakta hayatta kalma ve

beslenmesini saglayarak, dnemli viriilans mekanizmalarini olusturur [64].

A. phagocytophilum’un sitoplazmasindaki AnkA proteini, enfeksiyon sirasinda ékaryotik
konak hiicrelere transfer edilerek konak nétrofillerinin metabolik aktivitelerini manipiile eder.
AnkA proteini Abl-1 tirozin kinaz ile etkilesime girerek Abl-interaktér 1 (Abl-1)’e baglanir ve
AnkA fosforilasyonu gerceklesir. Zorunlu hiicre ici alfa-proteobakterilerde T4S substrati olarak
ilk tanimlanan AnkA ve Abl-1 bakteriyel enfeksiyon i¢in kritik dneme sahiptir. AnkA proteini Abl-
1 sinyal yolunu aktive ederek hiicre i¢ci enfeksiyonu kolaylastirmada 6nemli bir rol oynar. Konak
hiicre sitoplazmasina anti-AnkA antikorunun iletilmesi sonucu bakteriyel enfeksiyonun
inhibisyonu saglanir. Bazi arastiricilar A. phagocytophilum molekiiler yontemle teshisi icin AnkA

proteinini kodlayan gen bolgesini kullanmaktadir [65].

2.9.5. A. phagocytophilum Tiir ici izolat ve Enfektivite Farkliliklar:

Kenelerden ve hayvanlardan A. phagocytophilum'un 16S rRNA, groEL, msp2, msp4 ve
ankA genlerine dayali olarak genetik varyantlari tespit edilmistir. Msp-2 gen bolgesi yiliksek
degiskenlik gostermesi nedeniyle tiir ici varyantlarin belirlenmesinde etkin sekilde
kullanimaktadir. A. phagocytophilum’un farkli varyantlari1 AP variant 1, AP-variant 2, AP-variant 3
ve AP-variant 4 belirlenmistir [62].

A. phagocytophilum suslarinin konak enfektivitesi acisindan farklhilik gosterdigi bazi
calismalarda bildirilmistir. insanlarda hastahiga neden olan "prototip"” varyantiyla aym olan B
varyanti atlarda tespit edilmistir. Bu varyant daha 6nce kopeklerde, atlarda ve karaca, kizil geyik
ve koyunlarda belirlenmistir. insanlar icin apatojenik oldugu varsayilan Amerikan varyant1 Ap-

V1’'in muhtemel dogal rezervuari beyaz kuyruklu geyikler olarak gosterilmektedir [66].

Ap-Varyant 1 susunun I scapularis kenelerini, kecileri ve geyikleri enfekte ettigi, ancak
fareleri enfekte etmedigi bildirilmektedir. A. phagocytophilum suslarindan biri insan, at, koyun ve
kopekleri asir1 derecede enfekte edebilmektedir. At suslarindan birisi sigirlarda asemptomatik bir
enfeksiyon olusturmustur. Insanlarda ve atlarda akut seyreden ve kendini sinirlayan enfeksiyon

tipi gorilirken, koyunlar ve kemirgenlerde hastaligin kroniklestigi tespit edilmistir [67].
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Kene hiicre kiiltiirii hatlarinda (ISE6 ve IDE8 ) insan susu, at susu ve birkag gevis getiren
susu turetilmistir. insan izolatlarindan sadece bir tanesi, insan promiyelositik 16semi hiicre
hatti’'nda (HL-60 hiicrelerinde) iiretilebilmistir. Bakterinin viriilansin1 belirleyen faktorler,
memeli konakgl tiir spesifikliginin nasil olustugu ve bakteri kiiltiirii icin gerekli sartlar tamamiyla

aydinlatilamamistir [68].

A. phagocytophilum izolatlarinin tamaminin serolojik capraz reaktiviteye sahip oldugu ve
bireysel suslar1 ayirt etmedigi tespit edilmistir. En yaygin bakteriyel antijenler p44 (msp2) gen
ailesi tarafindan kodlanan ve dis membran iizerinde eksprese edilen 42 ila 49-kDa biiytikliikteki
proteinlerdir. A. phagocytophilum suslari, 16S rRNA ve groESL niikleotid sekanslarinda kiiciik
varyasyon gosterir. P44, p44ESup1 (omp-1N), msp2 (p44'ten farkli) ve ankA genleri, major sus

varyasyonunu olusturur [38].

2.10. Patogenez

A. phagocytophilum enfeksiyon sirasinda; omurgali konakgi hiicrelerinde ve kenede hiicre
iskeletinin yeniden sekillendirilmesi, hiicre apopitozunun inhibisyonu ve konak¢i immun yanitini
kendi lehine modiilasyonu ile enfeksiyonun devamini saglar. Konakg¢1 hiicrenin molekiiler
mekanizmalarini, hiicre epigenetigini ve metabolizmasini modifiye eder. Kene-konakgei-patojen
etkilesimleri yeniden tanimlanmaktadir. Konakgilar; hiicre apopitozunu uyararak patojenin hiicre
ici gelisimini inhibe eder, bagisiklik tepkisini olusturur, metabolizmay1 diizenler ve alternatif

yollari aktive ederek enfeksiyona yanit verir [61].

2.10.1. Konak Hiicreye Giris Mekanizmasi

A. phagocytophilum, c¢ogunlukla dolasimdaki olgun notrofilleri enfekte eder.
Hematopoietik dokuda ve periferik dokularda bulunan nétrofillerde daha az tutulum goértliir [68].

A. phagocytophilum kemik iligi progenitorlerini ve endotel hiicrelerini enfekte edebilir [69].

Kenelerin kan emmek icin konakg1 derisinde olusturdugu lezyon bolgesindeki notrofiller
ve makrofajlarda A. phagocytophilum gosterilmistir. Bu durum enfeksiyon gelisimi ve kene

vektorliigu icin periferik lI6kositlerin roliiniin olabilecegine isaret etmektedir [32].

Konakg¢ida enfeksiyon gelisiminin ilk adimi; duyarl hiicrelerde uygun reseptore baglanma

ve sonrasinda hiicre igine invazyon siirecidir. A. phagocytophilum'un konakel hiicrelere
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baglanmasi ve invazyon mekanizmalarinin tanimlanmasi i¢cin ¢ogunlukla hiicre kiiltiir hatlarindan

yararlanilmistir [68].

A. phagocytophilum, konak nétrofillerine penetrasyon i¢in sialillenmis ligandlara ve en
fazla P selektin glikoprotein ligandi-1 (PSGL-1)’e baglanir [56]. Hematopoietik hiicrelerin cogunda
PSGL-1 eksprese edilir [70]. PSGL-1'e baglanma Syk ve ROCK1'in fosforilasyonu ve bakterinin

hiicreye invazyonunu destekleyen bir sinyal zinciri ile baslatilir [68].

PSGL-1'in bloke edilmesi ile enfeksiyona karsi duyarliligin sinirlandig1 gosterilmistir. A.
phagocytophilum ile enfekte HL-60 hiicrelerinde PSGL-1 bloke edici antikorlar ve
kiiciik interferans RNA (siRNA)’lar, ROCK1 fosforilasyonunu inhibe eder [70].

A. phagocytophilum enfeksiyonundan sonra ROCK1, tirozinle fosforile edilir. HL-60
hiicrelerinin enfekte edilmesinden sonra, bakterinin T4SS efektor proteini olan AnkA'nin tirozin

fosforilasyonu gerceklesmektedir [71].

A. phagocytophilum ayrica [32-integrin'e ve Caveolin-1 ile zenginlestirilmis lipit sallarina
baglanir. OmpA spesifik olarak, a2,3-sialik aside baglanir ve A. phagocytophilum’un bilinen tek

invazyon reseptoriidiir. Asp14, spesifik bir bolgede invazyon icin 6nemlidir [68].

HL-60 hiicrelerinde geng¢ A. phagocytophilum inkliizyonlari, kolesterolce zengin lipid

y1ginlar1 veya Caveolin-1 yogunlasmasinin birlikte lokalize oldugu bildirilmistir [61].

A. phagocytophilum ile enfekte olan hiicrelerde Tirozinle fosforile proteinler ve fosfolipaz

C2 (PLC-2) biriktigi gosterilmistir [65].

Yapilan bazi ¢alismalarda baglanma ve/veya invazyon icin ana ylizey proteinleri olan P44
(Msp2), Asp55 ve Asp62'nin de icinde bulundugu bazi ylizey proteinlerinin etkin roliiniin
bulunabilecegi bildirilmistir. Ayrica tanimlanamayan A. phagocytophilum adhezin/invazinleri

veya konake1 hiicre reseptorlerinin olabilecegi tahmin edilmektedir [38].

2.10.2. Notrofil Savunmasinin Asilmasi

A. phagocytophilum, dogustan gelen gliclii antimikrobiyal savunmalari yikarak
grantlositleri enfekte eder, enfekte insanlar ve hayvanlar firsat¢i enfeksiyonlara karsi daha

duyarl hale gelir [72].

Notrofiller, transmembran Toll benzeri reseptorler (Toll Like Receptor, TLR'ler) ve
korunmus patojenle iliskili molekiiler modelleri (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP)

taniyabilen ve bunlara baglanabilen sitoplazmik protein reseptorlerine sahip niikleotid baglayici
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oligomerizasyon alani (Nucleotide-binding Oligomerization Domain, NOD) benzeri patern tanima
ylzey reseptorlerini (Pattern Recognition Receptors, PRRs) ifade ederek yanit olusturur.
PAMP'lerin baglanmasi ile ortaya ¢ikan immun tepkiler; reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive
Oxygen Species, ROS) iiretimi, lizozomlarin fiizyonu, mitojenle aktive olan protein kinaz (Mitogen-
Activated Protein Kinase, MAPK)'larin aktivasyonu, otofaji, hiicresel apopitoz ve sitokin /
kemokinlerin indiiksiyonu olarak siralanabilir. Bu tepkiler genellikle enfeksiyon bolgesinde
notrofillerin  kendileri veya notrofil tarafindan boélgeye toplanan hiicrelerin istilac

mikroorganizmalari ortadan kaldirmasiyla sonuclanir [73].

A. phagocytophilum, majéor PAMP’lar, LPS ve peptidoglikandan yoksundur [42]. HL-60
hiicreleri A. phagocytophilum ile enfekte edildiginde; TLR2 ve makrofaj mannoz reseptori 2 ile
uyum icinde peptidoglikan ve lipoproteinleri taniyan TLR1(triacil)’i asag1 regiile ettigi
gosterilmistir [65].

2.10.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Uretiminin Azaltilmasi

Aerobik organizmalar fizyolojik kosullar altinda, hiicrenin sinyal iletim mekanizmalarini
korumak, gen ekspresyonunu ve hiicresel fonksiyonlar:1 diizenlemek icin ROS iiretimini kontrol
altinda tutar. Dinlenme halindeki nétrofillerde NADPH oksidaz bilesenleri (salg: vezikiillerinin,
spesifik grantllerin ve sitozolik komplekslerin zarlar1 arasinda ¢éziinmiis halde) daginik olarak
bulunur. Hiicrenin maruz kaldig ¢esitli patolojik oksidatif streslerde ve patojen enfeksiyonuna
yanit olarak mitokondri tarafindan ROS iiretimi gergeklestirilir. Notrofiller, monositler ve
makrofajlar patojenlere maruz kaldiklarinda ilk olarak ROS (siliperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri) tireterek oksijene bagh bir savunma sistemi olusturur. ROS iiretimi ile
notrofillerin apopitozu aktive edilerek yasam siiresi sinirlanir. A. phagocytophilum, enfekte ettigi
insan notrofillerinde hayatta kalmak i¢cin ROS {liretimini inhibe eder [74]. A. phagocytophilum ile

enfekte insan notrofilleri, en gii¢li eksojen uyaranlara bile tepki veremez [75].

Sitokrom b (-alt linitesi (Cytochrome B-245 Beta Chain, CYBB), konak¢i immun yanitinin
genel bir bilesenidir. A. phagocytophilum ile enfekte notrofillerde bakteriyel T4S substrati olan
AnkA’nin etkisiyle CYBB ekspresyonunun inhibe edildigi dne siiriilmektedir. A. phagocytophilum
enfeksiyonu ayrica, notrofil savunmasi ve olgunlasmasi i¢cin 6nemli iki molekiil olan insan nétrofil
peptidi 1(HNP1) ve C/EBPy, genlerin promotorlerine CDP'nin baglanmasini arttirir. CDP

aktivitesi artisi ise notrofil fonksiyonunu olumsuz olarak etkiler [75].

2.10.4. Konak Hiicre Apopitozunun inhibisyonu ve Enfeksiyon Gelisimine Etkisi
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Apopitoz; hasarl hiicreler veya artik ihtiya¢c duyulmayan hiicrelerin uzaklastirilmasi ve
hiicre i¢i patojenleri 6ldiirmek icin programlanmis hiicre 6liimii stirecidir. Dogustan gelen
hiicresel bagisiklik mekanizmasidir. Periferik kanda bulunan nétrofiller spontan apopitoz
siirecindedir ve mikrobiyal enfeksiyon durumunda yamit olarak apopitoz hizlandirilir. Insan
periferik kan nétrofillerinin A. phagocytophilum enfeksiyonunda, hem programlanmis apopitoz
inhibe edilir, hem de indiiklenmis apopitoz 48 veya 96 saate kadar geciktirilerek, bakteri
replikasyonu i¢in yeterli zamanin kazanildig1 bildirilmektedir. Ayrica A. phagocytophilum, insan
notrofillerinin anti-Fas kaynakli programlanmis hiicre 6liimiinii bloke ettigi savunulmaktadir

[76].

Insan nétrofillerinde apopitozu regiile eden kaspaz-3 aktivasyonu, proapopitotik Bax'in
mitokondriye translokasyonu, kaspaz-9'un aktivasyonu, intrinsik baslatict kaspazin aktivasyonu
A. phagocytophilum enfeksiyonu sirasinda gii¢lii bir sekilde inhibe edilir. Vertebrali ve omurgasiz
konakeilarda enfeksiyonun devamini saglamak icin apopitoz ve farklilasma ile ilgili cok sayida
genin transkripsiyonun modiile edildigi, antiapopitotik bcl-2 aile iiyelerinin ekspresyonu

artirilarak, apopitozun inhibe edildigi tespit edilmistir [77].

Notrofillerden grantilosit makrofaj koloni uyarici faktér (Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor GM-CSF), Janus kinaz/sinyal doniistiirticiiler(JAK/STAT) ve
transkripsiyon yolunun aktive edildigi ve bu yolla bakteri canliliginin saglandigi gosterilmistir. X-
bagl apopitoz proteini( XIAP)'nin inhibe edildigi, fosfoinositid kinaz-3/protein kinaz B (PI3K) ve
IL-8 salgilanarak nétrofillerin apoptuzunu geciktirdigi bildirilmistir [76].

Bakterinin iki membram ve inkliizyon membrani boyunca T4SS tarafindan Ats-1
(Anaplasma translokasyon faktérii 1)salgilanir. Ats-1'in  enfekte insan noétrofillerinin
sitoplazmasina gecerek mitokondri matrisine lokalize oldugu bildirilmistir. Hiicre kiilttri
hatlarinda (HL-60, HeLa hiicreleri) Ats-1 lokalizasyonu gdsterilmistir Antiapopitotik

mekanizmadan Ats-1’in kimen sorumlu oldugu bildirilmistir [77].

2.10.5. Otofajinin Engellenmesi

Organizmay1 korumak ve hiicre icinde istenmeyen nesnelerin ve hiicre i¢i patojenlerin
sindirilmesi icin 6karyotik hiicrelerde otofaji gereklidir. Bu nedenle énemli dogal immun yanit
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir. A. phagocytophilum, otolizozomlara olgunlasmaz.
Onemli olarak, otofagozom A. phagocytophilum'u 6ldiirmek yerine enfeksiyonu destekler:

Otofajinin rapamisin tarafindan uyarilmasi, A. phagocytophilum enfeksiyonunu artirir. A.
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phagocytophilum, notrofillerin iki 6nemli dogal bagisiklik mekanizmasini manipiile eder,
(apopitozu inhibe edip otofajiyi indiikleyerek) konake1 hiicreyi canli tutar ve giivenli bir siginak

olusturur [78].

2.10.6. Konakg Hiicre Sinyallerinin Etkinlestirilmesi ve Tirozin kinaz Aktivasyonu

Insan fagositer l6kositlerinin enfeksiyonunda protein tirozin kinaz aktivitesi gerekir.
Bakteriyel enfeksiyon, spesifik olmayan protein tirozin kinaz inhibitoérii genistein ve Chariot
aracili protein transfeksiyon sistemiyle, konakei sitoplazmik antifosfotirozin iletimini inhibe eder

[71].

A. phagocytophilum ile enfekte olmus HL-60 hiicrelerinde ve periferik kan notrofillerinde
AnkA proteini, baskin fosfotirozin proteinidir. Coklu ankirin tekrarlarina (AR) sahip bir efektor
protein olan AnkA, konak nétrofil sitoplazmasina enjekte edilir. Notrofil cekirdegine gecerek
epigenomu degistiren AnkA, bakterinin konak uyumunu ve patojenin hiicre i¢i gelisimini saglar

[65].

A. phagocytophilum’dan salgilanan AnkA, notrofil cekirdegine gecerek tiim kromozomlar
boyunca heterokromatin DNA ile kompleks olusturur. Gen promotorlerine baglanir, kromatin
mimarisini dizenler. AnkA, genom boyunca cis-transkripsiyonu diizenler. Boylece Notrofil
kromozomlarinin biiyiik birlesik bolgeleri enfeksiyon sirasinda farkli sekilde eksprese edilir.
AnkA, noétrofil yeniden programlamayi, mikrobiyal canlilifin devamini ve patojeniteyi artiran

fonksiyonel degisiklikleri tesvik etmektedir [79]

Hiicre disindan iletilen sinyalle hiicre icinde yogun bir sekilde protein kinazlar ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase) eksprese edilir ve hiicre yiizeyindeki bir reseptérden
cekirdekteki DNA'ya sinyal iletir. ERK'ler, mitojenle aktive olan protein kinazlar olarak da
bilinirler. A. phagocytophilum ile enfekte insan noétrofillerde enfeksiyondan 3 saat sonra
ERK/MAPK yolu aktive olur. A. phagocytophilum ile enfekte HL-60 hiicrelerinde de belirgin bir
sekilde ERK1/2 aktivasyonu tespit edilmistir [80].

2.11. A. phagocytophilum’a Karsi Gelisen immun Yanitlar

Konakegi, bagisiklik yanit tepkileri ile patojenleri ortadan kaldirir. Patojenler, konak hiicre
fonksiyonunu diizenleyebilir ve savunma hiicrelerini uygun konakeilara doniistiirebilir. Hiicre ici

bakteri, konake¢i hiicreye kiyasla daha kiiciik bir genoma sahiptir. Bu nedenle hiicre
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fonksiyonunda ve bagisiklik tepkisinde siirekli degisiklikleri indiikleyerek konakg1 hiicresinde
hayatta kalmak icin etkili mekanizmalar olusturur [75]. Konak hiicre de bakteriyel epigenetik
regiilasyon genel bir mekanizma gibi gériinmektedir. Bu mekanizma konakg1 hiicre fonksiyonunu
degistirerek enfeksiyonu kolaylastirir ve patojenin hayatta kalmasini arttirir. A. phagocytophilum,
konak¢1 kromatininde epigenetik degisiklikler yaparak gen transkripsiyonunu regiile eder ve

fenotipik modifikasyona yol acar [76].

2.11.1. Dogal immun Yanit TepKkisi

Hastanin immun yanit yetenegi ile orantili olarak Anaplazmoz'un seyri degismektedir.
Anaplasma enfeksiyonuna karsi konak immun yanit gelisimi konusunda yapilmis sinirh sayidaki
¢alismada; immunopatoloji ve immun disfonksiyonun hastaligin siddetli seyretmesine neden
oldugu varsayilmaktadir. Deney fareleri A. phagocytophilum proliferasyon mekanizmalar1 ve
hematolojik anormalliklerin nedenlerini belirlemek i¢in yararli bulunmustur. Enfekte farelerde,
insanlardaki Anaplazmoz’a benzer sekilde anemi, 16kopeni ve trombositopeni gdzlenmistir.
Anaplazmoz oldugu dogrulanan hastalarda proinflamatuar sitokin diizeyleri, saglikli bireylere
gore onemli dlciide yiikselmektedir. Hastalarda interferon gama (IFN-68), IL-1B, IL-8, IL-6, TNF-a
ve IL-10 konsantrasyonu kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Hastalarda sitokin

seviyesi ylikseldigi oranda trombositopeninin siddetlendigi belirtilmistir [81].

Anaplazmoz'da proinflamatuar sitokinler énemli 6l¢iide yiikselmistir. Interferon gama
(IFN-y) konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore 7 kattan fazla yiikseldigi tespit edilerek, en
ylksek bulunan sitokin grubu olmustur. Bir grup sitokinin (IL-1f, IL-8, IL-6, TNF-a ve IL-10)
koordineli olarak yiikseldigi bildirilmektedir. Enfeksiyonun ilk giinlerinde (< 4 giin hasta)
hastalarda en yiiksek IFN-y, IL-12p70 ve IL-2 seviyeleri goriilmiistiir. ishal ve kusma goriilen
hastalarda IL-13 ve IL-5 konsantrasyonlari daha yiiksek bulunmustur. HL-60 hiicre kiiltiiriine A.
phagocytophilum inokiile edildiginde IL-8 tiretildigi bildirilmistir. insan perifer kan lékositleri ve
monositlerinin gii¢lii IL-1B, TNF-a ve IL-6 tepkileri bulunmaktadir insanda proinflamatuar sitokin

tiretiminden nétrofiller degil monositlerin sorumlu oldugu gosterilmistir [82].

A. phagocytophilum ile enfekte insan notrofillerinde proinflamatuar sitokin ve kemokin
yanitlarinin zayif ve/veya gecikmis olarak indiiklendigi invitro olarak gosterilmistir. Notrofiller
TLR2 reseptorleri ile A. phagocytophilum tarafindan etki altina alinabilmektedir. A.
phagocytophilum hiicre i¢i sinyal iletiminde degisiklife neden olarak enfeksiyonun devamini
saglar ve Notrofiller enfeksiyon sirasinda savunma hiicresi gibi davranmaz. Enfekte notrofillerde

IL-8 seviyeleri 6nemli dl¢lide artar. IL-8; notrofillerin enfeksiyon bolgelerine gociinii indiikler.
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Rekombinant P44 proteini, notrofillerde ve uyarilmis HL-60 hiicrelerinde IL-8 sekresyonunu

indiiklemektedir [82].

A. phagocytophilum ile enfekte insan notrofillerinde Signaling transducer activator of
transcription (STAT) fosforilasyonunda azalma, IFN reseptorii CD119 ekspresyon seviyesinde
azalma ve sitokin sinyal baskilayici (Suppressor of Cytokine Signaling, SOCS1) ve SOCS3
ekspresyonunda artis gosterilmistir. Enfekte notrofillerde IFN ile indiiklenebilir kemokinlerin (IP-

10/CXCL10 ve MIG/CXCL9"un) sekresyonunda belirgin bir inhibisyon gézlenmistir [83].

Insan monositlerinde bakteri LPS'lerine yamit olarak proinflamatuar sitokinlerin
indiiklendigi, MAPK ve NF-xB'nin aktive oldugu bildirilmistir. A. phagocytophilum ile enfekte insan
notrofillerinin, p38 MAPK'nin ¢cok az aktive oldugu ve enfeksiyondan li¢ saat sonra p38 MAPK
lretiminin azaldig1 gosterilmistir. Fare makrofajlar1 A. phagocytophilum ile enfekte edildiginde
monositlerin ylizeyinde bulunan TLR2 ile bakteriyel lipoproteinler taninarak NF-xB aktivasyonu
olustugu in vitro ¢alismalarda gosterilmistir. Monositler ve diger lokositlerin proinflamatuar

sitokinleri iretmesi; bakteri klirensine ve hastaligin iyilesmesine katkida bulunmaktadir [84].

A. phagocytophilum enfeksiyonuna yanit olarak IFN iretimi yapilabilmesi i¢cin, NOD
benzeri reseptor (NLR) aile tiyesi IPAF /NLRC4 gereklidir. C3H farelerinde yapilan deneylerde A.
phagocytophilum inokiilasyonundan iki giin sonra dalakta IL-12 ve IFN-y mRNA seviyelerinde
artis ile birlikte serumda IFN-y seviyesinde 6nemli bir artis gésterilmis, enfeksiyondan bes ve
sekiz giin sonra enfekte notrofillerin sayisinda ciddi bir artis goriilmiis ve riketsiyeminin iki hafta
sonra sondiigi tespit edilmistir. A. phagocytophilum ile enfekte HL-60 hiicrelerinde, IFN-y’nin

hiicre i¢ine sinyal gonderemedigi bildirilmistir [85].

Kemik iligi hiicrelerinin IL-8 ve MIP-1 gibi kemokinlere maruz kalmasi miyeloid
progenitdr hiicrelerin proliferasyonunu baskilar. A. phagocytophilum enfeksiyonuna eslik eden
hematolojik anormalliklerde, kemik iligindeki kemokin diizeylerindeki degisikliklerin pay1

oldugu ileri siirtilmistiir [86].

2.11.2. Kazanilmis bagisikhik

Gen eksikligi olan farelerde, ilk savunma i¢in dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan IFN
tretiminin 6nemli oldugu, ancak sonraki savunmanin ¢ogunun Th1(CD4+ T) hiicrelerinden
perforin ve Fas/FasL salinimina bagli olarak gerceklestigi gosterilmistir. Dis membran proteinleri
(OMP) purifiye edilerek immunize edilen sigirlarda IFN-y salinimina neden oldugu ve CD4+ T
hiicre yanmiti1 gelistigi ve OMP’ye 6zgii IgG2 tretildigi bildirilmistir. Bagisiklanmamis enfekte
sigirlarda CD4+ T hiicre iliskili olarak yiiksek seviyede OMP spesifik IgG1 ve IgG2 liretimi tespit
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edilmistir [86]. A. phagocytophilum enfeksiyonu sirasinda p44/ Msp2 taninan baskin proteindir.
Msp2 proteinlerinde enfeksiyon siiresince stlirekli olarak yeni antijenik varyasyonlar
sekillenmektedir. p44/Msp2 proteini ile asilanan farelerde A. phagocytophilum enfeksiyonu
onlenememistir. Bunun nedeni p44‘/Msp2’'nin yeni varyantlarinin ortaya c¢ikmasi ile
aciklanmaktadir. Her yeni varyanta karsi spesifik IgG2 antikor yanit gelistirilerek bakterinin
opsonizasyonu gerceklestirmektedir. Daha 6nceki varyantlara karsi iiretilen IgG2 antikorlari yeni

A. phagocytophilum varyantlarinin eliminasyonunda basarisiz olmaktadir [88].

Spesifik olarak CD4+ T hiicrelerinin sayisinda bir azalma ve CD4+ T hiicrelerinin CD8+ T
hiicrelerine oraninda degisiklikler olusur. CD4+ T hiicreleri ve Treg hiicrelerinde olusan
diizensizlikler nedeniyle, hiicre ylizeyinde antijen taniyan CD25’in ekspresyonunda aksamalar
sonucu immun yanit yetersizligi sekillenir [86]. A. phagocytophilum'un MSP2 /P44 varyantina ve
korunmus MSP5'e 6zgii antikor tepkilerinin asiri1 derecede azalmasinin nedeni olarak, lenfopeni
kaynakli veya uzun Omirli bellek T ve bellek B hiicreleri ile plazma hiicrelerinin

proliferasyonunun olusmamasindan kaynaklanabilecegi diistinilmiistiir [88].

2.12. Klinik ve Laboratuvar Tani

Avrupa’da hastalarin medyan yasi 53.5 olarak tespit edilmistir [6]. Hastalarin ¢ogu
(%78.8) kene 1sirmasini hastaligin baslangicindan ortalama 12.7 giin dnce oldugunu belirtmistir.
Yil icinde vakalarin ¢ogu Nisan ve Ekim aylar1 arasinda meydana gelmektedir. Enfeksiyonun erken
akut fazinda laboratuvar incelemesi nadiren yapildigindan, HGA'li insanlarda bakteriyeminin
sturesinin ve yogunlugunun belirlenmesi zordur. Serolojik olarak dogrulanmis vakalarin
%79.3"liniin ates, %89'unun bas agrisi, %67.6'sinin yorgunluk veya halsizlik, %63.3"liniin miyalji,
%°56.6'sinin artralji ve %39.2'sinin bulanti sorunu oldugu bildirilmistir. Raporlarin biyiik

¢ogunlugu ates sikliginin %90-100 arasinda degismekte oldugunu ifade etmektedir [22].

Ates, l0kopeni, trombositopeni ve serum transaminazlarinda ylikselme goriilen ve kene
1sir1g1 Oykisi bulunan hastalarda Anaplazmozdan stiphelenilmelidir. Anaplazmozun endemik
oldugu bir bolgede yasamak veya bu bolgeye seyahat etmis olmak, hastalik belirtilerinin yil
icerisinde kene aktivitesinin arttig1 donemler (ilkbahar, yaz veya sonbahar) gibi epidemiyolojik

faktorler goz ontine alinmali Ehrlichia, Anaplasma diisiintilmelidir [11].

Yaygin laboratuvar bulgulari; hastalarin %93.03'tinde CRP yiiksek; %90'1nda yiiksek
karaciger enzimleri (alanin transaminaz ve aspartat transaminaz seviyeleri); %83,7'sinde

trombositopeni ve %63'linde lokopeni goriilmektedir. Vakalarin %50'sinden azinda laktat
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dehidrojenaz ve neopterin seviyeleri yiikselmistir. Bazi yazarlar Anaplazmoz ve Lyme Borreliyoz

ko-enfeksiyonlari ile uyumlu baska Kklinik vakalar bildirmektedir [13].

Diger bazi klinik gozlemler; hastalarin %51.5’'inde sindirim sistemi belirtileri (kusma,
ishal, karin agrisi, splenomegali, hepatomegali), %23,8’'inde ekzantem ve dokiinti, %21,2'inde
konjonktivit; %21,2’sinde lenfadenopati bildirilmistir. Oksiiriik ve diger solunum sistemi
belirtileri %17.5 ‘inde goriilmiistiir. Hastalarin %15.5’inde norolojik belirtiler (en fazla vertigo,
daha az olarak yiiz felci, aseptik menenjit) bildirilmistir. Tasikardi ve hipotansiyon bildirlen
hastalar da bulunmaktadir. Anaplazmoz hastasi ve ayni1 zamanda B. burgdorferi (s.l.) seropozitif

hastalarda eritem/dokiintii rapor edilmistir [22].

Anaplazmoz ile uyumlu klinik hastaligi olanlara laboratuvar tanmi testleri yapilmalidir.
Laboratuvar tanisinda tercih edilecek yontem klinik belirtilerin baslangi¢c zamanm ve mevcut
numune materyalinin 6zelliklerine goére belirlenir. Hastaligin akut doneminde periferik kan
grantlositlerinin sitoplazmasinda karakteristik bakteri kiimeleri (morula) hastalarin %20 ila
%380 arasinda degisen oranlarda gozlenir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) deneyi ile hastaligin
akut doneminde A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edilerek veya iyilesme sonrasinda kan

serumunda antikorlarin saptanmasi ile geriye doniik olarak dogrulanabilir [90].

CDC’nin anaplazmoz olgu siniflama algoritmasinda;

1- Klinigi uyumlu hasta (kene 1s1rig1 olan veya kene ile karsilasmis, atesli hastaligi
olan).

2- Akut veya konvelesan donemde tek pozitif IFA titresi 21/80

3- Pozitif PZR veya kan 6rneginde intrastoplazmik morula larin tespiti adimlari

tavsiye edilmektedir.

HGA ve HME olgu dogrulamasi i¢in; klinigi uyumlu hastalarda 2-4 hafta ara ile alinmis cift
serum orneginde IgG IFA titresinde 4 kat artisin goriilmesi, DNA varlifinin PZR ile kanda
gosterilmesi, lokositler icinde morulanin gosterilmesi, biyopsi/otopsi o6rneklerinde

antijenin immunolojik boyalar ile gosterilmesi gerektigi belirtilmistir [91].
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PZR

IgG Seroloji

Titre / Kantite

1 2 3 4 5 6 ... 180 Hafta

Sekil 2.4. HGA 'da laboratuvar tani yontemleri etkinligi [91].

2.12.1. Serolojik Tani

Insan graniilositik anaplazmozis tamsinda sikhkla serolojik tam ydéntemleri
kullanilmaktadir. Enfeksiyonun akut fazinda (semptom baslangicindan <1 hafta ya kadar)
serolojik testlerin duyarliliginin diisiik oldugu gosterilmistir [22]. Anaplazmoz tanisi i¢in standart
serolojik yontem, Immiinoglobulin G (IgG) icin gelistirilen indirekt immun floresan antikor (IFA)
testidir. IgG IFA testleri hastaligin akut ve nekahat déneminde 2-4 hafta arayla alinmis serum
orneklerinde dort kat serokonversiyon gosterilmeli veya en az 1/80 titrede antikor saptanmalidir.

HGA icin 21/80 antikor pozitifligi anlamhdir [26].

Hastaligin ilk haftasinda antikor titreleri cogunlukla negatiftir. Anaplazmoz akut
donemde tek bir serum ornegindeki antikor sonuclari kullanilarak dogrulanamaz. Enfeksiyonun
akut déneminde IgM IFA testleri uygulanabilir, ancak sadece IgM testi sonuglar1 hastalik
belirtecleri olarak degerlendirilmemelidir. IgG antikorlar1 daha spesifiktir. Yakin zamanda
riketsiyoz gecirmis olan ve baska destekleyici kaniti bulunmayan hastalarda. IgM antikorlari
yliksek kalabilir. Bu nedenle IgM antikor titreleri tek basina laboratuvar tanisinda

kullanilmamaldir [26].

Enfeksiyon siiresince Anaplasma tiirlerinin MSP2 ve MSP3 proteinlerinde siirekli olarak
antijenik varyasyonlar sekillenmektedir. Bu varyasyonlara karsi varyant spesifik 1gG2 yaniti
olusmaktadir. IgG2 immun yanit1 yeni olusan varyantlarin olusturdugu enfeksiyonun tanisinda

kullanilabilmekte, fakat patojenlerin elimine edilmesinde basarisiz kalmaktadir [88].

Immun yetmezlik sorunu olan hastalarda serokonversiyon olusmayabilir. HGA, E.
chaffeensis, E. ruminantum ve diger tlrler arasinda capraz reaksiyon goriilebilir, bu nedenle

tlirlerin ayirimini yapamaz ve yalanci pozitiflikler s6z konusu olabilir [90]. Testlerde ozgtlliik
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arayisindaki artis, immunoblot yonteminin daha popiiler olmasini saglamistir. Western blot

(immunoblot) ve ELISA da tanida kullanilir [89].

Avrupa’da heniiz resmi HGA vaka tanimi olmamasina ragmen, hem Avrupa Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (ECDC) hem de Avrupa Chlamydia, Coxiella, Anaplasma ve Rickettsia
Dernegi yonergeleri, (daha 6nce ESCAR: ESCMID Calisma Grubu; Coxiella, Anaplasma, Rickettsia
ve Bartonella (ESCCAR)), CDC yonergeleri ile uyumludur [90].

2.12.1.1. Persiste Antikorlar

A. phagocytophilum'a karsi olusan antikorlar, hastalik diizeldikten sonra aylarca ytliksek
kalabilir. Bazi kisilerde, akut hastaliktan dért yil sonrasina kadar A. phagocytophilum'a karsi
ylksek titrelerde antikor gézlemlenmistir. Tek bir serum 6rnegindeki antikor pozitifligi, suanda
aktif olan bir enfeksiyon mu, yoksa daha 6nce gecirilmis enfeksiyona karsi olusan immun yanit mi
oldugunun ayirimini yapamaz [91]. Taniy1 dogrulamak i¢in serokonversiyon kanit1 veya akut ve

nekahat donemi serolojik testlerde IgG antikor titresinde 4 kat artis gériilmesi gerekir [90].

Baz1 bolgelerdeki saglikli insanlarin %5-10'u, A. phagocytophilum veya benzer
organizmalara ge¢miste maruz kalma nedeniyle yiiksek antikor titrelerine sahip olabilir [89].
Yakin ge¢miste enfeksiyon oldugunun kanit1 eslestirilmis ve uygun sekilde zamanlanmais serolojik

testlerin karsilastirilmasi ile saglanir [92].

Insanlarda A. phagocytophilum seroprevalansim tahmin etmek amaciyla dért kitadan 56
ayri calismanin verilerinin ele alindig1 meta-analizde ortalama seroprevalans %8.4 (%6.6-10.4)
bulunmustur. Popiilasyon dinamigi ve kita tiirii gibi 6nemli enfeksiyon riski belirleyici unsurlar
dikkate alinarak yapilan siniflandirmalardan sonra bile prevalans heterojenligi yiiksek
bulunmustur. Yiksek riskli gruplarda (orman alanlarindaki is¢iler, hayvan yetistiricileri, bitkisel
liretim yapanlar ve hayvanlarla yakin temasi olan diger kisiler) tahmini A. phagocytophilum
seroprevalansi %13,8 olarak tespit edilmistir. Kene ile temas riski diisiik popiilasyonlarda bu oran

daha diisiik kalmaktadir [26].

2.12.2. PZR ile Laboratuvar Tanisi

Antikoagulanl kan drneklerinden PZR ile amplifikasyon yapilir. Hastaligin ilk haftasinda
en duyarli yontem PZR’dir. Uygun antibiyotiklerin verilmesini takiben (24-48 saat icinde)

duyarliligir azalir. Pozitif PZR sonucu taniya yardimci olur, ancak negatif PZR sonucu taniyi
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dislamaz ve negatif bir sonu¢ nedeniyle tedavi ertelenmemelidir. PZR ile DNA arastirmak i¢in

periferik kan, doku ve kemik iligi 6rnekleri kullanilabilir [91].

Bakterilerde ribozomal RNA genleri oldukca yliksek derecede korunmusluga sahiptir. Bu
nedenle molekiiler tani ve identifikasyon c¢alismalarinda ve filogenetik karakterlerin
arastirilmasinda en c¢ok tercih edilen gen boélgeleridir. Birgok bakterinin rRNA genleri tek bir
operonda siralanmis bircok kez tekrar eden bolgelerden olusur. Genlerin yerlesimi genellikle
benzerlik gosterir. A. phagocytophilum’un genomunda diger Rickettsia tiirlerine benzer olarak

yalnizca tek bir sira rrf, rrs ve rrl kopyasi bulunmaktadir [92].

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), anaplazmoz’la uyumlu klinik belirtileri
olan hastalar icin, PZR ydntemiyle A. phagocytophilum DNA'sinin gosterilerek taniya gidilmesini

tavsiye etmektedir [90].

PZR uygulamalar1 hizli sonu¢ veren olduk¢a duyarlh ve yiiksek oOzgiilliige sahip bir
yontemdir. Enfeksiydz ajani dogrudan tespit eder. Ozellikle akut fazda IFA’dan daha duyarhdur.
PZR yontemlerinin laboratuvar tanisinda kullaniminda hastaliin semptomlarinin baslama

zamaninin bilgisine ihtiya¢ bulunmaktadir [89].

Real-Time PZR ve Nested PZR; standart PZR’dan daha duyarhh olarak
degerlendirilmektedir. PZR uygulamalarinda dis membran proteinleri hedef alinmaktadir. Son

zamanlarda Sitrat geni (gltA) de PZR hedefi olarak kullanilmaktadir [90].

Anaplasma  phagocytophilum’un molekiiler  tanimlamalari ve molekiiler
karekterizasyonun belirlenmesi ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan dominant protein msp-2 geni
olmustur [38]. Msp-2 gen bolgesi yiiksek degiskenlik gosterdigi icin tiir ici varyasyonlarin
belirlenmesi calismalarinda da tercih edilmektedir. Msp2 primerler A. phagocytophilum Amerika
suslarinin teshisinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Avrupa’da arastirmacilar farklh

varyantlarin belirlenmesi amaciyla yeni primerler tasarlamislardir [93].

AnKkA, cis-transkripsiyonu azaltmak i¢in nétrofil gen promotorlerine baglanir ve ayrica tg
boyutlu kromatin mimarisini diizenler ve topolojik olarak iligkili kromatin alanlarinda kodlanan
transkripsiyonel programlar1 koordine eder. AnkA baglanma bdlgelerinin tanimlanmasi ile A.
phagocytophilum infeksiyonunun nétrofil genomunun yeniden programlanmasinin sonugclarini
daha iyi aydinlatacagi diisiiniilmektedir. AnkA proteinini kodlayan gen bdlgelerini ¢ogaltan
LA1/LA6 primerleri tek basamakli PZR protokolleri ile ANK-F1/ANK-R1 ve ANK-F2/ANK-R2

primerler kullanilarak iki basamakli PZR uygulamasi dizaynedilmistir [79].

2.12. 3. Mikroskobik inceleme
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Periferik kan, kemik iligi ve BOS'ta yayma ile hazirlanan Giemsa boyali preparatlarda,
grantlositlerin sitoplazmasinda intrastoplazmik inkllizyonlar (kiimeler veya organizmalar,
morula) saptanir. Morulalarin (anaplazmalarin mikrokolonileri) tespit edilmesi taniy1 kuvvetle

distindiiriir [90].

Anaplazmoz'un ilk haftasinda akut atesli donemde vakalarin %25-75 ‘inde morulalar
gortlebilir. Mikroskobik incelemede morulalarin goriilmesi; Anaplasma soy diizeyinde 6zgilligi
yliksek kabul edilmekle beraber, duyarlilig: diisiiktiir ve deneyim gerektiren bir yontemdir. Dohle
cisimleri ve toksik graniilasyonlar yanlis pozitif olarak degerlendirmelere neden olabilir.
Morulalarin gézlenmesi ile Anaplasma tiirleri arasinda kesin bir ayrim yapilamaz. Kan yayma
incelemesinin nispeten duyarsiz oldugu ve anaplazmoz teshisi icin yeterli giivenilirlige sahip

olmadigi belirtilmektedir [94].

A S8 Morula

Sekil 2.5. Periferik kan yaymasinda graniilositte A. phagocytophilum morula yapisi.
(Fotograf /Bobbi S. Pritt, Mayo Clinic’ten alinmistir.)

2.12.4. immunohistokimya ve Kiiltiir Uygulamalar

Immunohistokimya uygulamasi biyopsi/otopsi érneklerinde antijenin immun boyanmasi
ile etkenin varliginin gosterilmesi esasina dayali bir yontemdir. = A. phagocytophilum'un
immunohistokimyasal testlerle gosterimi ve kiiltiirde izolasyonu yalnizca uzmanlasmis
laboratuvarlarda yapilabilir. Kan kiiltiirlerinde mikroorganizmanin kiiltiirti yapilamaz. Otopsi
doku 6rneklerine PZR, hiicre kiltiirii ve IHC testleri uygulanabilir. Sitopeni arastirmasi icin kemik
iligi biyopsisi yapilip, kemik iligi biyopsi orneginin immun boyamasi ile A. phagocytophilum

enfeksiyonu teshis edilebilir [95].
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Klinik Orneklerde kiltiir en kesin tani yontemidir. Vakalarin %40’inda inkiibasyon
doneminde pozitiftir. HGA, Avrupa, Asya ve ABD’de tanimlanmasina ragmen, A. phagocytophilum
insan izolatlar1 ABD disinda heniiz bildirilmemistir. Ancak ¢esitli hayvan kokenleri iiretilmistir.
izolasyon en iyi insan promiyelositik hiicre dizisi HL-60’ta basarilmistir ve periferik kan
yaymasinda saptanmadiginda da basarili oldugu bildirilmektedir. Eritrositler HL-60 hiicrelerine

olumsuz etki yaratmadigindan EDTA’l1 antikoagiilanl kan dogrudan inokiile edilebilir [53].
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Sekil 2.6. Immunohistokimyasal boyama ile dalakta A. phagocytophilum morulalarin (kirmizi)

goriinimii (Fotograf/CDC’den alinmistir.) [79].

2.13. Tedavi

Klinik olarak anaplazmoz ile uyumlu hastalig1 olanlarda laboratuvar tani testi yapilmalj,
ayni anda tedaviye baslanmalidir [22].Hemen hemen tiim hastalarin antibiyotik tedavisinin

tamamlanmasindan sonra A. phagocytophilum'a karsi antikor gelistirdigi bildirilmistir [90].

Hastalar Doksisiklin ile genellikle hizli iyilesme basarili bir sekilde tedavi olur. Anaplasma
infeksiyonlarinin bir kismi, spesifik antibiyotik tedavisi olmadan iyilesebilmektedir. Ancak ileri
yas ve bagisikligi baskilanmis hastalarda taninin gecikmesi, koti prognoz ve olim riski
olusturabilir. Anaplazmozdan siiphelenilen bir durumda ve HGA'y1 dogrulayan tiim vakalarda

derhal antibiyotik tedavisinin baslatilmasi savunulmaktadir [13].

Anaplazmoz, Erlisiyoz ve Rocky Mountain Benekli Atesi, doksisiklin ile ayni sekilde tedavi
edilir. Bu hastaliklardan herhangi birinin klinik stiphesi tedaviye baslamak i¢in yeterlidir. Tedavi
rejimleri hastanin yasina, tibbi gecmisine, altta yatan saglik kosullarina, hamilelik durumuna veya

allerjilerine bagh olarak diizenlenmesi gerekebilir [96].

Insan graniilositik anaplazmoz vakalarinin tedavisinde oral veya intravenéz olarak verilen
doksisiklin hiklat, 24-48 saat i¢inde klinik iyilesme saglamaktadir. 7-10 giin siireyle doksisiklin ile

tedavi edilen hastalarda enfeksiyonun tamamen diizeldigi ve hi¢ niiks olmadig1 belirtilmektedir.
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Ila¢ reaksiyonu riski tasiyan hastalarda rifampin tedavisi diisiiniilmelidir [13]. Florokinolonlar in
vitro olarak A. phagocytophilum'a karsi etkili olmasina ragmen, HGA hastalarinda infeksiyonun

niiksetmesine neden olabildigi i¢cin dnerilmemektedir [96].

Prenilasyon inhibitérii manumisin A, A. phagocytophilum enfeksiyonunu etkili bir sekilde
inhibe etmektedir. Manumisin A bakteriyi dogrudan etkisiz hale getirerek infeksiyonun
azalmasina ve ERK1/2 aktivasyonunun azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, manumisin

grubu ilaclarin HGA icin terapotik bir potansiyeli olabilecegi belitilmektedir [97].

2.14. Korunma ve Kontrol

2.14. 1. Keneden Korunma

Evcil hayvanlarda mevcut hastalik 6nleme stratejileri kene istilasinin azaltilmasina
yonelik olarak belirlenmektedir. Meralarda kimyasal akarisitler kullanarak kene miicadelesi
yapilmaya calisilmaktadir. Kenelerin aktif oldugu sezon boyunca kene miicadelesi ¢calismalarinin

tekrarlanmasi dnerilmektedir [96].

Son zamanlarda kene yonetimi icin biyolojik kene kontrolii ¢alismalari ¢ekici bir yaklasim
olmaya baslamistir. Kenelerin az sayida dogal diismani bulundugu icin kenelerin biyolojik
kontrolii zordur. Biyolojik kontrol tizerine yapilan ¢alismalar bakteri, entomopatojenik mantar ve
nematod Uzerinde yogunlasmis, ancak heniiz dogal yasam alanlarinda strdiiriilebilir basarili bir

biyolojik kontrol saglanamamistir [8].

2.14.2. A. phagocytophilum’a Karsi As1 Gelistirme Calismalari

A. phagocytophilum'un asi aday1 olabilecek farkl antijenik yapilar kullanilarak; deney
hayvanlarinda ¢esitli denemeler yapilmis ve kismi immun yanit olustugu rapor edilmistir.
Rekombinant VirB9-1, VirB9-2 ve VirB10 ile asilanmis farelerde, spesifik olarak A.
phagocytophilum ile reaksiyona giren antikor tepkileri tespit edilmis, yalnizca VirB10 ile asilanan
fareler, IFN-y CD4+ T hiicrelerinde 6nemli bir artis ve A. phagocytophilum enfeksiyonuna karsi

kismi koruma gelistirmistir [98].

A. phagocytophilum adhesin baglama alanlar1 AipA veya Asp14’e karsi farelerde yapilan

bagisiklama ¢alismalarinda enfeksiyona karsi koruma saglandig belirtilmektedir. Periferik kan
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bakteri yiikiinii azaltmak i¢in yeterli oldugu ve in vitro hiicresel enfeksiyonu inhibe eden
antikorlar1 ortaya cikardigi gosterilmistir. A. phagocytophilum'un tiim varyantlarim1 kapsayan
korunmus antijenleri segmek as1 gelistirme sirasinda karsilasilan en 6nemli zorluk alanidir. A.
phagocytophilum'a kars1 heniiz mevcut bir as1 bulunmamaktadir. Birkac¢ as1 aday1 onerilmistir,

ancak etkili bir as1 gelistirilememistir [99].

2.14.3. Kene Asis1 Calismalari

Kenelere karsi as1 gelistirilmesi HGA'nin da i¢inde bulundugu kene kaynakli patojenlerin
bulasmasinin 6nlenmesinde alternatif bir secenek olarak degerlendirilmektedir. Basaril bir kene
asist gelistirilmesiyle hem kenelerin kontrolii, hem de patojen bulasmasinin engellenmesi
amagclanmaktadir. Risk altindaki insan ve hayvan popiilasyonunun bagisiklanmasi veya patojen
bulasmasini en aza indirmek icin rezervuar konakcilarin bagisiklanmasi ile kene kaynakl

enfeksiyonlar kontrol edilebilir [45].

Hedeflenen antijenin saflastirilmis veya rekombinant bilesenlerinden olusan ikinci nesil
as1 grubunda yer alan bagirsak, tiikiiriik veya semen antijen asilari (rekombinant Bm/Ba 86,
Bm91 ve 64TRP) test edilmis ve rekombinant Bm86 tipi as1 1990'larin baslarindan bu yana
piyasada bulunmaktadir. Kenelerin beslenme ve liremesinde rol alan ve kene tiirleri arasinda
yliksek oranda korunmus bir protein olan Subolesin bir diger as1 hedefi olarak goriilmiistiir.
Subolesin ekspresyonu inhibe edilmek suretiyle erkek kenelerde; bagirsak, tiikiiriik bezi, ireme
ve embriyonik dokularda olusturulacak dejenerasyonlarla kisirliga neden olmasi beklenen asi

adaylar1 test asamasindadir [100].

Tersine asilama bilimi (Reverse Vaccinology, RV) kapsaminda; sistem biyolojisi,
biyoinformatik ve fonksiyonel genomik disiplinlerin metodolojilerinin kullanildig1 yeni nesil
teknolojiler iceren asi calismalar1 bulunmaktadir. Bu yontemle kenenin tiim genomunun siliko
taramas1 yapilarak o6nemli immunojenik yapilarin kodlandigi genler tanimlanmakta ve
immunojen bolgelerden gelistirilen antijenler RV as1 adaylari olarak test edilmektedir. RV
yontemleri kullanilarak kene karsit1 iki farkl tip asi calismasi devam etmektedir. Bunlardan biri
gen yikim yontemi RNAi ve digeri mikrodizi analizi yaklasimlarinin kullanildig1 ¢alismalardir.
Kene asilar1 basarili oldugu takdirde; kimyasal kontrol 6nlemlerine kiyasla maliyet etkin ve ¢evre

dostu yontemler olacagi degerlendirilmektedir [101].

37



Osman SEZER, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstittisii, Mersin Universitesi, 2022

3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma plan;

(i) Arastirma sahasinin, odaklarinin belirlenmesi,
(ii) Saha calismalarsi,

(iii) Laboratuvar ¢alismalart:

a- Kenelerin morfolojik tanimlamasi,

b- PZR uygulamalari

(iiii) Verilerin yorumlanmasi ve degerlendirilmesi siire¢lerinden olusmaktadir

3.1. Arastirma Sahasi (Odaklar) Belirlenmesi

Arastirma odaklar1 belirlenirken Mersin Yoresinin iklim ve cografik yapisi dikkate
alinmistir. Mersin Yoresi, Akdeniz kiyisinda yer almaktadir. Képpen-Trewartha iklim
siniflandirmasina goére Mersin Yoresi; subtropikal iklim 6zelliklerine sahiptir. Kislar1 iliman,
yazlari cok sicak ve kuraktir. Rakim ytikseldikce bagil nem orani azalmakta, karasal iklim gecisi

goriilmektedir.

Kene tiirleri farkh iklim kogullarina adapte olmustur. Baz tiirler nemli ihman iklim (Orn:
Ixodes ricinus) kosullarinda, baz tiirler ise (Orn: Dermacentor marginatus) karasal iklim
ozellikleri gosteren kurak alanlarda yasamaktadir. Daha fazla kene tiiriine ulasmak icin Mersin
Yoresi'nde farkl iklim 6zelliklerine sahip odaklar tercih edilmistir. Kenelerin toplandigi cografik
lokasyonlar deniz seviyesine gore, nemli iliman iklim 6zelligi gosteren bir bolge, yar1 karasal
iklime gecis bolgesi ve yar1 karasal iklim boélgesi olmak tizere ii¢ bolge tercih edilmistir. Calisma
lokasyonlarinin koordinatlari ve deniz seviyesine gore yiikseklikleri asagidaki tabloda (Tablo 3.1.)

verildi.

Tablo: 3.1. Kene toplanan odaklarin cografik bilgileri

Bolgeler ilce Odaklar Koordinatlar Rakim
Cicekli Mah. 36°53'26” N35°06'21”"E  6M

[. Bolge Tarsus
Cagbasi Mah. 36°51'45” N 35°03’41”E  5M

L Bél Erdemli  Esenpinar Mah. 36°36'13”N 34°07'13”E ~ 836M

. Bolge
s Silifke Somek Mah. 36°35’38”N 34°04’'50”E 874 M

Kirobasi Mah. 36°43'53”N 33°51’51”E 1404 M

[1I. Bolge Silifke

Ozboynuinceli Mah. 36°58'26”N 33°44'14”E 1886 M
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Silifke, Erdemli ve Tarsus ilcelerinde (Sekil 3.1) secilen bélgelerden Ixodida ailesine ait keneler

toplandi.

Ozboynuinceli Kirobasi

Cagbasi
- Cicekli

Esenpinar

AKDENI7Z

Sekil 3.1. Kenelerin toplandig1 arastirma sahasi haritasi
3.2. Saha calismasi (Kenelerin Toplanmasi)

Kenelerin aktif oldugu Nisan 2020 ile Kasim 2020 aylar1 arasinda kene toplama islemi
gerceklestirilmistir. Keneler dogal yasam alanlarindan (Tablo 3.1. ) ve hayvanlarin (Sigir, Koyun,

Kec¢i) Ttzerinden toplandi. Herbir lokasyondan her ay kene toplama calismasi yapildi. Keneler
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dogal yasam alanlarindan toplanirken carsaflama yontemi kullanildi. Hayvanlarin {izerinde

tutunmus olan keneler, kene ¢ikarma aparatlari ile ¢ikartildi.

Sekil 3.2. Hayvanlardan ve sahadan kene toplama ¢alismalari

3.3. Laboratuvar Calismalari

3.3.1. Kene Tiirlerinin Morfolojik identifikasyonu

Sahadan ve hayvanlarin lizerinden toplanan kenelerin laboratuvarda stereo mikroskopta,
viicut organ yapilarindaki anatomik farkliliklar ile soy ve tiirlerin 6zel isaretlerinden olusturulan
teshis anahtar1 [8] yardimiyla karsilastirilarak identifikasyon yapildi. Odaklardan toplanan
toplam 1497 adet Ixodid kenenin tanimlama calismasi tamamlandiginda 4 soy icerisinde bulunan
11 tiire ait oldugu tespit edildi. Ornekleme dahil edilen kenelerin odaklara gore dagilimlarn ve
genel dagilim bilgileri (tiir, cinsiyet, toplama tarihi, toplama odag1) bulgular boéliimiinde tablolar

ve grafiklerle gosterilmistir. Morfolojik tanimlama calismalari Sekil 3.3. ‘te gosterilmistir.

Sekil 3.3. Stereo mikroskopta kene tanimlama ¢alismasi
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3.3.2. Kenelerin PZR Uygulamasi icin Gruplandirilmasi

Calismaya dahil edilen tiim kenelerin stereo mikroskopta (olympus SZX7, Japan)

morfolojik identifikasyonu gerceklestirildikten sonra bolge, soy, tiir, cinsiyet ve toplama

tarihlerine gore gruplar olusturuldu. Gruplar PZR ¢alismasinda kullanilmak iizere her bir 1,5ml

eppendorf tiip icerisindeki agirlik ortalama yaklasik 100 mg , hacimleri ortalama 450-500pl

araliginda olacak sekilde standardize edildi. Gruplamada kene adedi doymusluk durumlarina gére

degiskenlik gostermektedir. Orneklemimizdeki 1497 adet keneden 210 adet grup/havuz

olusturuldu. Eppendorf tiipler lizerine kodlama yapilarak PZR ¢alismasi yapilana kadar -20°C’de

bekletildi. PZR ¢alismasinda kullanilmak tizere olusturulan kene gruplari Tablo:3.2." de, Tablo 3.3.

‘te ve Tablo 3.4.'te gosterildi.

Tablo 3.2. Tarsus (Cagbasi - Cicekli,) odagi kene havuzlari

= | Toplama | Kene tiirii / havuz kodlar1 / havuzda bulunan kene sayisi ve cinsiyeti Havuz
8 | Tarihi sayisi
) Rhipicephalus turanicus; 1-301 (5 %), 1-302 (10 &),
<
3 § Rhipicephalus sanguineus; 1-303 (5 ), 1-304 (5 %), 1-305 (6 9), 1-
© N 306 (6 ?),1-307 (6 ?), 1-308 (10 &), 1-309 (10 &), 1-310 (15 ),
Hyalomma excavatum; 1-401 (6 ?), 1-402 (6 ?), 1-403 (6 ?), 1-404
(69), 1-405 (6 ?),1-406 (6 ?), 1-407 (6 %), 1-408 (6 ?),
1-409 (10 &), 1-410(10 &), 1-411 (10 &), 1-412(10 &), 1-413 (10
J),1-414 (10 &), He1-415 (10 &), 1-416 (10 ), 1-417 (10 &), 1-418
(89)
Hyalomma anatolicum; 1-419 (7 ), 1-420 (6 ?), 1-421 (3 &),
s Hyalomma marginatum; 1-422 (1 9), 1-423 (3 &) 101
§ Rhipicephalus sanguineus; 1-424 (6 ?), 1-425 (115, grup
= Lon Rhipicephalus turanicus; 1-426 (4 &),
= N .
7. — Rhipicephalus bursa; 1-427(1 &), 1-428(2 9)
7% Hyalomma a. excavatum; 1-601 (5%), 1-602 (5 %), 1-603 (5 %), 1-
< 604 (59),1-605 (5%), 1-606(59),
=
= 1-607 (10 &), 1-608 (10 &), 1-609 (10 &), 1-610 (10 &), 1-611 (10
% J),1-612 (10 &), 1-613 (10 &),
A
3 § Hyalomma marginatum; 1-614 (6 ?), 1-615 (5 %),
5 g Rhipicephalus turanicus; 1-616(7 ?), 1-617 (7 ?),1-618 (16 &),
3] on
= Rhipicephalus sanguineus; 1-619 (8 ?), 1-620 (9 &)
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11.07.2020

Hyalomma excavatum; 1-801 (6 ?), 1-802 (6 ?), 1-803 (6 ?), 1-804
(6?), 1-805 (6 ?), 1-806 (6 ?), 1-807 (6 ?),1-808 (6 ?), 1-809 (6
?),1-810 (6 9),

1-811 (15 &), 1-812 (15 &), 1-813 (15 &), 1-814 (15 &),1-815 (15
¢),1-816 (15 ),1-817 (15 &),1-818 (15 &),1-819 (15 &),1-820 (15
5),1-821 (14 5),1-822 (14 &),

Hyalomma marginatum; 1-823 (5 €), 1-824 (2 o),

Hyalomma impeltatum; 1-825(1%)

Rhipicephalus sanguineus; 1-826 (8 %), 1-827 (8 ?), 1-828 (8 o)
Rhipicephalus turanicus; 1-829(2 9), 1-830 (7 o),

12.08.2020

Hyalomma a. excavatum; 1-1301 (6 @), 1-1302 (5 %), 1-1303 (6 @),
1-1304 (10 &), 1-1305 (10 &), 1-1306 (10 &), 1-1307 (10 &), 1-
1308 (8 &)

Rhipicephalus sanguineus; 1-1309(7 ?),1-1310 (5 &),
Rhipicephalus bursa; 1-1311(4 ?),

14.9.20
20

Rhipicephalus sanguineus; 1-2101(8 ?),1-2102 (4 &),

Tablo 3.3. Esenpinar-Sémek odagi kene havuzlari

Odak

Toplama
Tarihi

Kene tiiri / Havuz Numarasi / Havuzda bulunan kene sayisi ve
cinsiyeti

Havuz
sayisl

Silifke / S6mek Mh.

Erdemli/ Esenpinar Mh.,

20.05.202

Hyalomma excavatum; 2-201(1 ?), 2-202 (1 &),
Hyalomma marginatum; 2-203 (2 ?), 2-204 (6 &),

Rhipicephalus sanguineus; 2-205 (4 ?),

24.06.2020

Hyalomma marginatum; 2-1101 (7 &),

Rhipicephalus bursa; 2-1102(6 @), 2-1103(6 @), 2-1104(6 @), 2-
1105(6 %), 2-1106(6 ?), 2-1107(6 ?), 2-1108(7 ?),

2-1109 (15 &), 2-1110 (14 &), 2-1111 (14 &), 2-1112 (14 &), 2-1113
(14 9),

Rhipicephalus sanguineus; 2-1114 (6 ?), 2-1115 (5 ?) 2-1116 (5 9),

15.07.2020

Hyalomma excavatum; 2-1701(7 £), 2-1702(8 o), 2-1803(6 9),
Hyalomma marginatum; 2-1801(8 %), 2-1802(5 &),
Rhipicephalus bursa; 2-1804(5 ?),

Rhipicephalus sanguineus; 2-1805(4 &),

37
grup
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(9! Rhipicephalus sanguineus; 2-1001(5 %), 2-1002(6 %), 2-1003(6 ?), 2-
g 1004 (6 %), 2-1005(13 &),

o O

AN N

g' Rhipicephalus bursa; 2-1201(6 %), 2-1202(6 ¢), 2-1203(11 &)

S

S =

— N

Tablo 3.4. Kirobasi-Ozboynuinceli (Silifke) odagi kene havuzlar

Silifke / Kirobas1 Mh., Ozboynuinceli Mh.)

Rhipicephalus bursa; 3-501 (6 ?), 3-502 (6 ?), 3-503 (6 ), 3-504 (6
?), 3-505 (5 9), 3-506 (5 ), 3-507 (11 &), 3-508 (11 &)

Rhipicephalus sanguineus; 3-509(6 %), 3-510(6 %), 3-511 (6 ?), 3-

§ 512 (3 9)
LE Rhipicephalus turanicus; 3-513 (7 ?), 3-514 (6 ?), 3-515 (10 &),3-
3 516 (10 &), 3-517 (7 &)
Hyalomma excavatum; 3-518 (3 ¢), 3-519 (2 &)
Hyalomma marginatum; 3-520 (2 &)
Haemophysalis sulcata; 3-521 (1 &)
Rhipicephalus sanguineus; 3-901 (6%), 3-902 (4 &),
§ Hyalomma marginatum; 3-903 (6%), 3-904 (10 &), 3-906 (79), 3-
g 907 (95),
p Hyalomma excavatum; 3-905 (59),
Hyalomma impeltatum; 3-908 (1 %), 3-909 (1 &),
Hyalomma marginatum; ; 3-1401 ( 6 %), 3-1402 (12 o),
[oT. § Rhipicephalus bursa; 3-1403 (2 9), 3-14024(1 o),
S 5 3-1901(6 ?), 3-1902(5 ?), 3-1903(10 &)
Hyalomma excavatum; 3-1904(1 ?)
§ Rhipicephalus sanguineus; 3-101 (8 ¢), 3-102 (14 &),
§ Rhipicephalus bursa; 3-103 (1 9),
—

Hyalomma excavatum; 3-104 (1 ?), 3-105(2 &),

72

grup
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Dermacentor marginatus; 3-2201 (5 ?), 3-2202 (6 ?), 3-2203 (11 &),
3-2308 (5 9), 3-2309 (12 o),

Dermacentor reticulatus; 3-2310 (5 &)
Rhipicephalus bursa; 3-2204 (5 ?), 3-2205 (6 ?), 3-2206 (6 ?),

Haemophysalis sulcata; 3-2301 (5 9), 3-2302 (5 ¢), 3-2303 (6 %), 3-
2304 (6 9), 3-2305 (6 9), 3-2306 (5 0O,

Rhipicephalus turanicus; 3-2307 (2 9),

13-20. 09. 2020

Haemophysalis sulcata; 3-2401 (7 ?), 3-2402 (7 ?), 3-2403 (7 ?), 3-
2404 (7 ?), 3-2405 (7 @), 3-2406 (7 ?), 3-2407 (7 ?), 3-2408 (7 @),
3-2409 (7 ?), 3-2410 (7 ?), 3-2411 (8 ?), 3-2412 (3 &),

Dermacentor marginatus; 3-2413 (6 ?), 3-2414 (9 &),

28.10.2020

3.4. Kenelerden DNA Ekstraksiyonu

Ornekleme dahil edilen tiim kenelerin stereo mikroskopta morfolojik identifikasyonu
yapildiktan sonra genomik DNA'larini elde etmek icin QIAmp DNA Mini kit 250 (QIAGEN, Valencia,
California, USA) iireticinin talimatlarina gore gore kullanildi. Elde edilen ekstraktlar PZR analizleri
yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Genomik DNA ekstraksiyonunun basamaklari

asagida verildi.

- Her bir kene drnegi biyogiivenlik kabini icerisinde steril bistiiri ile kesilerek parcalara ayrild;,
ortalama 25mg olarak eppendorf tiiplere yerlestirildi, iizerine 180ml buffer ATL eklendi ve 15sn

vortekslendi.

- Bu homojenat lizerine 25ul proteinaz K eklendi. Kisa bir vorteksleme sonrasinda eppendorf
tiipler 56°C ye getirilmis 1sitict bloka konuldu. Isitic1 blokta inkube edildi. 5-10dk araliklarla
vorteksleme yapildu. Isitic1 blokta 2 saat inkubasyon sonunda dokular tamamen eridiginde kisaca

vortekslendi.

- Eppendorf tiipe 200ml Buffer AL eklendi. 10-15sn vortekslendikten sonra isitici blokta 70°C de
10dk inkube edildi. Vortekslendi, kisa siire santrifiij edildi.

- Eppendorfa 200ml absolut etanol eklendi. 10sn vortekslenerek, 15sn santrifiij edildi.

- Karisim koleksiyon tiip icerisinde bulunan spin koluma eklendi, 8000rpm (8g) de 1 dk santrifiij
edildi.

- Spin kolum yeni bir koleksiyon tiipe yerlestirildi. 500ul AW1 eklendi. 8000rpm (8g) de 1dk.

santrifiij edildi.
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- Spin kolum yeni bir koleksiyon tiipe yerlestirildi. 500pul AW2 eklendi. 14.000rpm (14g) de 1dk.

santrifiij edildi.

- Spin kolum 1,5ml eppendorf tiipe alindi, lizerine 50l AE eklendi 1dk oda 1si1sinda inkube edildi.
sonra 8000rpm de 1dk santrifiij edildi. Spin kolum tiipten ¢ikarildi ve eppendorf tiip igerigi hedef
(template) DNA olarak kullanildi. Ayni glin icerisinde PZR islemi yapilana kadar +4°C de bekletildi.
Daha sonra PZR yapilmasi planlanmis olan érnekler -20°C’de bekletildi.

3.4.1. DNA Konsantrasyonlarinin Esitlenmesi

Genomik DNA ekstraktlarinin konsantrasyonlar1 ASP-3700 (ACT Gene) nanodrop
spektrofotometre cihazinda 260/280 nm dalga boylarinda olgiilerek belirlendi. DNA saflik
derecesi Az¢0/Az280 absorbans orani ortalama 2.25 + 0.32 olarak tespit edildi. PZR asamasina
gecilmeden once genomik DNA konsantrasyonlari, ultra grade distile su (sigma) ile uygun
sulandirmalarla ortalama 35 + 10ng/1 olmasi saglandi. Konsantrasyonlari esitlenen genomik DNA

ornekleri PZR icin kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.5. Ehrlichia/Anaplasma Soylarinin 16S rRNA gen Ortak Boélgesi PZR

amplifikasyonu

Ornekleme alinan kenelerde Ehrlichia/Anaplasma soylarinin ortak gen varhigini arastirmak
amaciyla 16S rRNA geninin tiim tiirlerde ortak korunmus boélgesinin ileri (EHR16SD) ve geri
(EHR16SR) primerleri (Tablo:3.5.) kullanilarak PZR yapildi. Calismaya dahil edilen 1497 adet
kene, tir, cinsiyet lokasyon ve tarihlere gore yapilan siniflandirmaya goére 210 havuz/grup da
Nested PZR calismasi yapildi. Her grup PZR calismasinda, uygulamanin dogrulugu ve validasyonu
(gecerliligini) saglamak icin bir pozitif kontrol érnegi ve bir negatif kontrol ile calisma yapildi.

Pozitif kontrol 6rnegi olarak GenBank: MT498088.1 nolu ¢alismanin genomik DNA’s1 kullanildi.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov /nuccore/MT498088.1, Negatif kontrol olarak ise steril deiyonize

su kullanildi.

Tablo 3.5. Ehrlichia/Anaplasma soylarinin 16S rRNA gen bolgesine ait primerler

Sekans Uzunluk | Baglanmaisisi | Kaynak
EHR16SD 5'-GGT-ACC-YAC-AGA-AGA-AGT-CC-3' 345bp | 55°C [102]
EHR16SR 5'-TAG-CAC-TCA-TCG-TTT-ACA-GC-3
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3.5.1. PZR Karisim1 Hazirlanmasi

PZR amplifikasyonu icin her bir ependorf tiipiine 5ul hedef DNA ve 45ul master miks
eklenerek her bir 6rnek icin 50pl reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisimda 100uM (4ul) dNTP
(Deoksiniikleosid trifosfat: (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 12,5pmol ileri ve geri yonlii primerler (100
pmol/pl) her bir primerden (2,5 pl), 0,75 U TagDNA polimeraz (Thermo Fisher), 1.6mM MgCl; (5
ul) (Thermo Fisher), 5ul 10 x PCR buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9,0 (25 °C); 15mM MgClz; 500mM
KCl; %0,1 gelatin; %1’lik Triton X-100) (Thermo Fisher), 25,75pl double distile su (Merck)
kullanildi.

3.5.2. Ehrlichia/Anaplasma Soylarinin Ortak Gen Boélgesinden PZR Protokolii

PZR reaksiyon; otomatik 1s1 dongii cihazinda (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler)
gerceklestirildi. PZR protokolii; baslangi¢c denatiirasyon islemi 95°C’de 5 dk. 1 defa yapildiktan
saonra; 95°C’de 30 sn. denaturasyon, 55°C’de 30 sn. primer baglanmasi (annealing) ve 72°C’de 60
sn. uzama (ekstensiyon) asamalarindan olusan 35 dongii devam ettirildi. PZR islemi bittiginde bir
kez daha 72°C'de 5 dk. uzama basamaginda tutulmustur. PZR irtinleri 1s1 dongii cihazindan
cikarilincaya kadar +4°C’de beklemeye alinmistir. PZR ¢alismasi tamamlanan érneklerden elde
edilen amplikonlar ethidium bromid iceren %1,5'lik agaroz jele yiiklenerek elektroforezde

yuriitiildi. Amplikonlarin yuriitiildigl agaroz jel ultraviyole 1sikta incelendi.

3.6. Nested PZR Calismasi

Calismamizda A. phagocytophilum 16S rRNA geninin MSP2/p44 proteinini kodlayan gen
bolgesininin 1462 bp lik kism1 ¢ogaltan EC9 ve EC12a primerleri ile PZR yapildy, dis primerlerle
pozitif bulunan 6rneklerden elde edilen amplikonlar kullanilarak, SSAP2f ve SSAP2r primerlerle

yaklasik 641 bp lik bolgenin nested PZR amplifikasyonu yapildi.

3.6.1. D1s Primerlerle PZR Uygulama

Calismamiza dahil edilen 1497 adet kene 6rneginden olusturulan 210 kene havuzundan
elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 kullanilarak Anaplasma /Ehrlichia 16S rRNA geninin ortak
1462 b¢’lik bolgesini amplifiye eden primerler (Tablo:3.6) kullanilarak nested PZR uygulamasinin
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ilk basamag gerceklestirildi. Her parti PZR uygulamasinda dogruluk ve gecerlilik denetimi i¢in bir
pozitif kontrol 6rnegi ve bir negatif kontrol ile calisma yapildi. Pozitif kontrol 6rnegi olarak
GenBank: MT498088.1 nolu ¢alismanin genomik DNA'lar1 kullanildi.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT498088.1), Negatif kontrol olarak ise steril

deiyonize su kullanildi.

Tablo 3.6. A. phagocytophilum’un 16S rRNA gen bolgesine spesifik Nested PZR primerleri

Primer Adi Dizilim (5'---3") Sekans Kaynak

(bp)
Ehrlichia/Anaplasma | EC9 TACCTTGTTACGACTT 1462 [103].
ortak soy primer EC12A | TGATCCTGGCTCAGAACGAACG

A. phagocytophilum | SSAP2f | GCTGAATGTGGGGATAATTTAT | 641
primer SSAP2r | ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA

PZR i¢cin 50yl final hacimde reaksiyon karisimi hazirlandi. Karisimda 5 pl 10XPCR buffer, 5 mM
MgCl, (5ul), 1 pM primer F (2,5ul), 1uM primer R (2,5pl), 0,5mM her bir dNTP, 1,25U Taq DNA
polymerase ve 50ng/ul hedef DNA (Ornek DNA’s1) (5ul) eklenerek hazirlandi.

i1k PZR 1s1 déngii protokolii;
Ik denaturasyon; 94°C’de 5 dk, (1 dongii.)
Denatiirasyon: 94°C’de 30 sn, Baglanma: 55°C’de 30sn, Uzama: 72°C’de 60 sn (35 dongii),

Uzama: 72°C’de 5dk (1 dongii)

3.6.2. i¢ Primerlerle (Nested) PZR

I¢ primer setiyle (SSAP2f, SSAP2r) olusturulan reaksiyon karisiminda ilk PZR’dan elde edilen DNA
amplikonlar1 hedef (Template) DNA olarak kullanildi. Yuvalanmis PZR ¢alismasinda 64 1bp hedef
bolgenin amplifikasyonu gercgeklestirildi. PZR icin 50pl final hacimde reaksiyon karisimi

hazirlandi.

PZR Karisimi; 5ul 10XPCR buffer, 5mM MgCl, (5ul), 1 puM primer F (2,5ul), 1uM primer R
(2,5ul), 0,5 mM dNTP, 1,25U Taq DNA polimeraz ve 50ng/pl ilk PZR uygulamasinda elde edilen
DNA (5ul) eklenerek hazirlandi.

Nested PZR 1s1 dongii protokolii; ilk denaturasyon 94°C’de 5 dk bir defa gerceklestirildi.
Denatiirasyon: 94°C’de 30 sn, baglanma (annaeling) 55°C’de 30 sn, Uzama (ektensiyon) : 72°C’de
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1dk uygulanan 1s1 ¢evirimi, 35 dongi c¢alistirildiktan sonra 72°C’de 5dk uzama basamagi
uygulandi. PZR islemi tamamlanan oOrnekler +4°C’de beklemeye alindi. PZR analizlerinin
gecerliliginin saglanmasi ve kontaminasyon kontrolii olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her
analizde pozitif kontrol 6érnegine ait genomik DNA’lar ve negatif kontrol olarak olarak sterilize
edilmis deiyonize su kullanildi. PZR reaksiyonu Applied biosystem 2720 Thermal Cycler cihazinda
gerceklestirildi.

3.7. Elektroforez Uygulamasi

PZR Amplifikasyonda elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi amaciyla yatay elektroforez
tanki kullanilmistir. Konsantre 5XTBE buffer (Tris Boric acid EDTA, Fermentas) soliisyonundan
200 ml alinip, tizerine 800 ml deiyonize su konularak 1 It toplam hacimde 1XTBE solilisyonu elde

edilerek, elektroforez tankina dolduruldu.

Agaroz jel Hazirlama: DNA triinlerinin goriintiilenmesi icin %1,5'lik agaroz jel hazirlandi.
Bunun i¢in 100 ml'lik bir erlen icerisine 0,75 mg agaroz tartilarak tizerine 50 ml 1XTBE ilave
edildi. Hazirlanan karisim 1sitilarak agarozun tamamen erimesi saglandi. Agaroz iyice eridiginde
sogumaya alindi, buharlasma bittikten sonra 3 pl ethidium bromide (10mg/ml) eklenerek,
yavasca karistirilip homojenize edildi. Hazir hale gelen sivi agaroz solusyonu jel kalibina
dokiilerek 6rnek sayisina gore taraklar yerlestirildi. Sivi haldeki Jel tamamen soguyup

katilastiginda jel kalib ile birlikte elektroforez tankina (Sekil 3.4.) yerlestirildi.

PZR iirlinlerinin agaroz jele yiiklenmesi; PZR ile elde edilen amplikonlarin her birinden
10l alinip, 5pl 6X loading dye (Thermo Scientific) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Ik kuyucuklara amplikon bantlarinin boylarinin él¢iilmesinde kullanilan DNA ladder (Gene ruler
100bp Plus, Thermo Scientific 100- 1500bp arasinda), ikinci kuyucuga pozitif kontrol, 3.
kuyucuga negatif kontrol, sonraki kuyucuklara ise ¢alisma 6rnekleri konuldu. Cihaz 30 dk

calistirilarak, amplikon DNA’lar1 negatif elektrik akimu ile pozitif akim yoniine dogru ytriitildu.

Sekil 3.4. Elektroforez cihazi ve tanki
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3.8. UV Goriintiileme

Agaroz jelde yiiriitiillen DNA fragmantlar1 Ethidium bromid (10mg/ml) ile gériiniir hale
getirilerek Biostep UV transilluminator UXT-20M-15K (www.biostep.de) cihazinda (Sekil 3.5.)

312nm dalga boyunda ultraviole 15181 altinda gériintiilendi.

Sekil 3.5. UV goriintiileme cihazi

3.9. Msp2 Gen Bolgesi icin Real Time PZR Uygulamasi

Kene 6rneklerinden elde edilen genomik DNA’larda A. phagocytophilum igin msp-2 gen
bolgesini hedef alan Taq Man prob ile Real time PZR uygulamasi yapildi. Msp-2 gen bolgesinin
cogaltilmasi icin ApMSPF (5'-ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT-3') ve ApMSP2r (5'-TT
GGTCTTGAAGCGCTCGTA-3") primerleri, ile ApMSP2p-HEX (5'-TGG TGC CAG GGT TGA GCT TGA
GAT TG-3") probu kullanildi1 [104]. Ger¢cek zamanl PZR reaksiyon karisimi icin; 50ng genomik
DNA, 20uM ApMSP2 F ve ApMSP2r primerleri, 5uM ApMSP2p-HEX prob, 5 mM MgCl; kullanild.
Steril PZR grade deiyonize su ile toplam hacim 25ul’'ye tamamlandi. Gergek zamanli PZR analizleri
Light Cycler 480 Instrument II (Seri No:27223 Roche Diagnostics Corporation, USA) cihazinda
gerceklestirildi. Kullanilan 1s1 protokoli asagida bildirildi.

95°C‘de 5dk 1 déngi
95 °C’de 15 sn e
60 °C’de 30 sn } 35 dongi
72°C’de 30 sn

Real Time PZR uygulamasinin dogruluk (accuracy) ve gecerlilik (validasyonu) kontrolii
icin pozitif kontrol 6rnegi ve negatif kontrol ile calisma yapildi. Gen-Bank’a kayith (GenBank:
MT498088.1 nolu) bir izolatin genomik DNA’s1 pozitif kontrol o6rnegi olarak kullanildi.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT498088.1) Negatif kontrol olarak ise steril deiyonize

su kullanilmistir.

3.10. Agaroz Jel’den DNA Purifikasyonu ve Dizileme Calismasi
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Anaplasma phagocytophilum spesifik SSAP2f ve SSAP2r primerleri ile gercgeklestirilen
nested PZR amplifikasyonu sonucu yaklasik 641bg¢ biyiikliikteki amplikonlardan genetik
karekterizasyon calismasi yapildi. Nested PZR uygulamasindan elde edilen amplikonlar agaroz jel
tizerinden kesilerek eppendorf tiiplere alindi. Eppendorf tiiplerde agaroz jel icerisinde bulunan
DNA pargalari, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, W],
USA.) Kkiti Ureticinin talimatina gore kullanilarak purifiye edildi. Sanger sekans dizileme icin

purifiyve DNA amplikonlar1 6zel firmaya (Kurul Lab Ltd.Sti.) gonderildi.

4. BULGULAR

4.1. Calisma Bélgesinden Toplanan Kene Tiirleri ve Dagilimi

Mersin ili'nin; Erdemli, Tarsus ve Silifke ilgelerinde alti mahallede sahadan ve konaktan
toplanan 1497 adet ergin ixodid kene, calismanin Orneklemini olusturmaktadir. Stereo
mikroskopta yapilan morfolojik identifikasyon calismasinda 4 soy igerisinde 11 ayr tiir tespit
edildi. Tiim odaklardan 1 Nisan 2020 ile 30 Kasim 2020 tarihleri arasinda her odaga ayda en az

bir defa olmak iizere her ay yapilan ziyaretlerde toplana kenelerin tiir dagilimi;

Rhipicephalus soyundan 614 adet ergin kene tanimlandi. Rhipicephalus sanguineus ergin
253 adet, Rhipicephalus bursa ergin 238 adet ve Rhipicephalus turanicus tiirii ergin 88 adet kene

tanimlanda.

Hyalomma soyundan; Hyalomma excavatum ergin 581 adet, Hyalomma marginatum ergin
140 adet, Hyalomma anatolicum ergin 16 adet, Hyalomma impeltatum ergin 6 adet, Hyalomma

detritum supense ergin 2 adet kene identifikasyonu gerceklestirildi.

Dermacentor soyundan; Dermacentor marginatus tiri ergin 44 adet ve Dermacentor

reticulatus tiri ergin 5 adet kene tanimlanda.

Heamophysalis soyundan; Heamophysalis sulcata tirid ergin 115 adet kene,
identifikasyonu gerceklestirildi. Calisma bolgemizdeki tiim odaklardan toplanarak o6rnekleme

dahil edilen kene tiir dagilimi Tablo 4.1.’de ve Sekil 4.1.’de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Orneklemdeki Kenelerin Tiir Dagilimi

Tarsus/ Erdemli/ .
. ." | Esenpinar Silifke/
Cicekli .
Kene tiiri Mabh. Mabh. l__(lrobam Mh. Tuar
Cagbas1 | Silifke/ Ozboynuinceli =~ Toplamlari
Mah.
Mah. SomekMah.
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Hyalomma excavatum 544 23 14 581
Hyalomma marginatum 22 28 52 102
Hyalomma anatolicum 16 16
Hyalomma impeltatum 1 2 3
Hyalomma detritum 2 2
Rhipicephalus sanguineus 145 60 53 258
Rhipicephalus turanicus 58 42 100
Rhipicephalus bursa 7 141 108 256
Dermacentor marginatus 1 58 59
Dermacentor reticulatus 5 5
Haemophysalis sulcata 115 115
Toplam 795 253 449 1497
700
coo 581
500
400
300 258 256
200
102 100 115
100 59 .
16 3 2 . 5
0 — — | — —_— — — — ! —
S S
& \‘\O&\ R RC AN S S
N N X & b@’d O \ﬁ\o & 0‘)\(\ o o
& & @& ¢ & & &
& o ¢ & » R N $ o ¥
& 3 d W S < 3
& & o o O R O Q o~ P R
& 3 o® » & Q\&\Q & o <« ¢ o
RIS MR MR & &

Sekil 4.1. Orneklemdeki kenelerin tiir dagilim grafigi

Calisma odaklarindan toplanan kenelerin (soy, tiir, cinsiyet) dagilimi Tablo: 4.2.de

gosterildi. Calismamizda tanimlanan kene tiirlerinin fotograflari Sekil:4.1’de gosterildi.

Tablo 4.2. Calisma odaklarina gore kenelerin (soy, tiir, cinsiyet) dagilimi.

.. . . Tir Soy
Kene Tir Adi Disi Erkek Toplami Toplami
i i Hyalomma excavatum 155 389 544
Tarsus (Cigekli 585
Mh., Hyalomma marginatum 17 5 22

o1
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Cagbasi1 Mh,) Hyalomma anatolicum 13 3 16
Hyalomma detritum supense 2 2
Hyalomma impeltatum 1 1
Rhipicephalus sanguineus 73 72 145
Rhipicephalus turanicus 21 37 58 210
Rhipicephalus bursa 6 1 7
Rhipicephalus sanguineus 47 13 60
(Erdemli/Esenp Rhipicephalus bursa 59 82 141 201
nar, Silifke preep
/S6mek) Hyalomma marginatum 10 18 28 c1
Hyalomma excavatum 14 9 23
(Silifke/ Rhipicephalus sanguineus 32 21 53
Kirobasi, Rhipicephalus turanicus 15 27 42 203
Ozboynuinceli)
Rhipicephalus bursa 65 43 108
Hyalomma marginatum 21 31 52
Hyalomma excavatum 10 4 14 68
Hyalomma impeltatum 1 1 2
Heamophysalis sulcata 106 9 115 115
Dermacentor marginatus 27 32 59
64
Dermacentor reticulatus 5 5

4.2. Tarsus (Cicekli-Cagbas1) Bélgesinden Toplanan Kene Ornekleri

Tarsus (Cicekli-Cagbasi) Bolgesi'ne kenelerin aktif oldugu 1 Nisan 2020 ile 30 Kasim 2020
tarihleri arasinda aylik diizenli ziyaretler yapilarak iki soya ait 8 tiirden 797 adet kene tespit

edildi.

Hyalomma soyuna ait 5 tlirden 590 adet kenenin Tiir dagilimi; Hyalomma excavatum
tirinden 549 adet, Hyalomma marginatum 22 adet, Hyalomma anatolicum 16, Hyalomma

detritum supense 2 adet, Hyalomma impeltatum tiiriinden 1 adet olarak gerceklesti.

Rhipicephalus soyuna ait li¢ tliirden 181 adet kene toplandi. Rhipicephalus sanguineus
tiirinden 128 adet, Rhipicephalus turanicus tiirii 46 adet, Rhipicephalus bursa tiiriinden 7 adet

identifikasyon gerceklestirildi.

Tarsus (Cicekli-Cagbasi) bolgesinden toplanan kene oérneklerinin aylara gore kene tir

dagilimi grafigi Sekil 4.2. ‘de gosterildi.
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250
I- I. —— - -
H. R.

200
150
100
50
0 - [ |
H. H. H. H. R.

excavatu margina anatolic detritum impeltat sanguine turanicu R. bursa

m tum um supense um us s
B Nisan 63 3
m Mayis 146 4 16 7 4 3
Haziran 100 11 10 30
B Temmuz 238 7 1 24 9
m Agustos 65 2 12 4
Eyliil 12

Sekil 4.2. Tarsus (Cicekli-Cagbasi) bolgesinden toplanan kenelerin yil ici dagilimi.

4.3. Esenpinar - Somek bélgesinden toplanan kenelerin dagilimi

Esenpinar - Somek bolgesinden 1 Nisan 2020 ile 30 Kasim 2020 tarihleri arasinda her ay

yapilan ziyaretlerde Ixodida familyasindan {i¢ soya ait 5 tiirden toplam 252 adet kene toplandi.

Rhipicephalus soyuna ait 201 adet keneni; Rhipicephalus bursa tiirinden 141 adet,

Rhipicephalus sanguineus tiiriinden 60 adet olarak identifikasyonu yapild.

Hyalomma soyundan 51 kene tespit edilerek tiir dagilimi; 28’si Hyalomma marginatum,
23'ti Hyalomma excavatum olarak identifikasyon gerceklestirildi. Dermacentor marginatus 1 adet
ergin kene tespit edildi. Esenpinar - Sémek bélgesinden toplanan kenelerin aylik tir dagilim

grafigi Sekil 4.3.’te gosterildi.
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120
100
80
60
40
20 M I
0 -
R.bursa R.sanguineus |H.marginatum | H. excavatum | D. Marginatus
u Mayis 4 8 2
B Haziran 113 16 7
Temmuz 5 4 13 21 1
m Agustos 36
W Eyliil 23

B Mayis ™ Haziran Temmuz ®mAgustos ® Eyliil

Sekil 4.3. Esenpinar - Somek boélgesinden toplanan kenelerin yil i¢i dagilimi

4.4. Kirobasi- Ozboynuinceli bélgesinden toplanan kenelerin dagilimi

Kirobas1 -Ozboynuinceli bélgesine 1Nisan 2020 ile 30 Kasim 2020 tarihleri arasinda her ay

yapilan ziyaretlerde 445 adet Ixodid kene toplandi. Keneler 4 soydan 9 tiir icerisinde tanimlandi.

Rhipicephalus soyuna ait 193 adet kene tanimlanarak; Rhipicephalus bursa tiirtinden 108
adet, Rhipicephalus sanguineus tiirii 53 adet, Rhipicephalus turanicus tiiriinden 42 adet kene

identifikasyonu yapilmistir.

Hyalomma soyunda bulunan 3 tiirden 63 adet kene toplanarak; Hyalomma marginatum
tiirt 61 adet, Hyalomma excavatum tiri 14 adet, Hyalomma impeltatum tiiri 2 adet tanimlama

yapildi
Heamophysalis sulcata tiirinden 115 adet kene tanimlandi.

Dermacentor marginatus tiirlinden 54 adet ve Dermacentor reticulatus tiiriinden ise 5 adet
identifikasyon gerceklestirildi. Kirobasi- Ozboynuinceli bélgesinden toplanan kenelerin aylara

gore dagilimi Tablo 4.4 .‘te gosterildi.
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20 I |
18 _I II - - | | - — | |
R R. R.

H. H. H. D. D.
sangui turanic margin excavat impelta lc‘;lta margin reticula
neus us atum um tum atus tus
B Mayis 56 21 40 2 1
B Haziran 10 41
Temmuz 34 18
B Agustos 1 22
= Eylil 17 2 33 39 5

Ekim 81 15

bursa

W = U1 U
N

B Mayis ™ Haziran ® Temmuz ™ Agustos ®Eylil = Ekim

Sekil 4.4. Kirobasi- Ozboynuinceli bélgesinden toplanan kenelerin y1l igi dagilimi

Rhipicephalus turanicus (disi)  Rhipicephalus turanicus (erkek)
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Hyalomma excavatum (erkek) Hyalomma excavatum (disi)

Haemophysalis sulcata [(disi)
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Dermacentor marginatus (erkek) Dermacentor marginatus (disi)

Sekil 4.5. Kene tiir ve cinsiyetleri resimler (Calismamizdan orijinal fotograflar)

4.5. Anaplasma ve Ehrlichia soylarinin 16S rRNA geninin ortak bélgesi EHR primer
setiyle PZR Calismasi Sonuclari.

Ornekleme alinan 1497 adet kene, PZR uygulamasina baglamadan once; tiir, cinsiyet
lokasyon ve toplama tarihlerine gore siniflandirilarak 210 ¢alisma havuzu olusturuldu. Kene
havuzlarindan yapilan DNA extraksiyonu sonucu elde edilen genomik DNA’lar kullanilarak
Ehrlichia/Anaplasma Soylarinin ortak 16S rRNA geninin 345 bp lik kismini ¢ogaltan EHR16SD ve
EHR16SR primerlerle daha once tarif edildigi sekilde konvansiyonel PZR uygulamasi yapildi.
Rhipicephalus ve Hyalomma soylarina ait kenelerden olusturulan havuzlarda pozitiflik tespit
edildi. Parsiyel 16SrRNA gen bolgesinin PZR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin

%1,5'lik agaroz jel goriintiileri Sekil 4.6."de gdsterilmistir.

1500b¢

345bg

Sekil: 4.6. Anaplasma ve Ehrlichia soylarinin ortak gen bolgesi soy PZR sonuglari

(M: DNA Ladder (100-1500bp); P: Pozitif Kontrol, N: negatif kontrol, 1,2,3,4,5,6,7,8,9 nolu

ornekler Anaplasma-Ehrlichia soylarina ait pozitif amplikonlar)

4.6. A. phagocytophilum Msp2 Gen Bolgesinin Rt-PZR Calisma Sonuglari
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Ornekleme dahil edilen 1497 adet ergin ixodid kene, 210 havuza béliimlendirildi. Kene
havuzlarindan elde edilen genomik DNA’larin tamamina A. phagocytophilum DNA’s1 arastirmak
icin, Msp-2 gen bolgesini hedef alan TagMan prob tabanhi Rt-PZR uygulamasi yapildi. Ornek
havuzlarinmizin 2’sinde %0,95 (2/210) A. phagocytophilum DNA’s1 pozitifligi belirlenmistir.
Pozitif bulunan 6rneklerden birisi disi Rh. sanguineus havuzunda, diger pozitif 6rnegimizde ise H.

excavatum tiri disi ergin keneler bulunmaktaydi.

A. phagocytophilum DNA’s1 pozitif bulunan H. excavatum tiirii 6 adet disi ergin kenenin
oldugu havuzda (1-807 kod numarali), Rt-PZR sonucu dongii cycle-treshold Ct degeri 25. olarak
tespit edilmistir. Pozitiflik tespit edilen 1-827 kod numarali kene havuzumuz Rh. sanguineus tiirii
6 adet ergin doymus keneden olusmaktaydi, Ct (dR) degeri 26,5 olarak bulunmustur. Pozitif
kontrol 6rnegimizin Ct degeri 21,5 olarak gézlemlenmistir. Real time PZR uygulamasi floresan
1s1ma grafigi Sekil 4.7.'de gosterildi. Yiiksek ¢ozlintirliikli erime (High Resolution Melting, HRM)
analiz (dF/dT) grafigi Sekil 4.8. de bildirildi.

21,5 L o
Pl i — Treshold

' L
9 Ies ol s o

Sekil 4.7. A. phagocytophilum Msp2 geni Real Time PZR (Rt-PZR) sonuclari

Kene havuzlarindan A. phagocytophilum Msp2 gen bolgesinin TagMan prob tabanli Real

Time PZR analiz sonuclari, a: Pozitif kontrol 6rnegi, b ve c: Pozitif 6rnekler, d: Negatif kontrol
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dudl

 Tem pérature ]

Sekil 4.8. A. phagocytophilum Rt-PZR erime egrisi (Melting curve) grafigi

(Rt-PZR, amplikonlarinin melting (erime) egrisi, erime sicakligina karsi negatif tiirev

egrisi (dF/dT) a: Pozitif kontrol 6rnegi, b ve c: Pozitif 6rnekler, d: Negatif kontrol.)

4.7. Nested PZR Calismasi Sonuclari

4.7.1. Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak bélgesi (EC primer setiyle) PZR

sonuclari

Calismamiza dahil edilen 1497 adet kene 6rneginden olusturulan 210 kene havuzunun
genomik DNA ekstraktlari kullanilarak Anaplasma /Ehrlichia soylarinin 16S rRNA gen bolgesinin
1462 bg¢’lik ortak alanini hedefleyen PZR uygulamasi yapildi. Calismamiza dahil edilen tiim kene
havuzlarinda yapilan PZR uygulamasinda calisma sahamizda Tarsus (Cagbasi-Cicekli ) bolgesinde
Temmuz 2020’de toplanan 6rnekler arasinda iki ayri cins kene grubunda Anaplasma /Ehrlichia
soy DNA pozitiflik tespit edildi. Anaplasma /Ehrlichia soy DNA pozitif bulunan havuzlardan birisi
R. sanguineus tiiri 6 adet disi ergin kenelerden olusmaktaydi. Diger DNA pozitif bulunan kene
havuzunda ise H. excavatum tiirl 8 disi ergin kene bulunmaktaydi. Anaplasma /Ehrlichia soy PZR

uygulamasina ait sonuglar Sekil: 4.9."da gosterilmistir.
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1462 bg

Sekil 4.9. Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak gen bélgesi EC primer setiyle PZR
sonuglari

(Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak gen bolgesi PZR amplikonlarinin elektroforez
islemi sonrasi Agaroz jel'in UV goriintiisii. M: DNA Ladder (100-1500) baz cifti, N: negatif kontro],
P: pozitif kontrol 6rnegi, 1: R. sanguineus 6 adet disi ergin kene havuzu (1-807 (6 ?) kod nolu

havuz) 2: H. excavatum tiirii 8 disi ergin kene havuzu (1-827 (8 ) kod nolu havuz)

4.7.2. A. phagocytophilum Nested PZR Calismasi Sonuglari

Anaplasma / Ehrlichia 16S rRNA ortak gen bolgesi EC primer setiyle gerceklestirilen PZR
1462 b¢ amplikonlar kullanilarak, A. phagocytophilum spesifik SSAP2f ve SSAP2r primer setiyle
Nested PZR uygulamasi yapildi. A. phagocytophilum DNA’s1 pozitif bulunan kene havuzlarinin

yaklasik 641 bg biiyiikliigiindeki amplikonlarun agaroz jel elektroforez uygulamasi goriintileri

Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

M P N 1 2

600 b(;- 641b¢;

100 bg

Sekil 4.10. Anaplasma phagocytophilum’un Nested PZR sonuclari
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(M: DNA Ladder (100-1500 baz cifti), P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol, 1: R. sanguineus 6 adet
disi ergin kene havuzu (1-807 (6 ?) kod nolu havuz) 2: H. excavatum tiirii 8 adet ergin disi kene

havuzu (1-827 (8 ) kod nolu havuz)

4.8. A. phagocytophilum DNA’s1 Pozitif Bulunan Odak ve Kene Bilgileri

Tarsus ilgesi’ne bagh Cagbasi ve Cicekli mahallelerinden Temmuz 2020’de toplanan
kenelerden olusturulan kene havuzlari arasinda, iki ayr1 soydan kene havuzunda PZR ¢alismalari
sonucunda A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edildi. A. phagocytophilum DNA’s1 pozitif bulunan
kene havuzlarinin birisinde 8 adet disi Rhipicephalus sanguineus tiirii doymus ergin kenelerden
olusmaktaydi, diger DNA pozitif havuz ise 6 adet disi Hyalomma excavatum tiirii doymus ergin

kenelerdendi.

- >

AKDENIZ

Sekil 4.11. A. phagocytophilum pozitiflik tespit edilen lokasyonlar; (Cicekli Mahallesi (36°

53'26” N 35°06'21”E 6m), ve Cagbas1 Mahallesi(36°51’45” N 35°03'41” E 5m)

4.9. Istatistik Analiz

Orneklerden elde edilen havuzlardaki pozitif ve negatiflik durumlar1 bélge, cinsiyet, kene
tiird, 6rneklenme ayina gore ¢apraz tablolar kullanilarak incelendi. Degerler agisindan sikliklar
arasinda fark olup olmadigini degerlendirmek icin Fisher’'in Exact Test yontemi uygulandu.
Istatiksel analizler icin SPSS 21 programu kullanild1 ve énem diizeyi p<0,05 olarak belirlendi.
Fisher'in Exact Testi'ne gore Kene toplama bolgeleri, cinsiyet, kene turi ve yil igerisinde

pozitiflik dagilim1 Tablo 4.3.’te verilmistir.
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Tablo 4.3. istatistik analiz tablosu (Bélge, Tiir, Cinsiyet, Y1l ici dagilim)

Sonug
Negatif Pozitif Fisher'in
Havuz Negatif VUuz Exac.t
bulunan Oran % Testi
sayisl o sayisi

BOLGE1 99  98,00% 2 2,00%

Bolge Bolgell 37 100,00% 0 0,00% P=0,67
BOLGE 111 71 100,00% 0 0,00%
L Disi 121 98,40% 2 1,60%

Cinslyet b ek 86 100,00% 0 000% | °°1
Dermacentor marginatus 7 100,00% 0 0,00%
Dermacentor reticulatus 1 100,00% 0 0,00%
Haemophysalis sulcata 18 100,00% 0 0,00%
Hyalomma anatolicum 3 100,00% 0 0,00%

Tiir Hyalomma excavatum 71  98,50% 1 1,40% p=1
Hyalomma impeltatum 3 100,00% 0 0,00%
Hyalomma marginatum 18 100,00% 0 0,00%
Rhipicephalus bursa 36 100,00% 0 0,00%
Rhipicephalus sanguineus 36  97,30% 1 2,70%
Rhipicephalus turani 14 100,00% 0 0,00%

Nisan 10 100,00% 0 0,00%
Mayis 54 100,00% 0 0,00%
Haziran 45 100,00% 0 0,00%

Ay Temmuz 45  95,70% 2 430% P=0,60
Agustos 20 100,00% 0 0,00%

Eyliil 19 100,00% 0 0,00%
Ekim 14 100,00% 0 0,00%

Nested PZR ve Real Time PZR uygulamalarimizda her iki yontemle de ayni
havuzlardan (2/210) A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edilmis, Cohen’in Kappa Testine
gore kappa sayis1 1,0 (k=+1) olarak bulunmus ve iki test sonucu birbiri icinde uyumlu

(p<0,001) bulunmustur.

5. TARTISMA VE SONUC

Insan Granulositik Anaplasmosis (HGA), kuzey yarim kiirede daha fazla olmak iizere tiim
diinyaya yayilma egiliminde olan Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu, kene kaynakl
enfeksiyoz bir hastaliktir. Insanlarda nétrofil ve eozinofillere tropizm gosteren, nétropeni ile
dogal ve kazanilmis bagisikligi inhibe edebilen, immun yetmezlikleri olan hastalarda dliimlere

neden olabilen klinik hastalik tablolar olusturabilmektedir [1]. A. phagocytophilum 1940 larda
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sigirlarda TBF etkeni olarak kesfedilmis, 1994 yilinda ABD de insan enfeksiyonlar1 tanimlanmistir
[2]. Hastalik 40-60 yas erkeklerde daha fazla olmak {izere, her yasta goriilebilir [6]. HGA etkeni
insanlara, evcil ve yabani hayvanlara Ixodidae ailesindeki kenelerle nakledilmektedir [31]. Vektor
kenelerle transtadial nakil yapilmaktadir, transovarial nakil sadece Dermacentor albipictus’ta
bildirilmistir [33]. Keneler, insanlarda ve hayvanlarda goriilen ve zoonotik 6neme sahip bir¢ok
paraziter, bakteriyel ve viral patojenlerin en 6nemli vektorlerindendir [30]. Son yillarda diizensiz
gocler, insan ve hayvan hareketlerindeki artis, sosyo ekonomik ve cevresel degisiklikler ile
ozellikle kiiresel 1s1 artis}, cesitli kene tiirlerinin yeni cografik alanlara yayilmasini kolaylastirmis
ve kene kaynakli yeni enfeksiyonlarin ortaya ¢ikma riskini arttirarak global bir tehdit olusturmaya
baslamistir [7]. Kenelerin dagilimi ve yayginligi direkt olarak halk sagligi problemi olup, ciftlik
hayvam yetistiriciliginin yapildig1 bolgelerde ve kirsal alanlarda bulunan insanlara patojen
etkenleri nakledebilmektedir. Konaklardan veya sahadan toplanan kenelerin soy ve tiirleri ile
belirlenen tiirlerde patojen etkenlerin arastirilmasi, farkli cografik bolgelerde yeni ortaya ¢ikan

kene kaynakli hastaliklarin risk faktorlerinin belirlenmesinde yararli olmaktadir [31].

A. phagocytophilum, insanlara Ixodida ailesine ait sert kenelerle bulasir. Avrupa'daki ana
vektor I ricinus'tur. Dogu ABD'de I scapularis Bati ABD'de I pacificus vektorliik etmektedir.
Asya'da I persulcatus bulastirmadan sorumlu tutulmaktadir. Bazi arastirmalarda Ixodida ailesinin
diger cinslerinde; Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense, Amblyomma dissimile,

Amblyomma maculatum, Dermacentor variabilis’de de A. phagocytophilum DNA's1 gosterilmistir
[5].
Kiiresel 1sinma gibi faktorlerin etkisiyle diinya iizerinde kenelerin yayilma alanlari giderek

genislemektedir. HGA'nin da iginde bulundugu kene kaynakli hastaliklarin yayilma olasiligl

artmaktadir [7].

Tiirkiye'de kenelerin cografik dagilimini tespit etmek i¢in yapilan ¢alismada Ixodida ve
Argasida ailelerinden 32 kene tiirii tanimlanmis, Akdeniz Bolgesinde Ixodida ailesinden18 tiir
bildirilmistir [9]. Calismamizda Ixodida familyasindan 11 tiir tespit edilmis, ¢calisma alanlarimizda
ornek toplama sirasinda diger Ixodid kenelere rastlanmamistir. Calismamizda tespit ettigimiz
kene tiirleri daha 6nce Akdeniz Bolgesinde tanimlanan tiirler arasindaydi. Arastirma sahamizda
arastirma siiresi icerisinde Ixodida familyasi liyesi baska yeni tiir keneye rastlanmadu.
Orneklemimizde tanimlanamayan kene tiirii ile karsilasilmadi. Argasida ailesi tiirleri bu calismada
arastirllmamistir. Bizim c¢alismamizda yar1 Kkarasal iklim ozelliklerine sahip odakta
(Ozboynuinceli-Kirobasi) H. sulcata 115 adet bulunurken akdeniz kiy1 seridinde yar1 nemli 1liman
bolgede (Cagbasi- Cicekli) bu tiir tespit edilmemistir. Karadeniz Bolgesinde yapilan ¢alismadaki

kenelerin tir dagilimi ve iklim istegi iliskisi ile ¢alismamizda bulunan sonuglar tutarh
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bulunmustur. Kenelerin biyoekolojik yasam istekleri dikkate alinarak farkhi iklimsel o6zellik

gosteren odaklarin secilmesiyle daha fazla kene tiiriine ulasilabilecegi anlasilmaktadir.

A. phagocytophilum’un ana vektorleri Ixodes tiirleridir [7]. Bu ¢alismada Hyalomma ve
Rhipicephalus tiirlerinde A. phagocytophilum pozitifligi saptanmistir. Bu tiirlerdeki DNA pozitiflik

enfekte hayvanlardan kan emme sirasinda edinilmis olabilir.

Calismamiz, Mersin yoresi'nde A. phagocytophilum kaynakli enfeksiyonlarin insanlarda ve
hayvanlarda goriilme riskinin ortaya konulmas 1a¢isindan bir 6n calisma niteligindedir. Kene
kaynakli diger patojenlerin vektorii olan veya naklinde rol oynayan kene tiirlerinin belirlenmesi,
bolgesel risk haritalarinin olusturulmasi ve kene kaynakli hastaliklarla ilgili epidemiyolojik
calismalara katki saglayacak veriler elde edilmistir. Kenelerde A. phagocytophilum prevalansinin
belirlenmesi, tasiyici kene tiirlerinin ortaya konmasi ve olasi yeni vektor tiirler iizerine yapilacak

arastirmalar i¢in katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Karadeniz Yoresi'nde bir calismada; (i) nemli sik yagis alan ve iliman kiy1 bélge (Giresun,
Trabzon, Rize) ve (ii) karasal yar1 kurak i¢ kesimlerde kislari soguk yazlari daha sicak biyoklimatik
bolge (Tokat, Amasya ve Glimiishane) olmak tizere iki ayr1 iklim zonundan Ixodida ailesi kenelerin
tir dagilimlarinin farkli oldugu gosterilmistir. Nemli 1liman iklim o6zellikleri gosteren kiyi
seridinden 289 adet Ixodes ricinus ve 10 adet Ixodes hexagonus tanimlanirken, yar1 kurak soguk
bolgeden toplanan keneler arasinda bu tiirler bildirilmemistir. Ayn1 arastirmada nemli iklim
bolgesinden 20 adet H. Punctata tamimlanirken, yar1 kurak bolgede ise 37 adet H. sulcata

bulunmus, her iki kene tiiriine ayni bolgede birlikte rastlanmamistir [125].

Insan Granulositik Anaplazmoz vakalarinin klinik durumu hakkinda ¢ok siirh bilgi
bulunmaktadir. Hastaligin seyri sirasinda test yontemlerinin pozitifligi yakalama oranlarinda
onemli farkliliklar tespit edilmistir. Enfeksiyonun erken akut fazinda PZR testinin duyarlilig
yliksek, >4 giinden sonra akut hastalik doneminin bitisine kadar serolojik testlerden daha az
duyarlhlikta, enfeksiyon bitimine kadar pozitifligi dogru tespit etme yetenegine sahip olduguy,

iyilesme sonrasi PZR testi duyarliliginin ¢ok distiigii bildirilmistir [107].

Hastaligin akut evresinde kan yayma preparatlarinda duyarhiligin %60’a kadar ulastigy,
perifer kanda etken yogunlugu azaldiginda duyarliligin ¢ok hizli bir sekilde distiigi, iyilesme

sonrasl ise kullanigsiz bir yontem oldugu belirtilmistir [90].

Anaplazmoz baslangicindan itibaren >4 giin sonrasinda serolojik testler duyarhlk
kazanmaya baslamakta, hastalik baslangicindan 22 ila 28 giin sonra test edilen hastalarda
maksimum antikor titresi gézlemlenmekte ve iyilesmeden sonra da antikor pozitifligi uzun stire

devam etmektedir [90].
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Insan Granulositik Anaplazmoz bireysel hasta tanisinda ve toplum seroprevalans
calismalarinda en ¢ok IFA testi kullanilmaktadir. Uygulanmakta olan IFA testinde referans antikor
esik titre degeri bulunmamaktadir. Calismalarda esik degerin disiik secilmesi, A.
phagocytophilum seroprevalansinin oldugundan fazla tahmin edilmesine yol agcabilmektedir. Bu

durum, IFA testinin daha az duyarl kabul edilmesine neden olmaktadir [26].

Uygun antibiyotiklerle tedavi baslanmasindan itibaren 24-48 saat icinde PZR duyarlilig
azalir. Pozitif PZR sonucu taniya yardimci olur, ancak negatif PZR sonucu taniy1 dislamaz ve
negatif bir sonu¢ nedeniyle tedavi ertelenmemelidir. PZR ile DNA arastirmak icin periferik kan,

doku ve kemik iligi 6rnekleri kullanilabilir [91].

Bakterilerde Ribozomal RNA genleri oldukca ytliksek derecede korunmusluga sahiptir. Bu
nedenle molekiiler tani ve identifikasyon c¢alismalarinda ve filogenetik karakterlerin
arastirilmasinda en c¢ok tercih edilen gen boélgeleridir. Bir¢cok bakterinin rRNA genleri tek bir
operonda siralanmis bircok kez tekrar eden bolgelerden olusur. Genlerin yerlesimi genellikle
benzerlik gosterir. A. phagocytophilum’'un genomunda diger Rickettsia tlrlerine benzer olarak
yalnizca tek bir sira rrf; rrs ve rrl kopyasi bulunmaktadir [92]. PZR uygulamalarinda en ¢ok dis
membran proteinleri (MSP2) hedef alinmaktadir. Son zamanlarda Sitrat geni (gltA) de PZR hedefi
olarak kullanilmaktadir [90].

Amerika kitasinda Anaplasmosis prevalansinin diger iilkelere gore daha ytliksek oldugu
tespit edilmistir. Diinya’da surveyans calismalarinin ¢ogu seroprevalans arastirmasi olarak
yapilmaktadir. A. phagocytophilum seroprevalansini tahmin etmek amaciyla dort kitada yapilan
56 ayr arastirmanin bulgular1 derlenerek sistematik bir inceleme ve meta-analiz ¢alismasina
dahil edilmis, tiim calismalarin ortalama seroprevalansi %8.4 (%6.6-10.4) olarak tespit edilmistir.
Enfeksiyon riskini belirleyen 6nemli unsurlar dikkate alinarak yapilan siniflandirmalara ragmen,
HGA seroprevalansinin yliksek heterojenlikte oldugu bildirilmistir. Seroprevalans ¢alismalari
sonucunda bir kisim faktorlere bagl olarak insanlar icin kiiresel bir tehdit olusturabilecegi

vurgulanmaktadir [26].

Ulkelerin A. phagocytophilum enfeksiyon yiikii esit degildir ve yeterli bildirim
yapilmamaktadir. Yiiksek riskli olarak degerlendirilen popiilasyonlarda tahmini A.
phagocytophilum seroprevalanst %13,8 olarak bulunmustur. Seroprevalans heterojenliginin en
onemli kaynaklarindan birinin yiiksek riskli popiilasyonlar olabilecegi Meta-regresyon analizi ile

gosterilmistir [30].

A. phagocytophilum’un serolojik tani ¢alismalarinda ELISA yontemi, IFA yonteminden
daha az kullanilmaktadir [11]. ELISA testinde kullanilan reaktiflerin, Ehrlichia tiirlerine karsi

olusan immun yanita karsi1 da capraz pozitif reaksiyon vermesi nedeniyle Anaplasmosis olarak
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degerlendirmede yetersiz kalmaktadir [16]. Anaplasmosis’de iyilesmeden sonra da antikor
yanitinin uzun stire yiiksek kaldigy, tek serum 6rneginden elde edilen pozitif sonuglarin hastalig
dogrulamada yetersiz kaldigi, dogru zamanlanmis cift serum 6rneginde serokonversiyonun
gosterilmesine ihtiya¢c oldugu belirtilmistir [22]. Agir nétropeni ile seyreden Anaplasmosis
olgulari ve immunsuprese hastalarda immun yanit sekillenmedigi durumlarda serolojik testlerin
yanls negatif sonuglar verdigi bildirilmektedir. Insanlarda yiiriitilen mevcut siirveyans
calismalarina hafif klinik belirtilerle seyreden HGA olgulari ile asemptomatik enfeksiyonlar dahil

edilmemistir [26].

Avrupa'nin farkl iilkelerinde insanlarda HGA seroprevalans ¢alismalarinda %0 ile %21
arasinda degisen oranlarda bildirilmistir [26]. Tlirkiye'de Antalya'da kene 1sirmasina maruz kalan
kisilerde A. phagocytophilum'a karsi antikor seroprevalansi %8 olarak bulunmustur [105]. Trakya
bolgesinde kene 1sirig1 oykiisii olan kisilerin %25'inde A. phagocytophilum seropozitifligi
saptanmistir [106]. A. phagocytophilum'a karsi reaktif antikorlarin prevalansi Tokat'ta %5.77 ve

Sinop'un kirsal kesimlerinde %10.62 olarak tespit edilmistir [107].

A. phagocytophilum’un bir insan patojeni oldugunun belirlenmesi ilk defa molekiiler
yontemlerle ortaya konulmustur [3]. PZR testleri HGA'nin klinik ve ¢evresel olarak laboratuvar
tanisinda kiiltiir ve serolojik yontemlere gore duyarhilik ve 6zgulligi ¢cok yliksektir. Ancak PZR
yontemlerinin duyarliliklarinin degisken oldugu belirtilmistir [89]. Ayrica A. phagocytophilum
suslar1 icinde 6nemli genetik farkliliklar oldugu tespit edilmis [62], cesitli konakeilardan veya
cografi konumlardan gelen izolatlar, groESL, ankA ve msp4 gibi siklikla kullanilan PZR hedef
genleri icinde genetik cesitlilik ve farklilik gosterilmistir [92,93]. Bazi testlerin, tiim varyantlari

veya ekotipleri tespit etmede yetersiz oldugu bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir [108].

Vektorlerde ve rezervuar konak¢llarda A. phagocytophilum’un arastirilmasi
calismalarinda bakterinin farkli varyantlarinin oldugu tespit edilmistir. Farkli gen bolgelerine
spesifik primerlerin tanimlama etkinliklerinin degiskenlik gosterdigi bircok c¢alismada
belirtilmistir [108]. Insanlarda ve vektér kenelerde Anaplasma tiirlerinin arastirilmasi icin PZR ve
diger molekiiler yontemler duyarlhilik ve 6zgiilliiklerinin yiiksek olmasi nedeniyle son yillarda ¢cok
sik kullanilmaktadir [109]. A. phagocytophilum DNA’sinin saptanmasinda 16S rRNA gen
bolgesinin diger gen bolgelerine oranla daha duyarli oldugu bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir
[110]. Ribozomal RNA genleri, bakteri tiirleri arasinda oldukga yiiksek korunmusluga sahip genler
olup, tiirlerin identifikasyonlar1 ve filogenetik karakterlerinin ortaya konmasi acisindan

molekiiler calismalarda en sik tercih edilen gen bolgeleridir [90].

Diinya genelinde kenelerde Anaplasma tiirlerinin prevalans belirleme ¢alismalarinda

pozitiflik tespit oranlar1 degiskenlik gostermektedir. Prevalans farkliliklarinin nedenleri arasinda;
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vektor kene populasyonu, hayvan hareketleri ve iklim kosullar1 gibi bircok faktoriin etkili

olabilecegi ileri siiriilmustiir [92].

Ingiltere ve Galler'deki 20 rekreasyon alaninda 2014-2019 yillar1 arasinda alt1 y1l boyunca
toplanan 3.919 adet Ixodes ricinus nimflerinde A. phagocytophilum'un prevalansi %0 ila %20.4
arasinda degisen oranlarda bulunmus, ortalama prevalans %3.6 olarak tespit edilmistir. Pozitif
bulunan 6rneklerde tiir ici varyant cesitliligi %86,8'i A. phagocytophilum ekotip I, diger %
13.2'sinin ise A. phagocytophilum ekotip II'den olustugu tespit edilmistir [110]. Isvi¢cre'nin
tamamini kapsayabilecek nitelikte secilmis 171 bolgeden 62.889 Ixodes ricinus kene, 8534 kene
havuzuna boéliinerek yapilan PZR analizinde A. phagocytophilum DNA'sinin prevalanst %11,9
olarak tespit edilmis, kenelerde bireysel tahmini prevalans %1.71 olarak belirlenmistir [111].
Norveg'te [xodes ricinus ergin ve nimflerinde A. phagocytophilum prevalans: Mayis ayinda Agustos
aymna gore cok daha yiliksek bulunmus ancak sezonlar arasinda biiylik farkliliklara
rastlanmamistir. Ortalama prevalans %8,8 olarak tepit edilmistir [112]. Fransa’da kenelerde A.

phagocytophilum prevalansi %0,4-15,0 araliginda degisken oranlarda bulunmustur [113,114],

Giiney bati Slovakya'da Ixodes ricinus tiir kenelerde A. phagocytophilum prevalansi
kentsel /banliy6é habitatinda %7,2; (%6,1- 8,3) dogal yasam ortaminda %3,1 (%2,5-3,9) olarak
tespit edilmistir. Her bir habitatta yillar ve mevsimler arasinda enfekte kenelerinin prevalansinda
onemli yerel farkliliklar oldugu bildirilmistir [115]. Moldova Kisinev sehrinde yapilan bir
arastirmada 198 adet Ixodes ricinus kenesinde sadece A. phagocytophilum %9, Borrelia
burgdorferi sensu lato ile birlikte pozitiflik %2.5 oraninda rapor edilmistir [116]. Almanya
Bavyera’da yapilan calismalarda Ixodes ricinus tirii kenelerde Anaplasma phagocytophilum
prevalansi %2,5-9 arasinda bildirilmektedir [117]. Almanya’da 5424 kenede yapilan arastirmada
sadece A. phagocytophilum DNA’s1 pozitifligi %1.0(n=54) olarak bulunmustur [118].
Avusturya’da Ixodes ricinus’ta A. phagocytophilum'un iki genetik varyantinin prevalansi %5,1-8.7

araliginda gosterilmistir [119].

Romanya'nin 40 ilcesinden 113 lokasyonda toplanan 10.438 Ixodes ricinus kenesinde A.
phagocytophilum'un yayginligim1 ve cografi dagilimi arastirilmis, Genel enfeksiyon prevalansi
%3.42,1okasyon prevalanslar1 %0.29 ile %22.45 arasinda degisirken, enfekte bolgelerde ortalama
prevalans %5.39 olarak tespit edilmistir. En yliksek prevalans disi kenelerde kaydedilmistir, bunu
erkek ve nimfler izlemistir. Sonuglar ve dagilim modeli, Romanya'nin tiim bélgesini kapsayan
genis bir A. phagocytophilum dagilimi gostermistir [120]. italya'min Kuzey-Batisinda kene
kaynakli patojenlerin arastirildig1 kesitsel bir ¢alismada ti¢ yillik (2017-2019) dénemde farkh
tiirlerden olusan 500 keneden Ixodes ricinus tiriinde %1,2 (+/n=6/500) A. phagocytophilum
DNA’st bulunmustur [121]. Misir’'da yapilan bir calismada Rhipicephalus sanguineus tiri

kenelerin ergin ve nimf formlarinda A. phagocytophilum bildirilmistir [124].
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Calismamizda, Mersin Yoresi'nde, Erdemli, Silifke ve Tarsus ilgelerinden alti yerlesim
biriminden 1497 adet Ixodid kene toplanmistir. Kenelerin morfolojik identifikasyonu stereo
mikroskopta yapilmistir. Orneklemimizdeki kenelerin Ixodida familyasindan dért soy igerisinde
11 farkh tiirde kiimelendigi morfolojik tanimlama ile tespit edilmistir. Keneler soy, tiir ve
cinsiyetlerine gore ayrildiktan sonra, A. phagocytophilum prevalansini belirlemek amaciyla PZR

tabanl ¢ ayr1 molekiiler yontem kullanilmistir.

Yang ve arkadaslar1 [109]; s181r, koyun ve kene 6rneklerinde (n=363) A. phagocytophilum
varliginin tespiti icin; 16SrRNA bolgesinden 3 ayr1 primer setiyle, groEL gen bolgesinden 1 primer
seti ve Msp4 gen bolgesinden 1 set olmak iizere 5 ayr1 primer setinin Nested PZR duyarhiliklarini
karsilastirmiglar. 16SrRNA bolgesinden hazirladiklart primer setleri EC (EC9/EC12a ve
SSAP2f/SSAP2r), EE (EE1/EE2 ve EE3/EE4) ve ge (ge3a/gelOr, ge9f/ge2) ile sirasiyla 75
(%20,7), 42 (%11,6) ve 19 (%5,2) pozitiflik tespit etmislerdir. Ayn1 calismada Msp4 ve groEL
genlerine 6zgii primer setleriyle yapilan Nested PZR ¢alismasinda 6rneklerin hi¢ birinde pozitiflik
tespit edememisler, Msp4 ve groEL gen bdlgelerinin A. phagocytophilum tamisinda duyarh

olmadigini bildirmislerdir.

Calismamizda tim o©rneklerde 16S rRNA gen bolgesinden EC (EC9/EC12a ve
SSAP2f/SSAP2r) primer setlerinin kullanildig1 Nested PZR uygulamasi yapilmistir. Cagbasi-Cicekli
odagindan Temmuz 2020’de toplanan kenelerde; Rhipicephalus sanguineus tiirii 8 adet ergin disi
doymus kenenin bulundugu bir havuzda ve Hyalomma excavatum tirii 6 adet doymus disi ergin
kene bulunan bir havuzda A. phagocytophilum DNA’s1 tespit edilmistir. Kenelerde A.
phagocytophilum DNA’s1 prevalansi %0,95 ( 2/210) olarak bulunmustur.

A. phagocytophilum'un molekiiler karekterizasyon arastirmalari icin 16SrRNA gen
bolgesinden EC (EC9/EC12a ve SSAP2f/SSAP2r), primer setleri ile hazirlanan Nested PZR
yonteminin en yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerini sagladig, karekterizasyon ¢alismalarinda
en elverisli yontem oldugu bircok calismada (32,95, 102,118,119, 122,123) savunulmaktadir. ilk
PZR basamaginda EC (EC9/EC12a) primer seti ile yaklasik 1462bp uzunluktaki PZR iiriiniin elde
edilmesi icin deneyimli personel ile uygun bir ¢alisma ortamina ihtiya¢ duyulmakta, ydntemin
laboratuvar optimizasyon ve validasyonu icin deneme uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Nested PZR yontemi iki asamali PZR wuygulamasindan olusmasi nedeniyle daha fazla
manipiilasyon gerektirmekte ve kontaminasyon riski bulunmaktadir. Real Time PZR y6ntemine

gore daha uzun siirede sonuclanmaktadir.

Calismamizda 16S rRNA gen bolgesine o6zgii Nested PZR uygulamalarimizda A.
phagocytophilum DNA’s1 pozitif bulunan 6rneklerin amplikonlar1 Sanger sekans dizilemesinde
548 bazlik sekans baz dizisi sonuclar1 kendi aralarinda %100 niikleotid sira eslesmesi

gozlemlendi. Tespit edilen izolatlarimizla diinyadan ve Tiirkiye’den daha 6nce GenBank’a girilmis
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A. phagocytophilum izolatlar arasindaki pairwise kiyaslamalarinda 16S rRNA gen bolgesine gore
s1g1r, koyun, kegi gibi hayvanlarda ve ixodid kenelerden bildirilen A. phagocytophilum izolatlari
arasinda cesitli niikleotid varyasyonlari tespit edilmistir. Calismamizda tespit edilen A.
phagocytophilum izolatlarinin, Genbank’ta kayith 48 izolatla (Anaplasma spp. ve A
phagocytophilum) %98 ile %98,72 araliginda benzerlikler bulunmustur. Ruminant ve kenelerden
elde edilen KT944029' numara ile GenBank’ta kayith A. phagocytophilum izolatiyla ¢alismamizda
tespit edilen izolatimizin 548 bazlik pairwise dizi karsilastirmasinda aralarinda %99 (541/549)
identik bulunmus ve sigir kanindan izole edilen MZ148467.1 nolu izolat ile 98% (540/549) dizi

benzerligi bulunmaktadir.

Real-Time PZR ve Nested PZR uygulamalari, konvansiyonel PZR’dan daha duyarl oldugu
degerlendirilmektedir. A. phagocytophilum’un molekiiler tanimlamalar1 ve genetik
karekterizasyon belirlenmesi c¢alismalarinda msp-2 gen bdlgesini hedef alan markirlar
kullanilmistir [38]. Yiiksek degiskenlik gdsteren Msp-Z gen bolgesi tir i¢i varyasyonlarin
belirlenmesi ¢alismalarinda tercih edilmektedir. Msp2 primerler A. phagocytophilum Amerika
suslarinin teshisinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Avrupa’da arastirmacilar farklh

varyantlarin belirlenmesi amaciyla yeni primer tasarimlari yapmislardir [93].

Calismamizda 210 kene havuzundan elde edilen genomik DNA’larda TagMan prob bazl
Real Time PZR uygulamasiyla A. phagocytophilum DNA’s1 arastirildi. Rhipicephalus sanguineus
tlird ergin disi doymus 8 adet keneden olusturulan bir havuzda ve 6 adet Hyalomma excavatum
tiiri doymus disi ergin kene bulunan bir havuzda A. phagocytophilum DNA’s1 pozitif bulundu.
Kene havuz sayisina gore Real Time PZR ile A. phagocytophilum pozitiflik oran1 %0,95 (2/210)
olarak bulunmustur. DNA pozitif bulunan keneler, Tarsus Ilcesine bagh Cagbasi ve Cicekli
mahallelerinden Temmuz 2020’de toplanmisti. Cagbasi-Cicekli odagindan saha ¢alismalarimiz
sirasinda 549 adet H. excavatum toplanmistir. Pozitif 6rneklerin tespit edildigi tarihte (Temmuz
2020 ‘de) Cagbasi-Cicekli odagindan 238 adet H. excavatum toplanmistir. CDC raporlarinda [90]
mevsimsel HGA insidans raporlarinda hastaliklarin en fazla Haziran ayinda goriildiigii, daha sonra
ise Temmuz ayinda artislarin oldugu belirtilmektedir. Calismamizda Temmuz ayinda toplanan
kenelerde A. phagocytophilum DNA pozitifligi tespit edilmis ve ayn1 donemde en fazla kene
toplanmistir. Bulgularimiz, Kene aktivitesi artisi ile patojen sirkiilasyonu arasindaki pozitif

korelasyon varligini desteklemektedir.

Nested PZR ve Rt-PZR yontemlerinin her ikisi ile de ayni1 kene havuzlarindan (2/210) A.
phagocytophilum DNA’s1 tespit edildi. Cohen’in Kappa Testine gore kappa sayisi 1,0 (k=+1) olarak

bulunmus ve iki ydntemin sonuglari birbiri igcinde uyumlu (p<0,001) bulunmustur.

Rt-PZR yontemi tek asamali olmasi nedeniyle kisa siirede ¢ok sayida 6rnegin taranmasina

olanak saglar. Tiir ayrimina olanak verir, daha az reaktif ve sarf malzemesine ihtiya¢ duyulur.
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Ayrica kapali bir sistem olmasi nedeniyle kontaminasyon riski diger yontemlere gére oldukca
disiiktiir. Rt-PZR yonteminin yliksek duyarhligi, kolay uygulanmasi, hizli sonu¢ vermesi ve
kontaminasyon riskinin diisiik olmasi nedeniyle tan1 amagh kullanim i¢in 6ncelikli olarak tercih

edilmesinin uygun olacagi kanaati olusmustur.

Nested PZR yontemi iki PZR amplifikasyonu gerektirdiginden kisa stirede ¢ok sayida
O0rnegin taranmasi icin elverisli degildir. Sonucun degerlendirilebilmesi icin jel elektroforeze
ihtiya¢ duyulmasi, sonu¢ verme siiresini uzatmaktadir. Ayrica, kontaminasyon riski de Rt-PZR’a
gore daha yiiksektir. Tiim bunlarin yaninda Nested PZR y6ntemi yliksek duyarliligi nedeniyle
molekiiler karekterizasyon calismasinda yaygin olarak kullanilmis ve arastirmacilarin tavsiye

ettigi bir yontemdir.

Insan Granulositik Anaplazmozu risk degerlendirmesi yapilabilmesi icin, kenelerdeki A.
phagocytophilum prevalansi hakkinda bilgi sahibi olmak onemli bir 6n kosuldur [118]. A.
phagocytophilum’un tiim diinyada bilinen vektoérleri Ixodes pacificus, 1. scapularis ve I. ricinus'tur
[14]. Tirkiye’'de I ricinus'un Karadeniz, Ege ve Akdeniz bolgeleri gibi nemli ve iliman iklim
ozelliklerine sahip alanlarda bulundugu bildirilmistir [9]. A. phagocytophilum diinyanin ve
Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde ixodida ailesinden Ixodes soyu disindaki soylara ait kene

tiirlerinde tespit edilmistir [14].

Tirkiye’de daha o6nce yapilmis c¢alismalarda Haemaphysalis sulcata, Hyalomma
marginatum ve H. excavatum tiirlerinde A. phagocytophilum pozitifligi bildirilmistir [102].
Calismamizda identifiye edilen Haemaphysalis sulcata, Hyalomma marginatum tirlerinde A.

phagocytophilum DNA’s1 tespit edilmemistir.

Karadeniz Bolgesi'nde sigirlarda kandan yapilan prevalans ¢alismasinda mikroskobik
olarak %10,1’inde (n=720) A. phagocytophilum’a benzer intrastoplazmik inkliizyonlar goriilmiis,
ayni ¢calismada IFAT yontemi ile %15,2 (n=720) seropozitiflik tespit edilmistir. Ayn1 arastiricilar
183 sigir kan ornegini PZR ile incelemis %3,75 oraninda A. phagocytophilum pozitifligi
saptamislardir [122].

Bursa ilinde vektor kenelerin bulundugu bélgelerde yasayan insanlardan ve vektér kene
bulunmayan bélgelerde yasayan insanlarda IFAT ile yapilan seroprevalans calismasinda kene

1sirma Oykiisii bulunan bir kiside (%0,7) seropozitiflik bildirilmistir [123].

Aktas ve arkadaglari, 389 sigir kan orneginde yaptiklari molekiler c¢alismada A.
phagocytophilum DNA’sinin %1 oraninda bulundugunu bildirmislerdir [124]. Calismamizda,
kenelerden olusturdugumuz 210 havuzda %0,95 (2/210) oraninda buldugumuz prevalans, Aktas
ve arkadaslarinin [124] bildirdigi %1’lik prevalans ile benzer gortilmektedir. Calismamizda evcil

hayvanlar iizerinde arastirma yapilmamistir.
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Karadeniz Bolgesi'nden sigirlar iizerinden toplanan kenelerde 6rneklemdeki tiim tiirlerde
A. phagocytophilum prevalansi %6,78 olarak bildirilmistir [125]. Karadeniz Bolgesinde yapilan
calismanin o6rneklemindeki kene tiirleri icinde A. phagocytophilum prevalans dagilimi Hae.
sulcata’da %3,32, Ixodes ricinus’ta %7,64 olarak bildirilmistir. Ixodes tiirlerinde yiiksek prevalans
tespit edilmesi Orneklemin tamaminin prevalansini yiikselttigi goézlemlenmektedir. Bizim
calismamizda A. phagocytophilum prevalansi kenelerde %0.95 olarak tespit edilmistir. Iki
calismanin sonuglari arasinda uyum bulunmamaktadir. Orneklemimizde Ixodes soyundan kene
ornegi olmamasindan kaynakli olarak ¢calismamizda prevalansin daha diisiik (%0,95) bulunmus

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aydin Yoresi'nde yapilan bir baska calismada (102), 20 kene havuzu igerisinde H.
excavatum ve H. marginatum tirlerinden olusturulan 4 havuzda A. phagocytophilum DNA’s1 tespit
edilmistir. Bunun yaninda H. excavatum tiriiniin bulundugu bir havuz ile H. marginatum’'un
bulundugu bir havuzda A. marginale ve A. phagocytophilum birlikte pozitiflik rapor edilmistir
Calismamizda aym tir keneden (H. excavatum) olusan bir havuzda A. phagocytophilum DNA’s1
tespit edilmistir. Ancak calismamizda saptadigimiz prevalans (%0,95), Aydin Yoresinden
bildirilenden daha diisiik bulunmustur. Aydin yoresinde yapilan ¢alismada sadece hayvanlara
tutunmus olan kenelerden c¢alisma yapildig1 i¢in prevalansin yiiksek bulunmus olabilecegi

diistiniilmektedir.

Kayseri Yoresi'nde sigirlardan toplanan kenelerde A. phagocytophilum prevalansi, 265
ergin ixodid kene drneginden bir R. turanicus ve bir H. marginatum tiirii kenede olmak iizere
%0,75 oraninda bildirilmistir [127]. Kayseri Yoresi'nde yapilan bu ¢alismada bildirilen prevalans
(%0,75) ile calismamizda tespit edilen prevalans ( %0,95) benzer bulunmustur. Kayseri yéresinde
yapilan calismada Hyalomma, Rhipicephalus soylarina ait kenelerde A. phagocytophilum DNA’s1
pozitifligi bildirilmis, c¢alismamizda da benzer olarak aymi soylardan kenelerde A.

phagocytophilum DNA’s1 tespit edilmistir.

Bu c¢alismada Mersin Yoresi'nde Ixodid kenelerde A. phagocytophilum’un
varligi/prevalansi molekiiler yontemlerle arastirilarak, H. excavatum ve Rh. sanguineus tirlerinde
A. phagocytophilum varlig ortaya konulmustur. Tiirkiye’de daha dnce yapilmis bazi ¢alismalarda
[124, 127] bildirilen prevalans oranlariyla c¢alismamizda tespit edilen A. phagocytophilum
prevalansinin yaklasik benzer oranlarda oldugu goériilmektedir. Baz1 ¢alismalarda [110,125]
bildirilenlere gore ise daha diisiik A. phagocytophilum prevalansi bulunmustur. Orneklemimizde
(1497 adet kene) A. phagocytophilum igin vektorligii kanmitlanmis Ixodes soyuna ait tiirlerin
olmamasindan kaynakli olarak ¢alismamizda bulunan A. phagocytophilum DNA prevalansinin

(%0,95) bazi ¢alismalarda belirtilenlerden daha diisiik bulunmus olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ixodes soyuna ait tiirlerin de dahil edilecegi arastirmalarda prevalansin daha yiiksek diizeylere

cikabilecegi tahmin edilmektedir.
Kisithliklar

Calismamizda Ixodida familyasindan 4 soy ve 11 tiirden olusan 1497 adet kenede A.
phagocytophilum arastirmasi yapilmistir. Kene toplama sirasinda A. phagocytophilum igin
vektorligl kanitlanmis Ixodes soyuna ait kene tiirlerine ulasilamamistir. Ixodes tiirlerinin de dahil
edilecegi calismalarda A. phagocytophilum prevalansinin daha yiiksek olabilecegi tahmin

edilmektedir.

Calismamiz y1l icerisinde kenelerin aktif oldugu donem dikkate alinarak bir yil siireli
olarak planlanmis olup, vektor aktivasyon sezonunda toplanan kene sayisi ve tiir ¢esitliligi ile
sinirlidir. Birden fazla yili kapsayacak kesitsel calismalar yapilmasi halinde; vektorligi

kanitlanmis kene tiirleri ile vektor potansiyeli olan baska tiirlere ulasilabilecektir.

Arastirma alan1 genisletilmesi ve daha cok lokasyonda, daha fazla arastirma biitce

olanaklariyla daha fazla veri elde edilebilecektir.

5. SONUCLAR ve ONERILER

Granulositik Anaplazmoz genellikle hafif klinik belirtilerle veya asemptomatik
enfeksiyonlar seklinde seyrettigi icin, hastalar tani almayabilir veya yetersiz tedavi

verilebilmektedir.

A. phagocytophilum enfeksiyonu ic¢in cografi konum, iklim, ekonomik ve sosyokiiltiirel
kosullar 6énemli risk faktorleridir. Granulositik Anaplazmoz’'un toplumsal tehdit olusturabilmesi
icin enfeksiyon bulasma dongiisii acisindan en 6nemli konu kenelerin A. phagocytophilum’la
enfekte olmasidir. Anaplazmoz’a iliskin risk degerlendirmesi yapilabilmesi icin, kenelerdeki A.

phagocytophilum prevalansi hakkinda bilgi saglanmasi bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir.

Hayvanlarla temasi olan risk gurubundaki bireylerde, A. phagocytophilum suslarinin ve

yliksek patojenik alt tiplerin ortaya ¢ikmasi ve salginlara neden olma olasilig1 bulunmaktadir.

Bu calismada Mersin Yoresi'nde ixodida ailesinden 4 soya ait 11 tiirden 1497 adet kene,

210 havuza boliimlendirilerek A. phagocytophilum varligl molekiiler yontemlerle arastirilmistir.

H. excavatum tirl kenelerin bulundugu bir havuzda ve R. sanguineus tiirii kenelerden
olusan bir havuzda Nested PZR ve Real time PZR calismalar1 sonucunda A. phagocytophilum
DNA’s1 tespit edilmistir. Nested PZR ve Real time PZR yontemlerinin duyarliliklar1 aralarinda
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uyumlu bulunmustur. Tami g¢alismalarinda Real time PZR yonteminin uygun olacagi
degerlendirilmistir. Karekterizasyon calismalarinda ise Nested PZR diger yontemlere gore
uygulamaya daha elverisli bulunmustur. Arastirma boélgemizde vektorliigii kanitlanmamis kene
tirlerinde A. phagocytophilum tespit edilmesi, HGA risk varligim ortaya koymaktadir. Bu

calismada Mersin Yoresi'nde daha sonra yapilacak calismalar i¢in bir 6n veri saglanmistir.

Calismamizda Argasidae familyasina ait kene tiirleri dahil edilmemistir. Bu aileden
kenelerin de icinde bulunacag calismalarda hala biiyliik oranda soru isaretleri barindiran
rezervuar konak cesitliligi gibi konularda bilgi saglanabilir. Daha fazla tiirden kenenin dahil

edilecegi calismalarda patojen etken prevalansindaki degisim gozlenebilir.

Birden fazla yili kapsayacak calismalarin yapilmasiyla; iklim degisimlerinin vektor ve
patojen varligina/yogunluguna etkisi ortaya konulabilecek ve bircok epidemiyolojik parametre

degerlendirilebilecektir.
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