T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

GUNEYDOGU ANADOLU BOLGESI’NDEKi KOYUN VE
KECILERDE ANAPLASMOSISIN PREVALANSININ
BELIiRLENMESI

Ceylan CEYLAN

DOKTORA TEZi

VETERINERLIK PARAZITOLOJISi ANABILiM DALI

Danisman

Prof. Dr. Ozlem DERINBAY EKIiCi

KONYA 2022



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

GUNEYDOGU ANADOLU BOLGESI’NDEKI KOYUN VE
KECILERDE ANAPLASMOSISIN PREVALANSININ
BELIRLENMESI

Ceylan CEYLAN

DOKTORA TEZi

VETERINERLIK PARAZITOLOJISi ANABILiM DALI

Damisman

Prof. Dr. Ozlem DERINBAY EKIiCi

Bu arastirma Selguk Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP)

Koordinatorliigii tarafindan 2017 OYP 009 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA 2022



ONSOZ

Tiirkiye, subtropikal iklim kusaginda yer alan ve ekonomisi sanayi ve tarim
iirlinlerine dayanan bir iilkedir. Tiirkiye kii¢clikbas hayvan varliginda 6nemli bir paya
sahip olan Giineydogu Anadolu Bolgesi iilkenin et ve siit iiretimine de Onemli
katkilar saglamaktadir. Tiirkiye’de kiiciikbag hayvanciligi kotii yonden etkileyen
birgok faktér olup bunlardan bir tanesi de kenelerle nakledilen Anaplasma
enfeksiyonlaridir. Anaplasmosis kii¢iik ruminantlarda sik¢a rastlanilan ve genellikle
Anaplasma ovis ve Anaplasma phagocytophilium tiirlerinin sebep oldugu bir
enfeksiyondur. Ayrica son yillarda Cin’de koyun ve kegilerde enfeksiyona sebep
oldugu tespit edilen A. capra tiirii de tanimlanmigstir. Bu tiire 2022 yilinda Tiirkiye’de
de rastlanmigtir. Kan parazitlerinin teshisi uzun yillar boyunca klinik bulgularin
goriilmesi ve kan frotilerinin mikroskobik bakisi ile yapilmistir. Teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte serolojik ve molekiiler teshis yontemleri gibi daha hassas ve
6zel metotlar gelistirilmistir. Diger kan paraziti enfeksiyonlarinda oldugu gibi
riketsiyal bir etken olan Anaplasma tiirlerinin teshisinde de giivenilir teshis
metotlarmin kullanilmas1 gerekmektedir. Metot secimi ise uygulanacak yontemin
saha ve/veya laboratuvar sartlarina uygun olup olmadigi; maliyeti Ve testin yapilmasi
icin gereken siire gibi sartlar gozetilerek yapilmaktadir. Calismada kullandigimiz
yontemlerden biri olan mikroskobik muayene yontemi giivenilir sonuglar
saglamakta, ancak tasiyici hayvanlarin teshisinde diger yontemler kadar verim
saglamamaktadir. Caligmada kullandigimiz bir diger yontem olan Rt-PCR yontemi
ise sahada uygulanmasmin zor olmast ve maliyetli bir test olmasi gibi
olumsuzluklarinin yani sira farkli Anaplasma tiirleri arasinda es zamanli ayrim
saglamasi, hassas ve gilivenilir bir teshis metodu olmasiyla diger yontemlerin Oniine
geemektedir. Bu calisma Giineydogu Anadolu Boélgesi’ndeki koyun ve kegilerde
Anaplasma etkenlerinin yayginligini belirlemek amaciyla mikroskobik muayene
yontemi ve Rt-PCR testi uygulanarak yapilmigtir. Anaplasmosisle miicadele
edebilmek i¢in epidemiyolojik oOzelliklerinin agikliga kavusturulmasi, endemik
bolgelerin belirlenmesi, bulagmada rol oynayan vektorlerin tespiti, hasta hayvanlarin
teshis ve tedavilerinin yapilmas: gerekmektedir. Bu nedenle, hastaligin Tiirkiye
koyun popiilasyonu igerisinde oOnemli bir yer tutan Giineydogu Anadolu
Bolgesi’ndeki yogunlugunun belirlenmesi ve gerekli tedbirlerin alinmasi oldukca

Onemlidir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
Mm : Mikrometre

uL : Mikrolitre

ml : Mililitre

mg : Miligram

kg : Kilogram

dk : dakika

S : saniye

iv : Intravenoz

im : intramuskiiler

HGA : Human Granulocytic Anaplasmosis
TBF : Tick Borne Fever

PCR : Polimerase Chain Reaction

PCR-RFLP : Polymerase Chain Reaction-Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism

gPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction

rRNA : Ribosomal Ribonucleic acid

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

CELISA : competitive Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
IFA . Indirect Fluorescent Antibody

LAMP . Loop-mediated isothermal Amplification Protocol



CIZELGE LiSTESI
Cizelge 1.8.1. Tirkiye’de kiiciik ruminatlarda anaplasmosis etkenlerinin prevalans
oranlari.

Cizelge 1.8.2: Avrupa iilkelerinde Anaplasma tiirlerinin gesitli hayvan tiirlerine gore
prevalansi (Ao- A. ovis, Ap- A. phagocytophilum).

Cizelge 1.8.3. Diinya genelinde se¢ilmis bazi lilkelerde Anaplasma tiirlerinin gesitli
hayvan tiirlerine gore prevalansi (Ab-A. bovis; Ac-A. centrale; Aca-A. capra; Am- A.
marginale; Ao- A. ovis; Ap- A. phagocytophilum; ASp-A. spp.).

Cizelge2.1.1: Giineydogu Anadolu Bolgesi koyun ve keci sayisina gore gii¢ analizi
sonugclart.

Cizelge 2.1.2. Giineydogu Anadolu Bolgesi koyun numuneleri, alinan yerler ve
alinan numune sayisi.

Cizelge 2.1.3. Giineydogu Anadolu Bolgesi ke¢i numuneleri, alinan yerler ve alinan
numune sayist.

Cizelge 2.2.3.1. Gergek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizlerinde
kullanilan primer ve problar.

Cizelge 2.2.3.2. Rt-PCR testinde orneklerin A. phagocytophilum etkenleri
bakimindan incelenirken uygulanan 1s1 dereceleri ve stireler.

Cizelge 2.2.3.3. Rt-PCR testinde orneklerin A. ovis etkenleri bakimindan
incelenirken uygulanan 1s1 dereceleri ve siireler.

Cizelge3.1: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyunlarda Anaplasma tiirlerinin
mikroskobik yayginligi.

Cizelge3.2: Giineydogu Anadolu Bolgesi’'ndeki kegilerde Anaplasma tiirlerinin
mikroskobik yayginligi.

Cizelge3.3: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyunlarda Rt-PCR yontemi ile
belirlenen Anaplasma tiirleri ve molekiiler prevalans degerleri.

Cizelge3.4: Gilineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki kegilerde Rt-PCR yontemi ile
belirlenen Anaplasma tiirleri ve oranlari.

Cizelge. 3.1.1. Koyun Rt-PCR ve mikroskobi istatistik sonuglari.
Cizelge. 3.1.2. Ke¢i Rt-PCR ve mikroskobi istatistik sonuglart.

Cizelge. 3.1.3. Koyun ve kegilerde mikroskobi sonuglarmin istatistiki yonden
karsilastirilmasi.

Cizelge. 3.1.4. Koyun ve kegilerde Rt-PCR sonuglarinin istatistiki yonden
karsilastirilmasi.

\



SEKIL LiSTESI

Sekil 1: 16S rRNA dizisine dayanan Anaplasma cinsinin filogenetik agaci
(Filogenetik analiz, MEGA version 7 kullanilarak Minimum Evrim (ME) yontemiyle
gergeklestirilmistir. Olgek cubugu, dizideki konum basina 0.005 niikleotidlik bir
evrimsel mesafeyi gostermektedir. Sekilde her Anaplasma tiirii i¢in ana konaklar

gosterilmektedir).

Sekil 2. Anaplasma etkenlerinin morfolojisi ve hiicre iginde yerlesimi.
Sekil 3. Anaplasma tiirlerinin yasam dongiisii.

Sekil 4. Anaplasma phagocytophilum’un yasam dongiisti.

Sekil 5: Anaplasma etkenlerinin biyolojik naklinde gorev alan bazi kene tiirleri

(orijinal).

Sekil 6. Tiirkiye haritasi iizerinde Giineydogu Anadolu Bolgesi, numune alinan iller
ve incelenen hayvan sayisi.

Sekil 7: Giemsa boyasi ile boyanmis preparat ve mikroskop goriintiisii.

Sekil 8: EZNA Blood DNA mini ekstraksiyon Kiti.
Sekil 9: Calismada Rt-PCR analizlerinin gerceklestirildigi Rt-PCR cihazi.

Sekil 10. Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kecilerde mikroskobik
muayene yontemi ile tespit edilen A. ovis enfeksiyonun illere gore oranlari.

Sekil 11: a: Anaplasma spp. (Batman koyun 20/ 100x orijinal), b: Anaplasma spp.
(Batman koyun 10/100x orijinal).

Sekil 12. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan koyunlarda Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. ovis enfeksiyonunun yiizde oranlar1 (Renk skalasi yogunluk arttik¢a

koyulagsmaktadir).

Sekil 13. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan koyunlarda Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. phagocytophilum enfeksiyonunun yiizde oranlart (Renk skalasi

yogunluk arttik¢a koyulagsmaktadir).

Sekil 14. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan kegilerde Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. ovis enfeksiyonunun yiizde oranlari (Renk skalasi yogunluk arttikca

koyulagmaktadir).

VI



Sekil 15. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan kegilerde Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. phagocytophilum enfeksiyonunun yiizde oranlari (Renk skalasi

yogunluk arttikca koyulagmaktadir).

Sekil 16. Sanlurfa koyun orneklerinin bir kismi ve kegi 6rneklerinin tamaminin A.
phagocytophilum etkenleri yoniinden incelendigini gosteren Rt-PCR sonug ekrani,

Negatif ve Pozitif kontrol 6rneklerinin ct (esik dongiisii) degerleri.

Sekil 17. Sanlurfa koyun 6rneklerinin bir kismi ve kegi 6rneklerinin tamaminin A.
ovis etkenleri yoniinden incelendigini gosteren Rt-PCR sonug ekrani, Negatif ve

Pozitif kontrol 6rneklerinin ct (esik dongiisii) degerleri.

Vil



OZET
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Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kecilerde anaplasmosisin prevalansinin
belirlenmesi

Ceylan Ceylan
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Damisman: Prof. Dr. Ozlem DERINBAY EKIiCi
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Bu ¢alisma Eyliil 2019 tarihinde Giineydogu Anadolu Bolgesi (Kilis, Gaziantep, Sanlurfa,
Adiyaman, Diyarbakir, Mardin, Batman, Siirt, Sirnak)’nde koyun ve kegilerde Anaplasma
etkenlerinden Anaplasma ovis ve Anaplasma phagocytophilum’un yayginligim belirlemek amaciyla
yapilmistir.

Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kecilerde anaplasmosis etkenlerinin
yaygmhiginm belirlemek igin yapilan bu ¢alismada mikroskobik muayene yontemi ve Rt-PCR testi
uygulanmigtir. Mikroskobik muayene ile 384 koyun frotisinin 84 (%21,88)'linde, 384 ke¢i kan
frotisinin 152 (%39,58)’sinde Anaplasma spp. etkenleri tespit edilmistir. Koyun ve keg¢i kan
numunelerinin tamamina DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra Rt-PCR testi uygulanarak koyun
numunelerinin - %89,32(343)’sinde  A. ovis, %42,97 (165)’sinde A. phagocytophilum; keci
numunelerinin %78,91(303)’inde A. ovis, %15,89 (61)’'unda A. phagocytophilum tespit edilmistir.
Caligsma sonucunda Rt-PCR ydnteminin mikroskobik muayene yontemine gore daha kesin ve spesifik
sonuglar verdigi goriilmiistiir. Calismada, Anaplasma tiirleri mikroskobik muayene ile kecilerde
koyunlara gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Calismada Anaplasma tiirleri Rt-PCR ile
koyunlarda kegilere gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum, Giineydogu Anadolu Bélgesi,
keg¢i, koyun, mikroskobik muayene, Rt-PCR
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Determination of the prevalence of anaplasmosis in sheep and goats in Southeastern Anatolia
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This study was carried out to determine the prevalence of Anaplasma ovis and Anaplasma
phagocytophilum in sheep and goats in Southeastern Anatolia Region (Kilis, Gaziantep, Sanliurfa,
Adiyaman, Diyarbakir, Mardin, Batman, Siirt, Sirnak) in September 2019.

The microscopic examination method and Rt-PCR test were applied in this study to determine the
prevalence of anaplasmosis agents in sheep and goats in the Southeastern Anatolia Region.
Anaplasma spp agents were detected in 84 (21,88%) of 384 sheep smears and 152 (39,58%) of 384
goat blood smears by microscopic examination. After DNA extraction was performed on all sheep and
goat blood samples, a Rt-PCR test was applied, and A. ovis was detected in 89,32% (343), A.
phagocytophilum in 42,97% (165) of sheep samples; A. ovis was detected in 78,91% (303) and A.
phagocytophilum in 15,89% (61) of goat samples. As a result of the study, it was seen that the Rt-PCR
method gave more precise and specific results than the microscopic examination method. In the study,
Anaplasma spp. were detected at a higher rate in goats than sheep by microscopic examination. In the
study, Anaplasma spp. were detected at a higher rate in sheep than goats by Rt-PCR.

Keywords: Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum, Southeast Anatolia Region goat, sheep,
microscopic examination, Rt-PCR



1.GIRIS

Tiirkiye, subtropikal iklim kusaginda bulunan ve Avrupa ile Asya kitalari
arasinda yer alan, 80 milyondan fazla niifus ile 50 milyondan fazla besi hayvanina
sahip bir iilkedir. Tiirkiye'nin ekonomisi sanayi ve tarim iriinlerine dayanmaktadir.
Tirkiye Akdeniz, Ege, Marmara, Giineydogu Anadolu, Karadeniz, Dogu Anadolu ve
I¢ Anadolu olmak iizere yedi ayr1 cografik bolgeye ayrilmaktadir. Tiirkiye cografik
konumu itibariyle, Avrupa, Asya ve Afrika kitalarindaki mevcut birgok hastaligin
kitalar aras1 gegisi icin dogal bir kdprii gérevi gormektedir. Tiirkiye nin I¢ Anadolu
Bolgesi’nde bulunan Kayseri ilindeki ‘Sultan Sazligi’, Marmara Bolgesi’ndeki
‘Manyas Kus Cenneti’, Karadeniz Bolgesi’'ndeki ‘Kizilirmak Deltasi’ ve ‘Cernek
Kus Halkalama Istasyonu’ ile Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde bulunan Diyarbakir
ilindeki ‘Hevsel Kus Cenneti” ve Dogu Anadolu’da bulunan ‘Aras Kus Cenneti’ gibi
bircok bataklik ve gdo¢men kus istasyonu, kene ve kene kaynakli hastaliklarin
yayilmasi i¢in yiiksek epidemiyolojik éneme sahiptir. Ayrica, Tirkiye'nin cografik
konumu, iilkenin yedi bolgesinde olduk¢a degisken iklim kosullarina neden
olmaktadir. Anadolu'nun platolarinda tipik bir karasal iklim hiikiim siirerken, kiy1
kesimlerinde ise iliman iklim hakim olmaktadir. Yedi cografik bolgenin her biri
farkli iklim kosullar1, bitki ortiisii ve dort mevsim boyunca ¢esitli vektor artropodlar

i¢in uygun habitat saglayan yaban hayatina sahiptir (Inci ve ark 2016).

Tiirkiye'nin iklimi ve ekolojisi theileriosis, babesiosis ve anaplasmosis gibi
enfeksiyon etkenlerini nakleden kene tiirlerinin gelismesi ig¢in uygundur.
Hayvanciligin ¢ogunlukla bilingsiz sekilde yapilmasi ve hayvan hareketleriyle ilgili
diizenlemelerin yetersiz olmasi sebebiyle bu tiir hastaliklar ge¢misten giiniimiize
kadar yiiksek oranlarda yayilis gdstermektedir. Ayrica vektdr kenelerin biyolojisi ve
mevsimsel aktiviteleri 1yi bilinmeden kene miicadelesi yapilmakta ve buna bagh
olarak ciddi oranlarda is giicii ve ekonomik kayiplar yasanmaktadir (Seving ve Xuan

2015).

Kene kaynakli hastaliklar giinlimiizde diinya genelinde halk sagligin1 6nemli
Ol¢iide tehdit etmektedir. Molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle beraber, kene
kaynakl1 patojenlerin yeni tiirleri ve genetik varyasyonlar1 kenelerde ve hayvanlarda
kesfedilmekte hatta bazi tiirler insan patojeni olarak tanimlanmaktadir. Ortaya ¢ikan

kene kaynakli enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugu son 20 yilda kesfedilmistir. Yeni



kene kaynakli patojenlerin tanimlanmasi, tehdit olusturan bu etkenlerin kontrol altina
alinmasini, ekolojik ve halk sagligi onlemlerinin gelistirilmesini kolaylastiracaktir

(Yang ve ark 2017).

Tiirkiye ekonomisinde hayvancilik sektorii; artan niifusun hayvansal protein
ihtiyacim1 karsilamasi, bolgeler ve sektorler arasi dengeli kalkinma ve istikrar
saglamasi, sanayi ve hizmet sektdrlerinde istihdam olanaklar1 yaratarak kirsal
alanlarda issizlik sorununu azaltmasi, gizli issizligi ve gocii dnlemesi, kalkinma ve
sanayilesme finansmaninm1 6z kaynaklara dayandirmasi, dogrudan insan gidasi olarak
degerlendirilemeyen bitkisel iiriinlerin ve artiklarinin hayvanlara faydali gidalara
doniistiiriilmesi, sanayi i¢in hammadde saglamasi, ihracati artirmasi agilarindan

Oonemli potansiyele sahip bir sektordiir (Aydemir ve Pigak 2007)

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2017 verilerine gore Tiirkiye nin
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde toplam 6.174.348 bas koyun ve 2.669.638 bas kegi
bulunmaktadir. Bu verilere gore toplam 1.048.308 litre olan yillik siit {iretim
miktarmin 27.407 litresi koyunlardan, 42.489 litresi kecilerden; 39.951.539 ton yillik
kirmizi et tiretim miktarinin ise 100.058 tonu koyun, 37.525 tonu kegilerden elde
edilmektedir (TUIK 2018). Hayvan sayisi ¢ok olmasma ragmen elde edilen
hayvansal iiriin miktar: istenilen diizeyde degildir. Et ve siit {iretimini arttirmak
amaciyla son zamanlarda yetistiricilik potansiyeli olan bdlgelerde kiiltlir irklar
iretimi tesvik edilmektedir. Birim hayvanda tiretim artisi, enfeksiyon hastaliklarina
duyarlhilig1 da arttirdifindan, dogru bakim ve besleme yaninda bu hastaliklara karsi
etkin bir miicadele gerekmektedir. Hayvancilik sektoriinde yiiksek verimliligin
devami ancak uygun bakim ve besleme kosullarmin iyilestirilmesinin yaninda,
hastaliklarin teshis, tedavi ve kontrolii noktasindaki basar1 ile de miimkiindiir

(Hosgor 2011).

Hayvancilik sektoriinii etkileyen en dnemli kene kaynakli enfeksiyonlardan
birisi anaplasmosisdir. Anaplasmosis, gall sickness, tropikal bovine ehrlichiosis de
denilen, Anaplasma soyuna bagl ¢esitli tiirlerin neden oldugu, tropik ve subtropik
bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen enfeksiydz bir

hastaliktir (Inci ve ark 2013).

Onceden protozoon olarak bilinen, ancak prokaryon ve gram negatif

Ozelliginden Otlirii bakteri sayilan rickettsial mikroorganizmalar, genellikle kan
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protozoonlar1 ile birlikte goriildiiklerinden protozooloji konular1 arasinda yer
bulmuslardir. 2001 yilina kadar Ehrlichia ailesinde yer alan; gelisen molekiiler
tekniklerle yeniden siniflandirilan Anaplasma tiirleri, bakteri aleminden, rickettsiales
dizisinden, Anaplasmataceae ailesinden, gr (-), kapsiilsiiz, sporsuz, hareketsiz, 0.2-
0.9 um boyutunda, kii¢iik, yiiziik seklinde zorunlu intraseliiler ve zoonoz karakterde

olan bakterilerdir (Rymaszewska ve Grenda 2008).

Bu arastirmanin, ekonomik gelirin biiyik bir kisminin hayvanciliktan
saglandig1 Tiirkiye’de; dol verimini diisiirmesi, abortlara neden olmasi, et ve siit
verimini etkilemesinin yaninda diger hastaliklarin Oniinii agmasiyla kisa siirede
yiiksek verim almaya yonelik olan kiiciik ruminant hayvanciligina biiyiik ekonomik
zararlar veren kiigiik ruminant anaplasmosis enfeksiyonunun epidemiyolojisi, teshisi
ve tedavisi lizerine giiniimiize uyarlanmis korunma, kontrol ve tedavi prosediirlerinin

gelistirilmesine yarar saglayacag diistintilmektedir.
1.1.Koyun-kegilerde ve farkh konaklarda anaplasmosis

Anaplasma tiirleri konaklarinda farkli hiicreleri enfekte ederler. Anaplasma
marginale, A. centrale ve A. ovis ruminantlarin eritrositlerine, A. platys kopeklerin
trombositlerine, A. phagocytophilum ise insan ve evcil hayvanlarin graniilositlerine
yerlesmektedir (Torina ve Santo 2012). Anaplasma etkenleri; damarlarin endotel
hiicrelerine, notrofil, monosit, makrofaj ve eritrosit gibi kan hiicrelerinin
sitoplasmasina yerlesmektedir (Carrade ve ark 2009). Anaplasma marginale,
ozellikle eritrosit duvarinda veya duvara yakin bir bolgede yerlesim gdsterirken, A.
centrale, eritrositlerin merkezinde veya merkeze yakin olarak bulunmaktadir.
Hastaligin hafif semptomlarla seyrettigi olgularda eritrositler icerisinde 1-2 etken
bulunurken, hastaligin siddetli seyrettigi olgularda bu say1 6-7’ye ¢ikabilmektedir
(Seving 2004). Diinyada yaygin olarak bulunan Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ornithodoros ve Amblyomma cinslerine ait kene tiirleri
Anaplasma tiirlerinin naklinde rol oynamaktadir (Torina ve Santo 2012). Anaplasma
tirleri keneler (Dermacentor, Amblyomma, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma ve
Ornitodoros tiirleri) ile biyolojik olarak, kan emen bazi sinekler (Tabanidler,
Stomoxys spp. ve bir¢ok sivrisinek tiirii) ile mekanik olarak taginirlar (Hornok ve ark
2011).



Koyun ve kegilerde anaplasmosise sebep olan tiirlerin basinda A. ovis
gelmektedir. Anaplasma ovis'in neden oldugu anaplasmosis genellikle
asemptomatiktir, ancak bazen siddetli anemiye sebep olabilmektedir. Sigir
anaplasmosisinde goriilen semptomlara benzer semptomlar genellikle kiigiik
ruminantlarda immiinosupresyon durumunda gelismektedir. Anaplasma ovis
enfeksiyonu Tiirkiye'de basta Dermacentor ve Rhipicephalus tiirleri olmak tizere

cesitli keneler ile bulagmaktadir (Stuen 2016).

Sigirlarda anaplasmosise sebep olan tiirler A. marginale, A. bovis, A. centrale
ve A. phagocytophilum'dur. Sigirlarda anaplasmosis, iki yasindan biiyiik hayvanlarda
daha ciddi seyretmekte ve A. marginale enfeksiyonlarinda genellikle o6liimle
sonuclanmaktadir. Baglica klinik belirtiler ates, sarilik ve istahsizliktir. Siit
tiretiminde azalma ve abortlar da goriilebilmektedir. Genellikle anemi goriilmekte
fakat degisken derecelerde. Anaplasma centrale ile enfekte sigir, koyun ve kegilerde
hastalik hafif, asemptomatik seyretmektedir. Bununla birlikte, ayni hastaliktan
muzdarip kegilerde ciddi bir anemi gelisebilmektedir (Dantas-Torres ve Otranto
2017).

Atlarda anaplasmosise sebep olan tir A. phagocytophilum’dur. At
anaplasmosisinde klinik belirtiler ates, uyusukluk, anoreksi, ekstremite 6demi, petesi,
sarilik ve ataksiyi igermektedir. Ana laboratuvar bulgular 16kopeni, trombositopeni

ve anemidir (Dumler ve ark 2005, Dantas-Torres ve Otranto 2017).

Kopeklerde enfeksiyona neden olan Anaplasma tiirleri A. phagocytophilum ve
A. platys'dir. Bu tiirler kopeklerde sirasiyla kopek graniilositik anaplasmosisi ve
kopek siklik trombositopenisine neden olmaktadir. Kopeklerde kdpek graniilositik
anaplasisinin baslica klinik semptomlari ates, uyusukluk, lenfadenomegali, anoreksi,
artrit, splenomegali, kilo kayb1 ve kusmadir. Anaplasma platys kopeklerde siklikla
asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir (Sykes ve Foley 2014).

Insanlarda genellikle gzlenen klinik belirtiler halsizlik, ates, kas agrisi1 ve bas
agrisidir. Bazi hastalarda gastrointestinal sistem ve solunum yollari, karaciger ve
merkezi sinir sistemi etkilenebilmektedir. En sik goriilen laboratuvar bulgular
trombositopeni, 16kopeni, anemi ve transaminaz diizeyinde artistir (Dumler ve ark

2005, Dantas-Torres ve Otranto 2017).



1.2. Anaplasma etkenlerinin tarihgesi

Avrupa’da kene hummasi 1870 yilindan beri koyun, keci ve sigirlarda
bildirilmektedir. Bu hastaligin etiyolojik ajan1 tam olarak bilinmese de hastaligin
semptomlarinin  anaplasmosisin  giinlimiizdeki karakterizasyonu 1ile Ortiistiigl
bildirilmistir (Kocan ve ark 2003). Anaplasma marginale ile ilgili ilk bildiri 1894
yilinin baglarinda Salmon ve Smith’in bir buzagmin eritrositlerinde inkliizyon
cisimcikleri tespit etmeleri ile rapor edilmistir. Fakat tam tanimlama Sir Arnold
Theiler tarafindan 1910 yilinda Giiney Afrika sigirlarinin eritrositlerinde bakterileri
tespit etmesiyle yapilmistir. Theiler bu etkenleri sigirlarin eritrositlerinde daha ¢ok
kenarlara yerlesen tiir (A. marginale) ve daha ¢ok eritrositin merkezinde yerlesen tiir
(A. centrale) olmak iizere iki gruba aymrmustir. Tespit edilen bu etkenlerden
ikincisinin evcil hayvanlar i¢in daha az patojen oldugu bildirilmistir (Kocan ve ark
2003, Kocan ve ark 2010). Tirkiye’de Anaplasma etkenleri ile ilgili ilk ¢alismalar
1926 yilinda Riza Ismail tarafindan Karacabey Harasinda bulunan sigirlarda
gerceklestirilmistir. Daha sonra 1931°’de Lestoquard tarafindan Bursa g¢evresindeki
sigirlarda anaplasmosis vakalari rapor edilmistir (Mimioglu ve ark 1969). 1930’Iu
yillarda, Sanborn, Stiles ve Moc A. marginale’nin Tabanidae ailesindeki tiirlerle ve
Stomoxys calcitrans tiirii sineklerle mekanik olarak bulastigini kanitlamislardir.
1980’lerin sonunda ise A. marginale’nin yasam dongiisii Dermacentor cinsi
kenelerde izlenebilmistir (Kocan ve ark 1989, Dantas Tores and Otranto 2017).
Takip eden yillarda A. ovis, A. platys ve A. bovis gibi hayvanlar i¢in daha patojen
olan tiirler kesfedilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarda Anaplasma tiirlerinin
insanlar i¢in de patojen oldugu bildirilmistir. Amerika’da bir hastaya 1994 yilinda A.
phagocytophilum  kaynakli ilk anaplasmosis HGA (Human Granulocytic
Anaplasmosis) teshisi konulmustur. Daha sonra bu teshisten yola g¢ikilarak,
Amerika’nin Minnesota ve Wisconsin eyaletlerinde nedeni bilinmeyen atesle
hastaneye getirilen alti hastanin periferik kan yaymalarinda graniilositlerinin
sitoplasmasinda inkliizyon cisimcikleri (morula) tespit edilmistir (Chen ve ark 1994).
1996 yilinda ise Avrupa'da ilk insan anaplasmosis olgusu Slovenya'dan bir hastada
tanimlanmistir (Petrovec ve ark 1997). Daha sonra ayni hastaliga Polonya’da da
rastlanmistir (Rymaszewska ve Grenda 2008). Yapilan bu calismalardan sonra
zoonotik Onemi g6z Oniinde bulundurularak, anaplasmosis {izerine yapilan

calismalarin sayis1 artmistir.



1.3. Patojen Anaplasma tiirleri

Anaplasma cinsi Anaplasma ovis, A. centrale, A. marginale, A. bovis, A.
phagocytophilum, A. platys ve yeni kesfedilen bir tiir olan A. capra olmak tizere yedi
tirtic barindirmaktadir (Dumler ve ark 2005, Li ve ark 2015). Bu tiirlerden A.
marginale, A. centrale ve A. bovis’in esas konaklar1 sigirlardir. Anaplasma ovis igin
esas konak koyun ve kegiler, A. platys i¢in ise kopeklerdir. Anaplasma tiirlerinin
omurgali konak viicudundaki yerlesim yerleri birbirinden farklidir. Anaplasma
marginale, A. centrale ve A. ovis eritrositlere; A. bovis ve A. phagocytophilum
graniilositlere, A. platys ise trombositlere yerlesmektedir (Inci ve ark 2016).
Anaplasma phagocytophilum ise ruminant, at, kdpek ve insanlar ile rezervuar 6devi
goren evcil ve yabani bir¢ok hayvanda bulunmasi yoniiyle ¢ok genis bir konak
spektrumuna sahiptir (Rikihisa 2011). Li ve ark (2015) yeni bir tiir olan A. capra’nin
varligimi Cin’in kuzeyinde koyun, kegi ve kenelerden bu etkenleri izole ederek ortaya
koymuslardir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu etkenin insanlarda da hastalik
olusturdugu bildirilmigtir. Bu tlirler esas konaklar1 disinda hayvanlarda da
bildirilmistir. Sigirlar igin patojen bir tiir olan A. marginale koyun ve kegileri de
enfekte etmekte ve latent enfeksiyonlara neden olmaktadir (Kuttler 1984, Kocan ve
ark 2010). Enfektif doza gore degismek tizere, hastaligin inkubasyon periyodu 21-45
giin arasinda degismektedir. Etkenler eritrosit icinde c¢ogalmakta, ekstravaskiiler
hemoliz ve bundan dolay:1 siddeti artan bir anemiye neden olmaktadir (Gale ve ark
1996, Gokge ve ark 2013). Ayrica Cin, Italya ve Tunus’ta yapilan ¢alismalar koyun
ve kecilerde A. bovis’in de bulundugunu géstermektedir (Rymaszewska ve Grenda
2008). Bunlara ilave olarak kopeklerde bulunan Anaplasma tiirii olan A. playts keci
ve koyunda saptanmistir fakat A. playts ve A. bovis’ten kaynaklanan enfeksiyonun

koyun ve kegilerde subklinik olarak seyrettigi belirtilmistir (Hosgor 2011).
1.4. Anaplasma tiirleri ve genel 6zellikleri
1.4.1. Anaplasma ovis

Anaplasma ovis, kii¢iik ruminantlarda anaplasmosise neden olan zorunlu
eritrosit ici, riketsiyal bir etkendir. Anaplasma ovis koyun, ke¢i ve bazi vahsi
ruminantlart enfekte etmektedir (Ben Said ve ark 2018). Etken vektorlerle biyolojik
ve mekanik olarak nakledilebilmektedir. Biyolojik nakilde, Anaplasma ovis'in yasam

dongiisii omurgalilarla keneleri icermektedir. Anaplasma etkenlerinin biyolojik
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vektorleri  Ixodes, Dermacentor (D. silvarum, D. marginatus, D. andersoni),
Rhipicephalus (Rh. bursa, Rh. bursa turanicus), Haemaphysalis (Hae. sulcata
sulcata) ve Amblyomma cinslerinde bulunan kene tiirleridir. Bu etkenler aym
zamanda, pireler, tabanidler gibi artropodlarla ya da enjektor, makas gibi veteriner
hekim aletleri ile mekanik olarak da nakledilebilmektedirler (Torina ve Caracappa
2012, Cabesaz Cruz ve ark 2019). Aktas ve ark (2009) A. ovis etkenlerini molekiiler
yontemler kullanarak vektor kenelerden izole etmislerdir. Hashemi-Fesharki (1997)
kan emen sineklerin A. ovis’in bulasmasina katildigini bildirmis, Uilenberg (1997) de
A. ovis'in bulastirilmasinda bir¢ok cins ve tiir sinegin rol alabilecegini bildirmistir.
Hornok ve ark (2011)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada Hippoboscidae ailesinden bir

sinek olan Melophagus ovinus’un da bu hastaliga vektorliik yaptigi bildirilmistir.

Kiiglikbas hayvanlarda anaplasmosis etkeni olan A. ovis ilk olarak 1912
yilinda Bevan tarafindan bir koyunda bildirilmistir. Daha sonra Asya, Avrupa, Afrika
ve Amerika gibi diinyanin birgok bolgesinden vakalar bildirilmistir (Renneker ve ark
2013). Tirkiye’de, A. ovis ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda etkenin
prevalansiin mikroskobik olarak %0,2-41.53 (Goksu 1967, Hoffmann ve ark 1971,
Giiralp ve ark 1975, Ozer ve ark 1993, Ekici 2016, Ceylan 2019), serolojik olarak
%75,12 (Ekici 2016), molekiiler olarak ise %18,0-67,06 (Renneker ve ark 2013,
Altay ve ark 2014, Oter ve ark 2016, Bilgi¢ ve ark 2017, Zhou ve ark 2017, Aktas ve
Oziibek 2018, Seving ve ark 2018) tespit edildigi bildirilmistir (Aydin ve Dumanl
2019).

Enfeksiyon siklikla subklinik seyir gostermekte ancak kegilerde, koyunlara
gore Ozellikle stresli veya zayiflamig hayvanlarda daha siddetli seyredebilmektedir.
Enfeksiyonun akut dénemi ates, zamanla siddetlenen anemi, sarilik, kilo kayb1, siit
veriminde azalma ve bazen O6liim ile karakterizedir. Dalagin operasyonla alinmasi
(splenektomi) ve diger enfeksiyonlar hayvanlarin direncini diislirerek hastaliga
yatkin hale getirmektedir. Yetersiz beslenme ve gebelik gibi diger stres faktorleri de

hayvanlarin anaplasmosise duyarliligini arttirmaktadir (Yasini ve ark 2012).

Hastaligin akut evresinde teshis genellikle klinik belirtiler, siirme frotide
mikroorganizmalarin  varliginin  mikroskobik olarak tespiti ve enfeksiyonun

hematolojik bulgular1 1s18inda yapilmaktadir. Hastaligi atlatan hayvanlar kalict



enfeksiyonlar gelistirebilmekte ve hastaligin rezervuari olarak yasamlarina devam

etmektedirler (Yasini ve ark 2012).

Akut anaplasmosisin koenfeksiyonlar, sicak hava, asilama, siddetli kene
istilalar1, uzun mesafeli yolculuklar ve hayvan hareketleri gibi stres faktorleri ile
iliskili oldugu a¢iklanmistir. Khayyat ve Gilder (1947) A. ovis'in, Babesia motasi ile
birlikte seyrettigi alti klinik vakay1 gozlemleyerek, besinin hayatta kalmadigini
gormiis bunun bir koenfeksiyonun sonucu olabilecegini, anaplasmosisde birden fazla
patojenin tek bir patojenden kaynaklanan enfeksiyonlardan daha siddetli
olabilecegini bildirmislerdir. Baska c¢alismalarla da A. ovis ve B. ovis
koenfeksiyonlar1 bildirilmistir. Irak’ta Renneker ve ark’nin yaptigi bir galismada
(2013b) koyunlardan toplanan kanlarin %3’tinde A. ovis, Babesia ovis ve Theileria
ovis ile koyunlarda goriilen diger Theileria etkenlerinin ayni hayvanda gorildigii

bildirilmistir.

Chochlakis ve ark (2010), A. ovis'in kismi major surface protein 4 (MSP4)
dizilerinin ¢oklu dizi hizalamalarina dayali filogenetik analizleri sonucu, Kibris'ta bir
kadin hastadan izole edilen zoonotik A. ovis susu ile klasifiye olan, GB3 ve GK1
olarak adlandirilan iki yeni genotip ortaya ¢ikarmistir. Yapilan bu g¢alismanin
ardindan A. ovis epidemiyolojisi iizerine yapilan arastirmalar, zoonotik &zelligini

belirten bulgular 1s1g1inda daha fazla 6nem kazanmistir (Chochlakis ve ark 2010).
1.4.2. Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum sigir, koyun, kegi, kopek, at, geyik ve insan
dahil birgok memelinin noétrofillerini enfekte eden, zoonotik 6zelligi olan bakteriyel
bir etkendir (Stuen ve ark 2003). Anaplasma phagocytophilum etkenleri, omurgali
konaklarin mononiikleer fagositik sistem hiicrelerine, eritrosit ve trombositlerine
yerlesen, kiiclik (yaklasik 0.3 pm), gram negatif, pleomorfik mikroorganizmalardir.
Bu nedenle etkenleri tasiyan omurgali konaklarin periferik kani veya dalak,
karaciger, kemik iligi gibi baz1 organlarin eksudatlarindan hazirlanan frotilerde bu

etkenlerin teshisi yapilabilmektedir (Dantas-Torres ve Otranto 2017).

Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa ve Asya’dan insan, kene ve hayvan
tirlerinden elde edilen 500'den fazla kismi psoudogen dizisi GenBank'ta

bulunmaktadir. Bu dizilerden 16 Amerikan susu ve 4 Avrupa susu olmak iizere yirmi



A. phagocytophilum genomu sekanslanmistir. Yapilan birkag arastirmaya gore
ruminantlart enfekte eden suslarin insanlar igin patojenik olmadigi bildirilmistir

(Barbet ve ark, 2013).

Anaplasma phagocytophilum un prototipi ilk olarak 1932 yilinda Iskogya’da
tammlanmistir. 1940 yilinda Rickettsia phagocytophila olarak isimlendirilmis,
1960’11 yillarda ise etkene granulositik hiicrelere yerlesmesi ve Cytoecetes microti’ye
olan morfolojik benzerligi nedeniyle Cytoecetes phagocytophila adi verilmistir. Ayni
yillarda Kaliforniya’da atlarda tespit edilen granulositik ehrlichiosis etkeni ise ayri
bir tiir olarak kabul edilmis ve Ehrlichia equi olarak tanimlanmustir. S6zii gegen bu
etkenler testler sirasinda gram negatif olmalarina ragmen gram boya ile boyanmamus;
Giemsa, Leishman ve diger diferansiyel boyalarla boyanarak bakterilerden
ayrilmislardir (Woldehiwet 2010). 1980°1i yillarda Amerika Birlesik Devletleri'nde
insan granulositik ehrlichiosis vakalar1 tespit edilmis, benzer vakalar ilerleyen
zamanlarda Avrupa’da da ortaya c¢ikmustir (Woldehiwet 2010). Ribosomal
Riboniikleik Asid (rRNA) genlerinin sekans analizlerine gére 2001 yilinda yapilan
smiflandirmada ruminant, at ve insanlarda tespit edilen granulositik ehrlichiosis
etkenlerinin ayni tiiriin fakli varyantlar1 oldugu ifade edilmistir. Giiniimiizde koyun,
kegi, at, sigir, kopek, kedi gibi hayvanlar ve insanlarda tespit edilen granulositik
ehrlichiosis etkeninin A. phagocytophilum oldugu kabul edilmektedir. Anaplasma
phagocytophilum’un neden oldugu enfeksiyon insanlarda human granulositik
ehrlichiosis/anaplasmosis, hayvanlarda kene kaynakli ates (tick borne fever/ TBF),
sigirlarda ise ayrica mera hummasi (pasture fever) olarak adlandirilmaktadir (Atas ve

ark 2016).

Zhan ve ark (2010) yaptiklari bir caligmada kenelerin diginda, kiigiik
kemirgenlerden de A. phagocytophilum etkenlerini izole ederek hastalikta vektor rolii
alabildiklerini belirtmislerdir. Anaplasma phagocytophilum Ingiltere’de yabani
ruminantlardan; yabani ke¢i, kirmiz1 ve alageyik ile karacalarda da tespit edilmistir.
Ayrica Norveg, Slovenya, Isvigre ve Avusturya'da kahverengi geyik, karaca ve dag

kegisi gibi ¢esitli cervidlerde de tespit edilmistir (Woldehiwet 2010).

Tiirkiye’de ise A. phagocytophilum 2005 yilina kadar bildirilmemistir (Unver
ve ark 2005). Tirkiye’de 2005 yilindan giiniimiize kadar A. phagocytophilum’un

kiiciik ruminantlardaki prevalansini belirlemek igin yapilan caligmalarda etkenler



mikroskobik yontemle %9,86 (Gokge ve ark 2008); serolojik yontemlerle %14,86-
21,3 (Unver ve ark 2005; Gokge ve ark 2008, Ekici 2016) ve molekiiler yontemlerle
%1,56-66,7 (Gokege ve ark 2008, Altay ve ark 2014; Atas ve ark 2016, Oter ve ark
2016, Bilgi¢ ve ark 2017, Seving ve ark 2018, Benedicto ve ark 2020, Ceylan ve ark
2021a) oraninda tespit edilmistir.

Hastalik, yiiksek ates, rickettsemi (enfekte notrofiller), notropeni, diisiik siit
verimi ve bagisik olmayan gebe hayvanlarda abort ile karakterizedir. Kene kaynakli
ates hastaliginin (TBF) bagisiklik sistemi iizerinde olumsuz etkisi belirtilmis ve
hastaliklara duyarlilig: arttirdig: bildirilmistir (Garcia-Perez ve ark 2003).

Koyun ciftliklerinde o6nemli ekonomik kayiplarin nedenlerinden biri
abortlardir. Etiyoloji cesitlidir ve aborta neden olan ajanlarin ¢cogu zoonotik etkili
patojenlerdir. Bu etkenlerden olan A. phagocytophilum (Ehrlichia phagocytophila),
Avrupa'daki bircok iilkede de yerli ruminantlarda graniilositlere ve monositlere
yerleserek kene kaynakli atese neden olmaktadir (Atif 2016). Ispanya’da yapilan bir
calismada koyunlarda goriilen abortlar sonrasi toplanan 6rneklerde bir¢ok etiyolojik
abort ajani arastirilmis ve Toxoplasma ve Border disease viriis ardindan bir diger
abort etkeninin A. phagocytophilum oldugu bildirilmistir (%16) (Garcia-Perez ve ark
2003).

1.4.3. Anaplasma platys

Ik olarak Amerika’da 1978 yilinda trombositleri enfekte eden ehrlichial bir
mikroorganizma olarak tanimlanan; kopeklerde siklik trombositopeninin nedeni olan
Anaplasma platys (Ehrlichia platys), trombositleri enfekte ettigi bilinen,
simiflandirilmis, tek riketsiyal etkendir (Dumler ve ark 2001). Kopekler disinda, bu
patojenin kedileri ve sigir, keci, deve, manda, kizil geyik gibi gevis getiren bazi
hayvanlari enfekte ettigi bildirilmigtir (Dumler ve ark 2001). Bununla birlikte,
Sardunya'da (italya) A. platys benzeri suslar sigir, koyun ve kegilerin nétrofillerinde
ve kedi trombositlerinde tanimlanmistir. Ayrica A. platys benzeri gen dizileri
develerden izole edilmistir (Ben Said ve ark 2017).

Anaplasma platys, ozellikle Italya, Ispanya, Portekiz, Fransa, Tiirkiye,
Yunanistan, Hirvatistan ve Romanya dahil olmak iizere Akdeniz havzasindaki
ilkelerdeki kopeklerde teshis edilmistir. Avrupa'daki kopeklerde A. platys
enfeksiyonlarmin molekiiler prevalansina iliskin bilgiler simirhdir (Sainz ve ark

2015)
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Anaplasma platys etkenleri Amerika’da bir ailede ve Veneziiella’da iki
kadinda tespit edilmistir (Sainz ve ark 2015).

Anaplasma platys’in inkiibasyon stiresi, A. phagocytophilum etkenlerinin
inkiibasyon siiresi ile benzerdir (1 ila 2 hafta). Enfekte hayvanlarda klinik olarak,
inkiibasyon periyodundan sonra, her 1-2 haftada bir dongiisel olarak ortaya ¢ikan ve
kaybolan trombositopeni ve ates gozlenmektedir. Anaplasma platys ile enfekte
kopekler genellikle asemptomatiktir A. platys'in neden oldugu anaplasmosis
vakalarinda kilo kaybi, halsizlik, apati, istahsizlik, ates, norolojik semptomlar ve
artrit goriillmektedir. Genellikle anemi ve l6kopeni ile iligkili trombositopeni, en sik
goriilen laboratuvar bulgusudur (Dumler ve ark 2005, Dantas-Torres ve Otranto
2017).

Anaplasma platys enfeksiyonlar1 tetrasiklinlerle tedavi edilmektedir (6rn.,
Doksisiklin 5-10 mg / kg 12-24 saat 8-10 giin). Alternatif olarak, 14-21 giin boyunca
5 mg / kg, enrofloksasin kullanilabilir (Sainz ve ark 2015).

1.4.4. Anaplasma marginale

Anaplasma marginale, gelismis omurgalilarin eritrositleri i¢inde ve
eritrositlerin ¢eperine yakin yerlesim gosteren, cogunlukla gevis getiren hayvanlarda
parazitlenen zorunlu hiicre i¢i etkendir. Hastalik baslica tropikal veya subtropikal
bolgelerde goriilmesine ragmen, bu etkenler diinyanin diger bolgelerinde, 6rnegin;
Avrupa (Sicilya, Macaristan ve Ispanya), Avustralya, Giiney Afrika’da da
goriilmektedirler. Etkenler; buzagi, manda, bizon, Afrika antiloplar1 ve katir geyikleri
gibi evcil ve vahsi ruminantlarda sigir anaplasmozuna neden olmaktadir
(Rymaszewska ve Grenda 2008). Anaplasma marginale, sigir endiistrisinde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Anaplasmosisin patogenezi hakkindaki
tartigmalarin ¢ogu bu organizma hakkindadir. Anaplasma marginale etkenlerine
vektorliik yapan 20 kene tiirii mevcut olmasima ragmen, Ixodid keneler sigirlardaki
ana vektorlerdir ve Dermacentor variabilis, D. andersoni ve D. albipictus dahil
Dermacentor tiirleri Amerika Birlesik Devletleri'ndeki baslica vektorlerdir. Giliney
Afrika'da Anaplasma etkenlerine vektorlikk yaptigi bildirilen en 6nemli tiir Boophilus
decoloratus; vektorliik yapan diger kene tiirleri ise Rh. microplus, Rh. simus, Rh.
eversti eversti ve Hy. marginatum rufipes’tir. Avustralya'da yalnizca Rh. microplus

tirti keneler sigir anaplasmosisinin vektorii olarak kabul edilmistir. Anaplasmosis
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kan emen sinekler ile mekanik yolla ve intrauterin yolla da bulagabilmektedir (Waner
ve ark 2010).

Anaplasma etkenleri muhtemelen babesiosis veya kirmizi su hastaliginin
ortaya ¢ikmasindan (1870) 6nce Giliney Afrika'da uzun yillar goriilmis fakat ilk
yillarda kirmizi su hastaligi (daha sonra Babesia bigemina'nin sebep oldugu tespit
edilmistir) ile karistirilmistir. Sir Arnold Theiler tarafindan yapilan deneysel birgok
calisma sonucunda 1910 yilinda sigir eritrositlerinin kenar ve ortalarinda goriilen
etkenlerin A. centrale ve A. marginale oldugu kayitlara gegmistir (Brown 2012, Jalali
ve ark 2013).

Enfekte hayvanlarda, kirmizi kan hiicrelerinin %4-8’inde etkenler
gozlenmektedir (Rymaszewska ve Grenda 2008). Hastaligin kulugka siiresi
enfeksiyonun derecesine baglidir ve 7 ila 60 giin arasinda, ortalama olarak 28 giin
stirebilmektedir. Bu siire zarfinda enfekte kan hiicrelerinin sayisi artarak, hastaligin
akut fazinda %70 veya daha fazla eritrosit enfekte olabilmektedir (Kocan ve ark
2003, Kocan ve ark 2004). Enfeksiyon esnasinda, sigir eritrositleri retikiiloendotelyal
hiicreler tarafindan fagosite ugrayarak hemoglobinemi ve hemoglobiniiri olmaksizin
anemi ve ikterusa neden olmaktadir. Ayrica, hastaliga yakalanan hayvanlarda klinik
olarak ates, istahsizlik, kilo kaybi, solunum yetmezligi, dehidrasyon, abort ve letarji
goriilmektedir (Kocan ve ark 2003, Kocan ve ark 2010, Rar ve Golovljova 2011).
Anaplasma marginale enfeksiyonlarina karsi buzagilar yetiskinlere gore ¢ok daha
direngli oldugundan hastaligin siddeti yasla birlikte artmaktadir. Bu nedenle
hastaliga yakalanan ve tedavi edilmeyen iki yasindan biiylik hayvanlarda 6lim
goriilebilmektedir. Hastaligin akut evresini atlatan buzagilar, az oranda rikettsiyel
etkenle kalict olarak enfekte olmakta veya A. marginale tasiyicist olmaktadir. Bu
nedenle her iki kosulda da etkenler igin rezervuar gorevi gérmektedirler (Kocan ve
ark 2003, Rar ve Golovljova 2011). Anaplasma marginale sigirlarda ciddi hastalik
tablolart olustururken, koyun ve kegilere inokiile edildiginde klinik hastalik tablosu

olusturmadan parazitemiye neden oldugu bildirilmistir (Shompole ve ark 1989).

Diinya c¢apinda yapilan c¢alismalarda A. marginale’nin hayvancilik
ekonomisine ciddi boyutlarda zarar verdigi bildirilmistir (de la Fuente ve ark 2005,
de la Fuente ve ark 2006, Naranjo ve ark 2006, Hornok ve ark 2007). 2013 yilinda

[ran’in  giineybatisinda bulunan Ahvaz’in ¢esitli bdlgelerinden Anaplasma
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etkenlerinin teshisi i¢in 112 koyundan kan toplanmis, toplanan kanlara PCR-RFLP
(Polimerase Chain Reaction-Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) teknigiyle MSP4
genlerine bakilarak hangi tir Anaplasma etkenini tasidiklari belirlenmistir.
Calismanin sonucunda koyunlarin neredeyse hepsinde Anaplasma etkenlerine
rastlanmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda (Polimerase Chain Reaction-PCR)
pozitif sonu¢ veren koyunlarin A. ovis ve A. marginale ile enfekte oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alisma A. ovis ve A. marginale’nin yiiksek oranda ve ayni anda

goriildiigii; iran’da bildirilen ilk ¢alisma olarak kaydedilmistir (Jalali ve ark 2013).
1.4.5. Anaplasma centrale

Anaplasma centrale, ruminantlarin, 6zellikle de sigirlarin eritrositlerinde
bulunan rickettsial bir etkendir. Anaplasma centrale 1912 yilinda Theiler tarafindan
A. marginale’nin bir varyanti olarak tanimlanmistir. O zamandan beri sigirlarda A.
marginale’ye karst immun yamit olusturmak i¢in A. centrale etkenleri
kullanilmaktadir (Shompole ve ark 1989). Anaplasma marginale'nin aksine, hiicrenin
orta boliimiinde yerlesim gostermektedir. Yerlesim yerlerindeki ve virulanslarindaki
farkliliklara ragmen, A. centrale ve A. marginale etkenleri yakindan iliskilidir.
Anaplasma centrale, sigir enfeksiyonlarinda hafif aneminin sebebi olarak
bildirilmigtir. Theiler'e gore, A. centrale sigirlar i¢in A. marginale'den daha az
patojendir, fakat A. centrale’den kaynaklanan enfeksiyonlar hayvanlara A.
marginale’den kaynaklanan anaplasmosise karst direng kazandirmaktadir. Bu
nedenle A. centrale sigir anaplasmosisine kars1 immiinolojik koruma saglayan canli
as1 suslarinin hazirlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu asilar Afrika, Avustralya, Latin

Amerika ve Israil'de iiretilmektedir (Kocan ve ark 2003, Rymaszewska ve Grenda
2008).

1.4.6. Anaplasma capra

Kuzey Cin'de (2015) keci ve Ixodes ricinus tiirii kenelerden elde edilen ve
gecici olarak "Anaplasma capra" adiyla adlandirilan Anaplasma etkenleri
saptanmistir. BuU organizmalar insan patojeni olarak kabul edilmis ve diger
Anaplasma tiirlerinden filogenetik agidan farkli olduklari bildirilmistir. Cin'in
kuzeydogusunda bulunan Heilongjiang Eyaletinde, A. capramin neden oldugu 28
olgu bildirilmis ve bu patojenin 3 hastadan izole edildigi kayitlara ge¢mistir.
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Anaplasma capra'nin neden oldugu enfeksiyonun ates, bas agrisi, halsizlik, ciltte
dokiintii, eskar olusumu ve titreme gibi spesifik olmayan, diger kene kaynakli
hastaliklarin semptomlariyla benzer bir tablo olusturdugu bildirilmistir (Li ve ark
2015). Anaplasma capra, kuzeydogu Cin'de kegilerde (Capra aegagrus hircus) ilk
olarak tanimlanmis olsa da A. capra'nin 16S rRNA dizileri daha 6nce giiney ve
giineybatidan gelen kegilerde de tespit edilmistir (Zhou ve ark 2010, Liu ve ark
2012). Yapilan diger bir ¢alismada ise geyiklerin ve Japonya'dan gelen sercelerin
Cin’e ve diger birgok bolgeye A. capra etkenlerinin yayilmasina neden olabilecegi
belirtilmistir (Sato ve ark 2009, Yang ve ark 2016). Tiirkiye’de A. capra’nin varlig
ilk olarak Altay ve ark (2022) tarafindan Sivas ilinde bildirilmistir. Calismada evcil
ruminantlarda (sigir, koyun, kegi) nested PCR metodu kullanilarak A. capra’nin
varhig arastirilmis; ¢alisma sonunda 1 sigir (%0,41) ve 5 koyunda (%3,22) etkenler
tespit edilmistir.

Insan ve kanatli dahil bircok canliy1 enfekte eden anaplasmosis etkenlerinin
tirlere gore 16S rRNA dizisine dayanan filogenetik agaci Sekil 1’de

gosterilmektedir.
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Sekil 1: 16S rRNA dizisine dayanan Anaplasma cinsinin filogenetik agaci
(Filogenetik analiz, MEGA version 7 kullanilarak Minimum Evrim (ME) yontemiyle
gerceklestirilmistir. Olgek cubugu, dizideki konum basina 0.005 niikleotidlik bir
evrimsel mesafeyi gostermektedir. Sekilde her Anaplasma tiirii i¢in ana konaklar
gosterilmektedir) (Battilani ve ark 2017)

1.5. Anaplasma tiirlerinin morfolojik yapisi

Anaplasma tiirleri omurgali konak hiicrelerinin stoplazmik vakuollerinde
membranla ¢evrili bir sekilde gelismektedir. Eritrositlerde bulunan tiirler (A.
marginale-eritrositin kenarinda-, A. centrale-eritrositin ortasinda-, A. ovis ve A.
caudatum-eritrosit ig¢inde) daginik-kii¢iik koyu noktalar seklinde goriiniirken;
graniilosit (A. phagocytophilum, A. bovis) ve trombositlerde (A. playts) bulunan
tiirler ¢ok sayida organizma iceren yogun veya gevsek yapili inkliizyonlar seklinde

goriinmektedirler (Sekil 2) (Dumler ve ark 2005). Mikroskobik baki sirasinda

15



Anaplasma etkenleri eritrositlerdeki artefaklardan, Howell Jolly cisimciklerinden ve
retikiilositlerdeki basofillerin noktalarindan ayirt edilmelidir (Wall 2000).

Anaplasma etkenleri giemsa ile boyali siirme kan frotilerinde eritrosit iginde
diizensiz sekilli, kiiresel yapida koyu mor renge boyanmis graniiller seklinde
gorinmektedirler. Mikroorganizmalarin (inkliizyon cisimleri) ¢ap1 yaklasik 0,4 ile
0,8 um arasinda degismekte, ortalama 0,5 um olarak O6l¢iilmektedir. Mikroskobik
bakida A. ovis etkenleri, A. marginale etkenlerinden ayirt edilememektedir. Yapilan
caligmalarda eritrosit igindeki inkliizyon cisimleri %90 oraninda kenarlara
yerlesmisse etkenlerin A. marjinale oldugu ve A ovis’ten istatistiksel olarak belirgin
bir farkla ayrildig1 bildirilmistir (Stoltsz 2004).
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Anaplasma bovis (Liu ve ark 2012) Anaplasma ovis (Orijinal)

Sekil 2. Anaplasma etkenlerinin morfolojisi ve hiicre i¢inde yerlesimi.
1.6. Anaplasma etkenlerinin biyolojisi ve vektorlerde gelisimi

Anaplasma etkenlerinin yagam ¢emberleri vektor keneleri ve omurgali konagi
iceren bir gelisim evresini igermektedir (Sekil 3). Anaplasma tiirleri keneler
(Dermacentor, Amblyomma, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma ve Ornitodoros
tiirleri) ile biyolojik olarak nakledilirler. Etkenler ixodid keneler arasinda transstadial
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olarak (larvadan nimfe, nimften yetiskine) aktarilirken, transovarial (yumurtalarla
yavrulara) olarak aktarilmamaktadir (Dumler ve ark 2005, Rar ve Golovljova 2011,
Dantas Torres ve Otranto 2017). Biyolojik nakil transstadial ve intrastadial nakil
olarak iki sekilde goriilmektedir. Transsitadial nakilde kene bir gelisim doneminde
aldig1 etkeni diger gelisim doneminde konagina vermektedir. Intrastadial nakilde ise
etkenler bir konaktan diger konaga aktarilmaktadir. D. andersoni (Stoltsz 2004) ve
Ixodes ricinus (Hornok ve ark 2012) tiirii erkek keneler intrastadial nakilde rol
oynamaktadir. Anaplasma etkenleri, yetiskin ve nimf evredeki keneler tarafindan
enfekte bir konaktan kan emmeleri sirasinda alinmaktadir. Patojenler Oncelikle
kenenin orta mide epitellerine yerlesmekte ve burada birincil replikasyon
gercekleserek etkenin vejetatif formu olusmaktadir. Daha sonra bu formlar ikiye
boliinmeyle g¢ogalarak genis koloniler olusturmaktadir. Daha sonra bu patojenler
epitel hiicrelerini istila etmek ic¢in tiikriik bezlerine yerlesmekte, burada ikincil
replikasyonu gerceklestirmektedirler. Bu esnada olusan formlar enfektif formlardir
ve hiicrenin diginda kisa bir siire canli kalabilmektedir. Kene sonraki omurgali
konaktan beslenirken tiikriikk bezlerine yerlesen bu etkenleri tiikriik salgilariyla
omurgali konaga aktarmakta ve enfeksiyon dongiisiinii siirdiirmektedir (Rar ve
Golovljova 2011). Bu etkenler omurgali konakta persiste enfeksiyonlara neden
olarak yasam boyu enfeksiyon etkenlerinin rezervualari olmalarina neden olmaktadir
(Dumler ve ark 2005, Rodriquez 2009). Anaplasma tiiriine bagh olarak etkenler
omurgali konak viicudunda kan hiicrelerine (eritrositlere, monositlere, nétrofillere)
yerlesirler (Yu Xue ve Walker 2006).
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Sekil 3. Anaplasma tiirlerinin yasam dongiisii (Kocan ve ark 2003).

Anaplasma etkenleri biyolojik nakil diginda ayrica kan emen bazi sinekler
(Tabanidler, Stomoxys spp.) ve birgok sivrisinek tiirii ile mekanik olarak da
nakledilmektedirler. Macaristan’da 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada koyun, kegi ve
geyiklerden toplanan Hippoboscidae ailesinden sineklerin (Melophagus ovinus ve
geyik sinegi Lipoptena cervi) genetik olarak incelenmesinden sonra Hippoboscid
sineklerin A. ovis’in rezervuarlari oldugu bildirilmistir (Hornok ve ark 2011).
Macaristan’da yapilan baska bir calismada ise sigir, koyun, ke¢i ve domuzdan
toplanan Linognathus vituli, Haematopinus eurysternus ve Solenopotes capillatus
tirti kan emici bitlerin tiikiirik bezi ve bagirsak epitellerinden yapilan PCR
analizlerinde A. ovis ve A. phagocytophilum etkenlerine rastlanmistir. Bu ¢alisma ile

kan emici bitlerin de biyolojik veya mekanik vektor olabilecegi belirtilmistir
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(Hornok ve ark 2010). Anaplasma phagocytophilum’un yasam dongiisii Sekil 4’te
verilmistir. Kibris’ta yapilan bir c¢alismada kuslarda Anaplasma etkenlerine
rastlanmistir. Kuslar zoonotik patojenlerin tasiyicilarr olabileceginden, insanlara bu
patojenleri aktarabilecekleri bildirilmis, fakat insanlara bulagsma tam olarak
aciklanamamistir (Ioannou ve ark 2009). Bulagsmada kontamine enjektdr ve cerrahi
malzemeler de rol oynamaktadir (Eren ve ark 2015). Zhang ve ark (2016) Cin’de
PCR yo6ntemiyle koyun ve kegilerden alinan 120 siit numunesinin 12'sinde (3 koyun,
9 kegi) A. ovis, 1'inde (kegi) A. bovis, 1'inde (kegi) A. phagocytophilum, 1'inde ise
hem A. bovis hem de A. phagocytophilum tespit etmislerdir. Anne siitii ile etkenlerin
yavruya aktarilip aktarilamayacagr konusundaki c¢alismalar devam etmektedir.
Bulagmada transplasental enfeksiyonun da énemi vardir. Anaplasma marginale ve A.
centrale ile akut enfekte ineklerden dogan buzagilarda intrauterin bulagma
neticesinde enfeksiyonlarin goriildiigii bildirilmistir (Seving 2004). Almanya’da bir
buzagida A. phagocytophilum’un konjenital yolla bulagtig1 bildirilmistir (Henniger ve
ark 2013).
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Sekil 4. Anaplasma phagocytophilum’un yasam dongiisii (McQuiston ve Paddock
2012).

Jimenez ve ark (2019), Anaplasma etkenlerinin biyolojisini daha iyi anlamak
icin, Anaplasma etkenleri ile ii¢ kuzuyu deneysel olarak enfekte etmis; ikisi

laktasyon donemi olmak iizere {i¢ y1l boyunca kuzular gozlemlemislerdir. Bu siire
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boyunca kuzularin Kklinik ve hematolojik parametreleri analiz edilmis; A. ovis
etkenleri yoniinden periyodik olarak giemsa ile boyali preparatlarin mikroskobik
muayenesi ve gPCR (quantitative PCR) testi gergeklestirilmistir. Ayrica bu siire
zarfinda Anaplasma tiirlerine kars1 olusan antikorlarin tespiti i¢in periyodik olarak
CELISA (competitive Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) testi yapilmistir.
Olusturulan bu deneysel enfeksiyon ile Anaplasma etkenlerinin vertikal bulagmasi,
kolostrum yoluyla bagisikligin durumu ve enfekte koyunlardan dogan kuzularin
immun yanit1 tespit edilmeye c¢alisilmistir. Calisma sonucunda; deneysel enfeksiyon
olusturulduktan sonraki 4. ve 8. giinler arasinda, qPCR testi ile li¢ hayvanda da A.
ovis etkenlerinin molekiiler olarak tespit edilmeye baslandigi bildirilmistir.
Bakteriyel yiikiin enfeksiyondan sonraki 36. giinde artarak zirveye ulastigi; A. ovis’e
kars1 olusan antikorlarin ise deneysel enfeksiyondan 10 giin sonra tespit edildigi
bildirilmistir. Bu siire boyunca enfekte koyunlardan dogan kuzulardan alinan biitiin
kanlarin gPCR testi ile Anaplasma etkenleri yoniinden negatif tespit edildigi
belirtilerek vertikal bulagsma egale edilmistir. Ancak enfekte koyunlardan alinan
kolostruma uygulanan cELISA testi ile A. ovis’e karsi antikorlarin olustugu; bu
koyunlardan dogan ve dogal yollarla emzirilen kuzularda da antikorlarin olustugu

bildirilmistir (Jimenez ve ark 2019).
1.7. Anaplasmosisin biyolojik ve mekanik naklinde gorev alan vektorler
1.7.1. Vektor kenelerin biyolojisi

Keneler, hayvanlar aleminin Arthropoda anaci, Chelicerata anag¢ alti,
Arachnida sinifi, Acari sinifalti, Metastigmata dizisi Ixoxida takiminda bulunurlar.
Ixodida takimi Ixodidae, Argasidae ve Nuttalliellidae olmak {iizere ii¢ aileden
olugsmaktadir (Aktas 2015, Dik 2015). Nuttalliellidae, yalnizca bir tiirden olusan,
Giliney Afrika ve Tanzanya'daki belirli alanlarla smirli bolgelerde goriilen
Nuttalliella namaqua tiiriinii igeren monospesifik bir ailedir (Kasaija ve ark 2021).
Argasidae ailesinde bulunan tiirler, kiitikiillerinin yumusak ve esnek yapida olmasi
nedeniyle yaygin olarak yumusak keneler olarak adlandirilmaktadir. Bu ailede birgok
tir bulunmaktadir ancak medikal ve veterinerlik alanlarinda 6nem tasiyan tiirler
Argas, Ornithodoros ve Otobius cinslerine aittir (Jongejan ve Uilenberg 1994).
Ixodidae ailesinde bulunan tiirlerde ise erkek kenenin tim sirt yiizeyini, disi

kenelerin ise sadece iicte birini kaplayan sert bir scutum tabakasi olmast nedeniyle
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sert keneler olarak bilinmektedir. Bu aile, hayvancilik ekonomisine yaptig1 zararlar
acisindan en Onemli tiirler dahil, bilinen tim kene tiirlerinin yaklasik %78'"ini

olusturmaktadir (Guglielmone ve ark 2010).

Tirkiye'de Ixodidae ailesinden 44, Argasidae ailesinden 8 olmak {izere
toplam 52 kene tiirii tespit edilmistir. En 6nemli tiirler Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ixodes, Rhipicephalus (Boophilus), Amblyomma, Argas, Otobius ve
Ornithodoros olmak iizere dokuz cinste yer almaktadir. Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Rhipicephalus (Boophilus) cinslerinde yer alan
kene tiirleri Tiirkiye genelinde yaygin olarak yayilis gostermektedir. En yaygin tiirler
Rh. bursa, Rh. annulatus, Rh. sanguineus, Rh. turanicus, Hy. anatolicum, Hy.
excavatum, Hy. marginatum, D. marginatus, D. niveus, Hae. parva, Hae. sulcata ve
Hae. punctata’dir (Sekil 5). Kenelerin mevsimsel dalgalanmalari cinslere gore
degismekle beraber; Rhipicephalus ve Hyalomma tiirleri ilkbahar, yaz ve sonbaharda,
Dermacentor, Hemaphysalis, Ixodes ve Ornithodoros tiirleri ise sonbahar, kis ve
ilkbaharda daha sik goriilmektedir. Son yillarda yapilan bir ¢alismada yabani
kegilerde (Capra aegagrus) Haemaphysalis kopetdaghica Kerbabaev, 1962 ve
Dermacentor raskemensis Pomerantzev, 1946 isimli iki ixodid kene tiiriiniin de
Tiirkiye’de ilk defa tespit edildigi bildirilmistir (Aydin ve Bakirc1 2007, Ceylan ve
ark 2021b, Orkun ve Vatansever 2021). Keskin ve Selguk (2021)’un 99 vahsi
memelinin kenelerini arastirdiklari bir ¢alismada Tiirkiye’de daha 6nce bildirilmemis

bir kene tiirii olan Ixodes trianguliceps Birula tespit edilmistir.

| e
’ [

W“"’ nuranicus /Erkek Hyalomma anatolicuom excavanionErkek X’W bursa Disi

Sekil 5: Anaplasma etkenlerinin biyolojik naklinde gorev alan bazi kene tiirleri

(orijinal).

22



Ixodidae ailesinde bulunan kenelerin yasam dongiileri, yumurta, larva, nimf
ve eriskin olmak tizere dort evreden ibarettir. Ixodidae ailesinde bulunan kene tiirleri,
larval donemden yetiskin kene haline gelene kadar, yasam dongiisiinii tamamlamak
icin konak sayisina bagli olarak, bir, iki veya ¢ konakli keneler olarak
siiflandirilmaktadir (Aktas 2015). Ixodidae ailesinde bulunan, ekonomik agidan da
onem tasiyan cinsler Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus, Haemaphysalis,
Hyalomma ve Amblyomma'dir. Boophilus spp., Rhipicephalus decoloratus ve Rh.
annulatus gibi tek konakli keneler, yasam dongiilerini (larva-nimf-eriskin)
tamamlamak i¢in tek bir konaga (sigir ve at gibi biiyilkk hayvanlar) ihtiyag
duymaktadir. Bu evrimsel adaptasyon, kenelerin konak tarafindan korunmasina ve
¢ok zorlu kosullar altinda dahi hayatta kalmasina yardimci olmaktadir (Minjauw ve
Mcleod 2003). iki konakli kene tiirlerinde (Rh. evertsi evertsi) ise larvadan nimf
donemine ge¢is sirasindaki gomlek degistirme konak tizerinde, nimften ergin
doneme gecis sirasindaki gomlek degistirme ise konak disinda, toprakta
gerceklesmektedir. Ug konakli kenelerde ise gomlek degistirmelerin tamami yerde
olmaktadir. Bu kene tiirleri yasam dongiilerinin biitiin agamalarin {i¢ farkli konakta

gecirmektedirler (Minjauw ve Mcleod 2003, Dik 2015, Kasaija ve ark 2021).

Ixodid keneler daha ¢ok yaz aylarinda ve ozellikle de meraya ¢ikan
hayvanlarda goriiliirler. Rhipicephalus tiirleri ilkbaharun sonlarina dogru goriilmeye
baglarken, Hyalomma tiirlerine yazin ortalarinda rastlanmaktadir. Diger taraftan
Dermacentor ve Haemaphysalis tiirleri sonbahar ve kis aylarinda da konaklari
tizerinde bulunabilmektedir (Dik 2015).

Kenelerde iireme genel olarak eseyli iireme seklindedir. Ciftlesme ¢ogunlukla
kan emme sirasinda konak {izerinde gerg¢eklesmektedir. Erkek keneler disinin
yumurta kanalina bir kese igerisinde sperm birakmakta ve bu spermler disinin tireme
kanalina dagilarak olgunlagmaktadir. Ardindan spermler gelismesini tamamlamis
yumurtalara penetre olmaktadir. Ciftlesen ve doyan disiler konagi terk etmektedir.
Yumurtlama disi kenenin doyduktan sonra konagi terk edip, yere diismesiyle
baslamaktadir. Disi kenelerin yasamlar1 yumurtladiktan sonra sonlanmaktadir.
Yumurta miktari, kenenin beslenme durumu ve tiirline gére 2 bin ile 20 bin arasinda
olabilmektedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 2-3 hafta iginde kitinizasyonunu
tamamlayarak aktif olarak konak aramaya baslamaktadir (Aktas 2015, Kasaija ve ark
2021).
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Kenelerin beslenmesi diger artropodlardan farkli olarak belli bir siireci
gerektirmektedir. Oncelikle kan emecegi bdlgeyi (evcil hayvanlarda karin, boyun
alti, anal ve perianal bolge, scrotum, meme, kulak kepcgesi, kuyruk cevresi) tiikriik
salgisi (antikoagulan maddeler, anti-inflamatorler, immunsupresifler,
vasodilatatorler, enzim ve enzim inhibitorleri, trombin inhibitorleri igeren) ile
duyarsiz hale getirdikten sonra chelicerleri ile deriyi keserek hipostomunu deriden
iceri gecirmektedir. Daha sonra cement olarak adlandirilan yapiskan bir madde
salgilayarak palplerini epidermis yiizeyine, hipostomu ise dermise yapistirmaktadir.
Hipostomun deriye gegcirildigi bolgede, dermis igerisinde hem enzimatik hem de
fiziksel doku parcalanmasina bagli olarak bir ¢ukurluk olusmakta ve bu cukurluga
pargalanan kilcal damarlar ile dokulardan sizan kan dolarak bir havuz (feding-lesion)
meydana getirmekte ve kene bu havuzdan kan emmektedir (Aktas 2015, Kasaija ve
ark 2021). Konaga tutunan kene doyuncaya kadar kan emmektedir. Erkek keneler,
sadece tireme organlarinin gelismesi i¢in kan emme ihtiyact duymakta ve dolayisiyla

disilere gore daha az miktarda ve daha kisa siire kan emmektedirler (Aktas 2015).
1.7.2. Vektor Tabanidae’lerin biyolojisi

Tabanidae ailesinde bulunan sinekler, diptera ailesindeki diger tiirlere kiyasla
en az calisilmis olanlardir (Foil 1989). Tabanidae ailesinde yer alan bir¢ok tiir
mevcuttur fakat Tabanus, Chrysops ve Haematopota cinleri insan ve hayvan sagligi

acisindan 6nem tasimaktadir (Dik 2015).

Tabanidae ailesinde bulunan sineklerin disileri sicak mevsimlerde, giiniin en
sicak saatlerinde hayvanlardan ve insanlardan kan emmektedir. Disiler
yumurtlayabilmek i¢in kan emmek zorunda iken erkek tabanidler bitki 6z sulart ile
beslenmektedir. Dollenmis disi sinek bir yumurtlamada 300-800 adet yumurtay1
cogunlukla su kenarlarinda bulunan bitkilerin {izerine, bitki yapraklarina ve taslarin
altina birakmaktadir. Bir hafta i¢inde yumurtalardan larvalar ¢ikmakta, larvalar 5-10
kez gomlek degistirerek birkac ay icinde pupa halini almaktadir. Pupalar olustuktan
1-2 hafta sonra pupalardan eriskin sinekler ¢ikmaktadir. Biyolojik ¢gemberleri uygun
sartlarda 4-5 ayda tamamlanmaktadir (Dik 2015).

Tabanidae ailesindeki sinek tiirleri uzun zamandir Anaplasma etkenlerinin en
Oonemli mekanik vektorleri olarak kabul edilmektedir (Ristic 1977). Genis agiz

yapilar1 ve beslenme bi¢imleri, diger emici sineklere gore mekanik iletim igin daha
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fazla olanak saglamaktadir. Birgcok farkli Tabanidae tiirii, A. marginale'nin vektorii
olarak kabul edilmis, ancak tabanid sinek kaynakli mekanik iletimin etkinligini

6lgmek i¢in yeterli ¢alisma mevcut degildir (Scoles ve ark 2008).

Tabanidae ailesindeki sinekler atlarin enfeksiydz anemi virusi, sigir 16semi
viriisi, brucellosis, tularemi, anthrax gibi bir¢cok viral ve bakteriyel etkenin;
Anaplasma spp., Trypanasoma spp. gibi birgok protozoal etkenin; Diroflaria spp. ve
Loa Loa gibi filarial patojenin bulastirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Foil
1989).

Tabanidae ailesinde bulunan sinekler, Stomoxys spp. tiirleri ve kan emen
birgok sivrisinek tiirii Anaplasma etkenlerinin mekanik olarak taginmasinda goérev
almaktadir (Hornok ve ark 2011).

Yapilan ¢alismalarla tabanidlerin anaplasmosisin mekanik bulagmasindaki
rolii, hastaligin bulasmasi i¢in gereken isirik sayisi ve sineklerin mekanik olarak
enfektif kaldig1 slirenin uzunlugu belirlenerek daha da netlestirilmistir. Hawkins ve
ark (1982)’nin yaptig1 bir calismada anaplasmosisin akut enfekte buzagilardan
dalaklar1 alinmis buzagilara gegisinin 10°dan daha az tabanid 1siri@1 ile miimkiin
oldugu bildirilmistir. Calismada ayrica bu sineklerin, akut enfekte buzagidan kan
emdikten sonra en az 2 saat boyunca mekanik olarak enfektif kaldigi tespit edilmistir.
Elde edilen bu verilerle, anaplasmosisin mekanik bulagmasinda tabanidlerin etkisi
daha iyi anlagilmig ve nispeten kisa mesafeli engellerin, enfekte olan ve olmayan
siriiler arasindaki bulasmay:r Onlemek igin yeterli olmayabilecegi bildirilmistir

(Hawkins ve ark 1989).
1.8. Anaplasma etkenlerinin epidemiyolojisi

Anaplasmosis vektorlerle bulasan enfeksiyoz bir hastaliktir. Hastaliga
Anaplasma cinsinde bulunan gesitli tiirler sebep olmaktadir. Anaplasma cinsinde
bulunan tiirler konaklarinda yerlestikleri hiicrelere gore farkli enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Anaplasma tiirleri insanlar dahil olmak {izere genis bir konak yelpazesine
sahiptir ve diinya genelinde yayilim gostermektedir. Anaplasma cinsinde bulunan
bazi tiirlerin zoonotik potansiyeli halk sagligi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir

(Karlsen ve ark 2020).
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Tiirkiye'de tarimsal gayri safi milli hasilanin %30'unu olusturan hayvancilik
sektorline katki saglayan ana kaynak kiigiikkbas hayvanciligidir (Glirsoy 2006).
Anaplasma ovis ve insan graniilositik anaplasmosis etkeni A. phagocytophilum basta
olmak tizere bircok Anaplasma tiirii, kiigiikbas hayvan anaplasmosisine neden
olmaktadir. Tirkiye'de yapilan c¢alismalarda A. ovis ve A. phagocytophilum
etkenlerinin kiiciik ruminant yetistiriciliginde kayiplara neden oldugu belirtilerek,

etkenlerin diinya genelinde de yaygin oldugu bildirilmistir (Benedicto ve ark 2020).

Kenelerle nakledilen hastaliklarin bir bolgedeki varligi ve yaygmligi kene-
konak-patojen etkilesiminin devamliligina baghdir. Bu etkilesimler dogrultusunda,
hastaliklarin prevalansi iilkeler arasinda, hatta ayni iilkenin farkli cografik bolgeleri

arasinda onemli degisiklikler gostermektedir (Atas ve ark 2016).

Koyun ve kegilerde A. ovis’in prevalansi bolgeden bolgeye degisiklik
gostermektedir. Kontrol tedbirlerinin yeterli olmamasi, ¢iftlik hayvanlarinin endemik
olmayan bolgelerden endemik bolgelere nakledilmesi gibi siirti yonetimindeki hatalar
hastaligin bolgesel prevalansim etkilemektedir. Immiin sistemin zayiflamasina neden
olan bireysel ve cevresel faktorler hastaligin prevalansinda ve 6liim oraninda artisa
neden olmaktadir. Duyarli hayvanlarin endemik bolgelere ve hastaligi tasiyan kene
popiilasyonunun yogun oldugu bolgelere tasinmasi ile 6liim oranlart %50 ve {izerine

¢ikmaktadir (Stoltsz 2004, Woldehiwet 2010, Dantas Torres ve Otranto 2017).

Anaplasma tiirleri diinyanin farkli bolgelerinden birgok yabani hayvanda da
bildirilmistir. Ingiltere’de yabani ruminantlardan; yabani kegi, kirmiz1 ve alageyik ile
karacalarda tespit edilmistir (Woldehiwet 2010). Mikroorganizma ayrica Norveg,
Slovenya, Isvigre ve Avusturya'da kahverengi geyik, karaca ve dag kegisi gibi gesitli
cervidlerde de tespit edilmistir (Woldehiwet 2010). Anaplasma phagocytophilum
neredeyse biitiin Avrupa iilkelerinde memelilerde ve kenelerde PCR yoOntemiyle
tespit edilmistir. Anaplasma phagocytophilum, Avrupa'daki bir¢ok tiilkede yerli
ruminantlarda grantilositlere ve monositlere yerleserek kene kaynakli atese neden
olmaktadir (Garcia-Perez ve ark 2003). Enfeksiyon evcil ruminantlarin disinda kedi,
kopek, at, Avrupa bizonu, yaban domuzu, kizil tilki, esek, kiiciik kemirgenler, mus
geyigi, karaca, kizil geyikte ve insanlarda tespit edilmistir. Hastaliga karsi
olusturulan antikorlar tavsanda (Lepus capensis) ve Avrasya vasaginda (Lynx lynx)
da tespit edilmistir (Stuen 2007).
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Jessup ve ark (1993) yaptiklar bir ¢alismada, enfeksiyonun biiyiik boynuzlu
koyunlarda (Big horn sheep) ve kegilerde agir hastalik tablolarina neden oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica biiylik boynuzlu koyun popiilasyonlarinin, diger gevis getiren
tiirlere hastalig1 bulagtirmadan, hastaligin rezervuarlar1 olarak kaldig: bildirilmistir

(Jessup ve ark 1993).

Tiirkiye'de kiiciikbag hayvanlarda kene kaynakli hastaliklarla ilgili g¢esitli
molekiiler ¢aligmalar yapilmistir. Ancak, bu calismalarin ¢ogu cografik olarak
yalnizca bir bolge veya il ile sinirhidir. Aouadi ve ark (2017) ve Ringo ve ark (2018)
yaptiklar1 c¢alismalarda, daha biiyiilk orneklem biiyiikliigii ve daha genis cografi
alanlart igeren c¢alismalarin, kene kaynakli patojenlerin gercek prevalanst ve

ekonomik 6nemi hakkinda daha derin bilgiler saglayabilecegini belirtmistir.

Koyun ve kegilerde goriilen Anaplasma enfeksiyonlart ile ilgili yapilan sinirl
sayida ¢aligmaya gore, Tiirkiye'de koyun ve kegilerde A. ovis etkenlerinin prevalansi
yiiksek diizeyde tespit edilirken, A. phagocytophilum etkenlerinin prevalansi nispeten
daha diisiikk oranda tespit edilmistir (Aydin ve Dumanli 2019). Tiirkiye’de kiigiik
ruminantlarda yapilan ¢aligmalarda A. ovis ve A. phagocytophilum’un mikroskobik
muayene, serolojik testler ve molekiiler yontemlerle tespit edildikleri oranlar Cizelge

1.8.1 ‘de gosterilmistir.
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Cizelge 1.8.1. Tirkiye’de Kiigiik ruminatlarda anaplasmosis etkenlerinin prevalans

oranlari

Anaplasma tiirii  Muayene

Prevalans

Kaynak

yontemi oram (%0)
MM %0,2-10 Goksu 1967, Hoffman ve ark 1971, Giiralp
ve ark 1975, Ozer ve ark 1993, Ekici 2016
sy %75,12 Ekici 2016
Anaplasma ovis
Renneker ve ark 2013b, Altay ve ark 2014,
Oter ve ark 2016, Bilgic ve ark 2017, Zhou
MT %18-67,06 ve ark 2017, Aktas ve Oziibek 2018,
Seving ve ark 2018, Benedicto ve ark 2020
MM %0- 9,86 Gokge ve ark 2008, Seving ve ark 2018
Anaplasma SY %14,86-21,3 Unver ve ark 2005, Gokge ve ark 2008,
) Ekici 2016
phagocytophilum
Gokee ve ark 2008, Altay ve ark 2014,
Oter ve ark 2016, Bilgic ve ark 2017, Zhou
MT %0- 66,7 ve ark 2017, Seving ve ark 2018,

Benedicto ve ark 2020

MM: Mikroskobik muayene, SY: Serolojik yontemler MT: Molekiiler teknikler.

Avrupa iilkeleri ve diinya genelinde yapilan ¢aligmalarda Anaplasma

etkenlerinin tespit edildigi hayvanlar, caligmalarda etkenleri tespit etmek igin

kullanilan yontemler ile elde edilen prevalans degerleri Cizelge 1.8.2 ve Cizelge

1.8.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.8.2: Avrupa iilkelerinde Anaplasma tiirlerinin ¢esitli hayvan tiirlerine gore

prevalansi (Ao- A. ovis, Ap- A. phagocytophilum) (Karlsen ve ark 2020)

Ulke Anaplasma Konak Hayvan Prevalans Kaynak
tiiru tiiri sayis1
Avusturya Ap Sigir 140081 3.60 Baumgartner ve ark
1992
Sigir 55 5.45 Derdékova ve ark
Cek Koyun 109 1.09 2011
Cumhuriyeti Ap At 20 5.00 Hulinska ve ark 2004
Praskova ve ark 2011
96 73
Kopek 1305 7.90
Alageyik 33 72.70
Macaristan Ap Kizil geyik 48 97.90
Karaca 65 60.00 Farkas ve ark 2014
Yaban 16 6.30 Hornok ve ark 2018
koyunu
Yaban 17 39.20
domuzu
Almanya Ap Kopek 111 43.20 Jensen ve ark 2007
522 43.00 Kohn ve ark 2011
20 15.00
At 135 17.03
160 25.62 )
a2
Alageylk' 67 46.26 Ebani ve ark 2015
Kizil geyik 52 46.15 Ebani 2019
Sigir 137 16.78
Koyun 102 12.74
Kegi 72 4.16
Mus geyigi 111 70.00 Milner ve ark 2013
Norveg Ap Kizil geyik 141 94.00 Razanske ve ark
37 81.10 2019
Karaca 28 82.00 Stigum ve ark 2019
104 88.10
Polonya Ap At 76 1.3 Slivinska ve ark
2016
Ap Koyun 202 16.16
Slovakia Ao Koyun 202 32.67 Derdakova ve ark
Kegi 12 58.30 2011
Sigir 456 3.07
ispanya Ap Koyun 389 0.51
Kegi 207 0.48 Ammustagui ve ark
At 46 6.52 2006
Isvicre Ap Koyun 20 45.00 Grandi ve ark 2018
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Cizelge 1.8.3. Diinya genelinde se¢ilmis bazi lilkelerde Anaplasma tiirlerinin gesitli
hayvan tiirlerine gore prevalansi (AB-A. bovis; AC-A. centrale; ACa-A. capra; AM-
A. marginale; AO- A. ovis; AP- A. phagocytophilum; ASp-A. spp.) (Karlsen ve ark

2020)
Ulke Anaplasma Konak tiirii Hayvan Prevalans Kaynak
tiirii sayisi
98 17.40 dos Santos ve ark 2019
Brezilya Ap At 91 12.00 Nogueira ve ark 2017
97 11.34 Rolim ve ark 2015
20 65.00 Salvagni ve ark 2009
Ab Kopek 243 4.10
Koyun 435 24.40
Aca Koyun 435 18.20
Koyun 1453 8.90
Kegi 943 9.40 Cui ve ark 2017
Cin Ao Képek 243 6.20 Peng ve ark 2018
Koyun 435 5.70 Yang ve ark 2013
Ap Koyun 49 42.90 Yang ve ark 2018
Kegi 91 38.50
Tibet s1g1r1 158 32.30
Tibet sig1r1 20 35.00
Kopek 243 0.40
Koyun 435 28.00
iran Ab Sigir 150 2.66 Noaman ve Shayan 2010
Am, Ao Koyun+Kegi 370 2750 Yousefi ve ark 2017
Kanada Ap Kopek 86251 0.19 Schvartz ve ark 2015
At 376 0.53 Villeneuve ve ark 2011
Malezya Am Sigir 1045 72.60 Ola-Fadunsin ve ark 2018
Asp Kopek 1706 9.90
i Movilla ve ark 2016
Meltka Ak !(uyruklu 25 20.00 Ojeda-Chi ve ark 2019
geyik
Ap Kizil Kariyaku 4 50.00
Mogolistan Ao Koyun 1179 69.00
Kegi 871 71.30 Enkhataivan ve ark 2019
Nikaragua Asp Kopek 329 28.60 Springer ve ark 2018
Nijer Ao Koyun 33 69.70 Dahmani ve ark 2017
Kedi 33 18.20
Giiney Kore Ap At 92 2.20 Chae ve ark 2009
Sigir 129 0.80 Seo ve ark 2018
Aca Sigir 1219 1.00
Tunis Am 232 25.40
328 24.70 Belkahia ve ark 2015
Ac Sigir 232 15.10 M’ghirbi ve ark 2016
Ab 232 3.90
Ap 328 0.60
Tiirkiye Ao Koyun+Keci 343 60.00 Zhou ve ark 2017
Koyun+Kegi 416 20,3-15,00  Aktas ve Oziibek 2017
Kiigiik 2121 15.24
Amerika Ap memeliler Foley ve ark 2008
Birlesik Tavsan 41 7.32 Galemore ve ark 2018
Devletleri Ab Kedi 175 9.70 Yabsley ve ark 2008
Am Tavsan 41 36.58
Sigir 247 21.86
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Anaplasma etkenleri diinya capinda yaygin goriilen riketsiyal etkenlerdir.
Kene hareketlerini etkileyen kiiresel 1sinma nedeniyle gelecekte Anaplasma
etkenlerinin diinyanin daha birgok bolgesinden bildirilmesi 6ngoriilmektedir (Kocan

ve ark 2010).
1.9. Anaplasmosis’in klinik bulgular1 ve patogenezi

Kenelerle nakledilen patojenler, tiim diinyada yaygin olup evcil ve yabani
hayvanlarda klinik ve subklinik enfeksiyonlar olusturarak verim kayiplarina ve
oliime neden olmaktadir. Anaplasmosisde bazi klinik ve laboratuvar bulgulart farkli
hayvan tiirlerinde de goriilebilmektedir. Ornegin anemi ve trombositopeni, hayvan
tirlinden bagimsiz olarak anaplasmosisde siklikla rapor edilmektedir (Dumler ve ark
2005, Dantas-Torres ve Otranto 2017).

Anaplasma phagocytophilum ruminant, at, kemirgenler, kdpek ve insanlarin
kanindaki  graniilosit hiicrelerinin  sitoplasmasina ve endotel hiicrelerine
yerlesmektedir. Kopeklerde A. phagocytophilum'un neden oldugu anaplasmosisde
gbzlenen baslica klinik bulgular artrit, letarji, ates, splenomegali, lenf yumrularinin
biiylimesi, istahsizlik, kusma ve kilo kaybidir. Anaplasma phagocytophilum’dan
kaynaklanan anaplasmosis olgular1 sigir ve koyunlarda hafif seyrederken, kuzularin
stafilokok enfeksiyonu ve louping ill viriisii enfeksiyona duyarliligi arttirmaktadir.
Sigirlarda 6liim oranmi diisilk olmakla birlikte, gebe inekler A. phagocytophilum
etkenleri ile enfekte oldugunda abortlar enfeksiyonla iliskilendirilmektedir (Stoltsz
2004, 2020).

Koyunlarda, A. phagocytophilum enfeksiyonu, iki haftaya kadar siiren yiiksek
bir ates ve hem graniilositleri hem de lenfositleri iceren bir lokopeni ile
sonu¢lanmaktadir. Laboratuvar bulgular1 trombositopeni, lokopeni, anemi ve
hiperproteinemiyi icermektedir. Hipoalbiiminemi gibi diger bulgular da mevcut
olabilmektedir. Enfekte hayvanlarda immiin sistemin baskilanmasiyla olusan
Staphylococcus aureus aracili kene pyemisi, pastorelloz ve septisemik listeriosis gibi
ikincil enfeksiyonlar yaygin olarak goériilmektedir. Koyunlarda, A. phagocytophilum
ile enfekte hayvanlarda goriilen TBF hastaligi immiin sistemle alakali bir hastalik
degildir, ancak immiin sistemin baskilanmasiyla agiga ¢ikmaktadir. Koyunlar, A.

phagocytophilum etkenleri ile enfekte olduklarinda yasamlari boyunca hastaligin
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tastyicist olarak kalmakta ve enzootik bolgelerde 6nemli bir enfeksiyon kaynagi

olusturmaktadir (Brown 2012, Dantas-Torres ve Otranto 2017).

Koyun ve kegilerde A. ovis enfeksiyonu genellikle subklinik veya hafif
seyretmekte, ancak bazen ciddi klinik hastalik tablolar1 sekillenmekte ve sonucunda
mortalite goriilebilmektedir. Hastaliktan dolay1r gerceklesen oliim orani nadiren
yiiksek bildirilmekte ve bunun sebebi olarak diger hemoparazitlerle eszamanl
enfeksiyonlar gosterilmektedir. Kecilerde A. ovis’ten kaynaklanan anaplasmosisin
patojenitesinin  koyunlardan daha yiiksek olmasi nedeniyle, kegilerde klinik
semptomlar daha siddetli gozlenmektedir. Sigirlarda A. ovis’ten kaynaklanan
enfeksiyonlarda genellikle klinik belirtiler gozlenmemektedir (Stoltsz 2004, Stuen
2020).

Anaplasma ovis’ten kaynaklanan anaplasmosisde akut enfeksiyonda, ates,
halsizlik, anemi, mukoz membranlarda solgunluk, diisiik siit tiretimi, kilo kaybu,
sarilik, abort ve siklikla 6lim goriilmektedir (Kocan ve ark 2003). Koyun ve keginin
hayvanciligin ana unsuru oldugu, sinirli kaynaklara sahip {iilkelerde klinik hastalik
tablolar1 biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Atif 2016). Klinik belirtiler
hayvanin yasina, irkina ve saglik durumuna gore degiskenlik gostermektedir.
Hastaliktan kurtulan hayvanlar 6miir boyu tasiyict olarak kalmaktadir. Latent
enfeksiyonlarda kuzularda disik agirlik artisi (>%14) goriilmektedir Splenektomi,
mevcut enfeksiyonlar, yetersiz beslenme ve gebelik hayvanlar1 anaplasmosise daha
duyarli hale getirmektedir (Atif 2016).

Hastaligin klinik ve patent siiresi yaklasik bir veya iki hafta siirmektedir. Bu
fazda hayatta kalan hayvanlarda, retikiilositoz, anizositoz, polikromatofili,
olgunlagsmamis eritrositlerin bazofilik ¢ekirdekleri ve Howell-Jolly cisimlerinin
varh@ ile karakterize, artan eritropoez ile iyilesme baglar. Iyilesme genellikle
yavastir ve birka¢ haftadan birkag¢ aya kadar siirebilir. Bu siire zarfinda hematolojik

ve klinik belirtiler yavas yavas normale donmektedir (Stoltsz 2004).
1.10. Anaplasmosis’in teshisi ve ayirici tanisi

Koyun ve kegilerde anaplasmosisin klinik belirtileri spesifik degildir ve bu
nedenle hastalik, ates, anemi, sarilik, halsizlik, istahsizlik, kondisyon kaybi, kabizlik

ve boynun ventral bolgesinde submandibular 6dem olusmasi gibi belirtiler gosteren
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diger enfeksiydoz ve enfeksiy6z olmayan durumlardan ayirt edilmelidir. Ates,
halsizlik, istahsizlik ve kondiisyon kaybi gibi belirtiler babesiosis, eperythrozoonosis,
ehrlichiosis, theileriosis, trypanosomosis ve siddetli i¢ ve dis parazitizm dahil olmak
lizere cesitli bulasici ve bulasici olmayan hastaliklardan kaynaklanabilmektedir
(Stoltsz 2004). Yetersiz beslenme, bitki (Brassica spp. vb.) ve mineral (bakir)
intoksikasyonlar1 veya yetersizlikleri de (kobalt, bakir) anemiye sebep olmaktadir.
Ikterus da belli dlgiilerde yine bazi bitki ve mineral intoksikasyonarma bagli olarak
ortaya ¢ikabilmektedir. Kronik bakir zehirlenmeleri ikterus, istahsizlik ve zayifliga
ek olarak hemoglobiniiri ile karakterizedir. Bu durum Anaplasma enfeksiyonlarini
bakir zehirlenmelerinden ayirt etmede kullanilan 6nemli bir kriterdir (Stoltsz 2004).

Anaplasma etkenlerinin teshisinde genel olarak kullanilan yontemler:

e Frotilerin mikroskopla dogrudan incelemesi
e Serolojik yontemler

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
Competitive enzyme-linked immunosorbent assay (CELISA)

Kart Aglutinasyon Test (CAT)
Komplement Fikzasyon Testi (CFT)
Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT)
e Molekiiler yontemler:
PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu- Polymerase chain reaction)
Nested polymerase chain reaction (nPCR)
Real-time polymerase chain reaction (QPCR)
Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP)
Reverse line blotting (RLB)
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Tropikal ve subtropikal bolge iilkelerinde koyun ve kegilerde goriilen anemi
vakalarinda anaplasmosis olasiligt mutlaka g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Enfeksiyonun akut evresinde teshis genellikle klinik belirtiler, giemsa ile boyali
frotilerde etkenlerin  varliginin  belirlenmesi ve hematolojik  bulgulardan
yararlanilarak yapilmaktadir (Stoltsz 2004). Diger asit-fast boyama yontemleri
(6rnegin Diff-Quick) de mevcuttur, ancak 6zellikle parazitemi ¢ok diisiik oldugunda

giemsa boyama teknigi en giivenilir yontemdir. Giemsa boyama metodunda
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preparatlarin boyama siiresi kan parazitlerinin teshisinde c¢ok oOnemlidir. Akut
babesiosis, theileriosis ve anaplasmosis vakalarinda Theileria tiirleri ile kii¢iik
Babesia tiirlerinin giemsa soliisyonunda 30 dk boyanmasinin ardindan mikroskobik
teshis gergeklestirilirken, biiylik Babesia tiirleri (6rn. Babesia bigemina) ile A.
marginale’nin ancak 45-60 dk boyandiktan sonra teshis edilebildigi gozlenmistir. Bu
sebeple kan paraziti enfeksiyonundan siipheli hayvanlarin siirme kan frotilerinin
giemsa soliisyonunda ortalama bir saat boyandiktan sonra incelenmesi tavsiye
edilmektedir (Seving 2004). Bununla birlikte parazitemi oranimin diistigi
durumlarda enfeksiyonun teshisi zorlasmaktadir. Ayrica, bu asamada rejeneratif bir
aneminin varligi, parazitlerin mikroskobik tespitini zorlastirabilmektedir. Anaplasma
inkliizyonlarini bazen retikiilositlerdeki bazofilik noktalanmalardan ve Howell-Jolly
cisimciklerinden veya eritrositlerdeki diger boyanmis nokta benzeri partikiillerden
ayirt etmek zordur. Kronik evrede veya tasiyict hayvanlarda enfeksiyonun
mikroskobik teshisi olduk¢a diisiik seviyedeki parazitemiden dolay1 zor
olabilmekedir. Bazi klinik vakalarda ve epidemiyolojik ¢alismalarda, serolojik
testler, slipheli hayvanlardan duyarli hayvanlara kanin subinokiilasyonu ve DNA
hibridizasyon teknikleri Anaplasma enfeksiyonlarinin teshisinde kullanilan ek
dogrulama yontemlerindendir (Stoltsz 2004).

Hastalig1 tasidigindan siiphe edilen hayvanlardan, splenektomili koyun ve
kecilere yapilan kan subinokulasyonu A. ovis enfeksiyonlarinin teshisinde kulanilan
etkili bir yontemdir, ancak yontemin pahali ve zaman alict olmast rutin kullanimini
oldukca smirlandirmaktadir (Stoltsz 2004).

Etkenin tasiyicist olan hayvanlarin belirlenmesinde mikroskobik incelemenin
yetersiz kalmasi nedeniyle Anaplasma tiirlerine karsi sekillenmis olan spesifik
antikorlarin tespitini saglayan kapiller tiip agliitinasyon testi, IFA, ELISA, hizli kart
agliitinasyon testi ve komplement fikzasyon testi gibi ¢esitli serolojik testler de
kullanilmaktadir (Stoltsz 2004, Bradway ve ark 2001, Goff ve ark 1990). Bu testlerde
A. ovis ve A. marginale arasindaki yiiksek derecedeki g¢apraz reaktivite nedeniyle her
iki tir antijen olarak kullanilabilmesine ragmen A. marginale daha sik tercih
edilmektedir (Stoltsz 2004).

Kompetitif ELISA, anti-Anaplasma spp. antikorlarini saptamada tercih edilen
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip serolojik yontemlerden birisidir. Kompetitiv
ELISA farkli Anaplasma tiirlerinin korunmus antijenik yapist olan major surface

protein-5 (MSP-5)’i taniyan bir monoklonal antikor (ANAF16C1) kullanimi
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temeline dayanmaktadir (Visser ve ark 1992, Knowles ve ark 1996, Mason ve ark
2017). Anaplasma tiirlerinin teshisindeki altin standart mikroskobik inceleme ve
cELISA’nin birlikte kullanimidir (Ekici ve Sevinc 2011). IFA testi diger yontemlere
gore distik maliyetli olmasi nedeniyle epidemiyolojik calismalarda siklikla tercih
edilmekte ve kan protozoonu ve riketsiyal enfeksiyonlarin serodiagnozunda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Hungerford ve Smith 1997, Ekici ve Sevinc 2011).

Son yillarda kullanimi yayginlasan PCR gibi molekiiler teshis metotlar
mikroskobik ve serolojik teshis yontemlerine kiyasla gesitli avantajlara sahiptir.
Ayrica molekiiler yontemler bu yontemlere gore daha giivenilir ve hassas olup
Anaplasma alt tiirlerinin ayrimini da miimkiin kilmaktadir (Dumler ve ark 2004,
Torina ve ark 2012). Giiniimiizde enfeksiydz hastaliklarin tespitinde modifiye
edilmis birgok farkli PCR tekniginden yararlanilmaktadir. Riketsiyal enfeksiyonlarin
teshisinde kullanilan en O6nemli yontemlerden birisi de ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (gPCR) teknigi olup, bu teknik gesitli hayvan tiirlerinde Anaplasma
enfeksiyonlarmin molekiiler teshisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Courtney
ve ark 2004, Hulinska ve ark 2004, Decaro ve ark 2008, Chi ve ark 2013,
Koval’chuk ve ark 2015). Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
1990'larin basinda Higuchi ve ark (1992) tarafindan gelistirilmis ve PCR'deki
amplifikasyonun ger¢ek zamanli olarak izlenmesine olanak saglayan bir yontemdir.
Kisaca flouresan 1s1ma veren boya veya prob ile ¢alisan standart PCR yontemidir.
Mevcut tim gercek zamanli PCR sistemleri, floresan boyalari kullanarak
amplifikasyonu algilamaktadir. Gergek zamanli PCR'nin klasik PCR'ye kiyasla
sagladigi baslica avantajlar; amplifikasyondan sonra islenmeyi gerektirmeyen, 'kapali
tip’ formatinda yiiksek veri aktarimina izin vermesi, genis araliklarda incelemeler
i¢in kullanilmasi ve 1s1malardaki farkliliklari saptayabilen 6zel thermocycle ile hedef
materyaldeki kantitatif degisiklikleri de takip edebilmesidir (Gasser 1999). Bu
yontemle DNA i¢in spesifik boyalar kullanildiginda ¢ift sarmal DNA’larda
nonspesifik flouresan 1gimalar meydana gelmektedir. Buna karsin hibridize problar
kullanilirsa sadece spesifik PCR iirlinlerinden flouresan 1sima elde edilmektedir
(Araz ve Tanyiiksel, 2009). Chi ve ark (2013) ilk defa qPCR ydntemini kullanarak
koyunlarda A. ovis’i tespit etmek i¢in ¢alisma yapmis, bu ¢alismada ayn1 anda PCR
yontemi de uygulanmistir. Test sonuglart karsilastirildiginda qPCR’m A. ovis’in
teshisinde ¢ok daha yiiksek duyarliliga ve kullanmigliliga sahip oldugu ortaya

konmustur.
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1.11. Anaplasmosis’in tedavisi, korunma ve kontrol yontemleri

Anaplasmosisin tedavisi, 1950'lerde tetrasiklinler (tetrasiklin hidroklortir,
klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisiklin), imidokarb ve gloksazon kullanimini
icermekteydi (Kocan 2000). Giiniimiizde anaplasmosisin tedavisinde tetrasiklin
grubu antibiyotikler hala etkin bir sekilde kullanilirken, imidokarb dipropionat,
arsenikli bilesikler, antimon, anti-malarialler gibi bir¢ok madde etkili olsa da

kullanim alan1 bulamamaktadir (Eren ve ark 2015).

Akut anaplasmosisin tedavisinde erken donemde tetrasiklin tiirevi
antibiyotiklerin (klortetrasiklin 1,5 mg/kg po; oksitetrasiklin 5-10 mg/kg iv, im;
rolitetrasiklin; doksisiklin; minosiklin) ¢ok etkili oldugu bildirilmistir (Eren ve ark
2015). Oksitetrasiklin 10 mg/kg dozunda kas i¢i veya damar igi 2-3 giin, ya da kas i¢i
12 saat arayla iki doz halinde 4-5 giin siireyle uygulanabilecegi gibi; 20 mg/kg dozda
tek bir seferde kas i¢i de uygulanabilmektedir (Stoltsz 2004). Oksitetrasiklinin damar
ici uygulamalarda serum ile sulandirilarak verilmesi, kas i¢i uygulamalarda ise
kaslarda yangiya neden olmamasi i¢in enjeksiyon yerine 10 ml’den fazla ilag
yapilmamasi Onerilmektedir (Hosgoér 2011). Anaplasmosisin tedavisinde ayrica
Klortetrasiklin 1,5 mg/kg dozda oral yolla; babesiosis tedavisinde kullanilan
imidocarb dipropionat da 1,2-2,4 mg/kg dozda derialt1 yoluyla kullanilmaktadir
(Eren ve ark 2015). Ayrica hipoksiyi engellemek amaciyla kan nakli (48 saat arayla
gerek goriiliirse tekrarlanmali), dehidrasyonun tedavisi igin ise serum fizyolojik ve

glukoz takviyesi yapilmaktadir (Eren ve ark 2015).

Anaplasmosisin kontrol yontemleri son 50 yilda belirgin bir sekilde degisiklik
gostermemistir. Mevcut kontrol 6nlemleri cografik konuma goére degismekle beraber
genel olarak; akarisitlerin uygulanmasi, antibiyotiklerin uygulanmasi, canli ve cansiz
asilarla bagisikligin olusturulmasi, Anaplasma etkenleri ile enfekte olmamas siiriilerin
korunmasi ve artropod kontroliinii igermektedir (Kocan 2000, Reinbold ve ark 2010).
Kontrol stratejileri genellikle, koyunlar ve sigirlar otlaklara ¢ikarildiginda kene
enfestasyonlarinin azaltilmasi iizerine kurulmustur. Bu da hayvanlarin kene
bulunmayan ortamdan keneyle enfeste otlaklara tasinmadan once profilaktik bir
onlem olarak uzun etkili antibiyotik kullanilmasiyla yapilmaktadir. Ayrica
hayvanlara sentetik piretroidlerin diizenli olarak; banyo veya pour-on seklinde

uygulamasi ile kenelerin azaltilmasi, koyunlarda ve ozellikle kene toksinlerinden
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muzdarip olan kuzularda kayiplari azaltmaya yardimci olmaktadir (Woldehiwet
2006, Stuen 2020). Akarisitler ¢ogunlukla kene kontroliinde kullanilmaktadir. Fakat
ilaglara zamanla diren¢ olusmasi ve ilaglarin kullanildig1 yerlerde kalinti birakmasi,
akarisitlerin kullanim alanlarimi kisitlamaktadir. Akarisit kullanmadan vektor
kenelerin kontrolil i¢in alinabilecek dnlemler arasinda hayvan barinaklarinin vektor
kenelerin biiylimesine ve ¢ogalmasina elverissiz hale getirilmesi ve hayvan
barmaklar1 ile mera arasinda tampon bolge olusturulmasi gelmektedir (Jonsson ve
ark 1998). Korunmaya yonelik bir diger segenek ise, koyunlar1 ve 6-7 haftalik
oluncaya kadar kuzularmi kene bulunmayan, citlerle g¢evrili otlaklarda tutmaktir

(Woldehiwet 2006).

Gliniimiizde kenelere karsi kullanilan kene onleyici asilar, enfeksiyonu
kontrol altina almak i¢in iyi bir alternatif olarak goriilmektedir. Bu asilar ¢cevre dostu
olmalarinin yan sira, kene istilasin1 azaltarak kene kaynakli hastaliklarin olusumunu
azaltmakta ve akarisit kullanimini sinirlamaktadir (De la Fuente ve ark 2006). Vektor
patojen etkilesimini anlamak, vektor kaynakli hastaliklarin kontrolii igin 6nemli bir
rol oynamaktadir. Kene proteinlerine dayali kene asilarmin (Q38, SUB, SILK,
TROSPA, BM86/BM95, 64P) kullanilmasi ile hayvanlarda kene enfestasyonlar
azaltilarak kene kaynakli hastaliklarin en aza indirgenmesi saglanmaktadir (Atif
2016). Benzer sekilde, Akirin ve Subolesin proteinleri, kene Onleyici asi igin
potansiyel adaylar olarak goriilmektedir (De la Fuente ve ark 2013). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarla, A marginale MSP1a ve kene Subolesin proteinlerini igeren kene
Onleyici aginin, kene istilasin1 azalttigi, disi kenelerin viicut agirhgmi diistirdigii
(Boophilus microplus) ve sigirlarda A. marginale enfeksiyonunun goriilme oranini

azalttig1 bildirilmistir (Torina ve ark 2012).

Bulagsmanin az oldugu bolgelerde asilamada, Anaplasma tiirlerinin daha az
patojen izolatlarini iceren canli asilar kullanilmaktadir. A. centrale’ den elde edilen
canlt agilar A. marginale enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde diinyada yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Asi, A. marginale enfeksiyonlarina karsi tam olarak koruma
saglayamasa da A. marginale tarafindan olusturulan hastaliklarin siddetini azaltmakta
ve olimleri engellemektedir (Shkap ve ark 2002). As1 aday: olarak gesitli proteinler
onerilmekte, ancak basarili bir asinin gelistirilmesinin 6niinde, uygun korunmus

antijenin se¢imindeki zorluklar, etkenlerin farkli varyantlarda bulunmasi, antijen
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cesitliligi ve yapilan ¢aligmalarin sayisinin az olmasi gibi engeller bulunmaktadir

(Stuen ve ark 2013).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Caliyma alani, incelenen hayvan sayisi

Hayvan sayilarinin belirlenmesinde tabakali 6rnekleme yontemi i¢in yapilan
gii¢c analizleri sonucu, gerekli 6rneklem genisligi, TUIK 2017 verileri esas almarak
hesaplanmistir. Bu dogrultuda Giineydogu Anadolu bolgesinden 384 koyun ve 384
kecinin c¢alismada kullanilacak materyal sayisini karsiladigir belirlenmistir. Giig

analizlerine iliskin sonuglar Cizelge 2.1.1°de yer almaktadir.

Cizelge2.1.1: Giineydogu Anadolu Bolgesi koyun ve keci sayisina gore giic analizi

sonugclari
Iller Koyun Wj, Ny Keci Wj, Ny
Koyun Koyun Keci Kegi
Gaziantep 368372 0,060 23 244534 0,092 35
Adiyaman 150712 0,024 9 169795 0,064 24
Kilis 114347 0,019 7 82767 0,031 12
Sanhurfa 1732269 0,281 108 236851 0,089 34
Diyarbakir 1454746 0,236 91 350898 0,131 50
Mardin 526484 0,085 33 440281 0,165 63
Batman 619551 0,100 38 192198 0,072 29
Sirnak 565389 0,092 35 471676 0,177 68
Siirt 642478 0,104 40 480638 0,180 69
TOPLAM 6174348 1 384 2669638 1 384

*W\: Tabaka agirligi, n,: Tabakalara diisen birey sayisi

Tez c¢alismasimin  materyal temini Eylil (2019) ayr igerisinde
gerceklestirilmistir.  Calismada kullanilan materyaller Tirkiye’nin Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nden hava sicakliginin yiiksek oldugu bir siire zarfinda; hayvan
popiilasyonunun yogun oldugu il merkezleri, ilgeler ile kdyler gibi farkli odaklar ve
bu odaklardan da farkli siiriiler belirlenerek; farkli cinsiyet ve yas (<6 ay, 6 ay-1 yas
arasi, 1-3 yas arasi ve >3 yas) gruplarina ait rastgele segilmis toplam 768 (384 koyun
ve 384 keci) kiigiikbas hayvandan temin edilmistir. Calisma materyallerinin temin
edildigi yerlerde koyun ve kec¢i populasyonu goéz oOnilinde bulundurularak
populasyonu temsil edecek sayida numune toplanmistir. Numunelerin toplandigi
iller, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin haritadaki konumu ile birlikte Sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden numune alinan iller ve incelenen hayvan

sayilari

Gilineydogu Anadolu Boélgesi’nin tiim illeri 6rneklenmis ve bu iller igerisinde
materyalletin temin edildigi lokasyonlar ve hayvanlara ait 1k, yas bilgileri Cizelge

2.1.2 ve Cizelge 2.1.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1.2. Giineydogu Anadolu Bdlgesi koyun numuneleri, alinan yerler ve

alinan numune sayisi.

Sira Sehir Numunelerin alindigi ilgeler Hayvanmin irki  Alinan numune
sayisl

1 Kilis Polateli Ivesi koyun 7

2 Gaziantep  Karkamus, Nizip Ivesi koyun 23

3 Sanlurfa  Viransehir Ivesi koyun 108

4 Adiyaman  Kahta 9

5 Diyarbakir  Karacadag 91

6 Mardin Doganli (Talate) Koyii, Nusaybin 33

7 Batman Merkez 38

8 Siirt Giirgoze Koyi, Kurtalan Hamdani 40
koyunu

9 Sirnak Pinarbast, 1dil Hamdani 35
koyunu

Toplam 384

Cizelge 2.1.3. Glineydogu Anadolu Bolgesi ke¢i numuneleri, alinan yerler ve alinan
numune sayist.

Sira Sehir Numunelerin alindigi ilgeler Hayvanin irki Allnan numune
sayisi

1 Kilis Polateli Halep kecisi 12

2 Gaziantep  Karkamis, Nizip Halep kegisi 35

3 Sanlurfa Virangehir Halep kecisi 34

4 Adiyaman  Kahta Halep kegisi 24

5 Diyarbakir  Karacadag Kil kecisi 50

6 Mardin Doganli (Talate) Koyii, Nusaybin  Kil kegisi 63

7 Batman Merkez Kil kegisi 29

8 Siirt Giirgoze Koyii, Kurtalan Kl kegisi 69

9 Sirnak Pinarbasgt, 1dil Halep kegisi 68
Toplam 384
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2.2. Kan alma ve laboratuvar uygulamalari

Calisma i¢in belirlenen sayida koyun ve keginin Vena jugularis’inden, alkollii
pamukla kan alinacak bolge temizlendikten sonra antikoagulantli tiiplere yaklagik
10’ar ml kan alinmistir. Alinan kanlar hemolizi 6nlemek amaciyla sogutma 6zellikli
akiilii mini ara¢ dolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir. Laboratuvara getirilen
antikoagulantli kan tiiplerinden birer damla kan alinarak slirme kan frotileri
hazirlanmistir. Hazirlanan frotiler mikroskobik muayene asamasina gegilene kadar,
metil alkolle sabitlenereck preparat kutularina kaldirilmistir. Antikoagulantli kan
ornekleri 5.000 devirde 5 dk santrifiij edilerek kanin sekilli elemanlar1 plasmadan
ayrilmistir.  Santrifiij isleminden sonra porsiyonlanan kanlar genomik DNA

ekstraksiyonlar1 yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
2.2.1. Mikroskobik muayene

Mikroskobik muayenede kullanilan ekipmanlar

e Santriflij (Hettich, Universal 320R, Zenrifugen, Germany)
e Isik mikroskobu (Olympus BX 50)

e Derin dondurucu (-20°C, Argelik)

e Buzdolab1 (+4°C, Argelik)

Mikroskobik muayenede kullanilan kimyasallar

e Giemsa soliisyonu (Merck)
e Methanolol (Merck)

e Distile su

e Immersiyon yag1 (Merck)

Mikroskobik muayenenin yapilisi

Alinan kanlardan hazirlanan stirme frotiler kurutulduktan sonra metil alkolle
3-5 dakika (dk) sabitlendi. Ardindan giemsa boyasi ile 45 dk boyunca boyand: (Sekil
6). Boyama siiresinin bitmesinin ardindan siirme frotiler, boya kalintilarinin
olusmasini engellemek amaciyla tazikli akan ¢esme suyunun altinda, minimum 1 dk
boyunca yikandi. Yikanan frotiler, kuru bir zemine dik konumda yerlestirilerek
kurutuldu. Kurutulan frotiler Leica marka 151k mikroskobu altinda, immersiyon yagi
damlatilarak 100x’liik biiylitmeli mercekle yaklasik 5 dakika boyunca 100’den fazla
alan taranarak mikroskobik olarak incelendi (Sekil 6). Kan hiicrelerine (eritrosit,
trombosit, notrofil, lenfosit vb) yerlesen etkenlerin tespiti yapildi. Mikroskobik
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incelemenin ardindan elde edilen veriler excel tablosuna kaydedilerek istatistiki
analizler igin hazir hale getirildi.

Sekil 7: Giemsa boyasi ile boyanmis preparat ve mikroskop goriintiisii

2.2.2. Genomik DNA ekstraksiyonunun yapilisi

DNA ekstraksiyonu igin ticari olarak iiretilmis EZNA Blood DNA mini
ekstraksiyon kiti (Sekil 8) kullanilarak kan numunelerinden DNA’lar elde edilmistir.
DNA’lar Rt-PCR analizinde kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Genomik DNA ekstraksiyonunda kullanilan malzemeler:

e EZNA Blood DNA mini ekstraksiyon kiti

Sekil 8: EZNA Blood DNA mini ekstraksiyon Kiti
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Koyun ve ke¢i kanlarindan DNA ekstraksiyonu uygulamasi:

e Steril bir mikrosantrifiij tiipiine 250 uL kan aktarildi.

e 25 uL Proteinaz K Soliisyonu ve 250 uL BL Tamponu eklendikten
sonra 15 saniye boyunca maksimum hizda vorteks yapildi.

e Vortekslenen &rnekler 65 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sirasinda kisa bir siire vorteks yapildi.

e Inkiibasyonun ardindan 260 uL %100 etanol eklendi. 20 saniye
boyunca maksimum hizda vorteks yapildi.

e Kapagin ic¢inde kalmasi muhtemel damlalar1 tiipiin dibinden
toplayabilmek i¢in kisa bir siire santrifiij yapildi

e 2 mL'lik bir Toplama Tiipline bir HiBind® DNA Mini Siitunu
yerlestirildi.

e Tiim numune siituna aktarildi.

e Numunelere 1 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifiij yapildi.

e Elde edilen filtrat ve toplama tiipii atildi.

e HiBind® DNA Mini Siitunu, yeni bir 2 mL toplama tiipiine
yerlestirildi.

e Numunelere %100 izopropanol ile seyreltilmis, 500 pL. HBC
Tamponu eklendikten sonra 1 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifii
yapildi. Filtrat atild1 ve toplama tiipiinii tekrar kullanildi.

e %100 etanol ile seyreltilmis, 700 pL DNA Yikama Tamponu
eklendikten sonra 1 dakika boyunca >10.000 x g'de santrifiij yapildu.
Filtrat atild1 ve toplama tiipii tekrar kullanildi.

e Ikinci bir DNA Yikama Tamponu ile yikama adimi igin 12. adim
tekrarlandi.

e Siitunu kurutmak i¢in bos HiBind® DNA Mini Siitunu maksimum
hizda (>10.000 x g) 2 dakika santrifiij edildi (Etanoliin temizlenmesi,
daha sonraki asamalarin seyrini bozmamasi i¢in kritik Oneme
sahiptir).

e HiBind® DNA Mini Siitunu niikleaz icermeyen 2 mL mikrosantrifiij
tiipline aktarildi.

e 65°C'ye 1sitilmis 90 pL Eliisyon Tamponu eklendi. 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi.
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e Ardindan 1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlendi.

e ikinci bir eliisyon adimi i¢in 16. adim ayn1 miktarda eliisyon tamponu
(90 pL) kullanilarak tekrarlanda.

e (Cikarilan DNA Rt-PCR islemi yapilana kadar -20 °C'de muhafaza
edildi.

2.2.3. Real Time PCR uygulamalari

Rt-PCR uygulamalarinda kullamlan ekipmanlar:

e Rt-PCR cihazi (Sekil 9)
e Otomatik pipet

e rt per strip tiip

e Filtreli pipet ucu 10 ul

e Filtreli pipet ucu 200 ul
e Filtreli pipet ucu 1000 ul
e Eppendorf tiip 1,5 ml

Sekil 9: Calismada Rt-PCR analizlerinin gergeklestirildigi Rt-PCR cihazi
Rt-PCR uygulamalarinda kullamilan kimyasallar:
e Anaplasma phagocytophilum detection primer probe kit
e Anaplasma ovis detection primer probe kit

e Sybr green (Roche) niikleik asit jel boyasi (nucleic acid gel stain)

e Distile su
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Real Time PCR (qPCR) analizlerinin yapilsi:

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time polymerase chain
reaction) 1990'larin basinda Higuchi ve ark (1992) tarafindan gelistirilmis ve
PCR'deki amplifikasyonun gercek zamanli olarak izlenmesine olanak saglamis bir
yontemdir. Kisaca flouresan 1g1ma veren boya veya prob ile ¢alisan standart PCR
yontemidir (Gasser 1999). Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda normal
PCR’1n 6zgilligi ve duyarliligi korunarak, sonuglarin tespiti es zamanli olarak
yapilabilmektedir. Testte florasan etkili primerler, problar veya boyalar dongii
boyunca florasan sinyal gondermekte; sinyaller reaksiyon tiipline baglanan dijital
kamera ve florometre ile sinyallerin derecesine gore dl¢iilmektedir (Higuchi ve ark
1993, Gasser, 2006). Teknik, SYBR Green I gibi diger giivenli boyalar1 reaksiyona
dahil etmek ve kapiler termal cycler ile analiz etmek seklinde modifiye edilmistir. Bu
teknikte amplikonlarin  elektroforezine ihtiyag duyulmamakta ve teknik
amplifikasyonun basladigi dongiiyii (Ct) belirleyerek nispi veya mutlak miktar
Olglimiinii miimkiin kilmaktadir. Verilerden standart bir egri olusturulmakta ve test
numunelerindeki miktarlar, standart egriye gore hesaplanmaktadir. Araya giren
boyalar, herhangi ¢ift sarmalli DNA'ya baglanabilmekte; bu durum herhangi bir
etkenin teshisi i¢in kullanilabildigi i¢in avantajli sayilmaktadir. Bununla birlikte
boyanin primer dimerleri ve spesifik olmayan iirlinleri i¢eren bir numunedeki ¢ift
sarmalli DNA'larin tiimiine baglanmasi aynt zamanda bir dezavantaj olarak
sayilmaktadir. Bu olumsuz durum testin spesifik olmayan {iriinleri denatiire eden ve
elde etmek istenilen iiriinleri oldugu gibi birakan bir sicaklikta yapilmasiyla
asilabilmektedir. Bir amplikonun erime noktasi, i¢indeki niikleotid dizilerinin
bilesimi ve uzunlugu ile ilgili olmakla beraber, numuneler igindeki ve arasindaki dizi
varyasyonunu tespit ve karakterize etmek i¢in bir erime egrisi analizinin
kullanilabilmesini miimkiin kilmaktadir (Becker ve ark 1996). Ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonunda SYBR Green | boyas1 kullanilarak Cryptosporidium,
Leishmania ve Trypanosoma tiirleri de dahil olmak iizere ¢esitli protozoonlarin
teshisi ile ilgili ¢alismalar bildirilmistir (Nicolas ve ark 2002, Becker ve ark 2004,
Widmer ve ark 2004).

Bu ¢alismada A. phagocytophilum etkenlerinin Rt-PCR ile teshisi Roche Sybr
Green boyasi kullanilarak yapilmistir. Calismada A. phagocytophilum ApMSP2
hedef gen bolgesini ¢ogaltan 0,75 ul ApMSP2F-Primeri, 0,75 ul ApMSP2R-Primeri,
5ul Master mix (Sso Advanced Universal SYBR green Supermix, 1 ml, Biorad), (Rt-
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PCR analizlerinde kullanilan primer ve prob dizileri Cizelge 2.2.3.1°de
gosterilmistir), 1 pul ddH,O (double distile water-duble distile su), 2,5 ul Template
DNA (kan orneklerinden ekstraksiyon kiti kullanilarak elde edilen DNA’lar)
kullanilmis ve her kuyucukta toplam hacim 10 ul olacak sekilde Rt-PCR cihazina
(LightCycler 96, Roche) ylikleme yapilmigtir. Cihazda ayarlanan 1s1 dereceleri ve
stireler Cizelge 2.2.3.2°de gosterilmistir.

Calismada A. ovis etkenlerinin Rt-PCR ile teshisinde A. ovis gItA gene hedef
gen bolgesini ¢ogaltan 0,5 pl anti-sense primer (Microsynth), 0,5 ul sense primer
(Microsynth), 5ul Master mix (Fast start Essential DNA probes master,Roche), 0,5
ul TagMan probe FAM (Microsynth), 1 ul ddH,O (double distile water-duble distile
su), 2,5 ul Template DNA (kan 6rneklerinden ekstraksiyon kiti kullanilarak elde
edilen DNA’lar) kullanilmis ve her koyucukta toplam hacim 10 pl olacak sekilde Rt-
PCR cihazina (LightCycler 96, Roche) yiikleme yapilmistir. Cihazda ayarlanan 1s1
dereceleri ve siireler Cizelge 2.2.3.3°de gdsterilmistir.

Calismada Pozitif Kontrol olarak, Ceylan ve ark (2021a)’nin Tirkiye
genelinde koyunlarda kenelerle nakledilen kan parazitlerini arastirdiklar1 ¢alismada
PCR testi ile pozitif olarak tespit ettikleri ve filogenetik analizlerle pozitif olduklari
dogrulanan koyun DNA’lar1 kullanilmistir. Negatif kontrol &rneklerinin yerine ise

double distile su kullanilmistir.

Cizelge 2.2.3.1. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizlerinde
kullanilan primer ve problar.

Primer Prob Kaynak

A. ovis glItA gene TagMan probe FAM

sense primer: 5'- 5’ACATTTACAGGCACAC  (Chi ve ark 2013)
AGGTACCGGGTATCGTTGCA-3’ CTCTGGCATGC-3' BHQ1

A. ovis glItA gene
anti-sense primer: 5'-
AGGTTTGGATCTGCCTCTGTGA-3'

A. phagocytophilum (Courtney ve
ApMSP2 F 5'- Sybr green (Roche) ark 2004,
ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGG Almazan ve ark
TATT-3’ 2020)
ApMSP2 R5-TTGGTCTTGAAGC

GCTCGTA-3’
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Cizelge 2.2.3.2. Rt-PCR testinde orneklerin A. phagocytophilum etkenleri
bakimindan incelenirken uygulanan 1s1 dereceleri ve stireler.

Asama Sicakhk Siire Dongii
Preinkiibasyon 95 °C 600 s 1
95 °C 155
Amplifikasyon 55 °C 30s 40
72°C 30s
95 °C 10s
Melting 65 °C 60s 1
97 °C 1s
Cooling 37°C 30s 1

Cizelge 2.2.3.3. Rt-PCR testinde orneklerin A. ovis etkenleri bakimindan
incelenirken uygulanan 1s1 dereceleri ve siireler

Asama Sicakhik Siire Dongii

Preinkiibasyon 95 °C 600 s 1
95°C 10s

3 Step Amplifikasyon 60 °C 25s 45
72°C 1s

Cooling 37°C 30s 1
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3. BULGULAR

3.1. Mikroskobik muayene bulgulari:

Bu caligmada Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki biitiin illerden
(Kilis, Gaziantep, Sanlurfa, Adiyaman, Diyarbakir, Mardin, Batman, Siirt, Sirnak)
toplam 384 koyun ve 384 kegiden kan numunesi toplanmistir. Bu kan numuneleri
mikroskobik muayene ile A. ovis ve A. phagocytophilum etkenleri yoniinden
incelenmis ve koyunlara ait sonuglar Cizelge 3.1°de, kegilere ait sonuglar Cizelge
3.2°de gosterilmistir. Bu ¢izelgelerden de anlasilacag: gibi mikroskobik muayene ile
koyun ve ke¢i kanlarindan hazirlanan Giemsa boyali siirme kan frotilerinin

hi¢cbirinde A. phagocytophilum'a rastlanmamustir.

Bolgeden toplanan 384 koyun kan numunesinden hazirlanan siirme kan

frotilerinin 84'tinde (%21,88) Anaplasma spp. tespit edilmistir.

Cizelge3.1: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyunlarda Anaplasma tiirlerinin
mikroskobik yaygimligi.

Sira Sehir n* A.ovis A phagocytophilum  Toplam (%)

1 Kilis 7 1 - 14,29
2 Gaziantep 23 4 - 17,39
3 Sanliurfa 108 16 - 14,81
4 Adiyaman 9 4 - 44,44
5 Diyarbakir 91 16 - 17,58
6 Mardin 33 4 - 12,12
7 Batman 38 13 - 34,21
8 Siirt 40 19 - 47,5
9 Sirnak 35 7 - 20

Toplam 384 84 - 21,88

n*: Incelenen hayvan sayisi
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Bolgeden toplanan 384 kec¢i kan numunesinden hazirlanan siirme kan
frotilerinin 152 (%39,58)’sinde Anaplasma spp. teshis edilmistir. Elde edilen
verilerle Giineydogu Anadolu Bolgesi’'ndeki kegilerde mikroskobik muayene
yontemi ile tespit edilen Anaplasma spp. Oranmin koyunlardan yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Glineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kegilerde mikroskobik
muayene yontemi ile tespit edilen A. ovis enfeksiyonun illere gore oranlari harita
tizerinde Sekil 10°da gosterilmistir. Calismada mikroskobik muayene ile Batman ili

koyun 6rneklerinde tespit edilen Anaplasma spp. Sekil 11°de gosterilmistir.

Cizelge3.2: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki kegilerde Anaplasma tiirlerinin
mikroskobik yaygimligi.

Sira Sehir n* A.ovis A phagocytophilum 0Toplam
1 Kilis 12 6 - (/0)50,00
2 Gaziantep 35 17 - 48,57
3 Sanlurfa 34 9 - 26,47
4 Adiyaman 24 16 - 66,67
5 Diyarbakir 50 23 - 46,00
6 Mardin 63 19 - 30,16
7 Batman 29 6 - 20,69
8 Siirt 69 27 - 39,13
9 Sirnak 68 29 - 42,65
Toplam 384 152 - 39,58

n*:Incelenen hayvan sayisi
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Sekil 10. Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kegilerde mikroskobik
muayene yontemi ile tespit edilen A. ovis enfeksiyonun illere gore oranlari.

a b
Sekil 11: a: Anaplasma spp. (Batman koyun 20/ 100x orijinal), b: Anaplasma spp.

(Batman koyun 10/100x orijinal)

3.2. Rt-PCR analizi bulgular:

Calismada Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyunlarda Rt-PCR yontemi
ile belirlenen Anaplasma tiirleri ve molekiiler prevalans degerleri Cizelge 3.3’te, A.
ovis ve A. phagocytophilum’un tekli ve birlikte enfeksiyon oranlari ile total
enfeksiyon oranlari tablo halinde yazilarak belirtilmistir. Koyunlarda Rt-PCR
yontemi ile tespit edilen A. ovis (Sekil 12) ve A. phagocytophilum (Sekil 13)
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enfeksiyon oranlari Giineydogu Anadolu Bdlgesi illerinin bolgesel konumlarimi da
gosteren harita iizerinde enfeksiyonun yogunluk durumuna gore koyu ve agik renkte

olacak sekilde belirtilmistir.

Cizelge 3.3: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyunlarda Rt-PCR yontemi ile

belirlenen Anaplasma tiirleri ve molekiiler prevalans degerleri.

Total enfeksiyon oram

Sira Sehir N A0(%) Ap(%) Ao+Ap(%) Ao (%) Ap(%) Ao/Ap
total
1 Kilis 7 - 3 - - 3 3
(42,86) (42.86)
2 Gaziantep 23 2 9 3 5 12 14
(21,74) (52,17) (60.87)
3 Sanlurfa 108 23 1 83 106 84 107
(98,15) (77,78)  (9.07)
4 Adiyaman 9 1 1 4 5 5 6
(55,56) (55,56) (66.67)
5 Diyarbakir 91 82 - 9 91 9 91
(100) (9,89) (100)
6 Mardin 33 11 1 21 32 22 33
(96,97) (66,67)  (100)
7 Batman 38 30 - 8 38 8 38
(100)  (21,05)  (100)
8 Siirt 40 19 3 13 32 16 35
(80,000  (40)  (87.50)
9 Sirnak 35 28 - 6 34 6 34
(97,14) (17,14) (97.14)
Toplam 384 196 18 147 343 165 361

(51.04)  (4.69) (38.28) (89.32) (42.97) (94.01)

*n: Incelenen hayvan sayis1 Ao: Anaplasma ovis Ap: Anaplasma phagocytophilum
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Sekil 12. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan koyunlarda Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. ovis enfeksiyonunun yiizde oranlar1 (Renk skalasi yogunluk arttik¢a

koyulagmaktadir)

Diyarbakir
%9.89

Adiyaman Batman

%55.56 %21.05
Siirt
./%40.00

Gaziantep
%52.17

Sirnak
%17.14

Sanliurfa
%79.63

%42.86

Sekil 13. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan koyunlarda Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. phagocytophilum enfeksiyonunun yiizde oranlart (Renk skalasi

yogunluk arttikca koyulagmaktadir)

Calismada Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki kegilerde Rt-PCR yontemi ile
belirlenen Anaplasma tiirleri ve molekiiler prevalans degerleri Cizelge 3.4’te A. ovis
ve A. phagocytophilum’un tekli ve birlikte enfeksiyon oranlar ile total enfeksiyon
oranlari tablo halinde yazilarak belirtilmistir. Koyunlarda Rt-PCR yontemi ile tespit
edilen A. ovis (Sekil 14) ve A. phagocytophilum (Sekil 15) enfeksiyon oranlari
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Gilineydogu Anadolu Bolgesi illerinin bolgesel konumlarini da gosteren harita

tizerinde enfeksiyonun yogunluk durumuna gore koyu ve agik renkte olacak sekilde

belirtilmistir.

Cizelge 3.4: Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki kegilerde Rt-PCR yontemi ile

belirlenen Anaplasma tiirleri ve oranlart.

Sira Sehir n* Ao(%) Ap(%) Ao+Ap Total enfeksiyon orani
(%)
Ao (%) Ap (%) Ao/Ap total
1 Kilis 12 3 3 3 6 6 9
(25,0) (25,00 (25,00 (50,00) (50,00) (75,0)
2 Gaziantep 35 13 3 1 14 4 17
(37,24) (8,57) (2,86) (40,00) (11,43) (48,57)
3 Sanliurfa 34 28 - 3 31 3 31
(82,35) (8,82) (91,18) (8,82) (91,18)
4 Adiyaman 24 11 - 1 12 1 12
(45,83) (4,17)  (50,00) (4,17) (50,00)
5 Diyarbakir 50 42 - - 42 - 42
(84,0) (84,00) (84,00)
6 Mardin 63 35 1 19 54 20 55
(55,55) (1,59) (30,16) (85,71) (31,75) (87,3)
7 Batman 29 13 1 7 20 8 21
(44.82) (3.45) (24,14) (68,97) (27,59) (72,41)
8 Siirt 69 47 1 11 58 12 59
(68,12) (1,45) (15,94) (84,06) (17,39) (85,5)
9 Sirnak 68 59 - 7 66 7 66
(86,77) (10,29) (97,06) (10,29) (97,06)
Toplam 384 251 9 52 303 61 312
(65,36) (2,34) (13,54) (78,91) (15,89) (81,25)

n*: Incelenen hayvan sayis1 Ao: Anaplasma ovis Ap: Anaplasma phagocytophilum
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Sekil 14. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan kegilerde Rt-PCR yo6ntemi ile
belirlenen A. ovis enfeksiyonunun yiizde oranlar1 (Renk skalasi yogunluk arttik¢a

koyulagsmaktadir)

Diyarbakir

%0
Batman
%27.59

Adiyaman

%4.17 Siirt

./ %17.39

Gaziantep
%11.43

Sirnak
%10.29

%31.75

Kilis Sanhurfa
%50.00 %8.82

Sekil 15. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan kegilerde Rt-PCR yontemi ile
belirlenen A. phagocytophilum enfeksiyonunun yiizde oranlar1 (Renk skalasi

yogunluk arttik¢a koyulagmaktadir)

Calismada uygulanan Rt-PCR analizinin sonuglariin  goriintiilendigi
LightCycler 96 SW 1.1 bilgisayar programina ait goriintii Sekil 16°da verilmistir.
Goriintiide Sanliurfa’ya ait baz1 koyun ve keg¢i orneklerinde A. phagocytophilum
etkenlerinin tablo goriintiisii (pozitif-yesil, negatif-kirmizi) ile negatif ve pozitif

kontrol 6rneklerinin ct (esik dongiisii) degerleri gosterilmistir.
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Sekil 16. Sanliurfa’ya ait bazi koyun ve kegi oOrneklerinin A. phagocytophilum
yoniinden incelendigini gosteren Rt-PCR sonug ekrani, Negatif ve Pozitif kontrol

orneklerinin ct (esik dongiisii) degerleri ve melting peaks degerleri

Calismada uygulanan Rt-PCR  testinin  sonuglarinin  goriintiilendigi
LightCycler 96 SW 1.1 bilgisayar programina ait bir diger goriinti Sekil 17°de
verilmistir. Goriintiide Sanlurfa’ya ait bazi koyun ve keci orneklerinde A. ovis
etkenlerinin tablo goriintiisii (pozitif-yesil, negatif-kirmiz1) ile negatif ve pozitif
kontrol drneklerinin ct (esik dongiisii) degerleri gosterilmistir.
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Sekil 17. Sanlurfa’ya ait bazi koyun ve kegi orneklerinin A. ovis yoniinden
incelendigini gosteren Rt-PCR sonug ekrani, Negatif ve Pozitif kontrol 6rneklerinin
ct (esik dongiisii) degerleri
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3.3. Istatistiksel analiz bulgular

Koyunlarda A. ovis, A. phagocytophilum ve koenfeksiyonlarin teshisinde Rt-
PCR ve mikroskobi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir
(p<0.05, ki-kare test). Calismada A. ovis, A. phagocytophilum ve koenfeksiyonlarin
prevalans degerleri Rt-PCR ile daha yiiksek diizeyde bulunmustur.

Istatistiki analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.1.1°de verilmistir.

Cizelge. 3.1.1. Koyunlarda Rt-PCR ve mikroskobi sonuglarmin istatistiki yonden
karsilastirilmasi.

Ao Ap Miks Ao+Miks Ap+miks Total

Rt-PCR 196/384° 18/384%  147/384% 343/384%  165/384°  361/384°

Mikroskobi 84/384°  0/384°  0/384° 0/384° 0/384° 84/384°

25 Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (p<0.05, ki-kare test).

Kegilerde de A. ovis, A. phagocytophilum ve koenfeksiyonlarin teshisinde Rt-
PCR ve mikroskobi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir
(p<0.05, ki-kare test). Caligmada A. ovis, A. phagocytophilum ve koenfeksiyonlarin
prevalans degerleri Rt-PCR ile daha yiiksek diizeyde bulunmustur.

Istatistiki analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.1.2°de verilmistir.

Cizelge. 3.1.2. Kegilerde Rt-PCR ve mikroskobi sonuglarmin istatistiki yonden
karsilastirilmasi.

Ao Ap Miks Ao+Miks Ap+miks Total

Rt-PCR 251/384%  9/384%  52/384°  303/384°  61/384° 312/384°

Mikroskobi 152/384° 0/384°  0/384° 0/384° 0/384° 152/384°

2b: Ay siitundaki farkl harfler istatistiki agidan 6nemlidir (p<0.05, ki-kare test).
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Calismada mikroskobi yontemiyle A. ovis’e ait elde edilen veriler sonucunda
koyun ve kegiler arasinda istatistiksel olarak anlamli (yiiksek oranda) bir fark
belirlenmistir (p<0.001). Calismada Kkegilerde mikroskobi yontemiyle elde edilen
veriler sonucunda A. ovis’e ait prevalans degerleri koyunlara gore daha yiiksek
diizeyde bulunmustur. Anaplasma phagocytophilum mikroskobik muayene
yonteminde tespit edilmedigi i¢in A. phagocytophilum’a ait istatistiksel veriler

degerlendirilmemistir.

Istatistiki analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.1.3’de verilmistir.

Cizelge. 3.1.3. Koyun ve kegilerde mikroskobi sonuglarinin istatistiki yonden
karsilastirilmasi.

Ao Ap Miks Ao+Miks Ap+miks Total
Koyun- 84/300° 0/384 0/384  0/384 0/384 84/300°
Mikroskobi
Keci-Mikroskobi  152/232° 0/384  0/384  0/384 0/384 152/232°

a, b: Aym siitundaki farklh harfler istatistiki ac¢idan 6nemlidir (p<0.05, ki-kare
test).

Calismada A. ovis ve koenfeksiyonlar bakimindan Rt-PCR yontemiyle elde
edilen veriler sonucunda koyun ve kegiler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark belirlenmistir (p<0.001). Calisma sonucunda koyun ve kegilerde Rt-PCR ile A.
ovis ve koenfeksiyon goriilme oranlari karsilastirildiginda enfeksiyonun koyunlarda
kegilere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel analizler sonucunda
koyun ve kecilerde A. phagocytophilum’a ait verilerde anlamli bir fark
bulunmamistir  (p>0.05). Bunun nedeni tekli enfeksiyon oranlarinin A.
phagocytophilum’da diisiik olmasidir fakat total enfeksiyon oranlarina bakildiginda
elde edilen diger sonuglar gibi Rt-PCR’da da koyunlarda A. phagocytophilum orani
kecilerden daha ytiksek tespit edilmistir.

Istatistiki analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.1.4°de verilmistir.
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Cizelge. 3.1.4. Koyun ve kegilerde Rt-PCR sonuglarinin istatistiki yonden
karsilastirilmast.

Ao Ap Miks Ao+Miks Ap+miks Total

Koyun-Rt-  188/196* 18/366 147/237% 41/343°  165/219°  23/361°
PCR

Keci-Rt- 133/251° 9/375 52/332° 81/303"  61/323° 72/312°
PCR

a, b: Aym siitundaki farkh harfler istatistiki acidan 6nemlidir (p<0.05, ki-kare
test).
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4. TARTISMA

Anaplasmosis tropikal bovine ehrlichiosis veya gall sickness olarak da
bilinen, Anaplasma soyuna bagli ¢esitli tiirlerin neden oldugu, tropik ve subtropik
bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen, kenelerle nakledilen
ve hayvancilik sektoriinii olumsuz yonde etkileyen dnemli enfeksiyoz bir hastaliktir
(Inci ve ark 2013). Anaplasma tiirleri konaklarinda farkl1 hiicreleri enfekte ederler.
Anaplasma marginale, A. centrale ve A. ovis ruminantlarin eritrositlerine, A. platys
kopeklerin trombositlerine, A. phagocytophilum ise insan ve evcil hayvanlarin
graniilositlerine yerlesmektedir (Torina ve Santo 2012). Anaplasma tiirleri keneler
(Dermacentor, Amblyomma, Rhipicephalus, Ixodes, Hyalomma ve Ornitodoros
tiirleri) ile biyolojik olarak, kan emen bazi sinekler (Tabanidler, Stomoxys spp. ve
birgok sivrisinek tiiri) ile mekanik olarak ve ayrica iatrojenik olarak konaklara
tagimirlar (Hornok ve ark 2011). Koyun ve kegilerde anaplasmosise sebep olan
tirlerin basinda A. ovis ve A. phagocytophilum gelmektedir. Anaplasma ovis'in neden
oldugu anaplasmosis genellikle asemptomatiktir, ancak bazen siddetli anemiye sebep
olabilmektedir (Stuen 2016). Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu
enfeksiyon ise insanlarda human granulositik ehrlichiosis/anaplasmosis, hayvanlarda
kene kaynakli ates (tick borne fever/ TBF), sigirlarda ise ayrica mera hummasi
(pasture fever) olarak adlandirilan hastaliklara sebep olmaktadir (Atas ve ark 2016).

Kii¢iik ruminant anaplasmosisi diinya genelinde bir¢ok bolgede yaygin olarak
bildirilmektedir. Kiigiik ruminant anaplasmosisinin yaygmligi ile ilgili elde edilen
veriler ¢alismalarda kullanilan metotlarin spesifite ve sensitiviteleri ile yakindan ilgili
olarak giincellenmektedir. Ornegin, Giemsa ile boyanmis siirme frotilerin
mikroskobik muayenesi hassas bir yontem olmadig1 ve biiyiik uzmanlik gerektirdigi
igin A. ovis enfeksiyonlarinin gergek durumunu yansitmada yetersiz kalmaktadir. Bu
calismada mikroskobik muayene sonucunda elde edilen enfeksiyon oranlar: ile
Tiirkiye’de ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde ayni metotla yapilan diger ¢alismalarin
sonuclart arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklarin temel sebebinin
yukarida sayilan nedenlerden kaynaklandigi diistiniilebilir. Ayrica ara konak ve son
konak iligkisinin cografik bolgelere gore farkliliklar gostermesi ve mikroskobik
olarak muayene edilen hayvanlarin hastaliga spesifik klinik belirtilere sahip olup

olmamasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir (Renneker ve ark 2013Db).
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Kan protozonlarinin teshisi uzun yillar boyunca hastaliga 6zel klinik bulgularin
goriilmesi ve kan frotilerinin mikroskobik bakisi ile yapilmistir. Tiirkiye'nin farkli
yerlerinde yapilan ¢alismalarda mikroskobik olarak koyunlarda A. ovis’in yayginligi
%0,2-10 arasinda degismektedir (Goksu 1967, Hoffman ve ark 1971, Giiralp ve ark
1975, Ozer ve ark 1993, Ekici 2016). Anaplasma ovis Tiirkiye’de ilk olarak Ekrem
(1931) tarafindan bir koyunda mikroskobik muayene ile tespit edilmistir. Ayni
sekilde Bursa’da Lestoquard ve Ekrem (1931) tarafindan bir koyunda tespit
edilmistir. Goksu (1967) klinik olarak siipheli ve saglikli koyun ve kecilerde
mikroskobik muayene yontemini kullanarak yaptigi bir calismada i¢ Anadolu ve
Dogu Anadolu boélgelerinde A. ovis’i %1,34 ve %2,23 oraninda bildirmistir.
Hoffmann ve ark (1971) Akdeniz Bolgesi’'nde mikroskobik muayene yontemini
kullanarak iki kecinin Anaplasma tiirleri ile enfekte oldugunu bildirmistir. Giiralp ve
ark (1975), Balikesir, Kirklareli ve Tekirdag illerindeki saglikli koyunlarda yaptiklar
calismada mikroskobik prevalansi %0,72 olarak bildirmislerdir. Ozer ve ark (1993)
da mikroskobik olarak Malatya, Adiyaman, Sanlurfa, Mardin ve Diyarbakir
illerindeki saglikli koyun ve kegilerde yaptiklart ¢alismada Anaplasma etkenlerini
%0,2 oraninda tespit etmistir. Diinya genelinde de klinik ve mikroskobik muayene
metotlar1 kullanilarak yapilan ¢ok sayida ¢alisma bildirilmistir (Ndung’u ve ark
1995, Talat ve ark 2005, Razmi ve ark 2006, Al saad ve ark 2009, Nagid ve Zangana
2011, Ahmadi Hamedani ve ark 2012). Tirkiye’'nin Giineydogu Anadolu
Bolgesi’ndeki koyun ve kegilerde anaplasmosis etkenlerinin yaygimligini belirlemek
icin mikroskobik muayene yonteminin kullanildigi bu ¢alisma sonucunda
mikroskobik muayene ile 384 koyun kan numunesinden hazirlanan siirme kan
frotilerinin 84 (%21,88)"linde, 384 ke¢i kan numunesinden hazirlanan siirme kan
frotilerinin 152 (%39,58)’sinde A. ovis tespit edilmistir. Calismada mikroskobik
muayene sonucunda elde edilen enfeksiyon oranlari ile Tiirkiye’de ve diinyanin
cesitli bolgelerinde ayn1 metotla yapilan diger calismalardaki oranlardan daha yiiksek

olarak tespit edilmistir.

Molekiiler biyolojideki gelismeler, patojenlerin hassas ve spesifik tespitini
biiylik ol¢iide ilerletmistir. Anaplasma ovis DNA'sinin tespiti igin spesifik bir PCR
protokolii olusturulmasimnin ardindan (de la Fuente ve ark 2002, 2007) bu patojen
hakkinda yeni wveriler elde edilmistir. Tirkiye’de kiiclik ruminantlarda

anaplasmosisin molekiiler prevalansini belirlemek icin yapilan caligmalarda basta
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konvansiyonel PCR olmak iizere diger molekiiler yontemlerden yararlanilmis, Rt-
PCR metodu kullanilmamistir. Tiirkiye genelinde molekiiler yontemler kullanilarak
yapilan ¢alismalarda A. ovis oran1 %18-67,06 (Renneker ve ark 2013b, Altay ve ark
2014, Oter ve ark 2016, Bilgi¢ ve ark 2017, Zhou ve ark 2017, Aktas ve Oziibek
2018, Seving ve ark 2018, Benedicto ve ark 2020, Ceylan ve ark 2021) olarak tespit
edilmistir. 2013 yilindan sonra kiigiikbag hayvanlarda A. ovis'in gercek prevalansini
belirlemek i¢in molekiiler tabanli ¢alismalara agirlik verilmeye baglanmistir (Aydin
ve Dumanh 2019). Aydin, Mugla, Denizli, Burdur, Usak, Aksaray, Konya, Van ve
Sanlurfa illerinden 830 saglikli koyunda tiire 6zgii PCR kullanilarak yapilan
aragtirmaya gore, A. oviS’in prevalansi %31,4 olarak bildirilmistir (Renneker ve ark
2013Db). Altay ve ark (2014), PCR ile Bing6l, Elazig, Malatya ve Mus illerinden 422
saglikli koyun ve kegiyi incelemis ve orneklerin %67,6'sinin A. ovis bakimindan
pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ekici (2016), Konya ve Karaman illerinden 832
saglikli koyun ve keci iizerinde mikroskobik muayene ve serolojik yontemler
kullanarak yaptigi caligma ile A. ovis’in prevalansint %10 ve %75,12 olarak
bildirmistir. Oter ve ark (2016) Mayis-Eyliil 2014 tarihleri arasinda Istanbul,
Tekirdag, Edirne ve Kirklareli illerinde yiirtittiikleri bir ¢alismada klinik semptom
gostermelerine bakilmaksizin rastgele secilen 423 kii¢lik ruminanttan (216 koyun ve
207 keci) kan 6rnegi toplanmislar ve tiir identifikasyonu i¢in major surface protein 4
(msp4) genini hedef alan tiir-spesifik PCR ve sekans analizi ile Anaplasma tiirlerini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda A. ovis koyun ve kegilerde sirayla %58,8 ve
%42,51 oraninda tespit edilmistir. Bu ¢alisma, A. ovis ve A. phagocytophilum’un
Tiirkiye nin Trakya bolgesindeki koyun ve kegilerde varligi ve dagilimi {izerine PCR
ve sekans analizi ile yapilan ilk arastirmadir (Oter ve ark 2016). Bilgic ve ark
(2017)’nin, saglikli kiiciikbas hayvanlarda tiire 6zgii PCR kullanarak yaptiklart
calismada, A. ovis’in yayginliginin %63,3 oldugu bildirilmistir. Zhou ve ark (2017)
Konya ve Karaman illerinde kene ile bulasan protozoer ve riketsial hastaliklarin
molekiiler prevalansini belirlemek i¢in yaptiklari bir ¢calismada A. ovis’in molekiiler
prevalansin1 %60 olarak bildirmislerdir. Han ve ark (2017) tarafindan yapilan bir
calismada koyunlar i¢in patojen tiir olan A. ovis’in kegiler i¢in de patojen oldugu ve
kecilerdeki enfeksiyon oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir. Seving ve ark
(2018)’nin Konya ve Karaman illerinde babesiosis benzeri klinik bulgular gosteren
koyunlarda PCR ve mikroskobik muayene yontemiyle kan protozoonlarini

arastirdiklari bir ¢alismada mikroskobik muayene ve PCR metoduyla A. ovis oranini
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sirayla %39,71 ve %56,94 olarak bildirmislerdir. Tiirkiye’de koyun ve kegilerde A.
ovis ve A. phagocytophilum ile ilgili ¢alismalar mevcuttur fakat Glineydogu Anadolu
Bolgesi’nin prevalansini biitlin bolgeyi kapsayacak sekilde belirten bir calisma
mevcut degildir. Renneker ve ark (2013b)’nin Tiirkiye (Van ve Sanlurfa), Irak,
Sudan ve Portekiz’de, koyunlarda Anaplasma etkenlerini molekiiler olarak
arastirdiklar1 bir ¢alismada Van ve Urfa’da A. ovis etkenlerinin oranmi 14/132
(%10,6) olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada Sanlurfa’dan topladigimiz 6rneklerde
Rt-PCR analizi ile A. ovis’e %98,15 gibi yiiksek bir oranda (106/108) rastlanmustir.
Aktas ve Oziibek (2018)’in Giineydogu illerinden Gaziantep ve Adiyaman ile
Tiirkiye’nin baska bolgesinden iki sehirden topladiklar1 6rneklerle kiigiik ruminantlar
lizerinde yaptiklart bir calismada Gaziantep’ten 68 koyun ve 38 keciden;
Adiyaman’dan 63 koyun ve 44 kec¢iden topladiklari 6rnekleri A. ovis yoniinden
MSP1a proteinlerini hedef belirleyerek PCR ile incelemis, sirasiyla Gazinatep’te 12
(%17,64) koyun ve 7 %(18,42) kegide; Adiyaman’da 12 (%19,04) koyun ve 5
(%11,36) kegide etkenlere rastlamislardir. Bu ¢aligmada ayrica koyun ve kegilerde A.
ovis etkenleri bakimindan bir farklilik gozlemlenmedigi, fakat etkenleri tasiyan
hayvanlarin ayn1 zamanda Rhipicephalus bursa ve Rhipicephalus turanicus tiirii
kenelerle enfeste oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismamizda Rt-PCR metoduyla A. ovis’e
Gaziantep’te koyunlarda 5/23 (%21,74), kegilerde 14/35 (%40) oraninda;
Adiyaman’da koyunlarda 5/9 (%55,56), kecilerde 12/24 (%50) oraninda
rastlanmigtir. Calismamizda tespit edilen oran Aktas ve Oziibek (2018)’in yaptig1
calismada elde edilen oranlardan daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Benedicto ve
ark (2020)’nin Tirkiye’nin 10 sehrinden koyun ve kecilerde kene kaynakli
hastaliklari mikroskobi ve PCR yontemiyle arastirdiklar1 bir ¢alismada Diyarbakir’da
A. ovis’e mikroskobide %22,6 oraninda, PCR’da ise %46,6 oraninda rastlamislardir.
Calismamizda Diyarbakir’dan alinan koyun orneklerinde A. ovis’e mikroskobide
%17,58; Rt-PCR’da ise %100 gibi yiiksek bir oranda rastlanmistir. Ceylan ve ark
(2021a)’nmin Tiirkiye genelinde koyunlara kenelerle bulasan hastaliklarin prevalansini
molekiiler olarak belirlemek i¢in yaptiklart bir ¢alismada Batman ve Mardin’den
topladiklari numunelerde Batman’da %43,37 oraninda A. ovis; Mardin’de %35
oraninda A. ovis’e rastladiklarini bildirmislerdir. Calismamizda koyunlarda A. ovis’e
Batman’da 38/38 (%100), Mardin’de 32/33 (%96,97) gibi yiiksek bir oranda
rastlanilmistir. Calismamizda tespit ettigimiz degerler Giineydogu Anadolu

Bolgesi’nde yapilan diger ¢alismalarin genelinden yliksek tespit edilmistir. Aradaki
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bu farkin Ornek toplama sirasinda mevsim kosullarinin diger calismalardaki
bolgelerden farkli olmasi nedeniyle hastaliin naklinde gorev alan kene
popiilasyonlarinin degismesinden, 6rnek alinan bolgelerin hastaligin yiiksek oranda
goriildiigii sinir bolgelere (Suriye, Irak) yakin olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmiistiir. Ayrica kene kontrolii uygulamalarmin yetersiz olmasi ve bdlge
halkinin hastaliklardan korunma konusunda yeterince bilinglendirilmis olmamasi da

bu etkenler arasinda sayilabilmektedir.

Diinya genelinde A. ovis’in molekiiler yontemlerle tespiti igin yapilan bir¢ok
calisma mevcuttur. Kiigiikbas hayvanlarda anaplasmosise sebep olan A. ovis ilk
olarak 1912 yilinda Bevan tarafindan bir koyunda bildirilmis daha sonra Asya,
Avrupa, Afrika ve Amerika gibi diinyanin bir¢ok iilkesinden vakalar bildirilmistir
(Renneker ve ark 2013a). Ndung'u ve ark (1995)’'nin Kenya'da yaptiklar1 bir
calismada mikroskobik baki ve DNA hibridizasyonu yontemiyle inceledikleri 149
keginin 127'sinde A. ovis tespit edilmis ve pozitif 127 keginin 119 'u (%94) cELISA
testi ile de seropozitif olarak belirlenmistir. Ahmadi-Hamedani ve ark (2009)’nin
fran’da yaptig1 bir calismada kegilerden toplanan 193 kan 6rnegi A. ovis yoniinden
PCR teknigiyle incelenmis, 123 o6rnek (%63,73) A. ovis yoniinden pozitif
bulunmustur. Italya'da, dogal enfekte ve hastalik semptomu gdsteren koétii durumdaki
bir koyun siiriistinden toplanan orneklerin %37'sinin A. ovis bakimindan pozitif
oldugu bildirilmistir (Torina ve ark 2010). Shabana ve ark (2018) Suudi Arabistan’da
A. ovis’i PCR ile koyunlarda %25,3; ke¢ilerde %15,5 oraninda bildirmistir. Ghaffar
ve ark (2020) A. ovis’i PCR ile koyunlarda %29,33 ve kegilerde %25,3 olarak tespit
etmislerdir. Lacasta ve ark (2021)’nin Ispanya’da A. ovis’in molekiiler prevalansini
belirlemek i¢in Rt-PCR kullanarak yapmis oldugu bir ¢alismada A.ovis’in oranini
%91,1 olarak bildirmislerdir. Kasozi ve ark (2021) Uganda’da A. ovis’i PCR ile
koyunlarda %26,1; kegilerde %25,4 olarak bildirmiglerdir. Bauer ve ark (2021)
gPCR ile koyunlarda A. ovis’i %32 oraninda tespit etmislerdir. Noaman ve Samand
(2022) Iran’da koyunlarda A. ovis’i PCR yontemi kullanarak %28,3 oraninda tespit
etmislerdir. Bu ve diger PCR verileri (de la Fuente ve ark 2005, Hornok ve ark 2007,
Liu ve ark 2012), A. ovis'in bir¢cok cografi bolgede endemik oldugunu gostermektedir
(Renneker ve ark 2013b).

Chi ve ark (2013)’nin Rt-PCR yo6ntemini kullanarak ilk defa koyunlarda A.

ovis’i tespit etmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, aynmi anda PCR yo6ntemini de
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uygulayarak iki testin karsilastirmasi yapilmis, test sonuglar1 karsilastirildiginda Rt-
PCR’in A. ovis’in teshisinde ¢ok daha yiiksek duyarliliga ve kullaniglhiliga sahip
oldugu ortaya koyulmustur. Ayn1 zamanda ¢alismamizda A. ovis etkenlerinin Rt-
PCR ile teshisinde Chi ve ark (2013) tarafindan dizayn edilen primerler ve prob
kullanilmistir. Calismamizda koyun ve ke¢i kan numunelerinin tamamina DNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra Rt-PCR testi uygulanarak koyun numunelerinin
%89,32 (343)’sinde A. ovis, ke¢i numunelerinin %78,91 (303)’inde A. ovis tespit
edilmistir. Glineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki koyun ve kecilerde anaplasmosis
etkenlerinin  yayginligmi belirlemek icin Rt-PCR metodunun kullanildig:
calismamizda elde edilen sonuglar daha Once yapilan g¢alismalarda elde edilen

bulgularla benzerlik gostermektedir.

Bu caligmada mikroskobik muayene yontemi ve Rt-PCR kullanilmasinin
baslica nedeni mikroskobik muayenenin saha sartlarinda dahi yapilabilmesi ve hizli
sonu¢ alinmasi iken Rt-PCR’in daha spesifik ve kesin sonuglar vermesidir. Bu
calismada koyun ve kegilerde mikroskobik muayene metodu ile A. ovis’e ait elde
ettigimiz sonuglar (%21,88/%39,58) ile Rt-PCR metodu ile elde ettigimiz sonuglar
(%89,32/%78,91) arasinda yiiksek oranda faklilik ¢iktigi gdzlenmistir. Bu durumun
sebebi olarak Rt-PCR metodunun, mikroskobik muayene metoduna gore daha
spesifik ve hassas bir yontem olmasi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismada mikroskobik
muayene bulgulari ile Rt-PCR analizleri arasinda ¢ikan yiiksek orandaki farkliligin
bir diger nedeni klinik semptom gostermeyen saglikli hayvanlardan kan alinmasi ve
kan alindigi sirada mevsim sicakliginin, etkenin naklini saglayan kenelerin
yagsamalari i¢in uygun olmamasi olarak gosterilebilir. Ayrica parazitemi seviyesinin
%0,1-0,2’nin lizerinde seyrettigi akut vakalarda etken tespiti mikroskobik muayene
ile kolayca yapilabilirken, subklinik veya latent enfeksiyonlarda paraziteminin diisiik
olusu etkenlerin tespitini zorlastirmaktadir (Shompole ve ark 1989, Renneker ve ark
2013). Diger yandan enfeksiyon esnasinda enfekte eritrositlerin retikiiloendotelyal
sistem tarafindan dolasimdan wuzaklastirilmas1 akut vakalarda dahi parazitemi
seviyesinin hizla diismesine sebep olmaktadir. Bundan dolayr akut enfeksiyon
sirasinda ayni hayvandan farkli saatlerde yapilan mikroskobik muayenelerde dahi
parazitemi seviyelerinde biiyiik farkliliklar ortaya c¢ikabilmektedir. Calismada
mikroskobide pozitif ¢ikan bazi 6rnekler (Kilis 1 numarali koyun 6rnegi) Rt-PCR’da

negatif sonug vermistir. Bunun nedeninin frotilerin mikroskobik muayenesi sirasinda
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eritrositlerdeki Howell Jolly cisimcikleri, retikiilositlerdeki bazofilik noktalar ve
boya kalintilarinin Anaplasma etkenleri ile karigtirllmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Anaplasmosis enfeksiyonlarinda saydigimiz etmenler nedeniyle
mikroskobik muayene ile etkenlerin teshisi zorlagsmakta ve teshiste hatalara sebep
olmaktadir. Boyle hayvanlarin teshisinde serolojik testlerden (ELISA ve IFA testleri
gibi) ve molekiiler tekniklerden (PCR, RFLP, LAMP) de yararlanilmaktadir (Kocan
ve ark 2000, Waal 2000, Dik ve Seving 2002, Seving 2004, Gokge ve ark 2008).
Yapilan ¢alismalarda Anaplasma tiirlerinin teshisi i¢in mikroskobik muayene ve
cELISA testi kombinasyonunun "Altin standart" olarak kabul edildigi bildirilmistir
(Ekici ve Seving 2011). Indirekt immiinofloresan antikor testinin de kan
protozoonlarimin ve Rickettsial etkenlerin teshisinde diisiik maliyeti nedeniyle
epidemiyolojik c¢aligmalarda yaygin olarak kullanildigi bildirilmistir (De Kroon ve
ark 1990, Hungerford ve Smith 1997).

Mikroskobik muayene ile teshisteki zorluklara benzer sekilde, serolojik
caligmalarda da genetik olarak birbirine benzeyen patojenlerin ¢apraz reaksiyon
olusturma riski bulunmaktadir. Bu duruma 6rnek olarak, A. marginale etkenlerinin
saptanmasi i¢in gergeklestirilen bir ¢alismada, A. marginale’ye 6zgii MSP-5 yiizey
proteini kullanilarak gerceklestirilen ELISA testinin sonucunda A. marginale'nin
yani sira A. centrale, A. ovis ve A. phagocytophilum'a karsi da antikor olusumu
saptanmistir (Palmer ve ark 1994, Dreher ve ark 2005). Ayrica yapilan bagka bir
caligmada, A. marginale antijenlerine karst olusan antikorlarin spesifik olarak tespiti
icin yapilan tamamlayici fiksasyon testinde (complement fixation test-CFT) A. ovis
antijenleri ile ¢apraz reaksiyon olustugu bildirilmistir (Kuttler 1984). Yapilan ¢ok
sayida calismada PCR metodunun mikroskobik muayene ve serolojik testlere kiyasla
birgok avantaja sahip oldugu bildirilmistir. Bu avantajlardan bazilar1 ise PCR’1n
birden fazla Anaplasma alt tiiriinii ve koenfeksiyonlar1 tespit edebilmesi ile
Anaplasma alt tiirlerinin tespitinde de hassas ve giivenilir tan1 yontemi olarak kabul

edilmesidir (Dumler ve Brouqui 2004, Torina ve ark 2012, Shabana ve ark 2018).

Kiigiik ruminantlarda A. phagocytophilum’un mikroskobik muayene ile
teshisi i¢in yapilan ¢aligmalar az sayida da olsa mevcuttur. Bu ¢aligmalar sonucunda
kiiglik ruminantlarda A. phagocytophilum’un orani %0- %9,86 (Gokge ve ark 2008,
Seving ve ark 2018) olarak bildirilmistir. Tirkiye’nin Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ndeki koyun ve kegilerde Anaplasma etkenlerinin yaygmligini belirlemek
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icin gerceklestirilen bu calismada elde edilen sonuglar daha once elde edilen
bulgularla benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismada koyunlardan ve kegilerden alinan
kan numunelerinden hazirlanan frotilerden higbirinde mikroskobik muayene yontemi
ile A. phagocytophilum etkenleri tespit edilememistir. Bunun nedeni olarak A.
phagocytophilum etkenlerinin viicuda girdikten sonra enfeksiyonu izleyen 3-4 hafta
boyunca graniilositlerde bulunmalarina ragmen, frotilerde enfeksiyondan sonraki 3-
15. glinler arasinda goriilmeleri gosterilebilir. Bu sebeple froti ile teshis ancak
enfeksiyonun atesli donemi olarak adlandirilan ilk 3-8 giinlik evrede
yapilabilmektedir. Saha taramalarinda enfekte hayvanlart enfeksiyonun atesli
doneminde yakalama sansi diisiik oldugundan ve enfekte hayvanlarin biiyiik bir
boliimiinlin kronik donemde olup bu donemde hazirlanan frotilerde morfolojik
detaylar1  belirgin olmayan tekli formlarin  goriilmesinden dolay1r A.
phagocytophilum'un mikroskobik muayenede kesin teshisi oldukga giigtiir (Gokge ve
ark 2003).

Bu c¢alismada koyun ve keg¢i kan numunelerinin tamamina DNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra Rt-PCR testi uygulanarak koyun numunelerinin
%42,97 (165)’sinde; kec¢i numunelerinin ise %15,89 (61)’unda A. phagocytophilum
tespit edilmistir. Tirkiye genelinde molekiiler yontemler kullanilarak yapilan
caligmalarda A. phagocytophilum’un molekiiler prevalans: %0- 66,7 (Gokge ve ark
2008, Altay ve ark 2014, Oter ve ark 2016, Bilgi¢ ve ark 2017, Zhou ve ark 2017,
Seving ve ark 2018, Benedicto ve ark 2020, Ceylan ve ark 2021a) olarak
bildirilmistir. Tiirkiye’de kiiglik ruminantlarda A. phagocytophilum’a ait ilk veriler,
Kars ilinde bulunan 104 saglikli koyun iizerinde serolojik yontemler kullanilarak
yapilan c¢aligma ile bildirilmistir. Calismada A. phagocytophilum’un seroprevalansi
%19,2 olarak tespit edilmistir (Unver ve ark 2005). Gokge ve ark (2008)’nin Artvin,
Rize, Trabzon, Giresun, Ordu ve Samsun illerinden 750 saglikli koyunda
mikroskobik muayene, serolojik testler ve PCR yontemlerini kullanarak Anaplasma
etkenlerinin  prevalansini  arastirmak i¢in  yaptiklar1  bir ¢aligmada, A.
phagocytohilium un prevalansin1 sirayla %9,86, %14,86 ve 9%12,35 olarak
bildirmislerdir. Altay ve ark (2014)’nin Bing6l, Elazig, Malatya ve Mus illerinde
koyun ve Kegilerde anaplasmosisin prevalansini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada
A. ovis ve A. phagocytohilium’u PCR metoduyla sirasiyla %67,06, %19,66 olarak
bildirmislerdir. Atas ve ark (2016)’nin Sanlurfa yoresindeki koyun ve kegilerde PCR
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ve sekans analizi ile yaptiklar1 calismada A. phagocytohilium 'un varhigt bu ilde ilk
defa ortaya konmus ve etkene ait epidemiyolojik veriler de ilk olarak elde edilmistir.
Calismada 134 koyun ve 74 kegiden aldiklar1 ornekleri A. phagocytophilum
yoniinden PCR yontemiyle incelemisler ve 134 koyunun 8’inde (%5,97); 74 ke¢inin
I’inde (%1,35) etkenlere rastlamislardir. Calismamizda Sanliurfa’da koyunlarda Rt-
PCR ile A. phagocytophilum’a %77,78 (84/108); kegilerde de %8,82 (3/34) gibi daha
yiiksek oranda rastlanmistir. Oter ve ark (2016)’nin Istanbul, Tekirdag, Edirne ve
Kirklareli illerinde koyun ve kegilerde Anaplasma tiirlerinin prevalansini belirlemek
icin yirittiikleri bir calismada PCR metodu ile A. phagocytophilum yoniinden pozitif
koyun ve kegilerin yiizdesini sirayla %11,11 ve %5,8 olarak bildirmislerdir. Bilgi¢ ve
ark (2017)’nin Tirkiye'nin 18 ilinde kiiclikbas hayvanlarda kan protozoonlarin tiire
0zgli PCR kullanarak arastirdiklar1 bir ¢aligmada Adana (1 koyun) ve Mugla (30
kegi) illerinde tespit ettikleri A. phagocytohilium’un prevalansint %2,9 olarak
bildirmistir. Konya ve Karaman'da Seving ve ark (2018) tarafindan yapilan bir
calismada babesiosis benzeri klinik bulgular gosteren koyunlarda kan protozoonlarini
arastirdiklar1 bir calismada mikroskobik muayene ve PCR metoduyla A.
phagocytophilum yayginligint %0 ve %2,3 olarak bildirmislerdir. Benedicto ve ark
(2020)’nin  Tirkiye’nin 10 sehrinden kene ile enfeste koyun ve kecilerde kene
kaynakli hastaliklar1 mikroskobi ve PCR yontemiyle arastirdiklar1 bir ¢alismada,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nden Diyarbakir ilinden de ornek toplamislardir.
Yapilan ¢alismada A. phagocytophilum mikroskobik olarak tespit edilmemis olup,
PCR metodu sonucunda yiiksek diizeyde A. phagocytophilum (%66,7) pozitifligi
belirlenmistir.  Calismamizda Diyarbakir’dan  toplanan  koyun orneklerinde
mikroskobide A. phagocytophilum’a rastlanmazken; Rt-PCR ile etkenin molekiiler
prevalanst 9/91 (%9,89) olarak belirlenmistir. Benedicto ve ark (2020)’nin yaptigi
calismada toplanan kanlar kene ile enfeste hayvanlardan toplanmis, ¢alismamizda
ornek alinan koyunlar kene yoniinden muayene edilmis ve keneye rastalanmamustir.
Iki calisma arasindaki bu yiiksek farkin nedeninin bu durumdan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Ceylan ve ark (2021a)’nin Tiirkiye genelinde koyunlara kenelerle
bulasan hastaliklarin prevalansini molekiiler olarak belirlemek icin yaptiklar1 bir
calismada Giineydogu Anadolu’nun iki ilinden topladiklart numunelerde; Mardin’de
%70 Batman’da ise %42,11oraninda A. phagocytophilum pozitifligi saptamislardir.
Calismamizda koyun orneklerinde Rt-PCR metoduyla Mardin’de %66,67 (22/33),
Batman’da %21,05 (8/38) oraninda A. phagocytophilum tespit edilmistir.

68



Calismamizda elde ettigimiz oranlar Ceylan ve ark (2021a)’nin yapmis oldugu
calismada elde edilen oranlardan daha diisiik bulunmustur. Bu farkliligin nedeninin
metottaki farkliliklar ve calismada kullanilan koyun kan 6rneklerinin enfeksiyonun
gecisini saglayan kenelerin yasamalarina daha uygun olan, mevsimin daha sicak
oldugu aylarda (Mayis-Agustos) toplanmis  olmasindan  kaynaklandig
diistiniilmektedir. Diinya genelinde A. phagocytophilum’un yayginligini belirlemeye
yonelik yapilan bir¢ok calisma mevcuttur. Yang ve ark (2016b)’nin Giineydogu
Cin’de koyun ve kegilerde A. phagocytophilum etkenlerini PCR yoOntemiyle
aragtirdiklar1 bir ¢aligmada 421 Ornekten 106’s1 (%25,2) pozitif tespit edilmis;
calismada enfeksiyon oraninin koyunlarda (%35,1; 40/114), kegilerden (%26,4;
66/307) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Song ve ark (2020)’nin kegilerde A.
phagocytophilum ve A.capra’yr duplex rtPCR ve konvensiyonel PCR kullanarak
arastirdiklari bir ¢alismada duplex rtPCR ile 124 kan 6rneginden 31'inin (%25,0) A.
capra ve 108'inin (%87,1) A phagocytophilum yoniinden pozitif oldugu tespit
edilmistir. Iki yontem karsilastinldiginda, referans olarak da belirlenen
konvansiyonel PCR ile pozitif oran A. capra icin %20,2 (25/124) ve A
phagocytophilum i¢in %76,6 (95/124) olarak tespit edilmis ve bu iki yontem arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bauer ve ark (2021) qPCR ile
koyunlarda A. phagocytophilum’u %25 oraninda tespit etmislerdir. Yan ve ark
(2022) koyun ve kegilerde A phagocytophilum’u RFLP metodu ile arastirdiklar: bir
calisgmada A phagocytophilum’u kegilerde %27,6 (285/1031); koyunlarda %9,1
(28/307) olarak bildirmislerdir.

Calismada elde edilen bulgularin, Tiitkiye ve diinya genelinde A.
phagocytophilum’un molekiiler yontemlerle tespiti igin yapilan c¢aligmalarla
uyumluluk gosterdigi ancak bazi ¢alismalarda elde edilen verilerden farkli oldugu
goriilmistiir. Bu farkliligin nedeninin arastirmalarin yapildigi bolgeler arasindaki
cografik ve iklimsel farkliliklar, vektor kene tiirlerinin varligi ve enfeksiyonun
devamliliginda rol oynayan rezervuar konaklarin  varligt ~ Anaplasma
enfeksiyonlarinin  goriilme sikligin1  direkt olarak etkileyen faktorler oldugu
diistinilmektedir (Ahmadi-Hamedani ve ark 2009, Altay ve ark 2014). Bu
farkliliklara ek olarak numune toplanan hayvanlarin kene yoniinden muayene edilip
kene enfestasyonu saptanmamasi enfeksiyonun durumundaki degisiklige sebep

olabilecegi diistinlilmektedir. Ayrica kene kontrolii uygulamalarinin yetersiz olmasi,
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bolge halkinin hastaliklardan korunma konusunda yeterince bilinglendirilmis

olmamasi da bu etkenler arasinda sayilabilmektedir.

Tiirkiye, Etiyopya, Tunus, Sudan ve Cin'den bazi arastirmacilar, koyunlarin
kene kaynakli patojenlerle kecilere gore daha yiiksek oranda enfekte oldugunu
bildirmis ve bu durumu kegilerin hastaliklara dogal direngli olmasi ile koyunlarda
kene enfestasyonunun fark edilmemesine neden olan genis tily ortlisii bulunmasina
baglamiglardir (Guo ve ark 2002, Aydin ve ark 2013, Gebrekidan ve ark 2014, Rjeibi
ve ark 2014, Lee ve ark 2018). Bu calismada A. ovis ve A. phagocytophilum
oranlarinda koyun ve kegiler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. Her iki tiirde ve her iki teshis metodunda da enfeksyon orani
koyunlarda kecilere gore daha yiiksek tespit edilmistir. Calismada elde edilen
istatistiki veriler diinya genelinde yapilan calismalardaki sonuglarla benzer

bulunmustur.

Bu c¢alismada A. ovis ve A. phagocytophilum ile miks enfekte olan koyun
(%38,28) ve keci (%13,54) enfeksiyon orani nispeten yiiksek bulunmustur. Iki veya
daha fazla patojen ile es zamanli enfeksiyon, enfekte hayvanlarda hastaligin
siddetinin artmasina sebep olmaktadir (Renneker ve ark 2013b). Miks enfeksiyonlar
ozellikle stresli kosullarda, tek tiirle enfekte hayvanlara kiyasla kene kaynakli
hastaliklarin prognozunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Zhou ve ark 2017,
Seving ve ark 2018). Anaplasma tiirleri ve diger piroplasm etkenleri ile miks
enfeksiyona sahip koyun ve kegilerde yeni etkilesimleri kesfetmek, hastaligin klinik
etkilerini belirlemek ve uygulanacak olan en iyi terapotik uygulamayr segmek icin

daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tiirkiye dahil tiim diinyada kene kaynakli hastaliklarin 6nemi giderek
artmaktadir. Kiiresel 1sinma, ¢evresel ve ekolojik degisiklikler ve uygun habitatlarin
varligi, kenelerin etkisini artirmakta ve zoonotik oOzelliklere sahip kene kaynakli
hastaliklarin siklikla ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Tiirkiye'de hayvanlarda ve
insanlarda protozoer (babesiosis, theileriosis, cytauxzoonosis, hepatozoonosis),
filariyal ~ (acanthocheilonemasis),  riketsiyel ~ (anaplasmosis,  ehrlichiosis,
acgyptianellosis, kene kaynakli tifiis, Candidatus Rickettsia vini, Lyme borreliosis,
kene kaynakli tekrarlayan ates, tularaemi, bartonellosis, hemoplasmosis) ve viral
(kene kaynakli ensefalit, Kirnm-Kongo Kanamali Atesi, luping hastaligi, yumrulu cilt
hastalig1) olmak iizere bircok kene kaynakli hastalik bulunmaktadir (Inci ve ark
2016). Ozellikle insanlarda goriilen dliimciil viral salginlar basta olmak iizere, artan
kene kaynakli hastalik vakalari, insanlar arasinda bu hastaliklar agisindan farkindalik

olusturmus Ve ayn1 zamanda endiseye yol agmistir.

Diinya Saglk Orgiiti (WHO) o&zellikle insanlarda ve hayvanlarda kene
istilasina ve kene kaynakli hastaliklarin kontroliine karsi stratejiler gelistirmekle
ilgilenen “Tek Saglik’ girisimi ad1 verilen yeni bir strateji gelistirmistir. Tiirkiye'nin
bu yeni stratejiyi benimsemesi ve DSO, Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE), Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO), Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), Avrupa
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) gibi uluslararast kuruluslarla
koordineli olarak 6zel arastirma ve kontrol programlari olusturmasi kene kaynakli

hastaliklarla miicadele i¢in faydali olacaktir.

Anaplasma tiirleri insanlar dahil olmak iizere genis bir konak yelpazesine
sahiptir ve diinya genelinde yayilim gostermektedir. Anaplasma cinsinde bulunan
bazi tiirlerin zoonotik potansiyeli halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir
(Karlsen ve ark 2020). Anaplasmosis; A. marginale, A. centrale, A. bovis, A. ovis, A.
platys, A. capra ve A. phagocytophilum gibi Anaplasma tiirlerinin neden oldugu,
insan ve hayvanlarda siklikla goriilen iatrojenik yollarla ve kenelerle bulasan vektor

kaynakl1 bir enfeksiyondur.

Diger kan paraziti enfeksiyonlarinda oldugu gibi anaplasmosisin teshisinde de
giivenilir test metotlarinin kullanilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle mevcut tani

yontemlerinin degerlendirilerek dogru metodun segilmesi 6nemlidir. Metot segimi ise
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testin saha ve/veya laboratuvar sartlarina uygun olup olmadigi; maliyeti ve testin
yapilmasi icin gereken siirenin uzunlugu gibi sartlar gozetilerek yapilmaktadir. Bu
calismada kullandigimiz yontemlerden biri olan mikroskobik muayene yontemi
giivenilir sonuglar saglamakta, ancak tasiyici hayvanlarin teshisinde diger yontemler
kadar verim saglamamaktadir. Bu ¢alismada kullandigimiz bir diger yontem olan
PCR yontemi ise farkli Anaplasma alt tiirleri arasinda es zamanli ayrim saglayan en

hassas ve giivenilir tan1 arac1 olmasi ile diger yontemlerin 6niline gecmektedir.

Bu c¢alisma Giineydogu Anadolu Bolgesi’'ndeki koyun ve kegilerde
Anaplasma etkenlerinin yayginligini belirlemek amaciyla mikroskobik muayene
yontemi ve Rt-PCR testi uygulanarak yapilmistir. Anaplasmosisle miicadele
edebilmek i¢in epidemiyolojik o6zelliklerinin agikliga kavusturulmasi, endemik
bolgelerin belirlenmesi, bulasmada rol oynayan vektorlerin tespiti, hasta hayvanlarin
teshis ve tedavilerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, hastaligin Tiirkiye
koyun popiilasyonu igerisinde oOnemli bir yer tutan Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ndeki yogunlugunun belirlenmesi ve gerekli tedbirlerin alinmasi oldukca
onemlidir. Bu amagla, bu arastirmada mikroskobik bakiya ilave olarak molekiiler
teshis yonteminden de yararlanilmis olup, Anaplasma ovis ve Anaplasma
phagocytophilum’un  Giineydogu Anadolu Bolgesi’'ndeki prevalansinin tespit
edilmesi amaglanmistir. Calismamiz Tiirkiye’de anaplasmosisin koyun ve kecilerde

Rt-PCR ile tespitine dayali ilk ¢alismadir.

Calismada klinik olarak saglikli goriinen 768 koyun ve kec¢i mikroskobik
olarak A. ovis ve A. phagocytophilum yoniinden muayene edilmistir. Mikroskobik
muayene ile 384 koyunun 84 (%21,88)'tinde, 384 kecinin 152 (%39,58)’sinde
Anaplasma spp. etkenleri tespit edilmistir. Koyun ve kegilere ait kan numunelerinin
tamamina Rt-PCR testi uygulanarak koyun numunelerinin %89,32 (n:343)’sinde A.
ovis, %42,97 (n:165)’sinde A. phagocytophilum; ke¢i numunelerinin %78,91
(n:303)’inde A. ovis, %15,89 (n:61)’unda A. phagocytophilum tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, mikroskobik muayenede A. phagocytophilum tespit
edilmemesi ve A. ovis’e ait verilerin mikroskobik muayene ve Rt-PCR test
sonuglarinda biiyiik farklilik gostermesi nedeniyle molekiiler yontemlerin Anaplasma
tirlerinin tespitinde daha yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir. Bu ¢alismada da tespit edildigi tizere polimeraz zincir reaksiyonu testleri

72



(Rt-PCR, PCR-RFLP gibi) ve sekans analizleri dahil olmak iizere molekiiler
diizeydeki ilerlemeler, patojenlerin hassas ve spesifik tespitini giin gectik¢ce daha da

kolaylastiracaktir.

Mevcut ¢alismanin, Tirkiye'deki kene kaynakli patojenlerden Anaplasma
tirlerinin molekiiler epidemiyolojisine ve bu hastaliklarin Ongoriilen kontrol

stratejilerine iliskin verilere katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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