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OZET

KEDIi VE KOPEKLERDE HEMOTROPIK MiKOPLAZMA TURLERININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONLARININ ARASTIRILMASI

Yiiksel H.T. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programm Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Hemotropik mikoplazmalar, kiiltiirleri yapilamayan, eritrosit tropizmi gosteren ve infekte
konakgilarda degisen derecelerde hemolitik anemiye neden olan bakterilerdir. Hemotropik
mikoplazma tiirlerinin klasik yontemlerle identifikasyonlart yapilamadigindan dolay1
molekiiler yontemlerle teshisleri yapilmaktadir. Arastirmamizda kedi ve kdpeklerde
hemotropik mikoplazma varliginin ve karakterizasyonlarinin molekiiler teknikler kullanilarak
yapilmasi amac¢lanmistir. Aragtirmamizda kedi ve kopeklerden alinan 100’er tane tam kan
orneklerinde hemotropik mikoplazma etkenlerinin varligi PCR ile incelenmistir. Kdpek
orneklerinin 66 (% 66)’sinda hemotropik Mycoplasma sp. varligi ortaya ¢ikarilirken, kedi
orneklerinde ise hemotropik Mycoplasma sp. varligina rastlanmamistir. Kopek hemotropik
Mycoplasma sp. izolatlarinin Sanger sekans ile yapilan tiplendirmeleri sonucunda, 66 6rnegin
6 (% 9,0)’s1 Mycoplasma haemocanis; 5 (% 7,6)’i Candidatus Mycoplasma hematoparvum; 1
(% 1,5)’i Candidatus Mycoplasma haemominutum; 34 (%51,5)’i Mycoplasma wenyonii
olarak tiplendirilmis ve 20 (% 30,4) ornekte ise tiplendirme yapilamamistir. Sekans sonucu
Mycoplasma haemocanis identifiye edilen hayvanlarm 5 (% 83,0)’inde, Candidatus
Mycoplasma haematoparvum identifiye edilen hayvanlarin 3 (% 60,0)’tinde, Mycoplasma
wenyonii identifiye edilen hayvanlarin 20 (% 59,0)’sinde anemi tablosu bulundugu tespit
edirken, 18 adet M. wenyonii izolati saptandigi hayvanlarda (% 27,2) ise anemi tablosu
olmadigi belirlenmisgtir. Arastirmamizin sonucunda, anemili/anemisiz kdpek tam kan
orneklerinde hemotropik mikoplazma tiirlerinin varligt ve tiplendirmeleri molekiiler
yontemler kullanilarak yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Anemi, hemotropik mikoplazma, kedi, kopek, PCR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HAEMOTROPIC
MYCOPLASMA SPECIES IN CATS AND DOGS

Yiiksel H.T. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Microbiology Department, PhD Thesis, Aydin, 2019.

Hemotropic mycoplasmas are bacteria that cannot be cultured, show erythrocyte tropism and
cause varying degrees of hemolytic anemia in infected hosts. Hemotropic mycoplasma
species are diagnosed by molecular methods since they can not be identified by conventional
methods. In our study, the presence and characterization of hemotropic mycoplasma in cats
and dogs was aimed by using molecular techniques. In our study, the presence of hemotropic
mycoplasma agents in 100 whole blood samples taken from cats and dogs was investigated by
PCR. In 66 (66%) of the dog samples, hemotropic Mycoplasma sp. while the there was not
any hemotropic Mycoplasma sp. identification in cat samples. As a result of typing the
isolates with the Sanger sequencing, 6 (9 %) of the 66 samples were Mycoplasma
haemocanis; 5 (7,6 %) of the samples were Candidatus Mycoplasma hematoparvum; 1
(1,5 %) of sample was Candidatus Mycoplasma haemominutum; 34 (51,5 %) were typed as
Mycoplasma wenyonii and 20 (30,4 %) were not found typeable by sequencing. A total of 5
(83,0%) Mycoplasma haemocanis positive dogs, 3 (60,0 %) Candidatus Mycoplasma
haematoparvum positive dogs and 20 (59,0 %) Mycoplasma wenyonii positive dogs
developed anemia symptom. However, 18 (27,2 %) of dogs with M. wenyonii did not show
anemia symptom. As a result of our study, the presence and typing of hemotropic
mycoplasma species in dogs’ whole blood samples with and without anemia was performed
by using molecular methods.

Key words: Anemia, cat, dog, hemotropic mycoplasma, PCR
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1. GIRIS

Hemoplazmalar olarak da bilinen hemotropik mikoplazmalar kiigiik, pleomorfik, hiicre
duvarindan yoksun evcil kopekleri de kapsayan bircok memeli kaninda tespit edilmis
bakterilerdir (Soto ve ark, 2017).

Haemobartonella felis’i de kapsayan bu tiirler zorunlu parazit olmalar1, kiigiik yapisi,
eritrosit tropizmi ve artropodlarla tasmmma ihtimallerinden dolay1r Onceleri riketsiyal
organizmalar olarak siiflandirilmiglardir. Ancak molekiiler sekanslama ve filogenetik veriler
bu tiirlerin Mycoplasmaceae familyasiyla daha yakin oldugunu gostermistir. Bu iligki
hemotropik mikoplazmalarin genomu, lireme gereksinimlerinin zorlugu ve hiicre duvarinin
bulunmamasi gibi belirlenmis fenotipik karakterlerle desteklenmistir (Tasker, 2010). Bu yeni
smiflandirma Haemobartonella tiirlerinin mikoplazmal koékeni yansitmasi igin yeniden
adlandirilmistir. Molekiiler analizler Candidatus Mycoplasma haemominutum ve Candidatus
Mycoplasma turicensis olarak iki yeni kedi hemoplazma tiiriiniin de kesfine yol agmistir
(Tasker, 2010).

Kopeklerin hemotropik mikoplazma etkenleri olarak Mycoplasma haemocanis ve
Candidatus Mycoplasma haematoparvum olmak iizere iki tiir tespit edilmistir (Soto ve ark,
2017).

Kedilerde ise Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum ve
Candidatus Mycoplasma turicensis olmak iizere ii¢ tiir belirlenmistir. Bulasma enfekte kanin
kan transfiizyonu yoluyla verilmesi ve kavga yoluyla olabilecegi belirtilmistir. Pire, kene gibi
kan emen artropodlarin muhtemel vektor olabilecegi diisiiniilmiis ancak deneysel olarak gegisi
dogrulanmamugtir. Klinik semptomlar asemptomatik infeksiyondan akut hemolitik anemiye
kadar degisebilmektedir ve anoreksi, letarji, dehidrasyon, kilo kaybi1 ve ani Olim
sekillenebilmektedir (Ravagnan ve ark, 2017).

Hemoplazma infeksiyonu tanisi, Romanowsky boyali kan frotisinin sitolojik
incelemesine dayanmaktadir. Organizmalar eritrositlerin yiizeyinde tek, ¢ift veya bazen de
zincir seklinde goriilmektedir. Diff Quick veya filtrelenmis Giemsa boyama yontemleri de
kullanilabilmektedir. Ancak sitolojik tani diisiik sensitivite ve spesifiteye sahiptir (Tasker,
2010). Serolojik tani testleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda gapraz reaksiyonlarin goriilmesi
nedeniyle bu testlerin kullaniminin hemoplazma teshisi i¢in heniiz uygun olmadigim

gostermektedir (Tasker ve ark, 2018).



Hemoplazma infeksiyonunun tanisinda PCR’1n sitolojik muayeneye gore sensitivite ve
spesifitesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Tasker, 2010).

Arastirmalar sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda hemotropik mikoplazma tiirlerinin
kedi ve kopeklerde asemptomatik formdan, anemi, letarji ve ani 6liime kadar degisebilen
klinik bulgulara neden oldugu goriilmektedir. Rutin teshis yontemi olarak belirlenen sitolojik
muayene diisiik spesifite ve sensitivitesi nedeniyle hemoplazma infeksiyonlarinin tanisinda
hatali negatif ve pozitifliklere neden olmakta bu da hatali teshis ve tedaviye sebebiyet
vermektedir.

Arastirmamizda kedi ve kopeklerde hemotropik mikoplazma varliginin ve

karakterizasyonlarinin molekiiler teknikler kullanilarak yapilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etiyoloji

Hemotropik mikoplazmalar (hemoplazmalar), daha ©6nce Haemobartonella ve
Eperythrozoon tiirleri olarak bilinen, iiretilemeyen, hiicre duvar1 olmayan bakterilerdir. Gram
negatif, zorunlu kirmizi kan hiicresi parazitleridir ve pleomorfik olarak kabul edilir. Cubuk,
kiiresel veya halka bi¢imli organizmalar olarak goriilebilirler ve kirmizi kan hiicresi
yiizeyinde tek tek veya zincir halinde bulunurlar. Hemoplazmalar, kdpeklerde ve kedilerde
akut hemolitik anemiye neden olabilir. Infeksiyonun Klinik spektrumu, asemptomatik
olandan, yasam kalitesini tehdit eden, kismen de evde bakilma durumuna bagl olarak degisir
(Ameldev ve Tremasol, 2018).

Hemotropik bakteriler olan Haemobartonella ve Eperythrozoon biyolojik ve fenotipik
Ozelliklere gore Anaplasmataceae familyasmnin {yeleri olarak  siiflandirilmistir.
Bartonellaceae, insan kirmizi kan hiicrelerinin parazitleri olup bakterilerin morfolojik
Ozelliklerine ve biiyiime ozelliklerine sahip olmasina ragmen, Haemobartonella ve
Eperythrozoon tiirleri in vitro ortamda iiretilememistir ve elektron mikroskobik ozellikleri
bakteriler i¢in tipik degildir. Haemobartonella ve Eperythrozoon tiirlerinin tahmin edilen
bulasma yolunun eklem bacakli vektorler tarafindan olmasi, Rickettsiaceae ailesine ait
smiflandirmalartyla da uyum gostermektedir. Bununla birlikte, Eperythrozoon ve
Haemobartonella tiirlerinin riketsiyal bakteriler olmadigi, daha ziyade Mollicutes sinifi
tiyeleriyle daha yakindan iliskili oldugu konusunda uzun siire belirsizlik yasanmistir. Bu
belirsizlik, hiicre i¢1 parazit olmamalari, kiigiik olmalari, hiicre duvari ve flagella bulunmayisi,
penisilin ve analoglarina kars1 direng ve tetrasiklinlere duyarliliktan kaynaklanmaktadir.
Mycoplasma terimi genelde Mollicutes sinifinin herhangi bir iiyesini tanimlamak igin
kullanilir (mollis, yumusak, cutis, cilt) (Messick, 2004).

Bakteri filogenetik siniflandirilmasiin en giivenilir yontemi 16S ribozomal RNA
geninin sekans analizi ile miimkiin hale gelmistir (Messick, 2004). Rikihisa ve arkadaslar ilk
olarak 1997'de Haemobartonella ve Eperythrozoon spp'ye ait 16S rRNA gen sekanslari
bildirmiglerdir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak, Haemobartonella ve
Eperythrozoon organizmalarina ait 16S rRNA geni amplifikasyona tabi tutulmus, sekanslari
yapilmis ve bilinen bakteri dizileri ile karsilastirilmistir. Uretilen 16S tRNA dizileri, diger

riketsiyal organizmalar ile benzerlik gostermemis Mycoplasma tiirleri ile daha yakin bir



filogenetik iligki gostermislerdir. Messick ve meslektaslar1 daha sonra splenektomi yapilmis
bir kopekten izole edilen, H. felis’in biiyik formuna % 99,7 dizi benzerligi goésteren bir
organizmaya 16S rRNA gen sekansi yapmuslardir. Taksonomik siniflandirmalarda,
Haemobartonella ve Eperythrozoon tiirlerinin Mycoplasma cinsi ile yeni tanimlanmis
filogenetik dagilimi yansitmasi igin filogenetik agacta yer degistirmesi; yeni bulunan ve tam
olarak tanimlanmamis olan taksonlara bir “Candidatus” ekinin eklenmesi Onerilmistir
(Messick, 2004). Boylece, H. felis (Ohio organizmasi veya biiyiikk formu), H. canis ve
sirastyla Mycoplasma haemofelis, M. haemocanis olarak Mycoplasma cinsine dahil edilmistir.
Yeni ve tam olarak karakterize edilmemis kedilerin hemotropik mikoplazmalar1 (California
organizmasi veya kiiciik H. felis kii¢iikk formu) “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
olarak adlandirilmistir (Messick, 2004). Bu eritrosit patojeni grubu ile mikoplazmalarin
pndmoni grubuna ait organizmalar arasinda yakin bir filogenetik iliski vardir. Bununla
birlikte, bu yakin iligkiye ragmen, hemotropik mikoplazmalar Mycoplasma cinsi iginde
belirgin yeni bir kiimeyi temsil etmektedir ve "hemoplazmalar” olarak adlandirilmaktadir. Bu
nedenle, Haemobartonella ve Eperythrozoon, molekiiler iliskileri ve fenotipik 6zelliklerine
dayanarak, Rickettsiales sinifindan ¢ikarilmis ve Mycoplasmataceae ailesi icine dahil
edilmistir (Messick, 2004).

PCR tabanli testlerin gelistirilmesi, hemoplasma infeksiyonlarinin teshisinde daha
etkili bir yontem saglamistir. PCR, DNA'nn belli bir pargasinin in vitro amplifikasyonunu
yapan hassas bir molekiiler tekniktir. 16S rRNA geni simdiye kadarki tiim hemoplazma PCR
analizlerinin temelidir (Messick, 2004).

Kopeklerde iki hemoplazma tiirii tespit edilmistir. Mycoplasma hemocanis ve
Candidatus Mycoplasma hematoparvum, eritrositlere karsi affinitesi olan ve kopeklerde
bulunan iki mycoplasma tiiridiir. Daha Onceleri Haemobartonella tiirii olarak
smiflandirilmistir ancak son zamanlarda 16S rRNA analizi ile Mycoplasma cinsi i¢inde yer
almaktadir (Messick 2004). Mycoplasma haemocanis uzun zincir formunda kokoid
organizmalardir (Kemming ve ark, 2004). Candidatus Mycoplasma haematoparvum kiigiik
(0,3 um) kokoid organizmalardir ve genetik ve morfolojik olarak Candidatus Mycoplasma
haemominutum’a benzerlik gostermektedir. Candidatus Mycoplasma haemominutum PCR
kullanilarak farkli kopeklerde tespit edilmistir ve bu organizmalar Avrupa kurtlar1 ve
Brezilya’daki sokak kopeklerinde tespit edilen Candidatus Mycoplasma haematoparvum ve
Candidatus Mycoplasma haemominutum ile benzerlik gostermistir (Andre ve ark, 2011).

Kopek hemotropik mikoplazma etkeni olan Mycoplasma haemocanis’in taksonomisi

Tablo 1’de ve gilinlimiize kadar olan isim degisiklikleri Tablo 2’de, Candidatus Mycoplasma
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haematoparvum taksonomisi Tablo 3’te ve gliniimiize kadar olan isim degisiklikleri ise Tablo

4’te gosterilmektedir.

Tablo 1. Mycoplasma haemocanis taksonomisi (WEB_1)

Superkingdom Bacteria -
(Terrabacteria group)

Phlum Tenericutes

Class Mollicutes

Order Mycoplasmatales

Family Mycoplasmataceae

Genus Mycoplasma

Species Mycoplasma haemocanis

Tablo 2. Mycoplasma haemocanis’in giiniimiize kadar olan adlandirilmalar1 (WEB_1)

Bilimsel Ad Mycoplasma haemocanis (Messick ve ark, 2002)
Heterotipik Sinonim | Bartonella canis (Kikuth, 1928)

Heterotipik Sinonim | Haemobartonella (Bartonella) canis | (Tyzzer ve Weinmann, 1939)
Heterotipik Sinonim | Haemobartonella canis (Kreier ve Ristic, 1984)

Tablo 3. Candidatus Mycoplasma haematoparvum taksonomisi (WEB_2)

Superkingdom Bacteria e
Terrabacteria group
Phlum Tenericutes
Class Mollicutes
Order Mycoplasmatales
Family Mycoplasmataceae
Genus Mycoplasma
Species Candidatus Mycoplasma haematoparvum

Tablo 4. Candidatus Mycoplasma haematoparvum’un giiniimiize kadar olan adlandirilmalari
(WEB_2)
Bilimsel Ad | Candidatus Mycoplasma haematoparvum | (Sykes ve ark, 2005)

Anemiyle iligkili Haemobartonella canis infeksiyonlar1 kopeklerde sporadik olarak
bildirilmistir. Daha sonra, H. canis, Mycoplasma haemocanis olarak yeniden
smiflandirilmistir ve ikinci bir kdpek haemoplazmasi olan Candidatus M. haematoparvum,
kemoterapiye tabi tutulan anemik splenektomize edilmis bir kdpekte tanimlanmistir (Messick

ve ark, 2002; Sykes ve ark, 2004). Her iki etkenin de diinya ¢apinda dagilim gosterdigi iddia




edilmekle birlikte, molekiiler tespit yontemlerine dayanan sinirli prevalans verilerine heniiz
ulagilabilmektedir. Bazi popiilasyonlarda gen¢ hayvanlar ve erkek kopeklerin, kopek
hemoplazma infeksiyonlarina sirasiyla yetiskin ve disi kopeklerden daha duyarl olduklari
tespit edilmistir (Novacco ve ark, 2010; Barker ve ark, 2010). Siddetli hemolitik anemi,
nadiren yalniz hemoplazma ile infekte kopeklerde, 6zellikle de immiin sistemi zayiflamig
veya  splenektomize edilmis hayvanlarda  tanimlanmistir.  Avrupa'daki  kdpek
hemoplazmozisinin PCR tabanli arastirmalar1 da bu etkenlerin diisiik patojenik potansiyelini
desteklemektedir (Wengi ve ark, 2008; Novacco ve ark, 2010). Daha onceki ¢alismalar
parvovirus, Ehrlichia ve Babesia tiirleri ile eszamanli infeksiyonlarin veya eszamanli
neoplazinin, kopek haemoplazma infeksiyonlarinin seyrini agirlastirict  bir ol
oynayabilecegini gostermektedir. Uyuz enfestasyonu da kopek hemoplazma infeksiyonlari ile
iliskilendirilmistir (Novacco ve ark, 2010). Hemoplazma ile infekte kopeklerde
infeksiyonlarin ¢ogu kronik, asemptomatik ortaya ¢ikmaktadir. Bu hayvanlarda infeksiyon
tamamen yok olmamaktadir. Kantitatif real-time PCR kullanilan bir ¢alismada, {i¢ ay boyunca
infekte kopeklerden toplanan tiim numuneler 13 ay boyunca pozitif olarak tespit edilmistir
(Wengi ve ark, 2008). Diger hemoplazma infeksiyonlari i¢in belirtildigi gibi, antibiyotik
tedavisinin kopek hemoplazma infeksiyonlarini tamamen ortadan kaldiramadig1 ancak klinik
infeksiyon belirtilerini azalttig1 belirlenmistir (Willi ve ark, 2010).

Mycoplasma haemocanis infeksiyonu splenektomi yapilan kopeklerde, farkli
infeksiyonu olan veya immun sistemi baskilayan hastaligi olan kdpeklerde hemolitik anemi
ile iligkisi oldugu bildirilmistir. M.haemocanis’in 16S rRNA geni M. haemofelis sekansi ile
aynidir ancak M. haemocanis’in tim gen sekansi onu diger tiirlerden ayirmaktadir
(Nascimento ve ark, 2012). Bu infeksiyonun prevalansi genellikle subklinik olarak infekte
barinaktan gelen kopeklerde kismen yiiksektir (Kemming ve ark, 2004).

Kedilerde, daha onceki caligmalarda Haemobartonella felis'in Ohio izolat1 (biiyiik
form) ve California izolati (kiigiik form) olmak iizere iki farkli hemoplazma tiirii
tanimlanmistir (Berent ve ark, 1998; Foley ve ark, 1998; Messick ve ark, 1998). Mycoplasma
cinsinde Onerilen yeniden siniflandirma ile birlikte, bu izolatlar Mycoplasma haemofelis (M.
haemofelis) (Neimark ve ark, 2001) ve ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum (Candidatus
M. haemominutum) olarak adlandirilmistir (Foley ve Pedersen, 2001). Hemolitik anemi
goriilen 6zel bir Isvigre kedisinde 2002 yilinda iigiincii bir hemotropik Mycoplasma tiirii tespit
edilmistir; bu iclincii tiir “Candidatus Mycoplasma turicensis” (Candidatus M. turicensis)
olarak belirlenmistir (Willi ve ark, 2005; Willi ve ark, 2006). PCR tabanli yontemler

uygulanarak, diinya genelinde ev kedilerinde ve vahsi kedilerde hemoplazma infeksiyonlari
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teshis edilmistir (Willi ve ark, 2007). Kedilerde ii¢ ana tiir infeksiyona neden olmaktadir ve
bunlar Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma haemominutum, Candidatus
Mycoplasma turicensis olarak adlandirilmaktadir (Tasker ve ark, 2003).

Mycoplasma haemofelis, Candidatus M. haemominutum ve Candidatus Mycoplasma
turicensis evcil kedilerin yani sira vahsi kedileri de infekte etmektedir. Siniflandirmalarini
destekleyecek daha fazla bilgiye ulasana kadar “Candidatus” on eki yeni kesfedilen
hemoplazmalara eklenir. Hemoplazmalarin laboratuvarlarda kiiltlirii yapilamadigi i¢in bu
organizmalarin tamamen tanimlanmasi kisitlanmaktadir. Mycoplasma haemofelis (6nceleri
Ohio tiirii veya Haemobartonella felis’in biiyiik formu) en patojenik organizmadir ve immun
yetmezligi olan kedilerde orta derece veya siddetli hemolitik anemi olusturabilmektedir.
Ortaya ¢ikan hastalik Kedi Infeksiydz Anemisi olarak adlandirilmistir. Sitolojik incelemeler
kullanilan kan frotilerinde, M. haemofelis 3-6 mikroorganizmadan olusan zincirler halinde
koklar seklinde goriilmektedir. M. haemofelis ii¢ kedi hemoplazma tiiriinden prevalansi en az
olandir. Veteriner hastanelerindeki hasta kedilerin % 0,5-5’ inde PCR kullanilarak tespit
edilmistir. M. haemofelis ve M. haemominutum’ un tiim gen sekansi tanimlanmigtir (Santos ve
ark, 2011; Barker ve ark, 2012). Candidatus M. haemominutum (énceden California tiirii veya
H. felis’in kii¢iik formu) M. haemofelis’ten genellikle daha kiiciiktiir ve immun sistemi
baskilanmis kedilerle hastaligin baglantis1 belirlenmemistir. Sitolojik incelemeler kullanilan
kan frotilerinde Candidatus M.haemominutum’lar 0,3-0,6 um ¢apinda kii¢iik koklar seklinde
goriliir. Ancak sitolojik muayene ile M.haemofelis ve Candidatus M.haemominutum’un
ayrimi her zaman giivenilir sekilde yapilamamaktadir (Jensen ve ark, 2001; Sykes ve ark,
2007).

Kedi hemotropik mikoplazma etkeni olan Mycoplasma haemofelis’in taksonomisi
Tablo 5’te, giiniimiize kadar olan isim degisiklikleri Tablo 6’da, Candidatus Mycoplasma
haemominutum’un taksonomisi Tablo 7’de, gliniimiize kadar olan isimlendirmesi Tablo 8’de,
Candidatus Mycoplasma turicensis’in taksonomisi Tablo 9’da, giiniimiize kadar olan

isimlendirmesi Tablo 10°da gdsterilmektedir.

Tablo 5. Mycoplasma haemofelis’in taksonomisi (WEB_3)

Superkingdom Bacteria .
(Terrabacteria group)

Phlum Tenericutes

Class Mollicutes

Order Mycoplasmatales

Family Mycoplasmataceae




Genus

Mycoplasma

Species

Mycoplasma haemofelis

Tablo 6. Mycoplasma haemofelis’in glinimiize kadar olan isim degisiklikleri (WEB_3)

Bilimsel Ad

Mycoplasma haemofelis

(Neimark ve ark, 2002)

Homotipik Sinonim

Candidatus Mycoplasma haemofelis

(Neimark ve ark, 2001)

Homotipik Sinonim

Haemobartonella felis

(Kreier ve Ristic, 1984)

Basionim

Eperythrozoon felis

(Clark, 1942)

Homotipik Sinonim

Haemobartonella felis

(Flint ve ark, 1955)

Haemobartonella felis

Homotipik Sinonim (Flint ve ark, 1958)

Tablo 7. Candidatus Mycoplasma haemominutum taksonomisi (WEB_4)

Superkingdom Bacteria .
(Terrabacteria group)
Phlum Tenericutes
Class Mollicutes
Order Mycoplasmatales
Family Mycoplasmataceae
Genus Mycoplasma
Species Candidatus Mycoplasma haemominutum

Tablo 8. Candidatus Mycoplasma haemominutum’un giiniimiize kadar olan isimlendirmesi
(WEB_4)
Bilimsel Ad

Candidatus Mycoplasma haemominutum | (Foley ve Pedersen, 2001)

Tablo 9. Candidatus Mycoplasma turicensis taksonomisi (WEB_5)

Superkingdom Bacteria .
(Terrabacteria group)
Phlum Tenericutes
Class Mollicutes
Order Mycoplasmatales
Family Mycoplasmataceae
Genus Mycoplasma
Species Candidatus Mycoplasma turicensis

Tablo 10. Candidatus Mycoplasma turicensis’in giiniimiize kadar olan isimlendirmesi
(WEB_5)

Bilimsel Ad | Candidatus Mycoplasma turicensis | (Willi ve ark, 2006)

Infeksiyonu saptamak amaciyla PCR kullanan epidemiyolojik ¢alismalarin ¢ogunda,

M. haemofelis, veteriner hastanelerini ziyaret eden hasta kedilerin %0,5 -6'sinda bulunan 3



kedi hemoplazmasi arasinda prevalansi en diigiik organizma olmasina ragmen, birkag¢ cografi
bolgede Candidatus M. turicensis daha az yaygindir (Willi ve ark, 2006; Macieira ve ark,
2008; Gentilini ve ark, 2009; Laberke ve ark, 2010). Mycoplasma haemofelis ile kedilerin
deneysel olarak inokulasyonu, orta ila siddetli anemiye yol agmaktadir ve M. haemofelis ile
infekte kedilerde infeksiyon sirasinda organizma sayisinda dalgalanmalar goriilmektedir
(Tasker ve ark, 2009). Geng kediler infeksiyon ve hastaliga daha duyarli olabilmektedir
(Sykes ve ark, 2008; Tasker ve ark, 2009).

Akut deneysel M. haemofelis infeksiyonu siklikla hemolitik anemi ile sonuglanirken,
dogal infekte kedilerin prevalans calismalarinda anemi ile M. heamofelis infeksiyonu
arasindaki baglant: tutarli bulunmamstir. Ornekleme yapilan kedilerin farkli popiilasyonlari
veya bu c¢aligmalarin kapsadigi M. haemofelis’in farkli izolatlar1 ve/veya M. haemofelis’in
akut veya kronik olusu gibi nedenlerden dolay1 farkli sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (Willi
ve ark, 2006). Bilinen kedi hemoplazma tiirlerinden M. haemofelis in en patojenik ve klinik
belirtilerle en baglantili olan tiir oldugu diistiniilmektedir (Tasker, 2010).

Candidatus M. haemominutum evcil kedilerde en sik goriilen tiirdiir (prevalans
calismalarinda hasta kedilerde %0-46,7 bulunmustur), bunu M. haemofelis (kedilerde %0-
46,6) ve Candidatus M. turicensis (kedilerde %0-26) takip etmektedir. Rapor edilen
prevalanslar hem cografik olarak hem de farkli ¢aligmalardaki popiilasyon 6rneklemelerinin
farkliigindan dolayr degiskenlik gostermektedir. Ornegin bazi rnekler sadece hasta anemik
kedilerden, baz1 o6rnekler sadece saglikli kedilerden, bazi 6rnekler sahipsiz sokak kedilerinden
olusurken digerleri sahipli kedilere odaklanmistir (Tasker ve ark, 2018).

Candidatus M. haemominutum infeksiyonlarinin ¢ogu kroniktir ve anemi veya diger
klinik anormallikler ile iliskili degildir. Candidatus M. haemominutum, ¢esitli nedenlerle
veteriner hastanelerini ziyaret eden kedilerin %20’si ila %50’si kadarinda PCR kullanarak
tespit edilebilir, infeksiyon prevalans: genellikle yasla birlikte artmaktadir (Tasker ve ark,
2003; Willi ve ark, 2006; Macieira ve ark, 2008; Gentilini ve ark, 2009; Laberke ve ark,
2010). Kedilere Candidatus M. haemominutum inokulasyonunu takiben once hematokritte
hafif bir diisiis gbzlemlenebilir, ancak hematokrit genellikle 4-6 hafta sonra normalle
donmektedir (Tasker ve ark, 2003; Tasker ve ark, 2009). infeksiyondan sonra organizma
sayilart (kantitatif PCR analizleri kullanilarak belirlendigi sekilde) yavas yavas artar, sonra
sabitlenir (Tasker ve ark, 2003). Anemik kedilerde infeksiyon prevalansi, anemik olmayan
kedilerde infeksiyon prevalansi ile ayn1 veya daha diisik olmustur; bu, Candidatus M.
haemominutum ile infeksiyonun anemi ile iliskili olmadigin1 gostermektedir (Sykes, 2010).

Ayrica, glukokortikoid uygulanmis, splenektomize edilmis kedilere Candidatus M.
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haemominutum inokulasyonu, anemi gelisimi ile iligkili olmadig1 goriilmiis ve daha sonra
Bartonella henselae ile birlikte koinfeksiyon, anemi gelisimini hizlandirmadigi belirtilmistir
(Sykes, 2010).

Bununla birlikte, Candidatus M. haemominutum 'nin hastalik meydana getirmekte rol
oynayabilecegi konusunda bazi goriisler vardir. Candidatus M. haemominutum disinda higbir
belirgin nedensel ajan bulunmayan kedilerde akut hemolitik anemi vakalari bildirilmistir (de
Lorimier ve ark, 2004; Hornok ve ark, 2008). Hem kedi 16semi viriisii hem de Candidatus M.
haemominutum ile koinfekte olan kedilerde, sadece Candidatus M. haemominutum ile infekte
olmus kedilere gore daha siddetli anemi goriilmektedir (George ve ark, 2002). Ayrica, FeLV
ve Candidatus M. haemominutum ile koinfekte olan kedilerin, sadece FeLV ile infekte olmus
kedilere gore miyeloproliferatif hastalik goriilme olasihigi daha yiiksektir. Hemoplazmozis
stipheli kedilerde, benzer bir cografi bolgeden g¢esitli nedenlerle hastalanan kedilerde
oldugundan daha fazla Candidatus M. haemominutum infeksiyonuna rastlanmistir (Sykes ve
ark, 2008). Ek olarak, anemik kediler arasinda, Candidatus M. haemominutum ile infeksiyon,
hemoplazmalar ile infekte olmayan kedilerden daha yiiksek ortalama korpiiskiiler hacim
degerleriyle iliskilendirilmistir (Sykes, 2010).

Deneysel Candidatus M. haemominutum infeksiyonu nadiren klinik belirtilere neden
olmakta ve anemi genellikle sekillenmemektedir ancak kan parametrelerinde diisiis
olusturabilmektedir (Tasker ve ark, 2006; Tasker ve ark, 2009). Candidatus M.
haemominutum retrovirus ile infekte kedilerde 6zellikle feline leukemia viriis infeksiyonu
olan  kedilerde Candidatus M. haemominutum infeksiyonunu takiben Onemli
sekillenebilmesinin nedeni ilgili organizmanin kemik iligi problemlerinde rol oynamasindan
kaynaklandig: diistintilmektedir.

Dogal olarak infekte kedilerin arastirildigi ¢aligmalar anemi ve Candidatus M.
haemominutum arasindaki iligkinin ortaya konulmasinda basarisiz olmasmna ragmen
Candidatus M. haemominutum iligkili anemi lenfoma tedavisinde kemoterapi alan bir kedide
rapor edilmistir ve birincil neden olarak da birkag vakada Candidatus M. haemominutum
iligkili anemi tanimlanmistir (Reynolds ve Lappin, 2007; Hornok ve ark, 2008).

Candidatus M. haemominutum infeksiyonunun patojenitesini dzetlemek zordur. Farkli
Candidatus M. haemominutum izolatlarinin degisken patojeniteye sahip olmasi muhtemeldir
ve kedilerin saglik durumlari infeksiyonun sonucunda rol oynamaktadir (Tasker, 2010).

Candidatus M. turicensis (turicensis Turicum ile iligkilidir. Ziirih’in latince ismidir) ilk
olarak siddetli intravaskular hemolizi olan Isvigre’deki bir kedide tanimlanmustir (Willi ve

ark, 2005). Candidatus M. turicensis infeksiyonunun anemiye neden olmaksizin kirmizi kan
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hiicreleri parametrelerinde diisiise neden oldugunu belirlenmistir (Tasker ve ark, 2009).
Sadece Candidatus M. turicensis’le infekte veya Candidatus M. haemominutum veya M.
haemofelis’le koinfekte kediler hemoplazmalarla infekte olmayan kedilerle karsilastirildiginda
PVC’lerinde 6nemli diisiis goriilmiistiir. Candidatus M. turicensis ile infekte kedilerin 6nemli
bir kisminda Feline Immunodefficiency Virus (FIV) veya neoplazi gibi birlikte seyreden
hastaliklar mevcuttur (Willi ve ark, 2006) ve bu kofaktérler ve immunsupresyonun
hemoplazma kaynakli olusan hastaligin patogenezisinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir
(Tasker, 2010).

Candidatus M. turicensis kan frotilerinin 151k mikroskopuyla yapilan incelemelerinde
goriilememektedir ve infekte kedilerdeki organizma yiikii genellikle diisiiktiir. Candidatus M.
turicensis infeksiyonu kedi populasyonunda M. haemofelis infeksiyonuna gore bir parga daha
yiiksek prevalanslidir. Bir¢ok ¢alisma veteriner hastanesindeki hasta kedilerin prevalansinin
%0,5-10 arasinda oldugunu gdstermistir. Bu organizmanin patojenik potansiyeli tam
anlamiyla anlasiimamistir. Immun sistemi baskilanmis kedilere Candidatus M. turicensis
inokule edildiginde siddetli anemi ile sonuglanmistir (Willi ve ark, 2005) ancak immun
yetmezligi olan kedilere Candidatus M. turicensis inokulasyonundan sonra anemi olugsmamis
veya hafif anemi sekillenmistir. Diger hemoplazmalarla koinfeksiyon veya es zamanli immun
yetmezlik gibi kofaktorler Candidatus M. turicensis ile infekte kedilerde aneminin
gelismesine etki edebilmektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Kedi popiilasyonunda Candidatus M. turicensis ile infeksiyon prevalanst M.
haemofelis'e benzerdir, ¢ogu ¢alisma veteriner hastanelerini ziyaret eden hasta kedilerde %
0,5 ile % 10 arasinda bir prevalans gostermektedir (Willi ve ark, 2006; Laberke ve ark, 2010).
Candidatus M. turicensis 'nin patojenik potansiyeli, az sayida kediye deneysel olarak inokule
edilmesinin ardindan hafif anemiye neden olmasina ragmen, diisiik goriinmektedir (Willi ve
ark, 2006; Sykes ve ark, 2008; Tasker ve ark, 2009). Koinfeksiyon veya es zamanli
immiinosupresyon gibi kofaktorler, Candidatus M. turicensis ile infekte olmus kedilerde

anemi gelisiminde 6nemli olabilmektedir (Sykes, 2010).

2.2. Patogenezis

Hemoplazma infeksiyonuyla iligkili hemolizislerin ¢ogunlugunun normalde
ekstravaskiiler olarak, 6zellikle karaciger ve dalakta olusurken akcigerler ve kemik iliginde de

meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Intravaskiiler hemolizisin hemoplazma organizmalari ile

11



infekte kirmizi kan hiicrelerinin osmotik basincinin artmasindan dolay: olustugu bildirilmistir
(Willi ve ark, 2005).

Kedi hemoplazmalar1 ile birlikte seyreden infeksiyonlar bildirilmistir. Kedi
hemoplazma infeksiyonlarmimn Isvigre'nin Bati ve Giiney bolgelerinde, iilkenin geri
kalanindan daha yaygin oldugu bildirilmistir (Willi ve ark, 2005). Farkli kedi hemoplazma
tirlerinin patojenik potansiyeli degiskenlik gosterir ve immiinosupresyon veya onceden
mevcut retroviral infeksiyonlar gibi yardimci faktorler hastaligin siddetini artirabilmektedir.
Genel olarak, M. haemofelis, Candidatus M. haemominutum'dan daha patojenik bulunmustur
(Foley ve ark, 1998; Westfall ve ark, 2001). Candidatus M. turicensis, deneysel olarak infekte
olmus evcil kedilerde hafif ile orta derecede anemiye neden olabilir, ancak her zaman anemi
ile sonuglanmamaktadir (Willi ve ark, 2005; Museux ve ark, 2009; Tasker ve ark, 2009).
Dogal olarak infekte kedilerde, kedi hemoplazma infeksiyonlar1 i¢in risk faktorleri; erkek
cinsiyet, yaslilik, kedi 1sirig1 apseleri, retroviral infeksiyon, gegmis bilgisi olmamasi ve ev
disina ¢ikma olarak belirlenmistir. Klinik tablo infeksiyonun evresine bagl olabilir: Akut M.
haemofelis infeksiyonunun ciddi anemiyi indiikledigi tespit edilirken, kronik tasiyicit olan
kedilerde yiiksek bakteri yiiklerinde bile asemptomatik seyredebilir (Willi ve ark, 2006).
Genel olarak, infeksiyonun bazi kedilerde hayati tehlike arz eden anemi gelistirdigi,
digerlerinde ise asemptomatik ve bireysel duyarliliklar gosterdigi veya muhtemelen infekte
olmus kedinin kan tliriiniin (Museux ve ark, 2009) hastalik gelisiminin ciddiyetinde rol
oynadigi anlagilmamistir (Willi ve ark, 2010).

Deney kedilerine M.haemofelis inokulasyonundan sonra, klinik belirtilerin ortaya
¢ikmasina kadar 2-34 giin arasinda bir inkubasyon periyodu vardir. Kediler tedavi edilmedigi
takdirde veteriner hekimler tarafindan siddetli anemi ve bakteriyemi ile iligkili akut hastalik
fazinda bulunurlar. Hematokritteki keskin diisiisler siklikla organizmalarin kan frotilerinde
goriilmesiyle es zamanlidir (Sykes, 2010). Meydana gelen anemi, organizma tarafindan veya
eritrositin dogrudan hasar gormesinden veya infekte kedilerde soguk ve sicak reaktif eritrosit
bagli antikorlarin tespiti ile desteklenen bagisiklik aracili mekanizmalar yoluyla
olusabilmektedir, soguk reaktif antikorlar infeksiyon sirasinda daha erken ortaya ¢ikmaktadir
(Tasker ve ark, 2009). Bir ¢alismada, bu tiir antikorlar sadece Candidatus M. haemominutum
veya Candidatus M. turicensis ile degil M. haemofelis ile infekte olmus kedilerde tespit
edilmistir, bu da M. haemofelis 'in digerlerine gére daha yiiksek patojeniteye sahip oldugunu
desteklemistir (Tasker ve ark, 2009). Antikorlar, aneminin gelismesinden kisa bir siire sonra
tespit edilmistir. Anemi primer olarak ekstravaskiiler hemolizden kaynaklanir, ancak bazi

infekte olmus kedilerde intravaskiiler hemoliz tanimlanmistir (Willi ve ark, 2005; Hornok ve
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ark, 2010). Hemoplazmozisli kedilerde artmis ozmotik frajilite ve eritrosit dmriinde azalma
oldugu da belirtilmigtir. (Willi ve ark, 2005). Kan frotilerinin sitolojik incelemesi kullanilarak
belirlenen infekte eritrositlerin sayisi, 3 saatten az bir siirede % 90'dan % 1'e diisebilmektedir
(Sykes, 2010). Ancak PCR kullanilarak belirlenen M. haemofelis 'in sayisindaki dalgalanma,
infeksiyonun ardindan meydana gelmektedir ancak organizmanin belirlenememesi sadece
eritrosit sitoplazmasina girmesi durumunda olusmaktadir. Organizmanin splenik veya
pulmoner makrofajlarda sekanslanmasi olasi bir agiklama olarak varsayilmistir, ancak,
periferik kandaki organizma sayisinin diisiik oldugu zamanlarda arastirma kedilerinin
deneysel olarak inolukasyonunun ardindan, M. haemofelis'in dokuya invaze oldugu tespit
edilmemistir (Tasker ve ark, 2003).

Klinik iyilesme saglanmasina ragmen, PCR sonuglarinin pozitif devam edebildigi
bildirilmistir. Iyilesmis kediler yillarca subklinik tasiyici olarak kalabilmekte, organizma
konakg¢1 bagisiklik sistemini bozabilmekte, hastalik stres, hamilelik, birlikte seyreden
infeksiyon veya neoplazi ile muhtemel yeniden aktiflesebilecegi diisiiniilmektedir (Berent ve
ark, 1998). M. haemofelis i¢in PCR pozitifligi genellikle kedilerde anemi varligi ile iliskilidir,
glukokortikoid veya siklofosfamid uygulamasi ve splenektomi yoluyla deneysel olarak
hastalik reaktivasyonunu girisimleri basarisizlikla sonu¢lanmistir. Berent ve arkadaslarinin
1998 yilinda yaptig1 ¢alismada, antimikrobiyallerin kesilmesinden sonra akut infeksiyondan
iyilestikten 6 ay sonra pozitif PCR sonuglar tespit edilmistir ve metilprednizolonun
uygulanmasi, organizmalarin kan frotilerinde tekrar ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Kanda M. haemofelis sayisinin infeksiyonu seyreden birkag ay iginde belirgin
dalgalanma gosterebilecegi bilinmektedir; nedeni agiklanamamigtir ancak antijenik
varyasyonla iligkili olabilmektedir. Kanda azalan organizma miktarmin agiklanmasinda M.
haemofelis’in dokuya geg¢isiyle alakali bir veri bulunmamaktadir (Tasker ve ark, 2009). Bu
durum PCR negatif kedilerde doku geg¢isi bulunan Candidatus M. turicensis’e zittir (Novacco
ve ark, 2011).

Eritrosite-bagli antikor varhigmi goésteren pozitif Coombs Testi ve otoaglutinasyon,
anemisi olmayan M. haemofelis infekte kedileri belirlemektedir. Bu eritrosite bagl antikorlar
immun kaynakli kirmizi kan hiicrelerinin yikimlanmasindan sorumlu olabilmektedir. M.
haemofelis ile infekte kedilerdeki pozitif Coombs testinin mekanizmasmin tanimlandigi bir
calismada (Tasker ve ark, 2009) 4°C’de reaktive edilen eritrosite bagli antikorlar (hem Ig M
hem Ig G) 37°C’de reaktive edilenlere gore daha erken giinlerde ortaya ¢ikmistir. Bunun
aksine eritrosite bagli antikorlar bir¢cok kedide anemi basladiktan sonra goriilmeye baslamistir.

Bu anemi gelisiminin baglangicindaki eritrosite bagli antikorlarin varliginda duyarlilik
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tespitinin problem olusturabilecegini gostermektedir ancak eritrosite bagimli antikor
goriilmesinin alternatif aciklamasi baslangic hemolizinden ziyade hemoplazma ile uyarilmis
hemolizisin sonucu olarak gortilmektedir (Tasker, 2010).

Hemolitik anemi, bu hastalik durumunda en onemli patojenik etkidir. Hemoplazma
infeksiyonu ile iligkili hemolizin ¢ogunun ekstravaskiiler olduguna, ozellikle dalakta ve
karacigerde, ayn1 zamanda akcigerlerde ve kemik iliginde meydana geldigi diisiiniilmektedir.
Hemoplazma ile infekte olan kirmizi kan hiicrelerinin ozmotik frajilitesini arttirarak
intravaskiiler hemoliz olusturdugu da bildirilmistir. Pozitif Coombs Testi ve otoagliitinasyon
eritrosit-bagl antikorlarin varligini gostermektedir. Bu eritrosit-bagli antikorlar, kirmizi kan
hiicrelerinin immiin aracili yikimindan sorumlu olabilir. M. haemofelis tarafindan olusturulan
hastaligin siddeti, baz1 kedilerde hafif anemi goriilmesi ve klinik belirtileri olmamasindan,
belirgin bir depresyon ve Oliimle sonuclanan siddetli anemiye kadar degismektedir.
Eritrositlerde meydana gelen bazi hasarlar dogrudan organizma tarafindan meydana gelebilir,
ancak immiin kaynakli hasarlar daha onemli goriinmektedir. Organizmalarin eritrositlere
baglanmasi ile gizli eritrosit antijenleri ya da degistirilmis eritrosit antijenlerinin ortaya
cikmasi sonucu ve antiertirosit antikorlari iireten bir konak yaniti meydana gelmektedir.
Bununla birlikte, baska bir olast immiin kaynakli hasar mekanizmasi da diistiniilmelidir.
Antikor kaynakli komplement fiksasyonu gerceklesirse, eritrositik membran hasar
gorebilmektedir. Anemi, Oncelikle, dalak, karaciger, akciger ve kemik iliginde makrofajlar
tarafindan ekstravaskiiler eritrofagoitozun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ameldev ve
Tremasol, 2018).

Mycoplasma haemofelis en patojenik kedi tiiriidiir. Baz1 kedilerde akut infeksiyonu
takiben siddetli, bazen Sliimciil hemolitik anemi sekillenebilirken digerlerinde orta siddette
anemi gelisebilmektedir. Bu farkli konak¢i yanitindan veya M. haemofelis susu
varyasyonundan kaynaklanabilmektedir. Ancak hastalik immun sistemi normal kedilerde de
olusabilmektedir. Kronik infeksiyonlar genellikle 6nemli anemiyle iliskili degildir ve tasiyici
hayvanlarda anemi goriilmemektedir. Buna uygun olarak bazi epidemiyolojik ¢alismalarda M.
haemofelis infeksiyonuyla anemi arasinda baglanti goriilmemistir (Tasker ve ark, 2018).

Candidatus M. haemominutum infeksiyonu eritrosit parametrelerini degistirebilmesine
ragmen immun supressif ilag veya kemoterapi uygulanmasi gibi birlikte seyreden problemler
olmadan infeksiyonu takiben anemi siklikla goriillmemektedir. Candidatus H.
haemominutum’un asemptomatik tasiyicist olan kediler de tespit edilmistir. Deneysel bir
caligmada FeLV infeksiyonu olan kedilerdeki myeloproliferatif hastaligin gelismesiyle
iliskilendirilmistir (George ve ark, 2002). Ancak anemi vakalari sadece Candidatus M
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haemominutum infeksiyonu tanimlanmis olanlarda rapor edilmistir ve bu da birlikte seyreden
bir hastalik olmadiginda da Candidatus M. haemominutum’un anemi olusturabilecegini
gostermektedir (Weingart ve ark, 2016).

Yapilan bir ¢alismada Candidatus Mycoplasma turicensis, glukokortikoidle tedavi
edilen bir kedide hafif anemiye neden olmustur ve anemi derecesi inokule edilen organizma
yiikiiyle orantili oldugu bildirilmistir (Musseux ve ark, 2009). Candidatus Mycoplasma
turicensis ayrica spesifik patojen bulunmayan kedilere inokule edildiginde kansizliga neden
olamamistir (Musseux ve ark, 2009; Tasker ve ark, 2009). Candidatus Mycoplasma turicensis
ile infekte kedilerde Kantitatif PCR analizleri kullanilarak belirlenen dolasimdaki organizma
yiikleri tipik olarak ¢ok diisiiktiir (Willi ve ark, 2006; Musseux ve ark, 2009; Tasker ve ark,
2009). Arastirma kedilerine Candidatus Mycoplasma turicensis 'in inokulasyonundan 40 giin
sonra organizma sayisinda keskin bir diisiis izlenmis ve inokulasyondan 45 giin sonra biitiin
kediler organizma igi negatif hale gelmistir (Tasker ve ark, 2009). Aralikli olarak diisiik
seviye pozitif PCR sonuglar1 bazi kedilerde daha sonra yapilan testlerde tespit edilmistir, bu
da organizmanin tamamen yok edilmedigini gostermektedir. Baska bir c¢alismada,
inokiilasyondan 10 ila 21 hafta sonra infeksiyonun kendiliginden temizlendigi goriilmiistiir
(Musseux ve ark, 2009).

Candidatus M. turicensis infeksiyonu bazi deneysel ¢alismalarda anemi veya eritrosit
parametrelerinde hafif diisiise neden olmustur ancak genellikle anemi yaygin degildir. Birlikte
seyreden hastalik veya immunsupresyon Candidatus M. haemominutum’a benzer olarak
Candidatus M. turicensis’in patogenezisinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Tasker ve ark,
2018).

Tasiyic1 kedilerde siklikla subklinik infeksiyonlar mevcuttur, bu nedenle infeksiyon
tekrar aktif hale gegebilmekte ve klinik hastalikla sonuglanabilmektedir (Weingart ve ark,
2016). Mycolasma haemofelis infeksiyonundan iyilesmis kedilerde M. haemofelis’in
homologunun tekrar verilmesine karsi koruma saglanmistir, koruyucu immunite varliginin
tespiti ile infeksiyonun eliminasyonunun miimkiin oldugu bildirilmistir (Hicks ve ark, 2014).
Diger bir ¢alismada Candidatus M. turicensis infeksiyonundan iyilesen kedilerde M.
haemofelis infeksiyonunun belirtileri M. haemofelis’le infekte kedilerden daha hizli ve siddetli
gelistigi bildirilmistir (Baumann ve ark, 2015). Bu nedenle farkli hemoplazma tiirleri ile
infeksiyonlarin patogenezis ve bagisiklik arasindaki iliski i¢in daha fazla arastirma gerektigi

belirtilmistir (Tasker ve ark, 2018).
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2.3. Klinik Bulgular

Candidatus M. haemominutum infeksiyonu olan kedilerin hematokritlerinde hafif
diislis goriilmektedir. Bu da Candidatus M. haemominutum’un hastalikta rol oynayabilecegini
gostermektedir. Ornegin FeLV ve Candidatus M. haemominutum’la koinfekte olan kedilerde
sadece Candidatus M. haemominutum olan kedilerden daha siddetli anemi gelismektedir ve
FeLV kaynakli myeloproliferatif hastaliklarin ilerlemesi daha hizli sekillenmektedir (George
ve ark, 2002).

Candidatus M. haemominutum’un neden oldugu anemiler de hemolitik anemi olarak
tamimlanmistir. Candidatus M. haemominutum genellikle Candidatus M. turicensis veya M.
haemofelis ile koinfeksiyonlar meydana getirir. U¢ hemoplazma tiiriiniin miks infeksiyonlar
da bildirilmistir. Hemoplazmalar, omurgali konak¢ida akut hemolitik anemi ve gesitli kronik
hastaliklara neden olabilmektedir. Infeksiyonun klinik spektrumu konakg1 hassasiyetine bagl
olarak asemptomatik seyirden dliime kadar degismektedir. Hayvanlar yas, birlikte seyreden
hastalik, immiinosupresyon veya splenektomi ile akut infeksiyona yatkin olabilmektedir.
Kronik infekte hayvanlar hastalifin gizli seyretmesine veya yetersiz tanimlanmasina neden
olabilmektedir. M. haemocanis infeksiyonu siklikla latent seyretmekte ve kopege splenektomi
operasyonu yapilmadigi siirece subklinik olarak kalmaktadir ve operasyondan sonra akut
hemolitik anemi gelismektedir. Aksine, M. haemofelis, splenektomize edilmeyen kedilerde
akut hemolitik anemiye neden olmaktadir. Baz1 hemoplazma tiirlerinin veya suglarinin dogal
patojenitesi de muhtemelen hastaligin gelisiminde kilit rol oynamaktadir. Ayrica etkenin yolu
ve dozu infeksiyon siddetini etkileyebilmektedir (Messick, 2004).

Mukozalarda solgunluk, istahsizlik ve dehidratasyon M. haemofelis infeksiyonlarinda
stk goriilen infeksiyon belirtileridir ve bazi kedilerle ileri kilo kayb1 goriilmektedir. Anemi
uyusukluk, mukozal solgunluk, tasipne, tagikardi, hemik kardiyak iiftiriim gelisimi ve anemi
akut ve siddetli ise zaman zaman senkop veya norolojik bulgularla kendini gosterir. Bazi hasta
sahipleri, kedilerinin ¢0p veya kedi pisligi yedigini veya ¢imento yaladigini
bildirebilmektedir. Diger fiziksel muayene anomalileri splenomegali ve nadiren ikterustur.
Bazi kediler atesli olabilir ve moribund kediler hipotermik olabilir. Tam kan sayiminda en
karakteristik anormallik, anizositoz, makrositoz, retikiilositoz, polikromazisi, Howell-Jolly
cisimleri ve bazen de belirgin normoblastemi ile birlikte rejeneratif anemidir. Infekte
kedilerden yapilan kan frotilerinde otoaglutinasyon goriilebilir. Hemoplazmalar ile eszamanl

gizli infeksiyon, retikiilositoz olmasa bile, makrositozlu FeLV pozitif kedilerde
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distiiniilmelidir. FIV veya FeLV ile infekte olmus anemik kediler, mutlaka hemoplazma
infeksiyonu i¢in de test edilmelidir (Sykes 2010).

M. haemofelis ile infekte olmus kedilerde beyaz kan hiicresi sayisi normal, artmis veya
disiik  olabilir. Serum kimyas: profili, alanin aminotransferaz  aktivitesinde,
hiperbilirubinemide ve nadiren prerenal azotemide artis gosterebilir. Hemoplazmalar ile
infekte ¢iftlik hayvan tiirlerinde hipoglisemi bildirilmistir ancak deneysel olarak infekte edilen
kedilerde tespit edilmemistir (Tasker ve ark, 2009).

M. haemofelis infeksiyonu kedilerde goriilen siddetli anemi ile iliskili oldugu i¢in bu
tirlerin neden oldugu hastaligin patogenezisini de aciklamak gerekmektedir. Deneysel
infeksiyondan sonra klinik belirtiler 2 ila 34 giinde ortaya ¢ikar. Anemi olusur ve yaklasik 18-
30 giin siirer ancak siddeti ve kronikligi infekte kediler arasinda oldukca degiskendir. Anemi
agirlikli olarak ekstravaskiiler hemolizden kaynaklanmaktadir ve aneminin baslangicinda
genellikle retikiilositoz ile giiclii bir rejeneratif yanit gelir. Organizma eritrosit yiizeyindeki
girintilere yerlesir. infekte kedilerin eritrositlerinde artan osmotik par¢alanma ve azalan
eritrosit yasam siiresi kaydedilmistir. Eritrosit bagimli antikor formasyonu ve retikiilozis
Candidatus M. haemominutum veya Candidatus M. turicensis ile infekte kedilerde heniiz
belirlenmemistir (Sykes ve Tasker, 2013).

Anemi, letarji, istahsizlik, halsizlik ve zayiflama belirtileri goriilebilmektedir. Baz1
hayvan sahipleri kedilerinin ¢&p yedigini veya ¢imento yaladigini belirtmislerdir. Kilo kaybi1
ve dehidrasyon olusabilir. Aneminin hizli gelismesi ndrolojik belirtiler, garip sesler ¢ikarma,
kollaps ve oliimle sonuclanabilir. Baz1 infekte kedilerde hematokritte dongiisel degisiklikler
ve infekte eritrositler olusur ve hematokritteki keskin diistisler kan frotilerinde ¢ok sayida
organizmanin goriilmesiyle korelasyon gostermektedir (Foley ve ark, 1998). Kan frotilerinde
goriilebilir eritrositlerle baglantili organizmalarin orani 3 saatten kisa siirede %90’dan %]1’lere
diigebilir. Organizma sayisindaki bu ani dalgalanmalar M. haemofelis’in  hizl
replikasyonundan kaynakli goriinmektedir ve bunu konak¢i immun yanitindan dolayr kandan
hizla temizlenmesi izlemektedir. M. haemofelis’teki tekrar eden antijenik varyasyonlar bu
mikroorganizmanin immun yanitt tekrar uyarir ve bu da organizma sayisindaki
dalgalanmalara katkida bulunur (Sykes ve Tasker, 2013).

Akut fazdaki kedilerde hematokrit normale veya normale yakin seviyeye ulasabilir
(iyilesme faz1) ve organizma kan frotilerinde goriilmeyebilirler. Iyilesen kedilerin en az birkag
tanesi organizma konak¢1 immun sisteminden kagtigi igin persiste infekte olarak kalir ve stres,
gebelik, farkli infeksiyon veya neoplazileri takiben anemi tekrar sekillenebilir.

Hemoplazmalarin konake¢i icinde yasayabilme yeteneginde farkliliklar olabilecegine dair
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kanitlar vardir ve Candidatus M. haemominutum igin daha sik goriiliirken M. haemofelis ve
Candidatus M. turicensis’de daha az goriilmektedir. Kedilerde splenektomi sonrasi tekrar
anemi ve bakteremi belirlenmistir ancak diger calismalarda splenektomi olan kedilerde
Oonemli bir anemi olmadan da kan frotilerinde goriiniir organizmalarin sayisinda artisa neden
olmustur (Sykes ve Tasker, 2013). Candidatus M. haemominutum’la infekte splenektomi
yapilan kedilerde bu mikroorganizmanin patojenitesinde artig goriilmemistir (Sykes ve ark,
2007).

Generalize solgunluk, splenomegali ve bazi kedilerde ikterus hemoplazmozisin
sonucunda 6tenazi uygulanan veya Olen kedilerde temel nekropsi bulgusudur. Histopatolojik
bulgular arasinda ekstramedullar hematopoezis, folikiiller hiperplazi ve dalakta
eritrofagositozis bulunmaktadir (Sykes ve Tasker, 2013).

Klinik hemoplazma goriilen kopeklerin gegmisinde splenektomi veya daha az yaygin
olarak birlikte seyreden immun supresif hastalik veya ilag tedavisi veya Babesia sp. veya
Ehrlichia canis gibi baska kan yoluyla bulasan koinfeksiyonlar vardir. Klinik belirtilerde
zayiflik, letarji ve solgunluk ve bazi kopeklerde istahsizlik vardir (Sykes ve Tasker, 2013).

Akut M. haemofelis infeksiyonu olan kedilerin fiziksel muayene bulgularinda ates,
zayiflik, mukozal solgunluk, tasipne, tasikardi ve zayif femoral nabiz vardir. Diger fiziksel
muayene abnormalliklerinde dehidrasyon, kardiyak murmurlar, splenomegali ve bazen orta
siddette ikterus bulunabilir. Olmek iizere olan kediler hipotermik olabilirler (Sykes ve Tasker,
2013).

Candidatus M. haemominutum veya Candidatus M. turicensis’le infekte kedilerde ve
Candidatus M. haematoparvum’la infekte kopekler birlikte seyreden bir hastalik olmadikga
saglikli goriinmektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Klinik bulgularda solgunluk, uyuklama hali, asir1 zayiflama, kilo kaybi, depresyon ve
yiiksek ates mevcuttur (Tasker, 2010).

Hastalik parazitemik, akut, iyilesme ve tasiyici faz olarak dort faza ayrilmistir.
Parazitemi Oncesi faz genellikle intravendz enjeksiyondan sonra yaklasik 1-3 haftadir.
Hastaligin akut fazi, ilk parazitemiden son parazitemiye kadar gegen siireyi temsil etmektedir.
Organizmalar genellikle kanda parazitemik ataklar halinde dongiisel bir sekilde ortaya
cikmaktadir. Organizmalarin sayisi genellikle bir ila bes gilin arasinda bir pik degere
ulagmakta ardindan hizli bir diisiis goriilmektedir. Tekrarlayan parazit ataklari, ilerleyici
eritrosit hasarina neden olmakta ve eritrositlerin yasam siiresini kisaltmaktadir. Hemoplazma
infeksiyonunun klinik belirtileri bakteri tiirli, infeksiyonun evresi ve birlikte seyreden

infeksiyonlarin varligi gibi faktorlere baghdir. Yaygin goriilen klinik belirtiler mukozalardaki
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solgunluk, uyusukluk, istahsizlik, kilo kaybi, depresyon ve dehidratasyondur. Ozellikle
hastaligin  akut evresinde aralikli ates goriilmesi ekstramediiller hematopoezisi
yansitabilmektedir. Siddetli akut hemoliz olusmadik¢a sarilik nadiren goriilmektedir
(Ameldev ve Tremasol, 2018).

Akut formun klinik 6zellikleri gesitli hayvan tiirlerinde yogun olarak caligilmistir.
Kedilerde, kirmizi kan hiicrelerinin yogun bakteriyemisiyle iligkili olan M. haemofelis’in akut
formu, siddetli ve bazen 6liimciil hemolitik anemiye neden olmaktadir. Hem dogal hem de
deneysel olarak infekte olmus kedilerde uyusukluk, istahsizlik, ates ve anemi hastaligin klinik
belirtilerdir. PCR, klinik hastaligin siddeti ile bakteriyemi varligini iligkilendirmek igin
kullanilmistir ve boylece M. haemofelis’ in sebep oldugu hastalik molekiiler olarak da
incelenmistir. Ancak, Candidatus M. haemominutum ile deneysel olarak infekte edilen
saglikli kedilerde, akut hastaligin klinik bulgularinin hafif seyrettigi gozlemlenmistir. Klinik
hastaligin siddetindeki farkliliklar kedi hemoplazmalariin patojenitelerindeki farkliliklar
gosterse de, Westfall ve arkadaglar tarafindan ileri siiriilen doza bagiml etkileri yansitmalari
da miimkiindiir (Messick, 2004).

Patojenik hemoplazma infeksiyonlar tipik olarak rejeneratif makrositik hipokromik
anemiye neden olmaktadir ancak belirgin retikulositozis her zaman goriilmemektedir (Kewish
ve ark, 2004). Normoblast bulunabilir. Lokopeni, lenfopeni, eozinopeni ve monositozisi
kapsayan beyaz kan hiicrelerinde degisiklikler goriilebilmektedir. Pozitif Coombs testi
eritrosit bagimli antikorlarin varligini belirleyen Coombs testi pozitiflik verebilir, 6zellikle
soguk agliitininlerle ve akut hemoplazmoziste persistent otoaglutinasyon bildirilmistir. Ancak
deneysel caligmalarda bu antikorlar anemi gelismesinden sonra goriilmektedir. Aneminin
baslangicinda eritrosit bagimli antikorlarin tespit edilmemesi Coombs testinin erken dénem
infeksiyonda antikorlarin tespitinde yeterli olamamasindan veya eritrosit bagimli antikorlarin
hemoplazma  kaynakli  hemolizisin ~ sonucu  olarak  gorlinmesinden  dolay1
kaynaklanabilmektedir. Eritrosit bagimli antikorlar glikokortikoid tedavisi olmaksizin
antibiyotik ve destekleyici tedaviyle ortadan kaybolmaktadir (Tasker ve ark, 2018).

M. haemocanis ve M. haemofelis ile infekte sirasiyla kopek ve kedilerin en
karakteristik kan anomalileri makrositozis, anisitozis, retikiilozis, polikromozi, Howell- Jolly
cisimcikleri ile rejeneratif anemidir ve Ozellikle kedilerde normoblastomi dikkat ¢ekicidir.
Hemoplazma infekte eritrositlerle metilen mavisi ile boyanan kan frotilerindeki retikiilositler
ayni goriindiigii icin M. haemofelis ile infekte kedilerde yapilan retikiilosit miktar1 sayimi
dikkatle yorumlanmalidir. Otoaglutinasyon kan frotilerinde tespit edilemeyebilir. Anemisi

bulunan FeLV pozitif kedilerde retikiilozis tespit edilmese bile birlikte seyreden hemoplazma
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infeksiyonundan siliphe edilmelidir. Notrofil miktar1 normal, yiikselmis veya diisiik olabilir ve
lymfopeni goriilebilir. Infekte kedi ve kdpeklerde trombositopeni olusabilir ancak siklikla
platelet miktar1 referans degerdedir (Sykes ve Tasker, 2013). Hemoplazmozis olan kedilerdeki
serum biyokimyasal profilinde hipoksi, metabolik asidozis veya orta siddette
hiperbilirubinemi ve prerenal azoteminin sonucu olarak artan ALT ve AST aktivitesi ortaya
cikabilir. Bazi kedilerde hiperproteinemi goriilebilir (Sykes ve Tasker, 2013).

Serum biyokimyasinda dehidratasyon veya akut faz yaniti nedeniyle hiperproteinemi
ortaya ¢ikarabilmekte ve karaciger enzim diizeylerinin yiikselmesi hepatik hipoksik hasardan
kaynaklanabilmektedir. Hiperbilirubinemi hemolizden kaynaklanabilmektedir (Tasker, 2010).
Idrar analizi genellikle normaldir, bilirubinemi hiperbilirubinemi olan kedilerde
goriilebilmektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Hemoplazma infeksiyonu iligkili anemi, tipik olarak rejeneratif makrosik ve normo
veya hipokromiktir. Dalaktan ayrilan eritrositlerin salinmasi, beraberinde bir retikiilositozis
olmaksizin alyuvar sayisinda belirgin bir artisa neden olabilmektedir. Pozitif Coombs testi ve

otoaglutinasyon olusabilmektedir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

2.4. Risk Faktorleri ve Bulasma Yollar:

Yetiskin kediler, genglere gore infeksiyona daha yatkindirlar, hayvan bir kere infekte
olduktan sonra, uzun siireli antibiyotik tedavilerinden sonra bile organizmay1 elimine etmek
zordur. Hayvanlar asemptomatik tastyici olabilmektedir. Agresif yapilarindan dolay1 erkek
kedilerin infeksiyona yakalanma olasiliginin daha yiiksek oldugu, kavga yaralanmalarinin en
Oonemli bulasma kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Kopeklerde hemoplazmozis vakalar1 zaman
zaman bildirilmistir, ancak splenektomi, immiinsiipresyon veya birlikte seyreden
infeksiyonlar gibi kofaktorlerin patogenezde rol oynadigi gorilmektedir (Ameldev ve
Tremasol, 2018). Kedi hemoplazma infeksiyonlar1 genellikle erkek, disartya ¢ikabilen,
gecmiste yasadigr alan bilgisi olmayan ve kedi isirik apseleri bulunanlarda daha sik
goriilmektedir. Candidatus M. haemominutum ile infeksiyon olgun kedilerde daha sik
goriilmektedir, bunun nedeni ise hayatlar1 boyunca kronik subklinik infeksiyona yakalanma
riskinin artmasidir. Bazi g¢alismalar hemoplazma infeksiyonuyla Feline Immundeficiency
Virus (FIV) infeksiyonu arasinda baglanti bulmasina ragmen (Macieira ve ark, 2008;
Gentilini ve ark, 2009) digerleri baglanti bulmamistir ve hemoplazma infeksiyonu ile Feline

Leukemia Virus (FeLV) arasindaki iliskiyi gostermede basarisiz olmustur (Willi ve ark 2006).
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Tiim bu degisken sonuglar retroviruslarin hemoplazma infeksiyonu i¢in risk faktorii olarak
diistintilebilecegini gostermektedir (Tasker ve ark, 2018).

Erkek kedilerdeki yiliksek prevalans horizontal bulagsmanin kavga yoluyla
olusabilecegini diisiindiirmektedir. Hem Candidatus M. haemominutum hem de Candidatus
M. turicensis DNA’s1 infekte kedilerin salyasinda tespit edilmistir (Willi ve ark, 2006; Dean
ve ark, 2008). Candidatus M. turicensis ile infekte salyanin oral yolla veya subkutan olarak
inokulasyonunun kediler arasinda Candidatus M. turicensis’in aktarilmasinda basarisiz
oldugunu goriilmistiir ancak kandaki Candidatus M. turicensis’in ayn1 dozu subkutan olarak
inokule edildiginde basarili bir sekilde aktarilmistir (Musseux ve ark, 2009).

Kan emen artropodlar, kedi ve kopek hemoplazmalarimin bulagsmasinda rol
oynayabilmektedir. Kedi piresi olan Ctenocephalides felis diskilarinda M. haemofelis ve
Candidatus M. haemominutum DNAs1 tespit edilmistir. Ctenocephalides felis araciligiyla M.
haemofelis ve Candidatus M. haemominutum bulastirilmasi i¢in yapilan deneysel ¢aligma
basarisizlikla sonuglanmistir (Shaw ve ark, 2004; Woods ve ark, 2005; Lappin ve ark, 2006;
Woods ve ark, 2006; Willi ve ark, 2007; Kamrani ve ark, 2008).

Yapilan calismalarda infeksiyonun cografik dagiliminin bir yerde toplanmis olmasi
hemoplazma bulagsmasinda artropod vektorlerinin rolii oldugunu desteklemektedir (Sykes ve
ark, 2007; Wengi ve ark, 2008; Novacco ve ark, 2010). Kedi piresi (Ctenocephalides felis),
kedi hemoplazmalarinin bulagsmasindan sorumlu tutulmaktadir. Yalnizca ¢ok bulasici olan M.
haemofelis infeksiyonunun pirelerin kan emmesi vasitasiyla etkeni bulastirdigi bildirilmesine
ragmen deneysel bir ¢aligmada alic1 kedide M. haemofelis’in hematolojik ve klinik belirtileri
ortaya ¢ikmamistir (Woods ve ark, 2005). Ek olarak yapilan bir ¢alismada birlikte beslenen
kedi grubunda deneysel olarak hemoplazmalarin bulagmasinda pirelerin rol oynadigina dair
bir veri bulunamamustir (Lappin, 2014).

Kedi piresi Ctenocephalides felis’in kan emme 6zelliginden dolay1 M. haemofelis’in
kedilere sadece gegici olarak bulastirdigi gosterilmistir (Woods ve ark, 2005). Yapilan
arastirmalarda kedilerden toplanan pirelerde (Shaw ve ark, 2004; Hornok ve ark, 2008;
Kamrani ve ark, 2008; Hornok ve ark, 2010) ve baz1 kenelerde (Taroura ve ark, 2005; Willi
ve ark; 2007) kedi hemoplazma infeksiyonu varligini belirlemislerdir. Hemoplazma
infeksiyonlarinin kiimelesmis cografik dagilimiyla ilgili yapilan ¢alismalar artropod kaynakli
bulasmay1 desteklemektedir (Willi ve ark, 2006; Sykes ve ark, 2007). Ancak, destekleyici
kanitlara ragmen, kediler arasinda hemoplazmalarin dogal bulagsmasi tam olarak

aciklanamamistir (Tasker, 2010).
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Isvigre'de, dogrudan hayvanlardan toplanan bazi Ixodes ve Rhipicephalus kenelerinde
Candidatus M. haemominutum ve Candidatus M. turicensis igin pozitif sonuglar elde
edilirken bitki ortiisiinden toplanan Ixodes kenelerinde hemoplazma DNA’s1 tespit
edilmemistir. Calisma neticesinde Ixodes kenelerinin Isvigre'deki hemotropik mikoplazmalar
icin biiyiik bir rezervuar olmadigi yorumu yapilmistir (Willi ve ark, 2007; Willi ve ark, 2009).
Avrupa'da, kahverengi kopek kenesi Rhipicephalus sanguineus, Akdeniz iklimi olan
bolgelerde yaygin olarak goriilmektedir ve bu iilkelerde bulunan koépek haemoplazma
infeksiyonlarinin yliksek prevalansi, infeksiyonun bulagsmasinda olas1 bir kene vektorii oldugu
hipotezini desteklemektedir (Kenny ve ark, 2004; Barker ve ark, 2010; Novacco ve ark,
2010).

Kopek kenesi Rhipicephalus sanguineus, kopek hemoplazmalarinin bulasmasinda rol
oynadig@ diisiiniilen bir vektordiir (Roura ve ark, 2010). Kenelerde transstadial ve transovarial
bulagsma da tanimlanmistir, bu da kenelerin infeksiyonun bir vektorii olmasinin yani sira
onemli bir rezervuar olabilecegini de gostermektedir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

Infeksiyonun erken evresinde tiikiiriikte ve infekte kedilerin diskisinda Candidatus M.
turicensis saptanirken, deneysel olarak infekte edilen kedilerin tiikiiriik ve tiikiiriik bezlerinde
Candidatus M. haemominutum PCR ile tespit edilmistir ve hemoplazmalarin tiikiiriik yoluyla
dogrudan bulasmasinin 6nemli olabilecegi vurgulanmistir (Willi ve ark, 2007; Dean ve ark,
2008; Museux ve ark, 2009). Kediler arasinda sosyal temas yoluyla Candidatus M. turicensis
aktariminin arastirildigi  bir in vivo caligmada, Candidatus M. turicensis PCR-pozitif
tiikkiirtigiin deri altindan veya agizdan inokulasyonu ile kedileri infekte edememistir. Buna
karsilik, 10 ul PCR-pozitif kanin deri altindan inokulasyonu ile bulagsma basarili olmustur; bu
olgu, Candidatus M. turicensis'in kediler arasinda bulasmasi i¢in agresif etkilesimin gerekli
oldugunu gosterebilmektedir (Museux ve ark, 2009). Japon doviis kopeklerinde prevalansin
diger 1rklara gore daha yiiksek olmasi M. haemocanis infeksiyonlar ile kavga arasinda iliski
kurulmasina neden olmustur (Sasaki ve ark, 2008). M. haemocanis’in dogrudan bulastiriimasi
kavga sirasinda infekte kan yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (Willi ve ark, 2010).

Kedi hemoplazma infeksiyonu erkek cinsiyeti, gegmis kaydinin bulunmamasi ve dis
mekana erigim ile iliskilendirilmistir (Sykes, 2010). Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan
bir ¢calismada, M. haemofelis ile infekte olmus kedilerin yaklasik % 90'inin erkek oldugu ve
M. haemofelis ile infekte olmus erkek kedi sayisinin infekte olmayan erkek kedilerden 7 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir (Sykes ve ark, 2008). Bazi ¢alismalar hemoplazmosis ile
retrovirus infeksiyonlari arasinda iligki oldugunu gostermistir (Sykes ve ark, 2007; Sykes ve
ark, 2008; Gentilini ve ark, 2009; Laberke ve ark, 2010). Kedi hemoplazmalarinin bulasma
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sekli uzun zamandir ¢oziilememistir. Mycoplasma haemofelis’in yayilmasinda pirelerin rol
oynadigi tahmin edilmektedir (Woods ve ark, 2005) ancak pire istilasinin nadir oldugu bazi
bolgelerde de infeksiyon yaygin olabilmektedir (Jensen ve ark, 2001). Kedilerden toplanan
pirelerin hemoplazma DNA's1 igerdigi ancak pirelerin kan emme Ozellikleri g6z Oniine
alindiginda bunun beklenen bir durum oldugu bildirilmistir (Willi ve ark, 2007; Kamrani ve
ark, 2008). Kedi hemoplazmalarini bulastirmak igin pire kullanma girisimleri, alt1 kediden
birinde hastalik goriilmeksizin gegici PCR pozitiflikle sonug¢lanmistir (Woods ve ark, 2005).
Avrupa’da bazi Ixodes ricinus kenelerinde PCR kullanilarak M. haemofelis tespit edilmistir
(Willi ve ark, 2007) ve Japonya’da kan emmemis Ixodes ovatus kenelerinde Candidatus
M.haemominutum tespit edilmistir (Taroura ve ark, 2005). Bununla birlikte, Isvicre'de
yaklagik 2000 beslenmemis Ixodes spp kenesini inceleyen c¢alismada PCR kullanarak
hemoplazma DNA’s1 tespit edilmemistir (Willi ve ark, 2007; Willi ve ark, 2010) ve
infeksiyonlar, kene maruziyetinin minimum diizeyde oldugu banliyd alanlarinda
tanimlanmistir (Sykes ve ark, 2007). Kedilerde hemoplazma infeksiyonu prevalansindaki
cografi varyasyon, bulagsmada artropod vektorlerinin roliinii destekler niteliktedir (Willi ve
ark, 2006; Sykes ve ark, 2007). Her 3 kedi hemoplazma tiirii yaygin olarak yabani kedilerde
tespit edilebilmektedir, bu da bulagmada artropodlarin infeksiyon rezervuarlar1 olarak islev
gorme ihtimalini géstermektedir (Willi ve ark, 2007).

Sivrisineklerin bulasmada rol oynadiklari 6ne siirtilmiistiir (Sykes ve ark, 2007).
Colorado’da havuzdan yakalanmig sivrisinekler incelendiginde, sadece sigir hemoplazmasi
olan Mycoplasma wenyonii DNA's1 tespit edilmistir (Sykes 2010).

Transplasental bulagma da ileri siiriilmektedir. Erkek cinsiyette daha sik goriilmesi ve
retroviral infeksiyonlarla iligki, hemoplazmalarin 1sirma ve kavga faaliyeti ile dogrudan
bulagsma ihtimaline olan ilginin artmasina neden olmustur. Kedi infeksiydoz aneminin bilinen
kavga veya 1sirma olaylarindan sonraki haftalar igerisinde ortaya ¢iktigi gbézlemlenmistir
(Sykes, 2010). Kedi 1sir1g1 apseleri ile iliski uzun siire 6nce bildirilmistir ve bu apselerin
kavga veya 1sirik yaralariyla birlikte aktive olmalari da miimkiindiir. Hemoplazmalar,
infeksiyonun baslangicinda deneysel olarak infekte olmus kedilerin tiikiiriiklerinde ve
diskilarinda ve dogal olarak infekte olmus kedilerin tiikiiriiklerinde, dis etlerinde ve pence
yastiklarinda saptanmistir. Bu salgilarda organizma seviyelerinin diisiik oldugu bildirilmistir
(Willi ve ark, 2007; Dean ve ark, 2008; Lappin ve ark, 2008). Kedilere yaklasik 5 ml infekte
kan oral yolla verildiginde infekte olduklart tespit edilmistir ve bu islem 1sirict hayvan veya
1sirilmis hayvan, agresif aktivitelerden sonra infeksiyonun bulastirilabildigini diistindiirmiistiir

(Sykes, 2010). Candidatus M. turicensis 'in kemirgen hemoplazmalaria genetik benzerligi
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nedeniyle (Mycoplasma cococoides ve Mycoplasma haemomuris), kemirgenler organizmanin
potansiyel rezervuart olarak aragtirnlmistir, kedi hemoplazma tiirleri kemirgen
popiilasyonunda tespit edilmedigi bildirilmistir (Willi ve ark, 2005). Kan transflizyonu
bulasmada farkli bir yoldur ve kan dondrlerinin hemoplazma infeksiyonlari yoniinden
taranmasi Onerilmektedir (Tasker ve ark, 2018).

Bulagma deneysel olarak etkenin sindirim yoluyla verilmesiyle veya infekte kanin
enjeksiyonuyla olusabilmektedir. Hemoplazma infeksiyonlarimin dogal yayilma yolu
bilinmemektedir. Siiphelenilen yol 1sirma veya agresif etkilesimlerdir ve bulasma muhtemelen
vertikal de olabilmektedir. Erkek, kayitsiz, disar1 ile baglantili kedilerin hemoplazmalarla
infekte olmasi daha olasidir (Tasker ve ark, 2018). Kenelerin M. haemocanis’i tasidigindan
stiphelenilmektedir. Tanimlanmamis diger artropod vektorler de disiiniilmektedir (Sykes ve
Tasker, 2013).

Hemoplazma infeksiyonu i¢in risk faktorlerinin degerlendirilmesi ¢aligmalarinda
genellikle disariyla iliskisi olan yaslt erkek kedilerin infekte olmasimin daha olasi oldugunu
gostermistir.  Candidatus M. haemominutum’un yash kedilerde daha yaygin oldugu
bildirilmistir (Tasker ve ark, 2018).

Bu alanda daha ¢ok g¢alisma gerekmesine ragmen hemoplazma bulagsmasinin yagam
alaniyla ilgili olmadigi, etkenin bulasabilmesi i¢in kedinin sadece salya yerine kedi 1siriklari
yoluyla infekte kanla temasi1 halinde bulagma olabilecegi diisliniilmektedir (Tasker, 2010).

Kan transfiizyonlarmin M. haemofelis ve Candidatus M. haemominutum
infeksiyonlarinin kaynagi oldugu bildirilmistir (Gary ve ark, 2006; Willi ve ark, 2006).

Kontamine kan transfiizyonuyla bulasma rapor edilmistir (Willi ve ark, 2006) ve
transflizyon ic¢in hemoplazma infeksiyonu olan kan dondriinden alinan taze kanin
kullanimiyla alict kediye infeksiyonun bulasmasi daha muhtemeldir. Transflizyon igin
saklanan kanlar kullanildiginda hemoplazma bulagma riski hemoplazmalarin saklanan
kanlarda yasayabilirligine baglidir.

Bir ¢alismada Sitrat Fosfat Dekstroz Adenin (CPDA) antikoagulanli tiiplere toplanan
kanlardaki hemoplazmalarin canliligim1  siirdiirmesi arastirilmistir.  Hemoplazmalarin
canliligint siirdiirmesi CPDA antikoagulantta 1 saat, 1 hafta veya 1 ay saklanmis infekte
kanlarin intravenéz olarak saglikli kedilere M. haemofelis veya Candidatus M.
haemominutum aktarabilme yetenegine bakilarak degerlendirilmistir. Sadece 1 saat saklanan
kanlarin verildigi saglikli kedilere M. haemofelis basarili sekilde aktarilmistir. /n vivo M.
haemofelis verilen alic1 kedilerde inokulasyondan sonraki 3 hafta izlenen kedilerde organizma

sayisinin arttigt goriilmiistiir. Bazi bulgular 1 saat saklanan kanlarin Candidatus M.
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haemominutum’u aktardigini géstermistir ancak inokulasyondan sonra alici saglikli kedilerde
organizma sayist artmamistir. Bir hafta saklanmis Candidatus M. haemominutum infekte kan
saglikli alic1 kedilerde yapilan 2 PCR’dan sadece birinde pozitif sonu¢ vermistir bu nedenle
basarili bir kalict aktarim saglanamamustir. Ancak bu ¢alisma Candidatus M.
haemominutum’un CPDA antikoagulantinda 1 hafta kadar canliligini siirdiirebildigini ileri
stirmektedir (Gary ve ark, 2006).

Bristol Universitesi’ndeki deneysel ¢alismalar EDTA veya heparin antikoagulantina
alinmis kanlarda hemoplazmalarin canliliginin 1 saatten az oldugunu bulmuslardir.
Hemoplazmalarin konak disinda canliligini siirdiirebilmelerinin daha ¢ok arastirilmaya
ihtiyac1 vardir. [n vitro kiiltiir sistemlerinde hemoplazmalarin {iretilememesi arastirmalari
zorlastirmaktadir (Tasker, 2010).

Diger bulagma yollar1 arasinda gebelikte anneden yavruya gecis, dogum veya emzirme
bulunmaktadir. Bildirilmemesine ragmen, transmisyon ayrica, ¢oklu kullanilabilen flakonlarin
kullanilmast veya ayni ekipmanin uygun temizlik / sterilizasyon olmaksizin farkli
hayvanlarda uygunsuz kullanimi ile de olabilmektedir. Ozellikle kan alimi-aktarimi arasi siire
kisithysa kan kontaminasyonu onemlidir (Tasker, 2010). Diger olasi hemoplazma bulagma
yollar1 arasinda, anneden yavruya hamilelik sirasinda, dogumda veya emzirme doneminde
vertikal bulagma yer almaktadir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

Kan transfiizyonlarinin infeksiyona neden oldugu bildirilmistir (Willi ve ark, 2007).
Transfiizyon i¢in hemoplazma ile infekte olan bir kan donériinden yeni alinan kanin
kullanilmasi, biiyiik olasilikla alici kediye infeksiyonun bulasmasina yol acacaktir. Kan
transfiizyonuyla bulagsma olusabilir ve tiim kan donodrleri hemoplazma infeksiyonlar

yoniinden taranmalidir (Tasker ve ark, 2018).

2.5. Halk Saghgina Etkileri

Kan frotilerinin sitolojik muayenesi kullanilarak hemoplazmalara benzeyen
hemotropik organizmalar, zaman zaman kazanilmis immiin yetmezlik sendromlu anemik
hastalar ve sistemik lupus eritematozusu bulunan insanlarda tespit edilmistir (Sykes 2010).
Brezilya’da Bartonella henselae ile birlikte Immunodeficiency virus ile infekte bir insanda
PCR kullanilarak M. haemofelis tespit edilmistir ve bu da M. haemofelis’in zoonotik
potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir (Santos ve ark, 2009). Bu nedenle, bu organizmalarin
zoonotik potansiyeli daha fazla anlasilana kadar, infekte kedilerden kan veya doku alirken

dikkatli olunmasi onerilmektedir (Sykes 2010).
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Hemoplazma benzeri organizmalar 10 yil dnce insan kan frotilerinde belirlenmistir.
Kedi ve kopek hemoplazmalarinin tespiti i¢in dizayn edilen molekiiler teknikler insanlar i¢in
de uygulandiginda ¢esitli hemoplazma tiirleri identifiye edilmistir (Tasker ve ark, 2010).
Candidatus M. haemohominis olarak tanimlanan bir hemoplazma infeksiyonu hemolitik
anemili bir insanda belirlenmistir (Steer ve ark, 2011).

Bartonella henselae ile koinfekte Teksas’l1 bir veteriner hekimde Mycoplasma ovis
DNA’s1 tespit edilmistir (Sykes ve ark, 2010). Cindeki bir giftlik ¢alisaninda Mycoplasma suis
DNA’s1 bulunmustur (Yuan ve ark, 2009). Bildirilen ¢alismalarin her birinde hemoplazma
genomunun Yyalnizca kii¢iik bir kism1 veya kisimlari tespit edildigi i¢in insanlardaki hayvan
hemoplazmalariin DNA identifikasyonu dikkatle incelenmelidir. Mycoplasma haemocanis
ve M. haemofelis ayn1 16S rRNA gen sekansina sahiptir ancak farkli konake¢i tropizmine
sahiptir ve bu insanlarda tespit edilen organizmalar evcil hayvan tiirlerini infekte edenlerle
ayni olmayabilir. Daha fazla bilgiye ulasilincaya kadar veteriner hekimler hayvanlardan kan

alirken dikkatli olmalidir (Sykes ve Tasker, 2013).

2.6. Teshis

Hemoplazmozis stipheli kedilerde dikkat edilmesi gereken, benzer Kklinik tablo

gosteren hastaliklar Tablo 11°de gosterilmektedir.

Tablo 11. Hemoplazma ile karigabilen hastaliklar

Primer immun baglantili hemolitik anemi

Feline Leukemia Virus infeksiyonu

Feline Immunodeficiency Virus infeksiyonu

Feline Infectious Peritonitis infeksiyonu

Cytauxzoon felis infeksiyonu

Heinz cisimcigi hemolitik anemi (Cinko, sogan, sarimsak, lokal anestezikler, propofol,
balik)

Piruvat kinaz yetersizligi

Habes ve Somali kedilerinin eritrosit frajilite hastaligi

Gizli gastrointestinal hemoraji

Sykes (2010)’dan modifiye edilmistir.
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Kopek ve kedilerdeki hemoplazmozisin tanisi igin kullanilan testler Tablo 12’de

listelenmistir.

Tablo 12. Kopek ve kedilerde hemoplazmozis tanisi igin kullanilabilen testler

Test Ornek Hedef Test Performansi
Tiiri
Ozellikle etkilenen kedilerde diisiik
sensitiviteye sahiptir. Organizmalar hasta
. .. kedilerin %50’sinden azinda kan frotilerinde
Sitolojik Kan

Hemoplazmalar goriilmektedir. Boya kalintilari, boya
artefaktlari, Howell-Jolly cisimcikleri
hemoplazmalar olarak yanlis yorumlandiginda
hatal1 pozitiflik olusabilmektedir.
Spesifite ve sensitivite testin dizaynina bagl
olarak degiskenlik gosterebilmektedir.
Tam kan, Hemoplazma Sonuglar tespit edilen tiir ve klinik bulgular
kan frotileri DNA’s1 1s1¢inda degerlendirilmelidir. Mycoplasma
haemofelis ve Mycoplasma haemocanis
anemiyle daha iliskilidir.

Muayene Frotileri

PCR

Sykes ve Tasker (2013)’ten modifiye edilmistir.

2.6.1. Sitolojik Muayene

Hemoplazma infeksiyonunun teshisi Romanowsky boyama yapilmig kan frotilerinde
organizmalarin tekli ¢iftli veya zincir seklinde eritrositlerin ylizeyinde goriilmesiyle
yapilmaktadir. Diff-Quick veya siizilmiis Giemsa boyalari da kullanilabilmektedir. Ancak
sitolojik tani1 diisiik Spesifite ve sensitivite (0zgiillik ve hassaslik)’ye sahiptir. Rapor edilen
bazi ¢aligmalarda sensitivite %0-37,5 oranla spesifiteden daha disiiktiir (Westfall ve ark,
2001; Tasker ve ark, 2003). Spesifite genellikle yiiksektir, raporlanan degerler %84-98
(Tasker ve ark, 2003; Bauer ve ark, 2008) arasindadir, bu arastirmacilarin gozlemlerine ve

kan frotilerinin yorumlarina dayalidir.
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Infekte hayvanlardan alman Giemsa ile boyanmus kan frotisinin 151k mikroskobuyla
incelemesinin hemoplazma infeksiyonlarinin teshisinde giivenilir olmadig1 gosterilmistir. Bu
yontem i¢in % 20'nin altinda tanisal duyarlilbik bildirilmistir ve tanisal 06zgiilliik
organizmalarin boya kalintilar1 veya Howell-Jolly cisimleriyle karistirilmasiyla azalmaktadir.
Ozellikle, 151k mikroskopisi, Candidatus M. turicensis’in kandaki miktarmin genellikle diisiik
olmasi nedeniyle Candidatus M. turicensis infeksiyonunu teshis etmek i¢in uygun degildir.
En yiiksek Candidatus M. turicensis bakteriyemisinde bile, 10% - 10* eritrosit basina sadece
bir Candidatus M. turicensis diismektedir ve bu rutin 151k mikroskobu ile saptanamayan bir
sayidir  (Museux ve ark, 2009). Ik olarak elektron mikroskobu kullanilarak
goriintiilenebilmistir. Pleomorfik sekildeki Candidatus M. turicensis organizmalarinin ¢api
yaklagik 0,3 um'dir ve infekte kedilerin eritrositlerine tizerine baglanir (Willi ve ark, 2010).

Kan frotisi yorumlar1 giivenilirse, akut infeksiyon siiresince organizmalarin Sitolojik
tespiti kolay ve hizli teshis testi olarak faydali olabilmektedir. Ancak, pratikte kan frotisi
gozlemine dayali olarak hemoplazma infekte oldugu tespit edilen bircok vakada boya
kalintilari, Howell-Jolly cisimcikleri ve kan frotisinin yavas kurumasindan kaynaklanan
artefaktlardan dolay1 hatali pozitiflikler goriilmektedir. Ayrica sitolojii hemoplaza tiirlerini
birbirinden ayirt edememektedir (Tasker, 2010).

Ozellikle kedi infeksiydz anemisinin teshisinde kullanilan sitolojik muayene diisiik
spesifite ve sensitiviteye sahiptir. Organizmalar infeksiyon seyri sirasinda kan frotilerinde
incelenmeden Once eritrositlerden ayrilabildigi icin infekte kedilerin akut seyri sirasinda
yapilan kan frotilerde M. haemofelis % 50°den daha az goriilmektedir. Kan alindigi ilk
saatlerde organizma eritrositlere bagli oldugu icin taze kan frotilerinden sitolojik muayene
yapilmalidir. Presipitasyon gibi boyama artefaktlar1 olustugunda organizma ile karistirilarak
yanlig pozitif teshise neden olmakta bu nedenle de kontamine olmayan, uygun sekilde
hazirlanmis Romanowsky boyama soliisyonu ile dikkatli boyama yapmak gerekmektedir.
Organizmalarin bazofillerden ve Howell-Jolly cisimciklerinden ayirt edilmesi gerekmektedir.
Candidatus M. haemominutum kiigiiktiir ve kronik infekte kedilerde gozlemlenmemektedir.
Candidatus M. turicensis 1sik mikroskobuyla goézlemlenen kan frotilerinde hicbir zaman
goriilmemektedir. Hemoplazmalar klinik olarak etkilenmis bir¢cok kopekte goriilebilir ve M.
haemocanis zincir formundan dolay1 boyama artefaktlarindan ve eritrositlerin morfolojik
degisikliklerinden daha kolay ayirt edilmektedir. Ancak hemoplazma etkenleri kronik olarak
infekte veya Candidatus M. hematoparvum’u olan kopeklerin kan frotilerinde genellikle

goriilmemektedir (Sykes ve Tasker, 2013).
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Kedi hemotropik mikoplazmalar: laboratuvarda iiretilememektedir. Hemoplazmalarin
sitolojik muayenesi ¢ok diisiik sensitiviteye sahiptir (Tasker ve ark, 2003). Mycoplasma
haemofelis akut hemolitik anemisi olan kedilerinde sitolojik muayene yapilan kan frotilerinde
% 50’den daha az oranda goriilmektedir. Ciinkii organizmalar hastalik siiresince kan
frotilerinde yeniden ortaya ¢ikmadan once birkag giin kaybolabilmektedir. Organizma Etilen
Diamin Tetraasetik Asit varliginda eritrositlerden ayrilabileceginden, taze frotilerin
incelenmesi Onerilmektedir. Kan frotisinde goriilen organizmalar genellikle M. haemofelis ‘dir
(Sykes ve ark, 2008). Candidatus M. turicensis kan frotilerinde higbir zaman
goriilmemektedir. Candidatus M. haemominutum genellikle kronik olarak infekte kedilerde
goriilmez ve M. haemofelis'den daha kiigiik olmasina ragmen sadece boyutuna gore M.
haemofelis'den ayirt etmek zor veya imkansiz olabilmektedir (Tasker ve ark, 2003).

Yanlis pozitif teshisler genellikle organizmalarla boya kalintisi, bazofilik stippling ve
Howell-Jolly cisimleriyle karistirildiginda ortaya ¢ikar, bu nedenle kan frotilerindeki
organizmalarin varhi@int dogrulamak i¢in uygun veteriner teshis laboratuvarlarinin
kullanilmasi onerilmektedir (Sykes 2010).

Romanowsky boyasi ilk boyanmis kan frotilerinin sitolojisinde hemoplazmalar
eritrosit ¢evresinde goriilebilmektedir ancak bu teshis icin hassas bir yontem degildir ve
sitoloji ile farkli hemoplazma tiirleri ayirt edilememektedir. Tecriibeli olmayan arastirict boya
kalintilar1 ve Howell-Jolly cisimcikleri ile hemoplazmalari ayirt etmede basarisiz
olabilmektedir (Tasker ve ark, 2018).

Kan frotilerinin mikroskobik olarak incelenmesi mikoplazmalari tespit etmenin en
yaygin yontemdir. Kan frotileri Giemsa, Wright ve Wright-Giemsa gibi Romanesky boyalari
ile boyanir. Mikroskopik gozlemde bakteriler eritrositlerin yiizeyinde tek, ¢ift veya zincir
halinde goriilmektedir. Hatali boyama veya fiksasyonun neden oldugu boya kalintist
bakterilerle karistirilabildigi igin hatali sonuglar alinabilmektedir. Bununla birlikte, Howell-
Jolly cisimcikleri de bakterilerle karistirilabilmektedir. Bu nedenle, kan frotisi muayenesinin
Ozgiilliigii zayiftir, ancak birincil tarama i¢in bir ara¢ olarak kullanilabilmektedir. Ek olarak

sitoloji hemoplazma tiirleri arasinda ayrim yapamamaktadir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

2.6.2. Serolojik Tan1

Hemoplazmozis tanisi igin serolojik test gelistirilmesi laboratuvarda hemoplazmalarin
kiiltiirinlin yapilamamasindan dolayr miimkiin olmamaktadir. Ancak, molekiiler teknik

uygulamalar1 serolojik test gelisimi i¢in antijenlerin identifikasyonlarini saglamaktadir.
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Ozellikle ELISA M. haemofelis’in immunodominant proteini olan DnaK’ya kars1 olusan
antikorlarin tespiti i¢in gelistirilmistir. Kediler infeksiyondan sonra bu antijene karsi antikor
tiretmektedirler (Barker ve ark, 2010; Novacco ve ark, 2012) ve Candidatus M. turicensis
infeksiyona immun yanit1 arastiran bir calismada antimikrobiyal ila¢ tedavisiyle DnaK’ya
karst olusan antikorlarin diistiigii tespit edilmistir (Novacco ve ark, 2012). Ug kedi
hemoplazma tiirtine kars1 olusan bu antijen serolojik capraz reaksiyonlara neden olmaktadir
(Barker ve ark, 2010) bu nedenle test M. haemofelis ve diger hemoplazmalar1 ayirt
edememektedir ancak akut veya iyilesen hasta antikor titrelerinin tespiti ve kronik
infeksiyonlardan akut olanlar1 ayirt etmede yardimci olabilmektedir. Giiniimiizde serolojik
testler yalnizca arastirma bazinda ulasilabilirdir (Sykes ve Tasker, 2013).

Serolojik testleri gelistirmek, hemoplazmalarin in vitro olarak kiiltiire edilememesi,
serolojik analizlerde hemoplazma proteinlerinin kolay sekilde elde edilememesi nedeniyle
zordur. Boyle testler suan yalnizca deneysel ¢alismalarda kullanilmak icin ulagilabilmektedir.
M. haemofelis DnaK proteinine dayali bu testler M. haemofelis’in akut ve kronik
infeksiyonlar1 arasindaki antikor farkliliklarimi gostermektedir (Barker ve ark, 2010) ve
hemoplazma varligimnin tespitinde PCR’dan daha hassas oldugu bildirilmistir (PCR negatif
seropozitif kediler belirlenmistir) (Novacco ve ark, 2011). Ancak gapraz reaksiyonlar bu
testlerin kedilerde kullanimi i¢in heniiz uygun olmadigin1 géstermektedir (Tasker ve ark,
2018).

2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hemoplazmalar i¢in tanisal PCR analizleri, 16S rRNA genini saptamak igin
tasarlanmistir ve veteriner teshis laboratuarlar1 ve veteriner arastirma enstitiileri araciligiyla
ticari olarak ulagilabilmektedir. Bu analizler, asemptomatik tasiyici kedilerde organizmayi
tutarli bir sekilde tespit etmemelerine ragmen, kan frotilerinin degerlendirildigi sitolojik
muayeneye oranla o6nemli Olgiide daha hassastir (Sykes 2010). Mevcut analizler, 1)
konvansionel PCR analizlerinde jel iizerindeki bantlar pozitif sonuglar olarak yorumlanir; ve
2) PCR iirlinliniin florometrik tespitine dayanan ve organizma yilikii hakkinda bilgi
saglayabilen gercek zamanli PCR analizleri olarak gruplandirilabilir. Bazi konvansiyonel PCR
analizleri Candidatus M. turicensis’i M. haemofelis'ten ayiramamaktadir. Ger¢ek zamanli
PCR analizleri genellikle tiire 6zgiidiir ve PCR {irlinlinii tespit etmek i¢in tiipler genellikle
acilmadigr i¢in kontaminasyon riski azalacagindan yanlis pozitif sonuclar daha nadir

gorilmektedir. Nadiren, varyant hemoplazma suslari, ger¢ek zamanli PCR analizleri
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kullanilarak saptanamayabilir, bu da yanlis negatif bir test sonucuna neden olmaktadir.
Tanisal test sonuglarin1 yorumlarken her bir hemoplazma tiiriiniin farkli patojenik potansiyeli
kritik Oneme sahiptir. Herhangi bir hemoplazma i¢in pozitif test sonuglari, Ozellikle
Candidatus M. turicensis ve Candidatus M. haemominutum, bu organizmalarin bir kedinin
anemisine neden oldugu anlamina gelmez ve diger ayirici tanilar her zaman gbéz Oniinde
bulundurulmalidir. Sunulan testlerin tiir spesifikligini belirlemek i¢in laboratuvara
danisilmalidir. Kurumus kan frotileri PCR icin de kullanilabilir, ancak sivi tam kandan
kullanilarak yapilandan daha az hassastir (Sykes ve ark, 2008). Antimikrobiyal ilaglarla
tedavi, PCR kullanilarak yanlis negatif sonuclara yol agabilir, bu nedenle miimkiin oldugunda
antimikrobiyal tedaviye baslamadan 6nce kan alinmasi gerekmektedir (Sykes 2010).

Spesifik konvansiyonel ve kantitatif ger¢cek zamanli TagMan PCR sistemleri piyasaya
stiriilmiistiir ve kedi ve kopek haemoplazma tiirlerinin tespiti ve birbirinden ayirt edilmesinde
altin standart olarak kabul edilmektedir (Tasker ve ark, 2003; Willi ve ark, 2007; Peters ve
ark, 2009; Wengi ve ark, 2008; Willi ve ark, 2009; Barker ve ark, 2010). Ayrica deneysel
calismalarda patogenez ve hemoplazma doku yiiklerini aragtirmak i¢in uygulanmaktadirlar
(Tasker ve ark, 2009). Kedi ve kopek hemoplazmalarinin konaklarinin disinda tireyebilmesi
icin bugiine kadar in vitro kiiltiir sistemi kurulmamastir.

Kedi ve kopeklerdeki hemoplazmozis’in teshisi i¢in PCR glinlimiizdeki test
seceneklerindendir. Bugiine kadar genellikle 16S rRNA geninin tespitine dayali bir¢ok analiz
tanimlanmistir. Bunlar kan froti degerlendirmesine gore cok daha hassas olmasina ragmen
kanlarda PCR’1n tespit sinirlarinin altindaki miktarlarda organizma olan, saglikli gibi goriinen
kedilerde infeksiyon tespit edilememektedir (Foley ve ark, 1998; Berent ve ark, 1998;
Messick ve ark, 1998; Jensen ve ark, 2001). Hem konvansiyonel hem de real-time PCR ile
tanimlanabilmektedir. Bazi konvansiyonel PCR testleri M. haemofelis ve Candidatus M.
turicensis’i ayirt edememektedir ¢iinkii testte kullanilan primerler bir veya her iki tiir
bulundugu zaman aym biiylikliikte PCR iiriinii iiretirler. Real-time PCR testleri genellikle tiir
spesifiktirler. Patojenik potansiyeldeki her hemoplazma tiirii farkli oldugu i¢in mevcut
testlerin tiir spesifitesini belirlemede laboratuvara danisilmalidir. Ozellikle Candidatus M.
haemominutum veya Candidatus M. turicensis testi pozitif olanlarda aneminin farkli nedenleri
her zaman diisiiniilmelidir ¢linkii bu organizmalardan kaynaklanan infeksiyon genellikle
anemiyle baglantili degildir. Aslinda tiim PCR sonuglar1 hastalarin klinik belirtileri, aneminin
nedeni ve derecesi ve klinik bulgulara neden olabilecek mevcut hastalik veya eslik eden
herhangi bir belirtiyle baglantili olarak yorumlanmalidir. Kurutulmus kan frotileri test

edilebilir ancak taze kan 6rneklerine oranla daha diisiik hassasiyete sahiptir (Sykes ve ark,
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2008). Mycoplasma haemofelis ve M. haemocanis arasindaki 16S rRNA gen sekanslarinin
yiiksek homolojilerinden dolay1 M. haemofelis’i tespit etmek i¢in dizayn edilen PCR testleri
genellikle M. haemocanis’i de tespit etmektedir fakat Candidatus M. haematoparvum’un
tespiti i¢in ayirici test gereklidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) spesifik DNA kisimlarini g¢ogaltir bdylece
orneklerdeki ¢ok kiiciik miktarlardaki DNA’lar tespit edilir. Uygun sekilde dizayn edildiginde
PCR hemoplazma teshisi i¢in oldukea sensitif ve spesifiktir (Tasker ve Lappin, 2002). PCR
uygulanan laboratuvarlar testteki kontaminasyonlar1 veya problemleri gozlemlemek igin
internal amplifikayon kontroliiniin yaninda her zaman uygun pozitif ve negatif kontrol
kullanmalidir (Tasker, 2010).

PCR hemoplazma tespiti i¢in sitolojiden ¢ok daha hassas olarak bilinmektedir (Foley
ve ark, 1998; Berent ve ark, 1998; Westfall ve ark, 2001; Tasker ve ark, 2003). Giiniimiize
kadar tanimlanan tiim kedi hemoplazma PCR testleri 16S rRNA geni segmentinin
¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Kantitatif olmayan konvansionel PCR testleri hem Candidatus
M. haemominutum hem de M. haemofelis’i (Berent ve ark, 1998; Jensen ve ark, 2001; Criado-
Fornelio ve ark, 2003) tespit edip ayirirken Candidatus M turicensi’i ayirt edememekte ve
¢ogaltamamaktadir, ancak bir ¢alismada Candidatus M. turicensis i¢in spesifik cPCR
tanimlamistir (Santos ve ark, 2009). Real time kantitatif PCR (qPCR) testleri (Peters ve ark,
2009) cPCR ile karsilastirildiginda primerlere ek olarak florojenik problar kullanildigindan
dolay1 spesifitesi daha yiiksektir. Kantitatif PCR testlerinin ii¢ kedi hemoplazma tiiriinii ayirip
cogalttig1 gosterilmistir (Tasker, 2010).

Kantitatif PCR ayrica hasta kanindaki mevcut hemoplazma DNA’st miktarinin
belirlenmesini de saglar bu da 6nemli hemoplazma infeksiyonlarinin tespit edilmesine veya
tedaviye olan yanitin gozlemlenmesinde yardimci olabilmektedir. Ayrica kantitatif PCR
cPCR’a gore ¢ok daha hizli ve analiz boyunca PCR iiriinleri agilmadig1 i¢in cPCR’a gore daha
az kontaminasyon riskine sahiptir (Tasker, 2010).

Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA'nin belirli uzunluklarin1 artirmakta, bdylece
numunelerdeki az orandaki DNA miktarlart saptanabilmektedir. Polimeraz zincir
reaksiyonunun, hemoplazma tespitinde sitolojiden daha duyarli oldugu bilinmektedir. PCR
testi Mikoplazma tiirlerini ayirt etme potansiyeline sahiptir ve analizler hemoplazma 16S
rRNA geninin segmentlerinin amplifikasyonuna dayanmaktadir (Ghazisaeedi ve ark, 2014).

Hemoplazmalarin teshis metodlarinda PCR bir segenektir. Polimeraz zincir reaksiyonu

sitolojiden daha sensitif ve spesifiktir. Kantitatif PCR testleri analiz edilen ornekteki
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hemoplazma DNA’sinin miktarmin belirlenmesini saglayarak tedaviye olan yanitin

gozlemlenmesine izin vermektedir (Tasker ve ark, 2018).

2.7. Tedavi

Herhangi bir tedaviden dnce, M. haemofelis, Candidatus M. turicensis ve Candidatus
M. haemominutum i¢in PCR testi yaninda taze kan frotisi degerlendirmesi, lam agliitinasyon
testi, tam kan sayimi, Coombs testi, kan tiplendirilmesi, FeLV ve FIV i¢in serolojik testler,
kimyasal testler ve idrar tahlili goz 6niinde bulundurulmasi gereken tanisal testler arasindadir.
Pihtilasmay1 degerlendirmek i¢in de testler diisiiniilebilir (Sykes, 2010).

Tedavi, sadece kedi enfeksiydz anemisi ile uyumlu klinik bulgular1 ve laboratuvar
anomalileri olan kediler i¢in endikedir. Anemik olmayan PCR-pozitif kedilerde (Candidatus
M. haemominutum ile infekte olanlar gibi) tedavi tavsiye edilmemektedir, ¢iinkii organizmayi
tamamen ortadan kaldiran higbir tedavi tespit edilmemistir. Candidatus M. haemominutum
'nin, M. haemofelis'in doksisiklin veya florokinolonlarla tedaviye yanit verdigi gibi bir yanit
goriilmemektedir ve Candidatus M. haemominutum infekte kediler antimikrobiyel ilag
tedavisi boyunca da kalic1 PCR pozitif olarak goriilmektedir(Sykes, 2010).

Hemoplazmalarin depolanan kan iirtinlerinde 1 haftaya kadar hayatta kaldiklar
bildirilmistir (Gary ve ark, 2006). Potansiyel kan donérii kedileri, PCR kullanarak M.
haemofelis infeksiyonu igin her zaman taranmali ve pozitif oldugu tespit edilen kediler kan
donorliiglinden ¢ikarilmalidir. Pozitif test sonuglarinin diger 2 hemoplazma tiirii i¢in 6nemi
heniiz netlesmemistir(Sykes, 2010).

Doksisiklin, enrofloksasin ve marbofloksasin tedavisinin, infekte kedilerde kedi
hemoplazma kan miktarini ve klinik belirtileri azalttigi gosterilmistir (Dowers ve ark, 2002;
Tasker ve ark, 2004; Tasker ve ark, 2006). Yiiksek doz veya intravendz enrofloksasin ile
tedavi edilen bazi kediler, retinotoksisiteden kaynaklanan akut korliik gelistirebildiginden,
doksisiklin (10 mg/kg/giin) dozunda oral yolla verilmesi kedi hemolazma infeksiyonunu
tedavi etmek icin tercih edilmektedir. Oral doksisiklin tedavisinin ardindan 6zofajit ve
0zofageal darliklar olusabilir; bu nedenle, tablet yutulduktan sonra tamamen yutmay tesvik
etmek icin su veya yiyecek saglanmasi 6nerilmektedir. Antibiyotik tedavilerinin hemoplazma
infeksiyonlarini tamamen ortadan kaldirmasi miimkiin degildir ve infekte kediler aylarca veya
yillarca asemptomatik tasiyici olabilirler. Bununla birlikte, klinik hastalifin reaktivasyonu

nadiren goriilmektedir (Foley ve ark, 1998).
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Tedavi, hemoplazmozis ile tutarli laboratuvar ve klinik belirtileri olan kedi ve
kopeklerde uygulanmaktadir. Ancak diger taraftan M. haemofelis testinde pozitif olan saglikli
kedilerde bu hemoplazma tiirlerinden dolay1 hastaligin siddetlenmesi potansiyeli géz oniinde
bulundurularak tedavi diisiiniilebilir. Baz1 hemoplazma cinsleri veya tiirleri ile olan (6zellikle
Candidatus M. haemominutum) infeksiyonlarin tamamen ortadan kaldirilmasi zor veya
imkansizdir (Santos ve ark, 2011). Aslinda higbir antibiyotik tedavisi kedilerdeki hemoplazma
infeksiyonlarini kalic1 olarak yok edememektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Hemoplazmozis i¢in tedavi se¢enegi minimum 2 hafta doksisiklin kullanimidir ancak
daha uzun siireli antibiyotik kullanimi bu infeksiyonun eliminasyonundan emin olmak i¢in
Onerilmistir. Eger kantitatif verilere ulagilmak isteniyorsa Real-time PCR antibiyotik
tedavisine olan yanitin gosterilmesinde kullanilabilmektedir. Florokinolonlar da tedavi i¢in
seceektir; morbofloksasin ve prodofloksasinin de etkili oldugu bildirilmistir (Dowers ve ark,
2009). Enrofloksasin de genellikle etkilidir (Tasker ve ark, 2004) ancak diffuz renal
dejenerasyon ve akut korliik florokinolonlarin kullanimini takiben rapor edilmistir, nadiren
meydana gelmesine ragmen kullaniminda uyarida bulunulmalidir. Farkli hemoplazma cinsleri
ve ayni cinsin farkl tlirlerinin antibiyotiklere yanit1 degiskendir. Tedavi etkinligini arastiran
birgok basarili galisma tedavi M. haemofelis’in tedaviye yanitin1 6l¢gmiistiir. Etkilenen kedi ve
kopeklerde destekleyici tedavi icin intravendz kristaloid veya kan iriinleri de
gerekebilmektedir. Klinik iyilesme genellikle 2-3 giin igerisinde olusur. immun kaynakli
hemolitik siireci baskilamak i¢in immunsupresif dozlarda glikokortikoid kullanimi verilen
glikokortikoidlerin latent infeksiyonlarin tekrar aktif hale gecmesine neden olabilecegi igin
tartismalidir ancak antimikrobiyel tedavinin kendi bagina yeterli olmadigi veya diagnozu
kesin olmayan oOzellikle eritrosit ¢evresinde antikor tespit edilen kedilerde gerekli
olabilmektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Doksisiklin M. haemocanis infeksiyonlarinin tedavisi i¢in bir segenektir.
Oksitetrasiklinle tedavi edilen splenektomili bir kopekte yaklasik 1 ayda klinik iyilesme
gorilmiistliir ancak infeksiyon kantitatif PCR ile persiste olarak tespit edilmistir ve tedavi
birakildiginda niiks ettigi goriilmistir (Hulme-Moir ve ark, 2010). Anemiden tamamen
iyilesmesine ragmen enrofloksasinle tedaviden sonra da infeksiyon persiste kalmaktadir. M.
haemocanis ile infekte, dalagi alinmamis kopeklerde doksisiklinle 4 haftalik tedaviden sonra
PCR testi ile infeksiyonun geriledigi tespit edilmesine ragmen Candidatus M.
haematoparvum ile infekte kopekler PCR pozitif kalmaktadir. Splenektomi yapilmis
kopeklerde 12 haftalik doksisiklin tedavisinden sonra M. haemocanis infeksiyonu tedavi
edilmistir (Sykes ve Tasker, 2013).
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Tetrasiklin ve florokinolonlar kandaki hemoplazma organizmalarini azaltmada
etkilidir ancak hemoplazma infeksiyonunun 6ngoriilen tutarli bir eliminasyonu herhangi bir
calismada gosterilmemistir (Berent ve ark, 1998; Foley ve ark, 1998; Dowers ve ark, 2002;
Tasker ve ark, 2004; Tasker ve ark, 2006). Antibiyotikler genellikle hemoplazma
infeksiyonuyla iligkili hematolojik anormallikleri ve belirtileri iyilestirse bile her zaman
hemoplazma infeksiyonunun yok edilmesi ile sonuglanmamaktadir (Tasker, 2010).

Klinik hemoplazmozis olan kediler olduk¢a dehidre haldedir bu da intravendz sivi
tedavisinin ¢ok 6nemli olduguyla baglantilidir. Hemoplazmozis vakalarindaki anemi derecesi
hemokonsantrasyon kaynakli dehidrasyon tarafindan maskelenebilir bu nedenle hematolojik
parametreler dehidrasyonun diizeltilmesinden sonra gozlemlenmelidir. Takviye gida
(cezbedici gida, elle besleme gibi) istahsiz kedilerde dnemlidir. Eger anoreksia uzun siirerse
daha siddetli besleyici destek gerekebilir ancak uygun hemoplazmozis tedavisi uygulandiktan
sonra genellikle kisa siirmektedir (Tasker, 2010).

Eger kan transfiizyonu yapilacaksa hem donér hem alici kan tiplendirilmesinden sonra
yapilmalidir. Oksiglobin uzun yarilanma omriine sahiptir ve oda 1si1sinda sabit kalmaktadir bu
nedenle kedi anemi olgular i¢in uygulamada kolaylikla saklanabilmektedir ancak kedilerde
kullaniminda lisans alinmamigtir. Bu gii¢lii kolloid olmasi nedeniyle kalp, bdbrek veya
solunum sistemi hastalig1 bulunanlarda dolasima asir1 yiiklenmelere dikkat edilmelidir. Tasker
ve arkadaslar1 (2010) kedilerde kullannm dozunu 5-10 ml/kg intravendz olarak 0,5-2
ml/kg/saat oraniyla uyguladiklarini bildirmiglerdir. Anemi derecesi hemoglobin degerleri
kullanilarak gézlemlenebilmektedir.

Aneminin hemoplazma infeksiyonunun immun kaynakli kismindan baslatildig1 rapor
edilmistir ve bu nedenle kortikosteroidler ilave olarak tavsiye edilmektedir (Tasker, 2010).
Ancak hemoplazmozisin tedavisinde kortikosteroidlerin 6nemi heniiz kanitlanmamistir ve M.
haemofelis ile infekte, anemik, Coombs pozitif kedilerin yalniz antibiyotik tedavisine yanit
vermesi immunupresif tedaviye ihtiyact sorgulatmaktadir. Bazi olgularda ayni anda kullanilan
kortikosteroid tedavisi kandaki hemoplazma Klirensinin gecikmesiyle iliskilendirilmistir. Bu
da infeksiyondan Once alinan metilprednisolon asetatin Candidatus M. turicensis infekte
kedilerde bagisiklik sistemi normal kedilere gore daha siddetli anemi gelistigini gostermistir
(Willi ve ark, 2005), bu nedenle kortikosteroidler hastaligin siddetlenmesinde risk teskil
etmektedir.

Tasker (2010) kortikosteroid tedavisini yalnizca uygun antibiyotik uygulanmasina ve

immun kaynakli hemolitik aneminin hastaligin anan etkeni oldugu diisiiniildiigiinde veya

35



hastaligin altinda yatan sebebin hemoplazma infeksionu olmadig disiiniildiiglinde
kullanilmasi gerektigini tavsiye etmektedir.

Bugiine kadar hemoplazmalar in vitro olarak {iremedigi igin, qPCR antibiyotiklere
kars1 yanitin olgiilmesinde giivenilir bir alternatif sunmaktadir. Kediler antibiyotik tedavisi
boyunca PCR negatif olabilmekte ve antibiyotik tedavisi kesildiginde tekrar PCR pozitif
olabilmektedir (Tasker, 2002). PCR igin ideal kan 6rneklemesi antibiyotik tedavisinden once
olmalidir, ancak yiiksek organizma sayisi olan pozitif sonuglar tedavinin uygun olmadigini
gostermektedir (Tasker, 2010).

qPCR i¢in kan 6rneklemesi tedavinin hemoplazma sayisini diistirmede etkili olduguna
emin olmak icin antibiyotik tedavisine bagladiktan sonra haftada bir veya iki kez
tekrarlanmaktadir. Eger etki goriiliirse, tedavi 8 haftadan uzun siire devam ettirilmeli ve PCR
sonuglarinin negatif oldugu goriildiigiinde tedavi tamamlanmalidir. Hassas PCR analizleri ile
test edilen kan Orneklerinde tekrarlayan negatif sonuglar eliminasyonun gosterilmesinde
muhtemelen en giivenilir yontemdir. Ancak bu olgularda hemoplazma pozitif kaldig: siirece
hastaligin tekrarlamasi miimkiindiir (Tasker, 2010).

Hemotropik mikoplazmalar, prokaryotlarda protein sentezini spesifik olarak inhibe
eden tetrasiklinlere duyarhidir. Tercih edilen tetrasiklin tlirevi, daha az yan etki ve daha az
siklikta dozlama nedeniyle doksisiklin'dir. Onerilen doksisiklin dozu giinde bir kez 5-10
mg/kg P.O'dur (bal veya yag ile karistirilir). Tedavi cevaba bagh olarak tedavi 14 ile 21 giin
boyunca siirdiiriilmelidir, tetrasiklinler anemi tedavisi icin etkili olmasina ragmen tedavi
hastaliga neden olan organizmay1 ortadan kaldirmamaktadir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

Hemabartonelloz tedavisinde enrofloksasin de en az 14 giin siireyle giinliik 10 mg/kg
P.O dozunda &nerilmistir. insanlarda Mycoplasma ile iliskili hastaliklarin tedavisinde etkili
olan makrolid grubu azitromisinin,  hemobartonelloz tedavisinde etkisiz bulundugu
bildirilmistir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

M. haemofelis'in neden oldugu aneminin immun kaynakli oldugu diistiniilmektedir, bu
nedenle glukokortikoid kullanimi gerekebilmektedir. Glukokortikoidlerin kullanimiyla daha
da siddetlenebilecek toksoplazmoz gibi birlikte seyreden hastaliklarin ilk once elimine
edilmesi onemlidir. Tavsiye edilen prednizolon dozu, antibiyotik tedavisinin yani sira, giinde
3 mg/kg P.O'dur ve 3 hafta boyunca dozaj azaltilmaktadir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

Siddetli anemik kedilerde tam kan transfiizyonu da dahil olmak tizere destekleyici
bakim gerekebilmektedir. Anemi siddetli seyrediyorsa (hematokrit % 12'den az) veya PCV

hizla diiserse, kan transfiizyonu gerekli olabilmektedir. Kedigillerde kan transfiizyonlar
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Olimciil kan transflizyonu reaksiyonlarmi onlemek icin sadece tiplenmis veya capraz
eslestirilmis alic1 ve verici kan ile yapilmalidir (Ameldev ve Tremasol, 2018).

Hemoplazmoziste hizli ve uygun tedavi baslatildiginda prognoz genellikle iyidir.
Hemoplazmalarin hiicre duvart olmadigi igin B-laktamlar (penisilin, sefalosporinler, gibi)
hemoplazmozis tedavisinde etkili degildir. Ancak tetrasiklinler (6zellikle doksisiklin) ve
florokinolonlar (marbofloksasin, pradofloksasin, gibi) etkilidir (Tasker ve ark, 2018).

M. haemofelis tedavisine yanit arastirilmistir. Doksisiklin (10 mg/kg 24 saate 1 PO
veya 5 mg/kg 12 saatte 1 PO) tedavinin ilk asamasinda 2-4 hafta kullanilmaktadir. Bazi
doksisiklin formulasonlar1 6zellikle doksisiklin hidrat ¢éziindiiklerinde yiiksek asiditelerinden
dolayr kedilerdeki ozafagitisle iligkilendirilmektedir. Bu doksisiklin tabletleri yeterli gida
veya su alimindan sonra verilmelidir. Doksisiklin monohidrat gibi diger formulasyonlar daha
az asidiktir ve ¢éziinmeleri daha uzun siire alir bu nedenle daha az yan etkisi vardir (Tasker ve
ark, 2018).

Infeksiyonu ortadan kaldirmak i¢in uzun antibiyotik tedavileri onerilmektedir ancak
bu uzun tedavi siirecleri hakkinda yeterli arastirma bulunmamaktadir. Dowers ve
arkadaglarinin 2009 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada pradofloksasinin (2 dozda, 5 mg/kg
24 saatte 1 PO ve 10 mg/kg 24 saatte 1 PO) M. haemofelis tedavisinde doksisiklinden daha
etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. ikili veya once doksisiklin sonrasinda florokinolon
uygulanan ardisik tedaviler de etkili olabilmektedir (Tasker ve ark, 2018).

Cadidatus M. haemominutum infeksiyonunun antibiyotige yanitt M. haemofelis ile
benzerlik gostermemektedir. Tasker ve arkadaslarinin 2006 yilindaki ¢alismasinda kandaki
Candidatus M. haemominutum sayisini marbofloksasin (2 mg/kg 24 saatte 1 PO) tedavisi
boyunca gecici olarak diislirmiistiir ancak organizma sayist 4 haftalbik tedavi
tamamlanmasindan sonra tedavi dncesi seviyeye geri donmiistiir.

Candidatus M. turicensis’in antibiyotik tedavisine yanmit1i detayli olarak
degerlendirilmemistir ancak doksisiklinin etkili olabilecegi bildirilmistir (Museux ve ark,
2009).

Stipheli olgularda PCR sonuglarina hizli sekilde ulasilmasi miimkiin olmadigi i¢in
hemoplazma iligkili hemolitik anemi antibiyotiklerle deneysel olarak tedavi edilmelidir.
Hemoplazmozis olgularinda genellikle antibiyotik tedavisi ve diger destekleyici bakima hizli
yanit gériilmektedir (Tasker, 2010).

Hemoplazmozis tedavisinde genellikle kortikosteroidler gerekmemektedir. Ancak eger
hasta antibiyotik tedavisi baslanmasina ragmen kdotiilesiyorsa veya hemoplazmozisi

destekleyen bagka kanit yoksa eritrosit bagimli antikorlarin varligi pozitif lam agliitinasyon
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testi veya Coombs testi ile dogrulandiginda ve hemoliz varligina neden olacak baska belirgin
neden yoksa primer immun bagimli hemolitik anemi tedavisinde prednisolon
kullanilabilmektedir (Tasker, 2010).

Hemoplazma infeksiyonuna karst olan immun yanitla ilgili az bilgiye
ulagilabilmektedir ve bilinen bir as1 yoktur. Coklu hemoplazma tiirleriyle koinfeksiyon
olustugu icin tek tiirle olusan infeksiyonun diger tiirlerle olusan infeksiyonlara karst koruma
saglamadig1 goriilmiistiir (Sykes ve Tasker, 2013).

Tasiyict kedilerden alinan kanin transfiizyonu yoluyla hemoplazmanin aktarildigi
bildirilmistir ve bu nedenle tiim kan dondrii kopek ve kediler PCR testleriyle hemoplazma
yoniinden test edilmelidir. Gelecekte potansiyel donor hayvanlarin belirlenmesinde serolojik
testler de kullanilabilmektedir. Kediler arasindaki subklinik Candidatus M. haemominutum
infeksiyonlarin yiiksek prevalansi goz oOniine alindiginda Candidatus M. haemominutum
negatif donor bulmak imkansiz olabilmektedir. Dig ¢evreyle iligski bir risk faktorii olarak
belirlendigi i¢in kedileri evde tutmak da infeksiyonun dnlenmesi i¢in ihtimaldir. Pire ve kene
kontrolii de tavsiye edilmektedir (Sykes ve Tasker, 2013).

Kan dondrleri, asemptomatik tasiyict kedilerden kan transfiizyonuyla bulagmay1
onlemek icin hemoplazma yoniinden PCR ile taranmalidir. Kedi hemoplazmozise karsi asi
yoktur. Ev i¢inde tutulan kedilerin infeksiyondan korunmasi kadar disarida yasayan kedilerde
belirlenen risk faktorlerinin engellenmesi de infeksiyonu engellemektedir. Vektor tarafindan
bulagma kanitlanmasa da kene ve pire dnleyici tedavi onerilmektedir (Tasker ve ark, 2018).

Ektoparazitlerin kontrolii ve uygun bakim birincil ama¢ olmali ve ektoparaziter
kullanim1 da onerilmektedir. Kedilerde kavga ile yaralanmalara yol actigr icin disariya
erisimin azaltilmas1 gerekmektedir. Transflizyon alicilarina bulagsmayr onlemek icin kan
donorleri, PCR bazli DNA testleri kullanilarak taranmalidir. Tatrojenik bulagsma uygun sekilde
sterilize edilmis igneler ve ekipman kullanilarak onlenebilir. Yasam alanlarindaki stresin en

aza indirilmesi ve artropod vektorlerin kontrolii 6nerilmektedir (Ameldev ve Tremasol, 2018).
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3.1. Gere¢

3.1.1. Ornekleme

3. GEREC ve YONTEM

Arastirmamiz i¢in kedi ve kdpeklerde hemotropik mikoplazma varliginin arastirilmasi

amactyla Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi, Aydin illinde bulunan 6zel veteriner kliniklerine getirilen saglikli veya anemi
sikayeti bulunan rastgele se¢ilen 100 (50 disi ve 50 erkek) adet kedi ve 100 (50 disi ve 50
erkek) adet kopekten EDTA’I1 tiiplere kan alinmistir. Arastirmamiz icin ADU-HADYEK den
24.07.2017 tarih ve VII. Oturum 64583101/2017/074 sayil1 yazi ile etik kurul izni alinmistir.

EDTA’l1 tiiplerde toplanan kanlar DNA ekstraksiyonu yapilana kadar 4°C’ de muhafaza

edilmistir. Arastirmamizda kullanilan kopek ve kedilerin yas ve cinsiyet dagilimlart Tablo 13

ve Sekil 1’te gosterilmektedir.

Tablo 13. Kopek ve kedi drneklerine ait yas ve cinsiyet verileri

Tam Kan YAS ARALIKLARI
Ornekleri 0-1 YAS 1-5YAS 5-10 YAS | 10-15YAS | >15YAS | Toplam
Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek
Képek (n=100) | 16 18 27 21 4 7 3 2 0 2 100
Kedi (n=100) 18 12 23 31 6 4 3 3 0 0 100
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Sekil 1. Kopek ve kedi drneklerine ait yas ve cinsiyet verileri
3.1.2. Kullanilan Soliisyonlar ve Ayiraglar

3.1.2.1. Giemsa boya

Giemsa Azur Eosin Metilen Mavisi stok soliisyonu kullanilmistir.

3.1.2.2. Hemogram soliisyonlari
Kedi ve kopek kan orneklerinin hemogram analizlerinde Diatro-cleaner, Diatro-Diff

5P, Diatro-Lyse-DIFF soliisyonlar1 kullanilmistir.

3.1.2.3. 50X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA) elektroforez soliisyonu (Thermo Fisher
Scientific®)

1X TAE Kullanma Soliisyonu

Tris Base 40 mM
Asetik Asit 20mM
EDTA 1 mM
1X TAE Kullanma Soliisyonu Hazirlanisgi

S0X TAE 10 ml
Distile su 490 ml

Karstirilarak soliisyon hazirlanmistir.

3.1.2.4. 6X DNA loading dye (Thermo Fisher Scientific®)
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Tris-HCI 10 mM, bromfenol mavisi %0,003, xylen cyanol FF % 0,03, gliserol %60, EDTA 60
mM

3.1.2.5. TrissEDTA (TE) buffer (Thermo Fisher Scientific®)

Tris 10mM
EDTA 1mM
Distile Su 1000 ml

Karigim kullanima hazir soliisyon halindedir.

3.1.3. PCR

3.1.3.1. DNA ekstraksiyon kiti (KURABO®)
Tam kandan genomik DNA ekstraksiyonu amaciyla QuickGene DNA tam kan S Kiti

kullanilmustir.

3.1.3.2. ExPrime taq premix (2X) (GeNet Bio®)

ExPrime Taq DNA Polymerase 1 {inite/10 pl, 2X reaksiyon buffer, 4 mM MgCl,, her
bir dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den 0,5 mM, enzim stabilizatorii, sediment, loading dye, pH
9,0

3.1.3.3. Primerler

Aragtirmada kullanilacak olan kdpek hemotropik mikoplazma primer dizilimleri
Compton ve arkadaslarmin (2012) calismasinda belirtildigi gibi iiretici firmaya dizayn
ettirilmistir. PCR yontemiyle kopek hemotropik mikoplazmalarinin belirlenmesinde

kullanilan primerler Tablo 14’te verilmistir.

Tablo 14. Kopek hemotropik mikoplazma cinsi i¢in 16S rRNA gen primerleri

Primerler Primer Dizilimi Hedef Bolge Kaynak
16S Myco 322s 5’- GCC CAT ATT CCT ACG GGA AGC AGC AGT -3’ 500 b Compton ve ark,
p
16S Myco938as 5’-CTCCAC CACTTG TTC AGG TCC CCG TC -3’ 2012

41




Kopek hemotropik mikoplazmalart igin RNase P geni belirlenmesinde kullanilan

primer dizilimleri Tablo 15’te verilmistir.

Tablo 15. Kopek hemotropik mikoplazma cinsi i¢in RNase P gen primerleri

Primerler Primer Dizilimi Hedef Bolge Kaynak
HemoMyco 5’- GAT KGT GYG AGY ATA TAA AAA ATA AAR
RNase P30s CTCRAC -3’ 170 bp Compton ve
HemoMyco 5’-GMG GRG TTT ACC GCG TTT CAC -3’ ark, 2012
RNase P200as

Aragtirmada kullanilacak olan kedi hemotropik mikoplazma primer dizilimleri Jensen
ve arkadaglarinin (2001) ¢alismasinda belirtildigi gibi tiretici firmaya dizayn ettirilmistir. Kedi
hemotropik mikoplazma tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan primer dizilimleri Tablo 16’da

verilmigtir.

Tablo 16. Kedi hemotropik mikoplazma cinsi i¢in 16S rRNA gen primerleri

Primerler Primer Dizilimi Hedef Bolge Kaynak
16SrRNAF | 5°-ACG AAA GTC TGA TGG | M. haemofelis 170 bp
AGC AAT A-3° Candidatus M. haemominutum 193 | Jensen ve ark,
16SrRNAR | 5°-ACG CCC AAT AAA TCC | bp 2001
GAT AAT-3’

Kedi orneklerinde Candidatus Mycoplasma turicensis varliginin tespiti igin
kullanilacak primerler Santos ve arkadaslarinin (2014) calismasinda belirtildigi gibi tretici
firmaya dizayn ettirilmistir. Candidatus Mycoplasma turicensis belirlenmesinde kullanilan

primer dizilimleri Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Candidatus Mycoplasma turicensis i¢in 16S rRNA gen primerleri

Primerler Primer Dizilimi Hedef Bolge Kaynak
16S rRNA DEAMTC F1 | 5°-CTG TCC AAA AGG CAG TTA GC-3’ 188 b Santos ve ark,
16S rRNA DEAMTCR1 | 5>-TGC CCC TTCCTC TCATAG TTT-3’ P 2014

3.1.3.4. Agaroz Jel

Agaroz jel hazirlanmasinda (Biomax®) marka agaroz kullanilmustir.
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3.1.3.5. Marker
Marker olarak GeneRuler 100 bp’lik DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific®)

kullanilmustir.

3.1 3.6. Etidium bromiir (AppliChem®
Goriintiileme icin jelin boyanmasinda elektroforez isleminden 6nce % 1’ lik Ethidium
Bromiir 100 ml 1X TAE ile hazirlanan %2’ lik agaroz jelin igerisine 5 pl miktarinda

eklenerek kullanilmistir.

3.1.3.7. PCRiiriinii saflastirilmasi
Termal dongiilemede elde edilen {iriinlerin saflastirilmasi isleminde ExoSAP (GML")

kullanilmuistir.

3.1.3.8. Sekans PCR iiriinii saflastirilmasi
Sekans PCR isleminden elde edilen iiriinlerin saflastirilmasinda Sephadex (GML™)
kullanilmistir. Karisim, 1 gr Sephadex’e steril distile su eklenerek toplam hacim 15 ml olacak

sekilde hazirlanmistir

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

3.1.4.1. QuickGene-Mini80 cihazi
DNA ekstraksiyonu agamasinda kit prosediirinde gereken hava basmcini saglamak

icin QuickGene-Mini80 (KURABO®™) kullanilmustir.

3.1.4.2. Santrifiij cihaz1
Santrifiij islemleri icin 24 Srnek kapasiteli Mikro 200R (Hettich®) santrifiij cihazi

kullanilmistir.

3.1.4.3. Termal dongiileme cihaz
PCR islemi 96 6rnek kapasiteli GeneAmp PCR System 9700 (ABI® ) termal

dongiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

3.1.4.4. Elektroforez cihaz1
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Elektroforez islemi Biorad® marka elektroforez tankinda, gii¢ kaynag: olarak Thermo
Fisher Scientific® EC250-90 kullanilmustir.

3.1.4.5. Goriintiileme Cihazi
Gériintilleme iglemi Vilber Lourmat™ marka Infinitiy VX2 1100 marka goriintiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.1.4.6. Saflastirilmus PCR iiriinii 6l¢iim cihazi
PCR iiriinlerinin saflagtirma isleminden sonra DNA miktarlarin 6lgiilmesi amaciyla

Nanodrop (MAESTROGEN®™) marka spektofotometrik cihaz kullanilmustir.

3.1.4.7. DNA sekans cihaz1

Saflastirilan sekans PCR iiriinlerinin DNA sekans analizleri i¢in Genetic Analyzer 310
(ABI PRISM ®) cihazi kullamlmistur.
3.2. Yontem

3.2.1. Ornekleme

Calisma icin kullanilan kan ornekleri alimirken oncelikle kedi ve kopeklerin 6n kol
kisimlar1 tiras edilip alkol ile temizlenmistir. Kedilerden vena cephalica antebrachii’den
vakumlu igne ucu kullanilarak 2 ml, kopeklerden ayni yontemle 5 ml alinan kan ornekleri
EDTA’l tliplere aktarilmistir. Alinan 6rnekler soguk zincir altinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina

getirilmistir.

3.2.2. Giemsa Boyama

Laboratuvara getirilen kan 6rnekleri oda sicakligina getirildikten sonra siirme frotiler
hazirlanmigtir. Hazirlanan frotiler oncelikle 5 dakika metil alkolde tespit edilmistir. Daha
sonra, %5’lik Giemsa boya soliisyonunda oda 1sisinda 40 dk siireyle boyanmistir. Sonra,
distile su ile hafifce yikanip kurumasi saglanmistir. Preparatlar {izerine immersiyon yagi

damlatilip, 100°1iik objektifle 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.3. Hemogram
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EDTA’l tiiplere alinan 100 adet kedi ve 100 adet kopek kaninin hemogram analizleri
Abacus marka hemogram cihazinda yapilmistir. Elde edilen sonuglar Raskin ve Wardrop

(2010)’a gore degerlendirilmistir.

3.2.4. DNA Ekstraksiyonu

100 adet kedi ve 100 adet kdpek kan orneklerinin boyama ve hemogram analizleri
tamamlandiktan sonra DNA ekstraksiyonu agamasina gegilmistir. Kan 6rneklerinin genomik
DNA ekstraksiyonu QuickGene DNA tam kan Kiti S ile prosediire uygun olarak yapilmustir.
Ayrilan DNA’lar PCR ¢alismalar1 yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C’lik derin dondurucuda

saklanmistir.

3.2.5. DNA Ekstraksiyon Kiti Prosediirii

3.2.5.1. Soliisyonlarin hazirlanmasi

1) EDB (Proteaz) Hazirlanmasi: Liyofilize Proteaz igeren kabin igine 3,3 ml nuclease-free su
eklendi. Kapag1 kapatilarak yavas hareketlerle oda 1sisinda karistirilarak igindeki liyofilize
tozun tamamen ¢oziindiigiine emin olunarak 30 dakika beklendi.

2) LDB (Lizis Soliisyonu) Hazirlanmasi: Hazir soliisyon halinde olan ¢ozeltide ¢okeltilerin
giderilmesi amactyla 6nce 37°C’de bekletildi. Kullanmadan 6nce oda 1sisina getirildi.

3) WDB (Yikama Soliisyonu) Hazirlanmasi: Konsantre halde bulunan soliisyon iizerine 160
ml >%99 ethanol eklendi ve kullanmadan 6nce yavasca karistirildi. Ethanol eklendikten sonra
kapakta bulunan “ethanol eklendi” kismi isaretlendi. Buharlagsmay1 engellemek amaciyla
kapak sikica kapatildi.

4) CDB (Eliisyon Soliisyonu) Hazirlanmasi: Hazir

3.2.5.2. Lizat hazirlama protokolii

Kullanmadan 6nce tiim soliisyonlar oda 1s1sina getirildi.
Termal blok 56°C’ye ayarlandi.
<1>

<la>: 1,5 ml mikrotiipe ilk dnce nuclease-free su ilaveli EDB soliisyonundan 30 pl eklendi.
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<1b>: 200 pl tam kan ilave edildi. Kan eklendikten sonra DNA miktarinin diismemesi igin

hemen 1c¢ adimina gecildi.

<lc>: 250 ul LDB eklendi ve 5 kez pipetaj yapildi. Pipetlerken EDB, tam kan ve LDB’nin

tyice karistigina emin olundu.

<2> Karisim maksimum hizda 15 saniye vortekslendi. DNA miktarini etkilememesi ve

kartuslar1 ttkamamasi igin iyice karistigindan emin olundu. Short spin yapildi.

<3> 56°C’de 2 dakika inkubasyona birakildi.

<4> 250 pl %99’1uk ethanol eklendi ve maksimum hizda 15 saniye vortekslendi ve short spin

yapild.

Lizis islemi tamamlandiktan hemen sonra ekstraksiyon islemine ge¢ildi (Sekil 2).

<1>

<2>

<3>

<4>

1,5 ml mikrotiip
l . <la>EDB: 30 ul

—

<1b> Tam kan 6rnegi: 200 pl
<1c> LDB: 250 ul

Hizlica 5 kere p1petleme yapilir.

Vorteks (maksimum hizda): 15 saniye
Kisa santrifiij
— 1 . > 04,09 etanol : 250 pl

56°C’de 2 dakika inkubasyon

" Vorteks (maksimum hizda): 15 saniye
Kisa santrifiij

Lizat

QG-Mini80 ile ekstraksiyon
protokolii

Sekil 2. Lizat hazirlama semasi

3.2.5.3. QG-Mini80 ekstraksiyon protokolii
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Sistemi kullanmaya baslamadan 6nce QG-Mini80 kullanim kilavuzu dikkatlice
incelendi. Calismaya baslamadan WDB’ye 160 ml %99’luk ethanol eklendigi kontrol edildi.

Tiip tutucuya atik tiipleri (WT) yerlestirildi. Tiip tutucuya tiip adaptorleri ve DNA
toplama tiipleri yerlestirildi. Tiip tutucu yikama pozisyonuna (W) getirildi. Kartus tutucuya
kartuslar (CA) yerlestirildi. Kartus tutucunun sol tarafinda bulunan Serbest Birakma Kolu
kontrol edildi. Kartus Tutucu ve Tiip Tutucu QG_Mini80’e yerlestirildikten sonra yerlestirme
islemi sonlandirildi. Lizatlar ve WDB’ye basing uygulanirken tray tizerindeki “WASH”
etiketinin goriildiigiine emin olundu. CDB’ye basing uygulanirken Tray tizerindeki “WASH”

etiketinin goriilmedigine emin olundu.

3.2.5.4. Ekstraksiyon islemi

<1> Hazirlanan her lizat her bir kartusa (CA) dikkatlice aktarildi. QG_Mini80’e Kartus
Tutucu ve Tiip Tutucu yerlestirildi. Yerlestirildikten sonra “WASH” etiketinin goriilebildigi
kontrol edildi. Sol taraftaki Doner Diigme kartuslara hava basinci saglamasi i¢in 6n kisma
dogru yonlendirildi. Cihaz otomatik olarak 1 dakikada basincit durdurmaktadir. Kartuslarda
lizat kalmadigina emin olunduktan sonra doner diigme normal pozisyonuna getirildi.

<2> [lk yikama: Kartus Tutucu ve Tiip Tutucu ¢ikartildi ve kartuslara (CA) 750 pl WDB
eklendi. Kartus Tutucu ve Tiip Tutucu cihaza tekrar yerlestirildi. Yerlestirildikten sonra
“WASH” etiketinin goriildiigline emin olundu. Doéner Diigme kartuslara hava basinci
saglamasi i¢in 6n kisma dogru yonlendirildi.

<3> Ikinci yikama: Ilk yikama islemi tekrarland.

<4> Ugiincii ytkama: Ik yikama islemi tekrarland.

<5>Eliisyon: Kartus tutucu ve tiip tutucu yerlestirildi ve sonrasinda kartus tutucu tiip
tutucunun Elusyon (E) pozisyonuna yerlestirildi. Kartuglara 200 pl CDB eklendi ve kartus
tutucu ve tlip tutucu cihaza yerlestirildi. Yerlestirildikten sonra “WASH” etiketinin tlip
tutucunun altinda kaldig1 kontrol edildi. Doner diigme kartuslara hava basinci saglamak icin
on kisma yonlendirildi. Kartuslarda CDB kalmadigina emin olundugunda déner diigme

normal pozisyonuna getirildi.
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<6> kartus tutucu ve tilip tutucu cihazdan ¢ikartildi. Kartus tutucu tiip tutucudan ayrildiktan
sonra serbest birakma kolu sag tarafa dogru c¢ekilerek tiim kartuslarin diismesi saglandi.
Toplama tiipleri alinarak kapak kapatildi ve PCR analizleri yapilincaya kadar -20°C'de derin
dondurucuda saklandi (Sekil 3).

Lizat

|

Tum Lizat ka

2

iCl ktarilir.
<1> § 1¢cIne aktarilir.

<

Basing

WDB: 750 pl

|

<>

Basing

<3> WDB: 750 pl

|
==

Basing

l : WDB: 750 pl

<4 Basing

Kartus tutucuyu Eliisyon
<5> pozisyonuna getirilir.

CDB: 750 pl

Basing

<6> Genomik DNA




Sekil 3. Genomik DNA ekstraksiyon semasi

3.2.6. PCR

Kopek hemotropik mikoplazma tiirlerinin belirlenmesi igin yapilan PCR karisimu final
konsantrasyonda her bir primerden 1 ul (50 pmol), 3 ul deiyonize su, 10 ul ExPrime Taq
Premix (2X) ve 5 ul 6rnek DNA’s1 olacak sekilde hazirlanmistir (Varanat ve ark, 2011).

Karigim oranlar1 Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Kopek hemotropik mikoplazma cinsi igin 16S rRNA PCR karigim oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar

()
ExPrime Tag Premix 10 pl
16S Myco 322s (50 pmol) 1 ul
16S Myco938as (50 pmol) 1 ul
Hedef DNA 5ul
ddH,O 3ul
TOPLAM 20 ul

Kopek hemotropik mikoplazma cinsinin belirlenmesi i¢in yapilan PCR kondiisyonlari
94°C’ de 5 dakika 6n denaturasyonu takiben 40 siklus olmak tlizere 94°C’de 30 saniye 6n
denatiirasyon, 68°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve 72°C’de 5 dakika
son uzama asamalar1 seklinde gerceklestirilmistir. PCR ilemine ait 1s1l dongli ve siire

diyagrami Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19. Kopek hemotropik mikoplazma cinsi igin 16S rRNA geni 1s1l dongii ve siire
diagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
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Baglangie 1 94°C 5dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 40 68°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk

Kopek hemotropik mikoplazma i¢in RNase P gen tespiti i¢in hazirlanan PCR karisimi
final konsantrasyonda her bir primerden 1 pul (10 pmol), 10 ul ExPrime Taq Premix (2X), 2 ul
ornek DNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde deiyonize su ile tamamlanmistir (Maggi ve
ark, 2013). Hazirlanan PCR karisim oranlar1 Tablo 20°de verilmistir.

Tablo 20. Koépek hemotropik mikoplazma cinsi igin RNase P geni PCR karisim oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar

()
ExPrime Tag Premix 10 pl
HemoMyco RNase P30s (10 pmol) 1 ul
HemoMyco RNase P200as (10 pmol) 1 ul
Hedef DNA 2 ul
ddH,0 6 ul
TOPLAM 20 ul

PCR kondiisyonlar1 94°C’ de 5 dakika on denaturasyonu takiben 40 siklus olmak
tizere 94°C’de 30 saniye On denatiirasyon, 68°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye
uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama asamalar1 seklinde gerceklestirilmistir. Kopek
hemotropik mikoplazma cinsi RNase P geni i¢in 1s1l dongii ve siire diagrami Tablo 21°de

gosterilmektedir.

Tablo 21. K6épek hemotropik mikoplazma cinsi RNase P geni igin 1s1l dongii ve siire diagrami
Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
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Baslangic

Denatiigrasyon . e >k
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 40 68°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk

Kedi hemotropik mikoplazma 16S rRNA tespitinde PCR karigimi final
konsantrasyonda her bir primerden 1 ul (10 pmol), 10 ul ExPrime Taq Premix (2X), 3 ul
ornek DNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde deiyonize su ile tamamlanmigtir (Kewish ve

ark, 2004). Karisim oranlar1 Tablo 22°de gosterilmektedir.

Tablo 22. Kedi hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR karisim oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar

(u)
ExPrime Tag Premix 10 ul
16S rRNA F (10 pmol) 1l
16S rRNA R (10 pmol) Il
Hedef DNA 2
ddH,O n
TOPLAM 203

PCR kondiisyonlar1 94°C* de 5 dakika 6n denaturasyonu takiben 45 siklus olmak
tizere 94°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 30 sn uzama
ve 72°C’de 2 dakika son uzama agamalar1 seklinde gergeklestirilmistir (Kewish ve ark, 2004).
Kedi hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diagrami Tablo
23’de gosterilmektedir
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Tablo 23. Kedi hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire
diagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslang

Deiatﬁi:syon : e > dk

Denatiirasyon 94°C 1dk

Baglanma 45 60°C 1dk

Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 2 dk

Bekletme 1 4°C o dk

Candidatus Mycoplasma turicensis 16S rRNA tespitinde PCR karisimi final
konsantrasyonda her bir primerden 1 pl (10 pmol), 10 ul ExPrime Taq Premix (2X), 3 ul
ornek DNA ve toplam hacim 20 ul olacak sekilde deiyonize su ile tamamlanmistir (Santos ve
ark, 2014). Karigim oranlar1 Tablo 24’te gosterilmektedir.

Tablo 24. Candidatus Mycoplasma turicensis 16S rRNA PCR karigim oranlari

o Istenen Son Miktar
Malzeme (Ticari)

()
ExPrime Tag Premix 10 pl
16S rRNA DEAMTC F1 (10

1 ul
pmol)
16S rRNA DEAMTC R1 (10

1 ul
pmol)
Hedef DNA 2l
ddH,0O 6 ul
TOPLAM 20 ul

Candidatus Mycoplasma turicensis i¢in 16S rRNA PCR kondiisyonlar1 94°C’ de 2
dakika 6n denaturasyonu takiben 35 siklus olmak iizere 94°C’de 1 dakika on denatiirasyon,

53°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de 1,5 dakika uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama
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asamalar1 seklinde gergeklestirilmistir (Santos ve ark, 2014). Candidatus Mycoplasma
turicensis icin 16S rRNA PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 25°te

gosterilmektedir.

Tablo 25. Candidatus Mycoplasma turicensis igin 16S rRNA PCR islemine ait 1s1l dongii ve
stire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangly 1 94°C 2 dk

Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 1dk

Baglanma 35 53°C 45 sn

Uzama 72°C 30 sn

Son Uzama 1 72°C 1,5 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.7. PCR Uriinlerinin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

PCR isleminden sonra elde edilen tirtinlerden 10° ar pl pipet yardimiyla alinip, 3 pl 6x
loading dye soliisyonu ile karistirtlmistir. Olusturulan karigimin tamami alinarak, % 2’lik
agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklenmistir.

3.2.8. Jelde Yiirutme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V
500A akimda 30 dakika ve sonrasinda 40V 500A akimda 60 dakika yiiriitiilmiistiir.

3.2.9. Goriintiileme ve Degerlendirme
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Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarilmistir. Siire sonunda yiiriitilen jel, bilgisayara baglh durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirmistir. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra,
bant biiyiikliikleri her PCR i¢in ayr1 degerlendirilmistir.

Elde edilen PCR iirlinlerinin goriintiileme degerlendirilmesinde kdpek hemotropik
mikoplazma varlig1 i¢cin 600 bp uzunlugundaki bant olusumlar1 aranirken, hemotropik
mikoplazma oldugu tespit edilen orneklerde RNAse P geni i¢cin 170 bp bant araliginda
pozitiflik aranmistir. Kedi hemotropik mikoplazma tiirleri i¢in 16S rRNA PCR firiinlerinde
Mycoplasma haemofelis igin 170 bp Candidatus Mycoplasma haemominutum igin 193 bp ve

Candidatus Mycoplasma turicensis i¢in 488 bp uzunlugundaki bant olusumlar1 aranmistir.

3.2.10. PCR Uriin Saflastiriimasi

PCR isleminden sonra elde edilen {iriin saflagtirilmasi i¢in steril PCR tiiplerine 2 pl
ExoSAP dagitilmis lizerine 5 pl PCR {irlinii ilave edilerek 7 pl toplam hacim elde edilmistir.

Daha sonra elde edilen karisim, termal dongiileme cihazina ytiklenmistir.

/4

ExoSAP 37°C'de 15 dk Reaksiyon
Ekle 80°C'de 15 dk Inaktivasyon
‘ . Saflastinlmms PCR Uriinii
Primerl
{ - exol SAP

| (TTTTH

Niikleotidler | 'M CiﬂDZ;IA@rli ‘ @ b | Iw

g e 7 w —
"4

k \ \ \\” Nﬁkliosidler

inorganik Fosfat
R @ e

Sekil 4. PCR {iriinii saflastirma asamalari
ExoSAP termal dongiileme siireleri Tablo 26’da verilmistir.

Tablo 26. ExoSAP islemine ait 1s1l dongii ve Siire diagrami1
Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
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Primer ve Niikleotid

) 1 37° C 15 dk
Indirgenmesi

ExoSAP Inaktivasyonu 1 80° C 15 dk
Bekletme 1 15° C o dk

Saflastirma islemi tamamlandiktan sonra {iriinler Sekans PCR islemine tabi tutulmustur.

3.2.11. Sekans PCR

Sekans PCR’ina ait karisim miktarlar1 Tablo 27°de belirtildigi sekilde hazirlanmistir
(Sanger ve ark, 1977).

Tablo 27. Sekans PCR karisim oranlari

Karisim Miktar
BigDye 2 ul
5 x Seq Buffer 2 ul
Primer 3.2 pmol 2 ul
Piirifiye PCR Uriinii 2 ul
Su 2 ul
Toplam 10 pl

Karisim hazirlanirken once primerler c¢ozdirildii ve 3,2 pmol olacak sekilde
sulandirildi. Primer steril PCR tiipiine aktarildiktan sonra sonra iizerine steril deiyonize su
ilave edildi. 5X Sekans buffer oda 1sisina getirildi, vortekslendi ve karigima eklendi. BigDye
derin dondurucudan ¢ikartildi ¢ozdiriildii. Vortekslendikten sonra reaksiyon karisimina
eklendi. Karisim vortekslendi ve spin down yapildiktan sonra PCR tiiplerine 8’er ul olacak
sekilde dagitildi. Saflastirilmis PCR iirtinlerinden 2 pl PCR tiiplerine eklenerek 10 pl toplam

hacim elde edildi. I¢inde karisim olan PCR tiipleri termal dongiileme cihazina yerlestirildi.
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Sekans PCR’1 kondiisyonlar1 Tablo 28°de verildigi sekilde gergeklestirilmistir (Sanger ve ark,

1977).

Tablo 28. Sekans PCR’1na ait 1s1l dongii ve siire diagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Denatiirasyon 96°C 10 sn

Baglanma 25 50°C 10 sn

Uzama 60°C 10 sn

Bekletme 1 15° C 0

Sekans PCR’1 tamamlandiktan sonra iiriinlerin saflastirilmasi i¢in Sephadex metoduna gegildi.

3.2.11.1. Sekans PCR iiriinlerinin saflastirma protokolii

Sephadex ile jel filtreleme metodu kullanilarak sekans PCR f{irlinlerinin saflastiriimasi

gerceklestirildi.

1.

3.2.12.

Karigim elde etmek i¢in 1 gr Sephadex 14 ml steril deiyonize su ile karistirildi ve
vortekslendi.

Toplama tiipleri i¢ine filtreli kolonlar yerlestirildi. Hazirlanan Sephadex soliisyonu her
kolona 750 pl olacak sekilde dagitildi.

5200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipitinde biriken siv1 bosaltildi. Kolon
hazirlandi.

Elde edilen 10 pl sekans PCR {iriiniiniin hepsi kolona yiiklendi.

5200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Alt tiipte kalan saflagtiritlmisg sekans PCR fiiriinleri, sekans PCR tiiplerine aktarildiktan

sonra tiipler sekans cihazina ait plate kuyucuguna yerlestirildi.

DNA Sekanslama

Saflagtirilan sekans PCR iiriinleri ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer cihazi ile

sekanslanmistir. Elde edilen sonuglar, NCBI Blast® niikleotid dizileri ile elektronik ortamda

karsilastirilarak benzerlik oranlar1 ylizde olarak saptanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Giemsa Boyama Bulgulan

Laboratuvara getirilen 100 adet kedi ve 100 adet kopek tam kanindan yapilan frotiler
Giemsa boyama ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobu altinda hemotropik mikoplazma
varligi yoniinden incelenmistir. Kopek Orneklerinden yapilan Giemsa boyama sonucunda
mikroskop incelemelerinde 7 (%7) Ornekte adet ornekte hemotropik mikoplazma varlhigi
gozlemlendi. Kedi Orneklerinden yapilan Giemsa boyamalar sonucunda preparatlarin 4

(%4)’tinde hemotropik mikoplazma varligina rastlandi.

4.2. Hemogram Bulgular:
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Aragtirma materyalini olusturan kopek ve kedi tam kan orneklerinin hemogram
analizleri otomatize sistemler ile yapildi. Kopek tam kan orneklerinin hemogram sonuglari

Tablo 29°da gosterilmektedir.
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Tablo 29.

Kopek tam kan 6rneklerinin hemogram sonuglari

. . 4 : 12 HEMOGRAM 9

No Yas Cinsiyet | WBC 10%1| RBC 10/ | HGB g/dI | HCT (%) | MCVfl | MCH pg | MCHC g/dI | PLT 10°/I

6,0-17,0* | 55-85* |12,0-18,0% | 37,0-55,0* | 60,0-77,0* | 19,5-24,5% | 31,0-34,0% | 200-500*
B1 3 AY Disi 12,9 3,14 97 19,5 62,2 30,8 49,7 241
B2 3 YAS ERKEK 8 5,86 17,6 357 61 30 49,2 187
B3 3 YAS ERKEK 10,1 5,99 16 31,2 52,2 26,7 51,2 156
B4 3 YAS DiSi 8,1 481 14,4 30,5 63,6 29,9 47,2 144
B5 1 YAS DiSi 8,2 4,86 14,2 31,3 64,5 29,2 45,3 127
B6 1 YAS Disi 4.6 4,67 13,6 29,2 62,7 29,1 46,5 184
B7 5 YAS DISi 9,9 4,73 137 29,3 62 28,9 46,7 141
B8 5 YAS DISi 19,5 4,47 14,2 27,9 62,6 31,7 50,8 249
B9 3 YAS Disi 57 5,24 16,6 348 66,5 316 47,7 88
B10 5 YAS DISi 20,6 5,57 16 33,9 60,9 28,7 47,1 116
B11 5 YAS DISi 11,9 5,74 18,3 35,3 61,6 31,8 51,8 170
B12 1,5 YAS Disi 14,4 5,39 16,5 32,3 60,1 30,6 51 156
B13 2 AY ERKEK 10,7 1,43 4,6 7.6 53,4 32,1 60,5 66
B14 2 YAS DiSi 154 4,57 12,6 26,8 58,8 275 47 127
B15 2 YAS DiSi 10,7 6,47 20,2 40,1 62 31,2 50,3 108
B16 1 YAS ERKEK 25,2 5,05 13,8 28,8 57,2 273 47,9 589
B17 4 YAS ERKEK 22,4 6,42 19,7 40,5 63,1 30,6 48,6 149
B18 2 AY ERKEK 24,2 3,77 10,2 21,7 57,8 27 47 202
B19 2 AY Disi 16,7 3,58 10,1 20,2 56,7 28,2 50 195
B20 6 AY DiSi 18,8 5,14 16,9 32,1 62,5 32,8 52,6 173
B21 2 AY ERKEK 33 4,03 11 21,8 54,2 27,2 50,4 340
B22 2 AY ERKEK 4.4 2,68 8 14,7 54,9 29,8 54,4 76
B23 2 AY ERKEK 21,5 3,42 9,9 21,1 61,7 28,9 46,9 187
B24 2 AY ERKEK 8,9 3,47 9,6 19,2 55,5 27,6 50 363
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B25 3 AY Disi 16,2 5,15 15,8 34,1 66,4 30,6 46,3 184
B26 2 YAS DiSi 28,8 3,76 12,1 23,5 62,5 32,5 51,4 208
B27 1 YAS Disi 135 5,85 16,6 35,8 61,3 28,3 46,3 108
B28 9 AY DiSi 15,6 4,49 141 28,5 63,5 31,4 49,4 380
B29 2 YAS Disi 35,7 3,76 11,3 25,1 66,8 30 45 118
B30 2 AY DiSi 22,3 4,13 12 22,2 53,9 29 54 515
B31 3 YAS DiSi 11,6 6,41 20 41,3 64,5 31,2 48,4 233
B32 2 YAS Disi 31,3 5,54 17,9 36,3 65,6 32,3 49,3 385
B33 6 AY DiSi 21,7 43 12 243 56,7 27,9 49,3 695
B34 2 YAS ERKEK 273 5,86 17,1 33,9 57,9 29,1 50,4 668
B35 6 AY ERKEK 10,3 3,15 9 19,7 62,8 28,5 45,6 276
B36 1,5 YAS Disi 17,5 6,09 18,3 40,1 65,9 30 45,6 266
B37 10 YAS ERKEK | 188 5,92 16,1 35,9 60,8 27,1 44,8 167
B38 7 YAS ERKEK 12,4 4,98 145 315 63,4 29,1 46 134
B39 5 YAS Disi 12,8 5,46 18 35,9 65,9 32,9 50,1 108
B40 1 YAS Disi 10,4 4,19 12,5 28,8 68,9 29,8 43,4 113
B41 1,5 YAS Disi 10,6 4,05 12,2 28 69,3 30,1 43,5 106
B42 1 YAS ERKEK 21,8 4,04 11,7 257 63,8 28,9 455 123
B43 1 YAS ERKEK 25,8 3,85 10,7 22,2 57,9 277 48,1 108
B44 3 YAS Disi 27,9 5,15 15,7 33,7 65,5 30,4 46,5 260
B45 3 YAS ERKEK 145 5,32 16 31,9 60,1 30 50,1 121
B46 2 YAS Disi 17 4.2 13,9 28,4 67,7 33 48,9 164
B47 6 YAS ERKEK 14,8 6,88 21,7 473 68,8 31,5 458 153
B48 2 YAS ERKEK 145 4,93 14,4 30,5 61,9 29,2 47,2 167
B49 5 YAS ERKEK 11,8 4.1 13,2 26,3 64,3 32,1 50,1 86
B50 5 YAS ERKEK 17,3 411 13,5 25,5 62,1 32,8 52,9 176
B51 14 YAS Disi 12,6 7,28 16,2 49,6 68,2 22,2 32,6 813
B52 15 YAS ERKEK | 12,4 5,09 12 34,9 68,6 23,5 34,4 229
B53 4 YAS ERKEK 14 5,64 13,2 39,5 70,2 23,4 33,4 126
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B54 3 YAS Disi 11,5 7,96 18,4 58,1 73 23,1 31,6 313
B55 4 YAS ERKEK 27,8 6,05 13,2 40,4 66,9 21,8 32,8 369
B56 3 YAS ERKEK 22,7 8,43 14,3 57,3 68 16,9 24.9 430
B57 7 YAS Disi 20 7.15 15,2 49,1 68,7 21,2 30,9 440
B58 10 AY ERKEK 21,5 8,17 17,5 58,6 71,8 21,4 29,8 480
B59 9 AY ERKEK 12,6 7,28 15,3 49,6 68,2 22,2 32,6 813
B60 11 YAS ERKEK | 105 8,5 16,8 35,1 65,3 33,2 38,5 450
B61 9 YAS ERKEK 115 35 6,5 23,7 67,9 18,5 274 404
B62 12 YAS DiSi 21,5 8,17 17,5 58,6 718 21,4 29,8 480
B63 10 YAS DiSi 27,7 4,81 10,8 34,8 72,5 22,4 31 597
B64 13 YAS DiSi 8,5 34 6,6 21 60,8 19 31,4 69

B65 8 YAS ERKEK 315 3,92 83 24,9 63,7 21,1 33,3 153
B66 4 AY ERKEK 30,4 5,38 11 31,51 59 23,9 35 420
B67 2 YAS ERKEK | 10,07 4,47 9,9 29,43 29,43 22 33,5 240
B68 8 AY ERKEK 8,79 6,07 13,6 387 64 223 35 379
B69 18 YAS ERKEK | 2393 3,66 87 25,02 68 238 34,8 103
B70 17 YAS ERKEK | 10,04 3,22 8.8 23,13 72 27,4 38,2 1937
B71 7,5 AY DIiSi 25,54 5,29 115 33,16 63 21,7 34,6 287
B72 4YASERKEK | 17,64 5,54 12,7 36,85 67 23 34,5 59

B73 6 AY ERKEK 11,89 8,53 19,9 56,17 66 233 35,4 328
B74 10 AY ERKEK 27,08 3,15 7.4 21,93 70 235 33,7 192
B75 7 AY DiSi 27,05 4,68 10,6 30,06 64 22,6 35,1 342
B76 4 YAS Disi 11,12 6,82 14,8 43,55 64 21,7 33,9 185
B77 5 YAS ERKEK 25,1 4,61 8,6 26,19 57 18,6 32,7 444
B78 2 YAS ERKEK 10,6 6,48 14,6 43,9 67,8 22,5 33,2 424
B79 3 YAS ERKEK 16,8 5,36 11,2 36,8 66,8 20,8 31,2 269
B8O | YAS ERKEK 133 8,19 18,4 55,4 67,7 22,4 33,2 247
D1 2 YAS Disi 6.4 2,18 55 17,5 80 25,2 33,5 122
D2 2 YAS Disi 8,9 5,8 15 42,9 74 25,8 31,4 213
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D3 1 YAS Disi 8,6 5,23 133 37,1 71 25,4 33,6 271
D4 5 YAS DiSi 12,7 7 18,2 50,1 72 259 35 62
D5 2 YAS ERKEK 11,7 5,38 13,8 39,1 73 25,7 34,5 124
D6 2 YAS ERKEK 8,3 3.2 8,4 247 77 26,2 32,7 58
D7 4 YAS ERKEK 34 2,55 6.3 19,6 77 24,9 33 180
D8 3 YAS DIiSi 9,4 6,08 158 46,3 76 26 31 159
D9 7 YAS DiSi 04 2,18 5.4 16,4 75 24.8 32,5 154
D10 4 YAS ERKEK 51 5,69 15,2 41,6 73 26,6 34,9 217
D11 1 YAS ERKEK 10,9 51 115 335 66 22,5 33,8 68
D12 2 YAS ERKEK 11,2 5,88 14,9 41,6 71 25,3 32,5 190
D13 10 YAS ERKEK | 10,4 5,98 138 40,9 68 23,2 31,6 188
D14 3 YAS Disi 6,8 4,27 10,6 31,1 73 24.8 33,4 157
D15 1 YAS Disi 11,1 7.15 13,6 40,7 57 19,1 37,5 151
D16 3 YAS DiSi 3,9 3,79 9 29,3 77 23,8 36,7 125
D17 7 YAS ERKEK 15,5 5,12 12 36 70 23,4 38,5 46
D18 4 YAS DiSi 9 6,28 15,4 46,6 74 24,5 31,2 136
D19 4 YAS DiSi 75 6,34 15,4 47,1 74 24,3 33,1 129
D20 5 YAS DiSi 14,6 4,93 12,9 38 77 26,2 32,5 147

NOT: Sar1 renk ile isaretlenmis kayitlar anemi tablosu gosteren 6rneklerdir. * Kopek tam kan referans degerleri

Raskin ve Wardrop (2010)’dan modifiye edilmistir.
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Kopek tam kan oOrneklerine yapilan hemogram analizi sonucunda, 100 Ornegin 62

(%62)’sinde RBC miktarinin standartlar altinda oldugu goriilmekte ve anemi tablosu

gozlemlenmektedir. Anemi tablosu goriilen 62 6rnegin 32°si disi ve 30’u erkek kdpege aittir.
Anemi tablosu goriilen kopeklerin 26 (13D/13E) tanesi 0-1 yas araliginda, 26 (16D/10E)
tanesi 1-5 yas araliginda, 6 (2D/4E) tanesi 5-10 yas araliginda, 2 (1D/1E) tanesi 10-15 yas

araliginda, 2 erkek hayvanin >15 yasta oldugu tespit edilmistir (Tablo 30) (Sekil 5).

Tablo 30. Kopek hemogram sonuglarina gére anemi bulgularinin yas ve cinsiyete gore

dagilimi
Anemi YAS ARALIKLARI
Bulgusu 0-1 YAS 1-5YAS | 5-10 YAS | 10-15YAS | >15YAS | Toplam
Gosteren
Kopekler Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek
Kopek (n=62) | 13 13 |16 10 | 2 4 1 1 0 2 62

[ = T R = S
o N B OO ®

o N B O

16
13 13
10
4
2
1 1
. I .

0-1 YAS

1-5 YAS

5-10 YAS

Yas Araliklari

M Disi M Erkek

10-15 YAS

2

>15 YAS

Sekil 5. Kopek hemogram sonuglarina gore anemi bulgularinin yas ve cinsiyete gére dagilimi

Kedi tam kan 6rneklerinin hemogram sonuglart Tablo 31°de gosterilmektedir.
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Tablo 31. Kedi tam kan 6rneklerinin hemogram sonuglari

Hemogram
NUMUNE | vas Cinsiyet | WBC 1071| RBC 10%/1 | HGB g/dl | HCT (%) | MCVfl | MCH py Mgc/g:c PLT 10°/
55-195% | 50-10,0¢ | 8,0-150* | 24,0-45,0* | 39,0-55,0* | 12,5-17,5* | 33,0-36,0* | 300-800*

K1 6 AY ERKEK 128 38 103 335 40 147 30,7 136
K2 I3 YASERKEK | 67,9 35 139 153 15 156 30,7 377
K3 4 YAS ERKEK 131 47 95 295 50 143 32,2 253
K4 12 YAS ERKEK 87 39 132 41,1 58 16 32,1 589
K5 5 YAS ERKEK 117 8,31 131 36,9 44,5 157 355 547
K6 14 YAS DIsI 197 10,33 136 41,1 39,8 131 33 65
K7 1 YAS Disi 35,2 9,32 10 311 334 107 32,1 47
K8 2 YAS DS 16 10,19 174 52 51,1 17 334 138
K9 3 YAS ERKEK 19,13 5,88 8.6 27,38 47 147 31,6 86
K10 2,5 YAS ERKEK 8 745 98 296 39,8 131 33,1 148
K11 4 YAS Dl 103 892 127 40,8 45,8 142 31,1 275
K12 | YAS Disi 205 7,78 113 35 45 145 32,2 46
K13 7 YAS DS 16,6 6,22 147 47,7 76,8 23,6 30,8 207
K14 6 AY ERKEK 99 7,77 116 36,2 46,6 149 32 %5
K15 L YAS DS 184 752 115 36,6 188 152 314 131
K16 15 YAS Disi 109 7,86 139 42,6 54,2 176 32,6 148
K17 3 YAS Disi 26,5 6,38 97 33 51,8 152 293 161
K18 3 YAS ERKEK 32,67 422 78 22,93 54 185 34 264
K19 5 YAS ERKEK 14,32 459 89 26,92 59 194 331 25
K20 L YAS DS 24,57 1021 135 | 3737 37 133 36,2 262
K21 3 YAS ERKEK 45,65 578 8.4 24,55 42 145 342 467
K22 6 AY DiSi 9,24 6,91 12 29,38 13 17,4 40,9 54
K23 7YAS Disi 12,11 5,08 72 20,74 41 142 34,8 262
K24 9 AY ERKEK 1747 5,64 9.4 26,84 48 167 35,1 152
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K25 9 YAS Disi 8,87 2,66 4,2 12,4 47 157 33,8 159
K26 5 YAS DiSi 10,34 4,37 75 19,48 45 17,2 38,5 325
K27 6 AY ERKEK 22,44 7,92 11,4 28,82 36 14,3 39,4 302
K28 1 YAS ERKEK 9,42 474 73 20,23 43 15,5 36,2 45
K29 10 AY DiSi 14,22 8,2 12,4 35,31 43 152 35,2 248
K30 5 YAS ERKEK 8,77 2,75 47 14,26 52 17,2 33,1 18
K31 4 YAS ERKEK 11,27 4,87 97 22,94 47 19,9 42,1 608
K32 2 YAS Disi 12,87 7,73 9,8 26,74 35 12,7 36,6 82
K33 5 YAS ERKEK 17,41 3,82 5.4 15,98 42 14,2 33,9 67
K34 2 YAS Disi 11,11 6,77 11,8 26,44 39 17,4 44,5 213
K35 1 YAS ERKEK 18,25 7,78 11 27,67 36 14,2 39,9 506
K36 6 AY DiSl 48,94 7.6 10,9 31,24 41 14,4 34,9 116
K37 2 YAS ERKEK 64,75 7,19 10,9 33,45 47 15,1 325 326
K38 3 YAS DiSi 7,85 7.2 83 29,2 41 11,5 28,4 282
K39 9 AY ERKEK 8,56 5,13 6,2 20,71 40 12,2 30,1 31
K40 5 YAS DiSi 29,13 6,06 8.8 24,92 41 145 352 457
K41 5 YAS ERKEK 44,22 4 6 16,5 41 15 36,4 283
K42 1 YAS, ERKEK 153 7,57 11,7 35,5 47 15,5 33 128
K43 1,5 YAS ERKEK 7.9 7.6 12,8 37,7 50 16,8 33,9 36
K44 6 AY Disi 19,5 7,25 11,3 36 50 15,6 31,4 99
K45 3 YAS ERKEK 10,8 8,01 138 41,3 46 15,5 33,5 83
K46 2 YAS ERKEK 138 8,11 15,1 41,6 51 18,6 36,3 156
K47 2 YAS DiSi 17 6,29 9,4 28,7 46 15 32,7 196
K48 3 YAS ERKEK 22,8 5,93 11,1 34,4 58 18,8 32,4 164
K49 3 YAS Disi 12,8 9,33 137 42 45 147 32,7 118
K50 2 YAS DiSi 142 7.7 136 43,8 57 17,7 31,1 325
K51 5 YAS Disi 15,3 6,76 10,5 34,2 51 15,5 30,6 58
K52 2 YAS DiSi 14,9 8,77 12,6 39,7 45 14,4 31,7 180
K53 1,5 YAS ERKEK 26,5 7,95 13,1 40,2 51 16,4 325 209
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K54 1,5 YAS ERKEK 15,9 8,7 12,3 38,5 44 14,2 32 142
K55 3 YAS ERKEK 32,2 7,73 12,3 40,6 53 16 30,4 103
K56 2 YAS ERKEK 21,4 7,86 11,3 35,2 45 14,4 32,1 7
K57 1,5 YAS DiSi 13,7 7,25 11,5 34,9 48 15,9 33,1 243
K58 3 YAS ERKEK 21,5 8,81 13,6 39,8 45 15,4 34,1 223
K59 1 YAS DiSI 17,4 5,76 11,4 30,9 54 19,7 36,8 191
K60 8 YAS DISI 6,4 10,39 14,2 40,12 39 19,4 35,5 107
K61 3 YAS ERKEK 5,36 12,22 16,5 41,56 62 13,5 39,6 217
K62 12 YAS DiSi 4,71 10,16 15,3 41,59 45 15 36,7 466
K63 1 YAS ERKEK 5,44 1,6 4,6 13,18 82 28,9 35,1 7
K64 1 YAS DiSI 12,66 3,93 4,8 14,15 50 13,5 33,7 200
K65 5 YAS DISI 8,06 8,39 13,1 34,71 41 15,16 37,7 44
K66 1 YAS DISI 5,87 6,77 10,1 28,22 42 15 35,9 50
K67 8 YAS ERKEK 11,98 7,2 11,2 30,83 43 15,6 36,4 250
K68 4 YAS ERKEK 4,47 8,08 11,9 33,36 41 14,7 35,7 53
K69 2 YAS DiSi 19,8 10,63 15,2 41,27 39 14,3 36,9 198
K70 1 YAS DISI 27,2 6,82 8,9 29 42,6 13 30,6 35
K71 3 YAS DiSi 40,9 4,48 5,5 18,1 40,6 12,2 30,3 249
K72 3 YAS DISI 11,7 9,77 14,7 45,1 46,2 15 32,5 144
K73 3 YAS ERKEK 8,2 11,7 13,9 41,6 46,6 131 33,4 173
K74 3.5 YAS ERKEK 8,72 9,41 13,8 39,41 42 14,7 35 402
K75 2 YAS DISI 10,6 9,25 13,5 39,09 42 14,6 34,5 375
K76 10 AY ERKEK 30,03 10,14 15,2 43,25 43 14,9 35 326
K77 7 YAS ERKEK 50,31 5,32 7,5 21,07 40 14,1 35,6 320
K78 4 YAS ERKEK 9,9 7,74 12,2 31,99 41 15,7 38 608
K79 10 AY DISi 12,97 8,56 12,7 36,13 42 14,9 35,3 487
K80 2 YAS ERKEK 11,92 8,9 13,1 37,25 42 14,7 35,1 268
K81 2 YAS ERKEK 5,36 9,92 13,6 38,36 39 13,7 35,4 577
K82 3 YAS ERKEK 9,31 8,16 11,8 34,09 42 14,4 34,5 93
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K83 8 AY ERKEK 8,62 6,75 10,8 29,89 44 16 36,1 33
K84 4AY DISi 51,52 59 1,7 22,59 38 13,1 34,3 169
K85 5 AY DiSi 0,78 6,88 9,2 27,9 41 13,4 33,1 67
K86 1 YAS ERKEK 12,9 8,63 12,1 33,35 39 14 36,2 74
K87 4 YAS ERKEK 17,84 9,3 13,2 43,99 47 14,2 29,9 607
K88 8 AY DiSI 15,58 9,49 14,7 42,22 44 15,5 34,7 356
K89 5 YAS DISi 25,21 9,51 13,2 37,3 39 13,8 35,3 734
K90 6 YAS ERKEK 22,8 9,42 121 37,84 40 12,8 31,9 224
K91 1 YAS DiSi 6,05 8,04 12,2 37,63 47 15,2 32,4 81
K92 7 YAS DIiSi 23,71 4,74 7,5 22,77 48 15,8 32,9 56
K93 2 YAS DiSi 18,89 9,25 14,4 43,31 47 15,6 33,3 434
K94 6 YAS DISI 5,82 6,5 10,1 30,91 48 15,5 32,7 160
K95 3.5 YAS ERKEK 8,29 5,02 8,9 27,85 55 17,7 32 44
K96 3 YAS DiSi 7,12 7,6 12,2 36,66 48 16 33,1 485
K97 7 AYLIK DIiSI 6,06 8,22 134 33,92 41 16,3 39,5 678
K98 1.5 YAS DISi 9,82 9,58 15 45,92 48 15,6 32,6 193
K99 12 YAS ERKEK 26,94 5,58 10 33,25 60 17,9 30 663
K100 6 YAS ERKEK 7,06 8,92 11,7 37,2 42 13,2 31,6 122
NOT: Sar1 renk ile igsaretlenmis kayitlar anemi tablosu gosteren 6rneklerdir. * Kedi tam kan referans degerleri
Raskin ve Wardrop (2010)’dan modifiye

edilmistir.
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Kedi tam kan orneklerine yapilan hemogram analizi sonucunda, 100 o6rnegin 21
(%21)’inde RBC miktarinin standartlar altinda oldugu goriillmekte ve anemi tablosu
gozlemlenmektedir. Anemi tablosu goriilen 21 6rnegin 6’s1 disi ve 15°1 erkek kediye aittir.
Anemi tablosu goriilen kedilerin 5 (1D/4E) tanesi 0-1 yas araliginda, 10 (2D/8E) tanesi 1-5
yas araliginda, 4 (3D/1E) tanesi 5-10 yas araliginda ve 2 erkek kedinin 10-15 yas araliginda
oldugu tespit edilmistir (Tablo 32) (Sekil 6).

Tablo 32. Kedi hemogram sonuglarina gore anemi bulgularinin yas ve cinsiyete gore

dagilim1
Anemi YAS ARALIKLARI
Bulgusu 0-1YAS | 1-5YAS | 5-10YAS | 10-15YAS | >15YAS | Toplam
Gosteren
Kediler Disi Erkek |Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek
Kedi (n=21) 1 4 2 8 3 1 0 2 0 0 21

9
8
8
7
6
5
a
a
3
3
2 2
2
1 1
, N [
0
0-1 YAS 1-5 YAS 5-10 YAS 10-15 YAS >15 YAS
Yas Araliklari
H Disi M Erkek

Sekil 6. Kedi hemogram sonuglarina gére anemi bulgularinin yas ve cinsiyete gore dagilimi

4.3. PCR BULGULARI

4.3.1. Kopek Hemotropik Mikoplazma 16S rRNA PCR Bulgulari

Arastirmamizda kopeklere ait 100 adet tam kan 6rnegine ait DNA’lara yapilan PCR

analizleri sonucunda, 66 (% 66) 6rnekte 600 bp araliginda bantlar goriilmiis ve hemotropik
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mikoplazma yoniinden pozitif olarak degerlendirilmistir. Képek drneklerinin 34 (% 34)’l 16S

rRNA PCR sonucunda hemotropik mikoplasma yoniinden negatif bulunmustur (Resim 1).

2 3 4 5 6.7 8 9 10 11 12 13

o - - - -

Resim 1. Kdpek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR elektroforez goriintiisii
M:1000 bp’lik DNA ladder, N: Negatif kontrol, 1-4,6-11,13: Hemotropik mikoplazma PCR pozitif
ornekler (600 bp), 5,12: Hemotropik mikoplazma PCR negatif 6rnekler.

Kopeklere ait hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 66 6rnegin 32 (%48,5)
disi ve 34 (%51,5) erkek kopege aittir. 66 adet hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR
pozitif 6rnegin 17 (6D/11E)’si 0-1 yas araliginda, 33 (20D/13E)’ii 1-5 yas araliginda, 9
(3D/6E)’u 5-10 yas araliginda, 5 (3D/2E)’i 10-15 yas araliginda ve 2 (2E)’si >15 yas
araliginda oldugu tespit edilmistir (Tablo 33) (Sekil 7).

Tablo 33. Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 6rneklerin cinsiyet ve yas
araliklaria gore dagilimi

Kopek YAS ARALIKLARI
hemotropik | 0-1YAS 1-5YAS | 5-10 YAS | 10-15YAS | >15YAS
mikoplazma Toplam
16SIRNA | g g g g P
PCR pozitif Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek
ornekler
Kopek (n=66) | 6 11 |20 13 | 3 6 3 2 0 2 66
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0-1YAS 1-5 YAS 5-10 YAS 10-15 YAS >15 YAS
Yas Araliklari
W Disi ™ Erkek

Sekil 7. Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 6rneklerin cinsiyet ve yas
araliklarina gore dagilimi

Kopeklerden elde edilen hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif sonuclarin
(n=66) hemogram tablolarinda 39 (% 59) 6rnekte anemi tablosu goriildiigii belirlenmistir.
Hemogram analizlerinde saglikli oldugu belirlenen 27 (% 41) kopek 6rneginde de hemotropik
mikoplazma 16S rRNA pozitif bulunmustur. Képek hemotropik mikoplazma 16S rRNA
pozitif olan 6rneklerden 32 (% 48,5)’si disi, 34 (% 51,5)’ii ise erkek kdpek oldugu belirlendi.

4.3.2. Kopek Hemotropik Mikoplazma RNase P Geni PCR Bulgular:

Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR sonucunda pozitif bulunan 66 6rnekte
RNase P geni varligi arastirilmistir. Bu 6rneklerin 60 (%91)’mnda RNase P geni varligi 170 bp
araliginda pozitif olarak tespit edildi (Resim 2).

6 1 8 9

Resim 2. K&pek hemotropik mikoplazma RNase P geni PCR elektroforez goriintiisi
M:1000 bp’lik DNA ladder, 1-11: Hemotropik mikoplazma RNase P geni pozitif érnekler (170 bp)

70



4.3.3. Kedi Hemotropik Mikoplazma 16S rRNA PCR Bulgulari

Arastirmamizda Kedilere ait 100 adet tam kan orneginden elde edilen DNA’lar kedi
hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR islemine tabi tutulduktan sonra goriintiilemesi
yapilmigtir. Mycoplasma haemofelis i¢in 170 bp, Candidatus Mycoplasma haemominutum
icin 193 bp bant araliginda pozitiflik aranmistir. Kedilere ait hemotropik mikoplazma 16S

rRNA PCR islemi sonucunda 6rneklerde pozitiflik saptanmamastir.

4.3.4. Candidatus Mycoplasma turicensis 16S rRNA PCR Bulgulari

Arastirmamizda kedilere ait 100 adet tam kan 6rneginden elde edilen DNA’lar kedi
Candidatus Mycoplasma turicensis 16S rRNA PCR islemine tabi tutulduktan sonra
goriintiilemesi yapilmistir. Candidatus Mycoplasma turicensis varligini tespit etmek igin 488
bp bant araliginda pozitiflik aranmistir. Kedilere ait Candidatus Mycoplasma turicensis 16S

rRNA PCR islemi sonucunda 6rneklerde pozitiflik saptanmamastir.

4.4. Sekans Bulgulari

Arastirmamizda, kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 66 6rnegin
Sanger sekans yontemi ile tiplendirilmeleri yapilmistir. 66 6rnegin 6 (%9,0)’s1 Mycoplasma
haemocanis [Erisim Numaras1 (Accession Number) MG594502]; 5 (%7,6)’i Candidatus
Mycoplasma hematoparvum (Erisim Numarasi MG594500); 1 (% 1,5)’i Candidatus
Mycoplasma haemominutum (Erisim Numaras1 KU852583); 34 (%51,5)’i Mycoplasma
wenyonii  (Erisim Numarasit MG948624, FN392885, AY769937, MK608707) olarak
tiplendirilmistir. Geriye kalan 20 (%30,4) Ornek ise Sanger sekans yontemi ile
tiplendirilememistir (Tablo 34) (Sekil 8).
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Tablo34. Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 6rneklerin Sekans sonuglari

16S rRNA PCR . NCBI Erisim
Tiplendirilen Bakteri tiirii Izolat sayis1
pozitif 6rnekler Numaralari
Mycoplasma haemocanis 6 MG594502
Candidatus Mycoplasma
5 MG594500
haematoparvum
Kopek hemotropik | Candidatus Mycoplasma
] ) 1 KU852583
mikoplazma 16S haemominutum
rRNA PCR pozitif MG948624,
ornekler (n=66) B FN392885,
Mycoplasma wenyonii 34
AY769937,
MK®608707
Tiplendirilemeyen 20 -
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Sekil 8. Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 6rneklerin sekans sonuglari

Sanger sekans yontemi ile tiplendirilmeleri yapilmis Képek hemotropik mikoplazma

tiirlerinin cinsiyet ve yas araliklarina gére dagilimlar1 Tablo 35 ve Sekil 9’da gésterilmektedir.
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Tablo 35. Kopek hemotropik mikoplazma Sekans ile tiplendirilmis 6rneklerin cinsiyet ve yas
araliklarina gore dagilimi

Kopek YAS ARALIKLARI

hemotropik | g1yAs | 1-5YAS | 510 YAS | 10-15YAS | >15YAS
mikoplazma

. Toplam

Sekans Ile o o e e e e e o e o
Tiplendirilmis Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek | Disi Erkek

ornekler
r'\]"yc"p'as'!‘a o o |1 5 |0 oo o o o 6
aemocanis
Candidatus
Mycoplasma 1 0 0 3 0 1 0 0 0 0 5
haematoparvum
Candidatus
Mycoplasma 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
haemominutum
Mycoplasma 1 7 |13 3 |3 3 |1 2 |o 1 34
wenyonii
14 13
12
10

3 7

6 5

4 I3 3 3 3 )

3 1 1 1 1 I I I 1 I 1

o  m m || N N [

Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek
0-1YAS 1-5 YAS 5-10YAS 10-15 YAS >15 YAS
Yas Araliklari

B Mycoplasma haemocanis

B Candidatus Mycoplasma haematoparvum

Candidatus Mycoplasma haemominutum m Mycoplasma wenyonii

Sekil 9. Sanger sekans ile tiplendirilmis kdpek hemotropik mikoplazma 6rneklerin cinsiyet ve
yas araliklarina gore dagilimi

Sanger sekans yontemi ile tiplendirilmis kopek hemotropik mikoplasma tiirlerinin

%56,5 (26 ornek)’inin 1-5 yas araliginda oldugu goriilmektedir. 1-5 yas araliinda bulunan

orneklerin %57,7’sini disi 6rnekleri ve %42,3 linii de erkek kopekler olusturmaktadir.

Arastirmamizda elde edilen bulgular dogrultusunda, anemi varligi, 16S rRNA PCR

sonuglari, Sanger sekans tiplendirme sonuclar1 ile % benzerlik oranlar1 Tablo 36°da

gosterilmektedir.
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Tablo 36. Kopek hemotropik mikoplazma genel sonuglari

Kopek
. Giemsa Anemi Hemotropik . . Erisim Benzerlik
Numune No Yas/Cinsiyet Boyama Tablosu Mycoplasma | Sanger Sekans Tiplendirme Sonuglari Numarasi Oram
16S rRNA (%0)
PCR

B1 3 AY, DiSi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ] }
B2 3 YAS, ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF |Candidatusivycoplasmaihaematoparvam | MG594500 | 94,56
B4 3 YAS, DisI NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 94,16
B7 5 YAS DISi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 91,37
B9 3 YAS DIiSi POZITIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 93,03
B11 5 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamadi ; }
B12 1,5 YAS Disi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 94,67
B13 2 AY ERKEK NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamadi - -
B14 2 YAS DISi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii FN392885 | 87,82
B17 4 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamadi _ }
B20 6 AY DIiSi POZITIF | POZITIF POZITIF | CandidatusMycoplasima haematoparvum | MG594500 | 92,41
B21 2 AY ERKEK NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 90,06
B23 2 AY ERKEK NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 93,37
B26 2 YAS Disi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; )
B28 9 AY DisI NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 84,56
B3l 3 YAS DISi NEGATIF | NEGATIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 90,99
B35 6 AY ERKEK NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamadi - -
B36 1,5 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii AY769937 | 90,02
B37 10 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; }
B38 7 YAS ERKEK POZITIF | POZITIF POZITIF | Candidatis Mycoplasima haematoparvum | MG594500 | 98,74
B40 1 YAS Disi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; }
B41 1,5 YAS DIsi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 97,28
B43 1 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; }
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B45 3 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 | 100,00
B50 5 YAS ERKEK POZITIF | POZITIF POZITIF | Candidatusycoplasia haematoparvum | MG594500 | 87,17
B51 14 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamadi ; )
B52 15 YASERKEK | NEGATIF | POZITIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MGO48624 | 99,44
B53 4 YASERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 98,35
B54 3 YAS DISi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 99,14
B56 3 YASERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 93,93
B57 7 YAS DISi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 99,43
B58 10 AY ERKEK NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 97,69
B59 9 AY ERKEK NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 97,71
B60 11 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 95,87
B61 9 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 88,17
B62 12 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamadi ; }
B63 10 YAS DISI NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 98,83
B64 13 YAS DISI NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 93,26
B65 8 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 99,42
B66 4 AY ERKEK NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 97,45
B67 2 YAS ERKEK POZITIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 99,46
B68 8 AY ERKEK NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 91,08
B69 18 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 89,29
B70 17 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; )
B71 7,5 AY DiSI NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamadi - -
B72 4 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Tiplendirme yapilamadi } )
B73 6 AY ERKEK NEGATIF | NEGATIF POZITIF | Tiplendirme yapilamadi - -
B75 7 AY DISi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamadi - -
B76 4 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF |Tiplendirme yapilamadi ; )
B77 5 YAS ERKEK POZITIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 | 100,00
B79 3 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; )
B80 1 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 98,45
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D1 2 YAS DISi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 98,67
D2 2 YAS DISi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 | 99,23
D4 5 YAS DISI NEGATIF | NEGATIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad: - -

D5 2 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 98,83
D6 2 YAS ERKEK POZITIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma haemocanis MG594502 | 99,74
D7 4 YAS ERKEK | NEGATIF | POZITIF POZITIF | Tiplendirme yapilamad ; )

D8 3 YAS Disi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 95,89
D9 7 YAS DIisi NEGATIF | POZITIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 93,77
D12 2 YASERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | CandidatusiMycoplasmalhaematoparvam | MG594500 | 97,72
D13 10 YAS ERKEK | NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 89,61
D14 3 YAS DiSi NEGATIF | POZITIF POZITIF | Mycoplasma wenyonii MG948624 | 99,45
D18 4 YAS DiSi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | GanGidaiucivyeoplasmaliaemomnuium | KUs52583 | 87,72
D19 4 YAS DIsi NEGATIF | NEGATIF | POZITIF | Mycoplasma wenyonii MK608707 | 99,2
D20 5 YAS Disi NEGATIF | POZITIF | POZITIF |Mycoplasma wenyonii MK608707 | 98,16
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Tablo 36’da goriildiigii iizere 100 adet 6rnegin 66 (%66)’s1 hematropik mikoplazma
16S rRNA PCR analizinde pozitif bulunmustur. Bu 66 o6rnegin 6 (%9)’s1 Mycoplasma
haemocanis, 5 (%7)’i Candidatus Mycoplasma haematoparvum ve 1 (%1,5)’i Candidatus
Mycoplasma haemominutum ve 34 (%51,5)’tt Mycoplasma wenyonii olarak tiplendirilmistir.

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Mycoplasma
haemocanis (n=6) izolatlari, Tiirkiye’de daha oOnceden tiplendirilmis MG594502 erisim
numarali (Aktas ve Oziibek, 2017) izolat ile %93,3-%100 degerleri arasinda benzerlik
gostermektedir (Sekil 10).

102,00%

100% 100% 99,74%

99,46%

M.haemocanis MG594502 izolati ile homoloji gbsteren izolatlar

100,00%

98,67%

98,00%

96,00%

94,00% 93,03%

92,00%

90,00%

88,00%

HBS mB45 mB67 mB77 mD2 mD6

Sekil 10. M.haemocanis sekans homoloji yiizdeleri

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Candidatus
Mycoplasma hematoparvum izolatlar1 (n=5) ise Tiirkiye’de daha onceden tiplendirilmis
MG594500 erisim numarali (Aktas ve Oziibek, 2017) izolat ile %87,7-%98,74 degerleri

arasinda benzerlik gostermektedir (Sekil 11).
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100,00% 98,74
97,72
98,00%
96,00% 94,56
94,00% 92,42
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82,00%
80,00%
Candidatus M. haematoparvum MG594500 izolati ile homoloji
gosteren izolatlar
mB2 mB20 mB38 mB50 mD12

Sekil 11. Candidatus M. haematoparvum sekans homoloji yiizdeleri

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Candidatus
Mycoplasma haemominutum izolati (n=1) ise Iran’da tiplendirilmis KU852583 erisim
numarali (Ghazisaeedi ve ark, 2016) izolat ile %87,7 oraninda benzerlik gostermektedir (Sekil
12).
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87,70

D18

Candidatus M. haemominutum KU852583 izolatiile
homoloji gosteren izolat

Sekil 12. Candidatus M. haemominutum sekans homoloji yiizdesi

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Mycoplasma wenyonii
izolatlar1 (n=34), 4 farkli M. wenyonii izolat1 ile benzerlik gostermistir. Tiplendirilen 34 M.
wenyonii izolatindan 25’i MG948624 erisim numarali izolat ile %84,56-%99,45 degerleri
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arasinda, 7’si MK608707 erisim numarali izolat ile %87,72-%99,42 degerleri arasinda, 1’1
FN392885 erisim numarali izolat ile %87,82 ve 1’1 de AY769937 erisim numarali izolat ile
%90,02 oranlarinda homoloji gostermektedir (Sekil 13).
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B M. wenyonii FN392885 izolati ile homoloji Gésteren izolat B M. wenyonii AY769937 izolati ile homoloji Gésteren izolat

Sekil 13. M. wenyonii sekans homoloji yiizdeleri

Tiplendirilmesi yapilan 6 adet Mycoplasma haemocanis izolatindan 5 (%83)’inde, 5
adet Candidatus Mycoplasma haematoparvum izolatindan 3 (%60)’inde, 34 adet
Mycoplasma wenyonii izolatinin 20 (%59)’sinde anemi tablosu bulundugu tespit edilmistir
(Sekil 14).
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Mycoplasma Candidatus M. Candidatus M. Mycoplasma
haemocanis haematoparvum haemominutum wenyonii
H Tiplendirilen Ornek Sayisi H Anemi Tablosu Goriilen 6rnek sayisi M Anemi Yizdesi

Sekil 14. Sekans ile tiplendirilen 6rneklerin anemi verileri
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5. TARTISMA

Hemotropik mikoplazmalar, infekte hayvanlarin kirmizi kan hiicrelerine (RBC)
tutunmus kiiciik, (<1 um) hiicre duvar1 icermeyen, pleomorfik sekilli bakterilerdir. Onceleri
Haemobartonella ve Eperythrozoon tiirleri olarak adlandirilmakta ve ¢esitli memeli tiirlerinde
bulasic1 anemiye neden olan etkenler olarak bilinmekteydi. Bakteriyel genomik sekanslar ve
filogenetik iliski hakkinda artan bilgi, bu organizmalarin Mycoplasma cinsinde hemotropik
mikoplazmalar olarak yeniden simiflandirilmasina yol agmistir (Neimark ve ark, 2001).
Hemoplazma infeksiyonlari, anoreksi, uyusukluk, dehidrasyon, kilo kaybi ve infeksiyonlu
hayvanlarin ani 6liimiine neden olan akut hemolizi tetikleyebilmektedir. Bu etkenlerin in vitro
olarak {retilememesi, hemotropik mikoplazmalarin arastirilmasint sinirlamistir. Bununla
birlikte, kedi ve kopek hemoplazmalarinin hassas tespiti igin tiirlere 6zgli konvansiyonel ve
gercek zamanli TagMan PCR analizleri gelistirilmistir. Bu analizlerin uygulanmasi, kedi ve
kopeklerde hemoplazma infeksiyonlarinin patogenezini ve epidemiyolojisini daha ayrintili
olarak aragtirmaya izin vermektedir (Willi ve ark, 2010).

Inokuma ve arkadaslar1 (2006) Sudan’da molekiiler yontemler kullanarak Ehrlichia
canis ve baglantili infeksiyonlarin oranlarmi belirlemek amaciyla 78 kopek Ornegi
kullanmistir. DNA ekstraksiyonu yapilan kanlardan tiir spesifik nested PCR analizi ile 16S
rRNA geni varligr aranmistir. Yapilan PCR sonuglarina gore 78 kopekten 7 (% 9,0)’sinde
Mycoplasma haemocanis, 26 (% 33,3)’sinda Candidatus Mycoplasma haematoparvum varlig
tespit edilmistir.

Wengi ve arkadaglar1 (2008) kopek hemotropik mikoplazmalarinin molekiiler
karakterizasyonu ve Real Time PCR bazli prevalans caligmasi i¢cin 899 kopekten kan
numunesi toplamistir. PCR analizleri yapilan kan 6rneklerindeki hemotropik mikoplazma
prevalanst % 1,2 (11) oldugu bildirilmistir. Hemotropik mikoplazma oldugu belirlenen
orneklerden 8 (% 0,9)’i Mycoplasma haemocanis, 3 (% 0,3)’i Candidatus Mycoplasma
haematoparvum olarak tespit edilmistir. Calismada anemi ile infeksiyon durumu arasinda
onemli bir iligki bulunmadig: bildirilmistir. PCR pozitif 6rnekler ile PCR negatif 6rneklerin
yas ortalamalarinin 8 oldugu tespit edilmis ve yasin da infeksiyon ile iliskili olmadig:
belirtilmistir. PCR pozitif bulunan kopeklerden 5’1 erkek 6’s1 disi olarak belirlenmis ve

cinsiyet ile infeksiyon durumu arasinda da onemli bir iliskinin bulunmadig1 belirtilmistir.

80



Roura ve arkadaslar1 (2010) Ispanya’daki saglikli ve hasta kopeklerdeki hemotropik
mikoplazma prevalansin1 aragtirmistir. Calisma icin 182 kopekten kan alinmistir. Kan
ornekleri EDTA’ tiiplere alinmis ve elde edilen DNA’lara qPCR analizi yapilmistir. PCR
analizleri sonucunda kopeklerdeki Mycoplasma haemocanis prevalanst % 14,3, Candidatus
Mycoplasma haematoparvum prevalanst % 0,6 olarak belirlenmistir. Kopeklerde cinsiyet, yas,
saglik durumu, anemi varhigt ve 1k ile hemoplazma infeksiyonu arasinda baglanti
bulunmamustir.

Warman ve arkadaslar1 (2010) Ingiltere’de Mycoplasma haemocanis ve Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’un immun kaynakli hemolitik anemiye neden olup olmadigini
aragtirmak amaciyla 114 immun kaynakli hemolitik anemisi olan kopek ve 113 saglikli
kontrol kdpeginden olusan bir ¢alisma grubu olusturmustur. Hemoplazma tiirlerinin tespiti
icin Real Time qPCR analizine tabi tutulan 6rneklerin hi¢ birinde Mycoplasma haemocanis ve
Candidatus Mycoplasma haematoparvum’a rastlanmamustir.

Novacco ve arkadaglar1 (2010) Akdeniz iilkelerindeki kpek hemotropik mikoplazma
infeksiyonlarinin cografik dagilimi ve prevalansinin arastirilmasi amaciyla Italya, Ispanya ve
Portekiz’den 850 adet kopek kan Ornegi toplamistir. Real Time PCR ile analizleri yapilan
orneklerden 82 (% 9,6)’sinin hemotropik mikoplazma pozitif oldugu tespit edilmistir.
Mycoplasma haemocanis prevalansit % 5,1 (43), Candidatus Mycoplasma haematoparvum
prevalansit % 4 (34) olarak belirlenmistir. PCR pozitif kdpeklerin PCR negatif kpeklere gore
daha geng oldugu, cinsiyet ile hemoplazma infeksiyonlari arasinda 6nnemli bir iliski olmadigt
bildirilmistir. Melez 1wrklarin safkan 1rklara gére PCR pozitiflik oranlar1 daha yiiksek
bulunmustur. Barinakta yasayan kopeklerde evde yasayanlara oranla daha yiiksek
hemoplazma infeksiyonu tespit edilmistir.

Barker ve arkadaslari (2010) kopek hemotropik mikoplazmalarimin qPCR ile tespiti
icin Tanzanya bolgesinden 100, Trinidad bolgesinden 185 adet kopek kan Ornegi ile
calismistir. Yapilan PCR sonucunda Tanzanya bolgesindeki 100 kopek orneginden 19 (%
19)’unda Mycoplasma haemocanis tespit edilirken 1 6rnekte Hem Mycoplasma haemocanis
hem de Candidatus Mycoplasma haematoparvum tespit edilmistir. Pozitif 6rneklerden 14 (%
31,1)’0 erkek 6 (9%10,9)’siin disi oldugu tespit edilmis ve erkek cinsiyetinin infeksiyona
disilerden daha yatkin oldugu belirtilmistir. Hemoplazma infeksiyonu ve yas arasinda iliski
bulunmamuistir. Trinidad bolgesindeki 185 6rnekten 9 (% 4,9)’u Mycoplasma haemocanis 5
(% 2,7)’i Candidatus Mycoplasma haematoparvum pozitif bulunmustur. Bu o6rneklerde
cinsiyet, yas veya hematolojik parametrelerle hemoplazma infeksiyonu aasinda énemli bir

iligki tespit edilmemistir.
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Hamel ve arkadaslar1 (2011) Romanya ve Macaristan’daki sokak ve ev kopeklerindeki
vektor kaynakli infeksiyonlarin epidemiyolojisini ortaya koymak amaciyla Macaristan’dan
78, Romanya’dan 109 sokak ve 29 kliniklerden kan numuneleri toplanmistir. Yapilan PCR
analizleri sonucunda 1 (% 3,4) klinige gelenlerde, 17 (% 15,6) sokak kopeginde Mycoplasma
haemocanis varligi saptanmuistir.

Tennant ve arkadaslari (2011) Yunanistan’da hasta ve saglikli kopeklerdeki
hemoplazmalarin Real Time qPCR yoOntemi ile arastirilmasi amaciyla 142 adet kopek tam kan
orneginden DNA ekstraksiyonlaar1 ve hematolojik muayeneler yapmistir. Kopeklerden 85’1
erkek, 57’si disi, 9’u saglikli, 133’1 hasta olarak bildirilmistir. Ortalama yaslar1 7 yas ve 113
kopek melez, 29 kopek safkan olarak kaydedilmistir. Kopeklerin 51 tanesinde anemi tespit
edilmistir. qPCR ile analizleri yapilan 142 6rnegin 15 (% 10,5)’i hemoplazma pozitif
bulunmustur. Pozitif 6rneklerden 6 (% 4,2)’s1 Candidatus Mycoplasma haematoparvum, 8 (%
5,6)’1 Mycoplasma haemocanis ve 1 (% 0,7)’i hem Candidatus Mycoplasma haematoparvum
hem Mycoplasma haemocanis pozitif olarak belirlenmistir. Pozitif bulunan 15 koépegin
6’sinda anemi tablosu tespit edilmis ancak anemi ile hemoplazma infeksiyonlar1 arasinda
oneli bir iliski olmadig1 belirtilmistir. Yas, cinsiyet, satkan veya melezlik, saglik durumu,
klinik muayenede ektoparazit varligi, rutin ektoparazit tedavisi ile hemotropik mikoplazma
infeksiyonlari arasinda 6nemli bir baglant1 olmadig1 tespit edilmistir.

Abd Rani ve arkadaslar1 (2011) Hindistan’in farkli bolgelerindeki kdpeklerin kene
kaynakli hastaliklarinin tespiti amactyla 525 kopekten kan toplamistir. Etkenlerin sitolojik
tespiti amaciyla Orneklerden kan frotileri hazirlanmis, Giemsa ile boyanmis ve 1s1k
mikroskobu altinda incelenmistir. Sitolojik muayenede hemotropik mikoplazma varlig
saptanmamistir. Yapilan PCR analizleri sonucunda bolgelere gore Mycoplasma haemocanis
prevalanslari; Delhi’de % 17,3, Mumbai’de % 14,2, Sikkim eyaletinde % 1 ve Ladakh
bolgesinde % 12 oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda kene kaynakli hastaliklarda en
sik rastlanan ikinci etkenin Mycoplasma haemocanis olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Hetzel ve arkadaglar1 (2012) Avusturalya’da kopek hemotropik mikoplazma
prevalansini arastirmak amaciyla 281 kopekten EDTA’l1 tiiplere kan almis ve tiir spesifik
qPCR analizi yapmistir. Yapilan analizler sonucunda kopek hemotropik mikoplazma
prevalanst % 1,6 olarak tespit edilmistir. Orneklerden 2 (% 0,8)’sinin Mycoplasma
haemocanis, 2 (% 0,8)’sinin Candidatus Mycoplasma haematoparvum olarak tanimlandigi
bildirilmistir.

Compton ve arkadaslar1 (2012) Amerika Birlesik Devletlerinde Candidatus
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aragtirmak amaciyla 506 kopek kan 6rnegine konvansiyonel PCR analizi yapmistir. Yapilan
PCR sonucu kdpeklerdeki hemotropik mikoplazma prevalansinin % 1,3 (7/506) oldugu tespit
edilmistir. Pozitif hemoplazma orneklerinin % 0,6’simin  Mycoplasma haemocanis, %
0,7’sinin Candidatus Mycoplasma haematoparvum oldugu belirtilmistir.

Barker ve arkadaglart (2012) Avustralya’da serbest gezen kopeklerdeki kan
parazitlerini arastirmak amaciyla 39 kopekten kan numunesi toplamistir. qPCR analizleri
sonucunda 39 &rnekten 17 (% 44)’si Mycoplasma haemocanis, 8 (% 21)’inin Candidatus
Mycoplasma haematoparvum oldugu bildirilmistir.

Valle ve arkadaslar1 (2014) Brezilya’da kdpek hemoplazma varligi, klinik bulgulari ve
prevalansini arastirmak amaciyla 331 kdpek kan 6rnegi DNA’s1 ile calismistir. Konvansiyonel
PCR analizi yapilan 331 Ornekten 23 (% 6,9)’linde en az bir hemoplazma tiirii tespit
edilmistir. Tiim 6rneklerden 17 (% 5,1)’si Mycoplasma haemocanis, 6 (% 1,8)’s1 Candidatus
Mycoplasma haemominutum benzeri pozitif bulunmustur. Yas, 1sirik yaralari, noplastik
hastaliklar, vektor kaynakli infeksiyona maruz kalma ile hemoplazma infeksiyonu arasinda
korelasyon bulunmus ancak cinsiyet ve saf irk ile infeksiyon arasinda iligki bulunmamustir.

Torkan ve arkadaslar1 (2014) iran’daki kopeklerde multiplex PCR kullanarak
hemotropik mikoplazma tespiti i¢in yas, cinsiyet, irk, yasam alani gibi verilere bakilarak
toplamda 100 adet anemik kopekten kan ornekleri toplamistir. Orneklere multiplex PCR
analizi uygulanmis 100 6rnekten 13 (% 13)’tiniin Mycoplasma haemocanis, 10 (%10)’unun
Candidatus Mycoplasma haematoparvum oldugu belirlenmistir. Her yas araliginda patojen
tespiti yapilmistir, ancak en yiiksek hemotropik mikoplazma pozitifligi % 43,3 ile 1-5 yas
aras1 kopeklerde tespit edilmistir. Hemotropik mikoplazma tespit edilen kopeklerin % 39,1°1 1
yas kopeklerde, % 17,31 >5 yas kopeklerde tespit edilmistir. Calismada ektoparaziter durum
ve yas ile hemotropik mikoplazma arasindaki iliskinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bildirilmistir.

Aquinoa ve arkadaglari (2016) Nijerya’da kopek hemoplazma infeksiyonlarinin
prevalansini arastirmak icin 245 kopek kan Ornegiyle calismistir. Kanlardan elde edilen
DNA’lar qPCR iglemine tabi tutulmus ve hemotropik mikoplazma prevalanst % 7,7 (19)
olarak bulunmustur. Hemotropik mikoplazma pozitif 6rneklerin 18 (% 7,3)’inin Mycoplasma
haemocanis, 1 (% 0,4)’inin Candidatus Mycoplasma haematoparvum oldugu belirtilmistir.

Hosseini ve arkadaslart (2017) Iran’da hemotropik mikoplazma tiirlerinin
prevalansinin PCR analizleriyle tespiti amaciyla 294 (140 disi, 154 erkek) kopekten kan
ornegi toplamistir. Orneklerden kan frotileri hazirlanmis ve Giemsa boyama yapildiktan sonra

151k mikroskobu altinda incelenmistir. Sitolojik muayenede 26 (% 8,82) ornekte hemotropik
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mikoplazma varligi saptanmistir. Pozitif bulunan kopeklerin iizerinde ektoparazit
goriilmemistir. Sitolojik muayeneye gore yas ile infeksiyon arasinda iliski bulunmadigi
bildirilmistir. PCR sonuglarina goére 33 (% 11,22) 6rnek Mycoplasma haemocanis, 29 (%
9,86) ornek Candidatus Mycoplasma haematoparvum yoniinden pozitif bulunmustur.
Sitolojik muayenede pozitif oldugu saptanan 25 6rnegin PCR analizinde de pozitif oldugu
belirtilmistir.

Soto ve arkadaslarinin (2017) yapmis oldugu ¢alismada 278 kopekten kan ornekleri
toplanmistir. EDTA’I tiiplere toplanan kanlarin RBC, WBC, PLT, HGB, MCV, MCHC
parametrelerinin tespiti ig¢in analizleri yapilmistir. Daha sonra Mycoplasma spp. igin 16S
rRNA Kkonvansiyonel PCR islemine tabi tutulmustur. 278 kan o6rneginden 69 (%24,8)’i
Mycoplasma spp. yoniinden pozitif bulunmustur. Mycoplasma spp. pozitif tespit edilen
orneklerden 33 (% 11,9)’iniin Mycoplasma haemocanis, 34 (% 12,2)’iiniin Candidatus
Mycoplasma haematoparvum oldugu belirlenmistir. Yasadig1 yer, cinsiyet ve yasin
hemoplazma pozitif kopeklerde 6nemli oldugu belirtilirken, hemoplazma pozitif ve negatif
kopeklerin kan parametreleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir.

Ravagnan ve arkadaslar1 (2017) Italya’da kdpek hemotropik mikoplazmalarinin
prevalansi ve molekiiler karakterizasyonlarini aragtirmigtir. Bu amacla 395 (117 dondr ve 278
serbest dolasan) kopekten Ornek toplanarak SYBR green real time PCR analizine tabi
tutulmustur. Kopeklerde hemotropik mikoplazma prevalansi % 4,5 (18/395) olarak tespit
edilmistir. Kopeklerden yalnmizca 1 (% 0,8)’i Mycoplasma haemocanis pozitif bulunmustur.
Serbest dolasan kopeklerdeki hemotropik mikoplazma prevalansinin % 6,1 (17/278) oldugu
belirtilmistir. Bunlardan 13 (% 4,7)’i Mycoplasma haemocanis, 4 (% 1,4)’i Candidatus
Mycoplasma haematoparvum olarak tanimlanmigtir. Dondr kopekler ve serbest dolasan
kopeklerdeki hemotropik mikoplazma prevalansi arasindaki fark oOnemli bulunurken
hemotropik mikoplazmalarla yas, cinsiyet arasinda dnem bulunmamustir.

Guo ve arkadaglart (2017) Tirkiye’de farkli kopek popiilasyonlarindaki vektor
kaynakli patojenlerin PCR ile tespiti amaciyla Konya bdlgesindeki 192 kopekten kan
toplamistir. Calisma sonucunda prevalansi en yiiksek olan patojen Mycoplasma spp. (% 22,9)
oldugu tespit edilmistir. Mycoplasma haemocanis i¢in yapilan dort sekanslama isleminde %
99,67- %99,83 oraninda tanimlanmigtir (KX641903, KX641905, KX641906 ve KX641908).
Sekansi yapilan iki Candidatus M. haematoparvum (KX64194 ve KX641907) izolatlar1 %
99,67 oraninda tanimlanmistir. Mycoplasma haemocanis sekanslari daha 6nce Portekiz’de
tanimlanan (GQ129118) izolatina % 99,67-% 100 oraninda benzer bulunurken Candidatus M
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haematoparvum izolatlart Amerika’daki (KF366443) izolatiyla % 99,51-% 99,68 oraninda
benzer bulunmustur.

Aktas ve Oziibek (2018) Tiirkiye’deki evcil kopeklerdeki hemoplazma varligini
molekiiler olarak aragtirmistir. Calismada 621 kopekten genomik DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Kopeklerden 201 tanesi sokak kopegi, 262 tanesi barimak kopegi, 158 tanesi ise
ev kopegi olarak kaydedilmistir. Higbir kopekte splenektomi operasyonu gegmisi
bulunmadigi bildirilmistir. Tiim 6rnekler kene kaynakli infeksiy6z hastaliklarin arastirilmasi
amaciyla PCR analizine tabi tutulduktan sonra gen sekanslari yapilmistir. PCR analizleri
sonucunda hemotropik mikoplazma prevalansinin % 15,3 oldugu bildirilmistir. Pozitif
orneklerin 28 (% 4,5)’inin Mycoplasma haemocanis, 27 (% 4,3)’sinin Candidatus
Mycoplasma haematoparvum, 40 (% 6,4)’min her iki etken yoniinden pozitif oldugu tespit
edilmistir. Erkek (% 15,8) ve disiler (% 14,5) arasindaki infeksiyon orani Onemli
bulunmamustir ancak eriskin kopeklerde (% 18,9) genclere (% 9,5) oranla infeksiyon daha
fazla tespit edilmistir. Evde yasayan kopekler (% 7,6) bariakta yasayan (% 14,5) ve sokakta
yasayan (% 22,4) kopeklere gére daha az infekte bulunmustur. Caligmada tanimlanan M.
haemocanis sekansi (MG594501) Tiirkiye’deki bir kopekte tanimlanan M. haemocanis d99
(KY368749) izolati ile % 99,6 oraninda benzerlik gosterirken Candatus M. haematoparvum
sekans1 Tiirkiye’deki bir kdpekten izole edilen Candidatus M. haematoparvum (KY368750)
ile % 99,7 benzerlik gostermistir.

Aragtirmamizda, kopek Orneklerinden yapilan giemsa boyama sonucunda mikroskop
incelemelerinde 7 (% 7) ornekte adet 6rnekte hemotropik mikoplazma varligi gézlemlendi.
Kedi orneklerinden yapilan giemsa boyamalar sonucunda preparatlarin 4 (%4)’iinde
hemotropik mikoplazma varligina rastlandi.

Arastirmamizda, kopek tam kan 6rneklerine yapilan hemogram analizi sonucunda, 100
ornegin 62 (% 62)’sinde RBC miktarinin standartlar altinda oldugu goriillmekte ve anemi
tablosu gozlemlenmektedir. Anemi tablosu goriilen 62 6rnegin 32’si disi ve 30’u erkek
kopege aittir. Anemi tablosu goriilen kopeklerin 26 (13D/13E) tanesi 0-1 yas aralifinda, 26
(16D/10E) tanesi 1-5 yas araliginda, 6 (2D/4E) tanesi 5-10 yas araliginda, 2 (1D/1E) tanesi
10-15 yas araliginda, 2 erkek hayvanin >15 yasta oldugu tespit edilmistir.

Arastirmamizda kopeklere ait 100 adet tam kan 6rnegine ait DNA’lara yapilan PCR
analizleri sonucunda, 66 (% 66) 6rnek hemotropik mikoplazma yoniinden pozitif olarak
degerlendirilmistir. Képek orneklerinin 34 (% 34)’i 16S rRNA PCR sonucunda hemotropik
mikoplasma yoniinden negatif bulunmustur. Kopeklere ait hemotropik mikoplazma 16S

rRNA PCR pozitif 66 6rnegin 32 (% 48,5)’si disi ve 34 (% 51,5)’1 erkek kopege aittir. 66
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adet hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif 6rnegin 17 (6D/11E)’si 0-1 yas
araliginda, 33 (20D/13E)’i 1-5 yas araliginda, 9 (3D/6E)’u 5-10 yas araliginda, 5 (3D/2E)’i
10-15 yas araliginda ve 2 (2E)’si >15 yas araliginda oldugu tespit edilmistir. Kopeklerden
elde edilen hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR pozitif sonuglarin (n=66) hemogram
tablolarinda 39 (% 59) oOrnekte anemi tablosu goriildiigi belirlenmigtir. Hemogram
analizlerinde saglikli oldugu belirlenen 27 (% 41) kopek Orneginde de hemotropik
mikoplazma 16S rRNA pozitif bulunmustur. Koépek hemotropik mikoplazma 16S rRNA
pozitif olan 6rneklerden 32 (%48,5)’si disi, 34 (% 51,5)’1 ise erkek kopek oldugu belirlendi.

Aragtirmamizda 100 adet kopek 6rneginin 66 (% 66)’s1 hematropik mikoplazma 16S
rRNA PCR analizinde pozitif bulunmustur. Bu 66 o6rnegin 6 (% 9)’st Mycoplasma
haemocanis, 5 (% 7)’i Candidatus Mycoplasma haematoparvum ve 1 (% 1,5)’i Candidatus
Mycoplasma haemominutum ve 34 (% 51,5)’i Mycoplasma wenyonii olarak tiplendirilmistir.
Kopek hemotropik mikoplazma 16S rRNA PCR sonucunda pozitif bulunan 66 6rnegin 60
(%91)’1inda RNase P geni varligi tespit edildi.

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Mycoplasma
haemocanis (n=6) izolatlari, Tiirkiye’de daha Onceden tiplendirilmis MG594502 erisim
numarali (Aktas ve Oziibek, 2017) izolat ile % 93,3-% 100 degerleri arasinda benzerlik
gostermektedir.

Arastirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Candidatus
Mycoplasma hematoparvum izolatlart (n=5) ise Tirkiye’de daha oOnceden tiplendirilmis
MG594500 erisim numarali (Aktas ve Oziibek, 2017) izolat ile % 87,7-% 98,74 degerleri
arasinda benzerlik gostermektedir.

Aragtirmamizda sekans analizleri sonucunda tiplendirilmesi yapilan Candidatus
Mycoplasma haemominutum izolat1 (n=1) ise Iran’da tiplendirilmis KUS852583 erisim
numarali (Ghazisaeedi ve ark, 2016) izolat ile % 87,7 oraninda benzerlik gostermektedir.

Tiplendirilmesi yapilan 6 adet Mycoplasma haemocanis izolatindan 5 (% 83)’inde, 5
adet Candidatus Mycoplasma haematoparvum izolatindan 3 (% 60)’tinde, 34 adet
Mycoplasma wenyonii izolatinin 20 (% 59)’sinde anemi tablosu bulundugu tespit edilmistir.

Hemotropik mikoplazma prevalanslar1 Isvigre’de % 1,2 (Wengi ve ark, 2008),
Fransa’da % 15,4 (Kenny ve ark, 2004), Italya’da % 9,5 (Novacco ve ark, 2010), Ispanya’da
% 14,9 (Roura ve ark, 2010), Yunanistan’da % 10,6 (Tennant ve ark, 2011), Macaristan’da %
1,2, Romanya’da % 12,3 (Hamel ve ark, 2012), Nijerya’da % 7,7 (Aquino ve ark, 2016),
Brezilya’da % 6,9 (Valle ve ark, 2014), Hindistan’da % 12,2 (AbdRani ve ark, 2011),
Amerika’da % 1,3 (Compton ve ark, 2012), Tirkiye’de, % 22,9 (Guo ve ark, 2017) ve %
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15,3 (Aktas ve Oziibek, 2018) oranlarinda mikoplazma prevalanst oldugu bildirilmistir. Gou
ve arkadaslar1 2017 calismas1 Konya ilinde yapilirken, Aktas ve Oziibek (2018) arastirmasi
Elaz1g, Erzurum, Ankara, Nevsehir, Adapazari, Izmit, Mersin, Giresun ve Izmir illerinde
gerceklestirilmistir. Aktas ve Oziibek (2018) arastirmalarinda M. haemocanis varligimi
Elazig’da % 2,5; Erzurum’da % 5,9; Ankara’da % 4,1; Nevsehir’ de % 2,0; Adapazar1 % 3,4,
[zmit’te % 1,8; Mersin’de % 6,7; Giresun’da % 8,0 ve Izmir’de % 6,7 oranlarinda;
Candidatus Mycoplasma haematoparvum varligimi ise yukarida belirtilen il sirasi
dogrultusunda % 3,3; % 2,0; % 2,0; % 0; % 1; % 0; % 9,4, % 6,0 ve % 15,0 oranlarinda
bulmuslardir. Arastirmamiz sonuglarina genel olarak bakildiginda, elde edilen sonuglar
dogrultusunda % 12 oraninda hemotropik mikoplazma prevalansi goriiliirken % 34 oraninda
ise Mycoplasma wenyonii oldugu goriilmektedir. Bu hemotropik mikoplazma izolatlarinin 6
(% 9)’s1 Mycoplasma haemocanis, 5 (% 7)’i Candidatus Mycoplasma haematoparvum ve 1
(% 1,5)’i Candidatus Mycoplasma haemominutum olarak tiplendirilmistir.

Nijerya’da (Aquino ve ark, 2016), Avustralya’da (Barker ve ark, 2012), Ispanya’da
(Roura ve ark, 2010), Yunanistan’da (Tennant ve ark, 2011), iran’da (Torkan ve ark, 2014)
Mycoplasma haemocanis, Candidatus Mycoplasma haematoparvum’a goére daha yaygin
bulunmustur. Fransa (Kenny ve ark, 2004), Sudan (Inokuma ve ark, 2006) ve Amerika’da
(Compton ve ark, 2012) yapilan kdpek hemotropik mikoplazma galigsmalar1 ise Candidatus
Mycoplasma haematoparvum’un daha yaygin oldugunu tespit etmistir. Arastirmamizda,
Mycoplasma haemocanis ve Candidatus Mycoplasma haematoparvum kopek hemotropik
mikoplazma tiirlerinin yiizdeleri arasinda biiylik farklarin olmadigi ve birbirine yakin
degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica 6 Mycoplasma haemocanis izolatindan 5 (%
83)’inde, 5 Candidatus Mycoplasma haematoparvum izolatinin 3 (% 60)’iinde anemi tablosu
goriilmekte olup geriye kalan 4 kdpek hemotropik mikoplazma izolatinda anemi tablosunun
goriilmemesi dikkat ¢ekmektedir.

Roura ve arkadaslar1 (2010) Ispanya’daki saglikli ve hasta kedilerdeki hemotropik
mikoplazma prevalansini arastirmistir. Calisma i¢in 191 kedi kan alinmistir. Kan ornekleri
EDTA’l1 tiiplere alinmis ve elde edilen DNA’lara qPCR analizi yapilmistir. PCR analizleri
sonucunda kedilerdeki hemotropik mikoplazma prevalansi; Mycoplasma haemofelis’te % 3,7,
Candidatus Mycoplasma haemominutum’da % 9,9, Candidatus Mycoplasma turicensis’te %
0,5 oldugu tespit edilmistir. Kedilerde hemotropik mikoplazmalar ile saglik durumu, yas, 1rk,
anemi varlig1 arasinda iliski bulunmamustir.

Tanahara ve arkadaslart (2010) Japonya’daki kedi hemoplazma infeksiyonlarinin

epidmiyolojik arastirmasini yapmak i¢in 1770 kediden kan 6rnegi toplamistir. PCR analizleri
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yapilan orneklerden 468 (% 26,4)’iinde hemotropik mikoplazma varli§1 ortaya konmustur.
Pozitif 6rneklerden 90 (% 5,1)’1 Mycoplasma haemofelis, 372 (% 21,0)’sinin Candidatus
Mycoplasma haemominutum, 118 (% 6,7)’inin Candidatus Mycoplasma turicensis oldugu
tespit edilmistir. Calismada >2 yas kedilerdeki prevalans % 30,8 iken <2 yas kedilerdeki
prevalans % 11,4 olarak tespit edilmis ve yas ile infeksiyon arasinda iliski oldugu
belirtilmistir. Hemotropik mikoplazma pozitif drneklerin yaklagik % 77’sini erkek kedilerin
olusturdugu bildirilmis cinsiyetin de infeksiyonla iliskisi oldugu vurgulanmistir.

Santis ve arkadaslariin (2014) Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada 151 kediden (54
erkek, 95 disi, 2 kayitsiz) tam kan 6rnekleri alinarak evcil ve sokak kedilerindeki hemotropik
mikoplazma varligini molekiiler ydntemle arastirilmustir. Orneklerin 55 (% 36,4)’inde
hematropik mikoplazma varlig1 saptanmistir. Candidatus mycoplasma haemominutum 23 (%
15,2), Mycoplasma haemofelis 17 (% 11,2) ve Candidatus Mycoplasma turicensis 15 (% 9,9)
ornekte tespit edilmistir. Caligmada cinsiyet veya yasam tarzinin hemotropik mikoplazmalar
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 belirtilmistir.

Bergmann ve arkadaglar1 (2017) kedilerdeki farkli hemoplazma tiirlerinin
prevalanslarini arastirmak amaciyla 478 (298 erkek, 181 disi) kediden kan 6rnegi toplamistir.
Orneklerden elde edilen DNA’lar konvansiyonel PCR islemine tabi tutulmustur. Hemoplazma
prevalanst % 9,4 bulunmustur. Candidatus M. haemominutum DNA’s1 42 Ornekte, M.
haemofelis 2 ornekte, M. haemocanis 1 Ornekte tespit edilmistir. Hemoplazma pozitif
orneklerden % 84,9° unu erkek oldugu ve yas ortalamalarinin 9 oldugu belirtilmistir. Calisma
sonucuna gore yas ve erkek cinsiyetin hemoplazma infeksiyonlariyla arasinda iliski oldugu
bildirilmistir.

Aklilu ve arkadaslarinin (2016) Malezya’da yapmis oldugu calismada 60 adet sokak
kedisinde Mycoplasma haemofelis’in molekiiler tespiti yapilmistir. Kan 6rnekleri EDTA’I1
tiiplere toplanmis frotileri yapilmis ve sitolojik muayenede Giemsa boyama ve DiffQuick
boyama kullanilmigtir. Sitolojik muayenede 6 (% 10) ornekte Mycoplasma haemofelis
goriilmistiir. PCR analizlerinde ise 7 (% 11,7) ornekte Mycoplasma haemofelis tespit
edilmistir. Mycoplasma haemofelis prevalansi Brezilya’da % 2,5 (Braga ve ark, 2012),
Amerika’da % 1,4 (Tasker ve ark, 2003), Yeni Zellanda’da % 7,5 (Jenkins ve ark, 2013)
oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Ghazisaeedi ve arkadaslari (2017) Iran’daki vahsi kedigillerdeki kedi
hemoplazmalarin molekiiler karakterizasyonlarmi arastirmak amaciyla 19 vahsi kedigilden
kan 6rnegi toplamistir. Orneklere yapilan PCR sonucunda 2 (% 10,5) 6rnekte Mycoplasma

haemominutum tespit edilmis Mycolasma haemofelis ve Candidatus Mycoplasma turicensis
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tespit edilmemistir. Sekans1 yapilan 2 &rnegin Iran ve diger iilkelerdeki izolatlarla % 97,7-%
99,45 oraninda benzerlik gosterdigi bildirilmistir.

Kamyingkird ve arkadaslar1 (2017) tarafindan Tayland’da kedi hemoplazmalarinin
molekiiler arastirmasi yapilmistir. Ornekleme igin 1488 sokak kedisinden kan &rnekleri
toplanmistir. Alinan kan Orneklerinden froti yapilmis ve sitolojik muayene i¢in Giemsa
boyama kullanilmistir. Yapilan sitolojik muayenede 115 (% 11,68) ornekte hemoplazma
varlig tespit edilmistir. Orneklerden 685 (% 46)’inde hemotropik mikoplazma varlig1 tespit
edilmistir. Tirlerin prevalanslari; Mycoplasma haemofelis % 16,06 (239), Candidatus
Mycoplasma haemominutum % 24,53 (365) ve Candidatus Mycoplasma turicensis % 1,55
(23) olarak belirlenmistir.

Ravagnan ve arkadaslari (2017) italya’da kedi hemotropik mikoplazmalarmin
prevalans1 ve molekiiler karakterizasyonlarini arastirmistir. Bu amagla 227 kediden 6rnek
toplanarak SYBR green real time PCR analizine tabi tutulmustur. Kedilerdeki hemotroik
mikoplazma prevalans1 % 13,2 (30/227) olarak tespit edilmistir. Candidatus Mycoplasma
haemominutum 28 (% 12,3), Candidatus Mycoplasma turicensis 11 (% 4,8) ve Mycoplasma
haemofelis 9 (% 4) ornekte pozitif bulunmustur. Kedi hemotropik mikoplazmalar1 ile yas,
erkek cinsiyet ve FIV pozitiflik arasinda iliski oldugunu belirtmislerdir.

Munhaz ve arkadaglar1 (2018) Brezilya’da dogal infekte kedilerdeki hemotropik
mikoplazma prevalansimi arastirmak igin 200 kediden kan &rnegi toplamistir. Orneklerde
Candidatus M. haemominutum prevalanst % 19 (38/200), M. haemofelis prevalansi % 15,5
(31/200) ve Candidatus M. turicensis prevalansi % 9 (18/200) oldugu tespit edilmistir. Sekans
ve Blast analizi, 3 ornekte, M. haemofelis i¢in, 8 6rnekte Candidatus M. haemominutum igin
ve 1 ornekte Candidatus M. turicensis i¢in 16S rRNA amplikonlarini dogrulamistir. Elde
edilen M. haemofelis sekanslar1 GenBank’a daha 6nce kaydedilen (KM275246, KM275247)
sekanslariyla % 100, Candidatus M. turicensis sekansi (JQ689950) izolati ile % 100 ve
Candidatus M. haemominutum sekanslar1 (KR905451, KR905457, KM275256, JQ689948)
izolatlar1 ile % 99-100 benzerlik gostermistir.

Diaz ve arkadaslar1 (2018) Ispanya’da kedilerdeki hemotropik mikoplazmalarin
prevalansini tespit etmek icin 594 kedi kan Ornegi ile ¢alismistir. Yapilan PCR analizleri
sonucunda Madrid’teki hemoplazma tiirlerinin prevalanst % 10,6 olarak belirlenmistir.
Candidatus M. haemominutum prevalanst % 8,1, M. haemofelis prevalans1 % 3,7 ve
Candidatus M. turicensis prevalansinin % 0,5 oldugu bildirilmistir.

Akkan ve arkadaglar1 (2005) Van kedilerinde Haemobartonellozis prevalansini

belirlemek amaciyla 1-9 yas araliginda 121 (72 disi, 39 erkek) van kedisinden kan numunesi
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almistir. Papenheim boyama yontemiyle hazirlanan frotiler incelendiginde 18 (% 14,88)’inde
Haemobartonella felis (M. haemofelis) tespit emiglerdir.

Aslan ve arkadaslar1 (2010) Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine
halsizlik, apati ve sarilik sikayetiyle gelen 3 yasli erkek kedide Giemsa boyama yontemiyle
M. haemofelis tespit ettiklerini belitmislerdir.

Aslan ve arkadaglari (2014) 3 yash erkek bir kedide kan frotisinin mikroskobik
bulgusu ve PCR ile 16S rRNA geni amplifikasyonu ile M. haemofelis tanimlamasi yapildiktan
sonra taramal1 elektron mikroskopisi ile de etkeni goriintiilemistir.

Cetinkaya ve arkadaslari (2016) Istanbul’daki kedi hemotropik mikoplazma
prevalansin1t molekiiler olarak tespit etmek amaciyla 384 sahipli kediden kan ornekleri
toplamigtir. Orneklere PCR ve RFLP analizleri uygulanmistir. Kedilerde M. haemofelis
prevalanst % 9,9, Candidatus M. haemominutum prevalansi % 17,7, Candidatus M. turicensis
prevalansi % 0,8 olarak tespit edilmistir.

Aragtirmamizda, kedi Orneklerinden yapilan Giemsa boyamalar sonucunda
preparatlarin 4 (% 4)’tinde hemotropik mikoplazma varligina rastlandi.

Arastirmamizda, kedi tam kan Orneklerine yapilan hemogram analizi sonucunda, 100
ornegin 21 (% 21)’inde RBC miktariin standartlar altinda oldugu goériillmekte ve anemi
tablosu gozlemlenmektedir. Anemi tablosu goriilen 21 6rnegin 6’s1 disi ve 15’1 erkek kediye
aittir. Anemi tablosu goriilen kedilerin 5 (1D/4E) tanesi 0-1 yas araliginda, 10 (2D/8E) tanesi
1-5 yas araliginda, 4 (3D/1E) tanesi 5-10 yas araliginda ve 2 erkek kedinin 10-15 yas
araliginda oldugu tespit edilmistir.

Arasgtirmamizda kedilere ait 100 adet tam kan 6rneginden elde edilen DNA’lar kedi
hemotropik mikoplazma 16S rRNA ve islemine tabi tutulmustur. Kedilere ait hemotropik
mikoplazma 16S rRNA PCR ile Candidatus Mycoplasma turicensis 16S rRNA PCR islemi

sonucunda Orneklerde pozitiflik saptanmamustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hemotropik mikoplazmalar, hiicre duvar1 olmayan, kirmizi kan hiicre tropizmine sahip
bakterilerdir ve kirmizi kan hiicresi yiizeyinde tek tek veya zincir halinde bulunurlar.
Hemotropik mikoplazma tiirleri diinya ¢apinda dagilim gostermekte, insanlar1 da igine alan
bircok memeli tiiriinde infeksiyona neden olmaktadirlar. Hemotropik mikoplazma tiirleri kedi
ve kopeklerde asemptomatik formdan, anemi, letarji ve ani 6liime kadar degisebilen klinik
bulgulara neden olmaktadirlar. Hemotropik mikoplazma etkenlerinin identifikasyonlarinin
klasik yoOntemlerle yapilamamasindan dolayr molekiiler teknikler ile tiplendirmelerinin
yapilmasi gilinlimiizde 6nemli bir yer almaktadir. Bu baglamda, arastirmamizda kedi ve
kopeklerde hemotropik mikoplazma varliginin ve karakterizasyonlarinin molekiiler teknikler
kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Aragtirmamizda kedi ve kopeklerden aliman tam kan oOrneklerinde hemotropik
mikoplazma etkenlerinin varligt PCR ile incelenmistir. Kopek oOrnekleri (n=100)’nin 66
(%66)’sinda  hemotropik Mycoplasma sp. varligi ortaya ¢ikarilirken, kedi Ornekleri
(n=100)’inde ise hemotropik Mycoplasma sp. varligina rastlanmamustir.

Kopek hemotropik Mycoplasma sp. izolatlarmin sanger sekans ile yapilan
tiplendirmeleri sonucunda, 66 ornegin 6 (%9,0)’st Mycoplasma haemocanis; 5 (%7,6)’i
Candidatus Mycoplasma hematoparvum; 1 (% 1,5)i Candidatus Mycoplasma
haemominutum; 34 (%51,5)’t Mycoplasma wenyonii olarak tiplendirilmis ve 20 (%30,4)
ornekte ise tiplendirme yapilamamistir. Tiplendirilmesi yapilan 6 adet Mycoplasma
haemocanis izolatindan 5 (%83,0)’inde, 5 adet Candidatus Mycoplasma haematoparvum
izolatindan 3 (%60,0)’iinde, 34 adet Mycoplasma wenyonii izolatinin 20 (%59,0)’sinde anemi
tablosu bulundugu tespit edirken, 18 (%27,2) Ornekte ise anemi tablosu olmadigi
belirlenmistir.

Arastirmamizin sonucunda, kopek oOrneklerinde hemotropik mikoplazma tiirlerinin
varligi ortaya konulmustur. K&pek Orneklerinde elde edilen tiplendirmelerin bazilarinda
anemi tablosunun goriilmemesi dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen tim bu bilgiler

dogrultusunda, Diinya’da ve iilkemizde hemotropik mikoplazma tiirlerinin varliklarinin
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arastirtlmasi i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi ve filogenetik analizlerin planli bir
sekilde yapilarak hemotropik mikoplazmalarin patojen tiirlerinin tamaminin ortaya

¢ikarilmasi Onerilmektedir.
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