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oz

Amag: Bu calismada, sigir ve kenelerde Anaplasma/Ehrlichia tiirlerinin belirlenmesi ve bu tiirlerin érnekleme dénemlerindeki yayginligr hakkinda
bilgi edinilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Aydin'a bagl Osmanbiikl, Akcaova, Dalama ve Soke'den sigirlardan toplam 679 kan ve 186 kene 6rnegdi toplanmistir. Toplanan érnek-
lerde Anaplasma/Ehrlichia tirlerini soy diizeyinde tespit eden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapilmis, ayrica A. marginale ile A. centrale tlrleri,
tur spesifik PZR ve A. bovis ile A. phagocytophilum tirleri ise nested PZR ile belirlenmistir.

Bulgular: Soke'de sadece Eylil, Dalama ve Akcaova'da ise Mart, Haziran, Eylll ve Aralik'ta A. centrale tespit edilmistir. A. marginale Osmanbu-
ki'nde sadece Haziran'da, Soke'de Aralik ve Mart, Akgaova'da Haziran, Eylil ve Mart, Dalama'da' ise tim ornekleme dénemlerinde belirlenmistir.
A. phagocytophilum ise tim bdlgelerde érmekleme yapilan bitin dénemlerde tespit edilmistir. Incelenen drneklerde A. bovis'e rastlanmamistir.
Toplam 50 kan érneginde miks enfeksiyona rastlanmistir. Kene havuzlarninda A. marginale ve A. phagocytophilum tespit edilmistir.

Sonug: Bu ¢alismada, A. phagocytophilum tirinin A. marginale ve A. centrale'ye oranla daha yiiksek olarak bulundugu belirlenmistir. A. phagocy-
tophilum ile A. centrale en yogun olarak Akcaova'da tespit edilirken, A. marginale Dalama’da en yodun olarak tespit edilmistir. Etkenler en yogun
Eylil ve Mart'ta tespit edilmistir. Analizler kenelerin farkli Anaplasma/Ehrlichia tirleri ile enfekte oldugunu gostermistir.

(Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 291-8)
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to detect the Anaplasma/Ehrlichia species of cattle and ticks and to provide knowledge on the preva-
lence of these species during sampling periods.

Methods: A total of 679 blood and 186 tick samples were collected from the Osmanbtiki, Ak¢aova, Dalama, and Séke districts of Aydin.
The samples were screened with genus polymerase chain reaction (PCR) for Anaplasma/Ehrlichia spp., species-specific polymerase chain
reaction for Anaplasma marginale and A. centrale, and nested PCR for A. bovis and A. phagocytophilum.

Results: A. centrale was detected in Séke during September and in Dalama and Akgaova during March, June, September, and December.
A. marginale was detected in Osmanbuki during June; in Séke during March and December; in Ak¢aova during June, September, and
March; and in Dalama during the entire sampling period. A. phagocytophilum was detected in all regions during the entire sampling period.
None of the samples were positive for A. bovis. Mixed infections were detected in 50 blood samples. A. marginale and A. phagocytophilum
were detected in the tick samples.

Conclusion: In this study, A. phagocytophilum was abundantly detected compared with A. marginale and A. centrale. A. phagocytophilum
and A. centrale were extensively found in Ak¢aova and A. marginale was mostly seen in Dalama. Parasites were extensively detected in
September and March. The analysis indicated that collected ticks were infected with different Anaplasma/Ehrlichia species.

(Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 291-8)
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GiRiS

Anaplasma ve Ehrlichia tirleri |8kosit, eritrosit, monosit ve ndtro-
fillere yerlesen ya da kan damarlarindaki endotel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda lokalize olan obligat hiicre ici etkenlerdir (1, 2).
Hem vektdér olan ixodid ve argasid kenelerde (Ixodes,
Haemaphysalis, Dermacentor, Hyalomma, Rhiphicephalus,
Ornithodorus) hem de son konaklari olan omurgalilarda ¢ogalir-
lar. Etkenler transstadial ve intrastadial yolla biyolojik olarak
kenelerle aktarilirken (3), mekanik olarak da kan emen sinekler ve
kontamine malzemelerle tasinabilmektedir. Hastaliga &zellikle
tropik ve subtropik iklim bdlgelerinde enzootik ve sporadik ola-
rak rastlanmaktadir (4). Keneler yoluyla bulasan hastaliklar sebe-
biyle yetistiriciye direk yansiyan kayiplar arasinda vicut agirhigin-
da azalma, yavru atma, sit veriminde azalma ve 6lim gibi verim
kayiplar ile veteriner tani/tedavi giderleri ve kene micadelesi
yer almaktadir (5, 6, 7). Anaplasma / Ehrlichia tirleri konak-pato-
jen-vektorin beraber gorildigu bélgelerde evcil hayvan yetisti-
riciligi, sagligi ve verimi acisindan énemli sorunlara yol agabil-
mektedir (8). Eritrositlere yerlesen Anaplasma marginale ve A.
centrale, ve |6kositlere yerlesen A. bovis (=Ehrlichia bovis) ve A.
phagocytophilum sigirlarda gérilen Ehrlichia ve Anaplasma tur-
leri arasindadir. Bunlardan A. marginale, A. bovis ve A. phagocy-
tophilum patojen olan tirler olup hayvanlarda klinik olarak ates,
hemolitik anemi, agirlik kaybi, gebe hayvanlarda yavru atma ve
bazi durumlarda &limle seyretmektedir (9, 10). Bu tirlerden A.
phagocytophilum tarafindan olusturulan TBF (tick-borne fever)
sadece evcil ve yabani ruminantlarda gérilen patojen bir tir
degil ayni zamanda da halk sagligi agisindan da énemlidir ve
varyantlar insanlarda granulositik anaplasmosis’'e (HGA) neden
olmaktadir (2, 11). A. centrale ise diger tirlere nazaran daha az
patojendir. A. centrale’nin neden oldudu enfeksiyonlardan sonra
iyilesen hayvanlarda diren¢ gelismesi ve patojenitesinin daha
distik olmasindan dolayr A. marginale enfeksiyonlarina kargi A.
centrale canli agilan Afrika’da, Avustralya’da, Latin Amerika'da ve
israil gibi Ulkelerde kullanilmaktadir (12). Anaplasma ve Ehrlichia
turlerinin mikroskobik muayenede teshisi paraziteminin distk
oldugu durumlarda zordur (13). Bu tlrler genelde omurgali
konaklarinda persiste enfeksiyonlara yol acarak bu canlilar has-
taligin rezervuarlar haline getirirler (14). Anaplasma ve Ehrlichia
turlerinin teshisinde alternatif bir ydntem olarak kullanilan sero-
lojik testler, Anaplasma turleri arasindaki antijenik benzerlikler-
den dolayi, ayni hayvanda bulunabilen es zamanli enfeksiyonlar-
da tlr aynmina imkan vermemektedir (2). Molekiler yontemler
ise ylksek sensivite ve spesifitelerinden dolayr Anaplasma tirle-
rinin tespitinde kullanilan en duyarli tani yéntemleridir (15, 16, 17,
18, 19). Subtropikal iklim kusaginda yer alan Glkemizde Marmara,
ic Anadolu ve Karadeniz Bélgelerinde A. marginale ve A. centra-
le'nin varligi bilinmektedir (20, 21, 22). Turkiye'de A. phagocytop-
hilum tiri hem saha sartlarinda sigirlardan toplanan kan érnek-
leri ile insanlar ve barinaklardan toplanan ixodid kenelerde
yapilan molekiler incelemelerde (20, 23, 24, 25, 26) hem de klinik
olarak hastalik tablosu goésteren sigirlarda da mikroskobik ve
molekiler olarak da tespit edilmistir (27). Karadeniz Bdlgesinde
klinik olarak hastalik tablosu gosteren sigirlarda yapilan incele-
melerde toplanan émeklerin %80'inde A.phagocytophilum’un,
A. marginale, A. centrale, Ehrlichia sp. Omatjenne turleri ile bir-
likte coklu enfeksiyon olusturdugu belirlenmistir (27). Ulkemiz'de

A. bovis'in varligr molekiler olarak ortaya konulmus, ancak yay-
ginhdi ile ilgili yeterli calisma yapilmamistir (27). Ege bdlgesine
bagdli Aydin ydresinde RLB hibridizasyon teknigi ile A. centrale,
A. marginale ve Ehrlichia sp. Omatjenne tirlerinin varligi yapilan
saha taramalarinda tespit edilmis, ancak bu iki tir ile sigirlarda
enfeksiyon olusturan dider tirler olan A. bovis ve A. phagocy-
tophilum’un yayginhdi hakkinda bilgi verilmemistir (28). Bu calis-
mada Aydin ydresinde sidir ve kenelerde Anaplasma ve Ehrlichia
turlerininin molekdler yontemler kullanilarak tespiti ve bu tirlerin
ornekleme dénemlerindeki yayginligi hakkinda bilgi edinilmesi
amaclanmistir.

YONTEMLER

Calismada Kullanilan Parazit Materyali ve DNA'nin Ayrilmasi
Bu ¢alismada sidir ve kenelerde Anaplasma / Ehrlichia turlerini-
nin karakterizasyonu amaciyla Haziran, Eyldl, Aralik 2006 ile Mart
2007 tarihlerinde Aydin iline baglh Osmanbiiki, Akgaova, Dalama
ve Soke ilcelerindeki sigirlardan 679 kan ve 186 kene érnegi top-
lanmistir. Odaklara belirtilen dénemlerde (¢ ayda bir gidilmis ve
ilgili bolgelere her gidiste mimkin oldugunca ayni hayvanlardan
kan &rnekleri alinmaya ¢alisiimistir. Toplanan kan &rneklerinden
Promega Wizard Genomic DNA ekstraksiyon kiti (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) kullanilarak treticilerin tarif etti-
Ji sekilde DNA'lar izole edilmis ve kullanilincaya kadar -20°C'de
saklanmistir. Diger taraftan sigirlar Gzerinden toplanan kenelerin
soy ve tlr ayrimlari yapilarak tir ve cinsiyetlerine gore ayr ayrn
gruplandirilip bu kenelerden 20 adet havuz olusturulmustur.
Olusturulan havuzlardaki keneler sivi azot yardimiyla mekanik
olarak parcalanmis ve elde edilen ezintilerden fenol-kloroform
yontemi ile DNA izolasyonu yapilmistir. Ekstrakte edilen kene
DNA &rnekleri kullanilincaya kadar -20°C'de saklanmistir.

Anaplasma / Ehrlichia Turlerinin PZR ile Tespiti

Toplanan kan ve kene drneklerinden DNA ektraksiyonlar yapil-
diktan sonra Anaplasma / Ehrlichia turleri polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) ile tespit edilmistir. ilk olarak Anaplasma / Ehrlichia
turlerinin 6rnek toplanan bdélgelerdeki genel dagilimini belirle-
mek amaciyla 16S rRNA geninin tim tirlerde korunmus ortak
345 bp'lik bélgesi codaltilmistir. Bu ¢alismada ayrica, A. margina-
le ve A. centrale tirleri major ylzey proteinini (msp) kodlayan
genin ilgili bdlgelerini ¢codaltan tlre 6zgi primerler kullanilarak
tekli PZR ile cogaltilmistir. A. bovis ve A. phagocytophilum tirle-
rinin tespitinde ise 165 rRNA gen bdlgesi nested PZR yontemi ile
cogaltilmistir. Burada ilk asamada tim Anaplasma / Ehrlichia
turlerinde ortak korunmus baolgeleri codaltilan ileri (EC9) ve geri
(EC12A) yonlu primerler (Tablo 1) kullanilarak elde edilen PZR
Urlnleri bir sonraki asama olan nested PZR'de kullaniimak Gzere
4°C'de tutulmustur. Daha sonra bu PZR Uriinlerinden ikinci basa-
mak olan nested PZR icin 1 pl alinip her tire ait 6zgul primer
ciftleri kullanilarak A. bovis ve A. phagocytophilum tirlerine
6zgl 16S gen bolgesi cogaltilmistir. Anaplasma/Ehrlichia turleri-
nin belirlenmesi amaciyla yapilan soy ve A. marginale ve A.cent-
rale trlerine 6zgu tekli ve A. bovis ile A. phagocytophilum tirle-
rinin tespitinde kullanilan nested PZR'ler ve kullanilan primer
ciftleri Tablo 1'de verilmistir. Elde edilen PZR Grinlerinden 10 pl
olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid olan %2’lik
agaroz jelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutul-
mus ve son olarak ultraviole isik altinda gérinttlenmistir.
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Tablo 1. Ehrlichia/Anaplasma tirlerinin ilgili gen bdlgelerini PZR ile ¢ogaltmada kullanilan primer ciftlerinin ézellikleri

PZR
Uriin | Son |dNTP (uM)/ | Taq (UY . Siklus x
Primer Adi ve Dizilimi boyutu | hacim | Primer Hedef | Onciil [Denat.-Pr. Final
Tiirler (5'-3" yéniinde) (bp) (ul) (pmol) DNA | denat. Ann.- Ext.] ext. |Kaynak
Ehrlichia /Anaplasma | EHR16SF; 345 25 100/125 0.75/2 | 95°C | 10x[95°C 20sn-67°C 30 | 72°C 16
GGTACCYACAGAAGAAGTCC 5dk sn--72°C 30 sn) 5dk
Genus EHR16SR; 40x[95°C 20 sn-57°C 30
TAGCACTCATCGTTTACAGC sn-72°C 30 sn]
A. marginale MAR1bF; 265 25 200/10 1/2 95°C | 30x[95°C50sn-55°C 50 | 65°C 18
GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 4 dk sn-65°C 50 sn| 10 dk
MAR1bR;
CTGCTTGGGAGAATGCACCT
A centrale mpb58F; 904 50 200/10 1/2 95°C | 35x[95°C 50sn-56°C 50 | 72°C 17
CATAACTTTGTTGTTGTAAAGCCT 4 dk sn-65°C 1dk] 10 dk
mpb58R;
TTCCAGACCTTCCCTAACTA
Ehrlichia/ Anaplasma*| EC9; 1462* | 50 100/10 1/2 95°C [ 40x[95°C 30sn-52°C30 | 72°C 33
TACCTTGTTACGACTT 4 dk sn-72°C 1dk] 10dk
EC12A;
TGATCCTGGCTCAGAACGAACG
A. bovis* AB1f; 551* 25 100/10 1/2 95°C 40x[94°C 50 sn-57°C 72°C 33
CTCGTAGCTTGCTATGAGAAC 4 dk 1 dk-72°C 1dk] 5dk
ABT1r;
TCTCCCGGACTCCAGTCTG
A. phago.* SSAP2f: 641* 25 100/10 1/2 95°C | 40x[94°C50sn-57°C | 72°C 33
GCTGAATGTGGGGATAATTTAT 4 dk 1 dk-72°C 1dk] 5dk
SSAP2r;
ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA
(*); nested PZR. bp; baz ¢ifti, pl; mikro litre, pmol; piko mol, NTP; deoksintkleotid trifosfot, Tag; Thermus aquaticus, U; Unite, Denat.; denattrasyon, Pr. Ann.; primer baglamasi, Ext.;
ekstensiyon

Cogaltilan PZR Uriinlerinin Dizilim Analizleri icin Klonlanmasi
Tekli ve nested PZR ile ¢codaltilan hedef DNA bdlgesinin dogru-
lanmasi amaciyla ¢odaltilan Griinler % 2'lik agaroz jelde yukarida
belirtildigi sekilde elektroforeze tabi tutularak, ultraviyole isik
altinda gdrintilenmis ve ilgili bantlar jelden kesilerek QIAGEN
GEL purifikasyon kiti (QIAGEN, Almanya) kullanilarak purifiye
edilmislerdir. Daha sonra purifiye edilen her gen bélgesi TOPO
TA Klonlama Kiti (Invitrogen™) kullanilarak PCR-4 TOPO vektori
icerisine klonlanmig ve pozitif koloniler secilerek dizilim analizle-
rinin yapilmasi icin ticari bir sirkete gdénderilmistir (lontek;
istanbul, Turkiye).

BULGULAR

Toplanan kan ve kene &rneklerinde PZR ile belirlenen
Anaplasma/ Ehrlichia Turleri

Soy dizeyinde yapilan PZR ile A. marginale, A. centrale ve A.
phagocytophilum tirlerinin belirlenmesi icin yapilan tir spesifik
tekli ve nested PZR sonuglan Tablo 2'de verilmistir. Yapilan
PZR'lere ait agaroz jel gérintileri Resim 1'de verilmistir. Turlere
6zgl primerler kullanilarak yapilan PZR sonuglarina gore érnek-
lerde, A. bovis tespit edilemezken, A. marginale, A. centrale, A.
phagocytophilum tirleri bélgelere gdre degismekle birlikte
farkli yayginliklarda belirlenmigtir. A. phagocytophilum en yodun
olarak Akgaova, Soke ve Dalama’da, A. marginale ise Dalama’da

tespit edilirken, etkenler en yogun olarak 6rneklemenin yapildigi
Mart ve Eylul aylarinda gértlmustir. A. centrale ise Akgaova ve
Dalama’da en yogdun olarak érneklemenin yapildigi Eyldl ayinda
g6rilmustar.

Farkli dénemlere ait toplam 50 kan érnedinde birden fazla tirle
miks enfeksiyonlara rastlanmistir (Tablo 2). Séke'de sadece iki hay-
vanda Eylil ayinda A. centrale / A. phagocytophilum tirleri ile ikili
enfeksiyon tespit edilmistir. Bununla birlikte, Akcaova'dan topla-
nan orneklerin 8 tanesinde (Eylul; 4 hayvan, Aralik; 3 hayvan ve
Mart; 1 hayvan) A. centrale / A. phagocytophilum, Haziran, Eylil
ve Mart aylarinda toplanan toplam lg¢ &mekte ise A. marginale /
A. phagocytophilumile ikili enfeksiyon tespit edilmistir. Dalama’dan
Eylil ayinda toplanan bir ve Mart ayinda toplanan iki érnekte A.
marginale / A. centrale, Haziran ayinda toplanan Ug, Eylil ayinda
toplanan 11, Aralik ayinda toplanan yedi ve Mart ayinda toplanan
dokuz érnekte A. marginale / A. phagocytophilum, ve Eylil ayinda
toplanan U¢ ve Mart ayinda toplanan iki érnekte A. centrale / A.
phagocytophilum tdrleri ile ikili enfeksiyon tespit edilmistir.
Dalama’dan Mart ayinda bir hayvan, Eylil ayinda ise toplanan iki
hayvana ait érneklerde A. marginale / A. centrale / A. phagocytop-
hilum tirleri ile ¢l bir enfeksiyon tespit edilmistir.

Calismanin yapildigi zaman dilimi igerisinde sidirlar Gzerinden
toplam 186 adet kene toplanmistir. Toplanan keneler morfolojik
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Tablo 2. Odaklardan toplanan kan érneklerinde belirlenen tirler

Ornekleme yapilan aylarda poxzitif drnek sayisi / toplam &rnek sayisi
Anaplasma/Ehrlichia A. marginale tiire A. centrale tiire 6zgii A. phagocytophilum Miks
soy PZR 6zgii tekli PZR tekli PZR tlire 6zgii nested PZR enfeksiyonlar*

g E| § E| § £ § £19 % a|Q

S| = x S | x S| = | x [ - x g < <
crislz T B 8/3 2T ES3 Z T OFE 3Eo:E|gEsSEt

T i < = 2| T | < SR | ad < =R | im] < = Rqg <<=
Obuki | 3/45 | 2/48 | 6/66 |2/20 |13 | 2/45|0/48| 0/66 | 0/20 | 2 | 0/45|0/48 |0/66 | 0/20 | O | 1/45| 1/48 | 4/66 | 1/20 |7 |0 |0 (0| O
Soke 4/50 |33/61|24/32 |31/39 |92 | 0/50 | 0/61| 1/32 | 1/39 | 2| 0/50 | 2/61 |0/32 | 0/39 | 2 | 4/50|23/61|20/32128/39 |75 |00 |2 | O
Dalama |24/48|33/48 | 19/26 |21/29 |97 | 4/48 |17/48| 8/26 |13/29|42| 3/48 | 6/48 |1/26 | 2/29 | 12 | 6/48|27/48 | 15/26|16/29 |64 |3 {30|5 | 3
Aova 37/46|40/54 | 20/34 |29/33 126 | 1/46| 1/54| 0/34 | 1/33 | 3 | 4/46| 4/54 | 4/34 | 2/33 | 14 |15/46|33/54 |17/34126/33 191 |0 | 3 |8 | O
TOPLAM| 68 | 108 | 69 83 5 181 9 | 15 7 11215 4 26 | 84 56 | 71 3133|15] 3
(*): AM/AC; A. marginale ve A. centrale, AM/AP; A. marginale ve A. phagocytophilum, AC/AP; A. centrale ve A. phagocytophilum, AM/AC/AP; A. marginale, A. centrale ve A.
phagocytophilum ile olugan miks enfeksiyonlan géstermektedir. Not: Dalama'da A. marginale tespit edilen yedi, Dalama ve Akgaova'da A. centrale tespit edilen sirasiyla alti ve
yedi émek ile A. phagocytophilum tespit edilen Osmanbikii'nde iki, Soke'de 23, Ak¢aova'da 11 ve Dalama’da 17 érnek farkli hayvanlardan alinan rekler olup, bunun
digindaki pozitiflikler ayni hayvanlann farkli gidislerinde belirlenmistir. O. bikd; Osmanbiiki, A. ova; Akgaova

1462 b

641 by

Sekil 1. (A1-3); Anaplasma/Ehrlichia soyuna ait tim tirlerde
ortak korunmus gen bdlgesine spesifik EC9/12A primerleri ile
yapilan soy PZR drinleri (A1) kullanilarak yapilan A.
phagocytophilum (A2) ve A .bovis A. phagocytophilum (A3)
turlerine 6zgl nested PZR Urinlerinin agaroz jel gorintlsd. M:
100 bp'lik molekiler buytklik belirleyici (Thermo Scientific
Corp.); 1 ile 7 arasindaki kuyucuklarda farkli DNA &rnekleri; 8.
kuyuda pozitif kontrol; 9. dH,O konulmustur. A. bovis (A2)
nested PZR'de 1 ile 8 arasindaki kuyucuklarda farkli pozitif DNA
ornekleri; 9. dH,O yer almaktadir. (B1-3); A. marginale (B1) ve A.
centrale (B2) turlerine 6zgl primer ciftleri ile Anaplasma/
Ehrlichia soyuna ait tim turlerde ortak korunmus gen bdlgesine
spesifik EHR16SD F/R primerleri (B3) kullanilarak elde edilen PZR
Urlnlerinin agaroz jel gorintust. M: 100 bp'lik molekiler
buiyuklik belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 1 ile 7 arasindaki
kuyucuklarda farkli DNA &rnekleri; 8. kuyuda pozitif kontrol; 9.
dH,O konulmustur.

ozelliklerine gore cins ve tir dizeyinde identifiye edilmistir.
identifiye edilen kenelerden en fazla Hyalomma marginatum
(n=86) ve H.excavatum (n=86) tUrline rastlanirken bu tdrleri
Rhipicephalus turanicus (n=13) ve H.anatolicum (n=3) takip
etmistir. Toplanan kene &rneklerinden tir diizeyinde olusturulan
havuzlarda PZR ile belirlenen tirler Tablo 3'de verilmistir.

Cogaltilan PZR Uriinlerinin Dizilim Analizleri

ilgili primer ciftleri (MAR1b, mpb58 ve SSAP) kullanilarak PZR ve
nested PZR ile codaltilan, sirasiyla A. marginale, A. centrale ve A.
phagocytophilum tirlerine 6zgl Grlnlerin sekans analizleri sonu-
cunda elde edilen nikleotid dizilim sonuglar, nikleotid blast
programi kullanilarak NCBI veri tabaninda kontrol edilmistir.
MAR1b primer cifti ile codaltilan 265 bp'lik Grin A. marginale’nin
msp1p genine %100, Mpb58 primer cifti kullanilarak cogaltilan 904
bp'lik Griin A. centrale’nin ylzey antijen proteini genini kodlayan
bolgesine % 99, SSAP primer cifti ile nested PZR ile cogdaltilan 641
bp'lik Grin A. phagocytophilum'un 16S rRNA genine % 98 oranin-
da benzerlik géstermistir (veriler bu yayina eklenmemistir).

TARTISMA

Tropikal ve subtropikal bélgelerde enzootik ve sporadik olarak
gorllen ve keneler tarafindan nakledilen anaplasmosis ekono-
mik kayiplara neden olmasi yéninden énemli bir hastaliktir (4, 5,
29). Sigirlarda énemli ekonomik kayiplara yol agan Anaplasma
turleri arasinda A. phagocytophilum, A. marginale ve A. bovis yer
almaktadir (27, 30). Sigirlarda gorilen diger bir tir olan A. cent-
rale ise, virllensindeki farkliliklara ragmen A. marginale ile mor-
folojik olarak benzerlik géstermektedir (9, 31, 32). Ciftlik hayvan-
larinda ve daha az derecede de insanlarda bu etkenlerin patoje-
nik aktiviteleri birbirleri ile baglantiidir (12). Anaplasma turleri
tarafindan olusturulan akut hastaliktan kurtulan hayvanlar re-en-
feksiyonlara kargi direng gelistirerek, hastalik etkenlerini kalici
olarak vicutlarinda tasirlar (31). Bu tastyict hayvanlar ara konak
keneler yoluyla enfeksiyonun duyarli hayvanlara naklinde en
onemli rezervuarlardir (31) ve bu tasiyici hayvanlarin tespiti hasta-
liga karsi uygulanacak olan korunma ve/veya kontrol programlari
agisindan onemlidir. Sigirlarda hastalik olusturan Anaplasma
turlerinin tespitinde kullanilan molekiler yontemler yliksek sensi-
vite ve spesifitesinden dolayr en duyarli tani yéntemleridir (16,
17, 18, 33, 34). Soy PZR'i ile elde edilen sonuglar tir bazinda
Anaplasma tirlerinin tespite olanak vermemektedir (15). Bu
calismada, turlere 6zgi primerler kullanilarak etkenlerin karakte-
rizasyonu yapilmaya calisilmisti. Bu amacla A. marginale ve A.
centrale icin tir tespitinde daha fazla duyarli oldugu belirlenmis
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Tablo 3. Sigirlardan toplanan kene drneklerinden tir dizeyinde olusturulan havuzlardan elde edilen sonuglar

Kene PZR ile belirlenen tiirler

Havuzlan A. marginale | A. centrale | A. bovis | A. phago | Toplandigi Yer Tiir Cins ve Sayisi
K1 + - - - + Dalama H. marginatum 1048
K2 + + - - - Dalama H. marginatum 109
K3 - - - - - Dalama H. marginatum 1048
K4 - - - - - Akcaova H. marginatum 548
K5 + - - - + Akcaova H. excavatum 238
K6 + - - - - Osmanbuiki H. excavatum mna
K7 + - - - - Osmanbuki H. excavatum 109
K8 + - - - - Osmanbiiki H. excavatum 1048
K9 + - - - + Dalama H. marginatum 109
K10 + - - - + Dalama H. marginatum 13
K11 + + - - + Dalama H. marginatum 1048
K12 - - - - - Osmanbukui H. excavatum 1048
K13 + - - - - Osmanbiki H. excavatum 1048
K14 - - - - - Osmanbukd H. excavatum 8¢Q
K15 + - - - - Osmanbuki H. marginatum 29
K16 - - - - - Osmanbuki H. anatolicum 34
K17 - - - - - Dalama R.turanicus 139
K18 + + - + - Dalama H. excavatum 24
K19 + + - - - Dalama H. marginatum 8¢Q
K20 + - - - - Dalama H. marginatum 1038

TOPLAM (Q ve &) 186 (512 ve 1354)

(17, 18) major ylzey proteinini (msp) kodlayan gen bdlgesine
spesifik primerler secilerek PZR'lar yapilmig, A.bovis ve A. phago-
cytophilum tirlerinde ise 16S gen bdlgesi ¢codaltildiktan sonra
duyarliigi daha 6nceki ¢alismalarda belirlenmis (33) tirlere spe-
sifik primerler ile nested PZR yapilarak bolgedeki Anaplasma
turleri ortaya konmustur. Tirkiye'de Anaplasma tirlerinin tespiti
ve karakterizasyonu ile ilgili yapilan calismalar oldukca simirlidir.
Yapilan calismalar daha ¢ok A. marginale ve A. centrale’nin tes-
pitine yoneliktir (21,22, 28). Cakmak tarafindan (21) 1990 yilinda
Ankara Beytepe'de sigirlarda kan parazitlerinin varhigini belirle-
mek icin yapilan CF (komplement fikzasyon) testi ile 4 serum
orneginde A.marginale’ye spesifik antikorlarin varligr tespit edil-
mistir. Afyon ilinde bir sidirailik igletmesinde ELISA ydntemi ile
test edilen 506 sigir kan serumu drnegdinin 312'si A. marginale'ye
spesifik antikorlar yoninden pozitif bulunmustur (22). Kullanilan
serolojik testlerin Anaplasma tirleri arasindaki antijenik benzer-
liklerden dolayr ayni hayvanda bulunabilen es zamanli enfeksi-
yonlarda tir ayrmina olanak vermedigi bilinmektedir (2). Bu turlu
es zamanl enfeksiyonlarin belirlenmesinde yiksek duyarlilik ve
ozgullige sahip molekiler yéntemlere gereksinim duyulmakta-
dir. Gokge ve ark. (25) Karadeniz Bélgesinde yaptiklar ¢alismada,
mikroskobik, molekiler ve serolojik yontemler ile A. phagocy-
tophilum’u tespit etmeye calismiglardir. Calisma neticesinde,

toplanan 720 sigir kan érneginin mikroskobik baki ile 73 tanesin-
de, IFAT ile 110 tanesinde seroporzitiflik tespit edilmesi ve PZR ile
sadece toplanan érneklerin 27'sinde A.phagocytophilum bulun-
masi mikroskobik ve serolojik testlerin es zamanl bulunabilen
diger Anaplasma tirlerinin belirlenmesinde yeterli 6zgillige
sahip olmadigini gdstermistir. Bunun disinda Karadeniz bélge-
sindeki sigirlarda yurGtilen diger calismalarda da A.marginale ve
A. centrale'nin tespit edildigi bildirilmistir (20, 27). Karagencg ve
ark. (28) Aydin yoresi sigirlarinda RLB (reverse line blot) teknigi
kullanarak molekiler dizeyde Theileria, Babesia, Ehrlichia,
Anaplasma turlerini belirlemeye calismiglardir. RLB testi sonu-
cunda, 120 kan érnedinin % 13,3'lnde A. centrale, % 6,6'sinda da
A. marginale’ye rastlanmistir (28).

Aydin iline bagdli ilcelerde yapilan bu ¢alismada, A. marginale en
fazla Dalama’da tespit edilirken diger bolgelerde A. marginale
enfeksiyonunun olduk¢a az oldugu gérilmustir. Kan toplanan
bolgelerde A. marginale Mart ve Eylil aylarinda iki kez pik yap-
mig ve ornekleme yapilan diger aylarda pozitiflik digmuUstur
(Tablo 2). A. centrale tirl ise en fazla Akcaova ve Dalama’da
belirlenmistir. Ornekleme dénemlerindeki yayginligina bakildi-
ginda A. centrale enfeksiyonu Mart ayindan itibaren yikselmeye
baslayarak Eylul ayinda pik seviyesine ulasmis ve daha sonra
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tekrar azalmistir. Yapilan incelemelerde, Osmanbiki'nde A.
centrale hi¢ tespit edilmezken, A. marginale’de tiri sadece
Haziran ayinda belirlenebilmistir (Tablo 2). Ornekleme dénemle-
rinde calisma yapilan bodlgelerde enfeksiyon oraninin dalgali
seyretmesi; (i) bolgedeki hayvan populasyonunun; hayvan hare-
ketleri, 6lim, satim vb. gibi nedenlerle strekli degismesi, (ii)
bolgede dlzenli kene micadelesi uygulamalari, (iii) bakim besle-
me kosullar ile (iv) hayvanlardaki dalgali parazitemi seviyeleri ile
dogrudan iligkilidir. Orneklerin toplanma zamani enfeksiyonlara
yol acan etkenlerin belirlenmesinde biylik &neme sahiptir.
Anaplasmosis'de hastaligin akut dénemini atlatan hayvanlar
etkeni kalici olarak viicutlarinda tagirlar, ancak bu hayvanlarda
disUk seviyelerden, tespit edilemeyen seviyelere kadar degisen
devirli bir parazitemi goruldr (31). Tastyicr hayvanlardaki parazite-
mi seviyesi yil icinde belli dénemlerde artarken belli dénemlerde
tespit edilemeyen seviyelere kadar azalma egilimi gdstermekte-
dir. Bu calismada, bazi bélgelerde A. centrale ve A. marginale
turlerinin tespit edilememis olmasi 6rnek toplanan bdélgedeki
etkenlerin dusiik prevalansindan kaynaklanabilecegdi gibi, parazi-
temi seviyesindeki dalgalanmalardan da kaynaklanmis olabilir.
Hastaliklarin prevalansi hakkinda tam bir bilgi sahibi olunmasi
icin daha genis bir zaman diliminde, belli araliklarla 6rnekleme-
nin yapilarak bunlarin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Notrofil, eozinofil ve monositlerde obligat intracellller yasayan
A. phagocytophilum (35) tarafindan olusturulan TBF (tick-borne
fever) evcil ve yabani ruminantlarda gérilen patojen bir tirdir.
A. phagocytophilum'un sadece veteriner hekimlikte degil ayni
zamanda halk sagdligi agisindan da dnemli olup etkenin varyant-
lari, insanlarda granulositik anaplasmosis'e (HGA) neden olmak-
tadir (11, 2). A.phagocytophilum ABD'nin genelinde, ingiltere,
Norvec ve iskandinavya'nin da icerisinde oldugu kuzey, orta ve
gliney Avrupa ile Asya'da endemik olarak gérilmektedir.
Turkiye'de Karadeniz Bélgesinde yapilan calismalarda, A. pha-
gocytophilum turinlin varligi tespit edilmistir (20, 25, 27).
Karadeniz bdlgesinde RLB ile incelenen &rneklerin 11'inde (%
2,8) A. marginale, dérdinde (% 1) A. centrale ve dérdiinde de (%
1) A.phagocytophilum tespit edildigi bildirilmistir (20). Aktas ve
Oziibek (27) yapiklar bir calismada yine Karadeniz bdlgesindeki
sigirlardan aldiklar kan érneklerinde ilk kez klinik olarak A. pha-
gocytophilum enfeksiyonunu tespit etmisler, ayni ¢alisma ile
Turkiye'de ilk kez sigirlarda A. bovis tespit edildigini bildirmisler-
dir (27). Bu calismada, A. phagocytophilum’a Aydin iline bagl
kan toplanan ilcelerden Soke, Dalama ve Akgaova'da yuksek
oranda rastlanmistir (Tablo 2). En yogun A. phagocytophilum
enfeksiyonu Akcaova'da (91 adet pozitif) belirlenmis ve pik sevi-
yesine Eylil ayinda ulastigr belirlenmistir.

Kiguk ruminantlarda gorilen A. ovis ve A. phagocytophilum
enfeksiyonlarinin endemik oldugu Slovakya gibi llkelerde hay-
vanlarda bu iki tir tarafindan olusturulan eg zamanl enfeksiyon-
lara rastlanilabilmektedir (35). Klinik olarak hastalik tablosu gés-
teren siQirlarda RLB ile yapilan incelemelerde toplanan érnekle-
rin % 80'inde A. phagocytophilum'un A.marginale, A. centrale,
Ehrlichia sp. Omatjenne turleri ile birlikte coklu enfeksiyon olug-
turdudu belirlenmistir (27). Aydin yoresi sigirlarinda A. centrale,
A. marginale ve Ehrlichia sp. Omatjenne tirlerinin tekli ve miks
enfeksiyonlarin varlig bilinmektedir (28). Ancak, A. phagocytop-
hilum ve A. bovis tirleri ile ilgili veri bulunmamaktadir. Bu calis-

mada kan toplanan tim bdlgelerde (Osmanbuki, Séke, Dalama
ve Akcaova) hayvanlarda A.centrale ve A. marginale’nin yaninda
A. phagocytophilum tirininde tekli ve miks enfeksiyon tarzinda
sigirlarda yaygin olarak gérildiigi tespit edilmistir. Ulkemiz'de
A. bovis'in varligi (27) molekiler olarak ortaya konulmus olmakla
birlikte Aydin yoresinde yapilan bu calismada A.bovis'a rastlanil-
mamigtir.

Anaplasma turlerinin naklinde rol oynayan keneler (Ixodes,
Haemaphysalis, Dermacentor, Rhipicephalus (Boophilus),
Hyalomma, Rhiphicephalus, Ornithodorus) Turkiye'de yaygin
olarak gérilmektedir (36, 37, 38). Ege Bolgesinde de A. centrale
ve A. marginale'ye vektorlik edebilen ixodid keneler daha ¢ok
ilkbahar ve yaz aylarinda aktivite gdstermektedir (37). A. phago-
cytophilum ozellikle Ixodes ricinus basta olmak Uzere Ixodes
soyuna bagli cok sayida kene tirl tarafindan taginmakta ve bula-
stk meralarda otlatilan evcil ve yabani ruminantlarda olugturdugu
immunsupresif enfeksiyonlara badli énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (39). Turkiye'de son yillarda yapilan caligmalar-
da A. phagocytophilum sidrr, insan ve barinaklardan toplanan
ixodid kenelerde bildirilmistir (11, 20, 23, 24). Karadeniz bdlge-
sinde ydritilen bir calismada sigirlardan toplanan Ixodes ricinus
turlerinde RLB teknigi ile en yogun olarak A. phagocytophilum
tlrd, sonrasinda da A. centrale tiri tespit edilmistir (23). Bu ¢alig-
mada, sidirlann Gzerinden toplanan kenelerden hazirlanan 20
kene havuzundan 14’0 soy PZR'i ile pozitif bulunmustur (Tablo 3).
Turlere 6zgu spesifik primerler kullanilarak yapilan nested PZR'da
ise H. excavatum (K5) ve H. marginatum'un (K1, K9 ve K10) bulun-
dudu 4 havuzda sadece A. phagocytophilum, H. marginatum’un
bulundugu iki havuzda (K2 ve K19) sadece A. marginale, H. exca-
vatum (K18) ve H. marginatum’un (K11) bulundugu iki havuzda es
zamanli olarak A. marginale ve A.phagocytophilum tespit edil-
mistir. Kene havuzlarinda A. centrale'ye rastlanmamstir. Ayrica
soy PZR'da pozitif ¢ikan ve H. excavatum (K6-8 ve K13) ile H.
marginatum’un (K15 ve K20) bulundugu alti kene havuzunda,
turlere 6zgl primerler kullanilarak yapilan nested PZR'da negatif
sonug alinmigtir. Bu durum, incelenen havuzlardaki kenelerin
muhtemelen farkli Anaplasma/Ehrlichia tirleri ile enfekte oldu-
Junu gostermektedir. Daha dnce yapilan ¢alismalarda A. margi-
nale ve A. phagocytophilum tirleri D. marginatus, R. bursa ve H.
marginatum’'da belirlenmistir (40). Kenelerde farkli Anaplasma
turleri ile es zamanl enfeksiyonlara sik rastlandigi bildirilmekte
ve bu durum gerek veteriner hekimlik gerekse de halk saghd
agisindan risk olusturmaktadir (40). A. phagocytophilum’un ana
vektorlerinin Ixodes turleri olmasina ragmen (41) bu calismada A.
phagocytophilum pozitif ¢ikan hayvanlar Uzerinden toplanan
kene turleri Hyalomma tirleridir. Hyalomma tirlerindeki pozitifli-
gin enfekte hayvanlardan kan emme esnasinda kazanilmig olma
olasihdr oldukga yiksektir, bununla beraber ileriki déonemlerde
yapilacak olan caligmalarda Ixodes tirlerinin diginda A. phagocy-
tophilum’a vektdrlik eden kene tirlerinin belirlenmesi icin yapi-
lacak ¢alismalar, hayvan saglidi icin oldugu kadar insan saghg
icinde 6nem tagimaktadir.

SONUC

Bu calismada Aydin yéresinde daha dnce yapilan calismalarda belir-
lenenin aksine A.phagocytophilum tirinin A. marginale ve A.
centrale'ye oranla daha yiksek olarak bulundugu belirlenmistir.
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Bununla birlikte, incelenen dmeklerde A. bovis'e rastlanmamistir.
Elde edilen sonuglar ileride yapilacak calismalarda bu tirlerin Ege
bélgesinde yayginliginin tespit edilerek hayvanlarda direk ve indirek
etkilerinin belirlenmesi, ayrica A.phagocytophilum kaynakli enfeksi-
yonlarin hayvanlar Uzerindeki primer ve/veya sekonder patojenik
etkilerinin aragtinlmasi agisindan bir 6n calisma olarak da énem arz
etmektedir. Diger yonden hastalik etkenlerinin naklinde rol oynayan
kene turlerinin belirlenerek bdlgesel bir risk haritasi olugturulmasi
yoniyle de ileride yapilacak caligmalara yardimei olabilmesi agisin-
dan énemlidir. Bu calisma ile Aydin yoresinde Anaplasma turleri ve
karakterizasyonlar belirlenmis olup bu tir caligmalarin Tarkiye
geneline yayilmasi, her bolgedeki turlerin ve bu tirlerin antijenik
polimorfizimlerinin belirlenmesi ayrica tasiyici kenelerin ortaya kon-
masl, anaplasmozisin neden oldugu kayiplarin énlenmesi ve hasta-
igin kontrolinde uygulanacak stratejileri belirleme konularina
dolayisiyla da Tirkiye ekonomisine katki saglayacaktir.
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