T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

PARAZITOLOJIi ANABILIiM DALI

SANLIURFA YORESINDE KOYUN VE KECILERDE
ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM’UN

MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
MUZEYYEN ATAS

ELAZIG-2015



ONAY SAYFASI

Prof.Dr. Mustafa KAPLAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

Bu tez Yiiksek Lisans/Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.
Prof.Dr. Ergiin KOROGLU
Parazitoloji Anabilim Dali Bagkani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans/Doktora Tezi olarak kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Nazir DUMANLI

Danigman

Yiiksek Lisans Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Nazir DUMANL | A

Prof. Dr. Munir AKTAS [j // &4{ k7

Dog. Dr. Ibrahim BALKAYA

-



TESEKKUR

Caligmalarim boyunca beni yonlendiren degerli hocam Dog. Dr. Kiirsat
ALTAY'a, damisman hocam Prof. Dr. Nazir DUMANLI'ya, laboratuvar
asamalarinda yardimlarini esirgemeyen Parazitoloji Anabilim Dalinda gorev

yapan biitiin hocalarima tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR .....oovitiiieeteeeee ettt sttt en sttt s ess ettt n st tes s saeanne e, iii
ICINDEKILER ......ooviuiiiictie ettt st en sttt n et teae st iv
TABLOLAR LISTESI....ocviiiiiceececeeeet ettt \
SEKILLER LISTESI ...ocvotiitiictcee ettt Vi
|7 238 LT 1
2. AB ST RACT oo 2
3. GIRIS oo 3
4. GEREC VE YONTEM .....ooooiiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 10

4.1. Kan Orneklerinin TOPIANMASI ...........cevevevereeirereressererieesesesesssereessssenns 10

4.2. DNA TZOJASYONU......coiiivivieieiiietiieieteteieie et 12

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) .......cccoocviiiiiiiiiiiiiieiee e 13

4.4, DNA DIZI ANQHZI..ooiiiiiiiiiie et 15
5. BULGULAR ..ottt 16
6. TARTISMA . ... 20
T KAYNAKLAR L. 25
8. OZGECMIS ..ottt ettt ettt ettt 29



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1.Anaplasma soyunda bulunan 6nemli tiirler ile bu tiirlerin olusturduklar1
hastaliklar, yerlestigi hiicre, konaklar1 ve vektorleri. ..........cccceervnnnen. 4
Tablo 2.Calismanin yiiriitiildiigii odaklar ile bu odaklarda koyun ve kegilerden
toplanan Ornek SAYArL. .........ccoovviiiiiiiiiii 11
Tablo 3.Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan Anaplasma phagocytophilum—
SPESITIKPIIMETIEr. ..ot 13

Tablo 4.Sanlhurfa yoresinde koyun ve kegilerden alinan 6rneklerin PZR sonuglari.



SEKILLER LISTESI

Sekil 1:Anaplasma phagocytophilum yoniinden incelen kan oOrneklerinin

toplandiZ1t MerkezIer. .........coooveiiiiiiiie 10
Sekil 2: PZR jel goriinimii. M: Marker (100 bg), 1: Negatif kontrol DNA, 2:
Pozitif kontrol, 3: Negatif 6rnek, 4: Pozitif 6rnek. ..............cccvveeeeee. 17
Sekil 3: Genbank’ta yayinlanan sekans 6rneginin (KJ183079) goriiniimii. ......... 18

Sekil 4: Dizi analizi yaptirilan 6rnegin (KJ183079) yaymlanmis sekans sonuglari
(KF459965 ve KJ782386) ile kiyaslanmasi (alignment).................... 19

Vi



1. OZET

Anaplasma phagocytophilum ruminant, kemirici, tek tirnakli, kus ve
insanlarda graniilositik anaplasmosise neden olan ve kenelerle nakledilen bir
tiirdiir.Bu  arastirma, Sanlwrfa yoresinde koyun ve kecgilerde A.
phagocytophilum’un varhigi ve yaygmligmin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Nisan-Temmuz 2013 tarihleri arasinda koyun ve kegilerden alinan kan
orneklerinde etkenin varligi 16S SSU rRNA genine spesifik polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) kullanilarak arastirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu pozitif
ornekleri temsilen segilen bir 6rnegin 16S SSU rRNA geninin DNA dizilimi
belirlenmistir.

Sanlrfa yoresinde 134 koyun ve 74 ke¢i olmak iizere 208 hayvandan tam
kan Ornegi alimmistir. Laboratuvarda elde edilen total genomik DNA’lar A.
phagocytophilum’un 16S SSU rRNA genini kismi olarak amplifiye edenspesifik
primerler ile PZR’ye tabi tutulmustur.

Bu caligmada incelenen 208 kan Orneginin 9 (% 4.33)’unda A.
phagocytophilum’un varhigini gosteren amplifikasyon tiriinii elde edilmistir. A.
phagocytophilum pozitiflik oraninin koyunlarda % 5.97 (8/134), kegilerde % 1.35
(1/74) oldugu saptanmistir. Bir 6rnegin DNA dizi analizi belirlenmis ve
GenBank’a KJ183079 accession numarast ile kayit edilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Sanlurfa yoresindeki koyun ve kegilerde PZR
ve sekans analizi ile A. phagocytohilium varlig1 ilk defa ortaya konmus ve etkene
ait epidemiyolojik veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasma phagocytophilum, PZR, koyun, keci,

Sanlwurfa.



2. ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM ON GOATS
AND SHEEPS WITH MOLECULAR METHODS IN SANLIURFA REGION
Anaplasma phagocytophilum are tick born rickettsial organism and they

cause granulocutic anaplasmosis in ruminants, equids, birds and humans. This
study was performed to determine the presence and prevalence of A.
phagocytophilum in sheep and goats in the Sanliurfa region between April and
July 2013. Polymerase chain reaction (PCR) using primers specific to the A.
phagocytophilum 16S SSU rRNA gene of the bacterium was applied to blood
samples. The amplified DNA fragments in PCR positive samples were sequenced
in order to confirm their identity.

Whole blood samples were taken from a total of 208 animals (134 sheep
and 74 goats) in the Sanlurfa region. The total genomic DNA was extracted in the
laboratory and a part of the 16S SSU rRNA gene of A. phagocytophilum was
PCR-amplified using the species-specific primers.

PCR amplification indicated the presence of A. phagocytophilum in 9
animals (4.33 %). A. phagocytophilum was present in 5.97 % (8/134) of sheep and
1.35 % (1/74) of goats. The nucleotide sequence of a sample selected to represent
the PCR positive samples was determined. The resulting DNA sequence was
compared to other DNA sequences available in the GenBank using BLAST
analysis and placed into GenBank under accession number as KJ183079.

As a result, presence of A. phagocytophilum in the sheep and goats in the
Sanlurfa region was demonstrated for the first time using PCR and sequence
analyses and epidemiologic data regarding the pathogen were also obtained.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, PCR, sheep, goat, Sanlurfa.



3. GIRIS

Anaplasmosis, Rickettsiales dizisi, Anaplasmataceae ailesinde yer
alanAnaplasma soyuna bagl tiirlerin neden oldugu, tropik ve subtropik bolgelerde
evcil ve yabani hayvanlarda yaygin olarak goriilen enfeksiydz bir hastaliktir.
Hastalik hem hayvan yetistiriciliginde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmakta
ve hem de insan sagligini etkilemektedir. Anaplasmosis, kenelerle nakledilen bir
enfeksiyondur. Baz1 kan emici sineklerin ¢esitli Anaplasma tiirlerini mekanik
olarak nakledebildigi ve kanla kontamine olmus enjektor ve benzeri tibbi
malzemelerle de hastaligin naklinin gergeklesebilecegi kaydedilmistir (1-5).

Anaplasma tiirleri uzun yillar protozoon olarak kabul edilmis olmasma
ragmen giiniimiizde Monera aleminin igerisinde asagidaki sekilde siniflandirilir
1, 4).

Alem: Monera

Alt Alem: Bacteria

Kok: Proteobacteria

Sinif: Alphaproteobacteria

Dizi: Rickettsiales

Aile: Anaplasmataceae

Soy: Anaplasma

Anaplasma soyuna bagli 6nemli tiirler A. marginale, A. centrale, A. bovis
(Ehrlichia bovis), A. phagocytophilum (Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi,
HGE etkeni) A.ovis ve A. platys (E. platys)’tir.A. marginale,A. centrale sigir ve

develerde, A. ovis koyunlarda, A. phagocytophilum ruminat, tek tirnakli, kus,



kemirici ve insanlarda ve A. platys (E. platys) ise kopeklerde enfeksiyona neden
olan Anaplasma tiirleridir (6).

Anaplasma tiirleri konaklarinda farkli hiicreleri enfekte ederler.A.
marginale, A. centrale ve A. ovis eritrositlere, A. bovis monositlere, A. platys
trombositlere, A. phagocytophilum ise nétrofil ve eozinofillere yerlesir.
Anaplasma soyuna bagl tiirlerin, olusturduklar1 hastalik, yerlestigi hiicre, konak
ve vektor bilgileri Tablo 1°de verilmistir (7).

Tablo 1.Anaplasma soyunda bulunan Onemli tiirler ile bu tiirlerin

olusturduklar1 hastaliklar, yerlestigi hiicre, konaklar1 ve vektorleri.

Tiirler Hastahk Yerlestigi Konak Vektor
Hiicre
A. marginale Anaplasmosis Eritrosit Sigir, deve Boophilus,
Dermacentor,

Rhipicephalus,
Hyalomma, Ixodes,
Ornithodorus,

Tabanidae

A. centrale Anaplasmosis Eritrosit Sigir, deve Boophilus,
Dermacentor,
Rhipicephalus,
Hyalomma, Ixodes,

Ornithodorus,

Tabanidae
A. bovis (E. bovis) Monositik Monosit, Sigir Amblyomma,
anaplasmosis, Nopi, lenfosit Rhipicephalus,
Nofel Hyalomma
A. phagocytophilum Granulositik Notrofil, Ruminantlar, Ixodes
(E. phagocytophylum) anaplasmosis eozinofil kemiriciler,
tektirnaklilar,
kuslar, insan
A. ovis Anaplasmosis Eritrosit Koyun, kegi,  Boophilus,
geyik Dermacentor,

Rhipicephalus,
Hyalomma, Ixodes,
Ornithodorus,

Tabanidae

A. platys (E. platys) Kopeklerin siklik ~ Trombosit Kopekgiller R. sanguineus

trombositopenisi




Koyun ve kegilerde anaplasmosise neden olan tiirlerden A. ovis, son
konakta eritrositlere, A. phagocytophilum ise nétrofil, eozinofil ve monositlere
yerlesir (8,9). A.ovis, eritrositler igerisinde 0.1-0.2 um biyiikligiinde ve bir
parazitofor vakuol igerisinde yer alir (10).A. phagocytophilum, graniilositik
hiicrelerdeki vakuoller icerisinde makro koloniler (morula safhasi) halinde
bulunur. Hiicre i¢i vakuollerin ¢apt 6 um, makro kolonilerin ¢ap1 ise 1.5 pm’ye
kadar ulasabilir. Koloniler polimorf, genellikle kiiresel ve elipsoidal yapidadir.
Etkenler kiigiik ve yogun cisimcikler seklinde bulunurken, bazi etkenler daha
bliyiik ve dagmik bir ag seklinde goriilebilir (reticulate body). Hiicreler
icerisindeki etkenler ikiye boliinerek cogalirlar (11).

Anaplasma tiirlerinin biyolojisi vektér kene ve son konak omurgali
hayvanlar arasinda gecer. Kenelerle hastaligin nakli biyolojik nakil seklinde
gergeklesir. Keneler enfekte hayvandan kan emme esnasinda kan ile birlikte
etkenleri de alirlar. Etkenler ilk olarak kenenin bagirsak epitel hiicrelerine girer ve
burada ilk tireme donemini gegirir. Etkenlerin sekonder tireme dénemleri ise
kenenin tiikiiriik bezlerinde meydana gelir. Burada ¢ogalan etkenler, kenelerin
duyarli bir konakta kan emmesi esnasinda duyarli konaga nakledilir. A. ovis’in
sahada naklinden sorumlu yaygin kene tiirleri, Rhipicephalus bursa, R. turanicus,
Dermacentor silvarum, D. marginatus, D. andersoni ve Haemaphysalis
sulcata’dir (12). 4. phagocytophilum’da basta Ixodes soyuna bagl tiirler olmak
tizere Ixodid kenelerle nakledilirler. Ancak A. phagocytophilum’un fakh kitalarda
farkli kene tiirleri ile nakledildigi, buna gore Avrupa’da Ixodes ricunus’un,
Amerika’da ise |. scapularis ve |. pasificus tiirlerinin etkenin vektorligiinii yaptigi

belirtilmistir (13,14). Etken ayrica 1. persulcatus, 1. trianguliceps ve



Haemaphysalis punctata’da tespit edilmistir (15). A. phagocytophilum’un naklinin
transtadial olarak gergeklestigi, transovarial yolla nakledildigine dair bir bilginin
bulunmadig ifade edilmistir (12).

Koyun ve kecilerde anaplasmosisin patogenezi ve olusan enfeksiyonun
siddetini belirleyen 6n oOnemli kriter enfeksiyona neden olan Anaplasma
tirtidiir. Koyun ve kegilerde anaplasmosisin primer etkeni Anaplasma ovis’tir
(12).A. ovis enfeksiyonlari genellikle hafif seyirlidir. Bununla birlikte A. oviS’in
koyun ve kecilerde sekonder enfeksiyonlar i¢cin predispozisyona yol actigi
kaydedilmistir (16,17). Diger taraftan klinik enfeksiyonlarda bildirilmis, bu
durumun ise genellikle sekonder enfeksiyonlarm varliginda ortaya ¢iktigi ifade
edilmistir (18). Klinik A. ovis efeksiyonlar1 progressive bir anemi ile karakterize
olup, buna kaseksi ve 6liim eslik eder. Anemi temelde hemorajik niteliktedir (19).

Anaplasma phagocytophilum ilk olarak 1940 yilinda tanimlanmis ve o
tarihte Rickettsia phagocytophila olarak isimlendirilmistir. 1960’11 yillarda ise
etkene granulositik hiicrelere yerlesmesi ve Cytoecetes microti’ye olan morfolojik
benzerligi nedeniyle Cytoecetes phagocytophila adi verilmistir. Ayn1 yillarda
Kaliforniya’da atlarda tespit edilen granulositik ehrlichiosis etkeni ise ayr1 bir tiir
kabul edilmis ve Ehrlichia equi olarak tanimlanmigtir (11). 1980’li yilarda
Amerika Birlesik Devletleri'nde insan granulositik ehrlichiosis (HGA) vakalar1
tespit edilmig (20), benzer insan granulositik vakalari izleyen yillarda Avrupa’da
da ortaya ¢cikmustir (21). Ribosomal RNA genlerinin sekans homolojilerine gore
2001 yilinda yeniden yapilan smiflandrmada ruminant, at ve insanlardaki
granulositik ehrlichiosis etkenlerinin ayni tiiriin fakli varyantlar1 oldugu ifade

edilmigtir (1). Gliniimiizde koyun, keci, sigwr, at, kedi, kdpek gibi hayvanlar ve



insanlarda granulositik ehrlichiosis etkeninin Anaplasma phagocytophilum oldugu
kabul edilmektedir (11,22). A. phagocytophilum’un neden oldugu enfeksiyon
insanlarda  human  granulositik  ehrlichiosis/anaplasmosis  (HGE/HGA),
hayvanlarda tick borne fever (TBF), sigirlardaki hastalik ise pasture fever (mera
hummasi) olarak isimlendirilir (12).

Anaplasma phagocytophilum enfeksiyonlarinin patogenezi tam olarak
aydmlatilamamistir. Kenenin konaga etkenleri nakletmesinden sonraki 4-7 giinliik
stirede meydana gelen primer replikasyon doneminin nasil gergeklestigi belirgin
degildir. Hatta duyarli hayvanlara enfekte kan inokiilasyonundan sonraki 72-96
saatlerde etkenler kanda tespit edilememistir. Bu durum etkenlerin, enfeksiyonun
ilk déoneminde kanda belirlenemeyecek seviyede bulundugunu ya da diger bazi
hiicrelerde ¢ogaldigini diistindlirmiistiir. Hastaligin inkiibasyon siiresi koyunlarda
4-8 giin arasmdadir. Bunu 7 giin siire ile 41 C’nin tizerinde erken ates takip eder.
A. phagocytophilum enfeksiyonlarinda immunsiipresyon, pnémoni, septisemi,
artrit ve sekonder enfeksiyonlar goriiliir (11,23). Kanda belirgin bir lenfopeni
ortaya ¢ikar. Bu tablo lenfositopeni ile baslar, buna ilaveten nétropeni ve
trombositopeni sekillenir (24). Kandaki nétrofillerin % 95’1 enfekte olabilir. A.
phagocytophilum koyunlarda 42°C nin iistiinde ates, 1-2 haftaya kadar siiren
ndtropeni, 0ksiiriik, istahsizlik ve yorgunluga neden olur. Siit tiretimi azalir ve kilo
kayb1 sekillenir. ki haftaliktan kii¢iik kuzularda semptomlar daha siddetli olarak
ortaya ¢ikar. A. phagocytophilum enfeksiyonlari, sekonder enfeksiyonlar
olusmadiginda nadiren Oliimle sonuglanir (12). Bu enfeksiyonlar1 atlatan
koyunlarda persite enfeksiyonlar sekillenir. Etkenler koyunlarda aylarca hatta

yillarca bulunur, bu ac¢idan koyunlar énemli bir enfeksiyon kaynagidir (15). A.



phagocytophilum enfeksiyonlarmin kegilerde yiiksek ates ve siit {iretiminde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (12,15).

Enfeksiyon gebe koyunlarda abortlara yol acarken, kocglarda en az iki ay
sireyle spermatogenezisi olumsuz etkiler. Koyunlarda A. phagocytophilum
enfeksiyonlarmin en onemli etkisi, diger enfeksiyonlara karsi neden oldugu
predispozisyondur. Ozellikle lenfopeni ve bakteriyemi dénemlerinde koyunlar
sekonder viral ve bakteriyal enfeksiyonlara daha duyarlidir. Enfeksiyon siiresince
olusan immun yetersizligin mekanizmalar1 heniiz agiklik kazanmamistir. Ancak
enfekte hayvanlarda en az alt1 hafta siireli bir immunsiipresyon sekillenir. Bu
durumun, enfeksiyon siirecinde olusan lenfopeni ile ilgili oldugu ileri siirtilmiistiir
(12,15).

Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu akut enfeksiyonlarin
teshisi, klinik bulgular ve Giemsa ile boyal1 preparatlarda eosinofiller igerisindeki
etkenlerin goriilmesiyle yapilir (9,25). Akut enfeksiyonu atlatan hayvanlar portor
duruma geger ve bu konaklar enfeksiyon kaynagi olarak hizmet goriir (15).
Mikroskobik muayene ile etkenlerin her zaman perifer kanda tespit edilememesi,
populasyon i¢indeki portdr hayvanlarin belirlenmesini zorlastirir. Bu durum ise
daha duyarli teshis metotlarinin kullanilmasmi zorunlu kilan faktérlerin basinda
gelir. Serolojik metotlar mikroskobik muayeneye gore daha duyarlidir. Fakat
serolojik metotlarin da, tiirler arasinda capraz reaksiyonlarmm goriilebilmesi,
spesifik immun yanitlarin zayif olabilmesi ve uzun siireli tasiyicilik durumunda
antikorlarin her zaman tespit edilememesi gibi olumsuzluklar1 s6z konusudur (25).
Son yillarda paraziter hastaliklarin teshisinde, yiliksek duyarhlik ve ozgiilliige

sahip molekiiler metotlar kullanilmaya baglanmistir. Hedef DNA parcasinin in



vitro ortamda ¢ogaltilmasi prensibi ile ¢alisan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
bu teshis metotlarinin baginda gelir. PZR ile ¢cok sayida kan parazitinin de yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliikkte teshisi saglanmistir (26-29). A. phagocytophilum spesifik
PZR metodu, etkenin epidemiyolojisini belirlemeye yonelik ¢aligmalarda da
kullanilmaktadir (27,30).

Anaplasma phagocytophilum’un koyun ve kegilerdeki varlig1 mikroskobik,
serolojik ve molekiiler metotlarin kullanildig1 calismalarla diinyanin birgok
iilkesinde ortaya konulmustur (27,31-36). Tirkiye’de A. phagocytophilum un
varhigi ve yayginligi {izerine siirhh sayida calisma yapilmig, molekiiler
yontemlerle koyun, keci ve sigirlar ile bazi kene tiirlerinde etkenin varhigi
belirlenmistir (26,27,32,37). Koyun ve ke¢i populasyonunun yiiksek oldugu
Sanlurfa yoresinde A. phagocytophilum ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Bu galisma zoonotik potansiyeli de bulunan A. phagocytophilum’un Sanlurfa
yoresindeki koyun ve kecilerde varligi ve yaygmligmin molekiiler yontemlerle

ortaya konmasi amaciyla yapilmistir.



4. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Sanlurfa yoresinde koyun ve kecilerde A.
phagocytophilum’un varligi ve yayilisiin belirlenmesi amaciyla planlanmistir. Bu
amagcla; Sanlurfa merkez ile Akcakale ve Harran ilgelerinde toplam 208 koyun ve
kegiden EDTA’li kan Ornegi alinmis, Orneklerden total DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA o6rnekleri A.phagocytophlimun varligi yoniinden polimeraz
zincir reaksiyonuna tabi tutulmus, pozitif oldugu tespit edilen 6rneklerden birinde
DNA dizi analizi gergeklestirilmis, elde edilen DNA dizisi BLAST ile analiz

edilmis ve bu sekans GenBank’a kayit edilmistir.

4.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi
Bu calismada kullanilan kan Ornekleri Nisan-Temmuz 2013 tarihleri
arasinda Sanlurfa merkez, Akcakale ve Harran ilgeleri ve bu odaklara bagli

koylerdeki koyun ve kegilerden alinmustir (Sekil 1).

Sekil 1.Anaplasma phagocytophilum yoniinden incelen kan G6rneklerinin

toplandig1 merkezler.
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Mayis 2010-Eyliil 2011 tarihleri arasinda adi1 gecen merkezlere gidilerek,
her merkezde farkli odaklar belirlenmis ve bu odaklardaki siiriilerden rastgele
secilen koyun ve kegilerden EDTA’l1 tiiplere 3’er ml kan alinmustir.

Ormneklemede, siiriiniin  biiyiikliigiine gore her siiriiden 3-15 hayvan
rastgele secilmis ve bunlarin en az bir hastalik sezonu (Nisan-Eyliil aylar: aras1)
gegirmis olmalarma dikkat edilmistir. EDTA’11 kanlar, +4°C’yi saglayan termosta
muhafaza edilmistir. Soguk zincirde laboratuvara getirilen kan ornekleri DNA
izolasyonunda kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Saha caligmalar1 sonucunda Sanlwurfa’dan toplam 208 hayvandan
kanornegi alinmistir. Bunlarin 134°lnii koyunlardan [Sanlurfa Merkez (n=33),
Akcakale (n=57), Harran (n=44)], 74’tinli kecilerden [Sanlurfa Merkez (n=30),
Akcakale (n=26), Harran (n=18)] alinan Ornekler olusturmustur. Calismanin
yuriitiildiigii merkezler ile bu merkezlerden elde edilen 6rnek sayilar1 ve odaklara

gore dagilimi Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2.Caligmanin yiiriitiildigii odaklar ile bu odaklarda koyun ve

kecilerden toplanan 6rnek sayilari.

Odak Koyun Keci Toplam
Sanlurfa Merkez 33 30 63
Akcakale 57 26 83
Harran 44 18 62
Toplam 134 74 208
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4.2. DNA izolasyonu

Elde edilen 6rneklerden ticari DNA izolasyon Kiti ile (GeneJETGenomic
DNA Purification Kit, Fermentas, K0722), asagidaki protokole gore total DNA
izolasyonu yapilmistir.

1. Steril ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi alinmis, iizerine 400 pl lizis
soliisyonu ve 20 pl Proteinaz-K eklenmis, vorteksleyerek homojen bir karisim
elde edilmistir.

2. Karisim 56°C’deki galkalayicili su banyosunda her 15 dakikada bir
vortekslenerek bir saat boyunca inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi oOrnek iizerine 200 ul etanol ilave edilip
vortekslenmistir.

4. Ornek lizati, toplama tiipiine yerlestirilmis olan GeneJET DNA
Purification kolonuna aktarilip, 6000 g'de 1 dk santrifiij edilmistir. Takiben
toplama tiipii atilmis, kolon yeni bir toplama tiipline yerlestirilmistir.

5. Kolon’a 500 pl Wash Buffer I eklenerek, 8000 g'de 1 dk santrifiij
edilmis, tiipte biriken sivi atilarak kolon tekrar ayni toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

6. Kolon’a 500 pl Wash Buffer II eklenerek, maksimum hizda 3 dk
santriflij edildikten sonra toplama tiipii atilip, kolon steril bir ependorf tiip icine
yerlestirilmistir

7. Kolon’a 200 pl Elution Buffer eklenerek oda 1sisinda 2 dk
inkiibasyondan sonra 8.000 g'de 1 dk santriflij edilmistir.

8. Kolon atilmis, eppendorf tiipte kalan DNA 6rnegi kullanilincaya kadar-

20°C’de saklanmustir.
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4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Koyun ve kegilerden aliman kanlardan izole edilen genomik DNA
ornekleri, A. phagocytophilum’un varligi yoniinden PZR ile ¢ogaltma islemine
tabi tutulmustur. Bu calismada kullanilan, A. phagocytophilum primerleri ile
bunlara ait niikleotid dizilimleri, ¢ogaltilan gen ile bu bdlgenin uzunlugu ve

primerlerin ilk defa kullanildigi kaynak Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3.Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan ~ Anaplasma

phagocytophilum—spesifikprimerler.

Primer Gen Niikleotid Dizilimi (5 -3”) Uriin Kaynak
Adi Bolgesi Biyiikligi
(be)

SSAP2F  16S SSU GCTGAATGTGGGGATAATTTAT

SSAP2R  rRNA ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA 641 Kawahara ve

ark., 2006

DNA 6rneklerinin, A. phagocytophilum y6niinden incelenmesinde, etkenin
16S SSU rRNA genine spesifik primerler kullanilarak PZR yapilmistir. Bu
primerlerin, daha Once yapilan bagka bir arastirmada A. phagocytophilum’u
spesifik olarak ¢ogalttig1 bildirilmistir (30).

Polimeraz zincir reaksiyonu MJ Minicycler (England) cihazinda
gerceklestirilmistir. Toplam 50 pl hacimde hazirlanan PZR karisimina, 125 pM
dNTP miks, 1.25 IU Tag-DNA polymeraz enzimi, 5 mM MgCl,, 10X PCR Buffer
(750 mM Tris-HCI (pH 8,8), 200 mM (NH4)2SO4, % 0.1 Tween 20), 2.5 ul (20

pmol/ul) primerlerin her birinden ve hedef DNA’dan (template) 5 upl ilave
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edilmistir.

Anaplasma  phagocytophilum-spesifik PZR 36  siklus olarak
gerceklestirilmis ve her siklus 94°C’de 1 dk denaturasyon, 56 °C’de 1 dk
hibridizasyon ve 72°C’de 1 dk sentez asamalarindan olugsmustur. Reaksiyona 94
°C’de 5 dk 6n denaturasyon ve 72°C’de 10 dk son uzama ilave edilmistir. PZR’da
elde edilen triinler agaroz jel elektroforeze tabi tutulmustur. Buna gore %1.5’lik
agaroz jel hazirlandiktan sonra, 20 pl PZR iriini, 5 pl ylikleme soliisyonu
(Loading Dye) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez
islemi Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda
90 voltta 1 saat siireyle gerceklestirilmistir. Daha sonra jel, ethidium bromide (10
mg/ml) ile 30 dk boyanip, UV transilliiminatérde spesifik bantlarin varligi
yoniinden incelenmistir.Metodun herhangi bir agamasinda olusabilecek muhtemel
kontaminasyonlar1 belirlemek i¢in, hem DNA izolasyonu hem de PZR asamasinda
pozitif ve negatif kontroller kullanilmigtr. Bu c¢alismada kullanilan A.
phagocytophilum pozitif kan &rnegi, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dalinda daha 6nce yapilan bir calismada DNA dizi analizi
ile teyit edilmistir (GenBankasi, JF807995) (27).

Negatif kontrol DNA 6rnegi elde etmek i¢in, bir aylik kuzudan kan alinmis
ve bu kandan yukarida belirtildigi sekilde DNA izole edilmistir. Bu DNA, biitiin
Anaplasma ve Ehrlichia tiirlerinin 16S SSU rRNA geninin 492-498 bg’lik kismini
amplifiye ettigi ifade edilen 16S8FE (5’-
GGAATTCAGAGTTGGATCATGGCTCAG-3) ve BGAI1B (5°-
CGGGATCCCGAGTTTG CCGGGACTTCTTCT-3’) primerleri ile PZR’de

amplifikasyona  tabi  tutulmustur  (39,40). Reaksiyon  sonucunda,
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Anaplasmatiirlerinin varhgmi gosterecek herhangi bir amplifikasyon {iriini
olusmamistir. Boylece bu 6rnegin, Anaplasma tiirleri yoniinden ari oldugu kabul
edilmis ve bu calisma siiresince gerek DNA izolasyonunda ve gereckse PZR

testinde negatif kontrol DNA 6rnegi olarak kullanilmistir.

4.4. DNA Dizi Analizi

PZR sonucunda pozitif oldugu belirlenen 6rnekleri temsilen segilen bir
amplifikasyon iiriiniiniin DNA dizisi belirlenmistir. Ik olarak DNA dizisi
belirlenecek 6rnegin 16S SSU rRNA gen kismi bolgesi SSAP2F ve SSAP2R
primerleri ile PZR’de tekrar cogaltilmistir. Bu 6rnek % 1.6’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulduktan sonra hedef bolge kesilerek jelden ayrilmis ve ticari
kit (Wizard, PCR Clean-up system, Promega, A.B.D) kullanilarak purifiye
edilmistir. Purifye DNA 6rneginin sekans belirleme reaksiyonu ticari bir firmaya
yaptirilmistir (Iontek, Istanbul, Tiirkiye).

Bu caligmada Sanlwrfa yoresinde elde edilen DNA diziliminin daha 6nce
GenBankasima kaydi yapilmis DNA dizilimleri ile karsilastiriimas:t BLAST analizi
ile yapilmistir

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blasthn&PAGE TYPE=Blast

Search&LINK LOC=blasthome). Son olarak, DNA dizilimleri GenBank’a

(http://wvww.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank) sunularak kabul numarasi

almmustir.
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5.BULGULAR

Koyun ve kegilerden alinan kan 6rneklerine ait PZR sonuglar1 Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4.Sanlwurfa yoresinde koyun ve kegilerden alinan 6rneklerin PZR

sonuglar1.

Koyun Keci Toplam
Odak

n + % n + % n + %
Merkez 33 1 3.03 30 0 O 63 1 159
Akgakale 57 5 877 26 0 O 83 5 6.02
Harran 44 2 454 18 1 555 62 3 484
Toplam 134 8 597 74 1 135 208 9 433

Tablo 4’de de goriildiigii gibi Sanlurfa yoresinden 134’# koyun ve 74’
keci olmak tizere toplam 208 kan 6rnegi incelenmis, bu Orneklerin 9’unda (%
4.33) A. phagocytophilum spesifik PZR pozitiflik tespit edilmistir (Sekil 2).
Koyunlara ait 134 6rnegin 8’inde (% 5.97), kegilere ait 74 6rnegin 1’inde (%
1.35) A. phagocytophilumspesifik PZR pozitiflik saptanmistir. Incelenen
orneklerden 63’ Sanlwrfa il merkezi, 83’ Akcakale ve 62’si Harran
ilcelerindeki koyun ve kegilerden almmustir. 11 merkezindeki &rneklerin %
1.59’unda (1/63), Akgakale ilgesindeki orneklerin % 6.02’sinde (5/83), Harran
ilcesindeki orneklerin ise % 4.84’tinde (3/62) A. phagocytophilumspesifik PZR

pozitiflik belirlenmistir.
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Sekil 2: PZR jel goriiniimii. M: Marker (100 bg), 1: Negatif kontrol DNA,

2: Pozitif kontrol, 3: Negatif 6rnek, 4: Pozitif 6rnek.

Bu ¢alismada Sanlurfa yoresinde A. phagocytophilum yoniinden PZR ile
incelenen 208 koyun ve kec¢inin 9’unda pozitif amplifikasyon {iriinii elde
edilmistir. Bu ornekleri temsilen segilen bir 6rnegin 16S SSU rRNA geni, DNA
dizisi GenBank’ta kayith diger DNA dizilimleri ile Kkarsilastirilmistir

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=Blast

Search&LINK LOC=blasthome). Daha sonra bu DNA dizisi GenBankasina

kaydedilerek (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank) kayit

numarasi (Accession Number) alinmistir (KJ183079) (Sekil 3).
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Dizi analizi yaptirilan 6rnegin (KJ183079) yaymlanmis sekans

sonuglar1 (KF459965 ve KJ782386) ile kiyaslanmasi (alignment).
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6. TARTISMA

Keneler ve kenelerle nakledilen paraziter hastaliklar tiim diinyada yaygin
olup, hayvan yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol agar (16,41,42).
Theileriosis, babesiosis, anaplasmosis ve ehrlichiosis kenelerle nakledilen 6nemli
ve yaygin hastaliklardir. Koyun ve kegilerde theileriosis etkenlerinin Theileria
lestoquardi, T. ovis, T. separata ve yeni tespit edilen T. uilenbergi ve
T.luwenshuni oldugu; bu tiirlerden, T. lestoquardi,T. uilenbergi ve T.
luwenshuni’nin sigirlardaki T. parva ve T. annulata gibi yiiksek morbidite ve
mortaliteyle seyreden klinik; T. ovis ve T. seperata’nin subklinik enfeksiyonlar
olusturdugu ifade edilmistir (16,41-44). 1lk olarak Ispanya’da koyun ve kegilerde
varligi ortaya konulan Theileria sp. OT1 ve OT3 ile Tirkiye’de belirlenen
Theileria sp. MK’nin patojeniteleri hakkinda fazla bilgiye rastlanmamistir
(45,46). Koyun ve kegilerde enfeksiyona neden olanBabesia tiirlerinin ise B. ovis,
B. motasi ve B. crassa oldugu bildirilmis; B. ovis ve B. motasi nin patojen tiirler
olup klinik enfeksiyonlara yol actii; B. crassa’nin ise apatojen bir tiir oldugu
saptanmustir (16,41-44). Anaplasma soyuna bagli 6nemli tiirler A. marginale, A.
centrale, A. bovis (Ehrlichia bovis), A. phagocytophilum (Ehrlichia
phagocytophila, Ehrlichia equi, HGE etkeni) ve A. platys (E. platys)’tir. A.
marginale,A. centrale sigir ve develerde, A. ovis koyunlarda enfeksiyona neden
olurlar. A. phagocytophilum ruminant, tek tirnakli, kus, kemirici ve insan da dahil
genis bir konak¢1 dagilimma sahiptir. A. platys ise kdpeklerde enfeksiyonaneden
olan Anaplasma tiiriidiir (6). Koyun ve kegilerde anaplasmosise neden olan tiir A.

ovis ve A. phagocytophilum’ dur(8,9).

20



Tiirkiye’de evcil hayvanlarin kan protozoonlar: ile ilgili yiritilen
calismalarin  biiyilk c¢ogunlugu theileriosis ve babesiosisle ilgilidir. Bu
caligmalarda; T. lestoquardi (45-51), Theileria sp. OT3 (45), Theileria sp. MK
(45), B. ovis(45,49,52,53), B. motasi (54)ve B. crassa (55) tiirlerinin varligi
bildirilmistir. Bu tiirlerden 7. lestoquardi ve B. motasi’'nin Tirkiye’deki varligi
sadece mikroskobik baki ile yapilan az sayidaki ¢aligmada bildirilmis (47,48,54),
T. lestoquardi ile enfekte oldugu iddia edilen hayvanlardaki parazitemi orani,
sizontlarin varligr ve diger klinik bulgulardan bahsedilmemistir (48). B.
crassa’nin ise Babesia izolatlarinin sekans analizine dayali olarak yapilan bir
calismada Tirkiye’de tespit edildigi ileri siiriilmiis ve AY260177 accession
numarasi ile gen bankasma kayit edildigi goriilmiistiir (55). Bu kayitlar disinda,
son yillarda serolojik ve molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarin hi¢ birinde
(45,49,56) ad1 gecen tiirlere rastlanmamuistir.

Kenelerle nakledilen hastaliklarin bir bolgede varligi ve yaygmligi kene-
konak-patojen zincirinin uygun bir ¢evrede etkilesimi ve tamamlanmasina
baghdir. Bu etkilesimler dogrultusunda, hastaliklarin prevalansi iilkeler arasinda
hatta ayni iilkenin cografi bdlgeleri arasinda 6nemli farkliliklar gosterir. Keneler
ve konaklarinin yasadigi habitatlardaki degisiklikler, sehirlesme, agacsizlastirma
ya da yeniden agaclandirma, ormanlik alanlardaki topraklarin kullanimi ve
bolgeler aras1 hayvan nakilleri yukaridaki dongiiyii etkileyen onemli faktorlerdir.
Ancak hastaligin bir bolgede varligimi direk etkileyecek en 6nemli faktor hastaligi
nakledecek kene tiiriiniin bir bolgedeki varligidir. Kene tiiriiniin bolgedeki varligi
ve devami, cografi bolgedeki mikroklima, iklim, habitat 6zellikleri, uygun

konaklarin varligit ve oranmna baghdir (57). Tirkiye’de kenelerle nakledilen
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hastaliklara iliskin epidemiyolojik c¢alismalar; hastaligi nakleden kene
tiri/tirlerinin -~ gorildiigiic  bolgelerle, vektorligini  yaptiklart  hastaliklarin
goriildiigii bolgelerin paralel oldugunu gosterir. Ixodes soyuna bagli tiirler,
Tiirkiye’de daha yogun olarak Karadeniz, Ege ve Akdeniz bdlgeleri gibi nemli ve
tliman iklim 6zelliklerinin hiikiim stirdiigli ormanlik alanlarda bulunur (58-63). A.
phagocytophilum’un basta Ixodes soyuna bagh tiirler olmak fiizere Ixodid
kenelerle nakledildigi bilinmektedir (13,14). Karadeniz bolgesinde sigirlarda ve 1.
ricinus’ta A. phagocytophilum belirlenmistir (37,38). Bununla birlikte, A.
phagocytophilum’un diinyanin diger bolgelerinde farkli Ixodid kene tiirlerinde
tespit edilmis olmasi, Ixodes tiirleri disindaki kene tiirlerinin de bu patojeni
nakledebilecegini gdosterir (15,26). Nitekim Tiirkiye’de Dogu Anadolu
Bolgesindeki koyun ve keciler {izerinde yiiriitiilen bir c¢alismada A.
phagocytophilum belirlenmistir (27). Bu c¢alisma ile Giineydogu Anadolu
Bolgesinde bulunan Sanlurfa ilindeki koyun ve kegilerde A. phagocytophilum
varhigi arastirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu ve sekans analizlerinin
kullanildigt  bu calisma sonucunda bolgede koyun ve kegilerde A.
phagocytophilum’un varlig1 ortaya konmustur. Bu sonug etkenin Ixodes ricinus
disinda farkl kene tiirleri tarafindan nakledilebilecegi kanaatini dogurmustur.
Anaplasma phagocytophilum’un  koyun ve kegilerdeki varligini
belirlemeye yonelik ¢caligmalarda mikroskobik, serolojik ve son yillarda molekiiler
metotlarin  kullanmildigi goriilmektedir (27,31-36). Mikroskobik muayenenin
sensitivitesinin diisiik olmasi ve serolojik testlerde c¢apraz reaksiyonlarin
goriilmesi, molekiiler teshis metotlarmi O6ne c¢ikarmaktadwr. Bu c¢aligmada da

koyun ve kegilerden elde edilen kanlarda A. phagocytophilum’un arastirilmasinda
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polimeraz zincir reaksiyonu ve sekans analizi yontemleri kullanilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonunda SSAP2F ve SSAP2R primerleri kullanilarak etkenin 16S
SSU rRNA geni spesifik olarak amplifiye edilmistir. Ayrica pozitif ornekleri
temsilen secilen bir Ornegin sekans analiz yapilarak, A. phagocytophilum
Sanlwrfa izolatm 16S SSU rRNA geninin kismi DNA dizilimi belirlenmistir.
Elde edilen DNA diziliminin (KJ183079) BLAST analizi sonucunda Gen
Bankasinda kayith koyunlara ait diger A. phagocytophilum izolatlariyla
(KJ782386, KJ782387) % 100 benzerlige sahip oldugu belirlenmistir. Boylece
PZR ile tespit edilen A. phagocytophilum pozitifliklerinin dogrulugu ortaya
konmustur. Molekiiler yontemlerin kullanildig1 bu ¢aligma ile Sanlurfa yoresinde
A. phagocytophilum’un varligi ilk kez tespit edilmistir.

Anaplasma phagocytophilum’un  koyun ve kegilerde prevalansini
belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalar, prevalansda cografi bolgeler arasinda
farkliliklar bulunmasina ragmen tiim diinyada goriildiigiinii gostermektedir.
Norveg’te koyunlarda etkenin seroprevalansi indirek floresan antikor testi (IFAT)
ile % 30 olarak bulunmustur (35). Ayni tlilkede yine IFAT ile yiiriitiilen bagka bir
calismada etkenin kuzulardaki seroprevalanst % 55 olarak tespit edilmistir (33).
Italya’da IFAT ile yapilan bir seroprevalans ¢alismasinda incelenen koyunlarm %
13.3’tindeA. phagocytophilum’a kars1 sekillenen antikorlar tespit edilmistir (34).
Cin’de koyun ve kegilerde real time PZR ile yapilan bir ¢alismada incelenen
koyunlarm % 7.1’inde ve kegilerin % 5.7’sinde A. phagocytopilum pozitifligi
saptanmustir (36). Slovakya’da koyun ve kegilerde A. phagocytophilum’un
prevalansi PZR ile % 2.8 olarak tespit edilmistir (31). Tiirkiye’de sinirli sayida da

olsa koyun ve kegilerde A. phagocytophilum’un varligt ve yayginliginin
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belirlendigi ¢alismalar mevcuttur (27,32). Karadeniz bdlgesinde koyunlarda A.
phagocytophilum un prevalans1t mikroskobik, serolojik ve molekiiler yontemlerle
arastiritlmis, Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu ve Samsun illerindeki 720
koyuna ait kan frotilerinin mikroskobik muayenesinde 71 frotide (% 9.86) A.
phagocytophilum benzeri inkliizyon cisimciklerine rastlanmis; ayn1 hayvanlara ait
kan serumlarinda IFAT ile 107 6rnekte (% 14.86) A. phagocytophilum’a karsi
sekillenen antikorlar belirlenmis; 178 koyuna ait kan 6rnekleri PZR ile analiz
edilmis ve 22’sinde (% 12.35) A. phagocytopilumspesifik band belirlenmistir (32).
A. phagocytophilum’un epidemiyolojisi ile ilgili diger bir ¢alisma da Dogu
Anadolu Bolgesindeki koyun ve kegiler iizerinde yiiriitiilmiis; Bingol, Elazig,
Malatya ve Mus illerinde 291 koyun ve 131 ke¢i olmak iizere toplam 422 hayvana
ait kan Ornekleri PZR ile incelenmis; koyunlarin 55’inde (% 18.90) ve kegilerin
28’inde (% 21.37) A. phagocytophilum pozitiflik belirlenmistir (27). Giiney Dogu
Anadolu Bolgesinde koyun ve kecilerde A. phagocytophilum’un varligr ve
yaygmligi lizerine herhangi bir ¢alisma yapilmamistr. Bu ¢alismada PZR yontemi
kullanilarak Sanlwrfa yoresindeki koyun ve kegilerde A. phagocytophilum’un
varlig1 ve yayginlig arastirilmis, koyun ve kecilerden elde edilen 208 (134 koyun,
74 keci) kan 6rnegi PZR ile analiz edilmis, 8 koyun (% 5.97) ve 1 keci (% 1.35)
olmak {izere toplam 9 hayvanda (% 4.33) A. phagocytophilum’un varlig1 tespit
edilmistir. Boylece A. phagocytophilum’un varhigi Sanlhurfa yoresinde ilk defa
ortaya konmus, 6zellikle etkenin vektorlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin

yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistr.
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