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KISALTMALAR LiSTESI
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ssu rRNA : Small Subunit Ribosomal RNA

UV : Ultraviyole



1. OZET

Anaplasma tirleri, hayvanlarin ve insanlarin sagligini etkileyen zorunlu
hiicre i¢i riketsiyal patojenlerdir. Anaplasma soyu i¢inde ¢ogu hayvanlar igin
bazilar1 ayn1 zamanda insanlarda da patojen olan 6 bakteri tanimlanmistir. Son
zamanlarda, Japonya, Cin ve Tunus'ta A. phagocytophilum ile genetik olarak
yakin benzerlik gosteren iki yeni tlir tanimlanmstir.

Bu calismada sigirlarda Anaplasma tirlerinin varligt ve dagiliminin
belirlenmesi amacglanmistir. Bunun i¢in Malatya'nin Ak¢adag, Arguvan ve
Yazihan ilgelerine bagh 27 farkli isletmede klinik enfeksiyon gostermeyen 200
saglikli sigirdan 2019 yilinda (Mart ve Ekim aylarinda) EDTA’I1 kan 6rnekleri
toplanmistir. Kanlardan ekstrakte edilen DNA’lar, reverse line blot (RLB)
yontemiyle AnaplasmalEhrlichia tirlerinin 16S rRNA geninin V1 degisken
bolgesi yoniinden taranmistir. RLB ile %38.5 (77/200) oraninda Anaplasma
enfeksiyonlar1 yoniinden pozitiflik saptanmistir. En yaygin tiirlin A. marginale
(%32.5) oldugu, bunu A. centrale (%5.5), Anaplasmal/Ehrlichia catch-all (%5.5)
ve Anaplasma sp. Omatjanne (%?2.5) nin izledigi belirlenmistir.

Test edilen hayvanlarin higbirinde A. phagocytophilum ve A. bovis
saptanmamistir. PZR pozitif 77 amplikondan 11't sadece AnaplasmalEhrlichia
catch-all proba sinyal verirken, membrandaki tiir spesifik problarin higbirine
sinyal vermemistir. Bu amplikonlarin  PZR-RFLP  yontemi ile A.

phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 olduklar1 belirlenmistir.



DNA dizileme ve filogenetik analizler RFLP verilerini dogrulamis ve
Tirkiye’de sigirlarda A. phagocytophilum ile yakindan iligkili potansiyel olarak
yeni iki tiirin bulundugunu géstermistir.

Tirkiye’de A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2’nin
bulundugu ilk defa bu c¢alismada ortaya konmustur. Bu ¢alisma sonucunda elde
edilen veriler Anaplasma cinsindeki genetik ¢esitliligin beklenenden ¢ok daha
fazla oldugunu ve A. phagocytophilum benzeri suslarin sigir anaplasmosisinin

ayirict tanisinda dikkate alinmasi gerektigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve 2; Molecular

epidemiology; 16S rRNA PCR-RFLP; reverse line blot; sigir



2. ABSTRACT

Investigation of Anaplasma Species in Cattle in Malatya Province by Reverse

Line Blotting (RLB)

Anaplasma species are obligate intracellular rickettsial pathogens that
affect the health of humans and other animals. The genus Anaplasma currently
comprises 6 bacterial species mostly pathogenic to animals and/or human.
Recently, two potentially novel species genetically related to A. phagocytophilum
have been identified in Japan, China, and Tunisia.

The aim of this study was to determine the presence and distribution of
Anaplasma spp.in cattle. For this purpose, EDTA blood samples were collected in
2019 (in March and October) from 200 apparently healthy cattle farmed in 27
different willages belonging to Arguvan, Yazihan, Akcadag district in Malatya
province. DNA was screened by reverse line blot assay for the presence of the
hypervariable V1 region of the 16S rRNA gene of AnaplasmalEhrlichia species.
Anaplasma spp. overall infection rates were 38.5% (77/200) by RLB. The most
frequently found species was A. marginale (32.5%), followed by A. centrale
(5.5%), Anaplasma/Ehrlichia catc-all (5.5%) and Anaplasma sp. Omatjanne
(2.5%). A. phagocytophilum and A. bovis were not detected in any of tested
animals. Eleven of 77 PCR-positive amplicons gave positive signals to the catch-
all probes, but did not show any response to the species-specific probes tested.
PCR-RFLP based on 16S rRNA of these amplicons provided evidence for the
presence of A. phagocytophilum-like 1 and A. phagocytophilum-like 2 strains.

Sequencing and phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene validated RFLP



findings, and provided evidence for circulation of two potentially novel species
closely related to A. phagocytophilum in Turkish cattle.

This is the first report of the presence of A. phagocytophilumlike-like
strains in the country. These findings suggest that genetic diversity within the
genus Anaplasma is much greater than expected, and A. phagocytophilum-like
strains should be taken into account as differential diagnosis in bovine

anaplasmosis.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum-like 1 and 2; Molecular epidemiology;

16S rRNA PCR-RFLP; reverse line blot; cattle



3. GIRIS

Subtropikal iklim kusaginda yer alan Tiirkiye’de keneler ile nakledilen
patojenler yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden klinik ve subklinik
enfeksiyonlar olusturarak hayvancilik endiistrisinde 6dnemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (1- 3). Anaplasma cinsinde yer alan zorunlu hiicre i¢i riketsial
patojenlerin neden oldugu anaplasmosis, bu hastaliklarin baginda gelmektedir.

Anaplasma soyu igerisinde A. marginale, A. centrale, A. phagocytophilum,
A. bovis, A. ovis ve A. platys olmak lizere 6 tiir tanimlanmistir (4). Anaplasma
marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve A. bovis sigirlarda farkl
derecelerde klinik enfeksiyona neden olmaktadir (5). Bu tiirler igerisinde A.
marginale en patojen tiir olup, sigirlarda 6liimle sonuglanan klinik enfeksiyona
sebep olmaktadir (6, 7). Diinyanin bircok bdlgesi, A. marginale yoOniinden
endemik kabul edilmektedir (8). Anaplasma centrale hafif enfeksiyonlara sebep
olmakta ve bundan dolay1 as1 susu olarak kullanilmaktadir (9).

Son yillarda Rickettsiales dizisinde yer alan bakterilerin siniflandirilmasinda
onemli degisiklikler olmustur. Onceleri Ehrlichia equi veya Ehrlichia
phagocytophila olarak tanimlanan tiir, at ve insanlarin yaninda sigir ve diger
ruminantlarda da tespit edilmis ve yeniden yapilan simiflandirmada Anaplasma
soyuna alinarak A. phagocytophilum olarak isimlendirilmistir (4). Anaplasma
soyunda yer alan tlirlerin 2001 yilindan itibaren gecerli olan smiflandirilmasi

asagida verilmistir (4, 9).



Alem: Monera
Alt Alem: Bacteria
Kok: Proteobacteria
Swnif: o -protobacteria
Dizi: Rickettsiales
Aile: Anaplasmataceae
Soy: Anaplasma
Tiir:

A. marginale
A. centrale
A. ovis
A. phagocytophilum
A. platys
A. bovis

Sigirlarda anaplazmoza neden olan A. marginale ve A. centrale eritrosit, A.
phagocytophilum graniilosit (¢ogunlukla nétrofilleri) ve A. bovis ise monosit
hiicrelerini enfekte etmektedir (10, 11). Anaplasma phagocytophilum sigirlarin
yan sira diger evcil ve yabani ruminantlar, at, karnivor ve bir¢cok kemirici ile
birlikte insanlar1 da enfekte etmektedir (10).

Konak hiicre c¢eperine yakin bir lokalizasyon gosteren A. marginale
enfeksiyonlarinda, enfekte eritrosit igerisinde 4-8 adet etkene rastlanabilmektedir.
Inkiibasyon periyodu 7-60 giin arasinda degismekle birlikte ortalama 28 giindiir
(6). Hastaligin akut seyrettigi durumlarda eritrositlerin %70°1 enfekte olabilir (6,

8). Hasta hayvanlarda istahsizlik, kilo kaybi, depresyon, dehidrasyon, solunum



gicliigli, viicut 1sisinda artis, anemi, sarilik, yavru atma, uyusukluk ve siit
veriminde azalma goriilmektedir (7, 8, 11).

Geng hayvanlar hastaliga direngli olup, tedavi edilmediginde Oliimle
sonuglanan klinik enfeksiyonlar ¢cogunlukla 2 yas iizeri bireylerde goriilmektedir
(8). Hastalig1 atlatan sigirlarda persiste enfeksiyon sekillenmekte ve bu hayvanlar
yasadiklar siirece enfeksiyon kaynagi olarak gérev yapmaktadirlar (8, 12).

Diinyada ¢ok yaygin olarak bulunan A. centrale, konak eritrositlerinde
merkezi ya da merkeze yakin bir lokalizasyon gdstermektedir. Morfolojik yapi
itibartyla A. marginale’ye benzer olup, genel olarak A. marginale’nin alt tiirii
olarak kabul edilmektedir (4). Anaplasma centrale hafif enfeksiyonlara sebep
olmakta ve buna bagl olarak Latin Amerika, Afrika, Israil ve Avustralya gibi
iilkelerde A. marginale’nin 6ldiiriicii suslarindan kaynakli enfeksiyonlarda canli

as1 olarak kullanilmaktadir (9, 13).

Anaplasma bovis Afrika ve Asya’da ruminantlarin patojeni olarak
bilinmektedir (12). Bu bakterinin kopek, kedi, tavsan ve kiigiik yabani
memelilerde de yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (14-16). Monositlere
yerlesen A. bovis sigirlarda genel olarak persiste enfeksiyonlara neden olmaktadir
(17). Bu tiirden kaynaklanan klinik enfeksiyonlarda halsizlik, zayiflama, ishal,
yiiksek ates, anemi, mukoz membranlarda solgunluk ve mukus salgisinda artma

gibi semptomlar gorilmektedir (9, 17).

Graniilositlere yerlesen A. phagocytophilum sigirlarin yani sira koyun, keci,
at, kedi, kopek, geyik, karaca, kemirgen ve insanlar1 da enfekte eden bir bakteridir

(18). Bu tiirden kaynakl1 hastalik tablosu ¢iftlik hayvanlarinda subklinik bir seyir



izleyebilecegi gibi agir bulgularla seyreden klinik enfeksiyona da
dontisebilmektedir. Enfekte sigirlarda genel olarak istahsizlik, Okstiriik, siit
veriminde azalma, kilo kaybi1 ve burun akintis1 gibi spesifik olmayan belirtiler

gorilmektedir (11).

Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu graniilositik anaplazmoz
lizerine artan calismalara ragmen, bu bakterinin molekiiler epidemiyolojisi ve
genetik cesitliligi  hakkinda bilgi eksikligi bulunmaktadir. Japonya'da A.
phagocytophilum olarak tanimlanan Anaplasma spp. genotiplerinin sigir, sika
geyigi gibi memeliler ile bazi ixodid kenelerinde bulundugu bildirilmistir (19-22).
Japonya’da bildirilen bu suslarin 16S rRNA, groEL ve gltA genlerine dayanan
filogenetik analiz, bunlarin Avrupa ve ABD'deki sigirlarda klinik hastalifa neden
olan A. phagocytophilum ile iliskili ancak A. phagocytophilum'dan farkl bir grup
olusturdugunu ortaya koymustur (23, 24). Bundan dolay1, Anaplasma spp. strains
olarak bildirilen bu genotiplerin A. phagocytophilum ile yakindan iliskili yeni bir
Anaplasma tiirii olarak smiflandirilmasi onerilmistir (23). Yine son zamanlarda
Cin'de A. phagocytophilum ile yakindan iliskili yeni bir Anaplasma spp. susu
Hyalomma asiaticum ve kiiclik gevis getiren hayvanlarda bildirilmistir (25).
Cin’deki bu yeni genotiplerin Japonya’da bildirilen genotipler de dahil olmak
tizere diger tim simiflandirilmis ve simiflandirilmamis Anaplasma tiirlerinden
filogenetik olarak farkli oldugu belirlenmistir (25, 26). Son calismalarda, hem
Japonya’da hemde Cin’de bildirilen yeni geotiplerin Tunus’ta sigir, koyun, keci
ve Rhipicephalus turanicus'ta (27, 28), italya'da ise koyun ve kegilerde bulundugu
rapor edilmistir (29). Ben Said ve ark. (27, 28) tarafindan PZR-Restriction

Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemi ile yapilan c¢alismalarda,
8



Japonya ve Cin’de bildirilen suslar sirasiyla A. phagocytophilum-like 1 ve A.
phagocytophilum-like 2 olarak adlandirilmistir.

3.1. Morfoloji

Anaplasma tiirleri zorunlu hiicre i¢i gram negatif bakterilerdir. Morfolojik
olarak, kiiciik pleomorfik sekillerde ve 0,3-2,5 um capinda olup, konak
hiicrelerinde membranla cevrili intrastoplazmik bir vakuol i¢erisinde bulmaktadir.
Eritrositlere yerlesen A. marginale kiiciik koyu bir nokta seklinde goriiniirken
(Sekil 1A), notrofillere yerlesen A. phagocytophilum ¢ok sayida bireysel
organizma igeren yogun veya gevsek yapili inkliizyonlar halinde bulmaktadir

(Sekil 1B).

Sekil 1: Sigirlarda klinik enfeksiyona neden olan Anaplasma tiirleri. A,
Anaplasma marginale (original); B, Anaplasma phagocytophilum (11).

3.2. Tasinma ve Artropod Vektorler

Sigirlarda anaplazmoza neden olan tiirler Ixodidae ailesine bagli kene
tiirleri ile biyolojik, Tabanus ve Stomoxys gibi kan emen sineklerle de mekanik

olarak nakledilmektedir (10, 30). Ayrica mekanik bulagsma enjektor igneleri,



burun masasi, kastrasyon, boynuz kesme ve kulak etiketleme aletleri gibi

kontamine olmus ekipmanlar vasitasiyla da ger¢eklesmektedir (1, 6).

Son aragtirmalar, A. marginale’nin tasinmasinda biyolojik naklin,
Stomoxys calcitrans tarafindan gerceklestirilen mekanik nakilden daha etkin
oldugunu gostermistir (31). Bununla birlikte, baz1 A. marginale suslarinin keneler
icin enfektif olmadig1 da bildirilmistir (30). Sigirlarda A. marginale’nin enfekte
ettigi bilinen tek hiicre eritrositlerdir. Munderloh ve ark. (32) sigir endotel
hiicrelerinin de enfekte edildigini bildirmis, ancak bu durum daha sonra
kanitlanamamuistir. Sigir eritrositlerinde bir membranla ¢evrelenmis ve 4-8 riketsia
iceren inkliizyonlar seklinde bulunurlar ki bunlar baslangi¢ cisimcikleri (initial
bodies) olarak da isimlendirilirler. Akut enfeksiyon sirasinda eritrositlerin
%70’ten fazlasi baslangi¢ cisimcikleri tarafindan enfekte edilir (33). Akut ya da
persiste nefekte konaktan kan emerken alinan etkenler, vektor kenenin bagirsak
epitel hiicrelerinde cogalarak baslangigta vegetatif formlar, daha sonra vegetatif
formlarin ikiye boliinmesi sonucunda ylizlerce organizma igerebilecek biiylik
koloniler meydana gelir. Kenenin diger dokular: ile birlikte tikiiriik bezlerine
yerlesen bu etkenler, kan emme esnasinda tiikiirtik salgilariyla birlikte konaga

aktarilir (Sekil 2) (6, 8, 34).

10



Dermacentor spp

Rhipicephalus spp

Kenedeki gelisme

Vejetatif formlar

»
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dokularinda
cogalma

Mekanik nakil

Kan emen
kenelerle
biyolojik nakil

Sekil 2: Anaplasma marginale’nin yasam siklusu (8).

Ixodidae ailesine bagli yaklasik 20 kene tliriiniin A. marginalemin
taginmasinda  biyolojik vektér oldugu bilinmektedir (30). Anaplasma
phagocytophilum Kuzey yarim kiirede Ixodes persulcatus grubunda yer alan
keneler, Avrupa'da ise I. ricinus tarafindan nakledilir (10). Anaplasma marginale
keneler tarafindan transstadial veya intrastadial olarak nakledilir, transovarial

nakil s6z konusu degildir (6, 10).

Transstadial nakilde Dermacentor ve Rhipicephalus soylarinda yer alan ii¢

konakli keneler, bir gelisme sathasinda enfekte hayvandan kan emerken aldig:

11



etkeni diger gelisme safhasinda (larvadan nimfe ya da nimften erigskine) kan

emdigi duyarli konaga aktarmaktadir (35).

Intrastadial nakil ise bir konaktan diger bir konaga gecen eriskin erkek
keneler tarafindan gerceklestirilmektedir (36, 37). Anaplasma marginale’nin
Israil, Orta Amerika, Giiney Amerika ve Meksika'da Rhipicephalus annulatus
tarafindan nakledildigi de gosterilmistir (38). Ayrica hem A. marginale hem de A.
centrale’nin intrauterin yolla akut enfekte ineklerden dogan buzagilara
bulasabildigi rapor edilmistir (39).

3.3. Epidemiyoloji

Anaplazmoz tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak goriilmekte
ve sigir endiistrisi i¢in biiyiik tehdit olusturmaktadir. Hastalik Meksika, ABD,
Orta ve Giiney Amerika ve Karayip Adalari'nda endemik seyir gostermekle
birlikle, A. marginale’nin seroprevalansi bu iilkeler hatta iilkelerdeki bolgeler
arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bu degiskenlik cografi olarak stabil

veya instabil alanlarin olugsmasina katkida bulunmaktadir (8).

Son yillarda kontrolsiiz veya kontrollii hayvan hareketleri, A.
marginale’den kaynakli sigir anaplazmozunun genis alanlara yayilmasina neden
olmustur. Bu duruma persiste enfekte sigirlardan kaynakli mekanik bulasmanin
neden oldugu ileri siiriilmiistiir (8). Anaplazmozun dagilimmin vektdr kene
hareketliligini etkileyebilecek kiiresel 1sinma nedeniyle degismeye devam edecegi
diistiniilmektedir (40). Saglik ve risk degerlendirme metodolojisinde Onerilen
protokoller, gelecekteki kiiresel hayvan ticareti pazarinda anaplasmosis gibi

hastaliklarin yayilmasini kontrol etmek i¢in 6nemli olacaktir (41).
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Tirkiye’de  theileriosis ve Dbabesiosis ile kiyaslandiginda sigir
anaplazmozunun epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler simirli olmakla birlikte son
yillarda bu hastaliga neden olan tiirlerin varlig1 ve prevalansi ile ilgili ¢alismalarda

art1s oldugu dikkati ¢cekmektedir.

Kan frotilerinin mikroskobik muayenesine dayanan bir c¢alismada, A.
marginale ve A. centrale’nin varlig bildirilmistir (42). Yine Aydin ydresinde
yapilan bir ¢alismada, her iki Anaplasma tiirii molekiiler olarak tespit edilmistir
(43). Afyon yoresinde bir sigircilik isletmesinde o6zellikle {i¢ yasin iizerindeki
hayvanlarda A. marginale’den kaynakli akut anaplazmoz vakalarinin goriildiigii,
ayni isletmede 506 hayvanin 312 (%61,66)’sinde cELISA ile A. marginale’ye
kars1 sekillenen antikorlar tespit edilmistir (44, 45). Aym1 yontemle Ege
bolgesinde %55,35 (46), Kars yoresinde %52,1 (47), Bursa ilinde %45,9 (48),
Karadeniz bolgesinde %37,8 (49), Van, Mus, Siirt ve Diyarbakir illerinde %28,6
oraninda seropozitiflik belirlenmistir (50). Konya’nin Kadinhani, Cumra ve
Beysehir ilgelerinde 700 sigirdan toplanan 6rnekler mikroskobik baki ve cELISA
yontemleri ile A. marginale yoniinden incelenmis ve sirast ile %11,29 ve %31,86

oraninda pozitiflik saptanmistir (51).

Adana’da Anaplasma spp. prevalansint belirlemek i¢in yapilan bir
calismada, cELISA ve Nested-PCR yontemleri kullanilmistir. Incelenen 187
sigirm 72 (%38,5)’sinde seropozitiflik saptanirken, A. marginale ve A.
centrale’nin molekiiler prevalansi sirasi ile %3,2 (6/187) ve %1,6 (3/187) olarak
tespit edilmistir (52). Karadeniz bdlgesinde yapilan molekiiler bir ¢alismada, A.

phagocytophilum un s1g1r ve koyunlarda bulundugu ortaya konmustur (53).
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Aktas ve ark. (54) Karadeniz Bolgesinde insanlardan toplanan /. ricinus’un
nimf ve eriskinlerinde A. phagocytophilum tiiriiniin varhigini ortaya koymuslardir.
Aktas ve Oziibek (11) A. phagocytophilum un Karadeniz bdlgesinde sigirlarda
klinik enfeksiyona neden oldugunu rapor etmislerdir.

3.4. Klinik Bulgular ve Patogenez

A. marginale’den kaynakli sigir anaplazmozu genellikle hemoglobinemi
ve hemoglobiniiri goriilmeden hafif veya siddetli anemi ve ikterus bulgulari ile
seyreden bir hastaliktir (6). Enfekte sigirlarda klinik bulgu olarak anemi ve ikterus
ile birlikte ates, kilo kaybi, uyusukluk, siit veriminde azalma ve genellikle 2 yasin
tizerindeki hayvanlarda 6liimler goriilmektedir (7, 8, 30). Eritrositlerin fagositozu
sonucu sekillenen anemi enfekte hayvanlarda en goze ¢arpan klinik bulgudur.
Diger klinik belirtilerin siddeti anemi derecesi ile iliskilidir (6). ikterus genellikle
hastaligin ilerleyen donemlerinde gelismekte ve cogunlukla iyilesme sirasinda
goriilmektedir. Agir enfekte sigirlarda dehidratasyon ve kilo kaybi ile iligkili
gastrointestinal atoni, rumen stazi ve kabizlik gelisir. Baz1 hayvanlar, serebral

anoksinin ataklarina atfedilen ndrolojik belirtiler gosterebilir (6).

Hastalik perakut, akut, kronik ve hafif olmak iizere farkl klinik formlarda
seyreder. Her yastan sigir A. marginale ile enfekte olabilir, ancak hastaligin
siddeti konagin yasina baglidir. Genel olarak bir yasina kadar olan sigirlarda hafif,
2-3 yas arasinda akut ve oldiiriicii, 3 yasin istlinde ise perakut ve Oldiiriicti bir
seyir gosterir. Alt1 aylik buzagilarda da enfeksiyon goriiliir, ancak nadiren klinik
bulgular ortaya cikar (55). Enfeksiyonun baslangicinda enfekte eritrosit sayisinin

yaklasik her 24 saatte bir iki katina ¢iktig1 geometrik bir artis fazi1 vardir (56).
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Bu akut enfeksiyon fazinda, enfekte eritrosit sayisi oldukca yiiksektir (10°

hiicre/ml) (57).

Anaplasma susuna ve konagmn duyarhiligina bagli olarak, akut fazda
eritrositlerin enfekte edilme oranit %10-%90 arasinda degismektedir (58). Akut
enfeksiyonu atlatan sigirlarda, diisiik parazitemi ile karakterize persiste

enfeksiyonlar gelisir (59).

Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu anaplazmoz basta koyunlar
olmak {izere ruminantlarin tick-borne fever (TBF) hastaligi olarak bilinir (60).
Salginlarin ¢ogu hayvanlarin kene ile enfekte alanlara sokulduktan hemen sonra
ortaya cikar (61). Hastalik sigirlarda 10-14 giinliik bir kulugka doneminden sonra
yiiksek ates, istahsizlik, kilo kaybi, oOksiiriik, burun akintis1 ve siit veriminde

azalma gibi bulgularla kendini gosterir (10, 11).

Anaplasma phagocytophilum'un farkli suslarmma gore degismek {iizere
sigirlardaki en yogun bakteriyemi doneminde, graniilositlerin %901 enfekte
olabilir (10). Bakteriyemi doneminde etkenler ndtrofil, eozinofiller ve
monositlerde bulunur, enfeksiyonun ilerleyen donemlerinde monosit hiicrelerinin
istilas1 baskin hale gelir (62). Enfekte sigirlarda bakteriyemi donemi yaklasik 7

giin siirer ve bu dénemde 41 °C’ye ¢ikan yiiksek ates goriiliir (62).

3.5. Teshis

Hastaligin tanisi, mevsim ve vektor kene dagilimi goz Oniinde
bulundurularak enfekte hayvanlarda gozlenen klinik belirtiler ile nekropsi
bulgularina dayanir (6). Klinik salginlar en ¢ok vektor kaynakli bulagsmanin daha
yaygin oldugu sicak ve vyagisli mevsimlerde goriiliir. Endemik olmayan
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bolgelerdeki kiiltiir ki sigirlar, endemik bdlgeden tasiyict bir hayvanin
sokulmasinin ardindan klinik enfeksiyona yakalanir (63).

Klinik enfekte hayvanlarda hastaligin teshisi, Giemsa ile boyali frotilerin
mikroskobik muayenesi ile yapilabilir. Ancak bu metod, asemptomatik ve tasiyici
hayvanlarin belirlenmesinde giivenilir degildir.

Tastyict hayvanlarin belirlenmesinde serolojik yontemler kullanilmaktadir.
Bu amagla complement fixation (CF), capillary agglutination, card agglutination
(CAT), indirect fluorescent antibody (IFA), enzymelinked immunosorbent assays
(ELISA) gibi ¢ok sayida serolojik test gelistirilmis ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
kullanilmistir. Glintimiizde hastaligin serolojik teshisinde cELISA ve CAT testleri
tercih edilmektedir (55). Halen, Knowles ve ark. (64) tarafindan gelistirilen ve
sigir anaplazmozunun teshisinde kullanilan cELISA, A. marginale, A. centrale ve
A. ovis'in MSP5 genini tantyan bir monoklonal antikor (Mab-ANAF16C1) tabanl
testtir. Ticari olarak mevcut (VMRD, Inc. Pullman, WA, ABD) bu testin, enfekte
sigirlarda A. phagocytophilum antikorlarini da taniyabildigi gosterilmistir (65).

Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte, hastalik
etkenlerinin DNA’sin1 belirleme prensibi ile ¢alisan ve tasiyict hayvanlarda diisiik
enfeksiyon seviyelerini tespit edebilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazl
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemin bir mikrolitre kanda 24 enfekte eritrositi
(% 0.0001 enfekte eritrosite esdeger) belirledigi bildirilmistir (66). Gergek
zamanli PZR (Real time PCR) yontemi, enfekte sigirlarin kanindaki A. marginale

DNA'siin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesinde basariyla uygulanmistir (67).
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Daha sonra hayvanlarda bulunabilecek ayni gruptaki biitiin patojenleri bir
defada ve tek islemde ortaya koyabilen Reverse Line Blotting (RLB) teknigi
gelistirilmistir.

PCR iiriinlerinin bir membranda ayr1 siralara baglanmis 6zgilin problara
hibridizasyonu esasina dayanan bu metot, ilk defa ayn1 kenede bulunan dort farkli
Borrelia tiiriiniin belirlenmesinde kullanilmistir (68). Ilerleyen zamanlarda bu
yontem, s1gir, koyun ve ke¢i gibi ruminantlarda ve diger birgok memeli hayvanda
Babesia, Theileria, Anaplasma ve Ehrlichia soylarinda bulunan tiirlerin teshisinde
kullanilmistir (69-71).

3.6. Tedavi

Sigirlarda  anaplazmozun antimikrobiyal tedavisi, imidokarb ve
tetrasiklinlerin kullanimini igermektedir (72). Bu kimyasallarin gelistirilmesinden
once, akut enfeksiyonlar1 tedavi etmek icgin arsenik, antimon tiirevleri ve
malaryaya etkili ¢esitli kemoterapdtik ajanlar kullanilmistir. Ancak bu bilesiklerin

kemoterapoétik etkisinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir (73).

Imidocarb dipropionate, yaklasik 30 yildan fazla bir siliredir bazi
bolgelerde hastalifi tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir (74). Imidokarb
dipropionat A. marginale’den kaynakli akut enfeksiyonlarda 2.1 mg/kg dozda deri

alt1 veya kas i¢i enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir.

Klortetrasiklin ve oksitetrasiklin, ABD’de akut anaplazmoza kars1
kullanim i¢in onay verilen bilesiklerdir (75). Sigirlarda, 5-12 giin boyunca 11-22
mg/kg dozda damar i¢i yolla uygulanan oksitetrasiklinin A. marginale

enfeksiyonlarin1 basarili bir sekilde tedavi ettigi bildirilmistir (76).
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Ayrica oksitetrasiklinin 3-7 giin araliklarla 20 mg/kg dozda 2, 3 ya da 4
kez kas i¢i yolla enjeksiyonunun tasiyici enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde etkili

oldugu bildirilmistir (76, 77).

Yine 1.1 mg/kg dozda klortetrasiklin katilan yem ile 120 giin, ayn1 ilacin
11 mg/kg dozda katilan yemlerle 30-60 giin siireyle beslenen hayvanlarda persiste
enfeksiyonlarin basarili bir sekilde tedavi edildigi bildirilmistir (78). Genel olarak
oksitetrasiklinler ~ve  Ozellikle doksisikliny, koyun ve sigirlarda A.

phagocytophilum’dan kaynakli TBF hastaliginin tedavisinde etkilidir (79).

Koyun ve kegilerde yapilan deneysel calismalarda, A. phagocytophilum’un
penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve ampisilin gibi antibiyotiklere direngli

oldugu gosterilmistir (79).

Anaplazmozun tedavisi ve daha da Onemlisi sigirlarda meydana gelen
persiste enfeksiyonlar1 engellemek icin yeni antimikrobiyallere ihtiya¢ vardir. Bu
amacla, bakteriyel DNAgraz (Topoizomeraz II) ve Topoizomeraz IV'ii inhibe
eden florokinolon grubunda bulunan enrofloksasinin bir aday olarak
gosterilebilecegi belirtilmistir (80). Yapilan ¢alismalarda, enrofloksasinin akut A.
marginale enfeksiyonlarma karst 5-10 mg/kg dozda etkili oldugu bildirilmistir.
(81). Diger bir calismada ise, 48 saat arayla iki defa uygulanan 12.5 mg/kg
enrofloksasinin, splenektomize buzagilarda siddetli A. marginale enfeksiyonlarim
tyilestirdigi, ancak iyilesen hayvanlarin kalic1 olarak enfekte oldugu bildirilmistir.

(82).
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3.7. Korunma ve Kontrol

Anaplazmozdan korunmada planli ve wuzun siireli programlarin
uygulanmasi gerekmektedir. Bu amacla ¢ok sayida korunma ve kontrol stratejileri
gelistirilmis, ancak kayda deger bir gelisme olmamistir. Korunma tedbirleri
cografi bolgelere gore degismekle birlikte akarisit kullanarak artropodlarla
miicadele, profilaktik antibiyotik uygulamalar1 ve asilamayr icermektedir.
Artropodlara kars1 akarisit uygulamalar1 A. marginale’nin mekanik bulasmasindan
dolayi, bu etkenden kaynakli anaplazmozun kontrol altina alinmasinda kismi bir
koruma saglamaktadir (8). Kene ve sinek enfestasyonlarini engellemek icin
akarisit uygulamalar1 yogun emek gerektiren pahali bir yontemdir. Cevre kirliligi
yaninda tekrar eden akarisit uygulamalari direngli kene ve sinek populasyonlarinin
gelismesine de neden olabilmektedir (55).

Si1gir anaplazmozunun kontroliinde antimikrobiyal tedavi, tetrasiklin grubu
ilaglar ve imidokarbin (72) yani sira, diinyanin bazi boélgelerinde, cesitli
kemoterapotik ajanlarin (antimalaryaller ve antimon tiirevleri gibi) kullanimim
icermektedir (83). Antimikrobiyal tedavi, aktif enfeksiyon olusumunu 6nlemeye
yonelik olarak vektdr mevsiminde enfeksiyonun klinik etkilerini siirlamak icin
saglikli hayvanlara veya klinik anaplazmozun (hasta hayvanlarda) tedavisine
yonelik olarak uygulmaktadir. Bu uygulama hastaligin kontroliine katki yapabilir,
ancak pahali ve genis alanlarda uygulanabilir degildir. Ayrica antibiyotiklerin
yogun olarak kullanilmasi, direngli mikroorganizmalarin gelisimini arttirict
riskleri de beraberinde getirmektedir (55).

Asilama sigir anaplazmozunun kontrolii i¢in diinya genelinde kullanilan

ekonomik ve etkili bir yontemdir. As1 tiretimi ve kullaniminin tarih¢esi Kocan ve
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ark. (8) tarafindan derlenmistir. Anaplazmoza kars1 kullanilan asilar genel olarak
canli ve Oli asilar olmak tizere iki grupta degerlendirilir. Her iki as1 tipi igin
antijen kaynagi olarak A. marginale ile enfekte sigir eritrositleri kullanilmaktadir.
Her iki as1 da klinik hastalig1 hafifletir ya da engeller, ancak hig¢biri hayvanlarin A.

marginale ile persiste enfekte olmasinin oniine gecemez.

3.8. Asillama

3.8.1. Canli Asilar

Anaplazmozun kontrol altina alinmasi amaciyla canli as1 kullanimi Sir
Arnold Theiler tarafindan 1900’1ii yillarin basinda baslatilmistir (84). Canli asilar,
sigirlarin daha az patojenik (zayiflatilmis) A. marginale veya A. centrale
suslariyla enfekte olan eritrositlerle asilanmasini igerir. Bu asilamadaki bagisiklik
tepkisi, hafif enfeksiyon gelistiren ve as1 susu ile kalici olarak enfekte olan
asilanmis hayvanlardaki dogal enfeksiyona benzer (55). Asilanan sigirlarda tipik
olarak klinik hastaliga kars1 omiir boyu koruma saglayan persiste enfeksiyonlar
gelisir ve dolayist ile as1 tekrarina ihtiya¢ duyulmaz (85, 86).

Sir Armold Theiler tarafindan izole edilen A. centrale, si18ir
anaplazmozunun kontrolii amaciyla kullanilan en yaygin canli as1 susudur (84).
Afrika, Avustralya, Israil ve Latin Amerika basta olmak iizere diinyanin gesitli
bolgelerinde kullanilmaktadir. Theiler (84), sigirlarda A. centrale’nin  A.
marginale'ye gore daha az patojen oldugunu ve A. centrale ile enfekte olan
sigirlarda A. marginale enfeksiyonuna karsi koruyucu bagisiklik gelistigini

gozlemlemistir. Capraz koruyucu bagisikligin, her iki bakteride korumada rol

20



oynayabilen ortak immiinodominant epitoplarin bulunmasindan kaynaklandigi
ortaya konmustur (87).

Isinlarla iradiye edilmek suretiyle elde edilen suslar ile etken i¢in normal
konak sayilmayan koyun veya geyik gibi konaklarda iiretilmesi sonucu
patojenitesi zayiflatilmis suslar canli as1 olarak kullanilmistir (8). Ancak,

zayiflatilmis asilarla saglanan koruma genel olarak giivenilir bulunmamistir (6).

3.8.2. Olii Asilar

Etkenlerin inaktive edilmesi yoluyla gelistirilen 6lii agilar, 1960'l1 yillardan
itibaren uzun bir siire ABD'de kullanilmistir (8). Bu tiir asilar, cografi tiirlerin
capraz koruyucu oldugu Giiney Amerika ilkelerinde klinik anaplazmozu
onlemede etkili olmustur (55). Olii asilarin canl agilara gore bazi avantajlari
vardir. Ornegin, istenmeyen enfeksiydz ajanlarla olusabilecek kontaminasyon
riski canlt agilara gore daha azdir. Yine saklama maliyetleri diisiiktiir ve genel
olarak asilama sonrasi reaksiyonlar en az seviyededir. Bu asilarin canli asilara
gore dezavantajlar1 arasinda yillik idame asilama ihtiyaci ile A. marginalenin
eritrositlerden yiiksek saflastirma maliyeti ve genis Olgiide ayrilmis cografi
bolgelerden elde edilen izolatlar arasindaki ¢apraz koruma eksikligi yer alir (6).
Ayrica, 0li asilarin sagladigi koruyucu bagisiklik genel olarak canli asilarin
sagladigi koruyucu bagisikliktan daha azdir. Anaplazmozun kontrolii i¢in
kullanilan ilk ticari 6li asilarda antijen olarak, liyofilize edilmis A. marginale ile
enfekte eritrositler kullanilmig ve bu iriin uygulama sirasinda yag bazli bir
adjuvan ile birlestirilmistir (88). Tirkiye’de sigirlarda kene kaynakli

enfeksiyonlarin prevalansi, etiyolojileri, epidemiyolojileri ve vektor keneler ile
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ilgili veriler simirhidir. Ulkemizin degisik bélgelerinde kan parazitleri ile ilgili
mikroskobik ve serolojik yontemlerle yapilmis arastirmalarda, bu hastaliklarin
yaygin olarak bulundugu dikkati c¢ekmektedir. Ancak, oOzellikle sigirlarda
anaplasmosis ile ilgili molekiiler metotlarla yapilmis yeterli sayida calisma
bulunmamaktadir.

Bu calismada, Malatya yoresindeki sigirlarda anaplazmoza neden olan

tiirlerin varlig1 ve dagiliminin molekiiler teknikler ile belirlenmesi amaglanmaistir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Malatya yoresinde sigirlarda anaplazmoza neden olan
tiirlerin varlig1 ve dagiliminin belirlenmesi amaglanmistir. Anaplasma soyundaki
tiirlerin belirlenmesinde molekiiler yontemler (polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
temelli reverse line blot (RLB) ve PZR temelli RFLP) kullanilmis ve elde edilen

sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

4.1. Saha Cahismalari

Saha calismalar1 Mart-Ekim 2019 tarihleri arasinda Malatya iline bagh
Arguvan, Yazihan ve Akcadag ilgelerinde rastgele segilen 27 isletmedeki sigirlar
tizerinde yiriitiilmistiir (Sekil 3). Malatya ili, Dogu Anadolu Bolgesi’nin Yukari
Firat Havzasinda, Adiyaman, Elazig, Bingdl, Mus ve Van ¢okiintii alaninin
giineybat1 ucunda ve 35 54' ve 39 03' kuzey enlemleri ile 38 45' ve 39 08' dogu
boylamlar arasinda yer almaktadir. Malatya’da kislarin soguk ve uzun, yazlarin
sicak ve kurak gectigi sert karasal iklim hiikiim siirmektedir. Yillik sicaklik

ortalamasi 13,5 °C, yagis ortalamasi ise 420 mm’dir (89).
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Sekil 3: Malatya ilinde saha ¢alismalarinin yapildig1 odaklar.

Arguvan, Yazihan ve Akcadag il¢elerinde rastgele segilen 27 igletmede
farkli itk (Simental, Montofon, Holstein ve bunlarin melezleri) ve yasta [0-1 yas(n
=79), 1-3 yas (n =159), 3 yas ve lizeri (n = 62)] meraya ¢ikan toplam 200 sigirdan
kan 6rnegi alinmigtir. Ornek alman hayvanlarin 1k ve yas durumlar ile érnegin
alindig1 odak ve tarih bilgileri ilgili protokole kaydedilmistir. EDTA’li tiiplere
alman kan 6rnekleri +4 °C’yi saglayan termos i¢inde Firat Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilmis ve DNA
ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20°C’ de muhafaza edilmistir. Alinan 6rnek

sayisinin odaklara dagilimi Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1: Kan 6rnegi alinan odaklar ile 6rneklerin odaklara dagilimi.

Odak Isletme Sayist Alinan Ornek Sayisi
Yazihan 10 65
Arguvan 9 69
Akgadag 8 66
Toplam 27 200

4.2. Laboratuvar Calismalari

4.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, ticari DNA izolasyon kitleri kullanilarak kit
protokollerine gore yapilmistir. Kisaca, eppendorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi
alimmig ve Tlzerlerine Proteinase-K ve RNase A (20 pl) ilave edilerek
vortekslenmistir. Oda 1sisinda 2 dakika bekletildikten sonra, 200 pl Genomic
Lysis/Binding Buffer eklenip vortekslenmis ve 55 °C’ de 10 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra {izerlerine 200 pl %96 ethanol ilave edilip 5 saniye
vortekslenmistir. Collection tlip, Spin column’a yerlestirildikten sonra elde edilen
lizat Spin column’a dokiiliip 10.000 x g’de 1 dakika santriflij edilmistir.
Collection tiip atilmig ve yeni bir Collection tiipe yerlestirilen Spin column’un
tizerine 500 pul Wash Buffer 1 eklenip 10000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Lizata 500 pl Wash Buffer 2 eklenerek santrifiij islemi tekrarlanmistir. Spin
column siteril eppendorf tiiplerine yerlestirilip lizerlerine 100 ul Genomic Elution
Buffer eklendikten sonra oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilmis ve
daha sonra 23000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen genomic

DNA’lar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.
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4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA amplifikasyonu, Touch Down Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Touch
Down PZR) yontemi ile SENSOQEST Labcylcer Gradient marka cihaz
kullanilarak yapilmastir.

Sigirlardan elde edilen DNA’lar 6nce EC9 (5-TACCTTGTTACGACTT-
3") ve EC12A (5'-TGATCCTGGCTCAGAACGAACG-3') primerleri kullanilarak
AnaplasmalEhrlichia tirlerinin 16S ribosomal RNA (rRNA) geninde 1462 baz
cifti (b¢) uzunlugunda bir bolge amplifiye edilmistir (20).

Elde edilen PZR fiiriinleri kullanilarak yine Anaplasmal/Ehrlichia tiirlerinin
16S rRNA geninin V1 degisken bdlgesinde yaklasik 500 b¢ uzunlugunda bir
bolgeyi cogaltan 16S8FE (5’-GGAATTCAGAGTTGGATCMTGGYTCAG-3’)
ve BGAIB (Biotin-5’-CGGGATCCCGAGTTTGCCGGGACTTCTTCT-3")
primerleri ile nested PZR yapilmistir (90). Gerek PZR amplifikasyonunda
kullanilan primerler ve gerekse RLB’de kullanilan problar, “The Midland
Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.)” firmasina sentezlettirilmistir. PZR
reaksiyonu, toplam 25 pl hacimde gerceklestirilmis ve her reaksiyonda, pozitif ve
negatif kontrol DNA o6rnekleri kullanilmistir. Pozitif kontrol DNA 6rnegi olarak,
A. marginale (GenBank giris no. KX781292) ve A. phagocytophilum (GenBank
giris no. KP745629) icin daha once klinik enfekte sigirlardan izole edilen ve
sekans analizi ile teyit edilmis laboratuvar stoklarimizda mevcut genomik

DNA’lar kullanilmagtir.
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Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 kontrol
DNA omekleri Dr. Alberti (Mediterranean Center for Diseases Control,
University of Sassari, Sassari Italy)’den temin edilmistir. Negatif kontrol olarak,
yine daha onceki ¢alismalarda 3 aylik buzagidan alinan, mikroskobik baki ve PZR
ile Anaplasma enfeksiyonlar1 yoniinden negatif oldugu anlasilan kan 6rneginden
ekstrakte edilen genomik DNA kullanilmstir.

DNA amplifikasyonunda kullanilan Touch Down PZR 1s1 sartlar1 Tablo 2,

reaksiyon igerigi ise Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 2: DNA amplifikasyonunda kullanilan Touch Down PZR 1s1 sartlari.

Islem Is1 (C°)— Sire (sn) Dongli Sayisi
Denatiirasyon 94 —20
Hibridizasyon 67 — 30 2

Annealing 72 —30
Denatlrasyon 94 - 20
Hibridizasyon 65 — 30 2
Annealing 72 —30
Denatiirasyon 94 - 20
Hibridizasyon 63 —-30 2
Annealing 72 —30
Denatiirasyon 94 - 30
Hibridizasyon 61 —45 2
Annealing 72 —45
Denatiirasyon 94 — 45
Hibridizasyon 59 -45 2
Annealing 72 —45
Denatiirasyon 94 — 45
Hibridizasyon 57—-45 40
Annealing 72 —45
Son uzatma 72 — 10 dk. 1
Bekletme 4°C’de
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Tablo 3: Touch Down PZR Reaksiyonu Icerigi.

Madde Miktar(ul) Konsantrasyon
Steril Distile Su 13

PCR Buffer 2,5

MgClI 2,5

dNTP 2 1,25 mM
Taq DNA Polimeraz 0,1

Revers Primer 1,25 20 pmol/pl
Fovard Primer 1,25 20 pmol/pl
Template DNA 2,5

Final Konsantrasyon 25 ul

4.2.3. PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen tiriinlerin bir kismi, ethidium
bromide (10mg/ml) ile 30 dakika boyanan %]1,4’liikk agarose jel’de, 5 pl PZR
triinli 4 pl yiikleme soliisyonu (Loading Dye) ile karistirilarak elektroforez
tankindaki jel kuyucuklara yiliklenmistir.

Elektroforez islemi, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tampon soliisyonu
kullanilarak jel tankinda 100 voltta bir saat siireyle gerceklestirilmistir. Y{irtitme
islemi sonrasit Agorose Jel, Quantum Vilber Lourmat (Fransa) marka jel
gorlintiilleme sisteminde spesifik bantlarin varli§i agisindan incelenmistir. Geri

kalan iirtinler ise, RLB testinde kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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4.2.4. Reverse Line Blotting

Biodyne-C  membran {izerine, PZR friinleri ile hibridize olacak
oligoniikleotitlerin baglanmas1 Schouls ve ark. (90) ile Bekker ve ark. (91)’nin
belirttigi sekilde gergeklestirilmistir.

Kisaca, Biodyne C membran oda 1sisinda 10 dakika, 10 ml %16 EDAC (1-
ethyl-3-(3-dimethyloamino-propyl)corbodimide) ile aktive edildikten sonra,
distile su ile yikanarak MN45 miniblottera (Immunetics, Cambridge)
yerlestirilmistir. Membran, iizerindeki kalinti sivi alindiktan sonra, 500 mM
NaHCO3 (pH 8.4) ile 50-800 pmol/150ul konsantrasyonlarinda sulandirilan
problardan, membranin ilk ve son kanallar1 disindaki tiim kanallarina 150 pl
dokiilmiis ve oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,
kanallardaki sivilar aspire edilerek uzaklastirilmis ve membran, miniblotterdan
cikarilarak 100 mM NaOH i¢inde inkiibe edilip inaktivasyon saglanmistir.
Inaktivasyondan sonra membran, 2X SSPE/0,1 SDS i¢inde 60°C’de 5 dakika
yikanarak kullanima hazir hale getirilmistir.

Hibridizasyon asamasinda, onceden elde edilen PZR iiriinlerinden 20 pl
aliarak, 2X SSPE/0,1 SDS ile 150 ul’ye tamamlanmis ve 100°C’de 10 dakika
tutularak denatiire edilmistir. Onceden dokiilen prob siralari ile miniblotter
kanallar1 90° ag1 yapacak sekilde, miniblottera yerlestirilen membran iizerindeki
fazla sivi alinip uzaklastirildiktan sonra, hazirlanmis olan PZR iiriinleri
miniblotter kanallarina dokiilmiis ve 42°C’de 1 saat bekletilerek hibridizasyon
saglanmistir. Hibridizasyon isleminden sonra, kanallardaki sivi alinarak membran
miniblotterdan ¢ikarilmig ve 2X SSPE/0,1 SDS soliisyonu ile 2 defa 52°C’de 10

dakika yikanmistir. Daha sonra 42°C’de 30 dakika, 2X SSPE/ % 0,5 SDS ile
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1:4000 oraninda sulandirilmis 10 ml Horseradish Peroksidaz ile isaretlenmis
streptavidin soliisyonunda hafif ¢alkalanip inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
membran, 2X SSPE/0,5 SDS ile 2 defa 42°C’de 10 dakika ve 2X SSPE ile 2 defa
oda 1s1sinda 5 dakika yikanmistir. Membran 10 ml ECL sivisinda 1 dakika inkiibe
edildikten sonra, sert bir zemine alinarak, {izeri asectatla Ortiilmiis ve hava
kabarciklar1 uzaklastirilarak membran iizerine karanlik ortamda ECL hyperfilm
(Amersham Biotech) konulup banyo edilmistir. Degerlendirmede, filmler iizerinde
prob ve PZR firiinlerinin dokiildiigii siralarin kesistigi kisimlarda meydana gelen
siyah lekeler pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.2.5. RLB’de Kullanilan Problar

RLB testinde kullanilan problar, 5°- wuglarinda amino grubu N-
(Trifluoracetamidohexyl — eyanoethyl, N, N, - diisopropyl phoshoramidite (TFA)-
C6 aminolinker) olacak sekilde “The Midland Certified Reagent (Co. Inc. A.B.D.)
firmasina sentezlettirilmistir. Liyofilize halde gonderilen problar, DNaz ve RNaz
icermeyen bi-distile steril su ile 100 pmol/ul konsantrasyonda sulandirilarak
kullanilmistir. Bu ¢alismada, membrana Catchall (Anaplasmave Erlichia) ve soy
spesifik (Anaplasma spp.ve Erlichia spp.) problarin yani sira bugiline kadar
sigirlarda tanimlanan Anaplasma ve Erlichia tiirleri ile bazi genotiplere 6zgii
toplam 11 farkli prob baglanmistir. RLB testinde kullanilan problar ile bunlara ait

niikleotit dizilimleri ve konsantrasyonlar1 Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: RLB’de kullanilan problar ile niikleotit dizilimleri ve konsantrasyonlari.

Prob Niikleotit dizilimi (5°-3°) Konsantrasyon Kaynak
(pmol/pl)

Catch-all (A/E) GGGGGAAAGATTTATCGC TA 200 91
A. marginale GACCGTATACGCAGCTTG 200 91
A. centrale TCGAACGGACCATACGC 200 91
A. bovis GTAGCTTGCTATGAGAACA 200 91
Ehrlichia sp. (Omatjenne) CGGGTTTTTATCATAGCTTGC 200 91
A. phagocytophilum 1 TTGCTATAAAGAATAATTAGTGG 400 90
A. phagocytophilum 2 TTGCTATGAAGAATAATTAGTGG 400 90
A. phagocytophilum 3 TTGCTATAAAGAATAGTTAGTGG 400 90
A. phagocytophilum 4 TTGCTATAGAGAATAGTTAGTGG 400 90
A. phagocytophilum 5 TTGCTATAAAGAATAGTTAGTGG 400 90
A. phagocytophilum 7 TTGCTATAGAGAATAGTTAGTGG 400 90

4.2.6. DNA dizileme

DNA dizilemede 16S rRNA geni hedef alinmustir. Tiir spesifik proba
sinyal veren (A. marginale) pozitif 6rnek 16SS8FE/BGA1B, Catchall proba sinyal
veren Ornek ise SSAP2f/SSAP2r primerleri ile amplifiye edildikten sonra
sekanslanmistir. Bunun icin, dizilimi belirlenecek izolata ait amplikon, %1,5’lik
agaroz jelde gorintilendikten sonra, jel pirifikasyon kiti (QIAquick® Gel
Extraction Kit, Qiagen, Germany) ile pirifiye edilmis ve DNA dizilimi
belirlenmistir. Elde edilen sekanslarin GenBank veri tabanina kayitlar1 yapilmis

ve BLAST programi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kullanilarak

Genbank’ta kayith diger sekanslar ile karsilagtirilmistir.

4.2.7. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Bu calismada, Catchall proba sinyal veren Anaplasma spp. pozitif
orneklerin identifikasyonunda RFLP yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in Catchall
proba sinyal veren DNA o6rnekleri dnce biitiin Anaplasma/Ehrlichia tiirlerinin 16S

rRNA genini c¢ogaltan genel, daha sonra A. phagocytophilum ve A.
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phagocytophilum-like genotiplerine spesifik primerler kullanilarak nested PZR’de
amplifiye edilmistir. Amplifikasyonda kullanilan primerler ile bunlarin niikleotit

dizilimleri ve PZR sartlar1 Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: RFLP isleminde kullanilan primerler ve PZR sartlari.

Primer Dizilim (5’-3°) PZR Sartlan Kaynak
EC9 TACCTTGTTACGACTT 94°C 5dk, 94°C- 54°C-72°C 30 sn,

ECI2A  TGATCCTGGCTCAGAACGAACG 72°C 5 dk 0
SSAP2f  GCTGAATGTGGGGATAATTTAT  94°C 4dk, 94°C- 53.5°C-72°C 30

SSAP2r ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA sn, 72°C 5 dk

Nested PZR sonucunda pozitif kontrol ve saha 6rneklerine ait amplikonlar
Xcml ve Bsal restriksiyon enzimleri ile kesilmistir (28). RFLP karigimi, 37°C’de 2
saat siireyle sicak su banyosunda tutulduktan sonra %3’liilk agaroz jelde 1 saat
elektroforeze tabi tutulmus ve jel gorlintiileme sisteminde restriksiyon bant
profilleri izlenmistir. RFLP’de kullanilan restriksiyon enzimi ve karisimi
olusturan {iriin miktarlar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: RFLP analizinde kullanilan restriksiyon enzimi ve karisimi olusturan
tiriin miktarlari.

Malzeme Miktar(ul)
Xcml restriksiyon enzim 1

10X buffer 2
Ultra safsu 7
PZR iiriinii 10
Toplam 20

4.2.8. Anaplasma phagocytophilum-like genotiplerinin molekiiler

karakterizasyonu ve filogenetik analiz

Gerek RFLP sonuclarinin dogrulanmasi ve gerekse A. phagocytophilum-

like genotiplerindeki varyantlarin belirlenmesi amaciyla, RFLP sonucunda A.
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phagocytophilum-like 1 (n = 8) ve A. phagocytophilum-like 2 (n = 3) olarak
identifiye edilen oOrneklerin 16S rRNA geninde 598-599 b¢ uzunlugundaki
bolgenin DNA dizilimi belirlenmistir. Elde edilen sekanslar, EMBL/GenBank veri

tabanina kayit edilmistir.

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programi

kullanilarak bu calismada elde edilen A. phagocytophilum-like 1 (AplikelBv) ve
A. phagocytophilum-like 2 (Aplike2Bv) genotiplerine ait sekanslarin ¢oklu
niikleotit hizalamalar1 GenBank veri tabaninda kayitli diger izolatlarla birlikte

yapilmis ve niikleotit dizilimleri arasindaki yilizde benzerlik oranlar belirlenmistir.

Bu calismada tanimlanan A. phagocytophilum-like genotiplerine ait
varyantlarin (AplikelBv ve Aplike2Bv), diger bolgelerden bildirilen izolatlar
arasindaki filogenetik iliskileri belirlenmistir. Eslestirilmis niikleotit sekanslari,

Geneious Prime 2020.1.1 yazilimi (http://www.geneious.com) kullanilarak

birlestirilmistir. Kesinlesmis konsensiis sekanslari, Genious prime'da bulunan
plug-in vasitastyla MUSCLE (92) kullanilarak GenBank'tan indirilen 1ilgili
Anaplasma sekanslar1 ile hizalanmistir. Anaplasma genotiplerinin filogenetik
iligkisini degerlendirmek i¢in MEGA X'te (93) uygulanan Maksimum Olabilirlik
analizi (Maximum Likelihood) kullanilmistir.

ML analizlerinde 1.000 replika ile bir bootstrap analizi yapilmistir. ML
analizleri i¢in en uygun DNA ikame modeli, jModeltest v.0.1.1 yazilim
kullanilarak TN93 + G + I olarak belirlenmistir (94). Calismada karakterize edilen
temsili 16S rRNA gen dizileri, MT338502 ve MT338494 erisim numaralar ile

GenBank veri tabanina girilmistir.
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4.2.9. Istatistiksel Analiz

Anaplasma tiirlerinin  yas gruplar1 arasindaki gorilme sikliginin
degerlendirilmesinde Pearson ChiSquare (y2) testi kullanilmis ve % 5 (P<0,05)
diizeyindeki bir farklilik istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Bu testler Epi

info programi ile yapilmistir.
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Sekil 4: Laboratuvar Goriintiileri.
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5. BULGULAR

5.1. PZR ve RLB’nin spesifitesi

Gerek pozitif kontrol ve gerekse sahadan elde edilen DNA Ornekleri
kullanilarak 16S8FE/B-GAI1B (AnaplasmalEhrlichia) primerleri ile elde edilen
nested PZR firiinleri elektroforez yapildiginda, beklenildigi gibi Anaplasma
tiirlerine ait yaklasik 500 b¢ uzunlugunda bant elde edilmistir (Sekil 5). Bu
amplikonlarin spesifitesi, temsili 6rneklerin DNA dizilemeleri yapilmak siiretiyle

teyit edilmistir.

M NNP Pb1 2 3 456 7 8 9 10

W W W W e e e

Sekil 5: 16S8FE/B-GAI1B primerleri ile elde edilen sigir Anaplasma tir ve
gonotiplerine ait nested amplifikasyon {irlinlerinin jel goriintiisii. M, marker (100
bg); N negatif kontrol (NI, distile su; N2, enfekte olmayan sigir genomik
DNA’s1). P standart positif kontrol (P1, A. marginale GenBank giris no.
KX781292; P2, A. phagocytophilum GenBank giris no. KP745629). 1-10,

Anaplasma spp. pozitif saha 6rnekleri.
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Gerek standart kontrol ve gerekse saha Orneklerine ait PZR iiriinleri,
sigirlarda tamimlanan Anaplasma tirlerine spesifik problarin (A. marginale, A.
phagocytophilum, A. centrale, A. bovis, Anaplasma sp. Omatjenne) baglandig

membranda hibridizasyona tabi tutulmus ve sonuclar sekil 6’da verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Anaplasma/Ehrlichia Catchall
A. marginale

A. phagocytophilum

A. centrale

A. bovis

Anaplasma sp. Omatjanne

Sekil 6: AnaplasmalEhrlichia pozitif kan orneklerine ait RLB sonuglarinin
goriintiilenmesi. Soldan saga o6rnek siralari, yukaridan asagiya prob siralari. 1-4
standart pozitif ve negatif DNA Ornekleri (1, A. marginale; 2, A.
phagocytophilum; 3, distile su; 4, enfekte olmayan s1gir genomik DNA’s1). 5-9 bu
calismada saha Orneklerinde tespit edilen tek ve miks enfeksiyonlar (5, A.
marginale; 6, Anaplasma sp. Omatjenne; 7, A. marginale + A. centrale;8, A.
marginale + Anaplasma sp. Omatjenne; 9, A. marginale + A. centrale +
Anaplasma sp. Omatjenne).

Sekil 6’dan goriilecegi ilizere, RLB sonucunda A. marginale ve A.
phagocytophilum’a ait pozitif kontrol DNA’larindan elde edilen amplikonlar prob
karsiliklari ile sinyal olusturmustur (Sekil 6, sira 1 ve 2). Saha 6rneklerine ait PZR

tirtinlerinin biiyiik bir kismu spesifik prob karsiliklarina sinyal vermistir.
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Bu sinyaller tek ya da miks enfeksiyonlar seklinde A. marginale, A.
centrale ve Anaplasma sp. Omatjenne prob karsiliklarinda goriilmiistiir (Sekil 6,
sira 5-9). Ancak bazi1 saha Orneklerinde sadece AnaplasmalEhrlichia Catchall

proba sinyal alinmstir (Sekil 6, sira 10-12).

5.2. Sigirlarda Anaplasma tiirlerinin prevalansi

Malatya’nin Yazihan, Arguvan ve Akgadag ilgelerinde Anaplasma tiirleri
yoniinden RLB ile incelenen 200 sigirdaki tek ve miks enfeksiyonlarin dagilimi

Tablo 7’de verilmistir.
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Tablo 7: RLB ile sigirlarda belirlenen tek ve miks enfeksiyonlarin dagilimi (n=200).

Enfeksiyon A. marginale A. centrale Anapalsma sp. A. A. bovis Catc-all Positif 6rnek

Omatjanne phagocytophilum (Anaplasma/Ehrlichia) sayisi (%)

+ - - - - - 51 (%25.5)

Tek enfeksiyon - - - - - + 11 (%5.5)
i i + . - - 1 (%0.5)

Ara toplam 63 (%31.5)
+ + - - - - 10 (%5)
+ - + - - - 3 (%1.5)
Mix + + + - - - 1 (%0.5)
Ara toplam 14 (%7)

Toplam 65 (%32.5) 11 (%5.5) 5(%2.5) - - 11 (%5.5) 77 (%38.5)
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Tablo 7’den anlasilacag1 {iizere, muayene edilen 200 sigirin 77
(%38,5)’sinde A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne ve
AnaplasmalEhrlichia Catchall’dan kaynakli tek ya da miks enfeksiyonlar tespit
edilmistir. Orneklerin 63 (%31,5)’iinde tek tiirden kaynakli enfeksiyonlar
belirlenirken, 14 (7%) Ornekte A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp.
Omatjanne kombinasyonundan olusan miks enfeksiyonlar tespit edilmistir.
Anaplasma marginale’nin en yaygin tiir oldugu (%32,5), bunu A. centrale (%5,5),
AnaplasmalEhrlichia Catchall (%35,5) ve Anaplasma sp. Omatjanne (%?2,5) nin
izledigi goriilmiistiir. Bir ornekte A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp.
Omatjanne; 3 o6rnekte A. marginale, Anaplasma sp. Omatjanne; 10 drnekte ise A.
marginale ve A. centrale bitlikte tespit edilmistir. Orneklerin higbirinde A.
phagocytophilum ve A. bovis saptanmamistir (Tablo 7). RLB’de 11 Ornekte
sadece AnaplasmalEhrlichia Catchall proba sinyal alinmasi1 bolgedeki sigirlarda
A. marginale, A. centrale, A.phagocytophilum, A. bovis ve Anaplasma sp.
Omatjanne disinda baska bir Anaplasma tiir ya da genotipin bulundugu seklinde
degerlendirilmistir.

Malatya yoresinde sigirlarda Anaplasma tirlerinin yayginligi, hayvanlarin
yaglar1 dikkate alinarak incelenmis ve sonuglar Tablo 8’de verilmistir. Buradan
anlasilacag1 iizere, Anaplasma pozitiflik durumu ile hayvanin yas1 arasinda

anlaml1 bir iliski bulunmanmustir (P = 0,797, x* = 0,45).
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Tablo 8: Malatya yoresinde sigirlarda Anaplasma tiirleri yoniinden elde edilen

RLB pozitiflik durumunun yas ile iliskisi.

Yas
0-1 yas 1-3 yas 3 yas ve lzeri
Say1 79 59 62
Positif 29 22 26
% 36.7 37.28 41.93
95% CI 26.13 —48.30 25.04 — 50.86 29.51 —55.16
P* degeri P=0.797

“Pearson ChiSquare (y2)

5.3. DNA dizileme ve genetik karsilastirmalar

Bu ¢aligmada, PZR ve RLB’nin dogrulanmasi amaciyla RLB’de Catchall
(AnaplasmalEhrlichia spp.) ve tiir spesifik proba (A. marginale) sinyal veren
ornekleri temsilen secilen 2 izolatin DNA dizilimi belirlenmistir. Anaplasma
marginale’ye ait sekans MT338492, Catchall proba sinyal veren 6rnege ait sekans
ise MT338494 giris numaralar1 ile GenBank veri tabanina girilmistir. BLAST
analizi sonucunda, MT338492 giris numarali A. marginale’nin GenBank veri
tabaninda kayith A. marginale (DQ000616) sekansi ile %100 benzer oldugu
goriilmiistiir. Anaplasmal/Ehrlichia Catchall probuna sinyal veren izolat ise
(GenBank giris no. MT338494) GenBank veritabaninda A. phagocytophilum ve
uncultured Anaplasma sp. olarak yaymlanan izolatlara %99.33-100 oraninda

benzerlik gostermistir.
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5.4. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Bu calismada RLB’de Catchall proba sinyal veren 11 0&rnek, once
EC9/EC12A genel, daha sonra A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like
genotiplerine (A. phagocytophilum-likel, A. phagocytophilum-like 2) 0zgi

SSAP2f/SSAP2r primerleri ile amplifiye edilmistir. Elde edilen nested PZR

iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 7°de verilmistir.

Sekil 7: EC9/ EC12A ve SSAP2{/SSAP2r primerleri ile elde edilen pozitif kontrol
ve saha orneklerine ait nested PZR iiriinlerinin jel goriintiisii. M, marker (100 bg);
N negatif kontrol (N1, distile su; N2, enfekte olmayan sigir genomik DNA’s1). P
standart pozitif kontrol (P1, A. phagocytophilum; P2, A. phagocytophilum-like 1;
P3, A. phagocytophilum-like 2). 1-7, RLB’de Catchall proba sinyal veren

Anaplasma spp. pozitif saha 6rnekleri.
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Sekil 7°den goriilecegi lizere, gerek standart pozitif kontrol gerekse saha
orneklerine ait DNA’lardan beklenildigi gibi 641-642 bg¢ uzunlugunda
amplifikasyon {iriinii elde edilmistir. Bu {riinler restriksiyon enzimleri ile
kesilerek restriksiyon bant profilleri belirlenmistir.

Sekil 7°de SSAP2f/SSAP2r primerleri ile elde edilen pozitif kontrol (A.
phagocytophilum, A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2) ve
RLB’de Catchall proba sinyal veren Anaplasma spp. saha Orneklerine ait PZR
iriinleri, Xcml ve Bsal restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.

Xcml enzmi A. phagocytophilum’u keserek 344 ve 297 bg¢ uzunlugunda iki
bant profili verirken, A. phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1 ve A.
phagocytophilum-like 2) genotiplerinde kesim yapmamaktadir. Bsal enzimi ise A.
phagocytophilum-like 2’de kesim yaparak 422 (423) ve 219 bg¢ uzunlugunda bant
profilleri olustururken, A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1’de
kesim yapmamaktadir (28).

Sekil 7°de elde edilen PZR iiriinlerinin Xcml enzimi ile kesildikten sonra

olusan RFLP bant profilleri Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8: Xcml enzimi ile yapilan restriksiyon analizi sonuglari. M, 100 b¢ marker;
1-3 standart pozitif kontrol (1, A. phagocytophilum; 2, A. phagocytophilum-like 1;
3, A. phagocytophilum-like 2). 4-10, RLB’de Catchall proba sinyal veren
Anaplasma spp. pozitif saha ornekleri. 11, negatif kontrol.

Sekil 8’den izlenecegi gibi, Xcml enzimi beklenildigi gibi pozitif kontrol
olarak kullanilan A. phagocytophilum’da 344 ve 297 b¢ uzunlugunda iki bant
profili verirken (Sekil 8, swra 1), gerek A. phagocytophilum-like 1 ve A.
phagocytophilum-like 2 pozitif kontrollerde (Sekil 8, sira 2, 3) ve gerekse saha
orneklerinde (Sekil 8, sira 4-11) kesim yapmamustir. Buradan saha 6rneklerindeki
pozitifligin ~ A.  phagocytophilum’dan  degil, A.  phagocytophilum-like
genotiplerinden (A. phagocytophilum-like 1 veya A. phagocytophilum-like 2)
kaynaklandig1 goriilmiistir.

Saha oOrneklerindeki pozitifligin  hangi genotipten kaynaklandigini
belirlemek i¢in aynit PZR iiriinleri, Bsal enzimi ile kesilmis ve RFLP sonucunda

olusan bant profilleri Sekil 9°da verilmistir.
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Sekil 9: Bsal enzimi ile yapilan restriksiyon analizi sonuglari. M, 100 b¢ marker;
1-3 standart pozitif kontrol (1, A. phagocytophilum; 2, A. phagocytophilum-like 1;
3, A. phagocytophilum-like 2). 4-7 saha ornekleri [4, A. phagocytophilum-like 1; 5
A. phagocytophilum-like 2; 6-7 miks enfeksiyon (A. phagocytophilum-like 1+ A.
phagocytophilum-like 2). 8, negatif kontrol.

Sekil 9°’dan anlagilacagl iizere, Bsal enzimi beklenildigi gibi A.
phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1°de kesim yapmazken (Sekil 9,
sira 1 ve 2), A. phagocytophilum-like 2°de 422 (423) ve 219 b¢ uzunlugunda iki
bant profili olusturmustur (Sekil 9, sira 3). Ayn1 enzim, yine beklenildigi gibi her
iki genotip ile (A. phagocytophilum-like 1 +A. phagocytophilum-like 2) miks
orneklerde 641 (642), 421 (422) ve 219 b¢ uzunlugunda 3 farkli bant profili
vermistir (Sekil 9, sira 6-7).

RFLP analizi sonucunda, RLB’de sadece Catchall proba sinyal veren 11
ornekten 8’inin A. phagocytophilum-like 1, 3’liniin ise A. phagocytophilum-like 2
ile enfekte oldugu belirlenmistir. 1ki ornekte miks enfeksiyon (A.
phagocytophilum-like 1 +A. phagocytophilum-like 2) tespit edilmistir (Sekil 9,

sira 6-7).
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Boylece Malatya yoresinde yapilan bu calismada, ilk defa Tiirkiye’de
sigirlarda A. phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 genotiplerinin
varlig1 ortaya konmustur.

5.5. Anaplasma phagocytophilum-like genotiplerinin molekiiler
karakterizasyonu

Gerek RFLP sonuglarinin dogrulanmasi ve gerekse A. phagocytophilum-
like genotiplerindeki varyantlarin belirlenmesi amaciyla, RFLP ile A.
phagocytophilum-like 1 (n = 8) ve A. phagocytophilum-like 2 (n = 3) olarak
identifiye edilen orneklerin 16S rRNA geninde 598-599 b¢ uzunlugundaki
bolgenin DNA dizilimi belirlenmistir. Elde edilen sekanslarin, MT338494-
MT338504 giris numaralari ile GenBank’a kayitlar1 yapilmigtir. Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  programi ile c¢oklu niikleotit

hizalamalar1 sonucunda, A. phagocytophilum-like 1 (AplikelBv, GenBank giris
no. MT338494-MT338501) ve A. phagocytophilum-like 2 (Aplike2Bv, GenBank
giris no. MT338502-MT338504) genotipine ait 2 farkli varyant tespit edilmistir
(Tablo 9). Anaplasma phagocytophilum-like 1 ve A. phagocytophilum-like 2
varyantlar arasinda 9 niikleotit farkliligi ile %98.50 oraninda benzerlik tespit
edilmistir (Tablo 9, 10).

Bu caligsmada tespit edilen A. phagocytophilum-like 1 varyant (Aplike1Byv,
GenBank giris no. MT338494-MT338501) daha 6nce Tunus’ta ruminantlarda
(Aplike1BvCpl, KX702974; AplikelOvl, KX702978) ve Japonya’da geyiklerde
(Clone 1; JN055357) bildirilen A. phagocytophilum-like 1 izolatlar ile %99.67-

100 oraninda benzerlik gdstermistir (Tablo 9, 10).
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Yine bu c¢alismada tespit edilen A. phagocytophilum-like 2 varyantin
(Aplike2Bv, GenBank giris no. -MT338504) daha 6nce Tunus’ta koyun ve keciler
(Aplike20vCpl, KX702980; Aplike2Cpl, KX702985) ile Cin’de Hyalomma
asiaticum (BL099-6, KJ410247) tiirii kenede bildirilen A. phagocytophilum-like 2

izolatlarina %99.33-99.83 oraninda benzer oldugu belirlenmistir (Tablo 9, 10).
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Tablo 9: Anaplasma phagocytophilum’a benzeyen A. phagocytophilum-like genotiplerine ait 16S rRNA sekanslar1 (598—-599 bg) arasindaki
niikleotit farkliliklari.

Konak Genetik varyant® Ulke GenBank 16S rRNA niikleotit pozisyon® Kaynak
823 830 1011 1109 1111 1113 1120 1137 1148 1237 1239 1240 1260 1291
Insan Webster ABD NR_044762 T T A G T A C A T T T C G C 95
At Camawi ABD AF172167 * * * * * * * * * * * * * * Unpublished
Kopek Dog2 ABD CP006618 * * * * * * * * * * * * * * Unpublished
Geyik Clone 1 Japonya IN055357 C * * * A - * G C * * * * * 23
Sigir ve kegi Aplike1BvCpl Tunus KX702974 C * * * A - * G C * * * * * 28
Koyun Aplikel1Ovl Tunus KX702978 C * * * A T * G * * * * * * 28
Sigir AplikelBv Tiirkiye MT338494 C * * * A T * G * * * * * * Bu calisma
Sigir Aplike2Bv Tiirkiye MT338502 C A G A A T T G C C C * A T Bu ¢alisma
Koyun ve kegi Aplike20vCpl Tunus KX702980 C A G * A T T G C C C T A T 28
Kegi Aplike2Cpl Tunus KX702985 C A G * A T T G C C C T * T 28
Kene* BL099-6 Cin KJ410247 * A G * A T T G C C C T A T 25

Kisaltmalar: Niikleotitler: C, Sitozin; T, Timin; G, Guanin; A, Adenin. * Yildizlar korunmus niikleotitleri gostermektedir.

“Aplike1Bv (Anaplasma phagocytophilum-like 1) varyant bu c¢alismada elde edilen MT338494-MT338501 giris numarali sekanslart;

Aplike2Bv ise MT338502-MT338504 giris numarali sekanslar1 temsil etmektedir.
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Sayilar, A. phagocytophilum HZ USA izolatinin (GenBank accession number NC 007797) (96) niikleotit pozisyonuna gore belirlenmistir.
1011 ve 1137 niikleotitlerdeki Adenin (A) Guanin (G) degisikligi, A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like genotiplerinin ayrimina
izin vermektedir. 1011 deki Adenin (A) Guanin (G) degisikliginde Bsal enzimi A. phagocytophilum ve A. phagocytophilum-like 1°de
kesim yapmamakta, ancak A. phagocytophilum-like 2 genotipini keserek 422 (or 423) ve 219 b¢ uzunlugunda iki bant profili vermektedir.
1137 deki Adenin (A) Guanin (G) degisikliginde ise Xcml enzimi A. phagocytophilum’u keserek 344 and 297 b¢ uzunlugunda iki bant
profili olustururken, A. phagocytophilum-like genotiplerinde (A. phagocytophilum-like 1 ve 2) kesim yapmamaktadir (28).

¢ Hyalomma asiaticum
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Tablo 10: Bu calismada sigirlarda tespit edilen Anaplasma phagocytophilum-like 1 and 2 genotipleri ile GenBank’ta kayith diger izolatlar

arasindaki ylizde benzerlik analizi.

Genotip Konak veya Genetik varyant Ulke GenBank
vektor giris no.

A. phagocytophilum-like 2 H. asiaticum BL099-6 Cin KJ410247
A. phagocytophilum-like 2 Koyun ve keci Aplike20vCpl Tunus KX702980
A. phagocytophilum-like 2 Sigir Aplike2Bv Tiirkiye MT338502
A. phagocytophilum-like 2 Kegi Aplike2Cpl Tunus KX702985
A. phagocytophilum-like 1 Geyik Clone 1 Japonya IN055357
A. phagocytophilum-like 1 Sigir ve kegi Aplikel BvCpl Tunus KX702974
A. phagocytophilum-like 1 Koyun AplikelOvl Tunus KX702978
A. phagocytophilum-like 1 Sigir Aplikel Bv Tiirkiye MT338494

1 2 3 4 5 6 7 8
100.00 99.50 99.83 99.33 97.32 98.33 98.33 98.33
100.00  99.67 99.83 98.49 98.49 98.50 98.50
100.00  99.50 98.49 98.49 98.50 98.50
100.00  98.66 98.66 98.66 98.66
100.00  100.00  99.67 99.67
100.00  99.67 99.67
100.00  100.00
100.00
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5.6. Filogenetik analiz

Bu calismada elde edilen A. phagocytophilum-like 1 ve A.
phagocytophilum-like 2 varyantlarinin, GenBank veri tabaninda kayitli diger
Anaplasma spp. izolatlarin1 temsilen secilen sekanslarin olusturdugu filogenetik

agag icerisindeki yeri sekil 10°da verilmistir.
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AF318944 Starin vaccine Cattle Netherlands

] A. centrale
JQ839010 Isolate C4B Boophilus micropolus tick Philippines

J A. ovis

JQ839012 Isolate C6A Boophilus microplus tick Philippines

KJ639879 Strain AO89 Red Deer China
EF587237 Isolate CGX Sheep China

AF309867 Strain Florida Cattle USA
A. marginale

KJ782381 Isolate YC38 Sheep China
KJ782382 Isolate YC29 Sheep China
KJ782383 Isolate SP19 Sheep China
KJ782384 Isolate KS9-a Sheep China
KJ782385 Isolate KS8 Sheep China

KX702985 Variant Aplike2Cp1 Goat Tunisia

MT338502 variant Apilike2Bv Cattle Turkey

r— KM285229 Strain Aplike1GGo3 Goat Tunisia
KJ782386 ATS1 Sheep China

KU321299 Ap-SHAX31 Goat China

MT338494 variant Apilike1Bv Cattle Turkey
KX702978 Variant Aplike10r1 Sheep Tunisia

KM285227 Strain Aplike1GGo2 Goat Tunisia

MG940878 13QHF23 Haemaphysalis ginghaiensis China
— JN558813 Isolate HB322 Clone 322 Goat China
JNO55357 Clone-1 Deer Japan

1 GU223365 Clone GS29 Cattle Turkey

AB588974 Clone Ac52D Deer Japan

AB588976 Clone Ac30B Deer Japan

KM285226 Strain Aplike1GGo1 Goat Tunisia

KM285230 Strain Aplike1GOv1 Sheep Tunisia

KX702974 Variant Aplike1BrCp1 Cattle and Goat Tunisia
KM285232 Strain Aplike1GOv3 Sheep Tunisia

x KM285231 Strain Aplike1GOv2 Sheep Tunisia

DQ458805 Strain ZJ-HGA-165-2 Rodent China

=| NR 074113 Strain HZ Human USA

AY077619 Isolate Okinawa Dog Japan

m ] A. platys
EU439943 Strain Gigio Dog haly

KX702980 Variant Aplike20rCp1 Sheep and Goat Tunisia

KM285228 Strain Aplike2GGo1 Goat Tunisia

KJ410247 Isolat BLO99-6 Hyalomma asiaticum China
JX402604 Clone Xinjiang051-9 Hyalomma asiaticum China

KJ410249 Isolat BL102-7 Hyalomma asiaticum China

A. phagocytophilum-like 2

A. phagocytophilum-iike 1

} A. phagocytophilum

‘ JN558817 Isolate YX4 Clone 4 Goat china

} A. bovis

L £1160957 Strain Zhongxian Cattle China

0.010

Sekil 10: Maksimum Likelihood ydntemi

NR 044831 Isolate Crystal Springs Cattle Zimbabwe | Enrlichia ruminantium

kullanilarak Anaplasma tiirlerinin 16S

rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik agac¢. Diigiimlerdeki sayilar 1000

replikat ile bootstrap degerlerini temsil etmektedir (sadece % 50'den daha biiyilik

degerler alinmistir). Sekanslar GenBank erisim numarasi, sus veya izolat adi,

konakg1 veya vektor ve lilke olarak verilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sekanslar
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kirmizi olarak belirtilmistir. Olgek ¢ubugu, niikleotit pozisyonu basma 0.01
ikameyi temsil etmektedir. D1s grup olarak Ehrlichia ruminantium (GenBank giris

numarasi: NR_044831) kullanilmistir.

Sekil 10’dan anlasilacagi gibi, bu c¢alismada tespit edilen A.
phagocytophilum-like 1 ve 2 varyantlarinin, A. phagocytophilum ile yakindan
iligkili oldugu, ancak daha once farkli bolgelerde ruminantlarda ve kenelerde
identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 ve 2 izolatlar1 ile birlikte iki farkli

grupta bagimsiz olarak kiimelendigi goriilmiistiir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Anaplasma soyuna bagl tiirler, Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu tropikal
ve subtropikal iklim kusaginda yer alan bolgelerde hayvanlarda klinik ve
subklinik enfeksiyonlara neden olurlar. Sigirlarda anaplazmoza neden olan 4 (A.
marginale, A. phagocytophilum, A. centrale ve A. bovis) tiir tanimlanmstir (7, 10,
11). Bunlardan A. phagocytophilum sigirlarin yan1 sira diger bircok memeli
hayvan ile birlikte insanlarda da enfeksiyona neden olmaktadir (10). Son yillarda
once Japonya’da s18ir, geyik ve bazi ixodid kenelerde (19-22), daha sonra Cin’de
koyun, keci ve Hyalomma asiaticum’da (25) Anaplasma phagocytophilum ile
yakindan iliskili yeni Anaplasma spp. strainleri bildirilmistir. Filogenetik
analizlerde, Japonya ve Cin’de bildirilen bu strainlerin hem A.
phagocytophilum’dan hemde birbirlerinden farkli iki ayr1 grupta kiimelendigi ve
dolayist ile bunlarin ayn tiirler olabilecegi rapor edilmistir (23, 24). Tunus’ta 2015
yilinda Ben Said ve ark. (27) tarafindan yapilan ¢alismada, Anaplasma pozitif
keci orneklerinden elde edilen sekanslarin Japonya ve Cin’de bildirilen strainlere
benzer oldugunu ortaya koymustur. Ben Said ve ark. (28), Japonya ve Cinde
bildirilen strainlerin hem A. phagocytophilum’dan hem de birbirlerinden ayrimina
imkan veren RFLP yontemi gelistirmis ve bu genotipleri A. phagocytophilum-like
1 (Japanese strains) ve A. phagocytophilum-like 2 (Chinese strains) olarak
adlandirmislardir  (28). RFLP yontemi Tunus’ta A. phagocytophilum-like
genotiplerinin varligi ve yayginliginin belirlenmesinde kullanilmis ve sigrr,
koyun, ke¢i ve Rhipicephalus turanicus'ta her iki genotipin (A. phagocytophilum-

like 1 ve A. phagocytophilum-like 2) mevcut oldugu bildirilmistir (28).
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Anaplasma phagocytophilum-like 1 (Japanese strains) genotipinden kaynakli
enfeksiyonlar Italya'da koyun ve kegilerde de rapor edilmistir (29).

RLB yonteminde, Catchall ve soy spesifik problar ile reaksiyon veren, ancak
membrana baglanmis tiir spesifik problar ile sinyal olusturmayan amplikonlarin,
yeni bir tiiriin, alt tiriin yada farkli bir genotipin varligini isaret edebilecegi
belirtilmistir (7, 91, 97, 98). Bu ¢alismada, RLB membranina
Anaplasma/Ehrlichia Catchall ve 5 tiir spesifik prob baglanmistir (Tablo 4).
EC9/EC12A ve 16S8FE/B-GAI1B primerleri ile sigir orneklerinden elde edilen
amplikonlarin bliylik bir kismi, A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp.
Omatjanne spesifik prob karsiliklar1 ile sinyal verirken, 11 Ornekte sadece
AnaplasmalEhrlichia Catchall probuna sinyal almmustir (Sekil 6). Bunlarn
temsilen secilen bir ornegin DNA dizilimi belirlenerek (GenBank giris no.
MT338494) BLAST analizi yapildiginda, GenBank veri tabaninda A.
phagocytophilum ve uncultured Anaplasma sp. olarak yayimlanan izolatlara
%99.33-100 oraninda benzerlik gostermistir. Anaplasma phagocytophilum’un
vektorii, Kuzey yarim kiirede Ixodes persulcatus, lilkemizinde i¢inde yer aldig
Avrupa’da ise Ixodes ricinus’tur (10, 54). Farkli iklim, bitki ve cografik
ozelliklere sahip Tirkiye’de, bolgeler arasinda ixodid kene populasyonunda
onemli farkliliklar goriilebilmektedir. Bu calismanin yiiriitiildigli Malatya ili,
karasal iklim 6zelligine sahip olup, bu bolgede sigirlarda baskin kene tiirliniin
Hyalomma spp. (99, 100), Karadeniz bolgesinin kiy1 kesimi gibi daha nemli ve
yagisli bolgelerde ise 1. ricinus oldugu bilinmektedir (101, 102). Buna gore
Malatya yoresinde sigirlarda Catchall proba sinyal alman O6rneklerde, A.

phagocytophilum olma ihtimalinin ¢ok diisiik olacag1 degerlendirilmistir.
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Bu durum, bolgedeki sigirlarin yeni bir Anaplasma tiirli ya da genotipi ile enfekte
olabilecegini, bu enfeksiyonun da son yillarda tanimlanan A. phagocytophylum-
like genotiplerinden kaynaklanabilecegini diisiindlirmiistiir. Dolayist ile bu
calismada Catchall proba sinyal veren ornekler, Ben Said ve ark. (28) bildirdigi
sekilde PZR-RFLP yontemi ile incelenmistir. RFLP sonucunda 11 6rnekten 8’inin
A. phagocytophylum-like 1 (Sekil 8), 3’liniin ise A. phagocytophylum-like 2 ile

enfekte oldugu belirlenmistir (Sekil 9).

Bu c¢alismada, sigirlarda tespit edilen A. phagocytophilum-like
genotiplerindeki genetik varyantlarin molekiiler tiplendirmesi ve filogenetik
agactaki yeri belirlenmistir. Anaplasma phagocytophilum-like 1 sekanslarindaki
varyant (AplilelBv), Tunus’ta ruminantlarda (28) ve Japonya’da geyiklerde (23)
bildirilen A. phagocytophilum-like 1 izolatlar1 ile 9%99.67-100 benzerlik
gostermistir. Anaplasma phagocytophilum-like 2 varyant ise (Aplike2Bv) yine
Tunus’ta koyun ve keciler (28) ile Cin’de Hyalomma asiaticum (25) tiirii kenede
bildirilen A. phagocytophilum-like 2 izolatlarina 9%99.33-99.83 benzerlik
gostermistir (Tablo 9, 10).

Bu ¢alismada identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 (AplilelBv) A.
phagocytophilum-like 2 (Aplile2Bv) varyantlari, filogenetik agagta A.
phagocytophilum’un olusturdugu kiime yerine, daha oOnce farkli bolgelerde
ruminantlarda ve kenelerde identifiye edilen A. phagocytophilum-like 1 ve 2
izolatlar1 ile birlikte iki farkli grupta bagimsiz olarak kiimelendigi goriilmiistiir
(Sekil 10).

Klinik vakalarda Anaplasma tiirlerinin teshisinde, kan hiicreleri i¢indeki

etkenlerin morfolojik yapilarina bakilmistir. Ancak subklinik enfekte bireylerde
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bu patojenlerin mikroskobik teshisi zordur. PZR ve PZR tabanli molekiiler
yontemlerle, Anaplasma tiirlerinin ayirici teshisi kolaylikla yapilabilmektedir. Bu
yontemlerden RLB, hem yiliksek duyarliliga sahip olmasi, hem de ayni anda
konak kaninda olabilecek birden fazla tiirli belirleyebilmesi agisindan son yillarda
iilkemizde de tercih edilen bir yontem olmustur (7, 11, 103). Bu ¢alismada,
sigirlardan toplanan kan Orneklerinde Anaplasma tirlerinin  varligr  ve
yaygmligimin belirlenmesinde PZR tabanli RLB ve RFLP yontemleri
kullanilmistir. Buna gore Malatya yoresinde sigirlarda A. marginale, A. centrale,
Anaplasma sp. Omatjanne, A. phagocytophilum-like 1ve A. phagocytophilum-like
2’den kaynakli tek ya da miks enfeksiyonlarin varligi ortaya konmustur. Bu
tiirlerden A. marginale, A. centrale ve Anaplasma sp. Omatjanne’nin varlig1 daha
once lilkemizde sigirlarda yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (11, 47-52, 103).
Ancak A. phagocytophilum’a yakin benzerlik gdsteren ve yeni tanimlanan A.
phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1ve A. phagocytophilum-like 2)
genotipleri Tiirkiye’de ilk defa bu ¢calismada tespit edilmistir.

Tiirkiye’de sigirlarda anaplazmozun epidemiyolojisi ile ilgili yapilan
calismalarda uzun yillar mikroskobik ve serolojik yontemler kullanilmistir. Bu
caligmalara bakildiginda tlkemizin fakli bolgelerinde hastaligin %61°e varan
oranda yaygin oldugu goriilmektedir (44-51). Iki asamali PZR yontemi ile
Adana’da 187 sigirda yapilan molekiiler calismada, A. marginale ve A.
centrale’nin molekiiler prevalansi sirasi ile %3,2 ve %1,6 olarak tespit edilmistir
(52). Aym1 yontemle Trakya bolgesinde 184 sigir A. marginale yoniinden test
edilmis ve %31 oraninda pozitiflik saptanmistir (7). RLB yontemi ile Karadeniz

bolgesinde yapilan bagka bir arastirmada, muayene edilen 123 sigirdan
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%45,1’inin bes Anaplasma tiiriinden (A. phagocytophilum, %30,8; A. marginale,
%18.,8; A. centrale, %18; Ehrlichia sp. strain Omatjenne, %13.5; A. bovis, %0,7)

en az biriyle enfekte oldugu bildirilmistir (11).

Bu c¢alismada, Malatya yoresinde muayene edilen 200 sigirin 77
(%38,5)’sinde A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne ve A.
phagocytophilum-like (A. phagocytophilum-like 1, A. phagocytophilum-like 2)
genotiplerinden kaynaklanan tek ve miks enfeksiyonlar tespit edilmistir. Gerek
Malatya yoresinde yapilan bu ¢alismada ve gerekse iilkemizin farkli bolgelerinde
yapilan yukaridaki ¢aligmalarda elde edilen sonuglar, farkli cografik yapi ve
iklime sahip bolgelerde sigirlarda Anaplasma tiirlerinin dagilimi ve prevalansinda
degiskenlik olmakla beraber, Tiirkiye’nin hemen her bdlgesinde yaygin oldugunu

gostermistir.

Sonug olarak;

e Malatya iline bagl ii¢ ilgede yapilan bu siirveyde, sigirlarda Anaplasma soyuna
bagli A. marginale, A. centrale, Anaplasma sp. Omatjanne, A. phagocytophilum-
like 1 ve A. phagocytophilum-like 2 tir ve genotiplerinden kaynakli
enfeksiyonlarin varligi ortaya konmustur.

e Bolgede sigirlarda A. marginale’nin en yaygin tiir oldugu ve bu tiirden kaynakli
klinik enfeksiyonlarin goriilebilecegi beklenmelidir.

e Ulkemizde sigirlarda daha once yapilan ¢alismalarda rapor edilen A.
phagocytophilum ve A. bovis tiirlerine bu calismada rastlanmamistir. Ancak, A.
phagocytophilum’a yakin benzerlik gosteren A. phagocytophilum-like 1 ve A.
phagocytophilum-like 2 genotipleri iilkemizde ilk defa bu c¢alismada

tanimlanmaistir.
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e Ayni zamanda zoonoz olan A. phagocytophilum sigirlarda klinik enfeksiyona
neden olan bir Anaplasma tiriidiir. Bu bakteri iilkemizinde i¢inde bulundugu
Avrupa bolgesinde 1. Ricinus ile nakledilmektedir. Ixodes ricinus, tilkemizde
nemli ve yagish bolgelerde baskin kene tiirii olup, Malatya gibi karasal iklime
sahip bolgelerde bu tiire rastlanmamaktadir. Anaplasma phagocytophilum’a yakin
benzerlik gosteren A. phagocytophilum-like 1 ve 2 genotiplerinin vektorleri
bilinmemektedir. Bu genotiplerin 1. ricinus disinda diger ixodid kenelerle
nakledilme ihtimali oldukga yiiksektir. Bu durumun, ileride yapilacak detayli

calismalarla ortaya konmasi gerekmektedir.
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