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ONSOz

Tarkiye, cgrafi konumu itibariyla, riketsiyal, viral, baktery ve paraziter hastaliklarin
yayginsekilde goruldigu bir bélgede yer almaktadir. Bolge iklimi, diretkiéeri yaninda pek ¢ok
hastalgl tasima potansiyeli olan keneler icinde uygun bir ort@aogturmaktadir. Kene ile bugan
hastaliklardan theileriosis, babesiosis, anaplammes ehrlichiosis hayvan ystiricili gini
etkileyen protozoal ve riketsiyal etkenlerin neadsugu hastaliklardirAnaplasmataceailesinde
yer alanEhrlichia ve Anaplasmasoyuna bgli sigirlarda bulunan tirlerAnaplasma marginale,
Anaplasma centrale, Anaplasma bovis, Anaplasma @hdagphilum ve Ehrlichia
ruminantumdur. Ehlichia ruminantumin Turkiye’de vektdéri Amblyomma tird keneler)
bulunmadgindan etkene ulkemizde rastlanmgtmn Anaplasmasoyu igerisinde en patojen tir
Anaplasma marginaleolmakla birlikte dger turlerde verim diikliklerine neden olarak
ekonomik kayiplara yol agabilmektedir.

Sgirlarda hastalik okturan Anaplasma tirlerinin  mikroskobik muayenede stesi
paraziteminin dg§ilk olduzu durumlarda zordur. Serolojik testler de, turlensanda capraz
reaksiyonlarin olgmasindan dolayAnaplasmatirlerinin ayirt edilmesinde uygun bir yontem
degildir. Molekiler yontemler ise yuksek sensivite ygesifitesinden dolayAnaplasméatirlerinin
tespitinde kullanilan en duyarl tani yontemidiru Balsmada, molekuler yontemler (PZR ve
Nested PZR) kullanilarak Aydin Yoéresi'nde bulunagirsve kenelerdeAnaplasmatirlerinin
varhgini argtirmak ve pozitif 6rneklerde bulunan etkenlerin dderizasyonunu belirlemek
amaclanmytir.

Bu calsma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arema Programi (BAP) tarafindan
desteklennitir.
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1.GIRIS

1.1. Genel Bilgi

Tarkiye’de hayvan vyedtiriciligi tarim sektorinin % 35'ini  olturmakta ve
ekonomide o6nemli bir yer tutmaktadir. Turkiye'deliman yaklaik 11 milyon sgirin
% 24,85'ini yerli irk, % 34,401 kaltar irki, %0475’ini ise kiltir melezi olgturmaktadir
(Turkiye Istatistik Kurumu, Hayvancililtstatistikleri). Hayvan sayisi ¢ok olmasingmeen
elde edilen hayvansal Uriin miktari istenilen dueegegildir. Et ve st Uretimini arttirmak
amaciyla son zamanlarda wéticilik potansiyeli olan bélgelerde kultir irkladéretimi tevik
edilmektedir. Birim hayvanda uretim arfi enfeksiyon hastaliklarina duyaili da
arttirdgindan, dgru bakim ve besleme yaninda bu hastaliklarai katkin bir micadele
gerektirmektedir. Hayvancilik sektoriinde yuksekiméli gin devami ancak uygun bakim-
besleme kgullarinin sglanmasi yaninda, hastaliklarighes, tedavi ve kontrolii noktasindaki
baari ile mumkunddr.

Tarkiye, carafi konumu itibariyla, riketsiyal, viral, baktesl ve paraziter
hastaliklarin yaygigekilde goraldgu bir bolgede yer almaktadir. Bu nedenle mevcyvaa
varhgl diger paraziter enfeksiyonlara karoldusu gibi, kene enfestasyonlarina da agciktir.
Keneler direk etkileri yaninda (kene felci, terlenfastalg, soyucu-somuricu etki),
protozoon, riketsiya, bakteri ve viris enfeksiyoma tasima potansiyelleri ile miyazis
etkenlerine ortam hazirlamalarindan dolayi, oldukeghlikeli olmaktadirlar. Keneler ayni
zamanda bu enfeksiyonlardan bazilarini kendi mesit ve/veya gelme donemlerine
aktararak, enfeksiyonun nesiller boyu devam etneesan ciddi boyutlara ufaasina neden
olmaktadirlar (Goksu ve Tuzer 1981, Dumanl 198%gne ile bulgan hastaliklardan
Theileriosis, Babesiosis, Anaplasmosis ve Ehrlisisiohayvan yetiricili gini etkileyen
protozoal ve riketsiyal etkenlerin neden dgiduhastaliklardir. Bu hastaliklarin naklinde rol
oynayan kenelerin bir ¢ok cinsindxddes, Haemaphysalis, Dermacentor, Hyalomma,
Rhiphicephalus, Ornithodoryisait turler Tarkiye'de evcil hayvanlarda yayginr ekilde
bulunmutur (Kurtpinar 1954, Cetingal996, Aydin ve Bakirci 2007, Bakirci 2009). Kene
enfestasyonlarinin ekonomik @i olan hayvanlardan biea kedi, kopek ve insanlarda da

gorilmesi, konuyu halk gagi boyutuna tgmaktadir.



Ehrlichiosis, Ixodidae ailesine bali keneler tarafindan nakledileAnaplasmatacea
ailesindeEhrlichia soyunda bulunan tirlerin neden aidubir hastaliktir Ehrlichia etkenleri
konazinin l6kositlerine intrastoplazmik olarak yefile(Dumler ve ark 2005).

Anaplasmosis,Anaplasmataceaailesinde Anaplasmasoyuna bgh tdrlerin neden
oldugu bir hastaliktir. Etken biyolojik olarak keneledé&tarilir. Mekanik olarak ise sinekler
ve kontamine malzemelerle stamaktadir. Sgirlarda patojen olan tirAnaplasma
marginaledir. Tropikal ve subtropikal bdlgelerde yaygin allar gérilen Anaplasmosis
ekonomik kayiplara neden olmasi yoninden 6nemhéstaliktir. Anaplasmosis klinik olarak
ates, hemolitik anemi, @irlik kaybi, gebe hayvanlarda yavru atma ve barumhliarda oltimle
seyretmektedir (Vidotto ve ark 2006)

Anaplasmasoyuna bgli turler hakkinda bilgiler son yillarda artmaktadCiftlik
hayvanlarinda ve daha az derecede de insanlardtkénlerin patojenik aktiviteleri birbirleri
ile balantihdir (Rymaszewska ve Grenda 2008). Anaplasnobayvanlarda vicut
agirhginda azalma, yavru atma, sut veriminde azalma, GWi@mneden oldgu veteriner
masraflarindan dolayi 6zellikle hayvan yaticili gi icin 6nemli bir hastaliktir (Splitter ve ark
1955, Sainz ve ark 1999, Melendez 2000, Stuen k@02, 2003). Smith ve Kilborne 1893
yilinda sgirlardaAnaplasmaetkenini saptamglar fakat bunun girlarda ‘Texas Cattle Fever’
hastalginin etkeni olan Babesia bigemiriain gelisim evrelerinden biri  oldgunu
disuinmislerdir (Kocan ve ark 2003)Anaplasma marginaleilk olarak 1910 yilinda Sir
Arnold Theiler tarafindan farkh bir patojen olaraknimlanmgtir (Kocan ve ark 2003).
Theiler, Guney Afrika girlarinda yap#ii calsmada, giirlarin erisrositleri icerisinde
‘marginal point’ olarak adlandirgh etkeni gérmé ve etkeniAnaplasma marginalelarak
adlandirmgtir. Yine Theiler, bu kez eristrositlerin ortasinetkenleri gérmii ve bu tirt de
Anaplasma centraleolarak adlandirmtir (Kocan ve ark 2003)Anaplasma Theiler’in
calismalari sonucunda yeni bir soy olarak tanimlanme gegcici olarak protozoon
siniflandirimasina dahil edilgtir. Daha sonraki yillarddnaplasmanin A. ovis, A. playts ve
A. bovistirleri de bulunmgtur (Harvey ve ark 1978, Kuttler 1984).g8larda bulunan tirler
Cizelge 1'de verilmtir.



Cizelge 1. Ruminantlarda bulun&amaplasmave Ehrlichia tirleri, yerlatikleri yerler ve vektorleri

Etken Konak Konakgida Yegggi Vektor
Yer
Anaplasma marginale Sigir, Vatsi Eritrosit Dermacentor,
Ruminant Rhipicephalus, Ixodes,
Boophilus, Hyalomma,
Ornithodorus, Tabanidae
Anaplasma centrale Sgir, Vabi Eritrosit Dermacentor,
Ruminant Rhipicephalus, Ixodes,
Boophilus, Hyalomma,
Ornithodorus, Tabanidae
Anaplasma bovis Sigir Monosit, Lenfosit Haemaphysalis,

=Ehrlichia bovis

Anaplasma
phagocytophilum
=Ehrlichia
phagocytophilum
=Ehrlichi equi

Ehrlichia ruminantum
=Cowdria ruminantum

Sigir, At, Képek,
Insan

Sigir, Koyun, Kegi
ve Diger
Ruminantlar

Notrofil, Eozinofil

Notrofil, Endotel
Hucreler

Hyalomma, Rhipicephalus,
Amblyomma

Ixodes sp.
Dermacentor sp.

Amblyomma sp.




Son yillardaAnaplasmacinsine bgli turlerde dgisiklikler olmaktadir. Biyolojik
karakterlerine, 16S rRNA, groESL ve ylzey protaini@ analizlerine goreRickettsiales
dizisinde yer alan organizmalarin siniflandiriimas bazi dgsiklikler meydana gelnsiir.
Dumler ve ark. tarafindan yapilgnve 2001 yilindan beri gecerli olan siniflandirrgageda
verilmistir (Rymaszewska ve Grenda 2008).

Sinif a-protobacteria
Dizi Rickettsiales

Aile Anaplasmataceae

Sinif Anaplasma
. marginale
. centrale
. phagocytophilum
platys

bovis

> > >» > > >

ovis

Sinif Ehrlichia

. canis

. chaffeensis
. ruminantium
. ewingii

. ovis

m m m m m m

. muris

Anaplasma marginaleruminantlarin eristrositleri icinde ve eritrosiilergeperine
yakin yerlgim gosteren zorunlu hicre igi etkenlerdir (Rymasdewvve Grenda 2008).
Enfekte hayvanlarin eristrositlerinde 4—8 adet etiérilebilir. Hastafiin inkiibasyon suresi
enfeksiyonun derecesine ghaolmakla birlikte 7 ile 60 gindur. Ortalama inkagyon siresi
28 gundir. Klinik olarak ate kilo kaybi, gebe hayvanlarda abort ve gikduk goralir. iki
yasindan buyik hayvanlar da 6lum gorulebilir (Kocanavie 2004).

Anaplasma centraleruminantlarin eritrositleri icine yereektedir. Anaplasma
marginalehin aksine eritrositlerin ortasina yemeektedir. A. centralediinya tUzerinde ¢ok

yaygin olarak bulunmaktadiA. centrale,morfolojik ve virtlensindeki farkliliklara ganmen
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A. marginaleile benzerlik gostermektedir (Kocan ve ark 20R3jput ve ark 2005). Theiler’e
gore A. centrale, A. marginalge gére daha az patojend&knaplasma centraléarafindan
olusan enfeksiyonlardan sonra iyin hayvanlarda direnc¢ ggli Bundan dolayA. centrale,
canh ailarin hazirlanmasinda kullaniimaktadir. goasi Afrika’da, Avustralya’da, Latin
Amerika’da veisrail'de uretilmektedir (Rymaszewska ve Grenda 2008

Anaplasma bovissigirlarin  monositlerine yerkgr. Yaptigi hastalik, ‘Monositik
anaplasmosis’ olarak adlandirilir. Bgdarda ve egkin hayvanlarda klinik semptomlar ¢ok
belirgindir. Gugsuzluk, belirgin kilo kaybi, yulkse#tes, preskapular lenf yumrularinda
biylime, mukoz memranlarda solgunluk vegiwgcodurumda mukus salgisinin miktarinin
artmasi bglica gorulen semptomlardir (Santos ve Carvalho 006

Anaplasma phagocytophilumsigirlarin nétrofil ve eozinofillerine yerkr. Ug
granulosit riketsiya tiraninEqrlichia phagocytophilaEhrlichia equj insan Grantilositik
Ehrlichiosis) 16S rRNA, groESL ve ylzey proteinlanalizlerine goére birbirleri ile benzer
olduklari anlailmis ve A. phagocytophilumolarak adlandiriingtir (Woldehiwet 2010).
A. phagocytophilumsigirlarda gérilen Tick-borne fever (TBF) hasgatin etkenidir ve ilk
olarak 1940 yilinda bulunmtur (Woldehiwet 2010). Ciftlik hayvanlarinda hastatubklinik
ve gir seyreder. Spesifik bir klinik belirtisi yoktuKlinik olarak, atg, uywukluk, istahsizlik,
abort, vicut girliginda ve sut dretiminde azalma gorulur. Hastalikm#@iyol acabilir.
Anaplasma phagocytophilyminsanlarda Human Granulocytic Anaplasmosis (HGA)
hastalginin etkenidir. HGA, multisistemik bir hastaliktiGrip’e benzer klinik belirtiler
gOsterdgi icin hastalgin teshisi zordur (Rymaszewska ve Grenda 2008). HGA
enfeksiyonunun gergek insidans ve prevalansi bdmekle birlikte, kuzeybati Wisconsin'de
1990-1995 boyunca pasif olgu toplama yoluyla yapilsmada yilik 100.000'de 16
olguluk bir insidans orani tespit edigtir (Bakken ve ark 1996).

Human Granulositik Anaplasmosis’in  ortalama kulugksiiresi kenelerinin
Isirmasindan sonraki 5 ila 11 gindir ve en cok@$a8larindaki hastalarda gorulir. Hastalik
erkeklerde kadinlarin iki kati kadar fazladir. HGl& enfeksiyon sonrasi ¢ok az sayida
bireyde semptom galr. Tim hastalarda agegoralir, kas grisi, bg agrisi ve halsizlik, daha
az olarak hastalarda gastrointestinal, solunumjdadet veya merkezi sinir sistemi tutulumu
gorular. Dokunta hastalarin % 11'inden daha azgdidenir. Lenfopeniyle birlikte 16kopeni,
trombositopeni ve artmiserum transaminaz aktiviteleri hasgah erken dénemi boyunca
¢ogu hastada vardir. Hematolojik anormallikler antiroiiyal tedaviden once normale
donebilir ve lenfositoz enfeksiyonun ilk haftasindgonra gozlenebilir (Kilic 2008).
Semptomlari olan hastalarin yarisinda hastaneye yrekmektedir. HGA'nin ciddi
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komplikasyonlari, organ yetmegii ile birlikte toksik sok benzeri bir hastalik, &kin
respiratuvar distres sendromu ve firsatci enfekdardir. HGA’ll hastalarda menenijit
bildirilmemistir. Vertigo, fasiyal paralizi, periferik noropati,pankardit, dissemine
intravaskiler  koagulasyon, perikardiyal effizyon  vetamponat  gorilebilen
komplikasyonlardir. Oliim orani % 1 kadardir. Avrig@abildirimemistir. En az alti 6lim
HGA ile iliskilendirilmistir; bu hastalarin en az Gclinin kandida 6safaltiptokok
oldugu belirlenmgtir. HGA enfeksiyonu kendini sinirlar, tedavi ile2l glinde gecebilir,
tedavisiz 60 gun kadar surebilir. Kronik formu gidnéz (Kilig 2008).

Ehrlichia ruminantium (Cowdria ruminantiumgjgirlarin endotel hicrelerine yegle
Sigirlarda gorulen heartwater veya cowdriosis olarakardirilan hastahin etkenidir.
Amblyommattrt keneler vektorluk yapmaktadir. Bu hastalikikd’'da yaygindir. Klinik
olarak ate, organ bozukluklari veiddetli sinirsel semptomlarla seyreder (Bekker vk a
2002). Vektoru Turkiye'de bulunmagindan hastalik tlkemizde gorulmemektedir.



1.2. Morfolojik Ozellikleri
Anaplasmattirleri zorunlu hiicre ici etkenlerdir. Kuguk, ptaorfik yuvarlaktan elips
sekline kadar dgsen sekillerde ve 0,3-2,5 um capinda olup konak hicresiioplazmik
vakuollerinde bulunurAnaplasmatirleri; Gram negatif, Romanowsky methodu ile buya
preparatlarda maviden moragikeen renkte hicrenin sitoplazmasinda membranla sariim
olarak gorulurler (Resiml) (Dumler ve ark 2005).
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Resim 1:A. Enfekte erisrositin elektron mikroskop goérintigitane etken hicre duvari
tarafindan sarilng) B. Anaplasma marginaleritrositlerin icinde (Dumler ve ark 2005).

Anaplasma marginaleve A. centrale konginin eristrositleri icerisine A. bovis
monositler igerisine,A. phagocytophilunse notrofiller icerisine yerkenektedir (Yu Xue ve
Walker 2006) (Resim2).



Resim 2. Siirlarda gorulenAnaplasmatirleri A: Anaplasma centrald: Anaplasma marginale
C: Anaplasma boviB: Anaplasma phagocytophilum

1.3. Bulasma ve Ygam Cemberi

Anaplasmarturleri csaitli artropodlarla mekanik veya biyolojik yolla nidilir.
Mekanik nakilde, Tabanusve Psorophoracinsindeki kan emici sinekler, kontamine enjektor
ve cerrahi aletler 6nemli rol oynamaktadmdi ve Dzl 2009). Biyolojik nakilde ise, gt
kene turleri gorev almaktadir (Cizelge 1). Mekand biyolojik vektdrlerin sezona Bh
aktivitelerine paralel olarak, salgin hastaliklartaga cikabilmektedir (Ristic 1968).
Bulasmada transplasental enfeksiyonun da 6nemi vakdaiplasma marginalge A. centrale
ile akut enfekte ineklerden gan buzgilarda intrauterin bukama neticesinde enfeksiyonlarin
goruldisu bildirilmektedir (Rey Valeiron ve ark 2003).

Anaplasmatirlerinin ygam siklusu keneler ile hayvanlar arasinda gerggié&tedir.
Etkenler kenelerin midesinde ve tukrik bezlerindgagirlar. Enfekte kenenin hayvanlardan

kan emmesi esnasinda etken k@naakledilir.



Resim 3 Anaplasma marginalein yagam ¢cemberi (Rodriquez ve ark 2009).

Biyolojik nakil iki formda goérilebilir. Bunlar, tnasstadial ve intrastadialdir.
Transsitadial nakilde kene bir ggan doneminde algi etkeni dger ygam doneminde
konasina vermektedirintrastadial nakilde ise olgun erkek keneler rolayaktadir. Bunlar
etkeni bir konaktan g@er konga aktarmaktadirlar. Kenelerstgici hayvandan kan emdikten
sonra, kenenin mide epitelyum hucrelerinde etkengetatif formu olgur. Daha sonra bu
formlar ikiye bolinerek cgalirlar ve geni koloniler olwtururlar. Bu formlar enfektif
formlardir ve hicrenin dinda kisa bir sire canli kalabilirler. Ttkrik berie yerlgen bu
etkenler hayvanlardan kan emme esnasinda tukrighklasayla duyarli hayvana nakledilir
(Rodriquez 2009).Anaplasma trlerinin yerlgim yerlerine goére etkenler eritrositlere,

monositlere ve noétrofillere yexiler (Resim 2) (Cizelge 1).

1.4.Ehrlichia ve Anaplasma Trlerinde Bagisiklik

Kene kokenli hicre ici riketsiyal etkenlerin wyz proteinleri invazyon ve
kolonizasyon icin gerekli olan fonksiyonlara ardcietmektedir. Dolayisiyla, bu etkenlerin
ylzey proteomlari biyolojik agidan; memeli konak@uyucu bgisikigin indiklenmesi ve
etkenin memeli konaktan vektdr keneye aktariimaisi igi konuyla 6zgul olarak ilgilidir.
Anaplasma marginalein dis membran ylzey proteininin bir alt Unitesinin kouay
bagisikhigl indukledgi ve a1 calsmalarini direk etkilegii belirtiimistir (Noh ve ark 2008).
Anaplasma enfeksiyonlarinda gorilen ve gaklk ile hastalgin devamlilgl agisindan



onemli rol oynayan bir @er noktada persiste enfekte hayvanlarin gatir. Persiste
hayvanlar, artropod aktivitelerinin en Ust seviyemldusu donemlerde, etkenlerin vektore
naklinde rezervuar roli Ustlenmelerinden dolayr téek kokenli patojenlerin
epidemiyolojisinde temel noktayi sghurmaktadir. Anaplasma marginal&onak hayvanlarin
bagisiklik sistemi tarafindan elemine edilmekten antlgewvaryasyonlar ile kurtulmakta
(Palmer ve ark 2007) ve memeli konakta geneldeigierenfeksiyon gaelmektedir. Geken
bu persiste enfeksiyon birincil olarak oldukca immajenik olan major yilizey proteinlerinde
(Msp2; major surface protein 2) meydana gelen daeyasyonlar ve yilizey tabakasindaki
hizli desisimlere dayandiriingtir (Noh ve ark 2010)Immun seleksiyondaA. marginale
bircok donér dizilimden derive edilmikompleks major ylzey protein (Msp2) mozaikleri
eksprese eder. Bununla birlikte, bu mozaikler sadedinsel basikligin varliginda
seleksiyon avantaji gkarlar ve vektdrlere nakledildiklerinde hizli bgekilde mozaik
yapilarindan basit varyasyonlu durumlarina donéRaimer ve ark 2007).

Enfeksiyonlara kar korunmada kazanilg T hiicre bgaisikhg esas rolu
oynamaktadir (Han ve ark 2008). Bununla birlikte, Aucrelerinin A. marginale
enfeksiyonlarindaki kasik yanittaki roli tam olarak bilinmemektedir. Perdl kandaki
WCT" T hiicre sayilari fazla olan alti ayliktan kiigukatilardaAnaplasmaenfeksiyonlarina
kargi bir direng s6z konusudur (Roby ve ark 1961, Jomesark 1968). Bu durum geng
hayvanlarda oldukca yon olarak gortilen gamma ve delta T hicrelerininpasmosis ve
diger kan parazitlerine kairyas bazimh direncte énemli rol oynayabilegi@i gostermektedir
(Brown ve ark 2006). Patojenlerle g¢hin akut ve persiste enfeksiyonlardagyo antijen
yuklemelerinde bellek T hucrelerinin @igkligin sonucu olarak nasil ortaya c¢gititam
olarak anlailamamstir. Yapilan bir cakmada,A. marginalénin akut enfeksiyonlarda ml
kanda 18 ve uzun sireli persiste enfeksiyonlarda ise mideah@ parazitemi olgturdugu
tespit edilmjtir (Han ve ark 2008). Ayni ¢amada, antijen 6zgiil periferal kan CD® hiicre
yanitinin enfeksiyonu takiben hizli ve kalici olargayboldigu belirlenmgtir. Sigirlarda
A. marginaleenfeksiyonlarinda etkenin $aik yanitt module etme stratejisi olarak antijen
O0zgul T hucrelerinin ve Hkasikhkta oluan bellgin hizli bir sekilde yok olmasini
yonlendirdgi sdylenmgtir (Han ve ark 2008).

Anaplasma phagocytophilumsan ve hayvanlarda granulositik anaplasmosi€eAH
neden olanobligat intra noétrofililik kene kokenli bir etkendi A. phagocytophilufmn
notrofilleri enfekte etmesi ve galmasinda fagozom-lizozom flizyonunun inhibisyonigrk
solunumunun baskilanmasi ve notrofillerin apoptoy@lla olimlerinin  gecikmesi gibi

bakteriyel aktivite dgsimleri yoluyla gerceklgtiriimektedir (Carlyon ve Fikrig 2003,
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Woldehiwet 2008). Koyunlar ve muhtemelegeti konaklarda gejen persiste enfeksiyonlar
etkenlerin d§ membran protein ekspresyonlarinda riketsiyemik sglikelerin  olgtugu
donemde gorilen antijenik varyasyonlar ile karakestir (Granquist ve ark 2008).
Anaplasma phagocytophilunenfeksiyonlarinda konak hucrelerde gen ekspresyamu
modifiye etmektedirinsanlardaA. phagocytophilunile enfekte hiicrelerdeki gen ekspresyon
profilleri karakterize edilmtir (Carlyon ve ark 2002, Borjesson ve ark 2005/adBuente ve
ark 2005, Pedra ve ark 2005, Sukumaran ve ark 200®B)unlardakiA. phagocytophilum
enfeksiyonlarinda konak hiicre genlerinde goruleferensiyal ekspresyon hiicre-hicre
iletisimi, hiicre migrasyonu, yangi, g ve kazanilny basisikligl icermektedir (Galindo ve
ark 2008).

1.5. Epidemiyoloji

Anaplasmosis, 0zellikle tropik ve subtropik iklimoélgelerinde gorulmektedir.
Hastalga Glney Afrika, Amerika ve Avustralya’ning#i bolgelerinde enzootik ve sporadik
olarak rastlanmaktadir (Zivkovi¢c 2010). Subtropikdim kusaginda yer alan tlkemizde de
A. marginale’ninvarligl degisik arsgtiricilar tarafindan bildirilmitir (Cakmak 1990, Arslan
2005, Seving ve ark 2005, Karageng ve ark 2005). paaaziti enfeksiyonlarindan theileriosis
ve babesiosis llkemizde yaygin gorilmesirgnen (Tuzdil 1954, Goksu 1968, 1970, Ozkog
ve Onar 1980, Dumanh ve Ozer 1987, Cakmak 1998n ke ark 1995, Aktave ark 2006,
Aysul ve ark 2008), anaplasmosisden kaynaklanagksiyfonlarin genellikle subklinik olarak
seyrettgi, akut enfeksiyon oraninin isegdr kan paraziti enfeksiyonlarina gore dahau@u
oldugu kaydedilmektedir (Seving 2004). Hasgah tasinmasinda rol oynayan keneler ve kan
emici sineklerin getimesine etki eden faktorler hasgah yayilmasina da etki eder. Hastalik
genelde ysli, kaltdr irki hayvanlarda ve endemik bélgeye ygiten hayvanlarda énemlidir
(Seving 2004).

Ulkemizdeki hayvanlarda kenelerle bgda Ehrlichia ve Anaplasmatiirlerinin son
durumu Arslan (2005) tarafindan derlegme bolgelere gore goérilme oranlari vergtmi
Marmara Boélgesinde kene enfestasyonlarinin yay#ir8(6-54,3) oldgu belirtilmistir. Bu
bolgede girlarda A. marginale ve A. centralehin gorilme sikigl sirasiyla % 0,4 ve
% 0,8'dir. Karadeniz bélgesinde kene enfestasyons38’'dir. Anaplasma marginaléo 7,4,

A. phagocytophilun®s 10,1-15,3 oraninda gorilgtir. ic Anadolu Bolgesinde ise kene
enfestasyonu orani % 6-38 arasinda olup, ruminamtis 3,2’sindeA. marginale tespit
edilmistir (Arslan 2005).
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Seving ve Derinbay (2005) tarafindan yapilan lahsgnada, Afyon yoresinde bir
sigircilik isletmesinde 6zellikle 3 wan Uzerindeki girlarda akut hemolitik anemi nedeniyle
ani olumler goralmitir. Olum sebebini agairmak amaciyla oncelikle hasta hayvanlarin
mikroskobik kan muayeneleri yapilsrve akut anaplasmosisshési konulmugtur.isletmedeki
salgini kontrol altina almak igin hasta hayvanlarktinik belirti gostermeyen tayici
hayvanlarin ve enfeksiyona duyarli hayvanlarinibmden ayri yerlerde muhafaza edilmeleri
hedeflenmitir. Bu amacla 6ncelikle suri icerisinde farkhsygruplarina ait toplam 506
sigirdan kan serum orgealinmstir. Serumlar tgyici hayvanlarin tghisinde ¢ok gavenilir
oldugu bildirilen complement enzyme-linked immunosorbassay (CELISA) testine tabi
tutularak A. marginaleye spesifik antikorlar yoninden incelentii CELISA testi ile
incelenen 506 serum Orgiain 312 (% 61,66)'sA. marginaléye spesifik antikorlar yéninden
pozitif bulunmytur. A. marginale enfeksiyonunun <1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-5, 5-6, >6 ya
gruplarindaki oranlari sirasiyla % 22,58, % 6,063%36, % 61,29, % 84,76, % 76,57 ve
% 88,89 olarak tespit edilgtir. Arastirma sonucuna gore bgletmede hasta hayvanlarla
birlikte, hem enfeksiyona duyarli hem de enfeksiyorngiyicisi olan hayvanlarin bir arada
bulundgu tespit edilmgtir. Bir yasin altindaki seropozitif hayvanlarin @anlugunda
seropozitiflgin maternal antikorlardan kaynaklanolabilecegi distntlmustar.

Karagenc ve ark. (2005), Aydin yoéresgidarinda reverse line blot hibridizasyon
(RLB) teknigi kullanilarak Theileria, Babesia, Ehrlichia, Anaplasntérlerini belirlemeye
calsmislardir. Bu camada 422 adet &@r kani, RLB testi ile dgerlendirilmistir. Toplanan
120 kan orng Theileria/Babesiave Ehrlichia/Anaplasmatirlerine spesifik 36 adet prop
kullanilarak hazirlanmgiticari bir membranla dgrlendirilmistir. RLB testi sonucunda, 120
kan ornginin 112 tanesi iseTheileria, Babesia, Ehrlichia, Anaplasntérleri yéninden
pozitif bulunmytur ve bu pozitif 6rneklerin 92’sinde tek bir tike i enfeksiyon tespit
edilirken, 20 6rnekte iki veya daha fazla tur ildeksiyon tespit edilngtir. Miks enfeksiyon
gorilen 20 hayvanin 10'undB annulata, A. centrale?’sinde T. annulata, A. marginale,
2'sindeT. annulata, A. centrale, A. marginake hayvanda. bovis, A. centralel hayvanda
B. bovis, A. centrale, A. marginagaptanmtir. TUrlere goére enfeksiyon oranlaki centrale
% 13,3 (16 pozitif) véA. marginaleicin % 6,6 (8 pozitif)'dir.

Cakmak (1990) tarafindan 1984-1986 vyillan arssichkara Beytepe'de yapilan
calismayla birlikte, sgirlardaki kan parazitlerinin serolojik yontemletkespiti Tarkiye'de ilk
kez yapilmgtir. Bu kdydeki stirlardan 2 ay ile 10 yaarasinda 185 &r secilerek, 4 gruba
ayrilmistir. Her gruptan 4 ayda bir olmak Uzere, 2 yil sileekan alinmy ve 494 serum
toplanmstir. Bu serumlard@abesia bigemina, B. bovis, B. divergeesl. annulatédya kari
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antikor varlgi Immun Floresan Antikor Testi (IFAT) ile atailmistir. Bunun yaninda, 1
yasin altindaki stirlardan toplanan serumlar haricger serumlardaA. marginaleye kasi
antikor varlgi Komplement Fikzasyon (CF) testi ile saptagtmi2 yain Gstindeki 69 girin
3'unde, 1-2 ya arasindaki 54 §irin 1'inde A. marginaleye kagl antikorun varlgl tespit
edilmistir.

Gokce ve ark. (2008) tarafindan Karadeniz Bolgdsinyapilan casmada,
mikroskobik, molekiler ve serolojik yontemlerld. phagocytophilumi tespit etmeye
calismiglardir. Bu amagla, 2002 yilinda Artvin, Rize, Trabhz Giresun, Ordu ve Samsun’dan
toplam 720 siirdan kan alinmgtir. Bu Orneklerin mikroskobik bakisi sonucunda #2h
preparatinin 73 tanesinde phagocytophilun& benzer organizmalar tespit editii Serum
ornekleri IFAT ile incelenmgi ve 720 serumdan 110 tanési phagocytophilunydninden
pozitif bulunmytur. Molekiler olarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiy) yapilms ve 183
Ornekten 27'sindé. phagocytophilurpozitif bulunmutur.

Aktas ve ark. (2010) Karadeniz Bolgesinde insanlardamplattan kenelerde
A. phagocytophilunttrinin varlgini ortaya koymaya camislardir. Bu amacla, Giresun,
Rize ve Trabzon illerinde Mart 2007°'den Aralik 20@¥ kadar Salik Bakanlgl izniyle
insanlardan toplanan keneler incelegtmi Bu calsmada toplam 4783 kene toplagtm
Toplanan kenelerin tiir ayrimi yapsgghda, illerin hepsinde en gan olarak/xodes ricunus
tespit edilmgtir. Toplanan kenelerden 1097 adedinden 95 adet kawuzu olgturulmus ve
kenelerin ticari bir kit yardimi ile DNA’lari ¢cikdmistir. Daha sonra DNA’lari cikarilan
kenelerdeA. phagocytophilumtiriinii tespit etmek amaciyla nested PZR uygulgimmi
Nested PZR sonuglarina goére incelenen 95 kene badan 11'indeA. phagocytophilum
pozitif bulunmutur. Bu calsmayla ilk kez Turkiye’'de kenelerd&. phagocytophiluntespit
edilmistir.

Yurtdisinda Anaplasmaile ilgili 6zellikle molekiler tani yontemlerineagtali ¢ok
sayida calma bulunmaktadir. Noaman ve ark. (2008) tarafiridam'in merkezinde bulunan
Isfahan bdélgesinde yapilan gatada, 2008 yilinda Mart ve Temmuz aylari arasiogé&han
150 sgir kani PZR-RFLP yontemi ile bakilgmve 150 gtir kanindan 50 tanesindeaplasma
marginale pozitif bulunmuytur. Jilintai ve ark. (2009)A. phagocytophilumve A. bovis
molekiler yontemlerle tespit etmek amaciyla Jap@iay®007 yilinin Kasim ayinda, 78 adet
sigirdan kan toplamglardir. Toplanan kanlarda nested PZR sonuclaring,gb2 sgirda
A. bovis 1 sgirda iseA. phagocytophiluntespit edilmgtir.

Ooshiro ve arkadéari (2008) yine nested-PZR yontemi ile 1518n 8’'indeA. bovis
12’sindeA. phagocytophiluntespit etrmglerdir.
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Derdakova ve arkadiari (2003), Slovakya’'da ilkbaharda topladiklar l&hede PZR
yontemiyle A. phagocytophilumve Borrelia burgdorferiyi tespit etmeye cagmislardir.
Toplanan kenelerden ticari bir kitle DNA ektraksiyp yapildiktan — sonra,
A. phagocytophilumin 16S gen bdlgesine 6zgu primerler kullanilaralR®1 yapilmstir.
PZR sonuglarina goére, 8 adet kenédghagocytophilunpozitif bulunmuytur. Pozitif ¢ikan
orneklerden 5’inde sadecA. phagocytophilua tek bagina rastlanirken, 3 6rnekte ise
A. phagocytophilurme B. burgdorferitespit edilmstir.

Noaman ve Shayan (2010)gslarda A. bovistirini tespit etmek amaciyla Mart-
Temmuz 2007 arasindaan’in merkezinde bulunaisfahan bolgesinde bulunan 60 ciftlikte
150 sgirdan kan toplanmglardir. Sgirlardan toplanan kanlardan ticari kit yardimiyl&®
ektraksiyonu yapildiktan sonra soy PZR ve neste® B@ntemiyle A. bovisin varlig

arggtirllmistir. Nested PZR sonuclarina gore, 150 drnekten 2,86)'0 pozitif bulunmstur.

1.6. Klinik Bulgular ve Patogenez

Anaplasmosis §ir, koyun, keci ve yabani ruminantlarin eritrogittele yikima neden
olan, kene ve kan emici artopodlarla yala enfeksiyoz bir hastaliktir. glardaAnaplasma
marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve Avidolmak Uzere dort tlr bulunmaktadir.
BunlardanA. marginalepatojen olup akut enfeksiyonlara neden olurléencentraleise daha
az patojen bir tirddr ve nadiren klinik enfeksiyamal neden olmaktadir. Anaplasmosis
sigirlarda genellikle her iki tirden kaynaklanan migsfeksiyonseklinde gortlmektedir
(Seving 2004).

Anaplasma bovissgirlarin monositlerine yerlr ve sgirlarda yapt hastalik
monositik anaplasmosis olarak adlandirlir. Klirokarak hasta hayvanlarda belirgin kilo
kaybi, yuksek atg preskapular lenf yumrularinda blyime, mukoz memlarda solgunluk
goralur (Rymaszewska ve Grenda 2008). Ayrica |okopee trombositopeni yaninda
istahsizlik, ishal, sinir sistemi ile piantil olarak uygukluk ve kasiimalar gorulebilmektedir
(Dumler ve ark 2005).

Anaplasma phagocytophilyrsgirlarin tick-borne fever (TBF) hastginin etkenidir.
Hastalik yUksek ateile karekterizedir ve sit veriminde azalma, abwget fertilizasyonda
azalmaya neden olur. @nlarda deneysel olarak yapilan bir galada inktibasyon siresi 4—9
gun olarak tespit edilrgiir ve 1-13 gin boyunda ateespit edilmgtir. Hastalikta Klinik
belirtiler hafiftir fakat &ir komplikasyonlarda olumler gozlemlenytii. Hasta hayvanlarda
istahsizlik, uygukluk, Oksirme, burun akintisi, arka bacaklagigkinlik gorulmektedir
(Woldehiwet 2010).
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Anaplasmosis §irlarda her ysta gorulebilir. Ancak, ygla birlikte hastalgin siddeti
ve 6lum orani da yikselmektedir. Hastalik gendallikir ygina kadar hafif, 2-3 ywaarasinda
akut ve oldurtcd, ileriki ydarda ise perakut ve dldurict seyretmektedir. @&tiktan kicuk
hayvanlarda da enfeksiyagekillenebilmekte, ancak enfeksiyonun klinik beleti nadiren
gorulmektedir. Bu donemdeki enfekte hayvanlar, metkaiyicisi olarak kalmaktadir. Alti
ayhktan sonra hayvanlarin hastalanma riski gideyékselmekte ve olimlere daha sik
rastlanmaktadir. Uc¢ yen Uzerindeki akut enfekte grlarda % 30-50 oranlarinda 6lim
gorilebilmektedir (Richey ve Palmer 1986). Hagtaliolusmasinda inkiibasyon, ggie,
nekahat ve tayicilik donemi olmak tzere biri birini takip eddrsatha vardir:

1. Inkiibasyon donemi: Bu ddénem, etkenin duyarli bir hayvana giden, % 1
parazitemi olguncaya kadar gecgen sireyi icine almaktadir. Bu shimestresi, alinan etken
sayisina bgli olarak degisirken, dg@al sartlarda ortalama 3-8 haftadir (Richey ve Palmer
1986). inkiibasyon periyodu boyunca hayvarglgd goriunip, hastaga ait klinik belirtiler
gOstermez. Bu safhanin sonunda, parazitin stiregéilgpnasina paralel olarak parazitemi orani
yukselir ve vicut isisinda artgodzlenir. Bu arada hayvanin savunma sisteminirreyev
girmesi ile enfekte eritrositler fagosite edilerplrgalanir ve bunun sonucunda da klinik
olarak anemsekillenir. Enfekte eritrositlerin fagosite edilmesi nedeni, ylzey antijenlerinin
degismesidir. Bu durumda retikiilo endotelyal sistem (RE&ekte eritrositleri yabanci hiicre

olarak algilamakta ve fagosite etmektedir (RicheyPalmer 1986, Richey 1999).

2. Gelsme donemi: Bu donem, aneminirgekillendigi zamani igine almakta ve
% 1’'lik parazitemi gamasindan, dogamda retikulositlerin gortlmesine kadar gecen siirey
kapsar (Richey ve Palmer 1986). Bu sure, 4-9 gasiada dgisir. Hastalikla ilgili klinik
belirtilerin ¢cagu gelsme doneminde ortaya cikar. Enfekte hayvanlar iikiklbelirtilerini
genellikle bu safhanin ortalarinda veya 3-4. gumdler gosterirler. Bu safhada, kanda
paraziteminin ilerlemesine paralel olarak vicusnsiiikselir (41°C) (Tassi ve ark 2002).
Akut enfeksiyonlarda klinik olarak mukozalarda sottuk ve bazen de sarilik dikkati ceker.
Siddetli anemi ile birlikte hayvanlar hizla kondusydkaybeder, stahsizlik, zayiflama,
dermansizlik, depresyon, dehidrasyon, konstipasyalp, vurumunda arfj solunum guiclgi
ve idrarin koyu sari renkte olmasi gibi klinik Bler gosterirler (Seving 2004). Dokulara
yetersiz oksijen gisinden dolay! beyin de etkilenerek, hayvanlardaisgdohlik ve gebelerde
abortus da gorilebilir. Kan, anemiden dolay! sutudinaplasmosis vakalarinda genellikle
hemoglobinuri gérilmez. Bunun nedeni, RES’in, paliaeritrositleri serbest hemoglobin
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salinmadan 0©nce fagosite etmesidir (Richey ve Rald@86). Akut enfeksiyonlarda
parazitemi dizeyi % 10’dan % 75’e kadar yukselel# boyannmy preparatlarin mikroskobik
muayenesinde eritrositlerin kenarina lokalize airbasofilik organizmalar kolaylikla tespit
edilebilir. Bu safhadaki laboratuar gexleri (hematokrit % 5-15; toplam eritrosit sayisi,
litrede 1.5-4 X 18 toplam bilirubin, 100 ml de 2.0-7.0 mg; direkfifibin, 10 ml de 0.25-7.0
mg) ciddi hemolitik anemiyi yansitir (Tassi ve a@R02). Perakut vakalarda, eritrositlerin
yaridan fazlasi kisa surede etkenler tarafindala istildigi icin, genellikle 24 saat icinde
Olum goralar. Vicut 1sist 6lumden 6nceki saatlemwmalin altina dger. Hastaliktan
O0lmeyip lyilesen hayvanlarda, kan gerlerinin normale dénmesi igin, ortalama 3 aylik bi

nekahat donemi gerekir (Richey ve Palmer 1986).

3. Nekahat donemi: Bu donem, retikilositlerin ortaya cikmasi ilesllagip, kan
degerlerinin normale dongiine kadar devam eder (Richey ve Palmer 1986).siGelive
nekahat donemini birbirinden ayiran en iyi gostexgopoiesisdeki agtir. Nekahat doneme
geckin isareti olan eritropoiesis, perifer kanda retikiliesit polikromatofilleri, basofilik
noktalar bulunan hicreleri, normoblastlari, asthemoglobin ve I6kositleri gorerek belirlenir
(Seving 2004). Anaplasmosisden kaynaklanan olurgkengellikle geme ddéneminin sonlari
ile nekahat doneminin Blarinda goralir (Richey ve Palmer 1986). Hastalikddi otopsi
bulgulari, hemolitik anemiyisaret eder. Bitin dokular solgun ve kan suludur.nObkut
safhanin sonlarinda meydana gsbuisarilik da gorilebilir. Dalak genellikle bUy§kamusak
ve cok koyu kahverengindedir. Karger buyuim§g, sari-turuncu renkte ve benekli bir
gorunum almygtir. Safra kesesi gegiemistir ve i¢i koyu kahverengi-y# renkli safra ile
doludur. Mediastinal lenf diiimleri ile karacterin bolgesel lenf ditimlerinde orta derecede
blylume ve kahverengi gorinim dikkati ¢cekebilir.nildi olarak iyilessen hayvanlar genellikle
hayat boyu etkenin gayicisi olarak kalirlar ve hastalik icin rezervggarevi gorurler (Richey
ve Palmer 1986, Seving 2004).

4. Taslyicihk donemi: Bu dénem, mikroskobik muayenede etkenin gorulgedi
andan itibaren tar ve hayat boyu devam eder.sikaci hayvanlarda premunisyon tipinde
bagisiklik sekillenmektedir. Boyle hayvanlara splenektomi yaggil zaman, enfeksiyon tekrar
akut forma dongebilmektedir (Richey ve Palmer 1986).

Anaplasmatdrlerinin yaptiklari hastaliklarin patojenitesakkinda cok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Anaplasmosis, c¢gikldetli anemi ile seyreden bir hastaliktir. Anemini
baslica sepebleri, kemik @i Uzerinde depresyon yapici etkiyeghaolarak eritropoesis’in
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aksamasi, enfekte eritrositin dmrinidn kisalmasibuelarin fagositik hicreler tarafindan
ortadan kaldirilmasidir (Aytuve ark 1991).

Eritrositleri enfekte eden initial cisimler, antikarin ortaya cikmasina neden olur.
Omiirleri kisalan eritrositler fagosit hiicreler famdan kisa siirede ortadan kaldirilirlar. Bu
olay daha hastgin inkilbasyon devresi icinde gb@mis oldugu icin, marginal cisimlerin
gorilmeye bgladigi erken devrede dahi ileri derecede anewkillenmis olur. Kemik
ili gindeki eritropoetik aktivite 6nceleri duraksgdihalde, sonradan aktivite giderek artar,
geng eritrositler ve granulosit hiicreler agosterir (Aytg ve ark 1991).

Laboratuvar bulgularinda ise; kan ¢ok sulu kivamdadulagin ucu kanatildiinda
kan adeta su gibi akar. 1 mrkandaki eritrosit sayisi 1 milyona, hematokritiitige ¢ctken
eritrosit hacmi % 7-8’e, hemoglobin miktarlari 3gd0 cc dgerlerine kadar dier. Geng
eritrositler blyuk capta agtgosterir. Toplam eritrosit sayisi artar. Kaniniseshtasyon hizi
artar. Kandaki tre geri ve karagier enzim aktiviteleri ar§i gostermektedir (Aytg ve ark
1991).

Otopsi bulgularinda ise mukoza ve konjuktivalarithikterik, kan sulu, dalak iki ¢
misli buyumig, dalain kesit yluzi folikiler goriniie, safra koyu ygl siyahimsi renkte ve
koyu kivamdadir. Kemik ifii akut devrede kizarik, kronik devrede agik renkteBlazi lenf
yumrularinda buyumeler dikkati c¢eker. Histopat®ojimuayenelerde, kara®rde

sentrolobiler nekrozlara rastlanmaktadir (Ayte ark 1991).
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1.7. Teghis

1.7.1 Mikroskobik Baki

Akut enfeksiyonun tghisi, genellikle klinik belirtiler, hematolojik bgular ve Giemsa
ile boyanmg preparatlarin mikroskobik muayenesi ile yapilirikiskobik muayenede
eritrositlerdeki etkenler geline ve nekahat doneminde tespit edilebilirken, idgyon ve
tastyiciik doneminde gorilemeyebilir. Kronik enfeksijarda mikroskobik muayene ile
etkene rastlamak c¢ok zordur (Waal 2000). Mikroskolhuayene icin kan, perifer
damarlardan ve vena jugularisden alinabilBabesia tirlerinin aksine, Anaplasma
etkenlerinin kapillar damarlarda birikme 6zgilyoktur. Bu sebeple vena jugularis veseh
blyuk damarlardan da kan alinabilir. Ayri¢gamaplasmatirlerinin ¢ok karakteristik bir
morfolojik yapisi olmadii icin, babesiosisin thisinde kullanilan kalin damla froti de
anaplasmosisin ghisinde kullaniimaz. Post mortemsltés icgin frotiler karacter, dalak,
bobrek, kalp ve akgerlerden, ayrica perifer damarlardaki kandan haamiaktadir. Post
mortem muayene, bakteriyel kontaminasyon riski nede gecikmeden yapilmalidir. Bazi
Babesiatirlerinin tghisinde 6nemli olan beyin sirme preparati, anapdasin tghisinde
direkt bir oneme sahip didir (Jonston ve ark 1980, Richey 1999). Anaplasisio
mikroskobik tghisi icin, Giemsa ile boyama metodundaghiaa diff-quick gibi hizli boyama
metotlari da gedtirilmistir. Ancak, hala Giemsa ile boyama metodu en cogitieedilenidir
(Donovan ve ark 1984, Hart ve ark 1992). Giemsddgama metodunda; Hem kan hem de
organ frotileri saf metanolde tespit edildikten o6 10’luk Giemsa solisyonunda,
genellikle 30 dakika sureyle boyanirlar. Boyamadanra preparatlar gme suyu ile 3-4 kez
yikanir ve kurutularak immersion objektifte incalenGiemsa ile boyama metodunda,
preparatlarin boyama suresi, kan parazitleringhisgnde cok 6nemlidir. Akut babesiosis,
theileriosis ve anaplasmosis vakalarintlagileriatirleri ile ki¢ukBabesiatrlerinin Giemsa
solisyonunda 30 dakika boyanmasinin ardindan niklok teshis gerceklgtirilirken, buyuk
Babesiaturleri (6rn.;Babesia bigeminiaile A. marginalénin ancak 45-60 dakika boyandiktan
sonra tehis edilebildgi gozlenmgtir. Bu sebeple kan paraziti enfeksiyonundgiphel
hayvanlarin siirme kan frotilerinin, Giemsa sollsyuia ortalama bir saat boyandiktan sonra
incelenmesi tavsiye edilmektedir (Seving 2004). pflaamosis belirtisi gosteren hayvanlarda
kan frotilerinin uzman kiler tarafindan muayene edilmesi gerekmektedir. KDUanfekte
eritrositlerin RES tarafindan dglandan uzaklgtirilmasi durumunda, parazitemi seviyesi ¢ok
kisa sUrede débilmektedir. Ayrica retikllositlerdeki bazofilik oktalar, eritrositlerdeki
Howell Jolly cisimcikleri ve boya kalintilathnaplasmaile karstirilabilmektedir (Kocan ve
ark 2000, Waal 2000).
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1.7.2. Serolojik Yontemler

Anaplasmayoninden latent enfekte hayvanlari mikroskobik yeume ile tespit etmek
guctar. Boyle hayvanlarin ¢kisi, Anaplasmatirine kagi sekillenen spesifik antikorlarin
veya etkenin genetik materyalinin tespit edilmésimumkindir. Bu amacla gt serolojik
ve biyoteknolojik teknikler gedtirilmistir. Antikor tayini icin, caitli laboratuarlarda
Komplement Fikzasyon, Kard aglutinasydmdirek Floresan Antikor Testi ve Enzyme-
Linked Immunosorbent assay testleri rutin olarakakulmaktadir (Amerault ve Roby 1968,
Amerault ve ark 1972, Montenegro ve ark 1985, Duzgeiark 1988, Goff ve ark 1990).

Competitive enzyme-linked immunosorbent assay (C-HISA)

Competetive-ELISA (c-ELISA) testi son yillarda yag olarak kullaniimaktadir. Bu
testte kullanilamA. marginalénin 19 kDa rekombinant antijeni bilinen tiAnaplasmattrleri
arasinda ortak olup, koyun ve kecilerde de hastateshisinde kullanilabilmektedir (Seving
2004). C-ELISA testininA. marginaléye kari sekillenen antikorlarin tespitinde, yuksek
duyarlilhik ve 6zgullge sahip oldgu ve bu antikorlari enfeksiyondan 6 yil sonrasiadat
tespit edebildii bildiriimektedir (Amerault ve ark 1968).

Kard Aglutinasyon Test(CAT)

Bu test duyarl olmasi, laboratugartlarinda ve sahgartlarinda yapilabilmesi, birkac

dakika icinde sonu¢ vermesi gibi avantajlara sahi@pesifik olmayan reaksiyonlardan
dolay! testin subjektif dgerlendirilmesi, testin yorumlanmasinda tutarsialkblusmaktadir.
Buna ek olarak CAT antijenled. marginalemolekullerinin stispansiyonudur ve bunlarin
hazirlanmasi zordur. Da@laalinms buzailar intraven6z olaralAnaplasmaile enfekte edilir.
Parazitemi % 50'yi gegtinde enfekte eritrositler yikanir, parcalanirAreaplasmaetkenleri
pelet olarak toplanir. Bu pelet kgtrnlir, yikanir ve sonra Uretilen antijenler boya
soliisyonunda kullantlir (Richey 1999).

Komplement Fikzasyon Testi(CF)

CF testi, anaplasmosisinskesinde uzun yillar kullanilngtir. Bununla birlikte antijen
uretim teknikleri arasindaki farkliliklardan dolalgu testin sensivitesi % 20-60 arasindadir.
CF testi tatyict hayvanlarin tghisinde baarili bir yontem dgildir. Bu ylizden CF testi artik

anaplasmosisin ghisinde tavsiye edilmemektedir (Coetzee ve ark 2007
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ELISA

Pozitif antijien ve negatif antijen kullanimina dagan Indirek ELISA testi

A. marginalepozitif serumlarin tghisi icin guvenilir bir yontemdir. Bu test yalnizdek
antijen kullanilan testlerden daha kulfetli birtteBnasina rgmen, serum igerisindeki spesifik
olmayan etkenleri elimine etmektedir (Duzgun ve 4888). Bunun dinda Dot-ELISA
yontemi de tghiste kullaniimaktadir. Dot-ELISA ydntenindirek ELISA ydntemine gore
hizli, ucuz ve basit bir yontemdir. Dot-ELISA'nierssivitesi % 93, spesifitesi ise % 96'dir

(Montenegro ve ark 1990).

indirek Floresan Antikor Testi (IFAT)

IFAT testi dger serolojik testelere gore daha az tercih edBuw. testte en buylk
problem nonspesifiksimalardir. Paraziteminin % 5-10 okglu donemde toplanan kanlardan
hazirlanan antijenler test icin uygundur. Enfekte#r@sitlere yapgan antikorlardan dolayi
olusan nonspesifiksimalari azaltmak igin antijen preparatlari hazmadan 6nce eritrositler
asidik gilisin buffer ile yikanmalidir (Montenegve ark 1985).

1.7.3 Molekdiler Yontemler

Simdiye kadar yaygin olarak kullanilan IFAT ve ELIS@ibi serolojik testlerin
yanisira parazitin vaginin direkt olarak ortaya konmasi amaciyla molekitani
yontemlerinden olan PCR da siklikla kullaniimaysldmamstir. Serolojik test sonuclari bazen
birbirinden farkli olabilmektedir. Bu nedenle dehdaspesifik olan molekuler teknikler
gelistirilmistir. A. marginale ve A. centrale arasinda kros reaksiyon olmasi dolayisiyla,
serolojik metotlarla tur tayini yapilamamaktadéncak, son yillarda gediirilmis olan PZR-
DNA problari ile tur tayini ve kronik enfeksiyonlarteshisi yapilabilmektedir. Bu problar ile
% 0,000025'lik parazitemi seviyesi gosteregiigarin bile tghis edilebildgi bildirilmi stir
(Waal 2000, Stiller 1992)Anaplasmatirlerinin tespitinde ggunlukla kullanilan molekuler
teknikler PZR, nested PZR, PZR-RFLP ve RLB yonteidie Noaman ve ark. (2008)
tarafindan yapilan ¢camada, 150 gir kani PZR-RFLP yontemi ile bakilgwe 150 siir
kanindan 50 tanesind® marginalepozitif bulunmytur. Derdakova ve arkaglari (2003),
Slovakya’'da ilkbaharda topladiklari 63 kenede PZehtgmiyle A. phagocytophilunve
Borrelia burgdorferlyi tespit etmeye cagmislardir. A. phagocytophilumin 16S gen
bdlgesine 6zgu primerler kullanillarak PZR’lar1 yapstir. PZR sonuclarina gore, 8 adet
kenedeA. phagocytophilunpozitif bulunmutur. Jilintai ve ark. (2009)A. phagocytophilum
ve A. bovis molekiler yontemlerle tespit etmek amaciyla Jagoda 2007 yilinin Kasim
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ayinda, 78 adet @rdan kan toplamslardir. Turlere spesifik primerler kullanilarak ted-
PZR uygulanmgtir. Nested PZR sonuclarina gore, 1Zirsia A. bovis 1 spirda ise
A. phagocytophilurtespit edilmtir.

1.8. Tedavi ve Korunma

Hastalgin akut safhasina kadar klinik belirtilerin ortaygkmamasi nedeniyle
anaplasmosis, tedavisi guc bir hastaliktir. Sgedifi tedavi ancak, enfeksiyonunstengic
doneminde ila¢ uygulanirsa daeuli olmaktadir. Anaplasmosisin tedavisinde en gyay
kullanilan ilaglar, tetrasiklinler (tetracyclineydirochloride, chlortetracycline, oxytetracycline
ve doxycycline), gloxazone ve imidocarbdir (Roby Mazzola 1972, Ozlem ve ark 1988,
Kocan ve ark 2000, Blouin ve ark 2002). Hagall gelsme doneminin ortalarinda,
parazitemi seviyesi % 15’in altinda iken uygulamdsitetrasiklinin (OTC) bir tek parenteral
uygulamasi, hasta@n siddetini azaltmada c¢ok etkili olabilmektedir. Buffsada OTC ile
tedavi edilen hayvanlarin iygene sansi % 50'nin Uzerindedir. Parazitemi seviyesi %nl5
Uzerindeyse OTC’in etkinti azalmaktadir. Bu durumda iydee, kemik ilginin, harap olms
eritrositleri kagllayacak duzeyde eritrosit Uretmesineglmar (Lincoln ve ark 1982).
Enfeksiyonun gejime déneminin sonlari ile nekahat doneminigléranda genellikle OTC
uygulanmamaktadir (Todorovic ve ark 1979). Clunkidbnemde uygulanan OTC, hastadi
seyrini dizeltmede cok az etkili veya tamamen &tlis Bu safhada hayvanlarin hareket
etmek icin glc sarf etmeleri de, hayvanin anoksidi&ayi ani 6limuine yol acabilmektedir.
Bu safhada eritropoyezisi stimile etmek icin hemfatila¢g uygulamasi, yeterli miktarda kan
transflizyonu ve sivi elektrolit tedavisi, yapilalsgk en iyi uygulama olarak gorilmektedir.
OTC’in 10-20 mg/kg dozda, kas veya damar ici y@i& defa; Imidocarb’in ise 3 mg/kg
dozda, kas ici yolla bir defa uygulanmasi tavsigi#ineektedir (Todorovic ve ark 1979,
Richey ve ark 1986, Richey 1999, Kocan ve ark 2000)

Anaplasmosisden korunmak ve hagtakontrol etmek icin, planli ve uzun sureli
programlarin uygulanmasi gerekmektedir. Bu amacé hiftligin durumuna uygun,
birbirinden farkh bircok koruma ve kontrol progriam gelitirilmi stir (Kocan ve ark 2000).

Anaplasmosisin koruma ve kontroltiinde kisaggiaaki prosedurlere dikkat edilmelidir.

A. Vektor kontrolt

Anaplasmosis enfekte hayvanlardan duyarli hayvankam yoluyla yayilmaktadir.
Bulasma mekanik olarak kan emici sinekler ve kontamirsdzemelerle olmaktadir. Biyolojik
nakilde ise keneler 6nemli rol oynamaktadir (Richeyark 1986)Kene enfestasyonlarinin
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kontrolli, sgirlarin ve bunlarin bulundiw barinaklarin akarasit ile muamelesi yoluyla
yapilabildigi gibi, biyolojik yolla ya da kenelere karasi uygulmasi ile yapilabilmektedir (De
Castro ve ark 1997, Frisch 1999, Willadsen 20@niSh ve ark 2004, Ghosh 2008). Kene
mucadelesinde akarasit kullanimi, ginimizde deicileet tarafindan en sik kaurulan
yontem olma 6zelgini korumaktadir. Akarisitler; banyo, sprey, dokndemlatma, serpme ya
da enjeksiyon tarzinda kullaniimaktadir. Kenelégssan hastaliklarin kontroli icin akarisit
kullaniimasinda dikkat edilmesi gereken hususlardva (i) Banyo yonteminde tim
hayvanlarin uygugekilde akarasite maruz kafgindan emin olunmalidir, (ii) Ayni akarasitin
uzun sureli kullanimi kenelerde direng geilesine yol agabilmektedir, (iii) Devamli akarisit
kullanimi boélgede endemik instabilite getiesine ve akarasit kullaniminda meydana
gelebilecek her hangi bir aksagkdi ba&l olarak hayvanlarin tekrar kene enfestasyonunaima
kalmasi ile salginlar meydana gelebilmektedir. Akgrkullaniminin bir bgka dezavantaji da
artan maliyetleri, hayvansal Urinlerde ve ¢evreglenk birakmalaridir (Richey ve ark 1986,
De Castro ve ark 1997, Frisch 1999).

Anaplasmosis’in yayllmasini engellemek icin yapilaektor kontrolli genellikle
pratik bir uygulama dgldir. Vektorlerle micadele anaplasmosisin Batasini bitin olarak
engellemek igin uygun bir metottur. Ayni zamandaarat uygulamalari vektor
populasyonunu azaltmakta ve anaplasmosisin goridrkiesini distirmektedir. Periyodik
olarak sprey ve banyo tarzi uygulanan ilaclgmrkarda vektérlerle micadelede yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem vektor popilasunun dgik olduzu otlaklarda

sigirlart korumak igin en ¢ok kullanilan yontemdir.

B. Tasiyici Hayvanlarin Kontrolu

Anaplasmosis’in kontrolinde énemli noktalardandiie tgiyici hayvanlarla sgikli
hayvanlarin birbirlerinden ayrilmasidir. Bunun iguan testleri yapilmalidir. Yapilan kan
testleri sonucu pozitif hayvanlar @kl hayvanlardan ayrilarak farkh bir strt eturulur.
Taslyicl hayvanlari tedavi etmek icin tetrasiklin tdrantibiyotikler kullaniimaktadir (Richey
ve ark 1986). Tedaviden sonra serolojik testledgyici hayvanlarin hastah atlatip
atlatmadgina bakilmahdir. Tedaviden birkac ay sonra bazyvhalar serolojik testlerde
pozitif sonug verebilir fakat bu hayvanlarin kamlduyarli hayvanlari enfekte etmeyebilir.
Tedaviden 6 ay sonra yapllan testlerde pozitif haygikarsa tedavi karisiz olmgtur ve bu
hayvanlar tekrar tedavi edilir ve gdir sglikli hayvanlardan ayrilirlar. §ayici hayvanlarda
tedavi amaciyla Oksitetrasiklin ve klortetrasikknllanilabilir. Oksitetrasiklin, kas ici veya

damar i¢i uygulanabilir. Damar i¢i uygulamalardause ile sulandirilip verilmelidir. Kas ici

22



uygulamalarda kaslarda yangiya neden olmamak igirehjeksiyon yerine 10 mI'den fazla
ilac yapiimamaldir (Richey ve ark 1986).siaci hayvanlarin tedavilerine vektér sezonunun

sonunda bganmalidir.

C. Asi Uygulanmasi

Anaplasmaile enfekte hayvan sayisi yuksek olan surulerdgirbthayvanlara test
yapildiktan sonra enfekte olmayan hayvanlagmaamasi ekonomik olarak daha uygundur
(Waal 2000).Anaplasmaile enfekte hayvanlarasauygulamasina gerek yoktur.shanan
hayvanlarin Anaplasma ile enfekte olabilegg ve sonradan tayici olabilecekleri
unutulmamalidir (Richey ve ark 1986)siAenfeksiyondan korumak icin yeterli olmayabilir
ama hastagin siddetinde azalmaya yardimci olur. Anaplasmosis’sikallanms ineklerde
yavru Olumleri gorilmgtar. Asilamaya kagi olusan antikorlar siirlarin kolostrumuna gecer
ve yavrunun annesini emmesi sirasinda yavruya g&eeazida kalitimla (babadan gelen)
gelen yabanci kan hucreleri varsa, @uman kirmizi kan htcreleri kolostral antikorlar
tarafinda hizli bigekilde tahrip edilir ve buza 1 ile 5 guin icinde 6lur. Bugaardaki bu olay,
isoeritroliysis veya sari bugasendromu olarak adlandirilir. Bu yluzdeplaana programi
buzgilama olmadii donemlerde yapilmalidir (Richey ve ark 1986).

Bulasmanin az oldgu bolgelerde @alamada,Anaplasmatirlerinin daha az patojen
izolatlarini iceren canh sdar kullanilmaktadir. CanlA.centraleasisi dinyada yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir. CanlA. centraleasisi, A. marginale enfeksiyonlarina kar tam
olarak koruma gdayamamasina gmen A. marginaletarafindan olgturulan hastaliklarin
siddetini azaltir ve olimleri engelleyebilir (Shkag ark 2002).A. centrale tarafindan
olusturulan korumada her iki triin ayni antijenik detarantlari payl@masi énemli rol
oynamaktadir. CanlisdardaA. marginalénin zayiflatiims swlarida kullaniilmaktadir. Canh
asllar tek bir dozda oOmir boyu koruma gkamakta ve tekrar sdamaya gerek
duyulmamaktadir (Kocan ve ark 2010). Canliaain en 6nemli sakincasigilama sirasinda
diger hastaliklarin bukama riskidir. Dger bir gilama yontemi de oltsdarin kullaniimasidir.
Tek bir dozla ygam boyu koruma gtayan canli glarin aksine o6lu galar her yil
tekrarlanmalidir. Ayrica 6lusdar canh ailara gore daha duik basisiklik olusturmaktadir
(Shkap ve ark 2002).
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D. Vektor sezonu boyunca duyarli hayvanlara yemleri & klortetrasiklin verilmesi

Anaplasmosis’den korumak icin hayvanlarin yemlerdntona 1,5 kg olacakekilde
klortetrasiklin katilabilir. Bu uygulama yil boyuacdevam edebilir. Ayrica vektdr sezonu
boyunca hayvanlari Anaplasmosis’den korumak icad okarak 1kg vicut@rligina 0,25 mg
klortetrasiklin oral olarak verilebili(Richey ve ark 1986).

Bu calsma Aydin yoresinde §ir ve kenelerdeEhrlichia/Anaplasmaturlerini ve
karekterizasyonlarini belirlemek amaci ile yapghmi

24



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calsmada Kullanilan Parazit Materyali ve DNA'nin Ayrilm asi

Bu calsmada Aydin iline bgli Soke ilgesi ile Dalama, Akgaova ve Osmanbuki
beldelerindeki (Resim 4) @rlardan Haziran, Eylul, Aralik 2006 ile Mart 20@&rihlerinde
toplanan kan ornekleri kullanilgtir. Belirtilen dénemlerde ilgili boélgelere her gtk
mumkin oldgunca ayni hayvandan kan ornekleri alinmayasigaistir. Odaklara U¢ ayda
bir gidilmis ve gerek hayvan sahiplerinin tutumlari nedeniydeegse hayvanin bulunmgdi
durumlarda farkli hayvanlar da gahaya dahil edilmitir. Haziran ayinda dért oda ilk
ziyarette 189 @rdan kan orn@ alinmstir. Toplamda 679 adet kan ogieCizelge 2),
belirtilen tarihlerde hayvanlardan toplargtm.

]
Gk

5

BMENDERES

MUGLA /\\b\

Resim A_f Aydin iline bgli Soke ilcesi ile Dalama, Akcaova ve Osmanbikidélerinin
cografik yerlesimi.
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan kan orneklerinimeybore sayilari

Haziran Eylul Aralik Mart Toplam
Osmanbikia 45 48 66 20 179
Soke 50 61 32 39 182
Dalama 48 48 26 29 151
Akcaova 46 54 34 33 167
TOPLAM 189 211 158 121 679

Sasuk zincirde tainan kan ornekleri 200’er pl alinarak eppendoridig ayrildiktan
sonra kullanim gamasina kadar -88C’de saklanmgtir. Ayrica Dalama, Osmanbiki ve
Akcaova’'da giirlarin tzerinden toplanan 186 kene @inen turleri ve odaklara gore sayilari
Cizelge 3'te verilmgtir. Odaklardan toplanan kenelerin gruplandiriima&gzelge 4'te
verilmistir.

Cizelge 3. Odaklardan toplanan kene érnekleriniletiive sayisi

Hyalomma  Hyalomma  Hyalomma  Rhipicephalus Toplam
marginatum  excavatum anatolicum  turanicus

Osmanbuki 2 59 3 0 64

Dalama 79 2 0 13 94

Akcaova 5 23 0 0 28
Toplam 186
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Cizelge 4. Odaklardan toplanan kene gruplari

Kene Grup No Toplandigl Yer Toplandig Tarih Tar Cins ve Sayisi
K1 Dalama 20.03.2007 H. mar. 103
K2 Dalama 20.03.2007 H. mar. 109
K3 Dalama 20.03.2007 H. mar. 103
K4 Akcaova 01.03.2007 H. mar. 58
K5 Akcaova 01.03.2007 H. ex. 233
K6 Osmanbuki 22.03.2007 H. ex. 113
K7 Osmanbuki 22.03.2007 H. ex. 109
K8 Osmanbuki 22.03.2007 H. ex. 108
K9 Dalama 20.03.2007 H. mar. 109
K10 Dalama 20.03.2007 H. mar. 113
K11 Dalama 20.03.2007 H. mar. 103
K12 Osmanbuku 22.03.2007 H. ex. 103
K13 Osmanbuki 22.03.2007 H. ex. 108
K14 Osmanbuki 22.03.2007 H. ex. 89
K15 Osmanbuku 22.03.2007 H. mar. 29
K16 Osmanbuku 22.03.2007 H. an. 33
K17 Dalama 22.03.2007 R.turanicus 139
K18 Dalama 20.03.2007 H. ex. 23
K19 Dalama 20.03.2007 H. mar. 89
K20 Dalama 20.03.2007 H. mar. 103

Toplanan kanlardan Promega Wizard Genomic DNA ayirkiti (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) kullanilarak DNA’Igikartiimstir. DNA, her bir EDTA’l
kan ornginin 200 pl'sinden, protokole uygun olarak hazirfagtir. Bu kite dayanarak tim
kandan genomik DNA izolasyongu sekilde yapilmgtir: Eppendorf tiplere 200’epl
miktarinda bolinmgikan 6rnekleri oda sicakinda ¢ozdurildiukten sonra tzerlerine 00
Cell lysis soluisyonu eklenip 10 dk. oda sicakida inkubasyona birakilgtir. inkubasyon
suresince tupler 2—-3 kez alt-ust elde edilv@ siire sonunda 6rnekler 13000-16000 x g'de 20
sn. santriflj edilmitir. Santriflj sonunda dipteki pelete dokunulmadépernatant atilrgiir.

Bu islemler bir kez daha tekrar edildikten sonra dipaéak beyaz kan hticreleri stispansiyon
haline gelene kadar 10-15 sn. hafifce vortekslgtimiUzerine 200ul Nuclei Lysis
Solusyonu eklenerek beyaz kan hicrelerinin lizeasimcin 5-6 kez pipete edilgtir. Daha

sonra 37 °C’de 1 saat inkubasyona biraktimiinkubasyon sonunda uzerleringll RNAse
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Solusyonu eklenerek tupler 2-5 kez alt-tst edilme 37 °C'de 15 dk. inkubasyona
birakilmstir. 15 dk. sonunda 7Ql Protein Presipitasyon Solisyonu eklenerek 10-+20 s
vortekslenmgtir. Daha sonra 13000-16000 x g'de 3 dk. santefiijmistir. Santrifilj sonunda
dipte kalan koyu kahverengi protein peletine dokomagdan stpernatant alingnie icerisinde
200’erul'lik isopropanol bulunan 1.5 ml’lik vida kapakliplere aktarilmstir.

Tlplerde isopropanol icerisinde yizen beyaz kiclNADbulutu goruliinceye kadar
hafifce sallanmy ve sonra 13000-16000 x g 'de 1 dk. santriflij egilim Santriflij sonunda
isopropanol, dipteki DNA rahatsiz edilmeden dokigtiti DNA lzerine 20Qul % 70’lik
ethanol konularak tip hafifce alt-tst edigmie 13000—-16000 x g’'de 1 dk. santriflj edgtmi
Daha sonra ustteki ethanol dikkatli bekilde uzaklatirilmis ve pelletin kurumasi igin 10-15
dk oda isisinda inkibe edilgtir. Tuplere 40 ul DNA Rehidrasyon Solliisyonu eklexk
65 °C'de 1 saat inkubasyona birakgtm Inkubasyon sonunda rehidrasyon soliisyonu
icerisindeki DNA kullanim gamasina kadar -20 °C’de saklasgtmi

Toplanan keneler tir ve cins ayrimlar yapildikteonra sivi azotta ezilgtir.
Kenelerden DNA izolasyonu icin Fenol Kloroform yémnti kullaniimstir. Ezilen keneler
ependorf tlplerde toplandiktan sonra Uzerine 200PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi)
solusyonu eklenrgiir. 10 dakika kaynatilgi ve s@umasi icin 5 dakika oda isisinda
bekletiimistir. Kapakta toplanan siviylr almak igin kisa biresigantrifij edilmy, daha sonra
tzeri 20ul % 10’luk SDS’den koyulup vortekslenstir. 5 dakika maksimum hizda santrifij
edilmistir. Usteki sivi toplanip temiz bir ependorfa alktdn sonra lizerine 2XPCI (fenol-
kloroform-izoamil alkol) solisyonundan 200l konulup 5 dakika santrifij edilrtir.
Santrifujden sonra Usteki sivi temiz bir ependoafenmstir. Uzerine toplanan sivinin
(yaklasik 175ul) 1/10’'u kadar 3M NaAc ve 2,5 katl kadar % 100agibl konulup, -80 °C’de
30 dakika inkube edilrgiir. inkubasyonslemi bittikten sonra 15 dakika boyunca maksimum
hizda santriftj edilnstir. Santrifllj slemi bittikten sonra ependorf tlplerinin Gstindakan
sivi ¢ikarilmg ve pelet 500ul % 70’lik soguk ethanolde yikanrstir. 5 dakika santrifdj
edilmistir. Pelet dgitiimadan Usteki sivi dikkatli bigekilde alinmg ve Uzerine 5Qul TE
buffer konulup, kullanilincaya kadar -20 °C’de sakhstir.
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2.2.Anaplasma Turlerinin PZR ile Tespiti

Ik olarak Ehrlichia/Anaplasma tirlerinin  6rnek toplanan bolgelerdeki genel
dagihmini belirlemek amaciyla 16S rRNA geninin tumléide korunmsg ortak 345 bp’lik
bdlgesi ¢galtiimistir. Bu amacla yapilan soy PZR’'nda ileri (EHR16S/@)geri (EHR16SR)
primerleri (Cizelge 5) kullanilngtir. PZR igin her bir ependorf tipinde 2ul hedefAMigeren
25 ul reaksiyon kagimi hazirlanmgtir. Bu kargimda 100 uM dNTP (Deoksinukleosid
trifosfat: (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 12,5 pmolilee geri yonli primerler (100 pmol/ul)
(BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara/Turkiye), 0,75TagDNA polimeraz, 1.6 mM Mggl
(Promega, Madison, WI, USA), 4 ul 10 x PCR buftB0@ mM Tris-HCL, pH 9,0 (25 °C); 15
mM MgCl; 500 mM KCI; 0,1% gelatin; 1% Triton X—-10@Promega, Madison, WI/USA),
18.25 pl milli Q (double distile su) kullanilgtir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik
ISt dongu cihazinda gerceftieilmistir. PZR'da her bir siklus; B#angic denaturasyon
asamasinda 95 °C’de 5 dk. 1 siklus; 95° C’'de 30 smaturasyon, 55 °C’de 30 sn. primer
annealing (bganma) ve 72 °C’de 90 sn. ekstensiyon (uzamainalarini igceren 34 siklus;
final ekstensiyong@masinda 72 °C’de 5 dk. 1 siklus uygulagimiElde edilen PCR urUnleri
ethidium bromide iceren % 2’lik agaroz jelde elekbtrez yontemiyle kgturulduktan sonra

jel ultraviyole ik altinda incelenngtir.

Cizelge 5. Ehrlichia/Anaplasma tirlerinin ilgili gen boélgelerini PZR ile gmltmada
kullanilan primer ciftlerinin 6zellikleri

Turler Primer Adi Sekans PZR Uriin
Boyutu (bp)
Ehrlichia/Anaplasma  EHR16SD 2~ GGTACCYACAGAAGAAGTCC 345
Tum tirler EHR16SR 5-TAGCACTCATCGTTTACAGC
Ehrlichia/Anaplasma EC9 5-TACCTTGTTACGACTT 1,462
Tam tdrler EC12A 5-TGATCCTGGCTCAGAACGAACG
A. marginale MAR1bB2 for 5-GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 265
MAR1bB2 rev 5-CTGCTTGGGAGAATGCACCT
A. centrale mpb58for 5-CATAACTTTGTTGTTGTAAAGCCT 904
mpb58rev 5-TTCCAGACCTTCCCTAACTA
A. bovis AB1f 5-CTCGTAGCTTGCTATGAGAAC 551
ABL1r 5-TCTCCCGGACTCCAGTCTG
A. phagocytophilum SSAP2f 5-GCTGAATGTGGGGATAATTTAT 641
SSAP2r 5-ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA
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Bu calsmada ayric@naplasmatdrlerinin belirlenmesi i¢in 16S rRNA ve major \gyz
proteinini fmsp kodlayan gen bolgelerini galtan turlere 6zgu primerler kullanilgtr.
Kullanilan primerler ve ggaltilan gen bdolgeleri Cizelge 5'te gosterigim. A. marginaleve
A. centraletirlerine aitmspgenine 6zgu primerler kullanilarak tire 6zgu btdgetandart
PZR ile ¢cgaltiimistir.

A. marginaletirlerinin belirlenmesinde uygulanan PZR’da 28iklson hacimde, 45
mM Tris—HCI, pH 8.8, 11 mM (Ni.SQ4, 4.5 mM MgC}, 0.113 mg / ml BSA, 4.4 uM
EDTA, herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 1 mM, 1Tdq DNA polimeraz (Thermo
Electron Corp.), 10 uM ileri (MAR1bB2_for) ve gefMAR1bB2_rev) yonla primer gifti
(Cizelge 5) ile 2 ul DNA orng kullaniimistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik 1si
dongu cihazinda gercektailmistir. Reaksiyon 94°C’de 3 dakikallk 6n denaturasyonu
takiben, her siklus denaturasyon (95 °C’'de 50 sgnip&lanma (55 °C’'de 50 saniye) ve
uzama (65 °C’de 50 saniyeyaanalarindan okmak tzere 30 siklus ve 65 °C’de 10 dakikalik
son uzama olacajekilde gerceklgirilmistir. Elde edilen PZR Urlnleri 4 °C’de tutulstur.
Daha sonra her PZR urtuntnden 10 pl olmajukgla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid
bulunan % 1,5'lik agaroz jelde 100 voltluk akimdadaat elektroforeze tabi tutulmue son
olarak ultraviole gik altinda goruntulenngiir.

Anaplasma centraletirinin belirlenmesinde uygulanan PZR’da 50 ul'on
hacimde, 45 mM Tris—HCI, pH 8.8, 11 mM (N:5Qs, 4.5 mM MgC}, 0.113 mg / ml BSA,
4.4 uM EDTA, herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tanmM, 1 U Tag DNA polimeraz
(Thermo Electron Corp.), 10 uM ileri (mpb58for) geri (mpb58rev) yonllu primer cifti
(Cizelge 5) ile 2 pl DNA orng kullaniimistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik 1si
dongu cihazinda gercekt@ilmistir. Reaksiyon 95 °C’de 3 dakikallk 6n denaturasyon
takiben, her siklus denaturasyon (94 °C’de 45 sgnipa&lanma (56 °C'de 45 saniye) ve
uzama (56 °C’de 45 saniyeyaanalarindan okmak tzere 35 siklus ve 72 °C’de 10 dakikalik
son uzama olacajekilde gerceklgirilmistir. Elde edilen PZR Urlnleri 4 °C’de tutulstur.
Daha sonra her PZR urtintinden 10 pl olmajukgla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid
bulunan % 1,5'lik agaroz jelde 100 voltluk akimdadaat elektroforeze tabi tutulmue son
olarak ultraviole gik altinda goruntulenngiir.

Anaplasma bovise A. phagocytophiluntirlerinin tespitinde ise nested PZR y6ntemi
kullaniimistir. Burada ilk gamada tumEhrlichia/Anaplasmatirlerinde ortak korunmu
bolgeleri ¢galtilan ileri (EC9) ve geri (EC12A) yonlu primerédwllanilarak elde edilen PZR
urtnlerinden ikinci basamak olan nested PZR gl alinip her tire ait 6zgul primer ciftleri
(Cizelge 5) kullanilarakA. bovisve A. phagocytophiluntirlerine 6zgiu 16S gen bdlgesi
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cogaltilmistir. ilk asama olan genus PZR’da 50 pl'lik son hacimde, 45 fiid—HCI, pH 8.8,
11 mM (NHy),SO,, 2.5 mM MgC}, herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 0.8 mM, 1 U
Tag DNA polimeraz (Thermo Electron Corp.), 10 uM il¢EC9) ve geri yonlu primer cifti
(EC12A) ile 2 pl DNA 6rngi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik 1si
dongu cihazinda gercekt@ilmistir. Reaksiyon 95 °C’de 4 dakikallk 6n denaturasyon
takiben, her siklus denaturasyon (94 °C’de 30 snip&lanma (52 °C’'de 30 saniye) ve
uzama (72 °C'de 60 saniye)saanalarindan okmak Uzere 40 siklus olacakekilde
gerceklatiriimistir. Elde edilen PZR urlnleri bir sonrakiseana olan nested PZR’de
kullaniimak Uzere 4 °C’de tutulngtur.

Daha sonra.bovisve A.phagocytophilura 6zgt primerler kullanilarak nested PZR
uygulanmgtir. PZR’da 25 ul'lik son hacimde, 45 mM Tris—H@IH 8.8, 11 mM (NH).SO,
2.5 mM MgC, herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 0.8 mM, II'blg DNA polimeraz
(Thermo Electron Corp.), 10 uM ileri ve geri yomiimer cifti (Cizelge 5) ile 1ul genus PZR
urind  kullanilmgtir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik i1s1gdidrcihazinda
gerceklatiriimistir. Reaksiyon 95 °C’de 4 dakikalik 6n denaturasydakiben, her siklus
denaturasyon (94 °C’de 60 saniye)gloama (57 °C’de 60 saniye) ve uzama (72 °C’de 60
saniye) gamalarindan okmak tzere 40 siklus olacakkilde gerceklgirilmistir. Elde edilen
PZR Urdnleri 4 °C’de tutulmgur. Daha sonra her PZR drininden 10 pl olmajulkyla
mililitresinde 10 ul ethidiyum bromid bulunan % lifsagaroz jelde 100 voltluk akimda bir

saat elektroforeze tabi tutulmue son olarak ultraviolgik altinda gorintilenngiir.

2.3. Cagaltilan PZR Uriinlerinin Dizilim Analizleri icin Klonlanmasi

Anaplasmatirlerine 6zgu primer ciftleri kullanilarak galtilan PZR Grtnleri %2’lik
agaroz jelde yukarida belirtilgli sekilde elektroforeze tabi tutularak, ultraviyokeki altinda
goruntulenmy ve 345 bp’lik drtnler jelden kesilerek ayrilaraka@en Gel purifikasyon Kkiti
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak purifiye edilglerdir. Bu amagla jelden kesilerek alinan
bantlar tartilarak gramajlar belirlengmve belirlenen @irligin Gc¢ kati kadar QG soliisyonu
eklenerek (Orngin; 10 miligram gel girhgina 30 mikrolitre QG soliisyonu eklenerek
50 °C’de 10 dakika boyunca inkube edilerek jelimesi sglanmstir. Daha sonra erimijeli
iceren sivi pipetle alinarak iginde jelden ayriBNA'nin baglanmasini sgdayan kolonlar
(QlAquick spin column) bulunan 2 mL’lik mikrosariiij tlplerine konularak bir dakika
boyunca santrifij edilmive jelden ayrilan DNA’nin koluma Bnmasi sglanmstir. Bunu
takiben koluma bz olan DNA 500 pl QG solisyonu eklenerek yukar@dirblen santrifij
islemine tabi tutulmgtur. Daha sonra 750 pl PE solisyonu eklenerek dkikd santrifj
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edilmis, bunu takiben bir dakikalik ikinci santrifi§lemi uygulanarak kolona kh kalabilme
ihtimali olan sollsyon artiklarindan arindigtm. Son @amada kolona g DNA'nin ellye
edilebilmesi icin 50 pl Elisyon solisyonu (TE; HEDTA, pH 7) eklenerek bir dakika
boyunca oda i1sisinda bekletiynie bunu takiben kolum temiz 1,5 ml mikrosantriftpiine
konulmu; ve bir dakika boyunca santrifiij edilerek purifigeilen DNA'nin tipe eltisyonu
sgglanmstir. Jelden kesilerek ayrilan ve purifiye edilenRPZrinleri sekans analizi igin
TOPO TA Klonlama Kiti (Invitrogen™, ABD) kulanilakapCR4-TOPO plasmid vektori
(Invitrogen™) icine klonlanmtir. Bu amagla, temiz bir mikrosantriftj tapa icimért pl
purifiye edilmg PZR urdnd, bir pl tuz solisyonu ve bir pl pCR4-T®DRlasmid vektor
eklenerek oda isisinda (22—-23°C’de} bakika inkibe edilerek PZR Grinunin vektoér icine
topoisomeraz | enziminin tirozil kismi (Tyr-274) rdami ile klonlanmasi gganmstir ve
vektore klonlanan drin Transforming One Shot® TORI@yasal olarak yeterli hale
getirilmis E. coli hicreleri (Invitrogen™) icine transforme ediftni. Bu amacla,E. coli
hicreleri -80 °C’den buz ustine alinarak eritglme tzerine iki pl klonlama reaksiyonundan
elde edilen Uriin eklenerek parmakla hafifce vuakdtarsmasi sglanmstir. Daha sonra 30
dakika boyunca buz Uzerinde bekletilen drtinlere°@dik su banyosu icinde 30 saniye
boyunca sicalkoku uygulanarake. coli hiicrelerinin yizey gecirgegli arttilarak vektorin
hicre icine gigi saglanmstir. Sicak sokunu takiben hicrelerin Gzerine 250 pl S.O.C
medyumu (% 2 Tripton, % 0,5 Maya Ekstarkti, 10 mQ\ 2.5 mM KCI, 10 mM MgGl

10 mM MgSQ, 20 mM glukoz) eklenerek 37 °C’lik calkalamali iibat6r icinde 200 rpm de,
bir saat boyunca tiupler yatay konumda olagelkilde inkiibe edildikten sonra daha dnceden
hazirlanan ve icerisinde 100 pg/ml ampisilin buluh® agar (LB agar; 1 litresinde 100 mg
NaCl, % 10 Triptone, % 5 Maya ekstrakti, % 10 dgalunan sollsyon) tzerine 20 ve 50 pl
olacaksekilde ekilerek gece boyu kolonilerin Gremesi i8in °C’de bekletilmitir. Ertesi gin
ureyen kolonilerden secilerek icerisinde 100 pgampisilin bulunan LB medyum (LB
medyum; 1 litresinde 100 mg NacCl, % 10 Triptone5%laya ekstrakti bulunan soliisyon)
icinde 37 °C'de calkalamali inkibatérde bir gecezatmaya birakilmgtir. Ertesi guni
medyum icinde Ureyen kolonilerden QIAGEN Plazmid MKEkstraksiyon Kiti (QIAGEN,
Almanya) kullanilarak icinde PZR ile galtilan gen boélgesi bulunan plazmidlerin
purifikayonu yapilmgtir. Kisaca, 10 ml medyum 4 °C’de, 8000 rpm’de Xikia boyunca
santrifij edilerekE. coli hiicreleri dipte toplanmstir. Bu hicreler 250 pl P1 solisyonu
kullanarak tekrar sulandirilarak yeni bir mikrogé#ii} tipine konulmg, daha sonra bu
sulandirmanin Ustine 250 pl P2 solisyonu eklengyele karsmasi sglanmstir. Bu
karisimin Ustine 350 pul N3 soliisyonu eklenerek iyicaskaalari sglandiktan sonra 13000
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rpm’de 10 dakika boyunca santrifuj edikterdir. Santrifij gleminden sonra ustte kalan kisim
dikkatlice alinarak icerisinde DNA’nin BEnmasini sg@layan kolonlara (QIAprep spin
column) konularak 30-60 saniye boyunca santrifil@d ve dipte toplanan sivi dokuldikten
sonra koluma 0.5 ml PB soluisyonu eklendikten soB®a60 saniye santriftj edilerek
yikanmasi sglanmstir. Daha sonra 0.75 ml PE solisyonu eklenip 30s&@iye santriflj
edilerek bir kez daha yikangtir. Dipte toplanan sivi dokuldikten sonra kolunkdémis olan
tum yikama soltisyonunun giderilmesi i¢in bir dakdaha santriftj edilngtir. Son aamada
koluma bgli DNA'nin eltye edilebilmesi i¢cin 50 pl Elisyonlssyonu eklenerek bir dakika
boyunca oda isisinda bekletikmie bunu takiben kolon temiz 1,5 ml mikrosantrifiptine
konulmu ve bir dakika boyunca santrifiij edilerek purifigeilen DNA'nin tipe ellisyonu
saglanmstir. Eliye olan plasmid DNA'nin 1 pug’t EcoR1 reksiyon enzimi ile kesilerek
agaroz jelde (yukarida anlatgdisekilde) elektroforeze tabi tutulmuwe kesilen trtnlerin
boylarina bakilarak PZR Urtinunun vektor icerisihenlanip klonlanmagy dogrulandiktan
sonra plazmid DNA o6rnekleri (1-2 pg) 37 °C'de becg boyunca kapaklari agik olarak
bekletilerek DNA'nin kurumasi geanms ve bu 6érnekler sekans analizlerinin yapiimasi icin

ticari bir sirkete gonderilmitir (iontek,istanbul / Tirkiye).
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kan Orneklerine Ait Sonuclar

Aydin ve yodresinde yagiimiz bu c¢akmada Ehrlichia ve Anaplasmaturlerinin
yogunlugunu ortaya koymak icin Dalama, Osmanbukl, Akcaowa SOke ilgesinden
sigirlardan toplam 679 kan orgietoplanmstir. 3 ayda bir gidilen odaklarda gahaya dahil
edilen hayvanlara, sahiplerinden kaynakli olaragildmamasi veya hayvanin bulunmadi

durumlarda farkl hayvanlarda gahaya dahil edilmtir.

3.1.1.Ehrlichia/Anaplasma Soy PZR Sonuglari

EHR16SD (ileri) ve EHR16SR (geri) primerleri kullerak yapilan PZR sonuclari
Cizelge 6'te verilmgtir. Soy PZR’Ina ait agaroz jel goruntisu Resimebieerilmitir. PZR
sonuglarina gére Osmanbiki’'nden toplanan 189 s«anindan 13’0 pozitif, Soke'den
toplanan 182 gir kanindan 92’si pozitif, Dalama’dan toplanan 1&gir kanindan 97’si

pozitif, Akgcaova'dan toplanan 167gs kanindan ise 126’si1 pozitif ¢ikgtir.

Cizelge 6. Ehrlichia/Anaplasmaoy PZR sonuclari

Haziran Eylul Aralik Mart Toplam
Osmanbuki 3/45 2/48 6/66 2/20 13/179
Soke 4/50 33/61 24/32 31/39 92/182
Dalama 24/48 33/48 19/26 21/29 97/151
Akcaova 37/46 40/54 20/34 29/33 126/167

Toplam  328/679
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Resim 5.Ehrlichia/Anaplasmasoyuna ait tim turlerde ortak korungrmgen boélgesine spesifik
EHR16SD F/R primer cifti kullanilarak Dalama Hazir&2006’ya ait DNA
orneklerinin ¢@altilmasi. M: 100 bp’lik molekuler buyudklik beligiei (Thermo
Scientific Corp.); 1 ile 7 arasindaki kuyucuklaidave 7 dahil) DK1, DK3, DKS5,
DK7, DK9, DK11, DK12 ait DNA ornekleri; 8. kuyudaopitif kontrol; 9. dHO
konulmwtur. EHR16SD F/R primer ciftini kullanilarak spekiblarak ¢@altilan
345 bp’lik bolgeok isareti ile gosterilmgtir.

3.1.2.Anaplasma marginale PZR Sonugclari

Anaplasma marginaldtrlerine 6zgl mspi proteinini kodlayan genin 265 bp’ lk
korunmy bolgesini ¢@altan MAR1bB2 (ileri) ve MAR1bB2 (geri) yonluprimerleri
kullanilarak yapilan PZR sonuglarinin aylara goagildni Cizelge 7'de verilmgtir. Ayrica

A. marginaléye 6zgl yapilan PZR’ina ait jel gbérintlist Resimesverilmitir.

Cizelge 7 Anaplasma marginal®ZR sonuglari

Haziran Eylul Aralik Mart Toplam
Osmanbiki 2/45 0/48 0/66 0/20 2/179
Soke 0/50 0/61 1/32 1/39 2/182
Dalama 4/48 17/48 8/26 13/29 42/151
Akcaova 1/46 1/54 0/34 1/33 3/167

Toplam 49
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265 bp

Resim 6.A.marginaletiriine spesifik MAR1bB2F/R primer cifti kullanikd Dalama Eylul
2006’ya ait DNA oOrneklerinin ggaltilmasi. M: 100 bp’lik molekuler buyuklik
belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 1 ile 7 aradaki kuyucuklarda (1 ve 7
dahil) DK18, DK35, DK37, DK39, DK41, DK42, DK43 alDNA ornekleri; 8.
kuyuda pozitif kontrol; 9. dbD konulmytur. MAR1bB2F/R primer ciftini
kullanilarak spesifik olarak @altilan 265 bp’lik bolge ok isareti ile
gOsterilmitir.

Odaklardan toplanan kanlarda PZR yapilarak buluknamarginalepozitif rneklerin
dagilmi Cizelge 8'de verilmitir. PZR sonuglarina gére Osmanbuiki ve Soke’defanam
sirasiyla 58 ve 82 @rdan hazirlanan DNA o6rneklerinden Osmanbuki’deitdazayinda 2
ornekte A. marginaletespit edilirken Eylul, Aralik ve Mart aylarindaplanan érneklerde
A. marginaléye rastlanmangtir. Bunun yanina Soke’den toplanan 6rneklerdeAisdik ve
Mart aylarinda birer Ornekte pozitiflik belirlengtir. Dalama’dan toplam 59 hayvandan
toplanan 151 ornekte toplam 42 hayvaidamarginaletespit edilmgtir. 42 pozitif 6rngin
aylara gore dalimina bakilacak olursa Haziran ayinda 4, EyluI'tdé, Aralik ve Mart
aylarinda ise sirsiyla 8 ve 13 Ornekbfe marginale tirt tespit edilmitir (Cizelge 7).
Akcaova’'dan toplam 58 hayvandan toplanan 167 oenislet Haziran, Eylil ve Mart aylarinda
birer adet olmak Uzere toplamda 3 kan gmeée pozitiflik belirlenmgtir (Cizelge 7). Bu
sonuglar dgrultusunda en fazla pozitiflik Dalama’da tespit lellen kan 6rngi toplanan
diger bolgelerdeA. marginale enfeksiyonunun oldukca az olglu goralmtir. Séke’den
toplanan orneklerden ¢ikan 2 pozitif 6rnek ayniMzeyn farkh aylarda alinan kanlarina aittir.
Akcaova’'dan toplanan 6rneklerden de pozitif cikadrBek yine ayngekilde ayni hayvanin

farkli aylarda toplanan kanlaridir. Dalama’da is@ozitif drnek farkl hayvanlardan alinan
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ornekler, geri kalan 35 pozitif 6rnek ise 14 haywafarkl aylarda alinan kanlarindan ¢ikan

pozitif drneklerdir (Cizelge 8).

Cizelge 8. Odaklardan toplanan ve PZRAleaplasma marginalpozitif bulunan 6rneklerin
aylara gore dalimi

Anaplasma marginale Anaplasma marginale
ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
2006 2006 2006 2007 2006 2006 2006 2007
OSMANBUKU DALAMA
EH4 + - - * DK18 - + +
EH24 + - - - DK32 - + +
SOKE DK34 - - - +
A435 - - + + DK35 - + + +
AKCAOVA DK36 - - + -
A207 + + * + DK37 - + + +
DALAMA DK38 - + - +
DK3 - + * * DK39 - + + +
DK7 + + * * DK41 - + + *
DK8 - + * + DK42 + - + +
DK9 + + - * DK43 - + + +
DK12 + - * + DK44 - + - -
DK13 - + * * DK46 - + * *
DK14 - + * * DK57 * * * +
DK17 - + * +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.
3.1.3.Anaplasma centrale PZR Sonuglari
mpb58for (ileri) ve mpb58rev (geri) primerleri kafilarak yapilan PZR sonuclari

Cizelge 9'da, yapilan PZR’a ait jel goruntisu Regide verilmitir.

Cizelge 9 Anaplasma central®ZR sonuclari

Haziran Eylul Aralik Mart Toplam
Osmanbiki 0/45 0/48 0/66 0/20 0/179
Soke 0/50 2/61 0/32 0/39 2/182
Dalama 3/48 6/48 1/26 2/29 12/151
Akcaova 4/46 4/54 4/34 2/33 14/167

Toplam 28/679
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904 bp

Resim 7. A.centraletiriine spesifik mpb58F/R primer c¢ifti kullanilarddalama Haziran
(DK48), Eylul ve Akgaova Aralik 2006’ya ait DNA oeRlerinin ¢@altilmasi. M:
100 bp’lik molekiler buyukluk belirleyici (Thermockntific Corp.); 1 ile 7
arasindaki kuyucuklarda (1 ve 7 dahil) DK48, DKDK44, DK46, A202, A222,
A228 ait DNA ornekleri; 8. kuyuda pozitif kontro®. dHO konulmutur.
mpb58F/R primer ciftini kullanilarak spesifik ol&rgogaltilan 904 bp’lik bolge
ok isareti ile gosterilmgtir.

Odaklardan toplanan kanlarda PZR Alecentralepozitif érneklerin dailmi Cizelge
10'da verilmgtir. PZR sonuclarina gore Osmanbiki’'nden toplan@rsgir kanindan hic
pozitif cikmamstir. Soke’den 82 hayvandan toplanan toplam 12 &anindan iki tanesi
pozitif, Dalama’dan 59 hayvandan toplanan toplanil 1&Gir kanindan 12'si pozitif,
Akcaova'dan 45 hayvandan toplanan toplam 1@ir sanindan ise 14’G pozitif ¢ikstir
(Cizelge 9). Soke’'den toplanan drneklerde Eylilndgu 2 pozitiflik saptanmgiir. Diger
aylarda ise pozitifie saptanmargtir. Dalama’da toplanan orneklerden pozitif ¢ikama
aylara gore sayilari ise Haziran, Eylul, Aralik Mart aylari icin sirasiyla 3, 6, 1, 2'dir. Bu
pozitif drneklerden 6’si farkli hayvanlara ait ikegeri kalan 6 pozitif 6rnek ise 3 hayvanin
farkl aylarda alinan kanlarindan cikan pozitiféklerdir (Cizelge 10). Akgaova’dan toplanan
orneklerde pozitif ¢cikanlarin aylara gore sayildaziran, Eylul, Aralik ve Mart aylari icin
sirasiyla 4, 4, 4, 2'dir. Bu pozitif 6rneklerden @i farkli hayvanlara geri kalan 7 pozitif
ornek ise 3 hayvanin farkli aylarda alinan kantdamcikan pozitif 6rneklerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda en fazla pozitifik Akcaova’da belirlerytir. Dalama’da daA. centale
enfeksiyonu Akcaova'ya benzerlik gostermekle bidikDsmanbiki ve Soke'de enfeksiyon

oldukg¢a az gorulmgidr.
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Cizelge 10. Odaklardan toplanan ve PZRAf@aplasma centralpozitif bulunan drneklerin
aylara gore dalimi

Anaplasma centrale

ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART ODAK
2006

2006

2006

2007

SOKE
A407
A415

AKCAOVA
A201
A202
A206
A207
A213
A222
A226
A228
A236
A247

e

*

* 4 ok 4 % * 0+ +

*

*

DALAMA
DK14
DK33
DK34
DK43
DK44
DK46
DK48
DK52
DK57

Anaplasma centrale

HAZIRAN EYLUL ARALIK
2006 2006 2006

MART
2007

*

>(-'|'>(-++|+_'_'|'
I+>(-|

* * + 4

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.

3.1.4.Anaplasma bovis Nested PZRSonuclari

16S rRNA gen bodlgesini galtan EC9 ve EC12A ileri ve geri yonlu primerlerle

yapllan soy PZR’Indan (Resim 8) sonra ABLf (ilei@ AB1r (geri) 6zgul primerleri

kullanilarak yapilan nested PZR sonuclan Cizeld&dd, nested PZR’a ait jel goruntisu

Resim 9'da verilmitir. Osmanbiiki’'nden toplam 13 pozitif 6rnekten ,/Sbdke’den toplam 92

pozitif 6rnekten 80’i, Dalama’dan toplam 97 poziliinekten 46’s1, Akcaova’dan toplam 126

pozitif 6rnekten 87’sA. bovisydninden pozitif bulunmytur (Cizelge 11).

Cizelge 11 Anaplasma bovisested®ZR sonuglari

Osmanbiki
Soke
Dalama

Akcaova

Haziran Eylul Aralik Mart Toplam
1/3 1/2 4/6 1/2 7/13
4/4 27/33 21/24 28/31 80/92

11/24 20/33 8/19 7/21 46/97
16/37 34/40 15/20 22/29 87/126
Toplam  220/328
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Resim 8. Ehrlichia/Anaplasmagenus spesifik EC9 ileri ve EC12A geri yonlu pringafti
kullanilarak Akcaova Arallk 2006’ya ait DNA ornekilein ¢ogaltiimasi. M: 100
bp’lik molekuler buyukluk belirleyici (Thermo Scigfic Corp.); 1 ile 8 arasindaki
kuyucuklarda (1 ve 8 dahil) A203, A206, A218, A221227, A228, A234, A244
ait DNA drnekleri; 9. dHO konulmutur. EC9 ileri ve EC12A primer giftini
kullanilarak spesifik olarak @altilan 1462 bp’lik bdlge ok isareti ile

gOsterilmitir.

M1 2 3 456

Resim 9.A.bovistlrune spesifik AB1F/R primer ¢ifti kullanilarakkéaova Mart 2007’ye ait
DNA drneklerinin ¢galtilmasi. M: 100 bp’lik molekiler buydklik beliglei
(Thermo Scientific Corp.); 1 ile 7 arasindaki kuykiarda (1 ve 7 dahil) A201,
A206, A207, A220, A249, A250, A251 ait DNA OrnekleB. kuyuda pozitif
kontrol; 9. dBO konulmytur. AB1F/R primer ciftini kullanilarak spesifik atak
cogaltilan 551 bp’lik bolgek isareti ile gosterilmgtir
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Osmanbiki’'nden toplam 58 hayvandan toplanan Orrigkie elde edilen DNA
ornekleri ile yapilan PZR sonucunda doért hayvaAdaovistespit edilmgtir. PZR ile A.bovis
tespit edilen dort hayvanin aylara goregitleni Cizelge 12'de verilmitir. Buna gore
Osmanbuiku’'nden toplanan drneklerden pozitif ¢cikanlaylara gore sayilari Haziran, Eylil,
Aralik ve Mart aylari igin sirasiyla 1, 1, 4, 1'di€izelge 11). Bu pozitif 6rneklerden 2’si
Aralik ayinda toplanan farkli hayvanlara ait orreglle belirlenmitir (Cizelge 12). Geri kalan

5 pozitif 6rnek ise 2 hayvanin farkh aylarda ahranlarindan ¢ikan pozitif 6rneklerdir.

Cizelge 12. Osmanbuki’nden toplanan ve PZRnlaplasma bovipozitif bulunan érneklerin
aylara gore dalimi

Anaplasma bovis

ODAK HAZIRAN 2006 EYLUL 2006  ARALIK 2006 MART 2007
Osmanbiiki
EH5 - + + *
EH27 * * + _
EH45 + - + +
EH49 - - + _

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.

Soke'den toplam 82 hayvandan toplanan orneklerdige edilen DNA 6rnekleri ile
yapilan PZR sonucunda 46 hayvamdabovistespit edilmgtir. PZR ile A. bovistespit edilen
46 hayvanin aylara gore glami Cizelge 13'te verilmitir. Buna gore Soke’den toplanan
orneklerden pozitif ¢cikanlarin aylara gore sayilaziran, Eylul, Aralik ve Mart aylari icgin
sirasiyla 4, 27, 21, 28'dir (Cizelge 11). Bu pdzitineklerden 25'’i farkli hayvanlara ait olup
(Cizelge 13), geri kalan 55 pozitif 6rnek ise 2y\Vvenin farkli aylarda alinan kanlarindan elde
edilen DNA’larinda pozitif gikan drneklerdir.
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Cizelge 13. Soke’'den toplanan ve PZRAlplasma bovipozitif bulunan 6rneklerin aylara
gore dgilimi

Anaplasma bovis Anaplasma bovis
HAZIRAN EYLUL ARALIK MART HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
ODAK 2006 2006 2006 2007 ODAK 2006 2006 2006 2007
SOKE SOKE
A402 - + * * A435 - + + +
A403 - + * * A437 - + + +
A405 - + * * A438 - + + +
A406 - + * * A439 + - + +
A407 - - * * A440 + + + *
A408 - + * * A441 + + + *
A410 - + * * Ad42 + + + *
A415 - + - + A443 - + + *
A417 - + + + A454 * + * *
A418 - + - + A455 * + * *
A419 - + + + A458 * + * *
A420 - + + + A464 * - + +
A421 - + - + A465 * - + +
A422 - + * - A466 * * + +
A423 - - - + A468 * * * +
A426 - - + - A469 * * * +
A427 - + + * A471 * * * +
A428 - - - + A472 * * * +
A430 - - + * A473 * * * +
A431 - + + + A4T77 * * * +
A432 - + + + A478 * * * +
A433 - + + + A479 * * * +
A434 - - + * A480 * * * +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamarmstir.

Dalama’dan toplam 59 hayvandan toplanan orneklerelele edilen DNA’lar ile
yapilan PZR sonucunda 25 hayvamdabovistespit edilmgtir. PZR ile A. bovistespit edilen
25 hayvanin aylara gore glami Cizelge 14'de verilngtir. Dalama’dan toplanan orneklerden
pozitif cikanlarin aylara gore sayilari HaziraniEyAralik ve Mart aylari icin sirasiyla 11,
20, 8, 7'dir (Cizelge 11). Bu pozitif 6rneklerde@’di farkli hayvanlara aittir, geri kalan 34
pozitif drnek ise 13 hayvanin farkli aylara ait DINgkinda pozitif ¢cikan érneklerdir (Cizelge
14).
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Cizelge 14. Dalama’dan toplanan ve PZR Aleaplasma bovipozitif bulunan orneklerin
aylara gore dalimi

Anaplasma bovis Anaplasma bovis
HAZIRAN EYLUL ARALIK MART HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
ODAK 2006 2006 2006 2007 ODAK 2006 2006 2006 2007
Dalama Dalama
DK3 - + * * DK34 + + +
DK7 + + * * DK35 + + + -
DK9 + + * DK36 - + - -
DK12 + + - DK37 - - - +
DK13 - + * DK38 - + + +
DK19 - + - * DK39 - + + +
DK21 - + * * DK41 - + + *
DK22 + - * * DK42 + + + +
DK25 - - + + DK43 + - - -
DK27 - + * * DK45 + * * *
DK29 + + - - DK46 + + * *
DK30 + * * DK55 * + - -
DK33 - + + +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.

Akcaova’'dan toplam 58 hayvandan toplanan oOrnekterediele edilen DNA'lar ile
yapilan PZR sonucunda 40 hayvamdabovistespit edilmgtir. PZR ile A. bovistespit edilen
40 hayvanin PZR sonuglarinin aylara gorgildal Cizelge 15'te verilmitir. Buna gore
Haziran, Eylul, Aralik ve Mart aylan icin sirasayll6, 34, 15, 22 6rnekt®&. bovistespit
edilmistir (Cizelge 11). Bu pozitif drneklerden 12’si férkayvanlara ait olup, geri kalan 75
pozitif 6rnek ise 28 hayvanin farkl aylarda alinkanlarindan pozitif ¢cikan orneklerdir
(Cizelge 15).
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Cizelge 15. Akgaova’'dan toplanan ve PZRAleaplasma bovipozitif bulunan érneklerin
aylara gore dalimi

Anaplasma bovis Anaplasma bovis
HAZIRAN EYLUL ARALIK MART HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
ODAK 2006 2006 2006 2007 ODAK 2006 2006 2006 2007
AKCAOVA AKCAOVA
A201 + + + + A237 + + + *
A202 + + + + A238 + + * *
A204 - + * - A239 + + + *
A205 - + * * A240 + + + *
A206 + + + + A241 + + + *
A207 + + * + A242 + + * +
A210 - + * * A243 + + * +
A213 + + * + A244 + + - +
A218 + - - A245 - + * *
A220 + + * + A247 + + * *
A221 - + + - A249 * + * +
A224 - - + * A250 * + + +
A226 - + * + A251 * + * +
A228 - + + + A252 * + - +
A229 - + * + A253 * - * +
A230 - + - - A254 * + - +
A231 + + * + A256 * + - +
A232 - + - * A257 * * + -
A233 - + + * A258 * * - +
A235 - - + + A259 * * + -

(*): Tsaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.

3.1.5.Anaplasma phagocytophilum Nested PZR Sonuclari

16S rRNA gen bodlgesini galtan EC9 ve EC12A ileri ve geri yonlu primerlerle
yapillan soy PZR’dan (Resim 8) sonra SSAP2f (ileg) SSAP2r (geri) 6zgul primerleri
kullanilarak yapilan nested PZR sonuclarn Cizelg&d, nested PZR’a ait jel goruntisu
Resim 10’da verilmgitir. Osmanbiki'nden toplam 13 pozitif 6rnekten 7’si, &dkn toplam
92 pozitif 6rnekten 75’i, Dalama’dan toplam 97 pdzirnekten 64’lG, Akcaova’dan toplam

126 pozitif 6rnekten 91'A. phagocytopilunydninden pozitif bulunmyur.

Cizelge 16 Anaplasma phagocytophilunested®ZR sonugclari

Haziran  Eylul Aralik Mart Toplam
Osmanbiki  1/3 1/2 4/6 1/2 7/13
Soke 4/4 23/33 20/24 28/31 75/92
Dalama 6/24 27/33 15/19 16/20 64/97
Akcaova 15/37 33/40 17/20 26/29 91/126

Toplam  237/328
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Resim 10.A. phagocytophiluniiriine spesifik SSAP F/R primer cifti kullanilar&8kke Mart
2007'ya ait DNA orneklerinin ggaltilmasi. M: 100 bp’lik molekiler buyukluk
belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 1 ile 7 aradaki kuyucuklarda (1 ve 7
dahil) A417, A418, A419, A420, A421, A423, A428 dXNA Ornekleri; 8.
kuyuda pozitif kontrol; 9. dbD konulmytur. SSAP F/R primer ciftini
kullanilarak spesifik olarak @altilan 641 bp’lik bdlge ok isareti ile
gosterilmitir.

Osmanbiki’'nden toplam 58 hayvandan toplanan Orrigkie elde edilen DNA
ornekleri ile yapilan PZR sonucunda dort hayvafiddphagocytophiluntespit edilmgtir. PZR
ile A. phagocytophilumtespit edilen dort hayvanin aylara goregileni Cizelge 17°de
verilmistir. Buna gbére Osmanbuki’nden toplanan 6rneklenoexitif ¢ikanlarin aylara gore
sayilari Haziran, Eylul, Aralik ve Mart aylari icgwrasiyla 1, 1, 4, 2'dir (Cizelge 16). Pozitif
orneklerden ikisi farkl hayvanlara ait olup, gksilan bg pozitif 6rnek ise iki hayvanin farkli

aylarda alinan kanlarindan tespit edilen pozitiikir (Cizelge 17).

Cizelge 17. Osmanbiki’de toplanan ve PZRAib@palsma phagocytophilum
pozitif bulunan drneklerin aylara goregilami

Anaplasma phagocytophilum

ODAK HAZIRAN  EYLUL  ARALIK MART
2006 2006 2006 2007
OSMABBUKU
EH5 - + + *
EH27 * * +
EH45 + - + +
EH49 - - +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.
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Soke'den toplam 82 hayvandan toplanan orneklerdiga edilen DNA ornekleri ile
yapllan PZR sonucunda 43 hayvanda phagocytophilumtespit edilmgtir. PZR ile
A. phagocytophiluntespit edilen 43 hayvanin aylara gorgitlen1 Cizelge 18'de verilngiir.
Soke’den toplanan drneklerden pozitif ¢cikanlaritaey gore sayilari Haziran, Eylul, Aralik
ve Mart aylari igin sirasiyla 4, 23, 20, 28'dir ¢€ige 16). Bu pozitif 6rneklerden 23'u farkl
hayvanlara ait iken, geri kalan 52 pozitif 6rnekHz/vanin farkl aylarda alinan kanlarindan

pozitif ¢cikan érneklerdir (Cizelge 18).

Cizelge 18. Soke’den toplanan ve PZRAlgaplasma phagocytophilupozitif bulunan
orneklerin aylara gore gdimi

Anaplasma phagocytophilum Anaplasma phogocytophilum
ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
2006 2006 2006 2007 2006 2006 2006 2007
SOKE SOKE

A402 - + * * A438 - + +
A403 + * * A439 + + +
A405 + * * A440 + - + *
A406 + * * Ad41 + + + *
A408 + * * Ad42 + + + *
A410 + * * A443 - + + *
A417 + + * A454 * + * *
A418 + - + A458 * + * *
A419 + + + A464 * - + +
A420 + + + A465 * - + +
A421 + + + A466 * * + +
A422 + * - A468 * * * +
A423 - + A469 * * * +
A426 - - - + A471 * * * +
A427 - + + + A472 * * * +
A428 - - - + A473 * * * +
A431 - + + + A477 * * * +
A432 - + + + A478 * * * +
A433 - + + + A479 * * * +
A434 - - + * A480 * * * +
A435 - - + + A482 * * * +
A437 + + +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamstir.

Dalama’dan toplam 59 hayvandan toplanan orneklereledle edilen DNA'lar ile
yapllan PZR sonucunda 35 hayvanda phagocytophilumtespit edilmgtir. PZR ile
A. phagocytophiluntespit edilen 35 hayvanin aylara goérgitlent Cizelge 19'da verilngiir.
Dalama’dan toplanan drneklerden pozitif cikanlaytara gore sayilari Haziran, Eylul, Aralik
ve Mart aylari icin sirasiyla 6, 27, 15, 16’dir £€lige 16). Bu pozitif 6rneklerden 17’si farkli
hayvanlara ait olup, geri kalan 47 pozitif 6rnekHg/vanin farkl aylarda alinan kanlarindan

pozitif cikan érneklerdir (Cizelge 19).
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Cizelge 19. Dalama’dan toplanan ve PZRAleplasma phagocytophilupozitif bulunan
orneklerin aylara gore gdimi

Anaplasma phagocytophilum Anaplasma phogocytophilum
ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
2006 2006 2006 2007 2006 2006 2006 2007
DALAMA DALAMA
DK1 - + * * DK33 - + + +
DK3 - + * * DK34 - + + +
DK7 + + * * DK35 - + + +
DK8 - + * + DK36 - + - -
DK9 + + - * DK37 - + + +
DK12 + + * + DK38 - + + +
DK13 - + * * DK39 - + + +
DK15 - - * + DK41 - - +
DK18 - + + + DK42 - + + +
DK19 - + + * DK43 + + + +
DK21 - + * * DK45 + * * *
DK22 + - * * DK46 - + * *
DK25 - + + DK48 - * + *
DK26 - + - - DK52 * + + *
DK27 - + * * DK53 * * + *
DK29 - + - DK55 * + - +
DK30 - + * DK57 * * * +
DK31 - + - +

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamamgtir.

Akcaova’'dan toplam 58 hayvandan toplanan oOrnekiereiele edilen DNA’lar ile
yapllan PZR sonucunda 43 hayvanda phagocytophilumtespit edilmgtir. PZR ile
A. phagocytophiluntespit edilen 43 hayvanin PZR sonugclarinin aytgine dgilimi Cizelge
20'de verilmgtir. Akgaova'dan toplanan orneklerden pozitif ¢cillam aylara gore sayilari
Haziran, Eylul, Aralik ve Mart aylari icin sirasayll5, 33, 17, 26'dir (Cizelge 16). Bu pozitif
orneklerden 11'i farkl hayvanlara aittir. Geri &al 80 pozitif 6rnek ise 32 hayvanin farkl

aylarda alinan kanlarindan pozitif gcikan ornekle(@izelge 20).
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Cizelge 20. Akgaova’'dan toplanan ve PZRAleaplasma phagocytophilupozitif bulunan
orneklerin aylara gére gdimi

Anaplasma phagocytophila Anaplasma phogocytophila
ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART ODAK HAZIRAN EYLUL ARALIK MART
2006 2006 2006 2007 2006 2006 2006 2007
AKCAOVA AKCAOVA

A201 + + + + A235 - - + +
A202 + + + + A237 + + + *
A204 - + * + A238 + + * *
A205 - + * * A239 - + + *
A206 - + + + A240 + + + *
A207 + + * + A241 - + + *
A210 - + * * A242 + + * +
A212 + - * A243 - + * +
A213 + + + A244 + + - +
A217 + - - - A245 + + * *
A218 * + + + A247 - + * *
A220 + + * + A249 * + * +
A221 - + + - A250 * + + +
A224 - - + * A251 * + * +
A226 - * + A252 * + - +
A228 - + + + A253 * - * +
A229 - + * + A254 * + - +
A230 - + - - A256 * + - +
A231 + + * + A257 * * + +
A232 + + * A258 * * - +
A233 - + + * A259 * * + +
A234 + - - -

(*): Isaretli donemlerde hayvanlardan kan alinamarmstir.

3.2. Toplanan Kenelerin PZR Sonuglari

16S rRNA gen bdlgesini galtan EC9 ve EC12A ileri ve geri yonlu primerlerle
yapllan soy PZR'dan sonra (Resim 11. marginale, A. centale, A. bovis ve
A. phagocytopilunttirlerine 6zgl primerler kullanilarak yapilan PZéhsclari Cizelge 21'de
verilmistir. Toplanan 186 kene orgi@den 20 havuz oklturulmustur. Havuzlarda olgan
kene turleri ve sayisi Cizelge 4'te verifitni. Soy PZR’I sonucuna gore 20 kene havuzundan
14’0 pozitif bulunmgtur. Soy PZR’Ina ait agaroz gel goruntist Resimdé verilmitir.
Turlere 6zgu spesifik primerler kullanillarak yapilanested PZR’ da ise 4 havuzda
A. phagocytophilum 2 havuzda A. marginale 1 havuzda A. marginale ve
A. phagocytophiluml havuzdaA. marginaleve A. bovis tespit edilmgtir. Tlre 6zgu yapilan
nested PZR’'daA. centraléye rastlanmangtir. Ayrica soy PZR’da pozitif ¢cikan 6 kene
havuzunda, tirlere 6zgi primerler kullanilarak {eapi nested PZR’da negatif sonuc¢

alinmstir.
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Cizelge 21. Kene PZR sonuglari

Kene Grup  Ehrlichia/Anaplasma A.marginale A.centrale A.bovis A.phagocytopilum
No Genus

K1 + - - - +
K2 + + - -

K3 - - - - -
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20

+ + + + + + +
1
1
1

+ 1
1
'
'
1

+
1
|
1
1

+ o+ o+

1462 bp

Resim 11. Ehrlichia/Anaplasmagenus spesifik EC9 ileri ve EC12A geri yonli primeifti
kullanilarak toplanan kenelerden elde edilen DNAedderinin ¢galtilmasi. M: 100
bp’lik molekiler buyuklik belirleyici (Thermo Scidfic Corp.); 1 ile 9 arasindaki
kuyucuklarda (1 ve 9 dahil) K1, K2, K5, K6, K7, KR9, K10, K11 kene havuzlarina ait
DNA ornekleri. EC9 ileri ve EC12A primer ciftini Kanilarak spesifik olarak @altilan
1462 bp’lik bolgeok isareti ile gosterilmgtir.
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Cizelge 22. PZR ile belirlenen miks enfgksilarin odaklara ve aylara goresdani

MIKS ENFEKSiYONLAR*
AM/AC | AM/AB | AM/AP| AC/AB AC/AP AB/AP AM/AC/AP AMMB/| AC/AB/AP | AM/AC/AB/AP
TOPLAM
OSMANBUKU
Haziran 1 1
Eylul 1 1
Aralk 4 4
Mart 1 1
SOKE
Haziran 4 4
Eylul 1 23 24
Aralk 18 18
Mart 26 1 1 28
DALAMA
Haziran 1 1 3 5
Eylul 1 1 4 1 9 7 2 1 26
Aralk 3 5 4 12
Mart 4 2 2 5 13
AKCAOVA
Haziran 10 1 11
Eylul 28 1 4 33
Aralk 13 3 16
Mart 20 1 1 22
TOPLAM 1 2 11 2 1 165 2 23 11 1 219

(*): AM/AC A. marginaleve A. centrale AM/AB, A. marginaleve A. bovis AM/AP, A. marginaleve A. phagocytophilumAC/AB A. centraleve A. bovis AB/AR,
A. bovisve A. phagocytophilumAM/AC/AR A. marginale A. centraleve A. phagocytophilumAM/AB/AR A. marginale A. bovisve A. phagocytophilum
AC/AB/AR A. centrale A. bovisve A. phagocytophilumAM/AC/AB/AR A. marginale A. centrale A. bovisve A. phagocytophilunile olusan miks enfeksiyonlari
gOstermektedir.
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Osmanbuki'nden Haziran 2006’da toplanan 6rneklesdsnPZR sonucunda 3 6rnek
pozitif bulunmuytur. Bu drneklerden tire 6zgu primerler kullanikayapilan PZR ve nested
PZR sonucu, EH4 ve EH24'teA. marginale, EH45te ise A. bovis ve
A. phagocytophiluntespit edilmgtir. Eyltl 2006’da toplanan drneklerden soy PZR sondeaun
2 Ornek pozitif bulunmgtur. Pozitif 6rneklerden tire 6zgu primerler kullanak yapilan PZR
ve nested PZR sonucunda EH5Ae bovis ve A. phagocytophilutespit edilmgtir. Soy
PZR’da pozitif cikan EH3'te ise tirlere 6zgu prineerkullanilarak yapilan PZR’larda negatif
sonu¢ vermgtir. Arallk 2006’da toplanan Orneklerden Soy PZR'd@a Ornek pozitif
bulunmutur. Bu 6rneklerin spesifik primerlerle yapilan PIER sonucunda 4 6rnekte (EH5,
EH27, EH45, EH49)A. bovis ve A. phagocytophilutespit edilmgtir (Cizelge 22). Soy
PZR’larinda pozitif cikan EH3 ve EH22 kodlu 6rnekise negatif sonu¢ verstir. Mart
2007'de toplanan o¢rneklerden 2’'si soy PZR’da pb4tilunmy, bu 6rneklerden EH45'te
A. bovisve A. phagocytophiluntespit edilmgtir. EH22 kodlu 6rnekte ise PZR ve nested PZR
sonugclari negatif bulunngtur.

Dalama’dan Haziran 2006’da toplanan 48 6rnektenB0ORR sonucuna goére 24 drnek
pozitif bulunmytur (Cizelge 6). Turlere 6zgu primerler kullanilargapilan nested PZR’larda
4 Ornekte (DK7, DK9, DK12, DK42)A. marginale,3 o6rnekte (DK33, DK46, DK48)
A. centrale,11 6rnekte (DK7, DK9, DK12, DK22, DK29, DK34, DK31)K42, DK43,
DK45, DK46) A. bovis ve 6 Ornekte (DK7, DK9, DK12, DK22, DK43, DK45)
A. phagocytophiluntespit edilmgtir. Dalama’da Haziran 2006’da toplanan o6rneklerden
pozitif cikanlarda miks enfeksiyonlarda goriktiir. PZR sonuclarina gore, 3 ornekte (DK7,
DK9, DK12) A. marginale, A. bovis, A. phagocytopilutgrnekte (DK22, DK43, DK45)
A. bovis, A. phagocytopilum, 6rnekte (DK42A. marginale, A. bovisl érnekte ise (DK46)
A. centrale ve A. bovitespit edilmgtir (Cizelge 22). Soy PZR sonucu pozitif bulunan 11
Oornek ise spesifik primerler kullanilarak yapila@RPlarda tespit edilemersgtir. EylUl
2006'da toplanan 48 6rnekten 33’0 soy PZR sonugdma pozitif bulunmgtur. A. centrale,

A. marginale, A. bovis, A. phagocytopilyozitif ¢cikan érneklerin sayisi sirasiyla 6, 17, 20
27'dir. Pozitif cikan o6rneklerden 1'indeA. centrale, A. marginale, A. bovis,
A. phagocytopilumy7’sinde A. marginale, A. bovis, A. phagocytopilugsinde A. centrale,
A. bovis, A. phagocytopilun®unda A. bovis, A. phagocytopilund’iinde A. marginale,
A. phagocytopiluml’inde A. centrale, A. marginal€,’inde A. marginale, A. bovisl’inde de
A. centrale, A. phagocytopilutespit edilmgtir (Cizelge 22). Ayrica pozitif cikan 1 érnekte
ise (DK22) higbir etken tespit edilemegtni. Aralik 2006’da alinan 26 Ornekten ise 19'u soy
PZR’da pozitif bulunmstur. A. centrale, A. marginale, A. bovis, A. phagocytopipozitif
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¢ikan drneklerin sayisi sirasiyla 1, 8, 8, 15'dnozitif 6rneklerden 4’'Undé\. marginale,
A. bovis, A. phagocytopilumb5’inde A. bovis, A. phagocytopilum3 tanesinde ise
A. marginale, A. phagocytopilutespit edilmgtir (Cizelge 22). Ayrica soy PZR’inda pozitif
cikan 4 orngin turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda agigsonug alinngtir. Mart
2007'de toplanan 29 adet Ornekten soy PZR'I sonaiagiire 21 adet pozitif 6rnek tespit
edilmistir. A. centrale, A. marginale, A. bovis, A. phagocytopipozitif ¢cikan érneklerin
sayisi sirasiyla 2, 13, 7, 16’dir. Pozitif 6rnedleemiks enfeksiyon cikan érneklerin sayisi, 5
ornek A. marginale, A. bovis, A. phagocytopilur®, 6rnek A. centrale, A. marginale,
A. phagocytopilum 4 6rnek A. marginale, A. phagocytopilun®, 6rnekte iseA. bovis,
A. phagocytopilunpozitif bulunmutur (Cizelge 22). Ayrica soy PZR’inda pozitif ¢ik&n
ornezin turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda agfgsonuc alinmstir.

Akcaova’dan Haziran 2006’da toplanan 46 adet Oerelby PZR sonucuna gore 37
ornek pozitif bulunmgtur (Cizelge 6). Bu Orneklerden tire 6zgu primerkerdlanilarak
yapilan nested PZR sonucu, 4 6rnelke centrale,1 6rnekte A. marginale 16 Ornekte
A. bovis,15 6rnekteA. phagocytopilunpozitif bulunmytur. Akcaova’da Haziran 2006’da
toplanan 6rneklerden pozitif cikanlarda miks enifgislarda gortlmétir. PZR sonuglarina
gore orneklerden 1'indéA. marginale, A. bovis, A. phagocytopilumQ’'unda A. bovis,
A. phagocytopiluntespit edilmgtir (Cizelge 22). Soy PZR’inda pozitif ¢ikan 13 égm
turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda nefgstinug alinmgtir. Eylil 2006’da toplanan
54 6rnekten 40’1 soy PZR'inda pozitif olarak tesedilmistir. A. centrale, A. marginale,
A. bovis, A. phagocytopilumozitif ¢ikan drneklerin sayisi sirasiyla 4, 1, 38/dur. PZR
sonuclarina gore pozitif drneklerden 33’Unde mikdgeksiyon tespit edilngtir. Pozitif
orneklerin 28’inde A. bovis, A. phagocytopilum,4'iinde A.centrale, A. bovis,
A. phagocytopiluml’inde ise A. marginale, A. bovis, A. phagocytopiluespit edilmgtir
(Cizelge 22). Soy PZR’'inda pozitif ¢ikan 6 Ogire tlrlere 6zgu primerlerle yapilan
PZR’larinda negatif sonug alingtir. Aralik 2006’da toplanan 34 érnekten soy PZRusmina
gore 20 ornek pozitif bulunngtur (Cizelge 6).A. centrale, A. bovis, A. phagocytopilum
pozitif ¢cikan drneklerin sayisi sirasiyla 4, 15,dlr7 Aralik 2006’da toplanan orneklerde
A. marginaletespit edilmenttir. PZR sonugclarina gore pozitif drneklerden lgesinde miks
enfeksiyon tespit edilngiir. Pozitif orneklerin 3'UndeA. phagocytopilum,A. centrale,
A. bovis,13'lUinde iséA. bovis, A. phagocytopilutespit edilmgtir (Cizelge 22). Soy PZR’Iinda
pozitif ¢cikan 2 orngin turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda aggsonug alinnyftir.
Mart 2007’de toplanan 33 drnekten soy PZR sonuadra 29 6rnek pozitif bulunngtur
(Cizelge 6).A. centrale, A. marginale, A. bovis, A. phagocytopipozitif gcikan 6rneklerin
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sayisi sirasiyla 2, 1, 22, 26'dir. Pozitif ornekderl’inde A. marginale, A. bovis,
A. phagocytopiluml’inde A.centrale, A. bovis, A. phagocytopilugQ)’sinde iseA. bovis,
A. phagocytopilunpozitif olarak tespit edilngtir (Cizelge 22). Soy PZR’inda pozitif ¢cikan 2
ornezin turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda agigsonug alinngtir.

Soke’den Haziran 2006’da toplanan 50 Ornekten s8R Bonucuna gore 4 ornek
pozitif bulunmytur (Cizelge 6). Bu orneklerden tire 6zgu primehetlanilarak yapilan
nested PZR sonucu, 4 o0Ornekte (A439, A440, A441, 2)44A. bovis ve
A. phagocytopilum pozitif bulunmuytur (Cizelge 22). Bu o6rneklerdéA. bovis ve
A. phagocytopilumetkenlerinin ikisi de tespit edilstir. Eylil 2006’da toplanan 61 adet
ornekten 33’0 soy PZR’'inda pozitif olarak tespitilmgstir. A. centrale, A. marginale,
A. bovis, A. phagocytopilumozitif cikan drneklerin sayisi sirasiyla 2, 0, 23,dur. PZR
sonuclarina gore pozitif drneklerden 24’Gnde mikgeksiyon tespit edilmgtir. Pozitif
Orneklerin 23'UndeA. bovis, A. phagocytopiluml’inde ise A.centrale, A. bovigespit
edilmistir . Soy PZR’inda pozitif cikan 5 orpgm tlrlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda
negatif sonu¢ alinrgiir. Aralik 2006’'da alinan 32 oOrnekten ise 24’0 d8¥R’da pozitif
bulunmutur. A. centrale, A. marginale, A. bovis, A. phagocytopipozitif ¢cikan érneklerin
sayisi sirasiyla 0, 1, 21, 20'dir. Pozitif drnelliem 18’indeA. bovis, A. phagocytopilum,
l'inde A. centrale, A. bovis, A. phagocytopiluespit edilmgtir (Cizelge 22). Ayrica soy
PZR’inda pozitif ¢cikan 2 orrgn tlrlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda agigsonuc¢
alinmstir. Mart 2007'de toplanan 39 drnekten soy PZR sona gore 31 6rnek pozitif
bulunmutur. A. centrale, A. marginale, A. bovis, A. phagocytopipozitif cikan érneklerin
sayisi sirastyla 0, 1, 28, 28'dir. Pozitif drnekie26’sinda A. bovis, A. phagocytopilum,
1'inde A. marginale, A. bovis, A. phagocytopilupozitif olarak tespit edilngtir (Cizelge 22).
Soy PZR’inda pozitif ¢cikan 2 orgm turlere 6zgu primerlerle yapilan PZR’larinda atfy

sonug alinmtir.
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3.3. Sekans Analiz Sonuclari

MAR1bB2, mpb58, AB1 ve SSAP primer ciftleri kailarak PZR ve nested PZR
ile ¢cogaltilan sirasiyléA. marginale A. centrale A. bovisve A. phagocytophilundrlerine
Ozgu Urdnlerin sekans analizleri sonucunda elddéerdnikleotid dizilimleri Sekil 1'de
gosterilmitir. Cogaltilan Grdnlerin nidkleotid dizilim sonuglari nikkd blast programi
kullanilarak NCBI veri tabaninda kontrol edignMAR1bB2 primer cifti ile ¢c@altilan 265
bp’lik Grin A. marginalénin msp13 genine %100 oraninda benzerlik gostgtim{Sekil 1A).
Mpb58 primer cifti kullanilarak ggaltilan 904 bp’lik GrlinA. centraleénin ylzey antijen
proteini genini kodlayan bdélgesine %99 benzerliktgémitir (Sekil 1B). AB1 primer cifti ile
cogaltilan 551 bp’lik GrdmA. bovisin 16S rRNA genine %97 oraninda benzerlik gostgtimi
(Sekil 1C). SSAP primer cifti ile ggaltilan 641 bp’lik GrinA. phagocytophiluan 16S
rRNA genine %98 oraninda benzerlik gostatm{Sekil 1D).
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(A) MAR1bB2 forward
1 primer 156
Seq. GCTCTAGCAGGITATGCGICAGT TGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGCAGCAGACAGGGECACAGGECT GAGCAGCAAGCT GAAGAACAAGCAAT GACCAAGAGT GT GGCACAGGAGCGT GCAGCAACAGT TGCT GCAGGGACT GAAACCATTAAGACC
AVBO GCTCTAGCAGGT TATGCGT CAGT TGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGEGT ACAGGECT GAGCAGCGAGCT GAAGCACAAGCAAT GACCGAGCGT GT GGCAGGGGAGCGT GCAGCAACAGT TGCTGCAGGGACT GAAACCATTAAGACC
AVB8 GCTCTAGCAGGT TATGCGT CAGT TGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGGEGET ACAGGECT GAGCAGCGAGCT GAAGCACAAGCAAT GACCGAGCGT GT GGCAGGGGAGCGT GCAGCAACAGT TGCTGCAGGGACT GAAACCATTAAGACC
kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkx*x*%
157 MAR1bB2 reverse primer? 65
Seq ATCGTCAGCGATATGCGGAATGAGCT TGCTAAAGGGCATGAACAGCT TCAGCT CGT CATCACCGATAT GTGTAAT GAGCT TGCACAAATAGGT GCATTCTCCCAAGCAG
AVBO ATCGTCAGCGATATGCGGAAT GAGCT TGCTAAAGGGCAT GAACAGCT TCAGCT CGT CATCACCGATATGT GTAATGAGCT TGCACAAATAGGT GCATTCTCCCAAGCAG
AMB8 ATCGT CAGCGATATGCGGAAT GAGCT TGCTAAAGGGCATGAACAGCT TCAGCT CGT CATCACCGATAT GT GTAATGAGCT TGCACAAATAGGT GCATTCTCCCAAGCAG

B R R R R R R R R R R R R R R

(B)
1 Mpb58 forward primer 157
Seq. CATAACTTTGITGITGTAAAGCCTAAAAATTTTGCTAACGTATGCATTGACGTATTGTAGGGT TTAATTTCTCTGAATCAACT CTAGAATCGCAGT TGGTTTTTTTGTATTGCTTTTGT GAATTATGT GCTAT TACAGGGGCGTCGCTTTTTTGGCT
AF35. CATAACTTTGT TGTTGTAAAGCCTAAAAATTTTGCTAACGTATGCATTGACGTATTGTAGGGT TTAATTTCTCTGAATCAACT CTAGAATCGCAGT TGGTTTTTTTGTATTGCT TTTGTGAATTATGT GCTAT TACAGGGGECGT CGCTTTTTTGGCT

R R R R R R R R R R

158 314
Seq. GAGICTCAGGGGAGGEGEGET GGCCGAGT GGTCAAAGGCAGCAGACT GTAAATCTGCCCACTTATGT GTACGT AGGT TCAAAT CCTACCT CCTCCACGCGCTGT TGCGGGTATAACT CAGT GGTAGAGT AGCAGCCT TCCAAGCT GCCCGCGT GGGT TCGA

AF35. GAGTCTCAAGGGAGEGEGET GGCCGAGT GGT CAAAGGCAGCAGACTGTAAATCTGCCCACT TATGT GTACGT AGGT TCAAAT CCTACCT CCT CCACGGCT GGT GCGGGTATAACT CAGT GGTAGAGT AGCAACCT TTCAAGCT GCCCGCGT GGGTTCGA

R R R R R R R R R R R R R R

315
Seq. TTCCCATTACCCGCTCTTTGAAAGGTATCTTGTCGCTGTGATGTGTTGT TTTGI TTTGGGGTAATTTTATGACAGAAGGGAGAAAGCCGCACATAAACGT AGGTACGATAGGGCAT GT TGACCACGGGAAGACCACGT TAACGGCTGCGCTTACTGC
AF35. TTCCCATTACCCGCTCTTTGAAAGGTATCTTGTCGCTGTGATGTGITGTTTTGT TTTGGGGTAATTTTAT GACAGAAGGCGAGAAAGCCGCACATAAACGT AGGT ACGATAGGGCAT GT TGACCACGGGAAGACCACGT TAACGGCTGCGCTTACTGC

R R R R R R R R R R R R R

472 628
Seq. GGTATTGACAAGAAGGCT CAGT GGGGCGAACAAGGT AGT GAAGT ACGACGAGATAGACAAGGCGCCT GAGGAGAGAGCT CGT GGCATTACCAT TTCCACAGCGCAT GTAGAGT ACGAGACGGAGAGCAGGECACTATGCGCATGTAGACTGT CCTGGT

AF35. GGTATTGACAAGAAGGCT CAGT GGGGECGAACAAGGTAGT GAAGT ACGACGAGATAGACAAGGCACCT GAGGAGAGAGCT CGT GECAT TACCAT TTCCACAGCGCAT GTAGAGT ACGAGACGGAGAGCAGGCACTATGCGCATGTAGACT GTCCTGGT

E R I R R

629 785
Seq. CATGCGGACTACATAAAGAACATGATAACTGGTGCTGCGCAGATGGACGT GGCGATACTGGTAGT TTCTGCGACT GATGGAGCGATGCCACAGACT CGTGAGCACATACTACT AGCCAAGCAGGT GGGT GTGAAGGACATAGT CACATGGATAAACA

AF35. CATGCGGACTACATAAAGAACATCGATAACT GGT GCTGCGCAGAT GGACGT GGCGATACTGGTAGT TTCTGCGACT GAT GGAGCGAT GCCACAGACT CGTGAGCACATACT ACT AGCCAAGCAGGT GGGTGTGAAGGACATAGT CACATGGATAAACA
IR R R RS S S SRR R R R R RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R E R R R R R R R R R R RS R R R RS SRR R R R R R RS E R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEE RS
786 Mpb58 reverse primer 904
Seq. AGIGTGACGTGGT TGAAGATGAAGAAATGCTGT CGATAGT TGAGAT GGAGGT CAGGGAGCT TCTGAGCAACTATGGGTATGACGGT GACAGT GT TGACGT AGT TAGGGAAGGT CTGGAA
AF35. AGTGIGACGTGGT TGAAGATGAAGAAAT GCTGT CGATAGT TGAGAT GGAGGT CAGGGAGCT TCTGAGCAACT AT GGGTATGACGGT GACAGT GTTGACGT AGT TAGGGAAGGT CTGGAA

R e R R R R
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(©)

1 AB1 forward primer 157

Seq. CTCGTAGCT TGCTATGAGAACAAT TAGT GGCAGACGGGT GAGT AATGCATAGGAAT CTACCTAGTAGT ATAGGATAGCCACT AGAAGT GGT GGGTAATACT GTATAAT CCCT GCGGGEGAAAGAT TTATCGCTACATGATGAGCCTATGT TAGATTA
AB19. CTCGTAGCTTGCTATGAGAACAAT TAGT GGCAGACGGGT GAGT AAT GCATAGGAAT CTACCTAGT AGT ATAGGATAGCCACT AGAAGT GGT GGGTAATACT GTATAAT CCCT GCGGGGGAAAGAT TTATCGCTACATGATGAGCCTATGT TAGATTA

R R R R R SRR EE SR SRS EEEEEEEEEERERE RS EEEREREREEEEEREEREEEEREEEEEEEEEEEEEREEEREEEEREREEREEEEEEREREEEEEREEREEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]

158 314
Seq. GCTAGI TGGGEGEGEGTAAT GGCCTACCAAGGCAGT GATCTATAGCT GGT CT GAGAGGAT GAT CAGCCACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGGACAAT GGGCGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCGC
AB19. GCTAGT TGGGGEGEGEGET AAT GGCCTACCAAGGCAGT GATCTATAGCT GGT CT GAGAGGAT GAT CAGCCACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGGACAAT GGGCGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCGC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

4
Seq. GTGAGT GAGGAAGGCCTTAGGGT TGTAAAACT CTTTCAGT GGGGAAGATAAT GACGGT ACCCACAGAAGAAGT CCCGGCAAACT CCGT GCCAGCAGCCGCGGT AAT ACGGAGGGEEECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGGGCGT AAAGGGCAT GTAGG
AB19. GTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGT TGTAAAACT CTTTCAGT GGGGAAGATAAT GACGGT ACCCACAGAAGAAGT CCCGGCAAACT CCGT GCCAGCAGCCGCGGTAAT ACGGAGGGEGECAAGCGT TGT TCGGAATTAT TGGGCGTAAAGGGCATGTAGG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

472 AB1 reverse primer 551
Seq. TGGTTTGGTTAGI TAAAGGT GAAAT GCCAGGGCT TAACCCT GGAGCTGCTTTTAATACT GCCAGACT GGAGT CCGGGAGA
AB19. TGGTTTGGT TAGT TAAAGGT GAAATGCCAGGGCT TAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACT GCCAGACT GGAGT CCGGGAGA

R R R R R R R R R R

(D)

1 SSAP forward primer 158

Seq. GCTGAATGIGGEGGATAATTTATCTCTGTGT TGAAGCTAACGCGT TAAGCACT CCGCCTGGGGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACCCGCACT AGCGGT GGAGCATGT GGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACCTTAC
HML3. GCTGAATGTGGGGATAATTTATCTCTGT GT TGT AGCTAACGCGT TAAGCACT CCGCCT GGGGACT ACGGT CGCAAGACT AAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACCCGCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAAAACCT TAC

R R X

3
Seq. CACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGGECGCAGT TCGGECTGGEGT CTCGCACAGGT GCTGCATGGECTGT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT GGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCT TAGT TGCCAGCGGAT- AAT
HML3. CACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCT TAACGGAAGGGCGCAGT TCGGCT GGATCT CGCACAGGT GCTGCATGGCT GT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGT AACCCT CATCCT TAGT TGCCAGCGGGT TAA-

o R X N

317 476
Seq. GCCGGGTACTTTAAGGAAACT GCCGGT GGTAAACCGGAGGAAGGT GGCGAT GATGT CAAGT CAGCACGGCCCT TATAGGGT GGGCTACACACGT GCTACAAT GGT GACTACAAT AGGT TGCAACGCCGCAAGGCTGAGCTAATCCATAAAAGT CATCTCA
HML3. GCCGGGCACT TTAAGGAAACT GCCAGT GGTAAACT GGAGGAAGGT GGGGATGATGT CAAGT CAGCACGGECCCT TATGGGGT GGGCTACACACGT GCTACAATGGTGACTACAATAGGT TGCAATGT CGCAAGGCT GAGCTAATCCGTAAAAGT CATCTCA

e R R R R

475 SSAP reverse primer
Seq. GTTCGGATTGI CCTCTGT AACT CGAGGGCAT GAAGT CGGAAT CGCTAGT AAT CGT GGAT CAGCAT GCCACGGT GAATACGT TCTCGGGT CTTGTACACACT GCCCGT CACGCCAT GGGAAT TGGCT TAACT CGAAGCT GGT GCGCTAACCGAAAGGAAGC
HML3. GTTCGGATTGI CCTCTGCAACT CGAGGGCATGAAGT CGGAATCGCTAGT AAT CGT GGATCAGCAT GCCACGGTGAATACGT TCTCGGGT CTTGTACACACT GCCCGT CACGCCATGGGAAT TGGCTTAACT CGAAGCT GGT GCGCTAACCGAAAGGAAGC

R R R R R R R R R R R

636 641
Seq. AGCCAT
HML3. AGCCAT

*kk k%

Sekil 1. Sekans analizi sonuclaA.marginale(A), A. centrale(B), A. bovis(C) ve A. phagocytophiluniD) tirlerine ait gen bélgelerinin sirasiyla MAR1bBE&BS bp),mpb58 (904 bp), AB1 (551 bp)
ve SSAP (641 bp) primer ciftleri kullanilarak PZBR nested PZR yontemiyle galtililan gen boélgelerinin dizilim sonuglarinin stal X (1.83) programi kullanilarak NCBI data basikalaki
ilgili gen bdlgeleri ile kagilastirimasi. MAR1bB2 (265 bp) primer ciftleri kulldarak PZR ile ¢galtilan A. marginalé ye ait major ylizey proteinfilgeninin (A) mevcut dizilimlerle
karsilastiriimasinda %100 nikleotid benzgili mpb58 (904 bp) primer cifti kullanilarak PZR itggaltilan A. centraléye ait ylzey antijeni kodlayan genifB) mevcut dizilimlerle
karsilastirilmasinda %99’lik ndkleotid benzetli AB1 (551 bp) primer cifti kullanilarak nested RZile c¢agaltilan A. bovise ait 16S rRNA geninin(C) mevcut dizilimlerle
karsilastirilmasinda %97 nukleotid benzgili SSAP (641 bp) primer cifti kullanilarak nestedRPile ¢gzaltilan A. phagocytophilufa ait 16S rRNA genininD) mevcut dizilimlerle
karsilastirilmasinda %98 nikleotid benzgiligdstermgtir. ** isareti ile belirtilen bazlar ayni olan baz ciftldrift' isareti ile belirtilen bazlar bduklari géstermektedirGoélgelenmi
boélgeler (A, B, C, D) ilgili geni ¢galtmada kullanilan primer ciftlerinin BeEanma yerlerini géstermektedir.
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4. TARTISMA

Sigirlarda 6nemli ekonomik kayiplara yol agcan ehriodis ve anaplasmosis keneler
tarafindan nakledilen riketsiyal etkenlerin nedeldugu hastaliklardir. Bu hastaliklarin
naklinde rol oynayan kenelerix¢des, Haemaphysalis, Dermacentor, Rhipicephalus
(Boophilus), Hyalomma, Rhiphicephalus, Ornithodyru3irkiye'’de yaygin olarak
goOrilmektedir (Kurtpinar 1954, Cetinglal996, Aydin ve Bakirci 2007, Bakirci 2009).
Ehrlichiosis, Ixodidae ailesine bgl keneler tarafindan nakledilélnaplasmataceailesinde
Ehrlichia soyunda bulunan tirlerin neden gidubir hastaliktirEhrlichia etkenleri konginin
|6kositlerine intrastoplazmik olarak yegle (Dumler ve ark 2005). Anaplasmosis,
Anaplasmataceailesinde Anaplasmasoyuna bgh turlerin neden oldgu bir hastaliktir.
Sigirlarda patojen olan tuAnaplasma marginaldir. Tropikal ve subtropikal bdlgelerde
yaygin olarak gorulen anaplasmosis ekonomik kagapteeden olmasi yoninden énemli bir
hastaliktir. Anaplasmosis klinik olarak gt@emolitik anemi, girlik kaybi, gebe hayvanlarda
yavru atma ve bazi durumlarda dlimle seyretmeki@ddotto ve ark 2006)Anaplasmosis,
hayvanlarda vicutgrliginda azalma, yavru atma, sit veriminde azalma, ohéntedavi
masraflarindan dolayi 6zellikle hayvan ygticili gi icin 6nemli bir hastaliktir (Rymaszewska
ve Grenda 2008). Ciftlik hayvanlarinda ve daha arecede de insanlarda bu etkenlerin
patojenik aktiviteleri birbirleri ile bgantihdir (Rymaszewska ve Grenda 2008).

Sigirlarda hastalik okturan Anaplasmaturlerinin mikroskobik muayenede stesi
paraziteminin dgilk oldysu durumlarda zordur. Serolojik testlerde, tlrleasanda capraz
reaksiyonlarin olgmasindan dolayhnaplasmatirlerinin ayirt edilmesinde uygun bir yontem
degildir. Molekuler yontemler ise yuksek sensivite gpesifitesinden dolayAnaplasma
turlerinin tespitinde kullanilan en duyarli taninggmidir (Noaman ve Shayan 2010).

Bu calgma, Aydin Ydresinde girlardan toplanan kan ve kenelerdaaplasma
turlerinin tespiti ve karekterizasyonu ile bu bdlgeAnaplasmatirlerinin ygsunlugunu
belirlemek amaciyla yapilgtir. Calsma bglangicinda soy PZR’'IndAnaplasmatirlerinin
ortak korunmg bolgesine spesifik primerler kullanilarak 16S rRg&ni ¢cgaltilarak elde
edilen Urldnlerin sekans analizleri yapgtm. Ancak bu gen bdlgesi kullanilarak yapilan soy
PZR’u sonucunda elde edilen driinlere aigiglkeen bolgedeki farkhliklar daha 6nce yapilan
calismalarda elde edilen sonuglara (Noaman ve ark 2b&0}ersekilde tir bazinda tespite
olanak vermemtir. Bundan dolay! turlere 06zgu primerler kullangla etkenlerin
karekterizasyonu yapilmaya cgalmistir. Bu amaclaA. marginaleve A. centraleigin tur
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tespitinde daha fazla duyarli olglu belirlenms (Bilgic 2010, Molad ve ark 2006) msp gen
bblgesine spesifik primerler secilerek PZR’lar yaypg, A. bovisve A. phagocytophilum
trlerinde ise 16S gen bolgesi gadtildiktan sonra duyarlgi daha onceki caimalarda
belirlenmg (Kawahara ve ark 2006) turlere spesifik primeriler nested PZR yapilarak
bolgedekiAnaplasmadirlerinin tespiti ve karekterizasyonu ortaya kastar.

Anaplasma marginalgenomunda bulunamspl; msp L tarafindan kodlanan msp la
ve msp P tarafindan kodlanan msp 1b polipeptidler tarafmdésturulan dimer yapisinda
bir proteindir.Msp I geni tek kopyali bir gen olup. marginaleizolatlari arasinda uzunluk
farkhliklarn gostermektedirMsp 18 ise ikisi tum gen, Gctde kismi gen bolgesi olmakré
bes genden olgan kicik bir coklu kopyall gen ailesini temsil ektealir (Kelly ve ark 2004,
Barbet ve Allred 1991). Bu genlerin her ikisidengp X, msp PB) tandem tekrarl
dizilimlerden olgan alanlar icermesine kam, bu alanlamsp) genindemsplo geni kadar
yaygin dgildir (Barbet ve Allred 1991). Msp 1la peptidlerikodlayan gene ait 2 kb DNA
bdlgesi kullanilarald. marginalénin sigirlarda ve vektor kenelerde prob aracili olarakites
icin yapilan calkmada, giirlarda farkli c@rafik bolgelere ait UGA. marginaleizolati ile
vektor kenelerde iki izolatin 6zgul olarakshési yapiimstir (Goff ve ark 1988). Ayrica,
sigirlardaA. marginaleenfeksiyonunumsp % genine dayali thisinde kulanilan tag — man
gercek zamanli PZR (Carelli ve ark 2007) ve neBtZR (Molad ve ark 2006) yontemleri ile
etkenin 6zgul ve duyarl tespiti yapighr (Carelli ve ark 2007, Molad ve ark 2006).
A. marginalénin msp B geninin farkl izolatlar arasinda korungn@65 bp’lik bdlgesini
¢cogaltan MAR1bB2 primer c¢iftinin bu tirtin tespitindédokga duyarl oldgu gosterilmgtir
(Bilgic 2010).A. centraletiiriine ait yuzey antijenlerinin polimorfizm gostersinden dolay
tur bazinda rahatlikla tespit edilebilmektedd. centralénin tir bazinda PZR ile tespitin
kullanilan gen bolgeleri arasinda 16S rRNA genokbmma ve ark 2001) ile msp2 ve mpb58
gen bolgeleri (Molad ve ark 2006) yer almaktadir.

Turkiye’de Anaplasma turlerinin tespiti ve karakterizasyonu ile ilgilyapilan
calismalar oldukca sinirlidir. Yapilan ¢ghalar daha cold. marginaleve A. centralehin
tespitine yoneliktir (Arslan 2005, Seving ve arkd80Karagenc ve ark 2005, Cakmak ve ark
1990). Cakmak tarafindan 1980 yilinda Ankara Begde sgirlarda kan parazitlerinin
varligini belirlemek icin serolojik yontemlerden yaranlamstir. Toplanan 123 serum
orngzinden CF (komplement fikzasyon) testi ile 4 serume@inde A. marginale’yespesifik
antikorlarin varlgl tespit edilmgtir. Afyon ilinde bir sgircilik isletmesinde yapilan bir
calismada 506 @ir kan serumu Orrg cELISA yontemi ile bakilmy ve bunlarin 312’si
A.marginale’ye spesifik antikorlar yonunden pozitif bulungtur (Seving ve ark 2005).
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Karagenc ve ark (2005) Aydin yoresgisiarinda RLB (reverse line blot) telgnikullanilarak
Theileria, Babesia, Ehrlichia, Anaplasntérlerini belirlemeye ¢cagmislardir. 120 kan orng
Theileria/Babesiave Ehrlichia/Anaplasmaturlerine spesifik 36 adet prop kullanilarak
hazirlanmg ticari bir membranla dgrlendirilmistir. RLB testi sonucunda, 120 kan 6gimen
16’sinda A. centrale,8’inde ise A. marginaleye rastlanmtir. TUrlere godre enfeksiyon
oranlarA. centrale% 13,3 ve A. marginaleicin % 6,6’dir. Gokce ve ark (2008) tarafindan
Karadeniz Bolgesinde yapilan gahada, mikroskobik, molekiler ve serolojik yontertder
A. phagocytophilunu tespit etmeye c¢amiglardir. Bu amagcla, 2002 yilinda Artvin, Rize,
Trabzon, Giresun, Ordu ve Samsun’dan toplam 72@dan kan orng alinmstir. Bu
orneklerin  mikroskobik bakisi sonucunda 720 kan parginin 73 tanesinde
A. phagocytophilun& benzer organizmalar tespit edgtii Serum o6rnekleri IFAT ile
incelenmg ve 720 serumdan 110 tandsi phagocytophilunyéninden pozitif bulunmgur.
Molekuler olarak PZR yapilmive 183 o6rnekten 27 (% 3,75)'sinde phagocytophilum
pozitif bulunmutur.

Bu calsmada ise Osmanbiki’nden Haziran 2006’'da alinanmdé&ia 1 (% 2,2)’'inde,
Eylil 2006'da alinan 48 orgen 1 (% 2,1)inde, Aralilk 2006'da alinan 66 Ogme 4
(% 6,1)'Unde, Mart 2007°'de alinan 20 ogne 1 (% 5)’'inde A. phagocytophilunpozitif
bulunmutur. Soke’den Haziran 2006’da alinan 50 @ne4 (% 8)’Unde, Eylil 2006’da
alinan 61 6rngn 23 (% 37,7)'Unde, Aralik 2006’da alinan 32 dnme20 (% 62,5)’sinde,
Mart 2007°'de alinan 39 orgm 28 (% 71,8)'indeA. phagocytophilunmtespit edilmgtir.
Dalama’dan Haziran 2006’da alinan 48 @ine6 (% 12,5)'sinda, Eylul 2006’da alinan 48
ornesin 27 (% 56,2)’sinde, Aralik 2006’da alinan 26 dimel5 (% 57,7)’'inde, Mart 2007°de
alinan 29 6rngn 16 (% 55,2)’'sindaA. phagocytophilunpozitif bulunmuytur. Akgaova’'dan
Haziran 2006’'da alinan 46 orgie 15 (% 32,6)'inde, Eylul 2006’da alinan 54 ogive 33
(% 61,1)'Unde, Aralik 2006’'da alinan 34 6gie 17 (% 50)’'sinde, Mart 2007°de alinan 33
ornezin 26 (% 78,8)'sindaA. phagocytophilunirine rastlanngtir. Gokge ve ark (2008)
Karadeniz Bolgesinde yagticalsmaya kiyaslaA. phagocytophiluna Aydin iline bg&l kan
toplanan ilcelerde daha yiiksek oranda rastlggnmBakirci (2009) tarafindan Bati Anadolu
Bolgesi sgirlarinda bulunan kene turlerini, mevsimsel akéletini ve yayginliklarini
belirlemek amaciyla yapilan c¢ghada, Aydin ilinde toplanan 7424 keneden 3584
(% 48,28)’Unln Hyalomma marginatum1876 (% 25,27)'sininHyalomma excavatum
oldugunu tespit edilmtir (Bakirci 2009). Bu ¢cajmadaA. phagocytophiluma vektorlik
eden/xodesturi kenelere rastlanmagtir. Ancak bolgedeki insanlarda gorilen kene gsiri
vakalarinda tespit edilgtir (ADU Veteriner Fakiltesi Parazitoloji AnabilinDalina ait
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yayinlanmamy veri). Buna istinaden ¢ama yapilan bdlgelerde hayvan gigikislan fazla
oldugu icin diger bolgelerden enfekte hayvanlarin bu bdlgelerengelolabilecegi ve
enfeksiyon kayna olabilecgi seklinde yorumlanngtir.

Gunumuzde, dunyadaAnaplasmaile ilgili molekuler tani yontemlerine dayali ¢ok
sayida cabma bulunmaktadir ¢ok fazla ¢agha bulunmaktadir. Noaman ve ark (2008)
tarafindaniran’da yapilan cajmada, 2008 yilinda Mart ve Temmuz aylari arasiogéanhan
150 sgir kani PZR-RFLP yontemi ile bakilgmwve 150 siir kanindan 50 (% 33,3) tanesinde
A. marginalepozitif bulunmytur. Bizim yaptgimiz calgmada ise Osmanbiki’'de Haziran
2006 da alinan 45 drnekten 2'sinde, Soke’'den Atalddinan 66 drnek ve Mart ayinda alinan
39 ornekte 1'er tane pozitif bulungtur. Akcaova’da da Haziran, Eylll ve Mart aylarinda
1l'er 6rnekte A. marginaléye rastlanmgtir. Bu calsmada, A. marginaletirii en yuksek
oranda Dalama Beldesinde bulumgtaw. Dalama’da Haziran 2006’da toplanan 48 @gmet
(% 8,3)’Uinde, Eylul 2006’da toplanan 48 ¢gmel7 (% 35,4)'sinde, Aralik 2006’da toplanan
26 orngin 8 (% 30,7)inde ve Mart 2007'de toplanan 29 @&nel3 (% 44,8)'lUnde
A. marginalepozitif bulunmytur. Ooshiro ve ark (2008) nested-PZR yontemi Besgirin
8'inde A.bovis 12'sinde A.phagocytophilumtespit etmilerdir. Jilintai ve arkaddar
tarafindan Japonya’da yapilan bir galada,Ehrlichia/Anaplasmasoyuna spesifik EC9 ve
EC12A ileri ve geri yonllu primerler il&. phagocytophilunve A. bovise spesifik sirasiyla
SSAP2 R/F, AB1 R/F primer ciftleri kullanilarak 7&8gir incelenmgtir. TUrlere spesifik
primerler kullanilarak yapilan nested-PZR yonteri(% 15,3) siirda A. bovis 1 (% 1,3)
sigirda ise A. phagocytophiluntespit edilmgtir (Jilintai ve ark 2009). Bu c¢agimada her
bolgeden Haziran, Eylul, Aralik ve Mart aylarindgigardan toplanan kanlar 679 adettir. Bu
kanlar, Osmanbuki’'nde 57gs, Stke’'de 81 @r, Dalama’da 59 §ir ve Akcaova'da 58
siginin farkh aylarda toplanan kanlarinin sayisiduna goére Osmanbiki’'nde 5%sin 4
(% 7)'UndeA. phagocytophilum4 (% 7)'UndeA. bovis S6ke'de 81 @irin 43 (% 53)’Unde
A. phagocytophilum46 (% 56,8)'sindaA. bovis Dalama’'da 59 girin 34 (% 57,6)'Unde
A. phagocytophilum25 (% 42,3)’indeA. bovis Akcaova'da 58 girin 42 (% 72,4)'sinde
A. phagocytophilum40 (% 70)'IndaA. bovistespit edilmgtir.

Toplanan kan ve kene orneklerinden yapilan soy 'RFRda pozitif bulunan
orneklerden tirlere 6zgu primerler kullanilarak yap PZR’larinda bazi 6rneklerin negatif
sonuc¢ verdii goralmistir. Negatif ¢cikan orneklerin catnamizda bakgmiz etkenlerden
farkli etkenler olabilegé veya mutasyon gecirmiolabilecekleri dginilmektedir. Bu

nedenle gelecekteki ¢cgnalarda bu orneklerin ayrintili bjekilde incelenmesi ve sekanslari
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yapilarak tdrlerinin belirlenmesi, bdlgemizde buunAnaplasmatirlerinin daha net bir
sekilde ortaya konmasina olanalglssyacaktir.

Bu calgmada kan toplanan tim boélgelerde hayvanlarda bifdera Anaplasma
turanan tespit edilmesi miks enfeksiyonlarigidarda oldukca ygun oldyunu gosternstir.
Bu durum Ege Bolgesind@. centrale, A. marginale, A. bovis ve A. phagqayioma
vektorlik edebilen ixodid kene tdrlerinin §an olarak bulunmasina $la olabilecesi
dUstnulmdstar (Bakirct 2009).

Ehrlichia/Anaplasmasoy PZR sonuglarina gére en yuksek pozitiflik Adgaida
saptanmytir (Cizelge 6). Bakircr'nin Bati Anadolu Bdlgeda yaptgl calsmada, Haziran,
Eyllal, Arallk 2006 ve Mart 2007'de cama yaptgimiz Akcaova, Dalama, Soke ve
Osmanbiki beldelerinden topladkene sayilari sirasiyla 1635, 471, 183, 165'Balk(rci,
2009). Kene popilasyonun en fazla @duwer Akcaova Beldesidir. Kene poptlasyonuna
bagh olarak, bu cahmada soy PZR’inda en yuksek pozifiith Akcaova’'da saptanmasi,
Bakirci (2009)'nin yap# calsmayla paralellik gostermektedir.

Akcaova’'da soy PZR sonuclarina gore en yuksektifldziMart ayinda saptanmtir.
En az pozitiflge ise Aralik ayinda rastlangtir. Bakirci (2009)'nin Bati Anadolu Boélgesinde
yaptgl calsmada, Aydin ilinde @irlar Gzerinde en ¢ok bulunan kene turlerin mevsims
dagihmlarina bakilmgtir. Buna gdreHyalomma marginatuian Mart — Eylul aylari arasinda
onemli dizeylerde bulundu, H. detritumun ise Haziran ayinda en Ust seviyesinestuga
belirlenmitir. H. excavaturiun, Mayis ve Ekim olmak Uzere iki kez pik yapt
Rhipicephalus turaniciisn da ilkbahar aylarindan yazin deengicina kadar olan dénemde
aktivite gosterdii belirlenmstir (Bakirci, 2009). Buna k@ olarak Akcaova’'da Aralik ayinda
pozitifligin azalmasi, kene popullasyonunun azalmasingi b@abilir. Turlere spesifik
primerler kullanilarak yapilan PZR sonuclarirlamarginaleve A. centraleye cok diguk
oranlarda rastlanmtir (Cizelge 7,9). Karagencg ve ark (2005) Aydimeg sgirlarinda RLB
(reverse line blot) tekai kullanilarak yapt ¢calsmada, 120 hayvandé.centrale%13,3 ve
A.marginale % 6,6 oraninda tespit edilgir (Karagenc ve ark 2005). Bu cahada
enfeksiyon oraninin az olmasinin nedeni, sgah yapilan bodlgede enfeksiyon oraninin
azalmasi ve bdlgede enfekte hayvanlarin 6lum, sabngibi nedenlerle gikarilmiolmasi
seklinde yorumlannsgtir. Jilintai ve ark (2009) tarafindan Japonya’'dgoyan caymada, 78
sigirn 12 (% 15,3)'sindeA. bovis 1 (% 1,3)indeA. phagocytophiluntespit edilmgtir
(Jilintai ve ark 2009). Bu c¢alnmada Akcaova’da 58 adetgsin 42 (% 72,4)'sinde
A. phagocytophilum40 (% 70)'IindaA. bovistespit edilmgtir. Bolgemizde A. bovis ve
A. phagocytophilumetkenlerine ylksek oranda rastlagimi Bunun nedeninin kene
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populasyonundaki yukseklikten kaynaklafidi distinebiliriz. Ayrica Akgcaova'daA. bovis
ve A. phagocytophilunetkenlerin aylara goére geumi birbirine paralellik gostermektediiki
etkeninde dénemsel olarak dalgalanma gogtgréiaziran ve Aralik aylarinda enfeksiyon
oraninin dgtugl, Eylal ve Mart aylarinda yuksefdi goralmistir. Ancak A. bovis ve
A. phagocytophiluian tanisi igin nested PCR. centraleve A. marginaleigin ise tur
duzeyinde tek PCR testi uygulastm. A. bovisve A. phagocytophiluntanisi icin kullanilan
testin daha duyarli olmasi bu oOrnekleringedi 6rneklere gore daha fazla tespit edilmi
olmasina yol acngiolabilecgi de g6z ardi edilmemelidir. .

Osmanbiki soy PZR sonuclarina gore eguklipozitiflik bulunan beldedir. Turlere
0zgu primerler kullanilarak yapilan PZR sonuclaand. marginale, A. bovisve
A. phagocytophilumgcin sirasiyla % 3,5, % 7, %7’dir. Osmanbuki’'néle centraletespit
edilmemitir. Bu boélgede enfeksiyon oranininstiic olmasinin nedeni, boélgedeki Ureticilerin
kene mucadelesine 6zen gdstermesi, bu bolgede maywig cikislarinin fazla olmamasi ve
bakim besleme kallarina dikkat etmeleri olarak yorumlangtr.

Sgirlarin Gzerinden toplanan kenelerden 20 havuztelulmus ve bu havuzlardan
14’0 soy PZR'inda pozitif tespit edilgtir. Turlere spesifik primerler kullanilarak yamla
PZR ve nested PZR sonucunda ergwo olarak A. phagocytophiluntespit edilmgtir.
A. phagocytophilumin ana vektdrlerinimxodesturleri olmasina r@men (Aktg ve ark 2010)
bu calsmadaA. phagocytophilurpozitif cikan drneklerdeki kene turlddiyalommatirleridir.
Bu kenelerinA. phagocytophilumin vektori oldgunu soyleyemeyiz. Buradaki pozitiflik
enfekte hayvanlardan kan emerken kenelerinde enfakitgu olarak yorumlanngtir. ileriki
calsmalarda bu konunun incelenmesi Yeodes tiirlerinin dsinda A. phagocytophiluta
vektorlik eden kene tirlerinin belirlenmesi hayvaaligl icin oldusu kadar insan $h gl
icinde 6nem tamaktadir. Kene orneklerinden yapilan PZR sonugtirA. centraletespit
edilmemitir. Bunun nedeni, bdlgeda. centraletiiriine az olarak rastlaniimasi ve gddin
kene sayisinin az olmasi olarak yorumlagtmi

Bu calgmada soy PZR’da pozitif c¢ikan fakat tlrlere 6zglessiik primerler
kullanilarak yapilan PZR ve nested PZR’larda négatnuc alinan drnekler tespit ediltii.
Bunun nedeni, 6rneklerin DNA ektraksiyongamasinda kisel hatalardan, PZRsamasinda
ektraksiyonu yapilan DNA drneklerinin ¢ok fazla donma ve/veya ¢6zdirme uygulamasi
yapillmasi ve/veya bu tirlerin bu gahada bakilan turlerden farkh ttrler olabilgcelarak
yorumlanmgtir. Calsma butcesindeki maddi sikintilardan dolay! bu olerék klonlanmasi

ve sekans analizleri yapilamagm.
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5. SONUC VE ONERLER

Bu calsma Haziran 2006 - Mart 2007 tarihleri arasinda Aygioresinde 4 farkli
merkezde (Soke, Akcaova, Dalama, Osmanbuiki)girlaida ve  kenelerde
Ehrlichia/Anaplasm&dirlerini belirlemek amaci ile yapilgtir. Bu amacla 4 farkh merkezde
toplanan 679 gir kani molekuler teknikler (PZR, nested PZR) ikgkibmis olup neticede
Aydin yoéresindeA. centrale, A. marginale, A. bovis ve A. phagaalylom turleri saptanngi
ayrica bu 4 tirin sekans analizleri yapshmi

Anaplasma bovien ygun (%90,3) Soke’de Mart ayindd. phagocytophilumen
yogun (%89,65) Akcaova'da yine Mart ayinda belirlesimi Ayrica A. marginaleen ygun
(%44,8) Dalama’da Mart ayinda V& centraleise Akcaova’'da en ygun (%11,76) Aralik
ayinda saptanmgtir. Bu calsma ile Tarkiye’de molekiler dizeyde ilk k& bovistespit
edilmistir.

Ayrica sgirlarin Uzerinden toplanan 186 kene @inélrlere spesifik primerler
kullanilarak PZR ve nested PZR yontemleri ile iecehs ve kenelerdeA. centraleharic
diger 3 tur belirlenmi olup en ygun A. phagocytophiluniirii saptannstir.

Bu calsma ile Aydin yoresindé\naplasmatirleri ve karakterizasyonlari belirlengni
olup bu tir cakmalarin Turkiye geneline yayilmasi, her bdlgedekietrin ve bu tirlerin
antijenik polimorfizimlerinin belirlenmesi ayricaastyici kenelerin ortaya konmasi,
Anaplasmozisin neden olgu kayiplarin énlenmesi ve hasfah kontrolinde uygulanacak

stratejileri belirleme konusunda Turkiye ekonomeskatki sglayacaktir.
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OZET

Bu calsmada Aydin Yoresinde 8r ve KenelerdeEhrlichia/Anaplasmatirlerininin
karekterizasyonu amaclangnr. Bu d@rultuda Haziran 2006-Mart 2007 tarihleri arasinda
Aydin iline bali Osmanbiki, Akcaova, Dalama ve Soke ilgeleringlesma yurttilmigtar.
On iki ay boyunca ¢ ayda bir diizenli olarak odekigidilmis, toplam 679 kan ve &rlarin
Uzerinden 186 kene orgigoplanmstir.

Toplanan kan ve kenelerden DNA ektraksiyonlari lhkian sonra
Ehrlichia/Anaplasmatirlerini tespit etmek icin Soy PZR ve Nested Pyapiimstir. PZR
sonuglarina goére Osmanbiki’'nden toplanan 1% sanindan 13’0 pozitif, Soke'den
toplanan 182 gir kanindan 92’si pozitif, Dalama’dan toplanan 1&dir kanindan 96’si
pozitif, Akcaova'dan toplanan 167gs kanindan ise 126°s1 pozitif ¢ikgtir. Turlere spesifik
primerlerle yapilan PZR ve nested PZR sonuclariita,gAmarginale, A. centrale, A. bovis,
A. phagocytophilunpozitif sgir sayisi Osmanbuki’de sirasiyla, 2, 0, 7, 7, Stkairasiyla,
2, 2, 80, 75, Dalama’da sirasiyla 42, 12, 46, 6k¢cabva’da sirasiyla 3, 14, 87, 91'dir.
Kenelerden yapilan PZR sonugclarinda ise 4 6rnektearginale, 1 6rnekteA. bovis,5 drnekte
A. phagocytophilunpozitif bulunmutur. Pozitif cikan drnekler klonlanarak sekans entedi
yaptiriimstir.

PZR sonugclarina gor&. bovisen ygun olarak Soke'de tespit edilgtir. Etkenler en
yogun olarak Mart ayinda gorulngtiir. A. phagocytophilumen ygun olarak Akcaova'da
tespit edilirken, etkenler en gon olarak Mart ayinda gorulngtiir. A. marginaleise en ygun
olarak Dalama’da tespit edilirken, en yuksek olakédrt ayinda gorulmgiir. A. centraleise
Akcaova’'da en ygun Aralik ayinda gorulmgiir. Bu calsma ile,A. bovisTurkiye'de ilk kez

molekuler olarak saptangtir

Anahtar Kelimeler: Aydin Yoresi, Kene, Sir, Anaplasma bovis, Anaplasma marginale,
Anaplasma centrale, Anaplasma phagocytophjlB&ZR
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7. SUMMARY

The aim of this study was to characterizerlichia/Anaplasmaspecies in cattle and
ticks. For this purpose a total of 679 blood an@ fi8k samples were regularly collected in
every three months period from Osmanbiki, Akca®alama and Soke districts of Aydin
during June, September, December 2006 and March 200

Following DNA exctraction from ticks and blood sadeg genus and nested PCR was
performed to determinEhrlichia/Anaplasmaspecies in DNA samples. According to genus
PCR results 13 out of 179 samples collected froom&wbiki, 92 out of 182 samples
collected from Soke, 96 out of 151 samples colktdtem Dalama and 126 out of 167
samples collected from Akcaova wetrlichia/Anaplasmagenus positive. According to
nested PCR results, performed using species spgcifners, 2, 0, 7, 7 in Osmanbikd, 2, 2,
80, 75 in Soke, 42, 12, 46, 64 in Dalama and 387491 in Akcaova districts were positive
for A.marginale, A. centrale, A. bovis, A.phagocytaphjlrespectively. PCR results obtained
from DNA samples extracted from ticks showed thafl &and 5 samples were positive for
A.marginale,A. bovis,A. Phagocytophilumrespectively. Positive samples were cloned into
PCR4/TOPO vectors and send for sequencing.

PCR results showed thatbous was most abundantly seen in blood samples tetlec
from Soke during MarchA. phagocytophilunwvas intensively seen in Akgaova during March.
A. marginale species were mostly seen in blood samples cotlebtan Dalama during
September. FinallyA. centralewas intensively seen in Akcaova in December. Bbigly

describes the first molecular detectionfodbovisin Turkey.

Key Words: Aydin Region, Tick, Cattle,Anaplasma bovis, Anaplasma marginale,
Anaplasma centrale, Anaplasma phagocytophilB@R
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EKLER

Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan 6rneklerinirkéata ve aylara gére gdimi,

AYLAR
ODAK Hayvan Kodu Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 206 Mart 2007
OSMANBUKU EHO1 8 yall ¢ holstein + + + -
EHO2 5yall @ holstein + + + -
EHO3 8 yall @ holstein + + + -
EHO4 3 yal ¢ holstein + + + -
EHO5 3 yal ¢ holstein + + + -
EHO06 3 yah @ holstein + + + -
EHO7 3 yah ? holstein + + + -
EHO08 7 ayhk® holstein + + + -
EHO09 1 aylikQ holstein + + + -
EH10 1 aylik? holstein + + + -
EH11 4 ayhk? holstein + + + -
EH12 4 ayhk? holstein + + + -
EH22 9 yal ¢ holstein + + + +
EH23 2 yah @ holstein + + + +
EH24 20 aylik? holstein + + + +
EH25 2 yah @ holstein + + + +
EH26 3 yal ¢ holstein + + + +
EH27 1,5 yali @ montofon - - + +
EH28 1,5 yal @ holstein + + + +
EH29 8 yall @ holstein + + + +
EH30 4 yah Q holstein + + + +
EH31 5yal ¢ holstein + + + -
EH32 6 yal @ holstein + + + -
EH33 4 yah @ holstein + + + -
EH34 3 yal ¢ holstein + + + -
EH35 16 aylk? holstein + + + -
EH36 3 yal @ holstein + + + -
EH37 16 aylik? holstein + + + -
EH38 10 yali @ holstein + + + -
EH39 4 yah @ holstein + + + -
EH40 9 yah @ holstein + + + +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

AYLAR
ODAK . . y
Hayvan Kodu Nevi Haziran 2006 Eylil 2006 Aralik 206 Mart 2007
OSMANBUKU EH41 9 aylk? holstein + - + -
EH42 17 ayhk? holstein + + + +
EH43 3 yal Q holstein + + + +
EH44 5 yal @ holstein + + + +
EH45 6 yali @ holstein + + + +
EH46 3yall ¢ holstein + + + +
EH47 3yall @ holstein + + + +
EH48 6 yali ¢ holstein + + + +
EH49 7 ayhk? holstein + + + +
EH50 3yall ¢ holstein + + + +
EH51 3yal ¢ holstein + + + +
EH52 6 yali ¢ holstein + + + +
EH53 3 yal @ holstein + + + +
EH54 3 yal Q holstein + - + -
EH55 10 yali @ holstein + + + +
EH56 9 yall Q holstein - - + -
EH57 4 yah @ holstein - + + -
EH58 4 yali @ holstein - + + +
EH59 4 yali Q holstein - + + +
EH60 4 yali @ holstein - + + -
EH61 4 yal @ holstein - + + -
EH62 3 aylik? holstein - - + -
EH63 2 ayhk? holstein - - + +
EH64 19 aylik? holstein - - + +
EH65 7 aylik® holstein - - + +
EH66 4,5 ayhk? holstein - - + +
EH67 2 aylik?Q holstein - - - +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

DALAMA  DKO1 4 yah @ holstein + + - -
DKO02 6yall @ holstein + - - -
DKO03 12 yah @ holstein + + - -
DKO04 1,5 ayhk? holstein + + - -
DKO05 2 aylikQ holstein + + - -
DKO06 1 aylik@ holstein + + - -
DKO7 14 ayhk? holstein + + - -
DKO08 4 ygli @ holstein + + - +
DKO09 2 yah @ montofon + + + -
DK10 5 yall @ holstein + + - -
DK11 2 ayhk® holstein + + - -
DK12 4 ygli @ holstein + + - +
DK13 3,5 yal @ montofon + + - -
DK14 10 gunlik? montofon + + - -
DK15 4 yal @ montofon + + - +
DK16 3 aylik® montofon + + - +
DK17 5yal @ holstein + + - +
DK18 2 yali 2 montofon + + + +
DK19 5 yali @ montofon + + + -
DK20 1,5 aylik$ montofon + + - -
DK21 8 yall @ holstein + + - -
DK22 6 yah @ montofon + + - -
DK23 14 aylikQ montofon + + - -
DK24 2 yah @ montofon + + + +
DK25 1,5yall @ hoktein + + + +
DK26 2.5 yah 9 holstein + + + +
DK27 5,5 yali @ montofon + + - -
DK28 3 aylik® montofon + + - -
DK29 1 yal Q holstein + + + +
DK30 1.5 yah @ montofon + + - -
DK31 6 ayllk@ montofon + + + +
DK32 4 ygli @ montofon + + + +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

DALAMA DK33 5yal @ holstein + + + +
DK34 3yal Q holstein + + + +
DK35 3yal Q holstein + + + +
DK36 6 yali ¢ holstein + + + +
DK37 4 yah @ holstein + + + +
DK38 4 yah @ holstein + + + +
DK39 7 yali Q holstein + + + +
DK40 4 aylik$ holstein + + + -
DK41 1 yah ¢ holstein + + + -
DK42 2 yah @ holstein + + + +
DK43 12 ygh Q holstein + + + +
DK44 4 aylik? holstein + + + +
DK45 1,5 yall @ hoktein + - - -
DK46 1,5 yall @ hoktein + + - -
DK47 2 yali @ holstein + - - -
DK48 1,5 yah ¢ holstein + - -
DK51 3 yal @ montofon - - - -
DK52 2 yali 2 montofon - - - -
DK53 2 yah @ montofon - + - -
DK54 4 ayliky montofon - + + -
DK55 5 yall @ holstein - - + -
DK57 5 yall @ holstein - + + -
DK58 6 aylik@ holstein - + + +
DK59 1 yah ¢ holstein - - - -
DK60 1 yal @ holstein - - - +
DK61 1 yal @ holstein - - - +
DK62 1 yali @ montofon - - - +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

AYLAR
ODAK Hayvan Kodu Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralk 2006 Mart 2007
SOKE A401 3yal 2 holstein + + - -
A402 4 aylk 2 holstein + + - -
A403 1yah @ simental m. + + - -
A404 2yal @ holstein + + - -
A405 4 yal @ holstein + + - -
A406 8 yah Q holstein + + - -
A407 4 yal @ holstein + + - -
A408 5 aylik @ holstein + + - -
A409 6 ygl @ holstein + + - -
A410 3yah @ holstein + + - -
A411 7 ygh @ holstein + - - -
A412 3yal @ holstein + - -
A413 10 yali @ holstein + - - -
A414 2yal @ holstein + - - -
A415 2yal @ holstein + + + +
A416 2yal @ holstein + + - -
A417 7 yah Q holstein + + + +
A418 7 yah Q holstein + + + +
A419 3yah Q holstein + + + +
A420 3yah @ holstein + + + +
A421 6 ygl @ holstein + + + +
A422 14 aylik @ holstein + + - +
A423 9yal @ holstein + + + +
Ad424 3yal @ holstein + + + -
A425 2yal @ holstein + + + -
A426 5vyall @ holstein + + + +
A427 10 yal @ holstein + + + -
A428 11 yah @ holstein + + + +
A429 3yah Q holstein + + + +
A430 5yah Q holstein + + + -
A431 4 ygh Q holstein + + + +
A432 4 ygh 2 holstein + + + +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

AYLAR

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

SOKE A433 10 yali @ holstein + + + +
A434 8 aylk @ holstein + + + -
A435 3yall @ holstein + + + +
A436 6 yali @ holstein + + + +
A437 4 yal @ holstein + + + +
A438 4 yali @ holstein + + + +
A439 6 yah @ holstein + + + +
A440 4 ygh 2 holstein + + + -
A441 8 yali Q holstein + + + -
A442 4 ygh 2 holstein + + + -
A443 8 yali @ holstein + + + -
Ad44 10 aylik @ holstein + + - -
A445 3yall @ holstein + + - -
A446 3yall @ holstein + + - -
Ad47 8 yall @ holstein + + - -
A448 4 yal @ holstein + + - -
A449 7 yah Q holstein + + - -
A450 4 aylk @ holstein + + - -
A451 3yall @ holstein - + - -
A452 3,5yall @ holstein - + - -
A453 9yall Q holstein - + - -
A454 2 ygl Q holstein - + - -
A455 4 ygh Q holstein - + - -
A456 10,5 yali @ holstein - + - -
A457 7 yali @ holstein - + - -
A458 2 yali Q holstein - + - -
A459 3yall @ holstein - + - -
A460 11 yah @ holstein - + - -
A461 6 yah @ holstein - + - -
A462 7 yah Q holstein - + - -
A463 4 yagh 2 holstein - + - -
A464 5yall @ holstein - + - +

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

SOKE A465 4yah Q holstein -
A466 4 yal @ holstein -
A467 14 ayhk? holstein +
A468 5yah @ holstein +
A469 7 yali @ simental +
A470 1 ayhk® simental +
A471 2,5 yali @ holstein +
A472 13 aylik® holstein +
A473 4 ygh 9 holstein +
A474 5 yali @ holstein +
A475 1 yah Q holstein +
A476 14 aylik® holstein +
A4T7 2,5 yali @ holstein +
A478 3,5yal ? holstein +
A479 5 yah @ holstein +
A480 4 ygh 9 holstein +
A482 8 yali @ holstein -

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan drneklerinirktata ve aylara gore gdimi (Devan),

AYLAR

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

AKCAOVA A201 14 yah ¢ holstein + + + +
A202 6 yali @ montofon + + + +
A203 5 yal @ holstein + + + +
A204 4 yal Q holstein + + - +
A205 9 yah @ holstein + + - -
A206 13 yah @ yerli kara + + + +
A207 10 yah @ yerli kara + + - +
A208 4 aylikd holstein + + + -
A209 7 aylikd holstein + + - -
A210 3yah Q holstein + + - -
A211 16 ayhk? simental + + + -
A212 2 ygh @ holstein + + + -
A213 5 yali @ holstein + + - +
A227 6 ygli @ montofon + + + +
A228 5 yali @ holstein + + + +
A229 8 yali @ holstein + + - +
A230 5 yal @ holstein + + + +
A231 3 yal @ holstein + + - +
A232 1,5 yall Q holstein + + + -
A233 7 yal @ montofon + + + -
A234 3 aylik® holstein + + + +
A235 5 aylik? yerli kara + + + +
A236 6 yali @ holstein + + - -
A237 13 yali Q yerli kara + + + -
A238 10yal @ yerli kara + + - -
A239 5yali Q yerli kara + + +
A240 4 ygh ?Q yerli kara + + + -
A241 3yall @ yerli kara + + + -
A242 8 yali ¢ montofon + + - +
A243 4 yal Q holstein + + - +
A244 4 yali @ montofon + + +
A245 2 yah @ montofon + + -

Devam
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Cizelge 1. Odaklardan toplanan kan ¢merékin odaklara ve aylara goregliami (Devan),

AYLAR

ODAK Hayvan Nevi Haziran 2006 Eylul 2006 Aralik 2006 Mart 2007
Kodu

AKCAOVA A246 2 ygli @ montofon + + - -
A247 2 yal @ holstein + + - -
A249 5yali Q yerli kara - - - -
A250 4 yali @ montofon - + - +
A251 5yal Q yerli kara - + + +
A252 4,5yall Q yerli kara - + - +
A253 5 yah @ holsteinxmo - + + +
A254 9yal @ yerli kara - + - +
A255 3 yall @ holstein - + + +
A256 7 yali @ holstein - + - -
A257 8 yali @ holstein - + + +
A258 3 yall @ holstein - - + +
A259 3yall ? holstein - - + +
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan 6rneklerin tirlégieed®ZR sonuclari

AYLAR
ODAK HAZIRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Osmanbukl

EH1 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok

EH2 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok

EH3 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok

EH4 - + - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok

EH5 - - - - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok

EH6 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH7 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EHS8 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH9 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH10 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH11 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH12 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH13 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH14 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH15 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH16 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH17 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH18 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH19 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH20 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH21 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
EH22 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH23 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH24 - + - - - - - - - - - - - - - -
EH25 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH26 - - - - - - - - - - - - - - - -

Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin turlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR

ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007

Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap

cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.

Osmanbiki
EH27 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + + - - - -
EH28 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH29 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH30 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH31 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH32 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH33 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH34 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH35 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH36 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH37 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH38 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH39 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH40 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH41 - - - - Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok
EH42 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH43 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH44 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH45 - - + + - - - - - - + + - - + +
EH46 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH47 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH48 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH49 - - - - - - - - - - + + - - - -
EH50 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH51 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH52 - - - - - - - - - - - - - - - -
EH53 - - - - - - - - - - - - - - - -
Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR

ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007

Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap

cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.

Osmanbuki

EH54 - - - - Yok Yok Yok Yok - - - - - Yok Yok Yok
EH55 - - - - - - - - - - - - Yok - - -
EH56 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - - - Yok Yok Yok
EH57 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH58 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - Yok - - -
EH59 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - - - - -
EH60 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - - Yok Yok Yok
EH61 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
EH62 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok
EH63 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok - - - - Yok - - -
EH64 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok - - - - - - - -
EH65 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok - - - - - - - -
EH66 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok - - - - - - - -
EH67 Yok Yok Yok Yok Yok - Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -

Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Dalama
DK1 - - - - - - - + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK2 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK3 - - - - - + + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK4 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK5 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK6 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK7 - + + + - + + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK8 - - - - - + - + Yok Yok Yok Yok - + - +
DK9 - + + + - + + + - - - - Yok Yok Yok Yok
DK10 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK11 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK12 - + + + - - + + Yok Yok Yok Yok - + - +
DK13 - - - - - + + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK14 - - - - + + - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK15 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok - - - +
DK16 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok - - - -
DK17 - - - - - + - - Yok Yok Yok Yok - + - -
DK18 - - - - - + - + - + - + - + - +
DK19 - - - - - - + + - - - + Yok Yok Yok Yok
DK20 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK21 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK22 - - + + - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK23 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK24 - - - - - - - - - - - - - - - -
DK25 - - - - - - - - - - + + - - + +
DK26 - - - - - - - + - - - - - - - -
DK27 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Dalama
DK28 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK29 - - + - - - + + - - - - - - - -
DK30 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK31 - - - - - - - + - - - - - - - +
DK32 - - - - - + - - - - - - - + - -
DK33 + - - - + - + + - - + + - - + +
DK34 - - + - + - + + - - + + - + + +
DK35 - - + - - + + + - + + + - + - +
DK36 - - - - - - + + - + - - - - - -
DK37 - - - - - + - + - + - + - + + +
DK38 - - - - - + + + - - + + - + + +
DK39 - - - - - + + + - + + + - + + +
DK40 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
DK41 - - - - - + + - - + + + Yok Yok Yok Yok
DK42 - + + - - - + + - + + + - + + +
DK43 - - + + - + - + - + - + + + - +
DK44 - - - - + + - - - - - - - - - -
DK45 - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK46 + - + - + + + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK47 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK48 + - - - Yok Yok Yok Yok + - - + Yok Yok Yok Yok
DK49 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK50 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK51 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK52 Yok Yok Yok Yok + - - + - - - + Yok Yok Yok Yok
DK53 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - + Yok Yok Yok Yok
DK54 Yok Yok Yok Yok - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
Devam



Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg.  bovis phago.
Dalama
DK55 Yok Yok Yok Yok - - + + - - - - - - - +
DK56 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DK57 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok + + - +
DK58 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
DK59 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
DK60 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
DK61 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
DK62 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -

Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Soke
A401 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A402 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A403 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A404 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A405 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A406 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A407 - - - - + - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A408 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A409 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A410 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A411 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A412 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A413 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A414 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A415 - - - - + - + - - - - - - - + -
A416 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A417 - - - - - - + + - - + + - - + +
A418 - - - - - - + + - - - - - - + +
A419 - - - - - - + + - - + + - - + +
A420 - - - - - - + + - - + + - - + +
Ad21 - - - - - - + + - - - + - - + +
A422 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok - - - -
A423 - - - - - - - - - - - - - - + +
A424 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A425 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A426 - - - - - - - - - - + - - - - +
A427 - - - - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
Devam



Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR

ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007

Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap

cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Soke
A428 - - - - - - - - - - - - - - + +
A429 - - - - - - - - - - - - - - - -
A430 - - - - - - - - - - + - Yok Yok Yok Yok
A431 - - - - - - + + - - + + - - + +
A432 - - - - - - + + - - + + - - + +
A433 - - - - - - + + - - + + - - + +
A434 - - - - - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok
A435 - - - - - - + - - + + + - + + +
A436 - - - - - - - - - - - - - - - -
A437 - - - - - - + + - - + + - - + +
A438 - - - - - - + + - - + + - - + +
A439 - - + + - - - - - - + + - - + +
A440 - - + + - - + - - - + + Yok Yok Yok Yok
A441 - - + + - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A442 - - + + - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A443 - - - - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
Ad444 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A445 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A446 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Ad447 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A448 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A449 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A450 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A451 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A452 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A453 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A454 Yok Yok Yok Yok - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok

Devam

92



Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR

ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007

Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap

cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Soke
A455 Yok Yok Yok Yok - - + - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A456 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A457 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A458 Yok Yok Yok Yok - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A459 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A460 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A461 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A462 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A463 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A464 Yok Yok Yok Yok - - - - - - + + - - + +
A465 Yok Yok Yok Yok - - - - - - + + - - + +
A466 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + + - - + +
A467 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
A468 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A469 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A470 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
A471 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A472 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A473 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A474 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
A475 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
A476 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - -
A4TT7 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A478 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A479 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A480 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +
A481 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A482 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + +




Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed?ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Akcaova
A201 - - + + - - + + + - + + - - + +
A202 - - + + - - + + + - + + + - + +
A203 - - - - - - - - - - - - - - - -
A204 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok - - - +
A205 - - - - + - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A206 - - + - + - + + - - + + - - + +
A207 - + + + - + + + Yok Yok Yok Yok - + + +
A208 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A209 - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A210 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A211 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A212 - - - + - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A213 - - + + + - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A214 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A215 - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A216 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A217 - - - + - - - - - - - - - - - -
A218 Yok Yok Yok Yok - - + + - - - + - - - +
A219 - - - - - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok
A220 - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A221 - - - - - - + + - - + + - - - -
A222 + - - - - - - - + - - - + - - -
A223 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A224 - - - - - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok
A225 - - - - Yok - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A226 + - - - - - + - Yok Yok Yok Yok - - + +
A227 - - - - - - - - - - - - - - - -
Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan érneklerin tirlégieed®ZR sonuclarDevam),

AYLAR
ODAK HAZ iRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap  Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg.  bovis phago.
Akcaova
A228 + - - - - - + + + - + + - - + +
A229 - - - - - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A230 - - - - - - + + - - - - - - - -
A231 - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A232 - - - - - - + + - - - + Yok Yok Yok Yok
A233 - - - - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A234 - - - + - - - - - - - - - - -
A235 - - - - - - - - - - + + - - + +
A236 + - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A237 - - + + - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A238 - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A239 - - + - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A240 - - + + - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A241 - - + - - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok
A242 - - + + - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A243 - - + - - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A244 - - + + - - + + - - - - - - + +
A245 - - - + - - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A246 - - - - - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A247 - - + - + - + + Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A248 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A249 Yok Yok Yok Yok - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A250 Yok Yok Yok Yok - - + + - - + + - - + +
A251 Yok Yok Yok Yok - - + + Yok Yok Yok Yok - - + +
A252 Yok Yok Yok Yok - - + + - - - - - - + +
A253 Yok Yok Yok Yok - - - - Yok Yok Yok Yok - - + +
A254 Yok Yok Yok Yok - - + + - - - - - - + +
Devam
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Cizelge 2. Odaklardan toplanan 6rneklerin tirlégieed®ZR sonuclarDevam),

ODAK AYLAR
HAZ IRAN 2006 EYLUL 2006 ARALIK 2006 MART 2007
Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap Anap Anap Anap. Anap  Anap Anap
cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago. cent. marg. bovis phago.
Akcaova
Yok Yok Yok Yok

A255 - - - - Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
A256 Yok Yok Yok Yok - - + + - - - - - - + +
A257 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + + - - - +
A258 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - - - - - + +
A259 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok - - + + - - - +
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