1. GIRIS

Dis paraziter etkenlere bagl sekillenen infeksiy6z ve zoonotik hastaliklar gerek
insan saglig1 gerekse hayvan sagligini direkt olarak olumsuz yonde etkileyen halen 6nemli
bir saglik sorunudur. Paraziter kaynakli infeksiyoz hastaliklar veteriner hekimlikte dnemli
yer tutmaktadir. Antiparaziter miicadeleki gelismelere ragmen 6zellikle kopekler acisindan

paraziter zoonozlar endiistriyel gelismeye karsi olan olumsuz etkilerini siirdiirmektedirler.

Keneler riketsiyal, spiroketal, parazitik ve bakteriyel hastaliklarin ¢ok onemli bir
vektorii olan kan emen ektoparazitlerdir. Kene ile nakledilen hastaliklar gerek saglikli
gerekse hasta hayvanlarda ciddi infeksiyonlara dolayisiyla organ disfonksiyonlarina ve
oliime neden olmaktadirlar. Seyahat hastaligi olarakta bilinen Dirofilariozis/Ehrlichiozis/
Borelliozis/Anaplazmozis infeksiyonlari yabanci iilkelerden farkli irk kopek ithalatinin
artmasi, hasta sahipleri ile birlikte kopeklerininde Avrupa veya diger kitalar/tropik
bolgelere seyahatleri ve endemik olduklar1 bolgelerdeki mevcudiyeti ve yayginliklart ile

olduk¢a 6nemlidirler.

Yukarida sozii edilen bilgiler 1s18inda kiiresel 1sinmanin tim diinyadaki iilkeleri
etkiledigi gdz oniine alindiginda iilkemizde de Aydmn ve Izmir gibi klimatik kosullarin
yogun sekilde yasandigi sehirlerde vektorlerle bulagsan hastaliklarin da sikliginin arttigin

gozlemlemekteyiz.

Vektorlerle bulasan infeksiy6z hastaliklart az gelismis ve gelismekte olan iilkeler
icin gerek insan sagligi gerekse hayvan sagligini direkt olarak olumsuz yonde etkileyen
halen 6nemli bir saglik sorunudur. S6z konusu infeksiy6z hastaliklar veteriner hekimlikte
Oonemli yer tutmaktadir. Ehrlichia infeksiyonlarida bu infeksiyéz ve zoonoz hastalik
etkenlerinin igerisinde yer almakta gerek insan gerekse hayvanlarda giderek artan sayida

olgularin sekillenmesinden sorumlu olmaktadir.

S6z konusu hastaliklar igerisinde Onemli bir yere sahip olan Graniilositik
Anaplazmozis ve Monositik Ehrlichiosis insan ve kopeklere kenelerle bulasan bakteriyel
hastaliklardir. Yapilan literatiir taramalarinda yurdumuzdaki belirsizligin aksine, zoonotik
aciller arasinda gosterilen, O6nemi gittikge artan Ehrlichia canis ve Anaplasma

phagocytophilum enfeksiyonlari ile ilgili klinik tabanli arastirma yapilmasi gerekliligi



aciktir. Ozellikle yurdumuzda Anaplazmozis’le iliskili baz1 ¢alismalara miinferit olarak
rastlanilsada s6z konusu ¢aligmalarin hi¢birinde hastaligin etiyo-patogenezine iligkin klinik

tabanli detayli bir caligma bulunamamustir.

Canine monositik ehrlichiosis ya da kopekte monositik ehrlichiosis’ inin etkeni E.
canis’ dir (Harrus ve ark 1997). Bu etken kopek monositleri igerisinde replike oldugu gibi
(hiicre boyanmasindan sonra morula evresi), kenelerin hedef hiicreleri yerine, kirmizi kan
hiicreleri, tiikrilk bezleri ve intestinal hiicrelerde de bulunabilir. Onemli kene tiirlerinden
Rhiphicephalus sanguineus bu hastaligin ana vektoriidiir ve parazitlerin ayn1 zamanda
Dermacentor variablis’ de bu ajani nakledebilmektedir. Keneler bakterilerin ve parazitlerin
dogal birer rezervuarlaridir. Etken trans-ovarial ve trans-stadial olarak aktarilabilir.
Hastaligin diinya iizerinde ki dagilimi, cesitli calismalarda gosterildigi gibi vektoriin

varhigimi takip eder (Harrus ve ark 1997).

Tiirkiyede glinimiizde ilk klinik olgu 1997 yilinda tespit edilmistir. Daha sonra
2001 yilinda 20 olgu saptanmistir (Batmaz ve ark 2001). E. canis Tirkiye’deki kopeklerde
molekiiler olarak 2005 yilinda saptanmistir (Unver ve ark 2006). Anilan c¢alismada
serolojik olarak ayni yil 284 kopegin 59’ unda E. canis’ e karsi spesifik antikorlar
belirlenmistir. Daha yiiksek seropozitivite saptanan diger bir serolojik ¢alismada ise
Ayvalik bolgesinde saglikli kopeklerde indirekt florasan antikor teknigi ile (111/164) %69’

unda seropozitivite saptanmistir (Batmaz ve ark 2001).

A. phagocytophilum kene kaynakli zoonotik hastaliga neden olan zorunlu
intraselliiler bir bakteridir ve 16kositlere ilgi gosterir. Onceki yillarda riketsiyal hastaliklar
icinde gosterilen Ehrlichia ve Anaplazma tiirleri gilinlimiizde molekiiler metodlarin
gelismesi ve diyagnostik analiz yontemlerinin ilerlemesi ile birlikte taksonomileri
degistirilerek bakteri olarak yeniden tanimlanmistir. Anaplazmoz etkenleri, kenelerle
hayvanlar arasindaki dongiide yer almaktadir. Memeliler dogada ki bu bakterilerin idamesi
ve yasam dongilisinde c¢ok onemli bir role sahiptir. Anaplasmoz etkenlerinin asil
rezervuarlart memelilerdir. Hayvan kesimiyle ugrasan kasaplarda kene 1sirig1r Oykiisii
olmaksizin muhtemelen direkt inokiilasyon yolu ile de hastalik sekillendigi bildirilmektedir

(Engvall ve ark 1996, Liddell ve ark 2003, Melter ve ark 2007).

Ehrlichiozis terimi onceki yillarda gerek insan gerekse hayvanlarda Ehrlichia

genusunda bulunan bir¢ok patojen ve iligkili hastalig1 tanimlamaktaydi. Ancak son yillarda



mikroorganizmalarin taksonomilerinde yapilan degisikliklerle birlikte Anaplasma ve
Neorickettsia ve Cowdria ruminantium gibi bazi tiirlerinin Ehrlichia sp. ile birlikte
Ehrlichia genusunda siniflandirilmasinin daha dogru olacagi bildirilmektedir (Dumler ve
ark 2001). Son yillarda 6zellikle Ehrlichia chaffeensis (human monocytic ehrlichiosis
(HME) veya A. phagocytophilum human granulocytic ehrlichiosis (HGE) gibi Ehrlichiozis
infeksiyonlar1 giderek artan sayida insanda hastalik tablosuna neden olmaktadir
(McQuiston ve ark 1999). Kene ile miicadele yontemlerindeki gelisemelere ragmen kene
ile bulasan s6z konusu Ehrlichia infeksiyonlar1 kopeklerde de benzer sekilde hastalik
tablosu meydana getirmektedir. Kopeklerde E. canis Canine Monocytic Ehrliciosis (Harrus
1997, Waner 2008) ve A. phagocytophilum ise Canine Granulocytic Anaplasmosis
(Engvall ve ark 1996, Liddell ve ark 2003, Melter ve ark 2007) hastaliklarina neden
olmaktadir. Dolayistyla Ehrlichia infeksiyonlarinin patogenezinin, olusturdugu hastalik
tablosunun kan ve iliskili hiicrelerden oOzellikle trombositlerde meydana getirdigi
degisikliklerin incelemesi gerek kopeklerde ve gerekse de elde edilecek sonuglarin insan
saglig1 acisindan da hastaligin olusturdugu tablonun aydinlatilmasina yardimci olacagidir.
S6z konusu hastaliklarin kopeklerdeki patojenitesi ve dagilimi ile ilgili genis bir bilgi
dagilimi olmasina ragmen kopeklerde 6zellikle olusturdugu hastalik tablosu ve etkiledigi
primer hematolojik degisikliklerden trombosit indeklerinin degerlendirildigi yeterli sayida
literatiir bulunmamaktadir. Bu ¢alismada E. canis ve A. phagocytophilum ile dogal olarak
infekte kopeklerde trombosit indeksleri olan plateletkrit, ortalama trombosit hacmi ve
trombosit dagilim genisliginin incelenerek s6z konusu hastaliklarin muhtemel tanis1 ve

prognozunun degerlendirilmesi amag¢lanmaktadir.
1.1. Ehrlichia canis

1.1.1. Etiyoloji

Ehrlichia canis gesitli hayvan tiirlerini ve insanlarda farkli kan hiicrelerini infekte
eden, kiiciik, pleomorfik ve zorunlu hiicre i¢i bir kokoidal gram negatif bir etkendir
(Donatien ve Lestoquard 1937, Groves 1975). So6z konusu etken 1,315,030 adet
niikleotitden olusan tek dairesel kromozomdan yapilmistir (Mavromatis ve ark 2006). Son
yapilan smiflandirmada Ehrlicial tiirler Anaplasmatacea ailesine dahil edilmistir (Rikihisa
2003). Bu yeni siniflandirmaya gore; kopeklerde Ehrlichia bakterilerinin neden oldugu iki
tane 16kotropik hastalik tanimlanmistir bunlar kopek monositik Ehrlichiozisi (E. canis’ in

neden oldugu) ve kopek granulositik Ehrlichiozisidir (E. ewingi’ nin neden oldugu)



(Rikihisa 2003). E. canis ile infeksiyon genellikle vektor olan kenelerin aktif oldugu sicak
mevsimlerde sekillenmektedir. Hastalikla iligkili olarak doksisiklin veya tetrasiklin ile
yeterli dozda ve uygun siirelerde sagaltilan kopeklerin biiyiik bir ¢ogunlugunda
infeksiyonun akut ve subklinik fazlarinda iyilesme meydana gelmektedir (Harrus ve ark
1999). S6z konusu etkenle infekte kopeklerden bazilari hastaligin kronik fazina gegmekte
ve bu olgularda prognoz kétii seyretmektedir (Mylonakis ve ark 2004).

Kopeklerde monositik ehrlichiozis keneler tarafindan bulastirilan ve Ehrlichia
genusunda Anaplasmatacea ailesinde yer alan gram negatif bir bakteri olup E. canis
tarafindan olusturulan bir hastaliktir (Buhles ve ark 1974, Dumler ve ark 2001, Diniz ve
ark 2008). Bu hastaligin akut faz1 post enfeksiyoz 8 ila 21 giin igerisinde baglamaktadir ve
hastalik tablosu 2 ila 24 hafta arasinda siirebilmektedir (Neer ve Harrus 2006). E. canis
etkeni monosit ve makrofajlara tropizm gosteren ve klasik bakterilerde ki gibi
lipopolisakkarit igermeyen obligat intraselliiler bir bakteridir (Buhles ve ark 1974, Unver
ve ark 2006). Kopek monositik ehrlichiozisi tiim diinyada yaygin olmakla birlikte tropikal
ve subtropikal bolgelerde ¢ok siklikla karsilagilmaktadir (Buhles ve ark 1974, Rikihissa ve
ark 1991, Dumler ve ark 2001, Faria ve ark 2010). Brezilya’ da Canine Ehrlichiozis ile
ilgili yapilan bir ¢aligmada 2553 kopegin %19,8” inin seropozitif oldugu belirlenmistir
(Labarthe ve ark 2003).

1.1.2. Prevalans

Yurdumuzda E. canis’in epidemiyololojisi tizerine olduk¢a sinirli sayida ¢alisma
mevcut oldugundan ger¢cek anlamda bu hastaligin  dagilimi ve seroprevalansi
bilinmemektedir. Ik kapsaml1 arastirmalardan birinde Akdeniz, Ege, Giineydogu Anadolu
bolgelerinde ¢ok cesitli illerde gerceklestirilen bir calismada 284 kopegin 59’unda %20,8
prevalans saptanmistir (Batmaz ve ark 2001). S6z konusu ¢aligmaya dahil edilen illerden
Adana (%65,3) ve Izmir (%40,6) en yiiksek prevalansa sahip iller olarak dikkat
cekmektedir. Onceki yillarda agirlikli olarak miinferit olgu sunumlarma rastlanilsada
(Borkii ve ark, 2003), molekiiler diizeyde ilk ¢alismalardan birisinde E. canis yoniinden
test uygulanan 239 kopekte Immun florasan antikor testi ve dot-ELISA ile sirasiyla 162
(%67,8) ve 37 (%53,3) kopekte seropozitivite belirlenmistir (Erdeger ve ark 2002).

Daha sonraki yillarda yapilan bir baska molekiiler agirlikli ¢alismada Ankara
ilindeki 12 kopegin 3’tinde PZR ile E. canis’ in pozitif oldugunu bildirilmistir (Unver ve
ark 2006). Ege bolgesinde Manisa, Marmaris, Mugla, Selcuk, Aydin gibi il bazli bir
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calismada, cesitli yas gruplarindan ve irklardan 371 kdpekte Nested PZR ile teshis edilen
154 olguda (% 41,5) E. canis’ in pozitif oldugunu bildirilmektedirler (Karageng¢ ve ark
2005). Diyarbakir ilinde yakin zamanda hizli ELISA test kitleri (Snap 3Dx) ile yapilan
yapilan bir ¢alismada 82 kopegin yalnizca 4’tiinde (%4,8) E.canis antikorlari tespit
edilmistir (igen ve ark 2011). Ege bolgesinde yakin zamanda gerceklestirilen bir projede
kopeklerde Snap 4Dx ile % 27,5 seroprevalans saptanmistir (Ural ve ark 2012).

Cizelge 1.1. E. canis infeksiyonunun Tiirkiye’deki prevalansi

Erdeger ve ark

239 IFAT %067,8
2002




1.1.3. Patogenez- Hastaligin Bulagsma Seyri

Enfeksiyon, kenenin kan emmesi esnasinda tiikriik yoluyla iletilmekte veya kan

transflizyonu sonrasinda bulasma meydana gelmektedir.

Kopek monositik ehrlichiosis (KME)’ in etkeni olan E. canis monosit ve
makrofajlara ilgi gostermektedir. Hastaligin akut fazinda post infeksiyoz 8 ila 21 giin
icerisinde baglamakta (Neer ve Harrus 2006) ates, depresyon, dispne, anoreksi, hemoraji,
0dem ve kilo kaybma eslik eden trombositopeni ve 1okopeni, hafif anemi ve
hipergamaglobulinemi gibi laboratuvar bulgulariyla seyretmektedir (Buhles ve ark 1974,
Rikihissa ve ark 1991, Harrus ve ark 1999, Waner ve ark 2008). Hastaligin subklinik fazi
yillarca siirebilir ve buda parazitin konakg¢ida olusturdugu persiste infeksiyona isaret
etmektedir (Harrus ve ark 1999). Kronik fazda ise kanama bozukluklar1 ve kemikiligi
baskilanmasina eslik eden pansitopeni hakimdir (Harrus ve ark 1999). E. canis tarafindan
olusturulan  immunopatolojik mekanizmalar kopeklerde tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Ancak granulositik ehrlichiozisli insanlarda yapilan ¢alismalarda bazi
sitokinlerin hastaligin klinik goériiniimiinden sorumlu oldugu belirlenmistir (Dumler ve ark
2000). Ehrlichia ile paraziteminin diisiik diizeyde olmasi ve olusan klinik bulgularin
tabiati, konak¢inin immun cevabinin ve proinflamatuar sitokin iiretiminin kopekler de
ehrlichiosis’ in patogenezinde rol oynayan en 6nemli faktorler oldugu tespit edilmistir
(Rikihisa 2003, Unver ve ark 2006, Faria ve ark 2010). Obligat intraseliiler bakteriler
tarafindan olusturulan infeksiyonlarin biiytlik bir cogunlugunda tam bir hiicresel bagisiklik
saglanarak hastaliktan iyislesme ve re-infeksiyonlara karst korunma saglanmaktadir

(Rikihisa 2003, Baneth 2010).

E. canis infeksiyonunun patogenezinde immun mediatérler ©6nemli rol
oynamaktadirlar. Deneysel olarak E. canis ile infekte edilmis kopeklerde en az 1 hafta
sonrasinda anti-trombosit antikorlarinin (APA) varligi saptanmustir. Infekte kdpeklerde;
trombosit agregasyon bozukluklari, pozitif coombs testi, eritrosit otoaglutinasyonu ve
dolasimdaki immun kompleksler saptanmistir ve bu hastalik ile iliskilendirilmistir (Baneth

2010).

Ehrlichiozis ile infeksiyon esnasinda trombositopeninin muhtelemelen birkag
sebebi bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; kemik iliginde iiretim diisiikliigii, hiicresel
aktivitede azalma, antikorlarin opsonizasyonuna bagli dolasimdaki trombositlerin

yarilanma Omiirlerinin azalmasi, trombofagositozis ile immunolojik yikimlanma, vaskiiler
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endotelyaldeki degisiklikler, trombositlerin dalaga sekresyonu ve dalakta goéllenmesidir.
Dolagimdaki trombosit sayisinin azalmasina ek olarak, monositik ehrliciosisli bir kdpekte

trombosit fonksiyon eksikligi, trombosit disfonksiyonundan sorumlu tutulmaktadir (Baneth
2010).

Trombositopeni, E. canis ile dogal ya da deneysel olarak infekte kopeklerde ortak
ve sik karsilagilan bir hematolojik bulgudur (Waner ve ark 1995). Kopek monositik
ehrlichiozis de trombositopeni hastaligin farkli asamalarinda ¢esitli mekanizmalara
dayanabilmektedir. Hastaligin akut fazinda trombositopeninin patogenezinde rol oynayan
mekanizmalar; damar endotelinde inflamasyon nedeniyle trombosit tiikketiminde artis,
trombositlerin dalakta sekestrasyonunda artis ve immunolojik yikimlanmalar1 veya hasar
nedeniyle trombositlerin  yasam  siirelerinde anlamli  bir azalma  geklinde
aciklanabilmektedir. Radyoizotop kullanilarak yapilan c¢alismalarda E. canis ile
infeksiyonu takiben trombositlerin yasam siirelerinin ortalama 4-9 gilinden, 2 ila 4 giine
distiigii saptanmistir. Buna ek olarak trombosit go¢ inhibisyon faktorii karakterize
edilmistir. Bu faktor periferik kan da trombosit sayisinin azalmasina neden olmakta ayrica

trombositlerin sekestrasyonu ve stazisinde rol oynamaktadir (Abeygunawardene ve ark

1990).

1.1.4. Klinik Bulgular

KME akut, subklinik ve kronik formlarda multisitemik hastalik tablosuna neden
olmaktadir (Diniz ve ark 2008, Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011). E. canis
hemen hemen tiim kopek irklarimi infekte edebilmekte, bunun yani sira Alman Coban
kopeklerinin daha duyarli olduklart ve diger irklara oranla hastaligin daha yiiksek bir
morbidite ve mortalite ile seyrettigi bildirilmektedir (Nyindo ve ark 1980, Harrus ve Waner
2011). Hastalikla iliskili olarak herhangi bir yas ya da cinsiyet predispozisyonu
belirtilmemistir. Hastaligin olusturdugu klinik tablo, E. canis 'in degisik suslarinin ve diger
artropod kokenli patojenlerle ko-infeksiyon durumunun meydana getirdigi patojeniteye
bagl olarak degismektedir. Ozellikle E. canis ile ayn1 vektor tarafindan bulastirilabilen
Babesia canis ve Hepatozoon canis gibi patojenlerle ko-infeksiyon durumunda KME ¢ok
daha siddetli seyretmektedir (Gal ve ark 2007, Diniz ve ark 2008, Mylonakis ve ark 2010,
Harrus ve Waner 2011).

Hastaligin olusturdugu akut tablo; akut fazda yiiksek ates, depresyon, letarji,

anoreksi, lenfadenomegali, splenomegali ve hemorajik bozukluklar ile karakterizedir. Son
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sOzii edilen kanama bozukluklar1 kanama egiliminde artigla birlikte dermal petesi, ekimoz
ve epistaksis seklinde klinige yansimaktadir. Oftalmalojik lezyonlar olarak siklikla antreior
uveitis, korioretinitis, pupillar 6dem, retinal kanama, retinal perivaskuler infltrat birikimi
ve retinal dokiintii seklinde seyretmektedir (Komnenou ve ark 2007). Kanda olusan
hiperviskozite subretinal hemarojiye ve retinal dokiintiiye yol agarak korliikk olusumuna
sebep olur (Harrus ve ark 1998). Menengitis ve meningeal kanamalar hastalikta meydana

gelebilecek norolojik bulgular arasindadir (Harrus ve Waner 2011).

Hastaligin subklinik fazinda herhangi bir klinik bulgu meydana gelmeyebilirken
(Waner ve ark 1997, Mylonakis ve ark 2010) KME ile infekte bazi kopeklerin bazilarinda
hastaligin kronik fazina gec¢is meydana gelebilmektedir. KME’ nin kronik fazinda
sekillenen semptomlar akut fazdaki bulgulara cok benzerlik gostermekte ancak daha
siddetle seyretmektedir (Harrus ve ark 1997, Harrus ve Waner 2011). Solgun mukoz
memranlar, kas zafiyeti, kanama bozukluklar1 ve belirgin kilo kayb1 hastaligin kroniklestigi

donemde sik¢a meydana gelmektedir ( Harrus ve ark 1997).

E. canis’ in serolojik yontemlerle ve PZR ile tayiniyle KME ile infekte kdpeklerde
hastalik 4 ayr1 faza ayrilmaktadir. Akut E. canis infeksiyonu (antikor negatif ancak
belirlenebilecek diizeyde DNA [ PZR pozitif]), E. canis’ e maruz kalma (belirlenebilecek
diizeyde DNA [ PZR negatif] ancak E. canis seroaktif), aktif infeksiyon (PZR pozitif ve E.
canis seroaktif) ve hi¢ E. canis’ e hi¢ maruz kalmamis kopekler (PZR negatif antikor

negatif) olmak iizere hastalikla iligkili 4 ayr1 siniflandirma mevcuttur (Diniz ve ark 2008).

1.1.5. Laboratuvar Bulgular

KME’ nin tanisinda en énemli basmaklardan biri tam kan sayimidir. Hastaligin akut
fazinda orta dereceden siddetli derecelere kadar degisebilen trombositopeni baskin bir
hematolojik  bulgudur.  Trombositopeninin, in  vitro pseudotromobositopeniden
ayrilmasinda kan stirme frotilerinin trombosit sayilart agisindan degerlendirilmesi olmazsa
olmaz kosuldur. Deneysel olarak E. canis ile infekte edilen kopeklerde yaklasik 10 ila 21.
giinler arasinda belirgin bir trombositopeni gelisebilmekte, trombosit sayis1 20. 000 ila 52.
000 /pl arasinda degisebilmektedir. Ortalama trombosit hacmi deneysel infeksiyonlarda 6.
ginden sonra ylikselise ge¢mektedir. Hastaligin akut fazinda meydana gelen
trombositopeniye genellikle hafif bir anemi ve hafif bir 16kopeni eslik etmektedir
(Assarasakorn ve ark 2008, Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011).



Hataligin subklinik fazinda, klinik bulgular olmaksizin hafif trombositopeni
olusabilmektedir (Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011). Deneysel olarak infekte
edilen kopeklerde trombosit sayisinin % 42 ye varan oranlarda azaldig: tespit edilmistir
(Waner ve ark 1997, Harrus ve ark 1998). Lokosit ve eritrosit diizeyleride ayrica
azalabilmekte ancak bu degisiklikler ¢ok hafif diizeyde kalmaktadir (Waner ve ark 1997).
Hastaligin kronik fazinda trombositopeni genellikle hafif diizeydedir ve bu tabloya belirgin
bir anemi ve lokopeni eslik eder. Siddetli pansitopeni’ de hastaligin kronik formunda

meydana gelen kemikiligi hipoplazisinin belirgin bir isaretidir (Harrus ve ark 1997).

Trombosit sayimlart ve trombosit belirtegleri olarak adlandirilan ortalama trombosit
hacmi, platelekrit ve trombosit dagilim genisligi glinimiizde KME nin tanisinda ve

prognozunda onemle {lizerinde durulan parametreler olacag diisiiniilmektedir (Harrus ve

ark 1997).

KME’ nin tanisinda 151k mikroskobik incelemelerle kan siirme frotilerinde yer alan
monositler i¢erinde tipik sitoplazmik E. canis morulalarinin goriilmesi 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Morulalar membran bagimli vakuoller seklinde bakterilerle yogun olarak bir
arada bulunan elektron mikroskobik cisimciklerdir (Hildebrandt ve ark 1973). Ancak
morulalarin mikroskobik olarak tespit edilmesi glictiir ve ancak olgularin % 4’ {inde tespit
edilmektedir (Woody ve Hoskins 1991). Birden ¢ok sayida siirme froti hazirlanmasi E.
canis morulalariin saptanma sansini artirmaktadir. 1000 adet immersiyon objektif sahasi
incelendiginde slirme frotilerin duyarliligi % 66 olarak tespit edilmistir. Kemikiliginden
hazirlanan siirme frotilerin yine 1000 adet immersiyon objektif sahasinda ki duyarlilig1 %
34> diir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta 1000 adet immersiyon sahasinin
incelenmesi igin gereken siire 50 ile 60 dk arasinda degismesidir (Mylonakis ve ark 2003,

Harrus ve Waner 2010).

Trombositler, lenfositik azurofilik granuller ve fagositize niikleer materyaller gibi
mikroskop sahasinda karsilasilabilecek tiim materyaller Ehrlicial inkluzyon cisimcikleriyle
karisabilir. ilave olarak Anaplasmatecae ailesinde ki diger ehrlichial organizmalar (E.
chaffeensis, Neorickettsia risticii ve Ehrlicihia ruminantium) ayn1 zamanda kopeklerde
monositleri infekte edebilmektedir (Kelly ve ark 1994, Breitschwerdt ve ark 1998).
Epidemiyolojik bilgiler dikkate alindiginda ehrlichial patojenlerin ve onlarin vektdrlerinin
prevalansi dikkate alindiginda cografik bolgelere gore farkliliklar sekilleneceginden ayirici

tan1 dikkatle ele alinmalidir. Bu sebeple molekiiler karakterizasyon saglamak amaciyla



PZR uygulamalar ile sekans dizimleri saglanmali ancak bu sayede mikroorganizmanin

identifikasyonu ve spesifikasyonu belirlenebilmektedir (Breitschwerdt ve ark 1998).

Hastaligin akut doneminde cogunlukla siddetli trombositopeni, hafif veya orta
dereceli hafif 16kopeni ve anemi (genellikle normositik, normokromik, non-rejeneratif)
gozlenmektedir (Kuehn ve Gaunt 1985, Dagnone ve ark 2003, Castro ve ark 2004).
Trombositopeni infeksiyondan sonraki 10-20. giinlerde ortaya c¢ikmakta ve biiyiik,
rejeneratif trombositler es zamanli olarak artabilmektedir. Hafif 16kopeni infeksiyondan
sonra 3—4 hafta goriilmekte ve bunu 16kositoz ve monositozis takip etmektedir (Kuehn ve

Gaunt 1985, Dagnone ve ark 2003).

Hastaligin ~ subklinik ~ doneminde  hafif derecede bir trombositopeni
goriilebilmektedir. Notrofil sayisinda bir azalma bildirilirken eritrosit parametrelerinin

onemli derecede etkilenmedigi rapor edilmektedir (Kuehn ve Gaunt 1985).

Ciddi trombositopeni, lokopeni ve anemi KME’nin kronik doneminde siklikla
rastlanilan  hematolojik  degisikliklerdir. Pansitopeni, hiposeliiler kemik iliginin
baskilanmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Breitschwerdt 2000). Monositozis
ve lenfositozis goriilebilmektedir. Eozinopeni ve lenfopeni, endojen ve ekzojen
glukokortikoitlere karsi yanit olarak sekonder olarak saptanabilmektedir (Breitschwerdt
2000, Wanner ve Harrus 2000).

KME ile enfekte kopeklerde sik karsilasilan biyokimyasal parametreler
hipoalbuminemi, hiperglobinemi ve hipergamaglobulinemidir.  Serum  globulin
konsantrasyonu hastalifin seyri siiresince belirgin olarak artmaktadir. Infeksiyondan
sonraki 1-3. haftalarda bu artis siklikla gézlemlenmektedir (Wanner ve Harrus 2000).
Pansitopeni goriilen enfekte kopeklerde, goriilmeyenlere oranla serum total protein ve
globulin  konsantrasyonlarinin  (6zellikle gammaglobulin) daha diisik oldugu
bildirilmektedir. Bu durumun E. canis ile enfekte pansitopenik kopeklerin sekonder
infeksiyonlara kars1t daha duyarli olmasinin nedenlerinden biri oldugu rapor edilmektedir

(Waner ve Harrus 2000).

KME’li kopeklerde 6zellikle akut donemde serum alkalen fosfataz (ALP) ve alanin
aminotransferaz (ALT) aktivitelerinde gecici siireyle hafif bir artis s6z konusudur
(Breitschwerdt 2000). E.canis ile deneysel enfekte kopeklerde akut donemde, gegici

proteiniiri, glomeruluslarda immunkompleks birikimi, kalici minimal glomeriiler
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bozukluklar ve membranoproliferatif glomerulonefritis belirlenmektedir (Codner ve Farri-
Smith 1986, Codner ve Maslin 1992, Codner ve ark 1992, Igbal ve Rikihisa 1994). Kronik
donemde ise siirekli antijenik uyarima bagli olarak glomeruluslarda immunkompleks
birikimi artmakta ve membranoproliferatif glomerulonefritis ilerlemektedir (Breitschwerdt
1995). Proteiniiri, ehrlichiosisli kopeklerin yaklasik yarisinda bulunmaktadir. Azotemi
prerenal kokenli ya da sekonder olarak basli basina renal hastaliktan
kaynaklanabilmektedir. Ehrlichiosisli kopeklerde esas renal azotemi, glomerulonefritis ve

renal interstitial plasmositozis sonucu olugmaktadir (Grene 1990).

1.1.6. Tam

E. canis’ in tanisinda lenf nodiilii aspirasyonunda (Mylonakis ve ark 2003),
dalaktan alinan aspirasyonlarda (Faria ve ark 2010) ve buffy coat (Elias 1991) ta E. canis’
in morula formalarina ve inkliizyon cisimciklerine rastlanmakta; spesifik antikor tespiti
icin indirekt IFAT (O’ connar ve ark 2006) ve antijenik tan1 amaci ile PZR
kullanilmaktadir (Nakaghi ve ark 2008).

KME’ in tamisinda kan siirme frotilerinden hazirlanan  preparatlarin
degerlendirilmesinde monositler igerisinde tipik E. canis morulalarinin goriilmesi tanisiy1
desteklemektedir. Morulalar mikroorganizmalarla yogun olarak bir arada bulunan elektron
mikroskobik cisimciklerdir (Hildebrandt ve ark 1973, Harrus ve Waner 2011). Etkene ait
morulalarin mikroskobik olarak belirlenmesi olgularin yalnizca % 4’ tinde miimkiindiir
(Woody ve Hoskins 1991, Harrus ve Waner 2011). Cok sayida siirme froti hazirlanmast, E.
canis morulalarinin saptanma sansini artirmaktadir. Ancak 1000 adet immersiyon objektif
sahas1 mikroskobik olarak incelendiginde siirme frotilerin duyarlili§i % 66 civarinda tespit
edilmigtir. Kemik iliginden hazirlanan siirme frotilerin 1000 adet immersiyon objektif
sahasinda ki duyarlilig1 % 34’ diir. (Mylonakis ve ark 2003, Harrus ve Waner 2010).
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*Resim 1a ve Resim 1b ADU Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Klinigi arsivinden alinmistir.

KME ile infekte kopeklerde kan siirme frotileri reaktif monositleri eritrofagositozis,
trombofagositozis, niikleer materyalin fagositozu ve trombositleri igerebilmektedir. Ancak
eritrositlerde morfoloji ¢ogu olguda degismemektedir (Harrus ve ark 2007). Hastaligin
ileriki agamalarinda yogun granuler lenfositozis sekillenebilmektedir. Wright- Giemsa ile
boyanmis frotide 200 lenfositin yaklasik % 50 sinde azurofilik granuller sekillenmektedir.
Son s6zii edilen hiicrelerde niikleuslar hasar gérmiistiir veya olgun niikleer kromatinle yer
degistirerek biiyiik granuler lenfosit olusumu meydana gelmektedir (Heep ve ark 2003).
Klinisyenler bu fenomon yiiziinden yanliglikla lenfositik 16kemi tanis1 koyabilmektedirler (

Harrus ve Waner 2011).

Ayrica kan siirme frotilerinin degerlendirilmesi KME ile ko-infekte diger vektor
kaynakli patojenler olan ve hastalik iizerine etkileri bulunan diger etkenlerin tespitinede
yaramaktadir (Gal ve ark 2007).

KME’ nin teshisinde bir¢ok serolojik yontem bulunmaktadir. Anti E. canis
antikorlarmin belirlenmesinde altin standart indirekt immun florasan antikor testidir. Bu
testte belirlenen Ig M seviyelerinin E. canis’ e maruz kalan kopeklerde s6z konusu
antikorun hastalik esnasinda kandaki seviyelerinin diizensiz olarak artis1 nedeniyle
gercekei bir indikator olmamaktdir (Mc Bryte ve ark 2003). Buna kasin E. canis’ e
saptanan kopeklerde IgG titrelerinin > 1/ 40 olmasi pozitif kabul edilmektedir. Akut

infeksiyonlarda 7- 14 giin arayla ardisik olarak yapilan IFA testinin uygulanmasi
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Onerilmekte ve bu test ile antikor titrelerinde ki 4 kat veya daha fazla artis aktif bir
infeksiyona isaret etmektedir (Harrus ve Waner 2011). Anti Ehrlichial IgG antikorlar
infeksiyon sagaltildiktan aylar ya da yillar sonra dahi persiste olarak kalmaktadir (Bartsch
ve Greene 1996 ).

IFA testi diginda KME’ nin tamisinda ELISA testide kullanilmaktadir (Harrus ve
ark 2002). E. canis Ig antikorlarinin belirlenmesinde Dot-ELISA ydnteminin ticari olarak
olusturulmus test kitleri bulunmaktadir. ELISA yo6ntemiyle ¢alisan Snap3Dx (Hegarty ve
ark 2009), Snap 4 DX test kitleri (Carrade ve ark 2011) major immunodominant E. canis
proteinleri olan P30 ve P30-1 in tanisina dayanmaktadir (IDEXX laboratuarlar) (Harrus ve
ark 2002). Daha 6nce israil’de E. canis ile infekte kopeklerde yapilan bir ¢alismada SNAP
3 DX testinin spesifitesinin oldukc¢a yiiksek oldugu bildirilmistir. S6z konusu calismada
yazarlar Dot-ELISA test kitlerinin yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip oldugunu
belirtmisleridir. Ayni yazarlar ilk antikorun belirlendigi siirecten sonraki 1-2 hafta
icerisinde ELISA testinin tekrarlanarak bu testin sensitivitesinin daha da arttirilacagini
belirtmislerdir (Harrus ve ark 2002). SNAP 4 DX test kitlerinin E. canis’ in yillik
monitorizasyonunun saglanmast i¢in ve s6z konusu infeksiyonun klinik 6neminin
belirlenmesi amaciyla yilda bir kez tekrarlanmasi gerekmektedir. Ancak test sonuglarinin
trombosit sayimlart ve molekiiler bulgularla birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir

(Hegarti ve ark 2009).

1.1.7. Sagaltim ve Korunma

Semisentetik tetrasiklin tiirevi olan doksisiklin, KME’ nin sagaltiminda ilk sirada
tercth edilen geleneksel ilaglardan biridir. Akut KME de doksisiklin infeksiyonun
eliminasyonu ag¢isindan oldukca etkili bir secenek olmasina ragmen (Harrus ve ark 2004,
Breitschwerdt ve ark 1998), subklinik ve klinik E. canis infeksiyonlarindaki etkinligi
tartismalidir (Wen ve ark 1997, Harrus ve ark 1998, Schaefer ve ark 2008, Eddlestone ve
ark 2006). Doksisiklinin giiniimiizde onerilen dozu oral yolla 5 mg/kg giinde iki kez en az
4 haftadir (Neer ve ark 2002). Ancak kronik infekte kopeklerde daha uzun siireli bir
kullanim gerekebilmektedir (Harrus ve ark 1999). Oral doksisiklin sagaltimi1 esnasinda
mide bulantis1 ve kusma siklikla karsilagilan yan etkiler oldugundan s6z konusu ilacin
yemekle karistirilarak verilmesi gerekmektedir. Diger tetrasiklin tlirevlerinin (minosiklin,
tetrasiklin, oksitetrasiklin), kloramfenikol, enrofloksasin veya imidocarb dipropionatin E.

canis infeksiyonunda ki rolleriyle ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Mylonakis ve ark
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2010). imidocarb dipropionatin E. canis ile dogal ve deneysel infeksiyonlarda etkili
olmadig1 tespit edilmistir (Eddlestone ve ark 2006, 2007). Yakin zamanda yapilan
calismalardan birinde deneysel olarak olusturulan subklinik E. canis infeksiyonunun
sagaltiminda 15 mg/ kg dozunda rifampin oral yolla giinde 2 kez kullanimiyla sagaltim
etkinligi saglandig: bildirilmistir (Schaefer ve ark 2008). Ancak rifampinin doksisikline bir
alternatif olarak kullanilip kullanilmayacagi konusunda daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

E. canis ile infekte pansitopenik ve siddetli hasta kopeklerde yasama sansini
artirmada destekleyici sagaltim amaciyla dengeli kristaloid soliisyonlar ve/veya tam kan
transfiizyonlart uygulanabilmektir. Ayrica pratik olmamakla birlikte trombosit
komponentlerinin nakli de yapilabilmektedir. Tam kan nakliyle 20 kg lik bir kopekte
trombosit sayist 20.000 ila 30.000/ pl arttirilabilmektedir ve bdylelikle devam eden
hemorajinin  durdurulmasina yardimci olabilmektedir (Lewis 2000). Demir siilfat
birlesiklerinin (100-300 mg giinliik peroral 3 ila 5 ay siireyle) oral doksisiklin tedavisinden
en az 2 saat once veya daha sonra uygulanmasi endike olmakla birlikte kronik KME li
kopeklerde demir depolarinin tiikenebilmesi muhtemelen kronik hemorajiye yatkinlikla
iliskilendirilebilmektedir (Mylonakis ve ark 2010).

E. canis ile infekte trombositopenik ve mevcut kanamasi bulunan 3 kopekte 1pg/kg
subkutan yolla her 24 saatte bir toplam 3 kez uygulanan desmopressin asetatin trombosit
sayis1 ve fibrinojen miktarinda belirgin bir artis sagladigi, pT ve aPTT de belirgin bir
azalmaya neden oldugu boylelikle KME tarafindan olusturulan hemorajik bozukluklarin
giderildigi bildirilmektedir (Giudice ve ark 2010).

KME ile infekte kopeklerde siddetli (nétrofil sayisi< 1000/ul) ve persistent (2
haftadan daha uzun siire) notropenik durumlarda proflaktik amacla antibiyotiklerin
kullanimi hayati tehtit eden bakteriyel infeksiyonlarin riskini azaltmaktadir (Abrams-Ogg
2000). KME ile iligkili pansitopenilerde baslangigta ki antibiyotik se¢imi gram negatif ve
gram pozitif aerobik bakterileri se¢ici olarak azaltan ve trombosit fonksiyonlar1 {izerine
minimal etkinligi bulunanlar arasindan sec¢ilmelidir (Abrams-Ogg 2000). Bu baglamda
myelosupresik KME de sulfonamidler, kloromfenikol ve penicilinlerden kagiilmalidir
(Abrams-Ogg 2000, Stokol 2000, Weiss 2003). Asemptomatik notropenik kopeklerde
florokinolonlar doksisikline ilave olarak nétrofil sayisini arttirana dek kullanilmaktadir
(Mylonakis ve ark 2010). KME ile infekte herhangi bir kopekte profilaktik sagaltima
ragmen ates gelistiginde antibiyotik se¢imine kiiltiir ve duyarlilik testlerine gore karar

verilmelidir ancak bunlar uygulanamadigi takdirde intravendz florokinolon ve herhangi bir
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betalaktam (sefazolin 30mg/kg 8 saatte bir intarvendz veya intramuskuler vb gibi)
verilmelidir. Eger 2 giin igerisinde ates diismedigi takdirde bu protokole metronidazol (15
mg/kg 8 saatte bir intravendz) uygulanarak anaerobik spektrum genisletilebilir
(Myolonakis ve ark 2010).

KME ile infekte anemik veya pansitopenik kopeklerde hematopoiyetik biiyiime
faktorleri (rekombinant insan granulositik koloni stimiilatorii ve rekombinant human
eritropoietin) nin kullanilabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Aroch ve Harrus
2001, Paddock ve ark 2003,). KME ile infekte kopeklerde yapilan bir ¢alismada filgrastim
5 ng/ kg subkutan yolla giinde bir kez toplam 5 giin uygulandigi siddetli pansitopenik 3
kopegin birinde pansitopeni giderilmistir (Myolonakis ve ark 2010).

Glukokortikoidler KME ile infekte kopeklerde hastaligin immun kdkenli klinik
bulgularin1 hafifletmede tercih edilmektedir. KME nin miyelosupresif formunda
glukokortikoidlerin tamamen yararli olduguna dair net bir bulgu bulunmamakla
(Myolonakis ve ark 2010) birlikte immun kokenli kemikiligi yikimlanmasi disinda
kullanilmamalidir (Shipov ve ark 2008).

Pansitopenik 16kopenik nétropenik veya anemik kopeklerde, ozelliklede Alman
Coban kopeklerinde prognozun ¢ok zayif oldugu bildirilmektedir (Shipov ve ark 2008,
Mylonakis ve ark 2004, Harrus ve ark 1997).

1.2. Anaplasma phagocytophilum

1.2.1. Etiyoloji

A. phagocytophilum tiim Avrupa iilkelerinde, memeliler ve kenelerde Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ile tespit edilmistir (Strle 2004). A. phagocytophilum evcil
ruminantlarin yani sira kedi (Bjo ersdorff ve ark 1990), kopek (Bellstro'm 1989, Jennifer
ve ark 2009, Bjo“ersdorff ve ark 1990), kemirgenler (Liz ve ark 2000, Christova ve
Gladnishka 2005), geyikler (Jenkins ve ark 2001)ve insanlarda (Petrovec ve ark 1997) da
identifiye edilmistir.

Avrupa’ da A. phagocytophilum’ un vektorii olarak Ixodes ricinus olarak tespit
edilmistir (Strle 2004). Ancak A. phagcytophilum’ un diger kene tiirleri olan;
Haemaphysalis punctata  (MacLeod  1962), I. persulcatus  (Alekseev  ve  ark
1998), 1. trianguliceps (Ogden ve ark 1998) ve Riphicephalus sanguineus (Alberti ve ark
2005) ile de iliskisi olabilecegi bildirilmektedir. Son yapilan ¢alismalarda Avrupa’ da A.

phagocytophilum ile infekte I. ricinus kenelerinin gogmen kuslarla dagiliminin 6nemli
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oldugu belirlenmistir (Alekseev 2001, Bjo“ersdorff 2001, de la Fuente ve ark 2005,
Skoracki 2006).

Avrupa’ da A.phagocytophilum ile infekte I. ricinus kenelerinin bélgeden bolgeye
ve bolgeler arasinda gelisimlerinde prevalans degismektedir. Nimf formlarinda ki

prevalans % 0,25- 25 arasinda degismektedir (Walker ve ark 2001).

Giliniimiizde koyun (Stuen ve ark 1998), at (Franze n 1999), kopek (Egenvall ve ark
2000), kirmiz1 geyik (Stuen ve ark 2001) ve sigir (Larsson ve ark 2006) gibi tiirlerde
A.phagocytophilum ile persiste infeksiyon tespit edilmistir. Persiste infekte bireylerin
cografik bolgeler arasindaki hareketleri hastaligin yayilmasina sebep olmaktadir (Brayton
2001).

1.2.2. Patogenez-Hastaligin Bulasma Seyri

A. phagocytophilum kene ile transtadiyel olarak bulasmakta ve bulagsmanin
sekillenmesi i¢in kenenin konaker iizerinde 36-48 saat durmasi gerekmektedir (Hodzic ve
ark 1998a, Katavolos ve ark 1998). S6z konusu mikroorganizma iki farkli forma doniiserek
cogalmaktadir; bunlardan ilki konakgidaki hiicresel hedeflere baglanan kiiciik koyu
cekirdekli hiicre formu ve ikinci formu olusturan intraseliiler olarak ¢ogalan ve takiben
yogun ¢ekirdekli olgun hiicrelere doniigsen retikiilosit tarzi hiicrelerdir (Popov ve ark 2007,
Popov ve ark 1998, Lai ve ark 2009). A. phagocytophilum ile infekte insanlarda yapilan
caligmalarda anilan bakterinin nétrofillerin ylizeyindeki siliali alanlara baglandigr ve
bununda P selektif glikoprotein ligandi (PSGL-1) olarak adlandirilabilecegi
bildirilmektedir (Goodman ve ark 1999, Herron ve ark 2000, Rikihisa 2006). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda A. phagocytophilum’ un infeksiyon olusturabilmesi ve konakgi
hiicreye adaptasyonu i¢in bakteriyal komponent sistemini kullanarak siklik di-GMP’ ye
ihtiya¢ duyduklar1 tespit edilmistir (Herron ve ark 2000). S6z konusu bakterinin
intraselliiler yasam dongiisii ve replikasyonu agisindan anahtar model nétrofil-bakterisidial
fonksiyonlarin ortadan kaldirilmasina yoneliktir. Asil 6nemli olan adi gecen bakterinin
notrofil sliperoksit tiretimini baskilamasidir (Rikihisa 2006, Carlyon ve ark 2006). Buna
ilaveten A. phagoctophilum’ un noétrofil motilitesi ve fagositozisi azaltigi ayrica
notrofillerin endotelyal olarak yapigsmasini ve gogiinii engelledigi bildirilmektedir (Garyu
ve ark 2005). Notrofillerin tipik olarak dokulara gisinden 6nce dolasimda 10- 12 saat
kaldiklar1 ve daha sonra apoptozis yoluyla o6ldiikleri bilinmektedir. Ilging olarak A.

phagocytophilum hem in vitro hem invivo ortamda nétrofil apoptozisini geciktirdigi,
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nétrofillerin yasam siiresinin uzamasina neden oldugu ve bdylelikle normalde kisa yasam
stiresine sahip kimi 16kositleri morula olusturmasimna neden oldugu bildirilmektedir
(Rikihisa 2006, Carlyon ve ark 2006, Borjesson ve ark 2001). Hiicreden hiicreye bakteriyel
transfer mekanizmas1 tam olarak agikliga kavusturulmamis olmasma ragmen bu
mikroorganizmayla infekte hayvanlarda interlokin- 8 saliniminin rol oynadig
diistiniilmektedir (Akkoyunlu ve ark 2001, Scorpio ve ark 2004). Bunun yani sira A.
phagocytophilum un insanlarda kemikiligini (Klein ve ark 1997), endoteliyal hiicreleri
(Munderloh ve ark 2004) ve megakaryosit hiicreleri (Granick ve ark 2008) bildirilmektedir.

A.phagocytophilum infeksiyonlarinin ¢ogunlukla hafif diizeyden orta siddete kadar
degisen derecelerde trombositopeniye ayrica notropeni, lenfopeni, anemi gibi diger
sitopenilerede neden oldugu tespit edilmistir (Carrade ve ark 2009). S6z konusu
hematolojik anormalliklerin mekanizmasi tam olarak acgikliga kavusturulamamistir. A.
phagocytophilum PSGL-1 in agiga ¢ikmasina neden olan megakaryositik kok hiicrelerine
girmekte, buna ragmen s6z konusu infeksiyon megakaryositlerin trombosit iiretim
yetenegini bozmamaktadir (Granick ve ark 2008). Granulasitik anaplasmozisle infekte
insan (Wong ve ark, 1998) ve kopeklerde (Granick ve ark 2008) antiplatelet antikorlarinin
varligr serumda ispatlanmistir. Bununla iligkili olarak trombositopeninin olusumunda
immun aracilikli mekanizmalarin rol oynadigi diistiniilmektedir. Ancak akut hastalik
tablosunda olusan trombositopenin yukarda sdylenilen antikorlardan once sekillenmesi ve
B veya T hiicrelerine sahip olmayan farelerde immun yetmezlikle iligkilendirilmesi diger

mekanizmalarinda 6nemli olabilecegini diistindliirmektedir (Borjesson ve ark 2001).

A. phagocytophilum ile infeksiyon durumunda bozulmus nétrofil fonksiyonlari ve
16kopeninin sonucu olarak sekunder firsat¢i infeksiyonlar gelisebilmektedir (Carrade ve
ark 2009). Oppurtinistik infeksiyonlar granulositik anaplasmozisli insanlarda ve
kopeklerde mortalitenin olasi bir nedeni olarak goriilmektedir (Goodman ve ark 1999,
Bakken ve ark 2008, Lepidi ve ark 2000). A. phagocytophilum’ la infekte insanlarda
notrofil fonksiyonlarmin bozulmasinin Borreliozisle koinfeksiyonlara neden olabilecegi
tespit edilmistir (Nyarko ve ark 2006). Granulositik anaplazmozis kopeklerde basli basina
bir infeksiyon olmakla birlikte patogeneziyle ilgili halen yeterli sayida literatiir
bulunmamaktadir. Bu infeksiyonda olusan doku hasari bakterinin kendi olusturdugu
patognezden ziyade konak¢inin yangisal cevabina baglh olarak sekillenmektedir (Dumler
ve ark 2007). Insanlara da s6z konusu infeksiyonun patogeneziyle ilgili yine kisith bilgi

bulunmakla birlikte splenik lenfoid gollenme, makrofaj agregasyonu ve karaciger i¢inde
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apoptozisi, parakortikal lenfoid hiperplazisi ve retikuloendotelyal sisteminin igindeki
hemofagositik hiicrelerin rol oynadig: diistiniilmektedir (Lepidi ve ark 2000). Granulositik
anaplazmozisli at ve insanlarda mikroskobik patolojik degisiklikler olarak nekrotize
vaskulutis, hyalin trombozisi ve perivaskuler hiicre infiltrasyonu tanimlanmistir (Franze n
ve ark 2007, Bakken ve ark 2008). Tanimlanan bu vaskuler degisikliklerin dissemine
intravaskuler koagulasyona yorumlanabilmektedir (Bakken ve ark 2008). Olusan doku
hasar1 infekte notrofiller tarafindan salinan yangi mediatorlerinin ya da prokoagulent
aktivite uyarict monosit doku faktoriiniin salinmasiyla iligkili oldugu saptanmistir (Behl ve
ark 2000). insan Granulositik Anaplazmozisinde olusan makrofaj aktivasyonu yiiksek
serum ferritin, interlokin ve interferon konsantrasyonlariyla iliskilendirilmistir (Dumler ve

ark 2007).

A. phagocytophilum infeksiyonlarinda olusan immun cevap tam olarak
tanimlanamamistir. Interferon gama tdretiminin A. phagocytophlium infeksiyonlarinin
baslangic kontroliinde ¢ok onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Egenvall ve ark
2000).

T hiicre aracilikli hiicresel bagisikligin genellikle intraseliiler patojenlerin bagisiklik
sistemi tarafindan temizlenmesinde en 6nemli roli lstlendigi bilinmekle birlikte, fare
modelinde elde edilen bilgiler 1s18inda ehrlichial tiirlerin humoral bagisiklikla yok
edilmesinde bu hiicrelerin ¢ok énemli rol aldig1 diistiniilmektedir (Winslow ve ark 2005,
Sun ve ark 1997). Bu bakteriye maruz kalinmasi sonrasinda infeksiyonun ekstraseliiler
fazinda antikorlar olugsmaktadir. Olusan bu antikorlar ehrlichial tiirlerin intraseliiler
komponentlerine girmekte veya fagositik aktiviteyi arttirmaktadirlar (Winslow ve ark

2005).

1.2.3. Klinik Bulgular

A. phagocytophilum ile infekte hayvanlarda ortak klinik bulgu 1-2 haftalik
inkubasyon periyodundan sonra meydana gelen yiiksek ates ve letarjidir. Letarji hemen
hemen enfekte biitiin kdpeklerde bildirilmistir (Egenvala ve ark 1997, Poitout ve ark 2005,
Greig ve ark 1996). Hastaliktan etkilenen kopeklerin %90 ninda yiiksek ates tespit
edilmistir. Bu kopekler de rektal viicut sicakligi 39,2 — 41,4C arasinda degismektedir
(Jennifer ve ark 2009, Ebberts ve ark 2011). Kopeklerin % 44-88 inde istah kaybi veya
anoreksia bildirilmektedir (Poitout ve ark 2005, Greig ve ark 1996, Kohn ve ark 2008).

18



Kas ve iskelet sistemi bulgulari, hareket etmede isteksizlik ve topallik yaygin olarak
saptanmaktadir. Avrupa’ da yapilan bir ¢alismada A. phagocytophilum ile infekte 18
kopekten 2’ sinde (Skotarczak 2004), ABD’ de yapilan farkli bir ¢calismada 8 kdpekten 5°
inde (Poitout ve ark 2005), farkli ¢alismalarda 17 kopekten 1° inde (Greig ve ark 1996)
topallik bildirilmistir. S6z konusu infekte kopeklerin bazilarinda topalligin sebebi
notrofilik poliartiritis olabilmektedir (Skotarczak ve ark 2004, Foley ve ark 2007, Ebberts
ve ark, 2011).

A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde Oksiiriik sekillenmektedir ve tipik olarak
yumusak ve kuru bir oksiirik meydana gelir (Poitout ve ark 2005, Plier ve ark 2009). A.
phagocytophilum ile infekte kopekten alinan bir toraks radyografisinde intersitisyel
infiltrasyon alanlari ile alveollerde fokal inftrasyon odaklar1 ve trakeal yikamadan sonra

biiyiik nétrofillerin igerisinde morulalar tespit edilmistir (Plier ve ark 2009).

Anaplazmosisli kopeklerde polidipsi, solgun mukozalar, kusma, ishal ve hemoraji
gibi gastrointestinal belirtiler, mukozal petesi, melena ya da burun kanamasi seklinde
kanama bozukluklar tespit edilmektedir (Poitout ve ark 2005, Greig ve ark 1996, Kohn ve
ark 2008, Ebberts ve ark, 2011). Yakin zaman diliminde ates, kusma ve hipersalivasyon
gibi anamnezle klinige gotiiriilen kopeklerde granulositler i¢indeki morula formu ve PZR
ile infeksiyonun tanisi konulabilmektedir. Ayrica fiziksel muayene veya radyografik ve
ultrasonografik goriintiileme sonrasi splenomegali ve lenfadenopati tespit edilir (Greig ve
ark 1996, Kohn ve ark 2008). Infeksiyonun kopek ve fare modellerinde reaktif lenfoid
hiperplazi ve ekstramedullar hematopoezis oldugundan dolayr splenomegali ve

lenfadenopati mevcuttur (Egenvall ve ark 1998, Hodzic ve ark 1998b).

Graniilositik Anaplasmozisli insanlarda nadir olarak cerebrospinal sivi igerisinde
etken saptanmis ve norolojik bulgularda tespit edilmistir (Lee ve ark 2008). Granulositik
anaplazmosiz ile infekte 17 kopegin 2 sinde norolojik bulgularla ataklar ve propriyoseptif
eksiklik tespit edilmistir fakat atak geciren kopeklerde gecmiste idiopatik epilepsi
varhigiin olduguda saptanmustir (Greig ve ark 1996). Kopeklerde ki norolojik isaretler ve
hastaliklar arasindaki iligki; incelendiginde 6nceden yapilan bir ¢alismada 248 kdpegin
yalnizca birinde tespit edilen sinir sisteminde ki bozuklugun belirgin olmadig
vurgulanmistir (Ja“derlund ve ark 2007). ABD’ de menenjitli kdpeklerde beyin omurilik
stvisndan yapilan sitolojik yoklamada granulositik morula tespit edilmistir. S6z konusu

kopeklerde karsilasgtirmali serum antikor titreleri sirasiyla en yiiksek E. canis (Garyu ve ark
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2005, de la Fuente ve ark 2005), R. ricketsii (Bown ve ark 2008, Martin ve ark 2001) ve A.
phagocytophlium’ dur (de la Fuente ve ark 2005).

1.2.4. Laboratuvar Bulgularn

Graniilositik anaplasmozisteki hematolojik degisiklikler eritropeni, trombositopeni
(Bexfield ve ark 2005), diisiik hemoglobin ve hematokrit seviyeleri (Ebberts ve ark 2011),
nétrofili ile karakterizedir (Kirtz ve ark 2005).

Anaplazmosiste en sik rastlanilan laboratuvar bulgusu kopeklerin % 90 ninda
meydana gelen trombositopenidir (Greig ve ark 1996, Poitout ve ark 2005, Beall ve ark
2008, Ebberts ve ark 2011). Trombositopenik kopeklerdeki trombosit sayilart 5.000 ila
164.000 trombosit/puL araliginda oldugu bildirilmektedir (Greig ve ark 1996, Egenvall ve
ark 1997, Poitout ve ark 2005, Kohn ve ark 2008). Infekte kopeklerde mevcut kemik
iliginde ki megakaryosit ve olgunlasmamis megakaryosit sayist normal kdpeklere gore
daha fazladir ¢iinkii trombositopeni trombosit yikimindan dolayr gelisebilmektedir
(Lilliehook ve ark 2008). Etkilenen kopeklerin cogunlugunda az siklikta lenfopeninin ya da
lenfositozis ile birlikte oldugu belirtilmistir (Greig ve ark 1996, Poitout ve ark 2005, Kohn
ve ark 2008). Amerikada yapilan bir ¢caligmada A. phagocytophilum ile infekte kopeklerin
bir kisminda non rejeneratif ve orta siddette anemi saptanmistir (Greig ve ark 1996, Poitout
ve ark 2005). Almanyada ki bir bagka calismada 18 kopegin 11’ inin anemik oldugu ve
hematokriti degerinin % 39 ile % 19 arasinda belirlendigi saptanmistir (Kohn ve ark 2008).
Bu anemik kopeklerin 8 de 3’ iinde aneminin rejeneratif oldugu belirlenmistir.
Hematolojik bulgular olarak nétropeni ve nétrofili tespit edilmis buna ragmen etkilenen
kopeklerin cogunda notrofil sayisinin referans araliginin yarisi kadar oldugu saptanmistir
(Greig ve ark 1996, Egenvall ve ark 1997, Poitout ve ark 2005). Amerikada monositopeni
infekte 3 kopekten birinde tespit edilmistir (Greig ve ark 1996, Egenvall ve ark 1997).
Ayni zamanda Almanyada ki bazi kopeklerde monositozis rastlanmistir (Kohn ve ark
2008). Hipoalbunemi, hiperglobulinemi ve orta diizeyde hepatik enzim diizeylerde artis
¢ogu infekte kopegin biyokimya profilinde gozlenmistir (Greig ve ark 1996, Egenvall ve
ark 1997, Gravinove ark 1997, Poitout ve ark 2005). Kuzey Amerikada hastaliktan
etkilenen kopeklerin %88 inde yiiksek alkalen fosfat aktivesi tespit edilmistir. Avrupada
Granulositik Anaplasmozisli 22 kopegin 5 inde hiperbilurubinemi bildirilmistir (Greig ve
ark 1996, Egenvall ve ark 1997, Gravinove ark 1997, Poitout ve ark 2005).
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1.2.5. Tam

Insan Granulositik Anaplasmozisinin tanisinda klinik ve laboratuvar bulgularin
yani sira asagida ki kriterler dikkate alinmaktadir.

1. A. phagocytophilum antikor titresinin > 80 olarak tespit edilmesiyle birlikte
notrofillerin igerisinde morulalarin iki tarafli saptanmasiyla

2. Antikor titresinde 4 hafta igerisinde ki 4 kat artis veya azalis

3. A. phagocytophilum’ un primerleri kullanilarak elde edilen pozitif PZR sonuglari

4. Kanda A. phagocytophilum’ un izolasyonu (Foley ve ark 2008).
Bu kriterler kopeklere de uygulanabildigi gibi tanida etken izolasyonu rutin olarak

kullanilmamaktadir.

Sitolojik muayenede Romanowsky ile boyanan periferal kan frotilerinde nétrofiller
icerisinde morula goriilebilir. Buna ragmen endemik bolgelerde ki kdpeklerin periferal kan
frotilerinde noétrofiller igerisinde morula formlarimin  saptanmast  bunlarin =~ A.
phagocytophilum olma olasigmin yiiksek olmasi yani sira ehrlichia tiirleri ilede
karisabilmektedir (6rnegin E. ewingii); bunlarin ayirici tanisi igin PZR ve serolojik testler
kullanilmaktadir. Yapilan 4 ¢alismada A. phagocytophilum saptanan kdpeklerin sirasiyla %
36, 56, 67 ve 100’iinde notrofil icerisinde morula saptanmistir (Greig ve ark 1996,
Egenvall ve ark 1997, Gravinove ark 1997, Poitout ve ark 2005, Kohn ve ark 2008). Akut
infeksiyonlarda bu oranin % 7-32 arasinda degistigi bildirilmektedir (Greig ve ark 1996,
Egenvall ve ark 1997, Gravinove ark 1997, Poitout ve ark 2005). Deneysel olarak infekte
kopeklerde inokulasyondan en az 4 giin sonra morula formunun goziiktiigi ve 4- 8 giin

daha goriilmeye devam ettigi saptanmistir (Egenvall ve ark 1998).

Dalak dokusu, periferal kan, kemik iligi, buffy coat da A. phagocytophilum
DNA’sinin tespit edilmesi i¢in ¢esitli konvensiyonel yontemler ve gergek zamanli PZR

gelistirilmistir (Egenvall ve ark 2000).

Kopeklerde Anaplasmozis’in teshisinde geleneksel ve klasik yontem olarak perifer
kanda bulunan nétrofillerdeki morulalarin mikroskopik olarak belirlenmesinin hastaligin
akut fazinda miimkiin olacagi, bununla beraber, deneysel calismalarda inokulasyonu
takiben 4 ila 14. giinler arasinda perifer kanda mikroorganizmanin belirecegi ve 8 giin
boyunca kanda kalacagi bildirilmektedir (Egenvall ve ark 1998). Etkene ait morulalarin

kanda noétrofillerin % 1 ila 27’sinde goriilebilecegi saptanmistir.
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Hastaligin serolojik olarak tespitinde siklikla kullanilan y6temler immun flérasan
antikor teknigi (IFAT) ve hizli diagnostik ELISA test kitleridir. Deneysel calismalarda
periferal kanda morula belirdikten 2-5 giin igerisinde serokonversiyon sekillendigi
belirlenmistir. Ozellikle 1:80° e esit veya daha yiiksek titreler IFAT testinde A.
phagocytophilum antikorlar1 yoniinden pozitif olarak kabul edilmektedir. Bir diger analiz
olarak kullanilan hizli Elisa testlerinin kullanildigi ¢alismalarda sensitivite ve spesifitesi %
99,4 ve %100 olarak belirtilmistir (Chandrashekar ve ark 2007). Yine bu hastaligin
tanisinda 6nemli tan1 yontemlerinden biride PZR testidir (de la Fuente ve ark 2005, Torina
ve ark 2007).

1.2.6. Sagaltim ve Korunma

Hastaligin klasik sagaltiminda diger Ehrlichia tiirlerinde oldugu gibi tetrasiklin
tiirevi ilaclar, 6zellikle doksisiklin tercih edilmektedir. Onerile doz genellikle 5-10 mg/kg
giinde 2 kez olmak iizere 30 giindiir (Greig ve Armstrong 2006, Breitschwerdt ve ark
1998). Tetrasiklin tiirevlerinin uzun siireli kullanimi, gebe hayvanlarda f6tiis iizerine olan
yan etkileri, dislerde renk deigsikligine neden olusu ve gastrointsetinal sistem yan etkileri

nedeniyle alternatif ila¢ kullanimina ihtiya¢ oldugu agiktir.

Ates, topallik ve istahsizlik sikayetleri bulunan 11 aylik yasta Golden Retriever 14
giin siireyle oral doksisiklinle sagaltilmis ve klinik bulgularin 6 giin igersinde giderildigi
rapor edilmistir (Melter ve ark 2007). Letarji, keyisizlik ve gii¢ yiiriime sikayetiyle klinige
gotiirilen 7 yash labrador kopekte 3 hafta siireyle oral doksisiklin kullanilmis ve tiim
hematolojik parametrelerin diizeldigi, klinik bulgularin ortadan kalktigi tespit edilmistir
(Lester ve ark 2005). 4. phagocytophilum ‘ 1a infekte 34 kopegin 31 tanesinde doksisiklinle
sagaltim uygulanmis klinik bulgu ve atesin 3 ila 5 giinde geriledigi trombosit sayimlarinda
ortanca deger olarak 7 giin igerisinde normal degerlere dondiigii tespit edilmistir (Granic ve
ark 2009). Letarjik, istahsizlik ve topalligin yaygin olarak goriildiigii A. phagocytophilum
ile infekte kopeklerde yaplan bir bagka calismada doksisiklinle sagaltima ragmen klinik
bulgularda niiks gozlendigi bildirilmistir (Mazepa ve ark 2010).
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1.3 Trombosit indeksleri

Veteriner hekimlikte bir¢ok hastalikta benzer sekilde olgularin degerlendirilmesine
muhakkak dikkatli bir anamnez ile baslanmalidir. Trombositlerin etkilendigi hastaliklarda
temel bulgu, mukoza ve deride kanamalar olabilmektedir. Hemogram rutin laboratuvarda
kullanilan ¢ok gerekli pratik, diisiik maliyetli kullanimi1 kolay kan testidir. Hayvanin saglik
durumu hakkinda yardimci olarak, muhtemel infeksiyonun durumu, hastaligin prognozu,
sagaltima alina cevabin monitorizasyonu ve hematopoietik sistemin cevabi hakkinda
yararl bilgiler saglar. (Kerr 2003, Jain 1993). Trombosit sayim1 tam kan sayimi cihazlari
ile yapilabilir. Yetigskin kopeklerde trombosit sayisi 200-500x 10/1 ile arasindadir.
Trombositopeni ise degerin < 200x 10/ 1 olmasidir (Turgut 2000, Feldman ve ark 2000,
Jain 1993).

Trombosit ya da kan pulcuklart kan pihtisinin olusumunda gorev alan hiicrelere
verilen isimdir. Platelet olarakta adlandirilirlar. Azalmis trombosit seviyeleri
(trombositopeni) veya fonksiyon anormallikleri (disfonksiyon) kanama egilimini
arttirirken, yliksek trombosit seviyeleri cogunlukla asemptomatik tromboz (damarda kanin

pthtilasmasi) riskini yiikseltmektedir (Turgut 2000).

Trombositler memelilerde kemik iliginden ki ¢ok cekirdekli megakaryositler olan
kok hiicrelerinden temel alirlar. Trombositlerin yasam stireleri yaklasik olarak 3 ila 5
giindiir ve parcalanmalar1 retikiiloendoteliyal sistem ve oOzellikle dalakta olmaktadir.
Hemostazis ile iligkili birgok fizyolojik aktivite i¢in yeter miktarda trombosit
gerekmektedir. Trombositler temelde baslangic hemostatik plagini olusturmak igin
kiimeleserek koagulasyon ve piht1 yikimlanmasini baglatmaktadir (Turgut 2000, Feldman
2000).

Trombositlerin hemostaziste {i¢ primer foksiyonlar: vardir. Bunlar;

a) Damarin hasarli bolgesinde trombosit plaginin olusumu (kiiglik damarlarda
kanamanin durdurulmasi i¢in yeterlidir)

b) Trombosit aktivasyonu (trombositlerin yiizeyinde negafit yiiklii fosfolipidlerin
(trombosit faktor 3;PF 3) birikimine neden olur)

c) Normal vaskiiler biitiinligiin siirdiiriilmesine yardimci olur. Vaskiiler endotelyum
incedir ve trombosit sayis1 diisiik olan hayvanlarda (trombositopeni) bozulma

egimli vardir (Turgut 2000, Feldman 2000).
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1.3.1. Ortalama Trombosit Hacmi

Rutin hemogramda 6nemli bir yer tutan trombosit analizleri agisindan ortalama
trombosit hacmi (MPV) olduk¢a Onemlidir ¢iinkii MPV trombosit fonksiyonunu ve
aktivasyonunu ifade etmektedir. Trombosit fonksiyonu ile agregasyonu, tromboksan A2
salimimini, platelet faktor 4 ve beta-tromboglobulin arasindaki iligkiyi gosterdigi gibi
trombosit liretim indeksi, trombosit stimulasyonunu da yansitir (Bommer ve ark 2008,
Zvorc ve ark 2010, Kaito ve ark 2005). Homeostaziste ve trombopoiezisin regulasyonuyla
iliskili en 6nemli fizyolojik parametrelerden biri toplam trombosit hacmidir (Tvedten ve
ark 2008).

MPV trombosit biiylikliiglinii tahmini olarak verir ve trombosit sayisi ile tersine
orantilidir (Felman ve ark 2000). Insanlarda diabetes mellitus, myeloproliferatif sendrom,
dissemine intravaskuler kolagulasyon, trombotik trombositopenik purpura, idiopatik
trombositik purpura ve hipertiroidizm (Greiseneger ve ark 2004), kopeklerde babesioziste
(Zvorc ve ark 2010, Ulutas ve ark 2010), endotoksemilerde (Yilmaz ve ark 2008) platelet
tiretim eksikligine bagli olarak MPV degerinde yiikselme meydana gelmektedir.

Ehrlichia ile infekte hayvanlarda trombosit belirtegleri icerisinde 6zellikle MPV nin
belirgin sekilde degisiklik gosterdigi bildirmektedir (Waner 2008, Waner ve ark 1996,
Lillich6ok ve ark 1998, Smith ve ark 1975). Ancak Ehrlichia sp. ve/veya Anaplasma sp.
ile infekte kopeklerde trombosit belirteclerinin tamaminin birlikte incelendigine iliskin bir

literatiir tarafimizdan saptanmamugtir.

Elektronik o6l¢iim cihazlarindan 6nce MPV, ortalama eritrosit hacmine benzer
sekilde, hematokrit tipi mikrosantrifuj tiipiinde Olciilen plateletkrit’in trombosit sayisina
boliinmesi ile Olgiiliirdii. Giiniimiizde degisik hiicre boyutlarmin elektronik hiicre
sayicilarinda basarili bir sekilde Olgiilmesi, MPV, klinikte ve arastirmalarda siklikla
degerlendirilmesine olanak saglanmaktadir. Trombopoezin arttigi durumlarda, dolasimda
geng trombositlerin artmasina bagli olarak MPV de yiikseldigi belirlenmistir. Biiyiik
trombositler daha yogun graniiller icerirler. Klinik olarak Idiyopatik Trombositopenik
Purpurada (ITP) oldugu gibi, trombosit mriiniin azaldig1 durumlarda boyut ve yogunlugun
genc trombosit populasyonu ile orantili olarak arttigi belirlenmistir.  Ciddi
trombositopenilerde diisik MPV’nin kanama temayiilii ile korele oldugu gosterilmistir

(Eldor ve ark 1982). Trombosit biyiikliigli artmis megakaryosit sayisi ile de iligkilidir
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(Threatte ve ark 1993). Normalde trombositler megakaryositlerden serbestlestigi zaman
heterojendir, hepsi yeni olduklari i¢in biiyiik ve yogun degildirler, ayn1 zamanda kiiciik ve
daha az yogun olabilirler (Threatte ve ark 1993). Ancak trombosit yapimini stimule eden
bir neden varsa MPV sadece artmakla kalmaz, ayn1 zamanda trombosit dagilim genisligi
(TDG ya da PDW) de artar. Myeloproliferatif hastaliklar ve esansiyel trombositozun,
reaktif trombositozlarin ayiriminda MPV ve PDG 6nem tasir (Osselaer ve ark 1997,
Sehayek ve ark 1998). Megakaryositlerin artmig trombosit boyutuna proliferatif bir yanit
olusturdugu, trombosit kitlesi normale dondiigiinde hacmin de normale dondiigii
gosterilmistir. Trombosit kitlesinin yerine konamadigi, artmis yikimla giden kronik
durumlarda MPV yiiksekligi, diisiik ya da sinirda trombosit sayisi ile birliktedir. Yetersiz
trombopoezi olan, kemoterapi almis ya da kronik bobrek yetmezligi olan olgularda ise

MPV normalden kii¢iik olmaktadir (Threatte ve ark 1993).

Trombosit boyutu ve trombosit sayisi arasinda ki ters iligki insan hekimliginde
trombosit kiitlesi konseptinin gelisimine neden olmustur (Boudreaux ve Ebbe, 1998).
Teorik olarak trombosit kiitlesi sabit ve tiirler arasinda farklilik gdsterebilmekle birlikte
yiiksek trombosit sayisinin diisiik trombosit hacmi ya da tam tersi durumla iligkili oldugu
tespit edilmistir (von Behrens 1972). Trombosit hacmi trombopoietin iiretimi/
reglilasyonunu olduk¢a 6nemli bir belirteci olmakla birlikte trombopoietin hormonunun

baglanma kapasitesiyle dogrudan iligkilidir (Kuter ve Rosenberg 1995).

Insanlarda yapilan ¢aligmalarda trombosit sayismin ve trombosit hacminin ters
iliskili oldugu ancak trombosit hacminin artmis olan trombosit sayisiyla birlikte
artabilecegide (Bessman ve ark 1981, Levin ve Bessman 1983) dikkate alindiginda sabit
bir trombosit hacminin dengelenmesinde ki mekanizmalarin halen ¢ok agik olmadigi
anlagilmaktadir. Trombopoietin adli hormonun kesfi ile birlikte trombosit hacminin s6z
konusu bu hormonun konsantrasyonlarinin belirlenmesinde 6nemli bir regiilatér oldugu
saptanmistir (Boudreaux ve Ebbe 1998). Daha Onceden belirlenen bir teoriyle
trombopoietinin siirekli sentezlenerek trombositlerin iizerlerinde yer alan reseptorlere
baglandigr saptanmistir.  Platelet sayisi azaldikga megakaryosit reseptorlerine
baglanabilecek daha fazla trombopoietin salinmaktadir (Kuter ve Rosenberg, 1995).
Trombosit hacmi terimi ¢ogunlukla trombosit sayisinin yerine kullanilanarak, trombosit
genisligi ve hacmi kombinasyonunun dolasimda mevcut trombopoietin reseptorleri

sayisinin belirlenmesinde dnemli rol oynar (Boudreaux ve Ebbe 1998).
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Dolagimdaki trombosit sayisinin  kontroliinden asil  sorumlu  hormon
trombopoietindir. Degisik hayvan tiirlerinde trombopoietin kendi basina megakaryositlerin
proliferasyonunu ve olgunlasmasini saglayarak trombosit iiretimini diizenlenmektedir
(Boudreaux ve Ebbe 1998, Kuter ve Rosenberg 1995). Akut trombositopenide
trombopoietin hormonu megakaryosit proliferasyonunu ve olgunlagsmasini saglamadan
onceki 8 saat icerisinde biiyiilk trombositler dolagima katilir (Corash ve ark 1987). Bu
durum trombositopeniye akut bir cevap olarak olgunlagsma sathasinda megakaryositlerin
bliyiik sekilli trombositleri sekillendirdigini diistindiirmektedir. Bunun yan1 sira trombosit
hacmini ve sayisim1 degisik mekanizmalarin kontrol ettigi agiktir (Boudreaux ve Ebbe

1998).

Trombosit stimulasyonu ya da trombosit {iretimi diizeyi ile MPV nin iligkili oldugu
bilinmektedir. Son yillarda trombositopeniler (Bessman 1984, Corash 1987), trombositozis
(Bessman 1984, Osselaer ve ark 1997, Sehayek ve ark 1988), konjenital trombosit
hastaliklari, sepsis, tiroid hastaliklar1 [hipertiroidide yuksek (Ford ve ark 1988),
hipotiroidide dusuk (Van Doormaal ve ark 1987)], kronik obstruktif akciger hastaliklar
(Wedzicha ve ark 1988), splenektomi, mikrositik anemiler, serebral infarktus (Valkila ve
ark 1994, Tohgi ve ark 1991, O'Malley ve ark 1995), venoz dolagim yetmezligi (Davis ve
ark 1992), gebelikte hipertansiyon ve preeklampsi, organik solvent toksisitesi gibi pek ¢ok
konuda MPV’nin klinik yarar1 lizerine yapilmis ¢caligmalar vardir. Standart bir yontemle ve
stabil kan orneklerinin hazirlanmasi ile yapilacak MPV’nin 6lgumleri, 6ncelikle vaskuler
hastaliklar olmak tizere pek ¢ok klinik durumun tani ve monitorizasyonunda yararl olabilir

(Threatte 1993).

1.3.2 Platelekrit

Plateletkrit (PCT), total kan hacmindeki trombosit yiizdesini ifade eder ve direkt
total trombosit sayisiyla iligkilidir (Moraes 2001, Bommer ve ark 2008). PCT
trombositlerin viicuttaki durumunun en belirgin ve en 6nemli fizyolojik parametresidir
(Bommer ve ark 2008, Zvorc ve ark 2010). Bu parametre ile trombosit bozukluklar ile

seyreden bir¢ok hastaligin intravital diyagnozu ve patogenezi aydinlatilmaktadir.

Herhangi bir kan 6rneginde ki PCT degeri, aynen viicutta ki total eritrosit hacminin
indikatorii olan hematokrit degeri gibi, viicutta ki trombosit hacminin bir indikatoriidir

(Tvedten ve ark 2008). PCT o6zellesmis kan sayim cihazlar tarafindan platelet sayisinin
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hesaplanmasiyla ortaya ¢ikan bir parametredir (Tvedten ve ark 2008). PCT degerinin MPV
degerinden yola ¢ikilarak hesaplanamayacag bildirilmektedir (Tvedten ve ark 2008).

1.3.3. Trombosit Dagilim Genisligi

Trombosit dagilim  genisligi  (PDW), trombositlerin  {retiminde farkl
biiyiikliiklerdeki trombositler arasindaki iliskiyi gosterir. PDW, MPV de oldugu gibi

trombosit liretimindeki bozukluklarin tamamini gostermez (Moraes, 2001).

Cizelge 1.2. Kopeklerde trombosit indeksleri referans degerleri

51-97 79-135 12,54 -14
1-34 0,3-0,16 0,33-0,39
- - 19,85 -20,48

MPV = Ortalama trombosit hacmi, fl
PCT = Plateletkrit, %

PDW= Trombosit dagilim genisligi
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hayvan Materyalinin Secimi

Aragtirmanin hayvan materyalini Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Kiiciik Hayvan Kliniklerine ve Aydin ile izmir illerindeki 6zel veteriner kliniklerine
istahsizlik, kilo kaybi, yiiksek ates, generalize lenadenopati, splenomegali, kas zafiyeti,
deride ekimoz ve petesi, epistaksis, bacaklarda 6dem, dispne veya poliartiritis sikayetleri
ile getirilen farkli irk (8 Terrier, 7 Golden Retriever, 4 Cocker spaniel, 3 Rottweiler, 2 Tiirk
Coban Kopegi, 1’er Doberman, Alman Coban kopegi, Jack Russel, Samoyed, Pointer,
Setter, Daschund, Siberian Husky, 39 melez), yas (1-9) ve her iki cinsiyetten (32 erkek, 39
disi) 71 kopek olusturdu. Kliniklere bagvuran ve yukarida sézii edilen klinik bulgularin
yant sira kan tablosunda trombositopeni belirlenen veya belirlenmeyen yaklasik 200 kopek
kesin tan1 ve ayirict tan1 amaciyla klinik muayene ve laboratuar testleri araciligiyla
incelendi. Bu amagla tiim olgular hizli ELISA prensibiyle calisan ticari test kitleri (Snap
ADX) araciligiyla test edilerek, s6z konusu hastaliklar (Ehrlichiosis, Anaplasmosis,
Dirofilariosis, Borrelliosis) yoniinden degerlendi. ilaveten ayirici tan1 amaci ile sdzii edilen
klinik bulgulara ve kan tablosuna sebep olabilen diger infeksiyoz hastaliklarda (Babesiosis,
Hepatozoonosis, Leishmaniosis) gerekli goriildiigii takdirde lenf aspirasyonlart ve sitolojik
muayeneyle degerlendirilerek olgularin tiim bu infeksiy6z hastaliklar yoniinden tekil ya da
cogul etkenle hasta olup olmadig: belirlendi. Elde edilen serum &rneklerinden ADU Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalin da IFAT yontemiyle leishmaniozis varligi
degerlendirildi, IFAT sonucu 1/64 ve lizeri olan olgular calisma kapsamina alinmadi. Tiim
bu labaratuvar analizleri sonrasi yalnizca E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile infekte
olgular calisma kapsamina alinirken, yukarida ki s6z konusu diger infeksiyoz etkenler
yoniinden pozitif kombine infekte hi¢bir olgu ¢alisma kapsamina alinmadi. Calisma oncesi
Adnan  Menderes  Universitesi hayvan  deneyleri  yerel etik  kurulundan
B.30.2.ADU.0.00.00.00-0.50.0.4-2010-077 say1l1 etik kurul onay1 alinds.

Dogal yolla olusan Ehrlichiosis ve/veya Anaplasmosis tanisi konulan her iki
cinsiyetten (32 erkek, 39 disi) ve ¢esitli yas gruplarindan 51 kopek 3 farkli gruba ayrildi. 1.
grupta A. phagocytophilum ile infekte (n=10) (7 melez, 1’ er Terrier, Setter, Golden
Retriever), Ill. grupta (n=13) E. canis+ A. phagocytophilum ile infekte (13 melez), IV.
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grupta (n=28) E. canis ile infekte (10 melez, 5 Terrier, 3 Golden Retriever, 2’ ser
Rottweiler, Tiirk Coban Kopegi, Cocker Spaniel, 1’ er Doberman, Alman Coban Kopegi,
Jack Russel Terrier, Samoyed) yer aldi. Saglikli olduklari klinik/fiziksel muayene ile
belirlenen ve test kitleriyle kanda herhangi bir etken saptanmayan (n=20) kopekler ise
diger bir grupta (l.) kontrol olarak ayrildi. Calisma kapsamina alincak kopekler daha
onceden herhangi bir sagaltim protokolii uygulanmamis olanlar arasindan segildi. Tiim
kopeklerin esgal, anamnez bilgileri, fiziksel muayene bulgular1 ve laboratuar analiz
sonuglari kayit altina alindi. Calismaya dahil edilecek tiim olgular hasta sahipleri
bilgilendirilerek goniilliiliik esasiyla elde edildi. Bu ¢calismada E. canis ve A. phagocytophilum
ile dogal olarak infekte kopeklerde trombosit indeksleri olan plateletkrit, ortalama trombosit
hacmi ve trombosit dagihim genisliginin incelenerek s6z konusu hastaliklarin muhtemel
tanisinda ve belki de prognozunun belirlenmesinde ki dneminin arastirmasi amaclandi.

Leishmania ile ko-infekte olgular calismaya dahil edilmedi.

2.2.  Laboratuvar Muayeneleri

2.2.1. Hematolojik Muayene

Tiim gruplardaki kopeklerde vena cephalica antebrahi‘den antikoagulanli (EDTA)
tiiplere 5‘er ml kan alinarak ADU Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklart ABD laboratuvarinda
bulunan Abacus Junior kan sayimi cihazinda tam kan sayimi gerceklestirildi (Resim 2.1)
ve Ozellikle trombosit belirtegleri (ortalama trombosit hacmi, trombosit dagilim genisligi

ve plateletkrit) degerlendirildi.

Resim 2.1. Tam kan saymu igin kullamlan Abacus Junior kan sayim cihazi (ADU Veteriner
Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 A.B.D).
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2.2.2 Serolojik Muayene

Calisma kapsaminda tiim olgulardan aliman kan hizli ELISA prensibiyle calisan
ticari test kitleri (Snap 4DX) araciligiyla muayene edilerek, s6z konusu hastaliklar
(Ehrlichiosis, Anaplasmosis, Dirofilariosis, Borrelliosis) yoniinden degerlendirildi. So6z
konusu hizli diyagnostik test kitleriyle in vitro ortamda D. immitis e kars1 olusan dolasimda
ki karbonhidrat antijeni ile birlikte E. canis’ in iki immunodominant proteinine (p30 ve
p30-1), A. phagocytophilum’ un immunodominant proteinine (msp2) ve B. burgdoferi’ nin
C6 peptidine karsi olusan antikorlarin (Carrade ve ark 2011) var olup olmadig: belirlendi.
Analizler igin tiim olgularda EDTA’l1 taze tam kan Ornegi kullanildi. Test prosediirii
gerceklestirilmeden oOnce kullanilacak yeter sayida test kitlerinin oda sicakliginda
beklemesi saglandi. Alinan 6rneklerinden pipetle alinan 3 damla bir bagka tiip icerisinde 4
damla konjugatla birlestirilerek homojen bir sekilde karisimi saglandi. Daha sonra bu
karisim test kitinin Ornekleme cukuruna damlatilarak sonug¢ penceresinde 30-60 sn
igerisinde testin calistigim1 ve yliirlidiiglinii gosteren aktivasyon dairesinin olusumu
gozlemlendi. Renk olusumu belirlendikten sonra test kitinin hareketli kism1 asagi dogru
itirilerek diiz bir zeminde sabitlenmesi saglandi. Ilk 1 dakika igerisinde aktivasyon
dairesinde herhangi bir hareketlilik ve renk degisimi belirlenemeyen test kitleri ¢alisma
kapsamina kesinlikle alimmmadi. Yalnizca pozitif kontrol ¢izgisinin belirmesi testin
calistigini ve tlim hastaliklarin negatif oldugunu belirleyen bir kriter olarak {iretici firmanin
belirttigi sekilde alindi. Hastaliklarin test kiti icerisinde ki pozitif reaksiyon pencereleri

asagida gosterildi.

Resim 2.2. Snap 4Dx test prosediirii .

30



S6z konusu test kiti ile yapilan daha 6nce ki ¢alismalarda D. immitis antijenlerine
kars1 spesifite % 97 (Bowman ve ark 2009), sensitivite % 84 (Atkins 2003), B. burgdorferi
antikorlarma kars1 spesifite % 99,5 (Duncan ve ark 2004), sensitivite % 94,4 (O’ conner ve
ark 2004), E. canis antikorlarina kars1 spesifite % 100 (O’ conner ve ark 2004, O’ conner
ve ark 2006), sensitivite % 95,7 (O’ conner ve ark 2002), A. phagocytophilum antikorlarina
kars1 spesifite % 100 (Chandrashekar ve ark 2007) ve sensitivite % 99,1 (O’ conner ve ark
2007) olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.1. ‘Bilgi Onam Formu’ 6rnegi

Bilgi Onam Formu

Tarih

Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda
egitim goren yiiksek lisans dgrencisi Vet. Hekim Funda OZATA *’Ehrlichia canis ve Anaplasma
phagocytophilum ile infekte kopeklerde trombosit indeksleri; platelekrit, ortalama trombosit
hacmi ve trombosit dagilim genisligi’’ adli yiliksek lisans tez ¢alismasi i¢in arastirmada yer alacak
kopeklerden hematolojik ve serolojik laboratuvar muayeneler amaciyla kan drnekleri alinacagini ve
toplanan verilerin bu ¢alisma disinda baska herhangi bir ¢alisma i¢in kullanilmayacagini sozlii ve

yazili olarak sahsima bildirmistir.

Hayvan sahibi olarak, kopeklerde énemli hematolojik hastaliklarin belirlenecegi yukarida
ad1 gegen yliksek lisans tez c¢alismasinda yer almasini ve olusturulacak gruplarindan birine dahil

edilerek gerekli uygulamalarin yapilmasini kabul ediyorum.
ADRES Hasta sahibinin adi soyadi

iMzA

2.2.3 istatistiksel Analiz

Uzerinde durulan 6zellikler bakimindan elde edilen verilere ait tanimlayici
istatistikler hesaplanarak Cizelge 10 ve 11° da verilmistir. Yine tanitict bu 6zelliklerin
arasinda ki dogrusal iliskinin varlig1 korelasyon katsayisi (Pearson testi) hesaplanarak

incelendi (Cizelge 12).
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Burun akintisi, istahsizlik, kilo kaybi, kene enfestasyonu, kas zafiyeti, dermal
petesi, epistaksis, poliartiris, lenfadenopati gibi var-yok seklinde elde edilen olgular ile

gruplar (I.,IL.,III.,IV.) arasinda bagimsizlik kontrolii i¢in tablolarda ki-kare testi hesaplandi.

Uzerinde durulan &zellikler bakimindan elde edilen veriler tek yonlii varyans
analizi teknigi ile (tek yonlii Anova) incelendi. Boylece gruplarin ortalamalart arasinda Ki
farkliliklar irdelendi. Varyans analizi sonunda onemli ¢ikan grup ortalamalar1 arasinda

farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi’nden yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Laboratuvar Bulgular

Uzerinde durulan hematolojik bulgulara ait degisiklikler Cizelge 3.1 ve 3.7 de
gosterildi. E. canis ve A. phagocytophilum ile ko-infekte kopeklerin bulundugu grupta
anemi, trombositopeni ve 16kositozis daha yaygin olarak belirlenirken bu grupta 16kopeni
belirlenmemesine karsin ile sadece E. canis ile infekte kopeklerde 16kopeni diger gruplara
oranla belirgin bir bulgu olarak dikkati ¢ekmekteydi. Ayrica A. phagocytophilum ile

infekte kopeklerin yalnizca % 10’ nunda 16kopeni belirlendi.

Cizelge 3.1. E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde hematolojik anormallikler

6/10 (60) 10/13 (76) 19/28 (67)
5/10 (50) 8/13 (76.9) 20/28 (71,4)
4/10 (40) 5/13 (38) 4/28 (14)
1/10 (10) 0/13 (0) 6/28 (21)

3.2.  Serolojik Bulgular

In vitro diyagnostik amagla kullanilan hizli test kitleri (Snap4Dx) ile yaklasik 200
kopegin 28’ inde (% 14) E. canis antikoru, 10’ nunda (% 5) A. phagocytophilum ve
13’tiinde (% 6,5) hem E. canis hemde A. phagocytophilum’ a karsi antikorlar belirlendi
(Resim 3.1-3.3).
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Resim 3.1. 1, 4, 5, 9, 12, 14 ve 16 numarali olgu E. canis+ A. phagocytoplium, 7 numarali olgu
yalnizca E. canis ile infekte, 10 numarali E. canis, A. phagocytophilum ve D. immitis ile ko-infekte

ve ¢aligma kapsamina dahil edilmeyen olgu.

Resim 3.2. E. canis ve A. phagocytophilum ile ko- infekte bir kpegin SNAP 4Dx sonucu.
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Resim 3.3. A. phagocytophilum ile infekte bir kopegin Snap 4DX ile tanist.

3.3.  Klinik Bulgular

Burun akintisi, istah, kilo kaybi, kene enfestasyonu, kas zafiyeti, dermal petesi,
epistaksis, poliartiris, lenfadenopati gibi var (1)-yok (0) seklinde elde edilen olgular ile
gruplar (L,IL,IIL,IV) arasinda bagimsizlik kontrolii i¢in tablolarda ki-kare testi ile
hesaplanan veriler grup bazinda, Cizelge 3.2-3.6’ da gosterildi. Gruplarin kontrol, A.
phagocytophilum, E. canis+A. phagoytophilum veya E. canis olusu burun akintisinin,
istahin, kilo kaybinin, kene enfestasyonunun ve lenfadenopatinin olup olmamasina bagimli
oldugu ve tiim s6z konusu klinik bulgular i¢in p<0,01diizeyinde anlamlilik arz ettigi
belirlendi. Buna karsin kas zafiyeti, dermal petesi/ekimoz ve poliartiritis gibi klinik
bulgularin infekte gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nem arz etmedigi tespit edildi.
Ehrlichia sinifinda ki mikroorganizmalarin bulasmasinda rol oynayan kene enfestasyonu
g6z oniinde bulunduruldugunda A. phagocytophilum ile infekte kopeklerin %90’ ninda, E.
canis ve A. phagocytophilum ile infekte kopeklerin % 53,85” inde ve E. canis ile infekte
kopeklerin % 71,43’ iinde aktif kene enfestasyonu oldugu saptandi (Cizelge 3.5). Bireysel
bazda irdelendiginde E. canis ile infekte Boxer irki bir kopekte arka bacakta distal 6dem ve
hematolojik bulgular1 (Resim 3.4 a-b) dikkat ¢ekiciydi. Yine A. phagocytophilum ile
infekte bir Rottweiler’ da topallik ve santral sinir sistemi bulgular1 (Resim 3.5), E. canis
veya A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde kanama egilimde artis (Resim 3.6-3.8)
belirlendi.
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Resim 3.4.a. E. canis ile infekte Boxer irki bir kopekte arka bacakta olasi derin ven

trombozuna bagli 6dem.

Resim 3.4.b. Ayni kdpege ait Snap 4Dx testi ve tam kan sayimi sonucu.
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Resim 3.5. Granulositik Anaplasmozisle infekte Rottweiler ki bir kdpekte, yiiksek ates, topallik

ve santral sinir sistemi bulgulari.

Resim 3.6. E. canis ile infekte Poodle Terrier irk1 bir képekte korneada hemoraji.

37



Resim 3.7. E. canis ile infekte Samoyed 1rk1 bir kopekte abdomende dermal petesi ve ekimoz.

Resim 3.8. A. phagocytophilum ile infekte Poodle Terrier bir kopekte abdomende dermal petesi ve
ekimoz.
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Cizelge 3.2. Tiim gruplarda burun akintisina iliskin tanimlayic istatistikler

20 0 20
100,0 0,00 100,00
45,45 0,00 28,17
28,17 0,00 28,17

6 4 10
60,00 40,00 100,00
13,64 14,81 14,08
8,45 5,63 14,08

4 9 13

30,77 69,23 100,00
9,09 33,33 18,31
5,63 12,68 18,31

14 14 28

50,00 50,00 100,00
31,82 51,85 39,44
19,72 19,72 39,44

44 27 71

61,97 38,03 100,00

100,00 100,00 100,00
61,97 38,03 100,00

Hiicre igerigi (Hiicre sayisi), Satir yiizdesi (%), Siitun yiizdesi (%), Toplam yiizde (%) olarak
belirtilmistir.

Gruplarin, kontrol, A. phagocytophilum, E. canis+A. phagocytophilum veya E. canis olusu

burun akintisinin olup (1) olmamasindan (0) bagimsiz degildir (P<0,01).
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Cizelge 3.3. Tiim gruplarda istaha iliskin tammmlayici istatistikler

0 20 20
0,00 100,0 100,00
0,00 100,00 28,17
0,00 28,17 28,17

10 0 10
100,00 0,00 100,00
19,61 0,00 14,08
14,08 0,00 14,08
13 0 13
100,0 0,00 100,00
25,49 0,00 18,31
18,31 0,00 18,31
28 0 28
100,0 0,00 100,00
54,90 0,00 39,44
39,44 0,00 39,44
51 20 71
71,8 28,2 100,0
100,00 100,00 100,00
71,83 28,17 100,00

Hiicre igerigi (Hiicre sayisi), Satir yiizdesi (%), Siitun yiizdesi (%), Toplam yiizde (%) olarak
belirtilmistir.

Gruplarin kontrol, A. phagocytophilum, E. canis+A. phagocytophilum veya E. canis olusu

istahin mevcut olup (1) olmamasindan (0) bagimsiz degildir (P<0,01).
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Cizelge 3.4. Tiim gruplarda kilo kaybina iliskin tanimlayic istatistikler

20

100,0

76,92

28,17

10,0

3,85

1,41

0,00

0,00

0,00

17,9

19,23

7,04
26

36,6

100,00

36,62

0,00

0,00

0,00

90,0

20,00

12,68
13

100,0

28,89

18,31
23

82,1

51,11

32,39
45

63,4

100,00

63,38

20

100,00

28,17

28,17
10

100,00

14,08

14,08
13

100,00

18,31

18,31
28

100,0

39,44

39,44
71

100,0

100,00

100,00

Hiicre igerigi (Hiicre sayist), Satir yiizdesi (%), Siitun yiizdesi (%), Toplam yiizde (%) olarak

belirtilmistir.

Gruplarin kontrol, A. phagocytophilum, E. canis+A. phagocytophilum veya E. canis olusu kilo

kayb1 mevcut olup (1) olmamasindan (0) bagimsiz degildir (P<0,01).
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Cizelge 3.5. Tiim gruplarda kene enfestasyonuna iliskin tammlayci istatistikler

20 0 20
100,0 0,00 100,00
57,14 0,00 28,17
28,17 0,00 28,17

1 9 10

10,0 90,0 100,00
2,86 25,00 14,08
1,41 12,68 14,08

6 7 13
46,15 53,85 100,00
17,14 19,44 18,31
8,45 9,86 18,31

8 20 28
28,57 71,43 100,0
22,86 55,56 39,44
11,27 28,17 39,44

35 36 71
49,30 50,70 100,00
100,00 100,00 100,00
49,30 50,70 100,00

Hiicre igerigi (Hiicre sayisi), Satir yiizdesi (%), Siitun yiizdesi (%), Toplam yiizde (%) olarak
belirtilmistir.

Gruplarin kontrol, A. phagocytophilum, E. canis+A. phagocytophilum veya E. canis olusu
kene enfestasyonu mevcut olup (1) olmamasindan (0) bagimsiz degildir (P<0,01).

42



Cizelge 3.6. Tiim gruplarda lefadenopatiye iliskin tanimlayici istatistikler

20 0 20
100,00 0,00 100,00
100,00 0,00 28,17
28,17 0,00 28,17

0 10 10

0,00 10,00 100,00
0,00 19,61 14,08
0,00 14,08 14,08
0 13 13
0,00 100,00 100,00
0,00 25,49 18,31
0,00 18,31 18,31
0 28 28
0,00 100,00 100,0
0,00 54,90 39,44
0,00 39,44 39,44
20 51 71
28,2 71,8 100,00
100,00 100,00 100,00
28,17 71,83 100,00

Hiicre igerigi (Hiicre sayist), Satir yiizdesi (%), Siitun yiizdesi (%), Toplam yiizde (%) olarak
belirtilmistir.

Gruplarin kontrol, A. phagocytophilum, E. canis+A. phagocytophilum veya E. canis olusu
lenfadenopati mevcut olup (1) olmamasindan (0) bagimsiz degildir (P<0,01).
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3.4. Hematolojik Bulgular

PLT ozellikleri bakimindan elde edilen verilere yapilan analiz sonucunda gruplarin
ortalamalar1 arasinda ki farklar istatistiksel olarak énemliydi (p<0,01). I. grup ile IL. , IIIL
ve IV. gruplar arasinda istatistiksel olarak belirgin farklar saptandi (p<0,01) (Cizelge 3.8).

PCT ozelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan analiz sonucunda gruplarin
ortalamalar1 arasinda ki farklar istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0,01). Kontrol grubu
ile IL., III. ve IV. gruplar arasinda belirgin farklar mevcuttu (p<0,01).

MPV ve PDWc o6zelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar arasinda ki farklarin istatistiksel olarak énemli olmadigi
goriildi (p>0,05) (Cizelge 3.8).

WBC 6zelligi bakimindan yapilan varyans analizi sonucunda gruplarin ortalamalar:
arasinda ki farklar istatistiksel olarak O©nemli bulundu (p<0,05). II. grup (A.
phagocytophilum) ile [Ill. grup (E. canis+A. phagocytophilum) arasinda farklilik
saptanmazken (p>0,05), kontrol grubu ile IV. (E. canis) grup arasinda anlamli fark
belirlendi (p<0,05) (Cizelge 3.7).

RBC ozelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi sonucunda
gruplarin ortalamalar1 arasinda ki farklar istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0,01).
Kontrol grubu ile I1I. ve IV. gruplar arasinda belirgin farklar saptandi (p<0,01).

Hb Ozelligi bakimindan yapilan varyans analizi sonucunda gruplarin ortalamalar
arasinda ki farklar belirgin derecede 6nemliydi (p<0,01). Kontrol grubu ile III. ve IV.
gruplar arasinda belirgin farklar saptandi (p<0,01).

Ht 6zelligi bakimindan yapilan varyans analizi sonucunda gruplarin ortalamalari
arasinda ki farklar belirgin derecede 6nemliydi (p<0,01). Kontrol grubu ile III. ve IV.
gruplar arasinda belirgin farklar mevcuttur (p<0,01).

MCV ozelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi sonucunda
gruplarin ortalamalar1 arasinda ki farklar istatistiksel olarak ©nemli farklar belirlendi
(p<0,05). Kontrol grubu ile IV. grup arasinda belirgin fark saptandi (p<0,05).

MCHC &zelligi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi sonucunda

gruplarin ortalamalar1 arasinda ki farklar istatistiksel olarak onemli degildi (p>0,05).

3.4.1. Hematolojik degerlere iliskin korelasyon analizi bulgulari

Bu calismada tiim gruplar i¢in ve ayrica her bir grup igerisinde karsilastirmali

olarak trombosit parametreleri ve bunlara paralel eritrosit parametreleri arasinda ki
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korelasyon test edildi. Tim gruplar birarada biitin olarak Pearson testiyle
degerlendirildiginde PCT ile HCT arasinda (p<0,01, korelasyon katsayist [r]= 0,383) ve
PLT ile RBC arasinda (p<0,01, r = 0,372) istatistiksel olarak belirgin pozitif bir korelasyon
saptanirken, MPV ile MCV arasinda (p>0,05, r = 0,220) istatistiksel olarak 6nemi olmayan
pozitif korelasyon saptandi (Cizelge 3.9).

Ayrica trombosit sayist (PLT) ile trombosit belirtegleri arasinda yapilan
karsilastirmali korelasyon da tiim gruplar degerlendirildiginde PLT ve PCT arasinda pozitif
yonlii istatistiksel olarak belirgin bir fark mevcuttu (p<0,01, r= 0,983). PLT ile MPV
arasinda (p>0,05) ve PLT ile PDWc arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak onemsiz pozitif
yonlii korelasyon saptandi (Cizelge 3.9).

Gruplar kendi icerisinde degerlendirildiginde saglikli kopeklerin olusturdugu
kontrol grubunda PCT ile HCT arasinda negatif yonlii (r= -0,512) istatistiksel olarak
belirgin bir iligski (p<0,05) tespit edildi. Ayrica PLT ile trombosit belirtegleri arasinda da
karsilagtirmali korelasyon yapildiginda PLT ile PCT arasinda pozitif yonli (p<0,01,
r=0,943), PLT ile MPV arasinda (p<0,05, r=-0,554) ve PLT ile PDWc arasinda ise negatif
yonlii (p<0,05, r=-0,548) korelasyon iliskisi saptandi (Cizelge 3.10).

Ikinci grupta A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde PCT ile HCT (r= 0,361),
MPV ile MCV (r= 0,085), PLT ile RBC (r= 0,391) arasinda pozitif yonlii ancak
istatistiksel 6nemi bulunmayan korelasyon mevcuttu (p<0,05). Bu gurupta PLT ile PCT
arasinda pozitif yonlii istatistiksel olarak belirgin (p<0,01, r= 0,988) korelasyon bulundu.
Benzer olarak PLT ile PCT arasinda 3. grupta (p<0,01, r= 0,990) ve 4. grupta (p<0,01,
r=0,981) pozitif korelasyon bulunurken, diger parametreler arasinda korelasyon istatistiksel

olarak onemli degildi (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.7. Tiim gruplarda 16kosit ve eritrosit parametrelerine ait tanimlayici istatistikler

6,623+0,226°

43,83+1,35%

34,505+0,386 33,510+0,440 33,385+0,350 32,246+0,738

5,470+0,239%° 4,845+0,356" 4,671+0,296°

35,39+1,77%° 30,96+2,34° 29,36+1,97°

Degerler ortalama + standart hata (mean = SE mean ) seklinde ifade edilmektedir. a, b: Ayni satirda ki farkli harflerle ifade edilen degerler istatistiksel
farkliliklar1 ifade etmektedir. (*P<0,05, **P<0,01)
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Cizelge 3.8. Tum gruplarda trombosit parametrelerine ait tanimlayici istatistikler

370,4+28,6° 159,6+63,5" 142,3+44,3° 148,7+33,5°
0,3695+0,0283 0,1530+0,590" 0,1531+0,0441° 0,1450+0,314 " *k

9,807+0,232 9,080-0,647 10,123+0,982 8,921+0,578

38,755+0,510 37,84+1,46" 34,40+4,33 36,30+2,02

Degerler ortalama =+ standart hata (mean = SE mean ) seklinde ifade edilmektedir. a, b: Ayni satirda ki farkli harflerle ifade edilen degerler istatistiksel
farkliliklar1 ifade etmektedir. (*P<0,05, **P<0,01).
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Cizelge 3.9. Tim gruplarda trombosit belirtegleri olan PCT, MPV ve PDWc ile paralel eritrosit parametreleri arasinda korelasyon katsayilari ve istatistiksel

analizleri

0.084
0.484
0.096
0.426
0,096
0,427
0,080
0,478
0,167
0,163
0,080
0,509
0,061
0,611
0,043
0,724
0,071
0,556

0.966
0,000
0,978
0,000
0,234
0,050
0,518
0,000
0,372
0,001
0,365
0,002
0,001
0,992
0,050
0,467

0,991
0,000
0,425
0,000
0,616
0,000
0,376
0,001
0,385
0,001
0,068
0,572
0,088
0,467

0,422
0,000
0,549
0,000
0,376
0,001
0,383
0,001
0,044
0,717
0,066
0,585

0,283
0,017
0,134
0,267
0,183
0,127
0,220
0,066
0,112
0,352

0,265
0,026
0,283
0,017
0,103
0,391
0,076
0,527

0,983
0,000
0,162
0,176
0,229
0,055

0,247
0,038
0,272
0,022

0,848
0,000

Hiicre igerigi; pearson korelasyon katsayisi (1)

P degeri.
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Cizelge 3.10. Trombosit parametreleriyle (PLT, PCT, MPV) anemi testleri (RBC, HCT, MCV) arasindaki korelasyon

-0,512 0,100 -0,503 0,943 -0,554 -0,548
0,021* 0,676 0,024* 0,000** 0,011* 0,012*
0,361 0,085 0,391 0,988 0,208 0,178
0,305 0,815 0,264 0,000** 0,564 0,623
0,069 0,514 0,019 0,990 0,175 0,361
0,824 0,072 0,951 0,000** 0,567 0,225
0,265 0,134 0,334 0,981 0,235 0,221
0,173 0,498 0,082 0,000** 0,229 0,258

Hiicre igerigi; Pearson korelasyon katsayisi (r)
P degeri
* p<0,05
** p<0,01
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4. TARTISMA

Bu calismanin kapsamina dahil edilen kopeklerde trombositopeni en siklikla
karsilagilan hematolojik bulgulardan biri olarak E. canis ile infekte V. gruptaki kopeklerin
% 71, 4  iinde, A. phagocytophilum ile infekte II. grupta ki kopeklerin % 90’ inda ve E.
canis ve A. phagocytophilum ko-infekte III. grupta ki olgularin % 76, 9’ unda tespit edildi.
Calismadaki toplam populasyonun % 71, 8’ inin E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile
infekte oldugu goz oniine alindiginda s6z konusu infekte 51 hayvandan yalnizca 13’ {inde
kanama temaytiliine yatkinlik (petesi/ekimoz) gézlemlendi. Anaplasmatacea ailesinde ki E.
canis etkenlerinin trombositopeninin olusumunda ki etkinlikleri kemikiligini baskilamalari,
olusan antikorlarin opsonizasyonu nedeniyle dolasimdaki trombositlerin yarilanma
Omiirlerini azaltmalari, trombositlerin immun aracilikli olarak yikimlanmalari, vaskuler
endotelyaldeki degisiklikler ve hipersplenizm gibi nedenlerden &tiiriidiir (Mylonakis ve
ark, 2008). A. phagocytophilum ise megakaryositik kok hiicrelerini etkileyerek trombosit
tiretim yeteneklerini bozmaktadir (Granick ve ark 2008). Trombositopeninin s6z konusu
infeksiyonlarda ki olusumuyla birlikte viicut sicakliginda ki artisa katkisi olabilir (Oglsbee
ve ark 1999). Benzer olarak c¢alismamizda ki trombositopenik kopeklerin biiyiik

cogunlugunda yiiksek ates dikkat ¢ekici bir bulguydu.

Calisma kapsamina aliman E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile infekte kopekler
biitlinliyle degerlendirildiginde burun akintisi, istah, kene enfestasyonu, kas zafiyeti,
dermal/petesi, poliartiritis ve lenfadenopati gibi klinik bulgular yoniinden kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0,01) farklilik gosterdigi, bunun yanisira
II.,, II. ve IV. gruplarda ki olgularin yukarida sozii edilen tiim bulgularin var olup
olmamasina bagimli oldugu belirlendi. Calismamizda E. canis ile infekte kopeklerin
bulundugu IV. grupta ki kdpeklerde ortalama lokosit degerinin kontrol grubuna oranla
anlamli derecede diisiik oldugu dikkati g¢ekti. III. ve IV. gruplarda ortalama eritrosit,
hemoglobin ve hematokrit degerlerinin, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaldig:
belirlendi (p<0,01). KME’ 1i kopeklerde 16kopeni ve nétropeni sekillendigi (Woody ve
Hoskins 1991) yine Ehrlichiozis ile deneysel infekte Beagle irki kopeklerde 16kosit
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 saptanmistir (Waner ve ark 1997).
Yakin zamanda yapilan bir baska calismada E. canis ile akut infekte kopeklerde
miyokardiyal hasara eslik eden Iokopeni (Diniz ve ark 2008), yanisira bir baska

arastirmada hastaligin akut yada kronik doneminde anemi ve trombositopeniye eslik eden
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16kopeni belirlenmistir (Nakaghi ve ark 2008). KME ile infekte pansitopenik ve anemik
kopeklerin serolojik olarak pozitif ancak PZR yoniinden negatif oldugu bildirilmektedir
(Nakaghi ve ark 2008). KME nin akut ve kronik fazlarinda pansitopeni anemi tespit
edilebilecegi saptanmustir (Castro ve ark 2004). Serolojik olarak pozitif ve PZR negatif
olgularin hastaligin kronik doneminde kemikiligi hasarina bagli olarak kan hiicrelerinde
azalma belirlenebilecegi ve bu olgularda E. canis’ in dokulara geri ¢ekilmesi nedeniyle
PZR’ 1n negatif sonu¢ verebilecegi bildirilmektedir. Lokositozisin sekillendigi biitiin
hayvanlarda PZR pozitivite belirlenebilecegi ve bu olgularin en az % 50’ sinin serolojik
olarak pozitif sonug verecegi diisiiniimektedir. Ozellikle bu hayvanlarin infeksiyonun akut
doneminde oldugu, bununda infeksiyonun ilk 2-3 haftasinda sekillenen kemikiligi
hiperplazisi ile iliskilendirilebilecegi saptanmistir (Nakaghi ve ark 2008). Calismamizda E.
canis ile infekte hayvanlarin %14’ de 16kositozis % 21’ de 16kopeni, A. phagocytophilum
ile infekte kopeklerin % 40’1nda 16kositozis yalnizca % 10’ nunda I6kopeni belirlendi. S6z
konusu hematolojik bulgular anilan her iki etkenin olusturdugu infeksiyonun yukarida

belirtildigi gibi donemiyle iliskili olabilir.

E. canis ile infekte kopeklerde inflamatuar yanittan (Tajima ve Rikihisa 2005)
sorumlu olan interlokin-6’nin kontrollere gore yiiksek bulundugu belirtilmektedir (Biasucci
ve ark 1996). Trombosit boyutu Oncii hiicre (megakaryosit gibi) donemlerinde
belirlenmektedir. Interlokin-3 veya interlokin-6 gibi sitokinler megakaryositleri etkiler ve
daha reaktif, genis trombositlerin iiretimine yol agarlar (Burstein ve ark 1992, Debili ve ark
1993). Ozellikle E. canis ile infekte kopeklerde proinflamatuar durum, yiiksek MPV ile
iliskili olabilir. Ancak ¢alismamizda MPV’nin, kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
belirgin artis gdstermemesi olgu sayist ya da infeksiyonun donemi ile iligkilendirilebilir.
Caligmamizda PZR analizleri yapilamadigindan infeksiyonun hangi safhada oldugu

siniflandirilamamustir.

Trombosit aktivasyon derecesi trombosit sayisi, MPV ve trombosit biiyiikligiiniin
yiizdesi gibi morfolojik parametreler araciligi ile indirekt olarak degerlendirilebilir (Bath
ve ark 1996, Endler ve ark 2002, Pizzuli ve ark 1998, Senaran ve ark 2001). Septik soklu
insanlarda MPV degerlerinin arttigi (Dastugue ve ark 1982), benzer olarak deneysel
endotoksemi olusturulan kdpeklerde MPV degerlerinin yiikseldigi buna karsin trombosit
sayisinin azaldig tespit edilmistir (Yilmaz ve ark 2008). Son sozii edilen calismada
trombositopeninin MPV’ deki degisikliklerle iligkili oldugu ve bununda endotoksemili

kopeklerde trombosit iliretim ve reaktivasyonu ve yani sira trombosit belirtecleriyle
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yakindan iliskide oldugu tespit edilmistir (Yilmaz ve ark 2008). MPV’ deki s6z konusu
degisikliklerin endotoksemi sonrasi, 24 saat igerisinde kemikiliginin vermis oldugu cevaba
bagli oldugu o6ne siiriilmektedir (Yilmaz ve ark 2008). Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda
trombosit beliteclerinin 6zelliklede MPV ve PDW nin trombositopeninin alta yatan
mekanizmasinin yorumlanmasinda onemli klinik bilgi sagladigi siklikla belirtilmektedir
(Moritz ve ark 2005, Kaito ve ark 2005, Becchi ve ark 2006, Rafaj ve ark 2005, Sullivan
ve ark 1995).

Insan hekimliginde saglikli olgularda MPV nin referans degerlerinin 6,5 — 9,5 Fl
arasinda (Farias ve Dal Bo 2008), ancak vaskiiler bozuklugu bulunan olgularda ise bu
degerin 8,7 + 0,5 um® oldugu tespit edilmistir (Santos ve ark 2008). Yilmaz ve ark. (2008)
saglikli kopeklerde MPV degerinin 9,3 + 0,5 oldugunu belirlemesine ragmen daha 6nce
yapilan iki farkli calismada bu degerin yine saglikli kdpeklerde sirastyla 9- 11,1 u3 (Waner
ve ark, 1997) ve 7,9- 13,5 fL (Zvorc ve ark 2010) araliginda oldugu saptanmistir. Aydin
bolgesinde B. canis ile dogal infekte kopeklerde yapilan bir ¢calismada infekte olgularda
trombosit sayisit ve PCT degerinin saglikli hayvanlara gore sirasiyla p<0,05 ve p<0,001
diizeyinde diisiik oldugu saptanmistir (Ulutas ve ark 2011). Babesiozisli kdpeklerde
yapilan iki farkli ¢aligmada Polonya’ da biiyiik form Babesia sp. ile dogal infekte 248
kopekte MPV degerinin 6,1- 10,1 fL arasinda oldugu (Zygner ve ark 2007), buna karsin
Hirvatistan’ da B. canis ile dogal infekte 29 kopekte bu degerin 5- 13,1 fL arasinda
degistigi belirlenmistir (Zvorc ve ark 2010). Sozii edilen her iki calismada MPV degerinde
saptanan bu artisin Babesiozis ile infeksiyon esnasinda cevap olarak meydana gelen
trombopoiezis ve buna neden olan kemikiliginden olgunlasmamis trombositlerin
salimimiyla ya da immun aracilikli trombositopeniyle iliskili olabilecegi diistintilmektedir
(Topper ve Welles 2003). Deneysel olarak E. canis ile infekte edilen Beagle ki
kopeklerde pre-infeksiydoz donemde 9,0+0,0-10,6+0,5 araliginda olan ortalama MPV
degerinin 9,840,4-11,3+0,5 arasinda seyrettigi tespit edilmistir (Waner ve ark 1997).
Calismamizda E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile infekte kdpeklerde beklenenin
aksine ortalama MPV degeri kontrol grubuna oranla belirgin bir degisiklik
gostermediginden s6z konusu etkenlerle infekte kopeklerde bagimsiz bir trombosit

belirteci olmadigi kanatine varildi.

Leishmaniozis 1ile infekte gerek insan gerekse kopeklerde hemostatik
anormalliklerin sekillenecegi bildirilmektedir (Lomtadze ve ark 2005, Moreno 1999,

Moreno ve ark 1998). Kanin visceral leishmaniozisle infekte 54 kopekte yapilan bir
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calismada (Temizel ve ark 2011) trombositopeniye eslik eden yiikksek MPV degeri 5,6-22
(£2,2-2,7) trombosit yasam dongiisiiniin hizlanmasiyla iliskilendirilmektedir (Park ve ark
2002). Yiiksek MPV degerleri trombosit aktivasyonu igin bir risk faktorii olarak
degerlendirilebilir (Park ve ark 2002). Tim bunlarin yami sira immun aracilikli
trombositopenide MPV degerlerinde artisa neden olabilmektedir (Bessman ve ark 1981,
Kaito ve ark 2005). Leismaniozisli kopeklerde (Temizel ve ark 2011) ve yangisal hastalig
bulunan kopeklerde (Moritz ve ark 2005) yapilan iki farkli ¢alismada MPV ve PDW
degerlerinde ki artiglarin trombositlere olan daha biiylik miktarda ki ihtiyaca cevaben,
kemikiliginden salinan  biiyilk trombositlerin  (megatrombosit) mevcudiyetiyle

iligkilendirilmistir.

Veteriner hekimlik alaninda trombosit belirtegleri olduk¢a yeni parametreler
olmakla birlikte bu konuda ki bilimsel literatiir halen tam acikliga kavusmamis bunun yani
sira normal referans degerlerle ilgili standart bir tanimlama tam olarak yapilamamustir.
Omekler almirken dikkatli olunmali ve ¢ok fazla zaman gecirilmemelidir ciinkii
antikoagulanlarin hiicre populasyonu iizerine etkileri bulunabilir. PLT, MPV, PCT ve
PDW arasinda korelasyon bulunabilmekle birlikte bu degiskenler arasinda herhangi bir

artig digerlerini de etkileyebilmektedir (Ferreria ve ark 2009).

Total kan hacmindeki trombosit ylizdesini ifade eden PCT degeri (Moraes 2001,
Bommer ve ark, 2008), trombositlerin viicuttaki durumunun en belirgin ve O6nemli
fizyolojik parametrelerinden biridir (Bommer ve ark 2008, Zvorc ve ark 2010). PCT
terimi trombositler tarafindan kaplanan kan hacminin yiizdesini belirtmektedir.
Giinlimiizde pihtilagma reaksiyonlarinin sekillenebilmesi i¢in hiicrelerin yiizeylerinin tespit
edilmesi (Khandekar ve ark 2006) ve bu amaclada PCT degerinin saptanmasi
gerekmektedir. Babesiozis’li kopeklerde, saglikli olanlara oranla gerek Oncesi gerekse
sagaltim sonrasit PCT degerinde anlamli bir azalma (p<0,05) belirlenmistir (Zvorck ve ark
2010). S0z konusu parametre ile trombosit bozukluklar: ile seyreden bir¢ok hastaligin
intravital diyagnozu ve patogenezi aydinlatilmaktadir. PCT i¢in saglikli kopeklerde
belirlenen referans araligir % 0,33-0,39 (0,36+ 0,16) (Ferreria ve ark 2009), Yilmaz ve ark.
(2008) tarafindan % 0,334+0,01 olarak tespit edilmistir. Babesiozisli 29 kopekte PCT
degerinin % 0.01 ile 0,08 arasinda degistigi saptanirken (Zvorc ve ark 2010),
leishmaniozisle infekte 22 semptomatik kopekte ortalama PCT’ nin 0,31+ 0,02 oldugu
tespit edilmistir (Temizel ve ark 2011). Calismamizda saglikli kopeklerin ortalama PCT
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degerinin 0,3695+0,0283 olarak belirlenirken, infekte kdpeklerin bulundugu her 3 gruptada

s0z konusu parametrelerin anlamli olarak diistiigli/azaldig: dikkat ¢ekti.

Calismamizda E.canis veya A.phagocytophilum ile infekte kopeklerde (IL., IV.
gruplarda) MPV azalirken, ortalama PCT degerinde de azalma saptanmistir. Buna karsin
MPV ve PDWc degerlerinde degisimlerin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak 6nem
arz etmedigi gozlemlenmistir. EK olarak trombositopeninin istatistiksel olarak belirgin
derecede PCT’ deki degisikliklerle iliskili oldugu saptandi. Bu bulgular trombosit tiretimi
ve reaktivasyonunda ki degisiklikleri gosterebilir ve bu sebeple trombosit belirte¢lerinden
PCT’ nin E. canis ve/ veya A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde potansiyel olarak
tam1  ve muhtemelen prognoz ile monitorizasyon amaciyla kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

Daha oncede sozii edildigi lizere trombosit belirteclerinin veteriner literatiiriinde
cok smirh sayida calismada yerini aldig1 goriilmektedir. MPV bu parametreler i¢inde en iyi
bilinenlerden bir tanesidir. Trombosit hacmi platelet fonksiyonlarinin ve aktivasyonunu
¢ok Onemli bir belirtecidir (Threatte 1993, Bath ve Butterworth 1996). Calismamizda
gruplar arasinda istatistiksel ac¢idan hi¢bir farklilik gézlemlenmedigi dikkat ¢ekti. Bunun
yanisira hi¢bir grupta MPV ile paralel eritrosit belirteci olan MCV arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon saptanmadi. Genel olarak MPV’ deki artis rejeneratif
trombositopeniyi (periferal kayiptaki artig, trombositlerde yikimlanma veya trombositlerin
kullaniminin artis1, kemikiligi tarafindan trombosit iiretimin artisi gibi nedenlerle)
gostermektedir (Threatte 1993, Bath ve Butterworth 1996). Calismamizda II. III. ve IV.
gruplarda ki infekte kdpeklerin kontrol grubuna oranla MPV degerlerinin belirgin derecede
degismemis olmasi rejeneratif trombositopeninin olmayist ya da hastaligin donemi ile
iliskilendirilebilir. Bu ¢aligmada yalnizca E. canis ve/veya A. phagocytophiluma karsi
sekillenen antikorlar saptanmis olup antijenik yoklama yapilamamistir. Dolayisiyla
ozellikle E. canis’e ait dolasimda ki antijen varlig1 belirlenemediginden infeksiyonun aktif
ya da akut donemde olup olmadigi saptanmamis dolayisiyla da kemikiligindeki

megakaryositik degisiklikler tam olarak yorumlanamamustir.

Bu calismada trombosit belirtegleri olan PCT, MPV, PDWc¢’ yi in vitro diyagnostik
amagla kullanilan otomatik hiicre sayisi (Coulter metodu) ile 6lgiildi. Klinik olarak
trombosit sayimi1 ve trombosit belirtecleri son yillarda arastirmacilarin trombosit iiretimine

ilginin artmasiyla birlikte daha ilgi ¢ekici hale gelmistir.
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Bu calismizda tiim gruplar icin ve ayrica her bir grup igerisinde karsilastirmali
olarak trombosit parametreleri ve bunlara paralel eritrosit parametreleri arasinda ki
korelasyon da test edildi. Tiim gruplar birarada Pearson testiyle degerlendirildiginde PCT
ile HCT arasinda pozitif yonlii (korelasyon katsayisi= 0,383) istatistiksel olarak 6nemli
derecede (p<0,01) fark saptandi. PLT ile RBC arasinda da pozitif yonlii istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon mevcuttu (p<0,01, r= 0,372).

Ayrica trombosit sayis1t (PLT) ile trombosit belirtecleri arasinda da karsilastirmali
olarak korelasyon test edildi. Tiim gruplar birarada degerlendirildiginde PLT ve PCT
arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon belirlendi (p<0,01, r= 0,983). Gruplar kendi
icerisinde degerlendirildiginde saglikli kopeklerin olusturdugu kontrol grubunda PCT ile
HCT arasinda negatif yonlii anlamli bir iligki bulundu (p<0,05). Ayrica PLT ile PCT
arasinda pozitif yonlii (p<0,01), ancak PLT ile MPV arasinda (p<0,05) ve PLT ile PDWc¢
arasinda negatif yonde anlamli iligki vardi (p<0,05). IL, III. ve IV. gruplarda benzer olarak
PLT ile PCT arasinda pozitif korelasyon (p<0,01) saptanirken diger parametreler arasinda

korelasyon istatistiksel olarak 6nemli degildi (p>0,05).

Antikoagiilan olarak EDTA kullanildiginda trombosit siskinliginden dolay1
ortalama trombosit hacmi artar (Smyth ve ark 1993, Bath 1993). Bununla beraber kan
alimindan sonra 1 saat icinde analiz yapildiginda trombosit biiyiikliglindeki bu artist
yaklasik <0.5 fL’dir (Butterworth ve ark 1998). So6zii edilen trombosit siskinligi kan
tuplerinde EDTA’nin farkli miktarlarina bagli olabilcegi g6z Oniline alindigindan,
calismamizda tiim kan 6rnekleri alinirken standart kan tiipleri (2 ml) kullanild1 ve tiim kan

ornekleri alindiktan sonra ilk 1 saat icinde analiz edildi.

Trombosit biiyiikliigline degisik ilaglarin etkileri bilinmektedir. Bu nedenle ¢alisma
kapsamina alinan tiim olgularda en az bir hafta Oncesinden trombosit aktivasyonunu
etkileme olasilig1 bulunan herhangi bir ila¢ kullanim1 olup olmadig: arastirilarak, yalnizca

herhangi bir ila¢ kullanim1 6ykiisti bulunmayanlar olgular dahil edildi.

Giintimiizde infeksiy6z hastaliklarin hizli tanisinda otomasyon teknolojisinden
yararlanilan alternatif analizler (alternative site testing) veya nokta analizleri (point of- care
testing- POCT) uygulanmaktadir. Calismamizda E. canis ve/veya A. phagocytophlium
kars1 sekillenen antikorlarin belirlenmesi amaciyla nokta ELISA analizi (Snap4Dx test Kiti)

kullanilarak, D. immitis’ e bagh dolasimda ki karbonhidrat antijeni ile birlikte E. canis’ in
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iki immunodominant proteinine (p30 ve p30-1), A. phagocytophilum’ un immunodominant
proteinine (msp2) ve B. burgdoferi’ nin C6 peptidine kars1 olusan antikorlarin (Carrade ve
ark 2011) var olup olmadig: belirlendi. Ad1 gegen her 4 etkene ait test kitinin spesifitesi
miikkemmel [6zellikle E. canis antikorlarina kars1 % 100 (O’ conner ve ark 2004, O’ conner
ve ark 2006), A. phagocytophilum antikorlarina kars1 % 100 (Chandrashekar ve ark 2007)]
olmakla birlikte anilan hastaliklarin nadiren goriildiigii bolgelerde pozitif prediktif degerler
diisiik olabilmektedir (bazi test sonuglari yanlis pozitif sonug¢ verebilir). Ancak
sensitivitenin E. canis antikorlarina karst % 95,7 (O’ conner ve ark 2002), A.
phagocytophilum antikorlarina karst % 99,1 (O’ conner ve ark 2007) oldugu goz oniinde
bulunduruldugunda caligmamizda ki gibi test sonuglar1 klinik bulgularla birlestirildiginde
hastaligin daha iyi yorumlanabilecegi agiktir. Bunun yanisira son yillarda E. canis veya A.
phagocytophilum ile infekte kopeklerde s6z konusu Snap4Dx test Kkitlerinin tek tani
yontemi olarak kullanildigi ¢okga caligmaya rastlanilmaktadir (Bowman ve ark 2009,
Carrade ve ark 2011, Kohn ve ark 2011). Pozitif serolojik test sonuglar1 herzaman hastalik
tablosunu gostermeyecegi gibi olgunun daha 6nceden s6z konusu etkene maruz kaldiginin
gostergesidir. SOz konusu bulgular altta yatan ve tedavi gerektiren subklinik hastalik
tablosunun klinik ve diyagnostik olarak daha detayli incelenmesi yoniinde klinisyenlere
bilgi saglamaktadir. Serolojik test ile aym1 zamanda bolge spesifik hastalik prevalansi
konusunda da gerek insan hekimligi gerekse veteriner hekimlik acisindan yararli bilgiler
saglamaktadir. Bu bilgilerin elde edilmesiyle gelecege yonelik hipotezlerle diger bolgeler
arasinda karsilastirmalar saglanacaktir. Diyagnostik testlerin gelistirilmesi ve daha iyi
anlasilmasiyla vektor kaynakli bu hastaliklarin daha efektif bir sekilde ilacla sagaltimi

saglanacaktir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile dogal infekte 51 ve 20 saglikli
kopekte gerceklestirildi. Snap 4Dx hizli diagnostik test kitleri ile E. canis ve/veya A.
phagocytophilum antikorlart belirlenen olgularda tam kan sayimlari ve trombosit

belirtegleri saptandi.

Trombosit aktivasyon derecesi PLT, PCT, MPV ve PDWc gibi morfolojik
parametreler araciligi ile indirekt olarak degerlendirilebilir. Trombosit belirteclerinin
ozellikle de MPV ve PDW nin trombositopeninin altta yatan mekanizmasinin
yorumlanmasinda 6nemli klinik bilgi sagladigi bilinmektedir. Bu ¢alismanin kapsamina
dahil edilen infekte kopeklerde en siklikla karsilasilan hematolojik bulgulardan biri olan

trombositopeni infekte kdpeklerin ¢ogunda tespit edildi.

Babesiozisli ve Leishmaniozsili kopeklerde yapilan calismalarda ortalama MPV
degerinde meydana gelen artisin infeksiyon esnasinda sekillenen trombopoiezis ve buna
neden olan kemikiliginden olgunlasmamis trombositlerin salintmiyla ya da immun
aracilikli trombositopeniyle iliskili olabilecegi bildirilmektedir. Calismamizda E. canis
ve/veya A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde beklenenin aksine ortalama MPV
degeri kontrol grubuna oranla belirgin bir degisiklik gostermediginden s6z konusu
etkenlerle infekte kopeklerde bagimsiz bir trombosit belirteci olmadigr kanisina varildi.
Benzer olarak ortalama PDWc¢ degerinin infekte kopeklerde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gostermedigi dikkati ¢ekti.

Total kan hacmindeki trombosit yiizdesini ifade eden PCT degeri, trombositlerin
viicuttaki durumunun en belirgin ve en énemli fizyolojik parametrelerinden biridir. PCT
terimi trombositler tarafindan kaplanan kan hacminin yiizdesini gosterir. Babesiozisli
kopeklerde, PCT degerinde anlaml bir azalma tespit edilmistir. S6z konusu parametre ile
trombosit bozukluklari ile seyreden bir¢ok hastaligin intravital diyagnozu ve patogenezi
aydinlatilmaktadir. Caligmamizda ortalama PCT degerinin infekte kopeklerin bulundugu
her 3 grupta da saglikli kopeklere oranla azaldigi belirlendi. Trombosit belirtegleri arasinda
yapilan korelasyonda II., 1ll. ve IV. gruplarda PLT ile PCT arasinda pozitif yonde
istatistiksel olarak belirgin (p<0,01) korelasyon saptandi.
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Trombosit belirteclerinin trombositlerin viicutta ki durumlar1 ve fonksiyonlari
konusunda ¢ok degerli bilgileri vermesine karsin calismamizda E. canis ve/veya A.
phagocytophilum ile infekte trombositopenik kopeklerde MPV ve PDWc nin
trombositopeninin degerlendirilmesinde altta yatan patolojik mekanizmalar acisindan
yararli bilgiler saglamadigi, buna karsin PCT nin PLT ile birlikte gerek E. canis gerekse A.
phagocytophilum ile infekte kopeklerde Onemli bir parametre olarak gbéz Oniinde

bulundurulabilecegi kanatine varildi.
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OZET

Bu c¢alismada E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile dogal infekte 51 kopekte
trombosit sayisinda ki degisiklikler ve trombosit belirtecleri arastirildi. Elde edilen
sonuglar kontrol grubuda ki 20 saglikli kdpege ait verilerle karsilastirildi. Tam kan sayimi

ve trombosit belirtecleri Abacus Junior kan sayim cihazinda ol¢iildii.

E. canis ve/veya A. phagocytophilum ile infekte kopeklerde burun akintisi, istahta
azalma, kilo kaybi, kene enfestasyonu ve lenfadenopatinin baskin klinik bulgular oldugu
ve saglikli kopeklerin bulundugu kontrol grubuna oranla p<0,01 diizeyinde anlamlilik arz

ettigi tespit edildi.

Il. (A. phagocytophilum), Ill. (E. canis+ A. phagocytophilum) ve IV. (E.canis)
gruplarda ortalama PLT degerleri (sirasiyla 159,6+63,5, 142,3+44,3, 148,7+33,5) kontrol
grubuna (370,4+28,6) gore anlamli derecede daha diisiiktii (p<0,01).

IL., L. ve IV. gruplarda ortalama PCT (sirastyla 0,1530+0,590, 0,1531+0,0441,
0,1450+0,314) kontrol grubuna (0,3695+0,0283) gore kiyasla anlamli derecede azalmisti
(p<0,01).

PLT ile PCT arasinda Il., 1ll. ve 1V. gruplarda pozitif yonde istatistiksel olarak
belirgin (p<0,01), (sirasiyla r= 0,988, 0,990 ve 0,981) korelasyon bulundu.

Sonug olarak c¢alismamizdan elde edilen verilere bakildiginda E. canis ve/veya A.
phagocytophilum ile infekte kopeklerde anemi ve\veya trombositopeninin irdelenmesinde
RBC ve PLT belirteglerinin birlikte ele alinmasinin faydali olabilecegi sdylenebilir. Infekte
kopeklerde ortalama PLT ve PCT’ nin kontrol grubuna gore anlamli derecede (p<0,01)
degisiklik gosterdigi ve anilan her 2 parametre arasinda pozitif yonlii anlamli bir
korelasyon (p<0,01) oldugu, MPV ve PDWc’deki degisikliklerin 6nem arz etmedigi
goriildii. Bu bulgular 1s18inda s6z konusu etkenlerle infekte kopeklerde PLT ve PCT
degerlerinin diyagnoz ve muhtemelen monitorizasyon ile prognoz agisindan elverisli

parametreler olarak kullanilabilecegi kanisina varildu.
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SUMMARY

In the present study alterations in trombocyte numbers and trombocyte indices were
investigated in 51 dogs naturally infected with E. canis and/or A. phagocytophilum.
Achieved results were compared to those of 20 healty dogs comprising control group.
Complete blood count and trombocyte indices were analyzed in Abacus Junior cell

counter.

The predominant findings in dogs infected with E. canis and/or A. phagocytophilum
were nasal discharge, decreased appatie, weight loss, tick infestation and lymphadenopathy
and those aforementioned signs showed statistical differences (p<0,01) in conrast to healty

dogs involved in control group.

Mean PLT counts were significantly decreased in Il. (A. phagocytophilum), I11. (E.
canis+ A. phagocytophilum) and 1V. (E. canis) groups (159,6+£63,5, 142,3+44.3,
148,7+33,5, respectively) in comprasion to control group (370,4+28,6) (p<0,01).

Mean PCT values in groups Il., Ill. and IV. (0,1530+0,590, 0,1531+0,0441,
0,1450+0,314, respectively) were significantly decreased in contrast to control group
(0,3695+0,0283) (p<0,01).

Between PLT and PCT values, statistically significant positive correlation (p<0,01)

(r=0,988, 0,990 ve 0,981, respectively ) was evident among groups Il., I1l. and IV.

In conclusion, regarding to the data achieved from the present study, it may be
suggested that in dogs infected with E. canis and/or A. phagocytophilum, RBC and PLT
indices should interpreted along, in an attempt to scrutinize anemia and/or
trombocytopenia. Infected dogs showed significant alterations (p<0,01) among mean PLT
and PCT values and a positive correlation was evident between those 2 parameters

(p<0,01), where as alterations on mean MPV and PDWc¢ were not statistically significant.

Finally it was suggested that according to the aforimentioned results, PLT and PCT
values may be used as valuable parameters for diagnosis and probably for monitorization
and prognosis in infected dogs with mentioned agents.
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