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Sanliurfa yoresinde koyun ve kegilerde Anaplasma phagocytophilum’un
molekiiler yontemlerle arastiriimasi
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Ozet: Bu arastirma, Sanlurfa yéresinde koyun ve kegilerde Anaplasma phagocytophilum’un varligi ve
yayginliginin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla, Sanhurfa yéresinde 134 koyun ve 74 kegi
olmak Uzere toplam 208 hayvandan tam kan 6rnegi alinmistir. Bu 6rneklerden total genomic DNA’lar
izole edilmis, elde edilen DNA 6rnekleri Anaplasma phagocytophilum’un varhgl yéninden 16S SSU rRNA
genine spesifik primerler kullanilarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)'na tabi tutulmustur. Polimeraz
zincir reaksiyonu sonucunda pozitif oldugu belirlenen ornekleri temsilen segilen bir 6rnegin 16S SSU
rRNA geninin DNA dizilimi belirlenmistir. incelenen 208 koyun ve kegiye ait kan &rneginin 9 (%
4.33)'unda A. phagocytophilum’un varhgini gosteren PZR amplifikasyon Grlini elde edilmistir. A.
phagocytophilum pozitiflik oraninin koyunlarda % 5.97 (8/134), kegilerde % 1.35 (1/74) oldugu
saptanmistir. Pozitif 6rnekleri temsilen secilen bir 6rneginin DNA dizilimi belirlenmis, bu dizilim BLAST
analiz yoluyla GenBankasindaki diger dizilimlerle karsilastirildiktan sonra GenBanka KJ183079 accession
numarasi ile kayit edilmistir. Bu ¢calisma ile Sanhurfa yéresindeki koyun ve kecilerde PZR ve sekans analizi
ile A. phagocytohilium varhg ilk defa ortaya konmus ve etkene ait epidemiyolojik veriler de ilk olarak
elde edilmistir.
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Molecular survey of Anaplasma phagocytophilum in small ruminants from Sanhurfa

Abstract: This study was performed to determine the presence and prevalence of Anaplasma
phagocytophilum in sheep and goats in the Sanhurfa region. Whole blood samples were taken from a
total of 208 animals (134 sheep and 74 goats) in the Sanliurfa region. Polymerase chain reaction (PCR)
using primers specific to the A. phagocytophilum 16S SSU rRNA gene of the bacterium was applied to
the blood samples. The amplified DNA fragments in PCR positive samples were sequenced in order to
confirm their identity. PCR amplification indicated the presence of A. phagocytophilum in 9 animals
(4.33 %). A. phagocytophilum was present in 5.97 % (8/134) of sheep and 1.35 % (1/74) of goats. The
nucleotide sequence of a sample selected to represent the PCR positive samples was determined. The
resulting DNA sequence was compared to other DNA sequences available in the GenBank using BLAST
analysis and placed into GenBank under accession number as KJ183079. The presence of A.
phagocytophilum in the sheep and goats in the Sanliurfa region was demonstrated for the first time
using PCR and sequence analyses and epidemiologic data regarding the pathogen were also obtained.
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GiRIS

Anaplasma phagocytophilum ilk olarak 1940 yilinda tanimlanmis ve o tarihte Rickettsia
phagocytophila olarak isimlendirilmistir. 1960°li yillarda ise etkene granulositik hiicrelere
yerlesmesi ve Cytoecetes microti'ye olan morfolojik benzerligi nedeniyle Cytoecetes
phagocytophila adi verilmistir. Ayni yillarda Kaliforniya’da atlarda tespit edilen granulositik
ehrlichiosis etkeni ise ayri bir tiir kabul edilmis ve Ehrlichia equi olarak tanimlanmistir (1,2).
1980'li yilarda Amerika Birlesik Devletleri'nde insan granulositik ehrlichiosis (HGA) vakalari
tespit edilmis (3), benzer insan granulositik vakalari izleyen yillarda Avrupa’da da ortaya
cikmistir (4). Ribosomal RNA genlerinin sekans homolojilerine gére 2001 yilinda yeniden
yapilan siniflandirmada ruminant, at ve insanlardaki granulositik ehrlichiosis etkenlerinin ayni
turtn fakh varyantlari oldugu ifade edilmistir (5). Glinimuzde koyun, kegi, sigir, at, kedi, kdpek
gibi hayvanlar ve insanlarda granulositik ehrlichiosis etkeninin Anaplasma phagocytophilum
oldugu kabul edilmektedir (6). A. phagocytophilum’un neden oldugu enfeksiyon insanlarda
human granulositik ehrlichiosis/anaplasmosis (HGE/HGA), hayvanlarda tick borne fever (TBF),
sigirlardaki hastalik ise pasture fever (mera hummasi) olarak isimlendirilir (7).

Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu akut enfeksiyonlarin teshisi, klinik
bulgular ve Giemsa ile boyali preparatlarda eosinofiller igerisindeki etkenlerin goriilmesiyle
yapilir (8,9). Akut enfeksiyonu atlatan hayvanlar portér duruma gecer ve bu konaklar
enfeksiyon kaynagi olarak hizmet gorir. Mikroskobik muayene ile etkenlerin her zaman perifer
kanda tespit edilememesi, populasyon igindeki portér hayvanlarin belirlenmesini zorlastirir. Bu
durum ise daha duyarli teshis metotlarinin kullanilmasini zorunlu kilan faktorlerin basinda gelir.
Serolojik metotlar mikroskobik muayeneye gore daha duyarhdir. Fakat serolojik metotlarin da,
tirler arasinda capraz reaksiyonlarin gorulebilmesi, spesifik immun yanitlarin zayif olabilmesi
ve uzun slreli tasiyicihk durumunda antikorlarin her zaman tespit edilememesi gibi
olumsuzluklari s6z konusudur. A. phagocytophilum spesifik PZR gibi molekiler teshis metotlari
ile 6zglllik ve duyarliik artmaktadir. Bu metotlarlar, etkenin epidemiyolojisini belirlemeye
yonelik calismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir (9-15).

Anaplasma phagocytophilum’un koyun ve kecilerdeki varligi mikroskobik, serolojik ve
molekiler metotlarin kullanildigl calismalarla diinyanin bircok (lkesinde ortaya konulmustur
(11,16-21). Tirkiye’de A. phagocytophilum’un varligi ve yayginhgi Gzerine sinirl sayida ¢calisma
yapilmis, serolojik ve molekiiler yontemlerle koyun, keci ve sigirlar ile bazi kene tirlerinde
etkenin varhgi belirlenmistir (10,11,14,17,22,23). Koyun ve kegi populasyonunun yiiksek oldugu
Sanliurfa yoresinde A. phagocytophilum ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma, A.
phagocytophilum’un Sanhurfa yoresindeki koyun ve kegilerde varligi ve yayginliginin molekiler
yontemlerle ortaya konmasi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT
Kan orneklerinin toplanmasi

Bu calismada kullanilan kan 6rnekleri Nisan-Temmuz 2013 tarihleri arasinda Sanhurfa
merkez, Akcakale ve Harran ilceleri ve bu odaklara bagh kéylerden toplanmistir. 134 koyun ve
74 keci olmak Uizere toplam 208 hayvandan EDTA’ll kan érnegi alinmistir. Orneklemede,
stirlinin buydkligine gore her suriden 3-15 hayvan rastgele secilmis ve bunlarin en az bir
hastalik sezonu (Nisan-Eylul aylar arasi) gecirmis olmalarina dikkat edilmistir. EDTA’lI kanlar,
+4°C'yi saglayan termosta muhafaza edilmistir. Soguk zincirde laboratuvara getirilen kan
ornekleri DNA izolasyonunda kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve DNA dizi analizi

Sanliurfa yoresinde koyun ve kegilerden toplanan kan oérneklerinden total DNA’lar,
izolasyon kiti ile (GeneJETGenomic DNA Purification Kit, Fermentas, K0722) yapilmistir.
Genomic DNA 6rnekleri PZR’da kullanilincaya kadar-20°C’de saklanmistir.

Koyun ve kecilerden alinan kanlardan izole edilen genomik DNA ornekleri, A.
phagocytophilum’un varhgl yoninden PZR ile ¢ogaltma islemine tabi tutulmustur. Poimeraz
zincir reaksiyonunda kullanilan primerler, A. phagocytophilum’un 16S SSU rRNA genine spesifik
olup, primerlerin spesifitesi Kawara ve ark. (2006) tarafindan gosterilmistir (Tablo 1) (15).

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan Anaplasma phagocytophilum—spesifik primerler

Primer Gen Uriin
Adi Bolgesi Niikleotid Dizilimi (5-3’) Buylkliigi Kaynak
(bg)
SSAP2F 16S SSU GCTGAATGTGGGGATAATTTAT 641 Kawahara ve
SSAP2R rRNA ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA ark., 2006 (15)

Polimeraz zincir reaksiyonu MJ Minicycler (England) cihazinda gerceklestirilmistir.
Toplam 50 pl hacimde hazirlanan PZR karisimina, 125 uM dNTP miks, 1.25 IU Tag-DNA
polymeraz enzimi, 5 mM MgCl,, 10X PCR Buffer (750 mM Tris-HCI (pH 8,8), 200 mM
(NH4)2S04, % 0.1 Tween 20), 2.5 pl (20 pmol/ul) primerlerin her birinden ve hedef DNA’dan
(template) 5 pl ilave edilmistir. A. phagocytophilum-spesifik PZR 36 siklus olarak
gerceklestirilmis ve her siklus 942C’'de 1 dk denaturasyon, 56 2C’de 1 dk hibridizasyon ve
722C'de 1 dk sentez asamalarindan olusmustur. Reaksiyona 94 2C’de 5 dk 6n denaturasyon ve
72°C'de 10 dk son uzama ilave edilmistir. PZR’da elde edilen Uriinler agaroz jel elektroforeze
tabi tutulmustur. Buna gore %1.5’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra, 20 pl PZR drini, 5 pl
ylikleme solisyonu (Loading Dye) ile karistinlarak jeldeki kuyucuklara vyiklenmistir.
Elektroforez islemi Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tampon sollisyonu kullanilarak jel tankinda 90
voltta 1 saat streyle gerceklestirilmistir. Daha sonra jel, ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk
boyanip, UV transilliminatérde spesifik bantlarin varligi yéninden incelenmistir. Metodun
herhangi bir asamasinda olusabilecek muhtemel kontaminasyonlari belirlemek igin, hem DNA
izolasyonu hem de PZR asamasinda pozitif ve negatif kontroller kullaniimistir.

A. phagocytophilum pozitif kan érnegi, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dalinda daha ©nce yapilan bir galismada DNA dizi analizi ile teyit edilmistir
(GenBankasi, JF807995) (14). Negatif kontrol DNA 6rnegi elde etmek icin, bir aylik kuzudan kan
alinmis ve bu kandan yukarida elde edilen DNA 6rnegi, bitiin Anaplasma ve Ehrlichia tirlerinin
16S SSU rRNA geninin 492-498 b¢'lik kismini  amplifiye ettigi eden 16S8FE (5'-
GGAATTCAGAGTTGGATCATGGCTCAG-3’) ve BGA1B (5’-CGGGATCCCGAGTTTG
CCGGGACTTCTTCT-3’) primerleri ile PZR'de amplifikasyona tabi tutulmustur (24,25).
Anaplasma tirleri yoniinden ari oldugu kabul edilen bu o6renk calisma slresince DNA
izolasyonu ve PZR testinde negatif kontrol DNA 6rnegi olarak kullanilmistir.

PZR sonucunda pozitif oldugu belirlenen 6rnekleri temsilen secilen bir amplifikasyon
Griiniiniin DNA dizisi belirlenmistir. ilk olarak DNA dizisi belirlenecek érnegin 165 SSU rRNA gen
kismi bolgesi SSAP2F ve SSAP2R primerleri ile PZR’de tekrar ¢ogaltilmistir. Bu 6rnek % 1.6’hk
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulduktan sonra hedef bolge kesilerek jelden ayrilmis ve ticari
kit (Wizard, PCR Clean-up system, Promega, A.B.D) kullanilarak purifiye edilmistir. Purifiye DNA
drneginin sekans belirleme reaksiyonu ticari bir firmaya yaptirilmistir (iontek, istanbul,
Tirkiye).

Sanliurfa yoresinde elde edilen DNA dizilimi, daha dnce GenBankasina kaydi yapiimis
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DNA dizilimleri ile karsilastirilmasi BLAST analizi ile yapildiktan sonra GenBank’a sunularak
kabul numarasi alinmistir.

BULGULAR
Koyun ve kegilerden alinan kan érneklerine ait PZR sonuclari Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Sanliurfa yoresinde koyun ve kegilerden alinan érneklerin PZR sonuglari

Koyun Kegi Toplam
Odak n + % n + % n + %
Merkez 33 1 3.03 30 0 0 63 1 1.59
Akcakale 57 5 8.77 26 0 0 83 5 6.02
Harran 44 2 4.54 18 1 5.55 62 3 4.84
Toplam 134 8 5.97 74 1 1.35 208 9 4.33

Tablo 2'de de gorildiugi Sanhurfa yoresinden incelenen 208 kan 6rneginin 9’unda (%
4.33) A. phagocytophilum spesifik PZR pozitiflik tespit edilmistir (Sekil 1). Koyunlara ait 134
ornegin 8’inde (% 5.97), kegilere ait 74 6rnegin 1'inde (% 1.35) A. phagocytophilum spesifik PZR
pozitiflik saptanmistir. incelenen érneklerden 63’U Sanliurfa il merkezi, 83’ Akgakale ve 62’si
Harran ilgelerindeki koyun ve kecilerden alinmistir. il merkezindeki érneklerin % 1.59’unda
(1/63), Akgakale ilgesindeki 6rneklerin % 6.02’sinde (5/83), Harran ilgesindeki 6rneklerin ise %
4.84'inde (3/62) A. phagocytophilum spesifik PZR pozitiflik belirlenmistir.

Sekil 1. PZR jel gorinima. M: Marker (100 bg), 1: Negatif kontrol DNA, 2: Pozitif kontrol, 3: Negatif
ornek, 4: Pozitif 6rnek

Sanliurfa yoresinde A. phagocytophilum yéniinden PZR ile incelenen 208 koyun ve
kecinin 9’unda pozitif amplifikasyon Griinii elde edilmistir. Bu 6érnekleri temsilen secilen bir
ornegin 16S SSU rRNA geni, DNA dizisi GenBank’ta kayith diger DNA dizilimleri ile
karsilastirilmistir(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK_LOC=blasthome). Daha sonra bu DNA dizisi GenBankasina kaydedilerek
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank) kayit numarasi (Accession Number)
alinmistir (KJ183079).

Bu calismada elde edilen A. phagocytophilum 16S SSU rRNA kismi sekansi, GenBank’ta
mevcut diger sekanslar ile karsilastirildiginda A. phagocytophilum koyun izolatlar ile
(KJ782386, KJ782387) % 100 oraninda benzerlige sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.

TARTISMA ve SONUC

Kenelerle nakledilen hastaliklarin bir bolgede varligi ve yayginligi kene-konak-patojen
zincirinin  uygun bir c¢evrede etkilesimi ve tamamlanmasina baghdir. Bu etkilesimler
dogrultusunda, hastaliklarin prevalansi Ulkeler arasinda hatta ayni llkenin cografi bolgeleri
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arasinda onemli farklihklar gosterir. Keneler ve konaklarinin yasadigi habitatlardaki
degisiklikler, sehirlesme, agagsizlastirma ya da yeniden agaglandirma, ormanlik alanlardaki
topraklarin kullanimi ve bélgeler arasi hayvan nakilleri yukaridaki dongiyl etkileyen 6nemli
faktorlerdir. Ancak hastaligin bir bolgede varligini direk etkileyecek en 6nemli faktér hastalig
nakledecek kene tiiriinin bir boélgedeki varligidir. Kene tiriniin bélgedeki varligi ve devami,
cografi bolgedeki mikroklima, iklim, habitat 6zellikleri, uygun konaklarin varligi ve oranina
baghdir (26). Tlrkiye’de kenelerle nakledilen hastaliklara iliskin epidemiyolojik calismalar;
hastaligi nakleden kene turi/turlerinin  gorildigtu bolgelerle, vektorlugini yaptiklar
hastaliklarin gorildigl bolgelerin paralel oldugunu goéstermektektedir. Ixodes soyuna bagli
turler, Tirkiye’de daha yogun olarak Karadeniz, Ege ve Akdeniz bolgeleri gibi nemli ve ihman
iklim 6zelliklerinin hikim strdiGgli ormanlik alanlarda bulunur (27-29). A. phagocytophilum’un
basta Ixodes soyuna bagli tirler olmak lizere Ixodid kenelerle nakledildigi bilinmektedir (30,31).
Karadeniz bolgesinde sigirlarda ve . ricinus’ta A. phagocytophilum belirlenmistir (22,23,32). A.
phagocytophilum’un diinyanin diger bolgelerinde farkh Ixodid kene tirlerinde tespit edilmis
olmasi, Ixodes tirleri disindaki kene tirlerinin de bu patojeni nakledebilecegini
disindirmektedir (10,33). Nitekim Tirkiye’de Dogu Anadolu Bolgesindeki koyun ve kegiler
Uzerinde yurltilen bir ¢alismada A. phagocytophilum belirlenmistir (11). Polimeraz zincir
reaksiyonu ve sekans analizlerinin kullanildigi bu g¢alisma sonucunda Giineydogu Anadolu
bolgesinde koyun ve kegilerde A. phagocytophilum’un varligl ortaya konulmustur. Bu sonug
etkenin Ixodes ricinus disinda farkli kene tiirleri tarafindan nakledilebilecegi kanaatini
desteklemektedir.

Anaplasma phagocytophilum’un koyun ve kecilerdeki varligini belirlemeye yonelik
calismalarda mikroskobik, serolojik ve son vyillarda molekiler metotlarin kullanildig
goriulmektedir (11,16-21). Mikroskobik muayenenin sensitivitesinin disiik olmasi ve serolojik
testlerde ¢apraz reaksiyonlarin goérilmesi, molekiler teshis metotlarini 6ne ¢ikarmaktadir. Bu
calismada da koyun ve kecilerden elde edilen kanlarda A. phagocytophilum’un arastirilmasinda
polimeraz zincir reaksiyonu ve sekans analizi yontemleri kullanilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonunda SSAP2F ve SSAP2R primerleri kullanilarak etkenin 16S SSU rRNA geni spesifik
olarak amplifiye edilmistir. Ayrica pozitif 6rnekleri temsilen secilen bir 6rnegin sekans analiz
yapilarak, A. phagocytophilum Sanliurfa izolatinin 16S SSU rRNA geninin kismi DNA dizilimi
belirlenmistir. Elde edilen DNA diziliminin (KJ183079) BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda
kayith koyunlara ait diger A. phagocytophilum izolatlariyla (KJ782386, KJ782387) % 100
benzerlige sahip oldugu belirlenmistir. Boylece PZR ile tespit edilen A. phagocytophilum
pozitifliklerinin dogrulugu ortaya konmustur.

Anaplasma phagocytophilum’un koyun ve kecilerde prevalansini belirlemeye yonelik
yapilan calismalar, etkenin prevalansinda cografi bolgeler arasinda farkhliklar bulunmasina
ragmen tim dinyada gorildigini gostermektedir. Norveg’'te koyunlarda etkenin
seroprevalansi indirek floresan antikor testi (IFAT) ile % 30 olarak bulunmustur (20). Ayni
Ulkede yine IFAT ile yiritllen bagka bir ¢alismada etkenin kuzulardaki seroprevalansi % 55
olarak tespit edilmistir (18). italya’da IFAT ile yapilan bir seroprevalans ¢alismasinda incelenen
koyunlarin % 13.3’linde A. phagocytophilum’a karsi sekillenen antikorlar tespit edilmistir (19).
Cin’de koyun ve kegilerde real time PZR ile yapilan bir ¢alismada incelenen koyunlarin %
7.1'inde ve kegilerin % 5.7’sinde A. phagocytopilum pozitifligi saptanmistir (21). Slovakya’da
koyun ve kecilerde A. phagocytophilum’un prevalansi PZR ile % 2.8 olarak tespit edilmistir (16).
Tirkiye’de sinirli sayida da olsa koyun ve kecilerde A. phagocytophilum’un varligi ve
yayginhginin belirlendigi calismalar mevcuttur (11,17). Karadeniz bolgesinde koyunlarda A.
phagocytophilum’un prevalansi mikroskobik, serolojik ve molekiler yontemlerle arastiriimis,
Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu ve Samsun illerindeki 720 koyuna ait kan frotilerinin
mikroskobik muayenesinde 71 frotide (% 9.86) A. phagocytophilum benzeri inklizyon
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cisimciklerine rastlanmis; ayni hayvanlara ait kan serumlarinda IFAT ile 107 6rnekte (% 14.86)
A. phagocytophilum’a karsi sekillenen antikorlar belirlenmis; 178 koyuna ait kan érnekleri PZR
ile analiz edilmis ve 22’sinde (% 12.35) A. phagocytopilum spesifik band belirlenmistir (17).
Dogu Anadolu Bolgesindeki koyun ve keciler Uzerinde yiritilen diger bir calismada; Bingdl,
Elazig, Malatya ve Mus illerinde 291 koyun ve 131 keci olmak (izere toplam 422 hayvana ait kan
ornekleri PZR ile incelenmis; koyunlarin 55’inde (% 18.90) ve kegilerin 28’inde (% 21.37) A.
phagocytophilum pozitiflik belirlenmistir (11). istanbul, Tekirdeg, Edirne ve Kirklareli illerinde
yuratilen bir galisma ise PZR ile incelenen toplam 423 koyun ve keginin 36’sinda (%8.51) A.
phagocytophilum varligl ortaya konulmustur (34) Gliney Dogu Anadolu Bolgesinde koyun ve
kecilerde A. phagocytophilum’un varhg ve vyayginligi (zerine herhangi bir c¢alisma
yapilmamistir. Bu calismada PZR yontemi kullanilarak Sanhurfa yoresindeki koyun ve kecilerde
A. phagocytophilum’un varhgl ve yayginhgi arastirilmis, koyun ve kecilerden elde edilen 208
(134 koyun, 74 kegi) kan 6rnegi PZR ile analiz edilmis, 8 koyun (% 5.97) ve 1 kegi (% 1.35) olmak
Uzere toplam 9 hayvanda (% 4.33) A. phagocytophilum’un varlig tespit edilmistir.

Sonug olarak; hastaliklar hakkindaki epidemiyolojik bilgiler, hastaligi karsi korunma ve
kontrol stratejilerinin belirlenmesi ve uygulamasinda temel olusturmaktadir. Epidemiyolojik
¢alismalarda kullanilan metotlarin duyarhihk ve 6zgilliik degerleri ise hastaligin yayginli§inin en
dogru bicimde ortaya konulmasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Son yillarda epidemiyolojik
cahsmalarda yiksek 6zgillik ve duyarhliga sahip molekiiler metotlar siklikla kullanilmaktadir.
Bu calismada PZR ve sekans analizi ile Sanliurfa yoresinde ilk defa ortaya konulmustur. Etkenin
temel vektorlerinin calisma bolgesinde bulunmayisi sebebiyle, etkenin vektoérlerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yapilmasi gerektigi kanaatine variimistir.
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