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OZET

Olmez 1. Van ili Gevas Ilcesinde Koyunlarda Anaplasma ovis ve Anaplasma capra tiirlerinin
Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2025. Keneyle bulagsan
hastaliklar, diinya genelinde hayvan yetistiriciliginde ekonomik olarak énemli kayiplara yol agmaktadir.
Ruminantlar1 enfekte eden ve bu kayiplara neden olan hastaliklardan biri de anaplazmozisdir. Ancak
Tiirkiye’nin dogusunda yer alan evcil hayvan siiriilerinde bu patojenin yayilimi hakkinda yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu dogrultuda, bu ¢alismada Van ilinin Gevas ilgesindeki koyunlarda Anaplasma ovis
ve Anaplasma capra prevalanslarinin belirlenmesi ve tespit edilen suslarin spesifik genler {izerinden
molekiiler karakterizasyonunun yapilmas: amaglanmistir. Bu amagla, goriiniirde saglikli 200 koyun
rastgele segilerek, vena jugularis'ten alinan kan ornekleri EDTA’l1 tiiplere konulmustur. Elde edilen
orneklerde A. ovis ve A. capra varligi, sirasiyla msp4 (major surface protein 4) ve gltA genlerini
hedefleyen konvansiyonel ve nested PCR yontemleriyle aragtirtlmistir. Toplamda 200 6rnegin 149’unda
(%74,5), A. ovis’e dzgii 852 bp uzunlugunda msp4 gen fragmani basariyla amplifiye edilmistir. Buna
karsilik, higbir 6rnekte A. capra pozitifligi saptanmamustir. Istatistiksel analizler sonucunda, incelenen
epidemiyolojik 6zellikler arasinda cinsiyet ve yas ile A. ovis enfeksiyonu arasinda anlamli bir iligki
bulunmamustir (P > 0,05). Ancak &rneklerin alindigi bolgelere gore yapilan degerlendirmede, Inkdy
bolgesindeki prevalansin istatistiksel olarak anlamli derecede yilksek oldugu belirlenmistir (P < 0,05).
Sanger dizileme yontemiyle elde edilen eksik msp4 gen dizileri dogrulanmis ve GenBank veri tabanina
(PV231424-PV231428) eklenmistir. msp4 gen sekans analizine gore, A. oviS izolatlarinin diger
iilkelerden bildirilen suglara kiyasla 6nemli bir genetik cesitlilik gostermedigi saptanmistir. Bu ¢alisma,
Van ili Gevas ilgesindeki koyunlarda A. ovis ve A. capra’nin filogenetik ve molekiiler siniflandirmalarina
iliskin 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ayrica, A. ovis enfeksiyonunun bu bélgede dnemli bir yayginhga
sahip oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, drneklenen hayvanlarda A. capra enfeksiyonu tespit
edilmemistir. Anaplasma cinsine ait yeni bir tiir olarak tanimlanan A. capra’nin bulagsma durumu ve
potansiyel etkilerini degerlendirmek amaciyla daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasma ovis, Anaplasma capra, Koyun, PZR, Van.



ABSTRACT

Olmez I. Survey of Anaplasma ovis and Anaplasma capra Species in Sheep in the Gevas District of
Van Province by Molecular Methods. University of Van Yuzuncu Yil, Health Science Institute,
Veterinary Faculty, Department of Parasitology, MSci Thesis, Van, 2025. Tick-borne diseases cause
significant economic losses in livestock production worldwide. One of the most important diseases
affecting ruminants and contributing to these losses is anaplasmosis. However, there is a lack of data on
the prevalence of this pathogen in livestock in eastern Turkey. In this context, the present study aimed to
determine the prevalence of Anaplasma ovis and Anaplasma capra in sheep from the Gevas district of
Van province and to perform molecular characterisation of the detected strains based on specific gene
targets. For this purpose, blood samples were taken randomly from 200 clinically healthy sheep via the
jugular vein using EDTA-containing tubes. The presence of A. ovis and A. capra in the collected samples
was investigated using conventional and nested PCR methods targeting the msp4 (major surface protein
4) and gItA genes, respectively. Of the 200 samples analysed, 149 (74,5%) tested positive for A. ovis
based on amplification of an 852 bp fragment of the msp4 gene. In contrast, no samples were found
positive for A. capra. Statistical analyses showed no significant association between A. ovis infection and
host factors such as sex and age (P > 0,05). However, when considering the sampling regions, the
prevalence of A. ovis was found to be significantly higher in the inkdy region (P < 0,05). The presence of
partial msp4 gene sequences was confirmed by Sanger sequencing, and these sequences were submitted
to the GenBank database (accession numbers PV231424-PV231428). Sequence analysis indicated that the
A. ovis isolates did not show significant genetic diversity compared to strains reported from other
countries. This study provides valuable data on the phylogenetic and molecular classification of A. ovis
and A. capra in sheep in the Gevas district of Van province. The results report a remarkably high
prevalence of A. ovis infection in the region, while A. capra infection was not detected in any of the
animals examined. Further studies are warranted to evaluate the epidemiology and potential impact of A.
capra, which has recently been described as a novel species within the Anaplasma genus.

Key words: Anaplasma ovis, Anaplasma capra, Sheep, PCR, Van province.
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ul : Mikrolitre

pm : Mikrometre

CELISA : Competitive Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
CFT : Complement fixation test

DNA : Deoxyribonucleic Acid

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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gPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction
RBC : Red Blood Cells

rRNA : Ribosomal Ribonucleic acid
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1. GIRIS

Anaplasma ovis, koyun ve keci anaplasmosis hastaligiin etkeni olarak ilk kez
1912 yilinda tanimlanmistir (Bevan, 1912) ve o zamandan beri diinyanin birgok
kitasinda yaygin olarak bulunmustur. Giintimiizde bu artropod kaynakli bakteri, bircok
tropikal ve subtropikal bolgede endemik olarak bilinmektedir (de la Fuente ve ark.,
2005b; Torina ve ark., 2008a; Shompole et al., 1989; Kocan et al., 2003). Ancak,
ekonomik etkileri ve klinik sonuglarinin biyiikliigi hala yeterince anlasilamamustir.
Anaplasma ovis, evcil ve yabani ruminantlarin eritrositlerini enfekte edip
parazitlenmesine ragmen, uzun siire 6nemsiz bir patojen olarak kabul edilmistir. Bunun
nedeni, hastaligin ¢ogunlukla subklinik seyretmesi ve hayvanlar {izerinde belirgin bir
etkiye yol agmamasidir (Blood ve Henderson, 1985). Giiniimiizde ise iiretim kayiplari,
ciddi klinik vakalar, ko-enfeksiyonlarin potansiyel 6nemi ve artan sayida yabani konak
tirti hakkindaki yeni bilgiler 1s1ginda A. ovis'in 6nemi yeniden degerlendirilmektedir
(Lu ve ark., 1997; Stoltsz, 2004; de la Fuente ve ark., 2007; Smith ve Sherman, 2009;
Yasini ve ark., 2012; Li ve ark., 2014).

Anaplasma capra, ilk olarak 2015 yilinda Cin’de asemptomatik kecilerden ve
kene 1sir181 Oykiisii olan atesli hastalardan alinan kan 6rneklerinde tanimlanmis ve 16S
rRNA, gltA, groEL, msp2 ve msp4 genlerinin filogenetik analizine dayanarak yeni bir
tiir olarak kabul edilmistir (Li et al., 2015). A. capra, insanlar, ruminantlar, kdpekler ve
yabani hayvanlar gibi gesitli konakg¢ilar1 enfekte edebilmekte ve Ixodes persulcatus,
Haemaphysalis longicornis, H. concinna, H. ginghaiensis ve Rhipicephalus microplus
gibi kenelerde tespit edilmistir. A. capra; Cin, Fransa, Japonya, Giiney Kore, italya ve
Tiirkiye gibi diinyanin bir¢ok bdlgesinde yayilim gostermekte ve hem insanlar hem de
hayvanlar i¢in potansiyel bir saglik tehdidi olusturmaktadir (Peng ve ark., 2021a; Altay
ve ark. 2022a; Sahin ve ark. 2022, Oguz ve ark. 2024).

Koyunlar, Tiirkiye de dahil olmak {izere bir¢ok iilkede degerli bir et ve siit
kaynagidir ve bu sebeple isletmelerinin en ¢ok tercih ettigi hayvan tiirleridirler. Diisiik
hayvan verimliligi, genellikle hastalik kontrolii hakkinda bilgi eksikliginden kaynaklanir
ve bu baglamda ¢iftlik hayvanlarinda anaplasmosis hakkinda ciddi bir bilgi eksikligi

vardir. Molekiiler testler koyunlarda anaplasmosis teshisi i¢in kullanilan en yaygin



yontemlerdir. Dogru ve erken teshis hastalikla miicadele de 6nem arz etmektedir. Bu
caligma ile koyunlarda A. ovis ve A. capra tiirlerinin DNA's1 aranacak ve bu patojenlerin
varli@i dogrulanacaktir. Ayrica, elde edilen veriler filogenetik degerlendirme yapilarak
analiz edilecek ve bu patojenlerin genetik iligkileri hakkinda yeni bilgiler saglanacaktir.
Bu tiir caligmalar, kene kaynakli hastaliklarin yaygimligi ve dagilimi hakkinda énemli

veriler sunar ve bolgedeki hayvan sagligi yonetimi i¢in kritik bilgiler saglar.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anaplasmosis

Bugiine kadar, Anaplasma cinsindeki sekiz = siiflandirilmis i
(A.phagocytophilum, A. bovis, A. centrale, A. marginale, A. ovis, A. platys A. odocoilei
ve A. capra) diinya ¢apinda gesitli yabani ve evcil hayvanlarda anaplasmosise neden
oldugu tespit edilmistir (Aubry ve Geale, 2011; Tate ve ark, 2013; Li ve ark., 2015;
Kumar ve ark., 2016; Battilani ve ark., 2017; Rar ve ark., 2021).

m A platys

A Contrase m

i
- C w“
aﬂm" »- an)
lM?.

Sekil 1. Anaplasma tiirlerinin filogenetik agaci(Battilani ve ark., 2017).

Anaplasma ovis eritrositleri enfekte etmekte (Munderloh ve ark., 2004) ve yeni
taninan Anaplasma tiirii olan A. capra, endotel hiicrelerini enfekte edebilmektedir (Li ve
ark., 2015).

Anaplasma ovis, koyun ve keg¢i anaplazmosizin baslica etkeni olarak kabul
edilmekte ve bu patojen diinya genelinde hem klinik hem de subklinik vakalarda rapor

edilmistir (Stoltsz, 2004). Ayrica, sigirlarda yiiksek patojeniteye sahip olan A.
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marginale’nin kegi ve koyunlart enfekte edebildigi kanitlanmistir (Kuttler, 1984).
Dalagi alinmis koyunlarda A. marginale ile yapilan deneylerde, hayvanlarda diisiik
seviyede bakteremi ve orta diizeyde hematokrit (HCT) diislisii gozlemlenmis ancak
hastalik belirtileri tespit edilmemistir (Kuttler, 1984; Razmi ve ark., 2006). Bununla
birlikte, A. marginale’nin koyun ve kecilerdeki tasiyicilik durumunun nispeten kisa
stireli oldugu ve kalict bir enfeksiyona yol agamayacagi varsayilmaktadir (Maas ve
Buening, 1981). A. ovis ve A. marginale, genetik yapi, mikroskobik goriinim ve
potansiyel konake¢1 yelpazesi acgisindan birgok benzerlige sahiptir (Splitter ve ark., 1956;
Kuttler, 1984; Lew ve ark., 2003). Ancak, bu patojenler immiinolojik olarak yeterince
benzer goriinmemekte ve deneysel calismalarda capraz bagisiklik olusturmamaktadir

(Kuttler, 1984).

2.2. Tamim ve Tarihcesi

Anaplasma cinsi (Anaplasmataceae familyasi, Rickettsiales takimi), Gram-
negatif zorunlu hiicre i¢i alfaproteobakterilerden olusturmaktadir. Bu cinsin tiirleri,
Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasi igindeki membrana bagl vakuollere yerlesmekte ve
konaklarin eritrositlerini, granulositlerini, monositlerini, trombositlerini ve farkli kan
hiicrelerini enfekte edebilmektedir. (Atif, 2016; Dumler ve ark., 2001).

Anaplasma ovis, ilk olarak 1912 yilinda koyunlarda tespit edilmis (Bevan,
1912), fakat 1924 yilinda A. ovis olarak tanimlanmistir. Molekiiler tekniklerin
gelismesiyle 2001 yilinda Anaplasmatacae ailesinin filogenetik analizi kullanilarak
tirler yeniden diizenlenmis, Anaplasma tiirlerinin filogenetik siniflandirmasi revize
edilmis ve Rickettsiales takimina dahil edilmistir. Bu revizyon, Anaplasma konak
cesitliliginin ve zoonotik potansiyelin boyutunun fark edilmesini saglanmistir (Battilani
ve ark.,2017; Rar ve ark. 2020). O zamandan beri, arastirmacilar bu cinsi molekiiler
diizeyde tanimlamaya, vektorleri ve vahsi yasam rezervuarlarini belirlemeye
yogunlasmislardir. (Parola ve ark., 2005; Chitanga ve ark., 2014; Lorusso ve ark., 2016;
Yang ve ark., 2018)

2012 yilinda Cin'in Orta ve Gliney bdlgelerinde yapilan bir calismada,
kegilerden elde edilen bir izolatin 16S rRNA gen dizilimi diger Anaplasma tiirlerinden

farkli bulunmus ve "Uncultured Anaplasma sp." olarak GenBank'a kaydedilmistir (Liu
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ve ark., 2012). 2015 yilinda Cin'de, kene 1sir181 dykiisii olan 477 insandan 28'inde (%6)
yeni bir Anaplasma tiirii tespit edilmistir. Bu tiirtin 16S rRNA gen tam dizilimi diger
Anaplasma tiirlerinden 27-73 niikleotid farkli oldugu gosterilmis ve "Anaplasma capra”™
olarak adlandirilmistir. Bu galismada, A. capra ilk kez bir kene tiiriinde (Ixodes

persulcatus) de tespit edilmistir (Li ve ark., 2015).

Anaplasma phagocytophilum 1932'de koyunlarda tespit edilmis (Gordon ve ark.,
1932), ancak insanlarda 62 yil sonra tanimlanmistir (Chen ve ark., 1994). A. capra’ nin
zoonotik potansiyelinin kisa siirede tespit edilmesi, bilim diinyasinin bu tiire olan
ilgisini artirmistir. Anaplasma capra ise 2017 ve 2018 yillarinda sirasiyla koyun ve
sigirlarda tespit edilmistir (Guo ve ark., 2018; Koh ve ark., 2018; Yang ve ark., 2017).
2018 yilinda Malezya'da yapilan bir calismada, A. capra Cin disinda ilk kez tespit
edilmistir (Koh ve ark., 2018). Ayn1 yil, orman misk geyigi gibi yabani hayvanlarda da
tespit edilerek yayilim alani genislemistir (Yang ve ark., 2018). 2018 yilinda Isveg'te
tespit edilmesiyle, A. capra Asya kitas1 disinda ilk kez kaydedilmistir (Grandi ve ark.,
2018). 2019 yilinda Cin'de kopeklerde tespit edilerek, karnivorlarda varligi ilk kez
dogrulanmistir (Shi ve ark., 2019). 2021 yilinda Angola'daki sigirlarda tespit
edilmesiyle, Afrika kitasinda ilk kez kaydedilmistir (Barradas ve ark., 2021). 2021
yilinda yapilan c¢aligmalarda, A. capra'nmin konakc¢i eritrositlerini istila ettigi
gosterilmistir (Peng ve ark., 2021b). 2023 yilinda ise A. capra'nin tam genom dizilimi
elde edilmis ve yaklasik 1,07 Mbp biiytikliigiindeki genomun 862 protein kodlayan gen
icerdigi belirlenmistir (Lin ve ark., 2023a).

A.capra sigirlarda tespit edildi

ilk kez Cin disinda bir
ilkede A.capra Malezya'da tespit edildi
Vahsi hayvanlarda ilk kez tespit edildi
A.capra Avrupa'da tespit edildi

A.capra Afrika'da tespit edildi
A.capra’ nin eritrositleri
etkiledigi tespit edildi

= =
DI

A.capra kdpeklerde tespit
edildi

Gin'de A. capra'nin
insalarda tespiti

; v

Cin'de kecilerde yeni bir
Anaplasma tirii
kesfedildi

Sekil 2. Anaplasma capra' nin tarihi. Altay ve ark.,(2024)’dan modifeye edilmistir.
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2.2. Smmiflandirma

Rickettsiales takimina ait Anaplasma cinsi, Anaplasmataceae familyasina bagli
zorunlu hiicre i¢i organizmalardir ve konakg1 hiicrenin sitoplazmasinda bulunan zar ile
cevrili vakuoller i¢inde bulunurlar (Kocan ve ark., 2004). Yakin ge¢miste, Anaplasma
organizmalar1 genis bir sekilde yeniden siniflandirilmis ve Ehrlichia organizmalarinin
Anaplasma cinsinden ayrilmasina yol agmis ve Anaplasma organizmalarinin giincel

yeniden siniflandirmasi, asagidaki Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Anaplasma tiirlerinin Systema Natura (2000)‘ya gore siniflandirmadaki yeri
(Systema Naturae 2000, 2025).

Alt Alem Bacteria
Kok Proteobacteria
Sinif Alphaproteobacteria
Dizi Rickettsiales
Aile Anaplasmataceae
Soy Anaplasma
Tiir A. ovis
Tiir A. capra

2.3. Morfoloji

Anaplasma, Anaplasmataceae familyasinin tamamini olusturan zorunlu hiicre igi
bakteri benzeri organizmalardir. Ortak olarak, ayni karakteristik morfolojiye sahiptirler.
Morfolojik olarak, Anaplasma cinsi, kii¢iik gram-negatif, genellikle kokoid ile

elipsoidal arasinda ve pleomorfik organizmalardir ve memeli konakgilarin



eritrositlerinin sitoplazmasinda bulunan vakuoller i¢inde yer alirlar (Dumler ve ark.,

2001).
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Sekil 3. Anaplasma ovis enfekte koyun kan yaymasi. (Yasini ve ark., 2012).
2.4. Biyoloji

Anaplasma yasam dongiisii, kene vektorleri ve omurgali konakgilart igermekte

ve lireme her iki organizmada gergeklesmektedir(Kocan ve ark., 2003; Battilani ve ark.,
2017).

Omurgali konakgilar, kalict olarak enfekte olabilmekte ve bu durum, kene
vektorlerinin yeniden enfeksiyonu igin bir rezervuar gorevi gormektedir. (Matei ve ark.,
2019). Ana vektorler olan Ixodid keneleri, Anaplasma’yr transstadial olarak
nakledebilmektedir (Stuen ve ark., 2013). Enfekte olduktan sonra, Anaplasma kenelerin
orta bagirsak ve tiikiirik bezlerinde ¢ogalmakta ve kene bir sonraki kan emmesi
sirasinda yeni bir konakg¢iy1 enfekte edebilmektedir.(Atif, 2016; Battilani ve ark., 2017).
Anaplasma tiirlerinin yasam dongiisiinde farkli kene vektorleri rol oynamaktadir.
Onemli kene vektorleri arasinda Rhipicephalus, Ixodes, Dermacentor ve Amblyomma
cinsleri yer almaktadir(Rar ve Golovljova, 2011; Atif, 2016; Battilani ve ark., 2017).
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Boophilus spp

entrositlerin transferleri
ile mekanik bulasma

Sekil 4. Anaplasma spp. yasam dongiisii (Mwale R., 2022).

Bununla birlikte, Anaplasma diger bir¢ok kene tiiriinde de tespit edilmis olmakla
birlikte, bu tiirlerin vektor yeterliligi hala tartismalidir(Rar ve ark., 2021).

Anaplasma’nin bulasmasi, mekanik ve iatrojenik yollarla da miimkiindiir.
Ozellikle tek konakg1 kenelerin tek yetkin vektdr oldugu bolgelerde, at sinekleri gibi
sokucu bocekler sigir siiriilerinde enfeksiyonun onemli bir kaynagidir. Biyolojik
vektorlerin yetersiz sayida oldugu durumlarda, kanla kontamine veteriner malzemeleri
bulagsmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Kocan ve ark., 2000; Aubry ve Geale, 2011;
Kocan ve ark., 2012).



2.5. Epidemiyoloji

Yasin anaplasmosis yayginligi tizerindeki etkileri arastirilmis ve 6nemli bulgular
tespit edilmistir. 2014 yilinda Tamil Nadu'nun Kanchipuram ve Chennai bolgelerinde
iki yasindan biiyiikk koyunlarda A. ovis enfeksiyonunun %9,2 oraninda gorildigiini
bildirmistir (Arunkumar, 2014). 2018 yilinda bir yasindan biiyiik koyun ve kegilerde A.
capra yaygmhigmin yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Peng ve ark., 2018). 2019 yilinda
24 ayliktan biiylik koyunlarda anaplasmosis yaygmliginin daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (Khan ve ark., 2019).2021 yilinda alt1 ayliktan kiiciik gen¢ koyun ve
kegilerde Anaplasma tiirlerinin enfeksiyonunun yaygin oldugunu gézlemlemistir (Niaz
ve ark., 2021). 2022 yilinda kegilerde yasin anaplasmosis iizerindeki roliinii incelemis
ve iki aylik gen¢ hayvanlarin yetiskinlere gére enfeksiyona daha yatkin oldugunu,
bunun diisiik bagisiklik nedeniyle olabilecegini varsaymislardir (Yang ve ark., 2022).
Ayni yil iki yasindaki koyun ve kecilerde anaplasmosis yaygmliginin bir yasindakilere
gore daha yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir (Almahallawi ve ark., 2022). 2022
yilinda Nijerya'da dort yasindan biiylik kegilerde Anaplasma tiirlerinin yayginliginin
yiiksek oldugunu belirtmiglerdir (Onyiche ve ark., 2022).

2018 yilinda Suudi Arabistan'in Medine bolgesinden alinan 312 kii¢iik ruminant
orneginde anaplasmosis yayginliginin erkeklerde (%64,24) disilere (%58,82) gore daha
yiiksek oldugunu bulmuslardir (Shabana ve ark., 2018). 2020 yilinda Bat1 Uganda'daki
kecilerde anaplasmosis yayginliginin disilerde (%90,5) erkeklere (%9,5) gore daha
yiksek oldugunu bildirmislerdir (Tumwebaze ve ark., 2020). Ayn1 yil Pakistan'dan
alman 150 kiigiik ruminant orneginde disi hayvanlarda anaplasmosis yaygmliginin
(%30,6) erkeklere (%20,7) gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (Ghaffar ve ark.,
2020).2021 yilinda yapilan bir ¢aligmada kii¢iik ruminantlarda A. ovis enfeksiyonunun
cinsiyetler arasinda anlamli bir fark gostermedigini belirtmislerdir (Kasozi ve ark.,
2021). Aym yil iki yasindan biyiik disi kiigiik ruminantlarin Anaplasma tiirleri
enfeksiyonu agisindan daha yiiksek risk altinda oldugunu tespit etmislerdir (Rubel ve
ark., 2021). 2021 yilinda Misir'dan alinan 366 kiiciik ruminant 6rneginde disi kegilerde
Anaplasma tiirleri yayginliginin (%387,2) erkeklere (%12,8) gore daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (Elsayed ve ark., 2021).2022 yilinda yapilan bir ¢alismada Pakistan'in



Giliney Veziristan Bolgesi'nden aliman 500 kiigiikk ruminant orneginde anaplasmosis

yayginlhiginin disi hayvanlarda %36 oldugunu bildirmislerdir (Amin ve ark., 2022).

2022 yilinda Anaplasma enfeksiyonunun Iran'daki egzotik 1wk koyunlarda
(%17,6) yerli wklara (%6,4) gore anlamli derecede daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir (Noaman ve ark., 2022). Aym1 yil Banglades'in Chattogram bolgesinden
alman 400 kiigiik ruminant 6rneginde Jamnapari (%23,52) ve melez irklarda (%22,31)
anaplasmosis yaygmliginin Bengal kegilerine (%12,21) gore anlamli derecede daha

yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Rahman ve ark., 2022).

2013 yilinda A. ovis enfeksiyonunun Rhipicephalus ve Dermacentor tiirleri
tarafindan bulastirildigini bildirilmistir (Stuen ve ark., 2013). 2017 yilinda Anaplasma
tiirlerinin pireler, at sinekleri (tabanidler), igneler ve diger veterinerlik aletleri yoluyla

mekanik olarak bulasabilecegini belirtmislerdir (Mason ve ark., 2017).

Mevsimler, anaplasmosis yayginlig1 lizerinde onemli bir etkiye sahiptir. 2014
yilinda Tamil Nadu'daki kiigiik ruminantlarda anaplasmosis yayginliginin yaz aylarinda
en yiksek, kis aylarinda orta ve yagish mevsimde en disiik oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu durumun, artropod vektorlerin hayatta kalmasi ve bulasma
dinamikleri i¢in uygun ¢evresel kosullardan kaynaklanabilecegi belirtilmislerdir
(Velusamy ve ark., 2014). 2016 yilinda Tamil Nadu'daki kegilerde anaplasmosis
vakalarmin kuzeydogu muson ve kis mevsiminde daha fazla oldugunu bildirmislerdir

(Rajasokkappan ve Selvaraju, 2016).

2017 yilinda Tunus'ta kii¢lik ruminantlardan alinan 1685 kan 6rnegini incelemis
ve A. ovis ile A. bovis yayginligmin mevsimlere gore degistigini belirtmistir.
Koyunlarda A. ovis yayginligt %35,6 (en diisiik %30,7 ilkbaharda, en yiiksek %43,6
sonbaharda) olarak tespit edilmistir. Kecilerde ise A. ovis yaygmligi %46 (en diisiik
%21,7 yaz aylarinda, en yiiksek %65,5 kis aylarinda) olarak bildirilmistir (Belkahia ve
ark., 2017). Aymi yil Pakistan'daki kegi ve koyunlarda Anaplasma enfeksiyonunun
mevsimsel yaygmhgm kis (%31,2), ilkbahar (%53,5), yaz (%53,3) ve sonbahar
(%61,2) olarak rapor etmislerdir (Shah ve ark., 2017).2020 yilinda Sudan'in Hartum
Eyaleti'ndeki kecilerde Anaplasma enfeksiyonunun sonbaharda yaz aylarma gore

anlamli derecede daha yiiksek oldugunu belirtmistir (Eisawi ve ark., 2020).
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Tablo 2. Ulkelere gore A. capra tespitinin pozitiflik oranlar1 ve referanslar

) Brnek Pozitiflik
Ulke Konak Sayisi Orani Referanslar
(%)
731 3,4 Zhou ve ark. 2023
943 9,4 Peng ve ark. 2018
174 9,8 Guo ve ark. 2018
Kegi 357 12,3 Yang ve ark. 2017
491 26,6 Wang ve ark. 2021
92 44,6 Wei ve ark. 2020
72 59,7 Lin ve ark. 2023a
. 510 7,8 Peng ve ark. 2018
¢in 341 10,0 Shi ve ark. 2020
95 10,5 Guo ve ark. 2018
Koyun 190 16,3 Yang ve ark. 2017
435 18,2 Yang ve ark. 2018
18 53,7 Lin ve ark., 2023b
309 56,0 He ve ark. 2021
Sigir 36 5,6 Guo ve ark. 2018
Kopek 521 12,1 Shi ve ark. 2019
Sigr 384 0,3 Miranda ve ark. 2021
1.219 0,4 Seo ve ark. 2018
Glney Kore Kegi 302 0,3 Miranda ve ark. 2021
. 28 14,3 Shin ve ark. 2020
Geyik
198 17,7 Amer ve ark. 2019
Sigir 241 0,41 Altay ve ark. 2022a
. Kegi 200 0,5 Oguz ve ark. 2023
Tirkiye
Koyun 155 3,22 Altay ve ark. 2022a
Manda 364 14,28 Sahin ve ark. 2022
i Koyun 391 5,3 Altay ve ark. 2022b
Kirgizistan .
Sigir 358 0,28 Altay ve ark. 2022c
Malezya Sigir 224 1,4 Koh ve ark. 2018
Pakistan Koyun 105 29,52 Ishaq ve ark. 2022
Muflon 105 11,43 Ishaq ve ark. 2022
Koyun 70 30,0 Jouglin ve ark. 2022
Kegi 38 13,2 Jouglin ve ark.2022
Fransa Kizil geyik 59 3,4 Jouglin ve ark. 2019
B;;i:(ghik 7 14,3 Jouglin ve ark. 2019
Fas sIgir 257 11,3 Elhachimi ve ark. 2021
Angola sIgir 98 6,12 Barradas ve ark. 2021
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2.6. Klinik Bulgular ve Patogenez

Klinik bulgular ve patogenez, Anaplasma tiiriine ve enfekte olan hiicrelere bagli
olarak degisir (Atif, 2016; Rar ve ark., 2021). Intraeritrositik Anaplasma tiirii olan A.
ovis, hafif ila siddetli hemolitik anemi, ates, ikterus, siit veriminde azalma, abortus, kilo
kaybi gibi klinik belirtilerle kendini gostemektedir (Aubry ve Geale, 2011; Atif , 2015;
Rar ve ark., 2021). Bu klinik belirtiler, enfekte eritrositlerin retikiiloendotelyal sistem
tarafindan yogun fagositozu sonucu ortaya ¢ikar, bu da hemolitik anemi ve sariliin ana

nedenlerindendir (Aubry ve Geale, 2011; Carrefio ve ark., 2007).

A.ovis, eritrositler iginde ¢ogalir. Enfeksiyonun mikroskobik olarak tespit
edilebilir hale gelmesi i¢in gegen ortalama prepatent siire yaklasik iki haftadir, ancak bu
stire 5 ila 40 giin arasinda degisebilir (Splitter ve ark., 1955, 1956; Neitz, 1968; Kuttler,
1981). Enfeksiyon mikroskobik olarak tespit edildikten sonra, bakteri her 24 saatte bir
ikiye katlanarak ¢ogalmaya devam eder (Splitter ve ark., 1955), bu da bir ila iki hafta
icinde bakteriyemide daha da artisa neden olur (Splitter ve ark., 1955, 1956; Kuil ve
Folkers, 1967; Barry ve Van Niekerk, 1990). Bakteriyeminin en {ist seviyesinde,
kegilerde eritrositlerin %1 ila %12'si, koyunlarda ise %0,1 ila %4'i A. ovis ile enfekte
olur (Kuil ve Folkers, 1967; Kuttler, 1981). Dalag1 alinmis hayvanlarda, bakteriyeminin
en lst seviyesiinde, eritrositlerin %90'a kadar enfekte olabilecegi bildirilmistir (Kuil ve
Folkers, 1967; Kuttler, 1981). Bagisiklik sistemi, artan bakteriyemiye yanit olarak
enfekte eritrositleri fagositoz yoluyla temizler (ekstravaskiiler hemoliz), bu da kirmizi
kan hiicresi (RBC), hematokrit (HCT) ve hemoglobin (Hb) seviyelerinde kademeli bir
diisise neden olur (Yasini ve ark., 2012). Kan parametrelerinin en diisiik seviyeye
ulastig1 (aneminin en yiiksek oldugu) donem, bakteriyemi pikinden birka¢ giin sonra
gerceklesir (Kuil ve Folkers, 1967; Zwart ve Buys, 1968), ve bu donemde enfekte
hayvanin klinik belirtileri en siddetli hale gelir (Stoltsz, 2004).

A. ovis enfeksiyonunun akut evresinde gozlemlenen klinik belirtiler arasinda ates
(stirekli veya dalgal1), tasikardi ve solunum hizi artisi, depresyon ve belirgin kilo kaybi
yer alir (Stoltsz, 2004; Smith ve Sherman, 2009; Yasini ve ark., 2012; Neitz, 1968;
Barry ve Van Niekerk, 1990). Hastaligin akut evresinde, Ozellikle siddetli anemi ve

yiiksek ates gelisen hayvanlarda abortus kaydedilmistir (Smith ve Sherman, 2009;
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Yasini ve ark., 2012). Siit veren hayvanlarda, siit veriminde belirgin bir diisls

goriilebilir ve bu durum birkag hafta siirebilir (Neitz, 1968; Smith ve Sherman, 2009).

Hem keg¢ilerde hem de koyunlarda enfeksiyon genellikle subklinik veya hafiftir
ve sadece hafif halsizlik ve pasiflik gibi belirtiler gozlemlenir (Splitter ve ark., 1956;
Zwart ve Buys, 1968). Bununla birlikte, 6zellikle ko-enfeksiyonlar, yetersiz beslenme,
gebelik veya diger stres faktorleri olan bireylerde orta ila siddetli klinik hastalik
gorilebilir (Stoltsz, 2004; Smith ve Sherman, 2009). Sicak hava, hayvanlarin taginmasi,
asilama, parazit tedavisi, yogun kene istilast ve uzun mesafeli tagima gibi stres
faktorleriyle iliskili akut hastalik salginlari da bildirilmistir (Khayyat ve Gilder, 1947;
Manickam, 1987; Friedhoff, 1997).

Klinik A. ovis enfeksiyonundan iyilesme genellikle yavastir, 6zellikle beslenme
yetersizse (Zaugg, 1987; Yasini ve ark., 2012), ve iyilesme siireci birkag haftadan birkag
aya kadar siirebilir (Zwart ve Buys, 1968). Enfeksiyondan iyilesen hayvanlar kalici
olarak enfekte kalir (Neitz, 1939, 1968; Palmer ve ark., 1998; Yasini ve ark., 2012), ve
dalgalanan bakteriyemi donglileri ve bazi uzun siireli sabit bakteriyemi seviyeleri
goriiliir (Palmer ve ark., 1998). Dalak, bu hayvanlarda enfeksiyonun kontroliinde
onemli bir rol oynar. Deneysel olarak, kronik enfekte hayvanlarda dalak alindiginda,
dalgalanan bakteriyemi dongiileri ve yeni klinik hastalik belirtileri ortaya cikmustir
(Splitter ve ark., 1956; Kuil ve Folkers, 1967; Kuttler, 1981).

2.8. Teshis

2.8.1. Mikroskobik yontemler

Giemsa boyamasi ile Anaplasma tiirleri, yaklasik 0,2 ila 0,5 um ¢apinda kiigiik,
kiiresel, derin mor renkte intra-eritrositik inkliizyonlar olarak goriiliir (Shabana ve ark.,

2018).

Mikroskobik yontemlerle A. ovis tanisi, temel olarak Giemsa ile boyanmis kan
yaymalarinin mikroskopta incelenmesine dayanmaktadir (Ndung’u ve ark., 1995). Bu
yontem, seroloji ve PCR gibi gelismis ve pahali ekipman gerektirmeyen nispeten ucuz

bir analizdir. Ancak, kan yaymas1 incelemesi, deneyimli personel gerektiren ve oldukga
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diisiik duyarliliga sahip bir yontemdir (Renneker ve ark., 2013; Ybanez ve ark., 2013).
Bu yontemle tespit edilebilmek igin eritrositlerin %0,1 ila %0,2'sinden fazlasinin
enfekte olmasi1 gerekmektedir (Shompole ve ark., 1989). Semptom Oncesi ve kalici
enfekte hayvanlarda, genellikle eritrositlerin %0,1'inden azi enfekte oldugu i¢in, kan
yaymasi incelemesi giivenilir degildir ve inkliizyonlar Howell-Jolly cisimciklerinden
ayirt edilemez (Shompole ve ark., 1989; Ndung’u ve ark., 1995; Noaman, 2013).
Bununla birlikte, mikroskobik inceleme, klinik belirtiler ve hematolojik parametrelerle
birlikte degerlendirildiginde, bakteriyeminin yiiksek oldugu akut hastalik evresindeki
hayvanlar i¢in olduk¢a kullanigh bir yontemdir (Splitter ve ark., 1956). Ancak, bazi
vakalarda klinik belirtiler, eritrositlerin fagositozu nedeniyle bakteriyemi pikine
ulastiktan ve azalmaya basladiktan sonra, yani aneminin en siddetli oldugu dénemde
ortaya cikar (Splitter ve ark., 1956). Ayrica, bu evrede devam eden eritropoez siireci,
retikiilositlerde bazofilik beneklenme ve Howell-Jolly cisimciklerinin sayisinda artisa
neden olur, bu da gercek Anaplasma inkliizyon cisimciklerinden ayirt edilmesini

zorlagtirir (Stoltsz, 2004)

A. ovis, eritrositlerin iginde derin mor renkte boyanan, diizensiz sekilli,
neredeyse kiiresel graniiller olarak goriilebilir (Stoltsz, 2004). A. ovis inkliizyon
cisimcikleri, A. marginale inkliizyon cisimciklerinden ayirt edilemez (Splitter ve ark.,
1956). Ancak calismalar, A. ovis inkliizyon cisimciklerinin %60 ila %65 oraninda
eritrositlerin kenarinda bulundugunu, A. marginale inkliizyon cisimciklerinin ise %90
oraninda kenarda bulundugunu gostermistir (Neitz, 1939; Splitter ve ark., 1956). Geri
kalan inkliizyonlar, kenar alti veya merkezi bolgelerde bulunur. Ek olarak, Anaplasma
inkliizyonlar1, Heinz cisimcikleri, Howell-Jolly cisimcikleri, retikiilositlerdeki bazofilik
beneklenme veya boyama artefaktlar1 gibi diger intra-eritrositik yapilarla yiliksek

benzerlik gosterir (Noaman, 2013).

2.8.2. Serolojik yontemler

Anaplasma tiirlerinin mikroskobik incelemesindeki zorluklar nedeniyle, hizli ve
duyarli tespit i¢in yillar ig¢inde ¢esitli serolojik yontemler gelistirilmistir (Noaman,
2013). Koyun ve kecilerde antikor titresi, patent bakteriyemi doneminde en yiiksek,
kalic1 enfekte hayvanlarda ise en diisiik seviyededir (Splitter ve ark., 1956; Ryff ve ark.,
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1964). Hayvanlarin ¢ogu bir yil sonra hala serolojik olarak pozitif kalir, ancak
seronegatif hale donen bireyler de bildirilmistir (Splitter ve ark., 1956; Ryff ve ark.,
1964).

A. marginale antikorlarini tespit etmek i¢in kullanilan kompleman fiksasyon
testi, A. ovis ile gapraz reaksiyon gosterebilmekte oldugu bildirilmistir (Splitter ve ark.,
1956; Magonigle ve ark., 1981; Kuttler, 1984). Bununla birlikte, bu iki bakteri, dogal
enfeksiyonda c¢apraz koruyucu bagisiklik saglamayacak kadar immiinolojik olarak

farklidir (Splitter ve ark., 1956).

Epidemiyolojik c¢aligmalarda, tasiyici hayvanlarin taranmasi i¢in spesifik
antikorlart tespit etmek amaciyla gesitli serolojik testler kullanilmistir. Bu testler
arasinda kompleman fiksasyon testi (CFT), indirek floresan antikor testi (IFAT), indirek
ELISA (iELISA) ve kompetitif ELISA (cELISA) yer almaktadir (Aubry ve Geale,
2011).

2.8.3. Molekiiler yontemler

Niikleik asit temelli teknikler, Anaplasma tiirlerinin DNA'sin1 tespit etmek igin
kullanilir (Bose ve ark., 1995).

Major Surface Protein 4 (MSP4) Anaplasma'nin dis zar proteinidir ve konakgi
hiicrelerle etkilesimde 6nemli bir rol oynar (de la Fuente ve ark., 2005a, 2006; Kocan ve
ark., 2004; Brayton ve ark., 2006). MSP4 gibi yiizey proteinlerini hedefleyen primerler,
Anaplasma tiirlerinin tespiti igin yaygin olarak kullanilmistir (Fuente ve ark., 2007). Bu
protein, konak¢inin bagisiklik sistemi tarafindan yiiksek secici baskiya maruz
kaldigindan dolayr diger genlere gore daha hizli degisim gostermekte ve. A. marginale
ve A. ovis arasinda ayrim yapmak i¢in ek analizler (restriksiyon enzim analizi, Southern
blot hibridizasyon veya sekanslama) gerektirmektedir (Torina ve ark., 2012). Son
yillarda, MSP4 genindeki hiper degisken bolgelerin belirlenmesiyle, A. ovis ve A.
marginale arasinda ayrim yapabilen tiirlere 6zgii PCR testleri gelistirilmistir. Bu hiper
degisken bolgeler, tiirler arasinda 6nemli sekans farkliliklar1 i¢erirken, ayni tiir i¢inde
korunmustur. Bu bdlgelere 6zgili primerler kullanilarak, A. ovis spesifik PCR testleri

basartyla uygulanmistir (Torina ve ark., 2012; Michelet ve ark., 2014). Tiirkiye’de
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yapilan bir arastirmada, 205 kan 6rneginde, MSP4 genine 6zgii primerler kullanilarak
852 bp boyutunda iiriinler amplifiye edilmis ve A. ovis tespit edilmistir (Oguz ve Deger,
2025)

16S rRNA geni, bakterilerin filogenetik calismalarinda yaygin olarak kullanilir
clinkii olduk¢a korunmus gen dizileri ve hiper degisken bolgeleri sayesinde tiirler
arasinda ayrim yapilabilir (Coenye ve Vandamme, 2003). Ancak, A. ovis ve A.
marginale arasinda 16S rRNA geninde sadece iki niikleotid farki vardir, bu da tiirlere
Ozgii primerler tasarlamay1 zorlagtirir (Lew ve ark., 2003; Liu ve ark., 2005; de la
Fuente ve ark., 2007; Noaman, 2013). A. capra, 16S rRNA, gltA, groEL ve MSP4
genleri kullanilarak nested PCR ile tanimlanmistir (Yang ve ark., 2017). Kore'de
yapilan bir ¢alismada, 16S rRNA geni hedef alinarak A. bovis ve A. capra tespit
edilmistir (Seo ve ark., 2019).Tiirkiye’de kegilerde yapilan bir arastimada 200 kegi kan
ornegi incelenmis ve ornekler gltA geninin fragmanini hedefleyen Nested PCR yontemi

ile analiz edilmis, 1 6rnekte A.capra tespit edilmistir(Oguz ve ark., 2024).

Ters ¢izgi blot hibridizasyon testi (RLB), Anaplasma tiirlerinin DNA'sin1 tespit
etmek icin kullanilan bir baska molekiiller yontemdir. Bu teknik, PCR ve
hibridizasyonun birlesimini kullanir ve Anaplasma'yr Theileria ve Babesia'dan ayirt
etmek igin kullanilir (Gubbels ve ark., 1999; Bekker ve ark., 2002). Bu teknikte, PCR
ile amplifiye edilen iirlinler bir nitroseliiloz kagidina sabitlenir ve tiire 6zgli problar
kullanilarak hibridizasyon yapilir. Bu test, uzun siiredir kene kaynakli hemoparazitlerin
epidemiyolojisini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Matjila ve ark., 2008,

2009; Bhoora ve ark., 2010; Chaisi ve ark., 2011).

2.9. Tedavi

Anaplazmozis tedavisinde tetrasiklin  grubu ilaglar yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle oksitetrasiklin ve klortetrasiklin, enfeksiyonun seyrini
kontrol etmede ve parazitemi seviyesini diisiirmede etkilidir. Oksitetrasiklin, 6,6 ila 11
mg/kg dozda, bir ila ili¢ kez intramiskiller (IM) veya intravenéz (IV) olarak

uygulandiginda, enfeksiyonun seyrini etkili bir sekilde hafifletir. (Kuttler, 1980)
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Oksitetrasiklin - ve imidokarb kombinasyonu, anaplazmozis tedavisinde
kullanilan ilaglardandir. Ancak, kalic1 enfeksiyonlarin tamamen ortadan kaldirilmasinda
sinirlt etki gosterebilirler. Bir ¢alismada, oksitetrasiklin (30 mg/kg, IM) ve imidokarb (5
mg/kg, IM) tedavileri, kalici A. marginale enfeksiyonlarini tamamen ortadan
kaldiramamigtir (Coetzee ve ark., 2005, 2006). Benzer sekilde, enrofloksasin (5 mg/kg,
IV) ve imidokarb (5 mg/kg, IM) tedavileri de kalic1 enfeksiyonlar1 giivenilir bir sekilde

ortadan kaldiramamustir (Coetzee ve ark., 2006).

Enrofloksasin (7,5 mg/kg) ve oksitetrasiklin (20 mg/kg) tedavileri, anaplazmozis
tedavisinde etkili olmakla birlikte, enrofloksasin rickettsemiyi daha hizli azaltmis ve
PCV (Packed Cell Volume) iyilesmesini daha hizli saglamistir (Facury-Filho ve ark.,
2012).

2.10. Koruma ve Kontrol

Anaplazmozis yonetimi, dncelikle artropodlarin (6zellikle keneler) kontroliini
icerir. Hastaligin onlenmesi ve tedavisinde antibiyotikler ve asilar kullanilmaktadir.
Sigir anaplazmozisinin kontroliinde en yaygin kullanilan antibiyotikler tetrasiklinlerdir.
Bununla birlikte, enrofloksasin (Facury-Filho ve ark., 2012) ve imidokarb (Stuen ve
ark., 2013) gibi diger antibiyotikler de etkili sonuclar vermistir, ancak bu ilaglar
tetrasiklinler kadar sik kullanilmamaktadir (Coetzee ve ark., 2006). Tetrasiklinler,
hastaligin erken evrelerinde en etkilidir, ancak siiriide erken teshis zor olabilir. Bu
nedenle, tetrasiklinler bazen profilaksi (koruma) amaciyla kullanilmaktadir (Kocan ve
ark., 2010). Ancak, uzun etkili oksitetrasiklin preparatlarinin kullanimi, et ve siit igin
bekleme siirelerinin uzun olmasi nedeniyle ciftciler i¢in sorun yaratabilir (Lew ve

Taylor, 2012).

Inaktive veya canli asilar, anaplazmozis onlemede etkili ydntemler olarak
bildirilmistir (Kocan ve ark., 2000). Her iki as1 tiirii de koruyucu bagisiklik saglayarak
hastaligin siddetini azaltmis, ancak enfeksiyonun kaliciligin1 6nleyememistir (Richey,
2003; Kocan ve ark., 2010). Ideal bir as1i, sigir, koyun ve kegilerde enfeksiyonu
onlemeli, koruyucu bagisiklik olusturmali ve kenelerin omurgali konakgiya biyolojik

bulagmasini engellemelidir (Aubry ve Geale, 2010).

17



Ayrica, akarisitler kullanarak kenelerin kontrol altina alinmasi, hastaligin
bulagsmasini1 azaltmada Onemli bir rol oynayabilmektedir (Sainz ve ark., 2015).
Pyretroidler (6rnegin deltamethrin), kenelerin kontroliinde diisiik dozlarda bile etkili
sonuglar verdigi belirtilmistir(Buczek ve ark., 2015). Organofosfatlar ve makrosiklik
laktonlar gibi kimyasal akarisitler, kenelerin sinir sistemini etkileyerek norotransmitter

sistemlerini bozdugu belirtilmistir (Banumathi ve ark., 2017).

Neem yag1 (Azadirachta indica) ve yesil ¢ay agaci yagi (Camellia sinensis),
ektoparazitlerin kontroliinde kullanilmistir (Batiha ve ark., 2019). Biyolojik kontrol
yontemleri arasinda, kenelerin yasam dongiisiiniin yonetilmesi, kiimes hayvanlarinin
yetistirilmesi ve biyopestisitlerin (bakteri, virlis, mantar, parazitler ve avcilar)

kullanilmasi yer almaktadir (Eisen ve Eisen, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Bu calisma Ekim 2024 — Nisan 2025 tarihleri arasinda Van ili Gevas ilgesinde
gerceklestirilmistir. Gevas ilgesinin 10 farkli kdyiinden (Abali, Degirmitas, Dokuzagac,
Goriindii, Giindogan, Hasbey, Inkdy, Kurultu, Kusluk, Yanik¢ay) halk tarafindan
yetistirilen toplam 200 adet koyun calismanin materyalini olusturmustur (Sekil 5).
Ornekleme ile rasgele alinan koyularin yetistirme bilgileri kayit altina alinmis ve Tablo

3te verilmistir.

KURUETY

- HASBE YA g
Q S
S 4

Sekil 5. Materyallerin toplandig1 yerlerin bilgileri
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Tablo 3. Ornekleme ile alinan koyunlarm bilgileri

Disi Erkek
, 2 2 Toplam 2 2 Toplam
Bolgeler yasindan | yasindan Dpisi yasindan | yasindan ErF?(ek Toplam
biiyiik kiigiik biiyik | kiigiik
Aball 10 8 18 2 2 20
Degirmitas 15 3 18 2 2 20
Dokuzagag 13 4 17 3 3 20
Goriindii 9 7 16 4 4 20
Giindogan 15 1 16 3 1 4 20
Hasbey 10 5 15 1 4 5 20
Inkdy 15 3 18 1 1 2 20
Kurultu 13 7 20 20
Kusluk 15 1 16 1 3 4 20
Yanikcay 5 10 15 5 20
Toplam 120 49 169 11 20 31 200

3.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Laboratuvar Uygulamalar

Calisma merkezlerine ¢alisma siiresi boyunca gidilmis ve toplam 200 koyunun
Vena jugularis’inden steril vakumlu antikoagulantli tiiplere teknigine uygun olarak 10
ml kan almmustir. Ornekler numaralandirilmis ve Van Yiiziinciiyll Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Ana Bilim Dalina ait molekiiler laboratuvarina buz
tizerinde getirilmistir. Kan oOrnekleri, DNA ekstraksiyonu yapilana kadar -20°C'de

saklanmustir.

3.2.1. Genomik DNA ekstraksiyonunun yapihisi

EcoPURE Genomic DNA Kit kullanilarak 200 adet kan numunesinden DNA
ekstraksiyonu EcoPURE Genomic DNA Kit protokolii modifiye edilerek
gerceklestirildi. DNA’lar PCR analizinde kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
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e

Sekil 6. ECOPURE Genomic DNA Kit
Genomik DNA Ekstraksiyon Protokolii:

e Kan oOrneklerinden kirmizi kan hiicrelerini Segici olarak par¢alamak i¢in 200
pl kan o6rnegini ve 600 pul RBC Lysis Buffer - 1X bir ependorf tiipiine
aktarildi. Bu islem, beyaz kan hiicreleri ve diger hiicresel bilesenlerin
ayristirilmasi ve analiz edilmesi saglamaktadir. Oda sicakliginda santrifiijde
maksimum hizda 5 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiipiin iistiinde kalan siv1
dokldi.

e Ependorf tiipiin iginde kalan ¢okeltinin tistiine 200 ul ECOPURE Lysis Buffer
eklendi ve vorteks yapildi.

e Karigima 20 pl EcOPURE Proteinase K eklendi ve vorteks yapildr .
56,5°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
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S - stop. hr:min:sec T(°C)
H - heating
C-cooling

+100°C

Sekil 7. Biosan CH-100 inkiibasyon cihazi

e Inkiibasyondan sonra karisgtma 400 pl ECOPURE Binding Buffer eklendi ve
vortekslendi.

e ECOPURE kolonlari, Collection tiiplere yerlestirildi ve karigimlar kolona
aktarildi. Oda sicakliginda masaiistii santrifiijde maksimum hizda 1 dakika

santrifiij edildi.

e Toplama tiipiin altinda kalan akigskan dokiildii ve kolona 400 pl ECOPURE
Wash Buffer 1 eklendi. Oda sicakliginda santrifiijjde maksimum hizda 1
dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipiin altinda kalan akiskan dokiildii ve kolona 500 ul ECOPURE
Wash Buffer 2 eklendi. Oda sicakliginda masaiistii santrifiijde maksimum
hizda 1 dakika santrifiij edildi.
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e Toplama tiipiin altinda kalan akiskan dokiildii ve kolona 200 ul ECOPURE
Wash Buffer 2 eklendi. Maksimum hizda 2 dakika santrifiij ederek kalinti

yikama tamponunu tamamen uzaklastirilda.

e Toplama tiipleri ve kolonlar birbirinden ayrildi ve numaralandirilmis yeni

ependorf tiiplere ECOPURE kolon aktarildi.

e ECOPURE kolonun membraninin merkezine 50 ul ECOPURE Elution Buffer

eklendi ve kolonu oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

e Oda sicakliginda santrifiijde maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.
EcoPURE kolonu atildi ve saflastirilmis DNA’y1 PCR islemi yapilana kadar
-20°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Referans DNA ornekleri

Yiiziinciiysl ~ Universitesi ~ Veteriner ~ Fakiiltesi molekiiler  parazitoloji
laboratuvarinda daha 6nce izole edilen ve sekans analizi (PP625125 ve OQ703060) ile
kontrolii yapilmis DNA oOrnekleri pozitif kontrol olarak c¢alismada kullanilmistir.

Negatif kontrol olarak ¢ift damitilmis su kullanilmustir.

Tablo 4. Anaplasma capra igin genomik DNA 6rnekleri

Primer . . Gen | Amplikon
Ads Primer Dizisi Bolgesi| Boyutu Referans
gltA- 5'- Li ve
outher- | GCGATTTTAGAGTGYGGAGATTG-| ¢ItA 1031 bp ark.,
forward 3 2015
gltA- 5'- Li ve
outher- | TACAATACCGGAGTAAAAGTCAA-| gltA 1031 bp ark.,
reverse 3’ 2015
gltA- 5'- Yang ve
inner- | TCATCTCCTGTTGCACGGTGCCC- | gltA 594 bp ark.,
forward 3 2016
gltA- 5'- Yang ve
inner- | CTCTGAATGAACATGCCCACCCT- | gltA 594 bp ark.,
reverse 3’ 2016
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Tablo 5. Anaplasma ovis igin genomik DNA 6rnekleri

Primer . . Gen Amplikon
Ads Primer Dizisi Bolgesi Boyutu Referans
5'-GGGAGCTCCTATGAATTA De la Fuente
MSP45 |~ CAGAGAATTGTTTAC-3' MSP4 | 852bp |\ ok 2007
5'-CCCCGGATCCTTAGCTGA De la Fuente
MSP43 ACAGGAATCTTGC-3' MSP4 | 852bp |\ ok 2007

3.2.3. PCR uygulamalari

Anaplasma tiirlerinde msp4 genini hedefleyen primerler, ozellikle tani ve

filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Anaplasma ovis i¢in msp4

geninin amplifikasyonunu hedefleyen primerler ile PCR islemi gerceklestirildi.

Anaplasma capra etkenleri i¢in nested PCR analizi gerceklestirildi. ilk olarak

gltA gen bolgesindeki 1031 bp’lik bir alani hedefleyen gltA-outher-forward ve gltA-

outher-reverse primerleri ile gergeklestirildi. Ikinci olarak ilk PCR’dan ¢ikan iiriinler ile

gltA gen bolgesindeki 594 bp’lik bir alan1 hedefleyen gltA-inner-forward ve gltA-inner-

reverse primerleri ile Nested-PCR gerceklestirildi.

Sekil 8. BIO-RAD Thermal Cycler
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Tablo 6. Anaplasma ovis i¢in PCR reaksiyon karigiminin bilesenleri ve miktarlari.

Toplam

Bilesenler Miktar (pl)
PCR Master Mix (EcoTaq 2X Master Mix) 10
ileri Primer (msp4 Forward primer) (10 pmol/puL) 1
Ters Primer (msp4 Reverse primer) (10 pmol/uL) 1
Steril Distile Su 5
izole edilen genomik DNA 3
20

Tablo 7. Anaplasma capra i¢in Nested PCR-1
bilesenleri ve miktarlari.

(outher) reaksiyon karigiminin

Toplam

Bilesenler Miktar (ul)
PCR Master Mix (EcoTaq 2X Master Mix) 10
ileri Primer (gltA-outher-forward primer) (10 pmol/puL) 1
Ters Primer (gltA-outher-reverse primer) (10 pmol/pL)
Steril Distile Su 5
izole edilen genomik DNA 3
20

Tablo 8. Anaplasma capra i¢in Nested PCR-2 (inner ) reaksiyon karisiminin bilesenleri

ve miktarlari.

Toplam

Bilesenler Miktar (ul)
PCR Master Mix (EcoTaq 2X Master Mix) 10
ileri Primer (gltA-inner-forward primer) (10 pmol/pL) 1
Ters Primer (gltA-inner-reverse primer) (10 pmol/uL) 1
Steril Distile Su 7
ilk PCR’dan elde edilen amplikon DNA 1
20
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Tablo 9. Anaplasma ovis i¢in PCR amplifikasyon dongiileri.

Adim Sicaklik (2C) | Suire DONGU
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 3 dakika 1
Denatlirasyon 95 30 saniye

Baglanma (Annealing) 60 35 saniye 35
Uzama (Extension) 72 1 dakika

Son Uzama 72 5 dakika 1

Tablo 10. Anaplasma capra igin Nested PCR-1(outher) amplifikasyon dongiileri.

Adim Sicaklik (2C) | Siire DONGU
Baslangic Denatlirasyonu 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 1 dakika

Baglanma (Annealing) 53 1 dakika 30
Uzama (Extension) 72 1 dakika

Son Uzama 72 5 dakika 1

Tablo 11. Anaplasma capra i¢in Nested PCR-2(inner) amplifikasyon dongiileri.

Adim Sicaklik (2C) Siire DONGU
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dakika 1
Denatirasyon 95 1 dakika

Baglanma (Annealing) 57 1 dakika 30
Uzama (Extension) 72 1 dakika

Son Uzama 72 5 dakika 1

Jel i¢in 1.5 gram agaroz, 100 ml TBE-1X(Tris-Borat-EDTA) tamponu
mikrodalga firinda 3dk kaynatilarak eritildi. DNA bantlarin1 goériiniir hale getirmek i¢in
eritilen agaroz jel igcine DNA Boyasi (Etidyum Bromiir) 5 ul eklendi. Jel elektroforez
cihazina yerlestirildi ve her bir PCR iiriiniinden 5 pL mikropipet kullanilarak dikkatlice
jel kuyularma yiiklendi. Orneklerle birlikte referans olarak 5 uL 100 bp DNA Ladder
Plus (Hydra 100 bp DNA Ladder Plus) eklendi. Elektroforez islemi, BIO-RAD
PowerPac Basic cihazi kullanilarak 80 voltta 60 dakika boyunca elektroforez islemini

gerceklestirildi.
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5

Sekil 9. BIO-RAD PowerPac Basic elektroforez cihazi

Elektroforez sonrasi jel, bir UV transilluminatér (VILBER LOUMAT ECX-
20.M) iizerine aktarildi ve DNA bantlar1 gorsellestirildi.

3.2.4. DNA dizileme ve filogenetik analiz

Msp4 gen bolgesini kodlayan PCR iirtinleri ve primerler, dizi analizi i¢in uygun
sekilde paketlenerek Ankara’daki Sentebiolab Biyoteknoloji firmasina gonderilmistir.
Burada, {iriinlerin saflastirilmas1 ve sekanslama iglemleri gerceklestirilmistir. Elde
edilen sekans kromatogramlari, BioEdit yazilimi (Hall, 1999) kullanilarak incelenmis ve
diizenlenmistir. Izolatlara ait nihai konsensiis dizileri, GenBank veri tabaninda
“nucleotide =~ BLAST”  (National Center for Biotechnology Information,
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) aracilifiyla analiz edilerek farkli iilkelerden rapor

edilmis izolatlarla benzerlik oranlar1 karsilagtirilmistir.
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Msp4 filogenetik analiz veri seti, toplam 36 izolata ait niikleotid sekanslarindan
olusturulmustur. Anaplasma phagocytophilum (KM205439) ise “dis grup” olarak
kullanilmistir. Filogenetik analizler, yaklasik 800 bp’lik bir bolge kullanilarak MEGA
7.0 (Kumar ve ark., 2016) yaziliminda, maksimum likelihood (ML) yontemi ve 1000
tekrarlt bootstrap analizi ile gerceklestirilmistir. Calismada elde edilen niikleotid
sekanslari, PV231424-PV231428 erisim numaralariyla GenBank veri tabanina
kaydedilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PCR Analiz Bulgular

Tiirkiye'nin Van ilindeki Gevag ilgesinde A. capra ve A.ovis varligini arastirmak
amactyla, 200 kan 6rnegi PCR ve nested PCR teknikleri kullanilarak analiz edilmistir.
149 (%74,5) 6rnek A.ovis pozitif sonu¢ elde edilmis fakat orneklerden higbirinde

A.capra pozitif sonug elde edilmemistir.

M PK NK 146 147 145 71 91 140 141 142 143 149 126 136

3000 bp«

1200 bpws=
.

500 bps==

Sekil 10. Bu ¢alismaya ait A.ovis’ in PCR sonucu elde edilen amplikon DNA’larin jel
elektroforezdeki goriintiisiit (M: Marker, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)
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M PK NK 103 183 105 98 163 101 165 167 200 173 175 176 204 177 205

3000 bp.

1200 bpe

500 bp =

Sekil 11. Bu ¢alismaya ait A.ovis’ in PCR sonucu elde edilen amplikon DNA’larin jel
elektroforezdeki goriintiisii (M: Marker, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)

9 10 11 12 13 14 15 16 17

1

Sekil 12. Bu galismaya ait A.capra’ ninn Nested PCR sonucu elde edilen amplikon
DNA’larin jel elektroforezdeki goriintiisi (M: Marker, PK: Pozitif Kontrol, NK:
Negatif Kontrol)
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Tablo 12. Yas gruplarina gore koyunlarda A.ovis ve A.capra prevalansi ve sayilari

A.ovis A.capra
Yas araligi | n Negatif | Pozitif | Prevalans IStgg;sel Negatif | Pozitif | Prevalans
Zyasmdan | 459 | 35 | g5 | 047252 131 | 0 | %0,00
biiylik
Zyasndan | gq |45 54 | %7826 | 0376 | 69 0 | %0,00
kiigiik
Toplam 200 51 149 | %74,50 200 0 %0,00

Tablo 13. Yas gruplarina ve cinsiyetlere gére koyunlarda A.ovis ve A.capra prevalansi

ve sayilari

A.ovis A.capra
Cinsiyet n Negatif | Pozitif | Prevalans IStg:g;SCI Negatif | Pozitif | Prevalans
Disi 169 44 125 | %73,96 169 0 %0,00
Erkek 31 7 24 %77,42 0,685 31 0 %0,00
Toplam | 200 51 149 | %74,50 200 0 %0,00

Tablo 14. Yerlesim yerlerine ve

prevalansi ve sayilari

cinsiyetlere gore koyunlarda A.ovis ve A.capra

A.ovis A.capra
Bolge n Negatif | Pozitif | Prevalans IStagrS;;ksel Negatif | Pozitif | Prevalans
Abali 20 6 14 %70,00 20 0 %0,00
Degirmitas| 20 10 10 %50,00 20 0 %0,00
Dokuzagag| 20 4 16 %380,00 20 0 %0,00
Gorindud | 20 6 14 %70,00 20 0 %0,00
Gindogan | 20 8 12 %60,00 0.004 20 0 %0,00
Hasbey | 20 3 17 | %85,00 ’ 20 0 %0,00
inkdy 20 1 19 %095,00 20 0 %0,00
Kurultu 20 2 18 9090,00 20 0 90,00
Kusluk 20 9 11 %55,00 20 0 %0,00
Yanikgay | 20 2 18 %90,00 20 0 %0,00

Calismamizda elde edilen PV231424-PV231428 izolatlarinin, daha 6nce Cin,
Mogolistan ve Tirkiye’den izole edilerek GenBank’a kaydedilmis olan OP503165,
LC141078 ve PP625125 erisim numaralariyla %100 benzerlik gosterdigi tespit
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edilmistir. Bununla birlikte, ¢alismada kullanilan gen bdlgesinin, dizi analizi ve
filogenetik degerlendirmeler sonucunda, A. capra, A. centrale, A. marginale ve A.
phagocytophilum tiirlerinden A. ovis’i genetik olarak anlamli diizeyde ayirt ettigi

belirlenmistir.
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Sekil 13. A.ovis enfeksiyonunun yas araliklarina gore gosterimi
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Sekil 14. A.ovis enfeksiyonunun cinsiyetlere gore gosterimi
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Sekil 15. A.ovis enfeksiyonunun bolgelere gore gosterimi
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Anaplasma ovis (Koyun Iran JO821302)
Anaplasma ovis (Koyun Cin OP503165)
Anaplasma ovis (Kene Filistin MKO87768)
Anaplasma ovis (Kene Fransa MH121152)
Anaplasma ovis (Kene Turkiye OM127895)
Anaplasma ovis (Koyun Turkiye KY283958)
Anaplasma ovis (Kizil geyik Portekiz LC126849)
Anaplasma ovis (Keci Misir OP244843)
Anaplasma ovis (Koyun Sudan KU497700)
Anaplasma ovis (Koyun Kibris FJ460444)
Anaplasma ovis (Kizil geyik Ispanya HQ014384)
Anaplasma ovis (Kene Mogolistan LC412092)
Anaplasma ovis (Koyun Rusya MT062870)
Anaplasma ovis (Kucuk ruminant Pakistan MT311201)
Anaplasma ovis (Kene Hindistan MW886240)
Anaplasma ovis (Koyun Rusya OP557971)
Anaplasma ovis (Koyun biti Cin ON223021)
Anaplasma ovis (Kene Turkiye OQ167973)
Anaplasma ovis (Koyun Cin MFO071305)
Anaplasma ovis (Kene Cin MG340868)
Anaplasma ovis (Sigir Cin MN198191)
Anaplasma ovis (Keci Malavi LC553537)
Anaplasma ovis (Koyun Turkiye MT344082)
Anaplasma ovis (Koyun ltalya GQ130289)
Anaplasma ovis (Koyun Iran MH790274)
Anaplasma ovis (Keci Tunus KY859322)
Anaplasma ovis (Kene Turkiye OM127833)
aq || Anaplasma ovis (Keci Turkiye: Van PP825125)
Anaplasma ovis (Koyun Misir OP244844)
@ Anaplasma ovis (Koyun Turkive: Wan PW231428)
@ Anaplasma ovis (Koyun Turkiye: Van PV231427)
® Anaplasma ovis (Koyun Turkiye: Van PY231426)
)
)
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@ Anaplasma ovis (Koyun Turkiye: Van PW231424

@ Anaplasma ovis (Koyun Turkiye: Van PW231425
[Anaplasma ovis (Koyun Pakistan OP620759)

6
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Anaplasma ovis (Koyun Kenya MF360029)
Anaplasma ovis (Katir gevigi Amerika DQB74248)
Anaplasma ovis (Koyun Macaristan EF190513)
L— Anaplasma marginale (Kene Hindistan MH388472)
Anaplasma centrale (Sigir Guney Afrika KY305621)
Anaplasma capra (Su geyigi Guney Kore LC432212)
Anaplasma phagocytophilum (Kene Slovenya KM205439)

99

A
0.1

Sekil 16. Calismada analiz edilen 5 o6rnek ile NCBI veritabaninda bulunan 36
Anaplasma Msp4 gen bolgesi sekansinin, maksimum likelihood yontemi (1000 tekrarh
bootstrap analizi) ile olusturulmus filogenetik agaci. Sekanslar, GenBank
veritabanindaki erisim numaralar1 ve menge iilkeleriyle birlikte gdsterilmistir. Bu

calismada elde edilen izolatlar, mavi yuvarlak ile isaretlenmistir.

34



4.2. Istatistiksel Analiz Bulgular

Istatistik analizler IBM SPSS Statistics 25 yaziliminda yapilmistir. incelenen
koyunlarda A. ovis molekiiler prevalansi ile yas, cinsiyet ve bolge gruplarinin iligkisi
Pearson's Chi Square testi ile test edilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak
P < 0,05 kabul edilmistir.

Bolgelere gore koyunlarda A.ovis prevalans degerinin Inkdy bolgesinde

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tespit edilen degerlerden cinsiyete ve yasa gore A.ovis prevalans oraninda

istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir(p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Anaplasma ovis, memelilerin eritrositlerini enfekte eden, kene kaynakli gram-
negatif bir patojendir ve Ozellikle ciftlik hayvanlari ile yabani ruminantlarda yaygin
olarak goriilmektedir (EIHamdi ve ark., 2022). Bu patojenin neden oldugu hastaliktan
yilesen hayvanlar, yasam boyu tasiyici olarak kalabilmekte ve hastaligin endemik
oldugu bolgelerde oOnemli ekonomik kayiplara yol acabilmektedir. A. ovis
enfeksiyonunun dogru ve zamaninda teshisi, hastaligin etkin sekilde yonetilmesi ve
onlenmesi acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Molekiiler teshis yontemleri arasinda yer
alan PCR ve kantitatif PCR (qPCR) gibi teknikler, yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikleri
sayesinde patojenin tanimlanmasinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu yontemler,
A. ovis’e Ozgii genetik belirtegleri hedef alarak, diisiik konsantrasyonlardaki
enfeksiyonlarin bile kan 6rneklerinde hizli ve giivenilir sekilde saptanmasina olanak
tanimaktadir. Molekiiler testlerin etkinligi bilimsel olarak ortaya konmus olsa da,
numune hazirlig1 ve test standardizasyonu gibi uygulamalara 6zgii zorluklar, bu teshis
yontemlerinin daha da optimize edilmesi gerektigini gostermektedir. Bu baglamda, A.
ovis’in molekiiler tespiti tizerine yapilacak ¢aligmalar; ¢iftlik hayvani popiilasyonlarinda
daha etkili hastalik go6zetimi, erken uyar1 sistemleri ve kontrol stratejilerinin
gelistirilmesine katki saglayacaktir (Bilgi¢ ve ark., 2017) Anaplasma ovis ve Anaplasma
marginale’nin tanimlanmasinda kullanilan standart tanisal PCR testleri, genetik
benzerliklerinden dolay: bu iki patojeni ayirt etmede yetersiz kalabilmektedir. Bunun
temel sebebi, geleneksel PCR testlerinin genellikle 16S rRNA gibi korunmus gen
bolgelerini hedef almasidir. Bu bolgeler, tiirler arasindaki kiiglik farkliliklar: tespit
etmek 1i¢in yeterince degisken degildir. Msp4 gibi daha degisken genlerin
amplifikasyonu ve dizilenmesi, tiirler arasindaki farklar1 belirlemede yardimer olabilir.
Son yillarda, msp4 geni amplifikasyonuna dayali molekiiler testlerin, Anaplasma
enfeksiyonlarini tespit etmede daha yiiksek performans gosterdigi belirlenmistir. msp4
geni, tiirler arasinda daha fazla degiskenlik gosterdiginden, Anaplasma ovis, Anaplasma
marginale ve Anaplasma centrale gibi tiirlerin daha kesin sekilde ayrimini saglamaktadir

(Torina ve ark. 2012; EIHamdi ve ark. 2022; Mahmoud ve ark. 2024)

Tirkiye'de koyun popiilasyonlarinda A. ovis enfeksiyonuna iliskin

gerceklestirilen ilk epidemiyolojik calismalar, mikroskobik tani yoOntemlerine
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dayanmaktadir. Bu baglamda, A. ovis enfeksiyonunun mikroskobik olarak tespit edilen
ilk vakasi, Bursa’da bir koyunda yapilan mikroskobik inceleme sonucu rapor edilmis;
bu bulgu, Lestoquard ve Ekrem (1931) tarafindan da dogrulanmistir. Goksu (1967)
tarafindan I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerinde klinik semptom gosteren ve
asemptomatik koyun ve kegiler lizerinde yiiriitiilen ¢alismada, mikroskobik prevalans

oranlari sirastyla %1,34 ve %2,23 olarak bildirilmistir.

Hoffmann ve ark. (1971), Akdeniz Boélgesi'nde iki kegide Anaplasma spp.
varligin1 dogrulamiglardir. Giiralp ve ark. (1975) ise Balikesir, Kirklareli ve Tekirdag
illerindeki saglikli koyunlarda yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda enfeksiyon
oranim1 %0,72 olarak saptamislardir. Ozer ve ark. (1993) tarafindan Giineydogu
Anadolu Boélgesi’nde (Malatya, Adiyaman, Sanliurfa, Mardin ve Diyarbakir illerinde)
yiirlitiilen calismada ise kiiglik ruminantlarda mikroskobik prevalans %0,2 olarak

belirlenmistir.

2013 yilindan sonra, kii¢iik ruminantlarda Anaplasma ovis enfeksiyonunun
gercek prevalansini daha duyarli bir sekilde belirlemek amaciyla molekiiler temelli
bir¢ok caligma yuritilmiistiir. Altay ve ark. (2014), Bing6l, Elazig, Malatya ve Mus
illerinde saglikli koyun ve kecilerden (n=422) aldiklar1 6rneklerde PCR analizleri
sonucu genel pozitiflik oranint %67,06; koyunlara 6zgii olarak ise %50,83 olarak
bildirmistir. Benzer sekilde, Oter ve ark. (2016), Marmara Bolgesi'ndeki Istanbul,
Tekirdag, Edirne ve Kirklareli illerinde 423 kii¢iik ruminant iizerinde gerceklestirdikleri

molekiiler calismada, A. ovis prevalansint %50,83 olarak saptamislardir.

Bilgi¢ ve ark. (2017), saglikli kii¢iik ruminantlarda tiire 6zgii PCR ydntemini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, enfeksiyon oranini1 %63,3 olarak rapor etmistir. Zhou
ve ark. (2017) tarafindan Konya ve Karaman illerinde yiiriitiilen ¢alismada ise A. ovis’e
ait molekiiler prevalans %60,0 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik, Aktas ve Oziibek
(2018), Adana, Mersin, Gaziantep ve Adiyaman illerinde yaptiklar1 ¢calismada bu orani
%18,0 olarak bildirmistir; bu durum, bdlgesel ve cevresel farkliliklarin enfeksiyon

yayiliminda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Seving ve ark. (2018), Konya ve Karaman’da babesiosis benzeri klinik bulgular

gosteren koyunlarda A. ovis enfeksiyonunun varligint %56,94 oraninda dogrulamastir.
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Ote yandan, Ekici (2016) tarafindan yine Konya ve Karaman illerinde saglikli 832
koyun ve kegide gerceklestirilen sero-epidemiyolojik ¢alismada, mikroskobik yontemle
enfeksiyon oranm1 %10,0 olarak belirlenmisken, serolojik testler ile bu oran %75,12’ye
kadar yiikselmistir. Bu durum, serolojik testlerin ve molekiiler yontemlerin
enfeksiyonun saptanmasinda mikroskobik incelemeye kiyasla ¢ok daha duyarl

oldugunu ortaya koymaktadir.

Van ilinde sigir, koyun, keci ve kenelerde A. ovis varligi arastirilmistir.
Sigirlarda seropozitiflik orant %10,9 gibi oldukga diisiik bir diizeyde tespit edilirken,
koyunlarda Anaplasma antikorlarina %71 oraninda rastlanmistir. Ayrica, koyunlardan
toplanan Rhipicephalus bursa tiirii kenelerde yapilan baska bir ¢alismada, bu kenelerde
A. ovis DNA’s1 saptanmistir. Van ilini de kapsayan bazi genis ¢apli molekiiler tarama
caligmalar1 yapilmis olmasina ragmen, bu c¢alismalarda A. ovis’in hangi hayvan
tirlerinden izole edildigi net olarak belirtilmemistir. Mevcut calismamizda ise,
koyunlardan elde edilen kan oOrneklerinin %74,5’inde A. ovis enfeksiyonu tespit
edilmistir. Bu oran, Tiirkiye’de Van’da %71,2 (Oguz ve Deger, 2025), Orta Anadolu’da
%60 (Zhou ve ark., 2017), Dogu Anadolu’da %67 (Altay ve ark., 2014), Giineydogu
Anadolu’da %78,9 (Ceylan ve Ekici, 2023) ve Irak’ta %66,6, Portekiz’de %84,2
(Renneker ve ark., 2013), Tunus’ta %70,1 (Belkahia ve ark., 2014), Macaristan’da
%72,7 (Hornok ve ark., 2007) ile italya’da %87 (de la Fuente ve ark., 2005b) olarak

bildirilen enfeksiyon oranlariyla benzerlik gostermektedir.

Bununla birlikte, calismamizda gozlemlenen prevalans; Tirkiye'nin Trakya
Bolgesi'nde %42,5 (Oter ve ark., 2016), Akdeniz Bolgesi'nde %46,1 (Ulugesme ve ark.,
2023), Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde %15 (Aktas ve Oziibek, 2018), Cin’de %14,3
(Han ve ark., 2017), %18,2 (Yang ve ark., 2016), Slovakya’da %22,6 (Derdédkova ve
ark., 2011) ve Banglades’te %15,7 (Rahman ve ark., 2022) gibi daha diislik oranlarla
bildirilen ¢aligsmalarla karsilagtirildiginda belirgin sekilde yiiksektir.

Farkli calismalarda bildirilen bu prevalans oranlarindaki degiskenlik; vektor
yogunlugu ve tiirii, vektordeki enfeksiyon prevalansi, drnekleme alanlarinin cografi ve
iklimsel o6zellikleri, hayvanlarin yasi, cinsiyeti, bagisiklik durumu, yetistirme ve bakim

kosullari ile yabani rezervuar konakgilarin varhigi gibi ¢esitli faktorlerle iliskili olabilir
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(Torina ve ark., 2008b; Rar ve Golovljova, 2011; Liu ve ark., 2012; Belkahia ve ark.,
2014).

Calismamizda, iki yasindan kiigiik koyunlarda A. ovis enfeksiyon orani, iki
yasindan biiyiik koyunlara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel
acidan anlaml degildir. Yasa iliskin bulgularimiz, iran’da gergeklestirilen ve 2 yasindan
kiigiik koyunlarda A. ovis enfeksiyon oraninin daha yiiksek oldugunu bildiren ¢alisma
(Yousefi ve ark., 2017), Misir’da alti ayliktan kiiclik koyunlarda Anaplasma spp.
enfeksiyonunun daha yiiksek prevalans gdsterdigini belirten calisma (Mahmoud ve ark.,
2024) ve Tirkiye’de geng¢ kiigiik ruminantlarda A. ovis enfeksiyon oranmin daha
yiiksek oldugunu ortaya koyan calisma (Aktas ve Oziibek, 2018) ile paralellik
gostermektedir. Ote yandan, Tiirkiye, Tunus, Fransa ve Mogolistan’da yapilan bazi
arastirmalarda A. ovis enfeksiyonunun prevalansinin yash kii¢iik ruminantlarda daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark., 2017; Belkahia ve ark., 2014; Cabezas-Cruz
ve ark., 2019; Enkhtaivan ve ark., 2019).

Inkdy bélgesinde koyunlarda A. ovis enfeksiyon orani istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha yiiksek bulunmustur. A. ovis’in farkli bolgelerdeki prevalansindaki
degisiklikler; ornekleme yapilan bolgelerin cografi ve iklimsel 6zellikleri, s6z konusu
bolgelerdeki kene populasyon yogunlugu ile ciftliklerde uygulanan hayvan yonetim ve
bakim wuygulamalarindaki farkliliklara bagli olarak acgiklanabilmektedir (Rar ve

Golovljova, 2011).

Yapilan bu galismada, A. ovis enfeksiyonunun prevalansi ile koyunlarin cinsiyeti
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir. Disi koyunlarda
enfeksiyon oran1 %73,9, erkek koyunlarda ise %77,4 olarak belirlenmistir. Bu bulgu,
Zhou ve ark. (2017) tarafindan Tiirkiye’de gerceklestirilen ve erkek hayvanlarin disilere
kiyasla anlamli diizeyde daha yliksek A. ovis enfeksiyon oranlarina sahip oldugunu
bildiren calismayla uyumludur. Cinsiyetle iliskili duyarliligin, disi bireylerde lireme
dongiisiine bagli olarak hormon diizeylerinde meydana gelen daha sik ve belirgin

dalgalanmalardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calisma kapsaminda amplifiye edilen msp4 genine ait kismi sekansin

filogenetik ve sekans analizi gergeklestirilmis; analiz sonuglari, bu gen bdlgesinin
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olduk¢a korunmus bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymustur (Sekil 16). Filogenetik
analiz neticesinde, elde edilen DNA sekanslarinin Pakistan, Misir, Kenya, Tiirkiye,
Macaristan ve Tunus’tan bildirilen msp4 genine ait kismi sekanslarla %99-100 arasinda
degisen diizeylerde homoloji gosterdigi ve bu sekanslarin stabil bir monofiletik grup
icerisinde yer aldig1 belirlenmistir. Buna karsin, ¢calismamizda tanimlanan izolatlarin
fran, Cin ve Fisitin’de kii¢iik ruminantlardan izole edilen suslarla daha uzak filogenetik

iliskiler gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 16).

Elde edilen A. ovis msp4 sekanslart ile GenBank veritabaninda yer alan
sekanslar arasindaki genetik varyasyonlarin, biiyiik olasilikla bakterinin izole edildigi
bolgelerin farkli cografi ve ekolojik kosullarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Zira,
kene cesitliligi ve yogunlugu gibi vektorel faktorlerin cografi ve iklimsel ozelliklere
bagli olarak degiskenlik gostermesi; buna bagh olarak da A. ovis suslarinin genetik
yapisinda ve patojenite diizeylerinde farkliliklara yol agabilecegi belirtilmistir (Ben Said
ve ark., 2018). 2015 yilinda Kuzey Cin’de, kene 1sirmasi Oykiisii bulunan 477 hastanin
28’inde A. capra tespit edilmistir. A. capra, Anaplasmataceae familyasina ait bir
proteobakteri tiirtidiir (Li ve ark. 2015). A. capra’nin hayvan saglig: tizerindeki etkileri
heniiz net olarak ortaya konulamamis olup, enfekte hayvanlarin genellikle
asemptomatik seyrettigi one siiriilmektedir (Jouglin ve ark., 2022). Anaplasma tiirlerinin
baslica vektorleri kenelerdir. A. capra, I. persulcatus, D. everestianus, H. longicornis,
H. ginghaiensis ve R. microplus gibi gesitli kene tiirlerinde tespit edilmis olsa da, bu

tiirlerin vektorliik yeterliligi heniiz kanitlanmamugtir.

Ulkemizde, Sivas ilinde koyun, sigir ve mandalarda A. capra enfeksiyonu rapor
edilmistir (Altay ve ark., 2022a; Sahin ve ark., 2022). Van ilinde ise bu tiir yalnizca
kegilerde tespit edilmis olup, koyunlarda varligin1 ortaya koyan herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. A. capra’nin iki genotipik varyant1 (Genotip I ve II) oldugu ileri
stirilmektedir. Tiirkiye'de bugiine kadar tespit edilen A. capra genotipi olarak tamami

Genotip I olarak tanimlanmistir (Altay ve ark., 2022a).

Bu calismada koyunlardan elde edilen 6rneklerde A. capra tespit edilmemistir.
Bu bulgu, Tirkiye’de koyunlarda bildirilen %3,22 (Altay ve ark., 2022a); Cin’de
sirastyla %7,8 (Peng ve ark., 2018), %10 (Shi ve ark., 2020), %10,5 (Guo ve ark.,
2018), %16,3 (Yang ve ark., 2017), %18,2 (Yang ve ark., 2018), %53,7 (Lin ve ark.,
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2023b), %56 (He ve ark., 2021) ile Fransa’da bildirilen %30’luk (Jouglin ve ark., 2022)
prevalans oranlariyla karsilastirildiginda oldukga disiiktir ve bu sonuglarla
celismektedir. Bununla birlikte, calisma bolgesinde daha once gergeklestirilen bir
arastirmada kegilerde A. capra yalnizca tek bir 6rnekte (%0,5) saptanmistir(Oguz ve
ark. 2023). Bu durum, s6z konusu patojenin bdlgede oldukga diigiik bir yayginliga sahip

oldugunu ve mevcut ¢alismanin bu durumu dogruladigini gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, Van ilinde koyunlardan alinan kan 6rneklerinde A.
ovis ve A. capra enfeksiyonlarinin prevalansini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
Elde edilen bulgular, A. ovis enfeksiyonunun bélgedeki koyun popiilasyonunda yiiksek
oranda yaygin oldugunu ortaya koymustur. Buna karsin, incelenen 6rneklerde A. capra
enfeksiyonuna rastlanmamistir. Bu sonuglar, A. ovis’in Van ilindeki koyunlar agisindan
Oonemli bir hayvan saglig1 problemi oldugunu ve bu hastaligin tespitinde molekiiler tani

yontemlerinin etkin bir ara¢ sundugunu gostermektedir.

Calismanin bulgulari, bolgede kiiciikbas hayvanlarda enfeksiyonlarin erken
teshisine yonelik stratejilerin gelistirilmesine, hastalik kontrolii ve yonetiminin daha
etkin gekilde uygulanmasina katki saglayacaktir. Ayrica, A. ovis’in genetik ¢esitliligi ve
cografi dagiliminin daha iyi anlagilabilmesi i¢in ileri diizeyde ve genis kapsamli
aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, A. capra’nin
Tirkiye dahil Diinya’nin farkli iilkelerindeki ruminant popiilasyonlarinda degisen
prevalans oranlarina sahip oldugu ve bu patojenin yayilim dinamiklerinin
anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli epidemiyolojik caligmalara gereksinim duyuldugu

degerlendirilmektedir.
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