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Koyunlarda Anaplasma phagocytophilum’a Karsi Antikorlarin
Western Blot Yontemi ile Arastirilmasi
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Ozet

Koyunlarda kene hummasina, zorunlu hiicre ici bir bakteri olan Anaplasma phagocytophilum neden olmaktadir.
Bu ¢aligmada Kars bolgesinde 104 koyundan toplanan serum Ornekleri organizmanin insan orijinli A.
phagocytophilum izolati kullanilarak Western blot yontemi ile testi edildi. Degerlendirilen 12 6rnekte (%11.5) A.
phagocytophilum’un 61- ve 43-kDa antijenlerine, 8 ornekte (%7.7) sadece 43-kDa antijenine ve 7 6rnekte ise (%6.7)
sadece 61-kDa antijenine karsi reaktivite tespit edildi. Kars bolgesinde kene hummasinin varligini ortaya koyan bu
caligma, veteriner hekimlerin ve koyun yetistiricilerinin bu hastalig1 dikkate almalari gerekliligini belirlemistir.
Ayrica etkenin veya varyantlarinin zoonotik potansiyeli nedeniyle hastalik beseri hekimler tarafindan da dikkate
alinmahidir.
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Investigation of Antibodies Against Anaplasma phagocytophilum
in Sheep by Western Blot Analyses

Summary

Tick-borne fever in sheep is caused by an obligatory intracellular bacterium, Anaplasma phagocytophilum
(formerly known as Ehrlichia |Cytoecetes] phagocytophila). One hundred and four sheep serum samples from
different localities in Kars region were tested to detect antibodies against A. phagocytophilum by Western blotting
using purified human-originated A. phagocytophilum. Twelve sera (11.5%) reacted with both 61- and 43-kDa
antigens of A phagocytophilum while 8 sera (7.7%) reacted with 43-kDa antigen only. Seven (6.7%) serum samples
had reactivities to 61-kDa of Anaplasma antigen. The present study indicates that A. phagocytophilum infection
exists among sheep in Kars and this should be considered by both veterinarians and physicians in this region.
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GIRIS

Kene hummasina (tick-borne fever), Rickketsiae ai-
lesinden graniilositlerde zorunlu hiicre i¢i karakterde
bir mikro organizma olan Anaplasma phagocytophi-
lum neden olmaktadir'®. Onceleri Ehrlichia (Cytoece-
tes) phagocytophila olarak ifade edilen bu etken, son
yillarda yapilan taksanomik diizenleme ile Ehrlichia
equi ve “insanlarin graniilositik ehrlichia (HGE) ajan1”
ile beraber A. phagocytophilum olarak tek tiir adi ile
adlandinlmustir’. Avrupa’da koyunlarda kene humma-
si’nin varhigt ve Ixodes ricinus keneleri tarafindan bu-
lastirildigr yiizyili agkin bir zamandir bilinmektedir’.
Onceden HGE ajani ve E. equi olarak adlandirilan et-
kenler ise Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’nin bazi
bolgelerinde insan, at, kopek ve Ixodes cinsi kenelerde
varligi molekiiler yontemler ile belirlenmistir'*”. Ko-
yunlarda kene hummasi yiiksek ates, i0kopeni ve im-
munsupresyon ile kendini gostermekte ve boylece se-
konder infeksiyonlara ortam hazirlamaktadir'®. Gebe
koyunlarda yavru atmalar ile iliskili vakalar da bildi-
rilmistir*®’, Hastaligin direk teshisinde, kan ve diger
dokulardan yapilan bakteriyoskopi, uygun hiicre kiil-
tiirlerinde etkenin izolasyonu ve Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PCR), indirek teshisinde ise IFA, ELISA,
immunblot gibi serolojik teknikler yayginlikla kulla-
nilmaktadir'*37.

Ates, lokopeni ve immunsupresyon ile diger infek-
siyonlara altyap: hazirlayarak biiyiik ekonomik kayba
yol acma potansiyeli bulunan A. phagocytophilum’un
Kars bolgesindeki durumu ile ilgili bir calisma mevcut
degildir. Ayrica, bu bolgede Brucella, Campylobacter,
Salmonella, ve Listeria tiirlerinin atik kuzularda varlig:
bildirilmis olmasina ragmen, koyun atiklari etyolojisi-
nin 6énemli bir boliimii tam olarak acikliga kavusturu-
lamamustir'® ", Koyunlarda bazi vakalarda® atik etkeni
olarak bildirilen A. phagocytophilum’un Kars bolge-
sinde mevcut olup olmadigi bilinmemektedir. Bu ¢alis-
ma, Kars bolgesi koyunlarinda kene hummasinin varli-
gini serolojik olarak ortaya koymakta, gelecekte yapi-
lacak bilimsel calismalara temel olusturmakta ve A.
phagocytophilum’un epidemiyolojisini daha iyi anla-
maya yardimci olmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Koyun serum ornekleri: Kars merkez koylerinden
olusan, 6 farkli odaktan toplam 104 koyundan kan o6r-
nekleri toplandi ve serumlart ayrildi. Serum 6rnekleri
Western blot ile analiz edildi.

Western immunoblot analizi: Western immunoblot
yontemi Rikihisa ve arkadaslarinin bildirildigi sekliyle
gerceklestirildi**". Bu teknikte, antijen olarak kullan-
mak amaciyla, insan orijinli A. phagocytophilum HL-
60 hiicre kiiltiiriinde in vitro olarak iiretildi ve Sep-
hacryl S-1000 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) kolon
kromotografi yontemi ile daha once bildirilen yontem
ile saflastinldr**". Mikroorganizmanin iiretilmesinde
kullanilan konake1 hiicre (HL-60) de negatif kontrol
olarak kullanildi. A. phagocytophilum ve HL-60 anti-
jenlerinin SDS-poliakrilamit jelde elektrofreze tabii
tutulduktan sonar yari-kuru transfer cihazi ile nitrosel-
lilloz membrana aktarildi. A. phagocytophilum ve HL-
60 antijenlerini iceren membranlar serit seklinde kesi-
lerek 1:100 oraninda diliie edilen serumlar ile ayri ayr
ortamlarda inkiibe edildi. Sekonder antikor olarak pe-
roksidaz ile konjuge anti-sheep Immunglobulin G
(Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg,
MD, ABD) 1:2,000 oraninda kullanildi. Antikor bag-
lanmig antijenleri ortaya koymak amaciyla substrat
olarak pH’s1 6.2’ye ayarlanmig 70 mM sodyum asetat
icinde 0.3%’liik 3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorit
(Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japonya) ve 0.05% hid-
rojen peroksit kullanildi.

BULGULAR

Toplam 104 koyun serum Orneklerinin Western
blot ile analizinde ii¢ farkli reaktif antijen profili orta-
ya ¢ikti. 12 6rnekte (%11.5) A. phagocytophilum’un
hem 61- hem de 43-kDa antijenlerine karsi reaktivite
tespit edilirken 8 ornekte (%7.7) sadece 43-kDa anti-
jeninde reaktivite belirlendi (Sekil 1). A. phagocytop-
hilum*un major immuno-dominant antijeni olan 43-
kDa proteinine karsi reaktivite gosteren toplam 20 se-
rum ornegindeki bu sonuglar, kene hummasina karsi
ozgiin bir reaksiyon olarak degerlendirildi ve hastali-
gin Kars bolgesinde seroprevalansi % 19.2 olarak be-
lirlendi. 7 adet serumda ise (%6.7) sadece 61-kDa
Anaplasma antijenine karsi antikorlar tespit edildi. Bir
“1s1 sok proteini” (heat shock protein) olan bu antije-
nin prokaryotik mikroorganizmalar arasinda antijenik
olarak benzerlik gosterdigi'® ve serolojik testlerde cap-
raz reaksiyona yol actigi bilindigi icin, bu 6rneklerdeki
reaktif antikorlarin Anaplasma’ya kars1 6zgiin olmadi-
&1 seklinde degerlendirildi. Western blot ile pozitif bu-
lunan orneklerde, kontrol amaciyla kullanilan konakei
hiicre HL-60’ye kars1 herhangi bir reaktivite tespit
edilmedi.
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Sekil 1. Koyun serumlarinin Western blot ile analizi. Reaktif A.
phagocytophilum antijenlerinin pozisyonu ve kilodalton cinsinden
biiyiikliikleri ok isaretleri ile panelin sol tarafinda belirtilmistir. A.
phagocytophilum antijeninin kilodalton cinsinden biiytiklugi, Pre-
cision Plus (Bio-Rad) protein standartinin es zamanl elektroforezi
ile belirlendi. Reaktif A. phagocytophilum antijenlerine gore ayri-
lan 3 farkh profil (1-3) panelin altinda belirtilmistir. Negatif bulu-
nan 6rneklerin ve kontrol amaciyla kullanilan HL-60 proteinin
Western blot geritleri resimde sunulmadi.

Figure 1. Western blot analyses of sheep sera. The sizes (kDa) of
A. phagocytophilum antigens were indicated on the left based on
the protein marker, Precision Plus (Bio-Rad). The profiles (1-3)
based on the reactivities to A. phagocytophilum were indicated be-
low. Western blot strips of the negative samples and control anti-
gens, HL-60, were not shown.

TARTISMA ve SONUC

Avrupa’da yiizyila yakin bir zamandir bilinen ko-
yunlarda kene hummasi’nin Kars bolgesinde serolojik
olarak varligini ortaya koyan bu calisma, bolgedeki ve-
teriner hekimlerin ve koyun yetistiricilerinin bu hasta-
g1 dikkate almalari gerekliligini belirlemistir. Kuzey
Amerika ve Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda, hastalik
etkenine antijenik ve genetik olarak oldukca benzerlik
gosteren ve onceleri “insanlarin graniilositik ehrlichia
(HGE) ajani” ve E. equi olarak adlandirilan etkenler si-
rasi ile insanlarda ve sigirlarda bulunmugtur'*¢. Bu bil-
dirilere dayanarak kene hummasi etkeninin zoonotik
potansiyele sahip olabilecegi de diisiiniiliirse bolgede
Graniilositik Anaplazmozis’in sadece koyunlarla sinirli
olmay1p, insan, sigir ve atlarda da mevcut olabilecegi
diisiiniilmektedir. Serolojik olarak ortaya konulan bu
hastaligin Kars bolgesindeki varligi, gelecekteki calis-
malarda etkenin molekiiler yontemler veya izolasyon
ile ortaya konularak teyit edilmelidir.

Insan orijinli A. phagocytophilum ile koyun orijinli
A. phagocytophilum, konakgl orijinleri farkli olmasina
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ragmen antijenik ve genetik olarak birbirlerinin hemen
hemen aynisidir ve bu nedenle de giiniimiizde ayni tiir
adlartyla amilmaktadir'®. Koyun orijinli A. phagocytophi-
lum uzun yillardir bilinmesine ragmen insan orijinli A.
phagocytophilum hiicre kiiltiirlerinde izolasyon ve iire-
tilme ¢alismalarinda daha ¢ok c¢aligilmis ve in vitro orta-
ma uyumu gergeklestirilerek serolojik testelerde antijen
olarak basartyla kullanilmistir'>. Bu nedenle mevcut ¢a-
lismada A. phagocytophilum’a kars: antikorlarin tespitin-
de Western blot analizinde antijen olarak insan orijinli
saflagtirilmis A. phagocytophilum kulaniimugtir.

Kene populasyonu agisindan zengin bir bolge olan
Tiirkiye’de koyunlarda Hyalomma anatolicum, H.
marginatum, H. detritum, Rhiphicephalus sanguineus,
R. bursa, R. turanicus, Haemaphysalis parva, H. sul-
cata, H. inermis, H. punctata, Dermacentor margina-
tus, Boophilus annulatus, Ornithodorus lahorensis ve
Ixodes ricinus kenelerinin varhigi bildirilmis'*"” ve bu
tiirlerin bir ¢ogu Kars bolgesi koyunlarinda enfestas-
yon halinde bulunmustur®®. Avrupa’da ozellikle Gii-
neydogu Avrupa’da Ixodes ricinus kenelerinin A. pha-
gocytophilum’u tagidigin ortaya koyan bildiriler-
den''"** yoia cikilarak, Kars bolgesi koyunlarinda var-
l1g1 bilinen bu tiir kenelerin hastaligin bulagmasindan
sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir. Fakat, bulagmadan
sorumlu vektorii belirlemek ve hastaligin epidemiyolo-
jisini daha iyi anlamak icin, bolgede endemik kene
tiirlerini Anaplasma etkenlerini tastyip tasimadigr yo-
niinde arastirmalar yapilmalidir.

Kars bolgesinde kuzu atiklari oldukea siklikla goz-
lemlenmekte ve hayvancilik endiistrisinde biiyiik eko-
nomik kayiplara yol agmaktadir. Bolgededeki atik fotal
dokularda, Brucella, Campylobacter, Salmonella ve
Listeria gibi baz1 bakteriyel etkenler bulunmasina rag-
men kuzu atiklari etyolojisinin 6nemli bir boliimii hala
aydinlatilamamistir'™'> Koyunlarda A. phagocytophi-
lum’un atik nedeni olarak bulundugu vakalar son
yllarda bildirilmigtir®”. Bu ¢aligmada serolojik olarak
bolgedeki varligi ortaya konulan kene hummasi etkeni-
nin atik nedeni olup olmadigi ileriki calismalarda daha
detayli ¢alisilip ortaya konulmalidir.
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