OZET

Bu calismada Adana, Sanlurfa, izmir ve Bursa illerinde bulunan atlarda ehrlichiosisin
(Granulositik ehrlichiosis - Anaplasma phagocytophilum enfeksiyonu) ELISA (Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay) ile tanisinin konularak, seroprevalansinin belirlenmesi ve
bazi klinik, laboratuvar bulgularin degerlendirilmesi amaclandi.

Calismanin materyalini Bursa, [zmir, Adana ve Sanlurfa illeri Tiirkiye Jokey Kuliibii
Hipodromlar1 At Hastaneleri ve Sanlurfa ilindeki yetistirici ¢iftliklerinden farkli irk, yas ve
cinsiyette toplam 350 adet at olusturdu. Calismada Bursa ve izmir bolgesinden 100 er adet,
Adana ve Sanlurfa bolgesinden 75’er adet at kullanildi. Tiim atlarin klinik ve hematolojik
muayeneleri yapildi ve serum orneklerinden ELISA yontemi kullanilarak A. phagocytophilum
antikorlar1 arastirildi.

Yapilan ELISA analizleri sonucunda ¢alisma materyalini olusturan 350 atin 33
tanesinin A. phagocytophilum yoniinden sero-pozitif (% 9.42), 317 tanesinin sero-negatif (%
90.58) oldugu, oldugu tespit edildi.

Klinik muayene sonucunda istahsizlik, yiiksek ates, lenf yumrularinda biiytime, ikterus
gibi klinik bulgular saptanan dort atin seropozitif oldugu belirlendi.

Hematolojik bulgular degerlendirildiginde A. phagocytophilum seropozitif atlarda
trombosit (PLT) sayilarinin sero-negatif atlardan daha diisiik (p<0.01) oldugu saptandi, total
l1okosit (WBC), eritrosit sayis1t (RBC) ve hematokrit deger (Hct) de anlamli bir fark tespit

edilemedi.

Rutin biyokimyasal parametrelerdeki degisimler irdelendiginde Anaplasma
phagocytophilum sero-pozitif atlarda serum kreatinin diizeylerinin belirgin diizeyde (p<0.001)

daha yiiksek, albumin diizeyinin ise daha diisiik (p<0.001) oldugu saptandi.

Sonug olarak, hastaligin iilkemizde seroprevalansiin %9.42 oldugu ve ayni zamanda
zoonotik potansiyeli olan bu enfeksiyonunun halk saglig1 acisindan da dnemli olabildigi
dikkate alinmalidir. Ayrica, veteriner hekimlerin yiiksek ates, istahsizlik, sarilik, petesi ve
ekimoz gibi belirtilerin goriildiigii olgularda tani-ayirici tan1 prosediiriinde A.

phagocytophilum enfeksiyonunu da diigiinmeleri gerektigi kanisina varilmistir.
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SUMMARY

Seroprevalance of Ehrlichiosis in Horses and Evaluation of Some Clinical and

Laboratory Findings

The aim of the study was to investigate the seroprevalance of ehrlichiosis
(granulocytic ehrlichiosis - Anaplasma phagocytophilum infection) in Adana, Sanlurfa, Izmir
and Bursa provinces with ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) and evaluation
of some clinical and laboratory findings of infection.

The material of the study was a total of 350 horses of different breed, age and gender
from Turkish Jockey Club’s Horse hospitals which found in Bursa (n=100), Adana (n=75),
[zmir (n=100) and Sanlurfa (n=75) provinces and in some breeders farms. Clinical and
hematological examinations were performed in every horse and the presence of Anaplasma
phagocytophilum antibodies was tested with ELISA.

According to the results of ELISA, 33 of 350 (%9,42) were sero-positive and 317 of
350 were sero-negative for Anaplasma phagocytophilum infection .

When the hematological findings were evaluaed platelet count was significantly
(p<0.01) lower in sero-positive horses and hematocrit, total leukocyte count, red blood cell
count showed insignificantly differences between sero-negative and sero-positive horses.

Four horses with clinical signs such as fever, anorexia, lymphadenopathy and icterus
on clinical examination were determined as seropositive against Anaplasma phagocytophilum.

Based on the results of biochemical examination serum creatinin levels were
significantly (p<0.001) higher and serum albumin levels were lower (p<0.001) in Anaplasma
phagocytophilum sero-positive horses.

As a conclusion, the seroprevelance of Anaplasma phagocytophilum infection was
found as 9,42% in Turkey and the zoonotic potential of infection was considerable for public
health. Moreover, veterinarians should pay attention in their clinical practice and include
Anaplasma phagocytophilum infection within the differential diagnosis of horses with high

fever, lack of appetite, icterus petechia and echimosis.
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GIRIS

At, tarih boyunca hem uygarliklarin gelisimine katkida bulunmus hem de insanin
yaninda bir dost olarak yer almistir. Tiirk toplumunun atlara olan yakinligi ¢ok eski tarihlere
kadar uzanmaktadir. Ulkemizde &zellikle ulasim ve tarimda makinizasyon sonrasi nemini
kaybeden at¢ilik son yillarda artan at sevgisi, hipodrom sayist ve gerek yurt icinde, gerekse
yurt disinda yapilan bir¢ok yaris neticesinde tekrar cazip hale gelmeye baglamistir. Bu
nedenle iilkemizde at¢ilik son zamanlarda yeniden 6nem kazanmaya baslayan bir sektor
olarak dikkat cekmektedir. Atlarda goriilen ehrlichiosis hastalig ilk olarak 1969 yilinda
Amerika’da tanimlanmis ve bundan sonra diinyanin ¢esitli iilkelerinde goriilmeye
baslanmistir. Zoonotik potansiyelleri bakimindan bu hastalik beseri hekimlikte de 6nem arz
etmektedirler. Son yillarda yapilan epidemiyolojik calismalar ehrlichiosis’in tiim diinyada
yayginligim ortaya koymustur. Son yillarda atlarin yapilan yarislar sebebiyle ¢ok fazla
seyahat etmesi, iilkemize yabanci iilkelerden damizlik ve yetistirme maksadiyla bircok hayvan
giriginin gerceklesmesi hastalig iilkemiz i¢in de 6nemli bir pozisyona sokmustur. Ayrica,
kene populasyonundaki artis ve iilkemizin keneleri tasiyabilen gd¢men kuslarin gecis
noktasinda olmasi da bu hastaligin 6nemini arttirmaktadir.

Equine ehrlichiosis (granulositik ehrlichiosis, Anaplasma phagocytophilum
enfeksiyonu) kenelerle tasinan, A. phagocytophilum tarafindan meydana getirilen ates (40 —
420C), istahsizlik, bacaklarda 6dem, mukozal petesiler, ataksi ile karakterize mevsimsel seyirli
enfeksiyoz bir hastaliktir (1,2). Hastalik ilk olarak 1969 yilinda Amerikanin Kuzey
Kaliforniya bolgesindeki atlarda saptanmistir ve giiniimiizde Giiney Amerika ve Avrupa’da
birgok iilkede sik olarak goriilmektedir (1-3).

Ehrlichiosis kopek, kedi, koyun ve kecilerde parazitemi ve orta derecede hastalik
meydana getirebilmektedir. Fareler, gine domuzlari, hamsterler ve tavsanlar hastaliga duyarl
degildirler (4).

Hastaligin yerlesmis herhangi bir cografi dagilim1 olmamakla birlikte, sporadik tarzda
ABD (5-7), Almanya (8), Kanada (9), isveg (10), isvigre (11,12), italya (13,14), Fransa
(15,16), Israil (17) gibi iilkelerde goriildiigii; hastaligin yayiliminin 6zellikle subtropikal
bolgelerde daha fazla oldugu bildirilmistir.

Etken ehrlichieae genusuna bagh bir riketsia olan Ehrlichia equi’dir. Etkenin ismi son
yillarda yapilan caligmalar sonrasinda yeni taksonomide A. phagocytophilum olarak

gecmektedir. A. phagocytophilum 16 S rRNA genine bagli olarak diger ehrlichial etkenlerden



ayrilmaktadir (4,18). Enfeksiyon daha ¢ok sonbahar mevsiminin son aylarinda goriilmekle
birlikte kis ve ilkbahar mevsimlerinde de goriiliir (1). Hastaligin bolgesel olarak yasayan ve
hastaligin taginmasindan ve yayilmasindan sorumlu olan Ixodes pacificus tiirii kenelerden ileri
geldigi ve endemik olarak seyrettigi bildirilmistir (19). Enfeksiyonun Avrupa kitasinda
yayilmasindan sorumlu olan kene tiiriiniin ise Ixodes ricinus oldugu belirtilmektedir (20).

Etken kan damarlarinin endoteliyal hiicrelerine fagositoz yoluyla girdikten sonra hiicre
icinde fagozom membranini eriterek sitoplazmaya gecer ve ¢ogalmaya baslar. A.
phagocytophilum, monosit ve lokositleri enfekte eder ve hiicrede fagozom i¢inde yasayarak
cogalir (4). Sekillenen lezyonlar bakterinin hiicrede ¢cogalarak harabiyet olusturmasinin
sonucudur. Endotel hiicrelerinin enfeksiyonu vaskiilit, tromboz, ruptur ve nekroza yol acar ve
damarlardan doku bosluklarina kan sizmasi sonucunda organlarda patolojik lezyonlar
sekillenir (4,21).

Deneysel olarak meydana getirilen enfeksiyonlarda inkubasyon periyodu 1-9 giindiir.
Hastaliga ait klinik belirtiler daha ¢ok 3 yasin iizerindeki atlarda goriilmektedir. Hastalikta
goriilen klinik belirtiler; ates (40—420C), depresyon, istahsizlik, bacaklarda 6dem, mukozal
petesiler, ataksi, hareketlerde azalma ve isteksizliktir (1,2,22). Yash atlarda bunlara ilave
olarak orsitis goriilebilir. Bir yasin altindaki atlarda klinik bulgu olarak sadece yiiksek ates
gozlenmektedir. Deneysel olarak enfekte edilen gebe kisraklarda abort gézlenmedigi
bildirilmistir (1).

Hastalik hafiften siddetliye dogru degisen derecelerde bir seyir takip etmekle birlikte
genellikle oldiiriicii olmamaktadir. Hastaligin ¢ogunlukla akut olarak seyrettigi, kronik
vakalarin ¢cok nadir goriildiigii bildirilmektedir (1,2,23).

Hastaligin akut fazinda notrofil ve eozinofillerin sitoplazmasinda morula olusumu
gozlenmektedir (1,2,24). Hastalik etkeninin periferal kanda goriilme olasiligi %0,5 - %73
arasinda degistigi belirtilmistir (2). A. phagocytophilum enfeksiyonundan etkilenen atlarin
hematolojik muayenelerinde 6nemli degisiklikler g6zlenmektedir. Anti-trombosit
antikorlarinin tahrip olmasi sonucu trombositopeni goriiliir. Ayrica plazma ikterus indeksinde
artig, hematokrit degerinde diisiis, 1okopeni ve once lenfositozis daha sonra graniilositozis
saptanmaktadir (4,25,26).

Anaplasmosis’in tanisinda periferal kandan hazirlanan buffy—coat siirme preparatlarin
Romanowsky metodu ile boyanmasi sonucunda nétrofil ve eozinofillerde bulunan
karakteristik riketsiyal inkluzyon cisimciklerinin goriilmesi énemlidir (22,25,26). Bu
inkliizyon cisimcikleri Ehrlichia canis ve A. phagocytophilum enfeksiyonlarinin akut fazinda

tesbit edilebilirler. Inkliizyon cisimcikleri derin kirmizi gri boyanan morula seklinde



goriiliirler. Bir siirme preparatin muayenesi sirasinda ii¢ adetten fazla morulanin goriilmesi
hastalik i¢in taniy1 kuvvetlendirir. Buffy-coat siirme preparatlarinin muayenesi 16kositler
icinde morulanin identifikasyonunu kolaylastirir. Bununla birlikte inkliizyonlar gecicidir ve
nadiren goriiliirler. Bu nedenle riketsiyal hastaliklarin tanisinda en iyi yontemin antikor
titrelerinin belirlenmesi oldugu bildirilmektedir (2,25,26).

Hastaligin teshisinde serumda antikor tespiti icin indirekt Floresan Antikor testi (IFA)
ve Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) methodlarindan yararlanilir. A.
phagocytophilum 16 S r RNA’sinin at ve kenelerde tespiti i¢in PCR (polimerase chain
reaction) metodu faydali olmaktadir (25,26).

Hastaligin tedavisinde destekleyici tedavi ile birlikte oksitetrasiklin uygulamasi klinik
belirtilerin ortadan kalkmasinda oldukg¢a faydali olmakta ve oksitetrasiklin kullanimim
takiben 24 saat igerisinde klinik olarak bir iyilesme gozlenmektedir. Bu amacla 7 mg/kg
dozda oksitetrasiklin’in 3—7 giin siireyle damar ici yolla uygulanmasi 6nerilmektedir
(1,2,3,15). Daha sonraki donemde 15 giin siireyle 12 saatte bir kez agiz yoluyla 22 mg/kg
dozda oksitetrasiklin verilebilir, fakat bu tedavi uygulanilirken hastalarda diyare
gelisebilecegi dikkate alinmalidir. Hafif seyreden olgularda doksisiklin de faydali olabilir
(27). Siddetli ataksi ve 6dem olan hayvanlarda ise kisa siireli giinde bir kez 20 mg dozda
deksamethasone verilebilir (28). Bazi olgularda hastalifi gecirip iyilesen hayvanlarin
hastaliga kars1 200 giin serum antikor tasidiklan bildirilmistir (2).

Hastaliktan korunmak amaciyla yapilan kene miicadelesinin 6zellikle kenelerin aktif
olduklar1 mevsimlerde, genellikle atlarin toplu olarak bakildig1 yerlerde yapilmasi
gerekmektedir. Hastaliga karsi heniiz yararli bir as1 gelistirilememistir (1).

Bu calismada Bursa, [zmir, Adana ve Sanlurfa illerinde bulunan atlarda A.
phagocytophilum enfeksiyonu’nun ELISA ile tanisinin konularak, sero-prevalansinin

belirlenmesi, baz1 klinik ve laboratuar bulgularin degerlendirilmesi amaglanmaistir.



GENEL BIiLGILER

Equine Ehrlichiosis (granulositik ehrlichiosis, A. phagocytophilum enfeksiyonu)
insanlar ve hayvanlarda goriilen dnceleri ehrlichia genusunda siniflandirilan patojenlerin
meydana getirdigi hastaliklar olarak tamimlanir (18,29). Kenelerle tasinan A. phagocytophilum
tarafindan meydana getirilen ates (40—420C), istahsizlik, bacaklarda 6dem, mukozal petesiler,
ataksi ile karakterize mevsimsel seyirli enfeksiyoz bir hastaliktir (1,2). Hastaligin zoonotik

potansiyeli oldugu i¢in beseri hekimlikte de onemle iizerinde durulmaktadir (30).

Etyoloji

Ehrlichiosis farkl tiirlerde farkli etkenler tarafindan olusturulmaktadir. E. equi atlarda
graniilositik ehrlichiosis meydana getirirken, E. phagocytophila sigirlarda enfeksiyondan
sorumlu etkendir. Ehrlichia grubundan olan human graniilositik ehrlichiosis (HGE) etkeni de
insanlarda HGE meydana getirir. HGE etkeni, at ve koyunlarin graniilositik ehrlichiosis
etkenleri ile morfolojik ve serolojik olarak benzerlik gosterir (4). Tipk1 HGE etkeni gibi E.
phagocytophila ve E. equi kendi memeli gruplarinda graniilositleri hedef alirlar (1,2,4,18,29).
Yapilan ¢calismalarda HGE ile hasta insanlardan izole edilen etken deneysel yolla atlara

nakledildiginde atlarda hastaliga sebep oldugu bildirilmistir (24).

L Anaplasma platys
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Ehrichia chralfeansis

Ehrdichia mwis

Ehrdichia ewingli

Ehrfichia rurminantiureg

Wolbachia pipientis

Maorickettsia dstici
|: MNeovicketsia sammelsu
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Sekil 1: 16S rRNA dizisindeki benzerlige gore Anaplasmataceae familyasi



HGE etkeni, E. phagocytophila ve E. equi bakterilerinin ayni tiiriin varyantlar1 oldugu,
sadece 16S rRNA’larinda kiigiik farkliliklarin bulundugu ve adi gecen bu bakterilerin GroESL
aminoasit parcalarinin %100’e yakin bir oranda benzer oldugu bildirilmektedir. Bunlarin A.
marginale ve diger ehrlichia etkenleri ile olan genetik iliskileri sonucu bu ii¢ bakteri tekrar
siniflandirilarak tek bir isim altinda toplanarak A. phagocytophilum adi verilmistir (Sekil 1).
A. phagocytophilum, atlarda klinik, laboratuar ve patolojik yonden insanlarin graniilositik
ehrlichiosisine benzer 6zellikler gosteren hastalik meydana getirmektedir (18,29) (Tablo-1).
Insanlarda 6liim oraninin atlardaki 6liim oraniyla ayni oldugu ve bu oranin %0,5-1 arasinda
degistigi bildirilmistir (31). Hastalik yash insanlarda yiiksek risk tagimakta ve genelde 70 yas

tizerindeki hastalarda oliimciil olabilmektedir (31,32).

Tablo 1: A. phagocytophilum’un meydana getirdigi hastaliklar, konakcilar, enfekte
ettigi hiicreler, vektorleri ve dagilimlari.

Tiir Meydana Bilinen Dogal [Enfekte Ettigi| Primer Dagalim:
Getirdigi Hastallkk| Konakgilar Hiicre Tipi | Vektorleri
A. phagocytophilum|{Human Insan, Geyik, At | Granulositler |Ixodes ABD,
(Onceki Adi: HGE|Granulocytic Vahsi Rodentler, scapularis |ingiltere
Etkeni, E. equi (Granulocytotropic)|Boynuzlu Geyik, ve Avrupa
E.phagocytophilum)|Ehrlichiosis (HGE),|Lama, Koyun, 1. pacificus
Equine Sigir, Bizon (ABD)
Ehrlichiosis, 1. ricinus
Tick-Borne Fever; (Avrupa)
Pasture Fever Transstadial

A. phagocytophilum graniilositler i¢inde bulunur ve burada ¢ogalir. Bu yiizden

meydana getirdigi hastaliklara graniilositik ehrlichiosis ad1 verilmektedir. Bu genusun tiyeleri

sirkulasyondaki monositleri, graniilositleri, lenfositleri ve trombositleri enfekte edebilme

yetenegine sahiptir (30). Bu ylizden kan yoluyla veya kan nakliyle hastaligin bulagsmasi s6z

konusu olmaktadir

(24,33,34).

Equine graniilositik ehrlichiosis (EGE)’in mevsimsel seyirli bir hastalik oldugu ortaya

konmustur. Hastalik genellikle sonbaharin sonlarinda ve ilkbahar aylarinda daha ¢ok goriiliir

(1,2). Bu mevsimsel dongiiniin sebebi kenelerin aktivitesiyle iligkilidir. Keneler hastaligin

bulagmasinda vektor gorevi iistlenmistir. Bu keneler Amerika kitasinda I. scapularis ve I.




pacificus, Avrupa kitasinda 1. ricinustur (17). Ulkemizde de I. ricinus tarafindan bulastirildig

diistiniilmektedir (19,20).

A. phagocytophila, polimorf niikleer lokositlere tropizm gésteren obligat intraselliiler,
kiigiik (0,2-2 pm capinda) kokobasiller, Gr (-) bir bakteridir. Bu etkenler genellikle yuvarlak
olmakla beraber, dokularda farkli morfolojilerde de olabilirler (1). Mikroorganizmalar
konake1 graniilositlerin sitoplazmalarinda membranla saril1 vakuoller icerisinde bulunurlar ve
ortadan boliinerek cogalirlar. Bakteri, konakgt hiicresi i¢inde boliiniip ¢ogalarak morula olarak
adlandirilan bir mikrokoloni olugturur. Morula terimi, Latince karadut anlamina gelmekte ve
genelde ¢ok noktadan olusan ve konaker hiicre ¢ekirdeginden daha koyu renkte olan
olusumlar1 tanimlamaktadir (4). Bu mikrokoloniler 2—7 um ¢apinda yuvarlak ve
Romanowsky boyama yontemi ile koyu olarak boyanan olusumlardir. Morulalar nétrofillerin
sitoplazmasinda goriilmektedir (25,26). Periferal kan notrofillerinin enfeksiyonu %0,5- %13
arasinda degismektedir. Etken kalin hiicre kiiltiirii (IDES) veya insan hiicre serisi (HL-60)
iireme gosterir (13,35,36). Plasmit ve endospor varlig ile ilgili herhangi bir bilgi mevcut
degildir (13). Bu genusun iiyelerinde ribozom ve DNA’lar sitoplazma i¢inde paketlenmis
halde bulunmaktadir; bu yiizden elektron mikroskopla yapilan muayeneler esnasinda konakg1

hiicresine benzemekte ve ayrimlari gii¢ olmaktadir (4).

Etken icinde bulundugu genusun diger tiyeleri gibi aerobik ve asakarolitik
katobolizma gostermektedir. Bu grup iiyeleri riketsiyalarin da yaptig1 gibi glutamin ve
glutamat kullanarak ATP olustururlar. A. phagocytophilum riketsiyalardan farkli olarak
glutamini tercih eder. Bu tercihin sebebi glutaminin glutamata gore daha iyi bir sekilde
fagozoma penetre olmasidir (30). Bu genusun tiyeleri enerji metabolizmalarinda glukoz-6-
fosfat veya glukoz kullanmazlar. A. phagocytophilum en iyi metabolik aktivitesini pH 7.2- 8
arasinda gostermektedir. Bu pH degerlerinin altindaki aktivitesi giderek azalmakta ve bunun

sonucunda A. phagocytophilum’un asidofilik olmadig1 anlasilmaktadir (4,30).

Hastaligin 3 yas ve iizerindeki atlarda geng atlara gore daha siddetli seyrettigi
bildirilmekte, klinik belirtileri atin yasina ve hastaligin siddetine bagh olarak hafiften

siddetliye dogru bir degisim gosterdigi belirtilmektedir (1,2).



Bulasma

A. phagocytophilum’un meydana getirdigi hastalikta attan ata bulasma olmaz.. A.
phagocytophilum ixodes tiiriindeki kenelerin erigkin formlarinca taginmaktadir. Etkenin
Ixodes keneleri tarafindan yayildigina dair bir calisma Pancholi ve arkadaslar1 (37) tarafindan
1995 yilinda yapilmistir. Bu ¢alismadan sonra daha ¢ok PCR methodu kullanilarak yapilan
baz1 ¢alismalarda (11,20,31) Amerika ve Avrupa’da Ixodidae kenelerinde A.
phagocytophilum’un varligi ortaya konmustur (38). Amerika’nin kuzeydogusunda hastaligin
yayilimindan /. scapularis sorumlu iken, Amerika’nin batisinda I. pacificus sorumlu vektor
olarak bildirilmektedir (19,39,40). Almanya’da ve Avrupa’nin diger iilkelerinde /. ricinus un
hastaligin vektorii oldugu bildirilmektedir (Sekil 2). Ulkemizde de hastaligin [xodes ricinus
adl1 kene tiirii tarafindan tagindigi diisiiniilmektedir (41,42). Ixodidae familyasindan kenelerin,
lyme hastalig1 etkeni olan Borrelia burgdorferi’ nin tasinmasindan da sorumlu olduklari
bilinmektedir. Yapilan ¢calismalarda bu kene tiiriiniin lyme hastalig1 etkeni ile birlikte A.
phagocytophilum’u da birlikte tasiyip bulastirdigi ortaya konmustur (39,41,42). Ixodidae
keneleri arasinda en yaygin olan R. sanguineus diinyada yiiksek endemiye sahip bir kene
tiiriidiir ve bu keneler genelde kdpeklerde ehrlichiosis’in bulagsmasindan sorumludurlar (43).
Ruminantlarin tick-borne fever’1 ve insan graniilositik ehrlichiosis’in etkeni olan A.

phagocytophilum’un Avrupa’da bilinen vektorii Ixodes ricinus’tur (17,44).

Keneler vektor olarak E. chaffeensis, E. ewingi ve A .phagocytophilum’ un
tasinmasindan sorumludur ve bu keneler genelde Ixodidae familyasinin iiyesidirler.
A. phagocytophilum’un Ixodidae familyasina ait kenelerde varligi ilk kez 1995 yilinda
Pancholi ve arkadaslar1 (37) tarafindan ortaya konulmustur. Bu ¢alismadan sonra PCR
yontemiyle yapilan bir ¢ok arastirmada etkenin Ixodidae familyasina ait kenelerde varligi

tespit edilmistir (45).

Kenelerin yasam sikluslarinda yumurta, larva, nimf ve eriskin donem olmak iizere dort
evre bulunmaktadir. Kanla beslenme bir kenenin larvadan nimfe, nimften eriskin forma gecisi
sirasinda onemli rol oynar. Eriskin keneler yasam sikluslarin1 tamamlamak icin mutlaka
kanla beslenmek zorundadirlar. Hastaligin bulastirilmasinda bakterinin transovarial gegisinin
(eriskinden yumurtaya) s6z konusu olmadig1 diistiniilmektedir. Daha ¢ok immatur kenelerin

hastalig1 bir canlidan alip, yasam evreleri boyunca bunu tasidiktan sonra bulastirdig



diisiiniilmekte ve bu olay trans-stadial gecis olarak tanimlanmaktadir. Nimf ve yetigkin R.
sanguineus ve D. variabilis kenelerinin E. canis’i kdpeklere bulastirdiklar1 deneysel
calismalarla ortaya konmustur (43). Bu calismalarda yetiskin R. sanguineus kenelerinin bes
aya kadar bir siire enfektif kalabildikleri ortaya konmus ve bu nedenle kenelerin belirli bir
diizeyde rezervuar rolii iistlenebilecekleri bildirilmistir (13). Isvicre ve Israil’de kiigiik
rodentler ve cakallarda yapilan ¢alismalarda bu vahsi canlilarin, hastaligin yayiliminda rol

oynadiklar bildirilmistir (13,17,23).

Sekil 2: Ixodes ricinus’un cografik dagilimi

Hastaligin etiyolojisinde kenelerle bulasmanin hastaligin yayilmasinda tek epidemik
ozellige sahip oldugu belirtilmektedir. Laboratuar ortaminda yapilan calismalarda farelerin de
hastalikta rezervuar olarak rol iistlendigi ortaya konmustur (13,23). Yapilan bir calismada (16)
ahirlarda bulunan kirlangiclarin hastaligin goriilme riskini arttirabildigi rapor edilmistir.
Direkt olarak hayvandan hayvana bulagmanin s6z konusu olmadig: diisiiniilmektedir. Ancak,
deneysel olarak hastaligin bir hastadan digerine kan transfiizyonuyla bulastigi bildirilmistir
(24,46). Yapilan diger bir calismada (47), etkenin intravendz yolla inokulasyonu veya keneler

yoluyla bulagmasi ile klinik belirtilerin siddeti ve hastaligin gelisimi arasinda herhangi bir



fark olmadig bildirilmis; fakat kene 1sirmasiyla meydana gelen bulagsmada inkubasyon

periyodunun daha uzun oldugu rapor edilmistir.

Patogenez

Kene 1sirmasini takiben A. phagocytophilum, kene tiikiiriigii ile beraber 1sirik
bolgesine ulasmakta ve buradan lenf ve kan yolu ile genel dolasima katilmaktadir. Dogal
enfekte keneler kullanilarak meydana getirilen deneysel enfeksiyon sonucu inkubasyon
periyodu ii¢ hafta olarak kaydedilmistir (23). Bir - li¢ hafta arasinda degisebilen bir

inkiibasyon donemini takiben klinik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (13).

Hastalikta 16kopeni, trombositopeni ve anemi en 6nemli hematolojik degisikliklerdir.
Bunlarin olusumunda kan hiicrelerinin asir1 yikim1 veya ¢evresel birikiminin etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir (1,2,15,24,32). Etkenin bir graniilositten diger bir graniilosite gecisi, enfekte

hiicrenin lize olmas1 veya ekzositozu yoluyla olmaktadir (4).

E.canis, E.chaffeensis ve bunlara antijenik olarak yakin olan A. phagocytophilum, bazi
mekanizmalar ile konakg¢1 hiicre biyolojisini kendi lehlerine degistirebilmekte ve konakg1
immun sisteminden korunabilmektedirler. Savunma sistemini uyarabilen lipopolisakkarit ve
peptidoglikandan yoksun olan bu ajanlar, bunlarin yerine hiicre i¢ine yonlendirmeli endositoz
ile girmektedirler (30). Bu etkenler icinde bulunduklar1 endozom/ fagozomlarin lizozom ile
flizyonunu engelleyebilme yetenegine sahiptirler. Etken ayrica NADPH oksidaz sistemini,
fagosit aktivasyonunu ve farklilasmasini inhibe ederek immun sistemin 6ldiiriicii etkisinden

kacabilmektedir (4).

A. phagocytophilum ile graniilosit arasindaki iliski bakteri-notrofil iligkisine ilging
orneklerden biridir. Mikroorganizma nétrofiller icerisinde yasar ve boliinerek ¢ogalabilir.
A.phagocytophilum konaket intraselliiler ortaminda kendine has stratejiler gelistirebilen

benzersiz bir 6rnek olarak gosterilebilir (30).

A. phagocytophilum fagositoz ile nétrofil icine alindiktan sonra nétrofillerde sadece O,
tiretimini bloke etmez. Ayn1 zamanda hiicrelerin farkli stimulasyonlara yanit olarak oksijen
iiretmesini engeller. Enfeksiyon sirasinda meydana gelen superoksit liretimindeki azalmanin

mekanizmasi heniiz anlagilamamakla beraber NADPH oksidazin supresyonu bu olayda rol



oynar gibi goriilmektedir (4). Carlyon ve arkadaslar (30) yaptig1 calismada NADPH
membran bagimli komponent gp91phox ve sitosolik protein Rac2’nin degisiklige ugradigim
bildirmislerdir. Anaplasma enfeksiyonu sirasinda NADPH oksidazin geri kullanilmasi aktif
degildir. Anaplasma hastalarinda meydana gelen sekonder enfeksiyonlarin NADPH oksidaz
aktivitesinde meydana gelen azalmayla korelasyonu olup olmadig1 heniiz anlagilamamaistir.
Giintimiize kadar yapilan calismalar bu nétrofil spesifik patojen olan anaplasmanin virulens
faktorleri ve bunlarin invivo enfeksiyon fonksiyonlar1 hakkinda yeterince bilgi vermemektedir

(23,30).

Hastaligin klinik belirtiler gésteren formunun yayginligi bilinmemektedir, fakat bircok
atin klinik belirti gostermeksizin bu hastalik icin titre gostermesi endemik bolgelerde
A .phagocytophilum ile subklinik enfeksiyonlarin meydana gelebilecegini diisiindiirmektedir

(7).

Equine Graniilositik Ehrlichiosis ilk kez 1969 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin
Kuzey Kaliforniya (2) eyaletinde olmak iizere Kolorado, Illinois, Florida ve New Jersey’de de
ortaya konmustur (1,2). Hastaligm tanimlanmasindan sonra Ingiltere (1,2), Danimarka (32),
Kanada (9), Isve¢ (10), Isvigre (11), Fransa (15,16), Almanya (8) ve Italya (13,14) gibi
Avrupa iilkelerinde ve Giiney Amerika’da (32) ve Israil (17)’de vakalar bildirilmistir.

Italya’da 1996 yilinda 6 yash bir binek atta bildirilen ilk vakada Indirekt Floeresan
Antikor (IFA) testine pozitif yanit, notrofillerde karakteristik morula ve oksitetrasiklin
tedavisi sonucu iyilesme gozlenmistir (13,23). 1997 yilinda Latium bolgesinde 563 at
serumunun IFAT ile degerlendirilmesi sonucunda % 0,3 oraninda E. phagocytophila pozitif
reaksiyon bulunmustur. 1998 yilinda semptomatik belirti gosteren 14 yaris atinda serolojik

olarak pozitif yanit alinmamistir (23).
Kalifornia’nin endemik bolgelerinde atlarin serum antikorlarina gére %10 prevalans

saptanirken, endemik olmayan bolgelerde %3 saptanmistir (7). Hastaligin sik sik goriildiigii

ciftliklerde atlarin %50 sinde hastaliga kars1 antikor gelistigi bildirilmistir (3).
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Klinik Bulgular

A. phagocytophilum ‘un neden oldugu, equine granulositik ehrlichiosisin en dnemli
klinik belirtileri ates, petesiler, myalji ve 6demdir (1,2,9,15,24,32). Lokopeni, trombositopeni,
c-reaktive protein ve hepatik transaminaz seviyesinde artisin olmasi da belirlenen diger
bulgulardir (Sekil 3). Hastalikta uzun siiren dalgal ates, titremeler, hemorajiler,

rhabdomyelitis ve oportunistik enfeksiyonlar sonucu 6liim sekillenebilmektedir (15,32).

Hastaligin klinik bulgularindan olan 6dem hastalik sirasinda gelisen karakteristik
vasculitis sonucu meydana gelir (32). Spontan olarak gelisen hastaligin inkubasyon periyodu
iki haftadan azdir (15). Klinik olarak 40-42°C ates, mukozal solgunluk, sarilik, anoreksi,
depresyon, solunum hareketlerinde artis, inkoordinasyon ve genel hareketlerde azalma
meydana gelir. Bunu takip eden 3-4 giin icerisinde ekstremitelerde 6dem sekillenir (1,2).
Gelisen trombositopeni neticesinde mukoz membranlarda petesi ve hemorajiler goriilebilir
(32). Kalpte aritmiler genellikle hastaligin akut fazinda goriilmektedir. Akut fazda gelisen
ventrikiiler prematiire vurumlar, myokardiyal kaslarda meydana gelen vaskiilitis ile
iligkilendirilmektedir (1,2,3,22). Meydana gelen generalize vasculitis sonucunda at ayakta
durmakta gii¢cliik ¢ceker. Bu ylizden klinisyenlerin yatan bir ata tanisal anlamda yaklasirken
mutlaka Equine Granulositik Ehrlichiosisi akillarina getirmeleri tavsiye edilmektedir (28).
Atlarda A. phagocytophilum enfeksiyonu sonrasinda bildirilen ataksi benzeri norolojik
bulgulara A. phagocytophilum ve E. chaffeensis ile enfekte insanlarda ve E. canis ile enfekte

kopeklerde rastlanmaktadir (32,39,48).

Hastaligin akut faz1 siiresince orta siddette anemi ve trombositopeni meydana gelir.
Tedavi olmaksizin sekonder bakteriyel bir kontaminasyon olmadiginda hastaligin kendini 2-3

hafta icerisinde sinirladig gozlenmistir (1,22). Hastaligin kronik fazi bildirilmemistir (2,3).

Hastaligin dogal siirecinde 6liim genellikle inkoordinasyon sonucu meydana gelen
travmalara bagl olarak veya etken ile iligkili immunsupresyona bagh gelisen sekonder
bakteriyel kontaminasyonlara bagli goriilmektedir (32). Hastaligin 6liim oran1 Dumler ve
arkadaglar1 (31) tarafindan %1’den daha az olarak bildirilmistir. Deneysel olarak enfekte
edilen bir atin hastalifin akut fazinda 6ldiigii rapor edilmistir (32). Gebe kisraklarda hastalikta
abort vakasi bildirilmemistir (1,2). Insanlarda da HGE’ye bagh olarak &liim goriildiigii rapor

edilmistir (32).
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Sekil 3 : Deneysel enfekte edilen atlarda klinik bulgularin olusum giinlerini gosteren tablo.
Kalp FA : Kalp frekansinda artig, Solunum SA : solunum sayisinda artis (24)

Deneysel olarak enfekte edilen atlarda hastaliga 6zgii belirtilen klinik bulgular dogal
enfeksiyonda oldugu gibi sirasiyla gelisir. Bu bulgular; ates, depresyon, kismi veya tam
istahsizlik, kalp frekansinda artis, solunum sayisinda artis, ataksi, yiiriircken sendeleme,
hareketlerde isteksizlik ve ekstremitelerin distalinde 6demdir (1,2,3,22). Yiiksek dozda
enfektif kanla deneysel olarak enfekte edilen iki attan birinin akut klinik belirtilerin
goriilmesinden 2 giin sonra 6ldiigii, diger atta ise klinik bulgularin daha kisa zamanda ortaya

ciktigr bildirilmistir (32).

Deneysel enfeksiyon olusturulan atlarda inkubasyon periyodunun 4-9 giin arasinda
oldugu ve atesli donemin 5—10 giin arasinda degistigi belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
diger atlarda ates diistiikten 1-2 giin sonra klinik bulgularin ortadan kalkmaya basladig rapor
edilmistir. Biitiin atlarda goriilen ilk bulgu ates ve sonrasinda solunum sayilarindaki degisim
olarak gozlenmis, bunu kalp frekansindaki artisin ve istah kaybinin takip ettigi bildirilmistir
(32). Klinik belirtilerin baslamasindan 2—4 giin sonra ataksi gelisirken, hastaligin 4. giiniinde
ekstremitelerde 6dem meydana geldigi gézlenmistir. Tiim vakalarda enfeksiyondan 22 giin
sonra herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadigi rapor edilmistir (15,32). Hastalikla ilgili
immun yanitin yeterli diizeyde olmadigi, primer enfeksiyon sonras1 100. giinde tekrar
deneysel enfekte edilen atta antikorlarin yeterli korunmay1 saglamadigi, fakat hastaliginda

siddetli seyretmedigi orta derecede klinik bulgular gosterdigi saptanmistir (22,32).
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Tam

Olgulardaki klinik ve laboratuar bulgular1 Equine Granulositik Ehrlichiosis’den
sliphelendirir, fakat bunlarin neredeyse tamami hastaliga 6zgiin degildir. Bu bulgularin
yaninda anamnezde kene 1sirmasi veya kenelerle endemik olan bolgelere seyahat gibi bilgilere
ulagilmast hastalig1 diisiindiirmelidir; fakat hastaligin kesin tanisi i¢in laboratuar

muayenelerine gereksinim duyulmaktadir (1,25,43).

Hastaligin ayirici tanisinda equine herpes viriis—1 enfeksiyonu, eastern equine
encephalitis virusu, west nile viral encephalitis virusu, equine protozoal myeloencephalitis
virusu ve yangisal meningitisler ile kuduz, botulismus, neoplaziler, parazit migrasyonlari ve
muskuloskeletal hastaliklar g6z 6niinde bulundurulmali, hastaliklarin klinik ve laboratuar

bulgulartyla ayirici tanilar yapilmalidir (1,2,3,15,22,32).

A. phagocytophilum enfeksiyonunun tanisinda PCR (polimerase chain reaction) ve
IFA testi, ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ve Immunoblot teknikleri gibi
serolojik testler kullanilmaktadir (14,24,32,49-51).

PCR: PCR yontemi A. phagocytophilum enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak
kullanilan bir test yontemidir. Bu yontemle etken tiir diizeyine kadar ayrilabilmektedir. 16S
rRNA geni basta olmak iizere 1s1 sok proteinleri geni ve yiizey antijenlerini kodlayan genler
PCR’da hedef genler olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda (24,49,51,52) anaplasma
etkenlerinin vektorlerdeki yayginliginin belirlenmesinde PCR yonteminin etkin olarak

kullanilabilirligi ortaya konulmustur.

Serolojik Testler: Anaplasma etkenlerine karsi gelisen humoral immun yanitin
belirlenmesiyle hastaligin serolojik teshisi yapilabilmektedir. Bu amacgla IFA, ELISA ve
Immunoblot teknikleri kullanilmaktadir (26). Deneysel olarak enfekte edilen bir atta serolojik
olarak muayene yapildiginda hastaligin 7. giiniinde atin 1:40 oraninda serokonvert oldugu

bildirilmistir (32).

Hastaligin teshisinde kullanilan IFA ve ELISA testleri karsilastirildiginda IFA testi ve
ELISA’nin uyumlu sonuglar verdigi bildirilmistir (1,2,53). ELISA testleri IFA’ya gore daha
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kolay kullanilir olmasi, ¢cok sayida 6rnege kisa zamanda bakmadaki kolaylik ve diisiik maliyet

sebebiyle tercih edilmektedir (54,55).

Mikroskopi: Rutin farkli hiicre sayimlari sirasinda bazen spesifik hastalik teshisini
saglayan, notrofillerde intrasitoplazmik inkliizyonlar (morula) gozlenebilir (Sekil 4,5). Bu

inkliizyonlar viral, riketsiyal, fungal veya protozoal enfeksiyonlarda olusabilir (25).

Giemsa boyama ile ayn1 prensibe dayanan hizli boyama yontemleri ile kandan veya
dokulardan yapilan preparatlarda etken aranabilir. Bu yontemlerin basinda Diff Quick ve
Romanowsky gelmektedir. Bu boyamalar sonucunda graniilositler igerisinde ehrlichia
inkliizyon cisimcikleri goriilebilir (25,26). Acridin orange ile boyanan kan frotileri, flurosent
mikroskoplarda muayene edilebilir. inkliizyon cisimcikleri yoniinden muayene yapilirken her

kan frotisinde en az 200 adet notrofil muayene edilmelidir (32).

1

Sekil 4: At graniilositleri igerisinde A. phagocytophilum’a ait morula (oklar) olusumu.
Hemacolor x 1.000

Riketsiyal inkliizyonlar, riketsiyal hastaliklarin akut doneminde degisik 16kositler
icinde bulunurlar. Buffy coat siirme preparatlarinin muayenesi 16kositler icerisinde morulanin
identifikasyonunu kolaylastirabilir. Bununla birlikte, inkliizyon cisimcikleri gegicidirler ve
ender olarak ortaya cikarlar. Bu sekilde hastaligin tanisim1 koymak oldukca zordur (25). Bu
nedenle riketsiyal hastalliklar en iyi akut ve inkiibasyon periyodunda antikor titrelerinin
belirlenmesiyle teshis edilebilirler (4,25,26). Deneysel olarak enfekte edilen bir atta

inokulasyon sonrasi ilk olarak 6. giinde nétrofiller icerisinde inkluzyon cisimciklerine
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rastlandig bildirilmis, hastaligin 7. giiniinde nétrofillerin %9 unun igerisinde inkluzyon

cisimcigine rastlandig belirtilmistir (32).

Sekil 5: 12 yagh bir Arap atin notrofilinde A. phagocytophilum’a ait morula. Buffy coat
smear, May-Griinwald Giemsa boyama ile, biiyiitme, x 1.000

Patolojik Muayene: Deneysel olarak meydana getirilen hastalik sonucu 6len bir atta
yapilan patolojik muayene sirasinda makroskobik olarak goriinen en 6nemli bulgunun
hemoraji oldugu belirtilmektedir (1,2). Nasal mukoza ve siniislerde petesi ve ekimozlarin
oldugu, ayn1 zamanda boyun bolgesinde ve trachea’nin toraks girisinde intramuskiiler alanda
ve deri alti dokuda 6dem oldugu bildirilmistir (33). Klinik olarak etkilenen atlarin
nekropsisinde toraks bolgesi acildiginda yaklasik 500 ml miktarda serbest kanla karsilasildigi,
bunun yaninda kalbin subepikardiyal ve subendokardiyal boliimlerinde degisen derecelerde
ekimozlarin oldugu belirtilmistir. Diyaframin torasik boliimiinde ve akciger parangiminde ve
mediastinumda degisen derecelerde 6dem ve hemoraji goriildiigii saptanmig, abdominal

bolgede dalak, karaciger ve bobreklerde hemorajiye rastlanmistir (32).

Patolojik olarak en biiyiik lezyon bobreklerde belirlenmistir. Glomeruluslarin konjeste
oldugu, endoteliyal hiicrelerin sistigi ve perivaskiiler mononiileer hiicre infiltarsyonuna ve
hemorajiye bagh olarak kapillar damarlarin duvarlarinin kalinlagtigi, bununla birlikte bircok

damarin lumeninde hyalin trombusuna rastlandig bildirilmistir (32,33). Mikroskobik olarak
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dalak ve karacigerde hiicre nekrozlar1 ve hemosiderozise rastlanmistir. Kas, kas fasiyasi,
beyin ve spinal kord bolgesinde herhangi bir histolojik degisiklige rastlanmamistir.

Dokulardan yapilan bakteriyolojik muayenelerin negatif sonug¢ verdigi belirtilmistir (32,33).

Tedavi

Anaplasmosisin tedavisine baglamadan 6nce hastaligin laboratuar destekli tanisinin
konmasi gerekir. Hastalik kendisini sinirlayabilen bir karaktere sahiptir ve eger sekonder bir
kontaminasyon s6z konusu olmaz ise hastalik 2 giin ile 3 hafta arasindaki bir siire¢ icerisinde

kendini simirlar (15).

A. phagocytophilum enfeksiyonunun tedavisinde kullanilabilecek antibiyotikler
iizerine yapilan bir ¢calismada (27) ehrlichiosis etkeninin ve tiim tiirlerinin ampisilin ve
ceftriakson iceren Beta-Laktam grubu antibiyotiklere, aminoglikozid grubunda bulunan
amikasine, makrolid grubu tiyesi olan eritromisine ve azalid grubundan azitromisine kars1
direncli oldugu ortaya konmustur. Trimethoprim-sulfamethoksazole kombinasyonunun
yiiksek dozlarda efektif oldugu, fakat bu dozda dahi birka¢ morulanin gézlenebildigi,

kloramfenikoliin aktivitesinin ise zayif oldugu bildirilmistir (27,28).

Hastaligin spesifik tedavisi icin 7 mg/kg dozda 24 saate bir intravendz yolla
oksitetrasiklin uygulanmali ve tedaviye ortalama 5-7 giin boyunca devam edilmelidir (1,2).
Tetrasiklin tedavisine yanitin saptanmasindaki énemli kriterler atesin 12-24 saat igerisinde
hizla diismesi ve klinik bulgularin 5-7 giin icerisinde iyilesmesidir. Oksitetrasiklin tedavisine
basladiktan 24 saat sonra inkliizyon cisimciklerinin azaldigi, hatta inkluzyon cisimciklerinin

tamamen ortadan kalktig1 bildirilmistir (15).
Hastaligin tedavisinde Maurin ve arkadaslar1 (27) nin belirttigi gibi doksisiklin,

rifampin ve levofloxacinin kullanilabilecegi ve ilk tercih olarak doksisiklin secilmesi gerektigi

bildirilmistir.
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Korunma

Keneler kan emerek ve bir¢ok hastalik etkeninin vektorii olarak hayvan ve insan
sagligini tehdit eden 6nemli ektoparazitlerdir(43). Tiirkiye, iklimi, yiizey sekli ve bitki ortiisii
bakimindan kenelerin biyolojik aktivitelerini siirdiirmeleri i¢in uygun kosullara sahip bir

iilkedir.

Atlarin kenelerden korunabilmesi i¢in oncelikle barinaklarinin diizenli insa edilmesi,
yarik ve catlaklarin kapatilmas gereklidir. Ayrica, topraga uygulanabilen ilaglar ile barinaklar
diizenli olarak ilaclanmalidir (56). Ozellikle bahar aylarindan baslanarak, kenelerin
aktivasyon gosterdikleri donemlerde hayvanlara sistemik ve uzun siire etkili akarisidler
uygulanmalidir. Hayvanlarin ilaclanmasinda organik fosforlu, pretrinli, piretroidli ve
karbamatli ilaglarin kullanilmasi onerilmektedir. Ivermektin grubu ilaclar kenelere etkili
olmakla beraber etkileri gecikmeli olarak ortaya ¢iktig1 i¢in hastalik bulagmalarini

engellemede basarisiz kalabilmektedir (57).

Mera ve otlaklarin kontrol altinda tutulmasi gereklidir. Kenelerin rahatca
saklanabilecegi, ot boylarinin cok yiiksek ve diizensiz oldugu meralar 1slah edilmelidir.
Icerisinde ¢alilik-agaglik alanlarin oldugu alanlar kene yoniinden incelenmeli, sakincalt
alanlar ilaclanmalidir. Meralar, ¢cok yogun kene igeriyor ise genel acik alan ilaglamalari ile
kene populasyonu kontrol altina alinmaya ¢aligilabilir. Bir hektar alana Deltametrin ve
Lamdacyalotrin 0,003-0,3 kg, Permetrin 0,03-0,3kg, Primiphos methyl 0,1-1 kg oranlarinda
uygulanabilir. Ancak, genis otlaklar diisiiniildiigiinde bunun olduk¢a masrafli oldugu ve tek
uygulamanin yetersiz oldugu unutulmamalidir. Ozellikle hayvanlarin yogun olarak kullandig
dinlenme ve sulama alanlari, giibre birikim bolgeleri ilaclanmalidir. Tlaglamalara, iklim
sartlarina gore 3—4 hafta aralar ile kene aktivasyon siiresince devam edilmelidir. Bu
ilaclamalarda cevreye ve ortamdaki diger canlilara zarar vermeyecek ilaglar secilmelidir ve

zorunluluk olmadikg¢a bu yolla miicadele tercih edilmemelidir (56,57).

Daha etkili ve basarili miicadele i¢in, evcil hayvanlara ek olarak yabani hayat1 da
kapsayan ulusal ¢apl kontrol programlar1 hazirlanmalidir. Bu amagla iilke genelinde kene
yayginlig ve aktivasyon donemleri tespit edilmelidir. Bolgelerin iklim ve cografik ¢zellikleri
dikkate alinarak ilaclama donemleri ve tekrar oranlar1 ayarlanmalidir. Sicak ve nemli

bolgelerde her ti¢ haftada bir ilaglamalar tekrarlanmalidir (56).

17



Hastaliktan korunmada su ana kadar bildirilen herhangi bir koruyucu asi
bulunmamaktadir (1-3), fakat laboratuar ortaminda I. scapularis cDNA’sindan elde edilen ve
potansiyel bir kene koruyucu protein olarak bilinen ve ilk zamanlarda 4D8 olarak adlandirilan
simdilerde ise subolesin olarak isimlendirilen bir protein immunizasyon amaciyla
kullanilmaktadir. Rekombinant subolesin kullanilarak yapilan immunizasyon ¢alismalarinda
subolesinin larval, nimfal ve ergin I. scapularis enfestasyonlarim azalttig1r saptanmig; daha
sonra ise proteinin ixodes kene tiirlerinde korumada kullanilabilecegi bulunmustur. De La
Fuente ve arkadaglar1 (58) subolesinin bir¢cok kene tiiriinii kontrol etmede ve kenelerden

dogan hastaliklardan korunmada etkili bir as1 antijeni olabilecegini bildirilmislerdir.
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GEREC ve YONTEM

GEREC

Calismanin materyalini 2005 y1l1 Mayis — Ekim aylarinda Bursa, izmir, Adana ve
Sanhwurfa illeri Tiirkiye Jokey Kuliibii Hipodromlar1 At Hastaneleri ve Sanliurfa ilindeki
yetistirici ¢iftliklerinden farkli irk, yas ve cinsiyette toplam 350 adet at olusturdu (Sekil 6).
Calismada Bursa ve Izmir bolgesinden 100 er adet, Adana ve Sanlurfa bolgesinden 75 er adet

at kullanildi (Sekil 7).

r~ £
el —
S . Bursa (n=100) 1

""" Izmir (n=100}

—~ Adana (n=7s) Sanhurfa(n=7s) _

Sekil 6: Calisma materyallerinin illere gore dagilimi

21% 299%
O Bursa (n=100)

M izmir (n=100)
O Adana (n=75)
O Sanlhurfa (n=75)

29%

Sekil 7: Calisma materyalini olusturan atlarin illere gore dagilimi.
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Bursa bolgesine ait materyali olusturan atlarin 33 tanesi Safkan Arap at1, 67°si Safkan
Ingiliz at1 olustururken, Izmir bolgesine ait atlarin 49’u Safkan Arap, 51°i Safkan Ingiliz at1,
Adana bolgesine ait mateyalin 44°ii Safkam Arap, 31°i Safkan Ingiliz, Sanliurfa bolgesine ait
materyalin ise 60’1 Safkan Arap, 15’i Safkan Ingiliz at1 idi. Calisma materyali olarak
kullamlan toplam 350 atin 186’sin1 Safkan Arap at1 (% 53.14) ve 164’iinii Safkan Ingiliz at1
(% 46.86) olusturdu (Sekil 8).

O Safkan Arap Ati1 ( n=186)
B Safkan Ingiliz At1 (n=164)

Bursa Izmir Adana Sanhurfa
n=100) (0=100) (n=75) (n=75)

Sekil 8: Calisma materyalinin 1rklara gore dagilimi

Bursa bolgesine ait materyali olusturan 100 atin 52 tanesi erkek, 48 tanesi disi, Adana
iline ait 75 atin 32 tanesi erkek, 43 tanesi disi, Sanliurfa ilinde ¢alisma materyalini olusturan
75 atin 42 tanesi erkek, 33 tanesi disi iken, Izmir iline ait materyali olusturan 100 atin 42

tanesi erkek, 58 tanesi ise disidir (Sekil 9).

O Erkek (n=168)
B Disi (n=182)

Sekil 9: Calisma materyalinin (n=350) cinsiyet dagilimlart.
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Calismada Bursa iline ait materyalin 4 tanesi 2 yasli, 85 tanesi 3 yash ve 11 tanesi 4

yash atlardan olusurken, Sanliurfa iline ait materyalin 3 tanesini 2 yasl, 63 tanesini 3 yash ve

9 tanesini ise 4 yash atlar olusturdu. Adana iline ait materyalin 13 tanesini 2 yash atlar

olustururken, 55 tanesini 3 yash ve 7 tanesini ise 4 yasl atlar olusturdu. Izmir iline ait atlarin

89 tanesi 3 yasinda 11 tanesi ise 4 yasinda idi (Sekil 10,11).

gy

02 yas (n=20)
B 3 yas (n=292)
04 yas (n=38)

Sekil 10: Calisma materyalinin yasa gore dagilimi
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O Bursa (n=100)
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0 Adana (n=75)
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1111_ 9

3 yas 4 yas

Sekil 11: Calisma materyalinin iller bazinda yasa gore dagilim
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Calismada kullanilan atlarin hepsinin klinik muayeneleri yapildi ve beden sicakligi, kalp
frekans1 ve solunum sayilar1 kaydedildi.

YONTEM

Materyali olusturan tiim atlarin vena jugularis’inden antikoagiilanli (K;EDTA, 5 ml,
Vacutest Kima, Arzergrande - Italy) ve antikoagulansiz (10 ml, Becton Dickinson vacuteiner
system, Belgium) tiiplere kan drnekleri alindi. Antikoagulansiz kan o6rnekleri kisa siirede
santrifilj (3000 rpm) edildi ve elde edilen serumlar analiz edilinceye kadar derin dondurucuda

20 °C’de ependolf tiiplerinde muhafaza edildi.

Alinan antikoagiilanli kan drneklerinden otomatik kan sayim cihaz1 (Abott Celldynn
3500 R, Pennsylvania, USA) total 16kosit sayis1 (WBC), eritrosit sayis1 (RBC), hematokrit
(Hct), trombosit (PLT) sayis1 yoniinden degerlendirildi.

Calismada A. phagocytophilum antikorlar1 yoniinden pozitif oldugu saptanan 33 ve
negatif oldugu saptanan 20 (kontrol) attin serum biyokimyasal analizlerde Vet Scan (Abaxis
Inc., California, USA) otomatik biyokimyasal analiz cihazinda equine profil rotorlar1 (Abaxis,
California, USA) kullanilarak albumin (ALB), aspartate aminotransferase (AST), kalsiyum
(Ca), total bilirubin (TBIL), gamma glutamyltransferase (GGT), total protein (TP), globulin
(GLOB), kan iire nitrojen (BUN), kreatinin (Cr), glukoz (GLU) ve creatinin phosphokinase
(CK) diizeyleri belirlendi.

Toplanan serum orneklerinden A. phagocytophilum antikorlarinin belirlenmesi
amaciyla Helica Ehrlichia equi Equine ELISA (Helica BioSystems, Inc, USA) test kiti
kullanild: ve test sonuglart U.U Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki ELISA
reader (Biotek 808, USA)’da okundu.

Tiim hayvanlardan elde edilen serum ornekleri asagida belirtilen ELISA prosediirii

dogrultusunda analiz edildi.
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ELISA Prosediirii

Kullanilan ELISA test kitleri Helica Biosystems Inc. sirketinden temin edildi.
Materyali olusturan atlardan elde edilen serumlar ilk inkubasyon bdoliimii i¢in 96 ¢ukurlu
mikropleytler igerisine100 ul olusacak sekilde kaplandi. Bu islemden sonra pozitif ve negatif
kontrol soliisyonlarindan kontrol kuyucuklarina ikiser damla damlatild1 ve bu islemi takiben
mikropleytler oda sicakliginda 15 dakika inkubasyona birakildi. inkubasyon periyodunun
ardindan mikropleytler ii¢ kez pisetlere konulan buffer ile yikandu. {1k inkubasyon periyodu
bu islemlerin yapilmasi ile sonlandirildi. Bunu takiben ikinci inkubasyon periyodunda her
kuyucuga ikiser damla konjugattan damlatildi ve yine oda sicakliginda 15 dakika inkubasyona
birakildi. Inkubasyon islemi ardinda mikropleytler ilk inkubasyon periyodunun sonunda
yapildig1 gibi pisetlere konulan buffer yardimiyla ii¢ defa daha yikands. ikinci inkubasyon
periyodu da bu agsama ile sonlandirildiktan sonra sonu¢ boliimiinde her kuyucuga ikiser damla
substrat damlatilarak 5 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakildi bu son inkubasyonun

ardindan her kuyucuga stop soliisyonlar1 eklenerek prosediir sonlandirildi.

ELISA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Testler ELISA reader (Biotek 808, USA)’da okundu ve cut-off deger olarak 0,5 degeri
saptand1 ve saptanan degerden biiyiik degerde olan test serumlar pozitif olarak kabul edildi

(54).

istatistik Analizler

Bu caligmanin verileri bilgisayar ortaminda istatistik programi (Sigma Stat Version
2,0,San Rafael, CA) kullanilarak analiz edildi. Calismada A. Phagocytophilum seropozitif ve
seronegatif atlarin klinik ve hematolojik bulgularinin karsilagtirmalarinda Studen-t testi
kullanildi (59). P<0,05 degeri istatiktiksel olarak onemli kabul edildi. Grafikler Excel
programinda (Microsoft XP) olusturuldu.
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BULGULAR

Yapilan ELISA analizleri sonucunda calisma materyalini olusturan 350 atin 33
tanesinin A. phagocytophilum yoniinden sero-pozitif (% 9.42), 317 tanesinin sero-negatif

(% 90.58) oldugu, oldugu tespit edildi (Sekil 12).

9%

O Sero-negatif (n=317)
B Sero-pozitif (n=33)

91%

Sekil 12: A. phagocytophilum sero-pozitif ve sero-negatif atlarin dagilim.

Seropozitif atlar irklar temelinde irdelendiginde 186 adet safkan Arap atin 23’inin

(%13.44), 164 safkan Ingiliz atin 10 unun (% 13.41) seropozitif oldugu saptand1 (Sekil 13)

» O ingiliz At1

(10/164)
B Arap At1(23/186)

Sekil 13 : A. phagocytophilum seropozitif atlarin (n=33) wrklara gore dagilima.
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@ Adana (11/75)
14,66 % ] ].3ursa (3/100)
O izmir (8/100)
8% O Sanhurfa (11/75)

Sekil 14: A. phagocytophilum sero-pozitif atlarin (n=33) illere gore dagilima.

Calismada A. phagocytophilum yoniinden test edilen 350 at iller bazinda incelendiginde
Sanlwrfa bolgesindeki 75 atin 11’inin (% 14.66), izmir bolgesindeki 100 atin 8’inin (% 8),
Adana bolgesindeki 75 atin 11’inin (% 14.66) ve Bursa bolgesindeki 100 atin 3’{iniin (% 3)
seropozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 14).

O Erkek (19/33)
B Disi (14/33)

Sekil 15: A. phagocytophilum sero-pozitif atlarin (n=33) cinsiyet dagilimlari.
Calismada A. phagocytophilum yoniinden sero-pozitif olan atlarin 19 tanesi erkek

(%57,57), 14 tanesi disi (42,42) olarak bulunmustur (Sekil 15).

Calismadaki atlarin tiimii yas bazinda degerlendirildiginde 2 yaslh 20 atin 3’iiniin (%
15), 3 yash 292 atin 30’unun (% 10,27) seropozitif oldugu saptanmistir. Dort yash 38 atta A.
phagocytophilum antikorlar1 belirlenememistir (Sekil 16).
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02 Yas (3/20)

B 3 Yas (30/292)

Sekil 16: A. phagocytophilum sero-pozitif atlarin (n=33) yasa gore dagilim

Calisma materyalini olusturan hayvanlarin klinik muayeneleri yapildi ve 346 atin
klinik muayenesinde saglikli olduklar belirlenirken dort atta istahsizlik, yiiksek ates, lenf
yumrularinda biiyiime, ikterus gibi klinik bulgular saptandi. Seropozitif ve seronegatif atlarda
degerlendirilen klinik bulgular Tablo 2’de, klinik sikayeti olan seropozitif oldugu belirlenen
dort atin klinik bulgular1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 2: A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif ve sero-negatif atlarin klinik
parametrelerindeki degisiklikler

Parametre Sero-negatif Sero-pozitif P degeri
T (°C) 37,97 +£0,02° 38,34+0,08" 0,031
R (/Dak) 14,90+0,19 15,16+0,33 0,654
P ( /Dak) 38,45+0,24 38,72+0,47 0,402

a,b: Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklilik anlamli bulunmustur.

Tablo 2°de goriildiigii gibi seropozitif atlarda beden sicakliginin referans deger
araliginda olmakla birlikte seronegatif atlardan daha yiiksek (p<0.05) oldugu belirlenmistir.

Tablo 3: Klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif
olan dort ata ait klinik parametrelerdeki degisiklikler.

Parametre Olgu I Olgu I1 Olgu III Olgu IV
T (°C) 39.3 39.5 40.1 39.4
R (/Dak) 20 21 28 20

P (/Dak) 42 46 48 44
Lenf Yumrular: 1 A £ ++
Ikterus - - + -
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Klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif olan
dort ata ait klinik parametrelerdeki degisiklikler Tablo 3’de verilmistir. Tablo 3’de verilen
olgularin tiimiinde beden sicakligi ve solunum sayilarinin, iki olguda (olgu II, III) kalp
frekansinin arttig1, bir olguda (olgu III) ikterus ve olgularin tiimiinde lenf yumrularinin

biiylime oldugu saptanmuistir.

Seropozitif ve seronegatif atlarda degerlendirilen rutin hematolojik bulgular1 Tablo
4’de, klinik sikayeti olan seropozitif dort atin rutin hematolojik bulgular1 Tablo 5’de

gosterilmistir.

Tablo 4: A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif ve sero-negatif atlarin rutin
hematolojik parametrelerindeki degisiklikler

Parametre Sero-negatif Sero-pozitif Referans deger P degeri
WBC (x10%/pl) 8,17£1,96 7,99+1,94 4,5-10,6 0,608
RBC (x10%pl) 9,87+1,78 9,36+2,50 7,0-13,00 0,516
HCT (%) 37,42+4,36 35,23+5,18 32-52 0.234
PLT (x10*/pl) 196,58+73,82° 161,31+42,23" 90-350 0,009

a,b: Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklilik anlamli bulunmustur.

Tablo 4’de goriildiigii gibi A. phagocytophilum seropozitif atlarda trombosit (PLT)
sayilarinin sero-negatif atlardan daha diisiik (p<0.01) oldugu belirlenmis, total 16kosit (WBC),

eritrosit sayist (RBC) ve hematokrit deger (Hct) de anlamli bir fark tespit edilememistir.

Tablo 5: Klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif
olan dort ata ait hematolojik parametrelerdeki degisiklikler.

Parametre Olgu I Olgu II Olgulll OlgulV  Referans
deger
WBC (x10°/pl) 6.54 8.12 4.38 7.34 4,5-10,6
RBC (x10%pl) 6.85 7.68 5.71 8.26 7,0-13,00
HCT (%) 33.8 29.7 28.6 34.8 31-48
PLT (x10*/pl) 145 95 75 181 90-350

Klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif olan

dort atta ait hematolojik parametrelerdeki degisiklikler Tablo 5’de verilmistir. Tabloda verilen
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iki olguda (olgu I, III) eritrosit sayis1 ve hematokrit degerin diistiigii, bir olguda (olgu III) da

trombosit sayisinin azaldigi saptanmistir.

Seropozitif ve seronegatif atlarda degerlendirilen serobiyokimyasal bulgular Tablo
6’de, klinik sikayeti olan seropozitif dort atin serobiyokimyasal bulgular1 Tablo 7°de
gosterilmistir.

Tablo 6: A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif ve sero-negatif atlarin serum
biyokimyasal parametrelerindeki degisiklikler

Parametre Sero-negatif Sero-pozitif Referans Deger P degeri
ALB (g/dL) 3,53+0,30" 2,524+0,26" 2,6-3,7 <0,001
AST (U/L) 182,96+63,86 199,64+35,90 175-340 0,234
CA (mg/dL) 10,89+2,45 12,242,03 11,2-13,6 0,065
TBIL (mg/Dl) 0,65+0,43 0,73+0,168 0,5-2,3 0,935
GGT (U/L) 14,07+8,21 12.00+3,67 4-13,4 0,229
TP (g/dL) 6,82+0,58 6,66+0,62 5,2-7,9 0,313
GLOB (g/dL) 3,29+0,5 3,16+0,50 2,6-4,0 0,317
BUN (mg/dL) 15,17£2,99 15,96+5,40 10-24 0,534
CREA (mg/dL) 1,15+0,31* 1,51+0,40° 1,2-1,9 <0,001
GLU (mg/dL) 78,50+34,95 80,82+13,91 75-115 0,249
CK (U/L) 97,17+48,44 104,14+29,43 86-140 0,386

a,b: Aym satirda farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Tablo 6’da baz1 serum biyokimyasal degerlerindeki degisimler aktarilmigtir. A.
phagocytophilum sero-pozitif atlarda serum kreatinin diizeylerinin belirgin diizeyde (p<0.001)

daha yiiksek, albumin diizeyinin ise daha diisiik (p<0.001) oldugu saptanmustir.
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Tablo 7: Klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden sero-pozitif
olan dort ata ait serobiyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler.

Parametre Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3 Olgu 4 Referans Deger
ALB (g/dL) 33 3,2 34 3,6 2,6-3,7
AST (U/L) 189 224 420 280 175-340
CA (mg/dL) 11,7 12,4 11,8 12,7 11,2-13,6
TBIL (mg/dL) 1,0 0,5 7,8 32 0,5-2,3
GGT (U/L) 13 14 18.2 10 4-134
TP (g/dL) 7,2 7,1 7.7 7,2 5,2-7,9
GLOB (g/dL) 39 39 33 3,6 2,6-4,0
BUN (mg/dL) 16 17 35 18 10-24
CREA (mg/dL) 1.4 1,9 24 1,8 1,2-1,9
GLU (mg/dL) 91 84 79 108 75-115
CK (U/L) 186 145 284 216 125-349

Tablo 7°de goriildiigii gibi, III no’lu olguda AST, biluribin, kreatinin ve kan iire

nitrojen diizeylerinin, IV no’lu olguda ise biluribin diizeyinin yiiksek oldugu belirlenmistir.
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TARTISMA ve SONUC

Ehrlichiosis (Equine Granulositik Ehrlichiosis — EGE, A. Phagocytophilum
enfeksiyonu) atlarda A. phagocytophilum tarafindan meydana getirilen, ates (40-42°C),
istahsizlik, bacaklarda 6dem, mukozal petesiler, ataksi ile karakterize mevsimsel seyirli
enfeksiyoz bir hastaliktir (1,2,15,32). A. phagocytophilum atlarda klinik, laboratuar ve
patolojik yonden insanlarin graniilositik ehrlichiosisine benzer 6zellikler gosteren hastalik
meydana getirmektedir (18). Insanlarda 6liim oraninin atlardaki oranla ayni oldugu ve bu
oranin %0.5-1 arasinda degistigi bildirilmistir (31,32). Bu baglamda atlarda graniilositik
ehrlichiosis zoonotik potansiyele sahip olmasi nedeniyle ayr1 bir onem tasimaktadir.

Hastalik ilk olarak 1969 yilinda Amerika’nin Kuzey Kaliforniya bolgesindeki atlarda
saptanmis, daha sonra diinyada pek cok iilkede goriilmiistiir (1). Equine granulositik
ehrlichiosis’in yerlesmis herhangi bir cografi dagilimi olmamakla birlikte, daha ¢ok subtropik
iilkelerde goriildiigii belirtilmektedir (2). Ulkemiz de subtropik iklim kusaginda olmasi ve
kene populasyonunun yogun olmasi nedeniyle atlarda bu hastaligin goériilme olasilig
yiiksektir (60); ancak giiniimiize kadar E. risticii’nin neden oldugu monositik ehrlichiosis (61)
disinda, atlarda granulositik ehrlichiosis ile ilgili bir yaym bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu
calismada iilkemizde bulunan atlarda graniilositik ehrlichiosis’in serolojik olarak ortaya
konulmasi, seroprevalansinin belirlenmesi, bazi klinik ve laborotuar bulgularin
degerlendirilmesi amaglanmastir.

Giiniimiize dek yapilan ¢alismalarda irklarla ilgili bir karsilagtirilmada bulunulmamis
ve hastaligin ortaya ¢ikmasinda herhangi bir irk predispozisyonun bulundugu belirtilmemistir.
Calismada 186 adet safkan Arap atin 23’inin (%13.44), 164 safkan ingiliz atin 10 unun (%
13.41) seropozitif oldugu belirlenmistir. Ak ve arkadaslari (61) 100 adet safkan Ingiliz yaris
atinda IFA teknigiyle monositik ehrlichiosis seroprevalansinin %10 oldugunu bildirmislerdir.
Ak ve arkadaslar1 (61) nin safkan Ingiliz yars atlarinda bildirmis olduklar1 monositik
ehrlichiosis seroprevalans degeri (%10), safkan Ingiliz yaris atlarinda bizim belirledigimiz
granulositik ehrlichiosis seroprevalans degerlerine yakin oldugu goriilmektedir.

Hastaligi olusumunda yasin etkili oldugu bildirilmistir (3). Madigan (2) hastaligin 2-
3 yasin iistiindeki atlarda daha ¢ok goriildiigiinii bildirirken, Franzen ve arkadaslar (32)
tarafindan yapilan caligmada yasi immunkomponent durumu etkiledigi ve hastaligin daha
cok 10 yasin iizerindeki atlarda daha yaygin oldugu vurgulanmistir. Calismada sero-pozitif
olarak belirledigimiz atlarin tiimiiniin 3 yas ve altinda olmasi bu arastirmacilarin bulgulariyla

uyumlu degildir. Ancak, calisma materyalini olusturan atlarin biiyiik bir cogunlugunun
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sahadaki kosan atlardan olugmasi ve kosan atlarin yaslarinin genellikle 5 yasin altinda olmasi
nedeniyle calismada degerlendirilen atlarin yag araliklar1 genis tutulamamistir.

Atlarda granulositik ehrlichiosisde cinsiyetin dnemli oldugu ve erkeklerde hastaligin
daha ¢ok goriildiigii bildirilmistir (2,16). Leblond ve arkadaslar1 (16) aygirlarin, kisraklar ve
igdis edilmis atlara gore hastaliga daha duyarli olduklarini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz
calismada sero-pozitif olarak belirledigimiz atlarda erkek atlarin oraninin daha fazla (%57,5)
olusu Leblond ve arkadaslari’nin(16) yaptig1 calismay1 destekler niteliktedir.

Atlarda klinik granulositik ehrlichiosis olgularindaki klinik ve laboratuar bulgular
ehrlichiosis’den siiphelendirir, fakat bunlarin neredeyse tamami hastaliga 6zgiin degildir
(1,2,15,28,32). Hastaligin kesin tanis1 i¢in enfeksiyonun akut déneminde siirme preparatlarda
graniilositler icerisinde riketsiyal inkliizyonlarin bulunmasi veya akut ve inkiibasyon
periyodunda antikor titrelerinin belirlenmesi gerekmektedir (1,2,22,25,26). inklﬁzyon
cisimcikleri gecicidir ve ender olarak ortaya ¢ikarlar. Bu yiizden inkliizyon cisimcikleri ile
hastaligimn tanisint koymak oldukgca zordur. Ozellikle klinik bulgu gostermeyen subklinik
olgularin inkliizyon cisimciklerinin belirlenmesi ile tanis1t miimkiin degildir. Bu nedenle
ehrlichiosis’in tanis1 icin serolojik tekniklerin (ELISA, IFA) yan1 sira molekiiler biyoloji
teknikleri (PCR) kullanilmaktadir. Tajima ve arkadaslar1 (54) ELISA ve IFA testlerini
karsilastirmislar ve verilerin birbiriyle ¢ok biiyiik bir oranda korelasyon gosterdigini
bildirmislerdir. Bununla beraber ELISA testleri hastaligin tanisinda ve tasiyici olan
hayvanlarin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. ELISA testleri [FA’ya
gore daha kolay kullanilir olmasi, ¢ok sayida 6rnege kisa zamanda bakmadaki kolaylik ve
diisitk maliyet sebebiyle tercih edilmektedir (54). Bu yiizden, ¢calismanin materyalini
olusturan atlardan alinan serum Orneklerinin ehrlichiosis yoniinden incelenmesi sirasinda
ELISA teknigi kullanilmistir.

Ulkemizde, atlarda A. phagocytophilum enfeksiyonunun seroprevalanst ile ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte, diinyada at hareketlerinin fazlalagmasi,
Tiirkiye’ye yabanci iilkelerden damizlik olarak ve yetistirme maksadiyla bircok hayvan girisi,
kene popiilasyonundaki artis ve iilkemizin keneleri tasiyabilen gd¢men kuslarin gecis
noktasinda olmasi bunun yaninda etkenin zoonotik potansiyeli hastaligin iilkemiz i¢inde
onemli olabilecegini gostermektedir. Bugiine kadar yapilan ¢caligmalarda iilkeler bazinda
atlarda hastaligin seroprevalansinin Isvec’te IFA testi ile %16,7 (10) Fransa’da ELISA
yontemi ile %11,3 (16), Amerika Birlesik Devletleri’nin Kuzeydogusunda ELISA yontemi ile
%15,9 (6), Amerika Birlesik Devletleri’'nde Sacramento’da IFA testi ile %3,1, Kaliforniya
eyaletinde IFA testi ile %10.4 (7), Wisconsin ve Minnesota eyaletlerinde IFA testi ile %17,6
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(62), Guatemala’da PCR yontemi ile %28.4 (51), olarak bildirilmistir. Bu caligmada toplam
350 atin 33’iinde sero-pozitiflik saptanmis ve hastalifin seroprevalansi % 9,42 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu sonu¢ Amerika Birlesik Devletleri’nin Kaliforniya eyaletinde
(%10,47) ve Fransa’da (%11,3) belirlenen seroprevalans degerine yakin bir oranda iken,
Amerika Birlesik Devletleri’nde Sacromento’da (%3.1) belirlenen degerden daha yiiksek,
Amerika Birlesik Devletleri’nin Wisconsin ile Minnesota eyaletlerinde ve Guatemala’dan
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Farkli bolgelerde yapilan seroprevalans calismalarinda
farkli sonuclar elde edilmesi kullanilan test yontemine ve o bolgedeki vektor kenelerin
yayginhigiyla iliskili olabilir. Israil’de 300 attan alian numuneler IFA testi ile analiz edilmis
ve seropozitif hayvan bulunamamistir (17). Arastirmacilar bunun nedeninin ¢alismanin
yapildigi bolgelerde hastaligin etkeni A. phagocytophilum’un spesifik vektorii olan I. ricinus
kenelerinin olmayisindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Calismada Bursa ilindeki atlardan 3’iiniin (%3), Izmir’deki atlardan 8’inin (%S$),
Adana ilindeki atlardan 11 (%14,66)’inin ve Sanlurfa ilindeki atlardan 11 (%14,66)’inin
seropozitif oldugu saptandi. Bu sonuglara gore A. phagocytophilum enfeksiyonu yoniinden
Bursa ilinde seropozitiflik oraninin en diisiik oldugu, Adana ve Sanlurfa illerindeki en
yiiksek oldugu saptandi. Adana ve Sanlurfa illerindeki bu farkliligin sebebinin bu bolgelerin
Bursa ve Izmir illeri ile kiyaslandiginda daha giineyde bulunmalari ve dolayisiyla hava
sicakliginin daha yiiksek olmasi ve bu nedenle bu yérelerde kene popiilasyonunun daha fazla
olmasi ile iliskilendirilebilir. Ayrica, seroprevalans degerlerindeki farkliligin atlarin bakim
kosullarinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Madigan ve arkadaslari (7)
Amerika Birlesik Devletleri’nin Kaliforniya Eyaletinde A.phagocytophilum enfeksiyonunun
prevalansimi %10.,4, hastaligin endemik olmadig1 Sacremento’da ise %?3,1 olarak
bulmuslardir. Ayni arastiricilar (7) hastaligin goriildigi ciftliklerde atlarin yaklasik %50’ sinin

hastaliga kars1 antikor gelistirdigini saptamislardir.

A. phagocytophilum atlarda enfeksiyon olusturma potansiyelinin yani sira insanlarda
da human granulositik ehrlichiosis olarak bilinen enfeksiyona neden olmaktadir. Hastaligin
insanlarda yiiksek ates, bas agrisi, letharji, generalize miyalji ile seyrettigi bildirilmektedir
(41,48). Ongut ve arkadaslar (42) Antalya ilinde yapilan bir caligmada insanlarda granulositik
ehrlichiosis seroprevalansinin %8 oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 etkenin /. ricinus tiirii
kenelerle tasindig1 goz oniine alindiginda atlarda belirlenen seroprevalans (%9.42) oranina

yakin oldugu ve tehlikeli boyutta yayilim gosterdigi goriilmektedir.
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Atlarin A. phagocytophilum enfeksiyonunda klinik bulgularin yiiksek ates (>39,3°C),
solunum sayis1 ve kalp frekansinda artis (>48), letarji, kismi istahsizlik, inkoordinasyon,
hareket etmede isteksizlik, lenf yumrularinda biiyiime, ekstremitelerde 6dem, petesiler ve
ikterus oldugu bildirilmistir (1-3,15,24,32). Calismada 350 adet atin 346’sinda herhangi bir
klinik bulguya rastlanmamaistir. Seropozitif oldugu belirlenen 33 atin beden sicakligi, solunum
ve kalp frekanslar1 seronegatif olanlarla karsilastirilmis ve seropozitif olan atlarda beden
sicakliginin normal degerler icinde olmakla birlikte daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Saglikl1 hayvanlarda antikor titresinin yiiksek olmasi hayvanin daha 6nce hastalik etkenine
maruz kaldigini1 ya da numunelerin alindig: sirada hayvanlari subklinik enfeksiyon gecirdigi
goriisiiyle (7) desteklenebilir. Calismada degerlendirilen ve yiiksek ates (>39,3°C), solunum
ve kalp frekansinda artis, lenf yumrularinda biiytime ve ikterus (III. Olgu) gibi klinik bulgular
gosteren dort atta yapilan ELISA analizleri sonucunda A. phagocytophilum antikorlar
saptanmig olmasi bu klinik bulgularin hastaligin akut formuyla iligkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Madigan ve arkadaslar1 (7) bu calismaya benzer seroepidemiyolojik bir
calismada da yiiksek ates, istahsizlik, anoreksi, ataksi, kalp ve solunum sayilarinda artis ve
sarilik gibi benzer klinik bulgular gosteren 38 atin IFA testi ile seropozitif oldugunu
belirlemislerdir.

Seropozitif olgularda, saglikli atlarin olusturdugu kontrol grubuna gore, irdelenen
klinik muayene bulgularinin hastalik i¢in ¢ok tipik olmamasi nedeniyle istatistiksel olarak
onemli bir farklilik belirlenememesi, klinisyen acisindan A. phagocytophilum pozitif
olgularin tespitinde rutin tanisal prosediiriin yetersizligini ortaya koymak a¢isindan dikkate
deger goriilmektedir. Klinik verileri takiben tanisal prosediirii desteklemek ve prognozun
yorumlanmasina katki saglamak adina hematolojik ve serum biyokimyasal degerlendirmelere

ihtiya¢ duyulmaktadir (1,2).

Atlarin A. phagocytophilum enfeksiyonunda hematolojik bulgularin; 16kopeni, orta
siddette anemi, hematokrit degerde diisme ve hastaligin akut fazinda trombositopeni oldugu
belirtilmektedir (1-3). Calismada seropozitif 33 ata ait hematolojik bulgular (total 16kosit
sayisi, eritrosit sayisi, hematokrit deger, trombosit sayisi) seronegatiflerle karsilagtirilmstir.
Total 16kosit degerinin seropozitif olan atlarda seronegatif atlara gore daha diisiik olmakla
birlikte normal sinirlar igerisinde yer aldig1 goriilmektedir. Klinik bulgu gosteren ve
seropozitif atlarin birinde (Olgu III) 16kopeni saptanmistir. Bu durum, etkenin (A.
phagocytophilum) bir graniilositten diger bir graniilosite gecisi veya enfekte hiicrenin lize

olmast ile iligkili olabilecegi goriisiiyle (23,30) uyum gostermektedir.
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Atlarda A. phagocytophilum enfeksiyonunda trombosit sayilar1 ve fonksiyonlarinda
Oonemli degisimler gosterdigi, kalitatif ya da kantitatif trombosit anormallikleri gelistigi
bildirilmektedir (1,54). Bu degisimin ilk yansimalarinin, klinik olarak kanama egiliminin
artmasi ya da hastada petesi, ekimoz gibi kanama belirtilerinin oldugu ifade edilmektedir (24).
Hastalikta sekillenen kanama sonucunda orta derecede anemi gelistigi belirtilmektedir.
Calismada A. phagocytophilum seropozitif 33 atta trombosit (PLT) sayilarinin sero-negatif
atlardan daha diisiik (p<0.01) oldugu saptanmas, eritrosit sayis1 (RBC) ve hematokrit degerin
(Hct) istatistiki onemde olmamakla birlikte daha diisiik oldugu belirlenmis; fakat anlamli bir
fark tespit edilememistir. Diger yandan, klinik bulgu gosteren ve seropozitif oldugu belirlenen
olgularda (olgu I, III) eritrosit sayisi ve hematokrit degerin, bir olguda (olgu III) da trombosit
sayisinin referans degerlerin altinda oldugu saptanmistir. Bu tarzda hematolojik bulgular
gosteren dort atta yapilan ELISA analizleri sonucunda A. phagocytophilum antikorlar
saptanmis olmasi bu hematolojik bulgularin hastaligin akut formuyla iliskili oldugunu
diisiindiirmektedir. Franzen ve arkadaslar1 (24), Bermann ve arkadaslar1 (15) ve Walston ve
arkadaglan (28) da atlarda klinik A. phagocytophilum enfeksiyonunda trombositopeni, anemi
ve 16kopeni saptadiklarini bildirmislerdir. Franzen ve arkadaslar1 (32) hastalikta sekillenen
trombositopeninin inflamasyona bagli olarak meydana gelen immunkomponent olusumlarinin

DIC ve vaskulitise neden olmasi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Klinik diizeyde cok siddetli ve tipik hastalik tablosu olusturmayan A. phagocytophilum
enfeksiyonlarinda serum biyokimyasal parametrelerde de ¢ok 6nemli degisimler meydana
gelmedigi belirtilmektedir (15). Calismada A. phagocytophilum antikorlar1 yoniinden pozitif
oldugu saptanan 33 atin ve negatif oldugu saptanan 20 attin (kontrol) serum albumin (ALB),
aspartate aminotransferase (AST), kalsiyum (Ca), total bilirubin (TBIL), gamma
glutamyltransferase (GGT), total protein (TP), globulin (GLOB), kan iire nitrojen (BUN),
kreatinin (Cr), glukoz (GLU) ve creatinin phosphokinase (CK) diizeyleri belirlendi. A.
phagocytophilum sero-pozitif atlarda referans degerler arasinda olmakla birlikte serum
kreatinin diizeylerinin belirgin diizeyde (p<0.001) daha yiiksek, albumin diizeylerinin ise daha
diisiik (p<0.001) oldugu saptanmistir. Ozellikle klinik bulgu gostermeyen seropozitif atlarda
referans degerler icinde olan bu farkliliklar klinik yonden anlam ifade etmemektedir. Diger
yandan, klinik bulgu gosteren ve A. phagocytophilum sero-pozitif oldugu belirlenen atlarda I1I
no’lu olguda AST, biluribin, kreatinin ve kan iire nitrojen diizeylerinin, IV no’lu olguda ise
biluribin diizeyinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Hastalikta karaciger, bobrek, lenf yumrular

ve kemik iligi gibi bir¢ok organ ve dokuda granulamat6z yangi ve plazma hiicresi
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infiltrasyonu olustugu ve bu organlarda ¢ok siddetli olmamakla birlikte etkilenim olabilecegi
belirtilmektedir (24). Calismada 6zellikle klinik bulgu gosteren seropozitif III no’lu olguda
AST, biluribin, kreatinin ve kan iire nitrojen diizeylerinin yiiksek olmasi, bu atta hastaliga
bagl karaciger ve bobrek etkilenimi oldugunu ortaya koymaktadir. Franzen ve arkadaslar
(32) hastalikta karaciger, bobrek ve diger organlarda sekillenen DIC ve vaskulitisin
sonucunda mononuklear hiicrelerin infiltrasyonuna ve bu organlarda inflamasyona neden
oldugunu belirtmislerdir. Glomerular filitrasyon oraninin gostergesi olarak ta degerlendirilen
serum kreatinin ve kan iire nitrojen diizeyleri III no’lu olguda yiiksek diizeyde belirlenmesi bu
goriisii desteklemektedir. Birlikte degerlendirildiklerinde karaciger fonksiyonlarini ortaya
koyan serum AST, bilirubin, albumin diizeyleri irdelendiginde klinik bulgu gosteren ve
seropozitif III no’lu olguda serum AST ve biluribin konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi bu
olguda karaciger etkileniminin oldugunu diisiindiirmektedir. Walston ve arkadaglar1 (28) da
klinik A. phagocytophilum tanisi koyduklar1 11 yash bir atta karaciger fonksiyonlarinin
etkilendigini bildirmislerdir.

Hastalikta ayrica bacaklarda vaskulitis sonucu sekillenen 6deme bagl olarak atlarin
genellikle yatmayi tercih etmeleri nedeniyle serum CPK enzim aktivitesinde artis oldugu
belirtilmektedir (32). Calismada degerlendirilen klinik bulgu gosteren seropozitif atlarda
bacaklarda ddeme rastlanmamis ve dolayisiyla bu hayvanlarda serum CPK enzim

aktivitesinde bir artis belirlenmemistir.

Sonug olarak, Tiirkiye’de ilk kez atlarda Anaplasma phagocytophilum serolojik
diizeydeki arastirma verileri bu ¢alisma ile rapor edilmistir. Hastaligin iilkemizde
seroprevalansinin %9.42 oldugu ve ayn1 zamanda zoonotik potansiyeli olan bu
enfeksiyonunun halk saglig1 agisindan da 6nemli oldugu dikkate alinmalidir. Ayrica, yiiksek
ates, istahsizlik, sarilik, petesi ve ekimoz gibi kanama belirtilerinin goriildiigii olgularda tani-

ayirici tann prosediiriinde bu enfeksiyonun da diistiniilmesi gerektigi kanisina varilmistir.
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