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SIGIRLARDAN TOPLANMIS IXODIiD KENELERDE ANAPLASMA
PHAGOCYTOPHILUM’UN REAL TIME PCR’LA ARASTIRILMASI VE
SAPTANAN IZOLATLARIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
Omer TURKMEN

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2016
Damisman: Dog. Dr. Onder DUZLU
OZET

Bu calisma, Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis ixodid kenelerde Anaplasma
phagocytophilum’un Real Time PCR’la arastirilmasi ve pozitif izolatlarin 16S rRNA
gen bolgesi yoniinden karakterize edilmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen TYL-2014-5506
kodlu arastirma projesi kapsaminda, Nisan-Eyliil 2015 tarihleri arasinda arastirma
yoresindeki sigirlardan toplanmis toplam 265 ergin ixodid keneden (60 Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus, 21 Haemaphysalis parva, 53 Hyalomma marginatum, 32 H.
anatolicum, 36 H. excavatum, 30 H. detritum, 25 Rh. turanicus, 8 Rh. bursa) genomik
DNA ekstrakte edilmistir. DNA ekstraksiyonunu takiben 16S rRNA gen bdlgesinin
yaklagik 641 bp’lik kismimi amplifiye eden Anaplasma phagocytophilum spesifik
primerlerle nested PCR analizleri yapilmistir. Real Time PCR’la bireysel olarak
incelemesi yapilan orneklerden bir Hyalomma marginatum ve bir Rhipicephalus
turanicus orneginde pozitiflik saptanmustir. Pozitif izolatlara (TRAphagHmar ve
TRAphagRtur) ait amplikonlar nested PCR primerleri ile klonlanmis ve plasmid
ptirifikasyonundan sonra sekans analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA
dizilerinin GenBank kayitlar1 gerceklestirilmis (KU925346-KU925347) ve GenBank’ta
kayith mevcut diger bazi A. phagocytophilum suslari ile ikili analizleri ve g¢oklu
hizalamalar1 yapilarak filogenisi arastirilmistir. Filogenetik analiz sonucu Kayseri
yoresindeki sigirlardan toplanmis Hyalomma marginatum ve Rhipicephalus turanicus
orneklerinde belirlenen A. phagocytophilum izolatlar1 ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den
daha once GenBank’a girilmis izolatlarin 3 ana dalda (A, B ve C kiimeleri)
kiimelendikleri belirlenmistir. A ve B gruplarindaki A. phagocytophilum izolatlarinin
homolog olduklari, C grubunda yer alan izolatlarin ise kendi aralarinda ortalama

9%0,2’lik genetik farkliligin bulundugu belirlenmistir. Gruplar arasindaki genetik
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farkliliklara bakildiginda; A grubundaki izolatlarin B grubundakilerle %10,8+2,0, C
grubundakilerle ise %13,0+£2,7; B grubundaki izolatlarin C grubundaki izolatlarla
arasindaki ortalama genetik farklilik %13,842,8 saptanmistir. TRAphagHmar ve
TRAphagRtur izolatlarinin kendi aralarinda %100 identik olduklar1 tespit edilmistir.
TRAphagHmar ve TRAphagRtur izolatlarinin, Tiirkiye’den daha Once girilmis ve
Ixodes ricinus kenelerinden elde edilmis 9-08 (AB604782), 73-08 (AB604783) ve 208-
08 (AB604784) izolatlariyla (C grubunda) arasindaki genetik farkliligin sirasiyla %0,09,
%0,05 ve %0,58 oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’den daha 6nce girilmis ve koyun ve
kegilerden elde edilmis UK 40 (KJ183079), C139 (KF459965), EKY 144 (JF807995)
ve EKY 155 (JF807994) izolatlariyla (C grubunda) TRAphagHmar ve TRAphagRtur
izolatlar1 arasindaki genetik farklilik ise %0,09 saptanmustir. A grubunda yer alan ve
Tirkiye’den sigir, kopek ve Haemaphysalis sulcata ile tiirii belirtilmemis keneden
girilmis Trbrt45 (KP745629), 10100 (JN656375), H116 (KF034787) ve HS56
(KJ195692) izolatlariyla TRAphagHmar ve TRAphagRtur arasindaki genetik farklilik
da ilk {i¢ izolat i¢in %13,26 ve sonuncu HS56 izolat1 i¢in ise %13,66 olarak tespit

edilmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis kene
orneklerinde A. phagocytophilum’un molekiiler yayginligi ve genetik karakterleri

hakkinda bilimsel veriler elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Anaplasma phagocytophilum, kene, molekiiler karakterizasyon,
Kayseri, 16S rRNA
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INVESTIGATION OF ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM IN IXODID TICKS
COLLECTED FROM CATTLE BY REAL TIME PCR AND MOLECULAR
CHARACTERIZATIONS OF THE ISOLATES
Omer TURKMEN

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Parasitology
M. Sc. Thesis, April 2016
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Onder DUZLU
ABSTRACT

This study was performed to investigate Anaplasma phagocytophilum in the ixodid ticks
collected from cattle in Kayseri province by Real Time PCR and to genotype the
positive isolates related to 16S rRNA gene region. For this aim, a total of 265 adult
ixodid ticks (60 Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, 21 Haemaphysalis parva, 53
Hyalomma marginatum, 32 H. anatolicum, 36 H. excavatum, 30 H. detritum, 25 Rh.
turanicus, 8 Rh. bursa) were collected from the study area between April-September
2015 within the scope of research Project (No:TYL-2014-5506) supported by Erciyes
University Research Fund and genomic DNA was extracted from the specimens.
Following the DNA extraction, nested PCR analyses were individually carried out with
Anaplasma phagocytophilum specific primers amplifying an approximately 641 bp
region of 16S rRNA gene. Anaplasma phagocytophilum positivity was determined in
one Hyalomma marginatum and one Rhipicephalus turanicus samples by Real Time
PCR analyses. The amplicons belonging to positive isolates (TRAphagHmar and
TRAphagRtur) were cloned and sequenced following the plasmid purification. The
obtained DNAs were deposited to GenBank (KU925346-KU925347) and pairwise
analyses of the sequences and multiple alignments with some other A. phagocytophilum
strains available in the GenBank were performed and phylogenies were investigated.
The phylogenetic analyses revealed that the Hyalomma marginatum and Rhipicephalus
turanicus isolates clustered in 3 main groups (A, B, and C groups) together with the
isolates from Turkey and the world available in GenBank. While A and B groups were
found homolog, the isolates in group C showed 0.2% genetic difference amongst
themselves. According to the genetic differences in groups, the genetic differences
between group A and B, group A and C, and group B and C were found as 10.8+2.0%,
13.0£2.7%, and 13.84+2.8%, respectively. TRAphagHmar and TRAphagRtur isolates



were found as 100.0% identical within each other. The genetic differences of
TRAphagHmar and TRAphagRtur isolates with the prior Ixodes ricinus tick isolates 9-
08 (AB604782), 73-08 (AB604783) and 208-08 (AB604784) in group C from Turkey
were determined as 0.09%, 0.05% and 0.58%, respectively. The genetic differences
amongst TRAphagHmar and TRAphagRtur isolates and the prior sheep and goat
isolates UK 40 (KJ183079), C139 (KF459965), EKY 144 (JF807995) and EKY 155
(JF807994) in group C from Turkey were detected as 0.09%. In addition the genetic
differences amongst TRAphagHmar and TRAphagRtur isolates and the prior cattle,
dog, Haemaphysalis sulcata and an unremarked tick species isolates Trbrt45
(KP745629), 10100 (JN656375), H116 (KF034787) and HS56 (KJ195692) in group A
from Turkey were found as 13.26% for first three isolates and 13.66% fort he last HS56

isolate.

In conclusion, the scientific data were obtained with this study about the molecular
prevalence and genetic characters of A. phagocytophilum in tick species in Kayseri

province.

Key words: Anaplasma phagocytophilum, tick, molecular characterization, Kayseri,
16S rRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Rickettsiales dizisi, Anaplasmataceae ailesindeki Anaplasma tiirlerinin meydana
getirdigi anaplasmosis, tropik ve subtropik iklim kusagindaki bolgelerdeki memeli
hayvanlarda goriilen ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olan enfeksiydz bir hastaliktir.
Hastalik sigirlarda eritrositlerin yikimina sebep olmaktadir. Anaplasmosis sigirlara
vektor keneler tarafindan biyolojik olarak nakledilmekte olup bazi kan emici sinekler de
Anaplasma tiirlerini mekanik olarak nakledebilmektedir. Ayrica enjektorler, kulak
kiipeleri, boynuz kesme veya kastrasyon ekipmanlari gibi kanla kontamine cisimler de
sigirlar arasinda anaplasmosis’in yayilmasina sebep olabilmektedir. Bazi durumlarda
transplasental bulagsma da goriilebilmektedir. Biitiin yas grubundaki sigirlar
anaplasmosis’e karsi duyarhdir. Sigirlarda anaplasmosis’e yol agan tiirler Anaplasma
marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve A. bovis’tir. A. phagocytophilum 6nceleri
Ehrlichia phagocytophila, E. equi ve insan granulositik ehrlichiosis etkeni olarak
bilinmekteydi. Ayni sekilde A. bovis de E. bovis olarak simiflandirilmaktaydi. Ancak son
yillarda taksonomik g¢aligmalar 1s18inda bu her iki tiir A. phagocytophilum ve A. bovis
olarak isimlendirilmektedir. Anaplasmosis sigirlarda anemi, ikterus, yiiksek ates,
oksiiriik gibi klinik semptomlarla seyretmekte olup yavru atimina ve verim kayiplaria

da yol agarak biiyiik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (1-3).

Bu c¢aligmada, A. phagocytophilum tiirlerinin sadece vektorligii kanitlanmig Ixodes
tiirleriyle degil, onlara ilaveten farkli diger ixodid keneler tarafindan da tasinabilecekleri
hipotez edilmistir. Bu hipotez ile Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis vektor
ixodid kenelerde zoonotik karakterli Anaplasma phagocytophilum’un, sensitivite ve
spesifitesi diger molekiiler teshis yontemlerine gore cok daha yiiksek olan real time

PCR ile arastirilmasi ve elde edilen pozitif izolatlarin 16S rRNA gen boélgesinin



karakterize edilip molekiiler genotiplendirilmesinin yapilarak GenBank kayitlarinin
gerceklestirilmesi ve GenBank’ta Tirkiye’den ve diinyadan daha once bildirilmis
mevcut bazi A. phagocytophilum izolatlariyla olan filogenetik yakinliklarinin tespit

edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Anaplasma phagocytophilum’un Siniflandirmadaki Yeri

Anaplasma phagocytophilum’un Systema Naturae 2000°e¢ gore sistematikteki yerleri
asagidaki gibidir (4).

Biota

Domain: ""Bacteria™ (Haeckel 1894) C.R. Woese et al. 1990
Phylum: "'Proteobacteria™ Garrity et al. 2005
Class: Alphaproteobacteria Garrity et al. 2006
Order: Rickettsiales Gieszczykiewicz 1939
Family: Anaplasmataceae Philip 1957

Genus: Anaplasma’ Theiler 1910
Anaplasma phagocytophilum (Foggie 1949) Dumler et al. 2001
Anaplasma centrale (Theiler 1911) Ristic&Kreier 1984
Anaplasma marginale Theiler 1910
Anaplasma bovis (Donatien&Lestoquard 1936)Dumler et al 2011
Anaplasma ovis Lestoquard 1924
Anaplasma caudatum (Kreier &Ristic 1963) Ristic&Kreier 1984

Anaplasma platys Dumler et al. 2001



2.2. Anaplasmosis’in Tiirkiye’deki Yayilisi

Tirkiye’de sigirlarda anaplasmosis konusunda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir.
Yapilan az sayidaki ¢alismada mikroskobik, serolojik ve son yillarda molekiiler
olarak sigirlarda Anaplasma tiirlerinin varligi ortaya konulmustur. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi ciftliginde yapilan bir arastirmada mikroskobik
olarak 17 sigirda anaplasmosis teshisi konuldugu belirtilmektedir (5). Birdane ve
ark. (6)’nin 645 sigir lizerinde yaptig1 bir arastirmada sigirlarin mikroskobik olarak
%34,11 nin, serolojik olarak ise %55,35’nin A. marginale yoniinden pozitif oldugu
rapor edilmektedir. Yapilan bir diger ¢alismada sigirlarda anaplasmosis yoniinden
serolojik olarak cELISA ve IFA testlerinin kiyaslamasi yapilmistir (7). Bu ¢alismada
484 sigirm 69’nun mikroskobik olarak, 287’sinin de serolojik olarak A. marginale
yoniinden pozitif oldugu bildirilmektedir. Bir baska calismada dogal olarak A.
marginale ile enfekte ineklerde akut faz proteinleri, klinik, hematolojik ve
biyokimyasal parametrelere bakilmistir (8). Son yillarda yapilan molekiiler
calismalarda hem sigirlarda hem de vektér kenelerde anaplasmosis yoniinden
arastirmalar yapilmistir. Aktas ve ark. (9), 389 sigir lizerinde yaptiklart molekiiler
caligmada Anaplasma enfeksiyonlarint %9 olarak bildirmektedirler. Bu ¢alismada
sigirlarda anaplasmosis’e yol agan tlirlerin molekiiler prevalansinin ise %2,8 A.
marginale, %1 A. centrale ve %1 A. phagocytophilum oldugu belirtilmektedir.
Molekiiler olarak vektér keneler {izerinde yapilan c¢alismalarda; Karadeniz
Bolgesi’nden toplanan kenelerde A. phagocytophilum prevalanst %11,6 olarak rapor
edilmektedir (10). Ayni1 bolgede keneler lizerine yapilan bir baska molekiiler
caligmada ise kenelerin %6,78nin A. phagocytophilum, %6,56’sinin ise A. centrale
ile enfekte oldugu saptanmustir (11). Trakya bolgesinde keneler {izerine yapilan bir
diger molekiiler calismada A. phagocytophilum’un Istanbul’da %2,7, Kirklareli’nde
ise %17,5 oldugu tespit edilmistir (12).

2.3. Anaplasmosis’in Diinyadaki Yayihsi

Anaplasmosis’in Diinya’daki prevalansina bakildiginda bu hastalifin 6zellikle
Amerika kitasinda ¢ok onemli ve yaygin oldugu goriilmektedir. Tiim Diinya’da
yapilan ¢alismalarin ¢ogu seroprevalans g¢alismalar1 olup molekiiler ¢alismalarin
genellikle prevalans caligmasi yerine genetik karakterizasyon c¢alismalar1 seklinde

oldugu gozlenmektedir. Az sayida yapilan mikroskobik calismada sigirlarda



anaplasmosis’in mikroskobik prevalansi; Amerika Birlesik Devletleri’nde (A.B.D)
%4,8-29 (13), Iran’da %80,3 (14), Cezayir’de %7,4 (15) ve Suudi Arabistan’da
%0,98 (16) olarak rapor edilmektedir.

Serolojik  prevalans caligmalarinda  sigirlarda  anaplasmosis’in  prevalansi;
Macaristan’da %80,8 (17), Isvigre’de %95 (18), italya’da %11,5 (19), Avusturya’da
%?2,1 (20), Malezya’da %77,6 (21), Mozambik’te %63-76,5 (22, 23), Kosta Rika’da
%37,2 (24), A.B.D’de %7,1-15,17 (25-28), Porto Riko’da %?22-27,4 (29, 30),
Brezilya’da %158,74-97 (31, 32), Guetamala’da %87,5 (33), Meksika’da %54,6-
69,75 (34, 35), Bolivya’da %6-32 (36), Venezuella’da %47 (37), Kiiba’da %43
(38), Paraguay’da %92 (39), Kenya’da %58 (40), Giiney Afrika’da %26-98,6 (41-
44), Sudan’da %6,1-38,9 (45, 46), Tanzanya’da %20-37 (47) ve Zambiya’da %14,7-
38,6 (48) olarak bildirilmektedir.

Molekiiler ¢caligsmalar genellikle karakterizasyon ¢alismasi seklinde olup az sayidaki
molekiiler prevalans calismasina gore sigirlarda anaplasmosis  yaygilig;
Hindistan’da %45,2 (49), Macaristan’da %92 (50), A.B.D’de %57,1-92,8 (13) ve
Meksika’da %69,2 (34) olarak belirtilmektedir.

2.4. Hastalik Etkeninin Yasam Dongiisii ve Cogalmasi

Sigirlarda anaplasmosis etkenleri A. marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve
A. bovis’ti. Bu Anaplasma tiirleri; Rhipicephalus, Dermacentor, Ixodes ve
Hyalomma soylarindaki ixodid keneler ve Argas, Ornithodorus soylarindaki argasid
keneler tarafindan biyolojik olarak nakledilmektedirler. Ayrica kan emen bazi sinek
tirleri (Tabanid’ler ve Stomaxys tiirleri vb.) anaplasmosis’i mekanik olarak da
nakledebilmektedir. Anaplasma tiirleri eritrositlerin igerisine yerlesmekte olup
morfolojik olarak yaklagik 0,3-1,0 um c¢apinda, yuvarlak nokta seklindedirler.
Sigirlarda en patojenik ve en yaygin Anaplasma tiirii olan A. marginale 6zellikle
eritrosit duvarina yakin bolgelerde yerlesim gosterirken, A. centrale ise eritrositlerin

merkezinde veya merkeze yakin bolgelerde yerlesmektedir (Sekil 2.1) (1-3, 51, 52).



5 ' ‘ B
Sekil 2.1. Eritrositlerde A. A. centrale, B. A. marginale etkenleri (53)
Sigirlarda anaplasmosis’e yol agan diger tiirlerden A. phagocytophilum onceleri
Ehrlichia phagocytophila, E. equi ve insan granulositik ehrlichiosis etkeni olarak
bilinmekteydi. A. marginale ve A. centrale’ye oranla, A. marginale’ye filogenetik

olarak ¢ok daha yakin olan A. bovis de dnceleri E. bovis olarak siniflandiriimaktaydi
(1-3, 51, 52).

Anaplasma tiirleri biyolojik olarak bazi Ixodid ve Argasid kene tiirleri tarafindan
nakledilmekte olup kan emen bazi sinek tiirleri tarafindan mekanik olarak da
nakledilebilmektedir. Anaplasma tiirleri biyolojik olarak keneler tarafindan
transstadial olarak nakledilmekte olup transovarial nakil bildirilmemistir. Anaplasma
tiirlerinin yasam sikluslar1 olduk¢a kompleks olup kenelerin beslenme sikluslariyla
alakaladir. Keneler, Anaplasma tiirleriyle enfekte konaklardan kan emmeleri
esnasinda enfekte eritrositleri almaktadirlar. Kenelerde enfeksiyonun ilk basamagi
kene bagirsak hiicrelerinde meydana gelmektedir. Keneler ikinci kez kan
emdiklerinde kenelerin tiikiiriikk bezleri basta olmak {izere diger bir¢ok dokular1 da

enfekte olmaktadir (Sekil 2.2) (52, 54, 55).



Rhipicephalus spp. Dermacentor spp.

Reticulated

(vegetative)

Sekil 2.2. Anaplasma tiirlerinin hayat siklusu (55)

Anaplasma tiirlerinin hayat siklusunda reticulated ve dense formlar1 olmak {izere iki
form goriilmektedir. Bu her iki form da enfekte kenenin hiicrelerinde bulunmaktadir.
Kene bagirsak hiicrelerinde ilk once reticulated formlar meydana gelmektedir. Bu
formlar vejetatif basamak olup ikiye boliinmektedirler. Reticulated formlarin ikiye
boliinmesiyle dense formlari1 meydana gelmektedir. Dense formlar1 ise enfektif
formlar olup hiicre disginda hayatta kalabilmektedirler. Keneler kan emmeleri
esnasinda tiikiiriik bezlerindeki dense formlarini saglikli konaklara naklederek bu

konaklar1 da enfekte etmektedirler (52, 54, 55).
2.5. Patogenez

Anaplasmosis’in  patogenezinde inkubasyon periyodu, gelisme, nekahat ve
tastyicilik donemi olmak iizere dort donem bulunmaktadir. Anaplasma tiirlerinin
keneler tarafindan sigirlara nakledilmesinden sonra %1 parazitemi olusuncaya kadar
gecen siireyi kapsayan inkubasyon periyodu yaklasik 3-8 hafta siirmektedir. Bu
periyot boyunca sigirlar herhangi bir klinik semptom gostermemektedirler. Bu
periyot sonunda parazitemi oraninin Yyiikselmesiyle birlikte enfekte eritrositler

retikiilo endotelyal sistem (RES) hiicreleri tarafindan fagosite edilerek



parcalanmakta ve buna baglh olarak da hayvanlarda klinik olarak anemi
sekillenmektedir. Aneminin sekillenmesiyle baglayan gelisme donemi 4-9 giin
siirmekte olup RES hiicrelerinin dolasim sisteminde goriilmesiyle sona ermektedir.
Klinik semptomlar genellikle bu safthada sekillenmektedir. Bu donemde
parazitemiye bagh olarak viicut 1sis1 41-42 °C’ye yiikselmektedir. Akut olaylarda
sigirlarin mukozalarinda anemi ve ikterus sekillenmektedir. Kan anemiden dolayi
suludur. Anaplasmosis olgularinda genellikle hemoglobiniiri goriilmemektedir. Akut
enfeksiyonlarda parazitemi diizeyi %10’dan %75’¢ kadar yiikselebilir ve
mikroskobik muayenede eritrositlerin kenarina lokalize olmus bazofilik organizmler
kolaylikla tespit edilebilmektedir. Bu sathadaki laboratuvar degerleri (PCV %5,0-
15,0; total eritrosit sayisi, litrede 1,5-4 X 106; total bilirubin, 100 ml de 2,0-7,0 mg;
direkt bilirubin, 10 ml de 0,25-7,0 mg) ciddi hemolitik anemiyi yansitmaktadir.
Perakut vakalarda, eritrositlerin yaridan fazlast Anaplasma tiirleri tarafindan istila
edildigi i¢in, genellikle 24 saat i¢inde Oliim goriilmektedir. Viicut 1sis1 6liimden

onceki saatlerde normalin altina diismektedir (56-58).

Hastaliktan 6lmeyip iyilesen hayvanlarda, kan degerlerinin normale dénmesi i¢in,
ortalama 3 aylik bir nekahat donemi gerekmektedir. RES hiicrelerinin ortaya
c¢ikmastyla baslayan nekahat donemi kan degerlerinin normale donmesiyle son
bulmaktadir. Nekahat donemine gecisin isareti olan eritropoiesis; perifer kanda
retikiilositleri, polikromatofilleri, bazofilik hiicreleri, normoblastlari, artmis
hemoglobin ve l6kositleri gorerek belirlenmektedir. Anaplasmosis’den kaynaklanan
Oliimler, genellikle gelisme doneminin sonlar1 ile nekahat doneminin baslarinda
goriilmektedir. Hastalikla ilgili otopsi bulgularinda hemolitik anemi dikkati
cekmektedir. Biitiin dokular solgun ve kan suludur. Oliim akut safhanin sonlarinda
meydana gelmisse sarilik da goriilebilmektedir. Dalak genellikle biiyiik, yumusak
ve ¢ok koyu kahverengindedir. Karaciger de biiylimiis, sari-turuncu renkte ve
benekli bir goriinlim almistir. Safra kesesi genislemistir. Mediastinal lenf diigiimleri
ile karacigerin bolgesel lenf diigiimlerinde orta derecede biiylime ve kahverengi
goriiniim dikkati ¢ekmektedir. Klinik olarak iyilesen hayvanlar genellikle hayat boyu
etkenin tasiyicist olarak kalirlar ve hastalik i¢in rezervuar 6devi gérmektedirler.

Tas1yic1 hayvanlarda premiinisyon sekillenmektedir (56-58).



2.6. Klinik Belirtiler

Anaplasmosis sigirlarda her yasta goriilebilmektedir. Ancak, yasla birlikte hastaligin
siddeti ve 6liim orani1 da yilikselmektedir. Hastalik genellikle bir yasina kadar hafif,
2-3 yas arasinda akut ve Oldiriicii, ileriki yaslarda ise perakut ve Oldiiriicii
seyretmektedir. Anaplasmosis’de klinik belirtiler etkenin vektor kene tarafindan
konaklara verilmesini takiben 3-8 haftalik bir siire igerisinde ortaya ¢ikmaktadir.
Anaplasmosis'li hayvanlardaki ilk klinik belirtiler, eritrositlerdeki yikimlara bagl
olarak ortaya ¢ikan anemi ve 41,5-42 °C'ye ulasan yiiksek ates olmaktadir.
Baslangigta miikoz membranlar kirmizi olup eritrositik yikimi takiben anemiye bagl
miik6z membranlarda soluklasma olusmaktadir. Anemi ¢ok hizli bir sekilde
meydana gelmekte ve yaklasik olarak eritrositlerin %75'1 birkag¢ giin icerisinde
yikima ugramaktadir. Anaplasmosis’de hemoglobiniiri goériilmemektedir. Hasta
hayvanlarda kilo kaybi ve siit veriminde azalmalar goriilmektedir. Kan sulu ve akict
olup, akut olgularda, 4-8 giin icerisinde 6lim goriilebilmektedir. Akut vakalarda
mortalite %30-50 arasinda degismektedir. Sigirlarda kondiisyon kaybi, istahsizlik,
zayiflama, dermansizlik, depresyon, dehidrasyon, konstipasyon, kalp vurumunda
artls, solunum giicliigli ve idrarin koyu sar1 renkte olmasi gibi klinik belirtiler
gorllebilmektedir. Baz1 durumlarda gebe hayvanlarda abortlar da goriilebilmektedir
(6, 59, 60).

2.7. Hastali@in Tanis1

Anaplasmosis’in teshisinde klinik semptomlar siipheleri artirabilmektedir. Ancak
hastaligin teshisi perifer kandan yapilmis ve Giemsa ile boyanmis preparatlarin
mikroskobik incelenmesinde eritrositler igerisinde etkenlerin = gdriilmesiyle
yapilabilmektedir. Mikroskobik muayene ile tagiyict hayvanlarda etkenleri saptamak
¢ok zordur. Tasiyici hayvanlarda anaplasmosis’in teshisi amaciyla serolojik ve
molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Anaplasmosis’in epidemiyolojisi ile ilgili
calismalarda bir¢ok serolojik test kullanilabilmektedir. Bu serolojik testler arasinda
complement fixation (CF) testi, capillary agglutination assay testi, card agglutination
test (CAT), indirect fluorescent antibody (IFA) testi, enzymelinked immunosorbent
assays (ELISA) (cELISA, indirect ELISA ve dot ELISA) testleri yer almaktadir. Bu
serolojik testlerden en ¢ok kullanilanlar1 cELISA ve CAT testleridir. Son yillarda ¢ok

diisiik seviyedeki parazitemiyi tespit edebilen niikleik asit tabanli testler



anaplasmosis’in teshisinde kullanilmaya baglanmistir. Bu amagla parazite ait DNA
veya RNA'nin varligin1 ortaya koymaya yarayan PCR, Nested PCR, Reverse line
blotting (RLB) testi ve Real-Time PCR gibi molekiiler testler anaplasmosis’in
teshisinde siklikla kullanilmaktadir (52).

2.8. Genomik ve Antijenik Yap1

Ribosomal RNA genleri biitiin bakteri tiirleri arasinda olduke¢a yiiksek korunmusluga
sahip genler olup molekiiler c¢alismalarda patojen tiirlerin identifikasyonlarmin
tespiti ve filogenetik karakterlerinin ortaya konmasi acisindan en sik tercih edilen
gen bolgeleridir (61). Bircok bakterinin rRNA genleri genom basina 15 kez
tekrarlanan tek bir operonda siralanmaktadir. Genlerin operondaki yerlesimi
genellikle benzerdir (6rn. 16S (rrs)-23S (rrl)-5S (rrf)). A. phagocytophilum’un
genomunda diger Rickettsia tiirlerine benzer olarak yalnizca tek bir sira rrf, rrs ve

rrl kopyasi bulunmaktadir (61, 62).

16S rRNA gen fragmentleri vektorlerdeki ve rezervuarlardaki bakteri DNA’larinin
tespitinde kullanilmaktadir. 16S rRNA markerlarmin etkinliginin amplifiye edilen
gen bolgesine gore farklilik gosterdigi bircok calismada rapor edilmistir. insan
kanindaki kene kaynakli patojenlerin tanimlandigr ilk ¢alismalardan biri Chen ve
ark. (63) tarafindan rapor edilmistir. Arastiricilar 16S rRNA gen bolgesini amplifiye
eden modifiye universal eubacterial primerleri (POmod ve PC5) ve internal
GE9f/GE10r primerlerini kullanarak iki basamakli PCR ile yaklasik 919 bp’lik bir
DNA bant profili elde etmislerdir. Bu metodun etkinligi diisiik bulunmus olup
HGA’li (human granulocytic ehrlichiosis) hastalarin yalnizca %50’sinde bu
yontemle A. phagocytophilum tespit edilebilmistir. Benzer sonuglar Bakken ve ark.
(64) ve Comer ve ark. (65) tarafindan da rapor edilmistir. Arastiricilar 16S rRNA
gen fragmentlerinin insan anaplasmosis’inin erken teshisinde yiiksek sensitiviteye
sahip olmadig1 goriisiine varmiglardir. Gergek sonuglari yansitmayan GE9f/GE10r
primer ¢ifti anaplasmosisin molekiiler teshisinde kullanilmig olup Slovenya’da ilk
Avrupali bir hastada A. phagocytophilum DNA’sinin teshisinde kullanilmistir (66).
Ilerleyen yillarda vektdr ve rezervuarlarda A. phagocytophilum’un arastiriimasi
amaciyla 16S rRNA gen bolgesini amplifiye eden ve yiiksek sensitiviteye sahip yeni
primerler gelistirilmistir. Farkli primer ¢iftlerinin gelistirilmesi sonucu A.

phagocytophilum’un farkli varyantlar1 oldugu belirlenmistir (AP-ha varyantlari; AP-
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variant 1, AP-variant 2, AP-variant 3 ve AP-variant 4) (61). A. phagocytophilum
DNA’sinin tespitinde PER1/PER2 (67, 68) ya da EHR747/EHR790 (69-72) gibi tek

basamakli PCR primerleri de bazen kullanilmaktadir.

Sigirlarda en patojen Anaplasma tiirii olan A. marginale’nin kiiciik genomu dairesel
olup biyiikligi yaklasik 1,2-1,6 Mb’dir. A. marginale’de 6 yiizey proteini
bulunmaktadir; msp-la, msp-1b, msp-2, msp-3, msp-4 ve msp-5. Bu proteinler,
Anaplasma tiirlerinin konak hiicrelerine tutunmalarinda ve enfeksiyon olusturma
kabiliyetlerinde kritik bir 6neme sahiptir. Bu proteinlerden mspla, msp4 ve msp5
tek bir gen tarafindan kodlanmaktayken, msp-1b, msp-2 ve msp-3 ise birgok gen
tarafindan kodlanabilmektedir. Msp-1la ve msp-1b formlar1 mspl kompleksini
olusturmaktadir (52, 73-76).

Msp-1la proteini tek bir gen (msp-la geni) tarafindan kodlanmakta olup farkli
cografik bolgelerdeki A. marginale izolatlarinin identifikasyonlarinda stabil bir
genetik marker olarak kullanilabilmektedir. Msp-1a geni, Anaplasma tiirlerinin hem
sigirlarda hem de kenelerde ¢ogalmasi esnasinda korunmus bir bolge oOzelligi
gostermektedir. Bu gen bolgesi gerek sigir eritrositlerine gerekse kene hiicrelerine

tutunabilme 6zelligi gostermektedir (52, 73-76).

Msp-1b proteini, en az iki gen tarafindan (msp-1b; ve msp-1b,) kodlanmakta olup
izolatlar arasinda polimorfik bir 6zellik gostermektedir. Bu protein ¢ok sayida gen
tarafindan kodlanmasina ragmen msp-1b; ve msp-1b, antijenlerinin protein
sekanslarinda ¢ok kiiciik miktarda varyasyonlar goézlenmektedir. MSP1b geni
yalnizca konak eritrositlerine tutunabilme 6zelliginde olup kene hiicrelerine adezyon

gosterememektedir (52, 73-76).

Msp-2 ve msp-3 proteinleri ¢ok fazla sayida gen tarafindan kodlanmaktadir. Msp-2
sekans ve antijenik kompozisyonu Anaplasma tiirlerinin hem sigirlarda hem de
kenedeki hayat sikluslari siiresince degisiklik gosterebilmektedir. Msp-2 geni
polimorfik 6zellikte olup A. marginale’nin hem sigir eritrositlerindeki hem de kene
tiikiiriik bezi hiicrelerindeki bir¢ok aminoasit sekansini kodlayabilmektedir. MSP3
geni de farkli cografik bolgelerdeki izolatlar arasinda antijenik farkliliklar
gosterebilmektedir. Msp-2 ve msp-3, sigirlarin A. marginale’ye karsi gosterdigi
immun yanitin indiiksiyonunda gorev almaktadir. Msp-4 ve msp-5 tek bir gen

tarafindan kodlanmaktadir. Msp-4 olduk¢a korunmus bir bolgedir. Msp-5 proteini de
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cok korunmus bir bdlge olup cELISA testinde diagnostik antijen olarak etkili bir
sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda A. marginale’de yiizey proteinlerini kodlayan
msp-2 operon baglantili [operon-associated genes (OpAG)] 3 gen (OpAGL1, OpAG2
ve OpAG?3) identifiye edilmistir. Bunun yaninda A. marginale’de 20’den fazla outer
membrane proteini (omp) bulunmaktadir (52, 73-76).

Anaplasma phagocytophilum’da en dominant protein msp-2 genidir (62, 77). Msp-2
gen bolgesi yiiksek variabilite gostermesi agisinda tiir igerisindeki varyasyonlarin
belirlenmesinde etkin sekilde kullanimaktadir. Msp2 gen bdlgesini amplifiye eden
primerler Barbet ve ark. (77) tarafindan rapor edilmistir. Bu primerler biitiin A.
phagocytophilum  Amerika  suslarmin  tespitinde  basarili  bir  sekilde
kullanilabiliyorken, Avrupa suslarinin belirlenmesinde ise etkisiz kalmaktadir.
Bundan dolay arastiricilar (78) Avrupa suslarinin belirlenmesi amaciyla yeni

primerler dizayn etmislerdir.

Anaplasma phagocytophilum’un teshisinde kullanilan birbagska gen bdlgesi olan
ankA proteini etkenin sitoplazmasinda lokalizedir. Bu protein enfeksiyon siiresinde
okaryotik konak hiicrelerine transfer olmaktadir. Béylece A. phagocytophilum konak
noétrofillerini maniiple edebilmektedir (61, 79). Bu proteini amplifiye eden bir¢ok
primer ¢ifti dizayn edilmistir; yaklasik 444 bp’lik gen bolgesini aplifiye eden
LA1/LA6 primerleri (79, 80), iki basamakli PCR’da kullanilan ve yaklasik 667
bp’lik bolgeyi ¢cogaltan ANK-F1/ANK-R1 ve ANK-F2/ANK-R2 primerleri (68).

Walls ve ark. (80) A. phagocytophilum DNA’sinin belirlenmesinde ankA gen
bolgesinin 16S rRNA (GE9f/GE10r primerleri kullanilarak) gen bodlgesine oranla
daha etkili oldugunu rapor etmislerdir. Ancak birgok arastirmaciya gore ise 16S
rRNA gen bolgesinin A. phagocytophilum DNA’sinin saptanmasinda diger gen
bolgelerine oranla daha etkili odugu rapor edilmistir (9, 81-83).

2.9. Iimmunite

Anaplasmosis’e karsi immunitenin mekanizmasi heniiz tamamen izah edilememis
olup anaplasmosis’e kars1 purifiye OM kullanilarak immunize edilen sigirlarda
koruyucu immun yanitin, IFN-y iiretimi ve proliferasyonu ile IgG2 iiretimini igine
alan OMP’ye o6zgli CD4+ T hiicre yanitiyla alakali oldugu bildirilmektedir.
Immunize edilmemis enfekte sigirlarda CD4+ T hiicreleriyle alakali olarak yiiksek

seviyelerde OMP spesifik IgGl ve IgG2 iiretimi goriilmektedir. Enfeksiyon
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stiresince Anaplasma tiirlerinin MSP2 ve MSP3 proteinlerinde siirekli olarak
antijenik varyasyonlar sekillenmektedir. Bu varyasyonlara karsi varyant spesifik
IgG2 yanmiti olusmaktadir. IgG2 immun yanitt yeni olusan varyantlar1 kontrol
edebilmekte, fakat patojenlerin elimine edilmesinde basarisiz kalmaktadir. Ciinkii
yeni olusan varyantlar silirekli olarak immun yanittan ka¢gmaktadir. Bu nedenle
antijen spesifik CD4+ T lenfositlerin sayis1 ve IFN-y sekresyonu artmaktadir. IgG2
salmimmin indiikleyen IFN-y, bakterinin veya enfekte eritrositlerin opsonizasyonunu
saglamakta ve hiicre i¢i bakterilerin elimine edilmesinde rol oynayan makrofaj,
sitokin ve nitrik oksit tiretimini aktive etmektedir (52, 73-76). Yapilan ¢alismalarda,
A. marginale MSP2 ve MSP1a proteinleri ile immunize edilen sigirlarda giiglii bir
antijen spesifik CD4+ T lenfosit proliferasyonu ve IFN-y sekresyonu gelistigi ve
daha sonra enfeksiyonu takiben antijen spesifik CD4+ T hiicre yanitinda hizl bir
diisiis oldugu rapor edilmistir. MSP1a’ya karsi gelisen spesifik yanittaki diisiisiin,
major histocompatibility complex (MHC) class Il tetramerleri ile gbzlemlenen
periferal kandaki antijen spesifik CD4+ T hiicre yamitinin fiziksel kaybindan
kaynaklandig bildirilmistir. Buna ilaveten MSP2’ye kars1 gelisen yanit persistent
enfeksiyon siiresince yaklasik 1 yil tespit edilememektedir. Yiiksek diizeydeki
bakteriyemilerde, immunizasyonda sadece OMP’lere kars1 sekillenen CD4+ T hiicre

yanitinin rol almadigi bunun yaninda bakteriyel antijenlerin de rol aldigi iddia
edilmektedir (52, 73-76).

2.10. Tedavi

Anaplasmosis’in tedavisinde en etkili ve en sik kullanilan ilaglar tetracycline,
gloxazone ve imidocarb’dir. Enfeksiyonun erken sathalarinda yapilan tedavi daha
basarili sonuglar dogurmaktadir. Anaplasmosis’in tedavisinde kullanilan preparatlar

ile tedavi sekli ve dozlar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir (52, 84).
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Tablo 2.1. Sigirlarda anaplasmosis’in tedavisinde kullanilan preparatlar

14

Uygulam
Uygulama adozu 5
Sira  Uygulama Seldi Etken Madde Ad1 Kullamim sikhig1
(mg/1b.B
No amaci
W)
. Vektor sezonu boyunca
1 Oral Chlortetracycline 0,5
giinlik
Oxytetracycline (50-100 Vektdr sezonu boyunca
2 IV veya IM vt y/ | ( 3,0-5,0 } .yu
Koruyucu mg/ml) 28 giinde bir
. Vektor sezonu boyunca
3 IM Oxytetracycline (LA 200) 9,0
28 giinde bir
4 Oral Chlortetracycline 0,5 120 giin boyunca her giin
5 Oral Chlortetracycline 5,0 60 giin boyunca her giin
Oxytetracycline (50-100 B R
6 Tastytct IV veya IM mg/mi) 5,0 10 giin boyunca her giin
eliminasyon
u Oxytetracycline (50-100
7 IV veya IM 10,0 5 giin boyunca her giin
mg/ml)
8 IM Oxytetracycline (LA 200) 9,0 3 giin araliklarla 4 kez
Oxytetracycline (50-100
9 Hasta IM ytetracycline ( 5,0 Tek uygulama
h mg/ml)
ayvanlarin
10 tedavisi IM Oxytetracycline (LA 200) 9,0 Tek uygulama

*IM: Intramuscular, I'V: Intraven6z

2.11. Korunma ve Kontrol

Anaplasmosis’te koruyucu Onlemler arasinda aynen babesiosis ve theileriosis’te
oldugu gibi vektor kenelerle miicadele ve asilamanin yaninda bazi kan emici
sineklerin mekanik olarak hastalik etkenlerini nakletmelerinin Oniine gecilmesi
amactyla mekanik Onlemlerin alinmasi gelmektedir. Bu amagla kene miicadelesi
cesitli akarisitlerle yapilabilecegi gibi virus, bakteri, protozoon, nematod, mantar
(35).

Anaplasmosis’ten korunma ve kontrolde bir diger yontem de asilamadir. Diinya’da

gibi ¢esitli biyolojik ajanlar ve kene asilariyla da yapilmaktadir

bu hastaliga kars1 en sik kullanilan yontemlerden birisi de asilama olup asilar canli



veya Oli as1 seklinde kullanilmaktadir. En sik tercih edilen asi canli asilar olup
igerisinde atteniie edilmis veya ¢ok az miktarda etken bulunmaktadir.
Anaplasmosis’e karsi korunmada bir diger yontem de kan emici sineklere karsi
ahirlara sinek tuzaklarinin yerlestirilmesi, pencerelerin tel kafeslerle gevrelenmesi

gibi mekanik 6nlemlerin alinmasidir (54, 85).
2.12. Ekonomik Onemi

Sigir anaplasmosis’i birgok iilkede yiiksek morbidite ve mortaliteye bagli olarak
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu hastaliga bagli ekonomik kayiplar,
yalnizca dliimlere bagli olmamakla birlikte yaninda yavru atimi, et ve siit kayb1 gibi
verim kayiplarina ilaveten kontrol giderleri (ilaglama, asilama, tedavi vb.) de
ekonomik kayiplar1 artirmaktadir. Sigirlarda anaplasmosis’e bagli ekonomik
kayiplarin Amerika Birlesik Devletleri’'nde 300 milyon dolarin {izerinde oldugu
tahmin edilmektedir. Ayni sekilde Latin Amerika iilkelerinde ise bu oranin yaklasik

800 milyon dolar oldugu bildirilmektedir (73).
2.13. Zoonotik Onemi

Sigirlarda anaplasmosis’e yol agan A. phagocytophilum insanlarda da hastaliga yol
acabilmektedir. Bu Anaplasma tiiri insanlarda granulositik ehrlichiosis etkenidir.

Insanlara hastalik, vektdr keneler vasitasiyla bulasmaktadir (1, 2).

15
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Sahasi ve Kene Orneklerinin Toplanmasi
Calismada, Kayseri yoresinin Yesilhisar, Sariz ve Biinyan ilgelerindeki (Sekil 3.1)
sigirlardan Nisan-Eyliil 2015 tarihleri arasinda toplam 265 ergin ixodid kene

orneklemesi yapilmistir.

Sekil 3.1. Aragtirma sahast

3.2. Laboratuvar Cahismalari
3.2.1. Kene Orneklerinin Tiir Teshisleri

Kenelerin morfolojik identifikasyonlar1 stero mikroskop altinda ilgili teshis anahtarina

(86) gore gerceklestirilmistir.
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3.2.2. DNA Ekstraksiyonu ve Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Identifiye edilen kene drneklerinden bireysel olarak genomik DNA’larin elde edilmesi
amaciyla AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-
250, Axygen Biosciences, USA) iireticinin agiklamalarina gore kullanilmistir. Elde
edilen ekstraktlar molekiiler analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Genomik

DNA ekstraksiyonunun basamaklari asagida verilmistir.

a) Her bir kene 0rnegi, ayr1 olarak mikrosantrifiij tiiplerine alinarak sivi azot yardimiyla
ezilmis ve homojen hale getirilmistir. Islenecek numune sayisina gore, orneklerin
karismamasi amaciyla ependorf tiiplerinin iizerine orneklere ait protokol numaralari
yazilmistir. Kit igerisinde bulunan Eluent, 6nceden 1sis1 65°C'ye ayarlanmis su banyosu
i¢erisine konulmustur.

b) Coziinmiis pellet tizerine 350 ul PBS (phosphate-buffered saline) ve 0,9 ul RNase A
ilave edilmis ve 30 sn el yardimiyla nazikge ¢alkalanmuistir.

¢) 350 pl homojenat pipet yardimiyla 2 ml microfuge tube (provided) igerisine
alinmustir.

d) Tip igine 20 pl Proteinase K ve 150 ul Buffer C-L ilave edilerek hemen 1 dk
vortekslenmistir.

e) Tipler 56°C‘de 15 dk su banyosunda inkiibe edilmistir (Her 2-5 dk’da bir
vortekslendi).

f) Tipler iizerine 350 pl Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.

g) Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

h) Her bir 6rnek icin 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon
yerlestirilmistir. Santriflij islemi sonucu iistte kalan siipernatant pipet yardimiyla
alinarak miniprep columnlar igerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

1) Siire sonunda dibe ¢oken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar tekrar bu
tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar igerisine ilk yikama soliisyonu
olan 500 pl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

j) Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine g¢dken sivi uzaklastirilmis ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirilmistir. Miniprep kolonlar
icerisine 700 pl of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve bu

islemler 2 kez tekrarlanmustir.
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k) Yikama iglemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar
bos ependorflar igerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos tiipler
14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama soliisyonlar1 igerisindeki ethanoliin
tamamen ugmasi saglanmistir.

1) Her bir Ornege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, énceden 65°C'lik su banyosuna konulmus olan Eluent'den
100 pl ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra 14.000 rpm'de 1
dakika santrifiij yapilarak genomik DNA elde edimistir. Elde edilen DNA'lar analize
tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20°C) muhafaza edilmistir.

Bireysel olarak elde edilen genomik DNA ekstraktlarinin konsantrasyonlart ASP-3700
(ACT Gene) nanodrop spektrofotometrede belirlenmistir. PCR asamasindan Once
saptanan genomik DNA konsantrasyonlarina gore drnekler i¢in en uygun sulandirmalar

hazirlanmistir. Elde edilen DNA’lar kullanilana dek -20 C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Real Time PCR Analizleri

Kene Orneklerinden bireysel olarak elde edilen genomik DNA’larda
A. phagocytophilum igin msp-2 gen bolgesini hedef alan TagMan prob bazli Real
Time PCR kullanilarak arastirilmigtir. Msp-2 geninin amplifikasyonu amaciyla
ApMSP2 F (5-ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT-3") ve ApMSP2r (5-TT
GGTCTTGAAGCGCTCGTA-3") primerleri, prob olarak ApMSP2 P HEX (5'-TGG
TGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG-3") kullanilmistir (87). Her bir reaksiyon
50ng template DNA, 2XTagMan gPCR master miks, 20uM ApMSP2 F ve
ApMSP2r primerleri, 5SuM ApMSP2 P prob icerecek sekilde steril PCR grade
deiyonize su ile total hacim 25ul’ye tamamlanmistir. Her bir 6rnek ikili olarak

calisiimistir.

Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies,

USA) cihazinda gergeklestirilmistir. Kullanilan termal profil asagida gosterilmistir
(87).

l. 95 °C 10dk 1 siklus
IR 95°C 15s

40 siklus
1. 60 °C 60s

Msp-2 genini hedef alan TagMan prob bazli Real Time PCR analizlerinin gegerliligi
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acisindan her reaksiyonda pozitif kontrol olarak daha ©nce Zooprofilattico
Sperimentale della Sicilia Enstitiisii/Palermo, italya’dan (Dr. Alessandra Torina)
temin edilmis genomik DNA, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize su

kullantlmistir.
3.2.4. DNA Amplifikasyonu ve Elektroforez

Elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 A. phagocytophilum 16S rRNA gen bélgesinden
yaklasik 641 bp’lik gen bolgesini amplifiye eden primerler (Tablo 3.1) kullanilarak

nested PCR reaksiyonuna tabii tutulmustur.

Tablo 3.1. Anaplasma phagocytophilum®un 16S rRNA gen bolgesini amplifiye eden primerler

. Band

Primer

Dizilim (5'---3") profili Kaynak
Adi
(bp)

EC9 TACCTTGTTACGACTT
1.PCR 1462

EC12A TGATCCTGGCTCAGAACGAACG -
Nested SSAP2f GCTGAATGTGGGGATAATTTAT 641

PCR SSAP2r ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA

Reaksiyon karigimi her iki PCR asamasinda da 25 pl final konsantrasyonda, 2,5 pl
10XPCR buffer, 2 mM MgCl,, 1 uM her bir primer, 0,5 mM her bir ANTP, 1,25U Taq
DNA polymerase ve 50ng/pl template DNA olarak hazirlanmistir. Thermal cyclerda
protokol birinci PCR igin initial denaturation: 94°C’de 5 dk; 40 siklus, denaturation:
94°C’de 30 sn, annealing: 52°C’de 30 sn, extension: 72°C’de 1dk ve nested PCR igin
initial denaturation: 94°C’de 5 dk; 40 siklus, denaturation: 94°C’de 60 sn, annealing:
55°C’de 60 sn, extension: 72°C’de 1dk olacak sekilde programlanmistir. PCR
analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans
orneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su
kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi
amaciyla yatay elektroforez tanki (CLP) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak
sekilde; 980 ml deiyonize su iizerine 20 ml S0XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer
eklenerek elde edilen solusyon, hem jel hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin
igerisinin doldurulmasinda kullanilmistir. Uriinlerin goriintiilenmesinde %1,5'lik agaroz

jel hazirlanmistir. Jelin fazla kalin olmamasi i¢in 500 ml'lik bir beher igerisinde toplam
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hacim 50 ml olacak sekilde; 0,75 mg agaroz tartilarak lizerine 50 ml 1XTAE ilave
edilmistir. Hazirlanan karisim; agaroz, siv1 igerisinde tamamen eriyene kadar 1sitilmistir.
Karigimin buharlasmasini engellemek amaciyla beherin agzi aliiminyum folyo ile
kapatilmigtir. Karisim hazir hale geldiginde biraz sogumaya birakildiktan sonra iizerine
3 pl ethidium bromide ilave edilmis ve ethidium bromidin sivi igerisine tamamen
dagilmasi icin yavas bir sekilde bilek hareketleriyle solusyon karistirilmistir. Tamamen
hazir hale gelen solusyon jel tablasina dokiilmiis ve incelenecek ornek sayisina gore
taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen sogudugunda jel tablasi ile birlikte elektroforez
tankina yerlestirilmis ve 1XTAE solusyonu ile dolu tankin igerisinde taraklar yavasca
cikarilmigtir. Elden edilen PCR iiriinlerinin her birinden 10 pl alinip, 1 pl 6X loading
dye (Fermentas) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ik gozlere bantlarin
boylariin Olclilmesinde kullanilan DNA ladder (Fermentas), son kuyucuklara ise
pozitif ve negatif 6rnekler yliklenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Elektroforez tankina amplikonlarin yiiklenmesi (Orijinal)

Yiiklenen ornekler; sabit akimda, 90 V'da 50 dakika siireyle yiiriitiilmiistiir. Siire
sonunda Ornekler jel dokiimantasyon sistemi (Gen Genuis) ile UV 1sin altinda

goriintiilenmistir.
3.2.5. Jelden Ekstraksiyon islemi

Anaplasma phagocytophilum pozitif izolatlarin 16S rRNA gen bolgesini amplifiye eden
primerle yapilan nested PCR sonucu iiriinler %1,5'lik agarozda yiiriitiilmiistiir. Uriinler

UV 151n altinda jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmis ve 641 bp'lik bantlar ticari
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High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)'inin onerileri dogrultusunda jelden
ekstrakte edilme asamasina gelinmistir. Jelden ekstraksiyon islemi ticari kitin onerileri

dogrultusunda su sekilde yapilmistir:

1. 641 bp biyiikliigiindeki bant jelden steril bir bistiiri ucu yardimiyla kesilerek
1,5 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip igerisine yerlestirmeden once hassas

terazide tlip bosken daras1 alindi.

2. Daha sonra kesilen jel pargasi tiip igerisinde iken tekrar tartildi ve boylelikle

jelin agirlig1 hesaplanmis oldu.

3. Jel parcasinin agirhigina gore 100 mg agirligindaki jel pargasi icin 300 pl

binding buffer olacak sekilde solusyon jel parcasinin iizerine eklendi.
4, Ependorf tiipii 30 saniye vortekslendi.

S. Onceden 56 °C'ye ayarlanmis su banyosu icerisinde tiip 10 dakika
inkubasyona birakildi. Her 2 dakikada bir ependorf tiipii vortekslendi.

6. Tiip igerisindeki agaroz jel parcasi tamamen c¢oziindiikten sonra 100 mg
agirligindaki jel parcast icin 150 pl isopropanol olacak sekilde solusyon ilave

edilerek tiip 1yice vortekslendi.

7. Ticari kitin iceriginde bulunan toplama tiipleri icerisine high pure filter
tiipleri yerlestirildi. Ependorf tiipiinlin igerisindeki biitiin sivi pipet yardimiyla

tamamen bu filtreli tiipiin igerisine bosaltildi.
8. S1iviy1 igeren tiip oda 1s1sinda 15.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Alttaki toplama tiipiine siiziilen sivi bosaltild1 ve istteki filtreli tiip tekrar

ayni1 toplama tiipii icerisine yerlestirildi.

10. Ozel filtresi sayesinde DNA'y1 igine hapseden filtreli tiipiin igerisine DNA'y1
yikama amaciyla 500 pl Wash buffer ilave edilerek 15.000 rpm'de 1 dakika
santrifiij edildi.

11. Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirild1 ve filtreli tiip ayni

toplama tiipli igerisine yerlestirildi.

12. Ikinci yikama amaciyla iizerine tekrar 200 pl Wash buffer ilave edilerek
15.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Ikinci yikama ile sekanslamada



22

muhtemelen problem teskil edebilecek tuz ve enzim gibi maddeler

uzaklastirilmis oldu.

13. Alta siiziilen siv1 tekrar uzaklastirildi. Filtreli tiip bu kez, yeni 1,5 ml'lik
DNA'se RNA'se free bir tiip icerisine yerlestirildi.

14. Filtrede hapsolan DNA'y1 alttaki ependorfa siizmek amaciyla 50 pl Elution
buffer ilave edildi. 15.000 rpm'de 1 dakika santriflij edilerek 1,5 ml'lik steril tiip
igerisine siiziilen sivi DNA'y1r ihtiva eden PCR iirlinii olarak, sekanslamaya

gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edildi.
3.2.6. 16S rRNA Geninin Klonlanmasi ve Plasmid Izolasyonu

Kene orneklerinde PCR ile pozitif belirlenen iki A. phagocytophilum izolat1 klonlanmis
ve plasmid piirifikasyonu yapilmistir. Klonlama basamaklari asagida verilmistir.

3.2.6.1. Ligasyon basamagi: 16S rRNA gen bdlgesi yoniinden PCR analizleri sonucu
jel lizerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye orneklerin klonlanmasinda CloneJET
PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu

kullanicinin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmistir:

2X Reaction Buffer 15 pl
PCR product (10 ng/ ul) 1,5l
DNA Blunting enzyme 1,5 ul

Toplam 18 ul

Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmistir.

Karigim iizerine daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ pl) ve 1 pl T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 ul’ye tamamlanmistir. Karisim 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5 ul’si transformasyon i¢in kullanilmistir.

pJET1.2/blunt klonlama vektor haritast Sekil 3.3’de verilmistir.
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Ecos2!
Ball
Kon2l
FSM

pJET1.2/blunt

DNA sequence of MCS region

pJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
7 voscrpton sty — 0088

T7 promoter — 1 a
5¢ GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA 0GG AGA

y CCGCA?TM‘MTMNA?ATCCC

C AAA AN

blunl—( nd
PCR product

2974 bp

ATC TCCTAC AAT

\GA ARG ATC TTC TAG AGG ATG
Eeo1 3
2] _ by

ATTCTCAGCTGCCATGGIMATCGAT e
TAA N ACG GTA CCT AGC '\MWAS

mzmwmimm

ey

Sekil 3.3. pJET1.2/blunt klonlama vektori

3.2.6.2. Transformasyon Basamagi: 5 pL’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde tutulan E.
coli TOP 10 hiicrelerine eklendi ve buz tzerinde 30 dk inkiibe edildi. Karigim, once
42°C’de 1 dk daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra {izerine 250 pL SOC
Medium eklenmistir. 37°C’de inkiibe
transformasyon karisimi1 LB (Lurie-Bertani) kat1 besi yerine (Sekil 3.4) ekilerek bir gece
inkiibe edilmistir.

calkalayict iizerinde 1,5 saat edilen

Sekil 3.4. LB kati1 besi yeri hazirlanma prosediirii (Orijinal)

LB kati1 besi yerinde iireyen kolonilerden (Sekil 3.5) steril pipet uglart ile alinarak
yeniden LB kat1 besi yerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3.5. LB kati besi yerinde iireyen koloniler (Orijinal)

3.2.6.3. Koloni Screening PCR: LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerin rekombinant
plasmidi igerip igermedigini anlamak i¢in Koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR igin 10
pl ITaq master mix’i, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir
karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karisima kati besiyerinde ireyen kolonilerden steril
pipet ucu ile aliman ornekler bulastirilarak toplam 20 pL’lik karigimlar hazirlanmistir.
Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus, denaturation:
94 °C’de 30 s, annealing: 60 °C’de 30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72
°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar
%1,5’luk agaroz jelde yiiriitiiliip gortintiilenmisgtir.

3.2.6.4. Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA’s1 elde etmek i¢in
LB kat1 besi yerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 mI’lik LB siv1 besi
yerlerine ekimi yapilarak (Sekil 3.6) 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe
edilmistir. Ureme gdzlenen siv1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar
icerisine alinarak 6000g’de 15 dk santrifiij edilip, santrifiij sonras1 iistteki sivi kisim

dokiilerek pelet daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.6. LB kat1 besi yerinden alinan kolonilerin ampisilinli LB s1v1 besi yerlerine ekimi ve 37°C’de
sallayici tizerinde inkubasyonu (Orijinal)

Peletten plasmid izolasyonu i¢in Axygen plasmid piirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin onerileri dogrultusunda plasmid

ekstraksiyon islemi su sekilde yapilmistir:

1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicaklifinda ¢oziinmesi saglandiktan sonra {izerine

250 wl Buffer S1 eklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce calkalanmustir.

3- Daha sonra tizerine 350 pl Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimu ile hafifce 8 kez

calkalanmustir.
4- Karigim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis

5- Santrifiij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine

konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir

6- Alttaki toplama tiipiine siiziilen s1v1 bosaltilmis ve iistteki Miniprep column tekrar

ayni toplama tiipii icerisine yerlestirilmistir.
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7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave

edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

8- Santrifligasyondan sonra alta siiziilen s1v1 uzaklastirilmis ve Miniprep column ayni

toplama tiipli igerisine yerlestirilmistir

9- Tip tizerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

10- Toplama tiipline siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmistir. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip igerisine yerlestirilmis ve membrana

baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak i¢in 12.000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

11- Santrifiij sonras1 Miniprep column temiz bir 1.5 ml’lik tiip icerisine yerlestirilmis
ve plasmid DNA’s1 elde etmek amaciyla iizerine 60 pl Eluent eklenmis ve oda 1sinda

1 dk beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

12- Santrifiij islemi sonras1 1,5 ml'lik steril tilip icerisine siiziilen sivi plasmid DNA's1,

sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

3.2.7. Klonlanan 16S rRNA Geninin Tiir Tayini icin Sekans ve Filogenetik

Analizleri

16S rRNA gen bolgesi icin elde edilmis olan plasmid DNA’lar pJET1.2 forward ve
reverse primerleriyle ¢ift yonlii olarak Macrogen firmasina sekanslattirilmistir. Cift
yonliit DNA dizisi belirlenen plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten
sonra Geneious 5.5.5 (89) yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise
alignmentlar1 yapilarak vektor DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert olmus hedef gen bolgesi
belirlenmis ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin
blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/B last.cgi) analizleri ve Geneious 6.1.6 (89) genetik
analiz yazilimiyla g¢oklu hizalamalar1 yapilarak konak filogenileri arastirilmis ve
molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konmustur. Bu amacla DNA veri matrisi
olusturulmustur. Maximum likelihood agaci olusturulurken kimura 2 parameter baz
degisim modeli kullanilmistir. Baz degisim modeli ile 1000 tekrardan olusan bootstrap
analizi yapilmistir. izolatlar arasindaki pairwise analizleri (uzaklik indeksleri) K2P
modeli ile hesaplanmistir. Filogenetik analizler Mega 6 (90) programiyla yapilmistir.
Elde edilen niikleotid dizilerinin GenBank kayitlar1 gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. identifiye Edilen Kene Tiirleri

Calismada, sigirlardan toplanan 265 ergin ixodid kene Ornegi; 60 Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus, 21 Haemaphysalis parva, 53 Hyalomma marginatum, 32 H.
anatolicum, 36 H. excavatum, 30 H. detritum, 25 Rh. turanicus ve 8 Rh. bursa olarak
identifiye edilmistir (Sekil 4.1-4.8).

Sekil 4.1. Ergin digi Hyalomma detritum



Sekil 4.2. Ergin erkek ve disi Hyalomma marginatum

Sekil 4.3. Ergin erkek ve disi Hyalomma anatolicum
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Sekil 4.4. Ergin erkek ve disi Hyalomma excavatum

Sekil 4.5. Ergin erkek ve disi Haemaphysalis parva



Sekil 4.6. Ergin erkek ve disi Rhipicephalus (Rhipicephalus) turanicus

Sekil 4.7. Ergin erkek ve disi Rhipicephalus (Rhipicephalus) bursa

30
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Sekil 4.8. Ergin erkek ve disi Rhipicephalus (Boophilus) annulatus

4.2. Real Time PCR Sonuclar

TagMan prob tabanli Real Time PCR sonuglarina gore incelemesi yapilan 265 ergin
ixodid kene DNA’sinin 2’sinde (%0,75) pozitiflik belirlenmistir. Pozitif belirlenen
orneklerin biri Rh. turanicus digeri de H. marginatum tiirlerinde saptanmistir. Her iki
pozitif izolat i¢in belirlenen Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerleri ortalama 31,86 olarak
belirlenmistir. TagMan prob tabanli Real Time PCR’da A. phagocytophilum igin msp-2
gen bolgesini amplifiye eden spesifik primer ve problarla 6rneklerin analiz sonuglari

Sekil 4.9°de verilmistir.

Sekil 4.9. Sigirlardan toplanmis kene DNA’larinda A. phagocytophilum yoniinden TagMan prob bazli
Real Time PCR analiz sonuglari, a, b: Pozitif 6rnekler, c: Negatif 6rnekler
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4.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyon Sonuglari

Bireysel olarak incelemesi yapilan ve A. phagocytophilum pozitif belirlenen Rh.
turanicus ve H. marginatum izolatlarin 16S rRNA gen bdlgesini amplifiye eden
spesifik primerle nested PCR analizleri sonucu jel {lizerinde yaklasik 641 bp
biiyiikliigiinde amplifikasyon gosterdikleri tespit edilmistir. Bu 6rneklerde parsiyel 16S
rRNA gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin

%1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri Sekil 4.10'da verilmistir.

Sekil 4.10. Anaplasma phagocytophilum izolatlarinin parsiyel 16S rRNA gen bolgesini amplifiye eden
primerler ile PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1,
2: Pozitif 6rnekler; 3: No DNA

4.4. 16S rRNA Gen Bolgesinin Klonlama Sonuclar

Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis ixodid kenelerden elde edilen iki A.
phagocytophilum izolati sekanslarin kayipsiz elde edilebilmesi i¢in klonlanmistir. Bu
amagla ilgili izolatlarin PCR analizleri sonucu jel {izerinde belirlenen amplikonlar High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. Anaplasma phagocytophilum izolatlarinin jel piirifikasyonu sonrast amplikonlarin jel
elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1: TRAphagHmar izolati; 2: TRAphagRtur izolati

Elde edilen jel piirifiye 6rnekler CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine insert edilmistir. Daha sonra ligasyon
tirinii E. coli TOP 10 kompetan hiicrelere transforme edilmistir. Bir gece inkubasyon

sonras1 ampicylin LB besi yerinde olusan koloniler Sekil 4.12°de gosterilmistir.



34

Sekil 4.12. Transformasyon sonucu besi yerinde olugan koloniler (Orijinal)

LB kat1 besi yerinde iireyen kolonilerden segilen tek koloniler, transformasyon etkinligini
artirmak amaciyla steril pipet uclari ile alinip ayr1 ayr tekrar LB kat1 besi yerine ekilmistir.
Tekrar 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen kolonilerin kati besi yerinde goriiniimleri Sekil

4.13’de verilmistir.

Sekil 4.13. Transformasyon basamaginda 2. inkiibasyon basamagi sonucu olusan koloniler (Orijinal)
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LB kat1 besi yerinde lireyen kolonilerde hedef gen bdlgesinin vektdre insert oldugu ve
transformasyon etkinligi vektor spesifik primerlerle koloni PCR yapilarak teyit edilmistir.
16S rRNA gen bolgesinin koloni PCR sonuglar1 Sekil 4.14°de gosterilmis olup 16S rRNA

gen bolgesine ait DNA’larin vektorlere basarili bir sekilde insert oldugu goriilmiistiir.

641 bp hedef gen bolgesi
+

120 bp vektor DNA'sI

Sekil 4.14. Transforme hiicrelerde 16S rRNA gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel
agarozda goriiniimii. M: Marker (100bp); 1: Insert 16S rRNA gen bolgesi
Koloni PCR sonuglarimi takiben ilgili gen bolgeleri yoniinden pozitif saptanan tek bir koloni
secilerek sivi besi yerine aktarilmig, bir gece 37°C’de inkubasyondan sonra iireyen
transforme hiicreler santrifiij ile c¢oktliriilmiistiir. Daha sonra transforme hiicrelerden

plasmid piirifikasyonu ger¢eklestirilmistir.

4.4. 16S rRNA Geninin Sekans ve Filogenetik Analizleri

16S rRNA gen bolgesi yoniinden elde edilen plasmidler, vektor spesifik primer ¢ifti ile
cift yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor sekansi ile
alignment yapilarak ilgili gen bolgesinin sekanslari elde edilmistir. 16S rRNA gen
bolgesi yoniinden sekanslari belirlenen A. phagocyotphilum izolatlarinin, izolasyon
kaynagi ve GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.1'de, niikleotid kompozisyonlari ise

Sekil 4.15-4.16°da verilmistir.
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Tablo 4.1. Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis kene 6rneklerinde belirlenen A. phagocyotphilum
izolatlarinin gen bolgesi, izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralar1

GenBank

izolat Gen bdolgesi izolasyon Kaynag Aksesyon
Numarasi

TRAphagHmar 16S rRNA Ergin Hyalomma marginatum KU925346
TRAphagRtur 16S rRNA Ergin Rhipicephalus turanicus KU925347
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Sekil 4.15. TRAphagHmar izolatinin parsiyel 16S rRNA gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KU925346)
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Sekil 4.16. TRAphagRtur izolatinin parsiyel 16S rRNA gen bolgesi niikleotit ve aminoasit dizilimleri
(KU925347)

Kayseri yoresindeki sigirlardan elde edilen A. phagocytophilum TRAphagHmar ve
TRAphagRtur izolatlartyla 16S rRNA gen bdlgesi yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan
GenBank veri tabaninda kayithh Diinya'daki ve Tiirkiye’deki diger baz1 A.
phagocytophilum izolatlarinin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler Tablo 4.2'de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Diinyadan ve Tirkiye’den filogenetik kiyaslamasi yapilan diger baz1 A. phagocytophilum
izolatlarinin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag Gen Bolgesi ?Ejﬁ?;g;
ES34 A.B.D. Yabani geyikler ve keneler 16S rRNA AB196720
SS33P-L A.B.D. Yabani geyikler ve keneler 16S rRNA AB196721
IR12Chi Moldova Ixodes ricinus 16S rRNA AB287396
9-08 Tirkiye Ixodes ricinus 16S rRNA AB604782
73-08 Tiirkiye Ixodes ricinus 16S rRNA AB604783
208-08 Tirkiye Ixodes ricinus 16S rRNA AB604784
- Polonya Kopek 16S rRNA DQ105667

E Almanya | ©anis f‘;”e‘i'riiz\r/iesr)(Go'de” 165 rRNA EF068227
Kh-1p80 Rusya Ixodes persulcatus 16S rRNA HM366588
EKY155 Tirkiye Keci 16S rRNA JF807994
EKY144 Tirkiye Koyun 16S rRNA JF807995
10100 Tiirkiye Kopek 16S rRNA JN656375
TR83Z3 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA JX627377
TR68Z3 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA JX627378
6EGIIIT70 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA JX909354
125NA133 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA JX909355
4NA115 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA JX909360
Omsk-vole121 Rusya Myodes rutilus 16S rRNA KC583436
1-2a Cin Giivercin 16S rRNA KC916730
3-40a Cin Baykus 16S rRNA KC916731
H116 Tiirkiye Haemaphysalis sulcata 16S rRNA KF034787
IM160 Almanya Erinaceus europaeus 16S rRNA KF242586
C139 Tirkiye Koyun ve keci 16S rRNA KF459965
7THNIRQ Slovakya Ixodes ricinus 16S rRNA KF481933
UK_40 Tirkiye Koyun 16S rRNA KJ183079
HS56 Tirkiye Kene 16S rRNA KJ195692
DM1471 Almanya Ixodes ricinus 16S rRNA KJ769156
EU343 Slovenya Ixodes ricinus 16S rRNA KM215229
EU108 Slovenya Ixodes ricinus 16S rRNA KM215234
ApGGo4 Tunus Kegci 16S rRNA KM285229
ApGOv1l Tunus Koyun 16S rRNA KM285230
IR-370.9 Polonya Ixodes ricinus 16S rRNA KP245906
IR-402.8 Polonya Ixodes ricinus 16S rRNA KP245907
IR-472.1 Polonya Ixodes ricinus 16S rRNA KP245908
Trbrt45 Tirkiye Sigir 16S rRNA KP745629
N20 Norveg Alces alces 16S rRNA KT070825
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IICXK Cin Sigir 16S rRNA KT944028
HiISXK Cin Koyun 16S rRNA KT944029
HiTX Cin Kene 16S rRNA KT951192

Hyalomma marginatum ve Rhipicephalus turanicus érneklerinde pozitif belirlenen ve

niikleotid dizisi ortaya konan A. phagocytophilum izolatlar1 ile Diinya’dan ve

Tirkiye’den ¢oklu hizalama analizlerine dahil edilen diger izolatlarin 16S rRNA gen

bolgesine gore niikleotid kompozisyonlari Tablo 4.3'de, ikili kiyaslamalar1 ise Sekil

4.17°de verilmistir.

Tablo 4.3. Coklu hizalamalari yapilan A. phagocytophilum pozitif izolatlar ve Diinyadan ve Tiirkiye’den

diger baz1 A. phagocytophilum izolatlarimin niikleotid kompozisyonlari
Toplam
A+T G+C
izolat T (%) | C(%) | A(%) | G (%) niikleotid
(%) (%)

sayisi

ES34 22,3 20,8 26,2 30,6 48,6 51,4 1338,0
SS33P-L 22,5 21,0 26,3 30,3 48,7 51,3 1389,0
IR12Chi 23,6 17,9 26,4 32,1 50,0 50,0 246,0
9-08 22,5 21,1 25,0 31,4 47,5 52,5 592,0
73-08 22,5 21,1 24,8 31,6 47,3 52,7 592,0
208-08 22,5 21,0 24,7 31,7 47,3 52,7 590,0

- (Polonya) 20,6 19,5 26,5 33,4 47,1 52,9 344,0
E 22,8 17,8 28,4 31,0 51,2 48,8 461,0
Kh-1p80 23,5 20,0 26,0 30,5 49,5 50,5 1295,0
EKY155 22,4 23,9 24,4 29,3 46,8 53,2 615,0
EKY144 22,4 23,9 24,4 29,3 46,8 53,2 615,0
10100 22,3 17,5 28,6 31,6 50,9 49,1 497,0
TR83Z3 22,3 17,5 28,6 31,6 50,9 49,1 497,0
TR68Z3 22,3 17,5 28,4 31,8 50,7 49,3 497,0
6EGIIT70 22,3 17,5 28,6 31,6 50,9 49,1 497,0
125NA133 22,5 17,3 28,8 31,4 51,3 48,7 497,0
4NA115 22,3 17,5 28,4 31,8 50,7 49,3 497,0
Omsk-volel121 23,4 20,1 26,3 30,3 49,7 50,3 1295,0
1-2a 22,8 23,6 24,6 29,0 474 52,6 641,0
3-40a 22,8 23,6 24,6 29,0 47,4 52,6 641,0
H116 22,9 18,5 27,5 31,2 50,4 49,6 542,0
IM160 22,3 17,5 28,8 31,4 51,1 48,9 497,0
C139 22,3 23,7 25,0 28,9 474 52,6 591,0
T7THNIRQ 22,3 17,5 28,4 31,8 50,7 49,3 497,0
UK_40 22,6 23,7 24,3 29,4 47,0 53,0 575,0
HS56 23,5 17,8 28,6 30,1 52,1 47,9 405,0
DM14z1 22,4 18,2 27,9 31,5 50,3 49,7 499,0
EU343 22,6 18,9 27,7 30,8 50,3 49,7 869,0
EU108 22,6 18,9 27,6 31,0 50,2 49,8 869,0
ApGGo4 23,0 24,2 23,5 29,2 46,6 53,4 599,0
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ApGOV1 227 | 242 | 237 | 293 | 465 535 598,0
IR-370.9 233 | 179 | 277 | 311 | 51,0 49,0 524,0
IR-402.8 226 | 175 | 284 | 315 | 51,0 49,0 514,0
IR-472.1 227 | 17,7 | 280 | 31,7 | 507 493 515,0
Trbrt45 232 | 204 | 261 | 303 | 494 50,6 1404,0

N20 230 | 183 | 275 | 312 | 505 495 487,0
HICXK 235 | 229 | 241 | 294 | 477 523 642,0
iISXK 227 | 235 | 249 | 288 | 477 523 642,0

ITX 225 | 190 | 276 | 308 | 501 499 924.0

TRAphagHmar 236 | 232 | 240 | 292 | 47,6 524 641,0

TRAphagRtur 236 | 232 | 240 | 292 | 476 524 641,0
Ortalama 2207 | 204 | 263 | 305 | 49,1 50,9 661,2
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1, AB196720 A. phagocytophikem ES34 USA 000 019 030 030 034 017 000 000 029 029 000 000 000 OO0 000 OO0 000 027 027 OO OO0 029 000 029 000 000 000 OO0 029 027 000 000 000 000 DO0 035 032 000 032
2, AB136721 A, phagocytophilum 5533P4 USA m 018 030 030 03 017 000 000 029 025 000 OO0 OO0 000 OO0 OO0 Q00 027 027 DOL OO0 D25 OO0 029 000 OO0 Q00 000 025 027 00D 000 000 000 000 035 032 000 032
3, AB2873%5 A, phagocytophilum IR12Chi Moldova (Tick) 1.06 108 D3 03 025 000 DI 019 035 035 019 045 O4% 021 021 045 049 035 035 021 020 035 019 035 049 045 019 049 035 040 D19 049 019 045 D19 038 03 015 D36
4, AB&D4782 A, phagocytophilum $-08 Turkey (Tick) 130 130 142 000 002 034 030 030 OO 001 030 030 030 033 033 030 030 001 OO 030 033 001 030 OOf 035 030 030 030 001 001 030 030 030 030 030 001 001 030 001
5. ABS04783 A, phagocytophilum 73-08 Turkey (Tick) 130 130 14 000 002 034 030 030 000 OO0 030 030 030 033 033 030 030 001 001 030 033 000 030 000 O35 030 030 030 000 001 030 030 030 030 030 001 001 030 OO0
£, ABA047B4 Anaplzsma sp, 208-08 Turkey (Tick) 13 13 128 006 0.05 023 034 034 002 002 034 034 034 038 039 034 034 002 002 D34 039 002 034 DOF 039 034 034 034 002 002 034 034 034 034 034 002 002 04 002
7, DQ105667 A, phagocytophilum Poland (Dog) 106 1068 000 138 13 1M 017 017 032 032 017 017 017 019 019 017 0407 032 032 015 0% 032 017 032 07 017 017 047 032 035 017 047 047 047 017 035 032 047 032
§ EFDS8227 A, phagocytophilum E Germany (Dog) 000 000 108 130 130 134 106 000 029 025 000 000 000 00D 000 000 000 027 027 001 OO0 025 000 029 000 000 OO0 OO0 029 027 OO0 000 OO0 000 OO0 035 032 OO0 032
9. HM386658E A, phagocytophilemih-[p80 Russiz (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 0% 029 000 000 000 OO0 OO0 000 000 027 027 OO 000 029 000 029 OO0 OO0 000 OO0 029 027 000 000 OO0 000 OO0 035 03 00D D32
10, JFBO7954 Anaplzsma sp. EKY155 Turkey (Goat) 18 128 140 00U 000 005 136 128 128 000 029 03 019 032 032 03 019 001 001 028 032 000 029 000 032 028 029 029 000 000 029 029 029 02% 029 001 001 028 001
11, JFBO7355 Anaplzsma sp, EKY144 Turkey (Sheep) 126 128 140 OOL 000 005 136 128 126 Q00 0% 029 028 032 032 025 025 001 001 025 032 OO0 025 000 032 029 028 025 OO0 OO0 025 029 09 025 025 001 001 0.5 ODOL
12, ING56375 A, phagocytophium 10100 Turkey (Dog) 000 000 108 130 130 134 106 OO0 OO0 126 128 000 000 OO0 000 00D 000 027 027 001 OO0 0259 000 028 000 000 OO0 OO0 029 027 OO0 000 OO0 000 OO0 035 032 OO0 032
13, 6627377 A, phagocytophilum TRE3Z3 Germany (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 128 128 OO0 000 000 000 000 000 027 027 001 OO0 029 00D 029 000 OO0 000 OO0 028 027 000 OO0 OO0 000 000 035 032 000 032
14, T¥627378 A, phagocytophilum TRESZ3 Garmany (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 128 128 0.00 0.0 000 000 000 000 027 027 001 000 029 OO0 029 000 000 Q.00 000 029 027 000 000 OO0 000 000 035 032 000 032
15, I¥509354 A, phagocytophilum 6EGIIIT0 Germany (Tick) 000 000 111 13 13 138 106 000 OO0 131 131 000 000 000 000 000 000 029 028 001 OO0 032 000 032 OO0 000 000 OO0 D32 0259 OO0 OO0 000 00D OO0 038 036 000 035
16, J¥509355 A, phagocytophilum 125NA133 Germany (Tick) 000 000 111 13 134 138 108 000 000 131 131 OO0 OO0 000 000 000 000 0259 029 001 OO0 032 000 032 001 00D OO0 000 032 025 OO0 OO0 000 00D DO0 038 036 00D D35
17, T¥809360 A, phagocytophilum 4NAL1S Germany (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 128 128 000 OO0 000 000 .00 000 027 027 001 00D 029 OO0 029 000 OO0 00D 000 028 027 000 OO0 OO0 000 000 035 D32 000 032
18, KC583436 A,phagocytophiim Omsk-vole121 Russia (Vole) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 128 128 000 000 000 000 O0.00 000 07 027 001 000 029 OO0 029 000 000 Q00 OO0 029 027 OO0 000 OO0 000 OO0 035 032 000 032
19, KC316730 A,phagocytophiim 1-22 China (Dove) 1M 124 140 002 001 005 136 1M 1M 000 001 LM 1M 1M 128 138 1M 1M 000 026 028 001 027 OOL 028 027 027 027 001 OO0 037 07 07 017 027 001 DL 0.7 DOL
20, KC316731 A.phagocytophilem 3402 Chinz (Cwl) 124 124 140 D02 001 005 136 124 124 001 001 L 14 1M 128 128 1M 1M 00 D2 029 001 027 DOL 029 027 027 027 Q01 000 027 07 07 07 027 001 001 027 Q01
21, KF34767 A, phagocytophilum H116 Turkey (Tick) 001 001 141 130 130 134 108 001 001 128 128 001 001 001 001 001 001 001 124 124 001 029 001 029 001 OO 001 001 025 026 001 001 001 001 001 034 032 001 032
22, KF242586 A,phagocytophilum IM16D Germany (Hedgehog) 000 000 111 134 134 138 108 000 000 131 131 OO0 OO0 000 000 OO0 OO0 000 128 128 DO 03 000 032 001 000 OO0 OO0 032 028 OO0 000 OO0 000 OO0 038 036 OO0 035
23, KF45995 A.phagocytophibm C139 Turkey (Sheepand Goat) 128 128 140 001 000 005 136 12 L8 000 000 LZ8 138 128 131 131 LB 13 000 001 13 L3 0% 000 032 029 029 029 OO0 000 028 029 028 025 02% 001 DOL 0.8 ODOL
24, KF481533 A, phagocytophilum 77HNIRG Slovakia (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 128 126 000 OO0 000 000 OO0 OO0 000 124 124 D01 000 128 D25 000 000 Q00 000 029 027 OO0 000 OO0 OO0 OO0 035 032 000 032
25, KJ183075 Aphagocytophilum UK 40 Turkey (Sheep) 126 128 140 DOL OO0 005 136 128 128 OO0 OO0 128 126 128 131 13 128 128 O01 001 128 131 00D 128 032 029 025 029 000 000 025 029 025 029 025 001 001 029 001
26, k3195652 A, phagocytophilum HE56 Turkey (Tick] 000 000 108 134 134 138 106 000 OO0 131 131 OO0 OO0 000 001 OD1 OO0 000 128 128 DOL Q01 13 OO0 13t 000 000 000 032 029 OO0 000 OO0 000 OO0 038 036 OO0 037
7. k3769156 A, phagocytophilm DM1471 Germany (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 0.00 000 128 126 000 000 000 000 000 OO0 000 124 124 001 000 128 000 128 0.00 000 000 028 027 000 000 000 000 000 035 032 000 032
26, KM215229 A, phagocytophilum EU343 Slovenia (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 128 126 000 OO0 Q00 00D OO0 OO0 000 124 124 001 000 126 OO0 128 000 000 000 029 027 000 000 OO0 000 OO0 035 032 000 032
25, KM215234 A, phagocytophilum EUL08 Sloveni (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 126 128 OO0 OO0 000 000 000 OO0 OO0 124 124 DOL OO0 128 OO0 128 00D OO0 000 025 027 000 000 000 000 00D 035 032 000 032
30, KM2B5229 A, phagocytophium ApGGod Tunisiz (Goat) 128 128 140 DOL OO0 005 136 128 128 OO0 OO0 L28 128 128 131 131 126 128 Q01 001 126 131 OO0 128 OO0 131 128 128 LB 000 029 029 029 028 029 001 001 0.8 DOL
31, KM2B5230 A, phagocytophium ApGOw1 Tunisia (Sheep) 14 14 14 000 001 005 140 124 124 000 OO0 L4 1M 1M 128 L2B 1M LM 000 000 1M 128 000 124 000 128 124 1M LM 000 07 027 0¥ 0 07 001 001 017 001
2. KP245906 A, phagocytophilum IR-370.9 Polznd (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 128 128 000 000 000 000 000 000 000 124 124 DOL 000 138 OO0 128 000 OO0 000 OO0 126 1M 000 000 000 000 035 032 000 032
33, KP245507 A, phagocytophilum IR-402.8 Poland (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 126 126 OO0 OO0 O00 000 000 OO0 000 124 124 DOL OO0 128 OO0 128 OO0 000 OO0 000 126 124 QDD 000 000 00D 035 032 000 032
34, KP245508 A, phagocytophilum IR472.1 Poland (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 128 128 OO0 OO0 Q00 000 OO0 OO0 000 124 124 OO OO0 128 OO0 128 000 000 OO0 000 128 124 OO0 000 000 0DO0 035 032 000 032
35, KP745629 A, phagocytophilum TrbrtdS Turkey (Catte) 000 000 108 130 130 134 106 000 000 128 12B OO0 OO0 OO0 OO0 000 OO0 OO0 124 124 001 OO0 128 OO0 128 000 000 OO0 OO0 128 124 OO0 000 000 000 035 032 000 032
36, KTO70825 A, phagocytophilum N20 Norway (Mooss) 000 000 108 130 130 134 106 0.00 000 128 128 000 000 000 000 000 000 000 124 124 D01 000 138 OO0 128 000 000 000 000 126 124 000 000 000 D00 035 032 000 032
37, KT%44028 A, phagocytophilum THCXK Chinz (Cattk) 13 13 142 003 002 007 138 13 134 003 003 L3 13 13 13 13 13 13 003 003 13 1L¥E 003 13 003 13 1M 13 13 003 013 13 13 13 LM 1M D@z 035 001
36, KT544029 A, phagocytaphilum THS¥K China (Sheep) 131 13 140 003 002 006 136 131 131 002 002 L3 131 1M 135 135 L3 13 002 002 131 135 002 13 002 135 131 13 13t 002 001 13 131 13 L3 13 005 032 0ot
39, KT951152 A, phagocytophilum IITY China (Tick) 000 000 108 130 130 134 106 000 OO0 128 128 OO0 OO0 000 000 000 OO0 000 124 124 DOL OO0 128 OO0 128 OO0 OO0 OO0 000 126 124 OO0 000 OO0 D00 00D 134 131 032

40, TRAphagHmar A, phagocytophilum TRAphagHmar Twkey (Tick] 133 133 141 000 000 006 137 133 13 001 001 L33 133 133 13 137 13 13 002 002 133 137 001 133 00t 137 133 133 133 001 001 133 133 133 133 133 00 003 133
41, TRAphagRtur &, phagocytophium TRAphagRiwr Turkey (i) 133 133 141 00U 000 005 137 133 133 000 000 L33 131 133 137 137 13 43 002 002 13 137 000 133 000 137 133 133 133 o000 000 13 L3 L3 13 133 003 003 13 OO0

Sekil 4.17. Kene 6rneklerinde pozitif belirlenen A. phagocytophilum izolatlari ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den analizleri yapilan diger baz1 izolatlarin 16S rRNA gen
dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yoresinden toplanan kene orneklerinden elde edilen A. phagocytophilum
izolatlar1 ile Diinya'da ve Tiirkiye’de GenBank’a kayith benzer diger bazi izolatlarin,
partial 16S rRNA gen bdlgelerinin ¢oklu hizalamalar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil
4.18’de gosterilmistir.

! " 3 Y 4 9 " n "

Ce 1. AB1 06720 | GGATGATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 2. AB196T21 CTGGCGGECANG ARG WA AGT CGAACGEGTIMAT CTTTGTAGCTTGCTAMGAAG-ATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Lo 3 AB267396

Ce 4 ABGO04TE2

[e 5.ABG04763

Lo 6.ABG04704

Ce 7.D0105667

Ce B EF068227 TATAGCTITGCTATAAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 9. HN 366588 GHTTEMIT CTTTATAGCTTGCTATGGAGGATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 10.JFB07994

Ce 11.JF807995

Lt 12.JNB56375 ATAAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Le 13.0X627377 ATGAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 14.0X627378 ATGAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 15.0X309354 GTAAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 16.JX309355 ATAAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 17.0X309360 ATGAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTIGAGTAA

Ce 18 KCB3436 GHTTHMIT CTTTATAGCTTGCTATAAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 19.KC16730

Lo 20.KCI16731

Ce 21, KFO34787 A

Ce 20 KF242586 ATAAAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Lo 23, KF450965

Ce 24 KF481933 ATAGAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 25, KJ183079

Ce 26. KJ194692 AGTCGAACGEGTINAMAT I TGTAGCTTGCTAMAAA-IGTAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 27 1KJ769156 GCAGACGGGTGAGTAA

Ce 28 KM215229 ATGAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

Ce 20 KM215234 ATAGAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA
(285229

TCITTATAGCITGCTATGAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA

e 33, KP24SI0T ATAGCTITGCTATGAAGAATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA
06 34, KP24590 TATAGCTTGCTATGAAGAATAGTTAGTIGGCAGACGGGTGAGTAA
[k 35 KP745629 G 7 A A AT G B A GG A G G T T T CT T TGTAGCTTGCTATARAGAATAATTAGTGGCUAGACGGGTGAGTAA
B¢ 36 KTO70825 MGGAA

Lo 37 KT944028
Ce 38, KT044029
Ce 30.KTO51192 GTCGAACGGHET MABAT T TGTAGCTTIGCTABA-AGHGTAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAA
Ce 40, TRAphagHmar |
Ce 41. TRAphagRiur

W ] m [} [F] [ [l [ il
[e 1. AB1 96720 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATMGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 2. AB1 96721 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATMGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
L+ 3. AB287306
[w 4 ABG04762
Le 5. ABG04763
L« 6. ABGD4784
Le 7. 00105667
L& 8 EF068227 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 9. H366560 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEGGAAAGATTTATCG
Le 10.JF 807994
Le 11, JFB07995
L& 12 JNGSE3 7S TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 13, X627 377 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEGGAAAGATTTATCG
Le 14, JKB27378 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Ce 15.JX000354 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEGGAAAGATTTATCG
L& 16.JX909355 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGETGGGTAATACTGTATAATICCTIGCGGEGGAAAGATTTATCG
Le 17.JX309360 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEGGAAAGATTTATCG
[+ 18.KC383436 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEEGGAAAGATTTATCG
L+ 19.KCH16730
Lo 20.KCO16731
Le 21 KFO34T87 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATMGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 22, KF242386 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEEGGAAAGATTTATCG
Le 23, KF 459065
Lo 24 KF481933 TG CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGEEGGAARAGATTITATCG
Lo 25.KU183079
[e 26.KJ195692 TGCATAGGGATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCEGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 27.KI769156 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGGGGAAAGATTTATCG
[ 28.KN215229 TG CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGEEGGAARAGATTITATCG
[ 29 KM215234 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Le 30.KM285229
Le 31 KN285230
[e 30, KP245006 TG CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEGGAARGATTTATCG
[e 33 KP245807 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGHEGGGGGAARGATTTATCG
[e 34 KP245908 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGGGGAAAGATTTATCG
[e 36.KPT45629 TGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGGGGAAAGATTTATCG
Lo 36.KT070825 TG CATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGTIGGGTAATACTGTATAATCCCIGCGGEEGGAARAGATTITATCG
[e 37 KTO44028
Le 38.KT944029
Le 30.KT951192 ITGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCG
Lo 40. TRAphagHmar

e 41, TRApagRIUK
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Ce 1 AB196720
[+ ). AB1G6T2
D 3 ABJATIG
B 4 ABE04TEL
Ce 5 ABGD4TEZ
L . ABBD4TRL
B4 7,001 05667
[s 8, EF068227
[+ 9, Hu366388
Ce 10, JFB07934
L 11, JFB07985
B 1, NBAETS
0o 43, 0627317
B 14, Y6238
0 15, JX800354
0 16, JX800355
B {7, 11809360
Do 18.1C50343%
B 19.1CH16730
Lo 20.KCH6731
0 21, KFO34TRT
0 20, KF242588
B4 03, KF450068
[ 24, KF4B1933
Ce 25, 11183079
0 261195692
0 27.KJ769156
Do 28.1N215229
0o 20, 1N2152%
B 30, KN205229
Ce 31.KN285230
0 30, KP245906
B4 33, 1P 245907
T 34 (245908
[ 35, (P74562
0 36, KT070825
Ce 37, KTO44028
B4 38, KT944029
[e 30, KT951192
Ce 40, TRAphagHmar
Ce 41, TRAphagRiur

180 0] ] m mw m 2] 1]
CTAMMEGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGTIIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTICIGAGAGGATGA
COAMBMGATGAGCCTATGTITAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTARAGGCCIACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTITIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

CTATTGGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTARAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTICTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTICIGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGETAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTITIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTITIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGETAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTITIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA
CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

CTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTIGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTIGGTCTIGAGAGGATGA

B 1 ABISET20
B 1 ABISET

B . ABBDATRY

B 7.DO1D5GET

B . EFOBR2YT

Br 3. HM366586

B 10, JFB07994
B 11, JFR07995
B 11 JNEGE37S
B 130627377
B 14 JXG27378
B 15, JX909354
B 16, JX909355
B 17, JX909360
B 10.KC533436
B 19.KC
B 20, KCWET
B . KFDBATET

B 20 KF2U2508

B 73, KF459965

B 24 KF4103

B 26, KJ183079

B 26 KJ195692

B 27 KITEH56

B 20 KN529

B 20 KN15234

B 30, KN295229

B 31, KN285230

B 30 KP25906

B 30 KP2A907

B 34 KP245908

Be 36 KP745629

B 36, KTOT0828

B 37 KTO4A02A

B 30 KTS44029

B 30 KT961192

B 40 TRAphagHmar
B 41, TRAphagRiUr

¥ 7 5 aﬂ T T ™ T q
TCAGCCACACTGLAACTGAGATACGLT CCAGACTCCTACGGGAGGLAGCAGTGLGEARTATTCGACARTGEGUGCARGOLTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACARATGGGCGCAAGCCTIGATICE

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGLACARATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTICCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARTGGGCGCAAGCCTGATCE

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACARTGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGLACARATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTGLACARATGGGCGCAAGCCTGATCC
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTICCACAATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACARTGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCE

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTICCACAATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTICCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGRACARATGGGCGCAAGCCTGATCL

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTICCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARTGGGCGCAAGCCTGATCE

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGCACAATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGLACARATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTICCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARTGGGCGCAAGCCTGATCE

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGLACARATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCL
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTIGGACARATGGGCGCAAGCCTGATCE
TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTGEACARATGGGCGCAAGCCTGATCC

TCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTICCTACGEGAGGCAGCAGTGGGGAATATTIGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCE
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Ie 1. AB136720 AGCTATGOCGCETGAG T GAGGAAGGL CTTAGGG I TG TAAAACTCITTCAGTAGLGAAGATARTGACGGTACCTACAGAAGAAGTCL
Ie 2 AB13G71 AGCTATGOCGCETGAG T GAGGAAGGL CTTAGGG I TG TAAAACTC I ITCAGTAGLGAAGATARTGACGGTACCTACAGAAGAAGTCL
B 3 AB2AT306

B 4 480478

e 5. AB604783

e § ABG0ATRY

e 7. Q105667 GGTACCTACAGAAGAAGICC
e § EFOER20T AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
[e 3 HI366588 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
B 10 JFEOTS04

B 11, JFB07995

e 12 JNEEEATS AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
B 13.J6627377 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TGTAAAACTCTITCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 14 JEG2T378 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TGTAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 15, JX009354 AGCTATGCCGCMIGAGTGAGGAAGGLCTTAGGETI TG TARRACTCITICAGTAGLGAAGATAATGACGLTACCTACAGAAGRAGTCL
e 16, 4009355 AGCTATGCCGCMIGAGTGAGGAAGGLCITAGGETI TG TARRACTCITTCAGTAGEGAAGATAATGACGLTACCTACAGAAGRAGTCL
e 17.JX909360 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICE
e 18 KCEB3436 AGCTATGOCGCETGAGTGAGGAAGGL CTTAGGGT TG TAAAACTC I TTICAGTAGLGAAGATARTGACGGTACCTACAGRAGAAGICE
B 19 HKCHETH

b6 20 KCHETH

B 2 KFQTET AGCTATGLCGCRIGAGTGAGGAAGG L CITAGGET TGTARRACTCITICAGIGGRGAAGATARTGACGLTACCHACAGAAGRAGTICE
Be 20 KF242506 AGCTATGC GO GAG T GAGGAAGGL CTTAGGGE T TG TARRACTCTITTCAGTAGRGAAGATAATGACGLTACCTACAGAAGRAGTCL
Be 23 WFAR0GE5

Ie 24 1F4R13 AGCTATGOCGCETGAG T GAGGAAGGL CTTAGGG I TG TAAAACTC I ITCAGTAGLGAAGATARTGACGGTACCTACAGAAGAAGTCL
Be 26, KI1R30TY

e 26, KI196692 AGCTATGLCGCETGAGTGAGGAAGECCHTAGGETIGTAAAACTCITTICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGRAGTICD
Be 27 KITEH156 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 28, KN15220 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 20, JN15234 AGCTATGCCGCEIGAGT GAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGICC
B 30, KN285220

Do 31, HN2B5230

[e 30 KPU5908 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
[e 33 KRBT AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 34 KPU5908 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 35 HPTUEE0 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTI TGTAAAACTCTITCAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICC
e 3647070825 AGCTATGCCGCGIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTICE
B 37 47944028

B 38, 17944029

e 39 KT35119) AGCTATGCCGCEIGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGI TG TAAAACTCTITICAGTAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGICE
B 40 TRAphaghmar

I 41, TRAphagRiur

q T T T T T T m

[ 1 AB1G6T20 CEGCARACTCCGIGCCAGLAGLCGLRETAATACGRAGREGGCAAGCGTIGTITCGEAATTATTIGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGET
[s ] AB106TY CEGLARACTCCG TG CAGLAGL LG LRE T AT ACGEAGREGGCAAGCGT IGT T CGEAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
[ 3 AB2ATI06
[ 4 ABE4TE)
I 5. ABE04TE
o £ ABE4TRA
[ 7. 0105667 CGGCARACTICCGTIGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTITCGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGERT
[ § EFOGR2T CEGLARACTICCGTRCCAGLAGLLGLRETAATACGRAGREGGCARGCGTIGTTCREAATTATIGEGIGTAAAGE
[ 9 366588 CGGCARACTICCGTRCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTT CGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGRT
b 10, JFR0T9
[ 11, JFBOTASS
[ 12 JNGSE3TS CGGCAAACTCCGIGCCAGCAGCCGLGETAATACGRAGGEGGCAAGCGTIGITCGEAATTATIGEGCGTAAAGGGCATGTAGGCGRT
e 130627377 CEGLARACTCCGTRCCAGLAGLLGLRE T AT ACGRAGREGGECAAGCGT IGT T CREAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
D 14 JE2TTR CEGCAAACTCCGIGCCAGCAGCCGLGETAATACGRAGGEGGCAAGCGTIGTITCGEAATTATTIGEGCGTAAAGGGCATGTAGGCGRT
[ 15, 0005354 CEGLARACTCCGIRCCAGLAGLLGLRETAATACGRAGREGGCARGCGT IGTTCREAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
[ 16, J¥809355 CGGCARACTICCGTIGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTTCGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGRT
Do 17 JUS05360 CEGCARACTICCGIGCCAGLAGLCGLRETAATACGRAGREGGCAAGCGTIGTTCREAAT AT IGEGIETAAAGEGLATGTAGRCGERT
[& 18 KCSB3436 CGGCARACTICCGTRCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTT CGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGRT
B 13 KCH6T30
[ 20 KCHAT3
[ 20 KFOTHT CGGCAAACTCCGIGCCAGCAGCCGLGETAATACGRAGGEGGCAAGCGTIGITCGEAATTATIGEGCGTAAAGGGCATGTAGGCGRT
[ 12 KFU 2506 CEGLARACTCCGTRCCAGLAGLLGLRE T AT ACGRAGREGGECAAGCGT IGT T CREAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
[ 73 KFA50955
[ J4KFAR1OT3 CEGLARACTCCGIRCCAGLAGLLGLRETAATACGRAGREGGCARGCGT IGTTCREAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
[ 25 K183079
[ J6.K19560]
(e J7 K656 CEGLARACTCCG TG CAGLAGL LG LRE T AT ACGEAGREGGCAAGCGT IGT T CGEAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
[ 28 KN15229 CGGCAAACTCCGIGCCAGCAGCCGLGETAATACGRAGGEGGCAAGCGTIGITCGEAATTATIGEGCGTAAAGGGCATGTAGGCGRT
[ 29 K523 CEGLARACTCCGTRCCAGLAGLLGLRE T AT ACGRAGREGGECAAGCGT IGT T CREAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
B 30, K285229
[ 31 K285730
[& 10 KP2AO06 CGGCARACTICCGTIGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTITCGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGERT
[ 33 KP245007 CEGLARACTICCG IR CAGLAGL LG LRE T AT ACGRAGREGECAAGCGTIGTT LG AAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
(e 34 KP245008 CGGCARACTICCGTRCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGGGCAAGCGTIGTT CGGAATTATIGGGCETAAAGGGCATGTAGGCGRT
[ 39 KPTAEELY CEGCARACTCCGIGCCAGLAGLCGLRETAATACGRAGREGGCAAGCGTIGTITCGEAATTATTIGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGET
(s 36.KTO070825 CEGLARACTCCG TG CAGLAGL LG LRE T AT ACGEAGREGGCAAGCGT IGT T CGEAAT AT IGEGLETAAAGEGLATGTAGRCGRT
B 3711344028
[ 38 KT344029
[ 304795182 CGGCARACTCCGETGCCAGCAGCLGIGETAATACCEAGGEGECRAGCHTI IGTT CREAATTATIGECCGTAAGCEGLATGTAGGLGRT

[ 40, TRAphagHmar
[ 41 TRAPhagRur
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T 1. 4B196T20
B D AB10ET!
T 3 AB2AT2
T 4 ABE0ATR]
B 5 ABE04TAD
T 6 ABEO4TRY
B+ 7.DO105667
B 8 EFOGRLT
e 9, Hil3ega8
B 10, JFR079g
B 11, JFR079G3
B 12 JNBSG3T5
B 13, 2607317
B 14 JELT3TH
e 15, J0308354
e 16, JOB0355
B 17 JOB08360
B 18 KCEB3436
B 10 KCHET!
B 20K
B 21, KFO34707
B 20 KFU2586
B 23 KFA5065
T 24 KF4B133
B 5K
B 25 KH95692
B 27, KI7E9156
Be 28 KU E208
B 20 KU E23
B 30 K258
B 31, KM2BE30
e 30 KP245O0
e 33 KP24A0T
Br 34 KP245O0R
T 35 KPTAED
B 36, KTO7081
B 37 KTH408
B 38 KTI4409
e 30 KTH5H9]
B 40, TRAphaqHmar
B 1, TRAphagRr
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TCGETAAGTTARAGGTGARATGCCAGCGCTTAACCCIGGAGCTIECTTTTAATACTIGCCAGACTIGAGTCCGEMAGAGGATAGCGGA
TCEGTAAGTTAAAGGIGARATGCCAGGGCITARCCCIGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTIGAGTCCGCMAGAGGATAGCGEA
GETGARATGCCACGECTTARCCCTGRAGCTECTTITARTACTHCCAGACTACGACTCCEORAGAGGATACCEEA
AGAGTCCGEGAGAGGATAGCGGA

AGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGA

AGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGA
TCGGTAAGTTARAGGTGARATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTITTAATACTGCCAGACTAGAGTICCGGEAGAGGATAGCGGA

TCGGTAAGTTAAAGGIGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTARTACTIGCCAGACTAGAGTCCGRGAGAGGATAGCGGA

TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGEGCTTAAC
TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGEGCTTAAC
TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGEGCTTAAC
TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGEGCTTAAC
TCEGT
TCEGT
TCEGT

GTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAAC
AAGTTARAGGTGARATGCCAGGGCTTAAC
AAGTTARAGGTGARATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTITTAATACTGCCAGACTAGAGTICCGGGAGAGGATAGCGGA

THGGTAAGTTAAAGGIGARATGCCAGGGCITARCCCIGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTIGAGTCCCMAGAGGATAGCGEA
TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGEGCTTAAC

TCGGTAAGTTARAGGTGARATGCCAGEGCTTAAC

TCEGTAAGTTAAAGGIGARATGCCAGGGCTTAACCCTIGGAGCTGCTTTHAATA
TCGGTAAGTTAAAGGTGAARTGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGRGAGAGGATAGCGGA
TCGGTAAGTTAAAGGIGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTARTACTIGCCAGACTAGAGTCCGRGAGAGGATAGCGGA

TCGGTAAGTTAAAGGIGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGLT
TCGGTAAGTTAAAGGIGAAATGCCAGGGCTTAACCCTIGGAG

TCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGRAG
TCGGTAAGTTAAAGGTGAARTGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTITTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGRGAGAGGATAGCGGA
TCEGTARGTTALAGGTGARATGCCACGECTTARCCCTGRAGCTECTTITAN

TCEGTAAGTTALAGGTGARATGCCACEECTTARCCCTGRAGCTECTTITTAATACHGCCAGACTACACHCCGREAGAGGATARCEEA

L § ABED
T 7. 00103667
o B EFOGR2DT
e 0 362588
Lo 1. JFR0T9%4
o 11, JFR07085
B 11, NGSBYTS
B 1304627377
e 1411627778
B 15, 900354
B 16, 4008355
Lo 7. J13083¢0
e 10 KGR
B 10.KCHET

ik
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ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCATAGATATTAGRAGEAACACCAGTGGCEAAGGCGGUTATCIGETCCECRACTGACGLTGAGE
ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCCAAGGCGCCTATCIGETCCCETACTGACGCTGAGE
ATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTIGGCGAAGECGECTATCIGETCCGETACTGACGCTGAGE
ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATCIGETICCRETACTGACGCTGARE
ATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATCIGEICCGETACTGACGCTGARG
ATTCCTAGTGTAGAGETGARATTCGTAGATATTAGCAGEAACGCCRETGGLEAAGGCEGCTATCIGCMMCHGTACTGACGCTGAGE
ATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGECGAAGECGRCTATCIGETCCGETACTGACGCTGAGE

ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCCAAGGCGECTATCIGEICCEETACTGACGCTGARE

ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATCIGETCCRETACTGACGCTGARE

ATTCCTAGTGTAGAGGTGARATICG

ATTCCTAGTGTAGAGGTGRAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGECGRCTATCIGETCCGETACTGACGCTGAGE
ATTCCTAGTGTAGAGETGRAATTCETAGATATTAGCAGCAACACCAGTGECCARGECEECTATCIGETCCEETACTGACGCTGAGE

ATTCCTAGTGTAGAGETGAAATTCGTAGATATTAGCAGCAACACCAGTGECGAAGGCEECTATCIGETCCAETACTCACGCTGAGE

ATTCCTAGTGTAGAGETGAAATTCGTAGATATTAGCAGCAACACCAGTGECGAAGGCEECTATCIGETCCAETACTCACGCTGAGE




e 1. AB196T20
e 2 AB196T1
e 3 AB287356
e 4 ABG4TE?
e 5. ABGDATE]
e 6. ABGDATEA

e 19.KC316730
e 20.KCH1E731
o 21, (FOMTET
e 22, KF242586
e 23 (F459965
o 24 (FAD13)
e 25,1 83079
e 26, 0195692
e 7 760156
e 28.K0215229
e 20, K215234
e 30.K265228
e 31 K285230
e 30, KP245908
[ 33 (P25907
e 30 (P245908
e 35, KPT45ED
e 35.KT070825
e 37, KTOH4028
e 38, KT044029
e 39 KT85119)
e 40, TRAphagHmar
[ 41, TRAphacRtur
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TGCGARAGCGTGEGCAGCARACAGEATTAGATACCCIGETAGTCCACGCHGTARACGATGAGTGCTGAATGTGGEGATIMTITTATC
TGCGARAGCGTGEGCAGCARACAGGATTAGATACCCIGETAGTCCACGCHGTARACGATGAGTGCIGAATGTGGEGATIMITTATC
TGCGAAAGCGTGOEGAGCARACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAATGTGEGGATTTITTITATC
TGCGAAAGCGTGOEGAGCARACAGGAT TAGATACCCIGGETAGTCCACGCTGTARACGATGAGTIGCTGAATGTGEEGATTTITTITATC
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTIGAATGTGGGGATTTITITATC
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTIGAATGTGGGGATT--TTRTC
TGCGAAAGCGTGOEGAGCARACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCT

TGCGAAAGCGTGREGAGCARACAGGAT TAGATACCCIGETAGTCCACGCTGTARACGATGAGTIGCTGAATGTGEEGATTTITTITATC

TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTIGAATGTGGGGATTTITTITATC
GOTGAATGIGEGGATRMITTATC
GCIGAATGTGGGGATHMIITATC

TGCGAAAGCGTGOEGAGCARACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAATGTGEGGATTTITTITATC
TGCGAAAGCGTGRGEAGCARACAGGAT TAGATACCCIGGETAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAATGTGEEGATTTITTITATC
C
C

TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTIGAATGTGGGGATTTITTITATC

GUIGAATGTGGGGATHMITTATC
GUTGAATGTGGCCATHMTIITATC
TGCGARAGCGTGEGCAGCARACAGEAT TAGATACCCIGRTAGTCCACGCHETARACGATGAGTGCTGAATGTGREGATGITITATC
GCIGAATGTGGGGATTTITITATC
GCIGAATGTGGGGATTTTITATC

e 6. ABG0ATBA
Bv 7. 00105667
Bv 0 EFORO27
e G HIB6568
B 10.JFB0784
Be 11, JFR07905
Do 12, NG5E3T5
ERER GRIETI

B 18.KCE03438
B 10.KCOH6730
e 20.KCHH6731

3
l
e 23, KR4S
B 24 KF4Y
T 25,18
e 27.KJ760156
Te 20, K215229
B 20, K215234
T 30.K285229
e 31 KuZ8s230
e 30 KPL45U0
B 33, KP25907
B 3 KPEU08
T 35 KPTISENS
B+ 36.KT070825
e 37.KTO44028
e 30, KT044029
Te 30, KT051192
e 40, TRAghagHmar
e 41 TRAohagRtur
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TCEGTETTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTEEGEACTACGGTCGCAAGACTARRACTCARAGEAATTGACGEEGACCGTA
TCEGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCECCTGEGEACTACGGTCGCAAGACTARLACTCARAGLARTTGACGEEGACCCGCA
i
TCTGIGITGTAGCTAACGCETTAAGCACTCCGOCTEGEEACTACGGTCECAAGACTARAACTCARAGGAATIGACGGGEACCIGEA
TCTGTGITGTAGCTAACGCETTAAGCACTCCGCCTEGREACTACEATCECAAGACTARAACTCARAGGAATTGACGGGEACECGCA
TCTGIGITGIAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGEACTACGGTCGCAAGACTAARACTCARAGGAATTGACGGGEACCCGCA

TCIGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARRACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CHGTGTTGTAGCTAACGCETTARGCACTCCGCCTEGGEACTACGETCGCAAGACTARRACTCAAAGGARTTGACGEGGACCCGLR
CEGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGEACTACGETCGCAAGACTARAACTCARAGGAATTGACGEGGACCCGLA

TCIGTGITGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAARACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
TCRGTGTTGTAGCTAACGCGTTARGCACTCCECCTGEREACTACGETCGCAAGACTAARACTCARAGGRATIGACGEGGACCCGCA
TCEGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGEREACTACGETCGCAAGACTAARACTCARAGGRATIGACGEGGACCCGCA

BAGCACTCCGCCTGGGEACTACGETCGCAAGACTARAACTCAAAGGAATTIGACGEGGACCCGCA
GCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARRACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGLA

TCTGTGITGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARARACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
TCIGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARRACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
TCEGTGTTGTAGCTAACGCGTTARGCACTCCGCCTGEREACTACGETCGCAAGACTAARACTCARAGGRATIGACGEGGACCCGCA
TCEGTGTTIGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGEEEACTACGETCGCAAGACTAAAACTCAAAGGRATIGACGEGGACCCGLA

TCIGTGITGTIAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCECAAGACTARRAACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA

TCIGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAARACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
TCTGTGTTGMAGCTAACGCGTITAAGCACTCCGCCTGEEEACTACGETCGCAAGACTAARACTCAAAGGAATTIGACGGGRACCCGCA
TCTGTGTTGMAGCTAACGCGITAAGCACTCCGLCTIGEEEACTACGETCGCAAGACTAARACTCAAAGGAATIGACGGGGACCLGCA
TCIGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARRACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
TCIGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTARRACTCARAGGAATTGACGGGGACCCGCA
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CAAGCGGTGEAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGARRAACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGIGETITTAATICGATGCAACGCGAARAACCTITACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACHGA

CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARAARACCTTACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CAAGCGGTGEAGCATGTGETTTAATTCCATGCAACGCGARARACCTTACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGIGETIITAATICCATGCAACGCGAARAACCTITACCACTINCTTIGACATGHAGGTTAMATCCTIICTITAACHGE

CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARARACCTTACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CAAGCGGTGEAGCATGTGETTTAATTCCATGCAACGCGARARACCTTACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAARACCTTACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA

CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARAARACCTTACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGIGETTTAATTCGATGCAACGCGRARAACCTTACCACTCCTITGACATGGAGATTAGATCCITCITAACHGA
CARGCGGTGGAGCATGIGETITTAATICGATGCAACGCGAARAACCTITACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACHGA

CARGCGGTGEAGCATGTGETTTAATICCGATGCAACGCGARARACCTTACCACTICCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAARACCTTACCACTCCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA

CAAGCGGTGEAGCATGTGETTTAATICCGATGCAACGCGAARAACCTTACCACTCCTIGACAT
CAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAAARCCTTACCACTCCTTIGACAT
CRAGCGGTGGAGCATGIGETIITAATICGATGCAACGCGAARAACCTITACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTITCTITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAARACCTITACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA

CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAARACCTITACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA

CARGCGGTGGAGCATGIGETTTAATTCGATGCAACGCGRAGAACCTTACCACTINCTITGACATGGAGATTAGATCCITCITAACHGA
CAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARARACCTTACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGIGETIITAATICHATGCAACGCGAARAACCTITACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTITCTITAACGGA
CARGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARAARACCTTACCACTCCTTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
CARGCGGTGEAGCATGTGETTTAATICCGATGCAACGCGARARACCTTACCACTICCTIGACATGGAGATTAGATCCTTCTITAACGGA
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AGGECECAGTICGECTGEATCTCECATAGETECTGCATGECTGICATCAGLTCETGTCRTGAGATGTTCEETTARGTCCLGLARLG
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATRRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGHCGCAGTICGECTGRATCICGCACAGETGCTGCATGGCIGTICGTCAGCICETGTICCGTGAGATGTTIGGEITAAGTCCCGCARLE
AGGGCGCAGTTCEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGGCTGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITCGGTITAAGTCCCGCAACE
GeGGCHCAGTTCCGCTGGANCTIMMCACAGGTGCIGCATGECTGICGTCAGCTICGIGTCGTCAGATGTIGEETTAAGTCCCRLARCE

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGECTGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITCGGTITAAGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGGCTIGTCGTCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITARGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGGCTIGTCGTCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITARGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGGCTIGTCGTCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITARGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITAAGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGECTIGTCGTCAGCTCGIGTCCIGAGATGTTCGGTITAAGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITGGGTITAAGTCCCGCAACE

AGGGCGCAGTTICEGECTIGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGECTIGICGTCAGCTCGIGTCCIGAGATGTTGGGTITAAGTCCCGCAGCE
AGGGCGCAGTTICEGCTGEETCTCECACAGRTGCTGCATGECTIGTCETCAGCTCGIGTCCTIGAGATGTTCGGTITAAGTCCCGCAACE
AGGG

AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGECTIGTCGTCAGCTCGIGTCCIGAGATGTTCGGTITAAGTCCCGCAACE
AGGGCGCAGTTICEGECTGEATCTCGCACAGRTGCTGCATGRCTIGTCETCAGCTCGIGTCCIGAGATGTITGGGTITAAGTCCCGCAACE
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B 1. AB19T20
Be 2 AB9ET2
Be 3 ABJ673%6
e ABEOTRY
e & ABEDTEY
e 6 ABEDTRA
B 7. 00103667
e 8 EFOGR227
e 4 Hil366508
T 10, JFR07904

T 18 KCBIE730
T 20, KCB1E731
T 21 KF03478T
B 20, KF242586
Tk 23 KF45996
B 24 FAR1933
T 25.1083078
e 26,1 95601
B 27 760156
B 28 K21 5220
T 20 K021 5234
Tk 30.KN2B228
T 3 KN2BE230
T 32 KP245006
T 33 KP2AS0T
B 30 KP245908
e 35.KPT45629
B 35.T070825
e 37, KT044028
e 38 KTO4400
B 30 KT051192
e 40 TRAphagHmar
e 41 TRApagRlur

[ K] 060 1 1080 1A 10 [l
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGETAR-GLCGEGECACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACHGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTIAGTIGCCAGCGGGTAR-GCURGGCACTITARGGAAACTGCCGGTGETARACHGEAGCAAGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTIAGTIGCCAGCERGTMAAGCCGEGCACTTTAAGGAAACTGCCMETGETAAACTGGAGGAAGGTGGEGAT

AGCGTAACCCTCATCCTITAGTIGCCAGCGGGTMAAGCCGEGCACTTTAAGGAAACTGCCMETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTIIAGTIGCCAGCGGETAAMECCGEGMACT TTAGGGAAACTGCCHETCMTAAACTGEAGGARGGTGREGAT

AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTMAAGCCGEGCACTTTARGGAAACTGCCHETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTAAMGCCGEGECACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTAAMGCCGEGCACTTTARGGARACTGCCGETGGTAAACTGGAGGARGGTGGEGAT

AGCGMAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTMAAGCCGEGCACTTTARGGAAACTGCCHETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGETAR-GLCGEGECACTTTARGGAAACTGCCGETGETAAACHGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGETAR-GLCGEGCACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACHGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGETARMECCGEGCACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACTGEAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTIIAGTTIGCCAGCERGTAAMGCCGEGCACTITAAGGAAACTGCCGETGETAAACTGGAGGAAGGTGGEGAT

AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTAAMGCCGEGCACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGETAR-GLCGEGCACTTTARGGARACTGCCGETGETAAACHGGAGGARGGTGGEGAT

AGCGTAACCCTCATCCTIAGTIGCCAGCGGGTMARGCCEGGCACTITARGGAAACTGCCHGTGGTARACTGEAGCAAGGTGGEGAT

AGCGTAACCCTCATCCTIIGGTITIGCCAGCERGTMEAGCCGEGCACTTTAAGGAGACTGCCMETCETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTIAGTIGCCAGCGGETAAMECCGEGMACT T TARGGAAACTGCCGETGETAAACHGGAGGARGGTGREGAT

AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTMAAGCCGEGCACTTTAAGGIMAACTGCCHETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT
AGCGTAACCCTCATCCTTAGTIGCCAGCGGGTMAAGCCGEGCACTTTAAGGHMAACTGCCHETGETAAACTGGAGGARGGTGGEGAT

[e 1. ABI96T20
& 2, ABI 9671
B 3 AB2ATI0
e 4. ABG0TEY
e 5 ABG04TE)
e § ABG0ATRA
B 7.DO103667
Be B EFOBR227
e 8, 366588
Be 10 JFR07994
Be {1 JFR079%
B 12, JNGSG375

04 16, 000355
0+ 17, 000360
0 16 KCERS
e A9 KCHETH0
0% 20 KCHHETH
0+ 21 KFOUTET
0+ 20, KF 2568
0o 20 KFUERAES
0+ 20 KFUR9E3
0+ 26 KJ1E0TS
0% 36 110568
0o 27 KI5
0% 20 121522
0+ 20 {15
0o 30 KI2BEDY
0o 3. KIS0
0% 30, KP24ED0G
0+ 30 KP24EDNT
0% 34 KP24EH0D
0o 35 KPTIR
0% 36 KTOT0828
0+ 37470028
0+ 30, KTO029
0o 307351102
0+ 40, TRAghagkimar
0 41 TRAghagRt

HIZD H‘GD H‘MJ M‘5I] M‘ﬂﬂ M‘?D H‘BD H‘QD LZ‘I]D
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA

GATGTCAAGTICAGCACGGCCCTITATGGGETGGGCTACACACGTGCTACAATGE

GATGTCAAGTICAGCACGGCCCTITATGGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGE
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCITATGGGETGGGCTACACACGTGCTACAATGE

GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGIGGEECTACACACGTGCTACAATCGIGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGGCTIGA

GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGTGEECTACACACGTGCIACAATGGIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTTATGGLGTGGEECTACACACGTGCTIACAATCGIGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGGCTCA
GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGTGEECTACACACGTGCIACAATCGIGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGRCTGA
GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGIGGEECTACACACGTGCTACAATCGIGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGGCTIGA

GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA

GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGTGEECTACACACGTGCIACAATGGIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCARGTCAGCACGGCCCTTATGGEGIGGEECTACACACGTGCTACAATCGIGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGGCTIGA

GATGICAAGTCAGCACGGCCCTTATGGGGTGEGCTACACACGTGCTACAATGETGACTACAATAGGTTIGCAATGTICGCAAGGCTGA

GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTTATGGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGACTACAATAGGTTGCAATGTCGMAAGGCTGA
GATGICAARGTCAGCACGGCCCTTATGGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGETGACTACAATAGGTTGCAABGECG CAAGGCTGA

GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTITATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTITGCAATGTICGCAAGGCTGA
GATGTCAAGTCAGCACGGCCCTTATGGGETGGECTACACACGTGCTACAATGGTIGACTACAATAGGTTGCAATGTICGCAAGGCTGA
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B 7.D0105667
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e § Hil366368
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e 11, JFB07995
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B 13.00607877
B 14 E2TIT
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e 16, 0909355
B 171309360
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B 24 HF4R10D
e 25, KJ1307
e 26, k195512
B 27760156
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B 20 K253
e 30.KN25229
B 31, KN25230
B 3. KP245906
e 33 KP2USA0T
B 34 KP245908
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e 35 KPTIEES
B 3. KTOT0825
e 37.KT044028
e 30, KTO44029

B 30 KTOA192

Ce 40, TRAhagHmar
e 1. TRARhaaRlur

[} QWD LZQD I; QJI] 1244] I; 25I] LZBD I; 27I] LZSD I; 2BD

GOTAATCCETARAAGTCATCICAGT I CGGATIGTCETCTGOAACTCEAGEGCATGAAGTCGGAATCEUTAGTAATCGTGEATCAGC
GCTAATCCGTAAARGTCATCTICAGTICGGATIGTCCTICTIGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGRATCAGE

GCTAATCCGTAAAAGTCATCTICAGTTCGGATIGICCTCTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGE
GCTARTCCGTAAARAGTCATCTICAGTTCEGATIGTCCTICTGCAACTCCAGGGCATCAAGTCGCAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE
GCTAATCCGTAAAAGTCATCICAGTICGGATIGICCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGE

GCTAATCCETAARAGTCATCICAGTTCGGATIGTCCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCEGAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE
GCTAATCCGTAAARGTCATCTICAGTTCGGATIGTCCTCTGCAACTCCAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE
GCTARTCCETAARAGTCATCICAGTICGGATIGTCCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCEGAATCGCTAGTAATCGTIGEATCAGE
GCTAATCCGTAAARGTCATCTICAGTICGGATIGTCCTICTIGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGRATCAGE

GCTAATCCGTAAARGTCATCTICAGTICGGATIGTCCTICTIGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGRATCAGE

GCTAATCCGTAARAGTCATCTICAGTTCGGATTIGTICCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTIGEATCAGE
GCTAATCCGTAARAGTCATCTICAGTICEGATIGTCCTICTGCAACTCCAGGGCATCAAGTCGCAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE

GCTARTCCETAARAGTCATCICAGTICGGATIGTCCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCEGAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE

GCTAATCCHTAARAGTCATCICAGTTCGEATIGICCTCTGCARCTCGAGGGCATGAAGTCOGAATCGCTAGTRATCRTRGATCAGE
GCMAATCCHTAAAAGTCATCTICAGTICGGATIGICCTICTGMAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTARTCGTGRATCAGL

GCTAATCCGTAAARGTCATCTICAGTTCGGATIGTCCTCTGCAACTCCAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGEATCAGE
GCTARTCCETAARAGTCATCICAGTICGGATIGTCCTICTGCAACTCGAGGGCATGAAGTCEGAATCGCTAGTAATCGTIGEATCAGE
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e 35 KP745629
e 38 KT070
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LJ‘HI] LJ‘WD W‘S‘ZD LJ‘JI] 1‘3‘41] 1‘3‘5I] LJ‘BI] W‘S‘VD

ATGCCACGGTGAATACGTTCTCEGETCTTGTACACACTGCCCETCACGCCATGEGAATTGGCTTAACTCGAAGCTGGTGCGCTAAC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTARC

ATGCCACGCTGAATACGTTCTICGGETCTIGTACACAC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTGGTGCGCTARC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTTGTACACACTGCCCEICACGCCATGEGAATTGGCTTARCTCCAAGCTIGGTGCGCTAAC

ATGCCACGGTEAATACGTICICEGRTCTIGTACACAL

ATGCCACGGTGAATACGTTCTCEGETCTTGTACACACTGCCCETCACGCCATGEGAATTGGCTTAACTCGAAGCTGGTGCGCTAAC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTARC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTARC

ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTARC

ATGCCACGGTGARTACGTICTCGGETCTIGTACACACTGCCCGTICACGCCATGGEAATTIGGCTTAACTCCAAGCTGETGCRE
ATGCCACGGTGAARTACGTICTCGGETCIIGTACACACTGCCCGTICACGCCATGERAATIGECTITAACTCGAAGCTGETGCRE

ATGCCACGETGARTACGTICTCRGETCTIGTACACACTGECCETCACGLCATRGGARTTGRCTTAACTCRARGCTGETGCECHARC

ATGCCACGGTGAATACGTTCTCEGETCTTGTACACACTGCCCETCACGCCATGEGAATTGGCTTAACTCGAAGCTGGTGCGCTAAC
ATGCCACGETGAATACGTICTCGGETCTIGTACACACTGCCCGTCACGCCATCMGAATTIGECTTARCTCCAAGCTGETGCRCTAAC

ATGCCACGGTGAATACGTTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCEICACGCCATGGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTAAC
ATGCCACGGTGAATACGTICTCEGETCTIGTACACACTGCCCRICACGCCATGEGAATTGGCTIAACTCGAAGCTIGGTGCGCTARC
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Sekil 4.18. Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis 6rneklerinde belirlenen A. phagocytophilum
izolatlar1 ile Diinya’daki ve Tiirkiye’deki diger baz1 A. phagocytophilum izolatlarinin partial 16S rRNA
gen bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlari

Sekil 4.18’de goriildiigli gibi 16S rRNA gen bdlgesine gore sigir, koyun, keci, kopek,
Kirpi ve geyik gibi hayvanlarda ve ixodid kenelerde belirlenen A. phagocytophilum
nesilleri arasinda ¢esitli niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir. A. phagocytophilum
izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesine gore maximum likelihood metodu (Kimura 2
Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.19’da verilmistir. Sekil
4.19’da goriildiigii lizere Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmig Hyalomma
marginatum ve Rhipicephalus turanicus orneklerinde belirlenen A. phagocytophilum
izolatlar1 ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den daha 6nce GenBank’a girilmis izolatlarin 3 ana
dalda (A, B ve C kiimeleri) kiimelendikleri belirlenmistir. A grubunda kiimelenmis
izolatlarin genellikle kenelerden elde edildikleri goriilmiis olup bunun yaninda kirpi,
rodent, kopek, sigir ve geyikten elde edilen izolatlarin da bu kiimede bulunduklari
belirlenmistir. B grubunda kiimelenen iki izolatin birisinin keneden birisinin de
kopekten elde edildigi saptanmistir. Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmig
kenelerden elde edilen TRAphagHmar ve TRAphagRtur izolatlarinin da yer aldigi C
kiimesinde ise genellikle daha once Tirkiye’den girilmis ve kenelerle koyun ve
kegilerden elde edilmis A. phagocytophilum izolatlarinin bulundugu ve ayrica bu
kiimede giivercin, baykus ve sigirlardan elde edilmis izolatlarin da yer aldig

saptanmigtir. A ve B gruplarindaki A. phagocytophilum izolatlarinin homolog olduklari,
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C grubunda yer alan izolatlarin ise kendi aralarinda ortalama %0,2’lik genetik
farkliligin ~ bulundugu belirlenmistir.  Gruplar arasindaki  genetik farkliliklara
bakildiginda ise; A grubundaki izolatlarin B grubundakilerle %10,8+2,0, C
grubundakilerle ise %13,0+£2,7; B grubundaki izolatlarin C grubundaki izolatlarla
arasindaki ortalama genetik farklilik %13,842,8 saptanmistir. TRAphagHmar ve
TRAphagRtur izolatlarinin kendi aralarinda %100 identik olduklari tespit edilmistir.
TRAphagHmar ve TRAphagRtur izolatlarinin, Tiirkiye’den daha once girilmis ve
Ixodes ricinus kenelerinden elde edilmis 9-08 (AB604782), 73-08 (AB604783) ve 208-
08 (AB604784) izolatlartyla (C grubunda) arasindaki genetik farkliligin sirasiyla %0,09,
%0,05 ve %0,58 oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’den daha 6nce girilmis ve koyun ve
kecilerden elde edilmis UK 40 (KJ183079), C139 (KF459965), EKY 144 (JF807995)
ve EKY 155 (JF807994) izolatlariyla (C grubunda) TRAphagHmar ve TRAphagRtur
izolatlar1 arasindaki genetik farklilik ise %0,09 saptanmistir. A grubunda yer alan ve
Tirkiye’den sigir, kopek ve Haemaphysalis sulcata ile tiirii belirtilmemis keneden
girilmis Trbrt45 (KP745629), 10100 (JN656375), H116 (KF034787) ve HS56
(KJ195692) izolatlariyla TRAphagHmar ve TRAphagRtur arasindaki genetik farklilik
da ilk ii¢ izolat i¢in %13,26 ve sonuncu HS56 izolat1 icin ise %13,66 olarak tespit

edilmistir.
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HM366588 A. phagocytophilumKh4ps0 Russia (Tick)
KM215229 A. phagoc ytophilum EU343 Slowenia (Tick)
KP245906 A. phagoc ytophilum IR-370.9 Poland (Tick)
21JX627377 A. phagocytophilum TR83Z3 Germany (Tick)
KP245907 A. phagocytophilum IR402 8 Poland (Tick)
KP245908 A. phagocytophilum IR-472 1 Poland (Tick)
KJ769156 A. phagocytophilum DM14Z1 Germany (Tick)
3l Jx627378 A. phagoc ytophilum TRE8Z3 Gemany (Tick)
" ixo0e360 A phagoc ytophilum 4NA115 Gemany (Tick)
K(C583436 A phagocytophilum Omsk-wle121 Russia (Vole)
54 KF481933 A. phagocytophilum 77HNIRQ Slovakia (Tick)
KM215234 A. phagocytophilum EU108 Slovenia (Tick) A
52 | EF058227 A. phagoc ytophilum E Gemany (Dog)
g JNG56375 A. phagocytophilum 10100 Turkey (Dog)
JX909354 A. phagocytophilum GEGII70 Gemany (Tick)
JX909355 A. phagocytophilum 125NA133 Germany (Tick)
KF242586 A_phagocytophilum IM160 Gemany (Hedgehog)
KP745620 A. phagocytophilum Trbrt45 Turkey (Cattle)
ol KTD70825 A. phagocytophilum N20 Norway (Moose)
KJ195692 A phagocytophilum HS56 Turkey (Tick)
l[KT951 192 A. phagoc ytophilum 1liTX China (Tick)
| KF024787 A. phagocytophilum H116 Turkey (Tick)

-

289

od

[AB196720 A phagocytophilum ES34 USA
AB195721 A. phagoc ytophilum SS33P-L USA

[AB287396 A. phagocytophilum IR12Chi Moldova (Tick)
100 |DQ105667 A. phagoc ytophilum Poland (Dog) | B
ABB04784 Anaplasma sp. 208-08 Turkey (Tick)

AB604782 A phagoc ytophilum 9-08 Turkey (Tick)

ABB04783 A.phagocytophilum 73-08 Turkey (Tick)

5| KU925346 A. phagocytophilum TRAphagHmar Turkey (Tick)
g4 | KU925347 A. phagocytophilum TRAphagRtur Turkey (Tick)
- KT944028 A. phagocytophilum [lICXK China (Cattle)

— KT944029 A phagoc ytophilum IliSXK China (Sheep)

31 KF459965 A phagocytophilum C139 Turkey (Sheep and Goat) C
4] 183079 A phagoc ytophilum UK 40 Turkey (Sheep)
KM285229 A. phagoc ytophilum ApGGo4 Tunisia (Goat)

40 JF807994 Anaplasma sp. EKY155 Turkey (Goat)

JFB807995 Anaplasma sp. EKY144 Turkey (Sheep)
KM285230 A. phagoc ytophilum ApGOv1 Tunisia (Sheep)

12) KCO16730 A phagocytophilum 1-2a China (Dove)

31KC916731 A _phagocytophilum 3-40a China (Owl)

100

©

“©

02
Sekil 4.19. Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanan kene drneklerinde saptanan A. phagocytophilum
izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger A. phagocytophilum izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesine gore
filogenetik akrabaliklar1 (Maximum Likelihood - Kimura 2 Parameter modeli, 1000 boostrap). Olcek
¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gdstermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Rickettsiales dizisi, Anaplasmataceae ailesindeki Anaplasma tiirlerinin meydana
getirdigi anaplasmosis, tropik ve subtropik iklim kusagindaki bolgelerdeki memeli
hayvanlarda goriilen ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olan enfeksiydz bir hastaliktir.
Hastalik sigirlarda eritrositlerin yikimina sebep olmaktadir. Anaplasmosis sigirlara
vektor keneler tarafindan biyolojik olarak nakledilmekte olup bazi kan emici sinekler de
Anaplasma tiirlerini mekanik olarak nakledebilmektedir. Ayrica enjektorler, kulak
kiipeleri, boynuz kesme veya kastrasyon ekipmanlari1 gibi kanla kontamine cisimler de
sigirlar arasinda anaplasmosis’in yayillmasina sebep olabilmektedir. Bazi durumlarda
transplasental bulasma da goriilebilmektedir. Biitlin yas grubundaki sigirlar
anaplasmosis’e karsi duyarhdir. Sigirlarda anaplasmosis’e yol agan tiirler Anaplasma
marginale, A. centrale, A. phagocytophilum ve A. bovis’tir. A. phagocytophilum énceleri
Ehrlichia phagocytophila ve E. equi olarak bilinmekteydi. Anaplasmosis sigirlarda
anemi, ikterus, yliksek ates, 0kstiriik gibi klinik semptomlarla seyretmekte olup yavru
atimina ve verim kayiplarina da yol agarak biiyiik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir
(1-3). Sigir anaplasmosis’i birgok iilkede yiiksek morbidite ve mortaliteye bagl olarak
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu hastaliga bagli ekonomik kayiplar,
yalnizca Oliimlere bagli olmamakla birlikte yavru atimi, et ve siit kaybi gibi verim
kayiplarina ilaveten kontrol giderleri (ilaglama, asilama, tedavi vb.) de ekonomik
kayiplart artirmaktadir. Sigirlarda anaplasmosis’e bagli ekonomik kayiplarin Amerika
Birlesik Devletleri’nde 300 milyon dolarin iizerinde oldugu tahmin edilmektedir. Ayni
sekilde Latin Amerika iilkelerinde ise bu oranin yaklasik 800 milyon dolar oldugu
bildirilmektedir (73). Sigirlarda anaplasmosis’e yol agan A. phagocytophilum insanlarda

da hastaliga yol agabilmektedir. Bu Anaplasma tiirli insanlarda granulositik ehrlichiosis
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etkenidir (1, 2).

Anaplasma phagocytophilum insanlarla evcil ve yabani hayvanlara Ixodidae ailesindeki
kenelerle nakledilmektedir (91, 92). Keneler, insanlarda ve hayvanlarda goriilen ve
zoonotik Oneme sahip bir¢ok paraziter, bakteriyel ve viral patojenlerin en 6nemli
vektorlerindendir. Son yillarda global 6lgekte insan ve hayvan hareketlerinde artis,
sosyoekonomik ve cevresel degisiklikler ile ozellikle kiiresel 1s1 artigi ¢esitli kene
tiirlerinin cografik yayilislarinda artislara neden olmustur. Bu durum, kene kaynakli
patojenlerin risk potansiyelini artirarak emerging/re-emerging karakterli enfeksiyonlarin
da global bir tehdit olusturmalarina yol agmustir (93). Kenelerin dagilimi ve yaygimnligi
direkt olarak halk sagligi problemi olup oOzellikle ciftlik hayvani yetistiriciliginin
yapildig1 bolgelerde keneler, insan enfeksiyonlarinin rezervuar konaklar1 olabilmekte
veya direkt olarak enfeksiyonlar1 nakledebilmektedir. Konaklarindan veya sahadan
toplanan kenelerin ve bu kenelerde kene kaynakli patojenlerin molekiiler olarak
belirlenmesi, cografik bir bolgede yeni ortaya ¢ikan kene kaynakli hastaliklarin risk
faktorlerinin - degerlendirilmesinde  kullanishi  olmaktadir (94, 95). Analapsma
phagocytophilum’un tiim diinyada bilinen vektorleri Ixodes pacificus, I. scapularis ve I.
ricinus’tur (91, 92). Bu tiirlerden 6zellikle 1. ricinus Tiirkiye’de daha yogun olarak
Karadeniz, Ege ve Akdeniz bolgeleri gibi nemli ve iliman iklim 6zelliklerinin hiikiim
stirdiigi  ormanlik alanlarda bulunmaktadir (96-99). Bununla birlikte, A.
phagocytophilum’un diinyanin ve Tirkiye’nin farkli bolgelerinde farkli soylardaki
ixodid kene tiirlerinde tespit edilmis olmasi, Ixodes tiirleri disindaki kene tiirlerinin de
bu patojeni nakledebilecegini gostermektedir (100, 101). Nitekim Tiirkiye’de daha 6nce
yapilmig ¢alismalarda (11, 101, 102) Haemaphysalis sulcata, Hyalomma marginatum ve
H. excavatum tiirlerinde pozitiflik bildirilmistir. Kayseri yoresindeki sigirlardan
toplanan farkli tiirlerdeki keneler {iizerine yapilmis bu calismamizda da A.
phagocytophilum pozitifligi Hyalomma marginatum ve Rhipicephalus turanicus
tirlerinde belirlenmis olup bu sonug, A. phagocytophilum’un Ixodes tiirleri disindaki
kene tiirleri tarafindan da nakledilebilecegi hipotezini dogrular niteliktedir. Ancak
Hyalomma marginatum ve Rhipicephalus turanicus tiirlerinde belirlenen bu pozitifligin
enfekte sigirlardan kan emme esnasinda bu kenelere nakledilmis olma olasilig1 oldukca
yiiksektir. Bu yiizden A. phagocytophilum’un ana vektorleri olan Ixodes tiirleri disinda
diger kene tiirlerinin de yapilacak laboratuvar tabanli c¢alismalarla vektorlik

potansiyelleri hakkinda daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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Tirkiye’de sigirlarda ve kenelerde Anaplasma tiirlerinin arastirilmasi konusundaki
bilgiler oldukca simirlidir. Yapilan az sayidaki calismada mikroskobik, serolojik ve son
yillarda molekiiler olarak sigirlarda Anaplasma tiirlerinin varligi ortaya konulmus olup
bu calismalar genellikle A. marginale ve A. centrale tiirleri tizerine yogunlasmistir (96,
103-105). Cakmak (105), Ankara Beytepe’de 123 sigir serum 6rneginden CF testi ile 4
serum orneginde A. marginale'ye spesifik antikorlarin varligi tespit etmistir. Yine
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi ¢iftliginde yapilan bir arastirmada mikroskobik
olarak 17 sigirda anaplasmosis teshisi konuldugu rapor edilmistir (5). Afyon’da 506
sigir kan serumu 6rnegi CELISA yontemi ile bakilmis ve bunlarin 312’si A. marginale
pozitif belirlenmistir (104). Karageng ve ark. (103) Aydin yoresi sigirlarinda RLB
testiyle 120 kan orneginin 16’sinda A. centrale, 8’inde ise A. marginale 'ye rastlamis
ve tiirlere gore enfeksiyon oranlarin1 A. centrale % 13,3 ve A. marginale icin % 6,6
olarak rapor etmislerdir. Gokce ve ark. (106) 2002 yilinda Karadeniz Bolgesi’nde
toplam 720 sigir kan 6rneginin 73’iinde mikroskobik olarak A. phagocytophilum’a
benzer organizmalar tespit etmisler ve serolojik olarak IFAT ile 720 O6rnegin
110’nunun A. phagocytophilum yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir. Ayni
arastiricilar molekiiler olarak 183 6rnegin PCR ile incelemisve 27°sinde (%3,75) A.
phagocytophilum pozitifligi saptamislardir. Birdane ve ark. (6)’nin 645 sigir iizerinde
yaptig1 bir arastirmada sigirlarin mikroskobik olarak %34,11 nin, serolojik olarak ise
%>55,35’nin A. marginale yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir. Yapilan bir diger
caligmada sigirlarda anaplasmosis yoniinden serolojik olarak cELISA ve IFA testlerinin
kiyaslamas1 yapilmistir (7). Bu calismada 484 sigirin 69’nun mikroskobik olarak,
287’sinin de serolojik olarak A. marginale yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir. Bir
basgka ¢alismada dogal olarak A. marginale ile enfekte ineklerde akut faz proteinleri,
klinik, hematolojik ve biyokimyasal parametrelere bakilmistir (8). Son yillarda yapilan
molekiiler caligmalarda hem sigirlarda hem de vektor kenelerde anaplasmosis
yoniinden arastirmalar yapilmistir. Aktas ve ark. (9), 389 sigir lizerinde yaptiklari
molekiiler ¢aligmada Anaplasma enfeksiyonlarini %9 olarak rapor etmislerdir. Bu
calismada sigirlarda anaplasmosis’e yol agan tiirlerin molekiiler prevalansinin ise %2,8
A. marginale, %1 A. centrale ve %1 A. phagocytophilum oldugu belirtilmistir.
Molekiiler olarak vektor keneler iizerinde yapilan calismalarda; Karadeniz
Bolgesi’nden toplanan kenelerde A. phagocytophilum prevalansi %11,6 olarak

bildirilmistir (10). Ayn1 bolgede keneler {lizerine yapilan bir bagka molekiiler ¢aligmada
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ise kenelerin %6,78 nin A. phagocytophilum, %6,56’sinin ise A. centrale ile enfekte
oldugu saptanmistir (11). Trakya bolgesinde keneler iizerine yapilan bir diger
molekiiler calismada A. phagocytophilum’un Istanbul’da %2,7, Kirklareli’'nde ise
%17,5 oldugu tespit edilmistir (12). Aydin ydresinde yapilan bir bagka c¢alismada
olusturulan 20 kene DNA havzunda; H. excavatum ve H. marginatum’un bulundugu 4
havuzda sadece A. phagocytophilum, H. marginatum’un bulundugu iki havuzda sadece
A. marginale, H. excavatum ve H. marginatum’un bulundugu iki havuzda ise es
zamanli olarak A. marginale ve A. phagocytophilum pozitifligi rapor edilmistir (102).
Kayseri yoresinde sigirlardan toplanan keneler iizerinde yapilan c¢alismamizda,
Tirkiye’de ilk kez TagMan prob tabanli real time PCR teknigi kullanilmis ve
incelemesi yapilan 265 ergin ixodid kene orneginden bir Rh. turanicus ve bir H.
marginatum DNA’sinda %0,75 A. phagocytophilum pozitifligi belirlenmistir. Elde
edilen sonucun, Tiirkiye’de daha Once yapilmis bazi molekiiler ¢alisma (8, 9)
sonuclariyla ¢ok benzer oldugu, bazi ¢alisma (11, 12, 102) sonuglarina gore ise biraz
daha diisikk bir oran oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu sonuglarin, yapilan g¢alisma
bolgelerindeki hayvan hareketleri ve vektdr kene populasyonu gibi faktorlere gore
degiskenlik gdsterebildigi kanaatine varilmigtir.

Anaplasmosis’in Diinya’daki prevalansina bakildiginda bu hastaligin 6zellikle Amerika
kitasinda ¢ok oOnemli ve yaygin oldugu goriilmektedir. Tiim Diinya’da yapilan
calismalarin ¢ogu seroprevalans c¢alismalart olup molekiiler ¢aligmalarin genellikle
prevalans c¢alismasi yerine genetik karakterizasyon c¢aligmalar1 seklinde oldugu
gozlenmektedir. Az sayida yapilan mikroskobik caligmada sigirlarda anaplasmosis’in
mikroskobik prevalansi; Amerika Birlesik Devletleri’nde (A.B.D) %4,8-29 (13), Iran’da
%80,3 (14), Cezayir’de %7,4 (15) ve Suudi Arabistan’da %0,98 (16) olarak rapor
edilmektedir. Serolojik prevalans ¢aligmalarinda sigirlarda anaplasmosis’in prevalansi;
Macaristan’da %80,8 (17), Isvigre’de %95 (18), Italya’da %11,5 (19), Avusturya’da
%2,1 (20), Malezya’da %77,6 (21), Mozambik’te %63-76,5 (22, 23), Kosta Rika’da
%37,2 (24), A.B.D’de %7,1-15,17 (25-28), Porto Riko’da %?22-27,4 (29, 30),
Brezilya’da %58,74-97 (31, 32), Guetamala’da %87,5 (33), Meksika’da %54,6-69,75
(34, 35), Bolivya’da %6-32 (36), Venezuella’da %47 (37), Kiiba’da %43 (38),
Paraguay’da %92 (39), Kenya’da %58 (40), Giiney Afrika’da %26-98,6 (41-44),
Sudan’da %6,1-38,9 (45, 46), Tanzanya’da %20-37 (47) ve Zambiya’da %14,7-38,6

(48) olarak bildirilmektedir. Molekiiler ¢aligmalar genellikle karakterizasyon g¢alismasi
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seklinde olup az sayidaki molekiiler prevalans ¢alismasina gore sigirlarda anaplasmosis
yaygiligi; Hindistan’da %45,2 (49), Macaristan’da %92 (50), A.B.D’de %57,1-92,8
(13) ve Meksika’da %69,2 (34) olarak belirtilmektedir. Diinyada A.
phagocytophilum’un kenelerdeki prevalansi iizerine yapilmis ¢alismalarda prevalans
oranlarinin; Almanya’da %1,0-4,5 (107-109), Fransa’da %0,4-15,0 (110, 111), italya’da
%2,99-57,14 (112-114), Iskogya’da %0,25-2,0 (115), Estonya’da %3 (116),
Avusturya’da %5,1-8.7 (117, 118), Isvigre’de %0,5-2.2 (119-121), Danimarka’da
%40,5 (122) ve Dogu Avrupa diilkelerinde %14’lerde (70, 123-126) oldugu rapor
edilmistir. Gerek sigirlarda gerekse keneler iizerinde diinyada yapilan ¢alismalarda
anaplasmosis’in prevalans oranlariin degiskenlik gosterdigi ve bu sonuglarin bu denli
farklilik gostermesinin de vektdr kene popiilasyonu, hayvan hareketleri ve iklim

kosullar1 gibi birgok faktdre bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sigirlarda Anaplasma tiirlerinin tespit edilmesinde mikroskobik muayene ozellikle de
paraziteminin disiik oldugu durumlarda yetersiz kalabilmektedir. Hastaligi atlatmis
hayvanlar viicutlarinda ¢ok az da olsa etkeni tasiyabilmektedir. Dolayisiyla bu
durumdaki hayvanlarin kanlarindan yapilan frotilerde etkenin saptanmasi ¢ok zor
olabilmektedir. Kanda etken goriilse dahi, bunun hangi tiir oldugunun tespiti de yaniltici
durumlar dogurabilir. Ayrica mikroskobik muayene i¢in deneyimli personele ihtiyag
bulunmaktadir. Sigirlarda Anaplasma tiirlerinin teshisinde siklikla tercih edilen ve
parazite karsi olusan antikorlarin tespiti amaciyla kullanilan serolojik yontemlerin de
baz1 dezavantajlart bulunmaktadir. Sigir kaninda etken bulunmasa dahi parazite ait
antikorlar varligmmi siirdiirebilmekte, dolayisiyla teshiste yanlis veya c¢apraz
pozitifliklere sebep olmaktadir. Buna karsin son yillarda PCR tabanli molekiiler
yontemler ¢ok sik kullanilmaya baslanmig ve bu yontemler yiiksek sensivite ve
spesifitelerinden dolayr Anaplasma tiirlerinin gerek sigirlarda gerekse vektor kenelerde
tespitinde kullanilan en duyarl tan1 yontemleri olmuslardir (127, 128). Kayseri yoresinde
keneler tiizerinde yapilmis c¢alismamizda da A. phagocytophilum’un molekiiler
prevalansin berlirlemek amaciyla PCR tabanli diger molekiiler yontemlere gore spesifite
ve sensitivitesi olduk¢a yliksek olan TagMan prob tabanli real time PCR teknigi
kullanilmigtir.  Real Time PCR analizleriyle pozitif belirlenen TRAphagHmar ve
TRAphagRtur izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesi, duyarliligi daha onceki ¢alismalarda
belirlenmis (88) tiire 6zgii spesifik primerler ile nested PCR analizleriyle ¢ogaltilarak

elde edilen iiriinlerin sekans analizleri gergeklestirilmis ve molekiiler karakterleri ortaya
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konulmustur. Ribosomal RNA genleri, biitiin bakteri tiirleri arasinda oldukc¢a yliksek
korunmusgluga sahip genler olup molekiiler c¢alismalarda patojen tiirlerin
identifikasyonlarinin tespiti ve filogenetik karakterlerinin ortaya konmasi agisindan en
sik tercih edilen gen bdlgeleridir (61). 16S rRNA gen fragmentleri vektorlerdeki ve
rezervuarlardaki bakteri DNA’larimin tespitinde kullanilmaktadir. 16S rRNA
markerlarinin etkinliginin amplifiye edilen gen bolgesine gore farklilik gosterdigi birgok
calismada rapor edilmistir. Insan kanindaki kene kaynakli patojenlerin tanimlandig ilk
caligmalardan biri Chen ve ark. (63) tarafindan rapor edilmistir. Arastiricilar 16S rRNA
gen bolgesini amplifiye eden modifiye universal eubacterial primerleri (POmod ve PC5)
ve internal GE9f/GE10r primerlerini kullanarak iki basamakli PCR ile yaklagik 919
bp’lik bir DNA bant profili elde etmislerdir. Bu metodun etkinligi diisiik bulunmus olup
HGA’l1 (human granulocytic ehrlichiosis) hastalarin yalnizca %50’sinde bu yontemle A.
phagocytophilum tespit edilebilmistir. Benzer sonuglar Bakken ve ark. (64) ve Comer ve
ark. (65) tarafindan da rapor edilmistir. Arastiricilar 16S rRNA gen fragmentlerinin
insan anaplasmosis’inin erken teshisinde yiiksek sensitiviteye sahip olmadig1 goriisiine
varmiglardir. Gergek sonuclar1 yansitmayan GE9f/GE10r primer ¢ifti anaplasmosis’in
molekiiler teshisinde kullanilmis olup Slovenya’da ilk kez Avrupali bir hastada A.
phagocytophilum DNA’sinin teshisinde kullanilmistir (66). Ilerleyen yillarda vektdr ve
rezervuarlarda A. phagocytophilum’un arastirilmasi amaciyla 16S rRNA gen bolgesini
amplifiye eden ve yiiksek sensitiviteye sahip yeni primerler gelistirilmistir. Farkli
primer ciftlerinin gelistirilmesi sonucu A. phagocytophilum’un farkli varyantlari oldugu
belirlenmistir (61). A. phagocytophilum DNA’sinin tespitinde PER1/PER2 (67, 68) ya
da EHR747/EHR790 (69-72) gibi tek basamakli PCR primerleri de bazen
kullanilmaktadir. Birgok arastirmaciya gore ise 16S rRNA gen bdlgesinin
A. phagocytophilum DNA’sinin saptanmasinda diger gen bolgelerine oranla daha etkili
oldugu rapor edilmistir (9, 81-83).

Calismamizda elde edilen izolatlarla diinyadan ve Tiirkiye’den daha once girilmis
A. phagocytophilum izolatlar1 arasindaki parwise kiyaslamalarinda 16S rRNA gen
bolgesine gore sigir, koyun, keci, kopek, kirpi ve geyik gibi hayvanlarda ve ixodid
kenelerde belirlenen A. phagocytophilum nesilleri arasinda ¢esitli niikleotid
varyasyonlari bulundugu tespit edilmistir. Maximum likelihood metodu (Kimura 2
Parameter modeli) ile olusturulan filogenetik agacta, Kayseri yoresindeki sigirlardan

toplanmis H. marginatum ve Rh. turanicus 6rneklerinde belirlenen A. phagocytophilum
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izolatlar1 ile Diinya’dan ve Tiirkiye’den daha 6nce GenBank’a girilmis izolatlarin 3 ana
dalda (A, B ve C kiimeleri) kiimelendikleri belirlenmistir. A grubunda kiimelenmis
izolatlarin genellikle kenelerden elde edildikleri goriilmiis olup bunun yaninda kirpi,
rodent, kopek, sigir ve geyikten elde edilen izolatlarin da bu kiimede bulunduklari
belirlenmistir. B grubunda kiimelenen iki izolatin birisinin keneden birisinin de
kopekten elde edildigi saptanmistir. Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis
kenelerden elde edilen TRAphagHmar ve TRAphagRtur izolatlarinin da yer aldig C
kiimesinde ise genellikle daha oOnce Tiirkiye’den girilmis ve kenelerle koyun ve
kegilerden elde edilmis A. phagocytophilum izolatlarinin bulundugu ve ayrica bu
kiimede gilivercin, baykus ve sigirlardan elde edilmis izolatlarin da yer aldig
saptanmugtir. A ve B gruplarindaki A. phagocytophilum izolatlarinin homolog olduklari,
C grubunda yer alan izolatlarin ise kendi aralarinda ortalama %0,2’lik genetik
farkliligin ~ bulundugu belirlenmigtir.  Gruplar arasindaki genetik  farkliliklara
bakildiginda ise; A grubundaki izolatlarin B grubundakilerle %10,8+2,0, C
grubundakilerle ise %13,0+2,7; B grubundaki izolatlarin C grubundaki izolatlarla
arasindaki ortalama genetik farklililk %13,842,8 saptanmisti. TRAphagHmar ve
TRAphagRtur izolatlarinin kendi aralarinda %100 identik olduklari tespit edilmistir.
TRAphagHmar ve TRAphagRtur izolatlarinin, Tirkiye’den daha oOnce girilmis ve
Ixodes ricinus kenelerinden elde edilmis 9-08 (AB604782), 73-08 (AB604783) ve 208-
08 (AB604784) izolatlartyla (C grubunda) arasindaki genetik farkliligin sirasiyla %0,09,
%0,05 ve %0,58 oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’den daha 6nce girilmis ve koyun ve
kegilerden elde edilmis UK 40 (KJ183079), C139 (KF459965), EKY 144 (JF807995)
ve EKY 155 (JF807994) izolatlariyla (C grubunda) TRAphagHmar ve TRAphagRtur
izolatlar1 arasindaki genetik farklilik ise %0,09 saptanmistir. A grubunda yer alan ve
Tiirkiye’den sigir, kopek ve Haemaphysalis sulcata ile tiirii belirtilmemis keneden
girilmis Trbrt45 (KP745629), 10100 (JN656375), H116 (KF034787) ve HS56
(KJ195692) izolatlariyla TRAphagHmar ve TRAphagRtur arasindaki genetik farklilik
da ilk ii¢ izolat i¢in %13,26 ve sonuncu HS56 izolat1 icin ise %13,66 olarak tespit
edilmistir. A grubunda yer alan izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun diinyanin farkli
cografyalarindaki kenelerden elde edilmis izolatlar olmasi ve ¢alismamizda elde
ettigimiz izolatlarin ise A grubunda degil de Tiirkiye’den daha 6nce bildirilmis ve
genellikle koyun, keci ve sigir gibi hayvanlardan elde edilmis izolatlarin bulundugu C

grubunda yer almasi, H. marginatum ve Rh. turanicus tiirlerinde belirlenen bu
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pozitifligin enfekte sigirlardan kan emme esnasinda bu kenelere nakledilmis olma
olasiligini destekler nitelikte bulunmustur.

Sonu¢ olarak bu c¢alismayla, Kayseri yoresindeki sigirlardan toplanmis kene
orneklerinde 16S rRNA gen bolgesi yoniinden A. phagocytophilum’un varligi molekiiler
olarak arastirllmis ve genetik karakterleri ortaya konmustur. Arastirma sonucunda,
Tiirkiye’den ve diinyadan daha once rapor edilmis bulgular da degerlendirilerek
A. phagocytophilum tiirlerinin sadece vektorliigi kanmitlanmis Ixodes tiirlerinde degil,
bunun yaninda farkli soydaki diger ixodid keneler tarafindan da tasinabilecegi hipotezi
desteklenmistir. Ancak bu hipotezin dogrulugunun ve farkli soylardaki diger ixodid
kene tiirlerinin de vektorlik potansiyellerinin kanitlanabilmesi i¢in bu konuda daha

fazla arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.



6. KAYNAKLAR

. Woldeiwet, Z., Scott, G.R. 1993. Tick-borne (pasture) fever. Woldehiwet Z,
Ristic M. Eds. In: Rickettsial and Chlamydial Diseases of Domestic Animals.
Pergamon Press, Oxford, pp. 233-254.

. Bakken, J.S., Dumler, J.S., Chen, S.M., Eckman, M.R., Van Etta, L.L., Walker,
D.H. 1994. Human granulocytic ehrlichiosis in the upper Midwest United
States: a new species emerging? J Am Med Assoc, 272: 212-218.

Inokuma, H. 2007. Vectors and reservoir hosts of Anaplasmataceae. Raoult D,
Parola P. Eds. In: Rickettsial Diseases. Taylor & Francis Group LLC, New
York, pp. 199-212.

. http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?id=247255&src=0

. Ozlem, M.B., Karaer, Z., Turgut, K., Eren, H,. Irmak, K., Inci, A. 1988. Efficacy
of long-acting oxytetracycline on bovine anaplasmosis. Ankara Univ Vet Fak
Derg, 35 (1): 1-5

. Birdane, F.M., Sevinc, F., Derinbay, O. 2006. Anaplasma marginale infections
in dairy cattle: clinical disease with high seroprevalence. Bull Vet Inst Pulawy,
50: 467-470.

. Ekici, 0.D, Sevinc, F. 2011. Comparison of cELISA and IFA tests in the
serodiagnosis of anaplasmosis in cattle. African Journal of Microbiology
Research, 5(10): 1188-1191.

. Coskun, A., Ekici, O.D., Guzelbektes, H., Aydogdu, U., Sen, I. 2012. Acute
Phase Proteins, Clinical, Hematological and Biochemical Parameters in Dairy
Cows Naturally Infected with Anaplasma marginale. Kafkas Univ Vet Fak Derg,
18 (3): 497-502.

61



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Aktas, M., Altay, K., Dumanli, N. 2011. Molecular detection and identification
of Anaplasma and Ehrlichia species in cattle from Turkey. Ticks Tick Borne
Dis, 2(1): 62-65.

Aktas, M., Vatansever, Z., Altay, K., Aydin, M.F., Dumanli, N. 2010. Molecular
evidence for Anaplasma phagocytophilum in Ixodes ricinus from Turkey. Trans
R Soc Trop Med Hyg, 104(1):10-15.

Aktas, M., Altay, K., Ozubek, S., Dumanli, N. 2012. A survey of ixodid ticks
feeding on cattle and prevalence of tick-borne pathogens in the Black Sea
region of Turkey. Vet Parasitol, 187(3-4): 567-571.

Sen, E., Uchishima, Y., Okamoto, Y., Fukui, T., Kadosaka, T., Ohashi, N.,
Masuzawa, T. 2011. Molecular detection of Anaplasma phagocytophilum and
Borrelia burgdorferi in Ixodes ricinus ticks from Istanbul metropolitan area and
rural Trakya (Thrace) region of north-western Turkey. Ticks Tick Borne Dis,
2(2):94-98.

Ge, NL., Kocan, KM., Ewing, SA., Blouin, EF., Edwards, WL., Murphy, GL.,
Dawson, LJ. 1997. Use of a nonradioactive DNA probe for detection of
Anaplasma marginale infection in field cattle: comparison with complement
fixation serology and microscopic examination. J Vet Diagn Invest, 9(1):39-43.
Razmi, GR., Dastjerdi, K., Hossieni, H., Naghibi, A., Barati, F., Aslani, MR.
2006. An epidemiological study on Anaplasma infection in cattle, sheep, and
goats in Mashhad Suburb, Khorasan Province, Iran. Ann N Y Acad Sci, 1078:
479-481.

Ziam, H., Benaouf, H. 2004. Prevalence of blood parasites in cattle from
wilayates of Annaba and EI Tarf east Algeria. Arch Inst Pasteur Tunis, 81(1-
4):27-30.

El-Metenawy, TM. 2000. Prevalence of blood parasites among cattle at the
central area of Saudi Arabia. Vet Parasitol, 87(2-3): 231-236.

Hornok, S., Elek, V., de la Fuente, J., Naranjo, V., Farkas, R., Majoros, G,
Foldvari, G. 2007. First serological and molecular evidence on the endemicity
of Anaplasma ovis and A. marginale in Hungary. Vet Microbiol, 122(3-4): 316-
322.

Dreher, UM., Hofmann-Lehmann, R., Meli, ML., Regula, G., Cagienard, AY.,
Stark, KD., Doherr, MG, Filli, F., Hissig, M., Braun, U., Kocan,KM., Lutz, H.

62



19.

2005. Seroprevalence of anaplasmosis among cattle in Switzerland in 1998 and
2003: no evidence of an emerging disease. Vet Microbiol, 107(1-2): 71-79.
Cringoli, G, Otranto, D., Testini, G, Buono, V., Di Giulio, G, Traversa, D., Lia,
R., Rinaldi, L., Veneziano, V., Puccini, V. 2002. Epidemiology of bovine tick-
borne diseases in southern Italy. Vet Res, 33(4):421-428.

20. Baumgartner, W., Schlerka, G., Fumicz, M., Stoger, J., Awad-Masalmeh, M.,

21.

Schuller, W., Weber, P. 1992. Seroprevalence survey for Anaplasma marginale-
infection of Austrian cattle. Zentralbl Veterinarmed B, 39(2): 97-104.

Rahman, WA., Fong, S., Chandrawathani, P., Nurulaini, R., Zaini, CM,,
Premalaatha, B. 2012. Comparative seroprevalences of bovine trypanosomiasis

and anaplasmosis in five states of Malaysia. Trop Biomed, 29(1): 65-70.

22. Alfredo, AA., Jonsson, NN., Finch, TM., Neves, L., Molloy, JB., Jorgensen,

WK. 2005. Serological survey of Babesia bovis and Anaplasma marginale in
cattle in Tete Province, Mozambique. Trop Anim Health Prod, 37(2):121-131.

23. Tembue, AA., da Silva, JB., da Silva, FJ., Pires, MS., Baldani, CD., Soares,

24,

25.

CO., Massard, CL., da Fonseca, AH. 2011. Seroprevalence of IgG antibodies
against Anaplasma marginale in cattle from south Mozambique. Rev Bras
Parasitol Vet, 20(4):318-324.

Oliveira, JB., Montoya, J., Romero, JJ., Urbina, A., Soto-Barrientos, N., Melo,
ES., Ramos, CA., Araujo, FR. 2011. Epidemiology of bovine anaplasmosis in
dairy herds from Costa Rica. Vet Parasitol, 177(3-4): 359-365.

Rodgers, SJ., Welsh, RD., Stebbins, ME. 1994. Seroprevalence of bovine
anaplasmosis in Oklahoma from 1977 to 1991. J Vet Diagn Invest, 6(2):200-
206.

26. Taylor, SK., Lane, VM., Hunter, DL., Eyre, KG., Kaufman, S., Frye, S.,

27.

28.

29.

Johnson, MR. 1997. Serologic survey for infectious pathogens in free-ranging
American bison. J Wildl Dis, 33(2): 308-311.

Hungerford, LL., Smith, RD. 1997. Variations in seroprevalence and host
factors for bovine anaplasmosis in Illinois. Vet Res Commun, 21(1): 9-18.
Coetzee, JF., Schmidt, PL., O'Connor, AM., Apley, MD. 2010. Seroprevalence
of Anaplasma marginale in 2 lowa feedlots and its association with morbidity,
mortality, production parameters, and carcass traits. Can Vet J, 51(8): 862-868.
Urdaz-Rodriguez, JH., Fosgate, GT., Alleman, AR., Rae, DO., Donovan, GA.,

63



30.

31.

32.

Melendez, P. 2009. Seroprevalence estimation and management factors
associated with high herd seropositivity for Anaplasma marginale in
commercial dairy farms of Puerto Rico. Trop Anim Health Prod, 41(7):1439-
1448.

Fosgate, GT., Urdaz-Rodriguez, JH., Dunbar, MD., Rae, DO., Donovan, GA.,
Melendez, P., Dobek, GL., Alleman, AR. 2010. Diagnostic accuracy of methods
for detecting Anaplasma marginale infection in lactating dairy cattle of Puerto
Rico. J Vet Diagn Invest, 22(2):192-199.

Barros, SL., Madruga, CR., Aragjo, FR., Menk, CF., de Almeida, MA., Melo,
EP., Kessler, RH. 2005. Serological survey of Babesia bovis, Babesia bigemina,
and Anaplasma marginale antibodies in cattle from the semi-arid region of the
state of Bahia, Brazil, by enzyme-linked immunosorbent assays. Mem Inst
Oswaldo Cruz, 100(6): 513-517.

Guedes, DS Jr., Araujo, FR., Silva, FJ., Rangel, CP., Barbosa Neto, JD.,
Fonseca, AH. 2008. Frequency of antibodies to Babesia bigemina, B. bovis,
Anaplasma marginale, Trypanosoma vivax and Borrelia burgdorferi in cattle
from the Northeastern region of the State of Pard, Brazil. Rev Bras Parasitol

\et, 17(2):105-109.

33. Teglas, M., Matern, E., Lein, S., Foley, P., Mahan, SM., Foley, J. 2005. Ticks

34.

35.

36.

37.

and tick-borne disease in Guatemalan cattle and horses. Vet Parasitol, 131(1-2):
119-127.

Cossio-Bayugar, R., Rodriguez, SD., Garcia-Ortiz, MA., Garcia-Tapia, D.,
Aboytes-Torres, R. 1997. Bovine anaplasmosis prevalence in northern Veracruz
state, Mexico. Prev Vet Med, 32(3-4): 165-170.

Rodriguez, M., Penichet, ML., Mouris, AE., Labarta, V., Luaces, LL., Rubiera,
R., Cordovés, C., Sanchez, PA., Ramos, E., Soto, A., Canales, M., Palenzuela,
D., Triguero, A., Lleonart, R., Herrera, L., De la Fuenta, J. 1995. Control of
Boophilus microplus populations in grazing cattle vaccinated with recombinant
Bm86 antigen preparation. Vet Parasitol, 57: 339-349.

Carrique Mas, JJ., Widdowson, MA., Cuéllar, AM., Ribera, H., Walker, AR.
2000. Risk of babesiosis and anaplasmosis in different ecological zones of
Santa Cruz Department, Bolivia. Vet Parasitol, 93(1): 29-38.

Reyna-Bello, A., Cloeckaert, A., Vizcaino, N., Gonzatti, MI., Aso, PM., Dubray,

64



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

G., Zygmunt, MS. 1998. Evaluation of an enzyme-linked immunosorbent assay
using recombinant major surface protein 5 for serological diagnosis of bovine
anaplasmosis in Venezuela. Clin Diagn Lab Immunol, 5(2):259-262.

Alonso, M., Camus, E., Rodriguez Diego, J., Bertaudié¢re, L., Tatareau, JC.,
Liabeuf, JM. 1992. Current status of bovine haemoparasitic diseases in
Martinique (French West Indies). Rev Elev Med Vet Pays Trop, 45(1): 9-14.
Payne, RC., Osorio, O. 1990. Tick-borne diseases of cattle in Paraguay. I.
Seroepidemiological studies on anaplasmosis and babesiosis. Trop Anim Health
Prod, 22(1): 53-60.

Maichomo, MW., Kosura, WO., Gathuma, JM., Gitau, GK., Ndung'u, JM.,
Nyamwaro, SO. 2009. Economic assessment of the performance of
trypanotolerant cattle breeds in a pastoral production system in Kenya. J S Afr
Vet Assoc, 80(3):157-162.

Dreyer, K., Fourie, LJ., Kok, DJ. 1998. Epidemiology of tick-borne diseases of
cattle in Botshabelo and Thaba Nchu in the Free State Province. Onderstepoort
J Vet Res, 65(4):285-289.

Mtshali, MS., De Waal, DT., Mbati, PA. 2004. A sero-epidemiological survey of
blood parasites in cattle in the north-eastern Free State, South Africa.
Onderstepoort J Vet Res, 71(1): 67-75.

Marufu, MC., Chimonyo, M., Dzama, K., Mapiye, C. 2010. Seroprevalence of
tick-borne diseases in communal cattle reared on sweet and sour rangelands in a
semi-arid area of South Africa. Vet J, 184(1): 71-76.

Moyo, B., Masika, PJ. 2009. Tick control methods used by resource-limited
farmers and the effect of ticks on cattle in rural areas of the Eastern Cape
Province, South Africa. Trop Anim Health Prod, 41(4): 517-523.

Salih, DA., Abdel Rahman, MB., Mohammed, AS., Ahmed, R., Kamal, S., El
Hussein, AM. 2009. Seroprevalence of tick-borne diseases among cattle in the
Sudan. Parasitol Res, 104(4): 845-850.

46. Awad, H., Antunes, S., Galindo, RC., do Rosario, VE., de la Fuente, J.,

47.

Domingos, A., ElI Hussein, AM. 2011. Prevalence and genetic diversity of
Babesia and Anaplasma species in cattle in Sudan. Vet Parasitol, 181(2-4): 146-
152.

Swai, ES., Karimuribo, ED., Ogden, NH., French, NP., Fitzpatrick, JL., Bryant,

65



MJ., Kambarage, DM. 2005. Seroprevalence estimation and risk factors for A.
marginale on smallholder dairy farms in Tanzania. Trop Anim Health Prod,
37(8): 599-610.

48. Jongejan, F., Perry, BD., Moorhouse, PD., Musisi, FL., Pegram, RG., Snacken,

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

M. 1988. Epidemiology of bovine babesiosis and anaplasmosis in Zambia. Trop
Anim Health Prod, 20(4): 234-242.

Singh, H., Jyoti Haque, M., Singh, NK., Rath, SS. 2012. Molecular detection of
Anaplasma marginale infection in carrier cattle. Ticks Tick Borne Dis, 3(1):55-
58.

Hornok, S., Micsutka, A., Fernandez de Mera, IG., Meli, ML., Génczi, E.,
Tanczos, B., Mangold, AJ., Farkas, R., Lutz, H., Hofmann-Lehmann, R., de la
Fuente, J. 2012. Fatal bovine anaplasmosis in a herd with new genotypes of
Anaplasma marginale, Anaplasma ovis and concurrent haemoplasmosis. Res
Vet Sci, 92(1): 30-35.

Dumler, J.S., Barbet, A.F., Bekker, C.P.J., Dasch, G.A., Palmer, GH., Ray, S.C.,
Rikihisa, Y., Rurangirwa, F.R. 2001. Reorganization of genera in the families
Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales: unification of
some species of Ehrlichia with Anaplasma, Cowdria with Ehrlichia and
Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six new species combinations and
designation of Ehrlichia equi and ‘HGE agent’ as subjective synonyms of
Ehrlichia phagocytophila. Int J Syst Evol Microbiol, 51: 2145-2165.

Aubry, P., Geale, DW. 2011. A review of bovine anaplasmosis. Transbound
Emerg Dis, 58(1): 1-30.
http://ahdc.vet.cornell.edu/clinpath/modules/rbcmorph/ANAPLAS.HTM,
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Anaplasma-centrale.jpg

Kocan, KM., De la Fuente, J., Blouin, EF. 2008. Characterization of the tick—
pathogen—host interface of the tick-borne rickettsia Anaplasma marginale.
Bowman AS, Nuttall PA. Eds. In: Ticks Biology, Disease and Control.
Cambrgide University Press, pp. 325-343.

Marcelino, 1., de Almeida, AM., Ventosa, M., Pruneau, L., Meyer, DF,
Martinez, D., Lefrangois, T., Vachiéry, N., Coelho, AV. 2012. Tick-borne
diseases in cattle: Applications of proteomics to develop new generation
vaccines. J Proteomics, 75(14): 4232-4250.

66



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Richey, EJ. 1999. Bovine anaplasmosis. College of Veterinary Medicine,
University of Florida:
(http://www.vetmed.ufl.edu/lacs/Richey/Anaplasmosis_99).

Richey, EJ., Palme,r G. 1986. Anaplasmosis in beef cattle. Florida Cooperative
Extension Service: (http://hammock.ifas.ufl.edu).

Seving, F. 2004. Sigirlarda Anaplasmosis. Erciyes Univ Vet Fak Derg, 1(2) 113-
118.

Whittier, D., Currin, N., Currin, JF. 2009. Anaplasmosis in Beef Cattle. Virginia
Cooperative Extension, pp. 1-5.

Howden, KJ., Geale, DW., Par¢, J., Golsteyn-Thomas, EJ., Gajadhar, AA. 2010.
An update on bovine anaplasmosis (Anaplasma marginale) in Canada. CVJ, 51.:
837-840.

Massung RF, Lee K, Mauel MJ, Gusa A (2002): Characterization of the rRNA
genes of Ehrlichia chaffeensis and Anaplasma phagocytophila. DNA and Cell
Biology, 21, 587-596.

Dunning Hotopp JC, Lin M, Madupu R, Crabtree J, Angiuoli SV, Eisen J,
Seshadri R, Ren Q, Wu M, Utterback TR, Smith S, Lewis M, Khouri H, Zhang
C, Niu H, Lin Q, Ohashi N, Zhi N, Nelson W, Brinkac LM, Dodson RI,
Rosovitz MJ, Sundaram J, Daugherty SC, Davidsen T, Durkin AS, Gwinn M,
Haft DH, Selengut JD, Sullivan SA, Zafar N, Zhou L, Benahmed F, Forberger
H, Halpin R, Mulligan S, Robinson J, White O, Rikihisa Y, Tettelin H (2006):
Comparative genomics of emerging human ehrlichiosis agents. PloS Genetics 2,
208-223.

Chen SM, Dumler JS, Bakken JS, Walker DH (1994) Identification of a
granulocytoyropic Ehrlichia species as the etiologic agent of human disease.
Journal of Clinical Microbiology 32, 589-595

Bakken JS, Haller I, Riddell D, Walls JJ, Dumler JS (2002): The serological
response of patients with the agent of human granulocytic ehrlichiosis. Clinical
Infectious Diseases 34, 22-27.

Comer JS, Nicholson WL, Sumner JW, Olson JG, Childs JE (1999): Diagnosis
of human ehrlichiosis by PCR assay of acute-phase serum. Journal of Clinical
Microbiology 37, 31-34.

Petrovec M, Lotric Furlan S, Zupanc TA, Strle F, Brouqui Ph, Roux V, Dumler

67



67.

68.

JS (1997): Human disease in Europe caused by a granulocytic Ehrlichia species.
Journal of Clinical Microbiology 35, 1556—1559.

Goodman JL, Nelson C, Vitale B, Madigan JE, Dumler JS, Kurtti TJ,
Munderloh UG (1996): Direct cultivation of the causative agent of human
granulocytic ehrlichiosis. The New England Journal of Medicine 334, 210-215.
Massung RF, Levin ML, Munderloh UG, Silverman DJ, Lynch MJ, Gaywee JK,
Kurtti TJ (2007): Isolation and propagation of the Ap-variant 1 strain of
Anaplasma phagocytophilum in a tick cell line. Journal of Clinical
Microbiology, 45, 2138-2143.

69. Warner CK, Dawson JE (1996): Genus- and species-level identification of

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Ehrlichia species by PCR and sequencing. In: Persing DH (ed.): PCR Protocols
for Emerging Infectious Diseases. American Society for Microbiology.
Washington, D.C. 101-105.

Petrovec M, Sumner JW, Nicholson WL, Childs JE, Strle F, Barlic J, Lotric-
Furlan S, Avsic-Zupanc T (1999): Identity of ehrlichial DNA sequences derived
from Ixodes ricinus ticks with those obtained from patients with human
granulocytic ehrlichiosis in Slovenia. Journal of Clinical Microbiology 37, 209-
210.

Petrovec M, Sixl W, Marth E, Bushati N, Wust G (2003): Domestic animals as
indicatiors of Anaplasma species infections in Northern Albania. Annals of the
New York Academy of Sciences 990, 112-115.

Stefancikova A, Derdakova M, Lencakova D, lvanova R, Stanko M, Cislakova
L, Petko B (2008): Serological and molecular detection of Borrelia burgdorferi
sensu lato and Anaplasmataceae in rodents. Folia Microbiologica (Praha) 53,
493-499.

Kocan, KM., de la Fuente, J., Guglielmone, AA., Meléndez, RD. 2003. Antigens
and alternatives for control of Anaplasma marginale infection in cattle. Clin
Microbiol Rev, 16(4): 698-712.

Brayton, KA., Kappmeyer, LS., Herndon, DR., Dark, MJ., Tibbals, DL., Palmer,
GH., McGuire, TC., Knowles, DP Jr. 2005. Complete genome sequencing of
Anaplasma marginale reveals that the surface is skewed to two superfamilies of
outer membrane proteins. Proc Natl Acad Sci U S A, 102(3): 844-849.

Lopez, JE., Palmer, GH., Brayton, KA., Dark, MJ., Leach, SE., Brown, WC.

68



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

2007. Immunogenicity of Anaplasma marginale type IV secretion system
proteins in a protective outer membrane vaccine. Infect Immun, 75(5):2333-
2342,

Herndon, DR., Palmer, GH., Shkap, V., Knowles, DP Jr., Brayton, KA. 2010.
Complete genome sequence of Anaplasma marginale subsp. Centrale. J
Bacteriol, 192(1): 379-380.

Barbet AF, Meeus PFM, Belanger M, Bowie MV, Yi J, Lundgren AM, Alleman
AR, Wong SJ, Chu FK, Munderloh UG, Jauron SD (2003): Expression of
multiple outer membrane protein sequence variants from a single genomic locus
of Anaplasma phagocytophilum. Infection and Immunity 71, 1706-1718.

Barbet AF, Lundgren AM, Alleman AR, Sten S, Bjoersdorff A, Brown RN,
Drazenovich NL, Foley JE (2006): Structure of the site reveals global diversity
in MSP2 (P44) variants in Anaplasma phagocytophilum. Infection and
Immunity 74, 6429-6437.

Caturegli P, Asanovich KM, Walls JJ, Bakken JS, Madigan JE, Popov VL,
Dumler JS (2000): ankA: an Ehrlichia phagocytophila group gene encoding a
cytoplasmic protein antigen with ankyrin repeats. Infection and Immunity 68,
5277-5283.

Walls JJ, Caturegli P, Bakken JS, Asanovich KM, Dumler JS (2000): Improved
sensitivity of PCR for diagnosis of human granulocytic ehrlichiosis using
epankl genes of Ehrlichia phagocytophila-group ehrlichiae. Journal of Clinical
Microbiology 38, 354-356.

Yang J, Liu Z, Niu Q, Liu J, Xie J, Chen Q, Chen Z, Guan G, Liu G, Luo J, Yin
H. Evaluation of different nested PCRs for detection of Anaplasma
phagocytophilum in ruminants and ticks. BMC Vet Res. 2016 Feb 24;12(1):35.
Storey JR, Doros-Richert LA, Gingrich-Baker C, Munroe K, Mather TN,
Coughlin RT, Beltz GA, Murphy CI. Molecular cloning and sequencing of three
granulocytic Ehrlichia genes encoding high-molecular-weight immunoreactive
proteins. Infect Immun. 1998 Apr;66(4):1356-63.

Yaxue Z, Hongtao J, Qiuyue W, Zhixin F, Hongwei G, Pengpeng L, Quan L,
Lifeng C. Molecular detection of Anaplasma phagocytophilum in Ixodid ticks in
Hebei Province, China. Vector Borne Zoonotic Dis. 2011 Oct;11(10):1323-7.
http://icwdm.org/PDF's/ anaplasmosisTXA&M.pdf

69



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Kocan, KM., Blouin, EF., Barbet, AF. 2000. Anaplasmosis control. Past,
present, and future. Ann N'Y Acad Sci, 916: 501-509.

Estrada-Pena, A., Bouattour, A., Camicas, J.L., Walker, A.R. 2004. Ticks of
Domestic Animals in the Mediterranean Region, 1th ed. University of Zaragoza,
Spain.

Courtney JW, Kostelnik LM, Zeidner NS, Massung RF. Multiplex real-time
PCR for detection of anaplasma phagocytophilum and Borrelia burgdorferi. J
Clin Microbiol. 2004 Jul;42(7):3164-8.

Kawahara M, Rikihisa Y, Lin Q, Isogai E, Tahara K, Itagaki A, Hiramitsu Y,
Tajima T. Novel genetic variants of Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma
bovis, Anaplasma centrale, and a novel Ehrlichia sp. in wild deer and ticks on
two major islands in Japan. Appl Environ Microbiol. 2006 Feb;72(2):1102-9.
Drummond AJ, Ashton B, Buxton S. Geneious” v5.5, http://www.geneious.com,
2011.

Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A., and Kumar S. (2013). MEGAG:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and
Evolution30: 2725-2729.

Richter D, Matuschka FR. "Candidatus Neoehrlichia mikurensis,” Anaplasma
phagocytophilum, and lyme disease spirochetes in questing european vector
ticks and in feeding ticks removed from people. J Clin Microbiol. 2012
Mar;50(3):943-7.

Hildebrandt A, Krdamer A, Sachse S, Straube E. Detection of Rickettsia spp. and
Anaplasma phagocytophilum in Ixodes ricinus ticks in a region of Middle
Germany (Thuringia).Ticks Tick Borne Dis. 2010 Mar;1(1):52-6.

Dantas-Torres F, Chomel BB, Otranto D. 2012. Ticks and tick-borne diseases: A
one health perspective. Trends Parasitol, 28: 437-446.

Ergunay K, Saygan MB, Aydogan S, Litzba N, Sener B, Lederer S, Niedrig M,
Hascelik G, Us D. 2011. Confirmed exposure to tick-borne encephalitis virus
and probable human cases of tick-borne encephalitis in Central/Northern
Anatolia, Turkey. Zooneses Public Health, 58:220-227.

Ergunay K, Ozer N, Us D, Ozkul A, Simsek F, Kaynas S. 2007. Seroprevalence
of West Nile virus and tick-borne encephalitis virus in southeastern Turkey: first

evidence for tick-borne encephalitis virus infections. Vector Borne Zoonotic

70



Dis, 7: 157-161.

96. Arslan OM. Tiirkiye’de hayvanlarda kene enfestasyonlar1 ve kenelerin
bulastirdigi hastaliklarin durumu. 14. Ulusal Parazitoloji Kongresi, (YM02-04),
2005, [zmir.

97. Aydin L, Bakirci S. Geographical distribution of ticks in Turkey. Parasitol Res
2007;101: 163-166.

98. Dumanli N, Altay K, Aydin MF. Tiirkiye’de sigir, koyun ve kegilerde belirlenen
kene tiirleri. Tiirkiye Klinikleri Vet Bil Derg 2012; 3(2): 67-72.

99. Karaer Z, Yukar1 BA, Aydin L. Tiirkiye Keneleri ve Vektorliikleri. In: Ozcel
MA, Daldal N. (Editorler). Parazitolojide Artropod Hastaliklar1 ve Vektorler.
Tiirkiye Parazitoloji Dernegi, 1997: 363-433.

100.Stuen S. Tick-borne infections in small ruminants in northern Europe. Small
Rum Res 2013; 110: 142-144.

101.Aktas M. A survey of ixodid tick species and molecular identification of tick-
borne pathogens. Vet Parasitol 2014; 200 (3-4): 276-783.

102.Hosgdr M, Bilgi¢c HB, Bakirc1 S, Unlii AH, Karageng T, Eren H. Detection of
Anaplasma / Ehrlichia Species of Cattle and Ticks in Aydin Region.Turkiye
Parazitol Derg. 2015 Dec;39(4):291-8.

103.Karagen¢ T, Bilgic HB, Hosgér M, Aysul N, Aypak S, Eren H, (2005) Aydin
Yoresi Sigirlarinda RLB Teknigi Kullanilarak Theileria, Babesia, Anaplasma,
Ehrlichia Tiirlerinin Belirlenmesi. XIV. Ulusal Parazitoloji Kongresi Ozet
Kitabi, 262-263.

104.Seving F, Derinbay O, (2005) Bir Sigircilik Isletmesinde Anaplasmosis
Problemi. XIV. Ulusal Parazitoloji Kongresi Ozet Kitabi, 133-134.

105.Cakmak A, (1990) Ankara Yoresinde Bir Sigir Siirlisiinde Hemoparazitlerin
Insidensinin Arastirilmasi. A. U. Vet. Fak. Derg., 37(3): 632-645.

106.Gokg¢e HA, Geng O, Akca A, Vatansever Z, Unver A, Erdogan HM, (2008)
Molecular ve Serological Evidence of Anaplasma phagocytophilum Infection of
Farm Animals in The Black Sea Region of Turkey. Acta Vet. Hung., 56(3): 281—
292.

107.Hartelt, K., Oehme, R., Frank, H., Brockmann, S. O., Hassler, D., Kimmig, P.,
2004.Pathogens and symbionts in ticks: prevalence of Anaplasma

phagocytophilum (Ehrlichia sp.), Wolbachia sp., Rickettsia sp., and Babesia sp.

71



in Southern Germany. Int. J. Med. Microbiol. 37: 86-92.

108.Leonhard, S., 2005. Untersuchungen zu Hiufigkeit von Borrelia burgdorferi
sensu lato,Anaplasma phagocytophilum und Babesia spp. in Ixodes ricinus aus
Bayern  undBaden-Wiirttemberg  [Dissertation].  Ludwig-Maximilians-
University, Miinchen, Germany.

109.0ehme, R., Hartelt, K., Backe, H., Brockmann, S., Kimmig, P., 2002. Foci of
tick-borne diseases in southwest Germany. Int. J. Med. Microbiol. 291 Suppl.
33, 22-29.

110.Ferquel, E., Garnier, M., Marie, J., Bernéde-Bauduin, C., Baranton, G., Pérez-
Eid, C.,Postic, D., 2006. Prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato and
Anaplasmataceaemembers in Ixodes ricinus ticks in Alsace, a focus of Lyme
borreliosis endemicity inFrance. Appl. Environ. Microbiol. 72, 3074-3078.

111.Halos, L., Vourc’h, G, Cotte, V., Gasqui, P., Barnouin, J., Boulous, H. J.,
Vayssier-Taussat, M., 2006. Prevalence of Anaplasma phagocytophilum,
Rickettsia sp. andBorrelia burgdorferi sensu lato DNA in Questing Ixodes
ricinus Ticks from France.Ann. N. Y. Acad. Sci. 1078, 316-319.

112.Cinco, M., Padovan, D., Murgia, R., Maroli, M., Frusteri, L., Heldtander,
M. Johansson, K. E., Engvall, E. O., 1997. Coexistence of Ebhrlichia
phagocytophila andBorrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks from
Italy as determined by 16SrRNA gene sequencing. J. Clin. Microbiol. 35, 3365-
3366.

113.Mantelli, B., Pecchioli, E., Hauffe, H. C., Rosa, R., Rizzoli, A., 2006.
Prevalence ofBorrelia burgdorferi s.l. and Anaplasma phagocytophilum in the
wood tick Ixodesricinus in the Province of Trento, Italy. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis.25, 737-739.

114.Piccolin, G., Benedetti, G., Doglioni, C., Lorenzato, C., Mancuso, S., Papa, N.,
Pitton, L.,Ramon, M. C., Zasio, C., Bertiato, G., 2006. A Study of the Presence
of B.burgdorferi, Anaplasma (Previously Ehrlichia) phagocytophilum,
Rickettsia, andBabesia in Ixodes ricinus Collected within the Territory of
Belluno, Italy. VectorBorne Zoonotic Dis. 6, 24-31.

115.Alberdi, M. P., Walker, A. R., Paxton, E. A., Sumption, K. J., 1998. Natural
prevalence ofinfection with Ehrlichia (Cytocetes) phagocytophila of Ixodes
ricinus ticks inScotland. Vet. Parasitol. 78, 203-213.

72



116.Mékinen, J., Vuorinen, L., Oksi, J., Peltomaa, M., He, Q., Marjamiki, M.,
Viljanen, M.-K., 2003. Prevalence of granulocytic Ehrlichia and Borrelia
burgdorferi sensu lato inlxodes ricinus ticks collected from southwestern
Finland and from Vormsi Island inEstonia. APMIS. 111, 355-362.

117.Polin, H., Hufnagl, P., Haunschmid, R., Gruber, F., Ladurner, G., 2004.
MolecularEvidence of Anaplasma phagocytophilum in Ixodes ricinus Ticks and
Wild Animals inAustria. J. Clin. Microbiol. 42, 2285-2286.

118.Sixl, W., Petrovec, M., Marth, E., Wiist, G, Stiinzer, D., Schweiger, R., Avsic-
Zupanc,T., 2003. Investigation of Anaplasma phagocytophila Infections in
Ixodes ricinus andDermacentor reticulatus ticks in Austria. Ann. N. Y. Acad.
Sci. 990, 94-97.

119.Pusterla, N., Leutenegger, C. M., Huder, J. B., Weber, R., Braun, U., Lutz, H.,
1999b.Evidence of the human granulocytic ehrlichiosis agent in Ixodes ricinus
ticks inSwitzerland. J. Clin. Microbiol. 37, 1332-1334.

120.Liz, J. S., Anderes, L., Sumner, J. W., Massung, R. F., Gern, L., Rutti, B.,
Brossard, M.,2000. PCR Detection of granulocytic ehrlichiae in Ixodes ricinus
ticks and wild smallmammals in Western Switzerland. J. Clin. Microbiol. 38,
1002-1007.

121.Leutenegger, C. M., Pusterla, N., Mislin, C. N., Weber, R., Lutz, H., 1999.
Molecularevidence of coinfection of ticks with Borrelia burgdorferi sensu lato
and the humangranulocytic ehrlichiosis agent in Switzerland. J. Clin. Microbiol.
37, 3390-3391.

122.Skarphédinsson, S., Jensen, P. M., Kristiansen, K., 2005. Survey of Tickborne
Infections in Denmark. Emerg. Inf. Dis. 11, 1055-1061.

123.Derdakova, M., Halanova, M., Stanko, M., Stefancikova, A., Cislakova, L.,
Pet’ko, B.,2003. Molecular evidence for Anaplasma phagocytophilum and
Borrelia burgdorferisensu lato in Ixodes ricinus ticks from eastern Slovakia.
Ann. Agric. Environ. Med.10, 269-271.

124 Hulinsk4, D., Langrové, K., Pejcoch, M., Pavlasek, 1., 2004. Detection of
Anaplasmaphagocytophilum in animals by real-time polymerase chain reaction.
APMIS 112, 239-247.

125.Stanczak, J., Gabre, R. M., Kruminis-Lozowska, W., Racewicz, M., Kubica-

Biernat, B.,2004. Ixodes ricinus as a vector of Borrelia burgdorferi sensu lato,

73



74

Anaplasmaphagocytophilum and Babesia microti in urban and suburban forests.
Ann. Agric.Environ. Med. 11, 109-114.

126.Ko¢i, J., Movila, A., Taragel’ova, V., Toderas, 1., Uspenskaia, 1., Derdakova,
M. Labuda, M., 2007. First report of Anaplasma phagocytophilum and its co-
infectionswith Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks (Acari:
Ixodidae) from Republic of Moldova. Exp. Appl. Acarol. 41, 147-152.

127.Noaman V, Shayan P, (2010) A new PCR-RFLP method for detection of
Anaplasma marginale based on 16S rRNA. Vet. Res. Commun, 34: 43-50.

128.Noaman V, Shayan P, (2010) Molecular Detection of Anaplasma bovis in Cattle
from Central Part of Iran. Vet. Res., 1(2):117-122.



OZGECMIS

KIiSISEL BIiLGILER

Adi, Soyadi: Omer TURKMEN

Uyrugu: (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 12.04.1987, Kayseri

Medeni Durumu: Bekar

Tel: +90 5553181848

e-mail: omerturkmen87@gmail.com

Yazisma Adresi: ERU Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Parazitoloji Anabilim Daly/
KAYSERI

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans Erciyes Univ. Veteriner Fakiiltesi 2012

Lise Hac1 Ahmet Arisoy Lisesi 2005
YABANCI DIL

Ingilizce, Orta



