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OZET

ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM SEROPOZITIF OLAN KOPEKLERDE
BAZI ANEMi PARAMETRELERI iLE HEPSIDIN DUZEYININ ILiSKiSi

Kopek anaplazmozisi; gram negatif, zorunlu hiicre i¢i bir bakteri olan Anaplasma
phagocytophilum’dan kaynaklanmaktadir. Bu bakteri bulasici olmamakla birlikte vektor
kene aracilig1 ile bulasma saglanmaktadir. /xodidae tiirii keneler képeklerde hastalik igin
vektordiir. Organizma kopekler, kediler, atlar, gevis getiren hayvanlar, insanlar ve bir¢cok
yabani hayvan tiirii de dahil olmak tizere g¢esitli memelileri enfekte etmektedir. Duyarh
memeli konakgilara bulasmanin, uzun siireli kene yapigsmasi ve 24 saat veya daha uzun
stire beslenmeyi gerektirdigi distliniilmektedir. Kopeklerde klinik hastalik en sik
enfeksiyonun akut, bakteriyel fazi ile iliskilidir. Akut enfeksiyona bagl klinik hastaligi
olan hayvanlarda genellikle ates, uyusukluk, halsizlik, istahsizlik ve genel kas agrilar1 da
dahil olmak iizere hastaligin belirsiz belirtileri goriilmektedir. Laboratuar test
sonuclarindaki anormallikler, hastaligin akut fazinda degisken olabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Hepsidin ise son yillarda kesfedilen, peptid yapida hormondur. Ilk
rapor edilen ¢aligmalarda, insan kaninda ve idrarinda peptid yapida bir antimikrobiyal
olarak tanimlanmig, fakat daha sonra ki ¢alismalarda tip II akut faz reaktani oldugu ve
demir metabolizmasinda diizenleyici rol aldigi bildirilmistir. Arastrmanin amaci
Anaplasma phagocytophilum seropozitif kopeklerde bazi anemi parametreleri ile birlikte
hepsidin arasindaki iliskiyi degerlendirmek ve hepsidinin biyomarker olarak kullanimi
hakkinda bilgi edinmektir. Bu amagla arastirma materyali Antalya ilinde toplanmis olup
calisma grubunu olusturmak tizere 20 kopekten kan ornekleri alinmistir. Bu 6rnekleri 6°
s1 disi, 14° i erkek, yaslar1 7 ayliktan 8 yasina kadar degisen farkli irk kopekler
olusturmaktadir. Kontrol grubu ise saglikli 10 kopekten olusturulmustur. Her iki
gruptaki kopeklerden alinan kanlarda tam kan sayimi1 yapilmistir. Ayrica hepsidin, demir
ALT, AST ve ALP degerleri toplanan serum 6rneklerinde ol¢iilmiistiir. Sonug olarak iki
grup arasinda hepsidin degerleri istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunarak,
kopeklerde anaplasma enfeksiyonu teshisinde hepsidinin diger parametreler esliginde
biyomarker olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasma, Anemi, Hepsidin, Képek



ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN SOME ANEMIA PARAMETERS AND
HEPIDIDINE LEVEL IN ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM
SEROPOSITIVE DOGS

Anaplasmosis in dog is caused by Anaplasma phagocytophilum, a gram-negative,
mandatory intracellular bacteria. Although this bacterium is not contagious, it is
transmitted through vector tick. The ticks of the genus Ixodidae are vector for disease in
dogs. The organism infects a variety of mammals, including dogs, cats, horses,
ruminants, humans and many wild animal species. Transmission to susceptible
mammalian hosts is thought to require long-term tick adherence and 24-hour or longer
feeding. In dogs, clinical disease is most often associated with the acute, bacterial phase
of infection. Animals with clinical disease due to acute infection often have vague
symptoms of the disease, including fever, drowsiness, weakness, loss of appetite, and
general muscle pain. Abnormalities in laboratory test results are likely to be variable in
the acute phase of the disease. Hepcidin is a peptide hormone that has been discovered
in recent years. In the first reported studies, it has been identified as a peptide
antimicrobial in human blood and urine, but in later studies it has been reported to be a
type Il acute phase reactant and play a regulatory role in iron metabolism. The aim of the
study was to evaluate the relationship between hepcidin and some anemia parameters in
Anaplasma phagocytophilum seropositive dogs and to learn about the use of hepcidin as
a biomarker. Blood samples were obtained from 20 dogs with seopositive Anaplasma
phagocytophilum. These samples consist of 6 female, 14 male, ages ranging from 7
months to 8 years old dogs. The control group consisted of 10 healthy dogs. In both
groups, complete blood counts were performed. Hepcidin, iron ALT, AST and ALP
values were also measured in serum samples collected. As a result, hepcidin values
between the two groups were statistically significant (p<0.05) and it was concluded that
hepcidin could be used as a biomarker in the diagnosis of anaplasma infection in dogs
with other parameters.

Keywords: Anaplasma, Anemia, Dog, Hepcidin



1. GIRIS
1.1. Tarihge

Anaplasmateceae familyasi iiyeleri gram negatif zorunlu hiicre i¢i pleomorfik
koklar olup hematopoetik kokenli spesifik konakg¢i hiicrenin sitoplazmasinda veya
omurgasizlarda zara bagli vakuoller (morula) icerisinde ¢ogalmaktadir (Lai ve ark.,
2009; Metler ve ark., 2007). Bu bakteriler bulasict olmamakla birlikte vektor kene veya
trematodlar aracilig1 ile bulasma saglanmaktadir (Rikihisa, 2006).

Kopeklerde hastalik olusturan tiirler A. phagocytophilum ve A. platys olup A.
phagocytophilum daha 6nce graniilositik ehrlichiosis olarak bilinen, kopek graniilositik
anaplazmozisinin (CGA) etiyolojik ajanidir (Cockwill ve ark., 2009; Tsachev, 2009;
Tung ve Aktas, 2016). Ik olarak Iskogya’da bulunan koyunlarda Ehrlichia
phagocytophilum ‘kene kaynakli ates’ olarak tanimlanmustir daha sonra ise 1968 yilinda
atlarda hastalik rapor edilmis olup 1971 yilinda ise Arkansas’ta bir Alman Coban
kdpeginde hastalik tespit edilmistir (Chen ve ark., 1994; Tsachev, 2009). insanda ilk A.
phagocytophilum enfeksiyonu ise 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde
bildirilmistir (Shaw ve ark., 2001).

2001 yilinda 16S rRNA, groESL ve ylizey protein genlerinin genomik
analizinden sonra smiflandirmanin yanlis oldugu bildirilmis ve Ricettsiales sirasi
yeniden diizenlenmistir (Kirtz ve ark., 2005; Mazepa ve ark., 2010). Képeklerde hastalik
olugturan etken ile atlarda hastalik etkeni olan Ehrilichia equi ve insan graniilosit
ehrlichiosis (HGE) tiirlerinin sinonim oldugu ortaya konulmus olup anaplasma soyu
altinda smiflandirilarak A. phagocytophilum olarak isimlendirilmistir (Dumler ve ark.,
2001; Kirtz ve ark., 2005; Plier ve ark., 2009). Ancak diger anaplasma tiirlerinin enfekte
ettikleri hiicreler acisindan farkliliklar bulundugu belirlenmistir. Ehrlichia tiirlerinin
virlilensi arasindaki farkliliklar, Avrupa’daki A. phagocytophilum izolatinin atlarda

hastalik olusturmamasi ayrica Amerika’da izole edilen insan izolatlarmin sigirlarda



hastalik olusturmamasi gibi nedenler yeni smiflandirmanin gerekliligi konusunda soru
isareti barindirmaya devam etmektedir (Pusterla ve ark., 1999). Bununla birlikte bu
farkliliklarin nedeni olarak farkli cografi bolgelerin, A. phagocytophilum suslar
arasindaki ¢esitli fenotipik  Ozelliklerden kaynaklanmis olabilecegi seklinde
yorumlanmustir (Carrade ve ark., 2009).



2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoji

A. phagocytophilum Ixodidae ailesine ait keneler tarafindan vektorlenen zorunlu
hiicre i¢i patojendir (Foley ve ark., 2008). Amerika’da temel vektor . scapularis, I.
pacifucus ve I. dominis, Avrupa’da Ixodes ricinus, Asya’da I. perculcatus, Tirkiye’de
ise I. ricinus bir¢ok bdlgede bulunan ve bulasmadan sorumlu olan kene tiirleridir (Lee ve
ark., 2003).

Ixodes ricinus grubundaki keneler, ii¢ konakl kenelerdir. Yetiskin formlar1
memelilerden beslenirken olgun olmayan formlar1 kiigiik memeliler, siiriingenler veya
kuslar1 konak olarak kullanmaktadir. Vektor kene tiirleri, etkenleri transovarial
nakledemez ve transstadial nakil olmak zorundadir (Schorn ve ark., 2011). Vektor
keneler hastalik etkenini daha Once enfeksiyona yakalanmig omurgalilar iizerinden
beslenmeleri esnasinda almaktadir. Bir sonraki yagsam donemi i¢in gomlek degistirdikten
sonra hastalik etkenini diger memelilere kan emme yolu ile nakletmektedir (Massung ve
ark, 2005; Schorn ve ark., 2011). Kenelerden memeli konakgilara A. phagocytophilum’
un nakil siiresi tam olarak bilinmemektedir ancak farelerde yapilan calismalarda
kenelerin konaga tutunduktan sonraki ilk 24 saat icerisinde enfeksiyon elde edildigi
rapor edilmistir (Dumler ve ark., 2005). Etkenin bulastirilmasinda vektor keneler
haricindeki bagska bir iletim yolu da kan transfiizyonudur. Kan iiriinlerinin giivenilirligini
saglamak igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi ile bakteriyel DNA taramasi

yapilmalidir (Sainz ve ark., 2015).

A. phagocytophilum seropozitif olarak bildirilen rezervuarlar, ABD dogusunda
bulunan beyaz ayakli fareler (Peromyscus leucopus), bati ABD’de orman fareleri
(Neotoma fuscipes), sincaplar (Sciurus spp.) ve Avrupa’da ¢izgili orman faresi
(Apodemus agrarius), kirmizi sirth fare (Myodes glareolus), Asya’da ise Douglas

sincaplar1 (Tamiasciurus douglasii) ile ugan sincaplar (Gloumys sabrinus) dir (Nieto ve



Foley, 2009). Biiyiik Britanya’da yapilan bir c¢aliymada karacalarin (Capreolus
capreolus), Norveg’te yapilan bir ¢aligmada ise kara geyik ve kizil geyiklerde A.
phagocytophilum’a karsi antikor bulunmus ve rezervuar olduklar1 diisiiniilmistiir. A.
phagocytophilum Ocak ve Nisan aylar1 arasinda tespit edilmezken en yliksek diizeyde
enfeksiyon yaz sonunda ve sonbaharda rapor edilmistir (Adamska ve Skotarczak, 2007).
Kopekler, insanlara bulagsmada rezervuar rolii oynayabilmektedir ¢linkii derilerinde

bulunan enfekte keneler insanlara gegebilmektedir (Sainz ve ark., 2015).

A. phagocytophilum ile enfekte kopeklerde herhangi bir cins yatkmligi tespit
edilmemistir ancak birkag¢ ¢alismada Retriever rklar1 6n plana ¢ikmistir. Nedenin ise bu
kopeklerin disarida daha fazla zaman gecirmesine bagh oldugu diistiniilmektedir
(McClure ve ark., 2010). Klinik vakalarda cinsiyet veya yas egilimi belgelenmemistir,
ancak yash kopeklerin zamanla kenelere maruz kalma stiresi uzadigi i¢in geng kopeklere

gore daha sik seropozitif olmaktadir (Barth ve ark., 2012; Egenvall ve ark., 2000).

2.2. Etiyoloji

Rickettsiales dizisinde bulunan Anaplasmataceae ailesi, 6karyotik hiicrelerin
sitoplazma  igerisinde membrana bagli vakuollerin i¢inde ¢ogalan, Alpha-1
proteobakterileri igcermektedir (Adamska ve Skotarczak, 2007). Anaplasma tiirlerinden
biri olan A. phagocytophilum graniilositleri (6ncelikle nétrofil ve eozinofil) enfekte
etmektedir (Trost ve ark., 2018). A. phagocytophilum genis bir cografi dagilim
gostermesine ragmen tanimlanan tiim suslar dnemli serolojik ¢apraz aktiviteye ve 16S,
groESL, gltA, ank ve msp2 genlerinin niikleotit sekanslarinda kiigiik degisim derecesine
sahip goriinmektedir (De La Fuente ve ark., 2005).

Anaplasma phagocytophilum; gram negatif, hareketsiz, kapsiilsiiz, sporsuz, 0.2-
0.9 um boyutlarinda kii¢iik, kokoid, yiiziik seklinde, etrafi membran ile ¢evrili vakuoller
(morula) halinde kan hiicreleri (notrofil ve eozinofil) ya da kan damarlarindaki endotel

hiicrelerin sitoplazmalarina lokalize olmus zoonoz karakterde olan bakterilerdir (Jensen



ve ark., 2007; Kybicova ve ark, 2009). Daha biiyiik bir retikiilat formu ve
yogunlastirilmis protoplazmayi igeren daha kiigiik yogun cekirdekli form dahil olmak
tizere iki farkli morfoloji gozlemlenmektedir. Memeli hiicrelerinde, morulalarin ¢ap1
genellikle 1-6 pm kadar olmaktadir (Popov ve ark., 1998). Bakteri hiicreleri, her ikisi de
ayn1 vakuolde bulunan yogun ¢ekirdekli ve retikiilat olmak tizere iki tiptedir; ikisi de esit
veya esit olmayan ikili boliinmeye maruz kalabilmektedir.Tek tek hiicrelerin cap1 2
mikron biiyiikliigiindedir. Vakumlu boslukta bos vezikiiller bulunabilir ancak fibriler
matriksi yoktur. Periplazmik uzayan ¢ikintilar olusturan veya bakteriyel protoplazmaya
yayilan bol miktarda sitoplazmik membran olabilir. Mitokondri, morulalar ile temas

etmemekte veya kiimelenmemektedir (Dumler ve ark.,2001; Hudson, 1950).

Giemsa-Romanovsky ile boyanmis preparatlardaki morulalar rengi koyu
maviden pembeye kadar degisen dut salkimi seklinde intrasitoplazmik inkliizyon
cisimlerine benzemektedir (Popov ve ark., 1995). Anaplasma phagocytophilum’un
goriilebilecegi en erken siire, notrofil sitoplazmalarinda 0-6 pm boyutlarindaki temel
organlar ve 4-6 um’lik biyiikliikteki moriiller olarak enfeksiyondan 4 ila 18 giin
sonradir. Mikroskobik olarak genellikle 4-8 giin gibi kisa bir siirede kaydedilebilirler
(Cockwill ve ark., 2009; Shaw ve ark., 2001; Tsachev, 2009).

A. phagocytophilum enfeksiyonu igin inkubasyon siiresi 1-2 hafta siirmektedir.
Inkiibasyon siiresinden sonra kdpekte kendini sinirlayan atesli hastalik gelisebilmektedir.
A. phagocytophilum ile dogal olarak enfekte olmus seropozitif kopeklerin ¢ogu klinik
belirti gostermeden saghkli kalmaktadir (Kohn ve ark., 2011). A. phagocytophilum
dokulara yayilim gosterip kopeklerde subklinik/kronik hastalik belirtilerine katkida
bulunma derecesi hakkinda heniiz kesin bir bilgi edinilmemistir. A. phagocytophilum ile
deneysel olarak enfekte edilmis {i¢ kopek 4-6 ay boyunca izlenmistir. Rickettsial DNA,
calisma siiresi boyunca kan numuneleri {izerinde PCR yapilarak incelenmis ve iki

kopekte aralikli olarak tespit edilmistir (Egenval ve ark., 2000).



Hamile kopeklerde enfeksiyon bildirilmemistir ancak transplasental gegis
ineklerde belgelenmistir. Deneysel olarak enfekte edilmis sigirlarn siitiindeki

16kositlerde etken tespit edilmistir (Plier ve ark., 2009).

2.3. Klinik Bulgular

A. phagocytophilum enfeksiyonlari, temel olarak periferik kanda bulunan nétrofil
graniilositlerinin karakteristik kolonilerinin (morula) olusumuna neden olmaktadir.
Ayrica sekonder enfeksiyonlara karsi direng mekanizmalarmin bozulmasi ile birlikte
kemik iliginde prekiisorlerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte akut, atesli bir hastalik tablosu
olugturmaktadir (Munderloh ve ark., 2004). Dogal olarak enfekte olmus kopeklerin
cogunlukla klinik belirti gdstermedigi ve hastaliklarin kendi kendini simirladig:

bildirilmistir (Berzina ve ark., 2014).

A. phagocytophilum’un en sik goriilen klinik bulgular1 spesifik olmamakla
beraber; uyusukluk, anoreksi ve atestir. Diger bulgular ise soluk mukoza, gastrointestinal
belirtiler (kusma, ishal), hafifce blylimis lenf bezleri, tasipne ve yiizey kanamasi
(petesi, melena veya burun kanamasi) dir. Nadir olarak kollaps, hafif oksiiriik, {iveit,
ekstremite 6demi ve polidipsi/politiri bildirilmistir (Eberts ve ark., 2011; Sainz ve ark.,
2015). Santral sinir sistemine ait belirtilerin bu hastalikla iligkili olup olmadig1 tartigmali
olup birkag vakada steroid uygulamasina yanit veren menenjit/arterit ve A.
phagocytophilum enfeksiyonu arasinda iliski oldugu one siirtilmiistiir (Barber ve ark.,
2010; Maretzki ve ark., 1994). A. phagocytophilum enfeksiyonu, immun aracili
trombositopeni/anemi gibi bazi immiinopatileri tetikleyebilir ayrica radyografi ve
ultrasonografi araciligi ile tan1 konulan splenomegali yaygin bir bulgudur (Kohn ve ark.;
2008).Lyme hastaligiin etiyolojik ajani1 olan Borrelia burgdorferi gibi kene kaynakli
diger hastaliklar ile birlikte koinfeksiyon durumunda, klinik bulgular ve tan1 karmasik

bir hal almaktadir.



Kalic1 A. phagocytophilum enfeksiyonu kdpeklerde, koyunlarda ve atlarda tespit
edilmistir (Chirek ve ark., 2017; Stuen ve Berstrom, 2001). Kalic1 A. phagocytophilum
enfeksiyonun tanist i¢in aralikli olarak pozitif PCR sonuglarma ve periferik kan
bulagmalarinda morulalarin tekrar olusup olugsmadigina bakilmaktadir ayrica yapilan bir
calismada A. phagocytophilum DNA’s1, kalict olarak enfekte olmus kopeklerde sadece
periferik kanda ¢ogaltilmistir (Franzen ve ark., 2009; Scorpio ve ark., 2011; Woldehivet,
2010).

Graniilositik anaplazmoziste klinik olarak sekillenen hematolojik degisiklikler;
lokopeni, nadiren lokositoz, normositik normokromik anemi, trombositopeni, yliksek
serum alkalen fosfataz aktivitesidir (Jensen ve ark.,, 2007; Tsachev, 2009).
Trombositopeni A. phagocytophilum ile enfekte olmus kopeklerin %100°iinde ve dogal
olarak enfekte olmus kopeklerin %80’inden fazlasinda belgelenmistir ancak
trombositopeni ve diger sitopenlerin mekanizmasi hala bilinmemektedir (Cockwil ve
ark., 2009; Granick ve ark., 2008). Trombositopeni en yiiksek parazitemi sirasinda
belirgin olup tedavi edilmeden bile trombosit sayilar1 7 giin igerisinde normal deger

araligina donmektedir (Cockwill ve ark., 2009).

2.3.1. Karaciger ALT, AST ve ALP Enzimleri

Alanin aminotransferaz (ALT), piruvat ve glutamat olustumak iizere transaminaz
reaksiyonunu tersine katalize eden pridoksal ezimler olup oncelikle karacigerde tespit
edilmektedir. Ancak ALT aktivitesi bobrek, kalp, pankreas, iskelet kasi, yag ve beyin
gibi organlarda da bulunabilmektedir. Amino asit (aa) metabolizmasinda ve
glukoneogenezde Onemli rol oynamakta olan ALT, kopeklerde spesifik olarak
karacigere Ozgidir (Gaskill ve ark., 2005). Baskin olarak hepatik orjinli olmasi
nedeniyle, serum ALT seviyesinin yiikselmesi siklikla karaciger hasar ile iliskili olup

hepatoseliiller membran hasarma bagli bozulma ile hepatositlerden enzimin sizmasi ile

iliskilidir (Gieger ve ark., 2000; Miyazaki ve ark., 2009).



Aspartat Aminotransferaz (AST) hepatoselliller bir enzim olmakla beraber
karacigere spesifik degildir. Kalp, iskelet kasi, bobrek ve beyinde de bulunmaktadir.
Serumdaki AST artis1 hiicreden sizdigmi ve birgok tiirde akut yikimi gosterebilir. AST
enzimi sitoplazma ve mitokondriyumda bulunmaktadir, ALT enzimine oranla daha geg
sizar ve enzim seviyesinin yiikselmesi i¢in siddetli bir yilkimin olmasi gerekmektedir.
AST enzim degerlerinin diisiik seviyeleri 6nemsiz goriilmektedir (Rosenfeld ve Dial,
2010).

Alkalin Fosfataz (ALP), cesitli fosfat esterlerin hidrolizini katalize eden bir
enzim grubunu olusturmaktadir. ALP enzimi esas olarak zara bagli bulunmaktadir ve
hiicrelerin salgilayici ve emici yiizeylerinde bulunarak hiicre tasinmasinda rol almaktadir
(Milne, 1985). Kopeklerde alkalin fosfataz enzimi kemik, bagirsak, karaciger ve bobrek
gibi birgok organda bulunmaktadir. Bagirsak ve bobrek izoenzimlerinin yar1 dmiirlerinin
cok kisa (3 ila 6 dk) olmasi nedeni ile toplam serum ALP aktivitesine katkida
bulunmamaktadir. Kemik, karaciger ve kortikosteroid kaynakli ALP izoenzimleri total
serum ALP degerine katkida saglamaktadir (Fermandez ve ark, 2007; Gaskill ve ark.,

2005; Karayannopoulou ve ark., 2003).

2.3.2. Anemi

Anemi; RBC (red blood cell) miktar1 olarak olgiilen kirmizi hiicre kitlesinde,
hemoglobin (HGB) konsantrasyonunda ve hematokrit (HCT) diye de bilinen PCV
(packed cel voliime)’deki belirgin azalig olarak tanimlanmaktadir. Veteriner Hekimlik
pratiginde en sik rastlanan hematolojik anormalliklerden birisi olup, hastalik durumunun
onemli bir semptomudur. Aneminin klasifiye edilmesinde retikiilosit sayimlari, RBC
indeksleri, kan stirme prepratlarinda RBC morfolojisi, plazma protein konsantrasyonu,

serum demir ve bilirubin konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi faydalidir (Cheiver ve

ark., 2012; Jones ve Gruffyddy-Jones, 1991).



Anemi olusum nedenleri degerlendirilerek rejeneratif ve non-rejeneratif olmak
iizere iki gruba ayrilmaktadir. Genellikle baska bir hastaligin yaninda sekonder olarak
gelisen non-rejenaratif anemi, kemik iliginden eritroid elementlerinin az ya da etkisiz
proliferasyonu ile karakterizedir (Ettinger ve Feldman, 2000). Non-rejenaratif anemi
demir eksikligi, beslenme yetersizligi, B12 vitamini ve folik asit eksikligi, kronik
enfeksiyon  (kronik  karaciger hastaligi), aplastik anemi  (trombositopeni,
graniilositopeni), kimyasal etkenler, radyasyon, eritrosit aplazisinde (immun iligkili
hastaliklar) gelisebilmektedir (Fry, 2011; McCown ve Specht, 2011).

2.3.2.1. Demir Eksikligi Anemisi

Demir, organizmalar i¢in oksijen tasima, DNA sentezi ve elektron transportu gibi
metabolik siiregte gerekli olan ve viicuttaki biitiin hiicreler tarafindan kullanilan esas
elementlerden biridir (Chikazawa ve ark., 2013). Ayrica norotransmitter madde ve
myelin iiretimi, immun sistem fonksiyonlari, hemoglobin olusumu, enerji metabolizmas1
gibi bir¢ok enzim sisteminin dahil oldugu biyokimyasal yollar i¢gin olmazsa olmaz bir
bilesendir (Gurzau ve ark., 2003; Naigamwalla ve ark., 2012). Bununla birlikte viicutta
asirt demir hiicre i¢i toksik etki olusturmaktadir. Memelilerde demir atilimi icin
diizenlenmis bir yol bulunmamaktadir bu yiizden demir dengesi bagirsaktan demir
emiliminin sik1 bir sekilde diizenlenmesi ile korunmaktadir. Bagirsak demir emilimi
dengesini, viicut demir depolarmin seviyesi ve eritropoez i¢in gerekli olan demir
miktarina cevap olarak modiile etmektedir. Bu diizenlemenin iki regiilator araciligi ile
dengede tutuldugu diisiiniilmektedir. Viicut demir depolarmdaki demir miktari
azaldiginda, depo regiilatorii rezervler doluncaya kadar demir emilimi arttirir. Demir
depolarindaki miktar arttiginda ise bagirsak demir emilimini azaltir ve bdylece asir1

demir yiikii 6nlenmis olur (Nicolas ve ark., 2002).

Viiciidun temel ihtiyacim1 karsilamak i¢in gerekli olan demirin biiyiik bir kismi
yaglanan kirmizi kan hiicrelerinden retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan

dontistirilmektedir  (Wessling-Resnick, 2010). Kemik iligi, normal kirmizi kan



hiicrelerini tiretmek i¢in siirekli demir kaynagina ihtiyag duymaktadir. Bu demir ihtiyaci
icin birinci kaynagn kiic¢iikk bir kismint besinlerle viicuda almman demirin bagirsaktan
emilimi ile saglanmig olur. Yaslanan kirmizi kan hiicrelerinde elde edilen demirin geri
doniisiimii ise biiyiik kaynagi olusturup yiiksek franksiyon elde edilmektedir. Bu demir
geri doniisiimii, yash eritrositlerin lizisine neden olan ve hemoglobinleri katalize eden
retikiiloendotelyal ~makrofajlar tarafindan gergeklesmektedir. Makrofajlar  geri
doniigiimiinii sagladig1 demirin bir kismini1 depo eder ve geri kalan boliimii transferin

tarafindan alindig1 plazmaya gondermektedir (Weinstein ve ark., 2002).

Demir metabolizmalar1 6nemli o6lclide konak¢i savunma yanitlart ile
baglantilidir. Inflamatuar uyaranlara cevap olarak makrofajlar, patojenlerden korunmak
icin demir emilimin azaltip biiytime hizlarma etki ederler. TNF-o (tiimor nekrozis faktor
alfa), IL-1 (interlokin-1), IL-6 (interlokin-6) gibi sitokinler, demir alim agi, demir
depolama (H- ve L- ferritin) ve demir diizenleyici sistem iginde etki etmektedir
(Falzacappa ve Muckenthaler, 2005; Ganz, 2006).

Demir eksikligi, diyetle aliman demirin viicudun ihtiyacini karsilayamadigi
zaman veya kan kayiplarinda olusmaktadir. Viicutta demir eksikligi kontrolii
yapildiginda plazmadaki demir konsantrasyonu ile beraber plazma demir tasima
kapasitesinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Serum demir konsantrasyonlar1 diyetle
alman demir yetersizliginde azalmakla beraber, yangisal reaksiyonlarda, renal

hastaliklarda ve kronik yang: durumlarinda da azalmaktadir (Steinberg ve Olver, 2005).

Demir eksikligi nedeni ile sekilenen anemiler, demir depolayamama, diisiik
serum konsantrasyonlari, diisiik serum satiirasyonu, diisiik hematokrit ve hemoglobin
degerleri ile karakterizedir. Demir eksikligi ile iliski aneminin klinik belirtileri
solgunluk, zayiflik, halsizlik, biiyiimede gerileme, tasipne ve tasikardidir. Demir
eksikligi genellikle aylarca dayanan bir siirede yavasca gelismektedir, hastalar genellikle
anemiye adapte olacak zamana sahiptir. Bu demir eksiligi anemisi, demir eksikligi ileri

derece olana kadar rejeneratiftir (Beserab ve ark., 2009; Paltrinieri ve ark., 2010).
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Demir eksikligi anemisi genellikle yavru kopeklerde ve kan emen parazitlerin
enfestasyonunda, diyetin demir agisindan eksik oldugu durumlarda ve kronik kan
kayiplarinda goriilmektedir (McCown ve ark., 2011). Demir eksiligi nedeni
bilinmemekle beraber reaktif trombozitozisin bir nedenidir. Demir eksikliginin devam
etmesine bagl olarak anemi, normositik hipokromikten mikrositik hipokromik anemiye
dogru ilerledigi goriilmektedir. MCV (ortalama eritrosit hacmi) ve MCHC (ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu) erken evrelerde normaldir fakat degerlerin biri

yada ikisi daha sonra azalim gostermektedir (Bush, 1991)

2.3.3. Akut Faz Proteini

Akut faz proteini (AFP); yangmin akut donemine kandaki seviyeleri belirgin
sekilde degisiklik goOsteren proteinler olup viicudun immun sisteminin, yangi ve
travmaya kars1 cevabini degerlendirmek i¢in kullanmilir (Petersen ve ark., 2004). AFP
karacigerden sentezlenip, cogunlukla glikoprotein yapisindadir ve salgilanlamalari

ozellikle IL-6 tarafindan diizenlenir (Murata ve ark, 2004).

Dokular, mikroorganizmalar tarafindan etkilendiginde bu duruma karsi cevap
baslatir. Pro-inflamator sitokinler salinir, vaskiiler sistem ve yangisal hiicreler aktive
edilir (Dinarello, 1989; Gruys ve ark., 2006). Akut faz proteinlerinin en genel
smiflandirma bigimi “pozitif” ve “negatif” akut faz proteinleri seklindedir. Pozitif
AFP’lerini temel olarak hepatositlerden yangisal sitokinlerin uyarimmiyla salinan
glikoprotein yapisinda maddeler olusturur. Negatif AFP’leri ise kanda yaygin olarak
bulunan yapisal plazma proteinleri olusturur. Enfeksiyondan sonra, karacigerden
sentezlenen kortizol baglayici protein, transferin, albumin gibi negatif AFP’lerde diisiis
gozlenirken; C-reaktif protein (CRP), haptoglobin (Hp), fibrinojen gibi proteinler
sitokinlerin meydana getirdigi uyarimlardan sonra pozitif AFP’lerde artis gostermektedir

(Nukina ve ark.,2001; Murata ve ark., 2004).
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2.3.3.1. Hepsidin

Hepsidin, N-terminal 24 aa (aminoasit) endoplazmik retikulum hedefleme sinyal
dizisi iceren 84-aa propeptid olarak kodlanan hormon olup baslangicta karacigerde
antimikrobiyal peptid olarak tanimlanmig ve 6zellikle IL-6 ya cevap olarak salinan ara
uriin olarak ortaya ¢ikmustir (Dzikaite ve ark., 2006; Valore ve Ganz, 2008). Hepsidin ve
demir hemeostazi arasindaki ilk baglanti, hepsidin mRNA seviyelerinin asir1 demir
yilkiine maruz kalan farelerde arttig1 tespit edilerek belirlenmistir. Hepsidini asir1
eksprese eden farelerin dogumdan birkag¢ saat sonra 6ldiigii ve yasayanlarmn ciddi demir
eksikligi anemisi yasadigi ortaya konulmustur. Bununla uyumlu olarak hepsidin
peptitinin farelere enjekte edilmesi, serum demir seviyelerinde hizli diisiise neden
oldugu goriilmiistiir. Birlikte ele alindiginda tiim bulgular, hepsidinin demir emilimini ve
makrofaj demir salimmi azalttigim1 gostermektedir (Pigeon ve ark, 2001). Hepsidin
demir emiliminin temel diizenleyicisi olup agirhikli olarak karaciger hepatositlerinde
sentezlenir ancak makrofajlar, adipositler ve beyin de dahil olmak tizere diger hiicrelerde
ve dokularda da diisiik ekspresyon seviyeleri, yerel seviyede demir miktarini sabit

tutmak i¢in 6nemlidir (Valore ve Ganz, 2008).

Yapisal olarak hepsidin peptid, dort disiilfit bagi ile bir arada tutulan biikiilmiis
bir sa¢ tokasma benzetilmektedir. Iki bagm antiparalel tabakay: stabilize ettigini ve
ikisinin de peptidin bikiilmiis konformasyonunu sabitledigini g6stermektedir.
Hepsidinin reseptore baglanabilmesi i¢in disiilfit baglarmdan birinin tutulmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, tek tek baglarin ¢ikarilmasinin, in vitro ortamda
hepsidin aktivitesinin 6nemli dl¢lide azaltmadig1 goz Oniline alindiginda, ¢oklu distilfit
baglarinin ferroportin ile temas olusturmasi i¢in 6nemli oldugu disiiniilmektedir
(Nemeth ve ark., 2006). Hepsidin, ferroportin yolu ile plazmada hiicresel demir
salmimmin1 modiile ederek etki gostermektedir. Ferroportin hem hepsidin reseptoriidiir
hem de omurgalilar da bilinen tek hiicresel demir tasiyicisi roliinii {istlenmektedir

(Donovan ve ark., 2005).
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Hepsidin, plazma demir konsantrasyonlarinin ana diizenleyicisidir. Hepsidinin
asir1 ekspresyonunda tipik olarak mikrositik hipokromik anemi sekillenmektedir.
Eksikliginde ise karaciger ve diger parankimlerde demir birikimi ve makrofajlar
bakimindan zengin dalagin asir1 demir yiiklemesine neden olmaktadir (Nicolas ve ark.,
2002). Hepsidin, hemostatik olarak demir ve eritropoietik aktivite ile diizenlenmektedir.
Demir miktarmm fazla oldugu durumlarda hepsidin {iretimini arttirir ve hormonun artan
konsantrasyonlarinda demir yiiklenmesi Onlenmis olmaktadir. Aksi olarak demir
eksikligi durumlarinda ise hepsidin baskilanir bu da diyet demir emilimi ile demir
depolarinm yenilenmesini saglamis olur. Artan eritropoetik aktivite ise, hepsidin
iretimini baskilaylp demir emilimini arttirmaktadir. Ayrica, depolanmis demirin
makrofajlardan ve hepatositlerden salinimini saglayarak eritropez icin gerekli olan demir
ihtiyacin1 karsilamis olmaktadir (Donovan ve ark., 2005). Hepsidin ayrica iiretildigi
dokularda da lokal demir metabolizmas tizerinde kontrol saglamaktadir. Merkezi sinir
sistemi kan-beyin bariyeri ile plazmadan ayrilmaktadir ve dolasimdaki hepsidin bu
bariyer engeline takilmaktadir, beyin dokusu sistemik kontrolden bagimsiz olarak

irettigi hepsidin ile demir regiilasyonunu diizenlemektedir (Nemeth ve Ganz, 2009).

Hepsidin, bagisiklik sisteminin bir parcasi olup enfeksiyonlara karsi ilk savunma
hattinda rol oynamaktadir. Pozitif toplam yiikk ve amfipatik ikincil yapilar1 iistlenme
egilimi veren temel aminoasitleri icermektedir. Bu 6zellik antimikrobiyal peptidler ile
sekans benzerligi gostermemektedir ancak dort disiilfit kopriisinden dolay1 yapisal
olarak defensin ailesine benzemektedir. Hepsidin sentezi, enfeksiyon ve inflamasyon
durumlarinda hizla artis gostermekte olup IL-6 hepsidinin 6nde gelen indiikleyicisi
roliinii iistlenmektedir (Nemeth ve ark., 2004). Antimikrobiyal aktivetisine ek olarak
bagirsaktan demir emilimini ve makrofaj demir salinimini negatif olarak diizenleyerek
bakterilere karsi iki yonlii etki etmektedir; patojenler icin demir miktarimi azaltir ve

dogrudan saldirma gorevlerini tistlenir (Park ve ark., 2001).
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2.4. Patogenez

Anaplasma phagocytophilum enfekte olan Ixodidae ailesine ait kenelerin konak
memeliyi 1sirmast ile yayilim gostermektedir. Ayni kene tiirleri Lyme hastaliginin
etiyolojik etkeni olan Borrelia burgdorferi’yi de iletmektedir (Granick ve ark, 2009). A.
phagocytophilum’un keneden memelilere gegisi, kene 1sirmasindan yaklasik olarak 24-
48 saat sonrasinda gelismekte olup memelilerde kan veya lenf yolu ile dagilim
gostermektedir. Inkubasyon siiresi ise 1-2 hafta arasinda degismektedir (Kohn ve ark.,
2008).

Keneler dogrudan kan damarlarina ulagim gosteremez bu nedenle hasarl kilcal
damarlardan beslenirler, bu esnada Anaplasma phagocytophilum kene tiikiiriigii araciligi
ile kan hiicrelerine ge¢mektedir (Munderloh ve ark., 2004). Organizma graniilositleri
enfekte etmekte olup yapisinda bulunan P-selektin glikoprotein-1 ile hiicre yiizey
reseptorleri ve glikanlara baglanarak konakg¢i hiicrenin graniilositlerinde sitoplazmik

vakuoller i¢erisinde bulunmaktadir (Goodman ve ark., 1999; Webster ve ark.,1988;).

Notrofilik vakuoller iginde bulunan A. phagocytophilum, hiicre arach tahribati
engellemek i¢in fagosom-lizozom fiizyonunu inhibe etmeyi de igeren ¢esitli stratejilere
sahiptir (Rejmanek ve ark 2011). A.phagocytophilum degisken antijenler iiretmek ve
bagisikliktan kagmak i¢in farkli mekanizmalar gelistirmektedir. Antijen degisimi
parazitlerin konak savunmasini asabilmek icin kullandiklar1 yaygin bir stratejidir.
Bunlardan biri, ana yiizey antijeni olan msp2 (p44) geninin korunmus ekspresyon
bolgesinin  hiperdegisken bolgeye karistirilmasidir. Mutasyon msp2  ekspresyon
bolgesinde yaklagik 100 allel genin 6rnekleme yolu ile varyasyon yaratmasi ile konak
savunma sisteminden kacig1 saglanmis olup gen doniisiim stratejisi kullanilmisg

olmaktadir (Rejmanek ve ark., 2011).

A. phagocytophilum nétrofillerden gogalirken hiicre fonksiyonlarmi degistirip,

endotel hiicrelerin yapismni ve gecisini azaltarak hareket etmektedir. Notrofillerde
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cogalma esnasinda lipopolisakkarit ve peptidoglikan1 konak¢idan tedarik etmekte ve
diger bakterilerden farkli olarak konaktan kolestrol alarak bariyer olusturmaktadir.
Konakgidan temin edilen kolestrol ayn1 zamanda A. phagocytophilum girisi ve hiicre i¢i
enfeksiyon igin Onem tasimaktadir (Rikihisa, 2006). Ayrica degraniilasyonun ve
kemokin sentezinin arttirilmasini saglayarak apoptozu geciktirmektedir. Genel olarak bu
notrofil degisiklikleri ile enfekte notrofillerin dolasim siiresi uzatilmis ve bakterilerin sag
kalim1 arttirilmistir. Konak nétrofillerinde ¢ogaltiktan sonra ise sitoliz yolu ile serbest
birakilip baska hiicreleri enfekte etmektedir (Chirek ve ark., 2018). Bunlarla birlikte
konakg1 inflamasyon ve diizensiz mikrobisidal aktiviteyi diizenleme ile hastalifa katki

saglamig olmaktadir (Garyu ve ark., 2005).

Graniilositik anaplazmoziste en tutarh klinopatolojik bulgu trombositopeni olup
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Endotel hiicrelerinin A. phagocytophilum ile
enfekte olmasi ile trombosit aktivasyonunu ve tiiketiminin artmasi ile sekillendigi
diistiniilmektedir. Megakaryositlerin A. phagocytophilum ile enfeksiyonu, hiicre

kiiltiirtinde trombosit {iretimini degistirmemektedir (Granick ve ark., 2009).

2.5. Tam

A. phagocytophilum’un koépeklerde tespiti dogrudan kan yayma metodu ile
yapilmakta olup nétrofil i¢inde bulunan morulalar klinik vakalarin %60’ma kadar
goriilmektedir (Kohn ve ark., 2008). Deneysel olarak enfekte edilmis kopeklerde
morulalarin, agilamadan 4 giin sonra ortaya ¢iktig1 ve 4-8 giin siire i¢inde devam ettigi
bildirilmistir. Morulalar, nétrofilleri enfekte eden E. ewengii’de de goriilebilmektedir.
Bu nedenle iki organizmanm da meydana gelebilecegi alanlarda dolayli
immiinofloresans, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve izolasyon gibi ek analizlerin de
yapilmas: Onerilmektedir. 2006’dan bu yana, ELISA SNAP 4Dx test kiti pratikte
kullanilmakta olup A. phagocytophilum’a karst IgM ve IgG antikorlarini tespit
etmektedir (Egenvall ve ark., 2000; Shaw ve ark., 2001). PCR tespiti kan yayma
metoduna gore daha hassastir, spesifik bir patojen i¢in DNA tespiti aktif bir
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enfeksiyonun varligmi diisiindiirmelidir ve gercek zamanli PCR bakteri yiikiiniin de
Olclilmesine izin vermektedir. Bakilan numunede patojen bulunmamasi halinde yanlis
negatif sonuglarda olusabilmektedir. Buna neden olabilecek nedenler ise; bakteriyeminin
aralikli olmasi,testin minimal tespit seviyesinin altinda bulunmas1 veya doksisiklin gibi

onceki uygulamalardan kaynakli bakterinin mevcut olmamasidir (Sainz ve ark., 2015).

Pozitif serolojik sonug elde edildiginde bu gegmis veya mevcut olan enfeksiyonu
gostermektedir ancak her zaman devam eden bir hastalik durumunu gostermez. Tek bir
pozitif titre sonucu, ¢oziilebilen gegmis bir enfeksiyonun varligini yansitir bunun nedeni
ise antikor titrelerinin birka¢ ay veya yil boyunca siirebilmesidir. Vakalarin 2-4 hafta
araliklarla iki veya daha fazla serolojik testin performasina gore degerlendirilmesi
tavsiye edilmektedir (Gaunt ve ark., 2010;Kohn ve ark., 2011). Seropozitif sonuglar,
anaplazmoza ait klinik belirtiler gostermeyen kopeklerde, kalic1 enfeksiyon veya eskiden
kalic1 antikorlardan kaynaklanabilmektedir (Jensen ve ark., 2007). Bunlarmn haricinde bir
kopek enfeksiyon barindirmasina ragmen seronegatif olabilmektedir. Bu 06zellikle
inkubasyon siiresinde ve akut hastaligin erken evrelerinde, bakteri yiikiiniin distik
oldugu durumlarda yaygin olmaktadir. Bununla ilgili yapilan bir c¢alismada A.
phagocytophilum ile deneysel olarak enfekte edilen kopeklerde, IgG antikorlar: ilk
mazuriyetten 8 giin sonra ve morulalarin goriillmesinden 2-5 giin sonra tespit

edilmektedir (Egenvall ve ark., 2000).

2.6. Tedavi ve Koruma

A. phagocytophilum ile enfekte kopekler genellikle tetrasiklin grubuna ait
antibiyotiklerle bagsarili bir sekilde tedavi edilmektedir. Tercih edilen tedavi prosediirii
ise, glinde iki kez 5 mg/kg veya 4 hafta boyunca giinde bir kez 10 mg/kg olan
doksisiklindir. Baz1 vakalarda, kopeklerin onerilen dozlarda doksisiklin kullanimindan
sonra enfekte olduklarin bildirmistir, bu nedenle 4 hafta siireli tedavi 6nerilmektedir
(Breitschwerdt ve ark., 1998; McClure ve ark., 2010). Ayrica, tetrasiklin grubu

antibiyotiklerin en yaygin yan etkilerinden biri olan kusma, antibiyotik dozunun her 12
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saatte bir iki yarim doza boliinmesi veya yemekten sonra antibiyotigin uygulanmasi ile
elimine edilebilmektedir. Antibiyotik tedavisine baslamadan Oncesi ve sonrasinda
karaciger fonksiyon testleri yapilmali ve karaciger problemlerinde doksisiklin kullanimi

yeniden distiniilmelidir (Little, 2010; Neer ve ark., 2002).

Tetrasiklin grubu antibiyotikler haricinde Rifampin ve Levofloksasin’de A.
phagocytophilum’a karst in vitro etkiler gostermis olup Kloramfenikol ise yavru
kopeklerin tedavisinde alternatif olarak belirlenmistir (Maurin ve ark., 2003). Orta ile
siddetli hastaliga sahip kopeklerde doksisiklin tedaviye yanit vermediginde, diger kene
kaynakl1 hastaliklar i¢in testler yapilmalidir. Genel olarak, klinikte belirlenen ciddiyete
gore, PCV degeri ¢ok diisiik oldugunda kan transfiizyonuna ihtiya¢ olabilmektedir.
Dehidrasyon veya sekonder olarak bobrek hastaligi mevcut ise sivi tedavisi veya

analjezik ve antipirietik ilaglar kullanilabilmektedir (Little, 2010).

A. phagocytophilum  seropozitif — kopeklerde  antibiyotiklerle  birlikte
glukokortikoidler kullanilmamalidir. Yapilan bir ¢aligmada, subklinik olarak enfekte
olmus kdpeklerde immunsupresif dozlarda glukokortikoid veya diger ilaglarin verilmesi
durumunda kopekte klinik belirtiler goriilmemesine ragmen bakteriyeminin yeniden
ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir. Steroidler tatmin edici bir cevap alinmadiginda veya
immun aracili komplikasyonlar ortaya ¢iktiginda diisiiniilmelidir. Anaplasma tiirleri tipik
olarak, hemolitik anemi, trombositopeni, glomeriilonefrit ile kendini gdsteren immun
tepkiye aracilik edebilmektedir. Bu durumlarda, glukokortikoid ile tedavi prosediirii;
prednizon dozalar1 0.5 ila 2 mg/kg/giin arasinda degismeli ve tedavi siiresi bagigiklik
durumuna gore degistirilmelidir (Heeb ve ark., 2003; Kohn ve ark., 2008; Varela ve ark.,
1997). A. phagocytophilum’un terapétik olarak ortadan kaldirilmasi sonrasinda
tekrarlayan enfeksiyon kopeklerde bildirilmemistir, ancak insan tibbinda tekrarlayan

enfeksiyon rapor edilmistir (Horowitz ve ark., 1998).

Anaplasmozis  enfeksiyonun Onlenmesinde  Oncelikle kene kontroliine

odaklanilmalidir. Uygun epidemiyolojik onlemlerin ardindan kopekleri kene istilasina
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kars1 korumada en etkili yol ektoparazit ilaglarin kullanimidir. Permethrin, amitraz ve
fibronil igeren iirlinlerin kullanimi ile kene kontroliiniin saglanmasi, hastaliktan
korunmadaki en etkili yontemler arasinda bulunmaktadir Genel olarak bu ilaglar,
kenelere karsi etki eden aktif molekiillerdir ve kisa siire igerisinde uygun kontrolii
saglamalar1 gerekmektedir, boylelikle kenelerin patojenleri aktarabilmesi ic¢in gerekli
olan siire dnlenmis olmaktadir. Ayrica kopeklerin diizenli olarak taranmasi, kenelerin

aktif oldugu donemde 6nem tasimaktadir (Straubinger ve ark., 2002).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Gerecin Tanim

Arastirma materyalini Antalya Désemealt1 flgesinde bulunan Vetopya Veteriner
Klinigine as1i, muayene, tedavi ve kontrol i¢in getirilen kopekler olusturdu. Bu aragtirma
calisma grubunu olusturan hayvanlarda asagida belirtilen klinik belirtiler ve kriterler goz

onilinde bulundurularak kan 6rnekleri toplandi.

3.1.2. Aranan Klinik Belirtiler

- Halsizlik (Resim 3.1. ve 3.2.)

-Anoreksi (Resim 3.1. ve 3.2.)
- Kilo kayb1 ve zayiflik (Resim 3.3.)

- Polidipsi/ Poliiiri ve anemi (Resim 3.4.)

Sekil 3.1. Hasta hayvanda anoreksi ve halsizlik.
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Sekil 3.3. Hasta hayvanda ilerleyen kilo kayb1 ve zayiflik.

20



Sekil 3.4. Hasta hayvanda ilerleyen kilo kaybi, zayiflik ve anemi.

3.1.3. Hayvan Materyali

Yukarida belirtilen kriterlere gore toplanan kanlardan sadece anaplazma pozitif
20 kopekten kan Ornegi toplandi. Bu Orneklerin 6’s1 disi, 14’1 erkek, yaslar1 ise 7
ayliktan 8 yasina kadar degisen farkl wrk kopekler olusturdu. Kontrol grubunu ise as1
icin klinige getirilen saglikli 10 hayvan olusturdu.

3.2. Yontem

Biitiin kopeklerden kan Ornekleri Vena Cephalica Antebrachii’den tek
kullanimlik steril enjektor kullanilarak negatif basingh tiiplere alindi (Resim 3.5. ve
3.6.). Hemogram ornekleri icin EDTA’l1 (2.5 ml), serum ornekleri i¢in piht1 aktivatorlii

silikon tabanli plastik tiipler (5 ml) kullanildi. Hemogram 6rneginin pihtilagmasimni ve
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hemolizi engelemek icin tiipler dikkatle alt {ist edilerek EDTA’nin tim kana karigmasi

saglandi.

Toplanan kan 6rnekleri 6nce 30 dakika portiipte bekletilerek kanmn pihtilagsmasi
saglandi. Ardindan santrifiij cihazinda 3500 devirde 10 dk’da serumlari ¢ikarildi. Cikan
serum ornekleri otomatik pipet yardimi ile eppendorf tiiplere (1.5 ml) aktarildi. Uzerine
numune numaralar1 yazilarak kayit altma alinan tiipler -20°C’de serolojik analizleri

yapilana kadar sakland1.

Sekil 3.5. Hasta hayvandan kan 6rneginin alinmasi.
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Sekil 3.6. Hasta hayvandan kan 6rneginin alinmasi.

3.2.1. Testlerin Yapihs Prosediirii

3.2.1.1. CaniV-4 Test Kiti

Anaplasma phagocytophilum seropozitif kopeklerin belirlenmesinde Antibody
immiinokromatografik assay CaniV-4 (Dirofloria immitis antijeni, Ehrlichia canis
antikor testi, Borrelia burgdorferi antikor testi ve Anaplasma phogocytophilum antikor
tespiti) Kiti (BioNote, Inc. Republic of Korea) kullanildi. Calismaya sadece A.
phagocytophilum seropozitif olan kdpekler dahil edildi.
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CaniV-4 Test Kitinde bulunan malzemeler:

1. Bir adet Anigen 5 Hizli CaniV-4 test Kiti

2. Bir adet test ¢oziiclisii(3 ml) (Lyme AB, Anaplasma Ab, E.Canis An i¢in)
3. 5 adet Antikoagulantl tiip

4. 5 adet tek kullanimlik kapiler tiip

5. 5 adet tek kullanimlik damlatict

Test ekipmanlar1 folyolanmis paket icerisinden ¢ikartilip kan drneklerinin alindigi
EDTA’L tiiplerden, tek kullamimlik kapiller tiiplere tam kan numunesi almarak test
ekipmaninin saginda bulunan ‘S’ kutucuguna damlatildi ve iizerine 3 damla assay
diluent (120ul) damlatildi. Test calismaya baslarken test cihaz merkezinde bulunan test

pencersinde mor rengin hareket ettigi goriiliip test sonuglar1 10 dk igerisinde yorumlandi.

Negatif Sonug¢: Test merkezinde bulunan test penceresinde tek mor renk (C) bandinda

belirmesinde testin negatif oldugu belirlenir (Resim 3.7.).

Sekil 3.7. Kontrol grubunda A. phagocytophilum seronegatif sonug.
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Pozitif Sonug: Test merkezinde bulunan test penceresinde iki mor ¢izgi T ve C (test ve

kontrol) bandinda belirmesi testin pozitif oldugu belirlenir (Resim 3.8.).

Sekil 3.8. Kontrol grubunda A. phagocytophilum seronegatif sonug.

3.2.1.2. ELISA Hepcidin Test Kiti

ELISA Hepcidin Test Kitinde bulunan malzemeler:

1. Tahlil plakas1 (12x8 kaplamali Mikrokuyu)
2. Standart (dondurularak kurutulmus)
3. Biotin-antikoru (100 x konsantre)
4. HRP-avidin (100 x konsantre)

5. Biotin-antikor Seyreltici

6. HRP-avidin Seyreltici

7. Ornek Seyreltici

8. Yikama Tamponu (25x konsantre)
9. TMB Yiizey

10. Durdurma Coziimii

11. Yapiskan Serit (96 kuyucuk i¢in)

12. Kullanim klavuzu
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Toplanan serum Orneklerinin Glgiimlerinden bir giin 6nce -20°C’den +4°C’ye
aktarilarak yavasca ¢oziilmesi saglandi. 1 gece +4°C’de bekleyen numuneler 6lgiim
yapilmadan 1 saat dnce oda 1sisina ¢ikarilarak ortam sicakligina adapte olmasi saglandi
(Resim 3.9.). Aymi sekilde ELISA kiti de 6l¢tim yapilacak giiniin sabahi oda 1sisma

gelmesi saglandi.

Sekil 3.9. Toplanan serum 6rneklerinin tiiplere konulmasi.

Numuneler tek kanalli ayarlanabilir otomatik pipetler yardimiyla ELISA
kuyucuklarma yerlestirildi, daha sonra yikama ve stop soliisyonlar1 8 kanalli
ayarlanabilir otomatik pipet yardimiyla yapildi. Testlerin gilivenilirligini arttrmak i¢in

numuneler duplike ¢aligildi.

Aragtirmada alman serum Ornekleri YL-Biont firmasmnin kitleri ile
degerlendirildi. ELISA kiti tizerindeki kullanim talimatlarina uygun olarak saklanip,
calisildi. ELISA &l¢iimii sonrasi hesaplamalarda Microsoft Office® Excel program
kullanildi. Islem sonunda elde edilen veriler kit icerisindeki hesaplama yontemi ile
hesaplanarak egim grafikleri olusturuldu ve numuneler bu egime uygun sekilde

hesaplandi.
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3.2.2. Deney ve Kontrol Grubunda Tam Kan ve Biyokimyasal Analizler

Deney grubunda 20, kontrol grubunda ise 10 hayvan degerlendirildi. Hayvanlarin
timiinden EDTA’ll tiiplere alinan kanlarm tam kan sayimlart Abacus JuniorVet
(Hungary)marka tam kan analiz cihazinda yapildi. Ayrica Fe, ALP, AST ve
ALTdegerleri toplanan serum 6rneklerinde dlciildi. Elde edilen sonuglarda deney ve
kontrol grubunda bulunan hayvanlarin Fe, ALP, AST ve ALT degerleri karsilastirild.
Biyokimyasal analizleri ise Gesan Chem 200-1102422 (Italia) otoanalizor cihazi ile

yapildi.

Kan serumunda hepsidin degerleri, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) yontemiyle Ol¢iildii. Arastirmada kopek spesifik hepsidin ELISA kitleri (YL-
Biont, Shanghai yl Biotech Co., Ltd. (China) kullanild1.

3.3. Istatiksel Analiz

Elde edilen bulgular IBM SPSS 22.0 for Windows paket programi kullanilarak
degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygulandiginda Shapiro- Wilk testi kullanild.
Verilerin normal dagilmamasi nedeniyle ikili grup karsilagtirmalart Mann Whitney U

testi ile belirlendi. p<0,05 degeri 6nem sinir1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hematolojik Incelemeler

Hem kontrol grubu (n=10), hem deney grubundaki (n=20) Anaplasma
phagocytophilum seropozitif hayvanlardan EDTA’l1 tiiplere alinan 2 ml kan ornekleri
toplandiktan sonra hi¢ bekletmeden kan sayim cihazinda analiz edilerek hematoloji

sonuglar1 elde edildi.

Kontrol ile deney grubunun hematolojik paramatreleri degerlendirildiginde
16kosit (p<0.05), lenfosit (p<0.05), monosit (p<0.05), eritrosit (p<0.05) ve trombosit
(p<0.05) degerleri arasindaki fark ©nemli bulunurken, graniilosit, hemoglobin ve

hematokrit degerleri arasindaki fark 6nemli bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.1. Kontrol ve ¢aligma grubuna ait bazi hematolojik parametrelerin degerleri.

GRUP HASTA (n=20) KONTROL(n=10)
X £ ss X tss
Parametre m(min-max) m(min-max)
WBC (109/L) 34.48+30.072 11.24+2.43° 0.000
25.22 (9.60-117.50) 10.71 (8.40-17.30)
LYMPH# 14.42+30.072 2.40+1.62° 0.000
(10%/L) 25.22 (9.60-117.50) 2.07 (0.00-6.10)
MON# (10%/L) 1.56+1.562 0.28+0.18" 0.000
1.00 (0.12-6.20) 0.30 (0.00-0.70)
GRAN# (10%L) 18.23+15.50? 9.73+3.98% 0.061
16.45 (0.00-66.40) 10.57 (0.00-14.90)
RBC (10°/L) 4.52+1.50% 6.27+2.39° 0.003
4.24 (2.36-8.33) 6.96 (00.00-8.51)
HGB (g/dL) 5.66+4.20° 5.91+7.66° 0.645
4.75 (0.00-11.70) 0.00 (0.00-15.67)
HCT (%) 8.62+12,25° 18.49+23,99° 0.422
0.00 (0.00-30.02) 0.00 (0.00-50.87)
PLT (10%L) 285.00+122,00? 451.00+127.412 0.001
264.00 (90.00-657.00) 468.50 (275.00-
689.00)

Farkli harf igeren stitunlar arasinda istatistiksel fark vardir (p<0,05).
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Hasta ve kontrol gruplarinda WBC, LYMPH#, MON#, RBC ve PLT degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel fark (p<0,05) bulunmustur. Yine hasta ve kontrol
gruplarinda GRAN#, HGB ve HCT degerleri karsilastirildiginda istatistiksel fark
(p>0,05) bulunmamustir.

Her iki gruba ait 16kosit (WBC), lenfosit (LYM), monosit (MID), graniilosit
(GRA), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT) ve trombosit (PLT)
parametrelerinin grafik degerleri sekil 4.1-4.8 arasinda verilmistir.

Lokosit (x10°/L)
40
301
B calisma
20 E kontrol \
101
0 i

¢alisma kontrol

Sekil 4.1. Kontol ve calisma grubunun ortalama 16kosit degerleri.

Lenfosit (x10%/L)
151
10 | gall§ma|
@ kontrol
5 i
O J

¢alisma kontrol

Sekil 4.2. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama lenfosit degerleri.
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Monosit (x10%/L)

2 -
1,51
H calisma
1 = kontrol
" y 4
0 i

¢alisma kontrol

Sekil 4.3. Kontrol ve ¢aligma grubunun ortalama monosit degerleri.

Graniilosit (x10°/L)
201
197 B calisma
101 E kontrol \
5.
0.

¢alisma kontrol

Sekil 4.4. Kontrol ve ¢calisma grubunun ortalama graniilosit degerleri.
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Eritrosit (x10°/L)

H calisma
@ kontrol

o N A O

calisma kontrol

Sekil 4.5. Kontrol ve ¢caligma grubunun ortalama eritrosit degerleri.

Hemoglobin (g/dL)

6 .
5,51 B ¢alisma
@ kontrol
5 4
4,5-

c¢alisma kontrol

Sekil 4.6. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama hemoglobin degerleri.
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Hematokrit (%)

201
15+
B calisma
101 @ kontrol
5.
0.

¢alisma kontrol

Sekil 4.7. Kontrol ve ¢calisma grubunun ortalama hematokrit degerleri.

Trombosit (x10°/L)
500 -
400 1
300 B calisma
100 {
O.

calisma kontrol

Sekil 4.8. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama trombosit degerleri.

Kontrol ve deney grubunun parametreleri degerlendirildiginde demir (p<0.05),
hepsidin (p<0.05), ALT (p<0.05), AST (p<0.05), ALP (p<0.05) degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Tablo 4.2.’de demir, hepsidin, ALT, AST ve
ALP degerleri gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Calisma ve kontrol grubuna ait demir, hepsidin, ALT, AST, ALP
parametrelerinin degerleri.

GRUP HASTA (n=20) KONTROL(n=10)
X+ ss X+ ss
Parametre m(min-max) m(min-max) P
Fe (ng/dL) 72.50+17.022 145.70+56.51° 0.000
74.50 (52.00-101.00) 130.00 (85.00-251.00)

ALT (U/L) 157.00+62.91° 55.64+13.23" 0.000
176.00 (31.00-281.00) 54.10 (38.00-79.10)

AST (U/L) 171.10+98.43% 37.01+14.09° 0.000
131.00 (46.50-395.20) 32.60 (24.60-65.00)

ALP (U/L) 423.23+243.92° 153.80+52.02° 0.000
350.00 (71.00-1015.00) 123.00 (112.00-270.00)

Hepsidin 36.16+12.99° 11.83+3.09° 0.000

(ng/ml) 35.41 (10.28-62.14) 11.34 (7.84-16.71)

Farkli harf igeren siitunlar arasinda istatistiksel fark vardir (p<0,05).

Her iki grupla ilgili demir (Fe), ALT, AST, ALP ve Hepsidin parametrelerinin
grafik degerleri sekil 4.9.-4.13. arasinda verilmistir.

Fe(ug/dL)

150 4

100 B calisma

@ kontrol

50 1

calisma kontrol

Sekil 4.9. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama demir degerleri.
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200 -

150 1

100 A

50 1

ALT (UIL)

calisma kontrol

B calisma
@ kontrol

Sekil 4.10. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama ALT degerleri.

200 -

150 1

100 A

50 1

AST (UIL)

calisma kontrol

B calisma
@ kontrol

Sekil 4.11. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama AST degerleri.
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500 -
400 4
300 -
200 -
100 1

ALP (UIL)

calisma kontrol

B calisma
@ kontrol

Sekil 4.12. Kontrol ve ¢aligma grubunun ortalama ALP degerleri.

40

30 1

20 1

101

Hepsidin (ng/ml)

calisma kontrol

B calisma
@ kontrol

Sekil 4.13. Kontrol ve ¢alisma grubunun ortalama Hepsidin degerleri.
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5. TARTISMA

Kopek graniilosit anaplazmozisi (CGA), Anaplasmataceae familyasinda bulunan
zorunlu hiicre i¢i bakteri olan Anaplasma phagocytophilum’un neden oldugu vektor
kaynakl1 bulasict bir hastaliktir (Chirek ve ark., 2018). Anaplasma phagocytophilum igin
inkiibasyon siiresi 1-2 hafta siirmektedir bundan sonra ise kendini smirlayan atesli bir
hastalik gelisebilmektedir (Egenvall ve ark., 1998). Klinik bulgular spesifik olmamakla
beraber uyusukluk, anoreksi, soluk mukoza, kusma, poliiiri, polidipsi goriilebilmektedir
(Eberts ve ark., 2011). Calismadaki tiim hasta hayvanlarda kilo kaybi, ates, anoreksi,
poliiiri, polidipsi ge¢misi mevcuttur. Anaplasma hastaliginin eradike edilmesi enfekte
hayvanlarin saptanmasi ve hastaligin yayilmasini onlemeye dayanmaktadir. Hastaligin
tespiti dogrudan kan yayma metodu ile yapilmakta olup nétrofil iginde bulunan
morulalar klinik vakalarin %60’ma kadar goriilmektedir (Kohn ve ark., 2008). Ancak
morulalar, noétrofilleri enfekte eden Ehrlichia ewengii’de de goriilebilmektedir bu
yiizden kesin tan1 amacgl baska yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. 2006’dan bu
yana, ELISA SNAP 4Dx test kiti pratikte kullanilmakta olup A. phagocytophilum’a kars1
IgM ve IgG antikorlarini tespit etmektedir (Egenvall ve ark., 2000; Shaw ve ark., 2001).
Bunlarm haricinde képek enfeksiyon barmdirmasina ragmen seronegatif olabilmektedir.
Bu 6zellikle inkubasyon siiresinde ve akut hastaligm erken evrelerinde, bakteri yiikiiniin
diisiik oldugu durumlarda yaygin olmaktadir. Bununla ilgili yapilan bir ¢caligmada A.
phagocytophilum ile deneysel olarak enfekte edilen kopeklerde, IgG antikorlar: ilk
bulagmadan 8 gilin sonra ve morulalarin goriilmesinden 2-5 giin sonra tespit edilmektedir

(Egenvall ve ark., 2000).

Caligmanin amact dogal olarak enfekte olmus kopeklerde, Anaplasma
phagocytophilum etkeninin hayvanlarin kan parametreleri ve hepsidin {izerindeki

etkisini arastirp, hepsidinin biyomarker olarak kullanimi sorusuna cevap bulmakti.

Granick ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada Anaplasma phagocytophilum
seropozitif kopeklerde ilk klinik bulgular i¢erisinde ates, yiiksek solunum hizi, kusma,

ishal gozlemlemistir. Hematolojik degerlendirmede trombositopeni, 16kopeni, lenfopeni
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ve nétropeni tespit etmistir. Biyokimyasal analizlerinde ise yiiksek serum ALT, AST

degerlerini elde etmislerdir.

Melter ve ark. (2007) yaptig1 ¢alismada hematolojik degerlendirmede siddetli
trombositopeni, lenfopeni gozlenmis, hemoglobin ve hematokrit degerleri normal
referans araligi i¢inde bulunmustur. Biyokimyasal analizde ise yiiksek serum ALP
degeri ile normal deger aralifinda ALT ve AST degerleri elde edilmistir. Yapmis
oldugumuz calismada benzer bulgular haricinde serum biyokimya analizinde yiiksek
ALP, AST ve ALT degerleri elde edilmis olup istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(p<0.05). Ayrica bu ¢alismadan farkli olarak trombositopeni hafif siddette olup normal
degerler icerisinde azalma sekillenmektedir. Trombositopeni mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber endotel hiicrelerde sekillenen yangiya bagli olarak trombosit
aktivasyonu ve tiikketimininin artisina bagh oldugu diisiiniilmektedir (Bexfield ve ark.,

2005).

Lester ve ark. (2005) Anaplasma phagocytophilum seropozitif kopeklerde
yapmis olduklar1 calismada; halsizlik, ylirimede zorluk, anoreksi, tasikardi, pyrexia gibi
semptomlar gozlemlemislerdir. Hematolojik bulgular arasinda ise trombositopeni,
lenfopeni tespit edilmis ve diger parametrelerin normal degerler igerisinde oldugu
bildirilmistir. Biyokimyasal bulgular icerisinde dikkat c¢eken parametrenin ise ALP
oldugu ve normal deger araligindan yiiksek bulundugu tespit edilmistir. Calismamizda
lenfopeni haricindeki diger bulgular bu calisma ile paralellik gostermekte olup farkl
olarak 16kositoz gozlemlenistir. Buldugumuz ortalama 16kosit degeri istatitistik olarak

onemli bulunmaktadir (p<0.05).

Bagka bir ¢alismada ise halsizlik, yiiksek ates, poliiirii, polidipsi, merkezi sinir
sistemi belirtileri gibi semptomlar goriilen kopeklerde Anaplasma phagocytophilum
yoniinden degerlendirmeye alinmis ve seropozitif olduklari rapor edilmistir. Hematolojik
bulgularda belirgin olarak trombositopeni, lokositoz ve anemi goézlemlenmis olup

Iokopeninin daha az rastlanan bir bulgu oldugu rapor edilmistir. Yapilan serum
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biyokimyasal analiz sonuglarinda ALT ve ALP  degerlerinin yiliksek oldugu
bildirilmistir (Jensen ve ark., 2007). Bu c¢alismadaki bulgular ile yapmis oldugumuz
calismadaki bulgular benzerlik gostermektedir. Serum biyokimya degerlendirmesinde
elde edilen ALP, ALT, AST degerlerinde artis gozlemlenmistir (p<0.05). Karaciger
transaminazlarinda sekillenen artislarin mekanizmasit tam olarak bilinememektedir.
Transaminaz degerlerindeki artisn A. phagocytophilum enfeksiyonuna bagl olarak
sekillenen immun sistemin baskilanmasi sonucu olusan sekonder enfeksiyonlarm neden
oldugu septisemi ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (Melter ve ark.; 2007).
Ayrica hastaligin bir semptomu olan anemi sonucu olusan hipoksi nedeni ile karaciger,
bobrek, kas dokusu hiicrelerinde hasar meydana gelmekte ve bunun enzim degerlerinde

artisa neden olabilecegi bildirilmistir (Costa ve ark., 2012).

Plier ve ark. (2009) ise yapmis olduklar1 ¢alismada ates, halsizlik, anoreksi,
toraks oskiiltasyonda bronkovezikiiler sesler ile birlikte aralikli dksiiriik tespit etmistir.
Kan parametrelerinde siddetli trombositopeni, normositik normokromik anemi ve
lokositoz goriildiigii bildirilmistir. Serum biyokimya analizinde orta derecede artmis
ALP rapor edilmistir. Oksiiriik, Anaplasma phagocytophilum ile hem dogal hem de
deneysel olarak enfekte edilmis kopeklerde tanimlanmis olmasina ragmen bu ¢alismada
pnomoni ilk defa belgelenmistir. Akcigerden alinan 6rneklerde pnémoniye neden olan
herhangi bir organizmanin bulunmamasi ancak akcigerlerden elde edilen noétrofillerde
etkenin  morulalarmin  tespit edilmesi, pnémoninin A. phagocytophilum’dan

kaynaklandigimi diisiindiirmektedir.

Chirek ve ark. (2018) klinige gelen hastalarda halsizlik, ates ve benzer bulgular
haricinde palpasyonda eklem agrisi, diskida taze kan gozlemlemislerdir. Eklem agris1
bulunanan kopeklerden sinoviyal sivi alinip incelenmistir. Elde edilen sinoviyal sivinin
viskozitesinin diisiikk ve protein iceriginin fazla oldugu bildirilmistir. Bu sivida notrofil
sayisinda artis gézlenmis ve yapilan PCR sonucunda A. phagocytophilum pozitif oldugu
belirlenmistir. Bu gozlemler sonucunda Anaplasma phagocytophilum’un poliartrite

neden olabilecegi diisiinilmektedir. Hematolojik bulgularin degerlendirmesinde ise en
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yaygin bulgunun trombositopeni oldugunu rapor edilmis bunun yaninda anemi ve
Iokositozda bildirilmistir. Biyokimyasal degerlendirmede ALT, AST ve ALP
degerlerinde artis sekillendigi tespit edilmistir. Calismamizda bu ¢alisma ile benzer
bulgulara rastlanilmistir. Ancak anamnez dogrultusunda yapilan genel muayenede bacak
kemiklerinin, kaslarmn ve eklemlerin palpasyasyonunda herhangi bir agri bulgusuna
rastlanilmadi. Spesifik bir norolojik ve kas-iskelet sistemi muayenesi yapilmasada
seropozitif hayvanlarda gozlemlenen durgunlugun nedeni; inflasmasyon sonucu olusan

homeostaz dengesindeki bozulmaya bagh stresten kaynaklandigmi diisiindiirmektedir.

Hepsidin, peptid yapida bir hormondur. Antibakteriyel ve antifungal
ozelliklerinden dolayi, hepsidin baglangicta karacigerde iiretilen antimikrobiyal peptid
olarak tanimlanmistir (Krause ve ark., 2000; Park ve ark., 2001). Ancak yapilan
calismalarda tip Il akut faz reaktan oldugu ve demir metabolizmasinda rol oynadigi
bildirilmistir (Frazer ve ark., 2002; Nicolas ve ark., 2002). Hepsidin, demirin geri
doniistimii ve demir dengesinin diizenlenmesinden sorumludur. Asir1 demir fazlaligi,
hepsidin {iretimini uyarir ve hormonun artis1 ile demir konsantrasyonu azaltilir, boylece
fazla demir yiiklenmesi Onlenmis olmaktadir. Aksi durumda ise hepsidin, demir
eksikliginde baskilanmaktadir. Bu durum diyet demir emilimini ve demir depolarinin
yenilenmesini saglamaktadir (Zhang ve ark., 2009). Juan ma ve ark. (2014) fareler
iizerinde yaptig1 bir ¢alismada demir eksikligi olan farelerde tedavi sonrasi demir
seviyeleri normale dondiiriilmesi ile beraber hepsidin seviyelerinin  arttigi
gbzlemlenmistir. Cai ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada yeni dogan ve demir
eksikligi anemisi olan bebeklerde tedavi sonrasinda hepsidin diizeyinin arttigi
gosterilmistir. Park ve ark. (2006) anemik fareler ile yaptiklar1 bir galigmada, kemoterapi
ile tedavi sonrasi eritropoietik aktivite baskilanmasi sonucu hepsidin diizeylerinde artis
oldugu goriilmistiir. Park ve ark. (2001) yapmis olduklar1 baska bir ¢aligmada, anemik
farelerde demir replasmani sonrasi hepsidin diizeylerinde anlamli artis oldugunu rapor
etmislerdir. Hepsidin {iretimi, asir1 demir varliginda ve iltihaplanma ile uyarilirken;
anemi ve hipoksi sonucu olsan eritropoez ihtiyact durumlarinda ise inhibe edilir

(Falzacappa ve Muckenthaler, 2005; Ganz, 2006;). Kali ve ark. (2015) yang1 sirasinda
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hepsidinin IL-6 tarafindan tetiklendigini, sepsiste ve yangisal reaksiyonlarda 6nemli bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Nemeth ve ark. (2003) yaptiklar1 bir
calismada transflizyona bagli demir yiiklenmesi, enfeksiyonu ve inflamatuar hastaligi
olan hastalarda idrarda hepsidin atiliminin belirgin olarak arttigi, in vitro IL-6 ile
hepsidin mRNA’sinin belirgin olarak indiiklendigi gézlemlenmistir. Baska bir ¢alismada
ise Huang ve ark. (2017), calismada lipopolisakkarit enjeksiyonu yaparak endotoksemi
modeli olusturulan farelerin karaciger dokusunda hepsidin salmimini arttirdigi
gosterilmistir. Spoottiswoode ve ark. (2017) yaptiklar1 caligmada ise deneysel olarak
sitma olusturulan farelerde hepsidin salmimimni arttirdigr gosterilmistir. Yapilan bir
calismada Sahinduran ve ark. (2016) hepsidin degerinin parvoviral enfeksiyonlu
kopeklerde saglikli olanlara gore istatistiksel olarak (p<0.001) 6nemli fark gosterdigini
ilk defa bildirmiglerdir.

Bu ¢alismada ise ilk defa A. phagocytophilum seropozitif kopeklerde bazi anemi
parameterleri ile hepsidin diizeyi arasindaki iliski arastirilmistir. Calisma sonucunda
serum biyokimya analizinde saglikli kopeklerde demir degeri 85.00+251.00 (ug/dL)
olarak bulunurken, A. phagocytophilum seropozitif kopeklerde 52.00+101.00 (ng/dL)
olarak tespit edilmistir (p<0.05). Hepsidin degerleri ise saglikli kopeklerde 11.83+3.09
(ug/ml) olarak bulunurken, A.phagocytophilum seropozitif kopeklerde 36.16+12.99
(ng/ml) olarak tespit edilmistir. ki grup arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede
aralarindaki fark Onemli bulunmustur (p<0.05). Anaplasma phagocytophilum
enfeksiyonunun neden oldugu inflamasyon sirasinda IL-6 basta olmak tizere cesitli
sitokinler hepsidin tiretimini arttrmaktadir (Kemna ve ark., 2005; Wessling-Resnick,
2010). Artan hepsidin seviyeleri; demirin makrofaj ile hepatosit hiicrelerinden salinimini
ve demir emilimini azaltarak serum demir diizeyinde azalmalara neden olmaktadir (Orro
ve ark., 2008). Serum demir diizeyindeki azalmalar eritropoetik hiicrelerde eritropoezin
azalmasma sebep olarak non-rejeneratif anemiye neden oldugu disiiniilmektedir

(Weinstein ve ark., 2002).
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6. SONUC

A. phagocytophilum, Ixodidae ailesine ait keneler tarafindan vektdrlenen zoonoz
karakterde diinyada yaygin olarak goriilen bir patojendir. Etkenin insanlarda HGA’e
neden oldugu tespit edildikten sonra 6nem kazanmis ve bu konuda yapilan aragtirmalar

artmistir.

Tiirkiye’de  Ozellikle Akdeniz bodlgesinde yaygmn olarak goriilen A.
phagocytophilum kopeklerde spesifik olmamakla beraber anemi, anoreksi, halsizlik, ates
gibi semptomlara neden olmaktadir. Hastaligin tespitinde ilk akla gelen dogrudan kan
yayma metodur. Ancak kan yayma metodu ile nétrofil igerisinde bulunan morulalarin
kisa bir donemde goriilmesi taniy1 zorlastirmaktadir. Klinikte pratikte kullanilmakta olan
ELISA SNAP 4Dx test kiti ile tan1 konulmaktadir. Bunlarin haricinde PCR tan1 amagl
kullanilabilmektedir. Fakat laboratuar ekipmanlari gerektirmesi ve maliyetin yliksek

olmasi1 nedeni ile pratikte tercih edilmemektedir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada A. phagocytophilum ile enfekte anemik
kopeklerde kandaki anemi parametreleri ile demir ve hepsidin arasindaki iligkiyi
arastirdik. Calisma sonuglarinda elde ettigimiz veriler hepsidinin diger parametreler
esliginde etkili bir biyomarker olarak kullanilabilecegi ve tanida yardimci olabilecegini

tespit ettik.
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