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OZET

NIGDE YORESI KAPLUMBAGA KENELERINDE
SPIROLASMA ENDOSIMBIYONTLARININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

MUTLU, Fatma
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Mustafa KARATEPE

Agustos 2024, 52 sayfa

Bu tez c¢alismast Nigde yoresi kaplumbaga kenelerinde  Spiroplasma
endosimbiyontlarinin molekiiler olarak belirlenmesi i¢in yapilmistir. Bu amagla
Haziran’da 17, Temmuz’da 22, Agustos’ta 21 ve Eyliil ayinda 28 olmak iizere Haziran-
Eyliil 2022 tarihleri arasinda toplam 88 kaplumbaga incelenmistir. Toplanan keneler tiir
tanimlamasi yapilana kadar %70’lik etil alkol i¢erisinde saklanmigtir. Enfeste belirlenen
kaplumbagalardan toplam 184 kene toplanmis (167 erkek ve 17 disi) ve bu kenelerin
tamam1 Hyalomma aegyptium olarak teshis edilmistir. Kaplumbagalardan toplanan 184
kene ornegi her bir kaplumbagaya ait olacak sekilde erkek ve disi olarak separe edilmis
ve sonrasinda toplam 68 kene havuzu olusturulmustur. Kene havuzlarindan ticari kit ile
genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu yapilmistir. gDNA izolatlar1 Spiroplasma 16S
rRNA (1000 bp) gen bolgesi yonilinden spesifik primerlerle PCR analizine tabi
tutulmustur. Calisma sonucunda Spiroplasma spp. i¢in toplam 88 kaplumbaganin
4’tinden (%4.5) toplanan kenelerde pozitiflik tespit edilmistir. Toplanan 184 kenede
Spiroplasma pozitifligi %3.2 (6 kene) olarak belirlenmistir. Pozitif ¢ikan keneler;
Temmuz ve Eyliil aylarinda tespit edilmis ve tamami erkek kene olarak belirlenmistir.
Sonug olarak, Nigde yoresinde kaplumbaga kenelerinde Spiroplasma spp. molekiiler
olarak ilk kez bu calisma ile saptanmustir.

Anahtar sézciikler: Kaplumbaga, Hyalomma aegyptium, Nigde, PCR, Spiroplasma,
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SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SPIROPLASMA ENDOSYMBIONTS IN
TICKS ON TORTOISES IN NIGDE PROVINCE

MUTLU, Fatma
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology

Supervisor : Prof. Dr. Mustafa KARATEPE

August 2024, 52 pages

The study was carried out to molecularly identify Spiroplasma endosymbionts in tortoise
ticks in the Nigde province. For this purpose, a total of 88 tortoises were examined
between June and September 2022, including 17 in June, 22 in July, 21 in August and 28
in September. The collected ticks were stored in 70% ethyl alcohol until examination and
species identification. A total of 184 ticks were collected from the infested tortoise (167
males and 17 females) and all of these ticks were identified as Hyalomma aegyptium. 184
tick samples collected from tortoise were separated into male and female for each tortoise,
and then a total of 68 tick pools were created. Genomic DNA (gDNA) was extracted from
tick pools with a commercial kit. gDNA isolates were subjected to PCR analysis with
primers specific for the Spiroplasma 16S rRNA (1000 bp) gene region.

As a result of the study, Spiroplasma spp. positivity was detected in ticks collected from
4 of a total of 88 tortoise (4.5%). Spiroplasma positivity was determined as 3.2% (6 ticks)
in 184 ticks collected. Positive ticks were detected in July and September and all of them
were identified as male ticks. In conclusion, this study was the first molecular detection
of Spiroplasma spp. in tortoise ticks in Nigde province.

Keywords: Tortoise, Hyalomma aegyptium, Nigde, PCR, Spiroplasma
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ON SOz

Keneler insanlar ve hayvanlar etkileyen ve cesitli hastaliklar1 nakleden Onemli
ektoparazitlerdendir. Beslenmek icin belirli konaklari tercih eden keneler gelisimlerinin
her doneminde kan emmek zorundadirlar. Kaplumbaga kenesi olarak bilinen Hyalomma

aegyptium 3 konakli bir gelisim gdstermekte ve iilkemizde yaygin olarak bulumaktadir.

Bu calismada, Nigde yoresinde farkli ¢alisma merkezlerinde incelenen kaplumbagalardan
toplanan kenelerde PCR analizi ile Spiroplasma endosimbiyontlarinin molekiiler

karakterizasyonunun belirlenmesi amaglanmaistir.

Calismam boyunca bana yol gosteren, bilgi birikim ve deneyimleri ile her zaman destek
olan ve maddi manevi destegini hicbir zaman esirgemeyen danisman hocam, Sayin
Prof. Dr. Mustafa KARATEPEye, laboratuvar ¢alismamda destegini gordiigiim Prof. Dr.
Bilge KARATEPE ve Dr. Ogr. Uyesi Ozhan SENOL’a, ¢aligmalarim sirasinda bana
yardimc1 olan Yiiksek Lisans ogrencisi arkadasim Zeynep ERGULES’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Maddi manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen ve her zaman yanimda olanbabam

Beytullah MUTLU ve annem Zelitha MUTLUya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismaya SAT 2022/8-BAGEP numarali proje ile finansal destek saglayan Nigde
Omer Halisdemir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine katkilarindan dolay1
tesekkiir ederim. Bu aragtirma, ayni materyali ve laboratuvar kosullarin1 kullanarak
“Nigde Yoresi Kaplumbaga Kenelerinde Wolbachia Endosimbiyontlarinin Molekiiler
Karakterizasyonu™ baslikli calisma ile koordineli olarak yiirtitiilmiistiir. Bu iki ¢aligmanin
sonuglari, kenelerde Wolbachia ve Spiroplasma endosimbiyontlarinin saptanmasi

acisindan birbirini tamamlayici bilgiler sunmaktadir.
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BOLUM 1

GIRIS

Ulkemiz bulundugu cografi konum nedeniyle kenelerin ¢ok yaygm goriildiigii
bolgededir (Aydin vd., 2002). Keneler diinya genelinde birgok bakteriyel, viral ve
paraziter patojenlerin ana rezervuart olduklarindan halk saghg i¢in Onemli
ektoparazitlerdendir. Pek ¢ok hastalik etkenine vektorliik eden keneler gelisimlerinin
her doneminde kan emmek zorundadirlar. Keneler, Artropoda anacinda, Chelicerata
anag altinda bulunur ve sicakkanli hayvanlarin yan sira gesitli siiriingenlerden de kan
emmektedirler. Kan emme sirasinda tiikiirik salgilarini konaga vermek suretiyle
zehirlenmelere ve felglere yol agarlar (Karaer vd. 1997; Aktas, 2015; Altay vd. 2021).
Diinya ¢apinda 900°den fazla kene tiirii tanimlanmistir. Tiirkiye’de bilinen 48 kene
tiiriinden 31 tanesi insanlar1 enfeste ederken, 19 kene kaynakli hastalik hayvanlar ve
insanlarda tespit edilmistir (Karatasova vd., 2018). Kaplumbaga kenesi olarak bilinen
Hyalomma aegyptium’un baslica kara kaplumbagasi, siirlingen hayvanlar, yabani
kemiriciler, koyun, sigir ve insanlarda enfestasyona yol agtig1 tespit edilmistir (Yilmaz
vd., 2013). Hyalomma aegyptium 3 konakl1 yasam dongiisiine sahiptir ve ergin keneler
icin ana konak Testudo cinsi kaplumbagalardir. Bunlara cogunlukla bahge ve ormanlik
alan bolgelerinde rastlanir. Hyalomma’lar diinya genelinde yaygin olarak goriilmekte
olup ozellikle bu cinse ait kene tiirleri Afrika, Gliney Avrupa, Asya ve Akdeniz
Bolgesi’yle beraber Pakistan’a kadar olan Orta Dogu Bolgesi’nde bulunurlar (Pastiu
vd., 2012; Arslan, 2013; Barradas vd., 2021).

Kara kaplumbagalar1 diinyada genis bir alana sahiptir ve Tiirkiye’de de biitiin cografi
bolgelerde goriilen kara kaplumbagalar1 genellikle kuru, taghh ve kumlu arazilerde
yasarlar (Aysul vd., 2010). Spiroplasma tiirleri Spiroplasmataceae familyasinda
bulunan sarmal mikoplazmalardir. Baz1 Spiroplasma tiirleri omurgalilar i¢in potansiyel
patojen olarak suclanmaktadir. Birincil yasam alanlar1 bitki ve artropodlardir. Bu
bakteriler tek katmanli hiicrelere sahiptirler (Henning vd., 2006). Uzerinde en ¢ok
calisgilan endosimbiyontlardan olan Spiroplasma’lar tim bdceklerin - %5’inden
fazlasinda mevcuttur. Spiroplasma tiirleri esas olarak hiicre disinda hemolenfte bulunur

ve siklikla erkek oliimiine neden olur. Spiroplasma endosimbiyontu artropodlar
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enfeksiyonlardan korumakta ve bu nedenle vektdr kaynakli hastaliklarin kontrolii i¢in
ara¢ olarak kullanilmaktadir (Anbutsu ve Fukatsu 2010; Ventura vd., 2012; Shokal vd.,
2016).
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BOLUM 11

GENEL BILGILER

2.1 Kaplumbagalar Hakkinda Genel Bilgi

Kaplumbagalar Tiirkiye’de hemen hemen tiim boélgelerde olduk¢a genis bir alanda
dagilim gosterirler. Kara kaplumbagalart kuru, tash ve kumlu arazilerde yasayan
canlilardir. Diinyada 6zellikle Kuzey Afrika, Orta Dogu ve Avrupa’da goriiliir (Aysul vd.,
2010). Tiirkiye’de kara kaplumbagalar1 Testudo cinsine aittir (Arslan, 2013; Tiirkozan
vd., 2005; Tiirkozan vd., 2010) ve keneler kaplumbagalarda en sik goriilen
ektoparazitlerdendir (Bizhga vd., 2022). Kaplumbagalar baglik ve bahgelik bolgelerde sik
dolastigindan kene ile enfeste olma olasiliklar1 ¢ok yiiksektir. Hyalomma aegyptium

kaplumbaga kenesi olarak bilinen bir kene tiiriidiir (Aydin vd., 2002).

2.2 Kenelerin Morfolojisi

Keneler capitulum ve viicut kisimlarinin bulundugu idiosoma olarak adlandirilan iki
kisimdan meydana gelirler. Kene larvalari 6 bacaga sahipken nimf ve erginleri 8 bacaga
sahiptir. Belirgin bas yapilar1 bulunmazken, ag1z pargalari capitulumda bulunur (Tilgen,

2010).

Sekil 2.1. Kenelerin morfolojik goriintiisii (Kisi, 2024)

Ixodid kenelerin viicut yiizeyi sert kitin tabakasiyla kaplidir. Bu kitin erkek kenelerde tiim
viicudu kaplar ve conscutum adini alirken disi kenelerde viicudun 6n kisminda yaka

seklinde yer alir ve scutum olarak adlandirilir. Agiz organellerinin bulundugu

3
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capitulumda bir ¢ift palp, bir ¢ift chelicer ve tek parga hipostom bulunur. Viicudun ventral
kisminda bacaklar, ventral yliziin 6n kisminda genital delik, arka tarafinda da aniis
bulunur. Argasid keneleri ise dorso ventral basiktir ve bu ailede yer alan kenelerin viicut

yiizeyi kitin tabakasi ile kapli degildir (Dumanli vd., 2016).

Sekil 2.2. Kenelerin morfolojisi (Vatansever, 2012)

2.3 Kenelerin Biyolojisi

Keneler kan emerek beslenen ektoparazitlerdir. Bunlar agiz organellerini deri igine
sabitleyerek ayni yerden kan emerler ve hayatlar1 boyunca kan emmek zorunda olan
artropodlardir. Erkek ve disi keneler kan emme sirasinda ciftlesirler. Biyolojik gelisimine
gore Ixodidae ailesindeki keneler 3 grupta toplanirlar (Vatansever, 2012; Dumanli vd.,

2016).

2.3.1 Bir konakh kenede gelisme

Yumurtadan ¢ikan larvalar konak hayvana gelir ve kan emerler, doyduktan sonra konak
hayvan tlizerinde nimfe doniigiirler. A¢ nimf de ayni1 konak iizerinde kan emip doyarak
konak tizerinde gomlek degistirir. Ortaya c¢ikan a¢ ergin keneler ¢iftlesir ve disi kene
konak hayvani terkedip topraga diiser, yumurtlar ve 6liir. Boylece gelisimini bir konakta

tamamlamis olur (Vatansever vd., 2008; Dumanli vd., 2016).

2.3.2 iki konakl kenede gelisme

Iki konakli keneler, larva ve nimf dénemini bir konakta, ergin donemini ise baska bir
konakta gecirirler. Bu sekilde iki konakli kenede gelisim gosteren kenelere 6rnek olarak

H. detritum ve Rh. bursa tirleri verilebilir (Karaer vd. 1997; Dumanli vd., 2016).
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2.3.3 Uc konakh kenede gelisme

Uc konakli keneler larva, nimf ve olgun dénemlerini ayr1 konaklarda gecirir ve gomlek
degistirmeler toprakta gerceklesir. Biitiin donemler ayni hayvanda olabilecegi gibi farkli
hayvanlarda da olabilir (Vatansever, 2012; Dumanl vd., 2016).

Sekil 2.3. Bir konakli, iki konakl1 ve li¢ konakli kenede gelisme (Vatansever, 2012)

2.4 Kenelerin Simiflandirilmasi

Metastigmata dizisinde yer alan keneler sistematikteki yeri asagidaki gosterilmigtir
(Karaer vd., 1997). Bu dizide Ixodidae, Argasidae ve Nuttalliellidae olmak tizere iig
ailede 907 kene tiirii yer almaktadir (Aktas, 2015; Altay vd., 2021).
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2.5 Hyalomma Cinsi Keneler

Hyalomma cinsi keneler karakteristik Ozellikleri nedeniyle diger kene cinslerinden
kolayca ayrilabilir ve bunlar uzun agiz organeline sahiptirler. Bacaklarindaki baglanti
noktalarinda halkalar bulunur. Bu halkalar bazi tiirlerin tanimlanmasinda Onemli
kriterlerdendir. Hyalomma kenelerin yasam dongiisii cogunlukla iic konakli 6zellik
gostermektedir (Pastiu vd., 2012; Barradas vd., 2021). Hyalomma keneleri gelismelerinin
her sathasinda kan emmek zorundadir. Keneler gomlek degistirmeden 6nce konak¢idan
ayrilmali ve yeni konak¢1 bulmalidir. Her yasam dongiisii (larva, nimf ve olgun) farkli
konakgilarda gergeklesebilir (Silveira, 2016). Hyalomma keneleri doku hasarinin yani

sira bakteriyel, viral ve protozoal hastaliklarin tasinmasinda rol oynar (Kumar vd., 2020).

e 4 S o
m * i

Sekil 2. 4. Ixodidae ailesinde bulunan soylardaki kenelerin gnathosomalarinin
goriintiisii (a) Dorsal (b) Ventral (Silveira, 2016)
Am: Amblyomma, Rhi (Boo): Rhipicephalus (Boophilus), Der: Dermacentor, Hae:
Haemaphysalis, Hya: Hyalomma, Ixo: Ixodes, Rhi: Rhipicephalus

2.6 Hyalomma aegyptium Smiflandiriimasi

Ixodidae ailesi Hyalomma cinsinde yer alan H. aegyptium’larin siniflandirilmasi asagida

gosterilmektedir (Karaer vd., 1997).
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Cizelge 2.1. Hyalomma aegyptium siniflandirilmasi

Alem Animalia

Kok Arthropoda

Kok Alt1 Chelicerata

Simf Arachnida

Simif Alti Acarina

Dizi Metastigmata

Aile Ixodidae

Cins Hyalomma

Tiir Hyalomma aegyptium

2.7 Hyalomma aegyptium Hakkinda Genel Bilgi

Hyalomma aegyptium kaplumbaga kenesi olarak bilinmekte ve kaplumbagalar ile
0zdeslesmis bir kene tiiriidiir. Erigkin gelisme doneminin kaplumbagalar disinda diger
konaklarda goriilmesi nadirdir (Aysul vd.,2010; Silveira, 2016). Hyalomma cinsine ait
kene tiirleri; Afrika, Gliney Avrupa, Asya ve Akdeniz bolgeleriyle beraber, Pakistan ve
Orta Dogu bolgelerinde yaygin olarak bulunurlar (Arslan, 2013; Aysul vd., 2010).
Hyalomma aegyptium 3 konakli gelisim 6zelligi gosteren sert kenelerdir (Kog, 2013).
Konak olarak baslica kara kaplumbagalarinda bulunmakla birlikte kertenkele, kus, kiiciik
memeliler ve bazen de insanlardan kan emmektedir (Karaer vd., 1997; Pastiu vd., 2012;

Barrdas vd., 2021).

Sekil 2. 5. Tam ve yar1 doymus disi ile erkek Hyalomma aegyptium (a) Dorsal
gorliniim, (b) Ventral goriiniim (Silveira, 2016)
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2.8 Hyalomma aegyptium’larin Morfolojik Ozellikleri

Hyalomma aegyptium kenelerinin conscutumlari yumurta bi¢cimindedir ve siyah renge
sahiptir. Erkek keneler 3 mm genisliginde 5 mm uzunlugunda, disi keneler ise 3 mm
genisliginde ve 6 mm uzunlugundadir (Karaer vd., 1997). Erkek Hyalomma kenelerinde
capitulum uzun ve basis capitulum 6 koselidir. Hipostom uzundur, scutum yuvarlak, mat
koyu kahverengi siyahimsi renktedir. On adet festonu olup ayni biiyiikliiktedir ve parmasi
belirgindir. Gozleri derin bir ¢ukurlukta yerlesmistir ve disilerin viicudu siyahimsi

kahverengi olup ovaldir (Bursali, 2009; Karaer vd., 1997).

Sekil 2. 6. Hyalomma aegyptium (a) Dorsal goriintii (b) Ventral goriintii (Chegeni
vd., 2015).

2.9 Kenelerden Korunma ve Kontrol

2.9.1 Biyolojik miicadele

Biyolojik miicadele canliy1 baska bir canli organizmayla 6ldiirmek anlamina gelmektedir.
Kenelerle biyolojik miicadelede bazi bakteri, mantar, nematod ve parazitoidler
kullanilmaktadir. Miicadele i¢in kullanilan canlilarin kenelere konak olup olmamas1 goz
oniline alinarak miicadele islemi gerceklestirilmelidir (Kog, 2016). Kenelerde biyolojik
kontrol, kimyasal miicadelede kullanilan ilaglardaki fiyat artisi, kenelerin direnci gibi

faktorler nedeniyle daha fazla tercih edilir olmustur (Tilgen, 2010).

2.9.2 Kiiltiirel Miicadele

Kiiltiirel miicadelede bireysel korunma esastir. Keneler miicadele yapilmadan 6nce halkin

keneler hakkinda bilinglendirilmesinin iyi yapilmasi gerekir. Kenelerin nerelerde
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yasadigini, yasam dongiisii, konak tercihleri gibi bazi biyolojik ve ekolojik 6zellikleri
bilinmeli ve bu bilgiler 1s18inda miicadele yapilmasi gerekmektedir. Kene isirmasi
durumunda neler yapilacagi ile ilgili halkin bilinglendirilmesi gerekir ve halkin
bilinglenmesi i¢in gerekli yerlere ve gerekli kisilere seminer ve egitimler verilmelidir

(Kog, 2016).

2.9.3 Fiziksel Miicadele

Kimyasal herhangi bir madde kullanilmadan yapilan miicadele yontemidir. Ozellikle
kirsal kesimde yasayan ve hayvancilikla ugrasan kisiler bazi1 6nlemler alarak kenelerle
temasint azaltabilirler. Bu Onlemler insanlarin ev etrafinda siklikla vakit gegirdigi
yerlerde uygulanmalidir. Ornegin evin yakiinda yer alan gimler bigilerek kenelerin daha
goriiliir hale getirilmesi saglanir. Ahir gibi yerlerde kenelerin yumurta birakabilecegi

catlak ve yariklar kapatilarak kenelerin yumurta birakmasi ve gizlenmesi azaltilabilir

(Kog, 2016).

2.9.4 Kimyasal Miicadele

Kimyasal miicadele yapilirken dogaya ve hayvanlara zarar verilmektedir. Buna ragmenen
sik kullanilan yontemlerden biridir. Kimyasal miicadelenin dogru yapilmasi esastir.
Yapilan ilaglama ¢evre, insan ve hayvan saghigina dikkat edilerek yapilmalidir (Kog,
2016). Konak iizerine uygulanacak olan kimyasal maddeler konaga zarar vermeyen tiirde
olmalidir. Et ve siitiinden faydalanilan canlilarin etine ve siitiine kimyasal maddelerin
gecmemesi gerekir. Yapilan ¢evre ilaglamalarinda son yillarda ozellikle sentetik
piretroidler agirlikli olarak kullanilmaktadir ve konak canlilarin yasam ve barmmma
alanlaria uygulanmalidir. Ormanlik alanlar ve dogal habitatlara kimyasal madde atmak

dogaya verdigi zarardan dolay: tercih edilmemelidir (Kog, 2016).

2.10 Kaplumbagalarda Keneler ve Endosimbiyontlar1 Uzerinde Yapilmis
Cahsmalar

Aydin vd. (2002) Marmara bolgesindeki kaplumbaga tiirlerinde kenelerin yayginligini

arastirdig1 calismada 32 kaplumbagayi incelemisler ve kaplumbagalarin %40.6’sinda

keneye rastlamiglardir. Tespit edilen kaplumbaga kenelerinin tamami H. aegyptium

olarak tanimlanmustir.
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Giiner vd. (2003) Istanbul ilinde 7. graeca tiirii 150 kaplumbagayr muayene etmis ve
bunlardan topladiklari kenelerden 153 ergin, 185 nimf ve 20 larvanin hepsinin H.

aegyptium oldugunu belirlemis ve kenelerde Borrelia sp.’yi tespit ettmistir.

Siroky vd. (2006) Balkan iilkelerinde H. aegyptium’un konak tercihlerini arastirdiklari
calismalarinda, 211 Testudo cinsi kaplumbagadan 1327 adet H. aegyptium, Hae. sulcata,
Hae. inermis ve Rh. sanguineus tiirlerine ait kene toplamislar ve en yaygin tiir olarak H.

aegyptium’u bulmuslardir.

Tavassoli vd. (2007) iran’da T. graeca tiirii kaplumbagalarda H. aegyptium keneleri
tizerinde yaptiklari ¢alismada 32 kaplumbaganin 14’linde toplam 117 kene toplamislar ve

tiimiini H. aegyptium olarak teshis etmislerdir.

Aysul vd. (2010) Trakya bolgesindeki kaplumbagalarda H. aegyptium’un yaygmligini
arastirmak i¢in 56 kara kaplumbagasi incelemis ve kaplumbagalarin %98.21°de kene
bulunmustur. Toplanan 436 kenenin tiimiintin Hyalomma cinsine ait oldugu ve bunlardan
81’inin (%18.57) H. aegyptium erigkini, 188’inin (%43.11) Hyalomma spp. nimfi ve
167’sinin (%38.3) de Hyalomma spp. larvasi oldugu anlagilmistir.

Bursali vd. (2010) Tokat ilinde insanlar1 enfekte eden Ixodid kene tiirlerini
arastirmiglardir. Insanlardan topladiklar1 5999 ergin kene arasinda H. marginatum, H.
detritum, Rh. bursa, Rh. (Boophilus) annulatus, Hae. punctata, D. marginatus ve I.
laguri’yi en yaygin kene tiirleri olarak belirlerlerken bolgede H. aegyptium’un insanlarda

cok yaygin oldugunu belirtmislerdir.

Gazyagc1 vd. (2010) Orta Anadolu’da Temmuz 2008’de bir geng bir de ergin kirpiden,
Erinaceus concolor, geng olanda daha ¢ok keneye rastlamislar ve toplamda 32 adet
bulduklari kenelerin hepsinin H. aegyptium olarak teshis ederek bu kaplumbaga kenesinin

bir kirpide parazit olduguna dair ikinci bir kayit oldugunu belirtmiglerdir.

Kar vd. (2011) Trakya yoresinde dogal yasam alanlarinda saptanan 26 kaplumbagadan
423 kene toplamigslar ve kenelerin tamamin1 H. aegyptium olarak belirlemislerdir. Nested-
PCR ile olusturduklar1 28 6rnek grubundan 8 tanesini sadece Rickettsia spp., 2 tanesini

de hem Rickettsia spp. hem de B. burgdorferi sl. ile enfekte bulmuglardir.
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Pastiu vd. (2012) Romanya’da muayene ettikleri 45 Testudo graeca tiiri
kaplumbagalardan topladig1 448 adet keneyi H. aegyptium olarak teshis etmislerdir. Daha
sonra H. aegyptium’un PCR analizinde 4. phagocytophilum (%18.8), E. canis (%14.1) ve
C. burnetii (%10) varligini1 saptamislardir. Kaplumbagalardaki enfestasyon oranini %60
(27/45) olarak tespit etmisler ve kenelerin %32.4'liniin en az bir patojenle enfekte

oldugunu, %9.8'inde koenfeksiyon oldugu belirlemislerdir.

Yilmaz vd. (2013) Van ili Ercis il¢esindeki kara kaplumbagalarinda (7estudo graeca,
Linnaeus, 1758) kene enfestasyonlarini belirlemek amaci ile yaptiklari ¢alismalarinda 37
kara kaplumbagasindan 171 disi ve 67 erkek olmak iizere 238 adet ergin kene toplamiglar

ve kenelerin tamamin1 H. aegyptium tiirii olarak tanimlamiglardir.

Kiregei vd. (2013) Kahramanmarag’da kaplumbagalarda (7. graeca) yaptiklar1 ¢galismada
84 kaplumbaganin 60’1inda 272 kenede tiir tayini yapmislar ve tiim keneleri (180 erkek,
92 disi) H. aegyptium olarak saptamislardir. Kene oOrneklerinde CCHV antijenini
belirlemek i¢in ticari ELISA testi kullanmislar ayrica bu 6rneklerin aerobik ve anaerobik
olarak kiiltiirlerini yapmislardir. Kenelerin bakteriyolojik incelemelerinde 98 (38 Bacillus
sp., 23 difteroid basil, 21 CNS, 7 Pasteurella sp., 6 Micrococcus sp. ve 3 E. aerogenes)
aerobik bakteri izole ettiklerini bildirmisler buna karsilik ELISA testinde CCHV tespit

edememislerdir.

Ko¢ (2013) Antalya’da cesitli hayvanlar {izerinde yaptiklar1 caligmalarinda 74
kaplumbaganin 36’sin1 kenelerle enfeste olarak belirlemisler ve bunlarin tiimiiniin H.

aegyptium olarak tespit etmislerdir.

Bakirci (2016) Izmir ve Aydi yéresi kaplumbagalarinda H. aegyptium’un prevelansini
arastirmistir ve 12 kaplumbagadan 228 adet ergin kene (147 erkek, 81 disi) toplamais,

toplanan tiim keneleri H. aegyptium tiirii olarak tanimlamistir.

Azagi vd. (2017) Israil’de Hyalomma tiirii kenelerin Francisella benzeri
endosimbiyontlarini ve Rickettsia tiirlerini incelemis ve 7 kaplumbagadan toplanan 28
kenenin tamaminin Hyalomma aegyptium oldugunu tanimlamigtir. Bu kenelerin
molekiiler analizinde Francisella benzeri endosimbiyontlar1 %100 ve Rickettsia tiirlerini

ise %19.2 olarak belirlemislerdir.
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Yilmaz ve Hekimoglu (2017) Beytepe kampiisii ormanlik alaninin kene faunasini
arastirmiglar ve kaplumbagalar lizerinden topladiklar1 21 keneyi H. aegyptium olarak

teshis etmislerdir.

Bursalt vd. (2017) Corum ydresinde insanlar {izerinde parazitlenen kenelerde riketsiya
varligint arastirmistir. Topladiklart H. aegyptium tiirtindeki kenelerin hi¢ birinde

Riketsiyal DNA varligina rastlanmadiklarini bildirmislerdir.

Boucheikhchoukh vd. (2018) Cezayir’de cesitli hayvanlarda yaptig1 c¢aligmada 2
kaplumbagadan topladiklar1t PCR taramasi ile 3 H. aegyptium kenesinde Rickettsia spp.
%66.6 oraninda ve 2 kenede ise Borrelia spp. tespit etmislerdir. Buna karsilik C. burnetii

ve Bartonella spp. ise belirleyemediklerini bildirmislerdir.

Uslu vd. (2019) Konya’nin mahmuzlu akdeniz kaplumbaga (7. graeca ibera)
populasyonunda sert kenelerin (Acari: Ixodidae) yayginligini arastirdiklar
calismalarinda, 65 kaplumbaganin tiimiinii keneler ile enfeste bulmuslar ve
kaplumbagalarda 3 kene tiirii (H. aegyptium, H. marginatum ve Rh. turanicus) tespit
etmiglerdir. Kaplumbagalarin % 89.2°sinin sadece H. aegyptium ile, buna karsin 7
kaplumbaganin (%10.8) 2 kene tiirii (4’4 H. aegyptium ve Rh. turanicus, 3’1 ise H.

aegyptium ve H. m. marginatum) ile enfeste oldugunu tespit etmislerdir.

Akveran vd. (2020) Corum’da 7. graeca tiirtindeki 26 kaplumbagadan topladig1 261 H.
aegyptium tiiri keneyi bakteriyel ve protozoonal etkenler yoniinden incelemistir.
Topladig1 kenelerin tamamin1 H. aegyptium (133 erkek, 29 disi ve 99 nimf) olarak
belirlemisler ve toplam 212 keneye PCR analizi sonucunda %51.9 H. mauritanica, %32.6
R aeschlimannii, %30.2 Ehrlichia spp. ve %0.8 Bartonella bovis tespit etmisler buna
karsihik C. burnetii, F. tularensis, Babesia spp., Hepatozoon spp., Theileria spp. ve A.
phagocytophilum saptayamamislardir.

Demir vd. (2020) Aydin, izmir ve Sanlurfa illerinde cesitli hayvanlardan topladiklar:
kenelerde PCR analizi ile Rickettsia spp. ve Francisella tularensis aragtirmiglar ve
kaplumbaga iizerinden topladiklar1 keneleri H. aegyptium olarak teshis ederek bu
kenelerde Rickettsia spp. pozitifligi saptadiklarini bildirmisler, buna karsilik F. tularensis

tespit edememislerdir.
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Kar vd. (2020) Dogu Trakya’da kaplumbaga kenelerinde CCHV’yi Nested-PCR ile
arastirdiklar1 ¢alismalarinda 71 kaplumbaganin 65’inde saptadiklarini kenelerin hepsini
H. aegyptium olarak belirlemisler 106 kene havuzunun 13’iinde (3 havuzda 18 nimf, 10

havuzda 52 erkek ve 8 disi) virus saptamislardir.

Barradas vd. (2021) Katar’da 7. graeca tiirii kaplumbagalardan topladigi 21 yetiskin
kenenin tamamini H. aegyptium olarak belirlemis ve bu kenelerde PCR ile Hemolivia
mauritanica (28.6%), Candidatus Midichloria mitochondrii (9.5%) ve Ehrlichia spp.
(4.7%) olarak bulmustur.

Benyahia vd. (2022) Cezayir’de Testudo cinsi kaplumbagalardan topladigi kenelerin
tamam1 H. aegyptium olarak belirlemis ve MALDI-TOF MS karakterizasyonu ve
molekiiler olarak incelenenen 230 kenede Rickettsia spp., (33%) Borrelia spp (75.6%) ve
Anaplasmataceae (3.9%) bulunmustur. Bartonella spp., C. burnetii, Theileria spp. veya

Babesia spp.’de pozitiflik bulamamustir.

Bizhga vd. (2022) Arnavutlugun farkli bolgelerinde 145 Tesdudo hermanni boettgeri tiirii
kaplumbaganin 36’sin1 kenelerle enfeste bulmus ve hepsini H. aegyptium olarak teshis

etmislerdir.

Kaya (2022) Kirsehir’de keneler tizerinde yaptiklari c¢alismalarinda hayvan
barmaklarindan topladiklar1 kenelerde endosimbiyotik bakterileri arastirmislar ve Hae.
sulcata’da Spiroplasma, diger tim kenelerde de Rickettsia tirlerini bulduklarini

bildirmislerdir.

Mumcuoglu vd. (2022) Israil’de yaptiklar1 ¢alismalarinda 30 kaplumbagay1 incelemisler
ve bulduklar1 kenelerin timiinii H. aegyptium olarak tanimlamislar ve 84 H. aegyptium
orneginden 31 havuz olusturarak PCR ile incelemisler ve sonucta Rickettsia africae, R.
aeschlimannii, R. endosymbiontu, Coxiella burnetii, Hemolivia mauritanica, Babesia
microti, Theileria sp., ve Leishmania infantum belirlemislerdir. Buna karsilik
Anaplasma/Ehrlichia, Listeria monocytogenes, Bartonella spp., Hepatozoon spp. ve

Toxoplasma gondii’yi ise kenelerin hicbirinde tespit edememislerdir.
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Norte vd. (2022) Kuzey Afrika ve Anadolu'da 92 kaplumbagadan (7estudo graeca)
topladigi 131 ergin H. aegyptium kenesinde mikroorganizmalarin cesitliligini PCR
kullanarak arastirmislar ve Hemolivia mauritanica (%22.9), Midichloria mitochondrii
(%11.4), donek atesi (%8.4), Ehrlichia spp (%7.6), Rickettsia spp (%3.4), Borrelia
burgdorferi s.1. (%0.9), Francisella spp (%0.9) ve Wolbachia spp. (%0.8) tespit

etmislerdir.

Segura vd. (2023) Fas’ta kaplumbagalardan topladiklar1 163 kenenin tamamini H.
aegyptium olarak belirlemisler ve yaptiklar1 molekiiler analiz ile bu kenelerde FEh.
ewingii, Candidatus Midichloria mitochondrii ve Rickettsia africae belirlerken Babesia
spp., Borrelia spp., C. burnetii, CCHFV ve Hepatozoon spp./H. mauritanica tespit

etmemislerdir.

2.11 Spiroplasma Hakkinda Genel Bilgi

Spiroplasma sarmal, hareketli, hiicre duvar1 olmayan, kii¢ciik gram pozitif Mollicutes
siifi iginde yer alan bir bakteridir. Hemolenfte hiicre disinda bulunur ve maternal olarak
bulastirilir (Anbutsu ve Fukatsu 2010; Ventura vd.,2012; Shokal vd., 2016; Ballinger ve
Perlman, 2019; Harne vd., 2020). Konak ile arasinda karsilikli etkilesim gosteren
Spiroplasma’larin ¢ogunlugu bocekler veya bitkilerde bulundugu, az sayida tiiriiniin ise

bitki, bocek ve kabuklularin patojeni oldugu tespit edilmistir (Cisak vd., 2015).

Spiroplasma enfeksiyonu ile ilgili calismalar genellikle meyve sinekleri iizerinde
yapilmis olmakla birlikte ar1, sivrisinek, kene, kelebek ve ugurbdcegi gibi ¢esitli artropod
tiirlerinde de aragtirmalar vardir (Jiggins vd., 2000; Sokolova vd., 2002; Henning vd.,
2006; Anbutsu ve Fukatsu, 2010; Bastian vd., 2012; Ventura vd., 2012; Meeus vd., 2012;
Shokal vd., 2016; Galal 2017). Uzerinde en ¢ok calisilan endosimbiyontlardan biri olan
Spiroplasma’lar tim insektlerin  %5’inden fazlasinda mevcuttur. Artropodlarin
endosimbiyotik bakteriler ile siki iliski igerisinde oldugu ve buna bagl olarak bu
bakterilerin partenogenez, erkek Oldiiriiciiliik, feminizasyon, sitoplazmik uyumsuzluk
(CI) gibi iireme iizerine etkiyen cesitli etkiler olusturdugu bildirilmistir. Artropod-
endosimbiyont arasindaki bu tiir etkilesimlerin ortaya konmasi patojenlere kars1 biyolojik
miicadele agisindan Onem tasimaktadir. Spiroplasma’larin insektlerde erkeklerin

Oliimiine neden olarak popiilasyonda disi sineklerin artmasina sebep oldugu c¢esitli
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caligmalarla ortaya konulmustur. Erkeklerin 6liimii ile endosimbiyont tasiyan disiler daha
fazla besine ulasabileceginden hayatta kalma sanslar1 yiikselecek ve bdylece bu durum
endosimbiyontlarin yayilisini artiracaktir (Anbutsu ve Fukatsu 2010; Shokal vd., 2016;
Regassa ve Gasparich, 2006; Ventura vd., 2012).

Sekil 2.7. Spiroplasma tiirliniin Giemsa boya ile goriintiisii (Beliavskaia vd., 2021)

Tim bocek tiirlerinin %20-70’inde bulunan Spiroplasma gibi endosimbiyontlarin
patojenik ve patojenik olmayan bakterilerin enfeksiyonuna karsi konakeilarini
koruduklar1 saptanmistir. Ixodidae ailesinde bulunan keneler insan ve hayvan sagliginm
tehdit eden hastaliklarin tasinmasinda rol oynamaktadir. Endosimbiyont bakterilerin,
kenelerin biyolojisi, ekolojisi ve lireme degisiklikleri tizerindeki rolleri ¢ok onemlidir.
Spiroplasma endosimbiyontunun artropodlar1 enfeksiyonlardan koruyabildigi ve bu
nedenle vektor kaynakli hastaliklarin kontrolii i¢in biyolojik kontrol amagl kullanilmasi

tizerine ¢alisiimaktadir (Shokal vd., 2016)
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BOLUM I1I

MATERYAL VE METOT

3.1Calisma Alam

Bu caligmada; Nigde yoresinde Haziran 2022-Eyliil 2022 tarihleri arasinda Haziran’da
17, Temmuz’da 22, Agustos’ta 21 ve Eyliil ayinda 28 kaplumbaga olmak iizere toplamda
incelenen 88 kaplumbaganin 62’sinden elde edilen keneler arastirma materyalini

olusturmustur.

3.1.1 Cahsma merkezi

Nigde, Tiirkiye’nin I¢ Anadolu Bélgesi'nin giineydogusunda, 1.299m yiikseklikte
bulunan bir ildir. Rakimi1 1.229 m olan Nigde ilinin 2022 yil1 itibariyla niifusu 363.725'dir.
Bor Nigde’nin 14km giineyinde yaklasik 1100m rakimda Bor Ovasi’nda yer almaktadir.
Nigde Bor ilgesi 2020 yili itibartyla niifusu 60.233’tlir. Kemerhisar ise Tiirkiye’nin
Nigde ilinin Bor ilgesine bagli bir beldedir.

B nNigde ilinin
haritada gésterimi

Sekil 3. 1. Nigde yoresinin Tiirkiye haritasindaki gosterimi

Nigde’de kara iklimi goriliir. Kara iklimi nedenleri ise; etrafinin daglarla c¢evrili olmast,
deniz seviyesinden 1200 m yiikseklik gostermesi, denizin bunaltici etkilerini ve denizden
gelen riizgarlar1 alamamasi, kuzeyden gelen soguk riizgarlara agik olmasindandir. Bu

durumda Nigde’nin genel iklim &zelligi, yazlart sicak ve kurak, kislar1 soguk ve kar
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yagishdir. Yagislara kar halinde kigin, yagmur halinde ilkbaharda rastlanmaktadir.
Nigde’de yagis ortalamasi 0.9 mm’dir. Yagis en fazla oldugu ay 78.5 mm ile Nisan, en
az oldugu ay ise 0.2 mm ile Temmuz ayidir. Nigde kuzey yarimkiirenin orta kusaginda
bulunmaktadir, en sicak ay ortalamas1 Temmuz ayina, en soguk ay ortalamasi ise Ocak
ayma rastlar. Gerek mevsimler arasindaki sicaklik farki, gerekse gece ve giindiiz
arasindaki sicaklik farki kara iklimin en agik 6rnegidir. Bu durumda Nigde’de 16 yilda
yapilan gozlemlere gore sicaklik ortalamasi 10 °C’dir. Tespit edilen maksimum sicaklik

(37.7 °C) Temmuz ayina, minimum sicaklik ise (en diisiik 21 °C) Subat ayina rastlar.

3.1.2 Nigde yoresinde kaplumbaga bulunan merkezler

Nigde ilinde belirlenen 10 farkli ¢alisma merkezinden Haziran 2022-Eyliil 2022 aylar1
arasinda mesire alanlar1, mezarliklar, bag ve bah¢elerde bulunan 88 kaplumbaga muayene

edilmistir. Kaplumbagalar ve muayene edildikleri merkezler asagida gosterilmistir.

e Bor Toki (Fotograf 3.1)

e ODTU Koleji Bahgesi (Fotograf 3.2)

e Merkez Kampiis Yerleskesi (Fotograf 3.3)

e Nigde Sosyal Bilimler Meslek Yiiksekokulu Bahgesi (Fotograf 3.4)
e Nigde Amas Baglar1 (Fotograf 3.5)

e Kemerhisar (Fotograf 3.6)

e Bor Bagpmar Mezarlig1 (Fotograf 3.7)

e Bor Acigdl Mezarlig1 (Fotograf 3.8)

e Nigde Merkez Derbent Mezarlig1 (Fotograf 3.9)

e Nigde Merkez Kent Ormani (Fotograf 3.10)
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Fotograf 3.3. Merkez kampiis yerleskesi
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Fotograf 3.4. Sosyal Bilimler Meslek
Yiiksekokulu Bahgesi

Fotograf 3.6. Kemerhisar
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Fotograf 3.9. Derbent Mezarlig1
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Fotograf 3.10. Kent Ormani

3.2 Metot

3.2.1 Laboratuvar analizleri

Enfestasyon belirlenen kaplumbagalardan keneler pens yardimi ile toplanmis ve %70°lik
etil alkol bulunan siselere ayr1 ayr1 alinarak laboratuvara getirilmistir. Laboratuvarda
keneler stereo-mikroskop altinda incelenerek tiir identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir
(Estrade-Pena vd., 2004) (Fotograf 3.11). Tiim keneler DNA izolasyonu yapilincaya
kadar -20°C’de saklanmustir.

Fotograf 3.11. Numuneler i¢in kullanilan malzemeler
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Fotograf 3.12. Numunelerin saklanmasi

3.2.2 Genomik DNA ekstraksiyonu

Teste baglanmadan 6nce, kullanilacak test soliisyonlar1 ve mikropleytler oda sicakligina
cikartilmistir. Inkiibator cihazi 56°C’ye ayarlanmigtir. Donmus olan numuneler oda
1s1sina getirilmistir. Kullanilacak olan Buffer AL ve Buffer ATL soliisyonlarinda olusan
cokelti ¢ozdiiriilmiistiir. Buffer AW1 ve Buffer AW?2 soliisyonlarina etanol eklenmistir.
Biitiin santrifiij asamalar1 oda 1sisinda gergeklesmistir. Kenelerden genomik DNA
ekstraksiyonu, ticari DNA ekstraksiyon kiti (QIAGEN, Hilden Germany) kullanilarak kit
protokoliine gore yapilmistir. Kaplumbagalardan toplanan 184 kene Ornegi her bir
kaplumbagaya ait olacak sekilde erkek ve disi kenelerden ayr1 ayr1 olacak sekilde toplam
68 kene havuzu olusturulmus ve bunlarin herbiri ayr1 ependorf tiiplere alinarak
numaralandirilmigtir. Herbir ependorftaki keneler havan igerisinde sivi azot yardimi ile

toz haline gelinceye kadar ezilmistir.

Fotograf 3.13. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan cihazlar (a) inkiibator, (b) santrifiij
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Fotograf 3.15. Kenelerin pargalanmasi

Parcalanan kene Ornekleri tizerine 180 pl Buffer ATL eklenip mini homojenizator aleti
ile iyice parcalanmasi saglanmistir. Daha sonra iizerine 20 pl Proteinaz-K eklenmis ve
her asamada vorteksten gegirilmistir. Vortekslenme isleminden sonra ependorf tiipleri
parafilm ile kaplanmis ve 56°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Bir gece
inkiibasyonda bekletildikten sonra her bir ependorf 15 saniye vortekslenmis daha sonra
tizerine 200 pl Buffer AL eklenerek vortekslenmis ve %96-100’liik etanolden 200 pl
eklenip vorteksten gecirilmistir. Bu islemi takiben mini spin columnlardan 6rnek sayisi
kadar ¢ikarilip iizerine ayni protokol numaralar1 yazilmis ve ependorftaki orneklerin
tamami pipet yardimi ile bunlara aktarilarak onceki tiipler atilmistir. Daha sonra tiipler
6000xg’de 1dk santrifiij edilmis ve hazirlanan yeni bos ependorflar numaralandirilmis ve
santrifiijden ¢ikan tiiplerin iist kismindaki mini spin kolonlar bunlara aktarilmistir. Bu
yeni tiipe 500ul Buffer AW1 eklenerek 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir. Yine benzer
sekilde tistteki mini spin kolonlar yeni tiipe konulup oncekiler i¢inde kalan s1vi dokiilerek

atilmistir. Bunlara 500 pl Buffer AW2 eklenerek 20.000xg’de 3 dk santrifiij edilmis,
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alttaki sivi dokiiliip aynm tiipte 20.000xg’de 1 dk tekrar santrifiij edilmistir. Bu arada
1.5ml’lik ependorflarin {izerine ayni numaralar yazilarak iglerine mini spin kolonlar
konulmus ve tam ortasina gelecek sekilde 100ul Buffer AE eklenerek 1 dakika oda
1sisinda  bekletilmistir. Daha sonra 8.000rpm’de (6000xg) 1dk santrifiij edilmistir.
Santriflij isleminin sonunda mini spin kolonlar atilmis ve ependorf tiiplerin kapaklari

kapatilmigtir.

Son asamada elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop
spektrofotometre cihazinda A260/280nm dalga boyunda Olciilmiistiir. izole edilen
genomik DNA izolatlari, PCR ¢aligmasinda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza altina

alinmustir.

Fotograf 3.16. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan tiipler ve santrifiij

3.2.3 PCR amplifikasyonu

Spiroplasma spesifik primerleri ile pozitif kontroller Prof. Dr. Serap AKSOY ’dan (Aksoy
Lab., Yale Universitesi, ABD) temin edilmistir. Havuzlardan DNA ekstraksiyonunu
takiben Spiroplasma spesifik primerleri (Cizelge 3.1) ile PCR analizleri yapilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler ve dizilimleri

Etken Hedef Primer adi bp Kaynak
gen
SPI-rRNA-5'-
GGGTGAGTAACACGTATCT-
Spiroplasma 16S 3 Sanada-
s;l:. ’ rDNA SPI-rRNA-5'- 1000 Morimura
CCTTCCTCTAGCTTACACTA- vd., 2013
3

Polimeraz zincir reaksiyonu islemi thermal cycler (Applied Biosystems® PCR) cihazinda
gerceklestirilmistir (Fotograf 3.18). PCR yapilacak olan laboratuvar ortami alkol ile
sterilize edilmistir. Toplam 25ul hacimde hazirlanan PCR mix karigimi i¢in; MgCl, (2
ul), 10xBuffer (3 pl), forward ve rewers primerler (forward 1 pl, revers 1 pl), dNTP(1
ul), Taqg DNA Polimeraz (Thermo Scientific™) (0.5 pl), template DNA (3 pl) ve distile
su ile hacim tamamlanmistir. Her reaksiyonda pozitif ve negatif kontroller kullanilmis ve

tiim asamalar buz iizerinde gerceklestirilmistir. PCR cihazi ¢aligmaya baglamadan 6nce

Spiroplasma i¢in dongii sicakliklarina gore ayarlanmugtir.

Spiroplasma 16S rDNA igin;

I- 94°C
2- 94°C
3- 55°C
4- 72°C
5- 72°C

3 dakika ilk denatiirasyon

30 saniye denatiirasyon

30 saniye primer baglanmasi

1.30 dakika uzama

10 dakika son uzama

Fotograf 3.17. PCR soliisyonlari
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Fotograf 3.18. PCR i¢in kullanilan cihazlar (a) PCR iiriinlerinin cihaza yerlestirilmesi,
(b) PCR cihazi, (¢) Buz cihazi

3.2.4 Agaroz jel

PCR analizinin sonucu %]’lik agaroz jel elektroforezinde kosturularak
degerlendirilmistir. Bu amacgla 1 gram agaroz, 100 ml 1x Tris-asetat-EDTA (TAE)
tamponu ile birlikte erlenmayer i¢ine konulmustur. Karigim, mikrodalgada 2-3 dakika
isitilip agarozun tamamen erimesi beklenmistir. Takiben musluk suyu altinda eriyen
agarozun sogumasi saglanmistir. Daha sonra tizerine EtBr eklenmistir. Hazirlanan jel
elektroferez tankina dokiilmeden once jelde kuyucuklar elde etmek i¢in uygun taraklar
konulmustur. Jel dokiiliirken kabarcik olugsmamasi i¢in dikkat edilmis ve dokiilen jel
polimerize olmasi i¢in beklenmis, katilagsan agardan taraklar dikkatli bir sekilde
¢ikarilmis ve elektroforez tankina, 1XTAE tamponu eklenmistir. Kuyucuklardan ilkine 6
ul ladder (100 bp DNA), diger kuyucuklara ise yiikkleme boyasi ile 8 ul (4 pl 6rnek ve 4
ul yiikleme boyasi) 6rnek yiiklenmistir. Daha sonra elektroforez cihazi baglanmis ve 110
voltta 40 dakika yuriitilmiistiir.

Fotograf 3.19. Jel elektroforez i¢in kullanilan cihazlar (a) Elektroforez, (b) Hassas
terazi, (c) Mikrodalga
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Agaroz jel elektroforez islemi tamamlandiktan sonra ayrilan DNA Ladder ve DNA
ornekleri UV 15181 altinda goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat Quantum-ST4 1100/20M)
kullanilarak jellerde bulunan bantlar goriintiilenmistir. Istenen bdlgenin g¢ogalip

cogalmadig1 UV 1511 ile ortaya ¢ikan bantlarla anlasilmistir.

Fotograf 3.20. PCR sonuglarinin okunmasi

3.2.5 Sekanslama ve filogenetik analizler

Dizilerin hizalanmasi Tiirkiye kaplumbagalardan elde edilen kenelerde tespit edilen
suslar, genbanktan elde edilen datalar ve dis grup olarak secilen E. coli susuna ait veriler
alinarak BioEdit v.7.7.1. program kullanilarak ClustalW ¢oklu dizi hizalama ile
gerceklestirilmistir (Thompson vd., 1994). 16S rRNA gen bdlgesine ait son veri seti 355
be¢'lik toplam 25 diziden olusmaktadir. En iyi evrimsel model Mega v.11 (Tamura vd.,
2021) programi ile Kimura 2 olarak belirlenmistir. Filogenetik aga¢ olusturmada Kimura
2 modeli ile Maksimum Likelihood (ML) yontemi kullanilmis ve ML agaci 1000 tekrarl
olarak elde edilmistir. Haplotipler DnaSp v.6.12.03 kullanilarak belirlenmis ve haplotip

listesi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Haplotip listesi
Haplotip GenBank Erisim Tiir Ad1 ve Konak
Numarasi Numarasi
0Q448934.1 Uncultur.ed Spiroplasma sp. clone endosymbiont
of Glossina sp.
0Q448933.1 Uncultur.ed Spiroplasma sp. clone endosymbiont
of Glossina sp.
1 KX159388.1 szrop.lasma endosymbiont of Glossina palpalis
palpalis
KX159391.1 szrgplasma endosymbiont of Glossina fuscipes
fuscipes
KX159390.1 szrgplqsma endosymbiont of Glossina
tachinoides
) 0Q448932.1 Uncultur.ed Spiroplasma sp. clone endosymbiont
of Glossina sp.
3 0Q448931.1 Uncultur@d Spiroplasma sp. clone endosymbiont
of Glossina sp.
4 MN900682.1 Escherichia coli strain
T2 (PP905403)
5 T4 (PP905404)
E7 (PP905405)
E9 (PP905406)
NRO043177.1 Spiroplasma penaei strain endosymbiont of
6 Penaeus vannamei
NR104720.1 Spiroplasma atrichopogonis strain
HMO037701.1 Spiroplasma endosymbiont of Apis mellifera
7 KF706370.1 szr(?plasma melliferum endosymbiont of Apis
mellifera
KP982850.1 Splroplasma citri endosymbiont of Citrus
microcarpa
F1657180.1 Spiroplasma endosymbiont of Drosophila
melanogaster
8 NRO44672.1 Splroplas'ma p.OTftlSOI’l.ll endosymbiont of
Drosophila willistoni
KP231340 1 Spiroplasma endosymbiont of Drosophila
neotestacea
NR104721.1 Spiroplasma leucomae
9 AB809073.1 Splroplas'r'na secondary symbiont of Antestiopsis
thunbergii
10 AB753848.1 Spiroplasma sp. endosymbiont of Orius sauteri
1 KF249044.1 Uncultured Splroplqivma sp. endosymbiont of
Mycocepurus goeldii
1 KF249151.1 Uncultured szroplq;ma sp. endosymbiont of
Mycocepurus goeldii

Belirlenen haplotiplere ait en iyi evrimsel model Mega v.11 (Tamura vd., 2021) programi

ile Kimura 2 olarak belirlenmistir. Filogenetik aga¢ olusturmada Kimura 2 modeline bagl

olarak Maksimum Likelihood (ML) yontemi kullanilmis ve ML agaci 10000 tekrarh

olarak elde edilmistir.
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Agaroz jel elektroforezinde spesifik primerler ile tek (saf) bandlagma gosteren drneklerin
PCR iiriinleri (yaklasik 20-25ul) forward ve reverse primerleri ile ¢ift yonlii olarak ticari
bir firmaya (BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara) sekanslattirilmistir. Daha sonra her bir

Ornege ait sekans sonuglar titizlikle kontrol edilmis ve BioEdit programi kullanilarak

hizalanmis ve BLAST analizi (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) yapilarak GenBank’ta
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  bulunan referans dizi analizleri ile
karsilastirilarak benzerlik oranlar1 saptanmistir. Elde edilen DNA dizilimleri GenBank’a

kaydedilerek aksesyon numaralar1 alinmistir.

Islenen ve temizlenen tiim diziler, filogenetik analizleri yapilmak iizere DnaSp ve MegaX
yazilim programlart ile analiz edilmis, molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konarak

birbirleri ile akrabalik iliskileri aciga ¢ikarilmis ve degerlendirilmistir.

3.2.6 Istatistiksel degerlendirmeler

Yapilan c¢alismada kene Orneklerinin toplandigi aylar ve kenelerin cinsiyetlerine gore
pozitiflik oranlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Ki-kare testi kullanilmigtir.
Bu SPSS (Statistical Programme for Social Science) for Windows 24.0 Istatistik Paket

Programindan yararlanilmigtir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Nigde yoresinde muayene edilen 88 kaplumbaganin 62 tanesi (%70.4) kenelerle enfeste
olarak bulunmustur. Enfeste 62 kaplumbagadan toplam 184 kene toplanmis ve kenelerin
167 (%90.8)’si erkek, 17 (%9.2)’si ise disi olarak belirlenmistir. Kenelerin tiimii H.

aegyptium’un ergin sekli olarak teshis edilmistir.

a b

Fotograf 4.1. Hyalomma aegyptium dorsal goriintiisii (a) Disi, (b) Erkek (Orijinal)

Fotograf 4.2. Hyalomma aegyptium ventral goriintiisii (a) Erkek, (b) Disi (Orijinal)
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b

Fotograf 4.3. Hyalomma aegyptium coxa (a) erkek (b) disi (Orijinal)

Fotograf 4.4. Hyalomma aegyptium morfolojik 6zellikleri (Orijinal)

Cizelge 4.1. Aylar agisindan kaplumbagalarda kene enfestasyonu orani

Aylar Incelenen Enfeste Toplam Disi kene  Erkek kene
kaplumbaga kaplumbaga Kkene sayisi sayisi sayisi
sayisl sayisl (%) (%)
Haziran 17 14 83 11 72 (%86.7)
(%13.3)

Temmuz 22 19 60 3 (%5) 57 (%95)
Agustos 21 15 23 3 (%13) 20 (%387)
Eyliil 28 14 18 0 18 (%100)
Toplam 88 62 184 17 (%9.2) 167 (%90.8)
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Cizelge 4.1°de aylara gére muayene edilen kaplumbagalarda kene enfestasyonu orani
verilmistir. Buna gore toplanan kaplumbagalarin; Haziran ayinda 17’sinin 14’1, Temmuz
ayinda 22’sinin 19°u, Agustos aymda 21’in 15’1 ve Eyliil ayinda 28’inin 14’ii enfeste
olarak tespit edilmistir. incelenen kaplumbagalardan toplam 184 H. aegyptium (167 & ve
17 Q) identifiye edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu, kaplumbagalar arasinda
aylar agisindan enfestasyonun 6nemli oldugu (p<0.05) belirlenirken muayene edilen

enfeste kaplumbagalardaki kene cinsiyetinin ise 6nemli olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

80

60

40

20

Haziran

M Disi Agustos

Eylal

Erkek

Sekil 4. 1. Aylara gore kenelerde cinsiyet dagilimi

Sekil 4.1°de gosterildigi gibi Nigde yoresinde toplanan kene orneklerinden 167 tanesi
erkek, 17 tanesi disi olarak belirlenmistir. En ¢cok kene toplanan ay Haziran, en az kene
toplanan ay ise Eyliil ayidir. Haziran ay1 en ¢ok disi ve erkek kenenin toplandig1 ay olarak

belirlenirken, Eyliil ayinda disi kene hi¢ toplanmamuistir.

Cizelge 4.2. Aylara gore toplanan kenelerin dagilimi

Aylar Toplanan kene ornekleri Oran (%)
Haziran 83 45.1
Temmuz 60 32.6
Agustos 23 12.5
Eyliil 18 9.8
Toplam 184 100
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Cizelge 4.2°de aylara gore toplanan kenelerin oranlar1 verilmistir. Buna gore Haziran
ayinda 83 kene incelenmis ve oran1 % 45.1 olarak bulunmus, Temmuz ayinda 60 kene
incelenmis ve orani %32.6 bulunmus, Agustos ayinda 23 kene incelenmis ve orani %12.5

bulunmus, Eyliil ayinda 18 kene incelenmis ve oran1 %9.8 olarak bulunmustur.

Haziran

Temmuz .
Agustos

Toplanan kene érnekleri Eylul

Toplam

B Aylara gore orani

Sekil 4. 2. Aylara gore toplanan kenelerin dagilimi

Sekil 4.2°de gosterildigi gibi Nigde yoresinde toplanan kene 6rneklerinde en ¢ok Haziran

ayinda %45.1 en az ise Eyliil ayinda %9.8 kene toplanmaistir.

Toplam 184 kenenin PCR analizi sonucunda Spiroplasma spp. igin toplam 88
kaplumbaganin 4’iinde (%4.5) (Temmuz aymnda 2 kaplumbaga ve Eyliil ayinda 2
kaplumbaga) pozitiflik (1000bp) tespit edilmistir. Toplanan 184 kenede Spiroplasma
pozitifligi %3.2 (6 kene) olarak saptanmustir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Kenelerde Spiroplasma pozitifligi

Spiroplasma Kene havuzu sayisi Pozitiflik oram
Pozitif 4 (6 kene) 5.9
Negatif 64 (178 kene) 94.1
Toplam 68 (184 kene) 100
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Cizelge 4.3’de toplanan kene Orneklerinde Spiroplasma yoniinden pozitiflik
incelenmistir. Toplam 184 kene 6rneginin bulundugu 68 havuzun 64’1 (%94.1, 178 kene)

Spiroplasma negatif, 4 havuz ise (%5.9, 6 kene) Spiroplasma pozitif olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Aylara gore kenelerde Spiroplasma pozitifligi

Aylar Incelenen kene Spiroplasma Prevalans
sayisi pozitif kene sayisi (%)
Haziran 83 0 -
Temmuz 60 4 6.6
Agustos 23 0 -
Eyliil 18 2 11.1
Toplam 184 6 3.2

Cizelge 4.4°de aylar agisindan Spiroplasma pozitifligi verilmistir. Buna gore, Haziran ve
Temmuz aylarinda incelenen kenelerde Spiroplasma pozitifligi saptanamazken, Temmuz
ayinda incelenen 60 kenenin 4’i (%6.6) ve Eyliil ayinda incelenen 18 kenenin 2’si

(%11.1) Spiroplasma pozitif olarak saptanmistir.

90 83
80
70 60
60
50
40
30 23
18
20 11.1
6.6
4
10 00 0 0 2 l
0
Haziran Temmuz Agustos Eylal
H incelenen kene sayisi B Spiroplasma pozitif kene sayisi Prevelans

Sekil 4. 3. Aylara gore Spiroplasma pozitifligi
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Sekil 4.3°de gosterildigi gibi Nigde yoresinden toplanan kenelerde Haziran ve Agustos
aylarinda pozitiflik saptanmazken, Temmuz ayinda 4, Eyliil ayinda ise 2 kenede pozitiflik
saptanmistir. Toplanan 184 kene 6rneginden 6 (%3.2) kenede Spiroplasma pozitifligi

belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Cinsiyete gore kenelerde Spiroplasma pozitifligi

Cinsiyet Incelenen kene Spiroplasma Prevalans
havuzu sayisi pozitif kene (%)

havuzu sayis1

Erkek 60 (167 kene) 4 (6 kene) 6.6
Disi 8 (17 kene) 0 -
Toplam 68 (184 kene) 4 (6 kene) 5.8

Cizelge 4.5’de cinsiyete baglh olarak kenelerde Spiroplasma  pozitifligi
degerlendirilmistir. Toplanan 68 kene havuzunun 60’1 erkek, 8’1 ise disilerden
olusmustur. Incelenen 60 erkek kene havuzunun 4’iinde (%6.6) Spiroplasma agisindan
pozitiflik saptanirken 8 disi kene havuzundaki kenelerin tamami negatif olarak

belirlenmistir.

Pozitif saptanan kene Orneklerin tamami DNA dizi analizine gonderilmis ve BLAST
analizi (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) yapilarak benzerlik oranlar1 karsilastirilmigtir.
Nigde yoresinde kaplumbagalar iizerinden toplanan H. aegyptium kenelerinden elde
edilen T2, T4, E7 ve E9 numarali dort 6rnegin sekans verileri kullanilarak NCBI Blast
veritabaninda taranmistir. Elde edilen sonuglara gore, dort 6rnegin de NCBI’da bulunan
sekans dizileriyle ayni eslesmeye sahip oldugu belirlenmistir. NCBI’da eslesme gdsteren
dizilerden ilk besi, benzerlik derecesine gore Tablo 1’de gosterilmistir. Buna gore
eslesme gosteren ilk ii¢ dizi bu tez ¢calismasindaki 6rneklerin tiimiiyle %98.88 oraninda
benzerlik derecesine sahiptir. Eslesen bu tiirler Spiroplasma (Spiroplasma endosymbiont
of Glossina fuscipes fuscipes)’ya ait olup, Glossina fuscipes fuscipes konak
organizmasinda ¢alisilmigtir. Dordiincii ve besinci en benzer diziler ise %98.67 oraninda
benzerlik degerine sahiptir. Bu diziler Spiroplasma (Spiroplasma endosymbiont of
Glossina tachinoides)’ya ait olup, Glossina tachinoides tirii konak organizma olarak

caligilmastir.
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1000bp

Sekil 4.4. Spiroplasma 16S rDNA primerleri ile amplifiye edilen PCR {irtinleri,
M: DNA ladder (100 bp), 1-3: Pozitif 6rnekler, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol
(1.000 bp)

Cizelge 4.6. Calisilan 6rneklerin NCBI veritabanindaki tiirlerle karsilastiriimasi

Ornek Benzerlik GenBank Ulke Konak Tiir Referans
Kodu Yiizdesi Accesslil
No
%098.88 KX159391 Uganda Glossina Spiroplasma Doudoumis
fuscipes endosymbiont | vd., 2017
fuscipes of  Glossina
fuscipes
fuscipes
%98.88 KX159388 Uganda Glossina Spiroplasma Doudoumis
T2 fuscipes endosymbiont | vd., 2017
fuscipes of  Glossina
palpalis
palpalis
T4 %098.88 KX159383 Uganda Glossina Spiroplasma Doudoumis
fuscipes endosymbiont | vd., 2017
fuscipes of  Glossina
fuscipes
E7
%098.67 Burkina Glossina Spiroplasma Doudoumis
KX159390 Faso: tachinoides endosymbiont | vd., 2017
Folonzo of  Glossina
E9 tachinoides
%098.67 KX159386 Burkina Glossina Spiroplasma Doudoumis
Faso tachinoides endosymbiont | vd., 2017
of Glossina
tachinoides

Elde edilen DNA dizilimleri GenBank’a kaydedilmis ve Spiroplasma 16S rDNA

Hyalomma aegyptium igin erisim numaralar1 (accession number) alinmistir.
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Cizelge 4.7. GenBank’ta kayit altina alinan sekanslara ait aksesyon numaralari

Izolat Ad Sekans Boyutu Aksesyon
Numarasi

T2 1000 bp PP905403

T4 1000 bp PP905404

E7 1000 bp PP905405

E9 1000 bp PP905406

Evrimsel agac, Mega X programi kullanilarak Maksimum Likelihood (ML) yontemi ve
Kimura 2 parametreli modelle olusturulmustur. 1000 kopyadan elde edilen bootstrap
konsenslis agaci, incelenen taksonlarin evrimsel tarihini temsil etmektedir. Bu analiz, 25
niikleotid dizisi kullanilarak gergeklestirilmis ve dis grup olarak veritabanindaki E. coli
susuna ait sekans verisi seg¢ilmistir. Son veri seti toplamda 355 bp'lik diziden

olusmaktadir.

KP982850.1 Spiroplasma citri clone BTD 3

KP231340.1 Spiroplasma endosymbiont of Drosophila neotestacea clone Spiro16S
NR 104721.1 Spiroplasma leucomae strain SMA

FJB57180.1 Spiroplasma endosymbiont of Drosophila melanogaster isolate UGA
NR 044672.1 Spiroplasma poulsonii strain DVW-1

AB809073.1 Spiroplasma secondary symbiont of Antestiopsis thunbergii strain NRF1
NR 104720.1 Spiroplasma atrichopogonis strain GNAT3597

NR 043177.1 Spiroplasma penaei strain SHRIMP

KX159388.1 Spiroplasma endosymbiont of Glossina palpalis palpalis strain sGpalp SL
00448934 1 Uncultured Spiroplasma sp. clone 61

(0Q448933.1 Uncultured Spiroplasma sp. clone 60

KX159390.1 Spiroplasma endosymbiont of Glossina tachincides strain sGtach BF

KX159391.1 Spiroplasma endosymbiont of Glossina fuscipes fuscipes strain sGfus BL
T2 Spiroplasma sp. from Turkey
E7 Spiroplasma sp. from Turkey
T4 Spiroplasma sp. from Turkey
E9 Spiroplasma sp. from Turkey
ABT53848.1 Spiroplasma sp. spOriA
— HMO37701.1 Spiroplasma sp. MF0904
56 L— KF706370.1 Spiroplasma melliferum clone 10
100 0Q448932 1 Uncultured Spiroplasma sp. clone 9
’_E (0Q448931.1 Uncultured Spiroplasma sp. clone 198
94 \—E KF249044.1 Uncultured Spiroplasma sp. clone MWG2A
99 KF249151 1 Uncultured Spiroplasma sp. clone MWF1F
IMNO00682.1 Escherichia coli strain (outgroup)

Sekil 4.5. Spiroplasma spp. 16S rDNA gen bolgesine gore filogenetik agact

Kimura 2 parametresine gore 1000 tekrarli olarak gerceklestirilen ML analizine gore
Tiirkiye kene endosimbiyont suslari birarada kiimelenmis olup, Drosophila spp.,
Antestiopsis thunbergii ve Glossina spp. endosimbiyont suslariyla aynt monofiletik grup
icinde yer almistir. Tiirkiye suslarmin yer aldigr grup ile QQ448932, QQ448931,
KF249044 ve KF249151 erisim numarali 6rnekler birbirinden uzak gruplanmistir (Sekil
4.5). Haplotiplere gore elde edilen ML agaci da benzer bir topoloji gostermistir (Sekil
4.6).
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65 I: Haps
22 Hap9
52 Hap6

a7 Ii Hap1
66 I— Hap5

Hap10

Hap7
98 Hap2

69 Hap11
{ Hap12

Hap4

Sekil 4.6. Haplotiplere gore elde edilen ML agaci
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Keneler zorunlu kan emici ektoparazitlerdir ve gelismelerinin her doneminde kan emmek
zorundadirlar. Konaklar1 genellikle memeliler, kuslar ve siirtingenlerdir. Bununla beraber
insanlarda parazitlik yapan tiirler bildirilmistir (Karaer vd. 1997; Aktas, 2015; Altay vd.
2021). Kara kaplumbagalar1 diinyada yaygin dagilim gostermekte ve Tirkiye’de de
hemen hemen tiim bolgelerde bulunmaktadir (Yilmaz, 2013). Kaplumbagalar1 enfeste
eden H. aegyptium tiirii keneler 3 konaklidir. Gelisme safthalarinda 6zellikle erginleri
kaplumbagalarda, larva ve nimfleri ise diger memeli tiirlerinde parazitlik yapmaktadir
(Hoogstral ve Kaiser, 1960). Hyalomma aegyptium tirii keneler ayirict dzellikleri
sayesinde stereo-mikroskop yardimi ile teshis edilmekte ve bu kenelerde PCR gibi
molekiiler testler ile Spiroplasma varligi tespit edilebilmektedir. Tiirkiye subtropik iklim
kusaginda bulunmasi nedeni ile kenelerin biyolojik aktivitelerini slirdiirmesi i¢in uygun
kosullara sahip bir iilkedir. Keneler hayvanlarda biiyiik ekonomik kayiplara neden
olmalarmin yanisira insanlarda da 6nemli saglik sorunlar1 olusturmaktadirlar (Aktas,

2015; Altay vd., 2021; Uslu vd., 2019).

Diinyanin birgok iilkesinde kaplumbaga keneleri ve endosimbiyontlar: ile ilgili ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Bu c¢alismalarda; Siroky vd., (2006) Balkan iilkelerinde
kaplumbagalardan topladiklar1 1327 adet kene arasinda en yaygin tir olarak H.
aegyptium, Tavassoli vd., (2007) Iran’da kaplumbagalardan topladiklar1 kenelerin
timiini H. aegyptium, Pastiu vd., (2012) Romanya’da muayene ettikleri
kaplumbagalardan topladiklar1 keneleri H. aegyptium olarak belirlerken bunlarin PCR
analizinde 4. phagocytophilum (%18.8), E. canis (%14.1) ve C. burnetii (%10) varligini
saptamiglardir. Azagi vd., (2017) Israil’de kaplumbagalardan topladiklar1 kenelerin
tamamint H. aegyptium olarak belirlemis ve bu kenelerde Francisella benzeri
endosimbiyontlart %100 ve Rickettsia tiirlerini ise %19.2 olarak belirlemistir.
Boucheikhchoukh vd., (2018) Cezayir’de kaplumbagalardan topladiklar1 keneleri H.
aegyptium olarak belirlemis ve bunlarda Rickettsia spp. ile Borrelia spp. tespit etmisler,

buna karsilik Coxiella burnetii ve Bartonella spp. ise belirleyememislerdir. Barradas vd.
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(2021) Katar’da kaplumbagalardan topladig1 kenelerde Hemolivia mauritanica (28.6%),
Candidatus Midichloria mitochondrii (9.5%) ve Ehrlichia spp. (4.7%) saptamistir.
Benyahia vd., (2022) Cezayir’de kaplumbagalardan topladigi kenelerin tamamini AH.
aegyptium olarak belirlemis ve bunlarda Rickettsia spp., (33%), Borrelia spp. (75.6%) ve
Anaplasmataceae (3.9%) tespit ederken Bartonella spp., C. burnetii, Theileria spp. ve
Babesia spp. acisindan pozitiflik saptayamamistir. Bizhga vd., (2022) Arnavutluk’ta
kaplumbagalardan topladiklar1 kenelerin hepsini H. aegyptium olarak teshis etmistir.
Mumcuoglu vd., (2022) israil’de kaplumbagalardan bulduklari kenelerin tiimiiniinii /.
aegyptium olarak tanimlamislar ve bunlarda Rickettsia africae, Rickettsia aeschlimannii,
Rickettsia endosymbiontu, Coxiella burnetii, Hemolivia mauritanica, Babesia microti,
Theileria sp., ve Leishmania infantum belirlerken Anaplasma/Ehrlichia, Listeria
monocytogenes, Bartonella spp., Hepatozoon spp. ve Toxoplasma gondii’yi ise kenelerin
hicbirinde tespit edememislerdir. Norte vd. (2022) Kuzey Afrika ve Anadolu'da
kaplumbagalardan topladiklart H. aegyptium'larda Hemolivia mauritanica (%22.9),
Midichloria mitochondrii (%11.4), donek atesi (%8.4), Ehrlichia spp (%7.6), Rickettsia
spp (%3.4), Borrelia burgdorferi s.1. (%0.9), Francisella spp (%0.9) ve Wolbachia spp.
(%0.8) tespit etmislerdir. Segura vd. (2023) Fas’ta kaplumbagalardan topladiklari
kenelerin tamamin1 H. aegyptium olarak saptamislar ve bu kenelerde Ehrlichia ewingii,
Candidatus Midichloria mitochondrii ve Rickettsia africae belirlerken Babesia spp.,
Borrelia spp., C. burnetii, CCHFV ve Hepatozoon spp./H. mauritanica tespit

etmemislerdir.

Calismamizda ise Nigde yoresinde toplam 88 kaplumbaganin 62’sinde %70.45 oraninda
kene enfestasyonu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug ile kaplumbagalar lizerinde
yapilan diger c¢alismalarda belirlenen yiliksek enfestasyon oranlart benzerlik
gostermektedir. Tasidiklar hastalik etkenleri nedeni ile keneler hem halk sagligini hem
de insan sagligimi tehdit eden 6nemli ektoparazitlerdendir. Kaplumbagalarin yasam
alanlarinin insanlara yakilig: da diistintildiiglinde keneleri bu kadar yogun tagimalarinin
insanlarda enfestasyon riskini artirabilecegini akla getirmektedir. Bu c¢alismada
Spiroplasma endosimbiyontunun varligi arastirilmis ve yapilan ¢alismalar sonucunda
Spiroplasma toplam 6 kenede pozitif olarak saptanmistir. Pozitif saptanan kenelerin

tamami erkek kene olup, pozitiflik orani ise %3.2 olarak belirlenmistir.
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Tiirkiye’de kaplumbagalarda bulunan keneler ve tasidiklar1 endosimbiyontlar ile ilgili
yapilan calismalarda; Marmara bolgesindeki 32 kaplumbagada %40.6 oraninda kene
enfestasyonu tespit edilmis ve toplanan kenelerin tamami H. aegyptium olarak
tanimlanmis (Aydin vd., 2002), Istanbul’da muayene edilen 150 kaplumbagada bulunan
kenelerin timi H. aegyptium olarak belirlenmis ve bunlarda Borrelia sp. saptanmis
(Giiner vd., 2003), Trakya bolgesinde incelenen 56 kaplumbagada 9%98.21 enfestasyon
orani belirlenmis ve bunlarin % 18.57’si H. aegyptium erigkini olarak saptanmis (Aysul
vd., 2010), yine Trakya’da 26 kaplumbagadan toplanan kenelerin tamami1 H. aegyptium
olarak belirlenmis ve bunlar Rickettsia spp. ve B. burgdorferi sl. ile enfekte bulunmus
(Kar vd., 2011), Van’in Ercis ilgesinde 37 kaplumbagada toplanan kenelerin tamami H.
aegyptium olarak tanimlanmis (Yilmaz vd., 2013), Kahramanmaras’da incelenen 84
kaplumbaganin 60’indan toplanan kenelerinin hepsi H. aegyptium olarak saptanmis ve
bunlarin bakteriyolojik incelemesinde Bacillus sp., difteroid basil, CNS, Pasteurella sp.,
Micrococcus sp. ve E. aerogenes izole edilmis (Kire¢ci vd. 2013), Antalya’da 74
kaplumbaganin 36’sindan toplanan kenelerin timii H. aegyptium olarak tespit edilmis
(Kog, 2013), Izmir ve Aydin yoresinde 12 kaplumbagadan toplanan tiim keneler H.
aegyptium olarak tanimlamis (Bakirci, 2016), Beytepe kampiisii ormanlik alaninda
kaplumbagalardan toplanan kenelerinin tamami H. aegyptium olarak tanimlanmis
(Yilmaz ve Hekimoglu 2017), Konya’da incelenen 65 mahmuzlu akdeniz
kaplumbagalarinin tiimii keneler ile enfeste bulunmus ve bunlar H. aegyptium, H.
marginatum ve R. turanicus olarak tespit edilmis ve en yaygin tiiriin H. aegyptium oldugu
vurgulanmis (Uslu vd., 2019), Corum’da 26 kaplumbagadan toplanan keneler H.
aegyptium olarak saptanmis ve PCR analizi sonucunda bunlarda H. mauritanica, R
aeschlimannii, Ehrlichia spp. ve B. bovis tespit edilmis buna karsilik C. burnetii, F.
tularensis, Babesia spp., Hepatozoon spp., Theileria spp. ve A. phagocytophilum
saptanamamis (Akveran vd., 2020), Aydin, Izmir, Sanlurfa’da kaplumbagalar iizerinden
toplanan keneler H. aegyptium olarak teshis edilmis ve bu kenelerde Rickettsia spp.
saptanirken F. tularensis tespit edilmemis (Demir vd., 2020), Dogu Trakya’da
kaplumbagalarda saptanan kenelerin hepsi H. aegyptium olarak belirlenmistir (Kar vd.,
2020). Yapilan bu ¢alismada Nigde yoresinde kaplumbagalardan toplanan kenelerin tiimii
H. aegyptium olarak belirlenmis ve yliksek (%70.45) enfestasyon orani saptanmistir. Elde
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edilen bu sonuglarin {ilkemizde yapilan diger caligmalarla benzerlik gosterdigi

goriilmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda, Tiirkiye’de kene kaynakli hastaliklar {lizerinde cesitli
arastirmalar yapilmasina karsilik kenelerde bulunan Spiroplasma endosimbiyontu
hakkinda az sayida arastirma yapildigi goriilmiistiir. Kaya (2022) Kirsehir’de keneler
lizerinde yaptiklar1 ¢alismada Ha. sulcata’da Spiroplasma bulduklarin1 bildirmistir.
Yapilan bu calismada Nigde yoresinde kaplumbagalardan toplanan H. aegyptium’larda
Spiroplasma endosimbiyontlarinin varligr arastirilmis ve %3.2 oraninda Spiroplasma
spp. pozitifligi saptanmistir. Bu c¢aligmada elde edilen endosimbiyontlarla ilgili

sonuclarin diger ¢aligmalarin sonuglari ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Sonug olarak, Nigde yoresindeki kaplumbagalarin %70.4’linlin kenelerle enfeste oldugu
belirlenmis ve kaplumbagalardan toplanan 184 kenenin tiimiiniin H. aegyptium oldugu
saptanmistir. Yapilan molekiiler analizlerde ise Spiroplasma varligi %3.2 olarak
saptanmistir. Elde edilen bu sonuclar, kaplumbagalarda bulunan kenelerin insan ve
hayvanlara nakledebilecegi hastaliklar nedeni ile kenelerin kontroliinii ve 6nemini
vurgulamaktadir. Kenelerde bulunan Spiroplasma benzeri endosimbiyontlarin
belirlenmesi ve bunlarin artropodlarin biyolojik kontroliinde kullanim potansiyellerinin
ortaya cikarilabilmesi i¢in daha kapsamli c¢aligmalarin yapilmasmin yararli olacagi

diistiniilmektedir.
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