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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI SERT KENE (ACARI: IXODIDAE) TURLERININ
BAKTERIYOMLARININ MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Haktan CAGLAY AN

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof, Dr. Saban TEKIN

Sert keneler, kanla beslenen zorunlu ektoparazitlerdir. Sert keneler, 6zellikle de hastalik
etkeni mikroorganizmalarin tasiyicist oldugundan hayvanlarda meydana gelen
hastaliklar sonucu hayvan endiistrisini milyarlarca dolarlik zarara ugratmakta,
insanlarda 6liimlerle sonuglanan enfeksiyonlara neden olmaktadir. Ulkemizde 6zellikle
Kelkit Vadisi olarak bilinen bolgede 2002 yilindan itibaren her yil yaz aylarinda artan
Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Hastaligi nedeniyle ¢ok sayida insan hayatini
kaybetmektedir. Bu nedenle kenelerin ve kene kokenli hastaliklarin kontrolii 6nem
kazanmigtir. Kenelerin kontrolii i¢in kimyasal ilaglar basta olmak tizere degisik
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri de keneler i¢in patojen olan
entomopatojen bakteri ve mantarlardir. Bu nedenle Oncelikle kenelerde bulunan
bakterilerin belirlenmesi (bakteriyom) gereklidir. Bu ¢calismada Tokat bolgesindeki baz1
sert kenelerin bakteriyel florasmm (bakteriyomunun) belirlenerek, kenelerin
kontroliinde kullanilabilecek entomopatojenik bakterilerin belirlenmesi hedeflenmistir.
Bunun i¢in de bolgeden toplanan 17 Haemaphysalis parva ve 1 Hyalomma marginatum
tirii sert kenelerden standart bakteri kiiltlirii yontemleriyle 64 koloni izole edilmis ve
16S-rDNA temelli PCR yontemiyle bunlardan 20 muhtemel bakteri tiirti tespit
edilmistir. Calisma sonuglarima gore test edilen kenelerin  bakteriyomunda bulunan
bakterilerden  bazilarinin  kenelerin  kontrolinde  biyokontrol —ajan1  olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

2013, 48 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF BACTERIOM OF SOME HARD TICK (ACARI:
IXODIDAE) SPECIES USING MOLECULAR METHODS

Haktan CAGLAYAN

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Saban TEKIN

Hard ticks are mandatory blood feding ectoparasites. They are responsible for the
transmission of various pathogenic microorganisms to animals and humans. Therefore,
tick-borne diseases cause billions of dollars of economical losses in livestock industry
and infections in humans resulting in fatalities. Since 2002, there are many deadly
Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) cases recorded in summer season in the the
Kelkit Valley region of Turkey. Therefore, ticks and tick-borne diseases needed to be
controlled in the region. Different methods for the control of ticks, especially chemical
drugs have been used in practice. One of the tick control method is to use symbiont or
entomopathogenic bacteria and fungi. To determine the pathogenic bacteria that can be
used for tick control, the bacteriom has to be determined. In the present study,
bacteriom of two hard tick species collected from Tokat region is determined using
standard bacteriological culture methods and PCR. We isolated 64 bacteria colonies and
20 bacteria species using 16S-rDNA based PCR in 17 Haemaphysalis parva and 1
Hyalomma marginatum hard ticks. We suggested that some bacteria species determined
in ticks may be used for the biological control of hard ticks.

2013, 48 pages
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1. GIRIS

Keneler, bakteri, protozoa ve viriisleri tasiyan, zorunlu olarak kanla beslenen
ektoparazitlerdir (Rijpkema ve ark., 1996; Punda-Poli¢ ve ark., 2002; Duh ve ark., 2006,
2010; Hornok ve Farkas, 2009; Hubalek, 2010). Saglik agisindan sivrisineklerden sonra
eklembacaklilarin en tehlikeli grubudur. Diinya iizerinde tespit edilmis olan yaklagik
900 kene tiirii bulunmaktadir. Bu kenelerin % 20 kadar1 insan ve hayvanlarda patojen
olan mikroorganizmalarin vektoriidiir (Milutinovi¢ ve Radulovi¢, 2002; Clay ve Fuqua,
2010).

Ulkemiz keneleriyle ilgili arastirmalar 1900°lii yillarda baslamistir. Bu calismalar daha
¢ok Tirkiye’de bulunan kenelerin sistematigini ortaya c¢ikarmak amaciyla yapilan
caligmalardir. Bu nedenle Tiirkiye’deki birgok omurgali konakta bulunan keneler ve bu
kenelerde bulunan kene kokenli patojenler hakkinda ¢ok smirli sayida g¢alisma
bulunmaktadir (Tonbak ve ark., 2006; Aktas ve ark., 2009, 2011; Bursali ve ark., 2010,
2011, 2012). Son yillarda Tirkiye’de ve diinyada bazi insan enfeksiyon hastaliklarinin
epidemilerinde kenelerin baglica rol oynamasi, keneleri daha giincel hale getirmistir.
Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, {ilkemizde ¢ok sayida kene tiiriiniin bulundugu
ve dolayisiyla ¢ogu kene tiiriiniin Tiirkiye’nin cografik yapisi ve mevsimsel sartlarma
uyum saglayabildiklerini géstermistir (Kurtpinar, 1954; Mimoglu, 1959; Hoffmann ve
ark.1991; ica ve ark. 2007; Clay ve Fuqua, 2010; Bursali ve ark., 2010, 2011, 2012).
Son yapilan ¢alismalarda iilkemizde sert ve yumusak kene ailesine ait 46 kene tiiriiniin
bulundugu bildirilmistir (Bursali ve ark., 2012).

Keneler, tasidiklar1 enfeksiyonlar nedeniyle hayvancilikta, tropik ve subtropik alanlarda,
ozellikle de sigir yetistiriciliginde milyarlarca dolar zarara sebep olmaktadirlar.
Amerika’da sigirlardaki kene ve kene kokenli hastaliklar nedeniyle yilda 13.9-18.7
milyar dolar harcanmaktadir (De Castro, 1997). Babesiosis etkeni Rhipicephalus
(Boophilus) microplus’in Brezilya’da si8ir endiistrisine verdigi zarar yaklasik 2 milyar
dolar olmustur (Grisi, 2002). Keneler ve tasidiklar1 patojenler, hayvanlarin deri
kalitesine, siit ve et liretimine direkt olarak zarar vermektedir. Ayrica paralize, toksemi

ve anemiye sebep olmakta, boylece hayvancilik endiistrisine biiylik darbe vurmaktadir.



Keneler kan emmelerinin yanisira mekanik ve biyolojik vektor olarak bir¢ok hastaligin
(Brucellosis, Veba, Salmonellosis, Listeriosis, Luping-ill, Lyme, tropikal Theileriosis,
Babesiosis, Anaplasmosis, Kirim-Kongo kanamali atesi, Q hummasi, koyun-kegi
Riketsiyozlari, Tularemi vs.) insanlara bulagsmasinda rol oynamaktadirlar. Bu
hastaliklardan Anaplasmozis, Babesiozis, Lyme Hastaligi (Borrelia burgdorferi
nedenli), Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastalig1 ve East Coast fever (ECF) (Theileria
parva nedenli), kenelerle bulasan en onemli hastaliklardan bazilaridir (Mallon ve ark.,
2012).

Avrupa’da kene kokenli hastaliklardan Ozellikle Lyme borreliyozis (LB) ve kene
kokenli ensefalit (TBE) 1980’lerden itibaren artis gostermeye baslamistir (Rizzoli ve
ark., 2011; Lundkvist ve ark., 2011). Ixodes ricinus keneleri tarafindan tasman Borrelia
burgdorferi bakterisi Lyme borreliosis hastaligini 6zellikle insan ve evcil hayvanlar
iizerinde diger kene kokenli hastaliklara gore yiiksek Olim oranmna sahiptir.
Avrupa’daki kiiglikbas hayvan Oliimlerinin %60’mnin  nedenini bunlar oldugu
bildirilmistir (Li ve ark., 2012).

Kenelerin Rickettsia, Coxiella, Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum,
Francisella tularensis, Chryseobacterium indologenes, Diplorickettsia massiliensis
(Adelson ve ark., 2004; Holman ve ark., 2004; Subramanian ve ark., 2012) gibi ¢ok
sayida bakteriyel patojeni tasidiklar1 gosterilmistir.

Bulastirdiklar1 hastaliklar ve sebep olduklar1 ekonomik zararlar nedeniyle kenelerin
kontrolii zorunlu hale gelmistir. Kene kokenli hastaliklari kontrolii ile ilgili ¢ok yogun
caligmalar yapilmaktadir ve bu amagla kimyasal ilaglama, biyolojik kontrol, kisir bocek
(steril insect) teknigi, anti-kene asilar1 ve entomopatojenlerden yararlanma gibi
uygulamalar kullanilmaktadir (Kaaya ve Hassan, 2000; Abdel-Shafy ve Zayed, 2002;
Lundh ve ark., 2005; De la Fuente ve Kocan, 2006; Labuda ve ark., 2006; Gosh ve ark.,
2007).

Kene ve kene kokenli hastaliklarin kontroliinde en 6nemli asamalardan biri kene
tiirlerinin tasidig1 mikroorganizmalarin belirlenmesidir. Bir bolgedeki kene faunasinin
tagidig1 patojen mikroorganizmalarin bilinmesi, bunlara kars1 6nceden koruyucu dnlem
ve metodlarin gelistirilmesine imkan saglamakta ve hangi kene tiirline kars1 onlem
alinmasi konusunda yol gostermektedir. Kenelerle tasman bir¢ok mikroorganizma gibi,

heniiz bilinmeyen patojenik mikroorganizmalarin gelecekte diinya i¢in bir kiiresel tehdit



haline doniigsebilecek enfeksiyonlara sebep olma ihtimali de bulunmaktadir (Hotez,
2009; Heyman, 2010).

Yapilan sinirli sayidaki c¢alismalar sonucunda, kenelerde ¢ok sayida bakteri tiirii
bulunmustur (Murrell ve ark., 2004; Moreno ve ark., 2006; van Overbeek ve ark., 2008;
Yuan, 2010; Clay ve ark., 2008; Clay and Fuqua, 2010; Andreotti ve ark., 2011).
Kenelerdeki bakteri, mantar, virlis, protozoa g¢esitliligini belirleme ¢alismalari
sonucunda, hem kenelerin tasidigi tehlikeli patojenlerin belirlenerek bunlarin hastalik
bulastirma potansiyellerinin ortaya ¢ikartilmasi, hem de kenelerde bulunan bakteriyel
veya fungal endosimbiyont biyokontrol ajanlarinin tespit edilmesine imkan
saglayacaktir.

Bu calismada aerobik bakteriler i¢cin kullanilan klasik kiiltiir yontemiyle iilkemizde
bulunan bazi sert kene tiirlerinin bakteri florasinin (bakteriyom) belirlenerek, kenelerin
biyolojik kontroliinde kullanilma potansiyeli olan bakteri tiirlerinin tespit edilmesi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Kenelerin Ozellikleri
2.1.1. Kenelerin Sistematikteki Yeri

Keneler, Ixodida ordosunda, Parasitiformes superordosunda smiflandirilan, zorunlu
nedenler disinda karasal omurgalilarda kanla beslenen ektoparazitlerdir (Ribeiro ve ark.,
2012). Belirlenen yaklasik 900 kene tiirii 3 familyaya boliinmistiir. 1xodidae familyasi
(Sert keneler) 14 cinste 713 tiirden, Argasidae familyas: (Yumusak keneler) da 185 tiirti
kapsar. Diger familya da tek tiirlii Nuttalliellidae (Nuttalliella namaqua) familyasidir.
Bu smiflandirmada halen genus siniflandirmasi tartisilacak durumdadir (Barker ve
Murrell, 2004; Ullmann ve ark., 2008; Nava ve ark., 2009; Guglielmone ve ark., 2010;
Mans ve ark., 2011).

Phylum : Arthropoda
Subphylum : Chelicerata
Classis : Arachnida
Subclassis : Acari
Superordo : Parasitiformes
Ordo : Ixodida
Familia : Argasidae
Familia : Ixodidae

Familia : Nuttalliellidae

Sekil 2.1. Kenelerin sistematigi (Guglielmone ve ark., 2010; Mans ve ark., 2011)

Yapilan ¢aligmalar Tiirkiye kene faunasinda Ixodidae familyasindan 38 kene tiird,
Argasidae familyasindan da 8 kene tiirii bulundugunu gostermistir (Bursali ve ark.,
2012).

Tiirkiye’nin bircok bolgesinde, keneler ve kene kokenli hastaliklarn yayginligi

hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ulkemizde kenelerle ilgili ¢calismalar, 6zellikle Kirim



Kongo Kanamali Atesi Hastaligi’nin ciddi bir sorun haline geldigi son 10 yilda artis

gostermistir ve halen yogun bir sekilde devam etmektedir.

2.1.2. Kenelerin Yasam Dongiileri

Sert kenelerin yasam dongiileri, larva, nimf ve erigkin olmak iizere ii¢ evreden ibarettir.
Bu dongii, erkek kenenin disiyle ciftlesmesi sonucunda baglar. Doyduktan sonra konagi
terk eden disiler, bulunduklar1 yerde (bitki oOrtiisii veya mesken) kendilerini emniyete
alip yumurtlamaya baslarlar. Yumurtlama islemi, ¢evre sartlarmma (1s1 ve nem) bagl
olarak birka¢ giin ile 2-3 haftalik bir siirede tamamlanir. Yumurtlamay:1 tamamlayan
disiler, yasamlarin1 devam ettiremez ve kisa siirede Oliirler. Yumurtalardan cevre
kosullarina bagl olarak birkag hafta iginde larvalar gelisir ve disar1 ¢ikar. Bundan
sonraki gelisme safhalar1 (larva, nimf, erigkin), tiirlere gore bir, iki veya ii¢ konaktan
kan emerek tamamlanir (Camicas ve ark., 1998).

Buna gore ixodid keneler bir, iki veya ii¢ konakli gelisim 6zelligi gosterirler. Bir konakli
keneler (Boophylus spp.), deri degistirme dahil biitiin gelisme sathalarmi ayni konak
tizerinde gegirirler. Iki konakli keneler, larva ve nimf donemlerini bir konakta, eriskin
dénemlerini baska bir konakta tamamlar. U¢ konakli keneler ise larva, nimf ve eriskin
donemlerinin her birinde, {ic ayr1 konaktan kan emerler (kenelerdeki farkli konak
tercihleri, vektorliik yaptiklar1 patojenlerin tasinmasi ve yayilmasinda ¢ok dnemlidir)

(Sekil 2.2.).

2.1.3. Kenelerde Beslenme

Keneler, keliserleriyle konagin derisini parcalayip hipostomlarini deri igine sokup,
bolgede sabitlendikten sonra beslenmeye baglarlar. Keneler, konak kaniyla beslenme
sirasinda salgiladiklar: tiikriik salgisiyla, tasidiklar1 patojenleri konaga gecirirler veya
konakta bulunan patojenleri alirlar. Patojenleri tasimasmin yanisira kene tiikriik
salgisinda kenelerin kan emmesini kolaylastiran ¢ok c¢esitli kan pihtilagsmasini onleyici
ve immiin cevabi baskilayict molekiiller bulunmaktadir (Gooding, 1972; Ribeiro, 1988;
Fogaca ve ark., 1999; Sonenshine ve ark., 2005; Miyoshi ve ark., 2007). Sert kenelerin
yasam dongiileri sirasindaki beslenme periyodu ve beslenmeye bagl gelisimleri Sekil

2.3.te sematize edilmistir.
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Sekil 2.2. Ug Konakli Kenelerde Yasam Dongiisii (Franta, 2012)

2.1.4. Kene-konak iliskisi

Zorunlu kan emici dis parazitlerden olan keneler, biitliin yasam donemlerinde
konaklarindan kan emmek zorundadirlar. Konak yelpazeleri oldukca genis olup,
memeli, kanath, siirlingen ve amfibik hayvanlardan kan emebilirler. Gelisme

safhalarinin tamamin1 memeli hayvanlarda gegirebildikleri gibi, bu safhalardan birini

veya ikisini kanathida, digerini memelide de tamamlayabilirler (Sonenshine, 1993a,

1993b; Camicas ve ark., 1998).

Konaktan
diigme

Sekil 2.3. Sert Kenelerin Beslenme Periyodu (Franta, 2012) (Ergin disi Ixodes ricinus
yaklasik olarak 7-8 giin beslenir. Yavas beslenme periyodunda (ilk siirekli
sindirim fazi) emecegi toplam kanin {igte birini konaga tutunduktan sonra,
asil kan1 da ciftlesmeden sonra alir ve sindirimini 24-48 saat icinde tamamlar
ve konaktan diiser. Ayrilmadan sonraki beslenme periyodunda (ikinci siirekli
sindirim faz1) digi yumurtlama evresini tamamlar ve oliir. Bu periyod yaklagik
10 giin siirer)



2.1.5. Kene-patojen iliskisi

Keneler, konak olarak yararlandigi insan veya hayvanlarda direkt ve indirekt etkiler
olustururlar. Kan emdikleri konaklarinda giic kaybi, verim diisiikliigii, hatta kiigiik
hayvanlarda asir1 anemi dolayisi ile 6liimlere sebep olurlar. Bazi tiirlerin (Dermacentor
spp., Amblyomma spp., Ixodes spp. vs.) tiikiiriik salgisinda bulunan birtakim bilesikler,
konakta toksik etki olusturmak suretiyle kene felcine neden olabilirler (Cunha ve Burke,
2000). Direkt etkilerinin disinda, kenelerin konaklarindaki esas zararli etkileri, yasam
tarzlar1 itibar1 ile kan emme ve konak degistirme ozelliklerine bagh olarak virts,
bakteri, riketsia, protozoon ve helmint gibi birgok hastalik etkenini nakletme
kabiliyetine sahip olmalaridir.

Larva ve/veya nimf doneminde hastalik tasiyicisi konaklardan kan emen keneler, kanla
birlikte bu etkenleri de alir ve bir sonraki gelisme doneminde kan emdigi baska bir
konaga naklederler (transstadial nakil). Ayn1 sekilde, eriskin donemde enfekte konaktan
kan emen disiler, hastalik etkenlerini yumurtalarina ve bu yumurtadan ¢ikan yeni nesil
larvalara tasiyabilirler (transovarial nakil). Boylece insan ve hayvanlarda hastaliga
neden olan ¢ok sayida patojenin dogal odaklardaki devamlili§i saglanmis olur.
Transtadial yolla nakilde, bazi patojenlerin (Rickettsia rickettsii, Borrelia burgdorferi,
Babesia microti, Anaplasma phagocytophilum, Theileria annulata vs.) duyarli konaga
verilebilmesi ve gecisin olabilmesi i¢in patojenin 6nce enfekte kenede yeniden aktive

olmasi veya ¢ogalmasi gerekir (Minjauw ve McLeod, 2003).

2.2. Kenelerin Neden Oldugu Hastalhklar

Bir kenenin ger¢ek anlamda vektor olduguna karar vermek icin kenenin larva ve/veya
nimf déneminde kan emdigi viremik bir konaktan virlisii alabilmesi, deri degistirme
asamalar1 sirasinda muhafaza etmesi ve takip eden gelisme donemlerinde bunu duyarli
baska konaklara verebilmesi gerekmektedir (transstadial nakil) (Kahl ve ark., 2002;
Jongejan ve ark., 2004). Ayni sekilde, eriskin doneminde enfekte konaklardan kan emen
bir disi kenenin virlisii yumurtalarina aktarabilmesi (transovarial nakil) de vektorliik
isareti olarak kabul edilmektedir. (Spielman ve ark., 2000; Jongejan ve ark., 2004;
Turell, 2007).

Keneler barindirdiklar: hastalik etkenlerini tiikriik salgis1 (Arboviruslar, B. burgdorferi,

benekli humma grubu rickettsialar), coxal sivi (relapsing fever grubu rickettsialar),



kusma (Ehrlichia ruminantium, bazen B.burgdorferi) ve digski (Coxiella burnetii) ile
verebilse de, kenelerle bulasan hastaliklarin en 6nemli bulasma yolu tiikriik salgisidir
(Lane, 1994). Tikriikk salgis1 ile etkenlerini konaga verilmesi bazen zaman
alabilmektedir. Viriisler, kene kan emmeye bagsladiktan 5-6 saat sonra verilebildigi
halde, Rickettsia tirleri 10 saat, Borrelia turleri ise 48 saat sonra verilebilmektedir
(Lane, 1994; Spielman ve Hodgson, 2000). Kenelerin etkin vektor olmasini saglayan en
onemli unsurlardan birisi, sahip olduklar: tiikriik salgisiin 6zellikleridir. Bu salgi,
konak direncini baskilayan birgok faktoriin yaninda, hastalik etkenlerinin konakta
barmabilmesini ve infeksiyon olusturabilmesini saglayan faktorleri de i¢ermektedir
(Piesman ve ark., 1990; Labuda ve ark., 1993). Zoonoz hastaliklarin, 6zellikle de
vektorlerle bulastirilanlarin epidemiyolojisinde Evgeny N. Pavlovsky’nin tanimladigi
hastaliklarin dogal odaklar1 (Natural nidality of the infections) kurami yatmaktadir. Bu
kurama gore, zoonoz karakterdeki patojenler ekosistemin bir pargasidir ve yabani
memeli konak ile artropod arasinda gegislerle varliklarmi devam ettirmektedirler (Kahl
ve ark., 2002; Balashov, 2005). Kenelerle bulastirilan hastaliklarin yayilis1 belli arazi
yapilar1 ve iklimle sinirhidir. Bu gibi hastaliklarin dogal odaklar1 zaman ve mekan i¢inde
sabit olup, keneler buralarda hem vektor, hem de hastalik etkenlerinin rezervuari olarak
islev goriirler (Balashov, 2005).

Kenelerle hastalik arasindaki iligki ilk kez Smith ve Kilborne (1893) tarafindan sigir
felcine neden olan Babesia bigemina protozoonunun Boophilus (Rhipicephalus)
microplus keneleri tarafindan sigirlara tasimmasmin tespiti ile baslamistir (Sonenshine
ve ark., 2002). Bundan sonra 20. yy.’in son 10 yilindan baslayarak 21. yy.’da kene
kokenli hastaliklarin artmasi sonucunda keneler, evrensel bir sorun haline gelmistir. Bu
hastaliklar i¢cinde kene kokenli ensefalit (TBE)’nin Dogu ve Orta Avrupa’da, Kyasanur
Orman Hastaligi (KFD)’nin Hindistan’in Karnaka Eyaleti’'nde, KKKA Hastaliginin
Tiirkiye’nin kuzeyinde (Sekil 2.4.) ve Rusya Federasyonu’nun giineybati bolgesinde ve
Rocky Mountain Atesli Hummast (RMSF)’nin A.B.D.’nin Arizona ve Baja
Kaliforniya’da ciddi anlamda artmasi bu evrensel soruna 6rnek gosterilebilir (Randolph,
2008; Pattnaik, 2006; Maltezou ve ark., 2010; McQuiston ve ark., 2010; Moreno ve
Méndez, 2010).

Ozellikle son 30 yilda diger kene kokenli hastahiklarn sayisinda da artis goriilmiistiir.

Ornegin 1984°ten beri gézlenmeyen riketsiydz tifiis vakasi yeniden ¢ogalmustir (Raoult



ve ark., 1996; Parola ve ark., 2005; Paddock ve ark., 2008; Shapiro ve ark., 2010).
A.B.D.’de, yalniz 2 kene kokenli hastalik, RMSF ve Tularemi, 1990-1998 aras1 ulusal
olarak bildirilen, bu listede 3 yeni enfeksiyon Lyme Hastahgi, Insan Graniilosit
Ehrlichiozis (Anaplazmozis) ve Insan Monositik Ehrlichiozis (Ehrlichia chaffeensis
enfeksiyonu) yillik ortalamasi gittik¢e artan hastaliklardir. Lyme Hastaligi, A.B.D.’de
1992-2006 yillar1 arasinda %101 oraninda artmistir (Bacon ve ark., 2008). RMSF
hastaliginin 1,7 milyondan 9,4 milyona ¢ikmasi oldukg¢a dramatiktir (Openshaw ve ark.,
2010). 2000-2007 yillar1 arasinda A. phagocytophilum ve E. chaffeensis’in neden
oldugu enfeksiyonlarin orani da swrasiyla 0,8’den 3,0’e ve 1,4’ten 3,0’e yiikselmistir
(Dahlgren ve ark., 2010). Diinya genelinde kenelerin tasidiklar1 patojenler, bunlarin

sebep oldugu hastaliklar ve cografi dagilimlar1 Cizelge 2.1 de verilmistir.

2.3. Mikrobiyom

Mikrobiyom, bir canlmin viicudunda bulunan bakteri, virlis, fungus, protozoa, gibi
mikroskobik canlilarin tiimiine ve onlarin genomlarina verilen addir. Mikrobiyom
caligmalar1 sadece bakterilerle yapilirsa bakteriyom ismini almaktadir (Bosch ve
McFall-Ngai, 2011).

Mikrobiyom g¢alismalar1 6zellikle molekiiler teknolojilerin gelismesiyle birlikte hizli bir
sekilde artmustir. Mikrobiyom ¢alismalari, c¢ogunlukla universal 16S-rDNA
primerleriyle yapilan PCR ve sekans analizi veya pirosekanslama gibi tekniklerle

yapilmaktadirlar.

2.3.1. 16S-rDNA Dizi Analizi

Woese ve arkadaglari, bakterilerin ve diger yasam formlarmin filogenetik iligkisinin,
genetik sifrenin degismeyen bir bolgesinin kiyaslanmasi ile saptanabilir oldugunu
ortaya koymustur (Woese ve ark., 1985, 1987).

Bakterilerde S5S, 16S ve 23S rDNA’y1 sifreleyen genlerdeki degismeyen gen bolgeleri
bulunmaktadir. Bunlar i¢inde taksonomik amagclar i¢in en ¢ok kullanilan DNA pargasi
16S rDNA genidir (Bottger, 1989; Palys ve ark., 1997; Kolbert ve Persing, 1999;
Garrity ve Holt, 2001). 16S rDNA geni sadece bakteriler arasinda degil, ayn1 zamanda
arkebakterilerin 16S rDNA geni ve dkaryotlarin 18S rDNA geni ile de karsilastirilabilir.
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Cizelge 2.1. Kenelerin tasidiklar1 patojenler, sebep olduklar1 hastaliklar ve cografi
dagilimlar1 (Dantas-Torres ve ark., 2012)

. COGRAFI
HASTALIK PATOJEN VEKTORU DAGILIMI
African tick bite fever Rickettsia africae Ambylomma hebraeum, Afrlkg,
A. variegatum Bat1 Hindistan
Hae. concinna,
. H. punctata,
Insan graniilosit Anaplasma Ixodes ricinus, Avrupa,
anaplazmozis phagocytophilum I. pacificus, Kuzey Amerika
I. scapularis,
Rhipicephalus bursa
Insan n.lono.smk Ehrlichia chaffeensis A. americanum Kuzey Amerika
ehrliyozis
Ixodes hexagonus,
—_— Borrelia burgdorferi |. pacificus, Asya,
Lyme borreliyozis I. persulcatus, Avrupa,
sensu lato o .
I. ricinus, Kuzey Amerika
I. scapularis
. . . . . " R. sanguineus, Afrika,Asya,
Akdeniz lekeli atesi Rickettsia conorii R. turanicus Avrupa
. Afrika, Asya,Avrupa,
Q atesi Coxiella burnetii Farkh ge?u..SIarm birgok Kuzey Amerika,
tiiriinde
Avustralya
Relapsing atesli Borrelia spp. Ornithoros spp. Afrika, Asya, Avrupa,

Kuzey Amerika

A. americanum,
A . aureolatum,

Kayalik dag!ar lekeli Rickettsia rickettsii A. cajennense, _ Kuzey, Gur}ey, Orta
atesi Dermacentor andersoni, Amerika
D. variabilis,
R. sanguineus
Tularemi Francisella tularensis Farkl ge{lu..Slarm birgok ASya, Avrupa,
tiirtinde Kuzey Amerika
o Babesia divergens, Ixodes ricinus, Avrupa,
Babesiozis L : .
B. microti I. scapularis Kuzey Amerika
Colorado kene atesi Coltivirus Dermacentor andersoni Kuzeybati Amerika
A. variegatum,
H. puncata, Afrika,
Kirim Kongo L H. anatolicum,
. Naiovirus - Asya,
Kanamali Atesi H. marginatum,
Avrupa
H. truncatum,
R. bursa
Kyasanur ijan Flavivirus Hae. Spmlg.era’H' Hint yarikitasi
hastaligi turturis
Louping Hastaligi Flavivirus Ixodes ricinus Bati Avrupa
D. marginatus,
Omsk kanamali atesi Flavivirus D. reticulatus, Asya
I. persulcatus
Dermacentor andersoni,
Powassan ensefalit Flavivirus Hae. Ionglcgrms, Asya, .
I. cookei, Kuzey Amerika
I. scapularis
Ixodes persulcatus,|. Asva
Kene kokenli ensefalit Flavivirus ricinus,H. concinna,H. ya,
Avrupa

punctata
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Sekil 2.4. Tirkiye’de 2003-2008 yillar1 aras1 kene kokenli hastaliklarn goriildiigii yerler
(Clay ve Fuqua, 2010).

2.4. Simbiyotik Yasam (Simbiyozis)

Simbiyozis terimi, Yunanca “birlikte yasamak” anlamma gelmektedir. ilk defa
simbiyozis kavramini ortaya atan kisi, 1879 yilinda Heinrich Anton de Bary’dir. de
Bary simbiyozisi kisaca “Farkli organizmalarin birlikte yasamasidir” olarak
tanimlamaktadir. Tirler arasindaki simbiyotik iligskide, iki tiir de birbirine kars1 baskin
olamamaktadir. Biri digerine fayda saglayarak yasama sansini artirabilmektedir.
Simbiyoz yasamda hi¢bir organizma diger tiirler olmadan yasamini siirdiirememektedir.
Tiirler arasindaki bu birliktelik yeni organizma veya tiirlerin olusmasi ile
sonu¢lanmaktadir. Bu simbiyozis, ¢evrede yasandigi gibi canlinin (konak) viicudunda
da meydan gelmektedir. Iste o zaman bu simbiyozis’e Endosimbiyozis adi
verilmektedir.

Yapilan mikrobiyom ¢aligmalar1 sonucunda simbiyozis, Obligat (Primer Simbiyoz, P-
Simbiyoz), ve Fakiiltatif (Sekonder Simbiyoz, S- Simbiyoz) olmak iizere
siiflandirilmistir (Moran ve ark., 2008).
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2.4.1. Artropodlarda Bulunan Onemli Simbiyoz Canhlar

Viriisler: Viriisler konusunda, artropodlar igerisinde ¢ogunlukla, bocekler (Insecta)’de
calismalar yapilmistir. Glinlimiizde yaklasik 500 bocek tiiriinden 450°den fazla viriis
tamimlanarak siniflandirilmistir (Demirbag ve Sezen, 2005). Ozellikle bocekler iizerinde
onemli bir biyolojik ajan olan viriislerin ¢ogu Poxviridae familyas1 iginde olanlardir.
Poxviridae familyasi, bocek poksviriislerini iceren Entomopoxvirinae ve omurgali
poksviriislerini iceren Chordopoxvirinae olmak tiizere 2 alt familyaya sahiptir.
Entomopoxvirinae viriis morfolojisi, konak tiirii ve genom hacmi bakimindan 3 cinse
ayrilir. Cins A Coleoptera grubu virtisleri (Melolontha melolontha EPV), Cins B
Lepidoptera (Amsacta moorei EPV) ve Orthoptera grubu viriisleri (Melanoplus
sanguinipes EPV) Cins C ise Diptera (Chironomus luridis EPV) grubu viriisleri
kapsamaktadir.

Viriis gruplari igerisinde en 6nemli grup Baculoviridae grubuna mensup viriislerdir.
Bunlar 25x250 nm biiytikliikte ve 80-180 kbp kapali yuvarlak ve ¢ift zincir, siipersarmal
DNA igerirler (Hayakawa ve ark. 2000, Herniou ve ark. 2001, Theilmann ve ark. 2005).
Viriis DNA's1, hiicre zar1 yapisina benzer ve karmasik yapida olan bir zarf ile ¢evrili
niikleokapsid igerisine paketlenmistir. Helicoverpa zea nudivirus 2 (HzNV-2) nin
juvenil hormon esteraz geni tasidiklar1 tahmin edilmekte ve pulkanathilarda {ireme
organlarmin asir1 biiylimesine neden olarak islevsiz hale gelmesine neden olduklar1

rapor edilmistir (Burand ve ark., 2012).

Bakteriler : Kenelerde en ¢ok bulunan canli gruplarindan biridir. Eklembacaklilarda en
cok rastlanan ve entomopatojenik Ozellige sahip bakterilerden bazilar1 asagida
Ozetlenmistir.

Wolbachia : Anaplasmataceae familyasima ait (Scola, 2005) gram negatif bakterilerdir.
Bunlar obligat, hiicre i¢i organizmalar olup, artropodlarin iireme ile ilgili dokularinda
bulunurlar (Werren, 1997). Insanlarda hastalik yapmazlar. Konaklarinin iiremesi iizerine
miidahale ederek, sitoplazmik uyumsuzluk, partenogenesis, erkek oldiiriiciiliik,
viriilenslik ve feminizasyon seklinde iireme degisikliklerine neden olurlar (Doran,
2001).

Bu bakteriler, cinsiyet belirlenmesini bozmakta ve genetik erkekler, fonksiyonel

fenotipik disilere doniismektedir. Crustacealerde, cinsiyet farkliligi, androjen bezler
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tarafindan tretilen erkeklik hormonlar1 ile kontrol edilmektedir. Eger androjen bezleri
farklilagmas1 varsa, hormon, erkek gelisimini tesvik etmektedir. Androjen bez
farklilasmas1 yoksa disi gelismesi gerceklesmektedir. Wolbachia, konukg¢unun
feminizasyonunu tesvik eden bezlerin gelisimini baskilayarak erkekleri disilere
dontistiirmektedir (Werren, 1997; Charlat, 2000; Doran, 2001). Bakteri, selektif olarak
enfekte ettigi erkek yumurtalar1 6ldiirmektedir. 1950°1i yillarda Culex spp.’de tiir igi
caprazlamalarda uyumsuzluk oldugu, ya cok az nesil iiretebildikleri, ya da hig
tretemedikleri kesfedilmistir. Bu durum, daha sonra sitoplazmik uyumsuzluk olarak
isimlendirilmistir.

Wolbachia, ftsZ gen sekansina bagli olarak A’dan F’ye kadar alt1 gruba ayrilmustir.
Wolbachia nn A ve B rrklar1 boceklerin biiyiik bir kismini, C ve D rk1 nematodlari, E

irk1 Collembolalari, F irki da termitleri enfekte etmektedir (Gotoh ve ark., 2003).

Sekil 2.5. Wolbachia sp.

Arsenophonus nasoniae : Gammaproteobacterium bakteri grubu igerisinde yer

almaktadir. Endosimbiyont bir bakteridir. ilk defa bir esekarisi tiirii olan Nasonia
vitripennis’ ten izole edilmistir (Ferree ve ark., 2008). Konak tiirleri gesitliligi bocekler
basta olmak {izere diger eklembacaklilar ve bazi bitkiler olarak genistir. Hiicre kiiltiirii
disinda klasik kiiltiirle de cogaltilabilir. Ozellikleri kisaca, iiremede tahribat yapma
(erkek oldiiriiciiliik), fitopatojenite seklinde parazitlik ve zorunlu mutualizmdir. Konak
fenotipinde yaptig1 etkiler bilinmemektedir. Yapilan rRNA filogenetik analizlerde
yiiksek oranda bakteriyel cesitliligi olan bir gruptur. Konak spesifikligi bulunmaktadir,
bunlar keneler, bitkiler, tahtakurusu tiirleri, beyaz sinekler, ve karincalardir. Dikey

olarak anneden yavruya tasindig gibi yatay olarak da taginir.
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Cardinium hertigii : Cardinium, Flexibacteriaceae familyasina mensup, gram negatif,

cubuk sekilli bir bakterilerdir ve ilk defa Ixodes scapularis kenesinden izole edilmistir
(Kurtti ve ark., 1996). Ozellikle Hymenoptera, Hemiptera, Akarlar ve Areneae (Hunter
ve ark., 2003; Matalon ve ark., 2007; Weeks ve ark., 2003; Zchori-Fein ve ark., 2001,
2004a, 2004b; Zchori-Fein ve Perlman, 2004; Enigl ve Schausberger, 2007; Hoy ve
Jeyaprakash, 2008; Duron ve ark., 2008) gruplarinda sinirli olarak bulunmustur.
Konaklarindaki etki sekli biiyiik oranda Wolbachia bakterilerinin etki sekli gibidir.
Ozellikle driimcek akar1 Estetramychus suginamensis ‘te parazittirler (Gotoh ve ark.,
2007).

Spiroplasma : Mollicutes smifi bakterilerdir. Bazi tiirleri artropod tiiriine gore
spesifiktir. Spiroplasma apis ve Spiroplasma melliferum balarilarinda patojendir.
Spiroplasma penaei ise beyazsineklerde patojenik etki gosterir (Gasparich ve ark.,
2004; Regassa ve ark., 2006). Spiroplasma ixodetis’in kenelerde, Ostrinia
zaguliaevi’nin de giivelerde (6zellikle giivelerin disilerinde) folikiil zarinda yerlestigi
bildirilmistir (Tabata ve ark. 2011).

Bacillus thuringiensis : Bocekler ile biyolojik miicadelede uzun yillardir kullanilan bir

entomopatojen bakteri tiiriidiir. B. thuringiensis, gram pozitif ve endospor olusturma
ozelliginde bir bakteridir. Endosporun olusturulmasi sirasinda bakteri kristal gériiniimlii
bir toksin (endotoksin) sentezler (Gill ve ark., 1992). Bunlarin biyoinsektisit olarak
pratikte kullanilmasini sinirlayan bazi sebepler vardir. Bunlardan en Onemlisi, Bt
preparatlarinin uygulama sonrasi g¢evresel etkenler (sicaklik, UV 1sinlar1) nedeniyle
kaliciliginin diisiik olmasidir. Bu tip problemler sebebiyle B. thuringiensis endotoksin
(Bt) geni klonlanarak bitkilere aktarilmaya baslanmistir. Bt genini igeren ilk transgenik
bitki tiitiin olup, 1987 yilinda Agrobacterium tumafaciens t-DNA’sinin vektor olarak
kullanilmasiyla Belgika’daki bir biyoteknoloji sirketi tarafindan gelistirilmistir
(Pedersen ve ark., 2002; Stein ve ark., 2005).

Sodalis glossinidius : Enterobacteriaceae familyasina mensup, fakiiltatif kommensal bir

bakteridir (Dale ve ark., 1999). Son zamanlarda ¢egesineklerinde bulundugu gibi diger
sinek tiirlerinde de bulunmustur (Weiss ve ark., 2006). Tim sinek topluluklarinda
yapilan arastirmalarda en fazla ¢egesinegi tiirlerinde bulundugu goriilmiistiir. Daha ¢ok

bagirsak, salgi bezleri, tiikriikk bezleri, kaslarda goriilmiistiir. Sodalis, uzun zaman
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cegesinegi vektorliigiinde her yere taginir. Uyku hastaligi etkeni Trypanasoma ile pozitif
uyum icerisindedir. Bu nedenle de Cecesinegi’'nde bu bakteri yoksa Trypanasoma ’nin

enfeksiyonu durmaktadir.

Buchnera sp. : Genelde yaprak bitinde simbiyoz yasayan bir bakteridir. Arjinin

sentezinde konak ile ortak ¢alisir. Burada Buchnera, kendisine gereken tirozini
metabolize edemediginden, olusturdugu fenilpiriivat1 konagmna verir, konak da bunu
fenilalanine gevirerek tekrardan Buchnera’ya verir. Yine ayni sekilde konak reaksiyona
devam ederek tirozin doniisiimiinii gergeklestirir ve bu atik maddeyi Buchnera’ya verir.
Konak canli, Acrythosiphum pisum (yaprak biti), tirozini yikmaktan kurtulur (Wilson ve
ark., 2010).

Diger Bakteri Tiirleri : Ozellikle sivrisinekler, Asaia, Enterobacter, Mycobacterium,

Sphingomonas, Serratia ve Chryseobacterium cinsi bakterileri de barindirirlar (Favia ve
ark., 2007, Dong ve ark., 2009, Zouache ve ark., 2011). Bunlarin i¢inde en baskin
olanlar, Asaia cinsi bakterilerdir. Bu bakteriler, a—proteobacterium bakterilerinin
Acetobacteriaceae familyasina aittir. Anopheline ve Aedes cinsi sivrisineklerden izole
edilmistir (Damiani ve ark., 2010). Yapilan analizlerde A. gambiae tiiriinde yapilan
incelemede Asaia bakterisi yogun olarak yumurtalarda bulunmus, muhtemelen de
anneden yavruya geg¢mistir (Damiani ve ark., 2010). Yapilan arastirmalarda bu
bakterinin sivrisinegin epitel dokusunda enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir (Favia
ve ark., 2007, 2012).

Bir koleopter olan Rhyzopertha dominica ile yapilan ¢alismalar, Aeromonas liquifaciens
adli bakterinin bu bdcekte baslica yasamsal vitaminleri, nitrojeni ve seliillozu yikici
ozellikler gosterdigi bulunmustur (Anand ve Pant, 1978; Vasquez-Arista ve ark., 1997;
Douglas, 2000).

Mantarlar : Mantarlar eklembacaklilarda bulunan ve entomopatojenik potansiyele
sahip olabilen 6nemli mikroorganizmalardan biridir. Entomopatojen mantarlar akarlarin
onemli dogal diismanlarindan biridir (Davidson ve ark. 2003; Benoit ve ark. 2005). Baz1
akar salgilarmin funguslarin gelismesine yardimcr oldugu bilinmekle birlikte, bazi
funguslarin da akarlarda parazit oldugu gosterilmistir. Patojen funguslarin Astigmata,
Oribatida, Prostigmata, Mesostigmata ve Metastigmata (Ixodida) tiirlerini 6ldiirdigi

ifade edilmistir (Dogan ve ark. 2003). Esasinda funguslarin misel ve sporlar1 kolayca
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taninabildigi i¢in, akar patojenlerinin en sik rastlanan gruplar1 arasinda bulunmaktadir
(Poinar ve Poinar, 1998). Deacon (1983), entomopatojen funguslarm diger
mikrooganizmalara gore ¢ok daha genis konukguya sahip oldugunu ve Lepidoptera,
Homoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarina bagh tiirlerde enfeksiyon yaptiklarini
bildirmistir. Bunlardan, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Lecanicillium

lecanii’nin tiim diinyada yaygindir (Deacon 1983).

Beauveria bassiana : Dogada genis yayilim gosterir ve yaklagik 70 kadar zararli bocege

kars1 kontrol potansiyeline sahip entomopatojenlerdendir. Eustigmaeus segnis (Koch)
ve Galumna sp. akarlarindan izole edilmistir. Bu fungus, boceklere karsi konidiyal
spreyler seklinde uygulanmaktadir. Bunun yaninda B. bassiana hedef olmayan ¢ok
sayida organizmaya da zarar vermemektedir (Saenz-de-Cabezon Irigaray ve ark., 2003).
Beauveria bassiana boceklerde “beyaz muskadin” olarak bilinen bir hastaliga sebep
olmaktadir. Bu fungusun sporlar1 boceklerin iist deri tabakasi ile temasa gectigi zaman
¢cimlenirler ve dogrudan iist derisinden konakg¢ilarinin viicutlarinin igine dogru biiyiirler.
Fungus, toksin iireterek ve bocegin gidalarmi kurutarak viicudunda hizla ¢ogalir. Bal
arilarinda parazitlenen Varroa destructor akarlarindan elde edilen B. bassiana izolati,
bu akarlarla parazitlenen bal arilarinin (Apis mellifera) tedavisinde kullanilmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir (Meikle ve ark. 2006, 2007).

youngest spore

Sekil 2.6.  B. bassiana (mikroskop altinda goriintiisii ve boceklerde yaptigr kiif
benzeri yapr)
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Lecanicillium lecanii : Bu tiir, kii¢iik viicutlu bir¢ok arthropodlarda, afitler, thripsler ve

beyazsineklerde patojendir ve diger funguslar gibi canli olmayan organik substratlarda
beslenir ve bir saprofit gibi hareket edebilir (Deacon, 1983). L. lecanii seralarda ilk
enfeksiyon inokulumu mevcutsa dogal epidemi meydana getirebilir. L. lecanii giinde
10-12 saat, 15-25 °C’ sicaklik ve % 85-90 nisbi nemde rahatlikla gelisir. L. lecanii’nin
spor soliisyonu B. tabaci ve Trialeurodes vaporarioum (Westw.) 'un yumurta, birinci,
ikinci ve tgiincli donem nimfleri ile bulasik Euphorbia ssp. yapraklarina sprey
edildiginde T. vaporariorum’da % 79-96, B. tabaci’de ise % 89- 96’dan daha fazla
Olim meydana getirdigi saptanmis, beyazsinegin hem yumurtalar1 hem de erginleri
nispeten L. lecanii enfeksiyonuna direngli olup, %1’den daha az bir 6liim goriilmiis, L.
lecanii daha ¢ok seralarda hiyarlarda zararl olan T. vaporariorum ve kavunlarda zararl
olan B. tabaci’nin kontroli i¢in kullanilmakta, L. lecanii ile birlikte asla eszamanli
olarak herhangi bir fungusit kullanilmamasi gerektigi bildirilmektedir (Hoddle, 1999).
L. lecanii, beyazsineklerin kontroliinde bir¢ok iilkede ticari olarak kullanilan

biyopestisitlerin basinda geldigi kaydedilmektedir (Lipa, 1985, 1996).

Sekil 2.7. Lecanicillium lecanii (mikroskop altinda goriintiisii ve boceklerde yaptig: kiif
benzeri yapr)

2.4.2. Kenelerde Simbiyoz

Birgok bakteri tiirtiniin (Rickettsia, Bacillus, Pseudomonas, Microbacterium, Buchnera
aphidicola, a-cyanobacterium , B- cyanobacterium, Sodalis glossinidius, Bacteroides
spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp., Ruminococcus spp. ve Faecalibacterium
spp., Coxiella spp.)simbiyont olarak kenelerde bulundugu bilinmektedir (Eremeeva ve
ark., 2007; Barker ve ark., 2004; Moreno ve ark. 2006, Reyes-Prieto ve ark. 2010; Dale
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ve Maudlin 1999; Yuan, 2010; Noda ve ark. 1997; Andreotti ve ark. 2011). Bu
bakteriler, kenelerin genellikle gut (bagirsak), ovary (yumurtalik), yumurta, mitokondri,

tiikkriik bezleri’ne yerlesirler.

2.5. Biyolojik Miicadele (Biyolojik Kontrol)

Dogada hemen her tiiriin ¢ogalmasmi frenleyen dogal diismanlar1 ya da predatorleri,
parazitoitleri ve patojenleri bulunmaktadir. Iste zararlilarm populasyonunu azaltmak ve
zarars1z halde, yani baski altinda tutabilmek i¢in, canli organizmalardan faydalanilarak
yapilan miicadele sekline Biyolojik Miicadele denir (Doutt, 1964; Hagen ve Franz,
1973; DeBach, 1974).

Biyolojik miicadele, o6zellikle tarim zararlis1 canhilar olmak {izere hayvan, bitki
endiistrisine etkili olan canlilar tizerinde yogunlagsmstir. Bu canlilarin bityiik bolimiini
de bocekler olusturmaktadir.

Biyolojik miicadelede mikroorganizmalar kullanilarak yapilan ilk ¢aligmalarda
funguslar ve Bacillus thuringiensis bakterisi kullanilmistr. Bu ve benzeri
organizmalarla yapilan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Ornegin, 1726 yilinda de
Reaumur, ilk bocek patojeni olan Cordyceps cinsi mantarlar: kesfetmis, 1834 yilinda bu
mantarlar, afitlerle yapilan biyolojik miicadelede kullanilmistir. 1911 yilinda Berliner’in
tamimladig1 Bacillus thuringiensis bakterisinin Akdeniz ungiivesinde hastaliga sebep
oldugu bulunmus ve bu canliya kars1 biyolojik ajan olarak kullanilmistir (Van Driesche
ve Bellows, 1996).

2.5.1. Kenelerde Yapilan Biyolojik Miicadele Calismalari

Boceklerin aksine kenelerin biyolojik kontroliiyle ilgili uygulamalar ¢ok sinirhdir.
Kenelere karsi biyolojik miicadele i¢in kullanilabilecek c¢ok sayida dogal diigman
oldugu distiniilmesine ragmen bunlardan sadece birkagmin kenelerin biyolojik
miicadelesinde uygun olabilecegi belirlenmistir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda
ozellikle entomopatojen funguslardan Beauveria sp., Metarhizium sp., Nomuraea sp. ve
Paecilomyces sp. tiirleri (Campos ve ark., 2010; Perinotto ve ark., 2012), entomopatojen
nematodlardan Steinernema ve Heterorhabditis tiirleri (Samish ve Glazer, 2001),
parazitoit hymenopterlerden Ixodiphagus tiirleri (Plantard ve ark., 2012) ile kuslardan

Buphagus africanus ve Buphagus erythrorhynchus tiirlerinin kenelerin biyolojik
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miicadelesinde potansiyel dneme sahip olabilecekleri rapor edilmistir. Lubeck ve ark.
(2008), Leemon (2009) ve Kaaya (2011) ve arkadaslarmimn yaptiklari ¢aligmalarda
Metarhizium anisopliae suslarinin keneler tizerinde % 90-100 oraninda etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki bakterisi ve bazi suglarimin (Samish ve ark. 2004),
Wolbachia sp. tiirlerinin (Noda ve ark., 1997) ve Chryseobacterium indologenes
bakterilerinin  (Burenova ve ark., 2006) kenelerin biyolojik kontroliinde
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Fernandez-Ruvalcaba ve arkadaslarinin (2010)
yaptig1 calismalarda Bacillus thuringiensis’in  kimyasal pestisitlere dayanikli R.
microplus tiiriine 6nemli zarar verdigi bulunmustur.

Bir bolgede ve/veya yoredeki keneleri tamamen yok etmek, kenelerin kullandigi
arakonaklar ve cografik Ozellikler diisiiniildiigiinde olanaksizdir. Fakat dogru ve
kombine yontemlerle (Kimyasal ve dogal ilaglar, entomopatojenik bakteri ve mantarlar,
virtisler) kenelerin bir bolgede kene popiilasyonlarmin kontrol altina alinmasma katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kenelerin Toplanmasi

Bu c¢alismada kullanilan kene ornekleri (17 Haemaphysalis parva ve 1 Hyalomma
marginatum tiirii), 40°19'37" K ve 36°28'95" D koordinatlar1 arasinda bulunan Tokat ili
Gaziosmanpasa Universitesi Taslgiftlik Yerleskesi ve cevresinden, 40°34'45" K ve
37°01'27" D koordinatlar1 arasinda bulunan Niksar {lgesi Giilbayir K6yii ve ¢evresinden
toplanmustir (Sekil 3.1.).

Kene oOrnekleri, dogrudan hayvanlar iizerinden (Cizelge 3.1.), veya araziden
Bayraklama Teknigi ile 1x1,5 m boyutlarinda bir kumas bayragin arazi ve bitkiler
tizerinde gezdirilmesi suretiyle toplanmaya ¢alisilmistir. Bazi durumlarda da toprak,
bitki ve hayvanlar tizerinden keneler pens yardimiyla toplanmustir.

Toplanan kene Ornekleri laboratuvara canl olarak getirilmis, kenelerin tiir tayinleri,
Gaziosmanpasa Universitesi Biyoloji Boliimii Akaroloji Laboratuvar1 ve Kene
Miizesi’'nde Yrd. Dog¢. Dr. Ahmet BURSALI ve Uzm. Adem Keskin tarafindan,
Estrada-Pefia ve arkadaslar1 (2004), Apanaskevich ve Horak (2008) tarafindan verilen
kene tayin anahtarlar1 kullanilarak yapilmistir. Daha sonra keneler %70’lik etil alkol
icerisine atilarak bir kez yikandiktan sonra agikta kurumasi saglanmis, hazirlanan LB
Broth s1v1 besiyeri Ve gliserin igerisine alimms ve bakteri kiiltiirii yapilmcaya kadar -20°

C’de muhafaza edilmistir.

1

.

Sekil 3.1. Kenelerin toplandig: yerler (Google Earth programindan)
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3.2. Kullanilacak Malzemelerin Hazirlanmasi

3.2.1. Luria-Bertani (LB Broth) Hazirlanmasi

LB Broth, mikroorganizmalarin, uygun ortam kosullarinda uzun zaman hayatta

kalmalar1 i¢in 6nemli olan ve yaygin olarak kullanilan bir siv1 besiyeridir.
Besiyeri igerigi (gram/litre): 10 gr Tripton, 5 gr Yeast extract, 10 gr NaCl.

Besiyerinden 25 gram hassas terazide tartildi ve iizerine 1 litre deiyonize su eklendi. 10
dakika boyunca manyetik karistiricida tamamen homojen bir renk alincaya kadar
karistirildi. Az aliiminyum folyo ile sikica kapatilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilizasyona maruz birakildi. Otoklavdan c¢ikarilarak oda kosullarinda sogumasi

saglandu.

3.2.2. Luria-Bertani Agar (LB Agar)

LB Agar, icerisindeki agar nedeniyle kati besiyeri olarak bilinir. Cogu
mikroorganizmanin yasamasi i¢in uygun oldugundan genellikle bu kati besiyeri

kullanilir.
Besiyeri icerigi (gram/litre): 10 gr Tripton, 5 gr Yeast extract, 10 gr NaCl, 15 gr Agar.

Besiyerinden 40 gram hassas terazide tartildi ve {lizerine 1 litre deiyonize su eklendi.
Manyetik karistiricida hem karistirildi hem de 1sitilarak homojen bir renk almasi
saglandi. Agz1 aliiminyum folyo ile sikica kapatilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilizasyona maruz birakildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri el ile tutulabilecek
sicaklikta sogutularak petri kaplarma steril kabinde, petri kabinin i¢i tamamen besiyeri
kaplanana kadar dokiildii. Petri kaplar1 daha sonra besiyerlerinin kurumamasi ig¢in soguk

ve steril bir ortama konuldu.

3.2.3. 50X Tris Acetate EDTA (TAE) Tamponu

Bu tampon, agaroz jel elektroforezinde kullanilmaktadir. Tamponun hazirlanmasinda
242 gr Tris, 57.1 ml Glasiyel asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH:8) kullanildi,
malzemeler manyetik karistirict yardimi ile homojen bir goriintii alinincaya kadar

karistirildi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 Glasiyel asetik asitle 8.5’e ayarland1 ve toplam
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hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilizasyona maruz birakilds. Steril edildikten sonra +4 °C’lik sogutucuya konuldu.

3.2.4. PBS (Fosfat Tamponu)

PBS, DNA npiirifikasyonu sirasinda ortamda DNA’y1 istenmeyen maddelerden
temizlemek i¢in kullanilir. Ureticinin (Sigma-Aldrich) sundugu protokole gére 500 ml

otoklavlanmis deiyonize su igerisine 4,8 gram PBS powder eklenerek hazirlandi.

3.2.5. Primerlerin Hazirlanmasi

Primerler, iretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda, 519FB primerine 1 ml, 1392RS
primerine ise 1,4 ml Elution Buffer (Roche) eklenerek 100 uM konsantrasyonda
hazirlanmistir. Daha sonra bu primerlerden sik kullanim dogrultusunda 10 pl stok
primerden, 90 pl Elution Buffer’dan 10 pM konsantrasyonda primerler hazirlanmistir.
Unv-Bac 27F ve Unv-Bac 1525R primerleri 10 uM konsantrasyonda hazir olarak
geldiginden herhangi bir islem yapilmamistir (Bu primerler Prof. Dr. isa Gokge’den

temin edilmistir).

3.3. Yontem
3.3.1. Kenelerin besiyeri i¢erisinde parcalanmasi

Keneler, 500 ul Gliserin ve 500 ul LB Broth denilen sivi besiyeri bulunan 1,5 ml’lik
ependorf tiiplerinde bistiiri yardimiyla miimkiin oldugu kadar parcalandi. Pargalama
isleminin ardindan kene ornekleri -20°C’lik sogutucuya konuldu (Bundan sonra bu

tiipler stok tiip olarak anildi) (Sekil 3.2.-1).

3.3.2. Kene homojenatlarinin LB Broth ile diliisyonunun yapilmasi

Kene homojenatinda yogun miktarda mikroorganizma olabilecegi diisiincesiyle stok
tiiplerden alinan bir miktar homojenat, yeteri kadar diliie edildi. Bu diliisyonda 1 6rnek /
9 s1v1 besiyeri oran1 dikkate alinarak her bir 6rnek ig¢in 6 adet tiipe 900 ul LB Broth
konuldu. Bundan sonra birinci tiipe stok tiip’ten 100 pl 6rnek pipetle alind1 ve birinci
tipe konuldu. Birinci tiiplin igerigi pipetle cek-bosalt yaparak iyice karistirilmasi

saglandi. Birinci tiipten alinan karisimdan pipetle 100 pl alinarak ikinci tiipe aktarild.
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Ikinci tiipte de pipet yardimiyla ¢ek-bosalt yapild: ve iyice karistirilmasi saglands. Ikinci
tiipten alinan 100 pl’lik karisim ti¢lincii tiipe aktarildi ve yine ayni iglemler uygulandi.
Bu sekilde 6 tiipte de sirasiyla 10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10'5, 107 “uk diliisyonlar yapildi. Bu
tiipler bu sekilde LB Agarli petri kaplari i¢in hazirland1 (Sekil 3.2.-2).

3.3.3. Kene homojenatlarimin LB Agar iizerine ekiminin yapilmasi

Onceden hazirlanan kati besiyerli petri kaplarina tarih, 6rnek numarasi ve kati
besiyerinin ad1 yazildi. Tiiplerde diliie edilmis 6rnekler, pipet yardimiyla 100 pl alinarak
petri kaplarma steril kabin igerisinde inokiile edildi. Daha sonra ekiivyon c¢ubugu
(Swab) yardimiyla yayma islemi yapildi. Islem tamamlandiktan sonra petri kaplar1 36,5-
37 °C’lik etiivde 1 giin inkiibasyona birakildi. Bu islem sonucunda kolonilerin tek

koloniye diismesi amagland1 (Sekil 3.2.-3).

3.3.4. LB Agar’da bakteri kolonilerinin varhginin gézlenmesi

Petri kaplarinda bakteri kolonilerinin olusup-olusmadigma bakildi, koloni olusumu
gozlenmeyen petriler direkt olarak ayrildi, koloni olusumu goézlenen petrilerde farkl tek
kolonilerden steril kabinde 6ze yardimiyla 6rnek almip yeni LB Agar iizerine ¢izgi
yayma teknigiyle ekildi. Koloni olusumu gézlenmeyen LB Agarl petriler etiive tekrar
konularak 1 giin daha inkiibe edildi. Koloni varlig1 gdzlenen petrilerden 6ze ile 6rnek
alinip baska LB Agarli petriye ekim yapild1 (Sekil 3.2.-4). Calismanin genel semasi
Sekil 3.2.’de 6zet olarak gdsterilmistir.

3.3.5. DNA lizolasyonu

Kenelerden elde edilen bakteri kolonilerinden DNA Izolasyonu “High Pure PCR
Template Preparation” kiti (Roche) ile liretici firmanin prosediiriine goére yapildi.
Kisaca, saflastirilan bakteri tiirlerinden steril kabinde 6ze ile bir miktar koloni alind1 ve
onceden hazirlanan, iginde 200 pul PBS bulunan ependorf tiipleri igerisine aktarild.
Bakterilerin tamamen homojenize olmasi icin sonikatdrde parcalandi. DNA

izolasyonunun kalan kismi1 asagidaki sekilde gerceklestirildi.
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DNA izolasyonu

1. Ornekler iizerine 10 pl Lysis buffer tamponu eklendi.

2. Ornekler 3000 RCF’de 1 dakika santrifiij edildi.

3. Ornekler 1-1,5 saat 37°C’de sallamali inkiibat6rde inkiibasyona birakild.

4. Orneklerin iizerine 200 pl Binding buffer tamponu ve 40 ul Proteinaz K*
eklendi.

Ornekler 10 dakika 70°C’lik sicaklikta inkiibasyona birakildi.

Orneklerin iizerine 100 pl izopropanol eklendi.

Ornekler i¢in alta koleksiyon tiipii, iistiine de filtreli tiip hazirlandu.

Ornekler pipet yardimiyla filtreli tiiplere aktarildu.

Ornekler 8000 RCF’de 1 dakika santrifiij yapildi.

© © N o O

10. Alttaki koleksiyon tiipleri atilarak yeni koleksiyon tiipleri konuldu.

11. Orneklere 500 pul Inhibitor removal buffer tamponu eklendi.

12. Ornekler 8000 RCF’de 1 dakika santrifiij yapildi.

13. Alttaki koleksiyon tiipleri atilarak yeni koleksiyon tiipleri konuldu.

14. Orneklere 500 pl Wash buffer tamponu eklendi.

15. Ornekler 8000 RCF’de 1 dakika santrifiij yapildi.

16. Alttaki koleksiyon tiipleri atilarak yeni koleksiyon tiipleri konuldu.

17. Orneklere 500 pl Wash buffer eklendi.

18. Ornekler 8000 RCF’de 1 dakika santrifiij yapildi.

19. Alttaki koleksiyon tiipleri atilmadan yiiksek hizda 10-15 saniye tekrar santrifiij
yapild.

20. Alttaki koleksiyon tiipleri atilarak yerine steril ependorf tiipleri konuldu.

21. Filtreli tiiplere 6nceden 70°C’ye 1sitilmis 200 pl Elution buffer tamponu
eklendi.

22. Ornekler 8000 RCF’de 1 dakika santrifiij yapildu.

23. Ependorf tiipiiniin dibinde beyazims1 bir sekilde saf DNA gbzlendi.

Elde edilen DNA 6rnekleri PCR islemi yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan yontemler

3.3.6. Kenelerde Bulunan Bakterilerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu; bakteri, viriis, fungus, parazit ve protozoon gibi hastalik
etkenlerine ait hedef niikleik asit zincirlerinin, primerler (6zgiil tamamlayici
oligoniikleotitler) ile 1siya dayanikli enzimleri kullanarak laboratuvar ortaminda
cogaltilmasini saglayan 6zgiin ve giivenilir bir yontemdir. Uzerinde calisma yapilan
genetik materyal, ¢ok az sayida ve hatta birgok ilgisiz DNA molekiillerinin arasinda
olsa bile ¢ogaltilabilir, homojen bir DNA materyali haline getirilebilir ve boylelikle
kolayca tanimlanabilir. Bu islemde, kenelerde bulunan bakterilerin DNA’lar1 kalip
olarak kullanildi. Calismalarinda Orneklerdeki bakteri tiiriinii belirlemek i¢in uygun
primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR reaksiyonlarinda enzim olarak Pfu DNA

Polimeraz enzimi kullanildi.

Calismada kullanilan primer dizileri ;

519FB: 5’-ATT GGA TCC CAG CMG CCG CGG TAA-3’,
1392RS: 5’-TGA GTC GAC ACG GGC GGT GTG TRC-3’,
Unv-Bac 27F: 5>-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’,
Unv-Bac 1525R: 5°-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’.
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PCR Reaksiyon Icerigi : 2,5 ul Pfu buffer, 1 ul ANTP karigimi, 2 pl Forward primer, 2
ul Reverse primer, 0,5 ul Pfu DNA Polimeraz enzimi, 17 ul dH,0, 3 ul Ornek DNA

dan olusmakta olup, toplam hacim 25 ul olarak ayarlanmistir (Pfu buffer ve Pfu DNA

Polimeraz enzimi Prof. Dr. Isa Gokg¢e’den temin edilmistir).

PCR kosullar1 cihazi (PCR Thermal Cycler)’nda asagidaki programlamalar yapildi.

1. Temp 95 °C 3 dakika

2. 35cycle Denaturation 94 °C 1 dakika
Annealing 56 °C 1 dakika
Elongation 72°C 1,5 dakika

3. Son uzama 72°C 5 dakika

3.3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR firiinlerinin varligi ve boyutlar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.
Agaroz jel elektroforezinin agamalar1 asagida kisaca listelenmistir:

Buna gore, her bir jel i¢in 500 mg toz Agar, hassas terazide tartildi ve steril behere

kondu. Uzerine 50 ml 1x TAE Buffer eklenip, mikrodalga firinda agar tamamen eriyene
kadar 1sitilip karistirildi. Tamamen eriyen agar biraz sogutulduktan sonra agar icerisine
0,5 pl Etidyum bromiir katild1 ve karistirildi. Bundan sonra agar jel kasetine dokiildii ve
agar tamamen katilagsmaya birakildi.

Katilasan jel tanka konuldu, tizerine yaklagik 250 ml 1x TAE tamponu dokiildiikten
sonra taraklar ¢ikarildi. 5 pl PCR {iriinii, 4 pul Bromfenolblue (BFB) ile karistirildiktan
sonra pipet yardimiyla kuyucuklara pipetlendi. Tankin kapagi kapatildi ve giic kaynagi
600 V, 200 mAH, 80 W, 45 dakika - 1 saat’e ayarlanarak DNA 6rnekleri kosturuldu.
DNA Orneklerinin yeterince kostugu gozlenen jeller tanktan ¢ikarilarak UV 1511 altinda
gozlemlemek i¢in UV cihazina kondu ve fotograflandi (Sekil 3.3.)

3.3.8. DNA Dizi Analizi

Agaroz elektroforez jelinde tek (saf) bantlagsma gosteren 6rneklerin PCR iriinlerinin 5-
10 pl’si, almarak dizi analizi i¢in Refgen Firmasina yollandi. Elde edilen DNA
dizilerinden BioEdit programinda (versiyon 7.1.3.0) konsensus sekanslar hazirlandi.

Konsensus sekanslar, NCBI’'nin BLAST niikletid arama motorunda
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(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) homoloji analizine tabi tutularak diger bakterilerin

rDNA sekanslaria benzerligine bagli olarak muhtemel tiirleri belirlenmistir.

Sekil 3.3. Kenelerden izole edilen DNA ile yapilan PCR firiinlerinin agaroz jel
elektroforezinde kosturulmasi ve olusan pozitif bantlar


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kenelerin birgok patojeni tasidigi ve bu patojenleri insan ve hayvanlara bulastirdigi
bilinmektedir. Ulkemizde 46 kene tiirii bulunmasma ragmen, bugiine kadar bunlarin
tagidig1 bakteriler (bakteriyom) hakkinda grubumuzun yaptigi pirosekans g¢aligmasi
haricinde {ilkemizde yapilmis detayli bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada Tokat
bolgesinden toplanmis Haemaphysalis parva ve Hyalomma marginatum tiirii kenelerde
bulunan bakterilerin varhig: standart bakteri kiiltiir yontemiyle arastirilmistir.

Bu ¢alismada, Hemaphysalis parva ve Hyalomma marginatum tiirii kenelerde bulunan
bakteri kolonileriyle yapilan PCR testleri sonucunda tespit edilen bakteri tiirleri Cizelge
4.1°de gosterilmistir. Burada elde edilen sonuglar kenelerde ¢ok sayida bakterinin
simbiyont olarak bulunabilecegini gdstermektedir. Bu ¢alismada kenelerde bulunan
bakterilerin ¢ogunun toprak ve su kaynakli oldugu, bir kisminmn da konakta beslenme
sirasinda kenelere bulastig1 diisiiniilmektedir. Calismada kullanilan standart bakteri
kiiltiir kosullarinin sinirli olmasina karsin, ¢ok sayida bakteri kolonisi elde edilmis ve
bunlarin tiiri 16S-rDNA universal primerleri kullanarak yaptigimiz PCR yOntemiyle
belirlenebilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada her iki kene tiiriinde toplam 20 muhtemel
bakteri tiirii belirlenmistir.

Bu ¢alismada az sayida bakteri tiirlinlin belirlenmis olmasmin bir nedeni, kullanilan
besiyeri g¢esitliliginin  azligt ve inkiibasyon siliresinin yetersiz olmasmdan
kaynaklanabilecegi sanilmaktadir. Oyleki, Rudolf ve arkadaslarmm (2009) Ixodes
ricinus, Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis concinna keneleriyle yaptiklari
calismada, spesifik besiyeri aramayan bakterileri igin Tripton-Soya Agar, spesifik
besiyeri arayan ve patojenik bakteriler i¢in Brain-Heart Agar ve Columbia Agar,
Enterokoklar i¢in Kanamisin-Aesculin Agar, Mykobakterler i¢in Lowenstein-Jensen
Agar besiyerleri kullanilmis, inkiibasyon siireleri de 28°C-37°C’de 1 hafta siireyle
(Mykobakterler igin yaklasik 1 ay) tutulmustur. Bu sayede ilgili ¢alismada Ixodes
ricinus kenelerinde Bacillus ve Paenibacillus, Arthrobacter, Corynebacterium, Dietzia,
Microbacterium, Rhodococcus, Advenella, Pseudomonas, Stenotrophomonas ve
Xanthomonas bakterileri; Dermacentor reticulatus kenelerinde Bacillus ve
Paenibacillus bakterileri basta olmak tizere Kocuria, Rothia, Staphylococcus ve

Pseudomonas; Haemaphysalis concinna kenelerinde Bacillus, Paenibacillus,
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Frigoribacterium, Microbacterium, Plantibacter, Rhodococcus, Staphylococcus,
Pseudomonas ve Rahnella bakterileri tespit edilmistir.

Benzer sekilde, Murrell ve arkadaslarinin (2004) Avustralya keneleriyle yaptiklari
caligmada I. holocyclus, B. decoloratus, A. triguttatum, H. longicornis, A. fimbriatum
kenelerinde, besiyeri olarak Nitrient Agar, Kanli Agar ve ISP2 Agar kullanilmistir.
Calisma sonunda, I|. holocyclus kenelerinde; Bacillus cereus, B. thuringienis, B.
pumilus, Staphylococcus saprophyticus, S. xylosus, Pantoea stewartii, S. maltophilia,
Pseudomonas putida, Burkholderia cepacia bakterileri, Amblyomma triguttatum
kenelerinde; B. licheniformis, B. cohnii, B. pumilus bakterileri, Aponoma fimbriatum
kenelerinde; P. putida, S. maltophilia bakterileri, B. microplus kenelerinde de B. cereus,
B. thuringiensis, S. saprophyticus, P. putida, S. maltophilia, Enterobacter cloaceae, P.
agglomerans, Serratia entomophila, S. rubidea, Klebsiella planticola bakterileri ortaya
cikmustir.

Dolayisiyla, literatiirdeki bu ¢alismalarm sonuglar1 kullanilan bakteri kiiltiir kosullar
zenginlestirildigi takdirde daha ¢ok bakteri tiirliniin tespit edilme ihtimali ¢ok yiiksek
olacagmi ifade etmektedir. Bununla birlikte keneler ergin kenelerin yanisira, yumurta,
larva ve nimf evresindeki keneler bulunan bakterilerin varliginin belirlenmesi de, bu
kenelerin bakteriyomunun tam olarak bilinmesine daha da katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada bulunan bakterilerin kaynaklar1 ve Ozellikleri tam olarak bilinmemekle
birlikte bir kisminin ¢evre kaynakli, bir kisminin konak derisinden veya kanindan, bir
kismmin da kenelerde simbiyont olarak yasadigi tahmin edilmektedir. Calismada
bulunan kenelerin bilinen 6zellikleri Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Bu bilgilere gbre bunlarin bir kisminin patojenik, bir kisminin da kene canliligiyla
alakali oldugu anlasilmaktadir. Cizelgeden de anlasilacagi gibi bu bakterilerin
bazilarinin entomopatojen olarak kullanilma potansiyeli oldugu da goriilmektedir.
Dolayisiyla bu ¢alismada her ne kadar tespit edilen bakteri tiirii sayis1 az goziikse de,
calisma kismen de olsa amacina ulasmistir. Cilinkii kenelerin kontroliinde kullanilma

potansiyeli bulunan en az iki bakteri bu ¢alismada belirlenmistir.



Cizelge 4.1 Bu galismada H. parva ve H. marginatum

bakteri tiirleri

30

tiric kenelerde tespit edilen

Eg(’;s Kene Tiirii Cinsiyeti T"Hp;;\‘;:r‘]g‘ Bakteri tiirii
6 Haemaphysalis parva 3 Kopek Bakteri tiirli bulunamadi
7 Haemaphysalis parva Q Kopek Bakteri tiirii bulunamadi
Staphylococcus sp.
Stenotrophomonas sp.
Staphylococcus xylosus
. R Enterococcus faecium
8 Haemaphysalis parva Q Kopek Staphylococeus sciuri
Enterococcus durans
Staphylococcus succinus
Enterococcus ENAQ7
9 Haemaphysalis parva Q Kopek Bakteri tiirii bulunamadi
10 Haemaphysalis parva Q Kopek Bakteri tiirli bulunamadi
11 Haemaphysalis parva Kopek Lys?rizggisl‘llsfs).sp.
Bacillus pumilus
19 Haemaphysalis parva Q Kopek Pseudomonas sp.
Acinetobacter Iwoffii
20 Haemaphysalis parva Q Kopek Rickettsia sp.
Pantoea agglomerans
Micrococcus yunnanensis
Staphylococcus sp.
T1 Haemaphysalis parva Q Tavsan Bacillus pumilus
Bacillales bacterium
Staphylococcus xylosus
. Bacillus pumilus
T2 Haemaphysalis parva Q Tavsan Bacillus Eafensis
T3 Haemaphysalis parva Q Tavsan Bacillus pumilus
T4 Haemaphysalis parva Q Tavsan Bacillus pumilus
T5 Haemaphysalis parva Q Tavsan Micrococcus flavus
T6 Haemaphysalis parva Q Tavsan Bacillus pumilus
HC1 Hyalomma marginatum Q Kopek Baliﬁftzglé)zsrfillus
Bacillus sp.
HC2 Haemaphysalis parva ? Kdpek Pseudomonas koreensis
Acinetobacter sp.
HC3 Haemaphysalis parva Q Kopek Bacillus pumilus
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Cizelge 4.2. Caligmada tespit edilen bakteri tiirlerinin bilinen bazi 6zellikleri

Bakteri Tiirii

Ozellikleri

Referans

Acinetobacter Iwoffii

Altyutakta ve deride bulunmaktadir.
Helicobacterin yaptigi enfeksiyonlara yani
gastritite, pndmoni benzeri enfeksiyonlar, neden
olduklar bildirilmistir.

Huddam ve ark.
2012

Acinetobacter sp.

Colorado patates bocegi Leptinotarsa
decemlineata’nin biyolojik miicadelesinde
kullanilmistir’.

Insanda ve insan parazitlerinde patojendir?

1- Muratoglu ve ark.
2011
2- Peleg ve ark.
2008, La Scola ve

cinsi sivrisineklerde biyolojik miicadelede
kullanilmaktadir

Raoult 2004
Bacillus pumilus Keratin pargalayici 6zellikleri vardir FakhfaZIBhl\Zle ark.,
Bacillus sp. Kene defensinine direnglidir Chmdlr;gll(i ve ark.
Enterococcus faecium Lizozim etkili nekroz yani hiicre dliimiine sebep Horing ve ark.
olmaktadir. Vankomisine direnglidir (VRE) 2012
Sentezledigi Sphaericolysin, Mtx toksinleri, Bin
Lysinibacillus sp. toksinleri gibi toksinler nedeniyle 6zellikle Aedes Berry, 2012

Micrococcus
yunnanensis

Krom yikici 6zellikleri vardir. Bu nedenle agir
metal kirliligine kars1 kullanilmaktadir. Arsenik
direnglidir.

Delavat ve ark.,
2012

Pantoea agglomerans

Firsatgi insan patojenidir. Uriner bolge
enfeksiyonlari ve bakteremi durumuna yol agar’.
Klebsiella pneumoniae ile simbiyonttur ve
pnémoni etkenidir®. Salgilamis oldugu anti-
Plasmodium efektor proteini sayesinde
sivrisineklerde enfeksiyon tasmmasini engeller®
Sentezledigi 2,6-dichlorophenol
(2,6-DCP) Dermacentor variabilis kenesinde
feromon olarak bilinmektedir®.

1- Sharma ve ark.
2012
2- Lauzon
2012
3- Favia 2012
4- Hanson ve ark.
2005

Rickettsia sp.

R. helvetica tiirii, insanlarda subakut menenjit
etkenidir.
Bazi tiirleri epidemik tifiis nedenidir?.

Kalp problemleri®

1- Nilsson ve ark.
2010

2- Raoult ve ark.
1997

3- Nilsson ve ark.
2002

Staphylococcus sp.

S. agalactiae, S. aureus (metisilin direngli) tiirleri
ineklerde meme iltihabi (Bovine mastitis)
enfeksiyonu nedenidir®. Staphylococcus aureus
penisiline direngli bir bakteridir?. Atiksu
endiistrisinde kullanilmaktadir. Fenol yikicisidir.
Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin yikicisidir.
Koagiilaz negatiflerdir (CNS)

1- Mantovani ve
ark., 2011

2- Casal ve ark.,
2005

Staphylococcus sciuri

Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda kolonize olmus bir
bakteridir. Insanda Astimin nedenidir.Deride
kolonize olmaktadir.

Ege ve ark. 2012
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Cizelge 4.2. (Devam) Calismada tespit edilen bakteri tiirlerinin bilinen bazi 6zellikleri

Et soslarinda kolonize olan bir
Staphylococcus succinus bakteridir. Onemli bir Sathyabama ve ark. 2012
probiyotiktir.

Et dirtinlerinin fermente

islemlerinde kullanilmaktadir™. 1- De Macedo ve ark. 2012
Cd(I1) ve Cr(VI) absorbe edici

Staphylococcus xylosus etkisi bulunmustur?. 2- Ziagova ve ark. 2007
Domuzlarda deri, kalp,
karaciger, dalak gibi organlarda 3- Gourreau ve ark. 1994
hastaliklar®.

Kene defensinine direnglidir®
Sivrineklerin (Anopheles)
florasinda mevcuttur®
Balarilar1 larvalarinda ¢ikmustir.
Antagonistik etki yaptigi
diisiiniiliiyor®

Keratit ve skleritit etkeni*
Antibiyotikleri hidrolize eden
kromozomal enzimleri
bulunmaktadir. Yogun bakim
linitelerinde yogunlasmasiyla
birlikte 6liimlerin arttig1
gozlenmistir®,

Akciger ve diger organlarda
yayilarak ozellikle kanser
hastalarinda 6liim nedeni
olmaktadir®

1- Chrudimska ve ark. 2011
2-Lindh ve ark. 2005
3- Loncaric ve ark. 2011

Stenotrophomonas sp. 4- Yeong-Fong Chen ve ark.

2005
5- Yildirim ve ark. 2009

6- Safdar ve ark. 2006; 2007
Aisenberg ve ark. 2007

Calismada tespit edilen bakterilerden bir kismu literatiirdeki ¢aligmalarda bulunanlara
benzerlik gosterirken, bir kismi ise daha once bulunanlardan farklidir. Bu g¢alismada
kenelerde tespit edilen bakteri tiirlerinden daha 6nce hangi kene tiirlerinde tespit edildigi
Cizelge 4.3.’de gosterilmistir. Bu sonuglar calismamizin sonuglarmin diger caligmalarla
uyumlu oldugunu ve kullandigimiz yontemlerin nispeten uygunlugunu gostermesi

acisindan 6nemlidir.
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Cizelge 4.3. Bu caligsmada tespit edilen bakterilerin 6nceki ¢caligmalarda bulundugu kene

Bakteri Tiirii

Bulundugu Keneler

Referans

Acinetobacter Iwoffii

Ixodes holocyclus

Murrell ve ark. 2004

Acinetobacter sp.

Amblyomma cajennesse
Amblyomma americanum
Ixodes scapularis
Ixodes ricinus
Rhipicephalus microplus

Andreotti ve ark. 2011
Benson ve ark. 2004
Carpi ve ark. 2011
Yuan 2010

Bacillus pumilus

Amblyomma triguttatum
Ixodes ricinus
Haemaphysalis concinna

Murrell ve ark. 2004
Rudolf ve ark. 2009

Bacillus safensis

Haemaphysalis parva

Ik defa bu calismada
bulunmustur.

Bacillus sp.

Amblyomma cajennesse
Amblyomma americanum
Ixodes scapularis
Ixodes ricinus
Dermacentor reticulatus
Haemaphysalis concinna

Andreotti ve ark. 2011
Benson ve ark. 2004
Carpi ve ark. 2011
Rudolf ve ark. 2009
Yuan 2010

Enterococcus durans

Haemaphysalis parva

[k defa bu ¢alismada
bulunmustur.

Enterococcus sp.

Rhipicephalus microplus
Ixodes ricinus

Andreotti ve ark. 2011
Carpi ve ark. 2011

Ik defa bu calismada

Enterococcus faecium Haemaphysalis parva bulunmustur.
Ik defa bu calismada

Lysinibacillus sp. Haemaphysalis parva bulunmustur.
Ik defa bu calismada

Micrococcus flavus . Haemaphysalis parva bulunmustur.
Ik defa bu calismada

Micrococcus yunnanensis Haemaphysalis parva bulunmustur.

Pantoea agglomerans

Rhipicephalus microplus
Amblyomma americanum
Ixodes scapularis

Andreotti ve ark. 2011
Clay ve ark. 2008
Murrell ve ark. 2004
Yuan 2010

Pseudomonas sp.

Aponomma fimbriatum
Amblyomma americanum
Amblyomma cajennesse
Rhipicephalus microplus
Haemaphysalis longicornis
Haemaphysalis concinna
Ixodes scapularis
Ixodes ricinus
Dermacentor reticulatus

Andreotti ve ark. 2011
Carpi ve ark. 2011
Clay ve ark. 2008

Murrell ve ark. 2004
Rudolf ve ark. 2009
Yuan 2010

Pseudomonas koreensis

Haemaphysalis parva

Ik defa bu calismada
bulunmustur.
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Cizelge 4.3. (Devami) Bu calismada tespit edilen bakterilerin dnceki ¢caligmalarda
bulundugu kene tiirleri

Abdel-Shafy ve ark. 2012
Andreotti ve ark. 2011
Benson ve ark. 2004
Carpi ve ark. 2011
Clay ve ark. 2008
Eremeeva ve ark. 2007

Amblyomma americanum
Amblyomma cajennesse
Hyalomma marginatum marg.
Rickettsia sp. Ixodes scapularis
Ixodes ricinus
Ixodes persulcatus

Rhipicephalus microplus Yuan 2010
Amblyomma americanum
Amblyomma cajennesse Andreotti ve ark. 2011
Haemaphysalis longicornis Carpi ve ark. 2011
Staphylococeus sp Haemaphysalis concinna Murrell ve ark. 2004
' Ixodes scapularis Rudolf ve ark. 2009
Ixodes ricinus Yuan 2010
Dermacentor reticulatus
Rhipicephalus microplus
Staphylococcus sciuri Rhipicephalus microplus Andreotti ve ark. 2011

Andreotti ve ark. 2011

Ixodes holocyclus Murrell ve ark. 2004

Rhipicephalus microplus

Ornithodoros moubata Andreotti ve ark. 2011
Ixodes ricinus Burenova ve ark. 2006

Boophilus decoloratus Hendry ve Reclav 1981

o . Murrell ve ark. 2004
Rhipicephalus microplus

Staphylococcus succinus

Staphylococcus xylosus

Amblyomma americanum Andreotti ve ark. 2011
Amblyomma cajennesse Benson ve ark. 2004
Aponomma fimbriatum Carpi ve ark. 2011
Stenotrophomonas sp. Rhipicephalus microplus Murrell ve ark. 2004
Ixodes holocyclus Rudolf ve ark. 2009
Ixodes scapularis Yuan 2010

Ixodes ricinus

Calismanm esas amagclar1 dogrultusunda ortaya c¢ikarilan bakterilerden bazilarinin
biyolojik miicadelede kullanildiklar1 ve dolayisiyla kenelerde de kullaniima ihtimalleri
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, calismada bulunan Lysinibacillus bakterilerinin kene
kontroliinde biyokontrol amag¢lh kullanim potansiyelinin bulunmasi alinan sonuglarin
onemini ifade etmektedir. Gelecekte modern tekniklerle yapilacak ¢alismalar farkli kene
tirlerinde daha farkli bakterilerin ve kenelerin biyokontroliinde kullanilabilir ajanlarin
varhig1 ortaya ¢ikartmast muhtemeldir. Ozellikle pirosekanslama yontemiyle yapilacak
kene bakteriyom ve fungom calismalar1 bu konuda avantaj saglayacak tekniklerdendir.
Oyleki Rudolf ve ark. (2009), Andreotti ve ark. (2011) ve Carpi ve ark. (2011) kenelerle

yapmis olduklar1 caligmalarda kullandiklar1 pirosekanslama teknikleri sonucu ¢ok
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sayida bakteri tiirli ortaya ¢ikarilmistir. Fakat giiniimiiz kosullarinda bu teknik olduk¢a
pahali olmas1 nedeniyle kullanimi1 oldukg¢a sinirlidir.

Diinyada kene bakteriyomu konusunda ¢ok caligma yapilmasima ragmen, iilkemizde bu
konuda yapilmig bir ¢alismaya rastlanmadigindan, bu ¢alisma Haemaphysalis parva
keneleriyle yapilan ilk bakteriyom ¢aligmasi niteligindedir. Sonug olarak bu ¢aligmada

hedeflendigi gibi kene kontroliinde kullanilma ihtimali olan bazi bakteri tiirleri tespit
edilmistir. Bunlar Lysinibacillus sp., Pantoea agglomerans, Stenotrophomonas sp.

bakterileri olarak belirlenmistir. Dolayisiyla bakteriyom ve fungom caligsmalar1 sadece
kenelerdeki patojen organizmalar1 degil 6zellikle kene kontroliinde kullanilabilecek
bakteri ve mantarlarin belirlenmesine katk1 saglayacaktir. Ulkemizde bu sert keneler ve
diger sert kenelerin ne kadar yogun oldugu ve hastalik bulastirdiklar1 diistintildiigiinde
kenelerin mikrobiyomlarmnin belirlenmesinin 6nemi agik¢a ortaya ¢ikmaktadir. Bu ve
benzeri ¢alismalar 6zellikle kenelerin kontroliinde kullanilabilecek entomopatojenlerin

belirlenmesine katki saglayacak olmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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