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TOKAT iLi SERT KENE FAUNASININ BELIRLENEREK FARKLI SERT KENE
CINSLERINDE AKTIN GENLERININ MOLEKULER KARSILASTIRILMASI
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Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Saban TEKIN

Sert keneler onemli omurgasiz hastalik vektorlerinden olup bdlgemizde yogun
olarak bulunmakta ve 6zellikle KKHA hastaligin1 bulagtirmaktadirlar. Bu caligmada
Tokat ilinde insanlardan toplanan sert kene orneklerinin cinsleri ve bunlarm il
genelinde ve ilgelerdeki aylik mevsimsel dagilimlar1 belirlenmistir. Ayrica her ilgede
en cok hangi tiir keneler oldugu da belirlenmistir. Bunun yam sira Hyalomma,
Rhiphicephalus ve Dermacentor cinslerinden secilen kene drneklerinden elde edilen
aktin sekanslar1 diger kenelerin aktinleriyle karsilastirilarak aralarindaki homoloji
tespit edilmistir. Sonuclara gore Tokat genelinde insanlar iizerinde en ¢ok
Hyalomma ve Rhiphicephalus cinsi kenelere rastlanmistir. Bu tiirlerin 6zellikle
Haziran ayinda cok arttiklar1 belirlenmistir. Ayrica Hyalomma, Rhiphicephalus ve
Dermacentor cinslerinin aktin genleri arasinda yiiksek derecede benzerlik oldugu
goriilmiistiir.
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Hard ticks are important invertabrate vectors for diseases such as CCHF (Crimean
Congo Haemorrhagic Fever) and present extensively in Turkey. In the present
study, species diversity, distribution and seasonal appearance of hard ticks in Tokat
province were determined. In addition, partial coding sequences of actine genes of
tick samples belong to Hyalomma, Rhiphicephalus and Dermacentor genera were
compared with other tick species and sequence homology of tick actins determined.
Results showed that Hyalomma and Rhiphicephalus species were most abundant
species parasitise humans in Tokat province. These spesices were populated
especially in June. Comparison of tick actin sequences revaled that actin genes of
Hyalomma, Rhiphicephalus and Dermacentor species were highy similar.
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1. GiRiS ve LITERATUR OZETI

Keneler kanla beslenen ve hastalik ajanlarin1 hayvan ve insanlara tagiyan en dnemli
Arthropod vektorlerdendir. Diinyada biitiin kara parcalarinda bulunan ve karada
yasayan Eklembacaklilarin en kalabalik grubunu olusturan canhilardwr. Hyalomma
cinsine ait keneler Tiirkiye’nin de icinde bulundugu cok genis cografik alanda
yerlesmislerdir. Tiirlere gore degismekle beraber kenelerin kiiciik kemiriciden,
yaban hayvanlarindan, evcil memeli hayvanlara ve kuslara kadar genis bir konakg1

spektrumu oldugu tespit edilmistir (Watts ve ark., 1988; Kurtpinar 1954).

Kutup bolgesi hari¢ diinyanin her bolgesinde yayilis gosterebilen, zorunlu kan emici
Eklembacakli (Arthropod) olarak bilinen keneler (Barker ve ark., 2004), iilkemizde

halk arasinda sakirga, yavsi, kerni gibi isimlerle taninmaktadir.

Keneler, Argasidae (Yumusak Keneler) ve ixodidae (Sert Keneler) olmak iizere iki
aile igerisinde incelenmektedir. Bu aileler kapsaminda ise toplam 866 kene tiirii yer
almaktadir (Horak ve ark., 2002). Bunlardan 30’u (2’si argasid, 28’1 ixodid) KKKA

virlisiiniin tasinmasina vektorliik etmektedir (Anderson ve ark., 2005).

Tiirkiye’de yapilan {i¢ akar faunasi ¢aligmasinda toplam kene tiirlerinin 45 tanesinin
Ixodidae ailesi oldugu nu tespit etmislerdir. Ulkemizde yumusak ve sert kene
familyalarina ait 45 kene tiirii oldugu anlasilmaktadir (Ozkan ve ark., 1994; Ozkan
ve ark., 1988; Erman ve ark., 2007).

Aktin genleri pek ¢ok farkli tiirde popiilasyon ve evrim calismalar1 i¢in 6nemli bilgi
kaynag1 olarak yaygin olarak kullamilir. Fakat kenelerin ekonomik ve evrimsel
Onemi, kenelerin dagilimi ve verileri yerine kenelerin aktin genlerinin dagilimi ve
yapist hakkinda cok az veri bulunur. Gen bankasi verileri yalmizca yumusak
kenelerde Ornithodoros moubata (AY547732) ’min aktin sekansinin tamamina

sahiptir (Vaz Jr ve ark., 2004).



Keneler kan emici olduklarindan ¢ok sayida hastalik etkenini bir canlidan 6tekine
bulastirirlar ve virilisler gibi bir¢ok patojenin biyolojik vektorii konumundadirlar.
Sert keneler Erlihosis ve KKHA gibi ¢cok sayida hastaligi insan veya hayvanlara
bulastirmalar1 nedeniyle ciddi salginlara ve dolayisiyla insan sagligimi olumsuz
yonde etkilerler ve hayvancilikta da biiyiik kayiplara neden olmaktadirlar
(Swanepoel ve ark., 1985; El-Azazy ve ark., 1997; Dunster ve ark., 2002; Arthur,
1961).

1.1. Kenelerin Morfolojik Yapilar:

Kenelerin morfolojik 6zellikleri 6zellikle klasik sistematik taksonomik ¢aligmalarda
tiir teshislerinin yapilmasinda kullanilan temel karakterlerdir. Morfolojik olarak
diger arthropodlardan farklilik gosteren, viicutlari tek parcadan olusan keneler; 3
mm boyunda, kahverengi ya da kirmizi renklerde olan yassi, oval bicimdeki

parazitlerdir (Barker ve ark., 2004; Baker ve Wharton, 1952).

Sert kenelerin viicutlarmin belirli yerlerinde degisik biiyiikliikte kitinsel plaklar
bulunur. Bu kitinsel olusumlarin 6nemli teshis degeri vardir. Viicutlari iki par¢adan
olusur (Sekil 1.1). On parcaya capitulum (gnathosoma, rostrum), arka parcaya govde

(idiosoma) adi verilir (Merdivenci,1969; Krantz 1971).



chelicers gnathosoma

idiosama

r}|:||:>|inh|)l.¢wﬂa

Sekil 1.1 Kenelerin morfolojik yapis: (Krantz., 1971)

1.1.1. Gnathosoma (Bas — Capitulum)

Viicudun kiiciik olan 6n parcasidir. Sert kenelerde biitiin gelisim evrelerinde iisten
goriiliir. Bir tane basis capituli, bir cift chelicera, bir tane hypostom ve bir ¢ift palp

den meydana gelir.

1.1.1.1. Basis Capituli

Capitulumun kok kismidir. Ayrica cins ve tiirlere gore sekil degisiklikleri gosterir.
Bu sekil degisiklikleri tiir ve cinslerin teshisinde kullanilir. iki yan kenardaki
cikintilara auricula, arka yan koselerdeki ¢ikintilara cornua adi verilir. Disilerde iist
kisminda bir cift delikli alan bulunur. Bu alana poros area ad1 verilir. Poros arealar

kenelerin cinsiyet tayininde kullanilir.



1.1.1.2. Chelicera

Basis capitulinin 6n {ist kismina bagli konak derisini delmeye ve kesmeye yarayan
iki tane hareketli yapilardir. Bu yapida geriye doniik ve testere agzi gibi duran 2-3

tane dis vardir. Ondeki dis en kiiciik, arkadaki dis ise en biiyiiktiir.

1.1.1.3. Hypostom

Basis capitulinin on alt kisminin ortasindan ¢ikan, orta ¢izgi lizerinde 6ne dogru
uzanan ve konaktan kan emmeye yarayan bir yapidir. Iki yan kitinsel parcanin
birlesmesiyle meydana gelmistir. Median oluk ile ikiye ayrilmistir. Bu yapida disler
(dentricle) vardir. Disler hypostom boyunca siralar halinde uzanirlar. Degisik sayida
olup ayr1 cins ve tiirlerde iki, iic, dort veya bes sira halindedirler. Farkli cins ve
tirlerde sekil ve biiyiikliikleri de degisiklik gosterir. Bu siralar1 ve sekilleri sert
kenelerde cins ve ozellikle tiir tayininde kullanilirlar. Hypostom konagin derisinde
keliserlerle acgilan ve genisletilen delige sokulur. Keliserler cekilince deri esnekligi
ile sikisir. Disler geriye cekilmesini engeller. Boylece kenenin deriye yapismasi

saglanir (Merdivenci, 1969).

1.1.1.4. Palp

Basis capitulinin on yan kisimlarindan ¢ikan dort parcadan olusmus hareketli iki
olusumdur. Palp parcalar1 basis capituliden 6ne dogru; birinci (basal), ikinci, ticiincii,
dordiincii parga (apical) diye adlandirilirlar. ixodid’lerde dérdiincii palp parcast
liclincii parcanin 6n kismimin altinda kalir. Ustten goriilmez. Birinci par¢anin alt-ig
yiizliniin i¢ kenarinda dikenler setophor denilen kil veya dikenler bulunur

(Merdivenci, 1969).

Palplerin dorsal, ventral, external ve internal goriiniisleri kenelerin tiirlerine gére
degismektedir. Bu yiizden palplerin biiyiikliik ve sekil 6zellikleri kenelerin teshisi
acisindan ¢ok 6nemlidir (Kurtpinar, 1954).



1.1.2. idiosoma (Govde)

Kenelerin govde (idiosoma) s1 gogiis-karin (thoraco-abdomen) seklinde de kabul
edilir. Viicudun bu kismi sirt-karin yoniinde yass1 olup buraya eriskinlerde ve

nimflerde dort ¢ift bacak, larvalarda ise ii¢ ¢ift bacak baghdir.

Sert kene (Ixodidae) lerde gdvdenin sirt yiiziinde scutum adi verilen kitinli kalin bir
ortli bulunur. Scutum erkeklerde sirt yiiziinii tamamen orter. Disilerde, nimflerde ve

larvalarda ise sirt yliziiniin yalniz on kismini Orter.

1.1.2.1. Dorsal Goriiniis

Scutum {iizerinde degisik sekilde ve degisik biiyiikliikte oluklar ve nokta ¢ukurlari

goriiliir. Dorsal kisimda gozler (Oculi), festun (Festoon), Oluklar bulunur.

Gozler biitiin kene cinslerinde bulunmaz. Kenelerin scutumlarinin iki yaninda

(lateral kenarlarinda) birer tane g6z vardir.

Festunlar sert kenelerin ¢ogunda skutumun arka kenarinda dizilmis 9-11 tane
dortgenimsi olusumlardir. Bunlardan ortada median c¢izgi lizerindekine Parma adi
verilir. Festunlu olan sert kenelerin erkeklerinde bu olusumlar scutumla ortiilii olup
iyi tesekkiil etmislerdir. A¢ (kan emmemis) disilerde de festunlar goriiliir fakat
disilerde kene kan emip sistiklerinde festunlar kaybolurlar. Ixodes ve Boophilus

cinslerine ait tiirlerde festun yoktur.

Servikal oluklar basis capitulinin kornualar1 arkasinda sirt yiiziinde goriilen
oluklardir. Kenar (marginal) oluklar Scutumun sirt yiiziiniin iki yanminda yan
kenarlara paralel olarak bulunan oluklardir. Genellikle erkeklerde bulunan
oluklardir. Median oluk erkek sert kenelerin scutumunun arka yarisinin orta cizgisi
izerinde bulunurlar. Para-median oluklar erkek sert kene scutumunun arka yarisinda

orta ¢izginin iki yaninda bulunurlar (Merdivenci,1969).



1.1.2.2. Ventral Goriiniis

Sert kenelerin ventral yiizii kitinsel ortii ile kaphidir. Bazi tiirlerde kitin plaklar1
bulunur. Ventral yiiziinde, genital oluk, aniis, bacaklar, anal ve adanal plaklar,

stigmalar, anal ¢ukurlar bulunur.

Nimf ve eriskenlerde dort cift bacak, larvalarda ise ii¢ cift bacak bulunur. Bacaklar
alt1 pargadan olusmustur. Govdeden uca dogru pargalar siras1 ile koksa, trohanter,

femur, tibia, pretarsus, tarsus olarak siralanirlar.

Koksa (coxa) lar govdeye yapisik dururlar ve hareketsizdirler. Sert kenelerin
koksalar1 ¢ok biiyiiktiir. Genellikle spurlar1 vardir. Trohanter ikinci pargadir. Bu kisa
ve genis parcadir. Bazi sert kene tiirlerinde sivri sert ¢ikint1 vardir. Femur uzun olan
ticiincii bacak parcasidir. Tibia dordiincii, pretarsus besinci bacak parcasidir. Tarsus
altinc1 ve son bacak parcasidir. Genellikle iki parcadan yapilmis olusmus olup bunlar
birbirileriyle kaynasmislardir. Tarsuslarin uglarinda pulvillus adi verilen zarimsi
olusumlar bulunur. Pulvillus iizerinde bir ¢ift tirnak bulunur. Sert kenelerin her
evresinde birinci c¢ift tarsusun lizerine yerlesmis Haller organ denilen duyu organi

bulunur (Merdivenci, 1969; Kurtpinar, 1954).

Genital agiklik Basis capitulinin hemen arkasinda ve orta ¢izgi lizerinde yer alan bir
ve lclincli koksalar arasinda yarik seklindedir. Genital agiklik iki yanindan
baslayarak koksalarin i¢ kenarlar1 boyunca geriye dogru uzanan oluklara genital oluk

denir.

Aniis Orta ¢izginin lizerinde ve dordiincii koksalar sirasinin biraz gerisinde bulunan
ve boyuna duran kii¢iik bir yarik seklindedir. Sert kenelerde genellikle aniisii &nden
arkaya dogru yada arkadan O6ne dogru sulcul analis denen derin bir aniis olugu
vardir.

Baz1 sert kenelerde aniisiin arkasinin iki yaninda anal plak denilen birer ¢ift kalin
kitin plaklar1 bulunabilir. Bu plaklarin en i¢te ve en biiyiik olanlarina adanal plak ad1

verilir. Hyalomma tiirlerinde adanal plaklarin arkasinda subanal plak denen bir ¢ift



plak vardir. Sert kenelerin Amblyomma, Dermacentor ve Haemapphysalis

cinslerinde anal plaklar bulunmaz.

Stigmalar sert kenelerde dordiincii koksanin arkasinda bulunurlar. Solunum organi
olup biiyiik, virgiil seklinde, oval veya yuvarlak olup kalin bir Kkitinli cergeve

(peritrem) ile sarilidirlar.

1.2. KENELERIN BiYOLOJiSi

Kenelerde tireme sekli eseyli olup bazen partenogenez ¢cogalmaninda gozlenebildigi
ifade edilmistir (Karaer, 1997). Disi ve erkek keneler kan emme sirasinda konak
izerinde ¢iftlesir ve disi keneler yumurtalarin1 bitki, toprak, tas veya mera gibi
ortamlara birbirine yapisik sekilde biitiin olarak birakirlar (Balashov, 2005; Barker
ve ark., 2004).

Keneler, yumurta doneminden sonra larva-nimf dénemlerine gecerek ergin olurlar
(Sekil 1.2). Yumurtadan cikan larvalar, gelisimlerini tamamlamak amaciyla konak

ararlar. Bulduklar ilk konukg¢u genellikle rodentlerdir (Barker, 1999).
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Sekil 1.2. Sert Kenelerin Yasam Evreleri



Biyolojik gelismeye gore konak degistirmeleri esas alinarak Ixodidae ailesine bagli

tiirler 3 grupta toplanir.

1.2.1. Bir Konakh Kene

Tek konakgiya ihtiyag gosterenler, larva devresinden nymph ve nymph’den olgun
sekle gecerken ayn1 konak iizerinde kalarak gomlek degistirenlerdir (Sekil 1.3). Bu
gruba Ornek olarak iilkemizde bilhassa sigirlarda fazla rastlanan Boophilus

calcarutus’u verebiliriz (Kurtpinar, 1954).

1.2.2. iki Konakh Kene

Iki konakli kenelerde, larva ve nimf dénemini bir konakda gecirir, nimfler kan emip
doyduktan sonra konak hayvani terkederler (Kurtpinar, 1954). Meskende veya
merada gomlek degistirip a¢ olgun hale gelirler. A¢ olgun keneler ikinci bir hayvana
hiicum ederek ondan kan emer, c¢iftlesir ve doyar. Daha sonra disi kene topraga
diiser, yumurtlar ve Oliir. Yani larva-nimf bir hayvanda, olgunu ise baska bir

hayvanda konaklar (Sekil 1.3). Ornegin, Hyalomma tiirleri ve Rhipicephalus bursa.

1.2.3. U¢ Konakh Kene

Uc konakli kenelerin larvalar ilk konakgi iizerinde doyarlar yere diiserler ve bir
miiddet kaldiktan sonra gomlek degistirerek nymph seklini alirlar ve yeni bir
konakta parazitlenirler, erginlesen bireyler 3. konakta parazitlenirler. Daha sonra

topraga diiser, yumurtlar ve dliirler (Sekil 1.3). Ornegin, Dermacentor andersoni.
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Sekil 1.3. Kenelerin Hayat Dongiisii ( Anonim 2007a)

1.3. KENELERIN SISTEMATIGI

Bilindigi iizere keneler Arthropoda subesine dahildirler. Bu cok genis bir sube olup,

viicutlar1 kitin ile kapli ve ekstremiteleri eklemli biitiin hayvanlart igerisine alir.

Keneler Arthropoda subesinin arachnida sinifina girer. Arachnidalar keliser ve basit

gozler ihtiva eden umumiyetle karaya adapte olan canlilardir. Krantz (1970) ‘e gore

Arachnida 11 alt sinif altinda toplamaktadir. Agi1z parcalar bir ¢ift keliser ve bir ¢ift

pedipalpden meydana gelmis tutucu, delici, emici, yirtici sekillerde modifikasyona

ugramistir. Acarina alt smift igerisinde degerlendirilirler. Akarlar ve keneler diger

Arachnidlerden farkli olarak viicut segmentleri belirsiz veya yoktur. Bundan dolay1

da kolaylikla teshis edilebilirler.



Phylum: ARTHROPODA
Altsube: CHELICERATA
Classis: ARACHNIDA
Subclassis: ACARI (ACARINA)
Ordo: PARASITIFORMES
Subordo: METASTIGMATA
Ustfamilya: IXODOIDEA
Familya: Nuttalliellidae (Tiirkiye’de yok)
Familya: Argasidae
Familya: Ixodidae
Genus: Ixodes
Genus: Hyalomma
Genus: Haemaphysalis
Genus: Dermacentor
Genus: Boophilus
Genus: Rhipicephalus

Genus: Amblyomma

1.3.1.Tiirkiye’de Bulunan Sert Kenelerin (Ixodidae) Cinslerinin Genel

Ozellikleri

1.3.1.1. Genus: Ixodes

Sadece bu cinste anal oluk aniisii dnden c¢evirir. Kapitulum ¢ikintilar1 (hypostom ve
palpler) uzundur. Daima nakigsiz, gozsiiz ve festunsuz kenelerdir. Stigmatlar
yuvarlak veya ovaldir. Tarsuslarinda diken yoktur. Erkegin scutumu viicudun
etrafin1 bastanbasa bir kivrimla cevirmistir. Viicudun ventral yiiziinde ise fazla
cikintili olmayan yedi plak bulunur. Bunlar sirasi ile bir pregenital, bir median, bir
anal, iki adanal ve iki epimeral plaklar bulunur ( Sekil 1.4). Diinya’da Ixodes cinsine

ait 241 tiir bulunmaktadir ( Horak ve ark., 2002).



Sekil 1.4. Ixodes sp. dorsal goriintiisii

1.3.1.2. Genus: Hyalomma

Scutumlar1 nakissiz veya bazen ¢ok hafif nakish olan, gozleri biiyiik ve parlaktir.
Anal oluk aniisii arkadan sarar ve genital olukla birlesir. Palpleri uzun ve viicutlari
ovale yakindir. Festunlar1 mevcuttur. Palplerin ikinci ekleminin boyu eninin iki
katidir. Bacaklar1 uzun yapili olan ser kenelerdir. Birinci ¢ift coxalarinin i¢i ve dig
dikenleri derin bir yarikla ayrilmistir. Erkeklerde anal, adanal ve subanal diye
adlandirilmis kitinli plaklar mevcuttur. Erkeklerin Stigmatlar1 virgiil seklinde
disilerin ise ovaldir (Sekil 1.5). Diinya’da Hyalomma cinsine ait 30 tiir

bulunmaktadir ( Horak ve ark., 2002).

Sekil 1.5. Hyalomma sp. erkek ve disi dorsal goriintiisii



1.3.1.3. Genus: Haemaphysalis

Uzerleri nakigsiz, gozleri yok fakat festunlari mevcuttur. Kiiciik yapili kenelerdir.
Hypostom ve palpleri kisadir. Palplerin ikinci parcas1 birinciyi iistten orter ve yan
kenar1 disartya dogru ¢ikintilidir. Anal oluk aniisii arkadan sarar. Birinci coxa ikiye
ayrilmamistir. Basis capitulumun st yiizii dikdortgen seklindedir. Birinci ¢ift
bacaklarda trohanterin sirt yiiziinde iiggenimsi bir ¢ikint1 bulunur. Erkeklerde anal ve
diger karin plaklart mevcut degildir (Sekil 1.6). Diinya’da Haemaphysalis cinsine ait
169 tiir bulunmaktadir ( Horak ve ark., 2002).

Sekil 1.6. Haemaphysalis sp. dorsal goriintiisii

1.3.1.4. Genus: Dermacentor

Scutumun {izeri genellikle giimiisi parlak noktali alanlarla siisliidiir. Capitulum
kisadir, gozleri mevcut ve on bir adet festun mevcuttur. Anal oluk aniisii arkadan
sarar. Genellikle sonbahar mevsiminde aktiftirler. Palpleri kisa ve kalindir. Basis
capitulumun sirt yiizii dikdortgen seklindedir. Eni boyundan daha biiyiiktiir. Birinci
coxa derin bir yarikla i¢ ve dis dikene ayrilmistir. Coxalarm biiyiikliigii birinciden
dordiinciiye kadar artmaktadir. Erkeklerin ventral plaklar1 yoktur (Sekil 1.7).

Diinya’da Dermacentor cinsine ait 33 tiir bulunmaktadir ( Horak ve ark., 2002).



Sekil 1.7. Dermacentor sp. erkek ve disi dorsal goriintiisii

1.3.1.5. Genus: Boophilus

Capitulum kisadir. Palpleri kisa, kalin, konik ve dig yan ¢ikintilar1 yoktur. Basis
capitulum hexagonaldir. G6zleri mevcuttur. Anal oluk belirgin degildir. Scutumda
lateral oluklar ve festun yoktur. Servikal oluklar oldukga genistir. Erkekte adanla
plaklar ve tamamlayic1 plaklar iyi gelismistir. Bunlarin arka uclar1 sivridir. Diginin
scutumu dar ve kiiciiktiir. Hypostom palplerden biraz uzun, genis ve kisadir (Sekil
1.8).

Horak ve ark.(2002) Boophilus cinsi Rhipicephalus cinsinin alt cinsi olarak
degerlendirilmislerdir. Diinya’da Boophilus cinsine ait 5 tiir bulunmaktadir (Horak

ve ark., 2002).

Sekil 1.8. Boophilus sp. dorsal goriintiisii



1.3.1.6. Genus: Rhipicephalus

Scutum {iizerinde nakis bulunmayan kenelerdir. Palpleri kisa, gozleri ve Festunlar1
mevcuttur. Anal oluk belirgin ve aniisii arkadan sarar. Basis capitulum hexagonaldir
(alt1 kenarlr). Birinci coxa derin ve iki kisma ayrilmistir. Erkeklerin anal ve adanal
plaklart bulunur. Stigmatlar1 virgiil seklindedir. Bunlarin kuyruk uzantilar
erkeklerde uzun, disilerde ise kisadir (Sekil 1.9). Diinya’da Rhipicephalus cinsine ait
75 tiir bulunmaktadir (Horak ve ark., 2002).

Sekil.1.9. Rhipicephalus sp. dorsal goriintiisii

1.3.1.7. Genus: Amblyomma

Bu cinse bagl tiirler Afrika keneleridir. Goz ve festun mevcuttur. Palpleri uzun olan
kenelerdir. Anal oluk aniisii arkadan sarar (Sekil 1.10). Diinya’da Amblyomma
cinsine ait 130 tiir bulunmaktadir (Horak ve ark., 2002). Tiirkiye’ de Suriye sinirinda
bulundugu kaydedilmis olsa bile Tiirkiye ‘de olmadig1 kabul edilmektedir.



Sekil 1.10. Amblyomma sp. dorsal goriintiisti (Anonim, 2009b)

1.4. Aktin Geninin Genel Ozellikleri

Aktin ve mikrotiibiillerin her ikisi de hiicre iskeletinin 6nemli bir kismim olusturur.
Aktin flamentleri genellikle yapisal elementlerdir ve hiicrenin bir ugtan diger uca
seklini saglar ve substrat ile temas kurulmasim saglar. Bundan bagka, aktin hiicrenin
hareketliligini, hiicreler arasi tasinmayi, sitoplazmik akintiyr ve endositosis gibi
cesitli iglemler ile ilgilidir (Van Troys ve ark., 1999). Aktin iskeleti ayn1 zamanda

miyozin ile birlikte hiicrenin dokular arasinda siirtiinmesi icin gii¢ iiretir.

Aktin bityiik ve kiigiik iki domain igerir ve bu iki domain arasinda Ca*> ve ATP
molekiilleri bulunur (Kabsch ve Vandekerckhove, 1992). Aktin tiirler arasinda
yiikksek korunma saglar ve siiper familya iiyesidir ve ortak bir atadan gelistigine
inanilir (Flaherty ve ark., 1991; Bork ve ark., 1992). Burada ii¢ ana aktin izotopu
(alfa, beta ve gama) izotoplar arasinda %90 aminoasit homolojisi gosterir ve
ozellikle izotop gruplarmmn iiyeleri icinde %98 homoloji gosterir. Izotop

heterojenitesinin ¢ogunlugu amino ugta yerlesmistir (Vaz Jr ve ark., 2004).

Dort memeli kas aktin geni farkli kas tiplerinden (iskelet, kalp, diiz kas ve bagirsak
kas1) exprese edilir ve iki iskelet izoformu (f ve y) hiicrelerde bulunur. Bocek ve
diger omurgasizlarda kas ve sitoplazmik aktini memeli kas aktininden daha ¢ok
memeli sitoplazmik aktinine benzemektedir (Vanderkerckhove ve Weber, 1978; Vaz

Jr ve ark., 2004).



Eklembacakl1 kas aktin geni eklembacakl filumlar1 icinde atasal aktin sitoplazmik
geninden meydana geldigine inanilir, oysa omurgali aktin genleri kordah nesli i¢cinde
geligmistir (Mounier ve ark., 1992). Omurgasiz kas aktini, omurgali B-aktini ile
omurgali a-aktininden daha siki iligki gostermistir. Mounier ve ark. (1992)’ye gore
bocek kas aktini sekli farkli bir familyadan elde edilen mevcut yaklasik 10 kasa 6zel
kalint1 ile karakterize edilmistir. Her aktin monomerinin amino ucu F-aktinde duble
heliksin dis ¢evresinde yerlesmistir (Holmes ve ark., 1990), ve bu yerin ayni

zamanda miyozin ile etkilesim halinde oldugu diisiiniiliir (Rayment ve ark., 1993).

Aktin belki de biitiin prokaryotik hiicrelerde yiiksek korunmus protein olarak
bulunur ve tipik olarak kasta toplam hiicre proteininin %10’unu (Santos ve ark.,
1997) ve kas olmayan hiicrelerin toplam agirliginin %1-5’ini olusturur (Lodish ve
ark., 2000). Bu genlerin protein {iirlinlerinin karakterizasyonu aktinlerin 35-45 kDa
protein familyasim kodladigi gosterir ve iki adet (170-181 ve 211-222) geri
doniisiimsiiz hiicresel tagitici sinyal (NES) icerdigi varsayilir (Wada ve ark., 1998).

Niikleik asit sekansi ve aktinlerin molekiiler yapisi tiirlerin biiyilk kisminda
belirlenmistir ve protozoa, bitki ve omurgali aktini hakkindaki ¢aligmalar aktinlerin
ciddi fonksiyonel sinirlamalardan dolayr gelisim (evrim) boyunca yiiksek
yogunlukta korundugunu gostermistir (Van Troys ve ark., 1999). Kullanilan aktin
geni sekans1 ve protein yapisi farkli organizmalar arasinda molekiiler filojeniyi ifade
etmede, onemli iligkileri kurmaya imkan saglar. Bu durumda sekans bolgesinin
cesitliligi her iki sekans bolgesinin tanimlayabilir veya sekanslar farkli izoformlarin

0zel fonksiyonlar1 icin 6nemlidir ( Vaz Jr ve ark., 2004).

Vaz Jr. ve ark. (2004) yilinda yapmis olduklar1 calismaya gére Boophilus microplus,
Haemaphysalis longicornis ve Rhipicephalus appendiculatus’un aktin kodlayan
dizisinin tamamini belirlemislerdir ve sekans verileri Gen bankasina B. microplus
icin AY255624 (ActBm 1), H. longicornis icin AY254898 (ActHl 1) ve R.
appendiculatus i¢in AY254899 (ActRa 1) kayit numaralar1 altinda kayit etmisleridir.
Tanimlan open reading frame (ORFs) aktin 1128 niikleotide sahiptir ve 376

aminoasit kodlamaktadir. Kod bolgesinin i¢inde B. microplus ile R. appendiculatus



998, B. microplus ile H. longicornis arasinda %96 ve H. longicornis ile R.
appendiculatus arasinda %96 benzerlik oldugunu tespit etmisleridir. Ayrica tavsan
iskelet kas1 aktini ile ii¢ kenenin aktinini kiyaslandiklarinda ATP baglayic etkiye

sahip bolgelerde kalintilarin benzerlige sahip oldugunu gostermislerdir.

Vaz Jr. ve ark. (2004) yilinda yapmis olduklar1 bagka bir calismada ise aktin izole
edilen keneler ile diger eklembacakli tiirleri arasindaki evrimsel iligkiyi
arastirmiglardir. Bunun sonucunda da keneler ve diger yedi adet eklembacakli
tiirlerinden elde edilen aktin kodlayan dizilerin tamamin1 kullanarak filogenetik
agact olusturmuslardir. Filogenetik agacta B. microplus ile R. appendiculatus
arasinda aktin kodlayan dizilerin H. longicornis aktin dizisinden daha fazla benzerlik

gosterdigini belirlemislerdir.

Anderson ve ark. (2004) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada aktin filamentlerinin bozulmasi
KKHA viriisiiniin Niikleokapsid Proteini’nin, hiicrelerin periniiklear bolgelerine
hedeflenmesini engelledigi ve bu da transportta ve NP’inin periniiklear bolgelerde
muhafazasinda yer aldigimi desteklemektedir. Bu ayrica aktin filamentlerinin,
NP’inin periniiklear bolgede muhafazasi icin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Ayrica  KKHA viriistiniin Niikleokapsidiyle aktin proteinlerinin iliskide olup
olmadigin1 bulmak i¢in yapay enfekte ve rekombinant BHK-21 hiicrelerini 24 h.p.i
de 1 saat metabolik olarak etiketlemislerdir. Bunun sonucunda da yapay enfekte

hiicrelerde NP antikorlar1 gézlenememistir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Tokat merkez ve il¢elerinden 2008 yilinda (Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos ve
Eyliil) insanlardan aylik toplanan 6500 kene 6rnegi kene faunasi tespitinde ve 100
sert kene Ornegi de kene cinsleri arasinda Aktin geninin karsilagtirilmas1 amaciyla

kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Agaroz, Etidium bromiir, Bromophenol blue (Sigma), Etanol, Glasiyal asetik asit
(Merck), Sodyum asetat, HCI (Carlo Erba), Tris, EDTA, Gliserol, Xylene cyanol,
Isopropanol (Amresco), Sivi azot, Molekiiler agirlik standart1 (Vivantis), hyact- F1
(IDT), hyact- R1 (IDT) primer seti, Viral RNA izolasyon kiti (Qiagen), RT-PCR kiti
(Roche), PCR kiti (Promega), PCR Purification kiti (Qiagen), Erlen, Beher, Cam
Sigeler (100 ml, 500 ml, 1000 ml’ lik), Meziir, Bistiiri, Forcep, Enjektor, Petri
kaplar1 (Isolab), Pipet uglar1 (Corning, Neptune, Eppendorf), Mikrosantrifiij ve PCR

tiipleri (Axygen) ile diger laboratuvar malzemeleri kullanilda.

2.1.2. Cihazlar

Thermal cycler (Peqlab), Santrifiijler (Eppendorf, Hettich), Stero Mikroskop
(Olympus CX21) UV transilliminatér (Syngene), Yatay elektroforez (Scie-plas),
Giic kaynagi (Consort), Hassas terazi (Acculab), pH metre (Hanna), Otomatik
pipetler (Eppendorf, Brand), Manyetik karistiricilar, Vorteks (Ika), Buz makinesi
(Scotsman), Otoklav (Hiclave), Etiiv (Memmert), Mikrodalga firin (Arcelik), 4, -20
ve -80 °C’deki buzdolaplart (Ugur, Argelik, U410 premium), Fotograf makinesi

(Sony) ve Saf su cihazlar1 (Mes mp minipure, Millipore) kullanilda.



2.1.3. Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlamsi

2.1.3.1. 50X Tris Acetate EDTA (TAE) Tamponu

242 ¢ Tris, 57.1 ml Glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH:8) manyetik
karistirici yardimi ile partiikiiller c¢oziiniinceye kadar karistirildi. Hazirlanan
¢ozeltinin pH’1 Glasiyal asetik asitle 8.5’e ayarland1 ve toplam hacim distile su ile 1

L’ye tamamlandi. Steril edildikten sonra +4 °C’deki buzdolaplarinda muhafaza

edildi.

2.1.3.2. 1X TE Tamponu

1.2 g 10 mM Tris HCI ile 0.37 g 1 mM EDTA, 900 ml distile su icerinde manyetik
karigtirict yardimi ile ¢oziildii. pH:8’e ayarlandiktan sonra hacim 1000 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan tampon steril edildikten sonra +4 °C’deki buzdolaplarinda

muhafaza edildi.

2.1.3.3. 3M Sodyum Asetat Soliisyonu

41 g Sodyum asetat, 90 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH:5.0’a ayarlandiktan
sonra hacim 100 ml’ye tamamlanir. Otoklavda steril edilerek +4 °C’de muhafaza

edildi.

2.1.3.4. Etidium Bromiir

10 mg Etidium bromiir, 10 ml distile su i¢erinde hazirland1 ve 4 °C’de muhafaza

edildi.



2.1.3.5. 6X Bromophenol Blue

15 ml Gliserol, 0.25 g Bromophenol blue ile 0.25 g Xylene cyanol; 100 ml distile su

icerisinde c¢oziiniinceye kadar karistirilarak hazirlandi.

2.1.3.6. Primerlerin Hazirlamisi

Hyact F1 (5'-AGA TCT GGC ACC ACA CCT TCT ACA -3) ve Hyact-R1 (5™
AGC AAA GCT TCT CCT TGA TGT CGC -3") primerleri (IDT) (konsantrasyon ve
miktarlarina gore) TE tamponu veya RNase free ddH,O kullanilarak hazirlandi.

Soyle ki;

Hyact F1: 88,5 nmol ile Hyact R1 81,3 nmol miktarinda olan oligolar ise pmol’e

cevrildikten sonra 10 pM konsantrasyonunda hazirlanda.

2.2. Yontem

2.2.1. Kenelerin Sistemik Acidan incelenmesi

2.2.1.1. Kenelerin Saklanmasi

Toplanan materyallerin bozulup morfolojik o©zelliklerinin kaybetmemeleri ve

teshisinin kolayca yapilabilmesi i¢in % 70’lik alkol i¢inde saklanir.

2.2.1.2. Kenelerin Temizlenmesi

Kenelerin ventral kismi coxalarin sekresyonu yiiziinden ¢ok fazla kirlenir. Ayni
zamanda konakg¢idan toplanirken hypostomlarinda deri parcalari kalabilir. Teghisi

kolaylastirmak icin kenelerin morfolojik karakterlerine zarar vermeden orta uclu



firca yardim ile % 70’lik alkol ile temizligi saglanir. Hypostomdaki deri parcacigi

kalintilar1 ise pens yardimi ile alinir.

2.2.1.3. Kenelerin Teshisi

Keneler farkl teshis anahtarlar1 (Kurtpinar, 1954; Ozkan, 1978; Arthur, 1960; Nutall
ve ark., 1915; Nutall ve ark., 1911; Walker ve ark., 2005) kullanilarak cinslerine
ayrildi

2.2.2. Kenelerden Total RNA Ekstrasyonu

Kenelerden total RNA ektrasyonu i¢in Qiagen’nin ‘QIAamp Viral RNA isolasyon’
kiti kullanild1.

-80 °C’den cikarilan keneler sivi azot icerisine aliir. Steril bir bistiiri yardimi ile
ortadan ikiye kesilen kenenin biitiin dokular1 (sadece dis iskeleti kalicak sekilde)
forcep yardimiyla mikrosantrifiij tiiplerine alinir. Dokular, 500 pl RNase free ddH,O
ile sulandirildiktan sonra 20’lik igneden gegirilerek homojenize edilir. Olusan
homojenat 14 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek, siipernatant kismi alinir ve Qiagen

kiti kullanilarak asagidaki sekilde total RNA izole edilir:

1. Carrier RNA igerisine 310 ul AWE Buffer (%0.04 sodyum azid) eklenerek

soliisyon hazir hale getirildi.

2. 56 pl carrier RNA, 5600 ul AWL Buffer (Guanidin tiosiyanat) igerisine
karistirildi (10 numune i¢in).
3. 560 pl hazirlanan karisimdan, 560 pl de etanolden alinarak her biri eppendorf

tiiplerine eklendi.

4. Hazirlanan karigimin iizerine ise dokunun siipernatant kismindan 280ul ilave

edilerek vortekslendi.



5. Filtreli kolonlara, 630 pl hazirlanan karigimdan ilave edildi.

6. 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij edilip, collection kisimlar1 atildi ve yerine yenisi

yerlestirildi. Karisim bitene kadar bu isleme devam edildi.

7. Sonrasinda her bir tiipe, 500 ul AW1 Buffer’1 (Guanidin hidroklorid) eklendi.

8. 14 000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilip, collection tiipleri atilarak yeni tiipler
yerlestirildi.

9. Daha sonra 500 ul AW?2 Buffer’1 (Sodyum azid) eklendi.

10. 14 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip, collection tiipleri atilarak yeni tiipler
yerlestirildi.

11. Sonrasinda 1 dk. kadar tekrar santrifiij yapildiktan sonra collection tiipleri atild1

ve yerine eppendorf tiipleri yerlestirildi.

12. Filtreli kisma 60 pl Elution Buffer ilave edilip 14 000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.

13. Son basamakta ise, filtreli kolonlar atilarak eppendorf tiiplerinde kalan

ekstraksiyon iiriinleri etiketlenerek -20 °C’ye kaldirilds.

Bu yontem sonucunda izole edilen RNA’lar Aktin gen varliginin tespiti icin RT-

PCR yontemiyle test edilmistir.

2.2.3. Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6rneklerin, Roche kiti kullanilarak RT-
PCR yapildi. PCR reaksiyonlar1 asagidaki gibidir.



1. Basamak:

dNTP mix 2 ul
DMSO 2,5 ul
DTT 2,5 ul
RNase Inhibitor 0,5ul
Upstream primer 1 ul
Downstream primer 1 ul
Template RNA 1-5 pl
RNase free su 25 pl’ye tamamlanda.
2. Basamak:

RNase free su 13 ul
5X RT-PCR buffer 10 pl
C.therm. polymerase mixture 2 ul

Iki basamak sonucunda numunelerin toplam hacmi 50 ul’ye tamamlanacak sekilde

hazirland.

RT-PCR isleminde, Aktin geni icin Hyact F1 (5'-AGA TCT GGC ACC ACA CCT
TCT ACA -3") ve Hyact-R1 (5'- AGC AAA GCT TCT CCT TGA TGT CGC -3")

primerleri kullanild:.

2.2.3.1. RT-PCR i¢in Thermal Cycler’in Program Ayari

Thermal cycler’in programi; Denatiirasyon i¢in 94 °C’de 2dk.’ya, 58 °C’de 15 s
(annealing), 72 °C’de 1dk.’ya (extension) ve Final extension icin ise 72 °C’de 5

dk.’ya ayarland:.



2.24. PCR

RT-PCR sonucunda elde edilen iiriinler “’Promega *’ kiti kullanilarak ¢ogaltildi.

5x Green or Colorless Go Taq®Flexi Buffer 10 pl
dNTP 1 ul
MgCl, Solution, 25 mm 8 ul
Upstream primer 2 ul
Downstream primer 2 ul
Go Tag® DNA Polymerase 0,25 ul
Template DNA 3ul
Nuclease-Free Water to 23,75 ul

Bu islemler sonucunda numunelerin toplam hacmi 50 pul’ ye tamamlanacak sekilde

hazirland.

2.2.4.1. PCR icin Thermal Cycler’in Program Ayari

Thermal cycler’ i programi; Denatiirasyon i¢in 95 °C’de 2dk.’ya, 42-65 °C’de 0.5-1
dk.’ya ( annealing), 72 °C’de 1dk.’ya (extension) ve final uzama (extension) icin ise

72 °C’de 5 dk.’ ya ayarland1.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi sonucunda olusan PCR iiriinleri asagida acgiklandigi sekilde %1’ lik
Agaroz jel elektroforezde kosturulmus ve goriintiilenmistir. Kisaca, 30 mg Agaroz
30 ml 1x TAE (pH’1 7.5-8.5 olan yaklagik 50 mM) tamponu i¢inde bir mikrodalga
firln kullanilarak tamamen c¢ozdiiriilir ve elektroforez tanka dokmeden Once
eritilmis agaroza 0.7 pl etidium bromiir katilarak bir elektroforez tankina dokiiliir.
Tanka dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilir. Jel katilastiktan sonra tank 350 ml
TAE tamponu ile doldurulur. 2 pl Bromfenol blue (BFB) ve 5 ul 6rnek karigimi
jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Jelin ilk kuyucuguna ise 2 upl Vivantis (100 bp)



standardi eklenir. Ornekler 100 mA’de yaklasik 18 dakika kosturulur. Kosturma
isleminden sonra Agaroz jel bir UV transilliiminator kullanilararak goriintiilenir ve

fotograflanir.

2.2.6. PCR’dan DNA Saflastirilmasi

Dizi analizinde kullanmak iizere PCR tiriinlerinin bir kism1 Qiagen’nin ‘QIAquick

PCR Purification kiti’ kullanilarak saflastirilmistir.

1. 1 voliim PCR icin 5 voliim buffer PBI (Guanidin hidroklorid ve Isopropanol)
kullantyoruz. Bu karigimin sonucunda renk degisimi turuncu ya da mor olursa,
karigima 10 ul 3 M sodyum asetat ekliyoruz ve rengin sartya dondiigiinii goriiyoruz

(PH: 5.00).

2. Hazirladigimiz bu karisim kitteki filtreli tiipe aliyoruz ve 30-60 sn. 13.000
rpm’de santrifiij yapiyoruz. Ciktiktan sonra alttaki kism1 dokiip iist kism1 ayr1 bir

tiipe aliyoruz.

3. 750 pl buffer PE ekleyip 30-60 sn. 13.000 rpm’de santrifiij edilir. Cikan tiipiin
filtreli kism1 bagka bir tiipe koyulur.

4. 1 dk. 13.000 rpm’de santrifiij edilir. Daha sonra eppendorf tiiplerinin kapaklar1

kesilir ve kesilen tiip lizerine santrifiijden ¢ikan fitreli kisim yerlestirilir.

5. Filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 50 pl buffer EB eklenir ve 1 dk. 13.000

rpm’de satrifiij edilir.

6. Cikan tiipiin filtresinin yine tam ortasma gelecek sekilde 30 ul elution buffer

eklenir ve 1 dk. Bekletilir daha sonra 1 dk. 13.000 rpm’de satrifiij edilir.

7. Cikan tiiplerin filtreli kisimlart atilir ve daha 6nceden kesmis oldugumuz kapaklar

kapatilir.



8. Hazirlanan iiriinler -20 °C ‘de saklanur.

2.277. DNA Dizi Analizi ve Kene Aktin Sekanslarmin Diger Kenelerle

Karsilastirilmasi

Ug farkli kene cinsinden izole edilen total RNA dan RT-PCR yoluyla elde edilen
PCR iiriinlerinin jelden DNA saflastirildiktan sonra sekans analizine tabi tutuldu ve
DNA dizisi belirlendi. Dizisi belirlenen 6érnekler NCBI BLAST Niikleotid Search

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ortaminda homoloji analizine tabi tutuldu.




3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Tokat ili Merkez ve Ilgelerinde 2008 Yihi Sert Kene Cinslerinin Dagilim

Cizelge 3.1 Tokat ili merkez ve ilgelerinde 2008 yili Sert kene cinslerinin dagilimu

S
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) S = ] < ] ) = = O ]
£ < 5 |2 |2 |E R /g |E | |% | % %
Q ot ot p4 N < =9 =4 < ) b [==] =
Hyalomma 657 | 546 | 473 | 665 | 358 | 327 | 361 | 311 | 127 | 248 2 14
Rhipicephalus | 288 | 143 | 88 | 255 8 36 19 45 56 9 _ 5
Haemaphysalis | 102 | 45 34 | 178 | 36 47 79 60 31 49 2 3
Dermacentor 38 10 20 52 3 4 23 27 10 6 1 _
Boophilus 4 17 2 _ 4 3 9 4 1 2




Cizelge 3.2 2008 y1l1 Tokat ili genelinde sert kene cinslerinin dagilimm

Z g 8
2 z 2 .é = 7 8
7)) % ' N E - )
= — < < = &) P
&) Z = = = < =
Hyalomma 73 715 1616 1037 504 144
Rhipicephalus 14 44 328 417 120 28
Haemaphysalis 134 332 51 17 10 126
Dermacentor 15 33 14 12 36 82
Boophilus _ _ 16 21 5 4
Ixodes 1 31 15 8 16 5

Tokat ili genelinde en fazla miktarda Hyalomma cinsine ait kene tiirlerinin
bulundugu ve bu cinse ait tiirlerin en fazla Haziran- Temmuz aylarinda bulundugu
tespit edilmistir (Orhan ve ark., 2009). 2008 yili Hyalomma cinsine ait kenelerin

ozellikle Haziran ayinda maksimum seviyeye (%40) ulasmistir (cizelge 3.2).




Yaptigimiz calisgmaya gére Hyalomma cinsine ait kenelerin 2008 yili Tokat ili ve
ilcelerinde en cok Zile (%16,2), Tokat merkez (%16) ve Turhal (%13) goriildiigii
anlagilmaktadir (cizelge 3.1). Tokat ili ve il¢elerinde Hyalomma cinsinden sonra
Rhipicephalus cinsine ait kene tiirlerinin de diger kene cinsilerinin tiirlerinden daha
fazla miktarda bulundugu tespit edilmis ve Hyalomma cinsine ait kene tiirlerinde de
oldugu gibi Rhipicephalus kene cinslerinin tiirleri de Haziran ve Temmuz aylarinda

diger aylara gore daha fazla miktarda oldugu gozlemlenmistir.

Haemaphysalis cinsine ait kene tiirleri ise bolgemizde en fazla miktarda Mayis ve
Eyliil aylarinda oldugu tespit edilmistir. Ixodes cinsine ait kene tiirleri de Tokat ili ve
ilcelerinde diger kene cinslerinin tiirlerine gére daha az miktarda yayilis gosterdigi
tespit edilmistir. Fakat Tokat ilinin baz1 ilgelerinde diger ilgelere gore daha fazla
miktarda yayilis gosterdigi gdzlemlendi. Dermacentor cinsine ait kene tiirleri Eyliil

ayinda yaz mevsimine gore miktarinda artis oldugu tespit edildi.

3.2. Sert Kene Cinslerinin Aktin Genlerinin Tespit Edilmesi ve Aktin

Genlerinin Birbirleri Arasindaki Benzerlikler

Hyalomma, Rhiphicephalus ve Dermacentor cinsi kenelerden elde edilen
RNA’nin RT-PCR iiriinlerinin DNA dizisi belirlendi ve dizisi belirlenen
ornekler NCBI BLAST Niikleotid Search ortaminda homoloji analizine tabi tutuldu.

Buna gore sonuglar alinmistir:

3.2.1. Dermacentor Aktin Sekansi ve diger kenelerle olan benzerligi

Cizelge 3.3 Dermacentor sp. Actin kismi dizisi

5’TCGGTGGGGATCTTCACGTTGTAGTCGGTGAGGACGCGGCCGGCCAGATC

TAAACGCAGGATGGCGTGGGGAAGGGCGTAACCTTCGTAGATGGGCACTGT
GTGGGAGACAGCGTCGCCTGAGTCGAGCACGATACCGGTGGTACGACCGGA
AGCGTACAGCGACAGCACGGCCTGGATGGCCACGTACATGGCGGGCGTGTT
GAAGGTCTCAAACATGATCTGCGTCATCTTCTCACGGTTGGCCTTGGGGTTA

ATGGGGGCCACAGCAAGCATAACAGGGTGCTCCTCGGGGGCAACAC3’



Drosophila vekuba ActsT B (DwdACtS.

Heemzphysalis [ongicamis sitain gansu acfin (ACT) mRka, partial ods

g2
2 Haemaphysalis longicarmis actin (acH) mRka, complete cds
-
Eoophilus mickoplus actin mRMa, complete ods
=]
] Rhipicephalus appendiculatis actin (4ct) mRda, complede cds

@ el 500914

Detmacentar variabilis befe actin mRMA, complete cds

Sekil 3.1 Dermacentor sp. aktin dizisi ve diger kenelerle olan benzerligi (Zhang et al. 2000).

BLAST analizleri Dermacentor aktin dizisinin Dermacentor variabilis beta-actin
mRNA’ sma 91 %, Rhipicephalus appendiculatus aktin (Actl) mRNA’sma (%90),
complete cds (89), Boophilus microplus aktin, Haemaphysalis longicornis strain gansu
aktine 88 % benzerlik gosterdigi anlasilmistir. Dermacentor aktininin diger kene

aktinleriyle olan akrabaligim gosteren filogenetik aga¢ yukarida verilmistir (Sekil 3.1).



3.2.2. Hyalomma Aktin Sekansi ve Diger Kenelerle Olan Benzerligi

Cizelge 3.4 Hyalomma sp. aktini kismi dizisi

S"TTCCAGACCTTCAACACGCCCGCCATGTACTTGGCCATCCTGGCCGTGATG
CCCCTGTACACTTCCGGTCGTACAACCGGTATCGTGCTCAACTCCGGCGATG
GTGTCTCCCCACTGTGCCCATCTACAACGGTTACGCCCTTCCCCACGCCATC
CTGCTTCTCGACTTGGCCGGCCGCGACCTGACCGACTACCTCATGAAGATCC
TCACCGAGCGTGGCTACTCTTTCACCACCACGGCTGAGCGTGAAATCATGCG
CAACATCAAGGAGAAGCTTTGCTAC-3’

Ifanduca surte mRRA for nor

Haemaphysalis longicamis strein gansu actin (ACT) mRks, partial cds

Haemaphysalis longicamis actin (act)mRra, complete cds

o Fhipicephalus appendiculatys actin (act) mRka, complete ods

Eoophilus mickaplus actin m ks, complete cds

@ dis10194

Drermacenor variabilis bete: actin mRra, complete cds

Sekil 3.2 Hyalomma sp. aktin dizisi ve diger kenelerle olan benzerligi
(Zhang et al. 2000).

BLAST analizleri, Hyalomma dizisinin Rhipicephalus appendiculatus aktin (Actl)
mRNA’sina (%93), Dermacentor variabilis beta-aktin mRNA sina 92, Haemaphysalis



longicornis ve Boophilus microplus aktin dizisine 91%, Haemaphysalis longicornis
strain gansu actine 88 % benzerlik gosterdigi anlasilmistir. Hyalomma aktininin diger
kene aktinleriyle olan akrabaligin1 gosteren filogenetik agac yukarida verilmistir (Sekil
3.2).

3.2.3 Rhiphicephalus Aktin Sekansi ve Diger Kenelerle Olan Benzerligi

Cizelge 3.5 Rhipicephalus sp. aktini kismi dizisi

GTGAAAAGATGAAACGCATTATGCTCAACACCTTCAAGACGGCCGCCATGT
AGGTGGTTATCCTGGCCTTGCTGTCGCTGTACGCCTCCGGTCATACCACCGG
TATCGTGCTCGACTCCGGCGACGGCGTCTCTCACACCGTGCCCATCTACAAC
GGTTACGCCCTCCCCCCCGGCATCCTGCGTCTCGACTTGGCGGGCCGCAACA
TGACAGATTACCTCATGAAAATCCTCCCCGAGAGTGGCTACTCGTTCCCCAC
CACAAGCTGAGTGTGACATCGTGATGCGACATCAAGGTAGAAGCTTTGCTA



@ el 541954

Eoophilus microplus actin m ks, complete ods

Rhipicephalus appendiculats actin (AcH) mRMA, complete cds

Haemaphusalis langicomis strein gansu acfin (ACT) mRNA, partial cds

Haemaphisalis langicotnis actin (Aot ) mRkA, complete cds

Iscdes Hicinus mRkA for actin (act 9ene)

Iodes ricinus actinmRA, parfial cds

Drosophila ananassae GF10.,

Sekil 3.3 Rhipicephalus sp. aktin dizisi ve diger kenelerle olan benzerligi (Zhang et al. 2000).

BLAST analizleri, Rhipicephalus aktininin, Rhipicephalus appendiculatus actin (Actl)
mRNA’sina (%92), Dermacentor variabilis beta-actin mRNA sina 91, Haemaphysalis
longicornis ve Boophilus microplus aktin sekanslarina 90%, benzerlik gosterdigini
ortaya koymustur. Rhipicephalus aktininin diger kene aktinleriyle olan akrabaligim

gosteren filogenetik agac¢ yukarida verilmistir (Sekil 3.3).



4. SONUC

Bu calismada Tokat ilinde insanlardan toplanan sert kene Ornekleri Oncelikle
sistematik acidan incelenip cins seviyesinde teshis edilmis ve bunlarim mevsimsel
dagilimi belirlenmistir. Ayrica Hyalomma, Rhipicephalus ve Dermacentor
cinslerinden secilen kene Orneklerinden elde edilen aktin sekanslar1 diger kenelerin

aktinleriyle karsilastirilarak aralarindaki homoloji tespit edilmistir.

Yapilan bu c¢alisma {iilkemizde ilk defa yapilmakta olup sonuclart kene
miicadelesinde en uygun zamanlamanin belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
Taksonomik ¢caligma sonuclarina gére bolgemizde Amblyomma haricinde 6 sert kene
cinslerinin yaygin olarak goriildiigii belirlenmistir. Calismada Nisan —Eylil 2008
aylar1 arasinda kenelerin mevsimsel dagilimi ve sayilar1 belirlenmistir. Buna gére
tim cinsler hemen hemen bu aylarda goriilmiistiir. Fakat 6zellikle Hyalomma ve
Rhipicephalus cinslerine ait kene tiirlerine ¢ok sayida rastlanmistir. Hyalomma

cinsine ait kenelerin en kalabalik grubu olusturdugu belirlenmistir.

Bolgemizde Tokat geneli ve ilcelerde sert kenelerin mevsimsel dagilimina
bakildiginda ozellikle Hyalomma ve Rhipicephalus tiirlerinin haziran ayinda en
yitksek sayilara ulagtigr goriilmiistiir. Her iki cinste de kene sayisinda genel olarak
temmuzdan sonra diisiis baglamistir. Bu durum bu tiirlerin 6zellikle sicak ve nemin
fazla oldugu aylarda arttifim gostermektedir. Haziran ve Temmuz aylarinda
Hyalomma ve Rhipicephalus tiirlerinde goriilen artigla KKHA hastaliginin goriilme
siklig1 arasinda dogru iligki oldugu da gozlemlenmistir. Ayrica Dermacentor tiirleri
Agustos aymin sonlarina dogru artarken ve Ixodes tiirlerinin sadece Merkez, Pazar

ve Erbaa ilcelerinde goriildiigii tespit edilmistir.

Bu calismamn sonucuna gore bolgemizde 6zellikle sert kenelerin aktif oldugu zaman
Mart-Agustos arasi olup, 6zellikle Haziran-Temmuz aylarinda sayilarinin en fazla
arttigr ve dolayisiyla bu aylarda bu kenelerin en fazla riskli olduklar1 donemlerdir.
Ayrica calisma sonucglarina gore Hyalomma ve Rhipicephalus tiirlerin ¢ok

rastlandig ilcelerin KKHA acisindan daha fazla risk tasidigi diistiniilmektedir. Zile



den cok sayida KKHA vakast ¢ikmasi da bu hipotezin dogru oldugunu

gostermektedir.

Sonu¢ olarak Tokat ili ve ilcelerindeki kene faunasinin c¢ikarilmasiyla ilgili
caligmalar hem Tokat ili kene faunasinin ortaya c¢ikarilmasi hem de bunlarin tasidigi

hastaliklara kars1 daha etkin 6nlemler alinmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Ayrica bu cahsmada Hyalomma, Rhiphicephalus ve Dermacentor cinslerinden
secilen kene Orneklerinin aktin geni sekanslar1 diger kenelerin aktinleriyle
karsilastirilmistir. Elde ettigimiz aktin dizilerinin BLAST analiz sonuglarina gore;
Hyalomma  orneklerinin  dizisinin Blast analizleri sonucu Rhipicephalus
appendiculatus actin (Actl) mRNA’sma (%93), Dermacentor variabilis beta-aktin

mRNA sma % 92 benzerlik gosterdigi anlagilmastir.

Dermacentor aktin dizisinin BLAST analizleri sonucu Dermacentor variabilis beta-
actin mRNA’sina %91, Rhipicephalus appendiculatus actin (Actl) mRNA’sma

%90 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Aym sekilde Rhipicephalus dizisinin BLAST analizleri sonucu Rhipicephalus
appendiculatus actin (Actl) mRNA’sina %92, Dermacentor variabilis beta-actin

mRNA sma % 91 benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak molekiiler teshisler sonucu yapilan dizi analizlerinin Blast sonug¢laria
gore Rhipicephalus ve Hyalomma tiirlerinin aktinlerinin birbirlerine Dermacentor
cinsine gore daha fazla benzedigi tespit edilmistir. Genel olarak burada test edilen
kene tiirlerinin aktin sekanslar1 arasinda yiiksek oranda homoloji oldugu sonucuna

varilmustir.

Tokat ili ve ilcelerinde bulunan kene tiirlerinin mevsimsel dagiliminin belirlenmesi
hem de bunlarin bazi genlerinin molekiiler agidan birbirleriyle olan benzerliklerinin
belirlenmesi ileride yapilacak biyolojik kontrol ¢aligmalarina 151k tutmasi acisindan

Onem arz etmektedir.
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