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OZET

SIGIRLARDAN TOPLANAN KENELERDE LYME HASTALIGININ ETKENi
BORRELIA BURGDORFERI (SENSU LATO) VARLIGININ MOLEKULER
TANI YONTEMLERIYLE BELIRLENMESI

Amag: Bu calismada, Samsun ve Ordu illerinde yetistirilen sigirlardan toplanan Ixodes
ricinus tiri kenelerde Lyme hastalig1 etkeni Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksi
tiirlerinin /65 rDNA ve flaB genlerine dayali PZR yontemi ile belirlenmesi hedeflendi.
Materyal ve Metot: Calismada, Samsun ve Ordu illerinde yetistirilen sigirlara tutunan
keneler topland1 ve tanimlandi. /. ricinus tiirii kenelerin genomik DNA’lar1 elde edildi.
Kene DNA’larinda /6S rDNA ve flaB genleri PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Borrelia
burgdorferi sensu lato kompleksi dahilinde, B. burgdorferi, B. afzelii ve B. garinii
tiirleri referans suslarina ait DNA’lar pozitif kontrol olarak kullanildi. PZR kosullar1
optimize edildi ve PZR iirlinlerini saptama limiti belirlendi. DNA 06rneklerinin PZR
irlinlerine ait bantlar yatay elektroforezde referans suslar ve DNA marker’ler ile
karsilastirmali olarak tanimlandi. Sonuglar1 dogrulamak amaciyla, flaB geni pozitif
bulunan PZR f{irtinlerine dizi analizi yaptirild.

Bulgular: Bu calismada toplanan 369 kenenin 289’unun (%78) I ricinus tiirline ait
oldugu saptandi. Kene DNA Orneklerinin flaB ve 16S rDNA genlerini hedefleyen PZR
ile analizleri sonucunda, Borrelia referans suslariyla karsilastirmali olarak yatay
elektroforezde sirastyla 150 b¢ ve 1360 bg civarinda bant olusturan ornekler pozitif
olarak degerlendirildi. /. ricinus tiirii kenelerde Borrelia prevalansi flaB geni ile %17,24,
16S rDNA ile %15,51 oranlarinda saptandi. flaB genine ait DNA dizi analizi sonuglar1
homoloji yoniinden karsilastirild1 ve yalnizca B. burgdorferi sensu lato’ya ait tiirlerle
%387-95 oraninda benzerlik gdsterdigi belirlendi.

Sonug¢: Samsun ve Ordu illerinde yaygin oldugu saptanan /. ricinus tiirii kenelerde B.
burgdorferi sensu lato varlig, flaB ve 16S rDNA genlerine dayali PZR ile belirlendi. Bu
bolgede, Ixodes cinsi kenelerin Lyme hastalig1 etkenini tasidiklarinin belirlenmesi, halk

saglig1 ve hayvan saglig1 yoniinden 6nemli bir risk faktoriinii olusturmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Borrelia; Lyme; Ixodes, flaB, 16S rDNA; PZR
Evrim GENC, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2017
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BORRELIA BURGDORFERI (SENSU LATO),
CAUSATIVE AGENT OF LYME DISEASE FROM TICKS COLLECTED
FROM CATTLE USING MOLECULAR BIOLOGY TECHNIQUES

Aim: The aim of this study was to determine the Borrelia species within Borrelia
burgdorferi sensu lato complex, causative agent of Lyme disease, from Ixodes ricinus
ticks collected from cattle in various parts of Samsun and Ordu provinces.

Material and Method: In this study, ticks were collected from cattle reared in Samsun
and Ordu and the tick species were identified. Genomic DNA from /. ricinus were
obtained. /65 rDNA and flaB genes from tick DNA’s were amplified using PCR.
DNA’s from reference strains of B. burgdorferi, B. afzelii and B. garinii were used as
positive control. PCR was optimized and limit of detection in PCR was detected.
Electrophoresis bands that belong to PCR products of the sample DNA’s were
identified in comparison with the reference DNA’s and the DNA Ladders. DNA
sequencing was done for flaB gene-based PCR products so as to confirm the results.
Results: 289 out of 369 ticks (78%) collected in this study were identified as 1. ricinus.
As a result of flaB and16S rDNA based PCR analysis of tick DNA samples, the samples
with the sizes of 150 bp and 1360 bp electrophoresis bands respectively were
determined as positive in comparison with Borrelia reference strains. Borrelia
prevalence in /. ricinus ticks based on flaB and 16S rDNA genes were detected as 17,24
% and 15,51% respectively. Homology comparison of DNA sequences for flaB gene
was done and high similarity with only B. burgdorferi sensu lato species was
determined.

Conclusion: B. burgdorferi sensu lato was detected in I. ricinus ticks that are prevalent
in Samsun and Ordu by using PCR targeting flaB and 16S rDNA genes. Determination
of the causative agent of Lyme disease in Ixodes species in this region is an important

risk factor for human and animal health.

Keywords: Borrelia; Ixodes, Lyme; flaB; 16S rDNA; PCR

Evrim GENC, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2017
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1. GIRIS

Lyme hastalig1 (Lyme borreliosis), diinyada en yaygin kuzey Amerika’da, Avrupa ve
Asya’da endemik seyreden kene kaynakli, deri, sinir sistemi, eklemler ve kalp gibi bir¢ok
organi etkileyen multisistemik bir enfeksiyoz hastaliktir (Steere, 1989; Pfister ve ark., 1994;
Steere, 2001; Stanek ve Strle, 2003; Marques, 2010; Chomel, 2015). Hastaligin etkeni
Borrelia cinsine ait Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksinde yer alan spiroket sekilli
bakteriler olup, Ixodes cinsi sert kenelerin 1sirmasi ile kan yoluyla canlilara bulastirilmaktadir
(Steere, 2001; Marques, 2010; Chomel, 2015). Bu kompleks dahilinde Borrelia cinsine ait 18
tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerden, B. burgdorferi, B. garinii ve B. afzelii nin yaygin olarak, B.
lusitaniae, B. spielmanii, B. valaisiana ve B. bissettii’nin de nadir olarak Lyme hastaligina yol
actig1 bildirilmistir (Anderson, 1991; Wang ve ark., 1999; Steere, 2001; Wilske, 2003; Steere,
2006; Fingerle ve ark., 2008; Rudenko ve ark., 2011). Kuzey Amerika’da hastaliga neden
olan tiir genel olarak B. burgdorferi olup, Avrupa’da yaygin olan tiirler B. afzelii, B. garinii ve
B. burgdorferi’dir.

Lyme hastalig1 vektorleri agirlikli olarak Amerika’nin kuzey dogusunda /. scapularis
(I. dammini), kuzey batisinda 1. pacificus, Avrupa’da 1. ricinus, Asya’da I. persulcatus
tirleridir (Gray, 1998; Chomel, 2015; CDC, 2017). Keneler dogada kemiricilerde yasam
dongiilerinin bir boliimiinii gecirerek, larva, nimf ve ergin hale doniisiirler. Raslantisal olarak
insan ve kopek, at, sigir gibi memelilere tutunan keneler, kan emme swrasinda enfekte
canlilardan hastalik etkenini alarak bir sonraki canliya aktarirlar. Lyme hastaligi kenelerin
dogadaki yasam dongiilerine bagl olarak en sik bahar ve yaz mevsimlerinde goriilmektedir

(Marques, 2010; Chomel, 2015).
2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge
Lyme hastalig1 ilk olarak 1977 yilinda ABD’nin Connecticut eyaleti Lyme
kasabasinda romatoid artriti oldugu diisiiniilen cocuklarda tanimlanmistir. Olgular kirsal
alanda yogunlasmis ve hastaliin bir Ozelligi olarak eritema migrans tanimlanarak bu
hastaligin bir vektor yoluyla iletildigi gésterilmistir (Steere, 1989).
Ik kez Willy Burgdorfer ve arkadaslari tarafindan 1982 yilinda Ixodes
scapularis’ten Lyme hastaligina neden olan bakteri izole edildi (Burgdorfer ve ark., 1982).
Daha sonra bu izolat Borrelia cinsinin yeni bir tiirii olarak tanimlandi ve 1984 yilinda

Borrelia burgdorferi olarak adlandirildi (Johnson ve ark.,1984).
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2.2. Etiyoloji

Borrelia cinsi, Gram negatif Leptospira ve Treponema cinslerini de iceren
Spirochaetacea ailesinin bir iiyesidir. Spiral bigimli, 11-39 um uzunlugunda ve 0,2 pm
genisliginde bir mikroorganizmadir (Sekil 1). Spiroketler kivrimli bir viicuda sahip olup, i¢ ve
dis membranlara ve esnek bir hiicre duvarina sahiptir. Bakterinin hiicre membraninin altinda
protoplazmasi yer alir. Hiicrenin flagella’s1 (aksial flament) i¢ ve dis membranlar arasinda
periplazmada bulunur (Sekil 2). Flagella ile hiicre silindiri arasindaki etkilesimler hiicrenin
yiiksek diizeyde viskoz sivilarda hareket edebilmesini saglar (Charon ve ark., 1992; Brooks ve
ark., 1998). Bu adaptasyon bakterinin enfekte konak veya vektore ait dokularda
yayilabilmesini saglamaktadir. Giemsa ve Warthin-Stary boyalariyla iyi boyanmaktadir.
Boyanmamis spiroketler 151tk mikroskobunda goézlenemez, ancak karanlik saha veya faz

kontrast miskroskobunda goriiliir (Sekil 1) (Johnson ve ark., 1984).

Sekil 1. Borrelia burgdorferi’ninkaranlik saha mikroskobu altindaki goriiniimii

(https://www.envita.com/lyme-disease/lyme-disease-treatment-a-primer-on-monitoring-recovery)

B. burgdorferi, Barbour-Stoenner—Kelly (BSK) (Barbour ve ark., 1983; Barbour,
1984) veya modifiye Kelly medium (MKP) (Preac-Mursic ve ark., 1986) besiyerlerinde 33-
34°C’de mikroaerobik ortamda tirer. Bu besiyerleri kompleks yapida olup, amino asitler,
vitaminler, inorganik tuzlar, serum albiimini, tavsan serumu, jelatin, N-asetil glukozamin

icermektedir.



‘ Flagella ‘ | Yirewv membran | | Protoplarmik silindir |

= | Sitoplazmik membran |

Sekil 2. Spiroketin yapisi (http://lymediseaseguide.net/lyme-disease-morphology)

2.3. Bakteri Genomunun Yapisi

B. burgdorferi’nin sahip oldugu bir adet linear kromozomu 910 725 baz cifti
uzunlugundadir. Bu kromozomda yaklagik 853 gen DNA replikasyonu, transkripsiyon,
translasyon ve ayrica tasima ve metabolik sistemler gibi gorevleri yerine getirmek icin
kodlanmaktadir. Bakteride 21 adet linear ve sirkiiler plazmid DNA’nin varhigi belirlenmistir.
Boylelikle, bakteride kromozoma ilave olarak 533 000 baz ¢ifti DNA bulunmaktadir. B.
burgdorferi’nin genomu plazmid sayisinin fazla olmasi nedeniyle benzersiz bir yapiya
sahiptir. Virulensten sorumlu genlerin ¢ogu bu plazmidlerde yer almaktadir (Fraser ve

ark.,1997).

2.4. Patogenez

B. burgdorferi’nin canlilara aktarilmasi kenenin canl iizerinde beslenmesi esnasinda
tiikkiliriiglinii deriye enjekte etmesi yoluyla olur. Bakterinin canliya aktarilabilmesi i¢in enfekte
kenenin genellikle en az 36-48 saat beslenmesi gerekmektedir. Enfekte canlidan bakteriyi kan
emme yoluyla alan kenenin orta bagirsaginda bakteri canli kalir ve buradan hemolenf yoluyla
tikkriik bezlerine geger. Kene sokmasi agrisiz oldugu i¢in bir¢ok hasta kene ile temas ettiginin
farkina varmaz (Chomel, 2015; CDC, 2017).

Bakterinin canlilara aktarilmasinda dis yiizey proteinleri dnemli rol oynamaktadir.
Bunlardan OspA (outer surface protein A), OspB ve OspC 06n plana ¢ikmaktadir. Etkenin
keneden konakciya iletilmesi sirasinda bakteride farkli dis membran proteinlerini kodlayan
genler eksprese olmaktadir (Schwan ve ark., 1995; de Silva ve Fikrig, 1997). Heniiz daha kan
emmemis kenelerin bagirsaginda yasayan B. burgdorferi OspA proteinini sentezlerken, OspC
proteinini sentezleyememektedir (Schwan ve Piesmen, 2000). Keneler kan ile beslenmeye
basladiginda OspA proteininin sentezi baskilanir ve OspC proteini enfekte memelilerde
cogalan B. burgdorferi’de sentezlenir (Schwan ve ark., 1995). Diger dis membran proteinleri
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p39, OspD (28 kDa) (Lam ve ark., 1994), OspE (19 kDa) ve OspF (26 kDa)’dir (Norris ve
ark., 1992).

Memeli viicuduna kenenin tiikiiriigii yoluyla giren spiroketler, hem hiicresel hem de
humoral immun yanitlarm olugmasina ragmen canliliklarini siirdiirebilirler (Strle ve ark.,
2009). Memeli viicudunda olusan immun yanita karsi OspC ve ylizey lipopolisakkariti olan
VISE viriilens faktorleri olarak rol oynarlar (Yemisen ve ark.,2012). Bu viriilens faktorleri
memelinin bagisiklik sistemini gegtikten sonra viicudun bir¢ok bdlgesine yayilir ve konak

yangisal yanitinin neden oldugu doku hasarina sebep olur (Strle ve ark., 2009).

2.5. Vektor Keneler

Keneler diinya capinda en dnemli kan emici artropodlar arasinda bulunmaktadir.
Insanlarda, evcil hayvanlarda ve vahsi yasamda Oliime ve hastaliga neden olan gesitli
patojenleri tasirlar. Keneler konak se¢ciminde, omurgali hayvanin kanimi emme, ciftlesme,
hayatta kalma ve iiremeyi kolaylastirmak i¢in ¢esitli morfolojik Ozelliklere ve fizyolojik
mekanizmalara sahiptirler (Anderson ve Magnarelli, 2008). Tiirkiye nin kene faunasi temelde
2 aileye ait, 10 cins ve 32 tiirden olusmaktadir. Bu tiirler memeliler, siirlingenler ve kuslar1
enfeste etmektedir (Aydin ve Bakirci, 2007).

Tirkiye’de 0zellikle Karadeniz bolgesinde kene faunasinin ¢ok zengin oldugu ve pek
cok kene tiiriinlin bulundugu tespit edilmistir. Bu tiirler Ixodes ricinus, Dermacentor
marginatus, Haemaphysalis spp. (H. punctata, H. sulcata, H. concinna, H. parva),
Hyalomma spp. (H. marginatum, H. anatolicum excavatum, H. detritum), Rhipicephalus spp.
(R. bursa, R. turanicus, R. bursa, R. sanguineus ve R.(Boophilus) annulatus)’tur (Agict ve
Celep, 1997; Acici ve ark., 2008; Kar ve ark., 2013; Orkun ve ark., 2014).

Keneler yasam siirelerinin % 95’in1 dogada gecirirler ve sadece kanla beslenirler. Is1
ve nem konak arama ve bekleme siirelerini etkiler. Konak bulamadiklar1 durumlarda yavas
hareket ederler ve gelisimlerini yavaslatirlar. Su kayb1 konak arama siiresini etkiler. Ozellikle
Ixodes tirleri kurakliga hassas olduklar: i¢in yiiksek nemin oldugu ormanliklarda yaygindir
(Xu ve ark., 2003; Vatansever, 2008; Chomel, 2015).

Borrelia tiirlerini tastyan vektor keneler Amerika’da 1. pacificus (Postic ve ark.,
1998; Rudenko ve ark., 2009c), [. scapularis (Postic ve ark., 1998), Avrupa’da I. ricinus
(Postic ve ark., 1998; Richter ve ark., 2006; Margos ve ark., 2009), Japonya’da 1. ovatus
(Kawabata ve ark., 1993), 1. tanuki, I. turdus (Fukunaga ve ark., 1996) ve Cin’de 1. ovatus

(Masuzawa ve ark., 2001)’tur.



Tirkiye’nin belli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda Ixodes tiirleri tarafindan tasman,
Lyme hastalig1 etkeni B. burgdorferi nin yani sira Babesiosis etkeni Babesia spp. (Kalkan ve
ark., 2010), Anaplasmosis etkeni Anaplasma phagocytophilum (Gokce ve ark., 2008), kene
ensefaliti etkeni Flaviviridae (Erglinay ve ark., 2011) ve Kirim-Kongo kanamali atesi

hastalig1 virus’iide (Tuncer ve ark., 2014) tasidig1 tespit edilmistir.

2.5.1. Ixodes Cinsi Kenelerin Tanimlanmasi
Ixodidae ailesine bagli soylarda ayirim, kenelerin agiz organellerinin uzun ya da kisa
olmasmna ve anal olugun Onden veya arkadan kusatmasina gore yapilmaktadir (Yukari ve

Eren, 2004). Ixodes cinsine ait liyelerin festonlar1 yoktur ve anal oluk aniisii 6nden kusatir

(Sekil 3). Ixodes olmayan cinsler festonlara sahiptir ve aniisii arkadan kusatan bir anal oluga

sahiptir (Sekil 4).

Sekil 4. Ixodescinsine ait olmayan kene goriiniimil

(http://www.k- state.edu/parasitology/625tutorials/Tick02.html)

2.5.2. Yasam Dongiisii

Ixodes cinsi kenelerin gelisim asamalar1 larva, nimf ve eriskin olmak iizere iig
safhadan olusmaktadir. Ixodes cinsi keneleri yasam siklusundaki bu ii¢ sathayi ii¢ ayri
konakta gegirirler. Larvadan nimfe, nimften erigkine iki gomlek degistirirler (Sekil 5) (Aktas,
2008).
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Sekil 5. Ixodes spp. kenelerin gelisim asamalari (http://www.merckvetmanual.com/generalized-

conditions/lyme-borreliosis/overview-of-lyme-borreliosis)

Yasam dongiisii erkek kenenin disi keneyle c¢iftlesmesiyle baslar (Aktas, 2008).
Doymus kene konagi terk eder ve ilkbahar mevsiminde yumurtlar. Yumurtalar yaz
mevsiminde larvalara doniisiir. Larvalar yazin B. burgdorferi ile enfekte konakeilar lizerinde
de beslenir. Ixodes cinsi kenelerin rezervuarlar1 Kuzey Amerika’da Premyscus lecopus (beyaz
ayakl fare) (Giiner ve ark., 2005), Avrupa’da Apodemus (Ap.) sylvaticus (tahta faresi), Ap.
Flavicollis (sar1 boyunlu fare), Clethrionomys glareolus (bank vole) (Hu ve ark., 1997; Gern
ve ark., 1998) gibi kiiciik kemiricilerdir. Kis boyunca ve bahar1 takiben infeksiyonu
bulastirma yoniinden en olasi asamada yani nimf asamasinda ortalia c¢ikar (Nadelman ve
ark., 2001). Nimfler sonbaharda ergin olmak i¢in gomlek degistirir. Ergin disiler genellikle
kis1 koyun veya geyik gibi hayvanlara tutunarak (dolayisiyla koyun veya geyik kenesi olarak
adlandirilirlar) gecirirler, ilkbahari takiben keneler tam doymus hale geldikten ve ¢iftlestikten
sonra topraga diiser ve 0lmeden once yumurtlarlar ve larvalar yumurtadan ¢ikar (Sekil 6).
Larvalar Agustos ve Ekim aylarinda, nimfler Mayis ve Haziran aylar1 boyunca, ergin keneler
de bahar aylarinda aktiftir (Marques, 2010; Murray ve Shapiro, 2010; Kar ve ark., 2013;
Ozdemir ve Ince, 2014). Larvalar 3 ¢ift ayaklidir, gomlek degistirdikten sonra, nimfe ddniisiir
ve 4 ¢ift ayakli olur. Nimflerin de genital organlar1 larvalarda oldugu gibi gelismemistir. A¢
nimfler kan emer doyar ve gomlek degistirdikten sonra kan emmeye hazir a¢ olgun hale gelir.

Disi kenelerin kan emmesi esnasinda, erkekler ve disiler ciftlesirler (Yukar1 ve Eren, 2004).
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Sekil 6. Kenelerin Yagam dongiisii(murray ve shapiro 2010)

Evcil hayvanlarin kulak kepgesi i¢inde ve disinda, boyun altinda, karin, anal ve
perianal bolgeler ile sirt ve kuyruk lizerinde bulunurlar (Yukar1 ve Eren, 2004). 1. ricinus disi
kenelerinin sigirlarda yapismay1 tercih ettigi yerler perineum, kasik ve koltuk altidir (Walker

ve ark., 2007).

2.6. Epidemiyoloji

Lyme hastaliginin enzootik yasam dongiisiinde insanlar ve evcil hayvanlar yer
almamakta olup, etken B. burgdorferi sensu lato Ixodes cinsi keneler tarafindan insanlara
rastlantisal olarak aktarilmaktadir. Insanlarda genel olarak Lyme hastaligma neden olan 3 tiir
vardir. Bunlar; B. burgdorferi, B. garinii ve B. afzelii’dir. Avrupa’da bu iig tiir, Afrika’da B.
garinii ve B. afzelii, Amerika’da sadece B. burgdorferi gozlenmektedir. B. garinii ve B. afzelii
antijenik olarak B. burgdorferi’den farklhidir. Bu farkliliklar cografi bolgelerde farkli klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Marques, 2010).

Hastaligin yayilis1 kenelerin dagilimiyla iligkilidir (Talleklint ve Jaenson, 1996). B.
burgdorferi etkenini tagiyan vektorler ve hastaligin goriilme sikliginda cografi dagilim etkili
olmaktadir (Marques, 2010; Chomel, 2015). Vektor kene baslica ormanlik alan, parklar gibi
nemli dogal ortamlarda ve aym1 zamanda deniz iklimlerinde otlar iizerinde daha siklikla
yasamini siirdiirmektedir (Inci ve Diizlii, 2009; Aslan Basbulut ve ark., 2012; Inci ve ark.,
2013). Yiirtitiilen epidemiyolojik ¢aligmalarda keneler insanlar, sigirlar, rezervuar fareler veya
sahada otlarin {izerinden bayrak metodu yoluyla toplanmaktadir (Falco ve Fish, 1992; Gern ve

Falco, 2000).



Lyme hastaliginin 30’dan fazla iilkede gozlendigi bildirilmis olup, Kuzey Amerika,

Avrupa ve Tiirkiye’deki epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler asagida sunulmaktadir.

2.6.1. Kuzey Amerika

Lyme hastaliginin yaygin olarak goriildiigii Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve
Kanada’da en onemli vektdr kaynakli hastaliklardandir. ABD’de son yillara kadar Saghk
Bakanligi’na baghh CDC (Center for Diseases Control and Prevention; Hastaliklarin Kontrolu
ve Korunma Merkezi) tarafindan tutulan kayitlarda yillik vaka sayisi her yil artig gostererek
30 000 olarak bildirilmistir. Ancak 2011 yilinda yiiriitiilen bir serosorveyans calismasi
sonucuna gore her yil ortaya ¢ikan Lyme hastalig1 vaka sayis1 300 000 olarak giincellenmistir
(Kuehn, 2013; CDC, 2017). Geyiklerin 6nemli bir rezervuar olarak rol oynadigivakalarin
cogunlugu iilkenin kuzey dogusunda bildirilmistir.

Kopeklerde hastaligin cografi dagilimi da insanlardaki dagilim ile aynidir.
Kopeklerde anti-B. burgdorferi antikorlarina dayali olarak elde edilen pozitif sonuglarin
bolgelere gore % dagilimlart incelendiginde en yiiksek yiizdenin kuzey dogu bdolgesinde
saptandig1 ve insan vakalariyla uyumlu oldugu gosterilmistir (Smith ve ark., 2012; Little ve

ark., 2014).

2.6.2. Avrupa

Avrupa’da yilda yaklasik 65 500 Lyme hastalig1 bildirilmistir (Rizzoli ve ark.,2011).
Hastalik, /. ricinus tirii kenelerin bulundugu bolgelerde dagilim gostermektedir (Rizzoli ve
ark.,2011). Avrupa’da bu kene tirii kuzey Tiirkiye ve Tunus’un Atlas Daglari’ndan
baslayarak, kuzey batiya dogru kuzey Isve¢’e kadar dagilim gdstermektedir (Chomel, 2015).
Enfekte kene yogunlugu yiiksek rakimlarda azalmaktadir. Lyme hastalig1 insidensi Orta
Avrupa’da en yiiksek, kuzeye ve giineye gittikce insidensin diistiigli gozlenir (Rauter ve

Hartung, 2005; Chomel, 2015).

2.6.3. Tiirkiye

Ixodes spp. en fazla Tirkiye'nin kuzeyinde Karadeniz bdlgesinde goriilmektedir.
Iklimi 1liman ve nemli olan bu bolgede yagisin ¢ok ve ormanin yogun olmasi bu duruma
zemin hazirlamaktadir (Agic1 ve Celep., 1997; Aydin ve Bakirci, 2007; Acici ve ark., 2008;
Kar ve ark., 2013; Orkun ve ark., 2014).

Tirkiye’de Lyme hastaligi insanlarda ilk kez 1990 yilinda bildirilmistir (Cakir ve
ark., 1990; Koksal ve ark., 1990). Ilk Borrelia izolasyonu Karadeniz bdlgesinden (Unye-

Bartin) toplanan I ricinus tiirii kenelerden gerceklestirilmistir (Polat ve ark., 1998). Polat ve
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ark. (2010) sonraki yillarda Tiirkiye’de ilk defa Lyme hastalarindan etkeni lretmislerdir
(Polat ve ark., 2010). Lyme hastaliginin goriilme sikhigi; fare, kegi, geyik, kopek gibi
hayvanlarla temasm sik oldugu kirsal ve yiiksek rakimli ormanlik bdlgelerde daha fazladir.
Ciinkii bu hayvanlar Ixodes cinsi kenelerin rezervuari durumundadr. Lyme hastalig1 i¢in
yiiksek riskli bolgeler rezervuar hayvanlarm bulundugu yerler olup, hayvancilik ve tarimla
ugrasan insanlar yiiksek risk altindadir (Mutlu ve ark., 1995). Ulkemizin farkli bdlgelerinde
insanlarda yiirlitiilen serolojik calismalar sonucunda elde edilen Lyme hastaligi
seropozitiflikleri riskli gruplarda %3.3-35.9 arasinda bulunmustur (Gokfidan, 1992; Mutlu ve
ark., 1995; Goral ve ark., 1997; Gliner ve ark., 2003; Aydin ve Bakirci, 2007; Aslan Basbulut
ve ark., 2012). Bu calismalar iilkemizde Lyme hastaliginin varligimi gostermektedir. Orta
Karadeniz Bolgesi’nde hayvanlarda Lyme borreliosis, serolojik ¢aligmalarla siit¢li sigirlarda,
farelerde, kopeklerde ve atlarda tespit edilmistir (Izgiir ve ark., 1997; Giiner ve ark., 2005;
Bhide ve ark., 2008). Ayrica, Tirkiye’nin kuzeyinde kenelerde B. burgdorferi sensu lato
varlig1 farkli calismalarla belirlenmistir (Giines ve ark., 2007; Sen ve ark., 2011; Kar ve ark.,

2013).
2.7. Lyme Hastah@ina Bagh Klinik Belirtiler

2.7.1. insanlarda Klinik belirtiler

Lyme hastaligi insanlarda cogunlukla kene isirigmim ardindan deride eritema
migransla ortaya ¢ikar, baslangigta grip benzeri semptomlarla karakterize, ates, yorgunluk,
bas agrisi, kas ve eklem agrilar1 ve enfeksiyonun ilerledigi donemlerde ise kardiak, ndrolojik,
romatizmal hastaliklar tarzinda gozlenmektedir (Busmich, 1994; Bhide ve ark., 2008). Kene
1s1r181 Oykiisiinden kisa bir siire sonra Lyme hastalig1 vakalarmin %60-80’inde deride eritema
migrans lezyonlar1 gozlenir. Ancak insanlarda hastalarm yalnizca %30’unun kene ile
isirildigint bildirmeleri ve derideki baslangi¢c lezyonunun bdcek 1sirig1 veya alerjik kizariklik
ile karistirilabilmesi hastaligin teshisinde erken donemde farkindalik agisindan en biiyiik
engeli olusturmaktadir. Kene 1sirigindan birkag hafta veya aylar sonra etken tiiriine bagli
olarak insanlarda gozlenen klinik belirtiler de degisiklik gostermektedir. ABD’de Lyme
artiritine noroborreliyoz’dan ¢ok daha sik rastlanmaktadir. Avrupa’da ise Noroborreliyoz,
Borreliyal Lymphocytoma cutis ve acrodermatitis chronica atrophicans yaygin olarak, kronik

artirit ise gozlenmektedir (Chomel, 2015).



2.7.2. Evcil Hayvanlarda Klinik belirtiler

B. burgdorferi kopeklerde, atlarda ve sigirlarda belirgin klinik bulgulara neden
olmaktadir (Busmich, 1994; Higgins, 2004; Bhide ve ark., 2008). B. burgdorferi’ye maruz
kalan evcil hayvanlarin biiylik bir ylizdesi infekte olmalarina karsin klinikk semptom
gostermeyebilir. Evcil hayvanlarda gozlenen topallik ve eklem sigsmesi baski klinik
belirtilerdir. Diger klinik bulgulardan miyokardit, ensefalit, bobrek hastaligi, abort, uyusukluk
ve davranis degisiklikleri daha az siklikla bildirilmektedir (Bushmich, 1994).

Kopeklerde hastalik tek veya farkli ekstremitede topallik, eklemlerde siskinlik, ates
ve depresif tutum olarak akut bir baglangi¢ seklinde ortaya ¢ikar. Daha seyrek olarak davranig
bozukluklari, nobetler, ensefalit, renal disfonksiyon, kardiak aritmi ve iireme bozukluklari
goriiliir (Scotarczak ve Wodecko., 2003; Bhide ve ark., 2008). K&pekler evcil hayvanlar
arasinda Lyme hastali1 arastirmalarda en uygun hayvan modelidir (Krupka ve Straubinger.,
2010).

Atlarda B. burgdorferi sensu lato infeksiyonu abort, laminit ve kilo kaybma yol
acmaktadir. Ayrica atlarda ndrolojik belirtiler (bas egme, yutma giicliigli, amagsiz dolasma)
ve korliikk Lyme hastaligiyla iligkili ensefalitin bir sonucu olarak tespit edilmistir (Busmich,
1994; Scotarczak ve Wodecko, 2003; Higgins, 2004; Bhide ve ark., 2008).

Sigirlarda akut lyme borrelyozu; genellikle ates, sertlik, eklemlerde siskinlik ve siit
veriminde azalma ile kendini gostermektedir. Kronik kilo kaybi, laminit ve abort da
gbzlenebilen diger klinik belirtilerdir (Parker ve White, 1992; Busmich, 1994; Izgiir ve ark.,
1997; Higgins, 2004).

2.8. Tam

Lyme hastaliginmn insan ve hayvanlarda teshisinde serolojik testler 6n plandadir. iki
testten olusan “iki asamali yaklasim” temelli testler insan hekimliginde Lyme hastaligi’nin
teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Rizzoli ve ark., 2011). ilk asamada enzim
immunoassay (ELISA) veya immun floresan (IFA) testi uygulanir. Son donemde 6zellikle
anti-B. burgdorferi Immunoglobulin M (Ig M) ve IgG ELISA testi insanlarda Lyme
hastaliginin tanisinda kullanilmaktadir. Insanlarda erken dénemde hastaligin teshisi icin IgM
ELISA kullanilirken, kopeklerde yalnizca anti-Borrelia burgdorferi 1gG antikorlarmin
saptanmasia yonelik testler uygulanmaktadir (Krupka ve Straubinger, 2010; Rizzoli ve ark.,
2011). ELISA testlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu bakteri lizatina dayali olup, spesifitesi
disiiktiir. ELISA testinde pozitif bulunan 6rnekler dogrulama amacli olarak Western Blot testi

ile analiz edilir (CDC, 2017). Bu testte B. burgdorferi sensu lato’ya ait immuno-dominant

10



proteinlerin bazilar1 (6rn: flagellin, BmpA, OspA, OspB, OspC vb.) nitroseliiloz membrana
aktarilarak sonuclar spesifikhale getirilmistir. Son yillarda, VISE proteininin bir kismini temsil
eden sentetik bir peptid olan C6’ya dayali ELISA yontemi de ikili testin yerine yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Krupka ve Straubinger, 2010).

Hastalik etkeninin kiiltiirde {iretilmesi 6-8 haftada tamamlanmakta ve kiiltiirlin
sensitivitesi diisiiktiir. Lyme borreliyozlu hastalarm dokularinda ve viicut sivilarinda B.
burgdorferi’nin az sayida olmasi organizmanin kiiltiirle direkt teshisinde temel problemdir.
Bu nedenle PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile belirli genlerin ¢ogaltilmasi bu soruna umut
veren bir ¢6ziim olarak goriilmektedir. Tanida hedef DNA dizisi, B. burgdorferi tiiriine 6zgiil
olmaly, fakat ayn1 zamanda tiim B. burgdorferi suslarini1 da kapsamalidir (Lebech ve Hansen,
1992). DNA dizisinin belirlenmesinde Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilmis kimyasal
kesim protokolii (Maxam ve Gilbert, 1977) ve Sanger tarafindan gelistirilmis DNA
replikasyonunun dogal siirecine benzeyen Sanger metodu yer almaktadir. Dideoksi veya
zincir sonlandirma metodu adi da verilen Sanger metodu DNA’da var olan normal dNTP’lere
ek olarak ddNTP’nin kullanimina dayanmaktadir (Sanger ve ark., 1977).

Tanida en fazla kullanilan genlerden olan fla geni flagellin proteinini kodlayan gen
olup, dizi analizi sonucunda bu gende Amerika ve Avrupa suslar1 arasinda sadece birkag
niikleotid farklilig1 oldugu ve bu genin farkli B. burgdorferi suslar1 arasinda yiiksek oranda
korundugu belirlenmistir (Wallich ve ark., 1990; Lebech ve Hansen, 1992). Lyme hastaligi
etkenini tanimlamaya yonelik filogenetik ¢alismalarda bakteriye ait /6S ribozomal RNA’y1
kodlayan 76S ribozomal DNA (16S rDNA) nin saptanmast yaygin olarak kullanilmakta olup,
B. burgdorferi sensu lato suslarinda mutasyon orani diisiik oldugu i¢in genel olarak korunmus
bir bolgedir (Le Fleche ve ark., 1997).

B. burgdorferi sensu lato’ya ait her tiir kendi icerisinde ve birbirleri arasindaki
genetik degiskenlik, patojenite, klinik tablo, tani yontemleri ve ekolojisi bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Farkli gen tiirlerinin dagilimi farkli cografik alanda degisiklik
gosterir. Son yillarda farkli Borrelia suslarmimn siniflandirilmast ve direkt tanimlanmasi igin

yeni molekiiler testler gelistirilmistir (Derdakova ve Lencakova, 2005).

2.9. Kontrol

Lyme hastaligini 6nlemek icin kene 1sirig1 riskini azaltmak en Onemli stratejidir
(Vazquez ve ark., 2008). Bu nedenle, insanlar ve hayvanlarin kenelere maruz kalmalarini
engellemek gerekmektedir. Kene ile enfeste alanlara girilmemesi, kene populasyonunun

yogun oldugu bu tip yerlerin ziyareti swrasinda ise uzun kollu, uzun pacal kiyafetlerin
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giyilmesi pacalarin corap igerisine sokulmasi kenelerle karsilasma riskini en aza
indirmektedir. Ayrica insanlarda kene kovucularin hayvanlar icin ise akarisidlerin
kullanilmas1 keneleri uzak tutmakta faydahdir. Insanlar kendilerini ve sahibi oldugu
hayvanlar1 siirekli kene yOniinden gozden geg¢irmeli ve en kisa siirede bu keneleri
uzaklastrmalidirlar (Barbour ve Fish, 1993; Kazmierczak ve Sorhage, 1993). Kene
1sirigindan sonra 48 saat igerisinde kenelerin uzaklastirilmasi B. burgdorferi’nin bulastirilmasi
riskini belirgin bir sekilde azaltmaktadir (Shih ve Spielman, 1993).

Insanlarda Lyme hastaligmma karsi asi uygulanmamaktadir. Kopeklerde inaktif

bakterin agilar veya rekombinant OspA protein asilar1 kullanilmaktadir (Chomel, 2015).

2.10. Tedavi

Insanlarda Lyme hastaliginmn tedavisi igin 10-21 giinliik doksisiklin veya amoksisilin
oral yolla uygulanir. Erken donemde tani konulamamis ise intravendz yolla seftriakson
uygulanir (Barbour ve Fish, 1993). Lyme hastalig1 olan kopeklerde, erythema migrans
gozlenmedigi i¢in hastaliin donemini tahmin etmek zordur. Veteriner hekim hastaligin cesitli
dokulara yayildig1 ilerlemis donemde oldugunu farzederek hastay: tedavi eder (Krupka ve
Straubinger, 2010). Semptom gosteren kopeklerde oral yolla 30 giin siireyle doksisiklin veya

amoksisilin verilir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Kenelerin Toplanmasi
2015 yili Mayis ve Haziran aylarinda Samsun ili Tekkekoy ilgesiSanayi mahallesi ile
Yesilyurt ve Yagbasan orman kdyleri, Ordu ili Unye ve Fatsa ilgelerine (Sekil 7) ait orman

koylerinde sigirlara tutunan 369 adet kene toplanda.

Sekil 7. Sigirlardan kenelerin toplandig1 Samsun ili Tekkekdy ilgesi ve Ordu ili Unye ve Fatsa ilgeleri

haritasi (http://www.uyduharita.org/wp-content/uploads/samsun_sahil haritasi.bmp)

Sigirlardan kene toplanmasi amaciyla oncelikle koy muhtarlarindan ve koyliilerden
izin alind1i. Bolgede genel olarak sigir wklarinin Jersey ve Simental oldugu godzlemlendi.
Ahirlarin temiz olduklar1 ve sigirlarin da bakicilar tarafindan olduk¢a temiz tutulduklar:
gozlemlendi. Ahir ¢evresinde kopek ve kedi besledikleri de belirlendi. Sigirlar ahirda veya
hayvan sahibi tarafindan hayvanlar digariya cikartilarak klinik semptomlar yoniinden
incelendi. Her bir hayvan sahibi tarafindan tutularak rahatlatildi ve keneler hicbir sekilde
hayvanlara rahatsizlik verilmeden pens kullanilarak toplandi. Ozellikle, hayvanlarin aksillar
ve kasik bolgelerinde bulunduklar: belirlendi. Kenelerin toplama sirasinda zarar gérmemeleri
ve parcalanmamalarina 6zen gosterildi. Keneler sigirlardan dikkatli bir sekilde pens

yardimiyla par¢alamadan alindi ve %70 etanol igeren kapakli falkon tiiplere toplandi.
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3.1.2. Kenelerin Tanimlanmasi

Kenelerin tanimlanmasi igin steril bir petri kabma iki tarafi yapiskan bir bant
yapistirildi. Her bir kene pens ile alinarak bandin iizerine yerlestirildi. Kenelere ait morfolojik
ozellikler dikkate almarak stereomikroskop (Nikon SMZ 1500) altinda tiir diizeyinde ayirim
yapildi. Laboratuvar ortaminda keneler ile calisirken, infeksiyoz etkenler ile caligilirken
kullanilan FFP2 maskeler takildi (Walker ve ark., 2007). Kenelerin tanimlanmasinda
Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi,
Prof. Dr. Mustafa ACICI’dan yardim alind1.

Kenelerin tanimlanmasinda dikkate alinan ozellikler: Ixodes disi kenelerin agiz
organellerinin uzun olmasi ve diger uzun agiz boliimlii olan cinslerden Amblyomma ve
Hyalomma’dan ayirt edilmesinde bu iki cinsin aksine Ixodes kenelerin koyu kahverengiden
siyaha degisen viicuda ve bacaklara sahip olmasidir. Ixodes kenelerin gozleri yoktur. Ixodes
cinsi diger tiim ixodid kenelerden (Metastriata) ayr1 olan biiyiik ixodid keneler (Prostriata)
grubunu olusturur. Bu cinsin bariz bir 6zelligi, tim metastriate kenelerinde anal olukantisii
arkadan kusatmasina karsin, bu cinste 6nden kusatmaktadir. Bu karakteristik 6zellik disi
Ixodes cinsinde en belirgindir, erkeklerde anal oluk biiyiik diiz ventral plaklarin arasindan
gecmektedir (Walker ve ark., 2007). Ixodes cinsi erkek keneler disilerden ¢ok kiicliktiir ve
uzun palpli kenelerdir. Bu calismada toplanan erkek keneler, ¢iftlesme durumunda disi
kenelerin iizerine tutunan boyut olarak kiiclik kenelerdir. Keneler tanimlandiktan sonra DNA

ekstraksiyonu yapilincaya kadar +4°C’de %70’lik alkol igerisinde bekletildi.

3.1.3. Ornek Toplanan Ilcelerin Cografi Konumu

Tekkekdy ilgesinde Yesilyurt kdyii enlem: 41.121°, boylam: 36.539°, rakim: 160 m,
Yagbasan kdyii enlem: 41.117°, boylam: 36.559°, rakim: 105 m dir. Ordu iline ait Unye ilcesi
enlem: 41.12°, boylam: 37.28°, rakim: 286 m, Fatsa il¢esi enlem: 41.02°, boylam: 37.50° dir

(www.netkayit.com).

3.1.4. Meteorolojik Veriler
2015 yili Mayis, Haziran aylarina ait aylik nem, nispi nem, sicaklik, riizgar hiz1 ve

toplam yagis degerlerini igeren veriler Meteoroloji 10. Bolge Miidiirliigli - Samsun’dan temin

edildi.
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3.1.5. Kullanilan malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti
Toplanan kenelerden ekstraksiyon igin ticari kit DNAeasy Blood&Tissue kit
(Qiagen) kullanildi.

PZR Tamponlan
PZR karisiminda yer alan tamponlar, 7ag DNA polymerase, 25 mM MgCl,, 10X
Standart Taq (Mg-free) reaksiyon tamponu, (10 mM) dNTP (deoksiniikleotid trifosfat) set’tir.

Jel Yiikleme Tamponu, 1X TBE buffer
Hazir halde bulunan 10X hacmindeki TBE buffer solusyonundan agaroz jel
hazirlanmasinda ve jel elektroforezinde kullanilmak iizere 1X hacminde TBE buffer

hazirlandi.

Agaroz Jel

PZR iiriinlerinin belirlenmesi amaciyla agaroz jel hazirlandi. Erlenmayer igerisine
100 ml 1X TBE solusyonundan% 1 veya 1,5 oraninda agaroz hazirlandi. Bu amagla, 100 ml
1X TBE solusyonuna konsantrasyona bagli olarak 1 veya 1,5 g agaroz ilave edildikten sonra,
mikrodalga firmda homojen hale gelinceye kadar eritildi. Ardindan sivi hale gelen agaroz
thistirilldir ve etidium bromid’ten 0,5 pg/ml ilave edilerek homojen olmasi i¢in yavasga
karistirildi. Elektroforez tankina yerlestirilen aparata dokiildii ve jel olusumu i¢in beklendi.
DNA dizi analizi i¢in DNA Orneklerinin jelden saflastirilmalar1 amaciyla Agarose B Low

EEO kullanildi.

Ornek yiikleme boyasi (DNA gel Loading Dye) (6x)
PZR iiriinleri jele uygulanmadan 6nce 5 pl o6rnege 1ul boya igerecek sekilde

hazirlandi.

Belirtecler (DNA Ladder)
Farkli boyutta DNA’lar1 belirlemeye yonelik, Gene Ruler DNA Ladder Mix
#SMO0333 ve kiigiik boyutlu DNA belirteci N3234S kullanild.
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Primerler
Kene ekstraktlarindan elde edilen genomik DNA’dan PZR ile flaB geni ve 16SrDNA
geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan oligoniikleotid primer dizileri belirlenerek ticari firmaya

(BM Laboratuvarlar1) sentezlettirildi. Reaksiyonda kullanilan primerler Tablo 1°de gdsterildi.

Tablo 1. fla B ve 165rDNA’nin ¢ogaltilmasinda kullanilan forward (F) ve reverz (R) primerlere ait diziler

Primerler Fragment Baz Dizisi (5 -3) Referans
uzunlugu
(be)
flaB-F 150 TTGCTGATCAAGCTCAATATAACCA | Yeveark., 2016
flaB-R 150 TTGAGACCCTGAAAGTGATGC Ye ve ark., 2016
16S rDNA-F 1360 GCGAACGGGTGAGTAACG Giiner ve ark., 2003
16S rDNA-R 1360 CCTCCCTTACGGGTTAGAA Giiner ve ark., 2003

Liyofilize olarak alinan primerlerden steril bidistile su ile 100 pmol konsantrasyonda
stok hazrrlandi ve 100 pl hacminde tiiplere paylastirildi. Primerler 20 pmol/ul

konsantrasyonda kullanilmak tizere diliie edildi.

DNA Jel Eliisyon Kiti
QIAquick Gel Extraction Kiti PZR iirlinlerinin agaroz jelden saflastirilmasi amaciyla

kullanildz.

Referans DNA’lar

B. burgdorferi, B. afzelii ve B. garinii tiirlerine ait sirastyla B31, PKo ve PBi referans
suslarindan elde edilen DNA’lar Prof. Dr. Utpal PAL (Maryland Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, ABD) tarafindan sagland:.

3.2. Metod

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu
Sigirlardan aliman kenelerden bol miktarda kan emmis (doymus) keneler ¢aligmaya

dahil edilmedi. Doymus biiyiikk boyuttaki keneler emdikleri kandan dolayr kanda bulunan
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komplementin Borrelialar1 61diirme ihtimali ve kandaki inhibitor maddelerin PZR ile analizini
etkileme olasilig1 bu kararin verilmesinde etkili olmustur (Kurtenbach ve ark., 1998; Bhide ve
ark., 2005). Calismaya eriskin kiiclik boyuttaki doymamis veya yart doymus keneler dahil
edildi.

Boyut farkliliklar1 dikkate aliarak ayni boyutta olan kenelerin 2 veya 3 adedi bir
araya getirilerek DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Keneler Giivenlik Seviyesi 2 olan steril
calisma kabini (ESCO) igerisinde steril petri kutusunda % 70’lik etanol igerisinde
dekontamine edildi. Iki defa steril distile su ile yikand1 ve kabin igerisinde havada kurutuldu.
Kenelerden genomik DNA ‘Qiagen DNeasy blood and tissue kit” kullanilarak {iretici firmanin
direktiflerine uyularak elde edildi. Buna gore, ekstraksiyon kitinde bulunan tampon 1 steril
tiiptlin igerisine ilave edildi ve keneler bu tamponun igerisinde bir miiddet bekletildikten sonra
vortekslendi. Daha sonra yine steril petri igerisine ¢ikartilan keneler her asamada alkolden
gecirilerek distile sudan gegirilen bistiiri ile pargalara ayrildi. Par¢alanmis keneler kisa bir
siire santrifiij edilerek tiiptin dibine ¢oktiiriildii. Tiiplere 20 pl proteinaz K ilave edildi,
vortekslendi ve su banyosunda 56 C’de dokular tiimiiyle lize oluncaya kadar en az 3 saat
bekletildi. Tiipler 15 saniye vortekslendi ve orneklere 200 pl tampon 2 ilave edilerek
vortekslendi. Tiipler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve vortekslendi. Daha sonra, 230ul
etanol ilave edilerek vorteks ile karistirildi vedrnekler toplama tiiplerine (2 ml) yerlestirilmis
olan DNeasy Mini spin kolonlarina uygulandi. 6000xg’de (8000 rpm) 1 dakika santrifiij
edildi. Kolondan alta gegen sivi toplama tiipii ile birlikte atildi. Spin kolon yeni bir 2 ml’lik
toplama tiipiine yerlestirildi ve 500 pl yikama tamponu 1 ilave edildi ve 6000xg’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolondan alta gecen sivi toplama tiipii ile birlikte atildi. Yeni bir tiipe
yerlestirilen kolona 500 pl yikama tamponu 2 ilave edildi ve 20 000xg’de (14 000 rpm) 3
dakika santriftij edildi. Kolondan alta gegen sivi toplama tiipii ile birlikte atildi. DNA’nin
eldesi asamasinda; kolon temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve kenenin
boyutuna bagl olarak (35-100ul) elusyon tamponu konarak 1 dakika beklendi ve ardindan
6000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Ayn1 islem 2. defa tekrarlanarak farkli bir tiipte elusyon
yapildi. Genomik DNA Orneklerinin konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre (Thermo,
NANODROP 2000 Spectrophometer) ile ng/ul degerinde 6lgiildii. DNA 6rnekleri PZR’da
kalip DNA olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandu.

3.2.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Her bir 6rnek i¢in 25 pl PZR karisimi asagidaki Tablo 2°de sunuldugu sekilde

hazirlandi.
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Tablo 2. PZR icerikleri ve konsantrasyonlar1 (Masuzawa ve ark., 2001)

PZR Karisim 25 pl reaksiyon Final Konsantrasyon
10X Standart Taq (Mg-free) | 2.5 ul 1X

reaksiyon buffer

25 mM MgCl, 2 ul 1,5-2 mM

10 mM dNTPs 0.5 ul 200 uM

20 uM Forward (F) Primer 0.5 ul 10 uM

20 uM Reverz (R) Primer 0.5 ul 10 uM

Taq DNA Polimeraz 5 u/pl 0.2 ul 1 unite

Kalip DNA 2.5 ul <lpg

Distile su 25 ul’ye tamamlandi

Hazirlanan PZR karisimi PZR cihazina (Biometra-Tpersonal) yerlestirildi. Her bir
hedet DNA’nin ¢ogaltilmasi amaciyla PZR cihazinda Tablo 3’teki kosullar uygulandi.

Tablo 3. Hedef DNA’larin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR kosullar1 (Giiner ve ark., 2003; Ye ve ark., 2016)

Primerler Denatiirasyon Primerlerin baglanmast | Primer uzamasi Son Uzama

flaB 94 °C, 30 sn 52C",30sn 72C"1dk,30sn | 72 C", 10 dk
35 dongii

16SrDNA | 94°C, 30 sn 60 C, 30 sn 72C 1dk,30sn | 72C", 10 dk
35 dongii

3.2.3. PZR Uriinlerinin Analizi

PZR iirlinleri agaroz jel elektroforeze uygulanarak incelendi. Bu amagcla, agaroz son
konsantrasyonu %1,5 olacak sekilde TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) tamponuna ilave edildi.
Mikrodalga firinda eritildi ve oda 1sisinda bekletildikten sonra ethidium bromide (EB) ilave
edilerek yatay elektroforez tankia dokiildii. Bas kismma tarak yerlestirilerek kuyucuklarin
olusumu saglandi. PZR friinleri yiikleme boyast (6x Loading dye) ile karistirildi ve
kuyucuklara uygulandi. TBE tamponunda elektrik akmm altinda yiiriitiildiikten sonra

transilluminator cihazinda ultraviyole 15181 altinda goriintiilenen bantlar ticari standart DNA
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karisimlarindan hazirlanmis belirtecler (DNA Ladder) ve pozitif kontrol DNA’lar1 ile
karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.4. PZR ile Cogaltilan Hedef Gen Konsantrasyonunu Saptama

Limitinin Belirlenmesi

PZR ile ¢ogaltilan hedef flaB geni ve 16S rDNA’nin agaroz jelde goriintiilenebilmesi
icin gerekli minimum DNA miktar1 belirlendi. Bu amagla, {ic Borrelia tiirline ait B.
burgdorferi B31, B. afzelii PKo ve B. garinii PBi referans suslarinin nanodrop
spektrofotometrede konsantrasyonlari belirlendi. 10 kathi dilusyonlar1 hazirlanmis genomik
DNA’lar kalip DNA olarak kullanilarak PZR ile hedef flaB geni ve 16S rDNA ¢ogaltild1.
Agaroz jelde en son goriintiiniin elde edildiZi DNA konsantrasyonu minimum DNA

konsantrasyonu olarak tespit edildi.

3.2.5. DNA Orneklerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

QIAquick Gel Extraction kiti kullanilarak {iretici firmanin direktiflerine gore agaroz
jelden DNA’lar saflastirildi. Buna gére, PZR firiinleri agaroz jele uygulandi. Hedef DNA’lara
ait bandlar temiz jilet ile agaroz jelden transilluminator cihazinda UV 1sm altinda kesilerek
alindi. Saf hedef DNA’lar1 igeren jel, agirhiginin 3 kat1 hacimde tampon igerisinde 50°C 1s1da
tutularak eritildi. Karisima bir jel hacmi isopropanol ilave edildi ve 750 pl spin kolona
uygulandi, 17 900xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Membrandan gegen kisim atildi. Kolona 500
ul tampon-1 eklendi ve 17 900xg’de 1 dakika santrifiij edilerek yikandi. Daha sonra, kolona
750 pul tampon-2 ilave edildi ve 17 900xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonun membranina
baglanmig olan DNA 50 pl elusyon tamponu (10 mM Tris-Cl, pH:8,5) ilave edildikten sonra
santrifiij edilerek temiz bir tiip icerisine alindi. DNA 6rneklerinin konsantrasyonu nanodrop

spektrofotometre ile ng/ul degerinde 6l¢iildii. Saf DNA’lar -20°C’de sakland.

3.2.6. Dizi Analizi

Bu amagla flaB ve 165 rDNA genlerine dayali PZR ile pozitif bulunan 6rneklerden
2’s1 ile 3 adet referans DNA’ya ait flaB geni PZR ile ¢cogaltildi ve agaroz jel elektroforeze tabi
tutuldu. DNA ladder ile karsilastirarak referans DNA’lar ve 6rneklere ait PZR {iriinlerine ait
bandlar (yaklasik 150 b¢ boyutunda) jelden kesilerek cikartildi ve hedef DNA’lar QIAquick
Extraction Kit kullanilarak talimatlara uygun olarak saflastirildi. Ornekler dizi analizi igin BM
Laboratuvarlarma gonderildi. Dizi analizi verileri internetten NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (www.ncbi.gov) web sitesinde ‘‘nucleotid blast’> bolimiine

girildi ve DNA dizilerinin homoloji tayini yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kenelerin Toplanmasi

2015 yil1 Mayis ve Haziran aylarinda Samsun ili Tekkekdy ilgesi ve Ordu ili Unye ve
Fatsa ilgelerinde yetistirilen sigirlardan 369 adet kene toplandi. Temmuz ve Agustos aylarinda
ayni bolgelere gidildi. Ancak hayvanlarda kene olmadigi gozlendi ve koyliilerin kene ile
miicadele amaciyla hayvanlara kene ilaci kullandiklar1 6grenildi. Bu nedenle bu aylarda
sigirlardan kenetoplanamamistir. Kenelerin toplandigr sigirlarin  higbirinde klinik veya

makroskobik olarak gozlemlenecek bir bulguya rastlanmadi.

4.2. Kenelerin Tanimlanmasi

Stereomikroskop altinda incelenmeleri sonucunda kenelerin; Ixodes ricinus,
Hyalomma marginatum, Haemaphysalis parva, Rhicephalus turanicus, Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus tiirleri oldugu belirlendi (Tablo 4). Kenelerin 289 adetinin (% 78)
Ixodes ricinus oldugu tespit edildi. Sigirlara tutunan ergin disi /. ricinus tirii kan emme
durumlarma gore doymus, yart doymus veaz miktarda kan emmis olarak ayrildi (Sekil 8).
Samsun ili Tekkekdy ilcesinde 202 (% 79,5), Ordu ili Unye ilgesinde 65 (% 76,4) ve Fatsa

ilcesinde ise 22 kenenin (%73,3) 1. ricinus oldugu saptandi.

A B

Sekil 8. Sigirlardan toplanan /xodes keneler. A. Dorsal goriiniim, B. Ventral goriiniim.

20



Tablo 4. Sigirlardan toplanan kene tiirlerinin dagilimi

Kene Tiirleri Yesilyurt Yagbasan Tekkekdy Fatsa Unye
Sanayi

(Tekkekdy) (Tekkekdy) | mahallesi
Ixodes ricinus 145 (% 91) 57 (% 100) 22(%73,3) | 65 (%76,4)
Disi 124 (12 D) 48 (6 D) 20 (8D) 54
Erkek 21 9 2 9
Nimf 2
Haemaphysalis parva
Disi 3
Erkek 2 5
Hyalomma
marginatum
Disi 1 1 1
Erkek
Rhipicephalus
turanicus
Disi 10 17 1
Erkek 3 20 2
Rhipicephalus
annulatus
Disi 10
Erkek 3
Nimf 1
Toplanan Kene Sayis1 | 159 57 38 30 85

D: Doymus kene

4.3. Ornek Toplanan ilcelerin Cografi Konumu
Tekkekdy ilgesinde Yesilyurt kdyii enlem: 41.121°, boylam: 36.539°, rakim: 160 m,
Yagbasan kdyii enlem: 41.117°, boylam: 36.559°, rakim: 105 m dir. Ordu iline ait Unye ilcesi
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enlem: 41.12°, boylam: 37.28°, rakim: 286 m, Fatsa il¢esi enlem: 41.02°, boylam: 37.50° dir

(www.netkayit.com).

4.4. Meteorolojik Veriler

2015 yili Mayis ve Haziran aylarma ait meteorolojik veriler Samsun Meteoroloji 10.
Bolge Midiirliigii’nden saglandi (Tablo 5) (www.samsun.mgm.gov.tr). Meteorolojik veriler,
aylik nem, nispi nem, sicaklik ve toplam yagis degerlerini icermekte olup, kenelerin bolgede

dagilimini etkileyen en 6nemli faktorlerdir.

Tablo 5. Meteorolojik veriler (www.samsun.mgm.gov.tr)

Tekkekdy Unye Fatsa

Meteroloji verileri Mayis Haziran | Mays Haziran Mayis Haziran
Aylik Maksimum | 100 100 93 92 95 94
Nem (%)
Aylik Minimum Nem | 20 24 28 38 18 36
(%)
Aylik Ortalama Nisbi | 84.5 88.3 77.2 74.5 74.7 75.9
Nem (%)
Aylik Maksimum | 27.6 29.5 23.1 27.9 25.8 26.9
Sicaklik (°C)
Ayhk Minimum | 7.1 13.1 7.6 14.5 6.1 13.0
Sicakllik (°C)
Aylik Ortalama | 16.5 21 16.1 20.9 15.9 20.6
Sicaklik (°C)
Aylik Toplam Yagis | 17.5 66.6 36 36.4 36.2 91.8
(mm)

4.5. DNA Ekstraksiyonu

Ayn1 bolgeden toplanan /. ricinus kenelerin boyutlarina gore 2-3 adeti biraraya
getirildi ve DNA ekstraksiyonlar1 yapildi. 116 ekstraktin 84’ti Samsun ili Tekkekoy il¢esinde,
60’1 Yesilyurt kdyiinde, 24’ti Yagbasan koOyiinde yetistirilen sigirlardan toplanan kenelere

aittir. Geriye kalan 32 ekstraktin 25’i Ordu’nun Unye ilgesi, 7’si ise Fatsa ilgesine aittir.
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4.6. Hedef DNA’larin Saptanma Limitinin Belirlenmesi

PZR ile hedef DNA’larin ¢ogaltilmasinda kullanilabilecek minimum genomik DNA
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla referans susDNA’larin 10 katl dilusyonlari
hazirlandi. B. burgdorferi B31, B. afzelii PKo ve B. garinii PBi referans suslarinin DNA
konsantrasyonlar1 sirasiyla 120 pg/ml, 7 pg/ml ve 11 pg/ml olarak ol¢iildii. PZR’da kalip
DNA’larin her bir konsantrasyonundan 2,5 pl uygulandi ve genomik DNA’larin en diisiik
konsantrasyonlari sirastyla; 1,2 pg/ml, 0,7 pg/ml ve 1,1 pg/ml olacak sekilde PZR karigimina
ilave edildi.

PZR ile ¢ogaltilan /6S rDNA’nmn agaroz jelde goriindiigii en diisikk genomik DNA
konsantrasyonu B31 susu i¢in 12 pg/ml, PKo susu i¢in 7 pg/ml (Sekil 9) ve PBi susu i¢in 11

pg/ml olarak saptandi (Sekil 10). Deneyin tekrarlanmasi sonucunda ayni sonuglar elde edildi.

AL 1 2 3 4 5 L] T 3 9 10 11 1 13

1360 bg_

Sekil 9. /6S rDNA genine dayali PZR islemi (1-7: B. burgdorferi B31 ve 8-13: B.
afzelii PKosuslarinin DNA saptanma limiti, M: marker 100-10.000 bg)

1360 bec

Sekil 10. 76S rDNA genine dayali PZR islemi (1-4: B. garinii PBi susu DNA saptanma limiti,
M: marker 100-10.000 bg)
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PZR ile ¢ogaltilan flaB geninin agaroz jelde saptanma limiti /6S rDNA ile benzer
sekilde, B31 susu i¢in 12 pg/ml (Sekil 11), PKo susu i¢in 7 pg/ml ve PBi susu i¢in 11 pg/ml

olarak saptandi (Sekil 12). Deneyin tekrarlanmasi sonucunda ayni sonuglar elde edildi.

Sekil 11. flaB genine dayali PZR (1-7: B. burgdorferi B31 susuna ait DNA’nimn agaroz jelde
saptanma limiti, M: marker 50-766 bg)

150

Sekil 12. flaB genine dayali PZR (1-6: B. afzelii PKove 7-12: B. garinii PBi
suslarina ait DNA’nin agaroz jelde saptanma limiti, M: marker 50-766 bg)
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4.7. I ricinus Tiirii Kene Orneklerinde B. burgdorferi Varhgmim

Belirlenmesi

4.7.1. Orneklerde B. burgdorferi flaB geninin PZR ile Saptanmasi

1 2 3 4 5 G 7 8 2 10 11 12

Sekil 13. flaB genini hedefleyen PZR {iriinlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker 100-10.000 b,
flaB geni temsili pozitif drnekler (4, 6 ve 8 numarali kuyucuklar), flaB geni negatif 6rnekler
(2,3, 5, 7, 9 numarali kuyucuklar), pozitif kontrol; B. burgdorferi B31, B. afzelii PKo, B. garinii

PBi referans suslar1 (sirastyla 10,11 ve 12 numarali kuyucuklar)

B. burgdorferi tasiyan Ixodes kenelerin tespit edilmesi amaciyla, B. burgdorferi’ye
ait flaB geni varlig1 PZR ile belirlendi. Borrelia’nin farkl referans tiirleri; B. burgdorferi B31,
B. afzelii PKo ve B. garinii PBi suslarma ait DNA’lar pozitif kontrol olarak kullanildi ve
testin optimizasyonu gercgeklestirildi. Referans DNA’larda yatay elektroforezde yaklasik 150
b¢ boyutunda band gozlendi (Sekil 13). Sigirlardan toplanan kenelere ait DNA 6rneklerinde
fla genini hedefleyen PZR yapildi. Yiiz elli b¢ boyutunda band gozlenen Ornekler pozitif
olarak belirlendi. Sonuglar ekstrat ve kene bazinda degerlendirildi. Kenelerden elde edilen
116 ekstrakttan saflastirilan genomik DNA’lar PZR’de kalip olarak kullanildiginda, 20’sinin
flaB geni yoniinden pozitif oldugu (% 17,24) gozlendi. Kene bazinda ise; ¢aligilan 289 adet /.
ricinus tiiri kenenin 40’inda flaB geni yoniinden pozitiflik (% 13,84) belirlendi ve bunlarin
tiimiiniin disi oldugu gozlendi.

Pozitif DNA’larin bolgesel dagilimi degerlendirildiginde; flaB geni yoOniinden,
Samsun ili Tekkekdy ilgesi Yesilyurt kdyiine ait 60 ekstraktin 9’unda pozitiflik (% 15),
Yagbasan kdyiine ait 24 ekstraktin 4’{inde pozitiflik (% 16,66) ve Ordu ili Unye ilgesine ait
25 ekstraktin 5’inde (% 20), Fatsa ilgesine ait 7 ekstraktn 2’sinde pozitiflik (% 28,57)
saptandi (Tablo 6).
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4.7.2. Orneklerde B. burgdorferi 16S rDNA geninin PZR ile Saptanmasi

1360 be,

Sekil 14. 716S ¥rDNA’y1 hedefleyen PZR firiinlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker 100-10.000bg/6SrDNA
temsili pozitif 6rnekler (1 ve 2 numarali kuyucuklar), /6 SrDNAgeni temsili negatif 6rnek (3 numaral
kuyucuk), pozitif kontrol; B. burgdorferi B31, B. afzelii PKo, B. garinii PBi referans suslar (sirasiyla

4, 5 ve 6 numarali kuyucuklar)

Ixodes cinsi kenelerin B. burgdorferi varligini saptamak i¢in B. burgdorferi’ye 6zgiil
16S rDNA’ya dayali PZR yapildi. Referans DNA’larda yatay elektroforezde yaklasik 1360 bg
boyutunda band gozlendi (Sekil 14). Sigirlardan toplanan kenelere ait DNA 6rneklerinde /65
rDNA genini hedefleyen PZR yapildi. Elektroforezde 1360 bg¢ boyutunda band gdzlenen
ornekler pozitif olarak belirlendi.

Kenelerden elde edilen genomik DNA’lar PZR’de kalip olarak kullanildiginda, /68
rDNA ile 116 ekstraktin 18’inde pozitiflik (% 15,51) bulundu. Kene bazinda 31 disi ve 8
erkek /. ricinus olmak tizere 39 kenede pozitiflik (% 13,49) saptandi.

16S rDNApozitifliginin bolgesel dagilimi1 degerlendirildiginde, Samsun ili Tekkekody
ilgesi Yesilyurt koyiine ait 60 ekstraktin 12’sinde (% 20), Yagbasan kdyiine ait 24 ekstraktin
3’iinde (% 12,5) ve Ordu ili Unye ilgesine ait 25 ekstraktin 3iinde (% 12) pozitiflik saptand1
(Tablo 6).
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Tablo 6. Kene DNA 6rneklerinin flaB geni ve 16S rDNA yoniinden degerlendirilmesi

Ekstrakt Ornek Toplanan Yerler flaB geni 16S rDNA
Numaralar1

1 Yagbasan - -
2 Unye - -
3 Unye - -
4 Yagbasan - -
5 Unye - -
6 Unye - +
7 Yesilyurt - -
8 Yesilyurt - -
9 Unye - -
10 Yagbasan - -
11 Unye + -
12 Yagbasan + -
13 Yagbasan - -
14 Yagbasan - -
15 Unye - -
16 Yesilyurt + -
17 Yesilyurt - -
18 Yesilyurt + +
19 Yesilyurt + -
20 Yesilyurt + -
21 Yesilyurt - -
22 Yesilyurt + +
23 Yagbasan + -
24 Yesilyurt - -
25 Yagbasan - -
26 Yagbasan - +
27 Yesilyurt - -
28 Yesilyurt - -
29 Yesilyurt - -
30 Yesilyurt - -
31 Yagbasan - -
32 Yagbasan - -
33 Yagbasan - -
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Tablo 6 (devami). Kene DNA 6rneklerinin flaB geni ve 16S rDNA yoniinden degerlendirilmesi

34 Yesilyurt
35 Yesilyurt
36 Yesilyurt
37 Yesilyurt
38 Yesilyurt
39 Yesilyurt
40 Yesilyurt
41 Yesilyurt
42 Yesilyurt
43 Yesilyurt
44 Yesilyurt
45 Yesilyurt
46 Yesilyurt
47 Yesilyurt
48 Yesilyurt
49 Yesilyurt
50 Yesilyurt
51 Yagbasan
52 Yagbasan
53 Yesilyurt
54 Yesilyurt
55 Yesilyurt
56 Yesilyurt
57 Yagbasan
58 Yagbasan
59 Yesilyurt
60 Yagbasan
61 Yagbasan
62 Yesilyurt
63 Yesilyurt
64 Yagbasan
65 Yagbasan
66 Yesilyurt
67 Yesilyurt
68 Yesilyurt
69 Yesilyurt
70 Yesilyurt
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Tablo 6 (devami). Kene DNA 6rneklerinin flaB geni ve 16S rDNA yoniinden degerlendirilmesi

71 Yesilyurt - -
72 Yesilyurt - -
73 Yesilyurt - -
74 Yesilyurt - -
75 Unye - -
76 Unye - -
77 Unye - -
78 Fatsa - -
79 Unye - -
80 Unye + -
81 Unye + -
82 Fatsa + =
&3 Yesilyurt + -
84 Yagbasan - -
85 Yesilyurt + =
86 Unye - 3
87 Unye + -
88 Unye + 3
89 Unye - -
90 Yagbasan - -
91 Yagbasan - -
92 Yesilyurt - +
93 Unye - -
94 Unye - +
95 Unye - -
96 Unye - -
97 Unye - -
98 Unye - -
99 Unye - -
100 Unye - +
101 Yesilyurt - -
102 Yesilyurt - -
103 Yesilyurt + +
104 Fatsa - -
105 Fatsa + -
106 Fatsa - -

29




Tablo 6 (devami). Kene DNA 6rneklerinin flaB geni ve 16S rDNA yoniinden degerlendirilmesi

107 Fatsa - -
108 Fatsa - -
109 Yesilyurt - +
110 Yesilyurt - -
111 Yesilyurt - +
112 Yagbasan - -
113 Yesilyurt - -
114 Yesilyurt - -
115 Yesilyurt - -
116 Yesilyurt - -

4.8. Referans ve Ornek DNA’lara ait Dizi Analizi

4.8.1. Referans DNA’ya ait flaB geni Dizisi Analizi

Referans B. burgdorferi B31, B. afzelii PKo ve B. garinii PBi suslarma ait genomik
DNA’lardan PZR ile ¢ogaltilan flaB genine ait amplikonlarin DNA dizi analizleri BM
Laboratuvarlar1 tarafindan Sanger yontemi ile yapildi.

Referans suglara ve Orneklere ait PZR firiinleri agarozdan jel ekstraksiyon kiti ile
saflastirilarak dizi analizi i¢in gonderildi. Dizi analizi, flaB geninin PZR ile ¢ogaltilmasinda
kullanilan forward (F) ve reverz (R) primerlerin her ikisi ile ¢ift tarafli yaptirildi. Temsili blast
sonucu olarak, Avrupa’da yaygin olan B. afzelii tiiriine ait referans sus DNA’sindan elde
edilen flaB geni dizisi sunuldu. Cift tarafli dizi analizi yapilmis olup, F ve R primerler ile

gerceklestirilen dizi analizi sonuglar1 sirasiyla 5°-3" yonde verildi (Sekil 15 ve Sekil 16).

5'CTGCTTCCAAAATGTAAAAAACCAGCTGAAGAGCTTGGAATGCAGCCTGCAAAAATTAACACAC
CAGCATCACTTTCAGGGTCTCAAAAAAACCCTTTTC-3’

Sekil 15.Referans B. afzelii PKo susuna ait flaB geni-F DNA dizisi

5'GCCAGGCGCATTCAGCTCTTCAGCTGTTTTTACATTTTGGGAAGCAGATTTGTTTGACAACATGTG
CATTTGGTTATATTGAGCTTGATCAGCAAAAAGGGATT -3’

Sekil 16. Referans B. afzelii PKo susuna ait flaB geni-R DNA dizisi

Referans ve ornek DNA’lara ait flaB genleri dizi analizi sonuglarmin NCBI’da

(www.ncbi.gov) niikleotid Blast ile homoloji tayinleri yapildi (Sekil 17 ve Sekil 18).
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PKo5-TCTGCTTCCAAAATGTAAAAAACCAGCTGAAGAGCTTGGAATGCAGCCTGCAAA
AATT-3’
1895'-TCTGCTTCCCAAAATGT-AAAAACAGCTGAAGAGCTTGGAATGCAGCCTGCAA
AAATTA-3’

PKo 5'-AACACACCAGCATCACTTTCAGGGTCTCAA-3’
1895’-ACACACCAGCATCACTTTCAGGGTCTCAA-3’

Sekil 17. Referans B. afzelii susu fla geni F primerler ile dizi analizinin NCBI’da homoloji tayini ve bir
sus ile karsilastirmasi. 1.ve 3. satirlar (PKo), Referans B. afzelii PKo flaB geni dizi analizi
niikleotid siralar1 sirasiyla, 1-59 ve 60-88; 2.ve 4. satirlar (189), B. afzelii izolat 189 flagellin
(flaB) geni, niikleotid siralar1 109-166 ve 167-195

PKo5'-CAGGC-GCATTCAGCTCTTCAGCTGTTTTTACATTTTGGGAAGCAGATTTGTTTGACA3’

EP225'CAGGCTGCATTCCAAGCTCTTCAGCTGTTTTTACATTTTGGGAAGCAGATTTGTTTGACA-3’
PKo5'-ACATGTGCATTTGGTTATATTGAGCTTGATCAGCAA -3’

EP225'-ACATGTGCATTTGGTTATATTGAGCTTGATCAGCAA -3’
Sekil 18. Referans B. afzelii susu fla geni R primerler ile dizi analizinin ncbi’da homoloji tayini ve bir
sus ile karsilastirma. 1.ve 3. satirlar(PKo) Referans B. afzelii PKo flaB geni dizi analizi niikleotid

siralar1 sirasiyla, 3-59 ve 60-95; 2.ve 4. satirlar B. afzelii clone EP22-FN flagellin geni, niikleotid
siralar1 347-288 ve 287-252

Referans B. afzelii DNA’sindan elde edilen flaB geni dizi analizi sonucunda, B. afzelii ve B.
burgdorferi’nin farkl suslar1 ile %97 oraninda benzerlik saptandi (Sekil 17 ve Sekil 18). B.
burgdorferi B31 flaB geninin B. burgdorferi, B. afzelii ile en az % 97 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlendi. B. garinii PBi referans susundan cogaltilan flaB genine ait dizi analizi

sonuclarinin ise %97 nin lizerinde yalnizca B. garinii suslarina benzerlik gosterdigi tespit

edildi.

4.8.2. Kene DNA Orneklerine ait flaB geni Dizi Analizi

Kene DNA oOrneklerinden flaB geni ile pozitif bulunanlar arasindan temsili olarak
kuvvetli band elde edilen 6rneklerden 2 adet secildi ve DNA dizi analizi yaptirildi. Tekkekoy,
Yesilyurt kdylinde toplanan kene DNA 6rneklerinden birine ait flaB geni dizi analizi temsili

olarak Sekil 19 ve 20°de sunulmustur.

5'TCCCAAAATGTAAAACAGCTGAAAGCTTGGAATTGCAGCCTGCAAAAATTATACACACCAGCAT
CACTTTCAGGGTCTCAAA-3’

Sekil 19. Temsili kene DNA &rnegine ait flaB geni-F DNA dizisi
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5-GCTGCATTCCAATCAGCTGTTTTTTTTACATTTTTGGGAGGCAGATTTGTTTGACA
ACATGTGCATTTGGTTTATATTGGCAGCCTTGATCAGCAA-3’

Sekil 20. Temsili kene DNA &rnegine ait flaB geni-R DNA dizisi

Ornek kene DNA’larmna ait flaB geninin forward ve reverz primerleri kullanilarak sirasiyla
genin baglangicindan ve sonundan itibaren yapilan dizi analizi verileri internette NCBI’1n web
sayfasinda “nucleotid blast” boliimiine girildi ve homoloji tayini yapildi (www.ncbi.gov).
Temsili 6rnek flaB genine ait dizi analizindeForward primerler kullanildiginda B. burgdorferi
ve B. afzelii’nin farkli suslar1 ile %95 oraninda benzerlik tespit edildi. Reverz primerler ile ise
B. afzelii’nin farkl suslar1 ile %87 benzerlik oldugu belirlendi.

Farkli bolgelere ait kenelerden tespit edilen flaB geninin, B. burgdorferi sensu lato’ya ait

farkl tiirlerle benzerlik (%85-95 arasinda) gosterdigi saptandi.
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5. TARTISMA

Lyme hastali§i, B. burgdorferi sensu lato tiirlerinin neden oldugu, Ixodes cinsi
kenelerle bulasan, Avrupa, Kuzey Amerika ve uzak dogu Asya’da goriilen en yaygin kene
kaynakli zoonotik hastaliktir (Steere, 2001; Marques, 2010; Chomel, 2015).

Kene tiirlerinin dagilimi, yogunlugu ve mevsimsel aktiviteleri bitki Ortiisiine,
mevsimsel parametrelere ve konakciya bagli olarak degisiklik gostermektedir. Yiiksek yagis
ve nem orant (en az %80) gozlenen ormanlik alanlarn 6zellikle /. ricinus i¢in daha uygun
oldugu bildirilmistir.

Bu caligmada elde edilen meteorolojik verilere gore, aylik ortalama nisbi nemin
%74,5-88,3, ortalama sicakligin 15,9-21°C araliginda olmas1 bdlgede yiiksek nem ve iliman
iklimin goriildiigiinii gostermekte olup, bu kosullar I ricinus tiiri kenelerin bolgede
yayginligi ve yogun olarak bulunmasina zemin hazirlamistir.

Tiirkiye’de kene kaynakli hastaliklara duyarli konakgilardan 6n plana ¢ikanlar insan,
sigir, at, koyun ve kopeklerdir. Tiirkiye’nin kene faunas1i memeliler, siirlingenler ve kuslarda 2
aile 32 tiir ve 10 cinsten olusmakta olup, veteriner 6neme sahip Ixodidae ailesi 7 cins ve 28
farkli tiirden olugsmaktadir (Aydin ve Bakirci, 2007).

Yapilan ¢alismalar Karadeniz bdlgesinde kene faunasinin ¢ok zengin oldugunu ve
pek cok kene tiiriiniin bulundugunu goéstermistir. Bu tiirler Ixodes ricinus, Dermacentor
marginatus, Haemaphysalis spp. (H. punctata, H. sulcata, H. concinna, H. parva),
Hyalomma spp. (H. marginatum, H. anatolicum excavatum, H. detritum), Rhipicephalus spp.
(R. bursa, R. turanicus, R. bursa, R. sanguineus ve R.(Boophilus) annulatus)’tur (Agict and
Celep, 1997; Acict ve ark., 2008; Kar ve ark., 2013; Orkun ve ark., 2014). Ixodes,
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma ve Rhipicephalus cinslerine ait olan bu tiirler
insanlara tutunan kenelerdir.

Tirkiye’nin ozellikle bol yagis alan Karadeniz ikliminin hiikiim slirdiigii kiy:
bolgelerinde 1. ricinus kenelerin yiiksek yogunlukta bulunduklar1 yapilan farkli caligmalarda
tespit edilmistir (Agict ve Celep, 1997; Giliner ve ark., 2005; Aydin ve Bakirci, 2007; Kar ve
ark., 2013).

Ixodes spp. lerin, larva, nimf ve ergin olmak iizere 3 safhadan olusan yasam
dongiileri dort mevsim devam etmektedir. Kar ve arkadaslari, Tiirkiye’de nimflerin en fazla
bahar (% 44,55) ve daha az yogunlukta kis aylarinda (%27,07), larvalarmn ise yaz (%48,25) ve
sonbaharda (%45,17) bulundugunu bildirmislerdir (Kar ve ark., 2013).
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Acict ve Celep Samsun ilinde sigir ve koyun barinaklarindan topladiklar1 4838
kenenin %64’ liniin /. ricinus tiriine ait oldugunu vurgulamiglardir (Agic1 ve Celep, 1997).
Giiner ve arkadaslar1 2003 yilinda Trakya ve Istanbul’dan 312 kene toplamis ve 299 kenenin
L. ricinus oldugunu saptamislardir (Gliner ve ark., 2003). Giines ve arkadaslar1 Sinop iline ait
13 farkli ormanlik alandan topladiklar1 361 kenenin 334 adedini /. ricinus olarak
tanimlamislardir (Giines ve ark., 2007). Kar ve arkadaslari, Istanbul’un Anadolu yakasindan,
kuzey smirimiza kadar Trakya’nin Karadeniz iklimine sahip olan kesimlerinden topladiklar:
kenelerde %89,29 oraninda Ixodes spp., %4,80 Hyalomma spp., %4,03 Rhipicephalus spp.,
%1,34 Haemaphysalis spp., %0,54 Dermacentor spp. tammmlamiglardir (Kar ve ark., 2013).

Bu calismada, Mayis ve Haziran aylarinda Samsun ve Ordu illerinde yetistirilen
sigirlardan 369 kene toplandi. Bu bolgede onceki yapilan ¢alismalara benzer sekilde, bu
kenelerin 289 adedinin (% 78,3) I. ricinus tiiriine ait oldugu belirlendi. Toplanan diger tiirlere
ait 80 adet kenenin ise, Hyalomma marginatum, Haemaphysalis parva, Rhipicephalus
turanicus, Rhipicephalus (Boophilus) annulatus tiirlerine ait oldugu tespit edildi. 1. ricinus
kene sayisi ilge bazinda Samsun iline ait Tekkekdy ilgesinde % 79,5 ile en yiiksek oranda
belirlendi.

Hayvanlara tutunan kenelerden Borrelia’nin tespit edilebilirligi bolgedeki kene
yogunlugu ile paraleldir. Bu nedenle, Borrelia tiirlerini tasiyan kenelerin yogun oldugu
yerlerde ozellikle hayvancilikla, tarimla ugrasan veya orman koylerinde, kirsal kesimde
yasayan halk Lyme hastaligina yakalanma riski altindadir. Bu bolgeleri veya park ve bahgeleri
ziyaret eden kisiler de kene 1sirigina maruz kalabilmektedir. Farkli ¢alismalarda, risk
gruplarinda Lyme hastalig1 seropozitifliginin iilkemiz genelinde bélgelere gore degismek
izere %4-35,9 arasinda oldugu tespit edilmistir. Farkli bolgelerde yasayan insanlarda
yiiriitiilen serolojik taramalar sonucunda elde edilen seropozitiflikler; Antalya’da riskli grupta
%19-44, dustk risk grubunda %2-6 (Mutlu ve ark., 1995), Adana yoresinde %26 (Gokfidan,
1992), Karadeniz bolgesinde %6,6 (Aydin, 1992), Bilecik’te risk grubundakilerde %35,8, risk
grubu olmayanlarda %]1,4 (Goral ve ark., 1997)’dir. Aslan Bagbulut ve arkadaslar1 Samsun ili
TekkekOy ilgesinde yasayan saglikli bireylerde, I. ricinus ile bulasan B.burgdorferi
seroprevalansini arastirmiglar ve seropozitifligi ELISA testi ile %4,1, Western Blot testi ile
%?3,3 tespit etmislerdir (Aslan Bagbulut ve ark., 2012).

Sakarya, Samsun ve Tokat illerinde siit¢ii sigirlardan toplanan kan serumlarindan B.
burgdorferi’ye karst olusan antikorlarin varhigi IFA teknigi ile %13,5 oraninda ortaya
konulmustur (izgiir ve ark., 1997). Giiner ve arkadaslar1 Karadeniz bdlgesinde topladiklari

yaban farelerinde ELISA ve WB teknigiyle B. burgdorferi’ye karsi antikor varligini ortaya
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koymuslardir (Giiner ve ark., 2005). Samsun ili kirsal kesiminde yiiriitiilen bir serolojik
arastirmada Lyme hastali§i  kopeklerde %?23,2, atlarda %6 bulunmustur (Bhide ve ark.,
2008). Sinop ve cevresinde ormanlik alandan toplanan /. ricinus tiiriiniin %15,9’unda Floresan
Antikor Testi ile B.burgdorferi sensu lato tespit edilmistir (Giines ve ark., 2007).

Insan ve hayvanlarda Lyme hastahginin tanisinda anti-B. burgdorferi antikor
yanitiin belirlendigi ELISA ve Western Blot gibi serolojik testlerin yani sira kan ve doku
materyallerinde PZR ile bakteriye ait belirli genlerin veya 0zgiil DNA bdlgelerinin
cogaltilmasi da yardimc1 olmaktadir.

Lyme hastaligindan korunmada en oOnemli faktor ise insan ve hayvanlarin bu
hastaliga yakalanma risklerinin belirlenmesidir. Bu da sahadan toplanan veya sigir gibi
hayvanlara tutunan kenelerde bakterinin varligmin tespit edilmesi ve bu bakterileri tagiyan
kenelerin yogunlugunun belirlenmesi yoluyla gerceklestirilmektedir. Bu amagla, genel olarak
kenelerle tasman B. burgdorferi’ye 6zgiil genlerin molekiiler yontemlerle saptanmasi1 metodu
kullanilmaktadir. B. burgdorferi sensu lato’nun belirlenmesinde PZR teknigi ilk kez Rosa ve
Schwan (1989) tarafindan kullanilmistr (Wodecko ve ark., 2010). B. burgdorferi sensu
lato’nun PZR ile belirlenmesinde bakterinin kromozomunda ve plazmidlerde yer alan DNA
dizileri kullanilmaktadir (Picken, 1992; Wodecka ve Skotarczak, 2005). Yaygin olarak,
antijenleri kodlayan genler; 6rnegin flagellin proteinini kodlayan fla geni, ospA, ospB ve
ospC yiizey proteinlerini kodlayan genler kullanilmakta veya bakteri ribozomunun kiictik alt
biriminde yeralan /6S rRNA veya biyilik alt biriminde bulunan 5S rRNA ve 23S rRNA
ribozomal RNA’nin 6zellikle bakteriye 6zgiil korunmus bolgelerini kodlayan DNA dizileri
kullanilmaktadir (Rosa ve Schwan, 1989; Wodecka ve ark., 2010).

Avrupa’da I. ricinus tiirii kenelerin B. burgdorferi sensu lato tiirlerinin prevalansmin
metaanaliz yontemiyle arastirildigr bir ¢alismada (Rauter ve Hartung, 2005) 1984-2003
tarihleri arasinda yapilmis c¢alismalar belirli kriterler yoniinden degerlendirilmistir. Cok
sayidaki arastirma sonuglarma gore, merkez Avrupa’da yeralan iilkelerde /. ricinus tiri
kenelerin en yiiksek oranda infekte olduklar1 belirlenmistir. Kenelerde Borrelia prevalansinin
%13,7 oldugu, Borrelia ile infekte olma oranmnin eriskin kenelerde (%18,6), nimflere (%10,1)
oranla daha yiiksek oldugu, kenelerde Borrelia’nin saptanmasina yonelik tespit yontemleri,
eriskin kenelerin cinsiyetleri veya toplanan yil ag¢isindan higbir farklilik goézlenmedigi
belirtilmistir. En fazla rastlanan Borrelia tiiriinlin B. afzelii ve B. garinii oldugu bildirilmistir.
Bu metaanaliz ¢aligmasinda, PZR ile tespit yontemiyle en yiiksek infeksiyon oranlari
(nimflerde >%30 ve erginlerde >%35) Bulgaristan, Giircistan, giiney Almanya, Latvia ve

Slovakya’da bildirilmistir (Rauter ve Hartung, 2005). Bulgaristan’da fla geni ve 16S rDNA’ya

35



dayali PZR ile 112 ergin I. ricinus kenenin 36 (%32), nimflerin 9 (%10)’unun B. burgdorferi
sensu lato ile infekte oldugunu saptamislardir (Christova ve ark., 2001). Cek Cumhuriyetinde
370 1. ricinus tiri kenede Borrelia spp.’ye 0zgiil gen bdlgesi olan rrfA(5S rRNA)-rriB(23S
rRNA) intergenik bolgeye dayali PZR ile kenelerde % 20,5 oraninda pozitiflik belirlemislerdir
(Derdakova ve ark., 2003). Polonya’da topladiklar1 579 adet [ ricinus’a ait DNA
orneklerinde fla geni, 16S rDNA’y1 kodlayan rrs geni ve 23S rRNA’y1 kodlayan rrlA geni,
rrs(16S rRNA)-rriA(23S rRNA) genlerini nested PZR ile cogaltmislar ve fla geni ile 43
(%7,4), rrs geni ile 7 (%]1,2) ve rrs-rrlA geni ile 12 (%2,1) oraninda pozitiflik belirlemislerdir
(Wodecka ve ark., 2010).

B. burgdorferi sensu lato ve genotiirlerine spesifik gen bdlgelerinin PZR ile
amplifikasyonuna dayali yontemler kenelerde bu patojenlerin varliginin belirlenmesi ve
genotiplendirme amagclarina yonelik hizli ve etkili araclar olarak son yillarda iilkemizde de
kullanilmaktadir. Tiirkiye’nin Avrupa yakasi1 Trakya bolgesinde toplanmis kenelerde 55-235
rDNA intergenik aralik, /165 rDNA ve flagellin genleri ¢ogaltilmis ve dizi analizi sonucunda
iilkemizde tespit edilen tilirlerin B. burgdorferi, B. garinii, B. afzelii, B. valasiana, B.
lusitaniae oldugu ve bunlara ait dizi analizi sonuglarmin Avrupa kokenleriyle %97-100
benzerlik gosterdigi saptanmustir (Giiner ve ark., 2003). Istanbul’un Anadolu yakasindan,
Bulgaristan sinmrma kadar devam eden, Trakya’nin Karadeniz iklimi altinda bulunan
alanlaridan toplanan kenelerden olusturulan 77 havuzun B. burgdorferi s.1.’nun OspA genine
dayali Semi Nested PZR analizinde 12 havuzda (%15,58) pozitiflik saptanmistir (Kar ve ark.,
2013). 2008 yilinda Tiirkiye’nin kuzey batisi, Istanbul ve Kirklareli’de, 241 adet yetiskin /.
ricinus’tan ekstrakte edilen DNA’dan PZR ile 55-23S rDNA intergenik aralik ¢ogaltilmis ve
ardindan yapilan nested PZR ile kenelerde B. burgdorferi sensu lato varhigi Istanbul’da %
38,7, Kirklareli’de ise % 11,4 oraninda saptanmistir (Sen ve ark., 2011).

Ankara ilgelerinde 169 keneden 165 rDNA ve 55-23S rDNA genleri ile yapilan PZR
sonucunda Ixodes spp. disindaki farkli 6 kenede (%3.5) Borrelia spp.; B. burgdorferi sensu
stricto saptandi (Orkun ve ark., 2014).

Bu calismada hedef gen olarak secilen Flagellin proteinini kodlayan flaB geni ise
Amerika ve Avrupa suslar1 arasinda birka¢ niikleotid farkina karsin, farkli B. burgdorferi
suslar1 arasinda yiiksek korunmusluga sahiptir (Wallich ve ark., 1990; Lebech ve ark.,1992)
ve [ ricinus keneler tarafindan tasman Borrelia spiroketlerinin saptanmasi ve
tanimlanmasinda en duyarl ve spesifik molekiiler belirte¢ oldugu bildirilmistir (Wodecka ve
ark., 2010). Diger hedef 16S rDNA, B. burgdorferi sensu lato’ya ait tiirlerde korunmustur,

dizilerinde mutasyon orani diisiiktiir ve bu komplekse 6zgiildiir (Le Fleche ve ark., 1997). L
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ricinus tiirii kenelerin Borrelia ile infekte olma durumunu belirlemek amaciylayiiriitiilen bu
calismada, keneDNA o6rneklerinde flaB ve 16S rDNA genlerine dayali PZR yapildi. flaB geni
ile 116 ekstraktin 20’sinde (% 17,24) pozitiflik tespit edildi. /6S ¥rDNA genine dayali PZR ile
116 ekstraktin 18’inde pozitiflik (% 15,51) bulundu. Her ekstraktta yeralan kene sayilari
degerlendirildiginde; 289 adet 1. ricinus’dan flaB geni ile 40 diside pozitiflik (% 13,84) ve
168 ¥rDNA geni ile 31 disi ve 8 erkek olmak iizere 39 kenede pozitiflik (% 13,49) saptandi.
Her 2 gene dayali olarak belirlenen pozitiflik oranlar1 ve kenelerde Borrelia prevalansi
Avrupa’nin gesitli tilkelerinde yiiriitiilen ¢alisma sonuglariyla uyumludur.

Elde edilen gen iirlinlerinin dogrulanmasi1 amaciyla dizi analizleri yaptirildi. Referans
suslara ait flaB geni dizi analiz verileri homoloji yoOniinden degerlendirildiginde B.
burgdorferi ve B. afzelii flaB geninin B. afzelii ve B. burgdorferi’nin farkli suslar1 ile %97
oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. B. garinii flaB geni dizisinin ise yalnizca B.
garinii’ye ait farkl izolatlar ile en az %97 oraninda benzerlik gosterdigi saptandi. flaB geni
yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin de Gen Bankasi’nda yeralan tiirlere ait genlerle homoloji
tayini yapildiginda %85’in iizerinde B. burgdorferi ve B. afzelii’nin farkli izolatlar1 ile
benzerligi tespit edildi. Calismada kullanilan referans suslara ait sonuglar da
degerlendirildiginde elde edilen PZR firiinlerinin f/aB genine ait oldugu teyit edilmis oldu.
DNA dizi analizi ile hem Samsun hem de Ordu’nun Unye ilgesinden toplanan kenelerde B.
burgdorferi sensu lato varlig1 dogrulandi, ancaktiir tayini yapilmada.

L. ricinus tiri kenelere ait DNA’da flaB ve 16S rDNA genlerinin belirlenmesi, B.
burgdorferi sensu lato varhigmi gostermistir. Bolgede, ozellikle yiiksek nemli orman
koylerinde yaygin olan /. ricinus kenelerin bu etken ile infekte olmasi Lyme hastaliginin
onemli bir risk faktorii oldugunu ortaya koymustur.

Zoonotik olan Lyme hastalig1 lilkemizde bildirimi zorunlu bir hastalik olmayip, bu
hastaliga yonelik yapilan caligmalar yetersizdir. Ayrica klinik semptomlar1 bagka hastaliklarla
benzerlik gosterdigi i¢in, muhtemelen vakalarm bir kisminda bu hastaliktan
siiphelenilmemektedir. Insanlarda deride gdzlenen eritema migrans Lyme hastahgindan
siphelendirmektedir. Ancak kene tarafindan isirildiginin farkinda olmayan pek c¢ok kisi
alerjik reaksiyon olarak diistindiikleri deri reaksiyonlar1 i¢in hastaneye basvurmamaktadirlar.
Ayrica, vakalarin %30’unda bu tip deri reaksiyonlar1 gozlenmedigi bildirilmistir. Bu da
insanlarda tan1 konulmasini zorlastirmaktadir. Hayvanlarda Lyme hastalig1 en sik kopeklerde
rastlanmakta olup, deri reaksiyonlarinin gézlenmemesi, tani konulamadiginda hastaligin

ancak ilerlemis donemlerinde klinik semptomlarin goriilmesine neden olmaktadir.
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Ulkemizde az sayida arastirma yapilan ve ihmal edilen bir hastalik olan Lyme
hastaligi, Kuzey Amerika ve Avrupa’da yaygidir. Tiirkiye’de Ixodes cinsi keneleri tarafindan
tasinan Borrelia tiirlerinin Avrupa’da yaygin olan tiirler oldugu c¢esitli arastirmalarda
gosterilmistir. Bu hastalik etkenine yonelik ¢alismalarin yani sira insan ve hayvanlarda
hastaligin varligmin, 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde serolojik testlerle takip edilmesi 6nem

tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Samsun ve Ordu’nun orman kdylerinde bakilan sigirlardan toplanan
369 kenenin 289°u (% 78) I. ricinus olarak tanimlandi. Arastirma yapilan, bol yagis alan bu
Orta Karadeniz illerinde Borrelia etkeni tasiyan I. ricinus tiirii kenelerin yaygin oldugu tespit
edildi.

L ricinus tiirii kenelerde B. burgdoferi sensu lato varligi flaB ve 16S rDNA genlerine
dayali1 olarak belirlendi.Kenelerde Borrelia prevalansi flaB geni ile % 17,24, 16S rDNA ile ise
% 15,51 oranlarinda saptandi. Her bir kene bazinda degerlendirme yapildiginda; flaB geni ile
% 13,84 pozitiflik ve 16S rDNA geni ile % 13,49 pozitiflik belirlendi.

Orneklerde Borrelia varhigi flaB genine dayali DNA dizi analizi sonucunda
dogruland1 ve Borrelia’nin farkl: tiirleriyle %85’1n lizerinde benzerlik belirlendi.

Sonug olarak, Samsun ve Ordu illerinden toplanan kenelerin biiyiik cogunlugunun /1.
ricinusoldugu vebu kenelerin B. burgdorferi sensu lato’yu tasidiklari, flaB ve 16S rDNA
genlerine dayali PZR ve ardindan dizi analizi ile belirlendi. Bu bolgede yaygin olan kenelerin
Lyme hastaliginin etkenini tasiyor olmasi, bu hastaligin bolge halkinda ve kopekler, atlar
dahil evcil hayvanlarda goriilme riskini ortaya koymaktadir.

Ulkemizde 6zellikle etkenin tasiyicist olan Ixodes cinsi kenelerin yaygmn bulundugu
bolgelerde yasayan halk ve evcil hayvanlarmm Lyme hastalii yoniinden arastiriimasi onem
tasimaktadir. Ayrica, halk sagligi ve hayvan saghgi agisindan pek c¢ok kene kaynakli
hastaligin da 6nlenmesi amaciyla, kenelerin ortadan kaldirilmasina yonelik bir takim 6nlemler
almmali ve halk bilin¢lendirilmelidir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuclar gelecekte bu hastaliga yonelik yapilacak
calismalara katk1 saglayacaktir.

Bu caligmanin devami olarak yliriitecegimiz ¢alismalarda, daha sonraki yillarda da
ayni bolgede bakilan sigirlardan toplanan Ixodes keneleriyle tasinan Borrelia tiirlerinin
Restriction Fragment Lenght Polimorphism (RFLP) gibi molekiiler tiplendirme yontemleri ile

belirlenmesi hedeflenmektedir.
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