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TAVUKLARDA DERMANYSSUS GALLINAE’NIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU VE SALMONELLA SPP. YONUNDEN VEKTORLUK
POTANSIYELLERININ MOLEKULER OLARAK ARASTIRILMASI

T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2016
Danisman: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu ¢aligmada, Kayseri yoresinde bir yumurta tavukgulugu isletmesinde enfestasyona yol
acan Dermanyssus gallinae popiilasyonuna ait nesillerin filogenetik yapilanmalari ve
Salmonella spp. enfeksiyonlarinin nakli agisindan risk potansiyelleri molekiiler olarak
arastirilmistir. Arastirma materyalini 2014 yilinin Temmuz ayinda ilgili isletmeden
laboratuvara getirilmis 8 adet Olii tavuk {izerindeki akar Ornekleri olusturmustur.
Tavuklarin tizerinden ve konulduklar1 posetler igerisinden toplam 2750 adet akar 6rnegi
toplanmistir. Toplanan akarlar morfolojik olarak D. gallinae olarak identifiye edilmis ve
gelisim donemlerine gore 1920 adet ergin (%69,81), 785 adet nimf (%28,45) ve 45 adet
larva (%1,63) olmak tizere kategorize edilmistir. Molekiiler ve filogenetik analizler igin
mithocondrial cytochrome oxidase subunit I (mt-COl) ve ribozomal internal transcribed
spacer (ITS+) hedef gen bolgeleri olarak belirlenmistir. Her gelisim dénemini kapsayacak
sekilde orneklerden genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve akabinde genomik
DNA izolatlarinin ilgili gen bolgeleri yoniinden primer ciftleriyle PCR analizleri
gergeklestirilmistir. Her iki gen bolgesi i¢in ergin, nimf ve larva donemlerine ait toplam
7’ser izolata ait amplikon sekans ve filogenetik analizler i¢in klonlanmis ve plazmid
piirifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. Plazmidler vektor spesifik primerlerle sekans
analizine tabii tutulmus ve hedef gen bolgesi dizilimleri elde edilmistir. Mt-COIl sekans
analizleri 6 yeni haplotipin varligini ortaya koymus olup bu haplotiplerin E, F ve A
haplogruplarinda yer aldiklar1 ve aralarinda ortalama %11,3 genetik farklilik bulundugu
saptanmigtir. ITS+ filogenisine gore izolatlar arasindaki genetik farklilik %0,3
belirlenmis olup filogenetik ¢oziiniirliik diisiik olmakla birlikte izolatlarin 3 filogenetik
grup (Tip 1-3) igerisinde kiimelendikleri tespit edilmistir. Calismada ayrica ITS+ gen
bolgesi analizleriyle D. gallinae oldugu konfirme edilen bir izolatin mt-COIl sekans
analizleriyle sigir DNA’sina ait oldugu saptanmis ve barinak ortaminda D. gallinae’nin

sigirlardan kan emerek beslenebildigine dair 6zgiin veri saglanmigtir. Diger yandan
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calismada D. gallinae gelisim dénemleri bazinda olusturulmus toplam 38 genomik DNA
havuzunun 9 (5 ergin, 3 nimf ve 1 larva havuzu) ’unda (%23,7) Salmonella spp. 16S
rRNA gen bolgesini parsiyel olarak amplifiye eden primerlerle PCR analizleri sonucu
pozitiflik belirlenmistir. Pozitif belirlenen ergin havuzlarina ait iki izolat 16S rRNA
sekans ve blastn analizleri sonucu S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis olarak

karakterize edilmistir.

Sonug¢ olarak bu g¢alisma ile Tirkiye’de ilk kez D. gallinae nesillerinin molekiiler
karakterizasyonlari saglanmig ve filogenetik yapilanmalari ortaya konmus ve Salmonella
enfeksiyonlarinda vektorliik potansiyelleri agisindan olusturduklar risk faktorleri tizerine

0zglin bilimsel veriler saglanmistir.

Anahtar kelimeler: Dermanyssus gallinae, Tavuk, Molekiiler karakterizasyon,

Vektorliik potansiyeli, Salmonella spp.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF DERMANYSSUS GALLINAE IN
CHICKENS AND MOLECULAR INVESTIGATION OF THEIR POTENTIAL
AS VECTORS OF SALMONELLA SPP.

Erciyes University, Graduate School of Health Sciense
Department of Veterinery Parasitology
M.Sc. Thesis, April 2016
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

Phylogenetic constructions and risk potentials for the transmission of Salmonella spp.of
the lineages belong to Dermanyssus gallinae population which caused infestation on a
private poultry farm where located in Kayseri region were molecularly investigated in
this study. The mite specimens found on the 8 died hens which were brought to the
laboratory in August 2016 from the related enterprise were constituted the research
material. Totally 2750 mite specimens were collected from the hens and the nylon bags
in which the hens’ individullay placed in. The collected mites were morphologically
identified as D. gallinae and cathegorized by their development stages as 1920 adult
(69.81%), 785 nympf (28.45%) and 45 larvae (1.63%).Mithocondrial cytochrome oxidase
subunit I (mt-COI) and ribozomal internal transcribed spacer (ITS+) were determined as
the target gene regions for molecular and phylogenetic analyses. Genomik DNA
isolations were performed on the specimens which include every development stages and
PCR analyses of the obtained isolates were done with the primer pairs specific to the
target gene regions. Amplicons from 7 isolates belong to the adult, nympf and larvae
stages for both gene regions were cloned and plasmids purifications were performed. The
obtained plasmids were sequenced with the vector specific primer pairs and the sequences
of the target gene regions were obtained. The mt-COI sequence analyses revealed 6 new
haplotypes and these haplotypes were designated in the haplogroups E, F and A. The
mean genetic diversity among the obtained haplotypes were determined as 11.3%. The
mean genetic diversity among the isolates was designated as 0.3% based on ITS+
phylogeny and the isolates were clustered in 3 phylogenetic group (Type 1-3) with a low
phylogenetic resolution. In addition one isolate that was confirmed as D. gallinae was
determined as belong to cattle DNA with the sequence analyses of mt-COl in this study
and this result proved an unique data for blood feed of D. gallinae from cattle in natural
conditions. On the other hand 9 (23.7%) (5 adults, 3 nympf and 1 larvae) out of totally 38



genomic DNA pools which were consitituted from the development stages of D. gallinae
were found to be positive for Salmonella spp. in PCR with the primers that amplify the
partial 16S rRNA gen region. Two positive isolates belong to the adult pools were
characterized as S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis with the sequence and
blastn analyses of the 16S rRNA.

In conclussion, molecular characterization and phylogenetic construction of D. gallinae
linages were provided for the first time in Turkey with this study. Furthermore unique
scientific data were obtained on the risk factors for vector potential of D. gallinae in the

Salmonella infections.

Key words: Dermanyssus gallinae, Hen, Molecular characterization, Vector potential,

Salmonella spp.
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1. GIRIS VE AMAC

Halk arasinda yanilgiyla “kirmizi tavuk biti” olarak da adlandirilan Dermanyssus gallinae
esasen bit olmayip bir akardir. Konaklarindan geceleri kan emen D. gallinae, baslangicta
beyaz veya agik renkli iken kan emdikge rengi koyulasmakta ve agik kirmizidan siyaha
kadar degismektedir. “Tilinek akar1” veya “kirmizi kanatli akar1” da denilen bu
ektoparazitin yol agtig1 enfestasyon, kanatlilarda yaygin olarak goriilmekte ve ozellikle
endistriyel kanatli yetistiriciligi yapilan isletmelerde sebep oldugu verim kayiplart ve

oliimlerle biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

D. gallinae enfestasyonu, diinya genelinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de endiistriyel kanath
isletmelerinde daha c¢ok da yumurta tavukgulugu yapilan ciftliklerde yayginlik
gostermektedir. Enfeste tavuk ciftliklerinde o6zellikle yumurta verimindeki kayiplara
enfestayona kars1t acaricidlerle verilen miicadele maliyetleri de ilave edildiginde
ekonomik kayiplar daha da artmaktadir. Diger yandan D. gallinae, bir dis parazit olarak
bizzat her tiirlii kanatli isletmesinde konaklarindan kan emerken yol actigi anemi ve
verdigi huzursuzlukla yemden yararlanma kapasitesini azaltmakta ve dolayisiyla siiriide
bagisikligin zayiflamasina ve bu sayede muhtemel enfeksiyonlara predispozisyon

olusturmaktadir.

D. gallinae tiim Diinyada yayginlik gostermesine karsin gliniimiize kadar niikleotid
sekanslarina bagli genetik diversite caligmalarinin siirl olarak bazi Avrupa iilkeleri,
Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Avustralya ve Japonya’daki popiilasyonlar {izerine
yapildig1 goriilmektedir. S6z konusu cografyalarda genetik ¢esitliligin aragtirilmasinda
mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (COIl), 16S rRNA ve nuclear internal
transcribed spacers (ITS+) gen bolgeleri baslica hedef gen bdlgeleri olmustur. Bu
filogenetik c¢alismalar sonucunda bu akarlarin iilke i¢inde ve {llkeler arasinda goc
gosterdigi epidemiyolojik bazda belirlenmistir. Tiirkiye’de de D. gallinae’nin yayginlik
gosterdigi bilinmekte olup giiniimiize kadar bu akarlarla ilgili genetik gesitlilik ve

filogenetik yapilanma iizerine c¢aligmalar yapilmamistir. Molekiiler epidemiyoloji



kapsaminda bu akarlarin genetik cesitliliklerinin ortaya c¢ikarilmasi, 6zellikle akarisit
direngliligi de gbz oniine alindiginda kontrol ve miicadele stratejilerinin belirlenmesinde
tiim Diinyada oldugu gibi iilkemiz i¢inde olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasi
ile yogun enfeste belirlenen tavuklardan toplanmig D. gallinae orneklerinden izole
edilmis genomik DNA izolatlar1 mt-COI ve ITS+ gen bolgelerine gore karakterize
edilmis ve filogenetik yapilanmalar1 incelenerek Diinyadaki mevcut genotiplerle iliskileri
ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de D. gallinae enfestasyonlari iizerine

ilk molekiiler filogenetik verileri saglamistir.

D. gallinae, kanatli sektoriinde yol agtigi anemi tablosuyla dogrudan Gliimlere sebep
olmasinin yaninda ayrica bakteri ve viriisler basta olmak iizere ¢esitli patojenlerin
kanatlilara mekanik ve/veya biyolojik naklinde de 6nemli ve potansiyel bir vektor oldugu
giincel ¢alismalarla ortaya konmustur (1, 2). Bu patojenler arasinda Salmonella spp. nin
yol actig1 enfeksiyonlar, olduk¢a 6nem arz etmektedir. Gliniimiize kadar diinyada D.
gallinae ve cesitli patojenler i¢in vektorliikk potansiyelleri lizerine yapilmis molekiiler
tabanl arastirmalarin sinirlt oldugu, Tiirkiye’de ise mevcut olmadigi dikkati ¢ekmistir.
Giincel veriler 15181nda, bu tez ¢caligmasinda Tiirkiye’de endiistriyel kanath yetistiriciligi
yapilan isletmelerde de siklikla goriilen Salmonella spp. enfeksiyonlarinin bulasma
dinamikleri arasinda D. gallinae enfestasyonlarinin biyolojik ve/veya mekanik vektorliik
potansiyelleri agisindan risk olusturdugu hipotez edilmis ve Salmonella spp.’ye bagl
Oliimlerin rapor edildigi bir ¢iftlikten Anabilim Dali laboratuarina intikal ettirilmis olan
heniiz Olmiis tavuklarda toplanan c¢ok sayidaki D. gallinae akarlarinda gelisim
donemlerine gore s6z konusu patojen molekiiler olarak arastirilmis ve bulunan izolatlarin

sekans analizleriyle karakterizasyonlar1 yapilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Kanatl tizerindeki goriiniisiine gore kirmizi akar ya da tavuk akari olarak adlandirilan
Dermanyssus gallinae, kanatli hayvanlarda sik¢a karsilasilan dis parazitlerden biridir (3).
Tavuklarin disinda bu akarin hindi, giivercin, kanarya ve diger kafes kuslari, siiliin ile
evcil memelilerin yaninda insanlari da enfeste ettigi ve kan emebildigi bildirilmistir (4,
5). Kanatli hayvanlarin derisinde yasamini siirdiiren bu ektoparazitin, dis kulak yoluna da
girdigi giindiizleri kiimes, kafes, mesken ve barmnaklarin pencere araliklarina, kapi
araliklarina, duvarlarin yarik ve g¢atlaklarina, yemlik ve sulaklarin altlarina, tavan

araliklarindaki kuytu yerlere gizlendikleri bildirilmektedir (6).

D. gallinae, kanatlilarda bulunan akarlar i¢inde en yaygin tiirlerin basinda gelir ve
Diinyanin her yerinde yayilis gosterdigi gibi, Tiirkiye’de de kanath sektoriinde oldukca
yaygin goriilmektedir (6).

2.1 DERMANYSSUS GALLINAE’NIN TAKSONOMISi

Dermanyssus galline, ilk kez De Geer tarafindan 1778 tarif edilmistir. Duges 1834’de D.
gallinae’nin alt tiirlerini de kapsayan bes yeni Dermanyssus tiirinii tarif etmistir (7).
Yillar gegtikce yeni arastirmalarla tiir sayisinda biiyiik farkliliklar ortaya cikmistir:
56’dan fazla tiir bu cinse dahil edilmis ancak 1978 yilinda Moss (8) son diizenlemeyi
yaptiginda 18 tiir kalmistir. Son olarak 2007 yilinda Dermanyssus cinsindeki akarlar
toplam 23 tiir icerisinde klasifiye edilmistir (7). Giincel olarak National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy veri tabanina gore D. gallinae’nin

sistematikteki yeri Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1D. gallinae’nin sistematikteki yeri

Simiflandirma

Alem: Animalia C. Linnaeus, 1758
Sube: Arthropoda von Siebold, 1848
Alt Sube: Chelicerata Heymons, 1901
Simif: Arachnida Cuvier, 1812

Alt Simif: Acari Leach, 1817

Dizi: Parasitiformes

Dizialti: Mesostigmata

Aile: Dermanyssidae

Cins: Dermanyssus Duges, 1834
Tiir: Dermanyssus gallinae De Geer, 1778

2.2 DERMANYSSUS GALLINAE’NIN MORFOLOJISI

Erkekleri 0.6 mm uzunlugunda, 0.3 mm genisligindedir (Sekil 2.1, 1). Disileri ise 0.7-0.8
mm uzunlugunda, 0.4 mm genisligindedir (Sekil 2.1, 2). Seliserler erkekte makas seklinde
olup, diside ince ve uzundur. Ergin ve nimflerde dort ¢ift, larvalarda ti¢ ¢ift bacak vardir.
Yumurtalarmin 400%270 mikron biiyilikligiinde oldugu bildirilmektedir (6). Vulva 2.
koksalar arasinda, ortada yer alir. Stigmalar 4. ¢ift koksalarin hizasinda bulunur. Viicut
oval ve ince bir kitinle kaplidir. Uzerinde killar mevcuttur. Bacaklar uzundur ve uglarinda

tirnaklar ve pulvilluslar bulunur (9). D. gallinae ergin, nimf ve yumurtalarmin gériiniimii

ayrica Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.1 Dermanyssus gallinae 1: erkek, 2: disi (10)



Sekil 2.2 Dermanyssus gallinae gelisim dénemleri (ergin, nimf, yumurta) (11)

Akarlar kan emdigi zaman kirmizi-siyah renkte, kan emmedigi zaman ise beyaz renkte
goriilmekte (Sekil 2.3) olup, seliserler erkeklerde makas seklinde disilerde ise ince ve
uzun yapidadir (Sekil 2.4) (6).



Sekil 2.3Kan emmis (a) ve beslenmemis (b) D. gallinae(12)
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Sekil 2.4 Ergin, Disi, D.gallinae ventral goriiniisii (6)
Dermanyssidae ailesinin genel 6zelligi asagidaki gibidir(13):
1. Idiosoma genis, posterior kisim ise yuvarlaktir (Sekil 2.5A-B)

2. Bazal segment iizerindeki ikinci seliser diside ince uzundur (Sekil 2.5C, 2A)



Sekil 2.5 Digi Dermanyssus gallinae, 1. (A) SEM goriintiisii: dorsal kilifin kesik arka kenar1, belirgin

omuzlar, genis posterior ve yuvarlak idiosomanin genel goriintiisii. (B) Moss’a gore Dorsal kilifin LM

goriintiisii (ana hatlar1). (C) LM resimde viicudun 6n bolgesi gosterilmektedir, basal segmentde ikinci

seliser ince ve uzundur(ok ile gosterilen). Abbr: bs, basal segmentde seliser; DS, dorsal kilif; LI-LIV,
bacak I, I, 111, IV; Pa, pedipalp. Olgek gizgisi: 100 um A, C; 50 um B(13)

Genel gortiniim olarak, D. gallinae dorsal kilifi posterior kisimda (Sekil 2.5A-B) ve bir
kesik arka kenar vardir (Sekil 2.5A-B). Seliser uzun ve styliform seklindedir (Sekil 2.5C-
A). Sternal kilifda seta iki ¢ifttir (II ve III. Bacagin arasinda ki sclerite) (Sekil 2.6B), ve
posterior da Tiglincli ¢ift bacagin yerlesimi belirgin olarak digerlerinden ayridir.
Genitoventral kalkan yuvarlaktir ve bir ¢ift seta bulundurmaktadir (Sekil 2.6C-D). Anal
kilifda ti¢ seta vardir (Sekil 2.6D-E) (13).



Sekil 2.6 Disi Dermanyssus gallinae, 2. (A) SEM goriintiisii: stylet-benzeri ikinci seliserin ayrintisi
(oklar). (B) LM: uzun sternal kilifin ayrintisi, sternal setanin iki ¢ifti (oklar). (C) LM: bir ¢ift seta ile
genitoventral kilifin goriiniimii (oklar ile) ve 1 ¢ift epigynal por (ok). (D) LM: ventral yiize genel bakis.
Genitoventral (epigynal) kilif posteriore dogru yuvarlaktir. (E) LM: {i¢ anal seta ile anal kilif. Abbr: ao,
anal agiklik; anal kilif gibi; CxII, coxa II; gs, genitoventral kilif; LI-1V, bacak I-1V; Pa, pedipalp. Olgek
¢izgisi: 10 um A; 50 um B, C, E; 100 um D(13)

Moss’a gore (14)Dermanyssus cinsini asagidaki gibi karakterize etmistir:

1. dorsal kilif {izerinde seta j3 bulunmamasi (Sekil 2.5B, 2.7A-C)

2. sternal kilif daralmig (II ve III. Bacak arasindaki ventral sclerite) ve sternal setanin 1-2

¢ifti daha uzundur (Sekil 2.6B)
3. tibia I ad (anterodorsal) ve iki seta ile pd (posterodorsal) (Sekil 2.8A-B)

4. tibia lI-1V ile 1 seta (anterolateral) (Sekil 2.8C-D)



5. her iki setada genu IV ad (anterodorsal) ve tibia IV pd (posterodorsal) (Sekil 2.8E,
2.9C).

Sekil 2.7 Disi D. gallinae: tiirlerin belirlenmesinde kullanilan dorsal kilif da chaetotaxy (A) LM (B), (C)
SEM goriintiisii. Teshis anahtarina gore, dorsal kilif iizerinde j1 ve s1 dorsal kilifi bulunurken seta j3
bulunmamaktadir. Moss’a gére Dorsal chaetotaxy [24]. Olgek ¢izgisi: 50 pm A; 100 pm B; 10 um C (13)
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Sekil 2.8Digi Dermanyssus gallinae: bacak chaetotaxy LM. (A) tibia I ile 2 anterodorsal ve 2
posterodorsal seta. (B), tibia Il ile 1 anterolateral setanin (A) genislemesi (C). (D) tibia III ve tibia IV ile 1
anterolateral seta. (E) genu IV ile 2 anterodorsal seta ve tibia IV ile 2posterodorsal. Abbr.ad, anterodorsal;

al, anterolateral; Cx, coxa; Fe, femur; Ge, genu; LI-IV, leg I-1V; Pa, pedipalp; pd, posterodorsal; Ta,
tarsus; Ti,tibia; Tr, trochanter. Scale bar: 50 um A, B, C, E; 100 um D. (13)

Moss (8, 14) D. gallinae cinsinin ayriminda dorsumun (varligi veya yoklugu, dorsal

kilifin acik veya kapali olmasi)

[13%4]
J

serisinin en kullanigh kriter oldugunu belirtmistir.

Ayrica bacak setasi da tiirlerin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Moss’un (8, 14) teshis anahtarinin kriterleri asagida verilmistir:

1. belirgin omuz-sirt kilifi (Sekil 2.5A-B)

2. kilif kenarinin tirtikli olmasi(Sekil 2.10A-B)

3. dorsal kilif tizerinde genellikle s1 ve j1 (Sekil 2.5A-B, Sekil 2.7A-C)
4. kilif tizerinde epigynal porlar (Sekil 2.6C)

5. tibia IV plile 1 seta (Sekil 2.9A-C)
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Sekil 2.9Disi D. gallinae. Bacak IV chaetotaxy. (A), (B), LM, IV. ayagin genel yapisi (A) ve 1
posterolateral seta ile tibianin detaylar1 (B). (C) SEM goriintiisii: genu ve tibia IV iizerinde setanin yeri.
Abbr: ad, anterodorsal; Cx, coxa; Fe, femur; Ge, genu; LIII-1V, bacak I11-1V; pd, posterodorsal; pl,
posterolateral seta; Ta, tarsus; Ti, tibia; Tr, trochanter. Olgek ¢izgisi. 50 pm A, B; 40 um C (13)

Sekil 2.10Disi D. gallinae: belirgin tirtikl1 kenarlar ile dorsal kilif (A) LM, (B) SEM gériintii. Olgek
¢izgisi: 50 um A; 10 um B (13)

Sonug olarak D. gallinae’de bu teshis anahtarinin kullanilabilmesi igin akarin disi
oldugundan emin olunmasi gerekmektedir. Disilerin diger formlar1 (larva, proto-

deotonimf, ergin) asagidaki gibi ayirt edilebilmektedir.

e Larva genetal delik bulunmayan ve sertlesme cok az veya hi¢ olmayan hexapod
formdadir (Sekil 2.11A).

o Nimflerin yetiskinler gibi bacaklar1 vardir ve kilif farklilasmasi yetiskin
asamasina gegene kadar tily dokme ile olur (Sekil 2.11B ve C). Boylece nimflerde
(Sekil 2.11B-C) epigynal kilif yetiskin disiye (Sekil 2.11D) kiyasla azdir ve
genital delik bulunmaz.
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e Kiiclik erkeklerde (Sekil 2.11F) presternal genital aciklik ve intercoxal bdlge
sternogenital sclerite ile kaplidir. Sternogenital ve ventroanal elemanlar
holoventral kilif ile sonlanir (Sekil 2.11E-F). Tersine disilerde epigynal kilif
vardir (Sekil 2.11D). Erkeklerin seliserleri sperm transferi i¢in gonopodlar gibi

farklilasmistir ve transfer spermatodaktil ile saglanmaktadir (13).

Sekil 2.11 D. gallinae: farkli agamalardan genel goriiniim. (A) SEM, larva ventral gériiniim; (B), (C)
SEM: proto and deutonymph ventral goriintiisii: epigynal kilif disi ile kiyaslandig1 zaman erkekte
indirgenmistir; (D) SEM disi ventral goriintiisii: gelismis genitoventral (epigynal) kilif; (E) SEM, (F) LM,
presternal pozisyonda holoventral kilif ve kiigiik genital agikligi gosteren erkek ventral goriinim(F).
Abbr.: ao, anal aciklik; as, anal kilif; es, epigynal kilif; gs, genitoventral kilif; go, genital agiklik; hs,
holoventral kilif; LI-IV, bacak I-1V; Tr, tritosternum. Olgek ¢izgisi: 100 um A-D, F; 20 um E (13)

2.3 DERMANYSSUS GALLINAE’NIN BIYOLOJIiSI

D. gallinae tavuk, hindi ve giivercin gibi kanathi hayvanlardan geceleri kan emerek
beslenir. Giindiizleri duvarlarin yarik ve catlaklarinda saklanir. Konaklarinin iizerinde
0,5-1,5 saat kaldiklar1 bildirilmistir (7). Kiimes hayvanlarinin, kanlar1 ile beslenen bu
hematofajik parazitler, asil konaklarimi bulamadigi zaman gegici olarak memeli

hayvanlara da hiicum etmekte, bazen insanlarda da gériilmektedir (7).

Dermanyssus gallinae’nin gelismesinde; yumurta, larva, iki nimf (protonimf ve

deutonimf) ve erigkin asamalar1 goriilmektedir (Sekil 2.12). Erigkin disiler, ilk kan
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beslenmesinden 12-24 saat sonra konaklarinin barindiklari yerlerde duvarlarin yarik ve
catlaklar1 arasmma 4-8 yumurta birakirlar. Her bir disi yasami boyunca 30 yumurta
birakabilmektedir. Yumurtalar, kiiciik (400-270 pm) oval, diiz, ince ve beyaz
goriinimdedir (5). Yumurta i¢inden ¢ikan 3 ¢ift bacakli larva, beyaz renkte olup kan
emmez ve yavas hareket eder. Yaklasik 24-48 saat i¢inde gomlek degistirir ve 4 ¢ift
bacakli protonimf sathasina geger. Protonimf, konagindan kan emdikten sonra gomlek
degistirmek tizere konagini terk eder ve yarik ve catlaklara gizlenir. Gizlendigi yerde
gomlek degistirip deutonimf olur. Deutonimf, konagindan gece kan emer ve yaklasik 24-
48 saat iginde tekrar gomlek degistirerek tritonimf sathasina geger. Tritonimf sathast kimi
kaynaklarda ergin gelisme donemi olarak da tarif edilmektedir (6). Tritonimf safhasindaki
akarlar, erigkinler gibi yalniz geceleri kan emerek beslenirler. Bu tritonimflerden bir iki
giin icinde ergin akarlar gelisirler (5). Bu biyolojik ¢ember, yaklasik bir haftada
tamamlanir. Bu akarlarin dmiirleri ortalama 5 aydir (9). Parazitlerin yasamlari ig¢in %60-
70 nem ile 20-25°C sicakligin en uygun kosullar oldugu, -20°C ve altindaki derecelerde
ve 45°C {istiinde akarlarin yasamlarinm siirdiiremedikleri bilinmektedir. Bununla birlikte
diisiik sicakliklarda (5°C civarinda) 5-9 ay canli kalarak kisi gecirebildikleri ve
beslenmeden yasamlarini devam ettirdikleri bilinmektedir. Ayrica bu akarlar, diisiik neme
kars1 da oldukca hassasiyetleri dolayisiyla kis aylarina gore yaz aylarinda daha fazla

cogalirlar. Izgarali tabandan daha ¢ok 6zellikle kiimes altliginda yogun halde bulunurlar

(6).
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YUMURTA
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DEUTONIMF PROTONIMF

Sekil 2.12D. gallinae’nin biyolojik dongiisii(13)
2.4 DERMANYSSUS GALLINAE ENFASTASYONLARININ
EPIDEMIYOLOJISI

Dermanyssus gallinae, yumurta tavuklarindan kan emen 6nemli bir ektoparazittir. Bu
akarlar, kiimeslerde ozellikle beslenme tepsilerinde ve yuvalarda gizlenmektedir (4).
Kirmizi tavuk akarlari, geceleri yaklagik 0,5-1,5 saat kan emerler ve sadece kan emmek
icin konak iizerinde bulunurlar. Gece ile giindiiz farkinin olmadig1 karanlik yapilarda
siddetli enfestasyon durumunda ise bu akarlar giin boyu da konak {izerinde

bulunabilirler.(4).

Serge gibi yabani kuslar, bu akarin baska konaklara naklinde reservuar gérevindedir (15).
Bu akarin tavuklarda huzursuzluga, yumurta veriminde azalmaya, deride tahrise ve hatta
Oliimlere bile neden oldugu bildirilmistir (16). Eritrosit sayisinda ve paketlenmis hiicre

hacminde de azalmaya neden olmaktadir (17).

Ayrica bu akarlar, insanlara da saldirabilirler. Insanlarda allerji ve iirtiker gibi cilt
rahatsizliklarina neden olabilirler (18, 19). Bir sekilde ezilerek parcalanmis akarlardan

etrafa sacilan kan lekeleri, tavuklarin yumurtalarina bulasarak yumurtalarin
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lekelenmesine yol acarlar. Boylece yumurta kabugundaki kan lekeleri, yumurtada kalite

kayb1 olusturur. Dolayisiyla isletmede biiyiik ekonomik kayiplar meydana gelir (20).

Akar popiilasyonlari, uygun mevsim kosullarina bagli olarak bos tavuk ciftliklerinde de
lic ay igerisinde artis gosterebilir (21). Ote yandan bu akar, bazen insanlarm yasadig
konutlarda bile saklanabilir. Ozellikle gatilarinda giivercin beslenen konutlarda agir

enfestasyonlara yol agabilirler (16, 22, 23).

2.4.1 Diinyadaki Yayils

Kirmiz1 tavuk akari1 D. gallinae, Cin, Japonya, Amerika ve ABD dahil olmak iizere
diinyanin bir¢ok yerinde yumurta tavuklari i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (4, 24-
26). Birlesik Krallikdaki yumurta tesislerinin %60-85’1 D. gallinae ile enfeste oldugu
rapor edilmistir (27, 28). Son verilere gore akarin Birlesik Krallik ve Amerika gibi bazi
iilkelerde ¢ok yaygin oldugu bildirilmistir (20, 25). Avrupada yapilan bir arastirmada
kiimeslerin D. gallinae ile enfestasyon nedeninin genelde ticaret yolu (kanatli hayvanlar,
yumurta sandiklar1 vb.) oldugu tespit edilmistir (29). Bagka bir veriye gore ise Orn,
Brezilya’da enfestasyonun bulagma dinamigini, D. gallinae ile enfeste yabani kus siiriileri

olusturmaktadir (7, 30).

Cok sayida arastirmada yumurta ftretim tesislerinde D. gallinae enfestasyonu
bildirilmistir (27, 28, 31). Konvansiyonel kafesler, enfestasyona daha az miisait oldugu
icin ve olusan enfestasyon tedavisinin kolay oldugundan tercih edilmektedir (32).
Bununla birlikte konvansiyonel kafesler hayvan sagligi gerekcesiyle Avrupa Birliginde
(AB Konsey Direktifi 1999/74/AB) kullanilabilmekte ancak evrensel bir kontrol segenegi
olarak kabul edilmemektedir. Bu tiir sistemler 2013 yilina kadar AB’de kullanilmistir
fakat daha sonra alternatif segenekler de kullanilmaya baslanmistir. Sonug¢ olarak
bulunduklari ¢evre sartlar1 daha kompleks hale geldiginde disi D. gallinae’nin bolgede ki
yayilma orani artabilir (25).

2.4.2 Tiirkiye’deki Yayilis1

Tiirkiye’de giiniimiize kadar D. gallinae {izerine yapilmis kapsamli ¢alismalar ¢ok
siirhdir. Tigin (33) incelemesini yaptigi 300 evcil giivercinin 36’sinda (%8,61) D.
gallinae enfestasyonu belirlemistir. Gicik (34), 200 yabani giivercini inceledigi ¢alismada

D. gallinae enfestasyonunu bir drnekte (%0,5) saptadigini kaydetmistir. Bununla birlikte,
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Kars ilinde tavuklarda bulunan ektoparazitlerin yaygiliginin arastirilmasi amactyla
yapilan ¢alismada (35) Kars’in kenar semtlerindeki evlerde bulunan 20 kiimesten 264
tavuk ektoparazit yoniinden incelenmistir. Caligmada yirmi kiimesin 12’sinde (%60,0),
bakisi yapilan 264 tavugun 174’tinde (%65,90) en az bir ektoparazit saptanmistir (35).
Enfeste tavuklardan 1023 adet parazit toplanmis ve 7 tiir identifiye edilmistir. Yayginlik
sirasina gore; 174 tavugun 156’sinda (%89,65) bit enfestasyonu (Menacanthus cornutus,
Menopon gallinae, Menacanthus stramineus, Goniodes dissimilis ve Goniocotes
gallinae), 16’sinda (%6,06) akar enfestasyonu (Dermanyssus gallinae) ve 2’sinde
(%0,75) uyuz enfestasyonu (Kinemidokoptes mutans) saptanmistir (35). Bursa’da koy
tavuklarinda yapilan bir arastirmada (36); 628 tavugun %4,0’tinde D. gallinae
enfestasyonu saptandigi bildirilmistir. 2004 yilinda Konya’da yapilan bir ¢aligmada (37)
dogal olarak olusan D. gallinae enfastasyonunun horozlarin bazi hematolojik
parametrelerinde ve canli agirliklarinda bir degisiklik olusturup olusturmayacagi
aragtirtlmis ve D. gallinae’nin horozlarda alyuvar sayisi, hemoglobin miktart ve
hematokrit degerde azalmaya yol a¢gmasi nedeniyle belirgin bir anemiye yol agtigi,
akyuvar tiplerinden heterofil oraninda artisa, lenfosit oraninda ise azalmaya neden olarak
immun sistemi etkiledigi, heterofil/lenfosit oraninda artisa yol acarak kanatlilar1 yogun
bir stres altina soktugu ve canli agirlik kaybina yol acgtig1 ortaya konmustur. Bir diger
calismada (3) ise dogada tesadiifen bulunarak Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢
Hastaliklar Anabilim dalinda getirilen bir kirlangic yavrusunda D. gallinae ile
enfestasyon teshisi konulmus olup bu ¢alisma sonucunda yabani kanatlilarin D. gallinae
enfestasyonlar1 i¢in evcil kanathilara risk olusturdugu belirtilmistir. Tirkiye’de D.
gallinae’nin molekiiler genotiplendirilmesi ve vektorlik potansiyeli iizerine yapilmis

molekiiler tabanli aragtirmalar heniiz bulunmamaktadir.

2.5 DERMANYSSUS GALLINAE ENFESTASYONLARINDA KLINiK VE
PATOGENEZ

Bu parazit, 6zellikle gen¢ hayvanlara zarar vermektedir (6).D. gallinae, konaklarinin
derilerinde kizariklik, siskinlik ve irritasyona yol acar, genellikle alopecia ve nekrotik
odaklarla karakterize dermatitis goriiliir, siddetli pruritis vardir (38). Akarlarin 1sirma yeri
agrili ve kasitili olup, enfestasyon semptomlar1 olarak huysuzluk ve tedirginlik, deri
reaksiyonlari, deride irritasyonlar, ikincil yaralar, tiiy ve telek dokiilmesi, ¢ok kuvvetli

enfestasyonlarda anemi, zayiflama, yemden yararlanmanin azalmasi, istahsizlik ve
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kaseksi daha az olarak da rhinitis, otitis externa, konjiktivitis ortaya c¢ikabilmektedir
(6).Ayrica eritrosit sayisinda ve paketlenmis hiicre hacminde azalma belirlenmistir (17).
Diger yandan, D. gallinae enfestasyonu nedeniyle, kulucka sonu 6lii civeivlerin sayisinda
artis oldugu, yetiskinlerde ve geng kanatlilarda yumurta veriminin azaldigi, canli agirlik
kaybinin oldugu ve bazen de enfeksiyonun 6liimle sonuglanabildigi bildirilmektedir (9).
D. gallinae, kanatli sektoriinde dogrudan 6liimlere sebep olmasinin yaninda ayrica bakteri
ve virlisler basta olmak iizere ¢esitli patojenlerin kanatlilara mekanik ve/veya biyolojik

naklinde de 6nemli ve potansiyel bir vektdr oldugu giincel ¢calismalarla ortaya konmustur

1, 2).

D. gallinae kantli hari¢ insan ve diger bazi memelilerden de kan emebilmekte olup
tavukculukla ugrasan insanlarda daha sik olarak goriilmektedir. D. gallinae ile temas eden
insanlarda 1-3 giin sonra temas yerlerinde siddetli kasinti, toplu igne biiyiikliigiinde papiil
ve vezikiiller olusmaktadir. Bu papiiller kanli bir kabukla kaplanir ve iyilesmenin sonunda

buralarda mavi bir lekenin olustugu gézlemlenmistir (39).

2.6 DERMANYSSUS GALLINAE’NIN TANISI

Akarlarin tanis1 genelde makroskobik olarak yapilmakta olup mesken ve konak iizerinde
akarlarin goriilmesiyle konmaktadir (Sekil 2.13). Bir biiylite¢ yardimi ile makroskobik
olarak konak iizerindeki ve saklandiklar1 yerlerdeki akarlar rahatlikla goriilebilmektedir.
Tavuklarin kirmiz1 akari, gece kan emmesi sirasinda bir 151k yardimiyla konaklar tizerinde
goriilebilmektedir. Eger kafes kuslarinda enfestasyondan siipheleniliyorsa kafes gece
beyaz bir ortiiyle oOrtiilebilir. Sabah 6rtii izerindeki kiiciik siyah kirmizi akarlar goriiliir.
Nekropside siddetli enfestasyonlarda hayvan iizerinde ¢ok sayida akara rastlandigi,
seyrek olarak da gagada, Ozefagusta, tracheada ve kursakta da goriilebildikleri
kaydedilmistir (40). D. gallinae’nin gelisim donemlerine gore identifikasyonu igin

morfolojik kriterler boliim 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.13Tavuktan kan emen D. gaillinae (Kaynak: http://www.vetsonline.com/publications/veterinary-
times/archives/n-43-27/managing-and-treating-common-diseases-of-backyard-poultry.html)

2.6.1 Ayirict Tam

Ornithonyssus sylviarum da dermanyssoid bir akardir fakat Dermanyssidae ailesi yerine
Macronyssidae ailesinde bulunur (41). O. sylviarumve D. gallinae ayrimi zor olmakla

birlikte asagidaki 6zellikler ayrimda yardimci olabilir (13):

1. Disilerin seliserleri uzamistir ve hareketlidir (Sekil 2.14C) (D. gallinae’de kirbag gibi
belirgin olmayan kiskag vardir) (Sekil 2.14C, 2A)

2. Genitoventral (epigynal) kilif incedir ve posterior dar ve yuvarlaktir (D. gallinae’de
posterior genis ve yuvarlak) (Sekil 2.14B)(Sekil 2.6C-D).

3. O. sylviarum dorsal kilift aniden posteriore dogru daralir (D. gallinae’de daha diizgiin
daralir) (Sekil 2.14A).
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Sekil 2.14Disi Ornithonyssus silviarum: LM. (A) dorsal kilifin posteriore dogru daralmasi, dorsal
goriiniim. (B) genitoventral (epigynal) kilif incedir ve posteriore dar ve yuvarlaktir, ventral goriiniim. (C)
iyi gelismis, hareketli ve uzun seliserin goriiniimii. Abbr: as, anal kilif; Ch, seliser, DS, dorsal kilif, fd,
sabit digit ;gs, genitoventral kilif; LI, leg I; md, hareketli digit; Pa, pedipalp; st, sternal kilif. Olgek ¢izgisi:
50 um (13)

2.7 KORUNMA VE KONTROL
2.7.1 Kimyasal Kontrol Metodlar:

D. gallinae’nin kontroliinde 35’in {izerinde bilesigin (klorlu organik bilesikler,
organofosfatlar, piretroidler, karbamatlar, amitraz ve endektositler) kullanildig:
bildirilmistir (4). Bunlarin birgogu etkili olsa da bazilar1 gida giivenligi ve cevresel
nedenlerden dolayr uygun goriilmemistir. Bazilar1 da teorikte yeterli goriilmiis ancak

pratikte verimli olamamustir.
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En ideal insektisit kuytu koselere saklanmig akarlara bile niifuz edebilmeli ve akarlarin
tavuklardan beslenmek i¢in saklandiklar1 yerden ¢ikana kadar miimkiin oldugunca uzun
bir siire etkinligini devam ettirebilmelidir. Uygun bir insektisit parazit i¢in segici olmali

ancak insektisit direngliligine neden olmamalidir.

Sprey ya da toz halinde olan alisilmis bocek ilaglarinin yaninda sistemik bilesikler de
denenmistir. Sistemik kontrol yontemleri de cazip gelmistir ¢ilinkii herhangi bir 6zel
puskiirtme ekipmanina ihtiyag¢ duyulmamakta ve tavuklar1 strese sokmadan
uygulanabilmektedir (4). Karbaril ve gesitli organik fosforlu bilesigin etkinligi sistematik
akarisitlerde test edilmistir. Cogu bocek ilacindan daha etkili oldugu i¢in makrosiklik
lakton endektositleri kirmizi akar kontroli i¢in potansiyel molekiiller olarak kabul
edilmistir. Ivermektin (42, 43) ve moksidektin (44) kas i¢inden ya da periton igi
enjeksiyon ile test edilmistir. Ivermektin yiiksek dozda uygulandiginda (1,8-5,4 mg kg-
1) kisa siireligine etkili olmustur. Meksidektin de benzer sekilde (8mg kg-1) etkili
olmustur. Bunlar etkili dozda uygulandiginda kisa siirede tekrarlayan tedavilerden dolay1

malzeme ve iggiligin pahali olmasiyla yaygin olarak kullanilmamaktadir (4).

[lag uygulamasina gegmeden 6nce korunma ve kontrol boliimiinde bildirilen mekanik,
biyolojik yontemleri uygulamak gerekir. Bu yontemler uygulanmadigi takdirde, bugiin
oldugu gibi iilkemizde ve biitiin diinyada bu akarlar problem olmaya devam edecektir.

Kimyasallar secilirken dikkat edilmesi gerekenler:

a. Kimyasallar bulagsmaya bagli olmak iizere kus, kus yuvasi, kemirici veya kiimeste

kullanilmak tizere belirlenmelidir.
b. Kimyasallar toksisitesi ile ¢evreye en az etkili olan se¢ilmelidir.
c. Kimyasalin tiretim gereksinimleri ile uyumlu olmalidir.

d. Kimyasallar kiimeslerdeki gerek yiizey ve gerekse ekipmanlarin malzemelerine (ahsap
citali platformlar, galvanizli metal kutular, karton, mukavva kutular vb.) gore

secilmelidir.

D. gallinae ile miicadelede, ¢evredeki tavuk, hindi ve giivercinlerle birlikte, kiimeslerin
de ilaglanmas1 gerekir. Bunun i¢in karbamatli (Bolfo, Baygon, Opigal-5) insektisidler

serpme, organik fosforlu insektisidler (Neguvon, Asultol) piiskiirtme, serpme veya tiitsii,
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sentetik pretroidli insektisidler (Cypermethrin, Permethrin, Cyflutrin) ise piiskiirtme
seklinde kullanilmas1 Onerilmektedir. Avermectinlerin de korunma ve tedavide

denenmesi 6nerilmektedir (3, 45-47).

Karbamatli insektisitlerden Carbaryl (Baygon) ve Propoxur (Bolfo) atomizerle biitiin
kiimese 2 hafta arayla %5’lik toz halinde piiskiirtiilmesi onerilmektedir (9). Organik
fosforlu akarisitlerden Trichlorphon (Neguvon) ve Caumaphos’dan (Asulton)
kullanilarak bu parazite karsi olumlu sonuglar alinmistir. Biitliin kiimes, yem deposu,
kuluckahane ve yumurta violllerinin konuldugu yerler dahil, her yer Trichlorphon’un
%0,2’lik soliisyonu ile ilaglanmasi onerilmektedir. ilaglama yumurtadan ¢ikan larvalara
kars1 2-3 giin arayla birkag¢ kez tekrar edilmelidir. Gerekirse tavuklarin bu soliisyonda

banyo ettirilmesi 6nerilmektedir (9, 45).

Sentetik pretroitli insektisidler Cypermethrin (Imperator), Permethrin (Primetrin),
Cyfluthrin (Solfac, Bayofly) ise piiskiirtme seklinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(9). Kanatli hayvanlarin barindiklar1 kafesler ve yerler %2-7 carbamate soliisyonlariin
sprey seklinde uygulanmasi onerilmektedir (48). Kiimesin zemin yiizeyinin metre kiipiine
0,5 gr Carbaryl’in %85’lik 1slanabilir tozundan hazirlanan aerosol toz piiskiirtiilmesi,
karbamate %7,5 toz 4 gr/metre kiip dozda uygulandiginda, bir ay igerisinde D.
gallinae’lerin oldiikleri ve ilacin tavuklarda herhangi bir yan etkiye rastlanmadigi ifade

edilmistir (49).

2.7.2 Akarisit Direnci

Tekrarlayan D. gallinae popiilasyonlarinin uzun vadeli kimyasal kontrolii akalarlarin
kalitsal direncinin gelismesine neden olabilmektedir. Son zamanlarda Fransa’da (50),
Italya’da (51) ve Eski Cekoslavakya’da (52, 53) DDT, organofosfatlar veya piretroid
direncinin olusabilecegi diislinilmiistiir. Ancak tedavi basarisizliklarinin nedeni,
kazanilmis akar direnci veya yetersiz akarisit tedavisi de olabilmektedir. Bazi
kimyasallarin direncliligini taramanin ve saha etkinligini test etmenin zor olmasi
nedeniyle invitro testler gereklidir. Iki tiir in vitro test kullanilmaktadir: Cam Pasteur

pipeti testleri (52, 54) ve Whatman filtre kagidi testleri (50).

Yeni akarisitlerin yetersizligi nedeniyle direng yonetim stratejisinde farkli kimyasal

gruplarin uygulanmasinin kisa siirede diren¢ degisimine neden oldugu tespit edilmistir.
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Akarisitlerin farkli gruplar1 doniistimlii olarak kullanilmalidir ve diger alternatif tedaviler

incelenmelidir (4).

2.7.3 Asi Denemeleri

Eklem bacaklilara karsi asilarin gelistirilmesi oldukc¢a zor olmasina karsin bir¢ok
ozellikleriyle asilar yine de akarisitlere cazip bir alternatif olusturmaktadir. Bu zorluk
yeni koruyucu antijenlerin karakterizasyonu ve identifikasyonunun uzun siirmesine ve
antijene kars1 konak immiin reaksiyonlarinin artropodlara etki diizeyinin soru isaretleri
tagimasina baglidir (55, 56). D. gallinae’ye kars1 as1 gelistirilmesi akar-konak iliskisinin

nispeten az bilinmesi nedeniyle gergeklestirilebili olmasi zor goziikmektedir (57).

Tavuklar, O. sylviarum’a (58, 59) kars1 direng gelistirebilmesine karsin D. gallinae’ye
kars1t direng olusturamiyor goéziikmektedir (21). Bu sebeblerle D. gallinae’ye karsi
potansiyel bir as1 gelistirilmesi {lizerine glinlimiize kadar az sayida calisma yapilmistir.
Somatik D. gallinae antijenleri ve homolog diger bazi akar tiirlerinin (6rnegin
Dermatophagoides pteronyssinus) proteinleri kanatli immunizasyonunda denenmis fakat
kismi bir basar1 saglanmuistir (60). In vitro olarak immunize kanatlilardan yumurta-
ekstrakte antikorlar1 igeren kan ile akarlarin beslenmesiyle akarlarda onemli oranda
(%7,5-50,6 arasinda) mortalite gézlemlenmistir (57, 61). Ancak akarlarin in vitro olarak
D. gallinae proteinleri ile bagisiklik kazanmig kanatlilarin kani ile beslenmeleri
durumunda mortalite oranmnin onemsiz oldugu belirlenmistir (62). In vitro akar
caligmalarinin gelecekteki aragtirmalar1 kolaylastirmasina ragmen yinede eksiklikleri
vardir (62-64). Simdiye kadar in vitro akar beslenme/akar eliminasyon deneme sonuglari
beklenen etkiyi gostermemis olsa da bu konudaki gelismeler ileri ¢calismalar i¢in imkan

saglamistir (62-64).

Somatik akar proteinlerin kullanimina alternatif bir yaklasim da tavuklarin sivrisinek
(subolesin) ve kenelerden (Bm86) derive olan rekombinant proteinlerle
immunizasyonudur. D. gallinae’de in vitro 6lim oranlarinin subolesin ve BmS86
uygulamalarinda sirasiyla %35 ve %23’e kadar ulastigi rapor edilmistir (65). Ayrica
genomik diizeyde Dg-HRF-1 (D. gallinae histamin salinimi faktdr proteini) (D.
gallinae’de tespit edilmis kene HRF ortologu) (66) ve hem Dg-HRF-1 hem de Dg-CatD-
1 (recombinant katepsin D- ve L- benzeri proteinaz) miisterek kullaniminin D.

gallinae’ye karsi as1 aday1 potansiyelleri aragtirilmistir (67). Dg-HRF-1 ile in vitro testler
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tavuk bagisikliginda kullanildigi zaman D. gallinae mortalitesinde %7 lik bir artis
gbzlenmistir (66). Benzer olarak akarlarin beslenmesinden sonraki ilk 120 saatteki
verilere gore akar oliimii Dg-CatD-1 ile tedavi edilen grupta Dg-CatL-1 ile tedavi edilen
ve kontrol grubundan daha yiiksek oldugu saptanmistir (67). Bu son antijen arastirmalari
D. gallinae’ye karsi somatik ve rekombinant protein tabanli as1 gelistitilmesinde bir
potansiyel oldugunu ortaya koymus olmakla birikte ticari bir as1 iiretimine ge¢cmeden

once asilmasi gereken bir ¢ok 6nemli hususun oldugu da rapor edilmektedir (68).

2.7.4 Fiziksel Kontrol Yontemleri

Kiimesler yetistirme donemleri arasinda birka¢ ay bos birakilmalidir. Kiimes i¢ ve dis
duvar yiizeyinde akarlarin saklandiklar1 g¢atlak ve yariklar siva ile kapatilmalidir.
Kiimeslerde malzemeler bosaltilip, temizlik mekanik olarak yapilmalidir. Kiimes ve
kiimes icindeki tiim ekipmanlar her yetistirme donemi sonunda ve basinda basinglh
buharlarla yikanmalidir. Kiimeslere etkenleri tagiyan kus, sinek ve kemiricilerin
girmesiyle kuslarin kiimeslere yuva yapmalar1 engellenmelidir. Ozellikle sergeler
yuvalarini tavuk tiiyleri ile yaptiklarindan bu parazitin kiimesler arasi naklinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Akarlar nemlilige ¢cok duyarli oldugu i¢in su ile diizenli araliklarla
duvarlar yikanmalidir. Ayrica vakumlu ev temizleyici elektrikli siipiirgeler akarin
yasamasi i¢in gerekli olan tozlarin ortadan kaldirilmasinda gerekli ve etkili olmaktadir.
Akarlarin kontroliinde kiimeslerin mekanik temizliginin, herhangi bir dezenfektan

(mertionat) kadar 6nemli oldugu bildirilmektedir (6).

2.7.5 Biyolojik ve Alternatif Miicadele Yontemleri

Biyolojik miicadele preditorlerle (Orn: baz1 karinca ve &riimeek tiirleri ile Bacillius
thuriunguensis, Alphatabius diaperinus, Androlaelaps casalis, Hypoaspis aculeifen,
Stumus vulgaris gibi) yapilanidir. Bunlardan en yaygin kullanilani ve en uygunu Bacillius
thuriunguensis’in kristalize toksinleridir. Alternatif biyolojik yontemlerden bir digeri
sinirhi yerlerde kullanilmalarina ragmen silica tozlaridir. Bu toz akarlarda viicut
yiizeyindeki emilimi bozmak suretiyle dehidrasyona ve dolayisiyla 6liimlerine neden
olmaktadirlar. Ayrica bocek biiylime diizenleyicileri (Insect growth regulators =IGR) D.
gallinaepopiilasyonunu azaltmaktadir. Buna karsilik diflubenzuron, triflumuron gibi
kitinizasyon engelleyicileri (=chitinsynthesis inhibitors ) akar sayisin1 azaltmada basarili

olmamaktadir (4).
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Ayrica kiimeste uygun havalandirma ile akarsiz sertifikali pili¢lerin kullanilmasi kontrol
onlemi olarak tavsiye edilmektedir (69). Pili¢ tasima araglarinin ve tasimada kullanilan

malzemelerin buhar, ates, su veya dezenfektanlarla temizlenmis olmasi1 gerekmektedir

(4).

2.8 DERMANYSSUS GALLINAE’NIN VEKTORLUK POTANSIYELI

D. gallinae hayvanlarda ve insanlarda ciddi hastaliklara yol agan patojenik ajanlarin
naklinde 6nemli oldugu bilinmektedir (70, 71). Ancak giiniimiizde patojenlerin bulasma
dinamikleri yeteri kadar 6nemsenmedigi i¢in Dermanyssoidea vektorliik rolii ile ilgili
caligmalarin da sinirlt kaldigi goriilmektedir. Bunun yaninda kiimes hayvanlarinin kirmizi
akarinin g6z ardi edilemeyecek kadar 6nemli bir sorun olusturdugu belirtilmektedir (68,
72). Gliniimiize kadar D. gallinae’nin vektorliik potansiyeli tizerine yapilan galismalar

sonucu akarla ilgili patojenlerin listesi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2D. gallinae ile ilgili viral ve bakteriyel patojenler (2, 68)

Patojen

Ayrintilar

Bakteri

Salmonella gallinarum

Akarlardan izole edilmistir

Salmonella enteritidis

Bulasma gosterilmistir

Pasteurella multocida

Bulasma gosterilmigtir

Chlamydia spp.

Akarlardan izole edilmistir

Borrelia anserina

Bilinmiyor

Erysipelothrix rhusiopathiae

Akarlardan izole edilmistir

Listeria monocytogenes

Akarlardan izole edilmistir

Coxiella burnetii

Bulagma gosterilmistir

Escherichia coli

Akarlardan izole edilmistir

Staphylococcus spp.

Akarlardan izole edilmistir

Streptomyces spp.

Akarlardan izole edilmistir

Spirochetes

Bulasma gosterilmistir
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Viriis Kanatl leucosisi Bilinmiyor
Avian influenza A Bulasma gosterilmigtir
Yalanci veba Akarlardan izole edilmistir
Tavuk ¢igegi viriisii Bulasma gosterilmigtir
St. Louis ensefalit Bulasma gosterilememistir
Keneyle taginan ensefalit Bulasma gosterilememistir
Dogu at ensefaliti Bulasma gosterilmigtir
Bati at ensefaliti Bulasma gosterilmigtir
Veneziiella at ensefaliti Bulasma gosterilmigtir

2.8.1 Salmonella Enfeksiyonlari

Kanatli  ciftliklerindeki en  biiylik sanitasion problemlerinden  birisi  de
Salmonellaenfeksiyonlaridir. Salmonella diinyada ki en yayagin zoonoz hastaliklardan
birisidir ve kanatlilarda herhangi bir klinik tablo olugturmadan da bulunabilir. Salmonella
enterica tiirliniin enterica alt tiirii Enteritidis serotipi (Salmonella enteritidis) insanlardaki
salmonella enfeksiyonuna neden olan en 6nemli serotiptir ve bir¢ok hijyen kontrolleri ile
¢ogalmasini engellemek amaglanmaktadir (73, 74). Ancak bu enterobakterilerin ¢evreye
kars1 cok direngli oldugu gozlemlenmistir. Ornegin bu koliform bakteriler kanatl

diskisinda 2,5 yil hayatta kalabilmektedir (75).

Salmonella bakterisinin 4 ay boyunca D. gallinae igerisinde hayatta kalabildigi
belirlenmistir. Ayrica hamam bdcegi, karasinek ve ¢op bocegi gibi arthropodlarin da
Salmonella enfeksiyonlarinin nakli agisindan 6nem arz ettigi bildirilmektedir (76-78).
Zeman ve ark. (79), akarlarin enfekte kanatlilardan kan emerek veya kus diskisindan ya

da kontamine yiizeylerden Salmonella enfeksiyonunu alabilecegini gozlemlemisltir.

Valiente More ve ark. (71), D.gallinae’nin S. enteritidis’in biyolojik vektorii oldugunu

invito olarak ispatlamislardir. Yapilan ¢alismada (71) deneysel enfeksiyon sonrasi
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akarlarim %29’unun kanatlilardan kan emerek, %353’tniin kutikular temas sonrasi

Salmonella ile enfekte oldugu bildirilmistir.

Arastiricilar (71) tavuk ¢iftliklerinde akarlarin Salmonella ile enfekte olmasinin iki yolla
olabilecegini gostermislerdir. Bunlardan ilkinin Salmonella bulunan yiizey ile kiitikiiler
temas ikincisinin ise enfekte kanatlilardan kan emme yoluyla oldugunu kaydetmislerdir.
Paraformaldehyde’in tiim dis kontaminasyonlardaki etkinligi géz Oniine alindiginda
kiitikular enfeksiyon icin iki hipotez 6ne siirlilmiistiir: bakterinin transkiitikular gegisi
veya mikroorganizmanin stigmadan girisi(79). Ayrica akarlarda Salmonella ¢ogalimi
gosterilmis olup bazi durumlarda bakteri sayisinda da diisiis gozlendigi rapor edilmistir
(71). Bu molaritedeki diisiisiin nedeni bazi bakterilerin akarlarin sindirim sistemi
tarafindan imha edilmesi seklindeki bir antibakteriyel yanit olabilecegi bildirilmistir (80,
81). Ayrica Valiente More ve ark. (71) akarlarin kan emme esnasinda enfekte kani
almasindan sonra Salmonella’nin transovarial yolla bulasabilecegini belirlemisler,
protonymphden deudonymphe transstadial nakil oldugu ancak deudonymph ile yetiskin
arasinda bir nakil olamadigini gézlemlemislerdir. Sonug olarak D. gallinae’nin temas
yoluyla veya dnceki kan beslenmesi esnasinda almis oldugu Salmonella bakterisini diger
bir kanatli kanina bulastirma potansiyeli ortaya konmustur (71). Bu durum az sayida
Salmonella  vakalan goriilse dahi enfesete kanatli isletmelerinde
Dermanyssuspopiilasyonlarinin yogunlugu dikkate alindiginda 6nem arz etmektedir(82).
Ayni zamanda Salmonella uzun siire konakgisi disinda yasayabildigi i¢in (sigir ya da kus
diskisinda yaklasik 2.5 yil) akar popiilasyonlarinin enfekte olma riskini artirmaktadir.
Aragtiricilar (71) yine bakteri ile enfekte akarlarin kanatlilara etkeni kan beslenmesi
sirasinda naklinden ziyade heniiz dlmiis veya ezilmis enfekte akarlarin agiz yolu ile
kanathlar tarafindan alinmasi yolunun enfeksiyon i¢in ¢ok daha dnemli oldugunu
vurgulamiglar ve D. gallinae’nin dogal ortamda etkin vektorliik roliiniin kanitlanabilmesi

icin detayli epidemiyolojik ¢alaigmalara ihtiya¢ oldugunun altini ¢izmislerdir.

Giiney Kosova’da 14 adet tavuk ciftliginde D. gallinae prevalansi %50 olarak belirlenmis
olup pozitif saptanan giftliklerdeki tavuklardan izole edilen D. gallinae 6rneklerinin
%37,5’1 PCR ile Salmonella spp. yoniinden pozitif belirlenmistir (83). Fransa’da Valiente
Moro ve ark. (72), D. gallinae‘deSalmonella spp.’nin sipesifik identifikasyonu amaciyla
16S rDNA gen bolgesini hedef alan FTA ® (filtre tabanli polimeraz zincir reaksiyonu)
teknigini gelistirmisler ve etkinligini oldukga yiliksek bulmuslardir. Arastiricilar (72) D.
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gallinae enfestasyonu goriilen 16 farkli tavukguluk isletmesinde yiiriittiikleri ¢aligmada
s0z konusu teknik ile Salmonella spp.’nin varligini tespit etmisler ve ¢iftlikler arasinda

bulasma agisindan D. gallinae’nin rezervuar 6nemini ortaya koymuslardir.

2.9 DERMANYSSUS GALLINAE UZERINE MOLEKULER VE FILOGENETIK
CALISMALAR

Bircok ektoparazitin bagarili identifikasyonu uzman ve tecriibeli taksonomistler
tarafindan yapilabilmektedir. Gilinlimiizde niikleer ribozomal DNA (84) veya
mitokondrial DNA (85, 86) parsiyel sekanslar tiir identifikasyonlarini kolaylastiran bir
ara¢ olarak ortaya cikmistir. Ozellikle rDNA’nin ITS sekanslar1 bazi akar tiirlerindeki
taksonomik problemlerin ¢6ziimlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir (87-89).
Ayrica mt-COI ve ITS sekanslart birgok akar tiirinlin evrimsel gelisimlerinin ve
iligkilerinin aragtirtlmasinda da yaygin olarak kullanilmig ve filogenetik yapilarinin

sekillenmesinde olduk¢a faydali olmuslardir (90).

Brannstrom ve ark. (91), Isveg’in 4 farkli cografik bolgesindeki yabani kuslardan izole
ettikleri D. gallinae 6rnekleri ile yumurta tavukgulugu isletmelerinden izole ettikleri D.
gallinae orneklerinin small subunit (SSU), 5.8S rRNA ve iki ITS rRNA gen bolgelerini
analiz etmigler, her iki popiilasyon i¢in SSU, 5.8S ve ITS-2 sekanslarinin identik
oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar (91) buna karsin ITS-1 sekanslarinda onemli
farkliliklar belirlemislerdir. ITS-1 sekanslarindaki bu farkliliklar temelinde bu akarlarin
yabani ve evcil orijinli olmak iizere iki genotipe ayrilabilecegini 6ne siliren arastiricilar
(91) grup iginde farkliliklarin olmadigin1 da belirlemislerdir. Potenza ve ark. (92),
Italya'min Apulia ve Basilicata bdlgelerindeki 7 kiimes ve 6 giivercin yuvasindan
topladiklari D. gallinae 6rneklerinin ribozomal complete ITS-1, 5.8S ve ITS-2 bolgelerini
bu akarin identifikasyonunda kullanilmalarinin uygunlugunu ortaya koymak amaciyla
sekans varyasyonlari yoniinden analiz etmislerdir. Arastiricilar (92) Brannstrom ve
ark.nin (91) bulgularina paralel olarak 5.8S ve ITS-2 gen bolgelerinde varyasyon
bulunmadigini buna karsin ITS-1 gen bdlgesinde zayif intraspesifik varyasyonlarin
bulundugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar (92) ayn1 zamanda ITS-2 gen bdlgesinin
amplifikasyonu i¢in dizayn ettikleri primerler ile Nested PCR analizleri
gerceklestirmisler ve akabinde uyguladiklar1t RFLP analizi ile de bu akar i¢in kullanilan
bu teknigin hizli ve giivenilir bir molekiiler teshis araci oldugunu belirtmislerdir. Marangi

ve ark. (93), Kuzey ve giiney Italya’nin 10 farkli bolgesindeki 24 farkli kiimes hayvani
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ciftliginden topladiklar1 D. gallinae o6rneklerinden 360’inin mt-COl ve ITS+
(ITS1+5.8S+ITS2) gen bolgelerinin sekans analizlerini gergeklestirmisler, ¢esitli Avrupa
iilkelerinden GenBank’a kayitli izolatlarla birlikte degerlendirerek mt-COIl gen
bolgesinin filogenetik analizleri sonucu sekanslarin iki grupta (A ve B) kiimelendiklerini
belirlemislerdir. Buna karsin ¢alismada (93) ITS+ gen bolgesinin filogenetik analizi
sonucu genis olarak c¢oziimlenmemis clusterlar ile sonuglandigr kaydedilmistir.
Arastiricilar (93) akar popiilasyonlarinin iilke i¢i ve farkli tilkelerdeki izolatlar biitiiniinde
karsilastirmali analiziyle elde edilen genetik destek bilginin D. gallinae’nin popiilasyon
dinamiklerinin daha iyi anlasilmasini saglayacagini rapor etmisler ve bunun da ayrica
ortaya ¢ikabilecek akarisit direngliligi ve enfestasyondan korunma ve tedavi i¢in alternatif
stratejilerin gelistirilmesinde genetik markerlarin identifikasyonuna olanak saglayacagini

kaydetmislerdir.

Chu ve arkadaslar1 (94)D. gallinae’nin genetik ¢esitliligini Asya {ilkelerinde ilk kez
incelenmistir. Japonya’da 2005-2012 yillar1 arasinda 40 farkli ilden toplanan 239 akar
orneginde mt-COI, 16S rRNA genleri ve ITS gen bdlgelerini arastirilmiglardir. COI ve
16S rRNA niikleotid dizilerinde sirasiyla 28 ve 26 haplotip belirlemiglerdir. Filogenetik
agacta A ve B seklinde kiimelenmis hablogruplar daha 6nce bildirilmistir. Arastiricilar
(94) A ve B hablogruplart sirasiyla AJ1, AJ2 ve BJ1, BJ2 olarak boliimlemisler,
filogenetik agag igerisinde AJ1 ve BJ2 hablotip dizilerinin diger iilkelerde bildirilenlerden
kismen farkli oldugu ancak AJ2 ve BJ1’in ise Avrupa iilkeleri ile benzer oldugunu
kaydetmislerdir. Buna ek olarak ITS dizilerinin Avrupa iilkeleri ile benzer oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar (94) bu bulgularin da D. gallinae’nin denizasir1 iilkelere

bulasma olasiligin1 gosterdigini rapor etmislerdir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 ARASTIRMA MATERYALI VE AKAR ORNEKLERININ TOPLANMASI
Bu caligmanin materyalini Kayseri’de bulunan bir yumurta tavukgulugu isletmesinde
tavuklarda goriilen toplu Oliimler iizerine Haziran-Temmuz 2014 tarihleri arasinda
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
intikal ettirilen 6lii tavuklar (Gallus gallus domesticus) {izerinde belirlenen akar 6rnekleri
olusturmustur (Sekil 3.1).

Sekil 3.1Tavuk lizerinde bulunan akarlar

Laboratuvara intikalleri saglanan 6lii tavuklar ivedilikle steril posetlere konularak -
80°C’de bir gece bekletilmis ve lizerlerindeki akarlarin 6lmesi saglanmistir. Tavuklarin
tizerinden ve steril posetler icerisine gegmis olan akarlar ince uglu bir pens yardimiyla

toplanarak %70 etil alkol igerisinde 1,5 ml’lik ependorflarda muhafaza altina alinmistir.
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3.2 MORFOLOJIK IDENTIFIKASYON

Toplanan akar orneklerinin tiir ve gelisim donemi bazli morfolojik identifikasyonlari
stereo mikroskop altinda ilgili teshis anahtarlarina (5, 13) gore yapilmistir. Entegre digital
kamera sistemiyle morfolojik 6zellikler goriintiilenmis ve veriler kayit altina alinmistir.
Akar ornekleri gelisim donemlerine gore larva, nimf ve ergin olarak kategorize edilip
protokol kayitlar1 gergeklestirilmis ve molekiiler analizlere kadar %70 etil alkol igerisinde

muhafaza edilmislerdir.

3.3 MOLEKULER ANALIZLER
3.3.1 Genomik DNA izolasyonu

%70 etil alkol i¢erisinde muhafaza edilen ve gelisme donemlerine gore kategorize edilen
akar Orneklerinden genomik DNA izolasyonu molekiiler filogenetik analizler icin
bireysel 6rnekler tizerinde, Salmonella tiirleri yoniinden ise gelisim donemli gruplanmis

(10 adet/havuz) akar havuzlarinda gergeklestirilmistir.

Akarlardan genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali1 Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon tinitesinde yapilmustir.
%70’lik etil alkol soliisyonu i¢erisinde muhafaza edilen 6rneklerin her biri ve gruplanmis
akar oOrnekleri once steril DNA’se RNA’se free mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve
tizerlerine siv1 azot ilave edilerek steril pestle ile toz haline getirilmistir. Daha sonra
tiiplerin tizerine 20ul proteinase K ve 150 ul Buffer C-L ilave edilerek hemen 1dk
vortekslenmistir, 56°C’de 1 gece su banyosunda tutulmustur. Tiiplerden DNA
ekstraksiyonu genomik DNA ekstraksiyon kiti (Axygen® AxyPrep™ Multisource

Genomic Miniprep DNA) ile iireticinin agiklamalarina gore asagidaki gibi yapilmistir.

a) Kit igerisinde bulunan Eluent, onceden 1sis1 65°C'ye ayarlanmis su banyosu

igerisine konulmustur.
b) Tipler tizerine 350 ul Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.
c) Dabha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

d) Her bir ornek i¢in 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon

yerlestirilmistir. Santrifiij islemi sonucu {istte kalan siipernatant pipet yardimiyla
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alinarak miniprep columnlar igerisine konularak 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

e) Siire sonunda dibe ¢oken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar tekrar
bu tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar igerisine ilk yikama
soliisyonu olan 500 pl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij

edilmistir.

f) Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirilmis ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep
kolonlar igerisine 700 pl of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij

edilmis ve bu islemler 2 kez tekrarlanmustir.

g) Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar
bos ependorflar icerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir soliisyon eklenmeden bos
tiipler 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama soliisyonlari i¢erisindeki

ethanoliin tamamen ugmasi saglanmistir.

h) Herbir 6rnege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, 6nceden 65°C'lik su banyosuna konulmus olan
eluent'den 50 pl ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra
14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapilarak genomik DNA elde edilmistir. Elde
edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza

edilmistir.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan oOrnekler Qubit® Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total

genomik DNA miktarlar1 (ng/pl) belirlenmistir.

3.3.2 Mt-COIGen Bolgesinin Amplifikasyonu

Akarlardan elde edilen genomik DNA ekstraktlart mithocondrial cytochrome oxidase
subunit I (mt-COI) gen bolgesinin yaklasik 450 bp fragmentini amplifiye eden COX1F
(5’-TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG-3’) ve COXIR (5-TACAGCTCCTATAGAT
AAAAC-3") primerleri ile PCR analizlerine tabii tutulmustur (95).
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Reaksiyon karigimi 25l final konsantrasyonda; 2,5 ul 10XPCR buffer, 2 mM MgClz, 0.4
uM her bir primer, 0.2 mM her bir ANTP, 2U Taq DNA polymerase ve 10-20ng template
DNA olacak sekilde hazirlanmustir.

Laminar kabin igerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik
DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmustur. Tiipler thermalcycler

cihazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur.

Mt-COl gen bolgesinin amplifikasyonu igin gerekli PCR sartlar1 asagida verilmistir (93).

1. 94 °C 4dk 1 siklus
2.94°C 1dk

3.53°C ldk 44 siklus
4.72°C 1dk

5.72°C 4dk 1 siklus

PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans
orneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su

kullanilmistir.

3.3.3 Ribozomal ITS+gen bolgesinin amplifikasyonu

Ribozomal Internal Transcribed Spacer+ (18S rRNA,ITS-1, 5.8S, ITS-2, 28S rRNA) gen
bolgesinin yaklagik 560 bp fragmentini amplifiye eden ITSF
(5’AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG 3’°) ve ITSR (5’ATATGCTTAAATTCA
GGGGG 3’) primerleri ile PCR analizlerine tabii tutulmustur (96).Reaksiyon karigimi
25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 2,5 ul 10XPCR buffer, 2
mM MgClz, 0.4 uM her bir primer, 0.2 mM her bir ANTP, 2U Taq DNA polymerase ve
10-20ng template DNA olacak sekilde hazirlanmigtir.
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Amplifikasyon i¢in uygulanan termal profil asagida gosterilmistir (93).

1. 94 °C 4dk 1 siklus
2.93°C 1dk

3.50 °C 1dk 30 siklus
4.72°C 1dk

PCR analizlerinin gegerliliinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans
orneklere ait genomik DNAlar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su

kullanilmastir.

3.3.4 Salmonella spp. 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu

Elde edilen Gelisim donemine gére gruplanmig akar havuzlarindan izole edilen genomik
DNA izolatlarinda Salmonella spp.varliginin arastirilmasi amaciyla ilgili bakterinin 16S
rDNA geninin yaklasitk 572 bp kismmi amplifiye eden 16SF (5" -
TGTTGTGGTTAATAACCGCA-3") ve 16SR (5-CACAAATCCATCTCTGGA-3')
primerleriyle(97) PCR analizleri ger¢eklestirilmistir. Reaksiyon karisimi; 2,5 pl 10XPCR
buffer, 2 mM MgClz, 0.5uM her bir primer, 0.5 mM her bir ANTP, 1U Taq DNA
polymerase ve 10-20ng template DNA olacak sekilde hazirlanmistir.

16S rDNA gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan termal profil asagida
gosterilmistir (97, 98).

1. 95 °C 10dk 1 siklus
2.94°C 1dk N
3. 65-58 °C 1dk

- 37 siklus
4.58°C 45 sn

5.72°C 1dk J

5. 72 °C 5dkl1 siklus
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PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak referans Salmonella spp. izolatlari,

negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir.

3.3.5 PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Mt-COl, ITS+ ve Salmonella 16S rRNA gen bdlgesi yoniinden PCR ile amplifikasyon
sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiillenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki
(CLP) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml deiyonize su iizerine 20
ml 1XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen soliisyon, hem jel
hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin icerisinin doldurulmasinda kullanilmaistir.
Uriinlerin gériintiilenmesinde %1,5'lik agaroz jel hazirlannigtir. Elde edilen PCR
iriinlerinin her birinden 10 pl alinip 90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmustur.
Sonuglar Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile

goriintlilenip analiz edilmistir.

3.3.6 Klonlanma ve Plazmid Piirifikasyonu

Mt-COl, ITS+ ve Salmonella 16S rRNA gen bolgeleri yoniinden PCR analizlerinde
pozitif belirlenen ve uygun konsantrasyonda olan izolatlardan se¢ilmis amplikonlar ilgili
gen bolgelerinin kayipsiz sekanslarinin elde edilebilmesi amaciyla klonlanmis ve plazmid

ptirifikasyonu yapilmistir. Uygulanan klonlama basamaklar1 asagida verilmistir.

Ligasyon basamagi:I'TS+ ve mt-COI gen bolgelerinin PCR’1 sonucu jel iizerinde
belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel
purifiye edilmistir. Jel piirifiye 6rneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu kullanicinin onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmistir:

2X Reaction Buffer 15 ul
PCR product (10 ng/ w 1) 115 ul
DNA Blunting enzyme 15 ul

Toplam 18 ul
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Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmistir.

Karigim tizerine daha sonra 1 x| pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ 1) ve 11 T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 u 1’ye tamamlanmustir. Karisim 5 dk oda sicakliginda

bekletildikten sonra 5 ul’si transformasyon igin kullanilmistir. pJET1.2/blunt

CloningVector haritas1 Sekil 3.2°de verilmistir.

2 Vector MAP

DNA sequence of MCS region

PJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
Ecos

17 transeription stant
T7 peometer — B e
TA ATA CGA CTC ACT ATA GCG GCC GLC

pJET1.2/blunt
2974 bp

o = — v

—
ATIEEIESEA TCT TTC TAG AAG ATC TCC TAC AAT
PR product
Bugl
Ecot 3
Need BsiS 2

ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG AT

PJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.2pJET1.2/blunt CloningVector Haritasi

Transformasyon Basamagi: 5 pl’lik ligasyon iirlinii buz {izerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz lizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karigim, 6nce 42°C’de 1 dk
daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pl. SOC Medium
eklenmistir. 37°C’de galkalayici lizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon karigimi

LB (Lurie-Bertani) kat1 besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet uglar ile alinarak yeniden LB kati

besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmustir.

Koloni Screening PCR: LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi

icerip icermedigini anlamak i¢in Koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 pl ITaq
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master mix’i, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karigim
hazirlanmistir. Hazirlanan karigima kati1 besiyerinde lireyen kolonilerden steril pipet ucu
ile aliman Ornekler bulastirilarak toplam 20 upL’lik karisgimlar  hazirlanmustir.
Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus, denaturation: 94
°C’de 30 s, annealing: 60 °C’de 30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72 °C’de
10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1.5’luk

agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilenmistir.

Plazmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNA’s1 elde etmek i¢in LB kati
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 ml’lik LB s1v1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen
stv1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar igerisine alinarak 6000g’de 15
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast istteki sivi kisim dokiiliip pelet daha sonra

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Peletten plazmid izolasyonu i¢in Axygen plasmid pirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin Onerileri dogrultusunda plazmid

ekstraksiyon islemi su sekilde yapilmistir:

1- -20°C’de saklanan peletin oda sicakliginda ¢6ziinmesi saglandiktan sonra tizerine

250 pl Buffer Sleklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce ¢alkalanmustir.

3- Daha sonra iizerine 350 ul Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifce 8 kez

calkalanmigtir
4- Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir

5- Santriflij sonrasi supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine

konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmigtir

6- Alttaki toplama tiipiine siiziilen siv1 bosaltilmis ve iistteki Miniprep column tekrar

ayni1 toplama tiipli i¢erisine yerlestirilmistir.

7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave

edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir
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8- Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirilmis ve Miniprep column

ayni1 toplama tiipli i¢erisine yerlestirilmistir

9- Tiip tizerine 700 ul Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

10- Toplama tiipiine siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmistir. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip igerisine yerlestirilmis ve membrana
baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak i¢in 12.000xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

11- Santrifiij sonras1t Miniprep column temiz bir 1.5 mI’lik tiip icerisine yerlestirilmis
ve plasmid DNA’s1 elde etmek amaciyla tizerine 60 pl Eluent eklenmis ve oda

1sinda 1 dk beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

12- Santrifiij islemi sonras1 1,5 ml'lik steril tiip igerisine siiziilen s1vi plasmid DNA's1,

sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Restriksiyon ve PCR Analizleri: Izole edilen rekombinant plazmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak klonlanan
genin varligr yoniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢cin Aval ve Xbal (Thermo
Scientific) enzimleri kullanilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen plazmid DNA’sin1 restriksiyon

enzimleri ile kesmek i¢in asagidaki oranlarda master mix hazirlanmistir:

Steril PCR grade Su 14 ul
10X FastDigest® buffer 2 ul
DNA 4 ul
FastDigest® enzyme 1 ul

Toplam 20 ul
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T7 promoter i Bplll Kpni
5¢ GGEC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ack GCE GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3* CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ccc TCT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC

Ma Tyr Tyr Ser Glu Sor Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gly Ser Pro

__ Xhol
Pap bt m Xbal
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC AAA AAG TCG TIC TA T AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Gu Leu Lys Glu Ala Leu Arg Glu Lesu Leu Asp 6l
Btgl
Eco130!
Neol Baulml 2

TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATs TIC TTC T 3’

ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG ARG A 57
Val lle Asn Giu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Glu

pJET1.2 reverss sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.3Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimlerinin baglanma noktalari

Karisim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra %1.5’lik
agaroz jele yiiklenerek klonlanan genin varli§i yoniinden incelenmistir. Plasmid
DNA’larin amplifikasyonu amaciyla pJET1.2 Forward (5°-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5°-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’, Thermo Scientific) primerleri kullanilmisg

ve PCR sonras1 amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel lizerinde goriintiilenmistir.

3.3.7 Sekans ve Filogenetik Analizler

Mt-COl, ITS+ ve Salmonella 16S rRNA gen bolgeleri elde edilmis olan plazmid DNA’lar
pJET1.2 forward ve reverse primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA
dizisi belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra
Geneious 8.1.4 (99) yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentlari
yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmig, insert olmus hedef gen bolgesi belirlemis ve
izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut
homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla Geneious 8.1.4 (99) yazilimi
tizerinden ¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve intraspesifik niikleotid
farkliliklart belirlenmistir. Filogenetik yapilanmalarin  belirlenmesinde Maximum

Likelihood (ML) ve Bayesian analizleri (BA) uygulanmistir. ML analizleri Mega 6.0.6
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(100) yazilimi iizerinden gergeklestirilmistir. ML analizlerinde sekans evrimi i¢in en
uygun modelin belirlenmesinde jModelTest 2 (101) kullanilmis ve en diisiik Akaike Bilgi
Kriteri (AIC) degerine sahip Tamura 3 Parameter + G+I modeli filogenetik agac
olusturulmasinda kullanilmig, node giivenilirliginin belirlenmesinde bootstrap
replikasyon degeri 1000 alinmistir. BA analizlerinde uygun model belirlenmesinde yine
jModelTest 2 (101) kullanilmis ve en diisiik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC) degerine sahip
General Time Reversible + Gamma distributed (GTR+G) modeli filogenetik agacin
olusturulmasinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.4 (99) yazilimi
tizerinden MrBayes plugin (102)kullanilarak gerceklestirilmis, Markov Chain Monte
Carlo taramalar1 1.100,000 jenerasyon igin 4 zincirle ve aga¢ Orneklemesi her 200

jenerasyonda bir (ilk 100,000 aga¢ “burn in” olarak ¢ikarilmistir).



4. BULGULAR

4.1 MORFOLOJIK IDENTIFIKASYON SONUCLARI

Labratuvara getirilen toplam 8 6lii tavuk iizerinden 2750 adet akar toplanmistir. Akarlarin
gelisim donemlerine gore dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Tiim akarlar morfometrik

teshis anahtarlarina gére Dermanyssus gallinae olarak identifiye edilmistir.

Tablo 4.10lii tavuklar iizerinde belirlenen D. gallinae akarlarinin gelisim dénemlerine gore dagilimi

Tavuk No Ergin Nimf Larva Toplam
1 275 101 7 383
2 210 87 5 302
3 216 81 4 301
4 222 92 8 322
5 260 114 7 381
6 205 79 5 289
7 264 93 6 363
8 268 138 3 409
Toplam 1920 785 45 2750

Incelenen akarlarin viicudunun oval ve yassi oldugu ve iizerinin ince bir kitin tabakasi ile
kapli oldugu goriilmiistiir. Kan emmeyen 6rneklerin beyaz renkte, kan emenlerin ise
kirmizi-siyah renkte bulundugu belirlenmistir. Ergin (Sekil 4.1) ve nimflerde (Sekil 4.2)
dort ¢ift, larvalarda (Sekil 4.3) ise {i¢ ¢ift bacak gbzlenmistir.
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Sekil 4.2D. gallinae Nimfleri Dorsal (A: Protonimf; B: Deutonimf) Ventral Goriintiisii (C: Deutonimf)
(Orijinal)
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k 1000 um

Sekil 4.3D. gallinae Larvas1 Ventral Goriintiisii (Orijinal)

4.2 MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI
4.2.1 Mt-COI Gen Bolgesi Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuglari

Morfolojik identifikasyonlar1 saglanan D. gallinae gelisim donemlerinden segilen
orneklere ait genomik DNA izolatlarinin mt-COI gen bolgesini hedef alan primerlerle
amplifikasyonu sonucu hedef biiyiiklilkte amplikonlar belirlenmistir. Baz1 rneklere ait
mt-COI gen bdlgesi amplikonlarinin agaroz jel ilizerinde goriiniimleri Sekil 4.4°de

verilmistir.

Sekil 4.4D. gallinae orneklerine ait genomik DNA izolatlarinin mt-COI gen bolgesini amplifiye eden
COXI1F ve COXI1R primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde
gOrliniimii M: Marker; 1,2: Ergin, 3: Nimf, 4: Larva
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Uygun konsantrasyonda belirlenen toplam 7 izolata (ait 3 ergin, 3 nimf, 1 larva) ait
amplikonlar sekans analizleri icin jel pirifiye edilmis (Sekil 4.5) ve plazmid

piirifikasyonu i¢in ayrilmistir.

450 bp

Sekil 4.5Sekans analizleri i¢in segilen bazi izolatlarin mt-COIl gen bolgesinin amplifikasyonu sonrast jel
pirifiye edilen 6rneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1: Ergin, 2: Nimf

Jel piirifiye edilen amplikonlarin klonlanmasi sonucu kat1 besi yerinde iireyen
kolonilerden segilen tek koloniler, transformasyon etkinligini artirmak amaciyla steril
pipet uclart ile alinip ayr1 ayr1 tekrar LB kati besi yerine ekilmistir (Sekil 4.6).
Boliimlenmis kolonilerden segilen tek koloniler vektor spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutulmus ve hedef gen bolgelerinin vektor DNA’sina insert oldugu
koloniler belirlenerek (Sekil 4.7) sivi besi yerine aktarilmis ve sonrasinda plazmid
ptrifikasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu
Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimleriyle restriiksiyon analizleri (Sekil 4.8) sonucu

yapilmistir.
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450 bp hedef gen bolgesi
| +
120 bp vektor DNA’si

Sekil 4.7Transforme hiicrelerde mt-COI gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel agarozda
goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-6,8,9: Insert mt-COI gen bolgesi

insert gen bolgesi fragmentleri

Sekil 4.8Saflastirilan plazmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu insert mt-COl gen bdlgesi
fragmentlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-7: Insert mt-COI gen bolgesi

Sekans analizlerine dahil edilen 7 adet 6rnege ait plazmid DNA izolatlarinin elde edilen
niikleotid sekans kromtogramlar1 dikkatlice analiz edilmis ve forward ve reverse
dizilimlerin ikili hizalamalar1 ile hedef gen bolgesi dizilimleri plazmid DNA’s1

igerisinden izole edilerek karakterize edilmistir. Mt-COI gen bdlgesi sekans analizleriyle
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Sekil 4.10Mt-COI gen bolgesi amplifikasyonunda kullanilan COX1F ve COX1R primerlerinin sigir mt-
COX1 gen bolgesinin amplifikasyonu agisindan uyumlulugu

Mt-COI gen bdlgesi yoniinden sekans analizleriyle karakterize edilen izolatlar, D.
gallinae gelisim donemleri ve GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 4.2°de
verilmigtir.

Tablo 4.2Mt-COI gen bdlgesine gore karakterize edilenizolatlarin tiir, DNA izolasyon kaynagi ve
GenBank aksesyon numaralari

. DNA izolasyon kaynag: GenBank
1zolat Tiir )
(D. gallinae) Aksesyon

ERU-Dgal-1 D. gallinae Ergin KU866543

ERU-Dgal-2 D. gallinae Nimf KU866544

ERU-Dgal-3 D. gallinae Nimf KU866545

ERU-Dgal-4 D. gallinae Larva KU866546
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ERU-Dgal-5 D. gallinae Nimf KU866541
ERU-Dgal-6 D. gallinae Ergin KU866547
ERU-Dgal-BosTaurus BosTaurus Ergin KU866542

Mt-COI gen bolgesine gore belirlenen izolatlarin niikleotid kompozisyonlari Tablo 4.3’ de
verilmistir. D. gallinae olarak karakterize edilen izolatlarin mt-COI gen bélgesi sekans
analiz sonuglar1 68 degisken bdlge ve 279 identik bolgenin varligini ortaya koymustur.
Saptanan izolatlarin yiiksek AT baz icerigine (%72,1) sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.3Mt-COI gen bolgesine gore D. gallinae olarak karakterize edilenizolatlarin niikleotid

kompozisyonlari
izolat TU)| C | A | G | T+A | C+G | Toplam Baz
ERU-Dgal-6 42,1114,1|30,5|133| 726 | 27,4 347,0
ERU-Dgal-5 40,2114,1130,2|155| 70,4 | 29,6 453,0
ERU-Dgal-4 42,4115,0(29,4|13,3| 71,8 | 28,2 347,0
ERU-Dgal-3 42,1114,1|30,8|13,0| 729 | 27,1 347,0
ERU-Dgal-2 42,1113,8|31,1|13,0| 73,2 | 26,8 347,0
ERU-Dgal-1 41,8 14,4|30,5|13,3| 72,3 | 27,7 347,0
Ortalama 41,7 114,3|30,4|136| 72,1 | 27,9 364,7

4.2.2 Mt-COI Gen Bolgesi Filogenetik Analiz Sonuglari

Filogenetik analizler sonucu Mt-COI filogenetik analizlerine c¢alismada elde edilen
izolatlarla birlikte GenBank’ta mevcut olan Avustralya, Japonya, Fransa, Italya,
Danimarka, Hollanda, Polonya ve Amerika Birlesik Devletlerinden farkli haplogruplarda
yer alan toplam 49 izolat dahil edilmis monofiletik dis grup olarak Dermanyssus
hirundinis (GenBank aksesyon: AM921862) kullanilmistir. Filogenetik analize dahil
edilen izolatlarin pairwise identiklik oranlar1 Tablo 4.4’de verilmistir. Bayesiyan
filogenisine gore olusturulan agac iizerinde (Sekil 4.11) goriilecegi lizere analize dahil
edilen izolatlarda 6 haplogrup (A-F) igersinde toplam 28 haplotipin varlig
goriilmistiir. Arastirmada saptanan izolatlar arasindaki intraspesifik sekans heterojenitesi
%10,2+0,2 belirlenmistir. ERU-Dgal-1, ERU-Dgal-2, ERU-Dgal-3 ve ERU-Dgal-6
izolatlar1 en yiiksek identikligi Itlaya’da izole edilmis TE1 izolatiyla (GenBank aksesyon:
KC774797) gostermis (Tablo 4.4) ve ilgili izolatla birlikte kiimelenerek E haplogrubunda
yer almistir(Sekil 4.11). ERU-Dgal-4 izolat1 en yiiksek identikligi yine Italya’dan izole
edilmis TR ve MN1 izolatlartyla(Genbank aksesyon: KC774765, KC774787) (Tablo 4.4)
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gostermis ve ilgili izolatlarla birlikte F haplogrubunda yer aldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.11).
Arastirmada belirlenen yukaridaki izolatlardan daha uzak bulunan ERU-Dgal-5 izolat1 ise
en yiiksek identikligi Fransa’dan izole edilmis SB izolatiyla gostermis olup (Tablo 4.4)
en genis haplogrubu olusturan A haplogrubunda yer aldig1 belirlenmisir (Sekil 4.11).
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ﬁwamua»se isolate SB Fransa
ERU-Dgal-§

[ HQB842356 , Clone AUS24 Avustralya

|- LC029517 , isolate: Okayama_178_2010 Japonya
21 1026519 , isolate: Okayama_180_2010 Japorya
|- LC029547 , isolate: Hyogo_A_2010 Japonya

- 1029850 . isolate: Hyogo_D_2010 Japonya

L Lc020551 . isotato: Hyogo_E_2010 Japonya
—— HQ842161 . Clone 9007_2_9 Fransa

— HQB842364 , Clone BOUY14 Fransa

—2% L 10842365, Clone BOUY1S Fransa

|osy HQB42371 , Clone BOUY23 Fransa
I HQ842571 . Clone 9004_1 Fransa

- LC029540 , isolate: Chiba_202_2010 Japonya

= LC029558 , isolate: Tochigi_104_2008 Japonya

L— HQ842184 . Clone $016_6_16 Fransa
FN432526 , isolate SK0819 Danimarka
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o —.[
HQ842543 , clone SK0819 Danimarka
[~ AM921856 , isolate SK Danimarka

— FN432525, isolate SK0818 Danimarka

HQB842526 , clone ROLO921 Fransa

FN432501 . isolate IL202q Hollanda

FN432504 , isolate IL302f Hollanda

LC029552 , isolate: Oita_H1_2010 Japorya

LC029556 , isolate: Nagasaki_P10-2140_2010 Japonya
FN432520 , isolate PO2b Polonya

LC029516, isolate: Hokkaido_177_2010 Japonya
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LC029538 , isolate: Mie_200_2010 Japonya

— 71 YY)

LC029543 , isolate: Chiba_205_2011 Japonya
FN432470 , isolate 80201 Fransa

f——— FM208716 , isolate JBO27 Fransa

—— FM208736 . isolate JBO46 Fransa
HQ842226 , clone 8019m Fransa
097
HQ842277 , clone 8028g Fransa
HQ842492 , clone RENT Fransa

FN432517, isolate LB181 Fransa

oa[ AMI21860 , isolate Pi Fransa
AMO21861 , isolate JGC Fransa

ERU-Dgal-3

ERU-Dgal-1

o[ ERUDgal2

ERU-Dgal-6

090[ FN646512 , isolate JOW-123-1 ABD
FN646516 , isolate JOW-123-5 ABD

AM921862 . Dermanyssus hirundinis.
0.005

KC774797 . Isolate TE1 halya

—— ERU-Dgal4

f— KC774765 , leotate TR halya

1

[ KC774787 . Isolate MN1 kalya

b KC774790, Isolate VR1 htalya
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Sekil 4.11D. gallinae izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik
iligkileri. Caligmada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde yerlestikleri kiimeler kirmizi renkte
gosterilmistir. Node’larm dniindeki rakamlar Bayesian olasiligini gdstermektedir. Olgek gizgisi yerlesim

yeri bagina niikleotid degisimini gostermektedir.
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4.2.3 Ribozomal ITS+ Gen Bolgesi Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuclar:

Mt-COI gen bolgesinde oldugu gibi gelisim donemlerinden segilen drneklere ait genomik
DNA izolatlarinin ITS+ (18S rRNA parsiyel; ITS-1, 5.8S rRNA, ITS-2 complete; 28S
rRNA parsiyel) gen bdlgesini hedef alan primerlerle amplifikasyonu sonucu hedef
biiyiikliikte amplikonlar saptanmistir. Bazi  Orneklere ait ITS+ gen bolgesi

amplikonlarinin agaroz jel lizerinde goriintimleri Sekil 4.12°de gdsterilmistir.

Sekil 4.12D. gallinae 6rneklerine ait genomik DNA izolatlarimin ITS+ gen bolgesini amplifiye eden ITSF
ve ITSR primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M:
Marker; 1,2: Ergin, 3: Nimf, 4: Larva

Mt-COI gen bolgesi sekans analizleri igin belirlenmis ayni izolatlarla birlikte toplam 7
amplikon sekans analizleri i¢in jel piirifiye edilmis (Sekil 4.13) ve plazmid piirifikasyonu

icin ayrilmistir.

559 bp

Sekil 4.13Sekans analizleri igin segilen bazi izolatlarin ITS+ gen bolgesinin amplifikasyonu sonrasi jel
ptirifiye edilen drneklerin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1: Ergin, 2: Nimf
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Jel piirifiye edilen amplikonlarin klonlanmasi sonucu mt-COI gen bolgesinde oldugu gibi
bolimlenmis kolonilerden segilen tek koloniler vektér spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutulmus ve hedef gen boélgelerinin vektér DNA’sina insert oldugu
koloniler belirlenerek (Sekil 4.14) sivi besi yerine aktarilmig ve sonrasinda plazmid
piirifikasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu
Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimleriyle restriiksiyon analizleri (Sekil 4.15) sonucu
yapilmistir.PCR ve restriiksiyon analizlerinde bir 6rnege ait plazmid DNA’nin farkl

biiyiikliikte bant profili gosterdigidikkati ¢ekmistir.

559 bp hedef gen bolgesi
+
120 bp vektor DNA’si

e .14Transforme hiicrelerde ITS-2 gen bolgesinin koloni 1 sonucu amplikonlarin jel agarozda
kil 4.14Transf hiicrelerde ITS-2 gen bdlgesinin koloni PCR’ plikonlarin jel agarozd
goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-9: insert ITS-2 gen bélgesi

il

AR S e e s mammm) Insert gen bolgesi fragmentleri
*

!
:

Sekil 4.15Saflastirilan plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu insert ITS+gen bdlgesi
fragmentlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-4,6,7: Insert ITS+gen bolgesi; 5: Farklt
profilde insert olmus gen bolgesi



a1
SN

Sekans analizlerine dahil edilen 7 adet 6rnege ait plazmid DNA izolatlarinin elde edilen
niikleotid sekans kromtogramlar1 dikkatlice analiz edilmis ve forward ve reverse
dizilimlerin ikili hizalamalar1 ile hedef gen boélgesi dizilimleri plazmid DNA’s1
icerisinden izole edilerek karakterize edilmistir. ITS+ gen bolgesi sekans analizleriyle
belirlenen izolatlarin niikleotid dizilimleri ¢oklu hizalama analizleriyle birlikte Sekil

4.16°da verilmistir.

! 10 il il @ Ll o n L] L] 10 it [t:] 12 “ 150
Ce 1.ERU-Dgal? AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCEC ACGCTGTTGG GAGAGCCATT GCAATGTAAT

Ce 2. ERU-Dgal5 AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCHC ACGCTGTTGG GAGAGCCATT GCAATGTAAT

Ce 3. ERU-Dgald AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCHC ACGCTGTTGG GAGAGCCATT GCAATGTAAT

Ce 4 ERU-Dgal3 AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCEC ACGCTGTTGG GAGAGCCATT GCAATGTAAT

Ce 5. ERU-Dgal) AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCHC ACGCTGTTGG GAGAGCCATT GCAATGTAAT

Lo 6.ERU-Dgal1 AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGUGGAAGG ATCATTATT  GAATCAAAA  TCCATTCA CTCACTCAGA GAGGATGGTA CCTGTATGAT GTGCTATCEC ACGCTGTTGG GAGAGUCATT GCAATGTAAT

Ce 7.TE-TS GAGGAAGTA AMAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC CTGCGEAAGE ATCATTANTE BSABTEAAAE WETCCA--CA CTEEETEAGE COTHEARE:- --GEEATEEC A---TGT--- -—-| @HCCa-- GEAATETAA-

W‘ﬂ |7‘ﬂ \gﬂ W‘ﬂ ZI]I] 2\‘D ZZ‘D ZS‘D M] 25‘D zqn H‘D Zgﬂ JV‘D Jqﬂ

Ok 1.ERU-Dgak? GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Uk 2. ERU-Dgaks GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Uk 3 ERU-Dgakd GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Uk 4. ERU-Dgakd GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Uk 5 ERU-Dgak2 GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Uk 6 ERU-Dgak1 GACATGTATT CTAAATTTGT ATCGCGTACT CACTTTACTA AGTTAGTCGC GTGTCGCCAG CCATCGGCTG GTTTGACAAC AATTTTACCA ATTTGTGCTA TTGAGATT. CAAMACAA GACTCAATGT GEGGGATCAC TTAGTCCTTA
TS 585 MRNA

Ce77EMS  GANA-—-ART EEAABTTTEN ASENCGEA-T CHECTT----- -GETEETCGe ATESEEEA: MoBscEcc-c MEETG----C GA---TACCH A-GTGTG-HA TTGES----- ----——---—- Glc---ATE- -GEGHATCAN BSAcTECTTE

310 3 k) ) 350 360 Kl 380 30 400 4 an &0 0 0

b 1,ERU-Dga] AATCGATGAA AMACATAGTA ATTTGIGGAA AMTGATGIGA GITGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGITIT TG AATGA AMADTT  CAGCATGGAT GCATGCGIGT CTATGCTGCA TTTGITTCAC TATATATCAL TCTAAATITG

Ce 2 ERU-Dgal§ AATCGATGAA AAACATAGTA ATTTGTGGAA AATGATGTGA GTTGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGTTTT TG — AATGA ~AAATTT CAGCATGGAT GCATGCGTGT CTATGCTGCA TTTGTTTCAG TATATATCAA TGTAAATTTG

Ce 3 ERU-Dgal4 AATCGATGAA AAACATAGTA ATTTGTGGAA AATGATGTGA GTTGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGTTTT TG AATGA AAATTT CAGCATGGAT GCATGCGTGT CTATGCTGCA TTTGTTTCAG TATATATCAA TGTAAATTTG
A
Ce 4 ERU-Dgald AATCGATGAA AAACATAGTA ATTTGTGGAA AATGATGTGA GTTGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGTTTT TG AATGA AAATTT CAGCATGGAT GUATGCGTGT CTATGCTGCA TTTGTTTCAG TATATATCAA TGTEAATITG

Ce 5 ERU-Dgal-2 AATCGATGAA AAACATAGTA ATTTGTGGAA AATGATGTGA GTTGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGTTTT TG AATGA AAATTT CAGCATGGAT GCATGCGTGT CTATGCTGCA TTTGTTTCAG TATATATCAA TGTAAATTTG
A

Ce 6. ERU-Dgal1 AATCGATGAA AAACATAGTA ATTTGTGGAA AATGATGTGA GTTGTGAAAT TTTGTGAG C ATTGTGTTTT TG AATGA AAATTT CAGCATGGAT GUATGCGTGT CTATGCTGCA TTTGTTTCAG TATATATCAA TGTEAATITG
A

-
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=
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Ce 7.7E-TS AA-0G----- -BAcATHGE: EEErES:c-- EATEEEGEGE cGEATGEEE: TTTcEcEcEc STTEEETTET T
W £ £ ) B0 0 G}

AGHA GAMATETECHE caAcBASGGGE GGHEGCET-- -TA----coE TEBCErEC
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ = 5 = 7 R
e {.ERU-Dgal7 TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATASTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATA

e 2. ERU-Dgal§ TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATAGTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATAT

¢ 3 ERU-Dgal4 TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATAGTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATAT

e 4 ERU-Dgal3 TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATAGTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATAT

Ce 5.ERU-Dgal2 TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATAGTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATAT

Ce 6.ERU-Dgal-1 TCGTTAC TA TTGCTTGAAA GCAATAGTAT AAA CTGTTC GCGATCACAA GTGTGATATC GATCTTGCG TTATATGAC GTGTATCTGA AATCAAGTGT GACGACCCCC TGAATTTAAG CATAT

e 7.7E-T8 HecRTECEEA TTGRGESAA- -CHATA-TAN AGAGCEEITE cCEESCESAA BrErc---rc @STCTTECHS METAENT ErECABCTEA AATCASGTAG GARBACCCCC TGAATTTAAG CATAT

Sekil 4.16SaptananlTS+izolatlarina ait niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari

Sekil 4.16°da goriildiigi lizere restriirksiyon analizlerinde de farkli bant profili sergileyen
bir izolata ait sekansin (7E-ITS) digerlerinden oldukga farklilik gosterdigi dikkati
cekmigtir. Nitekim bu izolatin GenBank {izerinden yapilan blastn analizlerinde hedef tiir
D. gallinae’ye ait olmadigive Pichia soyundaki mantar izolatlariyla yiiksek identiklik

(%94,7) gosterdigi belirlenmistir.

ITS+ gen bolgesi yoniinden sekans analizleriyle karakterize edilen izolatlar, D. gallinae

gelisim donemleri ve GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5ITS+ gen bolgesine gore karakterize edilenizolatlarin tiir, DNA izolasyon kaynagi ve GenBank
aksesyon numaralari

izolat Tiir DNA izolasyon kaynagi GenBank
(D. gallinae) Aksesyon
ERU-Dgal-1 D. gallinae Ergin KUB866535
ERU-Dgal-2 D. gallinae Nimf KU866536
ERU-Dgal-3 D. gallinae Nimf KU866537
ERU-Dgal-4 D. gallinae Larva KU866538
ERU-Dgal-5 D. gallinae Nimf KU866539
ERU-Dgal-7 D. gallinae Ergin KU866540
TE-ITS Pichiaspp. Ergin -

ITS+ gen bolgesine gore belirlenen izolatlarin niikleotid kompozisyonlar: ise Tablo
4.6’da sunulmustur. D. gallinae olarak karakterize edilen izolatlarin ITS+ gen bolgesi
sekans analiz sonuglar1 2 degisken bolge ve 557 (%99,6) identik bolgenin varligini ortaya
koymustur. Saptanan izolatlarin GT baz igerigine oranla yiiksek AT baz icerigine (%61,9)

sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.61TS+ gen bolgesine gore D. gallinae olarak karakterize edilenizolatlarin niikleotid

kompozisyonlari
. Tw| ¢ | A | 6 | T+A | ceg | TOPlambaz
Izolat sayisi
ERU-Dgal-7 31,7 |16,3|30,1|21,9| 61,8 38,2 558,0
ERU-Dgal-5 32,0 16,1 |30,1|21,8| 621 37,9 559,0
ERU-Dgal-4 32,0 16,1 |30,1|21,8| 621 37,9 559,0
ERU-Dgal-3 31,8 |16,5| 299|218 | 61,7 38,3 559,0
ERU-Dgal-2 32,0 16,1 |30,1|21,8| 621 37,9 559,0
ERU-Dgal-1 31,8 165|299 |218| 61,7 38,3 559,0
Ortalama 31,9 16,3|30,0|21,8| 61,9 38,1 558,8
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4.2.4 1TS+ Gen Bolgesi Filogenetik Analiz sonuglari

ITS+ filogenetik analizlerine ¢alismada elde edilen izolatlarla birlikte GenBank’ta
mevcut olan Norveg, Italya, isveg, Fransa, Ispanya, Hollanda ve Japonya’dan farkli
haplogruplarda yer alan toplam 25 izolat dahil edilmis monofiletik dis grup olarak
Dermanyssus hirsutus (GenBank aksesyon: AM931077) kullanilmigtir. Filogenetik
analize dahil edilen izolatlarin pairwise identiklik oranlar1 Tablo 4.7°de verilmistir. ML
filogenisine gore olusturulan agac tlizerinde (Sekil 4.17) goriilecegi lizere analize dahil
edilen izolatlarda 3 filogenetik grup (Tip-1-3) igerisinde toplam 6 haplotipin varligi
goriilmustiir. Aragtirmada karakterize edilen ITS+ niikleotid sekanslarinda yalnizca biri
ITS-1 (115. baz, Sekil 4.16) digeri ise ITS-2 gen bolgesinde (432. baz, Sekil 4.16) olmak
tizere iki variable bolge belirlenmistir. Tip 1 grup olarak nitelenen ilgili bazlardaki
sirastyla C, C yerlesimi ERU-Dgal-1 ve ERU-Dgal-3 izolatlarinda belirlenmis ve bu
izolatlar filogenetik aga¢ tlizerinde de goriilecegi lizere (Sekil 4.17) ilgili Hollanda ve
Japonya izolatlartyla kiimelenme gostermistir. Tip-2 grup olarak nitelenen ilgili
bazlardaki sirasiyla T, A yerlesimi ERU-Dgal-2, ERU-Dgal-4 ve ERU-Dgal-5
izolatlarinda saptanmis ve bu izolatlar da ilgili Norveg, Italya, isveg, Fransa ve Ispanya
izolatlariyla aymi kiimede yer almistir (Sekil 4.17). ERU-Dgal-7 izolatinin ilgili
bazlarinda ise sirasiyla C, A yerlesimi belirlenmis ve bu izolat Hollanda ve Fransa’dan
bildirilen ilgili izolatlarla Tip-3 grup igerisinde kiimelenme gostermistir (Sekil 4.17).
ITS+ filogenetik analizlerine gore incelenen izolatlar arasinda genetik diversite %0,3+0,2

olarak belirlenmistir.



AM233440
AM303301
AM330384
AM330836
AM330887
AM931072
AM331074
AM343020
ERU-Dgal-1
ERU-Dgal-2
ERU-Dgal3
ERU-Dgal-4
ERU-Dgal-5
ERU-Dgal-7
FM207430
FM207491
61212
212128
212129
N21213%
N1
KF436399
LC034921
10034338
1034939
Dermanyssus hirsutus AM3..,

Tablo 4.71TS+ gen bolgesine filogenetik analize dahil edilen izolatlarin pairwise identiklik oranlari
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AM233440 AM303301 AM9308B4 AMB30836 AMAI30BB7 AMB3I072 AMI3IOT4 AMI430L0 ERUDg.. ERUDg.. ERUDg.. ERUDG.. ERUDg.. ERUDg.. FM207430 FM207431 GOI29212 INZI2128 INZ12129 IN212136 INZ212137 KF436899 LCO34921 LCD34933 LCO34339 Derman...

99.7% | 997% | 994% | 997% | 100% | 99.7% | 100% | %94% | 100% | 994% | 100% | 100% | 997% | 994% | %96% | 100% | W% | 100% | 100% | 994% | 99.2% | W4% | 994% | 4% | 915%
B7% 100% | 9.7% | 100% | 9.7% | 100% | 997% | 99.7% | 997% | 997% | 99.7% | 997% | 100% | 997% | 999% | 997% | 94% | 9% | 997% | 992% | 9BS% | W9T% | 9% | 9% | 9.8%
97% | 100% B.7% | 100% | 97% | 100% | 997% | 7% | B97% | 97% | 7% | 997%  100% | %97% | 99%% | 997% | 994% | 9% | B7% | 92% | BS% | 9T% | B97% | 997% | 918%
WA% | BT | 9T% 99.7% | 4% | 97% | 4% | 100% | 994% | 100% | 994% | 994% | 997% | 100% | 99.9% | 994% | 99.2% | W4% | 994% | 9B5% | 9B.6% | 100% | 100% | 100% | 91.5%
97% | 100% | 100% | 9.7% 0.7% | 100% | 97% | 997% | 997% | 997% | 997% | 997% | 100% | 99.7% | 99.0% | 997% | 994% | 997% | 997% | W92% | %8%% | 997% | B97% | 99T% | 91.8%
100% | 97% | 9.7% | 94% | 97% 99.7% | 100% | 994% | 100% | %94% | 100% | 100% | 997% | 994% | 996% | 100% | 997% | 100% | 100% | 94% | 99.2% | B4% | 994% | 4% | 91.5%
97% | 100% | 100% | 99.7% | 100% | 99.7% 9.7% | 7% | 9% | 97% | 9% | 997% | 100% | 997% | 99.9% | 997% | 994% | 997% | 9% | 9% | 985% | 9% | 9T% | 997% | 91.6%
100% | 97% | 97% | 94% | 97% | 100% | 9.7% 994% | 100% | 994% | 100% | 100% | 997% | 994% | 996% | 100% | 99.7% | 100% | 100% | 994% | 99.0% | 94% | B94% | 994% | 91.0%
W4% | 9% | 9% | 100% | 99T% | 994% | 9T% | 994% 994% | 100% | 994% | 994% | 997% | 100% | 99.9% | 94% | 99.2% | 94% | 994% | 9B.9% | %86% | 100% | 100% | 100% | 91.5%
100% | 97% | 97% | 94% | 9.7% | 100% | 997% | 100% | 99.4% 994% | 100% | 100% | 997% | 994% | 99.6% | 100% | 997% | 100% | 100% | 994% | 99.2% | 994% | 994% | 994% | 915%
W4% | BT% | 9% | 100% | B9T% | 994% | 9T% | 994% | 100% | 99.4% 994% | 994% | 997% | 100% | 999% | 994% | 99.2% | W4% | 994% | %B5% | 9B6% | 100% | 100% | 100% | 91.5%
100% | 97% | 9.7% | 94% | 9.7% | 100% | 99.7% | 100% | 994% | 100% | 99.4% 100% | 997% | 94% | 996% | 100% | 99.7% | 100% | 100% | 994% | 99.2% | 4% | 994% | 994% | 91.5%
100% | 97% | 97% | 94% | 97% | 100% | 997% | 100% | 994% | 100% | %94% | 100% 997% | 994% | 996% | 100% | 97% | 100% | 100% | 4% | 2% | 994% | B94% | 94% | 915%
B97% | 100% | 100% | 99.7% | 100% | 997% | 100% | 99T% | 7% | 7% | 997% | 997% | 997% W7% | 99.9% | 9T% | 94% | 9T% | W% | 92% | W% | 99T% | 9T% | B9T% | 91.8%
994% | 997% | 997% | 100% | 99.7% | 994% | 997% | 994% | 100% | 994% | 100% | 994% | 994% | 997% 99.9% | 99.4% | 99.2% | 994% | 994% | 9B.9% | 9BE% | 100% | 100% | 100% | 91.5%
%96% | 99.9% | 95% | 99.9% | 99.5% | 996% | 99.9% | 996% | 999% | 996% | 999% | 99.6% | %96%  999% | %9.%% %96% | 99.3% | 96% | 99.6% | 0% | 9BE% | 99% | 9% | 9.9% | 91.6%
100% | 97% | 9.7% | 94% | 97% | 100% | 9.7% | 100% | 994% | 100% | 99.4% | 100% | 100% | 997% | 994% | 99.6% 97% | 100% | 100% | 994% | 99.2% | W94% | 994% | 4% | 95%
997% | 4% | 4% | 9% | 994% | 9% | 4% | B9T% | 9% | BT 992% ) 87% | 997% | 994% | %92% | 983% | 9% 997% | 997% | NIh | 96B5% | 2% | B82% | N2% | 2%
100% | 97% | 9.7% | 94% | 9.7% | 100% | 9.7% | 100% | 994% | 100% | 994% | 100% | 100% | 997% | 994% | 996% | 100% | 99.7% 100% | 94% | 9.2% | 94% | 94% | 94% | 915%
100% | 97% | 97% | 94% | 9.7% | 100% | 997% | 100% | 99.4% | 100% | 994% | 100% | 100% | 997% | 994% | 996% | 100% | 99.7% | 100% 994% | 99.2% | 94% | 994% | 994% | 91.5%
W4% | 99.2% | 9% | B8P | B2% | 9% | BI% | B94% | %% | V4% | B | 994% | B4% | 2% | B% | 990% | 994% | BNI% | 994% | B4% 986% | 9B.%% | 9B5% | BFe | 90.5%
9% | 98.9% | 9B5% | 986% | 9BO% | 99.2% | 9B.9% | 99.0% | 986% | 992% | 9%86% | 9% | 992% | 989% | 986% | 98E8% | 992% | 9B9% | 992% | 9% | %B6% 986% | 98.6% | 9B6% | 0%
994% | 97% | 9T% | 100% | 997% | 994% | 9T% | B94% | 100% | 994% | 100% | 99.4% | 994% | %97% | 100% | 99.9% | 994% | 92% | B94% | 994% | 8BI% | %Bh 100% | 100% | 91.5%
WA% | 9% | 9% | 100% | 99T% | 994% | 997% | 994% | 100% | 994% | 100% | 994% | 994% | 997% | 100% | 999% | 994% | 92% | 994% | 994% | 9B.%% | %B.6% | 100% 100% | 91.5%
994% | 997% | 997% | 100% | 997% | 994% | 997% | 94% | 100% | 994% | 100% | 994% | 994% | 997% | 100% | 99.9% | 994% | 992% | 994% | 99.4% | 9B.5% | %86% | 100% | 100% 91.5%
915% | 91.8% | 918% | 91.5% | 9LB% | 91.3% | 91.6% | 91.0% | 915% | 915% | 915% | 915% | 915% | O1B% | 915% | 9L6% | 9L5% | 91.2% | 91.5% | 915% | 90.%% | %0.8% | 9L.5% | 91.5% | 91.5%
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AM931072 Norveg
KF486899 italya
L UN212137 italya
L UN212136 italya
JN212129 italya
46 |—— JN212128 italya
———caio2i2isec | Tip-2
@ ERU-Dgal-5 Turkiye
@ ERU-Dgal4 Turkiye
@ ERU-Dgal-2 Turkiye
AMS43020 Fransa
AM238440 ispanya
AM930884 Fransa
@ ERU-Dgal-1 Turkiye
@ ERU-Dgal-3 Turkiye
FM207490 Hollanda
46 | AM930886 Hollanda Tip-1

LC034938 Japonya
4{ LC034921 Japonya
76 LC034939 Japonya

AM930887 Hollanda
@ ERU-Dgal-7 Turkiye
AM903301 Fransa Tip-3
FM207491 Hollanda
AM931074 Fransa
Demanyssushirsutus AM931077 ABD

0.005

Sekil 4.17D. gallinae izolatlarimin ITS+ gen bélgesi Maximum Likelyhood (ML) analizine gore
filogenetik iliskileri. Calismada belirlenen izolatlar @ karakteriyle gosterilmistir. Node’larin 6niindeki
rakamlar ML bootstrap 1000 destegini gdstermektedir. Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basina niikleotid
degisimini gostermektedir.

4.2.,5 Salmonella spp. 16S rRNA Gen Bolgesi Amplifikasyon ve Sekans Analizi

Sonuclar

D. gallinae gelisim donemleri bazinda olusturulmus toplam 38 genomik DNA havuzunun
9’unda (%23,7) 16S rRNA gen bolgesini parsiyel olarak amplifiye eden primerlerle PCR
analizleri sonucu Salmonella spp. pozitifligi belirlenmistir (Sekil 4.18). Incelenen ve
Salmonella spp. yoniinden pozitif belirlenen havuzlarin D. gallinae gelisim donemlerine

gore dagilimi Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8Salmonella spp. yoniinden incelenen D. gallinae genomik DNA havuzlarinda belirlenen

pozitiflikler
: - . . incelenen Genomik DNA Pozitif Genomik DNA Havuzu
D. gallinae Gelisim Dénemi Havuzu Sayisi (10 6rn/havuz) Sayisi
Ergin 20 5
Nimf 15 3
Larva 3 1
Toplam 38 9

w e —572 bp

Sekil 4.18D. gallinaegelisim donemlerinden olusturulmug genomik DNA havuzlarinda Salmonella spp.
16S rRNA gen bolgesini amplifiye eden 16SF ve 16SR primerleri ile PCR sonucu elde edilen pozitif
amplikonlarin jel elektroforezde goriintimii M: Marker; 1-5: Ergin havuzlar, 6-8: Nimf havuzlari, 9: Larva

havuzu, P: Salmonella referans DNA

Salmonella spp. pozitif belirlenen ve ergin dénemlerden tesekkiil ettirilmis genomik

DNA havuzlarina ait iki izolatin 16S rRNA amplikonlar1 Salmonella tiir ve genotipinin

belirlenmesi amaciyla diger gen bolgelerinde oldugu gibi jel piirifiye edilmistir (Sekil

4.19).
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572 bp

Sekil 4.19Sekans analizleri i¢in secilen Salmonella spp. izolatlariin16S rRNA gen bolgesi
amplikonlarinin jel piirifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriiniimleri. M: Marker; 1-2: izolatlar

Jel piirifiye edilen amplikonlarin klonlanmasi sonucu diger gen bolgelerinde oldugu gibi
boliimlenmis kolonilerden segilen tek koloniler vektor spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutulmusve hedef gen bdlgelerinin vektor DNA’sina insert oldugu
koloniler belirlenerek sivi besi yerine aktarilmis ve sonrasinda plazmid piirifikasyonu
yapilmistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu Aval ve Xbal

(Thermo Scientific) enzimleriyle restriiksiyon analizleri (Sekil 4.20) sonucu saglanmistir.

Insert gen bolgesi
fragmentleri

Sekil 4.20Saflastirilan plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu insert 16S rRNAgen bolgesi
fragmentlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-2: Insert 16S rRNAgen bdlgesi
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16S rRNA gen bolgesi yoniinden sekans analizleriyle karakterize edilen Salmonella spp.

izolatlar, tiir/alt tiir, izole edildigi D. gallinae gelisim dénemi ve GenBank aksesyon

numaralariyla birlikte Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.916S rRNA gen bolgesine gore karakterize edilenSalmonellaizolatlarinin tiir, DNA izolasyon
kaynag1 ve GenBank aksesyon numaralari

. DNA izolasyon kaynagi
Izolat Tiir/Alt tiir ) GenBank Aksesyon
(D. gallinae)
S. enterica subsp. enterica )
ERU-DgalSIm-1 o Ergin KU866533
serovar Enteritidis
S. enterica subsp. enterica )
ERU-DgalSIm-2 o Ergin KU866534
serovar Enteritidis

ERU-DgalSIm-1 ve ERU-DgalSIm-2 izolatlarina ait 16S rRNA sekaslarinin birbirleri ve

blastn analizlerinde referans S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis izolatiyla

(GenBank aksesyon: LN794237) %100 identik oldugu saptanmistir. ilgili izolatlarin

diger Salmonella tiir/alt tiirlerine ait izolatlarla birlikte General Time Reversable (GTR)

+ G modeli kullanilarak neighbour joining analiziyle filogenetik aga¢ tiizerinde

yerlesimleri Sekil 4.21°de gosterilmistir.




62

ERU-DgalSIm-2

ERU-DgalSIm-1

LN794237 , Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis.

— AB681241, Salmonella enterica subsp. enterica

NR_044372 , Salmonella enterica subsp. salamae

EU014688 , Salmonella enterica subsp. diarizonae

NR_074888 , Salmonella bongori

— LC060908 , Salmonella enterica subsp.

— NR_044370, Salmonella enterica subsp. indica

NR 116125, Salmonella enterica subsp. arizonae

NR_115224 , Salmonella subterranea

X80725, E.coli

0.005

Sekil 4.21Calismada belirlenenizolatlarin (kirmizi ve kalin karakter) diger Salmonella tiir/alt tiirlerine ait
izolatlarla birlikte filogenetik agag tizerinde yerlesimleri. Neighbour joining analizinde General Time
Reversable (GTR) + G modeli kullanilmistir. Olgek ¢izgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini

gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Kirmizi tavuk biti olarak da nitelenen D.gallinae Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa,
ve Japonya ve Cin gibi Uzak Dogu iilkelerini de kapsamak iizere Diinyanin bir¢ok
bolgesinde yumurtaci tavuklar igin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (4, 24-26). D.
gallinae enfestasyonlara bagli kontrol ve {iretim kayiplar1 temelinde Avrupa Birligi
iilkelerinde yumurta sektoriinde yillik ekonomik kayiplarin 130 milyon euro civarinda
oldugu tahmin edilmekte olup diger bir¢ok bolgede de benzer veya daha yiiksek kayiplar
ifade edilmektedir (25). D. gallinae iizerine her agidan arastirmalarin son yillarda artis
gosterdigi (68) goriilmesine karsin Tiirkiye’de bu akar, yol agtig1 hastaliklar ve ekonomik
kayiplar iizerine epidemiyolojik anlamda genis ¢apli arastirmalar bulunmamaktadir.
Bununla birlikte sinirli sayidaki prevalans, olgu sunumu ve dogal enfeksiyonlarda klinik
biyokimyasal ¢alismalarda Tiirkiye’de D. gallinae iizerine bazi veriler saglanmistir. Bu
caligmalardan; Aldemir (35), Kars ilinde tavuklarda bulunan ektoparazitlerin
yayginliginin arastirilmasi amaciyla gergeklestirdigiarastirmada 264 tavuk drneginde D.
gallinaey aygimhigini %6,06 belirlemistir. Bursa’da koy tavuklarinda yapilan bir
aragtirmada (36); 628 tavugun %4,0’tinde D. gallinae enfestasyonu saptanmuistir.
Konya’da yapilan bir ¢alismada (37) dogal D. gallinae enfastasyonunun horozlarin bazi
hematolojik parametrelerinde ve canli agirliklarinda bir degisiklik olusturup
olusturmayacagi arastirilmis ve D. gallinae’nin horozlarda alyuvar sayisi, hemoglobin
miktar1 ve hematokrit degerde azalmaya yol agmasi nedeniyle belirgin bir anemiye sebep
oldugu, akyuvar tiplerinden heterofil oraninda artisa, lenfosit oraninda ise azalmaya
neden olarak immun sistemi etkiledigi, heterofil/lenfosit oraninda artisa yol acarak
kanatlilar1 yogun bir stres altina soktugu ve canli agirlik kaybina yol actig1 kaydedilmistir.
Diger bir galismada (3) dogada tesadiifen bulunarak Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Anabilim Dalina getirilen bir kirlangi¢ yavrusunda D. gallinae
ile enfestasyon teshisi konulmus olup bu g¢alisma sonucunda yabani kanatlilarin D.

gallinae enfestasyonlar1 igin evcil kanatlilara risk olusturdugu vurgulanmistir. Yine Tigin
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(33) ve Gicik(34), evcil ve yabani giivercinlerde yaptiklari arastirmalarda %8,61 ve %0,5
oraninda enfestasyon rapor etmislerdir. Calismamizda Kayseri’de bir yumurta
tavukeulugu isletmesinden Anabilim Dalimiza intikal ettirilmis olan 8 adet 6lii tavugun
hepsinin iizerinde yogun D. gallinae akarlarina rastlanmis ve tavuklarin {izerinden 1920
adet ergin (%69,8), 785 adet nimf (%28,6) ve 45 adet larva (%]1,6) olmak iizere toplam
2750 adet akar 6rnegi izole edilmistir. Enfeste tavuk 6rnegi basina diisen ergin, nimf ve
larva bazinda ortalama akar sayisi da sirasiyla 240, 98,1 ve 5,6 belirlenmistir. Kafeste
yetistirilen yumurta tavuklarinda kanathi basma genellikle 50.000 civarinda akarin
enfestasyona yol agtig1 ancak agir olgularda bu saymin 500.000 akara kadar yiikseldigi
kaydedilmistir (103). Calismamizda belirlenen kanatli basina akar sayilarnini bu
oranlardan daha diisiik oldugu goriilmekte olup, bu durumun isletme yapisi, ilgili
ekosistemdeki akar popiilasyonu ile enfeste tavuk érneklerinin 6liimiinden Anabilim Dal1
Laboratuarina nakline kadar gegen siireyle de iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir. D.
gallinae’nin yumurtadan ergin dénemine kadar gelisiminde bir larva ve iki nimf dénemi
bulunmakta olup, genellikle gelisim iki haftanin iizerinde tamamlanmaktadir. Ancak
optimum kosullarda bu siire yariya kadar diisebilir (104). Ortam sicakliginin 10°C-35°C
arasinda ve yiksek nisbi nemin (>%70) bulundugu kanath isletmeleri D.
gallinaepopiilasyonlarinin iiremesi ve gelisimi i¢in olduk¢a uygun oldugu bilinmektedir
(104, 105). Bu nedenle yumurtact isletmelerde akar popiilasyonlarin haftalik iki katina
kadar ¢ikabildigi rapor edilmistir (31, 104). D. gallinae tiim yil boyu goriilebilmesine
karsin, en yiiksek yogunluklarin sicak ve nemli sezonlarda 6zellikle de yaz aylarinda
gozlemlendigi kaydedilmistir (21, 106). Bu ¢alismada arastirma materyalini olusturan
tavuklarin, ilgili yumurta tavukculugu isletmesinden sikayetle Anabilim Dali’na intikal
ettigi donem de yukaridaki bildirimlere (21, 104, 106) paralel olarak bu akarlar igin
optimum kosullar1 saglayabilecek Temmuz ayina tekabiil etmistir. Ayrica kiimeslerde
altik temizliginin de D. gallinae enfestasyonlarinin yogunluguna direkt etki ettigi ve rutin
temizlik yapilan isletmelerde enfestasyon yogunlugunun ¢ok daha az oldugu rapor
edilmistir (106). Bununla birlikte yumurtaci tavuk isletmelerinde kanatli degisiminin
(turnover) genellikle bir yili astig1 g6z Oniine alindiginda bu periyod igerisinde D.
gallinae popiilasyonlarinin gogalabilmesi igin birgok faktor uygun hale gelebilmektedir
(68). Nitekim D. gallinae yeni siiriileri enfeste edebilmek i¢in 8 aya kadar beslenmeden
de uzun bir siire canliligini koruyabilmektedir (4, 32). Cesitli arastiricilarin (68, 106) da

rapor ettigi gibi bu calismada da ilgili isletmede yogun enfestasyon goriilmesi,
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yetistiricilerin konu ile ilgili diisiik bilgi ve yetersiz deneyimde olmalari, yetersiz bakim
kosullar1 ve yetersiz isletme uygulamalar1 ile ilgili olabilecegi diisiinilmiistiir. Yine
kanatl isletmelerindeki temizligin yeterli siklikta yapilmamasi, digki atiklarinin giftlige
yakin olarak konumlandirilmasi ve 6nceden kullanilmis yumurta toplama tablalarinin
yeterince temizlenmeden tekrar kullanilmas1 gibi faktorlerin de re-enfestasyonlarin ortaya

¢ikmasinda 6nemli faktorler oldugu belirtilmistir (106).

Bircok biyoorganizmada oldugu gibi molekiiler tekniklerin gelisimi akaroloji
sistematiginde de koklii degisimlere yol agmustir (107, 108). Ozellikle barkodlama
yaklasimlar1 gibi molekiiler identifikasyon tekniklerinin akar ¢aligmalarinda da yaygin
olarak kullanilmaya baslandigi goriilmektedir (107, 109-111). DNA barkodlama tiir
diizeyinde bilgi saglayan DNA bdlgelerinin amplifikasyonu ve sekanslanmasi temeline
dayanmaktadir. Birgok hayvan grubu i¢in mt-COI gen bolgesinin parsiyel 648 bp
kisminin oldukga kullanisli bir barkodlama bdlgesi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (112-114).
flgili gen bolgesi ayrica kompleks organizmalarin ¢dziimlenmesinde ve kriptik tiirlerin
ortaya ¢ikarilmasinda da oldukga etkili oldugu rapor edilmistir (115). Farkli iilkelerden
D. ogallinae popiilasyonlarindan izole edilmis ¢esitli haplotiplerin mt-COI
barkodlamasiyla karakterizasyonlar1 saglanmis ve filogenetik iligkileri aragtirilmistir (29,
93, 94, 116). Marangi ve ark., (116); Ingiltere, Fransa ve Italya’da ¢esitli kanath
ciftliklerinden izole ettikleri D. gallinae izolatlarinin mt-COl sekans ve filogenetik
analizleri sonucu genetik varyasyonun %34,8 olmak iizere en yiiksek Ingiltere orjinli
izolatlarda belirlediklerini, bunu Fransa izolatlarinin takip ettigini, Italya izolatlarinda ise
varyasyonun ¢ok diisiik oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar (116), ayrica bazi
Ingiltere ve Fransa izolatlarmin genetik olarak birbirine yakin bulundugunu ve mt-COI
filogenisinde aynmi clade’de kiimelendiklerini rapor etmisler ve iilkeler arasi
popiilasyonlarin gecisine dikkat ¢ekmislerdir. Oines ve Brannstrom(29), isve¢ ve
Norveg’in gesitli bolgelerinden izole ettikleri D. gallinae izolatlariyla birlikte GenBankta
mevcut Hollanda, Belgika, Fransave Polonya’dan izolatlara ait mt-COI gen bolgelerinin
analizi sonucu 47 haplotipin varlifin1 ve bunlarin dort ana haplogrupta toplandigini
belirtmislerdir. Arastiricilar (29) bu haplotiplerin 29’unun Isve¢, Norveg, Finlandiya,
Iskogya, Hollanda ve Fransa orijinli oldugunu ve Haplogrup A’da yer aldigin,
13’{iniinisve¢, Norveg, Iskogya, Hollanda, Polonya, Danimarka ve Fransa orijinli

oldugunu ve Haplogrup B’de kiimelendigini, Haplogrup C’de 4, Haplogrup D’de ise bir
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haplotipin bulundugunu ve hepsinin Fransa orjinli oldugunu kaydetmislerdir. Marangi ve
ark., (93), litalya’nin giiney ve kuzey bolgelerinden izole ettikleri D. gallinae
popiilasyonlarinda mt-COI gen bolgesi sekans ve filogenetik analizleriyle genetik
heterojenitenin diisiik oldugunu bildirmisler ve saptanan haplotiplerin iki ana haplogrupta
yerlesim gosterdigini ve her iki haplogrubun da diger bazi Avrupa iilkelerinden (isveg,
Norveg, Fransa, Hollanda, Finlandiya, iskogya, Polonya ve Belgika) kayitl haplotiplere
daha uzak oldugunu tespit etmislerdir. Chu ve ark.,(94), Japonya’nin farkli bélgelerinden
izole ettikleri D. gallinae popiilasyonlarinin mt-COI gen bdlgesi sekans analizleri sonucu
28 haplotipin varligin1 belirtmigler, ve bu haplotiplerin Avrupa’dan bildirilen
haplotiplerle beraber filogenetik analizi sonucu iki ana haplogrupta (A ve B) yer aldigin
belirlemislerdir. Arastiricilar (94) belirledikleri haplotiplerin ilgili haplogruplar igerisinde
alt-haplogruplara (AJ1 ve AJ2; BJ1 ve BJ2) ayrildigini tespit etmisler, AJ2 ve BJ1 alt-
haplogruplarindaki izolatlarin Avrupa’dan bildirilmis izolatlarla yakin iligkili oldugunu
buna karsin AJl ve BJ2 alt-haplogruplarindaki nesillerin ise genetik olarak ilgili
izolatlardan daha uzak ve farkli oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar (94) bu sonuglarla
ozellikle AJ2 alt haplogruplarinda yer alan ve Avrupa’dan rapor edilen haplotiplerle
genetik olarak yakin belirlenen nesillerin sinirli bir yayilis gdstermesini, bu nesillerin
Japonya’ya yakin zamanda ge¢mis olabilecegi seklinde yorumlamislar ve bu noktada
primer nakil olasiliklarinin enfeste tavuk ve/veya yumurta floklar: gibi ilgili materyallerin
nakliyle iliskili olabileceginin altin1 ¢izmislerdir. Buna karsin arastiricilar (94) yorede
yaygin bulunan ve genetik olarak farkli belirlenen AJ1 alt-haplogrubunun ise yoreye 6zgii
nesiller olabilecegini vurgulamislar yine genetik olarak farkli belirlenen BJ2 alt-
haplogrubunun ise sinirli yayilisa sahip olmasiyla yoreye 6zgii olamayacagini ve yakin
zamanda heniiz genetik anlamda verileri bulunmayan baska bir cografyadan ge¢gmis olma
thtimalinin yiiksek oldugunu vurgulamislardir. Calismamizda mt-COI gen bolgesi sekans
analizleriyle karakterize edilen ve barkodlanan D. gallinae izolatlarinin hepsinin yeni bir
haplotip oldugu belirlenmis ve aralarindaki ortalama genetik diversitenin %10,2+0,2
belirlenmistir. Saptanan bu oranin &zellikle ingiltere ve Fransa’dan izole edilmis
popiilasyonlardaki genetik diversite oranindan (116) daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir.
Calismada karakterize edilen toplam 6 haplotipten 5’inin Italya’dan bildirilen ve E ve F
haplogruplarinda yer alan (Sekil 4.11) nesillerle genetik olarak yakin olduklar
saptanmistir. Bununla birlikte E haplogrubunda belirlenen ve analiz edilen 6 izolattan

4’{ini olusturan ERU-Dgal-1, ERU-Dgal-2, ERU-Dgal-3 ve ERU-Dgal-6 haplotiplerinin



67

aym haplogrupta yer alan Italya TEl izolatindan ortalama %11,3 genetik farklilik
gostermeleri bu nesillerin yoreye 6zgii olabileceklerini diistindlirmiistiir. F haplogrubunda
yer alan ERU-Dgal-4 haplotipi ise ilgili italya izolatlariyla birlikte kiimelenme gdstermis
ve bu izolatlarla yiiksek identik (%99,6) bulunmustur. ERU-Dgal-5 haplotipi ise
calismada belirlenen diger haplotiplerden daha farkli bulunmus ve en genis filogenetik
grubu olusturan A haplogrubunda yer aldig1 saptanmistir. Bu son iki sonu¢ yukarida
cesitli arastiricilarin (29, 93, 94, 116)da belirttigi gibi genetik olarak farkli D. gallinae
poplilasyonlarmin tilkeler arasi nakil olabilirligi ile iliskili degerlendirilmistir. Neticede
mt-COIl sekans ve filogenetik analiz sonuglar1 arastirma yoresinde farkli genetik

karakterde D. gallinae popiilasyonlarinin varligini ortaya koymustur.

Ribozomal DNA (rDNA)’nin birinci (ITS-1) ve ikinci (ITS-2) internal transcribed spacer
(ITS) gen bolgeleri gostermis olduklar1 yiiksek interspesifik ve diisiik intraspesifik
varyasyonlarla tiir sinirlarinin belirlenmesi icin ve filogenilerin gosterilmesi igin uygun
genetik markerlardir (117-119). ITS gen bolgeleri kene ve diger bazi artropoda
icerisindeki birbirine yakin tiirlerin ¢alisilmasinda siklikla sekanslanmistir (117, 119-
123). D. gallinae ribozomal ITS gen bolgesi sekans ve filogenetik analizi iizerine yapilan
caligmalarda (93, 94) da intraspesifik niikleotid varyasyonlarmin %1’e varan ol¢iide
diisiik oldugu rapor edilmistir. Calismamizda ITS+ gen bolgesi sekans ve filogenetik
analizlerine dahil edilen izolatlarda da yukaridaki ¢alismalarin (93, 94) sonuglarina
paralel olarak intraspesifik niikleotid diversitesi oldukga diisiik (%0,3+0,2) belirlenmistir.
Buna karsin Brannstrom ve ark. (91), yabani kanathlar ve yumurtaci tavuk
isletmelerinden izole ettikleri D. gallinae popiilasyonlarina ait nesiller arasinda ITS-1 gen
bolgesinde yiliksek varyasyon belirlemisler ve D. gallinae’nin yabani ve evcil olmak tizere
iki farkli genotipi oldugunu vurgulamislardir. Arastiricilar (91) bu sonuglarla D.
gallinae’nin, gé¢men kuslarla tilkeler arasi taginimi olasiliginin oldukga diisiik oldugunu
vurgulamislar, kanatli ve ilgili tirtinlerin ithalatinin ise parazit popiilasyonlariningégiinde
esas faktor oldugunu kaydetmislerdir. Calismamizda saptanan D. gallinae nesillerinin
ITS+ gen bolgesi sekans analizi sonuglar1 temelinde tiimiiniin evcil genotipte oldugu
belirlenmis ve Chu ve ark. (94)’nin belirttigi gibi niikleotid varyasyonlarinin biri ITS-1
digeri de ITS-2 gen bolgesinde olmak tizere iki niikleotid yerlesiminde yer aldig1 dikkati
cekmistir. Bu farkliliklar temelinde izolatlarin birbirine yakin {i¢ filogenetik grupta

kiimelendigi goriilmiistiir. Mt-COI gen boélgesine gore karakterize edilen ve farkl
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haplogrupta yer alan haplotiplerin ITS+ filogenisinde ayn1 gruplar igerisinde yerlesim
gostermis olmalar1 da Chu ve ark. (94)’nin bulgularina paralellik gostermis ve ilgili gen
bolgesinin filogenetik ¢ozliniirliigiiniin mt-COI gen bolgesine gore oldukca diisiik oldugu
dikkati ¢ekmistir. Calismada ayrica bir izolata (7E-ITS) ait ITS+ D. gallinae’ye ait
olmadigive Pichia soyundaki mantar izolatlariyla yiiksek identiklik (%94,7) gosterdigi
belirlenmistir. Nitekim ilgili izolat PCR analizlerinde D. gallinae izolatlartyla ayni
buytikliikte amplifikasyon gostermis olmasina karsin plazmidlerinin restriiksiyon
analizlerinde farkli biiyiikliikte DNA fragmenti gostermistir. Elde edilen bu sonug ilgili
primerlerin optimizasyon ve spesifite kontrollerinin yapilmasi gerekliligini ortaya

cikarmugtir.

D. gallinae’nin simdiye kadar 30’un iizerinde kanath konakta enfestasyona yol ac¢tigi
kaydedilmis olup evcil tavuk (Gallus gallus domesticus) disinda en yaygin konaklarin
evcil ve vahsi gilivercinler, yetistirme g¢iftliklerindeki kanaryalar ve yumurta tavugu
isletmeleriyle direkt iligkili bulunan kuslarin oldugu belirtilmistir (124). Bununla birlikte
D. gallinae’nin insan ve diger memeli ¢iftlik hayvanlarini da enfeste etmesi iizerine artan
bir sekilde raporlarin varligi dikkat ¢ekicidir. D. gallinae’nin kopek ve kedileri enfeste
ederek kan ile beslenebildigi lizerine cesitli kaynaklar (125-127) bulunmakla birlikte
akarlarin ayn1 zamanda atlarda dermatitise yol agtig1 da rapor edilmistir (128). D. gallinae
ayrica kecilerde uyuz kontrolii ig¢in alinan deri kazintilarinda (129) ve kanath
kiimeslerindeki fareler lizerinden de (130) izole edilmistir. Ancak bu raporlar ilgili
konaklarda D. gallinae enfestasyonunu konfirme etmemektedir. Ciinkii D. gallinae kegi
ve fareler lizerinde beslenmeden konaklayabilmektedir (1). Buna karsin laboratuar
kosullarinda yiiriitilen bir c¢alisgmada (1) D. gallinae’nin fare ve tavsanlardan
beslenebildigi, diger bir calismada (131) ortamda kanatli olmadiginda akarlarin
rodentlerde kalic1 enfestasyon olusturabildigi belirlenmistir. Diger bir ¢alismada (132) D.
gallinae’nin ¢esitli omurgali tiirlerine ait kan 6rneklerinde beslenebilme ve biyolojisini
devam ettirebilme yetenegi arastirilmig ve akarlarin in-vitro ortamda bildircin, tavuk,
koyun, buzagi, domuz ve tavsan kaniyla beslenebildigi ve sonucunda da gomlek
degistirerek biyolojisine devam edebildigi belirlenmistir. Ancak ayn1 galismada (132) kan
orneklerinin farkli hayvan deri membranlariyla sunulmasi sonucunda akarlarin yalnizca
kus derileri iizerinden elverisli ve etkin bir sekilde beslenebildikleri gézlemlenmistir.

Calismamizda ilging bir sekilde molekiiler analizlere dahil edilen bir adet ergin D. galinae
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izolatinin parsiyel mt-COI sekanst GenBank blastn analizlerinde sigir (Bos taurus) mt-
COI gen bolgesi sekanslar ile yiiksek identiklik gostermis (%99,1) ve ilgili izolat ERU-
Dgal-BosTaurus olarak isimlendirilerek (GenBank aksesyon: KU866542) kayit altina
alinmigtir. Nitekim mt-COI gen bolgesi amplifikasyonunda kullanilan COXI1F ve
COXIR primerlerinin sigir mt-COX1 gen bolgesinin amplifikasyonu agisindan
uyumlulugu incelendiginde forward dizilimde 3, reverse dizimde ise 1 baz uyumsuzlugu
belirlenmesine karsin optimum annealing 1sisinda ayni  biiyliklikte (453 bp)
amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte ayn1 6rnege ait ITS+ gen
bolgesi sekanslari ilgili izolatin D. gallinae oldugunu konfirme etmistir. Elde edilen bu
sonu¢ dogal ortamda D. gallinae’nin sigirlardan kan beslenmesi yapabilirligi {izerine
orijinal bir kanmit ortaya koymustur. Bunun yaninda epidemiyolojik konspette D.
gallinae’nin konak-parazit iliskileri tizerine detayli g¢alismalara ihtiyag oldugu da

goriilmektedir.

Giiniimiize kadar D. gallinae’nin kanatli ve diger memelilerde enfeksiyon olusturan
cesitli bakteri ve virilislar1 mekanik ve/veya biyolojik vektor olarak tasiyabilirligi iizerine
sinirh sayida deneysel ve saha ¢aligsmalar yiiriitiilmiis ve bu akarin basta Salmonella spp.
olmak iizere Pasteurella multocida, Chlamydia spp., Borrelia anserina, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Listeria monocytogenes, Coxiella burnetii, Escherichia coli,
Staphylococcus spp., Streptomyces spp., Spirochetes gibi bakterilerin yaninda, kanatl
leucosisi, yalanci veba, tavuk cicegi viriisii, kanatli influenza A, St. Louis ensefaliti, Tick-
borne ensefalit, Dogu ve Bati at ensefaliti ve Veneziiella at ensefaliti gibi viruslari
nakledebilecegi veya ilskili oldugu {iizerine bilimsel veriler saglanmistir (2, 68).
Salmonella spp. enfeksiyonlart kanatli ¢iftliklerindeki en biiyiikk problemlerden birini
olusturmakta olup en yayagin zoonoz hastaliklardan birisidir. Salmonella enfeksiyonlari
cogu durumda kanatlilara herhangi bir klinik tablo olusturmadan subklinik olarak seyir
gosterebilir. Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis serotipi (Salmonella
Enteritidis) insanlardaki Salmonella enfeksiyonuna neden olan en énemli serotiptir. Bu
serotip ayni zamanda bir¢ok kanatli isletmesinde de problemlere yol agmakta olup cesitli
hijyen yontemleriyle kontrol edilmeye c¢alisilmaktadir (73, 74). Fakat bu
enterobakterilerin c¢evreye karsi ¢ok direngli oldugu belirlenmis ve 6zellikle kanath
digkisinda 2,5 yila kadar hayatta kalabildigi rapor edilmistir (75). D. gallinae’in

Salmonella enterica subsp. enterica serotype Enteritidis’e deneysel olarak biyolojik
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vektorliik yaptigi Valiente Moro ve ark. (71) tarafindan ortaya konmustur. Arastiricilar
(71) D. gallinae gelisim donemlerinin bakteriyi enfekte kanatlidan kan emerken
alabilecegi gibi daha 6nemli olmak {izere akarlarin kanath digkilar1 ya da kontamine
yiizeylere kiitikiiler temas yoluyla da etkenleri alabildiklerini ve bu transmisyon yolunun
kan yoluna oranla daha onemli oldugunu kaydetmislerdir. Yine arastiricilar (71)
bakterinin vertikal ve nimf donemleri arasinda transstadial naklini ispatlamiglar ve D.
gallinae’nin biyolojik vektorliigiinii ortaya koymuslardir. Arastiricilar (71) yine bakteri
ile enfekte akarlarin kanatlilara etkeni kan beslenmesi sirasinda naklinden ziyade heniiz
6lmiis veya ezilmis enfekte akarlarin agiz yolu ile kanatlilar tarafindan alinmasi yolunun
enfeksiyon i¢in cok daha 6nemli oldugunu vurgulamiglardir. Bununla birlikte arastiricilar
(71) Salmonella enfeksiyonlarmin epidemiyolojisinde D. gallinae’nin uygun vektorliik
potansiyelinin varligin1 one siirebilmek i¢in c¢cok daha genis ve kapsamli saha
caligmalarina ihtiya¢g oldugunu vurgulamiglardir. Diger yandan Giiney Kosova (83),
Fransa (72) ve Japonya (133) olmak iizere sinirli sayidaki iilkelerde yapilan ¢aligmalarda
cesitli kanatli isletmelerinden izole edilen D. gallinae popiilasyonlarinda molekiiler
olarak Salmonella enterica ve/veya Salmonella spp. izolasyonu yapilmistir.
Calismamizda D. gallinae gelisim dénemleri bazinda olusturulmus toplam 38 genomik
DNA havuzunun 9’unda (%23,7) Salmonella spp. 16S rRNA gen bolgesini parsiyel
olarak amplifiye eden primerlerle PCR analizleri sonucu pozitiflik belirlenmis olup tiim
gelisim donemlerine ait havuzlarda pozitifligin oldugu dikkati ¢gekmistir. Nitekim ilgili
kanatl isletmesinde Salmonella probleminin yasandigi da ikili goriismelerde teyit

edilmistir.

Larva havuzunda saptamis olan Salmonella spp. pozitifligi, vertikal bir nakli
diistindiirebilecegi gibi temas yoluyla olugmus bir kontanmisyonla da ilgili olabilir.
Nitekim benzer bir sonug, deneysel bir calismada da gosterilmistir (71). Deneysel
calismada, Valiente Moro ve ark. (71)’nin belirttigi gibi vertikal ve/veya transstadial nakil
sonucu olabilecegi gibi akarlarin enfekte kanatlilardan kan beslenmesi esnasinda ya da
enfekte digki veya yiizeylere temas sonucu da ortaya ¢ikmis olabilir. Yine ¢alismamizda
pozitif belirlenen ergin havuzlarina ait iki izolatin (ERU-DgalSIm-1 ve ERU-DgalSIm-
2)16S rRNA sekans ve blastn analizleri sonucu S. enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis olarak karakterize edilmis olmalart, ilgili serovaryetenin zoonotik potansiyeli

ve Valiente Moro ve ark. (71)’nin D. gallina’nin biyolojik vektorliik potansiyelini ortaya
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koymus olmalart da goz Online alindiginda ilgili ekosistemdeki D. gallinae
popiilasyonlarinin Salmonella enfeksiyonlarinin nakli ve epidemiyolojisi agisindan

yiiksek risk potansiyeline sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de ilk kez D. gallinae popiilasyonlarina ait
nesillerin filogenetik karakterizasyonu saglanmistir. ITS+ filogenetik analiz sonuglarina
gore incelenen D. gallinae izolatlarinin tamaminin evcil genotipte yer aldig1 saptanmustir.
Mt-COI filogenetik yapilanmasina gore yoresel haplotiplerin varligi iizerine veriler
saglanmis olup ayrica bazi nesillerin ¢esitli Avrupa iilkeleri ve Japonya gibi Uzak Dogu
tilkelerinden rapor edilmis haplotiplerle ayni haplogruplar icerisinde yer aldig
belirlenmistir. Bu son bulgu c¢esitli arastirmalarin  sonuglar1 ile paralel olarak
epidemiyolojik kapsamda D. gallinae nesillerinin basta tavuk, yumurta folluklar1 ve/veya
kafesleri gibi ilgili maddelerin ithalat ve ihracati gibi gesitli faktorlerle farkli cografyalar
arasinda go¢ gegirdigini gostermektedir. Bu ¢alisma ayrica D. gallinae nesillerinin dogal
ortamda sigirlardan kan beslenmesi yapabildigini de orijinal bir bulgu olarak ortaya
koymustur. Diger yandan arastirma sonuglar1 D. gallinae popiilasyonuna ait incelenen
nesillerin, zoonotik karakterli S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis’in kanatl
isletmeleri ve yakin ekosistemde bulasma dinamikleri agisindan yiiksek risk potansiyeline
sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu agidan 6zellikle yumurta tavugu isletmelerinde
sikca goriilen Salmonella enfeksiyonlari basta olmak iizere diger cesitli bakteri ve viriis
enfeksiyonlariin bulagsma dinamikleri arasinda D. gallinae mutlaka géz oniine alinmali
ve s0z konusu patojenlerle miicadelenin yanisira bu akarlara karst da etkin kontrol ve
miicadele stratejileri gelistirilmelidir. Bu c¢alisma Tirkiye’de D. gallinae vektor
potansiyelleri iizerine ilk molekiiler epidemiyolojik verileri saglamistir. Ancak
Tirkiye’de yaygmlik gosteren D. gallinae popiilasyonlart ve cesitli enfeksiyon
ajanlarmin nakli acisindan olusturduklar1 risk potansiyelleri ilizerine daha kapsamli

molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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