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oz

Amag: Turkiye'deki kene tirlerine ait genetik veriler kisitlidir ve belirli bir kag kene tiriine veya grubuna aittir. Bundan dolayi bu ¢alismada Tirkiye'de
yayilis gosteren bazi ixodid kene tirlerinin 16S rDNA filogeni temelli molekiler karakterizasyonunun yapilmasi amaclanmistir.

Yéntemler: Bu calismada, Turkiye'de yerlesik dogal kolonileri bulunan 17 ixodid kene tirlne ait birer izolatin parsiyel 16S rDNA bélgelerinin molekuler
karakterizasyonlari yapilmis ve ilgili gen bolgesine gére filogenetik iliskileri belirlenmistir.

Bulgular: Calisma ile 16S rDNA gen bolgesi karakterizasyonu yapilan kene tirlerine ait izolatlarin Dinya’daki homolog izolatlarla filogenetik iligkileri
ortaya konmustur. Ixodes laguri tiiriintn ilk defa 16S rDNA verisi elde edilmis ve filogenetik yerlesimi gosterilmistir. Ayrica, genetik olarak hakkinda
sinirli veri bulunan Haemahysalis inermis, Ha. parva ve Ha. sulcata tirlerine ait orijinal veriler elde edilmis ve kayit altina alinmistir. Bunlarin yaninda,
Turkiye'de glinimuze kadar tzerine molekuler karakterizasyon verisi bulunmayan Dermacentor marginatus, D. reticulatus, Hyalomma anatolicum, H.
detritum, Ha. inermis, Ha. parva, Ha. punctata, Ha. sulcata ve I. laguri tirlerine ait genetik veriler bu arastirma ile ilk defa kayit altina alinmistir.

Sonug: Bu calisma ile Turkiye'de yayilis gosteren 17 ixodid kene tirine ait nesillerin 16S rDNA gen bdlgesine goére molekuler filogenetik karakterizas-
yonu yapilmis olup elde edilen ¢iktilar diinyada ilgili kene tirleri Gzerine mevcut genetik bilgiye énemli katkida bulunmustur.

Anahtar Soézciikler: Kene, 16S rDNA, molekuler karakterizasyon, Ixodidae, Turkiye
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ABSTRACT

Objective: The genetic data related to Turkish ticks is limited. Therefore, this study was aimed to perform of the molecular characterization based on
16S rDNA gene region of some ixodid tick species in Turkey.

Methods: The molecular characterizations of partial 16S rDNA gene region belonging to 17 individual ixodid tick species in Turkey have been made
and their phylogenetic relationships based on the relevant gene region have been analysed.

Results: The 165 rDNA phylogenetic relationships between the isolates obtained from this study and the homolog isolates have been revealed. The
16S rDNA data belonging to Ixodes laguri has been obtained for the first time and its phylogenetic location has been demonstrated. Original genetic
data related to Haemaphysalis inermis, Ha. parva and Ha. sulcata, which have a limited number of genetic information, has been obtained. Besides,
the new genetic data belonging to Dermacentor marginatus, D. reticulatus, Hyalomma anatolicum, H. detritum, Ha. inermis, Ha. parva, Ha. punctata,
Ha. sulcata and I. laguri has been recorded for the first time from Turkey.

Conclusion: The molecular phylogenetic characterization based on 165 rDNA gene region of 17 ixodid tick species in Turkey has been performed. The
obtained data has made a significant contribution to the genetic knowledge of the mentioned ticks species.
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GiRiS tehdidi olustururken, diger yandan da 6zellikle ¢iftlik hayvan-

larinda hastaliga ve hatta 6limlere sebep olarak ciddi eko-
nomik kayiplara yol agmaktadirlar (4, 5). Keneler dinyadaki
hayvan sagligi bakimindan en énemli hastalik vektéra ve halk
saghginda ise sivrisineklerden sonra 2. énemli vektor olarak
tanimlanirlar (3).

Omurgalilanin ektoparaziti olan keneler, zorunlu kan emici
artropodlardir. Keneler diinyanin bitin karasal bolgelerinde
yasamlarini strdurdrler ve bu bdlgedeki hayvan ve insanlar-
dan kan emerek beslenirler (1, 2). Keneler konaklarindan kan
emerek direkt olarak zarar verdigi gibi ayni zamanda birgok

bakteriyel, viral ve protozoon etkenin naklinde de rol oyna-
yarak insan ve hayvanlara indirekt olarak zarar verirler (1, 3).
Kene-kaynakli hastaliklar bir yandan énemli bir halk saghg

Kene-kaynakli hastaliklarin dnemi dolaysiyla kenelerin Gnemi
tim dinyada giderek artmaktadir (6). Bu hastaliklardan ba-
zilan Glkemizde de yaygin olarak goérilmektedir (7). Keneler
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hastalik yapan mikroorganizmalarin naklinde sadece vektorlik
roli Ustlenmezler, ayni zamanda da rezervuardirlar. Bundan dolayi
kene kaynakli hastaliklarin dagilimi vektér keneler tarafindan be-
lirrenmektedir. Dolayisiyla kenelerle ilgili ayrintili epidemiyolojik,
ekolojik, biyolojik ve molekiler genetik calismalara gereksinim
duyulmaktadir. Son yillarda giderek artan kene-kaynakli salginlar
bu durumun ne kadar énemli oldugunun goéstergesidir (6, 8). Bu
salginlara en iyi drneklerden bir tanesi de 2002 yilinda Turkiye'nin
kuzeyinde baslayan Kirm-Kongo Kanamali Atesi epidemisidir. Bu
yildan sonra hastalik diger bdlgelere yayilmis ve insan vakalan
da giderek artmistir (9, 10). Halen de bdlgedeki kenelerde viris
tespit edilmekte (11) ve maalesef her yil insan vakalari ve dlimler
devam etmektedir (12). Benzer bir durum Glkemizdeki hayvan-
larda hastalik meydana getiren ve 6zellikle ciftlik hayvanlarinda
mortaliteye ve ekonomik kayiplara sebep olan theiloriosis, ba-
besiosis ve anaplasmosis gibi kene-kaynakli hastaliklarda da s6z
konusudur (7). Bu agidan Turkiye igin de bir hayli dneme sahip
olan keneler tzerine detayli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Keneler hakkinda yapilan ilk ¢alismalardan bu yana taksonomi-
sinde uzun yillar sadece morfolojik 6zellikler kullanilmistir. Ancak
son yillarda gelisen molekiler ydntemlerin sayesinde bir¢ok kene
tlrl molekuler olarak karakterize edilmis ve bazi tirlerin taksono-
misindeki muglak noktalar aydinlatilmistir (13). Kenelerin moleki-
ler genetik &zellikleri Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) kesfi
ve sekans analizlerinin yayginlagsmasindan sonra ortaya ¢ikmig ve
ilk molekuler filogenetik veriler elde edilmeye baglanmistir (14).
Bu tip caligmalar ilerleyen yillarda giderek artmis ve kene takso-
nomisine, genetigine, molekiler biyolojisine ve epidemiyolojisi-
ne onemli katkilar saglamistir (15). Bu sayede yeni kene tirlerinin
varligi ortaya ¢ikmig ve hatta soy bazinda degisiklikler olmustur.
Ornegin, dnceleri morfolojik olarak soy seklinde tanimlanan Bo-
ophilus soyu yapilan filogenetik analizler sonucunda ayn bir soy

Tablo 1. Calismada incelenen kene &rneklerine ait bilgiler

olmadigi anlasilmis ve Rhipicephalus soyunun icerisine dahil edil-
mistir (16). Diger yandan ginimuzde yeni kene tlrl tanimlama
calismalarinda morfolojik ve genetik verilerin bir arada kullanil-
maslyla yapilmaktadir (17). Ayrica Ulkeler bazindaki kene turleri-
ne ait ilk bildirimler de her iki metot kullanilarak yapilmaktadir
(18). Bu durum kene taksonomisinde saglam temelli verilerin yer
almasi ve dogru epidemiyolojik verilerin elde edilmesini sagla-
maktadr.

Turkiye'de bugtine kadar var olan kene tirlerinin molekuler karak-
terizasyonu Uzerine ¢ok az veri bulunmaktadir. Yapilan caligmalar
incelendiginde Ixodes ricinus (19), I. arboricola (20), I. kaiseri (18),
Dermacentor marginatus (21) ve soy/genogrup/kompleks bazin-
da Haemaphysalis erinacei (22), Rhipicephalus sanguineus sensu
lato ve Rh. bursa (23), Hyalomma soyundaki bazi tirler (H. aegyp-
tium, H. asiaticum, H. excavatum, H. marginatum) ve . ricinus (24)
nesillerine ait parsiyel gen bdlgeleri Gzerine verilerin bulundugu
gorllmektedir. Bu calismada ise, Turkiye'nin bazi bélgelerinde
yerlesik dogal kolonileri bulunan 17 ixodid kene tiriine ait birer
neslin parsiyel 165 rDNA gen bélgesine gore filogenetik karakte-
rizasyonu yapilmistir.

YONTEMLER

Morfolojik Analizler

Bu calismada, farkli zaman dilimlerinde Ankara, Bolu ve Kirgehir
yorelerinden toplanmis ve molekiler analizler agisindan uygun
kosullarda (%70 alkol icerisinde -20°C'de) muhafaza edilmis ixo-
did kene &rneklerinden 17 tlre ait birer nesil materyal olarak
kullanilmistir. incelenen kene nesillerine ait bilgiler Tablo 1'de
sunulmustur. Oncelikle Zeiss (Stemi 2000-C, Zeiss, Almanya)
marka stereo mikroskop (lizerine montajlanmis AxioCam dijital
kamera ve ZEN yazilimi ile birlikte) altinda kenelerin morfolojik
tur tayinleri yapilmistir. Tur tayinleri morfolojik kriterlere gére ya-

Kene tiirti Gelisim evresi/cinsiyet Kaynak/konak Lokasyon
Hyalomma marginatum Eriskin/Erkek A¢ (Konak arayan) Cubuk/Ankara
Hyalomma excavatum Erigkin/Erkek Ac¢ (Konak arayan) Polatli/Ankara
Hyalomma aegyptium Eriskin/Disi Ac (Konak arayan) Mucur/Kirsehir
Hyalomma detritum Erigkin/Erkek Sigir Kizilcahamam/Ankara
Hyalomma anatolicum Eriskin/Erkek Sigir Kalecik/Ankara
Dermacentor marginatus Erigkin/Disi Ac (Konak arayan) Kizilcahamam/Ankara
Dermacentor reticulatus Eriskin/Erkek A¢ (Konak arayan) Kizilcahamam/Ankara
Haemaphysalis parva Eriskin/Erkek Ac (Konak arayan) Ayas/Ankara
Haemaphysalis punctata Erigkin/Erkek Ac (Konak arayan) Kizilcahamam/Ankara
Haemaphysalis sulcata Erigkin/Erkek A¢ (Konak arayan) Akyurt/Ankara
Haemaphysalis erinacei Erigkin/Disi Kirpi Cubuk/Ankara
Haemaphysalis inermis Eriskin/Disi Ac¢ (Konak arayan) Gerede/Bolu
Rhipicephalus sanguineus Eriskin/Erkek Koépek Merkez/Ankara
Rhipicephalus turanicus Erigkin/Erkek Ac (Konak arayan) Kizilcahamam/Ankara
Rhipicephalus bursa Eriskin/Disi A¢ (Konak arayan) Nallihan/Ankara
Ixodes ricinus Erigkin/Disi Ac (Konak arayan) Mengen/Bolu
Ixodes laguri Eriskin/Disi Anadolu Yer Sincabi Mucur/Kirsehir
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Tablo 2. Sekanslanan kene 6rneklerine ait GenBank'taki ntkleotid benzerlikleri

Sekanslanan Sekanslanan| Nikleotid Eslesen kene tiirii GenBank aksesyon
kene tiiri® gen bélgesi | benzerligi (%)° (aksesyon numarasi)© numarasi®
Hyalomma marginatum 16S rDNA 99.7 H. marginatum isolate Hymr1 (KT391060) KR870973
Hyalomma excavatum 16S rDNA 99.7 H. excavatum isolate TRY17 (MG418672) KR870972
Hyalomma aegyptium 16S rDNA 100 H. aegyptium isolate Haegy2 (KU130408) KR870970
Hyalomma detritum 16S rDNA 98.6 H. detritum isolate XJ142 (KC203346) KR870974
Hyalomma anatolicum 16S rDNA 99.7 H. anatolicum isolate Izatnagar LHa (HM176656) KR870971
Dermacentor marginatus 165 rDNA 100 D. marginatus isolate WQ-DM12 (KX555654) KR870968
Dermacentor reticulatus 16S rDNA 99.7 D. reticulatus isolate Z0015 (JF928493) KR870969
Haemaphysalis parva 16S rDNA 92.2¢ Ha. sulcata (KX576650) KR870977
Haemaphysalis punctata 16S rDNA 100 Ha. punctata isolate Xinjiang-CBCE2 (MF002566) KR870978
Haemaphysalis sulcata 16S rDNA 99.5 Ha. cretica’ (L34308) KR870979
Haemaphysalis erinacei 16S rDNA 99.7 Ha. erinacei isolate Tokat (KX901845) KR870975
Haemaphysalis inermis 16S rDNA 99.3 Ha. inermis (U95872) KR870976
Rhipicephalus sanguineus| 165 rDNA 99.5 Rh. sanguineus isolate Alexandria-2 (KY945493) KR870984
Rhipicephalus turanicus 16S rDNA 99.3 Rh. turanicus isolate Tivat (KX793721) KR870985
Rhipicephalus bursa 16S rDNA 99.5 Rh. bursa (KX553962) KR870983
Ixodes ricinus 16S rDNA 99.7 I. ricinus (L34292) KR870982
Ixodes laguri 16S rDNA 94.1¢ I. ricinus (L34292) KR870981
*Morfolojik olarak identifiye edilen kene tirleri. °Elde edilen kene sekans verileri ile GenBank'ta kayitli sekanslarin BLAST analizi sonucu
nikleotid benzerlikleri. “BLAST analizi sonucu eglesen en benzer sekansa ait veriler. “Bu ¢alismada elde edilen nikleotid sekanslarina ait
GenBank aksesyon numaralari. °®BLAST analizi sonucunda GenBank'ta kayitli herhangi bir kene tiri ile anlamli bir benzerlik tespit edilememistir.
‘Haemaphysalis cretica ismi Haemaphysalis sulcata’'nin sinonimidir (Guglielmone ve ark., 2014). 9Bu kene turiine ait GenBank'ta 16S rDNA kaydi
bulunmamaktadir.

pilmis ve Hoogstraal, 1956 (25), Arthur, 1965 (26), Filippova, 1977
(27), Filippova, 1997 (28), Walker ve ark., 2000 (29), Apanaskevich,
2003 (30), Estrada-Pena ve ark., 2004 (31), Apanaskevich ve Ho-
rak, 2005 (32) ve Apanaskevich ve Horak, 2008 (33)'de belirtilen
teshis anahtarlarindan yararlanilmistir. Morfolojik olarak identifiye
edilen kene tirlerinden birer érnek secilerek molekiler iglemler
yapilincaya kadar -20°C'de saklanmistir.

DNA Ekstraksiyonu ve PZR

Her bir kene &rneginden bireysel olarak DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Bunun igin ilk énce érekler %70'lik etil alkolde yi-
kanmis, steril su ile kurulanmig ve steril filtre kagidinin Gzerinde
kurutulmustur. DNA ekstraksiyonundan 6nce keneler SpeedMill
PLUS (Analytikjena, Jena, Almanya) sogutmali homojenizatérde
homojenize edilmistir. Sonraki basamakta DNA ekstraksiyonu
icin her bir tipteki sipernatant alinmig ve yeni bir mikrosantri-
fUj tipUne aktarilmistir. SUpernatantlardan blackPREP Tick DNA/
RNA (Analytikjena) kiti kullanilarak Uretici firmanin protokoliine
gore DNA'lar izole edilmistir. Elde edilen DNA'lar PZR yapilana
kadar -20°C'de saklanmigtir.

Genetik analiz igin 165+1 (5-CTGCTCAATGATTTTTTAAATTG-
CTGTGG-3') ve 16S-1 (5'-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3')
primerleri kullanilarak ixodid kenelerin 16S ribozomal DNA (16S
rDNA) bdlgesinin yaklagik 460 baz cifti (basepair = bp) uzunlu-
Junda fragmentini amplifiye eden PZR protokoll uygulanmigtir
(14). PZR toplam 30 pl'lik hacimde yapilmistir. Her reaksiyonda
3 pl genomik DNA, 0.2 mM dNTP, her bir primerden 0.2 mM, 3

mM MgCl,, son konsantrasyonda 1X olacak seklide PCR buffer
ve 1 Unite Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo,
Brezilya) kullanilmistir. Termal profil; 94°C’'de 2 dk. enzim aktivas-
yon basamagi ve takiben 40 siklus 94°C'de 30 sn., 60°C'de 30 sn.,
72°C'de 45 sn. olarak ayarlanmistir. Son ekstensiyon basamagi
ise 72°C'de 10 dk. olarak belirlenmistir. PZR reaksiyonu TProfessi-
onal Termal cyclerde (Biometra, Analytikjena) gerceklestirilmistir.
Her bir reaksiyonda DNase-RNase icermeyen saf su negatif kont-
rol olarak kullanilmistir. PZR Grinlerinden 10 pl alinarak %1,5'lik
agoroz jelde ylrGtidlmis UV altinda uygun buyuklikteki spesifik
bantlarin varligi kontrol edilmistir.

Sekans ve Filogenetik Analiz

PZR Grinleri QlAquick® Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanarak agaroz jelden purifiye edilmigtir. Sekans analizleri PZR
primerleri kullanilarak ¢ift yonll olarak yapilmistir. Sekans ABI
PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, California) ile Uretici firmanin protoko-
|G dogrultusunda gerceklestirilmistir. Sekansi yapilan Grlnler ise
DyeEx 2.0 Nucleospin nucleotide removal kit (Qiagen) kullanila-
rak temizlenmistir. Otomatize floresan sekansi ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ile yapilmigtir.

Sekans kromatogramlari BioEdit yazilimi (34) kullanilarak kontrol
edilmis ve diizenlenmistir. izolatlara ait son konsensis dizilimler
GenBank veri tabaninda “nucleotide BLAST” (National Center
for Biotechnology Information, www.ncbi.nlmn.nih.gov/BLAST)
analizine tabii tutulmus ve farkli tlkelerden rapor edilmis izolat-
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MG418672 Hyalomma excavatum isolate TRY17-Turkiye
MG418670 Hyalomma excavatum isolate TRY15-Trkiye
KP210044 Hyalomma excavatum isolate Z3-Hindistan
43 1X392003 Hyalomma anatolicum isolate Churu-Hindistan
| HM176656 Hyalomma anatolicum isolate lzatnagar-LHa-Hindistan
HM176657 Hyalomma anatolicum isolate Izatnagar-PFHa-Hindistan
KR870971 Hyalomma anatolicum isolate Orkun-HAN321-Tiirkiye
KR870972 Hyalomma excavatum isolate Orkun-HEX205-Tiirkiye
,KT391060 Hyalomma marginatum isolate Hymr1-israil

KR870973 Hyalomma marginatum isolate Orkun-HMA127-Tiirkiye
28l 3 L34307 Hyalomma marginatum
[ "|Ku130447 Hyalomma marginatum isolate Hmarg2-Portekiz
MG418660 Hyalomma marginatum isolate TRY5-Turkiye
. ‘ KR870970 Hyalomma aegyptium isolate Orkun-HAG300-Tiirkiye
: -1 KU130408 Hyalomma aegyptium isolate Haegy2-israil

I MGa18679 Hyalomma aegyptium isolate TRY24-Turkiye
—— L34306 Hyalomma dromedarii

5

KU130469 Hyalomma scupense isolate Hscup2-Pakistan
L

KR870974 Hyalomma detritum isolate Orkun-HSCe142-Tiirkiye
1

ml KC203346 Hyalomma detritum isolate XJ142-Cin
83 KC203349 Hyalomma detritum isolate XJ150-Cin
KU880553 Hyalomma detritum isolate ABL14-Cin

KF527442 Hyalomma asiaticum isolate Hasigyn1-Cin

¢ -.iKR870968 Dermacentor marginatus isolate Orkun-DM168-Tiirkiye

. . 109FKX555654 Dermacentor marginatus isolate WQ-DM12-Cin
- |

JJX051097 Dermacentor marginatus isolate XJ059-Gin
8s JX051114 Dermacentor nuttalli isolate XJ088-Cin
KR870969 Dermacentor reticulatus isolate Orkun-DR17-Tiirkiye
2| —”lJF928493 Dermacentor reticulatus isolate Z0015-Almanya
a KX881100 Dermacentor reticulatus haplotype 1-Avrupa
L34299 Dermacentor andersoni
1% KR870983 Rhipicephalus bursa isolate Orkun-RBYK7-Tiirkiye
99 ‘| KU664351 Rhipicephalus bursa isolate TRY17-Turkiye
o) | KX553962 Rhipicephalus bursa-Korsika
KJ613642 Rhipicephalus evertsi isolate 130SA-Giiney Afrika
KJ613641 Rhipicephalus simus isolate 22SA-Guney Afrika
" E AJ002957 Rhipicephalus pusillus-iber Yarimadasi
KY945493 Rhipicephalus sanguineus isolate Alexandria2-Misir
“2 134302 Rhipicephalus sanguineus

l J KR870984 Rhipicephalus sanguineus isolate Orkun-RS314-Tirkiye
o [ KX793721 Rhipicephalus turanicus isolate Tivat-Karadag

s00! KR870985 Rhipicephalus turanicus isolate Orkun-RT46-Tiirkiye
1

£4KY583068 Rhipicephalus turanicus isolate 19X-Arnavutluk
1.1 KR870976 Haemaphysalis inermis isolate Orkun-HAI319-Tiirkiye

1091ugs872 Haemaphysalis inermis-Slovakya
“JIX573136 Haemaphysalis parva-Romanya

MF002566 Haemaphysalis punctata isolate Xinjiang-CBCE2-Cin
o 797880 Haemaphysalis punctata

KR870978 Haemaphysalis punctata isolate Orkun-HAPU21-Tiirkiye

AB819173 Haemaphysalis concinna isolate Hcon-C-Japonya
KU885987 Haemaphysalis erinacei-Romanya

7%.Kx901845 Haemaphysalis erinacei isolate Tokat-Turkiye

KR870975 Haemaphysalis erinacei isolate Orkun-HAE254-Tiirkiye
-KX901846 Haemaphysalis erinacei isolate Sivas-Turkiye

[P

HMO068961 Haemaphysalis elliptica isolate Shingwedzi2-Glney Afrika

. 1 ——KR870977 Haemaphysalis parva isolate Orkun-HAPA328-Tiirkiye
1KX576650 Haemaphysalis sulcata-Korsika

12 ,‘l KR870979 Haemaphysalis sulcata isolate Orkun-HAS174-Tiirkiye

7#1.34308 Haemaphysalis cretica (Ha. sulcata)
KP769862 Ixodes frontalis isolate Z1-Portekiz

93

KP713676 Ixodes arboricola isolate A129-Slovakya
. ,_':—~ KM455966 Ixodes vespertilionis genotype A-Macaristan
AF001400 Ixodes hexagonus-Polonya
“u ~——— KR870981 Ixodes laguri isolate Orkun-I1XL315-Tiirkiye
134295 Ixodes persulcatus
99| (134292 Ixodes ricinus
ol KR870982 Ixodes ricinus isolate Orkun-IXR15-Tiirkiye

~1K1414457 Ixodes ricinus clone ITGlriccl2-Belgika

EF120989 Otobius megnini-Arjantin

0.1¢

Sekil 1. Filogenetik agag 69 kenenin mitokondrial 16S rDNA parsiyel gen sekanslar kullanilarak meydana getirilmistir. Maximum
likelihood temelli filogentik aga¢ GTR+1+G substitution model kullanilarak olusturulmustur. Sekanslarin GenBank aksesyon numaralar
kenelerin turl isimlerinden énce ve lokasyonlari sonra verilmistir. Bu ¢calismada elde edilen izolatlarin isimleri kalin fontta belirtilmistir
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larla benzerlik oranlar kiyaslanmistir. 16S rDNA filogenetik analiz
veri seti toplam 69 izolata ait nikleotid sekanslarindan olusturul-
mustur. O. megnini “dis grup” olarak kullaniimistir. Filogenetik
analiz icin 384 bp.’lik bir kissmdan yararlanmigtir. 16S rDNA veri
setine en uygun evrimsel analiz modelini belirlemek i¢cin jModel-
test versiyon 0.0.1 (35) yazilimi kullanilmigtir. Akaike Information
Criterion (AIC) kullanilarak en uygun model olan general-time
reversible modeli (GTR+I+G) secilmistir. Filogenetik analizler ve
agag olusturulmasi MEGA 7.0 (36) yaziliminda “maximum like-
lihood” metodu kullanilarak 1000 tekrarli bootstrap ile yapilmis-
tir. Calismada elde edilen nikleotid sekanslari GenBank'a ilgili
aksesyon numaralan (Tablo 2 ve Sekil 1) altinda depolanmistir.

BULGULAR

Morfolojik identifikasyonla D. marginatus, D. reticulatus, H. ae-
gyptium, H. anatolicum, H. detritum, H. excavatum, H. margina-
tum, Ha. erinacei, Ha. inermis, Ha. parva, Ha. punctata, Ha. sul-
cata, I. laguri, I. ricinus, Rh. bursa, Rh. sanguineus ve Rh. turanicus
olarak identifiye edilen toplamda 17 kene tirinden birer nesle
ait genomik DNA izolatlarinin parsiyel 16S rDNA gen bodlgesi
PCR analizleri basarli bir sekilde gerceklestirilmis ve tim PCR
drinleri sekanslanmustir.

Bu ¢alismada morfolojik olarak identifiye edilen Turkiye'nin kene
turlerine ait 16S rDNA nukleotid sekanslarinin GenBank veri taba-
ninda yapilan BLAST analizleri sonucunda; D. marginatus tiriinin
Cin'in Xinjiang bodlgesindeki bir koyundan elde edilmis D. margi-
natus isolate WQ-DM12 (aksesyon nu. KX555654) ile %100 identik
oldugu; D. reticulatus tirinin Almanya’daki laboratuvar kolonisin-
de bulunan D. reticulatus isolate Z0015 (aksesyon nu. JF928493)
ile %97,7 oraninda nikleotid benzerligi gosterdigi; H. aegyptium
tiriniin Israil'deki bir H. aegyptium isolate Haegy2 (aksesyon nu.
KU130408) ile %100 identik oldugu; H. anatolicum tirinin Hin-
distan'daki laboratuvar kolonisinde bulunan H. anatolicum iso-
late IzatnagarLHa (aksesyon nu. HM176656) ile %99,7 oraninda
benzerlik gésterdigi; H. detritum turinin Cin'in Xinjiang bdlge-
sindeki bir H. detritum isolate XJ142 (aksesyon nu. KC203346) ile
%98,6 oraninda benzerlik gsterdigi; H. excavatum tirinin Turki-
ye'den elde edilmis bir H. excavatum isolate TRY17 (aksesyon nu.
MG418672) ile %99,7 oraninda benzerlik gésterdigi; H. margina-
tum tliriiniin Israil'deki bir H. marginatum isolate Hymr1 (aksesyon
nu. KT391060) ile %99,7 oraninda benzerlik gésterdigi; Ha. erinacei
tUrGnln Turkiye'de insandan toplanmis bir Ha. erinacei isolate To-
kat (KX901845) ile %99,7 oraninda benzerlik gosterdigi; Ha. iner-
mis tlrinin Slovakya'daki bir Ha. inermis (aksesyon nu. U95872) ile
%99,3 oraninda benzerlik gésterdidi; Ha. parva tirinin GenBank
veri tabaninda herhangi bir kene sekansi ile anlamli (tir bazinda)
benzerligi bulunmadidi ve en yakin olarak bir Ha. sulcata (akses-
yon nu. KX576650) ile %92,2 oraninda niikleotid benzerligine sahip
oldudu; Ha. punctata tirinin Cin'deki bir koyundan elde edilmig
Ha. punctata isolate Xinjiang-CBCE2 (aksesyon nu. MF002566) ile
%100 identik oldugu; Ha. sulcata tirinin GenBank veri tabanin-
daki bir Ha. cretica (bu isim Ha. sulcata’nin sinonimidir) (aksesyon
nu. L34308) ile %99,5 oraninda benzerlik gosterdigi; I. laguri turu-
niin GenBank veri tabaninda herhangi bir kene sekansi ile anlamli
(tur bazinda) benzerligi bulunmadigi ve en yakin olarak bir I. rici-
nus (aksesyon nu. JN248424) ile %94,1 oraninda niikleotid benzer-
ligine sahip oldugu; I. ricinus tirinin GenBank'daki bir I. ricinus

(aksesyon nu. L34292) ile %99,7 oraninda benzerlik gdsterdigi; Rh.
bursa tirintn Korsika'daki bir Rh. bursa (aksesyon nu. KX553962)
ile %99,5 oraninda benzerlik gésterdigi; Rh. sanguineus turinin
Misir'daki bir koyundan elde edilen bir Rh. sanguineus isolate
Alexandria-2 (aksesyon nu. KY945493) ile %99,5 oraninda benzerlik
gosterdidi; Rh. turanicus tiriinin ise Karadad'daki bir Rh. turanicus
isolate Tivat (aksesyon nu. KX793721) ile %99,7 oraninda nikleotid
benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

Molekiler analize tabi tutulan kene tirlerine ait nikleotid ben-
zerlik ylzdelerini, eslesen kene tirlerini ve GenBank aksesyon
numaralarini iceren veriler Tablo 2'de &zetlenmistir. Ayrica bu
calismada elde edilen 16S rDNA nukleotid sekanslar ile Gen-
Bank'ta kayith sekanslarin bir araya getirilerek yapilan maximum
likelihood temelli filogenetik analiz sonucunda elde edilen fi-
logenetik agag Sekil 1'de sunulmustur.

TARTISMA

Bugtine kadar Turkiye'deki kene tlrlerine ait molekuler verilere
bakildiginda kisith oldugu gériilmektedir. Bunlardan, istanbul'da
a¢ halde toplanan I. ricinus tirinin parsiyel cytochrome oxidase
| (coxl), cytochrome oxidase Il (coxll), TROSPA ve defensin gen
bolgeleri (19), Samsun’daki gdé¢men kustan elde edilen 1. arbori-
cola'nin parsiyel 125 rRNA bdlgesi (20), Nigde'deki bir insandan
D. marginatus'un parsiyel 165 rDNA bdlgesi (21) ve Ankara’da bir
tilkiden elde edilen I. kaiseri'nin parsiyel 16S rDNA bdlgesi (18)
sekanslanmig ve identifikasyonlari yapilmistir. Bunlarin yaninda
Tokat'ta insanlardan ve Sivas'ta kirpilerden toplanan Ha. erinacei
orneklerinin parsiyel coxl ve 16S rDNA bdlgeleri sekanlanmig ve
diger Ulkelerden elde edilen Ha. erinacei drnekleri ile beraber
filogenetik analizleri yapilmistir (22). Ankara, Giresun, Mugla, Rize
ve Tekirdag illerindeki vejetasyondan ve evcil hayvanlardan top-
lanan Rh. sanguineus sensu lato, Rh. c.f. turanicus ve Rh. bursa
turlerinin parsiyel 16S rDNA bdlgesi sekanslanmis ve filogenetik
iliskilerine bakilmistir (23). Son olarak, Turkiye'nin cesitli yerlerin-
den toplanan H. asiaticum, H. aegyptium, H. excavatum ve H.
marginatum tirlerinin parsiyel 16S rDNA ve H. asiaticum, H. ex-
cavatum, H. marginatum ve I. ricinus turlerinin ise parsiyel 125
rDNA bolgeleri sekanslanmig ve filogenetik iligkileri incelenmistir
(24).

Yapilan bu ¢alismada ise Ankara, Bolu ve Kirgehir illerinin cesitli
bélgelerdeki hayvanlardan ve dogadan ac halde (konak arayan)
toplanan Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes ve
Rhipicephalus soylarindaki toplamda 17 kene tiriine ait parsiyel
16S rDNA gen bolgeleri sekanslanmis ve filogenetik iligkilerine
bakilmistir. Bunlardan [ laguri’'nin bugline kadar ilk kez 165 rDNA
karaterizasyonu yapilmis ve bu tire ait GenBank veri tabanindaki
toplamda ikinci kaydi olmustur. Ayrica GenBank'ta hakkinda ¢ok
az veri bulunan Ha. inermis, Ha. parva ve Ha. sulcata tirlerine
ait elde edilen genetik veriler ile GenBank veri tabanina katkida
bulunulmustur. Ek olarak bugtine kadar GenBank'ta Turkiye'den
kaydi bulunmayan D. marginatus, D. reticulatus, H. anatolicum,
H. detritum, Ha. inermis, Ha. parva, Ha. punctata, Ha. sulcata ve
I laguri turlerine ait genetik veriler ilk defa kayit altina alinmigtir.

Yapilan filogenetik analiz sonucunda I. laguri'nin I. ricinus ile ya-
kin bir genetik iliskiye sahip oldugu ve . ricinus kompleksinin bir
diger Uyesi olan I. persulcatus ile beraber ayni koldan geldigi
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gorllmustar (Sekil 1). Bilindigi Gzere parafiletik bir grup olan I. ri-
cinus kompleksi filogenetik olarak birbirine yakin genetige sahip
yaklasik 14 tirden meydana gelmekte olup, 6zellikle Lyme hasta-
liginin vektor olan tirler bu kompleks icerisinde yer almaktadir
(37). Ancak, 2017 yilina kadar GenBank'ta | laguri'ye ait genetik
verinin bulunmamasindan dolayi, bu tirin filogenetik iligkisi belli
degildi. Bu caligmadaki 16S rDNA filogenisi, I. laguri tirinin 1.
ricinus kompleksindeki tirler ile yakin genetik iliskiye sahip ol-
dugunu ve bu kompleksin bir Uyesi olabilecegini gdstermistir.
Benzer sekilde, I. laguri'nin cox1 ve ITS2 filogenisi de, s6z konusu
kompleksteki tirlerle olan bagdlantisini gostermistir (38). Ancak
bu iligkinin kesinlestirilebilmesi adina I. laguri'ye ait daha fazla
sayida ornek ile Ixodes soyuna ait detayl filogenetik analizlerin
yapilmasi gerekmektedir.

Haemaphysalis soyunda yer alan tirlerin filogenetik adactaki
yerlerine bakildiginda en carpici sonucun Ha. parva tiriine ait
oldugu gorilmektedir. Clnkl, GenBank'ta bu tire ait sadece
8 kayit vardir. Bunlardan da sadece 2'si 16S rDNA'y1 iceren mi-
tokondriyon sekansidir. Ancak, ilging bir sekilde yapilan BLAST
analizi sonucunda bu calismada elde edilen Ha. parva sekansi-
nin GenBank'ta kayitli olan 2 sekans (aksesyon nu. NC_020335 ve
JX573136) ile uyusmadidi ve en yakin olarak %92,2 ile Ha. sulcata
ile benzerlik gosterdigi saptanmigtir. Uyusmayan iki kaydin oldu-
Ju makale incelendiginde, morfotirin nasil identifiye edildigi ve
kullanilan tani anahtarlarinin ne oldugu ile ilgili ayrintili bir bilgiye
rastlanmamistir. Yazarlar sadece bu tirin Romanya’dan elde edil-
digini belirtmislerdir (39). Filogenetik analiz, adi gegen ¢alismada
elde edilen “Ha. parva'nin” Ha. inermis ile yakin bir genetige sa-
hip oldugunu géstermistir (Sekil 1). Bu durum ilgili calismadaki
kenenin morfolojik identifikasyonunun konfirme edilmesi gerek-
tigini gdstermektedir. GenBank'ta Ha. parva tirlne ait bagka 165
rDNA iceren sekans verisi olmadigindan dolayr su anda net bir
kanaate varmak da zordur ve ancak GenBank veri tabanina bu
tlre ait yeni verilerin eklenmesi ile bu durum netlesecektir.

Bu calismada, Turkiye'deki Rhipicephalus soyuna ait turlerin ge-
netik iliskilerine bakildiginda 3 tiriin de (Rh. bursa, Rh. sangui-
neus ve Rh. turanicus) filogenetik adactaki yerleri net bir sekilde
gosterilmistir. Ancak, bunlardan Rh. sanguineus ve Rh. turanicus
turlerine ait GenBank veri tabaninda bir hayli sayida sekans verisi
yer alsa da bunlarin i¢ ice gectigi gorilmustir. Bilindigi Gzere Rh.
sanguineus kompleks/grubu (Rhipicephalus sanguineus sensu
lato) 12 tirden olugmaktadir. Bunlardan ikisi de Rh. sanguineus
sensu stricto ve Rh. turanicus turleridir (40). Fakat bu iki tdrin
ayrnminda detayli morfolojik identifikasyon gerekmektedir ki
aksi halde kolaylikla kanstinlabilmektedir. Bundan dolayi bircok
epidemiyolojik aragtirmalarda bu karigiklik s6z konusu olmustur.
Ayrica, 6zellikle bu iki tir icin GenBank'taki kayitlarda, morfolo-
jik identikasyondaki hatalardan dolayi, yanligliklar olabilecegdi de
belirtiimektedir (41). Nitekim bu durum ile GenBank'taki sekans-
larin incelenmesi ve filogenetik analizlerinin yapilmasi sirasinda
karsilagilmis ve ilgili nedenden dolayr bu calismadaki filogenetik
analize belirli sayida kayitl 6rnek dahil edilmistir. Bu calismada-
ki 165 rDNA temelli filogenetik agacta her iki tirin ayni koldan
geldigi, turlerin kendi aralarinda iki farkli clade olusturduklari ve
genetik olarak %3.5 oraninda nikleotid farliligina (15 nikleotid)
sahip olduklar gérulmisgtir (Sekil 1). Esasen, morfolojik olarak bir
takim farkliklara sahip olan bu iki tir (28, 29) ve Rh. sanguineus

kompleksteki diger tirler ile ilgili sistematik olarak bugln bile
tam aydinlatilamamig noktalar vardir (40). Bu ylzden komplekste-
ki tirlere ait detayli morfolojik ve ¢cok sayida gen bélgesine yone-
lik filogenetik calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Turkiye'deki Hyalomma soyunda yer alan turlerin genetik iligki-
lerine bakildiginda; &zellikle morfolojik olarak bariz farkhiliklara
sahip olan (32) H. anatolicum ve H. excavatum turleri arasinda
16S rDNA bazinda ¢ok yakin bir genetik benzerlik (%0,5 fark-2
nikleotid farkl) oldugu ve iki tiriin de tek bir cladede yer aldig
goriilmistir (Sekil 1). Onceleri, morfolojik olarak her iki tiir de H.
anatolicum’un alt turleri olarak klasifiye edilmis, ancak morfolojik
ve biyolojik olarak énemli farkliliklara sahip olan bu iki tiriin ayr
turler oldugu gésterilmis ve bu sekilde klasifiye edilmistir (32).
Buna karsin, adi gegen iki tire yonelik olarak yapilan sekansa da-
yali molekiler ¢alismalarda bazi gen bolgelerinde oldukga yik-
sek benzerlik ve filogenetik agidan da bir hayli yakin genetik iligki
tespit edilmistir. Ornegdin; Hindistan'dan toplanan H. anatolicum
ve H. excavatum tirleri arasinda parsiyel 16S rDNA bdlgeleri
arasinda %1,68 nikleotid farkliligr oldugu bildirilmistir. Ayrica, H.
anatolicum ve H. marginatum arasinda ise %2,83 oraninda nik-
leotid farkliligi rapor etmiglerdir. Olusturulan 16S rDNA temelli
filogenetik agacta ise H. anatolicum ve H. excavatum tirlerinin
tek bir cladede toplandigi gosterilmistir (42). Bir diger calismada,
Turkiye'deki Hyalomma soyuna ait 4 tirde genetik benzerlik aras-
tinlmis ve H. anatolicum ile H. excavatum tirleri arasindaki bu
yakin genetik iliski parsiyel 16S rDNA ve 125 rDNA bdlgeleri kul-
lanilarak olusturulan filogenetik adaglarda gosterilmistir (24). Ay-
rica yazarlar ilgili gen bolgelinde H. anatolicum ve H. excavatum
arasinda genetik farklilik bulunmadigini ve H. marginatum ile de
nlkleotid farkinin %3 oldugunu, bu durumun ilgili tirlerin farklh
turler olarak adlandirlmasi adina yeterli olmadigini belirtmisler-
dir (24). Bu calismada da, benzer bir sekilde, H. anatolicum ve H.
marginatum arasinda %3,1 (13 nlkleotid) ve H. excavatum ve H.
marginatum arasinda ise %3,5 (15 nlkleotid) oraninda nikleotid
farkliigina sahip oldudu tespit edilmistir. Ancak, sadece belirli
gen bolgeleri benzerliklerine bakarak turler arasinda taksono-
mik olarak “tur statlsi” kazanip kazanmadidi kanaatine varmak
mUmkiin degildir. Clinki bir kenenin tir statlsini belirlemek igin
detayli morfolojik, biyolojik ve molekiler verilerin bir araya geti-
rilmesi gerekmektedir. Bundan dolayi adi gegen tirlerin moleki-
ler anlamda diger gen bdlgelerine bakilmasi ve hatta gerekirse
“tim genom” sekanslarinin karsilastirnimasi gerekmektedir. Cin-
ki, bircok ixodid kene tlrinde bazi gen bélgeleri (6rnegin 18S
rRNA) hayli korunmustur (43) ve bariz bir sekilde farkli tir olarak
tanimlanan bazi Hyalomma tirlerinde ayircr yetisi bulunmamak-
tadir (yayinlanmamus veri). Ayrica, Hyalomma soyundaki birgok
turG iceren morfolojik ve filogenetik analizlerin yapildigr bir ca-
lismada; iki ayri tir olan H. marginatum ve H. turanicum arasin-
da %0,44 nikleotid farkli tespit edilirken, H. truncatum’un farkl
cografyalardaki bireyleri arasinda %10,22 oraninda nikleotid far-
ki oldugunu tespit edilmistir (44). Bu durumun H. anatolicum ve
H. excavatum turleri arasinda da olmasi kuvvetle ihtimaldir. Bu
sonug, tek bagina sadece kisith gen bdlgesi kiyaslamalarinin bu
tdrlerin “tlr statllerini” kaybetmesi icin yeterli olmadigini gds-
termektedir. Benzer bir durum H. detritum ve H. scupense tirleri
arasinda s6z konusudur. Uzun yillar birbirleri ile yakin iligkide olan
H. detritum ve H. scupense 2 ayn tir olarak klasifiye edilmistir;
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ancak, son yillarda bazi taksonomistler tarafindan yapilan morfo-
lojik analizler sonucunda H. detritum’un H. scupense’nin sinomi
oldugu (45) ve sadece H. scupense isminin kullanilmasi gerekti-
gi 6ne stirmdusglerdir (2, 45). Ancak, halen bazi kene calismalarin-
da H. detritum identifiye edilmekte ve bu isim kullaniimaktadir
(46-51). Gegmisten beri bu iki kenenin ayrminda kullanilan en
biyuk dayanak, biyolojik olarak H. detritum’un iki konakli ve H.
scupense’nin ise tek konakli bir gelisim géstermesidir (45). Bu iki
kenedeki biyolojik ve ekolojik farkliliklar, Ttrkiye'deki keneler ile
yapilan hem saha hem de laboratuvar caligmalarinda gorilmus
ve biyolojik ve ekolojik olarak bariz farkliliklar olan ve cografik
dagilim bazinda da birbirlerine karismayan bu iki kenenin ilk ta-
nimlamalarda oldugu gibi farkli iki tir olabilecegdi 6ne strilmis-
tur (52, Sirn Kar - kisisel bildirim). Ayrica, bazi genetik veriler bu iki
kenenin birbirleri ile yakin iliskiye sahip oldugunu, ancak yapilan
filogenetik analizler iki farkl cladede toplandiklarini gdstermistir
(yayinlanmamis veri). ilgili karmasadan dolay, olasi bir karisikli-
Jin dniine gegmek adina bu ¢alismada eski taksonomiye uygun
olarak H. detritum adi kullanilmistir. H. detritum’a ait parsiyel 16S
rDNA'si sekanslanmis ve GenBank'ta kayith Cin Halk Cumbhuri-
yet'inden toplanmig H. detritum sekanslari ile %98,4-99,7 arasin-
da nikleotid benzerligine sahip oldugu ve bu drnekler ile tek bir
clade de yer aldiklan tespit edilmistir (Sekil 1). Ayrica, bu caligma-
daki H. detritum 6rneginin Pakistan’dan toplanan H. scupenseile
%98,2 oraninda niikleotid benzerligine sahip oldudu, ancak ayni
koldan gelen farkli cladelerde yer aldiklar gorilmustir (Sekil 1).
Ote yandan bu genetik veri ile séz konusu iki tiiriin ayri veya ayni
tiir oldugu sonucuna ulasmak zordur. ilgili nedenlerden dolayi,
her iki keneye ait detayli molekiler, morfolojik ve biyolojik calis-
malara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, yapilan bazi caligmalardan
da anlagiliyor ki Hyalomma soyunda taksonomik olarak bazi re-
vizyonlarin da yapilmasi gerekmektedir (44).

SONUC

Bu calisma ile; Turkiye'de aktif olarak varligini stirdiren 17 kene
tirinn 16S rDNA molekiler karakterizasyonlar yapilmis ve il-
gili gen bolgesi temelli filogenetik iliskileri ortaya konmustur.
Elde edilen genetik veriler GenBank veri tabanina kaydedilmis-
tir. Ayrica bazi kene tirleri icin ilk ve yeni veriler elde edilmis ve
filogenetik iligkileri yorumlanmistir. Bu baglamda bu arastirma
Turkiye'de simdiye kadar yapilan tir bazinda en genis spektruma
sahip molekdler caligmadir. Bdylece yapilan bu ¢alisma hem bél-
gesel hem de kiiresel anlamda adi gecen kene tirlerinin genetik
verilere dnemli katkida bulunmustur. Ancak, halen Turkiye'de var
olan diger ixodid ve argasid kene tirlerine ait genetik verilere
ihtiyag duyulmaktadir.
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