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OZET

Bu cahismada Izmir ilinin farkli ilcelerine bagl bazi odaklarda yayginhik gosteren
Culicoides tiirlerinin konvansiyonel morfolojik ve molekiiler yontemlerle belirlenmesi,
izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi1 ve kanatlh Haemosporidian
parazitlerin nakli agisindan vektor potansiyellerinin molekiiler olarak ortaya ¢ikarilmasi
amacglanmistir. Calismada, 2016 yilinin Mayis-Agustos aylar1 arasinda Bergama,
Odemis, Kemalpasa ve Foca ilcelerinde belirlenen istasyonlardan 1sik tuzaklari ile
Culicoides Orneklemesi yapilmistir. Toplanan Culicoides Orneklerinin  kanat
morfolojilerine gore identifikasyonlar1 yapildiktan sonra her tiirden belirlenen
orneklerden genomik DNA (gDNA) izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen gDNA
izolatlarinmn barkod mt-COI gen bolgesi amplifiye edilmis ve sonraki basamakta
amplifikasyon iriinlerinin klonlama, plazmid piirifikasyonu ve sekans analizleri
gerceklestirilerek molekiiler karakterizasyonlar: saglanmustir. GenBank aksesyonlar:
saglanan izolatlarin Tiirkiye ve Diinyadaki homolog izolatlarla filogenetik yapilanmalar1
belirlenmistir. Toplanan 6rneklerde Haemosporidian parazitlerin arastirilmasi amaciyla
her tiire ait disi Culicoides O6rneklerinin bas/toraks (BTH) ve abdomen (AH) kisimlar1
diseke edilerek tiir ve toplama merkezi bazinda ayri1 ayr1 havuzlar olusturulmustur.
Havuzlardan gDNA ekstraksiyonundan sonra elde edilen izolatlarin Haemosporidian
mt-cytb gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerlerle nested PCR analizleri
gerceklestirilmistir. BTH’da belirlenen pozitiflikler muhtemel potansiyel vektorlitk
gostergesi olarak kabul edilmis ve minimum enfeksiyon oranlar1 (MIRs) hesaplanmaistir.
BTH ve AH’de belirlenen Haemosporidian nesillerinin sekans analizleri ile
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Arastirmada toplanan 800 disi Culicoides Orneginin
morfolojik identifikasyon sonuclarina gore C. circumscriptus, C. nubeculosus kompleks,

C. newsteadi, C. imicola, C. gejgelensis, C. obsoletus, C. punctatus ve Culicoides sp.
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(C. truncorum’a yakin) tiirlerine ait olduklar1 belirlenmistir. En yaygin tiirler %39,4 ile
C. circumscriptus ve %33,8 ile C. imicola belirlenirken en diisiik yayilis1 gosteren tiirler
ise %1,9 ile C. punctatus ve %1,8 ile C. newsteadi bulunmustur. Arastirma yoresinde
belirlenen tiirlere ait mt-COI sekanslar1 arasinda 18 farkli haplotipi ortaya koyan 175
polimorfik bolge saptanmistir. Filogenetik analizler C. newsteadi diginda tiim tiirlere ait
nesillerin monofiletik karakterde oldugunu gostermistir. Karakterize edilen tiirlere ait
haplotipler arasinda ortalama genetik heterojenite %25,3+2,4 saptanmustir. Caligmada
belirlenen haplotiplerin Tiirkiye ve Diinya’dan bildirilmis homolog izolatlarla
filogenetik yapilanmalar1 ortaya c¢ikarilmistir. Caligmada incelenen AH’dan C.
circumscriptus, C. imicola, C. obsoletus ve C. gejgelensis’de Haemosporidian mt-cytb
DNA’s1  belirlenirken (%10,22), BTH pozitiflikleri (%7,95) yalmizca C.
circumscriptus’ta tespit edilmistir. C. circumscriptus icin Haemoproteus nesilleriyle
MIRs %222 olarak hesaplanmistir. lgili Culicoides tiirlerinde belirlenen
Haemosporidian parazitlerin sekans analizleri sonucunda C. circumscriptus BTH
izolatlarinda Haemoproteus sp. GAGLAOS ve H. minutus TURDUS2 nesilleri
karakterize edilmis ve bu tiiriin arastirma yoresinde ilgili nesillere muhtemelen
potansiyel vektorliik yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir. Calismada ayrica C. circumscriptus
AH’da Plasmodium sp. CXPIP10, C. obsoletus AH’da Plasmodium sp. CXPIP23 ve
SYCONO2, C. imicola, C. obsoletus ve C. gejgelensis AH’da P. relictum SGS1 ve C.
imicola ve C. gejgelensis AH’da da Plasmodium sp. YWT4 nesilleri identifiye

edilmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Izmir yoresinde yayginhik gosteren Culicoides tiirleri
morfolojik ve molekiiler identifikasyonlarla belirlenerek molekiiler epidemiyoloji
acisindan Tiirkiye i¢cin Ozgiin veriler saglanmistir. Ayrica calisma sonuclar1 kanath
Haemosporidian parazitlerin izmir yoresinde yaygimn oldugunu ortaya ¢ikarmis ve C.
circumscriptus’un Haemoproteus nesillerinin nakli agisindan potansiyel bir dneme

sahip olduguna dair kanitlar saglamstir.

Anahtar kelimeler: Culicoides, Molekiiler karakterizasyon, Kanath

Haemosporidianlari, Vektor potansiyeli, [zmir
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ABSTRACT

In this study it was aimed to determine the Culicoides species widespread in the centers
belonging to different districts of izmir by conventional morphologic and molecular
techniques, to perform molecular characterization of the isolates and to reveal their
vector potential by molecular tools regarding to transmission of avian Haemosporidian
parasites. Between May-August 2016 Culicoides samplings were performed via light
traps from previously determined stations in Bergama, Odemis, Kemalpasa and Foca
districts in the study. After the identification of Culicoides species by wing morphology
genomic DNA (gDNA) isolations were performed on the determined specimens from
each species. The barcode mt-COI gene region of the obtained gDNA isolates were
amplified and molecular characterization of isolates were provided after cloning,
plasmid purification and sequence analyzes of the amplification products. GenBank
accessions were provided for the obtained isolates and phylogenetic constructions of the
isolates with the homolog isolates from Turkey and World were determined. The pools
were constituted on the base of species and collection region by dissection of
head/thorax (HTP) and abdomen (AP) parts of the each female Culicoides species in
order to investigate Haemosporidian parasites in the collected specimens. Nested PCR
analyses of the isolates with the specific primers amplifying Haemosporidian mt-cytb
gene region were utilized after the gDNA extractions from the pools. The positives
determined in the HTP were accepted as an indicator of the possible vector potential and
minimum infection rates (MIRs) were calculated. The characterizations of the
Haemosporidian linages in HTP and AP were performed via sequence analyses.
Morphological identification results revealed that, 800 female Culicoides specimens
collected in the study were belonged to C. circumscriptus, C. nubeculosus komp., C.

newsteadi, C. imicola, C. gejgelensis, C. obsoletus, C. punctatus and Culicoides sp.
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(near C. truncorum) species. C. circumscriptus with 39.4% and C. imicola with 33.8%
prevalence rates were determined as the most prevalent species. While C. punctatus
with 1.9% and C. newsteadi with 1.8% prevalence rates were the lowest prevalent
species. One hundred seventy five polymorphic sites were distributed among the COI
sequences of the obtained isolates from the research area leading to the detection of 18
different haplotypes. Phylogenetic analyses revealed that lineages of all species except
C. newsteadi had monophyletic character. The overall genetic heterogeneity among the
haplotypes belonging to characterized species was determined as 25.3+2.4%. The
phylogenetic constructions of the determined isolates in the study with the other
homolog isolates from both Turkey and World were revealed. @ While the
Haemosporidian mt-cytb DNAs were determined in the AP of C. circumscriptus, C.
imicola, C. obsoletus and C. gejgelensis (10.22%), HTP positivities (7.95%) were
detected only in C. circumscriptus. Therefore, MIRs of Haemoproteus lineages for C.
circumscriptus was calculated as 22.2%. According to the sequence analyses of the
Haemosporidian parasites determined in the related Culicoides species, Haemoproteus
sp. GAGLAOS and H. minutus TURDUS?2 linages were characterized in C.
circumscriptus HTP isolates thus, the possible potential vector role of this species in the
transmission of the related lineages was revealed. Furthermore Plasmodium sp.
CXPIP10 in C. circumscriptus AP, Plasmodium sp. CXPIP23 and SYCONO2 in C.
obsoletus AP, P. relictum SGS1 in C. imicola, C. obsoletus and C. gejgelensis AP and
Plasmodium sp. YWT4 in C. imicola and C. gejgelensis AP were identified in the study.

In conclusion, the Culicoides species widespread in Izmir region were determined with
morphologic and molecular identifications with this study and original data were
provided for Turkey regarding to molecular epidemiology. Furthermore results of the
study revealed the prevalence of avian haemosporidian parasites in Izmir region and
also provides evidence for the potential importance of C. circumscriptus in the

transmission dynamics of Haemoproteus linages.

Key words: Culicoides, Molecular characterization, Avian Haemosporidians, Vector

potential, izmir
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1. GIRIS VE AMAC

Culicoides cinsindeki sokucu sinekler (biting midges) (Diptera: Ceratopogonidae) evcil
ve vahsi hayvanlarin yani sira insanlarda da hastalik olusturan bir¢ok patojene vektorlitk
yapmalarindan dolay1 olduk¢a 6nemli bir insekt grubunu olusturmaktadirlar (1). 2000’11
yillardan itibaren Avrupa’da ortaya ¢ikan ve binlerce koyun-kecinin Oliimiine neden
olan Mavi Dil virusunun (BTV) vektoriiniin Culicoides soy altinda yer alan Culicoides
pulicaris sensu stricto oldugu belirlenmistir (2). Morfolojik teshis icin en Snemli
kriterlerden biri olan kanat morfolojisinin Culicoides soy altindaki tiir ve/veya tiir
komplekslerine ait nesillerde yiiksek diizeyde degiskenlik gostermesi, erkeklerde
hypopygiumun teshiste dnemli olmasma karsilik, arastirmalarda ¢ogunlukla disilerin
yakalanmasi nedeniyle bu soy altindaki tiirlerin teshislerinde zorluklar bulunmaktadir
(3, 4). Son yillarda molekiiler biyolojik tekniklerin Culicoides tiirlerinin
identifikasyonunda ve genetik farkliliklarin arastirilmasinda kullanilmaya baslanmasi ile
birlikte bircok tiir ve/veya tiir kompleksi igerisinde kriptik tiirlerin varlig1 ortaya
cikmaya baslamistir (4, 5). Tim bu gelismeler Culicoides soyundaki tiirlerinin
taksonomik durumunun c¢oziimlenmesine Oonemli Olgiide katkida bulunmus olmakla
birlikte heniiz bircok tiir ve/veya tiir kompleksine ait nesiller i¢cin molekiiler diizeyde
verilerin yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu calismada ilk olarak Izmir’in farkli
bolgelerinde yayginlik gosteren Culicoides Orneklerinin morfolojik olarak identifiye
edilmeleri, izolatlari tiir bazinda mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (mt-COI)
gen bolgelerinin molekiiler karakterlerinin ortaya konarak DNA barkodlarinin ve
GenBank kayitlarinin saglanmasi, bolgede dagilim gosteren haplotiplerin belirlenerek
filogenetik yapilanmalarinin ortaya ¢ikarilmasi, olasi kriptik tiirlerin sekans analizleriyle
aragtirilmas1 amaglanmustir. izmir ilinde iklim 6zelliginden kaynakli olarak (yiiksek 1s1
ve nem) Culicoides aktivitesinin uzun donem devam etmesinden dolayr sahada BTV
sirkulasyonu devamli olmaktadir. Bu sebeple Mavi Dil hastahgr Izmir ilinde
hayvancilik sektoriinde her yil 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Bu calisma,

Culicoides tiirleri ve onlarin naklettikleri vektor-borne karakterli hastaliklarin kontrol ve



miicadelesinde gerekli ¢cok kiymetli ve kritik temel molekiiler epidemiyolojik verileri
saglamak amaciyla yapilmistir. Calismamizda ikinci olarak arastirma yoresinde
karakterize edilen ve yayginliklari belirlenen Culicoides tiirlerinin Haemosporidian
parazitler i¢cin potansiyel vektorliikkleri molekiiler olarak arastirilmistir. Belirlenen
Haemosporidian nesillerinin ~ mithocondrial cytochrome b gen bdlgelerinin
karakterizasyonu ile vektor-konak-parazit filogenetik iliskisinin ve molekiiler
populasyon genetiklerinin GenBank ve MalAvi veri tabanlarinda su ana kadar kayith
nesillerle birlikte degerlendirilmis ve c¢ok kiymetli bilimsel ¢iktilar elde edilmistir.
Ayrica calisma ile bazt Haemoproteus nesillerinin potansiyel Culicoides vektorleri de
diinya ilk kez belirlenip karakterize edilmis ve bu parazitlerin epidemiyolojisine 6zgiin

veriler saglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 CULICOIDES CiINSi SINEKLER

Culicoides tiirleri 140 milyon yi1l ©nce evrimlestigine inanilan Ceratopogonidae
(Diptera: Culicomorpha: Chironomoidea) ailesinde yer almaktadir (6). Bu ailedeki
tiirler baz1 6zellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (6): ocelli bulunmaz, postnatumda medial
uzunlamasina oluk yoktur, kanatlar kenara kadar uzanan 1-3 radial ve 2 median dallara
ayrilmistir, 6n bacaklar diger bacaklara gore kisa olup her bacagin ilk tarsomeri ikinci
tarsomere esit veya ikinci tarsomerden daha uzundur. Ceratopogonidae ailesindeki
sinekler, Chironomidae ve Simuliidae ailesindeki sineklerle kardes tiirler olup her iicii

Chironomoidea st ailesinde klasifiye edilmektedir.

Ceratopogonidaeler genis bir habitatta bulunurlar. Bu ailedeki sineklerin ¢ogu insan ve
hayvanlara atak yaparken diger bir kismu ise kakao ve kauguk icin Onemli
polenatordiirler. Yine bu ailedeki sineklerin biiyiik cogunlugu diger insektler tizerinden
beslenir ve bunlardan bazilar1 bu insekt konaklara muhtemelen patojenleri
nakledebilmekte ve bu tiirlerin popiilasyonlar1 {izerine bir kontrol diizeyi
olusturabilmektedir. Ceratopogonidae ailesinde 6000’den fazla tiir tarif edilmis olup
Borkent ve Grogan’a (7) gore heniiz daha kesfedilmeyi bekleyen bir¢cok yeni tiir
bulunmaktadir. Bu ailede bes alt aile ve 103 soy yer almaktadir (1) (Sekil 2.1).

Agiz parcalarinin Ozellikleri itibariyle, Borkent (6) bilinen fosil tiirlerin biiyiik
cogunlugunun omurgalilardan beslendigi ve bu beslenme seklinin Ceratopogonidae
ailesindeki tiirler i¢in plesiomorphic karakterde oldugu sonucuna varmistir. Buna karsin
mevcut tiirler i¢cinde omurgali kaniyla beslenme egilimi yalnizca dort soyda tespit
edilmistir (8). Omurgali kaniyla beslenme egilimi gosteren bu dort soy, Austroconops
Wirth & Lee 1958, Leptoconops Skuse 1889, Forcipomyia Meigen 1818 ve Culicoides
Latreille 1809 olup, sonuncusu olduk¢a biiyiik ekonomik dneme sahiptir ve bu soydaki



tirlerin veteriner ve medikal Onemleriyle alakali bircok caliyma yapilmistir (9).
Culicoides tiirlerine Antartika disindaki tiim iklim sartlarinda rastlanabilmektedir. Asya
kitasinin giiney dogusundaki biiytiklii kiiciiklii adalardan yalnizca Yeni Zelanda ve
Hawaii’de bu tiirlere rastlanmamustir. Culicoides tiirleri kiiciik, kahverengi veya gri
renkli olup benekli kanatlara sahiptirler. Culicoides tiirleri, Paradasyhelea Macfie 1940
ve Washingtonhelea Wirth & Grogan 1988 soylarmin da bulundugu Culicoidini

smifinda yer almaktadir. Culicoides’ler, tarif edilmis 1360’ m iizerinde tiiriiyle en zengin

soy olma 6zelligi tasimaktadir (1).
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Sekil 2.1 Ceratopogonidae ailesindeki tiirlerin filogenisi (8)
2.1.1 Culicoides’lerin Biyoloji ve Epidemiyolojisinde Onemli Faktorler

Culicoides soyundaki bir¢ok tiiriin kanla beslenme egilimleri ve hastalik etkenlerini
nakletmeleri, bu tiirlerin biyolojileri hakkinda 6zellikle de vektorliik kapasiteleri, konak
araligi, beslenme davraniglari, beslenme alanlari, yumurtlama stratejileri, insanlara
saldirmalar1 ve kontrol metotlar1 gibi konularda bir¢ok arastrmaya ilham kaynagi
olmugtur. Insanlar veya hayvanlarla ilgisi olmayan Culicoides tiirlerinin biyolojileri
hakkinda yapilmis ¢alisma sayis1 ¢ok az olup bu soydaki tiirlerin bir¢ogunun biyolojileri
hakkinda heniiz daha bilgi bulunmamaktadir (8).



2.1.1.1 Beslenme ve Konaklar

Bilindigi kadariyla, Culicoides tiirlerinin sadece ergin disileri omurgali kaniyla
beslenmektedir. Buna karsin sadece ii¢ tiiriin disisinin kanla beslenmedigi
diistiniilmektedir. Bu ¢ tiir (C. anophelis Edwards 1922, C. baisasi Wirth & Hubert
1959 and C. culiciphagus Wirth & Hubert 1959) C. subg. Trithecoides Wirth & Hubert
1959 alt soyunda yer almakta olup bu tiirlerin diger sineklerle veya doymus
sivrisineklerle beslendikleri rapor edilmistir. Onceleri bu tiirlerin doymus insektlerdeki
omurgali kamyla beslendikleri diisiiniilmiistii (10, 11). Ancak bu goriise Wirth ve
Hubert (11) kars1 ¢ikmis ve C. anophelis’in s1gir veya insanlarda kanla beslenebilirligini
gostermiglerdir. Bunun yaninda, Sen ve Das Gupta (12) ve Das Gupta (13) C.
anophelis’in omurgali kanindan ziyade insektlerin hemolenfleriyle beslendiklerine dair
kanitlar da elde ettiklerini bildirmislerdir. Wirth ve Hubert (11) alt soy Trithecoides’i
mandibula yapisina gore 3 tiir kompeksine ayirmistir. Sivrisinek iizerinden beslenen C.
anophelis, C. baisasi ve C. culiciphagus tirleri kendi tiir kompleksi icine yerlesmis ve
bu ozellikleriyle Trithecoides soy altindaki diger tiirlerden ayrilmistir. Bu alt soy
icerisinde omurgalilardan beslenen en az 10 tiir ifade edilmistir (11). Campbell ve
Pelham-Clinton (14), C. machardyi Campbell & Pelham-Clinton 1960, C. truncorum
Edwards 1939 and C. albicans (Winnertz 1852) tiirlerinin mandibular dis yapilarmin
gelismedigini dolayisiyla bu tiirlerin omurgalilardan beslenebilme yeteneklerini
kaybettiklerini ileri siirmiislerdir. Borkent (15), omurgali kaniyla beslenen tiirlerin
hepsinin mandibular dislerinin iyi gelismis oldugunu, bu durumun da Campbell &

Pelham-Clinton’un (14) hipotezini dogruladigini rapor etmistir.

2.1.1.2 Konak Tercihleri

Culicoides tiirlerinin bilinen konaklarmin bircogu evcil hayvanlarda enfeksiyonlarin
nakli veya insan pestlerinin rahatsizlik verme diizeyleri hakkinda yapilmis
calismalardan 6grenilmistir. Bu sebeple, diinyanin bir¢ok yerinde evcil hayvanlardan
veya insanlardan beslenmeyen tiirlerin konaklar1 hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Jamnback (16), disi tiirlerin antenlerindeki duyu organeli gorevi yapan antennal
flagellomerlerin (= sensilla coeloconica, SCo, sensu (17)) sayisiyla konak tercihleri
arasinda iliski oldugunu rapor etmistir. Arastirict (16) inceledigi Nearktik tiirlerde,
biiyiik memelilerden beslendikleri bilinen tiirlerin antenlerinde 4-6 flagellomer,

kuslardan beslenen tiirlerin ise 8-13 flagellomere sahip olduklarini belirlemistir.



Jamnback (16) yine, biiyilk memelilerden beslenen tiirlerin konaklarint bulmalar1 i¢in
fazla sayida flagellomere ihtiyaclar1 olmadigini, kus gibi daha kiiciik canlilardan kan
emen sineklerin ise daha fazla flagellomere ihtiya¢c duydugunu ileri siirmiistiir. Benzer
sekilde Rowley ve Cornford (18) da dort Nearktik tiiriin palpuslarindaki sensilla
sayisiyla konak tercihleri arasinda benzer bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir.
Rowley ve Cornford (18) ayrica erkek bireylerde disilere oranla ¢ok daha az sensilla
oldugunu gozlemlemisler ve bu durumun Jamnback’in (16) hipotezini dogruladigini
rapor etmislerdir. Braverman ve Hulley (19), bu her iki gdzlemi Afrika tiirlerinin palpal
ve antennal sensillalar1 tizerine yaptiklari ¢calismalarla konfirme etmislerdir. Braverman
ve ark. (20), tiimiinde olmasa da bazi Israil tiirlerinde, konak tercihleri ile antennal
sensillalarin sayilar1 ile ii¢lincii ve dordiincii palpal segmentlerin oranlari arasinda
korrelasyonlara dair kanitlar bulmuslar fakat buna karsin konak tercihi ile palpal
sensillalarin, mandibular ve maksillar diglerin sayilari, proboscis uzunlugu veya tirnak
morfolojisi gibi faktorler arasinda benzer bir iligki tespit edememislerdir. Meiswinkel ve
Linton (21), C. tuttifrutti Meiswinkel et al. 2003 ve C. pseudopallidipennis Clastrier
1958 tiirlerinin biiylimiis 3. palpal segmentinin ornithophilic yatkinlig1 gosterdigini ve
bu durumun Jamnback (16) ve Braverman & Hulley’in (19) iddialarmi dogruladigini
bildirmislerdir. Bazi Culicoides tiirlerinin ¢amur zipziplarindan (mudskippers veya
camur baligi) (C. garciai Wirth & Hubert 1989, (22)) ve kaplumbagalardan (C.
phlebotomus Williston 1896, (23)) beslendikleri rapor edilmigken, reptillerden,
amfibianlardan ve baliklardan beslenen tiirler hakkinda hi¢bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Lewis (24), tatarciklarin agiz parcalarinin morfolojilerindeki
degiskenliklerin bu sineklerin konak tercihlerindeki farkhiliklarini gosterdigini ileri
stirmistiir. Lewis’in (24) agiz pargalarun morfolojilerine gore yaptig: klasifikasyonlar
genellikle bilinen sistematikle paraleldir. Yukarida da bahsedildigi gibi, Braverman ve
ark. (20) Israil’deki 39 Culicoides tiiriiniin agiz parcalarinmn morfolojileri ile konak
tercihleri arasinda hicbir korrelasyon tespit edememislerdir. Avusturalya tiirlerinin
konaklar1 hakkinda pek cok bilgi mevcutken, konak tercihleri ile morfolojileri
arasindaki korrelasyon hakkinda ise bir o kadar az bilgi bulunmakta olup bu tiirlerin
izerine yapilmis calismalar genellikle evcil hayvan veya insanlarla alakal: tiirler tizerine
yogunlagsmistir (8). Konak dagilimlari1 bilinen bu tiirler icin bazi tiirlerde konak
cesitliligi smirhiyken [6rn. C. brevitarsis Kieffer 1917 genis Olcekte ruminantlar ve

atlardan beslenmektedir (25)], bazi tiirlerde cesitlilik oldukca fazladir (6rn. C.



subimmaculatus Lee & Reye 1953 ve C. ornatus Taylor 1913 tiirleri kuslardan ve

memelilerden beslenebilmektedir).

2.1.1.3 Beslenme Davranisi

Culicoides tiirlerinin disileri, giindiiz aktif tiirler de bildirilmesine karsin genellikle
alacakaranlik veya gece aktif olma egilimindedirler (26). Baz1 Culicoides tiirlerinin
ekzofilik oldugu ve beslenmek i¢in binalara girme konusunda goniilsiiz olduklar:
gosterilmistir. Bu beslenme davranisi iizerine yapilan calismalar genellikle, viremik
veya degerli hayvan stoklarinin vektorlere maruz kalmasinin Onlenmesi iizerine
yogunlasmis olup bu noktada oOzellikle simdiye kadar calisilmis olan tiirlerde bu
fenomenin degiskenlik gostermesiyle non-vektor tiirlerin onceden tahmin edilmesi
giiclik olusturmaktadir (27-34). Bu sonucglar bazi calismalarda 151k tuzaklarinin
kullanilmasiyla daha da komplike hale gelmis olup, Carpenter ve ark.’nin (35) da
belirttigi iizere ekzofilik tiirlerin binalarin icine de saldirabilecekleri gosterilmistir.
Ayrica baz1 Culicoides tiirlerinin bina i¢indeki konaklarina, 151k tuzagi yerlestirilmis
binalardaki konaklara nazaran daha farkli reaksiyon gosterdiklerine dair kanitlar

bulunmaktadir (33).

2.1.2 Culicoides’lerin Hayat Siklusu

Culicoidesler yumurta evresi, dort larva donemi, pupa ve ergin donemi olmak iizere
tipik nematoceran hayat siklusuna sahiptirler (Sekil 2.2). Culicoides tiirlerinin
yumurtalart silindirik, yaklasik 400 pum uzunlugunda ve 50 pm genisliginde olup
genellikle lireme yerlerinin yilizey kisimlarina yumurtalarm birakirlar (36). Larvalar
ortalama 6. giinde yumurtadan cikarlar ve bazi tiirlerde hemen diyapoza girerler (37-
41). Larvalar 1yi gelismis bas kapsiiliine sahip kurtguk seklindedirler ve 9 abdominal
segmentin yaninda iic de torasik segmente sahiptirler. Larvalarin viicutlar1 sirali
setalarla kaplhdir. Larvalarin gelisimi tamamiyla beslenme ve sicakliktan etkilenmekte
olup bazi tropikal tiirlerde larval gelisim 24 giinde tamamlanmaktayken (42), bazi
Arktik tiirlerde bu siire yaklasik iki yili bulabilmektedir (43). Larvalarin aksine pupa,
taksonomik olarak siniflandirilabilme 6zelligine sahip operkulumun yerlesimi, solunum

borusu ve abdomen yapisi gibi morfolojik 6zelliklere sahiptir.
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Sekil 2.2 Culicoides tiirlerinin hayat siklusu (8).

2.1.2.1 Larval Habitat

Culicoides larvalar1 yiiksek nemli iireme alanlarina ve organik maddelere ihtiyag
duymaktadir. Larvalar farkli katmanlarda bulunabilmektedirler. Bir¢ok tiiriin larvasi
sularda serbest olarak yasayabilmekteyken Avaritia alt soyundaki bazi tiirlerin larvalari
yiizemez ve hayatta kalabilmek icin kat1 veya yar1 kati ortama ihtiya¢ duyarlar (38, 44,
45).

Meiswinkel ve ark. (46) Afrika Culicoides tiirlerinin larval habitatlarmi dort temel
gruba aywrmistir ki bu gruplamanin Avusturalasyan tiirleri i¢in de gecerli olabilecegi

diistiniilmektedir.

1. Su/kara ara yiizii: Avusturalasya tiirlerinin hemen hemen yarist bu habitatta
yasamaktadir. Su akintili, durgun, tath, hafif tuzlu, tuzlu, temiz veya kirli
olabilmektedir. Ayrica dogal sartlarda ya da modifiye [insan yapimi (6rn. sondaj
drenleri ve barajlar) veya hayvanlarin olusturdugu (mandalarin yuvarlandigi
camurlu alanlar)] de olabilmektedir. Katmanlar kumdan toza ve ¢camura kadar
degisebilmektedir.

2. Hayvan giibresi: Kettle ve Lawson (47) Culicoides tiirleri ile hayvan giibreleri
arasindaki iliskiyi tespit eden ilk kisiler olup arastiricilar sigir giibrelerinde C.

chiopterus (Meigen) 1830 ve C. dewulfi Goetghebuer 1936 (C.



pseudochiopterus (48)) tiirlerini belirlemislerdir. Biiyiik hayvanlarin 6zellikle de
ruminantlarin giibrelerinin Avaritia alt soyuna ait 12 Culicoides tiirii tarafindan
kullanildig1 gozlemlenmistir (49-53). C. brevitarsis (42, 49, 54), C. brevipalpis
ve C. wadai (49); C. kanagai Khamala ve Kettle 1971 (51) ve C. bolitinos
Meiswinkel 1989 (52) gibi bazi tiirler giibre disinda baska hicbir ortamda
yasayamamaktadirlar.  Avusturalasya tiirlerinden yalnizca {i¢ii hayvan
giibrelerini kullanmaktadir (49).

3. Bitki ve kaya oyuklari: Culicoides tiirleri tarafindan kullanilan oyuklar farklilik
gosterebilmektedirler. Bazi oyuklar agaclarda bazilar1 kiiciik su ceplerinde
bazilar1 da Pandanus gibi bitkilerin yapraklarmin tabaninda olabilmektedir.
Agac oyuklar1 2-3 litre su ihtiva edebilmekte olup siirekli olarak ciiriimiis
yapraklarla kontaminedir ve predatorlerin de aralarinda oldugu bir¢ok farkli
omurgasiz tiiriine de ev sahipligi yapabilmektedir (55).

4. Ciiriimiis meyve, bitki ve mantarlar: Rolatif olarak az sayida Culicoides
tiirliniin ¢iirtimiis bitki materyali ile iliskili oldugu bildirilmis olup Meiswinkel
ve ark. (46) Afrika’da bu tiir habitatlarin genis 6lgekte heniiz kesfedilmedigini
rapor etmislerdir. Bu tiir habitatlar1 kullanan tiirlerin yaygin olarak Avaritia alt

soyundaki tiirler oldugu kaydedilmistir (22).

2.1.2.2 Pupal Davranis

Culicoides soyundaki sokucu sinekler yukarida bahsedildigi {lizere ¢ok cesitli
habitatlarda gelisim gosterebilmekte olup bu farkli habitatlara yasamlarini
stirdiirebilmek i¢in gelisim donemlerinde ¢esitli fizyolojik ve davramigsal adaptasyonlar
sergileyebilmektedir. Dyce ve Murray (56), Bati Avustralya’daki Culicoides tiirleri
tizerinde yiiriittiikkleri caligmalar sonucunda ti¢ farkli tip pupal davranig belirlemislerdir.
Bu farkhiliklarm bilinmesiyle toplama ve kiiltiir tekniklerinin etkinliginin arttigma

dikkat cekmiglerdir. S6z konusu bu ii¢ pupal davranis tipi asagida gosterilmistir.

Tip A (Substrattan su viizeyine dogru cikan ve yiizeyde kalan pupa)

Bu tip davranis sekli en yaygin olant olup immatiir donemleri durgun veya ¢ok yavas
akan su veya hafif tuzlu sularin kenarlarinda bulunan C. austropalpalis, C. dycei, C.
bunrooensis, C. marksi, C. multimaculatas ve C. victoriae tiirlerinde gorildiigii

bildirilmistir. Bu tip davrams sekli ayrica gelgitli havuzlardaki yiizen alg yiginlari
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izerinde iireyen C. henryi tiirinde de gozlemlenmistir. Yiizme Ozelligi muhtemelen
pupal gelisimin farkli devrelerinde gelismektedir fakat pupa ylizeye dogru geldiginde
tekrar dibe dogru batamaz ve uzun aksisi boyunca suya paralel olarak yiizer vaziyette
kalir. Daha sonra hava ve su hareketleri ile dagilirlar ve sonradan suda sekillenen

menikiislerde tekrar yigilim yaparlar (56).

Tip B (Su viizevine tekrarli olarak viikselen, viizey tabakasindan ayrilan ve tabanda

dinlenmek icin dalan pupa)

Bu davranis sekli yalnizca agag oyuklarinda gelisim gosteren iki tiir C. angularis ve C.
mackerrasi’de gozlemlenmistir. Bu pupalar tabanda horizontal pozisyonda dinlenme
halinde bulunurlar. Abdomenlerinin hafif sallayarak harekete gecirip yavas bir sekilde
yiizeye dogru yiikselirler. Bunun disinda bariz bir viicut hareketi sergilemezler. Pupa
yiikselirken ve batarken cephalothorax iistte olmak {lizere dik bir sekilde durur. Su
yiizeyinde respirator hornlar1 havayla temas edecek sekilde vertikal olarak uzanirlar. Su
yiizeyini abdomenlerini hafif sallayarak birakirlar ve kademeli olarak dibe dalarlar. Su
yiizeyinde eger rahatsiz edilirlerse ani bir sekilde yiizeyi birakip hemen dalis gosterirler.
Bu davranis sekli ritmik olup siiphesiz pupanin respirator gerekliligi ile kontrol
edilmektedir. Pupanin ylizme 6zelligi ¢iplak gozlede goriilebilir olan cephalothorax
icindeki gaz icerigi ile iligkilidir. Pupa hareketleri atmosferik basincin suni etkisiyle
kontrol edilebilir ve atmosferik basincin artisiyla yiizeye cikislarmin engellendigi

durumlarda muhtemel oksijen eksikligi sebebiyle pupalar 6lebilir (56).

Tip C (Su altinda kalan ve tabanda oyuk olusturan pupa)

Gelgitli nehir agizlarimdaki kum birikintilerinde gelisim gosteren bir kisim Culicodies
tiirlerinin pupalar1 bu sekilde davranis sergilerler. Bu tiirler ylizmezler ve bulunduklar:
yerden cikarildiklarinda abdomenin ilk halkasinin u¢ kisminin lateral hareketleriyle hizli
bir sekilde (genellikle 15 saniyede) kum icerisine gomiiliirler. Pupanin anal segmentinin
posterolateral ¢ikintis1 ve abdominal bristellar1 anterior olarak kivrilir. Bu posterolateral
cikintilar, deniz kumunda yerlesim gosteren C. melleus tiirlinde de benzer sekildedir.
Nehir kumlarindan da c¢ikarilan diger iki Avusturalya tiiri C. molestus ve C.
subimmaculutus da benzer cikinti ve bristallara sahiptir. Baz1 Culicoides tiirlerinin
pupalar1 medcezirlere bagli olarak doniisiimlii olarak ylizeyde c¢iplak halde ve su

altindaki kum birikinti alanlarinda bulunmaktadir. Bu bolge dalgalarin hareketleriyle de
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olusturulabilen bir alan olup giines isinlariyla 1sitilmakta ve kurutulmaktadir. Bu
pupalarin aktif hareketlerinin, kum birikintileri icerisindeki lokasyonlarmi korumayi
garantiye almak amaciyla oldugu gozlemlenmistir. Ayrica pupalar kum yiizeyinin ¢ok

kuru ve sicak oldugu durumlarda kendilerini daha derine gomebilirler (56).

2.1.2.3 Ciftlesme

Diger bircok Culicomorpha ve genis capta diger Diptera’da oldugu gibi Culicoides
soyuna bagl bir¢ok tiiriin erkekleri kiimeler halinde birarada bulunurlar. Bu toplu halde
bulunmanin esas amaci tartismali olsa da ciftlesmenin etkinligini artirmak oldugu
kaydedilmistir (8). Culicoides kiimeleri genellikle zemin iizerinde koyu ve agik
alanlarin karigimi tarzinda gorsel markerlar olustururlar. Bircok tiirde bu kiimelenme
alacakaranliktan hemen Once sekillenmeye baslar ve herzaman disilerden ¢ok daha fazla
erkekleri icerir (8). Downes (57), bu gorsel kiimelerin hem erkek ve hem de disileri
cezbettigini ve bu kiimelerin erginlerin bir araya gelmesi i¢in ve ciftlesmeyi
kolaylastiran bir mekanizma oldugunu bildirmistir. Downes (58) sonradan bu
kiimelenmenin erkeklerde spermatidlerin hizli transferine imkan saglayan
spermatophore tiretimini stimiile edebildigini ve dolayisiyla kopulasyon i¢in gerekli

zamani diistirdiigiinii kaydetmistir.

Anlagilabildigi kadariyla erkekler, kiime icerisindeki disileri bulmak icin isitsel
sinyalleri kullanmaktadirlar (59). Culicomorpha’nin bircok tiiriinde erkeklerin antenleri
bazal segmentte helezon tarzinda mekanoreseptiv duyusal tiiyler (sensilla chaeticae)
ihtiva eder ve bunlar ses dalgalarin1 algilarlar. Isitsel sinyaller bu mekanoreseptiv tiiyler
tarafindan alinir ve antenlerin pediceli iizerindeki Johnston’s organinda kaydedilir. Buna
zit olarak disilerin antenleri ¢ok daha az mekanoreseptiv tily bulundurur ve isitsel
sinyallere duyarl olarak goziikmemektedirler (60). Bircok diger gruplarm kiimelenmeyi
ciftlesme stratejisi olarak kullanmalarma karsin bu anten dimorfizminin Culicomorpha

ile sinirl olmasi dikkat ¢ekicidir (8).

Kiime olusturmadan ciftlesme davranis1 bazi1 Culicoides tiirlerinde goriilebilmektedir.
Downes (57), C. nubeculosus ve C. sonorensis i¢in fakiiltatif kiimelenme davranisi
bildirmis olup, bu karakterleri bu tiirlerin laboratuvar kolonilerinin olusturulmasini
miimkiin kilmistir. Arastirict (57) ayrica C. utahensis’in omurgali konagi ilizerinde

ciftlesebildigini ve tarif edilmemis diger bir tiiriin de yerde ciftlestigini gozlemlemistir.
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Bu son iki tiirde modifiye ciftlesme davranisi erkek anten morfolojisine de yansimig
olup biiyiik ihtimalle kiime olusturmayan erkeklerin kiime igerisinde disiyi bulmak icin
duyusal isitme aparatlarina ihtiyac1t olmamasiyla iliskilidir. Wirth ve Hubert (22) ve
Dyce (61) sonralar1 C. kusaiensis ve C. agas erkeklerinde anten tiiylerinin
bulunmamasmin bir kiimelenme olmayan ciftlesme stratejisini yansittigini kabul

etmislerdir.

2.1.3 Culicoides’lerin Saghk ve Ekonomik Onemi

Ceratopogonidae ailesindeki tiirler diger hematofagoz insektlerde oldugu gibi, alerjik
reaksiyonlara yol agmalar1 ve cesitli bakteriyel, viral ve parazit patojenleri cesitli
konaklara nakletmeleri agisindan yiiksek medikal ve veteriner 6neme sahiptirler. Ote
yandan ciftlik hayvanlarinda yol agtiklar1 vektor-borne hastaliklarla iilke ekonomilerine

agir yiikler getirirler ve yikici sonuglara neden olurlar.

2.1.3.1 Rahatsiz Edici Etkileri

Tek bir sinek tarafindan emilen kan miktar1 yaklasik 0,03l (62) olup cok sayida sinekle
enfestasyonlar dahi kan kaybina bagh problemlere yol agmamaktadir. Bununla birlikte
151k tuzaklariyla cok fazla sayida sinek toplanabilmekte olup (46) bunlarm sokucu
popiilasyonun yalnizca %]1’ini temsil ettigi kaydedilmistir (63). Culicoides tiirlerine
diinya capinda verilmis olan bazi yaygin isimler bu sineklerin Diinya ¢apida rahatsiz
edici etkilerinin 6nemini yansitmaktadir. Oyle ki bu sinek tiirleri bilimsel lakaplarla
anilmaktadirlar. Bu kotii sohretlerine ornek olarak bilimsel lakab tasiyan molestus,

damnosus, irritans ve diabolicus gibi tiirler verilebilir (8).

Kiyiya yakin Avusturalya’nin gesitli bolgelerinde, Culicoides tiirleri uzun zamandir
insanlar igin pest problemi olusturmaktadir. Insan pest tiirleri olarak isimlendirilen ilk
Avusturalya tiirleri C. molestus ve C. marmoratus’dur. Son yillardaki niifus artig1 ve
turizm bu problemi daha da alevlendirmistir. Kanal sulama sistemlerinin insaasi, rmak
kenarlarinin drene edilmesi gibi ¢cevresel etmenlerden dolay: bazi bolgelerde bu sinekler

icin yeni yasam habitatlar1 meydana gelmistir (64).

Insanlarda enfestasyon 6nemlerine ragmen sadece birkac bilimsel makalede bu konuya
deginilmis ve Ozellikle de bu yaymlarda sivrisineklerin etkileriyle kiyaslamalar

yapilmistir. Hendry (65), Iskogcya’nmin yiiksek kesimlerinde C. impunctatus’un sosyo
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ekonomik etkileri hakkinda bazi anektodlar vermistir. Yine Linley ve Davies (66),
Karayipler’de bu sineklerin turizme etkileri hakkinda raporlar sunmuslardir.
Queensland’in Hervey Bay bolgesinde C. ornatus tiiriiniin 25 milyon dolarlik ekonomik
kayba yol actig1 rapor edilmistir (67). Avusturalasya bolgesi diger endemik bolgelerde
oldugu gibi icerdigi faunasinin az bir kismi (<%3) insanlardan beslenen pestler olarak
rapor edilmis ve bu tiirler Pasifik’te C. belkini ve C. peliliouensis (68, 69) ve
Avusturalya’da C. ornatus, C. longior, C. molestus, C. marmoratus ve C.
subimmaculatus tiirleri olarak bildirilmistir (64). Diger yandan Tiirkiye’de halk arasinda
Culicoides tiirleri 6zel bir isimle adlandrilmamakla birlikte “sokucu” sinekler olarak

bilinirler.

2.1.3.2 Allerjik Dermatitis

Baz1 Culicoides tiirlerinin rahatsiz edici etkileri siiphe gotiirmezken, ataklari takiben
ciddi medikal rahatsizliklara yol actiklarina dair ¢ok az rapor bulunmaktadir. Wirth ve
Blanton (70) Panama’da bu sineklerin ataklarimi takiben sekonder enfeksiyonlarin
sekillendigini, Wongsathuaythong ve ark. (71) ise Tayland’da sinek sokmalarmi takiben

insanlarda deri erozyonlarinin olustugunu bildirmislerdir.

Culicoides sokmalarina bagl alerjik dermatitis olgulart1 bir kisim konaklardan
bildirilmis olmakla birlikte en yaygin ve agir reaksiyonlar atlarda bildirilmistir.
Diinyanm cestli bolgelerinde C. imicola, C. pulicaris, C. obsoletus, C. brevitarsis, C.
impunctatus ve Culicoides sp. gibi tiirlerin hayvanlarda gii¢lii kasinti, dermatit,
hipersensitivite ve Kasen hastaligi gibi alerjik reaksiyonlara sebep olduklari rapor

edilmistir (72-76).

2.1.3.3 Vektorliik Rolleri

Farkli gruplardan bircok organizma artropodlar tarafindan nakledilebilirken,
Culicoideslerin yalnizca nematodlar, protozoonlar ve viruslarla iligkili oldugu
bilinmektedir. Culicoides tiirlerinin vektorliik rolleri iizerine c¢aligmalarin biiyiik
cogunlugu medikal ve veteriner Oneme sahip patojenler iizerine yogunlasmigtir.

Culicoides tiirlerinin naklettikleri patojenler en ciddi olarak ruminantlar: etkilemektedir

(8).
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Genel olarak nativ Culicoides tiirleri bolgeye disaridan gelmis memelilerin patojenlerini
nakledemezler (62, 77-80). Buna karsin bu yerli tiirler 6zellikle kus ve keseliler olmak

izere nativ omurgalilarin viruslart ile iliskilidirler (62, 81).
Nematodlar

Culicoides tiirlerinin vektorliiklerini yaptiklari nematodlar yalnizca Filarioidea st
ailesinde bulunan nematodlardir. Bu nematodlarin bazilar1 gerek insanlarda gerekse
hayvanlarda parazitizme yol agmalaria karsilik yiiksek patojeniteye sahip degillerdir.
Culicoides tiirlerinin naklettikleri tiirler arasinda Onchocerca sweetae, O. gibsoni, O.
gutturosa, O. cervicalis, O. reticulata, Dipotalonema perstans, D. ozzardi, D.
marmosetae, D. streptocercum, D. cauduspina, D. gracile, D. llewellyni,
Splendidofilaria californiensis, S. picacardina, Chandierella quscali, C. striatosspicula,
C. chitwoodae, FEufilaria longicaudata, E. bartlettae, E. delicata, E. kalifai,
Macacanema formosana, Cercopithifilaria johnstoni, Durikainema macropi ve

Ornithofilaria fallisensis gibi nematodlar bulunmaktadir (82-88).
Protozoa

Culicoides tiirleri yalnizca Haemosporidea takimindaki protozoonlarin vektorliigiin
yapmaktadir. Bu protozoonlarin ¢ogu kus parazitleridir. Protozoonlardan Hepatocystis
kochi, H. brayi, H. levinei, Lecucocytozoon sp. L. caulleryi, Haemoproteus meleagridis,
H. danilewski, H. fringillae, H. nettionis, H. meleagridis, H. desseri, H. canachites, H.
velans, Trypanasoma spp., Try. bakeri, Try. chabaudi, Try. davidmolyneuxi, Try. evertil,
Try. gentilnii ve Try. avium tiirler bu sinekler tarafindan taginmaktadirlar (8, 89-93).

Viruslar

Culicoides tiirleri baz1 dnemli nematod ve protozoon parazitlerini de naklettikleri halde
esas itibariyle en onemli vektorliik rolleri naklettikleri viruslardan gelmekte olup bu
viral hastaliklar biiyiilk ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Culicoides tiirleri basta
ruminantlar ve atlar olmak iizere bir¢cok hayvan tiiriine ¢esitli viruslar1 nakledebildikleri
halde insanlara yalnizca bir viriis tiiriinii (Oropouche) nakletmektedirler. Naklettikleri
viruslar arasinda Orbiviruslar (African horse sickness, Bluetongue viriis, bunyiip creek,

CSIRO village, D’ Aguilar, Epizootic hemorrhagic disease viriis, Equine encephalosis
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viriis, Eubenangee, Kasba, Letsitele virilis, Marrakai, Midjinbarry, Nyabira, Wallal,
Warrego, Wongorr), Bunyaviruslar (Akabane virus, Aiono virus, Ananindeua, Belmont,
Bunyavirus sp., Douglas viriis, Keterah), Alphavirus (Barmah forest), Lyssaviruslar
(Barur, Bivens arm, Bovine ephemeral fever viriis, Humpty Doo, Kimberley, Ngaingan,
Tibrogargan) ve Vesiculovirus (Vesicular stomatitis, New Jersey strain) yer almaktadir

(8, 62, 94-100).
Culicoides ile Tlgili Olan Fakat Nakledilmeyen Diger Organizmalar

Culicoides tiirleri ile mikroorganizmler arasindaki iliskiler hakkinda bir¢ok arastirma
yapilmis olup bu sineklerin viruslar, bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve nematodlar
gibi bircok organizmay: tasidiklarr saptanmistir (101). Bu organizmalarin bir¢ogunun
kommensal simbiyont olduklar1 kanitlanmis olup Heleidomermis soyundaki mermithid
nematodlarin Culicoides tiirleri icin olduk¢a patojen olduklar1 ve sinek popiilasyon

dinamiklerini etkiledikleri bildirilmistir (102).

Ceratopogonidlerin mermithid parazitleri Palearctic, Nearctic, Oriental ve Afrotropical
bolgelerden rapor edilmistir. Debenham (103), Avustralyan Forcipomyia (Lasiohelea)
tirlerinde nematodlarin varhiklarimi rapor etmis, bunlarin muhtemelen mermithid

olabilecegini bildirmistir (102).

Genellikle mermith parazitlerle enfeste sinek larvalarinin biiyiik cogunlugu bu parazitler
tarafindan oldiiriilirler. Mermithidler bazen yetiskin sinekleri de enfeste edebilmekte
olup bu sineklerde normal olmayan morfolojik karakterler goriilmektedir (104). Enfeste
yetiskinlerde en sik goriillen semptomlar erkek genital organlarinda, antenlerde,
palplerde ve agiz parcalarinda goriilmekte olup erkeklerde disilere benzer karakteristik

ozellikler sekillenmektedir (104).

2.1.4 Culicoides Tiirlerinin Yayilim

Culicoides tiirlerinin ve diger insektlerin yayilimi genellikle kisa mesafeli veya uzun
mesafeli olabilmektedir. Vektorlerin yayilim karakterleri iizerine yapilan bir¢ok calisma
bitki viruslariin  vektorleri iizerinde odaklanmis olup Culicoides tiirlerinin

davranislarinin tahmin edilebilmesi heniiz tam anlamiyla uygulanabilir degildir (105).
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2.1.4.1 Culicoides erginlerinin kisa mesafe hareketleri

Culicoides erigkinleri genellikle zayif ucucular olup 10 km’nin {izerindeki uzun
mesafelere ucabilmeleri i¢in riizgara ihtiya¢ duyarlar (36). Avusturalya’da yapilan
calismalarda Culicoides eriskinlerinin ucus mesafeleri arastirilmistir. Bu caligmalarda
C. flumineus, C. immaculatus, C. molestus ve C. subimmaculatus i¢in 400m ve C.
longior i¢in 800m (64), C. ornatus i¢in 1,6-3 km (64, 106), C. brevitarsisicin 40 m-2
km (107, 108) ve C. marmoratus i¢in 16 km’lik (64) ucus mesafeleri tespit edilmistir.

2.1.4.2 Culicoides erginlerinin uzun mesafe hareketleri

Insektlerin uzak mesafelere ugabilmeleri oldukga zordur. Insektlerin ucus mesafelerini
ve davraniglarmi kiyaslamak icin karada veya karaya yakin seviyelerde [Orn., direk
tuzaklar1 (109), vakum tuzaklar1 (110), 1s1k tuzaklari (111)], karaya yakin su
kenarlarinda (112), diisiik rakimlarda (113) ve yiiksek rakimlarda (114) gibi degisik
birtakim teknikler kullanilmistir.

Vektorlerin uzak mesafelere ucuslarinin indirekt ve tesadiifi kanitlari, riizgar
yoriingesindeki hastalik salginlart (115, 116) veya egzotik viriis istilalarina
dayandirilarak degerlendirilmektedir (117, 118). Bu fenomon Culicoides tiirleri
tarafindan nakledilen 6 virus ilizerinde Avrupa, Orta Dogu, Kuzey Amerika ve
Avusturalya bolgelerinde calisilmis ve bu fenomonun oldukca yaygin oldugu ve ortak

seyrettigi gozlemlenmistir (119-121).

Son yillarda elde edilen genetik bilgiler 1518inda Haemotophagous insektlerin uzak
mesafe ucuslar1 hakkinda kanitlar saglanmistir. Chapman ve ark. (122), Papua Yeni
Gine ile Kuzey Avusturalya’daki sivrisinek popiilasyonlar:1 arasinda gen aktarimi
oldugunu gostermislerdir. Yine Kuzey Akdeniz ve Kuzey Afrika arasinda C. imicola

tiirlerinin multiple istilalar gergeklestirdikleri rapor edilmistir (123).

2.1.5 Sistematik

Ekonomik Onemlerine ragmen Culicoides tiirlerinin eriskinlerine muhtemelen ¢ok
kiiciik ebatlarda olmalariyla iligkili olarak Onceki taksonomi arastiricilari tarafindan
yeterli onem verilmemistir (8). Culicoides tiirleri ilk kez 1758 yilinda Linnaeus
tarafindan bildirilmis ve 1900’1l yillarda 22 tiir tanimlanmistir (8). Bu yildan sonra

tanimlanan tiir sayist Wirth’in (124) yeni smiflandirmada monografi formatma kadar
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hizl1 bir sekilde artmstir (Sekil 2.3). Japonya (125), Mikronezya (68); Papua Yeni Gine
(68, 126), Ingiltere (14), Filipinler (127), Dogu Afrika (128), Laos (129), Rusya (130),
Giineydogu Asya (22) ve son olarak da Cin’i (131) de kapsayan monografiler diinyada
tanimlanan Culicoides tiirlerine ¢ok biiyiik katki yapmistir. Taksonomik aktivitedeki bu
biiyiik oran ve hareketliligin 1990’1 yillardan sonra diismeye basladig1 goriinmektedir

(Sekil 2.3) (8).

Culicoides cinsi barindirdig: tiirler acisindan oldukca zengindir. Diinyadaki ilk fauna
hakkindaki dokiimanlar Arnaud (125) tarafindan girilmis olup 671 tiiriin listesini
cikarmigtir. Daha sonra Arnaud ve Wirth (132) bu listeyi giincellemis ve 671 tiiriin
izerine 244 yeni tiir ilave etmislerdir. Wirth ve Dyce (133) Culicoides soyunda bulunan
tiir sayisii liste vermeksizin 1123 olarak rapor etmislerdir. Daha sonra Boorman ve
Hagen (134) 1537 tirlik yeni bir liste yayimlamis, fakat sinonimleri identifiye
etmemislerdir. Bu sebeple arastiricilar bildirdigi toplam sayr gecerli tiirlerin gercek
sayisi1 yansitmamustir. Borkent ve Wirth (135) gecerli tiir sayisminin 1247 oldugunu
belirtmis ve bunlardan 37’sinin fosil tiir oldugunu kaydetmislerdir. Bu liste Borkent (1)
tarafindan interaktif olarak yayimlanmis ve Subat 2012°de toplam say1 1366’ya
cikarilmigtir. Bununla birlikte Culicoides soyu icerisinde heniiz tarif edilmemis ¢ok
sayida kriptik tiirlerin mevcut oldugu bilinmektedir. Ornegin, Dyce (136),
Avusturalasya faunasinda 118 tarif edilmemis tiirlin oldugunu isaret etmistir. Ayni
sekilde Meiswinkel ve ark. da (46) Giiney Afrika’da yaklasik 40 tarif edilmemis tiiriin
varligin1 bildirmislerdir. Ilango (137) Hindistan’dan 26 tiiriin kaydimi yapmuistir.
Borkent’e (1) gore Hindistan’da tarif edilmis olan toplam 48 tiiriin, Laos [62 tiir kayit
edilmistir (129)] gibi cografik olarak daha kiigiik yiizolgtimlii iilkelerle kiyaslandiginda
oldukca diisiik kaldig1 ve muhtemelen Hindistan’da tarif edilmemis tiir sayisinin daha

yiiksek oldugu hipotez edilmistir.
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Sekil 2.3 Culicoides soyundaki tarif edilmis yeni tiirlerin yillara gére dagilim oranlar1 (1).

2.1.5.1 Generik sinonimler

Culicoides cinsi ilk olarak Latreille (1809) tarafindan Ceratopogon punctatus olarak
tarif edilmis ve yaklasik 100 yillik bir periyotta bu siniflandirma gecerli kabul edilmis
ve bu yildan sonra tiirler cogunlukla Ceratopogon olarak smiflandirilmislardir.
Culicoides soyunun sinonimleri olarak Oecacta Poey 1853; Psychophaena Philippi
1865; Haematomyidium Goeldi 1905; Cotocripus Brethes 1912; Oxyhelea Kieffer 1921;
Diplosella Kieffer 1921; Haemophoructus Macfie 1925; Synhelea Kieffer 1925,
Prosapelma Kieffer 1925 ve Neoculicoides Boorman ve Lane 1979 gibi isimlendirmeler
yapilmustir (8). Ozellikle Oxyhelea, Prosapelma ve Neoculicoides, Borkent (1)

tarafindan gecerli alt soylar olarak klasifiye edilmislerdir.

2.1.5.2 Subgenerik Klasifikasyon

Culicoides soyundaki gibi cok biiylk ve genis soylarda tiirlerin tamaminin
klasifikasyonlarim1 yapmak olduk¢ca zordur. Soylarin evrimlesme siireclerinin
anlagilmas1 ve ilgili tiirleri gruplandirilmas1 mavidil virusunun muhtemel kompetent
vektoriiniin Avaritia alt soyuna ait tiirlerin oldugu spekiilasyonlarma yol agcmistir (79).
Bu spekiilasyon, son yillarda Avrupa’da benzeri goriilmemis salginlarda bu alt soya ait
bir¢cok tiirtin Mavi Dil virusunun orijinal vektorleri olduklarinin belirlenmesiyle

desteklenmistir (138).

Root ve Hoffman (139), Nearktik fauna iizerinde c¢alisarak Culicoides’lerin
smiflandirmasimda yaptiklar1 subgenerik kalsifikasyonla ilk tesebbiisii yapmuslar ve
takiben de Edwards ve ark.(140) da Palearktik bolgelerdeki fauna iizerinde benzer
klasifikasyonu gerceklestirmislerdir. Fox (141) ve Vargas (142) ilaveten 2 alt soy

olusturmustur. Wirth ve Blanton (70), resmi bir alt soy taksa olusturma olaymdan
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kacinmigs ve daha biiyiikk faunalarin incelenmesi i¢in ve “prioriat kurallar1 ve
nomenkulator sistemi” olusturulana dek beklemeyi tercih etmistir. Tiirleri gayriresmi tiir
gruplar icerisine yerlestiren bu sistem yaygin olarak benimsenmis ve halen formal alt
soylardan (29 soy) daha ¢ok sayida resmi alt soy igerisine yerlesmemis grup (39 soy)

bulunmaktadir (1).

Tiir gruplarinin bircogu tiim Culicoides faunasini dikkate alan calismalardan daha
ziyade bolgesel faunalardaki revizyonlari takiben olusturulmaktadir. Bu nedenle,
Campbell ve Pellham-Clinton’un (14) 1ngi1iz faunasinda ve Khamala ve Kettle’in (128)
da Dogu Afrika faunasinda yaptiklari revizyonlara dayali monografik calismalar, tiirleri
cografik bolgelerine spesifik gruplar seklinde uygun yerlere yerlestirmektedir. Bazi
bilinen tiir gruplar1 muhtemelen monofiletikken ve alt soy gibi degerlendirilirken,
Campbell ve Pellham-Clinton’in (14) Segnis tiir grubu Vargas (143) (C. subg.

Wirthomyia) tarafindan subgenerik durumuna yiikseltilmistir.

Borkent ve Grogan (2009), Culicoides’lerin mevcut subgenerik klasifikasyonlarinin
tatmin edicilikten uzak oldugunu bildirmistir. Arastiricilar, monofilinin denenmesi veya
subgenerik gruplarin akrabaliklarmnin saptanmasi amaciyla higbir filogenetik analizin
yapilmadigmi ve morfolojik oOzelliklerin Oneminin genellikle kesin olmadigini ve
morfolojiye gore yapilan caligmalarda bir grubun icerisinde yer alan disilerin ilgili
gruba yakinken, ayni grup igerisinde bulunan bazi erkeklerin ise farkli bir gruba yakin
oldugunu belirtmislerdir. Isimlendirilmis alt soylarin test edilmemis olmas1 siklikla alt
soylarin sinonomi i¢ine yada disina ¢ikarilmasina ve ayni zamanda tiirlerin Oecacta gibi
alt soy durumu zayif olan alt soylara tiirlerin yerlestirilmesine yol a¢cmistir (133).
Culicoides Wirthomyia alt soyu sinonomiye alnip sonra c¢ikarilan subgeneralara bir
ornektir. Bu subgenera Vargas (143) tarafindan olusturulmus, Wada (144) tarafindan ise
yok sayilmis ve "Segnis grup" olarak isimlendirilmesi tercih edilmis, Remm (145)
tarafindan C. subgen. Oecacta olarak degerlendirilmis, Delécolle ve Kremer (146)
tarafindan yeniden ortaya siiriilmiis ve Wirth ve ark. (147), Glukhova (130) ve Phillips
ve ark. (148) tarafindan da alt soy statiisii dogrulanmistir. Bu alt soyun mevcut durumu
tam net olmayip Yu ve ark. (131) tarafindan yapilan son diizeltmeye gore Wirthomyia
alt soyunun tipik tiirii olan C. segnis, C. subgen. Oecacta igerisine yerlestirilmis ve ilgili

soy alt1 tekar yok sayilmistur. Yu ve ark. (131) bu sinonomi iizerine herhangi bir
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hareketlilik 6nermemis ve Borkent de (1) mevcut sinoniminin dogruluguna dair goriis

bildirmistir.

2.1.6 Culicoides Tiirlerinin Klasifikasyonunda Morfolojik Karakterlerin

Kullanimi

Culicoides tiirlerinin sistematikleri iizerinde onceki ¢alismalarda kullanilan morfolojik
ozelliklerin bircogu ya erkeklere ya da disilere spesifiktir. Bununla birlikte kanatlardaki
desenler her iki cinsiyet i¢in de kullanilmaktadir. Kanatlardaki bu desenler erkek ve disi
cinsiyetlerde tiirlerle ilgili en Onemli ortak noktalar1 olusturmaktadir. Disilerin
morfolojik 6zelliklerinde siklikla kullanilan 6zellikler arasinda; kanat macrotrichiasi,
mesonatal desenler, goz ayrimi, 3. palpal segmentin sekli, mandibular dislerin sayis1 ve
sekilleri, cibarial armature, spermatekanin genisligi, sayis1 ve sekli, distalden proximale
antennal segmentlerin uzunluk oranlari, birinci ve ikinci arka tarsal segmentlerin
uzunluk oranlari, costal damarlarin ve kanatlarin uzunluk oranlari, proboscis ve basin
uzunluklar1 yer almaktadir. Erkeklerin morfolojik ©zellikleri arasinda ise; erkek
aedeagus ve paramerlerinin sekli, 9. sternit iizerinde spikiilin varhigi, 9. tergit
izerindeki postero-lateral ¢ikintilarin gelisim derecesi, gonocoxit’in dorsal ve ventral

kokiiniin gelisim derecesi gibi 6zellikler yer almaktadir (1, 8).

2.1.7 Molekiiler identifikasyon

Insektlerin ve diger canlilarm identifikasyonlarmin yapilmasi amactyla DNA tabanli
molekiiler analizler 1980’11 yillardan beri kullanilmaktadir (8, 149). Standard DNA
bolgelerinin kullanim1 Hebert ve ark. (150) tarafindan “DNA barkodlamasi” olarak
isimlendirilmistir. Tiirlerin isimlendirilmesi ve taksalarin sistemik yerlesimine yardimci
olmak amaciyla rutin DNA kullaniomma olan ilgi sonucu molekiiler taksonomi
caligmalar1 hiz kazanmugtir (151). Kullanilan DNA teknikleri, morfolojistler tarafindan
yapilan sistemik hipotezlerin test edilmesinde ¢ok giivenilir teknikler olsa da bazi
caligmalarda geleneksel taksonomi tabanli caligmalara da ihtiya¢c duyulabilmektedir
(152). Modern ¢aligmalar, Dayrat’in (153) “integrative taksonomi” modelini kullanma

egilimindedirler (154).

DNA barkodlama prensibi, tiim tiirlerin mitokondrial cytochrome oxidase I (COI) gen
bolgesi igerisinde ortak bir m-DNA’ya sahip olduklar1 temeline dayanmaktadir (150).
Ancak benzer barkodlar1 paylasan cesitli tiirler de bulunmaktadir (152, 155). Yine ¢ok
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sayida farkli haplotiplere sahip tek tiirler de bulunmaktadir (123). Barkodlamanin esas
amaci, tammmlanmus tiirlerin identifikasyonlarinin yapilmasi olup hayat siklusundaki
farkli donemlerin de ayrimlarinin yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Morfolojik
ozelliklere bakilarak yapilan identifikasyonlar insektlerin hayat sikluslarinmn farkli
donemlerinin ayriminda yetersiz kalabiliyorken DNA barkodlama teknigi sayesinde
tiirlerin farkli donemlerde ayrimi da cok daha kolay olmaktadir. Ornegin baz1 disi veya
olgunlagmamis donemdeki Orneklerde morfolojik ayrim olanaksizken, COI
barkodlamas1 bu Orneklerin ayrimina da imkan vermektedir. Genellikle COI
barkodlamas1 ve morfolojik ayrimlar birlikte kullanilmaktadir. DNA taksonomisinin
tiirlerin belirlenmesinde ve morfolojik olarak ayrilamayan kriptik tiirlerin ayriminda ¢ok

kullanish oldugu kanitlanmistir (156).

2.1.8 Culicoides Tirlerinin DNA Analizi

Culicoides tiirleri tizerine ilk genetik analizler Tabachnick (157) tarafindan yapilmustir.
Aragstiric1 (157) starch jel elektroforezi kullanarak C. variipennis’in farkl alt tiirlerinin
genetik farklhiliklarini belirlemek amaciyla 7 izo-enzim kullanmistir. Bu ¢alisma sonucu

3 alt tiir, tiir seviyesine yiikseltilmistir (158).

Culicoides tiirlerinin ayriminda PCR teknolojisinin ilk kullanimi, Nearktik Culicoides
tiirlerinin ayriminda polimorfik DNA’y1 rastgele cogaltan tRNA’y1 bulan Raich ve ark.
(159) tarafindan gerceklestirilmistir. Son yillarda, COI, COIl, 16S, ITS-1 ve ITS-2
DNA bolgelerini kullanarak yapilan genetik analizler ve rapid amplified polymorphic
DNA markerlar1 morfolojik olarak ayrimlar1 olduk¢a zor olan Culicoides tiirlerinin

ayriminda basariyla kullanilmaktadir (8).

Bu calismalarin biiyiik cogunlugu Avrupa’da yapilmig olup genellikle veteriner dnemi
olan Avaritia ve Culicoides alt soylar1 iizerine yogunlasmustir (3, 4, 21, 160-164).
Subgenerik gruplandirmada ITS-1 (165) ve COI ile COIl (166) gen bolgeleri bazi
gruplar i¢in kullanilmis olup bu genlerin tiir ayriminda oldukc¢a etkili olduklar1 rapor
edilmistir. Bu caliymalardan bazilar1 kriptik tiirlerin varligimi ortaya ¢ikarmis ve sadece
morfolojik bilgilere gore yapilan 6nceki sinonimlerde diizeltmeler yapilmasi ihtiyacini

dogurmustur (4, 161).
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Subgenerik gruplandirmalarin test edilmesi amaciyla molekiiler tekniklerin kullanimi
daha az dikkate almmustir. Bunun muhtemel sebebi morfolojik olarak benzer gruplar
icerisindeki  vektor tiirlerinin  ayrimindaki ekonomik Oncelikler olabilecegi
diistiniilmektedir (6rn. Avrupa’da Mavi Dil virusunun naklinden sorumlu Obsoletus ve
Pulicaris gruplar1). Sebastiani ve ark. (164) ve Linton ve ark. (162) Avaritia alt soyunun
Imicola kompleksindeki Afrotropikal tiirlerin filogenik arastirmalarnda COI gen
bolgesini kullanirken, Gomulski ve ark. (167) aym alt soyda yer alan Obsoletus
kompleksindeki tiirlerin arastirilmasinda ITS-2 gen bolgesini kullanmiglardir. Perrin ve
ark. (165) Culicoides soyundaki Fransa tiirlerinin filogenisinde ITS-1 genini
kullanmistir. Matsumoto ve ark. (166) Japonyada inceledikleri baz: tiirlerinin morfolojik

analiz sonuclariyla COI+COIll filogenetik analizleri arasinda kuramamiglardir.

Ceratopogonidae soy seviyesinde genelde calisilmamis olup yalnizca bir ¢alismanin
varligi goriilmektedir. Bu calismada (168) COII gen bolgesi kullanilmis ve
Ceratopogonidae’nin soy seviyesinde analizlerinde muglak sonuglar elde edilmistir.
Aragtiricilar (168) calismalarinda data setlerinde bulunan her ne kadar iic Culicoides
tiirtinii aywrabilmisseler de bu ii¢ tiirtin birlikte gruplanma gdstermemis olmas: ilgili
genin bu aile i¢in smirl bir kullanimmin oldugunu goéstermistir. CAD gibi niikleer
markerlarin kullanildig1 insektler {iizerindeki diger calismalar (169-171) bu gen
bolgesinin kullanish oldugunu kanitlamis ve Culicoides soyundaki cesitli gruplarin

coziimlenmesinde etkili olabilecegi bildirilmistir (8).

2.2 KANATLI HAEMOSPORIDIAN PARAZITLERI

Apicomplexa ana¢ altinda kanathlarda enfeksiyona yol agan Haemosporidia
takimindaki Hemoproteus, Leucocytozoon ve Plasmodium soylarindaki tiirler,
0zellesmis organellerden olusan ve konak hiicreye penetrasyonda onemli olan bir apikal
kompleks yapiya sahip olup vektor kaynakl (vector-borne) karakterdedirler. Vektor-
kaynakli hastaliklarda bulasma etkinligi genis olarak vektorlerin biyolojik ve ekolojik
ozelliklerine baghdir. Vektor popiilasyonlarinda ekolojik c¢alismalar farkli kanath
komiinitelerinde Haemosporidianlarin yayilist ve dinamikleri agisindan kilit role
sahiptir. Bu kisimda Culicoides tiirlerinin vektorliiglinii yaptigi Haemoproteidae

ailesindeki Haemosporidian parazitler hakkinda bilgiler verilmistir.



23

2.2.1 Haemoproteidae Ailesindeki Parazitlerin Morfoloji ve Biyolojisi

Zorunlu heteroksen olan Haemosporidian parazitlerin yasam dongiileri oldukca
karmasiktir. Gelisimleri sirasinda konaklarmi ve iireme sekillerini degistirerek
morfofonksiyonel acidan c¢esitli gelisim  asamalarim1  olustururlar.  Kanath
Haemosporidianlarin gelisimi genele oranla daha anlasilirdir. Parazitler, omurgali
hayvan (kus) ve vektorler (kan emici dipteranlar, Insecta: Diptera) olmak iizere iki
konak grubunda gelisim gostermektedirler. Seksiiel siklus gametogony ve takiben
gelisen sporogony safhalar1 vektor sineklerde gecmektedir. Beslenme esnasinda
vektorler sporozoitleri kanathlara inokule ederler ve agamik basamaga gecerler. Bu
basamak, ekzoeritrositik meront veya sizont safhasi olarak bilinir. Merontlardaki
multiple veya agamoz boliinmenin bir sonucu olarak uniniikleer merozoitler sekillenir.
Ekzoeritrositik merozoitler yeni bir merogoni safthasini ve/veya kan hiicrelerinde
seksiiel siklusun gelisimini olusturan gametositler veya gamontlar1 indiikler.
Gametositler, morfolojik olarak farkli yapili makrogametosit ve mikrogametositler olup
seksiiel potansiyele sahip gametleri (unizogamet) iiretirler. Makrogametleri iireten
hiicreler makrogametosit, mikrogametleri olusturanlar da mikrogametosit olarak
bilinirler. Makrogametositler seksiiel dimorfik karakterlerinden 6tiirii  kolaylikla
mikrogametlerden ayirt edilebilirler. Makrogametosit cekirdekleri niikleolusa sahipken
mikrogametlerde bu olusum yoktur. Haemoproteidae ve Plasmodiidae ailelerindeki
tirler ayrica pigment graniillerine (hemozin) sahiptirler. Gametositlerdeki seksiiel
dimorfizm Haemosporidian parazitlerin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Gametositler

vektorler icin enfektiftir (172).

Kanathlardaki enfeksiyon su sekilde meydana gelmektedir: 1-Prepatent evre; bu sathada
parazitler kan dokusu disinda dokulara yerlesirler ve cok sayida merozoitin olusumunu
saglayacak sizontlar1 gelistirirler. 2-Akut satha; bu donemde cok sayida merozoit kan
dokusuna ulasir ve kan hiicrelerini enfekte ederler ki, bu evre kanda parazitlerin
goriilmesi ve paraziteminin keskin bir sekilde artmasiyla karakterizedir, 3-Kriz sathasi;
parazitemi pik safhaya ulastiginda goriiliir, 4- Kronik satha ve 5-Latent enfeksiyon;
parazitemi keskin bir sekilde diiser ve daha sonra konagin immun sistemine bagli olarak

parazitler elimine olur (172).

Genel bir kural olarak parazitler kuslarda daimi bir sekilde kalirlar. Bir kus bir kere

enfekte olduktan sonra yillarca parazitin tasiyiciliginm yapar ve boylelikle potansiyel bir
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enfeksiyon kaynagi adayr olur. Vektorler enfekte kanatlilardan beslendikten kisa bir
siire sonra gametositler vektoriin bagirsaklarinda gametogenezise ugrar ve oogami tip
seksiiel safha sekillenir. Gametogenezisin sekillenmesinde oksijen ve karbondioksit
konsantrasyonlari, en belirgin uyaric1 gorevi gormektedir. Bir makrogametosit bir
makrogamet iiretirken diger yandan bir mikrogametosit de exflagellation safhasina
gecer. Fertilizasyon extracellular olarak sekillenir ve zigot tesekkiil eder. Takiben zigot
uzamis ve hareketli bir ookinete doniisiir. Ookinet, vektoriin peritrofik membranina
penetre olur ve bagirsak epitellerine gecer. Ookinet, bazal laminaya gecerek burada
ookist sekline doniisiir. Ookist olusum sathasi siiresince (sporogoni) ooksitler igerisinde
sayisiz uzamis ve cekirdeksiz cisimcikler (sporozoitler) sekillenir. Daha sonra
sporozoitler, hemosele gecer ve vektoriin tiikiirik bezi hiicrelerine penetre olurlar.
Kanatlhlar i¢in enfektif form, sporozoit formudur. Vektor sinegin tiikiiriik bezindeki
sporozoitler, kan emme esnasinda omurgal konaklara nakledilirler. Zigot sathasi harig
biitiin gelisim donemlerinde Haemosporidian parazitler haploid karakterdedir. Yalnizca

zigot diploid kromozoma sahiptir (172).

Kanathh Haemoproteidlerin hayat siklusu bilinen tiirlerden yalnizca %7’ sinde
calisilabilmigstir. Hayat siklusunun genel olarak goriiniimii Sekil 2.1.°de verilmistir.

Ceratopogonidler ve Hippoboscidler kanatli Haemoproteidlerin vektoriidiirler (172).
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" rers?

Sekil 2.4 Kanatli hemoproteidlerinin yasam dongiisiiniin sematik goriinimii (6rnek Haemoproteus
mansoni). Ust kisim vektorde; alt boliim kanathilarda: 1- endotel hiicrede sporozoit; 2, 3- uzamis
merozoitlerle birinci neslin ekzoeritrositik merontlari; 4 - endotel hiicre icindeki merozoit; 5, 6- sirastyla
iskelet kaslarinda gelisen ve olgunlasan megalomerontlar; 7- eritrositlerdeki merozoitler; 8- olgun
gametositler; 9- dalaktaki retikiiloendotelyal hiicrede merozoit; 10,11- sirasiyla dalakta gelisen ve
olgunlagan merontlar; 12-eritrositlerdeki merozoitler; 13-olgun gametositler;14-makrogamete;15-mikro-
gametlerin exflagellasyonu;16-makrogametin fertilizasyonu;17-peritrofik membrana niifuz eden
ookinet;18-genc ookist; 19, 20-sporogoni; 21-vektoriin tiikiiriik bezlerinde sporozoitler (172).

Ekzoeritrositik merogoni kanatli epitel hiicrelerinde sekillenir. Gametositler olgun
eritrositlerin icinde gelisir. Merogoni kan hiicrelerinde olusmaz. Vektor tarafindan
kanatlhh kan dolasimina enjekte edilen sporozitler ekzoeritrositik meront gelisimini
baslatir (173, 174). Siklikla merontlar akcigerlerde, daha seyrek olarak da karaciger,
dalak, bobrek, kalp, iskelet kasi ve diger organlarda bulunurlar. Merontlar, akciger
endotel hiicrelerinde farkli sekillerde goriilebilirler. Merontlar gelisimleri siiresince

bircok cekirdek iceren boliimlere (sitomerler) ayrilabilirler.
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Merontlarin biiytikliikleri degisken olmakla birlikte genellikle 100 um civarindadirlar.
Akcigerdeki megalomerontlar merontlara oranla bir hayli biyiiktiirler. En biiyiik
parazitin uzunlugu yaklasik 400 pm kadardir. Parazitler kas fibrilleri boyunca yapisirlar
ve kalin bir hyalin duvarla kaplanirlar. Birinci nesil merontlar kapillerlerin
endotellerinde ve myofibroblastlarda gelisirler. Bu merontlar 20 um uzunluga erisebilir
ve uzamis merozoitleri meydana getirirler. Ikinci nesil merontlar (megalomerontlar)
enfeksiyondan 17 giin sonra olgunlagirlar ve icerisinde yuvarlak sekilde 1pm

genisliginde merozoit igerirler (172) .

Haemoproteid tiirlerin biiyiik bir kisminin prepatent siiresi 11 giin ile 3 hafta arasinda
degismektedir. Yalnizca gametositler kan hiicreleri icerisinde gelisim gostermektedir.
Malaryal pigment (hemozoin) altinims1 kahverenkli, kahverenkli veya siyah renkteki
graniil formlarinin icindeki gametositlerde sekillenir. Gameotistlerdeki bu pigmentlerin

sayisi, sekli ve pozisyonlari tiirlerin ayriminda kritik rol oynamaktadir (172).

Merozoitlerin eritrositlere penetrasyonu takiben 2.-6. giinleri arasinda gametositler
goriinmeye baslar. Daha sonra gametositlerin gamet iiretebilme kabiliyeti diiser. Enfekte
kanathlarm (siklikla 1000 eritrosit basina birden az) kanindaki canli gametositlerin cok

az1 i¢ organlarda merogoni sathasinda hayatta kalabilmektedir.

Giincel verilere gore gametositlerin morfolojileri ve enfekte eritrositler tizerindeki
etkileri tiir ayriminda temel teskil etmektedir. Enfekte kanathilardan beslenmeyi takiben
birka¢  dakika icerisinde, vektoriin  bagirsaklarindaki  olgun  gametositler
yuvarlaklasmaya baslar ve eritrositlerden c¢ikarlar. Biitiin Haemosporidianlarda
gametogenesis, fertilizasyon, zigot gelisimi ve ookinetler uniform bir yapida gelisir.
Ayrica ookinet gelisimi siiresince ookinetin distal ucunda rezidiiel bir cisimcik
sekillenir. Bu cisimcik bir parca sitoplazmaya ve pigment graniillerine sahiptir.
Mikrogametlerin uzunlugu, zigotun yapisi, ookinetlerin biiytikliigii ve oranlar: tiirlere

gore degisiklik gosterebilmektedir (175).

Ookinetler vektor bagirsagmin epitel sinirlarina go¢ eder ve bazal laminada ookistlere
doniisiir. Ceratopogonid ve Hippoboscid sineklerdeki Haemosporidian tiirlerin
sporogoni safhalar1 farklidir. Kanatli Haemoproteid tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunun
gelisimi  Ceratopogonid’lerde meydana gelmektedir. Bu durumda tek germinatif

merkeze sahip olan kii¢iik ookistler sekillenmektedir. Sporozoitlerin ortalama uzunlugu
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10 wm civarindadir (Sekil 2.5). Ceratopogonid’lerdeki sporogoni genellikle 10 giinden
daha az bir siirede tamamlanmaktadir (176).

Sekil 2.5 H. noctuae sporozoitleri (177)

Olgun ookistler genellikle parcalanmakta ve sporozoitler vektér hemoceline penetre
olmaktadir. Ookistlerden sporozoitlerin kademeli salinimi bircok Haemoproteid tiiriinde
gozlemlenmektedir. Bazi sporozoitler kan emen insektlerin tiikiiriik bezine penetre

olmaktadir.

2.2.2 Haemoproteidae Tiirlerinde Epidemiyoloji

Haemoproteus tiirleri evcil ve yabani kanatlilarda oldukgca yaygin bir sekilde
seyretmektedir. Kanatlilarda yapilan calismalarda, 72 farkli aileden, 130’un iizerinde
Haemoproteus tiirii oldugu rapor edilmistir (172, 178). Haemoproteus tiirleri, 6zellikle
Coraciiformes, Piciformes ve Galliformes dizilerinde, morfolojik cesitlilik ve tiir sayisi
bakimindan yiiksek bir diversiteye sahiptir. Ancak bu tiirler, Passeriformes dizisinde yer
alan kuslarda daha yaygin olarak goriilmektedir. Ayrica en fazla tiir sayis1 da
Passeriformes dizisinden bildirilmistir (179), (Tablo 2.1). Diziler arasinda tespit edilen
bu farkliligm, vektor sineklerin dagilimi-yayginligi ve kuslarin yasama alanlari ile
dogrudan iligkili oldugu rapor edilmistir (180), deniz ve sahil kuslarinda Haemoproteus
prevalansimin diger kuslara gore daha diisiik oranda belirlenmesi, hippoboscid veya
ceratopogonid sineklerin bu kuslar1 daha sinirli enfeste edebilmesi ile iliskilendirilmistir
(181). Bunun yaninda diisiik prevalans degerlerinin, konak direncliligi ve immun yanitla

da ilgili olabilecegi rapor edilmistir (182, 183).
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Tablo 2.1 Kanatli haemosporidianlarinin kanatli dizilerinde yer alan ve arastirmalara dahil edilen kus
tiirlerindeki yiizdesel dagilimi (179).

Kanath Takimi Konak Turd '”Celszr;f; L Enf;:;lesrur Enf. %
Sphenisciformes 16 16 0 0
Gaviiformes 4 3 0 0
Podicipediformes 21 7 0 0
Procellariiformes 100 30 0 0
Pelecaniformes 5 44 0 0
Tinamiformes 47 12 0 0
Apterygiformes 3 1 0 0
Struthioniformes 8 4 0 0
Ciconiiformes 124 89 40 45
Falconiformes 296 168 83 49
Strigiformes 162 66 49 74
Anseriformes 154 113 56 50
Galliformes 270 133 74 56
Gruiformes 203 87 47 54
Charadriiformes 339 154 36 23
Columbiformes 323 135 87 64
Psittaciformes 344 143 43 30
Cuculiformes 153 84 40 48
Caprimulgiformes 106 51 8 16
Apodiformes 414 75 20 27
Piciformes 402 201 60 30
Coliiformes 6 3 0 0
Coraciiformes 202 118 13 11
Trogoniformes 39 20 7 35
Passeriformes 5,211 2,409 2,047 85

Haemoproteus tiirleri, hippoboscid veya ceratopogonid vektor sinekler tarafindan kan
emme esnasinda alinmaktadir. Ancak parazitin vektor sinek tarafindan basarili bir
sekilde nakledilebilmesi, sporogoni evresinin tamamlanmasi, sporozoitlerin
tretilebilmesi ve tiikiiriik bezlerine ulagsmasma baglidir. Nitekim, bu saftha bazi
zamanlarda cesitli faktorlere bagli olarak tamamlanamadigi ve dolayisiyla naklin
gerceklesemedigi yapilan arastirmalarda rapor edilmistir (176, 184, 185). Ancak bu

faktorler heniiz tam olarak ¢dziimlenememistir (180).

Hippoboscid sineklerle nakledilen Haemoproteus tiirlerinin ayni sekilde ceratopogonid
sineklerle de nakledilebilme olasilig1 deneysel olarak ispatlanamamasina ragmen
Bobwhite bildircinlarindan  izole edilen Haemoproteus lophortyx’te  yapilan
caligmalarda, bu parazit tiiriiniin Culicoides bottimeri, Stilbometopa impressa ve
Lynchia hirsuta tiirii sineklerle nakledildigi ve dolayisiyla hem hippoboscid hem de
ceratopogonid sineklerle ayni parazit tiiriiniin naklinin miimkiin olabildigi bildirilmistir
(186-188). Ancak H. lophortyx ile ilgili yapilan bu ¢aligma tekrar gdzden gegcirildiginde
caligmada (187, 188) kullanilan vektor ceratopogonid sineklerde parazit taramasinin

yeterli Olgiide yapilamadigi dolayisiyla One siiriilen hipotezin tartismali oldugu rapor
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edilmistir (Tablo 2.2) (172). Haemoproteus tiirleri ve vektor spesifiteleri ile ilgili
yapilan diger bir calismada ise (189), matemli kumrularda (Zenaida macroura)
Haemoproteus tiirleri arastirilmis ve Haemoproteus sacharovi’nin bu konaklarda
yilksek prevalansa sahip oldugu belirlenmistir. Ancak calismada H. sacharovi’nin
vektorii olarak bilinen hippoboscid sineklerin konak iizerinde veya cevresinde ¢ok nadir
olarak bulundugu belirtilmistir. Bu nedenle arastiricilar (189) H. sacharovi’nin naklinde
ceratopogonid sineklerin de rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Ancak bu hipotez,
diger bilimsel ¢alismalarla desteklenememis ve yapilan son filogenetik caligmalarda bu
Haemoproteus tiirliniin vektor spesifitelerinin daha detayli bir sekilde arastirilmasi
gerektigini vurgulanmistir (190).

Tablo 2.2 Haemoproteus tiirleri ve aseksiiel sporogonik gelismelerini tamamladiklar1 hippoboscid
(Lynchia, Microlynchia, Ornithomyia, Pseudolynchia, Stilbometopa) ile ceratopogonid (Culicoides)

sinekler (180).

Tiir Konak Takimi Vektor
Haemoproteus nettionis Anseriformes Culicoides downesi
Haemoproteus columbae Columbiformes  Pseudolvnchia canariensis
Pseudolvnchia brunnea
Microlynchia pusilla
Haemoproteus sacharovi™ Columbiformes  Pseudolynchia canariensis
Haemoproteus maccallumi Columbiformes Pseudolynchia canariensis
Haemoproteus turtur® Columbiformes  Pseudolvnchia canariensis
Haemoproteus palumbis Columbiformes  Ornithomyia aviculria
Haemoproteus lophortyx* Galliformes Stilbometopa impressa
Lynchia hirsuta
Culicoides bottimeri
Haemoproteus mansoni Galliformes Culicoides sphagnumensis
Haemoproteus meleagridis®  Galliformes Culicoides edeni
Culicoides hinmani
Culicoides arboricola
Culicoides haematopotus
Culicoides knowltoni
Haemoproteus handai Psittaciformes Culicoides nubeculosus
Haemoproteus velans Passeriformes Culicoides stilobezziodes
Culicoides sphagnumensis
Haemoproteus fringillae Passeriformes Culicoides crepuscularis
Culicoides stilobezziodes
Culicoides sphagnumensis
Culicoides impunctatus
Haemoproteus danilewskii Passeriformes Culicoides crepuscularis
Culicoides stilobezziodes
Culicoides sphagnumensis
Culicoides edeni
Culicoides knowltoni
Culicoides arboricola
Haemoproteus balmorali Passeriformes Culicoides impunctatus
Haemoproteus dolniki Passeriformes Culicoides impunctatus
Haemoproteus tartakovskyi Passeriformes Culicoides impunctatus
Haemoproteus belopolskyi Passeriformes Culicoides impunctatus
Haemoproteus lanii Passeriformes Culicoides impunctatus
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Ceratopogonid sinekler tarafindan nakledilen Haemoproteus tiirleri mevsimsel olarak
kanath konaklara bulagmakla birlikte bu bulasma daha cok bahar ve yaz aylarinda
gerceklesmektedir (191). Ancak subtropikal iklimlere sahip bolgelerde bulagsma, uygun
vektor sineklerin varligiyla birlikte yil boyunca da meydana gelebilmektedir (192).
Kuzey Amerika’'nin 1liman bolgelerinde hippoboscid sineklerle nakledilen H.
columbae’nin kanath konaklara bulasmasi yine mevsimsel olmakla birlikte 6zellikle
vektor sineklerin popiilasyonlariyla yakindan iliskilidir. Genellikle sonbahar ve kis
aylarnda bulasma oranlarinda artig goriilirken vektor popiilasyonunun diismesiyle
birlikte bulagsma oranlarinda da 6nemli derece diisiis meydana gelmektedir (193). Tropik
ve subtropik bolgelerde yapilan smirli sayida calismalardan elde edilen veriler,
hippoboscid sineklerin popiilasyonlarinin degismemesi durumunda, Haemoproteus
tiirlerinin bulugsma ve prevalans degerlerinin de yil boyunca sabit kaldigin1 gostermistir

(194, 195).

Kanathh konaklarm uzun mesafeli, kitalararasi gocleri ve go¢ davranislari, kanath
haemosporidianlarinin yasam sikluslarini 6nemli derecede etkilemektedir (196-198).
Nearktik ve Palearktik bolgelerde yapilan arastirmalardan elde edilen sinirli veriler;
kanatli haemosporidian parazitlerin go¢men kuslara, go¢ ettikleri tireme alanlarinda,
tropik ve subtropik bolgelerdeki kislama alanlarinda veya her iki alanda birden
bulasabildigini ortaya koymustur. Boylece bulasmanin gerceklesebilmesinde, belirli
cografik alanlarin etkili oldugu ve cografik alanlardaki vektor-parazit iliskilerinin de

bulagmada 6nemlilik arz ettigini anlagilmistir (196, 199, 200).

Iliman iklime sahip bolgelerde “bahar yiikselmesi (spring relapse)” adi verilen sezonsal
olarak parazit yogunlugunun artmasi olayi, kanath konaklarin tireme mevsimleriyle ayni
zaman diliminde gerceklesmektedir. Ayrica bu donemde kan emen insektlerin ve yavru
kuslarin popiilasyonlarinda da artis goriilmektedir (201). Hormonsal degisikliklerin
enfeksiyonlarin seyri iizerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda Plasmodium kaynakli
kronik enfeksiyonlarm kortikosteron ile tetiklendigi ve niiks ettigi bildirilmistir (202).
Bunun yaninda, fotoperiyoddaki artiglarin ve takiben sirkadiyen ritimleri diizenleyen
melatonin gibi hormonlarin seviyesinde meydana gelen fizyolojik degisikliklerin
Plasmodium enfeksiyonlarinda oldugu gibi Haemoproteus enfeksiyonlarinin da niiks
etmesinde etkili oldugu rapor edilmistir (201). Ayrica, bireysel konaklardaki enfeksiyon

yogunlugunun, enfeksiyonun ilk akut fazindan sonra degistigi ve konak immun yanit,
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fotoperiyoddaki mevsimsel degismeler ile iireme zamanlarinda meydana gelen
hormonsal degisikliklerin bu yogunlugu ve kronik enfeksiyonlarin niikslerini etkiledigi
belirlenmistir (180). Bunun yaninda, konaklarimn tireme eforu (203), besin arayisi (204),
diger parazitler ile konkominant enfeksiyonu (205) ve yirticilara maruz kalma sonucu
ortaya cikan strese bagh olarak immun sistemde meydana gelen degisikliklerin de

enfeksiyon yogunlugunu etkiledigi bildirilmistir (206).

Kanatli haemosporidianlari, sahip olduklar1 yiiksek diversite nedeniyle genis capta
arastirillmis ve prevalanslar1 basarili bir sekilde ortaya konmustur. Diger hematozoan
tiirlerinde arastirilmalara dahil edilmesiyle birlikte elde edilen veriler daha kapsamli bir
sekilde degerlendirilmeye baslanmis ve bu parazitlerin diger tiirlerle olan akrabalik
iliskileri analiz edilerek prevalanslar1 belirlenmistir. Ayrica elde edilen verilerin yiiksek
miktarda cesitlilik arz etmesi konuyla ilgili daha farkli ¢calismalarin yapilmasina ihtiyag
oldugunu g6z oniine koymustur. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar, kayit altina alinan
verilerdeki cesitliligin; parazitlerin konak spesifitesi (207), konagin immun yanit1 (182),
genotipi (208), yas ve cinsiyeti (209-211), konak tiirlerinin cografik dagilimi (212),
konagin goc¢ edip etmedigi (191, 213-215), tily rengi (216) ve konagin yiyecek arama ile
yuva yapma davranislar1 (217, 218) gibi bircok i¢ ve dis faktorden kaynaklanabilecegini

ortaya koymustur.

Habitat, cografik bolge ve mevsim gibi dis faktorler, vektor dagilimi ve popiilasyonu
izerinde oldukca kritik bir 6neme sahiptir (181, 195, 219). Bu nedenle farkli bolgelerde
yasayan ayni konak tiirtindeki enfeksiyon prevalansi, vektor popiilasyonu ve
dagiliminda meydana gelen farkliliklar nedeniyle Onemli Olciide degiskenlik
gostermektedir (181, 195, 219). Ancak, prevalans degerlerinde meydana gelen bu
farkliliklar sadece vektor popiilasyonu ve dagilimina bagl degildir. Enfekte kuslarin kig
mevsiminde 6lmesi ve yeni enfeksiyonlarm insekt vektorlerle enfekte olmayan yavru
kuslara bulastirilmast gibi faktorler de parazit prevalansinda mevsimsel olarak

degisikliklere yol acabilmektedir (180).

2.2.3 Haemoproteidae Tiirlerinde Klinik ve Patogenez

Klinik semptomlar diisiik parazitemiyle seyreden enfeksiyonlarda genellikle belirleyici
olmamaktadir. Fakat enfeksiyon, eritrositik paraziteminin goriildiigli ve dokulardaki

merontlarin pik yaptig1 akut sathada ise o zaman klinik olarak belirgin semptomlar
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goriilebilir. H. meleagridis ile deneysel enfekte evcil hindilerin bir veya her iki
bacaklarinda topallik ve kontrol grubundakilere oranla Onemli derecede kilo kaybi
gozlemlenmistir  (220). Benzer sekilde H. lophortyx ile dogal enfekte Bobwhite
bildircininda (Colinus virginianus) halsizlik, kabarmis tiiyler ve deprese olmus bir
goriiniim, denge kaybi gibi norolojik belirtiler ve yiirimekte giiclik gibi klinik
semptomlar bildirilmistir (221). Kaya giivercinlerinde enfeksiyona bagl klinik belirtiler
arasinda halsizlik, anemi ve anoreksi gibi semptomlar bulunmaktadir (222, 223).
Dolasim kaninda lenfosit, heterofil, bazofil, euzinofil ve monosit gibi hiicrelerin
sayisinda artiy meydana gelmesi dogal ve deneysel Haemoproteus enfeksiyonlarinda
gozlemlenmis olup bu durum parazitin gerek eritrositik gerekse preeritrositik
sathalarinda hiicresel immun yanitin arttigimin bir gostergesidir (224, 225). Enfekte ve
enfekte olmayan mavi alakargada klinik olarak plazma protein ve hemoglobin
konsantrasyonlarinda, hematokrit degerlerinde ve kiloda ¢ok Onemli farkliliklar
goriilmemistir (226). Yapilan diger ¢alismalarda H. meleagridis ile deneysel enfekte
evcil hindilerde (Atkinson vd. 1988b) ve biiyiik bastankara (Parus major) tiiriinde
Haemoproteus spp. (225). enfeksiyonlarinda 6nemli derecede anemi goriilmemistir.
Buna karsin, O’Roke (187) ve Cardona (221) H. lophortyx ile enfekte Kaliforniya
bildircin1 (Callipepla californica) ve Bobwhite bildircininda (Colinus virginianus)
siddetli anemi tespit etmislerdir. Haemoproteus noctuae (227) ile enfekte kar
baykusunda (Bubo scandiacus) ve H. syrnii (228) ile enfekte kar baykusu, alaca baykus
(Strix aluco) ve Amerika puhu kusunda (Bubo virginianus) belirgin polikromozami ile
seyreden siddetli rejeneratif anemi rapor edilmistir. Bu konaklarda aneminin sekillenme
mekanizmasinin tam olarak bilinmemekle birlikte enfekte bir konagmn sinirli besin
kaynagma bagli olarak stres altinda kaldiginda ve fizyolojik olarak kaynaklarini

kaybettiginde bu durumun anemiyle sonug¢lanabilcegi ileri siiriilmiistiir (220).

Haemoproteoid enfeksiyonlarinin patogenezi hakkinda neredeyse hicbir bilgi
bulunmamaktadir. Ciinkii bu parazitlerin dogal ve deneysel enfekte konaklardaki
gelisimi hakkinda sinirli bilgi vardir. Kalin duvarli merontlarin gelisimiyle alakali
olarak birka¢ konak iizerinde calisma bulunmaktadir (229, 230). Bugiine kadar yapilmis
en kapsamli ¢aligmalardan birinde, H. danilewskii deneysel enfekte mavi alakargada
post enfeksiyonu takiben 31 giin sonra preeritrositik merontlarla alakali olarak herhangi

bir immun yanit sekillenmedigi gozlemlenmistir. Buna karsmn 57 giin sonra juvenil
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alakargalarin karaciger, dalak ve akciger dokusunda lezyonlar sekillendigi goriilmiistiir.
Karacigerde rastlantisal nekroze alanlar, lenfosittik infiltrasyon ve akciger dokusunda
bronslar cevresinde epitelyal hiperplazi meydana geldigi rapor edilmistir. Yine dalak
dokusunun histolojik yapisinda endotelyumun hiperplazisi, lenfosit nekrozu,
makrofajlarda, plazma hiicrelerinde ve Mott hiicrelerinde artis gibi degisiklikler

meydana geldigi bildirilmistir (226).

Bazi kanath tiirlerinde kalm duvarli megalomerontlarin gelisimiyle alakali siddetli
myositis meydana geldigi ve bu durumun megalomerontlardaki rupturlarla alakali
oldugu bildirilmistir. Kalp ve iskelet kasinda koyu hemorajik alanlar ve beyaz benkler
goriilmiistiir. Bu lezyonlar Sarcocystis enfeksiyonlarina nazaran daha ylizeysel

sekillenmistir.

Mikroskopik olarak megalomerontlar; makrofajlar, heterofiller, dev hiicreler, kirmizi
kan hiicreleri gibi hiicrelerden olusan bir infiltrasyon ile ¢cevrelenmis ve kas fibrillerinin
siklikla nektorik ve kalsifiye oldugu bildirilmistir (220, 231). Diger lezyonlar arasinda
karaciger ve dalak makrofajlarinda yogun pigment birikimi ve bu organlarin biiytimesi

gibi belirtiler bulunmaktadir (174, 232).

2.2.4 Kanath Haemoproteidae Tiirlerinin Halk Saghg1 ve Evcil Hayvan Saghg:

Acisndan Onemi

Halk Saghg1 Acisindan Riskler: Haemoproteidae ailesindeki parazitlerle enfekte

kuslar, insanlar icin herhangi bir saglik tehlikesi olusturmazlar.

Evcil Hayvanlar Acisindan Riskler: Yabani hindilerin paraziti Haemoproteus
meleagridis, yerli hindi iiretiminde potansiyel bir tehdit olusturur. Ancak pratikte bunun
kapal1 sistem entegre endiistriyel hindi yetistiriciligi, bakimmdan bir riski
bulunmamaktadir. Bununla birlikte giivercinlerde ve kumrularda Haemoproteus
tiirlerinin patojenik enfeksiyonlarina iliskin raporlar bulunmaktadir. Bunlar genellikle
yiikksek parazitemilerle ve megalomerontlarin ortaya c¢ikmasiyla iligkilidirler (233).
Ancak enfekte giivercin ve kumrularin ¢cogu klinik bulagma bulgusu olmaksizin ¢ok
yiikksek parazitemilere tolerans gosterebilirler. Dogal rezervuar konagi Kaliforniya
bildircim1 olan H. lophortyx’un Kaliforniya'da yoresinde yasayan Yeni Diinya

bildircinlar1 olarak da bilinen (Northern Bobwhite) bildircinlarda dnemli salginlara yol
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actig1 bildirilmigtir. Salginlarin sicak havalarda ceratopogonid popiilasyonlarmin arttigi
zamanlarda ortaya c¢iktig1 da belirtilmistir (221). Benzer sekilde, Haemoproteus
tiirlerinin 6zellikle muhabbet kuslarinda 6liimciil Leucocytozoon-benzeri enfeksiyonlar
gibi hastaliklara yol acgabilecekleri hakkinda cesitli raporlar bulunmaktadir (234-236).

Biitiin bu durumlarda, kafes kuslar1 dogal alanlarin disinda tutulmustur.

2.3 Molekiiler Veriler Isiginda Kanath Haemosporidianlarinda Global Diversite

Kanatl malaria’s1 (Plasmodium spp.) ve diger Haemosporidianlar (Haemoproteus ve
Leucocytozoon spp.) vektor kaynakli kan parazitlerinin cesitlilik gdsteren bir grubu olup
bircok kanatl familyasinda yaygin olarak bulunurlar (172). Kanatli haemosporidianlarin
yasam gecmisleri, morfoloji ve klasifikasyonlar1 geleneksel olarak 151k mikroskopisi ile
calistimistir (172). Ancak molekiiler yontemlerin enfeksiyonlarin identifikasyonunda
kullanilmaya baslanmas1 arastirmalarda artisa yol a¢cmus ve parazitlerin genetik
diversitesi ve konak spesifikligi iizerine etkileyici bakis agilar1 getirmistir (237, 238).
Bunun yaninda enfeksiyonlarin arastirilmasinda nested PCR primerlerinin dizayni
saptama etkinligini artirmus ve bu da Ozellikle tipik olarak diisiik diizey parazitemi
bulunan kronik enfeksiyonlarda fayda saglamistir (239). Molekiiler calismalar
glinlimiize kadar 2700’lin iizerinde yegane kanatli Haemosporidian nesli identifiye
etmis ve dolayisiyla bu sonuglar da nesillerin dagilimmin kayd: ve global modellerin
arastirilmasinin  kolaylastirilmast i¢in koordine bir veri bankasinin (Mal- Avi
http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) olusturulmasinda yOnlendirici olmustur
(240). Ornegin, MalAvi kayitlari, Hawaii’de bulunan dominant kanatli Plasmodium
nesli GRW4’iin, bir¢cok kanath familyasini kapsayan konaklardan ve ABD’den Fransiz
Polinezyasi’na kadar cografik alanlar boyunca kaydedildigi goriilmektedir (241-243).
Bu hizli gelisen alandaki yeni goriisler ortaya ¢ikarilirken, primer olarak molekiiler ve
mikroskobik metodlarm avantaj ve dezavantajlar: iizerinde yogunlasiimistir (244, 245).
Ornegin, yeni bulgularin, miks tiirlerle olusan Haemosporidian enfeksiyonlarmn yaygin
PCR yontemleriyle biiyilk oranda gozden kacgirildigini one ¢ikardigi dolayisiyla bu
noktada miks enfeksiyonlarn identifikasyonu ve tarif edilmesinde kullanilan mevcut

metodolojilerin sinirh kaldig1 vurgulanmistir (246, 247).

Mt-cytb gen bolgesini hedef alan Nested PCR, 2004 yilindan bu yana en yaygin

molekiiler tarama yontemi olmus ve tiim yaymlarmm %61,7’sinde kullanilmistir (Tablo
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2.3). Mitokondrial taramaya zit olarak yaymlarm %38,9’unda niikleer markerlar
kullanmistir (Tablo 2.3). Toplamda 6 farkli niikleer marker kullanilmistir. Ancak
bunlardan ikisi (DHFR-TS ve SSUrRNA) birden fazla kanathh konak iizerindeki
makalede hedef alinmistir. Hem kanathh hem de vektor konaklar i¢cin Leucocytozoon
spp.’nin Plasmodium veya Haemoproteus spp.’ye oranla ¢ok daha az calisildig:
goriilmektedir (Tablo 2.8). Yine kanathh konak iizerinde yiiriitillen c¢aligmalarin
yarisindan az olmak iizere (%47,4) kan frotilerinin mikroskobik analizleriyle birlikte
PCR analizlerinin gergeklestirildigi dikkati ¢cekmektedir (Tablo 2.3). Kanath konak
calismalarinin  %16,3’liniin enfeksiyonlar1 karakterize etmek icin ¢oklu genetik
markerlar1 kullandig1 goriilmesine karsm higbir vektor konak calismasinda coklu
markerlar kullanilmamistir (Tablo 2.3). Yine miks tiirle enfeksiyonlar spesifik olarak
kanath konak c¢alismalarinin %30,7’sinde arastirilmis ve mikroskobi en sik kullanilan
yontem olmustur (Tablo 2.3). Miks enfeksiyonlarin belirlendigi tek vektor konak

caligmasinda restriksiyon enzim analizleri uygulanmistir (Tablo 2.3).

Kanatli haemosporidian cytb nesilleri iizerine arastirmalar, biyocografik bolgeler
boyunca heterojenik olarak dagilim gosteren yiiksek cesitlilikte parazit nesillerini ortaya
cikarmistir. Bununla birlikte gozlenen ve tahmin edilen nesil diversitesinin global
modelleri iki parazit soyu, Plasmodium ve Haemoproteus arasinda degiskenlik
gosterdigi belirtilmistir (248). Kontinental kanatl diversitesi sicak noktalariin, kanatl
sicak noktalar olmayan ve okyanus bolgelerine gore hem Haemoproteus hem de daha az
olmak tiizere Plasmodium spp. i¢in daha yiiksek nesil zenginligi acisindan yatkinlik
gosterdigi bilinmektedir. Clark ve ark. (248), diisiik enlemli tropikal bolgelerde yiiksek
diversite gosteren biyocografik modellerin oldugunu goéstermisler, bu sonuclarin da
parazitleri de kapsayan bir dizi taksa boyunca yaygin bilinen modellerle (249) uyum
gosterdigini kaydetmislerdir. Kanathh Haemosporidianlar: i¢in sicaklik ve yagis, parazit
gelisimini ve vektoriin beslenme firsatlarimi tesvik ederek parazit diversifikasyonuna
yardimci olabilen 6nemli abiotik degiskenlerdir (250, 251). Ancak, tropikal takim
adalarin kanatli Haemosporidianlar1 diversitesindeki etkileri sinirhidir ki, bu durum
klimatik sartlarin tek basina diversiteyi yonlendiremeyecegi tezini desteklemektedir.
Bundan ziyade Haemosporidian diversitesi, kanatli ve/veya vektor konak diversitesinin
bir fonksiyonu olabilir. Nitekim her ikisi de tropikal kontinental bolgelerde artis
gostermektedir (252, 253).
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Tablo 2.3 Kanath haemosporidian yayinlarinda incelenen molekiiler tarama yontemleri ve konak-parazit
sistemleri (1995-2012) (248).

Toplam Kanatli Konak Vektor Konak

162 140 26
Hedef soy
Plasmodium 146 127 22
Haemoproteus 126 115 15
Leucocytozoon 43 39 4
Mitochondrial marker 154 133 25
Cyt-b 153 132 25
Cytochrome oxidase 3 5 5 0
Nuclear marker 14 13 1
DHFR-TS 4 4 0
SSU-rRNA 9 8 1
DGAT 1 1 0
LSU-rRNA 1 1 0
TRAP 1 1 0
ClpC 1 1 0
Yontem
Nested PCR 100 85 17
Quantitative PCR 9 74 2
PCR+1 1 1 0
Miks enf. identifikasyonu 44 43 1
Mikroskopi 19 19 0
Restriction enzyme digestion 11 10 1
TA cloning 14 14 0
Soy spesifik primerler 2 2 0
incelenen kanatl takimlari
Passeriformes 114 - -
Columbiformes 21 -
Falconiformes 14 - -
Strigiformes 11 - -
Piciformes 10 - -
Galliformes 9 - -
Charadriiformes 9 - -
Coraciiformes 5 - -
Cuculiformes 5 - -
Apodiformes 5 - -
Other orders 22 - -

"Bazi ¢alismalar es zamanl olarak hemkanatli hem de vektor konaklar analiz etmistir.

Kanatli haemosporidianlar1 i¢in, bircok vektoriin ¢ok cesitli kanatli konak tiiriinden
beslenebilmesi (254, 255) parazitlerin yeni konaklar1 enfekte edebilmesi icin firsatlari
artirmakta (Orn., konak degisimi) ve bu durum da daha ¢ok tiir zenginligi diisiik
olanlardan ziyade yiiksek olan vektor-konak sistemlerinde gerceklesmektedir.
Filogenetik ve molekiiler ¢aligmalar, potansiyel konaklarin filogenetik olarak orijinal
konaga yakin oldugu durumlarda daha da kolaylasan konak degisiminin (host-
switching) prosesinin (256) kanathh haemosporidianlarinda yaygin oldugunu
gostermektedir (257, 258). Dolayisiyla potansiyel konaklarin yiiksek diversitesi, daha
fazla firsat saglar (259). Neticede tropik bolgeler daha kisa jenerasyon siiresi olsa dahi
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evrimsel orani hizlandirabilir (260). Zaman kalibreli filogeniler tropik bolgelerdeki
parazitlerin 1liman bolgelere oranla daha hizli farklilasma gosterme durumunu belirleme
amactyla kullanigh olabilir (261, 262). Fakat kanatli Haemosporidianlar1 i¢in molekiiler
zaman Olcliimii tahmin edilirken (263), bu parazitlerin evrimsel ge¢cmisindeki sik konak
degisimi lizerine kanitlar, farklilagsma oraninlarinin tahmin edilmesinde probleme yol

acmaktadir (264)

Haemoproteus spp.’nin Plasmodium spp.’ye oranla gostermis oldugu yiiksek nesil
zenginligi ve bu iki soy tarafindan sergilenen farkli biyocografik yapilar iki soydan
nesillerin farklilasmast bakimindan zorunlu farkliliklar1 desteklemektedir. Nesil
diversitesi kaynaklarin (Orn., kanathi ve vektor konaklar) paylasiimasini indiikleyen bir
yasam gecmisi stratejisi olan ve tiirlerin bir arada bulunmasini kolaylastiran yiiksek
derecede konak 6zgiinliigli sonucu olabilir (265). Bir kisim caligmada bildirilen konak
bulunma bilgileri Haemoproteus spp.’nin Plasmodium spp. ile kiyaslandiginda konak
spesifikligine daha fazla egilim gosterdigini 6ne ¢ikarmistir (266-268). Bu ¢ikarimlarda
Haemoproteus spp. diversite tahminlerinin neden Plasmodium spp. tahminlerinden fazla
oldugunu agiklayabilir. Kaynaklarin daha fazla paylasimi ayrica Haemoproteus spp.
diversitesinin, yiiksek konak diversitesi olan kontinental bdlgelerde neden artig
gosterdigini buna karsin Plasmodium spp.’de bu artisin goriilmedigini agiklayabilir.
Tropik bolgelerde daha fazla potansiyel kanatli konagm bulunabilirligiyle konaklarin
rolatif bollugu ozellikle konak 6zgiinliigii i¢in yatkinlik gOsteren parazitlerde olmak
tizere ekolojik ortam spesiyalizasyonunu destekleyebilir (269). Alternatif olarak
Haemoproteus spp. enfeksiyonlari, basitce molekiiler tekniklerle daha kolay olarak
saptanabilir. Ornegin Haemoproteus spp.’de niikslerin siiresi (Orn., konak kaninda
sekonder parazitemi) Plasmodium spp.’ye oranla uzamaya (birkac aya kadar) egilimlidir
(172). Parazit yogunlugunun ¢ok diisiik oldugu durumlarda PCR, DNA amplifikasyonu
yapamadig1 (239) i¢in, Haemoproteus nesillerinde rapor edilen yiiksek zenginligin
sekonder parazitemilerin saptanmasindaki daha uzun zaman aralimin parsiyel bir

artefakt1 olabilirligi de miimkiindiir (248).

Haemoproteus nesillerindeki yiiksek diversite yapisinin bir istisnas1 Giiney Amerika’da
gosterilmistir. Bu bolge Plasmodium spp. i¢in diger bolgelere oranla oldukga fazla nesil
kayitlar1 ve yiiksek nesil diversitesi gostermektedir. Giiney Amerika’daki bu

Plasmodium nesillerindeki ytiksek zenginlik, biri giiney dogu Brezilya (270), digeri
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Ekvador’un bati Amazon bdlgesinde (271) iki ayrmtili calisma ile Orneklenmistir.
Ekvador’un bati Amazon bolgesinden orneklenen Plasmodium nesilleri Haemoproteus
nesillerinden daha spesiyalist belirlenirken, giiney dogu Brezilya’da Orneklenen 55
Plasmodium nesili yalnizca bir tiir konak dagilimi gostermistir. Bu veriler, Plasmodium
spp.’nin Giiney Amerika’nin ekolojik olarak farkli tropikal habitatlarinda kanath
konaklarm yani sira nadir bir yayilim deneyimi gecirmis olabilecegini giindeme
getirmistir. Ancak, her ne kadar Giiney Amerika en zengin kanath ve sivrisinek
topluluklari iceriyor (253, 272) olsa da bu durum Haemoproteus nesil diversitesinin
bu bolgede neden benzer sekilde yiikselis gostermedigini agiklamamaktadir. Giiney
Amerikada’ki Plasmodium nesillerinin filogenetik olarak farkli olmasi ve miks
enfeksiyonlar boyunca Haemoproteus nesillerinin saptanma oranini artiran belirli cytb
sekanslarin1 iceriyor olmalar1 miimkiindiir (247). Ancak, kanathh Haemosporidian
diversitesinin degerlendirilmesini artrmak ve bu yegane biyocografik modellerin
varhigmin teyit edilmesi i¢in Giiney Amerika’min farkli habitatlarindan daha fazla

orneklemeye ihtiya¢c bulunmaktadir (248).

Haemoproteus spp. kolonizasyonunu engelleyen diger bir durum da Plasmodium
nesilleri ile kiyaslandiginda Haemoproteus nesilleri i¢in konak spesiyalizasyonunun
daha yiiksek derecede olmasidir ki, bu durumda Haemoproteus spp.’nin izole ada
topluluklarindaki yeni kanath konaklara gecisi ve adaptasyonunda zorluklara sahip
olabilecegi kaydedilmistir (248). Buna karsin adalar1 da iceren genis cografik aralik
boyunca generalist Haemoproteus nesillerinin rapor edildigi c¢esitli olgular
bulunmaktadir (266, 273). Haemoproteus spp.’nin, enfekte konak ve/veya uygun
vektorlerin - antropojenik  bilgilerinin  mevcut olmadigi bu parazitlerin dogal
kolonizasyonundan oldukg¢a izole olan adalarda goriilmemesi daha olas1 goziikmektedir
(248, 274). Adalarda Haemoproteus spp. dagilimmi smirlayan bu mekanizmalar
olmasina karsin, insan hareketlerindeki artis ile hizlanan yaban hayati hastaliklarinin
olusturdugu tehdit agisindan bilinen bu Haemosporidian parazitlerin monitorize

edilmesi degerli olabilir (275).

Molekiiler c¢aligmalardaki diversite modelleri, yalnizca mikroskobik verilerin
kullanildig1 ve zoocografik bolgelerin cogunlugu i¢in Haemoproteus spp. zenginliginin
yiiksek bulundugu caligmalarla desteklenmektedir (172). Ornegin Bennett (276) sub-
Saharan kuslarda Haemoproteus spp. (63 tiir) zenginligini Plasmodium spp.’den (16 tiir)
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daha yiiksek belirlemislerdir. Benzer model bati Avrupa’da da belirlenmis 28
Haemoproteus spp. ve 12 Plasmodium spp. bildirilmistir (277). Bununla birlikte
Neotropik bolgelerden bazi mikroskobik bulgular, hem Amazon Havzasi hem de Orta
Amerika’daki kanath konaklarin Haemoproteus spp.’ye nazaran daha yiiksek
Plasmodium spp. prevalansina sahip oldugunu ortaya ¢ikarmustir (278). Ancak Clark ve
ark. (248), cytb nesillerinin analizleri sonucu, biyocografik bolgeler boyunca daha énce
yalnizca mikroskobik veriler ile (172) not edilmeyen neotropikal bolgelerde yiiksek
Plasmodium spp. diversitesi ve tropik bolgelerde daha yiiksek Haemosporidian
diversitesi gibi varyasyonlarin bulundugunu belirlemislerdir. Bu farkliliklarin dogal
enfeksiyonlardaki sik goriilen diisiik parazitemi sonucu goz ardi edilen enfeksiyonlardan

dolay1 ortaya c¢ikabilecegi kaydedilmistir.

Yiiksek kanatli diversitesi olan bolgelerde rolatif olarak smirli drneklemle birlikte
tahmin edilen kesfedilmemis Haemosporidian zenginligi, ideal olarak mikroskobik
caligmalarla kombine molekiiler ¢aligmalara ihtiya¢ gostermektedir. Ancak, mevcut
arastirmalarin  yayilimi, Avrupa ve Kuzey Amerika passerin topluluklart boyunca
capragiklik  gostermektedir. Bu  konak  parazit  topluluklarinda  kanath
Haemosporidianlarin prevalansi, mevsimsellik, diversite ve konak dagilimlar1 iizerine
cok sayida veri (257, 279, 280) bulunmasina karsin baska yerlerdeki mevcut bilgi
siirhidir  (248). Ornegin  Avustralya’da onceki mikroskobik tanimlamalar sinirli
kolonizasyon ve diversifikasyonun ve az sayida mikroskobik ¢alismanin bulunmasinin
bir sonucu olarak diisiik sayida Haemosporidian tiirlerini gostermistir (172). Fakat giin
gectikce  Avustralya’nin  Ozellikle Haemoproteus spp. olmak iizere yiiksek
Haemosporidian nesil diversitesine sahip oldugu belirgin hale gelmektedir (281-283).
Bunla birlikte Passeriformes kanath takimlarindan en yiiksek diversiteyi gosteren takim
olmas1 (284) ve Haemosporidian faunasi i¢cin en yiiksek diversiteyi gosteriyor (172)
olmasina karsin Columbiformes, Falconiformes ve Strigiformes gibi diger takimlardan
orneklemeler Haemosporidialar i¢in bu takimlarda da yiiksek diversite ve kriptik tiir
evrimlesmesi oldugunu gostermektedir (285-288). Tiir zenginligi yiiksek olan
habitatlardan ve bir kisim kanathh konak takimlarindan smirli  Orneklemeler
Haemosporidianlarda tam anlamiyla diversitenin ve filogenetik iliskilerin aciklanmasimi

engellemektedir.
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MalAvi veri bankasmin olusturulmasi, tek Nested PCR protokoliiniin uygulanmasmin
yaygmlasmasina destek olmus, bu yoOniiyle molekiiler calismalarin ¢ogu arasinda
metodolojik konfirmasyonun saglanmasina Onciilik etmis ve Haemosporidian
diversitesinin anlasilmasinda yiiksek katki saglamistir. Niikleer gen tabanh
arastirmalarin yetersizligi, parazit diversitesinin dogru tahmininde bir engel olarak
goriilebiliyor olmasma karsin es zamanli uygulanan niikleer ve mitokondrial
calismalarin kanitlar1 birgok cytb nesillerinin muhtemelen reproduktif olarak izole
varliklar1 ortaya c¢ikardigmi desteklemektedir (266, 289). Ancak molekiiler
caligmalardaki bu hizli artis, ayrintili mikroskobik inceleme gibi geleneksel
parazitolojik metodlardan uzaklasmaya yol agmig goziikmektedir (245). Bu acidan PCR
tabanl tekniklerle nesil saptama ve karakterizasyon temelinde sonuclarin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu molekiiler teknikler cok diisiik saptama hassasiyetinde ve uygun
olmayan konaklarda parazitlerin bulunma noktasinda dahi Haemosporidianlarin farkli
gelisim evrelerinden DNA’y1 amplifiye etme yetenegindedirler (290). Ancak bu noktada
dipteran vektorler tarafindan kanath konak dolasim kanina enjekte edilen sporozoitlerin
gelisim gostermeden periferal kan dolasiminda belirli bir siire kalabilmeleri problem
olusturabilir (172). Her ne kadar bu tip abortiv enfeksiyonlar parazit-konak bulagma
dinamiklerinin anlagilmasini smirliyor goziikiiyor olsa da, bu tip enfeksiyonlarin
bolgeye gore goriilen nesiller hakkinda bilgi vermesi yoniiyle biyocografik yapilarin

cikarimlar1 daha az etkinlesmistir (248).

Vektor ve konak uygunlugunun yani sira mikroskopi ile birlikte uygulanan molekiiler
teknikler filocografik calismalar i¢cin zorunlu olan ve kanathh Haemosporidianlarin
evrimsel tarih¢esinin daha iyi anlasilabilmesini saglayan parazit diversitesinin genetik
ve morfolojik agiklamasina yiiksek katki saglayabilir (291, 292). Ancak bircok konak
parazit topluluklarindaki calisma eksikligi, bu parazitlerin gercek diversitesinin yeterli
diizeyde anlasilmasmi zayiflatmaktadir (245). Miks enfeksiyonlarin dinamikleri ve
sikliklar1 da ayrica mikroskobik analizlerin kullanilmadigi durumlarda goz ardi
edilebildigi ve bu durumun da Haemosporidian diversitesi iizerine bilgileri kisitlayan bir
faktor olarak etki gosterdigi kaydedilmistir (247, 293). Perifer kan frotilerinin
incelenmesinin molekiiler analizlerle birlikte yiiriitiilmesinin, kanatli konaklardaki

enfeksiyonlarin karakterize edilmesinde en ideal yaklasim oldugu vurgulanmistir (248).
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Vektorlerde Haemosporidian enfeksiyonlarimin analizi iizerine ¢alismalarin yetersizligi,
parazit nesillerinin gercek diversitesinin ve haemosporidian bulasma dinamiklerinin
anlagilmasmi smirlamaktadir (251). Ornegin, Giiney Malezya’da yiiriitiilen molekiiler
caligmalarda vektorlerde yiliksek sayida Plasmodium ve Haemoproteus spp. nesilleri
identifiye edilmis ve bunlarin bolgedeki kanatl konaklardan heniiz izole edilemediginin
alt1 cizilmistir (294, 295). Seksiiel reprodiiksiyonun vektor konakta gerceklesmesi (172)
sebebiyle, vektorler Haemosporidian tiirlerin reproduktif izolasyonu i¢in zorunludur
(296). Bu acidan vektor uygunlugunun teyit edilmesi olduk¢a 6nemli bir kriterdir. Bu
teyit, mikroskobik analizlerle sporozoitlerin goriilmesi ile saglanmaktadir. Diger yandan
vektor uygunlugu acisindan insektlerin  bas/toraks (sporozoit gelisimi) ve
abdomenlerinin (kan besleme ile alinan Haemosporidian nesilleri) diseke edilerek ayri
molekiiler analizleriyle de destekleyici veriler elde edilebilmektedir. Vektor konak
spesifitesi lizerine c¢alismalar da, kanathh konaklar arasinda nesil dagilimmin
yonlendirilmesinde vektorlerin roliinii belirlemeye yardimci olabilir (297). Ancak
vektorlerin  beslenme modelleri kompleks olabilir ki nitekim bazi tiirler konak
mevcudiyetine gore beslenme tercihlerini ayarlayabilir (251). Baz1 arastirmalar nesiller
arasinda vektor konak spesifitesi i¢in bir eyilim oldugunu 6ne ¢ikarmis ve bu durumun
da vektorlerin kanatli konaklara kendi diyetlerine 0zgii olan nesillerin gecisini
kisitlamak suretiyle ekolojik bariyerler olarak fonksiyon gosterebildigini ortaya
cikarmigtir (298, 299). Bu durum, farkli habitatlarda parazit prevalanslarindaki
farklhiliklarin giiclii bir sekilde uygun vektorlerin varligi veya yoklugu ile iligkili
olabilecegini gostermektedir (181, 300, 301). Parazit nesilleri arasindaki vektor-konak
(vektor sinek tiirli) spesiyalizasyonu ve bunun parazit diversifikasyonunu

yonlendirilmesindeki rolii tizerine ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir (248, 251).

Cytb gen bolgesini hedef alan nested PCR global kanatli Haemosporidian diversitesinin
ortaya cikarilmasinda bir ara¢ olarak kullanilmasma karsin ileriki caligmalarda
merozoite surface protein-1 gibi insan malaria arastirmalarinda halihazirda yaygin
olarak uygulanan cesitli niikleer markerlarin kullanimindan da fayda saglanabilir (302,
303). Kanath Haemosporidian caligmalar1 icin gelistirilecek markerlar, parazit
nesillerinin konak spesifitesinin ve cografik simirlamalarinin daha iyi anlagilmasini ve
daha sofistike taksonomik revizyonlar1 saglayabilir (248, 304, 305). Bununla birlikte saf

parazit kaliplarinin izolasyonu i¢in yOntemlerin gelistirilmesiyle de, kanath
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Haemosporidian caligmalarinin popiilasyon genetigi bazinda daha dogru oOlgekte
branglagabilecegi ve 1ilgili omurgali Haemosporidianlar1 arasindaki filogenetik

analizlerin daha bilgilendirici olabileceginin alt1 ¢izilmektedir (264).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 SAHA CALISMALARI
3.1.1 Arastirma Sahasi ve Culicoides Orneklerinin Toplanmasi

Calismada, Culicoides popiilasyonunun yiiksek oldugu 2016 yilinin Mayis-Agustos
aylar1 arasinda bir sezon boyunca Izmir il smirlarinda yer alan Bergama, Odemis,
Kemalpasa ve Foca ilcelerinde belirlenen istasyonlardan Culicoides Orneklemesi
yapilmustir. Izmir ilinde kuzeyden giineye dogru bir hat olusturan dort ilcede
hayvancilik isletmelerinde (Sekil 3.1) kurulan “EVS Black CO2 Light Trap, 4W Black
Light Tube (Bioquip Inc., 2801BL)” ve Onderstepoort 1s1ik tuzaklar1 ile (Sekil 3.2)
numuneler toplanmistir. Isik tuzaklar1 aksam, giinesin batisina 1 saat kala, yaklasik 1,5-
2 metre yiiksege kurularak sabaha giin 1simasindan 1 saat sonrasma kadar

calistirilmistir.
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Sekil 3.1 Sinek tuzaklar1 kurulum noktalar:
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Yakalanan ornekler saha caligma istasyonunda oncelikle tutulduklar fileler icerisinde -
20°C’de derin dondurucuya konularak insektlerin 6lmesi saglanmis ve teknigine uygun
olarak stereo mikroskopta incelenerek igerisinden Culicoides Ornekleri ayiklanmistir.
Ayiklanan Ornekler identifikasyon ve molekiiler analizler icin %70 alkol icerisine

alinmis ve kayitlar1 saglanarak laboratuvara intikal ettirilmistir.

3.2 LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1 Culicoides Orneklerinin identifikasyonu

Saha caligmalarinda toplanan ve ayiklanarak %70 alkol igerisine alman Culicoides
orneklerinin identifikasyonlar1 dijital kamera atagmanli stero-mikroskop (Olympus
S7ZX-16) altinda ilgili teshis anahtarlarina (306, 307) gore yapilmig goriintiilleme
islemleri CellSens Standard 1.13 (Olympus) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Identifiye edilen orneklerde disi ve erkekler ayrilmis, toplanma tarihi ve tiire gore

kategorize edilerek %70 alkol icerisine molekiiler analizlere kadar muhafaza edilmistir.

3.2.2 Culicoides Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Culicoides Orneklerinin tiir teshislerinden sonra Orneklerden molekiiler analizler i¢in
DNA ekstraksiyon kitleri (Axygen® AxyPrep™ Multisource Genomic Miniprep DNA,
Corning; GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Thermo Scientific) ile ilgili
basamaklar takip edilerek genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. %70’lik etil
alkol icerisinde muhafaza edilen ve morfolojik identifikasyonlar1 saglanan disi

Culicoides 6rneklerinden genotiplendirme ve filogenetik analizler i¢in bireysel drnekler
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ayrilmis geri kalan Orneklerden Haemosporidian parazitlerin arastirilmasi amaciyla
havuzlar (~10 O©rnek/havuz) olusturulmustur. Culicoides O6rneklerinin muhtemel
vektorliik potansiyellerinin gosterilmesi i¢in tiir ve toplanma bolgesi temelinde her bir
Ornegin bas/toraks (sporozoit gelisimi) ve abdomeni (kan besleme ile alinan
Haemosporidian nesilleri) diseke edilerek ayr1 steril mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve
havuzlar olusturulmustur. Genomik DNA izolasyonundan 6nce bireysel ve havuz
orneklerinin sivi azot ve steril pestlelar ile 6n homojenizasyonu gergeklestirilmis ve
orneklere lysis buffer eklenerek bir gece 56°C’de su banyosu ve/veya kuru isitmali
blokta inkiibe edilmistir. Final basamakta eliisyon 35 pl’ye ayarlanmistir. Elde edilen
genomik DNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler Qubit® Fluorometric Quantitation (Life
Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA
miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Molekiiler Identifikasyon ve Genotipleme icin Culicoides Mitochondrial
Cytochrome Oxidase Subunit I (mt-COI) Gen Boélgesinin Amplifikasyonu

Morfolojik identifikasyonlar1 saglanan disi Culicoides bireysel Orneklerinin tiir
identifikasyonlarinin dogrulanmasi ve filogenetik analizleri i¢cin mt-COI gen bolgeleri
PCR’da amplifiye edilmistir. Bireysel disi Culicoides Orneklerden izole edilmis
genomik DNA ekstraktlar1 Culicoides genusunun mitochondrial cytochrome oxidase
subunit I (mt-COI) geninin 523 bp parsiyel kismini amplifiye eden C1-J-1718(F) (5°-
GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3’) ve C1-N-2191(R) (5°-
CCCGGTAAAATTAAAATAT AAACTTC-3%) (308) primerleri ve ayni bolge icin
modifiye edilmis C1-J-1718M (F) (5’-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGT-3’) ve
C1-N-2191M(R) (5’-CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCDGG-3’)  (160)
primerleri ile PCR analizine tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi her iki primer seti
icin de 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR
buffer, 2,5 mM MgCl,, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 2,5U Taq
DNA polymerase ve 10-20 ng template DNA icerecek sekilde hazirlanmigtir.
Thermalcyclerda protokol 6n denatiirasyon: 94°C’de 3 dk; 35 siklus, denatiirasyon:
94°C’de 30 s, baglanma: 50°C’de 30 s, uzama: 72°C’de 30 sn; final uzama: 72°C’de 7
dk olarak ayarlanmigtir.



46

PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak Anabilim Dalinda mevcut referens DNA
izolatlar1 ve caligma siiresince elde edilen genomik ve plazmid DNA izolatlar1, negatif
kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon sonunda
elde edilen PCR iiriinleri (10 pl) % 1,5’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP
Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC

Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.

3.2.4 Culicoides mt-COI Gen Bolgesi Amplikonlarinin Klonlanmasi ve

Rekombinant Plazmid Piirifikasyonu

Bireysel Culicoides Orneklerine ait mt-COI amplikonlar1 sekans analizleri igin jel
pirifiye (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche) edilmistir. Culicoides mt-
COI gen bolgesi sekanslarmin kayipsiz ve kaliteli olarak elde edilebilmesi i¢in jel
piirifiye amplikonlar uygun plazmid vektore klonlamis ve akabinde rekombinant
plazmid piirifikasyonlar1 yapilmustir. Klonlama ve plazmid piirifikasyon basamaklari

asagida aciklanmustir:

3.2.4.1 Illgili Gen Bolgesi PCR Uriinlerinin pJET1/2 Plazmidine Ligasyonu

Jel piirifikasyonu yapilmig PCR iiriinlerinin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning
Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu iireticinin 6nerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmistir:

2X Reaksiyon Buffer 10 pl
PCR iiriinii Jel Piirifiye Ornek 2ul
DNA Blunting enzim 1l
Steril Deiyonize Su Sul
Toplam 18 ul

Hazirlanan karigim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk
inkiibe edilmis ve sonrasinda hemen buz iistiine alinmistir.

Karisima daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ pl) ve 1 pl T4 DNA
Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl’ye tamamlanmustir. Karisim 22°C’de 30 dk
bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullamilmustir. pJET1.2/blunt

CloningVector haritas1 Sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. pJET1.2/blunt Klonlama Vektorii

3.2.4.2 Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu

Transformasyon i¢in 5 pl’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde tutulan 100 pl OneShot TOP
10 chemically compotent Escherichia coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) eklenmis ve
buz iizerinde 30 dk inkiibe edilmistir. 30 dk sonunda karisim, 42 °C’de 1 dk tutulmus ve
hemen ardindan buz iizerinde 3 dk bekletilmistir. Boylece rekombinant plazmidin
transformasyonu saglanmistir. Daha sonra karisima oda 1sisinda bekletilen 250 pl
S.0.C. medium (%2 Tryptone, %0,5 maya ekstrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10
mM MgClL, 10 mM MgSO,, 20 mM glikoz) eklenmistir. 37°C’de c¢alkalayicili
inkubatorde 1,5 saat inkiibe edilen transformasyon karigimi daha sonra LB (lysogeny

broth) kat1 besiyerine ekilerek bir gece yine 37 °C’de inkiibe edilmistir.

LB kat1 besiyerinde koloni gelisimi gozlendikten sonra besiyerindeki koloniler
numaralandirilarak yeni bir besiyerine tekrar ekilmistir. Besiyeri, 37 °C’de bir gece

inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Rekombinant plazmidin kompetan hiicrelerine transformasyonu
asamalarindaki ¢caligmalar

3.2.4.3 Klonlamanin PCR Tarama ile Dogrulanmasi

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plazmidi icerip icermedigini tespit
etmek icin koloni PCR taramas1 yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 pul Maxima Hot Start
Green PCR Master Mix (2X) — (Thermo Fisher Scientific, ABD), 0,4 ul pJET1.2
Forward (5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) ve pJET1.2 Reverse (5°-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’) primerleri ile karigimlar hazirlanmistir.
Hazirlanan karigimlara kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet ucu ile alinan
ornekler bulastiridlmistir. Karigimlar steril deiyonize su ile toplam 20 pl'ye
tamamlanmugtir. Thermal cyclerda protokol; n denatiirasyon: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus,
denatiirasyon: 94 °C’de 30 s, baglanma: 60 °C’de 30 s, uzama: 72 °C’de 1 dk; final
uzama: 72 °C’de 10 dk olacak sekilde programlanmisti. PCR sonucu elde edilen
amplikonlar %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve
Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile UV 1s1n altinda

goriintiilenip analiz edilmistir.
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3.2.4.4 PCR Tarama ile Transformasyonu Dogrulanmis Kolonilerin Sivi Besi
Yerinde Cogaltin

Pozitif bulunan kolonilerden rekombinant plazmid DNA’s1 elde etmek icin LB kati
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler steril flasklar i¢cinde 100 pl/ml ampisilin
iceren 5 ml’lik LB s1v1 besi yerlerine ekimi yapilarak 37°C’de 110 rpm’de ¢alkalayicida
bir gece inkiibe edilmistir (Sekil 3.5). Ureme gozlenen sivi besi yerlerinden alman
ornekler 2 ml’'lik ependorflar icerisine almarak 6000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi iistteki s1vi kistm dokiiliip pelletler daha sonra kullanilmak tizere -20

°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.5 Rekombinant Plazmidlerin Saflastirilmasi

Hiicresel peletlerden plazmid izolasyonu AxyPrep Plasmid Miniprep (Axygen, ABD)
ve GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, ABD) kitleri ile ilgili prosediirlere
gore yapilmustir. Elde edilen rekombinant plazmid DNA lar -20 °C'de muhafaza

edilmistir.
3.2.4.6 Hedef Gen Bolgesi Insertlerinin Konfirmasyonu i¢cin PCR Analizleri

Miniprep kitlerle saflastirilan rekombinant plazmidler, vektor spesifik primerler ile PCR
analizleri yapilarak klonlanan genin varlhigi teyit edilmistir. Bu amacla plazmid DNA
izolatlar1 pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile PCR’da analiz edilmis,
takiben elde edilen amplikonlar %1,5° luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve CLP Jel
Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC
Uplant, CA) ile UV 1s1n altinda goriintiilenmistir. Konfirmasyonu saglanan rekombinant

plazmid DNA’lar sekans analizlerine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.5 Culicoides Havuzlarindan Elde Edilen Genomik DNA izolatlarinda
Haemosporidan Parazitlerin Mitokondrial Cytochrome b (Mt-cytb) Gen

Bolgesinin Amplifikasyonu

Culicoides bas/toraks ve abdomenlerinden olusturulmus havuzlardan elde edilen
genomik DNA izolatlar1 haemosporidan parazitlerin mt-cytb gen bdlgesinin 524 bp
kismim1 hedef alan primerler ile Nested PCR’da analiz edilmistir. Nested PCR
analizlerinin birinci basamaginda haemosporidianlar icin genel HaemNFI (5°-
CATATATTAAGAGAATATGGAG-3’) ve HaemNR3 (5’-ATAGAAAGATAAGAA
ATACCATTC-3’); ikinci basamaginda Leucocytozoon spesifik HaemFL (5’-ATGGTG
TTTTAGATACTTACATT-3’) ve HaemR2L (5’-CATTATCTGGATGAGATAATGG
IGC-3’) ve Plasmodium/Haemoproteus spesifik HaemF (5’-ATGGTGCTTTCGATAT
ATGCATG-3’) ve HaemR2 (5’-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’) primerleri
kullanilmistir (199, 309, 310). Reaksiyon karisimi her iki primer seti icin de 20 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 2,5 mM MgCl2,
100 nM her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 2,5U Taq DNA polymerase olarak
hazirlanmistir. Bazi 6rneklerin PCR miksi i¢in Maxima Hot Start PCR Master Mix
(Thermo scientific) kullanilmistir. 1. PCR reaksiyonu i¢in 3ul template DNA, 2. PCR
reaksiyonu i¢in ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen amplikondan 1 pl kullanilmistir.
Thermalcyclerda protokol her iki PCR basamagi icin 6n denatiirasyon: 94°C’de 3 dk; 30
siklus (1. PCR) 35 siklus (2. PCR), denatiirasyon: 95°C’de 30 s, baglanma: 50 C’de 30
s, uzama: 72°C’de 45 s; final uzama: 72°C’de 10 dk olarak ayarlanmistir. Nested PCR
analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigmin tespit
edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dalinda mevcut referens genomik ve plazmid DNA izolatlari,
negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 pl) %1,5’luk agaroz jelde elektoforeze tabi
tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz
programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir. Analizler sonucu
pozitif belirlenen izolatlara ait amplikonlar jel piirifiye (High Pure PCR Product
Purification Kit, Roche) edilerek sekans analizlerine kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.6 Sekans ve Filogenetik Analizler

Culicoides mt-COI gen bolgesini iceren rekombinant plazmidler vektor spesifik
pJET1.2 forward ve reverse primerleriyle, havuzlarda belirlenen Haemosporidian mt-
cytb jel piirifiye amplikonlar1 ise Nested PCR primerleri ile ¢ift yonlii olarak
sekanslanmigtir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious R10 (311) yazilimi ile forward ve reverse
dizilimlerin ikili hizalamalar1 yapilarak, vektor niikleotid dizisi icerisinde, insert olmus
hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir.
Haemosporidian mt-cytb gen bolgesi final niikleotid dizilimleri de forward ve reverse
sekanslarin kromotogramlarmin dikkatlice analizinden sonra contig edilmeleriyle elde
edilmistir. [Igili sekanslardan ayrica PCR primerleri trimlenerek Haemosporidianlar i¢in
barkod bolge sekanslar1 saglanmistir. Elde edilen sekanslarin Geneious R10 yazilimi
(311) tizerinden BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi ve ayrica
kanathh Haemosporidian mt-cytb sekanslari icin MalAvi Haemosporidian nesilleri
sekans veri bankasi (http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) kullanilarak mevcut
homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla ¢oklu hizalamalar1 yapilarak
molekiiler karakterizasyonlar1 saglanmis ve akabinde GenBank ve MalAvi kayitlari
gerceklestirilmistir. Calismada karakterize edilen izolatlarda DNA polimorfizmi ve
haplotip yapisinin belirlenmesinde DnaSP 5.10.01 (312) yazilimi kullanilmastir. Intra ve
inter-spesifik genetik farkliliklar Kimura two-parameter (K2P) uzaklik modeli (313,
314) kullanilarak MEGA 7 yaziliminda (315) gerceklestirilmistir. Culicoides tiirlerinin
ve Haemosporidian nesillerinin filogenetik yapilanmalarinin belirlenmesinde Bayesian
inference (BI) analizleri uygulanmistir. BI analizlerinde sekans evrimi icin en uygun
substitution modelin belirlenmesinde jModelTest v.0.1.1 (316) kullanilmis ve en diisiik
AIC (Akaike Information, Criterion, correction) degerine sahip belirlenen modeller
filogenetik agaclarin olusturulmasinda kullanilmistir. BI analizleri Geneious R10 (311)
yazilim1 lizerinden MrBayes (317) plugin kullanilarak gerceklestirilmistir. BI
analizlerinde, Markov Chain Monte Carlo taramalar1 1.100,000 jenerasyon icin 4
zincirle ve aga¢ Orneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 aga¢) “burn in”

olarak ¢ikarilmistir.
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3.3 ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Culicoides tiirlerinde Haemosporidian parazitlerle minimum enfeksiyon oranlarmin

(MIRs) belirlenmesinde asagidaki standart formiilasyon kullanilmistir.

MIRs= Pozitif Bag/Toraks havuz sayisi/incelenen toplam insekt say1s1X1000 (295).



4. BULGULAR

4.1 ARASTIRMA YORESINDE BELIiRLENEN CULICOIDES TURLERi VE
DAGILIM ORANLARI

4.1.1 lidentifiye Edilen Tiirler ve Dagihm Oranlar

Saha calismalarinda Izmir ili Bergama, Foca, Kemalpasa ve Odemis ilcelerinden her
ilgceden aylik olarak 50 6rnek olmak iizere 2016 Mayis-Agustos aylar1 arasinda toplam
800 disi Culicoides Ornegi (ilce basma 200 Ornek) arastirma materyaline dahil
edilmistir. Incelenen 800 disi Culicoides ©rneginin morfolojik identifikasyon
sonuclarma gore C. circumscriptus, C. nubeculosus komp., C. newsteadi, C. imicola, C.
gejgelensis, C. obsoletus, C. punctatus ve Culicoides sp. (C. truncorum’a yakin)
tiirlerine ait olduklar1 belirlenmistir. Saptanan tiirlerin arastirma bolgesi ve aylara gore
dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir. Arastirma yoresinde genel olarak en yaygin tiirler
%39,4 ile C. circumscriptus ve %33,8 ile C. Imicola, en diisiik yayilis1 gosteren tiirler
ise %1,9 ile C. punctatus ve %1,8 ile C. newsteadi bulunmustur. Arastirma yoresinde
belirlenen tiirlerin genel yiizdesel dagilim oranlar1 Sekil 4.1’de toplama bolgelerine gore

dagilim oranlar1 da Sekil 4.2-Sekil 4.5°de verilmistir.



Tablo 4.1 izmir ilinde identifiye edilen Culicoides tiirlerinin toplama bolgeleri ve aylara gore dagilim

Toplama Bolgesi 2016

Culicoides Tird Bergama Odemis Kemalpasa Foca Mayis Haziran Temmuz Agustos Toplam
C. circumscriptus 46 82 112 75 68 128 38 81 315
C.nubeculosus komp. 40 18 0 3 22 6 9 24 61
C. newsteadi 14 0 0 0 14 0 0 0 14
C. imicola 27 53 70 120 80 56 65 69 270
trcbt”’féf)‘;;dni‘f;’; X 1(51) 58 15 0 0 0 0 65 8 73
C. gejgelensis 8 0 8 2 0 0 4 14 18
C. obsoletus 7 17 10 0 16 0 16 2 34
C. punctatus 0 15 0 0 0 10 3 2 15
TOPLAM 200 200 200 200 200 200 200 200 800
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Sekil 4.1 Arastirma yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin genel yiizdesel dagilimi
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Sekil 4.2 Bergama yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin ytizdesel dagilimi
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Sekil 4.3 Odemis yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin yiizdesel dagilimi
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Sekil 4.4 Kemalpasa yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin yiizdesel dagilimi

56



57

FOCA

C. punctatus

C. obsoletus

C. gejgelensis

Culicoides sp. (C. truncorum’a yakin)
C.imicola

C. newsteadi

C.nubeculosus komp.

C. circumscriptus

00 100 200 300 400 500 600 700
%

Sekil 4.5 Foca yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin yiizdesel dagilimi

Arastirma yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin aylara gore yiizdesel dagilim grafikleri
Sekil 4.6’da verilmistir. Calismada en yaygin belirlenen tiirlerden C. circumscriptus’un en
yilksek oram1 Haziran (%64,0) ve Agustos (%40,5) aylarinda, C. imicola’nm ise Mayis
(%40,0) ve Agustos (%34,5) aylarinda gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Arastirma yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin aylara gore yiizdesel dagilimi
4.1.2 identifiye Edilen Tiirlerin Kanat Morfolojisine Gore Belirlenen Ozellikleri

Arastirma yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerinin kanat morfolojisine gore belirlenen genel

Ozellikleri asagida verilmis olup mikroskobik goriintiileri de Sekil 4.7-15’de verilmistir.
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C. circumscriptus: Kanatlarda bir veya daha fazla agik spotlar bulunmaktadir. 2. rad hiicresi
acik spotlar ile kaplidir, costal kisim tamamen koyu ve homojendir. r3 ve m1 agik spotludur,
distal kisimda r3 de bulunan spot mldeki spottan daha biiyiiktiir. r3 ve mldeki ac¢ik spotlar
birbirinden ve kanat kenarindan ayrilmistir. m2 de agik spot bulunmaktadir, m2 {izerinde
proksimalden median kisma kadar bir agcik bolgenin bulundugu ve r-m crossvein iizerinde
uzanan ag¢ik bolgenin m?2 iizerinde agik spotla birlesme gosterdigi belirlenmistir. m acik spotlu
olup, r-m crossvein spot veya bir spot ile birlesmistir. r3’de 3. koyu spotun anterior, median
ve posterior kisimlar1 yaklasik esit kalinliktadir. Anal cell distal kisimda acik spotlu olup, iki
acik spot birlesmis ve iki agik spot ayrilmistir. cual merkezi spotu vardir, bir agik spot koyu
alanla ¢evrilmistir. M1, M2 ve CuAl agik spotlar:1 koyu alanlar ile ¢evrilmistir. m ve anal
cell’de bol miktarda macrotrichia bulunmakta olup arculus altinda koyu spot yoktur. C.

circumscriptus olarak identifiye edilen orneklere ait kanat morfolojisi Sekil 4.7°de verilmistir.

| 500 ym

Sekil 4.7 C. circumscriptus kanat yapisi
C. imicola: Kanatlarda bir veya daha fazla acik spot bulunmaktadir. 2. rad hiicresi agik spotlar
ile kapl1 olup costal kismin 1/3iinden fazladir. r3 ve m1 agik spotludur, distal kisstmda r3 de
bulunan spot mldeki spottan daha biiyiiktiir. r3 ve mldeki acik spotlar birbirinden ve kanat
kenarindan ayrilmistir. m2 de acik spot bulunmaktadir, ml iizerinde proksimalden median

kisma kadar belirgin bir agik spot bulunmaktadir ve r-m crossvein iizerinde uzanan acik
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bolgenin m?2 lizerindeki agik spotlar birlesmis haldedir. m acik spotlu olup, r-m crossvein spot
veya bir spot ile kaynasmistir. r3’de 3. koyu costal spot karsisinda 4. agik costal spot mevcut
olup, 3. koyu costal spot alan 4. acik costal spot alandan daha biiyiiktiir. Median marjin
anterior veya posterior marjinden daha dardir. Anal cell distal kisimda agik spotlu olup, iki
acik spot ile birlesik konumdadir. cual’da merkezi spotu vardir, bir acik spot koyu alanla
cevrilmistir. Arculus altinda koyu spot mevcuttur. M1°de veini kaplayan genis bir agik spot
bulunur, M2’nin distal kismin ortasinda bir agik spot bulunmaktadir. M1, M2 ve CuAl’de en
az bir acik spotlar koyu alanlar ile ¢evrilmis olup distal kistm veinleri kanat kenarindan
birlesmistir. M2’ nin proksimal kismimda koyu spotlar bulunur. CuAl ve 2. rad cell iizerinde

sadece 2 koyu spot mevcuttur. m ve anal cell’de bol miktarda macrotrichia bulunmaktadir.

Sekil 4.8 C. imicola kanat yapisi

Culicoides sp. (C. truncorum’a yakin): Kanatlarda bir veya daha fazla acgik spot
bulunmaktadir. 2. rad hiicresi acgik spotlar ile kaphdir ve costal kisstm tamamen koyu ve
homojendir. r3 ve m1, m2’in distal kisminda agik spotlar bulunur. ml ve m2’de proksimalden
mediana kadar acik spotlar homojen degildir. m2, r-m crossvein iizerindeki acik spotlar

birlesmistir. m’de agik spotlar homojen degildir. r3’de 3. koyu costal spot karsisinda 4. agik
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costal spot mevcut olup, en az ikisinin olmamasi. Ac¢ik spot alan koyu spot alandan daha
kiiciik veya yaklasik olarak esit konumdadir. Anal cell’in distal kisminda acik spot bulunur
fakat bir acik spot kanat marjini ile kaynagmis veya birlesmis durumda olabilir. cual’de koyu
alanla cevrilmis bir merkez spot bulunur. Arculus altinda koyu spot bulunur. M1’de veini
kapsayan agik spot vardir. M1’in median kismi ve M2’de veini kapsayan ag¢ik spot bulunmaz.
M1, M2 ve CuAl’de en az bir agik spotlar koyu alanlar ile ¢evrilmis olup distal kisim veinleri
kanat kenarindan birlesmistir. M2 nin distal kisminda koyu spot bulunur. CuAl ve 2. rad cell
tizerinde sadece 2 koyu spot olup kanat acgik renktedir. m ve anal cell’de bol miktarda

macrotrichia bulunmaktadir.

200 pm |

Sekil 4.9 Culicoides sp. (C. truncorum’a yakin)

C. nubeculosus kompleks: C. nubeculosus komplekste yer alan tiirlerin kanat morfolojileri
biiyiik 0Olgtide benzerlik gostermektedir. Kanatlarda bir veya daha fazla agik spotlar
bulunmaktadir. m1 agik spotlu olup proksimalden median kisma kadar belirgin goriinmeyen
spot/alan bulunmaktadir. m2 ag¢ik spotludur ve r-m cross vein iizerindeki acik spot m2 spot ile
birlesmistir. r3 de 4. acik costal spotun karsisinda 3. radial koyu spot bulunmakta olup, agik
kostal spotlar koyu kostal spotlardan daha biiyiiktiir. Anal cell distal kisimda ag¢ik spotludur,
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iki agik spot ayrilmus, iki agik spot birlesmistir. cual merkezi spottur, 1 koyu alan acik alan ile
cevrilmistir. m2’nin proksimal kismi koyu spotludur. m ve anal cell de yogun macrotrichialar

bulunmaktadir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 C. nubeculosus komp. kanat yapisi

C. gejgelensis: Kanatlarda bir veya daha fazla acik spotlar bulunmaktadir. r3 ve ml agik
spotlu olup, distal kisimlar1 ayrilmistir ve agik spotlarin distal kisimlar1 hemen hemen esit
biiytikliiktedir. m1 acik spotlu olup, proksimalden median kisma kadar belirgin goriilen bir
spot bulunmaktadir. m2 acgik spotlu olup bu spot r-m crossvein iizerindeki acik spot ile
birlesmistir. m agik spotludur, bu spot r-m crossveinde bulunan spot veya bir spot ile
birlesmistir.Anal cell distal kistmda agik spotlu olup, bir ac¢ik spot kanat kenari ile birlesmis
veya belirgin sekilde ayrilmistir. r-m crossvein de M1 veinin kdsesinde koyu spot yoktur. m
ve anal cell de yogun macrotrichialar bulunmaktadir. C. gejgelensis olarak identifiye edilen

orneklere ait kanat morfolojisi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11 C. gejgelensis kanat yapist
C. obsoletus: Kanatlarda bir veya daha fazla agik spotlar bulunmaktadir. 2. rad hiicresi agik
spotlar ile kapli olup costal kismin 1/3iinden fazladir. r3 ve m1’in distal kistmda ag¢ik spotlar
vardir. m2’nin distal kisminda ve m1’in proksimalden mediana dogru agik spot bulunur fakat
ml’de belirsiz olan spot/alan ve 1 tane belirgin spot mevcuttur. m1’de M1 ve M2 veinler
boyunca agik spot tabakasi vardir. m2 proksimalden mediana acik spot/alan bulunur ve r-m
crossvein lizerindeki acik spotlar m2 spot ile birlesmis konumdadir. m’de r-m crossvein spot
veya bir spot ile birlesmis acik spot/alan bulunmaktadir. r3’de 3. koyu costal spot karsisinda
4. acgik costal spot mevcut olup, en az ikisinin olmamasi. A¢ik costal spot, koyu costal spotta
daha kiiciik veya esit biiyiikliiktedir. Anal cell’in distal kisminda bir acik spot mevcut olup
kanat marjininden birlesmis veya ayrilmis durumdadir. cual’de koyu alanla ¢evrilmis bir agik
spot bulunur. r-m crossvein, M1 vein kosesinde ve arculus altinda koyu spot bulunur. M1’de
veini kapsayan acik spot/band vardir. M1’in median kisminda ve M2’yi kapsayan spot/band
yoktur. M1, M2 ve CuAl’de en az bir acik spot koyu alan ile cevrilmis olup distal kisim

veinleri kanat kenarindan birlesmis durumdadir. M2 proksimal kisminda koyu spot bulunur.
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CuAl ve 2. rad cell lizerinde yalnizca 2 koyu alan olup kanat ag¢ik renktedir. m ve anal cell’de

bol miktarda macrotrichia bulunur.

Sekil 4.12 C. obsoletus kanat yapist

C. punctatus: Kanatlarda bir veya daha fazla acgik spotlar bulunmaktadir. r3 ve ml distal
kismi agik spotludur. ml agik spotludur, proksimalden median kisma kadar belli olmayan
spot/alan bulunmaktadir. m agik spotlu olup, r-m crossvein spot veya bir spot ile birlesmistir.
Anal cell distal kistmda agik spotludur, bir acik spot belirgin bir sekilde kanat kenari ile
birlesmis veya ayridir. cual merkez spottur, bir koyu spot ac¢ik alan ile cevrilmistir. M2
proksimal kisimda koyu spotludur, bir koyu spotla ¢evrilmistir. m ve anal cell de yogun
macrotrichialar bulunmaktadir. 13 de, 4. Acik costal spot alan1 3. radial koyu spot alanindan
daha biiyiiktiir, median kenar, anterior ve posterior kenardan daha genis olup arculus altinda
koyu spot yoktur. C. punctatus olarak identifiye edilen drneklere ait kanat morfolojisi Sekil

4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13 C. punctatus kanat yapist

C. newsteadi: Kanatlarda bir veya daha fazla acgik spotlar bulunmaktadir. 2. radial cell agik
spot ile ¢evrelenmis olup costal kismin 1/3’den daha biiyiiktiir. m1 de proksimalden median
kisma kadar belirgin goriinmeyen spot veya alanlar bulunmaktadir. m2 acik spotludur,
proksimalinden median kisma kadar goriinen bir spot bulunmaktadir. m acik spotlu olup r-m
crossvein spot veya bir spot ile birlesmistir. Anal celin distal kism agik spotludur, bir a¢ik
spot kanat kenar ile birlesmis veya ayridir. M1, M2 ve CuAl deki agik spotlar koyu alanlar
ile ¢evrilmistir. M2 proksimalde koyu ve uzamis spotlu goriinmektedir. m ve anal cell de
yogun macrotrichialar bulunmakta olup arculus altinda koyu spot yoktur. C. newsteadi olarak

identifiye edilen Orneklere ait kanat morfolojisi Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14 C. newsteadi kanat yapisi

4.2 MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI
4.2.1 Culicoides Mt-COI Gen Bolesi Amplifikasyon ve Sekans Analizi Sonuclar

Morfolojik identifikasyonlarla belirlenen Orneklere ait genomik DNA izolatlarmin ilgili
primerlerle mt-COI gen bolgesi amplifikasyonu sonucu hedef biiyiikliikkte (553 bp)
amplikonlar saptanmistir (Sekil 4.15). Elde edilen 6rneklere ait amplikonlarin klonlanmasi
sonucu kat1 besi yerinde iireyen kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bolgelerinin
vektor DNA’sima insert oldugu belirlenmis (Sekil 4.16) ve sonrasinda sekans analizleri i¢in
kolonilerden plazmid piirifikasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert
genlerin varlig1 vektor spesifik primerlerle PCR analizleri sonucu (Sekil 4.17) konfirme

edilmistir.
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Sekil 4.15 Culicoides tiirlerine ait izolatlarin parsiyel mt-COI gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1-13:
Culicoides izolatlar1

— - - —
EdErrsesesBeRe

Sekil 4.16 Koloni PCR sonucu vektor spesifik primerlerle Culicoides mt-COI gen bolgesini ihtiva eden vektor
DNA'’sinin amplifikasyon sonuglari

Sekil 4.17 Baz1 plazmidlerde Culicoides mt-COI hedef insert genlerin vektor spesifik primerlerle PCR analizleri
sonucu belirlenen amplikonlar

Mt-COI gen bolgesine gore mt-COI barkodlamasi saglanan ve molekiiler karakterizasyonu
yapilan izolatlarin, morfolojik identifikasyona gore ait olduklart tiirler, belirlenen haplotipleri

ve GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 Mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle molekiiler karakterizasyonlari yapilan Culicoides tiirlerinde
belirlenen haplotipler

.. - Sekanslanan izolat Belirlenen Haplotip
Culicoides tiirii
sayisi Ad S GenBank
! ayst Aksesyon
ERU-Izm-C.circl 3 MF594384
C. circumscriptus 6 ERU-Izm-C.circ2 2 MF594385
ERU-Izm-C.circ3 1 MF594386
C. gejgelensis 7 ERU-Izm-C.gejg1 7 MF594387
ERU-Izm-C.imicl 4 MF594388
C. imicola 6
ERU-Izm-C.imic2 2 MF594389
ERU-Izm-C.news1 4 MF594390
C. newsteadi 7 ERU-Izm-C.news2 2 MF594391
ERU-Izm-C.news3 1 MF594392
C. nubeculosus komp. 7
C nubeculosis 6 ERU-Izm-C.nubel 5 MF594393
- O ERU-Izm-C.nube2 1 MF594394
C. riethi 1 ERU-Izm-C.riel 1 MF594400
ERU-Izm-C.obs1 6 MF594395
C. obsoletus 13
ERU-Izm-C.obs2 7 MF594396
ERU-Izm-C.puncl 4 MF594397
C. punctatus 6 ERU-Izm-C.punc2 1 MF594398
ERU-Izm-C.punc3 1 MF594399
Culicoides — sp. (C. 7 ERU-Izm-Culil 7 MF594401
truncorum’a yakin)

Calismada arastirma yoresinde belirlenen tiirlere ait mt-COI sekanslar1 arasinda 297 (%62,9)

identik bolge belirlenirken karakterize edilen tiirlere baglh 18 farkli haplotipi ortaya koyan 175

polimorfik bdlge saptanmistir. Mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlar:

yapilan Culicoides izolatlarmin niikleotid sekanslarmin c¢oklu hizalamalar1 Sekil 4.18°de

gosterilmistir. Sekil 4.18’de goriildiigii iizere izolatlar arasinda farkli haplotipleri ortaya koyan

interspesifik ve intraspesifik niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir. Sekanslanan izolatlar

arasinda ortalama ikili hizalama identiklik oran1 %74,7 belirlenmis olup ikili hizalama analiz

sonucu belirlenen identiklik oranlar1 ayrica Tablo 4.3’de verilmistir.



Sekil 4.18 Calismada belirlenen

hizalamalar1

0 1. ERU-izm-Ccirct (Culic AGGHGCHCCAGATATAGCTTTTCCACGEATAAATAATATAAGAT TBTGGATAC AGEAGCTTAGTAGAAAATGGGGCMIGGAACCGGATGAACTGTTTATCC
0 2. ERU-zm-C.circ2 (Culi. BTAGGRGCECCAGATATAGCTTTTCC AAATAATATAAGATTTTGAATAC AGHAGCTTAG GGG! TTATCC
C# 3. ERU-zm-C.circ3 (Culi ATAGCT IATAAATAATATAAG C A AG TTATCC
0 4. ERU-zm-Culi1 (Culic ATATAGCHE GHAGCTTAG TTABCC
C# 5. ERU-zm-C.nube? (Cul ATATAGCT GG TTABCC
C# 6. ERU-lzm-C.nube2 (Cu ATATAGCT ATGG TTABCC
0% 7. ERU-zm-Criet (Culic... ATATAGCET GIFATAG TTATCC
C# 8. ERU-zm-C.obs1 (Culi ATAGCET AG TTATCC
0 9. ERU-1zm-C.0bs2 (Cul... ATAGCH AG TTATCC
¢ 10. ERU-zm-Cnews1 (C... ATAGCT AG! TTATCC
e 11, ERU-zm-C.news3 (C... ATAGCT AG TTATCC
C# 12, ERU-zm-C.news2 (C... ATAGCT' AG TTATCC
C# 13, ERU-zm-C.punct (C... ABATAGCT AG TETATCC
C& 14. ERU-zm-C.punc2 (C... JATAGCTTTHC AG TETATCC
L 15, ERU-zm-C.punc3 (C. ATAGCTTTEC AG T@TATCC
0 16. ERU-zm-Cmic! (C ATATAGCTTTTC AG TTATCC
Ce 17. ERU-zm-Cimic2 (Cu... ATATAGCTTTTCC AG TTATCC
Ce 18, ERU-1z m{geg (Cu... ATGGCH AG GAACRGTTTABCC
170 0 70 70
0o 1.6 GCAGGAGCA C AGGGGCHG A ATBAATATACGETCGAAMGGGATTHC
0 2. ERU-izm- GCAGGAGCA AGCEGGGATTTCHTCAA AGGGGCHGTEAA A ATHAATATACGETCAAANGGGATTRC
o3 ERUIzm(md(Cuh ATGCRGGAGCATC AGCEGGGATTTCHTCAA AGGGGCHGTAAA A ATHAATA MTCAAAMGGGAT T
Cé 4. ERU-Izm-Culi? (Culice AGCEGGHATETCHTCHA AA A ATTAATA
0 5. ERU-lzm-C.nube (Cu AGCAGGAATTTCATCAA AA A ATTAATA
C# 6. ERU-zm-C.nube2 (Cul AGCHGGEATTTCHETCAA AA A ATTAATA
C# 7. ERU-lzm-C.rie1 (Culic. AGCEGGEA CATCAA AA A IATTAATA
(e 8. ERU-zm-Coobs1 (Culi AGCHGGEATTHGETCHA AA A ATTAATA
0+ 9. AGCHGGEAT THGETCIA A AA A ATTAATA
e AGCAGGAATETCATCAA AGGGGCIG AA A ATTAATA
oo 11, AGCHGGEATETCATCAA AGGGGCAGTMAA A ATTAATA
e 1 AGCAGGAATETCATCAA AGGGGCAGTMAA A ATTAATA
el CETCHATTET BGTHAA A ATTAATA
0o 14, GRATTTCETCHA Al AA A ATTAATA
C# 15. ERU-zm-C.punc3 (C... CHTCHA AA A ATTAATA
C& 16. ERU-zm-C.mict (Cu... AGETCAA AA A ATTAATA
0 17. ERU-zm-Cimic2 (Cu... ICCA TAGETCAA AGGI AA ATTACAAC, ATTAATA
0# 18, ERU-izm-Cgejg! (Cu... MCCT! THGCAGGEATETCATCHATET AA A IACAACIA ATTAATA
20 %0 350 %0 0 30 0

0 1. ERU-zm-C.circ] (Culic... A TAATBACHGCTATI CHBTACCAGTETTAGCGGGAGCTATHACHA AC IACAGAICGAAA ATTAATAC
D¢ 2. ERU-zm-Ccirc2 (Culi.. T A TAATTACHGCTAT] CEETACCAG AGCHGGAGCTATEACHATA! GGAMICGAAATATTAATAC
Cé 3. ERU . HT A AATTACHGCTA CEETACCAG AGCHAGGAGCTATEACHEA AC METEACGGABCGAAATATTAATAC
0k 4, ERU-lzm- . BT A AATTACEGCTA CABTECCAG AGCHGGAGCTATHACKNATACTT TAACEGAMCGAAATATTAABAC
C# 5. ERU-zm-Cnubet (Cul... IT A THA A CAGTECCEG AGCHGGAGCTATEACEATACTETTAACAGABCGEAATATTAATAC
0 6. ERU-zm-C.nube2 (Cul... T A WA A CABTECCWG AGCHGGAGCTATEACBATACTIT TAACAGABCGIAATATTAATAC
0 7. ERU-zm-Criel (Culic.. MT T A WA A CAMTACCAG AGCEGGAGCTATHACBATACTITTAACAGAMICGIAATATTAATAC
04 8 ERU-izm-C.obs! (Culi... WT A AA A CETACCHG AGCAGGAGCTATEACBATGCTET TAACBGABCGAAATATEAATAC
0+ 9. ERU-zm-C.obs2 (Culi.. T A AA A CITACCHGTMT TAGCBGGAGCTATHACEATGCTET TAACBGABCGAAATATEAATAC GACCCHGCHAGG
0¢ 10. ERU-zm-Cnews? (C... AT A AA A CEETACCAG AGCRGGAGCHATHACBATACTAETAACAGANICGAAATETTAATACTTCA GACCCAGCEGG
06 1. ERU-Zm-Cnews3 (C... AT A AA A Cam RETAACAGANCGAAATETTAATACTTCA GACCCAGCEGG
06 12. ERU-zm-Cnews2 (C... AT A AA A TRETAACAGAMCGAAATETTAATACTTCA GACCCHGCEGG
0 13 ERU-Zm-Cpunc? (C.. AT A AA A TTAACAGABCGAAATATEAATACTTCA
¢ 14. ERU-zm-Cpunc2 (C.. ATTTGATCGAATGCCATTA AA A TTAACAGABCGAAATATEAATACTTCA
0 15, ERU-zm-C.punc3 (C.. ATTTGATCGAATGCCATTA AA A TTAACAGABCGAAATATEAATACTTCA
0 16. ERU-zm-C.micl (Cu... BATGGATCGAATACCTTTA WA A CETACCHGTGT GGGGCTATHACAATAMTATTAACAGAIICGGAATATTAATACTTCE
0 17. ERU-am-Cimic2 (C GATCGAATACCTTTA WA CTA CIMTACCHGTGTTAGCAGGGGCTATMACAATAMTATTAACAGAICGGAATATTAATACTTCE
0+ 18, ERU-zm-C.gejgt (Cu. GATCGEATACCTTTA AA A CETECCAGTETTAGCHGGAGCTATHACWATAC TRETHACHGANCGAAABATTAATACATCA

) [ )
0+ 1. ERU-zm-Ccirct (Culic... AGGRGGAGACCCBATTETMTANCAACATTTATTETGA
Ce 2. ERU-zm-C.circ2 (Culi.. AGGAGGAGACCCAATTETHTAMCAACATTTA GA
0 3. ERU-zm-C.circ3 (Culi. AGGIGGAGACCCIA TETETABNCAACATTTA GA
0+ 4. ERU-zm-Culi1 (Culico... AGGRAGGAGACCCEATT@TMTACCAACATTTA GA
NSERUIZanubeH(uI AGGIGGAGACCCIA ITRTACCAACABTTA GA
Ce 6. ERU-zm-Cnube? (Cul.. AGGAGGAGACCCHA ACCAACABTTA GA
0+ 7. ERU-izm-Crief (Culic. AGGIGGAGACCCIA EETATANCAACATETA GA
Ce 8. ERU-Izm-C.obs? (Culi.. AGGGGGAGACCCAATT@TMTACCAACATTTA GA
0+ 9. ERU-lzm-C.obs2 (Culi.. AGGGGGAGACCCRATTTMTACCAACATTTA GA
0e 10. ERU-zm-Conews1 (C.. AGGGGGGGACCCAATTMTATACCAACATTTA GA
o1 .. AGGGGGGGACCCHA ACCAACATTTA GA
0o 1 AGGGGGGGACCCHATTHTATACCAACATTTA GA
o+ 1 . AGGEGGAGACCCATTMTATACCAACATETA GA
et AGGEGGAGACCCHATTTATACCAACATETA GA
0 15 AGGEGGAGACCCIA ACCAACATETA GA
0+ 16, AGGGGGAGANCCIRATTI ACCAACATTTA GA
Ce 1 AGGGGGAGANCCIATTITATACCAACATTTA GA
o1 .. AGGEGGMGACCCIATTETRTACCAACATTTA GA GGACAC

Culicoides tiirlerine ait izolatlarin mt-COI niikleotid sekanslarinin c¢oklu

Tablo 4.3 Culicoides tiirlerinde belirlenen haplotiplerin mt-COI sekanslarinin ¢oklu hizalama analizlerine gore

identiklik oranlar1

ERU-z.. ERU-Lz.. ERUz.. ERU-z.. ERU-z.. ERUz.. ERUz.. ERU-z.. ERU-z. ERU-Iz.. ERU-Iz.. ERU-z.. ERU-Iz.. ERU-z.. ERU-Lz.. ERU-z.. ERU-Lz.. ERUz..
ERU-Izm-C.dirct %.6% | 96.6% | 835% | 83.3% | 83.5% | 83.1% | 820% | 824% | 80.1% | 80.1% | 80.3% | 81.1% | 80.9% | 80.9% | 818% | 81.6% | 820%
ERU-Tzm-C.dir2 | 96.6% 99.6% | 839% | 839% | 84.1% | 84.1% | 83.7% | 83.7% | 81.1% | 81.1% | 814% | 809% | 80.7% | 80.7% | 822% | 820% | 83.5%
ERU-Izm-C.drc3 | 96.6% | 99.6% 83.7% | 83.7% | 839% | 84.1% | 83.7% | 83.7% | 80.9% | 80.9% | 80.9% | 809% | 80.7% | 80.7% | 82.2% | 820% | 83.7%
ERU-Izm-Culil | 835% | 839% | 83.7% 83.1% | 83.1% | 83.7% | 828% | 82.6% | 83.5% | 83.5% | 83.7% | 820% | 818% | 820% | 83.5% | 83.1% | 826%
ERU-Tzm-Cnubet | 83,3% | 839% | 83.7% | 83.1% 99.8% | 864% | 82.2% | 820% | 80.3% | 80.1% | 80.3% | 816% | 814% | 814% | 79.2% | 79.2% | 81.6%
ERU-Izm-Cnube2 | 83.5% | 84.1% | 839% | 83.1% | 998% 86.7% | 82.2% | 820% | 80.5% | 80.3% | 80.5% | 818% | 81.6% | 81.6% | 794% | 794% | 81.8%
ERU-Tzm-Criel | 83.1% | 84.1% | 84.1% | 83.7% | 864% | 86.7% 814% | 81.1% | 82.2% | 82.2% | 82.2% | 818% | 81.6% | 81.6% | 820% | 818% | 826%
ERU-Izm-Cobs! | 82.0% | 837% | 83.7% | 828% | 82.2% | 82.2% | 814% 994% | 83.1% | 828% | 83.1% | 83.1% | 833% | 83.3% | 845% | 84.5% | 799%
ERU-Izm-Cobs2 | 824% | 83.7% | 83.7% | 826% | 820% | 820% | 81.1% | 994% 83.1% | 828% | 83.1% | 833% | 83.5% | 835% | 84.3% | 84.3% | 79.7%
ERU-Izm-Cnews1| 80.1% | 81.1% | 809% | 83.5% | 80.3% | 805% | 82.2% | 83.1% | 83.1% 998% | 99.6% | 84.1% | 839% | 839% | 83.7% | 83.5% | 80.9%
ERU-Tzm-Cnews3| 80.1% | 81.1% | 80.9% | 83.5% | 80.1% | 80.3% | 822% | 828% | 828% | %98% %98% | 84.1% | 839% | 839% | 83.7% | 83.5% | 80.9%
ERU-Tzm-Cnews2| 80.3% | 814% | 80.9% | 83.7% | 80.3% | 80.5% | 82.2% | 83.1% | 83.1% | 996% | 99.8% 84.3% | 84.1% | 84.1% | 839% | 83.7% | 80.9%
ERU-Tzm-Cpuncl | 81.1% | 809% | 80.9% | 820% | 81.6% | 81.8% | 818% | 83.1% | 83.3% | 84.1% | 84.1% | 84.3% 99.8% | 98% | 824% | 826% | 79.9%
ERU-Tzm-Cpunc2 | 80.9% | 80.7% | 80.7% | 818% | 814% | 81.6% | 816% | 83.3% | 83.5% | 839% | 839% | 84.1% | 998% 996% | 822% | 824% | 79.7%
ERU-zm-Cpunc3 | 80.9% | 80.7% | 80.7% | 820% | 814% | 81.6% | 816% | 83.3% | 83.5% | 839% | 839% | 84.1% | 998% | 99.6% 824% | 826% | 80.1%
ERU-Tzm-Cimicl | 81.8% | 822% | 82.2% | 83.5% | 79.2% | 79.4% | 820% | 84.5% | 843% | 83.7% | 837% | 839% | 824% | 82.2% | 824% %96% | 79.0%
ERU-Tzm-Cimic2 | 81.6% | 820% | 820% | 83.1% | 79.2% | 79.4% | 818% | 84.5% | 84.3% | 835% | 83.5% | 83.7% | 826% | 824% | 826% | 99.6% 79.0%
ERU-Tzm-C.gejgl | 820% | 835% | 83.7% | 826% | 816% | 81.8% | 826% | 799% | 79.7% | 809% | 80.9% | 809% | 799% | 79.7% | 80.1% | 79.0% | 79.0%
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4.2.2 Culicoides Mt-COI Gen Bolgesi Filogenetik Analiz Sonuclar

Molekiiler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlamas: saglanan tiirlere ait izolatlarin
Tiirkiye ve Diinyada cesitli bolgelerden rapor edilmis izolatlarla birlikte filogenetik
yapilanmalar1 Sekil 4.19°da gosterilmistir. Sekil 4.19°da goriildiigii lizere C. newsteadi
disinda tiim tiirlerin monofiletik yap1 sergiledigi ve bunun da yiiksek posterior olasilikla
(1.00) desteklendigi belirlenmistir. C. newsteadi tiirii icinde iki ayr1 genogrup belirlenmis ve
bu tiiriin parafiletik oldugu saptanmistir. Calismada karakterize edilen tiirlere ait haplotipler
arasinda ortalama genetik heterojenite %25,3+2,4 saptanmustir. Calismada C. nubeculosus
kompleks i¢inde identifiye edilen ve molekiiler karakterizasyonla C. nubeculosus’a ait oldugu
belirlenen ERU-Izm-C.nubel-2 haplotipleri arasinda genetik farklilik %0,2+0,2 belirlenmis,
ERU-Izm-C.nubel haplotipi Isvec (JQ620127) ve Fransa’dan (KP969017) bildirilmis
izolatlarla %100, ERU-Izm-C.nube2 haplotipi de Fransa izolatlariyla (KP969029, KF178273)
%100 identiklik gostererek kiimelenme gostermistir. Yine C. nubeculosus kompleks icinde
identifiye edilen ve molekiiler karakterizasyonla C. riethi’ye ait oldugu belirlenen ERU-Izm-
C.riel haploti Sultan Sazhg (MF105774) ve Isvec¢’ten (JQ620237) bildirilen izolatlarla
yiiksek identiklik (sirasiyla %99,6 ve %99,4) gostererek kiime olusturdugu belirlenmistir.
Ilgili izolat ayrica Sultan Sazhigi’'ndan bildirilen diger C. riethi izolatlariyla’da %99,1
identiklik gostermistir. Morfolojik analizlerle C. truncorum’a yakin olarak identifiye edilen
Culicoides sp. ERU-Izm-C.culil haplotipinin Isve¢’ten bildirilmis C. subfasciipennis
izolatlarina genetik yakinlik gosterdigi (%92,9) ve kiime olusturduklari belirlenmistir. C.
gejgelensis igerisinde karakterize edilen ERU-Izm-C.gejg1 haploti Sultan Sazh: ve Isvecten
bildirilmis izolatlarla %100 identiklik gostermis ve birlikte kiime olusturmuslardir. Caligmada
analiz edilen C. circumscriptus izolatlarinin monofiletik grup igerisinde ii¢ ayr1 kiime
olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.19). C. circumscriptus ERU-Izm-C.circl haplotinin Isvec
ve Sultan Sazlig1 izolatlarina yiiksek identiklik gosterip (Ort. %97,3) birlikte ilk kiimeyi
olusturduklar1 goriilmiistiir. ikinci kiime igerisinde Ispanya, Slovakya ve Sultan Sazligindan
birer izolat yer almustir. Caligmada karakterize ERU-Izm-C.circ2 ve ERU-Izm-C.circ3
haplotipleri arasinda %0,4+0,3 genetik farklilik belirlenmis ve bu iki haplotip ilgili grup
icerisinde {iciincii kiimeyi olusturmustur. C. punctatus igerisinde karakterize edilen ERU-Izm-
C.puncl-3 haplotipleri arasinda %0,3+0,2 genetik farklilik saptanmis ve ilgili haplotipler C.
punctatus Sultan Sazhigi izolatlarmma ortalama %99,5, Bati Karadeniz izolatina %99,7,

Ingiltere izolatma %99,4 ve Danimarka izolatina da %99,6 identik bulunmuslardir. C.
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newsteadi filogenetik analizlerinde biri C. punctatus’a yakin olmak iizere iki ayr1 grubun
varlig1 goriilmiistiir. Calismada karakterize edilen ERU-Izm-C.news1-3 haplotiplerinin birinci
filogenetik grupta yer aldigi, ERU-Izm-C.newsl haplotipinin Bati Karadeniz izolatlariyla
(KU754164, KU754167) %100 identiklik gostererek grup icinde kiime olusturdugu
belirlenmistir. ERU-Izm-C.news2,3 haplotipleri ERU-Izm-C.newsl ve yine Bati1 Karadeniz
izolatlariyla en yiiksek identikligi gostermistir (Ort. %99,7). Karakterize edilen izolatlar
ayrica aym filogenetik grup igerisinde yer alan Italya’dan rapor edilmis C. newsteadi
izolatiyla (AM236746) da ortalama %99,5 identik bulunmuslardir. C. newsteadi ikinci
filogenetik grubunda Bat1 Karadeniz ve Sultan Sazlig1 izolatlarinin yer aldigi ve bu grubun C.
newsteadi birinci filogenetik grubu ile ortalama %19,5+2,7 genetik farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Calismada C. obsoletus i¢inde karakterize edilen ERU-Izm-C.obs1 ve ERU-Izm-
C.obs2 haplotipleri arasinda %0,6+0,4 genetik farklilik belirlenmistir. ERU-Izm-C.obs1
haplotipi Ispanya’dan bildirilen izolatla (DQ162814) %100 identiklik gostererek kiime
olusturmustur. ERU-Izm-C.obs2 haplotipi ise en yiiksek identikligi %99,8 ile Ispanya
(DQ162814) ve Slovakya (KJ624104) izolatlarina gostermistir. Calismada C. imicola i¢inde
karakterize edilen ERU-Izm-C.imicl ve ERU-Izm-C.imic2 haplotipleri arasinda %0,4+0,3
genetik farklilik bulunmustur. ERU-Izm-C.imicl haplotipi Yunanistan izolatlar1 ile %100
identik bulunurken, ERU-Izm-C.imic2 haplotipi ayn1 izolatlara %99,6 identiklik gdstermistir.
Ayrica karakterize edilen haplotipler Konya yoresinden bildirilmis izolatla (KU175173) da
strastyla %99,4 ve %98,9 identiklik gdstermistir.
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ERU-1zm-C.nubel
JQ620127 isveg
KP969017 Fransa C b I
1} ERU-Izm-C.nube2 » NUDECUiOSUS
KP969029 Fransa
N KF178273 Fransa
ERU-Izm-Curiel
JQ620195 isvec
MF105774 Sultan Sazhg: | C. riethi
0.741 MF105772 Sultan Sazhg:
MF105773 Sultan Sazligi
238 1 JQ620237 isvec
41‘:[J0620238 isvec

ERU-1zm-Culil

0.82

C. subfasciipennis

ERU-Izm-C.gejgl
l KJ624086 Slovakya

MF105763 Sultan Sazlig
0% 0.66 MF105752 Sultan Sazhgi
MF105756 Sultan Sazlig:
MF105753 Sultan Sazhg:
ERU-Izm-Cucircl
MF105754 Sultan Sazhg: B 2
Q620051 Isvec C. circumscriptus

1

C. gejgelensis

KJ624071 Slovakya
MF105755 Sultan Sazhig:
ERU-Izm-C.circ2
ERU-1zm-C.circ3
ERU-Izm-C.puncl
+ ERU-1zm-C.punc2

0.69

“ ERU-lzm-C.punc3
AM236733 ingiltere
JF766326 Danimarka
1| KU754181 Bati Karadeniz | € PUnctatus
MF105768 Sultan Sazlig:
F MF105767 Sultan Sazhig
F MF105770 Sultan Sazhg
- MF105769 Sultan Sazhg:

ERU-Izm-C.news1
s 0531 KU754164 Bati Karadeniz
B KU754167 Bati Karadeni 5
atiaradeniz| e newsteadi - 1
1- AM236746 italya
ERU-Izm-C.news3

ERU-1zm-C.news2
KU754168 Bati Karadeniz
41{ MF105766 Sultan Sazligi
KU754169 Bati Karadeniz
11 DQ162814 ispanya
ERU-1zm-C.obs1
DQ162816 ispanya
KJ624104 Slovakya C. obsoletus
ERU-1zm-C.obs2
1 HM022793 Fransa
’ AJ549388 Yunanistan
1

C. newsteadi - 2

ERU-I1zm-C.imicl
|1|<T027174 Yunanistan| C. imicola

ERU-1zm-C.imic2

KU175173 Turkiye
‘————————— MF095668 Sultan Sazligi An. sacharovi

0.005

Sekil 4.19 Culicoides izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik
iligkileri. Calismada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde, Tiirkiye’den bildirilmis izolatlar
mavi renkte gosterilmistir. Node’larin 6niindeki rakamlar BI posterior olasiligini gostermektedir. Dig

grup A. sacharovi kullamlmustir. Olcek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini
gostermektedir.
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4.2.3 Culicoides Tiirlerinde Haemosporidian Parazitlerin Identifikasyonu, Dagihmi ve

Molekiiler Karakterizasyonu

Calisma siiresince Orneklenen, morfolojik ve molekiiler identifikasyonlarla tiir teshisleri
saglanan Culicoides Orneklerinden olusturulmus bas/toraks (~10 Ornek/havuz) ve abdomen
(~10 ornek/havuz) havuzlarinda Haemosporidian parazitlerin molekiiler analiz sonuglari
Tablo 4.4’de verilmistir. Mt-cytb nested PCR analizleri sonucu bazi izolatlarda belirlenen
amplikonlarin agaroz jel lizerinde goriiniimleri Sekil 4.20°de verilmistir. Tablo 4.4’de
goriildiigii tizere incelenen 88 abdomen havuzunun 9’u (%10,22), 88 bas/toraks havuzlarinin
ise 7°si (%7,95) Plasmodium/Haemoproteus tiir veya nesilleri ile enfekte saptanmustir.
Orneklerin hicbirinde Leucocytozoon sp. pozitifligi bulunmamustir. Vektor potansiyelleri
acisindan sporozoit gelisimi temelinde bas/toraks pozitiflikleri temel alinmis ve minimum
enfeksiyon oranlar1 (MIRs) ilgili formiilasyona gore hesaplanmistir. Tablo 4.4’de goriildigii
izere bas/toraks pozitiflikleri yalmzca C. circumscriptus tiirlerinden olusturulmus havuzlarda

belirlenmis ve bu tiir icin minimum enfeksiyon oranit (MIRs) %?22,2 olarak tespit edilmistir.

O S100 1 SEAS1S SR SE 6417

Sekil 4.20 Baz1 Plasmodium/Haemoproteus pozitif Culicoides orneklerine ait izolatlarin mt-cytb gen bolgesini
amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde
gortiniimii. M: 100 bp marker; 1-5,8,9,11,13-15: Plasmodium/Haemoproteus,16: Negatif kontrol;
17: Pozitif kontrol DNA



Tablo 4.4 incelenen Culicoides ve sivrisinek drneklerinde Haemosporidian parazitlerin molekiiler analiz sonuglari

Incelenen Havuz Sayisi

Plasmodium/Haemoproteus Pozitifligi

. Bergama Odemis Kemalpasa Foca Toplam Bergama Odemis Kemalpasa Foca Toplam
Insekt Tiirii

A | BT | A BT A BT | A (BT | A |BT | A BT A BT A BT [ A | BT | A | BT
C. circumscriptus 5 5 7 7 10 10 7 7 29 | 29 1 1 0 1 0 3 0 2 1 7
C. imicola 3 3 6 6 7 7 11 11 | 27 | 27 0 0 0 0 1 0 2 0 3 0
Culicoides sp. (C. truncorum’a yakin) | 6 6 2 2 0 0 0 0 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C.nubeculosus komp. 4 4 3 3 0 0 1 1 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. obsoletus 1 1 3 3 3 3 0 0 7 7 1 0 2 0 0 0 0 0 3 0
C. gejgelensis 1 1 0 0 2 2 1 1 4 4 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0
C. punctatus 0 0 3 3 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. newsteadi 2 2 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 22 | 22 | 24 24 22 22 20 | 20 | 88 | 88 2 1 2 1 3 3 2 2 9 7

A: Abdomen havuz; BT: Bas/Toraks Havuz

73



74

Culicoides tiirlerinde belirlenen Plasmodium/Haemoproteus izolatlarina ait amplikonlar
jelden piirifiye edilmis (Sekil 4.21) ve sonrasinda gen spesifik nested primerlerle cift
yonlii olarak sekanslanmistir. Sekanslarin degerlendirilmesinden 6nce PCR primerleri
ilgili izolatlara ait sekanslardan trimlenerek cikarilmis ve 479 bp barkod bolge elde

edilerek MalAvi veri tabaninda yapilan blast analizleriyle karakterize edilmistir.

Sekil 4.21 Baz1 Plasmodium/Haemoproteus izolatlarina ait jelpiirifiye mt-cytb gen bolgesi amplikonlarin
jel elektroforezde goriinimi. M: 100 bp marker, 1-10: Plasmodium/Haemoproteus
amplikonlar1

Haemosporidian parazitlerle pozitif belirlenen Culicoides tiirlerine ait izolatlarin sekans
analizleri sonucu belirlenen parazit tiir veya nesilleri GenBank aksesyon numaralar ile
birlikte Tablo 4.5’de verilmistir. GenBank aksesyonlar1 vektorliik potansiyellerinin bir
gostergesi olmasi agisindan yalnizca bag/toraks havuzlarinda belirlenen izolatlar igin
saglanmustir. Tablo 4.5’de goriilecegi lizere C. circumscriptus bag/toraks havuzlarina ait
pozitif yedi izolattan dordiiniin Haemoproteus sp. GAGLAOS nesli, iigiiniin ise H.
minutus TURDUS2 nesline ait mt-ctb sekanslar1 gosterdikleri belirlenmistir. Bu
sonuglarla arastirma yoresinde C. circumscriptus’un ilgili Haemoproteus nesilleri i¢in
muhtemel potansiyel vektorliik yaptigi ortaya konmustur. Culicoides tiirlerine ait pozitif

reaksiyon veren abdomen havuz izolatlarmin tamaminda Plasmodium mt-cytb
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sekanslar1 izole edilmis olup bu sonucun da enfekte kanatli kan1 beslenmesiyle iligkili
oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica elde edilen sonuclar arastirma yoresinde kanath
popiilasyonlarinda basta P. relictum SGS1 nesli olmak tiizere cesitli Plasmodium

nesillerinin yaygin olduguna dair kanitlar saglamistir.

Tablo 4.5 Sekans analiz sonuglarina gére Haemosporidian parazitlerin molekiiler karakterizasyonu

Sekanslanan Haemosporidia Sekans Karakterizasyonu
. izolat
Tiir izolat sayis1 Plasmodium Say1 Haemoproteus Say1 (BT)
A BT tiir/nesil (A) tiir/nesil (GenBank
Aksesyon*)
Culicoides
H.
ol : ; Plasmodium : minutus/TURDUS2 3 (MF594402)
circumscriptus sp./CXPIP10 Haemoproteus
sp./GAGLAOS 4 (MF594403)
P. relictum/SGS1 2
C.imicola 3 0 Plasmodium 1
sp./YWT4
P. relictum/SGS1 1
Plasmodium 1
C. obsoletus 3 0 Sp/CXPIP23
Plasmodium 1
sp./SYCONO2
P. relictum/SGS1 1
C. gejgelensis 2 0 Plasmodium 1
sp./YWT4

A: Abdomen havuzu; BT: Bag/Toraks havuzu
*: Vektorliik potansiyelleri agisindan sadece BT havuzlarindan elde edilen sekanslarin Haemosporidian
tiir ve nesli bazinda GenBank kayitlari saglanmis ve aksesyon numaralar1 verilmistir.

4.2.4 Culicoides Tiirlerinde Mobolekiiler Olarak Karakterize Edilen

Haemosporidian Parazitlerin Filogenetik Analizleri

Arastirma yoresinde Culicoides tiirlerinde molekiiler olarak karakterize edilen ve DNA
barkodlamasi1 saglanan Plasmodium ve Haemoproteus tiir ve nesillerinin filogenetik
iliskileri Sekil 4.22°de gosterilmistir. Calismada C. circumscriptus izolatlarinda
belirlenen Haemoproteus sp. GAGLAOS ve H. minutus TURDUS2 nesillerinin
birbirlerine %7,2+1,5 genetik farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Haemoproteus sp.
GAGLAOS neslinin MalAvi veri tabanindaki kayitlara gore simdiye kadar
Passeriformes takiminda bir kus tiiriinde ve yine C. circumscriptus’tan izole edildigi

gorilmiistiir. H. minutus TURDUS?2 neslinin ise Passeriformes takiminda sekiz aileye
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bagl 17 kus tiirii ve Psittaciformes takiminda bir kus tiiriinden rapor edildigi dikkati
cekmistir. Ilgili nesil ayrica sivrisinek tiirlerinden Cx. pipiens ve Culicoides tiirlerinden
C. festivipennis, C. kibunensis ve C. pictipennis tiirlerinden rapor edilmistir. Calismada
yine C. circumscriptus abdomen havuzlarindan izole edilip karakterize edilen
Plasmodium sp. CXPIP10 nesli Cx. obsoletus’tan izole ettigimiz Plasmodium sp.
CXPIP23 nesli ile %99,6 identiklik gostererek kiime olusturdugu belirlenmistir. MalAvi
kayitlarinda CXPIP10 neslinin cesitli Culex tiirlerinden, CXPIP23 neslinin ise
Ciconiiformes takiminda bir kus tiirii ile potansiyel vektorler Cx. pipiens ve O.
caspius’tan bildirildigi goriilmiistiir. C. gejgelensis, C. imicola ve C. obsoletus
izolatlarinda karakterize edilen P. relictum SGS1, C.imicola ve C. gejgelensis’ten izole
edilen Plasmodium sp. YWT4 ve C. obsoletus’tan izole edilen Plasmodium sp.
SYCONO2 nesillerinin genetik olarak yakin oldugu (ort. %99,3 identiklik) ve birlikte
kiimelenme gosterdikleri goriilmiistiir. MalAvi kayitlarinda P. relictum SGS1 neslinin
11 takimda ¢ok sayida kus tiiriinden, Plasmodium sp. SYCONO2 ve YWT4 nesillerinin

de Passeriformes takimindaki smirli sayida kus tiiriinden rapor edildigi goriilmiistiir.
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Aragtirmada Culicoides tiirlerinde belirlenen Haemoproteus ve Plasmodium tiir ve nesillerinin mt-cytb gen bolgelerinin BI analizine gore filogenetik
iligkileri. Kirmiz1 yol ile gosterilenler bas/toraks izolatlarinda, yesil yol ile gosterilenler abdomen izolatlarinda belirlenen Haemosporidian nesillerini isaret
etmektedir. Node’larin 6niindeki rakamlar BI posterior olasiligini gostermektedir. Olgek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.
Glintiimiize kadar ilgili nesillerin rapor edildigi kanath konak aile ve tiir sayis1 (her neslin altinda ilgili takimin rengi ile beraber sirasiyla verilmistir) ile
vektor tiirleri ayrica sekil tizerinde gosterilmistir. Dig dal olarak Leucocytozoon sp. RECOB3 nesli kullanilmustir.



5. TARTISMA VE SONUC

Culicoides Latreille, 1809 (Diptera: Ceratopogonidae) soyundaki sokucu sinekler kan
ile beslenen en kiiciik sinekler olarak bilinmekte olup viicut uzunluklar1 1-3mm arasinda
degismektedir (9). Culicoides soyu medikal ve veteriner 6neme sahip bir¢cok patojene
biyolojik vektorliikk yapan cok sayida tiirli icermesiyle dnem arz etmektedir. Simdiye
kadar bircok nematod ve protozoon tiiriiniin yanisira 50’nin iizerinde arbovirus tiirii
cesitli Culicoides tiirlerinden izole edilmis olup bu tiirlerin veteriner (9, 46, 318) ve
insan patojenlerinin (319, 320) naklindeki rolleri iizerine derlemeler yazilmistir.
Culicoides tiirlerinin insanlardan oportunistik beslenmesi de ayrica turizm, ormancilik
ve tarim endiistrisi iizerine etki gosterebilmektedir (9). Giiniimiizde Culicoides
sineklerinin en bilyiik ekonomik etkisi mavi dil viriisii (BTV), epizootic haemorrhagic
disease viriisi (EHDV) ve Afrika At Vebasi virusunu (AHSV) nakletmeleriyle
iligkilidir. Culicoideslerin son zamanlarda Orthobunyavirus ve Schmallenberg virusun
da vektorii olduklar1 ortaya konmustur (321). Ayrica ¢esitli Culicoides tiirleri kanatl
haemosporidianlarindan Haemoproteus tiirlerine ait nesillere aktif vektorliik
yapmaktadir (322). Izmir ilinde iklim 6zelliginden kaynakli olarak (yiiksek 1s1 ve nem)
Culicoides aktivitesinin yilin uzunca bir doneminde devam ettiginden dolay1 sahada
Mavi Dil Virusu (BTV) sirkulasyonu devamli olmaktadir. Bu sebeple de Mavi Dil
hastah@min Izmir ilinde hayvancilik sektoriinde her yil 6nemli kayiplara neden oldugu
rapor edilmistir (323). Son yillardaki salginlarin dagilimi incelendiginde Ege
Bolgesinde 2011 yilinda [zmir, Kiitahya ve Aydin, 2012 yilinda [zmir, Mugla, Denizli,
Manisa ve Aydm, 2013 yilinda izmir ve Aydmn, 2014 yilinda Izmir, Aydin, Manisa,
Mugla ve Denizli illerinde Mavidil hastalig1 salginlar1 goriilmiistiir (323). Bu acidan tez
calismasinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigi’nin “Tiirkiye’de vektor kaynakli
onemli viral hayvan hastaliklarmin (Mavi dil, Epizootik Hemorajik Ates, U¢ Giin
Hastalig1 ve Akabane) epidemiyolojik verilerinin ortaya konmasi ve vektorlerinin tespiti
ile miicadele stratejilerinin belirlenmesi, erken uyari1 sistemlerinin olusturulmasi”

konsepti ile de ilgili olarak Izmir ve ¢evresinde yaygmlik gosteren Culicoides tiirlerinin
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morfolojik ve molekiiler identifikasyonlarla belirlenmesi ve bu tiirlere ait izolatlarin
genotipik karakterlerinin ve filogenetik yapilanmalarinin ortaya ¢ikarilmasi ilk olarak

hedeflenmistir.

Biyolojik olarak nakledilen vektdr kaynakli patojenlerde, vektorlerin fenotipik ve
genetik karakterleri bulasmanin epidemiyolojisinin belirlenmesinde anahtar rol
oynamaktadir. Birbirine yakin tiirlerin biyoloji ve ekolojisindeki gbéze carpmayan
farkliliklar bulagma olasilig1 tizerine 6nemli etki gosterebilmekte olup bu hususta en
onemli nokta patojenle enfekte olabilme ve patojeni nakledebilme yetenegi (vektor-
yeterliligi) ile spesifik konakla iliski derecesidir (konak tercihi). Dolayisiyla tiirlerin
dogru ve kesin ayrimi hastalik naklinin epidemiyolojisinin anlasilmasinda temel
olusturmaktadir (324). Culicoides soyu karigik bir soy olarak tarif edilmesine (325)
karsin yaklasik son otuz yil icinde bu soydaki tiirler {izerine taksonomik calismalarin
biiylik cogunlugunun morfolojik analizlere dayandigi goriilmektedir. Buna karsin
“klasik” morfoloji taksonomisi uzmanlig1 ve alt yap1 mevcudiyetinin dnemli derecede
diisiis gosterdigi bilinmektedir. Sistematik icin “molekiiler entomoloji”nin gelisimi
klasik taksonomi uzmanligmnin gelisimine hizli bir alternatif olusturmus (326), genetik
karakterizasyon ve Culicoides tiirlerinin filogenetik tiir konsepti yoluyla ayrimi artan bir
Onem kazanmistir (324). Bu siire¢ 6zellikle arboviruslar ve Haemoproteus tiirlerine ait
nesillerin yeni cografik bolgelerde ortaya ¢ikmasiyla hizlanmis olup klasik taksonomik
uzmanlhgm yoklugunda epidemiyolojik sorulara yanit olusturma icin lokal faunanin

hizl1 karakterizasyonuna olanak saglamistir (2).

Culicoides oldukga yiiksek diversiteye sahip bir soy olup simdiye kadar tarif edilmis
1300’iin tizerinde tiir ile tiim diinyada yayilis gostermektedir (324). Bu soy igerisinde
Avrupa’da bir¢ok tiirii tarif edilen Culicoides alt soyu oldukca ©nemli bir grubu
olusturmaktadir. Culicoides alt soyunda Tiirkiye 'nin de icerisinde yer aldig1 Palearktik
bolgede bulunan tiir sayis1 kesin olarak bilinmemekte olup gostermis olduklari genis
morfolojik cesitlilik sebebiyle bircok arastirici tarafindan “tiir kompleksleri” olarak
ifade edilmislerdir. Bu son durum da ilgili taksay1 birlestirmekte ve muhtemelen bir¢cok
tarif edilmemis tiirli gizlemektedir (4, 46, 318). Bunun yaninda farkli tiirlerin
intraspesifik morfolojik ve genetik varyasyonlarinin cografik dagilimlarmi ortaya

cikarmak oldukg¢a onem arz etmektedir (327).
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Culicoideslerin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 bazi durumlarda uzman taksonomistler
icin dahi giicliik olusturabilmektedir. Tiir kompleksleri icindeki sibling tiirlerin
morfolojik ayrimlarinin oldukca giic oldugu bildirilmistir (4, 46, 318). Bu zorlugun
istesinden gelebilmek icin 6zellikle evcil hayvanlarda hastalik olusturan etkenlerin
yayiliminda sorumlu olan tiirler basta olmak iizere Culicoides tiirlerinin ortaya
cikarilmasinda molekiiler teknikler (COI-barkodlar1 veya diger molekiiler markerlar)
kullanilmaya baslanmistir (3, 161, 328, 329). Orneklerin tiir diizeyinde DNA barkod
identifikasyonlarin1 takiben yeni morfolojik karakterlerin bulunmasi veya yalmzca
morfolojik karakterler kullanilarak yapilan tiir identifikasyonlarinin konfirmasyonu
miimkiin olmustur. Bu durum o0zellikle genis c¢apta Culicoides Orneklerinin
identifikasyonunun zorunlu oldugu ekolojik ¢alismalar kapsaminda kullaniglt olmus ve
sonraki caliymalarda kullanilacak tipik olmayan Orneklerin identifikasyonunu miimkiin
hale getirmistir (327). Tiirkiye’de giiniimiize kadar Culicoides tiirlerine ait nesillerin
genetik karakterizasyonlar1 tizerine oldukca smirli veri bulunmakta olup giiniimiize
kadar yapilan ¢aligmalarin daha ¢ok morfolojik identifikasyonlara dayali prevalans
caligmalar1 oldugu goriilmektedir. Ilgili calismalarda daha c¢ok kanat morfolojisi
temelinde identifikasyonlara gore 61 Culicoides tiiriiniin Tiirkiye’de varligi rapor
edilmistir (330). Calismamizda Izmir yoresinde arastirma bolgelerinde kanat morfolojisi
temelinde morfolojik ve molekiiler analizlerle C. circumscriptus, C. nubeculosus komp.,
C. newsteadi, C. imicola, C. gejgelensis, C. obsoletus, C. punctatus ve Culicoides sp.
(C. truncorum’a yakin) tiirleri identifiye edilmistir. Bu tiirlerin Culicoides sp. (C.
truncorum’a yakin) disinda tamaminin daha once Tiirkiye nin farkl bolgelerinden rapor
edilmis tiirler oldugu goriilmiistiir. Arastirma yoresinde genel olarak en yaygin tiirler C.
circumscriptus ve C. imicola belirlenirken en diisiik yayilis1 gosteren tiirler ise C.
punctatus ve C. newsteadi bulunmustur. Arastirmada ilcelere gore de genel olarak C.
circumscriptus ve C. imicola yaygin tiirler olarak belirlenmis yalnizca Bergama
ilgesinde Culicoides sp.’nin (C. truncorum’a yakin) C. imicola’dan daha yaygin oldugu
goriilmiistiir. Nitekim farkli yillarda yapilan ¢alismalarda C. circumscriptus’un Giliney
Anadolu (331), Bat1 Karadeniz (330) ve i¢ Anadolu (332, 333) Boélgelerinin ¢esitli
illerinde yaygin tiirlerden biri oldugu kaydedilmistir. C. imicola’nin da benzer sekide
farkli donemlerde yiiriitiilen ¢alismalarda Bati Karadeniz (330), Giiney (334, 335),
Giiney Dogu (336) ve Ege Bolgeleri’'nde (337) de dominant bir tiir oldugu rapor

edilmistir. Ayrica her iki tiiriin mavidil viriisii gibi cesitli arboviruslara potansiyel
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vektorliik yaptiklar: (338-341) bilinmesine karsin kanath haemosporidian parazitler icin
glinlimiize kadar bu iki tiirden yalmizca C. circumscriptus’un muhtemel vektorliigii
tizerine kayitlar (333, 342-344) bulunmaktadir. Bununla birlikte c¢alismamizda
identifiye edilen ve daha siirl yayilis gosterdigi belirlenen tiirlerden C. newsteadi, C.
obsoletus ve C. punctatus’un da mavidil virusuna vektorliik yapabildikleri belirlenmistir

(339).

Tiirkiye’de Culicoides tiirleri ve vektorliik potansiyelleri iizerine molekiiler ¢caligmalarin
cok smirli oldugu goriilmektedir. Bu calismalardan birinde (336) Giiney ve Giiney
Dogu Anadolu Bolgelerinden toplanmis Culicoides soyunda Oecacta, Beltranmyia ve
Monoculicoides soy altlarinda yer alan swrasiyla C. schultzei, C. circumscriptus ve C.
nubeculosus tirlerinin ribozomal ITS-1 gen bolgesi sekans analizleriyle molekiiler
identifikasyonu yapilmistir. Yine Dik vd. (345) Antalya, Muglla, Aydin, [[Jzmir,
Manisa, Balikesir ve Cllanakkale yorelerinden topladiklari ve morfolojik olarak
identifiye ettikleri 13 Culicoides tiriine ait Orneklerde RT-PCR ile Epizootic
Haemorrhagic Disease Virus (EHDV) ve Mavidil virus (BTV) arastirmislar, 9 tiire ait
orneklerde (C. imicola, C. circumscriptus, C. festivipennis, C. gejgelensis, C.
longipennis, C. nubeculosus, C. obsoletus, C. pulicaris and Culicoides sp.) EHDV
saptandigmi buna karsin Orneklerin hi¢cbirinde BTV’ye rastlanmadigini rapor
etmiglerdir. Yildirim ve ark. (346) yaptiklar1 calismada Bati Karadeniz Bolgesi ve
Konya yoresinden toplanmis Culicoides pulicaris komplekste yer alan tiir ve/veya
haplotiplerin mt-COI gen bolgesine gore molekiiler karakterizasyonlarini ve filogenetik
yapilanmalarmi ortaya koymuslardir. Ilgili calismada (346) Pulicaris komplekste
analizlere dahil edilen izolatlara ait niikleotid sekanslarmda 22 farkli haplotip
belirlenmis ve C. fagineus, C. flavipulicaris, C. lupicaris, C. newsteadi, C. pulicaris, C.
punctatus tiirleri molekiiler olarak identifiye ve karakterize edilmistir. Caliyma (346) ile
ayrica C. lupicaris tirtiniin Tiirkiye’deki varlig ilk kez molekiiler diizeyde belirlenmis
ayrica Culicoides alt soyunda morfolojik verilerle birlikte muhtemel yeni bir tiir
karakterize edilmis ve haplotip bazinda 6zellikleri ortaya konmustur. Yildirim ve ark.
(333) Sultan Sazlig1 yoresinde kanathh haemosporidian parazitlerin molekiiler ekolojisi
lizerine yiiriittiikleri arastirmalarinda morfolojik ve mt-COI barkod analizleri ile yorede
en yaygin tiirleri C. nubeculosus kompleks tiirleri olarak belirlerken en diisiik yayiligi

gosteren tiirleri ise C. duddingstoni ve C. gejgelensis olarak bulmuslardir. Caligmada
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ayrica bazi Orneklerin spermateka incelemeleri ve sekans analizleri ile C. nubeculosus
kompleks olarak nitelenen yoredeki tiirlerin C. riethi tiirtine ait oldugunu
gostermislerdir. Nitekim C. nubeculosus kompleksde yer alan tiirlerin kanat
morfolojisinin biiyiik dl¢iide simetrik bir yap1 sergiledigi ve kanat morfolojisine gore tiir
identifikasyonlarinin zorluk arz ettigi bilinmektedir (306). Calismamizda benzer olarak
C. nubeculosus kompleks olarak identifiye edilen izolatlarin bazilarinin sekans
analizleri ile C. nubeculosus ve daha az olarak C. riethi tiirlerine ait olduklari
goriilmiistiir. Yildirim ve ark. (333) yine ¢alismalarinda C.riethi, C. circumscriptus, C.
submaritimus, C. gejgelensis, C. duddingstoni, C. longipennis ve C. festivipennis
tiirlerine ait nesiller i¢in Tiirkiye’de ilk olarak mt-COI DNA barkodlarimi saglamislar ve
molekiiler karakterizasyonlarmi yapmuslardir. Ayrica arastiricilarin (333) C.
submaritimus ve C. longipennis nesillerine ait mt-DNA barkodlar1 iizerine elde ettigi
veriler Diinyada ilgili tiirler icin ilk molekiiler verileri olusturmus ve C. longipennis tiirii
de molekiiler taksonomiye kazandirilmistir. Calismamizda Izmir yoresinde belirlenen
Culicoides tiirlerine ait mt-COI sekanslar1 arasinda 18 farkli haplotipi ortaya koyan 175
polimorfik bolge saptanmistir. Culicoides tiirleri arasinda belirlenen bu polimorfizm
derecesi Yildirim ve ark.’min (333) Sultan Sazhig1 yoresinde bildirmis oldugu
polimorfizm derecesinden (158 polimorfik bdlge) yliksek olmasina karsin belirlenen
haplotip sayis1 daha diisiik ¢cikmustir. Ayrica filogenetik analizler C. newsteadi disinda
tiim tiirlere ait nesillerin monofiletik karakterde oldugunu gostermistir. Bu sonucun da

cesitli arastiricilarm (3, 4, 333) bulgulari ile paralel oldugu dikkati ¢ekmistir.

Nolan ve ark. (3) C. newsteadi i¢in genetik heterojeniteyi oldukca diisiik belirlemisler
ve bu durumu sabit popiilasyonlardaki gen akisiyla izah etmislerdir. Ancak sonraki
calismalar (4, 347) C. newsteadi’nin bir tiir kompleksi oldugunu ve genetik olarak farkl
haplotipleri barindirdigini ortaya koymustur. Nitekim C. newsteadi icerisindeki bu farkli
genotipik karakterdeki nesillerin yeni birer tiir olabilecekleri ve yakin zamanda
statiilerinin ortaya konulabilecegi de kaydedilmistir (327). Bu durum da C.
newsteadi’nin parafiletik durumunu acgiklamaktadir. Calismamizda belirlenen C.
newsteadi nesillerinin Bat1 Karadeniz izolatlarma yakin oldugu ve Italya’dan rapor
edilmis bir izolatla birlikte C. punctatus’a yakin olarak C. newsteadi birinci filogenetik

grubunda yer aldigi belirlenmis ve Tirkiye’de ikinci filogenetik grupta yer aldigi
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belirlenen diger Bat1 Karadeniz ve Sultan Sazlig1 izolatlariyla ortalama %19,5 genetik

farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda C. nubeculosus’a ait oldugu belirlenen haplotiplerin Isvec ve Fransa’dan
rapor edilmis izolatlarla %100 identik olduklar1 goriilmiistiir. Nitekim C. nubeculosus
mt-COI barkodlar: Tiirkiye’den ilk kez bu calisma ile ortaya konmustur. Belirlenen bu
haplotiplerin Avrupa’nin farkli iilkelerinden bildirilen izolatlarla tamamen benzer
olmalar1 bu tiir i¢in genetik heterojenitenin diisiik olabilecegini isaret edebilir. Ancak
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilecek nesillerin genetik analizleriyle bu tiir icin
genetik cesitliligin arastirilmasma ihtiya¢ bulunmaktadir. Yine C. nubeculosus
kompleks icinde yer alan ve molekiiler karakterizasyonla C. riethi’ye ait oldugu
belirlenen haplotipin Sultan Sazlig1 (%99,6) ve Isvec’ten (99,4) rapor edilen izolatlarla
yiiksek benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. C. nubeculosus kompleks iizerine elde edilen
bu sonuclar Yildirim ve ark.’nin (333) belirttigi Tiirkiye’de giinlimiize kadar
morfometrik analizlerle bildirilmis tiirlerin  konfirmasyona ihtiyact oldugunu
gostermistir. Bu durum 6zellikle vektor yatkinligi ve surveliansi ¢alismalarinda oldukga

onem arz etmektedir.

Morfolojik analizlerle C. truncorum’a yakin olarak identifiye edilen haplotipin en
yiiksek genetik yakilig1 Isve¢’ten bildirilmis C. subfasciipennis tiirii ile gosterdigi C.
truncorum izolatlarma ise uzak oldugu belirlenmistir. lgili haplotipin C.
subfasciipennis nesillerinden mt-COI gen bolgesi yoniinden %7 nin lizerinde farklilik
gostermis olmast bu haplotipin yeni bir tiir olabilecegini ortaya c¢ikarmustir. Nitekim
kanat morfolojisine gore ilgili haplotipe ait nesiller C. subfasciipennis’e belirli diizeyde
benzerlik gosteriyor olmasina karsin farkliliklarin da bulundugu dikkati cekmistir. Bu
acidan Culicoides sp. olarak karakterize edilmis olan muhtemel bu yeni tiiriin
tanimlanmasi icin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Yine elde edilen sonuglar
Tiirkiye’de C. truncorum bildirimlerinin de (348, 349) tekrar gozden gecirilmesi

gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.

Arastirmamizda C. gejgelensis nesli olarak karakterize edilen haplotipin Sultan Sazlig:
ve Isvecten bildirilmis izolatlarla %100 identiklik gosterdigi goriilmiistiir. Yine bu
sonu¢ da ilgili tiir icin genetik cesitliligin yiiksek olmadigini isaret ediyor olabilir.

Ancak C. nubeculosus tiirii i¢in belirtildigi gibi bu tiir icin de Tiirkiye’de farkli
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bolgelerden fazla sayida neslin genetik olarak arastirilmasi gerekmektedir. Bununla
birlikte ilgili tiire ait kanat morfolojisinin C. maritimus ve C. submaritimus tiirleriyle
biiylik olctide benzedigi goriilmektedir (306, 307). Bu ac¢idan morfometrik
identifikasyonlarda oldukc¢a dikkatli olmak gerekmektedir.

Calismamizda C. circumscriptus i¢inde ii¢ haplotip belirlenmis olup bunlardan ilki
(ERU-Izm-C.circl) Isve¢ ve Sultan Sazlig1 izolatlarma yiiksek benzerlik gostermis ve
birlikte tiir icinde olusan ii¢ clusterdan ilkini olusturmuslardir. Filogenetik analizlerde
ikinci cluster icerisinde Ispanya, Slovakya ve Sultan Sazligindan bildirilmis nesillerin
yer aldig1 goriilmiistiir. Calismada karakterize edilen diger haplotiplerin (ERU-Izm-
C.circ2 ve ERU-Izm-C.circ3) ise ilgili grup icerisinde {iiciincii clusterr olusturdugu
dikkati cekmis ve bu haplotipler giiniimiize kadar molekiiler DNA barkodlamasi
yapilmis olan C. circumscriptus nesillerinden daha farkli bulunmuslardir. Yine elde
edilen bu sonuclar ilgili tiir icerisinde farkli haplotiplerin Tiirkiye’de yaygin
gosterdigini ortaya koymus olup bu tiir iizerine genis kapsamli molekiiler arastirmalara

ihtiya¢ oldugunu da gostermistir.

C. punctatus icerisinde karakterize edilen ii¢ haplotipin birbirlerine yiiksek derecede
identik olduklar1 ve aym1 zamanda Sultan Sazligi, Bati Karadeniz, Ingiltere ve
Danimarka’dan bildirilmis nesillerle de genetik olarak yiiksek benzerlik gosterdikleri
tespit edilmistir. Benzer olarak C. obsoletus i¢cinde karakterize edilen iki haplotipin
Ispanya ve Slovakya’dan bildirilmis nesillerle yiiksek benzerlik gosterdikleri
gorilmiigtiir. Calismada C. imicola iginde karakterize edilen haplotiplerin
Yunanistan’dan izole edilen nesillerle en yiiksek identikligi gosterdigi goriilmiis,
Tiirkiye’de Konya yoresinden izole edilmis bir izolatla ise daha diisiik identiklik
gostermistir. Bu sonuglar muhtemelen cografik yakinlik ile iligkilendirilebilir ancak
ilgili tiirtin mavi dil virusuna onemli bir vektdr olmasi da gdz Oniine alindiginda bu tiir
tizerine Tirkiye’de genis capli ve kapsamli molekiiler ¢calismalara ihtiya¢ bulundugu

goriilmektedir.

Calismada arastirma yoresinde belirlenen Culicoides tiirlerine ait nesillerin
haemosporidian parazitler acgisindan potansiyel vektorliiklerinin belirlenebilmesi
amaciyla molekiiler analizler yiiriitiilmiistiir. Enfektif ve enfekte Culicoides 6rneklerinin

belirlenebilmesi amaciyla tiir teshisi yapilan her bir sinegin bas-toraks (enfektif) ile
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abdomeni (enfekte) diseke edilerek havuzlar olusturulmus ve analiz sonuglari
degerlendirilmistir (295, 350). Bilindigi gibi enfektif donem sporozoitler disi sinegin
beslenmeleri esnasinda tiikriik bezleri vasitasiyla nakledilmektedir. Tiikriik bezleri
toraksta yan kisimlarda 6zofagusa dogru uzanir (351). Fertilizasyon ve ookist gelisimi
(non enfektif donem) ise sinegin orta bagirsak kisminda (abdomen) sekillenmektedir.
Bu acidan BTH pozitiflikleri muhtemel vektor potansiyelinin bir gostergesi olarak kabul
edilmistir (295, 350, 352). Nitekim BTH havuzlarindan elde edilen pozitif izolatlarin
sekans analizleri Culicoides tiirlerinin vektorligiinii yaptig1 Haemoproteus parazitlerini
teyit ederken abdomen havuzlarindan elde edilen sekanslar muhtemelen enfekte kan
alinmasma bagli olarak vektor olmadiklar1 Plasmodium parazitlerine ait sekanslari
gostermistir. Bu agidan calismada insekt tiirlerinde minimum enfeksiyon oranlarinin
(MIRs) hesaplanmasinda BTH pozitiflikleri temel alinmistir. Culicoides tiirlerine ait
bas/toraks (BTH) ve abdomen havuzlarinin (AH) haemosporidian parazitler yoniinden
molekiiler incelemelerinde AH icin C. circumscriptus, C. imicola, C. obsoletus ve C.
gejgelensis (%10,22), BTH icin ise yalmzca C. circumscriptus orneklerinin (%7,95)
pozitif oldugu goriilmiistiir. Culicoides tiirlerinde haemosporidianlarin arastirildigi
caligmalar smirhdir. Bobeva vd. (343), Bulgaristan’in bazi bolgelerinde Culicoides
tiirlerine ait orneklerde %2,17 oraninda Haemoproteus pozitifligi bildirmisler ve C.
pictipennis ve C. circumscriptus tiirlerini potansiyel vektor olarak kaydetmislerdir.
Ferraguti vd. (344), Ispanya’da cesitli bolgelerden oOrnekledikleri 97 Culicoides
Orneginin 13’tinde Haemposporidian pozitifligi bildirmisler ve C. circumscriptus’un
onemli bir vektdr oldugunun altint cizmislerdir. Santiago-Alarcon vd. (353),
Almanya’da ornekledikleri 22 Culicoides tiiriinden C. kibunensis, C. pictipennis ve C.
scoticus tirlerine ait orneklerde Haemoproteus pozitiflikleri bildirmisler ve bunlarin
sekans analizleri ile karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Yine Bernotiene ve
Valkiunas (322), Rusya’dan orneklenip molekiiler olarak analiz ettikleri 300 Culicoides
Orneginin besinde (%1,67) pozitiflik belirlemisler ve C. impunctatus, C. punctatus ve C.
pictipennis  tirlerine  ait  pozitif = Orneklerde = Haemoproteus  nesillerinin
karakterizasyonunu saglamiglardir. Bobeva vd. (342), Bulgaristan’da topladiklar:
toplam 735 (640’1 nesil vermis, 90’1 kan emmis ornek) Culicoides drneginden 17’ sinde
haemopsoridian pozitifligi saptamislar ve sekans analizleri ile Haemoproteus nesillerini
C. alazanicus, C. circumscriptus ve C. festivipennis tiirlerinde belirlemislerdir. Yildirim

ve ark. (333) Sultan Sazhg1 yoresinde oOrnekledikleri Culicoides tiirlerinde BTH
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pozitifligini %80’nin iizerinde bulmuslar ve bu yiiksek oranm1 Sultan Sazlig1 yoresinin
cok cesitli gocmen veya lokal kus tiirlerinin yanisira potansiyel vektor Culicoides tiirleri
icin de ideal bir ekosistem olusturmasinda baglamislardir. Arastiricilar (333) Sultan
Sazlhig1 yoresinde en yiiksek MIRs’1 C. nubeculosus komp.’de belirlemis bunu sirasiyla
C. gejgelensis, C. submaritimus, C. circumscriptus, C. longipennis, C. festivipennis ve
C. newsteadi tirlerinin izledigini kaydetmislerdir. Arastrmamizda BTH pozitifligi
yalnizca C. circumscriptus nesillerinde belirlenmis olup bu tiir icin MIRs %22,2 olarak
tespit edilmistir. Saptanan bu oranin yurt dis1 ¢alismalarinda yukaridaki arastiricilarin
(322, 341-343, 352) belirlemis oldugu pozitiflik oranlarindan yiiksek oldugu, buna
karsin Sultan Sazligi’'ndan rapor edilen orandan ise diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir.
Yine c¢alisma sonuglart yukaridaki arastiricilarin bulgular1 ile paralel olarak C.
circumscriptus’un Haemoproteus nesillerinin naklinde uygun potansiyel bir vektor

olduguna dair destekleyici kanitlar saglamistir.

Arastirmada C. circumscriptus’un BTH’de belirlenen Haemoproteus ve C.
circumscriptus, C. imicola, C. obsoletus ve C. gejgelensis’in AH de identifiye edilen
Plasmodium nesillerinin filogenetik yapilanmalar1 analiz edilmistir. C. circumscriptus
BTH’de bulunan Haemoproteus sp. GAGLAOS ve H. minutus TURDUS?2 nesillerinin
birbirlerine genetik olarak uzak (%7,2 genetik farklilik) nesiller oldugu goriilmiistiir.
Haemoproteus sp. GAGLAOS neslinin MalAvi veri tabanindaki kayitlara gore simdiye
kadar Passeriformes takiminda yer alan Bayag1 Alakargada (Garrulus glandarius) (354)
ve yine c¢alisma sonuclarimizla paralel olarak Sultan Sazligi yoresinde C.
circumscriptus’tan (333) izole edildigi goriilmiistiir. H. minutus TURDUS2 neslinin ise
kanath komiinitelerinde yaygin bir nesil oldugu dikkat ¢cekmistir. Nitekim ilgili nesil
giinimiize kadar Passeriformes takiminda sekiz aileye baglh 17 kus tiirii ve
Psittaciformes takiminda bir kus tiiriinden rapor edildigi dikkati ¢ekmistir (MalAvi:
http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/). Ayrica TURDUS 2 nesli sivrisinek
tiirlerinden kan beslenmesi yapmis Cx. pipiens (355) ve Culicoides tiirlerinden C.
festivipennis, C. kibunensis (356) ve C. pictipennis (343) tiirlerinden de bildirilmistir.
Calisma sonucu C. circumscriptus’ta belirlenen H. minutus TURDUS?2 nesli ilgili tiiriin
muhtemel potansiyel vektorliigii agisindan ilk kaydi olusturmustur. Calismada yine C.
circumscriptus abdomen havuzlarindan izole edilip karakterize edilen Plasmodium sp.

CXPIP10 ile Cx. obsoletus’tan izole ettigimiz Plasmodium sp. CXPIP23 nesillerinin
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birbirlerine yakin oldugu (%99,6 identiklik) goriilmiistir. MalAvi kayitlarinda
CXPIP10 neslinin potansiyel vektor olarak cesitli Culex tiirlerinden (357, 358),
CXPIP23 neslinin ise Sultan Sazlig1 yoresinde Ciconiiformes takiminda yer alan Kiigiik
Balaban (Ixobrychus minutus) ile potansiyel vektorler Cx. pipiens (333, 352) ve O.
caspius’tan (357) bildirildigi goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar Izmir y6resinde
kanath topluluklarinda ilgili Plasmodium nesillerinin varligmi ve Culicoides tiirlerinin
bu parazitlerle enfekte konaklardan kan beslenmesi yaptigimi ortaya ¢ikarmistir. Benzer
sekilde C. gejgelensis, C. imicola ve C. obsoletus’a ait AH’da P. relictum SGS1, C.
imicola ve C. gejgelensis AH’dan izole edilen Plasmodium sp. YWT4 ve C. obsoletus
AH’dan izole edilen Plasmodium sp. SYCONO2 nesillerinin birbirlerine genetik olarak
yakm nesiller oldugu (ort. %99,3 identiklik) ve filogenetik gruplanma gosterdikleri
dikkati ¢cekmistir. MalAvi kayitlarinda P. relictum SGS1 neslinin kanatlilarda oldukca
yaygm bir nesil oldugu ve 11 takimda c¢ok sayida kus tiiriinden izole edildigi
goriilmiistiir. Arastirmamizda farkli Culicoides tiirlerinden de izole edilen SGS1
neslinin benzer olarak Izmir yoresinde arastrma odaklarindaki kuslarda da yaygin
oldugu diistiniilmiistiir. MalAvi kayitlarinda P. relictum SGS1 nesline gore ¢ok daha
simirl yayilis gosterdigi dikkati ¢ceken Plasmodium sp. SYCONO2 ve YWT4 nesilleri
giiniimiize kadar Passeriformes takimimdaki sinirli sayida kus tiiriinden rapor edildigi
goriilmiis olup bu nesillerin de Izmir yoresinde kanath topluluklarinda yayihs gosterdigi

belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile izmir yoresinde yayginhik gosteren Culicoides tiirleri
morfolojik ve molekiiler olarak karakterize edilmis ve ilgili tiirlere ait nesillerin kanatl
haemosporidian parazitlerine potansiyel vektorliikleri acgisindan molekiiler ekoloji
temelinde 6zgiin epidemiyolojik veriler saglanmistir. Yine bu tez calismasi ile basta
Mavi Dil viriisii olmak iizere bircok patojenin bulagsma dinamiklerinde 6nem arz eden
cesitli Culicoides tiirlerinin genetik karakterleri ortaya konmustur. Mt-COI DNA
barkodlar1 saglanan Culicoides ve Haemoproteus nesillerinin Tiirkiye icin 6zgiin
biyolojik veriler olarak genetik veri tabanlarinda kayitlar1 saglanmistir. Ayrica arastirma
yoresinde C. imicola basta olmak iizere Mavi Dil virusunun aktif vektorii olarak bilinen
tiirlerin yaygin olarak belirlenmesi bu hastaliga karsi konak-patojen-vektor biitiintinde
kontrol ve miicadele stratejilerinin olusturulmas: gerektigini ortaya cikarmistir. Bu

calismanin  sonuclari, ayrica Tirkiye’de Culicoides tiirleri {izerine yapilan
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epidemiyolojik arastirmalarda molekiiler tabanli tekniklerin morfometrik analizlerle
birlikte yiiriitiilmesi ile farkli cografyalarda yaygmlik gosteren tiirlerin daha 6zgiin
olarak belirlenebilecegini ve ayrica kriptik veya sibling tiirlerin de ortaya
cikarilabilecegini gostermistir. Diger taraftan bu calisma, Tirkiye’deki farkli
biyocografik karakterler goéz Oniine alindiginda Culicoides tiirleri ve naklettikleri
hastaliklar iizerine benzeri molekiiler ekolojik ve epidemiyolojik detayli caligmalara

ithtiya¢ bulundugunu da ortaya koymustur.
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