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OZET

AKDENIZ VE EGE BOLGESI’NIN VEKTOR SiVRISINEK
TURLERINDE INSEKTIiSIiT DIRENCINIiN MOLEKULER VE
BiYOKIMYASAL TEKNIiKLERLE BELIRLENMESI

Sare {lknur YAVASOGLU

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
2019, 150 sayfa

Bu calismada iilkemizin Ege ve Akdeniz bdlgelerinde yayilis gosteren ve
Diinya’nin bir¢ok cografik bolgesinde sitma, sarthumma, deng hummasi ve Japon
ensefaliti gibi 6nemli hastaliklara vektorlikk yapabilen Anopheles sacharovi, Culex
pipiens ve Ochlerotatus caspius tiirlerinde insektisit direnci diizeyinin belirlenmesi
amaglanmistir. Duyarlilik testi sonuglari hem An. sacharovi hem Cx. pipiens hem
de Oc. caspius popiilasyonlarinin tamammimn DDT, malathion, fenitrothion,
bendiocarb ve propoxura karsi direngli oldugunu gostermistir. Permethrin ve
deltamethrine karst ise bir c¢ok popiilasyon direng olusturmaya baslamistir.
Biyokimyasal test sonuglari her ii¢ tiirde de DDT direncinden sorumlu
mekanizmanin glutatyon-S-transferazlar ve P450 monooksijenazlar oldugunu,
organofosfatli ve karbamathi insektisitlere karst olan direncten sorumlu
mekanizmanin esterazlar oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, pretroidli
insektisitlere karsi olan diren¢ten sorumlu mekanizmanin da hem P450
monooksijenazlar hem de esterazlar oldugunu ortaya koymustur. Alel spesifik
primerler ile An. sacharovi popiilasyonlarinda DDT ve pretroidlere karsi kdr
direncini  saglayan L1014F ve L1014S mutasyonlari, Cx. pipiens
popiilasyonlarinda ise yalnizca L1014F mutasyonu tespit edilmistir. Alel spesifik
PZR yontemi ile An. sacharovi popiilasyonlarinda G119S mutasyonu tespit
edilmemistir. Benzer sekilde, hem PZR-RFLP teknigi ile hem de sekans analizleri
ile Cx. pipiens popiilasyonlarinda ace-1 G119S mutasyonu tespit edilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Vektdr sivrisinekler, Insektisit direnci, GST, P450,
Karboksilesterazlar, kdr, ace-1, Akdeniz, Ege.






ABSTRACT

DETERMINATION OF INSECTICIDE RESISTANCE BY
MOLECULAR AND BIOCHEMICAL TECHNIQUES IN VECTOR
MOSQUITO SPECIES OF MEDITERRANEAN AND AEGEAN
REGION

Sare flknur YAVASOGLU

PhD Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Fatih Mehmet SIMSEK
2019, 150 pages

It is aimed to determine the insecticide resistance level in Anopheles sacharovi,
Culex pipiens and Ochlerotatus caspius populations that can spread in the Aegean
and Mediterranean regions of Turkey and can be the important vector species of
important diseases such as Malaria, Yellow Fever, Dengue Fever and Japanese
encephalitis in many geographic regions of the world. Sensitivity test results
showed both An. sacharovi, Cx. pipiens and Oc. caspius populations were resistant
to DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb and propoxur. Many populations have
begun to have resistance against permethrin and deltamethrin. Biochemical test
results revealed that glutathione-S-transferases and P450 momonoxygenases are
responsible mechanisms of DDT resistance in all three species; esterases are
responsible mechanisms of organophosphate and carbamate resistance and, P450
monooxygenases and esterases are the responsible mechanisms of phyretroid
resistance. Allel spesific primers detected L1014F and L1014S mutations that
provide kdr resistance against prethroids and DDT in An. sacharovi populations
and L1014F mutation in Cx. pipiens populations. ace-1 G119S mutations were not
detected in An. sacharovi populations by using allele spesific primers. Similarly,
ace-1 G119S mutation was not detected in Cx. pipiens populations by using both
PCR-RFLP method and sequence analyses.

Key Words: Vector mosquitoes, Insecticide resistance, GST, P450,
Carboxylesterases, kdr, ace-1, Mediterranean, Aegean.
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1. GIRIS

Culicidae familyasi igerisinde yer alan sivrisinekler viriis, bakteri, protozoa ya da
nematod gibi ¢ok farkli patojen organizmalara vektorlilk yapabilmektedirler.
Diinya’da en fazla 6liime sebiyet veren hayvanlardan bir tanesi olan sivrisineklerin
hastalik etkeni tastyabilme ve bu hastaliklar1 yayabilme yetenekleri sayesinde her
yil milyonlarca insan 6lmektedir. Sitma, Filariasis, Sarthumma, Deng Hummasi,
Bati Nil Hummasi, Zika ve Japon Ensefaliti gibi hastaliklarin insan topluluklarinda
yayilmasini ve diinya genelinde etkili olmasini saglayan sivrisinekler dnemli bir
bocek grubudur (Benelli, 2016).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin verilerine gére her yil birkag yiiz milyon insan
sivrisinek kaynakli hastaliklarla enfekte olmaktadir. 2016 yilinda sadece sitma
nedeniyle 445.000 insanin 6ldiigii rapor edilmistir (WHO, 2017). Son 30 yilda
Deng hummasi insidanst 30 kat artmig ve c¢ok fazla iilke ilk vaka sayilarini
bildirmistir (WHO, 2016). Dahasi Diinya niifusunun yarisindan fazlasi vektor
sivrisineklerin yayilig gosterdigi bolgelerde yasamaktadir. Hem diinya agisindan
hem {ilkemiz agisindan sivrisinekler tarafindan vektorliigli yapilan en Onemli
hastalik, Anopheles tiirlerinin vektorliik yaptigi sitmadir (Karabatsos, 2001).
Ulkemizde ikinci Diinya Savasi sirasinda daha dnceki yillara nazaran iyice artmig
olan sitma vakasi sayisi, 1983 yilindan itibaren yiirlirlige giren ‘sitma kontrol
programi’ sonrasinda 1994 yilina kadar kademe kademe azalmistir. 1994 yilinda
savag, kontrolsiiz go¢ ve plansiz kentlesme gibi ¢esitli sosyolojik problemler
sebebiyle meydana gelen bu epideminin sonrasinda, yine etkili kontrol yontemleri
sayesinde vaka sayilar1 giderek azalmistir. Ulkemizde diger iilkelerden kaynakli
209 vaka kaydi 2016 yilinda bildirilmis olsa da, 2010 yilindan bu yana endojen
sitma vakasi bildirilmemistir (WHO, 2017). Son birka¢ yildir endojen vakalar
goriilmemesine ragmen sitma eradikasyonunun tam olarak saglanamadigi ve
risklerin devam ettigi kabul edildiginden Tiirkiye WHO tarafindan sitmasiz {ilke

kategorisine heniiz alinmamustir.

Sivrisinekler uyum yetenekleri sayesinde kutuplar haricinde Diinya’nin her
yerinde kolayca lokalize olabilmektedirler. Ayrica, kiiresel 1sinma ve artan
sicakliklara bagli olarak yasam dongiilerini daha kisa siirede tamamlayabilmeleri,
yumurtadan ¢ikan larva sayilarinin artmasi ve uzak mesafelere ugabilmeleri

nedeniyle de tasidiklar1 patojen mikroorganizmalari ve diger hastalik ajanlarini



kolayca gittikleri yerlere tasiyabilmektedirler (Gould ve Higgs, 2009; Karuppaiah
ve Sujayanad, 2012). Kiiresel boyutta iilkeler arasindanki ticaret ve seyehat
etkilesimleri nedeniyle de Diinya’nin pek cok bolgesine o6zellikle de vektor
sivrisinek tiirlerinin  yayilimi/yerlesmesi  kolaylasmis ve artmigtir. Bunun
sonucunda da ¢iftlik hayvanlarma ve insan topluluklarina verdikleri zarar giin
gectikce dnem kazanmistir (Gould ve Higgs, 2009). Ulkemiz cografi konumu ve
iklimsel oOzellikleri nedeniyle, sivrisinekler icin olduk¢a uygun kosullar
icermektedir. Bunun dogal bir sonucu olarak da sivrisineklerin verebilecegi
zararlarm tehdidi ile kars1 karsiyadir. Ozellikle Asya ve Avrupa kitalarini birbirine
baglayan bir koprii vazifesi gormesi iilkemizi yeni vektor sivrisineklerin ve
tasidiklar1 patojen organizmalarm tehdidine maruz birakmaktadir. Ornegin, Asya,
Avrupa ve Amerika’da milyonlarca insan1 enfekte ederek 6liimlere sebep olabilen
Bat1 Nil Virlisii (BNV) ile iliskili semptomatik hastalik kaydi iilkemizde hig
verilmemisken, 2009 yilindan itibaren Anadolu’nun &zellikle bat1 kesiminde hem
salgin hem de BNV iligkili Merkezi sinir sistemi hastaliklar1 olgularin
bildirilmistir (Ozkul vd., 2013). 2010 yilinda ise ¢ogunlugu Bati Anadolu’da
olmak ftizere toplamda 47 BNV, 2011 yilinda ise 5 BNV atesi hastalif1 kaydi
bildirilmistir (Kalaycioglu vd., 2012). Ayrica ge¢miste iilkemizde bulunan ancak
son yillarda ortadan kalktig1 diisiiniilen Aedes aegypti ve iilkemizde varligi hig
bildirilmemis olan Aedes albopictus tiirlerinin de feribot ve gemi hareketliligine
bagl olarak liman kentlerinin bulundugu Karadeniz Boélgesi’'nde 2015 yilinda
yerel popiilasyonlar olusturdugu bildirilmistir (Akiner vd., 2016).

Hayvan ve insanlara tasidiklar1 patojenler ve mikroorganizmalar nedeniyle, hem
Diinya’da hem iilkemizde belediyeler ve saglik kurumlar1 yillardir vektor
sivrisinekleri kontrol altina almaya ¢alismaktadir. Bu miicadele fiziksel, kimyasal
ve biyolojik yontemleri kapsamaktadir. Ancak, kolay erisilebilmeleri, etkilerinin
hizli ve kalict olmasi nedeniyle daha ¢ok sentetik kimyasal ajanlar ile miicadele
tercih edilmektedir. Kimyasal miicadelede asil ilerleme II. Diinya Savasi
zamaninda klorlu hidrokarbonlu insektisitlerin, Ozellikle de Dikloro Difenil
Tetrakloroetan’nin (DDT) kesfedilmesi ve sitma ile miicadelede ev ici spreyi
olarak kullanilmasiyla baglamistir (Vezehegno, 2008). Ancak yogun olarak
kullaniminin bir sonucu olarak zamanla bir¢ok bocekte ve sivrisineklerde hem
DDT direncinin gelismesi hem de hedef olmayan diger organizmalara ve gevreye
verdigi kalict hasarlar nedeniyle Diinya’nin birgok iilkesinde DDT kullanimi
yasaklanmustir (Coetzee vd., 1999). Ulkemizde de 1970’lere kadar siirdiiriilen



sitma eradikasyon programlarinda yaygin olarak kullanilmis olan DDT, 1980’li
yillarda ortaya ¢ikan DDT direnci ve g¢evresel etkileri nedeniyle yasaklanmistir
(Akmer vd., 2009). DDT’nin yasaklanmasmin ardindan yeni kimyasal
insektisitlerin  gelistirilmesi kaginilmaz olmus ve boylece, organofosforlu
insektisitler, karbamatlar ve pretroid grubu kimyasal insektisitlerin sivrisineklerle
ve diger tarim zararlilariyla miicadele de kullanimi yayginlasmustir. insektisitlerin
yaygin olarak kullanilmasi zaman igerisinde gevresel problemlere neden olmakla
birlikte, zararlilarin gelistirdigi davranigsal, morfolojik ve fizyolojik direng
mekanizmalar1 vektdr boceklerin ve neden olduklar1 hastaliklarin dnlenmesinde
onemli bir engel olusturmaktadir. Nitekim II. Diinya Savasi ve sonrasim izleyen
yillarda da bocekler ve diger arthropod tiirlerinde g¢esitli kimyasallara karst
insektisit direng gelisimine dair kayitlar mevcuttur. Vektor ya da zararl kontrolii
caligmalarinda karsilagilan insektisit direnci, daha fazla doz uygulamasina veya
daha farkli etki mekanizmasina sahip insektisitlerin kullanilmasina neden
oldugundan hem cevresel etkiler hem miicadelede maliyeti arttirmakta hem de
¢ogu zamanda kontrol ¢aligsmalari basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu sebeplerden
dolay1 Diinya’nin birgok lilkesinde halk sagligini tehdit eden ve epidemilere yol
acan vektor sivrisinekler ve tarim zararlilar1 da dahil cok fazla bocek grubunda bir
cok insektisit direnci ¢aligmalar1 yapilmis ve halen yapilmaktadir. Sivrisinekler
acisindan degerlendirildiginde, bu calismalarin hedefinde genel olarak, sitma
vektorii olmalari nedeniyle, Anopheles tirleriyle, Bati Nil, Dengue, Japon
Ensefalit, Tayhna ve Toscano viriisleri gibi énemli arboviriislerin vektorleri olan
Aedes/Ochlerotatus ve Culex tiirleri vardir.

Bugiin yapilan bir¢ok arastirmayla vektor kontrol ¢calismalarinin basarisinda, hem
vektor popiilasyonlarin insektisit direng diizeylerine dair hem de dirence sebep
olan molekiiler ve biyokimyasal temellere dair elde edilen bilgilerin oldukca
yararli oldugu gosterilmistir. Ulkemizde baslica sitma vektorii Anopheles
sacharovi oldugundan, ¢aligmalar da daha ¢ok bu tiire agirlik verilmisken, 6nemli
sitma vektorlerini kapsayan Anopheles maculipennis grubunun tiirleriyle ve Bati
Nil Viriisti vektorii olan Culex pipiens ile yapilmig ¢alismalar da mevcuttur. Ancak
bu c¢aligmalar, iilkemizde daha ¢cok WHO’nun standart insektisit duyarlilik test
kitleri ile yapilmis olup, sivrisinek popiilasyonlarimin insektisit hassasiyet
diizeylerinin belirlenmesine yoneliktir. Popiilasyonlarda insektisit direncinin
gelisimini saglayan molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalarin belirlenmesi ve

etkinliginin gosterilmesine dair ¢aligmalar ise ¢ok yaygin degildir.



Bu ¢aligmada iilkemizin Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde farkli ekolojik 6zelliklere
sahip lokalitelerden sitma vektorii An. sacharovi, Bati1 Nil Viriisii vektorii Culex
pipiens ve Tahyna Virsii vektori Ochlerotatus caspius tiirlerinin
popiilasyonlarindan 6rneklemeler yapilarak, WHO’nun standart testleriyle, farkli
gruplardan insektisitlere karsi (permetrin, deltametrin, malathion, fenitrothion,
propoxour, bendiocarb ve DDT) popiilasyonlarin direng diizeyleri belirlenmistir.
Direng gelisimi tespit edilen popiilasyonlarda da mevcut direncin temelinde yatan
molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalar aydinlatilmistir. Bu kapsamda elde
edilen sonuglarin degerlendirilmesi, olusturulabilecek miicadele stratejilerine
katkida bulunabilecek ve halen iilkemizde siirdiiriilmekte olan vektor

sivrisineklerin kontroliine yonelik ¢alismalarin basarisi arttirilabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Sivrisineklerle Miicadelede Kullanilan insektisitler

Insektisitler etki sekilleri ve kimyasal bilesenleri gibi farkli &zelliklerine
dayanilarak birkag farkli grup altinda siniflandirilabilirler. Ornegin, etki sekillerine
gore mide zehirleri, temas zehirleri ve fumigantlar olarak isimlendirilirler (Pedigo,
1996).

Mide zehirleri ag1z yoluyla alindiktan sonra mide ve bagirsaktan emilerek bocegin
tim viicuduna yayilir ve mide zehirlenmelerine sebep olur. Bunlar birinci nesil
insektisitlerdir ve Arsenik bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Pedigo, 1996).

Temas zehirleri uygulanan yiizeyden bocegin viicuduna temas yoluyla alinirlar. Bu
gruptaki insektisitlere gliniimiizde sik¢a kullanmilan modern insektisitler Grnek
olarak verilebilir (Dent, 2000).

Fumigantlar boceklere trakeal sistem {izerinden etki eden ve viicutta
sirkiilasyonunu tamamladiktan sonra dokular tarafindan absorbe edilen gaz olarak
etki eden insektisitlerdir (Akiner, 2009).

Bunlarin haricinde insektisitler inorganik, dogal organik ve sentetik organik olarak
da smiflandirilabilirler. Giliniimiizde sivrisinek miicadelesinde kullanilan
insektisitlerin ¢ogu sentetik organik insektisitlerdir. Sentetik organik insektisitler,
ikinci nesil insektisitlerdir ve aktif igerik yapisina gore 4 ana grup altinda
toplanmaktadir: Klorlu hidrokarbonlar, organofosfatlar, karbamatlar ve pretroidler
(Cakir ve Yamanel, 2005). Bunlarin haricinde bdcek biiylime diizenleyicileri
(juvenil hormon analoglar1) ve biyolojik preparatlar da iki ayr1 grup insektisit
olarak kullanilmaktadir (Alten ve Caglar, 1998).

Juvenil hormon analoglari, juvenil hormonlarin fizyolojik etkilerinin detayli bir
sekilde arastirilmasindan sonra Williams (1967) tarafindan kendisine karst direng
gelistirilemeyecegi disiiniilerek ticlincii nesil pestisitler olarak
siniflandirilmislardir (Becker vd., 2003).

Dordiincii nesil insektisitler ise Bacillus thuringiensis israilensis (Bti) ve Bacillus
sphaericus (Bs) gibi bazi mikroorganizmalarin entomopatojenik ozelliklerine
dayanarak elde edilen biyolojik kontrol ajanlaridir (Becker vd., 2003).



Gliniimiizde en yaygin olarak kullanilan insektisitlerin bazilar1 temephos,
malathion, methoprene, pertmethrin, deltamethrin, resmethrin ve etofenproxtur.

2.1.1. Sivrisineklerle Miicadelede Kulllanilan Kimyasal Insektisitler
2.1.1.1. Klorlu hidrokarbonlar

Karbon, Klor ve Hidrojen atomlarindan olusan klorlu hidrokarbonlar,
organoklorlular (OC) olarak da bilinirler. Yapisal farkliliklarina gore farkli alt
gruplara ayrilabilseler de hepsinin temel 6zelligi kararli kimyasal yapilari, suda az
¢Oziinmeleri, organik g¢oziiciilerde nispeten orta dereceli ¢Oziinmeleri ve diisiik

buhar basincina sahip olmalaridir (Hill ve Waller, 1982).

Organoklor grubu insektisitlerin ana hedefi boceklerin sinir sistemidir. DDT,
dieldrin, aldrin, lindan gibi insektisitler bu grup igerisinde yer alan baslica
insektisitlerdir (Yavuz ve Sanli, 1999). Her ne kadar DDT ve diger klorlu
hidrokarbonlu insektisitlerin etki mekanizmalar1 arasinda farkliliklar olabilse de
genel olarak duyu noronlarindaki sodyum potasyum dengesini bozarak etki
gostermektedirler (Hemingway ve Ranson, 2005).

Etkisi en iyi bilinen OC’lu insektisit DDT (1,1,1,-trikloro-2,2-bis (p-klorofenil)
ethan) (diklorodifeniltrikloroetan)’dir. 1874 yilinda sentezlenmis, 1939 yilinda ise
insektisidal etkisi kesfedilmistir (Aksoy, 1982). DDT, voltaj duyarli sodyum
kanallarimin bozulan sodyum potasyum dengesi normal impuls akigimi engeller.
Bdylece duyu organlarinda, aksonlarda, presinaptik uglarda ve daha kii¢iik sinir
liflerinde kontrolsiiz ve devamli bir impuls geg¢isi olur. Bu durum bdceklerde
biitiin viicutta titreme ve hiperekstabiliteye, bunu takiben de paraliz ve hareket
kaybina sebebiyet verir (O’Brien, 1974). DDT’nin bir diger etkisi de akson
ylizeyindeki Ca*? iyonlarmin hareketlerini etkileyerek membran
destabilizasyonuna neden olmaktir. Bu kirilma daha sonra tiim sinir sistemine
yayilir ve dnce segirmelere sonra da konviilsiyon (norolojik islev bozuklugu) ve
oltime neden olur (Becker vd., 2003).

DDT ile ilgili olarak vurgulanmasi gereken birkag¢ nokta vardir. Birincisi, Kimyasal
kararliliginin yiiksek olmasi nedeniyle uzun siire toprakta, sulu habitatlarda, bitki
ve hayvan dokularinda kalabilmektedir (Pedigo, 1996). Mikroorganizmalar,
enzimler ya da UV 15181 tarafindan pargalanamamaktadir. Ikincisi, bugiine kadar



sentezlenen suda ¢oziinebilirligi en diisiik maddedir. Bununla birlikte, yag dokuda
birikmesi onun besin zincirinde birikmesine sebep olmaktadir (Matsumura, 1985).
Bu sebepten dolay1 bir¢ok gelismis iilkede yasaklanmustir. Genis spektrumlu
etkisi, kaliciliklar1 ve ¢evreye verdigi zarar neden =zararli kontroliinde
kullanilmamas1 gerektigini aciklasa da buglin hala bazi sitma kontrol

programlarinda bir kontrol segenegidir (Becker vd., 2003).
2.1.1.2. Organofosfatlar

Kimyasal olarak daha az kararl1 olan organofosfatlar (OP) fosforik asit tiirevleridir
ve organik fosforlular ya da fosforik asit esterleri olarak da bilinirler. OC’lu
insektisitlere nazaran daha az kalicidirlar (Hemingway ve Ranson, 2005).
Kimyasal kararliliklarinin diisiik olmasinin yanisira omurgalilara daha fazla
toksiktir. Hizlica buharlasarak siilfiir icerikli koku salarlar (Hemingway ve
Ranson, 2005). Daha az kalic1 olmalar1 nedeniyle OC’lu insektisitlere alternatif
olarak kullanilmaya baslanmistir (Akier, 2009).

Organofosfat  grubu  insektisitler,  boceklerin  sinir  sistemlerindeki
asetilkolinesterazi (AChE) hedefler ve OP grubu insektisitlerin en dikkat g¢ekici
Ozellikleri hedef enzimleri olan AChE ile yapisal biitiinlesme gostermeleridir.
Dolayisiyla AChE’1in dogal substrati olan Asetilkolini (Ach) taklit ederler (Cakir
ve Yamanel, 2005). Asetilkolin, motor noronun impuls tarafindan stimiile
edilmesinden sonra sinaptik keseye salmir ve post sinaptik membrandaki
asetilkolin reseptoriine baglanir. Norotransmitter ve reseptor etkilesimi, bir sinir
impulsunun iletimi ile sonuglanir. AChE, asetilkolinin kolin ve asetata hidrolizini
katalizler ve boylece impuls iletimini sonlandirir. OP’lar AChE'm faaliyetini
eskiye donemeyecek sekilde inhibe ederler ve AChE’mn aktif bolgesindeki serini
fosforile ederek, asetilkolin'e baglanamamaya neden olur (Hemingway vd., 2004).
Bu nedenle asetilkolin, post sinaptik membran iizerindeki reseptorlerine kalict bir
sekilde baglanir ve post sinaptik kese igine siirekli bir sodyum iyonu akisi saglanir.
Bu durum hiicreyi depolarize eder ve bu siirekli olan aksiyon potansiyeli bocegin
6liimiine neden olur (Hemingway vd., 2004).

En bilinen OP’lu insektisitlerden bazilar1 malathion, naled, dichlorvos,
fenitrothion, fenthion, dianizon ve temephostur.



2.1.1.3. Karbamatlar

Karbamatlar karbamik asit tiirevleridir. Dogal karbamatlar ilk olarak 19. yiizyilin
ortalarinda sarap yapiminda kullanilan Afrika iiziimlerinde kesfedilmistir. ilk
bilinen hali N,N-dimethyl karbamatlardir ve boceklere daha az zararlidir. Sonra
sentezlenen N-methyl karbamatlar ise boceklere ¢ok daha zararlidir ve giiniimiizde
kullanilan karbamatlar1 igermektedir (Becker vd., 2003).

Karbamatlarin (CB) etki mekanizmasi OP’lulara benzemektedir. AChE’nin aktif
bolgesindeki serini karbamilleyerek, ACh’e baglanmamaya sebep olurlar. Enzimin
karbamilasyon ile inhibe edilmesinin ardindan ACh kolinerjik sinapslarda birikir
ve norotransmitterin etkisi uzar. Bu durum hipereksitasyon ile devam eder ve
sonra konviilsiyonlar, paraliz ve en sonunda da bdcegin Olimii gergeklesir
(Eldefrawi, 1960). Karbamatlarin OP’lardan bir 6nemli farki bazik nitelikte bir
azot grubuna sahip olmalaridir. Oysa OP’lar bazik pH’I1 olmalari durumunda
kiitikiila ve sinir liflerine gecis yetenekleri onemli derecede azalir (Cakir ve
Yamanel, 2005). Diger bir 6nemli fark CB’larin enzim inhibisyonunun geriye
donebilir olmasidir. OP’larda geri doniisiimsiiz bir inhibisyon go6zlenirken,
karbamatlar diisiik dozlarda verildiginde bocek iyilesebilir (Dent, 1991).

Karabamatlar genis spektrumludurlar ve hem temas hem sindirim hem de solunum
yoluyla etki gosterirler. En bilinenlerinden bazilar1 Propoxur ve bendiocarbtir
(Alten ve Caglar 1998).

2.1.1.4. Pretroidler

Pretroidler, yiiksek aktiviteli yeni nesil sentetik insektisitlerdir. Dogal pretrinler
Chrysanthemum spp. (pire otu bitkisi)’den ekstrakte edilmis insektisidal 6zellige
sahip esterlerdir (Alten ve Caglar, 1998). Giiniimiizde kullanilan sentetik
pretroidler ise dogal pretrinlerin Dbiyolojik aktivitelerinin ve kimyasal
kararliliklarmmin arttirilmasiyla elde edilirler. Dogal pretrinler UV 1s18mma ve
sicakliga dayaniksiz oldukga pahali iiriinlerdir. Ancak, memelilerde toksisitesinin
diisikk olmasi, karasinek, sivrisinek ve diger ev i¢i zararlilarin miicadelesinde
pretroidleri vazgecilmez yapmaktadir (Becker vd., 2003). Kaliciliklarinin uzun
olmamasi onlar1 daha giivenilir kilar. Bu sebeple de sinerjistleri olan MFO
sinerjisti piperonyl butoxide ile bir arada kullanilirlar ve bdylelikle daha ucuza mal
edilmis olurlar (Hemingway ve Ranson, 2005).



Pretroidler ve DDT arasinda da etki sekli bakimindan yakin bir benzerlik vardir
(Hemingway ve Ranson, 2005). Sinir sisteminin vssc’ni hedef alarak etki
gosterirler (Brengues vd., 2003). Pretroidler vssc’na baglandiginda, acik kanalin
tekrar kapanmasini Onlerler. Bu, sodyum iyonlarmin igeri girisi ve potasyum
iyonlarinin disar1 akmasina neden olur. Bu durum, aksiyon potansiyelinin
repolarizasyonunu onler ve siirekli sinir stimiilasyonuna yol acar. Zehirlenen
bdcek sinir sisteminin kontroliinii kaybettigi i¢in titreme davraniglar1 gosterir (Liu
vd., 2006). Semptomlarin siddeti hangi pretroidin uygulandigina, uygulama
dozuna ve etkilenen sinir elementine gore farklilik gosterebilir. Duyu noéronlari,
sinir salgi bezi hiicreleri ve sinir uglart bu etkilere kars1 daha duyarlidir. Knock
down etkisi olarak bilinen bu etkinin yanisira pretroidlerin bir diger onemli
ozellikleri de repellent (kacirici) veya beslenmeyi engelleyici etkilerinin
olmalaridir (Pedigo, 1996; Akiner, 2009).

Pretroidler aerosol formulasyonu olarak hava araclarmin dezenfeksiyonunda,
pretorid emdirilmis cibinlik ve kiyafetler ile kisisel korunmada, pretroid igeren
komiir ve elektrik matlar gibi ev i¢i kullanim i¢in uygun olan formulasyonlar ile
ev ici korumada oldukca etkilidirler. Pretroidler ergin sivrisinek kontroliiniin
yanisira larvalar i¢in de oldukga etikilidirler (Becker vd., 2003). Ozellikle igme
sularma 15 g/L konsantrasyonunda eklenebilme izni oldugu i¢in entegre sivrisinek
kontrol ¢aligmalarinda larvisit olarak kullanilmaktadirlar. Fakat baliklara
toksisitesinin yiiksek olmasi nedeniyle WHO, baliklarin habitat olarak kullandigi
sularda pretroidlerin kullanilmasint nermemektedir (WHO,1991).

En ¢ok kullanilanlarindan bazilar1 permethrin, deltamethrin, lambacyhalothrin ve
etofenproxtur.

2.1.1.5. Bocek biiyiime diizenleyicileri

Bocek biiyiime diizenleyicileri (IGR’ler) baskalasim geciren boceklerde, deri
degisimini ya da ergin olusumunu engellerler (Alten ve Caglar, 1998). Boceklerin
normal olarak fizyolojik gelisimlerinde yer alan ve kabuk degistirme inhibitorleri
gibi metabolizmalarmin durmasina neden olan metabolik bozuculardan
esinlenerek iiretilmislerdir (Becker vd., 2003). Bu kimyasallarin hedef bolgeleri
bilindiginden ve belirli tiirlerin sadece yasam dongiilerinin belirli safhalarinda bu
bozulmalara tabi tutulduklari i¢in IGR’lerin hedefi olmayan organizmalara

toksisiteleri ¢ok diistiktiir ve bu 6zellik IGR’leri avantajli kilar. Kararliliklarinin az
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olmasi, tiirlere 6zgiin olmasi, 6liim i¢in bir miktar siire gerektirmesi ve geleneksel
insektisitlere kiyasla daha pahali olmasi dezavantajlaridir. IGR’ler etki sekillerine
gore kitin sentez inhibitorleri ve juvenil hormon analoglari olarak iki gruba
ayrilirlar (Hemingway ve Ranson, 2005).

Kitin Sentez inhibitorleri

Kitin sentez inhibitorleri boceklerin dis iskeleti olan kiitikiila olusumunu ve
ekdisizi engellerler. En bilinenleri diflubenzuron ve triflumurondur (Hemingway
ve Ranson, 2005; Alten ve Caglar, 1998). Diflubenzuron dichlobenil ve diuron
olarak bilinen iki ayr1 herbisitin biraraya getirilip sentezlenmesiyle elde edilir. Bu
sentez Uriinii herbisit 6zelligi gdstermez iken boceklere yiiksek toksisite gosterir.
Kitin sentezinin son agamasi olan N-asetilglukozamin polimerizasyonunu
katalizleyen kitin sentetazi inhibe ederek larvalar {izeride etkisini gosterir.
Erginleri 61diirmez fakat {iretkenliklerini diisiiriir (Becker vd., 2003).

Ekdisizin etkilenme boyutu diflubenzuronun dozu ile iliskilidir ve ii¢ sekilde

etkisini gosterebilir:
1. Ekdisiz tamamen engellenebilir ve bocek eski kiitikiila igerisinde oliir.
2. Ekdisiz baglar fakat tamamlanamaz.

3. Eski kiitikiila viicuttan tamamen atilir fakat bas kapsiilinde ve
mandibulada bagl kaldig1 i¢in bdcek beslenemez ve 6liir (Becker vd.,
2003).

Juvenil Hormon Analoglar

Bocek metamorfozu hormonaldir ve beyinden salgilanan ndrosekresyonlar
tarafindan kontrol edilir (Miller, 1980). Dogal juvenil hormonlar beyindeki iki
salgi bezi tarafindan hemolenfe salgilanir. Hemolenfteki juvenil hormon titrasyonu
larval safhalarin basinda yiiksektir ve sineklerin ilk larva evresinden son larva
evresine kadar gecisini meydana getirirler. Larval donemin sonlarinda diisen ve
pupa doneminde neredeyse hi¢ olmayan bu hormon larvadan pupaya, pupadan da
ergine gegise neden olur. Ergin donemde ise tekrar salgilanir ve ergenlik
hiicrelerinin ve diger organlarin gelismesine neden olur (Akamatsu vd., 1975;
Alten ve Caglar, 1998).



11

Bocege disaridan verilen bir juvenil hormon bdcek gelisim fizyolojisini bozarak
ekdisizin aksamasina, bocegin kisirlasmasina ya da oliimiine neden olur. Bu
ozelikler goz 6niine alinarak insektisidal aktiviteleri, spesifiteleri birbirinden farkli
olan 500°den fazla juvenil hormon analogu (JHA) sentezlenmistir (Alten ve
Caglar, 1998; Becker, 2003). Bunlardan en sik kullanilanlar1 methoprene,
hydroprene ve fenoxycarb’dir. JHA nin morfogenetik etkisi larval-pupal doniisiim
esnasinda goriiliir ve metamorfoz tamamlanamaz. JHA, bunlarin haricinde
boceklerin endokrin fizyolojilerini etkileyerek anormal morfogeneze, embriyonik
gelisimin sekteye ugramasina, yumurta gelisimininin engellenmesine sebep olur
(Becker vd., 2003).

JHA’nin omurgalilar {izerine toksik etkisi ¢ok diigiiktiir. Bununla birlikte son
larval donemlerinde olan hedef olmayan bocekler iizerinde yan etki yapabilirler.
Bununla birlikte bir sivrisinek larvasi predatorii olan ve larva miicadelesinde
biyolojik kontrol ajan1 olarak kullanilan planarya Dugesia dorotocephala iizerinde
higbir yan etkisi olmadigindan JHA ve planaryalar biitiinlesik sivrisinek
miicadelesinde birarada kullanilabilmektedir (Levy ve Miller, 1978).

2.1.2. Sivrisineklerle Miicadelede Kullanilan Biyolojik Insektisitler

Sivrisinekler miicadelede bakterilerin kullanilabilecegi goriisii ilk olarak 1960’
yillarda Bacillus sphaericus’un larvisidal etkisinin kesfedilmesinden sonra
yayginlagsmaya basladi. Bu suslarin toksik etkisinin fazla olmamasiyla birlikte
gram (+) endospor olusturan Bacillus thuringiensis israilensis (Bti) ve Bacillus
sphaericus (Bs)’un daha toksik olan bagka suslarinin bulunmasindan sonra
sivrisinek kontroliinde yeni bir sayfa acilmigtir (Kellen ve Meyers,1964).

Cokca tretilebilmelerinin yanisira etkili ve ¢evre dostu olmalari, saklanildiginda
bozulmadan kalabilmeleri onlar1 biitiinlesik c¢aligmalar1 agisindan ¢ok uygun
kilmaktadir. Ayrica kimyasal insektisitlere nazaran direng olusturma ihtimalleri de
¢ok daha diisiiktiir (Becker vd., 2003).

Toksinler ve konak araliklar1 bakimindan ufak farkliliklar gostermektedirler
(Yousten, 1984). B. sphaericus, Culex ve Anopheles tiirlerine kars1 daha etkili iken
Bti, Aedes ve Culex tiirlerine karsi daha etkilidir (Lacey vd., 1986). Ayrica, B.
sphaericus kirli sularda daha uzun siire kalabilir fakat Bti’in boyle habitatlarda
toksisitesi kaybolmaktadir. Bu 6zelliginden &tiirii Bti’in bir diger dezavantaji da
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aktivite siliresinin nispeten azligt ve buna bagli olarak sik uygulama
gerektirmesidir. Bacillus sphaericus, Bti’ye gore daha uzun siire dayaniklidir.
Uygun sekilde depolandiginda aktivite kayb1 olmadan kalir (Davidson vd., 1984).

2.1.2.1. Bacillus thuringiensis israilensis (Bti)

Bacillus thuringiensis fakiiltatif anaerob, gram pozitif ve endosporlu bir bakteridir.
Bti, ozellikle Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera takimi igerisinde yer alan
boceklere ve diger omurgasizlara toksik 6zellikte olan parasporal yapida konsantre
olmus 4 ana protein toksinleri tretirler (WHO, 2009). Bunlar farkl biiytikliik ve
sekillere sahip 4 toksin proteindirler. Bu 4 proteinin etkilesimi Bti’ye insektisidal
ozellik kazandirmakta ve yine bu etkilesim direng olusum riskini azaltan 6nemli
bir faktordiir (Becker vd., 2003). Toksin proteinlerine secicilik saglayan en dnemli
ozellikleri ise;

1. Bocegin beslenme davranigina bagli olarak protein kristalinin (inaktif

protoksin) hedef bocek tarafindan sindirilmesi.

2. Protoksinlerin hedef bdcegin sindirim kanalinda proteazlarla pargalanip
aktif toksinlere doniistiiriilmesi.

3. Toksinlerin hedef bdcegin incebagirsak epitel hiicrelerinin  yiizey
reseptorlerine baglanmasidir (Becker vd., 2003).

Bu olaylarin tamami hiicre zarinin ozmoregiilator mekanizmasini bozarak,
incebagirsak hiicrelerinin patlamasina neden olur. Hedef olmayan bdceklerde ise
toksinler aktif olmayacagi icin, reseptorler zarar géormemektedir (Charles vd.,
2000; Luthy ve Wolfersberger, 2000). Bti toksin proteinleri, vejetatif hiicreleri ya
da sporlart hayvanlarda cogunlukla patojenik ya da toksik degildir. Bti’nin
vejetatif hiicreler ya da sporlari herhangi bir yan etki gdstermeden haftalarca
kalabilmektedir. Kuslara, baliklara ve diger hedef olmayan omurgalilara zarar
verdigi ile igili bugiine kadar hicbir ¢alisma bulgusu yoktur (WHO,1999).

2.1.2.2. Bacillus sphaericus (Bs)

Etkinligi ¢ok genis spektrumlu oldugundan son yillarda ciddi éneme sahiptir.
Uygun kosullar altinda saklandiginda uzun yillar zarar gérmeden kalabilir. Bu
sayede sik sik uygulama yapilmasina gerek kalmadan, uzun siireli sivrisinek



13

kontrolii saglanabilir ve maliyet de diiser. Aedes aegypti larvalar1 Bs’a kars1 az
duyarli olsalar da, dzellikle Culex quinquefasciatus, Cx. pipiens ve Anopheles
gambiae gibi larvalarin kontroliinde oldukga basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Karasinek larvalari, diger bocekler ve memeliler ise hi¢ duyarli degillerdir
(Bauman vd., 1991).

Bacillus sphaericus sigskin sporangiyumlarinda terminal olarak konumlanmis
halkasal sporlariyla kolayca ayirt edilmektedir. Etkinligi spor kristal kompleksinde
yer alan bu parasporal inkliizyonlara dayanmaktadir. Bti’nin aksine Bs toksinleri
51,4 kDa ve 41,9 kDa biiyiikliigiindeki iki farkli proteinden olugmaktadir. Her iki
protein de sivrisinek oldiiriicti etkiye sahiptir ve reseptor baglanma sekilleri Bti’ye
benzemektedir (Becker vd., 2003).

Baz1 calismalar duyarli larvalarda kristal toksinlerin su adimlari takip ettigini
belirtmektedir:

1. Kristal spor-hiicre kompleksinin agizdan alinmasi
2. Orta barsagin alkali pH ortaminda toksinlerin ¢dziinmesi

3.51,4 kDa ve 41,9 kDa biyikliigindeki proteinlerin 43 ve 39 kDa
biiytikliigiine doniismesi

4. Toksik proteinlerin gastrik ¢ekum ve ortabarsak hiicrelerine baglanmasi
5. Toksik etkinin ortaya ¢ikmasi (Bauman vd., 1991).

Elektron mikroskobu ¢aligmalar1 hem Ae. aegypti hem de Cx. pipiens larvalarinda
barsakta kristallerin ¢oziindiigiinii géstermektedir (Charles, 1987). Benzer sekilde
her iki larva da 41,9 kDa’luk proteini sindirimle 39 kDa boyutlarina
diistirebilmektedir (Broadwell ve Bauman, 1987). Bununla birlikte Ae. aegypti ve
Cx. pipiens larvalarinin Bs toksisitesi agisindan en biiyiik farkliliklart Bs toksin
proteinlerinin Cx. pipiens larvalarinin gastrik ¢ekum ve ortabarsak hiicreleri
tarafindan taninip buralara tutunurken, Ae. aegypti larvalarinin gastrik ¢ekum ve
ortabarsak hiicrelerine alinmamasidir. Bu sonuglar, Bs toksinlerine duyarli olan
larvalardaki ~ farkliligin ~ hedef  boélgeye  baglanmadaki  farkliliklardan
kaynaklandigini gostermektedir (Davidson, 1989).
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2.2. insektisit Direncinin Tanim

Son yillarda diinyanin bir¢ok bdlgesinde gerek sitma gerek diger sivrisinek
kaynakli epidemilerle miicadele c¢aligmalarinda yogun olarak pretroid ve
organofosforlu bilesikler kullanilmaktadir. Kaliciliginin yiiksek olmasi, biyolojik
birikim yapmasi, toprak ve su kirliligine neden olmas1 ve bir¢cok hedef olmayan
tirde toplu oOliimlere sebep olmasi nedeniyle DDT ve benzeri insektisitlerin
1980°1i yillarda kullanimi yasaklanmistir. Buna karsilik daha onceleri elde edilmis
olan DDT ve benzeri insektisitlerin bireysel olarak uygulamalarda halen
kullanildig1 da bilinmektedir. Diger taraftan, yasal olarak kullaniminda olan
pretroidlerin uygulama sikligina ve kullanim sartlarina uyulmamasi nedeniyle bir
yandan dogal sistemlere ve hedef olmayan canlilara zarar verilirken bir yandan da
miicadele programlarinda istenmeyen durum olan insektisit direnci probleminin

ortaya ¢ikma riski artmaktadir.

WHO’ya gore insektisit direnci; ayni organizmanin normal popiilasyonlarinda
cogu bireye letal olabilecek dozdaki toksik maddenin o organizmanin bazi
bireylerinde tolere edilebilme yeteneginin gelismesi olarak tanimlanmaktadir
(WHO, 1998). Insektisitelere kars1 gelisen diren¢ kalitsaldir ve genetik faktorler
tarafindan kontrol edilmektedir (Brown, 1986). Direng alelleri ¢ekinik olabildigi
gibi, baskin veya kodominant da olabilir. Direng, gé¢ ve/veya mutasyonlara bagl
olarak bazi genlerin dogal segilimi sonucu kazanilmaktadir. Ornegin bir
popiilasyon herhangi bir insektisite maruz birakildiginda o popiilasyon igerisinde
maruz kalinan insektisite karsi genetik yapisinda zaten var olan direng alelleri
sayesinde bazi bireyler hayatta kalir ve genetik olarak sansli bu soy neslini devam
ettirebilir. Bu olay direng alelleri popiilasyonda fikse olana kadar devam eder ve
sonugta o insektisite karsi direngli bir popiilasyon olusur. Sivrisinek
popiilasyonlarinda direng gelisiminde doniim noktasi tarim zararlilarina karsi
uygulanan ya da halk sagligi acisindan kullanilan insektisitlerdir. Direng,
insektisite 6zgii olmakla birlikte, insektisitlerin hedef bdlgesi ayni oldugu zaman
ya da ayn1 metabolik yolagi kullandig1 zaman diger insektisitlere kars1 carpraz
direng gelisimi de s6z konusudur (Brown, 1986). Bu duruma &rnek olarak
fenitrothion’a kars1 gelisen esterazlara dayali direncin ayn1 zaman da deltametrin
direncine de sebep olmasi verilebilir (Brogdon ve Barber, 1990).
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Vektor kaynakli hastaliklarin  Onlenmesinde ve tarimda zararlilara karst
miicadelede kullanilan kimyasallar nedeniyle direng olusumu kaginilmazdir.
Sonug olarak, dirence dair ilk kayit 1908 yilinda San-Jose kabuklu Dbiti
Quadraspidiotus perniciosus’ta kireg-siilfiire karst gelisen direngtir (Hadim,
2008). Boceklerde sentetik insektisitlere karsi gelisen direng ise ilk olarak 1946
yilinda Musca domestica’da (Karasinek) bildirilmistir (Keiding, 1999). II. Diinya
Savast zamaninda klorlu hidrokarbonlu insektisitlerin, O6zellikle de DDT’nin
kesfedilmesinin ardindan sitma ile miicadelede yogun olarak kullanilmasima bagh
olarak insektisitlere karsi direng gelisimi artmis ve yaygilasmistir (Kence, 1988).
Sivrisineklerde larvisit ve ergin insektisitlerine karsi ilk diren¢ olusum kaydi
1949°da Florida’da Aedes taeniorhynchus ve Aedes sollicitans’ta gelisen DDT
direncidir (Brown, 1986). 1965-1966 yillarina kadar diinyanin bir¢ok bolgesinde
sitma kontroliinde DDT ve dieldrin’in kullanilmasi beraberinde Anopheles
stephensi, Anopheles culicifacies gibi farkl tiirlerde de direng sorununu getirince
farkli insektisit arayisi igerisine girilmis ve 1969 yilinda malathion piyasaya
stiriilmiistiir (Russel vd., 2011). Bununla birlikte, sivrisineklerin malathion’a karsi
diren¢ olusturmalart ¢ok uzun siirmemis ve 1965 yilinda Hindistan’da 125.000
kisinin etkilendigi sitma epidemisi, 1975 yilinda malathion’a kars1 gelisen
insektisit direnci ile birlikte 4 milyon kisinin etkilenmesine neden olmustur
(Corbel ve N’Guessan, 2013). DDT’nin 80’li yillarda diinyanin birgok iilkesinde
yasaklanmasin1  takiben  vektor kontrol ¢alismalarinda DDT  yerine
organofosforlular, pretroidler ve kismen de karbamath insektisitler kullanilmaya
baglamistir. Bununla birlikte problem devam etmistir. Diinyanin birgok iilkesinde
organofosfor direnci hem genis spektrumlu organofosfor direnci olarak hem de
malathion direnci olarak birgok vektor tiirinde kaydedilmistir (Dialynas vd.,
2009). Giiniimiizde yaygin olarak kullamilan igiincii ve dordiincii kusak
insektisitler 1970’11 yillarda iiretilmeye baslamis olmakla birlikte, 1990’11 yillardan
sonra yogun olarak kullanimina devam edilmektedir. Bununla birlikte, diinyanin
birgok {iilkesinde vektor tiirler olan Culex tritaeniorhynchus (Wu vd., 2016), An.
sacharovi (Liileyap ve Kasap, 2000), An. gambiae, Anopheles arabiensis (Ochomo
vd., 2013) ve Cx. pipiens’te (Scott vd., 2015) pretroid direnci rapor edilmistir.

Goriildiigi iizere direng giderek artan bir sorun haline gelmistir ve 1945 yilindan
itibaren giliniimiize dek yaklasik 1000 bocekte insektisit direnci sorunu rapor
edilmistir (Karaagag, 2012). Dolayisiyla uygun miicadele stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan popiilasyonlardaki diren¢ dinamiklerinin zaman zaman
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goriintillenmesi ve direncin altinda yatan mekanizmalarin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir.

2.3. Insektisit Direnci Cesitleri

Sivrisineklerin  insektisitlere karsi diren¢ olusturmasini saglayan cesitli
mekanizmalar davranis direnci, penetrasyonun azalmasi, metabolik direng ve

hedef bolge direnci olmak iizere dort alt grupta gruplandirilmaktadir.
2.3.1. Davrams Direnci

Sivrisineklerde insektisitlere karsi gelisen direng¢ her zaman hedef bolge
mutasyonu ya da metabolik detoksifikasyon gibi fizyolojik bir diren¢ olmak yerine
davranigsal degisiklikler seklinde de gelisebilir. Davranis direnci, fizyolojik direng
ile ayn1 6neme sahip olmasa da insektisit uygulanilan alanlardan kagislara neden
oldugu ve fizyolojik dirence katki saglayan bir diren¢ mekanizmasi oldugu
unutulmamalidir. Sivrisinekler insektisitlere karsi fizyolojik direng yerine bazen
direkt eksitasyon (irritasyon) ya da direkt olmayan iticilik (repellans) ile
davranigsal cevap gelistirebilirler. Direkt eksitasyon, sivrisinegin kimyasal ile
fiziksel temasindan sonra oradan ayrilmasi olayini ifade ederken, direkt olmayan
iticilikte herhangi bir fiziksel temas yoktur ve temas olmaksizin sivrisinek oradan

ayrilir (Chaeronviriyaphap, 2013).

[Ik yapilan calismalarda ‘Davranis direnci: Boceklere toksik ya da oldiiriicii
olabilecek c¢evrelerde, boceklerin toksik igeriklere maruziyetini azaltmak tizere
gelistirdikleri davraniglar’ olarak tanimlanmistir (Sparks vd., 1989). Bu tanimda
insektisitten kagis iizerine yogunlagilmakla birlikte ‘davramig direnci’ ve
‘davranissal kagis® arasindaki fark net olarak ortaya konulamanustir. Insektisit
diren¢ eylem komitesi (IRAC) direnci ‘bir iriiniin beklenilen kontrol oranina
ulagsmas1 igin etiket Onerisine gore kullanildiginda, zararli popiilasyonun
kontroliiniin tekrar tekrar basarisizlikla sonuglanmasina neden olan bocek
popiilasyonunun duyarliliginin kalitsal degisimi’ olarak tanimlanmaktadir. Zalucki
ve Furlong (2017)’a gore IRAC tanimlamasindaki en biiyiik eksiklik ‘geligen,
evrimlegsen’ kelimelerinin  kullanilmamasidir.  Zalucki ve Furlong (2017),
‘davranigsal kagis’ ifadesinde popililasyonlarin segilim baskisina maruz
kalmadiklar i¢in evrimlesen bir 6zellikten bahsedilemeyecegini ancak ‘davranis
direncinde’ se¢ilim baskis1 sonucu popiilasyonda evrimlesen bir 6zellik oldugunu
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vurgulamaktadirlar. ‘Davranis direnci’ denilince kalitilabilir 6zelliklerden
bahsedilmelidir ancak bugiline kadar yayinlanan bir¢ok c¢alisma goézleme dayali
olup sivrisineklerin kagma davramigini icermektedir. Davramig direncine ait
kanitlarin oldugu g¢aligmalarin az olmasinin nedeni insektisite maruz kalmadan
once hayvanin normal davraniginin ne oldugunun bilinememesidir. Bugiine kadar
kalitilabilir davranis degisikligi 6zelliginin frekansinin degismesine bagli olarak
basarisiz oldugu kaydedilen herhangi bir sitma alan ¢aligsmasi olmamakla birlikte
miicadele kapsaminda degisen c¢evresel kosullarda fenotipik olarak plastisite
gosteren davranissal ozelliklerin ifadelerinin degistigini gosteren ¢aligmalar rapor
edilmistir (Govella vd., 2013). Ornegin, Vietnam’da bir yerlesim yerinde insektisit
emdirilmis cibinlik (ITN) uygulamasmnin ardindan vektdr kompozisyonunda
degisiklik olmus ve Anopheles minimus’un yerini Anopheles harrisoni almustir
(Garros vd., 2005). Tanzanya’da pretroid emdirilmis cibinliklerin kullanilmasinin
ardindan daha onceleri endofajik olan Anopheles funestus egzofajik davranis
gostermeye baslamistir (Russell vd., 2011). Bir¢ok kaynakta da vurgulandig: gibi,
antropofajik, endofajik ve endofilik davranis 6zelliklerindeki plastisite sitma ve
diger sivrisinek kaynakli hastaliklarin  donglisiiniin  devam ettirilmesini
saglayacagindan istenilen bir durum degildir.

2.3.2. insektisit Penetrasyonunun Azalmasi

Penetrasyonun azalmasi ya da kiitikiilar direng fizyolojik dirence kiyasla daha az
etkili bir diren¢ mekanizmasidir. Bocek kiitikiilasindaki ve sindirim kanali
astarindaki  insektisit penetrasyonunun azalmast ile sonuglanan bazi
modifikasyonlar1 kapsamaktadir. Sitma kontroliinde kullanilan insetisitler duvar
yiizeylerine ve cibinliklere uygulandigindan, sivrisinekler tarsal segmentleri
araciligryla insektisite maruz kalmaktadir. Bu durumda tarsal kiitikiila kalinliginin
artmasi ve insektisitlere gecirgenliginin azalmasi diren¢ anlaminda sivrisineklerde
goriilebilecek iki onemli sonugtur. Anopheles stephensi’nin direngli (DUB-R)
soyunda kiitikiilar dirence sebep olan ve ergin kiitikiila protein 1 olarak
isimlendirilen protein, duyarli (BEECH) soya kiyasla 3.79-5.59 kat arasinda artis
gostermistir (Vontas vd., 2007). Awolola vd. (2009) Nijerya’da An. gambiae’nin
pretroid direngli soylarinda microarray analizleri ile CPLC# ve CPLCS8 olarak iki
kiitikiilar proteinin duyarli soylara kiyasla 2.37 ve 2.86 kat artis gosterdigini ortaya
koymuslardir. Benzer sekilde Taramali-Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalar
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da pretroide duyarli An. funestus soylarina kiyasla pretroide direngli soylarin
kiitikiila kalinliginda %9.5-10 kat artis oldugunu géstermistir.

2.3.3. insektisit Hedef Bolge Duyarsizhg

Hedef bolge duyarsizligi olarak ifade edilen bu direng mekanizmasi, hedefteki
proteinin insektisite karsi duyarsizlagsmasi olarak tanimlanmaktadir (Martinez-
Torres vd., 1998; Anazawa vd., 2003). Hedef bolge duyarsizligi metabolik
direngten sonra bocekler tarafindan insektisitlere karsi gelistirilmis en etkili direng
mekanizmasidir. Insektisitler bocek sinir sitemi {izerinde belirli bolgeler iizerine
etki ederler. Direngli bireylerde bu hedef bdlgeler {iizerinde olusan nokta
mutasyonu gibi modifikasyonlar insektisitin daha fazla etki edebilmesini engeller.
Bu mutasyonlar organofosforlu ve karbamatli insektisitlerin hedefi olan Ace-1 geni
iizerinde, DDT ve pretroidlerin hedefi olan voltaj duyarli sodyum kanallarindan
sorumlu amino asitleri kodlayan diziler iizerinde veya organoklorlu bir insektisit
olan dieldrinin hedefi olan Gama-Aminobiitirik Asit (GABA) reseptorlerini
kodlayan diziler iizerinde meydana gelebilmektedirler.

2.3.3.1. Asetilkolinesteraz duyarsizhgi

Organofosforlu ve karbamath insektisitlerin hedefi olan Asetilkolinesteraz
(AChE), o/p hidrolazlar grubuna ait bir serin esteraz enzimi olup dokularda serbest
veya fosfolipitler ile birlesik halde bulunabilmektedirler. AChE, sinir ucundan
etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci bir sinir hiicresine impuls tasima
gorevi yapan asetilkolinin (Ach) hidrolizini saglar. Bu insektisitler Ach analogu
olarak calisirlar ve AChE’1n aktif bolgesine baglanmak iizere, ACh ile yarigirlar
(Anazawa vd., 2003). Bazen de insektisitler enzimin aktif bolgesindeki serin
aminoasidini karbamilleyerek ya da fosforile ederek enzim inhibisyonuna neden
olurlar (Hemingway vd., 2004). Buna bagh olarak, sinapslardaki artan ACh
konsantrasyonu ve daha fazla uyarilmis merkezi sinir sistemi boceklerde paralize
ve Olime sebep olmaktadir (Yorulmaz ve Ay, 2010). Bununla birlikte,
sivrisinekler zaman igerisinde AChE’in bu insektisitlere karsi1 daha diisiik afinite
gostermesi ile sonuglanan mutasyonlar ile bu insektisitlere karsi giliglii bir

mekanizma gelistirmislerdir.

Bazi Diptera iiyelerinde AChE’1 kodlayan sadece Ace-2 geni bulunmakla birlikte,
cogunda Ace-1 geni de bulunmaktadir (Weill vd., 2002; Alout vd., 2007). Ace-2
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geni eseye bagh kaliim gostermekte olup, insektisit direnci ile iligkisi
bulunmamaktadir. Ace-1 geni ise otozomal kalitim gdsterir ve direng ile ilgilidir
(Weill vd., 2002; Hemingway ve Ranson, 2000). Kromozom haritalama
caligmalar ile Cx. pipiens ve Cx. tritaeniorhynchus’ta en az iki adet AChE geni
oldugu ortaya konmustur (Bourguet vd., 1996). Benzer sekilde An. gambiae de
Ace-1 ve Ace-2 olmak iizere her iki AChE genine de sahiptir ancak bu iki gen
arasinda sadece %53 benzerlik oldugu tespit edilmistir (Holt vd., 2002). Cx.
pipiens’in direngli ve duyarli bireylerinde Ace-1 gen bdlgesine ait biitiin dizinin
karsilagtirllmasiyla duyarsiz AChE olusumuna neden olan G119S mutasyonu
tanimlanmistir. G119S mutasyon Cx. quinquefasciatus, Anopheles albimanus ve
An. gambiae tiirlerinde de tespit edilmistir (Weill vd., 2003; Weill vd., 2004a).
G119S mutasyonu enzimin aktif bolgesini kodlayan glisin aminoasitinin serine
doniigimiine neden olmaktadir. Benzer sekilde Ace-1 gen bdlgesindeki
mutasyonun ortologu olan F455W mutasyonu Nabeshima vd. (2004) tarafindan
Cx. tritaeniorhynhus’ta tanimlanmustir.

2.3.3.2. Gama-Aminobiitirik asit reseptor genlerindeki duyarsizhik

Gama-Aminobiitirik Asit (GABA), merkezi sinir sisteminde sinaptik kopriilerde
yer alan bir inhibitér norotransmitterdir ve sinaptik iletime aracilik eder. GABA
reseptorleri ise klor iyonlarina gegirgen iyonotropik reseptdrlerdir (Kumargal vd.,
2012). Bu reseptorler, her biri ekstraselliiler sistein ilmeginden ve 4 transmembran
(M1-M4) domeine sahip 5 subunitten olugmaktadir. M2 transmembrani iyon
kanallar ile iliskilidir ve 302. pozisyonda korunmus bir alanin tagir. GABA’nin
klor kanallarina baglanmasi kanallarin aktiflesmesine ve hiicre igerisine klor iyonu

akigia neden olur. Béylece zar potansiyeli hiperpolarize duruma geger.

Insektisitlerden siklodienli olanlarinin  (dieldrin) hedef bolgeleri GABA
reseptorleridir ve GABA reseptorlerini inhibe ederek etki gosterirler. M2
transmembran proteininin 302. pozisyonunda alanin tasiyan duyarli bireylerde
siklodienler GABA reseptorlerine baglanir ve onu inhibe ederler. Bdoylece klor
kanallan etkisizlesir ve klor akiminin engellenmesi sonucu noroeksitasyon, bunun
sonucunda da 6liim meydana gelir. Bununla birlikte M2 transmembran proteininin
302. pozisyonunda (Rdl geni) meydana gelen iki amino asit susbstitiisyonu (serin
ya da glisin) siklodienli insektisit direnci ile iligkilidir. Rdl geninde meydana gelen
A302S veya A302G mutasyonlar1 varliginda GABA reseptorleri insektisitleri
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tanimaz ve klor akis1 devam ederek hiicre hiperpolarize duruma gegebilir. Bocekte
herhangi bir norolojik aksama veya 6liim meydana gelmez. Dieldrin direnci An.
stephensi (Andreasan ve Constant., 2002), An. gambie (Du vd., 2005) ve Aedes
albopictus (Low vd., 2015)’da dahil olmak tizere birgok tiirde rapor edilmistir.

2.3.3.3. Voltaj duyarh iyon kanallarindaki duyarsizhik

Voltaj duyarli sodyum kanallari, omurgali ve omurgasiz sinir hiicre zarlarinda
lokalize olmus, zar potansiyelindeki degisikliklere bagli olarak agilip kapanarak
sodyum iyonlarmin iletiminden sorumlu olan ¢ok onemli mekanizmalardir.
Memeli genomunda voltaj duyarli sodyum kanallarin1 kodlayan 9 gen var iken,
omurgasizlarda bu sayinin ¢ok daha az oldugu bilinmektedir (Goldin, 2002).
Omurgali ve omurgasizlardaki sodyum kanallar1 yapi, kimyasal ve farmakolojik
ozellikleri itibariyle birbirlerine benzemekle birlikte, kanal proteinleri her ikisinde
de birbirine es biyiklikte olup yaklasik 240-260 kDa biiytkliigiindedir
(Moskowitz vd., 1991; Zlotkin, 1999).

Voltaj duyarli sodyum kanallar1 her biri 6 helikal transmembran protein (S1-S6)
iceren 4 homolog domeinden (I-IV) olusur. Her bir domein birbirine hidrofilik
segmentler ile bagldir. Inaktivasyondan sorumlu olan kisim izoldsin, fenilalanin
ve metiyoninden (IFM) olusur ve domein III ve IV arasinda bulunmaktadir
(Zlotkin, 1999).

Domein III ve IV arasindaki stoplazmik bagda bulunan IFM buradaki
inaktivasyondan sorumludur (Zlotkin, 1999). Bu kanallarin ag¢ilip kapanma
kinetiginin saglikli bir sekilde islevini gergeklestirmesi uyari iletimi agisindan

Onemlidir.

Boceklerdeki voltaj duyarli sodyum kanallari, omurgalilardakine gore daha farkl
reseptorlere sahiptir. Bu yiizden daha esnek yapidadir ve ¢ok ¢esitli ndrotoksinler
icin baglanma yerlerine sahip olmasi, ndrotoksinlerin bocek voltaj duyarli sodyum
kanallarina daha fazla affinite gostermelerine neden olur. Bu durum bdcekleri
insektisitlere kargt daha duyarli kilmaktadir (Zlotkin vd., 1999). Voltaj duyarh
sodyum kanallarin1 kodlayan genlerdeki (Vssc 1) baz1 mutasyonlar, bu kanallarin
DDT ve pretroidli insektisitelere karst duyarsizlagmasina sebep olmaktadir. Bu
mutasyonlar, DDT ve pretroidli insektisitlerin hedef bolgesi olan Vsscl geninde
meydana gelmektedir ve voltaj duyarli sodyum kanali proteinlerinde amino asit
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degisimine neden olmaktadir. Knockdown direng (kdr) mutasyonu olarak bilinen
bu mutasyonun sinir duyarsizligina sebep olan genetik bir mekanizma oldugu ilk
olarak 1950’lerde Musca domestica (Williamson vd., 1996)’da tespit edilmis olup,
daha sonraki yillarda D. melanogaster (Pittendrigh vd., 1997), An. gambiae
(Martinez-Torres vd., 1998), Cx. pipiens (Martinez-Torres vd., 1999) tiirleri de
dahil olmak iizere birgok bocek tiiriinde rapor edilmistir. kdr direnci 3. kromozom
tizerinde bulunmaktadir ve karasineklerde 1014. pozisyonundaki 16sin’in
fenilalanin’e (L1014F) degisimini sagladig1 tespit edilmisken, ayni pozisyonda
Heliothis virescens’te 16sin-histidin (L1014H); baz1 An. gambiae soylarinda 16sin-
serin (L1014S); baz1 Cx. pipiens soylarinda ise 16sin-serin (L1014S) veya 16sin-
sistein (L1014C) degisimine sebep oldugu belirlenmistir (Park ve Taylor, 1997;
Soderlund ve Knipple, 1999; Taskin vd., 2015). Ayn1 kromozom {iizerinde bulunan
ve 918. amino asit pozisyonunda metiyoninin treonine doniisiimiine neden olan
stiper-kdr direncidir. Siiper-kdr direnci, kdr direncinde oldugundan daha yiiksek
insektisit dozuna karsi duyarsizlagmaya neden olmaktadir (Ingles vd., 1996;
Soderlund ve Knipple, 2003).

2.3.4. Metabolik Direnc

Bocekler siklikla bitkiler tarafindan savunma amagl iretilen allelo kimyasallara
(ksenobiyotik) veya insanlar tarafindan zararli kontroliinde kullanilan pestisitlere
maruz kalmaktadirlar (Yorulmaz ve Ay, 2010). Bocek-bitki rekabetine dayanan bu
iligkinin evrimi esnasinda bocekler de savunma amagh detoksifikasyon
enzimlerini  gelistirmislerdir. Insektisit detoksifikasyonundan sorumlu bu
enzimlerin fazlaca iiretilmesi ya da enzimin insektisite karsi affinitesini degistiren
amino asit substitiisyonlar1 insektisit direncine sebep olmaktadir. Detoksifikasyon
enzimlerinin fizyolojik aktiviteleri sonucu biyokimyasal yollarla meydana gelen
bu diren¢ sekli metabolik direng olarak isimlendirilmektedir. Ksenobiyotik
metabolizmasindan sorumlu ana enzimi kodlayan genin ifadesinde meydana gelen
artig sivrisineklerde goriillen en yaygin direng tipidir. Trans-acting regiilator
elementlerdeki degisiklikler, detoksifikasyon enzimini kodlayan genin promotor
bolgesindeki  degisiklikler, dublikasyonlar veya gen amplifikasyonlari
detoksifikasyon enzimlerinin asir1 miktarda artmasina neden olabilmektedir
(Hemingway ve Ranson, 2000; Hawkes ve Hemingway, 2002). Direngli
boceklerde bu asir artis sayesinde insektisitler toksik etki yapmadan metabolize
edilebilmektedir.  Sitokrom P450 bagimli monooksijenazlar, glutatyon-s-
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transferazlar ve karboksilesterazlar olarak isimlendirilen {i¢ enzim sinifi metabolik
direngten sorumludurlar. Bu biiyiik enzim aileleri ¢ok sayida enzim icermekte ve
her bir aile birden fazla sayida insektisitin metabolizasyonundan sorumlu
olabilmektedir. Insektisitlere kars: gdsterdikleri direng diizeyi diisiik veya yiiksek
olabildigi gibi, diren¢ gdsterme durumu insektisitin iceriginden icerigine farklilik
da gosterebilir (Corbel ve N’Guessan, 2013). Bununla birlikte, her dort sentetik
insektisit sinifina karsi da boceklerin metabolik direng gdsterdigi bircok arastirici

tarafindan rapor edilmistir.
2.3.4.1. Sitokrom P450 monoksijenazlara dayah direng

Sitokrom P450 monooksijenazlar (Karigik fonksiyonlu oksidazlar, KFO)
yapilarinda hem-thiolat proteinleri igeren ve hormon, asit, steroid ve cesitli
endojen-eksojen bilesik metabolizmasinda gorev alan oldukga genis ve 6nemli bir
enzim ailesidir (Feyereisen, 1999). Bakterilerde, protistalarda, bitkilerde,
funguslarda, hayvanlarda ve hatta bazi viruslarda bile bulunan bu enzim ailesi,
boceklerde orta barsak ve malpigi tiipleri basta olmak iizere dokularin
¢ogunlugunda mitokondri ve endoplazmik retikuliim igerisinde lokalize olmustur
(Lamb vd., 2009; Yorulmaz ve Ay, 2010; Feyereisen , 2012).

P450 enzimini kodlayan genler ve enzimler CYP (Sitokrom P450) kisaltmasi ile
ifade edilmekte ve bunu gen ailesiyle iligkili bir rakam takip etmektedir. Bu gen
ailesi rakami ise enzimin bir fonksiyonu ile iliskilidir. Ornegin CYP21 enzimi
dendiginde, bunun bir steroid 21-hidroksilaz oldugu anlagilmaktadir. CYP9J32
orneginde oldugu gibi bazen de aile ismini bazen bir bas harf takip eder ki bu alt
aileyi, daha sonra da bagka bir rakam takip eder ki bu da bireysel geni ya da
enzimi tanimlar. Bununla birlikte, bazen P450 gen ya da enzim isimlendirmeleri
bu nomenklatiirden farklilik gosterebilir ve katalitik aktivite ya da substrat olarak
kullanilan bilesigin ismini ifade edebilir. Bu yiizden ve ¢ok cesitli organizmalara
ait ¢cok farkli gesitte P450 enzim ailesi isimlendirildiginden, isimlendirme ig¢in
daha ileri bir organizasyona ihtiya¢ duyulmustur (Issa, 2014). Bu kapsamda da,
P450 ailelerinin farkli klanlara gruplandirilmaktadir ve farkli tiirlerin P450
filogenetik agacglarinda gruplandirilan P450 aileleri aymi grup igerisinde
gruplandirilabilmektedir (Nelson, 1998). Genel olarak bocek P450 enzimleri
CYP3, CYP4, CYP2 ve mitokondriyal CYP klan1 olmak iizere 4 klan altinda
siniflandirilmaktadir (Feyereisen, 2012).
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Boceklerde P450  enzimleri, bodcek metamorfozunun, gelisimin  ve
reprodiiksiyonun diizenlenmesi gibi hayati 6neme sahip olaylarda yer alan
ekdisteroid hormonlarin (ekdizon ve juvenil hormon) metabolizasyonunda rol
almaktadir (Rewitz vd., 2007; Issa vd., 2014). P450 enzimleri ayn1 zamanda yag
asitleri, feromonlar ve boceklerin haberlesme ve savunmalari igin kritik olan diger
sinyal molekiillerin metabolizmasindan sorumludurlar (Maibecge-Coishe vd.,
2004). Daha da 6nemlisi, bocek P450 enzimleri ksenobiyotik (insektisitler ve bitki

allelokimyasallar1) metabolizmasindan sorumludurlar.

Insektisit detoksifikasyonundan sorumlu P450 enzim aktvitesi bircok bdcek
tirtinde rapor edilmistir. Yaygin insektisit kullanimina bagh olarak da bugiine
kadar énemli miktarda P450 enzimine dayali insektisit direnci tespit edilmistir.
P450’ye dayali insektisit detoksifikasyonunun temel prensibi insektisit yapisina bir
oksijen eklenmesidir. Boylece insektisitin ¢oziiniirliigii artar ve feges yoluyla ve ya
esteraz ya da glutatyon-S-transeferaz gibi diger enzimler araciligiyla viicuttan
atilmas1 kolaylagir (Feyereisen, 1999). Cogu zaman P450 metabolizmasi
detoksifikasyon ile sonuglansa da bazen 6zellikle de organofosfatli insektisitlerin
aktivasyonu ile sonuglanabilmektedir (Feyereisen, 1999; Scott, 1999). P450’ler
tarafindan katalizlenen organofosforodithionatlarin igerisindeki siilfiiriin oksijen
ile substitiisyonu, bdceklerde asetilkolinesterazin inhibisyonunun artmasi
nedeniyle bu insektisitlerin toksisitelerinin artmasina neden olur. Buna tipik bir
ornek omethoatin asetilkolinesterazin etkisini inhibe etmesi nedeniyle, dimethoatin
omethoata oksidatif aktivasyonu sonucu toksisitesinin artmasidir (Anderson ve
Zhu, 2004).

P450°ye dayali insektisit direnci ilk olarak Eldefrawi vd. (1960) tarafindan
karasineklerde rapor edilmistir. Takip eden yillarda P450 enzimleri ve genleri
bircok direngli tiirde tespit edilmistir. Ilk olarak karasinekte dianizon direncine
sebep olan CYP6A1’in duyarli suslara kiyasla direncli suslarda 10 kat daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Carino vd., 1994). Culex quinquefasciatus’un duyarlilara
kiyasla direngli soylarinin permethrine 2500 kat daha fazla direngli oldugu ve bu
direngten sorumlu mekanizmanin P450 enzimi oldugu tespit edilmistir (Kasai vd.,
1998). Daha dnceleri insektisit direncine biitiin P450 genlerinin katkida bulundugu
diisiiniilse de daha sonralar1 sadece spesifik P450 genlerinin iiriinleri olan
enzimlerin artis gosterdigi tespit edilmistir (Liu vd., 2012). Direng, P450
genlerinin regiilator bolgelerindeki degisimler ya da cis-acting elementlerdeki
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mutasyonlar sebebiyle meydana gelmektedir (Liu vd., 2012). Ornegin,
karasineklerde direngli soy olan Rutgers soyunda karbamat ve organofosfat
direncinden sorumlu mekanizma ikinci kromozomda CYP6Al ve CYP6D1
genlerinin negatif trans-regiilatér lokuslarinda fonksiyon kaybina sebep olan
mutasyonlardir (Carino vd., 1994; Liu ve Scott, 1996). Drosophila CYP6G1 gen
bolgesinde ise bir transpozal elementin insersiyonunun bu genin ifadesinin
artmasina yol actigi rapor edilmistir (Catania vd., 2004). Ya da bir direncli
Drosophila soyunun CYP6AG2 genini kodlayan gen bdlgesinde meydana gelen bir
mutasyon daha fazla enzim tiretimiyle dirence katki saglayabilmektedir (Amichot,
2004).

2.3.4.2. Esterazlara dayal direnc

Esterazlarin  ¢ogu alfa/beta hidrolaz  protein  siiperailesi igerisindeki
karboksilesteraz gen ailesine aittir (Punta vd., 2012). Alfa/beta hidrolaz domeini
cok sayida substratin hidrolizini gerceklestirebilen fonksiyonel olarak farkli olan
cok sayida enzimi icerisine almaktadir. Ornegin bu siiperaile proteazlari, lipazlari,
esterazlari, peroksidazlar1 ve epoksit hidrolazlar1 igermektedir (Hotelier vd., 2004).

Esterazlar ¢ok c¢esitli eksojen ve endojen bilesiklerin metabolizmasindan
sorumludurlar ve her yerde bulunabilirler. Bécek gelisiminde, reprodiiksiyon ve
beslenme ile iliskili davranigsal fonksiyonlarda onemli gorevlere sahiptirler.
Feromonlar ve diger semiokimyasallar gibi bircok molekiil ester yapidadirlar ve
boceklerde en ¢ok da karboksilesterazlar igerisinde siniflandirilan gen aileleri
icerisindeki esterlerazlar tarafindan hidroliz edilirler (Montella vd., 2012).

Karboksilesteraz gen ailesi, ¢ok 6zel fonksiyonlara sahip proteinler igceren ¢ok
yonlii bir ailedir; baz1 proteinler giiglii bir substrat segiciligine sahiptir (juvenil
hormon ve asetilkolinesteraz gibi) ancak bazilar1 daha az spesifiktir (esterazlar) ya
da Katalitik olmayan proteinlerdir (néroliginler, glitotaktinler ve ndrotaktinler
gibi). Esterazlar ester baglarinin hidrolizinden sorumludurlar ve bu olay
sonucunda asit ve alkol ag13a ¢ikar. Insektisitlerin birgogu ester baglari tasirlar ve
bu nedenle esterazlar tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonlarina karsi
duyarhdirlar (Sogorb ve Vilanova, 2002). Zararli bocek ve akarlardaki mutant
esterazlar pretroid, karbamat ve OP metabolik ve/veya hedef bolge direncine
neden olmaktadirlar (Hotelier vd., 2010). Karbamat ve OP hedef bolgesi direncine
asetilkolinesterazdaki mutasyonlar sebep olur ve bu durum asetilkolinesterazin



25

insektisit inhibisyonuna daha az duyarli olmasini saglar (Kwon vd., 2010).
Metabolik direngte, insektisit hidroliz edilir veya mutant karboksilesterazlar
tarafindan uzaklastirilir (Bass ve Field, 2011). Dogal popiilasyonlarda metabolik
detoksifikasyondan kaynaklanan insektisit direnci {i¢ farkli yol ile gerceklesebilir:
Gen amplifikasyonu (gen dublikasyonu), gen ifadesinin artmasi ve kodlayan
bolgelerdeki genetik mutasyonlar (Hemingway vd., 1998).

Esterazlar1 kodlayan genlerin amplifikasyonu ile siirdiirillen diren¢ durumunda
sorumlu gen duyarli popiilasyonlarda tek bir tane iken, direngli popiilasyonlarda
coklu kopyalar halindedir. Bu diren¢ durumunda OP'lerin, karbamatlarin ve
pretroidlerin degradasyonu ya da uzaklastirilmasi hizlandirilir. Bu durum hem bazi
Diptera tiirlerinde hem de bazi1 Hemiptera tiirlerinde tespit edilmistir (Li vd., 2007,
2009; Bass ve Field, 2011). Duyarli popiilasyonlara kiyasla direngli
popiilasyonlarda gen {iriinlerinin daha fazla miktarda iiretilmesine olanak veren
artan gen ifadesi Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve Diptera tiirlerinin
bazilarinda tanimlanmistir (Li vd., 2007, Bass ve Field, 2011). Son olarak,
karboksilesteraz  genini  kodlayan  domeinlerdeki  mutasyonlar  Diptera,
Hymenoptera ve Lepidoptera’nin baz: tiirlerinde tanimlanmistir ve bu mutasyonlar
artan OP hidrolizine ve uzaklastirilmasina neden olurlar (Li vd., 2007, Hotelier
vd., 2010). Ornegin, Newcomb vd. (1997), Lucilia cuprina'daki tek bir amino asit
stibstitlisyonunun bir karboksilesterazi organofosfor hidrolazina doniistiirdiigiinii
bulmustur. Asetilkolinesterazi kodlayan genlerde meydana gelen hedef bolge
direncinin, AChE’1n susbtrati olan ACh’nin yanisira insektisite karst da daha
diisiik bir duyarliliga neden oldugu disiiniilmektedir (Weill vd., 2004a). Sonug
olarak enzimatik aktiviteyi arttiran bu mutasyonlar OP’l1 insektisitlere karsi
toleransi da arttirmaktadir.

Genomik ve filogenetik calismalar, bocek detoksifikasyon enzimi ailelerinin
karmasikligin1 aydinlatmakta, boylelikle insektisitleri ve onlarin genetik ve
metabolik temellerini daha iyi anlamamiz1 saglamaktadir. Boceklerde, insektisit
metabolizmasinda rol oynayan ana esterazlarin karboksilesteraz gen ailesi
olmasina ragmen, farkli alanlardaki diger esterazlar da buna katki saglamaktadir.
[Ik yillarda yapilan esteraz galigmalari alfa ve beta-naftil asetat substratlarina
yoneliktir ve hala bu izozimlerin kag¢ tanesinin karboksilesteraz gen ailesine ait
oldugu net degildir. Ornegin, Teese vd. (2010), Helicoverpa armigera

izozimlerinin yedi tanesininin tamaminin karboksilesteraz gen ailesine ait
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oldugunu ancak Healy vd. (1991), Drosophila melanogaster‘e ait 22 izoenzimden
3 tanesinin karboksilesteraz gen ailesine ait olmadigin1 tespit etmislerdir. Ilging bir
sekilde Hemingway (2000), Anopheles popiilasyonlarinda yiiksek diizeyde
malathion direncine ragmen, geleneksel alfa ve beta naftil asetat substratlar
kullanildiginda sivrisinek homojenatlarinda esteraz aktivitesinde bir artis
gozlenmedigini One siirmiistiir. Ayrica, Montella vd. (2007) Brezilya'da Ae.
aegypti popiilasyonlarinin insektisit direncinin rutin izlenmesi i¢in substrat olarak
alfa ve beta-naftil asetat ve para-nitro fenil asetat kullanildiginda ¢eligkili sonuglar
rapor etmislerdir. Bu sonuglar, insektsite direngli popiilasyonlarin temelinde yatan
biyokimyasal mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in daha yeni ve daha spesifik
substratlara ihtiya¢ duydugumuzu gostermektedir.

2.3.4.3. Glutatyon-s-transferazlara dayah direnc

Glutatyon-S-transferazlar (GSTs), insektisitler de dahil olmak {izere ¢ok genis bir
ksenobiyotik grubunun detoksifikasyonundan sorumlu olan multifonksiyonel,
genis bir enzim ailesidir (Salinas ve Wong, 1999). GST’ler, indirgenmis
glutatyonun thiol grubu ile elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu Kkatalizlerler.
Bu durum, aciga c¢ikan iiriinlerin, indirgenmis glutatyon ile konjuge olmamis
substratlara nazaran daha suda ¢oziiniir hale gelmesine neden olur (Habig vd.,
1974). Ayrica, baz1 GST’ler, indirgenmis glutatyonu konjugat olarak kullanmak
yerine kofaktdr olarak kullanarak dehidroklorinasyon reaksiyonlarim katalizlerler
(Clark ve Shamaan, 1984). GST’ler kanser epidemiyolojisi ve ilag direncinde
onemli rol aldiklarindan dolay1r memelilerde ¢ok fazlaca ¢alisilmistir (Tew, 1994).
Bocekler ile yapilan GST galismalarinin biiyiikk ¢cogunlugu insektisitlerin, bitki
allelokimyasallarinin detoksifikasyonu ve oksidatif stres cevabi {izerinedir (Clark
vd., 1986; Ranson vd., 2001; Vontas vd., 2001; Sawicki vd., 2003).

GST’ler hiicre igerisindeki konumuna gore mikrosomal ve sitosolik GST’ler
olarak siniflandirilirlar (Lander vd., 2004). Ugiincii GST grubu Kappa ise sadece
memelilere 6zgiidiir ve boceklerde tespit edilmemistir (Robinson vd., 2004). D.
melanogaster’de sadece bir, An. gambiae’de ise lic mikrozomal GST geni tespit
edilmistir (Toba ve Aigaki, 2000; Ranson vd., 2002). Mikrosomal GST’ler
trimeric, zar-bagl proteinlerdir. Farkli yap1 ve orijinlere sahip olsalar da, sitosolik
GST’ler ile benzer reaksiyonlar katalizlerler (Gakuta ve Toshiro, 2000; Prabhu
vd., 2001). Mikrosomal GST’ler insektisit metabolizmasinda gorev almazlar.
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Artan GST aktivitesi biitiin ana insektisit gruplarina karsi direng ile iliskilidir
(Prapanthadara vd., 1993; Huang vd ., 1998; Vontas vd., 2001). Bir¢ok calisma
GST enzim miktarlarindaki artisin enzimin kalitatif olarak artisindan ziyade daha
cok gen amplifikasyonu sonucu ya da transkripsiyon oranindaki artistan
kaynaklandigini ortaya koymustur (Ranson vd., 2001). DDT detoksifikasyonunda
dehidroklorinasyon 6nemli bir mekanizmadir ve bu reaksiyon GST’ler tarafindan
katalizlenir (Clark ve Shamaan, 1984). DDT dehidroklorinasyonun artmasi
karasinekler ve sivrisinekler dahil bir¢ok bocek tiiriinde DDT direncinde 6nemli
rol oynar (Prapanthadara vd., 1993; Grant vd., 1991). DDT direngli Ae. aegypti
soylarinda immiinolojik olarak farkli iki GST tanimlanmistir ve bunlardan en az
birinin ifadesinin artis1 bir trans-acting baskilayicida meydana gelen bir mutasyon
sebebiyledir (Grant vd., 1991; Grant ve Hammock, 1992). An. gambiae’nin DDT
direncli soylarinda Epsilon sinifina ait GST’leri kodlayan genlerin ifadesinde artig
olmustur. GSTe2 olarak bilinen bu enzim rapor edilen GST’ler icerisinde en
yliksek GST dehidroklorinaz aktivitesine sahiptir (Ortelli vd., 2003). Yine An.
gambiae’de DDT direncine sebep olan lokuslarin genetik haritalanmasi sonucu
elde edilen veriler, DDT direncinde Epsilon smifi GST’lerin ifadelerinin
artmasinda cis ve trans-acting elementlerin rol aldigini gostermistir (Ranson vd.,
2000).

GST’ler organofosfat grubundaki birgok insektisite karsi da direng
saglamaktadirlar (Hayes ve Wolf, 1988). Organofosfatli insektisitlerin glutatyon
ile konjuge olmasi sonucu iki yolla detoksifikasyon gerceklesir: O-dealkilasyon ve
O-dearilasyon. O-dealkilasyon’da insektisitin alkil kismi glutatyon ile konjuge
olur (Oppenoorth vd., 1979). O-dearilasyonda ise glutatyon, ayrilan grup ile
reaksiyona girer (Chiang ve Sun, 1993).

GST’lerin direkt olarak pretroidli insektisitlerin metabolizmasinda gorev aldigina
dair bir kanit yoktur ancak pretroidler tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyon
tirtinlerinin detoksifikasyonunda 6nemli gorev almaktadirlar (Vontas vd., 2001).
Nilaparvata lugens (Homoptera)’in pretroid direngli soylarindan klonlanan Delta
GST smufi yiiksek peroksidaz aktivitesine sahiptir ve bu yiizden de insektisite
maruziyet esnasinda oksidatif hasarin Onlenmesinde ve onariminda gorev
almaktadir (Vontas vd., 2002). Diger direngli boceklerde de artan GST’ler benzer
rol oynarlar. GST’ler aym1 zamanda insektisitleri uzaklagtirarak pretroid
toksisitesine kars1 koruyucu rol alirlar (Kostaropoulos vd., 2001).
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2.4. Insektisit Diren¢ Diizeyleri Arastirllan Sivrisineklerin Biyolojisi-
Ekolojisi

2.4.1. Anopheles sacharovi

Anopheles sacharovi Italya, Sardunya, Korsika, Hirvatistan, eski Yugoslavya
Cumhuriyeti, Makedonya, Arnavutluk, Yunanistan, Bulgaristan, Romanya,
Tiirkiye, Liibnan, Israil, Urdiin, Suriye, Irak ve Iran’da rapor edilmistir (Becker
vd., 2003; Schafner vd., 2001; Yurttas and Alten, 2006; Merdic, 2004; Patsoula
vd., 2007). Son c¢alismalar, FErmenistan'n baz1 bolgelerinde yeniden
kolonilesmekte oldugunu gostermektedir (Romi vd., 2002). Kibris'ta 2009'dan
itibaren kayitlar da vardir (Violaris vd., 2009). 1960 ve 1970’lerden sonra
Italya’dan rapor edilmemistir. Avusturya'da ve Macaristan’da da siipheli kayitlar
bildirilmistir ancak onaylanmasi gerekmektedir (Schafner vd., 2001; Toth vd.,
2010). 1950’lerde Korsika’dan da rapor edilmistir ancak son dénemde yapilan
alansal ¢aligmalarda varligi tespit edilmemistir (Toty vd., 2010). An. sacharovi,
dagilim alanlar1 boyunca 6nemli bir sitma vektoriidiir (Becker vd., 2003). Tarihsel
olarak ise Ermenistan'da (Romi vd., 2002), Suriye, kuzey Irak ve Iran'da (Yurttas
ve Alten, 2006) ve Yunanistan'da (Patsoula vd., 2007) kanitlanmig bir sitma
vektoriidiir. Ulkemizde ise primer sitma vektoriidiir (Kasap vd., 1981). An.
sacharovi'nin ayrica Korsika, Fransa, Balkanlar, italya ve Romanya’da yine sitma
aktariminda yer aldigi ileri siiriilmiistiir (Alten vd., 2007).

Anopheles sacharovi erginlerini Anopheles maculipennis kompleksinin diger
sibling tiirlerinden ayirt etmek zordur ancak mesonotumun daha acgik
renklenmesine, skutumda soluk bir medyan serit bulunmadigina, neredeyse
farkedilmeyen koyu renk lekelerine, kanat damarlarinda pullarin olmamasina
dayanarak ayirdini etmek miimkiindiir (Schafner vd., 2001; Becker vd., 2003). An.
sacharovi yumurtalar1 geniglemis yiizge¢lerden yoksundur (bazen daha soguk
bolgelerde gelisebilir) ve yumurta yiizeyi diger Maculipennis Kompleksi tiirlerine
kiyasla desensiz ve esit derecede soluktur (Becker vd., 2003). Molekiiler
yontemlerle de morfolojik tlir tanimlanmasinin desteklenmesi daha dogru sonuglar
vermektedir (Sedaghat vd., 2003).

Anopheles sacharovi erginlerinin aktivitesi genellikle temmuz ve agustos
aylarinda pik yapar. Ergin disilerde hayvan barinaklarinda hibernasyon goriiliir
(Becker vd., 2003). Sicak bolgelerde, hibernasyon tamamlanmaz ve daha soguk
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donemlerde aktiviteleri azalir (Sinka vd., 2010). Erginleri 3—5 km’den 14 km'ye
kadar ucabilmektedir (Schafner vd., 2001).

Anopheles sacharovi endofajik, endofilik ve genellikle yiiksek oranda
antropofiliktir (Yurttas ve Alten, 2006) ancak ayni zamanda koyun, keci, sig1r, at,
kus, tavsan, kemirgen ve evcil hayvanlar dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli
konakgilarda beslenebilmektedir (Boreham vd., 1973). 1970'lerde Yunanistan'da
An. sacharovi’nin besin tercihi ile yapilan bir ¢alisma, tiiriin kan emme tercihinde
koyun, keci, domuz ve insan kanini tercih ettigini gostermistir. Ayn1 ¢calisma ev ici
DDT uygulamalarinin yapildigr yillar1 takip eden 5 yillik siire igerisinde
antropofilik beslenmenin aksine bu hayvanlarin zoofilik davrams gdsterdigini,
DDT kullaniminin sonlandirilmasindan sonra da tekrar antropofilik davranis

egiliminde olduklarini ileri siirmiistiir (Boreham vd., 1973).

Anopheles sacharovi larvalari, yiizen bitki Ortiisiine sahip giinesli alanlar1 tercih
eder ve tipik olarak bol yosunlu, seyrek sazlikli, durgun ya da yavas akan sularda
yasarlar ve gelisirler (Merdivenci, 1984). Bunun haricinde batakliklarda,
lagiinlerde, nehir kenarlarinda, akarsularda ve su kaynaklarinda, havuzlarda ve yol
kenarlarinda bulunur (Becker vd., 2003). Piring tarlalarinda ve diger sulanan
alanlarda da bulunabilirler (Romi vd., 2002). Her ne kadar éncelikle durgun su ile
iligkili olsa da, An. sacharovi larvalar1 ayn1 zamanda akarsu gibi yavas akan suya
ve %20’ye kadar olan tuzluluk derecesine de toleranshidirlar (Sinka vd., 2010;
Ozbilgin vd., 2011). Anopheles sacharovi erginleri genellikle sicak barinaklarda
kiglar ve kigs aylarinda kan emebilir (Merdivenci, 1984). Erginler hayvan
barmaklari, evler, aga¢ kovuklar ve kaya oyuklarinda dinlenmektedir (Becker vd.,
2003). Dinlenme davranisi, eradikasyon programlari sonucunda da degistirilebilir
ve erginler evcil habitatlardan uzaklasarak agik alanlarda dinlenebilir ancak
kontrol ¢aligmalar bittiginde normal dinlenme aligkanliklarina geri donmektedirler
(Boreham vd., 1973).

Anopheles sacharovi'nin kontrolii zaman zaman zor olabilir. Yunanistan’da
DDT'ye ve dieldrin'e kars1 direngli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hadjinicolaou vd.,
1973). Tirkiye’de, DDT'ye ve dieldrin'e karsi direngli oldugu, ancak malathion,
fenitrothion, propoxur, bendiocarb, lambdacyhalotrhin, permetrhin, cyfluthrin,
etofenprox ve deltamethine duyarli oldugu bulunmustur (Kasap vd., 2000). Su
bazli piretroidlerin Yunanistan'daki tarim alanlarma havadan uygulanmasi
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sivrisinek popiilasyonlarinda % 61-89 oraninda azalma saglamigtir (Chaskopoulou
vd., 2011). Ancak, bu yonteme su anda Avrupa Birligi lilkelerinin ¢ogunda izin
verilmemektedir. Ermenistan'da 1960'larda ev i¢i rezidiiel spreyleme ile birlikte
genis capli ¢evresel yonetim ve piring ekiminin ulusal olarak durdurulmasi sitmay1
basarili bir sekilde kontrol altmna almistir (Romi vd., 2002). Ulkemizde, drenaj,
doldurma, ¢evresel modifikasyon ve okaliptiis aga¢larinin dikilmesi, g¢evresel
kontroller gibi fiziksel kontrol ydntemleri de kullanilmaktadir (Ozbilgin vd.,
2011). Larvalar ¢ok sayidaki su habitatinda yasadigi icin larval kontrol zordur
(Alten vd., 2003).

2.4.2. Culex pipiens

Culex pipiens kompleksi igerisindeki sivrisinekler holoarktik boélgede ve
Avrasya’da genis bir alanda yayilis gostermektedir (Vinogrodova, 2000; Becker
vd., 2003). Bu kompleks igerisinde en yaygin olan tiirler Cx. pipiens Linnaeus,
1758 ve Cx. quinquefasciatus Say, 1823’diir ve iliman ve tropikal bdlgelerde
nispeten yaygin olarak bulunurlar. Culex pipiens, Cx. pipiens pipiens ve CXx.
pipiens molestus olmak iizere fizyolojileri ve davraniglarinda farklilik gosteren iki
form (veya biyotip) igerir. CX. pipiens popiilasyonlart Dogu Afrika gibi bazi
bolgelerde tam izolasyon sergilerken, Cx. quinquefasciatus ve Cx. pipiens pipiens
ya da Cx. pipiens molestus arasinda Kuzey Amerika, Meksika, Arjantin, Atlantik
Okyanusu’ndaki Cape Verde Adalari, Afrika ve Yunanistan’in bazi bolgelerinde
tamamlanmamis izolasyonlardan dolay1 kompleks iiyelerinin taksonomik statiileri

konusunda tam bir fikir birligine varilamamistir (Shaikevich vd., 2016).

Cx. pipiens’in larvalar1 durgun akan ve temiz sularda en iyi gelisim gdsterirler.
Bunun yanisira organik igerikli kirli sularda da gelisim gosterebilirler. Larvalar
Nisan aymin basindan Kasim ayma kadar bulunabilir (Merdivenci, 1984). Cx.
pipiens pipiens, yumurta gelisimi i¢in kana ihtiya¢ duyar (anotojeni), kuslar ile
beslenmeyi tercih eder (ornitofilik) ve kis aylarinda diyapoza girer
(heterodinamik). Buna karsilik, Cx. pipiens molestus formu tipik olarak kan
besinine (otojen) sahip olmayan ilk yumurta grubunu birakir, memelilerden
beslenir (mamofilik) ve yil boyunca aktif kalir (homodinamik). Dikkat ¢ekici bir
sekilde, molestus formu genellikle 1liman iklim boélgelerinin yeralti habitatlarini
benimser ve smurlt alanlarda (stenogami) ciftlesebilir, pipiens formu ise yalnizca

yer Ustii habitatlarin1 kolonize eder ve genis, agik alanlarda eglesir. Yasam
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dongiisiiniin her bir agamasi ve davranigsal 6zelliklerin bircogu sicaklik, nem ve

beslenmeye bagli olarak degisebilir (Vinagrodova, 2000).

Culex pipiens kompleksinin tiyeleri arasindaki tek morfolojik farklilik erkeklerin
genital yapisinda bulunmaktadir. Disilerde morfolojik farkliliklarin olmamasi ve

melezlerin varlig1 bu taksonlari tanimlamay1 oldukga zorlastirir.

Culex pipiens Bat1 Nil virisii (BNV)’de dahil olmak iizere hayvan ve insan
hastaliklarma sebep olan ¢ok sayida virlis ve hastalik patojenlerinin vektoriidiir.
(Turell vd., 2001). BNV genellikle Cx. pipiens quinguefasciatus’un amplifikasyon
vektori olarak gorev aldigi bir sivrisinek-kus dongiisiine katilir (Turell vd., 2005).
Genellikle insanlar veya atlar son konaktirlar ve dlebilirler. New York'ta 1999'da
kesfedilmesinden bu yana, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki BNV, birgok
6limciil enfeksiyonla birlikte yaklasik 40.000 klinik vaka ve yiizlerce at ile
birlikte yaklagik 1700 insan 6liimiine neden olmustur (Centers for Disease Control,
2013). Bunun yanisira medikal ve veterinerlik agisindan 6neme sahip en az 10
arboviriisiin (arthropod kaynakli viriis) daha tastyicisidirlar. Bunlar; Bati Nil
viriisiit (WNYV), Chikungunya viriisii (CHIKV), Deng viriisii (DENV), Japon
Ensefalit viriisii (JEV), Batai viriisii, Usutu viriisii, Sindbis viriisii, Tahyna viriisi,
Inkoo viriisii, Lednice viriisii ve Snowshoe viriisii’diir (Brugman vd., 2018).

Culex pipiens kontrolii igin pek c¢ok biitiinlestirici teknik kullanilabilirken,
endemik bolgelerdeki vektdr yogunluklarini kontrol etmenin, epidemileri kontrol
etmenin ve rahatsiz edici sivrisinek popiilasyonlarini azaltmanin tek yolu insektisit
uygulamaktir. Insektisitler larvalara veya erginlere karsi kullamilabilir, ancak
insektisitlerin gogu her ikisi igin de uygun degildir. Ornegin, baz1 piretroidlerin
kuslara olan toksisiteleri bunlarin larvalar i¢in kullanilmalarima engeldir. Ergin
insektisitler, agik havadaki ergin yasam alanlarina sprey veya sis olarak uygulanir
ve en yaygin etken madde piretroidlerdir. Cibinlikler, pretroid kullanimi ig¢in
idealdir (Zaim vd., 2000). Cx. pipiens larvalarini hedef alan insektisit uygulamalari
su kaynagmin durumuna bagli olarak degisir. Genellikle piretroidler yiiksek
toksisite nedeniyle larvalarin kontrolii i¢in kullanmilmaz ancak istisnalar vardir
(6rnegin, etofenprox baliklar igin yiiksek oranda toksik degildir ve Japonya'daki
Culex larvalarinin kontroli igin kullanilmaktadir (Kasai vd., 2007). Bununla
birlikte, kentsel ve tarimsal ortamlarda uygulanan bdcek oldiiriiciiler sivrisinek
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larvalarinin yasam alanlarma girebilir ve larvalarda da dirence sebep olabilir
(Dusfour vd., 2010).

2.4.3. Ochlerotatus caspius

Ochlerotatu caspius’un palearktik popiilasyonlar1 Akdeniz Bélgesi’nin tuzlu
golleri ve havuzlarmda (Lambert vd., 1990), Ingiltere kiyilar1 ve Avrupa kitasinin
tatli su ve tuz batakliklarinda, Rusya, Mogolistan, Kuzey Cin, Pakistan, Kuzey ve
Kuzey Dogu Afrika, Orta Asya ve Basra Korfezi’nde yasar (Bozizic-Lothtrop ve
Vujic, 1996; Cranston vd., 1987; Gabinaud, 1975).

Ochlerotatus caspius’un disileri zoo-antropofiliktir. Sicagi ve kuragi severler.
Ureme mevsimi boyunca birka¢ kusak verebilirler (Merdivenci, 1984). Olumlu
cevresel kosullar (6ncelikle yagis, gelgitler, su baskinlart ve sicaklik), yillik kusak
sayisini artirmaktadir (Petric, 1989). Erginler olumsuz ¢evresel kosullarina karsi
duyarhidirlar.  Bu nedenle 12°C’nin  altindaki sicakliklar kism  dogal
popiilasyonlarin gelisimini durdurmaktadir (Sinegre, 1974). Sicaklik ve bagil nem
esikleri swrasiyla 11.5-36'C ve %52-92'dir (Petric, 1989). Erginler aktif
dispersiyonla 5-10 km uzaga gidebilirler (Merdivenci, 1984).

Yumurtalar, havuz ve nehir kenar1 boyunca yer alan ¢amura, ¢ogunlukla da
topragin 2 cm altina birakilir. Vejetasyon ve toprak yapist arasinda giiglii bir iliski
vardir ve bu yiizden flora igerigi yumurta lokasyonunun gostergesi olarak
kullanilabilmektedir (Gabinaud, 1975). Sicaklik ve kisa giin fotoperyodu gibi
olumsuz cevresel faktorler diyapozu indiikler (Vinogradova, 1975). Oksijen
konsantrasyonun azalmasi ve sicakligin azalmasi embriyogenezi negatif yonde
etkiler. Laboratuvar kosullarinda 25°C’de yumurtadan ¢ikma siireleri 108 saattir.
Yumurta ve larva olimii tuzluluktan etkilenir. Yumurta ve larva igin kritik
tuzluluk oranlar1 sirastyla 20 g/l ve 60 g/I’dir (Sinegre, 1974). 1lk erginler Nisan
aymin baglarinda goriiliir, yaz aylarinda sayilar1 artar fakat Eylil ve Ekim
aylarinda nadiren goriiliirler (Petric, 1989; Cranston vd., 1987).

1978 yilinda yapilan bir ¢alisma beslenme, bagil nem ve sicaklik ile ilgili olarak,
Oc. caspius disilerinin erkeklerden daha uzun yasadigini gostermistir. Ayrica,
17°C  sicaklik, %90 bagil nem ve beslenme icin seker ¢ozeltisi ile
karsilastirildiginda, daha yiiksek sicaklik, daha diisik nem ve distile su ile
beslenme kosullarinda hem disilerin hem de erkeklerin omrii 6nemli Olglide
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azaltmistir. Nem ve beslenmeden bagimsiz olarak, yine sicakliktaki arti erginlerin
Omiirlerini kisaltmistir (Abdel-Malek ve Adham, 1978).

Ochlerotatus caspius’un dogal popiilasyonlarinda BNV, Tahyna viriisii ve
tularemi ajan1 olan Francisella tularensis bakterisi saptanabilmistir (Detinova ve
Smelova, 1973). Avrupa'daki en 6nemli iki Tahyna viriisii vektoriinden biri olan
Oc. caspius’dan 1981 yilinda Tahyna viriisii izole edilmistir (Pilaski, 1987).
Benzer sekilde Akdeniz Bolgesi’nde de Tahyna virlisii vektorii ve ayrica
interepizootik donemlerde Rift Vadisi Atesi Viriisii (RVF) rezervuaridir (Mitchell,
1995). Oc. caspius, eski Cekoslovakya, Fransa ve Portekiz'de tulareminin
yayillmasinda ve Tahyna ve tavsan miksoma viriislerinin bulastirilmasinda rol
almistir (Bardos ve Danielova, 1959; Joubert, 1975; Pires vd., 1982). 2012 yilinda
Edirne’den oOrneklenen Ochlerotatus caspius, Culex pipiens s.l., Anopheles
pseudopictus ve Anopheles maculipennis s.1. tiirlerine ait 232 havuzda da ilk kez
BNV RNA’s1 tamimlanmig ve bu enfeksiyon oranlar1 Cx pipiens’de %36,3 iken
Oc. caspius’ta %15,6 olarak hesaplanmustir (Ergunay vd., 2013). Benzer sekilde,
2014-2015 yilinda Ege, Akdeniz ve Trakya’dan elde edilen 15 sivrisinek tiirii ile
594 havuz olusturulmus ve bunlardan Oc. caspius oOrneklerinin yer aldigi iki
havuzda Oc. caspius flaviviriisleri, Cx. pipiens érneklerinin yer aldig1 bir havuzda
ise Cx. pipiens flaviviriisleri tespit edilmistir (Ergunay vd., 2017).

2.5. Anopheles sacharovi, Culex pipiens ve Ochlerotatus caspius
Tiirlerinde Insektisit Direnci Arastirmalar

2.5.1. Anopheles sacharovi’de Insektisit Direnci Cahsmalar:

Ramsdale vd. (1980), Tarim zararlilarin kontroliinde yogun bir sekilde kullanilan
kimyasallar sebebiyle, Cukurova’nin iki lokalitesinden elde edilen An. sacharovi
popiilasyonlarinin OP ve CB’lara kars1 direng gelistirdigini tespit etmiglerdir.

Hemingway vd. (1985), An. sacharovi’nin OP ve CB’a duyarli ve direngli
popiilasyonlarinda bu direncin esterazlar, MFO ve GST seviyelerinde meydana
gelen kantitafif bir degisimden kaynaklanmadigimi rapor etmiglerdir. Bununla
birlikte, DDT direncinin DDT’yi metabolize edebilen DDT dehidroklorinaz
enzimindeki kalitatif ya da kantitatif degisimlerle meydana geldigini

vurgulamiglardir.
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Hemingway vd. (1992), 1971 yilinda DDT kullaniminin durdurulmasina ragmen
1989-1990 yillarinda Cukurova’dan elde edilen An. sacharovi popiilasyonlarinin
1984 yilindakine kiyasla daha diisiik oranda olsa bile hala DDT, OP ve CB’lara
direngli oldugunu 6ne siirmiislerdir. An. sacharovi popiilasyonlarinda AChE
diren¢ mekanizmalarinin yanisira bir de DDT direncine isaret eden GST

seviyesinin arttigini tespit etmislerdir.

Liilleyap ve Kasap (2000), Adana ili Tabaklar, Herekli ve Menekse olarak
adlandirilan 3 lokaliteden An. sacharovi érneklerinde WHO standart duyarlilik
testini kullanarak DDT, malathion, propoxur, deltemethrin ve permethrin’e karsi
insektisit direncini test etmisler ve biyokimyasal yontemler ile AChE, genel
esteraz ve GST enzim diizeylerini belirlemislerdir. Hassasiyet test sonuglarit AChE
aktivitesindeki artisin malathion ve propoxur; esteraz aktivitesi artisinin OC, OP,
CB ve pretoridler; GST aktivitesi artisinin ise DDT ve pretroidler ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur.

Kasap vd. (2000), Adana, Adiyaman, Antalya, Aydin ve Mugla’dan topladiklari
An. sacharovi 6rneklerinde WHO’nun insektisit duyarlilik testleri ile 12 farkli
insektisite kargt direng olusumu aragtirmislardir. Calismanin sonucunda Adana,
Adiyaman ve Antalya’dan toplanan An. sacharovi orneklerinin malathion ve
pirimifosmetil’e duyarli oldugu, Aydin’dan toplanan Orneklerin hem bu
insektisitlere  hem de dieldrin, A-cyhalothrin, etofenprox’a duyarli oldugu,
Mugla’dan toplanan oOrneklerin ise malathion ve pirimifosmetil, dieldrin,
fenitrothion, A-cyhalothrin, cyfluthrin ve etofenprox’a karsi duyarli oldugu
bildirilmistir (Kasap vd., 2000).

Lilleyap vd. (2002) An. sacharovi ve An. gambiae’de voltaj duyarli sodyum
kanallarimin IS4 ve IIS6 alt iinitesine ait bolgesini PZR ile ¢ogaltmislar ve dizi
analizleri sonucu bu iki tiir arasindaki niikleotitlerin %70 oraninda paylasildigim
bildirmistir. Ayrica, phyretroid direngli An. gambiae O6rneklerinde 16sinin
fenilalanine ve 16sinin serine doniistimiine neden olan iki ¢esit kdr nokta
mutasyonu meydana gelirken, An. sacharovi orneklerinde serin (TCG), 16sin
(TTG) ve fenilalanin (TTT) olmak iizere {i¢ ¢esit kdr mutasyonu tespit edilmistir.

Manoucheri vd. (1980), Irak’taki An. sacharovi popiilasyonlarinin DDT’ye
direngli fakat malathion’a duyarli oldugunu rapor etmistir.
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Ghavami (1999), iran’in Fars Bélgesi'nden elde edilen Kazerun An. sacharovi
popiilasyonlarinin DDT’ye duyarli oldugunu bildirmistir. Bunun sebebinin
DDT’nin kullanilmasmin birakilmasinin ardindan populasyonlar iizerindeki

insektisit baskisinin kalkmasi oldugunu 6ne siirmiistiir.

Yaghoobi vd. (2001), iran’m Ardebil Bélgesi’ndeki Parsabad ve Germi
sehirlerinde An. sacharovi popiilasyonlarinin DDT ve dieldrin’e direngli oldugunu

rapor etmistir.

Salari lak vd. (2002), Iran’in Nahcivan, Ermenistan ve Tiirkiye’ye smir1 olan bazi
bolgelerinden elde edilen An. sacharovi popiilasyonlarinin DDT’ye direngli,
dieldrin’e toleransli fakat bendiocarb, propoxur, malathion, fenitrothion,
deltamethrin, cyfluthrin, lambda cyhalothrin ve etofenprox’a karsi duyarli oldu

oldugunu bildirmistir.

Vatandoost ve Abai (2012), Iran’in Azerbaycan smirindaki 4 An. sacharovi
popiilasyonunun DDT’ye karsi direncli, dieldrine karsi toleransl, fenitrothion,
malathion, permethrin ve deltamethrine kars1 duyarli oldugu rapor edilmistir.

2.5.2. Culex pipiens’de insektisit Direnci Calismalar

Akiner vd. (2009) Antalya, Ankara, Cankiri, Mersin, Hatay, Birecik ve Viransehir
Cx. pipiens popiilayonlarinin hala DDT’ye karsi direngli oldugunu gostermekle
birlikte Birecik, Virangehir, Mersin, Ankara ve Antalya’da yiiksek temephos;
Birecik, Mersin, Cankir1 ve Antalya’da ise oldukca yiiksek fenthion direnci oldugu
belirlenmistir. Ankara ve Antalya popiilasyonlar1 biitiin ergin insektisitlerine karsi
direngli iken diger popiilasyonlarda 6liim oranlarinin oldukga yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Antalya’da %65.8 malathion, Birecik’te %97.5 malathion ve Hatay’da
%97.5 deltametrhrin). Diger popiilasyonlarin ise WHO smiflandirmasina gore
surveyans (gozlem) kategorisinde oldugu tespit edilmistir.

Tantely vd. (2010), La Reunion adasinin ¢esitli lokalitelerinden elde edilen Cx.
pipiens quinquefasciatus ve Ae. albopictus popiilasyonlarinda OP direncinin artan
esteraz enzimi ve OP’larin hedefi olan ace-1 genindeki mutasyon olan G119S
mutasyonundan  kaynaklandigi  bildirilmistir. ~ Esteraz ~ frekans1  biitlin
popiilasyonlarda yiiksek iken, ace-17 aleli olarak ifade edilen G119S mutasyonu
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adanin giineyinde hi¢ yok, diger bolgelerde ise frekansi ¢ok diisiiktiir. Bununla
birlikte hi¢ F290V mutasyonu ve ace-1 dublikasyonu tespit edilmemistir.

Kumar vd. (2011), Hindistan’da Filarya endemilerinin yogun oldugu Uttar Pradesh
bolgesinden elde edilen Cx. quinquefasciatus popiilasyonlarinin DDT ve
malathion’a kars1 yiiksek derecede direngli, deltamethrin, cyfluthrin, permethrin,
lambdacyhalothrin’e kars1 ise orta dereceli direncli oldugunu ortaya koymustur.

Osta vd. (2012), Liibnan’dan elde edilen Cx. pipiens popiilasyonlarinda 2006
yilina kadar OP kullanimina baglh olarak frekanslarinin ¢ok yiiksek oldugu bilinen
G119S mutasyonunun pretroid kullanimanina gecilmesiyle birlikte Onemli
miktarda diigiis gosterdigi, F290V mutasyonunun ise tamamen elimine edildigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, ace-1 geninin ace-1°* olarak dublike olmasiyla
ifade edilen yeni bir mutasyonun bireylere diren¢ kazandirdigi ve ester
lokuslarinm amplifiye olup Ester” alellerinin olustugu ortaya konmustur.

Kioulos vd. (2013) Yunanistan’da 2010 yilinda goriilen Bati Nil Atesi
epidemisinin ardindan Yunanistan’in 5 bolgesine ait 13 lokaliteden elde ettikleri
Cx. pipiens popiilasyonlarinin  birkaginin  temephos, deltamethrin  ve
diflubenzuron’a kars1 duyarh oldugu, digerlerinin ise direngli oldugu bildirilmistir.
Molekiiler analizler ace-1 gen bolgesindeki G119S (%8,3-22,5 arasinda
degiskenlik  gdstermektedir) ve F290V  (%1,8-8,3 arasinda degiskenlik
gostermektedir) mutasyon frekanslarinin oldukga diisiik ve her zaman heterozigot
durumda iken, kdr mutasyon (L1014F) frekansinin oldukga yiiksek oldugunu
gostermistir (%28-63 arasinda degiskenlik gostermektedir).

Wang vd. (2012), yeni gelistirdikleri Alel-Spesifik PZR (AS-PZR) yontemi ile
Cin’de genis yayilis gosteren Cx. pipiens kompleksinde test edilen 14
popiilasyonun tamaminda L1014F mutasyonu bulunmus olup frekansinin %6.8 ile

76.2 arasinda degistigi tespit edilmistir. Bununla birlikte popiilasyonlarin tigte
ikisinde L1014S aleli tespit edilmis ve frekansinin %2.4 ile 28.6 arasinda degistigi
rapor edilmistir. 5 popiilasyonda ise her iki mutasyon birlikte goriilmektedir.
Sonuglar, Cin’in kuzeyine nazaran giineyinde bu alellerin daha yaygin oldugunu
gosterse de, Cin genelinde pretroid direncinin oldukc¢a yaygin olduguna isaret

etmektedir.
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Akiner ve Eksi (2015), iilkemizde Akdeniz bolgesi igerisinde yer alan Mersin,
Adana ve Antalya illerinde belirledikleri 4 lokaliteden elde edilen Cx. pipiens
popiilasyonlarinda Kapikaya haricinde diger popiilasyonlarin hepsinde DDT
toksisitesinin %50 nin altinda oldugunu, permethrin ve deltamethrin toksisitesinin
%50 ile %84 arasinda ve Malathion toksisitesinin %40 ve %74 arasinda degistigini
ortaya koymuslardir. Biyokimyasal analizlerin sonuglart MFO ve NSE’larin DDT,

malathion ve pretroid direncinden sorumlu oldugunu gostermistir.

Taskin vd. (2015), iilkemizde Ege bolgesine ait belirledikleri 6 lokaliteden elde
ettikleri Cx. pipiens popiilasyonlarinda malathion, bendiocarb ve dieldrin’e kars1
ace-1 (G119S ve F290V) ve Rdl (A302S) mutasyonu gelistigini, bu mutasyonlarin
frekanslarmin oldukg¢a diisiik oldugunu ancak mevsimlere bagli bir degisim
olmadigimi bildirmistir. Bunun aksine, DDT ve pretroid’li insektisitlerle iliskili
olan iki kdr mutasyonunun (L1014F ve L1014C) da frekanslarinin oldukga yiiksek
oldugu ve mevsimsel farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

2.5.3. Ochlerotatus caspius’ta Insektisit Direnci Cahsmalari

Bugiine kadar literatiirde Oc. caspius tlirtiniin herhangi bir insektisite kars1 verdigi
cevab1 ortaya koyacak hassasiyet testleri ile yapilmis caligmalarin sayisi ¢ok
yetersizdir. Oc. caspius tirtiniin insektisit direncinin temelinde yatan molekiiler
mekanizmalari aydinlatacak ¢alisma ise hi¢ yoktur ve buna bagl olarak da ne ace-
1 ne de kdr mutasyonu kaydi higbir sekilde verilmemistir. Bununla birlikte
Porretra vd. (2008) Oc. caspius’un insektisit direncinde goérev alabilecegi
disiiniilen p glikoproteinleri ile ilgili ilging bir calisma ortaya koymuslardir.
Arastiricilar, Okaryotlarda ve prokaryotlarda toksik bilesiklerin hiicre igerisine
gecisinde gorev alan kanal proteinleri olan p glikoproteinlerinin ilag savunma
mekanizmasindaki roliinii belirlemek tizere 6ncelikle Oc. caspius larvalarina p-
gp’lerinin inhibitorii verapamil uygulamislardir. Uygulamadan sonra temephos ve
diflubenzurona maruz kalan larvalarin temephos ve diflubenzurona olan LD50
dozlar sirasiyla 3.5 ve 16.4 kat azalmistir. Bu durum temephos ve diflubenzuron
direncinde p-gp’lerinin gorev alabilecegini gostermektedir. Daha sonra PZR ile
481 bp uzunlugundaki p-gp baz dizisini elde etmislerdir.

Fathian vd. (2015) 2010 yilinda iran’m giineybatisinda sitmanin endemik oldugu
bolgeden topladiklar1 Oc. caspius 6rneklerinin sadece DDT’ye karsi direngli
oldugunu, malathion, propoxur, deltamethrin, lamda-cyalothrin ve cyfluthrine
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kars1 duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada, Culex pipiens’in DDT,
propoxur, lambda-cyhalothrin ve cyfluthrin’e kars1 direngli fakat malathiona karsi
duyarli, deltamethrin’e kars1 ise toleransli oldugu rapor edilmistir.

Fotakis vd. (2017), 2014 ve 2015 yillarinda Thessaloiki, Evros ve Attica’da yer
alan 19 lokaliteden elde edilen Oc. caspius 6rneklerinin deltamethrin’e karst
duyarl iken, Cx. pipiens ve An. hyrcanus ‘un orta dereceli direngli oldugu rapor
edilmigtir. Molekiiler analizlere sadece Cx. pipiens ve An. hyrcanus
popiilasyonlarinin dahil edildigi arastirmanin sonuglari Thessaloniki (%71.1),
Evros (%80.5) ve Attica (%88.3) Cx. pipiens populasyonlarinda kdr mutasyonu
oldugunu gostermistir. Sekans analizleri Evros (%91.7) ve Thessaloniki’de (%95)
L1014C alel frekansmin L1014F alel frekansindan daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Thessaloniki’den elde edilen An. hyrcanus bireylerinin hi¢ birinde ise
kdr mutasyonu tespit edilmemistir. CX. pipiens popiilasyonlarinda goriilen ace-1
G119S mutasyon frekansinin olduk¢a diisiik oldugu rapor edilmistir.
Biyokimyasal analizlerin sonuglari populasyonlarin higbirinde AchE ve GST
enzim aktivitelerinde, Attica’dan elde edilen populasyonlarin hepsinde ise hig¢bir
enzim aktivitesinde artis saptamamistir. Bununla birlikte, Thessaloniki
populasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir P450 ve esteraz artisi tespit
edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Arastirma Bolgesi

Aragtirma alan1 Akdeniz ve Ege bolgelerini kapsamakla birlikte, herbir bolge
icerisinde sivrisinekler i¢in uygun habitatlar1 igeren, yeterli sayida Ornek
toplanabilen, iklimsel ve sosyokiiltiirel acidan birbirinden farkli olan alt lokaliteler
arastirma alani olarak dncelikle degerlendirilmistir (Sekil 3.1). Akdeniz Bolgesi
yazlarin sicak ve kurak, kislarin 1lik ve yagish gectigi Akdeniz iklimi 6zelliklerini
tastyan ve yaz aylarn sicakliklarmm 18-30°C, kis aylar1 sicakliklarmin 8-10'C
dolaylarinda oldugu, yillik ortalama sicakliklarin tilkemizde en yiiksek goriildiigi
bolgedir. Bu iklimsel ozellikleriyle sivrisinekler ig¢in uygun kosullar
saglamaktadir. Ulkemizin en verimli topraklarina sahip olan Cukurova, Amik
Ovasi, Antalya Ovasit Akdeniz Bolgesi icerisinde yer almaktadir. Bu ovalarda
basta pamuk ve turunggiller olmak iizere bugday, aygicegi, zeytin, nar, misir,
narenciye, sekerkamisi, patates, domates, biber, piring, soya, pamuk, iiziim,

badem, karpuz, kavun ve muz en ¢ok yetistirilen tarim iiriinleri arasindadir.
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Sekil 3.1. Arastirma Bolgesi (1. Kadirli, 2. Tiirkoglu, 3. Tuzla, 4. Karatas, 5. Erzin, 6. Dortyol, 7. Kirikhan, 8. Tarsus, 9. Manavgat,
10. Gelendost, 11. Isparta-Merkez, 12. Bucak, 13. Burdur-Merkez, 14. Sandikli, 15. Dinar, 16. Egme, 17. Saraykoy, 18. Honaz, 19.
Acipayam, 20. Dalaman, 21. Buharkent, 22. Dalama, 23. Soke, 24. Saruhanli, 25. Tekeller, 26. Akhisar, 27. Selcuk)

or
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Cukurova bolgesi sinirlar igerisinde kaldigi i¢in Osmaniye bereketli topraklari ile
onemli bir tarim merkezidir ve tarima elverigli ovalar icermektedir. Yer fistigi,
bugday, soya, misir ve pamuk, narenciye ve zeytin ¢ok dnemli bir yer tutmaktadir.
Bolgenin kiy1 kesimindeki elverigli iklim kosullari, dogal giizellikler ve tarihi
zenginlikler turizmin geligmesini de saglamistir. Bu sayede kiiltiir turizmi basta
olmak tizere deniz, ki, magara, kamp, kaplica turizmi yapilabilmekte ve bu turizm

secenekleri i¢in tesisler bulunmaktadir.

Ege Bolgesi Akdeniz ikliminin goriildiigii ve yillik ortalama sicakliklarm 18°C
civarlarinda seyrettigi Akdeniz Bolgesi'nden sonra ikinci sirada turizm
potansiyeline sahip olan ve tarima dayali sanayilesme gdsteren bolgedir. Gediz
Nehri kiyisinda kurulu olan Manisa'da, tarimsal faaliyetlerin basinda {iziim tiretimi
gelmektedir. Biiyiikmenderes Nehri’nin yakiminda yerlesim gosteren Soke
Ovast’nda basta pamuk olmak iizere, birgok hububat, meyve, sebze ve 6zellikle
incir ve zeytin yetisir. Onemli aricilik merkezlerinden biri olan Mugla’da basta
narenciye olmak iizere bircok meyve sebze ve zeytin yetisir. Bunlarin haricinde
Ege Bolgesi icerisinde tahillar, sogan, patates, domates, fasulye, baklagiller,
kavun, karpuz, incir, turunggiller tarim1 yapilan baslica 6nemli iiriinlerdir. Tarimin
yanisira uygun iklimsel kosular, bir¢ok tarihi eser, yapit, kalinti, antik kentler ve
buna ilave olarak 6nemli plajlara sahip sahilleri icermesi nedeniyle turizm oldukga
gelismistir.

Sahip olduklar iklimsel 6zelliklerinin yanisira nehirlerin, akarsularin, delta ve
lagiinlerin de yaygin bir sekilde bulunmasi yine uygun sivrisinek habitatlar1 olmasi
acisindan bu iki bdlgeyi uygun sivrisinek yasama alan1 yapmaktadir. Ayrica gerek
turizm konusunda gerek sanayilesmeye bagli olarak yogun insan hareketliliginin
olmas1 bu bolgeleri Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde daha 6nce bulunmayan ancak
ilkemiz digindan tasmarak gelebilecek yeni sivrisinek tiirlerine, arboviriis ya da
diger patojen mikroorganizma ve hastalik etkenlerine de acik hale getirmektedir.
Tarim is¢ilerinin ve turizmin yanisira son yillarda buralara Suriye, Irak,
Afganistan gibi Orta Dogu iilkelerinden de ¢ok sayida miilteci ve gogmen gegisi
olmustur. Bu insanlar bagta sitma endemik olmak iizere diger vektor kaynakli
hastaliklarin da yogun olarak goriilebildigi sosyo-ekonomik ve hijyen kosullari
diisiik savas ortamindan gelmektedirler. Saglik Bakanligi biitin gd¢menlerin
saglik taramalarmi yapsa da kontrolsiiz gegisler, sinira yakin konumlanan Akdeniz

Bolgesi’ni ve dolayistyla tilkemizi vektor kaynakli hastalik riski ile karsi karsiya
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birakabilmektedir. Ornegin, iilkemizde sitma suan kontrol altinda olsa da, son 50
yildaki sitma vakalarinin %901 basta Giineydogu Anadolu ve sonra Akdeniz
Bolgesi’nde rapor edilmistir (Ozbilgin vd., 2011). Gegmiste Akdeniz Bolgesi’nde
goriilen sitma epidemilerinin yogunlugu, sivrisinekler acisindan uygun iklimsel
oOzelliklere sahip olmasi, tarimsal faaliyetlerin ve turizm aktivitelerinin fazla
olmas1 sebebiyle Akdeniz Bolgesi ve Ege Bolgesi hem gecmiste hem gilintimiizde
yogun insektisit uygulamalarmin yapildigi bolgelerdir. Dolayisiyla yogun
insektisit uygulamalarina bagli olarak insektisit direncinin yiiksek oranda
goriildiigi Akdeniz ve Ege bolgelerinin vektor sivrisinek tiirlerinde insektisit
direncinin molekiiler ve biyokimyasal tekniklerle belirlenmesi vektor kontrol
calismalarinda kullanilabilecek insektisitlerin etkinliklerinin belirlenmesinde 6nem
arz etmektedir.

3.2. Alansal Calismalar

Akdeniz ve Ege bolgelerinde her biri farkli cografik, ekolojik dzelliklere sahip
olan lokalitelerden An. sacharovi, Cx. pipiens ve Oc. caspius tiirlerine ait yumurta,
larva, pupa ve ergin Ornekleri elde edilmistir (Cizelge 3.1). Larva ve pupa
orneklemeleri yapmak i¢in sucul habitatlardan larva kepgeleri yardimiyla larva ve
pupa Ornekleri toplanmistir (Sekil 3.2-3.3). Ergin orneklemeleri igin ise tiirlerin
davranis 6zelliklerine gére CDC (Centers for Disease Control and Prevention)-1g1k
tuzaklari, cibinlik tuzaklari (baz1 lokalitelerde), insan tuzaklari (bazi lokalitelerde)
ve agiz aspiratorleri yontemleri kullanilmistir (Elde edilen larva ve pupa ornekleri
ornekleme habitati suyu igeren tagima kaplari ile ergin 6rnekleri ise lokalitelerine
gore gruplandirilip, etiketlenerek iizeri tiille kapatilmig kagit bardaklar iginde arazi
tipi buzluklarda miimkiin olan en kisa siirede Aydin Adnan Menderes Universitesi
Biyoloji Bolimii Vektor Bocekler Aragtirma Laboratuvarina getirilmistir.
Laboratuvar ortamima yumurta, larva veya pupa olarak getirilen 6rneklerden ergin
popiilasyonlar1 elde edilmistir. Kan emmis disi veya gravid disi 6rnekleri olarak
laboratuvara getirilen O6rneklerin laboratuvarda yumurtlatilmas: saglanmis bu
yumurtalardan da ergin popiilasyonlar: elde edilmistir. WHO insektisit duyarlilik
testlerinde, biyokimyasal veya molekiiler analizlerde laboratuvarda elde edilen F,

ornekleri kullanilmigtir.



Cizelge 3.1. Orneklem lokaliteleri
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Tiir
Bolge il Numara Lokalite Anopheles | Culex | Ochlerotatus
sacharovi | pipiens caspius
Osmaniye 1 Kadirli +
Kahramanmarag 2 Tiirkoglu +
Adana 3 Tuzla +
4 Karatag + +
?ﬁ 5 Erzin A
E’ Hatay 6 Dortyol +
N 7 Kirikhan +
§ Mersin 8 Tarsus +
é Antalya 9 Manavgat +
Isparta 10 Gelendost +
11 Merkez + +
12 Bucak +
Burdug 13 Merkez + +
14 Sandikli +
g 15 Dinar + +
Usak 16 Esme + +
17 Saraykdy +
. Denizli 18 Honaz +
E‘) 19 Acipayam
= Mugla 20 Dalaman + +
é’n 21 Buharkent +
Aydm 22 Dalama +
23 Soke +
24 Saruhanli +
Manisa 25 Tekeller +
26 Akhisar +
Izmir 27 Selguk +
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Sekil 3.2. Anopheles sacharovi, Culex pipiens ve Ochlerotatus caspius larva

orneklemeleri
3.3. WHO insektisit Duyarhlik Testleri

Alansal 6rnekleme ¢aligmalariyla elde edilmis olan ergin sivrisineklerin duyarlilik
ya da direnglilik diizeyleri WHO tarafindan standardize edilen yonteme gore ve
WHO’nun standart insektisit duyarlilik test kitleri Universiti Sains Malasia’dan
temin edilerek yapilmistir (WHO, 1981). Bu kapsamda, WHO’nun standart
kitlerinden organoklorlu gruptan DDT (%4), organofosfatl: insektisit grubundan
malathion (%5) ve fenitrothion (%21), karbamat grubundan propoxur (0.1) ve
bendiocarb (%0.1), pretroidler grubundan permethrin (%0.75) ve deltamethrin
(%0.05) insektisitleri kullanilmistir. Her insektisit ¢esidi uygulama tiipii ve bu
insektisitin kontrol tiipii igin 1-3 giinliik 20’ser disi sivrisinek kullanilmis ve {i¢
tekrarli olacak sekilde calisilmistir (Sekil 3.3, 3.4 ve 3.5). Insektisit emdirilmis
kagitlarin bulundugu tiip boliimiinde her bir insektisite 1 saat maruz kalma
sonrasinda sivrisinekler dinlenme tiipine aktarilmislar ve 24 saat sonunda
dinlenme tiipiindeki yasayan ve 6len bireyler sayilarak 24. saat sonundaki % 6lim
oranlar1 hesaplanmistir. Benzer sekildeki kayitlar kontrol tiipleri i¢in de tutulmus
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ve testler sonucunda 6len ya da canli kalan 6rnekler sayilarak mortalite oranlari
hesaplanmustir.

Diagnostik testler sonucunda elde edilen ortalama 6liim yiizdelerine gore, ergin
disilerin, %98-100 oliim araligina sahip olanlari duyarli, % 90-97 arasi 6lim
araligina sahip olanlar1 dogrulanmasi gereken direncli ve %90’nin altinda 6lim
oranina sahip oldugu gozlenenler ise direngli olmak iizere ii¢ kategoriye
ayrilmustir.

= =

Sekil 3.4. Duyarlilik testlerinin yapildigi insektisit emdirilmis uygulama tiipleri ve
dinlenme tiipii
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Sekil 3.5. Duyarlilik testi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi ve testin uygulanmasi
3.4. Biyokimyasal Calismalar

Biyokimyasal analizlerde WHO’nun insektisit direnci izleme rehberleri temel
kaynak olarak takip edilmistir (WHO, 2016) ve Biotek EIx808 mikroplak okuyucu
(Biotek instruments, USA) aracilifiyla protein ve enzim tayinleri yapilmistir.
Bdylece, farkli popiilasyonlardan elde edilmis olan her bir F; sivrisinek 6rnegi i¢in
insektisit direncini sagladigi kabul edilen esteraz (alfa naftil asetat, beta naftil
asetat ve para nitro fenil asetat substratlan ile), glutatyon S transferaz, oksidaz,
asetilkolinestaraz enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Ornek sayisinin fazla olmasi
nedeniyle analizleri erginlesme sonrasi yapilamayan F; 6rnekleri, -80°C’deki derin
dondurucuda analizleri yapilincaya kadar saklanmis ve miimkiin olan en kisa
siirede analizleri gerceklestirilmistir. Ependorf tiiplerine bireysel olarak
yerlestirilen orneklerin tizerine 250 ul homojenizasyon tamponu (50 mM 200 ul
sodyum fosfat, pH 7.0) eklenmistir. Ornekler islem esnasinda ¢ikan 1s1 dolayisiyla
meydana gelebilecek denatiirasyondan korunmak amaciyla buz {izerinde
homojenize edilmis ve pellet pestle motor araciligiyla homojenizasyon
tamponunda iyice ezildikten sonra 10000 g’de +4'C de 10 dakika santrifuj
edilmistir. Enzim kaynagi olarak kullanilmak iizere hazirlanmis bu homojenatla
tim enzim c¢alismalar1 yapilmistir. Analizlerde, Vektér Bocekler Arastirma
Laboratuvarinda uzun yillardir kolonisini yaptigimiz Anopheles sacharovi
ornekleri icin elde edilen degerler duyarli kontrol grubu degerleri olarak
kullanilarak istatistiksel karsilastirmalar yapilmstir.
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3.4.1. Protein Tayini

Calismada orneklerdeki proteinlerin tayinleri Bradford yontemi ile yapilmistir
(Bradford, 1976). Bradford yonteminde 465 nm’de maksimum absorbans veren,
kirmizi renkli ve negatif yiikli Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
kullanilmaktadir. Bu yontem Coomassie Brillant G-250 boyasmin proteinlerin
asidik ve bazik gruplariyla etkilesime girerek renk olusturmas: esasina
dayanmaktadir. Coomassie Brillant Blue G-250 proteinlerin pozitif yiiklii gruplar
ile etkilesime girdiginde mavi renk alir ve 590 nm’de maksimum absorbans verir.
Iki dakika sonrasinda protein yogunluguna gdre mavi renk olusur ve renk olusumu
bir saat kararli kalmaktadir (Sekil 3.6).

Bradford ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 100 mg Coomasie Brillant Blue G-250
tartilarak 50 mL %95’lik etanol igerisinde ¢Ozllmiistiir. Karigtirici yardimiyla
iyice karigtirlldiktan sonra itizerine 100 mL %385°1lik fosforik asit eklenerek son
hacim ultra saf su ile 1 litreye tamamlanmig ve olasi ¢6ziinmemis boya
kalimtilarinin uzaklagtirilmasi i¢in filtre kagidinda siizerek kullanima uygun hale

getirilmistir.

Sivrisineklerden elde edilen homojenatlardan ii¢ tekrarli olmak tizere, 10’ar pL 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak tizerlerine 300 pL Bradford
¢ozeltisi eklenmistir. Kor igin ise yine li¢ tekrarli olmak {izere kuyucuklara 10’ar
pL 50 mM sodyum fosfat tamponu ve 300 puL. Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Bes
dakika inkiibasyon siiresinden sonra 590 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Olgtimler yapilmustir.

Sekil 3.6. Bradford yontemi ile protein miktarlarinin belirlenmesi esnasinda agiga

¢ikan mavi renk



48
3.4.2. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Protein standard: olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanilmistir. Oncelikle
9%0.9’luk NaCl (Fizyolojik tuzlu su) kullanilarak, konsantrasyonu 2 mg/mL olan
BSA standart stok ¢dzeltisi elde edildikten sonra bu stoktan konsantrasyonu 100-
1200 pg/mL arasinda olacak sekilde seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden her bir standart konsantrasyonu icin ti¢
tekrarli olmak tizere, 10’ar pL. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak
iizerlerine 300 pL Bradford cozeltisi eklenmistir. Kor igin ise yine ii¢ tekrarli
olmak iizere kuyucuklara 10’ar pL %0.9’luk NaCl ve 300 pL Bradford ¢ozeltisi
eklenmistir. Bes dakika sonra standartlar 590 nm dalga boyunda okunmus,
konsantrasyona karsi absorbanslari veren protein standart grafigini elde etmek
iizere linear regresyon analizi gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, sivrisineklerden
elde edilen homojenatlar igerisindeki protein miktar1 hesaplanirken de, bu standart
grafigin ¢iziminden elde edilen y = 0,001x +0,094 (Regresyon kat sayisi, R*=
0,9917) denkleminden yararlanilmistir (Sekil 3.7).

1.4
1.2

1
0.8
0.6 y =0.001x + 0.094
0.4 R?=0.9917
0.2

0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Protein miktari (ug)

Absorbans (OD590)

Sekil. 3.7. Protein standart grafigi (100-1200 pg)
3.4.3. Alfa ve Beta Esteraz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Alfa ve beta esteraz (a-esteraz; B-esteraz) aktivitesi WHO nun belirledigi yontem
kullanilarak belirlenmistir (WHO, 2016). Bunun i¢in Oncelikle substrat olarak
kullanilmak iizere 30 mM alfa naftil asetat (a-NA) ve 30 mM beta naftil asetat (f —
NA) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir (0,2793’er g o ve f NA, 50 ml aseton igerisinde
coziilerek elde edildi). Elde edilen bu stok c¢ozeltiler, 0,02 M (pH: 7,2) sodyum
fosfat tamponu ile 1:100 oraninda seyreltilerek a-NA ve B-NA ¢ozeltisi elde
edilmigtir. Sivrisineklerden elde edilen homojenatlarin her birinden iki tekrarh
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olmak tizere 20’ser pL alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak
iizerlerine 200’er pL a-NA ve B-NA ¢ozeltisi eklenmistir. Benzer sekilde kor
icinde iki tekrarlt olarak kuyucuklara 20’ser uL. 50 mM sodyum fosfat tamponu
alinarak tizerlerine 200’er uL a-NA ve B-NA ¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan bu
karisim oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra enzim-substrat
etkilesimini durdurmak i¢in iizerlerine 50’ser pL renk reaktifi eklenmistir (Cizelge
3.2). Bu islem sonucunda pembe-mor renk olugsmus ve absorbanslar 570 nm’de
okunmustur (Sekil 3.8). Uriin miktar1 alfa ve beta naftol standart egrisinden
hesaplanmigtir. Bir enzim fiinitesi (EU), standart kosullarda 1 dakikada 1 uM
substrat1 iiriine doniistiiren enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi
ve spesifik aktivite ise asagida verilen formiillere gére hesaplanmigtir.

i o Uriin konsantrasyonu (uM) * Total hacim (mlL)
Volim aktivite (U/mL) =

inktibasyon stresi (dk) * Enzim miktart (mL)

Voliim aktivite (U/mlL)
mg protein (mlL)

Spesifik aktivite (U/mg protein) =

Sekil 3.8. Alfa ve Beta esteraz enzimlerinin konsantrasyonuna bagli olarak renk

reaktifi ilavesinden sonra olusan renklenme

Cizelge 3.2. Renk reaktifinin bilesenleri

Kimyasal Madde Miktar
Fast Blue Salt B 150 mg
Distile su 15 ml
%5 SDS 35 ml

3.4.4. Alfa ve Beta Naftol Standart Grafiklerinin Hazirlanmasi

a-esteraz ve [P-esteraz enzim aktivitelerinin hesaplanabilmesi igin Oncelikle bu

enzimlerin {irlinleri olan o-naftol ve p-naftol’den 1’er mM stok c¢ozeltiler
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hazirlanmigtir (0,00144 g a-naftol ve 0,00144 g [B-Naftol 1’er mL metanol
igerisinde ¢Oziilmiistiir). Daha sonra elde edilen stok ¢ozeltilerden 0,1 mM, 0,2
mM, 0,3 mM, 0,4 mM ve 0,5 mM olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda ara
cozeltiler elde edilmis ve bu ara ¢ozeltilerden 3’er tekrarli olmak iizere 20°ser uL.
alimarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarma aktarilarak tlizerlerine 200’er pL
20 mM sodyum fosfat tamponu eklenmistir. Hazirlanan bu karisim oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra enzim-substrat etkilegimini
durdurmak icin izerlerine 50°ser puL renk reaktifi eklenerek, 570 nm’de
spektrofotometrik 6l¢liim yapilmistir.

5 farkli konsantrasyondaki a-naftol ve B-naftol ¢ozeltilerinin 570 nm dalga
boyunda olusturdugu absorbans degerleri ile elde edilen standart grafik Sekil 3.9
ve 3.10°da verilmistir.
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Absorbans (OD570)

Sekil. 3.9. Alfa naftol standart grafigi
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Sekil. 3.10. Beta naftol standart grafigi
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3.4.5. pNPA Esteraz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Esteraz aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢cin a-NA ve B-NA’a ek olarak bir de para nitro
fenil asetat (pNPA) susbstrat olarak kullanilmigtir. Bu yontem i¢in de benzer
sekilde WHO takip edilmistir (WHO, 2016). Bunun i¢in 6ncelikle 100 mM pNPA
stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir (0,18115 gr pNPA’nin 10 mL asetonitril igerisinde
¢cOziilmesiyle elde edilmistir). Elde edilen stok ¢ozelti 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.4) ile 1:100 oraninda seyreltilerek pNPA ¢o6zeltisi elde edilmistir.

Sivrisineklerden elde edilen homojenatlarin her birinden iki tekrarli olmak iizere
20’ser pL alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak iizerlerine
200’er uL. pNPA c¢ozeltisi eklenmistir. Benzer sekilde kor iginde iki tekrarli olarak
kuyucuklara 20’ser pL. 50 mM sodyum fosfat tamponu alinarak {izerlerine 200’er
uL pNPA c¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan bu karigimin 405 nm’de verdikleri
absorbans degerleri kinetik olarak 6l¢iilmiistiir. Olusan enzim miktar1 p-nitro fenol
standart egrisinden hesaplanmistir. Bir enzim {iinitesi (EU), standart kosullarda 1
dakikada 1 pM substrati iirline doniistiiren enzim miktar1 olarak ifade edilmistir.
Enzim aktivitesi ve spesifik aktivite ise asagida verilen formiillere gore

hesaplanmustir.

Uriin konsantrasyonu (uM) * Total hacim (mL)

. . ) =
Volim aktivite (U/mL) inkUbasyon siresi (dk) * Enzim miktart (mL)

Volum aktivite (U/mlL)
mg protein (mlL)

Spesifik aktivite (U/mg protein) =

3.4.6. Para Nitro Fenol Standart Grafiginin Hazirlanmasi

P-esteraz enzim aktivitesinin hesaplanabilmesi i¢in Oncelikle bu enzimin {riinii
olan p-nitro fenol’den 10 mM stok ¢ozelti hazirlanmistir (0,0014 g p-nitrofenol 1
mL asetonitril igerisinde ¢6ziilmiistiir). Daha sonra elde edilen stok ¢ozeltilerden
0,5 mM ve 1 mM arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonda ara cozeltiler
edilmistir. Elde edilen ara g¢ozeltilerden 3’er tekrarli olmak tizere 20’ser uL
alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak 405 nm dalga boyunda
absorbans Olgtimleri yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak p-
nitro fenol i¢in standart grafik olusturulmustur.
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Daha sonra konsantrasyonlar1 0,5 ve 1,00 mM arasinda degisen 5 farklhi
konsantrasyondaki para nitro fenol ¢ozeltilerinin 405 nm dalga boyunda absorbans
Olctimleri yapilmustir. 5 farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri
ve bu degerlere dayanarak linear regresyon analizi ile elde edilen standart grafikler
Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil. 3.11. p-nitro fenol standart grafigi
3.4.7. Oksidaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde yine WHO takip edilmistir (WHO, 2016).
Bunun i¢in 6ncelikle TMBZ (3,3, 5,5’-Tetramethyl-Benzidine Dihiydrochloride)
¢Ozeltisi hazirlanmistir (0,01 g TMBZ, 5 mL metanolde ¢oziilmiis daha sonra
iizerine 15 mL 0,25 M (pH 5.0) sodyum asetat tamponu eklenmistir.)
Sivrisineklerden elde edilen homojenatlarin her birinden iki tekrarli olmak iizere
20’ser pL alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak {izerlerine
200°er uL. TMBZ (3,3’,5,5’-Tetramethyl-Benzidine Dihiydrochloride) ¢6zeltisi
eklenmistir. Bu karigimin tizerine 25 plL %3’lik H,O, eklenerek 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Benzer sekilde kor iginde iki tekrarli olarak
kuyucuklara 20’ser pL. 50 mM sodyum fosfat tamponu alinarak iizerlerine 200’er
pL TMBZ ¢ozeltisi, 25°er pL %3’liikk H,O, eklenmistir. Hazirlanan bu karisimin
620 nm’de verdikleri absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okunmustur.

3.4.8. Sitokrom-c¢ Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Sitokrom c¢’nin 0,001 g1 1 ml 0,25 M (pH 5.0) sodyum asetat tamponunda
¢oziilerek konsantrasyonu 1 mg/ml olan stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan
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stok ¢ozelti 100 kat seyreltilerek 10 pg/ml’lik yeni ¢ozelti elde edilmistir. Bu ara
coOzeltiden yine seyreltmeler yapilarak konsantrasyonu 1-10 pg/ml arasinda
degisen c¢ozeltiler elde edilmis ve 620 nm dalga boyunda absorbanslari
okunmustur. Bilinen konsantrasyonlara ait elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak linear regresyon analizi ile sitokrom c proteinine ait standart grafik
elde edilmistir. Elde edilen standart grafik Sekil 3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.12. Sitokrom-C standart grafigi

Diger enzimlerin miktarin1 hesaplamada spesifik aktivite Ol¢limii yapilsa da
sitokrom c 6l¢iimil kan proteini 6l¢iimil oldugu i¢in enzim aktivitesi degil, protein
miktar1 hesaplanarak protein miktarlarinin karsilagtirilmas1 gerekmektedir. Bu
sebeple elde edilen sitokrom c standart egrisine ait olan y = 0.1105x-0.0887
grafiginde y yerine absorbans degerleri yazilan 6rneklerin konsantrasyonlarint x
degeri verir. Bu grafikten yararlanilarak her bir 6rnege ait mikrogram cinsinden
hem protein miktarlar1 daha sonra da bu deger protein miktarina boliinerek, mg
protein basina diisen hem protein miktarlari hesaplanmistir.

3.4.9. Glutatiyon-S-Transferaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Glutatiyon-S-Transferaz aktivitesi WHO’nun izledigi yontem takip edilerek
Olciilmistir (WHO, 2016). Bunun igin oOncelikle GSH/CDNB ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. GSH/CDNB ¢6zeltisinin  hazirlanist Cizelge 3.3°de verilmistir.
Sivrisineklerden elde edilen homojenatlarin her birinden iki tekrarli olmak iizere
10’ar pL alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak {izerlerine
200’er pL. GSH/CDNB ¢ozeltisi eklenmistir. Benzer sekilde kor iginde iki tekrarlt



54

olarak kuyucuklara 10’ar pL. 50mM sodyum fosfat tamponu aliarak iizerlerine
200’er pL. GSH/CDNB ¢ozeltisi eklenmistir. 20 dakika inkiibasyon siiresinden
sonra hazirlanan bu karisimin 340 nm dalga boyunda verdikleri absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak okunmustur. Bir enzim fiinitesi (EU), standart
kosullarda 1 dakikada 1 pM substrat1 iiriine doniistliren enzim miktar1 olarak ifade

edilmistir.

Absorbans * Toplam hacim (mL)

Volim aktivite (U/ml) = E (mM~1) « Toplam enzim hacmi (mL) * I[(cm) * t(d)

Volim aktivite (U/mL)
mg protein (mL)

Spesifik aktivite (U/mg protein) =

Formiilii kullanilarak Glutathion-S-Transferaz enzim aktivitesi hesaplanmistir
(Ekstinksiyon kat sayisi €=4,39 mM™) olarak belirlenmistir (WHO, 1998).
Boylece spesifik GST aktivitesi EU/mg cinsinden hesaplanmustir.

Cizelge 3.3. GSH/CDNB ¢o6zeltisinin bilesenleri

Cozelti Kimyasal Madde Miktar Konsantrasyon
Indirgenmis glutatiyon 0,0081 g

GSH 0,1M sodyum fosfat tamponu 2,5mL 10mM
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene 0,1278 g

CDNB Metanol 10 mL 63 mM

2,5 mL GSH ¢ozeltisi ve 125 pL CDNB c¢ozeltisi birbiri ile karistirilarak

GSH/CDNB ¢o6zeltisi elde edilmistir.

3.4.10. Asetilkolinesteraz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Asetilkolinesteraz aktivitesi WHO’nun uyguladigi yontem takip edilerek
belirlenmistir (WHO, 2016). Bunun i¢in oncelikle 0,01 M DTNB ¢ozeltisi (0,008
g dithiobis 2-nitrobenzoic asit, 2 mL 100 mM sodyum fosfat (pH 7.0) igerisinde
coziilerek) ve 0,01 M ASCHI ¢ozeltisi (0,02 g Acetylcholine iodide’in 5 ml distile
su igerisinde ¢oziilmesiyle) hazirlanmistir. ASCHI ¢6zeltisinin 2,5 ml’si ayrilarak
icerisine 5 pL propoxur (0,01 M) eklenmistir (0,0021 g propoxurun 1 mL aseton
icerisinde  ¢oOziilmesiyle elde edilmigtir). Sivrisineklerden elde edilen
homojenatlarin her birinden iki tekrarli olmak tiizere 25’er pL alinarak 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarina aktarilarak iizerlerine 145’er pL %1°lik
Triton-X-100 ¢ozeltisi (500 uL Triton-X-100iin 49,5 mL 50 mM sodyum fosfat

tamponunda ¢oziilmesi ile elde edilmistir) eklenmistir. Daha sonra iizerine 10’ar
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puL daha once elde edilen 0,01 M’lik DTNB ¢ozeltisi eklenmistir. Son olarak da
kuyucuklardan bir tanesine 25 pL propoxur icermeyen, digerine ise propoxur
iceren ASCHI ¢ozeltisi eklenmistir. Benzer sekilde kor i¢inde iki tekrarli olarak
kuyucuklara 25’er uL. 50 mM sodyum fosfat tamponu alinarak {izerlerine 145’er
pL %1°lik Triton-X-100 ¢ozeltisi, 10’ar uL. DTNB ¢ozeltisi ve kuyucuklardan bir
tanesine 25 puL propoxur icermeyen, digerine ise propoxur igeren ASCHI ¢ozeltisi
eklenmistir. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon siiresinden sonra hazirlanan bu
karisimin 405 nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerleri spektrofotometrik

olarak okunmustur.

FElde ettigimiz absorbans degerleri ile propoxura maruz kalma sonucunda
bireylerin asetilkolinesteraz diizeylerinde meydana gelen inhibisyonun yiizde
oranlar1 asagidaki formdil ile hesaplanmistir. Buna gore,

Kalan aktivite = -((Propoxurlu Absorbans/Propoxursuz Absorbans)/100)-100)

formiilii ile ifade edilmistir.

3.5. Molekiiler Calismalar
3.5.1. Orneklerden DNA izolasyonu

Ornekleme ¢aligmalartyla farkli popiilasyonlardan elde edilen ve laboratuvar
ortaminda % 95°lik Etil alkol igeren 15 mL’lik falkon tiiplerde +4 °C’de koruma
altina alinmis olan her bir drnegin total DNA’s1 Invitrogen PureLink genomik
DNA izolasyon kiti ile iiretici firmanin talimatlar1 takip edilerek izole edilmistir.

3.5.2. Anopheles sacharovi Tiirlerinde kdr Direncinin Belirlenmesi

Anopheles sacharovi tiirlerine ait kdr direncinin belirlenmesi amaciyla hem Vssc 1
gen bolgesinin PZR yontemi ile ¢cogalmasini hem de direngli/duyarli alellerin
agaroz jel iizerinde belirlenmesi saglamak {izere alel spesifik primerler
tasarlanmistir (Cizelge 3.4). Her bir birey i¢cin SacKDR_F, SacKDR_R,
SacKDR_L;; SacKDR_F, SacKDR_R, SacKDR_L,; SacKDR_F, SacKDR_R,
SacKDR FA ve SacKDR_F, SacKDR R, SacKDR_S primer kombinasyonlarini
iceren dort PZR, Eppendorf marka 1s1 dongiileyicide gergeklestirilmistir. kdr
mutasyonunu igeren VSSC 1 gen bolgesi i¢in hazirlanan PZR reaksiyonu karigimi
Cizelge 3.5°de gosterilmistir. PZR reaksiyon sartlar ise ilk denatiirasyon: 95 °C, 5
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dk; daha sonra 40 dongii denatiirasyon: 95 °C 30 sn; baglanma: 57 °C 1 dk; uzama:
72 °C, 1 dk olarak 1s1 dongiileyicide gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucu elde
edilen tiriinler % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV 15181 altinda goriintiilenmistir.
Agaroz jel tizerinde elde edilen bant profilleri Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.4. Anopheles sacharovi’de kdr mutasyonunun belirlenmesi igin

tasarlanmus alel spesifik primerler

Primer Dizi Tayin Ettigi
Aminoasit
SacKDR _F GGATTG AAT CAATGT GGG ATT GC -
SacKDR R | AAG GAT GAA GAA CCG AAATTG GAC -
SacKDR L, | GCT ACCGTA GTG ATA GGA AAT TTA Losin
SacKDR L, | GCT ACC GTA GTG ATA GGA AATTTG Losin
SacKDR _FA | GCT ACC GTAGTG ATAGGAAATTTT Fenilalanin
SacKDR_S GCT ACCGTAGTG ATAGGA AATTCG Serin

Cizelge 3.5. Anopheles sacharovi kdr mutasyonun belirlenmesi igin yapilan
PZR’de kullanilan bilesenler

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim (pL )
Tampon (10X) [GeneTaq] 2.5
dNTP (2.5 mM) [Sigma] 1
Primerler (20 uM) [Metabion] 0.3
Taq DNA polimeraz (1.5 U) [GeneTaq] 0.2
DNA (100 ng) 1
Distile su 19.4
Toplam hacim 25




Cizelge 3.6. Anopheles sacharovi’de kdr mutasyonuna bagl olarak agaroz jel iizerinde elde edilen bant profili

Genotip Primer Bant profili
SacKDR_F SacKDR_R SacKDR_L1 SacKDR_L2 SacKDR_FA SacKDR_S | 250bp | 190 bp
* + + + +
L1/L1 * * * +
+ + " n
+ + + +
* + + + +
L1/L2 * * * + n
+ + " n
+ + + +
+ + + +
L2/L2 * * + + +
+ + + +
* + + +
+ + + i
FIF * * + +
+ + +
+ +
+ + + + +
L1/F + +
+ + +
+ +
+ + + +
L2/F + + +
+ + +
+ +

LS



Cizelge 3.6. Anopheles sacharovi’de kdr mutasyonuna bagl olarak agaroz jel tizerinde elde edilen bant profili (Devami)

Genotip Primer Bant profili
SacKDR_F SacKDR_R SacKDR_L1 SacKDR_L2 SacKDR_FA SacKDR_S | 250bp | 190 bp

+ + + +
SIS + +
+ +

+ + +

+ + + + +
L1/S + "
+ +

+ + +
+ + + +

L2/S + + +
+ +

+ + +

89
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3.5.3. Culex pipiens Tiiriinde kdr Direncinin Belirlenmesi

Molekiiler analizleri yapilacak olan orneklerin DNA izolasyonlar1 yapildiktan
sonra elde edilen total DNA’dan kdr mutasyonu tespiti i¢in primer dizileri
Martinez-Torres vd., 1999°den elde edilen, Cgdl: GTGGAACTTCACCGAACTT
C, Cgd2: GCAAGGCTAAGAAAAGGTTAAG, Cgd3: CCACCGTAGTGATAG
GAAATTTA ve Cgd4: CCACCGTAGTGATAGGAAATTTT primerleri
kullanilarak her bir birey i¢in Cgdl, Cgd2, Cgd3 ve Cgdl, Cgd2, Cgd4 primer
kombinasyonlarin1 igeren iki PZR Eppendorf marka PZR cihazinda
gergeklestirilmistir. kdr mutasyonunu igeren Vssc 1 gen bolgesi i¢in hazirlanan
PZR reaksiyonu karisimi Cizelge 3.7°de gosterilmistir. Hazirlanan PZR
karigimiyla, 0.2 mL PZR tiiplerinde Eppendorf marka 1s1 dongiileyici ile ilk
denatiirasyon 95 °C'de 15 dakika, daha sonra 40 dongii olacak sekilde 94 °C'de 1
dakika denatiirasyon, 50 °C'de 1 dakika primer baglanmasi, 72 °C'de 2 dakika
uzama adimlarindan olusan reaksiyon gergeklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 10
dakika ekstra uzama siiresi ile reaksiyon devam ettirilmis ve reaksiyon sonucu elde
edilen iirlinler %1°lik agaroz jelde yiiriitiillerek UV 15181 altinda gériintiilenmistir.
Buna gore agaroz jel iizerinde elde edilen bant profilleri Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Culex pipiens kdr mutasyonun belirlenmesi igin yapilan PZR’de
kullanilan reaksiyon igerigi

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim (puL)

Tampon (10X) [GeneTaq] 2.5
dNTP (2.5 mM) [Sigma] 1

Primerler (20 pM) [Metabion] 0.3
Tag DNA polimeraz (1.5 U) [GeneTaq] 0.3
DNA (100 ng) 1

Distile su 19.3
Toplam hacim 25

Cizelge 3.8. Culex pipiens’te kdr mutasyonuna bagli olarak agaroz jel tizerinde
elde edilen bant profil

Genotip Primer Bant profili
Cgdl | Cgd2 | Cgd3 | Cgd4 | 481-510bp | 354-383 bp

Homozigot + + ¥ n n
duyarli (SS) + + n "

Heterozigot + + ¥ 5 "
direncli (RS) + + + T "
Homozigot + + T ¥

direncli (RR) + + + T "
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3.5.4. Anopheles sacharovi Tiiriinde ace-1 Direncinin Belirlenmesi

Anopheles sacharovi tiiriine ait Ace-1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin dizileri
Dabire vd. (2014)’den elde edilen Ex3AgF:5’-GATCGTGGACACCGTGTTCG-
3> ve Ex3AgR:5’-AGGATGGCCCGCTGGAACAG-3’ primerleri kullanilmistir.
Duyarli ve direncgli bireyleri belirlemek iizere ise alellere 6zgli primerler olan
SacACE_S: TGTGGATCTTCGGCGGCG (Glisin) ve SacACE_R: CTGTGGAT
CTTCGGCGGCA (Serin) primerleri tasarlanmistir. Her bir birey igin Ex3AgF,
Ex3AgR, SacACE_S ve Ex3AgF, Ex3AgR, SacACE_R primer kombinasyonlarim
iceren iki PZR Eppendorf marka PZR cihazinda gerceklestirilmistir. ace-1
mutasyonunu igceren Ace-1 gen bolgesi i¢in hazirlanan PZR reaksiyonu karisimi
Cizelge 3.9°da gosterilmistir. PZR reaksiyon sartlar1 ise ilk denatiirasyon: 94 C de
5 dk; denatiirasyon: 94°C de 30 sn; baglanma: 58'C de 30 sn; uzama: 72°C de 30
sn olarak 35 dongii seklinde 1s1 dongiileyicide gergeklestirilmistir. Reaksiyon
sonucu elde edilen iriinler %1°lik agaroz jelde yiiriitilerek UV 15181 altinda
gorilintiilenmistir. Agaroz jel tizerinde elde edilen bant profilleri Cizelge 3.10°de

verilmistir.

Cizelge 3.9. Anopheles sacharovi ace-1 mutasyonun belirlenmesi igin yapilan
PZR’de reaksiyon igerigi

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim (pL)

Tampon (10X) [GeneTaq] 25
dNTP (2.5 mM) [Sigma] 1

Primerler (20 uM) [Metabion] 0.25
Tag DNA polimeraz (1.5 U) [GeneTaq] 0.25
DNA (100 ng) 1

Distile su 195
Toplam hacim 25

Cizelge 3.10. Anopheles sacharovi’de ace-1 direncine bagli olarak agaroz jel
iizerinde elde edilen bant profili

Genotip Primer Bant profili
Ex3AgF | Ex3AgR | SacACE_S | SacACE_R | 500 bp | 400 bp

Homozigot + + + + +
duyarli (SS) + + + +
Heterozigot + + + + +
direngli (RS) + + + + +
Homozigot + + + +
direngli (RR) + + + + +
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3.5.5. Culex pipiens Tiiriinde ace-1 Direncinin Belirlenmesi

ace-1 (G119S) mutasyonlarinin tespiti i¢in ACE-F: 5'-CCGGGNGCSACYATGT
GGAA-3" ve ACE-R: 5-ACGATMACGTTCTCYTCCGA-3' primerleri
kullanilarak (Weill vd., 2004a) PZR reaksiyonu ile Ace-1 gen bolgesinin 194 bg
uzunlugundaki bir kismi ¢ogaltilmistir. Daha sonra Alu-I restriksiyon enzimi ile
restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi icin reaksiyon
gerceklestirilmistir. Alu-1, AGCT dizisini taniyan bir restriksiyon endoniikleazdir
ve GC bazlar1 arasindan kesim yapar. Yabanil bireylerde bu bolge GGC dizisinden
olustugu icin kesim olmamistir. Mutasyon varliginda ise bu bolge AGC dizisinden
olustugu icin kesim gerceklesmistir.

ace-1 mutasyonunu igeren Ace-1 gen bdlgesi i¢in hazirlanan PZR reaksiyonu
karisimi  Cizelge 3.11°de gosterilmistir. PZR reaksiyon sartlart ise ilk
denatiirasyon: 94°C de 5 dk; denatiirasyon: 94 C de 30 sn; baglanma: 54 C de 30
sn; uzama: 72°C, 1 dk olarak 30 dongii seklinde 1s1 dongiileyicide
gerceklestirilmistir. RFLP igerigi ise 2 mL 10X tampon, 1 mL Alu-1 enzim (2U), 2
mL BSA (0,1 mg/ml), 15 mL PZR {iriinii ve 5 mL distile sudan olusmustur. Elde
edilen bu karisim daha sonra 37 C’de 4 saat inkiibasyona birakilmis ve kesim
reaksiyonu 65 °C’de 20 dakikalik inkiibasyon ile birlikte durdurulmustur. Kesim

reaksiyonunun ardindan kesim {irtinleri %2’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.

Cizelge 3.11. Cx. pipiens ace-1 mutasyonun belirlenmesi igin yapilan PZR’de

kullanilan bilesenler

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim (pL)

Tampon (10X) [GeneTaq] 2.5
dNTP (2.5 mM) [Sigma] 1

Primerler (20 uM) [Metabion] 0.3
Tag DNA polimeraz (1.5 U) [GeneTaq] 0.2
DNA (100 ng) 1

Distile su 19.7
Toplam hacim 25

3.5.6. Ochlerotatus caspius Tiiriinde ace-1 Direncinin Belirlenmesi

ace-1 (G119S) mutasyonlarmin tespiti igin ACE-F: 5'-CCGGGNGCSACYATGT
GGAA-3" ve ACE-R: 5-ACGATMACGTTCTCYTCCGA-3' primerleri
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kullanilarak (Weill vd., 2004a) PZR reaksiyonu ile Ace-1 gen bolgesinin 194 bg
uzunlugunda bir bolgesi gogaltilmistir.

ace-1 mutasyonunu igeren Ace-1 gen bolgesi i¢in hazirlanan PZR reaksiyonu
karisimi Cx. pipiens i¢in hazirlanan PZR karisimina benzerlik gostermektedir ve
Cizelge 3.11°de gosterilmistir. PZR reaksiyon sartlar1 ise yine benzer sekilde ilk
denatiirasyon: 94 C de 5 dk; denatiirasyon: 94 C de 30 sn; baglanma: 54 C de 30
sn; uzama: 72°C de 1 dk olarak 30 dongii seklinde 1s1 dongiileyicide
gercgeklestirilmistir.

3.5.7. Verilerin Istatistiksel Analizleri

Biyokimyasal analiz verileri Kruskall-Wallis non-parametik test (Statistica 7.0)
kullanilarak popiilasyonlar arasindaki enzimatik farkliliklar kargilagtirilmistir. Her
popiilasyonun kdr ve ace-1 frekanslarinin Hardy Weinberg (HW) dengesinde olup
olmadig: kesin olasilik testi (exact probability test) ile analiz edilmistir. Tiirler ve
popiilasyonlarin  genotip frekanslari, alel frekanslari, beklenen/gézlenen
homozigotluk/heterozigotluk oranlari ve HW dengesi POPGENE bilgisayar
programi kullanilarak hesaplanmistir (Yeh vd.,1999).
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4. BULGULAR
4.1. WHO Insektisit Duyarlihk Testi Sonuclar

Anopheles sacharovi tiriiniin Akdeniz Bolgesi’nde, Osmaniye’nin Kadirli,
Kahramanmaras’in Tiirkoglu, Hatay’in Kirikhan, Adana’nin Karatas, Mersin’in
Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’un Bucak ve Isparta’nin Gelendost olmak
iizere 8 lokalitesi icin insektisit hassasiyet testleri yapilmistir (Cizelge 4.1).
Osmaniye’nin Kadirli lokalitesinin permethrin ve deltamethrin i¢in mortalite orani
sirastyla %96,6 ve %95; bendiocarb ve propoxur igin sirasiyla %83,3 ve %85;
malathion ve fenitrothion i¢in sirastyla %73,3 ve 78,3; DDT igin ise % 73,3 tiir.
Kadirli popiilasyonu testi yapilan biitiin insektisitlere karst direnclidir.
Kahramanmaras Tiirkoglu popiilasyonunun permethrin ve deltamethrin igin
mortalite oranlar1 sirasiyla %98,3 ve %100 olup bu popiilasyon permethrin ve
deltamethrin’e kars1 duyarhdir. Tirkoglu popiilasyonunun DDT, malathion,
fenitrothion ve bendiocarp i¢in mortalite oranlar1 % 78,3-85 arasinda degismekte olup
bu insektisitlere kars1 direngli oldugu goriilmektedir. Propoxur i¢in ise mortalite orani
%095’dir. Bu oran olas1 bir dirence igaret etmektedir. Hatay Kirikhan popiilasyonunun
pretroidli insektisitlere karst mortalite oranlart kritik %90 sinirimi agmustir. Hem
permethrin hem de deltamethrin i¢in %95 olan mortalite orami1 olasi bir direncin
varligini gostermektedir. Kirikhan popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion,
bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 %76,6-83,3 arasinda degismektedir ve
bu insektisitlere kars1 direnglidir. Benzer sekilde Mersin Tarsus popiilasyonunun DDT,
malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 %73,3-86,6
arasinda degismektedir ve popiilasyon bu insektisitlere karsi direnglidir. Tarsus
popiilasyonunun deltamethrin ve permethrin igin mortalite oranlar1 sirasiyla %91,6 ve
%96,6’dir ve bu iki pretroidli insektisite karsi diren¢ gelistirmek iizeredir.
Hassasiyet testi sonuglar1 Adana Karatag ve Antalya Manavgat popiilasyonlari i¢in
her bir insektisite karsi benzer mortalite oranlar1 ortaya koymustur. Adana Karatas
popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur igin
mortalite oranlart %65-85; Antalya Manavgat popiilasyonu igin ise %55-58,3
arasinda degismektedir ve her iki poppulasyon da bu insektistlere kars1 direnglidir.
Hem Karatas hem Manavgat popiilasyonlarinin permethrin i¢in mortalite oranlari
%98,3 olup bu popiilasyonlar permethrin’e karsi duyarlidir. Ancak, her iki
popiilasyonun da deltamehrin’e karsi olas1 bir direng gelisimi gostermekte oldugu

tespit edilmistir. Burdur Bucak popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion,
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bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlart %58,3-80 arasinda degismektedir
ve bu insektisitlere karsi direng gelisimi s6z konusudur. Ancak, Bucak
popiilasyonu heniiz hem deltamethrin hem de permethrin’e kars1 duyarlidir. Isparta
Gelendost popiilasyonu ise Akdeniz popiilasyonlarinin biiyiikk ¢ogunlugunda
oldugu gibi DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur’a kars1 direngli
olmakla birlikte, permethrin’e kars sinirda direngli, deltamethrin’e karsi ise heniiz
duyarhdir.

Cizelge 4.1. Akdeniz Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin hassasiyet
testi sonuglari

insektisit
o] a
< | S$1218|2 | | |_
. S| | 5| 5| T |eE@|€g| ¢
Ornekleme Lokalitesi P S ] 2 23lEQ *g'
5| 2| B| 8|8 |58s8 ¢
Bl | 22| 2= |8
24. saat sonrasi ortalama % 6liim
Adana Karatas 65 | 76,6 | 816 | 83,3 | 85 | 983 | 95 1,6
Antalya Manavgat 55 | 583|583 |583| 65 |983] 966 | 333
Burdur Bucak 58,3 | 61,6 | 61,6 | 73,3 | 80 | 98,3 | 100 0
Hatay Kirikhan 81,6 | 76,6 | 83,3 | 81,6 | 80 95 95 0
Isparta Gelendost | 85 [ 816 | 85 |833|816|96,6 | 100 | 16
Kahramanmaras | Tiirkoglu 78,3 |1 833|833 | 85 95 | 98,3 | 100 | 1,6
Mersin Tarsus 73,3 | 80 80 80 | 86,6 |96,6 | 916 | 1,6
Osmaniye Kadirli 73,3 | 80 | 783 (833| 8 |966 | 95 0

Anopheles sacharovi tiiriiniin Ege Bolgesi’nde, Afyon’un Sandikli, Usak’in Esme,
Denizli’nin Saraykdy, Aydm’in Buharkent, Mugla’nin Dalaman, izmir’in Selguk
ve Manisa’nin Akhisar olmak tizere 7 lokalitesi icin insektisit hassasiyet testleri
yapilmistir  (Cizelge 4.2). Afyon’un Sandikli lokalitesinin permethrin ve
deltamethrin’e karsi mortalite oranlart %98,3 ve %100 olup bu popiilasyon
pretroidli insektisitler agisindan duyarlidir. Bendiocab ve propoxur’a karst %91,6
olan mortalite orani bu popiilasyonun olas1 bir diren¢ gelistirmekte olduguna isaret
etmektedir. DDT, malathion ve fenitrothin’a kars1 ise mortalite oranlar1 sirasiyla
%78.,3, %83,3 ve %88,3 olup, popiilasyon bu insektisitlere karsi direnglidir. Usak
Esme popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur igin
mortalite oranlar1 %70-81,6 arasinda; Denizli Saraykdy popiilasyonunun ise bu
insektisitler i¢in mortalite oranlart %76,6-81,6 arasinda degigsmektedir. Verilen
insektisitler icin her iki popiilasyon da direnglidir. Benzer sekilde, her iki
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popiilasyonunun da permethrin igin mortalite oranlar1 %96,6’dir ve bu oran olast
bir direncin varhigina isaret etmektedir. Yine her iki popiilasyonun da
deltamethrin’e karsi olan %98,3’liikk mortalite oram1 bu popiilasyonlarin
deltamethrin’e  karsi duyarli oldugunu goOstermektedir. Aydin’in  Buharkent
popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite
oranlart %73,3 ve % 88,3 arsinda degismektedir. Buharkent popiilasyonu bu dort
insektisite karsi direnglidir. Deltamethrin ve permethrin i¢in goriilen sirasiyla %96,6
ve %95 mortalite orani ise bu popiilasyonda olasi bir permethrin direncini
gostermektedir. Manisa Akhisar popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion,
bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlart %71,6-85 arasinda; Mugla Dalaman
popiilasyonunun ise bu insektisitler i¢cin mortalite oranlart %81,6,6-88,3 arasinda
degismektedir. Verilen insektisitler i¢in her iki popiilasyon da direnclidir. Benzer
sekilde, her iki popiilasyonunun da deltamethrin i¢in mortalite oranlart %96,6’dir ve
bu oran olast bir direncin varligma isaret etmektedir. Yine her iki popiilasyonun da
permethrin i¢cin mortalite oran1 %98,3’tlir ve bu popiilasyonlar permethrin’e kars1
duyarlidir. Son olarak Izmir Selguk popiilasyonunun DDT, malathion,
fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlart %78,3 ve % 88,3
arasinda degismektedir. Selcuk popiilasyonu bu dort insektisite karsi da
direnclidir. Popiilasyonun hem permethrin hem de deltamethrin i¢in mortalite
orani %98,3 olup, her iki insektisite karsi da heniiz duyarlidir.

Cizelge 4.2. Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin hassasiyet testi

sonuglari
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24. saat sonrasi ortalama % 6liim

Afyon Sandikli 78,3 | 83,3 88,3 91,6 91,6 98,3 100 1,6
Aydin Buharkent | 73,3 | 86,6 86,6 88,3 83,3 96,6 95 0
Denizli | Saraykéy | 76,6 | 81,6 78,3 80 81,6 96,6 98,3 0
[zmir Selguk 78,3 | 81,6 83,3 88,3 85 98,3 98,3 1,6
Mugla | Dalaman 85 81,6 86,6 88,3 85 98,3 96,6 1,6
Manisa | Akhisar 716 | 783 78,3 83,3 85 98,3 96,6 0
Usak Esme 70 78,3 76,6 81,6 80 96,6 98,3 0
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Culex pipiens tiirtiiniin Akdeniz Bélgesi’nde, Hatay’in Dortyol, Adana’nin Karatas,
Mersin’in Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’'un Merkez ve Isparta’nin
Merkez olmak iizere 6 lokalitesi i¢in insektisit hassasiyet testleri yapilmistir
(Cizelge 4.3). Adana Karatag popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion,
bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 %73,3-83,3 arasinda; Mersin
Tarsus popiilasyonunun ise bu insektisitler icin mortalite oranlar1 %71,6,6-83,3
arasinda degismektedir. Her iki popiilasyon da bu dort insektisite karst direnglidir.
Tarsus’da deltamethrin i¢in, Karatag’da permethrin i¢in olan %91,6 ve Tarsus’da
permethrin i¢in, Karatag’da deltamethrin i¢in olan %95 mortalite oram1 bu
popiilasyonlarin permethrin grubundaki insektisitlere karst muhtemel bir direng
geligtirmekte oldugunu gostermektedir. Antalya Manavgat popiilasyonunun DDT,
malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 %71,6-80
arasinda degismektedir ve bu insektisitlere karst Manavgat popiilasyonu
direnclidir. Mortalite oranlar1 permethrin i¢in %96,6, deltamethrin i¢in % 95’tir.
Bu oran Manavgat popiilasyonunun pretroidli insektisitler i¢in direng gelistirmekte
olduguna isaret etmektedir. Hatay Dortyol popililasyonunun DDT, malathion,
fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 %75-78,3 arasinda;
Isparta Merkez popiilasyonunun ise bu insektisitler i¢cin mortalite oranlar %76,6-
80 arasinda degismektedir. Her iki popiilasyon da bu dort insektisite karsi
direnglidir. Dértyol’da hem permethrin hem deltamethrin igin mortalite oram
%93.3 iken; Isparta Merkez’de permethrin i¢in %96,6, deltamethrin i¢in ise
%93,3°diir. Bu oranlar bu popiilasyonlarin hem permethrin hemde deltamethrine
kars1t muhtemel bir direng gelistirmekte oldugunu gostermektedir. Burdur Merkez
popiilasyonunun DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur igin
mortalite oranlar1 %78,3-81,6 arasinda degismektedir ve popiilasyon bu
insektisitlere karsi direnglidir. Mortalite oranlart permethrin i¢in  %98,3;
deltamethrin i¢in ise %100’dlir. Buna gore Burdur Merkez popiilasyonu hem

permethrin hem de deltamethrin’e kars1 duyarlidir.
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Cizelge 4.3. Akdeniz Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin hassasiyet testi

sonuglart
insektisit
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24. saat sonrasi ortalama % o6liim

Adana Karatag 733 | 716 | 783 | 833 | 816 | 916 95 1,6

Antalya Manavgat | 73,3 | 783 | 716 | 783 80 96,6 95 3,3

Burdur Golhisar 85 | 816 | 816 80 78,3 | 98,3 100 0

Mersin Tarsus 71,6 75 80 716 | 83,3 95 916 | 3,3

Isparta Merkez 76,6 | 80 783 | 783 | 766 | 96,6 | 933 | 16

Hatay Daortyol 75 | 766 | 76,6 | 783 | 783 | 933 | 933 0

Culex pipiens tiuriniin Ege Bolgesi’nde, Afyon’un Dinar, Denizli’nin Honaz,
Mugla’nin Dalaman, Aydin’in Soke, Manisa’nin Saruhanli ve Usak’in Esme
olmak {iizere 6 lokalitesi i¢in insektisit hassasiyet testleri yapilmistir (Cizelge 4.4).
DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur icin mortalite oranlari
Afyon’un Dinar popiilasyonu igin sirasiyla %71,6-83,3 arasinda; Aydin Soke
popiilasyonu igin sirasiyla %76,6,6-83,3 arasinda; Manisa Saruhanli popiilasyonu
i¢in ise sirastyla %75- 80 arasinda degismekte olup her {i¢ popiilasyon da DDT,
malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur’a karsi direnglidir. Dinar ve Soke
popiilasyonlarinin hem deltamethrin i¢in hem pertmethrin i¢in ise mortalite
oranlart %98,3’diir. Bu sonu¢ Dinar ve Soke popiilasyonlarmin pretroidli
insektisitlere kargi heniiz duyarl oldugunu géstermektedir. Saruhanli’da ise her iki
pretroid grubuna kars1 %96,6’dir ve bu popiilasyonun olas1 bir diren¢ kazanmak
iizere oldugunu gostermektedir. Mugla Dalaman popiilasyonunun DDT,
malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlart % 71,6-
88,3 arasinda degismektedir. Popiilasyon deltamethrin i¢in %95, permethrin i¢in
ise %96,6 mortalite oranina sahiptir. Bu oranlar, Dalaman popiilasyonunun da
pretroidli insektisitlere karsi muhtemel direncin gelismekte olduguna isaret
etmektedir. Denizli Honaz ve Usak Esme popiilasyonlarinda DDT, malathion,
fenitrothion, bendiocarb ve propoxur icin mortalite oranlar1 sirasiyla %75-81,6
arasinda ve %78,3-83,3 arasinda degismektedir. Her iki popiilasyonda bu 4
insektisite karsi direnglidir. Pretorid grubundaki permethrin ve deltamethrin igin
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ise her iki popiilasyonun da mortalite oranlar1 sirasiyla %95 ve %96’dir. Bu
oranlar Honaz ve Esme popiilasyonlarinda da pretroidli insektisitlere karst

muhtemel direncin gelismekte olduguna isaret etmektedir.

Cizelge 4.4. Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin hassasiyet testi sonuglari

insektisit
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24. saat sonrasi ortalama % o6liim

Afyon Dinar 716 | 76,6 | 78,3 83,3 | 81,6 | 98,3 98,3 | 1,6
Aydin Soke 816 | 76,6 | 81,6 83,3 | 83,3 | 98,3 98,3 | 1,6
Manisa Hacihaliller | 75 76,6 | 76,6 80 80 96,6 96,6 | 3,3
Mugla Dalaman 716 | 816 | 81,6 88,3 | 83,3 | 96,6 95 0
Denizli Honaz 76,6 75 80 85 81,6 95 96,6 | 3,3
Usak Esme 78,3 | 816 | 78,3 81,6 | 83,3 95 96,6 0

Ochlerotatus caspius tiirtiniin Akdeniz Bolgesi’nde, Adana’nin Tuzla, Antalya’nin
Manavgat, Burdur’un Merkez, Hatay’in Erzin ve Mersin’in Tarsus olmak iizere 5
lokalitesi i¢in insektisit hassasiyet testleri yapilmistir (Cizelge 4.5). DDT,
malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlar1 Adana’nin
Tuzla popiilasyonu icin sirasiyla %71,6-81,6 arasinda; Antalya’nin Manavgat
popiilasyonu i¢in sirasiyla %70-80 arasinda; Burdur Merkez popiilasyonu i¢in
sirastyla %73,3-78,3 arasinda; Hatay Erzin popiilasyonu i¢in sirasiyla %73,3-80 ve
Mersin Tarsus popiilasyonu i¢in ise %68,3-80 arasinda degismekte olup her ii¢
popiilasyon da DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur’a karsi
direnclidir. Benzer sekilde Permethrin i¢in mortalite oranlar sirasiyla %95, %91,6,
%91.,6, 96,6 ve 93,3 deltamethrin i¢in ise %93,3, %90, %95, %93,3 ve %91,6’dr.
Bu oranlar permethrin ve deltamethrin’e karsi biitiin Akdeniz Bélgesi Oc. caspius
popiilasyonlarinin direng geligtirmekte oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Akdeniz Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarinin hassasiyet
testi sonuglari

insektisit
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24. saat sonrasi ortalama % o6liim
Adana Tuzla 716 | 71,6 78,3 81,6 80 95 93,3 0
Antalya Manavgat 70 71,6 78,3 78,3 80 91,6 90 3,3
Burdur Merkez 73,3 75 78,3 78,3 78,3 | 91,6 95 0
Hatay Erzin 75 73,3 80 76,6 | 78,3 | 96,6 933 | 16
Mersin Tarsus 68,3 | 71,6 76,6 78,3 80 93,3 91,6 0

Ochlerotatus caspius tiiriiniin Ege Bolgesi’nde, Manisa’nin Tekeller, Mugla’nin
Dalaman, Aydin’in Dalama ve Afyon’un Dinar olmak iizere 4 lokalitesi i¢in
insektisit hassasiyet testleri yapilmistir (Cizelge 4.6). DDT, malathion,
fenitrothion, bendiocarb ve propoxur i¢in mortalite oranlart Manisa Tekeller
popiilasyonu i¢in sirasiyla %71,6-81,6 arasinda; Antalya’mn  Manavgat
popiilasyonu igin sirasiyla %70-80 arasinda; Mugla Dalaman popiilasyonu i¢in
%71,6-81,6 arasinda; Afyon Dinar popiilasyonu i¢in %76,6-81,6 arasinda ve
Aydin Dalama popiilasyonu igin ise %71,6-78,3 arasinda degismekte olup bu
popiilasyonlar DDT, malathion, fenitrothion, bendiocarb ve propoxur’a karsi
direnglidir. Dinar popiilasyonunda deltamethrine karsi goriilen %98,3’lik
mortalite oran1 bu popiilasyonun deltamethrine karsi duyarli oldugunu, geriye
kalan popiilasyonlarda goriilen mortalite oranlari ise diger tiim Oc. caspius
popiilasyonlarinin hem deltamethrin hem de permethrine karsi olast direng
gelistirmekte oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarinin hassasiyet testi
sonuglari

insektisit
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24. saat sonrasi ortalama % 6liim

Manisa Tekeller 716 | 73,3 78,3 78,3 816 | 96,6 96,6 3,3
Mugla Dalaman 75 71,6 78,3 81,6 81,6 | 96,6 95 1,6
Aydin Dalama 716 | 73,3 78,3 78,3 78,3 | 91,6 95 1,6
Afyon Dinar 76,6 | 76,6 80 80 816 | 96,6 98,3 1,6

4.2. Insektisit Direncini Saglayan Biyokimyasal Mekanizmalar ve
Enzimatik Aktivite Sonuclari

4.2.1. Esteraz Aktivitesi

Esterazlardan kaynaklanan direnci belirlemek amaciyla esterazlarin ii¢ farklh
substratt olan para nitro fenil asetat, alfa naftil asetat ve beta naftil asetat
kullanilarak enzimatik aktivite dlglimleri yapilmigtir.

4.2.1.1. Alfa Esteraz aktivitesi

Anopheles sacharovi tiiriiniin  Akdeniz Bolgesi’nde, Osmaniye’nin Kadirli,
Kahramanmarag’in Tiirkoglu, Hatay’in Kirikhan, Adana’nin Karatag, Mersin’in
Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’un Bucak ve Isparta’nin Gelendost olmak
iizere 8 lokalitesinden elde edilen popiilasyonlarin alfa esteraz enzim aktivitesi
sonuglart  EU/mg  protein  olarak  hesaplanmistir. ~ Akdeniz = Bdlgesi
popiilasyonlarinin alfa esteraz enzimi i¢in spesifik enzim aktiviteleri 0,414 EU/mg
protein ile 0,720 EU/mg protein arasinda degismektedir. Kontrol grubu igin 0,230
EU/ mg protein olarak hesaplanan spesifik enzim aktivitesi ile kiyaslandiginda
popiilasyonlarin tamaminda alfa esteraz enzimi agisindan kontrol grubuna gore
artis vardir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Anopheles sacharovi tiiriiniin Ege Bolgesi’nde, Afyon’un Sandikli, Usak’in Esme,
Denizli’nin Saraykdy, Aydin’m Buharkent, Mugla’nin Dalaman, izmir’in Selguk
ve Manisa’nin Akhisar olmak tizere 7 lokaliteden elde edilen popiilasyonlarin alfa
esteraz enzim aktivitesi sonuclart EU/mg protein cinsinden hesaplanmistir. An.
sacharovi Ege Bolgesi popiilasyonlarinin alfa esteraz spesifik enzim aktiviteleri
0,393 EU/mg protein ile 0,489 EU/mg protein arasinda degismektedir. Sonuglar,
kontrol grubuna kiyasla Ege Bolgesi’nin biitlin popiilasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artisin oldugunu gostermektedir (p<0,05). Akdeniz ve Ege
Bolgeleri An. sacharovi popiilasyonlarinin alfa esteraz medyan spesifik enzim
aktivitelerini Sekil 4.1 gostermektedir.
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Sekil 4.1. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin medyan
spesifik alfa esteraz aktiviteleri

Culex pipiens tiiriniin Akdeniz Bolgesi igerisinde yer alan Hatay’in Dortyol,
Adana’nin Karatag, Mersin’in Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’un Merkez
ve Isparta’nin Merkez olmak iizere 6 lokalitesinden orneklenen popiilasyonlarin
alfa esteraz enzim aktivitesi sonuclart EU/mg protein olarak hesaplanmistir.
Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinin alfa esteraz enzim aktiviteleri 0,325 EU/mg
protein ile 1,041 EU/mg protein arasinda degigsmektedir. Kontrol grubunun enzim
aktivitesine kiyasla sadece 0,325 EU/mg protein enzimatik aktiviteye sahip olan
Antalya Manavgat popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
bulunmamaktadir (p>0,05). Diger popiilasyonlardaki enzimatik aktivite artis1 ise
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Ege Bolgesi’'nde Afyon’un Dinar, Denizli’nin Honaz, Mugla’nin Dalaman,
Aydin’in Séke, Manisa’nin Saruhanli ve Usak’in Egsme olmak {izere 6 lokaliteden
elde edilen Cx. pipiens popiilasyonlarinin alfa esteraz medyan spesifik enzim
aktiviteleri 0,246 EU/mg protein ile 1,590 EU/mg protein arasinda degismektedir.
0,230 EU/mg protein spesifik enzim aktivitesine sahip kontrol grubuna kiyasla
sadece Usak Esme popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamistir
(p>0,05). Ege Bolgesi’ndeki diger 5 Cx. pipiens popiilasyonunda alfa esteraz
enzimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmektedir
(p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinin alfa esteraz
enzim aktiviteleri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Akdeniz ve Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin medyan
spesifik alfa esteraz aktiviteleri

Akdeniz Bolge’sinin Adana Tuzla, Antalya Manavgat, Burdur Merkez, Isparta
Merkez, Hatay Erzin ve Mersin Tarsus olmak iizere 6 lokalitesinden elde edilen
Oc. caspius popiilasyonlarina ait bireylerin medyan alfa esteraz spesifik enzim
aktivitesi sonuglar1 0,620 EU/mg protein ile 1,148 EU/mg protein arasinda
degismektedir. Elde edilen bu degerler biitiin popiilasyonlarin kontrol grubuna
kiyasla alfa esteraz enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisin

oldugunu goéstermektedir (p<0,05).

Ege Bolgesi igerisinde yer alan Manisa Tekeller, Mugla Dalaman, Aydin Dalama,
Denizli Acipayam ve Afyon Dinar olmak iizere toplamda 5 lokaliteden elde edilen
Oc. caspius popiilasyonlarinin medyan alfa esteraz spesifik enzim aktiviteleri
0,548 EU/mg protein ile 0,672 EU/mg protein arasinda degigmistir. 0,230 EU/mg
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protein olarak hesaplanan kontrol grubunun spesifik enzim aktivitesine kiyasla
Ege Bolgesi popiilasyonlarmin tamaminda istatistiksel olarak anlamli bir artis
olmustur (p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinin alfa

esteraz enzim aktiviteleri Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Akdeniz ve Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarmin
medyan spesifik alfa esteraz aktiviteleri

4.2.1.2. Beta Esteraz aktivitesi

Akdeniz Bolgesi’nde, Anopheles sacharovi tiiriiniin Osmaniye’nin  Kadirli,
Kahramanmaras’in Tiirkoglu, Hatay’in Kirikhan, Adana’nin Karatag, Mersin’in
Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur'un Bucak ve Isparta’nin Gelendost
popiilasyonlarina ait beta esteraz enzim aktiviteleri EU/mg protein cinsinden
hesaplanmigtir. Beta esteraz spesifik aktivitelerinin medyan degerleri 0,425
EU/mg protein ile 0,752 EU/mg protein arasinda degismistir. Kontrol grubunun
sahip oldugu 0,319 EU/ mg protein spesifik beta esteraz enzim aktivitesine kiyasla
Akdeniz bolgesi popiilasyonlariin tamaminda istatistiksel olarak anlamli bir beta

esteraz enzim aktivitesi artis1 olmustur (p<0,05).

Ege Bolgesi’'nde ise Afyon Sandikli, Usak Esme, Denizli Saraykdy, Aydin
Buharkent, Mugla Dalaman, Izmir Selcuk ve Manisa Akhisar An. sacharovi
popiilasyonlarinin medyan beta esteraz enzim aktiviteleri 0,394 EU/ mg protein ile
0, 497 EU/mg protein arasinda degismis ve biitiin popiilasyonlar kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli bir enzimatik aktivite artigt gostermistir (p<0,05).
Akdeniz ve Ege Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarinin medyan beta esteraz
aktiviteleri Sekil 4.4’da verilmistir.
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Sekil 4.4. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin medyan
spesifik beta esteraz aktiviteleri

Culex pipiens tiirtiniin Akdeniz Bolgesi igerisinde yer alan Hatay’in Dortyol,
Adana’nin Karatag, Mersin’in Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’un Merkez
ve Isparta’nin Merkez olmak iizere 6 lokalitesinden orneklenen popiilasyonlarin
tamaminin medyan beta esteraz enzim aktiviteleri kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde artis gostermistir (p<<0,05). Akdeniz bolgesi
popiilasyonlarinin medyan spesifik beta esteraz enzim aktiviteleri 0, 508 EU/mg

protein ile 0,915 EU/mg protein arasinda degismistir.

Ege Bolgesi Cx. pipiens Afyon Dinar, Denizli Honaz, Mugla Dalaman, Aydin
Soke, Manisa Saruhanli ve Usak Esme popiilasyonlarinin medyan beta esteraz
enzim aktiviteleri 0,304 EU/mg protein ile 1,384 EU/mg protein arasinda
degismistir. Popiilasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunda istatistiksel olarak Onemli
derecede enzimatik aktivite artisi gozlenirken (p<0,05), sadece Usak Esme
popiilasyonunda kontrol grubuna kiyasla enzim aktivitesinde diisiis olmustur.
Bununla birlikte bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Akdeniz ve
Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinin medyan beta esteraz aktiviteleri Sekil
4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Akdeniz ve Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin spesifik beta
esteraz enzim aktiviteleri

Akdeniz Bolgesi’nin Adana Tuzla, Antalya Manavgat, Burdur Merkez, Isparta
Merkez, Hatay Erzin ve Mersin Tarsus lokalitelerinden elde edilen Oc. caspius
popiilasyonlarin beta esteraz enzim aktiviteleri 0,521 EU/mg protein ile 1,400
EU/mg protein arasinda degismektedir. Popiilasyonlarin tamami beta esteraz
enzim aktiviteleri agisindan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

artig gostermistir (p<0,05).

Ege Bolgesi’'nde Manisa Tekeller, Mugla Dalaman, Aydin Dalama, Denizli
Acipayam ve Afyon Dinar lokalitelerinden elde edilen Oc. caspius
popiilasyonlarinin beta esteraz enzim aktiviteleri ise 0,523 EU/mg protein ile
0,692 EU/mg protein arasinda degismistir. Akdeniz bolgesinde oldugu gibi Ege
bolgesinde de popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna goére beta esteraz enzim
aktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p<0,05). Akdeniz
ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinin medyan beta esteraz aktiviteleri
sekil 4.6’da verilmisgtir.
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Sekil 4.6. Akdeniz ve Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarinin
spesifik beta esteraz enzim aktiviteleri

4.2.1.3. pNPA Esteraz aktivitesi

An. sacharovi Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinin medyan pNPA spesifik
aktiviteleri 0,278 EU/mg protein ile 1,286 EU/mg protein arasinda degismistir.
Kontrol grubunun sahip oldugu 0,286 EU/ mg protein spesifik pNPA enzim
aktivitesine kiyasla Kadirli, Tiirkoglu, Kirikhan, Karatas popiilasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir pNPA enzim aktivitesi artis1 olmustur (p<0,05).
Bununla birlikte Gelendost popiilasyonunda kontrol grubuna kiyasla goriilen
enzim aktivitesi diislisii ve Manavgat, Bucak ve Tarsus popiilasyonlarinda goriilen

enzim aktivitesi artisi istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Ege Bolgesi’'nde An. scharovi popiilasyonlarinin medyan pNPA spesifik enzim
aktiviteleri 0,261 EU/ mg protein ile 0, 377 EU/mg protein arasinda degismistir.
En yiiksek pNPA spesifik enzim aktivitesine sahip olan Esme popiilasyonunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p<0,05).
Kontrol grubuna kiyasla Sandikli ve Dalaman popiilasyonlarindaki spesifik enzim
aktivitesi artis1 ve Buharkent, Akhisar ve Saraykdy popiilasyonlarindaki enzim
aktivitesi diisiisii ise istatistiksel olarak anlamli degildir (p >0,05). Selguk
popiilasyonu ise kontrol grubu ile esit miktarda medyan pNPA spesifik enzim
aktivitesine sahiptir. Sekil 4.7 Akdeniz ve Ege Bolgesi An. sacharovi
popiilasyonlarinin medyan pNPA esteraz aktivitelerini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin medyan
spesifik pNPA esteraz aktiviteleri

Culex pipiens tiiriiniin Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinin medyan pNPA spesifik
enzim aktiviteleri 0,754 EU/mg protein ile 1,526 EU/mg protein arasinda
degismistir. Popiilasyonlarin tamaminin medyan pNPA enzim aktiviteleri kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig gostermistir (p<0,05).

Ege Bolgesi icerisinde yer alan Afyon’un Dinar, Denizli’nin Honaz, Mugla’nin
Dalaman, Aydin’in Soke, Manisa’nin Saruhanli ve Usak’in Esme CXx. pipiens
popiilasyonlarinin medyan spesifik pNPA enzim aktiviteleri 0,321 EU/mg protein
ile 1649 EU/mg protein arasinda degismistir. Popiilasyonlarin  biyiik
cogunlugunda istatistiksel olarak Onemli derecede enzimatik aktivite artisi
gozlenirken (p<0,05), sadece Usak Esme popiilasyonunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlaml bir artis olmamistir (p>0,05). Sekil 4.8, Akdeniz ve Ege
Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarimin medyan pNPA esteraz aktivitelerini
gostermektedir.
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Sekil 4.8. Akdeniz ve Ege Boélgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin medyan
spesifik pNPA esteraz aktiviteleri

Akdeniz Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarin pNPA enzim aktiviteleri 0,489
EU/mg protein ile 0,954 EU/mg protein arasinda degismektedir. Burdur
popiilasyonundaki pNPA enzim aktivitesi artigi istatistiksel olarak anlaml
degilken (p>0,05), Adana Tuzla, Antalya Manavgat, Isparta Merkez, Hatay Erzin
ve Mersin Tarsus lokalitelerine ait popiilasyonlarin tamamindaki pNPA enzim
aktiviteleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermektedir (p<0,05).

Ege Bolgesi’'nde Manisa Tekeller, Mugla Dalaman, Aydin Dalama, Denizli
Acipayam ve Afyon Dinar lokalitelerinden elde edilen Oc. caspius
popiilasyonlarinin pNPA aktiviteleri ise 0,565 EU/mg protein ile 0,970 EU/mg
protein arasinda degismistir. Akdeniz bolgesinde oldugu gibi Ege bolgesinde de
popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna gére pNPA enzim aktivitesi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgesi
Oc.caspius popiilasyonlarinin medyan spesifik pNPA esteraz aktiviteleri Sekil
4.9°da verilmigtir.
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Sekil 4.9. Akdeniz ve Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlariin
medyan spesifik Pnpa esteraz aktiviteleri

4.2.3. Oksidaz Aktivitesi

Anopheles sacharovi Akdeniz Bélgesi popiilasyonlarinin oksidaz aktiviteleri
Osmaniye’nin  Kadirli, Kahramanmaras’in Tiirkoglu, Hatay’in Kirikhan,
Adana’nin Karatag, Mersin’in Tarsus, Antalya’nin Manavgat, Burdur’un Bucak ve
Isparta’nin Gelendost olmak iizere toplamda 8 lokaliteden elde edilen bireylerin
sitokrom c protein miktarlarina dayali olarak pg sitokrom ¢/ mg protein cinsinden
hesaplanmigtir. Kontrol grubunda 2,809 pg sitokrom c/mg protein olarak
hesaplanan medyan oksidaz miktar1 Akdeniz Bolgesi An. sacharovi
popiilasyonlarinda 9,700 pug sitokrom c/mg ile 24,406 pg sitokrom c/mg arasinda
degismistir. Popiilasyonlarin tamamindaki oksidaz artis1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Ege Bolgesi’nde Afyon Sandikli, Usak Esme, Denizli Saraykoy, Aydin Buharkent,
Mugla Dalaman, izmir Selguk ve Manisa Akhisar An. sacharovi popiilasyonlarinimn
medyan oksidaz miktarlar1 7,324 pg sitokrom-c/mg protein ile 18,873 pg sitokrom
c/mg protein arasinda degismistir. Akdeniz Bolgesi’nde oldugu gibi Ege Bolgesi
An. sacharovi popiilasyonlarimim da tamami kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde oksidaz aktivitesi artis1 gdstermistir (p<0,05). Akdeniz
ve Ege bolgeleri An. sacharovi popiilasyonlarinin oksidaz miktarlarina ait grafik
Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin
medyan oksidaz miktarlar1

Culex pipiens tiirtinin Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarmin medyan oksidaz
miktarlar1 5,310 pg sitokrom c/mg protein ile 11,373 pg sitokrom c/mg protein
arasinda degismistir. Burdur popiilasyonunda 5,310 pg sitokrom c/mg protein
olarak hesaplanan oksidaz miktarindaki artis istatistiksel olarak anlamh
olmamakla birlikte (p>0,05), diger popiilasyonlarin tamamindaki oksidaz miktari

artis1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarmin medyan oksidaz miktarlar1 4,608 pg
sitokrom-c/mg protein ile 21,059 pg sitokrom c¢/mg protein arasinda degismistir.
Sadece Esme popiilasyonundaki 4,608 pg sitokrom c/mg protein degerindeki
oksidaz miktar1 artig1 istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Diger Ege
Bolgesi popiilasyonlarinin hepsinde kontrol grubundaki oksidaz miktarina kiyasla
istatisksel olarak anlamli bir artig olmustur (p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgelerine
ait Cx. pipiens popiilasyonlariim oksidaz miktarlarina ait grafik Sekil 4.11°de

verilmistir.
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Sekil 4.11. Akdeniz ve Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin medyan

oksidaz miktarlari

Ochleratatus caspius’un Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinda medyan oksidaz
miktarlar 5,310 pg sitokrom c/mg protein ile ile 11,373 pg sitokrom c¢/mg protein
arasinda degismektedir. Biitiin popiilasyonlarda kontrol grubuna kiyasla oksidaz
miktarinda artis belirlenmesine ragmen, Burdur popiilasyonundaki bu artig
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Bununla birlikte, geri kalan
popiilasyonlarin tamamindaki oksidaz miktar1 kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir artig géstermektedir (p<0,05).

Ege Bolgesi'nde Manisa Tekeller, Mugla Dalaman, Aydin Dalama, Denizli
Acipayam ve Afyon Dinar lokalitelerinden elde edilen Oc. caspius
popiilasyonlarinin oksidaz miktarlar1 sirasiyla 15,303, 8,421, 13,914, 15,227 ve
16,688 ng sitokrom c¢/mg protein olarak hesaplanmistir. Ege Bolgesi Oc. caspius
popiilasyonlariin tamaminda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artiy olmustur (p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinin
medyan oksidaz miktarlar1 Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Akdeniz ve Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarinin

medyan oksidaz miktarlar
4.2.4. Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesi

Anopheles sacharovi’nin Osmaniye Kadirli, Kahramanmaras Tirkoglu, Hatay
Kirikhan, Adana Karatas, Mersin Tarsus, Antalya Manavgat, Burdur Bucak ve
Isparta Gelendost olmak tiizere toplamda 8 Akdeniz Bdlgesi popiilasyona ait
bireylerde medyan spesifik GST enzim aktiviteleri EU/mg protein cinsinden
hesaplanmistir. Kontrol grubunda 0,106 EU/mg protein olarak hesaplanan GST
spesifik enzim aktivitesi Akdeniz Bolgesi’nde en yiiksek Kadirli popiilasyonunda
1,820 EU/mg protein olarak hesaplanmistir. En diisiik ise Karatas popiilasyonunda
0,622 EU/mg proteindir. Diger popiilasyonlarin medyan spesifik GST aktiviteleri
0,625-1,386 EU/mg protein arasinda degigmektedir. Biitiin popiilasyonlarin
kontrol grubuna kiyasla sahip olduklar1 yiiksek GST aktivitesi istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05).

Ege Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarina ait medyan spesifik GST aktivitesi en
diisiik Selcuk popiilasyonuna aittir ve 0,448 EU/mg protein olarak hesaplanmistir.
En yiiksek GST aktivitesi ise Buharkent popiilasyonuna aittir ve 1,163 EU/mg
protein olarak hesaplanmistir. Usak Esme, Denizli Saraykdy, Mugla Dalaman,
Manisa Akhisar ve Afyon Sandikli popiilasyonlarmin medyan spesifik GST
aktiviteleri ise sirasiyla 0,486, 0,492, 0,914, 1,092 ve 1,158 EU/mg protein olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.13). Popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna kryasla
istatistiksel olarak anlamli bir enzim aktivitesi artig1 vardir (p<0,05).
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Sekil 4.13. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarmin
medyan spesifik GST aktiviteleri

Culex pipiens tiiriniin Akdeniz Bolgesi’ndeki Hatay Dortyol, Adana Karatas,
Mersin Tarsus, Antalya Manavgat, Isparta Merkez ve Burdur Merkez
popiilasyonlarinda hesaplanan medyan GST spesifik enzim aktiviteleri sirasiyla
0,743, 0,486, 0,384, 0,232, 0,598 ve 0,217 EU/mg proteindir. Kontrol grubuna
kiyasla Manavgat ve Burdur Merkez popiilasyonlarinda belirlenen spesifik enzim
aktivitesi artig1 istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Bununla birlikte
Dértyol, Karatas, Tarsus ve Isparta popiilasyonlarinin GST enzim aktivitesi artis
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlari igerisinde kontrol grubuna gére en yiiksek
GST enzim aktivitesi Dinar popiilasyonda goriilmektedir ve 0,795 EU/mg proetin
olarak hesaplanmistir. En diisiik GST aktiviteye sahip olan popiilasyon ise 0,246
EU/mg protein olarak hesaplanan Egme popiilasyonudur. Denizli Honaz, Manisa
Saruhanli, Mugla Dalaman, Aydin Soke ve Afyon Dinar popiilasyonlarimin
medyan spesifik GST aktiviteleri sirasiyla 0,261, 0,401, 0,559, 0,626 ve 0,795
EU/mg protein olarak hesaplanmstir. Popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir enzimatik aktivite artist vardir (p<0,05)
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Akdeniz ve Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin medyan
spesifik GST aktiviteleri

Ochlerotatus  caspius  tiirlinlin ~ Akdeniz ~ Bolgesi’ndeki  igerisindeki
popiilasyonlarinda en yiiksek GST enzim aktivitesi 0,856 EU/mg protein olarak
Burdur Merkez popiilasyonunda hesaplanmistir. Bunu Erzin, Manavgat, Tuzla,
Tarsus ve Isparta Merkez popiilasyonlar1 takip etmis ve medyan spesifik GST
aktiviteleri sirastyla 0,790, 0,775, 0,750, 0,693 ve 0,388 EU/mg protein olararak
hesaplanmistir. Popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna kiyasla GST enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig vardir (p<0,05).

Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinda en yiiksek medyan GST aktivitesi ise
Manisa Tekeller popiilasyona aittir ve 0,911 EU/mg protein olarak hesaplanmastir.
En diisik GST aktivitesi ise 0,306 EU/mg protein olarak hesaplanan Dinar
popiilasyonudur. Aydin Dalama, Mugla Dalaman ve Denizli Acipayam
popiilasyonlarinin medyan GST enzim aktiviteleri sirasiyla 0,336, 0,347 ve 0,476
EU/mg proteindir. Akdeniz Bolgesi’ne benzer sekilde Ege Bolgesi Oc. caspius
popiilasyonlarinin tamaminda da istatistiksel olarak anlamli bir GST enzim
aktivitesi vardir (p<0,05). Akdeniz ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinin
medyan oksidaz miktarlar1 Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Akdeniz ve Ege Bdlgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarimin
medyan spesifik GST aktiviteleri

4.2.5. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Akdeniz Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarinin Asetilkolinesteraz yiizde
inhibisyon oranlar1 Osmaniye Kadirli, Kahramanmaras Tiirkoglu, Hatay Kirikhan,
Adana Karatag, Mersin Tarsus, Antalya Manavgat, Burdur Bucak ve Isparta
Gelendost olmak ftizere toplamda 8 lokaliteden elde orneklenen popiilasyonlarda
belirlenmistir. En yliksek medyan asetilkolinesteraz inhibisyon oranlarina sahip
pupulasyonlar Tarsus, Bucak, Karatas, Manavgat, Gelendost ve Kadirli
popiilasyonlaridir ve medyan AChE kalan aktivite oranlar sirasiyla %91,4, %86,6,
%81,7, %76,1, %74,0 ve %35,5 olarak hesaplanmistir. Bu popiilasyonlar hem
%30’1uk kritik sinirin iizerindedir hem de kalan aktivite % 6,966 olarak belirlenen
kontrol grubuna kiyasla da kalan aktivite oraninda istatistiksel olarak anlamli bir
artis gostermektedir (p<0,05). Tiirkoglu ve Kirikkan popiilasyonlariin ise AChE
kalan aktivite oranlar1 sirasiyla %28,3 ve %26,9’dir. Bu popiilasyonlarda kontrol
grubuna kiyasla kalan aktivite oran1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis

olsa da %30 kritik sinir1 asmamislardir (p<0,05).

Ege Bolgesi’nde An. sacharovi Afyon Sandikli, Usak Egsme, Denizli Saraykoy,
Aydin Buharkent, Mugla Dalaman, izmir Selguk ve Manisa Akhisar
popiilasyonlarinin  AChE kalan aktivite oranlar1 %95,1 ile %40,5 arasinda
degismistir. Popiilasyonlarinin tamaminda hem %30’luk kritik deger asilmigtir
hem de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p<0,05)
(Sekil 4.16).



86

Akdeniz ve Ege Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarina ait medyan spesifik
enzim aktiviteleri (Esteraz, Oksidaz, GST) ve Asetilkolinesteraz enzimi i¢in yiizde
inhibisyon oranlar1 Cizelge 4.7’de verilmistir.



Cizelge 4.7. Akdeniz ve Ege Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarinin enzim aktiviteleri

Enzim aktivitesi medyan degerleri ve standart sapma oranlari
Oksidaz
.. . . a-Esteraz B-Esteraz pNPA . GST
Bolge 1 Lokalite EU/mg protein EU/mg protein EU/mg protein snol;rrzrtr;-i::‘/mg EU/mg protein ASCHI
Medyan | SD Medyan SD Medyan | SD Medyan SD Medyan SD Medyan SD

Osmaniye | Kadirli 0,608 0,224 0,741 0,349 1,286 0,488 | 14,215 4,198 1,820 0,880 | 35,571 8,916

K.maras Tiirkoglu 0,720 0,225 0,752 0,184 1,124 0,494 | 11,267 | 9,9697 1,379 1,112 | 28,347 7,534

Hatay Kirikhan 0,511 0,173 0,485 0,187 0,554 0,208 9,700 3,267 0,625 0,452 | 26,932 5,427

Akdeniz | Adana Karatag 0,598 0,319 0,641 0,343 0,415 0,221 | 22,995 | 13,644 | 0,6223 | 0,284 | 81,790 | 19,423
Bolgesi | Mersin Tarsus 0,490 0,099 0,484 0,100 0,308 0,080 | 11,197 1,927 1,386 0,377 | 91,463 | 14,943
Antalya Manavgat 0,460 0,150 0,425 0,243 0,319 0,186 | 24,406 9,257 1,017 0,472 | 76,165 | 16,039

Isparta Gelendost 0,438 0,205 0,470 0,237 0,278 0,130 | 11,583 4,819 0,675 0,184 | 74,074 | 16,963

Burdur Bucak 0,670 0,09 0,617 0,118 0,354 0,105 | 12,246 5,758 1,202 0,278 | 86,620 9,392

Usak Esme 0,414 0,157 0,394 0,186 0,377 0,184 7,324 9,717 0,486 0,277 | 40,590 | 10,730

Afyon Sandikli 0,484 0,161 0,485 0,442 0,319 0,110 | 17,734 8,388 1,158 0,360 | 84,066 7,987

Ege Mugla Dalaman 0,393 0,246 0,469 0,210 0,290 0,235 | 18,873 9,848 0,914 0,353 | 79,897 8,902
Bolgesi Aydm Buharkent 0,489 0,066 0,457 0,089 0,284 0,055 | 18,679 5,406 1,163 0,537 | 89,342 | 12,037
Izmir Selguk 0,489 0,134 0,485 0,118 0,286 0,061 | 15,939 4,841 0,448 0,402 | 95,121 7,428

Denizli Saraykdy 0,420 0,088 0,413 0,090 0,261 0,144 13,545 2,817 0,492 0,244 74,181 9,015

Manisa Akhisar 0,483 0,131 0,497 0,150 0,284 0,066 | 11,766 3,183 1,092 0,260 | 89,887 9,912

Kontrol 0,230 0,065 0,319 0,082 0,286 0,079 2,809 2,489 0,106 0,060 6,966 2,218
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Sekil 4.16. Akdeniz ve Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin
medyan AChE kalan aktivite oranlar

Culex pipiens’in Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinda AChE kalan aktivite oranlari
% 36,9 ve % 17,5 arasinda degismektedir. En yiiksek AChE kalan aktivite oranina
sahip olan popiilasyonlar Mersin Tarsus, Isparta Merkez ve Adana Karatas
popiilasyonlardir ve bu oranlar sirastyla %36,9, %32,7 ve %32,2 olarak
hesaplanmigtir. Bu {i¢ popiilasyonun AChE kalan aktivite oran1 kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis olup, %30 kritik sinir1 da agmistir
(p<0,05). Bununla birlikte %28,1, %17,5 ve %17,4 kalan aktivite oranlarina sahip
olan Hatay Dortyol, Burdur Merkez ve Antalya Manavgat popiilasyonlarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir artis olsa da %30 kritik sinir1 asilmamistir
(p<0,05).

Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinda ise en yiiksek AChE inhibisyon
oranina sahip popiilasyonlar Mugla Dalaman ve Aydin Soke’dir ve sirastyla kalan
aktivite oranlar1 %30,5 ve %30,4’diir. Dalaman ve Soke popiilasyonlarinda %30
smir1 agilmistir ve kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig vardir
(p<0,05). Manisa Saruhanli, Denizli Honaz, Afyon Dinar ve Usak Esme
popiilasyonlariin ise %inhibisyon oranlar1 sirastyla %21,3, 26,6, 27 ve 29,8°dir.
Bu popiilasyonlar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir kalan
aktivite oranina sahip olsalar da %30 sinirin1 agmamiglardir (p<0,05). Akdeniz ve
Ege bolgelerinde Cx. pipiens popiilasyonlarinin AChE % inhibisyon oranlarina ait
grafik Sekil 4.17°de verilmistir.

Akdeniz ve Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarina ait medyan spesifik enzim
aktiviteleri (Esteraz, Oksidaz, GST) ve Asetilkolinesteraz enzimi igin yiizde

inhibisyon oranlar1 Cizelge 4.8’de verilmigtir.



Cizelge 4.8. Akdeniz ve Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinin enzim aktiviteleri

Enzim aktivitesi medyan degerleri ve standart sapma oranlari
. . . a-Esteraz B-Esteraz pNPA Oksidaz sitokrom- GST
Bolge I Lokalite EU/mg protein EU/mg protein EU/mg protein c/mg protein EU/mg protein ASCHI
Medyan | SD Medyan | SD Medyan SD Medyan SD Medyan SD Medyan SD

Hatay Dortyol 0,966 0,359 0,915 0,486 1,299 0,562 10,652 4,789 0,743 0,152 | 28,125 | 13,492
Adana | Karatag 0,706 0,441 0,675 0,459 1,393 0,439 11,000 2,921 0,486 0,452 | 32,211 5,584
Akdeniz | Mersin | Tarsus 1,041 0,385 0,908 0,489 1,526 0,563 10,617 7,360 0,384 | 0,275 | 36,986 | 13,004
Bolgesi Antalya | Manavgat | 0,325 0,086 0,508 0,261 0,815 0,344 11,373 9,122 0,232 0,174 | 17,421 6,237
Isparta | Merkez 0,614 0,608 0,596 0,440 0,775 0,383 9,192 4,929 0,598 0,387 | 32,734 | 15,898
Burdur | Merkez 0,497 0,237 0,651 0,307 0,754 0,389 5,310 1,463 0,217 0,103 | 17,586 7,327
Usak Esme 0,246 0,097 0,304 0,095 0,321 0,152 4,608 1,552 0,246 0,165 | 29,870 7,973
Afyon Dinar 1,366 0,482 1,384 0,364 1,091 0,446 18,520 7,581 0,795 0,260 | 27,048 6,323
Ege Denizli | Honaz 1,590 0,321 1,303 0,289 1,649 0,239 21,059 8,190 0,261 0,163 | 26,635 7,324
Bolgesi Mugla | Dalaman 0,599 0,395 0,667 0,347 0,942 0,247 15,399 5,690 0,559 0,428 | 30,582 6,517
Aydin Soke 0,697 0,182 0,630 0,184 1,530 0,367 9,643 2,095 0,626 0,097 | 30,444 | 15,795
Manisa | Saruhanh 1,434 0,324 1,303 0,321 1,325 0,329 20,585 3,945 0,401 0,596 | 21,388 9,343
Kontrol 0,230 0,065 0,319 0,082 0,286 0,079 2,809 2,489 0,106 0,060 6,966 2,218
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Sekil 4.17. Akdeniz ve Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin medyan
AChE kalan aktivite oranlari

Ochlerotatus caspius Akdeniz popiilasyonlarinin AChE kalan aktivite oranlari
%11,2 ile %58,6 arasinda degismektedir. En yiiksek kalan aktivite oranina sahip
popiilasyonlar % 58,6 ve %38,1 olarak hesaplanan Mersin Tarsus ve Adana Tuzla
popiilasyonlaridir. Tarsus ve Tuzla popiilasyonlar1 %30 sinirin1 agmistir ve %6,966
olarak hesaplanan kontrol grubunun kalan aktivite oranina kiyasla istatistiksel
olarak anlaml1 bir sekilde yiiksektir (p<0,05). Bununla birlikte, Antalya Manavgat,
Hatay Erzin, Burdur Merkez ve Isparta Merkez popiilasyonlarinin AChE kalan
aktivite oranlar1 sirastyla %11,2, %12,1, %12,3 ve %16,7 olarak hesaplanmistir.
Her ne kadar bu popiilasyonlarin kalan aktivite kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek olsa da, %30 kritik smirim1 asmamislardir
(p<0,05).

Ege Bolgesi’nde Afyon Dinar, Denizli Acipayam ve Mugla Dalaman Oc. caspius
popiilasyonlariin AChE kalan aktivite oranlar1 sirasiyla %59,2, %47,5 ve
%34,708 olarak hesaplanmistir. Bu popiilasyonlarda AChE kalan aktivite oranlari
hem istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksektir hem de kritik sinir asilmistir
(p<0,05). Aydin Dalama’da %12,7 ve Manisa Tekeller’de %?21,2 olarak
hesaplanan kalan aktivite oranlari ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek olsa da, kritik %30 sinirinin altindadir (p<0,05). Akdeniz
ve Ege Bolgelerine ait Oc. caspius popiilasyonlarmm AChE kalan aktivite
oranlarina ait grafik sekil 4.18’de verilmistir.

Akdeniz ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarina ait medyan spesifik enzim
aktiviteleri (Esteraz, Oksidaz, GST) ve Asetilkolinesteraz enzimi igin yiizde
inhibisyon oranlar1 Cizelge 4.9°de verilmigtir.



Cizelge 4.9. Akdeniz ve Ege Bolgesi Oc. caspius popiilasyonlarinin enzim aktiviteleri

Enzim aktivitesi medyan degerleri ve standart sapma oranlari
Oksidaz
.. : . o-Esteraz B-Esteraz pNPA . GST
Bolge 1 Lokalite EU/mg protein EU/mg protein EU/mg protein sﬂol;:z;r;—i:‘/mg EU/mg protein ASCHI
Medyan | SD Medyan | SD Medyan SD Medyan SD Medyan | SD Medyan SD

Hatay Erzin 1,148 0,430 1,400 0,536 0,954 0,265 17,718 4,985 0,790 0,344 | 12,162 5,540
Adana | Tuzla 1,063 0,203 1,290 0,306 0,891 0,267 16,676 4,066 0,750 0,373 | 38,114 23,256
Akdeniz | Mersin | Tarsus 1,147 0,259 1,371 0,249 0,948 0,350 15,129 3,781 0,693 0,185 | 58,697 11,331
Bolgesi Antalya | Manavgat 0,686 0,209 0,654 0,204 0,767 0,369 12,354 6,117 0,775 0,257 | 11,229 8,355
Isparta | Merkez 0,605 0,233 0,559 0,146 0,645 0,373 15,898 4,330 0,388 0,313 | 16,733 6,361
Burdur | Merkez 0,620 0,145 0,521 0,227 0,489 0,0866 7,827 1,119 0,856 0,185 | 12,393 5,787
Afyon Dinar 0,660 0,249 0,590 0,186 0,970 0,381 16,688 4,225 0,306 0,276 | 59,205 4,665
Ege Denizli | Acipayam 0,672 0,214 0,590 0,179 0,840 0,349 15,227 3,075 0,476 0,288 | 47,583 15,165
Bolgesi Mugla Dalaman 0,570 0,170 0,519 0,170 0,565 0,262 8,421 3,586 0,347 0,241 | 34,708 8,372
Aydin Dalama 0,561 0,173 0,692 0,184 0,592 0,152 13,914 2,769 0,336 0,267 | 12,745 10,072
Manisa | Tekeller 0,548 0,189 0,523 0,198 0,577 0,219 15,303 5,354 0,911 0,176 | 21,235 20,363
Kontrol 0,230 0,065 0,319 0,082 0,286 0,079 2,809 2,489 0,106 0,060 6,966 2,218
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Sekil 4.18. Akdeniz ve Ege Bolgesi Ochlerotatus caspius popiilasyonlarinin
medyan AChE kalan aktivite oranlar1

4.3. Insektisit Direncini Saglayan Molekiiler Mekanizmalar ve
Molekiiler Cahismalarin Sonuclar:

4.3.1. An. sacharovi Popiilasyonlarindaki kdr Mutasyonu Frekanslari

Voltaj duyarli sodyum kanallarin1 kodlayan genin 1014. pozisyondaki Ldsing
(TTA), Losin, (TTG), Fenilalanin (TTT) ve Serin (TCG) aminoasidini belirlemek
iizere tasarlanan primerlerle yapilan PZR reaksiyonunun agaroz jel iizerindeki
goriintlisiine dayanarak popiilasyonlarin genotipleri belirlenmistir. Sekil 4.19°da
verilen ilk dort kuyucuktaki goriintii bir bireye, 5-8 arasindaki goriintiiler de ikinci
bir bireye aittir. Bireyler hem L, (Losin,) aminoasidini kodlayan primer hem de
Serin aminoasidini kodlayan primerler ile bant vermislerdir. Buna gore her iki
bireyin de genotipleri L,/S olarak yorumlanmaktadir. Buna benzer sekilde An.
sacharovi tiirtiniin Akdeniz Bolgesi igerisinde yer alan Osmaniye Kadirli,
Kahramanmaras Tiirkoglu, Hatay Kirikhan, Adana Karatag, Mersin Tarsus,
Antalya Manavgat, Burdur Bucak ve Isparta Gelendost popiilasyonlarinda ve Ege
Bolgesi’nde Afyon Sandikli, Usak Esme, Denizli Saraykdy, Aydin Buharkent,
Mugla Dalaman, Izmir Selguk ve Manisa Akhisar popiilasyonlarina ait 12’ser adet
bireyde alel spesifik primerlerin agaroz jel iizerindeki goriintiilerine bakarak kdr

mutasyonu belirlenmistir.



Sekil 4.19. Losing (TTA), Losin, (TTG), Fenilalanin (TTT) ve Serin (TCG)
aminoasidini kodlayan diziyi ¢ogaltan alele 6zgii primerlerle ile yapilan
bir PZR’nin agaroz jel goriintiisii

Akdeniz Bolgesi An. sacharovi popiilasyonlarinda 1014L, (TTG), 1014F (TTT) ve
1014S (TTT) mutasyonlarmin hakim oldugu goriilmiistir. L1014F mutasyonu
sadece Kirikhan ve Tirkoglu popiilasyonlarinda tespit edilmistir. Kirikhan
popiilasyonundaki homozgit duyarli (SS), heterozigot direngli (RS) ve homozigot
direngli (RS) genotipli bireylerin orani sirasiyla %16,66, %58,34 ve %25’tir. Buna
bagl olarak F alelinin de frekansi da 0,708 olarak hesaplanmistir. Fisher’in exact
testine gore Kirikhan popiilasyonu HW dengesindedir (p>0,05). Tiirkoglu
popiilasyonu hem L1014F hem L1014S aleline sahip tek popiilasyondur. F ve S
alellerinin frekanslar1 sirasiyla 0,25 ve 0,541°dir. Popiilasyon, HW dengesinden
sapma gostermektedir (P<0,05). S alel frekansmnin en yiiksek oldugu iki
popiilasyon Tarsus ve Kadirli popiilasyonlaridir ve kdr frekanslari %100°diir ve S
aleli bu iki popiilasyonda fikse olmustur. Karatag ve Gelendost popiilasyonlarinin
S alel frekanslar1 0,583°dir. Karatag popiilasyonunda SS, RS ve RR genotipli
bireylerin orani sirasiyla %0, %16,67 ve %83,33; Gelendost popiilasyonunda ise
%16,67, %33,33 ve %50 olmakla birlikte, her iki popiilasyon da HW
dengesindedir (p>0,05). Manavgat ve Bucak popiilasyonlarinin ise S alel
frekanslar1 0,50 olarak hesaplanmistir. Manavgat popiilasyonunun tamami RS
genotipine sahiptir ve istatistiksel olarak anlamli bir sekilde HW dengesinden
sapma gostermektedir (p<0,05). Bucak popiilasyonunda ise %16,67 oraninda SS,
%66,67 oraninda RS ve %16,67 oraninda RR genotipli bireyler bulunmaktadir.
Bucak popiilasyonu HW dengesindedir (p>0,05). Akdeniz Bolgesi An. sacharovi
popiilasyonlarinin  kdr genotipi, alel frekanslari ve Fisher’in kesinlik testi
sonuglarini gosteren tablo Cizelge 4.7’de verilmistir.



Cizelge 4.10. Akdeniz Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin Vssc 1 gen boélgesine ait genotipleri, alel frekanslar1 ve
Fisher’in exact test sonuglari

Genotipler ve sayilari Allel frekanslari
Populasyon Sayi UG T EE [ s | LF [ LS | L F S P SE we

Adana-Karatag 12 2 10 0.416 0.583 0.0625 0.0011 -0.6923
Antalya-Manavgat 12 12 0.500 0.500 0.0019 0.0003 -1.0000
Burdur-Bucak 12 2 2 8 0.500 0.500 0.5618 0.0019 -0.2941
Hatay-Kirikhan 12 2 7 3 0.291 0.708 0.1947 0.0022 0.4310
Isparta-Gelendost 12 2 4 6 0.416 0.583 1.0000 0.0000 0.0149
K.marag-Tiirkoglu 12 3 5 4 0.208 0.250 0.541 0.0038 0.0005 0.3452
Mersin-Tarsus 12 12

Osmaniye-Kadirli 12 12

6
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Ege Bolgesi'nde L1014F mutasyonuna hi¢ rastlanilmamistir. Direngle ilgili
olmayan aleller L; (TTA) (L&sing) ve L, (TTG) (Lo6sin,) alelleridir. Kdr direncine
neden olan L1014S aleli frekansi en yiiksek Sandikli popiilasyonunda tespit
edilmistir ve 0,75°dir. Sandikli popiilasyonunda SS, SR ve RR birey oranlari
sirastyla %16,66 %66,66 ve %16,66 olup, popililasyon HW dengesindedir
(p>0,05). Selguk (%83), Akhisar (%75) ve Esme (%83) popiilasyonlarinda
agirlikli olarak heterozigot direngli (RS) birey orani yiiksektir ve S alel frekanslari
sirasiyla 0,583, 0,541 ve 0,5 olarak belirlenmistir. Her {i¢ popiilasyon da HW
dengesindedir (p>0,05). Dalaman popiilasyonundaki direnc¢li bireylerin tamami
homozigot direnglidir ve heterozigot direngli birey frekans: sifirdir. Bununla
birlikte Dalaman popiilasyonu duyarli L1 alelini tasiyan tek popiilasyondur ve
duyarli bireyler hem L; hem de L, alelleri ile temsil edilmektedir. Dalaman
poptilasyonunda heterozigotluk oraninin diisiik olmasina bagli olarak popiilasyon
HW dengesinden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde sapma gostermektedir
(p<0,05). Buharkent ve Saraykdy popiilasyonlarinda ise S aleli oldukga diisiiktiir
ve sirastyla 0,35 ve 0,2°dir. Her iki popiilasyonunda heterozigotluk orani ¢ok
disiiktir ve bu oran Buharkent popiilasyonunda %16 iken Saraykdy
popiilasyonunda 0’dir. Bu popiilasyonlardaki bireylerin sirasiyla %60 ve %80’
kdr mutasyonu agisindan duyarlidir. Buharkent ve Saraykdy popiilasyonlart HW
dengesinden sapma gostermektedirler (p<0,05). Ege Bolgesi An. sacharovi
poptilasyonlarmin kdr genotipi, alel frekanslari ve Fisher’in kesinlik testi

sonuglarini gosteren tablo Cizelge 4.8de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Ege Bolgesi Anopheles sacharovi popiilasyonlarinin Vssc 1 gen bolgesine ait genotipleri, alel frekanslari ve Fisher’in
exact test sonuglari

Genotipler ve sayilari Allel frekanslar:
Populasyon Sayi L L S SE wcC
P Y ' Li/Ly La/L, S/5 Li/L, La/S Frek;nm Frekzms1 frekansi P
Afyon-Sandikli 12 2 8 2 0,25 0,75 0.0894 0.0014 0.5849
Aydin-Buharkent 20 12 6 2 0,65 0,35 0.0004 0.0001 0.7901
Denizli-Saraykoy 20 16 4 0,8 0,2 0.0000 0.0000 1.0000
Mugla-Dalaman 20 3 6 10 1 0.1750 0.2750 0.5500 0.0000 0.0000 0.9195
Izmir-Selguk 12 2 10 0.4167 0.5833 0.0640 0.0011 -0.6923
Manisa-Akhisar 12 1 2 9 0.4583 0.5417 0.2364 0.0020 -0.4776
Usak-Esme 12 1 1 10 0.5000 0.5000 0.0753 0.0013 -0.6418
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4.3.2. Cx. pipiens Popiilasyonlarindaki kdr Mutasyonu Frekanslar:

Cx. pipiens’te kdr mutasyonunun belirlenmesi i¢in Voltaj duyarli sodyum
kanalinin 1014. Poziyonundaki Losin (TTA) ve Fenilalanin (TTT) aminoasitlerini
kodlayan alelleri ¢ogaltmak tizere Martinez Torres vd., 1999 tarafindan tasarlanan
alel spesifik primerler kullanilmigtir. Bu primerler ile yapilan PZR iiriinlerinin
agaroz jel Tzerindeki bant profillerine gore popiilasyonlarin genotipleri
belirlenmistir. Sekil 4.20’de homozigot direngli (1.birey) ve homozigot duyarl (2.,
3., ve 4. birey) bireylerin pant profillerini gostermektedir. Kontrol amagl olarak
sekans analizine gonderilen kdr mutasyonu agisindan homozigot duyarli (SS) ve
heterozigot direngli (RS) bireylerin kdr gen dizileri ise Sekil 4.21 ve 4.22°de

verilmisgtir.

Buna gore, Cx. pipiens tiirtiniin kdr mutasyon frekanslart Akdeniz Bolgesi’ndeki
Hatay Dortyol, Adana Karatas, Mersin Tarsus, Antalya Manavgat, [sparta Merkez
ve Burdur Merkez, Ege Bolgesi’ndeki Aydin-Soke, Mugla-Dalaman, Manisa-
Saruhanli, Denizli-Honaz, Afyon-Dinar ve Usak-Esme’den popiilasyonlarindan
elde edilen bireylerde belirlenmistir.

——--—.-.—?‘—
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Sekil 4.20. Losin (TTA) ve Fenilalanin (TTT) aminoasidini kodlayan diziyi
cogaltan alele Ozgii primerlerle ile yapilan bir PZR’nun agaroz jel
iizerindeki goriintiisii
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Sekil 4.21. kdr mutasyonu agisindan homozigot duyarli (SS) olan bir bireyin Vssc
1 gen dizisi
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Sekil 4.22. kdr mutasyonu agisindan heterozigot direngli (RS) olan bir bireyin Vssc
1 gen dizisi

Akdeniz Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlart igerisinde R aleli bakimindan en
yiiksek frekansa sahip olan popiilasyon Burdur Merkez popiilasyonudur ve
frekans1 0,875’tir. Burdur popiilasyonunun % 75’1 homozigot direngli, %25°1 ise
heterozigot direnglidir. Burdur popiilasyonu HW dengesinden istatistiksel olarak
anlamli bir sapma gostermemektedir (p>0,05). Ikinci yiiksek R aleli frekansina
sahip popiilasyon Dortyol popiilasyonudur (0,583) ve Dortyol popiilasyonundaki
SS, RS ve RR genotipine sahip bireylerin orani sirasiyla %25, %33,33 ve
%41,67°dir. Dortyol popililasyonu  HW  dengesindedir  (p>0,05). Karatas
popiilasyonunun SS, RS ve RR genotipli birey frekanslar sirasiyla % 13,37, % 60
ve %26,66°dir. R alel frekansi ise 0,5667 olarak hesaplanmigtir. Karatas
popiilasyonu HW dengesindedir (p>0,05). Manavgat popiilasyonunda da R alel
frekans1 ¢ok yiiksektir ve 0,5 olarak hesaplanmustir. Popiilasyonun SS, SR ve RR
genotipli bireylerinin frekansi ise sirasiyla % 41,6 % 8,33 ve % 50°dir. Tarsus
popiilasyonunda R alel frekanst 0,4167; SS, SR ve RR genotiplerinin frekanslari
ise sirastyla %50, %16,67 ve % 0,33’tiir. Manavgat ve Tarsus popiilasyonunlar
heterozigotlugun diisiik olmasina paralel bir sekilde popiilasyon HW dengesinden
sapma gostermektedir (p<0,05). R alel frekansinin en diisiik oldugu popiilasyon
Isparta Merkez popiilasyonudur ve 0,2917 olarak hesaplanmistir. Isparta
popiilasyonundaki SS, SR ve RR genotiplerinin oran sirasiyla %58,33 % 25 ve %
16,67°dir. Isparta Merkez popiilasyonu HW dengesindedir (p>0,05).



Cizelge 4.12. Akdeniz Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin Vssc 1 gen bdlgesine ait genotipleri, alel frekanslart ve Fisher’in

exact test sonuglari

Genotipler ve sayilari Allel frekanslari
Populasyon Say1 sS SR RR S frekans: R p SE WC
frekansi
Adana-Karatag 15 2 9 4 0,4333 0,5667 0,6136 0,0019 -0,1887
Antalya-Manavgat 12 5 1 6 0,5000 0,5000 0,0048 0,0004 0,8451
Burdur-Merkez 12 3 9 0.1250 0.8750 1.0000 0.0000 -0.1000
Isparta-Merkez 12 7 3 2 0.7083 0.2917 0.1944 0.0020 0.4310
Hatay-Dértyol 12 3 4 5 0,4167 0,5833 0,2897 0,0022 0,3529
Mersin-Tarsus 12 6 2 4 0.5833 0.4167 0.0282 0.0009 0.6812

66
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Ege Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinda belirlenen kdr direnci frekansi oldukca
yiiksektir. R alelinin en yiiksek oldugu popiilasyonlar Soke ve Honaz
popiilasyonlaridir ve bu popiilasyonlarin %100’ homozigot direnglidir. Soke ve
Honaz popualsyonlarinda R alleli fikse olmustur ve heterozigotluk orani sifirdir.
kdr frekansinin en yiiksek ciktigi diger iki popiilasyon Saruhanli ve Dinar
popiilasyonlaridir ve her iki popiilasyonda da R alel frekanst 0,9 olarak
hesaplanmugtir. Saruhanli ve Dinar popiilasyonlarinda heterozigotluk beklenenin
izerindedir ancak popiilasyonlar HW dengesindedir (p>0,05). Bu popiilasyonlarin
her ikisinin de %80’ homozigot Direncli, %20°si ise heterozigot direnclidir. Her
iki popiilasyonda de homozigot duyarli birey tespit edilmemistir. Dalaman
popiilasyonunun R aleli frekans1 0,85’tir ve popiilasyonun %70’i homozigot,
%30’u ise heterozigot direnglidir. Dalaman popiilasyonu HW dengesindedir
(p>0,05). R alel frekansinin en disiik ¢iktigi Esme popiilasyonunda frekans 0,33
olarak hesaplanmistir. Esme popiilasyonunda SS, RS ve RR aleline ssahip
bireylerin orani sirasiyla %50, %33,33 ve %16,67°dir. Esme popiilasyonunda
heterozigotluk beklenenden diigiiktiir ancak popiilasyon HW dngesindedir
(p>0,05).



Cizelge 4.13. Ege Bolgesi Culex pipiens popiilasyonlarinin Vssc 1 gen bolgesine ait genotipleri, alel frekanslart ve Fisher’in exact

test sonuglari

Genotipler ve sayilari Allel frekanslar
Populasyon Say SS . SR . RR S frekansi R frekansi P SE we
Aydin-Soke 15 15 0.0000 1.0000
Mugla-Dalaman 20 6 14 0.1500 0.8500 1.0000 0.0000 -0.1515
Manisa-Saruhanli 20 4 16 0.1000 0.9000 1.0000 0.0000 -0.0857
Denizli-Honaz 20 20 0.0000 1.0000
Afyon-Dinar 20 4 16 0.1000 0.9000 1.0000 0.0000 -0.0857
Usak-Esme 12 6 4 2 0.6667 0.3333 0.5165 0.0017 0.2903

T0T
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4.3.3. An. sacharovi Popiilasyonlarindaki ace-1 Mutasyonu Frekanslari

Ace-1 gen dizisinin 119. poziyonundaki aminoaside bagl olarak ace-1 mutasyonu
acisindan duyarli ve direngli alelleri belirlemek {izere alel spesifik primerler
tasarlanmistir. Bu primerlerin Glisin (GGG) ve Serin (AGC) alelleri varliginda
olusturacag farkli agaroz jel bant profiline dayali olarak genotiplerin belirlenmesi
hedeflenmistir (Sekil 4.23). Bunun i¢in Akdeniz Bolgesi igerisinde Burdur-Bucak,
Hatay-Kirikhan, Mersin-Tarsus, Osmaniye-Kadirli ve Ege Bolgesi’nde Aydin-
Buharkent, Denizli-Saraykdy, Mugla-Dalaman lokalitelerinden toplanan An.
sacharovi popiilasyonlarinda ace-1 mutasyonu taranmis ancak higbir 6rnekte bu
mutasyon tespit edilememistir. Bunun iizerine, sekans analizine gonderilen bu
orneklere ait gen dizisi Sekil 4.24°de verilmistir.

Sekil 4.23. Glisin (GGG) ve Serin (AGC) aminoasidini kodlayan diziyi ¢ogaltan
alele 0zgli primerlerle ile yapilan bir PZR’nun agaroz jel iizerindeki

goruntusu.

120 0 140
6 6 ATCTTOCG GCGGC|G GGJT T CTACTOCCGGTACGOGTCCACGTC T

Sekil 4.24. An. sacharovi’de Ace-1 gen bolgesinin bir kismina ait DNA dizisi
4.3.4. Cx. pipiens Popiilasyonlarindaki ace-1 Mutasyonu Frekanslari

Akdeniz Bolgesi’nde Hatay Dortyol, Adana Karatag, Mersin Tarsus, Antalya
Manavgat, Isparta Merkez ve Burdur Merkez lokalitelerinden, Ege Bolgesi’nde ise
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Aydin-Soke, Mugla-Dalaman, Manisa-Saruhanli, Denizli-Honaz, Afyon-Dinar ve
Usak-Esme lokalitelerinden toplanan Cx. pipiens popiilasyonlarina ait bireylerde
Alu-1 restriksiyon endoniikleaz ile kesim profillerine dayali olarak genotiplerin
belirlenmesi amaclanmistir ancak hi¢bir 6rnekte kesim olmamistir. Bunun izerine
deneyin dogrulanmasi amaciyla Akdeniz ve Ege Bolgesi’ndeki toplam 12 adet
lokalitenin herbirine ait 8’er 6rnek dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizleri de
96 adet Cx. pipiens bireyinin higbirinde ace-1 mutasyonu olmadigini gostermistir.
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Sekil 4.25. Cx.pipiens’ de ace-1 gen boélgesinin bir kismina ait DNA dizisi
4.3.5. Oc. caspius Popiilasyonlarindaki ace-1 Mutasyonu Frekanslari

Weill vd. (2004a) tarafindan tasarlanan dejenere primerler ile ¢ogaltilan ace-1 gen
bolgesi dizi analizleri i¢in Macrogen Inc. Firmasina gonderilerek bu bolgeye ait
diziler elde edilmistir. Dizi analizleri Oc. caspius tiiriinde 119. poziyondaki Kkritik
Glisin aminoasidinin baz dizilerinde herhangi bir mutasyon olmadigini ve her
defasinda GGA tarafindan kodlandigini gostermistir (Sekil 4.26).

GATCTTCG GGG GC|6 6AlT TTTATTCC 6 GTACT GC TACCCTAGAC GT

AN f f JF \ ""..
MR

Sekil 4.26. Oc. caspius’ da ace-1 gen bolgesinin bir kismina ait DNA dizisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sivrisinekler gibi vektorlerin kontroliinde elde edilecek olan basari oraninda
kontrol ajanlarinin etkinligi, hedef organizmanin tepkisi, sosyolojik, kiiltiirel ve
cevresel degiskenler gibi bircok faktor etkili olabilmektedir. Dolayisiyla,
sivrisineklerin ve vektorliigiini yaptiklart hastaliklarin kontroliinde en iyi strateji,
zamansal ve mekansal olarak uygun olan tiim kontrol yontemlerinin birlikte
kullanilabilmesidir. Bu biitiinsel strateji, temel olarak iki yaklasimi igerir: ilki,
sorunu yaratan kaynaklarin mekanik yontemler kullanilarak 6nlenmesi ve sorunun
etkiledigi/etkileyecegi hedef toplulugun egitim yoluyla bilinglendirilmesi, ikincisi
de, miicadelesi yapilacak olan vektor tiirlerin popiilasyon dinamiklerine gore
stirdiiriilen miicadele caligmalarinda oldiiriicii etkiyi yapan ajanlarin etkinlik
diizeyinin analiz edilmesidir. Vektdr kontrol c¢aligmalarinin en Onemli
bilesenlerinden biri olan kimyasal insektisitlere karsi vektér popiilasyonlarinda
geligen direng, 1950’li yillardan beri vektor kontroliinde insektisitlerin yogun bir
sekilde kullanilmalarinin bir sonucudur. Ne yazik ki, bu sorun bir sonraki
kullanimlarinda insektisitlerin etkinlik diizeylerini azaltir ve wvektoér kontrol
caligmalarinin basarisizlikla sonuglanmasina sebep olur. Giinlimiizde Diinya
genelinde 500°den fazla bocek tiiriintin gesitli insektisitlere karsi direngli oldugu
bilinmektedir ve bunlarin 50’den fazlasi sitma vektorii olan Anopheles tiirleridir
(Corbel ve N’Guessan, 2003). Insektisit direncinin tipi ve diizeyinin
degerlendirilmesinde 6nemli olan rutin gozlem ve surveyans c¢alismalaridir ve
daha etkili ve siirdiiriilebilir vektor kontrolii agisindan gereklidir. Bu galigmalarin
yapilmast ve devamliligt vektér popiilasyonlardaki direncin seviyesinin
belirlenmesi, popiilasyonlarda diren¢ alellerinin sabitlenmesi riskinin Oniine
gecilmesi ve eger gerekli ise yeni ve farkli ilag uygulamalarimin yapilmasi
acgisindan 6nemlidir. Dolayisiyla, 1950°den beri bildirilen ve siirekli yenilerinin
eklenerek giincellendigi insektisit direncine dair ¢alismalarin sayis1 her gecen giin

artmaktadir.

Akdeniz ve Ege bolgeleri kapsaminda An. sacharovi, Cx. pipiens ve Oc. caspius
tiirlerinin farkli popiilasyonlariin insektisit duyarlilik diizeylerinin belirlenmesini
saglayan test sonuclari, ¢alisilan popiilasyonlarin tamaminin DDT’ye kars1 direngli
oldugunu ortaya koymustur. DDT 1960’11 yillara kadar hem iilkemizde hem
Diinya’nin bir¢ok iilkesinde sitma vektorlerinin miicadelesinde yaygin olarak
kullanilmigtir. Yogun DDT kullaniminin ardindan Akdeniz Bolgesi An. sacharovi
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popiilasyonlarinda kisa bir siire sonra DDT direnci olusmaya baglamigtir
(Hemingway vd., 1985). Hem {ilkemizde hem Diinya’nin birgok iilkesindeki An.
maculipennis, Culex pipiens ve Ae. aegypti popiilasyonlarinda DDT direncinin
devam ettigi rapor edilmistir (Rodriguez vd., 2007; Ocampo vd., 2011; Akner vd.,
2013; Akiner ve Eksi 2015). Direng sorunu ve ¢evreye verdigi zarar sebebiyle
DDT kullanimi 1980’li yillarda iilkemizde yasaklanmistir. DDT’nin 1980’11
yillardan itibaren vektor kontroliinde kullanilmiyor olmasina ragmen bugiin bile
hala bu DDT direnci devam etmektedir ve popiilasyonlarda korunmaktadir. Benzer
sekilde Iran’in sitma endemik bolgelerinde uzun yillar DDT’nin yerine dieldrin
kullanilmaya devam etmis olsa da An. sacharovi popiilasyonlarinda DDT
direncinin devam ettigi rapor edilmistir (Vatandoost ve Abai, 2012).

Ksenobiyotik detoksifikasyonundan sorumlu bir ¢ok fonksiyonlu enzim ailesi olan
Glutatyon-s-transferazlar DDT’ nin toksik olmayan iiriinlere doniistirtilmesinde
gorev alan esas enzimlerdir (Hemingway ve Ranson, 2000). Akdeniz Bolgesi’nin
Osmaniye Kadirli, Mersin Tarsus ve Kahramanmaras Tiirkoglu popiilasyonlarinda
kontrol grubuna kiyasla sirastyla yaklasik 18 ve 13’er katlik bir GST aktivitesi
artist olmustur. Bu ii¢ popiilasyonda en yiiksek olmakla birlikte Akdeniz
Bolgesi’nin An. sacharovi popiilasyonlarinin tamaminda GST seviyesi kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksektir. Ege Bolgesi’nde ise en yiiksek Aydin Buharkent,
Afyon Sandikli ve Manisa Akhisar An. sacharovi popiilasyonlarinda goériilmekle
birlikte popiilasyonlarin tamaminda kontrol grubuna kiyasla 4-10 kat arasinda
degisen istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p<0,05). Cx. pipiens’in
Akdeniz ve Ege Bolgesi popiilasyonlarinin GST aktivitelerindeki artis An.
sacharovi’de goriilen miktar kadar olmasa da yine de kontrol grubuna kiyasla 2-7
kat arasinda degisen bir artis gdriilmiistiir. Antalya Manavgat ve Burdur Merkez
popiilasyonlar1  haricinde ¢alisma alam igerisindeki biitin Cx. pipiens
poptilasyonlarinda GST aktivitesinde anlamli bir artig olmustur. Oc. caspius
popiilasyonlarindaki GST aktivitesi artis1 ise kontrol grubuna kiyasla 3-9 kat
fazladir ve her iki cografik bolgenin biitiin popiilasyonlar1 GST aktivitesi agisindan
artis goOstermistir. Bu durum, c¢alisma alanimizdaki popiilasyonlarin ¢ogundaki
DDT direncinden, artan GST enzim seviyesinin sorumlu oldugunu goéstermektedir.
Daha onceki yillarda da Hemingway vd. (1985) Cukurova bdlgesindeki An.
sacharovi popiilasyonlarmin DDT direncini GST enzim seviyesindeki artis ile
iliskilendirmistir. Hindistan’dan toplanan DDT direngli An. annularis ve An.
culicifacies popiilasyonlarinda da duyarli popiilasyonlara kiyasla GST enzim
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aktivitesinde 3 katlik bir artis oldugu rapor edilmistir (Gunasekaran vd., 2011).
Afganistan’in Kunar ve Nangarhar bolgelerinden elde edilen DDT’ye direngli An.
stephensi popiilasyonlarinda sirasiyla 1,33 ve 1,8 kathik GST aktivitesi artisi
oldugu rapor edilmistir (Safi vd., 2017). Benzer sekilde, baz1 Ae. aegypti, An.
vagus ve An. sinensis, popiilasyonlarindaki DDT direnci artan GST aktivitesi ile
saglanmustir (Polson vd., 2011; Qin vd., 2014).

DDT direncine sebep olan tek mekanizma GST aktivitesi degildir. Chiu vd.
(2008), P450 monooksijenazlar igerisinde yer alan cyp6z1’in DDT’yi metabolize
edebildigini 6ne slirmiistiir. Bunu destekler sekilde ¢calisma alanimiz igerisinde yer
alan biittin An. sacharovi populasyonlar1 kontrol grubuna kiyasla istatisksel olarak
anlamli bir MFO enzim aktivitesi artis1 gostermistir. Bu artig, en fazla Akdeniz
Bolgesi icerisinde Antalya Manavgat ve Adana Karatags popiilasyonlarinda
gorlilmistiir ve sirasiyla 12 ve 11 kattir. Aydin Buharkent, Mugla Dalaman ve
Afyon Sandikli basta olmak iizere Ege Bolgesi’nin de biitiin popiilasyonlarinda
MFO seviyesi artmustir ve bu artis yaklasik 2,5-7 kat arasindadir. Cx. pipiens’in
her iki cografik bdlgeden elde edilen popiilasyonlarindaki MFO artis1 An.
sacharovi popiilasyonlarinda goriilen artisa neredeyse paraleldir. Burdur Merkez
ve Usak Esme popiilasyonlar1 haricindeki diger biitiin popiilasyonlarin kontrol
grubuna kiyasla MFO seviyeleri yiiksektir. Akdeniz Bolgesi igerisindeki en
yiiksek MFO artig1 4 kattir ve Antalya Manavgat popililasyonunda goriilmiistiir.
Ege Bolgesi'nde ise en fazla Denizli Honaz ve Manisa Saruhanh
popiilasyonlarinda yaklasik 7,5 katlik artis olmustur. Oc. caspius tiiriiniin sadece
Burdur Merkez haricinde biitiin Akdeniz ve Ege bolgesi popiilasyonlarinda MFO
seviyesinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli ve yaklasik 3-6,5
kat arasinda degisen bir aktivite artisi olmustur. Calismamizdan elde edilen
biyokimyasal analizlerin sonuglar1 GST seviyesindeki artisa ek olarak yiikselen
MFO seviyelerinin de bu popiilasyonlarin DDT direncinden sorumlu olabilecegi
diistintilmektedir. Cin’in sitmanin endemik oldugu Hainian Ada’sindan elde edilen
DDT direngli An. vagus popiilasyonlarinda kontrol grubuna gore kiyasla MFO,
GST ve NSE enzim aktivitelerinin daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (Qin vd.,
2014). Kolombiya’dan elde edilen DDT ve lambda-cyhalothrin direngli An.
darlingi popiilasyonlarinda artan MFO aktivitesinin hem DDT hem de lamda-
cyhalothrin direncinden sorumlu oldugu, bu sebeple de bu iki insektisit arasinda
carpraz direng oldugu rapor edilmistir (Gonzales vd., 2009). Bunun yanisira,
MFO’nun dogrudan DDT direncinde rol almadigina iliskin de ¢aligsmalar vardir.
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Djouaka vd. (2016), Nijerya’nin batisindaki Akako-Remo’dan elde edilen DDT ve
permethrin direngli An. funestus popiilasyonlarinda MFO’nun DDT direncinde
degil de permethrin direncinde dogrudan rol aldigin1 Piperonyl Butoksid (PBO)
uygulamasi ile net bir sekilde ortaya koymuslardir. PBO, MFO inhibitoriidiir.
WHO’nun hassasiyet testlerindeki DDT ve permethrin’den énce PBO’ya maruz
birakilan An. funestus bireylerinde PBO muamelesinden sonra DDT’ye Kkarsi
mortalite orani1 ¢ok az artmis ancak permethrin’e karst mortalite oran1 6nemli
derecede artig gostermistir. Orta Afrika Cumhuriyeti’nden elde edilen An. funestus
popiilasyonlarinda da PBO uygulmasindan DDT mortalite oraninda belirgin bir
degisiklik olmamasi An. funestus popiilasyonlarinin DDT direncinde MFO’nun
rolii olmadigim1 gdstermektedir (Sangba vd., 2016). Bununla birlikte, iilkemiz’de
Mersin’den elde edilen 4 Cx. pipiens popiilasyonlarinda PBO ile muamaleden
sonra hem DDT hem de permethrin ve deltmethrin’e karsi mortalite oraninin
artmasi iilkemizdeki Cx. pipiens popiilasyonlarinin hem DDT hem de pretroidli
insektisitlere kars1 direncinde MFO’nun sorumlu oldugunu géstermektedir (Akiner
ve Eksi, 2015).

DDT’nin hedefi voltaj duyarli sodyum kanallarindaki reseptdr proteinlerdir.
Sorumlu reseptdr proteinin hedef bolgesinde 16sin aminoasidi yer alir ve TTG ile
kodlanmaktadir. Ortaya ¢ikan iki mutasyondan ilki, 1014. baz ve {glinci
pozisyonda olan guaninin timine doniismesi (TTG....TTT) ve dolayisiyla 16sinin
fenilalanine doniismesi olan L1014F mutasyonudur. ikinci de, 2. pozisyondaki
timinin sitozine doniigmesi ile (TTG....TCG) losinin serine doniismesidir ve
L1014S mutasyonu olarak bilinmektedir. Bu mutasyonlar kdr olarak bilinen en
yaygin insektisit direncini saglayan mutasyonlardir. Calismamiz kapsaminda An.
sacharovi ve Cx. pipiens popiilasyonlarinda kdr direncine sebep olan mutasyonlar
alel spesifik primerler ile popiilasyonlar diizeyinde taranmistir. CX. pipiens tiiriinde
kdr direnci L1014F mutasyonu ile meydana gelirken, An. sacharovi’de hem
L1014F hem de L1014S mutasyonu ile meydana geldigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte An. sacharovinin sadece Hatay Kirikhan ve Kahramanmaras Tiirkoglu
popiilasyonlarinda L1014F mutasyonu tespit edilmistir. Akdeniz Bolgesi An.
sacharovi poptilasyonlarinin tamaminda 1014. pozisyondaki 16sin aminoasidi,
TTG (Lésin,) ile ifade edilmektedir. En ylksek GST seviyelerine sahip olan
Osmaniye Kadirli ve Mersin Tarsus popiilasyonlari &rneklerinin tamaminda
L1014S mutasyonuna sahiptir ve homozigot diren¢li (RR)’dir. Bu iki
popiilasyonda heterozigotlugun sifir olmasi nedeniyle popiilasyonlarda 1014S aleli
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sabitlenmistir. Yine en yiiksek GST seviyelerinden birine sahip olan
Kahramanmaras Tiirkoglu popiilasyonunun ise yine tamami homozigot yada
heterozigot direngli olarak ya L1014S ya da L1014F mutasyonu tasimaktadir.
Fisher’in kesinlik testi sonuglari, bu popiilasyonlarda soy i¢i iiremenin
gerceklestigini ve heterozigotluk oraninin beklenenden ¢ok diisiik oldugunu
gostermektedir. Akdeniz Bolgesi’nin diger An. sacharovi popiilasyonlarinda
1014F ve 1014S alel frekanslari sirastyla yaklasik olarak 0.7 ve 0.5 civarindadir ve
soy i¢i ilireme depresyonu gorilmemektedir. Ege Bolgesi An. sacharovi
popiilasyonlarinda Losin aminoasidi TTG (L&siny)’nin yanisira bir de TTA
(Losiny) ile ifade edilmektedir. Bu sessiz bir mutasyondur ve fenotipte aminoasit
degisikligi olmamustir. TTA sessiz mutasyonu sadece Mugla Dalaman
popiilasyonda tespit edilmistir. Ege Bolgesi popiilasyonlarin da yalnizca L1014S
mutasyonu hakim olsa da yine de kdr oran1 Akdeniz Bolgesi popiilasyonlar1 kadar
yiiksek degildir. Ozellikle Denizli-Saraykdy popiilasyonunun sadece %20’sinde
L1014S mutasyonu belirlenmistir ve L1014S aleli frekans1 0,2°dir. En yiiksek
GST seviyesine sahip Aydin Buharkent popiilasyonunda da bireylerin %601
homozigot duyarlidir ve L1014S aleli frekansi 0,35’dir. Giineydogu Asya,
Hindistan ve Cin’in bazi bolgelerinde farkli Anopheles tiirlerinde de L1014F,
L1014S ve L1014W gibi farkli kdr diren¢ mutasyonlar1 belirlenmistir. Ornegin,
Hindistan’in An. stephensi popiilasyonlarinda hem L1014F hem de L1014S
mutasyonu tespit edilmekle birlikte, L1014S mutasyon frekansi L1014F
mutasyonundan daha yiiksektir (Singh vd., 2011). Chen vd. (2019), Cin’in Ruian
ve Yongjia lokalitelerinden elde edilen An. sinensis popiilasyonlarinda L1014F ve
L1014C (TTG...TGC; Léosin...Sistein) mutasyonu tespit etmistir. Cin’in diger
bolgelerinde An. sinensis popiilasyonlarinda L1014F ve L1014S mutasyonunun
yamisira  [1014W  (TTG...TGG; Losin...Triptofan) triptofan aminoasidi
mutasyonu tespit edilmistir (Tan vd., 2012). Gilineydogu Asya’da An. vagus, An.
paraliae, An. sinensis popiilasyonlarinda L1014S, An. peditaeniatus
popiilasyonlarinda hem L1014F, hem L1014S mutasyonu tespit edilmistir
(Verhaeghen., 2010). Togo’da An. gambiae ve An. coluzzii popiilasyonlarinda %
66-100 oraninda L1014F; %5-13 oraninda L1014S; %10-45 oraninda N1575Y
(AAT...TAT; AAC...TAC; Asparajin....Tirozin) mutasyonu tespit edilmistir
(Djegbe vd., 2018).

Calisma alanimiz igerisindeki lokalitelerin tamamindan elde edilen Cx. pipiens
popiilasyonlarinda L1014F mutasyonu tespit edilmistir. Genel anlamda Akdeniz
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Bolgesi'ne kiyasla Ege Bolgesi popiilasyonlarinin 1014F alel frekanslar1 daha
yiiksektir. Akdeniz Bolgesi igerisinde en yiiksek 1014F aleli frekansina sahip olan
Burdur Merkez popiilasyonudur. Hem GST hem de MFO seviyesinde kontrol
grubuna gore farklilik gdstermemis olan Burdur Merkez popiilasyonunda DDT
direncini L1014F mutasyonu saglamaktadir. En diisiik alel frekansina sahip olan
Isparta Merkez’de ise 1014F frekans1 0,29°dur. Ege Bolgesi’nde Denizli Honaz ve
Aydin Soke Cx. pipiens poptilasyonlarinin tamaminda homozigot L1014F
mutasyonu tespit edilmis ve 1014F aleli her iki popiilasyonda sabitlenmistir.
Denizli Honaz popiilasyonu en diisiik GST seviyesine sahip popiilasyonlardan
biridir ve bu durum Honaz’da DDT direncinin L1014F mutasyonu ile
stirdiiriildiigiini géstermektedir. Aydin S6ke’de ise hem MFO, hem GST hem de
L1014F mutasyonu ile DDT direnci devam ettirilmektedir. Ege Bolgesi’nde en
diistik kdr mutasyonuna sahip Cx. pipiens popiilasyonu Usak Esme’dir. Bu
popiilasyondaki yiiksek olmayan GST aktivitesi artisi, DDT direncinin kismen
MFO, kismen de kdr direnci ile saglandigin1 gostermektedir. Ege Bolgesi’nde 6
ilden elde edilen Cx. pipiens popiilasyonlarinda DDT ve pretroid direncinden
sorumlu olan kdr direncinin L1014F ve L1014C mutasyonlari ile saglandig tespit
edilmistir (Tagkin vd., 2015). Bu calismada 2012 yilinin ilkbahar, kis ve 2013
yilimin ilkbahar mevsiminde 6rnekler toplanmis ve mevsimsel farkliliklar tespit
edilmistir. Caligmada en yiiksek frekansa sahip olan alel L1014C mutasyonu
frekansidir ve mevsimlere gore sirasiyla %51,5, %74,5 ve %46,7 olarak
kaydedilmistir. L1014F mutasyonunun frekanslari ise %8,9, %4,1 ve %17,7 olarak
rapor edilmistir (Tagkin vd., 2015). Bu ¢aligmada ise hem Akdeniz hem de Ege
Bolgesi Cx. pipiens popiilasyonlarinda sadece L1014F mutasyonu tespit edilmistir.
Benzer sekilde, Fas’in Morocco ve Mohammadiye kentlerinden elde edilen Cx.
pipiens popiilasyonlarinda da L1014F mutasyonu ¢ok yiiksektir (Tmimi vd.,
2018). Cin’in baz1 bolgelerinden elde edilen Cx. pipiens quinquefasciatus
popiilasyonlarinda kdr L1014S mutasyonu ile (Xu vd., 2006), New Jersey’in Culex
pipiens popiilasyonlarinda ise L1014F mutasyonu ile (Johnson ve Fonseca, 2016),
Cin’in Cx. pipiens molestus formpopiilasyonlarinda ise L1014C ile devam
ettirilmektedir (Wang vd., 2012).

Calismadan elde edilen sonuglarina gore Culex pipiens ve An. sacharovi
popiilasyonlarinin DDT direncinden GST ve MFO enzim aktivitesi artis1 ve kdr
direnci mutasyonlarmin (L1014F veya L1014S) bazen hep birlikte bazen de tek
tek sorumlu olabildigini gostermektedir. Kdr direnci oraninin ¢ok diisiik oldugu
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An. sacharovi Aydin Buharkent popiilasyonunda DDT direnci hem GST hem de
MFO aktivitesi artistyla; Hem GST hem MFO aktivitesi artisinin olmadigi Cx.
pipiens Burdur Merkez popiilasyonunda yiiksek kdr mutasyonu frekansiyla; GST
artisginin olmadigi Cx. pipiens Antalya Manavgat popiilasyonunda artan MFO
seviyesi ve kismen de kdr mutasyonuyla siirdiiriilmektedir. Bununla birlikte, Oc.
caspius popiilasyonlarinda kdr mutasyonu gibi DDT direncine sebep olabilecek
herhangi bir mutasyona dair sonug elde edilemediginden DDT direncinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda kesin olarak bir sonuca varmak miimkiin
degildir. Ancak, biyokimyasal analizlere dayanarak Oc. caspius popiilasyonlarinda
DDT direncinden ¢ogunlukla GST ve MFO’nun ikisinin birden bazen ise tek tek
sorumlu olduklarmi sdylemek yanlis olmayacaktir. Ornegin, Burdur Merkez
popiilasyonunda MFO istatistiksel olarak anlamli bir artiga sahip olmasa da, DDT
direnci tek bagina GST aktivitesi artisiyla devam ettirilmektedir.

DDT direncinin gorilmesini takiben 1970°’li yillarda sivrisinek kontrol
calismalarinda DDT’nin yerini OP’lu grup icerisinde yer alan malathion,
fenitrothion ve OC’lu grup igerisinde yer alan bendiocarb ve propoxur gibi
insektisitler almaya baglamistir (Ramsdale vd., 1980; Russel vd., 2011). Bununla
birlikte 1974 yilindan itibaren OC’lu ve OP’lu gruplara karsi da direng
gelistirilmeye baslanmis ve tilkemizde Cukurova’dan elde edilen An. sacharovi ve
An. superpictus popiilasyonlarinda ilk kez malathion; 1975 yilinda ise An.
sacharovi popiilasyonlarinda ilk kez propoxur direncinin olustugu rapor edilmistir
(Ramsdale vd., 1980). Ramsdale vd. (1980) tarimsal alanlarda yaygin olarak
kullanilan malathion ve propoxurun sivrisinek popiilasyonlarinda seg¢ilim baskisi
olusturmasi nedeniyle direng gelistirdiklerini 6ne slirmiislerdir. 1997 yilinda yine
Adana’dan elde edilen An. sacharovi popiilasyonlarinin DDT, dieldrin, propoxur,
permethrin ve deltamethrine karst direngli oldugu ancak malathiona kars1 duyarl
oldugu rapor edilmistir (Liilleyap ve Kasap, 2000; Kasap vd., 2000). Bu
caligmadan elde edilen sonuglara gore hem Akdeniz hem Ege Bolgesi An.
sacharovi, Cx. pipiens ve Oc. caspius popiilasyonlarmm tamami hem OP’lu
(malathion ve fenitrothion) hem de CB’l1 (propoxur ve bendiocarb) insektisitlere
karsi direnglidir. Bu durum basta malathion olmak iizere OP ve CB’li
insektisitlerin tarim zararlilarinin kontroliinde yogun olarak kullanilmasi ve bunun
sonucunda tarim alanlarinda yiiksek bir segilim baskisi olusturmasi ile
agiklanabilir (Kasap vd., 2000). Benzer sekilde Liileyap ve Kasap (2000) bazi

sivrisinek turlerinin insektisit direncinde tarimsal insektisit kullaniminin etkilerini
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rapor etmislerdir. Yine, Etang vd. (2007) pamuk iiretilen alanlardaki An. gambiae
popiilasyonlarinda daha yiiksek insektisit direnci goriildiigiinii 6ne siirmiislerdir.

Genel olarak OP ve CB direnci yiiksek karboksilesteraz aktivitesi ile
stirdiiriilmektedir. Esteraz etkili direncin OP direncinde primer, CB direncinde ise
sekonder etkili direng mekanizmasi oldugu ileri siriilmektedir (Peiris ve
Hemingway, 1993). Calismamizda hem An. sacharovi, hem Cx. pipiens hem de
Oc. caspius popitilasyonlarindaki esteraz enzimi aktivitelerinin hesaplanmasi igin
esterazlarin {i¢ substrati olan alfa naftil asetat, beta naftil asetat ve para nitro fenil
asetat kullanilmistir. Asetilkolinesterazlarin ise hem enzimatik diizeyde ylizde
inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir hem de Ace gen bolgesindeki mutasyonlar
molekiiler teknikler yardimiyla taranmistir. An. sacharovi tiiriiniin Akdeniz ve Ege
Bolgesi’ndeki popiilasyonlarinin tamaminda hem alfa esteraz hem de beta esteraz
aktivitelerindeki enzimatik aktivite artis1 istatistiksel olarak anlamlidir. Bu
popiilasyonlarda goriillen OP ve CB direnci esteraz aktivitesi ile devam
ettirilmektedir. Ayrica Tiirkoglu ve Kirikhan haricindeki kalan popiilasyonlarin
hepsinde kalan AChE aktivitesi %30’un iizerindedir. Bu durum OP ve CB’li
insektisitlerin ana hedefi olan AChE enzimininde Tiirkoglu ve Kirikhan
poptilasyonlar1 haricinde insektisit direncinde rol aldigin1 gostermektedir. Culex
pipiens’in Akdeniz Bolgesi’ndeki Manavgat popiilasyonu ve Ege Bolgesi’ndeki
Esme popiilasyonu haricinde kalan popiilasyonlarimin tamamindaki alfa ve beta
esteraz enzim aktivitesi artigi bu tiiriin popiilasyonlarinda da OP ve CB direncinin
genel esterazlarla siirdiiriildigiinii gostermektedir. Genel esterazlarin yanisira
Adana Karatag, Mersin Tarsus, Isparta Merkez, Mugla Dalaman ve Aydin Soke
popiilasyonlarinda goriilen OP ve CB direncine, %30’un {lizerindeki kalan AChE
aktivitesi de eslik etmektedir. Oc. caspius tiiriinin hem Akdeniz hem de Ege
Bolgesi poplilasyonlarinda goriilen alfa ve beta esteraz aktvitesi bu
popiilasyonlarda goriilen OP ve CB direncini agiklamaktadir. Adana Tuzla, Mersin
Tarsus, Afyon Dinar, Denizli Acipayam ve Mugla Dalaman popiilasyonlarindaki
yiiksek AChE aktivite oran1 genel esterazlarin yanisira Asetilkolinesterazin da OP
ve CB direncinde rol aldigin1 gostermektedir. Calismamizdan elde edilen veriler
hem An. sacharovi hem Cx. pipiens hem de Oc. caspius popiilasyonlarinin
¢ogunda goriilen yliksek alfa ve beta esteraz seviyeleri bu popiilasyonlarda goriilen
yiiksek OP ve CB direncini agiklayabilmektedir. Esteraz temelli insektisit direnci
bugiine kadar 30’dan fazla bdcek tiirlinde gozlenmistir (Hemingway ve
Karunaratne, 1998). Ulkemizin Trakya Bélgesi’ne ait 5 Anopheles maculipennis
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popiilasyonunda mevcut olan malathion direncinden sorumlu olan asil
mekanizmanin esteraz aktivitesi oldugu rapor edilmistir (Akiner vd., 2013). Yine,
iilkemizde Birecik, Beysehir, Cankiri, Avariz, Tatark0y ve Seremkdy An.
maculipennis popiilasyonlarnin malathion ve poropxura karst direngleri 2007
yilindan 2008 yilina dogru artis gostermistir. Bunun yanisira, asetilkolinesteraz
enzimi duyarsizliginin da malathion ve propoxur’a paralel olarak artis gdstermesi
bu popiilasyonlardaki OP direncinden sorumlu mekanizmanin asetilkolinesterazlar
oldugunu gostermektedir (Akiner, 2014). Yillardir tarimsal aktivitelerde yogun bir
sekilde bendiocarb ve fenitrothion’un kullanildigi Kadiolo’da, OP ve CB
direncinin yiiksek oldugu An. gambiae popiilasyonlarinda genel esteraz
seviyelerinin de ¢ok yiiksek oldugu ortaya konmustur (Cisse vd., 2015). Benzer
sekilde Dubai’deki An. stephensi popiilasyonlarinda goriilen OP direnci genel
esterazlar, Afganistan’daki An. stephensi popiilasyonlarinda goriilen OP direnci ise
AChE ile agiklanmistir (Enayati vd., 2003; Safi vd., 2017). Polson vd. (2011) Ae.
aegypti Trinidad popiilasyonlarinda goriilen OP direncini yiiksek alfa esteraz
seviyesi ile agiklamistir.

Malathion karboksilesterazlar gibi bazi esterazlar malaoxon yerine sadece
malathion’u metabolize edebildikleri i¢in 6zel olarak malathion karboksilesterazlar
olarak isimlendirilirler (Hemingway ve Karunaratne, 1998; Etang vd., 2007).
Malathion karboksilesterazlar An. culicifacies, An. stephensi ve An. arabiensis
popiilasyonlarinda tanimlanmigtir (Herath vd., 1987; Hemingway, 1982, 1983).
Akmer vd. (2013) iilkemizdeki An. maculipennis popiilasyonlarindaki malathion
direncinin spesifik olarak artan pNPA diizeyleri ile iliskili oldugunu o&ne
stirmektedir. Montella vd. (2007) Brezilya’daki Ae. aegypti popiilasyonlarindaki
temephos direncinin yiiksek pNPA ile iliski oldugunu ortaya koymustur. Bu
caligmada An. sacharovi’nin Mersin Tarsus, Antalya Manavgat, Isparta Gelendost,
Burdur Bucak ve Usak Esme; Cx. pipiens’in Usak Esme; Oc. caspius’un Burdur
Merkez popiilasyonlar1 haricindeki geri kalanlarin tamaminda pNPA oranlari
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksektir. Bununla
birlikte ¢alismamizin sonucunda OP ya da CB grubundan herhangi bir insektisite

kars1 spesifik olarak herhangi bir substrat ile diren¢ olusumu s6z konusu degildir.

Weill vd. (2004b), Ace gen bolgesinin 119. pozisyonunda bulunan kritik glisin
(GGG, GGC veya GGA) aminoasidinin bazi tiirlerde sadece serine (AGC)
dontisebildigini (G119S) bazi tiirlerde ise korundugunu ve doniismedigini One
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stirmiigtiir. 119. pozisyondaki Ace kodonlarini serine doniisebilir ve doniigemez
olmak {izere iki gruba aywrmustir. Asetilkolinesteraz ve genel esterazlardaki
aktivite artistnin yanisira hedef bolge duyarsizligi olarak bilinen Ace gen
bolgesindeki AChE’m aktif bolgesini kodlayan baz dizisinde meydana gelen
degisiklikler de OP ve CB direncinde Onemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda
calismamizda An. sacharovi ve Cx. pipiens tiirleri i¢in Ace mutasyon taramasina
yer verilmistir. An. sacharovi i¢in duyarli (GGG) ve direngli (AGC) bireylerdeki
alelleri ¢ogaltacak olan alele 6zgili primerler tasarlanmistir. Akdeniz Bolgesi’nden
toplanan yaklasik 80 6rnekte PZR yapilmistir ancak hi¢ bir 6rnekte direncli alel
tespit edilmemistir. Bireylerin tamami yabanil Glisin (GGG) aminoasidini
tagimaktadir. Bu smiflandirmaya gore An. sacharovi’nin Ace kodonlarini serine
doniisemeyen, CX. pipiens’in ve Oc. caspius’un Ace kodonlarini ise serine
dontisebilen olarak siniflandirmigtir. Serine doniisebilen tiirlerde Glisin dogal
olarak GGC ile kodlanmaktadir ve AGC’ye doniisiim i¢in sadece birinci
pozisyondaki guanin aminoasidinin adenine doniismesi gerekmektedir. Ancak
glisinin dogal olarak GGG ve GGA ile kodlandig tiirlerde AGC’ye doniisiim hem
birinci pozisyondaki glisinin adenine hem de {giincii pozisyondaki glisinin veya
adeninin sitozine doniisiimii yoluyla olmasi gerekir. Bu da iki basamakli bir
degisimdir ve kodon tarafliliginin ihlalidir. Bu yiizden serine doniisiim
olmamaktadir. Caligmalarimizin sonuglari da An. sacharovi popiilasyonlarinda
ace-1 mutasyonunun goriilmedigi goriisii desteklenmistir. Bununla birlikte
Diinya’nin farkli bolgelerine ait farkli Anopheles tiirlerinde ace-1 G119S
mutasyonu olduk¢a yaygin bir sekilde belirlenmistir. Cin’in Guangxi Zhuang
bolgesinden elde edilen 9 An. sinensis popiilasyonlarinin tamaminda G119S
mutasyonu belirlenmis ve Serin aleli frekansinin bu popiilasyonlarda fikse oldugu
tespit edilmistir (Feng vd., 2015). Benzer sekilde Cin’in Ruian ve Yongjia
popiilasyonlarinda da ¢ok yiiksek frekansta G119S aleli belirlenmis ve hatta bu
aleller popiilasyonlarda fikse olmustur (Chen vd., 2019). Burkina Faso’nun hem M
formundaki hem de S formundaki An. gambiae popiilasyonlarinda G119S aleli
tanimlanmis, S formundaki serin aleli frekansinin ise M formuna kiyasla ¢ok daha
yliksek oldugu rapor edilmistir (Namountogou vd., 2012). Bunun yanisira Benin,
Dogu Afrika ve Mozambik’teki An. funestus popiilasyonlarindaki diisiik frekansa
sahip G119S mutasyonu ile CB direnci arasinda anlamli bir iliskinin olmadig1 6ne
stirtilmistiir (Djouaka vd., 2011; Mulamba vd., 2014; Cuamba vd., 2010).
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Calismamizda Cx. pipiens popiilasyonlarindaki ace-1 mutasyonunun belirlenmesi
icin ise PZR-RFLP teknigi kullanilmistir. Alu-1 restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile her bir Cx. pipiens popiilasyonuna ait 12’ser bireyin hi¢ birinde kesim
olmamasi iizerine, bu Orneklerin sekans analizleri ile Ace gen bdlgelerine ait
diziler elde edilmistir. Orneklerimizin tamaminda glisin aminoasidi GGC
aminoasidi ile kodlanmaktadir ve higbirinde ace-1 G119S mutasyonuna
rastlanmamigtir. Bu sonug¢ iilkemizin Akdeniz ve Ege bolgesi Cx. pipiens
popiilasyonlarinda goriilen OP ve CB direncinden ace-1 G119S mutasyonunun
sorumlu olmadigimi1 gostermektedir. Benzer sekilde iilkemizin Ege ve Marmara
Bolgeleri’nden elde edilen Cx. pipiens popiilasyonlarinda G119S mutasyon
frekansinin oldukc¢a diisiik oldugu tespit edilmistir. G119S mutasyon frekansinin
2012 ve 2013 yillarinda sirastyla 0,11 ve 0,08 oldugu rapor edilmistir (Taskin vd.,
2015). Fas’m kentsel ve kirsal alan popiilasyonlarindan elde edilen Cx. pipiens
orneklerinde, Cx. pipiens larvalarinin miicadelesinde kullanilan temephos (OP)
sebebiyle G119S mutasyonunun kirsal alanlara nazaran kentsel alanlarda daha
yiksek frekansta oldugu tespit edilmistir. Ancak, OP ile muamale edildikten sonra
O0lmeyen bazi bireylerde G119S mutasyonunun olmamasi, OP direncinde yatan tek
mekanizmanin G119S mutasyonu olmadigi gdstermektedir (Bkhache vd., 2019).
Calismamizda da biitiin Cx. pipiens poptilasyonlart hem OP hem de CB’lara karsi
direncgli olsa da hi¢ G119S mutasyonuna rastlanilmamistir. Bu durum o6zellikle
esterazlar olmak tiizere detoksifikasyon enzimlerinin roliine isaret etmektedir.
Benzer sekilde Tmimi vd. (2018), Fas’in Cx. pipiens pipiens popiilasyonlarinda
G119S mutasyonu frekansmnin ¢ok diisiik oldugunu, Cx. pipiens molestus
popiilasyonlarinda ise hi¢ goriilmedigini tespit etmistir. Ayrica, malathion ve
bendiocarb direnci ile G119S alel frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir korelasyon yoktur.

Pretroid grubu insektisitlerden permethrin ve deltamethrine kars1 direng
olusumunun test edildigi hassasiyet testi sonuglari An. sacharovi, Cx. pipiens ve
Oc. caspius popiilasyonlarinin bir kismimin heniiz pretroidli insektisitlere karsi
duyarli oldugu gosterse de bir kisminda direng olusumunun basladigin
gostermektedir. An. sacharovi’nin Akdeniz Bolgesi Kahramanmaras Tiirkoglu ve
Burdur Bucak popiilasyonlar1 her iki pretroid grubu insektisite karsi heniiz
duyarlidir. Bununla birlikte, Adana Karatas ve Antalya Manavgat
popiilasyonlarinda deltamethrin direnci; Isparta Gelendost popiilasyonunda
permethrin direnci; Hatay Kirikhan, Mersin Tarsus ve Osmaniye Kadirli
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popiilasyonlarinda ise hem permethrin hem de deltamethrin direnci olugmaya
baslamistir. An. sacharovi’nin Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarindan Afyon
Sandikl1 ve izmir Selguk her iki pretroid grubu insektisite kars1 heniiz duyarlidir.
Bununla birlikte, Mugla Dalaman ve Manisa Akhisar’da deltamethrin; Denizli
Saraykdy ve Usak Esme popiilasyonlarinda permethrin, Aydin Buharkent
popiilasyonunda ise hem deltamethrin hem de permethrin direnci olusmaya
baslamigtir. Cx. pipiens’in Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarindan Burdur Merkez ve
Ege Bolgesi’nden Afyon Dinar, Aydin Soke, Manisa Saruhanli popiilasyonlari
heniiz her iki pretroid grubu insektisite kars1 duyarli iken, Adana Karatas, Antalya
Manavgat, Mersin Tarsus ve Mugla Dalaman popiilasyonlarinda hem deltamethrin
hem de permethrin direnci olusmaya baglamistir. Oc. caspius’un ise hem Akdeniz
hem de Ege Bolgesi popiilasyonlarinin tamaminda hem deltamethrin hem de
permethrine kars1 diren¢ olusumu baglamistir. Pretroidli insektisitlere karsi direng
olusumunun gézlenmeye baslamasi testi yapilan her iki insektisitin de iilkemizde
yogun bir sekilde kullaniminin oldugunu gostermektedir. Bugiine kadar pretroid
ve OP direncinde artan MFO seviyelerinin etkin rol aldigina dair bir ¢ok ¢alisma
yapilmistir (Scott vd., 1999). Ulkemizde pretroid direncinin goriildiigii An.
maculipennis popiilasyonlarinda bu direncin temelinde artan MFO seviyeleri
yatmaktadir (Akiner vd., 2013). Giineybat1 Nijerya’da yer alan Akako-Remo An.
funestus popiilasyonlarinda PBO muamelesinden pretroide karst mortalite oraninin
artmasi bu popiilasyonlarda pretroid direncinden sorumlu mekanizmanin P450
monooksijenazlar oldugunu ortaya koymustur (Djouka vd., 2016). Sangba vd.
(2016) Afrika’daki An. funestus popiilasyonlarindaki pretroid direncinin P450
monooksijenaz artisiyla siirdiiriildiigiinii rapor etmislerdir. Polson vd. (2011) Ae.
aegypti poptilasyonlarindaki permethrin ve temephos direncinden sorumlu
mekanizmanin MFO artist oldugunu One siirmiiglerdir. Calismamizdaki An.
sacharovi ve Cx. pipiens popiilasyonlarinin pretroid direncinin temelinde artan
MFO seviyeleri yatmaktadir. Ozellikle, hem permethrin hem de deltamethrine
duyarli olup, MFO aktivite artisina sahip olmayan Cx. pipiens Burdur Merkez
popiilasyonu bunu destekler niteliktedir. Aksine pretroidli insektisitlere karsi
duyarli olup, MFO aktivitesine sahip olan popiilasyonlar da vardir (Orn: Cx.
pipiens’in Dinar, Soke, Saruhanli popiilasyonlar: gibi). Bu durum ise MFO’nun
sadece pretroid direncinden degil daha oOnce de bahsettigimiz gibi DDT
direncinden de sorumlu olabildigini gostermektedir. Diger bir farkli durum da
hassasiyet testi sonucuna gore pretroidlere direng olusturmaya baglayip MFO

seviyesinde artis géstermeyen popiilasyonlarin olmasidir. Oc. caspius’un Burdur
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Merkez popiilasyonu hem permethrin hem de deltamethrine karsi direng
olusturmaya baslamis olsa da, MFO seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artts olmamistir. Bu durum ise pretroid direncinden sadece MFO
metabolizmasinin degil bunun yanisira farkli enzimlerin de sorumlu olabilecegini
gostermektedir. Daha oOnce yapilan bir ¢ok ¢aligmada esterazlarin ve kdr
mutasyonunun pretroid metabolizmasinda rol aldigina dair kanitlar vardir (Nauen
vd., 2007). Calismamizda Oc. caspius tiirii i¢in kdr direnci taramasi yapilmamustir
ancak Oc. caspius’un Burdur Merkez popiilasyonunda oldugu gibi pretroid
direncinde MFO’nun yanisira esterazlarin da rol alabilecegi sonucuna
varilmaktadir. An. sacharovi ve Culex pipiens tiirlerinde ise pretroid direncinden
MFO ve esterazlarin yamisira kdr direncinin de sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir. Singh vd. (2011)’nin Afganistan’in Nangarhar ve Kunar’daki
An. stephensi popiilasyonlarinda hi¢ homozigot L1014F ve L1014S mutasyonuna
rastlanmamasi  bu popiilasyonlarda pretroid direncinden sorumlu tek
mekanizmanin kdr mutasyonu olmadigini gostermistir. Bunun {izerine bu iki
popiilasyonda rapor edilen 2,23 ve 2,54 katlik MFO; 1,45 ve 2,11 katlik alfa
esteraz; 1,62 ve 1,85 katlik beta esteraz ve 1,61 ve 1,75 katlik pNPA esteraz
aktivitesi artis1 bu iki popiilasyondaki pretroid direncinden sorumlu mekanizmanin
kdr mutasyonuna ek olarak MFO ve esterazlar oldugunu ortaya koymustur (Safi
vd., 2017). Baz1 arastirmacilar kdr alellerinin pretorid direncinin belirlenmesi igin
kesin bir belirte¢ olmadigimi belirtmislerdir (Brooke, 2008; Donnelly vd., 2009).
Qin vd. (2014) Cin’in deltemethrin’e direngli An. sinensis ve An. vagus
popiilasyonlarinda L1014F mutasyon frekansinin ¢ok diisiik oldugunu ancak MFO
aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugunu rapor etmistir. Arastirmacilar kdr alelinin
popiilasyonlarin pretorid direncini belirlemesinin kdr frekansinin ve metabolik
direncin biiyiikliigiine bagl oldugunu 6ne siirmislerdir (Qin vd., 2014). Benzer
sekilde Afrika’nin bir ¢ok bolgesindeki sitma vektorlerinde pretroid direncinden
sorumlu mekanizmanin temelinde yatan metabolik diren¢ mekanizmalar1 farkl
aragtiricilar tarafindan ortaya konmustur (Djouka vd., 2011; Mulamba vd., 2014;
Ibrahim vd., 2014).

Pretroidli insektisitler, hem iilkemizde hem Diinya’nin bir¢ok iilkesinde insektisit
emdirilmis cibinliklerde (ITN) aktif bir sekilde kullanilmaktadir. ITN’lerin
iilkemizdeki sitma ve leishmaniasis kontroliinde etkili olabilecegi gosterilmistir
(Alten vd., 2003). Dolayisiyla pretroidli insektisitlere kars1 gelisen direng, vektor
kontrol calismalarinda istenilmeyen sonuglara sebebiyet verebilir. Ozellikle
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Anopheles tiirlerinde pretroidlere karsit direng arttikga olasi bir sitma salgin
durumunda ITN’ler etkisiz kalacaktir. Caligmamizdan elde edilen sonu¢ bu
sebeple onemlidir ve dikkate alinmalidir. Etkili bir insektisit direnci yonetimi ve
insektisit direnci durumunun diizenli araliklarla izlenmesi direncin énlenmesi veya
insektisit direncinin gelisiminin geciktirilmesi agisindan Onemlidir. Vektor
miicadelesinde biyolojik, kimyasal, fiziksel stratejileri iceren entegre vektor
kontrol stratejileri bir arada uygulanmalidir. Bununla birlikte, kimyasal kontrol
stratejisi, sitma salgini olan alanlarda hizli bir ¢6ziim oldugu i¢in vazgegilmez bir
aractir. Bu ajanlara karsi direng¢ sorunlarinin iistesinden gelmek icin arastirmacilar,
insektisitlerin diger popiilasyonlara yayilmadan 6nce uygulandig: alanlarda direng
durumunu diizenli olarak izlemelidir. Bu ¢alismada, lilkemizin Akdeniz ve Ege
bolgelerinden elde edilen An. sacharovi, Cx. pipiens ve Oc. caspius vektorlerinin
OC’lu, OP’l1, CB’l1 ve pretroidli insektisitlere kars1 verdigi cevap test edilmistir.
Popiilasyonlarin hemen hemen tamaminin DDT, OP ve CB grubu insektisitlere
kars1 direncli olmasinin yanisira ¢ogu pretroidlere karsi hala duyarli olsalar da,
bazilar1 y6netim stratejileri agisindan zorluk teskil eden yiiksek pretroid direng
seviyelerine sahip olmaya bagladiklar tespit edilmistir. Ayrica mevcut bu direng
hem metabolik hem de genetik diizeyde ¢esitli mekanizmalarla saglanmaktadir. Bu
nedenle miicadele ya da kontrol ¢alismalarinda 6ncelikle hedef tiir veya tiirlerin
popiilasyonlardaki direnglilik diizeyinin belirlenmesi ve bu dogrultuda insektisit
kullaniminin gerekliligi unutulmamalidir. Tirlerin bocek ilact direng seviyelerinin
dikkatli bir sekilde izlenmesi, uygun ve makul bir insektisitin se¢imi i¢in bir ipucu
saglayabilir. Aksi takdirde, hem ekonomik hem de hayvan, insan, ekosistem
saglig1 acisindan hayal kiriklig1 yasayabilir ve istenmeyen zararlarla karsi karsiya
kalabiliriz. Bu calismada ayni zamanda metabolik diizeylerde enzim seviyeleri
tespit edilmis ve direngli genlerin alel frekanslarmi tespit edilmistir. Bu bilgi
gelecekteki kontrol stratejilerinde kullanilmasi agisindan Snemlidir ve yararh

olacagi diisliniilmektedir.

Ulkemizde vektdr kontrol calismalarinda veya tarimsal miicadelede kullanilan
insektisitlerin miktarlarina ve dagilimlaria dair bilgi verecek herhangi bir takip
sistemi yoktur. Bununla birlikte, ¢alismamizdan elde edilen sonuglar tarimsal,
hayvansal veya vektor kontrol caligmalarinda kullanilan insektisitlerin An.
sacharovi, Cx. pipiens ve Oc. caspius tiirlerinin direnglilik diizeylerini etkiledigini
gostermektedir. Bu sonug, vektorel 6zelliklerini daha 6nce vurguladigimiz bu ii¢
tiire kars1 miicadele yapilacak bolgelerde insektisit kullaniminda bir koordinasyon
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saglanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bunun i¢in Tarim ve Hayvancilik
Bakanligr ve Saglik Bakanligi’nin ilgili birimlerinde koordinasyon merkezleri
kurulmali veya mevcut birimler aktif hale getirilmelidir. Ayrica, bu birimler ve
iiniversitelerimiz arasinda ortak ¢aligmalar yapilmalidir. Ancak bu sayede iilkemiz
genelinde insektisit kullanimi aktif bir sekilde takip edilerek, etkin bir insektisit
kullanim1 organize edilebilir.

Ulkemizde yapilmis insektisit direnci ¢alismalarina bakildiginda ¢alisma
yogunlugunun sitma insidansina paralel bir sekilde degistigi goriilmektedir. Diger
iilkelerde yapilan calismalara kiyasla da iilkemizdeki c¢alismalarin sayisinin ¢ok
geride kaldig1 ortadadir. Oysa iilkemiz iklimsel, cografik, jeolojik ozelliklerine
bagl olarak pek cok sivrisinek tiirii ve tasidigi patojenler icin uygun kosullar
saglama niteligindedir. Ayrica, sivrisinekler ve neden olduklar1 hastaliklar
stireklilik arz etmekte ve her gecen giin sivrisineklerin neden oldugu yeni hastalik
tehditleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple de, ¢aligmalarin devamliligi 6nemlidir.
Bunun ig¢in tiniversitelerimizde vektorel hastaliklart 6nleme, kontrol ve arastirma
merkezleri kurulmali, ilgili bakanliklarla koordineli bir sekilde bu calismalar
yiiriitiilmeli ve bu alanlarda ¢aligacak yeterli bilgi birikimi ve donanima sahip geng

bilim insanlar1 yetistirilmelidir.
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