TURKIYE-SURIYE SINIRINDA YER ALAN MULTECI
KAMPLARI CEVRESINDE VE MULTECI GOC YOLLARI
UZERINDEKI SiVRISINEK (DIPTERA: CULICIDAE)
TURLERININ TESPIT EDILMESI

IDENTIFICATION OF MOSQUITO SPECIES (DIPTERA:
CULICIDAE) AROUND REFUGEE ZONES OF THE
TURKISH BORDER WITH SYRIA AND ON MIGRATION
ROUTES OF REFUGEES

YASEMEN SARIKAYA

PROF. DR. SALiH BULENT ALTEN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansusti Egitim — Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
BIYOLOJi Anabilim Dali icin Ongérdiigi
YUKSEK LISANS TEZi olarak hazirlanmistir.
2017



Yasemen Sarikaya’nin hazirladigi “Turkiye-Suriye Sinirinda Yer Alan Miilteci
Kamplan Cevresinde ve Miilteci Gog yollan Uzerindeki Sivrisinek (DIPTERA:
CULICIDAE) Tiirlerinin Tespit Edilmesi” adli bu ¢aligsma asagidaki juri tarafindan
BiYOLOJi ANABILIM DALI'nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Yusuf OZBEL
Baskan

Prof. Dr. S. Bilent ALTEN
Uye (Danigman)

Prof. Dr. Selim Sualp CAGLAR
Uye

Dog. Dr. Cagatay TAVSANOGLU
Uye

Dog¢. Dr. Sirn KAR
Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan YUKSEK LiSANS
TEZi olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitisti Mudari



YAYINLAMA VE FiKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitd tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya
herhangi bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida
verilen kosullarla kullamima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi
bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir b&limiiniin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi ol'dugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan
telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye
teslim etmeyi taahhiit ederim.

O Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erigim statUsiintin degigtirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu
talebinizi yerine getirse bile, tezinin arama motorlarinin énbelleklerinde
kalmaya devam edebilecektir.)

B Tezimin/Raporumun 5 / 6 / 2020 tarihine kadar erisime agilmasini ve
fotokopi alinmasini (i¢ Kapak, Ozet, icindekiler ve Kaynakga haric)
istemiyorum.

(Bu slrenin sonunda uzatma igin basvuruda bulunmadigim taktirde,
tezimin/raporumun tamami her vyerden erisime acilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi ve ya tamaminin fotokopisi alinabilir)

O Tezimin/Raporumun ........... tarihine kadar erisime agilmasini
istemiyorum, ancak kaynak gdsterilmek sartiyla bir kismi veya
tamaminin fotokopisinin alinmasini onayliyorum.

[l Serbest Segenek/Yazarin Secimi

16/6/2017

(IimZa)
Odrencinin Adi Soyad

Yasemen SARIKAYA



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisil, tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez calismasinda;

e tez igindeki butiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gercevesinde elde
ettigimi,

e gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

o baskalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

e atifta bulundugum eserlerin timunu kaynak olarak gosterdigimi,

e Kkullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bdlimini bu {niversitede veya baska bir

Universitede baska bir tez calismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

06/06/17

YASEMEN SARIKAYA



OZET

TURKIYE-SURIYE SINIRINDA YER ALAN MULTECI
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TURLERININ TESPIT EDILMESI
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Suriye’deki i¢ huzursuzluklar 4.000.000 Suriye vatandasini komsu ulkelere
goce zorlamistir. Bu durum, bdlgedeki sivrisinekler ve sivrisinek kaynakh
hastaliklarin surveyansinin onemini arttirmistir. Bu c¢ergevede, Turkiye’'de
gocmenlerin  yogun olarak yerlestikleri veya gecici olarak konakladiklar
Guneydogu Anadolu Bdlgesi ve Avrupa’ya go¢ etmek igin ilk duraklari olan bati
ve kuzeybati sinirlarinda, sivrisinek dreme sezonlari boyunca arazi ¢alismalari
yapilmis ve oOrnekler toplanmistir. Calismalar sirasinda 17 ayri ilde 506
istasyondan ergin ve larva orneklemesi yapilmistir. Toplanan sivrisineklerin
tamami morfolojik olarak teshis edilmistir. Orneklerin bir kismi, mitokondriyal
COIl gen bolgesinin sekansi yoluyla molekuler tur teshisi igin ayrilip, kalan
orneklerin tamami tespit edilen sivrisinek turlerin tasidiklari viraslerin
belirlenmesi amaciyla analize gonderilmigtir. Morfolojik teghisler sonucunda,
toplanan 30.940 adet sivrisinegin 6 cins ve 22 turun drneklerini icerdigi ortaya
konmus, segilen oOrneklerin ve oOzellikle tur komplekslerine ait bireylerin

teshisleri molekuler yontemlerle dogrulanmigtir. Bu turlerden birincil vektor



oldugu bilinen Aedes albopictus, Ae. aegypti, Anopheles sacharovi ve Culex
pipiens s.I. tdrlerinin c¢alisma alanindaki varligi, Suriyeli goé¢menlerin de
bolgeye gelisiyle daha da 6nem kazanmigtir. Bu tez, s6z konusu bolgeler igin

yapilacak genis kapsamli bir surveyans galismasinin 6nayagidir.

Anahtar Kelimeler: Sivrisinek, Suriye multeci kamplari ve go¢ yollari,

sivrisinek faunasi, morfoloji, DNA Barkodlama



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MOSQUITO SPECIES (DIPTERA:
CULICIDAE) AROUND REFUGEE ZONES OF THE
TURKISH BORDER WITH SYRIA AND ON MIGRATION
ROUTES OF REFUGEES

YASEMEN SARIKAYA
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. S. Bulent Alten
June 2017, xi + 48 pages

The internal unrest in Syria forced 4,000,000 Syrian citizens to immigrate to
neighbouring countries. This has increased the importance of monitoring the
mosquitoes and mosquito-borne diseases in the region. In this context, mosquito
samples were collected during the mosquito seasons on Southeast Anatolia where
immigrants are intensively settled and western, northwestern borders, which are
the pathway of immigration to Europe. During the study, samples were taken from
506 stations on 17 different cities. After all the collected mosquitoes were
morphologically identified, some of them were kept for the molecular species
identification through the sequence of the mitochondrial COI gene region, whereas
all the remaining samples were sent to the virus analysis. As a result of the
morphological identification, 30,940 collected mosquitoes were found to contain 6
genera and 22 specimens, and the identification of selected specimens and
especially individuals belonging to species complexes was confirmed by molecular
methods. The presence of the species Aedes albopictus, Ae. aegypti, Anopheles

sacharovi and Culex pipiens s.l. in the study area, which are known to be vectors,



has become even more important with the advent of the immigrants. This thesis is

the prelude to a surveillance exercise for the region concerned.

Keywords: Mosquito, Syrian Refugee Camps and migration routes, mosquito

fauna, morphology, DNA barcoding
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GiRIS

Tarkiye, cografi konumu ve iklim 6zellikleri sebebiyle sivrisinek faunasi agisindan
oldukga zengindir. Ulkede 7 cinsten toplam 61 tiir sivrisinegin varhigi gésterilmistir
[1], [2]. Sivrisinekler pek ¢ok virus, parazit ve diger patojenlerin tagsinmasindan
sorumlu oldugu bilinen vektdr organizmalar olmalari bakimindan [3], Turkiye'deki
faunistik zenginlik, birgok vektér kaynakh hastalik riskini de beraberinde

getirmektedir.

Sivrisinekler yari domestik canlilar olmalari, insan ve hayvanlar Uzerinden
beslenmeleri sebebiyle, insan hareketlerinden ve insanin evcil yasam tarzindan
fazlasiyla etkilenir. Buna bagl olarak, o6zellikle blyuk go¢ hareketleri, sivrisinek

kaynakli patojenlerin yer degistirmesine, yeniden tagsinmasina yol agmaktadir [4].

Tarkiye’nin sinir komsusu olan Suriye’de olusan savas ortami 4 milyondan fazla
Suriye vatandasini ¢evre ulkelere go¢ etmek zorunda birakmistir. Bu ulkelerden
en ¢ok gogu alan Turkiye'de 2,5 milyon gocmen yerlesmigtir; pek ¢ok gogmen igin
ise Turkiye, Avrupa’ya gecmek icin bir kdpru islevi gormektedir [5]. Beslenme ve
barinma gugclugu ve saglik hizmetlerinin yetersizligi nedeniyle savas ortami vektor
kaynakh hastaliklarin yayillimini tetikler [6]. Tum bu bilgiler 1s1ginda, Turkiye'de,
aslinda tarihsel olarak var olan vektor kaynakh hastaliklarin artmasi kaginiimaz
olarak beklenmektedir. Bu nedenle vektor ve patojenlerin sirveyans galismalarinin
yogunlagsmasi, daha sonra ortaya cikabilecek ve/veya halen var olan vektor-
patojen kaynakli insan ve hayvan saghgr problemlerinin, O&ncelikle aza

indirilebilmesi ve ortadan kaldirilabilmesi i¢in kesin olarak gerekmektedir.

Turkiye’de baglica vektor turler Aedes vexans, Anopheles sacharovi, An.
superpictus, Culex modestus, Cx. perexiguus, Cx. pipiens s.l.,, Cx. theileri ve Cx.
torrentium olarak siralanabilir. Listeye 2013 yilinda Ae. albopictus, 2015 yilinda da
Ae. aegypti eklenmistir [2], [7]. Bu tlrlerden bazilarinin kompleks olmasinin yani
sira morfolojik ydntemlerin uzmanlik gerektirmesi ve tUm yasam evrelerindeki

karakterlerin  karsilastirima  zorunlulugu gibi sebeplerle vyapilan teshis



calismalarinda molekuler yodntemlerin kullaniimasi, elde edilecek sonuglarin
kesinligini artinir [8]. Bu sebeple c¢alisma boélgelerindeki c¢alismalarda DNA
Barkodlama yonteminin kullanilimasi, hem aydinlatici olacak hem de c¢alismayi
kolaylagtiracaktir. Bu amagla Sivrisinek Barkodlama Insiyatifi'nin (MBI) tur
teshisinde kullandidi birincil gen bdlgesi olan sitokrom oksidaz | (COI)’in
kullaniimasi faydalidir [9]-[11].

Bu tez calismasinda,

1) Suriyeli go¢menlerin Turkiye'de kalici veya gegici olarak kalabaliklar halinde
yerlestikleri bolgelerden 6rnek toplanmasi ve bu ornekler analiz edilerek
guncel sivrisinek faunasi ve risk durumu hakkinda bilgi sahibi olunmasi,

2) Buradan yola cikilarak gé¢men kamplari cevrelerinde ve gdcmenlerin
Avrupa’ya gecis yapmak igin yogun olarak konakladiklari bdlgelerde
ornekleme calismalari yaparak, elde edilen verileri TUrkiye icin daha énce
olusturulan sivrisinek veri bankasi [1] ile karsilastiriimasi ve dogrulugundan
emin olunmasi,

3) Toplanan orneklerden morfolojik karakterlerine gore segilenlerin DNA
barkodlanmasi ve elde edilen sekans sonuglarinin “Barkod Bankasi’na
yuklenmesi,

4) Tar ayrimi gozetilmeksizin tum bireylerde virls analizi yapilmasi (virus
analizi caligmalari, tezin konusunun da ig¢inde oldugu Ust projenin bir
parcasidir ve ayri bir tez olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, virls
analizlerinden elde edilen sonuglar bu tez kapsaminda kullanilmamistir) ve
pozitif sonu¢ veren havuzlar da tur teshisinin molekller olarak

kesinlestirilmesi amacglanmistir.

Elde edilen bilgilerin tamami g6z 6nunde bulunduruldugunda, yapilan tez, ¢alisma
bolgesinde varligi bilinen sivrisinek kdkenli hastaliklar ile micadele ¢alismalarina
bilimsel temel hazirlayacaktir. Yakin zamanda yogun go¢ almis ve birgok Suriyeli
multeciye kalici veya gegici olarak ev sahipligi yapan ¢alisma bdlgelerinde varligi
tahmin edilen sivrisinek turlerinin saglikli bir listesini olusturmak ileride yapilacak
halk saghg risk analizi ¢alismalarina bir veri tabani saglayacaktir. Tez ¢alismasi
sonucunda elde edilen sekanslar BOLD Systems veri tabanina yuklenerek



uluslararasi kullanima agik hale getirilmigtir. Elde ettigimiz sonuglar, ayrica, T.C.
Saglik Bakanhgi Halk Saghgi Baskanhidi ile paylasilacaktir. Sonuglar, calisma
bdlgelerinde yapilacak orta ve blUyuk olgekli sivrisinek mucadele ve surveyans

aktiviteleri icin saglam bir temel olusturabilecek kapsamdadir.



GENEL BILGI

1.1. Suriyeli Miilteciler ve Turkiye’nin Vektoriyel A¢idan Etkilegimi

Savas ortami diger butun salgin hastaliklarin oldugu gibi vektor kaynakh
hastaliklarin da ortaya ¢cikmasina ve artmasina zemin hazirlar [12]. Savas sadece
insan ve hayvan topluluklarinin kaynaklara ulagsmasini kisitlamasiyla dedgil, direkt
ya da dolayli olarak ortaya c¢ikardigi ekolojik, cografik, topografik ve hatta mikro
klimatik degisiklikler nedeniyle, aslinda normal zamanlarda ¢ok da Gnemsenmeyen
vektor kaynakli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina, artmasina ve hatta daha genis
alanlara yayillmasina yol acar. Var olan habitatlarin ortadan kalkmasi, yeni
habitatlarin ortaya c¢ikmasi, insan ve hayvan yasaminda ve hareketlerinde
alisilagelmisin disina ¢ikma, yerlesim yerlerinde alt yapi sorunlarinin artmasi, av-
avcl iligkilerinin bozulmasi gibi sebepler vektor organizmalarin ve dolayisiyla
tasidiklari patojenlerin sayica ¢ogalmasina neden olabilir. Bu kosullar altinda
vektor kontroli de zorlasacagindan dolayi, vektor kaynakli hastaliklarin goérilme

sikliginin artmasi beklenir [13].

Olusan kaos ortaminda, beslenme yetersizligi, barinma guclugu gibi problemler
yasanirken saglik hizmetleri de ciddi oranda sekteye ugrar; saglik tesisleri zarar
gorur, saglik personelinin isini yapmasi zorlagir ve ilag tedarik etmekte buyuk
sikintilar yasanir [6]. Suriye’de 2011°’den bu yana sure gelen i¢ huzursuzluk ve
savas ortaminda, Dinya Saglhk Orgltii verilerine gére, catismalar sebebiyle kamu
hastanelerinin  %57’si hasar gérmus, %37’si tamamen servis disi kalmis,
ambulanslarin ise %401 kullanilamaz duruma gelmigtir. Saglik personelinin bir

kismi oldurdlurken ¢cogu gog etmigtir [14].

Saglik hizmetleri bu durumdayken, hasta olmus ve tedavi olamamis vatandaslar
komsu Ulkelere go¢ ederek beraberlerinde olasi patojenileri de tagimaktadirlar.
Gocmenler savas ortamindan uzaklastiktan sonra da hastalik tehdidi devam
etmektedir. GO¢ edilen Ulkelerin, gogunlukla ayni cografyada yer almasi, bir
yandan benzer biyotik ve abiyotik Ozellikleri, benzer vektor turlerin varhgi,
go¢menlerle bir Ulkeden digerine tasinmis patojenlerin salgina dénusmesine

sebep olabilir [12]. Benzer bir durum vektor kaynakli bir hastalik olan Cutaneous



Leishmaniasis (CL) salgini olarak Libnan’da gériimustir. Kayith CL vakasi 2012
yilinda Suriye’de 52.982, Libnan’da 2 olarak bildirilmigtir. Bir yil sonra bildirilen
vaka sayisi, 1033 Lubnan vatandasi ve 998 Suriyeli multeci olmak Uzere 2031’e
yukselmigtir. Bu durum gecen on yil icinde Lubnan’da gorulen ilk CL salginidir [6],
[15], [16]. Turkiye’de ise ayni yillarda Gaziantep ilinden alinan CL verileri Libnan
verileri ile benzerlik gostermektedir. Kayith vaka sayisi 2012 yilinda 22 Turk
vatandasi ve 1 Suriyeli multeci iken, 2013 yilinda 28 Turk vatandasi ve 76 Suriyeli
milteci olmustur [17]. Orneklerde de goruldugi gibi bu tip buyik gogler alan
bolgelerde vektor kaynakli hastaliklarin tespiti ve izlenmesi buyuk o6nem

tasimaktadir.

1.2. Turkiye’deki Vektor Tiirler, Tasidiklar Patojen ve Virusler

Sivrisineklerin tagidigi arbovirtsler ve parazitler, farkli konaklar arasinda déngusel
olarak gorulmeleri ve cesitli gevresel, iklimsel ve ekolojik faktorlerin etkisiyle
degisen epidemiyolojik yapilari nedeniyle, son yillarda halk sagligi Ustinde kuresel
boyutta bir etkiye sahiptir [3]. Turkiye’nin cografi konumu, iklimi ve yerlesik
sivrisinek populasyonlari, hali hazirda var olan sivrisinek kaynakl hastaliklara
yenilerinin eklenmesi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Dahasi ulkeye giris veya
yeniden giris yapacak sivrisinek kaynakli diger patojenlerin yayilmasi icin de,
degisen iklim kosullari ile birlikte yeni uygun habitatlar saglamaktadir [18].
Ulkemizde bulunan sivrisinek tiirlerinden viriis tasidigi bilinenler; Aedes aegypti,
Ae. albopictus, Ae. caspius, Ae. vexans, Anopheles claviger, Culex modestus, Cx.
perexiguus, Cx. pipiens s.s, Cx. pussilus, Cx. quinquefasciatus, Cx. theileri, Cx.
torrentium, Cx. tritaeniorhynchus, Culiseta annulata ve Uranotenia unguiculata

olarak siralanabilir (Cizelge 1).



Cizelge 1. Turkiye'de, virls tasinmasindan sorumlu vektor tarler ve

tespit edilmis virUsler [18]—[42]

Tiirler Viriisler Kaynaklar
1| Ae. aeqvoti CHIKYV, DENV, ORUV, Juliano et. al. 2005, CDC 2015,
- aegyp VEEV, WNV, YFV, ZIKV Chouin-Carneiro et. al. 2016
Rezza et. al. 2007, Vazeille et. al.
2 | Ae. albobictus CHIKV, CVV, DENV, EEEV, 2007, Juliano et. al. 2005, Mitchell
' P LACV, WNV, YFV et. al. 1998, Niebylski et. al. 1991,
Hurlbut 1956, Miller et. al. 1989
3 | Ae. caspius TAHV, WNV Ergunay et. al. 2013
4 | Ae. vexans TAHV, TVTV, WNV Eg;;emlle et. al. 1998, MclIntosh
An. claviger TAHV Pchelkina et. al. 1978
5 | Cx. modestus WNV, TAHV, LEDV fg‘;i”gh'e” et al., 2L undstrom
. Orshan et al., 2008, Samina et. al.
6 | Cx. perexiguus WNV, SINV, RVFV 1086, Turell et. al., 1996
. Orshan et al. 2008, ECDC,
7 | Cx. pipienss.s. WNV, OCKV, TAHV Lundstrém 1994
8 | Cx. quinquefasciatus WNV, SLEV nggam etal., 2003, Flores etal.,
Azari-Hamidian et. al., 2009,
9 | Cx. pusillus WNV, SINV, RVFV Mcintosh 1975, Morchon et. al.,
2012
10 | Cx. theileri OCKV Lundstrom 1994
11 | cx. torrentium JEV, GGV, DENV, SINV, Rosen et. al. 1980, Takashima et.
' RVFV al., 1983
12 | Cx. tritaeniorhynchus WNV Hayes et. al. 1984
13 | Cs. annulata WNV Buchatsky 1977
14 | Ur. unguiculata WNV Kemenesi et. al. 2014, Pachler et.

al. 2014, Rudolf et. al. 2015

Arbovirlslerin  onemli

tasidiklari

bir kismi kan emen sivrisinekler yoluyla taginir ve

flavivirisler ve alphavirtsler olarak siniflandirilirlar. Flavivirtsler, icinde 6nemli

insan patojenlerinin de bulundugu 70’ten fazla virlsU igeren bir gruptur. Bunlardan

bazilari Bati Nil Virist, Dengue Virusli ve Japon Ensefalit Virtst’'dur [43].

Alphavirusler, Guney Avrupa’da epidemik vakalari olan, medikal agidan ¢ok

onemli Chikungunya VirGsU’'nU igerir [36], [44]. Serolojik veriler, Turkiye’nin,

medikal agidan onemli olan ¢ok sayida arbovirlis barindirdigini gostermektedir;

ancak ArbovirUslerle ilgili hedef vektorlerin faunistik galismalari, 6zellikle hastalik

tasiyan sivrisineklere yonelik arastirmalar, oldukga yetersizdir [45].



Son yillarda yogun olarak tespit edilen semptomatik Bati Nil Virlsu enfeksiyonu
vakalari ulkemizde sivrisinek kaynakli hastaliklarin dnemli bir halk sagligi problemi
haline gelme potansiyeli oldugunu ortaya koymus ve viris tagiyan sivrisinek
turlerinin, eksiksiz bir faunistik listesinin yapilmasi gerektirdigini gostermistir [45]—
[47]. Bati Nil Virisinun baslica vektor turleri Avrupa’da Culex pipiens s.s. ve Culex
modestus; Asya’da Culex quinquefasciatus ve Culex tritaeniorhyncus olarak rapor
edilmigtir [48], [49].

Sitma, Turkiye'nin sivrisinek kokenli paraziter hastaliklarindan en énemlisidir [50].
Anopheles sacharovi ve An. superpictus Turkiye'de Plasmodium vivax parazitini
tasimaktadirlar [51]. Bu tir Bati Afrika kokenli P. malariae ve P. ovale tlrlerine
kargi hassasiyet egilimi goéstermektedir [52]. Anopheles sacharovi, Avrupa’nin
giineydogusu igin potansiyel; Tirkiye, Suriye, Kuzey Irak ve iran igin ise
kanitlanmis sitma vektoérudur [51], [53]. Turkiye’deki sitma vakalari 6zellikle Suriye
sinirt boyunca yogunlasmaktadir [54]. Turkiye'de teshis edilmis; An. algeriensis,
An. claviger, An. hyrcanus, An. maculipennis, An. marteri, An. melanoon, An.
messeae, An. plumbeus, An. pulcherrimus, An. sacharovi, ve An. superpictus
olmak uzere 11 Anopheles turt bulunmaktadir [1]. Bunlardan vektdriyel dnemi en
yuksek olan birincil tir An. sacharovi, ikincil tir ise An. superpictus’tur [18].
Ulkemizde bugiine kadar An. claviger turinin enfekte ya da enfektif érnekleri
tespit edilmemis olmasina ragmen, Kibris ve Suriye’de sporozoit pozitif disilerin
bulunmasi sebebiyle, Turkiye’nin kirsal kesimlerinde sitmanin tasinmasinda etkisi
olabilecegi kabul edilmektedir. Anopheles claviger, sitma vektoérliglnin yani sira,
Tahyna viriUse de vektorlik yapabilmesi nedeniyle, medikal agidan onemli bir
Anopheles turl olarak kabul edilmektedir [55]. Avrupa ile sitma endemik Ulkeler
arasindaki insan hareketliliginin artmasi, gevre ve iklim degisiklikleri goz onune
alindiginda, bu veriler An. plumbeus'un da sitma igin bir vektor gorevi gorebilecegi
ve Orta-Bati Avrupa'daki sitma bulasma riskini onemli dlgude artirdig
dusunulmektedir [56]. Yapilan haritalama caligmalari da kanitlamigtir ki, kiresel
Isinma vektorlerin yayihmini etkilediginden, pek ¢ok enfeksiyon hastaliginda

oldugu gibi, sitmanin da yayilimini ve hastalik yukana artirmistir [57].



1.3. DNA Barkodlama ve Surveyans Caligmalarindaki Yeri

Tar teshisi icin morfolojik karakterlerin klasik kullanimi bazi sinirlamalara sahiptir.
Bunlar arasinda, 6rnegin, incelenen 6zelligin fenotipik plastisitesi veya turn bir tir
kompleksi iginde bulunmasi sebebiyle yanlis tanimlanmasi ©6nde gelen
sinirlamalardir [58]. Dahasi morfolojik anahtarlar bazen sadece belirli bir yasam
evresi veya cinsiyet igin etkindir; Diptera’da, tanimlamanin temel olarak erkek
genitalyasina dayanmasi bu duruma O&rnektir [3]. Bu nedenle arastirmalarda
tarlerin dogru teshisi icin siklikla yuksek duzeyde bir uzmanliga ihtiyag
duyulmaktadir [8]. DNA barkodlama vyaklasimi, morfolojik ydntemlerin
sinirlamalarindan 6turd, dogru ve guvenilir teshis igin en iyi yaklasimi temsil
etmektedir [59]. Morfolojik teshisin zorluklarina ek olarak surveyans galismalarinda
patojen analizlerinin yapilabilmesi igin orneklerin hizli ve dogru bir sekilde teshis
edilmesi acisindan DNA barkodlama yéntemi guvenilir ve hizli bir metottur [60].
Egder s6z konusu galismalar bir savas ve onu takip eden go¢ dalgasi sebebiyle

yapiliyorsa, hizli calismak ve dogru sonuglar elde etmenin 6nemi artacaktir.

Morfolojik tur teshisini dogrulayan DNA barkodlama yontemi, ayni zamanda,
biyogesitliligi, turlerin cografi dagihmi, evrimsel gelismelerini ve tasidiklar

hastaliklarin 6nemini de ortaya koyarmaktadir [8], [61], [62].

Mitokondriyal COI gen bdlgesinin DNA barkodlama igin en kolay ¢aligilabilir gen
bdlgesi oldugu, avantajlari ve dezavantajlari ile daha onceki birgok galismada
gosterilmigtir. Bolgenin amplifikasyonu ve sonuglarin yorumlanmasi diger gen
bolgelerine gore daha kolaydir ve karsilastirilabilir sonuglar elde edilir. DNA
barkodlama yontemi Neighbor Joining (NJ) Metodu ile Kimura 2 Parametre Modeli
kullanilarak cizilen filogenetik agaclarla yapilan karsilastirmalardan temel
almaktadir [9], [63]. NJ metodu nukleotid substitisyonu veya amino asit degisimi
gibi mesafe dlgimlerine dayanan “uzaklik matriksleri” yéntemlerinden biridir. Bu
metoda gore galisilan bitin iglevsel taksonomik birimler (OTU) arasindaki
nukleotid substitisyonlarinin sayisina gore bir uzaklik matriksi hazirlandiktan
sonra, bu uzakhk matriksinden yola ¢ikilarak buttin olasi OTU ciftleri icinden
olusturulacak olan filogenetik agag icin en kigik toplam dal uzunlugunu verecek
olan ilk komsu c¢ift secilir. Secilen OTU cifti, tek bir bilesik OTU olarak ele alinarak
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yeni bir uzaklik matriksi olusturmak icin OTU’lar arasindaki aritmetik ortalamalar
bulunur ve yine en kiguk dal uzunlugunu veren OTU cifti segilir. Bu iglem, butin

dallar bulununcaya kadar devam ettirilir [64].



YONTEM

1.4. Arazi Calismalari ve Orneklem Olusturulmasi

Bu tez icin kullanilan ornekler; sahadan toplanmak ve bagislanmak suretiyle iki
farkh yontemle elde edilmistir. Smithsonian Enstitisi ile ortak gergeklestirilen
uluslararasi Global Emerging Infection Surveillance (GEIS) tarafindan desteklenen
“Insect Disease Vector Surveillance and Arbovirus Testing along Syrian Refugee
Routes in Turkey, Lebanon and Jordan” isimli proje kapsaminda, 2015 ve 2016
sivrisinek Ureme sezonlarinda ergin ve ergin oncesi evresindeki sivrisinekler
drneklenmistir. Tekirdag Namik Kemal Universitesi'nden Dog. Dr. Sirri Kar ve Rize
Recep Tayyip Erdogan Universitesi'nden Yrd. Dog. Dr. Mustafa Akiner tarafindan
2013-2016 tarihleri arasinda toplanan ornekler tez galismasi icin bagislanmistir.
Arazi calismalari multeci kamplari ¢evresi ve multecilerin Avrupa’ya go¢ yollari

uzerine planlanmistir.
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Sekil 1. Suriyeli milteci kamplarinin tahmini yerleri ve Temmuz 2014 verilerine

gOre barinan gogmen sayilari [65]
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Yapilan arazi calismalarinda; 2015 yilinda Adana, Osmaniye, Hatay ve
Kahramanmaras illerinde toplam 49; Kirklareli, Edirne ve Tekirdag illerinde toplam
100; izmir, Balikesir ve Canakkale illerinde toplam 58 istasyondan 6rneklem
alinmigtir; 2016 yilinda ise Aydin ve Mugla illerinden toplam 50; Edirne ve
Kirklareli illerinden toplam 22 istasyondan orneklem alinmigtir. Bunlara ek olarak,
Trakya Bolgesi'nden 2013-2016 yillari arasinda toplam 153 istasyondan elde
edilmig ornekler ile Dogu Karadeniz Bolgesi'nden 2015-2016 yillarinda toplam 74
istasyondan elde edilmis ornekler tez cgalismasi igin arastirmacilar tarafindan

bagislanmigtir.

BULGARIA
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Sekil 2. Tez calismasinda kullanilan érneklerin elde edildigi lokaliteler

Ornekler toplanirken; John W. Hock marka CDC 1sik tuzaklari, agiz aspiratorleri ve
akuli aspiratér kullanilarak sadece aktif ergin bireyler degil, dinlenme
durumundaki erginlerin de toplanmasinin yani sira, larva kepgeleri ile ergin éncesi
evredeki sivrisinekler de érneklenmigtir. Isik tuzaklari, 6gleden sonra kurulup gece
boyu calistirlmis ve takip eden sabahin erken saatlerinde durdurularak igindeki

ornekler alinmistir.

Arazi ¢alismalari sirasinda, akilli telefon veya tablet bilgisayarlarda c¢alistirilabilen

FASTFIELD isimli uygulama yardimiyla tuzak istasyonlari ve bu noktalara ait
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cevresel etmenler kaydedilmis ve sistem yardimiyla veri kaybi yasanmadan

tablolar haline getirilmistir [65].

Toplanan ergin ornekler, arazi c¢alismalar suresince dogrudan kuru buzda
muhafaza edilmis ve Hacettepe Universitesi Ekolojik Bilimler Arastirma
laboratuvarina (EBAL) tasinmistir. Ergin 6ncesi ornekler ise érneklendikleri su ile
muhafaza edilerek EBAL’e getirildikten sonra erginlestiriimig, sonrasinda ergin
fazda toplanan orneklerle ayni muameleyi gormustur. Laboratuvarda morfolojik
teshisleri yapilan 6rneklerin bir kismi molekuller analizler icin %96 etanol iginde
muhafaza edilmek suretiyle ayrilmig, kalanlarin tamami viris analizleri igin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilmek
uzere -80°C’ de muhafaza edilmistir. Morfolojik teshisler Turkiye'yi de icine alacak
sekilde Avrupa, Guney Bati Asya, Orta Dogu ve Misirda bulunan tirler igin
hazirlanmis anahtarlar kullanilarak yapilmistir [3], [66], [67].

1.5. Molekiler Analizler ve Filogenetik Verinin Elde Edilmesi

Molekuler analizler, barkodlama icin ayrilanlar ve viris pozitif sonug alinanlar
olmak Uzere iki grup 6rnede uygulanmistir. Morfolojik teshisi tamamlanan
orneklerin molekuler analizlerinin ilk asamasi olan DNA izolasyonu ve onu takip
eden COI mitokondriyal gen bélgesinin amplifikasyonu Hacettepe Universitesi
Evrimsel ve Ekolojik Genetik Laboratuvar’nda gergeklestiriimis, elde edilen
arnlerin temizlenmesi ve dizi analizleri MedSanTek Laboratuvari tarafindan

yapiimigtir.

3.2.1. DNA izolasyonu ve COI Gen Bélgesinin Amplifikasyonu

DNA izolasyonu QIAgen® DNeasy Blood and Tissue (Hilden, Germany) izolasyon
kiti kullanilarak, sivrisinek erginlerinin bacak ve abdomen bdlgeleri kullanilarak
yapiimig, erkek bireylerin genitalyalari preparat yapilmasi ihtimali i¢cin %96 etanol
icinde saklanmistir. izolasyon asamasi, Uretici firmanin talimatlari takip edilerek
tamamlanmistir.

DNA izolasyonu tamamlanan ornekler, evrensel barkodlama primeri olarak kabul

edilen HCO2198 ve LCO1490 primer cifti ile [68] polimer zincir reaksiyonuna
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sokularak, primer bdlgeleri hari¢ 658 baz ciftinden olusan gen bdlgeleri trln olarak
elde edilmistir. Kullanilan primerler asagidaki gibidir:

LCO1490 (ileri) 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

HCO2198 (geri) 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3

PZR karisimi, sivrisinek ailesinin iki alt ailesi igin iki farkli sekilde optimize edilmis
ve galismalar sirasinda oransal olarak birbirinden farkh iki karigim kullanilmigtir
(Cizelge 2).

Cizelge 2. Anophelinae ve Culicinae alt aileleri i¢cin PZR karisiminda bir érnek igin

kullanilacak bilesen miktarlari

Anophelinae | Culicinae
sdH20 189 | 16,875
10X tampon 3 25y
2,5 mM dNTP
karigimi 1.5u 1.5 4
25 mM MgCl2 1,2 1
ileri primer 09y 1u
Geri primer 0,9u 1u
Taq polimeraz 06pu| 0,125y
DNA 3 2
Toplam 30 p 26

SNP Hotstart DNA Taq Polymerase setleri ile hazirlanan karigimlar iki farkh alt aile
icin farkh sekilde optimize edilmis sicaklik profilleriyle, ThermoHybaid marka

termal donguleyici kullanilarak reaksiyona sokulmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Anophelinae ve Culicine alt aileleri igin ayri ayri uygulanan termal

donguler
Anophelinae Culicinae

On
denaturasyon 95 oC | 5 dakika 94 oC | 2 dakika
Denaturasyon 95 oC | 30 saniye 35 94 oC | 30 saniye 35
Baglanma 48 oC | 45 saniye dongi 50 oC | 30 saniye dongi
Uzama 72 oC | 45 saniye 72 oC | 40 saniye
Son uzama 72 oC | 10 dakika 72 oC | 10 dakika
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Tam amplifikasyon reaksiyonlari hazirlanirken, kontaminasyon olasiligina karsi,
negatif kontrol kullaniimistir. Her bir bireye ait PZR Uridnunun 4 mikrolitresi
yukleme boyasiyla boyanarak %Z2’lik etidyum bromdirli agaroz jele yuklenmis ve

reaksiyonun caligtigindan emin olunmustur.

Sekil 3. Amplifiye edilen Polimer Zincir Reaksiyonu urtnlerinin elektroforezi

sonucu elde edilen agaroz jelin ultraviyole 1g1k altindaki goruntisu

1.5.2. Sekanslarin Yorumlanmasi ve Filogenetik Verinin Elde Edilmesi

iki yonli olarak okunan sekanslarin tiimi Sequencher versiyon 5.2.4. (Genes
Codes Corporation, Ann Arbor, MI) kullanilarak dizenlenmis, hizalanmis ve MEGA
6.0 [69] yazilimi ile nukleotid sekanslari omurgasiz mitokondri kodu [70]
kullanilarak aminoasit sekanslarina donusturulduginde, kodonlarin bir ve ikinci

bazlarinin protein sentezini etkileyip etkilemedikleri kontrol edilmigtir.
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COlI gen bdlgesine ait dizilerin Neighbor-Joining analizleri, Kimura 2 Parametre
Modeli kullanilarak olusturulmus uzaklik matriksleri ile ortaya c¢ikarilmistir [63].
Buna gore, uzaklik matriksi farkh transisyon ve transversiyon oranlari dikkate
alinarak, dort nukleotit frekansinin esit oldugu ve bdlgeler arasinda substitisyon
oranlarinin degismedigi var sayilarak hesaplanmigtir. Kodonlarin her U¢ nukleotidi
de analize dahil edilmis olup c¢alismadaki NJ analizlerinin tamami MEGA 6.0
yazilimi kullanilarak gergeklestiriimistir. NJ agaclarinin hepsi 0.02 skalayla
cizilerek turler arasindaki genetik uzakhdin bu degerin altinda veya Ustunde
olmasina gore yorum yapilmistir. Bootstrap degerleri 10.000 tekrarla hesaplanmis

ve dallarin yakininda gdsterilmistir [71].

Elde edilen tum sekans urlUnleri Blast Yontemi ile (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)
GenBank veri bankasinda yer alan sekanslarla karsilastiriimistir. Secilen 6érnekler
cizilen NJ agaclari olusturulurken kullaniimig, erisim kodlari belirtilmistir. Bu
orneklere ait taksonomik, cevresel ve genetik veri BOLD (Barcode of Life
Database) veri bankasinda “Mosquitos of Turkey Borders” isimli dosyada

birlestirilmistir (http://www.boldsystems.orq).
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Bu tez calismasinda, 17 ilde 506 istasyondan toplanmis 30.940 birey morfolojik

olarak teshis edilmistir (Cizelge 4). Teshis sonucunda 6 cinsten 22 farkh ttrin

orneklendigi gorulmustur. Bu drneklerden 270'i ayrilarak DNA’lar1 barkodlanmistir.

Tarlerin toplandigi iller birey sayilariyla birlikte Cizelge 4’te gosterilmistir.

Cizelge 4. Tez galismasinda tespit edilen turler ve toplandiklari illere gore birey

sayllari

Tiirler

2013

2014

2015

2016

Anopheles algeriensis

Kirklareli (n=3)

Anopheles claviger s.I.

Edirne (n=3), Kirklareli (n=2)

Kirklareli (n=17), Tekirdag (n=1)

Adana (n=37), Edirne (n=11), Osmaniye (n=18),

Tekirdag (n=1)

Kirklareli (n=15), Mugla (n=3)

(n=2223)

Tekirdag (n=4446)

(n=48), Kahramanmarag (n=94), Kirklareli
(n=504), Osmaniye (n=147), Tekirdag (n=1079)

& [Anopheles hyrcanus s.I. Cankiri(n=1) Kirklareli (n=3)
£ R R R R Adana (n=53), Edirne (n=393), Hatay (n=1) N R
@ . . Edirne (n=964), Kirklareli Edirne (n=880), Kirklareli A - R Edirne (n=30), Kirklareli (n=303),
_g._ Anopheles maculipennis s.I. (n=1297) (n=2546), Tekirdag (n=48) I((nl;li?;e)h (n=1188), Osmaniye (n=36), Tekirdag Mugla (n=7)
é Anopheles plumbeus Edirne (n=8) Kirklareli (n=4)
Adana (n=9), Edirne (n=3), Kirklareli (n=1), o N _
Anopheles sp. Tekirdag (n=1) Kirklareli (n=7), Mugla (n=1)
Anopheles superpictus Izmir (n=1),
Aedes aegypti Artvin (n=8), Rize (n=48)
. Artvin (n=292), Kirklareli (n=86),
Aedes albopictus Rize (n=40), Trabzon (n=93)
Adana (n=13), Canakkale (n=1), Cankiri(n=1),
n . _ s AN Edirne (n=2828), Hatay (n=44), izmir (n=75), Edirne (n=64), Kirklareli (n=11),
Aedes caspius Edirne (n=14) Kirklareli (n=23), Tekirdag (n=2) Kirklareli (n=5024), Osmaniye (n=14), Tekirdag Mugla (n=3)
(n=209)
Aedes geniculatus Kirklareli (n=18) Kirklareli (n=1)
Aedes pulcritarsis 1zmir (n=1), Kirklareli (n=3), Tekirdag (n=1) Mugla (n=2)
Aedes rusticus Kirklareli (n=1) Edirne (n=1)
Aedes vexans Edirne (n=3), Kirklareli (n=1) Kirklareli (n=6)
Coquillettidia buxtoni Kirklareli (n=3)
Coquillettidia richardii Edirne (n=16) Kirklareli (n=26)
Culex impudicus Edirne (n=16), Kirklareli (n=2) Kirklareli (n=1) Kirklareli (n=2)
o |Culex modestus Cankiri(n=1), Edirne(n=1)
© | Culex perexiguus Edirne (n=3), Kirklareli (n=2) Adana (n=1), Osmaniye (n=5)
© Adana (n=100), Balikesir (n=26), Canakkale
3 Culex pipiens s.I. Edirne (n=1929), Kirklareli Edirne (n=28), Kirklareli (n=643), [ (n=49), Edirne (n=796), Hatay (n=103), Izmir Aydin (n=4), Edirne (n= 60),

Kirklareli (n=711), Mugla (n=62)

Adana (n=3), Edirne (n=1), Hatay (n=2),

Culex sp. Edirne (n=3), Kirklareli (n=1) Tekirdag (n=1) Kahramanmaras (n=32), Kirklareli (n=1), Mugla (n=1)
Osmaniye (n=3), Tekirdag (n=2)
Balikesir (n=1), Canakkale (n=55), Cankiri(n=2),
Culex theileri Edime (n=2) Edime (n=1), Kirkiareli (n=71) | E9IMe (n=116), Hatay (n=11), lzmir (n=2), Edime (n=29), Mugla (n=3)

Kahramanmaras (n=10), Kirklareli (n=97),
Tekirdag (n=13)

Culex tritaeniorhinchus

Adana (n=32), Osmaniye (n=21)

Culiseta annulata

Kirklareli (n=12), Tekirdag (n=84)

Kirklareli (n=11), Tekirdag (n=25)

Edirne (n=2)

Culiseta longiareolata

Kirklareli (n=1)

Tekirdag (n=83)

Canakkale (n=5), Hatay (n=1), Izmir (n=2),
Kirklareli (n=2), Tekirdag (n=20)

Aydin (n=1), Mugla (n=5)

Uranotaenia unguiculata

Edirne (n=3), Kahramanmaras (n=3),

Edirne (n=11), Kirklareli (n=14)

1.6.

Toplam ornek sayisi

6474

8894

13613

Anophelinae Alt Ailesine iliskin Bulgular

1959

Anophelinae alt ailesine ait 8.073 6rnek 9 ilden toplanmig ve o6rneklerin timu

morfolojik olarak teghis edilmistir. Ornekler agirlikli olarak Anopheles maculipennis

s.l. thrd olup, bunun disinda An. algeriensis, An. claviger, An. hyrcanus, An.

plumbeus ve An. superpictus turleri de érneklenmistir. Anophelinae 6rneklerinden

87 tanesi molekuler olarak analiz edilmis ve teshisleri dogrulanmistir.
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Molekuler analizleri tamamlanan 87 adet érnege ait COIl gen bdlgesi sekanslari 17
adet referans sekans [An. claviger (BOLD MBIG010-09, MBIG012-09, MBIG011-
09 Yunanistan; CXTUR140-14 Tdurkiye), An. hyrcanus (BOLD MBIH202-10
Turkiye), An. marteri (BOLD MBIH133-10, MBIH135-10, MBIH149-10 Fas), An.
petragnani (BOLD MBIH102-10, MBIH156-10, MBIH101-10 Fas), An. plumbeus
(BOLD CXTUR103-14 Turkiye), An. pseudopictus (BOLD SOIE345-13 Turkiye)An.
labranchiae (GenBank HQ860418 Cezayir), An. maculipennis s.s.(BOLD MBIM9-
G1 Turkiye), An. melanoon (BOLD NMNH2014-015-E05 Turkiye), An. sacharovi
(BOLD NMNH2014-016-B01 Turkiye)] dahil edilerek hizalanmis ve 651 baz ifti
uzunlugunda kesilmigtir. Bu veri seti Uzerinden Kimura 2 Parametre Modeli
kullanilarak yapilan hesaplamalar, bes Anopheles turl arasinda %2’nin Uzerinde
(%9.4 - %14.4) genetik mesafe bulundugunu gdstermis ve bu hesaplamalara gore

NJ agaci ¢gizilmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Anopheles cinsine ait turlerin genetik mesafeleri. (Yukari kdsegen,
turler arasindaki ikili farklihklarin standart sapmasini; asagr kosegen turler

arasindaki ikili farkliliklarin ortalama sayisini ifade eder.)

P
R} —
— c %)
%) » o n
3 ) .GQ)- ‘= 2
e o S O i
5z § & ¢
= G = £ 2)
c c c c c
< < < < <
An. plumbeus 0,015 | 0,015 | 0,014 | 0,014
An. claviger s.l. 0,142 0,012 | 0,012 | 0,011
An. maculipennis s.I. | 0,144 | 0,116 0,013 | 0,012
An. marteri 0,122 | 0,111 | 0,113 0,012
An. hyrcanus s.l. 0,133 | 0,099 | 0,095 | 0,094
c=484, v=167, Pi=162, s=5

17



An. maculipennis s.I.

MBIH202-10|EDEN3-B2|Anhyrcanus Turkiye
100 MLSS5 An hyrcanus var pseudopictus Cankiri An. hyrcanus s.I.
971 SOIE345-13|NMNH2013-003-F01|An pseudopictus Turkiye

39 MBIH102-10|EDEN2-F1|AnpetragnaniFas
100 | MBIH156-10|EDEN2-D8|AN petragnani Fas
MBIH101-10|EDEN2-E1|An petragnani Fas
55 TK560-4 Anclaviger Edirne
” 51 L TK592-1 Anclaviger Kirklareli
98 TK588-1 Anclaviger Kirklareli
TK599-4 Anclaviger Kirklareli

TK604-2 An claviger Kirklareli
MBIG010-09|NHM04020|An claviger Yunanistan
MBIG012-09|NHM04024|An claviger Yunanistan

CXTUR140-14|NMNH2014-015-D03|An claviger Turkiye
TR322-4 Anclaviger Mugla
TK586-3 Anclaviger Kirklareli
TR198-29 Anclaviger Tekirdag

MBIG011-09|NHM04022|An claviger Yunanistan
52 TK592-2 Anclaviger Kirklareli
MBIH133-10|EDEN2-E5|An marteri Fas
100~ MBIH135-10|EDEN2-G5|AnmarteriFas  An. marteri
42! MBIH149-10|EDEN2-E7|An marteri Fas

CXTUR103-14|NMNH2014-015-A01|An plumbeus Turkiye |
TK507-1 An plumbeus Kirklareli
TK548-3 An plumbeus Edirne
TK548-4 An plumbeus Edirne
TK641-1 Anplumbeus Edirne
100| TK641-4 Anplumbeus Edirne
TK641-5 An plumbeus Edirne
TK641-6 An plumbeus Edirne
TK641-7 An plumbeus Edirne
TK693-27 An plumbeus Istanbul

75

100

An. claviger s.I.

An. plumbeus

0.02

Sekil 4. Anopheles cinsi 6rneklerine ait Neighbor Joining adaci

Molekuler olarak analiz edilen 87 o6rnekten 68 tanesi An. maculipennis s.l. tir
kompleksinden secilmis ve analizler sonucunda 45 tanesinin Anopheles
maculipennis s.s., 10 tanesinin Anopheles melanoon ve 13 tanesinin de
Anopheles sacharovi turl oldugu gorulmustur. Ancak ayni kompleksin tipik
uyelerinden oldugu bilinen Anopheles messeae turine ait 6rnege rastlanmamistir
(Cizelge 6, Ek 1). Ayni ydntemlerle genetik mesafeleri hesaplanarak NJ agaci
cizilen kompleks Uyesi turlerin genetik olarak birbirlerine %2’den uzak olduklari

gorulmasgtur (Cizelge 6).

18



Cizelge 6. Anopheles maculipennis tur kompleksine cinsine ait turlerin genetik
mesafeleri. (Yukari kdsegen, turler arasindaki ikili farkhliklarin standart sapmasini;

asag! kosegen turler arasindaki ikili farkliliklarin ortalama sayisini ifade eder.)

An. maculipennis s.s.
. messae

AN

An. melanoon
@ |An. sacharovi

An. melanoon 0,008 | 0,005 | 0,008

An. sacharovi 0,049 0,008 | 0,009

An. maculipennis s.s. 0,023 0,049 0,007

An. messae 0,038 0,058 | 0,038
c=585, v=66, Pi=50, s=16

1.7. Culicinae Alt Ailesine iliskin Bulgular

Tez calismasi icin olusturulan érneklem icinde Culicinae alt ailesine dahil Aedes,
Culex, Coquillettidia, Culiseta ve Uranotaenia cinslerine ait bireylerin varhgi

morfolojik olarak tespit edilmistir.

4.2.1. Aedes Cinsine iliskin Bulgular

Toplam 13 ilden alinan érneklerden Aedes cinsine ait 8931 birey morfolojik olarak
teshis edilmistir. Teshis sonuclarina goére sayisal adirlik Aedes caspius turtinde
olup bu cinsten 7 farkh tir oOrneklenmistir. Aedes Orneklerinden 41 tanesi

molekuler olarak galigilmis ve morfolojik teshisleri dogrulanmistir.

Bu 41 bireyin mitokondriyal COIl gen bodlgesi dizileri 19 adet referans dizi [Ae.
aegypti (GenBank KC250441 Kenya), Ae. albopictus (GenBank JQ412505
Tarkiye; HQ398901, HQ398900 Vietnam), Ae. berlandi (GenBank HQ991784,
HQ991785 Fransa), Ae. caspius (GenBank FJ210902 iran), Ae. cretinus
(GenBank KC250445, KC250447), Ae. dorsalis (GenBank KR694101 Kanada),
Ae. geniculatus (BOLD MBIT1077-11 Turkiye; GenBank KP942754 isveg), Ae.
pulchritarsis (GenBank HQ573171 Makedonya), Ae. vexans (GenBank
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KM258251, KM258253 Belgika; JF868958, KJ208504 Kanada), Ae. vexans
nipponii (GenBank AB738172, AB738264 Japonya)] eklenerek hizalanmis ve 550
baz c¢ifti uzunlugunda kesilmistir. Elde edilen veri seti ile Kimura2 Parametre
Modeli kullanilarak yapilan hesaplamalar, dokuz Aedes tlri arasinda %2’nin
uzerinde (%2.4 - %16.9) genetik uzaklik oldugunu gostermis ve bu hesaplamalara

g6re NJ agaci olusturulmustur (Cizelge 7, Sekil 2).

Cizelge 7. Aedes cinsine ait turlerin genetik mesafeleri. (Yukari kdsegen, turler
arasindaki ikili farklihklarin standart sapmasini; asagi késegen turler arasindaki

ikili farkhihklarin ortalama sayisini ifade eder.)

B2 %)
= ° %) = S Q = 2
s & 8§ 2 § § £ 3 3
X o) = ) ) = = c d
) Q 2 I = ] g ) s]
> @ ] o 1 o] 3] ) S
) ) ) ) ) [} a ) a
< < < < < < < < <
Ae. vexans 0,013 | 0,015 | 0,013 | 0,014 | 0,016 | 0,014 | 0,015 | 0,013
Ae. aegypti 0,100 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,017 | 0,015 | 0,018 | 0,014
Ae. albopictus 0,123 | 0,130 0,016 | 0,018 | 0,017 | 0,014 | 0,017 | 0,015
Ae. caspius 0,108 | 0,126 | 0,139 0,011 | 0,012 | 0,014 | 0,014 | 0,006
Ae. pulchritarsis | 0,128 | 0,128 | 0,159 | 0,074 0,011 | 0,016 | 0,015 | 0,011
Ae. berlandi 0,146 | 0,154 | 0,151 | 0,084 | 0,071 0,018 | 0,015 | 0,013
Ae. cretinus 0,110 | 0,119 | 0,110 | 0,114 | 0,144 | 0,151 0,017 | 0,014
Ae. geniculatus | 0,132 | 0,169 | 0,150 | 0,110 | 0,123 | 0,121 | 0,146 0,014
Ae. dorsalis 0,102 | 0,114 | 0,123 | 0,024 | 0,065 | 0,087 | 0,109 | 0,105
¢c=400, v=150, Pi=144, s=6
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JQ412505|Ae albopictus Turkiye ]
100 ’7 HQ398901|Ae albopictus Vietnam

r C5 Ae albopictus Rize*
64 P5-1 Ae albopictus Rize
TK687-1 Ae albopictus Artvin
TK692-5 Ae albopictus Artvin
TK692-7 Ae albopictus Artvin

41| TK692-8 Ae albopictus Artvin Ae albopictus
72

TK697-1 Ae albopictus Kirklareli
TK703-3 Ae albopictus Kirklareli

66| TK692-4 Ae albopictus Artvin
ﬁ TK692-6 Ae albopictus Artvin

19~ HQ398900|Ae albopictus Vietnam

34| | TK692-2 Ae albopictus Artvin

66! UO1-1 Ae albopictus Artvin
| KC250445|NHMO03165|Ae cretinus Yunanistan
100! KC250447|NHMO03168|Ae cretinus Yunanistan

} Ae cretinus

KC250441|Ae aegypti Kenya
100 FAM4-1 Ae aegypti Artvin

AM4-2 Ae aegypti Artvin

L Ae aegypti
P10-1 Ae aegypti Rize
P10-2 Ae aegypti Rize
TK692-9 Ae aegypti Artvin
KM258251|Ae vexans Belcika

TK600-8 Ae vexans Kirklareli
63 KM258253|Ae vexans Belcika

TK580-1 Ae vexans Kirklareli

TK641-13 Ae vexans Edirne Ae vexans
TK641-2 Ae vexans Edirne
67 TK590-3 Ae vexans Kirklareli

JF868958|Ae vexans Kanada

99 981 KJ208504|Ae vexans Kanada

AB738172|Ae vexans nipponii Japonya
% Ae vexans nipponii

99 AB738264|Ae vexans nipponii Japonya

90 FJ210902.1|Ae caspius Iran 1
TR31-1 Ae caspius Hatay
98| 95| TR160-15 Ae caspius Edime
—{ TR31-10 Ae caspius Hatay
— TK598 4 Ae caspius Kirklareli

55| 50 TR142-2 Ae caspius Kirklareli

TR192-491 Ae caspius Tekirdag

TK544-1 Ae caspius Kirklareli

) B Ae caspius
MLS8 Ae caspius Cankiri

99 49L TR31-11 Ae caspius Hatay

10f- 8 TR138-408-1608R Ae caspius*
— TR194-34 Ae caspius Tekirdag
31|| 16 TR138-408-1608M Ae caspius*
5 TR143-166-206 Ae caspius*

76 TK590-2 Ae caspius Kirklareli

- TR178-60 Ae caspius Edirne

L—— KR694101.1|Ae dorsalis Kanada ] Ae dorsalis

98— TR331-6 Ae pulchritarsis Mugla

100 TR340-2 Ae pulchritarsis Mugla Ae pulchritarsis

HQ573171|Ae pulcritarsis Makedonya
— HQ991784|NHM10424|Ae berlandi Fransa
95 1001 HQ991785|NHM10425|Ae berlandi Fransa

86

}Ae berlandi

TK584-12 Ae geniculatus Kirklareli
44 . . "

TK584-13 Ae geniculatus Kirklareli
54

58
97

MBIT1077-11|Ae geniculatus Turkiye
TR180-14 Ae geniculatus Edirne Ae geniculatus
KP942754|Ae geniculatus Isvec

o L TK703-2 Ae geniculatus Kirklareli
TK703-4 Ae geniculatus Kirklareli

0.02

Sekil 5. Aedes cinsi drneklerine ait Neighbor Joining agaci
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1.7.2. Culex Cinsine iligkin Bulgular

Culex cinsine ait toplam 13.602 6rnek 13 farkli ilden toplanmis ve morfolojik
teshisler sonucunda 6 tur teshis edilmistir. Toplanan ornekler arasinda 50 birey
ancak cins duzeyine kadar teshis edilebilmistir. Teshis sonuglari, Culex pipiens
s.l’in en bol bulunan tur oldugunu ortaya cikarmigtir.. Culex 6rneklerinden 86
tanesi secilerek molekiler analizleri yapilmigs ve morfolojik teshisleri

dogrulanmigtir.

Molekuler analizleri tamamlanan 86 6rnegin COIl mitokondiyal gen bdlgesi dizileri
11 adet referans dizi [Cx. modestus (GenBank KJ012102 Tarkiye), Cx. perexiguus
(BOLD NMNH2014-017-A12, NMNH2014017-B01 israil), Cx. theileri (BOLD
NMNH2013-003-B06 Turkiye; GenBank FJ210898), Cx. territans (GenBank
JX259931, JX259932, JX259933 ABD), Cx. torrentium (BOLD NMNH2014-016-
A10 Turkiye) Cx. tritaeniorhynchus (GenBank KJ012248 Turkiye)] ile birlikte
hizalanip 654 baz ¢ifti uzunlugunda kesilmesiyle elde edilen veri seti kullanilarak
Kimura2 Parametre Modeli'yle genetik mesafeler hesaplanmis ve NJ agaglari

cizilmistir (Cizelge 8, Sekil 5).

Cizelge 8. Culex cinsine ait tlrlerin genetik mesafeleri. (Yukari kosegen, tlrler
arasindaki ikili farklihklarin standart sapmasini; asagi késegen tirler arasindaki

ikili farklilklarin ortalama sayisini ifade eder.)

n
>
<
[S]
. S, o
- n e > ]
oo g g g 3 8
) < ] Q < < ©
i_) () = o 9] [} >
o = E o 8 5 o
= = 2 E = 1 S
P % % P % % %
O ) O O ©) O ©)
Cx. theileri 0,010 | 0,013 | 0,010 | 0,012 | 0,010 | 0,014
Cx. pipiens s.l. 0,066 0,014 | 0,010 | 0,010 | 0,012 | 0,015
Cx. territans 0,110 | 0,122 0,014 | 0,014 | 0,014 | 0,008
Cx. modestus 0,072 | 0,060 | 0,126 0,011 | 0,012 | 0,015
Cx. tritaeniorhynchus | 0,080 | 0,074 | 0,131 | 0,088 0,012 | 0,014
CX. perexiguus 0,071 ] 0,086 | 0,121 | 0,084 | 0,093 0,014
Cx. impudicus 0,114 | 0,136 | 0,041 | 0,130 | 0,134 | 0,119
c:517,v: 137, pi: 128,s: 9
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Cx pipiens f molestus Haplotip 1
Cx pipiens f molestus Haplotip Turkiye

® TK595-1 Cx pipiens ss Kirklareli Haplotip2
Cx pipiens ss Haplotip 1
Cx pipiens sl
Cx pipiens ss Haplotip Turkiye
Cx quinquefasciatus Haplotip 1

67 Cx quinquefasciatus Haplotip Turkiye

TR335-2 Cx quinquefasciatus Mugla Haplotip2
—— TR158 Cx modestus Edirne
67 © L MLS16 Cx modestus Cankiri Cx modestus
KJ012102 Culex modestus Turkiye
— TR335-8 Cx tritaeniorhynchus Mugla
09l — KJ012248 Culex tritaeniorhynchus Turkiye Adana
TR94-6 Cx theileri Canakkale 7
TR146-295 Cx theileri Edirne
TK559-11 Cx theileri Edirne
TR166-294 Cx theileri Edirne
2 TR138-23-65 Cx theileri Kirklareli*
NMNH2013-003-B06 Cx theileri Turkiye
MLS1 Cx theileri Cankiri Cx theileri
68| MLS10 Cx theileri Cankiri
FJ210898.1 Cx theileri Turkiye
68| 1 TR094-2 Cx theileri Canakkale*
18 TK599-3 Cx theileri Kirklareli*
15 TK600-7 Cx theileri Kirklareli*
13 TR094-1 Cx theileri Canakkale*
— TR19-21 Cx perexiguus Osmaniye
- TK559-13 Cx perexiguus Edirne
— TK641-14 Cx perexiguus Edirne
TK564-9 Cx perexiguus Edirne

]Cx tritaeniorhynchus

R

9

TK543-1 Cx perexiguus Kirklareli

6{ TK559-15 Cx perexiguus Edirne Cx perexiguus
9

NMNH2014-017-B01|Culex perexiguus Israil
TK641-12 Cx perexiguus Edirne
97" NMNH2014-017-A12|Culex perexiguus Israil

JX259932.1 Culex territans voucher USA
EL_ JX259933.1 Culex territans voucher USA Cx territans
WL Jx259931.1 Culex territans-voucher USA
TK564-12 Cx impudicus Edirne
69' TK590-4 Cx impudicus Kirklareli
TK559-14 Cx impudicus Edirne
(¢ Cx impudicus
TK559-16 Cx impudicus Edirne
65| TK641-10 Cx impudicus Edirne

TK705-25 Cx impudicus Kirklareli

0.02

Sekil 6. Culex cinsi érneklere ait Neighbor Joining adaci

Molekuler olarak analiz edilen orneklerden 64 tanesi Culex pipiens s.l. tor
kompleksinden secilmis ve analizler sonucunda 48 tanesinin Culex pipiens s.s., 3

tanesinin Culex pipiens f. molestus, 13 tanesinin de Culex quinquefasciatus
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oldugu goérulmastir. Ayni yontemler kullanilarak genetik mesafeleri hesaplanan

turlerin NJ agaclar cizilmistir (Cizelge 9, Ek 2).

Cizelge 9. Culex pipiens tir kompleksine ait turlerin genetik mesafeleri. (Yukari
kosegen, tlrler arasindaki ikili farkhliklarin standart sapmasini; asagi kdésegen

turler arasindaki ikili farkhliklarin ortalama sayisini ifade eder.)

(2]

2 %

] =]

Q T

S &

£ % a

Y— n Hq—) 1)

2 2 3 5

o @ g 2

2 2 =] s

<3 g o e

O @) @) O
Cx. pipiens f. molestus 0,002 | 0,002 | 0,013
CX. pipiens s.s. 0,002 0,001 | 0,014
Cx. quinquefasciatus 0,003 | 0,002 0,014
Cx. territans 0,129 | 0,131 | 0,133

€=600, v=54, Pi=3, s=51

Culex pipiens tir kompleksi analizleri sonucunda bir tanesi Culex pipiens s.s. ve
bir tanesi de Culex quinquefasciatus olmak Uzere iki yeni haplotiple karsilagiimig

ve bu ornekler “Haplotip2” olarak isimlendirilmistir.

1.7.3. Coquillettidia, Culiseta, Uranotaenia Cinslerine iligkin Bulgular

Tez calismasi igin 2 ilden Coquillettidia cinsine ait Cq. buxtoni ve Cq. richardii
turleri, 7 ilden Culiseta cinsine ait Cs. annulata ve Cs. longiareolata turleri, 3 ilden
Uranotaenia cinsine ait Uranotaenia unguiculata turd orneklenmistir. Morfolojik
teshislerinin ardindan toplam 214 bireyden 21 tanesi molekuler olarak analiz
edilmigtir. Secilen bireylerin sekanslari 8 adet referans sekans [Cq. buxtoni (BOLD
TKKARO013-13 Turkiye), Cqg. richardii (BOLD TURKEY12-C07 Turkiye; GenBank
KU877023 ingiltere), Cs. alaskaensis (GenBank KU874740 Alaska), Cs. annulata
(GenBank KU877021 ingiltere), Cs. subochrea (GenBank KP942749 isveg), Ur.
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unguiculata (BOLD NMNH2014-016-G08 Turkiye)] eklenerek hizalanmis ve 637
baz ¢ifti uzunlugunda kesilmistir. Bu veri seti Gzerinden Kimura2 Parametre Modeli
ile yapilan hesaplamalar, 3 farkh cinsten 5 tlre ait orneklerin arasinda %2’nin
uzerinde genetik mesafe oldugunu gostermis, hesaplamalardan yola c¢ikilarak NJ

agaci cizilmistir (Cizelge 10, Sekil 6).

Cizelge 10. Coquillettidia, Culiseta ve Uranotaenia cinslerine ait turlerin genetik
mesafeleri. (Yukari kdsegen, turler arasindaki ikili farkhliklarin standart sapmasini;

asagl késegen tlrler arasindaki ikili farkhliklarin ortalama sayisini ifade eder.)

b 0
© © 2
o s © o 2 —
T 8 = = 8 S =
S = 3 3 = & 2
s 3 g <5 3 § 3
S 5 o @ < = 2
) o 0 %) » o o
(@) ) O (@] O (@) (@)
Cs. annulata 0,015 | 0,014 | 0,005 | 0,008 | 0,017 | 0,017
Ur. unguiculata 0,144 0,015 | 0,015 | 0,014 | 0,017 | 0,017
Cs. longiareolata | 0,121 | 0,136 0,015 | 0,014 | 0,016 | 0,016
Cs. subochrea 0,016 | 0,153 | 0,130 0,009 | 0,018 | 0,018
Cs. alaskaensis 0,044 | 0,140 | 0,128 | 0,059 0,017 | 0,017
Cq. richardii 0,167 | 0,174 | 0,158 | 0,179 | 0,170 0,013
Cq. buxtoni 0,166 | 0,169 | 0,157 | 0,178 | 0,164 | 0,103
c=486, v=169, Pi=158, s=11
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KU877021.1 Csannulata Ingiltere
67 TK616-1 CsannulataKirklareli
9 . . Cs. annulata
10 TK588-2-3 Cs annulata Kirklareli*
2TK599-1 Cs annulata Kirklareli*
KP942749.1 Cs subochrealsvec 7] Cs. subochrea
KU874740.1 CsalaskaensisAlaska ] Cs.alaskaensis
JQ388785.1 Cslongi Almanya
KJ124849.1 Cslongi Avusturya
TR126-3 CslongiareolataKirklareli Cs. longiareolata
TR136-1CslongiareolataKirklareli
TR142-492 CslongiareolataKirklareli
— C7UrunguiculataKirklareli
4 TR150-20 Ur unguiculata Edirne*
C3Urunguiculata Edirne* Ur. unguiculata

~

100

100

100

100

99
62| C6UrunguiculataKirklareli*

59! NMNH2014-016-G08|Urunguiculata Turkiye
100| TK703-28Cq buxtoni Kirklareli
| TKKARO013-13|Cqbuxtoni Turkiye
100 TURKEY12-C07|Cqgrichiardii
100 KU877023.1 CqrichardiiIngiltere  |Cq. richardii
98! TR162-1 Cqrichiardii Edirne

i| Cq. buxtoni

e |
0.02

Sekil 7. Coquillettidia, Culiseta ve Uranotaenia cinsi érneklere ait Neighbor Joining

agaci
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TARTISMA

Kum sinekleri iyi ugucu olmamalarina ragmen cografi bariyerleri asabilmekte ve alt
populasyonlar arasinda genetik kopruleri olusturabilmektedirler. Bu yayilimda,
evrimsel bir bakig agisi olarak antropolojik iligkinin buyuk onemi bulunmaktadir.
Nitekim, zorunlu insan hareketlerinin en tipik ve genel orneklerinden biri olan
Suriyeli multeci go¢ yollarinin ve Ulkemizde miuiltecilerin yerlestirildikleri alanlarin,
kum sinegi turlerinin ve populasyonlarinin yogun oldugu bolgelerde olmasi; ayrica
patojen sirkilasyonuyla bu alanlarin gakismasi, bu insan hareketleriyle tUlkemize
giris yapan potansiyel kum sinegi populasyonlarinin ve tasidiklari patojenlerin var
olan sirkulasyona katilmasini saglamistir [72] (Sekil 8). Sivrisineklerin, kum
sineklerine gbére daha yuksek ugus kabiliyetlerinin olmasina, insan ve dolayisiyla
evcil hayvan hareketleri de eklendiginde yeni cografi alanlara yayillmalari gérece
daha hizli ve kolay olmasi beklenmektedir [13], [73], [74]. Nitekim insan
hareketleri, en ¢ok ulasim ve tasima teknolojileri ile uluslararasi ticaretteki
gelismelere bagli olarak, en istilaci sivrisinek tlrlerinin yayllmasindan sorumludur
[73]. Kuresellesmenin etkileri patojenlerin ve vektorlerin yeni alanlara yayilmasi ve
yerlesik populasyonlar olusturma kapasitesini artirirken, insan ve hayvan sagligina
yonelik artan tehditleri tetiklemektedir. Egzotik Ae. aegypti ve Ae. albopictus
tarlerinin kullaniimig lastik ve suUs bitkisi ticareti yoluyla Ulkemize kadar yaylimasi
bu duruma o6rnek teskil etmektedir [74]. Bu istilaci turlerin basarili olmalarinin
nedenleri nedenleri arasinda yumurtalarinin kurakliga dayanikli olmasi ve ticareti

yapilan nesnelerin dogal habitatlarini taklit etmesi sayilabilir [13].
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Sekil 8. Anadolu’da, insan, evcil hayvan ve ticaret hareketlerinin temel yonleri ile
vektdr kum sinegi-patojen iligkisi [75].

Yayihm alani genis olan Ae. albopictus ile kisitli olan Ae. cretinus birbirlerine ¢ok
yakin iki tur olup, ikisi de Ulkemizde yerlesik populasyonlar halinde bulunmaktadir
[3]. Benzer habitatlarda yasamalari ve morfolojik olarak birbirlerine ¢ok
benzemeleri nedeniyle klasik ydntemlerle yapilan teshis c¢alismalari hatali
olabilmektedir [76]. Dogru teshis yapilmasi, turler arasindaki vektoriyel kapasite
farklihdi nedeniyle slrveyans galismalari sirasinda blytuk énem tagimaktadir [36],
[77]. Ornegin, bu tez calismasi igin Ae. albopictus olarak teshis edilen érneklerin,
bu tire morfolojik olarak ¢ok benzeyen ve Ulkemizde yayilim gosteren Ae. cretinus
tlrd olma ihtimali molekuler yontemlerle ortadan kaldinimistir. Aedes albopictus’un
ulkemize kuzeybatisindan ve kuzeydogusundan giris yapmis olmasi ileride bu iki
yonden gelen populasyonlarin birlesme ihtimalini dogurmaktadir. Her iki
populasyonun da drneklenmesi ve barkodlanmasi galisma sonuglari agisindan

faydali olmustur.
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Tez calismasi sirasinda, Karadeniz Bdlgesi'nden toplanan ornekler igin Uretilen
diziler, vektor bir tir olan Ae. aegypti ‘nin Tarkiye'deki ilk kaydini dogrulamigtir.
Molekuler analizler sonucunda, Artvin ve Rize illerinden toplanmis Ae. aegypti
ornekleri, NJ agacinda da gorulebilecegi gibi, kendi aralarinda genetik farkhlik
gostermemektedir. Aedes aegypti Zika virusu (ZIKV) igin, Ae. albopictus ise
Cikungunya (CHIKV) virtsu igin birincil vektdér konumundadir [39], [42]. Bu vektor
turlerin Ulkemizde yerlesik populasyonlarinin olmasi, insan sagligi agisindan
blyUk bir risk faktoridir. Bunun yanisira tez 6rneklemi icinden An. sacharovi, An.
maculipennis s.s., Ae. caspius, Cs. annulata ve Cx. pipiens s.s. turlerine ait
orneklerde CHIKV bulundugu tespit edilmistir. Bu tirler CHIKV icin tasiyici rol
oynamamalarina ragmen virlsun tespiti, patojen (CHIKV) ile vektorin (Ae.
albopictus) ayni anda ayni bélgede var oldugunu kanitlamasi acisindan tGlkemiz

icin dnemli bir risk gostergesidir [78].

Morfolojik varyasyonlardan 6tlri Ae. dorsalis olma ihtimalinden yola c¢ikilarak
barkodlanan &érneklerin, Ae. caspius olduklari molekiler ¢alismalar sonucunda
ortaya cikmistir. Sekil 5te de goéruldugu gibi Aedes caspius Orneklerinin
scutumunda bulunan pullarin desenlenmesinde genig varyasyon bulunmaktadir;

fakat molekuler sonuglar tim 6rneklerin ayni tlre ait oldugunu gostermisgtir.
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Sekil 9. Aedes caspius drneklerinin scutum renklenmesinde goérulen varyasyonlar
(Aedes caspius scutum goéruntlsu [A], Aedes dorsalis scutum goéruntusit [B],

calismalar sirasinda kargilagilan varyasyonlar [C,D,E,F]), [79]

Aedes caspius arbovirUsler i¢in potansiyel vektor konumundadir [80]. Turkiye'de
2014 yilinda yapilan arastirma sonuglarina gore, tezin de galisma alani dahilinde
olan Kirklareli’'nden alinan érneklem iginde, Ae. caspius igin Bati Nil Virtsi (WNV)
pozitif sonuglar ¢ikmistir [81]. iran’da 2017 yilinda yapilan bir ¢alisma da ayni
sonuglari desteklemektedir [82]. Bu bilgiler isiginda Ae. caspius WNV igin birincil
vektor olmamakla birlikte virlsun sirkulasyonunda rol oynadigi gorulmektedir.
Arazi ¢aligmalari sonucunda toplanan tim o6rneklerin yaklasik %27’sinin, Aedes
cinsi Orneklerin ise yaklagsik %93’Unin Ae. caspius turine ait olmasi

gOstermektedir ki, bu tur, surveyans galigmalari igin gok buyuk 6nem tagimaktadir.

Morfolojik teshisler yapilirken kimi orneklerin zedelenmis ya da buttnliklerinin
bozulmug olmasi sebebiyle sadece cins duzeyine kadar teghis edilebilmis veya
morfolojik olarak birbirine yakin en iki tir arasinda kalinmistir. Bu morfolojik
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teshisler molekuler calismalarla kesinlestiriimistir. Bu duruma ornek olarak, renk
farkiyla birbirinden ayrilan An. claviger ile An. plumbeus ve kanat pullariyla

birbirinden ayrilan An. claviger ile An. maculipennis teshisleri gdsterilebilir.

Anopheles claviger, zoofilik bir tir olmasinin yaninda hayvansal kaynaklarin yeterli
olmadigi kosullarda antropofilik 6zellik gostermesi nedeniyle ekzofil olmasina
ragmen hayvan ahirlari gibi kapal alanlarda siklikla bulunabilir [3]. Bu 6zelliklerine
bagll olarak da, sitma vektorlUgu agisindan dnem derecesi, dagilim alanina gore
farkhliklar gostermektedir [55]. Turkiye’de, An. claviger'in enfekte ya da enfektif
ornekleri tespit edilememis olmasina ragmen, Suriye'de sporozoit pozitif disiler
bulunmustur [55], [83]. Bu nedenle Ulkemizin kirsal kesimlerinde sitmanin
tasinmasinda etkisi olabilecegi kabul edilmektedir [84]. Anopheles claviger
Tarkiye’de sitma igin birincil vektér olmasa da, Suriye ve Suriye’li gégmen
hareketleri nedeniyle ileriki zamanlarda, insan saghgl acgisindan sorun teskil

edebilir.

Anopheles maculipennis tur kompleksi Uyeleri, yumurtalarinin morfolojik
karakterleriyle birbirlerinden ayirt edilirler [85]. Tez c¢alismasi igin toplanan
sivrisinekler virus analizi de yapilacagi i¢in dogrudan kuru buza alinmisg ve -
80°C’de muhafaza edilmiglerdir. Bu nedenle morfolojik yontemlerle ayirt etmek
imkansiz hale geldiginden DNA barkodlama yontemi ile kesin sonuglara
ulasiimigtir. Kesin sonuca ulagsmak, suUrveyans calismalari igcin ¢ok onemli bir
asamadir [86]. Anopheles maculipennis tur kompleksi iginde yer alan An.
sacharovi, birincil sitma vektorli olmasi sebebiyle, tespit edildigi lokaliteler sitma
riski ile karsi karsiyadir. Kayitlara gore, 1917 ile 1925 yillari arasinda Turkiye’'nin
en kalabalik sehirleri olan istanbul, izmir ve Ankara’da, niifusun sirasiyla %80,
%72 ve %30 ‘unun sitmali hasta oldugu bildirilmigtir. Bu oran Denizli’de %90,
Antalya’da %86, Balikesirde %82 ve Mardinde %80 olmustur [87]. Tez ¢alismasi
icin toplanan ornekler icinden Adana, Edirne, Mugla ve Tekirdag illerinden An.
sacharovi turu teghis edilmistir. Mardin’de 2013 yilinda goérulen sitma salgini da

gOstermektedir ki, bu 4 il i¢in sitma riski s6z konusudur [15].

Culex cinsine ait sivrisinek turlerinin blyuk ¢ogunlugu, Cizelge 1’de de goruldugu

gibi, arbovirusler i¢cin 6nemli vektorler konumundalardir.
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Morfolojik teshisler sirasinda kullanilan anahtarlara goére teshis edildiginde Cx.
territans oldugu sonucuna varilan orneklerin, DNA barkodlari yapildiktan sonra
cizilen NJ agacinda Cx. impudicus turine ait referans sekansla gruplandidi
gOrulmustar. Bu iki tarin genetik mesafeleri %4 olarak bulunmustur. Bu durum
morfolojik anahtarlarda barkod sonuglarina gbére guncellemeler yapilmasi

gerektiginin bir gostergesidir.

Vektoriyel riskli bir tir olmasi ve dunya capinda genis bir yayilim gostermesi
sebebiyle Cx. pipiens tlir kompleksi Uyeleri buylik énem tagimaktadir. Ginumuze
kadar Cx. pipiens turandn iki formu bulundugu tespit edilmistir. Bu formlardan ilki
kirsal alanlarda yayilis gosteren ve ornitofilik davranis gosteren Cx. pipiens f.
pipiens, digeri ise kentsel bolgelerde yodun olarak bulunan, antropofilik davranig
gOsteren ve ontojen (kan emmeden en az bir grup yumurta verebilen) olmasiyla

bilinen Cx. pipiens f. molestus turudur [88].

Culex pipiens f. molestus turinitn, Ankara Hatay ve Sanliurfa illerinden toplanmis
ornekleriyle EBAL'de olusturulmus kolonilerden alinan ve ontojenik 6zelliklerinden
otlrG tlr teshislerinden emin olunan bireylerin DNA  6rnekleri daha o6nce
barkodlanmigtir [1]. Tez calismasi igcin Kirklareli ve Mugla’dan toplanmis olan
bireylerin dizileri koloni orneklerinin dizileriyle karsilastiriimis ve birbirleriyle ¢ok

buyuk oranda ortustugu gorulmustuar.

Daha o6nceki calismalarda, ulkemizde varhigr gosterilmis olan Cx. pipiens tir
kompleksi uyelerinden Cx. quinquefasciatus turinin daha énce barkodlandigi
illerden biri olan Canakkale’ye ek olarak Balkesir, Edirne, Hatay, izmir,
Kahramanmaras, Osmaniye ve Mugla illerinden toplanan érneklerin mitokondriyal
COl gen bdlgelerinin barkodlanmasi, turin yayiliminin daha genis oldugunu
gOstermigtir [1]. Bunlarin yani sira, referans sekanslar (Haplotip Tarkiye) ve onlarla
ortisen tez galismasinin diger érneklerinin (Haplotip 1) diginda 1 baz varyasyonla
tez galismasindaki diger tlrdeslerinden ayrilan 1 adet Cx. pipiens s.s. ve 1 adet
Cx. quinquefasciatus 6rnegdi teshis edilmistir.. Birbirlerinden, 658 baz ciftlik COI
dizisi iginde, sadece 229. ve 316. bazlardaki degisikliklerle ayrilan tir kompleksi

dyeleri arasindaki genetik mesafenin oldukga kisa oldugu tespit edilmistir [60]. Bu
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nedenle, bulunan haplotipler i¢cin daha detayli molekiler analizlerin yapilmasi
hibrittesme olasiligi agisindan aydinlatici olacaktir. Daha Once vyapilan
calismalarda tur kompleksinin Uyelerini birbirinden ayirmak ve olasi hibritleri tespit
etmek igin icin mikrosatelit CQ11 bdlgesindeki TG di-nukleotid tekrarlarinin
boylarinin karsilastiriimasi ve COI gen bolgesi icin RFLP yontemleri uygulanmigtir
[89]. ileriki ddnemlerde lilkemizde de benzer c¢alismalarin yapilmasi, Cx. pipiens

s.l. grubu sivrisineklerin vektoriyel potansiyelinin anlasiimasinda yardimci

olacaktir.

g8 8B 8
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a9 26 Cxquinquefasciatus Haplotip Turkiye .G
” Cxquinquefasciatus Haplotip1 A

Cx quinquefasciatus Haplotip2 cC . . G

Cx pipiens f molestus Haplotip Turkiye A

Cx pipiens molestus Haplotip1 A
NMNH2014-016-A10 Culex torrentium Turkiye

Sekil 10. Culex pipiens sl haplotipleri igin olusturulmus Neighbor Joining agaci ve

baz degisiklikleri

Turkiye’de onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, 2011-2013 yillarinda Mersin’den
Cx. quinquefasciatus ve Cx. perexiguus; 2012 yilinda Edirne’den Ae. caspius ve
Cx. pipiens s.s. turlerinden WNV izole edilmigtir [23], [90]. Buna ek olarak, 2015
yilinda tez caligmasi icin Kirklareli ilinden toplanan bir grup Cx. pipiens s.s.
orneginden olusan havuzda da WNV ile karsilagiimigtir (EK 2, TK199-23-46) [78].
WNV’'nun Edirne’den izole edilmesinden 3 yil sonra yakin bir il olan Kirklareli'de
virusle karsilagiimis olmasi, virisun bolgede sirkule oldugunu gostermektedir. Bir
diger flaviviris olan ve hakkinda ¢ok az sey bilinen Cx. theileri flavivirisinin, 2014
yihinda Kirklareli Karahamza'dan ve ondan 1 yil sonra hem Kirklareli Bostanli hem
de Canakkale Ayvacik’tan toplanan orneklerden izole edilmis olmasi bu virisun
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sirkllasyonunun kanitidir [91]. S6z konusu iki virisiin de ayni aileden olmasi ve
yakin bolgelerden izole edilmis olmalari agisindan dinamikleri daha detayl

arastiriimahdir.

Molekuler yontemlerle Turkiye'nin sivrisinek faunasinin tamaminin revize
edilmesini igeren 2015 tarihli ¢galismanin, Cqg. buxtoni’'nin Ulkemizdeki varhgini ilk
kez gostermesinin ardindan, tez g¢alismasi igin ayni bolgeden alinmis 6rneklem
icinde, bu turin barkodlanmasi, Cq. buxtoni populasyonunun yerlesik oldugunu

goOstermektedir [1].

Cek Cumhuriyeti, Macaristan ve Avusturya’da vyapilan c¢alismalarda, Ur.
unguiculata tirinin WNV endemik alanlarda kisladigi gosterilmistir. Bu sebeple
bu tarin kig boyunca korunarak yaz doneminde hastalik dongusune katildigi
dusundlmektedir [37]. Yapilan tez calismasinda Edirne’den toplanip barkodlanan
Ur. unguiculata érneklerinde teshisi tamamlanamamis (undetermined) flaviviris
tespit edilmis olmasi bu turln hastaligin yayllmasina olan etkisinin aragtiriimasinin

gerekliligini ortaya koymustur.

Yapilan c¢alisma ile birlikte Suriyeli go¢menlerin kalici veya gegici olarak
kalabaliklar halinde yerlestikleri bolgelerden toplanan sivrisinek ornekleri analiz
edilerek gerek glincel faunistik yapi ve gerekse olasi risk durumu hakkinda bilgiler
edinilmistir. Morfolojik karakterlerinden yola c¢ikilarak segilen 6rneklerin DNA
barkodlama calismalari i¢in Turkiye icin olusturulmus sivrisinek veri bankasi [1]
ornekleri referans alinmig, tlr teshislerinden emin olunmus ve Uretilen diziler
BOLD Systems veri tabanina ylklenerek uluslararasi kullanima acgik hale

getirilmistir.

Tar ayrimi gézetilmeksizin tum bireylerde virls analizi yapilacak olmasi ve pozitif
sonug veren havuzlarin DNA barkodlanmasi, ¢calisma bolgesinde hangi viruslerin,
hangi tuarler araciliiyla sirktle oldugunu ortaya koyarak mucadele ve slUrveyans

aktiviteleri icin faydali sonuglar vermesi beklenmektedir.
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EKLER

EK 1. Anopheles maculipennis tir kompleksi Uyelerine ait Neighbor Joining agaci

TR119-168 An maculipennis ss Kirklareli

TR199-29 An maculipennis ss Tekirdag
TR147-4 An maculipennis ss Edirne
TK579-7 An maculipennis ss Kirklareli
TK654-4 An maculipennis ss Edirne
TK587-4 An maculipennis ss Kirklareli
TK551-6 An maculipennis ss Kirklareli
TK579-3 An maculipennis ss Kirklareli
TK657-2 An maculipennis ss Kirklareli
TR199-24 An maculipennis ss Tekirdag

TK548-2 An maculipennis ss Edirne

" 80! TR198-8 An maculipennis ss Tekirdag
TK507-2 An maculipennis ss Kirklareli
TR168-110 An maculipennis ss Edirne
84| TK544-3 An maculipennis ss Kirklareli
3 TR198-9 An maculipennis ss Tekirdag
6

TR129-34 An maculipennis ss Kirklareli
TR199-28 An maculipennis ss Tekirdag
TK598-3 An maculipennis ss Kirklareli
TR182-1 An maculipennis ss Edirne
TK567-5 An maculipennis ss Kirklareli

TR140-323 An maculipennis ss Kirklareli
TK624-3 An maculipennis ss Tekirdag
TK544-5 An maculipennis ss Kirklareli
TK544-6 An maculipennis ss Kirklareli An maculipennis ss
TK567-6 An maculipennis ss Kirklareli
TR179-2 An maculipennis ss Edirne
TR197-3 An maculipennis ss Tekirdag
81 TK567-4 An maculipennis ss Kirklareli
4{ TK644-2 An maculipennis ss Tekirdag

22
59| TK567-3 An maculipennis ss Kirklareli

TR196-30 An maculipennis ss Tekirdag
11 TK609-3B An maculipennis ss Kirklareli*
9 TK579-1A An maculipennis ss Kirklareli*
[0 TK657-1 An maculipennis ss Kirklareli
TR303-27 An maculipennis ss Tekirdag

i 5 TK587-1 An maculipennis ss Kirklareli*
21 TR140-324 An maculipennis ss Kirklareli

TK579-5 An maculipennis ss Kirklareli

TR166-290 An maculipennis ss Edirne
TR199-30 An maculipennis ss Tekirdag
TR145-1 An maculipennis ss Kirklareli
TK553-6 An maculipennis ss Kirklareli
TK624-2 An maculipennis ss Tekirdag
TK644-1 An maculipennis ss Tekirdag

TR147-3 An maculipennis ss Edime
MBIM9-G1|An maculipennis ss Turkiye

TR137-2 An maculipennis ss Kirklareli

TR168-109 An maculipennis ss Edime ]
HQB860418.1 Anlabranchiae  JAn labranchiae
TKKAR015-13|An messeae Turkiye ] An messeae
95/ TR147-1Anmelanoon Edirne
TR147-2 An melanoon Edime
TR199-27 Anmelanoon Tekirdag
NMNH2014-015-E05|An melanoon Turkiye
TK544-4 An melanoon Kirklareli

26

66
TK559-8 An melanoon Edirne An melanoon

TK564-8 An melanoon Edimne
TK569-1 An melanoon Kirklareli
TR155-45 An melanoon Edirne
TR147-5 An melanoon Edirne

2

TR162-107 An melanoon Edirne

TR11-6 An sacharovi Adana
TR166-291 An sacharovi Edirne

100 TR166-292 An sacharovi Edirne

70| NMNH2014-016-B01|Ansacharovi Turkiye
TR156-34 An sacharovi Edirne
TR157-9 An sacharovi Edirne

1TR13-55-59 An sacharovi Adana*

TK641-16 An sacharovi Tekirdag An sacharovi
TR15-43 An sacharovi Adana
TR335-4 An sacharovi Mugla
TR335-5 An sacharovi Mugla
TR335-6 An sacharovi Mugla
TR335-7 An sacharovi Mugla
TK629-1 An sacharovi Tekirdag

TK630-1 An sacharovi Tekirdag
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Ek 2. Culex pipiens tur kompleksi Gyelerine ait Neighbor Joining agaci

TR335-2 Cx quinquefasciatus Mugla Haplotip2
TR89-1 Cx quinquefasciatus Canakkale
TR80-2 Cx quinquefasciatus Balikesir
TR69-2 Cx quinquefasciatus Izmir
TR37-112 Cx quinquefasciatus Kahramanmaras
TR324-9 Cx quinquefasciatus Mugla

64| TR319-4 Cx quinquefasciatus Mugla
[ | TrR316-3Cx quinquefasciatus Mugla
TR316-2 Cx quinquefasciatus Mugla
TR313-12 Cx quinquefasciatus Mugla
TR23-2 Cx quinquefasciatus Osmaniye
TR108-1 Cx quinquefasciatus Hatay
TK641-11 Cx quinquefasciatus Edirne

Cx quinquefasciatus Haplotip Turkiye
TR94-8 Cx pipiens ss Canakkale
TR324-8 Cx pipiens ss Mugla
TR191-17 Cx pipiens ss Tekirdag
TR179-111 Cx pipiens ss Edirne
TR172-3 Cx pipiens ss Edirne
TR157-2 Cx pipiens ss Tekirdag
TR136-8 Cx pipiens ss Kirklareli
TR136-5 Cx pipiens ss Kirklareli
TK709-55 Culex pipiens ss Kirklareli
TK654-2 Cx pipiens ss Edirne
TK637-3 Cx pipiens ss Tekirdag
TK633-1 Cx pipiens ss Tekirdag
TK579-1 Culex pipiens ss Kirklareli
TK559-9 Cx pipiens ss Edirne
TK552-2 Cx pipiens ss Kirklareli
TK545-3 Cx pipiens ss Kirklareli

4 TR139-23-46 Cx pipiens ss Kirklareli*
3 TR139-1-21 Cx pipiens ss Kirklareli*
Cx pipiens ss Haplotip Turkiye
TK547-2 Cx pipiens ss Edirne
TK559-12 Cx pipiens ss Edirne
TK564-11 Cx pipiens ss Edirne

64] TK612-1 Cx pipiens ss Tekirdag
TK637-2 Cx pipiens ss Tekirdag
TK641-3 Cx pipiens ss Edirne
TK708-1 Cx pipiens ss Kirklareli
TR136-4 Cx pipiens ss Kirklareli
TR136-7 Cx pipiens ss Kirklareli
TR146-276 Cx pipiens ss Edirne
TR172-1 Cx pipiens ss Edirne
TR178-64 Cx pipiens ss Edirne
TR184-32 Cx pipiens ss Tekirdag
TR305-9 Cx pipiens ss Tekirdag

TK595-1 Cx pipiens ss Kirklareli Haplotip2
TR94-7 Cx pipiens ss Canakkale

3 TK614-3A Cx pipiens ss Kirklareli*
6 TK610-12A Cx pipiens ss Tekirdag*
19 TK545-4 Cx pipiens ss Edirne
TK559-10 Cx pipiens ss Edirne
TK564-10 Cx pipiens ss Edirne
TK610-1 Cx pipiens ss Tekirdag
TK637-1 Cx pipiens ss Tekirdag
TK637-4 Cx pipiens ss Tekirdag
TK654-3 Cx pipiens ss Edirne
TR134-31 Cx pipiens ss Kirklareli
TR136-6 Cx pipiens ss Kirklareli
TR141-16 Cx pipiens ss Kirklareli
TR168-1 Cx pipiens ss Tekirdag
TR174-1 Cx pipiens ss Edirne
TR182-473 Cx pipiens ss Edirne

16| TR191-18 Cx pipiens ss Tekirdag
TR93-2 Cx pipiens ss Canakkale

TR95-2 Cx pipiens ss Canakkale
Cx pipiens f molestus Haplotip Turkiye

TK670-1 Cx pipiens molestus Kirklareli
TR327-1 Cx pipiens molestus Mugla

TR334-3 Cx pipiens molestus Mugla
NMNH2014-016-A10|Culextorrentium
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