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OZET: Sitma Diinya’da gériilen en énemli vektériyel kokenli hastalik olup iilkemizde de Giineydogu Anadolu bélgesinde ende-
miktir. Palearktik bélgede bu hastaligin tasiniminda rol alan 6nemli vektor tiirler ise Anopheles maculipennis grup iginde yer alan
tiirlerdir. Bu ¢alismada, Birecik, Beysehir ve Cankir1 bolgelerinde dagilim gdsteren grup tiirlerinin arastirilmasi hedeflenmis ve
molekiiler yéntemlerle tiir teshisi yapilmigtir. Orneklerin molekiiler analizi sonucunda Birecik’te lilkemiz i¢in ana vektér tiir olan
An. sacharovi tiiriiniin, Beysehir bolgesinde Anopheles maculipennis s.s Anopheles melanoon ve An. sacharovi tiirlerinin, Cankir1
boélgesinde ise An. maculipennis s.s ve An. sacharovi tiirlerinin bulundugu belirlenmistir. Beysehir ve Cankir1 bolgelerinde en yo-
gun bulunan tiiriin An. maculipennis s.s oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Anopheles maculipennis grup, An. maculipennis s.s, An. sacharovi, An. melanoon, molekiiler tanimlama

Identification of Anopheles maculipennis Group Species using Polymerase Chain Reaction (PCR) in
the Regions of Birecik, Beysehir and Cankiri

SUMMARY: Malaria is the most important vector borne disease in the world and is endemic in the southeastern Anatolia region
of Turkey. Most important vector species for this disease are found within the Anopheles maculipennis group that is distributed in
the Palaearctic Region. The aim of this study was to identify the species of this group distributed within the regions of Birecik,
Beysehir and Cankir1 using molecular methods. The results of the molecular analysis indicated that only populations of An. sa-
charovi which is the main malaria vector in our country are found in Biricik. Anopheles maculipennis s.s, Anopheles melanoon and
An. sacharovi were identified in the Beysehir region and An. maculipennis s.s and An. Sacharovi, in the Cankir1 region. The most
abundant species in Beysehir and Cankir1 has been determined to be An. maculipennis s.s.
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GIRIS

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) raporlarina goére her yil yiiz-
lerce milyon insan sivrisineklerin vektorlik yaptig1 hasta-
liklara yakalanmakta ve bunlardan bir ka¢ milyonu 6lmek-
tedir (21). Vektoriyel kokenli bir hastalik olan sitma, 20.
yuzyilin ortalarina kadar Avrupa’nin pek ¢ok bolgesinde
endemikken (5), giiniimiizde Avrupa kitasinda eradikas-
yon saglanmis olup, sadece dis kaynakli sitma vakalari
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Bu calisma, “Sivrisineklerde Direng Tespiti ve Direng Gelisi-
mini Saglayan Enzimatik Mekanizmalarin Arastirilmast”
isimli doktora tezinden tiiretilmistir.

tespit edilmektedir. Ulkemizde ise, son yillarda vaka sayi-
lar1 gegmis yillara gore ¢ok azalmis olmakla birlikte, 6zel-
likle de Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde endemizim devam
etmektedir.

Anopheles maculipennis grubu, sivrisinekler icinde Diinya
tizerinde ikiz tiirler olarak tanimlanmus ilk gruptur (9, 18) ve
Palearktik Bolgede 12 tiirle temsil edilmektetir. Palearktik
Bolgede en 6nemli sitma vektorlerinin bulundugu grup ola-
rak da kabul edilmekte olan Anopheles maculipennis grubu
tirleriden ozellikle t{i¢ tanesi (Anopheles atroparvus,
Anopheles labranchiae ve Anopheles sacharovi) tarihsel sii-
recte ve giinlimiizde en 6nemli sitma vektori olarak kabul
edilmistir (5, 10, 11, 19). Tirkiye'nin de bulundugu Dogu
Akdeniz havzasinda ise en 6nemli sitma vektori tiir An.
sacharovi olup, sitma tasinimindan sorumlu ikincil tiirler
Anopheles superpictus, An. maculipennis s.s. ve Anopheles
melanoon olarak belirtilmektedir (2). Ancak, Anopheles
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messae ve An. maculipennis s.s. tlirlerinin ancak kiimes ve
ciftlik hayvanciliginin ¢ok az yapildig: alanlarda ve yiiksek
yogunlukta bulunmalari durumunda sitma tasinimindan
sorumlu olabilecekleri belirtilmektedir (3). Ulkemizde
Anopheles cinsine ait 10 tiir tanimlanmis olup, bu tiirler-
den i tanesi An. maculipennis grup icinde yer almaktadir
(2). Ancak belirtilen bu g tiirden Anopheles supalpinus'un
sistematik durumu daha sonra yapilan ¢alismalarda degis-
tirilmis ve bu tiirtin An. melanoon ile sinonim oldugu belir-
tilmistir (2, 4, 12). Ulkemizde bu grup ile ilgili yapilan ilk
sistematik ¢alismalar daha ¢ok klasik taksonomi yontemle-
rine dayandirilmis olup (16), son yillarda ise molekiler
yontemlerin kullanildigi ¢alismalar da yapilmistir. Fakat
tilke genelinde yeteri kadar ¢ok calisma heniiz yapilmamis
oldugundan grup, tiirlerinin tespitine ve tiirlerin cografik
dagilimina dair 6nemli sonuglar hentiz tam olarak elde
edilememis olup, 6nemli bir eksiklik olarak kalmistir.

Bu calismada da ilkemizde sitma tasinimindan sorumlu
olan bu grubun yayihim gosterdigi li¢ farkli alandaki sistema-
tik durumlarinin incelenmesi hedeflenmis ve genel anlamda
giivenilir sonuclar elde edilen molekiiler yontemlerle gru-
bun dagilimina yonelik bilgiler elde edilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Alanlari: Arastirma alani olarak iilkemiz agisin-
dan 6nem arz eden ve Anopheles cinsine ait tiirlerin yogun
olarak bulundugu 3 farkli alan seg¢ilmistir. Bu alanlardan
ilki Glineydogu Anadolu Bélgesi'nde yer alan ve Firat hav-
zasinin icerisinde bulunan Sanlurfa-Birecik bélgesi olup,
sitma bu bélgede endemik olarak bulunmaktadir. kinci
bolge ise tilkemizin en biiyiik ikinci goéliiniin yer aldigi
Konya-Beysehir bolgesidir. Son bdlge ise Kizilirmak havza-
sinda yer alan ve piring¢ tariminin yogun olarak yapildig:
alanlardan biri olan Cankiri-Kizilirmak’tir. Bu bélgelerin
seciminde Anopheles tiirlerinin uygun iireme alani olmala-
rinin yani sira sulu tarim, pamuk ve piring tarimi odlgiit
olarak almmstir. Orneklem noktalarinin koordinatlar1 ve
genel dzellikleri Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Orneklem alanlarinin GPS

Orneklerin toplanmasi ve yumurtlatilmasi: Ornekleme-
ler agiz aspiratorii yardimi ile yapilmis tir. Canhi olarak
toplanan ergin ornekler 22X22 cm?lik kare tiil kafeslere
konulup sekerli su emdirilmis pamuk ile yeterli besin des-
tegi saglanarak ve 1slatilmis bez ile nemlendirilerek labora-
tuara getirilmistir. Laboratuarda her bir birey, i¢i yariya
kadar su dolu kaplara alinarak ayri ayr1 yumurtlamalari
saglanip, elde edilen yumurtalarin fotograflar1 ¢ekildikten
sonra yumurtlayan disiler saf alkole alinmis ve bu 6rnekler
rDNA ITS2 (Internal transcribed spacer) bolgesi analizleri
icin +4 °C kosulunda saklanmistir.

Molekiiler tiir teshisi: Calismada her bolgeden yiiz 6rnek
kullanilmigtir. ~ Palearktikte = dagilm  gosteren  An.
maculipennis grup tiirlerinin ayriminda ITS2 bolgesi baz cifti
farklihiklar1 temeline dayanan yontem kullanilarak teshisler
gerceklestirilmistir (17). Amplifikasyonda ileri primer ola-
rak 5.8S rDNA (5’-TGT GAA CTG CAG GAC ACA TG-3") ve geri
primer olarak alt1 tane tiire 6zgii An. maculipennis s.s (5'-
TAT TTG AGG CCC ATG GGC TA-3’), An. atroparvus (5’-CGT
TTG GCT TGG GTT ATG A-3"), An. messae (5’-GAC GCC TCA
CGA TGA CCT T-3"), An. melanoon (5’-TGC AAG TTG AAA CCT
GGG GC-3"), An. labranchiae (5’-GTA TCT CTG CTG CTA TGG
TC-3’), An. sacharovi (5’-CAA GAG ATG GAT GTT TTA CG-3’)
primerleri kullanmilmistir (17).

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu), 25 pl hacimde her bir
bireyden alinan 6n bacak ve dizisi verilen 7 primerden 10’ar
pmol kullanilarak gergeklestirilmistir (17, IRD-LIN
protocole yayimlanmamus veri). PCR karisimi, 13.4 pl steril
distile su, 2.5 pl 10x tampon, 1 pl 25 mM dNTP, 1 pul 50 mM
MgClz ve 0.1 pl (5U/ml) Tagq polimeraze (platinum® taq
DNA polymerase, Invitrogen) kullanilarak hazirlanmistir.
Amplifikasyon islemi Eppandorf Mastercycler Personel ®
(Eppandorf AG Hamburg) kullanilarak gerceklestirilmis
olup PCR, 39 dongii boyunca 94 °C 30 saniye (sn)
denatiirasyon, 55 °C 30 sn. primer baglanmasi, 72 9C 30 sn.
uzama kosulunda gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR {irii-
nil %2’lik agaroz jel icinde 90 volt'da bir saat siire ile yiiri-
tilmiistiir. Yiiritme isleminden sonra tiirler bilinen bant

koordinatlari ve kisa 6zellikleri

Bolge GPS Koordinat1 Yiikseklik Ergin Orneklem Alam Ureme Alam
3656'27.45" K Biiytikbas hayvan ahiri
Birecik-Adacik 343 m Nehir tagkini sazlik alan
3800'38.18"D Tavuk kiimesi
3654'10.20" K Biiytikbas hayvan ahir1  Pamuk tarlasi
Birecik-Doyduk 344 m
3801'58.62" D Tavuk kiimesi Nehir tagkini
37 41'40.44" K Biiytikbas hayvan ahiri
Beysehir-Sugla 1127 m B GOl kenari sazlik alan
3142'32.29"D Tavuk kiimesi
3742'19.08" K
Beysehir-Afsar 1143 m  Biiyiikbas hayvan ahir1  Sulama Kanali
3144'27.96"D
4020'31.48" K Piring tarlasi
Kizihrmak-Hacilar 561 m Biiytikbas hayvan ahiri
3352'30.73"D Sulama kanali

51



Akiner MM. ve Caglar SS.

btiytikliiklerine gore smiflandirilmistir. Tirlerin bilinen bant
buiytikliikleri; An. maculipennis maculipennis 410 baz cift, An.
atroparvus 117 baz cift, An. messae 305 baz cift, An.
melanoon 224 baz cift, An. labranchiae 374 baz cift, An
sacharovi 180 baz cift olup tiirler, 100 baz ciftlik parcalar
iceren ladder yardimu ile jel goriintiilerinden belirlenmistir.

BULGULAR

Yumurta morfolojisine goére yapilan ayrim sonucunda Bire-
cik bolgesinden getirilen bireylerin tek tip yumurtaya sahip
oldugu, Beysehir bolgesinden getirilen o6rneklerin ¢ tip
yumurtaya sahip oldugu, Kizilirmak boélgesi 6rneklerinin ise
iki tip yumurtaya sahip oldugu gortlmistiir. Yumurta sekil-
leri 6rnekleri Sekil 1a, 1b ve 1c’'de gosterilmistir.

Sekil 1. Calisma alanlarindan canli getirilen bireylerin yumurta
sekilleri (a. An. sacharovi yumurtasi (Birecik), b. An. maculipennis
maculipennis yumurtasi (Cankir1), c. An. melanoon yumurtasi
(Beysehir)
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An. sacharovi

An. melancon . An sacharovi An. sechiron

Sekil 2. Calisma bolgeleri An. maculipennis grup erginlerinden
PCR sonucu elde edilen ITS 2 bolgelerinin %2’lik agaroz jelde elde
edilen bant biiytiklikleri (a. Birecik bolgesi, b. Beysehir bolgesi,

c. Cankir1 bolgesi)

Molekiiler analizler sonucunda, Birecik bolgesinde dene-
nen 100 6rnegin 87 tanesinin PCR lriinii elde edilebilmis
ve tlim orneklerin 180 baz ciftlik biiyiikliikte bantlar olus-
turdugu belirlenmistir. Beysehir bolgesi 6rneklerinin 80
tanesinden PCR iriinii elde edilmis ve bu érneklerden 60
tanesinin 410 baz cift, 14 tanesinin 224 baz ¢ift, ve 6 tane-
sinin ise 180 baz cift biiyiikliikte bant olusturduklar1 géz-
lenmistir. Cankir1 bolgesi orneklerinin ise 72 tanesinden
PCR iirlinii elde edilebilmis ve érneklerden 40 tanesini 410
baz ¢ift, 32 tanesinin ise 180 baz cift bant biiyiikliigiine
sahip olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
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Birecik bolgesinde An. sacharovimin saf populasyonlar
halinde bulundugu, Beysehir bolgesinin, An. maculipennis
s.s., An. melanooon ve An. sacharovi tiirlerini icerdigi, Can-
kir1 bolgesinin ise An. maculipennis s.s. ve An. sacharovi
tiirlerini icerdigi tespit edilmistir (Sekil 2a, 2b, 2c). Molekii-
ler analizler sonucunda gozlenen tiirlerin yumurta morfolo-
jileri karsilastirlldiginda; diiz ve bant icermeyen yumurtaya
sahip olan drneklerin An. sacharovi tiirii oldugu, yumurta
tizerinde c¢ift bant iceren orneklerin An. maculipennis s.s.
tlirt oldugu ve karisik desenli yapida bant iceren 6rneklerin
ise An. melanoon oldugu gézlemlenmistir.

TARTISMA

Diinyada ytizden fazla tropikal iilke ve niifusun %401 sitma
tehlikesi altinda olup her yil 300 milyondan fazla insan sit-
ma ile enfekte olmakta ve bu sayinin %901 Afrika’da yasa-
maktadir (20, 22, 23). Anadolu cografyasinda ise yaygin
olmanin 6tesinde medeniyetleri yikacak agirlikta olmustur
(1). Ulkemizde Birinci Diinya Savasinda sitma ve tifiisten
o6lenlerin sayisi savas alanlarinda kaybedilenden fazla olarak
kaydedilmistir (8). 1957 yilinda Diinya Saghk Orgiiti ile
ylritiilen sitma eradikasyon programi cergevesinde kontrol
altina alinan sitma vakalari sayisal olarak 1200’lere kadar
diismiis olsa da kontrol ¢alismalarinin 6nemini yitirmesi ile
1970’lerde tekrar tirmanisa gecerek 100 binli vaka sayilari-
na ulasmistir. Bu tarihten sonra dalgalanan bir seyir goste-
ren vaka sayilar1 1990’larda tekrar azalisa ge¢mis ve 2000°li
yillarda vaka sayilari binin altina diismustiir.

Grup icerisinde yer alan baz tiirlerin chorion yapilarinin
tam olarak birbirinden ayirt edilemeyen desenler olustur-
masli nedeniyle yumurta morfolojisine gore yapilan ayrimlar
her zaman yeterli giivenilirlikte olmamistir. Bu ¢alismada
tilkemizde var oldugu bilinen ya da saptanacak tiirlerin yu-
murta morfolojilerinin karsilagtirilmasi amaciyla bu yontem
de kullanilmis ve ti¢ farkli yumurta tipi oldugu gorilmistiir.

Ulkemizde sivrisinek dagilimlarin1 daha detayli anlamaya
yonelik yapilan ayrima gore Beysehir ve Cankir1 bolgeleri
orta Anadolu bolgesinde yer almaktadir (2). Birecik bolge-
si ise Giineydogu Anadolu bélgesinde yer alan, Firat ve
Dicle nehirlerinin olusturdugu vadilerle, Orta Dogu diizliik-
lerinin bulundugu bélgedir. An. maculipennsis gruba ait
tlirler, Tirkiye icin belirtilen doért bolgede de bulunmakla
birlikte (Orta Anadolu, Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu
ve Trakya, Anadolu kiy1 zonu), An. melanoon’un Trakya ve
Anadolu kiy1 zonu olarak tanimlanan bélgede bulundugu
belirtilmistir (2). Ancak bu calismada, An. melanoon tiirii ig
Anadolu bolgesinde de saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada
ise An. melanoon tiriinliin Trakya bolgesinde An.
maculipennis s.s 'ten sonra grup icindeki en yogun ikinci
tlr olarak tespit edilmistir (6). Yunanistan sivrisinek fau-
nasl hakkinda yapilan bir ¢alismada, Yunanistan'in Trakya
ve Makedonya kismini iceren bdlgelerine ait (Ionnina,
Florina, Serres, Xanthi, Rodopi, Evros) 243 6rnege ait mo-

lekiiler tiir tespitinde; 148 6rnegin An. maculipennis s.s., 23
ornegin An. melanoon, Florina boélgesinde 2 6rnegin An.
messae ve 70 drnegin ise An. sacharovi oldugu belirlenmis-
tir. An. maculipennis s.s. Meri¢ bolgesinde yogunken daha
icerdeki Rhodopi bolgesindeki populasyonun neredeyse
tamamen An. maculipennis s.s. olustugu, Xanthi bolgesinin
An. sacharovi tiiriiniin yogunluklu oldugu, Ionnina boélgesi-
nin de An. maculipennis s.s. agirlikli bir durum igerdigini
tespit edilmistir (11). Buna benzer bir durum, Trakya bol-
gesinde yapilan bir ¢calismada da belirlenmistir (6). Yapilan
calismada Trakya bolgesi genelinde An. maculipennis s.s.’in
saf ya da An. melanoon ile karigik olarak, ancak An.
maculipennis s.s. agirlikli populasyonlar halinde oldugu be-
lirtilmistir. An. sacharovi'nin ise yer yer bulundugu ve eger
An. sacharovi tiiri An. maculipennis s.s. ve An. melanoon ile
karisik populasyon halinde ise cok diisiik oranda oldugu
ifade edilmistir. Beysehir bolgesinde buna benzer bir durum
belirlenmis ve en yogun tiir An. maculipennis s.s., ikinci yo-
gun tiir An. melanoon olarak saptanmis ve An. sacharovi ¢ok
distk oranda bulunmustur.

An. sacharovi Tirkiye’de sitmanin ana vektori olarak be-
lirtildigi gibi, An. superpictus ve An. pulcherrimus ile birlikte
Sovyet Rusya’da sitmanin en dnemli vektor tiirleri oldukla-
rina isaret edilmektedir. Ayrica An. messae, Rusya ve Uk-
rayna’da sitmanin yeniden ortaya ¢ikisindan sorumlu ola-
rak gosterilmektedir (14). Ancak bu ¢alisma sonucunda An.
messae tilirline rastlanmamistir. An. messae tiirlerinin l-
kemizde yayilim gosterdikleri konusu kesinlik kazanma-
mistir. Ulkemizde yumurta morfolojisine gore yapilan bir
calismada, An. messae tiiriiniin Tirkiye’de yayilis gosterdi-
gini belirtmesine karsin (15), son ddnemde yapilan mole-
kiiler analizler ve arazi ¢alismalarinda elde edilen drnekle-
re gore Tirkiye’de bu tiiriin yayilim gosterdigi belirtilen
dort bolgede de varligl dogrulanamamistir. Ayrica, tiiriin
zoocografik dagilimina tilkemizin hi¢bir bolgesi de girme-
mektedir (16). Ulkemizde An. sacharovi, italya’da An.
labranchiae ve ingiltere’de An. atroparvus Avrupa Kitasin-
da yayilim gosteren dnemli {i¢ vektor tiirii olusturmaktadir
(3). An. maculipennis s.s., An. messae, An. melanoon ve An.
sacharovi'nin gerek sitmay1 tasima dzelliklerinin var oldu-
gu ve gerekse vektorel kapasitelerinin farkli oldugu bilinen
bir olgudur (3). Ancak bu gruba ait hangi tiirlerin tilkemiz-
de yayilim gosterdigi tam olarak bilinmediginden daha
detayl ve genis kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmakta-
dir. Kuzeybati iran’da yapilan calismada bu bdlgede yayi-
lim gosteren An. maculipennis grup tiirlerinin molekiler
analizi gerceklestirilerek, An. atroparvus, An. messae ve An.
labranchiae’'nin bu alanda dagilim gosterdikleri ilk defa
ortaya konmustur (7). Avrupa kitasinda bilinen ti¢ 6nemli
vektor tiirden An. sacharovi hari¢ diger iki tiiriin de bu
bolgede tespit edilmesi arastirmaci tarafindan sitmanin
bolgede yeniden ortaya ¢ikmasi agisindan goéz oniinde bu-
lundurulmas: ve dikkatle takip edilmesi gereken bir durum
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olarak degerlendirilmistir. Bu tiirlerin tilkemiz sinirlarina
oldukca yakin olan ve Ermenistan, Giircistan, Tiirkiye, iran
ve Azerbaycan arasinda kalan bolgede tespit edilmesi, bu
tiirlerin tilkemizde de var olabilecegi ya da yayilim alanla-
rini genisleterek iilkemiz dogu sinirina kadar ulasabilecek-
leri izlenimi dogurmaktadir. Bu nedenle iilkemizde bu
gruba ait tiirlerin dagilim alanlarinin ve hangi tiirlerin bu-
lundugunun daha detayl ¢alisilmasi gerekmektedir.
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