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ONSOZ

Apicomplexa anag altinda kanatllarda enfeksiyona yol agan Haemosporidia takimindaki
Hemoproteus, Leucocytozoon ve Plasmodium soylarindaki turler, 6zellesmis organellerden
olusan ve konak hiicreye penetrasyonda énemli olan bir apikal kompleks yapiya sahip olup
vektdrlerle bulastiriimaktadir. Vektor-kaynakl hastaliklarin bulagsma dinamiklerinde vektorlerin
biyolojik ve ekolojik 6zellikleri dnemli rol oynar. Vektor populasyonlari Uzerine ekolojik
calismalar, farkh kanath topluluklarinda haemosporidian parazitlerin yayiligi ve bulagsma
dinamikleri acgisindan kilit role sahiptir. Glnimize kadar yapilan c¢alismalar kanath
haemosporidian etkenlerinin konak spesifikligi dlizeyinde genis cesitlilik gosterdigini ortaya
cikarmistir. Bazi haemosporidian nesilleri belirli kus ailelerinde goérulirken diger bazilari bitin
Aves sinifinda yayilis gésterebilmektedir. Gegmiste birgcok Hemoproteus ve Leucocytozoon
tirundn rolatif olarak konak spesifikligi gosterdigi ve ayni ailedeki kus tirleri ile sinirli oldugu,
Plasmodium tlrlerinin ise daha genis konak spekturumuna sahip oldugu ve karakterlerini
degistirerek cesitli kanath familyalarini enfekte edebildigi kabul edilmistir. Ancak ginimizde
molekdiler biyolojik tekniklerin kanath haemosporidanlarinin teshisinde ve karakterlerinin
belirlenmesinde kullanilimaya baslanmasi ile birlikte bu etkenlerin konak 6zgiin ya da generalist
Ozellikte olmalari revizyon altina alhinmigtir. Bu amagla kurulan MalAvi (http://mbio-
serv4.mbioekol.lu.se/avianmalaria/) veri tabaninda Dunyanin farkli bdlgelerinden kanath
vel/veya vektor konaklardan izole edilmis haemosporidian parazitler bagta mitochondrial
cytochrome b (mt-cytb) gen bélgesi karakterleri bazinda kayit altina alinmaya baslanmistir. Bu
sekilde farkli cografyalarda tespit edilmis kanatli haemosporidian parazitlerinin bir arada
molekdiler filogenetik klasifikasyonuna olanak saglanmis ve su ana kadar elde edilen veriler ile
global tir gesitliliginin gecmiste bilinenden ¢ok daha yiiksek oldugu ve bu takim altinda binlerce
tr bulunabilecegi gun yizine ¢ikmistir. Bu agidan basta mt-cytb sekans karakterizasyonu
olmak Uzere molekuler veriler temelinde, genetik farkliliklarla ortaya cikarilan bu parazitler
genel bir terimle kanatli haemosporidian nesilleri (lineage) olarak tarif edilmis ve her bir nesil
izole edildigi kanatl ve/veya insekt konak temelinde isimlendirilerek veri tabanlarina kayitlari
saglanmistir. GUnUmuze kadar bu nesillerden ¢ok az bir kisminin morfolojik ve gelisim
dzellikleri temelinde tiir tanimlamasi yapilabilmistir. TUBITAK tarafindan 114 O 646 kod
numarasi ile desteklenen bu arastirma projesiyle yabani kanathlardan 6tlict kuslar
(Passeriformes) ve diger bazi non-passerin kanatlilarda enfeksiyona yol agan haemosporidian
etkenlerinin (Hemoproteus, Leucocytozoon ve Plasmodium) Kayseri il sinirlari igindeki Sultan
Sazli§i ekosisteminde kanatli konak ve vektorler (Culicidae ve Ceratopogonidae) bazinda

molekdiler ekolojisi arastiriimistir.
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OZET

Sultan Sazhgi ekosisteminde 2015 ve 2016 yillarinin Mayis - Eylul aylari arasinda iki sezon
boyunca ydritilen bu calismada kanatl haemosporidian parazitlerin, vektér-konak-parazit
bltinidnde molekiler ekolojisi arastiriimistir. Saha ¢alismalari boyunca uygun sis aglari ile alt
dizi icerisinde 23 aileye ait 39 tlrden toplam 565 kus yakalanip halkalanmis ve kan drnekleri
alinmistir. Yine es zamanli olarak arastirma ydresinde uygun insekt tuzaklari ile toplam 6526
Culicoides ve 3670 sivrisinek drnegi toplanmistir. Calisma ile Sultan Sazli§i ekosisteminin
basta Passerin kus populasyonlarinda Haemoproteus ve Plasmodium nesillerinin bulagsma
dinamikleri agisindan ideal bir ortam olusturdugu belirlenmis ve her iki soya bagli nesillerin ilgili
ekosistemde genetik cesitliliginin yliksek oldugu, Leucocytozoon nesillerinin ise sinirli kaldigi
tespit edilmistir. Morfolojik ve molekiler analizler ile potansiyel vektorler ve kus tirlerinde
Plasmodium soyunda 18, Haemoproteus soyunda 38 ve Leucocytozoon soyunda da 10 parazit
nesli identifiye edilmis ve bunlarin sirasiyla iki, dért ve yine dérdi Dinyada ilk kez karakterize
edilerek veri bankalarina kayitlari saglanmistir. Bunun yaninda her Ug¢ soy igin bulunan bazi
nesiller arastirma yoéresindeki bazi kus tirleri ile potansiyel vektorlerden ilk kez identifiye
edilmistir. Bununla birlikte ¢calisma ile bir¢cok patojenin bulagsma dinamiklerinde 6nem arz eden
cesitli sivrisinek ve Culicoides turlerinin genetik karakterleri ortaya konmus ve DNA barkodlari
saglanarak Turkiye ve bazilari da Dinya icin 6zgln veriler olarak genetik veri tabanlarinda
kayitlari saglanmistir. Ayrica bu kanla beslenen insektlerin yorede kan beslenmelerinde konak
spekturumlari Uzerine de 6zgln veriler elde edilmis ve basta Cx. pipiens kompleks ve
Culicoides tirleri olmak Uzere belirlenen ornitofilik beslenme karakteri ile Passerin kuslar igin
patojenlerin naklinde potansiyel risk olusturduklari goralmugtir. Bunun yaninda proje ile
Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin soy bazli ayrimi igin sybergreen
tabanli real time PCR metodolojisi gelistiriimis ve bu teknigin arastirma yoresinde belirlenen
haemosporidian enfeksiyonlarin kanatli ve vektérlerde identifikasyonunda sensitivite ve

spesifitesinin ylksek oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sultan Sazhgi, Haemosporidia, kus, vektor insekt, molekuler ekoloji
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ABSTRACT

The molecular ecology of avian haemosporidians on the basis of vector-host-parasite
association was investigated in this study that was conducted in Sultan Marshes during two
seasons of May-September of the years 2015 and 2016. A total of 565 bird species belonging
to six order, 23 family and 39 species were caught with suitable mist nets, ringed and blood
samples were collected. A total of 6526 Culicoides and 3670 mosquito specimens were also
collected by suitable traps at the same time periods. It was determined that Sultan Marshes
ecosystem serves an ideal condition for transmission dynamics of Haemoproteus ve
Plasmodium lineages especially for Passerine bird communities and genetic variability of the
lineages belonging to both genus was high, whereas the lineages of Leucocytozoon were
limited. Totally 18, 38 and 10 parasite lineages belonged to Plasmodium, Haemoproteus and
Leucocytozoon genus, respectively were identified in bird species and potential vectors via
morphological and molecular analyses in which two, four and also four lineages, respectively
were firstly characterized in the World and deposited into the data banks. In addition, some
lineages in each genus were also characterized for the first time from some bird and insect
species found in the region. Beside this, genetic characterization of several mosquito and
Culicoides species, important for transmission dynamics of several pathogens, was revealed
and their DNA barcodes were provided and recorded in to the genetic data bases as a unique
data for Turkey and some for the World. Furthermore, unique data also provided on the host
preferences in blood meals of these hematophagous insects in the region and it was
determined that mainly Cx. pipiens complex and Culicoides species possessed risk for
transmission of pathogens to Passerine birds with their ornithophilic character. Also
sybergreen based real time PCR assay was developed in the project in order to identify
Haemoproteus, Plasmodium and Leucocytozoon linages on the base of genus and the
sensitivity and specificity of this technique was evaluated as high for the identification of the

haemosporidian infections in avian and vector species determined in the research area.

Key words: Sultan Marshes, Haemosporidia, birds, vector insect, molecular ecology
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1. GIRIiS

Otlicl kuslar (Passeriformes), 6zel ses yapilarina sahip gok sayida kanatli tiriini igeren kuslar
(Aves) sinifinin en genis takimini olusturmaktadir. Bu takimda 110 familyada 5000’in Gzerinde
tir identifiye edilmigtir. Passerin kuslarda haemosporidian ve coccidian (Isospora,
Atoxoplasma ve Sarcocystis) ¢esitli protozonlar enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu enfesiyonlar
arasinda haemosporidian protozoonlar buyik 6neme sahiptir. Haemosporidianlarin tim
gruplarinda evrimsel agidan en yiksek tur cgesitliligi passerin kuslarda belirlenmis olup
gunuimuze kadar identifiye edilen Haemosporidian tirlerinden %42’si Passeriformes takiminda
bulunmaktadir. Otlicti kuslar genel dzellikleri itibariyla hizli gelismekte, bir merkezden yayilma
Ozelliginde olup Uglncl cagin memeli ve maymunlarin gelismis oldugu dénemi boyunca
(Miyosen dénem) diinya Gzerinde hizli bir yayihg géstermislerdir (Valkiunas, 2005). Bu yayilim
sireci gunuimuizde de devam etmekte olup Antarktika disinda tim kitalarda gériimektedir.
Kanath turlerindeki cesitlenme ile birlikte tasidiklari parazit tlrlerinde de dogal olarak
farkhlasmalar meydana gelmistir. Passerin kuslardaki zengin haemosporidian tir
kompozisyonu daha ¢ok bu ikincil orijinle iligkili gériimektedir. Bu agidan passerin kuslar ve
onlarin haemosporidian parazitleri, hem kanatli konak hem de buna bagl olarak parazit
nesillerinin ¢ok cesitlilik géstermesiyle evrimsel parazitolojinin kurallarini tanimlamada en iyi
model olarak kabul edilmiglerdir (Valkiunas, 2005). Turkiye'nin iklimi ve cografi konumu kus
cesitliligi acisindan son derece dnemlidir. Turkiye Palearktik bdlgeyle Afrika arasinda gé¢ eden
kuslarin go¢ yollari tGzerinde énemli bir képri rolt Ustlenmektedir. Milyonlarca kus, her yil
Tarkiye Uzerinden gecerek kitalararasi yolculuklarini surdirmektedir. Bunlardan buylk bir
kismi dinlenmek, kulugcka yapmak veya kigi gecirmek Gzere Turkiye’nin ¢egitli bolgelerinde
bulunan sulak alanlara gelmektedirler. Sultan Sazhgi Afrika, Avrupa ve Asya arasindaki
gégmen kuslarin kullandigi iki ana gé¢ yolunun kesisme noktasinda bulunmakta olup yerli
thrlerin yani sira ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde olmak lizere senede iki kere gergeklesen
kus gocgl, bu ekosistemin zengin bir kus faunasina sahip olmasini saglamaktadir. Sultan
Sazli§i1 ayrica su ana kadar saptanmis 301 kus tlriine ev sahipligi yapmasi ile Avrupa ve
Ortadogu'nun en 6nemli sulak alanlarindan birisi olma 6zelligine sahiptir. Bu proje ile Sultan
Sazli§1 ekosisteminde arastirma sezonlarinda passerin ve bazi non-passerin kuslarda
haemosporidian etkenler konvansiyonel parazitolojik (kan frotilerinin incelenmesi, morfolojik
identifikasyon) ve molekuler tabanl teshis yontemleri ile arastiriimis, ekosistemde morfolojik
ve molekiler identifikasyonlarla yayginlik gosteren Culicidae ve Ceratopogonid sinekler
belirlenmisg; vektorlik potansiyelleri agisindan kan emmis ergin disi sineklerde konak turi tayini
icin molekiler ydntemlerle kan beslenme analizleri gergeklestirilmistir. Potansiyel vektor sinek

tirlerinde haemosporidian etkenler molekiler olarak arastiriimistir. Kanatli konak ve



insektlerde belirlenen haemosporidian nesillerinin mithocondrial cytochrome b gen bélgelerinin
karakterizasyonu ile vektdr-konak-parazit filogenetik iligkisinin ve molekiler populasyon
genetiklerinin GenBank ve MalAvi veri tabanlarinda su ana kadar kayitli nesillerle birlikte
degerlendirilerek bilimsel ciktilar elde edilmis, ayrica g¢alisma ile belirlenen yeni orijinal
haemosporidian nesilleri diinya biyolojik klasifikasyonuna kazandiriimistir. Proje ile ayrica
kanath konak ve vektérlerde Hemoproteus, Leucocytozoon ve Plasmodium etkenlerinin soy
spesifik kantitatif teghis amaciyla real time PCR teknigi gelistiriimis ve etkinlik duzeyi referans

izolatlarla birlikte degerlendirilmistir.



2. LITERATUR BILGI

2.1 Kanath Haemosporidian Parazitlerin Taksonomi, Morfoloji ve Biyolojisi

Kanatlh Haemosporidian  parazitlerin  giincel taksonomisi Pubmed  Taxonomy
(https://iwww.ncbi.nim.nih.gov/taxonomy) veri tabani temelinde mevcut identifiye edilmis
turlerle birlikte Tablo 2.1°de verilmisgtir.

Tablo 2.1 Gunumuze kadar tur identifikasyonu saglanan kanatli haemosporidian tirlerinin
taksonomideki yeri
Siniflandirma
Superkingdom: Eukaryota
Kingdom: Chromalveolata
Superfilum: Alveolata
Filum: Apicomplexa
Sinif: Aconoidasida
Takim: Haemosporida
Aile: Haemoproteidae
Soy: Haemoproteus
Tdr: H. anatolicum
antigonis
attenuatus
balmorali
belopolskyi
caucasica
chelodinae
coatneyi
columbae
danilewskyii
elani
enucleator
erythrogravidus
fringillae
gavrilovi
hirundinis
homobelopolskyi
ilanpapernai
iwa
jenniae
kopki
lanii
macrovacuolatus
magnus
majoris
manwelli
mesnili
micronuclearis
minutus
motacillae
multipigmentatus
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. multivolutinus
. noctuae

. nhucleofascialis
. pallidulus

. pallidus

. palloris

. parabelopolskyi
. paranucleophilus
. passeris

. pastoris

. payevskyi

. picae

. ptyodactylii

. sacharovi

. sanguinis

. sylvae

. syrnii

. tartakovskyi

. turtur

. vacuolatus
witti

IITIITIIIIIIIIIIIIIIIIT

Soy: Parahaemoproteus

Tur: P. bukaka
P. vireonis

Aile: Leucocytozoidae

Soy: Leucocytozoon

Tar: L. buteonis
. caulleryi

. dubreuili

. fringillinarum
. gentili

lovati

. macleani

. majoris

. pterotenuis

. quynzae

. Ssabrazesi

. schoutedeni

. simondi

. Squamatus

. toddi

. ziemanni

—

Aile: Plasmodiidae

Soy: Plasmodium

Alt Soy: Giovannolaia

Tur: P. circumflexum
P. homocircumflexum
P. lophurae

P. polare

Alt Soy: Haemamoeba

Tur: P. cathemerium
P. gallinaceum




P. lutzi

P. relictum

P. tejerai
Alt Soy: Huffia

Tar: P. Elongatum
Alt Soy: Novyella

Tar: P. ashfordi
. delichoni
. globularis
. homopolare
. juxtanucleare
. lucens
. megaglobularis
. multivacuolaris
. nucleophilum
. parahexamerium
. paranucleophilum
. TOUKXi
. unalis
. vaughani
Alt Soy: Huffia

Tar: P. Elongatum
Tar: P. cuculus

P. guanggong
P. streptopelia

T U UUUUUUUTUTUTUTDT

Zorunlu heteroksen olan haemosporidian parazitlerin yasam donguleri olduk¢a karmasiktir.
Gelisimleri sirasinda konaklarini ve Ureme sekillerini degistirerek morfolojik ve fonksiyonel
acidan cesitli gelisim safhalari olustururlar. Parazitler, omurgali hayvan (kus) ve vektorler (kan
emici dipteranlar, Insecta: Diptera) olmak izere iki konak grubunda gelisim gosterirler. Sekstiel
siklus gametogoni ve takiben gelisen sporogoni safhalari vektor sineklerde gegmektedir.
Beslenme esnasinda vektorler sporozoitleri kanatlilara inokule ederler ve agamik basamaga
gegcerler. Bu basamak, ekzoeritrositik meront veya sizont safhasi olarak bilinir. Merontlardaki
multiple veya agamoz bdlinmenin bir sonucu olarak uninlkleer merozoitler sekillenir.
Ekzoeritrositik merozoitler yeni bir merogoni safhasini ve/veya kan hicrelerinde seksuel
siklusun gelisimini olusturan gametositler veya gamontlarin gelisimini indikler. Gametositler,
morfolojik olarak farkli yapili makrogametosit ve mikrogametositler olup seksuel potansiyele
sahip gametleri (unizogamet) Uretirler. Makrogametleri Ureten hicreler makrogametosit,
mikrogametleri olusturanlar da mikrogametosit olarak bilinirler. Makrogametositler seksuel
dimorfik karakterlerinden o6turt genellikle kolaylikla mikrogametlerden ayirt edilebilirler.
Makrogametosit c¢ekirdekleri nukleolusa sahipken mikrogametlerde bu olusum yoktur.

Haemoproteidae ve Plasmodiidae ailelerindeki turler ayrica pigment grantllerine (hemozin)



sahiptirler. Gametositlerdeki sekstel dimorfizm haemosporidian parazitlerin ayirt edici

Ozelliklerinden biridir. Gametositler vektorler igin enfektifdir (Valkiunas, 2005).

Kanatlilardaki enfeksiyon su sekilde meydana gelmektedir: 1-Prepatent evre; bu safhada
parazitler kandokusu disinda dokulara yerlesirler ve ¢ok sayida merozoitin olusumunu
saglayacak sizontlari geligtirirler. 2-Akut safha; bu donemde c¢ok sayida merozoit kan
dokusuna ulagir ve kan htcrelerini enfekte eder ki, bu evre kanda parazitlerin gorulmesi ve
paraziteminin keskin bir sekilde artmasiyla karakterizedir, 3-Kriz safhasi; parazitemi pik
safhaya ulastiginda gorilir, 4- Kronik safha ve 5-Latent enfeksiyon; parazitemi keskin bir
sekilde duger ve daha sonra konadin immun sistemine bagh olarak parazitler elimine olur
(Valkiunas, 2005).

Genel bir kural olarak parazitler kuslarda daimi bir sekilde kalirlar. Bir kus bir kere enfekte
olduktan sonra vyillarca parazitin tagiyiciigini yapar ve bdylelikle potansiyel bir enfeksiyon
kaynagi adayr olur. Vektorler enfekte kanatllardan beslendikten kisa bir sure sonra
gametositler vektdrin bagirsaklarinda gametogenezise ugrar ve oogami tip sekstel safha
sekillenir. Gametogenezisin sekillenmesinde oksijen ve karbondioksit konsantrasyonlari, en
belirgin uyarici gérevi gérmektedir. Bir makrogametosit bir makrogamet tretirken diger yandan
bir mikrogametosit de exflagellation safhasina geger. Fertilizasyon hicre disinda sekillenir ve
zigot tesekkil eder. Takiben zigot uzamis ve hareketli bir ookinete déntsir. Ookinet, vektorin
peritrofik membranina penetre olur ve bagirsak epitellerine geger. Ookinet, bazal laminaya
gecerek burada ookist sekline donusir. Ookist olusum safhasi sliresince (sporogoni) ooksitler
icerisinde sayisiz uzamis ve c¢ekirdeksiz cisimcikler (sporozoitler) sekillenir. Daha sonra
sporozoitler, hemosele gecer ve vektdrun tikurik bezi hicrelerine penetre olurlar. Kanathlar
icin enfektif form, sporozoit formudur. Vektor sinegin tikutrik bezindeki sporozoitler, kan emme
esnasinda omurgali konaklara nakledilirler. Zigot safhasi hari¢ bitin gelisim donemlerinde
haemosporidian parazitler haploid karakterdedir. Yalnizca zigot diploid kromozoma sahiptir
(Valkiunas, 2005). Ceratopogonidler ve Hippoboscidler kanatli haemoproteidlerin
vektoriudarler (Valkiunas, 2005).

Kanatli malaryasi etkeni Plasmodium parazitlerinin vektorleri sivrisineklerdir (Diptera:
Culicidae). Bu dipteranlarin yalnizca digileri kanla beslenmekte olup enfeksiyonun
yayllmasindan sorumludurlar. Vektér tirlerinin blyidk ¢ogunlugu Culex, Aedes ve Culiseta
soylarina aittir. Anopheles soyundaki turler de belirli tirlerin vektortdurler. Ekzoeritrositer
merogoni kanathlarin mezodermal hicrelerinde sekillenmektedir. Eritositik merontlar ise

eritrositlerde meydana gelmektedir (Corradetti vd., 1970).



Leucocytozoid tirlerin biyolojisinde simuliid sinekler (Diptera: Simuliidae) ana vektorlik
yapmaktadir. Yalniza tek Leucocytozoon turii  (Leucocytozoon caulleryi) vektdr olarak
Ceratopgonid sinekleri kullanmaktadir. Kanathlardaki ekzoeritrositik merogoni karaciger
parankim hucreleri (hepatositler), makrofajlar ve diger retikuloendotelyal hiicrelerde meydana
gelmektedir. Gametositler ve diger gelisim evrelerinin hi¢cbirinde malaryal pigment (hemozoin)
bulunmaz. Gametositler eritroblastlarda, eritrositlerde ve mononukleer |6kositlerde gelisir.

Merogoni kan hiicrelerinde meydana gelmez (Valkiunas, 2005).

2.2 Kanath Haemosporidian Parazitlerin Epidemiyolojisi

Kanatli haemosporidian parazitleri evcil ve yabani kanathlarda oldukga yaygin bir sekilde
goriulmektedir. Haemoproteus tirleri, 6zellikle Coraciiformes, Piciformes ve Galliformes
dizilerinde, morfolojik cesitlilik bakimindan yiksek bir gesitlilige sahiptir. Ancak bu tirler,
Passeriformes dizisinde yer alan kuslarda daha yaygin olarak gortlmektedir. Ayrica en fazla
tir sayisi da Passeriformes dizisinden bildirilmigtir (Bennett, 1993). Diziler arasinda tespit
edilen bu farkhligin, vektor sineklerin dagilimi, yayginligi ve kuslarin yasama alanlar ile
dogrudan iligkili oldugu rapor edilmistir (Atkinson vd., 2009). Ornegin, deniz ve sahil kuslarinda
Haemoproteus prevalansinin diger kuslara gére daha dlsUk oranda belirlenmesi, hippoboscid
veya ceratopogonid sineklerin bu kuslari daha sinirli enfeste edebilmesi ile iligkilendirilmigtir
(Mendes vd., 2005). Bunun yaninda dusik prevalans degerlerinin, konak direngliligi ve immun
yanitla da ilgili olabilecegi rapor edilmistir (Ricklefs, 1992; Sol vd., 2003). Haemoproteus tirleri,
hippoboscid veya ceratopogonid vektor sinekler tarafindan kan emme esnasinda alinmaktadir.
Ancak parazitin vektor sinek tarafindan basarili bir sekilde nakledilebilmesi, sporogoni
evresinin tamamlanmasi, sporozoitlerin Uretilebilmesi ve tukirik bezlerine ulasmasina
baglidir. Nitekim, bu safha bazi zamanlarda c¢esitli faktérlere bagl olarak tamamlanamadidi ve
dolayisiyla naklin gergeklesemedidi yapilan arastirmalarda rapor edilmistir (Atkinson, 1991;
Valkiunas vd., 2002). Ancak bu fakttrler henliz tam olarak ¢éziimlenememistir (Atkinson vd.,
2009). Hippoboscid sineklerle nakledilen Haemoproteus tirlerinin ayni sekilde ceratopogonid
sineklerle de nakledilebilme olasiligi deneysel olarak ispatlanamamasina ragmen Bobwhite
bildircinlarindan izole edilen Haemoproteus lophortyx'te yapilan c¢alismalarda, bu parazit
tirindn Culicoides bottimeri, Stilbometopa impressa ve Lynchia hirsuta tirt sineklerle
nakledildigi ve dolayisiyla hem hippoboscid hem de ceratopogonid sineklerle ayni parazit
tirdndn naklinin mimkuin olabildigi bildiriimistir (O'Roke, 1930; Tarshis, 1955; Mullens vd.,
2006). Ancak Valkuinas (2005), H. lophortyx icin vektdr ceratopogonid sineklerde parazit

taramasinin yeterli dlgiide yapilamadigini dolayisiyla éne sirdlen hipotezin tartismal



oldugunu kaydetmistir. Haemoproteus tirleri ve vektor spesifiteleri ile ilgili yapilan diger bir
calismada ise (Bennett ve Peirce, 1990), matemli kumrularda (Zenaida macroura)
Haemoproteus turleri arastirimis ve Haemoproteus sacharovi’nin bu konaklarda ylksek
prevalansa sahip oldugu belirlenmistir. Ancak calismada H. sacharovi’'nin vektéri olarak
bilinen hippoboscid sineklerin konak Uzerinde veya gevresinde ¢ok nadir olarak bulundugu
belirtiimistir. Bu nedenle arastiricilar (Bennett ve Peirce, 1990) H. sacharovi’nin naklinde
ceratopogonid sineklerin de rol oynayabilecegini ileri sirmuslerdir. Ancak bu hipotez, diger
bilimsel c¢alismalarla desteklenememis ve vyapilan son filogenetik c¢alismalarda bu
Haemoproteus turinin vektor spesifitelerinin daha detayli bir sekilde arastiriimasi gerektigini
vurgulanmistir  (Martinsen vd., 2008). Ceratopogonid sinekler tarafindan nakledilen
Haemoproteus tlrleri mevsimsel olarak kanatli konaklara bulasmakla birlikte bu bulasma daha
cok bahar ve yaz aylarinda gergeklesmektedir (Bennett ve Fallis, 1960). Ancak subtropikal
iklimlere sahip bdlgelerde bulasma, uygun vektor sineklerin varligiyla birlikte yil boyunca da
meydana gelebilmektedir (Atkinson vd., 1988). Kuzey Amerika’nin ihman bdlgelerinde
hippoboscid sineklerle nakledilen H. columbae’nin kanatl konaklara bulagsmasi yine
mevsimsel olmakla birlikte &zellikle vektdr sineklerin popullasyonlariyla yakindan iligkilidir.
Genellikle sonbahar ve kis aylarinda bulasma oranlarinda artis goértlurken vektor
populasyonunun dismesiyle birlikte bulagsma oranlarinda da énemli derece disls meydana
gelmektedir (Klei ve DeGiusti, 1975). Tropik ve subtropik bdlgelerde yapilan sinirli sayida
calismalardan elde edilen veriler, hippoboscid sineklerin popllasyonlarinin degismemesi
durumunda, Haemoproteus turlerinin bulusma ve prevalans degerlerinin de yil boyunca sabit
kaldigini gostermigtir (Ayala vd., 1977; Sol vd., 2000).

Kanatli konaklarin uzun mesafeli, kitalararasi gdcleri ve gb¢ davraniglari, avian
haemosporidianlarin yasam sikluslarini énemli derecede etkilemektedir (Laird, 1960;
Waldenstrom vd., 2002; Hasselquist vd., 2007). Nearktik ve Palearktik bdlgelerde yapilan
arastirmalardan elde edilen sinirli veriler; kanatl haemosporidian parazitlerin gégmen kuslara,
goc ettikleri ireme alanlarinda, tropik ve subtropik bdlgelerdeki kislama alanlarinda veya her
iki alanda birden bulasabildigini ortaya koymustur. Boylece bulagmanin gergeklesebilmesinde,
belirli cografik alanlarin etkili oldugu ve cografik alanlardaki vektor-parazit iligskilerinin de
bulasmada dnem arz ettigini anlasilmistir (Valkiunas ve lezhova, 2001; Hellgren vd., 2004b;
Hasselquist vd., 2007). Bununla birlikte haemosporidian parazitlerin gesitliliginde; parazitlerin
konak spesifitesi (Bennett vd., 1993b), konadin immun yaniti (Ricklefs, 1992), genotipi
(Bonneaud vd., 2006), yas ve cinsiyeti (Davidar ve Morton, 1993; Powers vd., 1994; McCurdy
vd., 1998), konak tlrlerinin cografik dagihmi (Tella vd., 1999), konagin go¢ edip etmedigi
(Bennett ve Fallis, 1960; Peirce ve Mead, 1978; Figuerola ve Green, 2000; Smith vd., 2004),



tiy rengi (Yezerinac ve Weatherhead, 1995) ve konagin yiyecek arama ile yuva yapma
davraniglari (Greiner vd., 1975; Garvin ve Remsen, 1997) gibi bir¢ok i¢ ve dis faktérin etkisi

oldugu ortaya koymustur.

Plasmodium tirleri kozmopolitan bir yayillisa sahip olup Antartika hari¢ tim zoocografik
alanlardan bildirilmistir. Plasmodium turleri ile ilgili yapilan arastirmalar incelendiginde parazitin
diger kitalara oranlara Avustralya’dan daha az rapor edildigi gérulmuastir. Ancak bu durumun
s6z konusu kitada diger kitalara kiyasla daha az ornekleme yapildigindan kaynaklandigi
dastnualmuastir (Bennett vd., 1993a; Valkiunas vd., 2005a). Plasmodium soyunda yer alan P.
elongatum, P. relictum, P. circumflexum, P. vaughani, P. cathemerium, P. nucleophilum, P.
rouxi’nin oldukca genis bir konak dagilimi gosterdigi ve kozmopolit bir yayilisa sahip olduklari
bildirilmistir (Atkinson vd., 2009). Plasmodium enfeksiyonlari Struthioniformes, Coliifformes ve
Trogoniformes dizileri hari¢ tim kanath dizilerinden bildirilmistir. Ancak bu dizilerde yer alan
kus turlerinin sadece yarisi enfeksiyonlar yoninden arastirilabilmistir (Herman vd., 1976;
Bennett, 1981; Bishop ve Bennett, 1992). En yiksek c¢esitlilige sahip olan diziler ise
Galliformes, Columbiformes ve Passeriformes olarak belirlenmistir (Valkiunas vd., 2005a).
Kanatl Plasmodium etkenleri arasinda en genis konak yelpazesine sahip olan P. relictum,
simdiye kadar 70 farkli kanatli ailesinden bildirilmistir (Atkinson vd., 2009). Genis bir konak
agina sahip olan Plasmodium tirlerinin ¢odu, kanatli konaklarda soy spesifik bir karakteristik
gostermelerine ragmen bu durum igin istisnalar oldukg¢a fazladir. Dolayisiyla Plasmodium
thrlerinin kanatli konaklarda, soya 6zgu bir karakteristik gosterip gostermedigi tartismali
bulunmustur (Atkinson vd., 2009). Plasmodium turlerinin ayrimi; konak dagilimlari, vektorleri
ve eksoeritrositik doku evrelerinin gelisme karakterlerine gore yapilabilmektedir. Ginimuze
kadar 40’'tan fazla tur identifiye edilmesine ragmen bu sayi, var olan turlerin biyolojik
karakterlerinin tekrar g6zden gegirilmesi ve yeni turlerin tanimlanmasi ile birlikte giin gegtikge
artmaktadir. Molekuler metotlarin kullanildigi ve mithocondrial genlerin sekanslandigi son
taksonomik arastirmalar sonucunda, Plasmodium soyunda yer alan ¢ok sayida yeni nesil
tanimlanmistir (Bensch vd., 2004). Ancak cogu arastirmada molekiler olarak karakterize
edilen bu nesillerin eritrositik morfolojileri, dogal vektorleri veya karakteristik yasam sikluslari
gibi konvansiyonel metotlar kullanilarak elde edilebilecek morfolojik ve biyolojik tanimlamalara
yer verilmemigtir (Valkiunas vd., 2007b). Molekuler ve konvansiyonel yontemlerin birlikte
kullanildigi calismalarda, Plasmodium soyunda yer alan bes altsoyun (Haemamaoba, Huffia,
Bennettinia, Novyella ve Giovannolaia) yasam sikluslari ve tarihleriyle ilgili bircok énemli veri
ortaya konmustur (Atkinson vd., 2009). Taksonomik ve filogenetik arastirmalar, s6z konusu
parazitlerin hizli bir gekilde evrimlestigini ve bu nedenle klasifikasyonlarinin gelecek yillarda

tekrar gdzden gegirilmesi gerektigini géstermektedir (Atkinson vd., 2009).



Altmistan fazla culicine ve anopheline sivrisinek tarinin, c¢esitli Plasmodium tirlerinin
gelisiminde vektorluk gorevi yaptigi deneysel olarak ispatlanmis olmasina ragmen (Huff, 1965)
dogal yasamda yapilan arastirmalarda ¢ok az sayida sivrisinek tiri dogal vektdér olarak
saptanabilmistir. Ornegin, laboratuvar ¢alismalarinda, 4 farkli soyda (Culex, Aedes, Culiseta
ve Anopheles) yer alan 20’den fazla anopheline ve culicine sivrisinek tiriiniin P. relictum’u
nakledebildigi belilenmis ancak California ve Hawaii’'de, dogal yasamda yapilan ¢alismalarda
sadece (¢ sivrisinek tariintin (Culex quinquefasciatus, Culex tarsalis ve Culex stigmatasoma)
P. relictum’un dogal vektorl oldudu rapor edilmistir (Reeves vd., 1954; LaPointe vd., 2005).
Ihman iklime sahip bdlgelerde kanatli Plasmodium nesillerinin bulasmasi genellikle bahar ve
yaz aylarinda meydana gelirken tropik bodlgelerde bu durumun ne zaman meydana geldigi
hakkinda ¢ok az veri mevcuttur. Plasmodium’un bulasmasinda mevsimsel dénemlerin ¢ok
etkili oldugu gérulse de enfeksiyonun meydana gelebilmesi ve bulagsmanin tam anlamiyla
gerceklesebilmesi icin ayni habitatta uygun vektér ve uygun konagdin bulunmasi gerektigi
gorulmektedir (Pérez-Tris ve Bensch, 2005; Hellgren vd., 2007b).

Leucocytozoidler, Antartika hari¢ diinya ¢capinda yayginlik gosteren parazitlerdir (Valkiunas,
1996; Valkiunas, 2005). Gunimuze kadar identifiye edilen Leucocytozoon tirlerinin cogu
Holarktik, Ethiopian ve Oriental zoocogrofik bdlgelerden bildirilirken, ¢ok az sayida tar
Neotropikal ve Avustralya bolgelerinden rapor edilmistir. Evcil ve yabani kanatlilarda
leucocytozoonosis’e neden oldugu bildirilen simdiye kadar sekiz tiriin tir identifikasyonu
yapilmistir. Bu tlrler arasinda L. simondi, su kuslarindan; L. marchouxi, guvercin ve
kumrulardan, L. toddi ise yirtici kuslardan bildirilmistir. S6z konusu bu Gg¢ tirin 6zellikle
Holarktik boélgede ylksek oranda bir yayilis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bu g tar arasinda
en yaygin olan tirin L. toddi oldugu ve bu turin Holarktik, Oriental ve Ethiopian bolgelerin
yaninda az da olsa Neotropikal bélgede de bulundugu rapor edilmistir. L. marchouxi ve L.
toddi'nin ise Oriental ve Ethiopian bdlgelerde yayilis gosterdigi bildirilmistir (Atkinson vd.,
2009). Leucocytozoidlerin cografik bolgelerdeki yayilisini etkileyen en énemli faktor, vektor
populasyonunun olusabilmesi ve devamlihdi igin gerekli olan uygun akarsu ve nehirlerin
bolgede mevcut olma durumudur (Desser ve Bennett, 1993; Valkiunas vd., 2005b).
Leucocytozoon tirleri, Clements (2000) tarafindan tanimlanan 28 kanatli dizisinin 22’sinden
ve 204 kanatl ailesinin 113'linden rapor edilmistir. Ote yandan, bu parazitler, en g¢ok
Passeriformes (8 tiir), Galliformes (7 tir) ve Coraciiformes (4 tir)’den bildirilmistir. Diger kanath
dizilerinden ise sadece 1, 2 veya 3 adet tir bildirimi yapilmistir. Leucocytozoon vektorleri ile
ilgili yapilan calismalarda L. caulleryi digsinda 35 Leucocytozoon turtinin simuliid vektorleri
deneysel calismalarla tlr bazli olarak ortaya konmustur (Chang, 1975; Greiner, 1991;

Valkiunas vd., 2005b). Bazi Leucocytozoon turleri birden cok Simuliid tirt tarafindan
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nakledilebilirken bazi Simuliid tlrler de birden ¢ok Leucocytozoon turtint nakledebilmektedir.
Leucocytozoon tdrlerinin bulagmasi diger vektor kaynakli enfeksiyonlarda oldugu gibi temel
anlamda uygun vektorlerin mevcudiyeti ve bu vektorlerin kan emdigi kanath konagdin periferik
dolasiminda yeterli sayida gametositi alabilmelerine baghdir. Ihman iklime sahip bdlgelerde
vektor-konak-parazit uyumunun ideal oldugu bahar ylkselmesi adi verilen zamanlarda
bulagsma, basariyla gergeklestirilebilmektedir (Desser vd., 1968; Khan ve Fallis, 1970). Uygun
cevresel sartlar, sicaklik, nem, yagis ve oksijen bakimindan zengin akarsularin varhigi gibi
abiotik faktérler Leucocytozoid parazitlerin bulasmasinda énemli role sahiptirler. Ozellikle
simuliid sineklerin Ureyebilecedi akarsularin varligi bulagma icin kritik bir Sneme sahiptir (Adler
vd., 2004). Yapilan arastirmalar, durgun su yataklarinin dogal veya yapay olarak degismesi ve
akiskan bol oksijenli bir hale dénismesiyle artan simuliid populasyonunun Leucocytozoon
enfeksiyonlarinin prevalansinda artiglara yol agtigini ortaya koymustur (Bennett vd., 1982).
Bunun yaninda, abiyotik faktorlerin cesitliligi sonucunda, l|6kositozoidlerin yayihgi ve
bulagsmasinin vektor populasyonunun da durumuna bagli olarak kuzey iklimlerde sinirli zaman
araliklarinda, gliney iklimlerde ise yil boyunca devam ettigi bildirilmistir (Atkinson ve van Riper
lii, 1991; Forrester vd., 2003).

2.3 Kanath Haemosporidian Parazitlerin Tesghisi

Haemoproteus turlerinin teghisinde gold standart yontem, Giemsa-boyali preparatlarda altin-
kahverengi veya siyah pigment granulleriyle birlikte eritrositik gametositlerin belirlenmesi ve
Plasmodium tirlerine 6zgu eritrositik merontlarin bulunmamasidir. Tur identifikasyonlari
geleneksel olarak intra-eritrositik gametositlerin morfolojilerinin belirlenmesine ve konak
6zgunlugune dayanmaktadir. Ancak bu durum, ilerleyen zaman igerisinde yogun bir revizyona
alinacak gibi gorulmektedir. Molekuler teknikler soylarin ayriminda ve yegane parazit
nesillerinin identifikasyonunda kullaniimaya baglanmistir. Sahip olduklari yiksek duyarlilik, bu
teknikleri ¢ok dislk parazitemiye sahip kuslarin identifikasyonunda olduk¢a degerli
kilmaktadir. Ancak bu teknikler heniiz bireysel turlerin identifikasyonu noktasinda gelistirimeye
ihtiyaci bulunmaktadir. Ancak glincel ¢alismalar yakin zamanda bu durumun uygulanabilir

olacagini desteklemektedir (Hellgren vd., 2007a; Valkiunas vd., 2007a).

Haemoproteus turlerinin, 6zellikle dolasimdaki gametosit sayisinin dusik oldugu kronik
enfeksiyonlar ve Plasmodium’un intraselliler meront karakteristiginin mevcut olup olmadiginin
belirlenemedidi durumlarda kanath Plasmodium tirlerinden ayriminda zorluk cekilebilir.
Parazit mithocondrial genomundan belirli bélgeleri amplifiye etmek amaciyla dizayn edilen
cesitli primer setleri Haemoproteus ve Plasmodium’u Leucocytozoon’dan (Hellgren vd., 2004b)

veya PCR urlnlerinin restruksiyon enzimleriyle kesilmesi sonucu her ¢ soy da birbirinden
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(Beadell ve Fleischer, 2005) ayirt edebilmektedir. Ancak bireysel parazit nesillerinin
identifikasyonu ve filogenetik iligkilerin belirlenebilmesi igin PCR Urunlerinin sekanslanmasi
gerekmektedir (Atkinson vd., 2009).

Haemoproteus antijen yapisi olarak Plasmodium’dan farkli gézikmektedir. Ham antijen
ekstraktlari Kaya glivercinlerinde H. columbae igin ELISA testi gelistiriimesinde kullaniimigtir
(Graczyk vd., 1994a). Bu serolojik testin diger kanatli haemoprotedilerle spesifite ve
sensitivitesi bilinmemekle beraber disik yogunlukta enfekte kanatlilarda soy dizeyinde teshis

icin kullanigli olabilecegi ileri surilmuastir (Atkinson vd., 2009).

Plasmodium turlerinin teshisinde yine gold standard yontem, Giemsa-boyall preparatlarin
incelenmesi ve eritrositik merontlar ve gametositlerle birlikte altin-kahverengi veya siyah
pigment grandllerin belirlenmesidir. Tur identifikasyonlari geleneksel olarak intra-eritrositik
gametosit ve merontlarin 6l¢i ve yapilarinin incelenmesi, olgun merontlar tarafindan uretilen
merozoit sayisli, konak eritrosit yapisindaki degigiklikler ve konak dagilimi, sivrisinek turlerine
duyarlihk, morfoloji ve ekzoeritrositik merontlarin lokasyonu gibi diger biyolojik 6zellikler
temelinde yapilmaktadir (Garnham, 1966; Valkiunas, 2005). Cogdu identifikasyonlarin kan
frotilerinden yapilmasi dolayisiyla yasam siklusu Ozelliklerinin bilinemeyebilecedi ve
dolayisiyla parazit morfolojisinin yeteri diizeyde degerlendirilebilmesi igin bir frotide yeterli
olgun merontlarin ve gametositlerin bulunmasinin zorunlu oldugu vurgulanmaktadir. Detayli
teshis anahtarlar ve tur tarifleri Valkiunas (2005), tarafindan revize edilmis ve bu monografi

kanatli Plasmodium tdrlerinin ayrimi i¢in en glincel kaynagi olusturmustur.

Eritrositik merontlarin bulunmadigi durumlarda, her ne kadar Haemoproteus gametositleri
siklikla biraz daha kalin ve daha stabil olsa da, Plasmodium gametositlerini Haemoproteus
gametositlerinden ayirt edebilmek oldukga zor hale gelebilir. Plasmodium tirlerinin dolagsimda
merontlarinin olmasi buna karsin Haemoproteus tirlerinin olmamasi faktér, eger stpheli
kanatlidan alinan kanin deneysel subinokuilasyonu igin duyarli evcil veya kafes yabani kanatli
varsa bilinmeyen bir Plasmodium tirindn izole ve identifiye edilmesinde kullanilabilir. Enfekte
konagin kani intravendz, intraperitoneal veya intramuskuler olarak steril konaga verilir ve
enjeksiyondan birkag hafta sonra inokulasyon yapilan konaktan kan frotileri hazirlanir. Eger
konak parazitlere duyarl ise, siklikla akut enfeksiyon gelisir ve morfolojik analizler igin
merontlar ile gametositler hazir olarak bulunabilir. Paraziteminin yikseldigi dénemde de
enfekte kan stabilatlari hazirlamak i¢in deneysel enfekte hayvandan kan alinir. Alinan enfekte
kan, gliserin veya dimethyl sulfoxide (DMSQ) gibi cryoprotectan maddeler ile belirli bir final

konsantrasyonda olacak sekilde muamele edilerek porsiyonlanip sivi nitrojende (-196 °C)

12



dondurularak ileri calismalarda kullaniimak igin stabilat olarak muhafaza edilebilir (Garnham,
1966).

Kanatli malaryasinin molekiler teshisinde, ribozomal ve mithocondrial genler bazinda
molekiler yodntemlerdeki yeni gelismelerin bu problematik konun ¢6zmine katki
saglayacagina inaniimaktadir. Yiksek duyarliliklarina karsin PCR yontemleri halen 6zellikle
cok dusuk parazitemili enfeksiyonlari teghiste yetersiz kalabilmektedir (Jarvi vd., 2002). Bunun
yaninda son zamanlarda gelistirilen real-time PCR ydntemlerinin teshiste uygulanmaya
baslanmasiyla bu problemlerin ¢éziimine katki saglanmistir .Molekiler teghisteki giincel hizli
gelismeler kanath Plasmodium tirlerinin mithocondrial nesil bazinda identifikasyonunu
mumkin kilacak goézikmektedir (Valkiunas vd., 2007b). Plasmodium antijenik olarak
Haemoproteus’tan farkli gézikmektedir. P. relictum ham antijen ekstraktlari kafes ve yabani
penguenlerde ELISA testi gelistiriimesinde kullaniimistir (Graczyk vd., 1994a; Graczyk vd.,
1994b). Standart immunoblotting teknikleri de yabani ve deneysel enfekte passerinlerde
Plasmodium antikorlarinin identifiye edilmesinde ¢alisiimistir (Atkinson vd., 2001). Ne ELISA
ne de immunoblotting teknikleri Plasmodium tlrlerinin ayriminda yeterli bulunmalarina karsin
mikroskopi veya PCR’da gézden kacacak disuk yogunlukta enfeksiyon tasiyan kanatlilarda
soy dlzeyinde teshislerin saglanmasinda kullanisli olabilece@i bildirilmistir (Atkinson vd.,
2001).

Leucocytozoon enfeksiyonlarinin teshisi geleneksel olarak Giemsa-boyali perifer kan
frotilerinde karakteristik gametositlerin belirlenmesiyle yapilmaktadir (Valkiunas, 2005).
Gametositlerin morfolojik ve metrik karakteristikleri, konak faktéri ve uygun aciklayici
literatlrler kullanilarak tir identifikasyonlari yapilabilir. Bu amagla Valkiuas (2005) tarafindan
hazirlanmis olan monografi en agiklayici ve kapsamli identifikasyon bilgilerini icermektedir.
Leucocytozoonosis'in teshisinde klinik belirtilerin (6zellikle anemi) gézlemlenmesi, tipik makro
ve histolojik lezyonlarin varligi, ve Leucocytozoon spp. gametositlerinin kanda varhgi
bitininde ele alinmalidir (Wobeser, 1997). Geng¢ kuslarda sekillenen 6lim, parazitemi
yoklugunda da ortaya ¢ikabilir. Buna karsilik, leucocytozoonosis belirtisi olmayan kuslarda da
parazitemi gorulebilir (Herman vd., 1975; Wobeser, 1997). 1970’li yillarin baglarindan
baslamak Uzere tavuklarda L. caulleryi’'ye karsl agar gel precipitation (Morii, 1972), counter-
immunoelectrophoresis (Fujisaki vd., 1980), immunofluorescence (Fujisaki vd., 1981; Isobe ve
Akiba, 1982), ELISA (Isobe ve Suzuki, 1986, 1987), immunoblot analizi (Isobe vd., 1998) ve
latex agglutination test (Ito ve Gotanda, 2005) gibi bazi serolojik testler gelistiriimistir. Diger
Leucocytozoon tarlerine karsi ise her hangi bir serolojik test gelistirme ¢alismasi ginUmuze

kadar bulunmamaktadir.
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Molekdler testler ile geleneksel gecgerli morfolojik turlerin baglantili olarak incelenmesiile yakin
zamanda bu organizmalarin ekolojisi ve kriptik veya alt tirlerin tanimlanmasi i¢in énemli teshis

araclarinin geligtirilebilecegi kaydedilmistir (Martinsen vd., 2006; Sehgal vd., 2006).

2.4 Molekiiler Veriler Isiginda Kanath Haemosporidianlarinda Global Cesitlilik

Kanatli malarya’si (Plasmodium spp.) ve diger haemosporidianlar (Haemoproteus ve
Leucocytozoon spp.) vektoér kaynakli kan parazitlerinin gesitlilik gdsteren bir grubu olup birgok
kanatli familyasinda yaygin olarak bulunurlar (Valkiunas, 2005). Kanatli haemosporidianlarin
yasam gec¢misleri, morfoloji ve klasifikasyonlari geleneksel olarak 1sik mikroskopisi ile
calisiimistir ~ (Valkiunas, 2005). Ancak molekiler ydéntemlerin  enfeksiyonlarin
identifikasyonunda kullanilmaya baslanmasi arastirmalarda artisa yol agmis ve parazitlerin
genetik cesitliligi ve konak 6zgunlugu Gzerine etkileyici bakis acilari getirmistir (Hellgren vd.,
2009; Ventim vd., 2012). Bunun yaninda enfeksiyonlarin arastirimasinda nested PCR
primerlerinin dizayni saptama etkinligini artirmis ve bu da 6zellikle tipik olarak disik dizey
parazitemi bulunan kronik enfeksiyonlarda fayda saglamistir (Waldenstrom vd., 2004).
Molekiler galismalar ginimuize kadar 2700°Gn Uzerinde yegane kanathh haemosporidian
neslini ortaya ¢ikarmis ve dolayisiyla bu sonuglar da nesillerin cografik dagiiminin kayit altina
alinmasini ve arastirmalarin disipline edilmesini kolaylastirmak icin koordine bir veri
bankasinin (Mal- Avi http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) olusturulmasinda yonlendirici
olmustur (Bensch vd., 2009). Bu hizli gelisen alandaki yeni gortsler ortaya ¢ikarilirken, primer
olarak molekiler ve mikroskobik metodlarin avantaj ve dezavantajlari Uzerinde
yogunlasiimistir (Braga vd., 2011; Alfonso, 2012). Ornegin, miks tiirlerle olusan
haemosporidian enfeksiyonlarin yaygin PCR yontemleriyle blylk oranda gézden kagirildigi
dolayisiyla bu noktada miks enfeksiyonlarin identifkasyonu ve tarif edilmesinde kullanilan
mevcut molekiler metodolojilerin sinirli kaldigr vurgulanmigtir (Valkiunas vd., 2006; Martinez
vd., 2009).

Kanatli haemosporidian mt-cytb sekanslari temelinde biyocografik bdlgeler boyunca
heterojenik olarak dagiim gosteren yUksek cesitlilikte parazit nesilleri ortaya c¢ikariimistir.
Kanatli haemosporidianlar i¢in sicaklik ve yagis, parazit gelisimini ve vektér beslenme
firsatlarini tegvik ederek parazit farklilasmasina yardimci olabilen dnemli abiotik degiskenlerdir
(Beier, 1998; Santiago-Alarcon vd., 2012b). Ancak, tropikal takim adalarinda kanatl
haemosporidian ¢esitliliginin - sinirh olmasi, iklimsel sartlarin tek basina cesitliligi
yonlendiremeyecegi tezini desteklemektedir. Bundan ziyade haemosporidian cesitliliginin,
kanatl ve/veya vektor konak gesitliligi ile daha yakin iligkili olabilecegi kaydedilmistir (Grenyer

vd., 2006; Foley vd., 2007). Nitekim, bircok vektdrin cok cesitli kanath konak turiinden
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beslenebilmesi (Ejiri vd., 2011; Santiago-Alarcon vd., 2012a) bu parazitlerin yeni konaklari
enfekte edebilmesi igin firsatlari artirmakta (Orn., konak degisimi) ve bu durum da daha gok
tir zenginligi yluksek olan vektdr-konak sistemlerinde gerceklesmektedir. Filogenetik ve
molekiler calismalar, potansiyel konaklarin filogenetik olarak orijinal konaga yakin oldugu
durumlarda kanatli haemosporidianlarinin konak degisim (host-switching) islevinin (Poulin,
2011) daha kolay ve yaygin yaygin oldugunu géstermistir (Ricklefs vd., 2004; Krizanauskiene
vd., 2006). Vektor ve konak uygunlugunun yani sira mikroskopi ile birlikte uygulanan molekuler
teknikler kanath haemosporidianlarin evrimsel tarihgesinin daha iyi anlasilabilmesini saglayan
parazit gesitliliginin genetik ve morfolojik agiklamasina yiksek katki saglamistir (Martinsen vd.,
2006; Palinauskas vd., 2007). Ancak birgok konak parazit topluluklarindaki ¢calisma eksikligi,
bu parazitlerin gercek cesitliliginin yeterli dizeyde anlasiimasini guglestirmektedir (Braga vd.,
2011). Bircok molekiler tabanl arastirmada mikroskobik analizlerin kullanilmamasi miks
enfeksiyonlarin gdézden kagirilmasina yol agmakta olup bu durum haemosporidian ¢esitliligi
Uzerine bilgileri kisitlayan bir faktor olarak etki géstermektedir (Valkiunas vd., 2006; Valkiunas
vd., 2008). Perifer kan froti incelemelerinin molekuler analizlerle birlikte yuratilmesinin, kanatl
konaklardaki enfeksiyonlarin karakterize edilmesinde en ideal yaklasim oldugu vurgulanmistir
(Clark vd., 2014).

Vektorlerde haemosporidian enfeksiyonlarinin analizi Gzerine ¢alismalarin yetersizligi, parazit
nesillerinin gercek cesitliliginin ve haemosporidian bulasma dinamiklerinin anlagiimasini
siniflamaktadir (Santiago-Alarcon vd., 2012b). Ornegin, Giliney Malezya’'da yiiritilen
molekiler calismalarda vektorlerde ylksek sayida Plasmodium ve Haemoproteus spp.
nesilleri identifiye edilmis ve bunlarin bolgedeki kanatl konaklardan henuz izole edilemediginin
alti gizilmigtir (Ishtiag vd., 2008; Ishtiaq vd., 2010). Sekstiel reprodiksiyonun vektor konakta
gergeklesmesi (Valkiunas, 2005) sebebiyle, vektdrler haemosporidian turlerin reproduktif
izolasyonu icin zorunludur (Gager vd., 2008). Bu agidan vektdr uygunlugunun teyit edilmesi
oldukca 6nemli bir kriterdir. Bu teyit, mikroskobik analizlerle sporozoitlerin gérilmesi ile
saglanmaktadir. Diger yandan vektér uygunlugu acgisindan insektlerin bas/toraks (sporozoit
gelisimi) ve abdomenlerinin (kan besleme ile alinan haemosporidian nesilleri) diseke edilerek
ayri molekiler analizleriyle de destekleyici veriler elde edilebilmektedir (White vd., 2006;
Ishtiag vd., 2008; Njabo vd., 2011). Vektér konak spesifitesi Uzerine ¢alismalarin da, kanath
konaklar arasinda nesil dagiliminin yoénlendiriimesinde, vektérlerin roliini belirlemeye
yardimci oldugu kayydedilmistir (Medeiros vd., 2013). Ancak vektdrlerin beslenme modelleri
kompleks olabilir. Nitekim bazi tlrler konak mevcudiyetine gore beslenme tercihlerini
ayarlayabilir (Santiago-Alarcon vd., 2012b). Bazi arastirmalar nesiller arasinda vektor konak

6zgunlagu icin bir eyilim oldugunu 6ne ¢ikarmis ve bu durumun da vektoérlerin kanatli konaklara

15



kendi diyetlerine 6zgu olan nesillerin gegisini kisittamak suretiyle ekolojik bariyerler olarak
fonksiyon gosterebildigini ortaya ¢ikarmigtir (Ejiri vd., 2008; Hellgren vd., 2008). Bu durum,
farkl habitatlarda parazit prevalanslarindaki farkliliklarin uygun vektorlerin varhgi veya yoklugu
ile gucli bir sekilde iligkili olabilecegini gostermektedir (Mendes vd., 2005; Svensson ve
Ricklefs, 2009; Yohannes vd., 2009). Parazit nesilleri arasindaki vektér-konak (vektor sinek
trll) 6zellesmesi ve bunun parazit farklilasmasini yoénlendiriimesindeki rolli Utzerine ileri

¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir (Santiago-Alarcon vd., 2012b; Clark vd., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Saha Galismalari
3.1.1 Sultan Sazh§i Ekosisteminde Kus Orneklemesi ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Sultan Sazhigi, Kayseri ilinin glneyindeki Develi Ovasi’'nda 17.200 hektarlik bir alani
kaplamaktadir. Sazhik 38°.05 - 38°.40 kuzey ve 35°.00-35°.35 dogu koordinatlarinda
bulunmakta ve konum olarak; Erciyes Dagr'nin glineybatisinda olup, Kiziirmak Havzasinda
bulunan Develi Kapali havzasinin en algak kesimlerinde yer almaktadir. Sulak alanin blyuk

cogunlugu Yesilhisar iigesinin sinirlari iginde bulunmaktadir.

Calismada, kuslarin goé¢ ve Ureme donemleri dikkate alinarak 2015 ve 2016 yillarinin Mayis -
Eylul aylari arasinda iki sezon boyunca Sultan Sazli§i ekosisteminin farkl noktalarinda uygun
sis aglari (mist nets) kurularak kus érneklemesi gerceklestiriimistir. Kuslarin 6rneklenmesi ve
kan toplanmasi igin gerekli izinler Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(12.02.2014 tarih ve 14/37 Karar No) ve Orman ve Su Isleri Bakanligi Doga Koruma ve Milli
Parklar Genel Mudurligi’nden (06.03.2014 tarih ve 72784983-488.04-51950 sayi) alinmistir.
Calismada naylon ipten 6rtilmus, siyah renkli sis aglari kullaniimis olup aglarin ag gézu acikhgi
digimden digime 16 mm , uzunlugu 7 m. ve 12 m’dir. Sis aglari, arastirma alaninda yogun
call, saz onleri gibi uygun noktalar belirlenerek dikine yerlestirilen iki aliminyum direge
gerilerek olusturulmustur. Direklerin ayakta devrilmeden durmasi i¢in, zeminin durumuna gore
demirden ya da tahtadan kaziklar kullanilarak belirli bir agi verilip ip yardimiyla sabitlenmistir.
Sis aglari, Giney Dogu Avrupa Kus Go¢ Agl (SEEN) metodolojisine gére giin dogumundan
gun batimina kadar tim gun agik birakilmis ve periyodik olarak her saat basi kontrol edilmistir
(Busse, 2000).

Saha galismalari boyunca uluslararasi igbirlikleri gercevesinde Erciyes Universitesi Vektorler
ve Vektorlerle Bulasan Hastaliklar Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan dizenlenen
“Impact of Environmental Changes on Population Dynamics of Insect Pests and Vector-Borne
Diseases” konulu uluslararasi katiliml konferansa konusmaci olarak katillan ve akabinde
bolgeyi ziyaret eden kanatli haemosporidialari ve morfolojik identifikasyonlari tGizerine diinyada
Onde gelen bilim insanlarindan birisi olan Litvanya Doga Arastirma Merkezi, Ekoloji
Enstitisinden Prof. Dr. Gediminas VALKUINAS, vyine vektorler Uzerine en ©Onemli
uzmanlardan olan Prof. Dr. Prof. Dr. Peter H. ADLER (Clemson Universitesi, Entomoloji,
Toprak ve Bitki Bilimleri Departmani, A.B.D) ve Dr. Elmer W. GRAY’in (Georgia Universitesi
Entomoloji Departmani, A.B.D) konu ile ilgili teknik, metodoloji ve uygulanabilirlik agisindan

katkilari alinmigtir. Takip eden suregte yine kanath haemosporidialarinin molekiler ekolojisi
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Uzerine en 6nemli bilim insanlarindan birisi olan ve dinyadaki mevcut tim haemosporidian
nesillerinin - DNA  barkodlarinin  yer aldigi MalAvi veri tabaninin  (http://mbio-
serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) kurucularindan birisi olan isve¢ Lund Universitesi Molekiiler
Ekoloji ve Evrim Departmanindan Prof. Dr. Staffan BENSCH farkli donemlerde saha
calismalarina katilmis ve konu ile ilgili gorus ve deneyimlerini arastirma ekibiyle paylasmistir.
Yurt disi bilim insanlarindan alinan gorus ve Oneriler ile Sultan Sazhdi Ekosisteminde non-
passerin bazi kanatl komdnitelerinin de (saha ¢alismalarinda bu kanathlarin halihazirda sis
aglarina takildigi belirlenmistir) drneklenmesi ile ekosistemdeki haemosporidian nesil ¢esitliligi
ve bulasma dinamikleri Uzerine daha 6zgln verilerin sagdlanabilecedi gindeme gelmis ve
dolayisiyla takiben 2016 yili saha calismalarinda s6z konusu non-passerin kuslarin da
orneklenebilmesi ve 6rneklenecek passerin kus sayisinin artiriimasi igin gerekli izin Orman ve
Su Igleri Bakanh@1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidirligi’'nden (04.01.2016 tarih ve
63981849-488.04-298 say!) alinmistir.

Halkalama: Sis aglari yardimi ile yakalanan kuslarin bacak ¢aplarina gére sol tarsuslarina 2
mm, 2,5 mm, 2,8 mm, 3,3 mm, 3,5mm, 4,2 mm, 7 mm ve 9 mm ¢apinda Uzerinde geri bildirim
adresi bulunan aliminyum halkalar takilmistir. Kullanilan halkalar Ulusal Halkalama Programi
gercevesinde Orman ve Su isleri Bakanligi Doda Koruma ve Milli Parklar Genel
Madurliagid’nden temin edilmis olup, standart bilgilerini Ustiinde yazili oldugu EURING (Avrupa
Halkalama Birligi) onayli halkalardir. Halkalama islemi Orman ve Su isleri Bakanliyi Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Mudurliglu ve Guney Dogu Avrupa Kus Go¢ Agi (SEEN)
tarafindan verilmis lisans sahibi halkaci Dr. Arzu GURSOY ERGEN tarafindan yapilimistir. Dr.
ERGEN, OMU Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan verilmis “Kus Halkalama ve Kug Verisi

Toplama” sertifikasina da sahiptir.

Tur teshisi: Yakalanan 6rneklerin tir ve esey tayinleri, bu tarlerle ilgili literatirlerden (Heinzel
vd., 2002; Jonsson, 2006; Svensson, 2006; Svensson vd., 2006) elde edilen verilerle
drneklerin karakterleri karsilastirilarak yapilmistir. Orneklerin teshisleri, calisma sirasinda

arazide, halkalama igslemleri sirasinda yapilmistir.

Yas ve cinsiyetin belirlenmesi: Kuslar halkalandiktan sonra yasi ve cinsiyeti belirlenmigtir.
Yas tayini icin primer ortu tuyleri (birincil ortu tayleri) ile sekonder ortu taylerinin (ikincil ortu
tiyleri) renk kontrastina, primer tlylerinin uclar ile kuyruk tdylerinin uglarinin sivri veya
yuvarlak olusuna ve oOzellikle sonbahar gé¢ déneminde kuslarin kafa kemiklesmesine
bakiimistir (Svensson, 2006).
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Olctimler: Sirasiyla her kusun kanat formli alinip, kanat, kuyruk, tarsus ve gaga uzunlugu
Olgulmustur. Batun dlgimler SEEN standartlarina uygun olarak 30 cm’lik (1 mm hassasiyet)

duraksiz cetvel ya da kumpas ile yapiimigtir.

a. Kanat uzunlugu: Karpal eklem ile en uzun birincil ugma teleginin ucuna kadar olan

mesafe Ol¢limustir (Busse, 2000).

b. Kuyruk uzunlugu: Pygostyl (kuyruk teleklerinin gikis noktasi) ve kuyruk ug telegi

arasindaki mesafe olgtlmuagstlr. Cetvelin bir ucu kusun kuyruk telekleri Uzerine
yerlestirilip diger ucu da 6lcimU yapan kisinin karnina dayanmak suretiyle, kus ile

cetvel arasindaki agi 90° olacak sekilde kus tutularak élgim alinmistir (Busse, 2000).

c. Kanat formili: En uzun olan birincil ugus tlyunin (kanat ucu), kisa olan diger birincil
ucus tlylerine mesafeleri dlgliimustir. Cogu Passeriformes uyesinde, birincil ugus
tayunun ilki genelde kdrelmis ya da ¢ok kisa oldugundan, birincil ugus tiylerinin; ikincisi
ile sekizincisi arasinda bulunan tlylerin birbirleri arasindaki mesafeler dlgtilmustir.

Ayrica birinci sekonderin de élgimu yapilmistir (Busse, 2000).
d. Yag skoru: 8'li skalaya gore yag skoru tanimlanmistir (Busse, 2000).
e. Kas skoru: 4’'li skalaya gore kas skoru tanimlanmigstir (Busse, 2000).
Agirhik: Agirlik 0,1 gr hassiyetli elektronik tarti ile dlgUimustur.
Kayit: Alinan dlcller 6zel kayit defterlerine kaydedilmistir.

Kan Orneklerinin Alinmasi: Orneklenen ve halkalanan kuslarin kanat alti venasindan viicut
agirhginin % 1’ini gegmeyecek sekilde kan érneklemeleri yapilmis (Sekil 3.13) ve sonrasinda
orneklenen kuslar yetkili halkalamaci tarafindan degerlendirilip serbest birakiimistir. Heparinli
mikrokapillar hematokrit tiplerine alinan kan érneklerinden sahada her kus 6rnegi icin Ug ayri
froti hazirlanmis ve prosediriune uygun olarak metanol ile tespit edildikten sonra laboratuvara
getirilmistir. Heparinli mikrokapillar hematokrit tiplerine alinan kan érneklerinden bir kismi
molekiler analizler icin SET Buffer (pH: 8.0; Titriplex Ill (EDTA) 186,12 g+ Tris 6,05 g + Sodium
Chloride 8,76 g + 750 ml Steril Deiyonize Su) ile 1/10 oraninda sulandirilarak mikrosantrifij
tupleri igerisine alinmis (Hellgren vd., 2004a) ve laboratuvara getirildikten sonra genomik DNA

izolasyonuna kadar -20°C’de muhafaza altina alinmigtir.
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3.1.2 Sultan Sazligi Ekosisteminde insekt (Diptera) Orneklerinin Toplanmasi

Aragtirma sahasinda Culicoides ve sivrisinek (Culicidae) érneklemeleri kus érneklemelerine
paralel olarak yurutulmugstir. Culicoides ve Culicidae drneklerin toplanmasi amaciyla “CDC
Mini Light Trap, With Photo Cell & Air Gate 6VDC (Bioquip Inc., 2836BQX)”, “EVS Black CO,
Light Trap, 4W Black Light Tube (Bioquip Inc., 2801BL)”, “Heavy Duty EVS CO; Mosquito Trap
(Bioquip Inc., 2801A)” ve Onderstepoort 1sik tuzaklari kullaniimistir. CO2’li tuzaklarin hazneleri
kuru buz ile doldurulmustur. Tuzaklar 17.30-19.00 saatleri arasinda aktive edilmis ve ertesi
gln 07.00-08.30 saatleri arasinda geri toplanmistir. Sivrisinek 6rneklemesinde ayrica pilli
aspiratérlerden (D-Cell Aspirator Bioquip Inc., 2809D) de yararlaniimistir. Simuliid érneklerin
toplanmasi amaciyla s6z konusu CO tuzaklari arastirma sahasinda farkli noktalarda gliindiz
saatlerinde (10.00-17.00) aktive edilmis ve yoéredeki bazi kiglk dere yataklari kontrol
edilmistir. Ayrica arastirma sahasinda yakalanan kus tirleri Uzerinde Hippoboscid sineklerin

varhgi arastiriimistir.

Yakalanan érnekler saha ¢alisma istasyonunda éncelikle tutulduklari fileler icerisinde -20°C’de
derin dondurucuya konularak insektlerin 6lmesi saglanmis ve teknigine uygun olarak stereo
mikroskopta incelenerek igerisinden Culicidae ve Culicoides 6rnekleri ayiklanmigtir. Ayiklanan
ornekler identifikasyon ve molekiler analizler icin %70 alkol igerisine alinmis ve kayitlar

saglanarak laboratuvara intikal ettirilmigtir.

3.2 Laboratuvar Caligmalar

3.2.1 Perifer Kan Frotilerinin Boyanmasi ve Analizi

Laboratuvarda kan frotilerinin %10 (pH: 7,2) Giemsa Buffer ile protokole (Valkiunas, 2005)
uygun olarak boyamalari gerceklestiriimistir. Kan frotilerinin incelenmesi onerilen protokole
(Valkiunas, 2005) goére molekller analiz sonuglarl pozitif bulunan izolatlar Uzerinde
gerceklestirilmistir. Perifer kan frotileri  dijital kamera atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus
BX51) 40, 60 ve 100X obijektifler kullanilarak haemosporidian parazitlerin gelisme dénemleri
yonunden incelenmis ve gerekli 6lgcim, analiz ve goérintileme iglemleri CellSens Standard
1.13 (Olympus) yazihmi kullanilarak gergeklestiriimigtir. Tespit edilen haemosporidian geligim
doénemlerine gore identifikasyon calismalari ilgili teghis anahtarlarina (Valkiunas, 2005) gore
yapilmistir. Bununla birlikte proje ylritiictisi Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM ve ERU Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali égretim elemani Dr. Arif CILOGLU olusturulan isbirligi
cercevesinde Malaria RCN (Research Coordination Network, USA) finansal destegi ile

Litvanya’ya Doga Arastirma Merkezi, Ekoloji Enstitisunden Prof. Dr. Gediminas
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VALKUINAS’In laboratuvarina ziyarette bulunmuslar ve bazi pozitif 6rneklere ait sirme

preparatlari haemosporidian tlrleri ydninden analizlerini gergeklestirmiglerdir.

3.2.2 insekt (Diptera) Orneklerinin identifikasyonu

Saha calismalarinda toplanan ve ayiklanarak %70 alkol icerisine alinan sivrisinek ve
Culicoides drneklerinin identifikasyonlari dijital kamera atagmanli stero-mikroskop (Olympus
SZX-16) altinda sivrisinek (Darsie ve Samanidou-Voyadjoglou, 1997; Schaffner, 2001) ve
Culicoides tirleri (Rawlings, 1996; Mathieu vd., 2012) icin ilgili teshis anahtarlarina goére
yapiimis ve goruntileme islemleri CellSens Standard 1.13 (Olympus) yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. identifiye edilen érneklerde disi ve erkekler ayriimis, toplanma tarihi ve tiire

gore kategorize edilerek %70 alkol icerisine molekiler analizlere kadar muhafaza edilmisgtir.

3.2.3 Kanath Kan Ornekleri ve insekt (Diptera) Orneklerinden Genomik DNA

izolasyonu

Set buffer igerisinde 1/10 oraninda sulandiriimis olan kan 6rneklerinden ve insekt
orneklerinden genomik DNA izolasyonlari, DNA ekstraksiyon kitleri (Axygen® AxyPrep™
Multisource Genomic Miniprep DNA, Corning; GeneJET Genomic DNA Purification Kit,
Thermo Scientific) ile ilgili basamaklar takip edilerek gergeklestiriimistir. %70 etil alkol
icerisinde muhafaza edilen ve morfolojik identifikasyonlari saglanan disi Culicoides ve
sivrisineklerden molekuiler genotipleme ve kan besleme icin bireysel érnekler alinmig geri
kalan oOrneklerden haemosporidian parazitlerin arastirlmasi amaciyla havuzlar (~10
ornek/havuz) olusturulmustur. Bireysel ve havuz 6rneklerinin genomik DNA izolasyonundan
once sivi azot ve steril pestlelar ile 6n homojenizasyonu gergeklestiriimis ve érneklere lysis
buffer eklenerek bir gece 56°C’de su banyosu ve/veya kuru i1sitmali blokta inkiibe edilmigtir.
Final basamakta ellisyon kanatli 6érnekleri icin 50 ul insekt érnekleri igin 35 pl'ye ayarlanmistir.
Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan érnekler Qubit® Fluorometric Quantitation
(Life Technologies) cihazinda iglenerek DNA izolasyon etkinligi ve total genomik DNA
miktarlari (ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait genomik DNA'lar kullanilana kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir. Bir kisim bireysel insekt drneklerinden ayrica Phire Tissue Direct PCR
Master Mix (Thermo Scientific) ile DNA izolasyonuna tabii tutulmadan direkt PCR ile analizleri

gerceklestiriimistir.
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3.2.4 Kanath Kanlar ve Iinsektlerden Elde Edilen Genomik DNA izolatlarinda
Haemosporidan Parazitlerin Mithocondrial Cytochrome b (Mt-cytb) Gen

Bolgesinin Amplifikasyonu

Bireysel ve havuzlardan elde edilmis genomik DNA izolatlari haemosporidan parazitlerin mt-
cytb gen bdlgesinin 524 bp kismini hedef alan primerler ile Nested PCR’da analiz edilmistir.
Nested PCR analizlerinin birinci basamaginda haemosporidianlar i¢in genel HaemNFI| (5'-
CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3’) ve HaemNR3 (5’-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-
3’); ikinci basamaginda Leucocytozoon  spesifik HaemFL (5-ATGGTGTTTT
AGATACTTACATT-3’) ve HaemR2L (5-CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC-3’) ve
Plasmodium/Haemoproteus spesifik HaemF (5°-ATGGTGCTTTCGATAT ATGCATG-3’) ve
HaemR2 (5-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’) primerleri kullanilmigtir (Bensch vd.,
2000; Hellgren vd., 2004a). Reaksiyon karigimi her iki primer seti icin de 20 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR buffer, 2,56 mM MgClI2, 100 nM
her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taqg DNA polymerase olarak hazirlanmistir. Bazi
orneklerin PCR miksi icin Maxima Hot Start PCR Master Mix (Thermo scientific) kullaniimistir.
1. PCR reaksiyonu icin 3ul template DNA, 2. PCR reaksiyonu icin ise ilk reaksiyon sonucu elde
edilen amplikondan 2 pl kullaniimistir. Thermalcyclerda protokol her iki PCR basamagi igin 6n
denatirasyon: 94°C’de 3 dk; 30 siklus (1. PCR) 35 siklus (2. PCR), denatirasyon: 95°C’de 30
s, baglanma: 50 Cde 30 s, uzama: 72°C’de 45 s; final uzama: 72°C’'de 10 dk olarak
ayarlanmistir. Nested PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin tespit edilimesi amaciyla pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda mevcut referens DNA izolatlari ve galisma suresince
elde edilen genomik ve plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullaniimigtir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR drtnleri (10 ul) % 1,5 ’luk
agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokimantasyon Sistemi ve Gene Snap from

Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile goruntilenip analiz edilmistir.

3.2.5 Molekiiler identifikasyon ve Genotipleme igin Sivrisinek ve Culicoides
Mitochondrial Cytochrome Oxidase Subunit | (mt-COl) Gen Bdlgesinin
Amplifikasyonu

Morfolojik identifikasyonlari saglanan disi sivrisinek ve Culicoides bireysel drneklerinin tar
identifikasyonlarinin dogrulanmasi ve filogenetik analizleri icin mt-COIl gen bdlgeleri PCR’da
amplifiye edilmistir. Bireysel disi Culicoides 6rneklerden izole edilmis genomik DNA ekstraktlari
Culicoides genusunun mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (mt-COIl) geninin 523 bp
parsiyel kismini amplifiye eden C1-J-1718(F) (5-GGAGGATTTGGAA ATTGATTAGTTCC-3’)
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ve C1-N-2191(R) (5-CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3) (Simon vd., 1994) primerleri
ve ayni bolge icin modifiye edilmis C1-J-1718M (F) (5-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGT-
3’) ve C1-N-2191M(R) (5-CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCDGG-3') (Dallas vd., 2003)
primerleri ile PCR analizine tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi her iki primer seti icin de 25
I final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 2,5 mM MgCl;,
100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase ve 10-20 ng
template DNA icerecek sekilde hazirlanmistir. Thermalcyclerda protokol 6n denatiirasyon:
94°C’de 3 dk; 35 siklus, denattirasyon: 94°C’de 30 s, baglanma: 50°C’de 30 s, uzama: 72°C’de

30 sn; final uzama: 72°C’de 7 dk olarak ayarlanmistir.

Bireysel disi sivrisinek genomik DNA izolatlarinin mt-COI gen bdlgesinin parsiyel 709 bp kismi,
LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') ve HCO2198 (5°-TAAACTTCAGGGT
GACCAAAAAATCA-3’) (Hebert vd., 2003b) primerleri ile PCR’da amplifikasyona tabii
tutulmustur. Reaksiyon karisimi 25 pl final konsantrasyonda, 2,5 pl 10XPCR buffer, 2 mM
MgCI2, 0.5uM her bir primer, 0.5 mM her bir ANTP, 1.25U Taq DNA polymerase ve 10-20 ng
template DNA olarak hazirlanmigtir. Thermalcyclerda protokol 96 C’de 1 dk; 35 siklus,
denaturation: 94 C’'de 1 dk, annealing: 55 C’de 1 dk, extension: 72 ‘C’de 1,5 dk; final extension:
72 C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir (Hebert vd., 2003b).

PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit
edilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak Anabilim Dalinda mevcut referens DNA izolatlari ve
calisma suresince elde edilen genomik ve plazmid DNA izolatlari, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullaniimistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR urunleri
(10 pl) 9% 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokimantasyon Sistemi ve
Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile gorintilenip analiz

edilmistir.

3.2.6 Disi Sivrisinek ve Culicoides Orneklerinde Kan Beslenme Analizlerinde Kanath

Mt-cytb Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

insektlerde kan beslenmesinde kanatl konak tayini igin, disi sivrisinek ve Culicoides bireysel
orneklere ait genomik DNA izolatlarinda mt-cytb gen bdlgesinden yaklasik 550 bp kismi
amplifiye eden kanath spesifik Avian-3 (5-GACTGTGAYAAAATYCCMTTCCA-3’) ve Avian-8
(5-GYCTTCAITYTTTGGYTTACAAGAC-3’) primerleri ile PCR analizleri gerceklestirilmistir
(Kim vd., 2009). Reaksiyon karisimi 25yl final konsantrasyonda; 2,5 yl 10XPCR buffer, 1,5
mM MgCI2, 1ul 20 pmol her bir primer, 2 ul 200 mM her bir dNTP, 1.25U Taq DNA polymerase

ve 50ng/ul template DNA olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra kargim thermalcyclera 6n
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denatirasyon: 94°C’de 2 dk; 35 siklus, denatirasyon : 94°C’de 30s, annealing: 55°C’de 30s,
extension: 72°C’de 60s (kanatli), 90s (memeli); final extension: 72°C’de 4 dk olacak sekilde
programlanmigtir. PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak kanatli (sahin, tavuk) ve
memeli (sidir, koyun, at, kdpek) kanlarindan izole edilmis genomik DNA'lar, negatif kontrol
olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullaniimistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
artnleri (10 ul) % 1,5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dékiimantasyon
Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile goruntilenip

analiz edilmigtir.

3.2.7 Sekans ve Filogenetik Analizler

Kanatl kani ve insektlerden elde edilen genomik DNA izolatlarinin haemosporidian parazitler
yoninden PCR analizleri ile pozitif belirlenenlerine ait amplikonlar ile insekt mt-COI
amplikonlari ve yine insektlerden kan besleme PCR analizlerinde belirlenen mt-cytb
amplikonlar1 sekans analizleri icin jel purifiye (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche)
edilmistir. Sekans analizleri PCR analizlerinde kullanilan gen spesifik forward ve reverse
primer dizileri ile gergeklestirilmistir. Ayrica haemosporidian mt-cytb, insekt mt-COI gen bolgesi
yonlinden dusik kalitede bant profili sergileyen izolatlar ile kan beslenme analizlerinde olasi
miks tirlerden kan emme durumu g6z dnldne alinarak kanatli mt-cytb gen boélgesi amplikonlari
uygun plazmid vektére klonlamis ve akabinde rekombinant plazmid pdarifikasyonlari

yapiimistir. Klonlama ve plazmid purifikasyon basamaklari asagida aciklanmistir.

ilgili Gen Bélgesi PCR Uriinlerinin pJET1/2 Plazmidine Ligasyonu
Jel purifikasyonu yapilmis PCR drinlerinin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullaniimigtir. Klonlama reaksiyonu ureticinin 6nerileri dogrultusunda

asagidaki sekilde hazirlanmig ve yapilmigtir:

2X Reaksiyon buffer 10 pl
PCR urini Jel Pirifiye Ornek 2 ul
DNA Blunting enzim 1l
Steril Deiyonize Su 5 ul
Toplam 18 pl

Hazirlanan karigsim vortekslenip santriflij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk inkiibe

edilmis ve sonrasinda hemen buz uUsttne alinmigtir.
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Karisima daha sonra 1 pl pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ pl) ve 1 yl T4 DNA Ligaz
eklenerek son hacmi 20 pl'ye tamamlanmistir. Karisim 22°C’de 30 dk bekletildikten sonra 5

pI’si transformasyon igin kullaniimistir.

Rekombinant Plazmidin Kompetan Hicrelerine Transformasyonu

Transformasyon igin 5 pl'lik ligasyon Urinl buz Uzerinde tutulan 100 pyl OneShot TOP 10
chemically compotent Escherichia coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) eklenmis ve buz Gzerinde
30 dk inklbe edilmistir. 30 dk sonunda karisim, 42 °C’de 1 dk tutulmus ve hemen ardindan
buz Gzerinde 3 dk bekletilmistir. Boylece rekombinant plazmidin transformasyonu saglanmistir.
Daha sonra karisima oda i1sisinda bekletilen 250 pl S.0.C. medium (%2 Tryptone, %0,5 maya
ekstrakti, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSOQO,, 20 mM glikoz) eklenmistir.
37°C’de calkalayicili inkubatérde 1,5 saat inklbe edilen transformasyon karisimi daha sonra

LB (lysogeny broth) kati besiyerine ekilerek bir gece yine 37 °C’de inkibe edilmigtir.

LB kati besiyerinde koloni gelisimi go6zlendikten sonra besiyerindeki koloniler
numaralandirilarak yeni bir besiyerine tekrar ekilmistir. Besiyeri, 37 °C’de bir gece inkibasyona

birakiimistir.
Klonlanmanin PCR Tarama ile Dogrulanmasi

LB kati besiyerinde Ureyen kolonilerin rekombinant plazmidi igerip icermedigini tespit etmek
icin koloni PCR taramasi yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 uyl | Taq master mix’i (Bio-Rad
Hercules, CA, ABD), 0,4 yl pJET1.2 Forward (5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) ve
pJET1.2 Reverse (5-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3') primerleri ile karigsimlar
hazirlanmistir. Hazirlanan karisimlara kati besiyerinde Ureyen kolonilerden steril pipet ucu ile
alinan ornekler bulastinimigtir. Karisimlar steril deiyonize su ile toplam 20 pl'ye
tamamlanmigtir. Thermal cyclerda protokol; 6n denatirasyon: 95 °C’de 3 dk; 25 siklus,
denatlrasyon: 94 °C’de 30 s, baglanma: 60 °C’de 30 s, uzama: 72 °C’de 1 dk; final uzama: 72
°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1,5’luk
agaroz jelde yuritilmus ve CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene

analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile UV isin altinda géruntilenip analiz edilmistir.

PCR Tarama ile Transformasyonu Dogrulanmig Kolonilerin Sivi Besi Yerinde Cogaltimi

Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNA’s| elde etmek igin LB kati besiyerinden steril 6zeler
ile alinan koloniler steril flasklar icinde 100 ul/ml ampisilin iceren 5 ml’lik LB sivi besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de 110 rpm’de galkalayicida bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gozlenen

sivl besi yerlerinden alinan érnekler 2 ml’lik ependorflar igerisine alinarak 6000 g’de 15 dk
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santriflj edilmistir. Santriflij sonrasi Ustteki sivi kisim dokullp pelletler daha sonra kullaniimak

Uizere -20°C’de muhafaza edilmisgtir.

Rekombinant Plazmidlerin Saflastiriimasi
Hicresel peletlerden plazmid izolasyonu AxyPrep Plasmid Miniprep (Axygen, ABD) ve
GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, ABD) Kkitleri ile ilgili prosedurlere gore

yapiimistir. Elde edilen rekombinant plazmid DNA lar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Restriksiyon Enzim ve PCR Analizleri

Miniprep kitlerle saflastirilan rekombinant plazmidler, restriksiyon enzimleri ile kesilerek ve
vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak klonlanan genin varligi ydninden
arasgtinlmigtir. Enzim kesimi icin Ava | ve Xba | (Thermo Scientific, ABD) enzimleri
kullaniimistir. Elde edilen plazmid DNA’sini restriksiyon enzimleri ile kesmek icin asagidaki

oranlarda master mix hazirlanmigtir:

Su 14 ul
10X FastDigest® buffer 2 pl
DNA 4l
FastDigest® enzyme 1l
Toplam 20 ul

Karisim vortekslenmis ve 37 °C'de 5 dk su banyosunda inkibe edildikten sonra termal
inaktivasyon icin 65 °C’de 5 dk su banyosunda tekrar inkibe edilmistir. Takiben, érnekler
%1,5’luk agoroz jelde yurGtiimis ve CLP Jel Dokimantasyon Sistemi ve Gene Snap from
Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile UV isin altinda goéruntilenip klonlanan
genin varligi ydéninden analiz edilmigtir. Bunun yaninda ikinci bir dogrulama analizi yapiimistir.
Bu amagla plazmid DNA’larin amplifikasyonu pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse
primerlerinin kullanildigi PCR analizleri ile yapilmis ve takiben elde edilen amplikonlar %1,5
'luk agaroz jelde yuritiimis ve CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene

analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile UV isin altinda goérintilenmisgtir.

Tdm hedef gen boélgeri icin elde edilmis olan purifiye amplikonlar PCR primerleri ile
rekombinant plazmid DNA'lar ise vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse primerleri cift
yonlU olarak sekanslanmistir. Cift yénli DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious R10 (Kearse vd., 2012) yazilimi ile forward ve

reverse dizilimlerin ikili hizalamalari yapilarak, vektér nikleotid dizisi icerisinde, insert olmus

26



hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Haemosporidian mt-
cytb gen bolgesi icin elde edilen sekanslardan ayrica PCR primerleri trimlenerek barkod bodlge
sekanslari saglanmigtir. Elde edilen sekanslarin Geneious R10 yazilimi (Kearse vd., 2012)
tzerinden BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi ve ayrica kanatl
haemosporidian mt-cytb sekanslari icin MalAvi haemosporidian nesilleri sekans veri bankasi
(http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) kullanilarak mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen
bdlgesi sekanslariyla goklu hizalamalari yapilarak molekiler karakterizasyonlari saglanmis ve
akabinde GenBank ve MalAvi kayitlari saglanmigtir. Calismada karakterize edilen izolatlarda
DNA polimorfizmi ve haplotip yapisinin belirlenmesinde DnaSP 5.10.01 (Librado ve Rozas,
2009) yazihmi kullaniimistir. Intra ve inter-spesifik genetic farkliliklar Kimura two-parameter
(K2P) uzakhk modeli (Kimura, 1980; Nei vd., 2005) kullanilarak MEGA 7 yaziliminda (Tamura
vd., 2013) gergeklestiriimistir. Haemosporidian nesillerinin, sivrisinek ve Culicoides tirlerinin
filogenetik yapilanmalarin belilenmesinde Bayesian inference (Bl) ve Maximum Likelihood
(ML) analizleri uygulanmigtir. Bl ve ML analizlerinde sekans evrimi igin en uygun substitution
modelin belirlenmesinde jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008) kullaniimis ve en disuk AIC
(Akaike Information, Criterion, correction) degerine sahip belirlenen modeller filogenetik
agagclarin olusturulmasinda kullaniimistir. BA ve ML analizleri Geneious R10 (Kearse vd.,
2012) yazihmi UGzerinden sirasiyla MrBayes (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) ve PhyML
(Guindon ve Gascuel, 2003) pluginler kullanilarak gergeklestiriimistir. BA analizlerinde, Markov
Chain Monte Carlo taramalari 1.100,000 jenerasyon icin 4 zincirle ve agag¢ 6rneklemesi her
200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 agag) “burn in” olarak c¢ikariimistir. ML analizleriyle
olusturulan agaclarin guvenilirliginin tespit edilmesinde 1000 tekrarli Bootstrap testi

kullaniimistir.

3.2.8 Real Time PCR Analizleri

Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin soy dlzeyinde Kkantitatif
identifikasyonlari icin mt-cytb bolgesini hedef alan primerler (Tablo 3.1) dizayn edilerek
sybergreen tabanli real time PCR analizleri gerceklestirilmistir. Oncelikle calisma boyunca elde
edilmis farkh konaklardan Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerine ait mt-
cytb sekanslari GenBank veri tabanindaki homolog bazi nesillerle birlikte Geneious R10
(Kearse vd., 2012) yazilimi Gzerinden MAFTT (Katoh vd., 2002) plugin kullanilarak hizalama
analizlerine tabii tutulup primerler igin uygun baglanma bdlgeleri belirlenmistir (Sekil 3.26).
Ayrica dizayn edilen primerlerin spesifite konfirmasyonlari primer blast veri tabaninda
(https:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) yapilmistir. ikincil yapilar ve primer dimer

formasyonlari da OligoAnalyzer3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/)
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ve Geneious R10 (Kearse vd., 2012) yazilimi Uzerinden kontrol edilmistir. Dizayn edilen
primerlerin in silico analizlerinde mt-cytb geninin 144 bp bdlgesini amplifiye ettigi ve ilgili
soylara ait nesiller arasinda soy bazli olarak Tm (erime sicakligi) farkhliklarina yol agabilecek
cesitli nukleotid farkliliklarini (Amplifiye DNA fragmentinin %35,4’Gne denk gelen toplam 51

nikleotid degisimi) icerdigi belirlenmistir.

Tablo 3.1 Haemosporidian mt-cytb gen bélgesinden dizayn edilen Sybergreen ve TagMan real
time PCR igin primer ve prob sekanslari

_ S Amplikon
Primer Dizilimi (5'---3") TM* (°C) e
blyuklugi
SyberF ACCWTGGGGWCAAATGAGTT 56,9-57,0 L44b
SyberR2 | AATRTAAAATGTAATACRAARAATCT | 48,7-53,7 P

Real time PCR analizleri CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BioRad, ABD)
cihazinda gergeklestiriimistir. PCR master mix (SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix, BioRad, ABD) Ureticinin agiklamalarina goére toplam 20 ul hacimde asagidaki

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

2X Master Mix 10 ul
Forward primer (20 pM) 0,5 ul
Reverse primer (20 uM) 0,5 pl
Genomik DNA (20-30 ngr) 1,0 pl
PCR Grade Deiyonize su 8 ul

Reaksiyonlar i¢in termal profil polimeraz aktivasyonu ve 6n DNA denatirasyonu i¢in 98°C’de
3dk bir siklus, denatiirasyon icin 98°C’de 15sn, baglanma igin 55°C’de 20sn 40 siklus olarak
ayarlanmig, akabinde melt curve analizleri igin termal profil 65-95°C arasi her 2sn’de 0.5°C
artig olacak sekilde programlanmistir. Erime egrileri CFX Manager (BioRad, ABD) yaziliminda
analiz edilmis ve Tm (melt temperature) degerleri elde edilen egrilerin pik noktasina goére

belirlenmigtir.

Real time PCR tekniginin optimizasyonu ve standart egrilerin olusturulmasi igin
Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerine ait mt-cytb gen bdlgesini ihtiva eden
birer plazmid DNA secilmis ve sonrasinda plazmid DNA’lar asiri sarmallasmis (supercoiled)
plazmid DNA’nin olumsuz etkisinden kaginmak icin Eco88I (Aval) (Thermo Scientific, ABD)

restrikstiyon enzimi ile linearize hale getirilmistir. Linearize plazmidler agaroz jelden prifiye
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edildikten sonra Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies, ABD) cihazinda ug/ml
dizeyinde konsantrasyonlari ve safiklari olgllerek kaydedilmistir. Daha sonra molar
konsantrasyon duzeyinde linearize edilmis plazmidlerin mikrolitersindeki DNA kopya sayisi
belirlenmis ve 1 ul template igin 107-10* hedef kopya olacak sekilde 10 tabaninda dilGsyonlari
hazirlanmistir. Dilisyonlar yukaridaki protokole gore iki tekrarli g¢alisiimis ve Ct degerlerine
gore standart egriler olusturulmustur. Testin etkinligi (E) standart egri slopuna goére (E = (10"
Uslope)) CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BioRad, ABD) cihazinda ilgili
yazilim ile hesaplanmis ve yiizde olarak ifade edilmistir. ilgili teknigin spesifite analizlerinde
farkl kanath konaklardan izole edilmis Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon

nesillerine ait genomik DNA izolatlari ile real time PCR analizleri gergeklestiriimistir.

3.3 statistiksel Analiz

istatistik analizler IBM SPSS Statistics 20 yaziliminda gerceklestirilmistir. incelenen yerli ve
gbgmen kuslardaki haemosporidian parazitlerin dagilimi non-parametrik testlerden Fisher's
exact testi ile arastirimistir. insekt tirlerinde minimum enfeksiyon oranlarinin (MIRs)

belirlenmesinde asagidaki standart formulasyon kullaniimistir.

MIRs= Pozitif Bas/Toraks havuz sayisi/incelenen toplam insekt sayisiX1000 (W hite vd., 2006).
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4. BULGULAR

4.1 Sultan Sazhg Yoéresinde Orneklenen Kus Tiirleri ve Ozellikleri

Calisma suresince alti dizi icerisinde 23 aileye ait 39 turden toplam 565 kus yakalanip
halkalanmis ve kan 6rnekleri alinmistir. Calisma periyodu boyunca drneklenen ve halkalanan
kus turleri, IOC dinya kus listesine goére (http://www.worldbirdnames.org/) sistematik olarak
listelenerek cesitli bilgileriyle birlikte Tablo 4.1’de verilmigtir. Ayrica 2105 ve 2016 yillarinda
saha calismalarinda kus tirlerine gére drneklenen kus sayilari sirasiyla Tablo 4.2 ve Tablo
4.3'de, drneklenen kuslarin yag skoru ortalamasi, tarsus, gaga, kanat, kuyruk uzunlugu
ortalamalari ve agirlik ortalamalari da Tablo 4.4’de gosterilmistir. Calismada 2015 yilinda
halkalanan doért kus (JB67547 Acrocephalus scirpaceus, FA14833, FA14811 ve FA14814
halka numaralarina sahip ¢ adet Acrocephalus arundinaceus) 2016 yilinda tekrar yakalanmis
(kontrol kusu) ve kan ornekleri alinmistir. Calisma sirasinda yakalanip halkalanan JB 67555
halkali Acrocephalus melanopogon (Biyikli Kamiscin) 11.11.2015 tarihinde, JB 67046 halkal
A. melanopogon 07.10.2016 tarihinde Agamon Goéll, Hula Vadisi Israil'de yakalandigi ilgili

arastiricilar tarafindan arastirma ekibine bildirilmigtir.

Tablo 4.1 2015-2016 yillari arazi ¢calismalarinda halkalanan tirler, sistematik yerleri, IUCN

kategorileri ve statlleri

Takim Aile Bilimsel adi Turkce ingilizce IUCN | Stati
Pelecaniformes Ardeidae Ixot_)rychus Kuguk Little Bittern LC YG
minutus Balaban
. . . Yesil Green
Charadriiformes Scolopacidae Tringa ochropus Diidikciin Sandpiper LC G
Alcedinidae Alcedo atthis Yaligapkini C_om_mon LC HIGIY
.. Kingfisher G
Coraciiformes European
Meropidae Merops apiaster Arikusu Bee-eater LC YG
. . © Eurasian
Bucerotiformes Upupidae Upupa epops Ibibik Hoopoe LC YG
- - Dendrocopos Alaca Syrian
Piciformes Picidae syriacus Agackakan Woodpecker LC H
. : . Kizil Sirtl Red-backed
Laniidae Lanius collurio Oriimeekkusu Shrike LC YG
Corvidae Pica pica Saksagan EuraS|§1n LC H
Magpie
Paridae Cyanistes Mavi Eurasw}n Blue LC H
caeruleus Bastankara Tit
Passeriformes Remizidae Remiz pendulinus Culhakusu Eurasian LC H
Penduline Tit
. Panurus Biyikl Bearded
Panuridae biarmicus Bastankara Reedling LC
Alaudidae Galerida cristata | Tepeli Toygar | Crested Lark LC
S Kum :
Hirundinidae Riparia riparia Kirlangici Sand Martin LC
Hirundo rustica Kir Kirlangici Barn Swallow LC YG
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. Phylloscopus U Willow
Phylloscopidae trochilus Sogutbilbali Warbler LC YG
Acrocephalus Biyuk Great Reed
) LC YG
arundinaceus Kamiscin Warbler
Acrocephalus Biyikl Moustached
LC H/G
melanopogon Kamiscin Warbler
Acrocephalus Kindira Sedge LC H
schoenobaenus Kamisgini Warbler
Acrocephalus Eurasian
scirpaceus Saz Kamiggini Reed Warbler LC YG
Acroceph_alus Cal Kamisgini | Marsh Warbler LC YG
palustris
Eastern
Sylviidae Iduna pallida Ak Mukallit Olivaceous LC YG
Warbler
. — Kara Basli Eurasian
Sylvia atricapilla Otlegen Blackcap LC YG
Kiguk Ak Lesser
Sylvia curruca Gerdanli : LC YG
2 Whitethroat
Otlegen
. b e Eastern
craigilr\ggtris A("')ktISP;U Orphean LC G
9 Warbler
. . Ak Gerdanli Common
Sylvia communis Otlegen W hitethroat LC YG
Locustellidae Loc_u_stel_la Bataklik Savi's Warbler LC YG
lusciniodies Kamisgini
Sturnidae Sturnus vulgaris Sigircik Comr_non LC H
Starling
. . Benekli Spotted
Muscicapa striata Sinekkapan Flycatcher LC YG
Luscinia svecica Mavigerdan Bluethroat LC G
Turdidae Luscinia luscinia | Benekli Bulbul _Thr_ush LC G
Nightingale
Saxicola rubetra | Cayir Taskusu Whinchat LC YG
Oenanthe Boz Isabelline LC YG
isabellina Kuyrukkakan Wheatear
] Passgr Serce House LC H
omesticus Sparrow
Passeridae . Pagser : Sogut Sercesi Spanish LC H
hispaniolensis Sparrow
Passer montanus | Agag Sercgesi Euréa15|an Tree LC H
parrow
Sari Western
Motacilla flava Kuyruknsallaya Yellow Wagtai LC YG/IG
Motacillidae AK
Motacilla alba Kuyruksallaya | White Wagtail LC H/G
n
L . . European
Fringillidae Chiloris chloris Florya Greenfinch LC H
. Emberiza Bataklik Common
Emberizidae schoeniclus Cintesi Reed Bunting LC H
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Yasadiklari yerlerdeki ekolojik ve mevsimsel degismeler kuslarin bagka bolgelere gitmesine
neden olabilir. Bu nedenle kuslar farkl statllere sahiptirler. Calisma alaninda tespit edilen

kuslarin statulerinin agiklanmasi.

-Yerli kus (H): Yil boyu ayni yerde yasayip, Ureyen, beslenen kuslara denir.

-Gocmen kus: Belirli bir kislama alani ile belirli bir Greme ve barinma alani arasinda duizenli,

peryodik, yaygin ve mevsimsel olarak nufus hareketi yapan tirlerdir.
a) Yaz gécmeni (YG) yalnizca Uremek igin alana gelir.

b) Kis gogmeni (K) Uredigi alandan kisi gecirmek Uzere gelen ve o alanda Uremeyen

kuslara denir.

-Geg¢it Kusu (G): Sadece goc donemlerinde, sonbahar ve ilkbaharda go6zlenen tirlerdir.

Bdlgeyi birka¢ gin dinlenmek igin kullanir ya da transit gecerler.

Tablo 4.2 2015 yili arazi galigmasinda yakalanan kusg tirleri ve sayilari

Tir Mayis Haziran-Temmuz Agustos Toplam
2015 2015 2015
1 Lanius collurio 8 - 1 9
2 Pica pica - 1 1 2
3 Remiz pendulinus 2 10 2 14
4 Panurus biarmicus 2 21 4 27
5 Riparia riparia 1 - 1 2
6 Hirundo rustica 2 23 5 30
7 Phylloscopus trochilus 11 - 8 19
Acrocephalus
8 arundinaceus ! 23 3 21
9 Acrocephalus 5 39 ) a1
melanopogon
10 Acrocephalus 14 i i 14
schoenobaenus
11 | Acrocephalus scirpaceus 13 12 5 30
12 Iduna pallida - 2 2
13 Sylvia atricapilla 2 - - 2
14 Sylvia curruca 1 - - 1
15 Sylvia crassirostris 1 - - 1
16 Sylvia communis 1 - - 1
17 Sturnus vulgaris - 21 - 21
18 Luscinia luscinia 1 - - 1
19 Oenanthe isabellina - 1 - 1
20 Passer domesticus - 3 3 6
21 Passer hispaniolensis 2 26 8 36
22 Passer montanus - 3 1 4
23 Motacilla flava - 6 - 6
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24 Motacilla alba - 1 - 1
25 Chiloris chloris 2 - - 2
26 Emberiza schoeniclus 1 8 - 9
Toplam 67 200 42 309
Tablo 4.3 2016 yili arazi galismasinda yakalanan kus turleri ve sayilari
Mayis-Haziran Temmuz Agustos-Eyll
Tar Toplam
2016 2016 2016
1 Ixobrychus minutus 9 7 1 17
2 Tringa ochropus 1 - - 1
3 Alcedo atthis - - 7 7
4 Merops apiaster - - 1 1
5 Dendrocopos syriacus - 1 1 2
6 Upupa epops 1 - - 1
7 Lanius collurio - - 2 2
8 Cyanistes caeruleus - - 1 1
9 Remiz pendulinus - 2 - 2
10 Panurus biarmicus 5 11 15 31
11 Galerida cristata - 1 - 1
12 Riparia riparia 7 - - 7
13 Hirundo rustica 3 4 - 7
14 | Phylloscopus trochilus - - 3 3
Acrocephalus
15 _ 11 3 - 14
arundinaceus
Acrocephalus
16 3 21 2 26
melanopogon
Acrocephalus
17 2 1 2 5
schoenobaenus
Acrocephalus
18 _ 15 2 3 20
scirpaceus
19 | Acrocephalus palustris 3 - - 3
20 | Locustella luscinioides - 1 - 1
21 Sturnus vulgaris - 2 - 2
22 Muscicapa striata - - 2 2
23 Luscinia svecica - - 2 2

33




24 Saxicola rubetra - - 3

25 Oenanthe isabellina 3 1 -

26 Passer domesticus 13 2 2 17

27 | Passer hispaniolensis - 2 50 52

28 Passer montanus 5 - 8 13

29 | Emberiza schoeniclus - 9 - 9
Toplam 81 70 105 256

Tablo 4.4 2015-2016 yillari arasinda yakalanan kuslarin yag skoru ortalamasi, tarsus, gaga,
kanat, kuyruk uzunlugu ortalamalari (cm) ve agirlik ortalamalari (gr)

Tarsus Gaga Kanat Kuyruk
N Yag Ort | uzunlug ga N yrux Agirlik ort
Turler N (SD) U ort uzunlugu | uzunlugu | uzunlugu (SD)
(SD) ort (SD) | ort(SD) ort (SD)
Ixok_)rychus 1 ) 48.8+2.2 | 49,9+2.3 152,744, 47.4+3.7 109,9+13,
minutus 6 7 5
Tringa 1 - 34.97 37.58 151 42 113,7
ochropus
Alcedo atthis | 7 | 3+0 - 41,7+2,1 | 74,6+0,9 | 32.7+1.6 | 34,127
Merops 1 2 ; 42,84 150 99 63,7
aplaster
Upupaepops | 1 4 20,4 52,9 120 62,9
Dendrocopos | , 2 21,0406 | 302422 | 129550, | 275187 | 70624
syriacus 6
Lanius collurio 1 3+0,8 23,6+1,3 | 18,1+0,5 | 92,9+2,4 | 75,6+2,9 27,7£2.9
Pica pica 2 ; 55,2+3,9 | 41,1+0,9 | 206+8,5 250 200,4
Cyanistes | 2 17.3 ; 68 54 10,7
caeruleus
Remiz 1| 11405 | 143106 | 11407 | 54515 | 42,742.3 | 7.9+0,6
pendulinus 6
Panurus 51 17+07 | 205+1 | 11+07 | 60,8+2.6 | 78.6+48,9 | 13,9+1.2
biarmicus 7
Galerida 1 0 259 19.4 110 68 30,2
cristata
Riparia riparia | 9 | 2,2+0,9 - - 105’3815’ 49,9+4,1 12,8+1,5
Hirundo rustica 3 23+05 | 12,4+1.6 | 11,9+1 123531“4’ 78’511’18’ 18+1.4
Phylloscopus | 21 55 59 | 19+1 | 11,0406 | 66,5:2.9 | 48,4+31 | 84%08
trochilus 4
Acrocephalus | 41 g2 | 991400 | 22.0¢1.3 | 944427 | 71.843.9 | 29,2426
arundinaceus 1
Acrocephalus | 6 | 1,58%0, | 5, g,9 5 | 14511 | 585451 | 44,9+3.6 | 10,720,9
melanopogon | 8 7 4
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Acrocephalus 1
schoenobaenu | o | 3,6+l |21,30,8 | 151£1,2 | 67,7+1,7 | 47,9:21 | 12,6:0,9
S
Acrocephalus | 5 11699 | o041 | 162417 | 64.5+41,0 | 49,4+2.9 | 10,608
scirpaceus 0
ACL‘;‘I’SEQE'”S 3 | 27+1,2 | 22,6+1,2 | 14,6+0,1 | 68,7+1,2 | 58428 | 12+0,4
Iduna pallida | 2 | 1,5¢0,7 | 21,7x0,4 | 16,5+2,4 | 66x1,4 | 50%2,8 9,040,2
| Locustella |, 3 221 15,6 69 50 15,7
usciniodies
Sylvia
YIVIE 2 2 21,2404 | 14,4404 | 79+14 | 62442 | 16,5+2,5
atricapilla
Sylvia curruca 19,1 12,9 67 55 10,5
Sylvia | 4 23.8 17.8 80 67 23
crassirostris
Sylvia 1 2 20,6 13,4 - 72 13,2
communis
Swrnus | 2 5 130461, | 284215 | 1283%3 | 593106 | 74,5437
vulgaris 3 5
Mﬁﬁ;gpa 2 | 3+1,4 |14,9+0,1 | 14,6+0,2 | 89,5+0,7 | 59+2,8 | 16,3+1,3
Luscinia 2 2 26,8+0,3 | 13,9+1 73 53+42 | 15,7+0,6
sSvecica
Luscinia 1 2 28,9 16,9 92 68 24,1
luscinia
Saxicola 3 | 2,742,3 | 22,5205 | 14,6405 | 76,3+2,1 | 453+0,6 | 16,5+2,4
rubetra
Oenanthe | ¢ - | 206£1,7| 17,7417 | 94332 | 56:2 | 25331
isabellina
Passer 2 | 24405 | 202407 | 16,2408 | 79.622,4 | 56,8427 | 28,8+2
domesticus 2
Passer 1 81,508 201400 | 159¢1.4 | 78,426 | 542+41 | 281423
hispaniolensis | 8
Passer L 104009 | 17,4100 | 12,8407 | 69,7427 | 51,1410 | 19,8425
montanus 8
Motacilla flava | 6 | 0,5+1,2 | 24.2+0,8 | 17,2409 | 83.2+3,4 | 71,2435 | 17.8+2.1
Motacilla alba | 1 2 223 16,5 87 81 19,3
Chloris chloris | 2 | 0,5+0,7 | 17,7+0,2 | 17,8+2,8 88+2,8 53,5+0,7 27,5+1,9
Emberiza L 18407 | 21,6200 | 14,0t09 | 84,1432 | 71,3t3.9 | 234427
schoeniclus 8

4.2 Sultan Sazhg: Yéresinde insekt (Diptera) Tiirleri

Saha calismalari siresince Sultan Sazli§i yoresinde ¢ok sayida sivrisinek ve Culicoides
orneklemesi yapilirken simuliid ve Hippoboscid érneklerine tesaduf edilmemistir. Sivrisinek ve
Culicoides orneklerinin morfolojik ve molekiler analiz sonuglari ile filogenetik yapilanmalari

Uzerine elde edilen veriler asagidaki boélimlerde sunulmustur.
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4.2.1 Culicoides Orneklerinin Morfolojik ve Molekiiler Analiz Sonuglari

2015 ve 2016 yillari saha ¢aligmalarinda toplam 6526 Culicoides 6rnegi (862 erkek, 5664 digi)
toplanmig olup tadrlerin ilgili yillara gore dagilimi Tablo 4.5’de verilmigtir. Arastirma ydresinde
her iki yil icin de en yaygin tirler C. nubeculosus kompleks tirleri olarak belirlenirken en disuk
yayilisi gOsteren tirler ise C. duddingstoni ve C. gejgelensis bulunmustur. C. nubeculosus
kompleksde yer alan turlerde kanat morfolojisi blylk 6lgiide simetrik bir yapi sergilemekte olup
kanat morfolojisine gore tur identifikasyonlari zorluk arz etmektedir (Mathieu vd., 2012). Bu
amagla ilgili komplekste belirlenen disi 6érneklerin 100 tanesinin abdomeni diseke edilmis ve
seffalandirildiktan sonra spermateka yapisina gére hepsinin C. riethi tirine ait olduklari
gorilmustur (Tablo 4.5). Genotipleme icin ayrilan bireysel 6rneklerden elde edilen sekanslarin
analizi de bu morfolojik sonuca paralel olarak C. riethi tirini konfirme etmistir. Ancak
Haemosporidia incelenmesi igin abdomen ve bas/toraks havuzlari olusturuldugundan bu
orneklerlerin seffaflandiriimasi mimkin olmamis ve kanat morfolojisine gére C. nubeculosus

kompleks olarak tarif edilmislerdir.

Tablo 4.5 2015-2016 yillari arasinda arastirma sahasinda identifiye edilen Culicoides tirlerinin
dagilimi

2015 2016 Toplam

Tiir - 5 5
Ornek | e ek | pisi | 9K | Erkek | Disi | ©K | Erkek | Disi
sayisi sayisi sayisi

C.nubeculosus

K 528 61 467 | 3630 572 | 3058 | 4158 633 | 3525
omp.

C.riethi 30 0 30 70 0 70 100 0 100

C.

. , 350 33 317 | 1156 98 | 1058 | 1506 131 | 1375
circumscriptus

C. submaritimus 319 27 292 245 41 204 564 68 496

C. gejgelensis 6 1 5 6 1 5 12 2 10
C. duddingstoni 11 2 9 14 3 11 25 5 20
C. punctatus 24 3 21 31 6 25 55 9 46
C. longipennis 20 4 16 27 1 26 a7 5 42
C. festivipennis 10 3 7 18 3 15 28 6 22
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C. newsteadi

12

10

19 2

17 31

TOPLAM

1310

136

1174

5216 727

4489 | 6526

863 | 5663

Morfolojik identifikasyonlarla belirlenen 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin ilgili primerlerle

mt-COIl gen bolgesi

amplifikasyonu sonucu hedef buyuklikte (553 bp) amplikonlar

saptanmistir (Sekil 4.1). Elde edilen 6érneklere ait amplikonlarin klonlanmasi sonucu kati besi

yerinde Ureyen kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bolgelerinin vektér DNA’sIna

insert oldugu belirlenmis ve sonrasinda sekans analizleri

icin kolonilerden plazmid

purifikasyonu yapiimistir. Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu vektor

spesifik primerlerle PCR analizleri sonucu yapiimistir.

M1 2 3 45 6 7 &§ 9101112 13

Sekil 4.1 Culicoides turlerine ait izolatlarin parsiyel mt-COI gen boélgesini amplifiye eden
primerler ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde gérinimu M:
Marker (100bp); 1-13: Culicoides izolatlari

Mt-COI gen bdlgesine gore mt-COl barkodlamasi saglanan ve molekuler karakterizasyonu

yapilan izolatlar, morfolojik identifikasyona gore belirlenen tirler, DNA izolasyon kaynagi ve

GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 4.6’da verilmigtir.

Tablo 4.6 Mt-COIl gen bolgesi sekans analizleriyle molekiler karakterizasyonlari yapilan
Culicoides tirlerinde belirlenen haplotipler

L o Sekanslanan izolat Belirlenen Haplotip

Culicoides turi

sayisl Ad Savisi GenBank

y Aksesyon

SSCcircuml 7 MF105752

SSCcircum?2 MF105753

C. circumscriptus 25 SSCeircum3 6 ME105754

SSCcircum4 3 MF105755

SSCcircum5 3 MF105756
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SSCduddingl,3| 6 bl

C. duddingstoni 9 SSCdudding?2 2 MF105758
SSCdudding4 1 MF105760

C. festivipennis 5 SSCfestl 4 MF105761
SSCfest2 2 MF105762

C. gejgelensis 10 SSCgejgl 10 MF105763
C. longipennis 1 SSClong1 7 MF105764
SSClong?2 4 MF105765

C. newsteadi 7 SSCnewsl 7 MF105766
SSCpuncl 6 MF105767

SSCpunc2 3 MF105768

C. punctatus 12 SSCpunc3 2 MF105769
SSCpunc4 1 MF105770

SSCriethl 9 MF105771

. MF105772

o SSCrieth2,3 9 MFl%Eé??g’
C. riethi 25 SSCrieth4 4 MF105780
SSCrieth5 2 MF105774

SSCrieth6 1 MF105775

SSCsubmarl 7 MF105776

. SSCsubmar2 5 MF105777

C. submaritimus 20 SSCsubmar3 4 MF105778
SSCsubmar4 4 MF105779

Calismada arastirma ydresinde belirlenen tirlere ait mt-COI sekanslari arasinda 302 (%64,0)
identik bolge belirlenirken 27 farkh haplotipi ortaya koyan 158 polimorfik bolge saptanmistir.
Mt-COI gen bélgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilan Culicoides izolatlarinin
nikleotid sekanslarinin ¢coklu hizalamalari Sekil 4.2’de gosterilmistir. Sekil 4.2°de gorildugu
lizere izolatlar arasinda farkli haplotipleri ortaya koyan interspesifik ve intraspesifik niikleotid
varyasyonlari belirlenmistir. Sekanslanan izolatlar arasinda ortalama ikili hizalama identiklik
orani %85,1 belirlenmis olup ikili hizalama analiz sonucu belirlenen farkliliklar ayrica Tablo

4.7'de verilmigtir.
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Sekil 4.2 Calismada belirlenen Culicoides turlerine ait izolatlarin mt-COI niikleotid
sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
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Tablo 4.7 Culicoides turlerinde belirlenen haplotiplerin mt-COI sekanslarinin ¢oklu hizalama analizlerine goére identiklik oranlari

$SCorc., SSCorc., SSCore.. SSCore. SSCore. SSCRstl SSCRs2 $SCkegl SSCkng? SSCsub.. SSCsub.. SCsub. SKCsub.. S5Cdud., S5COud.. SSCdud.. SSCdud.. SSCreh] SKretnd SSCriedd SSCrems SSCriedb SSCremd SSCnews] S5Cpuncl S5Cpuncd S5Cpuscd S5Cpusc3 S5Cejgl

1

$SCorcum] ogsx | o | onax | onew | msax | esew | seax | sesw | x| seex | seax | asax | s | masx | mamx | waox | o | max | mex | maew | man | mnaw | musk | soex | sosw | sosw | sosx | s
Slorum?  98.5% 996K | 98.1% | 98.1% | B5.3% | BS4X | BAOK | BOSK | BATX | B4IX | 85X | B4T% | 821X | 8218 | 821X | 823% | 82.3% | 826% | 826% | 83.0% | K23% | B26% | BLSK | BL7% | BLON | BL7%  BLSX | 8L
SCoreum$  08.7% | 994% B0% | 97X | BS.SK | BSAN | BA3N | BATN | BASK | BSAN | 853N | B4 | 323X | 83K | S2.3% | 826K | R2.6% | 808% | R28% | 83.2% | B26X | 2N | BLIN | BLSX | BLIX | BLSX  BLIX 8L
SCorumd  97.4% | 98.0% | 98.1% 96.6% | BSSN | SN | B40N | B4SK | SATN | BASK | BSIX | BATX | B | M3 | MO | B34% | MO6% | ROAK | QBN | 83K | BN | B8N | BLMN | GLIN | BLIY | BLSK O | BIK
SCorcumd 970K | 9B.1% | 977X | 966X B6.0% | BN | BIEN | BAON | BASY | BANN | B4 | B4SK | LON | SLOX | BLON | 81X | RA3% | R6K | B26% | G3.0% | B23% | B2GN | BI3N | S13% | BLSN | BLIX | BLSX | 836N
SOl 853% | 853% | 85.5% | 855% | BA0% L 998% | BATN | BAIY | BASK | BSX | BASK | 853% | BLUX | BLOK | 819% | SLIX | SLIX | SL3% | 813X | BISK | BL3S | BL7X | B0 | BO2% | 800N | TOAN | 796K | 8L
SO 856% | 85.0% | BS6X | 856K | BAIN | 998% | BAT% | B43% | B52% | 854N | 852X | 856X | 8206 | 820% | 82.0% | SL&% | SL3% | 8% | 8% | 813% | 815% | 820% | 802% | 802% | 800%  797% | 797%  8L3K
SSChagl 843K | BA0K | BA3% | BA0X | BIGX | BATK | BAK 5K | 863X BLIX | 873X | 86.3% | 35.0% | 8S.0% | 847 | B47% | 85.0% | 85.2% | 852% | BA2% | BA2% | BA2% | B4OK | BAOK | BA3Y 833K  8EX 828K
SCong?  B40% | BASK | BATK | 845K | B4O% | BA3% | B3N 985K BTIN | BTN | 875K | BLIX | 8S.0% | 850X | S4TK | S47% | 86.0% | $5.2% | 852% | 862% | BS2% | 862% | B3N | BIAN | BN BN BIEX | 824X
SCobmar]  57% | BATK | BAOK | BATN | BASK | BAOY | BS2X | B6SY | BLIN 98% | 996K | 996K | 856X | 356X | 36.0% | 356N | 8308 | SAIK | B41% | 837w | B3N | BADK | BOSK | B3AN | 832X BAN | 81N BN
SCosbmar3  86.0% | 84.0% | 851% | BA0K | B47% | BS.I% | 54X | LIN | BT3% . 998K 8% | 938% | SSAX | SSEX | $62% | 8608 | BAIN | BA3K | BA3K | 830N | BASK | 843N | BLIN | BN BIX BN BIX | B3N
SCobmar?  86.2% | 85.0% | B5.3% | SS.0% | B4OK | BAGK | BS2% | BTN | 875K | 6% $98% | L 936N | BSAX | BSEX | 862X | 60K | 843% | B4S% | BASK | BAIN | BATN | BASK | SLIN | 834N BI2%  BMAX 830N 83
SCosbmard  5.7% | 847% | S4.0% | B47% | B45% | BS3% | BSEX | B6S% | BLIK | 6% | %98% | %9.6% | 8SH% | 85X | 6% | 860K | 830K | BAIX | B41% | 837N | B43% | BAIN | BLIN | 834N | 832X | BLAX | 832% | 835N
SCoeding]  828% | S2.1% | B23% | £3.2% | 819K | BLOK | BXON | BS.0N | BSON | BSEX | 8SAN | 856K 8N 100% | 99.4% | 096K | 8A3% | 43X | BASK | 83.9% | B3 | B43% | BLIN | BIAN | B0 | B43N | 840K | 843X
SCdaddngd 828% | K1 | 3% | 8325 | BL9% | 619N | B0N | BSOK | BSON | 8SAX | BSAN | BSAN | 8SAX | 100K 99.4% | 996X | 843% | 843% | 845w | 53.9% | B43% | B43% | BLW | 838N | BAON  BA3¥ | BAON | 843X
SCdeddng  828% | 21% | 823% | 832% | B19% | BIOX | 20N  BATY | 47X B6.0%  862% | 86.2% | 86.2% | 93.4% | 93.4% 008K | B41% | BAIN | B43% | 837% | BAIN | BAIN | B23% | B4ON  B43N | B4SK  B4IX | 845K
SSCdeddngd  83.0% | 82.3% | B26% | B3.4% | BLIX | BL7N | BLAN | BATY | BATN | BSAX 860N | 860X  86.0% | 996N | 036X | 934y B41% | BAI% | 843% | 83 | BALK | BANX | BLIN | B3AN | B4ON | BA3N | BAOK | 84SK
SSCrethl  83.2% | 82.3% | B26% | B26% | B23% | BLIX | 813% | S6.0K | S6.0% | BISK | SAJX | SAIN | 838K | B4 | SAIK | B4IX | BIX 908K | 908% | 994X | 904X | 904% | BL7% | BLSK | BLT%  Bl4%  BLIX | 826
SSCrethd  83.4% | S26% | B2.8% | B28% | B26X | BI3X | BLSK | B62% | 862X | BAIX  BA3X | BASK | BAIX | 343X | 343X | S40X | 341% | 004% 100% | 996X | 996% | 90.6% | BL7% | B1SK | BLTX | 814X 81N 826X
SCriethd  83.4% | 826% | S28% | B28% | B26% | BL3X | BLSK | B62% | B62% | BAIX | 843X | B4S5% | B4IN | 345% | 845% | d43% | s43% | 0% | 100% 996K | 996% | 996% | BL7% | BLSK  BLIN | BLSK 8L 824X
oS 88 | 80K | 826 | 82 | B0 | BLSY | BLEX | BN | 86X | BN 83N | MAIN | BBOX | 83SK | BBOK | 83N | BN | 094N | 904K | 006K 992% | 9% | BLIX | BL3X | BLSK | BLIX | SLIX | 824N
SCet6  3.2% | K% | R6% | RGN | B23N | BLIN | BLSK | B62N | 6N | B3N | BASK | B4TN | 843X | 843N | B43X | 841N | B41X | 994X | 90K | 006K | 99% 99.2% | B1SY | BLIY | BL3% | 80.5% | 805X | 824X
SCiehd 8300 | K6 | K% | B28% | RGN | BLIN | BON | B62N | BEN | BAIN | BA3N | B4SK | BAIN | 84N | 843X | B4IN | BAIN | 994N | 99K | 996% | 99% | 99X BL7% | BLTN | BLSN | BLEX | BLSY | 824%
SSCoews] 815K | 815% | BL7% | SL7% | B13% | BO2% | B02% | B4.0N | BIAN | B0.SX | BLIN | BLIN | SLIN | BLX | SL7% | 82.3% | S2.1% | SL% | SL7% | SL7% | SL7% | BLSK | 8L% | 843N | BASK | BASY | BAOK | 806X |
SCpancl  30.6% | 817X | 815K | BLIN | 813K | BO2% | B02% | B4ON | BIAN | B34N | 834N | 834% | 834X | B38% | 336% | 84.0% | 838% | SLSK | BISK | 815K | B13% | BLIN | BTN | 843% | S8% | 6% 4% 804X
SCpanc?  80.0% | 81.9% | BL7% | SL3% | BLSK | BO.OK | BOOY | B43N | B4ON | B3N 83X | 833X | 83 | B40X | SA0K | 343X | 84.0% | 8L | SL7% | SL7X | BLS% | BL3X | BIO% | 845K | 998K 8K WE | 80X
SCpancd | 80.6% | SL7% | S1SK | SLSK | BI3N | F98% | JOTN | B3ON | 37X | LAY | BLAX | 828N | S28K | 343% | S43% | 845K | 843X | S1ex | 81.4% | 815K | SLIx | 529K | BLEX | 845K | 996K | 99.8% %4 | 80.0%
SCpancd  80.0% | S15K | BL3% | $00% | BLSK | TO6% | 90N | B3AN | BIAX | B3N | 83N | B3N | B3N | SA0N | 840% | S43% | 840% | SL3% | S13% | SL3% | BLIN | 50.9% | BLSK | BAON | 904K | 996%  $0.4% 80.2%
SCoal  A3% | S03% | K08% | $3.0% | 836% | BI3% | BL3N | BXAN | BLAN | BRLTX | B3N | 839% | 83K | 343% | 843% | sasw | sasw | f26% | s26% | 828w | 82.4% | K26% | 82.4% | 806% | 804X | 802% | 800N | 80.2%
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Molekdler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlamasi saglanan tlrlere ait izolatlarin
Dinyada cesitli bolgelerden izole edilmis izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalari Sekil
4.3'de gosterilmistir. Bayesian inference (Bl) ve Maximum Likelihood (ML) filogenisine gére
olusturulan filogenetik ¢oézinurlik ylksek posterior olasiliklar ve bootstrap oranlari ile
desteklenmistir. Calismada karakterize edilen tirlere ait haplotipler arasinda arasinda
ortalama genetik heterojenite %19,3+1,7 saptanmistir. Calismada morfolojik analizlerle C.
circumscriptus olarak identifiye edilen ve molekiler karakterizasyonla SSCcircum1-5 olarak
isimlendirilen haplotipler arasinda ortalama genetik farkhlik %2,1+0,5 belirlenmis ve filogenetik
agac (Sekil 4.3) lzerinde gorilecegi lzere SSCcircum1,2,3,5 haplotipleri bir arada kiime
olusturup Isveg izolatlarina daha yakin (%2,1+0,5 genetik farkliik) saptanmislardir.
SSCcircum4 haplotipi ise diger haplotiplerden genetik olarak daha uzak belirlenmis ve en
yuksek identikligi %99,6 ile Cezayir izolatiyla gostermistir. Calismada karakterize edilen C.
festivipennis SSCfest1 ve SSCfest2 haplotipleri arasinda %0,2+0,2 genetik farkhlik belirlenmis
ve bu haplotipler en yiksek identikligi %99,7 ile isveg izolatlariyla géstermistir. SSCgejg1
olarak karakterize edilen C. gejgelensis haplotipinin Slovakya izolatiyla ¢ok yakin oldugu
(%99,8), Fransa izolatiyla ise %2,0£0,6 genetik farkhlik gosterdigi belirlenmistir. C. punctatus
SSCpuncl-4 haplotipleri arasinda genetik farklilik %60,4+0,2 belirlenmis ve SSCpunc3 haplotipi
Turkiye Bati Karadeniz izolatlarindan ERU Cpun1 ve ERU Cpun6 ile en ylksek identikligi
gosterip (%99,6) kime olusturmustur (Sekil 4.3). SSCpuncl,2,4 haplotipleri ise Turkiye Bati
Karadeniz izolatlarindan ERU Cpun5 ile Danimarka ve ingiltere izolatlarina yiiksek derecede
identik belirlenmistir (%99,9). C. newsteadi SSCnews1 haplotipi en yuksek identikligi %99,8
ile TUrkiye Bati Karadeniz izolatlariyla gostermigtir (Sekil 4.3). Calismada karakterize edilen C.
riethi SSCrieth1-6 haplotipleri arasinda genetik farklihk %0,5+0,2 belirlenmis ve SSCrieth5
haplotipi isveg izolatlarina daha yakin belirlenmis (%99,7) ve birlikte alt kiime olusturmustur
(Sekil 4.3). SSCrieth1,2,3,4,6 haplotipleri ise isveg ve Slovakya izolatlarina sirasiyla %31,0+0,4
ve %1,3+0,5 genetik farklilik gostermistir. Bu calisma ile Dinyada ilk kez mt-COl barkodlamasi
saglanan C. longipennis igin iki haplotip belirlenmistir. SSClong1 ve SSClon2 haplotipleri
arasinda %1,3+0,5 genetik farkhlik belirlenmigtir. Ayrica C. longipennis’in mt-COI gen bolgesi
filogenisine gore incelenen tirler igerisinde C. riethi’'ye daha yakin oldugu ve birlikte Ust kime
olusturduklari gérilmastir (Sekil 4.3). Calismada karakterize edilen C. duddingstoni
SSCduddingl-4 haplotipleri arasinda genetik farkhlik %60,4+0,2 saptanmis olup ilgili haplotipler
bir arada kiime olusturmus ve en yiiksek identikligi %99,1 ile isve¢ ALNDUDO1 izolatiyla
gostermistir (Sekil 4.3). Yine bu calisma ile Dunyada ilk kez mt-COIl barkodlamasi ile
karakterize edilen C. submaritimus i¢in 4 haplotip belirlenmistir. SSCsubmar1-4 haplotipleri
arasinda ortalama genetik farklilik %0,3+0,2 belirlenmis ve C. submaritimus’un incelemesi

yapilan tlrlerden filogenetik olarak daha uzak kiime olusturdugu gorilmusttr (Sekil 4.3).
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JQ620050 , Culicoides circumscriptus , Sweden, HCIROL

JQ620051 , Culicoides circumsenptus . Sweden , INCCIROL
SSCalrcuma

HMZ241854 , Culicokdes circumscoriptus , €%
HM241855 , Culcoides circumacriptus , C6

KX853269 , Culicoides circumscriptus ., Algeria: Constartine , D16.1-A
KJ624071 , Culcoides circumscripius , Slovaka

HQE24479 , Culicoides festivipennis , Switzerland: midland , 292 _Mid
JQE620085 , Culicoides festivipennis , Sweden , KKFESO3

100/1) JQ620084 , Culicoides festivipennis , Sweden , INGFESO1

SSClest2

S5Clestl

“'O‘H KIG24086 , Culcoides gejgelonsis , Slovakia

08/1 S5Cgejgl

“ KJG24085 , Culicosdes gejgelensis , France
KU754182 , Culicoides punctatus . Turkey , ERU Cpunch
BI087L ssCpunca
- KU754177 , Culicoides punctatus , Turkey . ERU Cpuncl
AMZ3I673) , Culicokdes punctatus , United Kingdom: Ormsary , ORMOL
766326 , Culicoides punctatus , Denmark , Cullg?

Lot KU754181 | Culicoides punctatus , Turkey , ERU CpuncS
S55Cpunc?
on $3Cpuncl
- SSCpuncd
72/0.78 KU754165 , Culicoides newsteadi , Turkey , ERU Cnews2
K’Qﬂ‘l[{ KU754169 ., Culicoides newsteadi, Turkey ., CRU Cnewst
"'°54| KU?$4168 . Culicoides newsteadi . Turkey . ERU CrewsS
SSCnewsl
#ov0.96] Q620195 , Culcoides riethi, Sweden , ALNRIEOL
#0894 10620196 , Culicordes riethi , Sweden, MARIEOL
530590 ssCrieths
KJ624122 | Cubcoides rieths , Slovakia
SSCriethl
100/} SSCrieth2
SSCrieth3
2093 SSCriethe
SSCrietha

o..,‘lf $sClong)
~ $SClong2
o onl SSCduddingl
{ SSCdudding 3
SSCdudding2
$SCdudding4

JQ620068 , Cudcoides duddmgstonl , Sweden , ALNDUDO1
£5/0 JO620072 , Culicoides duddingstons , Sweden , KKODUDO1L
JQ978467 , Culkoldes duddingston , Sweden, 163
SSCsubmarl

s 1| SSCsubmard
SSCsubmar2
SSCsubmard

S$S-An,sacl Anopheles sachasov

-
0.00%

Sekil 4.3 Culicoides izolatlarinin mt-COI gen boélgesi Bayesian inference (BI) ve Maximum
Likelihood (ML) analizine gore filogenetik iligkileri. Calismada belirlenen izolatlar kirmizi ve
kalin karakterde yerlestikleri cluster kirmizi renkte gosterilmistir. Node’larin dnindeki
rakamlar sirasiyla ML bootstrap destedi ve Bl posterior olasihigini géstermektedir. Dis grup
olarak galismada karakterize edilen A. sacharovi SS-An.sac1 haplotipi kullanilmistir. Olgek
cizgisi yerlesim yeri basina nukleotid degisimini gostermektedir.
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4.2.2 Sivrisinek Orneklerinin Morfolojik ve Molekiiler Analiz Sonuglari

2015 ve 2016 yillari saha caligmalarinda toplam 3670 sivrisinek 6rnegi (420 erkek, 3250 digi)
toplanmig olup tarlerin ilgili yillara gore dagilimi Tablo 4.8’de verilmigtir. Arastirma ydresinde
her iki yil icin de en yaygin tir An. sacharovi belirlenmis bunu sirasiyla Cx. pipiens kompleks,

An. maculipennis, Ae. vexans ve An. claviger izlemistir.

Tablo 4.8 2015-2016 yillar arasinda arastirma sahasinda identifiye edilen sivrisinek turlerinin
dagilimi

2015 2016 Toplam
Tur ornek | - ok | pisi | €K | Erkek | Disi | €K | Erkek | Disi
sayisl sayisl sayisl

An. sacharovi 1003 140 863 1151 138 | 1013 | 2154 278 | 1876
CX. pipiens 615 | 42 | 573 | 623 | 57 | 566 | 1238 | 99 |1139
kompleks

An. . . 75 11 64 61 10 51 136 21 115
maculipennis

Ae. vexans 62 6 56 52 8 44 114 14 100
An. claviger 15 6 9 13 2 11 28 8 20
TOPLAM 1770 205 | 1565 | 1900 215 |1685| 3670 420 | 3250

Morfolojik identifikasyonlarla belirlenen 6rneklere ait genomik DNA izolatlarinin ilgili primerlerle
mt-COIl gen bélgesi amplifikasyonu sonucu hedef biyklikte (709bp) amplikonlar saptanmistir
(Sekil 4.4). Elde edilen érneklere ait amplikonlarin klonlanmasi sonucu kati besi yerinde Ureyen
kolonilerden PCR analizleri sonucu hedef gen bdlgelerinin vektéor DNA’sina insert oldugu
belirlenmis ve sonrasinda sekans analizleri igin kolonilerden plazmid purifikasyonu yapilmistir.
Elde edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu amaciyla uygulanan
restriksllyon enzimleri ile analizler sonucu agaroz jel Uzerinde hedef insert genlerin varligi teyit

edilmigtir.

Sekil 4.4 Sivrisinek turlerine ait izolatlarin parsiyel mt-COI gen bolgesini amplifiye eden
primerler ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde gérinimu M:
Marker; 1-12: sivrisinek izolatlar
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Mt-COI gen bdolgesine gore mt-COIl barkodlamasi saglanan ve molekuler karakterizasyonu
yapilan sivrisinek turlerine ait izolatlar, morfolojik identifikasyona gore belirlenen tirler, DNA

izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralariyla birlikte Tablo 4.9'da verilmistir.

Tablo 4.9 Mt-COI gen boélgesi sekans analizleriyle molekiler karakterizasyonlari yapilan
sivrisinek tdrlerinde belirlenen haplotipler

oL . Sekanslanan izolat Belirlenen Haplotip

Sivrisinek tiri sayis| GenBank
Adi Sayisi Aksesyon
SS-Cx.pipl 10 MF095661

Cx. pipiens :
kompleks 25 SS-Cx.pip2 7 MF095662
SS-Cx.pip3 8 MF095663
Ae. vexans 12 SS-Ae.vexl 12 MF095664
SS-An.sacl 9 MF095668
SS-An.sac2 8 MF095669
An. sacharovi 30 SS-An.sac3 6 MF095670
SS-An.sac4 4 MF095671
SS-An.sach 2 MF095672
SS-An.sac6 1 MF095673
) ) SS-An.macl 8 MF095666

An. maculipennis 12

SS-An.mac?2 4 MF095667
An. claviger 8 SS-An.clavl 8 MF095665

Calismada arastirma yoresinde belirlenen sivrisinek tirlerine ait mt-COI sekanslari arasinda
494 (%75,1) identik bolge belirlenirken 13 farkl haplotipi ortaya koyan 160 polimorfik bdlge
saptanmistir. Mt-COI gen bdlgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilan Culicidae
izolatlarinin nikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari Sekil 4.5’de gosterilmistir. Sekil 4.5°'de
gorildigiu tzere izolatlar arasinda farkli haplotipleri ortaya koyan interspesifik ve intraspesifik
nikleotid varyasyonlari belirlenmistir. Sekanslanan izolatlar arasinda identiklik orani ortalama
%90,9 belirlenmis olup ikili hizalama analiz sonucu belirlenen farkhliklar ayrica Tablo 4.10’da

verilmistir.
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Sekil 4.5 Calismada saptanan sivrisinek tirlerine ait izolatlarin mt-COI nikleotid
sekanslarinin ¢oklu hizalamalari

Tablo 4.10 Sivrisinek turlerinde belirlenen haplotiplerin mt-COI sekanslarinin ¢oklu hizalama
analizlerine gore identiklik oranlari
Si-Ae el S5-Cupipl S5-Capepl

B-Cupipd S5-Anchvl S5-Anmacl 3S-Anmad? S5-Ansacl S5-Anaa? S-Ancacl  S-Ansal  SS-Amiacd  SS5-Ansach

05 e vex] ED.1% 29.2% BOFE 25.1% BE.ZK Eb.2% B4.BX BS.0% 25.1% BATH £5.3% B5.0%
S-Cupipl B3,1% 5 8% 93.1% i7.2% BE.BX 65K 85.0% BS. T 35.9% BS.TX 0% BE.0%
55-Cx pip B9.2% 949.5% 93.5% &7 4% BE.9% &b.6% 85.7% B5.9% 5. 0% B5.B% &h.2% BE.1%
S=-Cupipl B9.2% 98.3% 98.5% 27.1% BEGX E6.0% 85.9% EG.0% 36, 2% B5_BX B6.3% BE.1%
S5-Anclav] 85.1% §r.% §7.4% B7.1% B7.8% £0.0% ar.7% B7.8% §7.7% B7.9% £0.1% B5.3%
5= Anumac] BE.2% EG6.E% 35.9% BE.E® &7.8% 9B.0% 094.7% 94.5% 9%5.0% 04._5% 95.1% 04.B%
§5-Anmac? BE.2% ER.5% 366X B0 $5.0% 93.0% 04, 7% 94,55 9%.0% 04.5% o4 8% 094 5%
5-Ansacl 84.6% B5.9% 35.M% B5.9% &7.7% 94.7% 94.T% 99.8% 99. 7% 99.7% 99.4% 99.2%
5= Ansacd B5.0% ES. TR B5.0% BE.0K E7.8% 04_BK a4 5% 09 8% 59, 8% 09 k% 9.5% 054K
35~ An w3 85.1% B5.9% 35.0% Bh.IN 87 95.0% 95,00 99.7% 99.5% 99.7% 99.4% 95.2%
55-Ansac§ B4.7% E5.TH 25.8% BS.EX E7.0% 04.5% 94.5% 09.7% 00.E% 9. 7% 30.4% 09.2%
S5-An sad 85.1% E6.0% 3525 BE. 1% 3015 95.1% 4,55 9545 §9.5% 99,45 0945 959.8%
5= AR sach B5.0% Eb.0% 36.1% ER.1% &6.3% 94.8% 94.8% 99.2% 99.4% 949.2% 99.2% 90.8%

Molekuler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlamasi saglanan sivrisinek turlerine ait
izolatlarin Dlnyada cesitli bélgelerden izole edilmis izolatlarla birlikte filogenetik yapilanmalari
Sekil 4.6'de gosterilmistir. Bayesian inference (Bl) ve Maximum Likelihood (ML) filogenisine
gore olusturulan filogenetik ¢dézindrlik yuksek posterior olasiliklar ve bootstrap oranlari ile
desteklenmigtir. Calismada karakterize edilen tirlere ait haplotipler arasinda arasinda
ortalama genetik heterojenite %11,1+1,0 saptanmistir. Calismada morfolojik analizlerle An.
sacharovi olarak identifiye edilen ve molekiler karakterizasyonla SS-An.sacl-6 olarak
isimlendirilen haplotipler arasinda ortalama genetik farkhlik %0,4+0,2 belirlenmis ve filogenetik
agac (Sekil 4.6) Gizerinde gorulecegi lUzere bu haplotiplerden SS-An.sacl,2,3,5 Azerbaycan
(KM224664, KM224671) ve iran (KY196460) izolatlarina filogenetik olarak yakin (%99,0)
belirlenmiglerdir. SS-An.sac4 ve SS-An.sac6 haplotipleri ise iran izolatina (KY196452)
filogenetik olarak daha yakin (%99,2) bulunmuslardir (Sekil 4.6). An. maculipennis tirl icinde
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SS-An.macl ve SS-An.mac2 olmak Uzere iki haplotip belirlenmis ve aralarindaki genetik
farklilk %2,1+0,6 bulunmustur. iki ayri filogenetik cluster icerisinde yer alan bu haplotiplerden
SS-An.mac1 haplotipi en yiiksek identikligi %995 ile iran izolatina (JF966746) gdsterirken SS-
An.mac?2 haplotipi ise Belgika izolati (KM258234) ile %100 identik bulunmustur. Calismada An.
claviger i¢in belirlenen SS-AN.clav1 haplotipi en yUksek identikligi %99,4 ile Hollanda izolatiyla
(KM457606) gostermis ve birlikte ayri bir kime olusturmustur (Sekil 4.6). Calismada
karakterize edilen Cx. pipiens SS-Cx.pip1l-3 haplotipleri arasinda ortalama genetik farklilik
%1,1+0,4 belirlenmis olup her Ug haplotipin ayri clusterlarda yer aldig1 gorilmustir (Sekil 4.65).
SS-Cx.pip1 haplotipi iran (JQ958371) ve Portekiz izolatlariyla (LC102132, LC102133) %100
identiklik gostererek filogenetik gruplanma goéstermistir. SS-Cx.pip2 haplotipi filogenetik agac
zerinde goérilecedi Uizere iran izolatiyla (JQ958370) %99,8 benzerlik géstermis, Turkiye ve
Amerika Birlesik Devletleri izolatlari ile ise %100 identik bulunmustur. Diger haplotiplerden
daha uzak belirlenen SS-Cx.pip3 haplotipi ise yine Turkiye’den rapor edilmis bir izolatla
(KU949592) %100 identik bulunmus ve ayri bir cluster olusturmustur. Ae. vexans icin
karakterize edilen SS-Ae.vex1 haplotipinin Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada izolatlari ile
birlikte kimelendigi ve Kanada izolatlari (KR671145, KT118460) ile %100 identik oldugu

saptanmistir.
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S5S-Ansacl
S5-An.sac2
/099
SS-Ansac3
63/0.69 SS-Ansacs
KM2246064 , Anopheles sacharowl ., Azerbajan: CGulolan Town, nr Khachmaz city

KM224671 , Anopheles sacharavi , Azerbajjan: Gulokan Town, nr Khachmaz city

KY196460 , Anopheles sacharovi, Iran
100v1

$S-An.saca
55-Ansacth
= KY196452 , Anopheles sacharovi, Iran

KM258234 , Anopheles maculpennis , Belgium: Marchin

%20 97{

SS-Anmac2

MO.99

F KM258232 . Anopheles macubpennis , Belgium: Marchin

— KM258233 . Anopheles maculipennis , Belglum: Marchin

NS/0 96

!{— JFOGE6746 (reversed) , Anopheles maculipennis , ran

SS-Anmacl

“ KM258235 . Anopheles maculipennis . Belgmum: Marchin
KMAS7606 , Anopheles claviger . $302809-1

S5-Anclavl

KM457607 , Ancpheles claviger , 5422931.2

KP942734 , Ancpheles claviger , Sweden
JQO58371 (reversed) , Culex piplens , kran: Mamedan

LC102133 |, Culex piplens , Portugal , Cx_pip_Port-2169

HRO.93
55-Cx.pipl
510,06 LC102132, Culex piplens , Portugal , Cx_pip_Port-2168
b JQO58370 (reversed) , Culex piplens , kan: Tehean
KJO12110 , Culex pipiens . Turkey: Tekirdag, Corlu, Saglk Mahalles)
KJO12111, Culex pipiens , Turkey: Tekirdag, Corlu
KJ012112 , Culex pipiens ., Turkey: Edirne, Uzunkopru, Copkay 3
o 8’2‘ SS-Cxpip2
KJIS58517 , Culex piplens . Turkey, TrERUCxpipO1
KJ858518 . Culex piplens , Turkey , TrERUCxpip02
KP293419 , Culex pipiens , USA , bolicpip_contigl851
KP293422 , Culex pipsens . USA , sfra.cpip_contg9
— KP29342% , Culex piplens ., USA |, stincpip_contig?81
s10bs KU949592 , Culex pipiens piplens . Turkey , ERU-Cxpipl
L{ SS-Cxplip3
“ HG793539, Culex piplens , SAW_1548
JIX259709 . Aedes vexans . USA: Colorado, Weld County, Central Plains Experimental Range
KRG71145 | Aedes vexans ., Canada: Ontario, Leeds and Grenville, Ehzabethtown-Kitley, 4452 R,
1L KT118460 , Aedes vexans , Canada: Ontario, Wellington County, Puslinch Township, Concession ...
SS-Ae.vexl
KR438375 . Aedes vexans . Canada: Omtario, Point Pelee NP, 15km SE of Leamington, West Beach.,

SSCaircumS , Culicoides clrcumscriptus
-

0.00s

Sekil 4.6 Sivrisinek izolatlarinin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (Bl) ve Maximum
Likelihood (ML) analizine gore filogenetik iligkileri. Calismada belirlenen izolatlar kahverengi
ve kalin karakterde yerlestikleri cluster kahverenkte gdsterilmistir. Node’larin éniindeki
rakamlar sirasiyla ML bootstrap destedi ve Bl posterior olasiligini gostermektedir. Dis grup
olarak galismada karakterize edilen C. circumscriptus SSCcircum5 haplotipi kullaniimistir.
Olgek gizgisi yerlesim yeri bagina niikleotid degisimini géstermektedir.
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4.3 Sivrisinek ve Culicoides Tiirlerine Ait Orneklerin Kan Beslenme Analiz Sonuglari

Ergin disi sivrisinek ve Culicoides bireysel drneklerden stero-mikroskop altinda kan emmis
olanlar ayrilarak kan beslenme analizleri icin genomik DNA izolasyonlari gergeklestirilmigtir.
Elde edilen genomik DNA izolatlarinin kanath mithocondrial cyt b gen bdlgesinin ~550 bp
parsiyel bolgesini amplifiye eden spesifik primerler ile molekiiler analiz sonuglari Tablo 4.11°de
verilmistir. Mithocondrial cyt b gen boélgesi igin kanath kani pozitif belirlenen bazi izolatlarin

agaroz jel Uzerinde gérinumleri sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de verilmigtir.

Tablo 4.11 Kan emmis digi sivrisinek ve Culicoides bireysel 6rneklerden elde edilen genomik
DNA izolatlarinin kanath kani ydninden molekuler analiz sonuglari

Tar . incelenen Poztif Ornek %
Ornek Sayisi Sayisi

Culicoides

C.riethi* 45 33 73,33
C. circumscriptus 100 73 73,00
C. submaritimus 48 42 87,50
C. gejgelensis 8 6 75,00
C. duddingstoni 9 4 44,44
C. punctatus 12 0 0,00
C. longipennis 11 8 72,73
C. festivipennis 6 2 33,33
C. newsteadi 7 5 71,43
Sivrisinek

An. sacharovi 140 7 5,00
Cx. pipiens kompleks 110 83 60,00
An. maculipennis 20 1 5,00
Ae. vexans 18 5 27,78
An. claviger 13 1 7,69

*C. nubeculosus komp. igerisinde yer alan C. riethi érneklerinin identifikasyonlari bireysel genotipleme
analizleri ile gergeklestirilmistir.

Sekil 4.7 Ergin disi Culicoides 6rneklerinde kanatli mt-cyt b gen bdlgesini amplifiye eden
spesifik primerler ile amplifikasyon sonucu elde edilen bazi amplikonlarin jel elektroforezde
goranima. M: Marker; 1-3, 5-7: Pozitif 6rnekler, 9: Pozitif kontrol (Kanatli DNA's1)
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Sekil 4.8 Ergin disi sivrisinek 6rneklerinde kanatli mt-cyt b gen bélgesini amplifiye eden
spesifik primerler ile amplifikasyon sonucu elde edilen bazi amplikonlarin jel elektroforezde
gorunimu. M: Marker; 4,8,10,11: Pozitif 6rnekler, 13: Pozitif kontrol (Kanathh DNA’s1)
Kanatl konak kani yéninden pozitif belirlenen 6érneklerden tir bazl olarak segilen uygun
konsantrasyondaki izolatlara ait purifiye amplikonlar kanatli tirl tayini i¢in klonlandiktan sonra
rekombinant plazmidleri elde edilmistir. Rekombinant plazmidler vektor spesifik primerlerle
sekans analizine tabii tutulmus ve hedef mt-cyt b sekanslari vektér DNA’si igerisinde
belirlenerek gikariimistir (Orn., Cx. pipiens izolatinda belirlenen Passer domesticus sekansi,
Sekil 4.9). Elde edilen kanath mt-cytb sekanslari Geneious R10 yazilimi (Kearse vd., 2012)
Uzerinden BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi kullanilarak veri
bankasinda arastiriimis ve homolog sekanslarla eslesme sonucunda (Orn., Cx. pipiens
izolatinda belirlenen Passer domesticus sekansi Sekil 4.10) kanatli konak tur tayinleri
yapiimigtir. Culicoides ve sivrisinek tirlerine ait izolatlarda kan beslenme analizleri sonucu
belirlenen kanath konak tirleri sirasiyla Tablo 4.12 ve Tablo 4.13’de verilmistir. Kanath kani
beslenmesinde hem Culicoides hem de sivrisinek turlerinin farkli oranlarda olmak Uzere en

fazla Passeriformes takimindaki kuslari konak olarak tercih ettikleri gériimustar.
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Sekil 4.9 pJET1.2/blunt Cloning Vector DNA’sI igerisinde hedef kanatl mt-cytb sekansi
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Sekil 4.10 BLASTn algoritmasi kullanilarak kanatl mt-cytb sekanslarinin identifikasyonu
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Tablo 4.12 Culicoides turlerine ait izolatlarin kanath mt-cytb sekans analizlerine gore kan
beslenmesinde konak tdrlerinin dagilimi

Culicoides Turl

Sekanslanan
Ornek Sayisi

Kanath
takimi

Kanatli Konak Ttirt

Sayi

%

C. riethi

27

Passeriformes

Passer hispaniolensis

Passer domesticus

Emberiza schoeniclus

Sylvia atricapilla

Sturnus vulgaris

Motacilla flava

Panurus biarmicus

Acrocephalus
melanopogon

66,7

Falcaniformes

Circus aeruginosus

Buteo rufinus

14,8

Strigiformes

Asio otus

111

Columbiformes

Columba palumbus

7,4

C. circumscriptus

31

Passeriformes

Passer hispaniolensis

Passer domesticus

Emberiza schoeniclus

Acrocephalus
scirpaceus

Chloris chloris

Alcedo atthis

Remiz pendulinus

Garrulus glandarius

64,5

Falcaniformes

Buteo rufinus

Buteo buteo

9,7

Strigiformes

Asio otus

12,9

Columbiformes

Columba livia

Columba palumbus

12,9

C. submaritimus

26

Passeriformes

Passer domesticus

Passer hispaniolensis

Acrocephalus
scirpaceus

Garrulus glandarius

Saxicola rubetra

Oenanthe isabellina

Sturnus vulgaris

Acrocephalus
melanopogon

80,8

Strigiformes

Asio otus

11,5

Columbiformes

Columba palumbus

7,7

C. gejgelensis

Passeriformes

Passer hispaniolensis

Sturnus vulgaris

100,0

C. duddingstoni

Passeriformes

Phylloscopus trochilus

N [P INNW P (INEREFERIN N (OO RPIWRIRINFPIFRIFPIN N (BDPRIOONIWININGDN (PRPFPIFPIDN (O

Acrocephalus
scirpaceus

=

75,0

Columbiformes

Columba livia

25,0

C. longipennis

Passeriformes

Passer hispaniolensis

Emberiza schoeniclus

Pica pica

100,0

C. festivipennis

Passeriformes

Passer domesticus

Pica pica

PRk (N -

100,0
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Acrocephalus 1
. Passeriformes scirpaceus 66,7
C. newsteadi 3 -
Garrulus glandarius 1
Strigiformes Asio otus 1 33,3
Tablo 4.13 Sivrisinek turlerine ait izolatlarin kanatli mt-cytb sekans analizlerine gore kan
beslenmesinde konak tirlerinin dagilimi
Sivrisinek Turi §ekanslanan Kanatli Kanath Konak Tiirii Sayl %
Ornek Sayisi takimi
Passeriformes Passer domestpus 2 60,00
An. sacharovi 5 . Sturnus vulgaris 1
Falcaniformes Buteo buteo 1 20,00
Strigiformes Athene noctua 1 20,00
Passer 8
hispaniolensis
Passer domesticus 5
Acrocephalus 5
melanopogon
Acrocephalus 3
Passeriformes scirpaceus 77,14
Panurus biarmicus 3
Cx. pipiens 35 Emberiza 1
kompleks schoeniclus
Phylloscopus 1
trochilus
Hirundo rustica 1
Circus aeruginosus 2
Falcaniformes Buteo rufinus 2 14,29
Buteo buteo 1
- Asio otus 2
Strigiformes Strix aluco 1 8,57
An. maculipennis 1 Passeriformes hi Passer . 1 100,00
ispaniolensis
Passer 2
hispaniolensis
Ae. vexans 5 Passeriformes Acroc_ephalus 1 80,00
' arundinaceus
Riparia riparia 1
Falcaniformes Circus pygargus 1 20,00
An. claviger 1 Passeriformes | Passer domesticus 1 100,00

4.4 Kanath ve insekt Orneklerinde Haemosporidian Parazitlerin Analiz Sonuglari

4.4.1 Kanath Tiirlerinde Haemosporidian Parazitlerin identifikasyonu, Dagilimi ve

Molekuler Karakterizasyonu

Calisma suresince drneklenen alti dizi icerisinde 23 aileye ait 39 tlrden toplam 565 kusun

haemosporidian parazitler yéninden molekiler analiz sonuglari Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 4.14’de goéruldigu Uzere incelenen kuslarin %29,73’'G Plasmodium/Haemoproteus
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%1,06’s1 Leucocytozoon sp. ve %3,36’s1 da miks enfekte belirlenmistir. Kus kanlarindan elde
edilen genomik DNA izolatlarinin ilgili primerlerle mt-cytb gen bélgesi amplifikasyonu sonucu
Plasmodium/Haemoproteus ve Leucocytozoon sp. i¢in hedef biyudklikte (524 bp) belirlenen

amplikonlar Sekil 4.11’de gosterilmistir.

M98 8 468667 68 0WHNRRBABBWB

Sekil 4.11 Bazi Plasmodium/Haemoproteus ve Leucocytozoon pozitif kanatl érneklerine ait
izolatlarin mt-cytb gen bolgesini amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen
pozitif amplikonlarin jel elektroforezde gériinimu. M: 100 bp marker, 1-6,8,10:
Plasmodium/Haemoproteus, 11-15,17,18: Leucocytozoon
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Tablo 4.14 incelenen kuslarda Haemosporidian parazitlerin molekiiler analiz sonuglari

incelenen

Nested PCR pozitifligi

Takim Aile Tur . Plasmodium/Haemoproteus | Leucocytozoon Plasmodium/Haemoproteus +
Ornek Sayisi Leucocytozoon
Sayi % Sayi % Sayi %
Pelecaniformes Ardeidae Ixobrychus minutus 17 11 64,70 0 0 1 5,88
Charadriiformes | Scolopacidae Tringa ochropus 1 0 0 0 0 0 0
Coraciiformes Alcedin_idae Alcedo at_this 7 0 0 0 0 0 0
Meropidae Merops apiaster 1 0 0 0 0 0 0
Bucerotiformes Upupidae Upupa epops 1 0 0 0 0 0 0
Piciformes Picidae Dendrocopos 2 0 0 0 0 0 0
syriacus
Laniidae Lanius collurio 11 7 63,63 0 0 2 18,18
Corvidae Pica pica 2 0 0 1 50,00 1 50,00
Paridae Cyanistes caeruleus 1 0 0 0 0 0 0
Remizidae Remiz pendulinus 16 0 0 0 0 0 0
Panuridae Panurus biarmicus 58 13 22,41 0 0 0 0
Alaudidae Galerida cristata 1 0 0 0 0 0 0
. . Riparia riparia 9 2 22,22 0 0 0 0
Hirundinidae Hirundo rustica 37 3 8,10 0 0 0 0
Phylloscopidae PhyIIosc_:opus 22 5 22,72 1 4,54 6 27,27
trochilus
Acrocephalus 41 15 36,58 0 0 1 2,43
Passeriformes arundinaceus
Acrocephalus 67 17 25,37 0 0 0 0
melanopogon
Acrocephalus 19 8 42,10 1 5,26 0 0
Acrocephalidae schoenobaenus
Acrocephalus 50 19 38,00 1 2,00 3 6,00
scirpaceus
Acrocephalus 3 3 100,00 0 0 0 0
palustris
Iduna pallida 2 0 0 0 0 1 50,00
Locustellidae Loqu;te!la 1 0 0 0 0 0 0
lusciniodies
Sylviidae Sylvia atricapilla 2 0 0 0 0 2 100,00
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Sylvia curruca 1 0 0 0 0 0 0

Sylvia crassirostris 1 1 100,00 0 0 0 0

Sylvia communis 1 1 100,00 0 0 0 0

Sturnidae Sturnus vulgaris 23 4 17,39 0 0 0 0

Muscicapa striata 2 0 0 0 0 0 0

Luscinia svecica 2 1 50,00 0 0 0 0

Turdidae Luscinia luscinia 1 0 0 0 0 1 100,00

Saxicola rubetra 3 2 66,66 0 0 0 0

Oenanthe isabellina 5 0 0 0 0 0 0

Passer domesticus 23 5 21,73 0 0 0 0

. Passer 88 37 42,04 2 2,27 1 1,13
Passeridae . ; .

hispaniolensis

Passer montanus 17 10 58,82 0 0 0 0

Motacillidae Motaci.lla flava 6 1 16,66 0 0 0 0

Motacilla alba 1 1 100,00 0 0 0 0

Fringillidae Chloris chloris 2 2 100,00 0 0 0 0

Emberizidae Embe(iza 18 0 0 0 0 0 0

schoeniclus
TOPLAM 565 168 29,73 6 1,06 19 3,36
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Yerli ve gégmen kuslarda haemosporidian enfeksiyonlarin dagihimi sirasiyla Tablo 4.15 ve
Tablo 4.16’da verilmistir. Yerli ve gé¢men kuslarda belirlenen haemosporidian pozitiflik
oranlarinin istatistiksel analiz sonucu Tablo 4.17’de gosterilmistir. Tablo 4.17’de gorilecegi
Uzere gocmen kuslardaki haemosporidian parazitlerin prevalansi yerli kuslara oranla yuksek

bulunmus ve bu farklilik istatistiksel agcidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Tablo 4.15 incelenen yerli kus tirlerinde Haemosporidian parazitlerin molekiiler prevalansi

incelenen Avian Haemosporidian
Stati Kus Turi Kus Sayisi Enfekte Kus Sayisi
Sayi %
Dendrocopos > 0 0
syriacus
Pica pica 2 2 100,00
Cyanistes 1 0 0
caeruleus
Remiz pendulinus 16 0 0
Panurus biarmicus 58 13 22,41
Galerida cristata 1 0 0
H Acrocephalus 19 9 47,36
schoenobaenus
Yerli Kus Sturnus vulgaris 23 4 17,39
Passer domesticus 23 5 21,73
_ Passer 88 40 45,45
hispaniolensis
Passer montanus 17 10 58,82
Chloris chloris 2 2 100,00
Ember_lza 18 0 0
schoeniclus
H/IG/IYG Alcedo atthis 7 0 0
Acrocephalus 67 17 2537
H/G melanopogon
Motacilla alba 1 1 100,00
TOPLAM 345 103 29,85
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Tablo 4.16 incelenen gdg¢men kus tirlerinde Haemosporidian parazitlerin molekiiler

prevalansi
incelenen Avian Haemosporidian
Statl Kus Tiri Kus Sayisi Enfekte Kus Sayisi
Sayi %
Ixobrychus 17 12 70,58
minutus
Merops apiaster 1 0 0
Upupa epops 1 0 0
Lanius collurio 11 9 81,81
Hirundo rustica 37 3 8,10
Phylloscopus 22 12 54,54
trochilus
Acroc_ephalus a1 16 39,02
arundinaceus
Acrqcephalus 50 23 46,00
scirpaceus
YG Acroceph_alus 3 3 100,00
palustris
.. Iduna pallida 2 1 50,00
Gogmen Kug Locustella
AN 1 0 0
lusciniodies
Sylvia atricapilla 2 2 100,00
Sylvia curruca 1 0 0
Sylvia crassirostris 1 1 100,00
Sylvia communis 1 1 100,00
Muscicapa striata 2 0 0
Saxicola rubetra 3 2 66,66
(_)enan_the 5 0 0
isabellina
YG/G Motacilla flava 6 1 16,66
Tringa ochropus 1 0 0
G Riparia riparia 9 2 22,22
Luscinia svecica 2 1 50,00
Luscinia luscinia 1 1 100,00
TOPLAM 220 90 40,90

Tablo 4.17 Gégmen ve yerli kus turlerinde Haemosporidian parazitlerin dagiliminin istatistiksel

analizi
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 7,298 1 ,007
Continuity Correction® 6,815 1 ,009
Likelihood Ratio 7,241 1 ,007
Fisher's Exact Test ,008 ,005
Linear-by-Linear 7,286 1 ,007
Association
N of Valid Cases 565

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 75,15. b.
Computed only for a 2x2 table
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Kus tiri ve haemosporidian parazit soyu temelinde uygun konsantrasyonda belirlenen
izolatlara ait amplikonlar jelden purifiye edilmis ve sonrasinda gen spesifik nested primerlerle
cift yonli olarak sekanslanmistir. Bazi dlsik konsantrasyonda olan izolatlarin
sekanslanmasinda klonlama ve plazmid purifikasyonlari yapiimistir. Bu izolatlara ait sekanslar
rekombinant plazmid DNA sekansi icerisinden uygun yazilim ile belirlenmis ve karakterize
edilmistir. Sekanslarin degerlendiriimesinden 6nce PCR primerleri ilgili izolatlara ait
sekanslardan trimlenerek cikarilmis ve 478 bp barkod bodlge elde edilerek filogenetik
analizlerde kullanilmistir. Haemosporidian parazitlerle enfekte belirlenen kus érneklerine ait
izolatlarin sekans analizleri sonucu belirlenen parazit tir veya nesilleri ve GenBank aksesyon
numaralari Tablo 4.18'de verilmistir. Sekans analizlerine tabii tutulan toplam 117
Haemoproteus/Plasmodium pozitif izolatinin  %76,06’'si Haemoproteus, %23,93'i ise
Plasmodium olarak karakterize edilmistir. Calismada tespit edilen 42 neslin daha d6nce
karakterize edilmis olan tir veya nesillerle identik oldugu belirlenirken Haemoproteus
(CARCHLO1, MW3, RBS6, RBS7, RW4, SYNIS04); Plasmodium (IXOMINOZ2, IXOMINO3) ve
Leucocytozoon (ACSCIO1, IDUPALOL, PAHIS03, PICPICO1) turlerinde belirlenen nesiller

Dinya’'da ilk kez karakterize edilmis ve molekuler veri bankasina kazandiriimistir.

58



Tablo 4.18 Sekans analiz sonuglarina gore kus turlerinde belirlenen Haemosporidian parazitlerin molekuler karakterizasyonu

Sekanslanan

Haemosporidia Sekans Karakterizasyonu

Tar izolat sayis1 | Plasmodium (G;ag;nk Haemoproteus Say1 (GenBank Aksesyon) Leucocytozoon (Gesrg;nk
nesil nesil nesil
Aksesyon) Aksesyon)
IXOMINOZ |4 y752579)
(yeni)
Ixobryehus 12 XOMINOS [ 1 yye116162) : : CIAE02 1 (KU761603)
9 (KU752580-
CXPIP23 87,( MF101831)

Tringa ochropus - - - - - - -
Alcedo atthis - - - - - - -

Merops apiaster - - - - - - -
Upupa epops
Dendrocopos

syriacus ) j j j ) i )
RB1 1 (KU752591)
RBS4 2 (KY768810, KY768813)
Lanius collurio 7 - - RBS5 1 (KU752570) BT5 1 (MF101830)
RBS6 (yeni) 1 (MF118161)
RBS7 (yeni) 1 (MF118162)

. . . 2 (KY768841,
Pica pica 2 - - - - PICPICO1 (yeni) I\SIF101824)
Cyanistes
caeruleus ] ) ) ) ) ) )

Remiz pendulinus - - - - - - -

Panurus 6 ) i Ww1 1 (KU761594) i )
biarmicus GRWO05 5 (KU761595-97, KY768826-27)

Galerida cristata - - - - - - -
Riparia riparia 2 - - DELURB1 2 (KY777414, MF101829) - -
Hirundo rustica - - - - - - -

6 (KY768815, KY768818,
Phgg‘;f]ﬁagus 11 GRW02 1 (KY777420) wwi KY768844-46, KY777420) BT2 Zé@(;?igif’
WW2 2 (KY777421-22)
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GRWO01 1 (KY768822)
GRW10 1 (KY777409)
8 (KU752566, KY768835,
Qﬁjggﬁg::?;ﬂ: 12 GRWO5 KY768837-39, KY777407, - -
KY777412, KY777416)
SYBOR10 1 (KY777408)
PAHIS1 1 (KY768829)
Acrocephalus 8 (KU761598-99, KU761600-02, ) )
melanopogon 9 PADOMO2 1 (KX831069) GRWO05 KX831067, KY768840, KY777415)
Acrocephalus 6 GSRVV\\I/;)Z i Eiizsgjﬂg SW1 2 (KY768812, KY768817) i )
schoenobaenus GRWO06 1 (MF101820) SW3 1 (MF101821)
ACDUM?2 1 (KU752593)
ARW1 2 (KU748515, KY768847) .
GRWOL 1 (KX831068) ACSCIO01 (yeni) 1 (KU761605)
Acrocenhalus MW 1 2 (KU752595, KY777410)
scir a?:eus 14 RTSR1 1 (KY768825) PADOMO5 1 (KY768820)
P RW1 1 (KU752594)
RW4 (yeni) 1 (KY768830) REB11 1 (KU761604)
Swi1 1 (KU752592)
WW1 1 (KY768816)
Acrocephalus MW1 1 (KY768848)
palugtris 3 - - GRWO05 1 (KY777413) - -
MW 3 (yeni) 1 (MF118164)
Iduna pallida 2 HIP2 1 (KU752567) IDUPALO1 (yeni) 1 (KU752576)
Locustella . ) ) ) . ) .
lusciniodies
Sylvia atricapilla 4 - - SYATI10 1 (KU752574) SYAT22 2 (KU77§2577-
SYAT36 1 (MF101823) )
Sylvia curruca - - - - - - -
Sylvia 1 : : SYNIS04 (yeni) 1 (KU752588) : -
crassirostris
Sylvia communis 1 - - CWT6 1 (MF101822) - -
Sturnus vulgaris 2 - - LAMPURO1 2 (KY768821, KU752568) - -
Muscicapa striata - - - - - - -
Luscinia svecica 1 SW2 1 (KY777427) - - - -
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Luscinia luscinia 1 - - ROBIN1 1 (KU752571) - -
Saxicola rubetra 2 SW2 L (KY777424) - - - -
GRW11 1 (MF101832)
Oenanthe ) i i i ) i )
isabellina
Passer 4 sGs1 2 (MF101827- PADOMO03 1 (KY768849) ) i
domesticus 28) PADOMO05 1 (KY777426)
PADOMO03 2 (KY768824, KY768834)
PAHIS03 (yeni) 1 (KX831070)
15 (KU752569, KX831065-66,
Passer KY768819, KY768823, KY768828,
hispaniolensis 21 - - PADOMO05 KY768832-33, KY768842-43,
KY777417-18, KY777423,
KY777425, KY777428) RECOB3 2 (KUg%lBOG'
PAHIS2 1 (KY768831)
SGS1 2 (KX831064,
Passer montanus 4 MF101826) PADOMO5 1 (KY777419) - -
GRW11 1 (MF101825)
Motacilla flava 1 - - YWT1 1 (KU752575) - -
Motacilla alba 1 - - YWT2 1 (KY768836) - -
Chloris chloris 2 SGS1 L(kurs2s0) | AREH-OL 1 (KU752572) . .
Emberiza ) ) ) ) ) ) )
schoeniclus
TOPLAM 131 12 28 32 89 10 14
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Sekans analizleriyle karakterize edilen Plasmodium, Haemoproteus ve Leucocytozoon tur
veya nesillerine ait izolatlarin mikroskobik analizlerle belirlenen gelisim dénemlerine ait

morfolojik 6zellikleri kanatl tirl bazinda asagida verilmistir.
1- Kanath Tiiri: Acrocephalus arundinaceus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus nucleocondensus/GRW01

Haemoproteus nucleocondensus gametositlerinin enfekte eritrositlerin ¢ekirdegi boyunca
blyGduakleri, c¢ekirdedi yana dogru hafifge yerinden oynatmalarina ragmen tamamen
cevrelemedikleri belirlenmistir. Blyimekte olan ve tam olarak gelismis gametositlerin
cogunlugunun eritrositlerin hem c¢ekirdedi hem de ylzeyiyle yakindan iligkili oldugu, ancak
genc gametositlerin, eritrosit ylizeyine temas etmedikleri (bu 6zellik, bu tirin gelisiminin
belirgin bir 6zelligidir) gorldimugstir. Ayrica, tamamen gelisen gametositlerin, eritrositlerin
neredeyse tum sitoplazmik alani kapladiklari ve bu gametositlerin, halteridial bir yapi ile
sadece eritrosit ¢gekirdegdini uglariyla kapatarak onlari yana dogru hafifgce yerinden oynattiklari
tespit edilmistir. Bu tlrdn ayirt edici morfolojik 6zelliklerinden biri olan gametositlerin ¢gekirdek
yapilarinin, makrogametositlerde kompakt ve klguk, mikrogemetositlerde ise belirgin sekilde
yogunlasmis ve kiglik oldugu gdézlenmistir. Ayrica kanatli haemosporidian parazitlerde nadir
gorulen bir oOzellik olarak bu turde mikrogametosit ¢ekirdeginin kapladigi alanin

makrogametosit ¢cekirdedine gbre ¢ok daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12).

@ |
P = N A < L Y —o i |

Sekil 4.12 Haemoproteus nucleocondensus’un eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)
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b) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Haemoproteus sp./GRWO05 (Morfolojik
identifikasyon: Haemoproteus belopolskyi)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin enfekte eritrositlerin
cekirdeginin cevresinde gelistigi ve u¢ kisimlariyla ¢ekirdedi belirgin bir sekilde o6rterek
tamamen kusatabildikleri gbzlenmistir. Ayrica orta buyuklikteki gametositlerin, enfekte olmus
eritrositlerin ¢ekirdegine ve yilzeyine yapistiklari tespit edilmistir. Bunun yaninda, dambil
seklindeki gametositler yaygin bir sekilde gorulurken pigment granillerinin orta buyuklukte
oldugu (0,5-1,0 um) ve ortalama sayisinin, genellikle 5 ila 15 arasinda degistigi belirlenmistir
(Sekil 4.13). Elde edilen bu spesifik bulgular cercevesinde, GRWOQ05 nesline ait eritrositik

gelisim formlari, H. belopolskyi olarak identifiye edilmistir.

Sekil 4.13 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim donemleri. A-B: Geng
gametositler; C: Makrogametosit; D: Mikrogametosit

c) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./PAHIS1

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde
tespit edilememistir.
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d) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Plasmodium sp./SYBOR10 (Morfolojik
identifikasyon: Plasmodium lutzi)

Giemsa boyall ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerde pigment granillerinin
yuvarlak bir sekilde oldugu gézlenmistir. Bunun yaninda trofozoitlerde, gencg eritrositik
merontlarda ve gametositlerdeki pigment grandllerinin bir arada olacak sekilde kenara
toplandigi goériimastar. Ayrica ¢apt 1 ym’den blyuk vakuollerin eritrositik merontlarda yer
almadigi da belirlenirken, olgun eritrositik merontlarin 6 ila 26 arasinda merozoit igerdikleri
tespit edilmistir (Sekil 4.14). Elde edilen bu spesifik bulgular ¢ergevesinde, SYBOR10 nesline

ait eritrositik gelisim formlari, P. lutzi olarak identifiye edilmistir.
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Sekil 4.14 Plasmodium lutzi'nin eritrositik gelisim donemi (makrogametosit)

L

e) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium sp./GRW10

Bu nesle ait eritrositik gelisim doénemlerinin arastirildiyi giemsa boyali ince yayma kan
frotilerinde ilgili parazite ait sadece trofozoit yapilari gézlendiginden ve tir tanimlamasi igin
gerekli olan gametositler bulunamadigindan morfolojik identifikasyon gergeklestiriiememistir
(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Plasmodium sp. eritrositik gelisim dénemleri (trofozoit)

2- Kanath Tiirii: Acrocephalus melanopogon
a) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus sp./GRW05

Baslik 1-b’de Haemoproteus belopolskyi olarak morfolojik identifikasyonu yapilan GRWQ05

nesli, A. melanopogon’a ait kan frotilerinde tespit edilememistir.

b) Haemosporidian parazit tidr/nesil: Plasmodium sp./PADOM02 (Morfolojik

identifikasyon: Plasmodium relictum)

Giemsa boyall ince yayma frotilerin incelenmesinde geng trofozoitlerin, genellikle enfekte
eritrositlerin ¢ekirdeklerini belirgin sekilde yerinden oynattiklari ve eritrositleri deforme ettikleri
gbzlenmistir. Tamamen gelismis eritrositik merontlar ve gametositlerin ise enfekte
eritrositlerdeki sitoplazmik alanin yarisindan fazlasini isgal ettikleri, ancak eritrositlerdeki
mevcut sitoplazmik alani kaplamadiklari belirlenmistir. Eritrositik meronttaki merozoitlerin
sayisinin, genellikle 10 ile 24 arasinda oldugu tespit edilmistir. Ayrica gametositlerdeki pigment
granullerinin yuvarlak veya oval oldugu ve genellikle sitoplazma boyunca rastgele dagildigi
belirlenmistir (Sekil 4.16). Elde edilen bu spesifik bulgular ¢ergcevesinde, PADOMO2 nesline ait

eritrositik gelisim formlari, P. relictum olarak identifiye edilmistir.
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Sekil 4.16 Plasmodium relictum’un eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)
3- Kanath Turii: Acrocephalus palustris
a) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus belopolskyi/MW1

Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar baslik 1-b’de verilmis ve eritrositik

gelisim dénemleri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Sekil 4.17 Haemoproteus belopolskyi nin eritrositik gelisim dénemleri (makro ve
mikrogametositler)
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b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./GRWO05

Baslik 1-b’de Haemoproteus belopolskyi olarak morfolojik identifikasyonu yapilan GRWQ05

nesli, A. palustris’e ait kan frotilerinde tespit edilememistir.

c¢) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./MW3 (yeni tanimlanan nesil),

(Morfolojik identifikasyon: Haemoproteus belopolskyi)

Baslik 1-b’de verilen Haemoproteus belopolskyi'ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ergevesinde,
ilgili kugun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen MW 3 nesline ait eritrositik
gelisim formlari, H. belopolskyi olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemleri (makrogametositler)
4- Kanath Tiirii: Acrocephalus schoenobaenus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus belopolskyi/SW1

Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar bagslik 1-b’de verilmis ve eritrositik
gelisim dénemleri Sekil 4.19'da gosterilmistir.

Sekil 4.19 Haemoproteus belopolskyi nin eritrositik gelisim dénemleri. A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit
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b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus belopolskyi/SW3

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememistir.
¢) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium homonucleophilum/SW2

Plasmodium homonucleophilum’un gelismis ve olgun merontlarinin hemen hepsinin enfekte
eritrositlerin ¢gekirdeklerine yapistiklari gézlenmistir. Pigment granullerinin daima kati bir kitle
halinde toplandiklari ve genellikle olgun merontlarda parazit marjinine yakin bir konumda
bulunduklari tespit edilmistir. Gametositlerin uzamis bir sekilde bulunduklari ve ana hatlarinin
dizensiz oldugu belirlenmigtir. Ayrica gametositlerin genellikle enfekte eritrositlerin
cekirdeklerine yapigsmadiklari, ancak nadiren amoboid gelisim sekilleriyle c¢ekirdeklere
dokunabildikleri tespit edilmistir. Bunun yaninda olgun gametositlerin, eritrositleri kutuplarina
kadar doldurmadiklari, ancak eritrosit ¢ekirdegini uglari ile gevreleme egiliminde bulunduklari
g6zlenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20 Plasmodium homonucleophilum’un eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)
d) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium ashfordi/GRW02

Plasmodium ashfordi’nin gametositlerindeki pigment granillerinin, gametositler icerisinde
genellikle terminal olan belirgin bir bdlgede toplandidi gozlenmistir.  Ayrica
makrogametositlerin  kaba granller sitoplazma ve daginik c¢ekirdekler icerdigi
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mikrogametositlerin ise ¢ekirdeklerinin nispeten daha kompakt bir yapida oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.21).

Sekil 4.21 Plasmodium ashfordi’nin eritrositik gelisim dénemi (mikrogametosit)
e) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium elongatum/GRWO06

Plasmodium elongatum’un aseksuel evrelerinin esasen geng eritrositlerde, gametositlerin ise
genellikle olgun eritrositlerde gelisim gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.22). Tamamen gelismis
gametositlerin, enfekte eritrosit ¢ekirdeklerinin yerini degistirmedigi veya yalnizca hafifce
yerinden oynattii ve eritrositlerin kutuplarini tamamen doldurmadigi belirlenmistir. Ayrica

olgun eritrositik merozoitlerin bircogunun uzamis bir sekilde oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.22 Plasmodium elongatum’un eritrositik gelisim dénemleri (trofozoitler)
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5- Kanath Tiiri: Acrocephalus scirpaceus
a) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus belopolskyi/ARW1

Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar baslik 1-b’de verilmis ve eritrositik

gelisim donemleri Sekil 4.23’de gosterilmistir.

A mB T

Sekil 4.23 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemleri. A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

b) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus belopolskyi/SW1

Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar bagslik 1-b’de verilmis ve eritrositik
gelisim donemleri Sekil 4.24°de gosterilmistir.

Sekil 4.24 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim donemleri (makro ve
mikrogametosit)
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c) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus belopolskyi/MW1

Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar baslik 1-b’de verilmis ve eritrositik

gelisim donemi Sekil 4.25’de gdsterilmistir.

/;\ w (@ _ 20 ym |

Sekil 4.25 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemi (mikrogametosit)
d) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus payevskyi/RW1

Haemoproteus payevskyi gametositlerinin, enfekte eritrositlerin gekirdegini hafifgce yerinden
oynattiklari ve ¢ekirdek boyunca gelistikleri tespit edilmistir. Ancak gametositlerin ¢ekirdegi
tamamen g¢evrelemedikleri gézlenmistir. Orta ve tamamen gelismis gametositlerin, eritrositlerin
cekirdegine ve ylzeyine sikica tutundugu ve genellikle kutuplarina kadar eritrositleri
doldurmadiklari belirlenmigstir. Makrogametositlerdeki ¢ekirdedin genellikle ortada yer aldigi ve
mikrogemetositlerin gekirdek buyukligunin makrogametositlerin gekirdegdini asmadiklari (bu
Ozellik bu turin 6énemli bir spesifik karakteridir) tespit edilmistir. Tamamen gelisen
makrogemetositlerin  ¢cogunlugunun, daginik pigment granili kumelerini icerdigi ve
kiimelerden her birinin makrogametositlerin yakininda bulundugu goériimustir. Pigment
grandllerinin kicilk-orta boyutta oldugu ve ortalama olarak gametosit basina yaklasik 12

pigment granili bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Haemoproteus payevskyi nin eritrositik gelisim donemleri. A: Geng gametositler ve
makrogametosit; B: Mikrogametosit

e) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus palloris/WW1

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kugun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememistir.
f) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus passeris/PADOMO05

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememistir.
g) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus nucleocondensus/GRWO01

Bu nesle ait eritrositik gelisim donemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememistir.

h) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Haemoproteus sp./ACDUM2 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus belopolskyi)

Baslik 1-b’de verilen Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ergevesinde,
ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen ACDUM2 nesline ait
eritrositik gelisim formlari, H. belopolskyi olarak identifiye edilmigtir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemleri. A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

i) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./RW4 (yeni tanimlanan nesil)

Bu nesle ait eritrositik gelisim donemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde
tespit edilememisgtir.

j) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium sp./RTSR1

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememisgtir.

k) Haemosporidian parazit tur/nesil: Leucocytozoon sp./ACSCI01 (yeni tanimlanan

nesil)

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememistir.
I) Haemosporidian parazit tir/nesil: Leucocytozoon sp./REB11

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit
edilememistir.

6- Kanath Tirii: Chloris chloris
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium relictum/SGS1

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememisgtir.
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b) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./CARCHLO01 (yeni tanimlanan

nesil) (Morfolojik identifikasyon: Haemoproteus fringillae)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin enfekte eritrosit ¢ekirdegi
boyunca gelisim gdsterdigi ancak c¢ekirdegi c¢evrelemedikleri goézlenmistir. Ayrica
gametositlerin ¢ekirdegi kaydirarak az da olsa yerinden oynatabildikleri ve ¢ekirdede yapisarak
eritrositin bir kismini doldurdugu gérilmastir. Buyimekte olan makrogametositler arasinda
dambil sekilller baskin bir sekilde goézlenirken mikrogametositlerde bu yapilara pek
rastlaniimamistir.  Olgun makrogemetositlerin  ¢ogunlukla eritrositleri kutuplarina kadar
doldurmadiklari tespit edilmistir. Pigment grandllerinin genellikle orta buyuklukte ve 14
civarinda olduklari belirlenmistir (Sekil 4.28). Elde edilen bu spesifik bulgular cercevesinde,

CARCHLO1 nesline ait eritrositik gelisim formlari, H. fringillae olarak identifiye edilmistir.

——

Sekil 4.28 Haemoproteus fringillae’nin eritrositik gelisim dénemleri (geng gametosit ve
makrogametosit).

7- Kanath Tiirii: Iduna pallida

a) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus sp./HIP2 (Morfolojik identifikasyon:

Haemoproteus belopolskyi)

Baslik 1-b’de verilen Haemoproteus belopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ergevesinde,
ilgili kusun giemsa boyalil ince yayma kan frotilerinde tespit edilen HIP2 nesline ait eritrositik

gelisim formlari, H. belopolskyi olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Haemoproteus belopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemleri. A-B:
Makrogametositler
b) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Leucocytozoon sp./IDUPALO01 (yeni tanimlanan

nesil)

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememistir.
8- Kanath Tiirii: Ixobrychus minutus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium sp./CXPIP23

CXPIP23 nesli molekuler olarak Plasmodium soyunda karakterize edilmis olmasina karsin bu
nesle ait eritrositik gelisim formlari daha ¢ok Haemoproteus gametositlerine benzer
bulunmustur. Giemsa boyall ince yayma frotilerde olgun gametositlerin enfekte eritrosit
cekirdeklerini genellikle yerinden oynatmadidi ancak bazen de oynatabildigi tespit edilmistir.
Ayrica gametositlerin ¢ekirdegin ¢evresini asla tam olarak sarmadigi ve eritrosit kutuplarini
doldurmadigi da gozlenmistir. Pigment grandllerinin belirgin ve kiguk-orta buyuklukte oldugu

ve ortalama 10 civarinda seyrettigi belirlenmistir (Sekil 4.30).

Tespit edilen bu morfolojik 6zellikler daha 6nce I. minutus’dan tanimlanan H. herodiadis’in
Ozelliklerine yakin olsa da pigment grandllerinin belirgin olmasi nedeniyle bu turden morfolojik
olarak farkli oldugu dusundlmustir. Nitekim, Litvanya Doga Arastirma Merkezi'nde goérev
yapmakta olan ve proje calismalarinda is birligi icinde oldugumuz Prof. Dr. Gediminas
VALKIUNAS’da bu morfolojik bulgulari dogrulamistir.
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Sekil 4.30 CXPIP23 (Plasmodium sp.) eritrositik gelisim dénemleri. A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

b) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Plasmodium sp./IXOMINO2 (yeni tanimlanan nesil)

Bu nesle ait eritrositik gelisim donemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde
tespit edilememistir.

c) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Plasmodium sp./IXOMINO3 (yeni tanimlanan nesil)

CXPIP23 nesli ile ayni morfolojik 6zellikleri sergileyen bu nesle ait eritrositik gelisim formlarinin

Ozellikleri baslik 8-a’de verilmis olup ilgili formlar Sekil 4.31’de gdsterilmistir.

Sekil 4.31 IXOMINO3 (Plasmodium sp.) eritrositik gelisim dénemi (geng gametosit).
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d) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Leucocytozoon sp./CIAEQ2

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememistir.
9- Kanath Tiiru: Lanius collurio
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus lanii/RBS4

Haemoproteus lanii gametositlerinin enfekte eritrositlerin gekirdeginin gevresinde gelistigi ve
bazen c¢ekirdedi tamamen kusattigi goézlenmistir. Ayrica gen¢ gametositlerin, enfekte
eritrositlerin gekirdegine sikica tutundugu tespit edilmigtir (Sekil 4.32). Makrogemetositlerin
cekirdeginin ortada ve genellikle eritrosit c¢ekirdegiyle sikica yapismis halde oldugu
gorilmustir. Pigment grandllerinin orta (0.5-1.0 ym) ve blylk (1.0-1.5 ym) boyutta oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32 Haemoproteus lanii’nin eritrositik gelisim donemleri. A: Geng gametosit; B:
Mikrogametosit

b) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus lanii/RB1

Haemoproteus lanii’ye ait morfolojik tanimlamalar baslik 9-a’da verilmis ve eritrositik gelisim

doénemleri Sekil 4.33'de gosterilmistir.
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Sekil 4.33 Haemoproteus lanii’nin eritrositik gelisim dénemleri. A: Geng gametosit; B:
Makrogametosit
c) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus sp./RBS5 (Morfolojik identifikasyon:
Haemoproteus lanii)

Baslik 9-a’da verilen Haemoproteus lanii’ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ercevesinde, ilgili
kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen RBS5 nesline ait eritrositik
gelisim formlari, H. lanii olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.34).

e

Sekil 4.34 Haemoproteus lanii’nin eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit), (x100)
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d) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./RBS6 (yeni tanimlanan nesil),
(Morfolojik identifikasyon: Haemoproteus lanii)

Baslik 9-a’da verilen Haemoproteus lanii’ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ercevesinde, ilgili
kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen RBS6 nesline ait eritrositik

gelisim formlari, H. lanii olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35 Haemoproteus lanii’nin eritrositik gelisim dénemi (geng gametosit)

e) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./RBS7 (yeni tanimlanan nesil),

(Morfolojik identifikasyon: Haemoproteus lanii)

Baslik 9-a’da verilen Haemoproteus lanii’'ye ait morfolojik tanimlamalar ¢ercevesinde, ilgili
kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen RBS7 nesline ait eritrositik
gelisim formlari, H. lanii olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.36).

Sekil 4.36 Haemoproteus lanii’nin eritrositik gelisim dénemleri. A-B: Makrogametositler
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f) Haemosporidian parazit tur/nesil: Leucocytozoon sp./BT5 (Morfolojik identifikasyon:

Leucocytozoon balmorali)

Giemsa boyall ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin yuvarlak ve igsi konak
hiicrelerinde gelisim gdsterdikleri tespit edilmistir. igsi konak hiicrenin niikleusunun sapka
benzeri bir yapida oldugu goézlenmistir (Sekil 4.37). Elde edilen bu spesifik bulgular
cercevesinde, BT5 nesline ait geligsim formlari, L. balmorali olarak identifiye edilmistir.
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Sekil 4.37 Leucocytozoon balmorali’nin gelisim dénemi (makrogametosit).

10- Kanath Tiirii: Luscinia luscinia
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus attenuatus/ROBIN1

Haemoproteus attenuatus gametositlerinin enfekte eritrosit ¢cekirdeklerinin gevresinde gelistigi
fakat tamamen kusatmadidi goézlenmistir. Bunun yaninda gametositlerin eritrositlerin
cekirdegine ve ylzeyine yapistigi belirlenmistir. Gelisen gametositlerin arasinda dambil
seklindeki gametositler baskin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.38). Ayrica genisligi 1 um'den

az olan zayiflatilmis orta bytklikte mikrogemetositleri mevcut olduguda gorilmustar.
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Sekil 4.38 Haemoproteus attenuatus’un eritrositik gelisim dénemleri. A-B: Makrogametositler
11- Kanath Turii: Luscinia svecica
a) Haemosporidian parazit tr/nesil: Plasmodium homonucleophilum/SW2

Plasmodium homonucleophilum’a ait morfolojik tanimlamalar baslik 4-c’de verilmis ve

eritrositik gelisim dénemleri Sekil 4.39'da gosterilmistir.
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Sekil 4.39 Plasmodium homonucleophilum’un eritrositik gelisim dénemi (meront)
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12- Kanath Tirii: Motacilla alba
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus motacillae/YWT2

Haemoproteus motacillae gametositlerinin enfekte eritrositlerin ¢ekirdeginin ¢evresinde
gelistigi fakat tamamen kusatmadigi tespit edilmistir. Ayrica gametositlerin, eritrositlerin
cekirdegine ve yuzeyine yapistigi gozlenmistir. Makrogemetositlerde genellikle dambil
seklindeki yapilarin daha baskin oldugu, ameboid sekilli gametositlerin ise daha nadir
goruldugu belirlenmistir (Sekil 4. 40). Tamamen gelisen gametositlerin, eritrositlerin ¢ekirdegi
ve yuzeyine sikica tutundugu ve eritrositleri tamamen doldurduklari gérulmustur. Orta
bluyuklUkteki gametositlerde cubuk benzeri blyidk (1.0 ila 1.5 um) pigment grandlleri ortaya

ciktigi ve bunlarin daha yogun olarak gelismis gametositlerde bulundugu tespit edilmigtir.

| e

Sekil 4.40 Haemoproteus motacillae’nin eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)

13- Kanath Tiiri: Motacilla flava
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus motacillae/YWT1

Haemoproteus motacillae’ye ait morfolojik tanimlamalar baslik 12-a’da verilmis ve eritrositik

gelisim donemleri Sekil 4.41’de gosterilmistir.
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Sekil 4.41 Haemoproteus motacillae’nin eritrositik gelisim déonemleri. A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

14- Kanath Turi: Panurus biarmicus
a) Haemosporidian parazit tur/nesil: Haemoproteus palloris/WW1

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememisgtir.
b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./GRWO05

Baslik 1-b’de Haemoproteus belopolskyi olarak morfolojik identifikasyonu yapilan GRWO05

nesli, P. biarmicus’a ait kan frotilerinde tespit edilememisgtir.
15- Kanath Turi: Passer domesticus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus passeris/PADOMO05

Haemoproteus passeris gametositlerinin enfekte eritrosit gekirdeginin cevresinde gelistigi fakat
tamamen kusatmadigi goriimustir. Geng ve olgun gametositlerin, eritrositlerin cekirdegine ve
yuzeyine yapistigr gézlenmistir. Makrogemetositlerde genellikle dambil seklindeki yapilarin
daha baskin oldugu tespit edilmistir. Tamamen gelismis gametositlerin, eritrosit ¢cekirdegi ve
yuzeyine siki sikiya tutundugu, eritrositleri kutuplarina kadar doldurdugu ve ¢ekirdegini yana
dogru yerinden oynattiklari belirlenmistir. Cok sayida geng gametositin, eritrositlerin ylizeyine
siki sikiya tutundugu ve eritrosit ¢ekirdedine dogru gelisim gosterdigi gozlenmistir. Pigment
granullerinin genellikle orta (0.5-1.0 ym) ve bazen kigik (<0.5 ym) boyutta ve ortalama 10
adet oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 Haemoproteus passeris’in eritrositik gelisim donemleri. A-B: Makrogametositler

b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./PADOMO03 (Morfolojik
identifikasyon: Haemoproteus passeris)

Baslik 15-a’da verilen H. passeris’e ait morfolojik tanimlamalar gergevesinde, ilgili kusun
giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen PADOMO3 nesline ait eritrositik gelisim
formlari, H. passeris olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.43).

Sekil 4.43 Haemoproteus passeris’in eritrositik gelisim dénemleri (makrogametositler)
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c) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium relictum/SGS1

Plasmodium relictum’a ait morfolojik tanimlamalar bagslik 2-b’de verilmis ve eritrositik gelisim

doénemleri Sekil 4.44’de gosterilmistir.

Sekil 4.44 Plasmodium relictum’un eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)
16- Kanath Turii: Passer hispaniolensis
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus passeris/PADOMO05

Haemoproteus passeris’e ait morfolojik tanimlamalar baslik 15-a’da verilmis ve eritrositik

gelisim dénemleri Sekil 4.45’da gdsterilmistir.

Sekil 4.45 Haemoproteus passeris’in eritrositik gelisim donemleri. A: Makrogametositler; B:
Mikrogametosit
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b) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Haemoproteus sp./PADOMO03 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus passeris)

Baslik 15-a’da verilen H. passeris’e ait morfolojik tanimlamalar ¢ergevesinde, ilgili kusun
giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit edilen PADOMO3 nesline ait eritrositik gelisim

formlari, H. passeris olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46 Haemoproteus passeris’in eritrositik gelisim donemleri (makro ve
mikrogametositler)
c) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./PAHIS2 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus paranucleophilus)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde geng gametositlerin eritrosit ¢ekirdeklerine
siki bir sekilde tutundugu ancak eritrositlerin kenar bosluklarini tamamen doldurmadiklari
gOzlenmistir. Makrogametositlerin, eritrositlerin gekirdekleri etrafinda, ince halteridial veya hafif
dizensiz bir sekilde yerlestikleri belirlenmigstir. Eritrositlerin ¢ekirdeklerine siki bir sekilde
yapismis ve ¥’Un0 kaplamis gametositlerin, ¢ekirdekleri hafifce yerinden oynattiklari tespit
gorilmustur. Olgun gametositlerin diger tirlere kiyasla eritrosit uglarini doldurmadiklari tespit
edilmistir (Sekil 4.47). Elde edilen bu spesifik bulgular cercevesinde, PAHIS2 nesline ait

eritrositik gelisim formlari, H. paranucleophilus olarak identifiye edilmistir.
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Sekil 4.47 Haemoproteus paranucleophilus‘un eritrositik gelisim dénemi (gen¢ gametosit)

d) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Leucocytozoon sp./PAHIS0O3 (yeni tanimlanan

nesil)

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememisgtir.

e) Haemosporidian parazit tur/nesil: Leucocytozoon sp./RECOB3 (Morfolojik
identifikasyon: Leucocytozoon sakharoffi)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin yuvarlak konak
hucrelerinde gelisim gosterdikleri tespit edilmistir. Konak hicrenin nikleusunun sapka benzeri
veya band benzeri bir yapida oldugu gézlenmistir (Sekil 4.48). Elde edilen bu spesifik bulgular
cergevesinde, RECOB3 nesline ait gelisim formlari, L. sakharoffi olarak identifiye edilmigstir
(Sekil 4.48).
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Sekil 4.48 Leucocytozoon sakharoffi'nin gelisim dénemleri. A-D: Makrogametositler
17- Kanath Turi: Passer montanus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium relictum/SGS1

Plasmodium relictum’a ait morfolojik tanimlamalar baglik 2-b’de verilmis ve eritrositik gelisim

donemleri Sekil 4.49°da gosterilmistir.

Sekil 4.49 Plasmodium relictum’un eritrositik gelisim donemleri A-B Makrogametositler
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b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium relictum/GRW11

Plasmodium relictum’a ait morfolojik tanimlamalar baglik 2-b’de verilmis ve eritrositik gelisim

dénemleri Sekil 4.50'de gosterilmigtir.
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Sekil 4.50 Plasmodium relictum’un eritrositik gelisim donemleri A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

¢) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus passeris/PADOMO05

Haemoproteus passeris’e ait morfolojik tanimlamalar baslik 15-a’da verilmis ve eritrositik

gelisim donemleri Sekil 4.51’de gosterilmistir.
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Sekil 4.51 Haemoproteus passeris’in eritrositik gelisim donemleri. A-B: Makrogametositler
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18- Kanath Tiri: Phylloscopus trochilus
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus palloris/WW1

Haemoproteus palloris’te diger haemoproteid tirlerden farkli olarak sitoplazmanin soluk
boyandigi gérilmustir. Gametositlerin olgun eritrositlerde gelistigi, sitoplazmanin soluk-mavi
ve heterojen gorunuste oldugu ve volutin grandllerinin bulunmadigi dikkati ¢ekmistir.
Gametositlerin cogunlugunda degisken boyutta birkag vakuol veya vakuol benzeri bogluk
mevcut oldugu gozlenmigtir. Ayrica gametositlerin enfekte eritrositlerin gekirdegi boyunca
gelistigi, cekirdegi uglariyla kapattigi ancak tamamen kusatmadidi tespit edilmistir. Gelisen
gametosit ve eritrosit ¢ekirdedi arasinda genellikle ince yarik benzeri bosluk goérilmustar.
Parazit buyldikce gametositlerin eritrositlerin ylzeyine yapistigi ve gametosit ile eritrosit
cekirdegi arasindaki bos alanin yavas yavas kapanmaya basladigi belirlenmigtir. Ayrica parazit
olgunlastikca gametositlerin eritrositlerin kutuplarini doldurduklari ve enfekte hicrenin

cekirdeg@ini yana dogru hafifge yerinden oynattiklari tespit edilmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52 Haemoproteus palloris’in eritrositik gelisim dénemleri.
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b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus majoris/WW2

Haemoproteus majoris gametositlerinin enfekte eritrositlerin ¢ekirdeginin cevresinde gelistigi
ancak cekirdekleri tamamen kusatmadiklari gézlenmistir. Gametositlerin, eritrositlerin
cekirdegine ve ylzeyine yapistiklari ve dambil sekilli gametositlerin makrogametositlerin
sayisinin %10'undan fazla olduklari tespit edilmistir. Ayrica pigment granillerinin yuvarlak, orta
(0.5-1.0 ym), bazen kuguk (<0.5 ym) boyutta ve ortalama gametosit basina yaklasik 10 adet
olduklari belirlenmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53 Haemoproteus majoris’in eritrositik gelisim dénemleri A: Makrogametosit; B:
Mikrogametosit

¢) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium ashfordi/GRWO02

Plasmodium ashfordi’'ye ait morfolojik tanimlamalar baglik 4-d’de verilmis ve eritrositik gelisim

donemi Sekil 4.54’de gOsterilmigtir.

Sekil 4.54 Plasmodium ashfordi’nin eritrositik gelisim donemi (trofozoit)
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d) Haemosporidian parazit tir/nesil: Leucocytozoon sp./BT2

Bu nesle ait gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememistir.
19- Kanath Tiirii: Pica pica

a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Leucocytozoon sp./PICPICO01 (yeni tanimlanan

nesil), (Morfolojik identifikasyon: Leucocytozoon berestneffi)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin yuvarlak konak
hiicrelerinde gelisim gosterdikleri tespit edilmistir. Konak hlcrenin nikleusunun sapka benzeri
veya band benzeri bir yapida oldugu ve gametsoitlerin 2/3'Gni cevreledigi gdzlenmistir (Sekil
4.55). Elde edilen bu spesifik bulgular ve Pica soyuna ait kuslarda tanimlanan Leucocytozoon
turleri de g6z 6nune alindginda, PICPICO1 nesline ait gelisim formlari, L. berestneffi olarak
identifiye edilmistir (Sekil 4.55).

Sekil 4.55 Leucocytozoon berestneffi’nin gelisim donemleri. A-B: Makrogametositler

20- Kanath Tirii: Riparia riparia
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus hirundinis/DELURB1

Haemoproteus hirundinis gametositlerinin enfekte eritrosit ¢cekirdeginin etrafinda gelistikleri ve
cekirdegi tamamen gevrelemedikleri belirlenmigstir. Geng ve tamamen gelismis gametositlerin,
cekirdege ve eritrositlerin ylzeyine yapistiklari gorilmustir. Dambil seklindeki gametositlere
genellikle rastlanilimamistir (%10'dan az). Tamamen gelismis gametositlerin, kutuplarina kadar

eritrositleri doldurduklari tespit edilmistir (Sekil 4.56). Pigment grantllerinin ortalama olarak
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gametosit basina yaklagik dokuz tane olmak tzere kuguk (<0.5 ym) ve blyidk (1.0-1.5 ym)

boyutta olduklari belirlenmistir.

Sekil 4.56 Haemoproteus hirundinis’in eritrositik gelisim dénemleri (makro ve
mikrogametositler)

21- Kanath Turi: Saxicolarubetra
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium homonucleophilum/SW2

Plasmodium homonucleophilum’a ait morfolojik tanimlamalar baslik 4-c’de verilmis ve

eritrositik gelisim dénemleri Sekil 4.57’de gsterilmistir.

Sekil 4.57 Plasmodium homonucleophilum’un eritrositik gelisim dénemi (trofozoit)
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b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Plasmodium relictum/GRW11

Bu nesle ait eritrositik gelisim dénemleri ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde

tespit edilememistir.
22- Kanath Tirii: Sturnus vulgaris
a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus pastoris/LAMPURO1

Haemoproteus pastoris gametositlerinin enfekte eritrositlerin  ¢ekirdeginin ¢evresinde
gelistikleri ve eritrositleri tamamen doldurduklari gézlenmigtir. Ancak bu gametositlerin eritrosit
cekirdegini tamamen kusatmadiklari tespit edilmistir. Geng ve tamamen gelismis
gametositlerin, eritrositlerin ¢ekirdegine ve yulzeyine yapistiklari belirlenmistir. Dambil
seklindeki gametositlere genellikle rastlaniimamistir (%10'dan az). Amaboid sekilli
makrogametositler gézlenmigtir. Tam olarak gelisen makrogemetositlerde ¢ekirdegin
genellikle alt kisimda bulundugu ve enfekte olmus eritrositlerin gekirdegine yakin konumda
olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.58). Pigment grandllerinin ortalama olarak gametosit basina

yaklasik 11 tane olmak Uzere kiigik (<0.5 um) ve orta (0.5-1.0 ym) boyutta olduklari tespit

edilmigtir.
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Sekil 4.58 Haemoproteus pastoris’in eritrositik gelisim dénemleri. A: Gen¢ gametositler; B:
Makro ve mikrogametositler
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23- Kanath Tiirii: Sylvia atricapilla

a) Haemosporidian parazit tdr/nesil: Haemoproteus sp./SYAT10 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus parabelopolskyi)

Giemsa boyali ince yayma frotilerin incelenmesinde gametositlerin enfekte eritrositlerin
cekirdekleri etrafinda gelisim gosterdikleri gozlenmistir. Bunun yaninda gametositlerin
cekirdekleri uglari ile kusattiklari ve sonrasinda tam olarak ¢evreledikleri tespit edilmigtir. H.
belopolskyi gametositlerinden farkli olarak frotilerde goérilen gametositlerin daha kiguk
cekirdek olculerine sahip olduklari belirlenmistir (Sekil 4.59). Elde edilen bu spesifik bulgular
cercevesinde, SYAT10 nesline ait eritrositik gelisim formlari, H. parabelopolskyi olarak

identifiye edilmistir.

Sekil 4.59 Haemoproteus parabelopolskyi’'nin eritrositik gelisim dénemleri. A:
Makrogametosit; B: Mikrogametosit (x100)

b) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./SYAT36 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus parabelopolskyi)

Baslk 23-a’da verilen Haemoproteus parabelopolskyi’ye ait morfolojik tanimlamalar
cercevesinde, ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen SYAT36

nesline ait eritrositik gelisim formlari, H. parabelopolskyi olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60 Haemoproteus parabelopolskyi’nin eritrositik gelisim dénemi (mikrogametosit)
c) Haemosporidian parazit tlr/nesil: Leucocytozoon sp./SYAT22

Bu nesle ait gelisim donemleri ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit

edilememistir.
24- Kanath Tiru: Sylvia communis

a) Haemosporidian parazit tir/nesil: Haemoproteus sp./CWT6 (Morfolojik

identifikasyon: Haemoproteus parabelopolskyi)

Baslik 23-a’da verilen Haemoproteus parabelopolskyi'ye ait morfolojik tanimlamalar
cercevesinde, ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde tespit edilen CWT6 nesline

ait eritrositik gelisim formlari, H. parabelopolskyi olarak identifiye edilmigstir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61 Haemoproteus parabelopolskyi’'nin eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)
25- Kanath Tirii: Sylvia crassirostris

a) Haemosporidian parazit tiir/nesil: Haemoproteus sp./SYNIS04 (yeni tanimlanan nesil),
(Morfolojik identifikasyon: Haemoproteus parabelopolskyi)

Baslk 23-a’da verilen Haemoproteus parabelopolskyi'ye ait morfolojik tanimlamalar
gergevesinde, ilgili kusun giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde tespit edilen SYNIS04

nesline ait eritrositik gelisim formlari, H. parabelopolskyi olarak identifiye edilmistir (Sekil 4.62).

Sekil 4.62 Haemoproteus parabelopolskyi’'nin eritrositik gelisim dénemi (makrogametosit)

97



4.4.2 Culicoides ve Sivrisinek Tiirlerinde Haemosporidian Parazitlerin identifikasyonu,

Dagilimi ve Molekiler Karakterizasyonu

Calisma slresince Orneklenen, morfolojik ve molekiler identifikasyonlarla tir teshisleri
saglanan toplam 5665 disi Culicoides ve 3250 disi sivrisinek érneginin haemosporidian
parazitler yoninden molekiler analiz sonuglari Tablo 4.19'da, mt-cytb nested PCR analizleri
sonucu bazi izolatlarda belirlenen amplikonlarin agaroz jel tizerinde gérinidmleri Sekil 4.63'de
verilmistir. Haemosporidian parazitlerin arastirilmasinda molekiler identifikasyon ve kan
beslenme analizlerinde kullanilan Culicoides tirleri i¢in 358, sivrisinek tdrleri i¢in ise 301
ornekten elde edilen bireysel genomik DNA izolatlari ve geri kalan Culicoides tirleri igin 5307,
sivrisinek tlrleri icin de 2949 6rnekten olusturulmus bas/toraks ve abdomen havuzlarindan
(~10 o6rnek/havuz) elde edilmis genomik DNA izolatlari kullaniimistir (Tablo 4.19). Tablo
4.19'da goruldigu Culicoides turlerine ait bireysel érneklerin toplam 236’s1 (%65,92), 526’ sar
abdomen ve bas/toraks havuzlarindan elde edilen izolatlarin her iki havuz izolatlari igin de
443’0 (%84,22), Plasmodium/Haemoproteus tir veya nesilleri ile enfekte belirlenmigtir.
Sivrisinek turlerine ait bireysel 6rneklerin 73’0 (%24,25), 297°’ser abdomen ve bag/toraks
havuzlarindan elde edilen izolatlarin abdomen havuzlari igin 72’si (%24,24), bag/toraks
havuzlari igin ise 43’0 (%14,48) Plasmodium/Haemoproteus tir veya nesilleri ile enfekte
saptanmistir. Culicoides ve sivrisinek orneklerinin higbirinde Leucocytozoon sp. pozitifligi
saptanmamistir. Vektor potansiyelleri agisindan sporozoit gelisimi temelinde bas/toraks
pozitiflikleri temel alinmis ve minimum enfeksiyon oranlari (MIRs) ilgili formilasyona goére
hesaplanmistir. En ylksek MIRs Culicoides tirlerinden C. nubeculosus komp.'de belirlenmis
bunu sirasiyla C. gejgelensis, C. submaritimus, C. circumscriptus, C. longipennis, C.
festivipennis ve C. newsteadi izlemisgtir. Sivrisinek turlerinde ise MIRs en yuksek Cx. pipiens
kompleks tirlerinde belirlenmis bunu Ae. vexans izlemistir. Anopheles tlrlerine ait bag/toraks

havuzlarinda pozitiflik saptanmamis ve dolayisiyla MIRs belirlenmemistir.

9101112043 41516 17

Sekil 4.63 Bazi Plasmodium/Haemoproteus ve Leucocytozoon pozitif insekt érneklerine ait
izolatlarin mt-cytb gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile nested PCR sonucu elde edilen
pozitif amplikonlarin jel elektroforezde gérinima. M: 100 bp marker, 1-5,8,9:
Plasmodium/Haemoproteus, 11, 13-15, 17: Leucocytozoon
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Tablo 4.19 incelenen Culicoides ve sivrisinek 6rneklerinde Haemosporidian parazitlerin
molekdiler analiz sonugclari

incelenen Ornek Plasmodium/Haemoproteus
. o Sayisi
Insekt Tiird Bireysel | AH | BTH |  Bireysel AH BTH MIRs*
Sayi % Sayi % Sayi %

Culicoides
Eé%“;ecu'osus 150 | 338 | 338 | 123 | 82,00 | 308 | 91,12 | 302 | 89,35 89,48

C.riethi 45 0 0 33 73,33 0 0,00 0 0,00 73,33
C. circumscriptus 100 128 | 128 47 47,00 90 70,31 97 75,78 76,08
C. submaritimus 48 45 45 34 70,83 38 84,44 38 84,44 84,82
C. gejgelensis 10 0 0 2 20,00 0 0,00 0 0,00 20,00
C. duddingstoni 9 2 2 2 22,22 0 0,00 0 0,00 22,22
C. punctatus 12 4 4 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0,00
C. longipennis 11 4 4 8 72,73 3 75,00 2 50,00 64,52
C. festivipennis 6 2 2 2 33,33 1 50,00 1 50,00 62,50
C. newsteadi 7 2 2 5 71,43 1 50,00 1 50,00 50,00
Sivrisinek
An. sacharovi 140 174 | 174 2 1,43 5 2,87 0 0,00 0,00
EJ,;]EHZ'.?QS 110 |103| 103 | 62 | 56,36 | 48 | 46,60 | 42 | 40,78 40,82
An. maculipennis 20 10 10 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0,00
Ae. vexans 18 9 9 2 11,11 2 22,22 1 11,11 12,20
An. claviger 13 1 1 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0,00

AH: Abdomen havuz; BTH: Bas/Toraks Havuz; MIRs: Minimum enfeksiyon orani
* MIRs belirlenmesinde, havuzu bulunmayan turlerde bireysel 6rnekler icin belirlenen pozitiflik oranlari, havuz
olusturulan tirlerde ise BTH pozitiflikleri i¢in ilgili formulasyonla belirlenen oranlar temel alinmistir.

Kus tiri ve haemosporidian parazit soyu temelinde uygun konsantrasyonda belirlenen
izolatlara ait amplikonlar jelden purifiye edilmis (Sekil 4.64) ve sonrasinda gen spesifik nested
primerlerle cift yonli olarak sekanslanmistir. Bazi disiik konsantrasyonda olan izolatlarin
sekanslanmasinda klonlama ve plazmid purifikasyonlari yapiimistir. Bu izolatlara ait sekanslar
rekombinant plazmid DNA sekansi igerisinden uygun yazilim ile belirlenmis ve karakterize
edilmistir. Sekanslarin degerlendiriimesinden 6nce PCR primerleri ilgili izolatlara ait
sekanslardan trimlenerek cikariimis ve 458 bp barkod bolge elde edilerek filogenetik
analizlerde kullanilmistir. Haemosporidian parazitlerle enfekte belirlenen kus érneklerine ait
izolatlarin sekans analizleri sonucu belirlenen parazit tir veya nesilleri ve GenBank aksesyon
numaralari Tablo 4.20’de verilmistir. Culicoides turlerinden izole edilip sekans analizlerine tabii
tutulan bireysel izolatlar igin toplam 45, abdomen havuz izolatlari igin toplam 60 ve bag/toraks
havuz izolatlari igin toplam 67 Haemoproteus/Plasmodium pozitif izolatinin sirasiyla 17, 16 ve
67’si Haemoproteus; 28, 44 ve 01 ise Plasmodium nesilleri olarak karakterize edilmistir.
Sivrisinek turlerinden izole edilip sekans analizlerine tabii tutulan bireysel izolatlar icin toplam

12, abdomen havuz izolatlari i¢in toplam 25 ve bas/toraks havuz izolatlari igin toplam 22
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Haemoproteus/Plasmodium pozitif izolatinin sirasiyla 11, 12 ve 22’si Plasmodium; 1, 13 ve 0’1
ise Haemoproteus nesilleri olarak karakterize edilmigtir.

Calismada insektlerde tespit edilen 25 neslin daha 6nce karakterize edilmis olan tir veya
nesillerle identik oldugu belirlenirken Haemoproteus soyunda belirlenen iki nesil (CIRCUMOS6,

RW4) Dunya’da ilk kez karakterize edilmis ve molekiler veri bankasina kazandiriimistir.

Sekil 4.64 Bazi Plasmodium/Haemoproteus ve Leucocytozoon izolatlarina ait jelpurifiye mt-
cytb gen boélgesi amplikonlarin jel elektroforezde gérinima. M: 100 bp marker, 1-9:
Plasmodium/Haemoproteus, 10-16: Leucocytozoon
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Tablo 4.20 Sekans analiz sonuglarina gére Culicoides ve sivrisinek tirlerinde Haemosporidian parazitlerin molekiler karakterizasyonu

Sekanslanan izolat

Haemosporidia Sekans Karakterizasyonu

. sayisi Sayi (B, A,
Tar Plasmodium tiir/nesil Sayi (B, A, BT) Haemoproteus BT)
B A BT (GenBank Aksesyon?*) tar/nesil (GenBank
Aksesyon*)
Culicoides
H.belopolskyil | 3 (B)’(éT()A)’ 10
P. ARW1
circumflexum/TURDUS1 1(B).8(A) %M(E?%S(G;%)
C.nubeculosus 12 o8 26 H. payevsky/RW1 (MF095635)
komp. H 3(B),5(A), 7
aemoproteus (BT
P. relictum/SGS1 2 (B), 12 (A) sp/RW4 (MF095636)
Haemoproteus 2(A),
sp./GRWO05 (MF095637)
P. .
Criethi | 7 0 0 | circumflexum/TURDUSL 3(B) H.belopalsioi (MFgog%)é -
P. ashfordi/lGRW02 1(B)
1 (B), 1 (BT)
P. 1(B), 7 (A) g;igggffou: (MF095639)
circumflexum/TURDUS1 ' (KX831071)
4 (M), 4 (BT),
Haemoproteus (MF095640-
c sp./GRWO05 41)
ci.rcumscri tus 5 20 22 (KX831072,78)
P Plasmodium H 1(B), 4 (BT),
sp./PADOMO2 1(B). 5(A) noctuae/CIRCUMO1 E%;ggfg;‘g))
Haemoproteus (Mgéggé’%)
sp./CUKI1 (KX831074)
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2(A), 4 (BT),

Haemoproteus (MF095644)
sp./CIRCUMO3 (KX831075,
76)
Plasmodium sp./RTSR1 1(B), 4 (A) Haemoproteus 3 (BT),
sp./CIRCUMO02 (MF095645)
Haemoproteus 3 (B1),
MF095646
sp./CIRCUMO6 EKX831077))
Plasmodium 2 (B), 4 (A) H. 1(A), 5 (BT),
C. 12 sp./PADOMO2 ' noctuae/CIRCUMO1 | (MF095647)
submaritimus P. 1(B), 2 (A) Haemoproteus 2(B), 7(BT),
homonucleophilum/SW2 ' sp./CIRCUMO6 (MF095648)
. . P. N 2 (BT),
C. gejgelensis 2 circumflexum/TURDUS1 3(B), 1(A) H. lanil/RBS4 (MF095649)
P. N 1(B),1 (BT),
. homonucleophilum/SW2 3(B), 1(A) H. lani/RBS4 (MF095650)
C. longipennis 2 - .
Plasmodium 2 (B), 1 (A) H. passeris 1 (BT),
sp./PADOMO2 ' PADOMO5 (MF095651)
, H. passeris 1 (BT),
C. . P. ashfordi/GRWO02 2 (B) PADOMO5 (MF095652)
festivipennis P. 1(B) Haemoproteus 1(A)
homonucleophilum/SW2 sp./CIRCUMO6
P.
circumflexum/TURDUS1 2(B),1(A) 2 (BT)
C. newsteadi 2 5 H. palloris WW1 (MF095653)
homonucleophilum/SW2 1(B)
C. P.
duddingstoni 0 circumflexum/TURDUS1 1(B) i i

Sivrisinek
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H. passeris 1(B)
. Plasmodium PADOMO5
An. sacharovi 1 2 0 sp./PADOMO2 1(A) o LA
noctuae/CIRCUMO01
. 1(B), 3(A), 3(BT), H. belopolskyi/
Plasmodium sp./CXPIP20 (MF095654) ARW1 3 (A)
. 2 (B), 3(A), 4 (BT), :
Plasmodium sp./CXPIP21 (ME095655) H.belopolskyi/ MW 1 2 (A)
. 2 (B), 4 (BT), :
Plasmodium sp./CXPIP22 (MF095656) H. palloris WW1 2 (A)
- 1 (B), 4(A), 3 (BT),
Eé‘r'np'l‘;'lfsns 9 21 21 | Plasmodium sp./CXPIP23 (MF095657)
P (KX831079) H. lanii/RB1 1 (A)
Plasmodium
sp./DONANAQ2 3 (BT) (MF135616)
: 1 (B), 2 (BT), N
P. ashfordi/lGRW02 (MF095658) H. lanii/RBS4 2 (A)
P. 2(B), 1(A), 1(BT),
circumflexum/TURDUS1 (MF095659)
Plasmodium 2(B), 1 (BT), Haemoproteus
Ae.vexans 2 2 1 sp.JAEDVEX01 (MF095660) sp./GRWO05 2(A)

B: Bireysel ornek; A: Abdomen havuzu; BT: Bag/Toraks havuzu
*: Vektorllk potansiyelleri agisindan sadece BT havuzlarindan (C. riethi igin bireysel izolat) elde edilen sekanslarin haemosporidian tir ve nesli
bazinda GenBank kayitlari saglanmis ve aksesyon numaralari verilmistir.
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44.3 Kanath ve insekt orneklerinde molekiiler olarak karakterize edilen

Haemosporidian parazitlerin filogenetik analizleri

Arastirma yoresinde kus, sivrisinek ve Culicoides tirlerinde molekiler olarak karakterize edilen
ve DNA barkodlamasi saglanan Plasmodium, Haemoproteus ve Leucocytozoon tir ve
nesillerinin filogenetik yapilanmlari sirasiyla Sekil 4.65-4.67’de gosterilmistir. Bayesian (BA) ve
maximum likelihood (ML) analizleri ile olusturulan filogenetik agaclar benzer topoloji sergilemis
ve BA posterior olasiklari ile ML bootstrap destekleri bayesian filogenetik agaclari Gzerinde
gOsterilmistir. Plasmodium nesilleri i¢in olusturulan filogenetik agac Uzerinde (Sekil 4.65)
gorilecegi Uzere calismamizda Ae. vexans ve Cx. pipiens kompleks tirlerinde belirlenen
Plasmodium sp. AEDVEX01 ve Plasmodium sp. CXPIP22 nesillerinin birbirlerine yiliksek
identiklik gdsterdikleri (%99,4) ve birlikte yine Cx. pipiens komplekste saptanan P.
circumflexum TURDUS1 nesline filogenetik olarak yakin olduklar (ort. %3,6+0,9 genetik
farkhlik) gértlmastar. Bu Ug nesil ile birlikte kiime olusturan Plasmodium sp. PADOMO2 nesli
arastirma yoresinde sivrisinek tirlerinden An. sacharovi ve passerin kuslardan Biyikli
Kamiscginda (Acrocephalus melanopogon) belirlenmis ve kiimelendigi ilgili nesillere ortalama
%3,3+0,7 genetik farkhlik géstermistir. Bu nesillerin filogenitik yapilanmalari yiksek boostrap
(>69) ve posterior olasliliklarla (>0.74) desteklenmigtir. MalAvi veri tabani incelemelerinde
AEDVEXO01 ve CXPIP22 nesillerinin yalnizca ¢alismamizda da belirlenen insekt turlerinden
rapor edildigi, TURDUS1 ve PADOMO2 nesillerinin ise Cx. pipiens ile birlikte Culex soyundaki
diger bazi sivrisinekler ile birlikte en yuksek Passeriformes takimindaki kus tlrleri olmak tzere
diger bazi takimlardaki kus tirlerinden de bildirildigi gorilmustar (Sekil 4.65). Calismada Agac
Sercesi (Passer montanus), Serce (Passer domesticus) ve Florya (Chloris chloris) tirlerinde
belirlenen P. relictum SGS1 neslinin en ylksek identikligi (%99,8) Aga¢ Sercesi (Passer
montanus) ve Cayir Taskusu (Saxicola rubetra) turlerinden identifiye ettigimiz P. relictum
GRW11 nesli ile gosterdigi, Cx. pipiens komplekste saptanan Plasmodium sp. CXPIP20
neslinin de bu iki Plasmodium nesline filogenetik olarak daha yakin oldugu (ort. %0,5+0,3
genetik farkhlk) ve birlikte kiime olusturduklari belirlenmistir (Sekil 4.65). Bu nesillerin
filogenetik yapilanmalari yine yiuksek boostrap (>69) ve posterior olasiliklarla (>0.74) destek
goérmastir. Ayrica filogenetik agacg Gzerinde (Sekil 4.65) de gortlecedi Uizere SGS1 P. relictum
neslinin farkli takimlardaki ylksek sayida kanatli tlrind (en ylksek Passeriformes takimi)
enfekte edebildigi; GRW11 neslinin de yine en yiksek Passeriformes takiminda yer alan
tirlerde bulundugu dikkati cekmistir. Arastirmamizda Kiguk Balaban’da (Ixobrychus minutus)
identifiye ettigimiz Plasmodium sp. IXOMINO2 ve IXOMINO3 nesilleri dunyada ilk kez
karakterize edilmis ve tanimlanmigtir. Bunlardan IXOMINO2 nesli en ylksek identikligi %96,4

ile P. relictum SGS1 nesline gdstermis ve bu neslin yer aldii kiime ile birlikte gruplanmistir
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(Sekil 4.65). IXOMINO3 ise en yuksek identikligi %99,6 ile calismada Cx. pipiens komplekste
identifiye ettigimiz Plasmodium sp. DONANAO2 nesli ile gostermis ve bu iki nesil calismada
yine Cx. pipiens kompleks ve Kuguk Balaban’da identifiye edilen CXPIP21 (yalnizca Cx.
pipiens’ten izole) ve CXPIP23 (hem Cx. pipiens hem de Kuglk Blaban’dan izole) ile filogenetik
olarak yakin bulunmus (ort. %1,5+0,5 genetik farkhlik) ve birlikte gruplanma gostermistir. Bu
nesillerin filogenetik yapilanmalari Sekil 4.65'de gorilecegi Uzere yiksek boostrap (>85) ve
posterior olasiliklarla (>0.92) destek goérmustir. Ayrica MalAvi veri tabani incelemelerinde
DONANAO2 neslinin Cx. modestus’tan, CXPIP21 ve CXPIP23 nesillerinin ise sirasiyla Cx.
pipiens ile Cx.pipiens ve Ochlerotatus caspius’tan rapor edildigi gériimugstir. Arastirmamizda
Blyuk Kamiscin’dan (Acrocephalus arundinaceus) izole edilen Plasmodium sp. SYBOR10 ve
Plasmodium sp. GRW10 nesilleri ile Saz Kamis¢inindan (Acrocephalus scirpaceus) izole
edilen Plasmodium sp. RTSR1 neslinin genetik olarak yakin olduklari (ort. %1,6+0,5 genetik
farkhlik) ve birarada kiime olusturduklari saptanmistir (Sekil 4.65). Ayrica bu ¢ nesil yine
calismamizda Kindira Kamisgini (Acrocephalus schoenobaenus), Cayir Taskusu (Saxicola
rubetra) ve Mavigerdan’da (Luscinia svecica) belirlenen P. homonucleophilum SW2 nesli ile
de filogenetik olarak yakin olduklari (ort. %9,7+1,5 genetik farkhlik) ve birlikte gruplanma
gOsterdikleri gorulmustir. Cayir Taskusu (Saxicola rubetra) ve Mavigerdan’da (Luscinia
svecica) karakterize edilen P. homonucleophilum SW2 nesli ile Blylk Kamisgin’dan
(Acrocephalus arundinaceus) izole edilen Plasmodium sp. SYBOR10 nesli bu kus tdrleri igin
ilk kayitlari olusturmustur. ilgili nesillerin filogenetik yapilanmalari yine yiiksek boostrap (>85)
ve posterior olasiliklarla (>0.92) desteklenmistir. SYBOR10, GRW10, RTSR1 ve SW2
nesillerinin MalAvi veri tabaninda en fazla Passeriformes takimindakiler olmak uzere farkli
takimlardaki kuslardan rapor edildigi dikkati cekmigtir (Sekil 4.65). Arastirmada Ségutbulbula
(Phylloscopus trochilus), Kindira Kamisgini (Acrocephalus schoenobaenus) ile vektdrlerden
Cx. pipiens’te izole edilen P. ashfordi GRWO02 nesli, yine Kindira Kamisginindan
(Acrocephalus schoenobaenus) izole edilmis P. elongatum GRWO06 nesli kiime olusturarak
(%93,1 identiklik orani) SYBOR10, GRW10, RTSR1 ve SW2 nesillerinin olusturdugu grup ile
birlikte Ust kimelenme gdstermistir. MalAvi veri tabaninda P. elongatum GRWO06 neslinin en
fazla Passeriformes takimindaki tlrlerde olmak Gzere toplam 12 kus takiminda rapor edildigi
gorulmustir  (Sekil  4.65). Calismamizda Kindira Kamiscinindan  (Acrocephalus
schoenobaenus) izole edilerek karakterize edilmis P. elongatum GRWO06bu kus tiri igin ilk
kayit olmustur. P. ashfordi GRWO02 neslinin ise MalAvi kayitlarinda yine Passerin kuslarda ¢ok
olmak Uzere simdiye kadar iki takimda bildirildi§i dikkati gekmisgtir.
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Sekil 4.65 Arastirmada kanatli konak ve vektorlerde belirlenen Plasmodium tur ve nesillerinin mt-cytb gen bdlgelerinin BA ve ML analizine
gore filogenetik iligkileri. Calismayla Dinyada ilk kez belirlenen nesiller kirmizi kalin karakterde gdsterilmistir. Node’larin éntindeki rakamlar
siraslyla ML bootstrap destedi ve BA posterior olasiliini gdstermektedir. Olgek cizgisi yerlesim yeri bagina niikleotid degisimini
gOstermektedir. Ginidmuze kadar ilgili nesillerin rapor edildigi kanatli konak aile ve tir sayisi (her neslin altinda ilgili takimin rengi ile beraber
siraslyla verilmistir) ile vektor tirleri ayrica sekil Gzerinde gosterilmistir. Dis dal olarak ¢alismamizda da identifiye edilen H. belopolskyi nesli
kullaniimistir.
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Aragtirma ydresinde kanatli konak ve potansiyel vektor Culicoides turlerinde belirlenen
Haemoproteus tlr ve nesillerinin mt-cytb gen bolgesine goére filogenetik yapilanmalari Sekil
4.66’da verilmistir. Kara Bagli Otlegende (Sylvia atricapilla) belirlenen Haemoproteus sp.
SYAT36 ve SYAT10 nesillerinin %99,6 identik olduklari ve Saz Kamisgini (Acrocephalus
scirpaceus) ile C. nubeculosus komplekste saptanan H. payevski RW1 nesli ile beraber kiime
olusturduklari gérilmustir (Ort %95,2 identiklik). Ak Gézli Otlegen (Sylvia crassirostris) ve Ak
Gerdanh Otlegende (Sylvia communis) identifiye edilen sirasiyla SYNIS04 ve CWT6
nesillerinin  birbirine genetik olarak yakin (%97,3 identiklik) olduklari gérulmustur.
Haemoproteus sp. SYNIS04 nesli Ak Gozlii Otlegen (Sylvia crassirostris) icin Diinya’dailk kez
bildiriimistir. SYAT36, SYAT10 ve RW1 kiimesi ile SYNIS04 ve CWT6 kiimesine dis dal olarak
yerlesim gosterdigi belirlenen Kum Kirlangicindan (Riparia riparia) ilk kez izole edilmis
DELURB1 nesli her iki kimeye sirasiyla ortalama %93,4 ve %93,8 genetik identiklik gosterdigi
saptanmistir. Filogenetik analizlerle beraber ilgili nesillere ait eritrositik gelisim evrelerinin
morfolojik analizleri sonucu SYAT10, SYAT36, SYNIS04 ve CWT6 nesillerinin tar
tanimlanmasi yapilmis ve H. parabelopolskyi olarak karakterize edilmislerdir. Sekil 4.66’da
gorilecegi Uzere ilgili tirtn parafiletik oldugu belirlenmistir. Yine ilgili nesillerin MalAvi veri
bankas! incelemelerinde yalnizca ayni aile veya soydan passerin kuglarda rapor edildigi
go6rilmustir. Arastirmada Kizil Sirth Orlimcekkusu (Lanius collurio)’dan izole edilmis olan H.
lanii RB1 ve Haemoproteus sp. RBS5, RBS6 ile yine ayni kus tlri ve Saz Kamisgini
(Acrocephalus scirpaceus) ile potansiyel vektor C. gejgelensis ve C. longipennis’den izole
edilen H. lanii RBS4 nesilleri genetik olarak yuksek identiklik géstermis (ort. %99,4) ve kime
olugturmuslardir. Floryada (Chloris chloris) belirlenen ve Dinyada ilk kez karakterize edilen
CARCHLO1 nesli morfolojik analizlerle birlikte H. fringillae turine ait olarak belirlenmis olup H.
lanii RB1, RBS4-6 nesillerine genetik olarak yakin bulunmus (ort. %96,05) ve ilgili kimeye dis
dal olarak baglanmistir (Sekil 4.66). C. circumscriptus’tan izole edilen GAGLAOQ5 nesli yine ilgili
H. lanii nesilleri ve H. fringillae CARCHLO1 nesli ile yakin iligkili belirlenmis ve dis dal
olusturarak ayni kimeye dahil olmustur (Sekil 4.66). Arastirmada diger bir Kizil Sirth
Orimcekkugundan (Lanius collurio) izole edilmis olan RBS7 nesli morfolojik analizlerle H.
lanii’ye ait olarak belirlenmesine karsin ayni kus tartiinden izole edilmis diger H. lanii nesillerine
daha uzak belirlenmis (ort %97,3 identiklik) ve bu tirun filogenetik olarak parafiletik oldugunu
gostermistir.  Calismamizda Saz Kamisgini  (Acrocephalus scirpaceus) ve Kindira
Kamiscinlarindan (Acrocephalus schoenobaenus) izole edilen ARW1, SW3, MW3, ACDUM2
ve Ak Mukallitte (Iduna pallida) saptanan HIP2 nesillerinin birbirlerine en yiiksek genetik
yakinligi gosterdikleri (%99,1) ve morfolojik identifikasyonlarla timundn H. belopolskyi turiine
ait olduklar belirlenmistir. iigili nesiller Sekil 4.66'da gorildigu tGzere H. belopolskyi iginde

birinci kiimeyi olusturmustur. Yine morfolojik analizlerle H. belopolskyi tirine ait olduklari
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saptanan ve Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus), Cali Kamisgini (Acrocephalus
palustris), Kindira Kamis¢ini (Acrocephalus schoenobaenus), Blyik Kamisgin (Acrocephalus
arundinaceus), Biyikli Kamis¢in (Acrocephalus melanopogon) ve Biyikli Bastankara (Panurus
biarmicus) tlrlerine ait 6rnekler ile potansiyel vektdr C. circumscriptus’ta belirlenen SW1, MWA1
ve GRWO0S5 nesilleri birbirlerine filogenetik yakin bulunarak (ort. %99,0 identiklik) ikinci kimeyi
olusturmustur. Bu nesillerden GRWO05’in bu c¢alisma ile morfolojik olarak identifikasyonu
gergeklestirilmis ve tdr ismi verilmistir. Ayrica GRWO05 nesli ise Cali Kamisgini (Acrocephalus
palustris), Biyikli Kamiscin (Acrocephalus melanopogon) ve Biyikh Bagtankara’dan (Panurus
biarmicus) ilk kez izole edilip karakterize edilmistir. Yine filogenetik analiz sonuglari H.
belopolskyi’'nin  monofiletik oldugunu géstermistir. Saz Kamisginindan (Acrocephalus
scirpaceus) ilk kez izole edip karakterize ettigimiz H. nucleocondensus GRWO1 nesli en
yuksek identikligi (%99,6) H. belopolskyi MW1 nesli ile gostermig ve H. belopolskyi ikinci
filogenetik kimesinde yer aldigi gériimustur. S6gut Sergesinden (Passer hispaniolensis) izole
edilen H. paranucleophilus PAHIS2 nesli filogenetik olarak en yuksek identikligi %96,4 ile
RBS7 nesli ile gostermis ve ayri bir dalda yerlesim gostermistir. Calismamizda Serce (Passer
domesticus), Sogut Sercesi (Passer hispaniolensis), Agac Sercesi (Passer montanus), Saz
Kamigc¢ini (Acrocephalus scirpaceus), Buyik Kamiscini (Acrocephalus arundinaceus) ve
potansiyel vektdrler C. newsteadi, C. longipennis ve C. festivipennis’ten izole edilip karakterize
edilen PADOMO03, PAHIS1 ve PADOMO5 nesilleri monofiletik bir grup olusturmus (Sekil 4.66)
ve ortalama %97,8 identik bulunmuslardir. PADOMO03 So6gut Sergesinden (Passer
hispaniolensis), PAHIS1 Buylk Kamiscindan (Acrocephalus arundinaceus), PADOMO05 de
Agac Sergesi (Passer montanus) ve Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus) ile ilgili vektor
tirlerinden ilk kez identifiye edilip karakterize edilmistir. Tam ilgili nesillerin morfolojik
identifikasyonlarla H. passeris tlrune ait olduklari belirlenmistir. Benekli Bulbulden (Luscinia
luscinia) izole edilen H. attenuatus ROBIN1 neslinin filogenetik olarak H. passeris grubuna
yakin oldugu (ort %96,2 identiklik) gortlmustir. Arastirmada Ak Kuyruksallayan (Motacilla
alba) ve Sari Kuyruksallayanda (Motacilla flava) belirlenen sirasiyla H. motacillae YWT2 ve
YWTL1 nesilleri monofiletik olarak karakterize edilmis ve birbirlerine 9%99,4 identik
bulunmuslardir. YWT2 nesli Dunyada ilk kez Ak Kuyruksallayandan (Motacilla alba) rapor
edilmistir. igili tiire ait nesiller ayrica en yiiksek filogenetik yakinligi ortalama %97,2 oran ile
H. passeris PADOMO5 nesline gostermistir. Calismada potansiyel vektor tirlerinden ilk kez
izole edilip karakterize edilen CIRCUMO01, CIRCUMO02 ve CIRCUMOG6 (calisma ile ilk kez
bulunup karakterize edildi) nesilleri monofiletik bir grup olusturmus (Sekil 4.66) ve ortalama
%96,0 identik bulunmuslardir. lgili nesiller ayrica arastrmada Ségtbilbiliinden

(Phylloscopus trochilus) izole edilen H. majoris WW2 nesli ile filogenetik gruplanma
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goOstermiglerdir. Filogenetik olarak ayri bir dalda yerlesen ve Sigircikta (Sturnus vulgaris)
belirlenen H. pastoris LAMPURO1 nesli en yuksek identikligi %97,3 ile CUKI1 nesline
gostermigtir. Diger nesillerden filogenetik olarak daha uzak belirlenen ve mondfiletik bir grup
olusturan H. palloris WW1, Haemoproteus sp. RW4, CUKI1 ve CIRCUMO3 nesilleri sirasiyla
Sogutbulbilt (Phylloscopus trochilus), Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus), Biyikli
Bastankara (Panurus biarmicus), potansiyel vektorler C. newsteadi, C. nubeculosus kompleks
ve C. circumscriptus’tan izole edilip karakterize edilmistir (Sekil 4.66). RW4 nesli ilk kez Saz
Kamisginindan (Acrocephalus scirpaceus), molekiiler olarak bildiriimistir. ilgili nesiller ortalama
%97,7 genetik identiklik gostermistir.

109



Sekil 4.66 Arastirmada kanatl konak ve vektorlerde belirlenen Haemoproteus tir ve nesillerinin mt-cytb gen bolgelerinin BA ve ML analizine
gore filogenetik iligkileri. Calismayla Diinyada ilk kez belirlenen nesiller kirmizi kalin karakterde goésterilmistir. Node’larin dnindeki rakamlar
siraslyla ML bootstrap destedi ve BA posterior olasili§ini gdstermektedir. Olgek gizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini
gOstermektedir. GUnumuze kadar ilgili nesillerin rapor edildigi kanatli konak aile ve tur sayisi (her neslin altinda ilgili takimin rengi ile beraber
siraslyla verilmistir) ile vektor tlrleri ayrica sekil Uzerinde gosterilmistir. Dis dal olarak ¢alismamizda da identifiye edilen P. relictum GRW11
nesli kullaniimigtir.
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Calismada belirlenen Leucocytozoon nesillerinin (Mavi karakterde belirtilenler ilk kez
tanimlanan nesiller, kirmizi karakterde belirtilenler c¢alismada izole edilmis nesilleri
gostermektedir) morfolojik tir tanimlamasi yapilan nesillerle birlikte filogenetik yapilanmalari
Sekil 4.67’de gosterilmistir. S6gUt Sercgesi (Passer hispaniolensis), Ak Mukallit (Iduna pallida)
ve Saz Kamiscinindan (Acrocephalus scirpaceus) izole edilen sirasiyla Leucocytozoon sp.
RECOBO03, IDUPALO1 ve REB11 nesilleri birbirine yiiksek identiklik (ort. %99,7) gtstererek
filogenetik kimelenme gdstermiglerdir (Sekil 4.67). Bu nesillerden IDUPALO1 nesli Dinyada
ilk kez karakterize edilmistir. RECOBO03 nesli de ilgili kus turinden ilk kez izole edilip
bildiriimistir. Ayrica RECOBO03 neslinin morfolojik identifikasyonlarla L. sakharoffi tirtine ait
oldugu saptanmustir. ilgili nesiller ayrica morfolojik tir tanimlamasi yapiimis MalAvi veri
tabaninda kayith L. majoris CB1 nesline yakin bulunmus (ort. %96,9 identiklik) ve filogenetik
gruplanma gostermistir (Sekil 4.67). Yine bu calisma ile ilk kez tanimlanan Saz
Kamisc¢ininindan (Acrocephalus scirpaceus) ve Saksagan (Pica pica) izole edilmis sirasiyla
ACSCIO01 ve PICPICO1 nesilleri birbirlerine %99,9 identiklik gostererek gruplanma géstermistir
(Sekil 4.67). PICPICO1 nesli morfolojik identifikasyonlarla L. berestneffi tirine ait oldugu
belirlenmistir. Yukaridaki iki filogenetik gruba dis dal olarak baglanan ve Kara Bash Otlegende
(Sylvia atricapilla) belirlenen SYAT22 nesli iki gruba sirasiyla ortalama %96,0 ve %96,2
genetik identiklik gostermistir. Kiguk Balabandan (Ixobrychus minutus) identifiye edilen
CIAEO2 nesli MalAvi veri tabaninda kayith L. californicus FASPAO2 nesline %99,5 identiklik
gosterek cluster olusturmustur (Sekil 4.67). Yine arastirmamizda Soguit Sergesinden (Passer
hispaniolensis) bulunarak ilk kez tanimlanan PAHIS03 nesli CIAE02 ve FASPAO2 nesillerine
genetik olarak yakin bulunmus (ort. %95,0 identiklik) ve filogenetik gruplanma gostermistir
(Sekil 4.67). Calismada Soégutbulbild  (Phylloscopus  trochilus) ve Kizil  Sirtlh
Orumcekkusundan (Lanius collurio) izole edilen sirasiyla BT2 ve BT5 nesilleri birbirlerine
%99,5 identik belirlenmis ve PAHIS03, CIAEO2 ve FASPAO2 filogenetik grubuna yakin
yerlesim gostermislerdir bulunmuslardir (Sekil 4.67). BT5 neslinin morfolojik identifikasyonlarla

L. balmorali tirdine ait oldugu belirlenmigtir.
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GRNLL P v

Sekil 4.67 Arastirmada kanatli konaklarda belirlenen Leucocytozoon tir ve nesillerinin mt-cytb gen bdlgelerinin BA ve ML analizine gére
filogenetik iligkileri. Calismayla DUnyada ilk kez belirlenen nesiller mavi kalin karakterde diger belirlenen nesiller kirmizi kalin karakterde
gosterilmistir. Node’larin énindeki rakamlar sirasiyla ML bootstrap destegi ve BA posterior olasiligini géstermektedir. Olgek ¢izgisi yerlesim

yeri basina nuikleotid degisimini géstermektedir. Glnimuze kadar ilgili nesillerin rapor edildigi kanatli konak aile ve tiir sayisi (her neslin
altinda ilgili takimin rengi ile beraber sirasiyla verilmistir) ayrica sekil Uzerinde gosterilmistir. Dis dal olarak ¢calismamizda da identifiye edilen
P. relictum GRW11 nesli kullaniimigtir.

112



4.5 Haemosporidian Parazitlerin Real Time PCR Analiz Sonuglar

Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin soy diuzeyinde kantitatif
identifikasyonlari icin mt-cytb bolgesini hedef alan dizay ettigimiz primerlerle ¢alismada
belirlenen gesitli kanath konaklardan izole edilmis haemosporidian nesillerine ait genomik DNA
ve sekans karakterizasyonu yapilmis nesillere ait linearize plazmidlerde real time PCR
analizleri sonucu tum Orneklerde amplifikasyon egrileri belirlenmistir (Sekil 4.68). Ayni
zamanda real time PCR analizleri sonucu elde edilen amplikonlar agaroz jel Uzerinde
yurUtilerek hedef buyuklikte (144 bp) amplikonlarin varhigi teyit edilmistir (Sekil 4.69).
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Sekil 4.68 Sybergreen Real Time PCR’da genomik DNA ve linearize plazmid DNA
izolatlarinda belirlenen amplifikasyon egrileri. a,c,f: Haemoproteus izolatlari, b,d,g:
Plasmodium izolatlari, e,h: Leucocytozoon izolatlari

Sekil 4.69 Sybergreen Real Time PCR’da genomik DNA ve linearize plazmid DNA
izolatlarina ait amplikonlarin agaroz jel Gzerinde gérinimu. M: Marker (100 bp), 1-3:
Haemoproteus izolatlari, 4-6: Plasmodium izolatlari, 7-9: Leucocytozoon izolatlari
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Erime egrisi (Melting curve) analizlerinde spesifik olarak Haemoproteus nesillerinin
78,04+0,03°C (77,90-78,20°C), Plasmodium nesillerinin 77,05+0,03°C (77,00-77,20°C) ve
Leucocytozoon nesillerinin de 76,56+0,05°C (76,40-76,60°C) erime sicakh§i gosterdikleri
belirlenmis (Sekil 4.70-73) ve ¢alismada belirlenen izolatlar temelinde erime egrisi analizleri ile
bu G¢ haemosporidia soyuna bagli nesillerin ayrilabildigi tespit edilmistir. Nested PCR analizleri
ile haemosporidian nesilleri yoninden pozitif belirlenen ve sonrasinda sekans
karakterizasyonu yapilan ¢esitli kuslardan elde edilmis izolatlara ait genomik DNA’larin real
time PCR ve erime egrisi analizleri sonucu belirlenen erime sicakliklarinin sekans analiz
sonuglari ile uyum gosterdigi belirlenmigtir. Ayrica erime sicakliklarina gére secilen bazi
Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerine ait real time PCR amplikonlari
agaroz jelden purifiye edilerek saflastirilmis ve sonrasinda real time PCR primerleri ile ¢ift
yonll olarak sekanslanmistir. Elde edilen ilgili izolatlara ait nikleotid sekanslari da erime egrisi

analiz sonuglarini dogrulamistir.
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Sekil 4.70 Sybergreen Real Time PCR’da erime egrisi analizlerinde Haemoproteus
nesillerine ait izolatlar icin belirlenen spesifik erime isilari.
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Sekil 4.71 Sybergreen Real Time PCR’da erime egrisi analizlerinde Plasmodium nesillerine
ait izolatlar igin belirlenen spesifik erime isilari.
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Sekil 4.72 Sybergreen Real Time PCR’da erime egrisi analizlerinde Leucocytozoon
nesillerine ait izolatlar igin belirlenen spesifik erime isilari.
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Sekil 4.73 Sybergreen Real Time PCR’da erime egrisi analizlerinde Haemoproteus,
Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerine ait izolatlar igin belirlenen spesifik erime isilarinin
birlikte gorinima.

Gelistirilen sybergreen real time PCR tekniginin sensitivite analizleri i¢in linearizie plazmidler
kullanilarak olusturulan standart egriler Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon
nesilleri icin sirasiyla Sekil 4.74-4.76'de verilmistir. Her ¢ standart egri analiz sonuglarinda da
1X10%ul DNA kopya dizeyinde testin etkin olarak amplifikasyon goésterdigi belirlenmistir.
Haemoproteus nesilleri icin real time PCR sensitivite analizlerinde >0.99 saptanma
katsayisiyla (coefficient of determination-R?) slope degeri -3.60 belirlenmis ve reaksiyon
etkinligi (E) %90,7 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.84). Plasmodium nesilleri i¢in real time PCR
sensitivite analizlerinde >0.97 saptanma katsayisiyla (coefficient of determination-R?) slope
degeri -3.56 saptanmis ve reaksiyon etkinligi (E) %91,0 olarak bulunmustur. Leucocytozoon
nesilleri icin de real time PCR sensitivite analizlerinde >0.98 saptanma katsayisiyla (coefficient
of determination-R?) slope degeri -4.39 belirlenmis ve reaksiyon etkinligi (E) %88,9 olarak

tespit edilmistir.
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Sekil 4.74 Sybergreen Real Time PCR’da Haemoproteus linearize plazmid DNA izolati ile
olusturulan standart egri ve etkinlik orani. 1: 1X108; 2: 1X107; 3: 1X10°%; 4: 1X10%; 5: 1X10% 6:
1X103; 7: 1X10?; 8: 1X10! kopya DNA/ul
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Sekil 4.75 Sybergreen Real Time PCR’da Plasmodium linearize plazmid DNA izolati ile
olusturulan standart egri ve etkinlik orani. 1: 1X108; 2: 1X107; 3: 1X10°%; 4: 1X10°; 5: 1X10% 6:
1X103; 7: 1X10?; 8: 1X10! kopya DNA/ul
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Standard Curve
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- SYBR E=88.9% R"2=0.984 Slope=-4.394 y-int=46.768

Sekil 4.76 Sybergreen Real Time PCR’da Leucocytozoon linearize plazmid DNA izolati ile
olusturulan standart egri ve etkinlik orani. 1: 1X108; 2: 1X107; 3: 1X10°; 4: 1X10°; 5: 1X10% 6:
1X103; 7: 1X10?; 8: 1X10! kopya DNA/ul
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5. TARTISMA VE SONUG

Avrupa ve Orta Dogu’'nun en 6nemli sulak alanlarini iceren Ulkelerinden biri Turkiye’dir.
Ulkemizin (¢ kita arasinda gegis noktasi olmasi, (g tarafinin denizlerle cevrili olmasi, iklim
cesitliligi gibi 6zellikleri Turkiye'yi sulak alanlar bakimindan bulundugu cografyanin en énemli
ulkelerinden biri yapmistir (Balkaya ve Celikoba, 2005). Ayrica Palearktik bdlgede yer alan
Turkiye Avrupa, Asya ve Afrika kitalar arasindaki kus go¢ yollar Gzerinde kopru vazifesi
gormektedir. Ayni zamanda cografi konumundan dolayi farkli iklim sartlarina ve degisik yasam
ortamlarina sahip oldugu igin kus faunasi agisindan olduk¢a zengindir (Kaya vd., 1999). Dogu
Avrupa ve Bati Sibirya’da kulugkaya yatan birgok tirden yiz milyonlarca kus her yil giineye
bazen Orta Dogu Ulkelerine, bazen de Gliney Afrika’ya kadar Turkiye Uzerinden go¢ ederler.
Turkiye’de 18 takim ve 70 familya’ya ait 470’e yakin kus tUrtntn bulundugu bildirilmistir (Kence
ve Bilgin, 1996; Gindogdu, 2002). Gé¢men kuslar ve kus faunasi agisindan bu kadar 6neme
sahip olan tlkemizde kanatll haemosporidian enfeksiyonlari tzerine morfolojik identifikasyona
dayali sinirh sayida prevalans calismalari disinda molekuler ekolojik ve epidemiyolojik
calismalarin bulunmadigi gorulmektedir. Bu acgidan calismamizda kanatli haemosporidian
etkenlerinin (Hemoproteus, Leucocytozoon ve Plasmodium) gocmen kuslar icin Avrupa ve
Ortadogu'nun en 6nemli konaklama istasyonlarindan birisi olan ve zengin kus faunasina sahip
Sultan Sazligi ekosisteminde kanatl konak ve vektorler bazinda molekiler ekolojisinin ortaya
konmus olmasi ve risk potansiyellerinin belirlenmesi Turkiye igin ilk ve model bir calisma

olmustur.

Sultan sazh@i barindirdidi kus varligi ile Avrupa ve Ortadogu'nun en énemli sulak alanlarindan
biridir. Yogun saz ve bitki 6rtistyle kapli, besin maddesi bakimindan oldukg¢a zengin tath su
ekosistemi; tath su ekosistemi ile ekolojik olarak iligkili tuzlu su ekosistemi, farkli ekolojik
istekleri olan degisik tirde c¢ok sayida kusun beslenmesi, barinmasi, konaklanmasi ve
kulugkaya yatmasi yoninden ideal ortamlar olusturmustur. Ekosistemin Anadolu yarimadasi
Uzerinde birlesen, Afrika, Asya ve Avrupa kitalari arasinda siregelen iki kus go¢ yolu tzerinde
bulunmasi, Turkiye'nin en énemli sulak alanlarindan Tuz golu, Seyfe golu ve Eregli sazliklar
ile ilman iklim kosullarina sahip Akdeniz kiyi sulak alanlarina yakin olmasi, Sultan sazligina
kuslar icin vazgecilmez bir sulak alan olma avantaji saglamaktadir. Bélgede giinim tize kadar
301 kus tlrd tespit edilmistir. Kus tirl ve sayisinin ézellikle sulak alan ekosistemindeki su
seviyesinin degisimi ve aylara bagh olarak buyuk farklilik gosterdigi kaydedilmistir (Turan,
2004). Calismamizda, iki sezon boyunca kuslarin gé¢ ve treme dénemleri dikkate alinarak
ekosistemin farkli noktalarinda uygun sis aglari (mist nets) ile alti dizi igerisinde 23 aileye ait

39 tlrden toplam 565 kus orneklenmistir. Her iki drnekleme sezonunda da sis aglariyla en
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ylksek Passeriformes takiminda yer alan kuslar (2105 yili 309 kus, 2016 yili 227 kus)
toplanarak halkalanmistir. Bunu sirasiyla 17, 8, 2, 1’er drnekle Pelecaniformes, Coraciiformes,
Piciformes, Charadriiformes ve Bucerotiformes takimlarindaki kus tlrleri izlemistir.
Passeriformes takiminda en c¢ok yakalanip Orneklenen kus tirleri ise sirasiyla P.
hispaniolensis (So6git Sercesi), A. melanopogon (Biyikli Kamisgin) ve Pa. biarmicus (Biyikli

Bastankara) olmustur.

Sivrisinekler ve Culicoides soyundaki sokucu sinekler medikal, veteriner ve ¢evresel 6nemleri
ile Diptera dizisi igerisinde oldukga 0onem arz etmektedir. Bu dnemleri sebebiyle drneklerin
detayli identifikasyonu temelinde ayrintilil DNA barkod referans kittiiphaneleri olusturulmaya
baslanmis ve Barcode of Life Data Systems (BOLD; www.boldsystem.org) (Ratnasingham ve
Hebert, 2007) Gzerinden 6rneklerin tur identifikasyonlari igin spesifik markerlar gelistirilmigstir.
DNA barkodlama amaciyla en yaygin kullanilan ve referans olan gen bodlgelerinin basinda
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit | (mt-COl) bdlgesi gelmektedir. Mt-COI bdlgesini
kodlayan gen, enerji kaynagi olarak oksidatif fosforilasyonu kullanan organzimlerde tniversal
olarak bulunmasiyla birgok organizmanin filogenetik analizinde yaygin olarak kullaniimaktadir
(Hebert vd., 2003b; Nielsen ve Kristensen, 2015). Dunyanin birgok bdlgesinde vektor
potansiyeli olan basta sivrisinek, Culicoides ve simuliid turleri olmak Utzere birgok artropod
Uzerine molekuler diizeyde genotipleme ve DNA barkodlama g¢aligsmalari artan bir ivme ile
devam etmesine kargin Turkiye'de ilgili insektler Gzerine genetik ¢alismalarin sinirli oldugu
gorilmektedir. Calismamizda Sultan Sazligi yoresinin gesitli sivrisinek ve Culicoides tirlerinin
gelisimi icin oldukgca uygun bir ekosisteme sahip oldugu goérilmustir. Calisma periyodu
boyunca insekt tuzaklari ile ¢cok sayida sivrisinek ve Culicoides 6rnekleri toplanmistir.
Sivrisinek turleri icerisinde en yaygin tar An. sacharovi belirlenmis bunu sirasiyla Cx. pipiens
kompleks, An. maculipennis, Ae. vexans ve An. claviger tdrleri izlemigtir. An. sacharovi,
Maculipennis kompleks igerisinde yer almakta olup An. atroparvus ve An. labranchiae ile
birlikte Palearktik bolgede gecmisten ginimize en etkin sitma vektorlerinden biri olarak
nitelenmektedir (Romi vd., 2001; Linton vd., 2003). Calismada elde edilen bulgularla arastirma
yoresinin turistik potansiyeli de géz énine alindiginda P. vivax sitmasinin en etkin vektora
olarak nitelenen An. sacharovi’nin  uygun ekosistem icersinde yilksek populasyonlara
ulasmasinin, yéreye gelebilecek olasi portorler de dikkate alindigina yiksek risk arz ettigi
gorlimustur. Tarkiye’de An. sacharovi Uzerine molekiler arastirmalarin sinirli oldugu
g6zikmektedir. Bugline kadar, morfolojik 6zelliklerine gore Tirkiye’den 13 Anopheles tiri
rapor edilmistir (Postiglione vd., 1973; Ramsdale ve Snow, 2000). Buna karsin, An.
sacharovi’nin de yer aldigi Maculipennis Kompleks grubundaki bazi tirlerin yumurta, larva ve

erginlerinin morfolojik teshisleri oldukga glgtiir ve hatta bazi durumlarda imkansizdir (Patsoula
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vd., 2007). Bu acidan ilgili kompleks turlerin identifikasyonunda molekuler teknikler énem
kazanmistir. Akiner ve GCaglar (2010), Birecik, Beysehir ve Cankiri bolgelerinde vyayilis
gosteren Anopheles turlerini arastirdiklar calismalarinda Maculipennis Kompleks grubundaki
thrlerin identifikasyonu ve ayriminda ribozomal ITS-2 gen boélgesini kullanmislar ve An.
sacharovi ile birlikte An. maculipennis ss. ve An. melanoon nesillerini yaygin olarak
belirlemislerdir. Simsek vd. (2011), Adana, Antalya, Burdur, Hatay, Isparta, Kayseri, Nigde,
Mersin, Mugla ve Osmaniye’den oOrnekledikleri sivrisinek nesillerinden izole ettikleri gDNA
izolatlarinin ribosomal ITS-2 gen bdlgelerine gore karakterizasyonlarini gerceklestirmisler ve
An. sacharovi, An. maculipennis s.s. ve An. melanoon turlerinin identifikasyonu ve dagilimlarini
belirlemiglerdir. Arastirmada (Simsek vd., 2011) ayrica genel olarak bilindigi gibi (Hebert vd.,
2003a) ilgili gen bdlgesinde intraspesifik farkhliklarin bulunmadigini, interspesifik farkliliklarin
ise yuksek olduguna dikkat gekmigler ve galismadaki tirlerin ayriminda ilgili gen bodlgesinin
efektifligine dikkat cekmislerdir. Ancak bilindigi Uzere 6zellikle insektlerde evrimsel analizler ve
filogenetik yapilanmalarin arastiriimasinda I1TS-2 gibi protein kodlamayan ribosomal gen
bdlgeleri intraspesifik niikleotid varyasyonlarinin ¢ok dislik olmasi sebebiyle genellikle tercih
edilmemektedir (Hebert vd., 2003a). Arastirmamizda Sultan Sazli§i yoresinde belirlenen
sivrisinek ve Culicoides nesillerinin identifikasyonlari standart morfolojik kriterlere gore
referans interaktif yazilimlar (Rawlings, 1996; Schaffner, 2001; Mathieu vd., 2012) ile
gergeklestiriimis ve sonrasinda tur identifikasyonlari mt-COl DNA barkodlari ile konfirme
edilmis ve nesillerin filogenetik analizleri gergeklestiriimistir. Ribosomal DNA (rDNA) ile
kiyaslandiginda mithocondrial DNA COI gen bélgesinin bazi avantajlari bulunmaktadir: 1-)
Evrimlesme orani 5-10 kat daha hizlidir (Castro vd., 1998) ki bu durum bu gen bdlgesinin
Ozellikle tir bazinda siniflandirmada éne ¢ikmasini saglamaktadir (Beebe vd., 2002; Hebert
vd., 2003b), 2-) mt-DNA haplotiptir ve bdylece sekanslamadan 6nce yeterli konsantrasyonda
PCR drinleri mevcut ise klonlama basamagina gereksinim gostermez, klonlama basamagi
molekiler marker olarak rDNA kullanildiginda gereklidir (Hemmerter vd., 2009), 3-) Genom
icerisinde cok sayida kopyasi bulunmaktadir ki bu durum amplifikasyonu ¢ok daha kolay hale
getirmektedir (Ruiz-Lopez vd., 2012). Daha st taksonomideki COIl sekanslari arasindaki
farklihklar artis gosterir (Cywinska vd., 2006). COIl barkodlama aralidi tur icinde genellikle
%Z2'dir (Hebert vd., 2003b). Turler arasindaki yuksek farkliliklar muhtemelen kriptik tlrlerin
varhigiyla alakal olarak cografik izolasyondan kaynaklanmaktadir (Hebert vd., 2003b; Wang
vd., 2012). Arastirmamizda Anopheles soyunda An. sacharovi, An. maculipennis ve An.
claviger olmak Gzere ug tdr belirlenmis bunlardan An. sacharovi en yaygin sivrisinek tird
bulunmustur. Calismamizda arastirma ydresinde izole edilen An. sacharovi haplotipleri

arasinda ortalama %0,4+0,2 genetik farkliik belirlenmis ve filogenetik olarak monofiletik
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oldugu gorilen bu haplotiplerin Azerbaycan ve iran izolatlarina yakin olduklari belirlenmistir.
An. maculipennis turd iginde iki haplotip belirlenmis ve aralarindaki genetik farkhlik %2,1+0,6
bulunmustur. iki ayri filogenetik kiime icerisinde yer alan bu haplotipler iran ve Belgika izolati
ile yiksek identik bulunmustur. Calismamizda An. claviger icin belirlenen haplotip ise en
yiksek yakinhdi Hollanda izolatiyla gostermis ve birlikte ayri bir kimede yer almistir. Bu proje
calismasi ile ilk kez Turkiye’de ilgili Anopheles tirlerinin mt-COIl DNA barkodlari saglanmis ve

filogenetik yapilanmalari Gzrine veriler elde edilmisgtir.

Calismamizda yoérede ikinci yaygin belirlenen Culex pipiens komplekste yer alan sivrisinekler
tim dinyada yayilis gostermekte olup birgok dnemli hastaligin naklinde potansiyel vektdrlik
yapmaktadirlar (Shaikevich vd., 2016). GUunimuzde bu kompleks icinde bircok tir, alt tir ve
formlarin varhgi gosterilmis olup bunlarin gogunun West Nile virus ve Rift Valley Fever virus
gibi arboviruslara, filarial nematodlara ve kanatli plasmodium tirlerine vektorlik yaptiklari
ortaya konmustur (Farajollahi vd., 2011). Bunun yaninda Culex soyunun, tarif edilen 750’den
fazla turiyle (Becker vd., 2003) birlikte yuksek medikal ve veteriner 6neme sahip oldugu
bilinmektedir (Werblow vd., 2014). Culex soyu icerisinde Culex alt soyuna bagl Avrupa’da 7
tirdn varligi bilinmekte olup (Hubalek, 2008), bunlarin arasinda Cx. pipiens en yaygin holarktik
tlr olarak nitelenmektedir (Werblow vd., 2014). Palaearktik biyoformlari Cx. pipiens pipiens ve
Cx. pipiens molestus ile birlikte Cx. pipiens’in yer aldigi Cx. pipiens kompleks ayrica Avrupa’da
gorulmeyen Cx. quinquefasciatus, Cx. australicus ve Cx. globocoxitus turlerini de
kapsamaktadir (Farajollahi vd., 2011). Bu kompleks taksa icerisinde Cx. pipiens Linnaeus,
1758 ve Cx. quinquefasciatus Say, 1823 nesillerinin sirasiyla iliman ve tropikal bolgelerde en
yaygin sivrisinek tirleri oldugu bilinmektedir (Shaikevich vd., 2016). Culex pipiens sensu stricto
L. 1758 olarak bilinen kompleksin, “pallens” Coquillett 1898, “molestus” Forskal 1775 ve
“pipiens” olmak Uzere Ug¢ intraspesifik formu bulunmaktadir (Ward, 1992). Bu kompleksin
dyelerinin taksonomik durumu UGzerine, c¢eligkili kanitlarin bulunmasi ve o&zellikle Cx.
guinquefasciatus, Cx. pipiens s.s. form pipiens velveya form molestus arasinda ¢esitli hibrit
populasyonlarin var olmasi (Urbanelli vd., 1997; Gomes vd., 2012; Micieli vd., 2013)
neticesinde bir gérus birligi hentiz bulunmamaktadir. Ayrica Cx. pipiens pallens ve Cx. pipiens
form molestus gibi Culex pipiens kompleksin diger Uyleri arasinda da Japonya gibi Uzak Dogu
ulkelerinde hibritlerin varhigi rapor edilmistir (Ohashi vd., 2014). Tirkiye’de Cx. pipiens
kompleks Uzerine yapilan ¢alismalarin genellikle ergin ve larva dénemleri bazinda morfolojik
identifikasyonlara dayali prevalans ¢alismalari tarzinda oldugu goériimektedir. Bu ¢alismalarin
cogunda Cx. pipiens kompleks tek isimle Cx. pipiens tirl olarak ele alinmis ve bir cok bolgede
farkli oranlarda dagihm gosterdikleri kaydedilmistir (Yildirim vd., 2011; Sahingdéz Demirpolat,

2016). Turkiye’de Cx. pipiens kompleks Uyelerinin genotiplendirilerek karakterizasyonlarinin
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saglandidi U¢ ¢alismanin (Ergunay vd., 2014; Gunay vd., 2015; Sahingdéz Demirpolat, 2016)
varligi goézukmektedir. Gunay vd. (2015); Tuarkiye'nin farkli bolgelerinden izole edilen ve
morfolojik analizlerle Culex soyunda belirlenen Cx. (Barraudius) modestus, Cx. laticinctus, Cx.
mimeticus, Cx. perexiguus, Cx. pipiens, Cx. pipiens form molestus (Laboratuvar kolonisi olarak
belirtiimis), Cx. quinquefasciatus, Cx. theileri, Cx. torrentium, Cx. tritaeniorhynchus ve Cx.
hortensis turlerinin mt-COIl gen bdlgesine gore barkodlamalarini ve karakterizasyonlarini
yapmiglardir. Bununla birlikte cografik olarak yalnizca tropikal bolgelerde yayilis gosteren ve
Avrupa’da bulunmadidi rapor edilen (Smith ve Fonseca, 2004) ve yine morfolojik olarak Cx.
pipiens kompleks tir veya biyoformlarindan ayrilamayan Cx. quinquefasciatus turtntn ilgili
calismada (Gunay vd., 2015) Turkiye'den ilk kayit olarak bildirilmis olmasi da ileri
konfirmasyona ihtiyag gostermektedir. Nitekim mt-COl parsiyel sekans analizleriyle Cx. pipiens
kompleks tur ve/veya biyoformlarinin hibrit nesiller de géz 6nune alindiginda kesin sinirlarla
ayrilmadigi ve filogenetik yapilanmalarinin kompleks yapi sergiledigi bilinmektedir (Smith ve
Fonseca, 2004; Sahingdz Demirpolat, 2016). Bu acgidan gesitli referanslarda da bildirildigi ilgili
kompleksteki tr veya biyoformlar  microsatellite analizleri gibi molekiler tekniklerle
genotiplendiriimekte ve identifikasyonlari saglanmaktadir (Smith ve Fonseca, 2004; Bahnck ve
Fonseca, 2006; Shaikevich vd., 2016). Benzer olarak Ergtinay ve ark. (2014) da Turkiye’'nin
farkh bolgelerinden izole edilen sivrisinek érneklerinde Bati Nil Virusu’nu arastirdiklari
¢alismalarinda mt-COIl sekans analizleri ile Cx. quinquefasciatus tlrindn varligini rapor
etmislerdir. Tim bu verilerin hibrit nesiller de g6z 6nlne alinarak bu komplekse ait tir ve/veya
biyoformlar ile Cx. torrentium i¢cin mevcut referans genotipleme ydntemleri ile konfirmasyona
ihtiyaci oldugu dustnilmustir. Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalinda yaratulmus olan bir tez galismasinda (Sahingéz Demirpolat, 2016) Kayseri yoresinden
orneklenmig Cx. pipiens kompleks ornekleri igcinde Cx. pipiens biyoformlari ile Cx. torrentium
TagMan real time PCR ve microsatellite analizleri ile arastiriimig, mt-COI sekans analizleri ile
izolatlar karakterize edilmis ve Turkiye'de ilk kez hibrit nesillerin varligi ortaya konmustur.
Calismamizda Cx. pipiens kompleks icinde Ug¢ farkh haplotip karakterize edilmis ve bu
haplotipler arasinda ortalama %1,1+0,4 genetik farklilik belirlenmistir. Ug haplotipin de
filogenetik agac¢ Uzerinde ayri kiimelerde yer aldigi gériimus ve bu haplotiplerden SS-Cx.pipl
iran (JQ958371) ve Portekiz izolatlariyla (LC102132, LC102133) %100 identiklik géstererek
filogenetik gruplanma gdstermistir. SS-Cx.pip2 haplotipi yine bir iran izolatiyla (JQ958370)
%99,8 benzerlik gosterirken, Turkiye ve Amerika Birlesik Devletlerinden rapor edilmis bazi
izolatlar ile %100 identik bulunmustur. Diger haplotiplerden daha uzak belirlenen SS-Cx.pip3
haplotipi ise yine Turkiye’den rapor edilmis bir izolatla (KU949592) %100 identik bulunmus ve

ayri bir kimede yer almigtir. Tum bu veriler Sultan Sazligi yoéresinde farkli genetotipik
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karakterde Cx. pipiens kompleks nesillerine ait populasyonlarin varligini ve gelisimleri icin

bdlgenin uygun bir ekosistem olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir.

Calismamizda Sultan Sazli§i ekosisteminde daha disuk populasyon yogunlugunda belirlenen
Ae. vexans Yeni ve Eski Dlinyada taskin su sivrisinegi olarak bilinmekte olup Dinyada yaygin
gorilen turlerden biridir (Fyodorova vd., 2006; Darsie vd., 2016). Bu irrite edici tir yagmur ve
takiben su birikimleri ve suyun cekilmesinin devamli oldugu taskin sularin goruldugi
habitatlarda ylksek populasyon yogunluklarina ulasabilir (Solorzano vd., 2010). Ae. vexans
agresif insan sokucu bir tir olarak bilinmekte olup ¢ogunlukla memelilerden nadiren de
kuslardan kan emdigi bilinmektedir (Hassan vd., 2003; Gingrich ve Williams, 2005). Ae. vexans
basta Bati Nil Virusu, St. Louis ensefaliti, dogu at ensefaliti ve Yellow Rift Valley fever olmak
Uzere 30’un Uzerinde virisu nakledebildigi (Goddard vd., 2002; Cupp vd., 2004), bununla
birlikte Dirofilaria turlerine (Ludlam vd., 1970; Yildirim vd., 2011) ve kanatli Plasmodium (Inci
vd., 2012) etkenlerine de vektorlik yapabildigi cesitli arastirmalarla ortaya konmustur.
Turkiye’de gunumuze kadar Ae. vexans Uzerine daha c¢ok morfoloji tabanli prevalans
calismalarinin (Biskin vd., 2010) yapildigi ve cgesitli bolgelerde farkli oranlarda dagilima sahip
oldug@u bildirilmesine karsin molekiler karakterizayon ve filogenetik yapilari tGzerine herhangi
bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile Turkiye'de ilk kez Ae. vexans nesillerinin mt-COI
barkodlari elde edilmis ve filogenetik karakterizasyonu yapilimistir. ilgili tir icerisinde bir
haplotip belirlenmis olup bu haplotip Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’dan rapor edilmis

izolatlara genetik olarak yiksek identiklik gbstermistir.

Culicoides Latreille, 1809 (Diptera: Ceratopogonidae) soyundaki sokucu sinekler kan ile
beslenen en kiglk sinekler olarak bilinmekte olup vicut uzunluklari 1-3 mm arasinda
degismektedir (Mellor vd., 2000). Culicoides soyu medikal ve veteriner 6neme sahip bircok
patojene biyolojik vektorlik yapan ¢ok sayida tirl icermesiyle énem arz etmektedir. Simdiye
kadar birgcok nematod ve protozoon tirinin yanisira 50’nin Uzerinde arbovirus tirl cesitli
Culicoides tirlerinden izole edilmis olup bu tirlerin veteriner (Mellor vd., 2000; Meiswinkel vd.,
2004) ve insan patojenlerinin (Linley, 1985; Carpenter vd., 2013) naklindeki rolleri Gizerine
derlemeler yazilmigtir. Culicoides turlerinin insanlardan oportunistik beslenmesi de ayrica
turizm, ormancilik ve tarim endustrisi Uzerine etki goOsterebilmektedir (Mellor vd., 2000).
Gunumuzde Culicoides sineklerinin en blyuk ekonomik etkisi mavi dil virisu (BTV), epizootic
haemorrhagic disease virlisi (EHDV) ve Afrika At Vebasi virusunu (AHSV) nakletmeleriyle
iligkilidir. Culicoideslerin son zamanlarda Orthobunyavirus ve Schmallenberg virusun da
vektord olduklari ortaya konmustur (Elbers vd., 2013). Ayrica ¢esitli Culicoides turleri kanath

haemosporidianlarindan Haemoproteus tlrlerine ait nesillere aktif vektdrlik yapmaktadir
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(Bernotiene ve Valkiunas, 2016). Culicoides soyu karisik bir soy olarak tarif edilmesine (Jones
vd., 1985) karsin yaklasik son otuz yil icinde Culicoides turleri Gzerine taksonomik galismalarin
blylk ¢cogunlugunun morfolojik analizlere dayandigi gérilmektedir. Sistematik i¢in “molekuler
entomoloji’nin gelisimi klasik taksonomi uzmanhginin gelisimine hizh bir alternatif olusturmus
(Tautz vd., 2003), genetik karakterizasyon ve Culicoides tirlerinin filogenetik tlr konsepti
yoluyla ayrimlari artan bir énem kazanmistir (Harrup vd., 2015). Bu proses 0zellikle
arboviruslar ve Haemoproteus tirlerine ait nesillerin yeni cografik bolgelerde ortaya ¢cikmasiyla
hizlanmis olup klasik taksonomik uzamanhgin yoklugunda epidemiyolojik sorulara yanit
olugturma igin lokal faunanin hizli karakterizasyonuna olanak saglamigtir (Carpenter vd.,
2009). Culicoides oldukca yuksek cesitlilige sahip bir soy olup simdiye kadar tarif edilmis
1300’Un Uzerinde tir ile tim dinyada yayilis gostermektedir (Harrup vd., 2015). Bu soy
icerisinde Avrupa’da birgok turl tarif edilen Culicoides alt soyu oldukga 6nemli bir grubu
olusturmaktadir. Culicoides alt soyunda Turkiye’'nin de icerisinde yer aldi§i1 Palearktik bdlgede
bulunan tir sayisi kesin olarak bilinmemekte olup géstermis olduklari genis morfolojik gesitlilik
sebebiyle birgok arastirici tarafindan “tlir kompleksleri” olarak ifade edilmiglerdir. Bu son durum
da ilgili taksayi birlestirmekte ve muhtemelen bircok tarif edilmemis tirl gizlemektedir
(Meiswinkel vd., 2004; Pages vd., 2009). Bunun yaninda farkli turlerin intraspesifik morfolojik
ve genetik varyasyonlarinin cografik dagilimlarini ortaya ¢ikarmak olduk¢a énem arz
etmektedir (Nielsen ve Kristensen, 2015). Culicoideslerin tir dizeyinde identifikasyonlari bazi
durumlarda uzman taksonomistler icin dahi guglik olusturabilmektedir. Tir kompleksleri
icindeki sibling turlerin morfolojik ayrimlarinin oldukga gul¢ oldugu bildirilmistir (Meiswinkel vd.,
2004; Pages vd., 2009). Bu zorlugun Ustesinden gelebilmek icin 6zellikle evcil hayvanlarda
hastalik olusturan etkenlerin yaylliminda sorumlu olan tirler basta olmak tzere Culicoides
tarlerinin ortaya c¢ikarilmasinda molekuler teknikler (COl-barkodlari veya diger molekuler
markerlar) kullaniimaya baglanmistir (Cetre-Sossah vd., 2004; Gomulski vd., 2006; Nolan vd.,
2007; Augot vd., 2010). Orneklerin tirr diizeyinde DNA barkod identifikasyonlarini takiben yeni
morfolojik karakterlerin bulunmasi veya yalnizca morfolojik karakterler kullanilarak yapilan tir
identifikasyonlarinin  konfirmasyonu mimkuin olmustur (Nielsen ve Kristensen, 2015).
Turkiye’de gunumuze kadar Culicoides turlerine ait nesillerin genetik karakterizasyonlari
uzerine oldukca sinirli veri bulunmaktadir. Bu sinirli galismalardan birinde (Dik vd., 2014)
Glney ve Glney Dogu Anadolu Boélgelerinden toplanmis Culicoides soyunda Oecacta,
Beltranmyia ve Monoculicoides soy altlarinda yer alan sirasiyla C. schultzei, C. circumscriptus
ve C. nubeculosus tirlerinin ribozomal ITS-1 gen bdlgesi sekans analizleriyle molekdler
identifikasyonu yapilmigtir. Tlrkiye’de Culicoides tirlerinin mt-COl gen bdlgesi bazinda

karakterizasyonlarinin ve DNA barkodlarinin saglandid1 kapsamli yalnica bir galisma (Yildirim
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vd., 2016) bulunmaktadir. Bu ¢alismada (Yildirim vd., 2016) Bati Karadeniz Bdlgesi ve Konya
yoresinden toplanmis Culicoides pulicaris komplekste yer alan tur ve/veya haplotiplerin mt-
COlI gen boélgesine gore molekiler karakterizasyonlari yapiimis ve filogenetik yapilanmalari
ortaya konmustur. ilgili galismada (Yildirim vd., 2016) Pulicaris komplekste analizlere dahil
edilen izolatlara ait niikleotid sekanslarinda 22 farkli haplotipi ortaya koyan 151 polimorfik
bdlge saptanmis ve C. fagineus, C. flavipulicaris, C. lupicaris, C. newsteadi, C. pulicaris, C.
punctatus tdurleri molekiler olarak identifiye ve karakterize edilmigtir. Calismamizda Sultan
Sazlig1 yoresinde en yaygin tirler C. nubeculosus kompleks tirleri olarak belirlenirken en
distk yayilisi gosteren turler ise C. duddingstoni ve C. gejgelensis bulunmustur. C.
nubeculosus kompleksde yer alan tirlerde kanat morfolojisi bliylik ol¢iide simetrik bir yapi
sergilemekte olup kanat morfolojisine goére tir identifikasyonlari zorluk arz etmektedir (Mathieu
vd., 2012). Bu amagcla ¢caligmada ilgili komplekste belirlenen digi drneklerden secilen drneklerin
spermateka yapisi incelenmis ve tamaminin C. riethi tlrlne ait olduklari gérilmastar. Ayrica
bu morfolojik identifikasyon sonuglari sekans analizleri ile de konfirme edilmistir. Elde edilen
bu sonuclar C. nubeculosus kompleks olarak nitelenen nesillerin buyilk olasilikla C. riethi
tirine ait olabilecegini gostermistir. Calismada belirlenen tlrler arasinda C.riethi, C.
circumscriptus, C. submaritimus, C. gejgelensis, C. duddingstoni, C. longipennis ve C.
festivipennis tirlerine ait nesiller igin Turkiye’de ilk olarak mt-COl DNA barkodlari saglanmis
ve molekuler karakterizasyonlari yapilmigtir. Ayrica C. submaritimus ve C. longipennis
nesillerine ait mt-DNA barkodlari Diinyada ilgili tirler icin ilk molekdler verileri olusturmus ve
C. longipennis tird c¢alismamizla molekiler taksonomiye kazandiriimistir. Calismada
arastirma yoresinde belirlenen tirlere ait mt-COI sekanslari arasinda 27 farkh haplotipi ortaya
koyan 158 polimorfik bolge saptanmistir. Bu sonuclar karakterize edilen turlerde intraspesifik
ve interspesifik nukleotid farkliliginin yiksek oldugunu gostermigtir. Ayrica filogenetik analizler
tim tarlere ait nesillerin monofiletik karakterde oldugunu gdstermistir. Calismada morfolojik
analizlerle C. circumscriptus olarak identifiye edilen haplotiplerden SSCcircum1,2,3,5
haplotiplerinin birbirine genetik olarak daha yakin oldugu ve filogenetik gruplanma gosterdigi
belirlenmigtir. Bu izolatlar Isveg'ten rapor edimis izolatlara da genetik olarak yakin
bulunmuslardir. SSCcircum4 haplotipi ise yukaridaki haplotiplerden genetik olarak daha uzak
belirlenmis ve Cezayir'den kaydedilmis bir izolatla en yiksek identikligi gdstermistir. Calismada
karakterize edilen iki C. festivipennis haplotipi arasinda genetik farklilik diisiik bulunmus ve bu
haplotipler en yiiksek identikligi isvec’ten bildirilmis bir izolatla géstermistir. C. gejgelensis icin
belirlenen bir haplotipin Slovakya’dan bildirilmis bir izolatla ¢ok yakin oldudu, Fransa izolatiyla
ise %2,0 genetik farkhlik gosterdigi goriimugtir. C. punctatus haplotipleri arasindaki genetik
farkhlik da disik (%0,4+0,2) belirlenmis ve bunlardan SSCpunc3 haplotipi Bati Karadeniz
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izolatlarindan ERU Cpun1 ve ERU Cpun6 ile en yuksek identikligi gosterip (%99,6) kiime
olugturmustur. SSCpunc1l,2,4 haplotipleri ise Bati Karadeniz izolatlarindan ERU Cpunb ile
Danimarka ve ingiltere izolatlarina yilksek derecede identik belirlenmistir (%99,9). C.
newsteadi icinde belirlenen bir haplotipin yine Bati Karadenizden rapor edilmis bir izolatla
%99,8 benzer oldugu goérulmustir. Calismada karakterize edilen C. riethi haplotipleri arasinda
ortalama %0,5 genetik farklilik tespit ediimis ve SSCrieth5 haplotipi isveg izolatlarina daha
yakin bulunarak (%99,7) birlikte alt kime olusturmustur. SSCrieth1,2,3,4,6 haplotipleri de
isveg ve Slovakya'dan rapor edilmis izolatlarla sirasiyla ortalama %1,0ve %1,3 genetik farkhlik
gostermisti. Bu calisma ile Dinyada ilk kez mt-COl barkodlamasi ve filogenetik
karakterizasyonu saglanan C. longipennis icin iki haplotip belirlenmistir. Bu haplotipler
arasinda %1,3 genetik farklilik gortlmustir. Ayrica C. longipennis’in mt-COIl gen bdlgesi
filogenisine gore incelenen tirler igerisinde C. riethi’'ye daha yakin oldugu ve birlikte Gst kime
olusturduklar gérdimustir. Calismada karakterize edilen C. duddingstoni haplotipleri arasinda
ortalama %0,4 saptanmis olup ilgili haplotipler bir arada kiime olusturmus ve en ylksek
identikligi %99,1 ile isveg'ten bildirilmig bir izolatla géstermistir. Yine bu galisma ile Diinyada
ilk kez mt-COl barkodlamasi ile karakterize edilen C. submaritimus icin 4 haplotip belirlenmistir.
Bu haplotipler arasinda ortalama genetik farkllik %0,3 bulunmus ve C. submaritimus’un

incelemesi yaplilan turlerden filogenetik olarak daha uzak kiime olusturdugu goérilmustir.

Kan emici insekt tlrlerinin vektorlik potansiyellerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda
vektor etkinligi Uzerine cografik alan, ekolojik faktérler ve kan beslenmesinde konak
tercihlerinin 6nemli oldugu bilinmektedir (Rossi vd., 1999; Garcia-Rejon vd., 2010). Bir bdlgede
vektorlik potansiyeli belirlenen bir tirin diger bazi bélgelerde vektor etkinliginin disuk oldugu
veya hi¢ olmadigi gérilmektedir. Kan ile beslenen (haematophagous) artropodlarin beslenme
yapilari ve konak tercihleri, birgok patojenin ¢ogalmasi ve omurgali konaklara bulagsmasi
acisindan oldukga énemlidir (Dye ve Hasibeder, 1986). Vektdrlerde beslenme yapilarinin ve
konak tercihlerinin belirlenmesinin, vektér-kaynakli hastaliklarla etkili micadele stratejilerinin
ve politikalarinin olusturulmasina, salgin risklerinin azalmasina ve hem insan hem de
hayvanlarda bu hastaliklarin ekoepidemiyolojilerinin daha iyi anlasilmasina olduk¢ca énemli
katkisi vardir. Calismamizda kanath kani ile beslenme agisindan en ylksek pozitiflik (%60,0)
ybrede yaygin sivrisinek tlrlerinden biri olarak belirlenen Cx. pipiens kompleks tirlerinde
saptanmis olup ilgili tirin kanath Plasmodium etkenlerinin nakli agisindan risk olusturdugu
distnulmuistir. Benzer sekilde Amerika (Gomez-Diaz ve Figuerola, 2010) ve Avrupa’da
(Figuerola vd., 2007; Vazquez vd., 2010) yapilan c¢esitli arastirmalarda Cx. pipiens’in kan
beslenmesinde kanatli konak spekturumu %64-97 oraninda belirlenmis ve memeli konaklara

gore kan beslenmesinde kanatl konak tercihi 6nemli bulunmustur. Bruno Gomes vd. (2013),
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Portekiz’de dérnekledikleri Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens molestus biyoformlarinin kan
beslenmesinde serolojik yontemlerle kanatl tercihini %90'in Uzerinde belirlemigler ve bu
kanatlilarin buylk c¢ogunlugunun Passeriformes takiminda yer aldigini saptamiglardir.
Korkmaz vd., (2016) Kayseri yoéresinden 6rnekledikleri Cx. pipiens komplekse ait toplam 376
ornegin 148’ini (%39,4) molekuler analizlerle kanath ve/veya memeli kani yoninden pozitif
bulmuslardir. Arastiricilar (Korkmaz vd., 2016) pozitif belirlenen érneklerin %29,1’inin yalnizca
memeli, %66,2’sinin yalnizca kanath, %4,7’sinin ise hem kanathh hem de memeli kani
yoninden pozitif oldugunu kaydetmis ve Cx. pipiens kan beslenmesinde kanath tercihinin
onemli oldugunu vurgulamiglardir. Arastirmamizda kanatl mt-cytb sekans analizleri ile konak
tird tayininde Cx. pipiens kompleks tdrlerinin kan beslenmesinde en c¢ok Passeriformes
takiminda yer alan kuslari tercih ettigi cok daha az olarak da Falcaniformes ve Strigiformes
takimlarindaki kuslardan beslendigi goériimastir. Elde edilen bu sonu¢ yukaridaki
arastirmalarla birlikte cesitli arastiricilarin bulgular (Figuerola vd., 2007; Garcia-Rejon vd.,
2010; Vazquez vd., 2010; Gomes vd., 2013) ile paralellik géstermistir. Yine mt-cytb sekans
analiz sonuglarina goére ilgili sivrisinek tlrinin Passerifromes takimindaki Passer ve
Acrocephalus soyundaki tlrlerden daha fazla kan beslenmesi yaptigi dikkati cekmistir.
Calismada en yaygin belirlenen An. sacharovi ile birlikte yorede ¢ok daha sinirli yayilis
gosteren diger Anopheles turleri An. maculipennis ve An. claviger disilerinin kanath kani
beslenme oranlari (%5,0-%7,69) disuk bulunmustur. Nitekim ilgili tlrlerin kan beslenmesinde
siklikla daha buylk memeli gruplarini tercih ettikleri ve insanlar igin de invaziv olduklari ¢esitli
arastirmalarda (Apperson ve Lanzaro, 1991; Robertson vd., 1993; Demirhan ve Kasap, 1995;
Apperson vd., 2004) saptanmigtir. Calismada yine dusuk yayginlikta belirlenen Ae. vexans
disilerinin kanatli kani ile beslenme orani %27,8 olarak belirlenmistir. Oldukga agresif bir tur
olarak bilinmekte olan bu tiriin yogunlukla memelilerden nadiren de kuslardan kan emdigi
bildiriimistir (Lee vd., 2002; Hassan vd., 2003; Gingrich ve Williams, 2005). Ancak
arastirmamizda %30’a yaklasan kanath kani pozitifligi belirlenmis olmasi muhtemelen
ekosistemdeki kanatli kus yogunlugu ile iliskili olabilecegini ve oldukc¢a invaziv olan bu tlrin

kanatllardan da kan emmeye adaptasyonunun yuksek oldugunu gostermistir.

Culicoides sineklerinin Orta Dogu ve Akdeniz bdlgesi gibi birgok bdlgede kan beslenmesinde
konak spekturumlari blylk oélgide bilinmemektedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar
(Bartsch vd., 2009; Garros vd., 2011; Lassen vd., 2011; Ninio vd., 2011; Calvo vd., 2012;
Lassen vd., 2012), bu tirlerin omurgali konak uygunlugunda cok cesiti memeli ve
kanatlilardan kan beslemesi yapabildigini 6ne ¢ikarmigtir. Birgcok Culicoides turii memeli veya
kanatlilardan beslenmesine karsin bazi tlrlerin sUringenler ve kurbagalardan da

beslenebildigi kaydedilmistir (Borkent, 2005). Ergin Culicoides sineklerinin yasam strelerinin
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uzunlugu sicakliga bagimlidir ve birgok tur i¢in bu sire tam olarak belirlenememigtir (Slama
vd., 2015). Bu surenin tekrar tekrar kan beslenmenin gérildigu birka¢ haftadan birka¢ aya
kadar sonlanabilecegi ileri surilmektedir (Hebert vd., 2003a). Kan uzerindeki bu bagimlilik
Culicoideslerin cesitli patojenleri nakledebilmesi i¢in uygun ortami saglamaktadir. Bu agidan
Culicoides sokucu sineklerin kan beslenme tercihlerinin belirlenmesi vektér kapasitelerinin
degerlendiriimesi agisindan oldukga 6nemlidir. Calismamizda arastirma yoéresinden izole
edilen Culicoides tirlerine ait drneklerin biylk oranda kanath kani ile beslendikleri molekuler
analizlerle ortaya konmustur. Bu tlrler arasinda 6zellikle C. submaritimus, C. gejgelensis,
C.riethi, C. circumscriptus, C. longipennis ve C. newsteadi 6rneklerinde kanatli kani beslenme
oranlari %70’in Uzerinde belirlenmigstir. Slama vd. (2015), Tunus’ta drnekledikleri Culicoides
turlerinin basta insan olmak Gzere blyuk cogunlugunun memelilerden kan beslemesi yaptigini
mt-cytb sekans analizleri ile belirlemisler ve galismamizda da belirlenen C. newsteadi tirtinde
kanatli kani pozitifligi saptamislardir. Lassen vd. (2012) Danimarka’nin farkli bélgelerinde
ornekledikleri Culicoides tirlerinin kan besleme analizlerinde ¢alismamizda da belirlenen C.
circumscriptus, C. duddingstoni, C. festivipennis tirlerinin yanisira C. kibunensis, C.
pictipennis, C. reconditus ve C. salinarius turlerine ait érneklerin gogunlugunun Passeriformes
takimi ve bazilarinin da Colimbiformes takimindaki kus tirlerinden kan beslemesi yaptigini
belirlemiglerdir. Benzer olarak ¢calismamizda kanatli kani pozitif belirlenen Culicoides tirlerinin
kan beslenmesinde konak tirt tayini amaciyla yapilan mt-cytb sekans analizlerinde en yiksek

orani Passeriformes takimindaki kus tirleri géstermistir.

Kan beslenme analiz sonuclarina paralel olarak sivrisinek ve Culicoides tirlerine ait bireysel
ornekler ile bas/toraks (BTH) ve abdomen havuzlarinin haemosporidian parazitler yoninden
molekiler incelemelerinde birgok tire ait dérnegin pozitif oldugu goéralmustir. Cesitli
aragtirmalarda (Ishtiag vd., 2008; Njabo vd., 2011) bildirilen metodolojiye uygun olarak
muhtemel enfektif velveya enfekte sivrisinek ve Culicoides 6rneklerinin belirlenebilmesi
amaciyla tir teshisi yapilan her bir sinegin bas-toraks (enfektif) ile abdomeni (enfekte) diseke
edilerek havuzlar olusturulmus ve analiz sonuglari degerlendirilmistir. Bilinidigi gibi enfektif
dénem sporozoitler disi sivrisineklerin beslenmeleri esnasinda tikrik bezleri vasitasiyla
nakledilmektedir. TUkrik bezleri toraksta yan kisimlarda 6zofagusa dogru uzanir (James ve
Rossignol, 1991). Fertilizasyon ve oocyst gelisimi (non enfektif dbnem) ise sivrisinegin orta
bagirsak kisminda (abdomen) sekillenmektedir. Bu agidan BTH pozitiflikleri muhtemel vektor
potansiyelinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Ishtiaq vd., 2008; Njabo vd., 2011; Inci vd.,
2012). Nitekim BTH havuzlarindan elde edilen pozitif izolatlarin sekans analizleri hem
sivrisinek (Plasmodium sp.) hem de Culicoides (Haemoproteus sp.) turleri i¢in vektdrltklerini

yaptiklari parazitleri teyit ederken abdomen ve bireysel havuzlarda muhtemelen enfekte kan
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alinmasina bagli olarak vektér olmadiklari parazitlere (Sivrisineklerde Haemoproteus,
Culicoides 6rneklerinde Plasmodium sp. pozitiflikleri) ait sekanslari da gbéstermistir. Bu acidan
calismada insekt turlerinde minimum enfeksiyon oranlarinin (MIRs) hesaplanmasinda BTH
pozitiflikleri temel alinmistir. Calismamizda sivrisinek tarleri arasinda Plasmodium tirleri ile en
yiksek MIRs Cx. pipiens kompleks tirlerinde belirlenmis bunu Ae. vexans izlemisgtir.
Anopheles turlerine ait bas/toraks havuzlarinda pozitiflik saptanmamis ve dolayisiyla MIRs
belirlenmemigtir. Elde edilen bu sonuglarla Sultan Sazli§i ekosisteminde Cx. pipiens kompleks
thrlerinin, arastirma yoéresinde kanatl turlerinden de izole edilmis olan Plasmodium nesilleri
icin muhtemelen vektdr gorevi yaptigini buna karsin kan beslenme analiz sonuglari ile paralel
olarak molekiler analiz sonugclari ilgili Plasmodium nesillerinin nakli agisindan Anopheles
turlerinin vektorlik potansiyelinin disik oldugunu disindidrmustir. Nitekim elde edilen bu
sonuglar gesitli arasgtiricilarin (Turell vd., 2000; Ejiri vd., 2009; Lalubin vd., 2013; Martinez-de
la Puente vd., 2015) bulgulari ile paralellik géstermistir. Ancak tim bu verilerin deneysel
calismalarla tukrik bezlerinde ilgili parazit nesillerine ait sporozoit gelisiminin ve uygun

konaklara naklinin gdsterilmesiyle (Valkuinas, 2005) desteklenmesi gerekmektedir.

Culicoides tirlerinde haemosporidianlarin arastirildi§i calismalar sinirlidir. Calismamizda
Culicoides turlerinde %80’nin tzerinde BTH pozitiflikleri belirlenmistir. Bobeva vd. (2013),
Bulgaristan’in bazi bélgelerinde Culicoides turlerine ait érneklerde molekiler olarak %2,17
oraninda Haemoproteus pozitifligi bildirmigler ve C. pictipennis ve C. circumscriptus tdrlerini
muhtemel potansiyel vektdrler olarak kaydetmislerdir. Ferraguti vd. (2013), ispanya’da cesitli
bolgelerden d&rnekledikleri 97 Culicoides 6rneginin 13’inde Haemposporidian pozitifligi
bildirmisler ve C. circumscriptus’un énemli bir vektor oldugunun altini ¢izmiglerdir. Santiago-
Alarcon vd. (2013), Almanya’da ornekledikleri 22 Culicoides turtinden C. kibunensis, C.
pictipennis ve C. scoticus tirlerine ait drneklerde Haemoproteus pozitiflikleri bildirmisler ve
bunlarin sekans analizleri ile karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Yine Bernotiene ve
Valkiunas (2016), Rusya’dan orneklenip molekiiler olarak analiz ettikleri 300 Culicoides
orneginin besinde (%1,67) pozitiflik belirlemigler ve C. impunctatus, C. punctatus ve C.
pictipennis tlrlerine ait pozitif érneklerde Haemoproteus nesillerinin karakterizasyonunu
saglamiglardir. Bobeva vd. (2014), Bulgaristan’da topladiklari toplam 735 (640’1 nesil vermis,
90’1 kan emmis 6rnek) Culicoides drneginden 17’sinde haemopsoridian pozitifligi saptamiglar
ve sekans analizleri ile Haemoproteus nesillerini C. alazanicus, C. circumscriptus ve C.
festivipennis tirlerinde belirlemiglerdir. Calismamizda BTH temelinde hesaplanan MIRs
oranlari yukaridaki arastiricilarin bildirmis oldugu orandan ¢ok daha yiksek saptanmistir. Bu
sonug¢ da yine Sultan Sazligi yoresinin ¢ok ¢esitli gdcmen veya lokal kus tlrlerinin yanisira

potansiyel vektdr Culicoides tirleri igin de ideal bir ekosistem olusturmasindan ileri geldigi
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distunulmastur. Arastirma yoéresinde en yiksek MIRs C. nubeculosus komp.’de belirlenmis
bunu sirasiyla C. gejgelensis, C. submaritimus, C. circumscriptus, C. longipennis, C.
festivipennis ve C. newsteadi izlemis olup bu tirlerden C. circumscriptus ve C. festivipennis
icin Haemoproteus pozitiflikleri ve potansiyel vektorlik rolleri yukaridaki ilgili arastiricilar

tarafindan da rapor edilmistir.

Aragtirmamizda Passeriformes takimindan farkl ailelere bagh toplam 536 kusta
haemosporidan parazitlerin %33,8 prevalans gosterdidi belirlenmistir. Calismada érneklemeye
alinan kus tirleri bazinda prevalanslarin degerlendiriimesi noktasinda sis aglari ile yakalanan
kus turlerinin homojen olmamasi agisindan kesin bir degerlendirme yapabilmek muUmkin
olmamistir. Ancak érneklem sayisi istatistik agidan uygun olan (>30) kus turleri incelendiginde
Haemoproteus/Plasmodium nesilleri ile pozitiflik en yiksek Passeridae ailesinde P.
hispaniolensis’de belirlenmis bunu Sylvidae ailesinde Acrocephalus scirpaceus, Ac.
arundinaceus, Ac. melanopogon, Panuridae ailesinde Panurus biarmicus ve Hirundinidae
ailesinde Hirundo rustica izlemistir. Calismada incelenen kus popllasyonlarinda
Leucocytozoon nesillerinin prevalansi Haemoproteus/Plasmodium nesillerine oranla oldukca
dusuik belirlenmis ve bu nesillerin de %3,36’sinin Haemoproteus/Plasmodium nesilleri ile miks
seyrettigi gortlmustir. Bu sonuglarla Sultan Sazhgi ekosisteminin Leucocytozoon nesillerinin
bulasma dinamiklerinde vektér-konak-parazit bitininde optimum kosullari olusturmadigi
dusunualmastar. Nitekim pozitif belirlenen kuslarin buytk ¢ogunlugunun gégmen kuslar olmasi
muhtemelen baska cografyalarda enfeksiyonu almis olabileceklerini géstermektedir. Ayni
zamanda yoérede yapilan insekt dérneklemelerinde simuliid sineklere tesadif edilememesi de
bu gdérusimizi destekler niteliktedir. Nitekim Leucocytozoon tirlerinin bulasmasinin diger
vektor kaynakli enfeksiyonlarda oldugu gibi temel anlamda uygun vektorlerin mevcudiyeti ve
bu vektorlerin kan emdidi kanatli konagdin periferik dolagiminda yeterli sayida gametositi
alabilmelerine bagli oldugu da gesitli arastirmalarda belirtiimistir (Desser vd., 1968; Khan ve
Fallis, 1970).

Calismamizda gocmen kuslardaki haemosporidian parazitlerin prevalansi yerli kuslara oranla
yuksek saptanmis ve bu farklilik da istatistiksel agidan énemli bulunmustur. Nitekim gé¢cmen
ve yerel kuslar arasindaki kanathh haemosporidian parazit c¢esitliligi ve prevalanslarinin
arastirildigi calismalarda (Greiner vd., 1975; Valkiunas, 1993; Paperna vd., 2016), gbé¢gmen
kuslarin yerel kuslara kiyasla daha ylksek oranda cesitlilik ve prevalansa sahip olduklari
bildiriimistir. Yerel kuslarda paraziter enfeksiyonlara karsi immun direng gelisiminde goérev alan
organlarin (dalak ve Bursa fabricius) gé¢cmen kuslara kiyasla daha az gelismis bir yapi

gobstermesinin parazit prevalanslarinda saptanan bu farklilikta etkili oldugu rapor edilse de
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(Moller vd., 2004) asil 6nemli faktdrin, tek bir biyotik ortamda ikamet eden tirlere kiyasla
gbgmen kuslarin, mevsimsel olarak Greme alanlari, dinlenme istasyonlari ve kislama alanlari
gibi iki veya daha fazla biyotik ortam arasinda gecis yapmalari ve daha farkli epidemiyolojik
risklere maruz kalmalari oldugu bildiriimistir (Valkiunas, 2005; Hellgren vd., 2007b; Paperna
vd., 2016). Ayrica subtropik ve tropik cografyalarda kislayan géo¢cmen kuslarin bu bdlgelerde
mevcut olan kus, patojen ve vektdr insekt ¢cesitliligi nedeniyle yerel kuslara kiyasla daha gesitli
kanatli haemosporidian parazitlerine maruz kaldigi ve boylelikle enfeksiyon risklerinin yerel
kuslara oranla daha ylksek oldugu da belirtiimistir (Valkiunas, 2005). Nitekim, Paperna vd.,
(2016) yerli ve gégmen olmak Uzere toplam 2488 kus Uzerinde sezonsal olarak yuruttukleri
calismalarinda subtropik veya tropik kislama alanlarindan dénen kuslarin (bahar kuslari)
henlz kislama alanlarina gitmeyen kuslara goére, daha yuksek bir haemosporidian prevalans
oranina sahip olduklarini, bunun yaninda yine gé¢men kuslarin yerli kuglara kiyasla daha

yuksek enfeksiyon oranina sahip olduklarini rapor etmislerdir.

GunUmuzde artan bir ivme ile devam eden arastirmalar farkli cografyalarda gesitli kanath tir
ve gruplarinda yeni haemosporidian nesillerinin varligini ortaya ¢ikarmakta olup bu parazitlerin
ne denli yiksek heterojeniteye sahip oldugunu gostermektedir. Giniimiize kadar kanatl konak
Uzerinde vydrutilen calismalarin yarisindan azinda mikroskobik analizlerin molekuler
analizlerle birlikte kullanildigi dikkati cekmektedir (Clark vd., 2014). Bu husus oldukga 6nem
arz etmektedir. Nitekim c¢ogu zaman PCR pozitiflikleri konagdin enfekte oldugunu
gOstermeyebilir. Abortif enfeksiyonlar bu durum icin en énemli nedenlerden birisidir. Yine
konak olmayan kanathlarda vektorler tarfindan henliz verilmis olan sporozoitlerin PCR ile
yakalanabilmesi olasiliklardan digeridir (Valkiunas, 2005; Clark vd., 2014; Walther vd., 2016).
Bu agidan molekuler analizlerin parazitin gelisim donemlerinin belirlenecedi mikroskobik
analizlerle birlikte uygulanmasi konak uygunlugunu belirlemede oldukga Onemlidir.
Calismamizda, molekuler tabanli tekniklerle pozitif bulunan ve takiben sekanslanan érneklerin
giemsa boyali ince yayma kan frotileri Valkiunas (2005)’de yer alan protokollere gére dikkatlice
incelenmistir ve tespit edilen parazitlerin seksuel gelisim formlari, Valkiunas (2005) ve
Litvanya-Vilnius’da bulunan, Doga Arastirma Merkezi, P. B. Sivickis Laboratory of Parasitology
veri tabaninda (http://www.gamtostyrimai.lt/en/users/viewGroup/id.56/pageld.15) yer alan
fotograflar ve tanimlamalara gére morfolojik olarak identifiye edilmistir. Kanatl haemosporidian
etkenleri konak spesifikligi diizeyinde genis varyasyon gostermektedir. Bazi nesiller belirli kus
soy, aile veya takomlarinda gorilirken diger bazilari tim Aves sinifinda yerlesim
gOsterebilmektedir (Valkiunas, 2005). Bu kapsamda, yapilan arastirmalarda (Waldenstrom
vd., 2002; Krizanauskiene vd., 2006; Dimitrov vd., 2010) Plasmodium turlerine ait nesillerin

generalist bir konak spesifikligi gosterdigi ve farkh aile ve dizilerde yer alan kuslarda
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enfeksiyonlara sebebiyet verebildigi rapor edilmistir. Ornegin, MalAvi kayitlari, Hawaii'de
bulunan dominant kanatli Plasmodium nesli GRW4’Un, birgcok kanatlh familyasini kapsayan
konaklardan ve ABD’den Fransiz Polinezyasi’na kadar cografik alanlar boyunca kaydedildigi
gorulmektedir (Beadell vd., 2006; Ishtiaq vd., 2006; Marzal vd., 2011). Ancak Haemoproteus
turlerine ait nesillerin daha sinirli konaklarda gelisim gosterebildigi ve genellikle soy veya tur
spesifik bir konak segiciligine sahip olduklari bildirilmistir (Krizanauskiene vd., 2006; Atkinson
vd., 2009). Leucocytozoon tirlerinde ise nesillerin genellikle dizi, bazi olgularda da aile, alt aile
ve tur spesifik bir karakter gdsterdigi tespit edilmistir (Forrester ve Greiner, 2009). Ancak
glinimuzde molekiler biyolojik tekniklerin kanatlh haemosporidanlarinin teshisinde ve
karakterizasyonlarinin belirlenmesinde kullaniimaya baslanmasi ile birlikte bu etkenlerin konak
06zgin ya da generalist Ozellikte olmalari revizyon altina alinmistir. Calismamizda Sultan
Sazli§i1 ekosisteminde potansiyel vektdr ve kanath konaklardan toplam 18 Plasmodium nesli
identifiye edilmistir. Bunlar arasinda 9 nesil yalniz vektdrlerden ve hem vektér hem de kanatli
turlerinden izole edilmistir. Bunlar arasinda Ae. vexans nesillerinden izole edilen AEDVEX01
ve Cx. pipiens komleks nesillerinden izole edilen CXPIP22, TURDUSO01, CXPIP20,
DONANAO2, CXPIP21 nesilleri arastirma yoresinde yalnizca ilgili insekt tirlerinde
belirlenmigtir. Ayrica literatir bilgi ve MalAvi veri bankasi incelendiinde AEDVEXO01 ve
CXPIP20, CXPIP21, CXPIP22 nesillerinin ayni sivrisinek turlerinden rapor edildigi
gorulmektedir. Bunun yaninda DONANAO2 neslinin Cx. modestus, CXPIP23’Un ise
Ochlerotatus caspius nesillerinden de bildirildigi gortilmektedir. Tim bu nesiller glinimuze
kadar herhangi bir kanatli konaktan rapor edilmemistir. Muhtemelen ilgili nesiller henlz
orneklenmemis farkli takimlarda yer alan kus tdrlerinde bulunmaktadirlar. Cx. pipiens
kompleks nesillerinde bulunan TURDUS1 arastirma yoresinde érneklenen kanatl tdrlerinde
belirlenmemis olmasina karsin basta Passerinler olmak Gzere diger bazi kanath takimlarindan
da rapor edildigi gorulmektedir (Sekil 4.126). Bununla birlikte Ciloglu vd.’nin (2016) ilgili nesli
Kayseri yoresinde orneklenmis Accipitriformes takimindaki Buteo buteo’dan (Bayagi Sahin)
izole etmis olmalari bu neslin ilgili bdlgede bulasma dinamigine sahip oldugunu desteklemistir.
TURDUS1 nesli icin Cx. pipiens kompleks tirlerinin muhtemel potansiyel vektorlikleri Gzerine
veriler ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Calismada PADOMO2 nesli An. sacharovi ve
passerin kuslardan Biylkli Kamigginda (Acrocephalus melanopogon) belirlenmis ve bu
sivrisinek tirtnun ilgili nesle arastirma yoresinde muhtemelen potansiyel vektorlik yapabildigi
distnulmustir. Nitekim ilgili enfekte kuslarin kan frotilerinin incelenmesinde parazitin gelisim
dénemleri de belirlenmis ve P. relictum tirine ait olduklari tespit edilmistir. BOylece en yaygin
Passeriformes takimindan olmak Uzere gesitli takimlarda yer alan kus tlrlerinden rapor edilmis

olan PADOMO2 neslinin (Sekil 4.126) ¢alismamizla tir tanimlamasi da yapiimistir. Cx. pipiens
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kompleks nesillerinde belirlenen CXPIP23 nesli de Diinyada ilk olmak tzere Kig¢ik Balabanda
(Ixobrychus minutus) karakterize edilmistir. Ancak CXPIP23 nesli molekiler olarak
Plasmodium soyunda karakterize edilmis olmasina karsin bu nesle ait eritrositik gelisim
formlari daha cok Haemoproteus gametositlerine benzer bulunmustur. Tespit edilen morfolojik
Ozellikler daha 6nce I. minutus’dan tanimlanan H. herodiadis’in 6zelliklerine yakin olsa da
pigment grandllerinin belirgin olmasi nedeniyle bu tirden morfolojik olarak farkli oldugu
dasunualmuagtar. Nitekim Litvanya Doga Arastirma Merkezi’'nde gorev yapmakta olan ve proje
¢alismalarinda is birligi icinde oldugumuz Prof. Dr. Gediminas VALKIUNAS da bu morfolojik
bulgulari dogrulamis ve bunun yeni bir tir olabilecegi yéninde goérts bildirmistir. Sonraki
dénemde Bulgaristan’da bir arastirma ekibi tarafindan da belirlenen bu neslin farkli morfolojisi
ve molekuler karakteri ile yeni bir Plasmodium tird olabilecedi ve daha ileri calismalar ile
karakterizasyonuna ihtiyag oldugu kanaatine variimistir. Calismada Sogutbulbalu
(Phylloscopus trochilus), Kindira Kamigg¢ini (Acrocephalus schoenobaenus) ve muhtemel
vektorlerden Cx. pipiens’te izole edilen P. ashfordi GRWO02 neslinin simdiye kadar
Passeriformes takiminda doért ailede yer alan ve galismamizdaki turleri de iceren 14 tiirde ve
Charadriiformes takiminda Scolopacidae ailesinde yer alan Philomachus pugnax tirtiinden

izole edildigi gorulmustir (MalAvi http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/).

Arastirmamizda karakterize edilen 9 Plasmodium nesli yalnizca kanatlilardan izole edilmistir.
Bunlar arasinda Agag¢ Sercesi (Passer montanus), Serce (Passer domesticus) ve Florya
(Chloris chloris) turlerinde belirlenen P. relictum SGS1 neslinin farkh takimlardaki ylksek
sayida kanatl tirinu (en ylksek Passeriformes takimi) enfekte edebildigi (Sekil 4.126) dikkati
cekmistir. ilgili neslin arastirma sahasinda belirlenen kus tiirlerinden, farkli cografyalardan
daha 6nce de bildirildigi gérulmustir. Bununla birlikte ilgili nesile ait gelisim dénemleri Florya
(Chloris chloris) turtne ait perifer kan frotilerinde rastlanmamigtir. Bu durum ile ilgili agiklamalar
asagida takip eden boélumlerde verilmistir. Agag Sergesi (Passer montanus) ve Cayir Taskusu
(Saxicola rubetra) turlerinden identifiye ettigimiz P. relictum GRW11 neslinin izole ettigimiz
kuslar da dahil yine en fazla passerin kuslar olmak Uzere (13 aile 31 tir) Strigiformes ve
Charadriiformes takimandaki bazi kus turlerinden de rapor edildigi gérilmustur (Sekil 4.126).
GRW11’e ait gelisim dénemleri Agag Sercesine ait kan frotilerinde belirlenmis olmasina karsin
Cayir Taskusunda saptanmamistir. Kiglk Balaban’dan (Ixobrychus minutus) izole edilen
IXOMINO2 ve IXOMINO3 nesilleri dinyada ilk kez karakterize edilmis ve tanimlanmistir.
Bunlardan IXOMINO2 nesli en ylksek identikligi P. relictum SGS1 nesline gostermis ve bu
neslin yer aldigi kiime ile birlikte gruplanmistir. IXOMINO3 ise en yuksek identikligi calismada
Cx. pipiens komplekste identifiye ettigimiz Plasmodium sp. DONANAO2 nesli ile gdstermis ve

bu iki nesil galismada yine Cx. pipiens kompleks ve Ki¢ik Balaban’'da identifiye edilen
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CXPIP21 ve CXPIP23 ile filogenetik olarak yakin bulunmustur (Sekil 4.126). ilgili kuglarin
perifer kan frotilerinin incelenmesinde IXOMINO3 neslinin gelisim dénemlerinin CXPIP23 nesli
ile ayni morfolojik 6zellikleri sergiledigdi belirlenmig, IXOMINO2 nesline ait gelisim dénemleri ise
perifer kan frotilerinde bulunamamistir. Calismada Blyik Kamisgin’dan (Acrocephalus
arundinaceus) izole edilen Plasmodium sp. SYBOR10 ve Plasmodium sp. GRW10 nesilleri ile
Saz Kamiscinindan (Acrocephalus scirpaceus) izole edilen Plasmodium sp. RTSR1 neslinin
genetik olarak yakin olduklari ve birarada kime olusturduklari saptanmistir (Sekil 4.126).
Ayrica bu U¢ nesil yine yoérede Kindira Kamisgini (Acrocephalus schoenobaenus), Cayir
Taskusu (Saxicola rubetra) ve Mavigerdan’da (Luscinia svecica) belirlenen P.
homonucleophilum SW2 nesli ile de filogenetik olarak yakin olduklari ve birlikte gruplanma
gosterdikleri gortlmustir. Calismamizda Cayir Tagkusu (Saxicola rubetra) ve Mavigerdan'da
(Luscinia svecica) karakterize edilen P. homonucleophilum SW2 nesli ile Buyuk Kamisgin’dan
(Acrocephalus arundinaceus) izole edilen Plasmodium sp. SYBOR10 nesli bu kus tdrleri igin
ilk kayitlar olusturmustur. SYBOR10, GRW10, RTSR1 ve SW2 nesillerinin MalAvi veri
tabaninda en fazla Passeriformes takimindakiler olmak lzere farkli takimlardaki kuslardan
rapor edildigi dikkati cekmistir (Sekil 4.126). ilgili kuslarin perifer kan frotilerinin incelenmesiyle
SYBOR10 neslinin  P. lutzi olarak tir tanimlamasi yapiimis ve SW2 neslinin ise P.
homonucleophilum’a ait oldugu konfirme edilmigtir. GRW10 nesline ait eritrositik gelisim
dénemlerinin arastirildigi giemsa boyall ince yayma kan frotilerinde ilgili parazite ait sadece
trofozoit yapilari goézlendiginden ve tir tanimlamasi igin gerekli olan gametositler
bulunamadigindan morfolojik identifikasyon gerceklestiriiememistir. RTSR1 nesline ait
eritrositik gelisim doénemleri de ilgili kusun giemsa boyali ince yayma kan frotilerinde
gorulememistir. Kindira Kamigginindan (Acrocephalus schoenobaenus) izole edilmis P.
elongatum GRWO06 nesli, P. ashfordi GRWO02 nesli ile kime olugturarak (%93,1 identiklik orant)
SYBOR10, GRW10, RTSR1 ve SW2 nesillerinin olusturdugu grup ile birlikte tst kimelenme
gostermistir. MalAvi veri tabaninda P. elongatum GRWO06 neslinin en fazla Passeriformes
takimindaki tirlerde olmak tzere toplam 12 kus takimindan rapor edildigi gorilmustur (Sekil
4.126). Kindira Kamiscinindan (Acrocephalus schoenobaenus) izole edilerek karakterize
edilmis P. elongatum GRWO06 bu kus turl icin ilk kayit olmustur. Calismada basta P. relictum
SGS1 ve GRW11, Plasmodium sp. RTRS1, P. homonucleophilum SW2 ve P. elongatum
GRWO06 olmak tzere belirlenen Plasmodium nesillerinin ayni takimdaki farkli kus tiirleri ile ayri
takimlardan kus turlerinde de enfeksiyona yol agabildigi, konak degistime adaptasyonlarinin
yuksek oldugu ve bu temelde de generalist karakterli olduklari gériimastir. Bu sonuclar da
cesitli arastiricilarin  (Waldenstrém vd., 2002; Beadell vd., 2006; Ishtiaq vd., 2006;
Krizanauskiene vd., 2006; Dimitrov vd., 2010; Marzal vd., 2011) bulgularini desteklemisgtir.
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Calismada Culicoides ve kus turlerinde toplam 38 Haemoproteus nesli belirlenmis olup Sultan
Sazli§i yoresinin bu parazitlerin gelisimi icin vektor-konak ve ekolojik bazda ideal bir ortam
olusturdugu disuntlmustir. Tespit edilen bu nesillerden 7’si yalniz Culicoides turlerinde, 26’si
kus tirlerinde ve 5’i de hem kus hem de Culicodes turlerinde karakterize edilmistir. Filogenetik
agac Uzerinde gorulecegi Uzere (Sekil 4.127), kuslarda belirlenen ve filogenetik olarak yakin
bulunan Haemoproteus nesillerinin genelde ayni ailedeki kus turlerinde bulundugu dikkati
gekmistir. Ornegin Sylividae ailesindeki tiirlerde izole edilmis olan SYAT10, SYAT36, CWT06
ve calismamizla ilk kez belirlenen SYNIS04 nesilleri filogenetik olarak da yakin nesiller olarak
belirlenmis ve MalAvi kayitlarinda da ilgili nesillerin ayni ailedeki kus turlerinden rapor edildigi
dikkati cekmistir. Bununla birlikte ilgili kus turlerinin perifer kan frotilerinin incelenmesinde
parazit nesillerinin gelisim doénemleri saptanmis ve morfolojik tir tanimlamasi ile H.
parabelopolskyi olarak identifiye edilmislerdir. Sylividae ailesindeki bu nesillerle yakin bulunan
ve ayni filogenetik kimede yer alan H. payevskyi RW1 nesli de yine ayni ailedeki Ac.
scirpaceus’tan (Saz Kamiggini) izole edilmig olup ilgili neslin ayrica MalAvi kayitarinda
cogunlukla Acrocephalus soyundaki kus tiirlerinden identifiye edildigi gortlmustir. ilgili kus
tirdndn perifer kan frotilerinde RW1 nesline ait gelisim dénemleri tespit edilmis ve tir
konfirmasyonu saglanmistir. Yine bu nesil ayni zamanda yérede C. riethi 6rneklerinde de
bulunmus ve bu turin RW1 nesline muhtemelen potansiyel vektorluk yapabildigi
dusunulmagstar. Yukaridaki ilgili nesillerle ayni filogenetik grupta belirlenen H. hirundis
DELURB1 nesli Hirundinidae ailesinde Riparia riparia’dan (Kum Kirlangici) ilk kez izole edilmis
olup MalAvi kayitlarinda ayni ailedeki Delichon urbicum gibi tirlerden izole edildigi

gobrulmektedir.

Arastirmamizda H. lanii RB1 ve RBS4, RBS5, RBS6 yakin nesiller olarak belirlenmis ve
Sylvidae ailesinde yer alan Lanius collurio (Kizil Sirth Oriimcekkusu) (RB1, RBS4, RBS5,
RBS6, RBS7) ve Ac. scirpaceus (Saz Kamisginl) (RBS4) ile C. gejgelensis ve C.
longipennis’de (RBS4) belirlenmistir. ilgili Culicoides tiirlerinin arastirma yéresinde bu nesillere
muhetemelen potansiyel vektorlik yaptigi distnilmuistir. Bu nesillerin ayrica morfolojik
tanimlamalari H. lanii’yi konfirme etmis olup MalAvi kayitlarinda tamaminin ayni aileden kus
turlerinde goérildigu ancak RBS4 neslinin bir kag Cisticolidae ve Dicruridae kus tiriinden de
rapor edildigi dikkati ¢cekmistir. Chloris chloris’de (Florya) belirlenen ve Dinyada ilk kez
karakterize edilen CARCHLO1 nesli morfolojik analizlerle birlikte H. fringillae nesli olarak
karakterize edilmis ve H. lanii RB1, RBS4-6 nesillerine genetik olarak yakin (ort. %96,05)
bulunmustur. Arastirma ydresinde C. circumscriptus’tan bulunan GAGLAOS neslinin MalAvi
kayitlarinda Passerin kuglardan Corvidae ailesinde Garrulus glandarius’ta (Bayagi

Alakarga)da bulundugu gorilmektedir. llgili kus tiri ayni zamanda Sultan Sazhg!
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Ekosisteminde gorilen kuglardandir. Bu agidan C. circumscriptus tiriiniin muhtemelen bu
nesle potansiyel vektorluk yapabildigi disunulmustur. Yine filogenetik agac¢ Uzerinde
gorilecegi Uzere H. lanii RBS7’'nin yerlesimi bu tirin parafiletik karakterde oldugunu

gostermisgtir.

Ac. scirpaceus (Saz Kamiscini) ve Ac. schoenobaenus’da (Kindira Kamisgini) karakterize
edilen ARW1, SW3, MW3, ACDUM2 ve Iduna pallida’da (Ak Mukallit) saptanan HIP2 nesilleri
birbirlerine ylksek genetik yakinlik gostermis (ort. %99,1) ve morfolojik identifikasyonlarla
tumiinin H. belopolskyi tiiriine ait olduklari belirlenmistir. ilgili nesillere ait MalAvi kayitlari
incelendiginde tamaminin basta Acrocephalus sp. olmak Uzere ayni aileden (Sylviidae) kus
turlerinde rapor edildigi dikkati cekmistir. Yine morfolojik analizlerle H. belopolskyi tiriine ait
olduklari saptanan ve Saz Kamiggini (Acrocephalus scirpaceus), Cali Kamisgini
(Acrocephalus palustris), Kindira Kamisg¢ini (Acrocephalus schoenobaenus), Buyuk Kamisgin
(Acrocephalus arundinaceus), Biyikli Kamiscin (Acrocephalus melanopogon) ve Biyikli
Bastankara (Panurus biarmicus) tirlerine ait 6rnekler ile C. circumscriptus’ta belirlenen SW1,
MW 1 ve GRWO05 nesilleri birbirlerine filogenetik yakinlik (ort. %99,0) géstermis ve bu tir icinde
ikince kimeyi olusturmustur. Bu nesillerden GRWO05’in c¢alismamizla morfolojik olarak
identifikasyonu gercgeklestiriimis ve tur ismi verilmigtir. Ayrica GRWO05 nesli Cali Kamisgini
(Acrocephalus palustris), Biyikh Kamiscin (Acrocephalus melanopogon) ve Biyikli
Bastankara’dan (Panurus biarmicus) ilk kez izole edilip karakterize edilmistir. Yine filogenetik
analiz sonuglari H. belopolskyi’nin monofiletik oldugunu goéstermistir. Saz Kamisginindan
(Acrocephalus scirpaceus) ilk kez izole edip karakterize ettigimiz H. nucleocondensus GRWO01
nesli en yiksek identikligi (%699,6) H. belopolskyi MW1 nesli ile gdstermis ve H. belopolskyi
ikinci filogenetik kimesine yakin oldugu goralmugstir. GRWO01 nesli Passeriformes takiminda
¢ogunlukla ¢alismada belirlenen tirleri igeren aile olmak tzere diger bazi ailelere ait tlrlerden
de izole edildigi gorilmektedir. MW 1 neslinin ise Passerinler diginda birer bildirim olmak tzere
Charadriiformes ve Upipiformes takimlarindaki tlrlerden de rapor edildigi dikkati cekmistir.
Benzer durum SW1 nesli icin de gorilmustir. S6gut Sercesinden (Passer hispaniolensis) izole
edilen H. paranucleophilus PAHIS2 nesli filogenetik olarak en yuksek identikligi %96,4 ile
RBS7 nesli ile géstermis ve ayri bir dalda yerlesmistir. Bu neslin MalAvi kayitlarinda yalnizca

Passer hispaniolensis’ten bildirildigi gérulmektedir.

Arastirmada Serce (Passer domesticus), S6gut Sergesi (Passer hispaniolensis), Agac¢ Sergesi
(Passer montanus), Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus), Blylk Kamiscini
(Acrocephalus arundinaceus) ve C. newsteadi, C. longipennis ve C. festivipennis’ten izole
edilip karakterize edilen PADOMO3, PAHIS1 ve PADOMOS5 nesillerinin monofiletik bir grup
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olusturdugu ve filogenetik olarak yakin (ort. %97,8) olduklari belirlenmistir. PADOMO03 Ségut
Sercesinden (Passer hispaniolensis), PAHIS1 Buylk Kamisgindan (Acrocephalus
arundinaceus), PADOMO5 de Agac¢ Sercgesi (Passer montanus) ve Saz Kamisgini
(Acrocephalus scirpaceus) ile ilgili muhtemel vektor tirlerinden ilk kez identifiye edilip
karakterize edilmistir. Tum ilgili nesillerin morfolojik identifikasyonlarla H. passeris tirine ait
olduklari belirlenmis, PADOMO03 ve PAHIS1 nesillerinin ilk kez tir tanimlamasi yapilmistir. Bu
nesillerin MalAvi kayitlarinda ayni aileden Passer soyundaki kuslardan rapor edildigi
gorulmekte olup PADOMOS5 yine birer bildirim olmak Uzere Sylvidae ve Motacillidae
ailelerindeki kuslardan da bildirilmistir. Benekli Bulblilden (Luscinia luscinia) izole edilen
ROBIN1 neslinin morfolojik olarak tlir konfirmasyonu yapilmis ve H. attenuatus turine ait
oldugu konfirme edilmistir. ROBIN1 neslinin MalAvi kayitlari incelendiginde daha ¢ok
calismada izole ettigimiz L. luscinia olmak Uzere tamaminin ayni ailedeki (Turdidae) kus
tarlerinden bildirildigi dikkati cekmistir. ROBIN1 nesli ayrica filogenetik olarak H. passeris

grubuna yakin bulunmustur.

Calismamizda mondfiletik yerlesim gosterdigi belirlenen ve Ak Kuyruksallayan (Motacilla alba)
ile Sar1 Kuyruksallayanda (Motacilla flava) izole edilen YWT2 ve YWTL1 nesillerinin morfolojik
analizlerle H. motacillae turtine ait olduklari konfirme edilmistir. Bu iki nesil %99,4 identik
bulunmus olup YWT2 nesli Dunyada ilk kez Ak Kuyruksallayandan (Motacilla alba) rapor
edilmistir. ligili tire ait nesiller ayrica H. passeris PADOMO5 nesline genetik olarak yakin

bulunmusglardir.

Calismada Culicoides turlerinden ilk kez karakterize edilen CIRCUMO01, CIRCUMO02 ve
CIRCUMO6 (calisma ile ilk kez bulunup karakterize edildi) nesilleri monofiletik bir grup
olugturarak (Sekil 4.127) Sogutbulbulinden (Phylloscopus trochilus) izole edilen H. majoris
WW2 nesli ile genetik yakinlik gostermislerdir. MalAvi kayitlarinda CIRCUMO1 neslinin
Strigiformes takiminda Asio otus ile calismamizda da izolasyon yaptigimiz C. circumscriptus
izolatlarinda rapor edildigi gortlmektedir. Nitekim Asio otus Sultan Sazligi ekosisteminde de
bulunmaktadir. Neticede Sekil 4.127'de gosterilen Culicoides tirlerinin Sultan Sazhgi
ekosisteminde cesitli nesillere muhtemelen potansiyel vektorlik yapabildikleri distntlmtstur.
Sogat Bullblllerinde karakterize ettigimiz WW2 nesline ait gelisim dénemleri ilgili kanatli
tiruntin kan frotilerinde belirlenerek bu neslin H. majoris turtne ait oldugu konfirme edilmistir.
WW?2 neslinin MalAvi kayitlarinda en ¢ok Ségut Bulbdllerinin de yer aldigi Sylviidae ailesindeki
tirlerden izole edildigi ancak bu aile disinda yine Passerinlerin toplam 5 ailesi ile birer izolat

olmak Uzere Gruiformes ve Piciformes takimlarindaki tirlerden de bildirildigi dikkati cekmistir.
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Arastirma yoresinde Sigircikta (Sturnus vulgaris) belirlenen LAMPURO1 nesline ait gelisim
donemleri ilgili kugun perifer kan frotilerinde bulunarak H. pastoris turine ait oldugu konfirme
edilmistir. Filogenetik olarak ayri bir dalda yerlesen bu nesil C. circumscriptus’tan izole edilmis
CUKI1 nesline genetik olarak yakinlik gostermistir. LAMPURO1 neslinin MalAvi kayitlarinda

sonugclarimizla uyumlu olarak Sturnidae ailesindeki kuglardan rapor edildigi goriimustar.

Diger nesillerden filogenetik olarak daha uzak belirlenen ve monofiletik bir grup olusturan H.
palloris WW1, Haemoproteus sp. RW4, CUKI1 ve CIRCUMO3 nesilleri sirasiyla Ségutbalbuli
(Phylloscopus trochilus), Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus), Biyikli Bastankara
(Panurus biarmicus) ile C. newsteadi, C. nubeculosus kompleks ve C. circumscriptus’tan izole
edilip karakterize edilmistir (Sekil 4.127). llgili nesiller ortalama %97,7 genetik identiklik
gOstermigtir. Belirlenen Culicoides tirlerinin Sultan Sazligi yéresinde yukaridaki ilgili nesillere
muhtemelen potansiyel vektorlik yapabildikleri digtnilmusgtir. WW1 nesli MalAvi kayitlarinda
Passerinlerin 6 farkli ailesinde yer alan kuslarda bildiriimesine karsin en yiksek Saz
Kamis¢inin da iginde yer aldigi Sylviidae ailesindeki tirlerden izole edildigi, bunun yaninda
yine birer izolat olmak Uzere Anseriformes ve Upupiformes takimindaki kus tlrlerinden de
bildirildigi goérulmustir. Saz Kamisginindan (Acrocephalus scirpaceus), ilk kez molekuler
olarak karakterize ettigimiz RW4 neslinin gelisim dénemleri ilgili kusun kan frotilerinde
belirlenememigtir. Bu durumla ilgili aciklama asagidaki boélimlerde verilmigtir. C.
circumscriptus’ta belirlenen CUKI1 neslinin MalAvi kayitlarinda C. kibunensis ve C. segnis ile
Sultan Sazhgi yoresinde de varhdi bilinen Turdidae ailesindeki Turdus viscivorus'tan izole
edildigi gorudlmustir. Yine ayni Culicoides tiuriinde belirlenen CIRCUMO3 nesli de MalAvi
veritabaninda C. circumscriptus ve Corvidae ailesindeki Garrulus glandarius’da (Alakarga)
izole edilmigtir. Bu sonuglar C. circumscriptus’un yukaridaki ilgili Haemoproteus nesillerine
muhtemelen vektorlik yapabildigini ortaya ¢ikarmistir. Calismamizda Haemoproteus nesilleri
Uzerine vektdr konak bittiniinde elde edilen tim bu veriler, bu parazitin Plasmodium nesillerine
gore daha konak spesifikligi goésterdigi gorusinu (Krizanauskiene vd., 2006; Atkinson vd.,
2009) desteklemis olmakla beraber SW1, MW 1, WW1 ve WW2 gibi bazi nesillerin ¢cok az olsa
da farkli takimlardaki kuslardan da bildirildigi ve dolayisiyla Haemoproteus tirlerinde de uygun
kosullarin varliginda konak degistirmeye adaptasyon gosterebilecedi distnulmuastir. Ancak
bu durumun gecerliligi icin mikroskobik tanilarla yeni konaklardaki enfektif ddnem gelisimlerinin

gOsterilmesi gerekmektedir.

Hem kanath hem de vektdr konaklar icin Leucocytozoon spp.’nin Plasmodium veya
Haemoproteus spp.’'ye oranla ¢ok daha az calisildigi gorulmektedir (Clark vd., 2014).

Calismada incelenen kuslarda toplam 10 Leucocytozoon nesilinin varhdi belirlenmis,
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morfolojik ve molekuler karakterizasyonlari yapilmistir. S6gut Sergesi (Passer hispaniolensis),
Ak Mukallit (Iduna pallida) ve Saz Kamisgininda (Acrocephalus scirpaceus) belirlenen
RECOBO03, IDUPALO1 ve REB11 nesilleri birbirine genetik olarak yakin bulunmus (ort. %99,7)
ve filogenetik kimelenme goéstermislerdir. Bu nesillerden IDUPALO1 nesli Dinyada ilk kez
karakterize edilmis olmasina karsin ilgili kus tirinin kan frotilerinde gelisim dénemleri tespit
edilememistir. RECOBO3 nesli de ilgili kug tiriinden Dinya’da ilk kez bildirilmis olup morfolojik
identifikasyonlarla L. sakharoffi turiine ait oldugu saptanmigtir. MalAvi veri tabanina gore bu
neslin Passerinlerden 9 ailedeki 29 kus tiirinden rapor edildigi gérilmistir. ilgili nesiller ayrica
morfolojik tir tanimlamasi yapilmig MalAvi veri tabaninda kayith L. majoris CB1 nesline yakin
bulunmus (ort. %96,9 identiklik) ve filogenetik gruplanma gdstermistir (Sekil 4.128). Yine bu
calisma ile ilk kez tanimlanan Saz Kamisgini (Acrocephalus scirpaceus) ve Saksagandan
(Pica pica) izole edilmis sirasiyla ACSCIO1 ve PICPICO1 nesilleri birbirlerine %99,9 identiklik
gOstererek gruplanma gdstermigtir (Sekil 4.128). Calismamizda PICPICO1 nesli morfolojik
identifikasyonlarla L. berestneffi tiriine ait oldugu ve her iki neslin Kara Bagh Otlegende (Sylvia

atricapilla) belirlenen SYAT22 nesline genetik yakinlik gésterdigi belirlenmistir.

Arastirmamizda Kugik Balabandan (Ixobrychus minutus) izole edilen CIAEO2 nesli MalAvi veri
tabaninda kayith L. californicus FASPAO2 nesline yiiksek identiklik (%99,5) gdsterek birlikte
gruplanmistir (Sekil 4.128). CIAEO2 nesli ayrica Ciloglu ve ark. (2016) tarafindan Kayseri
yoresinde érneklenen Kizil Sahin (Buteo rufinus), Bayagi $ahin (B. buteo) ve Kulakli orman
baykusundan (A. otus) izole edilmis ve gelisim donemleri Falconiformes takimindaki Bayagi
Sahin ve Kizil Sahinde morfolojik olarak goésterilirken Kulakli orman baykusunda herhangi bir
gelisim dénemi saptanamamistir. Arastiricilarin (Ciloglu ve ark., 2016) bu bulgulari da CIAE02
neslinin uygun konaklarinin Falconiformes takimindaki kuslar oldugunu go&stermektedir.
Nitekim MalAvi kayitlarinda ilgili nesil 6 ayri kanath takimindan bildirilmis olmasina karsin
Falconiformes takimindaki kus tirleri en fazla izolasyonun gerceklestigi kuslar olmustur. Yine
arastirmamizda Ségut Sercesinden (Passer hispaniolensis) bulunarak ilk kez tanimlanan
PAHISO03 nesli CIAE02 nesline genetik olarak yakin bulunmus ve ayni sekilde ilgili kusun kan
frotilerinde gelisim dénemleri gérilememistir. Bu sonuglar da filogenetik olarak yakin olan bu
iki neslin uygun konaklarinin Falconiformes takimindaki kuslar olabilecegini desteklemektedir.
Calismada Ségutbulblli (Phylloscopus trochilus) ve Kizil Sirth Oriimcekkugundan (Lanius
collurio) izole edilen sirasiyla BT2 ve BT5 nesilleri birbirlerine yakin olduklari ve ayni zamanda
PAHISO03 ve CIAEO2 nesillerine de filogenetik olarak yakin yerlesim gosterdikleri belirlenmisgtir
(Sekil 4.128). Calismamizla ayrica BT5 neslinin morfolojik identifikasyonlarla L. balmorali
tirune ait oldugu saptanmigtir. Her iki neslin de en fazla Passerin kuslarda goéruldugi bunun

yaninda BT2 neslinin ayrica birer izolat olmak Uzere Falconiformes ve Strigiformes
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takimlarindan da bildirildigi MalAvi kayitlarinda gorilmustir. Calismada elde edilen sonuglar
Leucocytozoon nesillerinin takim bazinda konak &ézgunligine sahip olabilecegi gorisunu
(Forrester ve Greiner, 2009; Ciloglu vd., 2016) genel anlamda desteklemis olmakla beraber
farkh takimlarda molekdler olarak belirlenmis CIAEO2 ve BT2 gibi nesillerin konak degistirme
adaptasyonlarinin olabilecegi de dusunudlmastir. Ancak bu durumun netlestiriimesi igin
Haemoproteus parazitlerinde de bahsedildigi Uzere ilgili konaklarda morfolojik geligim

doénemlerinin gosteriimesine ihtiyag duyulmaktadir.

Calismamizda, molekiler ve konvansiyonel yontemler bir arada kullaniimis ve molekuler
teshis ile mikroskobik teshis arasinda farkliliklar oldugu gériimistir. Ozellikle ayni neslin
identifiye edildigi ayni tlre ait kus Orneklerinin giemsa boyali ince yayma kan frotileri
incelenmesinde bazi preparatlarda s6z konusu nesle ait gelisim formlar tespit edilemezken
bazi preparatlarda ise enfektif formlarin (gametositler) cok yogun bir sekilde bulundugu
gozlenmistir. Dolayisiyla PCR analizlerinde pozitif olarak belirlenen ancak preparatlarinda
herhangi bir gelisim formu bulunamayan 6rneklerde paraziteminin olduk¢a dusuk oldugu
dusunulmuastar. Nitekim benzer sonuglar molekiler ve konvansiyonel metotlarin
karsilastirildigi calismalarda (Jarvi vd., 2002; Richard vd., 2002; Valkiunas vd., 2008) da rapor
edilmigtir. Ote yandan, bu durum diger bazi ¢alismalarda (Valkiunas, 2005; Valkiunas vd.,
2009) PCR analizleri sirasinda vektor insektler tarafindan konaga verilen ve kan dolagsiminda
bulunan parazit sporozoitlerinin amplifiye edildigi seklinde yorumlanmistir. Nitekim Khan vd.
(Khan vd., 1969) yaptiklari calismalarinda deneysel olarak enfekte ettikleri kanatli konaklarda
Leucocytozoon sporozoitlerinin enfektif formlarina ulasmadan 11 giin boyunca konak kan
dolagiminda kalabildiklerini belirlemiglerdir. Bunun yaninda, Schultz ve Whittington (2005) ile
Valkiunas vd. (2009) de vyaptiklari caligmalarda kanath konaklarin kan dolagsiminda
Plasmodium spp. ve Haemoproteus spp. sporozoitlerinin bir sire kalabildigini rapor etmislerdir.
Bu nedenle calismamizda, molekiler analizlerle pozitif bulunan 6rneklerin mikroskobik
analizler sonucunda negatif olarak belirlenmesi, kan érneklemesi yapildigi anda henuiz enfektif
forma ulasamamis sporozoitlerin PCR ile amplifiye edilmis olabilecegi ihtimalini

disindirmustar.

Son yillarda kanatli haemosporidian etkenlerinin mikroskobik incelemesi yapilmadan sadece
molekiler yodntemler kullanilarak teshis edilmesi, konak-parazit iligkisi kapsaminda,
parazitlerin konak spesifik veya generalist yapida olarak degerlendirilebilmesi noktasinda bir
karmasa yaratmistir (Valkiunas vd., 2014; Palinauskas vd., 2016). Nitekim MalAvi veri
tabanindaki Dunya’nin hemen her yerinden girilen kayitlar incelendiginde daha 6nce sadece

sinirh sayidaki kus turinden bildirilen ve konak spesifitesi gosterdigi bilinen turlere ait
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nesillerin, kendi konaklari haricinde ¢esitli konaklardan da rapor edildigi géralmustur (Bensch
vd., 2009; Palinauskas vd., 2016). Ancak arastiricilar bu noktada PCR ile kolaylikla teshis
edilebilen abortif enfeksiyonlar veya sporozoitlerin de gdz dnuine alinmasi gerektigini ve konak-
parazit iliskisi gercevesinde gercek konaklarin belirlenebilmesi igin mutlaka eritrositik gelisim
formlarinin arastiriimasi gerektigini ifade etmektedirler (Valkiunas vd., 2014; Palinauskas vd.,
2016; Chagas vd., 2017). Bu nedenle calismamizda kanatli haemosporidianlarin konak
spesifiteleri hem molekiler hem de konvansiyonel tekniklerin birlikte kullaniimasiyla
arastirimistir. Bu kapsamda yapilan arastirmalarda ayni Plasmodium nesline ait farkli kus
tlrlerinden hazirlanan preparatlarin gogunda enfektif gelisim dénemleri saptanirken bu durum
Haemoproteus ve Leucocytozoon tirlerine ait nesillerde farklilik gdstermistir. Ornegin,
Acrocephalus schoenobaenus, Luscinia svecica ve Saxicola rubetra’dan identifiye edilen P.
homonucleophilum nesillerinden biri olan SW2 bu t¢ ayri kug turtne ait kan frotilerinde ayr
ayri tespit edilrken daha &énce Dinya’da sadece Acrocephalus arundinaceus’dan
bildiriimesine ragmen (MalAvi veritabani kayitlarina gére) galismamizda A. melanopogon, A.
palustris ve P. biarmicus’dan molekuler olarak identifiye edilen Haemoproteus nesillerinden
biri olan GRWO05’e ait preparatlarda, enfektif gelisim donemleri sadece A. arundinaceus’da
bulunmustur. Benzer olarak, Haemoproteus nucleocondensus nesli olarak tanimlanan ve A.
arundinaceus ile A. scirpaceus’dan identifiye edilen GRWO01’in enfektif formlar yine sadece bu
neslin konagi olarak bilinen A. arundinaceus preparatlarinda tespit edilebilmistir. Buna
ilaveten, P. trochilus, A. scirpaceus ve P. biarmicus’ta molekiler olarak identifiye edilen
Haemoproteus palloris/ W1 nesli A. scirpaceus ve P. biarmicus’ta morfolojik olarak tespit
edilemezken sadece P. trochilus’a ait preparatlarda enfektif formlara rastlanmistir (Sekil
4.113). Elde edilen bu sonuglar ile Haemoproteus turlerine ait bu nesillerin tir bazinda konak
spesifitesi gosterdigi ve kendi konagdi disindaki konaklarda abortif olarak gelisim gosterdigini
distindirmustar. Nitekim Chagas vd. (2017)’de Brezilya'da bir hayvanat bahgesinde bulunan
16 farkh tlrden kafes kuslari Uzerinde yurittikleri ¢galismalarinda kanatli haemosporidian
parazitler ydonunden PCR pozitif saptadiklari 6rneklerin %40’inda tespit ettikleri generalist bir
konak karakterine sahip olan Plasmodium pNYCNYCO1 neslinin, ¢ogu kus tdrinin
preparatlarinda tespit edilemedigini bildirmigler ve g¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulara
paralel bir sekilde bu kuslarda abortif enfeksiyonlarin sekillenebilmis olabilecegini rapor

etmiglerdir.

Bensch vd. (2000) tarafindan ilk olarak bildirilen ve sonra Helggren vd. (2004) ile Waldenstréom
vd. (2004) tarafindan gelistirlen PCR protokolti gunimuzde Haemosporidian parazitlerin
arastirlmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Calismamizda da kullandigimiz bu yéntemler

mt-cytb geninin 478 bp kismini biri Haemoproteus/Plasmodium (Bensch vd., 2000;
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Waldenstrém vd., 2004) digeri de ayn set olarak Leucocytozoon (Helggren vd., 2004) icin
olmak Uuzere iki nested PCR amplifikasyonu ile c¢ogaltiimasina dayanmaktadir.
Haemosporidian parazirlerin DNA’sini tarama ve amplifiye etme de her ikiside efektif olmasina
karsin nested reaksiyonlarinin cgalistiriimasi icin gerekli olan reajanlarin miktari ve uzun
zaman, genis sayida orneklerin incelenmesinde sinirlayici olmaktadir. Fallon vd. (2003b) bu
konu Uzerinde c¢alismis, Haemoproteus ve Plasmodium’'un mithocondrial genomunun
korunmus rDNA geninden 154 bp kismini amplifiye eden éncll standart PCR tarama protokoli
gelistirmigler ancak Leucocytozoon identifikasyonunu yapmamiglardir. Arastiricilar (Fallon vd.,
2003) geligtirdikleri bu metodolojide tarama sonucu yalnizca pozitif érneklerin sirasiyla
yukaridaki referans protokolle mt-cytb amplifikasyonunu ve sekans analizlerini
gercgeklestirmiglerdir. Bdylece gelistirilen bu protokol genis setlerde drneklerin islenmesinde
hiz kazandirmig olmasina karsin yine de yuzlerce veya binlerce PCR urtnuln jel elektroforezini
gerektirmesi bakimindan benzer handikapi géstermistir. Sonradan 6n tarama igin Fallon
vd.’nin (2003b) protokolunu kullanan gesitli arastiricilar (Fecchio vd., 2013; Svensson-Coelho
vd., 2013) dusik parazitemili enfeksiyonlarda haemosporidian DNA’sinin amplifikasyon
sansini artirabilmek igin gesitli nested PCR protokollerine yonelmiglerdir. Cesitli viral (Lanciotti
vd., 2000; Wang vd., 2014; Yuan vd., 2014), bakteriyel (Birdsell vd., 2014; Greiman vd., 2014)
ve paraziter (Teal vd., 2012; Albers vd., 2014; Xu vd., 2015) enfeksiyonlarin 6rneklerde
arastirlmasinda real time PCR teknikleri konak populasyonlarinda patojen prevalansinin ve
kantitasyonunun belirlenmesinde kullanigh ve yaygin bir ydntem olarak éne ¢ikmistir. Kanatli
haemosporidanlarinda real time PCR’in kullanildi§gi bazi calismalar olmasina karsin, bu
calismalarda genellikle parazitemi dizeyinin belirlenmesi (Bentz vd., 2006; Zehtindjiev vd.,
2008; Knowles vd., 2011; van Rooyen vd., 2013) veya spesifik nesillerin saptanmasi (Cellier-
Holzem vd., 2010; Asghar vd., 2011; Larcombe vd., 2013; Biedrzycka vd., 2015)
gergeklestirilmistir. Friedl ve Groscurth (2012) Haemoproteus/Plasmodium rRNA genin 85 bp
korunmus kismini hedef alan primerler ve probla dizayn ettikleri TagMan real time PCR teknigi
ile Kuzey Kirmizi Culha (Euplectes orix) kuslarinda soy ayrimi olmaksizin parazit
yogunlugunun belirlenmesinde ilgili teknigin oldukga efektif oldugunu kaydetmislerdir. Ilgili
¢alismada yine Leucocytozoon identifikasyonunu yapiimamistir. Son yillarda yapilan diger bir
¢alismada (Bell vd., 2015) mithocondrial genomun rRNA geninden korunmus bir bélgeyi hedef
alan primerlerle sybergreen real time PCR protokolu gelistiriimis ve yine soy ayrimi olmaksizin
Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin tek  reaksiyonda
identifikasyonunun gerceklestirildigi kaydedilmistir. Arastiricilar (Bell vd., 2015) gelistirdikleri
real time PCR metodolojisinin yukarida bahsedilen rutin ve yaygin kullanilan molekuler tarama

teknikleri kadar etkin oldugunu belirtmisler ve ayrica her (¢ soyun tek reaksiyonda
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belirlenebilmesiile tarama zamaninin ve giderlerin azaltilmasi agisindan ilgili teknigin avantajli
oldugunu kaydetmiglerdir. Yine arastiricilar kanath haemosporidian arastirmalarinda genis
Olgekli drneklerin analizinde gelistirdikleri real time PCR tekniginin degerli bir ara¢ oldugunu
vurgulamiglardir. Ancak Bell vd.’nin (2015), gelistirmis oldugu bu teknikle de Haemoproteus,
Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin ayrimi saglanamamaktadir. Calismamizda
arastiricilarin (Bell vd., 2015) primerleri ve protokolu ile yapilan denemelerde referans nested
protokolu ile belirlenen gesitli haemosporidian nesilleri igin ilgili genomik DNA’larin kalip olarak
kullaniimasi ile pozitif reaksiyonlarin sekillenmedigi goértlmastir. Bu durum primer ve ilgili
nesillerin kalip DNA’larindaki uyumsuzluk ile alakali olabilecegi gibi baglanma derecesinin
optimizasyonu gibi protokole bagli problemlerden de kaynaklanabilecegi dusunulmustir.
Calismamizda ilk kez Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin ayri ayri soy
bazli ayrimi igin sybergreen tabanli real time PCR metodolojisi geligtiriimigtir. Bu amacla
¢alismada her ¢ soyda sekans karakterizasyonu saglanan izolatlara ait mt-cytb sekanslari in-
slico analizlerle dikkatlice analiz edilmis ve her U¢ soya ait nesillerin ilgili gen boélgesine
baglanabilen ve soylar arasi dediskenlik gosteren soy ici ise korunmus yapi sergileyen 144 bp
gen fragmentini amplifiye eden sybergreen real Time PCR primerleri dizayn edilmistir.
Calismada karakterizasyonu saglanan nesillere ait mt-cytb linearize plazmidleri ile genomik
DNA'lar kullanilarak yapilan optimizasyon denemelerinde primerlerin etkin bir sekilde
sybergreen real time PCR’da amplifikasyon goésterdigi belirlenmistir. Ayni zamanda real time
PCR analizleri sonucu elde edilen amplikonlar agaroz jel Uzerinde yurutilerek hedef
blyuklikte (144 bp) amplikonlarin varhdi da teyit edilmis, sonrasinda bu amplikonlar sekans
analizlerine tabii tutularak spesifite kontrolleri saglanmistir. Calismamizda uygulanan erime
egrisi (Melt curve) analizleriyle Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesillerinin
spesifik erime sicakliklari gosterdigi belirlenmis ve geligtirilen bu teknikle ilgili soylara ait
nesillerin soy bazinda identifikasyonlarinin yapilabilecedi tespit edilmistir. Nested PCR
analizleri ile haemosporidian nesilleri yéninden pozitif belirlenen ve sonrasinda sekans
karakterizasyonu yapilan cesitli kuslardan elde edilmis izolatlara ait genomik DNA'larin real
time PCR ve erime egrisi analizleri sonucu belirlenen erime sicakliklarinin sekans analiz
sonuglari ile uyum gdsterdigi belirlenmistir. Ancak bu noktada analizlere Sultan Sazlidinda
belirlenen haemosporidian nesillerinin kullanildigini dikkate almak gerekmektedir. Farkli
cografyalardan haemosporidian nesilleri Gzerinde de ilgili teknigin etkinligin ylksek olabilecegi
distnulmis olsa da bu durum ileri ¢calismalarla konfirme edilmesi gerekmektedir. Yine bu
arastirma ile gelistirilen sybergreen real time PCR tekniginin linearizie plazmidler kullanilarak

olusturulan standart egri analizlerinde Haemoproteus, Plasmodium ve Leucocytozoon nesilleri
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icin 1X10%/ul DNA kopya duzeyinde teknigin etkin olarak amplifikasyon gosterdigi tespit

edilmistir.

Sonug olarak Sultan Sazli§i ekosisteminde gergeklestirdigimiz bu ¢calisma ile haemosporidian
parazitlerin vektor-konak-parazit botiininde molekuler ekolojisi Uzerine 6zgin veriler
saglanmis ve Turkiye igin alaninda ilk ve model bir galisma ortaya konmustur. Calisma ile
Sultan Sazli§i ekosisteminin basta Passerin kus populasyonlarinda Haemoproteus ve
Plasmodium nesillerinin bulasma dinamikleri agisindan ideal bir ortam olusturdugu belirlenmis
ve her iki soya bagh nesillerin ilgili ekosistemde genetik cesitliliginin ylksek oldugu,
Leucocytozoon nesillerinin ise sinirli kaldigi tespit edilmistir. Proje galismalari ayrica bu
parazitlere ait nesillerin konak 6zgl veya generalist karakterleri Uzerine de getirdigi katki ile de
o6nemli veriler ortaya koymustur. Bununla birlikte arastimada potansiyel vektdr sivrisinek ve
Culicoides turleri ile kanath konaklarda ¢esitli yeni nesiller bulunarak karakterize edilmis ve bu
paraziter nesiller klasik ve molekiler taksonomiye kazandiriimistir. Yine proje galismalari ile
bircok patojenin bulasma dinamiklerinde énem arz eden cesitli sivrsinek ve Culicoides
turlerinin genetik karakterleri ortaya konmus ve DNA barkodlari saglanarak Turkiye ve bazilari
da Dinya icin 6zgin veriler olarak genetik veri tabanlarinda kayitlari saglanmigtir. Calisma ile
ayrica bu kanla beslenen insektlerin kan beslenmelerinde konak spekturumlari Gzerine 6zgln
veriler saglanmis ve basta Cx. pipiens kompleks ve Culicoides tlrleri olmak tzere belirlenen
ornitofilik beslenme karakteri ile Passerin kuslar icin patojenlerin naklinde potansiyel risk
olusturduklari ortaya konmustur. Yine proje ¢alismalari ile Haemoproteus, Plasmodium ve
Leucocytozoon nesillerinin ayri ayri soy bazli ayrimi igin sybergreen tabanli real time PCR
metodolojisi gelistirilmis ve bu teknigin arastirma yoéresinde belirlenen haemosporidian
enfeksiyonlarin kanatl ve vektdrlerde identifikasyonunda sensitivite ve spesifitesinin ylksek
oldugu belirlenmistir. Go¢gmen kuslar ve kus faunasi acisindan yiksek éneme sahip olan
ulkemizde farkli biyocografik karakterler géz onine alindiginda kanath haemosporidian
enfeksiyonlari Uzerine molekiler ekolojik ve epidemiyolojik detayli galismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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