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Özet: Bu çalışmada, Haziran-Ağustos 2014 tarihleri arasında Kayseri yöresinde çeşitli bölgelerden toplanmış sivrisinek örnek-

lerinde Culex pipiens kompleks biyotipleri ve Cx. torrentium moleküler olarak araştırılmıştır. Saha çalışmaları boyunca toplam 1052 

dişi sivrisinek örneklemesi yapılmış ve bunların 315’i (%29.9) morfolojik teşhis analizleriyle Cx. pipiens kompleks ve/veya Cx.                       

torrentium olarak teşhis edilerek ayrılmıştır. Ayrılan örneklere ait genomik DNA izolatlarının ilk basamak Real time PCR analizlerinde 

tamamının Cx. pipiens kompleks nesillerine ait oldukları saptanmış, Cx. torrentium pozitifliği belirlenmemiştir. İkinci basamak Real 

time PCR analizlerinde Cx. pipiens komplekste belirlenen izolatların, 311’inin Cx. pipiens form pipiens nesillerine ait oldukları tespit 

edilmiş, Cx. pipiens form molestus pozitifliği görülmemiştir. Kalan 4 örnek, analizlerde her iki biyotip yönünden de amplifikasyon 

göstermemiştir. Real time PCR sonuçlarının konfirmasyonu ve hibrit nesillerin araştırılması amacıyla tüm örneklere ait izolatların 

ACE-2 ve CQ11 microsatellite DNA analizleri gerçekleştirilmiştir. Analizlerde Cx. pipiens form pipiens olarak belirlenen tüm izolat-

ların ilgili DNA markerları ile pipiens biyotipine özgü bant profilleri sergilediği görülmüş ve izolatların konfirmasyonu sağlanmıştır. 

Real time PCR analizlerinde biyoformlar yönünden amplifikasyon göstermeyen 4 izolatın microsatellite DNA analizleriyle Cx. pipiens 

form pipiens ve Cx. pipiens form molestus hibritleri oldukları tespit edilmiştir. Cx. pipiens form pipiens ve hibrit nesillere ait birer 

izolatın mitokondrial cytochrome oxidase I (mt-COI) gen bölgesine göre barkodlaması yapılmış ve filogenetik analizleri gerçekleşti-

rilmiştir. Her iki izolatın sekans analiz sonuçlarına göre yeni bir haplotip oldukları belirlenmiş ve haplotip bazında Cx. pipiens komp-

lekse ait GenBank’ta kayıtlı homolog nesillerle filogenetik ilişkileri ortaya konmuştur.  

Anahtar sözcükler: Culex pipiens biyotipleri, Culex torrentium, Kayseri, moleküler karakterizasyon, Real time PCR. 

Investigation of Culex pipiens biotypes and Culex torrentium by Real time PCR in Kayseri region and 

molecular characterization of the isolates 

Summary: The biotypes of Culex pipiens complex and Cx. torrentium were molecularly investigated in the mosquito specimens 

collected from different regions of Kayseri between June and August 2015 in this study. A total of 1052 female mosquito specimens 

were sampled during the field surveys and 315 (29.9%) out of these were morphologically identified and reserved as Cx. pipiens 

complex and/or Cx. torrentium. The first step Real time PCR analyses of genomic DNA isolates from these reserved specimens revealed 

that all the specimens were belong to Culex pipiens complex and there was no Cx. torrentium positivity. Among the isolates determined 

in Culex pipiens complex, 311 were determined as belong to lineages of Cx. pipiens form pipiens according to second step Real time 

PCR analyses and there was no positivity for Cx. pipiens form molestus. The remaining 4 isolates showed no amplification for both 

two biotypes. ACE-2 and CQ11 microsatellite DNA analyses were carried out on the isolates from all specimens in order to confirm 

the real time PCR results and investigate the hybrid lineages. All the isolates determined as Cx. pipiens form pipiens showed specific 

banding pattern for pipiens biotype with the related DNA markers in the analyses result in the confirmation of the isolates. The 4 

isolates that did not show amplification for both biotypes in Real time PCR assays were designated as the hybrids of Cx. pipiens form 

pipiens and Cx. pipiens form molestus with the microsatellite DNA analyses. DNA barcoding and phylogenetic analyses were 

performed on one isolate belong to each Cx. pipiens form pipiens pipiens and hybrids based on mitochondrial cytochrome oxidase I 

(mt-COI) gene region. Both isolates were determined as new haplotypes according to the sequence analyses and their phylogenetic 

relations based on haplotypes with the available homolog linages belong to Cx. pipiens complex in GenBank were revealed. 

Keywords: Culex pipiens biotypes, Culex torrentium, Kayseri, molecular characterization, Real time PCR. 

 

 
 

 

                                                           
*  Bu çalışma aynı başlıklı yüksek lisans tezinden özetlenmiş olup 25-29 Eylül 2017 tarihinde Eskişehir’de düzenlenen 20. Ulusal 

(Uluslararası Katılımlı) Parazitoloji kongresinde sözlü bildiri olarak sunulmuştur. 
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Giriş 

Culex pipiens komplekste yer alan sivrisinekler tüm 

dünyada yayılış göstermekte olup birçok önemli hastalığın 

naklinde potansiyel vektörlük yapmaktadırlar (35). Culex 

soyu içerisinde Culex alt soyuna bağlı Avrupa’da 7 türün 

varlığı bilinmekte olup (21), bunların arasında Cx. pipiens 

en yaygın holarktik tür olarak nitelenmektedir (41).                    

Palaearktik biyotipleri Cx. pipiens pipiens ve Cx. pipiens 

molestus ile birlikte Cx. pipiens’in yer aldığı Cx. pipiens 

kompleks ayrıca Avrupa’da görülmeyen Cx.                      

quinquefasciatus, Cx. australicus ve Cx. globocoxitus tür-

lerini de kapsamaktadır (14). Bu kompleks taksa içeri-

sinde Cx. pipiens Linnaeus, 1758 ve Cx. quinquefasciatus 

Say, 1823 nesillerinin sırasıyla ılıman ve tropikal bölge-

lerde en yaygın sivrisinek türleri olduğu bilinmektedir 

(35). Culex pipiens sensu stricto L. 1758 olarak bilinen 

kompleksin, “pallens” Coquillett 1898, “molestus” 

Forskål 1775 ve “pipiens” olmak üzere üç intraspesifik 

formu bulunmaktadır (25, 39).  

Culex pipiens’in iki biyoformu olan “pipiens” ve 

“molestus” formlarına bağlı nesiller davranış ve fizyolojik 

açıdan bazı farklılıklar göstermelerine karşın morfolojik 

olarak benzerdirler (35). Dişilerde morfolojik farklılıkla-

rın bulunmaması ve hibrit nesillerin varlığı bu taksanın 

teşhisinde zorluk teşkil etmektedir. Ancak günümüzde bu 

kompleks içindeki tür ve biyoformların ayrımı için çeşitli 

moleküler araçlar geliştirilmiştir (3, 4, 30, 36). Subtropik 

iklim kuşağı ve Palaearktik bölgede yayılış gösteren Cx. 

torrentium, Cx. pipiens’in kardeş-taksonu olarak ifade 

edilmektedir (37). Her iki türe ait nesiller erginlerin habi-

tatı, üreme alanları ve büyük ölçüde benzer morfoloji gibi 

benzer ekolojik karakteristikleri göstermektedir. İki tür 

arasındaki tek morfolojik ayrım kriteri erkek                                   

hypopygium’unun yapısıdır (40).  

Bu çalışma ile Kayseri yöresinden toplanan sivrisi-

nek örneklerinde pipiens kompleks içerisinde yer alan Cx. 

pipiens biyotipleri ile Cx. torrentium Real time PCR ile 

araştırılmış, Real time PCR’da belirlenen Cx. pipiens bi-

yotiplerinin konfirmasyonu ve hibrid nesillerin varlığı re-

ferans yöntem microsatellite analizleri ile belirlenmiş ve 

elde edilen izolatların çeşitli gen bölgelerinin sekans ana-

lizleri ile moleküler karakterizasyonları ve filogenetik 

analizleri gerçekleştirilmiştir.  

 

Materyal ve Metot 

Sivrisinek örneklerinin toplanması: Çalışma Hazi-

ran-Ağustos 2014 tarihleri arasında sivrisineklerin yoğun 

gözlendiği Kayseri’nin çeşitli odaklarında yürütülmüştür. 

Ergin dişi sivrisineklerin yakalanması amacıyla karbondi-

oksitli (Kurubuz hazneli) CDC ışık tuzakları (All-Weather 

LED EVS Traps, 2780, BioQuip Products CA 90220, 

USA) kullanılmıştır.  

Morfolojik teşhis: Sivrisinek örnekleri bilgisayar 

destekli stereo mikroskop altında çeşitli tür ayrımına iliş-

kin kaynaklar (7, 10, 19) ve elektronik ortamda yazılı Av-

rupa Sivrisinekleri Tür Ayrım Anahtarı (34) kullanılarak 

teşhis edilmiştir. Ayrılan örneklerin entegre dijital kamera 

sistemiyle morfolojik özellikleri görüntülenmiş ve veriler 

kayıt altına alınmış, sonrasında %70 etil alkol içerisine alı-

narak moleküler analizlere kadar muhafaza edilmiştir. 

Genomik DNA izolasyonu: Yüzde 70’lik etil alkol 

solüsyonu içerisinde muhafaza edilen örneklerin her biri 

önce steril DNA’se RNA’se free mikrosantrifüj tüplerine 

alınmış ve üzerlerine sıvı azot ilave edilerek steril pestle 

ile toz haline getirilmiştir. Daha sonra genomik DNA izo-

lasyonları, ticari kitler (Axygen® AxyPrep™ Multisource 

Genomic Miniprep DNA) ile üreticinin açıklamalarına 

göre yapılmıştır. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana 

kadar derin dondurucuda (-20 oC) muhafaza edilmiştir ve 

daha sonra genomik DNA ekstraktlarından alınan örnekler 

Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) ci-

hazında işlenerek DNA izolasyon etkinliği ve total geno-

mik DNA miktarları (ng/µl) belirlenmiştir. 

TaqMan Real Time PCR analizleri: Bireysel örnek-

lerden elde edilen genomik DNA izolatları ilk basamakta 

Cx. pipiens kompleks ve Cx. torrentium teşhisi için sıra-

sıyla CQ11 ve ace2 gen bölgelerini hedef alan spesifik     

primer ve problarla, ikinci basamakta ise Cx. pipiens 

kompleksde belirlenen izolatların biyoformlarının belir-

lenmesi için CQ11 gen bölgesini hedef alan iki ayrı 

TaqMan prob tabanlı Real time PCR (qPCR) tekniği ile 

analiz edilmiştir (33). Real time PCR analizleri Stratagene 

Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA) ciha-

zında gerçekleştirilmiştir. Real time PCR analizi sonunda 

örneklerdeki pozitiflikler, amplifikasyon eğrileri ve Ct 

(dR) (Eşik değer siklusu) verilerine göre hesaplanmış ve 

değerlendirilmiştir.  

ACE-2 ve CQ11 microsatellite analizleri: Real time 

PCR analizleri sonucu moleküler olarak teşhisi sağlanan 

ve tür/biyoform bazında kategorize edilen izolatların kon-

firmasyonu ve hibrit nesillerin araştırılması amacıyla 

Acetylecholineesterase 2 (ACE-2) ve CQ11 microsatellite 

gen lokusları amplifiye edilmiş ve bant profillerine göre 

değerlendirme (30, 36) yapılmıştır.  

Mitokondrial cytochrome oxidase subunit I (mt-COI) 

geninin amplifikasyonu, sekans ve filogenetik analizler: 

Real time PCR analizleri ile teşhisleri yapılan ve ACE-

2/CQ11 Microsatellite analizleriyle konfirmasyonları sağ-

lanan izolatların mitokondrial cytochrome oxidase I                  

(mt-COI) geninin parsiyel 709 bp gen bölgesi, LCO1490 

ve HCO2198 primerleri ile referans protokole (20) göre 

PCR’da amplifiye edilmiştir. Mikrosatellite analizleri ve 

Mt-COI gen bölgesi PCR ürünleri (10 µl) %1.5 ’luk               

agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak, CLP Jel Dökü-

mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz 
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programı (UVP INC Uplant, CA) ile görüntülenip analiz 

edilmiştir. Tüm moleküler analizlerde uygulanan testlerin 

geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup             

olmadığının tespit edilmesi amacıyla her analizde pozitif 

kontrol referans örnekler, negatif kontrol olarak ise steri-

lize edilmiş deiyonize su kullanılmıştır. 

Tür/biyoform ve/veya hibrit olarak karakterize edi-

len ve uygun konsantrasyonda olan izolatlardan seçilen 

Mt-COI gen bölgesi amplikonları ilgili gen bölgesi nükle-

otid sekanslarının özgün ve kayıpsız olarak elde edilebil-

mesi amacıyla klonlanmış ve rekombinant plazmid pürifi-

kasyonu yapılmıştır. Rekombinant plazmid DNA’lar vek-

tör spesifik primerler ile çift yönlü olarak sekanslanmıştır. 

Çift yönlü DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromo-

togramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 

8.1.4 (24) yazılımı ile vektör DNA’sı içerisine insert                 

olmuş hedef gen bölgesi sekansları belirlenmiş ve forward 

ve reverse dizilimlerin ikili hizalamaları yapılarak izolat-

lara ait final dizilimler elde edilmiştir. Sekans analizlerin-

den önce, PCR primer dizileri hedef mt-COI gen bölgesi 

sekanslarından kesilerek uzaklaştırılmış ve 658 bp stan-

dart barkod bölge elde edilmiştir. İzolatlara ait sekansların 

blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri 

yapıldıktan sonra GenBank’ta mevcut homolog izolatlara 

ait ilgili gen bölgesi sekanslarıyla Geneious 8.1.4 (24)              

yazılımı üzerinden çoklu hizalamaları yapılarak interspe-

sifik ve intraspesifik nükleotid farklılıkları belirlenmiştir. 

Çalışmada karakterize edilen izolatların haplotip karakte-

rizasyonları GenBank veri tabanında mevcut homolog 

izolatlarla birlikte DnaSP 5.10.01 (29) yazılımı kullanıla-

rak yapılmıştır. Filogenetik yapılanmaların belirlenme-

sinde Bayesian analizleri (BA) uygulanmıştır. BA analiz-

lerinde uygun model belirlenmesinde jModelTest 2 (9) 

kullanılmış ve en düşük Bayesian Bilgi Kriteri (BIC)              

değerine sahip Hasegawa, Kishino and Yano + Gamma 

distributed (HKY+G) modeli filogenetik ağacın oluşturul-

masında kullanılmıştır. Bayesian analizleri Geneious 8.1.4 

(24) yazılımı üzerinden MrBayes plugin (22) kullanılarak 

gerçekleştirilmiş, Markov Chain Monte Carlo taramaları 

1.100,000 jenerasyon için 4 zincirle ve ağaç örneklemesi 

her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 ağaç) “burn in” ola-

rak çıkarılmıştır. 

 

Bulgular 

Morfolojik teşhis sonuçları: Araştırma sahasından 

toplanan toplam 1052 dişi sivrisinek örneğinden 315’i 

(%29.9) morfolojik teşhis ile C. pipiens kompleks ve/veya 

Cx. torrentium olarak teşhis edilmiştir.  

TaqMan Real time PCR sonuçları: Real time PCR 

analizleri sonucu tüm örneklerin Cx. pipiens kompleks’te 

yer aldığı belirlenmiş, Cx. torrentium pozitifliği 

saptanmamıştır. Cx. pipiens biyoformlarının araştırıldığı 

Real time PCR analizlerinin ikinci basamağında Cx. 

pipiens kompleks içerisinde belirlenen 315 örneğin 311’i 

Cx. pipiens form pipiens olarak belirlenmiş, dört örnek ise 

her iki biyoform yönünden moleküler analizlerde amplifi-

kasyon göstermemiştir.  

ACE-2 ve CQ11 microsatellite analiz sonuçları:          

Biyoformlar yönünden analizler sonucu Cx. pipiens form 

pipiens olarak belirlenen tüm izolatların ilgili DNA mar-

kerları ile pipiens biyotipine özgü bant profilleri sergile-

diği saptanmış ve izolatların konfirmasyonu sağlanmıştır. 

Her iki form yönünden de amplifikasyon göstermeyen 

dört izolatın ACE-2 ve CQ11 mikrosatellite analizleriyle 

sergilemiş oldukları bant profillerine göre Cx. pipiens 

form pipiens ve Cx. pipiens form molestus hibritleri           

olduğu belirlenmiştir.  

Mt-COI gen bölgesi amplifikasyon ve sekans analizi 

sonuçları: Morfolojik ve moleküler teşhisle karakterize 

edilen izolatların sekans ve filogenetik analizleri için            

mt-COI gen bölgesini hedef alan primerlerle amplifikas-

yonları gerçekleştirilmiş ve analizler sonucu hedef büyük-

lükte amplikonlar belirlenmiştir. Cx. pipiens form pipiens 

ve hibrit izolatlardan seçilen birer izolatın sekans analiz-

leri gerçekleştirilmiştir. Mt-COI gen bölgesi yönünden     

sekans analizleriyle karakterize edilen izolatlar, biyo-

form/hibrit karakterizasyonları, izolasyon kaynakları ve 

GenBank aksesyon numaralarıyla birlikte Tablo 1’de             

verilmiştir. 

Mt-COI gen bölgesi filogenetik analiz sonuçları:    

Mt-COI filogenetik analizlerine çalışmada elde edilen izo-

latlarla birlikte GenBank’ta mevcut olan ve Türkiye, 

Rusya, Hindistan, Japonya ve Almanya’nın çeşitli bölge-

lerinden izole edilmiş, farklı haplotip ve gruplarda yer alan 

toplam 48 izolat dahil edilmiştir. Monofiletik dış grup ola-

rak Cx. theileri (GenBank aksesyon: FJ210898) kullanıl-

mıştır. Bayesiyan filogenisine göre oluşturulan ağaç üze-

rinde (Şekil 1) görüleceği üzere analize dahil edilen izo-

latların 4 haplogrup (AC, D, E, F) ve 3 haplotip (B, H, G) 

içerisinde kümelendiği belirlenmiş ve bayesian filogenetik 

çözünürlüğü yüksek posterior olasılıklarla (>0.83) destek-

lenmiştir. Araştırmada karakterize edilen iki izolat arasın-

daki intraspesifik sekans heterojenitesi %2.7±0.7 belirlen-

miştir. Real time PCR ve mikrosatellite analizleriyle Cx. 

pipiens form pipiens olduğu belirlenen ERU-Cxpip1                   

izolatının yeni bir haplotip olduğu ve haplotip veya 

haplogrup bazında karakterize edilmiş olan filogenetik 

ağaç üzerindeki nesillerden (Şekil 1) genetik olarak daha 

uzak karakterde olduğu ve dış dalda yerleşim gösterdiği 

belirlenmiştir. İlgili izolat en yüksek benzerliği %98.8 ile 

Almanya’dan izole edilmiş ve biyoform karakteri üzerine 

veri bulunmayan Cx pipiens SAW_1548 izolatıyla (Gen-

Bank aksesyon: HG793539) göstermiştir. Real time PCR 

ve mikrosatellite analizleri sonucu hibrit olduğu saptanan 
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ERU-CxpipHyb1 izolatının en yüksek benzerliği (%99.5) 

Almanya’dan izole edilmiş ve biyoform karakteri üzerine 

veri bulunmayan Cx pipiens SAW_2260 izolatıyla (Gen-

Bank aksesyon: HG793474) gösterdiği ve ilgili izolatla 

birlikte küme oluşturarak Haplogrup AC’ye yakın olmak 

üzere ayrı bir haplogrup (Haplogrup F) oluşturduğu belir-

lenmiştir (Şekil 1). Bununla birlikte ERU-Cxpip1 ve 

ERU-CxpipHyb1 izolatlarının Türkiye’den rapor edilmiş 

Cx. pipiens izolatlarıyla, sırasıyla %1.60.5 ve %1.40.5, 

Cx. pipiens form molestus izolatlarıyla %1.40.5 ve 

%1.60.5, Cx. quinquefasciatus izolatlarıyla %1.70.5 ve 

%1.70.5 ve Cx. torrentium izolatları ile de %2.60.6 ve 

%4.30.9 genetik farklılık gösterdikleri belirlenmiştir.  

 

 

Tablo 1. Mt-COI gen bölgesine göre karakterize edilen izolatların biyoform, DNA izolasyon kaynağı ve GenBank aksesyon numaraları.  

Table 1. Bioform, DNA isolation source and GenBank accession numbers of the isolates characterized by the Mt-COI gene region.  

İzolat Biyoform/Hibrit DNA izolasyon kaynağı GenBank Aksesyon 

ERU-Cxpip1 Cx. pipiens form pipiens Ergin dişi KU949592 

ERU-CxpipHyb1 
Hibrit (Cx. pipiens form pipiens + 

Cx. pipiens form molestus) 
Ergin dişi KU949593 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Culex pipiens izolatlarının mt-COI gen bölgesi Bayesian inference (BI) analizine göre filogenetik ilişkileri. Çalışmada belirle-

nen izolatlar kırmızı ve kalın karakterde, Türkiye’den bildirilmiş izolatlar mavi ve kalın karakterde gösterilmiştir. Node’ların önündeki 

rakamlar Bayesian olasılığını göstermektedir. Ölçek çizgisi yerleşim yeri başına nükleotid değişimini göstermektedir. 

Figure 1. Mt-COI gene region of Cx. pipiens isolates phylogenetic relationships according to Bayesian inference (BI) analysis. The 

isolates identified in the study were shown in red color and bold character, the isolates reported from Turkey were shown in blue color 

and bold character. The numbers in front of the Nodes indicate the Bayesian probability. The scale line shows the nucleotide change 

per site. 
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Tartışma ve Sonuç 

Culex pipiens ve Cx. torrentium’un birçok önemli 

hastalık için kesin vektörlükleri (14) göz önüne alındı-

ğında, her iki türe ait nesillerin dağılımı ve epidemiyolojisi 

üzerine detaylı bilgiye ihtiyaç olduğu görülmektedir. Tür-

kiye’de Cx. pipiens kompleks üzerine yapılan çalışmaların 

genellikle ergin ve larva dönemleri bazında morfolojik 

teşhise dayalı prevalans çalışmaları tarzında olduğu görül-

mektedir (1, 31). Bunun yanında yine Cx. pipiens komp-

leks nesillerinin tularemi (12), kanatlı sıtması (23),                          

D. immitis (23) ve Batı Nil Virusu (13) gibi patojenlere 

vektörlük potansiyelleri, Wolbachia endosimbiontunun 

araştırılması (42) ve kan beslenmesinde konak tercihleri-

nin moleküler analizleri (26) üzerine moleküler düzeyde 

çeşitli araştırmalar yapılmıştır. Buna karşın Türkiye’de 

Cx. pipiens kompleks üyelerinin genotiplendirilerek                 

karakterizasyonlarının sağlandığı iki çalışmanın (13, 18) 

varlığı gözükmektedir. Günay ve ark. (18), Türkiye’nin 

farklı bölgelerinden 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 

belirtilmiş), Cx. quinquefasciatus, Cx. theileri, Cx.                       

torrentium, Cx. tritaeniorhynchus ve Cx. hortensis türleri-

nin mt-COI gen bölgesine göre barkodlamalarını ve karak-

terizasyonlarını yapmışlardır. Fakat coğrafik olarak yal-

nızca tropikal bölgelerde yayılış gösteren ve Avrupa’da 

bulunmadığı rapor edilen (35) ve yine morfolojik olarak 

Cx. pipiens kompleks tür veya biyoformlarından ayrılama-

yan Cx. quinquefasciatus türünün ilgili çalışmada (18) 

Türkiye’den ilk kayıt olarak bildirilmiş olması da ileri 

konfirmasyona ihtiyaç göstermektedir. Nitekim mt-COI 

parsiyel sekans analizleriyle Cx. pipiens kompleks tür 

ve/veya biyoformlarının hibrit nesiller de göz önüne alın-

dığında kesin sınırlarla ayrılmadığı ve filogenetik yapılan-

malarının kompleks yapı sergilediği bilinmektedir (35, 

41). Nitekim araştırmamızda filogenetik analizlerde kulla-

nılan izolatlara ait mt-COI sekansları arasındaki ilişki                 

incelendiğinde Günay ve ark. (18) tarafından karakterize 

edilen Cx. quinquefasciatus nesillerinin mt-COI geninin 

658 bp barkod bölgesi bazında farklı ülkelerden bildiril-

miş Cx. pipiens (GenBank aksesyon: JQ958371, 

LC102133) ve Cx. pipiens form pipiens (GenBank akses-

yon: HQ724614 [mitokondrial bütün genom]) nesilleriyle 

%100 identiklik göstermiş olması da mt-COI barkod gen 

bölgesinin bu komplekste yer alan tür ve/veya biyoform-

ların kesin sınırlarla ayrımında yetersizliğini göstermiştir. 

Bu açıdan çeşitli referanslarda da bildirildiği üzere barkod 

ve sekans analizlerinden önce ilgili kompleksteki tür veya 

biyoformların mevcut moleküler tekniklerle genotiplendi-

rilmeleri gerekmektedir (3, 4, 30, 35, 36). Benzer olarak 

Ergünay ve ark. (13) da Türkiye’nin farklı bölgelerinden 

izole edilen sivrisinek örneklerinde Batı Nil Virüsü’nü 

araştırdıkları çalışmalarında mt-COI sekans analizleri ile 

Cx. quinquefasciatus türünün varlığını rapor etmişlerdir. 

Tüm bu verilerin hibrit nesiller de göz önüne alınarak bu 

komplekse ait tür ve/veya biyoformlar ile Cx. torrentium 

için mevcut referans genotipleme yöntemleri ile konfir-

masyona ihtiyacı olduğu düşünülmektedir.  

Bu çalışmada, Cx. pipiens biyoformları ile Cx.                   

torrentium nesillerinin ayrımında yüksek özgünlük ve               

duyarlılıkta olan TaqMan Real time PCR yöntemi kulla-

nılmıştır. Nitekim Rudolph ve ark. (33), tarafından da be-

lirtildiği üzere ilgili tekniğin anabilim dalında mevcut ve 

Litvanya Doğa Araştırma Merkezinden temin edilmiş olan 

referans izolatlarla spesifite denemelerinde yüksek özgün-

lükte olduğu görülmüştür. Çalışmada morfolojik teşhisle 

Cx. pipiens kompleks olarak ayrılan örneklerin tamamının 

Cx. pipiens kompleks’te yer aldığı belirlenmiş, Cx.                       

torrentium pozitifliği saptanmamıştır. Cx. pipiens komp-

leks tür ve/veya biyoformları ile Cx. torrentium’un mole-

küler teşhisi ve ayrımlarında ACE-2 ve CQ11 mikrosatel-

lite analizleri, ITS-2 PCR ve sekans analizleri, mt-COI 

parsiyel PCR RFLP analizleri ve Wolbachia polimorfiz-

mine göre tiplendirme gibi çeşitli moleküler girişimler sık-

lıkla kullanılmaktadır (3, 4, 11, 35, 36,). Bunların arasında 

ACE-2 ve CQ11 mikrosatellite analizleri tür ve/veya                   

biyoform bazında sergilediği çözümleyici DNA bant pro-

filleri ile teşhiste ve hibrit türlerin ortaya konmasında                   

temel tekniklerden birini oluşturmuştur (30, 35, 36). Nite-

kim araştırmada referans izolatlarla birlikte değerlendiri-

len örneklere ait ACE-2 ve CQ11 mikrosatellite analizleri, 

Real time PCR’da Cx. pipiens form pipiens olarak belirle-

nen örneklerin ilgili biyoforma özgü bant profilleri sergi-

lediğini ortaya koymuş ve sonuçları konfirme etmiştir. 

Buna karşın Real time PCR analizlerinde Cx. pipiens 

kompleks yönünden pozitif belirlenen ancak biyoformlar 

yönünden ise amplifikasyon göstermeyen 4 izolatın ACE-

2 ve CQ11 mikrosatellite analizleriyle form pipiens ve 

form molestus hibritleri olduğu saptanmıştır. Bu iki biyo-

form arasındaki hibrit nesiller ayrıca Amerika Birleşik 

Devletleri (15), Portekiz (17), Hollanda (32), Yunanistan 

(16) ve Fas’ın (2) çeşitli bölgelerinden de rapor edilmiştir. 

Hibrit nesillerin ortaya çıkışı çeşitli araştırıcıların (16, 35) 

da dikkat çektiği gibi her ne kadar farklı biyoekolojik özel-

likleri olsa da bu iki forma ait nesillerin simpatrik olarak 

uygun üreme odaklarında birlikte bulunabilirliği ve kolo-

nizasyon gösterebilmesi ile ilgili olduğu düşünülmüştür. 

Bununla birlikte Cx. pipiens kompleksdeki bu hibridizas-

yonun sivrisineklerin vektör kapasitesini değiştirdiği, 

köprü vektörler (bridge-vectors) olarak tabir edilen bu                     

hibrid nesillerde vektör etkinliğinin arttığı kaydedilmekte-

dir (15, 16, 35). Bu bağlamda sivrisinek populasyonla-

rında genetik yapının analiz edilmesi epidemiyolojik                 

açıdan ve çeşitli patojenler açısından vektör potansiyelle-

rini belirleme ve risk faktörlerini ortaya koyma amacıyla 

oldukça önem arz etmektedir.  
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Araştırmada Cx. pipiens form pipiens ERU-Cxpip1 

izolatının yeni bir haplotip olduğu ve GenBank’ta mevcut 

haplotip veya haplogrup bazında karakterize edilmiş olan 

tüm Cx. pipiens nesillerinden genetik olarak daha uzak     

karakterde olduğu saptanmıştır. Cx. pipiens form pipiens 

ve Cx. pipiens form molestus hibriti olduğu belirlenen 

ERU-CxpipHyb1 izolatının aynı şekilde yeni bir haplotip 

olduğu ortaya çıkarılmış olup ilgili izolatın Almanya’dan 

izole edilmiş ve biyoform karakteri üzerine veri bulunma-

yan Cx pipiens SAW_2260 izolatıyla (GenBank aksesyon: 

HG793474) birlikte grup oluşturarak Haplogrup AC’ye 

yakın olmak üzere ayrı bir haplogrup oluşturduğu görül-

müştür. Filogenetik sonuçlarda görüleceği üzere Cx. pipi-

ens komplekste tür ve/veya biyoform bazında karakterize 

edilmiş haplotiplerin genetik olarak farklı yapı sergilediği 

ve buna bağlı farklı yerleşimlerde kümelenme gösterdik-

leri dikkati çekmiştir. Nitekim mt-COI barkodlamasının 

Anopheles, Ochlerotatus ve Culex soylarındaki belirli tür 

ve/veya haplotiplerin kesin teşhiste yeterli olmadığı rapor 

edilmiştir (5, 8, 27, 28, 38). Diğer yandan barkodlama yak-

laşımlarının yaygın diğer bazı kısıtlamaları da bulunmak-

tadır. Farklı mitokondrial DNA genomlarına sahip türlerin 

hibridizasyonu neticesinde mitokondrial genlerde şekille-

nen rekombinasyon, kompleks sekans yapılarının ortaya 

çıkmasına yol açabilmekte ve bu da yetersiz tanıyla sonuç-

lanabilmektedir (6). 

Sonuç olarak bu çalışma ile Kayseri yöresinde Cx. 

pipiens kompleks biyoformları ve Cx. torrentium’un                  

varlığı, yaygınlığı ve genotipik karakterleri üzerine mole-

küler veriler sağlanmıştır. Ayrıca çalışmada Türkiye için 

ilk olmak üzere Cx. pipiens form pipiens ve Cx. pipiens 

form molestus hibritlerinin varlığı belirlenmiş ve ilgili 

haplotiplerin moleküler karakterizasyonları sağlanmıştır. 

Bu son bulgu ile sivrisinek kaynaklı patojenlerin bulaşma 

dinamiklerinde köprü-vektör (bridge-vector) olarak nite-

lenen hibrit popülasyonların oluşturduğu risk potansiyel-

leri göz önüne alındığında, Türkiye’de Cx. pipiens komp-

leks üyelerinin moleküler epidemiyolojisi ve vektörlük 

potansiyelleri üzerine geniş kapsamlı araştırmalara ihtiyaç 

olduğu ortaya çıkmıştır.  
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