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Ozet: Bu makale, phlebotomine kum sinegi 6rneklerinin islenmesi ve preparat haline getrilimesi ile ilgili kapsaml1 bir
rehber sunmakta olup, bu siire¢ler kum sinegi drneklerinin tiir teshisi, kum sineklerinde patojen tespiti ve izolasyonu
icin kritik bir 6neme sahiptir. Arazi ve laboratuvar kosullarinda uygulanabilecek gesitli tekniklerin ele alindigi bu
makale, kum sineklerinin 6rneklenmesi, taginmasit ve immobilizasyonu (kimyasallar yerine kuru olarak dondurma ya
da COz kullaniminin 6nerildigi) ile sogukta ya da ethanolde saklama gibi muhafaza stratejileri igin detayl talimatlar
sunmaktadir. Belirli anatomik yapilarin (genital organlar, bas ve kanatlar) preparasyon kalitesi, bunlarin mikroskobik
olarak dogru sekilde incelenebilmesi i¢in kritik dneme sahiptir ve bu ¢aligmada ayrintili olarak agiklanmaktadir.
Makalede ayrica, potasyum hidroksit gibi kimyasallarla yapilan saydamlastirma islemi ve bunu takiben uygulanan
Marc-André soliisyonu dahil olmak iizere, 6rneklerin ayrintili islenme basamaklart sunulmaktadir. Kapatma asamasi
icin farkli maddeler karsilastirilmakta; bu maddelerin optik o6zellikleri ve uzun siireli koruma potansiyelleri
vurgulanmaktadir. Hoyer sivist (kloral zamki olarak da bilinir), 6zellikle spermatekalarin hizli gézlemi igin yiiksek
seffaflig1 nedeniyle 6nerilmekle birlikte, uzun siireli muhafaza i¢in uygun degildir. Tartisilan diger maddeler arasinda
polivinil alkol, sinirl su toleransina sahip Euparal® ve hidrokarbonlarda ¢6ziinebilen bir madde olan Kanada balsami1
yer almakta; son iki madde uzun dénemli koruma agisindan avantaj sunmaktadir. Ayrica, 6rnek isleme siireglerinde
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ozel dikkat gerektiren DNA dizileme ve MALDI-ToF gibi yenilikgi molekiiler biyoloji yaklasimlarina da
deginilmektedir. Bunun yani sira, gesitli kapama tekniklerini gdsteren kisa video klipler ile 33 farkli dile yapilan
ceviriler sunulmakta; bdylece kilavuzun kiiresel bilim camiasmin farkli ihtiyag ve beklentilerine ulagmasi
saglanmaktadir.

Anahtar kelimeler:

Preparat, phlebotomine kum sinekleri, Hoyer sivisi, Marc-André soliisyonu, kloral gum, polivinil alkol, Euparal®,
Kanada balsami, Leishmania izolasyonu, arazi kosullari, kiiltiir, diseksiyon, molekiiler biyoloji, MALDI-ToF, tip
ornekleri

Abstract — Processing and mounting phlebotomine sand flies: a consensus guideline. This article provides a
comprehensive guide for the processing and mounting of phlebotomine sand fly specimens, which is crucial for species
identification and pathogen detection and isolation. It discusses a range of techniques suitable for both field and
laboratory settings. The guide includes detailed instructions on sand fly collection, handling, covering, and euthanasia
(recommending dry freezing or CO2 over chemicals) as well as conservation strategies, such as cold storage and
preservation in ethanol. The quality of preparation of certain anatomical structures (genital organs, head and wings) is
essential for their proper microscopic observation and is described in this work. The article also presents detailed sample
processing, including the clearing process with agents such as potassium hydroxide then Marc-André solution. The
mounting process compares different media, emphasizing their optical properties and preservation potential. Hoyer
fluid (also known as chloral gum) is recommended for quick observation, particularly for spermathecae, due to its
clarity, although it is not suitable for long-term storage. Other media discussed include polyvinyl alcohol, Euparal® (for
limited water tolerance), and Canada balsam (a hydrocarbon-soluble medium), with the latter two offering long-term
preservation capabilities. Innovative molecular biology approaches such as DNA sequencing and MALDI-ToF, which
require particular attention to sample processing, are also addressed. Furthermore, short video clips illustrating various
mounting techniques as well as translations in many different languages are provided, allowing the guideline to reach
the diverse needs and expectations of the global scientific community.

Key words: Mounting, Phlebotomine sand fly, Hoyer fluid, Marc-André solution, Chloral gum, Polyvinyl alcohol,
Euparal®, Canada balsam, Leishmania isolation, Field conditions, Culture, Dissection, Molecular biology, MALDI-

ToF, Type-specimens.

Girig

Phlebotominae  alt familyasma ait, Psychodidae
familyasinda yer alan phlemotomine kum sinekleri, en az
1.063 bilinen tiirii bulunan, Diptera takimina ait kiigiik
boceklerdir [21]. Leishmania, arboviriisler ve Bartonella
gibi patojenlerin Oonemli vektorleridir ve sirasiyla
leishmaniasis, arboviriis enfeksiyonlar1 ve bartonellozis
hastaliklarina neden olurlar. Teshisleri esas olarak dikkatli
ornek toplama, uygun saklama ve 6zenli preparat hazirlama
ile desteklenen ayrintili mikroskobik incelemeye dayanir.
Bu siireg, her birinin kendine 6zgii avantaj ve smirliliklar
olan ¢esitli 6zel teknikler gerektirir.

Ergin phlemotomine kum sineklerinin teshis edilmesi hem
dis (6rn. antenler, palpler, erkek genitalyasi) hem de i¢
yapilarin  (6rn. farinks, cibarium ve spermatekalar)
gbzlemlenmesine dayamir. I¢ yapilarin diseksiyonu ve
izolasyonu, bunlarin gézlemlenmesini ve dolayisiyla dogru
teshisini kolaylagtirir. Bu nedenle sivrisinekler ya da
triatomin bdceklerden farkli olarak phlebotomine kum

sinekleri, teshis Ooncesinde lam ile lamel arasina alinarak
preparat haline getirilmelidir.

Mikroskobik gozlem, 1980°li yillara kadar kum sineklerinin
teshisinde mevcut tek yontemdi ve giiniimiizde de en yaygin
kullanilan yaklasim olmaya devam etmektedir. Bu nedenle
islem ve preparasyon secimi nispeten basitti ve temel olarak
ikiye ayriltyordu: uzun siireli muhafazaya olanak saglayan
kalici preparat hazirlanmast ve uzun siireli saklama
saglamayan kapama kimyasali i¢inde hizli preparat
hazirlanmasi. Ornegin Kanada balsami gibi bir recine ile
yapilan kalici preparat zaman alicidir ve Orneklerin
tamamen dehidrate edilmesini gerektirir. Ayrica bu kapama
kimyasalinin  kirilma indisi, spermatekalarin  kolay
gbzlemlenmesi i¢in her zaman optimal degildir. Buna
karsilik sulu bir kapama maddesinde (6rn. Hoyer sivisi)
kapama daha hizlidir ve refraktif spermatekalarin daha iyi
gorlintiilenmesini saglar; ancak atmosferden su absorbe
etme egiliminde oldugu i¢in uzun siireli saklama saglamaz.
Bir secenek, lam tamamen kuruduktan sonra oje ile
kenarlarini kapatmaktir. Bu tercih ikilemi giiniimiizde de
devam etmekte olup, preparat hazirlama yonteminin se¢imi,
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preparatin amacina baglidir. 1980’lerden itibaren kum
sinegi teshis calismalart morfolojik ve biyokimyasal
yaklasimlar1 birlestirmistir. i1k olarak kutikiiler hidrokarbon
analizleri uygulanmig, ancak bu yontem kisa siirede
molekiiler biyoloji teknikleri (RAPD, RFLP, DNA
amplifikasyonu, Sanger dizileme ve yeni nesil dizileme —
NGS) ile yer degistirmistir. Giinlimiizde molekiiler
yaklagimlar MALDI-ToF gibi proteomik yoOntemlerle
tamamlanmaktadir. Ayrica molekiiler tiir teshisi, PCR ile
patojen tespiti (Leishmania, Trypanosoma, Bartonella ve
Phlebovirus) ile birlestirilebilir; tiimii hem konvansiyonel
PCR hem de ger¢ek zamanli PCR ile saptanabilir. Bu
durum, Ornekleme ve saklama siirecinin hedeflenen
amaglara gore uyarlanmasini gerektirir [3, 32]. Tir
ayriminda geleneksel olarak kullanilan morfolojik
karakterlere ek olarak kanat geometrik morfometrisi gibi
diger morfolojik yaklagimlar da uygulanabilir.

Bu calisma, biiyiik Ol¢iide yazarlarin deneyimlerine ve
literatiir verilerine dayanarak, ergin phlebotomine kum
sineklerinin morfolojik ve molekiiler analizlerini optimize
etmek amaciyla preparat hazirlama ve ileri islemler icin
standartlagtirilmis kilavuzlar sunmay1 amaglamaktadir.
Bazi analizlerin (6rn. molekiiler biyoloji ya da MALDI-
ToF) yapilabilmesi, morfolojik tanimlama icin gerekli
olmayan viicut kisimlarinin korunmasini gerektirir; bu da
uygun protokol seciminin dnemini ortaya koymaktadir.

Bu makalede canli yakalanan kum sineklerinin anestezi ve
Otanazi yontemlerine, saklanmasina ve hizli tanimlama ya
da uzun siireli muhafaza i¢in preparat hazirlama siireclerine
odaklanilmaktadir.

Onsbdz: Giivenlik ve mevzuata iliskin
hususlarda ilgili Giivenlik Bilgi Formlarina
(GBF) atifta bulunulmalidir.

Bu kilavuzda sunulan tim kimyasallar siki giivenlik
kosullar1 altinda kullanilmalidir. Arastirma kurumlarinin is
saglig1 ve giivenligi birimleri, bu kimyasallarin tehlikeleri,
kullanim prosediirleri ve atik bertarafi hakkinda bilgi
saglamaktadir. Ancak kullanim ve bertarafla ilgili giivenlik
talimatlarina uyulmasi zorunludur. Iyi ve giivenli
laboratuvar uygulamalarma ve ilgili iilke ya da kurum
mevzuatina uyum  saglamak tim  kullanicilarin
sorumlulugundadir. Ayrica bazi kimyasallar ya da
bilesenleri (6rn. kloral hidrat) bazi iilkelerde diizenlemeye
tabidir. Bu makalede kullanilan kisaltmalar Tablo 1°de
verilmistir.

Tablo 1: Kisaltmalar listesi

BME Basal medium Eagle

CDC Hastalik Kontrol ve Oneme Merkezi

CMCP Camphor-monochlorophenol

CMR Kanserojen, mutajen, reprodiiktif
toksik
madde

COI1 Sitokrom c oksidaz alt {inite I geni

CytB Sitokrom b gen,

DNA Deoksiriboniikleik asit

ELISA Enzim baglanuli  immiinosorbent
analizi

EtOH Etanol

M199 Medium 199

MALDI-ToF  Matris destekli lazer

MS desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometrisi

MEM Minimum essential media

NGS Yeni Nesil Dizileme

NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Lao PDR Laos

PNOC Prepronociceptin geni

qPCR Kantitatif PCR (Ger¢ek zamanli PCR)

RAPD Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA

RFLP Restriksiyon ~ Fragment  Uzunluk
Polimorfizmi

RI Kirilma indisi

RNA Riboniikleik asit

RNaz Riboniikleaz

RNASS RNA stabilizasyon soliisyonu

RT-PCR Ters transkripsiyon PCR

TFA Trifloroasetik asit

1. Kum sineklerinin 6rneklenmesi

Ergin kum sinekleri canli ya da 6lii olarak; CDC minyatiir
151k tuzaklari, yapiskan tuzaklar (yagh kagit) ve aspirator
yardimiyla Shannon tuzaklarini kullanarak ya da yine
aspirator ile ¢cevredeki dinlenme alanlarindan (6rn. hayvan
barmaklar1) dogrudan toplama gibi ¢esitli ydntemlerle
toplanabilirler [2, 3, 32, 36, 49]. Bu yontemler uygun
habitatlara tuzak yerlestirilmesini, kum sineklerinin 151k ya
da diger ¢ekicilerle (CO: ya da diger kimyasal ¢ekiciler)
¢ekilmesini ve analiz i¢in toplanmasini igerir.

Canli 6rnekleme tiim ileri uygulamalara olanak saglarken,
0lii bireylerin toplanmasi Leishmania ya da viriis suslarinin
izolasyonunu engeller. Yagl kagitlar gibi bazi yontemler
anten, palpus, kanat ya da bacak kaybimna yol agabilir.
Ayrica hint yag1 kapli yapiskan kagitlar kum sineklerine
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yapisir ve isleme baglamadan 6nce genellikle esit oranlarda
etanol ve dietil eter karisgiminda 15 dakikalik bir banyoyla
temizleme iglemini gerektirir.

2. Orneklerin immobilizasyonu

Orneklenen canli kum sinekleri &ldiiriilmelidir. Bazi
yontemlerde (6rn. yagh kagitlar, deterjan ya da etanol iceren
kaplar1 bulunan CDC 1s1k tuzaklari) bireyler toplandiginda
zaten Oliidiir. Dogrudan etanol i¢ine toplanan drnekler icin
molekiiler biyolojik yontemler uygulanabilir; diger
yontemlerle toplanan ornekler ise miimkiin olan en kisa
siirede etanole igine alnip, saklanmalidir. Ancak bu
6ldiirme yontemleri MALDI-ToF uygulamalarma uygun
degildir ve bazi morfolojik karakterlerin kaybina yol
acabilir. Bu nedenle dogru teshis ya da uzun siireli referans
ornegi saklama icin uygun bir standart 6ldiirme yontemi
kullanilmast gereklidir. Etil asetat, etil eter, tetrakloroetan
ve kloroform pamuk iizerine emdirilerek kullanilabilir;
ancak toksisiteleri nedeniyle dikkatli kullanilmalidir.
Deneyimlerimize gore kloroform molekiiler caligmalarla
uyumsuz oldugundan dnerilmez. Bu kimyasallarin tehlikeli
dogas1t ve molekiiler analizlere uygunluklarinin sinirh
olmast nedeniyle kullanimlar1 genel olarak onerilmez.
Morfoloji, DNA ve proteinleri koruyan en yaygin yontem
kuru dondurmadir. Ornekler tamamen immobilize olacak
kadar, ancak (i) kuruyacak ya da (ii) amag, kum sineginin
sindirim kanalindan in vitro izolasyon yapmak ise,
Leishmania canliligin1 olumsuz etkileyecek kadar uzun siire
dondurulmamalidir. Bu nedenle -20 °C’de 15-20 dakika
dondurma ve diizenli kontrol 6nerilir.

Dondurucu bulunmadigi durumlarda, bocekler alternatif
olarak CO: kullanilarak 6ldiiriilebilir. Arazi kosullarinda
CO: tiplerinin  kullanilamadigr  durumlarda, ‘Soda
sifonlarinda’ (icecek dagiticilar1) kullanilan kiiciik ticari
CO: kartuglan ile drnekler oldiiriilebilir; ancak bunlarin
hava yoluyla tasinmasinda kisitlamalar olabilir. Son ¢are
olarak, bocekler tiitin dumanmma maruz birakilarak
oldirtilebilir: Kum sinekleri CDC tuzaginda canli olarak
yakalanir, bir aspirator ile toplanir, cam tiip igerisinde
tutulur ve birkag¢ saniye i¢inde 6lmelerini saglayan tiitiin
dumanina maruz birakilir. Bu yontem, zorlu izolasyon
kosullar1 da dahil olmak flizere tiim arazi sartlarinda
uygulanabilir. Ancak cam yilizey dumanla kaplandigindan,
iyice temizlenmeden canli kum sineklerinin sonraki
toplama ve manipiilasyon islemlerinde kullanilamaz.
Bununla birlikte, ayni temizlenmemis aspiratdr, diger
tuzaklardan elde edilen kum sineklerinin fiksasyon
amactyla oldiirilmesinde kullanilabilir. Ayrica, aspiratdr
igerisindeki tiim Orneklerin ¢ikarildigindan emin olunmasi
gerekir. Bu yontemler, bagirsak diseksiyonu yoluyla
Leishmania izolasyonu ile uyumludur.

3. islem 6ncesi 6rnek saklama

Islem &ncesinde uygulanan bes temel fiksasyon ydntemi
bulunmaktadir:

3.1. Dondurma

Bu yontem en iyi -20 °C’de ya da tercihen -80 °C’de
uygulanir. Bu saklama ydntemleri glinlimiizde sivi azotla
saklamaya kiyasla daha yaygm olarak kullaniimaktadir.
Tim durumlarda, Ornekler sersemletildikten sonra
kriyoprezervasyon miimkiin olan en kisa siirede
uygulanmalidir. Dondurucuda soguk saklama, boceklerin
yani sira RNA, DNA ve proteinlerin de saklama siiresi
boyunca tam olarak korunmasini saglar. Buna karsilik, sivi
azot kanatlara, bacaklara, palp ve antenlere ciddi zarar
verebilir; siklikla bu yapilarin kopmasina ve zaman zaman
onemli morfolojik karakterlerin kaybma yol acabilir.
Dondurucuda kuru olarak saklama ornekler i¢in daha az
travmatiktir, ancak hassas organlarin korunmasi agisindan
ideal degildir. Ozellikle ¢oziindiirme sirasinda, kanatlar,
antenler, palpler veya bacaklar yogusma nedeniyle tiiplere
yapigabilir ve sonucta kopabilir. Bununla birlikte, arazi
caligmalarinda  dondurarak  muhafaza her zaman
uygulanabilir degildir; ¢iinkii bir dondurucuya ya da sivi
azot tankina erisim gerektirir. Dondurucuda saklama,
molekiiler yontemlerle patojen tespitiyle duyarlilik kaybi
olmaksizin tamamen uyumludur. Ancak RNA viriislerinin
tespiti ve izolasyonu, uzun siireli saklama gerekiyorsa, -80
°C’de ya da s1v1 azotta muhafazay1 gerektirir. Ote yandan,
orneklerin dondurulmasi, kum sinekleri 6nce buhar fazina
ve ardindan s1vi azota (6rnegin bir ¢orap i¢ine yerlestirilmis
flakonlar icinde) daldirilarak Leishmania
kriyoprezervasyonunu  simiile  etmedikce, bagirsak
diseksiyonu yoluyla Leishmania izolasyonuna olanak
tanimaz.

3.2. Alkolde saklama (etanol ya da
izopropanol)

Bu yontem muhtemelen kum sineklerinin saklanmasinda en
yaygin kullanilan yontemdir. Laboratuvara erisimin
olmadig1r zorlu kosullar da dahil olmak {izere, arazi
calismalarinda uygulanmasi kolaydir. Alkolde muhafaza,
ozellikle morfolojik calismalar icin uygundur; ciinki
saklama tiipiinde hava kabarcig1 bulunmadig siirece hassas
yapilar (kanatlar, bacaklar, antenler ya da palpler)
bitiinliigiinii korur. Bu nedenle, hava kabarciklarmi
gidermek amaciyla tiipiin kiicik bir pamuk tika¢ ile
kapatilmasi ve etiketin pamuk tikag {izerine yerlestirilmesi
onerilir (Sekil 1).

Uygun alkol konsantrasyonu halen tartigmalidir. Genel
olarak %70’in altindaki konsantrasyonlar onerilmez [45,
66]. Daha yiiksek konsantrasyonlar DNA’y1 daha etkili ve
daha uzun siire korur; ancak 6rnekleri morfolojik caligmalar
acisindan daha kirilgan ve gevrek hale getirir. %96 etanoliin
(azeotrop karisim) kullanimi, 6zellikle tropikal {ilkeler gibi
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nemli bolgelerde zaman icinde konsantrasyon stabilitesini
saglar; ancak %95 etanol ¢ogu zaman daha kolay temin
edilebilir. Konsantrasyondan bagimsiz olarak, DNA
genellikle etanol icinde iyi korunur (ancak 6zellikle NGS
tipi molekiiler yontemler icin, dondurma yontemlerine
kiyasla daha az etkilidir). Proteinler ise ¢ok daha az
stabildir;  ozellikle =~ MALDI-ToF gibi  proteomik
uygulamalarda. Alkolde birkac¢ ay saklanan kum sinekleri
morfolojik olarak hald teshis edilebilir; ancak bu
orneklerden referans protein spektrumlari elde etmek
miimkiin degildir. Alkolde veya kuru kosullarda saklama,
orneklerin ayrica -20°C’de dondurulmasiyla iyilestirilebilir.
-20°C’de dondurma, esas olarak molekiiler korunumu
(6rnegin niikleik asitler) artirir; bozunmay1 yavaglatir ve
zamanla doku yikimini azaltarak morfolojik korunuma da
ikincil bir katki saglar; ancak morfoloji lizerindeki etkisi,
molekiiler biitiinliik {izerindeki etkisine kiyasla daha
siirhdir. Etanolde saklama, en az %70 konsantrasyonda ve
birka¢ aydan kisa siireli depolamalarda DNA ve RNA
viriislerinin tespiti i¢in de uygulanabilir. Ayrica, izopropil
alkol bazi iilkelerde kolaylikla temin edilebilir ve DNA’y1
korur; ancak 6rnekleri sertlestirir. Etanol gibi yanici degildir
ve bu nedenle tasinmasi daha kolaydir. Gerekli durumlarda,
stv1 azotta ya da kuru dondurulmus olarak saklanan kum
sinekleri alkole aktarilabilir; ancak bu durumda her iki
yontemin dezavantajlari bir arada ortaya ¢ikabilir.

&
o
At

L

Sekil 1: Etanolde muhafaza edilmis kum sinekleri.
3.3. RNA stabilizasyon soliisyonunda
(RNASS) saklama

Yaygin olarak kullanilan bu sulu reaktif, toksik degildir ve
taze doku ile hiicre 6rneklerinde RNA’y1 stabilize etmek ve

korumak iizere tasarlanmistir. Ornege hizla penetre olarak
RNazlar1 (RNA’y1 pargalayan enzimler) inaktive eder ve
boylece RNA’nin, hemen dondurma gerektirmeksizin,
bozulmasint o6nler. RNASS i¢inde saklama, sonraki
histolojik degerlendirmeler icin genel doku ve hiicresel
morfolojinin korunmasinda genellikle etkilidir. RNASS,
fiksasyondan ziyade RNA stabilizasyonu igin optimize
edilmis olsa da, kisa ve orta vadeli saklamalarda yapisal
bitiinlik cogunlukla iyi diizeyde korunur. RNASS,
orneklerin oda sicakliginda 7 giine kadar, 4°C’de birkag
hafta boyunca ya da -20°C/-80°C’de uzun siireli olarak
saklanmasma olanak tanir. Bu yontem, soguk zincir
altyapisinin sinirli oldugu arazi calismalari ya da klinik
ortamlarda Ozellikle degerlidir. RNA ekstraksiyonu
genellikle orneklerin reaktiften cikarilmasini ve standart
protokollere gore islenmesini gerektirir.

3.4. Oda sicakhiginda kuru saklama

Daha eski bir yontem olan oda sicakliginda kuru saklama,
ornegin biitiin halde (in toto, tim viicut olarak) preparat
haline getirilmesi durumunda, kanatlar, bacaklar, antenler
ve palpler gibi hassas yapilarin zay1f korunmasi gibi 6nemli
bir dezavantaja sahiptir. Bununla birlikte, fiksasyon
sirasinda silika jel tipi bir desikant ile dehidrasyon
uygulanirsa, = MALDI-ToF  kullanilarak  proteomik
calismalar yapmak yine de miimkiindiir. Buna karsilik,
DNA’y1 hedefleyen molekiiler analizlerin bu 6rneklerde
gergeklestirilmesi  zordur; ¢iinkii DNA ¢ogu zaman
pargalanmistir ve miktar1 azalmistir. Bu durum, 6zellikle
niikleer genom c¢aligmalarinda, taze ya da dondurulmus
orneklere kiyasla analizleri daha gii¢ hale getirir. Ancak
miiseomik (museomics) gibi yeni teknikler bu tiir
orneklerde uygulanabilir [34]. Bu nedenle, baska bir
secenek bulunmadik¢a bu saklama yoOntemi Onerilmez.
Tiplerin  -20 °C  veya -80 °C’de dondurucuya
yerlestirilmesiyle soguk saklama ile kombine edilebilir.
Baglica zorluk, teshis i¢in gerekli olan 6rneklerin ya da
viicut parcalarinin  uygun sekilde preparat haline
getirilmesidir. Bunun i¢in rehidrasyon zorunludur. Triton
X-100 g¢ozeltisinin  kullanilmast 6nerilir. Rehidrasyon
stiresi, diizenli ve dikkatli izleme altinda birkag saatten
birkag giine kadar degisebilir. Tam rehidrasyon
saglandiktan sonra Ornekler ardisik ii¢ su banyosunda
durulanmalidir.

3.5. Filtre kagidinda saklama

Filtre kagitlarinin baglica avantaji, fikse edilmemis,
kurutulmus tiim viicut ya da kan hiicreleri i¢indeki genomik
DNA’nm oda sicakliginda uzun siire stabil kalabilmesidir.
Filtre kagitlarinin kiigiik kart boyutlarinda olmasi kiigiik bir
masa c¢ekmecesi hacminde yiizlerce Ornegin oda
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sicakliginda saklanmasina olanak tanir. Filtre kagidi
matriksine, enfeksiy6z etkenleri denatiire eden maddeler
emdirilmistir; bu nedenle ornekler artik biyotehlike olarak
degerlendirilmez. Bu durum, 6rneklerin 6zel biyogiivenlik
onlemleri olmaksizin saklanmasina ve taginmasina imkan
saglar [68].

4. Ornek disseksiyonu

Bir¢ok bocek tiirii, biitiin halde (in toto) ignelenmis bireyler
iizerinde gozlemlenebilen dig morfolojik karakterlere gore
teshis edilirken, kum sineklerinde tiiriin dogru sekilde
tanimlanabilmesi igin anatomik yapilarin incelenmesi
amaciyla diseksiyon ve lam {izerine kapama gereklidir.
Segilen preparasyon ve kapama ydntemi ne olursa olsun,
ayni diseksiyon teknigi uygulanir (Sekil 2 ve 3)
(https://zenodo.org/records/181980006).

Triton X100 kullanimi: non-iyonik sulu ¢ozelti

Kapama isleminin taze yakalanmig ya da uygun seckilde
muhafaza edilmis Ornekler ic¢in gegerli oldugu
unutulmamalidir. Cogu arastirmact Ornekleri kuru olarak
(MALDI-ToF kullanim1 i¢in) ya da uzun yillar alkole
almmis sekilde saklar. Ne yazik ki, alkolde yillarca
muhafaza ideal degildir ve bu sekilde saklanan
arthropodlarin  mikroskobik incelemeye hazirlanmasi
oldukca giiclesir. Sik karsilagilan bir durum, Ornekleri

Sekil 2: Kum sinegi preparatlarinin

iceren plastik materyalin zamanla bozulmasi ve ardindan
alkoliin buharlagmasidir. Her iki durumda da ornekler ya
¢ok uzun siire alkole maruz kalmis ya da tamamen kurumus
oldugundan segeneklerimiz smirlidir. Bu nedenle, giiclii
deterjan Ozelligi olmayan 1slatict maddelerin kullanimi
glindeme gelmistir. Triton X100, non-iyonik bir sulu ¢6zelti
formundadir  (4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) ~ fenil-polietilen
glikol  ¢ozeltisi ya da t-oktilfenoksipolietoksietanol,
polietilen  glikol tert-oktilfenil eter) ve sitolojik ve
molekiiler caligmalarda  siklikla  deterjan  olarak
kullanilmaktadir. Hiicre ve gekirdek zarlarmin gegirgen
olmasini saglar.

Asagida %0,5’1lik sulu non-iyonik Triton X100 ¢ozeltisi
kullanilarak uygulanan bir prosediir verilmistir:

- Kuru 6rnegi mutlaka alkol ile muamele edin.

- Ornegin tamami ¢bzelti icinde kalacak sekilde
gerekli hacimde %0,5 Triton X100 ¢ozeltisi
ekleyin.

- Islemi diizenli kontrol altinda yaklasik 5 dakikadan
birka¢ giline kadar siirdiiriin. Tim O6rnekler
¢ozeltide tamamen ayrigsmis hale gelmelidir.

- Triton X100 ¢ozeltisini uzaklastirin ve yerine
potasyum hidroksit ¢ozeltisi ekleyin.

ay

hazirlanmasi igin gerekli materyaller:

A: Yuvarlak cam lameller (10 veya 12 mm ¢apinda); B: 24 kuyucuklu plak ve kancali igne (kum sineklerinin iglenmesinde
karanfil yagi veya Euparal® esansi kullaniliyorsa akrilik plak kullanilmamalidir; kimyasal reaksiyon meydana gelebilir ve
ornekler zarar gorebilir); C: Etiketlemeye uygun cam lamlar; D: igne kancasmin detayi; E: Enjektore takili igneler; F: Preparat
haline getirilecek kum sineklerini igeren saat cami veya esdeger bir kap; G: Dumont penset; H: Plastik pipet; I: Sivinin
kuyucuklara aktarilmasini kolaylagtirmak amaciyla isitilarak biikiilmiis cam pipet.


https://zenodo.org/records/18198006

Sekil 3: Her bir kuyucukta kum sineklerinin basi ve
abdomen ucunun bulundugu 24 kuyucuklu bir plak.

4.1. Bas

Diseksiyon, bir stereomikroskop altinda ince igneler veya
entomolojik igneler kullanilarak gergeklestirilebilir (Sekil 2
ve 3). En yaygm kullanilan igneler sunlardir: 26G x 1/2"
(0,45 x 13 mm), 30G x 1/2" (0,3 x 13 mm) veya 25G x 5/8"
(0,5 x 16 mm). Ornegin teshise hazirlanabilmesi igin en
azindan bas kismi govdeden ayrilmali ve cibarium ile
farinksin goriilebilmesi amaciyla ventral yiizii liste gelecek
sekilde kapatilmalidir. Toraks ve abdomen ise diseksiyonun
ardindan lateral pozisyonda kapatilir. Basin ventro-dorsal
pozisyonda yerlestirilmesi, foramen occipitale’nin yukari
bakacak sekilde konumlanmasini saglar; boylece cibarium
dogrudan gozlemlenebilir. Bu anatomik yapilara erigim,
basin tamamen ayrilmasiyla daha da kolaylasir.

4.2. Kanatlar ve toraks

Kanatlar diiz bir sekilde kapatilmalidir. Her bir kanat
tabanindan ayrilarak ayri ayr kapatilabilir ya da biri tek
basina kapatilip digeri toraksa bagli birakilabilir. Eger
geometrik morfometri analizi planlaniyorsa, kapamadan
once sag ve sol kanatlarin dogru sekilde tanimlanmasi ve
etiketlenmesi zorunludur. Toraks birka¢ boliimden olusur
ve her biri son derece dnemli taksonomik bilgiler igerir [20,
64]. Genellikle, ketotaksi (kil dizilimi) ve renk dagilimimin
incelenebilmesi i¢in lateral pozisyonda kapatilir. Toraksin
belirli bolgelerindeki kil izlerinin varligi, Brumptomyia
cinsine ait bazi tiirlerin ayirt edilmesinde kullanilabilir.
Renk dagilimi ise Neotropikal kum sineklerinin cins
diizeyinde (6rnegin Bichromomyia), tir serisi diizeyinde
(6rnegin Pintomyia) ya da ayni cins igindeki tiirlerin
ayriminda (6rmegin  Micropygomyia, Nyssomyia,
Psathyromyia ve Psychodopygus) kullanilabilir [20]. Bu
nedenle, toraks molekiiler analiz i¢in kullanilmayacaksa,
zarar gdrmeyecek  sekilde kapatilmalidir.  Onemle
belirtilmelidir ki burada 6nemli olan renklerin yogunlugu
degil, toraks tzerindeki dagilimidir. Dolayisiyla,
seffaflagtirma (klarifikasyon) islemi pigmentasyonu ya da
pigment desenini ortadan kaldirmaz.

4.3. Genitalya

Erkek ve disilerde genital yapilarin kapatilmasinda 6zellikle
dikkatli olunmalidir; ¢iinkii bu yapilar cins, alt cins ve tiir
diizeyinde teshis i¢in kritik 6neme sahiptir. Her iki eseyde
de genital yapilar ¢ifttir.

4.3.1. Erkekler

Genital yapilar eksternaldir ve dorsal kisminda gonokoksit—
gonostil eklemini, ventral kisminda ise epandrial lobu
iceren ¢ift forsepslerden olusur. Gonostil tizerinde dikenler
ve bazen setalar bulunur; bunlarn sayilabilir olmasi ve
yerlesim noktalarinin  acgikca goriilebilmesi  gerekir.
Gonokoksitin i¢ yiizeyi dikkatle incelenmelidir; ¢iinki
burada sapsiz bir seta demeti ya da bir lob (= tiiberkiil)
iizerinde tasinan setalar bulunabilir [22]. Diseksiyon
konusunda daha az deneyimli arastirmacilar, genital
yapilar1 abdomen ucundan ayirmadan basit bir lateral
kapama yapabilirler
(https://zenodo.org/records/18311158). Bu durumda genital
yapilarin iki parcasinin st {iste gelmesi, Ornegin
gonokoksitin i¢ setalarinin sayimini zorlastirabilir; ancak
basarisiz bir diseksiyon sonucu genital yapilarin zarar
gormesini Onler. Daha deneyimli arastirmacilar genital
yapilar1 ikiye acarak ayirmayi deneyebilirler. Bunun igin
ignenin egik (bevel) yiizi — intradermal reaksiyon ignesi
tipinde — genital yapilar tamamen kesilmeden iginden
gegirilerek gonokoksit—gonostil komplekslerinin
birbirinden ayrilmasi saglanir
(https://zenodo.org/records/18311158). Bu sekilde ig
ylizeylerin gozlemlenmesi kolaylasir. Ayrica bu diizenleme,
arttk {ist liste binmeyen parametrelerin ve parametre
kiliflarinin incelenmesini de kolaylastirir. Organlarin iist
iste gelmesine yol acan lateral kapama yapilacaksa,
orneklerin miikemmel sekilde seffaflastirilmis olmasi
gerekir.

4.3.2. Disiler

Genital yapilar internaldir ve bir ¢ift spermatekadan olusur.
Diseksiyon yapilmadig1 durumlarda, bu yapilar tegumentler
(viicut ortiileri) izerinden ve abdomenin ventral pozisyonda
kapatilmasiyla  gozlemlenmelidir.  Secilen  kapama
maddesinden bagimsiz olarak, ozellikle yilizeyi diizgiin
olmayan ve yeterince seffaflastirillmis spermatekalar
genellikle dogru sekilde goézlemlenebilir. Ancak yiizeyi
diizgiin, ince duvarli spermatekalarin diisiik kirilma indisine
sahip (zayif refraktif) maddelerde gozlemlenmesi sorunlu
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Sekil 4: Taze  oOrneklerden  diseke  edilerek

olabilir. Ayrica, spermateka kanallarmin tabanlarinin
gozlemlenmesi tiir teshisi agisindan zorunludur; 6rnegin,
Eski Diinya’da Leishmania infantum’un baslica vektorleri
olan Larroussius altcinsinde bu 6zellik kritik neme sahiptir
[35, 37, 38]. Bu yapilar incelenmeden 6rneklerin dogru
teshisi mimkiin degildir. Bu gozlem giigliiklerini asmak
icin genital furka—spermateka kompleksinin abdomenden
ayrilarak kapatilmasi onerilir
(https://zenodo.org/records/18311106). Diseksiyon
sirasinda spermatekalarmm bulunmas: genellikle zordur;
ancak genital furka nispeten kolay tespit edilir. Spermatekal
kanallar genital furkaya acildigindan, bu yapinin izole
edilmesi ¢ogunlukla spermatekalarin da izole edilmesini
saglar. Islem sirasinda spermatekalar kazara kesilse bile
kaybolmaz; abdomen integumentleri iginde yine de
gozlemlenebilirler (Sekil 4).

Marc-André

stvisinda spermatekalar.

kapatilmis
A: Idiophlebotomus longiforceps (Lao PDR); B: Sergentomyia minuta (Fransa); C: Phlebotomus ariasi (Fransa);
D: Sergentomyia anodontis (Lao PDR).

4.4. Leishmania izolasyonu igin orta bagirsak

diseksiyonu

Disi kum sineklerinde Leishmania’nin saptanmasi ve
izolasyonu i¢in sindirim kanalinin diseksiyonu zorunludur.
Bu islem hem arazi hem de laboratuvar kosullarinda
vektorel ~ kapasitenin  degerlendirilmesi ~ amaciyla
gerceklestirilebilir. Taze olarak oOldiriilmiis disilerle
calisilmasi Onerilir. Fazla killar1 uzaklastirmak i¢in 6rnekler
su veya hafif deterjan iceren fizyolojik tuzlu su ile
yikanmalidir. Bu adim, tiir teshisi i¢in gerekli morfolojik
ozellikleri korurken Leishmania izolasyonu icin aseptik
kosullarin  saglanmasina yardimer olur. Leishmania’yi
bulmak ve izole etmek i¢in orta bagirsak dikkatlice
c¢ikarilmali ve steril fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) iceren
tek bir damla icine yerlestirilmelidir. Hareketli parazitler
151tk mikroskobunda (6nerilen biiyiitme: yaklasik 200%)
gozlemlendikten sonra, bir insiilin enjektérii ya da
mikropipet yardimiyla kiiltiir besiyerine aktarilmalidir


https://zenodo.org/records/18311106

10 F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18

(ayrmtilar icin bkz. B6lim 4.4.3). Bas ve genital yapilar,
seffaflagtirma amaciyla dogrudan Marc-André sivisinda
kapatilmalidir. Onemli: Marc-André sivisiin Leishmania
ile — dogrudan ya da dolayli olarak (aletler veya igneler
araciligiyla) — temas etmesine asla izin verilmemelidir;
¢linkii bu siv1 parazitler i¢in o6ldiiriiciidiir. Disi kum
sineklerinin diseksiyonu tek lam iizerinde ya da iki ayr1
lamda gerceklestirilebilir; her iki yontemin de kendine 6zgii
avantajlart  ve  smurhliklart  vardir  (Sekil  5;
https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.1. iki lam yoéntemi

11k segenek, iki ayr1 lam iizerinde ¢alismayi igerir: biri orta
bagirsagin ¢ikarilmasi igin steril fizyolojik tuzlu su iceren
lam, digeri ise bag ve spermatekalarin Marc-André sivisinda
kapatilmas1 i¢in kullanilir. Ancak arazi kosullarinda
genellikle iki ya da ii¢ kisi kum sineklerini diseke eder ve
hazirladiklar1  Ornekleri, tiir teshisi ile bagirsakta
Leishmania enfeksiyonunun degerlendirilmesinden
sorumlu tek bir arastirmaciya iletir. Bu durumda iki ayri
lamin  yoOnetimi, Orneklerin izlenebilirligi acisindan
sorunlara yol acabilir ve dzellikle pozitif bir bagirsak tespit
edildiginde, enfekte olan bireyin kesin olarak hangi kum

sinegi oldugunu belirlemeyi giiclestirebilir
(https://zenodo.org/records/18311154).
4.4.2. Tek lam yontemi

Tek bir lamin kullanilmasi, sonuglarin izlenebilirligini
glivence altina alir. Ancak bu yontemde bazi &nlemler
almmalidir. Bu asamada steriliteyi en {ist diizeye ¢ikarmak
icin arastirmacilar ellerini diizenli olarak hidroalkolik jel ile
temizlemelidir. Buzlu (frosted) olmayan lamlar ve 22 x 22
mm boyutunda kare lameller kullanilmali; bunlar
aliiminyum folyo ile sarilarak kuru hava sterilizatoriinde
(Poupinel etiivii) sterilize edilmelidir. Ayrica her diseksiyon
icin steril igneler kullanilmalidir (6neri: 25G @ 0,5 mm x
16 mm). Kum sinegi, lamin ortasinda bulunan steril
fizyolojik tuzlu su damlasi i¢ine yerlestirilir. Bas kesilirken,
sindirim kanali kesilmeden 6. ve 7. abdominal tergitler ve
sternitler arasindan bir insizyon yapilir (spermatekalarin
cok uzun olmasi bekleniyorsa daha yukaridan kesim
yapilabilir). Daha sonra toraks bir igne ile sabitlenmeli ve
diger igne ile abdomenin en arka segmentleri nazikce
cekilerek bagirsak ¢ikarilmalidir. Bu islem basarisiz olursa,
abdomen ucunu bir igne ile sabitleyip sindirim kanalini
anterior kismindan ¢ekmek miimkiindiir. Bu da basarisiz
olursa, bagirsak ¢evresindeki tegument miimkiin oldugunca
uzaklastirilarak ¢ikarilmalidir. Bagirsak c¢ikarildiktan sonra,
son abdominal segmentler sindirim kanali kesilerek ayrilir.
Bagirsak, lamin bir kenarina yerlestirilmis yeni bir steril
fizyolojik tuzlu su damlasina aktarilir ve nazikge steril kare

lamel ile kapatilir. Bag ve son abdominal segmentler, lamin
diger ucunda bulunan kiicik bir Marc-André sivisi
damlasina aktarilir; bu sirada Leishmania ile herhangi bir
temas olmamasina dikkat edilmelidir. Bas dogru sekilde
konumlandirilir (foramen occipitale yukart bakacak
sekilde) ve spermatekalar, yukarida belirtildigi gibi genital
furka ile birlikte izole edilerek kiiciik yuvarlak bir lamel (@
12 mm; steril kare lamellerle karigtirilmamalidir) ile
kapatilir. Kum sineginin geri kalan dokular1 ve kanatlari
lamin ortasindaki fizyolojik tuzlu su damlasinda kalir
(https://zenodo.org/records/18311154). Pozitiflik
durumunda veya taksonomik inceleme amaciyla toraks ve
abdomen molekiiler ya da proteomik ¢alismalar icin
saklanabilir; kanatlar ise sulu bir ortamda kapatilabilir.
Preparat1 kalic1 hale getirmek i¢in, fazla Marc-André sivisi
uzaklastirilarak yerine kloral gam (= Hoyer) ya da polivinil
alkol bazli bir kapama maddesi konulabilir.

Bu prosediirleri ayrintili olarak gosteren videolar mevcuttur

(kum sinegi orta bagirsak diseksiyonu:
https://zenodo.org/records/18303014 ve kum sinegi tiikiiriik
bezlerinin diseksiyonu:

https://zenodo.org/records/18302850), bu nedenle burada
aciklanmayacaktir.

4.43. Kum sinegi bagirsaklarindan Leishmania
parazitinin izolasyonu ve kiiltiirii

Enfekte disi kum sineklerinin diseksiyonu yoluyla parazit
izolasyonu, yiiksek beceri gerektiren hassas bir islemdir ve
baslangicta parazitsiz ornekler lizerinde pratik yapilmasi
onerilir. Diseksiyon sonrasi bagirsaklar, yikama amacryla
taze bir damla steril fizyolojik tuzlu su (%0,9) ya da Locke
¢ozeltisine aktarilir [4]. Diseke edilen bagirsaklar iki sekilde
islenebilir: 1) Isik mikroskobunda incelenerek Leishmania
promastigotlariin  farkli evreleri ve lokalizasyonlari
gozlemlenir  (Ozellikle stomodeal valv  dikkatle
degerlendirilmelidir);

i) Promastigotlarin disar1 ¢ikigini kolaylastirmak ve kitlesel
kiiltiir elde etmek amaciyla bagirsak agilir [4]. Dogada
enfektif kum sineklerine nadiren rastlanir; bu nedenle iyi bir
uygulama, basgarili izolasyon olasiligini artirir.

Bagirsakta Leishmania parazitleri gdzlemlenirse, yeni steril
igneler kullanilmali ve lamel kenarindan kapiler etkiyle az
miktarda steril fizyolojik tuzlu su eklenerek parazitlerin
serbest kalmasi saglanmalidir. Bagirsak dikkatli ve hizli bir
sekilde yirtilarak parazitlerin salin i¢cine ge¢mesi saglanir.
100 pL’lik bir mikropipet ya da tiiberkiilin enjektorii
kullanilarak parazitler toplanir ve uygun sekilde
etiketlenmis kiiltiir besiyerine inokiile edilir.


https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18303014
https://zenodo.org/records/18302850
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Leishmania promastigotlarinin in vitro kiiltiirii: izole edilen
parazitler baslangigta SNB-9 kanli agar egik tiip kiiltiirli ya
da Novy McNeal Nicolle medium (NNN) kat1 besiyerinde
[16] tutulur; bu maddelerin {izeri steril alfa-MEM [16, 65]
ya da M199 besiyeri ile ortiiliir. Her iki sivi madde de %10
1s1 ile inaktive edilmis steril fetal buzagi serumu (FCS), %1
BME vitaminleri, %2 steril insan idrar1 (Filtropur® S 0,2
pm enjektor filtresi ile sterilize edilmis), 250 pg/mL
amikasin (veya 50 pg/mL gentamisin ya da L-glutamin 200
mM-penisilin 10.000 U-streptomisin 10 mg/mL iceren
antibiyotik ve amino asit karisimi) [47] ile desteklenir. Ug
glin sonra kontaminasyon gozlenmezse, kiiltlirler uygun
sekilde hazirlanmis dondurma ortamina aktarilir ve -
80°C’de 1-2 yil siireyle ya da uzun siireli saklama ve ileri
deneysel kullanim ic¢in -196°C’de sivi azotta muhafaza
edilir [7].

4.5. Tukiiriik bezleri

Kum sineklerinin tiikiiriik bezlerinin diseksiyonu, 6zellikle
Phlebovirus (6megin Toscana viriisii) gibi arboviriislerin
tespitinde vektor-parazit etkilesimlerini incelemek igin
temel bir tekniktir [44, 75]. Kum sineklerinin ¢ok kii¢iik
boyutlar1 nedeniyle, stereomikroskop altinda hassasiyet
gerektiren bu islem ile ince forseps veya mikrodiseksiyon
igneleri kullanilarak tiikiiriik bezleri zarar gérmeden ve
kontamine olmadan izole edilmelidir
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]. Bez
biitiinliigiiniin korunmast, giivenilir molekiiler analizler igin
kritik dneme sahiptir. izole edildikten sonra tiikiiriik bezleri
homojenize edilip RT-PCR, qPCR veya immiinoassay
yontemleri ile viral RNA veya antijenlerin varligi test
edilebilir [12]. Virlslerin yalnizca bagirsakta veya
hemosolde degil, tiikiirik bezlerinde de bulunmasi,
patojenin ekstrinsik inkiibasyon dénemini tamamladigini ve
kan emme sirasinda bulastirilabilir oldugunu dogrular [71].
Diseksiyon siireci teknik olarak zordur; tiikiiriik bezlerinin
kiigiik boyutu nedeniyle orneklerin bozulmasint énlemek
yiiksek uzmanlik gerektirir [1, 51]. Ayrica viral yiik diigiik
olabileceginden, nested PCR veya yiiksek verimli dizileme
(high-throughput sequencing) gibi yiiksek hassasiyette
tespit yontemlerin uygulanmasii gerektirebilir  [54].
Kontaminasyon riskleri de steril ¢alismanin Onemini
vurgular. Teknik zorluklarm Gtesinde, vektor kapasitesinin
kum sinegi tiirleri arasinda degsiklik gdstermesi ve
enfeksiyon oranlarmin ekolojik ve mevsimsel kosullara
bagl olarak dalgalanmasi gibi biyolojik faktorler de tespit
basarisint etkiler [33, 61].

Tiikiiriik bezlerinde viriislerin tespiti, bulas riskine dair
kritik bilgiler saglar, siirveyans ve kontrol yontemlerinin
gelistirilmesine olanak tamir [15]. Ornegin, endemik

bolgelerde Toscana viriisiiniin kum sineklerinde tespit
edilmesi, tan1 protokollerinin ve halk sagligi uyarilarinin
hazirlanmasina katki saglamistir [18]. Ayrica, viriis-tiikiiriik
etkilesimlerinin incelenmesi, bulasi engelleyici as1 veya
terapotik hedeflerin belirlenmesine olanak taniyabilir [15,
18].

Kum sinegi tiikiiriik bezleri ayrica, konaklarm kum sinegi
isirigina maruziyetini degerlendirmek amaciyla ELISA
basta olmak iizere immiinolojik yoOntemler igin antijen
kaynagt olarak kullanilabilir. Bu yontem, vektoér kontrol
yontemlerinin etkinliginin degerlendirilmesini [25] ve
Leishmania bulag riskinin izlenmesini destekler [40].

4.6. Kan emmis disilerde konak tayini
Orneklenen kum sinekleri arasindan segilen kan emmis disi
kum sinekleri, ¢apraz kontaminasyonu onlemek igin tek
kullanimlik ekipman ile diseke edilmelidir. Abdomenleri,
kan sindiriminin hangi evrede oldugunun belirlenmesi
amaciyla bir stereomikroskop altinda incelenmelidir.
Sadece kirmizi, kirmizimsi-kahverengi ya da koyu kirmiz1
abdomenli ve yumurta olusumu belirtisi gostermeyen
disilerin secilmesi onerilir. Disiyi morfolojik olarak
tanimlamak ic¢in spermatekalar1 da icerecek sekilde
abdomenin ucu diseke edilmelidir. Abdomenin ana kismi
(spermatekalar hari¢) Eppendorf® tiiplerine aktarilmali ve
daha sonraki analizler igin -20°C’de saklanmalidir. Konagin
belirlenmesinde  yaygmn olarak  kullanilan  genetik
belirtegler, 6rnegin PNOC [5, 30, 50], CytB [67] ya da COI
[13], literatiirde kapsamli bir sekilde tanimlanmistir; bu
nedenle bu makalede ayrintilarina girilmeyecektir (Sekil 6).
Alternatif olarak, konagi belirlemek i¢in MALDI-ToF
peptid haritalama yontemi de uygulanabilir [31]. Deneysel
olarak bu teknigin, kan emme sonrast daha uzun bir siire
gectikten sonra bile konak kaninin tespitine olanak
sagladigi gosterilmistir; bu nedenle, oOzellikle kanin
sindiriminin daha ileri seviyede oldugu disi orneklerin
analizinde uygun bir yontemdir. Ornekler ideal olarak -
20°C ya da 4°C’de saklanmalidir; ancak kisa siire i¢in oda
sicakliginda saklanan ornekler igin de iyi sonuglar elde
edilebilir. Kan emmis bir disinin abdomeni, analizden
hemen Once viicuttan ayrilmali ve distile su iginde
homojenize edilmelidir. Kum sineginin kalan viicudu, diger
molekiiler ve morfolojik analizler i¢in kullanilmaya devam
edebilir. Homojenattan MALDI-ToF peptid haritalama i¢in
alikotun alinmasimi takiben, kalan kisim DNA izolasyonu
icin kullanilabilir; bu sayede hem kanin hangi konaga ait
oldugu dogrulanabilir hem de Leishmania varlig
taranabilir. Ornek hazirlama ve analiz siiresi, DNA tabanli
molekiiler tekniklerle kiyaslandiginda oldukga kisadir.


https://zenodo.org/records/18302850
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5. Morfolojik Calismalar i¢in Ornek

Hazirlama (Sekiller 3, 6,7 & 8; Ekler 1,2, 3 & 4)

Bu boliim, kum sinegi Orneklerinin yalnizca morfolojik
inceleme amaciyla preparat haline getirilmesi i¢in temel
prensipleri ve ardindan morfoloji dist uygulamalara
uyarlanmasini agiklar. Bu metodolojiyi anlamak énemlidir;
clinkii gerektiginde prosediirler farkli Ornek tiplerine
uyarlanabilir.

Ornek isleme, esnek lastik balonlu Pasteur pipetleri
kullanilarak ardisik bosaltma ve dolum adimlarint igerir.
Yuvarlak tabanli cam kaplar siddetle onerilir; ¢linkii bu
kaplar iglemleri 6nemli 6l¢giide kolaylastirir. Ayrica cam,
tiim reaktiflere karst inerttir. Reaktiflerin buharlagmasini

onlemek icin kaplar kapakli olmali ve kapak kapatilirken
veya acilirken tagmayr Onlemek amaciyla asir
doldurulmamalidir. Orneklere toz diigmesini engellemek
icin de kapakli kullanim o6nemlidir. Kum sineklerini
temizleme ve igleme sirasinda gereken kimyasallar Tablo
2’de gosterilmistir.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Tablo 2: Kullanilan Reaktiflerin Bilesimi

Potasyum hidroksit %10
Potasyum hidroksit 10gr
Distile Su (qs 100 mL)

Kloral gum kapama soliisyonu (Hoyer soliisyonu)

Distile su 50 mL
Kloral hidrat 200 g
Gum Arabic 50 g
Gliserol 20 mL

Marc-André soliisyonu
Kloral hidrat 40 g
Glasiyel asetik asit 30 mL
Distile su 30 mL

Fuchsin Asidi %1 (Distile Suda)
Fuchsin Asidi (Toz) 1 g
Distile Su 99 mL

Marc-André  soliisyonu  (Asit  Fuchsin ile
Renklendirilmis)

Marc-André soliisyonu 10mL

Fuchsin %1 50 pL

Enecé soliisyonu
Saf Beyaz Kolofoni 22 g
Alkolde Coziinebilen Kopal Reginesi 12 g
Saf Etanol 20 mL
Kafur 10 g
Terebentin Esansi
Okaliptol 26 mL

5.1.2. Boyah ya da boyasiz seffaflastirma

Bu asamayi, genellikle asetik asit ve kloral hidrati (6rn.
Marc-André soliisyonu) birlestiren bir seffaflagtirma iglemi
takip eder. Temizleme isleminden sonra, kalan kimyasallari
gidermek i¢in Ornekler en az iki kez ardisik olarak
uygulanan 20  dakikalikk su  banyosunda 1iyice
durulanmalidir.

Marc-André  sollisyonu, kum sinegi  Orneklerinin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir seffaflagtirma
maddesidir. Kanatlar ve antenler gibi hassas yapilara 6nemli
Olciide  zarar  vermeden  seffaflagtirma  siirecini
kolaylastirdig igin etkinligi yiiksektir.

Soliisyon, buharlagmay1 ya da bozulmayi1 6nlemek igin taze
hazirlanmali ya da sikica kapatilmis bir kapta saklanmalidir.
Marc-André soliisyonunun kullanimi, &zellikle belirli
morfolojik detaylar1 belirginlestirmek i¢in seffaflagtirma ya
da boyama teknikleriyle birlestirildiginde avantajlidir.
Bilesimi ve hazirlanigmma iligkin ayrimtilar Ek 2'de
verilmistir.

Cok saydam oOrnekler i¢in, kapamadan &nce goriiniirliigi
artirmak amaciyla boyama gerekebilir. Her biri
organizmanin belirli kimyasal bilesenlerini hedefleyen
birgok boya mevcuttur. Hem 0Ornekle hem de segilen
kapama maddesiyle uyumlu bir boya segmek 6nemlidir. Bu
temel yontem, Ornegin boyama igin Marc-André
soliisyonuna %0,1 asit Fuchsin eklenerek gerektigi gibi
uyarlanabilir. Ek olarak, sulu ¢ozeltilerde muhafaza edilen
ve regineli preparatlar igin tasarlanan  Orneklerin
dehidrasyonu gereklidir (Dehidrasyon hakkindaki Boliim

5.2'ye bakiniz), ¢iinkii gogu dogal ve sentetik regine kapama
maddesi su ile uyumlu degildir. New (1974), baz1 lekelerin
belirli kapama maddelerinde bozulabilecegini belirtmistir
[53]. Ornegin, Kanada balsamu ile yaygin olarak kullanilan
asit Fuchsin, Euparal®'da da sabitlenebilir. Bununla
birlikte, asit Fuchsin ile boyanmig 6rnekler, 6zellikle son
temizleme sivisi olarak kullanilan karanfil yaginin
kalintilar1 kaldiginda solmaya egilimlidir. Karanfil yaginda
saklanan 6rnekler birka¢ giin i¢inde énemli 6l¢iide solma
gosterebilir.

5.2. Dehidrasyon

Dehidratasyon, orneklerin kademeli olarak
derecelendirilmis  bir  etanol  ¢dzeltisi  serisinden
gecirilmesiyle gerceklestirilir: %50, %70, %80, %90 ya da
%095 ve son olarak %100; her banyo en az 20 dakika siirer.
Etanol hizla buharlagtig1 i¢in, islem sirasinda kap sikica
kapatilmalidir. Ornek tamamen dehidrate edildikten sonra,
karanfil yagi yerine Euparal® o6zii kullanilarak isleme
birkag giin ara verilebilir. Bir zamanlar bu amagla yaygin
olarak kullanilan kayim kreozotu, toksikligi nedeniyle artik
tamamen yasaklanmisgtir.

Dehidrasyon iglemi, ornegin ig¢indeki sivinin, opakligi,
ozmotik ¢okmeyi ya da Ornegi taksonomik ¢aligma igin
uygunsuz hale getirebilecek bozulmayr oOnlemek igin
kapama maddesiyle uyumlu olmasini saglamalidir.
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Sekil 7: Kum sineklerini iglemek i¢in izlenen klasik yontem.

5.3. Kapama maddeleri

5.3.1.  Ornegin hazirlanmasi icin secim ve uygulama
Ideal olarak, kapama maddesinin kirilma indisi, yaklagik 1,5
olan caminkine miimkiin oldugunca yakin olmalidir.
Renksiz, berrak olmali ve kuruduktan sonra ve zaman i¢inde
tamamen seffaf kalmalidir. Kullanilan boyalarla uyumlu
olmali ve Ornegin tiim dokularma niifuz edip
yayilabilmelidir. Cok hizli kurumamasi ya da kapama
sirasinda bulaniklik olusturmamasi gerekir. Kapamadan
sonra biiziilmemelidir. Uygun bir kapama maddesinin
secimi, 0rnek hazirliginin temel bir yoniidiir, ¢linkii tek bir
madde tiim amaglar i¢in ideal degildir. Se¢im, birka¢ 6nemli
faktorii dengeleme:

- Optik ozellikler. Kapama maddesinin kirilma indisi,
spermateka, askoidler, Newstead duyu organlari, dikey agiz
disleri ve faringeal disler gibi taksonomik tanimlama ya da
morfolojik tanimlama i¢in kullanilan kritik anatomik
ozelliklerin yeterli derecede kontrastini ve kirilmasini
saglamalidir. Bu yapilarin goriiniirliigii dogrudan kapama
maddesinin optik &zelliklerine baglidir.

- Koruma. Tip ornekleri ya da kalict koleksiyonlar i¢in
tasarlanan materyaller i¢in, kapama maddesi uzun siireli
stabilite ve dayaniklilik sunmalidir. Buna kargilik, uzun
stireli korumanin daha az kritik oldugu envanter ¢aligmalari
ya da epidemiyolojik aragtirmalar i¢in gegici ya da yari
kalict kapama maddeleri yeterli olabilir.



5.3.2. Kapama maddeleri i¢in gereksinimler
Uzmanlar genellikle belirli arastirma ihtiyaglarina gore
uyarlanmis, 6zellestirilmis ve karmasik kapama teknikleri
gelistirirler. Bununla birlikte, bu yontemler siklikla arsiv
kalitesi, uyumluluk, standardizasyon ya da kullanim
kolaylig1 ve uzun vadeli koruma gibi hususlar1 géz ardi
eder. Bu standardizasyon  eksikligi, bagislanan
koleksiyonlarin entegrasyonunu ve uzun vadeli kiiratorliik
¢aligmalarini zorlastirmaktadir.

Bilimsel uygulamalar, 6rnek hazirlama maddeleri igin farkli
gereksinimler ortaya  koymaktadir.  Taksonomistler
genellikle o6rneklerin tamamini hazirlarlar ve kiitikiiler
yapilarin goriiniirliigiinii artirmak i¢in i¢ organlart hafifce
parcalayan maddeleri tercih ederler. Optik netligi en {ist
diizeye g¢ikarmak i¢in kirilma indisi, 6rnegin ve lam ile
lamelin kirilma indisinden yeterince farkli olmalidir. Ticari
kapama maddeleri genellikle, preparat-kapama maddesi-
lamel sisteminde 1g1k kirilmasini ve sagilmasimni en aza
indirmek i¢in caminkine yakin bir kirtlma indisiyle formiile
edilir. Bununla birlikte, parlak alan mikroskobunda,
boyanmamis bir drnegin dogal kontrasti, 6rnegin kirilma
indisinden biraz farkli bir kirilma indisine sahip bir kapama
maddesi kasitli olarak segilerek manipiile edilebilir ve
boylece arka plana kars1 goriiniirliigii artirilabilir.

5.3.3. Kapama maddeleri (Tablo 3, 4)
Mikroskopi, 15181n slayt, kapama maddesi ve 6rnek iginden

nasil kirildigint belirlemek i¢in bir kapama maddesinin

Tablo 3: Secili kapama soliisyonlarimin bilesimleri.

kirtlma indeksine (RI) ihtiyag duyar. RI, lamin kirilma
indeksiyle (=1,515) ayni1 oldugunda, 151k diizgiin bir sekilde

gecer, sagilma ve optik bozulmalar azalir, bu da
¢Oziiniirliiglin -~ ve  ince yapilarin  goriinlirliginiin
iyilesmesine yol acar. Ote yandan, kirilma indisi

uyumsuzlugu bulanikliga, halelere ya da boyanmamis
ozelliklerin gizlenmesine neden olabilir. Farkli maddelerin
farkli kirtlma indisleri nedeniyle, dogru kapama maddesinin
secimi, belirli bir 6rnek igin kontrasti, netligi ve genel
gOriintii kalitesini optimize etmek agisindan ¢ok dnemlidir.
Kapama maddesinin kirilma indisi, kum sineklerini lam
iizerine yerlestirmek igin hazirlarken ince yapilarin ne kadar
iyi goriilebilecegi iizerinde ©nemli bir etkiye sahiptir.
Cibarial armatiir, spermateka, anten segmentleri ve kanat
damarlanmasi da dahil olmak iizere kum sineklerinin hassas
ve hafif sertlesmis 6zellikleri, yliksek kirllma indisine sahip
bir kapama maddesinde gozlemlenmesi zor olabilir.

Kum sinekleri i¢in yaygin olarak kullanilan secenekler
arasinda su bazli kapama maddesi olarak gum-kloral ve
¢Oziicii bazli madde olarak Kanada balsami ve Enecé -
Nelson Cerqueira (NC) reginesi yer almaktadir. Rawlins
[60] kapama maddelerini iki tiire ayirmustir: (1) kalict
maddeler: bunlar zamanla sertlesir ve uzun siireli koruma
icin uygundur ve (2) yar1 kalict maddeler: bunlar sertlesmez
ve tipik olarak gecici amaglar i¢in kullanilir.

Kapama soliisyonu Coziicii Potansiyel 6n polimer(ler) ya da Aciklamalar

polimerler
Hoyer = kloral gum Gliserol, su Gum Arabik bilesenleri Maserasyon yapan madde: kloral hidrat
CMCP-9 Su (CMCP-9: 51-60%) Tamamen hidrolize polivinil alkol CMC(P)-9: diisiik viskozite: yiiksek

(= karboksi metil seliiloz
fenol)

DMHF (dimetil
hidantoin formaldehit)

Kanada balsam

Euparal®

Enecé

Su

Xylene; balsamin kismen ugucu
(A3-karen,
limonen,

bilesenleri
levopimarik  asit,
mirsen, palustrik asit, f-
phellandren, a-pinen, -pinen)
Okaliptol,

sandarakin

paraldehit; Gum
kismen  ugucu
bilesenleri (limonene, a-pinene,

fB-pinene)

Etil alkol; kafur, okaliptol ve
terpentin 6z ile

(CMCP-9: 0—5%) viskozite
N,N'-dimethylol dimethyl hydantoin (di-
methylol DMH)

Eter/metilen kopriilii oligomerler

Capraz bagli DMH—-formaldehit polimer
ag1

Balsam (abienol, abietik asit, isopimarik
asit, sandarakopimarik asit)

Gum sandarakinin bilesikleri (communik  Seffaflastirict madde:

asit, manool, polycommunik  asit,
sandaracopimarik  asit, 12-acetoxy-
sandaracopimarik asit, sugiol, torulosik

asit, torulosol, totarol)

Kopal sakiz ve kolofoni (regine) bilesikleri

Nétralizasyon: potasyum karbonat;
Abies balsamea’dan resin (Linné, 1758)

metil salisilat;

renkleri Euparal® yesili: bakir tuzu
(bakir abietinat); sandarak, Tetraclinis
articulata'dan (Vahl, 1791) alinmistir.
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Kapama maddesi sivi, sakiz bazli ya da regineli olabilir; su,
alkol ya da diger ¢oziiciilerde (6rnegin, toluen, ksilen)
¢ozlinebilir (Tablo 3). Uygulandiktan sonra, ¢dzlinmeyen
halkalama ortam1 kullanilarak atmosfer etkilerinden
korunmalidir. Kapama maddesi tiirlerini net bir sekilde ayirt
etmek i¢in asagidaki kategarizasyon kullanilabilir:

a. Sulu maddeler. Bu maddeler suda kolayca ¢6ziiniir, bu
da gecici ya da yar1 kalict preparatlar i¢in uygundur.
Genellikle kullanimi kolaydir, ancak o6zellikle tropikal

nemli iklimlerde atmosfer nemine (6rn. gum-kloral ve
polivinil alkol) maruz kalmay: 6nlemek igin sizdirmazlik
gerektirebilir.

b. Stmirh suya dayanikh madde. Bu maddeler sudan daha
az etkilenir, ancak asir1 neme kars1 korunmaya gereksinimi
vardir. Suya ¢6ziiniir segencklere kiyasla uzun vadeli daha
yiiksek dayaniklilik saglarlar ve yar1 kalict praparatlarda
sik¢a kullanilirlar.

Tablo 4: Mikroskop slaytlart ve gesitli kisiler tarafindan yayimlanmamis gozlemler hakkinda segili kapama malzemelerinin

avantajlar1 ve dezavantajlari [52].

Isim Avantajlar

Dezavantajlar

Kanada balsami

Bu madde son derece dayaniklidir ve
omrii 150 yi1li agmaktadir.

Preparatlar, kapama maddesi olarak
karanfil yag1 ya da fenol kullanilarak

Zararl bilesenler icerir ve ¢eker ocak altinda islem
gormelidir.

Tam ve zaman alic1 bir dehidrasyon serisi gerektirir.
Etanol dehidrasyonu ve ksilen ya da karanfil yagi

hazirlanabilir.

DMHF  (dimetil  hidantoin Yliksek seffaflik
formaldehit) Tyi kirilma indisi

Yapilarin mikemmel goriintirligi

yoluyla transfer, baz1 taksonlar1 kirilgan hale
getirebilir; alternatifler (8rnegin, izopropanol, n-
butanol, Cellosolve™, 1,4-dioksan, Histoclear,
terpineol) kirilmay1 azaltabilir.

Ksilen yerine fenol kullanilirsa ya da artik potasyum
hidroksit kalirsa drnekler kararabilir.

Yiksek kirilma indisleri, boyanmamis yapilari
gizleyebilir.

Isitmali kurutma yapilmadig: takdirde tam kuruma
yillar siirebilir.

Ozellikle karanfil yag ile temizlendiginde, kapama
maddesi zamanla sararir ve koyulasir.

Bazi lekeler zayiflar ve ortam asidik hale gelirse (ki
bu zamanla kendiliginden olabilir) katyonik boyalar
solabilir.

Zamanla sararma olasilig1.
Baz1 lekelerin goriintimiint degistirebilir.
Formaldehit hassasiyeti olan lekeler icin uygun

Preparatlarin stabilitesinin oldukca degildir.

iyi olmasi

Bir¢cok boyama teknigiyle uyumlu
Numunelerin iyi korunmasi
Lam ve lamel arasinda iyi yapisma

Hava kabarciklari, yavag kuruma siiresi.
Kapama malzemesi neme kars1 hassastir.
Preparatin geri alinmasi zordur.

Formaldehit toksik, tahris edici ve kanserojendir.
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Euparal (seffaf)

Hoyer soliisyonu

CMCP-9
(= karboksi metil seliiloz fenol)

50 yildan fazla Omiirli dayaniklh
kapama maddesi.

Dogrudan %80 etanolden kapama
yapilabilir (iiretici 6nerisi).
Lekelenmemis yapilart maskelemez
ve zamanla sararmaz ya da kirilgan
olmaz.

Diptera i¢in Kanada balsamindan
daha uygun bir kirilma indisine
sahiptir.

Minimum biiziilme ve kabarciksiz
kurutma sayesinde kalin 6rnekler i¢in
iyi galigir.

%095'lik etanolde ¢ozlinebilirligini
korudugu i¢in, yillar sonra bile
yeniden kullanilabilir.

Ornekler canli olarak ya da dogrudan
su, etanol ya da formaldehitten alinip
preparat haline getirilebilir.
Maserasyon —mitkemmel  kiitikiil
kalitesi saglar.

Uygun bir kirilma indeksine sahiptir
ve daha yiiksek kontrast i¢in iyot
boyamasiyla iyilestirilebilir.

Formiildeki asetik asit, arthropod
uzuvlarini genisletebilir.

Bazi ornekler 40-60 yil boyunca
stabil kalabilir.

Suda ¢Oziiniir, bu da
kapamay1 kolaylastirir.

yeniden

Ornekler, su, etanol, gliserol ya da

formaldehit igeren  ¢ozeltilerden
dogrudan hazirlanabilir ve genel
inceleme ya da hazirlhig

kolaylastirmak i¢in gerektiginde i¢
organlar pargalanabilir.

Zararlt bilesenler icerdigi igin ¢eker ocak altinda
kullanilmalidir.

Etanol ile dehidrasyon ve Euparal Essence yoluyla
transfer, bazi taksonlar kirilgan hale getirebilir, ancak
izopropanol kullanimi bu sorunu azaltabilir.

Hassas bitki ornekleri, kapama maddesi kademeli
olarak eklenmedigi takdirde ¢okebilir; bu da zaman
alicidur.

10 yildan kisa siirede bosluklar ve kristaller olusabilir.
Kloral hidrat konsantrasyonuna ve maruz kalma
stiresine bagli olarak maserasyon asir1 olabilir.
Maddenin bilesenleri ayrilabilir ve aylar ya da yillar
iginde ince graniilasyon olusabilir.

Maddenin karardig1 da bildirilmistir.

Bu madde zamanla kristaller olusturabilir ve
koyulagabilir, ayrica bazen ornekleri amaglanandan
daha fazla pargalayabilir. Lam  dikkatlice
halkalanmadig1 takdirde, daha kalin numuneler bu
kapama maddesinde iyi sonug vermez ¢iinkii
biiziilerek lamin kenarlarinda bosluklar
olusturabilirler. Boyali &rnekler ya da kalsifiye
malzemeler i¢in uygun degildir ve kuruma siiresi
CMC'den daha yavastir.
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Eukitt™ 30 yildan fazla dayanikli, uzun Zararli bilesenler igerdigi i¢in ¢eker ocak altinda
Omiirlii bir kapama maddesi. kullanilmalidir.
Tam ve zaman alic1 bir dehidrasyon serisi gerektirir.
Aseton, benzen, kloroform, dioksan, Biiziilme ve gaz kabarcigi olusumu nedeniyle daha
eter, izopropanol, metil benzoat, kalin 6rnekler igin ideal degildir.
terpineol, toluen ve ksilen dahil Cam iyi temizlenip kapatilmadig takdirde, lameller
olmak {izere bircok kapama zamanla ayrilabilir.
¢oziiclisityle uyumludur. Kollajen liflerinin etrafinda eksik polimerizasyon
goriilebilir.
Hizli kurur ve hafif asidik bir pH'a
sahiptir.
Yaglandik¢a belirgin sekilde
koyulasmaz.
Cesitli  boyalar i¢in  uygundur
(6rnegin, fuksin, hematoksilin, metil
yesil, metil mor, metilen mavisi).
Ornekler, uzun siire ksilende
bekletilerek  yillar sonra tekrar
preparat haline getirilebilir.
Enecé Son derece dayanikli bir kapama Tam ve zaman alici bir dehidrasyon

maddesi olup en az 50 yi1l dayanir.
Enecé zamanla kararmaz.
Daha esnektir, bu da bdceklerin

serisi gerektirir.
Etanol dehidrasyonu ve karanfil
yag1 yoluyla aktarim, bazi 6rnekleri

kapama maddesi icinde kirilgan hale getirebilir.
diseksiyonuna olanak tanir ve Bocek ¢ok yavas da olsa
morfolojik yapilarin ~ seffaflastirmaya devam eder; bu,
konumlandirilmasi igin yeterli siire duyu organlari, askoidler ve basit
saglar. setalar (killar) gibi ¢ok kiiciik
Diisiik maliyetlidir. yapilar1 gormeyi zorlastirabilir.

c¢. Hidrokarbonda c¢oéziiniir maddeler. Bu maddeler,
ksilen ya da toluen gibi organik ¢dziiciilerde ya da essenecé
(enecé ¢oziicli) iginde ¢oziinlir. Kalici preparat igin
tasarlanmistir ve uzun vadede miikemmel bir stabilite sunar,
nem ve bozulmaya direnglidirler, bu da onlart arsiv amaglh
kullanim i¢in ideal kilar (6rn. n6tr Kanada balsami).
Ozetle, suda ¢bziinen maddeler, gecici preparatlar ya da
ornegin kolayca ¢ikarilmasini gerektiren durumlar i¢in en
iyisidir; sinirhi suya dayanikli maddeler, orta dayamklilik
gerektiren yar1 kalici preparatlar igin uygundur ve
hidrokarbonda ¢oziiniir maddeler ise arsiv ve uzun siireli
muhafaza icin tasarlanmig kalic1 preparatlar igin tercih
edilir.

5.3.4. Tavsiye edilen kapama maddelerinin tanim
(Tablo 3, 4)

Gegici gozlem icin kullanilan maddeler

Kloral gum = Hoyer sivisi/ortamy/soliisyonu (RI = 1.48)
Marc André soliisyonu, spermatekalarin kisa siireli (birkag
saat, slayt nemli bir odada saklanirsa belki birkag saat daha)

gdzlemlenmesi i¢in en iyi maddedir; ayrica fotograf (Sekil
4) ya da ¢gizimler i¢in de uygundur. Goriilen spermatekalarin
goriinlir kalmasi, orta vadeli saklamaya olanak saglayan
sulu bir ortamda yeniden kapatilmalarin1 gerektirir.
Spermatekalar reginede yeniden kapatilmak igin
kurutulabilir, ancak kayip riski nedeniyle dnerilmez. Kloral
gum ve Hoyer s1visi esanlamli kabul edilir. Bu madde, suyla
uyumlulugu, basitligi, hizli uygulanabilirligi ve spermateka
gibi hassas yapilarin incelenmesini kolaylagtiran kirilma
indisi nedeniyle i¢ organlarin goézlemlenmesinde yaygin
olarak kullanilir. Ancak kloral gum, milkemmel sekilde
hazirlanmadigr ya da kontrollii nem kosullar1 altinda
saklanmadig1 takdirde, kristallesme, renk degisimi ve
viskozite kaybi gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir. Lamelin
halkalanmasi bu sorunlari ¢6zmez, ¢iinkii kapama maddesi,
ozellikle Euparal® kullaniliyorsa, halkalama ortamiyla
etkilesimi nedeniyle ciddi sekilde renk degistirebilir (bazen
neredeyse siyahlasabilir).

Hoyer soliisyonu, Phlebotomine kum sinekleri i¢in optik
olarak en iyi soliisyon olarak kabul edilmis ve geleneksel
olarak bu amaglarla kullanilmistir. Bu soliisyon, gum
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arabik, gliserol ve kloral hidrat dahil olmak tizere birbirine
cok benzeyen cesitli formiilasyonlardan olusmaktadir.
Cesitli formiilasyonlar yanlis yorumlanmis ve yanlis
almtilanmigtir [74]. Hoyer soliisyonu, kum sineklerindeki
spermatekalart gozlemlemek icin iyi bir madde olsa da,
uzun siireli saklama icin uygun degildir. Fotograflar,
cizimler ya da resimler de dahil olmak {izere kisa siireli
gozlemler i¢in idealdir.

Sulu soliisyonlar gecici preparatlar i¢cin uygundur, ancak
uzun siireli koruma saglayamazlar. Buna karsilik, recine ile
preparat hazirlama, genellikle yiizyillarca stiren mitkemmel
bir dayaniklilik saglar, ancak kirilma 6zellikleri siklikla
kayboldugu icin spermatekalarin ince ayrmtilarin
gizleyebilir.

Hoyer soliisyonu dehidrasyon nedeniyle zamanla bozulur
(Sekil 8); bunun sonucunda kii¢iik, beyaz, opak kloral hidrat
kristalleri ~ olusur. Bununla birlikte, kristallesmis
preparatlardan Ornekler elde edilebilir ¢ilinkii kiitikiil
kimyasal olarak bozulmadan kalir, ancak biiyiiyen
kristallerden dolay1 bazi fiziksel hasarlar meydana gelebilir.
Bazi durumlarda, kristallesmis preparatlar, mantar
olusumunu 6nlemek igin sicak ve nemli bir ortamda timol
ile yeniden nemlendirilerek eski haline getirilebilir.
Alternatif olarak, oOrnekler gum kloraldan suda
arindirilabilir, buzlu asetik asitte dehidrate edilebilir ve
Kanada balsamu ile yeniden kapatilabilir.

DMHF (dimetil hydantoin formaldehit) (RI 1.48)

Bu su bazli madde [72] optik olarak Berlese'ye ¢ok benzer
sekilde cok iyi performans gosterir ve Berlese kadar
kullanimi kolaydir. Ancak Berlese'nin aksine siyahlagmaz
ya da kristallesmez. Kum sinekleri ve diger Psychodidae
tirleri i¢in iyi sonug verir.

Sekil 8: Preparatlarin yeniden kapatilmasi. A: Hoyer'le
kapatilmis hasarlt ve kurumus slaytlar; B: Kurumus bir kum
sineginin mikroskopik goriintiisii; C: Hasarli baska bir kum
sineginin mikroskopik goriintiisii; D: Kurumus bir preparat
iceren 1slak oda; E: Euparal® ile yeniden kapatildiktan
sonra B Orneginin bast ve F: govdesi; G: Euparal® ile
yeniden kapatildiktan sonra hasarli C 6rneginin basi ve H:
govdesi.

CMCP (kampor-mono-klorofenol) (RI = 1.41)

Bu, kum sinekleri de dahil olmak iizere hassas 6rneklerin
seffaf, kalici preparatlarint olusturmak i¢in kullanilan
gliserin bazli, suda ¢6ziinebilen bir maddedir. Bu maddenin
avantaji, orneklerin dogrudan su ya da etanolden preparat
haline getirilebilmesidir. Kum sinegini hizla gevsetir ve
seffaflastirir,  kiitikiili ~ yumusatarak Ornegin  dogru
konumlandirilmasina olanak tanir; bu, 6zellikle kanatlarin
acilmasi ya da genital organlarin diseksiyonu igin
kullanighidir. Uzun siireli saklamayr miimkiin kildig:

bildirilse de koruma siiresinin tam olarak ne kadar oldugu
belirsizdir. CMCP’nin en biiylik smirlamasi, dikkatli
kullanim gerektiren toksik ve tahrig edici bir madde olan
fenol icermesidir.

Kalici preparat icin kullanilan maddeler

Kanada balsam (RI = 1.52-1.54)

Kanada balsami, ilk olarak 1830'larda Andrew Pritchard
tarafindan 151k mikroskobu i¢in uygun bir kapama maddesi
olarak tanimlanmigtir. 150 yili agkin siiredir bagarili bir
sekilde uygulanan, kanitlanmig arsiv kalitesi nedeniyle en
yaygin kullanilan maddelerden biri olmaya devam
etmektedir. Hoyer sivi soliisyonunun aksine, Kanada
balsami kristallesmez ya da nemi emmez. Bununla birlikte,
Kanada balsami giiclii bir sekilde otofloresan 6zelliktedir,
bu da bazi mikroskopi teknikleri i¢in bazen dezavantaj
olabilir [60]. Ksilen yerine toksik olmayan c¢oziiciiler
kullanmak, hazirlik sirasinda giivenlik risklerini azaltabilir,
ancak ayni zamanda kapama maddesinin daha yavas
kurumas1 ve daha erken kararmasi gibi dezavantajlar da
getirebilir.

Euparal® (RI = 1.48)

Euparal®, kalic1 preparatlar i¢cin Kanada balsamina yaygin
olarak kullanilan bir alternatiftir ve milkemmel uzun vadeli
stabilite ve Kkarsilastirilabilir bir kirilma indisi sunar.
Euparal®'m 6zellikleri soyle siralanabilir: (1) Dehidrasyon
gereksinimi: Kapama maddesinin son transferinden once,
numunenin dehidrate edilmesi gerekir, tipik olarak %95'ten
mutlak etanole gecis yapilir ve (2) Uzun islem siiresi: Ister
Kanada balsami ister Euparal® olsun, re¢ine iginde son
kapama dehidrasyon gerektirir, bu da 6rnegin genel islem
stiresini uzatir. Organik ¢dziiciilerle dehidrasyon miimkiin
olmadiginda, mutlak etanolden ekstrakte edilen ornekler,
son kapamadan once Euparal® ve Euparal 6ziitiinlin esit
karigimindan olusan bir ara ¢ozeltiye yerlestirilebilir.

Enecé (RI=1.467)

Enecé, esas olarak kiigiikk bocekler i¢in kullanilan ve
ozellikle Brezilya'da popiiler olan recine bazli bir kapama
maddesidir. Temeli, alkol, kafur, terebentin 06zii ve
okaliptolde ¢oziilmiis kolofon ve kopal sakizindan olusur.
Cerqueira [11], Enecé'yi larvalarin, ergin 6ncesi doneme ait
bireylerin dis kabuklarinin ve hatta ergin sivrisineklerin
kalic1 preparatlarinin hazirlanmasi i¢in Kanada balsamina
alternatif olarak tanimlamis ve o zamandan beri kum sinegi
preparatlar1 icin yaygin olarak benimsenmistir. Enecé,
kalic1 preparat i¢in uygun maliyetli bir alternatif sunar, uzun
stireli stabilite ve yeterli kuruma siiresi saglar, morfolojik
yapilarin diseksiyonuna ve dogru diizenlenmesine olanak
tanir.
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5.4. Preparasyonun hazirlanmasi ve

kurutulmasi

Hazirlanan preparatlarin  uzun siireli stabilitesi ve
korunmasi i¢in uygun sekilde kurutulmasi ¢ok 6nemlidir.
Uzun siireli saklama diisiiniilmeden 6nce preparatlar iyice
kurutulmalidir. En iyi sonuglar i¢in, kalici kapama maddesi
ile hazirlanan preparatlar 2-3 hafta, yar1 kalict madde ile
hazirlananlar ise sadece 1-2 hafta boyunca yatay olarak
kurutulmalidir. Etkili bir kurutma islemi saglamak igin,
kullanilan kapama maddesine uygun bir sicakliga
ayarlanmis bir inkiibator kullanilmasi ve orneklere zarar
verebilecek asir1 1sidan kagmilmast 6nerilir. 30°C ile 37°C
arasinda bir sicaklik araligi onerilir. Bu kurutma adimi,
saklama sirasinda preparatin  biikiilmesini, Ornegin
bozulmasimi ya da kapama maddesinin kararsizligini
onlemek igin ¢ok dnemlidir.

Preparatin hazirliginda kullanilan kapama maddesi her
zaman preparat etiketinde belirtilmelidir. Miimkiinse, etiket
ayrica kullanilan 6zel tarifi, hazirlayan kisinin adini ve
hazirlik tarihini de igermelidir. Preparatlar baslangicta
genelde gegici kapama ile hazirlanir, uzun siireli saklama
icin tasarlanmaz. Bununla birlikte, &rnegin bir "tip"
serisinin par¢asi olarak belirlenmesi gibi, 6rnegin durumu
degisirse, gelecekteki taksonomik c¢alismalar i¢in drnegin
korunmasini saglamak amaciyla daha kalici bir kapama
maddesi kullanilmasi gereklidir.

5.5. Alternatif kapama teknikleri: kart

Uzerine yerlestirme

Kart tizerine yerlestirme, drneklerin dogrudan entomolojik
kartlara ignelenebildigi ya da ylizeye yapistirilabildigi,
cesitli bocek gruplart icin kullanilan bir tekniktir. Kiigiik
boyutlar1 ve tanimlama igin i¢ organlarin incelenmesi
gerekliligi (bkz. madde 5) nedeniyle, bu yontem kum
sinekleri i¢in hi¢ uygun degildir.

5.6. Zarar gormiis oOrneklerin yeniden

kapatilmasi

Nadir ya da degerli ornekler i¢in,
https://zenodo.org/records/18315029 adresinden
erigilebilen videoya gore iki asamali bir yaklasim oOnerilir:
1) On gozlem yapilmasina olanak saglamak igin drneklerin
sokiilmeden yeniden nemlendirilmesi. Preparat i¢in destek
gorevi gormesi amaciyla bir Petri kabina lamin iizerine
konulacagi tutucular yerlestirilip nemlendirilecek lam
bunlarin {izerine konulmasi ve nemli bir ortam olusturmak
icin Petri i¢ine birka¢ milimetre ¢oziicii konulmasidir; bu
sirada preparatin ¢oziicii ile temas etmemesi saglanmalidir
(Sekil 8 D). Nemlendirme igin gereken siire, Ornegin
durumuna bagli olarak bir giinden birka¢ giine kadar
degisebilir. Giinliik izleme ve sabir sarttir. Preparat

yeterince nemlendirildikten sonra, nemli ortamdan
¢ikarilabilir ve mikroskobik inceleme, fotograf ¢ekimi ya da
¢izimden Once birkag saatligine inkiibatore yerlestirilebilir.
2) Yeniden kapatmak igin, slayt birkag saat daha ya da gece
boyunca nemli ortama geri konulabilir. Sokme islemi
binokiiler mikroskop altinda yapilmalidir. ince igneler
kullanilarak, kum sinegi pargalarinin yapisik kalmadigindan
emin  olunarak, lamel dikkatlice ¢ikarilmalidir
(https://zenodo.org/records/18315029). Daha sonra, kum
sineginden alinan pargalar toplanmali ve dehidrasyon ve
recineye yeniden yerlestirme isleminden Once, yikici
DNA/RNA ekstraksiyonunda kullanilanlara benzer kiigiik
kuyucuklarda suyla durulanmalidir (asagiya bakiniz). Bir
preparati sokerken, uygun bir ¢dziici segmek igin orijinal
kapama maddesini belirlemek ¢ok 6nemlidir. Sulu kapama
maddeleri igin su kullanilmalidir. Kapama maddesi regine
bazli ise (Ornegin, Kanada balsami ya da Euparal®), bir
¢eker ocak altinda ve maske de dahil olmak iizere uygun
kisisel ~ koruyucu  ekipman  kullanilarak  ksilen
kullaniimalidir.

Tip ya da koleksiyon 6rneklerinin yeniden sergilenmesi,
yalnizca kiiratoriin ve/veya 6rnegin sahibi olan kurumun
izniyle yapilmalidir.

6. Ornegin identifikasyonu (tiir teshisi)

6.1. Morfoloji

Kum sineklerinin tanimlanmasi 6ncelikle gogiis, kanatlar,
ireme organlari, killar ve cesitli yapilar arasindaki spesifik
morfometrik iliskiler de dahil olmak iizere morfolojik
ozelliklerinin  incelenmesine dayanir. Arastirmacilar,
toplanan ornekleri bilinen taksonlarla karsilastirmak icin
taksonomik anahtarlar, referans koleksiyonlar1 ve orijinal
tir tanimlarini kullanirlar. Her iki cinsiyette de kanat
damarlanmasi ve bas morfolojisi, erkek iireme organlarinin
yapist ve disi spermatekalarinin konfigiirasyonu gibi temel
teshis dzellikleri, tiir tayini yapilmasi i¢in kullanilmaktadir.
Dogru tanimlama genellikle ayrintili mikroskobik inceleme
gerektirir; bu incelemede genellikle {ireme organlar1 ve
spermatekalar gibi ince yapilar1 gézlemlemek i¢in normal
mikroskop ya da daha genis morfolojik dzellikler icin stereo
mikroskop kullanilir.

Goriintiileme teknolojisindeki son gelismeler, kum sinegi
tanimlamasinda  dijital ~ gorlintilemenin  kullanimini
kolaylagtirmistir. Temel 6zelliklerin yiliksek ¢oziiniirliikli
fotograflar1 ya da dijital ¢izimleri, referans materyallerle
kargilagtirilabilir ya da bilgisayar destekli tanimlama
sistemleri kullanilarak analiz edilebilir; bu da morfolojik
taksonomide hem dogrulugu hem de erisilebilirligi artirir.
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6.2. Kanat geometrisi

Kanat geometrisi, farkli kum sinegi tiirlerinin
tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda kullanilan 6nemli
bir 6zelliktir. Kum sineklerinin kanatlari, tipik olarak uzun
ve dar olup iyi gelismis damarlanmaya sahip benzersiz bir
desen ve yapi sergiler (Sekil 9 ve 10). Damarlarin dizilimi,
cinsler ve tiirler arasinda degisebilen belirgin bir desen
olusturarak tanimlama igin degerli teshis 6zellikleri saglar.
Sonug olarak, kanat geometrisinin incelenmesi taksonomik
amaglar i¢in degerli bilgiler saglar.

6.3. Kanat geometrik morfometrisi
Arastirmacilar, farkli kum sinegi tilirleri ya da
popiilasyonlart arasinda kanat sekli ve boyutunu analiz
etmek ve karsilastirmak i¢in geometrik morfometri gibi
cesitli teknikler kullanmaktadir. Kanat geometrisini
incelemek, davranig, habitat tercihleri ve ugus yetenekleri
hakkinda degerli bilgiler saglar.

Geometrik morfometri yaklasiminda, kanatlar dikkatlice
kesilir, boyanir (gerekirse) ve diiz bir sekilde preparat
yapilir. Hazirlanan preparatlar daha sonra stereomikroskop
altinda fotograflanir, dijitallestirilir ve morfometrik analize
tabi tutulur. Bu prosediir literatiirde iyi bir sekilde
aciklanmustir [6, 27, 42, 56, 57, 59] ve potansiyel negatif
allometrik etkilerden kaginmak i¢in eslestirilmis organlar
icin tutarli bir sekilde sag ya da sol kanat kullanilmasi
onerilmektedir [62].

Sekil 9: Trichophoromyia ininii nin islem gérmemis kanadi
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Sekil 10: Phlebotomus ariasi’nin boyanmis kanadi

Geometrik morfometrik analiz icin kanadin hazirlanmasi
Kanat damarlarinin en iyi sekilde goriintiilenmesi igin,
kanatlar killardan temizlenmeli ve uygun sekilde

boyanmalidir. Kanat hazirligi icin, dnce kiiglik kuyucuklari
gerekli reaktiflerle (metilen mavisi, etanol, su ve ksilen
ikamesi) doldurun. Eppendorf tiiplinii ters c¢evirip
kuyucugun iizerine bosaltarak oda sicakliginda %70
etanolde muhafaza edilmis bir kanadi alin, ardindan ince
kavisli bir igne kullanarak kanadi uzunlamasma kaldirin.
Killar1 temizlemek icin kanadi kisa siireli§ine etanolden
suya ve tekrar etanole gecirin. Kanadi 6 dakika boyunca
metilen mavisine koyun ve boyama sirasinda yiizdiigtinden
emin olun. Kanadi dikkatlice ¢ikarin ve 2 dakika boyunca
(metilen mavisinin siiresinin yaklasik ti¢te biri kadar) ksilen
ikamesine batirm. Ignenin kuyucuk duvarlarina hafifce
vurulmasit kanadin yerlesmesine yardimci olabilir; ksilen,
renklendirmeyi sabitlemeye yarar. Son olarak, kanadi
kaldirin ve mikroskop lami iizerindeki kiigiik bir damla
Euparal® iizerine yerlestirin. Biiyliteg¢ altinda, kanad:
nazikce a¢in ve dikkatlice bir lamel yerlestirin. Euparal®
sertlesmeden hemen oOnce fotograflar c¢ekilmelidir, ¢iinkii
optimum hizalamay1 saglamak i¢in lamelin altinda bulunan
kanadin pozisyonunda kiigiik ayarlamalar gerekebilir.

6.4. Molekiiler biyolojik teknikler

Morfolojik tekniklere ek olarak, taksonomik, popiilasyon
genetigi ve filogenetik calismalarin yani sira DNA/RNA
patojen tespiti ve kan besin analizi de dahil olmak iizere
entomolojik arastirmalarda molekiiler yontemler giderek
daha oOnemli hale gelmektedir; vektor davranisi
epidemiyolojide oldukca dnemlidir [70]. DNA dizileme, tiir
dogrulamas1 ya da yakindan iliskili tiirleri ayirt etmek i¢in
kullanilabilir ve daha dogru ve giivenilir bir tanimlama
yontemi saglar. Dahasi, gelismis molekiiler teknikler (yani
PCR, DNA dizileme, NGS, vb.) ve MALDI-ToF MS,
geleneksel morfolojik yontemleri tamamlayarak dogru ve
hizli tiir tanimlamasi i¢in 6nem kazanmaktadir [46]. Bu
gelismelere ragmen, morfolojik tanimlama taksonomi igin
referans standart ve molekiiler verilerin yorumlanmasinin
temeli olmaya devam etmektedir.

6.4.1. Yikia niikleik asit ekstrasyonu

Niikleik asit ekstraksiyonu birgok biyolojik ¢alismada rutin
bir adimdir ve biyolojik materyallerden DNA'y1 izole etmek
icin gesitli yontemler gelistirilmistir [48]. Piyasada bulunan
birgok DNA ekstraksiyon kiti bu siireci kolaylastirmak igin
tasarlanmistir [ 14]. Bununla birlikte, arthropod 6rneklerinin
morfolojik tanimlama i¢in hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan yontemler ornegin kritik fiziksel ozelliklerine
zarar verebilecegi ya da bunlari yok edebilecegi icin DNA
analizini genelde engellemektedir [10]. Bocek dokulari igin
DNA ekstraksiyon protokollerinin ¢ogu dogasi geregi tahrip
edicidir [43], bu da ozellikle kiiclik 6rnekler igin endise
yaratmaktadir; burada sinirli 6rnekleme bile 6nemli
morfolojik 6zellikleri tehlikeye atabilir [72]. Oregin tiirii
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ve durumu, uygun bir DNA ekstraksiyon yodnteminin
sec¢ilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [29].

Kum sineklerinin dogru tanimlanmasi, popiilasyon
dinamiklerinin anlagilmasi ve hedef disi etkilerin en aza
indirilmesi  ihtiyaci,  molekiiller tam1  araglarmin
geligtirilmesini tetiklemistir [23]. Molekiiler yaklagimlar
arttk kum sineklerinin tanimlanmasi i¢in morfolojik
taksonomik yontemleri tamamlamak amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin, bocek barkodlama igin standart
yaklasim, DNA ekstraksiyonu, dizileme ve orijinal drnegin
kaybini igerir. Bu nedenle, hem biyolojik materyali hem de
morfolojik biitlinliiglinii koruyan tahrip edici olmayan DNA
ekstraksiyon yontemlerini aragtirmak i¢in acil bir ihtiyag
vardir.

Kum sineklerine ¢ok sayida niikleik asit ekstraksiyon
yontemi uygulanmistir. Gerekli niikleik asitlerin miktari ya
da kalitesi, farkli tekniklerin degisen hassasiyet ve saflik
gereksinimlerine bagli olarak, sonraki molekiiler analize
baghdir [9]. Ornegin, kum sinegi gozlerinin PCR
amplifikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur [69]. Patojen
taramasinin Otesinde, kum sinegi DNA's1 tiir tanimlama
amacityla rutin olarak g¢ikarilmaktadir. Cesitli ekstraksiyon
yontemleri kullanilabilir, ancak verim ve kalite teknikler
arasinda farklilik gosterir. Bazi iireticilerin protokolleri
aragtirmacilar tarafindan kum sinekleri i¢in uyarlanmigtir
[8], bu da ¢ikarilan niikleik asitlerin verimini ve/ya da
kalitesini artirir [8, 9, 69], diger arthropod taksonlar1 igin
gelistirilen diger uyarlamalar da kum sineklerinde
kullanilabilir [58, 76]. Kii¢iikk mitokondriyal pargalari (COI
ya da CytB) hedefleyen PCR analizleri genellikle yiiksek
DNA pargalanmasi igeren ekstraksiyon yontemleriyle
uyumludur. Buna karsilik, diger uzun okuma NGS
teknikleri (Oxford Nanopore ve PacBio) minimum
parcalanma ve yiiksek kaliteli DNA gerektirir. Spin kolon
ekstraksiyonlar1 genellikle 60 kb'ye kadar genomik DNA
pargalar1 tretirken, fenol-kloroform ekstraksiyonu 150
kb'ye kadar pargalar iiretebilir [77]. Tablo 5, kum sinegi
DNA'smin farkli ekstraksiyon tekniklerini 6zetlemekte ve
bu bocekler igin metodolojik uyarlamalarin yapilip
yapilmadigint gostermektedir. Verim, 6rnek boyutuna ve
hazirlama yontemine bagli oldugundan gosterilmemistir.
Modifikasyon siitunu, kum sinekleri ya da diger kiigiik
arthropodlar  i¢in  ekstraksiyon  protokollerine  ait
uyarlamalari ifade etmektedir. Ekstraksiyon yontemi, 6rnek
sayisi, ekstraksiyon siiresi ve sonrasinda kullanilan teknik
gibi c¢esitli kriterleri dikkate alarak seg¢ilmelidir. NGS
teknikleri yiiksek molekiiler agirlikli genomik DNA
gerektirirken, burada sunulan tiim yontemler standart PCR
tabanli uygulamalar i¢in kullanilabilir.

Ayrica, kiiglik karasal arthropodlar, kuru olarak korunmus
miize Ornekleri ve yumusak govdeli arthropodlar i¢in tahrip
edici olmayan DNA ekstraksiyon yontemlerini arastiran
¢esitli galigmalar da bulunmaktadir [19, 26, 28, 55, 63].
6.4.2. Yikici olmayan niikleik asit ekstraksiyonu
Arthropodlarin, 06zellikle kum sineklerinin molekiiler
analizindeki en biiylik zorluklardan biri, orneklerin
entomolojik  koleksiyonlara entegre edilmesi igin
korunmasidir. Cogu DNA ekstraksiyon protokolii, dokunun
parcalanmasmi gerektirir ve bu da orijinal Ornegin
korunmasii tehlikeye atar. Ancak, tahrip edici olmayan
niikleik asit ekstraksiyon yontemleri, 6rnege fiziksel olarak
zarar vermeden, canliligini etkilemeden ya da morfolojisini
degistirmeden  genetik  materyali  ¢ikarmak  igin
tasarlanmigtir. Bu yontemler, 6zellikle kum sinekleri gibi
degerli ya da smirhh Orneklerle calisirken, yapisal
bitiinliigiin -~ korunmasimmin ~ gelecekteki  taksonomi,
morfolojik ya da tanisal amaglar i¢in hayati 6nem tasidigi
durumlarda son derece degerlidir. Siklikla kullanilan bir
teknik, kum sineklerinin hareketsiz hale getirildigi ve
proteinaz K igeren bir lizis tamponuna yavasca daldirildigy,
tahrip edici olmayan banyo yontemidir. Hafif vektoliz
teknigi, 6zellikle tip 6rnekleri olmak iizere kum sineklerine
basariyla uygulanmistir [24]. Bu teknik, numuneyi tahrip
etmeden DNA elde etmek i¢in uyarlanmis geleneksel bir
spin kolon kiti (bu durumda, bir DNeasy Kan ve Doku Kkiti,
QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanir. Degistirilmis lizis
adimlart (lizis tamponunun hacmi ve dondurma adiminin
eklenmesi) [17], niikleik asitlerin salinmasina olanak
taniyarak morfolojik hasari en aza indirir [24]. Kum
sinekleri ile ilgili olarak, hizli ve ucuz olan ve drneklerin
hizli ve diisiik maliyetli islenmesini saglayan bir HotSHOT
DNA Ekstraksiyon kiti (Bento Bioworks Ltd, Londra,
Birlesik Krallik) [73] kullanmak da mimkiindiir.
Morfolojik tanimlama i¢in tasarlanmis entomolojik
ornekler daha sonra durulanabilir. DNeasy Kan ve Doku kiti
ile islenenler Marc-André soliisyonu ile temizlenmelidir,
oysa HotSHOT DNA ekstraksiyon kiti ile islenenler, bu
makalede ayrmtili olarak agiklanan protokole gore [73],
sulu bir ortamda ya da daha iyisi, dehidrasyondan sonra bir
recinede kapatilacak kadar yeterince temizlenir. Cikarilan
genetik materyal daha sonra, belirli genetik belirtecleri
cogaltmak icin PCR gibi ileri analizler icin daha fazla
islenebilir. Yikici olmayan niikleik asit ekstraksiyon
yontemleri, kum sineklerinin genetik  6zelliklerini
incelemek, tagiyabilecekleri potansiyel hastalik ajanlarini
belirlemek de dahil olmak iizere ¢ok 6nemlidir. Ornek
bitiinliigiinii  koruyarak, arastirmacilar degerli genetik
bilgiler elde edebilirken, drnegi ek analizler ya da calismalar
icin saklayabilirler.
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Tablo 5: Phlebotomine kum sineklerinin gDNA’sinin ekstraksiyonu i¢in ortalama maliyet, uygulama ve protokol uyarlamasi.

Protokol Maliyet Uygulama Kiiciik arthropodlar i¢in
uyarlanmis protokol
Spin kolon 2.5-3.55US$ [39] PCR, NGS [9]
Fenol-kloroform 0.24 USS [69] PCR, NGS [9]
HotSHOT <0.01 USS$ [69] PCR -
Salting out (Tuzlama) 0.12 $3 [69] PCR -
Chelex 0.02 $4 [41] PCR [41, 76]

6.5. MALDI-ToF MS (MALDI-TOF Kitle

Spektrofotometresi)

MALDI-ToF MS (matris destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi),
biyolojik 6rneklerin benzersiz protein profillerini (‘parmak
izlerini') tespit etmek ve analiz etmek icin tasarlanmuis, kiitle
spektrometrisi tabanli bir tekniktir. MALDI-ToF, tibbi ve
veterinerlik acisindan Onem tastyan arthropodlarin
tanimlanmasinda giderek daha 6nemli bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir. Bu teknigin ergin Oncesi evrelere ait
bireylerin tiir seviyesinde teshisi ve kan emmis disilerde
konak tayinini de iceren gesitli analizlerde basarili sonug
verdigi kanitlanmis ve cesitli saklama ve homojenizasyon
kosullar1 altinda hem erkek hem de disi kum sinegi tiirlerini
ayirt etmek icin basariyla uygulandigi gosterilmistir [28, 30,
73, 74]. Bu yontem, alt cins, tiir ve popiilasyon diizeylerinde
de yiiksek diizeyde aywut edicidir. Bu teknik,
arastirmacilarin kum sinegi dagilimimi, davranigini ve
hastalik bulagtirmadaki roliinii anlamalar1 i¢in gerekli olan
hizli ve dogru tiir teshisine olanak tanir. MALDI-ToF,
protein profillerine dayanarak tiirler arasinda ayrim
yapabilme 6zelligi sayesinde epidemiyolojik caligmalarda
ve vektor kontrol stratejilerinde kritik bir rol oynamaktadir.
Bu teknigin rutin uygulamasini sinirlayan iki ana
dezavantaji vardir. Birincisi, kiitle spektrometresi
ekipmaninin bulunabilirligidir; bu ekipman, yalnizca kum
sineklerinin (ya da genel olarak arthropod vektdrlerin) tiir
tanimlamasi amaciyla kolayca temin edilemeyecek kadar
pahalidir. Neyse ki, bu smirlama, proteomik
laboratuvarlarda ve/veya klinik tan1 merkezlerinde standart
arastirma araci haline gelmis kiitle spektrometrelerinin
hizmet alimi yoluyla kullanilmasi sayesinde asilabilir.
Ikinci olarak, acik erisimli veri tabanlarinda kum sinegi
referans verileri az miktardadir; bu da ideal olarak
morfolojik degerlendirme ve uygun bir genetik belirtecin
(COI, <cytB ya da diger) dizilenmesinin bir
kombinasyonuyla, kesin olarak tanimlanmis Orneklere
dayali referans spektrumlari igeren kurum igi bir veri tabani

olusturma ihtiyacina yol ag¢maktadir. Bu sinirlamanin,
Fransa'daki Assistance Publique-Hopitaux de Paris,
Sorbonne Universitesi ve Belgika'daki
BCCM/IHEM/Sciensano koleksiyonu tarafindan yiiriitiilen
MSI Platformu’na (https://msi.happy-dev.fr/) bugiine kadar
kurum ig¢i olarak elde edilen kum sinegi referans verilerinin
kademeli olarak dahil edilmesiyle yakinda c¢doziilecegi
umulmaktadir.  MALDI-ToF  protein  profillemesi
planlandiginda, numuneler tercihen kuru olarak
dondurulmali ya da %70 etanolde saklanmali ve cevre
sicakligina maruz birakilmamalidir.  Evrensel oOrnek
hazirlama  kilavuzlarinin =~ bulunmamast  nedeniyle,
kullanicilarin  protein  spektrumlarint  simdiye kadar
yaymlanmis kum sinegi verileriyle karsilagtirilabilir hale
getirmek ve MALDI-ToF matris hazirligr icin %60
asetonitril/%0,3 TFA'dan olusan sulu sinapinik asit ¢ozeltisi
(30 mg/mL) kullanmalar1 6nerilir.

MALDI-ToF _ Kiitle  Spektrofotometrisi __icin _ érnek
hazirlanmasi (Sekil 7)

Cesitli kosullar altinda saklanan arthropod ornekleri 6nce
oda sicakliginda havayla kurutulur ve diseksiyon islemine
tabi tutulur. Bas ve abdomen, preparat yapmak ve
morfolojik analiz i¢cin 6nemli morfolojik 6zellikler iceren
viicut parcalarin1 elde etmek fzere ¢ikarilir. Toraks,
MALDI-ToF i¢in kullanilabilir ve geri kalan abdominal
segmentler DNA ekstraksiyonu icin saklanir. Protein
profillemesi i¢in, toraks, tek kullanimlik ezici kullanilarak
1,5 mL'lik mikrotiiplerde 10 pL. homojenizasyon ¢ozeltisi
ile elle homojenize edilir. Tipik olarak iki homojenizasyon
¢ozeltisi kullanilir: steril distile su ve %25 formik asit.

7. Sonug

Bu calismada, arastirmacilara, belirli arastirma hedeflerine
uygun olarak, kum sineklerinin dogru tanimlanmasina ve
patojen tespitine olanak taniyan en etkili yontemleri
sunmay1 amagcladik. Evrensel olarak tek bir en iyi yontem
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yoktur; aksine, her birinin kendi avantajlar1 ve sinirlamalari
olan cesitli yontemler mevcuttur. Ek dosyalar kisminda,
kum sineklerinin hazirlanmast ve tamimlanmasinda
kullanilan g¢esitli preparasyon teknikleri ic¢in ayrmtili
protokoller sunduk. Bu protokoller, dgretici videolar1 da
icererek, farkli amacglara gore uyarlanmig adim adim
prosediirler sunarak hassas ve giivenilir sonuglar
saglamaktadir.  Bu  kapsamli  kaynagi  sunarak,
aragtirmacilarin  kendi 6zel ihtiyaglarma en uygun
preparasyon tekniklerini se¢gmelerine ve uygulamalarina
destek olmay1 amaglamadik.

Tesekkiirler

Yazarlar, bu makalenin kalitesini artiran degerlendirmeleri
igin Ingiltere, Londra Dogal Tarih Miizesi'nden Richard
Lane ve Zoe Jay Adams'a tesekkiir ederler.

Finansman

AJA'nin aragtirmasina sagladiklar1 finansman i¢in Brezilya
kalkinma ajanslar1 CNPq'ye (vaka numarasi: 404395/2024-
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tesekkiir ederiz.

Cikar gatismalari
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bu makalenin degerlendirme siirecinde ve karar alma
asamasinda hicbir etkisi olmamistir. Diger yazarlar ¢ikar
catismasi olmadigini beyan ederler.

Veri kullanilabilirligi bildirimiZenodo’daki videolar.
Video 1: https://zenodo.org/records/18198006
Video 2: https://zenodo.org/records/18311158
Video 3: https://zenodo.org/records/18311106
Video 4: https://zenodo.org/records/18311154
Video 5: https://zenodo.org/records/18303014

Video 6: https://zenodo.org/records/18302850
Video 7: https://zenodo.org/records/18315029

Ek dosyalar
https://www.parasite-
journal.org/10.1051/parasite/2026009/0lm
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Appendix

Ek 1: Biyokimyasal teorik temeller.

Burada ele alinan arthropodlar kum sinekleridir. Bununla
birlikte, genel fikir, tanimlamasi yalnizca i¢ morfolojik
ozelliklere dayanarak yapilabilen diger ¢ok yaygin
arthropodlara da genisletilebilir. Tesadiifen, bazi i¢
organlar kismen kitinlesmistir ve morfolojileri bize degerli
bilgiler saglar. Bu nedenle besin pompalarini, spermateka
ve kanallarini gézlemlemek tiir tayini i¢in gereklidir.
Inceleyecegimiz tiim reaktiflerle, bocek sabitleme
asamasindan preparasyona kadar sadece redoks
reaksiyonlar1 uygulayacagimizi asla unutmamaliyiz. Bizi
yonlendirecek tek 6nlem ya da fikir, indirgeyici reaktifleri
oksitleyici reaktiflerle karistirmaktan kagimmaktir.

Etil alkol; etanol:
Bu madde farkli sekillerde kullanilacaktir. Alkol
molekiilleri suya kars1 giiclii bir ¢ekime sahiptir ve bu
nedenle dehidrasyon etkisi gdsterirler. Bununla birlikte,
diisiik konsantrasyonlu (yani ¢cok fazla su igeren) bir alkol,
niikleik asitlerin bozulmasinda rol oynayacaktir (su,
niikleik asitlerin diigmanidir).
Boceklerin etanolde saklanmasi, sadece onlarin muhafaza
edilmesini degil, ayn1 zamanda dokularinin fiksasyonunu
da saglar. Histolojide genellikle iki 6nemli kavrami
birbirinden ayiririz: penetrasyon hizi ve fiksasyon hizi. Iyi
bir koruyucunun, dokulari fikse etmeden 6nce hizla
derinlere niifuz etmesi gerektigi iyi bilinmektedir. %96'lik
alkol i¢in penetrasyon katsayis1 yaklasik 1,05'tir
(karsilastirma olarak, %0,75'lik sulu pikrik asit ¢ozeltisi
icin penetrasyon katsayisi 0,45 iken, %3'likk potasyum
dikromat ¢ozeltisi i¢in bu deger 1,45'ir).
Entomologlar, bocekleri ve diger arthropodlar: etanolde
stiresiz olarak muhafaza etmek isterler. Araziden toplanan
ornekleri daha sonraki ¢calismalar ya da gelecekteki
arastirmacilar i¢in saklama fikri hala ¢ok saygidegerdir.
Bununla birlikte, bu fikir bir sitolog veya histolog i¢in
miimkiin degildir. Ornekleri fiksatif icinde cok uzun siire
tutmay1 hedeflemek, yeniden islenmelerini pratik olarak
olanaksiz hale getirebilir. Bu nedenle 10 yildan eski
orneklerin kullanimi zor, hatta olanaksizdir.
Bir diger husus ise fikse edilecek arthropod kiitlesi ile
fiksatif hacmi arasindaki orandir. Zoolojik ya da tibbi
uygulamada, fikse edilecek pargalarin hacminden 60 kat
daha biiyiik bir hacim planlamak tavsiye edilir.
Uygulamada, mikro arthropodlar igin, fikse edilecek
orneklerin belirli bir hacmi i¢in en az 4-5 hacim alkol
ekleyin. Alkoliin arthropod dokularinda bulunan tiim suyu
uzaklastirdik¢a giiciinii kaybedecegini unutmayin.
Sonug olarak:

- Etil alkol indirgeyici bir kimyasal maddedir (bu

nedenle oksidatif fiksatiflerle uyumlu degildir);

- Proteinleri enerjik olarak ¢okeltir ve denatiire
eder;

- Bazi karmasik lipitleri ¢ozer ve glikojeni
¢okeltir.;

- Dokularn giiglii bir sekilde kasilmasina ve
sertlesmesine neden olur.

Temel potasyum ve sodium hidroksit soliisyonlari:

Bu soliisyonlarin entomolojide kullanimi, net bir gerekge
olmadig1 halde esas olarak potasyum hidroksit iizerine
odaklanmigtir. Sodyum hidroksit [E524], farkli
konsantrasyonlarda ya da farkli normalitede soliisyon
halinde bulunur. Pelet ya da sim halinde gelir. En biiyiik
dezavantaji, ¢ok higroskopik olmasidir (KOH'dan daha
fazla). Proteinlerle reaksiyona girdiginde onlar1 ¢dzer ve
lipitlerle reaksiyona girdiginde sabunlagma sirasinda onlar1
sert sabunlara doniistiiriir (bu, sabunlagma sirasinda sivi
sabunlar veren KOH'tan 6nemli bir farktir).

Potasyum hidroksit [E525], konsantre bir ¢ozelti olarak
mevcuttur, ancak her seyden 6nemlisi, yaklasik 0,1 g'lik
peletler halinde formiile edilmis olmasi avantajina sahiptir;
bu da hassas bir terazi olmadig1 durumlarda seyreltilmis
¢ozeltilerin hazirlanmasini biiyiik 6l¢iide kolaylastirir.
Ornegin, 1 mL damitilmis suda 0,1 g'lik 1 pelet, %10'Tuk
bir ¢ozelti verir. Pelet halindeki potasyum hidroksitin
ikinci avantaji, karbonatlagmaya kars1 daha diisiik
hassasiyetidir (KOH ¢6zeltisi CO'yi baglama konusunda
yiiksek bir egilime sahiptir ve bu nedenle karbonat tuzlari
olusturur).

Bu giiclii bazlar, yag asitlerini suda ¢6ziinebilir sabunlara
donistiirerek ¢oziinmelerini saglamak igin kullanilacaktir.
Unutulmamalidir ki, etanol gibi sabitleyici madde,
ornekteki yaglarin bir kismini ¢ézmiistiir. Bununla birlikte,
sulu ortamdaki 6rnegi giiclii bir bazla degistirerek, yag
asitleri (az ya da ¢ok kompleks) ¢oker ve bu nedenle giiglii
baz, soguk sabunlastirma islemi gergeklestirir. Bazi
durumlarda, 6rnegin disilerde oldugu gibi, yag dokular1
fazla oldugunda, reaksiyonu kolaylastirmak i¢in sicaklig:
35-40°C'ye yiikseltmek ya da oda sicakliginda temas
stiresini uzatmak avantajli olacaktir.

Renkli asit soliisyonu/renksiz Marc-André soliisyonu:
Bu kisimda Marc-André soliisyonunun kullaniminin
avantajlarini ve dezavantajlarini inceleyecegiz. Bu
soliisyon kloral hidrat (trikloretaldehit monohidrat), asetik
asit ve sudan olugmaktadir. Bu soliisyon oldukc¢a
oksitleyicidir (asit ve aldehit karigimi). Potasyum hidroksit
kullanimt sirasinda olusan alkali sabunlar1 ¢okeltmeden,
numunelerde kalabilecek fazla potasyum hidroksiti
noétralize edecektir. Bu oksitleyici soliisyon, kitinde olugan
glukozaminlerin ikincil alkol fonksiyonlari lizerinde de
etki gostererek onlari oksitleyip kitini yumusatir. Bir diger
etkisi ise mevcut bazi mineral tuzlarinin ¢éziinmesidir.
Marc-André soliisyonu 6nceden Asit Fuchsin ile
renklendirildiginde (yani oksitlenmis haldeyken), yapinin
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ikincil alkol fonksiyonlarina tutunabilir. Marc-André
soliisyonunun temas siiresi ve 6rneklerin boyanma
durumundan sonra, durulama sadece etanol ile yapilir.
Boylece numunelerin dehidrasyon agsamasina baslanir.
Faydalari:

- Fazla bazik ¢ozeltilerin notrlestirilmesi

- Kitinin gevsemesi

- Kitinlesmis i¢ yapilarin daha iyi degerlendirilmesi

icin kitinin boyanmasi

Dezavantajlari:
Kloral hidrat hipnotik etkiye sahiptir ve insan tibbinda
kullanilmaktadir. Kimyasal bir ¢ceker ocak altinda
kullanilmal1 ve kimyasal risklere iliskin mevzuata
uyulmalidir.

Dehidrasyon soliisyonlari:

Deneyimler gosteriyor ki, az sayidaki 6rnekler i¢in artan
konsantrasyonlarda alkol banyolar1 sirasin1 takip etmek
faydali degildir. Ornek sayisi fazlaysa, %80 etanol ile
baslayip, ardindan %90, %95 ve son olarak mutlak etanol
ile devam edilir. Cok az sayidaki drnekler i¢in, %90 etanol
ile bir banyo yapip ardindan mutlak etanole daldirma
islemi uygulanir. Bu asamada, mutlak etanoliin
atmosferdeki suyu baglamaya caligtigini unutmamak
gerekir.

Entomoloji laboratuvarlarinda geleneksel yontem,
orneklerin dehidrasyonunu kayin kreozot banyosu (beech
creosote bath) ile tamamlamakti. Giinlimiizde, insektisit,
anti-fungal ve ahsap koruyucu olarak yaygin olarak
kullanilan bu 6ziit, kokusu (polisiklik aromatik
hidrokarbonlar) nedeniyle pek tavsiye edilmemekte olup,
iireme sistemine zararli, kanserojen, kalict organik kirletici
ve sucul organizmalar igin ekotoksik bir madde oldugu
varsayilmaktadir.

Orneklerin kapatilmasi i¢in hazirlamay: 6nerdigimiz
¢oOzelti Euparal® ve Euparal 6ziidiir (asagidaki paragrafta
aciklanmistir). Euparal® ve Euparal 6zii karisimi ¢ok iyi
sonug vermektedir; %90 etanol banyosundan sonra elde
edilen 6rnekler kullanilir.

Ek 2: Kullanilan reaktiflerin bilegimi.

Potasyum hidroksit %10
Potasyum hidroksit 10 g
Distile su. 100 mL

Gum kloral kapama cozeltisi Hoyer ¢ozeltisi
Distile su 50 mL

Kloral hidrat 200 g

Gum arabik 50 g

Gliserol 20 mL

Marc-André soliisyonu
Kloral hidrat 40 g
Glasiyal asetik asit 30 mL
Distile su 30 mL

%1 distile suda Asit Fuchsin
Asit Fuchsin tozu 1 g
Distile su 99 mL

Asit Fuchsin ile renklendirilmis Marc-André soliisyonu
Marc-André soliisyonu 10 mL
Asit Fuchsin 1% 50 pL

Ek 3: Euparal®, Kanada balsami, polivinil alkol ya da
kapamada kullanilan diger soliisyonlar

Polivinil alkol: Bu, uygun dehidrasyon i¢in gerekli iiriinler
bulunmadiginda ideal bir kapama maddesidir. Polivinil
alkol daha sonra Amman laktofenolii ile karistirilir.
Bununla birlikte, bu karisimlar ya kuruma ya da suyun
buharlagmasi nedeniyle polivinil alkoliin kristallesmesi ya
da fenol oksitlendiginde kararma gibi 6nemli dezavantajlar
sergiler. Gegici preparat hazirlamak i¢in iyi bir tekniktir.

Kanada Balsami: Bunun kullanilmasi i¢in 6rneklerin
dehidrate edilmesi gereklidir. Ksilen ya da toluen
kullanimi ise bazi sakincalari beraberinde getirir.

Enecé soliisyonu: Kanada Balsami gibi bunun
kullanilmasi i¢in de 6rneklerin dehidrate edilmesi
gereklidir. Enecé formiilasyonu: saf beyaz regine (22 g);
alkolde ¢oziinen kopal zamki (gum copal) (12 g), mutlak
alkol (20 mL), kafur (10 g), terebentin esans1 (10 mL) ve
okaliptol (26 mL). Hazirlanmasi i¢in, Erlenmeyer sisesi
gibi bir kaba mutlak alkol ve kafur konulur. Ardindan
recine ve kopal zamki eklenir. Sise tipa ile kapatilir ve
calkalanir; ancak bundan sonra karisim kaynamayacak
sekilde kisik ateste benmari usulii 1sitilir. Icerik tamamen
sivilastiktan sonra terebentin 6zl eklenir, karisim hala
sicakken siiziiliir ve son olarak siiziintiiye 6kaliptol eklenir.
Soliisyon daha az akigkan hale geldiginde, asagidaki
formiile sahip Eenecé ile seyreltilir: mutlak alkol (30 mL),
kafur (17 g), terebentin 6zii (15 mL), 6kaliptol (38 mL)
(Cerqueira, 1943).

Euparal®: Bu, Atlas Daglari'ndaki Tetraclinis articulata
(Vahl, 1791) selvi agacindan elde edilen ve 1906 yilinda
Gilson tarafindan incelenip gelistirilen bir re¢inedir.
Baglica avantaj1 polimerlesmemesidir. Lam ve lamel
arasina yerlestirilen 6rnekler, alkol ya da daha iyisi
Euparal® 6ziitii ile kolayca geri kazanilabilir. Sandarak
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olarak da adlandirilan bu re¢ine, %80'den fazla etanolii
emer.

Triton X100'iin Kullanimi: iyonik olmayan sulu c¢ozelti:
Triton X100, hiicre ve molekiiler biyolojide deterjan olarak
yaygin olarak kullanilan, iyonik olmayan sulu bir ¢dzelti
(4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil-polietilen glikol ¢ozeltisi
ya da t-oktilfenoksipolietoksietanol, polietilen glikol tert-
oktilfenil eter) formundadir. Hiicre ve ¢ekirdek zarlarinin
gegirgenligini artirir. Bocek drneklerinin uzun yillar
boyunca ¢esitli nedenlerle alkolde saklamak yaygin bir
uygulamadir. Ancak, alkolde saklamak pek uygun
olmadigi i¢in bu sekilde saklanan arthropodlarin
mikroskobik inceleme i¢in hazirlanmasi ¢ok zorlagir.
Ornekleri igeren plastikler genellikle bozulur ve ardindan
alkol buharlasir. Her iki durumda da alkolle uzun siireli
temas ya da 6rneklerin kurumasi gergek bir sorun teskil
eder. 2008 yilinda Jonque, fotograf filmlerinde kullanilan
Agepon gibi bir 1slatict madde ile driimceklerin yeniden
nemlendirilmesi ilizerine bir not yayinlamis [26], bu da
giiclii deterjan olmayan 1slatici maddelerin kullanilmasi
fikrinin dogmasini saglamistir.
Asagida %0,5'lik sulu ¢6zelti iginde Triton X100
kullanilarak yapilan islem verilmistir:
- Kuru 6rnek mutlak alkolle emdirilir.
- Ornegin tamamini suya batirmaya yetecek kadar
miktarda %0,5'lik Triton X100 soliisyonu eklenir.
- Yaklagik 5 dakika ya da daha fazla bekletin. Tiim
arthropodlarin soliisyon i¢inde bagimsiz hale
gelmesi gerekir.
- Triton X100 soliisyonu uzaklastirilir ve yerine
potasyum hidroksit soliisyonu konulur.
Ardindan yukarida aciklandig: gibi teknik uygulanir.

Ek 4: Euparal® ya da Kanada Balsami ile kapama isleminin
basamaklari

1. Ornekler kurutulmalidir (bulanik ya da siitlii goriiniim
yetersiz kurutmay1 gosterir).

2. Dehidrasyon, etil alkol konsantrasyonunun
artirilmastyla saglanabilir.

3. Ornekler %99 alkolden ya da mutlak alkolden bir
seffaflastirict maddeye aktarilabilir.
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Islem:

1. Ergin kum sineklerini %70'lik etanoliin i¢ine koyun

2. Etanolii uzaklastirip yerine %10 KOH ekleyin. Ornegi
lamel ile kapatin.

3. Ornek seffaf hale gelene kadar masere edin.

4. KOH’u uzaklagtirin.

5. Ornegi distile su ile kaplaymn ve 30-45 dk. bekleyin.

6. Suyu uzaklastirin ve distile suyla yikama iglemini 30
dakika boyunca tekrarlayin (siire, 6rnek sayisina baglidir:
birlikte islenecek ornek sayisi ne kadar fazlaysa, bu siire o
kadar uzun olmalidir. Ornek say1s1 ne kadar azsa, 6zellikle
tek tek islenenler igin, bu siire o kadar kisa olabilir).

7. Suyu uzaklagtirm.

8. Marc-André soliisyonunu (muhtemelen asit Fuchsin ile
renklendirilmis) ekleyin ve 24 saat (bir giin) bekleyin.

9. Marc-André soliisyonunu uzaklastirin.

10. Ornegi distile su ile kaplayin ve 30-45 dk. bekleyin.
11. Suyu uzaklastirin ve distile su ile yikama iglemini 30
dakika boyunca tekrarlaym.

12. Suyu uzaklastirin

13. %70 etanol ekleyin ve 6rnegi diseke edin.

a. Bag ve abdomen bdlgesi icin, basi ya da abdomeni
torakstan nazikge ¢ekerek ayirin.

b. Toraks i¢in, toraksi bir pense ile tutup, kanatlarinin
tabanindan diger bir pense ile kanatlar1 ¢gekerek ¢ikarin.
Ilgi duyulan bélgelere bagh olarak, toraks: sagital olarak
diseke ederek sol ve sag taraflara ayirmak da miimkiindiir.
14. Sulu etil alkol ¢ozeltileri serisiyle kademeli olarak
dehidratasyon islemi yapilir. Mutlak etanole ulasana kadar
%50 — %80 — %95 oraninda islem uygulanir.

15. Ornekleri %100 etanol ile iki kez, her seferinde 10
dakika siireyle yikayarak dehidrate edin.

16. Etanolii uzaklastirin ve drnekleri oda sicakliginda 15
dakika boyunca karanfil yagi ile kaplayin.

17. Ornekleri karanfil yagindan temiz bir lam iizerine
damlatilan Euparal® ya da Kanada Balsami'na aktarin.

18. Istenildigi gibi diizenleyin: Kum sineginin basi, toraksi
ve abdomeni, diseksiyon mikroskobu altinda ince igneler
ya da forsepsler kullanilarak diseke edilebilir. Bas, ventro-
dorsal olarak kapatilabilmesi i¢in gévdeden ayrilir; yani,
oksipital foramen yukar1 dogru yonlendirilerek
cibaryumun dogrudan gézlenmesi saglanir. Diseksiyon
kum sinegi kapama maddesi kullanilarak tamamlanir.

19. Ornegi yiizeyi yapiskan hale gelene kadar bekletin.
20. Temiz bir lameli saf alkolle 1slatin. Lameli Kanada
balsaminin tizerine agil1 bir sekilde birakin.

21. Preparatlar1 bu amag i¢in tasarlanmig kuru bir kutuda
saklayin.



