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KAYSER Y RES NDEK HAYVAN BARINAKLARINDAN TOPLANMI
P RELER N MORFOLOJ K VE
MOLEK LER KARAKTER ZASYONLARI

Nursafa AT
T.C. Erciyes niversitesi, Sa | k Bilimleri Enstit s
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ZET

Bu al ma, Kayseri y resinde pire enfestasyonuna u ram hayvan bar naklar ile
binalarn  bodrum ve s nak alanlar ndan toplanan pirelerin  morfolojik
identifikasyonunu  takiben  molek ler  karakterizasyonlar n  yaparak DNA
barkodlamalar n sa lamak ve filogenetik yap lanmalar n ortaya koymak amac yla
yapIm tr. Bu ama la, 2015-2016 yllar arasnda Kayseri Yy resinde pire
enfestasyonuna maruz kalm  hayvan bar naklar ile binalarn bodrum ve
s naklar ndan toplam 100 adet pire rne i toplanm tr. Morfolojik te hisler
sonucunda, toplanan pirelerin 45 i Ctenocephalides canis, 20 si Ctenocephalides felis
ve 35 i Pulex irritans olarak identifiye edilmi tir. rneklenen t rlerden genomik DNA
izolasyonu ger ekle tirilmi ve sonras nda genomik DNA izolatlar n n mitochondrial
cytochrome oxidase subunit I (mt-COIl) gen b Igesini amplifiye eden primer iftleriyle
PCR analizleri yap Im tr. C. canisi in 5, C. felisi in 2 ve P. irritans i in 4 olmak
zere toplam 11 izolata ait amplikonlar sekans ve filogenetik analizler i in klonlanm
ve plazmid p rifikasyonlar ger ekle tirilmi tir. Elde edilen plazmidler vekt r spesifik
primerlerle sekans analizine tabii tutulmu ve hedef gen b Igesi dizilimleri elde
edilmi tir. N kleotit dizileri saptanan izolatlar n molek ler karakterizasyonlar
belirlendikten sonra GenBank a kaydedilmi (KY865409-19) ve D nya daki di er pire
izolatlar ile  oklu wve ikili hizalamalar yap larak filogenetik analizleri
ger ekle tirilmi tir. Mt-COI sekans analizlerine g re C. canis izolatlar aras nda % 0,1,
C. felis izolatlar arasnda % 1,3 ve P. irritans izolatlar aras nda ise % 2,6 genetik
farkl I k oldu u saptanm tr. Sonu olarak bu al ma ile T rkiye de ilk kez pirelerin
morfolojik ve molek ler te hisleri birarada kullan larak molek ler karakterizasyonlar

yap Im ve filogenileri ortaya konmu tur.

Anahtar kelimeler: Pire, Morfolojik Te his, Kayseri, Molek ler karakterizasyon
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MORPOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FLEAS
COLLECTED FROM BARNS IN KAYSERI PROVINCE
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M.Sc. Thesis, August 2017
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah NC

ABSTRACT

This study was carried out to provide DNA barcoding by molecular characterization and
establish phylogenetic constructions following the morphological identification of fleas
collected from basement and shelter of building and animal barns exposed to flea
infestation in Kayseri region. For this aim, a total of 100 flea samples were collected
from animal barns and basement and shelter of building exposed to flea infestation
between 2015-2016 in Kayseri region. The collected fleas were morphologically
identified as Ctenocephalides canis in 45, as Ctenocephalides felis in 20 and as Pulex
irritans in 35. Genomic DNA isolation from specimens was performed and PCR
analyzes of the obtained isolates were done with the primer pairs that amplify the mt-
COI gene region. The amplicons of 11 isolates belong to 5 for C. canis, 2 for C. felis
and 4 for P. irritans, were cloned for sequence and phylogenetic analysis and plasmid
purification was performed. The obtained plasmids were sequenced with the vector
specific primer pairs and the sequences of the target gene regions were obtained. The
molecular characterization of obtained isolate were determined, then they were
deposited to GenBank (KY865409-19) and the phylogenetic analyses of the isolates
recorded in GenBank (KY865409-19) were carried out by multiple alignments of the
isolates with the similar flea ones available in GenBank in the world. According to mt-
COlI sequence analyses, genetic difference were determined as 0.1%, between C. canis
isolates, 1.3% C. felis isolates and 2.6%. P. irritans isolates. In conclusion, the
molecular characterizations and phylogenetic analyses of the fleas using together
morphological and molecular analyses were firstly performed in Turkey with this study.

Key words: Flea, Morphological identification, Kayseri, Molecular characterization
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1. GR VEAMA"

Pireler, s rayarak hareket eden ve larval d nemlerinde zg r yaayp erikin
formlar nda gerek konaklar ndan zorunlu fakat ge ici olarak kan emerek gerekse bir ok
hastal k etkeninin vekt r olarak, insan ve hayvan sa | n tehdit eden nemli
ektoparazitlerdendir. D nyada %96 s memelilerde %4 ise ku larda olmak zere
yakla k 2575 farkl pire t r identifiye edilmi tir (1). Bu t rlerden Ctenocephalides,
Pulex ve Xenopyslla cinslerine ait baz t rler e itli hastal k etkenlerinin vekt rleri

olmalar ndan dolay insanlar ve hayvanlar i in nemta maktad r.

Kutuplar dahil d nyan n bir ok yerinde bulunabilen pireler, vekt r-borne hastal klar n
naklinde b y k nem arzetmektedirler. Bununla birlikte insan ve hayvanlarda irritasyon

ve huzursuzlu un, anemi ve pire alerjisininde bir kayna oldu u bildirilmektedir (2).

T rkiye de pireler zerine yap Im al malar olduk asnrl olup mevcut al malar da
yaln zca morfolojik te hise dayaldr (3). Son yllarda ektoparazitlerin
klasifikasyonunda yayg n olarak kullan lan molek ler tabanl tekniklerin kullan m
artm tr. G n m ze kadar T rkiye de pirelerin molek ler karakterizasyonlar zerine
yap Im  molek ler bir al ma bulunmamaktad r. Bu tez projesinde, Kayseri y resinde
pire enfestasyonuna maruz kalm hayvan bar naklar ile binalar n bodrum ve
s naklar ndan toplanm ergin pire rneklerinin morfolojik te hislerini takiben,
genomik DNA izolasyonlar yapIm tr. Elde edilen izolatlar n mitokondrial
cytochrome c¢ oxidase subunit I gen b Igesi amplifiye edildikten sonra sekans analizleri
ger ekle tirilmi tir. Elde edilen n kleotid dizilerinin ilgili gen b Igesi y n nden
filogenetik analizleri incelenerek D nyadaki mevcut genotiplerle ili kileri ortaya
konmu tur. Molek ler karakterleri belirlenen ve klasifiye edilen pire t rlerine ait
izolatlar T rkiye nin biyolojik varl klar olarak Genbank a kay tlar ger ekle tirilmi tir.



2. GENEL B LG LER

Pireler konaklarnn b t n v cut b Igelerinden 3-4 g nde bir 2-15 dakika s reyle kan
emebilmektedirler. Direkt kapiller damarlardan kan emdiklerinden dolay , ncelikle bu
damarlara zarar vermekte, kan emmeleri esnas nda e itli alerjenler salg layarak
ka ntya neden olmaktad rlar. iddetli ka nty takiben deri lezyonlar ve sekonder
enfeksiyonlar geli ebilmektedir. Bir ok hayvan, tekrarlanan pire enfestasyonlar ndan
sonra k smi ba  kl k kazansa da, baz hayvanlarda ve zellikle insanlarda duyarl | k
devam etmekte ve alerji geli ebilmektedir. Pireler ayn zamanda t bbi ve veteriner
nemi olan hastal k etkenlerini de nakletmektedirler. Pireler ok fazla konak se icili i
g stermemektedirler.  rne in Ctenocephalides felise 50 farkl konak zerinde
rastlan Imaktad r. Bu zellikleri ile vekt rl kleri ok geli mi olup, ok e itli vir s ve
bakterinin naklinde rol almaktad rlar. Yo un ekilde pire ile enfeste olan hayvanlarda
I mg r lebilmektedir (4-7).

2.1 P RELER N TAKSONOM S

Siphanoptera (pireler) holometabol insekt tak mlar ndan biridir. Bu tak m i erisinde 16
familya i inde 246 cinse ait yakla k 2575 t r bulunmaktad r (5, 8). G ncel olarak
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy veri taban na g re

pirelerin sistematikteki yeri Tablo 2.1 de verilmi tir.



Tablo 2.1 Pirelerin sistematikteki yeri

S n fland rma

Alem: Animalia Linnaeus, 1758

ube: Arthropoda von Siebold, 1848

Alt ube: Hexapoda Latreille, 1825

S n f: Insecta Linnaeus, 1758

Alt S n f: Pterygota

Order: Siphoneptera Latreille, 1825

st Aile: Hystrichopsylloidea

Ceratophylloidea

Malacopsylloidea

Vermipsylloidea

Pulicoidea

Siphoneptera dizisine ait aileler, da | mlar, yayg n konaklar , i erdikleri soy ve t r
say lar Tablo 2.2 de verilmi tir (5)

Tablo 2.2. Siphoneptera dizisindeki aileler

Aile Da Im (b Ige) Soy Tr Yayg n konaklar

Ancistropsyllidae Do u 3 Toynakl lar

Kozmopolittir

- fakata rl Kl ncelikle kemirgenler, bazen
Ceratophylliae olarak holarktik £ 408 viverridae, mustelidae, ku lar
b Igelerde

Kemirgenler, b cek yiyen

Chimaeropsyllidae Etiyopya 8 26 canl lar, fil sivri fareleri

Palearktik

b lgelerde 19 Kemirgenler

Coptopsyllidae

ncelikle holarktik

Kemirgenler, occasionally,
b lgelerde, baz lar 9 Y

Ctenophthalmidae 42 548 pikas, insektivorlar, keseliler,
G ney .
mustelidae
yar mk rede
Nearktik,Palearktik
. . ve Neotropik . . .
Hystrichopsyllidae b Igelerde, 6 36 Kemirgenler, insektivorlar
Awvustralya
Ischnopsyllidae Kozmopolit 20 122 Yarasalar
Palearktik ve
Nearktik Kemirgenler, tav an ms lar,
Leptopsyllidae b Igelerde, 29 230
Do uda, insektivorlar, tilkiler

Awvustralya veya
Etiyopya'da birka




tr
. Neotropik .
Malacopsyllidae b Igelerde 2 2 Armadillo
Pulicidae (incilides Kozmapolit 97 182 Karnivorlar,toynakl lar,yarasalar,

tungid flea) armadillolar ve bazen ku lar

Etiyopya, Do u, Kemirgenler, keseliler,

Pygiopsyllidae A\l(lues;:?éy?kve 37 166 insektivorlar, bazende ku lar ve
P sivri sincap kgiller
b Igelerde

Neotropik, G ney

Nearktik ncelikle kemirgenler, baz lar
Rhopalopsyllidae b lgelerde ve 10 122 K q 'gk I, q

Okyanus okyanus deniz ku lar nda

b Igesinde

ncelikle
Stephanacircidae bl\llggltg?gél;e 9 51 Kemirgenler, ok az marsupials
Awvustralya'da

Vermipsyllidae t';' ?éi:l;g; 3 39 Karnivorlar ve toynakl lar
Xiphiopsyllidae Etiyopya'da 8 Kemirgenler

2.2 P RELER N MORFOLOQOJ S

Pireler k rm z ms kahverengiden siyaha varan renkte, baz lar ise sar ms g r n mde,
yakla k 2-10 mm uzunlu unda, kanatlar olmayan ve s rayarak hareket eden, eri Kin
formlar zorunlu kanla beslenen ge ici parazitler olup, kona n derisini a z organelleri
ile delerek kapillar kan ile beslenmektedir. Ergin di i bir pire g nde ortalama 14
mikrolitre kan t ketebilmektedir. Pirelerin bir ok morfolojik karakteri di er
arthropodlara benzememektedir. VV cut yandan bas k, erkekler di ilerden daha k sa, ba ,
g s ve karn belirgin olarak ayr Im , ba snrl olarak hareket edebilmektedir ( ekil
2.1). A z delici, emici zelliktedir. Ba n her iki yannda k  k anten i eren oluklar
bulunmaktad r. Anten erkeklerde erektil zellikte olup, iftle me esnas nda erke e
destek sa lamaktad r. Bile ik olmayan g zler baz t rlerde antenin n ne yerle mi

olarak bulunmaktad r. Baz t rlerde genal (oral) ve pronotal ctenidium denen tarak




benzeri yap lar g r Imektedir. Karnn son segmenti duyu k llar ile kaplanm olup,
pygidium denen duyu organ n olu turmaktad rlar. Di i pirelerde spermateka, erkeklerde
ise bir ift clasper ve penis bulunmaktad r. Kanatlar bulunmamakta, ayaklar s ramaya
elveri li yap da olup, v cut uzunluklarnn 150 kat mesafeye (70 cm-1 metre)
s rayabildikleri bildirilmektedir. Pire yumurtalar inci beyaz renginde ve yakla k 0.5
mm uzunlu unda oval ekillidir (6, 7, 9, 10,11)

Head Thorax Abdomen
A A A
Prontal Tergite
c/omb /
Antenna JBE Aqtepyglidial
Eye bristles
Occular bristle & — Pygidium
Genal comb :
Maxillary palpus
Labial palpus
Meslopleuron Spenriotiiec

Coxa
Trochanter

Sternite

Femur
Tibia
Tarsus

Planar bristles

ekil 2.1 Pirelerin morfolojisi (12)

23 P RELER NB YOLOJ S

Pireler tam ba kala ml geli me (holometabol) g stermektedirler. Ya amlar nda
yumurta, larva, pupa ve eri kin d nemleri bulunmaktadr ( ekil 2.2). Yaam
evresindeki tek parazitik safha eri kin d nemi olup, yumurta, larva ve pupa do ada
bulunmaktad r (5).



o A
Yumurta A

infektif evre
Tani evresi

ekil 2.2 Pirelerin biyolojik d ng s (https://www.pesticideresearch.com/site/?page_id=2933)

Yumurta: . Eri kin di iler genellikle konak zerindeyken bir defada 15-20 olmak zere
ya amlar boyunca yakla k 500 adet yumurta retmektedirler. Yumurtalar yap kan
olmad klar i in konak v cudundan topra a, kona n yuvas i ine, tozlu yerlere ve
kovuklara d mekte, bazen de konak hayvann t yleri aras na 5-8 tanesi bir arada
paketler h linde brak Imaktad r. Yumurtalar oval, inci beyaz renginde ve eri kin
pirelere k yasla geni yap da (0.3-0,5 mm) g r Imektedir ( ekil 2.3). Is ve nemin
uygun oldu u ko ullarda 2-16 g n i erisinde yumurtadan larvalar kmaktad r (5).

ekil 2.3 Pire yumurtas (http://cutecats.candra.info/flea-eggs-on-cats.htm)
Larva: Larva beyaz renkte, bacaks z, g zs z ve 0,5 mm boyundad r ( ekil 2.4). Ba ve
13 halkadan olu mu v cudun tamam Kkaln t ylerle kapldr. Larvalarn a zlar
i neyici  zellikte olup proteinden zengin organik d k nt lerle (eri kin pire



d ks ndaki sindirilmi kan, konak deri par alar ve konak d ks) beslenmektedirler.
Larvalar  ktan ka ma ve topra a saklanma zelli indedirler. Bu nedenle ortamdaki
karanl k ve nemli yerlere gizlenirler. Larvalar, hal ve mobilyalar n en alt k s mlar nda,
yerdeki yar k ve atlaklarda, hayvan bar naklar nn en kuytu yerlerinde bulunurlar.
Larvalar solunum deliklerini kapatamad klar ndan dolay ortamda nem azalmas na kar
duyarl olmaktad rlar. Larva genellikle iki g mlek de i tirip  larvad nemi ge irir ve
8-150 g nde geli imini tamamlamaktad r. Daha sonra larva t k r k salg lar ndan
olu an ipek kozasna b r nerek yakla k 4x2 mm boyutlar ndaki pupa eklini
almaktad r (5,7).

oy

ekil 2.4 Pire larvas (http://fleabitesblog.com/flea-larvae/)
Pupa: Ovalimsi beyaz olan pupa kokonu yap kandr, etraf toz, toprak ve p gibi
maddelerle kapl d r ( ekil 2.5). Pupa d nemi kokon i inde ge mekte, hareketsiz ve
beslenmenin s z konusu olmad  bu d nem uygun ko ullarda 1-2 hafta i inde
tamamlanmakta ve eri kin pireler olu maktad r. deal evre ko ullar nda bir ok t r n
ya am evresi 20 ila 75 g nde tamamlanmaktad r. Fakat d Kk scakl k larval d nemi

200 g ne, pupa evresini ise bir y la kadar uzatabilmektedir (5).



ekil 2.5 Pire pupas (http://fayyyadh95.blogspot.com.tr/2015/04/fleas.html)

Ergin: Erginler 2-10 mmb y kIl nde, v cutlar iki yandan bas k ve kahverengi-siyah
renkte canl lard r. V cut rt s iyikitinize olmu ve k llarla kapl d r. V cut ba , toraks
ve abdomen olmak zere 3 b | mden olu mu tur. Bacaklar eri kin pirelerde 3 ifttir ve
iyi geli mi tir ( ekil 2.6). nc ift bacak di erlerinden belirgin bir ekilde uzun olup
s rayarak kona a tutunmay sa lamaktad r. Eri kin di iler konak zerindeyken bir
defada 15-20 olmak zere ya amlar boyunca yakla k 500 adet yumurta

retmektedirler. Yumurtalar yap kan olmad klar i in konak v cudundan topra a,
kona n yuvas i ine, tozlu yerlere ve kovuklara d mekte, bazen de konak hayvan n

t yleri aras na 5-8 tanesi bir arada paketler h linde b rak Imaktad r

Ergin pirelerin kanatlar bulunmamakta, s ramaya elveri li yap da olup, v cut
uzunluklar n n 150 kat mesafeye (70 cm-l metre) s rayabildikleri bildirilmektedir.
Erkekler di ilerden daha ksaba, g s ve karn belirgin olarak ayr Im tr. Ba n her
iki yan nda k  k anten i eren oluklar bulunmakta, anten erkeklerde erektil zellikte
olup, iftle me esnas nda erke e destek sa lamaktad r. Bile ik olmayan g zler baz
t rlerde antenin n ne yerle mi olarak bulunmaktad r. Baz t rlerde genal (oral) ve
pronotal ctenidium denen tarak benzeri yap lar g r Imektedir. Karnn son segmenti
duyu K llar ile kaplanm olup, pygidium denen duyu organ n olu turmaktad rlar. Di i
pirelerde spermateka, erkeklerde ise bir ift clasper ve penis bulunmaktad r (5, 7, 9,
10,11, 10).



ekil 2.6 Ergin Ctenocephalis felis piresi. A:Erkek, B: Di i (5)

2.4 EP DEM YOLOJ
Pirelerin epidemiyolojisini etkileyen 3 nemli fakt r bulunmaktad r:

Hava veya ortam s cakl : Pirelerin epidemiyolojisinde ok nemli olup so ukta

geli me yava lamakta, s cakta ise h zlanmaktad r. Dolay s yla s cak iklimli co rafik
b Igelerde, her mevsim geli me g r | rken; I man iklim b Igelerinde yaz ve bahar
aylar nda geli me hzl, k n yava olmaktadr. Pire populasyonu kurak ge en yaz
aylar nda azal rken, ya | yazlarda artmaktad r. Buna ra men mikroklimatik ortamlar
da nemli olmakta rne in d arda kar ya arken kapal vyerlerdeki (bar naklar, ev
ortam vs.) scakl k pirelerin geli mesi i in uygun olabilmekte, b yle ortamlarda

geli mede bir gecikme olmamaktad r (5,13).

Nem ve g n : Konaklar n barnd ma ara, k m rl k veya depo gibi yerlerin

g lgelik ve nemli olmas pirelerin hayatta kalma anslar n artt rmaktad r. Hatta
beslenecek bir konak bulamasalar bile nemli yerlerde 5-6 ay kadar canl
kalabilmektedirler. Larvalar n geli mesi i in ortamdaki nisbi nemin %50 nin alt na
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d memesi gerekmektedir. G ne ve kurakl k ise larvalarn | m ne sebep
olmaktad r (5,13).

G da: Pirelerde konak spesifikli i ok fazla geli memi tir, dolay s yla ortamda kan
emebilecekleri herhangi bir canl n n bulunmas yeterli olmaktad r. Kronik hastal klara
maruz kalarak zay flam veya d k kondisyonlu hayvanlarda pire enfestasyonlar na
daha fazla rastlanmaktad r (13).

Belirtilen bu epidemiyolojik fakt rlere ba | olarak pirelerin ya am s resi bir aydan 2
y la kadar uzayabilmektedir. Dolay s yla bu durum pirenin kona n enfekte etme
yetene ini artt rmaktad r. Uzun s re bo kalm enfeste bar nak, k mes, ma ara gibi
yerlerde bulunan a pireler, ortama giren yeni konaklara aniden saldrarak a r

enfestasyonlara neden olmaktad rlar (5).

Pireler z plama zellikleriyle konaklar na tutunmakta ve konaktan 3-4 saat kadar kan
emebilmektedirler. Konaklar n bulmada koku alma, s cakl  hissetme ve titre imleri
alg lama yetenekleri nem ta maktad r. Bu esnada tutunduklar konakla birlikte uzak

mesafelere ta nabilmektedirler (5, 13).

Kona nyaad alanlar pirelerin ba | ca bula ma yerleri olmaktad r. Buralardaki pire
populasyonunun % 1'i eri kin, %34’ yumurta, %57'si larva ve %8'i pupalardan
olu maktad r. Yumurtadan kan larvalar beslenmek i in uygun organik maddeleri
kolayl kla buradan temin edebilmektedirler. Pupa d nemini ge irecek kuytu, s cak ve
nemli ortam artlar burada sa lanm olmaktad r. Kokondan kan gen pire, kan
emmek i in kona haz r olarak ortamda bulmaktad r. Pireler s cakkanl canl lardan kan
emdikleri 1 in len canlnn v cut ss d t nde kona terk ederek yak nnda
bulunan farkl bir kona a ge mektedirler (5, 13).

25. NEML P RET RLER

Pireler konak spesifik zellik g stermemektedirler. nsana spesifik pire tr
bulunmazken yaln zca bir k sm insanlardan kan emmektedir. Buna kar n pek ok pire
t r ise evcil hayvanlardan kan emmektedir (5).

Pulex irritans (insan piresi): nsan piresi olarak isimlendirilmi tir. Bununla birlikte
d nyann bir ok kesiminde domuz, evcil kedi ve k peklerde, ratlarda yayg n olarak
g r Imektedir. P. irritans kozmopolit bir yay | g stermekte ve genellikle yerle im
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yerlerine uzak alanlarda bulunmaktad r. Ba k sm ovaldir ve g z bulunmaktadr. G z n
alt nda ok ler k | bulunmakta, genal ve pronotal taraklar n bulunmad  bildirilmektedir
(4, 14). Erkekleri 2-2.5 mm, di ileri ise 3-4 mm uzunlu undad r. Medikal nemi olan

baz patojenlerin naklinde rol oynamaktad r (6).

Ctenocephalides felis (kedi piresi): Kedi piresi | man ve tropikal b Igelerde kedi ve
k peklerin en yayg n ektoparazitidir. Bu t r ayn zamanda rakun ve ratlarda da
parazitlenmektedir. Di ileri 2-3, erkekleri 1-2 mm boyunda, k rm z ms kahverenktedir.
Ba ne do ru uzam olup boyu eninin iki katdr. Genal taraktaki dikenler ayn
boydad r (5, 6).

Ctenocephalides canis (k pek piresi): K pek, tilki ve kurt gibi karnivorlardan kan
emen bu pirelere hayvanlarda ve insanlarda da rastlanmaktad r. Morfolojik olarak C.
felis e benzer ancak ba yuvarlak olup eni ve boyu hemen hemen e ittir. Genal tara n
ilk dikeni ikinciden belirgin olarak k sad r. Ergin pireler 3-4 mm boyunda ve k rm z
kahverenktedir (4, 10).

Xenopsylla cheopis (oriental rat piresi): Bu pire tropikal ve subtropikal b Igelerde
veba hastal ve fare tif s’ n nba | ca vekt r olup, evcil fareler zerinde ok yaygn
bulunmas na ra men, farelerin az olmas durumunda insan, k pek, kedi, tavuk ve di er
konaklar zerinde de beslenebilmektedirler. Pronotal ve genal taraklar n n bulunmad

bildirilmi tir (4). V cut a k sar renklidir. Ba n u ta yuvarlak yapdadr. G z k|
g zn n nden kmaktadr. Bu pire veba etkeni Yersinia pestis in vekt r olmas
y n nden olduk a nemlidir. Ayn zamanda fare tifusunu insanlara nakletmekte ve

e itli parazitik helmintlerin ara konakl n yapmaktad r (5).

Nosopsyllus fasciatus (kuzey rat piresi): Genellikle Avrupa da yayg nd r. T rkiye de
de varl  bildirilmi tir. Pronotal taraklar bulunur, ancak genal taraklar yoktur. G zleri
bulunmakta ve alt nda  adet k | vard r. V cut 3-4 mm uzunlu undad r (5).

Echidnophaga gallinacea: Kanatl hayvanlarda ok sk g r len bu t r, tavuklar n
da |Im ileparalel olarakt md nyadag r Imektedir. Bununla beraber evcil fare, kedi,
k pek, at ve insandan da kan emebilmektedir. K k pireler olup di ileri 2 mm,
erkekleri ise 1 mm den daha k sad r. Ba n ntaraf keskin bi imde k elidir. Genal ve

pronotal taraklar yoktur (11, 15).
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2.6 P RE ENFESTASYONLARINDA PATOGENEZ VE KL N K BEL RT LER
Pire sr na ba | olarak zellikle kedi, k pek ve insanlarda alerjik reaksiyonlar
g r lebilmektedir. Pire sr na ba | olarak meydana gelen patogenez ve Klinik

belirtiler a a da verilmi tir (5, 7, 13):

rkiltici etkileri: Kan emmek i in kona a gelen pire uygun bir kapillar damar bulana
kadar birka deneme sr  ger ekle tirmektedir. Bu srklar deride irritasyona,
ka ntya ve o b Igeye ge ici bir lenfosit infiltrasyonuna sebep olmaktad r. Alerjik
reaksiyonlarla ilgili olarak hayvan t rlerinde farkl | klar olsa da bu lokal reaksiyonlar
b t n konaklarda prensip olarak ayn dr. Bu nedenle pirelerle enfeste hayvanlar n
huzursuz olduklar (stres fakt r ), kond syon kayb g sterdikleri, zay flad klar ,
kendilerini srmalar ve ka nt sebebiyle v cut y zeyinde deri b t nl ve ki

yap s n nbozuldu ug r Imektedir.

S m r ¢ Etkileri: ~ok fazla kan emmeselerde (bir pire g nde a a yukar 0.3 mm®
kan emmektedir) a r enfestasyonlarda zellikle kedi, k pek yavrular nda ve
kanatl larda demir eksikli i anemisine sebep olmaktad rlar. B yle hayvanlar n Id kleri
g zlenmi tir. Bir pire kona na tutundu unda 3.5 saat kan emebilmektedir. Bu esnada
konakta yapt  rahats zIl k sonucu orada uzun s re kalamamakta kona n hareketi ve
ka nma refleksiyle uzakla p ba ka bir yerden tekrar srmaktad r. Dolay s yla konak

zerinde ok sayda delik a maktadr. Bu b Igelerde szntlar olu makta ve
sindirebilece inden fazla kan emmmektedir, sindirilmemi fazla kan ise d ksyla

karmaktad r.

Travmatik etkileri: Pireler beslenmek amac yla deriyi delerek travmalara neden
olmaktad rlar. Ayr ca deride t nel a an Tunga penetrans ve Echidnophaga gallinacea
t rleri doku kayb na, deformasyona ve a r travmalara neden olmaktad r.

Allerjik reaksiyonlara yol a malar : Kk hayvanlar n dermatolojik problemlerinde

di er sebeplerin yan s ra pireyle ilgili dermatitis olaylar na daha s k rastlanmaktad r.

Pire sr  dermatitisi: Pire srdktan sonra o b Igeye antikoagulant zellikli
t kr n vermektedir. Bu t k r k antijenik zellikte olup srk yerinde a r
iritasyon, yang ve k zar kl a neden olmaktad r. Pirenin srd b Igede k rm z nokta
eklinde bir delik ve onu evreleyen krm z halka eklinde bir kabart g r Imektedir.
Bu papul (kabarc k) p st Il veya kabuklu olabilmektedir. Kona n kendini s rma ve
s reklika mai g d s sonucu deride nemli, purulent dermatits geli mektedir. Kronik
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durumda ise deride kalnla ma ve hiperpigmentasyon ¢ zlenmektedir. Yo un
enfestasyonlarda anemi geli ebilmektedir. Pirelerle sk sk enfestasyon durumlar nda
deride ciddi irritasyonlar ve buna ba | olarak sekonder bakteriyel etkenlerin kar t
dermatozlar g r Imektedir.

Pire sr  dermatitisinde ana bulgu ka ntdr. Her ya ve rktaki kedi ve k peklerde
g r lebilir. Pirenin varl  ve kan emme olay konakta bir stres durumu yaratmakta ve
hayvanda klinik olarak ka nt, t ylerde d k Ime, deride kabuklanma g r Imektedir.
Konakta eri kin pirenin  srmas sonucu i ne batmas eklinde kanama odaklar
ekillenmektedir. Bu lezyonlara yayg n olarak kuyruk kaidesi ve bel omurlar boyunca

rastlanmaktad r.

K pek ve kedilerde pire alerjik dermatiti (FAD-flea allergy dermatitis): Pire
sr nn sebep oldu u, a r duyarllk reaksiyonu sonucunda olu an bir deri
hastal dr. K pek ve kedilerde ok sk g r Imektedir. Pire kan ile beslenirken
konaklar na t k r k salg s ile histamin benzeri bile ikler, enzimler, polipeptidler ve
amino asitleri vermektedirler. Bu maddeler konakta a r duyarl | klara neden
olmaktad r. K peklerde pire sr klar dola mda IgE ve 1gG antikorlar n n artmas na ve
15 dakika ya da 24-48 saat i erisinde alerjik reaksiyonlar n geli mesine neden
olmaktad r. S rekli olarak pire sr klar na maruz kalan k peklerde bu antikorlar d  k
d zeylerde kalmakta ve bunun sonucu olarak da erken veya gecikmi deri reaksiyonlar
g r Imektedir. Kedilerde de ayn patofizyolojik mekanizma ile pire alerjisi geli ti i
d n Imektedir (13, 16).

Klinik olarak kedilerde boyun, kulak evresi, kar n b lgesi, kuyruk ve arka bacaklar n
I b Igesinde k  k kabarc klar ile k 1 d k Imesi, kepeklenme ve t m vucutta ka nt ;
k peklerde ise vucudun bir ok yerinde kabuklu pap ller, deride yo un ka nt ve
k zar kl k ve bunlara ba | geli en sekonder enfeksiyon, sinirlilik ve kilo kayb gibi

komplikasyonlar g r lebilmektedir (7).

D k d zeydeki pire enfestasyonu orta iddette ka nt ya sebep olabilmektedir. ~ ok
say da pire enfestasyonuna maruz kalan kedi ve Kk peklerde iddetli ka nt,
huzursuzluk, alopesi, dermatit ve anemi geli ebilmekte, kronik vakalarda deride

sekonder bakteriyel ve mantar hastal klar n n geli ebildi i bildirilmektedir (17, 18).
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2.7 P RELER N TANISI

Pirelerin tans genelde makroskobik olarak yap Imakta olup hayvanlar n zerinde
eri kin pirelerin g r Imesiyle konmaktad r. Hzl hareket ettikleri i in yakalamak
amac yla konak v cuduna sprey eklinde insektisid p sk rt Imektedir. Hayvan n k llar
sk di li bir tarakla taranarak len veya bay lan pireler toplanmaktad r. Ayr ca bu
ama la yap kanl selofan bantlar da kullan labilmektedir. Bir ba ka teknik ise elektrik
s p rgesikullanmdr (5, 13). S p rgenin ba lant borular aras na pirelerin ge memesi
I in sarg bezi gibi bir filtre ge irilmekte ve makine al trImaktadr. S p rge pire
bulunma ihtimali olan hayvan n t yleri zerinde veya evrede gezdirilmekte; b ylece
pireler s zgeci ge emedikleri i in yakalanmaktad r (5, 19).

Ortamda ise pirenin yumurta, larva ve pupalar aranmaktad r. Ayr ca konak zerinde
veya evrede pire d klarna rastlanmas nemli bir bulgudur. Bu d klar koyu
kahverengi-siyah, kangal bi iminde d k nt lerdir. eri inde kan bulundu undan nemli
bir bez veyak tmendil i inde ovalanrsakrmz renk kard g r Imektedir (5, 20).

K pek ve kedilerde pire alerjik dermatitis inin te hisinde, hastan n ge mi i, lezyonlar n
yay I m, di er deri enfeksiyonlar n n bulunmamas, tedaviye cevap vermemesi gibi
durumlar g z n ne al nmaktad r. Hayvan zerinde pirenin g r Imesi ve ayn zamanda
konak d ksnda Dipylidium caninum g r Imesi pire varl n g steren nemli
bulgulard r. Fakat bunlar n g r Imedi idurumlarda, intradermal deri testi ve kanda pire
antijenine spesifik Ig E seviyesinin 'y kselmesi te hise yard mc olmaktad r (21).

2.8 TEDAV

Pireler ile m cadelede konak ve evre ila lamas nn kombine bir ekilde yap Imas
gerekmektedir (20).

Ergin pire m cadelesi: ncelikle konak zerinde bulunan ergin pireler yok
edilmelidir. Bunun i in insektisitler tablet, enjeksiyon, toz, sprey, ampuan, spot-on ve
banyo eklinde uygulanabilmektedir (7, 20).

Ruminant ve k peklerde amitraz; organik fosforlu ila lardan malathion, koumafos,

krotoksifos, triklorfon, foksim, etken maddeli ila lar; piretroit grubundan, permetrin,
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siflutrin, sipermetrin, fenvalerat, flumetrin, deltametrin ve yeni geli tirilen imidakloprid,

f pronil ve selamektin etken maddeli ila lar kullan labilmektedir (7, 20, 22).

K pek ve kedilerde ila emdirilmi pire tasmalar kullan Imaktad r. Pire enfestasyonu
en ok kedi ve k peklerde problem olu turdu u i in bu hayvanlarda kullan lan
insektisidlerin etken madde, uygulama ekli ve etkiledi i pirenin geli me d nemleri
Tablo 2.3'de verilmi tir (23).

Tablo 2.3. K pek ve kedilerde pire m cadelesinde kullan lan ila lar ve uygulama ekilleri (23)

Uygulama ekli/periyot Konak Etkiledi id nem
Etken Madde Kedi Ik K pek Ik Yumurta/
Uygulama Ya Uygulama Ya Eri kin Larva
/Kilo /Kilo
midacloprid Topikal/Ay 8 hafta 7 hafta +
imidacloprid/moxidectin Topikal/Ay 9 hafta/ 0.9 7 hafta/ 1.3 +
midacloprid/permethrin Topikal/Ay 7 hafta +
Nitenpyram Tablet/G n 4 hafta/ 0.9 4 hafta/ 0.9 + +
Spinosad i neme tableti/Ay 14 hafta +
Fipronil/(s)-methoprene Topikal/Ay 8 hafta 8 hafta + +
Fipronil Spot-on/ Sprey/ Ay 8 hafta 8 hafta + +
Tablet/Ay 4 hafta 4 hafta +

Lufenuron S pansiyon/Ay 6 hafta +

Enjektabl Subcutan/ 6Ay 6 hafta +
Lufenuron/ Milbemycin Tablet/Ay 4 Hafta/ 0.9 + +
oxime
Metaflumizone Spot- on/Ay 8 hafta + +
Metaflumizone/Amitraz Spot- on/Ay 8 hafta + +
Permethrin Topikal/Ay 4 hafta +
Dinotefuran/ Topikal/Ay 7 hafta + +
Permethrin/ Pyriproxyfen
Dinotefuran/Pyriproxyfen Topikal/Ay 8 hafta + +
Permethrin/Pyriproxyfen S prey/Ay 6 Ay + +
Selamectin Topikal/Ay 8 hafta 6 hafta + +

Pyrethrins/Piperonyl

butoxide/n-octyl

Bicyloheptene Banyo 12 hafta 12 hafta +
dicarboximide/di-n-propyl

isocinchomeronate

Kanatl larda, az say da organik fosforlu (malation), karbamatl (karbaril) ve piretrin
grubu ila lar  kullan labilmektedir. la lar n  Ceratophylluslara  kar toz,

Echidnophagalara kar ise sol syon formunda kullan Imas tercih edilmektedir (20).

Domuzlarda, propoksur (toz) ve flumetrin (pour-on) etken maddeli ila lar
kullan Imaktad r (20).

Tav anlarda, organik fosforlu, karbamatl ve pretroid grubu insektisidler toz, banyo ve

p sk rtme eklinde uygulanabilmektedir. Kire -s If r sol syonlar ve piyasada sat lan
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pire spreyleri (i erdikleri maddelerden dolay ) toksik oldu u i in bu hayvanlarda
kullan Imamal d r (20)

Fare ve rat gibi laboratuar hayvanlar nda, temas yoluyla etkili propoksur ve flumetrin
etken maddeli ila lar kullan labilmektedir (20).

Pirenin di er geli me d nemlerine kar m cadele: Hayvann ya ad , beslendi i
yerde (hayvant r ne g re bu k mes, a I, ahr, ev veya kul be ma ara gibi her t rl
bar nak ve d  evre vs) bulunabilecek yumurta/larva/pupa evrelerinin yok edilmesidir.
- nk buralarda eri kin pireden ok yumurta, larva ve pupalar (%34 yumurta, %57'si
larva ve %8'i pupa) bulunmaktad r (22).

IGR (Insect Growth Regulator) ad verilen b cek b y me d zenleyicileri ve D (Insect
Development Inhibitors) ad verilen b cek geli im d zenleyicileri son y llarda yayg n
olarak kullan Imaktad r. Bunlar pirelerin geli me d nemlerine (larva k n ve g mlek
de i imini engelleyerek) etkilemektedirler. rne in, lufenuron 30mg/kg dozda, k pek
ve kedilerde ayda bir kullan Ild nda yumurtadan larva k n engeller. Dolay s yla
ortamda yeni nesil geli emedi i i in zamanla eri kin pireler azal r ve hatta biter. Bu

ama la metopren ve fipronil etken maddeli ila lar da kullan Imaktad r (22).

Kapal mek nlarda mekanik ve fiziksel nlem olarak elektrik s p rgesiyle sk
aral klarla ortam temizlenmeli, muhtemel pire formlar toplanarak uzakla t r Imal ve i

bittikten sonrada s p rgenin torbas imha edilmelidir (19, 20).

Pet hayvanlar nn zerinde yatt hal, ilte, rt, paspas, kilim, yolluk, koltuk ve
mobilya gibi e yalar temizlenmeli (s cak buhar veya scak suyla) ve dezenfekte
edilmelidir. Bu ama la borik asit gibi kimyasal maddelerden faydalan labilinmektedir.
Ayr cata nabilir e yalar g n na karlp, larvalar n Imesisa lanabilir; e erb yle
e yalar temizlenemeyecek kadar enfekteyse imha edilmelidir (19, 20).

Kapal mek nlarda (ev, depo) pireleri yakalamak i in  k tuzaklar kullan labilmektedir.
Bu tuzaklar 510-550 nm dalga boyunda ye il  k yayarak pireleri ( zellikle kedi piresi)
kendine ekmektedir. D zenek kurulup ortamda 20 saat al trld nda pirelerin
%86's toplanabilmektedir (19, 20).
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D ortamda pire m cadelesinde biyolojik m cadele y ntemlerinden de
faydalan Imaktadr. Bu ama la pirelerin do al d manlar olan b cekler
kullan Imaktad r.  rne in pirenin pupa d nda di er geli me d nemlerini yok eden
kar ncalar n; pire avcs olarak bilinen Histerid, Staphylinid, Tenebrionid
koleopteralar n ortamda bulunmas sa lanmaktadr. B cek seven nematodlardan
Steinernema carpocapsae, pirelerin larva ve pupalar na sald rmaktad r. Bu canl lar
torfla beraber kar tr larak arazi topra na da t Imaktad r. B ylece hem ila tasarrufu
sa lanmakta hem de do al denge bozulmam olmaktad r (19).

2.9 KORUNMA VE KONTROL

Evcil hayvanlar enfeste edecek pirelerin serbest ya ayan canl lardan gelme ihtimalig z
n ne al narak m mk nse evredeki di er hayvanlar zellikle sahipsiz sokak k pek ve

kedileri ila lanmal d r. Ortama yabanc hayvan giri  k engellenmeli, kemirgen ve

fare m cadelesi yap Imal d r. Evcil hayvanlara verilen g da maddeleri t ketilmemi se
evrede brak Imamal ( zellikle geceleri) veya etrafa at Imamal; b ylece bunlar

yemek i in gelecek kontrold hayvanlar nta d klar pirelerinbula trlmasnn n ne

ge ilmelidir (19, 20).

A r enfestasyona maruz kalm k meslerin, b t n altl  gerekirse tamamen at Imal ,
hatta radikal bir nlem olarak k mes tamamen bo alt | p ila lanmal d r. Ayr ca ortam
alev makinesiyle yak Imal veya uygun bir dezenfektan ile dezenfekte edilmelidir (19).
Bu a amada m mk nse yukar da bahsedilen m cadele y ntemleri ayn g n i erisinde
veya ayn anda yap Imaldr. = nk hayvanlar ila lan p ortam ila lanmaz ise eri Kin
pireler hayvan zerinden ka arak gizlenecek bir yer bulmakta ve daha sonra yeniden
ortama kmaktad rlar (19).

Kontrol al malar ndaenb y k problemi pirenin pupa d nemi olu turmaktad r. © nk
bunlar bir kokon i inde olup hal lar n alt nda veya zemindeki yar k ve atlaklarda yada
toz toprak i erisinde bilhassa hayvan g brelerinde saklanmaktad rlar. B ylece ortama
uygulanan insektisidlerle temas etmedikleri i in etkilenmemekte ve enfestasyonun
devam n sa lamaktad rlar. Ayr ca pupadan eri kinin kmas 2-4 haftay bulmakta,
0 u ilac n reziduel etkisi iki haftay ge medi inden, gen pire bu esnada bir konak
bulup ya am siklusunu devam ettirebilmektedir. Bu sebeple m cadeleye uzun s re
devam edilmelidir (24).
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S rekli olarak hayvanlarn v cudu ve ya ad ortam g zlenmeli, olu abilecek yeni
bula larn  n ne ge ilmelidir. Bu ama la insektisid kullan lamayacak kadar gen ve
genel durumu k t hayvanlar n t yleri sk di li bir tarakla taranarak pire y n nden
kontrol edilmelidir (24).

D evrede; rne inila laman n pratik olmayaca geni bah elerde, b y k alanlarda,
organik at k ve materyaller evreden uzakla trImal, otlar bi ilip ksalt Imal ve
pirelerin geli me d nemlerinin yerle ebilece iortamlar bozulmal d r (24).

Pire m cadelesi ve kontrol nde aa daki durumlardan dolay baz durumlarda
ba ar s zl klar s z konusu olabilmektedir (24).

Hayvan sahiplerinin talimatlara ve m cadele stratejisinde belirtilen nemli
noktalara yeterince dikkat etmemeleri,

Yap lacak i lemlerin ok olmas, zahmetli olu u ve ila lar n pahal I ndan
dolay hayvan sahiplerinin m cadeleyi yar m b rakmalar ,

Alerjik veya alerjik olmayan hayvanlarda uygun olmayan topikal ila lar n
kullan Imas .
Enfestasyonlu b Igelerde ve alanlarda insektisid uygulamalar ndaki
yetersizlikler,
“evre ila lamas nda k sa, etkili ve sadece eri kin pire Id r ¢ kimyasallar n
kullan Imas ,
Evlerde ila uygulamalar ndan k sa bir s re sonra hal , kilim gibi e yalar n ve

zeminin y kanarak ila etkinli inin azalt Imas .

2.10 P RELER N ARA KONAK ve VEKT R OLARAK NEMLER

Pirelerin hayvanlarda ve insanlarda ciddi hastal klara yol a an patojenik ajanlar n
naklinde nemli oldu u bilinmektedir (5). nemli pire t rleri ve naklettikleri hastal k

etkenleri Tablo 2.4 de verilmi tir.
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Tablo 2.4 Piret rleri, konaklar ve nakletti i hastal k etkenleri (5)

PireT r

Konak

Nakletti i Hastal k Etkeni

Ctenocephalides felis felis

Kedi, k pek, insan, fare, rat, primat,
maymun

Dipylidium caninum (AK), Hymenolepis nana
H.dimunata (AK), Dipetalonema
(Acanthocheilonema) reconditum (VEK),
Yersinia (Pasturella) pestis (VEK) veba,
Rickettsia typhi mooseri (VEK) murin tif s
Bartonella henselae (kedi t rm  hastal )

Ctenocephalides canis

K pek, kedi, insan

D. caninum, H.nana (AK), D.
(Acanthocheilonema) reconditum (VEK) Y.
pestis (VEK) veba

Pulex irritans

nsan, k pek, kedi, domuz, rat

D. caninum, H.nana (AK),
D. (Acanthocheilonema) reconditum (VEK)
Y. pestis (VEK) veba
R. typhi (moosen) (VEK) murin tif s

Tunga penetrans

nsan, domuz, babon

Xenopsilla cheopis

Rat (Rattus norvegicus, R.rattus),
fare (Mus musculus), di er
kemiriciler

H.dimunata, H.nana (AK)
Y. pestis (VEK) veba,
R. typhi (mooseri)(VEK) murin tif s

Haemobattonella muris (VEK)

Leptopysilla segnis

Fare, rat

R. typhi (mooser )(VEK) murin tif s

Ceratophyllus (Nosopsyllus)
fasciatus

Rat, fare

H.dimunata (AK)
Y. pestis (VEK) veba,

R. typhi (mooseri)(VEK) murin tif s
Trypanosoma lewisi

Ceratophyllus gallinae

Tavuk, k mes hayvanlar , insan, pet
hayvanlar

Ceratophyllus columbae

G vercin

Ceratophyllus garei

rdek, su ku lar

Echidnophaga gallinacea

Tavuk, g vercin, rdek, kemirgen,
k pek, kedi, at, insan

R. typhi (mooseri) (VEK) murin tif s, Y.pestis
(VEK) veba, Salmonella tyhpimurium

Spillopsyllus cuniculi

Tav an

Tav an mxyomatozis vir s (VEK)
Trypanosoma cuniculi

Trypanosoma nabiasi

AK: Ara konak, VEK: Vekt



20

Helmintler: Dipyllidium caninum, k pek, kedi ve insan pireleri tarafndan
ta nmaktad r. Son konak d ks nda bulunan bu sestodun yumurtalar, pire larvalar
taraf ndan beslenirken alnr ve pirenin v cut bo lu unda geli erek sistiserkoyid
formuna d n r. Konak taraf ndan ka nma ve yalanma sras nda, eri kin pireler
yutuldu unda etkenler son kona a ge mektedir. nsanlarda, pire ile enfestasyonlu pet
hayvanlar ile temas esnas nda al nan pireler zellikle ocuklar taraf ndan tesad fen
yutulabilmektedirir. Benzer ekilde Hymenolepis nana ve H. dimunata, kedi ve rat
pireleri taraf ndan ta nmaktad r. Dipetalonema reconditum'un mikrofilerleri ise kedi

piresinin konaktan kan emmesi s ras nda kona a bula t r Imaktad r (5, 20, 25).

Bakteriler: Veba hastala etkeni Yersinia (Pasteurella) pestis kemirgen hayvanlarda
ve insanlarda g r Imektedir. Bu bakteri zoonotik karakterli ve Id r ¢ d r. Pireler
taraf ndan nakledilen en nemli hastal kt r. ekt rlerinin zellikle kemirici, k pek, kedi
ve insan pireleri (elliden fazla soy) oldu u bildirilmi tir (26). Etken, eri kin pire
ba rsa nda geli mekte; n midelerinde o alan bakteriler tam veya yar m tka
olu turmaktad r.  zellikle Xenopsilla soyu pireler kan emebilmek i in nce kusarak
t kac atar ve b ylece kona enfekte etmektedir. Bu hastal k subtropikal b Igelerde,
s anlar ve insanlar arasnda bir yay | g stermektedir. Eski a larda geni bir
co rafyada b y k salgnlara yol a m tr. G n m zde insanlarda veba hastal  nadir
olarak g r Ise de Afrika, Asya, G ney Amerika ve Amerika Birle ik Devletlerinin bat
eyaletlerindeki yabani rodentlerde (Sylvatik VVeba) hala varl n s rd rmektedir (5, 20,
25).

Bartonella (Rochalimaea) henselae’nin sebep oldu u kedi trm  hastal , b tn
d nyada zoonik karakterli bir hastal k olup, zellikle immun yetmezlili i olan
insanlarda; proliferatif, deride neovask ler olu umlar ve i organlarda lezyonlarla
ortaya kmaktad r. Etken, kedi pirelerinin ba rsa nda bulunmakta, pire d ks ile
kedi ve insanlara bula maktad r. Ayn zamanda insanlar n kedi ile temas esnas nda
trmkla olu an iziklerden de bula abilmektedir. Etken kedilerde nemli bir hastal k
belirtisi g stermemektedir (5, 25, 27).

Rickettsialar: Ricketsia typhi (mooseri), kemirgenlerde ve insanlarda endemik tif se
yol a maktad r. R. pavlovskyi yabani kemirgenler ve insanlarda hemorajik nefritis'e, R.
coneri ise k pek ve insanlarda Marsilya hummas na neden olmaktadr. nceden

Ricketsialar grubunda yer alan Coxiella burnetii yabani ve evcil hayvanlardan insanlara
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ge erek Q hummas enfeksiyonuna sebep olmaktadr. Bu bakterinin esas vekt r
keneler olmas na ra men s an piresi taraf ndan da nakledilebilmektedir. Ricketsialar
pirelerin ba rsa nda o almaktad r. Etkenler, enfekte pire d ksnn, srk yerlerine
ve g da maddelerine bula mas veya enfekte ellerin a za, g ze s r Imesiyle insanlara
ge mektedir. Uygun artlarda etkenlerin pire d ksnda be vy la kadar canl kald
belirlenmi tir (5, 25).

Vir sler: Tav an mxyomatozis vir s , tav an piresi Spillopsyllus cuniculi taraf ndan
bula tr Imaktad r. Vir s Avrupa ve Avustralya’da tav anlarda yaygn bir ekilde

g r Imektedir. Bu etkene tav an bak c lar nda da rastlanm tr (5, 28).

Tularemia: Tularemi, Francisella tularensis enfeksiyonunun sebep oldu u kemirgen
ve lagomorflar n bakteriyel zoonoz bir hastal dr. | moran %5 in alt nda olmas na
ra men, insanlardaki vakalar ciddi olmaktadr. En nemli vekt rleri keneler ve
sineklerdir. Pirelerin vekt rl k potansiyelleri tularemi a sndan nemsiz olarak
nitelenmektedir (29, 30). Bununla birlikte, pirelerin baz durumlarda F. tularensis i
mekanik olarak ta d  bildirilmi tir (15).

Pirelerin Zoonotik nemi: Pireler (Siphanoptera) kan emen ve morfolojik olarak e siz
ektoparazitlerdir. B t n d nya da insanlarda d hil olmak zere bir ok s cakkanl
hayvandan kan emmmektedirler. nsan ve hayvanlardan kan emerek beslenen Puliciidae
ailesindeki bir ok pire t r ve Ceratophyllidae, Leptopsyllidae ya da Vermipsyllidae
ailesindeki di er nemli pireler ile Hystrichopsyllidae ve Rhopalopsyllidae ailesindeki
pireler medikal ve veteriner neme sahiptirler. nsan piresi (Pulex irritans), kedi piresi
(Ctenocephalides felis), k pek piresi (Ctecephalides canis), oriental rat piresi
(Xenopsylla cheopis) ve insan etine g m len pire (Tunga pentrans) hem insanlarda
hemde hayvanlarda zoonotik enfestasyonlara sebep olmaktad rlar. Pireler nemli
derecelerde rahats zl klara ve pire sr na ba | olarak e itli sekonder enfeksiyonlara
neden olabilmektedirler. Pire sr na ba | olarak konakta alerjik reaksiyonlar ve
dermatitis geli ebilmektedir. Bunlara ilaveten pire enfestasyonlar nda yo un irritasyon
ve myxomatosis, Q fever, tularemia, murin tifus, sylvatic epidemik tifus, veba, murin
trypanasomiasis, tav an trypanosomiasisi, canine filariasis, erit (Dipylidium caninum),
rodent eriti (Hymenolepis diminuta) ve ¢ ce erit (Hymenolepis nana) gibi e itli
hastal k etkenlerini nakletmektedirler (31).
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211 P RELER ZER NE YAPILMI MOLEK LER VE F LOGENET K
" ALI MALAR

Molek ler tekniklerin geli imi ile bir ok ektoparazitin soy, tr wve alttr
identifikasyonlar n n daha g venilir bir ekilde yapld g zlenmi tir (8, 32). Bu
ektoparazitlerden b t n d nyada ve T rkiye de memelileri ve ku lar enfekte eden
e itli pire t rlerinin spesifik te hislerii in e itli molek ler mark rlar (ITS1, ITS2, 16S
rRNA, 18S rRNA, 28S rDNA, Elongation Factor 1-alpha, cox1, cox2) kullanIm tr
(32-35). DNA barkodlama gibi molek ler identifikasyon teknikleri pire al malar nda
da yayg n olarak kullan Im tr (34, 35). Nitekim insan ve di er omurgal konaklar n
e itli pire t rlerinin genetik diversitesi, kriptik t rler, pop lasyon yap s ve filogenileri
zerine yap lan molek ler al malarda mt-COIl gen b Igesi yaygn bir ekilde
kullan Im wve t ri erisinde e itli cladelerin ve haplotiplerin varl  ortaya konmu tur
(8, 35-38).

Vobis ve ark., (32) Almanya, Macaristan, Amerika, Avustralya, Brezilya ve G ney
Afriaka dan toplad klar 7 farkl t re (X. cheopis, A. erinacei, C. canis, C. felis, T.
penetrans, P. irritans, N. fasciatus) ait toplam 31 pire t r aras ndaki filogenetik
yak nl  incelemek amac yla internal transcribed spacer 1 (ITS1), internal transcribed
spacer 2 (ITS2) ve mitochondrial 16S ribosomal RNA (mt16S-rDNA) gen b Igelerinin
sekanslar ndaki n kleotit farkl I klarn kar latrm lardr. Ara trclar (32) bu gen
b Igelerinin pire t rlerini ayrt etmede ba arl bir ekilde kullan labilece ini
bildirmi lerdir. Ayn zamanda ilgili gen b Igelerinde C. felis ve T. penetrans nayn t r
i erisindeki farkl izolatlar aras nda baz farkl | klar n oldu unu da tespit etmi lerdir.
Bunun yan nda C. felis izolatlar aras ndaki farkl |  belirlemek i in 4 farkl random
binding primer kullanm lar ve bu primerlerin de farkl C. felis izolatlar aras nda ayr m

yapabildi ini rapor etmi lerdir.

Slapeta ve ark., (36), Avustralya nn 5 farkl eyaletinde 2009-2010 y llar aras nda
veteriner klini ine getirilen 291 hayvandan (151 k pek, 69 kedi ve 71 kategorize
edilemeyen k pek veya kedi) 2530 pire rne i toplam lard r. Morfolojik analizler ile
en yayg n t r n kedi piresi C. felis felis (%98.8, 2500/2530) oldu unu bildirmi lerdir.
Ara trc lar (36), C. felis felis in mt-COI gen b Igesinin sekans analizleri sonucunda

Avustralya da bu t r ntek haplotipinin oldu unu rapor etmi lerdir.
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Lawrence ve ark., (35) ~ ek Cumhuriyeti ve Romanya da sahipli kedi ve k peklerden
toplam 163 pire (97 adet ~ ek Cumhuriyeti, 66 adet Romanya) toplayarak pirelerin
morfolojik ve molek ler analizlerini yapm lard r. Morfolojik analizler sonucunda
pirelerin 59 u (%60,82) C. felis felis, 30 u (%30,93) C. canis, 7 si (%7,22) C. gallinae
ve 11 (%1,03) N.fasciatus olarak identifiye etmi lerdir. dentifiye edilen C. felis felis
t r n n coxl geninin mt-DNA sekans sonucunda bu t r n cox1 haplotip 1 i erisinde
bulundu unu bildirmi lerdir. Ayn zamanda kedi ve k peklerde y ksek oranda g r len
C.canist r n n mt-DNA sekans sonucunda bu t r n kedi piresi C. felis orientise sister

clade oldu unu rapor etmi lerdir.

Zurita ve ark., (37) farkl co rafik b Igelerde ( spanya, ran ve G ney Afrika)
k peklerden (Canis lupus familiari) toplad klar C. felis ve C. canis t rlerinin ITSL,
ITS2, 18S rRNA ve coxl gen b Igelerinin sekanslar ile bu iki t r n taksonomik
durumlarn  ve populasyon i1 e itlili i ve spesifik sekans farkl | klar n
ara trm lard r.18S rRNA parsiyel gen b Igesinin C. canis ve C. felis t rlerini ay rt
etmede ve bu t rler i indeki filogenetik ili kiyi belirlemede yeterli olmad n, ancak
ITS1 ve ITS2 gen b Igelerinin Ctenocephalides soyunun belirlenmesinde spesifik
olarak kullan labilece ini bildirmi lerdir. Aratrclar (37) ayn zamanda C. felis in
coxl mtDNA sekans nda 3 ana haplotipin bulundu unu ve coxl sekans nda bir ok
endon kleaz n identifiye edildi ini ve bu endon kleazlarn, C. felisin farkl

haplotiplerinin ve C. felis ve C. canist r ayr m nda kullan labilece ini belirlemi lerdir.

Lawrence ve ark., (34) Avustralya, Fiji, Tayland ve Sey eller de kozmopolitan bir t r
olan kedi piresi C. felis in alt t r baz nda identifikasyonu konfirme etmek amac yla iki
mitokondrial mark r (cox1 ve cox2) kullanm lardr. Ara trclarn (34) coxl ve cox2
tabanl filogenetik al malar sonucunda C. felis i erisinde 5 farkl clade in oldu unu
ve C. felis felis olarak identifiye edilen altt r n iki clade (Clade | ve Clade 1V)
i erisinde k melendi ini bildirmi lerdir. Ayn zamanda ara tr c lar (34) her iki gen
b Igesinin Ctenocephalides t rlerinin pop lasyon yap s n ve filogenilerini a klamada
uygun genetik mark rlar olduklar n rapor etmi lerdir.



3. GERE™ VEY NTEM

3.1 Pire rneklerinin Toplanmas

“al ma materyalini olu turan pire rnekleri, 2015-2016 y llar aras nda Kayseri
y resinde e itli hayvan bar naklar (k pek ve kedi bar naklar ile koyun a llar) ile
e itli binalar n bodrum ve s nak alanlar ndan toplanm tr. Igili alanlarda tespit
edilen pireler, zerlerine alkoll pamuk bast r larak forsepsler yard m yla toplanm ve
I erisinde %70 etanol bulunan vida kapakl viallere konulmu tur. rneklere protokol
numaras verilerek kay tlar sa lanm tr. Toplanan pire rnekleri so uk zincir alt nda

laboratuvara intikal ettirilmi tir.

3.2. Laboratuvar ~ al malar
3.2.1Pire T rlerinin Morfolojik dentifikasyonu

Laboratuvara getirilen pire rnekleri stereo-mikroskop alt nda incelenmi ve ilgili te his
anahtarlar na g re t r identifikasyonlar ger ekle tirilmi tir (1, 39-43). Entegre digital
kamera sistemiyle (BX41 Olympus) pirelerin morfolojik zellikleri g r nt lenmi ve
veriler kay t alt na al nm tr. Kayt alt na al nan pire rnekleri molek ler analizlerde
kullan Imak zere %70 etil alkol i erisinde muhafaza edilmi lerdir.

3.2.2 Genomik DNA zolasyonu

%70 etil alkol i erisinde muhafaza edilen pire  rneklerinin  molek ler
karakterizasyonlar i in t r bazl olarak se ilen izolatlardan bireysel olarak genomik
DNA ekstraksiyonu yap Im tr.

Pirelerden genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes niversitesi Veteriner Fak ltesi
Parazitoloji Anabilim Dal Laboratuar 'nda bulunan ekstraksiyon nitesinde yap Im tr.
%70 lik etil alkol sol syonu i erisinde muhafaza edilen rneklerin her biri nce steril
DNA se RNA se free mikrosantrif j t plerine alnm ve zerlerine sv azot ilave
edilerek steril pestle ile toz haline getirilmi tir. Daha sonra t plerin zerine 20 |
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proteinase K ve 150 | Digestion Solution ilave edilerek hemen 1dk vortekslenmi ve

56 C de 1 gece su banyosunda tutulmu tur. T plerden DNA ekstraksiyonu genomik
DNA ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit) ile

reticinina klamalar nag rea a dakigibiyap Im tr.

a)

b)

d)

9)

h)

1 gece su banyosunda bekletilen t pler zerine 20 | RNase A eklenerek 30 sn

vortekslenmi tir.

Daha sonra 200 | Lysis sol syon eklenmi ve homojen bir kar m oluncaya

kadar yakla k 15 sn vortekslenmi tir.
T pler zerine 400 |50% etanol eklenmi ve yine vortekslenmi tir.

Vorteks i lemini takiben kar m pipet yard m yla al narak GeneJET Genomic
DNA Purification Column i erisine konulmu ve 6000 g de 1 dakika santrif j

edilmi tir.

Santrif j sonunda dibe ken s pernatantlar d k Im  ve miniprep columnlar
yeni 2 ml lik toplama t plerinin i erisine yerle tirilmi tir. Miniprep columnlar
i erisine ilk y kama sol syonu olan 500 | Wash Buffer | ilave edilerek 8000
g de 1 dk santrif jedilmi tir.

Miniprep columndan s z lerek ependorfun dibine ken sv uzakla trim ve
miniprep columnlar tekrar bu t plerin 1 erisine yerle tirilmi tir. Miniprep
kolonlar i erisine 500 | of Wash Buffer Il ilave edilerek maksimum g de 3 dk

santrif jedilmi tir.

Y kama i lemi sonucu dibe s z len sv ksm uzakla trlarak miniprep
columnlar bo ependorflar i erisine yerle tirilmi tir. Herhangi bir sol syon
eklenmeden bo t pler maksimum g de 1 dakika santrif j edilerek y kama

sol syonlar i erisindeki ethanol ntamamenu mas sa lanm tr.

Herbir rne e ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf t plerine
yerle tirilmi tir.  zerlerine, Elution Buffer dan 50 | ilave edilerek oda s s nda
2 dakika bekletilmi tir. Daha sonra 8000 g'de 1 dakika santrif j yap larak



31

genomik DNA elde edilmi tir. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar

derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmi tir.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlar ndan al nan rnekler Qubitfi Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihaz nda i lenerek DNA izolasyon etkinli i ve total

genomik DNA miktarlar (ng/ 1) belirlenmi tir.

3.2.3 Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit I Gen B Igesinin Amplifikasyonu
ve Elektroforezi

Pirelerden elde edilen genomik DNA ekstraktlar mithocondrial cytochrome oxidase
subunit I (mt-COI) gen b Igesinin parsiyel 709 bp fragmentini amplifiye eden
LCO1490 (5 -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 ) ve HCO2198 (5 -
TAAACTTCAGGGT GACCAAAAAATCA-3 ) (44) primerleri ile PCR analizlerine

tabii tutulmu tur.

Reaksiyon kar m 25 | final konsantrasyonda; 2,5 | 10XPCR buffer, 2 mM MgCl,
0.4 M her bir primer, 0.2 mM her bir dNTP, 2U Tag DNA polymerase ve 10-20ng

template DNA olacak ekilde haz rlanm tr.

Laminar kabin i erisinde steril artlarda haz rlanan PCR reaksiyon kar m 0,5 ml'lik
DNA'se ve RNA'se free ependorf t pleri i erisine konulmu tur. T pler thermalcycler

cihaz na (Thermo Hybaid) yerle tirilerek amplifikasyona tabi tutulmu tur.

Mt-COI gen b Igesinin amplifikasyonu i in gerekli PCR artlar a a da verilmi tir
(44).

1.96"C1dk 1 siklus
2.94"C 1dk

3.55"C1dk 35 siklus
4.727C15dk
5.72"C10dk 1 siklus

PCR analizlerinin ge erlili inin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmad n n test

edilmesi amac yla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmi referans
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rneklere ait genomik DNA lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmi deiyonize su
kullan Im tr. Mt-COI gen b Igesiy n nden PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen
amplikonlar n g r nt lenmesi amac yla yatay elektroforez tank (CLP) kullan Im tr.
Toplam hacim 1 It olacak ekilde; 980 ml deiyonize su zerine 20 ml 1XTAE (Tris-
acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen sol syon, hem jel haz rlanmas nda hem de
elektroforez  tank nn i erisinin  doldurulmas nda  kullanIm tr. r nlerin
g r nt lenmesinde %1,5'lik agaroz jel haz rlanm tr. Elde edilen PCR r nlerinin her
birinden 10 1alnp 90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmu tur. Sonu lar Gene
Snap from Syngene analiz program (UVP INC Uplant, CA) ile g r nt lenip analiz

edilmi tir.

3.2.4 Klonlanma ve Plazmid P rifikasyonu

Mt-COIl gen b Igesi y n nden PCR analizlerinde pozitif belirlenen ve uygun
konsantrasyonda olan izolatlardan se ilmi amplikonlar ilgili gen b Igesinin kay ps z
sekans n n elde edilebilmesi amac yla klonlanm ve plazmid p rifikasyonu yap Im tr.
Uygulanan klonlama basamaklar a a da verilmi tir.

Ligasyon basama : Mt-COI gen b Igelerinin PCR sonucu jel zerinde belirlenen
amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullan larak jel p rifiye
edilmi tir. Jel p rifiye rneklerin klonlanmas nda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullan Im tr. Klonlama reaksiyonu kullancnn nerileri
do rultusundaa a daki ekilde haz rlanm veyapIm tr:

2X Reaction Buffer 15Y 1
PCR product (10 ng/ Y 1) 15Y1
DNA Blunting enzyme 15Y 1
Toplam 18Y I

Haz rlanan kar m vortekslenip santrif j edildikten sonra 70 °C de su banyosunda 5 dk

ink be edilerek hemen buz st nealnm tr.

Kar m zerine daha sonra 1Y | pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ Y I) ve 1Y | T4

DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20Y | ye tamamlanm tr. Kar m 5 dk oda
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scakl nda Dbekletildikten sonra 5 Isi transformasyon i in kullanIm tr.
pJET1.2/blunt CloningVector haritas ekil 3.1 de verilmi tir.

I::‘
\ /
- Vector MAP
DNA sequence of MCS region
pJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
pe— T7 wanscription stan “—%’—
TA ATA OGA - CEECEE GEC
AT TAT
Pspn
pJET‘ .Zlblunt ] L l:
2974 bD AGA TCT TCC GGA TGG CIC GAG TTT TTC AGC AAG
< n 2 .
AT%A TCT TTC TAG MG ATC TCCTAC AAT
Bl
(23]
Ncod Sy @2
ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG AT
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

ekil 3.1 pJET1.2/blunt CloningVector Haritas

Transformasyon Basama :5 L lik ligasyon r n buz zerinde tutulan E. coli TOP
10 h crelerine eklendi ve buz zerinde 30 dk ink be edildi. Kar m, nce 42°C de 1 dk
daha sonra buz zerinde 2 dk bekletildikten sonra zerine 250 L SOC Medium
eklenmi tir. 37°C de alkalayc zerinde 1.5 saat ink be edilen transformasyon
kar m LB (Lurie-Bertani) kat besiyerine ekilerek bir gece ink be edilmi tir.

LB kat besiyerinde reyen kolonilerden steril pipet u lar ile al narak yeniden LB kat
besiyerine ekilmi ve 37°C de 1 gece daha ink basyonabrak Im tr.

Koloni Screening PCR: LB kat besiyerinde reyen kolonilerin rekombinant plasmidi
i erip 1 ermedi ini anlamak i in Koloni PCR yap Im tr. Koloni PCR i in 10 | ITaq
master mix i, 0,4 | pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir kar m
haz rlanm tr. Haz rlanan kar ma kat besiyerinde reyen kolonilerden steril pipet ucu
ile alnan rnekler bula trlarak toplam 20 L lik kar mlar hazrlanm tr.
Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 95 °C de 3 dk; 25 siklus, denaturation:
94 °C de 30 s, annealing: 60 °C de 30 s, extension: 72 °C de 1 dk; final extension: 72
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°C de 10 dk olacak ekilde programlanm tr. PCR sonucu elde edilen amplikonlar

%1.5 luk agaroz jeldey r t | pg r nt lenmi tir.

Plazmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNA s elde etmek i in LB kat
besiyerinden steril zeler ile al nan koloniler ampisilinli 5 ml lik LB s v besi yerlerine
ekimi yap larak 37°C de sallay ¢ zerinde bir gece ink be edilmi tir. reme g zlenen
s v besi yerlerinden al nan rnekler 2 mL lik ependorflar i erisine al narak 6000g de 15
dk santrif j edildi. Santrif j sonras stteki sv ksm d k | p pelet daha sonra

kullan Imak zere -20 °C de muhafaza edilmi tir.

Peletten plazmid izolasyonu i in Axygen plasmid p rifikasyon kit prosed r takip
edilmi tir. Axygen plazmid p rifikasyon ticari kitinin nerileri do rultusunda plazmid
ekstraksiyon i lemi u ekilde yap Im tr:

1- -20 °C de saklanan peletin oda scakl nda z nmesi sa land ktan sonra
zerine 250 | Buffer Sleklenmi ve vortekslenmi tir.

2 zerine 250 | Buffer S2 eklenmi ve el ile 6 kez hafif e alkalanm tr.

3- Daha sonra zerine 350 | Buffer S3 eklenmi ve yine el yard m ile hafif e 8

kez alkalanm tr
4- Kar mdahasonra 12,000 g de 10 dakika santrif jedilmi tir

5- Santrif j sonras supernatant al n p AxyPrep Plasmid Miniprep column i ine
konulup 12,000 g de 1 dk santrif jyap Im tr

6- Alttaki toplama t p ne s z len sv bo altlIm ve stteki Miniprep column

tekrar ayn toplamat p i erisine yerle tirilmi tir.

7- Y kama amac yla her bir Miniprep column zerine 500 | Buffer W1 ilave
edilerek 12.000 g de 1 dakika santrif j edilmi tir

8- Santrif gasyondan sonra alta s z len sv uzakla trIm ve Miniprep column

ayn toplamat p i erisine yerle tirilmi tir

9- T p zerine 700 | Buffer W2 eklenerek 12.000 g de 1 dakika santrif j

edilmi tir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmi tir.
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10-Toplamat p nes z len sv tekrar uzakla trIm tr. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir t p i erisine yerle tirilmi ve membrana
ba lanan Buffer W2 yi uzakla trmak i in 12.000 g de 1 dakika santrif j

edilmi tir.

11-Santrif j sonras Miniprep column temiz bir 1.5 mllik t p 1 erisine
yerle tirilmi ve plasmid DNA s elde etmek amac yla zerine 60 | Eluent
eklenmi ve oda s nda 1 dk beklendikten sonra 12.000 g de 1 dakika santrif |

edilmi tir.

12-Santrif j i lemi sonras 1,5 ml'lik steril t p i erisine s z len sv plasmid

DNA's , sekanslamaya g nderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmi tir.

Restriksiyon ve PCR Analizleri: zole edilen rekombinant plazmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve vekt r spesifik primerler ile PCR analizleri yap larak
klonlanan genin varl y n nden aratrIm tr. Enzim kesimi i in Aval ve Xbal
(Thermo Scientific) enzimleri kullan Im tr ( ekil 3.3). Elde edilen plazmid DNA s n

restriksiyon enzimleri ile kesmek i ina a daki oranlarda master mix haz rlanm tr:

Steril PCR grade Su 13 |
10X FastDigestfi buffer 2 1
DNA 4 |
FastDigestfi enzyme 11

Toplam 20 |
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PJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer N
T7 promoter — L Notl Kpn2l
5’ GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3’ CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ccCc TcT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
Ala Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gly Ser Pro
___Xhol
Papkl o a2 Xbal
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC AAA AAG TCG TTC TA T AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Glu Leu Lys Glu Ala Leu Arg Glu Leu Leu Asp 6Gly
Bigl
Eco1301

Neol BsulSl 42
TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG TTC TTC T 3’
AA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG A 5’

Phe Arg His Glu Glu

PJET1.2 reverss sequencing primer, 24-mer

g
T
]
g
N
B
3
£

ekil 3.2 Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimlerinin ba lanma noktalar

Kar m vortekslenmi ve 37 °Cde 5 dk su banyosunda ink be edildikten sonra
%1.5 lik agaroz jele y klenerek Kklonlanan genin varl y n nden incelenmi tir.
Plazmid DNA larn  amplifikasyonu amacyla pJET1.2 Forward (5 -
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3 , Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5 -
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3 , Thermo Scientific) primerleri kullan Im

ve PCR sonras amplikonlar % 1,5 luk agaroz jel zerindeg r nt lenmi tir.

3.2.5 Sekans ve Filogenetik Analizler
Mt-COI gen b lIgesinden elde edilmi olan plazmid DNA lar pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ile ifty nl olarak sekanslanm tr. " ifty nl DNA dizisi belirlenen
plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 8.1.4 (45)
yaz I m ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentlar yap larak, vekt r
DNA s ile k yaslanm , insert olmu hedef gen b Igesi belirlenmi ve izolatlara ait final
dizilimler elde edilmi tir. Elde edilen sekanslar n blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yap Id ktan sonra GenBank ta mevcut
homolog izolatlara ait ilgili gen b Igesi sekanslar yla Geneious 8.1.8 (45) yaz I m
zerinden  oklu hizalamalar yap larak interspesifik ve intraspesifik n kleotid
farkl I klar  belirlenmi tir. Filogenetik yap lanmalar n belirlenmesinde Bayesian
analizleri (BA) uygulanm tr. BA analizlerinde sekans evrimi i in en uygun modelin
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belirlenmesinde jModelTest 2 (46) kullanIm ve end k Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
de erine sahip General Time Reversible + Gamma distributed (GTR+G) modeli
filogenetik a ac n olu turulmas nda kullan Im tr. Bayesian analizleri Geneious 8.1.8
(45) yaz I m  zerinden MrBayes plugin (47) kullan larak ger ekle tirilmi , Markov
Chain Monte Carlo taramalar 1.100,000 jenerasyon i in 4 zincirle vea a  rneklemesi
her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 a a burn in olarak karIm tr).
Karakterizasyonu sa lanant m izolatlar n GenBank kay tlar sa lanm tr.



4. BULGULAR

41 MORFOLOJ K DENT F KASYON SONU" LARI

Ara t rmada hayvan bar naklar ile binalar n bodrum ve s nak alanlar ndan toplam 100
adet pire rne itoplanm tr. Pire t rlerine ait rneklerin morfolojik zelliklerine g re
identifikasyonlar ilgili te his anahtarlar na g re incelenmi ve g r nt lenmeleri
sa lanm tr. Morfolojik identifikasyonlarla saptanan pire rneklerinin 45 i C. canis,
20 si C. felix ve 351 ise P. irritans olarak te his edilmi tir. dentifiye edilen pire
rneklerinin  nemli baz morfolojik zellikleria a da g sterilmi tir ( ekil 4.1-4.6).

Ctenocephalides canis

1- Genal ve pronotal taraklar g zlenmi tir ( ekil 4.1A)

2- Genal taraklar yatay ekildedir ve spinler sivridir ( ekil 4.1B)

3- Spin | in uzunlu u Spin 11 den belirgin bir ekilde k sad r ( ekil 4.1C)
4- Hind tibiada spin  kan 8 adet entik bulunmaktad r ( ekil 4.1 D)

5- Ba her iki cinsiyette de anterior olarak konvekstir ( ekil 4.2)



Genal
tarak Genal
taraklar ¥

yatay sekil
ve sivridir

. '\ ’
A

%

[ 500 pm

ekil 4.1 C. canis baz morfolojik zellikleri

39
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A T

ekil 4.2 C. canis A:Di i B: Erkek

Ctenocephalides felis

1- Genal ve pronotal taraklar g zlenmi tir ( ekil 4.3A)

2- Genal taraklar dikey ekildedir ve spinler k tt r ( ekil 4.3B)

3- Spin | ve Spin Il nin uzunlu u yakla k olarak ayn dr ( ekil 4.3C)
4- Hind tibiada spin  kan 6 adet entik bulunmaktad r ( ekil 4.3D)

5- Ba anterior olarak konveks de ildir ( ekil 4.4)



Pronotal taraklar

Spin 11
Spin |

ekil 4.4 C. felis Erkek

Genal taraklar

.\ Gjikey sekilde

ve spinler
_kattar
B

D

41
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Pulex irritans

1
2
3
4

Genal ve Pronotal taraklar yoktur ( ekil 4.5A)

Fron (al n) yumu ak olarak yuvarlakt r ( ekil 4.5B ve ekil 4.6)
G zkl g z nalt nda bulunmaktad r ( ekil 4.5C)
Mesopleura ikiye b 1 nmemi tir ( ekil 4.5D)

Mesopleura ikiye
bélinmemistir

Go6z kili goziin
altinda

c

ekil 4.5 P. irritans baz morfolojik zellikleri
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500 pm

ekil 4.6 P. irritans A: Erkek B: Di i
Ayn zamanda Pulex irritans pire rne inin taramal elektron mikroskopu [Scanning

Electron Microskope (SEM)] g r nt s  ekil 4.7 de verilmi tir.

ekil 4.7 P. irritans ntaramal elektron mikroskobik g r nt s (Orijinal)

Enfeste hayvan bar naklar ile binalar n bodrum ve s nak alanlar ndan toplam 100 adet

pire rne i toplanm olup pire t rlerinin toplanma yerlerine g re da | mlar Tablo
4.1 de verilmi tir. Tablo 4.1de g r Id zere en yaygn t r C. canis olmu bunu

sras yla P. irritans ve C. felist rleri izlemi tir.
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Tablo 4.1 rneklenen pire t rleri, cinsiyetleri ve toplanma yerlerine g re da | mlar
rnek

toplama C. canis C. felis P. irritans Toplam
alan Dii |Erkek| Dii | Erkek| Dii | Erkek | Dii Erkek
Koyun
a ilar 6 3 2 3 3 7 11 13
K pek
armar | 7 | 8 | 8 | 2 | 9 | 5 | 24| 15
Kedi
bar naklar 10 8 1 3 7 2 18 13
Bina
bodrum ve
. 1 2 - 1 1 1 2 4
alanlar
Toplam 24 21 11 9 20 15 55 45

4.2 MOLEK LER ANAL ZSONU LARI
4.2.1 Mt-COI Gen B Igesinin Amplifikasyonu

Enfeste bar naklar ile binalar n bodrum ve s nak alanlar ndan belirlenen pire

rneklerinden filogenetik analizler amac yla se ilen C. canis, C. felis ve P. irritans
t rleri i in onar adet izolat n mt-COI gen b Igesini amplifiye eden spesifik primerlerle
amplifikasyonlar sonucu agaroz jel zerinde hedef b y kl kte (709 bp) amplikonlar
g sterdi i belirlenmi tir. Baz rneklere ait mt-COI gen b Igesi amplikonlar n n agaroz

jel zerindeg r n mleri ekil 4.8 de verilmi tir.
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709 bp

ekil 4.8 Pire t rlerinin parsiyel mt-COI gen b Igesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu elde
edilen pozitif amplikonlar n jel elektroforezde g r n m M: Marker (100bp); 1-2: C.canis; 3:
C. felis,4: P. irritans

4.2.2 Mt-COI Gen B lgesinin Klonlanmas

Enfeste bar naklar ile binalar n bodrum ve s nak alanlar ndan toplanan pire t rlerine
ait izolatlar n mt-COIl gen b Igelerinin molek ler karakterizasyonu i in C. canis
belirlenen 5, C. felis belirlenen 2 ve P. irritans belirlenen 4 izolat sekanslar n kay ps z
elde edilebilmesi i in klonlanm tr. Bu ama la ilgili izolatlar n PCR analizleri sonucu
jel zerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

kullan larak jel p rifiye edilmi tir.

Elde edilen jel p rifiye rnekler CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullan larak pJET1.2/blunt klonlama vekt r ne insert edilmi tir. Daha sonra ligasyon
r n E. coli TOP 10 kompetan h crelere transforme edilmi tir. Bir gece ink basyon

sonras ampicylin LB besi yerinde olu an koloniler ekil 4.9 da g sterilmi tir.
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ekil 4.9 Transformasyon sonucu besi yerinde olu an koloniler

Kat besi yerinde reyen kolonilerden se ilen tek koloniler, transformasyon etkinli ini
art rmak amac yla steril pipet u lar ile alnp ayr ayr tekrar LB kat besi yerine
ekilmi tir ( ekil 4.10).

ekil 4.10 Transformasyon basama nda 2. ink basyon basama sonucu olu an koloniler
B | mlenmi kolonilerden se ilen tek koloniler vekt r spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutulmu tur ( ekil 4.11). Koloni PCR sonu lar n takiben ilgili gen
b lgeleri y n nden pozitif saptanan tek bir koloni se ilerek s v besi yerine aktar Im
bir gece 37 C de inkubasyondan sonra reyen transforme h creler santrif j ile

kt r Im t r. Daha sonra transforme h crelerden plazmid p rifikasyonu yap Im tr.
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- 709 bp hedef gen bolgesi
he L LA L L L] T e +

120 bp (vektor DNAs1)
@

ekil 4.11 Transforme h crelerde mt-COI gen b Igesinin koloni PCR sonucu amplikonlar n jel
agarozdag r n m . M: Marker (100bp); 1-13 zolatlara ait insert mt-COIl gen b Igesi

4.2.3 Mt-COI Gen B Igesinin Sekans ve Filogenetik Analizleri

Morfolojik analizlerle t r te hisleri belirlenen pirelerin mt-COI gen b Igesinden elde
edilen toplam 11 plazmid DNA (C. canis: ERU-Ccan-4,5,7,9,13; C. felis: ERU-Cfel 1,2
ve P. irritans: ERU-Pirr 1, 13,20,25 ) izolatlar n n vekt r spesifik pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ile ift y nl olarak sekans analizleri sonucu Blastn algoritmas
kullan larak t r ve/veya alt t r baz nda konfirmasyonlar sa lanm olup ilgili izolatlar
KY865409-19 aksesyon numaralar ile GenBank veri taban na kaydedilmi tir. Mt-COI
gen b Igesi y n nden sekans analizlerine d hil edilen izolatlar n GenBank aksesyon

numaralar ve izolatlara ait bilgiler Tablo 4.2'de verilmi tir.

Tablo 4.2 Klonlama ve plazmid p rifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlar n n aksesyon
numaralar ve izolatlara ait bilgiler

zolat Tr GenBank Aksesyon Numaras
ERU-Ccan-4 C. canis KY865409
ERU-Ccan-5 C. canis KY865410
ERU-Ccan-7 C. canis KY865411
ERU-Ccan-9 C. canis KY865412
ERU-Ccan-13 | C. canis KY865413




ERU-Cfel- 1 C. felis KY865414
ERU-Cfel- 2 C. felis KY865415
ERU-Pirr -1 P. irritans KY865416
ERU-Pirr -13 | P. irritans KY865417
ERU-Pirr- 20 | P. irritans KY865418
ERU-Pirr- 25 | P. irritans KY865419
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“al mada ara trma y resinde e itli alanlarda C. canis, C. felis ve P. irritans olarak

belirlenen pire t rlerine ait mt-COI gen b Igesinin 616-673 bp k sm n i eren toplam 11

sekans ba ar yla elde edilmi tir. Mt-COIl gen b Igesiy n nden n kleotid dizileri ortaya

konan pire izolatlar n n n kleotid kompozisyonlar Tablo 4.3'de verilmi tir. Filogenetik

analizlere d hil edilen pire izolatlar n n pairwise alignmentlar sonucut r/alt t rler aras

vet ri iidentiklik oranlar ise Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 de verilmi tir.

Tablo 4.3 Mt-COI sekanslar sa lanan pire izolatlar n n n kleotid kompozisyonlar

N kleotid kompozisyonu (%)
zolat T C A c | T+Aa | cic Toplam Baz

Say s
ERU-Ccan-4 39,1 | 155|309 (14,6 | 69,9 | 30,1 658,0
ERU-Ccan-5 394 |155(305|14,7 | 69,8 | 30,2 673,0
ERU-Ccan-7 39,5 | 154 (304|148 | 69,9 | 30,1 671,0
ERU-Ccan-9 39,1 |157[30,0 152 | 69,1 | 309 663,0
ERU-Ccan-13 385 | 16,4 (30,7 | 14,4 | 69,2 | 308 616,0
ERU-Cfel- 1 382 | 165|306 | 14,7 | 689 | 31,1 620,0
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ERU-Cfel- 2 38,0 |16,3|309 14,8 68,9 31,1 627,0
ERU-Pirr- 1 40,9 | 154279158 | 68,8 31,2 638,0
ERU-Pirr- 13 41,2 | 152 28,1| 155 | 69,4 30,6 633,0
ERU-Pirr- 20 40,7 | 153 27,7 | 16,3 | 68,4 31,6 621,0
ERU-Pirr- 25 416 | 149|278 | 15,7 | 69,4 30,6 644,0

Tablo 4.4 Mt-COl gen b Igesine g re incelenen izolatlar n t rler aras ikili hizalama farkl | klar

T r/Altt r 1 2 3 4 5 6 7 8
1 | C.canis 0,011 | 0,016 | 0,015 | 0,015 | 0,016 | 0,016 | 0,020
2 | C.orientis 0,058 0,016 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,021
3 | C.felis felis Clade | 0,097 | 0,099 0,004 | 0,004 | 0,007 | 0,007 | 0,023
4 | C.felis felis Clade IV 0,089 | 0,090 | 0,008 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0,022
5 | C. felis felis Clade V 0,089 | 0,089 | 0,011 | 0,007 0,007 | 0,007 | 0,021
6 C. felis strongylus Clade 11 0,100 | 0,098 | 0,024 | 0,014 | 0,021 0,007 | 0,022
7 | C. felis felis Clade IlI 0,100 | 0,093 | 0,029 | 0,021 | 0,026 | 0,026 0,021
8 | P.irritans 0,157 | 0,158 | 0,169 | 0,159 | 0,155 | 0,167 | 0,160

Tablo 4. 4de g r lece i zere, al mada saptanan izolatlar n soy baz nda genetik
analizlerinde C. canis izolatlar nn %5,8-1,1, %8,9-1,5, %9,7-1,6, %10,0-1,6 ve
15,7-2,0 genetik farkl | klarla s ras yla, C. orientis, C. felis Clade 1V, V, C. felis Clade
I, C.felis Clade I1,111 ve P. irritans t rlerine genetik olarak yak n oldu u belirlenmi tir.
C. felis felis Clade I i inde bulunan izolatlar n 0,8-0,4, %1,1-0,4, %2,4-0,7, %2,9-0,7,
%9,7-1,6, % 9,9-1,6 ve %16,9—2,3 genetik farkl | kla s ras yla C felis Clade IV, C. felis
Clade V, C.felis strongylus Clade Il, C.felis felis Clade Ill, C. canis, C. orientis ve
P.irritans t rlerine genetik olarak daha yak n oldu u tespit edilmi tir. Pulex irritans
izolatlar n n ise en yak n identikli i %15,5-2,1 genetik farkl | kla C. felis felis Clade V
izolatlar ile g sterirken, en uzak identikli i ise 16,0-2,1 oran ile C. felis felis Clade I11

izolatlar ile g stermi tir.

D nyadan GenBank a kayd yap lan ve Kayseri y resinden elde etti imiz C. felis
izolatlar nn t r bazl olarak %1,3, C. canis izolatlar n n %0,1, C. orientis izolatlar n n

%0,5 ve P. irritans izolatlar n n ise %2,6 identik olduklar saptanm tr (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Mt-COl gen b Igesine g re incelenen izolatlar nt ri i ikili hizalama farkl | klar

Tr
1 C. canis 0,001
2 C. felis 0,013
3 P.irritans 0,026
4 C.orientis 0,005

Ara trma y resinde mt-COl gen b Igesi sekans analizleri ile karakterizasyonlar
yap lan pire izolatlar ile D nya dan GenBank a kay tl baz pire izolatlar n n, parsiyel
mt-COl gen b Igelerinin oklu hizalamalar ve n kleotid k yaslamalar ekil 4.12 de

g sterilmi tir.
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