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KAYSERi YORESINDEKi HAYVAN BARINAKLARINDAN TOPLANMIS
PiRELERIN MORFOLOJiK VE
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OZET

Bu calisma, Kayseri yoresinde pire enfestasyonuna ugramis hayvan barinaklari ile
binalarm bodrum ve sigmak alanlarindan toplanan pirelerin  morfolojik
identifikasyonunu  takiben  molekiiler  karakterizasyonlarin1  yaparak DNA
barkodlamalarin1 saglamak ve filogenetik yapilanmalarimi ortaya koymak amaciyla
yapilmistir. Bu amagla, 2015-2016 yillar1 arasinda Kayseri yoresinde pire
enfestasyonuna maruz kalmis hayvan barinaklar1 ile binalarin  bodrum ve
siginaklarindan toplam 100 adet pire Ornegi toplanmistir. Morfolojik teshisler
sonucunda, toplanan pirelerin 45’1 Ctenocephalides canis, 20°si Ctenocephalides felis
ve 35’1 Pulex irritans olarak identifiye edilmistir. Orneklenen tiirlerden genomik DNA
izolasyonu gerceklestirilmis ve sonrasinda genomik DNA izolatlarinin mitochondrial
cytochrome oxidase subunit I (mt-COI) gen bolgesini amplifiye eden primer ¢iftleriyle
PCR analizleri yapilmistir. C. canis i¢in 5, C. felis i¢in 2 ve P. irritans i¢in 4 olmak
izere toplam 11 izolata ait amplikonlar sekans ve filogenetik analizler i¢in klonlanmig
ve plazmid piirifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen plazmidler vektor spesifik
primerlerle sekans analizine tabii tutulmus ve hedef gen bolgesi dizilimleri elde
edilmistir. Niikleotit dizileri saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari
belirlendikten sonra GenBank’a kaydedilmis (KY865409-19) ve Diinya’daki diger pire
izolatlar1 ile c¢oklu ve ikili hizalamalar1 yapilarak filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. Mt-COI sekans analizlerine gore C. canis izolatlar1 arasinda % 0,1,
C. felis izolatlar1 arasinda % 1,3 ve P. irritans izolatlar1 arasinda ise % 2,6 genetik
farklilik oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk kez pirelerin
morfolojik ve molekiiler teshisleri birarada kullanilarak molekiiler karakterizasyonlari

yapilmig ve filogenileri ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Pire, Morfolojik Teshis, Kayseri, Molekiiler karakterizasyon
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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. GIRIS VE AMAC

Pireler, sicrayarak hareket eden ve larval donemlerinde Ozgiir yasayip eriskin
formlarinda gerek konaklarindan zorunlu fakat gecici olarak kan emerek gerekse bir¢ok
hastalik etkeninin vektorii olarak, insan ve hayvan saghigmi tehdit eden ©nemli
ektoparazitlerdendir. Diinyada %96’s1 memelilerde %4’ti ise kuslarda olmak iizere
yaklasik 2575 farkli pire tiirii identifiye edilmistir (1). Bu tiirlerden Ctenocephalides,
Pulex ve Xenopyslla cinslerine ait bazi tiirler c¢esitli hastalik etkenlerinin vektorleri

olmalaridan dolay1 insanlar ve hayvanlar icin onem tasimaktadir.

Kutuplar dahil diinyanin bir¢cok yerinde bulunabilen pireler, vektor-borne hastaliklarin
naklinde biiyiik onem arzetmektedirler. Bununla birlikte insan ve hayvanlarda irritasyon

ve huzursuzlugun, anemi ve pire alerjisininde bir kaynagi oldugu bildirilmektedir (2).

Tiirkiye’de pireler lizerine yapilmis calismalar oldukca sinirli olup mevcut ¢aligmalar da
yalnizca morfolojik teshise dayalidir (3). Son yillarda ektoparazitlerin
klasifikasyonunda yaygin olarak kullanilan molekiiler tabanli tekniklerin kullanimi
artmistir. Giiniimiize kadar Tiirkiye’de pirelerin molekiiler karakterizasyonlar: iizerine
yapilmig molekiiler bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu tez projesinde, Kayseri yoresinde
pire enfestasyonuna maruz kalmis hayvan barmaklar1 ile binalarin bodrum ve
siginaklarindan toplanmig ergin pire Orneklerinin morfolojik teshislerini takiben,
genomik DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin mitokondrial
cytochrome c oxidase subunit I gen bolgesi amplifiye edildikten sonra sekans analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen niikleotid dizilerinin ilgili gen bdlgesi yoniinden
filogenetik analizleri incelenerek Diinyadaki mevcut genotiplerle iligkileri ortaya
konmustur. Molekiiler karakterleri belirlenen ve klasifiye edilen pire tiirlerine ait

izolatlar Tiirkiye’nin biyolojik varliklar1 olarak Genbank’a kayitlar1 gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Pireler konaklarmin biitiin viicut bolgelerinden 3-4 giinde bir 2-15 dakika siireyle kan
emebilmektedirler. Direkt kapiller damarlardan kan emdiklerinden dolay1, dncelikle bu
damarlara zarar vermekte, kan emmeleri esnasinda cesitli alerjenler salgilayarak
kasintiya neden olmaktadirlar. Siddetli kasintiyr takiben deri lezyonlar1 ve sekonder
enfeksiyonlar gelisebilmektedir. Bircok hayvan, tekrarlanan pire enfestasyonlarmdan
sonra kismi bagisiklik kazansa da, baz1 hayvanlarda ve 6zellikle insanlarda duyarlilik
devam etmekte ve alerji gelisebilmektedir. Pireler ayn1 zamanda tibbi ve veteriner
Oonemi olan hastalik etkenlerini de nakletmektedirler. Pireler cok fazla konak seciciligi
gostermemektedirler. Ornegin Ctenocephalides felis’e 50 farkli konak iizerinde
rastlanilmaktadir. Bu 6zellikleri ile vektorliikleri ¢cok gelismis olup, ¢ok cesitli viriis ve
bakterinin naklinde rol almaktadirlar. Yogun sekilde pire ile enfeste olan hayvanlarda

Olim goriilebilmektedir (4-7).

2.1 PIRELERIN TAKSONOMISI

Siphanoptera (pireler) holometabol insekt takimlarindan biridir. Bu takim icerisinde 16
familya icinde 246 cinse ait yaklasik 2575 tiir bulunmaktadir (5, 8). Giincel olarak
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy veri tabanma gore

pirelerin sistematikteki yeri Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1 Pirelerin sistematikteki yeri

Simiflandirma

Alem: Animalia Linnaeus, 1758

Sube: Arthropoda von Siebold, 1848

Alt Sube: Hexapoda Latreille, 1825

Sinif: Insecta Linnaeus, 1758

Alt Sif: Pterygota

Order: Siphoneptera Latreille, 1825

Ust Aile: Hystrichopsylloidea

Ceratophylloidea

Malacopsylloidea

Vermipsylloidea

Pulicoidea

Siphoneptera dizisine ait aileler, dagilimlari, yaygin konaklari, icerdikleri soy ve tiir
sayilar1 Tablo 2.2 de verilmistir (5)

Tablo 2.2. Siphoneptera dizisindeki aileler

Aile Dagilim  (bolge) Soy Tiir Yaygin konaklari
Ancistropsyllidae Dogu 1 3 Toynaklilar
Kozmopolittir .
. fakat agirlikli Oncelikle kemirgenler, bazen
Ceratophiiiiiiac olarak holarktik 44 403 viverridae, mustelidae, kuslar
bolgelerde
. . . Kemirgenler, bocek yiyen
Chimaeropsyllidae Etiyopya 8 26 canlilar, fil sivri fareleri
. Palearktik .
Coptopsyllidae bolgelerde 1 19 Kemirgenler
Oncelikle holarktik . .
bolgelerde, bazilar Kemirgenler, occasionally,
Ctenophthalmidae Giin’e 42 548 pikas, insektivorlar, keseliler,
&y mustelidae
yarimkiirede
Nearktik, Palearktik
. . ve Neotropik . . .
Hystrichopsyllidae bolgelerde, 6 36 Kemirgenler, insektivorlar
Avustralya
Ischnopsyllidae Kozmopolit 20 122 Yarasalar
Palearktik ve
Nearktik Kemirgenler, tavsanimsilar,
Leptopsyllidae bolgelerde, 29 230
Doguda, insektivorlar, tilkiler

Avustralya veya
Etiyopya'da birkag




tiir
. Neotropik .
Malacopsyllidae bolgelerde 2 2 Armadillo
Pulicidae (incilides . Karnivorlar,toynaklilar,yarasalar,
tungid flea) Kozmopolit 27 182 armadillolar ve bazen kuslar
Ezzl/i)ll;) t}fall’l 20‘%;’ Kemirgenler, keseliler,
Pygiopsyllidae ye 37 166 insektivorlar, bazende kuslar ve
Neotropik sivri sincapgikgiller
bolgelerde peike
Neotropik, Giiney
Nearktik ~- . .
Rhopalopsyllidae bolgelerde ve 10 122 Ongelc kemlfgenler, bazilan
okyanus deniz kuslarinda
Okyanus
bolgesinde
Oncelikle
.9 Neotropik . .
Stephanocircidae bolgelerde ve 9 51 Kemirgenler, ¢ok azi marsupials
Avustralya'da
{ . Holarktik .
Vermipsyllidae bolgelerde 3 39 Karnivorlar ve toynaklilar
Xiphiopsyllidae Etiyopya'da 1 8 Kemirgenler

2.2 PIRELERIN MORFOLOJIiSi

Pireler kirmizimsi kahverengiden siyaha varan renkte, bazilar ise sarimsi goriiniimde,
yaklagik 2-10 mm uzunlugunda, kanatlar1 olmayan ve sigcrayarak hareket eden, erigkin
formlar1 zorunlu kanla beslenen gecici parazitler olup, konagimn derisini agiz organelleri
ile delerek kapillar kan ile beslenmektedir. Ergin disi bir pire giinde ortalama 14
mikrolitre kan tiiketebilmektedir. Pirelerin bircok morfolojik karakteri diger
arthropodlara benzememektedir. Viicut yandan basik, erkekler disilerden daha kisa, bas,
gogiis ve karin belirgin olarak ayrilmis, bas sinirli olarak hareket edebilmektedir (Sekil
2.1). Agiz delici, emici 6zelliktedir. Basin her iki yaninda kiigiik anten iceren oluklar
bulunmaktadir. Anten erkeklerde erektil 6zellikte olup, ciftlesme esnasinda erkege
destek saglamaktadir. Bilesik olmayan gozler bazi tiirlerde antenin Oniine yerlesmis

olarak bulunmaktadir. Baz: tiirlerde genal (oral) ve pronotal ctenidium denen tarak




benzeri yapilar goriilmektedir. Karnin son segmenti duyu killar1 ile kaplanmis olup,
pygidium denen duyu organini olusturmaktadirlar. Disi pirelerde spermateka, erkeklerde
ise bir ¢ift clasper ve penis bulunmaktadir. Kanatlar1 bulunmamakta, ayaklar1 sicramaya
elverisli yapida olup, viicut uzunluklarmin 150 kati mesafeye (70 cm-1 metre)
sicrayabildikleri bildirilmektedir. Pire yumurtalar1 inci beyazi renginde ve yaklasik 0.5
mm uzunlugunda oval sekillidir (6, 7, 9, 10,11)

Head Thorax Abdomen
A A A
Prontal Tergite
c/omb /
Antenna JEE Aqtepyglidial
Eye bristles
OCCU|ar bristle g e Pyg|dium
Genal comb
Maxillary palpus
Labial palpus
Meslopleuron Speniriothieca

Coxa
Trochanter

Sternite

Femur
Tibia
Tarsus

Planar bristles

Sekil 2.1 Pirelerin morfolojisi (12)

2.3 PIRELERIN BiYOLOJiSI

Pireler tam bagkalasimli gelisme (holometabol) gostermektedirler. Yasamlarinda
yumurta, larva, pupa ve eriskin donemleri bulunmaktadwr  (Sekil 2.2). Yasam
evresindeki tek parazitik safha eriskin donemi olup, yumurta, larva ve pupa dogada

bulunmaktadir (5).



o A- infektifevre

Yumurta A= Tanievresi

Sekil 2.2 Pirelerin biyolojik dongiisii (https://www.pesticideresearch.com/site/?page id=2933)

Yumurta: . Eriskin disiler genellikle konak iizerindeyken bir defada 15-20 olmak {iizere
yasamlar1 boyunca yaklasik 500 adet yumurta iiretmektedirler. Yumurtalar yapiskan
olmadiklar1 icin konak viicudundan topraga, konagin yuvasi igine, tozlu yerlere ve
kovuklara diismekte, bazen de konak hayvanin tiiyleri arasina 5-8 tanesi bir arada
paketler halinde birakilmaktadir. Yumurtalar oval, inci beyazi renginde ve erigkin
pirelere kiyasla genis yapida (0.3-0,5 mm) goriilmektedir (Sekil 2.3). Is1 ve nemin
uygun oldugu kosullarda 2-16 giin icerisinde yumurtadan larvalar ¢ikmaktadir (5).

Sekil 2.3 Pire yumurtasi (http://cutecats.candra.info/flea-eggs-on-cats.htm)
Larva: Larva beyaz renkte, bacaksiz, gdzsiiz ve 0,5 mm boyundadir (Sekil 2.4). Bas ve
13 halkadan olugsmus viicudun tamami kalm tiiylerle kaplidir. Larvalarin agizlari

cigneyici Ozellikte olup proteinden zengin organik dokiintiilerle (erigkin pire



diskisindaki sindirilmis kan, konak deri pargalar1 ve konak diskisi) beslenmektedirler.
Larvalar 1siktan kagma ve topraga saklanma ozelligindedirler. Bu nedenle ortamdaki
karanlik ve nemli yerlere gizlenirler. Larvalar, hal1 ve mobilyalarm en alt kisimlarinda,
yerdeki yarik ve catlaklarda, hayvan barmaklarinin en kuytu yerlerinde bulunurlar.
Larvalar solunum deliklerini kapatamadiklarindan dolay1 ortamda nem azalmasina kars1
duyarli olmaktadirlar. Larva genellikle iki gomlek degistirip ii¢ larva donemi gecirir ve
8-150 giinde gelisimini tamamlamaktadir. Daha sonra larva tiikiiriik salgilarindan
olusan ipek kozasma biriinerek yaklasik 4x2 mm boyutlarindaki pupa seklini
almaktadir (5,7).

Ay

Sekil 2.4 Pire larvasi (http://fleabitesblog.com/flea-larvae/)
Pupa: Ovalimsi beyaz olan pupa kokonu yapiskandir, etrafi toz, toprak ve ¢op gibi
maddelerle kaplhidir (Sekil 2.5). Pupa donemi kokon icinde ge¢mekte, hareketsiz ve
beslenmenin s6z konusu olmadigi bu donem uygun kosullarda 1-2 hafta icinde
tamamlanmakta ve erigkin pireler olusmaktadir. ideal cevre kosullarda bircok tiiriin
yasam evresi 20 ila 75 giinde tamamlanmaktadir. Fakat diisiik sicaklik larval donemi

200 giine, pupa evresini ise bir yila kadar uzatabilmektedir (5).



Sekil 2.5 Pire pupasi (http://fayyyadh95.blogspot.com.tr/2015/04/fleas.html)
Ergin: Erginler 2-10 mm biiyiikliigiinde, viicutlar1 iki yandan basik ve kahverengi-siyah
renkte canlilardir. Viicut ortiisii 1yi kitinize olmus ve killarla kaplidir. Viicut bas, toraks
ve abdomen olmak iizere 3 boliimden olusmustur. Bacaklar erigkin pirelerde 3 cifttir ve
iyi gelismistir (Sekil 2.6). Uciincii cift bacak digerlerinden belirgin bir sekilde uzun olup
sicrayarak konaga tutunmayi saglamaktadir. Eriskin disiler konak iizerindeyken bir
defada 15-20 olmak iizere yasamlar1 boyunca yaklasik 500 adet yumurta
tiretmektedirler. Yumurtalar yapiskan olmadiklar1 icin konak viicudundan topraga,
konagin yuvasi icine, tozlu yerlere ve kovuklara diismekte, bazen de konak hayvanin

tiiyleri arasina 5-8 tanesi bir arada paketler halinde birakilmaktadir

Ergin pirelerin kanatlar1 bulunmamakta, sigcramaya elverisli yapida olup, viicut
uzunluklarinin 150 kat1 mesafeye (70 cm-1 metre) sigrayabildikleri bildirilmektedir.
Erkekler disilerden daha kisa bas, gogiis ve karin belirgin olarak ayrilmistir. Basin her
iki yaninda kiiciik anten iceren oluklar bulunmakta, anten erkeklerde erektil 6zellikte
olup, ciftlesme esnasinda erkege destek saglamaktadir. Bilesik olmayan gozler bazi
tiirlerde antenin Oniine yerlesmis olarak bulunmaktadir. Bazi tiirlerde genal (oral) ve
pronotal ctenidium denen tarak benzeri yapilar goriilmektedir. Karnin son segmenti
duyu killar1 ile kaplanmis olup, pygidium denen duyu organini olusturmaktadirlar. Disi
pirelerde spermateka, erkeklerde ise bir c¢ift clasper ve penis bulunmaktadir (5, 7, 9,

10,11, 10).



Sekil 2.6 Ergin Ctenocephalis felis piresi. A:Erkek, B: Disi (5)

2.4 EPIDEMIiYOLOJi

Pirelerin epidemiyolojisini etkileyen 3 6nemli faktor bulunmaktadir:

Hava veya ortam sicakhigi: Pirelerin epidemiyolojisinde ¢ok onemli olup sogukta

gelisme yavaslamakta, sicakta ise hizlanmaktadir. Dolayisiyla sicak iklimli cografik
bolgelerde, her mevsim gelisme goriiliirken; 1liman iklim boélgelerinde yaz ve bahar
aylarinda gelisme hizli, kisin yavas olmaktadir. Pire populasyonu kurak gecen yaz
aylarinda azalirken, yagish yazlarda artmaktadir. Buna ragmen mikroklimatik ortamlar
da Onemli olmakta Ornegin disarida kar yagarken kapali yerlerdeki (barinaklar, ev
ortami vs.) sicaklik pirelerin gelismesi icin uygun olabilmekte, bdyle ortamlarda

gelismede bir gecikme olmamaktadir (5,13).

Nem ve giin 15181: Konaklarm barmdigi magara, komiirliik veya depo gibi yerlerin

golgelik ve nemli olmast pirelerin hayatta kalma sanslarini arttirmaktadir. Hatta
beslenecek bir konak bulamasalar bile nemli yerlerde 5-6 ay kadar canl

kalabilmektedirler. Larvalarin gelismesi i¢in ortamdaki nisbi nemin %350 nin altina
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diismemesi gerekmektedir. Giines 15181 ve kuraklik ise larvalarin Oliimiine sebep

olmaktadir (5,13).

Gida: Pirelerde konak spesifikligi cok fazla gelismemistir, dolayisiyla ortamda kan
emebilecekleri herhangi bir canlinin bulunmas: yeterli olmaktadir. Kronik hastaliklara
maruz kalarak zayiflamis veya diisiik kondisyonlu hayvanlarda pire enfestasyonlarina

daha fazla rastlanmaktadir (13).

Belirtilen bu epidemiyolojik faktorlere bagl olarak pirelerin yasam siiresi bir aydan 2
yila kadar uzayabilmektedir. Dolayisiyla bu durum pirenin konagimi enfekte etme
yetenegini arttirmaktadir. Uzun siire bos kalmis enfeste barmak, kiimes, magara gibi
yerlerde bulunan ag¢ pireler, ortama giren yeni konaklara aniden saldirarak agir

enfestasyonlara neden olmaktadirlar (5).

Pireler ziplama Ozellikleriyle konaklarina tutunmakta ve konaktan 3-4 saat kadar kan
emebilmektedirler. Konaklarmi bulmada koku alma, sicakligi hissetme ve titresimleri
algilama yetenekleri 6nem tasimaktadir. Bu esnada tutunduklar1 konakla birlikte uzak

mesafelere tasinabilmektedirler (5, 13).

Konagin yasadigi alanlar pirelerin baslica bulagma yerleri olmaktadir. Buralardaki pire
populasyonunun % 1'i eriskin, %34'i yumurta, %57'si larva ve %8'i pupalardan
olugmaktadir. Yumurtadan ¢ikan larvalar beslenmek i¢in uygun organik maddeleri
kolaylikla buradan temin edebilmektedirler. Pupa donemini gegirecek kuytu, sicak ve
nemli ortam sartlar1 burada saglanmis olmaktadir. Kokondan ¢ikan genc pire, kan
emmek icin konag1 hazir olarak ortamda bulmaktadir. Pireler sicakkanli canlilardan kan
emdikleri i¢cin Olen canlinin viicut 1sis1 diistiigiinde konagi terk ederek yakininda

bulunan farkl bir konaga ge¢mektedirler (5, 13).

2.5. ONEMLI PIRE TURLERI
Pireler konak spesifik ozellik gostermemektedirler. Insana spesifik pire tiirii
bulunmazken yalnizca bir kismi insanlardan kan emmektedir. Buna karsin pek ¢ok pire

tiirl ise evcil hayvanlardan kan emmektedir (5).

Pulex irritans (insan piresi): Insan piresi olarak isimlendirilmistir. Bununla birlikte
diinyanin bir¢cok kesiminde domuz, evcil kedi ve kopeklerde, ratlarda yaygimn olarak

goriilmektedir. P. irritans kozmopolit bir yayilis gostermekte ve genellikle yerlesim
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yerlerine uzak alanlarda bulunmaktadir. Bag kismu ovaldir ve goz bulunmaktadir. Goziin
altinda okiiler kil bulunmakta, genal ve pronotal taraklarin bulunmadig: bildirilmektedir
(4, 14). Erkekleri 2-2.5 mm, disileri ise 3-4 mm uzunlugundadir. Medikal 6nemi olan

bazi patojenlerin naklinde rol oynamaktadir (6).

Ctenocephalides felis (kedi piresi): Kedi piresi iliman ve tropikal bolgelerde kedi ve
kopeklerin en yaygm ektoparazitidir. Bu tiir aym1 zamanda rakun ve ratlarda da
parazitlenmektedir. Disileri 2-3, erkekleri 1-2 mm boyunda, kirmizims1 kahverenktedir.
Bas One dogru uzamis olup boyu eninin iki katidir. Genal taraktaki dikenler ayni
boydadir (5, 6).

Ctenocephalides canis (kopek piresi): Kopek, tilki ve kurt gibi karnivorlardan kan
emen bu pirelere hayvanlarda ve insanlarda da rastlanmaktadir. Morfolojik olarak C.
felis’e benzer ancak bas yuvarlak olup eni ve boyu hemen hemen esittir. Genal taragin
ilk dikeni ikinciden belirgin olarak kisadir. Ergin pireler 3-4 mm boyunda ve kirmizi

kahverenktedir (4, 10).

Xenopsylla cheopis (oriental rat piresi): Bu pire tropikal ve subtropikal bolgelerde
veba hastalig1 ve fare tifiis'liniin baglica vektorii olup, evcil fareler tizerinde ¢cok yaygin
bulunmasina ragmen, farelerin az olmas1 durumunda insan, kopek, kedi, tavuk ve diger
konaklar iizerinde de beslenebilmektedirler. Pronotal ve genal taraklariin bulunmadig:
bildirilmistir (4). Viicut agik sar1 renklidir. Bag 0n ugta yuvarlak yapidadir. Goz kili
goziin Oniinden c¢ikmaktadir. Bu pire veba etkeni Yersinia pestis’in vektorii olmasi
yoniinden olduk¢a onemlidir. Ayni1 zamanda fare tifusunu insanlara nakletmekte ve

cesitli parazitik helmintlerin ara konakligin1 yapmaktadir (5).

Nosopsyllus fasciatus (kuzey rat piresi): Genellikle Avrupa’da yaygindir. Tiirkiye’de
de varlig1 bildirilmistir. Pronotal taraklar bulunur, ancak genal taraklar yoktur. Gozleri

bulunmakta ve altinda ii¢ adet kil vardir. Viicut 3-4 mm uzunlugundadir (5).

Echidnophaga gallinacea: Kanath hayvanlarda ¢ok sik goriilen bu tiir, tavuklarin
dagilimi ile paralel olarak tiim diinyada goriilmektedir. Bununla beraber evcil fare, kedi,
kopek, at ve insandan da kan emebilmektedir. Kiigiik pireler olup disileri 2 mm,
erkekleri ise 1 mm’den daha kisadir. Basin 6n tarafi keskin bicimde koselidir. Genal ve

pronotal taraklar1 yoktur (11, 15).
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2.6 PIRE ENFESTASYONLARINDA PATOGENEZ VE KLINIK BELIRTILER
Pire 1sirigma baglh olarak o6zellikle kedi, kopek ve insanlarda alerjik reaksiyonlar
goriilebilmektedir. Pire 1smrigina bagli olarak meydana gelen patogenez ve klinik

belirtiler asagida verilmistir (5, 7, 13):

Irkiltici etkileri: Kan emmek icin konaga gelen pire uygun bir kapillar damar bulana
kadar birka¢ deneme 1sirig1 gerceklestirmektedir. Bu 1siriklar deride irritasyona,
kasintiya ve o bolgeye gecici bir lenfosit infiltrasyonuna sebep olmaktadir. Alerjik
reaksiyonlarla ilgili olarak hayvan tiirlerinde farkliliklar olsa da bu lokal reaksiyonlar
biitiin konaklarda prensip olarak aynidir. Bu nedenle pirelerle enfeste hayvanlarin
huzursuz olduklar1 (stres faktorii), kondiisyon kayb1 gosterdikleri, zayifladiklari,
kendilerini 1sirmalar1 ve kasmti sebebiyle viicut yiizeyinde deri biitiinliigii ve kil

yapisinin bozuldugu goriilmektedir.

Somiiriicii Etkileri: Cok fazla kan emmeselerde (bir pire giinde asag: yukar1 0.3 mm’
kan emmektedir) agir enfestasyonlarda oOzellikle kedi, kopek yavrularinda ve
kanatlilarda demir eksikligi anemisine sebep olmaktadirlar. Boyle hayvanlarin 6ldiikleri
gozlenmistir. Bir pire konagma tutundugunda 3.5 saat kan emebilmektedir. Bu esnada
konakta yaptig1 rahatsizlik sonucu orada uzun siire kalamamakta konagm hareketi ve
kasinma refleksiyle uzaklasip bagka bir yerden tekrar isirmaktadir. Dolayisiyla konak
tizerinde c¢ok sayida delik a¢maktadir. Bu bolgelerde sizintilar olusmakta ve
sindirebileceginden fazla kan emmmektedir, sindirilmemis fazla kam ise digkisiyla

cikarmaktadir.

Travmatik etkileri: Pireler beslenmek amaciyla deriyi delerek travmalara neden
olmaktadirlar. Ayrica deride tiinel acan Tunga penetrans ve Echidnophaga gallinacea

tiirleri doku kaybina, deformasyona ve agir travmalara neden olmaktadir.

Allerjik reaksiyonlara yol acmalar: Kiiciik hayvanlarin dermatolojik problemlerinde

diger sebeplerin yani sira pireyle ilgili dermatitis olaylara daha sik rastlanmaktadir.

Pire 1sing1 dermatitisi: Pire 1sirdiktan sonra o bolgeye antikoagulant oOzellikli
tilkiirtigini vermektedir. Bu tiikiiriikk antijenik Ozellikte olup 1sirik yerinde agir
iritasyon, yangi ve kizarikliga neden olmaktadir. Pirenin 1sirdig1 bolgede kirmizi nokta
seklinde bir delik ve onu cevreleyen kirmizi halka seklinde bir kabart1 goriilmektedir.
Bu papul (kabarcik) piistiillii veya kabuklu olabilmektedir. Konagin kendini 1sirma ve

stirekli kasima icgiidiisii sonucu deride nemli, purulent dermatits gelismektedir. Kronik
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durumda ise deride kalinlasma ve hiperpigmentasyon gozlenmektedir. Yogun
enfestasyonlarda anemi gelisebilmektedir. Pirelerle sik sik enfestasyon durumlarinda
deride ciddi irritasyonlar ve buna baglh olarak sekonder bakteriyel etkenlerin karistigi

dermatozlar goriilmektedir.

Pire 1sir1g1 dermatitisinde ana bulgu kasmtidir. Her yas ve wrktaki kedi ve kopeklerde
goriilebilir. Pirenin varligl ve kan emme olay1 konakta bir stres durumu yaratmakta ve
hayvanda klinik olarak kasinti, tiiylerde dokiilme, deride kabuklanma goriilmektedir.
Konakta erigkin pirenin 1sirmast sonucu igne batmasi seklinde kanama odaklar:
sekillenmektedir. Bu lezyonlara yaygin olarak kuyruk kaidesi ve bel omurlar1 boyunca

rastlanmaktadir.

Kopek ve kedilerde pire alerjik dermatiti (FAD-flea allergy dermatitis): Pire
isiriginin - sebep oldugu, asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucunda olusan bir deri
hastaligidir. Kopek ve kedilerde ¢ok sik goriilmektedir. Pire kan ile beslenirken
konaklarma tiikiiriik salgist ile histamin benzeri bilesikler, enzimler, polipeptidler ve
amino asitleri vermektedirler. Bu maddeler konakta asir1 duyarlhiliklara neden
olmaktadir. Képeklerde pire 1siriklar1 dolasimda IgE ve IgG antikorlarinin artmasina ve
15 dakika ya da 24-48 saat igerisinde alerjik reaksiyonlarin gelismesine neden
olmaktadir. Siirekli olarak pire 1siriklarina maruz kalan kopeklerde bu antikorlar diisiik
diizeylerde kalmakta ve bunun sonucu olarak da erken veya gecikmis deri reaksiyonlar1
goriilmektedir. Kedilerde de aym patofizyolojik mekanizma ile pire alerjisi gelistigi

diistiniilmektedir (13, 16).

Klinik olarak kedilerde boyun, kulak cevresi, karin bolgesi, kuyruk ve arka bacaklarin
ic bolgesinde kiiciik kabarciklar ile kil dokiilmesi, kepeklenme ve tiim vucutta kasinti;
kopeklerde ise vucudun bir¢cok yerinde kabuklu papiiller, deride yogun kasinti ve
kizariklik ve bunlara bagl gelisen sekonder enfeksiyon, sinirlilik ve kilo kaybi gibi
komplikasyonlar goriilebilmektedir (7).

Diisiik diizeydeki pire enfestasyonu orta siddette kasintiya sebep olabilmektedir. Cok
sayida pire enfestasyonuna maruz kalan kedi ve kopeklerde siddetli kasinti,
huzursuzluk, alopesi, dermatit ve anemi gelisebilmekte, kronik vakalarda deride

sekonder bakteriyel ve mantar hastaliklariin gelisebildigi bildirilmektedir (17, 18).
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2.7 PIRELERIN TANISI

Pirelerin tanis1 genelde makroskobik olarak yapilmakta olup hayvanlarin iizerinde
eriskin pirelerin goriilmesiyle konmaktadir. Hizli hareket ettikleri icin yakalamak
amaciyla konak viicuduna sprey seklinde insektisid piiskiirtiilmektedir. Hayvanin killar1
sik digli bir tarakla taranarak O6len veya bayilan pireler toplanmaktadir. Ayrica bu
amagcla yapiskanli selofan bantlar da kullanilabilmektedir. Bir bagka teknik ise elektrik
stiptirgesi kullanimudir (5, 13). Siipiirgenin baglant1 borular: arasina pirelerin gegcmemesi
icin sarg1 bezi gibi bir filtre gecirilmekte ve makine calistirilmaktadir. Siipilirge pire
bulunma ihtimali olan hayvanin tiiyleri lizerinde veya cevrede gezdirilmekte; bdylece

pireler siizgeci gecemedikleri i¢in yakalanmaktadir (5, 19).

Ortamda ise pirenin yumurta, larva ve pupalar1 aranmaktadir. Ayrica konak iizerinde
veya cevrede pire digkilarina rastlanmasi 6nemli bir bulgudur. Bu digkilar koyu
kahverengi-siyah, kangal biciminde dokiintiilerdir. Iceriginde kan bulundugundan nemli

bir bez veya kagit mendil i¢cinde ovalanirsa kirmizi renk c¢ikardigi goriilmektedir (5, 20).

Kopek ve kedilerde pire alerjik dermatitis’inin teshisinde, hastanin ge¢misi, lezyonlarin
yayilimi, diger deri enfeksiyonlarinin bulunmamasi, tedaviye cevap vermemesi gibi
durumlar goz Oniine alinmaktadir. Hayvan iizerinde pirenin goriilmesi ve ayn1 zamanda
konak diskisinda Dipylidium caninum goriillmesi pire varligini gosteren Onemli
bulgulardir. Fakat bunlarin goriilmedigi durumlarda, intradermal deri testi ve kanda pire

antijenine spesifik Ig E seviyesinin yiikselmesi teshise yardimci olmaktadir (21).

2.8 TEDAVi

Pireler ile miicadelede konak ve cevre ilaglamasinin kombine bir sekilde yapilmasi

gerekmektedir (20).

Ergin pire miicadelesi: Oncelikle konak iizerinde bulunan ergin pireler yok
edilmelidir. Bunun icin insektisitler tablet, enjeksiyon, toz, sprey, sampuan, spot-on ve

banyo seklinde uygulanabilmektedir (7, 20).

Ruminant ve kopeklerde amitraz; organik fosforlu ilaglardan malathion, koumafos,

krotoksifos, triklorfon, foksim, etken maddeli ilaglar; piretroit grubundan, permetrin,
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siflutrin, sipermetrin, fenvalerat, flumetrin, deltametrin ve yeni gelistirilen imidakloprid,

fipronil ve selamektin etken maddeli ilaclar kullanilabilmektedir (7, 20, 22).

Kopek ve kedilerde ila¢ emdirilmis pire tasmalar1 kullanilmaktadir. Pire enfestasyonu
en cok kedi ve kopeklerde problem olusturdugu icin bu hayvanlarda kullanilan
insektisidlerin etken madde, uygulama sekli ve etkiledigi pirenin gelisme donemleri

Tablo 2.3'de verilmistir (23).

Tablo 2.3. Kopek ve kedilerde pire miicadelesinde kullanilan ilaclar ve uygulama sekilleri (23)

Uygulama Sekli/periyot Konak Etkiledigi donem
Etken Madde Kedi ilk Kopek ilk Yumurta/
Uygulama Yas1 Uygulama Yas1  Erigkin  Larva
/Kilo /Kilo
Imidacloprid Topikal/Ay 8 hafta 7 hafta +
imidacloprid/moxidectin Topikal/Ay 9 hafta/ 0.9 7 hafta/ 1.3 +
Imidacloprid/permethrin Topikal/Ay 7 hafta +
Nitenpyram Tablet/Giin 4 hafta/ 0.9 4 hafta/ 0.9 + +
Spinosad Cigneme 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 Stipansiyon/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

Kanathilarda, az sayida organik fosforlu (malation), karbamath (karbaril) ve piretrin
grubu ilaclar  kullanilabilmektedir. Ilaclarin  Ceratophylluslara  kars1  toz,

Echidnophagalara karsi ise soliisyon formunda kullanilmasi tercih edilmektedir (20).

Domuzlarda, propoksur (toz) ve flumetrin (pour-on) etken maddeli ilaclar

kullanilmaktadir (20).

Tavsanlarda, organik fosforlu, karbamatli ve pretroid grubu insektisidler toz, banyo ve

piiskiirtme seklinde uygulanabilmektedir. Kireg-siilfiir soliisyonlar1 ve piyasada satilan
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pire spreyleri (igerdikleri maddelerden dolay1) toksik oldugu i¢in bu hayvanlarda
kullanilmamalidir (20)

Fare ve rat gibi laboratuar hayvanlarinda, temas yoluyla etkili propoksur ve flumetrin

etken maddeli ilaglar kullanilabilmektedir (20).

Pirenin diger gelisme donemlerine karsi miicadele: Hayvanin yasadigi, beslendigi
yerde (hayvan tiiriine gore bu kiimes, agil, ahir, ev veya kuliibe magara gibi her tiirlii
barnak ve disg ¢cevre vs) bulunabilecek yumurta/larva/pupa evrelerinin yok edilmesidir.
Ciinkii buralarda eriskin pireden ¢ok yumurta, larva ve pupalar (%34'ti yumurta, %57's1
larva ve %8'i pupa) bulunmaktadir (22).

IGR (Insect Growth Regulator) ad1 verilen bocek biiyiime diizenleyicileri ve IDI (Insect
Development Inhibitors) adi verilen bocek gelisim diizenleyicileri son yillarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlar pirelerin gelisme donemlerine (larva ¢ikisini ve gomlek
degisimini engelleyerek) etkilemektedirler. Ornegin, lufenuron 30mg/kg dozda, kopek
ve kedilerde ayda bir kullanildiginda yumurtadan larva ¢ikisini engeller. Dolayisiyla
ortamda yeni nesil gelisemedigi i¢in zamanla eriskin pireler azalir ve hatta biter. Bu

amagcla metopren ve fipronil etken maddeli ilaglar da kullanilmaktadir (22).

Kapali mekanlarda mekanik ve fiziksel Onlem olarak elektrik siipiirgesiyle sik
araliklarla ortam temizlenmeli, muhtemel pire formlar1 toplanarak uzaklastirilmali ve is

bittikten sonra da siipiirgenin torbasi imha edilmelidir (19, 20).

Pet hayvanlarmin iizerinde yattigi hali, silte, Ortii, paspas, kilim, yolluk, koltuk ve
mobilya gibi esyalar temizlenmeli (sicak buhar veya sicak suyla) ve dezenfekte
edilmelidir. Bu amacla borik asit gibi kimyasal maddelerden faydalanilabilinmektedir.
Ayrica tagmabilir esyalar giin 15181ma ¢ikarilip, larvalarin 6lmesi saglanabilir; eger boyle

esyalar temizlenemeyecek kadar enfekteyse imha edilmelidir (19, 20).

Kapal1 mekanlarda (ev, depo) pireleri yakalamak i¢in 151k tuzaklar: kullanilabilmektedir.
Bu tuzaklar 510-550 nm dalga boyunda yesil 151k yayarak pireleri (6zellikle kedi piresi)
kendine cekmektedir. Diizenek kurulup ortamda 20 saat calistirildiginda pirelerin

%86's1 toplanabilmektedir (19, 20).
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Dis ortamda pire miicadelesinde biyolojik miicadele yOntemlerinden de
faydalanilmaktadir. Bu amacgla pirelerin  dogal diismanlar1 olan  bocekler
kullanilmaktadir. Ornegin pirenin pupa disinda diger gelisme donemlerini yok eden
karmcalarin; pire avcist olarak bilinen Histerid, Staphylinid, Tenebrionid
koleopteralarin ortamda bulunmasi saglanmaktadir. Bocek seven nematodlardan
Steinernema carpocapsae, pirelerin larva ve pupalarina saldirmaktadir. Bu canlilar
torfla beraber karistirilarak arazi topragma dagitilmaktadir. Boylece hem ilac tasarrufu

saglanmakta hem de dogal denge bozulmamis olmaktadir (19).

2.9 KORUNMA VE KONTROL

Evcil hayvanlar1 enfeste edecek pirelerin serbest yasayan canlilardan gelme ihtimali goz
Oniine alinarak miimkiinse ¢cevredeki diger hayvanlar 6zellikle sahipsiz sokak kopek ve
kedileri ilaglanmalidir. Ortama yabanci hayvan giris ¢ikis1 engellenmeli, kemirgen ve
fare miicadelesi yapilmalidir. Evcil hayvanlara verilen gida maddeleri tiiketilmemisse
cevrede birakilmamali (6zellikle geceleri) veya etrafa atilmamali; boylece bunlari
yemek icin gelecek kontrol dist hayvanlarin tasidiklar: pirelerin bulastirilmasmin 6niine

gecilmelidir (19, 20).

Agir enfestasyona maruz kalmis kiimeslerin, biitiin althg1 gerekirse tamamen atilmaly,
hatta radikal bir 6nlem olarak kiimes tamamen bosaltilip ilaclanmalidir. Ayrica ortam
alev makinesiyle yakilmali veya uygun bir dezenfektan ile dezenfekte edilmelidir (19).
Bu asamada miimkiinse yukarida bahsedilen miicadele yontemleri ayn1 giin icerisinde
veya ayni anda yapilmalidir. Ciinkii hayvanlar ilaglanip ortam ilaglanmaz ise erigkin
pireler hayvan iizerinden kacarak gizlenecek bir yer bulmakta ve daha sonra yeniden

ortama ¢ikmaktadirlar (19).

Kontrol ¢aligmalarinda en biiyiik problemi pirenin pupa donemi olusturmaktadir. Ciinkii
bunlar bir kokon i¢inde olup halilarin altinda veya zemindeki yarik ve ¢atlaklarda yada
toz toprak icerisinde bilhassa hayvan giibrelerinde saklanmaktadirlar. Boylece ortama
uygulanan insektisidlerle temas etmedikleri icin etkilenmemekte ve enfestasyonun
devamini saglamaktadirlar. Ayrica pupadan eriskinin ¢ikmasi 2-4 haftayr bulmakta,
cogu ilacin reziduel etkisi iki haftay1r gecmediginden, gen¢ pire bu esnada bir konak
bulup yasam siklusunu devam ettirebilmektedir. Bu sebeple miicadeleye uzun siire

devam edilmelidir (24).
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Siirekli olarak hayvanlarin viicudu ve yasadigi ortam gozlenmeli, olusabilecek yeni
bulaglarin oniine gecilmelidir. Bu amagla insektisid kullanilamayacak kadar geng ve
genel durumu kotii hayvanlarin tiiyleri sik disli bir tarakla taranarak pire yoniinden

kontrol edilmelidir (24).

Di1s ¢evrede; 6rnegin ilaclamanin pratik olmayacagi genis bahgelerde, biiyiik alanlarda,
organik atik ve materyaller cevreden uzaklastirilmali, otlar bicilip kisaltilmali ve

pirelerin gelisme donemlerinin yerlesebilecegi ortamlar bozulmalidir (24).

Pire miicadelesi ve kontroliinde asagidaki durumlardan dolayr bazi durumlarda

basarisizliklar s6z konusu olabilmektedir (24).

» Hayvan sahiplerinin talimatlara ve miicadele stratejisinde belirtilen Onemli

noktalara yeterince dikkat etmemeleri,

» Yapilacak islemlerin ¢ok olmasi, zahmetli olusu ve ilaclarin pahaliligindan

dolay1 hayvan sahiplerinin miicadeleyi yarim birakmalari,

» Alerjik veya alerjik olmayan hayvanlarda uygun olmayan topikal ilaglarin
kullanilmasi.

> Enfestasyonlu bolgelerde ve alanlarda insektisid uygulamalarindaki
yetersizlikler,

» Cevre ilaclamasinda kisa, etkili ve sadece erigkin pire Oldiiriicii kimyasallarin
kullanilmast,

» Evlerde ila¢ uygulamalarindan kisa bir siire sonra hali, kilim gibi esyalarin ve

zeminin yikanarak ila¢ etkinliginin azaltilmasi.

2.10 PIRELERIN ARA KONAK ve VEKTOR OLARAK ONEMLERI

Pirelerin hayvanlarda ve insanlarda ciddi hastaliklara yol acan patojenik ajanlarin
naklinde 6nemli oldugu bilinmektedir (5). Onemli pire tiirleri ve naklettikleri hastalik

etkenleri Tablo 2.4’de verilmistir.
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Tablo 2.4 Pire tiirleri, konaklar1 ve naklettigi hastalik etkenleri (5)

Pire Tiirii

Konak

Naklettigi Hastahik Etkeni

Ctenocephalides felis felis

Kedi, kopek, 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 tifiis
Bartonella henselae (kedi tirrmg1 hastalig)

Ctenocephalides canis

Kopek, kedi, insan

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

Pulex irritans

Insan, kopek, kedi, domuz, rat

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

R. typhi (moosen) (VEK) murin tifiis

Tunga penetrans Insan, domuz, babon
H.dimunata, H.nana (AK)
Rat (Rattus norvegicus, R.rattus), Y. pestis (VEK) veba,
Xenopsilla cheopis fare (Mus musculus), diger
kemiriciler R. typhi (mooseri)(VEK) murin tifiis
Haemobattonella muris (VEK)
Leptopysilla segnis Fare, rat R. typhi (mooser1)(VEK) murin tifiis
H.dimunata (AK)
Ceratophyllus (Nosopsyllus) Y. pestis (VEK) veba,
fasciatus Rat. fare

R. typhi (mooseri)(VEK) murin tifiis
Trypanosoma lewisi

Ceratophyllus gallinae

Tavuk, kiimes hayvanlari, insan, pet
hayvanlan

Ceratophyllus columbae

Giivercin

Ceratophyllus garei

Ordek, su kuslar

Echidnophaga gallinacea

Tavuk, giivercin, ordek, kemirgen,
kopek, kedi, at, insan

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

Spillopsyllus cuniculi

Tavsan

Tavsan mxyomatozis viriisii (VEK)
Trypanosoma cuniculi

Trypanosoma nabiasi

AK: Ara konak, VEK: Vektor
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Helmintler: Dipyllidium caninum, kopek, kedi ve insan pireleri tarafindan
tasinmaktadir. Son konak diskisinda bulunan bu sestodun yumurtalari, pire larvalari
tarafindan beslenirken alinir ve pirenin viicut boslugunda geliserek sistiserkoyid
formuna doniisiir. Konak tarafindan kasinma ve yalanma sirasinda, erigkin pireler
yutuldugunda etkenler son konaga gecmektedir. Insanlarda, pire ile enfestasyonlu pet
hayvanlar1 ile temas esnasmnda alinan pireler 6zellikle cocuklar tarafindan tesadiifen
yutulabilmektedirir. Benzer sekilde Hymenolepis nana ve H. dimunata, kedi ve rat
pireleri tarafindan tasinmaktadir. Dipetalonema reconditum'un mikrofilerleri ise kedi

piresinin konaktan kan emmesi sirasinda konaga bulastirilmaktadir (5, 20, 25).

Bakteriler: Veba hastalagi etkeni Yersinia (Pasteurella) pestis kemirgen hayvanlarda
ve insanlarda goriilmektedir. Bu bakteri zoonotik karakterli ve oldiiriictidiir. Pireler
tarafindan nakledilen en 6nemli hastaliktir. Vektorlerinin 6zellikle kemirici, kopek, kedi
ve insan pireleri (elliden fazla soy) oldugu bildirilmistir (26). Etken, erigkin pire
bagirsaginda gelismekte; on midelerinde ¢ogalan bakteriler tam veya yarim tikag
olusturmaktadir. Ozellikle Xenopsilla soyu pireler kan emebilmek icin nce kusarak
tikac1 atar ve boylece konag1 enfekte etmektedir. Bu hastalik subtropikal bolgelerde,
sicanlar ve insanlar arasmnda bir yayilis gostermektedir. Eski caglarda genis bir
cografyada biiyiik salginlara yol acmustir. Giiniimiizde insanlarda veba hastaligi nadir
olarak goriilse de Afrika, Asya, Giiney Amerika ve Amerika Birlesik Devletlerinin bat1
eyaletlerindeki yabani rodentlerde (Sylvatik Veba) hala varligini siirdiirmektedir (5, 20,
25).

Bartonella (Rochalimaea) henselae'nin sebep oldugu kedi tirmugr hastaligi, biitiin
diinyada zoonik karakterli bir hastalik olup, 0Ozellikle immun yetmezliligi olan
insanlarda; proliferatif, deride neovaskiiler olusumlar ve i¢ organlarda lezyonlarla
ortaya ¢ikmaktadir. Etken, kedi pirelerinin bagirsaginda bulunmakta, pire digkisi ile
kedi ve insanlara bulagmaktadir. Ayn1 zamanda insanlarin kedi ile temasi esnasinda
trmikla olusan ciziklerden de bulasabilmektedir. Etken kedilerde onemli bir hastalik
belirtisi gostermemektedir (5, 25, 27).

Rickettsialar: Ricketsia typhi (mooseri), kemirgenlerde ve insanlarda endemik tifiise
yol agmaktadir. R. pavlovskyi yabani kemirgenler ve insanlarda hemorajik nefritis'e, R.
coneri ise kopek ve insanlarda Marsilya hummasma neden olmaktadir. Onceden

Ricketsialar grubunda yer alan Coxiella burnetii yabani ve evcil hayvanlardan insanlara
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gecerek Q hummasi1 enfeksiyonuna sebep olmaktadir. Bu bakterinin esas vektorii
keneler olmasina ragmen sican piresi tarafindan da nakledilebilmektedir. Ricketsialar
pirelerin bagirsaginda ¢cogalmaktadir. Etkenler, enfekte pire digkisinin, 1sirik yerlerine
ve gida maddelerine bulasmasi veya enfekte ellerin agiza, goze siiriilmesiyle insanlara
gecmektedir. Uygun sartlarda etkenlerin pire diskisinda bes yila kadar canli kaldigi
belirlenmistir (5, 25).

Viriisler: Tavsan mxyomatozis viriisli, tavsan piresi Spillopsyllus cuniculi tarafindan
bulastirilmaktadir. Virlis Avrupa ve Avustralya'da tavsanlarda yaygin bir sekilde

goriilmektedir. Bu etkene tavsan bakicilarinda da rastlanmustir (5, 28).

Tularemia: Tularemi, Francisella tularensis enfeksiyonunun sebep oldugu kemirgen
ve lagomorflarin bakteriyel zoonoz bir hastaligidir. Oliim oran1 %35’in altinda olmasina
ragmen, insanlardaki vakalar ciddi olmaktadir. En ©Onemli vektorleri keneler ve
sineklerdir. Pirelerin vektorlik potansiyelleri tularemi acisindan Onemsiz olarak
nitelenmektedir (29, 30). Bununla birlikte, pirelerin bazi durumlarda F. tularensis’i

mekanik olarak tasidig: bildirilmistir (15).

Pirelerin Zoonotik Onemi: Pireler (Siphanoptera) kan emen ve morfolojik olarak essiz
ektoparazitlerdir. Biitiin diinya’da insanlarda dahil olmak iizere bir¢cok sicakkanli
hayvandan kan emmmektedirler. Insan ve hayvanlardan kan emerek beslenen Puliciidae
ailesindeki bircok pire tiirii ve Ceratophyllidae, Leptopsyllidae ya da Vermipsyllidae
ailesindeki diger énemli pireler ile Hystrichopsyllidae ve Rhopalopsyllidae ailesindeki
pireler medikal ve veteriner 6neme sahiptirler. Insan piresi (Pulex irritans), kedi piresi
(Ctenocephalides felis), kopek piresi (Ctecephalides canis), oriental rat piresi
(Xenopsylla cheopis) ve insan etine gomiilen pire (Tunga pentrans) hem insanlarda
hemde hayvanlarda zoonotik enfestasyonlara sebep olmaktadirlar. Pireler 6nemli
derecelerde rahatsizliklara ve pire 1sirigina bagl olarak cesitli sekonder enfeksiyonlara
neden olabilmektedirler. Pire 1siri@ina bagh olarak konakta alerjik reaksiyonlar ve
dermatitis gelisebilmektedir. Bunlara ilaveten pire enfestasyonlarinda yogun irritasyon
ve myxomatosis, Q fever, tularemia, murin tifus, sylvatic epidemik tifus, veba, murin
trypanasomiasis, tavsan trypanosomiasisi, canine filariasis, serit (Dipylidium caninum),
rodent seriti (Hymenolepis diminuta) ve ciice serit (Hymenolepis nana) gibi cesitli

hastalik etkenlerini nakletmektedirler (31).
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2.11 PIRELER UZERINE YAPILMIS MOLEKULER VE FiLOGENETIK
CALISMALAR

Molekiiler tekniklerin gelisimi ile bircok ektoparazitin soy, tir ve alttiir
identifikasyonlarinin daha giivenilir bir sekilde yapildig1 gozlenmistir (8, 32). Bu
ektoparazitlerden biitiin diinyada ve Tiirkiye’de memelileri ve kuslar1 enfekte eden
cesitli pire tiirlerinin spesifik teshisleri i¢in ¢esitli molekiiler markirlar (ITS1, ITS2, 16S
rRNA, 18S rRNA, 28S rDNA, Elongation Factor 1-alpha, cox1, cox2) kullanilmigtir
(32-35). DNA barkodlama gibi molekiiler identifikasyon teknikleri pire ¢aligmalarinda
da yaygin olarak kullanilmistir (34, 35). Nitekim insan ve diger omurgali konaklarin
cesitli pire tiirlerinin genetik diversitesi, kriptik tiirler, popiilasyon yapisi ve filogenileri
tizerine yapilan molekiiler caligmalarda mt-COI gen bdlgesi yaygin bir sekilde
kullanilmis ve tiir icerisinde ¢esitli cladelerin ve haplotiplerin varligi ortaya konmustur

(8, 35-38).

Vobis ve ark., (32) Almanya, Macaristan, Amerika, Avustralya, Brezilya ve Giiney
Afriaka’dan topladiklar1 7 farkh tiire (X. cheopis, A. erinacei, C. canis, C. felis, T.
penetrans, P. irritans, N. fasciatus) ait toplam 31 pire tiirii arasindaki filogenetik
yakinlig1 incelemek amaciyla internal transcribed spacer 1 (ITS1), internal transcribed
spacer 2 (ITS2) ve mitochondrial 16S ribosomal RNA (mt16S-rDNA) gen bolgelerinin
sekanslarindaki niikleotit farkliliklarini karsilastirmislardir. Arastiricilar (32) bu gen
bolgelerinin pire tiirlerini ayirt etmede basarilhi bir sekilde kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda ilgili gen bolgelerinde C. felis ve T. penetrans’ i ayni tiir
icerisindeki farkl izolatlar1 arasinda bazi farkhiliklarin oldugunu da tespit etmislerdir.
Bunun yanmda C. felis izolatlar1 arasindaki farklilig1 belirlemek i¢in 4 farkli random
binding primer kullanmiglar ve bu primerlerin de farkli C. felis izolatlar1 arasinda ayrim

yapabildigini rapor etmislerdir.

Slapeta ve ark., (36), Avustralya nin 5 farkli eyaletinde 2009-2010 yillar1 arasinda
veteriner klinigine getirilen 291 hayvandan (151 kopek, 69 kedi ve 71 kategorize
edilemeyen kopek veya kedi) 2530 pire 6rnegi toplamislardir. Morfolojik analizler ile
en yaygin tiiriin kedi piresi C. felis felis (%98.8, 2500/2530) oldugunu bildirmislerdir.
Aragtiricilar (36), C. felis felis’in mt-COI gen bolgesinin sekans analizleri sonucunda

Avustralya’da bu tiiriin tek haplotipinin oldugunu rapor etmislerdir.
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Lawrence ve ark., (35) Cek Cumhuriyeti ve Romanya’da sahipli kedi ve kopeklerden
toplam 163 pire (97 adet Cek Cumbhuriyeti, 66 adet Romanya) toplayarak pirelerin
morfolojik ve molekiiler analizlerini yapmislardir. Morfolojik analizler sonucunda
pirelerin 59’u (%60,82) C. felis felis, 30’u (%30,93) C. canis, 7’si (%7,22) C. gallinae
ve 1'i (%1,03) N.fasciatus olarak identifiye etmislerdir. Identifiye edilen C. felis felis
tiirtiniin cox1 geninin mt-DNA sekans1 sonucunda bu tiiriin cox1 haplotip 1 igerisinde
bulundugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda kedi ve kopeklerde yiiksek oranda goriilen
C. canis tiiriiniin mt-DNA sekans1 sonucunda bu tiiriin kedi piresi C. felis orientise sister

clade oldugunu rapor etmislerdir.

Zurita ve ark., (37) farkli cografik bolgelerde (ispanya, iran ve Giiney Afrika)
kopeklerden (Canis lupus familiari) topladiklar1 C. felis ve C. canis tiirlerinin ITS1,
ITS2, 18S rRNA ve coxl gen bdlgelerinin sekanslar: ile bu iki tiiriin taksonomik
durumlarim1  ve populasyon ici cesitliligi ve spesifik sekans farkliliklarini
arastirmislardir.18S rRNA parsiyel gen bolgesinin C. canis ve C. felis tiirlerini ayirt
etmede ve bu tiirler icindeki filogenetik iligkiyi belirlemede yeterli olmadigni, ancak
ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinin Ctenocephalides soyunun belirlenmesinde spesifik
olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Arastiricilar (37) ayni zamanda C. felis’in
cox] mtDNA sekansinda 3 ana haplotipin bulundugunu ve coxl sekansinda bir¢ok
endoniikleazin identifiye edildigini ve bu endoniikleazlarin, C. felis’in farkli

haplotiplerinin ve C. felis ve C. canis tiir ayriminda kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Lawrence ve ark., (34) Avustralya, Fiji, Tayland ve Seyseller de kozmopolitan bir tiir
olan kedi piresi C. felis’in alt tiir bazinda identifikasyonu konfirme etmek amaciyla iki
mitokondrial markir (cox1 ve cox2) kullanmiglardir. Arastiricilarin (34) cox1 ve cox2
tabanl filogenetik caligmalar1 sonucunda C. felis icerisinde 5 farkli clade’in oldugunu
ve C. felis felis olarak identifiye edilen alttiiriin iki clade (Clade I ve Clade 1V)
icerisinde kiimelendigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda arastiricilar (34) her iki gen
bolgesinin Ctenocephalides tiirlerinin popiilasyon yapisini ve filogenilerini agiklamada

uygun genetik markirlar olduklarmi rapor etmislerdir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Pire Orneklerinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan pire Ornekleri, 2015-2016 yillar1 arasinda Kayseri
yoresinde cesitli hayvan barmaklar1 (kopek ve kedi barmnaklari ile koyun agillar1) ile
cesitli binalarn bodrum ve sigmak alanlarindan toplanmistir. ilgili alanlarda tespit
edilen pireler, iizerlerine alkollii pamuk bastirilarak forsepsler yardimiyla toplanmis ve
icerisinde %70 etanol bulunan vida kapakli viallere konulmustur. Orneklere protokol
numarasi verilerek kayitlar1 saglanmistir. Toplanan pire ornekleri soguk zincir altinda

laboratuvara intikal ettirilmistir.

3.2. Laboratuvar Cahsmalari
3.2.1 Pire Tiirlerinin Morfolojik Identifikasyonu

Laboratuvara getirilen pire ornekleri stereo-mikroskop altinda incelenmis ve ilgili teshis
anahtarlarina gore tiir identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir (1, 39-43). Entegre digital
kamera sistemiyle (BX41 Olympus) pirelerin morfolojik 6zellikleri goriintiilenmis ve
veriler kayit altina alinmistir. Kayit altina alinan pire ornekleri molekiiler analizlerde

kullanilmak tizere %70 etil alkol icerisinde muhafaza edilmislerdir.

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

%70 etil alkol igerisinde muhafaza edilen pire Orneklerinin molekiiler
karakterizasyonlar1 i¢in tiir bazl olarak secilen izolatlardan bireysel olarak genomik

DNA ekstraksiyonu yapilmstir.

Pirelerden genomik DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dal1 Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon tinitesinde yapilmaistir.
%70’lik etil alkol soliisyonu igerisinde muhafaza edilen 6rneklerin her biri 6nce steril
DNA’se RNA’se free mikrosantrifiij tiiplerine alinmig ve lizerlerine sivi azot ilave

edilerek steril pestle ile toz haline getirilmistir. Daha sonra tiiplerin iizerine 20ul



30

proteinase K ve 150 ul Digestion Solution ilave edilerek hemen 1dk vortekslenmis ve

56°C’de 1 gece su banyosunda tutulmustur. Tiiplerden DNA ekstraksiyonu genomik
DNA ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit) ile

tireticinin a¢iklamalarma gore agagidaki gibi yapilmistir.

a)

b)

c)

d)

e)

g)

h)

1 gece su banyosunda bekletilen tiipler iizerine 20 ul RNase A eklenerek 30 sn

vortekslenmistir.

Daha sonra 200 pl Lysis soliisyon eklenmis ve homojen bir karisim oluncaya

kadar yaklasik 15 sn vortekslenmistir.
Tiipler tizerine 400 pl 50% etanol eklenmis ve yine vortekslenmistir.

Vorteks islemini takiben karisim pipet yardimiyla alinarak GeneJET Genomic
DNA Purification Column igerisine konulmus ve 6000 g’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

Santrifiij sonunda dibe ¢oken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar
yeni 2 ml’'lik toplama tiiplerinin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar
icerisine ilk yikama soliisyonu olan 500 ul Wash Buffer I ilave edilerek 8000
g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirilmis ve
miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirilmistir. Miniprep
kolonlar icerisine 500 ul of Wash Buffer II ilave edilerek maksimum g’de 3 dk

santrifiij edilmigtir.

Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep
columnlar bos ependorflar icerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir soliisyon
eklenmeden bos tiipler maksimum g’de 1 dakika santrifiij edilerek yikama

soliisyonlar1 icerisindeki ethanoliin tamamen u¢gmasi saglanmaistir.

Herbir Ornege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, Elution Buffer’dan 50 pl ilave edilerek oda 1sisinda

2 dakika bekletilmistir. Daha sonra 8000 g'de 1 dakika santrifiij yapilarak
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genomik DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar

derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan almman ornekler Qubit® Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total

genomik DNA miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir.

3.2.3 Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit I Gen Bolgesinin Amplifikasyonu
ve Elektroforezi

Pirelerden elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 mithocondrial cytochrome oxidase
subunit I (mt-COI) gen bolgesinin parsiyel 709 bp fragmentini amplifiye eden
LCO1490 (511-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3[)) ve HCO2198 (501-
TAAACTTCAGGGT GACCAAAAAATCA-31]) (44) primerleri ile PCR analizlerine

tabii tutulmustur.

Reaksiyon karigimi 25ul final konsantrasyonda; 2,5 ul 10XPCR buffer, 2 mM MgCl,,
0.4 uM her bir primer, 0.2 mM her bir dNTP, 2U Taq DNA polymerase ve 10-20ng
template DNA olacak sekilde hazirlanmistir.

Laminar kabin icerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik
DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri icerisine konulmustur. Tiipler thermalcycler

cihazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur.

Mt-COI gen bolgesinin amplifikasyonu igin gerekli PCR sartlar1 asagida verilmistir
(44).

1.96°C 1dk 1 siklus
2.94°C1dk

3.55°C1dk 35 siklus
4.72°C 1,5 dk

5.72°C 10 dk 1 siklus

PCR analizlerinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test

edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans
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orneklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su
kullanilmigtir. Mt-COI gen bolgesi yoniinden PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen
amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki (CLP) kullanilmustir.
Toplam hacim 1 1t olacak sekilde; 980 ml deiyonize su iizerine 20 ml 1XTAE (Tris-
acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen soliisyon, hem jel hazirlanmasinda hem de
elektroforez  tankimin  icerisinin  doldurulmasinda  kullanilmustir.  Uriinlerin
goriintiilenmesinde %1,5'lik agaroz jel hazirlanmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin her
birinden 10 pl almip 90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuclar Gene
Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz

edilmistir.

3.2.4 Klonlanma ve Plazmid Piirifikasyonu

Mt-COI gen bolgesi yoniinden PCR analizlerinde pozitif belirlenen ve uygun
konsantrasyonda olan izolatlardan se¢ilmis amplikonlar ilgili gen bolgesinin kayipsiz
sekansmin elde edilebilmesi amaciyla klonlanmis ve plazmid piirifikasyonu yapilmistir.

Uygulanan klonlama basamaklar1 asagida verilmistir.

Ligasyon basamag: Mt-COI gen bolgelerinin PCR’1 sonucu jel iizerinde belirlenen
amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye
edilmistir. Jel piirifiye Orneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu kullanicinin 6nerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmistir:

2X Reaction Buffer 15 1l
PCR product (10 ng/ u 1) 1,5 ul
DNA Blunting enzyme 1,5 nl
Toplam 18 ul

Hazirlanan karigim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmustir.

Karisim {iizerine daha sonra 1 u 1 pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ u1) ve 1 u1T4

DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 u I'ye tamamlanmistir. Karisim 5 dk oda
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sicakliginda  bekletildikten sonra 5 upl’si  transformasyon i¢in kullanilmustir.

pJET1.2/blunt CloningVector haritast Sekil 3.1°de verilmistir.

2 Vector MAP

DNA sequence of MCS region
pJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
s __ Koo
17 oot Urmyaur;;:ﬂ “. ——..—7
TA ATA t A GCG GCC GCC
AT TAT A
toasm
pJET1.2/blunt . - &
2974b0 AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC AAG
. oy B em
AT%A TCT TTC TAG MG ATC TCCTAC AAT
Bl
(23]
ol Sy &2
ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG AT
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.1 pJET1.2/blunt CloningVector Haritasi

Transformasyon Basamagi: 5 pl’lik ligasyon iiriinii buz tizerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karigim, 6nce 42°C’de 1 dk
daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pL. SOC Medium
eklenmigtir. 37°C’de calkalayic1 iizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon

karisimi LB (Lurie-Bertani) kat1 besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet uglari ile alinarak yeniden LB kat1

besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmustir.

Koloni Screening PCR: LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi
icerip icermedigini anlamak i¢in Koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR i¢in 10 pl ITaq
master mix’i, 0,4 pl pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karisim
hazirlanmistir. Hazirlanan karigima kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet ucu
ile alman Ornekler bulastirilarak toplam 20 pL’lik karigimlar hazirlanmigtir.
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 sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar

9%1.5’Iuk agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilenmistir.

Plazmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plazmid DNA’s1 elde etmek i¢in LB kati
besiyerinden steril 6zeler ile alman koloniler ampisilinli 5 ml’lik LB s1iv1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gozlenen
s1v1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar igerisine alinarak 6000g’de 15
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras: istteki sivi kisim dokiiliip pelet daha sonra

kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Peletten plazmid izolasyonu i¢cin Axygen plasmid piirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plazmid piirifikasyon ticari kitinin Onerileri dogrultusunda plazmid

ekstraksiyon iglemi su sekilde yapilmistir:

1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicakliginda c¢oziinmesi saglandiktan sonra

tizerine 250 pl Buffer Sleklenmis ve vortekslenmistir.
2- Uzerine 250 ul Buffer S2 eklenmis ve el ile 6 kez hafifce calkalanmustir.

3- Daha sonra iizerine 350 pl Buffer S3 eklenmis ve yine el yardimi ile hafifce 8

kez calkalanmistir
4- Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir

5- Santrifiij sonras1 supernatant almip AxyPrep Plasmid Miniprep column i¢ine

konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir

6- Alttaki toplama tiipiine siiziilen sivi bosaltilmig ve iistteki Miniprep column

tekrar ayn1 toplama tiipii icerisine yerlestirilmistir.

7- Yikama amaciyla her bir Miniprep column iizerine 500 pl Buffer W1 ilave

edilerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir

8- Santrifiigasyondan sonra alta siiziilen sivi uzaklastirilmig ve Miniprep column

ayn1 toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir

9- Tiip iizerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.
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10- Toplama tiipiine siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmistir. Miniprep column bu kez,
yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip icerisine yerlestirilmis ve membrana
baglanan Buffer W2’yi uzaklastirmak icin 12.000xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

11- Santrifiij sonrast Miniprep column temiz bir 1.5 ml'lik tiip igerisine
yerlestirilmis ve plasmid DNA’s1 elde etmek amaciyla iizerine 60 pl Eluent
eklenmis ve oda 1sinda 1 dk beklendikten sonra 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

12- Santrifiij islemi sonrasi 1,5 ml'lik steril tiip igerisine siiziilen sivi plasmid

DNA's1, sekanslamaya gonderilinceye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Restriksiyon ve PCR Analizleri: 1zole edilen rekombinant plazmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak
klonlanan genin varligi1 yOniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve Xbal
(Thermo Scientific) enzimleri kullanilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen plazmid DNA’sin1

restriksiyon enzimleri ile kesmek icin asagidaki oranlarda master mix hazirlanmstir:

Steril PCR grade Su 13 ul
10X FastDigest® buffer 2ul
DNA 4 ul
FastDigest® enzyme I ul

Toplam 20 ul
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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
£

Sekil 3.2 Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimlerinin baglanma noktalari

Karisim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra
%1.5’lik agaroz jele yiiklenerek klonlanan genin varligi yoOniinden incelenmistir.
Plazmid DNA’larm  amplifikasyonu  amaciyla  pJET1.2  Forward  (5’-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5’-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’, Thermo Scientific) primerleri kullanilmig

ve PCR sonras1 amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel tizerinde goriintiilenmistir.

3.2.5 Sekans ve Filogenetik Analizler

Mt-COI gen bolgesinden elde edilmis olan plazmid DNA’lar pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ile ¢ift yonlii olarak sekanslanmugtir. Cift yonliit DNA dizisi belirlenen
plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 8.1.4 (45)
yazilimi ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentlar1 yapilarak, vektor
DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert olmus hedef gen bolgesi belirlenmis ve izolatlara ait final
dizilimler elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut
homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla Geneious 8.1.8 (45) yazilimi
tizerinden coklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve intraspesifik niikleotid
farkliliklar1  belirlenmistir. Filogenetik yapilanmalarin  belirlenmesinde Bayesian

analizleri (BA) uygulanmistir. BA analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun modelin
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belirlenmesinde jModelTest 2 (46) kullanilmis ve en diisiik Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
degerine sahip General Time Reversible + Gamma distributed (GTR+G) modeli
filogenetik agacin olusturulmasinda kullanilmistir. Bayesian analizleri Geneious 8.1.8
(45) yazilimi tizerinden MrBayes plugin (47) kullanilarak gergeklestirilmis, Markov
Chain Monte Carlo taramalar1 1.100,000 jenerasyon i¢in 4 zincirle ve agac¢ 6rneklemesi
her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 aga¢ “burn in” olarak cikarimistir).

Karakterizasyonu saglanan tiim izolatlarin GenBank kayitlar1 saglanmistir.



4. BULGULAR

4.1 MORFOLOJIK IDENTIFIKASYON SONUCLARI

Arastirmada hayvan barimnaklari ile binalarin bodrum ve siginak alanlarindan toplam 100
adet pire ornegi toplanmistir. Pire tiirlerine ait 6rneklerin morfolojik 6zelliklerine gore
identifikasyonlar1 ilgili teshis anahtarlarina gore incelenmis ve goriintiilenmeleri
saglanmistir. Morfolojik identifikasyonlarla saptanan pire orneklerinin 45’1 C. canis,
20'si C. felix ve 35°‘i ise P. irritans olarak teshis edilmistir. Identifiye edilen pire

orneklerinin dnemli baz1 morfolojik 6zellikleri asagida gosterilmistir (Sekil 4.1-4.6).

Ctenocephalides canis

1- Genal ve pronotal taraklar gézlenmistir (Sekil 4.1A)

2- Genal taraklar yatay sekildedir ve spinler sivridir (Sekil 4.1B)

3- Spin I’in uzunlugu Spin II’den belirgin bir sekilde kisadir (Sekil 4.1C)
4- Hind tibiada spin ¢ikan 8 adet centik bulunmaktadir (Sekil 4.1 D)

5- Bas her iki cinsiyette de anterior olarak konvekstir (Sekil 4.2)



Genal
tarak Genal
taraklar ¥

yatay sekil
ve sivridir

. '\ ’
A

?'m

[ 500 pm

Sekil 4.1 C. canis baz1 morfolojik 6zellikleri
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Sekil 4.2 C. canis A:Disi B: Erkek

Ctenocephalides felis

1- Genal ve pronotal taraklar gézlenmistir (Sekil 4.3A)

2- Genal taraklar dikey sekildedir ve spinler kiittiir (Sekil 4.3B)

3- Spin I ve Spin II'nin uzunlugu yaklasik olarak aymidir (Sekil 4.3C)
4- Hind tibiada spin ¢ikan 6 adet ¢entik bulunmaktadir (Sekil 4.3D)

5- Bas anterior olarak konveks degildir (Sekil 4.4)



Pronotal taraklar

Spin 11
Spin |

Sekil 4.4 C. felis Erkek

Genal taraklar

.\ Gjikey sekilde

i’y ve spinler
_kattar
B

D
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Pulex irritans

1- Genal ve Pronotal taraklar yoktur (Sekil 4.5A)

2- Fron (alin) yumusak olarak yuvarlaktir (Sekil 4.5B ve Sekil 4.6)
3- G0z kili gdziin altinda bulunmaktadir (Sekil 4.5C)

4- Mesopleura ikiye boliinmemistir (Sekil 4.5D)

Mesopleura ikiye

bélinmemistir

Go6z kili goziin
altinda

c

Sekil 4.5 P. irritans baz1 morfolojik 6zellikleri
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500 pm

Sekil 4.6 P. irritans A: Erkek B: Disi
Aymi1 zamanda Pulex irritans pire Orneginin taramali elektron mikroskopu [Scanning

Electron Microskope (SEM)] goriintiisii Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.7 P. irritans’in taramali elektron mikroskobik goriintiisii (Orijinal)

Enfeste hayvan barinaklari ile binalarin bodrum ve siginak alanlarindan toplam 100 adet
pire 6rnegi toplanmis olup pire tiirlerinin toplanma yerlerine gore dagilimlar1 Tablo
4.1’de verilmistir. Tablo 4.1°de goriildiigli iizere en yaygin tiir C. canis olmus bunu

sirasiyla P. irritans ve C. felis tiirleri izlemistir.
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Tablo 4.1 Orneklenen pire tiirleri, cinsiyetleri ve toplanma yerlerine gore dagilimlar

Ornek C. canis C. felis P. irritans Toplam
toplama
alam Disi | Erkek | Disi | Erkek | Disi | Erkek | Disi Erkek
Koyun 6 | 3 | 2| 3 | 3| 7 |11]| 13
agillan
Kopek 71 g | 8 | 2 | 9 | 5 | 24| 15
barmaklari
Kedi 10 | 8 1 3 7 | 2 |18 13
barmaklari
Bina
bodrumve | | 5 | 1| 1| 2 4
sigiak
alanlar1

Toplam 24 21 11 9 20 15 55 45

4.2 MOLEKULER ANALIiZ SONUCLARI
4.2.1 Mt-COI Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Enfeste barmnaklar ile binalarm bodrum ve sigmak alanlarindan belirlenen pire
orneklerinden filogenetik analizler amaciyla secilen C. canis, C. felis ve P. irritans
tiirleri i¢in onar adet izolatin mt-COI gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerlerle
amplifikasyonlar1 sonucu agaroz jel iizerinde hedef biiyiikliikte (709 bp) amplikonlar
gosterdigi belirlenmistir. Bazi1 6rneklere ait mt-COI gen bolgesi amplikonlarinin agaroz

jel tizerinde goriiniimleri Sekil 4.8’de verilmistir.
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709 bp

Sekil 4.8 Pire tiirlerinin parsiyel mt-COI gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu elde
edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii M: Marker (100bp); 1-2: C.canis; 3:
C. felis,4: P. irritans

4.2.2 Mt-COI Gen Bolgesinin Klonlanmasi

Enfeste barinaklar ile binalarin bodrum ve siginak alanlarindan toplanan pire tiirlerine
ait izolatlarin mt-COI gen bdlgelerinin molekiiler karakterizasyonu i¢cin C. canis
belirlenen 5, C. felis belirlenen 2 ve P. irritans belirlenen 4 izolat sekanslarin kayipsiz
elde edilebilmesi i¢in klonlanmistir. Bu amacla ilgili izolatlarmm PCR analizleri sonucu
jel iizerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
kullanilarak jel piirifiye edilmistir.

Elde edilen jel piirifiye 6rnekler CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine insert edilmistir. Daha sonra ligasyon
triinii E. coli TOP 10 kompetan hiicrelere transforme edilmistir. Bir gece inkiibasyon

sonras1i ampicylin LB besi yerinde olusan koloniler Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Transformasyon sonucu besi yerinde olusan koloniler

Kati1 besi yerinde iireyen kolonilerden secilen tek koloniler, transformasyon etkinligini
artirmak amaciyla steril pipet uclar1 ile almip ayri ayri tekrar LB kati besi yerine

ekilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Transformasyon basamaginda 2. inkiibasyon basamag1 sonucu olusan koloniler
Bolimlenmis kolonilerden secilen tek koloniler vektor spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutulmustur (Sekil 4.11). Koloni PCR sonuglarimi takiben ilgili gen
bolgeleri yoniinden pozitif saptanan tek bir koloni segilerek sivi besi yerine aktarimais,
bir gece 37°C’de inkubasyondan sonra iireyen transforme hiicreler santrifiij ile

coktiiriilmiistiir. Daha sonra transforme hiicrelerden plazmid piirifikasyonu yapilmustir.
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- 709 bp hedef gen bolgesi
he L LA L L L] T e +

120 bp (vektor DNAs1)
@

Sekil 4.11 Transforme hiicrelerde mt-COI gen bolgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarm jel
agarozda goriinimii. M: Marker (100bp); 1-13 Izolatlara ait insert mt-COI gen bolgesi

4.2.3 Mt-COI Gen Bolgesinin Sekans ve Filogenetik Analizleri

Morfolojik analizlerle tiir teshisleri belirlenen pirelerin mt-COI gen bolgesinden 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 ) izolatlarinin vektor spesifik pJET1.2 forward ve
reverse primerleri ile cift yonlii olarak sekans analizleri sonucu Blastn algoritmasi
kullanilarak tiir ve/veya alt tiir bazinda konfirmasyonlar1 saglanmis olup ilgili izolatlar
KY865409-19 aksesyon numaralar1 ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir. Mt-COI
gen bolgesi yoniinden sekans analizlerine dahil edilen izolatlarin GenBank aksesyon

numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler Tablo 4.2'de verilmistir.

Tablo 4.2 Klonlama ve plazmid piirifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatlarinin aksesyon
numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler

izolat Tiir GenBank Aksesyon Numarasi
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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Calismada arastirma yoresinde ¢esitli alanlarda C. canis, C. felis ve P. irritans olarak

belirlenen pire tiirlerine ait mt-COI gen bdlgesinin 616-673 bp kismimi iceren toplam 11

sekans basariyla elde edilmistir. Mt-COI gen bolgesi yoniinden niikleotid dizileri ortaya

konan pire izolatlarmin niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.3'de verilmistir. Filogenetik

analizlere dahil edilen pire izolatlarmin pairwise alignmentlar1 sonucu tiir/alt tiirler arasi

ve tiir i¢i identiklik oranlar1 ise Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.3 Mt-COI sekanslar1 saglanan pire izolatlarinin niikleotid kompozisyonlar1

. Niikleotid kompozisyonu (%)
Tzolat T C A G | T+A | C+G Toplam Baz
Sayisi
ERU-Ccan-4 39,1 15,51 30,9 | 14,6 | 69,9 30,1 658,0
ERU-Ccan-5 39,4 15,51 30,5 | 14,7 | 69,8 30,2 673,0
ERU-Ccan-7 395 | 1541304 | 148 | 69.9 30,1 671,0
ERU-Ccan-9 39.1 | 157300 | 152 69.1 | 309 663,0
ERU-Cean-13 | 50 | 1643071441 692 | 308 616,0
ERU-Cfel- 1 382 | 16,5)30.6 | 147 | 689 | 3Ll 620,0
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ERU-Cfel. 2 380 | 163 (309|148 689 | 31,1 627.0
ERU-Pirr- 1 409 | 154279158 688 | 31,2 638.0
ERU-Pirr- 13 412 [152]28,1|155| 69.4 | 306 633,0
ERU-Pirr- 20 40,7 | 153277163 | 684 | 316 621.0
ERU-Pir- 25 41,6 | 149278157 694 | 306 644.0

Tablo 4.4 Mt-COI gen bolgesine gore incelenen izolatlarin tiirler arasi ikili hizalama farkliliklar

Tiir/Alt tiir 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 I 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 I1 0,100 | 0,098 | 0,024 | 0,014 | 0,021 0,007 | 0,022
7 | C. felis felis Clade III 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. 4’de goriilecegi lizere, caliymada saptanan izolatlarin soy bazinda genetik
analizlerinde C. canis izolatlarmmn %5,8+1,1, %8,9+1,5, %9,7+1,6, %10,0+1,6 ve
15,742,0 genetik farkliliklarla sirasiyla, C. orientis, C. felis Clade 1V, V, C. felis Clade
I, Cfelis Clade ILIII ve P. irritans tiirlerine genetik olarak yakin oldugu belirlenmistir.
C. felis felis Clade I icinde bulunan izolatlarin 0,8+0,4, %1,1+0,4, %?2,4+0,7, %?2,9+0,7,
9%9,7£1,6, % 9,9£1,6 ve %16,9+2,3 genetik farklilikla sirasiyla C felis Clade IV, C. felis
Clade V, C.felis strongylus Clade II, C.felis felis Clade III, C. canis, C. orientis ve
P.irritans tiirlerine genetik olarak daha yakin oldugu tespit edilmistir. Pulex irritans
izolatlarinin ise en yakin identikligi %15,5+2,1 genetik farklhilikla C. felis felis Clade V
izolatlar1 ile gosterirken, en uzak identikligi ise 16,0+£2,1 orani ile C. felis felis Clade 111

izolatlar1 ile gdstermistir.

Diinyadan GenBank’a kaydi yapilan ve Kayseri yoresinden elde ettigimiz C. felis
izolatlariin tiir bazli olarak %1,3, C. canis izolatlarinin %0,1, C. orientis izolatlarinin

%0,5 ve P. irritans izolatlarinin ise %?2,6 identik olduklar1 saptanmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Mt-COI gen bolgesine gore incelenen izolatlarin tiir i¢i ikili hizalama farkliliklar

Tiir
1 C. canis 0,001
2 C. felis 0,013

3 P.irritans 0,026
4 C.orientis 0,005

Arastirma yoresinde mt-COI gen bolgesi sekans analizleri ile karakterizasyonlar:
yapilan pire izolatlar: ile Diinya’dan GenBank’a kayitli bazi pire izolatlarinin, parsiyel
mt-COI gen bolgelerinin coklu hizalamalar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.12 Sekans analizi yapilan pire izolatlar1 ile Diinyadaki diger bazi pire izolatlarinin mt-COI gen
bolgesine gore niikleotid dizilimlerinin ¢oklu hizalamalart

Sekil 4.12°de goriildiigii iizere mt-COI gen bolgesine gore Ctenocephalides ve Pulex
soylarindaki pire tiirlerine ait izolatlar arasinda tiirler arasinda ve tiir i¢inde cesitli

niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir.
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4.2.4 Mt-COI Gen Bolgesi Filogenetik Analiz Sonuclar

Mt-COI gen bolgesi filogenetik analiz sonuclariyla, morfolojik analiz ile tiir tayini
yapilan pireler degerlendirilerek konfirmasyonlar1 yapilnustir. Izolatlarin mt-COI gen
bolgesinin Bayesiyan filogenisine gore olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.13°de
verilmistir. Bayesian filogenisine gore olusturulan filogenetik c¢oziiniirliikk yiiksek
posterior olasiliklarla desteklenmistir. Calismada morfolojik analizlerle C. felis olarak
identifiye edilen ve molekiiler karakterizasyonla ERU-Cfell-2 olarak isimlendirilen
izolatlar, filogenetik agac (Sekil 4.13) lizerinde goriilecegi iizere farkl iilkelerden rapor
edilmis C. felis izolatlartyla birlikte cluster olusturmustur. ERU-Cfell-2 izolatlar:
Avustralya, Cek Cumbhuriyeti ve Ispanya izolatlar1 ile birlikte C.felis felis Clade 1
icerisinde kiimelenmistir. ERU-Cfell-2 izolatlarinin Ispanya’dan izole edilmis C. felis
izolat1 (GenBank aksesyon: LN827898) ile %100 identik olduklar1 belirlenmistir.
Ctenocephalides canis ERU-Ccan-5,7,13,9,4 izolatlarinin Cek Cumhuriyetinden
bildirilmis AL-346-1 (GenBank aksesyon: KP684210), AL-342-5 (GenBank aksesyon:
KP684206) ve AL-342-3 (GenBank aksesyon: KP684209) izolatlar1 ile %100 identik
olduklar1 belirlenmis ve C. canis tir grubu igerisinde birlikte kiimelendikleri
saptanmustir (Sekil 4.13). P. irritans ERU-Pirr-1,13,25,20 izolatlar1 kendi aralarinda
%100 identik olduklar1 ve grup icinde kiimelenme gosterdikleri goriilmiistiir. Ilgili
izolatlar en yiiksek identikligi Ispanya’dan rapor edilmis P. irritans izolatiyla (GenBank

aksesyon: KF479247) gostermistir (Sekil 4.13).
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1L IN827898 , Ctenocephalides felis , Spain

DIBJNOOBQN , Ctenocephalides felis , Australia
KP684197 , Ctenocephalides felis felis , Czech Republic
KR363646 , Ctenocephalides felis felis , Australia
4KPSB4199 , Ctenocephalides felis felis, Czech Republic
Clade 1

KT376426 , Ctenocephalides felis felis , Australia

LN827897 , Ctenocephalides felis , Spain

ERU-Cfel-1, Ctenocephalides felis felis

ERU-Cfel-2, Ctenocephalides felis felis
G 7KF684872 , Ctenocephalides felis strongylus , Seychelles
KF684876 , Ctenocephalides felis strongylus , Seychelles Clade 11

KF684875 , Ctenocephalides felis strongylus , Seychelles

-4
o1 LN827899 , Ctenocephalides felis , Spain

.9) LN827900, Ctenocephalides felis, South Africa | Clade 111
KF684878 , Ctenocephalides felis felis , Fiji
KP687808 , Ctenocephalides felis felis , India

KP687810 , Ctenocephalides felis felis , India

? KP687809 , Ctenocephalides felis felis , India | Clade 1V
KF684866 , Ctenocephalides felis felis , Thailand
KM891023 , Ctenocephalides felis felis
KU880660 , Ctenocephalides felis felis , China
3KU88()664 , Ctenocephalides felis felis , China
Clade V

- KU880665 , Ctenocephalides felis felis , China
KP684201 , Ctenocephalides felis felis , Czech Republic
ERU-Ccan-5, Ctenocephalides canis

ERU-Ccan-7, Ctenocephalides canis

5 4KP684206 , Ctenocephalides canis , Czech Republic

KP684210 , Ctenocephalides canis , Czech Republic

KP684209 , Ctenocephalides canis, Czech Republic
KP684211 , Ctenocephalides canis, Czech Republic
ERU-Ccan-13, Ctenocephalides canis
ERU-Ccan-9, Ctenocephalides canis

ERU-Ccan-4, Ctenocephalides canis

KP684212 , Ctenocephalides canis , Czech Republic
KP229378 , Ctenocephalides orientis , India

KF684871 , Ctenocephalides orientis , Thailand

ERU
9

ERU

ERU-Pirr-1, Pulex irritans

ERU-Pirr-20, Pulex irritans
KF479247 , Pulex irritans , Spain
KM891015 , Pulex sp. F464

KF479246 , Pulex irritans , Spain

KF684867 , Ctenocephalides orientis , Thailand

KP229381 , Ctenocephalides orientis , India

-Pirr-13, Pulex irritans

-Pirr-25, Pulex irritans

P. irritans

55

C. felis

C. canis

C. orientis

0.005

KU876402 , Trichodectes canis , USA

Sekil 4.13 Pire izolatlarnin mt-COI gen bolgesi Bayesian inference (BI) analizine gore filogenetik
iligkileri. Calismada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde yerlestikleri kiimeler
yesil renkte gosterilmistir. Node’larin oniindeki rakamlar Bayesian olasiligin1 gostermektedir.
Olgek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Bit, pire, akar ve kene gibi ektoparazitler kan emmeleri esnasinda insanlar1 ve
hayvanlar1 enfeste etmekte, dermatitis gelisimine veya vektor-borne hastaliklarin
nakline neden olmaktadirlar (48). Siphoneptera dizisi icerisinde yer alan Pulicidae,
Ceratophyllldae, Leptopsyllldae ve Tungidae ailesindeki 246 soya ait toplam 2575
tanimlanan tiirii ile pireler, Diinya’nin bircok bolgesinde ve Tiirkiye’de veteriner ve halk

saglhigi acisindan oldukca onemli ektoparazitlerdir (8, 33, 49).

Global olarak kliniklerde kedi ve kopeklerdeki dermatolojik olgularin yaklasik
%50’sinin pirelerden kaynakli oldugu ve Amerika Birlesik Devletlerinde pire kontrol
iriinlerine her y1l yaklasik bir milyar dolar harcandig: bildirilmistir (35, 50). Insan ve
hayvanlar arasindaki siirekli etkilesim, pireler ile zoonotik patojenlerin tasmimini
kolaylastirmaktadir. Ergin devrelerinde gecici parazit olan pireler cok fazla konak
seciciligi gostermemekte ve genis bir konak¢i spektrumundan kan emdikleri
belirtilmektedir. Ornegin, Ctenocephalides felis piresine 50 farkli konak iizerinde
rastlamildig: bildirilmistir. Bu 6zellikleri sebebi ile vektorliikleri ¢ok gelismis olup, cok
cesitli viriis ve bakterinin naklinde rol almaktadirlar (5). Pireler tarafindan bulastirilan
en Onemli enfeksiyon Y. pestis’in neden oldugu veba hastaligidir. Ayni zamanda
Amerika'da murine tifiis (endemik tifiis) hastaliginin etkeni Rickettsia typhi ve kirsal
epidemik tifiis'iin etkeni Rickettsia prowazekii'ye vektorliik yaptiklar1 da bildirilmistir
(25). Son yillarda, ricketsiyal tiirler icerisinde Rickettsia felis identifiye edilmistir. 11k
olarak tifiis ya da atesli grup riketsiyali icerisinde bulunsada yapilan filogenetik
caligmalarda R. felis’in, riketsiyallerin genetik olarak farkli bir gecis grubu oldugu
belirlenmistir. Bu tiir R. fypi’den genetik olarak farkli olmasina ragmen kozmopolit kedi
piresi ile baglantili oldugu gozlemlenmistir (25). Pirelerin ayn1 zamanda kedi tirmigi
hastalig1 (CSD) etkeni Bartonella henselae gibi bazi Bartonella tiirlerini naklettikleri
bildirilmistir (51). Ayrica, pireler Dipylidium caninum ve Hymenolepis diminuta gibi

helmintlerin vektorliigii de yapmaktadirlar. Tunga penetrans'in tropikal bolgelerde
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insanlarin derileri igerisine yerleserek agri, kasinti ve irinlesmeye neden oldugu

bildirilmistir (5).

Pireler iizerine yapilan arastirmalarin son yillarda artis gosterdigi goriilmekte olup
Tiirkiye’de cesitli konaklarda pireler ilizerine yapilmis calismalar olduk¢a sinirli olup
mevcut ¢aligmalarinda yalnizca morfolojik teshise dayali oldugu goriilmektedir (Dinger,
1971). Bu calismalardan; Dincer (53), Ankara ve ¢evresinde kedi, kopek ve tilkilerde
bulunan pire tiirlerini incelemek igin yaptg1 bir calismada, 4 aileye ait 6 soy ve 9 tiir
identifiye etmistir. Arastiricinin (53) 50 kediden 346 (268 disi, 78 erkek), S0 kopekten
553 (387 disi, 166 erkek) ve 50 tilkiden 1692 (1071 disi, 621 erkek) adet olmak iizere
toplam 2591 pire 6rnegini morfolojik analizlerle %31,91’ini P. irritans, %29,79’unu C.

canis ve %11.92sini ise C. felis felis olarak identifiye etmistir.

Doganay (52), kedi ve kopeklerde bulunan ektoparazitleri incelemek amaciyla yaptigi
calismada morfolojik teshisler ile C. canis, C. felis ve P. irritans’in kopek ve kedilerde
yaygin bir sekilde bulundugunu bildirmistir. Dincer ve ark. (53) Elazi1g yoresinde sokak
kedilerinde goriilen i¢ ve dis parazitleri ve bunlarin yayilis oranlarmi tespit etmek
amaciyla yaptiklar1 arastirmada, sokak kedilerinde C.canis’{ %5.5 oraninda bulduklarini
bildirmislerdir. Giilanber ve ark., (54) 1999 ve 2000 yillarinda Istanbul’da baz1 pet
kliniklerine getirilen pire ile enfekte 50 kopekten toplam 574 pire toplamislardir.
Aragstiricilar (54) morfolojik analizler ile topladiklar: pirelerin 544’iiniin (%94.8) C. felis
felis ile, 28’inin (%4.88) C. canis ile 2’sinin (%0.35) ise P. irritans ile enfeste oldugunu

belirlemislerdir.

Aksin ve ark. (55)’nin Elazig’in kirsal kesimlerinde bulunan pire enfestasyonu
yOniinden on tanis1 konulan iki koyun ciftliginde insan, koyun, kedi, kopek, tavuk ve
horozdan topladiklar: toplam 231 pire 6rneginin morfolojik analizler ile %34.7’sinin C.
canis, %33.3’tinlin C. felis, %21.6’smn P. irritans ve %10.4’liniin Xenopsylla cheopis
tiirlerine ait oldugunu belirlemisler ve yogun enfeste olan bu ciftlikleri %5’lik Solfac
(Cyfluthrin) ve %1 toz Bolfo (Propoxur) ile ilaglamiglardir. Arastiricilar (55) ilaglama
sonunda enfeste ciftliklerde pire enfestasyonunun goriilmedigini kaydetmislerdir. Yine
Elazig ve cevresindeki yabani tavsanlarda ektoparazitlerin yayiliglarini belirlemek
amaciyla Ekim 1999-Mart 2000 tarihleri arasinda yapilan bir ¢alismada toplam 38
yabani tavsanin 4’iiniin (%14,82) C. canis ile enfeste oldugu bildirilmistir (56).
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Erzurum’da kopeklerin ektoparazitlerini belirlemeye yonelik yapilan epidemiyolojik bir
caligmada, kirsal alanda yasayan toplam 48 kopek (26 erkek ve 22 disi) ektoparazitlerin
varlig1 yoniinden makroskobik olarak incelenmistir. Inceleme sonucunda 21 kdpegin (9
erkek, 12 disi) C. canis, C. felis, Rhipicephalus sanguineus ve Sarcoptes scabiei var.
canis ile enfeste oldugunu ve enfestasyon oranlarinin swrastyla %31.25, 54.17, %6.25 ve
%?2.08 olarak belirlendigi rapor edilmistir (57). Mevcut calismamiz Kayseri yoresinde
pire enfestasyonuna maruz kalmis hayvan barmaklar: ile binalarin bodrum ve siginak
alanlarindan toplanmis ergin pire ornekleri iizerine yapilan bir caliyma niteliginde olup
calisma sonucunda ilgili alanlardan toplanan toplam 100 adet ergin pire Orneginin
morfolojik klasifikasyonlar1 yapilmis ve pire tiirlerinin 45’inin C. canis, 20’sinin C. felis
ve 35’inin P. irritans oldugu belirlenmistir. Calismamizda elde edilen sonuglarin
Tiirkiye’de morfolojik analizlerle yapilmis pire ¢aligmalarindan elde edilen sonuclarla
kiyaslandiginda en yaygimn tiriin C. canis oldugu belirlenmis ve c¢alismamizin
sonucunun diger arastiricilarin (53, 55, 56) calismalarinin sonuglarina paralel oldugu

gorilmiistiir.

Pirelerin cins ve tiir identifikasyonlar1 genellikle cesitli morfolojik 6zelliklerine gore
yapilmaktadir. Bu morfolojik 6zellikler, son derece karigik genital organlarinin yapisi,
seta ve spinlerin varlig1 ve dagilimi olmaktadir. Bu Ozellikler tiir teshisi i¢in giivenilir
olmasina ragmen alt tiirlerin ve sister gruplarin belirlenmesinde ve filogenetik yapinin
ortaya cikarilmasinda yetersiz kalmaktadir (8). Siphoneptara dizisinde Pulicidae
ailesinde bulunan Ctenocephalides cinsi i¢in de 13 tiir ve alt tiir bulunmaktadir. Bu
tiirlerden kedi piresi olarak isimlendirilen C. felis tiiriinde dort alt tiir (C. felis felis, C.
felis orientis, C. felis strongylus ve C. felis damarensis) bulunmakta ve bu altiirler
morfolojik olarak birbirinden ayrilabilmektedir. Ancak bazi zamanlarda morfolojik
identifikasyonlar tiir tammlanmasinda yetersiz kalmaktadir. Ornegin Afrotropikal
bolgede ve Asya’da yapilan bir calismada sefalik profilinin yapisina gore C. felis
strongylus tiirli, C. canis olarak yanls identifiye edilmistir (58). Bunun yaninda evcil
kopekler genellikle C. canis’ten daha ¢ok C. felis felis ile enfeste olmalarina ragmen,
Palearktik ve Neartik bolgelerde veba hastaligia neden olan pire tiirlerinin belirlenmesi
icin toplanan Ctenocephalides pireleri ise konaklarina gore isimlendirilmislerdir (59).
Bu sekilde tiir teshisi icin kullanilan bazi taksonomik anahtarlarda bazi 6zellikler yanlig

yorumlanabilmektedir (60). Bu nedenle pirelerin soy, tiir, alttiir ve sister grup
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yakmhiginm belirlenmesinde ¢esitli molekiiler teknikler (COI-barkodlar1 veya diger
molekiiler markerlar) kullanilmaya baslanmistir. Boylece orneklerin tiir diizeyinde
DNA barkod identifikasyonlarini takiben yeni morfolojik karakterlerin bulunmasi veya
yalnizca morfolojik karakterler kullamilarak yapilan tiir identifikasyonlarinin
konfirmasyonu miimkiin olmustur (8, 32, 34, 35, 60, 61). Bu kapsamda, cesitli pire
tiirlerinin molekiiler filogenileri lizerine bir¢ok arastrmanin (32, 34, 35) yapildig:
goriilmektedir. Tiirkiye’de giiniimiize kadar pire tiirlerinin molekiiler identifikasyonu
izerine herhangi bir ¢caliyma yapilmamistir. Bu agcidan calismada Kayseri yoresinde pire
enfestasyonuna maruz kalmis hayvan barmaklar1 ile binalarin bodrum ve siginak
alanlarindan toplanan C. canis, C. felis ve P.irritans’ i molekiiler karakterizasyonlarinin
ortaya konulmas1 amag¢ olarak belirlenmis ve bu tiirlerin Tiirkiye’de ilk genotipleme

verileri saglanmistir.

Molekiiler tekniklerin gelisimi ile pirelerin soy, tiir ve alttiir ayrimlarmin daha giivenilir
bir sekilde yapildig1 gozlenmistir (8, 32). Pire tiirlerinin tiir i¢erisindeki farkliliklarinin
belirlenmesinde cesitli molekiiler markirlar (ITS1, ITS2, 16S rRNA, 18S rRNA, 28S
rDNA, Elongation Factor 1-alpha, coxI, cox2) kullanmilmaktadir (8, 33, 34, 35). Buna
karsin pirelerde Wolbachia pipientis gibi endosimbiont bakterilerin varliginin, mt-
DNA’da genetik cesitliligin azalmasina veya artmasima neden oldugu bildirilmistir (62).
Bu nedenle bazi arastiricilar artropodlarin tarihsel gelisimini agiklamada mtDNA’nin
tek basina yeterli bir markir olmadigini bdylece niikleer DNA’nin gelisimini ortaya
cikarmak icin filogenetik caligmalarda niikleer DNA’y1 kodlayan genleri ve tiir i¢i

caligmalarda ise mikrosatellitlerin kullanimim ve gelisimini 6nermislerdir (63-66).

DNA barkodlama yaklasimlar1 gibi molekiiler identifikasyon tekniklerinin pire
caligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaya baslandig1 goriilmektedir (34, 35). DNA
barkodlama tiir diizeyinde bilgi saglayan DNA bdlgelerinin amplifikasyonu ve
sekanslanmas1 temeline dayanmaktadir. Bircok hayvan grubu i¢cin mt-COI gen
bolgesinin parsiyel 648 bp kisminin oldukca kullanisli bir barkodlama bolgesi oldugu
ortaya cikardmistir (61, 67, 68). Cytochrome c¢ oxidase enzimi, bakteri ve
mitokondrilerde bulunan genis transmembran protein kompleksidir. Mitokondrinin
membraninda yer alan elektron transport zincirindeki en son enzimidir. Mt-COI gen
bolgesi, Okaryotlarda gostermis oldugu intraspesifik polimorfizm ile filogenetik

analizlerde yaygin olarak kullanilan mitokondrial gen bolgelerinin basinda gelmektedir
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(69). Nitekim insan ve diger omurgali konaklarin c¢esitli pire tiirlerinin genetik
diversitesi, kriptik tiirler, popiilasyon yapis1 ve filogenileri iizerine yapilan molekiiler
caligmalarda mt-COI gen bolgesi yaygin bir sekilde kullanilmis ve tiir icerisinde cesitli

cladelerin ve haplotiplerin varlig1 ortaya konmustur (8, 34-38).

Vobis ve ark., (32) topladiklar1 7 farkh tiire (X. cheopis, A. erinacei, C. canis, C. felis,
T. penetrans, P. irritans, N. fasciatus) ait toplam 31 pire tiirii arasindaki filogenetik
yakmlig1 incelemek amaciyla internal transcribed spacer 1 (ITS1), internal transcribed
spacer 2 (ITS2) ve mitochondrial 16S ribosomal RNA (mt16S-rDNA) gen bolgelerinin
sekanslarindaki niikleotit farkliliklarini karsilastirmislardir. Arastiricilar (32) bu gen
bolgelerinin pire tiirlerini ayirt etmede basarilh bir sekilde kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda ilgili gen bolgelerinde C. felis ve T. penetrans’in ayni tiir
icerisindeki farkli izolatlar1 arasinda niikleotit farkliliklarin oldugunu da tespit
etmislerdir. Bunun yaninda C. felis izolatlar1 arasindaki farkliligi belirlemek i¢in 4
farkli random binding primer kullanmislar ve bu primerlerin de farkli C. felis izolatlar1

arasinda ayrim yapabildigini rapor etmislerdir.

Slapeta ve ark., (36), 2009-2010 yillar1 arasinda Avustralya’nin bes farkli veteriner
kliniginde 291 hayvandan (151 kopek, 69 kedi ve 71 kategorize edilemeyen kdpek veya
kedi) topladiklar1 2530 pire drneginde en yaygin tiiriin kedi piresi C. felis felis oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar (36), C. felis felis’in mt-COI gen bolgesinin sekans
analizleri sonucunda Avustralya’da bu tiiriin tek haplotipinin oldugununu da rapor

etmislerdir.

Cek Cumbhuriyeti ve Romanya’da sahipli kedi ve kopeklerden toplanan toplam 163
pirenin (97 adet Cek Cumhuriyeti, 66 adet Romanya) morfolojik ve molekiiler analizleri
yapilmistir. Morfolojik analizler sonucunda pirelerin 59°u (%60,82) C. felis felis, 30’u
(%30,93) C. canis, 7’si (%7,22) C. gallinae ve 1’1 (%1,03) N. fasciatus olarak
identifiye edilmistir. Identifiye edilen C. felis felis tiiriiniin coxl geninin mt-DNA
sekansi sonucunda bu tiiriin cox1 haplotip 1 igerisinde bulundugu bildirilmistir. Ayni
zamanda kedi ve kopeklerde yiiksek oranda goriilen C. canis tiiriiniin mt-DNA sekansi

sonucunda bu tiiriin kedi piresi C. felis orientise sister clade oldugu kaydedilmistir (35).

Zurita ve ark., (37) farkli cografik bolgelerde (Ispanya, iran ve Giiney Afrika)
kopeklerden topladiklar1 C. felis ve C. canis tiirlerinin ITS1, ITS2, 18S rDNA ve cox1
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gen bolgelerinin sekanslari ile bu iki tiiriin taksonomik durumlarini aragtirmuglardir.18S
rRNA parsiyel gen bolgesinin C. canis ve C. felis tiirlerini ayirt etmede ve de bu tiirler
icindeki filogenetik iliskiyi belirlemede kullanishh olmadigini, ancak ITS1 ve ITS2 gen
bolgelerinin ise Ctenocephalides soyunun spesifik belirlenmesinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Arastiricilar (37) aym1 zamanda C. felis cox] mtDNA sekansi ile C.
felis’in 3 ana haplotipin bulundugunu, coxl sekansinda bircok endoniikleaz
bulundugunu ve bu endoniikleazlarin C. felis’in farkli haplotiplerinin belirlenmesinde
ve C. felis ve C. canis tir ayriminda basarili bir sekilde kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Lawrence ve ark., (34) Avustralya, Fiji, Tayland ve Seyseller de kozmopolitan bir tiir
olan kedi piresi C. felis’in alt tiir bazinda identifikasyonu konfirme etmek amaciyla iki
mitokondrial markir (cox1 ve cox2) kullanmislardir. Arastiricilarin (Lawrence ve ark.,
2014) cox1 ve cox2 tabanl filogenetik ¢alismalar1 sonucunda, C. felis icerisinde 5 farkli
clade’in oldugunu ve C. felis felis olarak identifiye edilen alttiiriin iki clade (Clade I ve
Clade IV) icerisinde toplandigini belirlemislerdir. Ayni1 zamanda arastiricilar (34) her
iki gen bolgesinin Ctenocephalides tiirlerinin popiilasyon yapismi ve filogenilerini

aciklamada uygun genetik markirlar olduklarini rapor etmislerdir.

Lawrence ve ark., (34, 35, 70), Avustralya’da C. felis icerisinde bes farkli Clade’in
oldugunu rapor etmislerdir. Yeni Zelanda’nin Giiney ve Kuzey adalar1 ile Avrupa’da
yapilan mitokondrial gen bdolgesi sekans analizlerine gore kedi piresinin genellikle

dominant Clade I icerisinde bulundugu bildirilmistir (35, 38).

Calismamizda mt-COI gen bolgesi sekans analizleriyle karakterize edilen ve
barkodlanan C. felis izolatlarmin (ERU-Cfell,2) yukaridaki arastiricilarin bulgular: ile
parallelik (34, 35, 38, 70) gosterip C. felis felis Clade I icerinde bulundugu ve
Avustralya, Cek Cumhuriyeti ve Ispanya izolatlar1 ile birlikte kiimelendigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda ERU-Cfell-2 izolatlarinin Ispanya’dan izole edilmis C.
felis izolat1 (GenBank aksesyon: LN827898) ile %100 identik olduklar1 saptanmustir.
Morfolojik analizlerle C. canis olarak identifiye edilen ERU-Ccan-5,7,13,9,4
izolatlarinin tiir bazli olarak C. canis icerisinde bulunduklar1 ve Cek Cumhuriyetinden
bildirilmis AL-346-1 (GenBank aksesyon: KP684210), AL-342-5 (GenBank aksesyon:
KP684206) ve AL-342-3 (GenBank aksesyon: KP684209) izolatlar1 ile %100 identik
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olduklar1 belirlenmistir. Calismada karakterize edilen P. irritans ERU-Pirr-1,13,25,20
izolatlarinin kendi aralarinda identik olduklar1 ve filogenetik agacta tiir icinde ayni
yerde kiimelendikleri ve en yiiksek identikligi Ispanya’dan rapor edilmis P.irritans
izolatiyla (GenBank aksesyon: KF479247) gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.13).
Neticede Kayseri yoresinden toplanan pire drneklerinin mt-COI sekans ve filogenetik
analiz sonuglari, arastirma yoresinde pire tiirlerinin genetik karakterde popiilasyon

yapisini ortaya koymustur.

Sonug¢ olarak bu tez calismasi ile Kayseri yoresinde cesitli hayvan barmaklar: ile
binalarm bodrum ve sigmak alanlarindan toplanan pire Orneklerinin morfolojik
analizlerini takiben mitochondrial cytochrome oxidase subunit I gen bdlgesinin
molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmig ve barkodlamalar1 saglanarak Tiirkiye igin ilk
molekiiler veriler olarak GenBank veri tabanma kayitlar1 saglanmistir. Karakterize
edilen tiim izolatlarin diinyada GenBank’a kayit edilmis mevcut homolog izolatlarla
birlikte filogenetik yapilanmalar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma ayni zamanda Tiirkiye’de
yayilis gosteren pire tiirleri tizerine morfolojik ve molekiiler tabanl calismalarin birlikte
yiiriitiilerek genis capl arastirma projelerinin hayata gecirilmesi, 6zellikle pire kaynakl
vektor-borne hastaliklarin epidemiyolojisi ile kontrol ve miicadele yontemlerinin

sekillendirilmesi model olusturmasi acisindan da olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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