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Doktora Tezi, Mayis 2014
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OZET

Bu ¢alisma, Kayseri yoresinde koyunlarda Haemonchus contortus'un molekiiler prevalansi ve
karakterizasyonu ile benzimidazol direngliliginin molekiiler olarak arastirilmasi amaciyla
planlanmustir. Bu amagla 2012-2013 yillar1 arasinda Kayseri’nin incesu, Erkilet ve Biinyan
ilgelerinde ¢esitli koyunculuk igletmelerinde toplam 300 bas akkaraman irki koyundan teknigine
uygun olarak diski 6rnegi toplanmigtir. Toplanan diskilar ¢inko siilfat flotasyon yontemi ile
mikroskobik olarak parazit yumurta/ookistleri yoniinden incelenmistir. Konvansiyonel diski
muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan koyunlarin 244’4 (%73,2) cesitli parazit yumurta
ve/veya ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur. En yaygin tiirler %48,3 ile Trichostrongylid
tip etkenler belirlenmis bunu sirasiyla %36,7 ile Marshallagia sp., % 28,3 ile Eimeria sp.,
%14,3 ile Nematodirus sp., %4,3 ile Moniezia sp. ve %1.7 ile Trichuris ovis izlemistir.
Trichostrongylid tiirlerle enfekte koyunlarda gram diskidaki yumurta sayisi (EPG) ortalama
120,3453,5 olarak belirlenmistir. EPG diizeylerinin 2 yas {izeri koyunlarda iki yas altina gore
yaklasik 2 kat yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05). Trcihostrongylid yumurtalar yoniinden
pozitif belirlenen 145 6rnegin diskilarindan genomik DNA ekstraksiyonunu takiben elde edilen
DNA’lar H. contortus tiir spesifik ribosomal complete internal transcript spacer 2 (ITS-2 ) gen
bolgesini amplifiye eden primerler ve TagMan probu ile Real Time PCR analizine tabii
tutulmustur. Incelenen drneklerin 36°s1 (%24,8) H. contortus yoniinden pozitif belirlenmis olup
ortalama Ct (dR) degeri 30,9+3,38 bulunmustur. Belirlenen Ct (dR) degerlerine gore >2 yas
grubunda paraziteminin < 2 yas grubuna oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus pozitif belirlenen 6rneklerin filogenetik
analizleri i¢in ITS-2 rDNA ve mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) gen
bélgelerini amplifiye eden spesifik primerler ile PCR analizleri ger¢eklestirilmistir. izolatlara ait
amplikonlarin PCR primerleri ile ve/veya klonlanlanip plasmid piirifikasyonundan sonra sekans
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin GenBank kayitlar1 yapilmis ve diinyadaki

benzer izolatlar ile ¢oklu hizalamalar1 yapilarak filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. ITS-2
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niikleotid sekanslar1 ortaya konan 4 H. contortus izolatinin (TrERUHcon04, TrERUHcon05,
TrERUHcon06, TrERUHcon07) pairwise analizleri sonucu %100,0 identik olduklari, Diinyanin
farkli bolgelerinden GenBank’a kayitli benzer izolatlarla ise ortalama %0,1 genetik farklilik
gosterdikleri tespit edilmistir. Mt-COI gen bdlgesine gore incelenen izolatlarin (TrERUHconO1,
TrERUHcon02, TrERUHcon03) pairwise analizleri sonucu %96,3-%100,0 identik olduklari,
diinyada GenBank’a kayith az sayidaki izolatlarla ise %5,3+0,6 genetik farklilik gosterdikleri
belirlenmistir. Calismada H. contortus pozitifligi belirlenen 36 &rnekte benzimidazol
direncliligini arastirmak amaciyla B tubulin izotip-1 gen bolgesindeki duyarli ve direngli
allellere spesifik TagMan problar1 ve primerler ile Real time PCR analizleri gergeklestirilmistir.
Real time PCR analizleri sonucu H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol direngliligi
acisindan duyarl allel siklig1 %87,12+16,19, direngli allel siklig1 ise %12,88+16,19 olarak
belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Calismada ayrica
duyarli ve direngli allel sikliklarina gore belirlenen bazi izolatlarda B tubulin izotip-1 gen
bolgesinin sekanslar1 belirlenmis ve benzimidazol direngliligi acisindan tek niikleotid
polimorfizmleri arastirilmistir. Duyarli allele ait izolatlarin higbirinde polimorfizm goriilmezken
direncli allele ait iki izolatin B tubulin izotip-1 gen bdlgesinin 200. kodonunda tek niikleotid
polimorfizmi gosterdigi ve fenilalanin (TTC) amino asidinin tirozin amino asitine (TAC)
donistiigii  saptanmustir. Duyarli ve direngli allellere ait izolatlarin GenBank kayitlar
gergeklestirilmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez koyunlarda H. contortus’un molekiiler
prevalansi belirlenmis ve genetik karakterizasyonu yapilmistir. Calisma ile arastirma yoresinde
H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol direngliligi molekiiler olarak ortaya konmus,
duyarli ve direngli allel sikliklar1 belirlenerek risk faktorleri saptanmistir. Elde edilen sonuglar,
direngli H. contortus popiilasyonu dinamikleri agisindan tedavi ve ilaglama yontemlerinin
gozden gecirilmesi ve alternatif stratejilerin olusturulmasmin zorunlu oldugunu ortaya

cikarmigtir.

Anahtar kelimeler: Benzimidazol direngliligi, Haemonchus contortus, Koyun, Molekiiler

karakterizasyon, Real time PCR
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HAEMONCHUS CONTORTUS IN
SHEEP AND MOLECULAR INVESTIGATION OF BENZIMIDAZOLE
RESISTANCE

Zuhal ONDER

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Parasitology
Doctor’s Thesis, May 2014
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

This study was conducted to investigate the molecular prevalence and characterization of
Haemonchus contortus and as well as benzimidazole resistance in H. contortus populations in
sheep from Kayseri and vicinity. For this aim between 2012 and 2013 feces samples were
techniqually collected from totally 300 Akkaraman sheep raised in several sheep farms in
Incesu, Erkilet and Biinyan districts of Kayseri. Collected feces samples were analyzed by zinc
sulfate flotation technique in order to investigate the parasite eggs/oocysts under light
microscope. 244 (73.2%) out of examined sheep were found to be positive with several parasite
eggs and/or oocysts. Trichostrongylids were found to be the most prevalent species with the
raito of 48.3% and this ratio was followed by Marshallagia sp., Eimeria sp., Nematodirus sp.,
Moniezia sp. and Trichuris ovis with the ratios 36.7%, 28.3%, 14.3%, 4.3% and 1.7%,
respectively. The mean egg per gram of feces (EPG) value in sheep infected with
trichostrongylids was determined as 120.3+£53.5. The EPG levels in sheep >2 years age group
was determined twice higher than <2 years age group (p<0.05). Genomic DNA extractions were
performed on 145 samples which were found positive for trichostrongylid eggs and TagMan
Probe based Real Time PCR analyses were done on the obtained DNAs with the specific
primers and probe that amplified ribosomal complete internal transcript spacer 2 (ITS’s-2) gen
region. 36 (24.8%) out of 145 samples were determined positive for H. contortus with a mean
Ct (dR) value of 30.9+3.38. Parasitemia was determined higher in >2 years age group than <2
years age group based on the obtained Ct (dR) values (p<0.05). In order to phylogenetic
analyses of H. contortus in positive samples, PCR analyses were performed with the primer
pairs specific to ITS-2 rDNA and mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 gene regions
(mt-COl). Sequence analyses of the isolates were done directly with PCR primers and/or after
cloning and plasmid purifications. The obtained isolates were deposited to the GenBank and
phylogenetic analyses were carried out by multiple alignments of the isolates with the similar

ones available in GenBank in the world. The 4 H. contortus isolates (TrERUHcon04,



TrERUHcon05, TrERUHcon06, TrERUHcon07) which the ITS-2 nucleotide sequences
determined, showed 100.0% identity to each other and 0.1% genetic difference with the isolates
from different parts of the world in the GenBank. The pairwise analyses of the isolates
(TrERUHcon01, TrERUHcon02, TrERUHcon03) characterized by Mt-COI sequences showed
96.3%-100.0% identity to each other and also they exhibited 5.3+0.6% genetic difference with
the few isolates from the World in GenBank. TagMan based Real Time PCR analyses were
performed on totally 36 H. contortus positive samples with the primers and probes specific to 3
tubulin isotipe-1 gene region of sensitive and resistant alleles in order to investigate
benzimidazole resistance. Sensitive and resistant allele frequencies by means of benzimidazole
resistance in H. contortus populations were determined as 87.12%+16.19 and 12.88%+16.19,
respectively in Real Time PCR assays and the difference between sensitive and resistant allele
frequencies was found statistically significant (p<0.05). B tubulin isotipe-1 gene sequences of
some isolates which were selected by means of sensitive and resistant allele frequencies were
also determined and single nucleotide polymorphisms (SNPs) were investigated according to
the benzimidazole resistance. No polymorphism was seen in all the isolates belong to sensitive
allele whereas SNPs were detected in the codon 200 of the two isolates belong to resistant allele
and transformation of phenylalanine (TTC) to tyrosine (TAC) at this codon was determined in
both isolates. The isolates belong to sensitive and resistant alleles were also deposited to the
GenBank.

In conclusion, molecular prevalence and genetic characterization of H. contortus in sheep in
Turkey were determined for the first time with this study. Benzimidazole resistance was
molecularly detected in H. contortus populations in the research area and also risk factors were
determined by revealing the sensitive and resistant allele frequencies. The obtained results from
this study revealed that revising the treatment and disinfection methods in terms of resistant H.

contortus population dynamics and also producing new alternative strategies are essential.

Key words: Benzimidazole resistance, Haemonchus contortus, Sheep, Molecular

characterization, Real time PCR
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1.GIRIS VE AMAC

Nematoda filumunda, Secernentea sinifinda, Rhabditia alt sinifinda, Strongylida dizisi,
Strongylina dizi alt1, Trichostrongyloidea {ist ailesi, Haemonchidae ailesi, Haemoncinae
aile altinda Haemonchus soyunda bulunan H. contortus tropik ve subtropik bolgelerde
sigir, koyun, ke¢i, manda, ziirafa, antilop ve yabani ruminantlarin abomazumlarina
yerlesim gostermektedir (1, 2). Son yillarda cesitli iilkelerde kiiclik ruminantlarda
bliylime geriligi, kilo kayba, siit liretiminde azalma ve 6liim gibi ekonomik kayiplara
neden olan gastrointestinal nematodlar iizerine filogenetik akrabaliklar ve antiparaziter
direncliligin belirlenmesi gibi ¢esitli molekiiler tabanli arastirmalarin hiz kazandigi
goriilmektedir. Tiirkiye’de gastrointestinal nematodlar iizerine yapilan calismalarin
mikroskobik ve nekropsi verilerine dayandigi, molekiiler tabanli caligmalarin ise
bulunmadig: dikkati ¢cekmektedir. Son yillarda molekiiler tabanli tekniklerin parazitoloji
alaninda genis bir sekilde uygulanmaya bagslanmas ile birlikte 6zellikle taksonomi,
filogenetik akrabaliklar ve parazitlerin epidemiyolojisinde daha spesifik veriler ortaya
konmus olup bu tip ¢alismalar gelisen bir ivme ile devam etmektedir. Bununla birlikte
cogu kez mikroskobik ve serolojik teshis yontemlerinde ortaya ¢ikan teshis hatalar1 ve
diistik 6zgiilliik, parazitlerin DNA'sim1 veya RNA'si1 tespit etmeye yonelik molekiiler
teshis yontemlerinin kullanilmaya baslanmasi ile minimize edilmistir. Molekiiler teshis
yontemleriyle birlikte, tespit edilen parazit tiirlerinin ¢esitli gen bdlgelerine gore

molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmakta ve evrimsel ve epidemiyolojik agidan oldukca



Oonem arz eden Diinya'nin ¢esitli bolgelerindeki benzer parazitlerle filogenetik iliskileri
saptanmaktadir. Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, se¢iciligi, hedef
patojen veya gen bdlgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun
olmas1 gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda gelmektedir. Ayrica
s0z konusu teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlart da hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir. Son yillarda trichostrongylid nematodlarin spesifik teshisinde de
kullanilmaya baslanan basta 18S rRNA, 5.8S rRNA, 28S rRNA, Internal transcribed
spacer 1 (ITS-1), ITS-2 ve mitochondrial cytochrome oxidase (mt-COI) gibi 6nemli gen
bolgeleri hedef alinarak spesifik primer ve problar ile aragtirmalarin yapildig
goriilmektedir. Bu ¢alismada, Kayseri yoresindeki siiriilerden 6rneklenen koyunlarda
konvansiyonel digki muayenesi sonrasi standardize edilen TagMan prob bazli Real
Time PCR teknigi ile H. contortus kantitatif olarak arastirilmistir. S6z konusu teknik ile
belirlenen pozitif izolatlar, filogenetik 6zelliklerinin ortaya konmasi amaciyla, ITS-2 ve
mt-COI gen bolgeleri yoniinden molekiiler olarak karakterize edilmis, Diinyadaki
GenBank’a kayith tiim izolatlarla alignmentlar1 yapilarak niikleotit dizilimleri agisindan
benzerlik oranlar1 tespit edilmistir. Son yillarda mide-bagirsak kil kurtlarinin
tedavisinde yaygin ve gelisigiizel kullanilan benzimidazol grubu ilaglara karsi bu
parazitlerde diren¢ mekanizmalar1 gelistigi ortaya konmustur. Bu parazitlerin en
onemlilerinden biri de H. contortus olup, benzimidazole direngliligi B tubulin izotip-1
geninde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) sonucunda
sekillenmektedir. Tiirkiye’de mide-bagirsak kil kurtlarina karst benzimidazol grubu
ilaglar ¢ok yaygin kullanilmasina karsin antiparaziter direnclilige yonelik molekiiler
tabanli herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismada molekiiler olarak tiir
identifikasyonu ortaya konan H. contortus izolatlarinda TagMan prob bazli Real Time
PCR teknigi ile benzimidazol direngliligi kantitatif olarak arastirilmig, duyarli ve
direncli allel sikliklar1 belirlenerek, bazi izolatlarin sekans analizleri ile SNPs analizleri
gerceklestirilmistir. Calismada ayrica molekiiler olarak karakterize edilen tiirlerin
GenBank kayitlar gerceklestirilmistir.

Bu ¢aligma, Tiirkiye’de bu alanda yapilmis olan ilk molekiiler tabanli ¢alisma olup elde
edilen veriler Tiirkiye’de H. contortus’un spesifik teshisi ile, molekiiler karakterinin
ortaya konmasi, bu gurup parazitlere karst yaygin ve bilingsizce kullanilan
benzimidazol grubu ilaglara karsi direngliligin molekiiler olarak ortaya konmasi ve

haemonchosis’in  molekiiler epidemiyolojisi agisindan O6nem arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

Haemonchus contortus tropik ve subtropik bélgelerde sigir, koyun, keci, manda, ziirafa,
antilop ve yabani ruminantlarin abomazumlarina yerlesmektedir (2). Eriskin parazitler
abomazum mukozasina tutunur ve kan ile beslenerek anemiye, siddetli enfeksiyonlarda ise
Olime yol acarak ruminatlarin en patojen nematodlarindan biri olmaktadir. Parazit ayni
zamanda koyun ve kegilerde, bliylime geriligi, verim diisiikliigli, hematolojik ve biyokimyasal
degisiklikler, istahsizlik, kilo kaybi, protein miktarinda azalma, sindirim sistemi bozukluklari,
tireme performansimin diismesi, et ve yiin kaybma neden olmaktadir (3-5). Haemonchus
contortus enfeksiyonlarinda 6nemli risk faktorlerinin birisi de ¢esitli antihelmintik gruplara

kars1 direng gelisimidir (6,7).
2.1. HAEMONCHUS CONTORTUS’UN SINIFLANDIRMADAKI YERI

Haemonchus contortus’un National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy

veritabanina gore sistematikteki yeri asagidaki gibidir (1, 2, 4).

Tablo 2.1. H.contortus’un sistematikteki yeri

Simiflandirma

Alem: Animalia C. Linnaeus, 1758

Sube: Nematoda Rudolphi, 1808

Smif: Secernentea Dougherty, 1958




Sinifalti: Rhabditida Chitwood, 1933

Takim: Strongylida Molin, 1861

Aile ustii: Trichostrongyloidea Cram, 1927

Aile: Haemonchidae Skrjabin ve Schulz, 1937

Aile alti: Haemoncinae Skrjabin ve Schulz, 1957

Cins: Haemonchus Cobb, 1898

Tiir: Haemonchus contortus Rudolphi, 1803

Haemonchus contortus, ilk olarak 1803 yilinda Karl Rudolphi tarafindan Strongylus contortus

olarak isimlendirilmis, daha sonralari ise Strongylus falicollis (Molin, 1861), Filaria

dendiculata (Simmonds, 1881) ve Strongylus placei (Place, 1893) olarak refere edilmistir.

Parazit 1900’lere kadar bu isimlerle anilmis, daha sonralar1 taksonomideki yeri Haemonchus
contortus (Rudolphi, 1803) Cobb, 1898 olarak belirlenmistir (8).

Giiniimiize kadar Haemonchus cinsine bagl 12 farkli tiir tanimlanmistir. Bu tiirler ve

konaklar1 Tablo 2.2’de verilmistir (2,9).

Tablo 2.2. Haemonchus tiirleri ve konaklar1

Tiirler

Referans

Konak

H. contortus

(Rudulphi, 1803) (Cobb, 898 (type for
genus)

Koyun, kegi, s1gir

H. longistipes (Railliet & Henry, 1909) Deve
H. placei (Place, 1893) Sigir
H. similis (Travassos, 1914) Sigir, geyik
H. mitchelli (Le Roux, 1929) Ceylan, boga antilobu, afrika geyigi
H. bedfordi (Le Roux, 1929) Afrika bufalosu, ¢esitli ceylanlar
H. vegliai (Le Roux, 1929) Afrika geyigi, antilop
H. lawrencei (Sandground, 1933) Antilop
H. okapiae (van den Berghe, 1937) Ziirafa
H. krugeri (Ortlepp, 1964) Antilop
H. dinniki (Sach, Gibbons & Lweno, 1973) Ceylan
H. horaki (Lichtenfels, Pilitt, Gibbons & Boomker, Antilop

2001)



http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?id=14034

2.2. HAEMONCHUS CONTORTUS’UN MORFOLOJISI

Ergin disi parazitler 18-30 mm uzunlugunda, yaklasik 500 pm genisligindedir. Ergin bir disi
parazit giinde 10.000’den fazla yumurta yumurtlamaktadir. Kuyruk 400-630 um uzunlukta
olup, hizla incelir ve sivri olarak sonlanir. Vulva viicudun arka yarisinda yer alir ve dil
seklinde bir kapaga sahiptir. Yumurtalari, 70-85 X 41-48 um ¢apinda strongil tip yumurtadir
ve yumurta konagin diskisina gectiginde embriyo 16-32 hiicreye bolliniir. Erkekleri hafif
pembe renkli iken, disilerin beyaz renkli ovaryumlari kirmizi renkli bagirsaklarin etrafina
dolanmis durumda oldugundan dalgali beyaz, kirmizi-kahve renkli goriiniirler. Ergin erkekler
ise 10-20 mm uzunlugunda, 400 um genisliginde ve disilerden daha zayiftirlar. Servikal papil
diken seklindedir. Agiz kapsiillerinde dis ya da lanset tarzinda kesici bir yapi bulunur.
Erkeklerde bursa kopulatriks iki biiyiik lateral lop ve bir kiigiik asimetrik loba sahiptir. Dorsal
lop, sol lobun tabanindan ¢ikar ve dorsal kaburga tersine donmiis “Y” harfi seklindedir.
Spikiiliimler 0.46-0.506 mm uzunlugundadir ve her biri kiigiik birer ¢ikint1 tagir (2, 10-13)
(Sekil 2.1).



Servikal papil

Yumurtalar ile
dolu genital

Sekil 2.1. Ergin disi ve erkek H. contortus 'un morfolojisi (Kaynak: Scheuerle, 2009: 13)

2.3. BIYOLOJI

Haemonchus contortus’un preparazitik gelisimi diger mide-bagirsak kil kurtlarina
benzemektedir. Parazit direkt yasam siklusuna sahiptir. Disilerin yumurtlama kapasitesi ¢ok
yiiksektir. Ergin bir disi parazit, giinde 7000-10.000 yumurta yumurtlamaktadir. Hayvanlarin
diskist ile disar1 atilan yumurtalar igerisinde birinci donem larvalar (L1) gelisir ve yumurtayi
terk ederler. Uygun nem ve 1s1 durumlarinda L1°den iiglincii donem larvalarin (L3) gelismesi
i¢cin gerekli stire optimum kosullarda 5 giin olmasina ragmen, bu siire havalarin serin oldugu
durumlarda haftalar veya aylar1 bulmaktadir. Koyunlar otlarla birlikte L3’leri alarak enfekte
olmaktadir. L3’ler 6zellikle yagis ile birlikte sabahin erken saatlerinde otlarin iist kisimlarina
hareket ederler. Ozellikle koyun yetistiriciliginde meraya hayvanlarin ¢ikarilis1 da giindiiz

erken saatlerde oldugu icin enfeksiyon riskini artirmaktadir. Alinan L3’lerin rumende ikinci



donem larvadan (L2) kalma kilift atilir ve larvalar abomazuma go¢ ederek mide mukozasina
penetre olurlar ve gomlek degistirerek 4. donem (L4) larva haline gelirler. 4. donem larvalar
agiz kapsiillerinde gelisen delici lanset yardimiyla kan damarlarindan kan emerler. Kan
emdikleri yerlerde kanamalara neden olduklarindan hayvanda anemi sekillenir (2, 12, 14)
(Sekil 2.2). I¢ ve dis gevre sartlar1 (makro ve mikro ¢evresel durumlar, konagin immiin yanit:
ve genetik yapisi) uygun oldugunda pre-patent siire koyunlarda yaklasik 3, sigirlarda 4
haftadir. L4’ler soguk, kuraklik ve asir1 sicak gibi uygun olmayan kosullarda konakta
hipobiyoza girererek metabolizma ve gelisimlerini yavaslatirlar. Hipobiyoz kuraklik ve
sicakligin arttig1 yaz ortalarinda baslar ve gittikce artarak sonbaharda %70-80’lere, kisin ise
%100’e ulasir. Larvalarin hipobiyozdan ¢ikmasi ¢evre kosullarinin uygun hale gelmesi ile
olur. Cevre kosullarinin uygun hale gelmesi ile birlikte dordiincii donem larvalar mide
mukozasindan ayrilarak mide liimenine gelir ve burada tekrar gomlek degistirerek 5. donem

larva veya geng olgun haline gelirler. Seksiiel olgunluga erisen larvalar daha sonra giftlesirler
(11, 13,15-18).

Ergin donem

" Disi, erkek

Kilif atma've
gelisim

Agiz yolu ile enfeksiyon

L3
(Kihfli)

Sekil 2.2. H. contortus’un yasam dongiisii (Kaynak: Demeler J, 2005:3)

2.4. EPIDEMIYOLOJI
Haemonchosis, diinyada tropikal, subtropikal ve benzer iklime sahip boélgelerde kiigiik

ruminantlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Parazitin konak ve gevre ile etkilesimi sonucunda



hastaligin epidemiyolojisinde cesitli i¢ (parazit) ve dis faktorler (yagis, ¢ig vb.) rol
oynamaktadir (13,19).

2.4.1 i¢ Faktorler (Parazit)

Haemonchus contortus tireme kabiliyeti oldukca yiiksek, konagin immiin reaksiyonlarindan,
uygun olmayan iklim kosullarindan hizla kacabilen ve kan emen bir parazittir. Disilerin
yasamlart boyunca ¢ok sayida yumurta {iretmesi meranin kontamine olmasina neden
olmaktadir. Hizli ve siirekli reinfeksiyonlarda ise konaklarinda wuzun siire canhi
kalabilmektedirler (20,21).

2.4.2. Dis faktorler

2.4.2.1. Cevre

Iklim ve Vejetasyon: Parazitin gelisiminde 1s1, yagis, nem ve bitki ortiisii énem tasimaktadir
(22-24). Birgok tropikal ve subtropikal tilkelerde gevre sicakligi parazitin larval gelisimi igin
uygun olmaktadir. Mera ya da bitkilerin mikroklimasindaki birgok nematodun larval geligimi
i¢in en ideal 1s1 22-26 °C iken ideal nem oran1 %100’e yakindir (13,24). 5 °C’nin altindaki
1s1larda, L3’lerin metabolizmasi ve hareketi minumum diizeyde kalir ve larvalarin etrafi ¢ift
katlh bir zar ile cevrilir. Boylece yeniden hareket etmek icin beslenip enerji
kazanabilmektedirler (25).

Beslenme: Sindirim sistemi nematod enfeksiyonlarinda koyunlarin direng ve dayanikliliginda
beslenmenin ve 6zellikle protein ilavesinin biiyiik bir 6nemi bulunmaktadir. Yiiksek oranda
protein ile beslenen koyunlar parazit enfeksiyonlarinda gii¢lii bir dirence sahip olmakta ve
tedavileri daha az antihelmintik ile yapilabilmektedir (26). Besin kaynaklarinin az oldugu
ve/veya yanlis yonetimsel yaklasimlar bazi yerlerde haemonchosis’in daha yaygin olarak

goriilmesine neden olmaktadir (13).
2.4.2.2. Konak

Konagn wrki: Farkli koyun irklart mide-bagirsak nematod enfeksiyonlarinda farkli duyarliliga
sahiptir. Hayvanlarin H. contortus’a karsi direngliligi genetik yapilar ile iliskili olmakla
birlikte seleksiyon ve koyun 1rki parazitlere kars1 direngliligi artirmaktadir (27, 28).

Konagin yasi: Benzer kosullar altinda farkli yas ve cinsiyetteki hayvanlar parazitik
enfeksiyonlara farkli sekillerde tepki gostermektedir. Geng hayvanlar parazitlerin neden
oldugu hastaliklara genellikle ergin hayvanlardan daha duyarhidirlar. Geng¢ hayvanlarin daha
diisiik dirence sahip olmast onlarin immunolojik toleransindan ve immun sistemlerinin

patojenlerle yeteri kadar karsilagmamis olmasindan kaynaklanmaktadir (29, 30). Kalitsal



bagisiklik hayvanlarin yasi ile alakalidir ve birgok durumda 6nemli olmaktadir. Bu durum,
gen¢ hayvanlarda mide-bagirsak cevresinin farkli fiziko-kimyasal yapiya sahip olmasinin bir
sonucudur (31). Kuzularin siitten kesimi ile olusan stres, koruyucu bagisikligin gelisimini
ertelemektedir (32). Diger bir degisle, H. contortus enfeksiyonlarina yakalanan koyunlarda
daha sonra ayni parazit ile karsilasildiginda enfeksiyona kars1 direng artmaktadir.

Konagmn cinsiyeti: Erkekler parazitik enfeksiyonlara disilere gore daha duyarlidirlar. Erkek
kuzular disilere gore ¢ok sayida H. contortus ergini tasirlar ve diskilari ile ¢ok sayida yumurta
atarak meranin daha fazla kontamine olmasina neden olurlar. Aym1 zamanda kuzular ergin
parazitlerin kan emmesinden dolay1 da ¢ok anemiktirler (33). Bu farklilik ise bagisiklikta
Ostrojen hormonunun uyarict etkisinden ve androjen hormonlarinin karst etkisinden
kaynaklanmaktadir (34).

Konagin iireme durumu(Gebelik): Trichostrongylid nematodlarla enfekte koyunlarin digkisi
ile atilan yumurta sayisindaki dogum o&ncesi ve/veya dogum sonrasi yiikselme (Peri-Post
Parturient Rise-PPR), koyunlardaki mide-bagirsak nematodlarinin epidemiyolojisinde
oldukca O6nem arz eden bir fenomendir. Gebe koyunlarda dogum oncesi diski ile atilan
yumurta sayisindaki artig, 2-4 hafta i¢inde baslar ve laktasyon boyunca devam eder (35-37).
Genellikle gebelik donemindeki ve laktasyondaki koyunlarda kazanilmis bagisiklikta gegici
bir azalma meydana gelir ve bu durum diski ile atilan yumurta sayisinda belirgin bir artisa yol
acar (34, 38). Bu donemdeki koyunlarda immunitedeki zayiflama hipofiz bezinin 6n lobundan
salgilanan bir salgt hormonu olan ve meme bezlerinden siit salgisini saglayan prolaktin
tretimine bagli olarak endokrin orijinli olabilecegi gibi ihtiya¢ artisina bagli olarak
metabolizma proteinlerinin yetersiz kalmasi ile de agiklanabilir (35, 36, 39). Laktasyon
boyunca koyunlardaki zayif immunite nedeniyle parazitik hastaliklara yakalanma riski ve
verim kaybi artmaktadir. Dogum sonrasi koyunlarda hematokrit ve serum alblimin
konsantrasyonunda ise 6nemli azalmalar olmaktadir (40).

2.4.3. Haemonchosis’in Tiirkiye’deki Yayilisi

Tiirkiye’nin iklim, toprak yapisi ve cevre kosullari nematodlarin serbest yasam safhalarinin
gelismesi i¢in ¢ok uygun ortamlar olmasi ve hayvanciligin 6zellikle koyun siiriilerinin mera
yonetiminin yanlis yapilmasi gibi trichostrongylidosis’in yaygin bir sekilde goriilmesinin en

onemli nedenleri arasinda bulunmaktadir (41).

Tirkiye’de bu giline kadar koyun ve kecilerde sadece H. contortus’un varhigi bildirilmistir
(42). Tirkiye’de koyunlarda bulunan mide-barsak ve diger organlarda goriilen helmintler ilk

kez Oytun (43), tarafindan diski muayenesi ile tespit edilmistir. Tirkiye’nin g¢esitli
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bolgelerinde 1953-1958 yillari arasinda yapilan bir ¢alismada, 178 enfekte koyunun
%42.9’unda H. contortus enfeksiyonu tespit edilmistir (44). Giiralp (45), Ankara’da 10
koyun’un nekropsisi sonucu abomazumda %10.99 oraninda H. contortus saptamistir. Vural
ve ark. (46), Bandirma’da degisik yas grubundaki 24 bas koyunun nekropsisi sonucu
abomazumda %10 oraninda H. contortus saptamislardir. Kalkan (47), Diyarbakir ve yoresine
ait koyun ve kuzularin post mortem incelemesi sonucu %0.7 oraninda H. contortus tespit
etmistir. Zeybek (48), Samsun yoresi koylerinde koyunlarda paraziter fauna tespiti icin
yaptig1 arastirmada H. contortus'a %53.1 oraninda rastlandigini bildirmistir. Bursa iline bagl
3 koyde koyunlarin abomazumlarinin post mortem incelenmesi sonucunda H. contortus’un
yaygin bir sekilde bulundugu tespit edilmistir (49). Celep ve ark. (50), Samsun yoresinde her
ay 3 ayr1 mezbahada kesilen toplam 142 sigir abomazumunu makroskobik olarak incelemeleri
sonucunda H. contortus’un oranin1 % 23.9 olarak kaydetmislerdir. Vurasener (51), Trakya
bolgesinde 12 merkezde 136 kivircik koyun digkisinin mikroskobik incelemesi sonucunda
incelenen koyunlarin %32’sinde H. contortus tiiriinii tespit etmislerdir. Vurasener ve Tiizer
(52) Trakya’da yetistirilen kivircik koyunlarda mide-barsak nematod tiirlerinin belirlenmesi
amaciyla nekropsisini yaptiklar1 koyunlarin %32’sinin H. contortus ile enfekte olduklarini
belirlemislerdir. Cetindag ve Doganay (53), Samsun yoresinde mandalarinda sindirim sistemi
helmintleri tizerine yaptiklart bir calismada 100 mandanin digki muayenesi ve postmortem
incelemesi sonucunda 3’{iniin H. contortus ile enfekte oldugunu tespit etmislerdir. Giiglii ve
ark. (54), Konya’da 1993-1995 yillar1 arasinda yaptiklari bir caligmada, nekropsisini yaptiklar
50 koyunun %37.5’inde H. contortus tiiriinii saptamiglardir. Cetindag ve Biyikoglu (55), I¢
Anadolu bolgesi tiftik kecilerinde mide bagirsak nematodlarinin yayilis1 tespit etmek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada inceledikleri 50 tiftik kegisinde H. contortus’un enfeksiyon
oranini %12 olarak kaydetmislerdir. Akkaya (56), Istanbul’da 100 tiftik kegisinin
abomazumunu incelemesi sonucunda 5 cinse ait 16 tiir identifiye etmis ve bunun %18’inin H.
contortus oldugunu tespit etmistir. Oncel (57), Marmara Bélgesinin giineyinde 30 genc ve 20
erigskin koyunun post mortem incelemesi sonucunda H. contortus enfeksiyonunu geng
hayvanlarda %37, eriskin hayvanlarda %40 oraninda tespit etmistir. Yildiz ve Aydenizdz
(58), Kirikkale yoresinde diski bakisi ile inceledikleri 313 koyunun 207’sinin (%66.13) ¢esitli
helmint tiirleri enfekte oldugunu ve en yaygin helmint tiiriiniin trichostrongylid (%38.65)
oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar ayn1 zamanda ydredeki koyunlarda yaygin olan
Trichostrongylidae tiirlerini tespit etmek i¢in yaptiklart diski kiiltiiriinde Ostertagia,

Haemonchus ve Nematodirus sp.’nin yaygin oldugunu saptamislardir. Tinar ve ark. (59),
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Gliney Marmara bolgesinde bulunan Karacabey, Bandirma, Tahirova ve Kumkale tarim
isletmelerinin her birinden toplanan 50 adet koyun digkisinin larva kiltiiri sonucunda
Haemonchus cinsi larvalar gormiislerdir. Ayni arastiricilar her ay her isletmeden 5 koyun
nekropsisi yapmiglar ve hayvanlarin %30’unda H. contortus tespit etmislerdir. Gokgen ve
Gigli (60), Konya’nin 3 farkli ilgesinde (Cumra, Beysehir ve Kadinhani) 100 sigirin
gastrointestinal nematodlarin1 (GIN) incelemek iizere yaptiklari calismada 22 sigirin gesitli
nematodlarla enfekte oldugunu ve bu nematodlardan identifiye edilenlerin 8’inin H. contortus
oldugunu kaydetmislerdir. Umur ve Yukar1 (61), Burdur yoresi kegilerinde mide-bagirsak
nematodlart ve mevsimsel aktivitelerini belirlemek amaciyla 50 keciye ait mide-bagirsak
sistemini incelemislerdir. incelenen kegilerde H. contortus’un prevalansini %12 olarak
saptamiglardir. Altas ve ark. (62), Sanlurfa yoresindeki koyunlarda bulunan mide-bagirsak
nematod tiirlerini ve mevsimsel dagilimlarini belirlemek amaciyla, Mart 2003-Mart 2004
tarihleri arasinda 75 koyuna ait sindirim sistemini incelemislerdir. incelenen koyunlarin

7’sinde (%9.3) H. contortus enfeksiyonu saptamislardir.

Diger yandan Yildirim ve ark. (63), Yozgat’in Bogazliyan il¢esine bagli Bashoroz Koytinde
gebelik doneminde koyunlarda parazit yiikiinii monitorize ettikleri ¢aligmalarinda, 30
koyundan aldiklar1 digki 6rneklerinin mikroskobik incelemesinde H. contortus’un enfeksiyon
oranini ko¢ katimi 6ncesinde % 18.3, gebeligin 1. ayinda %17.3, 2. ayinda %16.3, 3. ayinda
%16.0 ve 4. ayinda %17.0 olarak rapor etmislerdir.

Ote yandan ilag direncliligi iizerine yapilan smirh ¢alismalarda; Tinar ve ark. (64), Marmara
bolgesindeki 4 ¢iftlikte mide-bagirsak nematodlar: ile enfekte gesitli itk koyunlar iizerinde
yirtittiikkleri c¢alismada olusturduklar1 gruplarda albendazol, tiabendazol, tetramizol ve
ivermektin direncliligini diski yumurta sayim testi (FECR) ile arastirmislar, tedavi sonrasi
yalnizca bir koyun siiriisiinde tiabendazol direngliligi oldugunu belirlemisler ve larva kiiltiirii
sonucunda H. contortus ve T. circumcincta larvalariin identifiye etmislerdir. Kdse ve ark.
(65) Afyonkarahisar yoresinde mide-bagirsak parazitleri ile enfekte koyunlarda albendazol,
oksfendazol-oksiklozanid ve ivermektin direngliligi {izerine FECR ile yaptiklar1 ¢alismada
antihelmintik uygulamasi oncesi larva kiiltiiriine gére H. contortus, Oesophagostomum spp.,
Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Nematodirus spp. ve Ostertagia spp. larvalarini
identifiye etmislerdir. Arastiricilar (65) s6z konusu anthelmentiklerin uygulanmasi sonrasinda
ivermektin grubunda direnglilik oldugunu belirilemisler, bu grubun tedavi sonrasi larva

kiiltirinde H. contortus ve Oesophagostomum spp.’nin varligini bildirmislerdir. Calismada
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(65), albendazol ve oxfendazol-oksiklozanid gruplarinda direnclilik belirlenmedigi

kaydedilmistir.

Ote yandan Tiirkiye’de mide-bagirsak nematodlari iizerine yapilan bazi ¢alismalarda; Kircali
Sevimli ve ark. (66), Afyonkarahisar il merkezinde toplam 985 bas sigira ait diskida yaptiklari
larva kiiltliri sonucunda bunun %25.25’inin Haemonchus oldugunu ve 24 bas sigira ait mide-
bagirsak muayenesinde ise H. contortus ve Oesophagostomum venulosum oraninin %20,83
oldugunu; Altas ve ark. (67), Sanlurfa yoresi kil kegilerinde mide-bagirsak nematodlar1 ve
bunlarin yayilisin1 belirlemek amaciyla 100 kecinin mide ve bagirsaklarini nematodlar
yoniinden incelemislerdir. Inceledikleri 100 keginin 83’iinii (%83) nematodlarla enfekte
bulmuslar ve bunlarda 12 tiir nematod saptamislardir. Kegilerden topladiklari 12 nematod
tiriiniin %39.79’unun H. contortus oldugunu; Cengiz ve Deger (41), Van Belediyesi
mezbahasinda kesilen 104 koyunun abomazumunun makroskobik olarak incelemesi sonucu
hayvanlarin %40’ min H. contortus ile enfekte oldugunu; Girisgin ve ark. (68), dogal ve
entansif olarak beslenerek yetistirilen 6 aylik 24 bas kivircik irk1 kuzularin nekropsisi sonucu
5 kuzunun abomazumunda H. contortus (%41.6); Bolikbas ve ark. (69), Orta Karadeniz
bolgesinde 15 karacanin nekropsisi sonucunda H. contortus’un prevalansint %53,3 oldugunu;
Gokpmar ve Yildiz (70), Kirikkale Belediye Mezbahasi’'nda koyunlarda rutin yapilan
abomazum muayenesi esnasinda makroskobik nodiiller gorilen 4 koyun abomazumu
makroskobik incelemeleri sonucunda erigkin parazit sayisinin 27-124 oldugunu saptamislar
ve bu parazitlerin de %96,4’tiniin T.circumcincta (136 erkek+185 disi), %3.6’smin ise H.
contortus (12 disi) oldugunu belirlemislerdir.

2.4.4. Haemonchosis’in Diinya’daki Yayilis1

Haemonchus contortus yasamasi i¢in uygun olan tropik ve subtrofik bolgelerde yaygin bir
sekilde bulunmaktadir. Parazit sicak bolgelerde gilin gectik¢e artan bir problem olmaktadir
(15). Orta Avrupa’da kii¢iik ruminantlarin %50-75’1 H. contortus ile enfekte oldugu rapor
edilmektedir (71). iran’in Tahran yoresinde yapilan bir ¢calismada 142 koyun abomazumunun
post mortem incelenmesi sonucu %49 oraninda H. contortus’a rastlandig bildirilmistir (72).
Herd ve ark. (73), ABD’nin Ohio eyaletinde 1977-1978 yillar1 arasinda dogal enfekte
kuzularda Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia ve Nematodirus tiirlerinin goriildigiinii
ve yaptiklart morfolojik teshis sonucunda H. contortus, O. circumcincta ve N. filicollis’in
yaygin olarak bulundugunu belirtmislerdir. Fakae (74), Dogu Nijerya’da 1987-1988 yillarinda
yaptig1 bir c¢alismada, koyunlarda H. contortus’un %@87.1 oraninda yaygin oldugunu
kaydetmistir.
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Fritsche ve ark. (75), Gambia’da 1990-1991 wyillar1 arasinda 52 koyun abomazumunu
postmortem incelemeleri sonucunda H.contortus’un %67 oraninda bulundugunu
kaydetmislerdir. Fakae ve Chiejina (76), 1987-1988 yillar1 arasinda Nijerya’da 12 ay
boyunca diizenli periyotlarla inceledikleri koyun ve kegilerde en yaygin bulunan
gastrointestinal nematodun H. contortus ve Trichostrongylus colubriformis oldugunu
bildirmislerdir. El-Azazy (77), Suudi Arabistanin Jeddah bolgesinde 48 koyun abomazumunu
post mortem incelemesi sonucu H. contortus’un prevalansini %19.8 olarak ¢ok yiiksek bir
yayilisa sahip oldugunu kaydetmistir. Chaudary ve ark. (78), Pakistan’in Potohar bdlgesinde
968 koyun digkisinin mikroskobik incelemesinde H. contortus yumurtalarina rastlamislardir.
Almalaik ve ark. (79), Sudan’in South Darfur State’da 79 koyun abomazumunun postmortem
incelemesi sonucunda H. contortus’un %53.4 oraninda bulundugunu kaydetmislerdir. Kumsa
ve ark. (80), Dogu Ethiopya’nin Ogaden bdlgesinde 104 koyun abomazumundan topladiklar
toplam 1159 erkek Haemonchus cinsinin morfolojik incelemeleri sonucunda %95.1’inin H.
contortus %3.5’inin H. placei ve %]1.5’unun H. longistipes oldugunu bildirmislerdir. Raza ve
ark. (81), Multan abattoir’de toplam 2133 koyun abomazumunu post mortem incelemeleri
sonucunda H. contortus prevalansini %37.18 (793) oraninda saptamislardir. Tasavar (5),
Pakistan’in Khanewal bolgesinde farkli yas ve agirliklarda toplam 333 erkek ve disi koyun
diskisinin mikroskobik incelemesi sonucunda prevalansi erkeklerde %84.6, disilerde %72.1
ve toplam olarak %77.7 oraninda kaydetmislerdir. Roeber ve ark. (82), Avusturya’da 470
koyun digkisinin mikroskobik incelemesinde %1 oraninda saptamislardir. Musongong (83),
Kuzey Nijerya’nin Maiduguri eyaletinde 27 koyun abomazumunu incelemesi sonucu H.
contortus prevalansint %54 (18) olarak belirlemistir. Tefera ve ark. (84), South-Western
Ethiopya’nin Bedelle eyaletinde 219 koyunun digki incelemesinde bu bolgede Haemonchus
cinsinin prevalansint %67.5 olarak saptamislardir. Qamar ve Magbool (85), Pakistan‘da 300
koyun kanini serolojik incelemeleri sonucunda koyunlarin 264’°tiniin H. contortus ile enfekte
oldugunu kaydetmislerdir.

Pakistan’in farkli bolgelerinde yapilan calismalar sonucunda H. contortus’un prevalansi
Faisalabad boélgesinde %21.7 (86), Central Punjab’da %72 (87), Swat’da %9.43 (88),
Bahawalpur’da %14 (89), Rawalpindi’de %50-76 (90), Faisalabad’in farkli bolgelerinde ise
%68 (91) olarak belirlenmistir. Jabbar ve ark. (92), Avustralya’nin Melbourne eyaletinde
alpaka (Lama pacos)’larda H. contortus enfeksiyonlarinda makrosiklik lakton (closantel ve
ivermectin) direngliligini incelemislerdir. Closantel ile tedavi edilen alpakalarda diski kiiltiirii

sonucu H. contortus erginlerinde 6nemli derecelerde azalmalar olurken, ivermektin ile tedavi
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edilen alpakalarda diski kiiltiirlerinde H. contortus sayisinda azalmalarin olmadigi dikkat
cekmistir.

2.5. PATOGENEZ

Haemonchosis’in patogenezinde ¢esitli faktorler rol oynamaktadir. Hastaligin gelisimi
acisindan, parazitin virulansi, konagin genetik yapisi, yasi, irki, konagin immun yaniti ve stres
onemli faktorler arasinda bulunmaktadir. H. contortus’un ana patojenik mekanizmasi mide
mukozasi ilizerindeki direkt lezyonlarin goriilmesi ile olmaktadir. Enfekte ruminantlarda
konak-parazit gelisimi boyunca immun sistem yanitlari, 6zellikle abomazumda morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir. Aynm1 zamanda bazi kan parametrelerinde
degisiklikler gozlenmekte ve bu durum hem anemik duruma hem de sindirim-emilim
sendromlarinin bozulmasina neden olmaktadir (11) .

Saha ve deneysel ¢aligmalar ile abomazum nematodlarinin konak tizerindeki morfolojik ve
fiziksel etkileri incelenmistir. Konak tizerindeki etkileri, nodul olusumu (Sekil 2.3), mukoz
hiicre hiperplazi, siiperfisyal epitel zararlari, asit salimmini azaltan, serum gastrin ve
pepsinojen konsantrasyonunu artiran doku tamiridir (13). Parazitli abomazumlarda, mide
bezlerindeki larvalardan dolayr mide disfonksiyonu ve siiperfisyal epiteller zarar gérmektedir.
Mukoza iizerinde bulunan ergin parazitlerin hareketleri, parazit ve kimyasallarin gegisine izin
verirken diflizyonu engellemektedir. Abomazum hipoasiditesi, pepsinojen aktivasyonunu
azaltmakta ve aym1 zamanda enfeksiyonun baglangic safhalarinda gastrin salgilanmasi i¢in
gerekli olmaktadir. Artan serum pepsinojen konsantrasyonu mukoza boyunca pepsinojenin
geri difizyonundaki artisa baglanmaktadir (93).

H. contortus’un erginleri giinde 0.05 ml kan emmektedir (94). Toplam hiicre hacmindeki
(PCV) azalma ile birlikte belirgin bir sekilde kan kaybi1 goriilmektedir. Bu parametreler,
parazitin virulansinda marker olarak (95, 96) ve haemonchosis’de parazit yiikiiniin dolayl
olarak belirlenmesinde kullanilmaktadir (97, 98). PCV’deki azalma, mukozadan L4’lerin
cikisina rastlayan enfeksiyondan sonraki 4 giin i¢inde goriiniir hale gelmektedir. Geng ve
ergin parazitlerin kan emme istegindeki kombine etki, parazitlerin agiz boslugunda iyi
gelismis lansetlerin bulunmasi ve enfeksiyon bagimli hemorojik gastritisin neden oldugu
mide-bagirsaktaki kan kaybindan dolayr PCV’deki azalma patent periyodun (enfeksiyondan
sonraki 3. hafta) baslamasi ile hizlanmaktadir (94, 99, 100). Minumum degerlere ise

enfeksiyonun 7. haftasinda ulasilmaktadir (101).
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Sekil 2.3. H. contortus ile enfekte koyunlarin abomazum mukozasinda olusan nodiiller

(Kaynak: Terefe ve ark, 2009: 13)
PCV degerindeki azalma, hemoglobin konsatrasyonundaki (5.3-7.7 mg/dL) azalma ile ayni
zamana denk gelmektedir. Bu durum parazitlerin salgiladigi hemolitik faktorlerin neden
oldugu eritrositlerin lizis olmas1 (102, 103) ve parazitin kan emme isteginin artmasina bagl
olarak bagirsaklarda kan kaybi artisina neden olmaktadir (94).
H. contortus ile agir enfekte koyunlarda anemi 3 evrede gelismektedir.
Birinci evre: Enfeksiyondan sonraki 7-25. giinler arasinda olmaktadir. Bu donemde serum
demir diizeyi ayni1 kalirken toplam hiicre hacmi hizla %33°den %22’ye diismektedir. Toplam
hiicre hacmindeki hizli diislis, kanama ile olusan kan kaybini telafi etmek i¢in konagin
eritropoiteik sisteminin aktive olmasi ve kan kaybi arasindaki zamanin uyumsuzlugundan
kaynaklanmaktadir (2).
Ikinci evre: Enfeksiyondan sonraki 6-14. haftalar arasinda olmaktadir. Toplam hiicre hacmi
normal seviyeden diisiik ancak sabittir. Bunun nedeni olusan kan kaybina ragmen
eritropoiteik sistem tarafindan iiretilen eritrositler ile kan kaybinin karsilanmasidir. Bu
donemde plazma demir diizeyinde ve diskida demir kaybinda artislar gozlenmektedir. Siddetli
kanamalarda demir emilimi en yliksek seviyede olmasina ragmen, koyunlarda bagirsaklardan
demir emilimi smirli kapasiteye (bagirsaklardaki demirin yalmzca %11°1 emilmektedir)
sahiptir. Demir rezervlerinde ciddi azalmalar olmakta birlikte, kemik iligi ve serumdaki demir
azalmalar1 ise aneminin 3. evresini gostermektedir (2).
Uciincii evre: Bu evre demir eksikligi nedeni ile hemopoiteik sistemin displazi olmasindan

kaynaklanan toplam hiicre hacmindeki hizli diistis ile karakterizedir (2).
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Enfekte hayvanlarda mide kanamasi, kan kaybi, mukoza gegirgenliginin artig1 ve hiicre igi
yapinin bozulmasinin bir sonucu olarak mide liimenine proteinlerin ge¢mesi, epitel hiicre
kayiplari, doku tamiri, mukus iiretiminde artma ve immun sistemin protein sentez isteginin
artmasindan dolay1 plazma protein konsatrasyonunda 6nemli azalmalar olmaktadir (94,104,
105). H. contortus ile enfekte hayvanlarda serum proteinlerinin biiyiikk bir kismi digki ile
disar1 atilmakta ve boylece giinliik 210-340 ml plazma kayb1 olmaktadir. Enfekte hayvanlarda
anemi, mideye besin gecisinin azalmasi, sindirim sisteminin bozulmasi, pepsin sentezini
Onleyen abomazum PH’sinin artmasi, amino asit ve kii¢lik peptitlerin absorbsiyonundaki
azalma nedeni ile beslenme miktarlarinda 6nemli azalmalar olmaktadir (2, 100,106, 107).
Abomazumdaki PH artis1, mide mukozasinin parietal hiicrelerinin sentezledigi hidroklorik asit
iiretimi ve salgilanmasindaki azalmadan kaynaklanmaktadir. Abomazumda bulunan parazitler
ortama amonyum gibi bazi maddeler salmaktadir. Amonyum, pepsin veya mide bezlerinin
hareketini onleyerek parazitin etrafindaki PH degerini artirmakta ve boylece mide bezlerinin
ana hiicrelerinin iirettigi pepsinojenin pepsine doniisiimiinii engellemektedir. Pepsinojen bu
bezlerde birikmekte, daha sonra salinmakta ve kana ge¢mektedir (31, 93, 96). Parazitlerin
salgi-bosaltim {iriinleri, asetil kolin, histamin, epitel biiyiime faktorii ve gastrin gibi bazi
maddelerin serbest kalmasii uyarmaktadir. H. contortus ile enfekte koyun ve kegilerde
deneysel caligmalarda serum pepsinojen degerinin enfeksiyonun 4-14. gilinlerinde artis
gosterdigi belirlenmistir (108, 109).

2.6. KONAK IMMUN YAPISI

Haemonchosis’de konagin immun yaniti hastalik sebebi patojenlere etkili bir sekilde yanit
verebilen olduk¢a karmasik bir sistemdir. Immun sistem yanit1 genellikle dogal ve kazanilmis
bagisikligin etkilesimi sonucunda olmaktadir (11, 13).

Koyunlarda mide-bagirsak enfeksiyonlarina karsi olusan immunite olduk¢a karmasik bir
mekanizmaya sahiptir ve tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Genellikle yerli koyun
wrklart kiiltiir irklaria, kegiler koyunlara gére daha direnclidir. Mide-bagirsak nematodlarina
karst koyunlar, dogustan herhangi bir dirence sahip degildir. Bu nedenle 6zellikle geng
hayvanlarda mide-bagirsak enfeksiyonlarina maruz kalma hastaligin yaygin ve oldiiriici
seyretmesine neden olmaktadir. Parazitlere maruz kalmak enfeksiyona karsi bir direncin
sekillenmesini saglamaktadir. Yas, cinsiyet, ik, stres, genetik yapi, gebelik, dogum ve
laktasyon gibi faktorler immuniteyi farkli sekillerde etkilemektedir (2, 110,111).

Haemonchus enfeksiyonlarinda goriilen self kiir mekanizmasi helmintlerde iyi bilinen

immiinolojik bir olaydir. Bu olayda, hayvanin tagidig1 parazitlerin biiylik bir kismi1 herhangi
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bir kimyasal miidahale olmaksizin kendiliginden atilmaktadir. Duyarli hayvana enfeksiyon
icin yeterli dozda L3 verildigi zaman bunlarin konagin immun sistemini uyardig1 ve larvalarin
gomlek degistirip L4 haline doniisiinceye kadar gecen siirede yeterli immuniteye ulasildigl ve
bunlarin atildig1 sanilmaktadir. Self kiir olay1 genellikle koyunlarda goériilmekte ve olusmasi
icin belli araliklarla larva alinmas1 ve 6-8 haftalik bir slirenin gegmesi gerekmektedir. Self kiir
olayma kanda histamin, komplement baglayici antikor ve abomazumdaki mukozal 6dem artis1
katilmaktadir (2).

Self kiir olayinda konak ve parazitin genetik faktorleride rol oynamaktadir. H. contortus
enfeksiyonlarma karst konagin reaksiyonunda laktasyonun ¢ok onemli bir etkisi vardir.
Dogum siras1 (periparturient) immunitedeki gevseme yeni enfeksiyonlarin olusumuna zemin
hazirladigi gibi, inhibe larvalarin aktivasyonuna, geng parazitlerin erginlesmesine ve dolleme
yeteneklerinin artmasina neden olmaktadir. Bu sekilde hayvanlar digkilariyla fazla miktarda
yumurta c¢ikararak meranin enfekte olmasina ve meraya gelen hayvanlarin enfeksiyonuna
sebep olmaktadir. Immunitedeki bu gevseme, hormonal degisikliklere dzellikle laktojenik
hormon olan prolaktine baglidir. Ayn1 zamanda antijen ve fitomitojen, perifer kandaki lenfosit
blastogenezisini etkiler, bu da gebeligin son dénemi ile laktasyonun baslangicinda diskidaki
yumurta sayisinin artigina neden olur (15).

Mide-bagirsak nematod enfeksiyonlarina karst olusan immun yanit genellikle Th2 yanit
seklindedir. Koruyucu immun yanitin olusmasi ve immun yanitin Th2’ye déntismesi de CD4+
yardimcr T hiicrelerinin aktivasyonuna baglidir. Thl immun yanit genellikle enfeksiyona
duyarliligr artirir. Th2 immun yanitinda hayvanin daha 6nce enfeksiyon gecirip ge¢irmemesi
disi parazitlerin yumurta Uretimini etkilemektedir. H. contortus ile dogal veya deneysel
enfekte koyunlar {lizerine yapilan c¢alismalarda mukoza ve bolgesel lenf nodiillerinde CDA4,
CDS, gamma delta, B lenfositler, eozinofiller ve mastositlerde artislar gézlenmistir. Ayni
zamanda enfeksiyon boyunca immunoglobulinlerden IgE, IgG ve IgA’da da artiglar oldugu
kaydedilmistir (11). Lacroux ve ark. (7), 3 aylik kuzular1 10.000 H. contortus L3’ii ile bir ve
iki kez enfekte ederek primer ve reenfeksiyon denemesi yapmislardir. Abomazum mukozasi
ve lenf yumrularinda Th2 immun yanitin olustugunu gézlemlemisler ve IL-4 ve IL-13’{lin ¢ok
sayida olustugunu ayrica eozinofil, mast hiicreleri, globiil 16kosit ve spesifik IgG ile mukozal
IgA’nin fazla miktarda iiretildigini tespit etmislerdir.

Bir¢ok mide-bagirsak nematodlarinda  oldugu gibi, H. contortus’un sekonder
enfeksiyonlarinda larvalarin  hizla atilmasinda mukozal mast hiicreleri ve 6zellikle

intraepitelyal mast hiicreleri (globiil 16kositler) 6nemli rol oynamaktadir. Mukozada bu
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hiicrelerin varligi tip 1 asir1 duyarlilik reaksiyonuyla sonuglanir. Ancak parazitlerin gecikmis
veya sonradan atilma mekanizmasi ise hala tam olarak anlasilamamustir (110).

2.7. ASI GELISTIRME CALISMALARI

Son yillarda H. contortus’un antihelmintiklere direng gostermesi nedeni ile haemonchosis’e
kars1 as1 gelistirme galigmalart hiz kazanmistir. Bu amagla parazitlerin kendisi, baz1 organlari
ve cesitli molekiilleri arastirilmistir (112). ilk calismalar parazit antijenlerini karakterize eden
iradiye larvalar ile baslamis daha sonra H. contortus’un bagirsak villuslarindan izole edilen
proteinler (Contortin), membran (H11) ve kutikulasi, enfektif larva kutikulasi, galaktoz igeren
glikoprotein kompleksi (H-gal GP), somatik antijenler (p26/23) ve sekretor (S)-ekstretor (E)
tirtinleri kullanilmis olup (107), giiniimiizde ise Escherichia coli’de ifade edilen rekombinant
proteinler ve genomik caligmalarla as1 gelistirme calismalar1 devam etmektedir (113).
Parazitlerde cesitli antijenler bulunmakla birlikte 6zellikle mide-bagirsak nematodunda biri
acik digeri gizli olmak tizere 2 tip antijen vardir. Gizli antijenler, dogal enfeksiyonlarda ortaya
¢ikmaz ve bunlara karsi1 immunite olusmaz. Acik antijenler ise dogal enfeksiyonlarda goriilen
E/S antijenleri ile yiizey antijenleridir. Antijenik karakter gosteren protein sayisi ve molekiil
agirliklar parazit tiiriine gore degisir. H. contortus’ta en immun dominant kisim 91.2 kDa’luk
protein olmakla birlikte, molekiil agirligi 28.2-144.5 arasinda degisen 11 immun dominant
protein saptanmustir (114). Gizli antijenler 6zellikle kan emen parazitlerde cok etkili,
digerlerinde etkisizdirler. Agik antijenler ise hem kan emen hem de diger parazitlerde etkilidir
(115).

Iradiye larvalar: Bu asilamada radyasyonla (iradiye larva) L3’lerin azaltilmas1 amaglanmistir.
Koyunlarda iradiye larvalar ile yapilan asilamalarda deneysel sartlar altinda H. contortus ve T.
colubriformis’e kars1 basarili sonucglar elde edilmistir. Ancak, bu basar1 daha sonralar1 saha
kosullarinda o6zellikle gen¢ hayvanlarda tekrarlanamamis ve bdylece iradiye larva asi
calismalari terkedilmistir (116).

Ergin 15/24 kDa’luk ES antijenleri: Molekiiler agirligt 15 ve 24 kDa olan H.contortus
ekstretor-sekretor tirtinleri hayvanlarda asilama amaciyla kullanilmis ve %70’den fazla bir
koruma saglamigtir. Bu antijenler zenginlestirilip koyunlara verildiginde parazit yiikiinii %64-
85, diskida yumurta ¢ikarimini ise %32-77 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (117).

H11l: H11, H. contortus’un en iyi bilinen gizli antijenlerinden birisidir. Bu antijen
aminopeptidaz A ve M aktivitesine sahip 110 kDa’luk bir membran glikoprotein kompleksi
olup, H. contortus yaninda T. circumcincta ve O. ostertagia’da bulunmaktadir. Antijen

parazitin yalnizca bagirsak villuslarinda bulunur ve parazit tarafindan alinan kanin
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sindiriminde rol almaktadir. Boylece antikorlar bu enzime baglaninca parazitin kan emen L4
ve erginleri beslenemez, bu sekilde antikor titresine bagli olarak koruma saglamaktadir (118,
119). H11 antijeni ile yapilan asilamada parazit ylikiinii %75, diskida yumurta atilimini %90
azalttigr gortilmistiir (120).

Contortin: Nematod bagirsaklarinin mikrovilluslar1 arasindaki boslugu dolduran heliks
seklinde bir proteindir. Bu antijen L4 ve ergin parazitlerin bagirsak hiicrelerinin yiizeyinde
bulunmaktadir. Contortin ile yapilan asi calismalarinda kuzularda H. contortus’a karsi
%78’lik bir koruma saglanmistir (121).

H-gal-GP (Haemonchus galaktozu iceren glikoprotein kompleksi): H. contortus’a karsi
yiiksek bir koruma saglayan diger bir gizli antijen, parazitin bagirsak hiicrelerinden izole
edilen H-gal-GP’dir. Bu protein ile yapilan asilama calismalarinda parazit yiikiinde %60,
diskida yumurta atiliminda 9%80’lik bir azalma saglamistir (120). ABD’de yapilan
calismalarda hem H11 hem de H-gal-GP antijeninin oglak ve kuzularda parazit yiikii, diskida
yumurta atilimi, toplam hiicre hacmi ve IgG iiretiminde yliksek oranlarda koruma sagladigi
bildirilmistir (122, 123).

Hc-sL3: Kilifsiz L3’lerin yiizeyinden elde edilen ve 70-83 kDa agirlikta olan antijen Hc-SL3
yiizey antijeni olarak isimlendirilmistir. H. contortus’a immun duyarli hayvanlarin abomazum
lenf yumrularindan izole edilen antikor salgilayan hiicrelerden (AbSC) bu antijene spesifik
antikorlar elde edilmistir (119). Dogal Hc-SL3 antijeni ile yapilan asilamada diskidaki
yumurta sayisint %64-69, parazit yiikiinii %45-55 azalttig1 saptanmustir (124).

Somatik antijenler: Ergin H. contortus’tan eriyebilir dzellikte ve diisiik molekiiler agirlikta 3
peptit elde edilmistir. Bu peptitler F4 (56 kDa), F8 (39 kDa) ve F14 (18.5 kDa) olarak
isimlendirilmistir. Bu peptitlerle koyunlarda asilamalar yapilmis, F8 ile asilanan kuzularda H.
contortus’un prepatent siiresi uzamis, diskidaki yumurta sayis1 ve abomazumdaki parazit
yiikii %40 azalmigstir (112).

Sistein proteazlar: Ergin parazitlerin bagirsak hiicrelerinin mikrovilluslarinin yiizeyinde
bulunan ve bagirsak membran sistein protezlar (TSBP) icin zenginlestirilen deterjan
ekstraklaridir. Sistein proteazlar ile yapilan asilamada parazit yiikii % 47, digkida yumurta
atilimi %77 azalmaktadir. TSBP bakteride ifade edilince memeli Cathepsin B’ye benzer
oldugu goriilmiistiir (118). TSBP’nin 60 kDa’luk biiyiik fraksiyonu glutamate dehidrogenaz
(GDH) oldugu gosterilmis ve bu protein H. contortus’un bagirsak hiicrelerinin

sitoplazmasinda ifade edilmis, ancak koruyucu bulunmamustir (125, 126).
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Biitiin bu ¢alismalara ragmen su an piyasada higbir ticari ag1 bulunmamaktadir. Bu durum H.
contortus’a kars1 koruyucu olan proteinlerin rekombinant olarak {iretilememesi, helmintlerin
dogal immunite mekanizmasinin tam olarak bilinmemesi ve ergin parazitlerden dogal
antijenlerin ekstrakte edilmesinin pahali olmasindan kaynaklanmaktadir (18).

2.8. HAEMONCHOSIS’TE TANI

Genel olarak tiim hastaliklarda oldugu gibi haemonchosisde de hastaligi tedavi edebilmek ve
bu hastaliktan korunma yontemlerini gelistirebilmek icin Oncelikle bu hastaligin tanisinin
yapilmast gerekmektedir. Bu amagcla tani; klinik ve nekropsi bulgulari, diski muayene
yontemleri, serolojik ve molekiiler yontemlerle yapilmaktadir (127, 128).

2.8.1. Klinik ve Nekropsi Bulgular:

Hastalik, genellikle duyarli ve gen¢ hayvanlarin yogun olarak bulundugu meralarda ortaya
cikmaktadir. Haemonchosis’de klinik belirtiler hiperakut, akut ve kronik olmak iizere 3
formda goriilmektedir (2).

Hiperakut Haemonchosis: Hastaligin bu formu ¢ok yaygin degildir ve yalnizca oldukca
duyarli hayvanlarda goriilmektedir. Agir enfeksiyonlarda klinik belirti goriilmeksizin 1 hafta
icinde hayvanlarda ani 6liimler olmaktadir. Bu durum genellikle hayvan 10.000’den fazla
parazit ile enfekte oldugu durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Parazit sayisinin ¢ok olmasindan
dolay1r anemi sekillenir, digki kandan dolay1 kirmizi-siyah renk alir ve asir1 kan kaybi
nedeniyle ani Oliimler goriilmektedir. Siddetli hemorajik gastritis vardir ve agir
enfeksiyonlarda prepatent periyot sonunda 6liimler ortaya ¢ikmaktadir (2, 13).

Akut Haemonchosis: Akut haemonchosis, geng ve duyarli hayvanlarin agir enfeksiyonlara
yakalanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Akut haemonchosis’in klinik belirtileri anemi, degisik
derecelerde 6dem, uyusukluk, koyu renkli diski ve yapagi kirikligidir (Sekil 2.4-Sekil 2.5).
Anemi, hipoproteinemi ve 6dem (cene alt1 sisligi) ile birlikte olmakta ve enfeksiyonun
ilerleyen donemlerinde anemiye bagli olarak oliimler goriilmektedir (129). Gram diskidaki
yumurta sayist 100.000’den fazladir. Abomazumda 1000-10.000 eriskin parazit bulunmakta,
kaslarda 6dem ve anemi sekillenmektedir. Anemi hizla gelismekte ve buna bagli olarak kemik

iliginde eritropoetik yanit sekillenmektedir (2, 13, 25).
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Sekil 2.4. Haemonchosis’de ¢ene alt1 6demi (Kaynak: Scot, 2010: 129)

Sekil 2.5. Haemonchosis’de anemi (Kaynak: Scot, 2010: 129)

Kronik Haemonchosis: Kronik haemonchosis, son derece yaygin ve ekonomik 6nemi fazla
olan bir enfeksiyondur. Bu enfeksiyon parazit sayisinin diisiik (100-1000) oldugu durumlarda
ortaya c¢ikmaktadir. Enfeksiyona bagli olarak hayvanlarda kilo kaybi1 ve halsizlik
goriilmektedir (2, 12, 71, 130). Morbidite %100, mortalite ise ¢ok diisiiktiir. Anemi ve
hipoproteinemi, hayvanlarin beslenme, eritropoietik sistemin durumu ve demir rezervlerine
bagli olarak hafif veya siddetli olmaktadir (2, 131). Ergin parazitler, kalsiyum ve calretikulin
olarak bilinen pihtilagmay1 6nleyici bir protein (kontortin) tireterek konak tizerinde kolaylikla

beslenmekte ve bulundugu yerde kanamali lezyonlara sebep olmaktadir (132). Gram digkidaki
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yumurta sayisi 2000°den azdir. Post mortem incelemede, kemik iliginde kronik genisleme ve
hiperplazik gastritis goriilmektedir (2).

Haemonchus contortus ile enfekte ruminantlarda istahsizlik, letarji, kilo kaybi, siit ve yiin
iiretiminde azalma, mukozanin soluk renkli olmasi, 6dem (¢ene alt1 sisligi), toplam hiicre
hacminde, hemoglobin ve plazma proteinlerinde azalma, serum pepsinojen, mide ve perifer
kan dolagiminda bulunan eozinofil sayisinda artislar gozlenmektedir. Hastaligin son
safhalarinda zayiflama ve buna bagli olarak da 6liimler goriilmektedir (11, 101, 133, 134).
Koyunlarda parazitik enfeksiyonlarin sebep oldugu aneminin derecesini belirlemek i¢in gorsel
bir kolorimetrik uygulama gelistirilmistir (13). Kan, sivi kistm ve plazma olmak iizere 2
kisimdan olugsmaktadir. Kirmiz1 kan hiicrelerinin plazmaya orani hayvanlarin saglikli ve
sagliksiz oldugu hakkinda bilgi vermektedir. Teorik ve deneysel calismalar ile g6z mukoz
membranlarinin rengi degerlendirilerek bu oran belirlenmektedir. Haemonchus ile enfekte ve
yogun parazit yiikii bulunan hayvanlarda plazmanin kan hiicrelerine oraninin diisiik oldugu
belirlenmistir. Boylece goziin mukoz membrani soluk renkte goriilmekte ve bu durum anemi
olarak bilinmektedir (135).

FAMACHA®, koyunlarda goz mukoz membranlarinda anemiye bagl renk degisimlerinin
belirlenmesini saglayan bir yontemdir. Bu yontem giliney yarimkiirede artan entegre parazit
kontrol yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadir. Koyun veya kegilerin alt goz kapaginin
i¢ yluz rengi incelenerek aneminin derecesi belirlenebilmektedir. Koyunlarin géz mukoz
membranindaki anemiye bagl renk degisimlerinin karsilagtirilmasi igin, bes farkli kategoriye
ayrilan bir kart iiretilmistir. Bu kartta koyunlarin alt géz kapaginin i¢ yiiz rengi 1 (kirmizi,
anemik degil), 2 (kirmizi-pembe, anemik degil), 3 (pembe, yar1 anemik), 4 (pembe-beyaz,
anemik) ve 5 (beyaz, siddetli anemik) olmak iizere 5 kategoriye ayrilmistir (Sekil 2.6) (136).
Dogal bir 1s1kta koyunlarin goz kapaklari acildiktan sonra, ozellikle alt goz kapaginin ig¢
yiizlindeki renk degisimi, bu karttaki renklerle karsilastirilarak, koyunlarin kategori yoniinden
hangi kategoriye girdikleri belirlenir. Kategori 4 ve 5’tekilere mutlaka tedavi uygulanmasi

gerekmektedir.
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Sekil 2.6. FAMACHA® goz rengi kart1 (Kaynak: Bath ve Van Wyk, 2001: 136)

Nekropsi  bulgulari, haemonchosis’in  klinik  belirtilerine  bagli  olarak degisiklik
gostermektedir. Nekropside kan sulu iken mukoz membranlar ve deri soluk renklidir. I¢
organlar da genellikle soluk renklidir. G6glis boslugunda, perikard ve karinda su toplanmasi
belirgindir ve yogun bir kaseksi vardir. Yag dokulari bozularak jelatindz bir dokuya
doniismiistiir. Karaciger agik kahverenklidir ve kolayca pargalanir (2, 13). Viicut boslugunda
O0dem, lokal lenf nodiillerinde hipertrofi, petesiyel kanamalar ile abomazum mukozasinda
0dem goriilmektedir. Abomazum kirmizimsi-kahverenkli bir sivi igerir ve karkas sicaksa
hareketli olan parazitler goriilebilmektedir. Mukoza siskin ve parazitlerin kii¢iik kirmizi
tutunma yerleri ile kaplidir. Bazen iilserler goriilebilmektedir. Bagirsaklarda disar1 atilan ¢ok
az sayida parazit bulunabilmektedir (137, 138).

2.8.2. Diski Bakis1 Yontemleri

Strongil nematod enfeksiyonlarinin antemortem olarak tanisi, flotasyon (Mc Master sayimi),
Baerrman teknigi veya larva kiiltliri metodlar1 kullanilarak diskida nematod larvalarinin
belirlenmesi ve yumurta sayimi esasina dayanmaktadir (139, 140). Ergin disiler farkli tireme
sekillerine sahip olduklarindan gram digkidaki yumurta sayis1t mide barsaktaki ergin nematod
sayist hakkinda bize net bir bilgi vermemektedir. Bu durum &zellikle Trichostrongylus gibi
diisiik lireme potansiyeline sahip nematodlarda goriilmektedir. Ancak oldukea iiretken olan
baz1 tiirlerde (H. contortus, Oesophagostomum venulosum ve Chabertia ovina) gram
diskidaki yumurta sayis1 (EPG degeri) ve bagirsaktaki ergin nematod sayisi arasinda bir iligki

bulunmaktadir (139). H. contortus, Trichostrongylus axei, Teladorsagia/Ostertagia spp. ve
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Nematodirus spp. gibi ruminantlarin bazi strongylidlerinde g¢evre sartlar1 uygun olmadigi
zamanlarda larvalar hipobiyoza girerler ve boylece ergin disiler tarafindan yumurta tiretilmez.
Cevre sartlar1 uygun hale geldikten sonra yumurtalar digki ile atilirlar (141).

Strongil nematodlarin identifikasyonlari, morfolojik karakterizasyonlarina, konak tiirlerine,
konak ve g¢evredeki patolojik etkilerine gore yapilmaktadir. Ancak spesifik tiir teshisi bu
kriterlere gore yapilamamaktadir. Bircok strongil nematod yumurtasinin sekli, biiytikligi ve
yapisi birbirine benzemektedir (140, 142-144). Ozellikle ¢esitli cins ve tiirlerin yumurtalarinimn
sayisal olarak Ol¢iimlerinde benzer yakinliklar bulunmaktadir (144). Cins diizeyinde ayrim
yapabilmek i¢in, larva kiiltiirii yontemi kullanilarak diskida yumurtalardan 3. donem
larvalarin gelismesi saglanmaktadir (139). Bu yontem, zaman alic1 olmasi (ortam kosullarina
bagli olarak L3’lerin gelismesi i¢in 1-2 haftay1 bulmaktadir) ve L3’leri identifiye etmek i¢in
deneyimli bir elemanin bulunmasi nedeniyle sinirli kullanim alanina sahiptir (145).

2.8.3. Serolojik Yontemler

Koyunlarda H. contortus 'un neden oldugu enfeksiyonlarin spesifik teshisinde gesitli serolojik
ve immiinolojik (kopro antijen belirleme) yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler icerisinde
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dot-ELISA, hemagglutination (HA) ve
complement fixation (CF) testleri bulunmaktadir (146-148). ELISA testi, parazitlere karsi
serum antikorlarinin ve ¢ok sayida ornegin ayn1 zamanda belirlenmesini saglayan hizli ve
basit bir testtir. Test ayn1 zamanda genis hayvan gruplarinda seroepidemiyolojik ¢aligmalarda
giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tiir testler digki inceleme yontemlerine gore daha az
zaman almaktadir. H. contortus’un tanisinda parazitin E/S (excretory/secretory) antijenleri
kullanilarak ELISA testi yapilmistir (149). Alunda ve ark (112) ergin H. contortus’tan
molekiiler agirhigr 56 (F4), 39 (F8) ve 18.5 kDa (F14) olan 3 peptit izole ederek 4-4.5 aylik
kuzularda nematodlara karsi asi ¢alismalarinda kullanmiglardir. Daha sonra immunitenin
olugsmasini saglayan antikorlart ELISA testi ile incelemislerdir. Dot-ELISA testinde, saf veya
saflagtirilmis ES antijenleri kullanilmaktadir. ES antijenleri, koruma ve teshis icin gii¢li
antijen olduklarindan prepatent periyot boyunca haemonchosis’in erken tanisinda, fazla
zaman almayan, kolay uygulanan ve basit bir test olan dot-ELISA testinde kullanilmaktadir
(149). Prasad ve ark. (150), H. contortus E/S (excretory/secretory) proteinlerini saflastirarak
H. contortus ile enfekte koyunlarin dogal veya deneysel serumlarinda Dot-ELISA yontemini
kullanmislar ve haemonhosis’in erken tanisinda ES antijenlerinin kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Lone ve ark. (148), ELISA yontemi ile ergin H. contortus antijenlerini

kullanarak koyunlarda haemonchosis’in immonolojik yontemlerle tan1 etkinligini
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arastirmiglardir. Arastiricilar ELISA testinin sensitivitesini %80, spesifikligini ise %?21.42
olarak belirlemisler ve yontemin klinik durumlarda ve erken teshiste oldukca sensitif
oldugunu ancak 0zgiil olmadigin1 belirtmislerdir. Buna karsin kullanilan serolojik tani
testlerinin, parazitin antijenleri ile ¢apraz reaksiyon vermesi durumunda testin 6zgiinliigiiniin
azaldigibildirilmistir. Serolojik testlerin diger bir dezavantaj1 ise yeni ve daha once gecirilmis
enfeksiyonlart ayirt edememektedir (151, 152).

2.8.4. Molekiiler Yontemler

Hastalik etkenlerinin teshisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik yontemlerde karsilagilan
olumsuzluklar nedeniyle son zamanlarda parazitin DNA veya RNA'sinin varligini ortaya
koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse
Transcriptase PCR, Real-Time PCR, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
PCR gibi molekiiler tabanli teknikler kullanilmaya baslanmistir (153). Enfeksiyonun spesifik
teshisi veya parazitlerin identifikasyonu i¢in kullanilan PCR tabanl testlerde bir veya daha
fazla hedef DNA bolgesi belirlenebilmektedir. Bu yontem, hedef organizmanin genomundaki,
0zgil bir DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, binlerce kez ¢ogaltarak, kolaylikla tespit
edilebilir hale getirmektedir. Spesifik identifikasyon i¢in hedef DNA bdlgesi popiilasyon
icindeki kiiglik bir farklilig1 bile ortaya koyabilmelidir. Bu amagla parazitlerin tiir veya sus
ayrimini yapacak ¢esitli ribozomal (internal transcribed spacers (ITS-1 ve 1TS-2),18S, 5.8S,
28S rRNA) ve mitokondriyal gen bolgeleri (NAD4, COI) tizerinde ¢alisilmistir (127, 153).
Molekiiler tabanli yontemlerden olan real-time PCR’in, 1990’larin basinda gelismesiyle
birlikte PCR amplifikasyonu goriiniir hale gelmistir. Real time PCR sistemi, floresan isaretli
boya ve problar kullanilarak PCR c¢ogaltimini goriiniir hale getirmekte ve monitorize
edebilmekte ve ayn1 zamanda birden fazla paraziti kantitatif olarak es zamanli tespit etmesiyle
oldukca spesifik bilgiler saglamaktadir (154, 155). Yontemin biyolojik orneklerden elde
edilen DNA’nin kopya sayisin1 sayisal degerlere doniistiirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal
olarak belirleyebilme en c¢ok kullanilan alanlarini olusturmakla birlikte tek nokta
mutasyonlarini belirleme, hastalik etkeni patojenleri ve. DNA hasarini belirleme, metilasyon
tespiti, SNP analizi (single nucleotid polymorphism), kromozom bozukluklarmin tespiti gibi
bir¢ok ¢alismalarda da kullanim alanlar1 bulunmaktadir (156).

Real time PCR teknigi kiigiik ruminantlarda trichostrongil nematod enfeksiyonlarinin
teshisinde mikroskobik ve serolojik yontemlerdeki sinirlamalarin hizla oniine gecerek hizi,
sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif olarak

belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan
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tekniklerin basinda gelmektedir. Ayrica s6z konusu teknik ile mutasyon analizleri ve gen
ekspresyonlar1 da hassas bir sekilde belirlenebilmektedir (147,157).

Her tam1 yonteminin kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Dogrudan
etkeni gérmeye yonelik yapilan mikroskobik muayenenin; basit olmasi, bazi parazit
yumurtalarinin morfolojik olarak ayrimlariin yapilabilmesi gibi avantajlarinin yaninda; ¢ok
zaman almasi, ekonomik olarak kiilfetli ve yorucu olmasi, yanlis yorumlara neden olmasi,
baz1 trichostrongil nematod yumurtalarinin morfolojik olarak birbirine benzer olmasindan
dolayr ayrim yapilamamasi ve deneyimli personel gereksinimi gibi dezavantajlar1 da
mevcuttur (158, 159). Parazit hastaliklarinin etkenleri direkt olarak goriilemedigi veya
goriilmesi zor oldugu zamanlarda bu hastaliklarin tanisinin yapilmasinda kullanilan serolojik
yontemlerin de ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Basit ve hizli olmasi,
otomasyona olanak vermesi, ¢cok sayida Ornegin es zamanli olarak teshis edilebilmesi
avantajlarindan olup; 6zgiilliigiiniin diisikk olmasi, atlatilmig veya latent enfeksiyonlar1 ayirt
edememesi, parazitler arasinda capraz reaksiyonlar vermesi ise dezavantajlari arasinda
bulunmaktadir (160, 161).

Bu yontemlere alternatif olarak gelistirilen niikleik asit tabanli molekiiler teknikler ile immun
sistemden bagimsiz veya atlatilmis enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak viicudunda ¢ok
az miktarda etken olsa dahi direkt hastaliga neden olan tiirlerin teshisleri yapilabilmektedir.
Bu molekiiler yontemlerle hastalifa neden olan parazit tlirlerinin es zamanli olarak teshisleri
de yapilabilmektedir. Molekiiler yontemlerinde kendisine 06zgii cesitli dezavantajlart
bulunmaktadir. Bu yontemler ekonomik olarak pahali ve ¢ok asamali yontemler olup,
inhibitorleri nedeniyle yanlis negatiflikler verebilmekte ve kontaminasyona bagli olarak
yanlis pozitiflikler de gosterebilmektedir (161, 162).

2.9. TEDAVI

Nematod enfeksiyonlarinin tedavisinin temelinde gilinlimiizde antihelmintik kullanimi
gelmektedir. Ancak bundan 200 yil 6nce tedavi i¢in ¢esitli kimyasal maddeler denenmistir
(163). Haemonchosis’in ilk tedavisinde arsenik ve terebentin kullanilmistir. Ancak zamanla
bu maddeler hayvanlarda toksik etki yaptigindan dolay1 yeni tedavi sekilleri gelistirilmistir.
Tedavinin ilk ve etkili bigimlerinden biri hayvanlara oral yolla bakir siilfatin verilmesidir.
Bakir siilfat uygulamasi, 1800’lerden 1940’a kadar yaygin bir sekilde kullanilmistir (164).
Bakir siilfat dogru bir sekilde kullanildiginda, konak {izerinde toksik etkisinin az oldugu
goriilmiistiir. Ancak bakir siilfatin ergin parazitlere karsi etkili olmasina ragmen larvalara

kars1 etkili olmadig1 gozlenmistir (8). Bununla birlikte koyunlar, kronik bakir toksisitesine
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kars1 duyarlt olmalart nedeni ile bakir uygulamasinin dikkatli bir sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Yilda bir kez kiiglik dozlarda (0.5-2 gram) verilen bakir oksitin kuzularda
toksik etki yapmaksizin H. contortus enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili olabilecegi
bildirilmistir (165-167).
1940 yilinda bakir siilfat yerine fenotiyazin kullamlmaya baslanmistir. Ilag, hastaligin
kontrolii ve elimine edilmesinde oldukea giiclii bir etkiye sahiptir. Fenotiyazin 1:10 oraninda
tuz konsantrasyonu ile kullanilmistir. Bu dozun yan etkisinin oldukca az oldugu bildirilmistir
(164). 1960’larda H. contortus fenotiyazine direng gostermeye baslayinca tedavide yeni
antihelmintiklerin kullanilmas1 gerektigi diistiniilmiistiir. Bu nedenle 1961°de Tiyabendazol
ismi verilen benzimidazoller gelistirilmistir (164). Bu ilag hem ergin hem de larvalara kars1
olduke¢a etkili olmasina karsin birkag yil sonra H. contortus bu ilaca da direng gdstermeye
baslamistir (2, 168). Daha sonraki yillarda ise tedavide benzimidazoller yaninda
imidazothiazoles (levamisole) ve macrocyclic lactones (ivermectin) gelistirilmistir (169).
Tedavide kullanilan baslica antihelmintikler sunlardir:

* Benzimidazol grubu (Thiabendazoe, Mebendazole, Albendazole ve Netobimine)

« Tetrhydropyrimidines (Pyrantel, Morantel)

» Salicylanilides (Colsantel)

+ Imidazothiazoles (Levamisole)

» Macrocyclic laktonlar (Ivermectin, Moxidecttin)

* Piperazine

» Triclabendazole

* Praziquantel

« Clorsulon
Antihelmintiklerin hedef alanlar1 olarak iyon kanallari, enzimler, yapisal proteinler ve tasiyici
molekiilleri igeren proteinler oldugu kaydedilmistir (Tablo 2.3). Antihelmintikler oral veya
enjekte seklinde uygulanmaktadir. Antihelmintiklerin doniisiimlii olarak kullanilmasi ise

onlarin parazitlere kars1 etkinligini artirmaktadir (170).
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Tablo 2.3. Yaygin olarak kullanilan antihelmintiklerin hedef alanlar1 (Kaynak: Kéhler, 2001: 170).

Iyon kanallar Mikrotubuller Biyoenerji Bilinmeyen
Tetrahydropyrimidines Benzimidazoles Salicylanilides Praziquantel
(Pyrantel, morantel (Thiabendazole, (Closantel)

mebendazole,
albendazole,
netobimine)
Imidazothiazoles (Levamisole) Chlorinated sulfonamides Triclabendazole
(Clorsulon)
Macrocyclic lactones
(Ivermectin, moxidectin)
Piperazine

2.9.1. Benzimidazoller

1961 yilinda Tiyabendazoliin kullanilmas1 ve etkili sonu¢ alinmasiyla birlikte etki giicii daha
yiiksek yeni antihelmintikler kesfedilmistir. Tiyabendazol helmintlerin bir¢ogunda etkili bir
sekilde kullanilmis ve memeliler i¢in toksisitesi diigiik olarak iiretilecek yeni ilaglara zemin
hazirlamistir (171). Helmintlerde bu bilesiklerin etkisi iizerine yapilan ¢alismalarda, bu
bilesiklerin nematodlarin bagirsak hiicrelerini ve cestodlarin tegiimental hiicrelerinin yapisini
bozdugu tespit edilmistir (172). Bu degisiklikler sirasinda stoplazmik mikrotubullerin ortadan
kalktig1 ve benzimidazollerin salgi vezikiillerinin mikrotubul bagli tasinimi inhibe ettigi
gozlenmistir. H. contortus enfeksiyonlarinda fenbendazoliin oldiiriicii etkisi, bagirsak
stoplazmasinda salg1 vezikiillerinin dagilmasi sonucu salgi vezikiillerinin tasiniminin inhibe
olmast ile baglantili oldugu gozlenmistir (173). Benzimidazoller biyokimyasal olarak
proteinlerin alt birimi mikrotubullere (tubulin) geri doniisiimsiiz ve ¢ok yiiksek afinite ile
baglanmakta ve bdylece mikrotubullerin yapt ve fonksiyonunu bozmaktadir (174-176).
Klasik antimitotik ajan kolsisin ile yapilan c¢alismalarda bu bilesigin polimerizasyon
oncesinde ilk olarak tubuline baglandig: tespit edilmistir (177, 178). Gelisen mikrotubullere
kolsisin tastyan tubullerin eklenmesi ve baska mikrotubul gelismesi i¢in diger tubulin
molekiillerinin katilmasi ile mikrotubuller yetenegini kaybetmekte ve sonucta inhibe
olmaktadirlar. Spektroskopik analizler ile tubulin polimerizasyonu, B-tubulin monomeri
icerisindeki kiiciik bir bolgenin ilag bagimli lokal yayilmasindan kaynaklandigini
gostermektedir. Boylece benzimidazollerin - tubulin monomerleri iizerinde bulundugu ve
tubulin polimerizasyonunu inhibe ettigi kaydedilmistir (179-181). Mikrotubuller 6karyotlarda
mitoz boliinme, hareketlilik ve taginim gibi gesitli canli fonksiyonlarina yardimer oldukca
dinamik, sik bulunan hiicresel organellerdir. Bu yapilarin bircogu ayr1 veya birlesik olarak

stirekli dinamik bir sekilde bulunmaktadir. Bazi sistemlerde, ilag-tubulin etkilesimi sonucunda
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serbest tubulinlerin toplanmasi ve mikrotubullerin kaybi ile bu dinamik yap1 bozulmaktadir.
Mikrotubuller birgok hiicresel siiregte rol oynamakta ve eksikliginde tasinim, hiicre
boliinmesi, sinir iletimi ve hiicre farklilagsmasi gibi bir¢ok hiicre fonksiyonu bozulmakta ve
sonugta parazitin 6liimiine neden olmaktadir (170, 182, 183).

2.9.2. Imidazothiazolller

Imidazothiazol, Levamisol, Tetrahydropyrimidines (pyrantel ve morantael) ve diger yapisal
iliskili bilesikler nikotinik ilaglardir. Bu grup ilaglar kaslar iizerinde bulunan nicotinic
acetylcholine (nACh) reseptorlerinin aktivasyonunu engelleyerek siirekli kas kasilmasi
sonucu nematodlar ve diger parazitlerde spastik kas paralizine neden olmaktadirlar (170, 184).
2.9.3. Macrocyclic laktonlar (Ivermectin)

Ivermektin, avermektin’in yar1 sentetik bir tiirevidir. Streptomyces avermitilis
mikroorganizmasinin fermente iirlinii olan biiyiik makrosiklik lakton igermesi nedeniyle Merk
tarafindan 1980°de antihelmintik olarak kabul edilmistir. Daha sonraki yillarda ivermektin’in
analoglart moxidectin, milbemycin oxime, doramectin, selamectin, abamectin ve
eprinomectin iiretilmistir. Ivermektin, parazitlerin viicut duvari kaslarinin ve farinksin
paralizisine sebep olmaktadir. H. contortus’da faringeal yutkunma iizerine ivermektin ve
moxidectin’in etkisi lizerine yapilan ¢alismalarda her iki ilacin hareket mekanizmasinin ayni
oldugu ancak bu bilesiklerin hedef bolgelere yanitlarinin farkli oldugu goriilmiistiir (185).
Makrosiklik lakton antiparazitikleri, bloke olan faringeal yutkunma ile parazitlerin
beslenmesini inhibe etmekte ve somatik kaslarin paralizini yapmaktadir. Bu makrosiklik
laktonlar glutamate ve gamma-amino butyric aciti (GABA) baglayarak sinir ve kas
hiicrelerinin hiperpolarizasyonuna ve bdylece parazitin paralize olarak Oliimiine sebep
olmaktadirlar (170,184, 186).

2.9.4. Praziquantel

Prazinoizokinolin tiirevi olan praziquantel, stoplazmik membranda kalsiyum permeabilitesini
degistirmekte ve sarkoplazmik retikulum i¢inde kalsiyum miktarinin artmasina ve sonugta
parazitte kas kasilmasina neden olmaktadir (187).

2.9.5. Closantel

Closantel parazitin mitokondrisinde plazma proteinlerine baglanarak ATP {iretimini inhibe
etmektedir. Intrategiimental PH iizerine Closantel’in etkisini belirlemek ic¢in yapilan
calismalarda Closantel’in bir¢ok helmintin biyokimyasal ve fizyolojik siireclerini etkileyen

membran aktif bir molekiil oldugu tespit edilmistir (188).
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Benzimidazoller ve macrocyclic laktonlar, larva ve erginlere karst etkili iken
imidazothiazoller ergin ve son donem larvalara etkilidir. 3 grup antihelmintik
(Benzimidazoller, makrosiklik laktonlar ve imidazothiazoller) koyunlarda H. contortus
enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (169).

2.10. ANTIHELMINTIK DIRENCLILiGi

Paraziter enfeksiyonlara karsi korunmada en etkili yontemlerden biri antihelmintik ilag
kullanimidir. Parazitin konakta ¢ogalmasini 6nlemek i¢in, verilen ilacin konaktaki parazite ve
bu parazitteki hedefine ulagmasi gerekmektedir. Antihelmintik diregliligi, parazite karsi
kullanilan ilacin 6nerilen dozda ya da daha yiiksek dozda verildigi halde paraziti etkilememesi
veya etkinliginin zayiflamasi olarak tanimlanmaktadir. Parazitlerin antihelmintlere karsi
direngliligi ilk olarak 1957 wyilinda H. contortus enfeksiyonunda fenothiazine Kkarsi
saptanmigtir. Daha sonra yapilan saha ve molekiiler tabanli ¢aligmalar ile bir¢ok nematod da
bazi ilaglara kars1 direng gelistigi goriilmiistiir (169).

Direng olusumunda onemli faktorlerden biri, konaklara sik araliklarla ayni grup ilacin
verilmesidir. Diger bir faktor ise antihelmintiklerin Onerilen dozdan daha diisik dozda
kullanimidir. Konak hayvana gore ilag dozunun ayarlanmasi énemlidir. Ornegin kegilere
verilecek ilag dozunun koyunlara verilenden 1.5-2 kat fazla olmasi gerekmektdir (170).
Gastrointestinal nematodlara karsi antihelmintik direngliligini etkileyen diger onemli bir
faktor ise konagin beslenme durumudur. Yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmalar antihelmintiklere
kars1 direncin, konagin beslenme durumuna ve parazit enfeksiyonlarini diizenleme yetenegine
bagli oldugunu gostermistir (189). Ayrica konagin yasi, cinsiyeti ve lireme durumuda direng
gelisimini etkileyen ikincil faktorlerdendir.

Genel olarak populasyondaki genetik polimorfizm, diren¢ bagimli allellerin sikligi, katilan
genlerin sayisi, direng mekanizmalarinin karmasikligi, nematodun biyolojisi, direng
fenotipinde direngli genlerin dominant veya resesif olup olmamasi, tedavi kapsami,
antihelmintiklerin varliginda veya yoklugunda duyarli ve direncli genotiplerin lireme formu,
tedavi siklig1, parazit tasinimi ve ilag dozunu etkileyebilecek diger uygulamalar gibi faktorler
antihelmintik direngliligini gelistirmektedir (190).

H. contortus’ta antihelmintik direngliligi her sinif antihelmintigin hedef alanlarina gore farkl
sekillerde olmaktadir (Tablo 2.4). Burada 3 ana mekanizma bulunmaktadir. Bunlar: ilaglarin
baglanma yerlerinin degisimi, detoks olanlar ve membran tasiyicilar ile ilaglarin akigini

saglamaktir (190).
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Tablo 2.4. Antihelmintikler, etki genislikleri ve etki sekilleri (Kaynak: Kerboeuf ve ark, 2003:190)

Simif Etki genislikleri Etki sekilleri

Benzimidazoller:
Albendazole

Fenbendazole
Flubendazole Mide-bagirsak nematodlari,

Mikrotubullerin tubulin

polimerizasyonunu engelleyerek

Mebendazole akciger kil kurtlar1 ve cestodlar 3 o
enerji tilketimini artirmak

Oxfendazole

Probendazolller:

Febantel
) Asetilkolinesteraz reseptdrii ile
Imidazothiazol: Mide-bagirsak nematodlar: ve o ] ]
i birlikte ¢alisir ve spastik paralize
Levamisole akciger kil kurtlar1 neden olur
Makrosiklik Laktonlar:
Avermektiner: Sinir ve kas hiicrelerindeki
Doramectin, Eprinomectin, Mide-bagirsak nematodlar1 ve glutamat klorid kanallarina
Ivermectin, Selamectin akciger kil kurtlar baglanarak spastik paralize ve
Milbemysinler oliime neden olmaktadir
Milbemycin-Oxim
Moxidectin
Nematodlarin GABA reseptorleri
Piperazin Mide-bagirsak nematodlari tizerine etki ederek néromuskuler
taginimi1 inhibe etmektedir
Pyrimidin: Asetilkolinesteraz reseptdrii ile

Mide-bagirsak nematodlari

Pyrantel, Morantel birlikte calisir

Salisilanilidler Mide-bagirsak nematodlari ATP’ye miidahale eder

Nematodlarin asetilkolin

Amino-asetonitril tiirevleri Mide-bagirsak nematodlar1 reseptoriine  miidahale  ederek

Monepantel kasilma ve paralize neden olur

Potasyum-kalsiyum kanal

reseptorlerine miidahale ederek

Mide-bagirsak nematodlari

Siklooktadepsipeptitler paralize neden olur
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Kwa ve ark. (191), benzimidazollere kars1 direncliligin § tubulin genindeki bir mutasyondan
kaynaklandigini1 gostermistir. H. contortus’taki bu mutasyon tek niikleotit polimorfizmi olarak
isimlendirilmektedir. Benzimidazoller B tubulin proteinlerine baglanmakta ve mikrotubullerin
yapisini bozmaktadir. Benzimidazol duyarli H. contortus suslarinda B-tubulin izotip 1
geninde 200. kodonda Phe/Phe (TTC/TTC), 167. kodonda (Phe/Phe [TTC/TTC]) ve 198.
kodonda (Glu/Glu [GAA/GAA]) amino asitleri bulunmakta iken direngli suslarda ise 200.
kodonda ve yabani tip 167. ve 198. kodonlarda Tyr/Tyr (TAC/TAC) amino asiti
bulunmaktadir (192). Nematodlarda (H. contortus, Teladorsagia circumcincta ve
cyathostomelarda) 198 ve 200. kodonlar yabanil tip oldugunda direnglilik 167. kodonda
(TAC/TAC) gergeklesmektedir (193-195). 198. kodonda meydana gelen 3.mutasyonda
duyarli parazitlerde Glu/Glu (GAA/GAA) amino asiti bulunurken direnglilerde Ala/Ala
(GCA/GCA) amino asiti bulunmaktadir (196). Benzimidazol direng¢li H. contortus suslarinda
B tubulin izotip 1 geninde 200. kodonda bulunan fenil alaninin (TTC kodonu) tirozine (TAC
kodonu) doniligiimii olmaktadir. Son zamanlarda 167 ve 198. kodonlardaki iki yeni
mutasyonunda benzimidazoller ile iliskili oldugu tespit edilmistir (194, 196).

Bezimidazol duyarli parazitlerde TTC kodonu, B tubulin izotip 1 proteininde 200 ve 167.
pozisyondaki fenil alaninini kodlamaktadir. Benzimidazol direncli parazitler TAC kodonuna
sahiptirler ve bu kodon B tubulin izotip 1 geninde ya 167 ya da 200. kodonda Tirozini
kodlamaktadir. Bununla birlikte 200. kodondaki mutasyon ¢ogunlukla benzimidazol
direncliligi ile iligkilidir (194, 197, 198). 167 ve 200. kodonlarda meydana gelen her iki
mutasyonda resesiftir (194, 199).

H. contortus’ta levamisole karsi direnglilik, viicut kaslar1 {izerinde bulunan nikotinik
asetilkolin reseptoriiniin sayisinin ya da bu reseptorlerin ilaca afinitesinin azalmasi gibi
degisimlere baglidir. Nikotinik asetilkolin reseptorii kas dokusu boyunca sodyum, potasyum
ve kalsiyumun taginimi ic¢in gereklidir. Bu reseptdr merkezi iyon kanallarinin etrafinda
diizenlenmis 5 alt birimden (2a, 1B, 1y ve 18) olugmaktadir (200). Normal sartlarda iyon
kanallar1 kapalidir, ancak levamisol gibi baglayic1 ligantlar bulundugunda bu kanallar
acilabilmektedir. Kanallarin bu sekilde acilmasi iyonlarin gegisine izin vermekte ve bdylece
parazitin paralizine ve kas kasilmasina sebep olmaktadir (201). Asetilkolin reseptoriindeki bu
degisimler, levamisole az sayida reseptoriin baglanmasina veya acilan kanallar1 onleyebilecek
reseptorlerin duyarliliginda azalmaya neden olmaktadir (202). Biiyiik levamisole molekiilleri

ile olan bu degisimler sonucunda iyon kanallar1 bloke olmakta veya tamamen kapanmaktadir

(201).
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Makrosiklik lakton direngliligini igeren mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir (170).
Blackhall ve ark. (203), yaptiklar1 caligmalarda ivermektine direncli Glutamat girigli klorid
kanallar1 (GluCl) geninin degisimine bagli oldugunu bildirmislerdir. Glutamat girisli klorid
kanallar1 asetil kolin reseptorleri gibi iyon kanallariin etrafinda diizenlenmis 5 alt iiniteden (a
ve B) olusmaktadir (200, 204). o alt {initesi glutamat’in baglanacagi, B alt iinitesi ise
ivermektinin baglanacagi bolgeleri igermektedir (200). a-subunitin tek bir alelindeki
seleksiyon H. contortus’a direngli suslarda daha sik bulunmaktadir (203). Bu allellerin
seleksiyonu sonucu olusan mutasyonda, ilag baglanmasi ile konformasyonel degisiklikler
olabilmekte veya kendisine baglanmasini inhibe edememektedir (190). GABA reseptor geni,
makrosiklik lakton direngliliginde bir mekanizma olarak gosterilmistir. GABA reseptor
geninin fonksiyonu GluCl genine benzerdir (205). Makrosiklik laktonlara direnclilik olarak
bilinen bu mekanizma P-glikoproteinlerin (Pgp) detoksifikasyon siirecidir. P-glikoproteinler
ilaglar1 ve tagima bilesiklerini membrandan tasiyan akiskan tasiyicilardir. Pgp’ler sindirim
sistemi ile sinirlandirilmiglardir ve faringeal ve bagirsak hiicreleri membranlar tizerinde
yiiksek oranda ifade edilmislerdir. Pgp’nin nematodlardaki islevi tam olarak bilinmemekte,
ancak antihelmintiklere genis oranda baglanma yetenegindedir ve bdylece organizmay1 toksik
maddelere kars1 koruyabilmektedir (206). P-glikoproteinler yiiksek oranda korunmus trans
membran proteinleridir. Bu proteinler, H. contortus’ta identifiye edilmistir ve ¢cDNA sekansi
ile elde edilmistir (207). H. contortus’ta Pgp’yi kodlayan en az 7 gen bulunmaktadir (190).

H. contortus’ta antihelmintiklerin her smifina karsi bir direng gelistigi igin ortak bir
direnglilik mekanizmasindan s6z edile bilinmektedir. H. contortus’taki antihelmintik
direncliliginin Pgp’nin ekspresyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzimidazoller,
levamisol ve ivermektin ortak Pgp sustratlaridirlar (208). H. contortus’un benzimidazol ve
ivermektin direngli suslarinda duyarli suslardan daha yogun Pgp allelleri bulundugu tespit
edilmistir. Benzimidazoller kullanildiginda Pgp hedef bdlgelerde bu ilacin konsantrasyonunu
ayarlayabilmektedir (190). Pgp ve benzimidazol direngliligi arasindaki iliski Pgp’nin
inhibitorii Verapamil’in kullanilmasi ile gosterilmistir (209). Verapamil kalsiyum kanallarim
bloke etmektedir. Verapamil bir antihelmintik ile verildiginde ilacin akisini azaltmaktadir
(210). Deneysel caligmalar ile verapamil varliginda ilaglarin toksisitesinin artttigi ve
benzimidazol direngliliginin tersine dondiigli saptanmistir (209).

Makrosiklik lakton direncliliginde (6zellikle ivermektin) Pgp’nin rolii ¢ok iyi1 bilinmektedir.
Ivermektin nematodlarda Pgp’nin bir substratt olarak tanimlanmistir. Pgp’nin oram

ivermektin direngli H. contortus suslarinda duyarli suslardan daha yiiksek oranda
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bulunmaktadir. H. contortus’un ivermektin direncli suslarina verapamil verildiginde
ivermektinin etkisinin arttig1 gézlenmistir (207).

Levamisol direngliliginde Pgp’nin rolii tam olarak bilinmemektedir. Ancak levamisoliinde
ivermektin gibi Pgp’nin bir substrati olarak ¢alistig1 diistiniilmektedir (190).

2.11. ANTiIHELMINTIK DiRENCLILiGiNiN BELIRLENMESI

Antihelmintik direngliliginin belirlenmesinde c¢esitli teknikler gelistirilmistir. Gilinlimiizde
parazitolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler direng belirleme ¢alismalarinda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (211). Direngliligin belirlenmesinde kullanilan testler 2 grup
altinda toplanmaktadir. Bunlar in vivo ve in vitro testlerdir. Direngliligin belirlenmesinde en
¢ok kullanilan 2 in vivo test bulunmaktadir: Digskida yumurta sayisi1 azalim testi (FECRT) ve
Kontrol antihelmintik testi (CET).

Bu giine kadar antihelmintik direncliliginin belirlenmesinde ¢esitli in vitro testler gelistirilmis
ve koyunlarin gastrointestinal nematodlariin antihelmintik direngliliginin belirlenmesinde
basaril1 bir sekilde kullanilmistir (212, 213). In vitro testler icerisinde, egg hatch assay (EHA),
Larval paraliz ve larval motilite testi, ergin gelisim testi, larva beslenmesini O6nleme testi
(LFIA), biyokimyasal testler, molekiiler/genetik testler ve larva gelisim testi (LDA)
bulunmaktadir. In vitro testler tam ve daha kesin sonuglar vermekte ve in vivo testlere gore
daha ekonomik olduklarindan direnglilik  belirleme ¢alismalarinda daha  sik
kullanilmaktadirlar. Ancak in vitro testlerin hepsi biitiin antihelmintik ilaglarin direngliliginin
belirlenmesinde kullanilamamaktadir (214).

2.11.1. In vivo Teknikler

1- Diskida yumurta azalim testi [Fecal egg count reduction (FECRT)]: Nematodlarda
antihelmintik diren¢ belirleme calismalarinda en yaygin kullanilan testtir. Bu test biitiin
antihelmintik siniflarinin  direng belirlenmesinde kullanilmaktadir. Testte antihelmintik
tedavisi Oncesi ve sonrasinda digki ile atilan yumurta sayist modifiye McMaster teknigi
kullanilarak karsilastirilmakta ve bdylece antihelmintiklerin etkinligi belirlenebilmektedir.
Ancak FECRT testi, tedaviden etkilenmeyen olgunlagsmamis larvalarin gelisiminden dolay1
levamisol direngliliginde bazen yanlis sonuglar verebilmektedir (215). Strongil tip yumurta
tireten cesitli nematod tiirlerinde yumurtalar1 morfolojik olarak birbirinden ayirt etmek zor
olmaktadir. Bu nematodlar ayn1 zamanda ¢ok ¢esitli yumurtlama kapasitesine sahiptirler ve
hatta ayni cins igerisinde de farkliliklar goriilmektedir (216). Yumurtalama kapasitesindeki bu

farklilik FECR testinde yanlis sonuglar verebilmektedir. Diisiik maliyetli olmasi ve daha az
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iscilik gerektirmesi nedeniyle direngliligin belirlenmesinde ¢ok kullanilmaktadir. Yontemin
dezavantaji ise digki ile atilan yumurta sayisinin parazit yiikii ile iligkili olmamasidir (217).
2-Kontrol etkinlik testi (CET): Bu test gold standart bir testtir ve testte tedavi edilen ve
edilmeyen hayvanlarda parazit sayis1 karsilastirilarak  antihelmintiklerin  etkisi
belirlenmektedir. Temel olarak nematodlarin direngli ve duyarl izolatlar1 ile dogal enfekte
hayvanlarda parazit yilikii karsilastirllmaktadir. Hayvanlar yaklasik 21-28 giin L3 ile enfekte
edilmekte ve daha sonra antihelmintiklerle tedavileri yapilmaktadir. Enfekte hayvanlar ilag
verilen ve verilmeyen seklinde gruplara ayrilmakta ve tedaviden sonra (10-14 giin)
nekropsileri yapilarak parazitler makroskopik olarak identifiye edilmekte ve sayilmaktadir.
Bu testin ¢aligma grubunda yer alan hayvanlarda tedavi dncesi ve sonrasi parazit sayisinin
karsilastirilabilmesi i¢in nekropsilerinin yapilmasinin gerekmesi testin dezavantaji arasinda
bulunmaktadir. Bu nedenle test yaygin bir sekilde kullanilmamaktadir (218).

2.11.2. In vitro Teknikler

1- Yumurtadan cikis testi [Egg hatch assay (EHA)]: Ruminantlarda, antihelmintik
direncliligin belirlenmesinde kullanilan in vitro testlerden birisidir ve uzun yillar rutin bir
sekilde kullanmilmistir. Bu testte benzimidazol ve levamisol direngliligi belirlenirken,
avermektin ve closantel direcliligi belirlenememektedir. Hayvanlara benzimidazol ve
levamisol tedavisi uygulandiginda, gastrointestinal nematodlarin duyarl ve direncli suslari
arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in gelistirilmistir. Birden ¢ok nematod tiirii bulunan
poplilasyonlarda duyarliligin belirlenmesinde FECR testine gore daha ekonomik ve hizl
karsilastirma olanag1 saglamaktadir. Bu testte direngliliginin belirlenebilmesi i¢in disk: taze
olmali ve hayvandan alindiktan sonra 3 saat igerisinde incelenmelidir. Bu nedenle saha
caligmalarinda pek kullanilmamaktadir (213).

2-Larval paraliz ve motilite testi: Levamisol ve morantel direngliliginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Larva kiiltiirii ile toplanan 3. dénem larvalara levamisol ve morantelin seri
dilisyonlar seklinde 24 saat inkiibasyonundan sonra, larvalar 100X biiyiitmeli mikroskopta
incelenerek normal ve paralize olanlar ayirt edilmis ve bdylece parazitlerin direngli ve duyarh
suslar1 tespit edilebilmistir. Bu testte ilacin uygulama siiresi 6nem tagimaktadir. Antihelmintik
cok erken uygulanirsa larvalarin gelisimi tamamlanmamakta, eger ¢cok ge¢ uygulanirsa da
larvalara kars1 herhangi bir etki géstermemektedir (213).

Test lizerinde ¢esitli modifikasyonlar yapilarak levamisol ve benzimidazol ile inkiibasyondan
sonra ergin nematod ve larvalarin hareketlerini belirlemek i¢in mikro-motilite Olgtimleri

gelistirilmistir (213).
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3-Tubulin baglanma testi: Bu test ilaclarin etki mekanizmasina dayanmaktadir.
Benzimidazol direngliligi antihelmintiklerin tubuline baglanma afinitesinin azalmasina
baglidir. Duyarli ve direng¢li nematodlarin hiicre i¢i proteini olan tubuline benzimidazoller
farkli baglanmaktadir. Test, toz haline getirilen ve tritium ile isaretlenen benzimidazoliin
enfektif yumurta, larva ve ergin parazitlerden elde edilen tubulin ile inkiibasyon siirecini
icermektedir. Inkiibasyondan sonra serbest, tubuline baglanmamus ilaglar koriik ile ortadan
kaldirilmakta ve tubuline baglananlar ise sivi sentilasyon spektrofotometrisi ile sayilmaktadir.
Direngli parazitlerden elde edilen tubulin ekstraktlari, duyarli olanlardan daha zayif bir
sekilde baglanmaktadir. Test hizli, saglam ve parazit popiilasyonlarinda direngli suslardaki
kiiglik degisimlere duyarli olmakla birlikte ¢ok sayida larva gerektirmesi nedeni ile saha
calismalarina uygun bir test degildir (213, 219).

4-Larval gelisim testi (LDA): Test biitiin ilaclara kars1 direng belirleyen testlerden birisidir.
LDA koyunlarin biiyiik gastrointestinal parazitleri olan H. contortus, T. colubriformis ve O.
circumcincta’ya karst milbemisin, avermektin, levamisol, benzimidazol kombinasyonlar1 ve
benzimidazol direncliligini belirlemektedir. Bu testte hasta hayvanlarin digskisindan izole
edilen yumurtalar antihelmintik bulunan mikro-plate kuyucuklarina konularak L3’lerin
gelismesi saglanmaktadir ve boylece uygulanan antihelmintigin konsantrasyonunun L3
gelisimini bloke etmesine bakilmaktadir (220).

5- Ergin gelisim testi: Enfekte hayvanlarin digkilar ile atilan yumurtalarin kiiltiirii yapilmasi
ve ergin donemlerin incelenmesi esasmna dayanmaktadir. Nematodlarda direngliligin
belirlenmesi i¢in kullanilan bu testin gelisiminde ¢ok kiiciik ilerlemeler kaydedilmistir ve
kiltiir tekniginin zorlugundan dolay1 ¢ogu zaman uygulamada basarisiz olunmustur (221).

6- Biyokimyasal analizler: Biyokimyasal araglar kullanilarak da direng belirlenmektedir.
Gliniimiizde bu test yalnizca benzimidazol direncliligini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu
konudaki arastirmalar, benzimidazol direncli suslarda, benzimidazoliin tubuline baglanma
afinitesindeki azalma {izerine odaklanmistir (222). Tritium isaretli benzimidazoliin tubuline
baglanmasi ile elde edilen tubulin ekstraktinin inkiibasyonunu igermektedir. Tubuline
baglanmayan ilaglar koriik ile uzaklastirilmakta ve tritium isaretli olanlar siv1 sentilasyon aleti
ile hesaplanmaktadir. Testin hizli, saglam, tekrarlanabilir ve duyarliliginin yiiksek olmasi
avantajlar1 arasinda yer alirken, calismada ¢ok sayida larvanin kullanilmasi, laboratuvar
araglarinin pahali olmasi ve deneyimli elemanlarin bulunmamasi ise dezavantajlar

arasindadir (221).
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7-Molekiiler/Genetik testler: Antihelmintik direngliligin belirlenmesinde molekiiler
teknikler, konvansiyonel yontemlerdeki kisitlamalarin iistesinden gelecek firsatlar
sunmaktadir. Giinlimiizde ruminantlarin gastrointestinal nematodlarinin evrimsel ve
filogenetik iligkilerinin arastirilmasinda ¢esitli niikleer, ribozomal ve mitokondrial gen
bolgeleri ¢alisilmistir (198, 223-229). Ribozomal gen bolgeleri icin 18S small subunit, 5.8S
ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel gen bolgeleri; mitokondriyal
gen bolgeleri i¢in ise NAD4 ve COI gibi gen bolgeleri filogenetik iliskilerin incelenmesinde
tercih edilen gen bolgeleri olmustur (230, 231). H. contortus’un benzimidazol direngli ve
duyarli suslarini belirlemede RFLP ve alel spesifik PCR gibi ¢esitli molekiiler teknikler
kullanilmaktadir. Bu yontemler duyarli olmalarina karsin standartizasyonlari zordur ve
kantitasyona olanak vermemektedir (154, 228, 232-234). Bu nedenle birgok trichostrongil
DNA’sinin kantitatif analizi i¢in kolay, hizli ve gilivenilir metodlar gelistirilmistir. Son
zamanlarda kiiciik ruminantlarin trichostrongil enfeksiyonlarinda benzimidazol direncini
belirlemeye yonelik Real-Time PCR teknigi kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikte floresan
isaretli problar kullanilarak PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getirmekte ve birden fazla paraziti
kantitatif olarak es zamanli tespit etmesiyle oldukca spesifik bilgiler saglamaktadir (154,
157). Real-time PCR testi nematodlarda B tubulin izotip 1 geninin 200. kodonundaki duyarli
ve direngli allelleri tespit edebilmektedir. Bu amagla ¢esitli Tagman problar1 kullanilmakta ve
tek niikleotit polimorfizmi belirlenebilmektedir (198). Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite
ve spesifitesi, se¢iciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi
ve otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle son yillarda ¢ok kullanilan tekniklerin basinda
gelmektedir. (223). So6z konusu teknik ile dogal enfekte koyunlarda siirii bazinda
benzimidazol direncliligi kantitatif olarak belirlenebilmekte ve risk potansiyelleri ortaya
konabilmektedir (235).

2.12. KORUNMA VE KONTROL

Nematodlarin kontroliinde kimyasal kontrol yontemlerine alternatif olarak cesitli dogal ve
biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler icerisinde hayvanlar1 tanenden zengin
besinlerle besleme, bakteri ve mantarlarin kullanimi, besin takviyesi, bakir (copper oxide
wire particles-COWP) kullanimi ve antihelmintik 6zelligi gosteren ¢esitli bitkilerin kullanimi1
bulunmaktadir (236).

2.12.1. Mantar kullanim

Nematophagous mantari mera kontaminasyonunu azaltarak hayvanlarin  parazit

enfeksiyonunu en aza indirmek i¢in kullanilmaktadir. Mikrofungal tiirlerin bir¢ogu yapigkan
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Ozelligi bulunan aglarla nematod yumurtalarint veya larvalarini tuzaga diisiiriip, iiretmis
olduklar1 toksinlerle larvalari hareketsiz hale getirdikten sonra 6ldiiriirler (237). Larsen (238),
Duddingtonia flagras mantar1 ile beslenen ruminantlarda, bu mantarm Trichostrongylus
tiirlerine ait larvalara ve ¢esitli gastrointestinal parazitlere karsi etkili oldugunu kaydetmistir.
Bu sekilde D. flagras mantari kullanilarak merada otlayan hayvanlarda L3 alinimi
azaltilmaktadir. Merada L3 sayisindaki bu azalma konaklardaki parazit yiikiinlin azalmasi ile
dogru orantili olmaktadir. Yapilan deneysel calismalar sonucunda digki kiiltiirlerinde 2 giin
boyunca 5 gr tahil/koyun mantar dozunun diskidaki larva sayisini azaltmak icin yeterli oldugu
gorilmiistiir (239).

2.12.2. Bakteri kullanim

En eski ve basarili biyolojik kontrol ajanlarindan biri olan Bacillus thuringiensis bir¢ok
ilkede ticari olarak iiretilmekte ve satilmaktadir. Bu bakteri diinyada bir¢ok dnemli tarimsal
zararliyr kontrol altina almada kullanildig1 gibi, nematodlara karsi da kullanilmaktadir. B.
thuringiensis, sigir ve koyunlarin ektoparazitik artropod ve endoparazitik nematodlarinda
kontrol amaciyla kullanilmistir (240). B. thuringiensis toksinlerinin ayni zamanda bazi
parazitik nematodlarin serbest yasam donemlerini ve trematod serkerlerini etkiledigi de
kaydedilmistir (241, 242). Kalsiyum bakterilerin aktivitesini ve mikrobiyal toksinleri
etkilemektedir. Boylece yumurtalar iizerindeki gecirgenlik veya iyon degisimindeki bazi
degisiklikler bakteri toksisitesini igermektedir (241). Wei ve ark. (243), farkli nematod
tiirlerinde B. thuringiensis’in toksisitesini gostermisler ve boylece B. thuringiensis’in farkli
nematod tiirlerine kars1 kontrolde kullanilabilecegini ve nematodlardaki toksisitesinin
bagirsak zarari ile iligkili oldugunu belirlemislerdir.

2.12.3. Dogal bitki ekstraklarimmin kullanimi

Yapilan 6n calismalar sonucunda kiiclik ruminantlarda kullanilan antihelmintik ilaglara
alternatif olarak yalanci tesbih agaci (Azadirachta indica)’nin ekstraklarinin da
kullanilabilecegi gosterilmistir (244). Ayni zamanda papaya, incir ve ananas gibi bitkilerin, bitki
0z suyu veya meyvelerindeki sistein proteinazlar nematodlarin kutikulasini sindirecek yiiksek
proteolitik aktiviteye sahiptirler. Hindiba, sinir otu ve pelin gibi bitkiler de i¢ parazitlere kars1
antihelmintik 6zelligi gostermektedirler (245).

2.12.4. Bakir kullanimi

Yapilan bazi calismalarda i¢ parazitlerin kontroliinde bakir kullanilmistir. Koyunlarda yiiksek
dozlarda kullanilan bakir oksitin toksisitesi artarken, kuzularda bakir oksitin parazit ylikiinii

azalttigi kaydedilmistir. Bununla birlikte yasli koyunlarda bakir tedavisinin etkili olmadigi
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gozlenmistir (246). Burke ve ark. (246), koyunlarda bakir kullaniminda olusabilecek
toksisiteyi azaltmak i¢in uygun olan doz miktarmin 0.5 g/kg’dan daha az olmasi gerektigini
belirtmislerdir. 0.5 g/kg agirlik yash kecilerde etkili iken geng kecilerde EPG degerini
azalttig1 tespit edilmistir. Arastiricilar tedavi edilen ve edilmeyen kegilerde toplam hiicre
hacminin esit oldugunu gozlemislerdir. Ayn1 zamanda enfekte kegilerde bakir oksitin
parazitin kan emen formu olan L4’leri etkilemedigi ve yalnizca PCV’yi azalttigini tespit
etmisglerdir (246).

2.12.5. Tanenler

Tanenler, yliksek molekiiler agirliga sahip azotsuz, polifenolik yapili ve genellikle amorf
bilesiklerdir. Su ve etanolde ¢oziiniir, eter ve kloroformda ¢oziinmezler. Insekt ve memeli
herbivorlara kars1 bitkisel savunma mekanizmasina sahiptirler (247). Tanenler kimyasal yap1
ve Ozelliklerine gore hidrolize olabilen ve hidrolize olmayan (kondanse) tanenler olmak {izere
2 ana gruba ayrilmaktadir (248).

Hidroliz olabilen tanenler (HT) (gallotanen, ellagitanen) D-glukoz igeren karbonhidrat
molekiilleridir (249). Bu karbonhidratlarin hidroliz gruplar1 ellajik asit veya gallik asit gibi
fenolik bilesikler ile esterlestirilir (250). Bu grup tanenler hidrolize olmayan (kondanse)
tanenlere gore bitkilerde daha az bulunmaktadir. Hidrolize tanenler, ruminantlar i¢in toksik
olan pyrogallol bilesiklerin bir formudur. %20’den daha fazla hidrolize tanenler ile beslenen
koyun ve sigirlarda karaciger nekrozu, bobrek hasarlari, kanamali gastroenteritise bagh
lezyonlar ve yiiksek oranda dliimler gozlenmistir. Ayn1 zamanda protein absorbsiyonunu ve
biiylimeyi azaltarak monogastriki etkileyebilir, sindirim sistemi mukozasinda hasarlara neden
olabilir ve boylece protein ve amino asit atiliminda artisa neden olabilmektedir (251).
Kondanse tanenler (CT ya da proantosiyanidinler), aga¢ ve calilarda yaygin olarak bulunan
tanen grubudur (252). Bunlar merkezde karbonhidrat tasimazlar; hidrolizle parcalanmaya
dayanikli karbon-karbon bagli flavonoid iinitelerin oligomer veya polimerleridir. Genel olarak
CT’lerin etkisi alim oranina ve yapisina bagli olarak degisiklik gdostermektedir (253). Diisiik
oranlarda alindiklarinda hayvanlarin performansini artirabilmektedir. Ancak canli viicut
agirhgma gore 50 mg/kg’dan daha diisiik oranlarda kondanse tanenler ile beslenen
hayvanlarda karin sisligi goriilmekte, esansiyel protein ve amino asitlerin alimi artmakta, siit
ve yln Uretimini engellemekte ve aymi zamanda gastrointestinal parazitlere karsi etkili
olmaktadir (254). Bununla birlikte yiiksek oranlarda CT ile beslenen hayvanlarda besin
tiiketimi, lifli besinlerin sindirimi ve biiylime oranmi diisiik olmaktadir (255). Kondanse

tanenler nematod gelisimini direk veya indirek etkilemektedir. CT’lerin direkt etkileri
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gastrointestinal parazitlerin fiziksel fonksiyonlarmi etkileyen CT-nematod etkilesimine bagl
olmaktadir (256). Aymi zamanda kondanse tanenler direk olarak enfektif larvalarinin
gelisimine ve yumurtalamaya miidahale edebilmektedir (249). Bu sekilde enfektif larva
alinimi ve mera kontamisyonunda gastrointestinal parazitler icin bir korunma yontemi
olabilmektedir. Kondanse tanenler, proteinlere ve nematod duvarina baglanarak nematodlari
inaktif hale getirmekte veya onlar1 Sldiirmektedir (248). indirekt etkileri ise mikrobiyal
bozulmay1 6nlemek i¢in rumende proteinlere baglanarak protein tiiketimini artirmakta ve
boylece duodenuma daha fazla protein akisina sebep olmaktadir (249). Nematod
yumurtalarinin enfeksiyon derecesi gram diskidaki yumurta sayisina baglidir. Kondanse
tanenler yumurta {iretimini azaltmakta ve larval gelisimi inhibe etmektedir (257). Yapilan
cesitli arastirmalarda tanen ile beslenen koyunlarda tanen ile beslenmeyenlere gore digskida
yumurta sayisinin daha diisiik oranlarda goriildiigii tespit edilmistir. Min ve ark. (257),
Sericea lespedeza (¢in c¢ali yoncasi) ile beslenen kecilerde H. contortus’un %389,
Trichostrongylus’un ise %50 oraninda azaldigini saptamistir. Quebracho agacindan elde
edilen kondanse tanen ile beslenen enfekte koyunlarda parazit yiikiinlin azaldig1 gortilmiistiir
(254). Kahiya ve ark. (258), kegilerin beslenmesinde kullanilan ve %40 kuru madde igeren
Acacia karoo (tatli diken) ve Acacia nilotica (dikenli akasya)’dan elde edilen kondanse
tanenlerin etkisini karsilastirmiglardir. A. karoo ile beslenen kegilerde, diski ile atilan
yumurta sayisinda ve ergin H. contortus sayilarinda azalmalar olurken, A. nilotica ile
beslenen kecilerde onemli azalmalar gozlenmemistir. Bu durumun alinan tanenlerin tipi ve

konsantrasyonuna  bagli  olarak  degisiklik  gosterdigi  sonucuna  varmuslardir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. SAHA CALISMALARI

3.1.1. Arastirma Sahasi

Calisma, TAGEM alt projesi tarafindan desteklenen “Halk Elinde Kiiciikbas Islah
Projesi Kapsamindaki Akkaraman Irkinin Halk Elinde Islah1” baslikli arastirma projesi
kapsaminda 2012-2013 yillar1 arasinda Kayseri’nin Incesu, Erkilet ve Biinyan
ilgelerinde (Sekil 3.1) ¢esitli koyunculuk isletmelerinde toplam 300 bas akkaraman 1rki

koyun tizerinde yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.1. Ornekleme yapilan istasyonlar

Orneklemeye alman hayvanlarin érnekleme merkezi, yas ve cinsiyete gore dagilimlari

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. 2012-2013 yillar1 arasinda Kayseri yoresinde orneklenen koyunlarin 6rnekleme merkezi, yas

ve cinsiyete gore dagilimlart

Koyun sayisi

Ornekleme Merkezi Yas (yil) Cinsiyet Toplam
<2 >2 Erkek Disi

Incesu 15 45 |4 56 100

Erkilet 32 60 1 91 100

Biinyan 25 110 |7 128 100

Toplam 72 215 |12 275 300

3.1.2. Diski Orneklerinin Toplanmasi
Hayvan sahibi veya bakicilar tarafindan zapturapt altina aldirilan her bir hayvanin

rektumundan teknigine uygun olarak yaklasik 20-30 gr diski 6rnegi alinarak steril digki
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kaplarina konulmustur (Sekil 3.2). Omneklerin alimi sirasinda herhangi bir
kontaminasyonun olmasini engellemek i¢in titiz ve teknigine uygun olarak ¢alisilmis ve
her o6rnek alimindan sonra eldivenler degistirilmistir. Diski kaplarina protokol
numaralart verilerek, 6rnek alinan koyunlarin 6rneklem yeri, yas ve cinsiyetleri kayit
altina alinmistir. Alinan 6rnekler laboratuvara intikal ettirildikten sonra parazitolojik ve

molekiiler analizlere kadar +4 C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Saha ¢aligmalart

3.2. LABORATUVAR CALISMALARI

3.2.1. Konvansiyonel Diski1 Muayenesi

Disk1 Orneklerinde trichostrongylid yumurtalarin aranmasi amaciyla Cinko-Siilfat
flotasyon metodu kullanilmigtir (259). Steril bir digk1 kabina 3-5 gr disk1 6rnegi alinmus,
tizerine 50-100 ml ¢inko siilfat soliisyonu eklenerek steril spatula veya cam baget ile
tyice ezilmistir. Digki slispansiyonu steril ¢ay siizgeci veya steril gazli bez ile bagka bir
disk1 kabina siiziilerek iizerine kabin yiizeyine yaklasik 1 cm mesafe kalincaya kadar
cinko siilfat soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra bu karisim {izerine 2 adet lamel
atilarak yarim saat beklenmistir. Bu siirenin bitiminde lameller bir pens ile temiz bir lam
tizerine alinarak mikroskop altinda trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden incelenmistir.
3.2.2. Gram Diskidaki Yumurta Sayisimin (EPG) Belirlenmesi

Trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden pozitif belirlenen 6rneklerde gram diskidaki
yumurta sayist (EPG) modifiye McMaster yontemi ile asagidaki gibi islenerek ilgili

formiile gore hesaplanmistir (260):
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Her koyundan 3 gr digki 6rnegi tartilarak steril bir diski kabina konulmustur.

Bir miktar distile su yardimiyla ezilerek homojen hale getirilmistir.

Karigim steril gazli bezden cam huni kullanilarak 50 ml’lik tiip igerisine
stizlilmiis ve lizerine ¢esme suyu ilave edilerek hacmi 45 ml’ye tamamlanmistir.
50 ml’lik tiip 2100 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve tortu oynatilmadan
slipernatant atilmistir.

Kalan pelet tizerine 15 ml doymus tuzlu su eklenmistir.

Tiip 1400 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Tiip lizerinde bombe olusacak sekilde doymus tuzlu su eklenmistir.

Tiip tizerine lamel konularak 1 saat bekletilmistir.

1 saat sonunda lam altindaki damla diisiirilmeden temiz bir 15 ml’lik tiip
icerisine distile su ile yikanarak alinmis ve hacmi 10 ml’ye distile su
kullanilarak tamamlanmustir.

Tiip hafif¢e el yardimi ile ¢alkalanmis ve 1000 ul alinarak 1.5 ml’lik ependorfa
konulmustur.

1.5 mI’'lik ependorf 9000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve olusan supernatant
atilmastir.

Dipte kalan pelet iizerine 1000 ul doymus tuzlu su eklenmis ve 1yice
karigtirildiktan sonra McMaster sayim kamerasinin gozlerine 6rnekler alinarak 5
dk beklenmis ve siire sonunda trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden mikroskop

altinda incelenmistir.

3.2.3. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden pozitif belirlenen drneklerden DNA izolasyonu

Bott ve ark. (127)’'nin bildirdigi yOntemin modifiye edilmesi ile asagidaki gibi

yapilmistir;

1. Her koyundan 3 gr diski 6rnegi tartilarak steril bir digki kabina konulmustur.

2. Bir miktar distile su yardimiyla ezilerek homojen hale getirilmistir.

3. Karisim steril gazli bir bezden 50 mI’lik tiip igerisine siiziilmiis ve distile su ile
hacmi 50 ml’ye tamamlanmistir.

4. Tip 2100 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve tortu oynatilmadan siipernatant
atilmastir.

5. Dipte kalan pelet iizerine 15 ml doymus sodyum nitrat ¢ozeltisi eklenmistir.
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Tiip 1400 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Tiip lizerinde bombe olusacak sekilde doymus sodyum nitrat soliisyonu

eklenmistir.
Tiip lizerine lamel konularak 1 saat bekletilmistir.

1 saat sonunda lamel altindaki damla diisliriilmeden temiz bir 2 ml’lik tiip

icerisine distile su ile yikanarak alinmistir.

10. 2 mI’lik ependorf 9000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

11.

12.

Santrifiij sonras1 ¢okelti oynatilmadan supernatant atilmistir.

Son pellet alinarak 6n homojenizasyon islemlerini takiben genomik DNA
izolasyon kitleri (Axygen® AxyPrep™ Multisource Genomic Miniprep DNA)
ile treticinin aciklamalarina gére genomik DNA ekstraksiyonu asagidaki gibi

yapilmistir.

a) Isleme baslamadan once analize tabi tutulana kadar -20°C'de muhafaza
edilen son pellet ekstraksiyon Oncesinde oda isisinda ¢ozdiiriilmiistiir.
Islenecek numune sayisina gére, drneklerin karismamasi amaciyla ependorf
tiiplerinin lizerine hayvanlara ait protokol numaralart yazilmistir. Kit
icerisinde bulunan Eluent, dnceden 1sis1 65°C'ye ayarlanmis su banyosu
igerisine konulmustur.

b) Cozinmiis pellet lizerine 350 pl PBS (phosphate-buffered saline, not
provided) ve 0.9 ul RNase A ilave edilmis ve 30 sn el yardimiyla nazikce
calkalanistir.

) 350 ul homojenat pipet yardimiyla 2 ml microfuge tube (provided) igerisine
alinmistir.

d) Tiip igine 20 pul Proteinase K ve 150 ul Buffer C-L ilave edilerek hemen 1dk
vortekslenmistir.

e) Tipler 56°C‘de 15 dk su banyosunda inkiibe edilmistir (Her 2-5 dk’da bir
vortekslendi).

f) Tipler tizerine 350 pl Buffer P-D eklenerek 30 sn vortekslenmistir.

g) Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
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h) Her bir 6rnek i¢in 2 ml'lik ependorf tiiplerine (provided) miniprep kolon
yerlestirilmistir. Santrifiij islemi sonucu istte kalan siipernatant pipet
yardimiyla alinarak miniprep columnlar igerisine konularak 14.000 rpm'de 1

dakika santrifiij edilmistir.

i) Siire sonunda dibe ¢6ken siipernatantlar dokiilmiis ve miniprep columnlar
tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep columnlar igerisine ilk
yikama soliisyonu olan 500 pl Buffer W1 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

J) Miniprep columndan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirilmis
ve miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. Miniprep
kolonlar igerisine 700 ul of Buffer W2 ilave edilerek 14,000 rpm’de 1 dk

santrifiij edilmis ve bu islemler 2 kez tekrarlanmustir.

K) Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep
columnlar bos ependorflar igerisine yerlestirilmistir. Herhangi bir solusyon
eklenmeden bos tiipler 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama

soliisyonlar igerisindeki ethanoliin tamamen u¢gmasi saglanmaistir.

I) Herbir 6rnege ait miniprep columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Uzerlerine, dnceden 65°C'lik su banyosuna konulmus olan
Eluent'den 100 pl ilave edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir. Daha
sonra 14.000 rpm'de 1 dakika santriflij yapilarak genomik DNA elde
edimistir. Elde edilen DNA'lar analize tabi tutulana kadar derin

dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir.

3.2.4. Tagman Prob Bazh Real Time PCR Analizleri

Trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden mikroskobik olarak pozitif belirlenen
orneklerden elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 H. contortus’un ITS-2 gen bdlgesini
hedef alan spesifik primerler ve prob kullanilarak Real Time PCR’de analiz edilmistir

(261). Bu amagla kullanilan primerler ve TagMan probu Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. H. contortus’un ITS-2 gen bolgesinin tespiti igin Real Time PCR’da kullanilan primerler ve

TagMan prob

Primer/Prob Dizilimi (5'---3") TM* (°C)
ITS-2 F CATATACATGCAACGTGATGTTATGAA 58.9
Haemonchus Primer
ITS-2R GCTCAGGTTGCATTATACAAATGATAAA 59.2
contortus
Prob ITS-2P FAM- ATGGCGACGATGTTC-BHQ1 47.8

*TM: Melting Temperature

Real Time PCR testinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; yorede mezbahalarda kesilen koyunlarin
abomazumlarindan toplanan olgun H. contortus parazitlerinden genomik DNA’lar elde
edilerek pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullanilmistir. Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P
(Stratagene, Agilent Technologies, USA) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR, master

mix Ureticinin agiklamalarina gore toplam 20 pl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda

hazirlanmstir.

Brilliant IIT Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 10 ul
ITS-2 F (10 pmol) 1,0 ul
ITS-2 R (10 pmol) 1,0 ul
ITS-2 P (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 6 ul

Real Time PCR amplifikasyonu i¢in termal profil ITS-2 gen bolgesi i¢in 95 °C 10dk 1
siklus ve 40 siklus 95 °C 15 sn, 62 °C 1 dk olarak ayarlanacaktir (261). Real Time PCR
analizi sonunda orneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri
ve Ct (dR) (Esik deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve degerlendirilmistir.

3.2.5. Ribozomal Internal Transcribed Spacer 2 (ITS-2) Geninin Amplifikasyonu

Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus pozitif belirlenen tiim Ornekler
H.contortus ribozomal Internal Transcribed Spacer 2 (ITS-2) rDNA gen bdlgesinin
amplifikasyonu  amaciyla ilgili gen  bolgesinden ERU-HconITS2F  (5°-
GTTAACCATATACTACAATG-3’) forward ve ERU-HconITS2R (5’-GAGCTCAG
GTTGCATTATAC-3’) primerleri dizayn edilmis ve PCR analizleri gerceklestirilmistir.
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Reaksiyon karisimi 25 pl final konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X
PCR buffer, 2.5 mM MgCI2, 100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U
Tag DNA polymerase ve 50 ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir.
Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94 C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94
C’de 30 s, annealing: 55 C’de 30 s, extension: 72 C’de 1 dk; final extension: 72 C’de 10
dk olacak sekilde programlanmistir (262). PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadigmin tespit edilmesi amaciyla; yorede mezbahalarda
kesilen koyunlarin abomazumlarindan toplanan olgun H. contortus parazitlerinden
genomik DNA’lar elde edilerek pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak ise sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir.

3.2.6. Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 (mt-COIl) Geninin
Amplifikasyonu

Orneklerden elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 Mitokondrial Cytochrome Oxidase
Subunit 1 (mt-COI) gen bolgesinin yaklagik 402 bp parsiyel kismini amplifiye eden
spesifik primerler ile Nested PCR analizine tabi tutulmustur. Nested PCR analizinin ilk
basamaginda Nemat-F (5’-CCTACTATAATTGGTGGGTTTGGTAA-3’) forward ve
Nemat-R (5’-TAG CCGCAGTAAAATAAGCACG-3’) reverse primerleri, ikinci PCR
basamaginda ise COI-N2F (5’-GATTCDTGTTTTGTTGATAYGGG-3’) forward ve
COI-N2R (5’-TAAAATTAAAATATACACTTCAGGGTG-3") reverse primerleri
kullanilmigtir (263). Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢in de 25 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 10X PCR buffer, (2.5 mM
MgCI2), 100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taqg DNA polymerase
ve 50 ng/ul template DNA olarak hazirlanmistir. 1. PCR reaksiyonu i¢in 50 ng/ul
template DNA, 2. PCR reaksiyonu i¢in ise ilk reaksiyon sonucu elde edilen
amplikondan 2 pl kullanilmigtir. Thermalcyclerda protokol her iki PCR i¢in de initial
denaturation: 94 °C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 95 °C’de 30 s, annealing: 50 °C’de
30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72 °C’de 10 dk olacak sekilde
programlanacaktir (261). Nested PCR’in  gegerliliginin ve herhangi bir
kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; ydrede mezbahalarda
kesilen koyunlardan toplanan H. contortus parazitlerinden elde edilen genomik DNAlar
pozitif kontrol olarak, sterilize edilmis deiyonize su ise negatif kontrol olarak

kullanilmistir.
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3.2.7. PCR Uriinlerinin Elektroforez ile Goriintiilenmesi

Haemonchus contortus’un ITS-2 ve mt-COI gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu
sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiillenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki
(CLP) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml deiyonize su {izerine 20
ml 1XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen solusyon, hem jel
hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin icerisinin doldurulmasinda kullanilmaistir.
Uriinlerin goriintiilenmesinde %]1,5'lik agaroz jel hazirlanmigtir. Jelin fazla kalin
olmamasi i¢in 500 ml'lik bir beher igerisinde toplam hacim 50 ml olacak sekilde; 0,75
mg agaroz tartilarak iizerine 50 ml 1XTAE ilave edilmistir. Hazirlanan karisim; agaroz,
stv1 igerisinde tamamen eriyene kadar 1sitilmistir. Karigimin buharlasmasini engellemek
amactyla beherin agzi aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Karisim hazir hale geldiginde
biraz sogumaya birakildiktan sonra tizerine 3 pl ethidium bromide ilave edilmis ve
ethidium bromidin sivi igerisine tamamen dagilmasi i¢in yavas bir sekilde bilek
hareketleriyle solusyon karistirilmistir. Tamamen hazir hale gelen solusyon jel tablasina
dokiilmiis ve incelenecek Ornek sayisina gore taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen
sogudugunda jel tablasi ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve 1XTAE
solusyonu ile dolu tankin igerisinde taraklar yavasca c¢ikarilmistir. Elden edilen PCR
tiriinlerinin her birinden 10 pl alinip, 1 pl 6X loading dye (Fermentas) ile karistirilarak
jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ilk gdzlere bantlarin boylarinin  dlgiilmesinde
kullanilan DNA ladder (Fermentas), son kuyucuklara ise pozitif ve negatif ornekler
yiikklenmistir. Yiiklenen Ornekler; sabit akimda, 90 V'da 50 dakika siireyle
yiiriitilmistiir. Stire sonunda ornekler jel dokiimentasyon sistemi (Gen Genuis) ile UV
151n altinda goriintiilenmigtir.

3.2.8. Haemonchus contortus ITS-2 Gen Bolgesinin Sekansi ve Filogenetik Analizi
PCR sonrasi jel iizerinde belirlenen amplikonlar, High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye sonras1 amplikonlar PCR
primerleri ile 1TS-2 gen bdlgesinin parsiyel sekansinin ortaya konmasi amaciyla gift
yonlii olarak sekanslanmigtir. Cift yonlii DNA dizisi ortaya konan orneklerin BioEdit
Sequence Alignment (264) ve Geneious 5.5.5 (265) yazilimlar1 ile pairwise
alignmentlar1 yapilarak final dizilim elde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  analizleri yapildiktan sonra Diinya’da
GenBank’a kayitli diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (266) ve Geneious 5.5.5 (265)

yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler
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karakterizasyonlari ortaya konmustur. Elde edilen tiim dizilimlerin GenBank kayitlari
yapilmustir.

3.2.9. Beta Tubulin izotip-1 Geni Tek Niikleotid Polimorfizminin (SNP) Real Time
PCR ile Arastirilmasi ve Allel Sikliklarinin Belirlenmesi

B tubulin izotip-1 gen bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla H.
contortus’un benzimidazol duyarli ve direngli alellerin kantitatif amplifikasyonu icin
ayr1 ayr1 TagMan prob bazli Real time PCR analizi yapilmistir. Bu amag i¢in kullanilan
primerler ve prob Tablo 3.3’de verilmistir (267).

Tablo 3.3. H. contortus’un B tubulin izotip-1 gen boélgesindeki tek niikleotid polimorfizminin tespiti i¢in
Real Time PCR’da kullanilan primerler

Primer/Prob Dizilimi (5'---3") -(rol\é)*

BtubF AAATAAGTCTCACCACCTGTAAACA 58.1

BtubR TTTCAAAGTGCGGAAGCAGATAT 57.1

CHOzanet?&rJghus Primer | *giubP S FAM-TTCGTTGTCAATIQ_(':(,?AIGAATGTTTCATCGGT- 62.7
*BtubP R FAM- TTCGTTGTCAA'IgﬁC(S?GTATGTTTCATCGGT 627

*TM: Melting Temperature, S: Duyarli, R: Direngli

Real Time PCR testinin gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla; ydrede mezbahalarda kesilen koyunlarin
abomazumlarindan toplanan olgun H. contortus parazitlerine ait genomik DNA’lar
pozitif kontrol, sterilize edilmis deiyonize su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Real
Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA)
cihazinda gerceklestirilmistir. PCR, master mix iireticinin agiklamalarina gore toplam
20 pl hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Brilliant I1I Fast QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 10 ul

Btub F (10 pmol) 1,0 ul
Btub R (10 pmol) 1,0 pl
Btub P (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 6 ul

TagMan prob tabanli Real Time PCR amplifikasyonu i¢in termal profil 95 °C 2dk 1
siklus ve 40 siklus 95 °C 30 sn, 64 °C 1 dk olarak ayarlanmistir (267). Real Time PCR
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analizi sonunda O6rneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, amplifikasyon egrileri
ve Ct (dR) (Esik deger siklusu) verilerine gore hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Allel
sikliklarinin hesaplanmasinda Germer ve ark. (268) tarafindan tarif edilen asagidaki
formiilasyon kullanilmistir. Duyarli veya direncli alleller yoniinden Ct (dR) vermeyen
orneklerin allel frekansi 0 alinirken diger allel i¢in 100 alinmistir (269).

Allel; frekansi=1/(2°“'+1)

ACt=(Allel;Ct- Allel,Ct)

3.2.10. B tubulin izotip-1 Geninin Amplifikasyonu

Real time PCR analizlerinde duyarl allel siklig1 %100, direncli alleller siklig1 >%39
belirlenen izolatlar B tubulin izotip-1 Geninin 813 bp kismin1 amplifiye eden HcTub-s5
(GCCTGGAACGATGGACTCCGT) ve HcTub-asb (GGCTAACTTGCGAAGAT
CAGCAT) primerleri ile PCR analizine tabi tutulmustur. Reaksiyon karisimi 25 pl final
konsantrasyonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 10X PCR buffer, 2.5 mM MgCl2,
100 nM her bir primer, 200 mM her bir dNTP ve 2,5U Taq DNA polymerase ve 50
ng/ul template DNA olarak hazirlanmigtir. Thermalcyclerda protokol initial
denaturation: 95 °C’de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94 °C’de 30 s, annealing: 55 °C’de
30 s, extension: 72 °C’de 1 dk; final extension: 72 °C’de 10 dk olacak sekilde
programlanmistir (196). Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR iiriinleri (10 pl) % 1,5
’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene
Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile gériintiilenip analiz
edilmistir.

3.2.11. Haemonchus contortus mt-COI ve B tubulin izotip-1 Genlerinin
Klonlanmasi

Ligasyon basamagi: Mt-COI ve 3 tubulin izotip-1 gen bdlgelerinin PCR’1 sonucu jel
tizerinde belirlenen amplikonlar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
kullanilarak jel pirifiye 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 ul
PCR product (10 ng/ ul) 11.5 ul
DNA Blunting enzyme 1.5 ul

Toplam 18 ul
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Hazirlanan karisim vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 °C’de su banyosunda 5 dk
inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmustir.

Karisim tizerine daha sonra 1 ul pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ ul) ve 1 ul T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 pl’ye tamamlanmistir. Karistm 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmistir.

pJET1.2/blunt CloningVector haritas1 Sekil 3.3’de verilmistir.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.3. pJET1.2/blunt CloningVector

Transformasyon Basamag:: 5 ulL’lik ligasyon iiriinii buz iizerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi. Karisim, dnce 42°C’de 1 dk
daha sonra buz ilizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pl. SOC Medium
eklenmistir. 37°C’de ¢alkalayic1 iizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon
karisim1 LB (Lurie-Bertani) kat1 besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

LB kat1 besiyerinde {ireyen kolonilerden steril pipet uglar ile alinarak yeniden LB kati
besiyerine ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilmustir.

Koloni Screening PCR: LB kati besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plasmidi
igerip icermedigini anlamak i¢in koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR igin 10 pl ITaq
master mix’i, 0,4 pul pJET1.2 Forward ve pJET1.2 Reverse primerleri ile bir karisim



53

hazirlanmistir. Hazirlanan karisima kati besiyerinde iireyen kolonilerden steril pipet ucu
ile alman oOrnekler 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
°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucu elde edilen amplikonlar
%1.5’luk agaroz jelde yiiriitiiliip gortintiilenmistir.
Plasmid DNA: Pozitif bulunan kolonilerden plasmid DNA’s1 elde etmek i¢in LB kat1
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 m1’lik LB s1v1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen
stv1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar icerisine alinarak 6000g’de 15
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistteki sivi kisim dokiiliip pelet daha sonra
kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Peletten plasmid izolasyonu i¢in Axygen plasmid pirifikasyon kit prosediirii takip
edilmistir. Axygen plasmid piirifikasyon ticari kitinin 6nerileri dogrultusunda plasmid
ekstraksiyon islemi su sekilde yapilmaistir:
1- -20 °C’de saklanan peletin oda sicakliginda ¢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 calkalanmigtir
4- Karisim daha sonra 12,000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis
5- Santrifiij sonras1 supernatant alinip AxyPrep Plasmid Miniprep column igine
konulup 12,000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir
6- Alttaki toplama tiipline siiziilen sivi bosaltilmis ve istteki 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 uzaklastirilmis ve Miniprep column
ayni toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir
9- Tiip lizerine 700 pl Buffer W2 eklenerek 12.000 xg’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.
10- Toplama tiipiine siiziilen siv1 tekrar uzaklastirilmigtir. Miniprep column bu kez,

yeni 2 ml'lik DNA'se RNA'se free bir tiip igerisine yerlestirilmis ve membrana
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baglanan Buffer W2’yi uzaklagtirmak i¢in 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: izole edilen rekombinant plasmidler, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ve vektor spesifik primerler ile PCR analizleri yapilarak
klonlanan genin varligi yoniinden arastirilmistir. Enzim kesimi i¢in Aval ve Xbal
(Thermo Scientific) enzimleri kullanilmistir (Sekil 3.4). Elde edilen plasmid DNA’sin1
restriksiyon enzimleri ile kesmek i¢in asagidaki oranlarda master mix hazirlanmistir:

Su 14 ul

10X FastDigest® buffer 2 ul
DNA 4 ul
FastDigest® enzyme 1 ul
Toplam 20 pl
PJET.2 forwand ssquencing primer, 23-mer .
7 transcripbion start Eool2i
7 promoter o Bgll  Kpn2l
5¢ GGEC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG Ack GCE GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3* CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ccc 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
Pspkl et b Xbel Bl
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT TCT TTC TAG ARG ATC TCC
C GAG CTC AAA AAG TCG TTC TA T AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Gu Leu Lys Glu Ala Leu Arg Glu Lesu Leu Asp 6l
Bigl
Ecol301
Neol Bauill 2
TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATc TTC TTC T 37
ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AMG ARG A 5°
Val lle Asn Glu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Gl
PJET1.2 reverss sequencing primer, 24-mer

Sekil 3.4 Aval ve Xbal (Thermo Scientific) enzimlerinin baglanma noktalar1
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Karisim vortekslenmis ve 37 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra

%1.5’1ik agoroz jele yiiklenerek klonlanan genin varlig1 yoniinden incelenmistir.

Plasmid  DNA’larin  amplifikasyonu  amaciyla  pJET1.2  Forward (5’-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, Thermo Scientific) ve pJET1.2 Reverse (5°-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’, Thermo Scientific) primerleri kullanilmis
ve PCR sonras1 amplikonlar % 1,5 ’luk agaroz jel iizerinde goriintiilenmistir.

3.2.12. Klonlanan mt-COI ve p tubulin izotip-1 Gen Bolgelerinin Sekans,
Filogenetik ve SNPs Analizleri

Her iki gen bolgesi i¢in elde edilmis olan plasmid DNA’lar pJET1.2 forward ve reverse
primerleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen
plasmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra BioEdit Sequence
Alignment (264) ve Geneious 5.5.5 (265) yazilimlar ile forward ve reverse dizilimlerin
pairwise alignmentlar yapilarak, vektor DNA’s1 ile kiyaslanmis, insert olmus hedef gen
bolgesi belirlemis ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Elde edilen
sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra
Mega 5.2 (266) ve Geneious 6.1.6 (265) genetik analiz yazilimlariyla ¢oklu hizalamalar1
yapilarak filogenileri arastirilmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konmustur.

Elde edilen niikleotid dizilerinin GenBank kayitlar1 yapilmistir.

3.2.13. istatiksel Analiz

[statistik acidan incelenen koyunlarda trichostrongylosis prevalansi ile yas ve cinsiyet
faktorlerinin iliskisi, Fisher‘s Exact ve Pearson‘s Chi Square testleriyle arastirilmistir.
H. contortus pozitif 6rneklerde DNA yogunlugunu dolayisiyla parazitemiyi gosteren
esik deger sikluslariyla (Ct(dR)) benzimidazol duyarli ve direngli allel sikliklarinda
arastirma merkezi, yas ve cinsiyet faktorlerinin iliskisi Independent Samples T ve

Anova testleriyle arastirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Konvansiyonel Diski Muayenesi Sonuclari

Konvansiyonel diski muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan toplam 300 koyunun
24471 (%73,2) gesitli parazit yumurta ve/veya ookistleri yoniinden pozitif bulunmustur.
Diski muayenesinde belirlenen parazit etkenlerinin arastirma yoreleri, cinsiyet ve yasa

gore dagilimlar1 Tablo 4.1 ‘de verilmistir.

Tablo 4.1°de goriildiigli gibi incelemesi yapilan koyunlarda belirlenen yumurta/ookist
tiplerine gore trichostrongylid tip (Sekil 4.1) etkenlerin prevalansi %48,3 ile en yaygin
bulunmus bunu, sirasiyla %36,7 ile Marshallagia sp. (Sekil 4.2), % 28,3 ile Eimeria sp.
(Sekil 4.3), %14,3 ile Nematodirus sp. (Sekil 4.4), %4,3 ile Moniezia sp. (Sekil 4.5) ve

%1.7 ile Trichuris ovis (Sekil 4.6) tiirlerinin izledigi belirlenmistir.
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Tablo 4.1. incelemesi yapilan koyunlarda diski muayenesine gére belirlenen parazitlerin arastirma

bolgesi ile koyunlarin cinsiyet ve yasina gore dagilimlari

Parazit tiirii
incelenen
Faktir Hayvan Trichostrongylid | Marshallagia | Nematodirus | Moniezia Eimeria Trichuris
Sayist tip sp. sp. sp. sp. ovis
Say1 % Say1 | % Say1 % |Say1| % |Say1| % | Say1 | %
Arastirma
bolgesi
Incesu 100 16 16,0 19 190 | 13 | 13,0 1 10| 25 | 250 2 |20
53,0
Erkilet 100 53 45 | 450 | 18 | 18,0 3 30| 20 200 2 |20
100 76 o0 46 | 46,0 | 12 | 120 9 90 | 40 |400| 1 |10
Biinyan
Yas (yil)
<2 78 22 28,2 20 25,6 3 3,84 4 51| 23 |294] 1 |13
>2 222 123 55,4 90 | 40,5 | 40 | 18,0 9 |405| 62 (279 4 |18
Cinsiyet
Erkek 12 8 66,7 4 333 2 16,7 3 25 2 | 16,7 - -
Disi 288 137 47,6 106 | 36,8 | 41 | 142 | 10 | 3,47 | 83 |289| 5 |17
Toplam 300 145 48,3 110 | 36,7 | 43 | 143 | 13 | 43 | 8 283 | 5 |17




Sekil 4.2. Enfekte koyun diskisinda saptanan Marshallagia sp. yumurtasi (Orijinal)
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Sekil 4.3. Enfekte koyun diskisinda saptanan Eimeria sp. oocysti (Orijinal)

Sekil 4.4. Enfekte koyun digkisinda saptanan Nematodirus sp. yumurtasi (Orijinal)

59



100 um

Sekil 4.5. Enfekte koyun diskisinda saptanan Moniezia sp. yumurtasi (Orijinal)

_— '_

Sekil 4.6. Enfekte koyun digkisinda saptanan Trichuris ovis yumurtasi (Orijinal)
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Incelemesi yapilan koyunlarda trichostrongylid tip ve diger parazitlerle enfeksiyonlarim

yiizdesel dagilimi1 Sekil 4.7.’de gosterilmistir.

50
45 -
40
35 -

30 S
25 -
20 -
15 -
10 -
5 - )

Sekil 4.7. Enfekte bulunan koyunlarda belirlenen parazitlerin yiizdesel dagilimi

Koyunlarin tek veya daha fazla tiirle enfeksiyon durumlar1 Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Koyunlarin tek ve daha fazla tiirle enfeksiyon durumlari

Enfekte koyun sayisi
Enfeksiyon Cinsiyet Yas
durumu Disi Erkek <2 >2 Toplam
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
Bir tiirle 100 | 33,3 3 1,0 29 9,6 74 24,7 103 34,3
Iki tiirle 88 30,7 2 0,7 14 4,3 76 24,3 90 30
Ug tiirle 32 10,7 2 0,7 4 13 30 10,0 34 11,3
Dort tiirle 2 0,7 1 0,3 - - 3 1,0 3 1,0

Tablo 4.2.’de goriildiigl gibi en yiiksek oran bir ve iki tiirle enfeksiyonlarda belirlenmis

bunu ii¢ ve dort tiirle olan enfeksiyonlar izlemistir (Sekil 4.8).




62

35

30

25

20

15

10

Bir tiirle

iki tlirle

Ug tarle

Dort tiirle

Sekil 4.8. Koyunlarin bir ve daha fazla parazitle enfeksiyonlarin dagilimu

4.2. Gram Diskidaki Yumurta Sayisinin Belirlenmesi

Modifiye McMaster sedimentasyon yonteminde trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden

pozitif bulunan koyunlarin gram diskidaki yumurta sayisi (EPG) Tablo 4.3’de

verilmistir.

Tablo 4.3. Trichostrongylid yumurtalari yoniinden pozitif bulunan koyunlarda saptanan EPG degerleri

EPG
Faktor Pozitif Hayvan Sayisi
%395 Giiven Aralig1 | Ortalama | Standart sapma F P
Arastirma bolgesi
Incesu 16 95,8-154,2 125,0 54,8
Erkilet 53 105,8-135,7 120,8 54,1 0,082 | 0,921
Biinyan 76 106,8-131,3 119,1 53,5
Yas (yil)
<2 22 51,6-80,2 65,9 32,3
32,744 | 0,000
>2 123 121,0-139,1 130,1 50,7
Cinsiyet
Erkek 8 69,1-168,4 118,7 59,4
0,007 | 0,931
Disi 137 11,4-129,5 120,4 53,4
Toplam 145 111,5-129,1 120,3 53,5

Tablo 4.3’de goriildiigii iizere enfekte koyunlarda gram diskidaki yumurta sayisi (EPG)

genel olarak ortalama 120,34+53,5 olarak belirlenmistir. EPG diizeylerinin arastirma
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bolgesi ve cinsiyete gore dagilimlarinda istatistiksel acidan Onemli bir fark
bulunmazken (p>0,05), 2 yas lizeri koyunlarda EPG diizeyleri iki yas altina gore
yaklagik 2 kat yiiksek belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel acidan da 6nemli (p<0,05)
bulunmustur. Enfekte hayvanlarda belirlenen ortalama EPG degerlerinin arastirma
merkezleri, yas gruplar ve cinsiyete gore dagilimlar1 grafiksel olarak sirastyla Sekil 4.9-

Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Enfekte hayvanlarda belirlenen ortalama EPG degerlerinin arastirma merkezlerine gore

dagilimlari
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Sekil 4.10. Enfekte hayvanlarda belirlenen ortalama EPG degerlerinin yas gruplarina gére dagilimlar



64

140

120

100 -

Ortalama EPG

20 ~

Erkek Disi

Sekil 4.11. Enfekte hayvanlarda belirlenen ortalama EPG degerlerinin cinsiyete gore dagilimlari

4.3. Real Time PCR Sonugclar

Trichostrongylid yumurtalar1 yoniinden pozitif olan ve Real Time PCR analizleriyle
incelemesi yapilan toplam 145 koyundan 36°s1 (%24.8) H. contortus yoniinden pozitif
bulunmustur. H. contortus molekiiler prevalansi arastirmaya dahil edilen toplam 300
koyun i¢in de %12 belirlenmistir. H. contortus pozitif drneklerin aragtirma merkezleri,
yas gruplar1 ve cinsiyete gore dagilimlar istatistiksel analizlerle birlikte Tablo 4.4‘de
verilmigtir. Tablo 4.4°de goriildiigii gibi H. contortus prevalansi en yiiksek %27.6 ile
Biinyan’dan 6rneklenen koyunlarda belirlenmis, bunu sirasiyla %22,6 ile Erkilet ve
%18,8 ile Incesu’dan 6rneklenen hayvanlar izlemistir. Arastirma merkezlerine gore
koyunlarda H. contortus prevalansinda istatistiksel bir farklilik saptanmamistir
(p>0,05). H. contortus pozitifligi >2 yas grubu ve disilerde daha yiiksek bulunmasina
karsin yas gruplar1 ve cinsiyete gore prevalans oranlarinda da istatistiksel farklilik

belirlenmemistir (p>0,05).
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Tablo 4.4. Real Time PCR incelemesi yapilan koyunlarda H. contortus pozitifliginin 6rnekleme merkezi,
yas gruplari ve cinsiyete gore dagilimi

Real Time PCR
Faktor incelenen Hayvan Sayisi Pozitifligi , 5
X
n %
Arastirma bolgesi
incesu 16 3 18,8
Erkilet 53 12 22,6 0,773 | 0,680
Biinyan 76 21 27,6
Yas (yil)
=2 22 5 22,7
1,000 | 0,521
>2 123 31 25,2
Cinsiyet
Erkek 8 1 12,5
0,680 | 0,365
Disi 137 35 25,5
Toplam 145 36 248

x°: Pearson Chi-Square

TagqMan prob tabanli Real Time PCR‘da pozitif belirlenen bazi 6rneklerin H. contortus
ITS-2 gen bolgesini amplifiye eden spesifik primer ve probla analizi sonucu elde edilen
amplifikasyon egrileri sirastyla Sekil 4.12°de, tiim pozitif 6rnekler icin saptanan Ct (dR)
(Esik deger siklusu) degerleri de Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. TagMan Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus pozitif saptanan orneklerin

amplifikasyon grafikleri. a-e: Pozitif 6rnekler; f: No DNA
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Sekil 4.13. Real Time PCR*da H. contortus pozitif saptanan drneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
L & < 2 yas grubu; .52 yas grubu
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H. contortus pozitif belirlenen 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerlerinin koyunlarin yas
gruplari, cinsiyet ve arastirma merkezlerine gore dagilimi Tablo 4.5°de verilmistir.
Saptanan Ct (dR) degerlerine gore >2 yas grubunda paraziteminin < 2 yas grubuna
oranla daha yiiksek oldugu belirlenmis ve iki grup arasindaki farklilik da istatistiksel
acidan o6nemli (p<0,001) bulunmustur. Cinsiyet ve arastirma merkezi gruplarinda
gozlenen Ct (dR) degerlerindeki farklilik istatistiksel acidan Onemsiz (p>0,05)

bulunmustur.

Tablo 4.5. Real Time PCR ile H. contortus pozitif saptanan 6rneklerde saptanan Ct (dR) degerlerinin
arastirma bdlgesi, yas gruplari ve cinsiyete gore dagilimi ve istatistiksel analizleri

Ct (dR)
Faktor Pozitif Hayvan Sayisi
Min-Max | Ortalama | Standart sapma F P
Arastirma bolgesi
incesu 8 27,0-37,0 31,3 3,61
Erkilet 11 25,3-36,8 30,9 3,72 0,57 | 0,945
Biinyan 17 27,3-37,8 30,8 3,26
Yas (yil)
<2 10 25,3-33,5 29,2 1,96
86,93 | 0,000
>2 26 33,7-37,8 35,5 1,37
Cinsiyet
Erkek 3 25,3-36,8 31,0 5,78
0,000 | 0,998
Disi 33 27,0-37,8 30,9 3,23
Toplam 36 25,3-37,8 30,9 3,38

F: Anova Testi

4.4. 1TS-2 Geninin Amplifikasyonu ve Sekans Analizi

Real Time PCR ile pozitif belirlenen 6rneklerde H. contortus izolatlariin filogenetik
analizleri i¢in, GenBank’ta mevcut ¢esitli H. contortus ve yakin diger trichostrongylid
nesillerinin ribozomal RNA gen bdlgeleri analiz edilmis ve ITS-2 gen bolgesinden
spesifik orijinal primer dizayni yapilmistir. Dizayn edilen primer dizilerinin GenBank’ta
kayith cesitli H. contortus izolatlariin ilgili gen bolgesi sekanslariyla alignmentlari
Sekil 4.14°de gosterilmistir. Sekil 4.14’de goriildigi gibi, forward primer ERU-
HconlTS2F ve ERU-HconITS2R’nin H. contortus i¢in spesifik oldugu belirlenmistir.
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1050 180 10 108 1090 110 Bl 11 11 110 1180 1160 111
Ca 1. Trichostrongylus axei JOB39794 I:uTTA\:AI;TI:\:TI:AAATTTT\:A GCATAG C C TTGTTAABGA- ATRICTACARTG TGGCTAME TlTAAL.ﬁIT‘JTTT‘:TLGM.T‘:':-TT‘:T
Ce 2 Teladorsagia circumeincta KC998712  GCTTAG AT. TTGTTAADGARABIACTACAGTG CABTG CGAAT

[e 3. Teladorsagia circumeincta KC205420  GCTTAG AT. T'JTTA.A.‘JA.A.ALTALAGT‘:

Ce 4 Ostertagia ostertagi AB245023 GLTTAG, AT.

Ce 5, Ostertagia ostertagi AF 304561 GCTTAG AT.

Ce 6, Mecistocinus digitatus JO8G3405 G G AT.

Ce 7. Mecistocinus digitatus AB222060

Ce 8. Haemonchus contortus EU0BG391

Ce 9. Haemonchus eontartus EU0BG380

L& 10. Hazmonchus contortus EU0RG382 .. GC TTTRAACARTGTTTGTC ARATGGCATTTGT

TTTHAAC
TTTHAAC

L 11, Haemonchus contorius EU0BA31  GCTTAGAGTEETGALATTTTGA
Ce 12. Haemonchus contortus JFGB0983  GCTTAG, GALATTTTGA
L& 13. Cooperia oncophora KCA%8741 GLTTAG. GALATTTTGA,
L& 14, Cooperia oncophora ABS34601 GLTTAG, GALATTTTGA, TTETTAACGATAT ACTACAGTG
(B 0 2 [y i i [ [ 0 T [

THED -GTGATAKTTCCC CAAC ATGTTANEG ITuAAIGAI BITAADATRCCTGRATGATG TGA' ACRTBTTS
TTAl  [GTGATAATT STREGER ATGATA TGANBGCETATTG
TTEAD EGTGRTAATT CAGTTCALG GCAACATG T ARGABCGTACTAAT ABIGTEGTAACGTTC CTGAATGATA TCARBGCETATTG
CAGTTCAAG C G C ATGATAETGA ~ ADATATTI

ATGATANTGA ~ ADATATTI
TGATA TGA ~ ADATAT

Le 1. Trichostrongylus axei JOBBI794

[e 2 Teladorsagia circumeincta KCA98712

[e 3 Teladorsagia circumeincta KC295420

L& 4 Ostertagia ostertagi AB245023 TAEETTTAD DGTGATAATT
Ce 5. Ostertagia ostertagi AF304561 TAUTTTAN @GTGATAATT
L
e 7
Lo B
Lo g

-

 Mecistocinus digitatus JO8G3405 77T EATTRAG:ATABAT TTTE:ITLA ':M».TAAT-AT MLAT_AT‘:TTG TR AN AGKRARRIEA ADAT

Wecistocirus digitatus AB222060 TTEATARAGGATAGAT CAARAGEITAATITATGCAACGTC ATATCRATCTTG TGIAARACKARRTTAATAT' ATGATA THANDADATATTC

Haemonchus contortus EU0BG391 C- TITGH ~GATAKTTCCCATTTCAGHT CAAGAABAT- ATABATGC AACGTG ATGTTA TGARATHG C GAATGATA TGA ACATGTIG

Hagmonehus contortus EU0B6390 O~ TTTEA ---GARAATTCCCATTTCAGETCAANAMGAT-ATABATCCAACGTC ATGTTA TGARATEG TAACATTCCTGAATGATA TGA- - ACATGTTGCC - ACTATT
Ce 10. Haemonchus contortus EU0RG362 .. C- TTTOA ---GABAATTCCCATTTCAGTTCAAGAARAT-ATABATGCAACGTC ATGTTA TGARATAG TAACATTCCTGAATGATA TGA ACTATT
Ce 11. Haemonchus contortus EUDRG3A  C- TTTEA ---GARAATTCCCATTTCAGTTCAAGAARAT-ATARATGCAACGTC ATGTTA TGALATIG TAALATTLLT'JAAT‘:ATA TGA - ACATGTTGCC — ACTATT
[ 12, Haemonchus confortus JFG80983  C- TTTAN ---GARAATTCCCATTTCAGTTCAAGALEAT-ATABATGC AACGTG ATGTTA TGALATHG ATGATA TGA ~ ACATGTTG ACTATT
L+ 13. Gooperia ancophara KCASA741 CAGAT EIGTDTT: ARAAKTCCCGTTRIAGTTCAAGAA--TAARARATGCARCATH ATGTTEATA  TAGTAATAD AATGATA THA  [ADETATT ACTGIT
[ 14 Cooperia oncophora AB334601 CENEAT EIGINE TG AR AANT CCCGTTRIAGTTCAAG AL --TAARABATGC AACATH ATGTTONTA  [DAGDAATAD GAACATTICTGAATGATA THA  AN@TATTMEC  ACTGIT

130 [ 10 D [ [0 0 [EZ 140 140 10 [ [

Ce 1. Trichostrongylus axei JOB9794 ToIUGAATGET C AT TGIEANATA TG -T_':IT'IIAGMTAI'ALAT‘:IA-':AT‘:-AT':TTG-G-AT-TATLI‘ G
Ce 2. Teladorsagia cicumcincta KG998712  TGAATG TACTCAATG- M ATA -T TTEA ATHE - ATGTT-
Ce 3 Teladorsagia cicumcincta KC295420  TGAATG TACTCAATG- M ATA -TG G - ATGT--
[e 4 Ostertagia ostertagi AB245023 TGAATG TACTCAATGA - ATA -TG - ATHTT-
[e 5 Ostertagia ostertagi AF 304561 TGAATG TACTCAATG-  HATA -T - ATHTT-
Ce 6. Mecistocinus digitatus JO363405  THAATH TACTCAATGAGAMAGE TT ATET--
Ce 7. Mecistocimus digitatus AB222060 ~ THAGTH TACTCAAGGAKATARARTTGA -I ATET--
Ce 8. Haemonchus contortus EL0BG3S1 TGAGTG TACTCAGHGA — ATA TTGAGA T ATGTIC TTATCATTTGTATAATG
Ce 9 Haemonchus contorius EU0RA3S0  TGAGTG TACTCAGEGA — ATA TTGAGA T ATGTTC TTATCATTTGTATAATG C.

Ce 10. Haemonchus contortus EU0BE302 .. TGAGTG TACTCAGEGA — ATA TTGAGL T ATGTTC

Ce 11, Hazmonchus contortus EU0BE381  TGAGTG TACTCAGHGA
[+ 12 Hazmonchus contortus JFAB0083  TGAGTG TACTCAGHGA
]
[

TTATCATTTGTATAATG
- GTTATCATTTGTAT--
-= GTTATCATTTIGTAT--TG C

I
I

ATGRTC [T TTATCATTTGTATAATG C
or

13 Cooperia oncophora KCA98741 THAATG TACTCAATGA 5
14, Cooperia oncophara ABA 34601 THAATG TACTCAATGA  ATA -TGAGA

HHEaa

TGATTIA AABAGEGACATGTE-

Sekil 4.14. H. contortus ITS-2 gen bdlgesini hedef alan orijinal primer dizilerinin gesitli trichostrongylid
tiirlerine ait izolatlarin sekans dizileri ile hizalamalar1 ve spesifiteleri

Real Time PCR analizlerinde H. contortus pozitif belirlenen 6rneklerin parsiyel ITS-2
gen bolgesinin PCR analizleri sonucunda Ct (dR) degerleri 36’nin altinda bulunanlarin
jel tlizerinde 248 bp biiylikliigiinde amplifikasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bazi
pozitif izolatlarda parsiyel ITS-2 gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu sonucu elde

edilen amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri Sekil 4.15'de verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6

| D G S S S Sss——> 2438 bp

Sekil 4.15. H. contortus pozitif izolatlarin parsiyel ITS-2 gen bolgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-5: Pozitif izolatlar;
6: Pozitif kontrol
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ITS-2 genini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile PCR sonucu pozitif belirlenen
ve uygun konsantrasyonda olan toplam 4 izolat sekans analizlerine tabii tutulmustur. Bu
izolatlarin sekans kalitesini artirabilmek igin amplikonlar jel piirifikasyon sonrasi tekrar
aymi primerler ile PCR amplifikasyonuna tabii tutulmustur (Sekil 4.15). Ornekler PCR

amplifikasyonunu takiben tekrar jel piirifiye edilerek sekans i¢in hazir hale getirilmistir.

248 bp

Sekil 4.16. H. contortus izolatlarinin tekrar jel piirifikasyon sonrasi amplikonlarin jel elektroforezde
goriniimii. M: Marker (100bp); 1: TrERUHcon04 izolati; 2: TrERUHcon05 izolati; 3: TrERUHcon06
izolat1; 4: TrERUHcon07 izolati

Ribozomal ITS-2 geni yoniinden izolatlara ait DNA dizilerinin, konak, izolasyon
kaynagi, gelisim donemi ile GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.6'da, niikleotid

kompozisyonlari ise Sekil 4.17-4.20'de verilmistir.

Tablo 4.6. Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen H. contortus izolatlarimin incelenen gen bolgesi,
konak, izolasyon kaynagi ile molekiiler karakterize edilen tiirler ve GenBank aksesyon numaralari

. Gen izolasyon Gelisim GenBank
Izolat Konak Ak

bolgesi kaynagi dénemi Sesyon

Numarasi

TrERUHcon04 | 1TS-2/28S | Koyun Digk1 Yumurta KJ188203
TrERUHcon05 | ITS-2/28S | Koyun Digk1 Yumurta KJ188204
TrERUHcon06 | 1TS-2/28S Koyun Diski Yumurta KJ188205
TrERUHconO7 | 1TS-2/28S Koyun Diski Yumurta KJ188206
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| Il ji kil 4
BACCATATACTACAAT GTGGCTAATT PCAACATTGTITITIGTC

=
=

RAAT GG CAT TP GICT T T T AGACAADTCCCATTTCAGTTICAAR

I m I 10
GAACATATACATGCAACGETGATGT PATGAARAATTGTAACATT

11 14 180 il
CCTGAATGATADGAACATGTITGCCACTAT T T GAGTGIACTC

1 1 100 n
ARG CGAATATTGAGAT I GACT TAGATAGTIGCACTTGTIATGGCEG

1 m i L 4

ACGATGTTCTTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCT%

Sekil 4.17. TrTERUHcon04 izolatinin complete ITS-2/partial 28S rRNA niikleotit dizilimleri (KJ188203)

| i a Kl 4
AACCATATACTACAATGTGGCTAATT T CAACATTGTTTGTC

=
=

AAATGCCCATTTGTICTTT TAGACAATTCCCATTTICAGT T TCAA

i 10 1 120
CAACATATACATGCCAACGT GATGT TATGAAATT GTARCATT

130 14 150 i
CCTCAATGATATGCAACATGTTGCCACTATTTCGAGTGTACTC

kil 10 10 il
ACCGCAATATTGAGAT T CACTTAGATAGTICACTIGTATGETCG

m m il H bl

ACGATGTTCTTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCT%

Sekil 4.18. TrERUHcon05 izolatinin complete ITS-2/partial 28S rRNA niikleotit dizilimleri (KJ188204)
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| [l A kil 4
AACCATATACTACAATGTGGCTAATT T CAACATTGD?TIIGTOC

=
=

AAATGGCADTTGTICTTTTAGACAATTCCCAT T T CAGTT TCALA

0 10 120
CAACATATACATGCCAACGT GATGT TATGAAATTGTARCATT

130 14 140 il
CCTGCAATGATATGCAACATGTTGCCACTATTTCAGT?GTACTC

il 180 10 Jill]
AGCCAATATTGAGATTGCACT TAGATAGTIGACTTGTATGGRCG

m m 0 M w5

ACGATGTTCTTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCT%

Sekil 4.19. TrERUHcon06 izolatinin complete ITS-2/partial 28S rRNA niikleotit dizilimleri (KJ188205)

| 10 a a 4
AACCATATACTACAATGTGGCTAATT? T CAARACATTGTTITGTC

a 0 ¥l )
AAATCCCATTTCGCTCTTTTAGACAATTCCCATTTCAGTTCCADGRA

[ 100 1 120
- AACATATACATGCAACCZTGATGT TATGAAATTGTAACATT

130 140 150 1d0
CccTecAATGCATATGCAACATCETTGCCCACTATTTGCAGTGTACTC

170 180 140 i}
AGCGAATATTGAGATTGACTTAGATAGTG GACTTGTATGGTCGEG

21|D EEID 23.” Z-!D 2'?6
ACGATGzTTCTTTTATCATTTGEGTATAATGC CAACCTGAGC CTC

Sekil 4.20. TrTERUHcon07 izolatinin complete ITS-2/partial 28S rRNA niikleotit dizilimleri (KJ188206)

4.5. H. contortus izolatlarmin 1TS-2 Geninin Molekiiler Karakterizasyonu ve
Filogenetik Analizi

Kayseri yoresinde koyunlardan elde edilen H. contortus izolatlariyla ribozomal ITS-2
gen bolgesi yonlinden blastn kiyaslamasi yapilan GenBank veri tabaninda kayith
Diinya'daki diger baz1 H. contortus izolatlarinin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait

bilgiler Tablo 4.7'de gosterilmistir.



72

Tablo 4.7. Arastirma yoresinde belirlenen H. contortus izolatlari ile Diinyadan filogenetik kiyaslamasi
yapilan diger H. contortus izolatlarinin aksesyon numaralar1 ve izolatlara ait bilgiler

izolat Orijin izolasyon kaynag | Gelisim donemi | Aksesyon Numarasi
3 Brezilya Koyun Ergin JN128897
4 Brezilya Koyun Ergin JN128898
- Brezilya Koyun Ergin JQ342247
- Cin Koyun Ergin HQ844231
- Iran Koyun Ergin HQ389229
- Ozbekistan Koyun Ergin KC503915
As3701 Misir Koyun Ergin AB682686
field variant 2 Yeni Zellanda Koyun Larva 3 KC998714
H992C9 Amerika Koyun Larva 3 EU086381
H992C11 Amerika Koyun Larva 3 EU086383
Hcchos italya Dag kegisi Ergin FN432336
HcPS03 Malezya Koyun Ergin HQ683712
HS123 Avustralya Insan Yumurta KC632567
i-2 Mongolya Kegi Ergin JN590056
i-5 Mongolya Kegi Ergin JN590055
pDNA 22 Amerika Kegi Larva 3 EU084691
TrERUHcon04 | Tirkiye-Kayseri Koyun Yumurta KJ188203
TrERUHcon05 | Tirkiye-Kayseri Koyun Yumurta KJ188204
TrERUHcon06 | Tirkiye-Kayseri Koyun Yumurta KJ188205
TrERUHcon07 | Tirkiye-Kayseri Koyun Yumurta KJ188206

Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan H. contortus
izolatlar1 ile Diinyanin c¢esitli {ilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger
izolatlarin ITS-2 gen bdlgesi yoniinden niikleotid kompozisyonlar1 Tablo 4.8'de,

pairwise alignmentlari ise Tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.8. ITS-2 gen bolgesi yoniinden multiple alignmentlar1 yapilan H. contortus izolatlarinin
niikleotid kompozisyonlari

Toplam

izolat Aksesyon No T (%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) niikFl)eotid

sayist
JN128897 35,7 16,4 29,8 18,1 65,5 34,5 23%,0
JN128898 36,1 16,4 29,4 18,1 65,5 34,5 238,0
JQ342247 36,1 16,4 29,4 18,1 65,5 34,5 238,0
HQ844231 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
HQ389229 35,7 16,4 30,3 17,6 66,0 34,0 2440
KC503915 36,4 15,6 30,7 17,3 67,1 32,9 231,0
AB682686 35,1 17,1 30,2 17,6 65,3 34,7 245,0
KC998714 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
EU086381 35,1 17,1 30,2 17,6 65,3 34,7 245,0
EU086383 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
FN432336 36,8 15,4 30,3 17,5 67,1 32,9 228,0
HQ683712 37,5 14,8 29,2 18,5 66,7 33,3 216,0
KC632567 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
JN590056 35,2 16,2 30,6 18,1 65,7 34,3 216,0
JN590055 35,5 16,1 30,4 18,0 65,9 34,1 217,0
EU084691 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
KJ188203 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
KJ188204 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
KJ188205 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
KJ188206 35,5 16,7 30,2 17,6 65,7 34,3 245,0
Ortalama 35,7 16,4 30,1 17,7 65,8 34,2 238,1




862566
B4t
E !
B3
A28
HO3928
HOBTL2
HQ4231
N8
N3
NGH00GS
NS00%6
o]
KCs03815
{53257
o714
Katgans
Katgenns
KaigR205
Katgan06
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ABG2SSS  EUOB49!  EUOBA3B!  EUOBG33  FNARS  HQI92M  HQEBITIZ  HQBMZ3L  NIZBST NI NSSO0SS  ONG0OS6 Q4247 KCHOMS  KCEIS6T  KCITM4  KOISB3  KDISBAM4  KIGGADS  KDIBGIN6

99.6% 99.2% 99.6% 99,6% 99,6% 99,5% 99,6% 99.2% 99,6% 99,5% 99.3% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6%
99.6% 99.6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99.2% 99.6% 996% 99.6% 99.6% 99,5% 99,6% 99.2% 99.6% 99.5% %9,3% 99.6% 99.6% 99.6% 99,6% 99.6% 99.6% 99.6% 99,6%
99.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 99,6% 100% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%9.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% %9.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%9.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%.5% 100% %9.5% 100% 100% 100% 100% 9.5% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99.2% 99,6% 99.2% 99.6% 99,6% 99,6% 99,5% 99,6% 99,6% 99,5% 99.3% 99,6% 99.6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6% 99,6%
99.6% 100% 99.6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
9,5% 100% 99,5% 100% 100% 100% 100% 100% 9,5% 100% 99,8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99.3% 99,8% 99.3% 99,8% 99.8% 99,8% 99.8% 99.8% 99,3% 99.8% 99,8% 99,8% 99.8% 99,8% 99.8% 99,8% 99.8% 99.8% 99.8%
%9.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%9.6% 100% %9,6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 100% 9.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
%9.6% 100% %9.6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% %9.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99,6% 100% 99,6% 100% 100% 100% 100% 100% 99,6% 100% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99.6% 100% 99.6% 100% 100% 10% 100% 100% 99.6% 100% 10% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99,6% 100% %9,6% 100% 100% 100% 100% 100% 99.6% 100% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
99.6% 100% 99,6% 100% 100% 100% 100% 100% 99,6% 100% 100% 99.8% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Tablo 4.9. Kayseri yoresi H. contortus izolatlart ve Diinyadan analizleri yapilan diger baz1 H. contortus izolatlarin ITS-2 gen dizilimlerinin pairwise analizleri
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Kayseri yoresinden elde edilen H. contortus izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith
benzer diger bazi izolatlarin, complete ITS-2 gen bolgelerinin multiple alingmentlar1 ve

niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.21°de gosterilmistir.

| fl 1 il Ll il fl il
1.0ty AFALES Y0 A0 1N TS0 OO i G TG R S ol 3
2 H confs s, oy By 8307 TACTACAATRTGRCTAATTT- CAACATTRTITGIC AATGECATTTRT -(TTTTA - BACAAT
) coros e, Koo e 00 TACTACAATATGRCTAATTT- CAACATTGTITGIC AATGECATTTRT -CITITA - GACAAT
R st o B, k2T TACTACAATATGHCTAMTTT CLACATTGTITGICAMATGECATTTGT CITITA -~ GACAAT
5 H s e HESTR o s BRI TRTGECTAATTT CAACATTRTITGIC AATGGCATTTRT -CTTTTA - GACAAT
% o e R D A IS CATA ACTACAATGRGGCTAATOD CAACATIGTTISTCALATGECATTOGT - CITIA - BACMD
IH o e el Ko, Yo 2an, ST MACCATA TACRACAMETSECTAATD CAACATRGTOIGCAATGECATIIET CTOITA - SACAM]
- 0 conrts st IR f Jl Amerks FUBBY AACCATA TACTACAATGTAGCTARTTT - CAACATIGTTORTCAMATGRCATITAT CTTITA - GACAAT
- § W oot sl TERUKgo Mwun Tuky‘maamﬁ AACCATA TACTACAATGTGECTANTTY  CAACATTGTTIGTC MATGECATITGT - CTITTA - GALANT
AL H oo, sl Ko, i OB AACCATA TACTACAATGIGECTANTIT CAACATTGIIGTC MATGECATITGT - CTITTA - GACAAD
1 M o, e Hggzcg Yo Arne kaIEU[Jeﬁam ANCCATA TACTACAATGIGECTANTIT CAACATTGITIGTC MATGCATITGT CTOTTA - GALAAT
- 11 H cortots e ASST o, s ABEVBE AACCATA TACTACAATGTGECTANTTY  CAACATTGTTIGTC MATGECATITGT - CTTlA - GACAT
11 H et skt HST2 e Al KCEET AACCATA- TACTACAADGDRGCTANDTD (RACATIGIOTGRCATGECATTE  (TTTA - GACKAT
14 oo, s TERUBond o T, KHBEIOH  AACCATA TACTACAATRTRGCTARTTD CAACAPOGOMIGICALMTGRCATOTGT COUTTA — GACAAT
- 1 H contots o, opn, e, AC3RR0S AACCATA TACTACAATGTGECTANTTY  CAACATTGTTIGTC MATGGCATITGT - CTITTA - GATAAT
- 015 oo S0, on, Ooekin, FCSUHE AACCADA-TACTACAATGGCTARDTD CMACATGROTGRCAAATGECATTEN  (TTTTA - GACKAT
T H oot s HOSICHT, Koon A, EUDEGYD AACCATA - TACTACAATGDRGCTARDTD-(LACATIGROTGCAAATGECATTE  (TTTA - GACKAT
013 oottt TERUARnt o ik, KIAIDD AACCATA TACTACKAATRGCTARTTD CAACAPOGOMIGICALMIGRCATOTGT COUTTA — GACAAT
10 Mot sl TERUMGON Jon Tk, KIABB0E AACCATA- TACTACKAGTGGCTAARTE CAACARTGTPIGICAMNTSGCAPITET CTOTTA — GACAAT
(UM s st ngol SIS AACCATA TACTACAATGIGECTANTID  CAACATTGIIGTC MATGECATITGT (UL GALAAD
L s, e, ol MBROE AACCATA TACTACAATGIGECTANTIT CAACATTGITIGTC MATGCATITGT CTOTTA — GACAAD
il i il il il I3 4

100t AFALES RPN B GOUVEIR INiE TRSLRTS Ul S vt Tl 01 WM U
2 confs s, oy By, 8407 AT TCAS T ICAAAACATATAC TG CAACGTGATGTTATGAAATIST- AACATICCTGANTEATA-TEA
3 oo, e opn B 200 AT I I AAACATATAC TG CAACGIGATG T TATGAAATIET- AACATRCCTEANTEATA-T6A
- eoros s o, Bl U227 AT TCAG I AAACATATAC TG CAACGGATGTTATGARATIRT- AACATRCCTGANTEATA-T6A
5 H s, o S o s ORI AT TCARTCAAGAACATATACAMGCARCAIGATEPIATCARADTET ACATICCTEAMTEATA D0

% ek, e OB, gl VRS AT TCAAGAATAPATACAGCAACSTGATGTTATEAAATTST MACATICCTSAATGATA Toh
IH o e e Ko, Yo 2an, ST AT TCAGOTCAAGAACATATACATICACHIGATETATCARATIET AACATRCCTERATGATA o
- B H conts st IR f @ Amerks, ELCBLEH AT T AAACATATAC TG CAACGTGATG T TATGARATIRT- AACATRCCTGANTEATA-T6A
- § W oot sl TERUMGon Knyun Tu e KRS AT TCAG T TR AATATA A AT A CH TG TS TTATGAAATTST MACATTCCTGAATGATA TGA
- 40 s o, o, i, OB AT ICAG I A AACATATAC TG CAACGIGATGTTATG AT AACATICCTEANTGATA-T6A
- 1 H conts e Hggzcg Yo Arne ka,EUUBﬁam AT TCAG I AAACATATAC TG CAACGGATGTTATGARATIRT- AACATRCCTGANTEATA-T6A
- 11 H contots e ASST o, s ABEV BB AT T AAACATATAC TG CAACGTGATG T TATGARATIET- AACATRCCTGANTEATA-TEA
11 oot s HST2 e, sl KCERET DA AG D TCAGAACA TAACATECMACGTBATGPTATGAAATTCT  WACATICCTEATEATA Toh
14 oo, sl TERUBonl o T, KHBRIDE 00Tk AGAACATATACATGCAACSTGATS P TATEALADTGT  MACATCCTEAATGATA TG
- 15 H contts o, opn, en, HO3RR20 AT T AAACATATAC TG CAACGTGATG T TATGARATIRT- AACATRCCTGANTEATA-T6A
- 015 oo S0, on, Oeekin, KCSUHE AT CAG T AAGAACA TAAC AT LA COTRATGTTATAAMTTCT  MACATRCCTEATEATA Toh
A7 oo, s REOCH Ko e, EULBE AT TRk AGAACATATACATGCAACSTGATSPTATEARADTGT  MACATRCCTERATGATA TG
O 1, oo 50 TERUBeonD Ko ik, KUABBIED DCCCA0M A TCAAGAACA TATACAT kA COGATGTTATGAAATTGT  MACATICCTRATGATA TG
1§ H et s TERUMRON7 oun i, KOABRIE  mCCCA0M AT AAGAACATATACAT kA CGTRATGTTATGAAATTGT  MACATICCTRATEATA TG
g e, e T, e oo, NBRDE AT I I AAACATATAC TG CAACGIGATG T TATGAAATIET- AACATRCCTEANTEATA-T6A
3. cont s, e ongoli, JBO0LER AT TCAG T ICAAACATATAC ADGCAACGIGATGTTATG AAATIT- AACATRCCTGANTGATA-T6A
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{

nstenagi, AF304566

. contortus, isalate 3, Koyun, Brezilya, JN1 28387

(o mrtus isolae  Koyun Breziya, JH1 28308

wmortus islate Kmrun Breziya, JQ342247
umnrtus isolale PS03 ,Kojun, Malezya, HQB83712
omortus isolate Hechig Dag Kegisi Mtalya, FN432336

tortus isolate pONA 22, Keﬂ;\ Amerika, EL0adgH

umortus isolate TIERUHcon8, Kovun,Tﬂfkiye, 188205

IH cuntonus, isalate, Koyun, Gin, HOB44231

1.H. contortus, isolate HI92CH, Koyun, Amerika, ELOBG381

L H.contortus, isolate As3701, Koyun, Misir ABGA2686

3H.contortus, isolate H8123 Insan, Awistralya, KC632567

4.H. contortus, isolat TIERUHcon08, Kowun, Tardye, 1188204

8.H. contortus, isolate, Koyun, Iran_ HO386229

Ce 16, H. contortus, isolate, Kown, Qzhekistan, KCA0341

17.H. contortus, isolate HI92C11, Koyun, Amerika, EU0
f

TH
iH
§.H
f
f
f
f
f
f

===y

30

Ce 18 H. contortus, isolate TIERUHcon04, Kojun, Tarkiye, KJ188203

188
18.H. contortus, isolate TIERUHcond7 Kovun, Ty, /188206
%ﬁ] H contorts, isolate -2, Kegi, Mongalya, JNGB0036

H. contortus, solate 5, Kegi, Mangolya, JNA30035

mrtus solae feld vrant Kayun YemZeHanda KCA9aTH4

11 il 1 180 110 il 10

A TRTTRCCAC TATTTGARTGTACTCAREG A ATAT-GAGRTTGABTRARATAGGE A CRTGTA Too IRECEA
ACATGTTGCCACTATTTGAGTGTACTCAGCEAATATTGAGATTGAC TTAGATAGTEACRTGTATRECEACG A
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTACATAGTCALTICTATRRCRACG &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTACATAGTCALTICTATRRCRACG &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTACATAGTCALTICTATRRCRACG &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTAT T TGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGACTTAGATAGTCACTICTATRRCRACE &
ACATGITGCCACTATTTGAGTGTACTCAGUGAATATTIGAGAT TGACTTAGATAGTGACTTICTATRGCRACE &
ACATGTTGCCACTATTTGAGTGTACTCAGCGAATATTGAGAT TGAC TIACATAGTCALTICTATRGCRACG &

[ e N N LU UL N B B B e B ]

[ —
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nstenagi, AF 304566

. contortus, isolate 3, Koyun, Brezilya, JN1 28387

on mrtus solte 4 Kovun Brezilya JN 28808

wmortus islate Kmrun Breziya, JQ342247
nmnrtus solae HePS13 ,Kojun, Malezya, HQG83712
umortus isolate Hechld Dag Kegis, talya, FN432336

TH
iH mrtus isolate pONA 22, Keﬂw Amerika, E0Bdg4
IH nmnrtus isolate TIERUHcon0B, Knyun,TUfkiye, 188205
10, cantos ol Ko, (in, HQB44231
1H cnntnnus solae HA92C3 | Koyun, Amerika, EL08G381
114 wntonus isolate As3TT1 Koyun Wi, ABER 2686
11K cnntnnus isolate H8123 Insan Avustfalya KCEI2567
14H comonus islate TrERUHconUS Foyun, Tirkiye, KJ186204
1iH cnntnnus, isolate, Koyun, ran_ HO38G229
Ce 16, H. contortus, isolate, Kown, Qzhekistan, KCA03915
17 H.contortus, isolate HI92C11, Koyun, Amerika EUORE3R3

f

Ce 18 H. contortus, isolate TIERUHcon04, Koyun, Torkiye, KJ186203

H.contortus, isolate TIERUHcon07 Kowun, Tlrkdye, /188206
H.contortus, solate -2 Kegi, Mangolya, JNA90036
H.contortus, isolate -5, Kegi, Mongalya, JNA30033

il JI M il Jili
AT GRTETATC AT TTATAT ARG AAC (TG AR T
TGTTC PPTTATCAT TTGTATARTGCAACCTGAGCTC
TGOTC PPTOAT AT TTGTAT ARG AAC CTGAGCTL
TGTTC PPTTATCAT TTGTATARTGCAACCTGAGCTC
TGOTC PPTOATCATTTGTATAL

TGTTC PPTTATCATTTGTATAL

mrtus solate il vart ] Hoyun, Yeni Zellanda KCO98T4 TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGLALCCTGAGCTC

TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTC
TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCALCCTGAGCTE
TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTC
TGHIC TTTTATCAT TTGTATAATGCAAC CTRAGCTC
TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTC
TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTE
TGTTC TTITATCATTTGTATAATGCAACCTRAGCTC
TGTTC TITTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCT
TGTTC TTITATCATTTGTATAA

TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTE
TGTTC TTITATCATTTGTATAATGCAACCTRAGCTC
TGTTC TTTTATCATTTGTATAATGCAACCTGAGCTE
T6T7CHTT

T6TTCHETT

Sekil 4.21. Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen H. contortus izolatlar: ile Diinyadaki diger baz1 H.
contortus izolatlarinin complete ITS-2 gen bdlgesine gore niikleotid dizilimlerinin alignmentlar1

Aragtirma yoresinde complete ITS-2 niikleotid sekanslar1 ortaya TrERUHcon04,
TrERUHcon05, TrERUHcon06 ve TrERUHcon07 izolatlarin pairwise analizleri sonucu
%100,0 identik olduklar1 belirlenmistir (Tablo 4.9). Ayrica H. contortus Kayseri

izolatlarinin Diinyanin farkli boélgelerinden GenBank’a kayithi benzer izolatlarla

ortalama %0,1 genetik farklilhik gdsterdigi tespit edilmistir. Kayseri H. contortus
TrERUHcon04, TrERUHcon05, TrERUHcon06 ve TrERUHcon07 izolatlar1 Brezilya
(IN128898, JQ342247), Cin (HQ844231), Iran (HQ389229), Ozbekistan (KC503915),
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Yeni Zellanda (KC998714), Amerika (EU086383) ve Malzeya’da (HQ683712)
koyunlardan, italya (FN432336) ve Amerika’da (EU084691) kegilerden, Avustralya’da
bir insan digkisindan (KC632567) izole edilmis izolatlarla %100,0 identik bulunurken
Brezilya (JN128897), Misir (AB682686) ve Amerika’da (EU086381) koyunlardan elde
edilmis izolatlarla %0,4; Mongolya’da kecilerden izole edilmis iki izolatla sirasiyla
%0,5 (JN590055) ve %0,7 (JN590056) genetik farklilik gostermistir (Sekil 4.21). Bu
sonuglarla Neighbor Joining Metodu (Tamura Nei Modeli, Bootstrap 1000) ile
olusturulan filogenetik agagta (Sekil 4.22) goriilecegi iizere H. contortus Kayseri
izolatlar1 ITS-2 gen bolgesine gore identik olduklar1 diger izolatlarla birlikte ayni

filogenetik bransta yer almis ve dolayisiyla ayni genotipte olduklari belirlenmistir.

609 H. contortus, isolate i-2, Kegi, Mongolya, JN590056
i H. contortus, isolate i-5, Kegi, Mongolya, JN590055
H. contortus, isolate HcPS03, Koyun, Malezya, HQ683712
= H. contortus, isolate Hech08, Dagd Kegisi, italya, FN432336
= H. contortus, isolate field variant 2, Koyun, Yeni Zellanda, KC998714
- H. contortus, isolate pDNA 22, Kegi, Amerika, EL084691
- H. contortus, isolate TIERUHcon06, Koyun, Turkiye, KJ188205 @
* H. contortus, isolate, Koyun, Cin, HQ844231
171 H. contortus, isolate H992C9, Koyun, Amerika, ELJ086381
= H. contortus, isolate As3701, Koyun, Misir, AB682686
- H. contortus, isolate HS123, insan, Avustralya, KC632567
- H. contortus, isolate TTERUHcon05, Koyun, Tirkiye, KJ188204 @

- H. contortus, isolate, Koyun, iran, HQ389229

H. contortus, isolate, Koyun, Ozbekistan, KC503915

H. contortus, isolate H992C11, Koyun, Amerika, ELUJ086383
g01lF H. contortus, isolate TTERUHcon04, Koyun, Tiirkiye, KJ188203 @
H. contortus, isolate TIERUHcon07, Koyun, Tlrkiye, KJ188206 @
100 H. contortus, isolate, Koyun, Brezilya, J0342247
H. contortus, isolate 4, Koyun Brezilya, JN128898

 H. contortus, isolate 3, Koyun, Brezilya, JN128897

0. ostertagi, AF304566

0.03

Sekil 4.22. Kayseri yoresinde saptanan H. contortus izolatlar1 ile GenBank’a kayithi diger benzer bazi
izolatlarmn complete ITS-2 gen bolgesine gore filogenetik iligkileri (Neighbour Joining — Tamura Nei
modeli, Boostrap:1000). Q. Kayseri izolatlart; Dig grup olarak O. ostertagi (AF304566) kullanilmugtir.
Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir
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4.6. Mitokondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 Geninin Amplifikasyonu

Real Time PCR analizlerinde H. contortus pozitif belirlenen &rneklerin mt-COIl gen
bolgesinin PCR analizleri sonucunda Ct (dR) degerleri 36’nin altinda bulunan toplam
32 ornegin farkli konsantrasyonlarda jel tizerinde 710 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon
gosterdigi tespit edilmistir. Baz1 pozitif izolatlarda mt-COI gen bolgesinin PCR ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin %]1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri

Sekil 4.23'de verilmistir.

M 1 2 3 45 6 7

= ~ 710 bp

Sekil 4.23. H. contortus pozitif izolatlarin parsiyel mt-COI gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile
PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-7: Pozitif
izolatlar

4.7. Beta Tubulin Izotip-1 Geninde Tek Niikleotid Polimorfizminin (SNP) Real
Time PCR ile Analiz Sonuclar:

B tubulin izotip-1 gen bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla H.
contortus’un benzimidazol duyarli ve direngli alellerin kantitatif amplifikasyonu i¢in
TagMan prob bazli Real time PCR analizi sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri
sirastyla Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°de verilmistir. Incelenen koyunlarda benzimidazol
direncliligi yoniinden saptanan Ct (dR) degerleri ile duyarli ve direngli allel sikliklari
Tablo 4.10°da ve grafik lizerinde Sekil 4.26°da gdsterilmistir. Tablo 4.10°da goriilecegi
tizere incelenen koyunlarda [ tubulin izotip-1 gen bolgesindeki tek niikleotid
polimorfizmine gore benzimidazol direnglili§i acisindan duyarli allel siklig
%87,12+16,19 belirlenirken direngli allel sikligi ise %12,88+16,19 olarak tespit
edilmistir. Ct (dR) degerlerine gore gore belirlenen duyarli ve direngli allel sikliklarinin
istatistiksel analizi Tablo 4.11°de verilmis olup duyarl alell sikliginin direngli allel
sikligina oranla yaklasik 7 kat yiiksek oldugu belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel
acidan onemli bulunmustur (p<0,001). Arastirma merkezlerinde H. contortus pozitif
saptanan koyunlarda Benzimidazol direncliligi yoniinden allel sikliklar1 ayrica Sekil

4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.24. TagMan prob Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus duyarl allellerin amplifikasyon
egrileri

Sekil 4.25. TagMan prob bazli Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus direngli allellerin
amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.26. Real Time PCR‘da 3 tubulin izotip-1 gen bolgesine gore benzimidazol duyarli ve direncgli H.

contortus nesillerinin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi.

Tablo 4.10. H. contortus pozitif drneklerde benzimidazol direngliligi yoniinden Real Time PCR ile

belirlenen esik dongii degerleri [Ct (dR)] ve allel sikliklart

Esik dongii degeri [Ct (dR)] Allel sikhig1 (%)
Ornek
sayisi Duyarh Direngli Duyarh Direncli
1 32,0 37,0 96,97 3,03
2 30,0 33,0 88,89 11,11
3 31,5 32,0 58,58 41,42
4 30,5 35,0 95,76 4,24
5 30,0 0,0 100,00 0,00
6 29,2 0,0 100,00 0,00
7 30,0 0,0 100,00 0,00
8 34,0 35,0 66,67 33,33
9 33,8 35,0 69,68 30,32
10 32,5 32,8 55,17 44,83
11 33,2 35,0 77,68 22,32
12 29,0 36,0 99,22 0,78
13 29,0 0,0 100,00 0,00
14 28,5 0,0 100,00 0,00
15 31,0 355 95,76 4,24
16 30,5 34,6 94,48 5,52
17 29,3 0,0 100,00 0,00
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Tablo 4.10. H. contortus pozitif orneklerde benzimidazol direngliligi yoniinden Real Time PCR ile

belirlenen esik dongii degerleri [Ct (dR)] ve allel sikliklar1 (Devamu)

Esik dongii degeri [Ct (dR)] Allel sikhig1 (%)
Ornek sayist
Duyarh Direncli Duyarh Direncli
18 32,0 36,4 95,47 4,53
19 34,0 35,0 66,67 33,33
20 31,0 35,6 96,04 3,96
21 33,2 37,1 93,72 6,28
22 33,0 34,1 68,19 31,81
23 30,0 0,0 100,00 0,00
24 29,6 0,0 100,00 0,00
25 31,5 35,6 94,48 5,52
26 32,0 31,2 63,52 36,48
27 32,5 331 60,25 39,75
28 29,6 35,8 98,65 1,35
29 30,2 36,2 98,46 1,54
30 29,5 0,0 100,00 0,00
31 30,6 364 98,23 1,77
32 32,6 33,0 56,89 43,11
33 34,2 37,4 90,18 9,82
34 31,0 35,8 96,53 3,47
35 30,5 0,0 100,00 0,00
36 32,1 32,7 60,25 39,75
Ortalama+St.Sp 31,20+1,62 34,86+1,65 87’12;16’1 12’818;16’
Tablo 4.11. Benzimidazol duyarl: ve direngli allel sikliklarinin istatistiksel analizi
Faktor Allel Sikligi (%) . o
Ortalama | Std. Sapma | Min Max
Duyarli 87,12 16,19 55,17 | 100,00
378,404 | 0,000
Direngli 12,88 16,19 0,00 | 44,83

F: Anova testi

90
80
70 7
60
50 g
40 +
30 7
20 ’
10

Duyarh

Allel Sikhgi

Direncli

-

Sekil 4.27. Arastirma yoresinde benzimidazol duyarli ve direngli H. contortus nesillerinin allel
sikliklarina gore dagilim
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H. contortus pozitif belirlenen koyunlarda benzimidazol direngliligi allel sikliklarinin
koyunlarin yas gruplari, cinsiyet ve arastirma merkezlerine gére dagilimi Tablo 4.12°de
verilmistir. Her iki allel grubu i¢in de arastirma bdlgesi, yas gruplari ve cinsiyete gore
istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Duyarli ve direngli allel sikliklarinin
aragtirma merkezleri, koyunlarin yas ve cinsiyetlerine gore dagilimi grafik iizerinde

sirastyla Sekil 4.28-Sekil 4.30’da gosterilmistir.

Tablo 4.12. Real Time PCR ile benzimidazol duyarli H. contortus nesillerinde saptanan Ct (dR)
degerlerinin aragtirma bolgesi, yas gruplari ve cinsiyete gore dagilimi ve istatistiksel analizleri

Allel S1khig (%)
Faktor Duyarh Direncli E b
Min-Max Ortalama+St.Sp Min-Max Ortalama+St.Sp
Arastirma bolgesi
Incesu 58,58-100,00 88,36+16,44 0,00-41,42 11,64+16,44
Erkilet 55,17-100,00 86,74+16,35 0,00-44,83 13,26+16,35 0,28 0,972
Biinyan 56,89-100,00 86,79+16,95 0,00-43,11 13,21+16,95
Yas (yil)
<2 55,17-100,00 83,17+£18,48 0,00-44,83 16,83+18,48
0,820 0,372
>2 56,89-100,0 88,64+15,34 0.00-43.11 11,36+15,34
Cinsiyet
Erkek 55,17-100,00 81,78+23,57 0,00-43,11 18,22+23,57
0,349 0,559
Disi 56,89-100,00 87,61+15,78 0,00-44,83 12,39+15,78
F: Anova Testi
Allel Sikhg)
100
80
60 m Direngli
® ED \
20 uyarli
20
0
incesu Erkiket Blnyan

Sekil 4.28. Benzimidazol duyarl ve direngli allel sikliklarinin arastirma merkezlerine gore dagilimi
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Allel Sikhigi

100 +
80 A

60 - M Direngli

%

M Duyarli
40 A

20 A

<2 yas >2 yas

Sekil 4.29. Benzimidazol duyarli ve direngli allel sikliklarinin yas gruplarina gére dagilimu

Allel Sikhigi

100 +
80 A

60 - M Direngli

%

M Duyarli
40 A

20 A

Erkek Disi

Sekil 4.30. Benzimidazol duyarli ve direngli allel sikliklarinin cinsiyete gore dagilimi

4.8. p tubulin izotip-1 Geninin Amplifikasyon Sonucu

Real time PCR’da duyarl allel siklig1 %100 (9 izolat), direncli alleller siklig1 >%39 (5
izolat) belirlenen toplam 14 izolatin B tubulin izotip-1 genini amplifiye eden HcTub-s5
ve HcTub-as5 primerleri ile PCR amplifikasyonu sonucu tim orneklerde 813 bp
amplikonlarin olustugu belirlenmistir. Baz1 6rneklere ait amplikonlarin %1,5'lik jel
agarozdaki goriintiileri Sekil 4.31'de verilmistir. Sekil 4.31°de goriilecegi lizere hedef
gen bolgesinin yaninda ilgili primerlerin bazi non-spesifik baglanmalar da gosterdigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.31. H. contortus izolatlarinin B tubulin izotip-1 gen bdlgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-3: Duyarl
allel siklig1 %100 belirlenen izolatlara ait amplikonlar; 4-6: Direngli allel siklig1 >39 belirlenen izolatlara
ait amplikonlar

4.9. Mt-COIl ve B tubulin izotip-1 Gen Boélgelerinin Klonlama Sonuglari

Aragtirma yoresinde saptanan H. contortus nesillerinin mt-COI gen bdlgelerinin
molekiiler karakterizasyonu i¢in ii¢, Real Time PCR analizlerinde B tubulin izotip-1 gen
bolgelesine gore duyarl ve direncli alleller i¢in de analiz edilen 14 izolat, sekanslarin
kayipsiz elde edilebilmesi i¢in klonlanmigstir. Bu amagla ilgili izolatlarin 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 Clonning Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine insert edilmistir. Daha sonra ligasyon
tirinii E. coli TOP 10 kompetan hiicrelere transforme edilnistir. Bir gece inkiibasyon

sonrast ampicylin LB besi yerinde olusan koloniler Sekil 4.32°de gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Transformasyon sonucu besi yerinde olusan koloniler

LB kati besiyerinde iireyen kolonilerden secilen tek koloniler, transformasyon
etkinligini artirmak amaciyla steril pipet uclari ile alimip ayri ayr tekrar LB kati
besiyerine ekilmistir. Tekrar 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen kolonilerin kat: besiyerinde

goriintimleri Sekil 4.33de verilmistir.

Sekil 4.33. Transformasyon basamaginda 2. inkiibasyon basamagi sonucu olusan koloniler

LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerde hedef gen bolgesinin vektore insert oldugu ve
transformasyon etkinligi vektor spesifik primerlerle koloni PCR yapilarak teyit
edilmistir. B tubulin izotip-1 ve mt-COI gen bolgelerinin koloni PCR sonuglar sirastyla
Sekil 4.34 ve Sekil 4.35°de gosterilmis olup her iki gen bdlgesine ait DNA’larin

vektorlere basarili bir sekilde insert oldugu goriilmiistiir.
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813bp hedef gen bolgesi
— +
120bp vektor DNA’sI

Sekil 4.34. Transforme hiicrelerde B tubulin izotip-1 gen bolgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin

jel agarozda goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-8: Insert B tubulin izotip-1 gen bdlgesi

710bp hedef gen bolgesi
' +
120bp vektor DNA'sI

Sekil 4.35. Transforme hiicrelerde mt-COI gen bdlgesinin koloni PCR’1 sonucu amplikonlarin jel
agarozda goriiniimii. M: Marker (100bp); 1-7: Insert mt-COI gen bolgesi

Koloni PCR sonuglarim takiben ilgili gen bolgeleri yoniinden pozitif saptanan tek bir
koloni segilerek sivi besi yerine aktarilmis, bir gece 37°C’de inkubasyondan sonra
iireyen tronsforme hiicreler santrifiij ile c¢Oktiiriilmiistiir. Daha sonra transforme
hiicrelerden plasmid piirifikasyonu gergeklestirilmistir. Saflastirilan rekombinant
plazmidler, Aval ve Xbal (Thermo Scientific) restriksiyon enzimleri ile kesilerek
klonlanan genin varlig1 yoniinden %1,5’luk jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.36 ve Sekil
4.37).
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813bp hedef gen bolgesi
+
19bp restriiksiyon enzimi

Sekil 4.36. Saflastirilan plasmidlerin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu izolatlarin § tubulin izotip-1
gen bolgesine ait DNA’larin agaroz jelde goriiniimi. M-100 bp’lik marker; 1-2: Duyarh allel sikligi
%200 belirlenen izolatlara ait insert DNA; 3-4: Direngli allel sikligi >39 belirlenen izolatlara ait insert
DNA

] 2 3

| — — —
—_— - —>~510bp hedef gen bolgesi
 cm————

+
——>~200bp hedef gen bolgesi

] -

Sekil 4.37. Saflastirilan plasmidlerin restriiksiyon enzimleri ile kesimi sonucu izolatlarin mt-COIl gen
bolgesine ait DNA’larin agaroz jelde goriiniimii. M-100 bp’lik marker; 1-3: H. contortus izolatlar

4.10. Mt-COI Geninin Sekans ve Filogenetik Analizi

Mt-COI gen bolgesi yoniinden elde edilen plasmidler, vektor spesifik primer ¢ifti ile ¢ift
yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor sekansi ile alignment
yapilarak ilgili gen bolgesinin sekanslar1 elde edilmistir. Mt-COI gen bdlgesi yoniinden
sekanslar1 elde edilen izolatlarin, konak, izolasyon kaynagi, gelisim donemi ve
GenBank aksesyon numaralar1 Tablo 4.13'de, niikleotid kompozisyonlari ise Sekil 4.38,
4.39 ve 4.40'da verilmistir.

Tablo 4.13. Kayseri yoresinde koyunlarinda belirlenen H. contortus izolatlarinin incelenen gen bdlgesi,

konak, izolasyon kaynagi ve GenBank aksesyon numaralari

' Gen izolasyon Gelisim GenBank
Izolat ... | Konak g B )

bolgesi kaynagi donemi Aksesyon Numarasi
TrERUHcon01 Mt-COI | Koyun Disk1 Yumurta KJ188200
TrERUHCON02 | Mt-COI | Koyun | Diski Yumurta KJ188201
TrERUHcon03 Mt-COl Koyun Disk1 Yumurta KJ188202
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Sekil 4.38. TTERUHcon01 izolatinin sekans dizilimleri (KJ188200)
1 10 i n 4 i il ] ]
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Sekil 4.39. T'TERUHcon02 izolatinin sekans dizilimleri (KJ188201)
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Sekil 4.40. TTERUHcon03 izolatinin sekans dizilimleri (KJ188202)

Kayseri yoresinde koyunlardan elde edilen H. contortus izolatlariyla mt-COIl gen
bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasit yapilan Diinya'daki diger nematodlara ait
izolatlarin aksesyon numaralari ve izolatlara ait bilgiler GenBank veri tabanindan

alinarak Tablo 4.14'de gdsterilmistir.
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Tablo 4.14. Kayseri yoresinde koyunlardan elde edilen H. contortus izolatlariyla Diinyadan mt-COI gen

bdlgesi yoniinden filogenetik kiyaslamasi yapilan diger nematodlara ait izolatlarin aksesyon numaralar1

ve izolatlara ait bilgiler

Cooperia onchophora
Hollanda Japonya Sigir - AY?265417
AKIC1 Japonya Koyun Larva3 AB246076
HCHC3 Japonya Koyun Larva3 AB246069
HEBC?2 Japonya Koyun Ergin AB246083
HGSC3 Japonya Koyu Larva3 AB246066
Haemonchus contortus
TrERUHcon01 Tiirkiye Koyun Ergin KJ188200
TrERUHcon02 Tiirkiye Koyun Ergin KJ188201
TrERUHcon03 Tiirkiye Koyun Yumurta KJ188202
- Amerika Koyun - HCU57033
- Avustralya Koyun - EU346694
Mecistocirrus digitatus
PHLM20 Filipinler Koyun Ergin AB245055
PHLM21 Filipinler Koyun Ergin AB245056
PHLM22 Filipinler Koyun Ergin AB245057
Ostertagia ostertagi
CHIO4 Japonya Sigir Larva3 AB246104
HBKO3 Japonya Sigir Ergin AB246113
HEBO3 Japonya Sigir Ergin AB246110
HHMO11 Japonya Sigir Larva3 AB246097
HHMO7 Japonya Sigir Larva3 AB246096
OKAO1 Japonya Sigir Larva3 AB246106
IWAO2 Japonya Sigir Larva3 AB246101
HKSO5 Japonya Sigir Larva3 AB246100
Trichostrongylus axei
- Avustralya Koyun - GQ888719
Teladorsagia circumcincta
- Avustralya Koyun - GQ888720

Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen ve niikleotid dizisi ortaya konan H. contortus

izolatlar1 ile Diinyanin cesitli iilkelerinden multiple alignmenta dahil edilen diger

izolatlarin mt-COI gen boélgesine gore niikleotid kompozisyonlart Tablo 4.15'de,

pairwise alignmentlar1 ise Tablo 16’da verilmistir.
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Tablo 4.15. Mt-COI gen bolgesi yoniinden multiple alignmentlar1 yapilan izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

Toplam

izolat Aksesyon No T (%) | C(%) | A(%) | G (%) | A+T (%) | G+C (%) niikFl)eotid

sayisi
AB246076 45,1 11,0 24,5 19,3 69,6 30,4 652,0
AB246104 42,4 12,4 22,3 22,9 64,7 35,3 637,0
AB246113 42,2 12,4 22,3 23,1 64,5 35,5 709,0
AB246069 45,2 10,7 24,1 19,9 69,3 30,7 652,0
AB246083 45,1 11,0 23,7 20,2 68,8 31,2 709,0
AB246110 42,0 12,3 22,7 23,0 64,7 35,3 709,0
AB246066 45,1 10,9 24,2 19,8 69,3 30,7 652,0
AB246097 41,9 12,7 22,6 22,8 64,5 35,5 637,0
AB246096 42,2 12,9 22,6 22,3 64,8 35,2 637,0
AB246100 42,2 12,9 22,1 22,8 64,4 35,6 637,0
AB246101 42,7 12,4 22,4 22,4 65,1 34,9 637,0
HCU57033 42,0 12,8 24,9 20,4 66,9 33,1 486,0
EU346694 41,7 12,1 24,7 21,4 66,4 33,6 709,0
GQ888719 41,7 11,3 24,4 22,6 66,1 33,9 709,0
GQ888720 42,5 12,8 23,7 21,0 66,1 33,9 709,0
AB246106 42,1 12,6 22,0 23,4 64,1 35,9 637,0
AB245055 41,9 11,4 25,4 21,3 67,3 32,7 685,0
AB2450561 42,0 11,8 25,1 21,0 67,2 32,8 685,0
AB245057 419 11,7 25,4 21,0 67,3 32,7 685,0
AY265417 45,0 10,9 23,9 20,2 68,9 31,1 704,0
KJ188200 40,5 12,9 24,3 22,3 64,8 35,2 708,0
KJ188201 40,5 12,9 24,3 22,3 64,8 35,2 707,0
KJ188202 41,3 11,8 24,0 22,8 65,3 34,7 709,0
Ortalama 42,6 12,0 23,7 21,7 66,3 33,7 669,6
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%1%

9.5%

89.3%
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87.6%
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84.0%
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87.2%
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89.3%

89.0%
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86.1%
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86.0%
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88.0%

88.0%
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86.2%

86.2%

86.5%

87.3%

86.5%

86.7%

87.1%

89.0%

99.1%

99.0%

98.8%

98.5%

89.0%

86.2%

86.2%

86.7%

86.8%

87.2%

87.7%

88.0%

87.7%

86.7%

86,5%

86.5%

86,5%

87.6%

86.8%

87.0%

87.7%

88.5%

99.1%

99.0%

98.8%

98.2%

89.3%

85.9%

85.8%

86.2%

86.7%

86,5%

88.3%

88.6%

88.1%

86.9%

86,5%

86,5%

86,5%

87.3%

86.8%

86.9%

87.3%

88.1%

99.0%

99,0%

99.4%

98.4%

88.9%

86.8%

86.8%

86.7%

87.3%

88.0%

88.3%

88.6%

88.0%

87.1%

86.8%

86.8%

87.1%

87.9%

86.8%

87.4%

87.3%

88.3%

98.8%

98.6%

99.4%

98.2%

89.4%

86.4%

86.:4%

86.7%

87.3%

88.1%

88.3%

88.7%

88.2%

87.0%

86.8%

86.8%

86.8%

87.7%

87.4%

87.3%

87.6%

88.7%

98.5%

98.2%

98.4%

98.2%

90.0%

86.8%

86.8%

87.3%

86.8%

87.2%

87.0%

87.4%

87.4%

86.0%

85.2%

85.2%

85.4%

86.5%

85.6%

86.5%

86.9%

87.7%

89.0%

89.3%

88.9%

89.4%

90.0%

84.9%

85.0%

86.9%

§7.2%

87.0%

87.1%

87.6%

86.7%

84.7%

84.1%

84.3%

84.3%

84.6%

B4.4%

84.7%

85,3%

85.2%

86.2%

85.9%

86.8%

86.4%

86.8%

84.9%

100%

9.3%

92.5%

93.4%

§7.3%

87.7%

86.8%

84.9%

84.3%

84.3%

84.3%

84.6%

B4.4%

84.7%

85.3%

85.1%

86.2%

85.8%

86.8%

86.:4%

86.8%

85.0%

100%

9.3%

92.5%

93.4%

87.3%

87.7%

87.6%

85.2%

84.9%

85.4%

85.7%

85.6%

85.6%

85.7%

85.8%

86.0%

86.7%

86.2%

86.7%

86.7%

87.3%

86.9%

96.3%

96.3%

93.7%

93.6%

87.0%

87.4%

87.6%

86.2%

84.8%

84.9%

84.9%

85.3%

85.2%

86.7%

85.8%

86.6%

86.8%

86.7%

87.3%

87.3%

86.8%

87.2%

92.5%

92.5%

93.7%

98.6%

87.2%

87.7%

86.8%

84.8%

83.3%

83.8%

83.6%

84.2%

83.3%

84.5%

84.0%

85.6%

87.2%

86.5%

88.0%

88.1%

87.2%

87.0%

93.4%

93.4%

93.6%

98.6%

Tablo 4.16. GenBank'a kayitlar1 yapilan Kayseri H. contortus izolatlarinin ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi izolatlarin mt-COI gen dizilimlerinin pairwise
analizleri
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Kayseri yoresinden elde edilen H. contortus izolatlar1 ile Diinya'da GenBank’a kayith
benzer diger nematodlara ait izolatlarin, parsiyel mt-COI gen bdlgelerinin multible

alingmentlar1 ve niikleotid kiyaslamalar1 Sekil 4.41°de gosterilmistir.

| i i 1 ] il

1. H.cotorus Koyun, Amerika, HGUST033 CCTANTATAATHGGTGGGTTTGGTAATTGAATGTTGCCTTTAATHT TAGGEGCACCT
r LH.conforus Kovun, Avustralya, EU34G634 CCTANTATAATTGETGGRTTTCGTAATTCAATGTIGCCTTIGATI TGGGEECACCT
% 3.H.cantortus, solate TIERUHean(3, Koyun, Tirkiye, KI188202 CCTAMTATAATTGGTGGRTTTGETARTTGAATGTTACCTITAATHT IGACRGCGCCH

{[ D% 4.H. cantortus, solate TIERUHeand!, Kyun, Tirdye, k188200 CCTAMTATAATTGGTCGRTTTGGTARTTGAATGTTACCTTMAATHT TAGCRECACCT
U 5.H. contortus, solate TIERUHean(?, Kayun, Tirkye, KJ188201 CCTAMTATAATTGGTCGRTTTGGTARTTGAATGTTACCTTMAATT TACCRECACCT

6. M. digtaus isalate PHLA20, Ky, Fliinler, AB245035 AATTGAATGTTACCTTTAATGTTAGGGGCACCE

—

.

7.M. digiatus isolate PHLM2!, Koyun, Filpinter, AB243036
B, mgnatus isolate PHLM22, Koyun, Filipinler AB245037
8.7 avei Koyun Avustralya, GOBRRT18

10.C. ancophora isolate HCHC3, Koyun, Japonya, AB246069
1, . oncophara solate HEBC Koyun Japonya, AB246083
12.C. unchnphara sidir Hnl\anda V265447

13.C. oncophora isalate AKICH, Koyun, Japonya AB246076
14.C. ancophora isolate HG3C3, I*u n, Jq\mn 3, AB246066
18.T.circumeineta, Kayun, ﬂwuslralya (0888720

16.0. ostertagi \solate HAK03 S|g\r Japonya AB246

7.0, ostertag isolate HHMOT, S1g I Jq\mnwwu%u
18, 0. ostertagi isolate HHMO11, Sidr Japonya, AB245097
18.0. ostertagiisclate OKAO1, 81 JII Japanya AB246106
20.0. ostertagisolatz (WAO2, Sidir Japonys, ABZ4101
21.0. ostertagi isolateHERO3 S|g| Japanya AB246110
12,0, ostertagiisolate CHO4, 5ig || Japonya, AB24G104
13.0. osterta jHSHH!vH\’ 305, S Japarya AB246100

ARTTGAATGTTACCTTTAATGTTAGGEGCACCT
ARTTGAATGTTACCTTTAATGTTAGGEGCACCT
CCMAGTATAATTGETGGTTITGETAATTCAATGTIGCCET TAATET TGGCHGCRCCE

CCTAGTATAATTGETGGTTTTECTAATTGAATGTTGCCTITAATTTAGGGGCHCCT
CCTAGTATAATIGGTGGTTTTCGTAATTGAATGTTGCCTITAATHTTAGGGGCHCCT
COBAGHATAATTEGREGTTTTGETARTTGAATGTTACCTTIGATGTTGACGCHCCE
CCRAGHATAATRGEGEGTTTIGETAATTCAATGTTACCETTARTETTRGEGECHCCH

CCMAGHATAATTGEGGGTTTTGETAATTCAATGTTACCET TAATGT TGGCEGCHCCE

il [ o ] ] 1o

1.H. contortus Kayun, Amarika, HCUST033 GATATAAGTTTTCCTCGTTTARATAATTTAAGHTTTTGATTGT TACCHACHGCHATG

1 H.contorus Koyun, Avustralya, EU34660¢ GATATAAGTTITCCTCGT T TAAATAATTTAAGHTTTTGATTGT TACCRACOGCEATG
e 3.H. contarus, solats TIERUHzoRD3, Kajun, TOrkie, KU198202 GATATAAGT T TCCTCGTTTRAATAATTTAAGETTTTGATTIGTTGCCEACEGCHATR

{{ Ce 4., contarus, solats TIERUHzon!, Kopun, Tirkiye, KU188200 GATATAAGT T TCCTCGTTTRAATAATTTAAGETTTIGATIRTTACCEACRGCHATR
e 5., contarus, solats TIERUHzonD2, Koyun, Torkiye, KU18B201 GATATAAGT T TCCTCGTTTRAATAATTTAAGHTTTIGATTIRTTACCEACDGCHATR

6. M. digfatus soltPHLID Koy, Fmpmle r AB244045 GATATAAGTTTTCCTCGTTTARATAATTTAAGTTTTTGATTATTACCAACAGCHATA

[{{ 7M. digiatus isolate PHLM2!, Koyun, Filinler AB244056 GATATAAGTITTCCTCGTTTARATAATTTRAGTTTTTGATTATTACCRACAGCMATA
8., digfatus ismatePHLMQQ‘ Koyun Filpinler, AB243067 GATATAAGTITTCCTCGTTTARATAATTTAAGTTTTTGATTATTACCAACAGCMATA

0.7, i, Koyun, Avustralya, GOAGAT1 GATATAAGTTTTCCTCGTTTGAATAATTTAAGHTTTTGATTIGT IGCCMACGECHATG

1 10.C. oncophora isalate HCHC3, Koyun, Japanya, AB246069 GATATAAMETTTCCTCGTTTGAATAATTTAAGGTTTTGATTGT TGO CMACAGCRATA
11, C. oncophora solate HEBCY, Koyun, Japanya, AB246083 GATATAAGHTTTCCTCGTTTARATAATTTAAGGTTTTGATTATTACCMACAGCAATA

12,C. onchophara, s, Hol\anda R265417 GATATAAGHTTTCCTCGTTTARATAAT T TAAGGTTTTGATTATTACCMACAGCAATA

13.C. oncophora salate AKICH Kuyun Japonya, AB)46076 GATATAAGHTTTCCHCGTTTAAATAATTTAAGGTTTTGATTATTACCIACAGLRATA

14.C. oncophora isolate Hesca  Kayun, Japonya AB246 GATATAAGHTTTCCHCGTTTAAATAATTTAAGGTTTTGATTGT TACCHACAGCRATA

= 15T circumcincta, Koyun quslralya (0ARATI0 GATATAAGTITTCCTCGTTTAAATAAMT TAAGTTTTTGATTGTTACCAACAGCHATA

r 16,0, ostertagi solal HEKO3 81, Japanya, AB246113 GATATAAGTTTTCCHCGTEIMAATAAT T TAAGTTTITGGT TATTACCAACAGCAATA
17.0. ostertag isolate HHMOT, Sidw Japonya, AB246096 CGTETMAATARTTTAAGTITTTGGT TATTACCAACAGLRATA

18..0. osteragi isolate HHMOH,S|ﬁ|r,Japonya‘ﬂBZ4609I CGTETEAATAATTTAAGTTTTHGRTTATTACCAACAGCAATA

18,0, ostertagiIsolate OKAOY, Sidir Japonya, AB24108 CGTETMAATAATTTAAGTTTTTGRTTATTRCCAACAGCAATA

20,0, ostertagiisolate WA2, Sidr Japanya, AB2461 01 CGTETMAATARTTTAAGTTTTTGETTATTACCAACGRCARTA

- 210, osteragiisolatzHERO3, Sijr Japonya, AB246110 GATATAAGTTITCCECGTETMAATAATTTAAGTTTTTGET TATTACCAACAGLRATA
{ 22,0, ostertagiisolate CHIO, Siir Japanys, AB24E104 CGTETMAATAATTTAAGTTTTTGRTTATTACCAACAGCAATA
13,0, ostertagiIsolate HKS0, Sidir Japanya, AB24E100 CGTETMAATAATTTAAGTTTTTGRTTATTACCAACAGCAATA
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1. H.conforus Koyun, Amerka, HGUS
1 H. confortus Keyun, Avushratya, EU3
Ce 3. cantortus isolat2 TrERUHcon(3, Kajun, Tir
Ce 4 K contortus, isolata TrERUHcond!, Kajun, Tir
G 5.H contortus, isolate TIERUHzon02, Kajun, Tik
6. M. digtas isalate PHLME0 Koyun Filiinler AB24505
7 M. digtavs isalate PHLME! Koyun Filiinler AB24505
8. M. digtavs isalate PHLMZZ Koyn, Fillinler AB24505
0.7, axei, Koyun Ansstralya, GORRET!8
10 €. ancophora solete HCHC3, Kayun, Japonya, AB246069
11.C. ancophora solete HERCX, Koyun, Japonya, ABL4G043
2. C. onchaphara, 36, Hollanda, AY285417
13.C.ancophora isolete AMICT Keyun, Japonya, AB24G0TS
C.omeo phora isolate HGSC3 Kaojun Japonya, AB24G(EG
T cirumeineta, Koy, hvusvalv 3, GOAReT0
0. ostertagi isnlate HBKO3, Sidr Japonya, AB2AE 1
0. ostetagisolatz HMOT St Japanyz, AB4G0E
s sl HHMO!, St Japanya, AB24GL
krtagiisolatz QA1 S|g Japonya ABL4G10
s sl IWAQY Sidr,
!
!
!
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m
M,

(i Japanya, AB24E1 01

EIE] HsulateHEBOS, S Japonya, AB24EH 1D
st ol CHIO, S Japonya, AB2AEH04
Brtagi solate HKSOS i Japanya, AB246100

a0
Jam
a0

] 130 14 1 1t m

PITPTAATTITAGATICITGTTT 16 TTGATATGGGCONAGCHACA ST IGAACHGTT
TTTTTAATTITAGATICTIGTTT TG TCATATCEGCEMGECHACKAGT IGRACHGTT

jun, Tuke KAB8202 TTTTTAATTTTACATTCHTGTTTTGTTGATATNGCGGRA:CHACHAGT TCAACARTT
800 TTTTTAATTITAGATTCTTGT I ITGTTCATARCCCCGMA:CHACHACT ICAACAGTT
B0 TTTTTAATTITAGATTICTTCTTITGTTCATANCCCCGMA:CHACHACTICAACHGTT

TTTTTAATTITAGATTCHTGTTT TG TR CATATHG COGHACETACTAGTIGAACKETG
TTTTTAATTITAGATTCHTGTTT TG TRGATATHG COGRACCTACTAGTIGAACKETG
TTTTTAATTTTAGATTCHTGTTT TG THGATATHG COGRACETACTAGTIGAACKETG
TTTTTAATTITGEAT ICHTGTTT TG TCATATCECNNCHGCTACTACHTGRACTGIT
TITTTGATIITAGATICTIGTTT TG TCATATCECMICTCCMACKAGTIGRACTGTT
TITTTIGATIITAGATICTIGTTT TG TCATATCECMIGTCETACRAGTIGRACTGTT
TITTTIGATITTAGATICTIGTTT TG TCATATCECMICTCEMACHAGTIGRACTGTT
TITTTGATITTAGATICTIGTTT TG TCATATCECMICTCCMACKAGT IGRACTGTT
TITTTGATITTAGATICTICTTT TG T TCATATCECMICTCCMACKAGTIGRACTGTT
TITTTAATTTTAGATTICTTGTITIGTICATATGCCGTCTCEHACTACTGRACTCIG
TITTTAATTTIGEATICT TG T T TG THGATATCECGTRTGETACTACHTGRACTETT
TITTTAATTTTGEATICT TG T T TG THGATATCEEGTRTCETACTACHTGAACTETT
TTHETAATTTTGEATICT TG T T TG THGATATCEEGTRTCETACTACHTGAACTETT
TTTGRAAGTTTGEAT ICT TG T TG IGATATCEEGTRTCCMACTACHTGAACTETT
TITTTAATTTTGEATTCT TG T T TG THGATATCECRTRT CCRACRACHTGAACTETT
TTTTTAATTTTGEATICT TG T TG IGEATATCCCCTGHEETACTACKTGAACTCTH
ATTTTAATTTIGEATICTICTTTTGTHCATATHGGGTGTCCTACTARNIGRACTGTT
TTTTTAATTTTGEAT ICTICTTTTGTHCATATGEGGTHTCCTACTACHTGRACTGTT

—
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1. H.contortys Keyun, Amerika HCLG7033
1 H.confortus Keyun, Anistalya, ELI346604
Ce 3. contorts, solata TIERUHcond3, K 2
Ce 4 K contorts solata TIERUHcond! K I
Ce 5 K contortus isolata TrERUHcon02, Kajun, Tirke
6. M. digiatus isolate PHLMD, Koyun, Filioiner AB24505
7 M. digtavs isalate PHLME! Koyun Filiinler AB24505
[ Un Fillinler AB24505

!

= =

Hi, Kt
jn, Tlrkye, K1

fi, Kt
j
f
T

8. M. digitaus isalate PHLM2L Koy,
0.7, axei, Koyun, Ansstralya, GORRRT

10 €. ancophora isolete HCHC3, Kayun, Japonya, AB246069
11.C. ancophora solete HERCX, Koyun, Japonya, ABL4G043
12‘C.unchophafa,swﬁn,HoHanda,AY!ﬁSdﬂ

13.C. ancophora isolete AICT Koyun, Japanya, AB24G0TE
.. onzaphara isolate HG3C3 Koyun Japonya, AB24G0ES
T.circumeincta, Koyun Avistialya, GOB8E720

0. st islate HBKO3 Siir Japonya, AB2AE 113
0. ostetagisolate HHMOT Sigr Japarya, AB24GL5E
s ol MO, Sijr Japanyz, AB24G0S
st ol OKAC!, Sidr, Japonya, AB2A1 06
s ol IWAQ2 Sidr Japo

e \sulateHEBOS, S Japona,
s sl CHIO Sidr Japonya, 4B
krtagiisolat HS05 8 i Japanya, AB246100

==

]
A0
Ao
Ao
Ao
Ao

on
i
ya, ABL4A0f
3 ABLAID
3, ABLABA MU

P
|
|
I

3
13
I3

180 IQD Zﬂﬂ ;ID 220

TATCCNCCHTTAAGAAC T TAGG TCATCCNGGRACRAG TG IGGATTTAGCARTTTT
TATCCHCCATTAAGAACTTTAGGTCATCCHGGEAGHAGTCTHCATTTAGCAATTTT]

jun, Torkje K188202 TATCCGCCHTTAAGARCTTTGGGACATCCCRRRACMAGHETHGATTTAGCAATTTTT
800 TATCCECCHTTAAGARCTTTAGGHCATCCOOCNACAGNETGGATTTAGCAATTITT
B0 TATCCECCHTTAAGAACTTTAGGHCATCCCOCNACAGNETGEATTTAGCAATTITT

TATCCHCCRITAAGAACGTIGGCTCANCCHGRTAGRARTRTGGATTTAGCGATTTTT
TATCCHCCTTIGAGAACGT TAGGTCATCCGRRTAGARRTRTGEATTTAGCAATTTTT
TATCCHCCTTTGAGAACGT TAGGTCATCCRRRTAGARRTRTGEATTTAGCAATTTTT
TABCCECCRTTAAGGACT T TAGGTCANCCHGRTAGAARTRTGEATTTAGCAATTTTT
TATCCHCCTTTAAGAACTTTAGGTCATCCRRRTAGARRTRTGEATTTAGCAATTTTT
TATCCHCCTTTAAGAACTTTAGGTCATCCRRRTAGAARTRTGEATTTAGCAATTTTT
TATCCHCCTTTAAGAACT T TAGGTCATCCRRRTAGARRTRTGEATTTAGCAATTTTT
TABCCHCCTTTAAGAACTTTAGGTCATCCRRRTAGAARTCTIGATTTAGCAATTTTT
TATCCHCCTTTAAGAACT GGG TCATCCRRRTAGAARTRTGEATTTAGCAATTTTT
TARCCHCCRTTAAGHACT T TGCCTCANCCRRRTAGAARRETGEATTTAGCHATTTTT
TATCCGRCCTTTAAGAACGHTAGGTCARCCARRTAGRARTCTHGATTIGGCHATTTTT
TATCCGCCTITAAGARCGTTAGRTCANCCHGETAGAAGTGTIGATTTGGCAATTTTT
TATCCGCCTITAAGARCGTTAGRTCANCCOEETAGAAGTGTIGATTTGGCHATTTTT
TATCCGCCTITAAGARCGTTAGRTCANCCOEETAGAAGTGTIGATTTGGCHATTTTT
TATCCGCCTITAAGARCGT TAGGECANCCOEETAGAAGTGTGATTTGGCHATTTTT
TABCCGCCTTITAAGARCGTTAGRTCANCCOEETAGAAGTGTGATTTGGCHATTTTT
TATCCGCCTTTAAGARCRTTRGRTCANCCOEETAGAAGTGTGATTTGGCHATTTTT
TATCCGCCTITAAGARCGTTAGRTCANCCORETAGAAGTCTGATTTGGCHATTTTT



95

1.H.contortus Koyun, Amerika, HCUAT03
L H. contortus Koyun, Awstralya, EU346694
(3 K. contarus, isalte TIERUHcoNO3 Koyun, Tirkye,
4K comonus isolate TIERUHoon01, Kovun, Tarkie, K138
(5 K. contorus, sofgte TIERUHcoO2 Ko, Tarkye, K188
M digitatus \sulatePHLMQU Hoyun, F||\p|nlen AB2UA055
M digtatus isolate PHLM21, Kojun, Fipinter, AB245056
M ligitatus isalate PHLWZ2 Kovun, Filipinler AB245067
T ai Koyun, Awstrala, GOBBAT10
(.C. ancaphara solate HCHG3, Koyun, Japonya, AB246064
1.C. ancaphara salate HEBC Koyun, Japanya, ABZ46083
2. onchophara s1qr Hollanda, AY265¢47
3.C. ancapharaisalate AKICY Kajun, Japonya, AB24G076
4.C. ancaphara isolate HGSC3, Koyun, Japonya, AB246066
8.7 ireumeincta, Koyun, Avusnalya GORRAT20
.0, osterag |so\ate HBIO3, Sidr Japanya, AB246113
7.0 ostertagiisolate HHMO? S Japanyz, AB2AG0%6
8.0 ostetagiisalate HRMO!1 Sidr Janonya AB24B0ST
0.0 ostertagiisalate OKAD! S@r Japonya, AB246106
0.0 astertagiisalate IWAQ2, S Japanya, AB2¢G10f
1. 0. osteragiisolateHEBO3, Sidn Japanya, AB2AGH 10
7.0 osteragtisolate CHIO St Japonya, AR246104
3.0 ostertagiisalate HKS0S, St Japonya, AB246A00

P Fod B3 Fod —% = —a = & s _x _n s gen OO —d

i 4 b 1 mn H

AGTITBCATTGTGCGGR T TTAAGATCAR T TTTAGGGGGTATTARTTTTATGIGTACH
AGTHTHCATTGIGCGGETTTAAGATCAATTTTAGGERGTATTARTTTTATGIGTACH

e k88202 ACHETMCATTGTGCGGGTTTARGATCAATTTTAGGGGGTATTAATTTTATHICTACH
0 ACHETCATIGIGOGGETTTAAGATCARTTTTAGRECGTATTAATTTTATHIGTACH
0 ACHETECATTGIGCCGETTTARGATCARTTTTAGREEGTATTAATTTTATHIGTACH

AGTTTGCATTGICCHGGTTTAAGATCHATTTTAGGEGGTATTAATTTTATHIGTACT
AGTTTGCATTGICCHGETTTAAGATCHAT T TTAGGRGETATTAATTTTATHIGTACT
AGTTTGCATTGICCHGETTTAAGATCHATTTTAGGRGGTATTAATTTTATHIGTACT
AGTTTHCATTGICCHGERT TAAGGTCAATTTTAGGREEETATTAATTTTATGIGTACT
AGTTTl(ATTGTGEIGGGTTAAGATEIATTTTAGGGGGTATTAATTTTATGTGTAC’T

AGTTTIEATTGTGC.GGGTTAAGATCIATTTTAGGGGGTATTAATTTTATGTGTACT
AGTTTHCATTGICCHGGETTAAGATCHATTTTAGGRGETATTAATTTTATGIGTACT
AGTTTHCATTGTCCHGGRTTARGATCHAT T T TAGGLEGTATTAATTTTATGTCTACT
AGTTTGCATTGICCHGETTTAAGATCAATTTTGGGAGGTATTAATTTTATGIGTACT
AGTTIGCATIGTIGCGGETTTARGHTCAATTTTGGGHGGTATTAATTTTATGIGTACT
AGTTIGCATIGTGCGGETTTARGHTCAATTTTGGCHGGTATHAATITTATGICTACH
AGTTIGCATTGTIGCGGETTTGAGHTCAATTTHGGCHGGTATHAATITTATGIGTACH
AGTTIGCATIGICCCGETTTAAGHTCAAMNTNGGCHGGTATTAATTTTATGIGTACH
AGTTTGCATTRIGCEGRTTTAAGHTCAATTTTGGGGGTATAATTTTATGIGTACT
AGTTIGCATTGTGCGGETTTARGHTCAATTTTGGCHGGTATHAATITTATGICTACH
AGTTIGCATIGTGCGGETTTARGHTCAATTTTAGGEGGTATTAATTITTATCICHACH
AGTTIGCATTIGTIGCGGETTTARGHTCAATTTTGRCHGGTATHAATITTATGICHACH

{

1
1
1
1
1
1
r
= 18,0, asteragiisolste HHNC1, Sidr, Japanys, AB2A
F
1
1
l
l

1.4, contortus Keyun, Amerika, HCLIS
LH.contortus Koyun, Avustralya, EL3

3

I
464

u i i u o W

ACTAARAATTIGCGHAGTAGETCHGTT ICTITAGAACATATAAGHTIGT TTGTGTGA
ACTARAAATTTGCCHAGTAGGTCTATTICTITAGAACAMATAAGHTTCTITGIGTCA

(% 3 H.confous, isolate TIERUHcon(3, Koyun, Tikie KABB202 ACTARAAATTTGCCHAGTACHTCTATTIICTTTGRAACATATAAGHTTCTTTCTCTGA
[ 4 . conforus, solte TIERUHcan01, Koyun, Torkye, KABB200 ACTAAGAATTTGCGHAGTAGHICTATTTICTTTIGGAACATATAAGRTTCTTTCTHTCE
% 5 K. canforus, solte TIERUHcan02, Kojun Torkye KABB20 ACTAAGAATTTGCGHAGTAGHICTATTICTTTIGGAACATATAAGRTTCTTTCTHTCE

6., dinitghus solate PHLM2D, Koyun, Filpinler AB243055
7., digitghus isolate PHLMZA, Koyun, Filpinler AB243056
.M. dinitghus isolate PHLMZ2, Koyun, Filpinler AB243087
8.7 aei Konn, Avustralya, GOBBAT!
10.C. oncaphora isalate HCHC3, Kayun, Japonya, AR24B069
1.C. ancaphara salate HEBCD Koyun, Japanya, ABZ4G083
2.C.anchaphara, sigr, Hollanda, AY265417
3.C.ancophora isalate AKIC!, Kojun, Japonya, AB24B076
4.C. oncophora isolate HGSC3, Koyun Japonys, AB246066
8.1 tircumeincta, Koyun, Awistralya, GOBRET20
6.0, ostertagiisalate HBKO?, S Japonya, AB24e1
7.0, astertagiisalate HHNOT, 3 Japanyz, ABLAG0
fil

f

f
0.0 osteraghisolate OKADY, Siir Japonya, AB24G10
0.0, ostetagiisalate IAQ2, i Japanya, AB46!
f
f
f

==}

T

=

1.0, ostertagiisalateHEBO3, Siir Japanya AB2A
2.0, astetagiisalate CHIO Siar Japanya, AB46H
3.0 osteraaisolate HIKS0, Sidr Jananya, AB24R100

i
il
0

ACTARAAATTTHCGTAGGAGTTCTATTICGRTTGRAACATATAAGHTTCTTTCTHTGE
ACTARAAATTTHCCTAGKAGTTCTATTICGTTGRAACATATAAGHTTCTTTCTHTGE
ACTAARARTTTHCCTAGHAGTICTATTTCRTTGGAACATATAAGHT TG TTCTHIGE
ACHAARARTTIGCGTAGTAGGTICTATTTCRTTAGAACATATAAGHTTATTTCTGTGA
ACTAARARTTIGLGTAGTAGTICTATTTCRTTGGAACATATAAGHTTCTTTCTNTGA
ACTARAAATTTGCGTAGTAGTTCTATTICGTTGRAACATATAACHTTCTTTCTHTGA
ACTARAAATTTGCGTAGTAGTTCTATTICGRTTGRAACATATAACHTTCTTTCTHTGA
ACTAARARTTIGLGTAGTAGTICTATTTCRTTGGAACATATAAGHTTCTTTCTHTGA
ACTAARARTTIGCGTAGTAGTICTATTTCRTTGGAACATATAAGHTTCTTTCTNTGA
ACHAARARTTTHCGTAGTAGTICHATTTCTITAGAGCATATGAGHTTGTTTETGTGA
ACMAAGAATTTGCGTAGTAGTTCTATTICTHTAGAACATATAAGGTTCTTTGTGTGA
ACMARGAATTTGCCHAGTAGTTCTATTICTTTAGAACATATAAGGTTGTTTRTGTGA
ACTAAGAATTIGLGTAGTAGTICTATTICTTITAGAACATATAAGHTTCTTHETGTGA
ACHAAGAATTIGLGTAGTAGHICTATTTCTITAGAACATATAAGGTTGTTTETGTGA
ACHAAGAATTTGCCEAGTAGTICTATTTCTTITAGAACATATAAGGTTGTTTCTGTGA
ACMAAGAATTTGCGTAGTAGTTCTATTICTTTAGAACATATAAGGTTGTTTGTGTGA
ACTAAGAATTGGC CHAGTAGTTCTATTICTTTAGAACATATAAGGTTGTTTGTGTGA
ACHAAGAATIGCCTAGTAGTICTATTTCTTITAGAACATATAAGGT TG TTETGIGA
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r 20.0 ostertagi solate WADD S\gu I
= 2.0, ostertagisolatzHEROR, 3 Ja

it

1.H. contortus Koyun, Amerika, HCUATO3
LH.contortus Koyun, Avistralya, EUI346604

] i n L L

ACTGTGTTTGTTACGGTTTTTTTlTTAITTTTGTCTTTTGCC.GTTTTAGCGGGTGCT
ACTGRTGTTTGITACGETTITTTTHT TANTTTTGTCTTIGCCRGTTTTAGCRRRTGCT

O 3 Hcanfartus, isolte TIERUHEan03, Koyun, Tirkye, KJ18B202 ACTGTGRTTTGTTACGRTTTTTTTRT TANTTTTGTCTTIGCCARTTTTAGCRRGTGLT
U 4 K. contotus, solate TIERUHcon0, Koyun, Tirkye, KI1B8200 ACTGTETTTGTTACGGTTTT T T TRETART TTTGTCTT TGCCHGTTTTAGCRGRTGLT
(% 5. K. contortus, solate TIERUHcon02 Kopun, Tirkye, k188200 ACTGTGTTTGTTACGGTT T T T T TRHEMTART TTTGTCTT TRCCHGTTTTAGCRGRTGLT

6.1 digitats |so\atePHLM)U,Koyun,Filmmler,ABMEUES
7.1 diitghus isolate PHLM2A, Kovun, Filipinler AB248038
8.1 diitatus isolate PHLMZ2 Kovun, Filipinler AB24A057

r 0.7 aui Koyn Avstalya GAREBTI
r 10.C‘oncupnoraismateHCHClKown Jan
e 1., oncophora isolate HEBCY, Koyun, Japo

N3, AB246069
Nja, AB246043
= 12,0 onchophara, S, Hollands, AY265¢47
13.C. ancophara solate AKIC! Knvun Japon

14.C. ancophora isolgte HGSC$ oyum, Japan

0y, AB4E0T6
ponya, AB246086

e 18T oiumeincta, Koyun Anstralvg, GOBBAT20
v 16.0 ostertagiisolate HBKO3, S|§|{,Jap0nya‘ AB246113

= 47,0, ostertagisolats HHNOT, Siar Japanya, AB2460%6
=180, ostertagiisolate HHMOH S Japona, AB246097
= 19.0. ostertagiisolate OKAQ! S\gn anonya, AB246106
anonya, AB2ABD!
ponya, AB246 111
22,0, stertagiisolate CHIOA Sidr Japonya, AB24G 1Y
23,0, ostertagisolatz HISOS, S, Japanya AB2A6100

ACGGTGTTTGTHACHCTAT T T T TATTARTTTTGTCATTGCCGETRT TAGCTGENECH
ACGETGTTTGTHACHCTHT T T T TATTART T T T CATTGCCGETGTTAGCIGENECH
ACGETETTTCTHACKGTRT T TT AT TANT T TTGTCAT IGCCGRTRTTAGCTCERECH
ACTGTATTTCTMACTGTGT TTTTATTAGTGTTCTCAT IGCCARTETTGCCHCETCCN
ACGGTCTTTGTMACTGTTITTITCTTAGTHT TRICT T TACCHGT T TTAGCTRETGCT
ACGGIGTTIGTMACTGTTTTITICTTACTHT THTCTTTACCHGTTTTAGCTGGTGLT
ACGGIGTTIGTMACTCTTITITICTTACTHT THTCTTTACCHGTTTTAGCTGETGCT
ACGGTRTTICTMACTCTTTTTTICTTACTATTHTCTTTACCHGTTTTAGCTGETGCT
ACGGICTTTGTMACTCTTITTIIGTTAGTHT TRICT T TACCHGT T TTAGCTRGTGCT
ACTGTHTTTGIMACTGT I T T T T TGCT T T THTCHT TACCHGTRT TIGRCRRRTCCT
ACTRTGTTTGTTACTGTGTTITTGTIGGT TTTGTCTT TACCGRTTTTRGCTGRTGET
ACTGIGTTIGTTACTGIGITITIGTIGCTTTTRTCTTTACCGETTTIRGCHGETECT
ACTGIGTTIGTTACTCIGI T TIGTIGGTTTTRTCTTTACCGETTTTGGCHGETET
ACTGTGITTGTTACTGIGT I TTTCTTGGT T IGTCTT PACCGGTTTTGGCTRGTCCT
ACTRTGTTTGTTACTGTGTTTTTCTTGGT TTTGTCTT TACCGRTTTTGGCTGRTGET
ACTGTGTTTGTTACTCTGT I TTTCTTGGT T TGTCTT PACCGGTTTTGGCTRGTCCT
ACTGTGITTGTTACTGTGT ITTTCTTGGTTIIGTCTT PACCGGTTTTGGCTRGTCCT
ACTETGTTTGIMACTGTGI T TTTCTTGET T IGTCTTTACCGGTTTIGRCTGRTGCT

(I
L

1.4, contortys Koyun, Amerika, HCUAT03
LH.contortus Koyun, Avustralya, EU346634

felHe

E« K. contarus, isolate TIERUHton0?, Koyun, Turkive
. contarus, isolate TIERUHtond2, Koyun, Tirkive

6 M d|g|tatus m\ate PHLI0, Koyun, F||\pmlen AB24A058

T M d| tatus isalate PHLM21 Koyun, Fillpinler AB24A058
dinitghus isolate PHLMZ2, Kovun, Filipinler AB24A057

r 9 T aiei Koyn, Avustralya, GABABT!d

{

{

r 1[].C‘uncuphoraismateHCHC&KuvumJapunva,ABHﬁUﬁQ
= 11.C. oncophora isalate HEBCY, Koyun, Japarya, AB246083

- 11.C.oncho pn ra, 301 Holinda AY265417
13.C. ancophor a\su\ateAK\Ci Knvun Japonya, AB24a076
14.C ancophara isalgte HGSC3, Kajun Japonya, AR24606

e 18 Torumeineta, Koyun Anstralva, GOBBAT20
e 16.0.ostertag isula!e HBKO3, Sidr Japanya AB2AG13

it

=170, asteragilsolatz HHOT. Sidr Japonya, AB24A006
= 18.0 ostertagiisolate HHMO! S|g I Japonya, AB24G007
= 19.0.ostertagiisolate QKA1 S\gnJ panya, AB246106

= 20,0, asteragifsolalz 0RO Sidir Japanya, ABJAG1DY

i
= 1.0 ostertagtsolatzHERCS, S Japanya, AB24EH10
/

22,0, ostertagisolatz CHIOZ Sidn Japanya, AB24G 104
23,0, ostertagdsolatz HKSOS, S Japanya, AB246100

0 i a a 4 4l

ATTACTATHT TG TTAACTGATCGTART TTAAATAC TICHT T TTTGANCC INGACA
ATTACTATHITGTTAACTGATCGTAATTTAAATACTICATTTTTTCANCC TIGACA

3 . antorus, sclae TIERUHconC3 Kopun, Tarkye, K188200 ATTACTATGTTGTTAACTGATCRTAATTTARATACTTICGTITTTTTCATCC TIENACA
KRB0 ATTACTATGTIGITAACTGATCRTAATTTARATACTICGTITTTTTCATCCTIHERACA
KB ATTACTATGTIGITAACTGATCRTAATTTARATACTTICGTTTTTTCATCC TIIERACA

ATTACTATGTTHTTAACTGATCGTAATTTARATACTICGITTTTTCATCCCIMTACG
ATTACTATGTTHTTAACTGATCGTAATTTARATACTICGITTTTTCATCCGIMTACG
ATTACTATGTTHTTAACTGATCGTAATTTAAATACTICGTTTTTTCATCCCIMTACE
ATTACTATGTTHTTAACTGATCGTAATTTAAATACTICHTITTTTCATCCHAGTACH
ATTACTATGITGTTAACTGATCGTAATTTARATACTICTITTTTTCATCCHACHACH
ATTACTATGTTGTTAACTGATCGTAATTTAAATACTICTITTTTTCATCCHAGHACH
ATTACTATGITGTTAACTGATCGTAATTTARATACTICTTTTTTRCATCCHAGRACH
ATTACTATGITGTTAACTGATCGTAATTTAAATACTICTITTTTTCATCCHACHACH
ATTACTATGITGTTAACTGATCGTAATTTARATACTICTITTTTTCATCCHAGHACH
ATTACTATGITGTTAACTGATCGTAATTIGAATACTICTTTTTTTCATCCTAGHACA
ATRACTATGITGTTAACHGATCGNAATTTAAATACTICTTTTTTICATCCTAGTACA
ATTACTATGITGTTAACTGATCGNAAMTTAAATACTICTTTTTTTCATCCTAGTACA
ATTACTATGITGTTAACHGATCGNARMTTAAATACTICTTTTTTTCATCCTAGTACA
ATTACTATGTIGTTAACTGATCGHAAMTTARATACTTICTITTTTIGATCCHAGTACA
ATTACTATGITGTTAACTGATCGNAATTTAAATACTICTTTTTTICATCCTAGTACA
ATTACTATGITGTTAACHGATCGEAATTTAAATACTICTTTTTTICATCCTAGTACA
ATECTATGTIGTTAACHGATCGHAATTTARATACTICTIMITTIGATCCTAGTACA
ATBACTATGTIGTTAACHGATCGHAATTTARATACTTICTITITTIGATCCIAGTACA
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r10.C. oncaphora isolate HCHE3, Ko
- 1100

1. H.contorus Koyun, Amerka HGUS
2 . conforus Koiun, Avustrala, EUM4BER
e 3.H contorus, isolate TIERUHzon03 K g Kl
G 4 H comtorus, isolate TIERUHzon01 K g K

U 5. H contorus, isclate TIERUHzon02 Koyun Tirkiys, k)
. digitatus isolate PHLIZD Koyun, Fiipinier AB245085
 digtus isolate PHLN2A, Kajun Fi f
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Kie, 1
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fipiner AB24503

g\tatusisolatePHLMQQ‘ Kajun, Filjinler AB24505
g, Koyun Awistralya, GOBBET
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10.C.oncoph Jn, Japonya, AB24E06G

phira isolgts HEBC2 Kajun, Japarya, AB246083

nphar, S Hollanda, AY285417

phofa isolate AKICH Koyun Japonys, ABLAECTE

phara isolate HGSC& Kojun Japonya, AB246085

T tireumeincta, Koy hvustra\va GAARATL0

0 ostertagisolat HBKO, St Japanya, AB246H1

0, ostertagisolate HHMOT, S Japanya, AB2A609
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0. ostartagiisolatz OAD! S|ng ponya, ABZAEH
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{ir Japanya, AB244 101
(. ostera HsmaleHEBOS S Japanya, AB24EH10
atagiisolte CHOA Siir Japanya, AB2AG 104
stagisolal HKS0S S Japonya, AB24E 00
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GCHGGTAATCCRITARTTTATCARCATITG | |
CGHGETAATCCBTTAATTTATCAACATT TG T ITGAT T ITTTGGNC ANC G G TG

jun, Tarkye, K18B0D GEGRRTAATCCGTTAATTTATCAACAITCITTTGRTTTTTTGGICATCCURAGRTG
00 CCGEETAATCCGTAATTTATCAACAMTTIGTTTTGATITTTTGEICATCCCRAGRTG
Bt GCGRETAATCCGETAATTTATCAACANTIGTTTTGATTTTTTGGEICATCCCRAGRTG

GGGRETAATCCTTTARTTTATCAACATTTGTTTTCATITTTTGETCANCCHCANG TR
GGGRETAATCCTTTARTTTATCAACATITGTTTTCATITTTTGETCARCCRRAGG TR
GGGRETAATCCTTTARTTTATCAACATITIGTTTTCAT ITTTTGETCANCCREAGE TR
GGGAETAATCCRTTARTTTATCAACATTTGTTTTCGT I TTTTGERCATCCNCARG T
GGGRETAATCCTTTARTTTATCAACATITGTTTTCATITTTTGETCATCCHGAGGTH
CCHGETAANCCTTTARTTTATCAACATTTGTTTTCRT ITTTTGEICATCCHGAGGTH
GelGETAABCCTTTARTTTATCAACAT TG T TTTCAT ITTTTGGICATCCRAGG T
CClGETAABCCTTTARTTTATCAACAT TG TTTCAT ITTTTGGICATCCNGAGE T
CCHGETAABCCTTTARTTTATCAACAT TG TTTCATITTTTGGTCATCCNGAGE T
GEGGETAATCCHTTAATTTATCAACATTIGTTTICATTTTTTG6TCACCCCAGGTH
GCGRGNAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTCRT TTTTTGETCATCCCRAGRTG
GeGRGNAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTCET T T T IMGCRCANCCIGAGE DG
GeGAGMAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTCGT T T T IHGGICATCCCRAGRDG
GeGAGMAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTCRT I TTTTGGETCANCCREAGE DG
GEGCEMAATCCTTTAATTTATCAGCAT TG TTIGRTTTTTTGCETCARCCHGANGTG
GEGAGNAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTGATITTTTGETCATCCCRAGRTG
GeGRGMAATCCTTTARTTTATCAGCATITCGTTTCET T T T IMGGICATCCCRAGR DG
GeGAGMAATCCTTTARTTTATCAGCATITGTTTTCRT I T T IMGGICATCCCRAGR DG
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r10.C. oncaphora isolate HCHE3, Ko

1.H.cantortys Koyun, Amerlka HCUST
2 . conforus Koiun, Avustrala, EUM4BER
e 3.H contorus, isolate TIERUHzon03 K g Kl
G 4 H comtorus, isolate TIERUHzon01 K g K
Lk 5. H.contorys, isolate TYERUHcon02 Koy, Tarkiye Kl
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Kie, 1
jun, Tirkye, KJt
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Intatis isolate PHLMZ Koyun Fipinier AB24503
Tipinler AB24503
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 diytus isolate PHLICA. Kajun, F

g 0 Filipinler AB2408
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g\taius isolate PHLAZY, Koyun,
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A
hars, S Hollanda, AY285417
I

. oncaophara isolate AKICH KoyunJ ponja, ABZAELTE

0
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13.C.oncp Eil
4. C. oncophora isolats HGSC& Kojun Japonya, AB246085
5 T.cicumeine la,Kovun‘ﬁvustra\va GAARAT20

6. 0. osteragi isclte HBKO3, S Japanya, AB2AGH
7.0, osteragi isclte HHNOT, Sidr Japonya, AB2460
B0, ostertaqi s0fate HHMOH,SmuJ fonya, AB2460
0.0, ostertagisofate DIAD! S|ng fonja, ABZ4EN
0.0 0t
f.0.0t
20,08
30,08
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{ir Japanya, AB244 101
(. ostera Hsu\aleHEBOS S Japanya, AB24EH10
0, ostertagisolatz CHIO4 S Japanya, AB24G04
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23,0, osteagi Jsate K05, Siir Japanya, AB24E 100

i il il i il i

TATATTTTAATTTTACCTGCTTTICGRATTGTHACRCAATCHTCGTTGTATTTAACH

jun Tikye, KI1G8202 TATATTTTAATTTTGCCIGCTTTTGGHATTGTRAGHCARTCRTICGTIGTATTTAACH
B0 TATATTTTAATTTIGCCTCCTTTTCGHATTGTHAGHCAATCEICGTTGTATTTAACE
Bt TATATTTTAATTTIGCCTCCTTTTCGHATTGTHAGHCARTCRTICGTTGTATTTARCE

TATATTTTAATTTTACCHGCTTTIGGTATIGTTAGHCAGTCHICHTIGTATTTAACE
TATATTTTAATTTTACCAGCTITTCGTATHGT TAGHCAGTCATCHTTIGTATTTHACE
TATATTTTAATTTTACCAGCTITTCGTATHGT TAGHCAGTCHTCHTIGIATTTARCE
TATATTTTAATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGTCAGTCTICGTTGTATTTAACH
TATATTTTAATTTTACCHGCTTTIGGTATTATTAGTCAGICTICHTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCHGCTTTIGGTATTATTAGTCAGICTICHTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCHGCTTTIGGTATTATTAGTCAGICTICHTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCHGCTTTIGGTATTATTAGTCAGTCTICHTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCHGCTTTTGGTATTATTAGTCAGTCTTCHT TNTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCTCCHTTGGTATTATTAGTCAATCTICHT THTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGTCAATCTTICGTTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCIGCTTTIGGTATATTAGTCARTCTICGTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTITACCTGCTTTTGGTATTATTAGTICAATCTTICGTIGTATTTGACT
TATATTTTAATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGTICAATCTTICGTTGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCTGCTTITTCGTATHATTAGTCARTCTICGTTGTATTTAACH
TATATTTTAATTTTACCIGCTTTIGGTATATTAGTCAATCTICGTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGTCAATCTTICGTTIGTATTTAACT
TATATTTTAATTTTACCIGCTTTIGGTATATTAGTCARTCTICGTIGTATTTAACT
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1. H. cotorts Koy, Amerika HCUST3

]
L. cantorus Koyun, Avustralya, EL34B804

il i fll il i

CEEAARAAGEANCTHTTIGETTCGTTGGETATHG THTATCCTATTTTAAGTATTGCN

(o 3. H contoru, ialate TERUMcon03, Koyun Tirkie KHBRI0] GGGAARRAAGAGGTHTTTGET LRI TRRETATGRTRTATECTATTTTAAGTAT GGG
(o 4. conoru, iolate TERUMcon0H, Koyun Tirkie KABBL00 GGGAAAAAAGAGETHTTTIGETICRITRRETATGRTRTARCCTATTTTAAGTAT GGG
T £ H contorys, solata TERUHeon02 Kovun, Tinkye KGR0 GEGAAAAAAGAGGTHTTTGETTCRITIGRETATGGTGTARGC TATTTTAAGTATIGER
6 . digtatys solte PHLIZ0, Koyun Filjinler AB244085 GCAAARRAGGANGTGTT TG TCAT TNGETATGG R TATCCGAT TTTARGTATTGET
[{[ T M. dighatys elate PHLWZ! Koyun Fiiginler AB243036 CCMAAAAAGCANGTGTTTGRTTCAT TG TATGGTGTATCCATTTTAAGTATIGCH
8. M. digtatys solte PHLIZY, Koyun Filjinler AB2A08T CelAARRAGCANGTGTTTGGTTCATTHGETATCG IR TATCCRAT T T TAAGTAT TGN
9T, el Koy, Awstalya, GOBBT1 CCMAAAAAACARCTET T TG TTCHT TRGGGATGGTMTATGCATTTTAAGTATIGCH
1 10.C.oncophera st HCHC3, Kowun, Japonya, AB2UE0E0  GEAARARAGANGTETTTGETTCATTRGGTATGGTMTATGCHATTTTAAGTATIGRT
11, C. oncophoraisalat HEBC, Koyun Japonya ABLAG0ES  CGAARAAAGANGTATTTGETTCGTTRGGTATGGIETATCCNATTTTAAGTATIGRT
12.C.anchaphara, 80, Hallanda, AY285417 CelAARRRAGANGTATT TG TCGT THGETATGG T A CHAT TTTARGTATIGET
{3 . oncophora solate AKICY, Koyun Janunya ABL4G076 COMAAR A CANC T T TGETTCGT TG TAT GG TTATCCHATTTTAAGTATIGRT
14 C.oncophorg sl HGSC3, Koyun aponys, ABLARCEE CelAAAAAACANCTET T TG TTCRT TGGTATGG AT CCNAT T T TAAGTATTRRT
18T, tircumeinct, Kojun, Avwstialys, GORGRT20 CClAAAAAACANCTAT T TG TTCT TGGGTATGG TMIATCC TATT T TAAGTATTRRT
18,0, ostetag salat: HBKO3 S Japnya, ABLAG1 13 AAARRAAGAGE TG T THGETTCAT TR TATHGIGTATCCTATTTTAAGRAT TRGT
=7 0.ostetag solae KT Sir Japanya AB2AG096 CCAAAAAAAGAGETGTTTRETTCATTGGGTATHG TG TANGC TAT T T TAAGHATTRRT
= 18.0.ostetagisole RO, S Japonya AB24G0T AR CAGE TG T IGETTCAT TG TATHGIGTATCCTATTTTAAGGAT TGRT
= 19,0, ostetay solate OKADY Sign Japanya ABDAEHOE CCAAAAAAAGAGETGTTTRRTTCAT GGG TATHGIGTATGC TATT T TAAGHATTRRT
= 20,0, asetag solte VRO, S Japaonya, ABLARAH ARG AGE TG T GE T TCAT TG TATHG THTATCCTATTTTAACHATTGGT
= 21,0 ostetay solasHEBO3, i Japonya, AB24G110 CCAAAAAAAGAGETGTTTRRTTCAT GGG TATHGIGTATGC TATT T TAAGHATTRRT
{ 100, ostetag salate CHIOA, S Japanya, AB246H 04 AR AAGAGETGTTTGETTCAT TG TATHGIGTATGCTATTTTAAGHATTRGT
13,0, osttag st K08, S Japonya, ABZAE 100 CCAAAGAAAGAGETRTTTRETTCATTGGGTATHGIGTATCC TAT T T TAAGHA THGRT
f H il i I H

e 1. alorus Foyun Amerka, HCUST033
* 1 H.contorus Koyun, Avustala, ELAGGR TTAATTRRTTRTRTGRTRTCAGC TCATCATATGTATACAGTRGGTATAGAT T THGAT
= o 3 H contorts, solate TERUHeon3 Koyun, Trdye KIBBID TTAATTGGTTGTCTHGTRTCRECTCATCATATGTATACGETRGGTATAGATTTHGAT
{ Co 4. contorus, st ERUHeandd, Koyun, Torye KU1BB200 TTGATTGGTTGTC MG THTGGGCTCATCATATG T ABACARTRGGTATAGATTTHGAT
(o 8. conoru, salate TERUMcon0?, Koyun, Tarkiye KGB20! TTGATTGGTTCTCTHGTHTGRECTCATCATATGTARACAGTGGGTATAGAT T THGAT
6 . digtatys solte PHLIZ0, Koyun Filjinler AB244085 TTAATTRRTTRTRTGRTRTCAGC TCATCATATHTATACAGTGG TATAGATTTRRAT
[{[ T M. dighatys elate PHLWZ! Koyun Fiiginler AB243036 TTAATTGGTTGTCTHRTRTCAGCHCATCATATHT AMACAGTGGTATAGAT T TGRAT
8. M. digtatys solte PHLIZY, Koyun Filjinler AB2A08T TTAATTGRTTCTC TG TG CACCHCATCATATHTABACAGTGG TATAGATTTRRAT
9T, el Koy, Awstalya, GOBBT1 TTAATTGGTTGTCTHATRTCAGCHCARCATATGTATACHCTHGGRATGGAT T THGAT
1 10.C.oncophera st HCHC3 Kowun, Japonya, AB2UG0E0  TTAATTGGTTGTCTRG T CAGCTCATCATATGTATACMGTAGGGATREAT T THRAT
11, C. oncophoraisalat HEBC, Koyun Japonya ABLAGOES  TTAATTGRTTCTCTMGTMTGAGCTCARCATATGTATACHETAGGRATREAT T THGAT
12.C.anchaphara, 80, Hallanda, AY285417 TTAATTGRT TR TG T CRCC TCATCATATGTATACHETAGGRATREAT T THGAT
{3 . oncophora solate AKICY, Koyun Janunya ABL4G076 TAATTGGTTGT TR T CAGC TCATCATATGTATACHGTAGGRATGGAT T THRAT
14 C.oncophorg sl HGSC3, Koyun aponys, ABLARCEE TTAATTGRT TR TG TG T CAGC TCATCATATGTATACHETAGGRATREAT T THRAT
18T, tircumeinct, Kojun, Avwstialys, GORGRT20 TTAATTRRTTRTR TG TGTCAGC TCARCATATG TABACAGTGGTATREAT T THGAN
18,0, ostetag salat: HBKO3 S Japnya, ABLAG1 13 TTAATTGGTTGTETRRTRTCAGC TCARCATATGTATACAGTAGCHATAGATTTRRAT
=7 0.ostetag solae KT Sir Japanya AB2AG096 TTAATTRRTTRTRTGRTATCAGC TCATCATATGTATACAGTAGCNATAGATTTRRAT
= 18.0.ostetagisole RO, S Japonya AB24G0T TTAATTGGTTGTETGRTRTCAGCHCATCATATGTATACACTAGCHATAGATTTGGAT
= 19,0, ostetay solate OKADY Sign Japanya ABDAEHOE TTAATTGGTTGTRTGGT6TCRECTCATCARRTGTATACAGTAGCNATAGATTTRRAT
= 20,0, osetag solte VRO, S Japonya, ABLARAH TTAATTGRTTGRTRTGATGTCAGC TCABCABATGTATACAGTRGERATAGATTTGRAT
= 21,0 ostetay solasHEBO3, i Japonya, AB24G110 TTAATTRRTTRTCTGA TN CAGCTCATCATATGTATACAGTRGCNATAGATTTRRAT
{ 200, ostetag salate CHIOA, Sdr. Japanya, AB2461 04 TTAATTGGTTGTRTGRTRTCAGC TCAMCATATGTATACAGTGGCHATGGATTTGRAT
13,0, osttag st K08, S Japonya, ABZAE 100 TTAATTGRTCTRTGRTRTCAGCTCATCATATGTATACRLTRGCNATAGATTTRRAT
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0 [l m
1.H. contortus Koyun Amerka, HCUAT033
2 H. tontortus Kayun, Avustralya, EU3G634

CGTGCATATTTTACTGCGGECTA

B¢ 3. H.contortus, solate TIERUHean03, Koyun, Tirkiye, KJ188202 TC {GTG'.L!TT};TTTT};‘._TT
{[ e 4. contortus, solate TERUHconDT Koyun, Tirkiye, KN88200 TCGCGTGCTTA AL
e 5. contortus, solate TERUHconD2 Koyun, Tirkiye, K88201 TCGCGTGCTTA

TCGe
TCGE
TCGe
TCGe
6., digtatus isolate PHLMZ0, Koyun, Fiiinler AB243055 TCGORTGCTTA
{[ 7M. digtatus isalate PHLM21 Koyun, Filipinler AB245036 TCGCGTECTTA
TCGe
TCGe
TCHC
TCHC
TCHC

8 M. digitatus isalate PHLM22 Kojun, Filipinler AB245057
8.7 avel Koyun, Avstralya, GOBRR71

~10.C. oncaphora isolate HCHC3, Koyun, Japonya, AB246069 CEIGCTTA
= 11.C. oncophora isolate HERC2, Koyun Japonya, AB246083 CETECTTA
[[12 . anchophara, sidr Hollands, AY285417 CETECTTA

CGTGCTTA
CGTGCTTA

13.C. oncophora isalate AKICY, Koyun Japonya, AB246076 TCACGTECTTA
14.C. oncaphora isolate HGSC3, Koyun, Japanya, AB24606E TCHCGTIGCTTA
18.T.circumeincta, Koyun, Avstialya, GOBRET20 TCACGTECTTA
= 16,0, ostertagiisolats HBKO3, Siir Japanya, AB246113 CACGTGCTTA
= 17,0, ostertagisolats HHMOT Siir Japanys, AB246006 GTECTTA
=180, ostertagiisolate HHMO11, Siir Japarya, AB246097 GIGCTTA
= 19,0, ostertagiisolats OKAQY, Sidrr Japonya, AB246108 GTGCTTA
= 20.0.ostertagiisolats WAO2 Sidr Japanya, ABZ4G1 01 GTGCTTA

f

f

f

= 21.0.ostertagi solateHERO3, Sir Japonya, ABMEN CACGTGCTTA
{ 22,0, ostertagiisolate CHIOL Silr Japonya, AB2461D4 TCACGTGCTTA
23, 0. ostertag isolate HKS05, Sigir Japarya, AB246100 TCACGTGCTTA

Sekil 4.41. Kayseri yoresinde koyunlarda belirlenen H. contortus izolatlar1 ile Diinyadaki diger bazi
nematodlara ait izolatlarinin parsiyel mt-COI gen bélgesine gére niikleotid dizilimlerinin alignmentlar1
Sekil 4.41°de goriildiigii gibi mt-COI gen bolgesine gore farkli soydaki trichostrongylid
tirlerine ait izolatlar arasinda soy ve tir bazinda intra ve interspesifik niikleotid
varyasyonlar1 belirlenmistir. Bu sonuglarla Neighbor Joining Metodu (Tamura Nei
Modeli, Bootstrap 1000) ile olusturulan filogenetik agagta (Sekil 4.42) goriilecegi tlizere
H. contortus Kayseri izolatlar1 Haemonchus soyundaki diger izolatlarla birlikte ayni
filogenetik bransta yer aldigi belirlenmistir. TrERUHconO1, TrERUHcon02 ve
TrERUHcon03 izolatlarinin pairwise analizleri sonucu %96,3-%100,0 identik olduklar1
belirlenmistir (Tablo 4.16). Ayrica H. contortus Kayseri izolatlarinin Amerika
(GenBank aksesyon no: HCU57033) ve Avustralya (GenBank aksesyon no:
EU346694)’da koyunlardan izole edilmis izolatlarla ortalama %5,340,6 genetik farklilik
gosterdigi saptanmistir. Filogenetik agacta (Sekil 4.42) da goriilecegi lizere H. contortus
filogenetik grubu en yiiksek yakinligi M. digitatus grubu ile gostermis (%14,2+1,4
genetik farklilik) olup bunu sirasiyla C. onchophora (%14,7+1,5 genetik farklilik), T.
axei (%15,6+1,6 genetik farklilik), T. circumcincta (%16,2+1,6 genetik farklilik) ve O.
ostertagi (%17,3£1,7 genetik farklilik) filogenetik gruplari izlemistir.
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100 l. TrERUHcon01 Koyun Turkiye KJ188200
99 @ TrERUHcon02 Koyun Turkiye KJ188201
100 L @ TrERUHcon03 Koyun Turkiye KJ188202 Haemonchus contortus
l_— Koyun Amerika HCU57033
0 100 '— Koyun Awstralya EU346694
PHLM20 Koyun Filipinler AB245055

100 r PHLM21 Koyun Filipinler AB2450561 | Mecistocirrus digitatus
100 £ PHLM22 Koyun Filipinler AB245057

Koyun Awstralya GQ888719 ] Trichostrongylus axei
HCHC3 Koyun Japonya AB246069

HEBC2 Koyun Japonya AB246083
Sigir Hollanda AY 265417 Cooperia oncophora
53 AKIC1 Koyun Japonya AB246076

68 HGSC3 Koyun Japonya AB246066

-

Koyun Awstralya GQ888720 ] Teladorsagia circumcincta

CHIO4 Sigir Japonya AB246104

HKSO5 Sigir Japonya AB246100

HBKO3 Sigir Japonya AB246113

HEBO3 Sigir Japonya AB246110

100 | ——————— IWAOQ?2 Sigir Japonya AB246101

1 OKAOL1 Sigir Japonya AB246106
HHMO11 Sigir Japonya AB246097

46 HHMO? Sigir Japonya AB246096

9% 14

Ostertagia ostertagi

0.02

Sekil 4.42. Kayseri yoresinde saptanan H. contortus izolatlar1 ile GenBank’a kayitli diger
Trichostrongylid nematodlara ait izolatlarm mt-COIl gen bdlgesine gore filogenetik akrabaliklar
(Neighbour Joining-Tamura Nei modeli). Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gdstermektedir.

4.11. B tubulin izotip Tip 1 Geninin Sekans ve SNPs Analizi

B tubulin izotip Tip 1 gen bdlgesi yoniinden elde edilen plasmidler, vektdr spesifik
primer cifti ile ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri vektor
sekansi ile alignment yapilarak ilgili gen bdlgesinin sekanslari elde edilmistir. Sekans
analizleriyle B tubulin izotip-1 gen bdlgesi yoniinden Real Time PCR analizlerinde allel
siklig1 %100 belirlenen 9 izolatin tiimii ile direngli allel siklig1 >39 saptanan (secilen
orneklerde duyarl allel siklig1 >55) 5 izolattan 3’{inde aminoasit dizisinde 167., 200. ve
198. kodonlarinda benzimidazol duyarlt nesillerdeki sirasiyla fenilalanin (TTC),
fenilalanin (TTC) ve glutamin (GAA) amino asitleri belirlenmistir. Direncli allel siklig

>39 belirlenen ve sekans analizleri gerceklestirilen 5 izolattan kalan diger 2’sinin ise
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200. kodonda tek niikleotid polimorfizmi gosterdigi ve fenilalanin (TTC) amino asidinin
tirozin amino asitine (TAC) doniistiigii saptanmustir. Ilgili iki izolatin 167. ve 198.
kodonlarinda ise polimorfizm belirlenmemistir. H. contortus B tubulin izotip-1 geni
yoniinden duyarli ve direngli belirlenen izolatlardan ikisinin GenBank kayitlar
gerceklestirilmistir. Bu izolatlara ait DNA dizilerinin, konak ve izolasyon kaynaklar ile
molekiiler olarak karakterize edilen genotipleri GenBank aksesyon numaralariyla
birlikte Tablo 4.17'de, niikleotid ve aminoasit kompozisyonlar1 ise Sekil 4.43-4.44°de

verilmistir.

Tablo 4.17. Kayseri yoresinde koyun digkisinda belirlenen H. contortus izolatlarinin incelenen gen
bolgesi, konak, izolasyon kaynag: ve GenBank aksesyon numaralari

. izolasyon Benzimidazol Aksesyon
Izolat Gen bolgesi . o
Konak kaynag Direncliligi Numarasi
B tubulin
TrERUHcon08 o Koyun Yumurta Duyarli KJ410522
izotip-1
B tubulin ) )
TrERUHcon09 o Koyun Yumurta Direngli KJ410523
izotip-1
2 10 20 £ @ 50 L} 0 80 L 100
2 804 764 74 14 84 %4 4 i) 734 74
I<T1“2?L\l‘o‘tnu’s‘TrERUHcon08|solate‘Turkey.sensilive CE‘TGAGAT G - .TT{&CGTGTTTGG?}‘\ETCAGGG«?GGGTA“AE'AQTT'§13Gl;‘f$AA

RO TR SN E R R N TR G GG CCACTAT ACAGAGGGAGCCGAGCTAGT TGATAACG TACTAG.
Translation i H 1 [ A "D N

ACGTTGTACGCAAAGAAGCTGAAGGTTGTGATTGCCTTC.
% 3 | DS C

D D

i 7 260 30
i) 54 B % il 54
H. contortus TIERUHcon08 isolate, Turkey, sensitive 2
Translation

3 30 K] ]

54 44 4 44 4 1 e 4 a0 ' f

[ GITRR (ERVE NE R R TR NERC T T TG TTAAT T T CAAAAAT TCGTGAAGAGTACCCTGATAGAATTATGGCTTCGTTCICCGTTGTTCCATCACCCAAG
T K B R Y D [ ACS|F[S P BEW P BA

Translation [ P B

410 JZ:O 0 ‘IW & 46’0 4 L] “0 50 506 510

H. contortus TIERUHcon08 isolate, Turkey, sensitive
Translation

H. contortus TEERUHeon08 isolate, Turkey, sensitive (8l

Translation B

GACACTGTCGTGGAACCCTACAATGCTACCCTTTCC
RN T P SYCENESAR T S

RS TR N CRTTETR L N R C TG CT TCCGCACTT TGAAACTCGCAAATCCAACCTATGGAGATCTCAA
R T ¥ A N P V Lamne N

Translation 31

20 0

H. contortus TEERUHcon08 isolate, Turkey, sensitive

Translation

Sekil 4.43. Benzimidazol duyarli TrTERUHcon08 izolatinin B tubulin izotip-1 gen bolgesi niikleotid ve
aminoasit sekanslari. 4 :167. Kodon; @: 198. kodon; *: 200. kodon
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H. contortus TEERUHcon09 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TIERUHcon0d isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TrERUHcon09 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TIEERUHcon0 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TrERUHcon03 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TEERUHcon09 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TIERUHcon09 isolate, Turkey, resistant
Translation

H. contortus TIERUHcon0 isolate, Turkey, resistant [
Translation |

H. contortus TIERUHcon09 isolate, Turkey, resistant 2 i
Translation

Sekil 4.44. Benzimidazol direngli TTERUHcon09 izolatinin B tubulin izotip-1 gen bolgesi niikleotid ve
aminoasit sekanslar1. 4 :167. Kodon; .: 198. kodon; *: 200. kodon



5. TARTISMA VE SONUC

Mide-bagirsak nemotadlar: tiim Diinya’da basta ruminantlar olmak iizere insan dahil bir
cok memelide yaygin olarak goriilmekte olup olusturduklari enfeksiyon ile ozellikle
sigir ve koyun yetistiriciliginde verim kayiplarinin en Onemli etkeni olarak
nitelenmektedir (2, 270, 271). Trichostrongylid nematodlarin olusturdugu enfeksiyonlar
cogu zaman gizli seyretmekte olup 6zellikle geng hayvanlarda gelisim geriligine, yash
hayvanlarda ise et, siit, yapagi ve dol verimlerinde 6nemli ekonomik kayiplara ve hatta
oliimlere neden olmaktadir (271, 272, 273). Trichostrongylid nematodlar igerisinde
Haemonchus cinsinde yer alan tiirler ruminantlarin en 6nemli abomasum patojenleri
olup (274) gelisimleri direkttir. Bu tiirler ruminantlarin kanla beslenen parazitlerinden
biri olup koyun ve ke¢i sanayisinde biiyiilk ekonomik kayiplara ve verim diistikliigiine
neden olmaktadir (169). Haemonchus soyu igerisinde H. contortus tropikal ve
subtropikal bolgelerde daha yaygin goriilmekte olup, olusturduklari enfeksiyon primer
olarak enfektif L3’lerin konak tarafindan larva bulunan otlarin yenilmesi ile
sekillenmektedir (11, 169). Disi parazitlerin biyotik potansiyeli ¢ok yiiksek olup bir disi
H. contortus giinde 10.000 yumurta c¢ikarabilmektedir. Ayrica meradaki popiilasyon
(yumurta ve larva) diizeyi de genellikle konaktaki ergin popiilasyon diizeyinden gok
daha yliksektir. Bu durum, enfektif popiilasyon diizeyinin genis olmasini1 ve yliksek
genetik variabilitenin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (186). Ozellikle ¢iftlik hayvanlar:

igerisinde yogun olarak goriilen konak hareketliligi, nematod sub-popiilasyonlarinda
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gen akisinin saglanmasi ve hizlanmasinda esas faktor olarak bildirilmektedir (275-277).
Bu agidan yakin cografik alanlarda Haemonchus popiilasyonlarinin genetik yapisi diisiik
diizeyde genetik farklilik gosterirken (275), bu farkliligin global olarak oldukea yiiksek
oldugu kaydedilmektedir (278).

Hastalik etkeni patojenlerin duyarli ve basarili identifikasyonlart bu hastaliklarin erken
donemde belirlenmeleri, tedavi ve kontrol stratejilerinin belirlenmesinde Kkilit rol
iistlenmektedir (159). Ciftlik hayvanlarinda gastrointestinal nematodlarin teshisinde
diyare, anemi, lireme oraninda azalma, canli agirlik kaybi, et, siit ve yiin liretiminde
azalma gibi Klinik belirtilerden yararlanilmaktadir. Ancak klinik teshis ile hastalik
sebebi ajanlarin ve miks enfeksiyonlarin belirlenebilmesi miimkiin degildir. Nitekim
koyunlarda anemi, mide-bagirsak hastalik semptomlar1 (enteritis ve bununla baglantili
diyare), canli agirlik kayb1 ve benzeri klinik belirtiler Trichostrongyloidea ailesindeki
Haemonchus, Teladorsagia, Ostertagia, Nematodirus, Cooperia, Trichostrongylus ve
Strongyloidea ailesindeki Oesophagostomum ve Chabertia gibi ¢esitli nematodlar
tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda ortak olarak goriilebilmektedir (153).
Trichostrongylid nematod enfeksiyonlarinin tanis1 konvansiyonel olarak flotasyon (Mc
Master), Baerrman teknigi veya larva kiiltiirii gibi ¢esitli tekniklerle diski 6rneklerinde
nematod larva ve yumurtalariin belirlenmesi, sayimi ve identifikasyonlar: temeline
dayanmaktadir (2, 153). Bu konvansiyonel teshis yontemleri zaman alict olmakla
birlikte, teshis hatalarina da oldukca aciktir. Ayrica tiir identifikasyonlari ic¢in larval
kiiltiir zorunlu olup bu proses tan1 i¢in gerekli zaman1 uzatmakta ve dolayisiyla etkili
tedavi, miidahale ve kontrol siireci de gecikmektedir (159). Trichostrongylid nematod
enfeksiyonlarinin tanisinda ayrica antijen (coproantijen gibi) ve/veya antikor
belirlemeye yonelik ¢esitli immuno-serolojik teshis yontemleri de kullanilmigtir. Ancak
Ozellikle konvansiyonel antikor tabanli teknikler basta olmak {izere bu tani testlerinin
gostermis oldugu diisiik spesifite (capraz reaksiyonlar) teshisteki etkinliklerini
siirlamaktadir. Ayrica serolojik testlerin, hastaligin erken veya latent donemlerinde
enfeksiyonu belirlemedeki duyarliligt da disiik olup g¢ogunlukla risk faktorlerini
belirleme amactyla kullanim alan1 bulmaktadirlar. Bu agidan immuno-serolojik testler
gastro-intestinal nematod enfeksiyonlarinin teshisinde sinirli bir kullanim alanina sahip
olmustur (169, 279). Trichostrongil tip nematod enfeksiyonlarinin geleneksel yontemler
ile tanisinda karsilasilan s6z konusu zorluklar nedeni ile giiniimiizde parazitin DNA

veya RNA’si1 belirlemeye yonelik molekiiler tani teknikleri 6nem kazanmistir. Bu
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tekniklerin c¢esitli patojenlerin teshisinde kullanilmaya baslanmasi ile birlikte tanidaki
duyarhilik, giivenilirlik ve hiz artmistir (158,159, 280-282). Son yillarda genis dinamik
aralig1 ile DNA’nin kantitatif olarak belirlenebilmesi amaciyla hizli, kolay ve giivenilir
bir yontem gelistirilmistir (154). Real-time PCR teknigi, hiz1, sensitivite ve spesifitesi,
seciciligi, hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve
otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle giiniimiizde patojenlerin teshisinde 6ne ¢ikan
tekniklerin basinda gelmektedir. Real Time PCR teknigi sahip oldugu yiiksek duyarlilik
ve Ozgiinlik ile ruminantlarda c¢esitli mide-bagirsak tiirlerinin spesifik ve kantitatif
teshisinde de kullanilmaya baglanmistir (127, 159).

Tiirkiye’nin, gerek iklimsel gerekse ekolojik faktorler yoniinden nematodlarin serbest
yasam safhalariin gelismesi i¢in ¢ok uygun olmasi, hayvanciligin bilingsiz bir sekilde
yapilmasi, takip, kontrol ve miicadele stratejilerinin yetersiz olmasi mide-bagirsak
nemotad enfeksiyonlarinin yayilisini artirmakta ve dolayisiyla olusturduklart verim
kayiplariin da yiikselmesine neden olmaktadir (63, 283). Tiirkiye‘de giiniimiize kadar
koyunlarda mide-bagirsak nematod enfeksiyonlari tizerine ¢alismalar daha ¢ok nekropsi
ve diski muayenesi temelinde yapilmis olup molekiiler prevalans ve genotipleme
caligmalar1 bulunmamaktadir. Degisik cografik yap1 ve mevsime ait farkli bolgelerde
nekropsi yontemine gore koyunlarda yapilan ¢alismalarda H. contortus enfeksiyon
orani; Ankara’da 10 koyunda %10.99 (45), Bandirma’da 24 koyunda %210.0 (46),
Trakya’da 136 koyunda %32.0 (52), Konya’da 48 koyunda %37.5 (54), Marmara
bolgesinde 30 geng koyunda %37.0 ve 20 eriskin koyunda %40.0 (57), Gliney Marmara
bolgesinde 150 koyunda %30.0 (59), Kirikkale’de 4 koyunda %3,6 (70), Burdur’da 50
koyunda %10.0 (61), Sanliurfa’da 75 koyunda %9.7 (62), Van’da 104 koyunda %40.0
olarak rapor edilmistir (41).

Diski muayenesi sonucunda, Kirikkale yoresi koyunlarinda en yaygin helmint tiiriiniin
Trichostrongylidea sp. oldugu belirlenmis (%38.65) bunu sirasiyla Trichuris sp.
(%27.79), D. dendriticum (%19.16), Moniezia sp. (%10.86), D. filaria (%7.02), C.
ocreatus (%6.7), S. papillosus (%5.43), Fasciola sp. (%3.51) izlemistir (58).
Afyonkarahisar ili koyunlarinda en yaygm tiirlerin Trichostrongylidea (%75.21),
Moniezia sp. (%12.67) ve D. dendriticum (%10.70) oldugu belirlenmis, bunlar1 sirasiyla
C. ocreatus (%7.88), D. filaria (%5.91), Trichuris sp. (%4.50), Protostrongylus sp.
(%3.94), S. papillosus (%3.38), M. capillaris (%1.69) ve Neostrongylus linearis
(%1.40) izlemistir (66). Van ve yoresi koyunlarinda Trichostrongylidea sp. (%99.2),
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Fasciola sp. (%60.8), D. dendriticum (%41.2), Metastrongylidae larvasi (%58.8), T.
ovis (%7.2), Anoplocephalidac yumurtas1 veya diskida halkasi (%36.8) ve
Paramphistomidae sp. (%40) oranlarinda bulunmustur (284).

Larva kiiltiiri sonucunda, Ankara’nin Bala il¢esinin Abazli kdylinde mide bagirsak
nematodlar ile enfekte hayvanlardan yapilan diski kiiltiirinde Ostertagia sp. %49.0,
Cooperia sp. %27.0, Trichostrongylus sp. %214.0, Haemonchus sp. %9.0 ve
Nematodirus sp.’nin %1.0 oraninda oldugu belirlenmistir (270). Bursa’da 3 farkli tarim
isletmesinden alinan digki 6rneklerinin larva kiiltiirii sonucunda 3. donem Nematodirus
sp., Trichostrongylus sp, Haemonchus sp. ve Ostertagia sp. larvalar tespit edilmistir
(59). Kirikkale yoresi koyunlarinda dominant trichostrongylidea tiirlerini tespit etmek
icin yapilan digki kiiltiirlerinde Ostertagia sp., Haemonchus sp ve Nematodirus sp. nin
yaygin oldugu bildirilmistir (58). Afyonkarahisar ili koyunlarinda digki kiiltiirii
sonucunda; Trichostrongylus %27, Cooperia %21, Haemonchus %18, Ostertagia %14,
Nematodirus %12 ve Oesophagostomum cinsi %8 oraninda kaydedilmistir (66).
Yozgat’ta enfekte diski drneklerinin kog katimi 6ncesi ve gebelik siiresince aylik olarak
yapilan diski kiiltiirlerinde Ostertagia, Trichostrongylus, Nematodirus, Haemonchus,
Oesophagostomum/Chabertia ve Cooperia soylarina ait nematodlar belirlenmistir (63).
Bu ¢alismada diski muayenesi sonuglarina gore, incelemesi yapilan koyunlarin %73.2’si
cesitli helmint yumurtalar1 ydniinden pozitif bulunmustur. Identifiye edilen yumurta
tiplerine gore trichostrongylid tip etkenlerin prevalansi %48.3 ile en yaygin bulunmusg
bunu, sirasiyla %36.7 ile Marshallagia sp., % 28.3 ile Eimeria sp., %14.3 ile
Nematodirus sp., %4.3 ile Moniezia sp. ve %1.7 ile T. ovis tirlerinin izledigi
belirlenmistir. Digki muayenesinde %48.3 goriilen trichostrongylid tip etkenler Kircali
Sevimli ve ark (66)’nin Afyonkarahisarda (%75.21) ve Deger ve Bigek (284)’in Van ve
yoresinde (%99.2) yaptiklari ¢alismalara gore diisik, Yildiz ve Aydenizoz (58)’in
Kirikkale’de yaptigi ¢alismaya (%38.65) gore ise yiiksek bulunmustur. Marshallagia
sp. etkenlerin prevalansit (%28.3) Giglii ve ark (54) Konya’da yaptiklar1 ¢alismada
prevalans oranindan (%68.8) daha diisiik bulunmustur. Calismamizda %14,3 ile
Nematodirus sp. oraninin Giiglii ve ark (54)’nin Konya’da (%25.0) ve Kalkan (47)’in
Diyarbakir yoresinde (%46.3) yapilan arastirmalarinda belirlenen prevalans oranlarina
gore diistik bulunmustur. %4,3 ile Moniezia sp. prevalansi bazi ¢aligmalardaki (58,66)
prevalans oranlarindan daha diisiikk bulunmustur. Giiclii ve ark (54)’nin Konya’da,

Yildiz ve Aydenizéz (58)’nin Kirikkalede ve Kircali Sevimli ve ark (66)’nin
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Afyonkarahisarda yaptiklart T. ovis prevalansi ¢aligmamizda elde edilen prevalans
oranindan daha yiiksek bulunmustur. Calismamizda bulunan Eimeria sp. orani (%14.3)
Giil (285)’tin Igdir yoresinde yaptigi diski muayenesinde elde ettigi Eimeria sp. oranina
gore distik bulunmustur. Mevcut ¢alismada paraziter enfeksiyonlarin tek veya miks
seyretmesiyle ilgili olarak en yiiksek oran bir ve iki tiirle enfeksiyonlarda belirlenmis
bunu tli¢ ve dort tiirle olan enfeksiyonlar izlemistir. Bu sonuglarin da Tiirkiye’de
koyunlarda yapilan bazi caligmalarin (58, 66, 67) bulgular1 ile paralellik gosterdigi
gorilmiistiir.

Mide bagirsak nematodlari ile enfekte koyunlarda gebelik donemi ve dogum sonrasinda
digkr ile atilan yumurta sayisindaki artis (PPR), bu parazitlerin yayilisina, dogrudan
veya dolayl olarak etki etmekte ve boylece hastaligin patojenitesinin artmasina neden
olmaktadir (286). Bu durumun genel olarak immunitenin hormonel baskilanmasi ile
ortaya c¢ikabilmesinin yaninda, yetersiz beslenme, stres ve antijenik stimiilasyonun
eksikligi gibi cesitli sebeplerden dolayr da meydana gelebilecegi ileri siriilmiistiir.
PPR’1n tropikal ve subtropikal bolgelerde goriildiigii belirtilmekle beraber, 1liman iklim
kusaginda yer alan bolgelerde de buna bagh dliimlerin ve biiylik ekonomik kayiplarin
oldugu bildirilmistir (35). PPR’de yumurta atilimi genellikle dogumdan 2 hafta 6nce
baslamakta ve dogumdan sonra 8 hafta kadar devam ettigi bildirilmektedir. Boylece
gebe veya laktasyondaki disiler, yeni dogan kuzular i¢in en biiyiik enfeksiyon kaynagi
olmaktadirlar (38, 286).

Kenya’nin Kajiado bolgesinde yapilan bir ¢alismada (287) PPR’in dogum 6ncesi 2 ayda
goriilmeye basladigi, laktasyon periyodu boyunca artig gosterdigi ve dogum sonrasi 3
ayda en tst seviyeye ulastig1 kaydedilmistir. Chaudhry ve ark. (288), Pakistan’in Kuzey
Pencab bolgesinde gebe/laktasyondaki ve gebe olmayan disiler iizerinde yiiriittiikleri
calismalarda, calismanin baslangicinda gebe/laktasyondaki ve gebe olmayan disilerin
diskida yumurta sayisinin benzer oldugunu, kuzulamadan 1 ay once ve kuzulama
sirasinda gebe/laktasyondaki disilerde diskida yumurta atiliminda 6nemli 6lgiide artiglar
basladigini, kuzulama donemi (Subat) ve kuzulama sonrasi (Mart-Haziran)
gebe/laktasyondaki disilerde digkida yumurta atiliminin gebe olmayan disilerden
istatiksel anlamda (p<0.05) daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yasli hayvanlar
enfeksiyonun yayilmasinda ve mera kontaminasyonunda onemli rol oynamaktadir.
Yash hayvanlarda meraya ¢ikmadan Once, onceden bahar yiikselmesi (spring rise)

olarak da bilinen basta PPR’1n etkisiyle hipobiyotik larvalar yeniden gelismeye baglar.
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Otlatma sezonunun ilerlemesiyle birlikte hayvanlarda mide bagirsak nematodlarina
kars1 gelisen immunite ve meradan alinan yliksek sayidaki larvalarin antijenik etkisiyle
olgun parazitlerin viicuttan atilmasi (self-cure) sekillenir (289, 290). Bu calismada
enfekte koyunlarda gram diskidaki yumurta sayisi (EPG) ortalama 120,34+53,5 olarak
belirlenmistir. EPG diizeylerinin 2 yas iizeri koyunlarda iki yas altina gore yaklagik 2
kat yiiksek belirlenmesi ve bu farkliligin da istatistiksel agidan Onemli (p<0,05)
bulunmasi, yukaridaki ¢alismalarin sonuglarina benzer olarak bu parazitlerin
epidemiyolojisinde 6zellikle PPR’1n etkisinin bir gostergesi olarak diistiniilmiistiir. Buna
karsin EPG diizeylerinin arastirma bolgesi ve cinsiyete gore istatistiksel agidan bir
farklilik gostermedigi goriilmiistiir (p>0,05). Ancak bu noktada cinsiyet bazinda
calismada analiz edilen erkek koyun sayisinin disilere oranla oldukga diisiik olmas1 goz
ardi edilmemelidir.

Molekiiler tani teknikleri ve enfeksiydz etkenlerinin filogenetik karakterizasyonu bu
etkenlerin olusturduklar1 enfeksiyonlarda potansiyel genetik ve c¢evresel risk
faktorlerinin bir arada degerlendirilmesine olanak saglamis olup aileler iginde ve
poplilasyonlar arasinda hastalik etkenlerinin etiyolojisi ile dagilimlarin1 belirlemede ve
hastaliktan korunma stratejilerinin  gelistirilmesinde olduk¢a ©Onemli bir zemin
olusturmustur. Ayrica molekiiler epidemiyoloji, hastalik olusum mekanizmalarinda
spesifik yollarin, molekiil ve genlerin belirlenmesi ile hastaliklarin patogenezinin daha
1yi anlagilmasini saglamistir. Giiniimiize kadar trichostrongylid yumurtalarin ayrimi i¢in
birgok PCR tabanli molekiiler teknik basari ile kullanilmistir (291-293). Real-Time PCR
teknigi tek bir uygulama ile hem identifikasyon hem de kantitasyona imkan
saglamaktadir. Von Samson-Himmelstjerna ve ark. (154), ITS-2 gen bdlgesinden
dizayn edilen soy spesifik primer ve problarla 4 koyun trichostrongyid tiiriine ait 1.
donem larvalarin saptanmasi, identifikasyonu ve kantitasyonunda Real Time PCR
tekniginin etkinligini arastirmiglardir. Arastiricilar (154) s6z konusu teknigin soy bazli
Ozgiinliigiinii yiiksek belirlemelerine karsin, bu teknigin digkidaki yumurtalarda
etkinliginin onaylanmamasi ve multiplex formatta kullanilamamasiyla her 6rnek icin 4
ayr1 teste ihtiyag gostermesi gibi faktorlerle kullanilabilirliginin sinirli oldugunu
belirtmislerdir (261). At strongylidleri ve trichostrongylidlerin antihelmentik direngli
suglarinin ayriminda da diger bazi qPCR c¢alismalari (154, 223) yapilmis olup bu
caligmalar da larva ve/veya ergin DNA’s1 ile sinirli kalmistir. Harmon ve ark. (261), son

donemde diskida uyguladiklart DNA ekstraksiyon teknigi ile PCR inhibitorlerinin
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azaltilmasina bagli olarak tek bir Ostertagia ostertagi yumurtasindan geleneksel jel-
tabanli PCR sisteminde basarili ve duyarli olarak enzimatik amplifikasyonun
gergeklestirildigini rapor etmislerdir. Takip eden donem igerisinde H. contortus
yumurtalarmin digki 6rneklerinde spesifik ve kantitatif teshisi amaciyla ITS-2 gen
bolgesinden dizayn edilen primer ve TagMan/LNA problarla i¢ qPCR c¢alismasi
yapilmis ve etkinliklerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (154, 159, 261). Gorildigi
tizere Diinya’da H. contortus’un molekiiler identifikasyonu iizerine ¢aligmalar sinirhdir.
Tiirkiye’de ise giiniimiize kadar gevis getiren hayvanlarda trichostrongylid nematodlar
lizerine molekiiler tabanli epidemiyolojik ve filogenetik karakterizasyon calismalar
bulunmamaktadir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de koyunlarda H. contortus enfeksiyonlarinin
molekiiler olarak arastirildig: ilk ¢alisma olup s6z konusu avantajlari, yiiksek sensitivite
ve spesifitesi ile TagMan prob bazli Real Time PCR teknigi arastirma yoresinde
koyunlardan toplanmis digki Orneklerinde H. contortus’un kantitatif molekiiler
teshisinde kullanilmistir. Bu amagla giintimiize kadar mevcut iki ¢alismada bildirilen
(154, 261) primer ve prob setleri denenmistir. Standardizasyon asamalarinda referans
izolatlar iizerinde yapilan molekiiler analizlerde von Samson-Himmelstjerna ve ark.
(154)’nin H. contortus ribozomal ITS-2 bdlgesinden dizayn ettikleri primerler ve
probun non-spesifik ve capraz pozitiflikler gosterdigi goriilmistiir. Calismamizda
Harmon ve ark. (261), tarafindan dizayn edilen primerler TagMan probunun ise H.
contortus icin yiiksek duyarlilik ve ozgiinlikte oldugu belirlenmis, standardizasyon
basamaklari sonrasinda saha Orneklerinin analizlerinde kullanilmistir. S6z konusu
teknikle diski muayenesinde trichostrongylid yumurtast saptanan 145 koyundan 36’s1
H. contortus yoniinden pozitif bulunmus ve enfeksiyonun molekiiler prevalansi %12,0
olarak belirlenmistir. Elde edilen bu molekiiler prevalans, Tiirkiye’de koyunlarda
nekropsi sonuglari ile belirlenen bazi H. contortus prevalans ¢aligmalari (45, 46, 61) ile
paralel bulunurken, bazilarindan yiiksek (70, 62) diger bazilarindan ise diisiik (52, 54,
57) bulunmustur. Bu calismalar arasinda goézlenen prevalans farkliliklar1 cesitli
caligmalarda (5, 288, 294-297) bildirildigi gibi degisik yetistiricilik uygulamalari, dogal
direng, antiparaziter ila¢ kullanimi, lokal geo-klimatik faktorler ve beslenme gibi cesitli
biotik ve/veya abiotik faktorlere bagli olarak ortaya ciktigi diistiniilmiistiir. Benzer
sekilde bu ¢alismada da arastirma ilgelerine gore H. contortus prevalansinda farkliliklar
ortaya ¢ikmis ancak bu farkliliklar istatistiksel agidan Onemsiz bulunmustur.

Caligmamizda koyunlarin cinsiyetine gore prevalans oranlar istatistiksel bir farklilik



110

gostermemis olmakla birlikte erkek koyunlarda daha yiiksek belirlenmistir. Benzer
sonuglar diger bazi arastirmalarda da (5, 86, 297-299) bildirilmistir. Bilbo ve Nelson
(300), gastrointestinal nematodlarda hayvanin cinsiyetine bagli gbzlenen bu
farkliliklarin immun sistem iizerine Ostrojenin stimiilatér ve androjenlerin inhibit6r
etkisiyle iliskili olabilecegini kaydetmislerdir. Ancak calismamizda 6rneklemeye dahil
edilen erkek koyun popiilasyonunun sinirlt olmasi, cinsiyete gére belirlenen enfeksiyon
oranlarinin degerlendirilmesini kisitlamaktadir. Koyunlarda yas gruplarina gore H.
contortus enfeksiyonlarinin goriilme sikligimin immun sistemin yetersizligine baglh
olarak daha ¢ok yavrularda ve sekonder faktdrlere bagli olarak yash hayvanlarda daha
yiiksek oldugu kaydedilmistir (5, 301, 302) Ancak bu calismada arastirmaya dahil
edilen <2 yas ve >2yas grubu koyunlarda H. contortus enfeksiyonlarinin yayiligi
acisindan istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir.

H. contortus pozitif belirlenen Orneklerde saptanan Ct (dR) degerlerine gore
paraziteminin >2 yas grubunda < 2 yas grubuna oranla daha yiiksek oldugu belirlenmis
ve iki grup arasindaki farklilik da istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Bu
sonug, digk1 muayenesinde trichostrongylid EPG degerlerine gore elde edilen sonuglarla
paralellik gostermis olup ayni sekilde bu parazitlerin epidemiyolojisinde 6zellikle
PPR’a bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Cinsiyet ve arastirma merkezi gruplarinda
gozlenen Ct (dR) degerlerindeki farklilik ise istatistiksel agidan Onemsiz (p>0,05)
bulunmustur.

Bircok enfeksiyoz etkeninin evrimsel ve filogenetik iliskilerinin aragtirilmasinda gesitli
niikler ribozomal ve mitokondrial gen bolgeleri hedef olarak kullanilmistir. Ribozomal
gen bolgeleri igin 18S small subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi
non fonksiyonel gen bolgeleri, external transcribed spacer (ETS); mitokondriyal gen
bolgeleri icin ise NAD4 ve COI gibi gen bolgeleri filogenetik iliskilerin incelenmesinde
tercih edilen gen bolgeleri olmustur (127, 153, 261). Okaryotlarda ribozomal DNA
birbirinden dnceden “non transcribed spacers (NTS)” olarak bilinen intergenik spacerlar
(IGYS) ile ayrilmis birbirini takip eden {initelerden olusmustur. Her {inite; sirasiyla 18S,
5.8S, ve 288 ribosomal RNA’y1 kodlayan genler ile spacerlardan [external transcribed
spacer (ETS) ve internal transcribed spacers 1 (ITS1) ve 2 (ITS2)] olusur (303).
Kodlanmayan bolgeler ITS-1 ve ITS-2, kodlanan 18S, 5.8S, ve 28S rDNA genleri
arasinda yer alir. ITS-1, kiiciik alt {inite 18S ve 5.8S alt {initesini birbirinden ayirirken,
ITS-2, biiyiik alt tinite 5.8S ve 28S gen bolgelerini ayirmaktadir. 18S, 5.8S ve 28S
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kodlanan gen bolgeleri, popiilasyon i¢inde yiiksek diizeyde korunmus olup st diizey
filogenilerin  arastirllmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun aksine
kodlanmayan gen bolgeleri ITS-1 ve ITS-2 yiiksek diizeyde degiskenlik gosterir ve
kodlanan bolgelere gore daha hizli oranda degisim gosterir (304, 305). Niikleer
rDNA’da bulunan intergenik spacer ITS-2, Trichostrongyloidea iist ailesindeki bir¢ok
strongil nematodun molekiiler filogenetik caligmalarinda molekiiler araglara biiyiik bir
katkisi olmustur. ITS-2 sekans kiyaslamalar1 birbirine ¢ok yakin tiirlerin ayriminda,
popiilasyon farkliliklarinda, tiir i¢inde veya tiirler arasindaki farkliliklarin ortaya
konmasinda ve evrimsel iliskilerin yeniden olusturulmasinda oldukg¢a kullanigh
olmustur (153, 305-307). Bu ¢alismada da arastirma yoresinde belirlenen H. contortus
nesillerinin filogenetik analizlerinde s6z konusu 6zellikleriyle ITS-2 gen bolgesi hedef
gen bolgelerinden biri olarak belirlenmis, ilgili gen bolgesinin spesifik amplifikasyonu
icin de GenBank kayitlarinda mevcut ¢esitli H. contortus nesillerinin molekiiler
tekniklerle niikleotid dizileri analiz edilmis ve spesifik primer dizayni yapilmistir.
Dizayn edilen primerlerin hizalama analizleriyle spesifitesi belirlenmis ayrica amplifiye
edilen ftriinler klonlandiktan sonra sekans analizleriyle de konfirmasyonlari teyit
edilmistir. Neticede dizayn edilen orijinal primer dizilerinin 6zellikle yoresel parazit
nesilleri bazinda molekiiler teshis ve filogenetik analiz ¢alismalarinda kullanigli oldugu
tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, Kayseri’nin farkli ilgelerindeki giftliklerde koyun diskilarinda belirlenen
H. contortus yumurtalarindan izole edilmis izolatlarin (TrERUHcon04, TrERUHcon05,
TrERUHcon06, TrERUHcon07) complete ITS-2 niikleotid sekanslarinin pairwise
analizleri sonucu %100,0 identik olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica H. contortus Kayseri
izolatlarinin Diinyanin farkli boélgelerinden GenBank’a kayithi benzer izolatlarla
ortalama 90,1 genetik farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug cesitli
arasgtiricilarin (153, 305-307) da bildirdigi gibi ITS-2 gen bdlgesinin diger bir ¢ok
enfeksiyoz etkende oldugu gibi H. contortus izolatlar1 arasinda da yliksek homolojiye
sahip oldugunu gdstermistir. Bunun yaninda Kayseri H. contortus TrERUHcon04,
TrERUHcon05, TrERUHcon06 ve TrERUHconO7 izolatlar1 Brezilya (JN128898,
JQ342247), Cin (HQ844231), Iran (HQ389229), Ozbekistan (KC503915), Yeni
Zellanda (KC998714), Amerika (EU086383) ve Malezya’da (HQ683712) koyunlardan,
Italya (FN432336) ve Amerika’da (EU084691) kecilerden, Avustralya’da bir insan
diskisindan (KC632567) izole edilmis izolatlarla tamamen identik bulunurken Brezilya
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(JN128897), Misir (AB682686) ve Amerika’da (EU086381) koyunlardan elde edilmis
izolatlarla %0,4; Mongolya’da kegilerden izole edilmis iki izolatla ise sirasiyla %0,5
(JN590055) ve %0,7 (JN590056) genetik farklilik gostermistir. Neticede H. contortus
Kayseri izolatlarinin 1TS-2 gen bolgesine gore identik olduklar1 diger izolatlarla birlikte
aynt filogenetik bransta yer aldigi ve dolayisiyla ayni genotipte olduklar1 ortaya
konmustur.

Mt-COI gen bolgesi, Okaryotlarda gostermis oldugu intraspesifik polimorfizm ile
nematod popiilasyonlarindaki epidemiyolojik c¢alismalarda, parazitlerin molekiiler
identifikasyonunda ve filogenetik analizlerinde yaygin olarak kullanilan mitokondrial
gen bolgelerinin basinda gelmektedir (308). Her bir mitokondri kendine ait bir genoma
sahiptir. Mt-DNA (Mt-CO1, Mt-CO2, Mt-CO3) analizleri evrimsel ¢alismalarda
kullanislt bir molekiiler markerdir (309). Nematodlarin mt-DNA’larinin evrimi diger
parazit subeleri ile karsilastirildiginda son derece farkli oldugu goriilmekte olup
genellikle AT bazlar1 bakimindan zengindir. Nitekim c¢alismamizda da analiz edilen
yoresel izolatlarin mt-COI gen bolgesinde AT orani %65 bulunmustur. Nematod mt-
DNA’lar1  hizli gelismekte ve bdylece genin yeniden diizenlenmesine ve
rekombinasyonuna daha egimli olmaktadir (307). Nematodlarin mitokondriyal
genomlart diger metazoon gruplara gore daha kiiciiktiir (~13.6-14.3 kb) (308). H.
contortus’un mt-COIl gen bolgesinin filogenetik analizi {lizerine arastirmalarin smnirl
oldugu ve GenBank veri tabaninda biri mitokondrial genom olmak {izere iki kaydin
(GenBank aksesyon: HCU57033, EU346694) mevcut oldugu goriilmiistiir. Bu kayitlarla
ilgili ¢alismalardan, Jex ve ark. (231) bir ergin erkek H. contortus’tan izole ettikleri
total genomik DNA’nin long-PCR-coupled 454 sekanslama teknolojisiyle complete mt-
genomunu (GenBank aksesyon EU346694) belirlemisler ve bu mitokondrial genomun
14.055 bp uzunlugunda ve AT bakimindan olduk¢a zengin (%78.1) oldugunu ortaya
koymuslardir. Arastiricilar (231) H. contortus mitokondrial genomunun 36 gen
icerdigini, yapisinin, biiyiikliigiiniin ve gen diizenlemesinin Strongylidae iiyeleri ile bazi
farkliliklar ~ gostermesine  karsin  cogunlukla benzer ozellikler — gosterdigini
kaydetmislerdir. Calismamizda filogenetik analizlerde hedef gen bolgelerinden biri
olarak belirledigimiz mt-COI gen bolgesinin ise ilgili calismada (231) toplam 1576 bp
biiyiikliigiinde oldugu ortaya konmustur. Diger ¢alismada ise, Sukhdeo ve ark. (310),
Strongylida, Rhabditida ve Ascaridida takiminda yer alan bazi nemotadlarin mt-COlI

gen bolgelerinin sekans ve filogenetik analizlerini gerceklestirmisler ve gelisiminde
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doku gogii gegiren ve gecirmeyen ilgili takimlara ait tiirlerin ayr filogenetik bransta yer
aldigin1 belirlemislerdir. Calismada (310) ayri bir filogenetik brans olusturan
Trichostrongyloidea iist ailesinde H. contortus (GenBank aksesyon: HCU57033), T.
axei ve T. circumcincta izolatlar1 analiz edilmis, H. contortus mt-COIl gen bolgesine
gore T. axei’ye daha yakin bulunmustur. Caligmamizda mt-COI gen bolgesi filogenetik
analizlerine gore farkli soydaki trichostrongylid tiirlerine ait izolatlar arasinda soy ve tiir
bazinda intra ve interspesifik niikleotid varyasyonlar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglarla H. contortus Kayseri izolatlarinin Haemonchus soyundaki GenBank’ta
mevcut diger iki izolatla birlikte aymi filogenetik bransta yer aldigi belirlenmistir.
TrERUHcon01, TrTERUHcon02 ve TrERUHcon03 izolatlarinin %96,3-%100,0 identik
olduklar1 ayrica Amerika (GenBank aksesyon no: HCU57033) ve Avustralya (GenBank
aksesyon no: EU346694)’da koyunlardan izole edilmis izolatlarla da ortalama %5,3+0,6
genetik farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Filogenetik analizler sonucunda H.
contortus filogenetik grubu en yiiksek yakinligi Trichostrongyloidea {ist ailesinde yer
alan M. digitatus grubu ile gosterdigi, bunu ise sirasiyla C. onchophora, T. axei, T.
circumcincta ve O. ostertagi filogenetik gruplarinin izledigi saptanmistir. Elde edilen bu
sonucun Sukhdeo ve ark. (310)’nin bulgular ile paralellik gosterdigi goriilmistiir.

Gegmisten giliniimiize gastrointestinal nematod enfeksiyonlarin kontroliinde en yaygin
miicadele sekli uygun ve etkin antihelmentik kullanimi olmustur. Bu amagcla ¢esitli
kimyasal gruplara dahil bir¢ok antihelmentik etkinlik ag¢isindan arastirilmis ve
kullanima sunulmustur. Ancak bu ilaglarin siirekli ve bilingsiz kullanimi sonucu birgok
etken maddeye kars1 parazitlerde direng gelisimi ortaya ¢ikmis ve neticesinde
giinimiizde c¢esitli antihelmentik gruplarinin etkinligi azalmis ve zamanla ekonomik
kayiplarin  artmasina neden olmustur (223, 235, 311-313). Trichostrongylid
nematodlarinin 6zellikle kii¢lik ruminantlarda tedavi ve miicadelesinde en sik kullanilan
kimyasal etken maddelerinden birisi de benzimidazol grubu anthelmentiklerdir.
Benzimidazoller, mikrotubul dinamiklerini inhibe ederler ve parazitik helmintlerde
direngliligin sebebi olarak bilinen B-tubulin geninde nokta mutasyonlarina neden olurlar
(196). Giiniimiize kadar yapilan molekiiler ¢aligmalar B-tubulin izotip 1 genindeki 167,
198 ve 200. kodonlarda olmak {izere li¢ tek niikleotid polimorfizminin (SNPs) cesitli
nematod gruplarinda benzimidazol direngliligi ile iliskili oldugunu ortaya koymustur
(179, 314, 315). H. contortus i¢in, B-tubulin isotype 1 geninin 200. kodonunda Phe/Phe
(TTC/TTC) (homozygous) ve 167 ve 198. kodonlarda sirasiyla Phe/Phe [TTC/TTC] ve
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Glu/Glu [GAA/GAA] (wild-type) bulunduran parazitlerin benzimidazollere duyarli
oldugu kaydedilmektedir. Bunun aksine ilgili gen bolgesinde tek nokta polimorfizmi ile
200. ve 167. kodonlarda Tyr/Tyr (TAC/TAC), 198. kodonda ise Ala/Ala (GCA/GCA)
bulunduran parazit nesillerinin ise benzimidazollere direngli oldugu ortaya konmustur
(194, 196, 315). H. contortus nesillerinde bu polimorfizmlerden en az birini barindiran
nesiller benzimidazol direncli olarak klasifiye edilmektedir. H. contortus ergin, larva ve
yumurta donemlerinde bireysel veya havuzlar olusturularak B-tubulin izotip 1 genindeki
tek niikleotid polimorfizmlerine gore ¢esitli molekiiler direnglilik calismalar1 (198, 225,
315) yapilmis olup bu ¢aligmalar molekiiler tan1 tekniklerinin direnglilik saptanmasinda
kullanilan konvansiyonel Diskida Yumurta Sayisi Azalim (FECRT) ve Larval Gelisim
Testlerine (LDA) gore ¢ok daha yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugunu ortaya
koymustur. Son yillarda H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol direngliliginin
yiiksek sensitivite ve spesifitede kantitatif analizine ve dolayisiyla allel sikliginin
Ol¢limiine imkan saglayan Real Time PCR teknolojisi ile simirli sayida ¢aligmalarin
(198, 223, 267, 269) yapildigi goriilmektedir. Alvarez-Sanchez ve ark. (223), H.
contortus popiilasyonlarinda larvalardan elde edilmis genomik DNA havuzlarinda,
benzimidazol direngliligini B-tubulin izotip 1 geninde 200. kodonaki SNPs’yi hedef
alarak Sybergreen tabanli qPCR ile arastirmislar, duyarli popiilasyonlarda duyarli allel
sikligim %76,0, direncli allel sikligmmi %24,0 belirlerken, direngli popiilasyonlarda
duyarli allel sikligmmi 9%28,7, direngli allel sikligmi ise %71,3 saptamiglardir.
Arastiricilar (223), ayrica hem duyarli hem de direngli popiilasyonlar igin real time
PCR, FECRT ve LDA testlerinin sonuglar1 arasinda iyi bir uyum oldugunu
bildirmislerdir. Walsh ve ark. (267), H. contortus 3. donem larvalarinda benzimidazol
direngliligini ve direngli allel sikligini locked nucleic acid (LNA) Tagman problari
kullanarak Real Time PCR’da arastirmislar ve bu teknikle direncli allel sikliginin > %10
olan popiilasyonlarda yiiksek sensitivite ile belirlenebilecegini kaydetmislerdir. von
Samson-Himmelstjerna ve ark. (198), H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol
direncli allel sikligin1 3. donem larvalarda 200. kodondaki TTC/TAC polimorfizmini
hedef alarak Real Time PCR ve pyrosequencing teknolojisi ile aragtirmiglar ve her iki
teknigin birbiri ile yliksek uyum gosterdigini, konvansiyonel direnclilik testlerinden ¢cok
daha duyarli ve 6zgiil olduklarini belirlemislerdir. dos Santos ve ark. (269), Brezilya’nin
kuzey dogusunda koyunlardan izole ettikleri benzimidazol duyarli ve direngli ergin

erkek H. contortus’lardan olusan toplam 7 genomik DNA havuzunda benzimidazol
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direncliligini B-tubulin izotip 1 geninde 200. kodondaki SNPs’yi hedef alarak
Sybergreen tabanlit qPCR ile arastirmislar, duyarli ve direncli allel sikligin1 sirasiyla
%63,58-%98,24 ve % 1,76-%36,42 arasinda belirlemislerdir. Tiirkiye’de giiniimiize
kadar trichostrongylid nematodlarda anthelmentik direngliligi {izerine konvansiyonel
olarak FECR testi ve larva kiiltiirii ile yiritilmis iki direnglilik ¢aligmasi (64,65)
yapilmigtir. Bu c¢alismalardan Kose ve ark. (65), Afyonkarahisar yoresinde mide-
bagirsak parazitleri ile enfekte koyunlarda albendazol, oksfendazol-oksiklozanid ve
ivermektin direngliligi {izerine yiiriittiikleri calismada larva kiltiiriine gore tespit
ettikleri H. contortus ve Oesophagostomum spp. ile enfekte grupta ivermektin
direngliliginin varligimi bildirirken, albendazol ve oxfendazol-oksiklozanid gruplarinda
direnglilik bulunmadigini kaydetmislerdir. Marmara bolgesinde koyunlar iizerinde
yuriitiilen diger ¢alismada (64) ise c¢esitli g¢iftliklerdeki koyunlardan olusturulmus
gruplarda albendazol, tiabendazol, tetramizol ve ivermektin direngliligi aymi tekniklerle
arastirilmig, H. contortus ve T. circumcincta larvalarinin identifiye edildigi yalnizca bir
koyun siiriistinde tiabendazol direngliligi oldugunu belirlemislerdir. Mevcut galisma
Tiirkiye’de koyunlarda H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol direngliliginin
molekiiler olarak arastirildigi ve allel frekanslarmin belirlendigi ilk calisma
ozelligindedir. Calismamizda arastirma merkezlerindeki H. contortus pozitif belirlenen
orneklerde benzimidazol direngliliginin arastirilmasinda Walsh ve ark. (267) tarafindan
bildirilen primerler ve prob Real Time PCR’da standardizasyon asamalarinda etkin
bulunmus ve Orneklerin analizinde kullanilmistir. Real Time PCR analizleri sonucu
arastirma merkezlerinde H. contortus pozitif belirlenen koyunlarda B tubulin izotip-1
gen bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmine gére benzimidazol direngliligi agisindan
duyarh allel sikligr %87,12+16,19, direngli allel sikligr ise %12,88+16,19 olarak
saptanmigtir. Bu sonuglarin dos Santos ve ark.’nin (269), bulgulariyla paralellik
gosterdigi gorilmiistiir. Arastirma yoresinde duyarli allel sikliginin direngli allel
sikligina oranla yaklagik 7 kat yiiksek oldugu belirlenmis (p<0,001) olmakla birlikte
benzimidazol direngli popiilasyon oraninin da azimsanmayacak diizeyde oldugu dikkati
cekmistir. Benzimidazol direngliligi allel sikliklarinin arastirma bdélgesi, koyunlarin yas
gruplar1 ve cinsiyete gore dagilimlarinda ise istatistiksel bir farklilik (p>0,05) olmadig
tespit edilmistir.

Calismamizda duyarli ve direngli allel sikliklarina gore belirlenen bazi izolatlarda

tubulin izotip-1 gen bolgesinin sekanslar1 ortaya konmus ve benzimidazol direngliligi
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acisindan SNPs arastirilmistir. Klonlama ve plasmid piirifikasyonu sonrast duyarl allel
sikligi %100 belirlenen orneklere ait izolatlarin tiimi ile direngli allel sikligi >39
saptanan (duyarli allel siklig1 >55) 5 izolattan 3’tiniin aminoasit dizisinde simdiye kadar
trichostrongylid nematodlarda benzimidazol direngliligi ile iligkili bildirilen ve SNPs
sekillendigi 167., 200. ve 198. kodonlarda (194, 196, 315) duyarl nesillerdeki sirasiyla
fenilalanin (TTC), fenilalanin (TTC) ve glutamin (GAA) amino asitleri oldugu
goriilmiis ve duyarlilik konfirmasyonu yapilmistir. Direngli allel sikligi >39 olan ve
sekans analizleri gergeklestirilen 5 izolattan kalan diger 2’sinin ise 200. kodonda tek
niikleotid polimorfizmi gosterdigi ve fenilalanin (TTC) amino asidinin tirozin amino
asitine (TAC) doniistiigii saptanmistir. Nitekim yapilan ¢alismalar H. contortus ve diger
bazi trichostrongylid nemotadlarda benzimidazol direncliligi ile ilgili olarak en yaygin
SNPs’in 200. kodonundaki fenilalanin- tirozin polimorfizmi oldugunu bildirmektedir.
Bu c¢aligmada elde edilen sonuclarin ilgili ¢alismalarin (194, 196, 315) sonuglariyla
uyumlu oldugu goriilmiis, H. contortus direngli allellere ait izolatlarin B tubulin izotip-1
gen bolgesinde tek niikleotid polimorfizmi yalnizca 200. kodonda belirlenmis, 167. ve
198. kodonlarinda ise polimorfizm olmadig: tespit edilmistir.

Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez H. contortus tizerine morofolojik ve
molekiiler analizler bir arada kullanilarak karakterizasyon ve filogeni calismasi
yapilmig, molekiiler epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Bu sonuglarla Kayseri
yoresinde H. contortus’un molekiiler prevalansi uygulanan Real Time PCR teknigi ile
kantitatif olarak ortaya konmus olup bu teknigin sahip oldugu yiiksek duyarlilik ve
Ozgiinliikle koyunlarda H. contortus enfeksiyonlarinda 6zellikle PPR’1n takibi ile tedavi
ve kontrol stratejilerinin olusturulmasinda kullanilmasiyla etkin sonuglar elde edilecegi
belirlenmistir. Calismada Real Time PCR analizleri ile H. contortus pozitif belirlenen
orneklere ait izolatlarin molekiiler identifikasyon ve filogenetik ¢aligmalarda siklikla
kullanilan ribozomal internal transcribed spacer 2 ve mitokondrial cytochrome oxidase
subunit 1 gen bdlgeleri, Tiirkiye’de ilk olarak genetik olarak karakterize edilmis ve
yoresel izolatlarin filogenetik analizleri gerceklestirilerek GenBank kayitlart
saglanmistir. Calisma ile ribozomal ITS-2 gen bdlgesini complete olarak amplifiye eden
orijinal primer dizaynm: yapilmis, GenBank veri tabaninda yapilan analizlerle ve sekans
analizleriyle yiiksek spesifite gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda ¢alisma ile yine
Tiirkiye’de bir ilk olarak H. contortus popiilasyonlarinda benzimidazol direncliligi

molekiiler olarak B-tubulin izotip 1 genindeki tek niikleotid polimorfizmi’ni hedef alan
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kantitatif TagMan prob bazli Real Time PCR yontemi ile arastirilmig, koyunlarda
duyarli ve direngli allel sikliklar1 belirlenerek risk faktorleri ortaya konmustur. Duyarlt
ve direngli allellere sahip izolatlarin klonlama ve plasmid piirifikasyonu sonrasi ilgili
gen bolgesi yoniinden sekans analizleri gergeklestirilerek konfirmasyonlar1 saglanmais,
direngli allele sahip izolatlarda SNPs belirlenmistir. Duyarli ve direncli allelik yapidaki
izolatlarin GenBank kayitlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar arastirma
yoresinde direngli popiilasyonlarin varligimi ortaya koymus olup, popiilasyon
dinamikleri agisindan tedavi ve ilaglama yontemlerinin gozden gecirilmesi ve alternatif
stratejilerin olusturulmasinin zorunlu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu bilimsel sonuglar,
Tirkiye’de hali hazirda gevis getiren hayvanlarda trichostrongylid enfeksiyonlarina
kars1 basta benzimidazoller ve tiirevleri olmak iizere diger bazi antihelmentiklerin
gelisigiizel kullanildigi goz Oniine alindiginda, direngli parazit popiilasyonlarinin
olusumunun oldukga biiyiik bir risk olusturdugunu da gostermektedir. Bu agidan iilke
capinda genis kapsamli ve oOzellikle yiiksek duyarliliktaki molekiiler tekniklerle
direnclilik analiz c¢alismalarina ihtiyag oldugu goriilmektedir. Mevcut calisma,
Tiirkiye’de trichostrongylid enfeksiyonlarina yol acan diger tiirlerin molekiiler
identifikasyon ve filogenetik karakterizasyonlarinin yani sira ilag direngliliginin
molekiiler diizeyde belirlenmesi lizerine yapilacak gelecekteki ¢aligmalara da model

olusturacaktr.
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