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Ö    

Bu çalıĢma, Ġç Anadolu Bölgesi‟ndeki sığırlarda Ostertagia ostertagi ve Haemonchus 

türlerinin moleküler prevalansı ve karakterizasyonu ile benzimidazol dirençliliğinin moleküler 

olarak araĢtırılması amacıyla yapılmıĢtır. Bu amaçla 2013-2015 yılları arasında Kayseri, 

NevĢehir, Yozgat ve KırĢehir illerindeki halk elinde yetiĢtiriciliği yapılan çeĢitli sığırcılık 

iĢletmelerindeki farklı yaĢ, cinsiyet ve ırklara ait toplam 920 baĢ sığırdan tekniğine uygun 

olarak dıĢkı örneği toplanmıĢtır. Konvansiyonel dıĢkı muayenesi sonucunda, incelemesi 

yapılan toplam 920 sığırın 210‟u (%22,8) Trichostrongylid yumurtaları yönünden pozitif 

bulunmuĢtur. Trichostrongylid yumurtaları ile pozitiflik en yüksek %25,4 ile Kayseri 

yöresinden örneklenen sığırlarda belirlenmiĢ bunu sırasıyla %22,1, %21,0 ve %20,5 ile 

Yozgat, NevĢehir ve KırĢehir yörelerinden örneklenen sığırlar izlemiĢtir. Trichostronylid 

yumurtaları ile pozitif belirlenen 210 sığırda ortalama EPG değeri 460,1±34,0 (min:50,00, 

max:1000,00) belirlenmiĢtir. Gerek Trichostrongylid yumurtaların dağılımı gerekse EPG 

düzeyleri temelinde istatistiksel açıdan cinsiyet ve ırka göre farklılık tespit edilmemiĢ olup 

(p>0,05), yaĢ ve dıĢkı karakteri açısından farklılık önemli bulunmuĢtur (p<0,001). Yumurta 

pozitif örnekler EPG sayıları temelinde 3. dönem enfektif larvaların elde edilmesi için kültüre 

edilmiĢtir. Trichostrongylid yumurta ve larva (L3) süspansiyonlarından izole edilen genomik 

DNA‟ların mt-COI genini parsiyel olarak amplifiye eden genel primerlerle nested PCR 

analizleri konfirmasyon amacıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Mt-COI gen bölgesi analizleri 

temelinde pozitif belirlenen izolatlarda bu bölgeden dizayn edilen primerlerle sybergreen real 

time PCR analizleri yapılmıĢtır. Melting curve analizlerinde ayrıca O. ostertagi ve H. 

contortus için erime sıcaklıkları spesifik olarak sırasıyla 80,0
°
C ve 75,0

°
C belirlenmiĢtir. 

Sybergreen real time PCR ile analiz sonuçlarında Trichostrongylid yumurta pozitif 210 

örneğin 34‟ünde O. ostertagi, 58‟inde H. contortus ve 23‟ünde her iki türle miks enfeksiyon 

pozitifliği belirlenmiĢ ve incelenen toplam 920 sığır örneği bazında iki tür için moleküler 

prevalans oranları sırasıyla %6,2 ve %8,8 olarak saptanmıĢtır. Pozitif izolatlardan klonlama 

ve plazmid pürifikasyonu sonrası O. ostertagia ve H. contortus türlerine ait mt-COI gen 

bölgesinin 402 bp kısmını içeren toplam 14 sekans baĢarıyla elde edilmiĢtir.  GenBank 

kayıtları (KY678201-KY678214) yapılan izolatların dünyadaki benzer izolatlar ile çoklu 

hizalamaları yapılarak filogenetik analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Filogenetik analizlere göre 

çalıĢmamızda karakterize edilen H. contortus izolatları filogenetik ağaçta Kayseri yöresinde 

koyunlardan izole edilen izolatlarla daha yakın bulunmuĢ (genetik farklılık %1,1±0,5) ve 
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birlikte cluster oluĢturmuĢtur. Karakterize edilen bu izolatlar ayrıca Pakistan ve Brezilya‟dan 

bildirilen izolatlarla sırasıyla %3,4±1,0 ve %5,7±1,1 farklılık göstermiĢtir. Türkiye‟den ilk 

kez izole ve karakterize ettiğimiz O. ostertagia izolatları ayrı bir grup oluĢturmuĢ ve bu grup 

içinde iki cluster‟da yerleĢim göstermiĢtir. ÇalıĢmada belirlenen bu izolatlar ayrıca 

GenBank‟ta yalnızca Japonya‟dan mevcut olan homolog izolatlarla %4,3±0,9 genetik farklılık 

göstermiĢtir.  ÇalıĢmada saptanan izolatların soy bazında genetik analizlerinde H. contortus 

izolatlarının %17,1±2,6, %18,3±2,6, %18,7±2,8, %20,7±3,0, %22,0±3,3 ve %24,6±3,6 

genetik farklılıklarla sırasıyla Cooperia oncophora, Mecistocirrus digitatus, Trichostrongylus 

axei, O. ostertagi, Teladorsagia circumcincta ve Nematodirus spathiger türlerine filogenetik 

olarak yakın olduğu belirlenmiĢtir. O. ostertagia izolatlarının ise %15,2±2,3, %15,8±2,4, 

%16,3±2,6, %17,3±2,6, %19,8±3,0 ve %20,7±3,0 genetik farklılıklarla sırasıyla T. 

circumcincta,  Tr. axei, C. oncophora, N. spathiger, M digitatus ve H. contortus türlerine 

filogenetik olarak yakın olduğu saptanmıĢtır. ÇalıĢmada ayrıca duyarlı ve dirençli allel 

sıklıklarına göre belirlenen bazı izolatlarda β tubulin izotip-1 gen bölgesinin sekansları 

belirlenmiĢ ve benzimidazol dirençliliği açısından tek nükleotid polimorfizmleri 

araĢtırılmıĢtır. Duyarlı allele ait izolatların hiçbirinde polimorfizm görülmezken dirençli allele 

ait iki izolatın β tubulin izotip-1 gen bölgesinin 200. kodonunda tek nükleotid polimorfizmi 

gösterdiği ve fenilalanin (TTC) amino asidinin tirozin amino asitine (TAC) dönüĢtüğü 

saptanmıĢtır.  

Sonuç olarak bu çalıĢma ile Türkiye‟de ilk kez sığırlarda O. ostertagi ve H. contortus‟un 

moleküler prevalansı belirlenmiĢ ve genetik karakterizasyonu yapılmıĢtır. ÇalıĢma ile 

araĢtırma yöresinde H. contortus popülasyonlarında benzimidazol dirençliliği moleküler 

olarak ortaya konmuĢ, duyarlı ve dirençli allel sıklıkları belirlenerek risk faktörleri 

saptanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar, dirençli H. contortus popülasyonu dinamikleri açısından 

tedavi ve ilaçlama yöntemlerinin gözden geçirilmesi ve alternatif stratejilerin 

oluĢturulmasının zorunlu olduğunu ortaya çıkarmıĢtır. 

Anahtar kelimeler: Benzimidazol dirençliliği, Haemonchus contortus, moleküler 

karakterizasyon, Ostertagia ostertagi, real time PCR, sığır  
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MOLECULAR PREVALANCE AND CHARACTERIZATION OF OSTERTAGIA 

OSTERTAGI AND HAEMONCHUS SPECIES IN CATTLE, AND MOLECULAR 

INVESTIGATION OF BENZIMIDAZOLE RESISTANCE 

ABSTRACT 

This study was conducted to investigate the molecular prevalence and characterization of 

Ostertagia ostertagi and Haemonchus species and as well as benzimidazole resistance in H. 

contortus populations in cattle from the Central Anatolia Region. For this aim, between 2013 

and 2015 fecal samples were techniqually collected from totally 920 cattle in different age, 

gender and races from Kayseri, Nevsehir, Yozgat, and Kırsehir districts. 210 (22.8%) out of 

examined cattle were found to be positive with Trichostrongylid eggs. Trichostronglids were 

found to be the most prevalent species with the ratio of 25.4% in Kayseri region, and this ratio 

was followed by Yozgat, Nevsehir and Kırsehir regions with the ratios 22.1%, 21.0%, and 

20.5%, respectively. The mean egg per gram of feces (EPG) value in 210 cattle infected with 

trichostrongylids was determined as 460.1±34.0 (min:50.00, max:1000.00). On the basis of 

Trichostrongylid eggs and EPG levels, no difference was detected in gender and race 

(p>0.05), and the difference in age and fecal character was found significant (p<0.001) 

statistically. Egg-positive specimens were cultured on the basis of EPG counts to obtain 

infectious 3. stage larvae. Nested PCR analyzes were performed with general primers that 

partially amplify the mt-COI gene of genomic DNA isolated from the suspensions of 

Trichostrongylid eggs and larvae (L3). Based on the Mt-COI gene region analyzes, 

sybergreen real time PCR analyzes was performed in the positive isolates with the primers 

designed in this gene region. In melting curve analysis, melting temperatures for O. ostertagi 

and H. contortus were also determined specifically at 80.0°C and 75.0°C. In sybergreen real 

time PCR analysis, Trichostrongylid egg positive 210 samples were identified as O. ostertagi 

in 34, as H. contortus in 58 and as mix with both species in 23, and the molecular prevalence 

rates for O. ostertagi and H. contortus were found as 6.2% and 8.8%. After cloning from 

positive isolates and plasmid purification, a total of 14 sequences containing 402 bp of the mt-

COI gene region of O. ostertagia and H. contortus species were successfully obtained. The 

phylogenetic analyses of the isolates recorded in GenBank (KY678201-KY678214) were 

carried out by multiple alignments of the isolates with the similar ones available in GenBank 

in the world. According to phylogenetic analysis, the isolates of H.contortus which were 

characterized in our study were found to be closer to the isolates isolated from the sheep in 
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Kayseri region (genetic difference 1.1% ± 0.5) and clustered together in the phylogenetic tree. 

These isolates also differed by 3.4%±1.0 and 5.7%±1.1, respectively, with isolates from 

Pakistan and Brazil. O. ostertagia isolates isolated and characterized for the first time from 

Turkey have formed a separate group and have been located in two clusters within this group. 

These isolates identified in the study also showed genetic differences of 4.3%±0.9 in 

GenBank with only homologous isolates from Japan. H. contortus isolates were 

phylogenetically close to Cooperia oncophora, Mecistocirrus digitatus, Trichostrongylus 

axei, O. ostertagi, Teladorsagia circumcincta and Nematodirus spathiger with the ratios 

17.1%±2.6, 18.3%±2.6, 18.7%±2.8, 20.7%±3.0, 22.0% ±3.3 and 24.6%±3.6, respectively. O. 

ostertagi isolates were phylogenetically close to T. circumcincta, Tr. axei, C. oncophora, N. 

spathiger, M. digitatus and H. contortus with the ratios 15.2%±2.3, 15.8%±2.4, 16.3%±2.6, 

17.3%±2.6, 19.8%±3.0 and 20.7%±3.0, respectively. β 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 benzimidasole 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.  

In conclusion, molecular prevalence and genetic characterization of O. ostertagi and 

Haemonchus species in cattle 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, cattle, Haemonchus contortus, molecular 

characterization, Ostertagia ostertagi, real time PCR 
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1. G     /                

Trichostrongyloidae üst ailesinde mide-bağırsak sistemine yerleĢen nematodlar sığırlarda 

oluĢturdukları patojenite ve yüksek verim kayıplarıyla oldukça önem arz etmektedir. Bunlar 

arasında abomasuma yerleĢen Ostertagia ostertagi ve Haemonchus türleri (H. contortus ve H. 

placei) en yaygın türlerin baĢında gelmekte olup verim kayıplarından primer sorumlu türler 

olarak nitelenmektedirler. Son yıllarda çeĢitli konaklarda Trichostrongylid nemotod türlerinin 

spesifik teĢhisi, epidemiyolojisi, kontrol programlarının Ģekillendirilmesi ve anthelmentik 

dirençliliğinin belirlenmesinde moleküler biyolojik teknikler sahip olduğu yüksek sensitivite 

ve spesifite ile kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Özellikle sekans ve filogenetik analizlerle bir çok 

tür için inter ve/veya intra spesifik varyasyonların varlığı ortaya çıkarılmıĢ ve farklı 

coğrafyalardaki parazit nesilleri arasındaki filogenetik iliĢkiler araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır. 

Türkiye‟de günümüze kadar sığırlarda trichostrongylid nematodlar ve benzimidazol 

dirençliliği üzerine moleküler bazlı herhangi bir çalıĢma yapılmamıĢtır (1). 

Bu proje çalıĢmasında Kayseri, Yozgat, NevĢehir ve KırĢehir illerinden örneklenen farklı yaĢ, 

ırk ve cinsiyetteki sığırlar araĢtırma materyalini oluĢturmuĢtur. Sığırlardan toplanan dıĢkı 

örnekleri trichostrongylid yumurtaları yönünden incelenmiĢ, pozitif belirlenen örnekler dıĢkı 

kültürüne alınarak L3 geliĢimi sağlanmıĢtır. Moleküler analizler amacıyla genomik DNA 

ekstraksiyonu hem pozitif dıĢkılardan elde edilen yumurtalar hem de dıĢkı kültürü sonucu 

izole edilen L3 üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen genomik DNA ekstrakları O. 

ostertagi ve Haemonchus türlerinin mithocondrial cytochrome c oxidase subunit1 (mt-COI) 

gen bölgesini amplifiye eden spesifik primerler sybergreen Real Time PCR‟da analizlere tabi 

tutulmuĢtur. Belirlenen Ct (dR) değerlerine göre örneklerde pozitiflikler saptanmıĢ ve uygun 

Ct (dR) konsantrasyondaki  izolatların mitochondrial mt-COI gen bölgeleri parsiyel olarak 

genel primerlerle amplifiye edilmiĢtir. PCR ürünleri sonraki basamakta jel pürifiye edilerek 

uygun plazmid vektörlere klonlanmıĢ, kolonilerde hedef türlere ait gen bölgelerinin 

konfirmasyonu geliĢtirilen sybergreen Real Time PCR ile sağlanmıĢ ve hedef gen bölgelerini 

içeren kolonilerin transformasyonu takiben rekombinant plamid pürifikasyonu yapılmıĢtır. 

Rekombinant plazmidlerde hedef gen bölgelerinin sekans analizleriyle ilgili izolatların 

moleküler karakterleri ve nükleotid dizilimleri ortaya konmuĢ ve GenBank kayıtları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca moleküler karakterleri ortaya konan ilgili izolatların Dünyadaki 

GenBank‟a kayıtlı mevcut homolog izolatlarla hizalama analizleri yapılarak filogenetik 
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yapılanmaları ortaya çıkarılmıĢtır. ÇalıĢmada ayrıca Real Time PCR analizlerinde 

Haemonchus türleri yönünden pozitif belirlenen örneklere ait genomik DNA izolatlarında 

SYBR Green Real Time PCR tekniği ile benzimidazol dirençliliği araĢtırılmıĢ, duyarlı ve 

dirençli allel sıklıkları belirlenerek, bazı izolatların sekans analizleri ile SNPs analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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2.              G  

2.1  I I              G O    

Ostertagia türlerinin sebep olduğu bu hastalık, dünyanın soğuk veya ılıman bölgeleri baĢta 

olmak üzere birçok yerinde “brown- stomachworms” hastalığı olarak bildirilmektedir. Hastalık 

nedeni olan türler arasında Ostertagia ostertagi özellikle sığırların PGE (parazitik gastro 

enteritis) etkeni olarak dikkat çekmektedir. Meraya ilk defa çıkan buzağılar ve direnci yetersiz 

olan genç sığırların bu hastalığa oldukça duyarlı oldukları bilinmektedir. Ostertagiosis‟de, diğer 

mide bağırsak nematodlarından farklı olarak, iki yaĢından önce gerçek bir direnç oluĢmaması, 

re-enfeksiyonların önemini arttırmaktadır. Ostertagiosis, insanlarda “Menetrier‟s Disease” 

olarak bilinen bir hastalık için model oluĢturulması bakımından da önemli görülmektedir (2). 

2.1.1 Ostertagia ostertagi’nin  ınıflandırmadaki  eri 

Ostertagia ostertagi‟nin Systema Naturae 2000‟e göre sistematikteki yeri aĢağıdaki gibidir 

(3). 

Domain Eukaryota Chatton, 1925 - eukaryotes  

 "neokaryotes" - mitochondrial eukaryotes  

  "neozoa"  

   "scotokaryotes" Cavalier-Smith, 1999  

    "podiates" Cavalier-Smith, 2013  

     Amorphea Adl et al., 2012  

      Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987  

       Holozoa  

        filozoa Shalchian-Tabrizi, Minge, Espelund, Orr, Ruden, Jakobsen & Cavalier-Smith, 

2008  

            Kingdom Animalia Linnaeus, 1758 - animals  

               Epitheliozoa Ax, 1996  

                 Eumetazoa Bütschli, 1910 - eumetazoans  

                   Bilateria Hatschek, 1888 - bilaterians  

                     Eubilateria Ax, 1987  

                       Protostomia Grobben, 1908  

                         Ecdysozoa A.M.A. Aguinaldo et al., 1997 - ecdysozoans  
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                           Introverta C. Nielsen, 1995  

                            Nematoida A. Schmidt-Rhaesa, 1996  

                                  Phylum Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877 - round worms  

                                    Genus Ostertagia Ransom, 1907  

                                       Ostertagia ostertagi (Stiles, 1892) 

2.1.2 Ostertagia ostertagi’nin  orfolojisi 

Ostertagia ostertagi türüne evcil ve yabani geviĢ getiren hayvanların abomazumlarında, nadiren 

ince bağırsaklarında rastlanmaktadır. Yeni alınmıĢ dıĢkı örneklerinde kahve renkli, ince yapılı 

olarak olarak görülen parazitlerin vücudunu saran kütikulası üzerinde enine çizgiler 

bulunmamakta, erkelerde bulunan spiküllerin kısa, benekli ve kahverenginde oldukları 

görülmektedir (4). O. ostertagi erkekleri 6,5-7,5 mm, diĢileri 8,3-9,2 mm uzunluktadır. 

Spikülümleri 220-230 µm kadardır. Spikülümün her biri distal ucunda kitini membranla sarılı 

üç çatallı bir görünüĢ arz eder. Gubernaculum 40 µm uzun ve 14 µm geniĢliktedir. Dorsal 

kaburga tek çıkıp önce ikiye ayrılır, daha sonra her bir uç tekrar iki küçük dala ayrılarak 

sonlamr. Vulva arka uçtan 1,5 mm mesafede olup belirli bir kapak taĢır. Anüs arka nihayetten 

100-140 µm uzakta yer alır. DiĢilerin distal ucu gittikçe incelerek yuvarlak bir uçla sonlanır. 

Yumurtaları 38-44 x 74-90 µm çapındadır. Ağız yolu ile alınan üçüncü dönem enfektif 

larvalar ortam Ģartlarının elveriĢsiz olduğu durumlarda dördüncü dönem larva halinde 

abomasumda nodüller içerisinde altı ay kadar geliĢmelerini durdurarak hipobiosis halinde 

yaĢayabilirler (1). 

2.1.3 Ostertagia ostertagi’nin  aşam  öngüsü 

Parazitlerin yumurtaları içerisinde farklı sayıda blastomer bulunmakta, dıĢ ortamda uygun 

Ģartlar bulunduğunda L1‟ler kendi çabalarıyla aktif olarak yumurtalardan çıkmakta ve dıĢ 

ortamda, mikroorganizmalarla beslenmekte ve geliĢerek gömlek değiĢtirip L2 olmaktadırlar. 

Aynı Ģekilde L2‟ler de dıĢ ortamda beslenerek, geliĢip, gömlek değiĢtirerek enfektif L3 halini 

almaktadırlar. L3‟ler yağmur ve nem gibi etkenlere bağlı olarak meradaki ruminantların 

beslenirken alacakları otlara ulaĢmaktadırlar. Özellikle ıslak otlar bu olayda önemli rol 

oynamaktadır. Otlarla birlikte peros alınan larvalarla gerçekleĢen enfeksiyon, L3‟lerin 

rumende L2 döneminden kalan eski kılıflarından kurtularak abomazumdaki gastrik bezlerde 

gömlek değiĢtirip,L4 halini almaları ile devam etmektedir. Enfeksiyonun on sekiz ile yirmi 

birinci günlerinde sekiz milimetreye ulaĢan L4‟ler gömlek değiĢtirerek geliĢmekte, meydana 
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gelen L5‟ler gastrik bezlerden çıkarak abomazum yüzeyine ulaĢmaktadırlar. Bazen L4‟ler 

hipobiyoza girmekte ve geliĢim bir kaç ay uzayabilmektedir. Genellikle üç ile beĢinci 

haftalarda eriĢkin hale gelen parazitler yumurtlamaya baĢlamakta ve dıĢkıda yumurta 

görülebilmektedir (1). 

2.1.4 Ostertagia ostertagi’nin Epidemiyolojisi 

2.1.4.1 Ostertagia ostertagi‘nin  ürkiye’deki  ayılışı 

Türkiye'deki sığırlarda O. ostertagi‟nin prevalansı; Ankara‟da % 92,86 (5), Türkiye‟nin 

değiĢik bölgelerinde %22 (6), Samsun yöresinde %65,5 (7), Marmara Bölgesi‟nde %87,5 (8), 

Ġç Anadolu Bölgesi‟nde %20,8 (9), Bursa‟da %27,27 (10), Kars‟ta %92 (11), Afyon‟da 

%10,30 (12), Kayseri‟de %35 (13), Konya‟da %3 (14) ve Elazığ‟da %63,26 (15) oranlarında 

rapor edilmiĢtir.  

2.1.4.2 Ostertagia ostertagi’nin  ünyadaki  ayılışı 

Sığırlarda O. ostertagi prevalansı, Suriye‟de (16) %61,76, Japonya‟da % 63,6 (17), 

Ġskoçya‟da %83 (18), Çekoslovakya'da % 0,6 (19), Belçika‟da %87 (20) ve %90 (21), 

Hollanda‟da %97 (22), Ġspanya‟da %60,4 (23), ABD‟de %85 (24), %98,5 (25) ve %98 (26) 

ve Avusturya‟da %81,4 (27) olarak rapor edilmiĢtir. 

2.1.5 Ostertagia ostertagi’nin  atojenitesi 

Parazitin sığırların abomazumundaki gastrik bezlerde bulunduğu süre içerisinde paryetal 

hücrelerin yapısını bozarak asidik salgı üretimine engel olmasına bağlı olarak klinik belirtiler 

oluĢmaktadır. Örneğin pH6 ve üzerinde pepsinojen enzimi, pepsine dönüĢememekte, emilerek 

kan dolaĢımına karıĢmakta, protein sindirimi aksamaktadır. Kandaki pepsinojen seviyesindeki 

artıĢı albümin seviyesindeki düĢüĢ izlemektedir. Abomazumdaki asidik ortamın kaybolmaya 

baĢlaması, bakteriyostatik dengeyi bozmakta ve normal flora bozulmaya baĢlamaktadır. Bu 

tablo akut ishal, kondisyon kaybı ve iĢtahsızlıkla devam etmektedir. Ostertagia ostertagia‟da 

klinik tablonun oluĢmasına yol açan patolojik tablo, birbiriyle iliĢkili biyolojik olayların 

gerçekleĢmesiyle oluĢmaktadır (28). Sığırların abomazum nematodu olan O. ostertagi 

enfeksiyonlarında asit salgılayan paryetal hücreler azalmakta ve gastrik pH yükselmektedir. 

Deneysel enfeksiyonlara göre gastrine özgü mRNA ekspresyonu ile gastrinin kan ve 

dokulardaki farklı moleküler formlarının konsantrasyonları ölçülmüĢtür. Buna göre 

enfeksiyondan 28 gün sonra kan gastrin konsantrasyonu yükselmeye baĢlamıĢtır. Kan gastrin 
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düzeyi yani gastrin-34 (G-34) artarken kontrol gruplarında ise gastrin-17 (G-17) artmıĢtır. 

Gastrine özgü mRNA ekspresyonu, enfekte hayvanlarda on bir kat artarken, pilorik mukozal 

gastrin seviyesi %23,8 oranında azalmıĢ kandaki gastrin ise artmıĢtır. Sonuç olarak 

hipergastrinemi görülen enfekte hayvanlarda gastrin sentezinin, paraziter patolojiye bağlı 

olarak arttığı tespit edilmiĢtir. 

Enfeksiyonun 18. günü dıĢkıda yumurta görülmeye baĢladığında, yumurta atılımı 23. güne 

kadar artarak devam etmektedir. Enfeksiyonun 28. günü yapılan nekropside tespit edilen 

parazitlerin ortalama %85‟i abomazum lümeninde bulunmuĢtur. Enfekte hayvanlarda serum 

pepsinojen değeri 14. günden 28. güne kadar artarak yükselmiĢtir. Enfekte hayvanlarda serum 

gastrin değeri 21. günden 28. güne kadar artarak yükselmiĢtir. Fundus mukozasının ağırlığı 

kontrol grubundakilere göre %95,6 oranında artmıĢtır (abomazum hiperplazisi ve ödem). 

Amerika BirleĢik Devletlerinde sığırlar üzerinde yapılan deneysel O. ostertagia 

enfeksiyonlarında, sığırların genotiplerine göre üç farklı tipte fenotipik yanıt verdikleri 

gözlenmiĢtir. Buna göre; Tip 1 sığırlar asla çok yüksek EPG değeri vermemiĢtir, Tip 2 

sığırların EPG değerleri her zaman düĢük kalmıĢtır, Tip 3 sığırlar sürekli yüksek EPG 

değerleri vermiĢtir. Bu durum sığırların mide barsak nematodlarına karĢı genotipik 

özelliklerine bağlı olarak değiĢik derecelerde yanıtlar verebildikleri Ģeklinde 

yorumlanmaktadır (29). 

Sığırların ırk ve bireysel genotipik özelliklerinin yanı sıra antihelmintik ilaç direnci veya 

baskısı, re-enfeksiyon sıklığı, beslenme, yaĢ, gebelik, doğum gibi stres faktörleri, hatalı sürü 

yönetimi teknikleri, enfestasyon oranı ve değiĢik ekocoğrafyalardaki aynı parazit türüne ait, 

alt tiplerin farklı virülansları, abomazal ve intestinal parazit yükleri gibi unsurların, konağın 

antiparaziter immün yanıtı üzerinde pozitif veya negatif etkilerinin olacağı Ģeklinde 

değerlendirilmektedir (30, 31). 

Mukoza tabakası canlıların eksojen etkenlere karĢı primer savunma hattını oluĢturmaktadır. 

Abomazumda bulunan mukus tabakası da bu ödevi görmektedir. Müsinler veya mukus 

glikoproteinleri ise bu mukus bariyerinin en önemli bileĢenleri olarak bilinmektedir. 

Sığırlarda dokuz adet membran bağımlı müsin ve salgılanan sekiz adet müsin bulunmuĢtur. 

Membran bağımlı müsinler genellikle epitel hücrelerin apikal membranlarında hücre 

sinyalizasyonunda görev almaktadırlar, jelatinöz ve viskoelastik yapılar da mukus 

oluĢumunda yer almaktadırlar. Burada önem taĢıyan müsinlerin, müsin glikolizasyonu 

sayesinde sindirim enzimlerinden ve düĢük pH dan koruması yanında mukozal enfeksiyon ve 
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yangı durumlarında koruyucu etkinlik göstermesi olup, bu olayın devamlılığını doku spesifik 

bazı enzimlerin ekspresyonu sürdürmektedir. Mukus hücrelerinin hiperplazisi, yüzey epitelinin 

hasarı ve asit üreten paryetal hücrelerde meydana gelen kayıplar, glikogenlerin trankripsiyon 

seviyeleri ve müsin glikolizasyon düzeninin abomazumdaki parazit yüküne bağlı olarak 

değiĢmesiyle doğrudan alakalı bulunmaktadır (32). 

Abomazum   mukozasının plikalar içeren normal görünümünün, patojen “maroken” 

görünümü alması görülmektedir. Bu durumun geliĢiminde abomazumdaki bakteri 

popülasyonunun artmasına neden olan pH yükseliĢi, protein denatürasyonunun engellenmesi, 

pepsin/pepsinojen dengesinin bozulması, abomazum mukozası geçirgenliğinin artması, 

kandaki plazma proteinlerinin abomazum lümenine, abomazumdaki pepsinojenin de kana 

geçmesi gibi etkenlerin rol oynadığı bildirilmektedir (33). 

2.1.6 Ostertagia ostertagi  nfeksiyonlarında  linik  elirtiler 

Tip 1 Ostertagiosis: Oldukça kısa zaman içerisinde çok fazla miktarda enfektif larva alınması 

ile abomazumun fundus ve korpus kısımlarında gastrik bezler içerisinde geliĢen larvalara 

bağlı olarak akut gastrik disfonksiyon oluĢmaktadır. Salgı bezlerinde dilatasyon, fonksiyon 

kaybı, mukozal konjesyon, submukozal ödem geliĢmektedir. Özellikle ilkbaharın erken 

geldiği senelerde mart ayı itibariyle meraya çıkmaya baĢlayan süt inekleri, buzağı ve danalar 

bir önceki yaz mevsiminden kalan enfektif larvaları almaktadırlar. Bu larvalar ile enfekte olan 

hayvanlarda L3‟ler üç hafta içerisinde doğrudan geliĢerek mayıs, haziran ve temmuz 

aylarında yumurta çıkarmaya baĢlamaktadır. Sezonun o yılki özelliklerine bağlı olarak mera 

ağustos ve eylül aylarında oldukça yüklü miktarda parazit ile kontamine olmakta, O. 

ostertagia ya bağlı PGE tablosu buzağı, dana veya direnci yeterli olmayan sığırlarda meydana 

gelmektedir. Sonbaharda doğan buzağıların yukarıda anlatıldığı Ģekilde mart, nisan aylarında 

ilk defa böyle kontamine meralarda otlatılması ile ağır enfeksiyonun oluĢmaktadır. Bu 

hayvanlarda mukozada az sayıda inhibe larva ve abomazum lümeninde ise çok sayıda L5 

bulunmaktadır (1y). 

Tip 2 Ostertagiosis: Özellikle yaĢlı hayvanlarda kıĢ sonu veya ilkbahar mevsiminde ilk 

otlatma sezonunda inhibe haldeki L4‟lerin eĢ zamanlı olarak geliĢmelerine tekrar baĢlamaları 

ve L5‟lerin dönem dönem abomazum mukozasına geri dönmeleri ile enfeksiyon 

oluĢmaktadır. Larvaların inhibisyon halinden çıkıĢı tam manasıyla eĢ zamanlı olarak meydana 

gelmez ise klinik tablo net olarak gözlenememektedir. Bu tip ostertagiosis, ağır kayıplara ve 

ölüme neden olabilmektedir. Bu Ģekilde hastalanan hayvanların ahırlarda tutulması 
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önerilmektedir. Bu durumda mukozada çok sayıda geliĢmekte olan larva bulunurken, 

abomazum lümeninde ise az sayıda L5 bulunmaktadır (1). 

2.1.7 Ostertagiosis’in  anısı 

Hasta olan ve merada otlayan hayvanlarda çok sulu, yeĢil renkli ishal dikkati çekmektedir. 

Hayvanlarda canlı ağırlık kaybı oluĢmaktadır. Yetersiz beslenme ve yetersiz emilime bağlı 

protein kaybı nedeniyle, hafif hipoalbübinemi, kronik vakalarda ise çene altı ödemi 

gözlenmektedir. Bu hastalığa kuzey bölgelerde özellikle yaz sonu ve sonbahar aylarında 

rastlanması ön tanı hakkında fikir verebilmektedir. Sığırlarda parazitlenen nematodlardan 

Nematodirus, Bunostomum, Strongyloides ve Trichuris cinsleri enfeksiyonlarında dıĢkıda 

görülebilen yumurtaların tanısıyla bu parazitler birbirinden ayırt edilebilmektedir. Ancak 

diğer bazı cinslerin ayırıcı tanısı için mutlaka dıĢkı kültürü yapılarak L3‟lerin elde edilerek 

incelenmesi önerilmektedir. Nekropsi, mide barsak nematodlarının tanısında altın standart 

metottur.  Haemonchus, Bunostomum, Oesophagostomum, Trichuris ve Chabertia cinslerine 

ait ergin parazitler, çıplak gözle fark edilebilmekte, ancak Ostertagia, Trichostrongylus, 

Cooperia ve Nematodirus cinsleri metrelerce uzunluktaki bağırsaklara yayılmıĢ olmaları 

sebebiyle kolay görülememektedirler. Bu küçük nematodlar mide barsak kanalının 

yıkanmasıyla, toplanan içeriğin uygun mesh aralığındaki eleklerden geçirildikten sonra 

birikintinin beĢ dakika süre ile güçlü bir iyot boyası ile boyanarak ardından dekolore (5% 

sodium thiosulphate - hypo) edilerek beyaz zemin üzerindeki petri kaplarında incelenmesi ile 

saptanabilmektedir. Buna benzer yöntemler, antihelmintik direnci gibi araĢtırmalarda da 

uygulanmaktadır (1). H 

2.1.8 Ostertagiosis’in  edavisi 

EriĢkin ve inhibe larvalara karĢı etkili olan albendazole, fenbendazole, oxfendazole, febantel, 

ivermectin, doramectin, eprinomectin ve moxidectin gibi ilaçlar kullanılabilir (1). 

2.1.9 Ostertagiosis’te  orunma ve  ontrol 

Meraların birer yıl dinlendirilerek kullanılmasının çok faydalı olabileceği, ilaç uygulanan 

hayvanların parazit ile kontamine meralardan uzak tutulması önerilmektedir. Çiftliklerden 

toplanarak soğutma tanklarında depolanan sütlerden yapılan örneklemeler, ParaCalc olarak 

geliĢtirilen bir dizi kar-zarar analizi sistemi, incelediği değiĢik parametrelerin yanında ELISA 

testleri ile sütte paraziter antijen veya antikorlar aranarak oransal kıyaslamalar ile verimlilik 
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hesaplamaları yapabilmektedir. Buna göre sığırlarda mevcut parazit tür ve yükünün, konağın 

farklı fizyolojik dönemlerinde yol açtığı ekonomik kaybı, süt üretimini baz alarak, tedavi 

giderleri ve arınma süreci ile birlikte değerlendirilmesi gerekmektedir (34). 

2.2  I I       H     CH     

Hastalık, Trichostrongylinae familya altı Haemonchus cinsinde bulunan türler tarafından 

oluĢturulmakta olup tropik ve subtropik bölgelerde sığır, koyun, keçi, manda, zürafa, antilop 

ve yabani ruminantların abomazumlarına yerleĢmektedir. Sığırlarda haemonchosis oluĢturan 

üç tür (H. placei, H. similis ve H. contortus) bildirilmektedir. EriĢkin parazitler abomazum 

mukozasına tutunur ve kan ile beslenerek anemiye, Ģiddetli enfeksiyonlarda ise ölüme yol 

açarak ruminatların en patojen nematodlarından biri olmaktadır. Parazit aynı zamanda 

ruminantlarda, büyüme geriliği, verim düĢüklüğü, hematolojik ve biyokimyasal değiĢiklikler, 

iĢtahsızlık, kilo kaybı, protein miktarında azalma, sindirim sistemi bozuklukları, üreme 

performansının düĢmesi, et ve yün kaybına neden olmaktadır (35, 36). Haemonchus türleri 

arasında H. contortus‟u diğer türlere göre daha tehlikeli yapan faktör antihelmintiklere karĢı 

hızla direnç göstermesidir. Genel olarak H. contortus‟un sığır, koyun ve keçilerde; H. placei 

ve H. similis‟in ise sadece sığırlarda hastalık oluĢturdukları bildirilmektedir (37-40) 

2.2.1 Haemonchus  ürlerinin  ınıflandırmadaki  eri 

Haemonchus türlerinin Systema Naturae 2000‟e göre sistematikteki yeri aĢağıdaki gibidir (3). 

Domain Eukaryota Chatton, 1925 - eukaryotes  

 "neokaryotes" - mitochondrial eukaryotes  

  "neozoa"  

    "scotokaryotes" Cavalier-Smith, 1999  

       "podiates" Cavalier-Smith, 2013  

          Amorphea Adl et al., 2012  

            Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987  

               Holozoa  

                      filozoa Shalchian-Tabrizi, Minge, Espelund, Orr, Ruden, Jakobsen & Cavalier-

Smith, 2008  

                        Kingdom Animalia Linnaeus, 1758 - animals  

                           Epitheliozoa Ax, 1996  
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                              Eumetazoa Bütschli, 1910 - eumetazoans  

                                Bilateria Hatschek, 1888 - bilaterians  

                                  Eubilateria Ax, 1987  

                                    Protostomia Grobben, 1908  

                                      Ecdysozoa A.M.A. Aguinaldo et al., 1997 - ecdysozoans  

                                        Introverta C. Nielsen, 1995  

                                         Nematoida A. Schmidt-Rhaesa, 1996  

                                              Phylum Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877 - round 

worms  

                                              Class Secernentea Von Linstow, 1905  

                                                 Subclass Rhabditia  

                                                   Genus Haemonchus Cobb, 1898  

2.2.2 Haemonchus  ürlerinin Morfolojisi 

Haemonchus türleri arasında morfolojik farklılıklar görülebilmektedir. Ergin diĢi parazitler 

genel olarak 18-30 mm uzunluğunda, yaklaĢık 500 µm geniĢliğindedir. Ergin bir diĢi parazit 

günde 10.000‟den fazla yumurta yumurtlamaktadır. Kuyruk 400-630 µm uzunlukta olup, 

hızla incelir ve sivri olarak sonlanır. Vulva vücudun arka yarısında yer alır ve dil Ģeklinde bir 

kapağa sahiptir. Yumurtaları, 70-85 X 41-48 µm çapında strongil tip yumurtadır ve yumurta 

konağın dıĢkısına geçtiğinde embriyo 16-32 hücreye bölünür. Erkekleri hafif pembe renkli 

iken, diĢilerin beyaz renkli ovaryumları kırmızı renkli bağırsakların etrafına dolanmıĢ 

durumda olduğundan dalgalı beyaz, kırmızı-kahve renkli görünürler. Ergin erkekler ise genel 

olarak 12-20 mm uzunluğunda, 400 µm geniĢliğinde ve diĢilerden daha zayıftırlar. 

Spikülümler ortalama 0.46-0.506 mm uzunluğundadır ve her biri küçük birer çıkıntı taĢır (1, 

41) 

2.2.3 Haemonchus  ürlerinin  iyolojisi 

Haemonchus türlerinin preparazitik geliĢimi diğer mide-bağırsak kıl kurtlarına 

benzemektedir. Parazit direkt yaĢam siklusuna sahiptir. DiĢilerin yumurtlama kapasitesi çok 

yüksektir. Ergin bir diĢi parazit, günde 7000-10.000 yumurta yumurtlamaktadır. Hayvanların 

dıĢkısı ile dıĢarı atılan yumurtalar içerisinde L1‟ler geliĢir ve yumurtayı terk ederler. Uygun 

nem ve ısı durumlarında L1‟den L3‟lerin geliĢmesi için gerekli süre optimum koĢullarda 5 

gün olmasına rağmen, bu süre havaların serin olduğu durumlarda haftalar veya ayları 
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bulmaktadır. Sığırlar otlarla birlikte L3‟leri alarak enfekte olmaktadır.  Rumende 3. dönem 

larvalarda L2‟den kalma kılıf atılır ve larvalar abomazuma göç ederek mide mukozasına 

penetre olurlar ve gömlek değiĢtirerek 4. dönem (L4) larva haline gelirler. 4. dönem larvalar 

ağız kapsüllerinde geliĢen delici lanset yardımıyla kan damarlarından kan emerler. Kan 

emdikleri yerlerde kanamalara neden olduklarından hayvanda anemi Ģekillenir (1, 41). Ġç ve 

dıĢ çevre Ģartları (makro ve mikro çevresel durumlar, konağın immün yanıtı ve genetik yapısı) 

uygun olduğunda pre-patent süre koyunlarda yaklaĢık 3, sığırlarda 4 haftadır. L4‟ler soğuk, 

kuraklık ve aĢırı sıcak gibi uygun olmayan koĢullarda konakta hipobiyoza girererek 

metabolizma ve geliĢimlerini yavaĢlatırlar. Hipobiyoz kuraklık ve sıcaklığın arttığı yaz 

ortalarında baĢlar ve gittikçe artarak sonbaharda %70-80‟lere, kıĢın ise %100‟e ulaĢır. 

Larvaların hipobiyozdan çıkması çevre koĢullarının uygun hale gelmesi ile olur. Çevre 

koĢullarının uygun hale gelmesi ile birlikte dördüncü dönem larvalar mide mukozasından 

ayrılarak mide lümenine gelir ve burada tekrar gömlek değiĢtirerek 5. dönem larva veya genç 

olgun haline gelirler. Seksüel olgunluğa eriĢen larvalar daha sonra çiftleĢirler (42, 43). H. 

contortus‟un biyolojisi H. placei„den daha hızlı geliĢebilmektedir. Danalarda H. contortus‟un 

pre-patent süresinin 18-21 gün, H. placei‟nin ise 24-28 gün olduğu bildirilmektedir (1).  

2.2.4  Haemonchus  ürlerinin  pidemiyolojisi 

2.2.4.1 Haemonchosis’in  ürkiye’deki  ayılışı 

Türkiye‟de sığır ve mandalarda sadece H. contortus türünün varlığı bildirilmekte olup (44) bu 

parazitin prevalansı; Türkiye‟nin değiĢik bölgelerinde %10,99-22 (6), Marmara Bölgesi‟nde 

%47,9 (8), Ġç Anadolu Bölgesi‟nde %8,3 (9), Kayseri yöresi sığırlarında %4 (13), Afyon 

yöresinde %20,83 (12), Elazığ yöresinde %5 (15), Kars ve Konya yöresinde %8 (11, 14), 

Samsun yöresinde %23,9 (7) ve Bursa yöresinde %12,72 (10) oranlarında rapor edilmektedir. 

2.2.4.2 Haemonchosis’in  ünya‘daki  ayılışı 

Sığırlarda H.contortus prevalansı, Suriye‟de (16) %17,64, Japonya‟da % 0,03 (17), 

Belçika‟da %11,5 (21), ABD‟de %54,4 (25), Brezilya‟da %19,2  (45), Avusturya‟da %6,7 

(27), Gambiya‟da %67 (46),  Afrika Côte-d‟Ivoire‟ da %95 (47), Pakistan‟da %31,85 (48) ve 

Hollanda‟da %2 (22) olarak rapor edilmiĢtir. Brezilya‟da sığırlarda H. placei‟ye %100, H. 

similis‟e %29 (49), Kenya‟ da sığırlarda H. placei‟ye %67 (50) oranında rastlanıldığı 

bildirilmektedir.  
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2.2.5 Haemonchosis’in  atogenezi 

Hastalık özellikle buzağı ve danalar için çok önemli olup, abomazum mukozasına gelen genç 

larvalar üçüncü geliĢme döneminden sonra L4 olmaktadırlar. Bu evre kan emerek beslenme 

evresidir. Bu evrede larvaların ağız yapısı, abomazum mukozasından kan emebilecek duruma 

gelmektedir. Larvanın kan emerken yara odağına antikoagülan bir madde (kontortin) 

salgıladığı kabul edilmektedir (51). Larvaların sayısına bağlı olarak abomazum mukazasında, 

çok Ģiddetli doku irritasyonları ve reaksiyonlar meydana gelebilmektedir. Bu dönemde 

protein, fosfor ve kalsiyumun sindirim ve emiliminde ciddi yetersizlikler oluĢabilmektedir. 

Hayvanlarda zamanla güç kaybı, sallanarak yürüme gibi semptomlar görülebilmektedir.  

Haemonchosis‟in patogenezinde çeĢitli faktörler rol oynamaktadır. Hastalığın geliĢimi 

açısından, parazitin virulansı, konağın genetik yapısı, yaĢı, ırkı, konağın immun yanıtı ve stres 

önemli faktörler arasında bulunmaktadır. H. contortus‟un ana patojenik mekanizması mide 

mukozası üzerindeki direkt lezyonların görülmesi ile olmaktadır. Enfekte ruminantlarda 

konak-parazit geliĢimi boyunca immun sistem yanıtları, özellikle abomazumda morfolojik ve 

fonksiyonel değiĢikliklere neden olmaktadır. Aynı zamanda bazı kan parametrelerinde 

değiĢiklikler gözlenmekte ve bu durum hem anemik duruma hem de sindirim-emilim 

sendromlarının bozulmasına neden olmaktadır (43) . 

Saha ve deneysel çalıĢmalar ile abomazum nematodlarının konak üzerindeki morfolojik ve 

fiziksel etkileri incelenmiĢtir. Konak üzerindeki etkileri, nodul oluĢumu, mukoz hücre 

hiperplazı, süperfisyal epitel zararları, asit salınımını azaltan, serum gastrin ve pepsinojen 

konsantrasyonunu artıran doku tamiridir (52). Parazitli abomazumlarda, mide bezlerindeki 

larvalardan dolayı mide disfonksiyonu ve süperfisyal epiteller zarar görmektedir. Mukoza 

üzerinde bulunan ergin parazitlerin hareketleri, parazit ve kimyasalların geçiĢine izin verirken 

difüzyonu engellemektedir. Abomazum hipoasiditesi, pepsinojen aktivasyonunu azaltmakta 

ve aynı zamanda enfeksiyonun baĢlangıç safhalarında gastrin salgılanması için gerekli 

olmaktadır. Artan serum pepsinojen konsantrasyonu mukoza boyunca pepsinojenin geri 

difizyonundaki artıĢa bağlanmaktadır (53). 

H. contortus‟un erginleri günde 0,05 ml kan emmektedir (54). Toplam hücre hacmindeki 

(PCV) azalma ile birlikte belirgin bir Ģekilde kan kaybı görülmektedir. Bu parametreler, 

parazitin virulansında marker olarak (55, 56) ve haemonchosis‟de parazit yükünün dolaylı 

olarak belirlenmesinde kullanılmaktadır (57, 58). PCV‟deki azalma, mukozadan L4‟lerin 
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çıkıĢına rastlayan enfeksiyondan sonraki 4 gün içinde görünür hale gelmektedir. Genç ve 

ergin parazitlerin kan emme isteğindeki kombine etki, parazitlerin ağız boĢluğunda iyi 

geliĢmiĢ lansetlerin bulunması ve enfeksiyon bağımlı hemorojik gastritisin neden olduğu 

mide-bağırsaktaki kan kaybından dolayı PCV‟deki azalma patent periyodun (enfeksiyondan 

sonraki 3. hafta) baĢlaması ile hızlanmaktadır (59, 60). Minumum değerlere ise enfeksiyonun 

7. haftasında ulaĢılmaktadır (61). PCV değerindeki azalma, hemoglobin konsatrasyonundaki 

(5,3-7,7 mg/dL) azalma ile aynı zamana denk gelmektedir. Bu durum parazitlerin salgıladığı 

hemolitik faktörlerin neden olduğu eritrositlerin lizis olması ve parazitin kan emme isteğinin 

artmasına bağlı olarak bağırsaklarda kan kaybı artıĢına neden olmaktadır (62,63). 

H. contortus ile ağır enfekte sığırlarda anemi 3 evrede geliĢmektedir. 

Birinci evre: Enfeksiyondan sonraki 7-25. günler arasında olmaktadır. Bu dönemde serum 

demir düzeyi aynı kalırken toplam hücre hacmi hızla %33‟den %22‟ye düĢmektedir. Toplam 

hücre hacmindeki hızlı düĢüĢ, kanama ile oluĢan kan kaybını telafi etmek için konağın 

eritropoiteik sisteminin aktive olması ve kan kaybı arasındaki zamanın uyumsuzluğundan 

kaynaklanmaktadır (1). 

Ġkinci evre:  Enfeksiyondan sonraki 6-14. haftalar arasında olmaktadır. Toplam hücre hacmi 

normal seviyeden düĢük ancak sabittir. Bunun nedeni oluĢan kan kaybına rağmen 

eritropoiteik sistem tarafından üretilen eritrositler ile kan kaybının karĢılanmasıdır. Bu 

dönemde plazma demir düzeyinde ve dıĢkıda demir kaybında artıĢlar gözlenmektedir. ġiddetli 

kanamalarda demir emilimi en yüksek seviyede olmasına rağmen, sığırlarda bağırsaklardan 

demir emilimi sınırlı kapasiteye (bağırsaklardaki demirin yalnızca %11‟i emilmektedir) 

sahiptir. Demir rezervlerinde ciddi azalmalar olmakta birlikte, kemik iliği ve serumdaki demir 

azalmaları ise aneminin 3. evresini göstermektedir (1). 

Üçüncü evre: Bu evre demir eksikliği nedeni ile hemopoiteik sistemin displazi olmasından 

kaynaklanan toplam hücre hacmindeki hızlı düĢüĢ ile karakterizedir (1).   

Enfekte hayvanlarda mide kanaması, kan kaybı, mukoza geçirgenliğinin artıĢı ve hücre içi 

yapının bozulmasının bir sonucu olarak mide lümenine proteinlerin geçmesi, epitel hücre 

kayıpları, doku tamiri, mukus üretiminde artma ve immun sistemin protein sentez isteğinin 

artmasından dolayı plazma protein konsatrasyonunda önemli azalmalar olmaktadır (64, 65). 

H. contortus ile enfekte hayvanlarda serum proteinlerinin büyük bir kısmı dıĢkı ile dıĢarı 

atılmakta ve böylece günlük 210-340 ml plazma kaybı olmaktadır. Enfekte hayvanlarda 
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anemi, mideye besin geçiĢinin azalması, sindirim sisteminin bozulması, pepsin sentezini 

önleyen abomazum PH‟sının artması, amino asit ve küçük peptitlerin absorbsiyonundaki 

azalma nedeni ile beslenme miktarlarında önemli azalmalar olmaktadır (66, 67).  

Abomazumdaki PH artıĢı, mide mukozasının parietal hücrelerinin sentezlediği hidroklorik asit 

üretimi ve salgılanmasındaki azalmadan kaynaklanmaktadır. Abomazumda bulunan parazitler 

ortama amonyum gibi bazı maddeler salmaktadır. Amonyum, pepsin veya mide bezlerinin 

hareketini önleyerek parazitin etrafındaki PH değerini artırmakta ve böylece mide bezlerinin 

ana hücrelerinin ürettiği pepsinojenin pepsine dönüĢümünü engellemektedir. Pepsinojen bu 

bezlerde birikmekte, daha sonra salınmakta ve kana geçmektedir (53, 56). Parazitlerin salgı-

boĢaltım ürünleri, asetil kolin, histamin, epitel büyüme faktörü ve gastrin gibi bazı maddelerin 

serbest kalmasını uyarmaktadır. H. contortus ile enfekte koyun ve keçilerde deneysel 

çalıĢmalarda serum pepsinojen değerinin enfeksiyonun 4-14. günlerinde artıĢ gösterdiği 

belirlenmiĢtir (68, 69). 

2.2.6 Haemonchosis’te  anı 

Genel olarak tüm hastalıklarda olduğu gibi haemonchosisde de hastalığı tedavi edebilmek ve 

bu hastalıktan korunma yöntemlerini geliĢtirebilmek için öncelikle bu hastalığın tanısının 

yapılması gerekmektedir. Bu amaçla tanı; klinik ve nekropsi bulguları, dıĢkı muayene 

yöntemleri, serolojik ve moleküler yöntemlerle yapılmaktadır (70, 71l). 

2.2.6.1  linik ve  ekropsi  ulguları 

Hastalık, genellikle duyarlı ve genç hayvanların yoğun olarak bulunduğu meralarda ortaya 

çıkmaktadır. Haemonchosis‟de klinik belirtiler hiperakut, akut ve kronik olmak üzere 3 

formda görülmektedir (1). 

Hiperakut Haemonchosis: Hastalığın bu formu çok yaygın değildir ve yalnızca oldukça 

duyarlı hayvanlarda görülmektedir. Ağır enfeksiyonlarda klinik belirti görülmeksizin 1 hafta 

içinde hayvanlarda ani ölümler olmaktadır. Bu durum genellikle hayvan 10.000‟den fazla 

parazit ile enfekte olduğu durumlarda ortaya çıkmaktadır. Parazit sayısının çok olmasından 

dolayı anemi Ģekillenir, dıĢkı kandan dolayı kırmızı-siyah renk alır ve aĢırı kan kaybı 

nedeniyle ani ölümler görülmektedir. ġiddetli hemorajik gastritis vardır ve ağır 

enfeksiyonlarda prepatent periyot sonunda ölümler ortaya çıkmaktadır (1). 
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Akut Haemonchosis: Akut haemonchosis, genç ve duyarlı hayvanların ağır enfeksiyonlara 

yakalanmasıyla ortaya çıkmaktadır. Akut haemonchosis‟in klinik belirtileri anemi, değiĢik 

derecelerde ödem, uyuĢukluk, koyu renkli dıĢkı ve yapağı kırıklığıdır. Anemi, hipoproteinemi 

ve ödem (çene ĢiĢliği) ile birlikte olmakta ve enfeksiyonun ilerleyen dönemlerinde anemiye 

bağlı olarak ölümler görülmektedir. Gram dıĢkıdaki yumurta sayısı 100.000‟den fazladır. 

Abomazumda 1000-10.000 eriĢkin parazit bulunmakta, kaslarda ödem ve anemi 

Ģekillenmektedir. Anemi hızla geliĢmekte ve buna bağlı olarak kemik iliğinde eritropoetik 

yanıt Ģekillenmektedir (1). 

Kronik  Haemonchosis: Kronik haemonchosis, son derece yaygın ve ekonomik önemi fazla 

olan bir enfeksiyondur. Bu enfeksiyon parazit sayısının düĢük (100-1000) olduğu durumlarda 

ortaya çıkmaktadır. Enfeksiyona bağlı olarak hayvanlarda kilo kaybı ve halsizlik 

görülmektedir. Morbidite %100, mortalite ise çok düĢüktür. Anemi ve hipoproteinemi, 

hayvanların beslenme, eritropoietik sistemin durumu ve demir rezervlerine bağlı olarak hafif 

veya Ģiddetli olmaktadır. Ergin parazitler, kalsiyum ve calretikulin olarak bilinen pıhtılaĢmayı 

önleyici bir protein (kontortin) üreterek konak üzerinde kolaylıkla beslenmekte ve bulunduğu 

yerde kanamalı lezyonlara sebep olmaktadır. Gram dıĢkıdaki yumurta sayısı 2000‟den azdır. 

Post mortem incelemede, kemik iliğinde kronik geniĢleme ve hiperplazik gastritis 

görülmektedir (1). 

2.2.6.2  ışkı  akısı  öntemleri 

Strongil nematod enfeksiyonlarının antemortem olarak tanısı, flotasyon (Mc Master sayımı), 

Baerrman tekniği veya larva kültürü metodları kullanılarak dıĢkıda nematod larvalarının 

belirlenmesi ve yumurta sayımı esasına dayanmaktadır. Ergin diĢiler farklı üreme Ģekillerine 

sahip olduklarından gram dıĢkıdaki yumurta sayısı mide barsaktaki ergin nematod sayısı 

hakkında bize net bir bilgi vermemektedir. Bu durum özellikle Trichostrongylus gibi düĢük 

üreme potansiyeline sahip nematodlarda görülmektedir. Ancak oldukça üretken olan bazı 

türlerde (H. contortus, Oesophagostomum venulosum ve Chabertia ovina) gram dıĢkıdaki 

yumurta sayısı (EPG değeri) ve bağırsaktaki ergin nematod sayısı arasında bir iliĢki 

bulunmaktadır. H. contortus, Trichostrongylus axei, Teladorsagia/Ostertagia spp. ve 

Nematodirus spp. gibi ruminantların bazı strongylidlerinde çevre Ģartları uygun olmadığı 

zamanlarda larvalar hipobiyoza girerler ve böylece ergin diĢiler tarafından yumurta üretilmez. 

Çevre Ģartları uygun hale geldikten sonra yumurtalar dıĢkı ile atılırlar  (72, 73). 
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Strongil nematodların identifikasyonları, morfolojik karakterizasyonlarına, konak türlerine, 

konak ve çevredeki patolojik etkilerine göre yapılmaktadır. Ancak spesifik tür teĢhisi bu 

kriterlere göre yapılamamaktadır. Birçok strongil nematod yumurtasının Ģekli, büyüklüğü ve 

yapısı birbirine benzemektedir. Özellikle çeĢitli cins ve türlerin yumurtalarının sayısal olarak 

ölçümlerinde benzer yakınlıklar bulunmaktadır.  Cins düzeyinde ayrım yapabilmek için, larva 

kültürü yöntemi kullanılarak dıĢkıda yumurtalardan 3. dönem larvaların geliĢmesi 

sağlanmaktadır. Bu yöntem, zaman alıcı olması (ortam koĢullarına bağlı olarak L3‟lerin 

geliĢmesi için 1-2 haftayı bulmaktadır) ve L3‟leri identifiye etmek için deneyimli bir 

elemanın bulunması nedeniyle sınırlı kullanım alanına sahiptir (74-78).   

2.2.6.3  erolojik  öntemler ile  eşhis 

H. contortus’un neden olduğu enfeksiyonların spesifik teĢhisinde çeĢitli serolojik ve 

immünolojik (kopro antijen belirleme) yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemler içerisinde 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dot-ELISA, hemagglutination (HA) ve 

complement fixation (CF) testleri bulunmaktadır. ELISA testi, parazitlere karĢı serum 

antikorlarının ve çok sayıda örneğin aynı zamanda belirlenmesini sağlayan hızlı ve basit bir 

testtir. Test aynı zamanda geniĢ hayvan gruplarında seroepidemiyolojik çalıĢmalarda güvenilir 

bir Ģekilde kullanılmaktadır. Bu tür testler dıĢkı inceleme yöntemlerine göre daha az zaman 

almaktadır. H. contortus‟un tanısında parazitin E/S (excretory/secretory) antijenleri 

kullanılarak ELISA testi yapılmıĢtır (149). Dot-ELISA testinde,  saf veya saflaĢtırılmıĢ ES 

antijenleri kullanılmaktadır. ES antijenleri, koruma ve teĢhis için güçlü antijen olduklarından 

prepatent periyot boyunca haemonchosis‟in erken tanısında, fazla zaman almayan, kolay 

uygulanan ve basit bir test olan dot-ELISA testinde kullanılmaktadır (79-81).  

2.2.6.4  oleküler  öntemler ile  eşhis 

Hastalık etkenlerinin teĢhisinde gerek mikroskobik gerekse serolojik yöntemlerde karĢılaĢılan 

olumsuzluklar nedeniyle son zamanlarda parazitin DNA veya RNA'sının varlığını ortaya 

koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse 

Transcriptase PCR, Real-Time PCR, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

PCR gibi moleküler tabanlı teknikler kullanılmaya baĢlanmıĢtır (82). 

Enfeksiyonun spesifik teĢhisi veya parazitlerin identifikasyonu için kullanılan PCR tabanlı 

testlerde bir veya daha fazla hedef DNA bölgesi belirlenebilmektedir. Bu yöntem, hedef 

organizmanın genomundaki, özgül bir DNA dizilimini, tekrarlayan Ģekillerde, binlerce kez 

çoğaltarak, kolaylıkla tespit edilebilir hale getirmektedir. Spesifik identifikasyon için hedef 
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DNA bölgesi popülasyon içindeki küçük bir farklılığı bile ortaya koyabilmelidir. Bu amaçla 

parazitlerin tür veya suĢ ayrımını yapacak çeĢitli ribozomal (internal transcribed spacers (ITS-

1 ve ITS-2),18S, 5.8S, 28S rRNA) ve mitokondriyal gen bölgeleri (NAD4, COI)  üzerinde 

çalıĢılmıĢtır (82).  

Moleküler tabanlı yöntemlerden olan real-time PCR‟ın, 1990‟ların baĢında geliĢmesiyle 

birlikte PCR amplifikasyonu görünür hale gelmiĢtir. Real time PCR sistemi, floresan iĢaretli 

boya ve problar kullanılarak PCR çoğaltımını görünür hale getirmekte ve monitorize 

edebilmekte ve aynı zamanda birden fazla paraziti kantitatif olarak eĢ zamanlı tespit etmesiyle 

oldukça spesifik bilgiler sağlamaktadır. Yöntemin biyolojik örneklerden elde edilen DNA‟nın 

kopya sayısını sayısal değerlere dönüĢtürme ve mRNA‟nın düzeyini sayısal olarak 

belirleyebilme en çok kullanılan alanlarını oluĢturmakla birlikte tek nokta mutasyonlarını 

belirleme, hastalık etkeni patojenleri ve  DNA hasarını belirleme, metilasyon tespiti, SNP 

analizi (single nucleotid polymorphism), kromozom bozukluklarının tespiti gibi birçok 

çalıĢmalarda da kullanım alanları bulunmaktadır (83-85).  

Real time PCR tekniği ruminantlarda Trichostrongil nematod enfeksiyonlarının teĢhisinde 

mikroskobik ve serolojik yöntemlerdeki sınırlamaların hızla önüne geçerek hızı, sensitivite ve 

spesifitesi, seçiciliği, hedef patojen veya gen bölgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve 

otomasyona uygun olması gibi nedenlerle son yıllarda öne çıkan tekniklerin baĢında 

gelmektedir. Ayrıca söz konusu teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonları da 

hassas bir Ģekilde belirlenebilmektedir (86).  

2.2.7 Haemonchosis’te  edavi  

Nematod enfeksiyonlarının tedavisinin temelinde günümüzde antihelmintik kullanımı 

gelmektedir. Ancak bundan 200 yıl önce tedavi için çeĢitli kimyasal maddeler denenmiĢtir. 

Haemonchosis‟in ilk tedavisinde arsenik ve terebentin kullanılmıĢtır. Ancak zamanla bu 

maddeler hayvanlarda toksik etki yaptığından dolayı yeni tedavi Ģekilleri geliĢtirilmiĢtir. 

Tedavinin ilk ve etkili biçimlerinden biri hayvanlara oral yolla bakır sülfatın verilmesidir. 

Bakır sülfat uygulaması, 1800‟lerden 1940‟a kadar yaygın bir Ģekilde kullanılmıĢtır. Bakır 

sülfat doğru bir Ģekilde kullanıldığında, konak üzerinde toksik etkisinin az olduğu 

görülmüĢtür. Ancak bakır sülfatın ergin parazitlere karĢı etkili olmasına rağmen larvalara 

karĢı etkili olmadığı gözlenmiĢtir. Bununla birlikte sığırlar, kronik bakır toksisitesine karĢı 

duyarlı olmaları nedeni ile bakır uygulamasının dikkatli bir Ģekilde yapılması gerekmektedir. 
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Yılda bir kez küçük dozlarda (0,5-2 gram) verilen bakır oksitin kuzularda toksik etki 

yapmaksızın H. contortus enfeksiyonlarının tedavisinde etkili olabileceği bildirilmiĢtir (87-

91). 

1940 yılında bakır sülfat yerine fenotiyazin kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Ġlaç, hastalığın 

kontrolü ve elimine edilmesinde oldukça güçlü bir etkiye sahiptir. Fenotiyazin 1:10 oranında 

tuz konsantrasyonu ile kullanılmıĢtır. Bu dozun yan etkisinin oldukça az olduğu bildirilmiĢtir. 

1960‟larda H. contortus fenotiyazine direnç göstermeye baĢlayınca tedavide yeni 

antihelmintiklerin kullanılması gerektiği düĢünülmüĢtür. Bu nedenle 1961‟de Tiyabendazol 

ismi verilen benzimidazoller geliĢtirilmiĢtir. Bu ilaç hem ergin hem de larvalara karĢı oldukça 

etkili olmasına karĢın birkaç yıl sonra H. contortus bu ilaca da direnç göstermeye baĢlamıĢtır. 

Daha sonraki yıllarda ise tedavide benzimidazoller yanında imidazothiazoles (levamisole) ve 

macrocyclic lactones (ivermectin) geliĢtirilmiĢtir (87-91) 

Tedavide kullanılan baĢlıca antihelmintikler Ģunlardır: 

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

            • Tetrhydropyrimidines (Pyrantel, Morantel) 

            • Salicylanilides (Colsantel) 

            • Imidazothiazoles (Levamisole) 

            • Macrocyclic laktonlar (Ivermectin, Moxidecttin) 

            • Piperazine  

            • Triclabendazole  

            • Praziquantel  

            • Clorsulon  

Antihelmintiklerin hedef alanları olarak iyon kanalları, enzimler, yapısal proteinler ve taĢıyıcı 

molekülleri içeren proteinler olduğu kaydedilmiĢtir.  Antihelmintikler oral veya enjekte 

Ģeklinde uygulanmaktadır. Antihelmintiklerin dönüĢümlü olarak kullanılması ise onların 

parazitlere karĢı etkinliğini artırmaktadır  (92).  

2.2.7.1 Benzimidazoller 

1961 yılında Tiyabendazolün kullanılması ve etkili sonuç alınmasıyla birlikte etki gücü daha 

yüksek yeni antihelmintikler keĢfedilmiĢtir. Tiyabendazol helmintlerin birçoğunda etkili bir 
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Ģekilde kullanılmıĢ ve memeliler için toksisitesi düĢük olarak üretilecek yeni ilaçlara zemin 

hazırlamıĢtır. Helmintlerde bu bileĢiklerin etkisi üzerine yapılan çalıĢmalarda, bu bileĢiklerin 

nematodların bağırsak hücrelerini ve cestodların tegümental hücrelerinin yapısını bozduğu 

tespit edilmiĢtir. Bu değiĢiklikler sırasında stoplazmik mikrotubullerin ortadan kalktığı ve 

benzimidazollerin salgı veziküllerinin mikrotubul bağlı taĢınımı inhibe ettiği gözlenmiĢtir. H. 

contortus enfeksiyonlarında fenbendazolün öldürücü etkisi, bağırsak stoplazmasında salgı 

veziküllerinin dağılması sonucu salgı veziküllerinin taĢınımının inhibe olması ile bağlantılı 

olduğu gözlenmiĢtir. Benzimidazoller biyokimyasal olarak proteinlerin alt birimi 

mikrotubullere (tubulin) geri dönüĢümsüz ve çok yüksek afinite ile bağlanmakta ve böylece 

mikrotubullerin yapı ve fonksiyonunu bozmaktadır. Klasik antimitotik ajan kolĢisin ile 

yapılan çalıĢmalarda bu bileĢiğin polimerizasyon öncesinde ilk olarak tubuline bağlandığı 

tespit edilmiĢtir (93-105). GeliĢen mikrotubullere kolĢisin taĢıyan tubullerin eklenmesi ve 

baĢka mikrotubul geliĢmesi için diğer tubulin moleküllerinin katılması ile mikrotubuller 

yeteneğini kaybetmekte ve sonuçta inhibe olmaktadırlar. Spektroskopik analizler ile tubulin 

polimerizasyonu, β-tubulin monomeri içerisindeki küçük bir bölgenin ilaç bağımlı lokal 

yayılmasından kaynaklandığını göstermektedir.  Böylece benzimidazollerin β- tubulin 

monomerleri üzerinde bulunduğu ve tubulin polimerizasyonunu inhibe ettiği kaydedilmiĢtir. 

Mikrotubuller ökaryotlarda mitoz bölünme, hareketlilik ve taĢınım gibi çeĢitli canlı 

fonksiyonlarına yardımcı oldukça dinamik, sık bulunan hücresel organellerdir. Bu yapıların 

birçoğu ayrı veya birleĢik olarak sürekli dinamik bir Ģekilde bulunmaktadır. Bazı sistemlerde, 

ilaç-tubulin etkileĢimi sonucunda serbest tubulinlerin toplanması ve mikrotubullerin kaybı ile 

bu dinamik yapı bozulmaktadır. Mikrotubuller birçok hücresel süreçte rol oynamakta ve 

eksikliğinde taĢınım, hücre bölünmesi, sinir iletimi ve hücre farklılaĢması gibi birçok hücre 

fonksiyonu bozulmakta ve sonuçta parazitin ölümüne neden olmaktadır  (93-105).  

2.2.7.2 Imidazothiazolller 

Imidazothiazol, Levamisol, Tetrahydropyrimidines (pyrantel ve morantael) ve diğer yapısal 

iliĢkili bileĢikler nikotinik ilaçlardır. Bu grup ilaçlar kaslar üzerinde bulunan nicotinic 

acetylcholine (nACh) reseptörlerinin aktivasyonunu engelleyerek sürekli kas kasılması 

sonucu nematodlarda ve diğer parazitlerde spastik kas paralizine neden olmaktadırlar 

(92,106). 
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2.2.7.3 Macrocyclic laktonlar (Ivermectin) 

Ġvermektin, avermektin‟in yarı sentetik bir türevidir. Streptomyces avermitilis 

mikroorganizmasının fermente ürünü olan büyük makrosiklik lakton içermesi nedeniyle Merk 

tarafından 1980‟de antihelmintik olarak kabul edilmiĢtir. Daha sonraki yıllarda ivermektin‟in 

analogları moxidectin, milbemycin oxime, doramectin, selamectin, abamectin ve 

eprinomectin üretilmiĢtir. Ġvermektin, parazitlerin vücut duvarı kaslarının ve farinksin 

paralizisine sebep olmaktadır. H. contortus’da faringeal yutkunma üzerine ivermektin ve 

moxidectin‟in etkisi üzerine yapılan çalıĢmalarda her iki ilacın hareket mekanizmasının aynı 

olduğu ancak bu bileĢiklerin hedef bölgelere yanıtlarının farklı olduğu görülmüĢtür. 

Makrosiklik lakton antiparazitikleri, bloke olan faringeal yutkunma ile parazitlerin 

beslenmesini inhibe etmekte ve somatik kasların paralizini yapmaktadır. Bu makrosiklik 

laktonlar glutamate ve gamma-amino butyric aciti (GABA) bağlayarak sinir ve kas 

hücrelerinin hiperpolarizasyonuna ve böylece parazitin paralize olarak ölümüne sebep 

olmaktadırlar  (107-109). 

2.2.7.4 Praziquantel 

Prazinoizokinolin türevi olan praziquantel, stoplazmik membranda kalsiyum permeabilitesini 

değiĢtirmekte ve sarkoplazmik retikulum içinde kalsiyum miktarının artmasına ve sonuçta 

parazitte kas kasılmasına neden olmaktadır (109). 

2.2.7.5 Closantel 

Closantel parazitin mitokondrisinde plazma proteinlerine bağlanarak ATP üretimini inhibe 

etmektedir. Intrategümental PH üzerine Closantel‟in etkisini belirlemek için yapılan 

çalıĢmalarda Closantel‟in birçok helmintin biyokimyasal ve fizyolojik süreçlerini etkileyen 

membran aktif bir molekül olduğu tespit edilmiĢtir  (110). 

Benzimidazoller ve macrocyclic laktonlar, larva ve erginlere karĢı etkili iken 

imidazothiazoller ergin ve son dönem larvalara etkilidir. 3 grup antihelmintik 

(Benzimidazoller, Makrosiklik laktonlar ve imidazothiazoller) sığırlarda H. contortus 

enfeksiyonlarının tedavisinde yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır (111). 

2.2.8 Antihelmintik  irençliliği  

Paraziter enfeksiyonlara karĢı korunmada en etkili yöntemlerden biri antihelmintik ilaç 

kullanımıdır. Parazitin konakta çoğalmasını önlemek için, verilen ilacın konaktaki parazite ve 

bu parazitteki hedefine ulaĢması gerekmektedir. Antihelmintik direçliliği, parazite karĢı 
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kullanılan ilacın önerilen dozda ya da daha yüksek dozda verildiği halde paraziti etkilememesi 

veya etkinliğinin zayıflaması olarak tanımlanmaktadır. Parazitlerin antihelmintlere karĢı 

dirençliliği ilk olarak 1957 yılında H. contortus enfeksiyonunda fenothiazine karĢı 

saptanmıĢtır. Daha sonra yapılan saha ve moleküler tabanlı çalıĢmalar ile birçok nematod da 

bazı ilaçlara karĢı direnç geliĢtiği görülmüĢtür (111). 

Direnç oluĢumunda önemli faktörlerden biri, konaklara sık aralıklarla aynı grup ilacın 

verilmesidir. Diğer bir faktör ise antihelmintiklerin önerilen dozdan daha düĢük dozda 

kullanımıdır. Konak hayvana göre ilaç dozunun ayarlanması önemlidir. Gastrointestinal 

nematodlara karĢı antihelmintik dirençliliğini etkileyen diğer önemli bir faktör ise konağın 

beslenme durumudur. Yapılan çok sayıdaki çalıĢmalar antihelmintiklere karĢı direncin, 

konağın beslenme durumuna ve parazit enfeksiyonlarını düzenleme yeteneğine bağlı 

olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca konağın yaĢı, cinsiyeti ve üreme durumuda direnç geliĢimini 

etkileyen ikincil faktörlerdendir. Genel olarak populasyondaki genetik polimorfizm, direnç 

bağımlı allelelerin sıklığı, katılan genlerin sayısı, direnç mekanizmalarının karmaĢıklığı, 

nematodun biyolojisi, direnç fenotipinde dirençli genlerin dominant veya resesif olup 

olmadığı, tedavi kapsamı, antihelmintiklerin varlığında veya yokluğunda duyarlı ve dirençli 

genotiplerin üreme formu, tedavi sıklığı,  parazit taĢınımı ve ilaç dozunu etkileyebilecek diğer 

uygulamalar ile antihelmintik dirençliliği geliĢmektedir (112, 113). 

H. contortus‟ta antihelmintik dirençliliği her sınıf antihelmintiğin hedef alanlarına göre farklı 

Ģekillerde olmaktadır. Burada 3 ana mekanizma bulunmaktadır. Bunlar: ilaçların bağlanma 

yerlerinin değiĢimi, detoks olanlar ve membran taĢıyıcılar ile ilaçların akıĢını sağlamaktır 

(112, 113).  

Kwa ve ark. (114) benzimidazollere karĢı dirençliliğin β tubulin genindeki bir mutasyondan 

kaynaklandığını göstermiĢtir. H. contortus‟taki bu mutasyon tek nükleotit polimorfizmi olarak 

isimlendirilmektedir. Benzimidazoller β tubulin proteinlerine bağlanmakta ve mikrotubullerin 

yapısını bozmaktadır. Benzimidazol duyarlı  H. contortus suĢlarında β-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 dirençli suĢlarda ise 200. 

kodonda ve yabani tip 167. ve 198. kodonlarda  Tyr/Tyr (TAC/TAC)  amino asiti 

bulunmaktadır (115). Nematodlarda (H. contortus, Teladorsagia circumcincta ve 

cyathostomelarda) 198 ve 200. kodonlar yabanıl tip olduğunda dirençlilik 167. kodonda 

(TAC/TAC) gerçekleĢmektedir (116-118). 198. kodonda meydana gelen 3.mutasyonda  
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duyarlı parazitlerde  Glu/Glu (GAA/GAA) amino asiti bulunurken dirençlilerde Ala/Ala 

(GCA/GCA) amino asiti bulunmaktadır. Benzimidazol dirençli H. contortus suĢlarında β 

tubulin izotip 1 geninde 200. kodonda bulunan fenil alaninin (TTC kodonu) tirozine  (TAC 

kodonu) dönüĢümü olmaktadır. Son zamanlarda  167 ve 198. kodonlardaki iki yeni 

mutasyonunda benzimidazoller ile iliĢkili olduğu tespit edilmiĢtir (117, 119).  

Bezimidazol duyarlı parazitlerde TTC kodonu, β tubulin izotip 1 proteininde 200 ve 167. 

pozisyondaki fenil alaninini kodlamaktadır. Benzimidazol dirençli parazitler TAC kodonuna 

sahiptirler ve bu kodon β tubulin izotip 1 geninde ya 167 ya da 200. kodonda Tirozini 

kodlamaktadır. Bununla birlikte 200. kodondaki mutasyon çoğunlukla benzimidazol 

dirençliliği ile iliĢkilidir. 167 ve 200. kodonlarda meydana gelen her iki mutasyonda resesiftir 

(120-122).  

H. contortus‟ta levamisole karĢı dirençlilik, vücut kasları üzerinde bulunan nikotinik 

asetilkolin reseptörünün sayısının ya da bu reseptörlerin ilaca afinitesinin azalması gibi 

değiĢimlere bağlıdır. Nikotinik asetilkolin reseptörü kas dokusu boyunca sodyum, potasyum 

ve kalsiyumun taĢınımı için gereklidir. Bu reseptör merkezi iyon kanallarının etrafında 

düzenlenmiĢ 5 alt birimden (2α, 1β, 1γ ve 1δ) oluĢmaktadır. Normal Ģartlarda iyon kanalları 

kapalıdır, ancak levamisol gibi bağlayıcı ligantlar bulunduğunda bu kanallar açılabilmektedir. 

Kanalların bu Ģekilde açılması iyonların geçiĢine izin vermekte ve böylece parazitin paralizine 

ve kas kasılmasına sebep olmaktadır. Asetilkolin reseptöründeki bu değiĢimler levamisole az 

sayıda reseptörün bağlanmasına veya açılan kanalları önleyebilecek reseptörlerin 

duyarlılığında azalmaya neden olmaktadır. Büyük levamisole molekülleri ile olan bu 

değiĢimler sonucunda iyon kanalları bloke olmakta veya tamamen kapanmaktadır (123-125). 

Makrosiklik lakton dirençliliğini içeren mekanizma henüz tam olarak bilinmemektedir. 

Blackhall ve ark. (126) yaptıkları çalıĢmalarda ivermektine dirençli GluCl geninin değiĢimine 

bağlı olduğunu bildirmiĢlerdir. Glutamat giriĢli klorid kanalları asetil kolin reseptörleri gibi 

iyon kanallarının etrafında düzenlenmiĢ 5 alt üniteden (α ve β) oluĢmaktadır (123, 127). α alt 

ünitesi glutamat‟ın bağlanacağı, β alt ünitesi ise ivermektinin bağlanacağı bölgeleri 

içermektedir (123). α-subunitin tek bir alelindeki seleksiyon H. contortus’a dirençli suĢlarda 

daha sık bulunmaktadır (128). Bu allellerin seleksiyonu sonucu oluĢan mutasyonda, ilaç 

bağlanması ile konformasyonel değiĢiklikler olabilmekte veya kendisine bağlanmasını inhibe 

edememektedir (113). γ-aminobutyric acid (GABA) reseptör geni, makrosiklik lakton 

dirençliliğinde bir mekanizma olarak gösterilmiĢtir. γ-aminobutyric acid (GABA) reseptör 
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geninin fonksiyonu GluCl genine benzerdir (128). Makrosiklik laktonlara dirençlilik olarak 

bilinen bu mekanizma P-glikoproteinlerin (Pgp) detoksifikasyon sürecidir. P-glikoproteinler 

ilaçları ve taĢıma bileĢiklerini membrandan taĢıyan akıĢkan taĢıyıcılardır. Pgp‟ler sindirim 

sistemi ile sınırlandırılmıĢlardır ve faringeal ve bağırsak hücreleri membranları üzerinde 

yüksek oranda ifade edilmiĢlerdir. Pgp‟nin nematodlardaki iĢlevi tam olarak bilinmemekte, 

ancak antihelmintiklere geniĢ oranda bağlanma yeteneğindedir ve böylece organizmayı toksik 

maddelere karĢı koruyabilmektedir. P-glikoproteinler yüksek oranda korunmuĢ trans 

membran proteinleridir. Bu proteinler, H. contortus‟ta identifiye edilmiĢtir ve cDNA sekansı 

ile elde edilmiĢtir. H. contortus‟ta Pgp‟yi kodlayan en az 7 gen bulunmaktadır (129,130). 

H. contortus‟ta antihelmintiklerin her sınıfına karĢı bir direnç geliĢtiği için ortak bir 

dirençlilik mekanizmasından söz edile bilinmektedir. H. contortus‟taki antihelmintik 

dirençliliğinin Pgp‟nin ekspresyonu ile iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir. Benzimidazoller, 

levamisol ve ivermektin ortak Pgp sustratlarıdırlar. H. contortus‟un benzimidazol ve 

ivermektin dirençli suĢlarında duyarlı suĢlardan daha yoğun Pgp allelleri bulunduğu tespit 

edilmiĢtir. Benzimidazoller kullanıldığında Pgp hedef bölgelerde bu ilacın konsantrasyonunu 

ayarlayabilmektedir. Pgp ve benzimidazol dirençliliği arasındaki iliĢki Pgp‟nin inhibitörü 

Verapamil‟in kullanılması ile gösterilmiĢtir. Verapamil kalsiyum kanallarını bloke etmektedir. 

Verapamil bir antihelmintik ile verildiğinde ilacın akıĢını azaltmaktadır. Deneysel çalıĢmalar 

ile verapamil varlığında ilaçların toksisitesinin artttığı ve benzimidazol dirençliliğinin tersine 

döndüğü saptanmıĢtır (131, 132). 

Makrosiklik lakton dirençliliğinde (özellikle ivermektin) Pgp‟nin rolü çok iyi bilinmektedir. 

Ġvermektin nematodlarda Pgp‟nin bir substratı olarak tanımlanmıĢtır. Pgp‟nin oranı 

ivermektin dirençli H. contortus suĢlarında duyarlı suĢlardan daha yüksek oranda 

bulunmaktadır. H. contortus‟un ivermektin dirençli suĢlarına verapamil verildiğinde 

ivermektinin etkisinin arttığı gözlenmiĢtir (131, 132). 

Levamisol dirençliliğinde Pgp‟nin rolü tam olarak bilinmemektedir. Ancak levamisolünde 

ivermektin gibi Pgp‟nin bir substratı olarak çalıĢtığı düĢünülmektedir (131, 132). 

2.2.9  ntihelmintik  irençliliğinin  elirlenmesi 

Antihelmintik dirençliliğinin belirlenmesinde çeĢitli teknikler geliĢtirilmiĢtir. Günümüzde 

parazitolojik, biyokimyasal ve moleküler yöntemler direnç belirleme çalıĢmalarında yaygın 

bir Ģekilde kullanılmaktadır. Dirençliliğin belirlenmesinde kullanılan testler 2 grup altında 
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toplanmaktadır. Bunlar in vivo ve in vitro testlerdir. Dirençliliğin belirlenmesinde en çok 

kullanılan 2 in vivo test bulunmaktadır: Fecal egg count reduction test (FECRT) ve Kontrol 

antihelmintik testi (CET). Bugüne kadar antihelmintik dirençliliğinin belirlenmesinde çeĢitli 

in vitro testler geliĢtirilmiĢ ve sığırların gastrointestinal nematodlarının antihelmintik 

dirençliliğinin belirlenmesinde baĢarılı bir Ģekilde kullanılmıĢtır. In vitro testler içerisinde, 

egg hatch assay (EHA), Larval paraliz ve larval motilite testi, ergin geliĢim testi, larva 

beslenmesini önleme testi (LFIA), biyokimyasal testler, moleküler/genetik testler ve larva 

geliĢim testi (LDA) bulunmaktadır. In vitro testler tam ve daha kesin sonuçlar vermekte ve in 

vivo testlere göre daha ekonomik olduklarından dirençlilik belirleme çalıĢmalarında daha sık 

kullanılmaktadırlar. Ancak in vitro testlerin hepsi bütün antihelmintik ilaçların dirençliliğinin 

belirlenmesinde kullanılamamaktadır (133, 136). 

2.2.9.1 In vivo Teknikler 

2.2.9.1.1 Dışkıda yumurta azalım testi [Fecal egg count reduction (FECRT)]: Nematodlarda 

antihelmintik direnç belirleme çalıĢmalarında en yaygın kullanılan testtir. Bu test bütün 

antihelmintik sınıflarının direnç belirlenmesinde kullanılmaktadır. Testte antihelmintik 

tedavisi öncesi ve sonrasında dıĢkı ile atılan yumurta sayısı modifiye McMaster tekniği 

kullanılarak karĢılaĢtırılmakta ve böylece antihelmintiklerin etkinliği belirlenebilmektedir. 

Ancak FECRT testi, tedaviden etkilenmeyen olgunlaĢmamıĢ larvaların geliĢiminden dolayı 

levamisol dirençliliğinde bazen yanlıĢ sonuçlar verebilmektedir. Strongil tip yumurta üreten 

çeĢitli nematod türlerinde yumurtaları morfolojik olarak birbirinden ayırt etmek zor 

olmaktadır. Bu nematodlar aynı zamanda çok çeĢitli yumurtlama kapasitesine sahiptirler ve 

hatta aynı cins içerisinde de farklılıklar görülmektedir. Yumurtalama kapasitesindeki bu 

farklılık FECR testinde yanlıĢ sonuçlar verebilmektedir. DüĢük maliyetli olması ve daha az 

iĢçilik gerektirmesi nedeniyle dirençliliğin belirlenmesinde çok kullanılmaktadır. Yöntemin 

dezavantajı ise dıĢkı ile atılan yumurta sayısının parazit yükü ile iliĢkili olmamasıdır (137-

139).  

2.2.9.1.2 Kontrol etkinlik testi (CET): Bu test gold standart bir testtir ve testte tedavi edilen 

ve edilmeyen hayvanlarda parazit sayısı karĢılaĢtırılarak antihelmintiklerin etkisi 

belirlenmektedir. Temel olarak nematodların dirençli ve duyarlı izolatları ile doğal enfekte 

hayvanlarda parazit yükü karĢılaĢtırılmaktadır. Hayvanlar yaklaĢık 21-28 gün L3 ile enfekte 

edilmekte ve daha sonra antihelmintiklerle tedavileri yapılmaktadır. Enfekte hayvanlar ilaç 

verilen ve verilmeyen Ģeklinde gruplara ayrılmakta ve tedaviden sonra (10-14 gün) 
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nekropsileri yapılarak parazitler makroskopik olarak identifiye edilmekte ve sayılmaktadır. 

Bu testin çalıĢma grubunda yer alan hayvanlarda tedavi öncesi ve sonrası parazit sayısının 

karĢılaĢtırılabilmesi için nekropsilerinin yapılmasının gerekmesi testin dezavantajı arasında 

bulunmaktadır. Bu nedenle test yaygın bir Ģekilde kullanılmamaktadır (140). 

2.2.9.2 In vitro Teknikler 

2.2.9.2.1 Yumurtadan çıkış testi [Egg hatch assay (EHA)]: Ruminantlarda, antihelmintik 

dirençliliğin belirlenmesinde kullanılan in vitro testlerden birisidir ve uzun yıllar rutin bir 

Ģekilde kullanılmıĢtır. Bu testte benzimidazol ve levamisol dirençliliği belirlenirken, 

avermektin ve closantel direçliliği belirlenememektedir. Hayvanlara benzimidazol ve 

levamisol tedavisi uygulandığında, gastrointestinal nematodların duyarlı ve dirençli suĢları 

arasındaki farklılığın belirlenmesi için geliĢtirilmiĢtir. Birden çok nematod türü bulunan 

popülasyonlarda duyarlılığın belirlenmesinde FECRT testine göre daha ekonomik ve hızlı 

karĢılaĢtırma olanağı sağlamaktadır. Bu testte dirençliliğinin belirlenebilmesi için dıĢkı taze 

olmalı ve hayvandan alındıktan sonra 3 saat içerisinde incelenmelidir. Bu nedenle saha 

çalıĢmalarında pek kullanılmamaktadır (136).  

2.2.9.2.2 Larval paraliz ve motilite testi: Levamisol ve morantel dirençliliğinin 

belirlenmesinde kullanılmaktadır. Larva kültürü ile toplanan 3. dönem larvalara levamisol ve 

morantelin seri dilisyonlar Ģeklinde 24 saat inkübasyonundan sonra, larvalar 100X büyütmeli 

mikroskopta incelenerek normal ve paralize olanlar ayırt edilmiĢ ve böylece parazitlerin 

dirençli ve duyarlı suĢları tespit edilebilmiĢtir. Bu testte ilacın uygulama süresi önem 

taĢımaktadır. Antihelmintik çok erken uygulanırsa larvaların geliĢimi tamamlanmamakta, eğer 

çok geç uygulanırsa da larvalara karĢı herhangi bir etki göstermemektedir. Test üzerinde 

çeĢitli modifikasyonlar yapılarak levamisol ve benzimidazol ile inkübasyondan sonra ergin 

nematod ve larvaların hareketlerini belirlemek için mikro-motilite ölçümleri geliĢtirilmiĢtir 

(135).  

2.2.9.2.3 Tubulin bağlanma testi: Bu test ilaçların etki mekanizmasına dayanmaktadır. 

Benzimidazol dirençliliği antihelmintiklerin tubuline bağlanma afinitesinin azalmasına 

bağlıdır. Duyarlı ve dirençli nematodların hücre içi proteini olan tubuline benzimidazoller 

farklı bağlanmaktadır.  Test,  toz haline getirilen ve tritium ile iĢaretlenen benzimidazolün 

enfektif yumurta, larva ve ergin parazitlerden elde edilen tubulin ile inkübasyon sürecini 

içermektedir. Ġnkübasyondan sonra serbest, tubuline bağlanmamıĢ ilaçlar körük ile ortadan 

kaldırılmakta ve tubuline bağlananlar ise sıvı sentilasyon spektrofotometrisi ile sayılmaktadır. 



 

 

26 

 

Dirençli parazitlerden elde edilen tubulin ekstraktları, duyarlı olanlardan daha zayıf bir 

Ģekilde bağlanmaktadır.  Test hızlı, sağlam ve parazit popülasyonlarında dirençli suĢlardaki 

küçük değiĢimlere duyarlı olmakla birlikte çok sayıda larva gerektirmesi nedeni ile saha 

çalıĢmalarına uygun bir test değildir (135, 141). 

2.2.9.2.4 Larval gelişim testi (LDA): Test bütün ilaçlara karĢı direnç belirleyen testlerden 

birisidir. LDA sığırlarınların büyük gastrointestinal parazitleri olan H. contortus‟ya karĢı 

milbemisin, avermektin, levamisol, benzimidazol kombinasyonları ve benzimidazol 

dirençliliğini belirlemektedir. Bu testte hasta hayvanların dıĢkısından izole edilen yumurtalar 

antihelmintik bulunan mikro-plate kuyucuklarına konularak L3‟lerin geliĢmesi 

sağlanmaktadır ve böylece uygulanan antihelmintiğin konsanrasyonunun L3 geliĢimini bloke 

etmesine bakılmaktadır (142). 

2.2.9.2.5 Ergin gelişim testi:  Enfekte hayvanların dıĢkıları ile atılan yumurtaların kültürü 

yapılması ve ergin dönemlerin incelenmesi esasına dayanmaktadır. Nematodlarda 

dirençliliğin belirlenmesi için kullanılan bu testin geliĢiminde çok küçük ilerlemeler 

kaydedilmiĢtir ve kültür tekniğinin zorluğundan dolayı çoğu zaman uygulamada baĢarısız 

olunmuĢtur (143). 

2.2.9.2.6  Biyokimyasal analizler: Biyokimyasal araçlar kullanılarak da direnç 

belirlenmektedir. Günümüzde bu test yalnızca benzimidazol dirençliliğini belirlemek için 

kullanılmaktadır. Bu konudaki araĢtırmalar, benzimidazol dirençli suĢlarda, benzimidazolün 

tubuline bağlanma afinitesindeki azalma üzerine odaklanmıĢtır. Tritium iĢaretli 

benzimidazolün tubuline bağlanması ile elde edilen tubulin ekstraktının inkübasyonunu 

içermektedir.  Tubuline bağlanmayan ilaçlar körük ile uzaklaĢtırılmakta ve tritium iĢaretli 

olanlar sıvı sentilasyon aleti ile hesaplanmaktadır. Testin hızlı, sağlam, tekrarlanabilir ve 

duyarlılığının yüksek olması avantajları arasında yer alırken, çalıĢmada çok sayıda larvanın 

kullanılması, laboratuvar araçlarının pahalı olması ve deneyimli elemanların bulunmaması ise 

dezavantajları arasındadır (143). 

2.2.9.2.7 Moleküler/Genetik testler: Antihelmintik dirençliliğin belirlenmesinde moleküler 

teknikler, konvansiyonel yöntemlerdeki kısıtlamaların üstesinden gelecek fırsatlar 

sunmaktadır. Günümüzde ruminantların gastrointestinal nematodlarının evrimsel ve 

filogenetik iliĢkilerinin araĢtırılmasında çeĢitli nükleer, ribozomal ve mitokondrial gen 

bölgeleri çalıĢılmıĢtır. Ribozomal gen bölgeleri için 18S small subunit, 5.8S ve 28S gibi large 
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subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel gen bölgeleri; mitokondriyal gen bölgeleri için 

ise NAD4 ve COI gibi gen bölgeleri filogenetik iliĢkilerin incelenmesinde tercih edilen gen 

bölgeleri olmuĢtur. H. contortus‟un benzimidazol dirençli ve duyarlı suĢlarını belirlemede 

RFLP ve alel spesifik PCR gibi çeĢitli moleküler teknikler kullanılmaktadır. Bu yöntemler 

duyarlı olmalarına karĢın standartizasyonları zordur ve kantitasyona olanak vermemektedir. 

Bu nedenle birçok trichostrongil DNA‟sının kantitatif analizi için kolay, hızlı ve güvenilir 

metodlar geliĢtirilmiĢtir. Son zamanlarda küçük ruminantların Trichostrongil 

enfeksiyonlarında benzimidazol direncini belirlemeye yönelik real-time PCR tekniği 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Bu teknikte floresan iĢaretli problar kullanılarak PCR çoğaltımını 

görünür hale getirmekte ve birden fazla paraziti kantitatif olarak eĢ zamanlı tespit etmesiyle 

oldukça spesifik bilgiler sağlamaktadır. Real-time PCR testi nematodlarda β tubulin izotip 1 

geninin 200. kodonundaki duyarlı ve dirençli allelleri tespit edebilmektedir. Bu amaçla çeĢitli 

Taqman probları kullanılmakta ve tek nükleotit polimorfizmi belirlenebilmektedir. Real-time 

PCR tekniği, hızı, sensitivite ve spesifitesi, seçiciliği, hedef patojen veya gen bölgesinin 

kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olması gibi nedenlerle son yıllarda 

çok kullanılan tekniklerin baĢında gelmektedir. Söz konusu teknik ile doğal enfekte sığırlarda 

sürü bazında benzimidazol dirençliliği kantitatif olarak belirlenebilmekte ve risk 

potansiyelleri ortaya konabilmektedir (144-155). 

2.2.10 Korunma ve Kontrol  

Nematodların kontrolünde kimyasal kontrol yöntemlerine alternatif olarak çeĢitli doğal ve 

biyolojik yöntemler kullanılmaktadır. Bu yöntemler içerisinde hayvanları tanenden zengin 

besinlerle besleme, bakteri ve mantarların kullanımı,  besin takviyesi, bakır (copper oxide 

wire particles-COWP) kullanımı ve antihelmintik özelliği gösteren çeĢitli bitkilerin kullanımı 

bulunmaktadır (156).  
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3. G         Ö     

3.1  raştırma  ahası ve  ığır  ışkı Örnekleri 

ÇalıĢma, 113 O 597 kod numaralı ve “Ġç Anadolu Yöresinde Sığır Coccidiosis‟ine Yol Açan 

Patojen Eimeria Türlerinin Moleküler Karakterizasyonu ve TeĢhiste Türe Özgü Real Time 

PCR Tekniğinin GeliĢtirilmesi” baĢlıklı TÜBĠTAK projesi kapsamında 2013-2015 yılları 

arasında örneklenen Ġç Anadolu Bölgesi‟nin Kayseri, NevĢehir, Yozgat ve KırĢehir illerindeki 

halk elinde yetiĢtiriciliği yapılan çeĢitli sığırcılık iĢletmelerindeki farklı yaĢ, cinsiyet ve ırklara 

ait sığırlar üzerinde yürütülmüĢtür. Ġlgili proje kapsamında dıĢkı örneklemesi yapılan 

sığırların illere ve çeĢitli faktörlere göre dağılımları Tablo 3.1‟de verilmiĢtir.  

Tablo 3.1 Ġç Anadolu yöresinde örneklenen sığırların yaĢ, cinsiyet ve ırklarına göre dağılımları 

 raştırma 

 öresi 

 ığır sayısı 

 aş 

 

Cinsiyet 

 

Irk 

Toplam 

≤3 

ay 

4-

12 

ay 

>12 

ay 
Erkek DiĢi Holstein Simental Montofon Yerli Melez 

Kayseri 50 132 172 135 219 97 91 85 48 33 354 

NevĢehir 26 53 102 73 108 48 45 44 33 11 181 

Yozgat 25 50 115 72 118 56 46 39 30 19 190 

KırĢehir 22 58 115 85 110 47 50 48 38 12 195 

Toplam 123 293 504 365 555 248 232 216 149 75 920 

3.2  onvansiyonel  ışkı  uayenesi 

Laboratuvara getirilen örnekler trichostrongylid yumurtaları yönünden analize tabii 

tutulmuĢtur. DıĢkı örneklerinden 3 gr tartılmıĢ doymuĢ Ģekerli su (Sheather's sugar solution) 

(spesifik gravite: 1,27) (157) ile homojen hale getirilerek steril gazlı bezler yardımıyla 50ml 

falcon tüplerine süzülmüĢtür. Tüpler üzerine lamel kapatılarak 1500 rpm‟de 10 dk santrifüj 

edilmiĢ sonrasında oda ısısında 5 dk beklenerek lameller lam üzerine alınıp ıĢık 

mikroskobunda yumurtalar yönünden incelenmiĢtir. Ġnceleme esnasında tüpler üzerine tekrar 
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lamel kapatılarak 5-10 dk beklenmiĢ ve akabinde ikinci lamel de incelemeye tabii 

tutulmuĢtur. 

3.3 Gram  ışkıdaki  umurta  ayısının (  G)  elirlenmesi 

Gram dıĢkıdaki yumurta sayısının (EPG) belirlenmesinde Velkers ve ark. (158) tarafından 

bildirilen prosedür modifiye edilerek kullanılmıĢtır. Buna göre; 3 gr dıĢkı örneği tartılarak 

içerisinde 42 ml çeĢme suyu konulan dıĢkı kabına alındı (1 gr dıĢkı 14ml çeĢme suyu hesabı). 

Homojen olana dek bir bagetle karıĢtırıldı. 10dk da bir karıĢtırarak 30dk oda ısısında 

bekletildi. Süre sonunda tekrar bagetle karıĢtırıp bekletmeden diğer temiz bir dıĢkı kabına tek 

katlı sargı bezi kullanılarak süzüldü. Sonrasında beklemeden kaptaki süspansiyondan 15ml 

santrifüj tüpünün 10ml çizgisine kadar doldurulup ağzı kapatıldı.Sonra tüpler 1500 rpm‟de 5 

dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda sedimenti oynatmadan 10 ml disposible pipetle 

süpernatant atıldı. Sediment üzerine  4ml çizgisine kadar flotasyon solüsyonu ilave edip 1000 

µl pipet ile homojen hale getirilip, hava kabarcığı oluĢmamasına dikkat edildi. Hiç 

bekletmeden aynı pipet ucu ile McMaster lamının 2 kamerası doldurulup 5 dk inkubasyondan 

sonra mikroskop altında 10X büyütmede sayım yapıldı. Her iki kameradaki çizgili diktörtgen 

alanlar içindeki yumurtalar ayrı ayrı sayılarak ve toplamı alındı. Çizgili alan dıĢındaki 

yumurtalar sayılmadı, çizgi üzerine gelmiĢ yumurtaların ise 1/2‟si alan içinde sayıldı. Ġki 

kameradaki toplam yumurta sayısı 20 ile çarpılıp EPG değeri bulundu. 

Hesaplama ayrıntısı:  

McMaster bölmesinin üst ve alt camları arasındaki mesafe 0.15 cm olup iki sayım alanının 

her biri 1x1 cm'dir. Bu nedenle, iki sayım alanı altındaki dıĢkı süspansiyonu, 2x0.15ml = 

0,3ml hacimdedir. Test tüpündeki son fekal süspansiyonun 4 ml'si 2/3 g dıĢkıları temsil eder 

ve bu nedenle 0.3 ml dıĢkı süspansiyonunun sayılan hacmini 1/20 g dıĢkı oluĢturur. Gram 

dıĢkıdaki yumurta sayısı chamberın iki tarafındaki toplam yumurtaların 20 ile çarpılmasıyla 

hesaplandı.Sonuçlar kayıt defterine geçirildi. 

3.4  arval  ültür 

Yumurta pozitif örnekler EPG sayıları temelinde 3. dönem enfektif larvaların elde edilmesi 

için kültüre edildi. Pozitif olarak belirlenen dıĢkı örnekleri kültür amacıyla uygun Ģartlarda 

26°C-28°C‟de etüv içerisinde 7-10 gün inkübe edilerek geliĢen 3. dönem enfektif larvalar 
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(L3) Baermann tekniği ile toplandı. Toplanan larvaların uygun teĢhis anahtarları (159) ile 

teĢhisleri yapılıp görüntüleri kaydedildi. 

3.5  richostrongylid  ozitif Örneklerden  oklu      zolasyonu 

3.5.1 Yumurta  zolasyonu  

DıĢkı örneğinden karıĢtırıldıktan sonra 4gr tartılarak içerisinde 42ml distile su olan steril dıĢkı 

kabına aktarıldı. Steril baget ile homojen olana dek karıĢtırıldıktan sonra steril gazlı bez ile 

steril cam huni yardımıyla 50ml falcon tüpe süzülerek üzerine 50ml olacak Ģekilde steril 

distile su eklendi. 4000 rpm‟de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 2ml sediment 

bırakılarak süpernatant dikkatlice atıldı. 2ml çöküntü üzerine tekrar 50 ml olacak Ģekilde steril 

distile su eklenerek 4000 rpm‟de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 2ml bırakılarak 

süpernatant dikkatlice atıldı. 2 ml çöküntü 15ml santrifüj tüpüne aktarıldı. Üzerine 15ml 

tamamlayacak Ģekilde doymuĢ Ģekerli su eklenerek kapağı kapatılıp 1500 rpm‟de 10 dk 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda tüpler üzerinde Ģekerli su ile bombe oluĢturulup üzerine 

taĢırmayacak Ģekilde lamel kapatıldı. Tüpler 10dk oda ısısında bekletilip süre sonunda lamel 

alınarak steril distile su ile her defasında 100ul olacak Ģekilde 2ml microsantrifüj tüpüne 

yıkandı. Tüpler üzerine tekrar lamel kapatılarak aynı iĢlem tekrarlandı. Aynı tüp üzerinden 

1000 µl pipet ucu kullanılarak 2ml alınıp yeni steril 15ml plastik tüpe aktarıldı. Üzeri 15ml 

çizgisine kadar steril deiyonize su ile tamamlanıp 4000 rpm‟de 10 dk santrifüj edildi. Süre 

sonunda süpernatant atılıp dipte bırakılarak 0,5ml sediment pipetle aynı 2ml santrifüj tüpüne 

aktarıladı. Tüplerin üzeri 2ml tamamlandıktan sonra 10.000 rpm‟de 15 dk santrifüj edildi. 

Dipte 50-100 µl sedimet kalacak Ģekilde süpernatant atılarak tüplerin üzeri tekrar 2ml 

tamamlandıktan sonra 10.000 rpm‟de 15 dk santrifüj edildi. Dipte 50-100 µl sediment kalacak 

Ģekilde tüpten 10µl alınarak yumurta sayımı yapıldı.  

3.5.2  arva  zolasyonu   

Baerman tekniği ile elde edilmiĢ larval süspansiyon 2ml ependorf tüpüne aktarıldıktan sonra 

10.000 rpm‟de 5 dk santrifüj edilerek, süpernatant atılıp sediment üzerine deiyonize su 

eklenip tekrar aynı koĢularda santrifüj edildi. Yıkama iĢlemi bir kez daha tekrarlandı. Dipte 

100 µl sediment kalacak Ģekilde tüpten 10µl alınarak larva sayımı yapıldı. Larva sayıları kayıt 

edildi. 
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3.5.3 Genomik      zolasyonu   

Yumurta ve larva süspansiyonlarından genomik DNA izolasyonunda Lalonde ve Gajadhar 

(160) tarafından bildirilen teknik modifiye edilerek kullanılmıĢtır. Yumurta ve larva 

süspansiyonları birer dakika olmak üzere 8 siklus sıvı azot ve kaynar suda tutularak yumurta 

ve larvaların parçalanması sağlanmıĢtır. Sonrasında tüpler 0,5 mm glass beads ile 5 dk 

homojenizatörde (Tissue Lyser LT; Qiagen) mekanik parçalanmaya tabii tutulmuĢtur. Daha 

sonra süspansiyon genomik DNA ekstraksiyon kitleri (GeneJET Genomic DNA Purification 

Kit, Thermo Scientific; QIAamp DNA Micro Kit, Qiagen) ile DNA ekstraksiyonuna 

basamaklar modifiye edilerek alınmıĢtır. Final basamakta elüsyon 30 µl‟ye ayarlanmıĢtır. 

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarından alınan örnekler Qubit® Fluorometric Quantitation 

(Life Technologies) cihazında iĢlenerek DNA izolasyon etkinliği ve total genomik DNA 

miktarları (ng/µl) belirlenmiĢtir. Örneklere ait genomik DNA‟lar kullanılana kadar -20°C‟de 

muhafaza edilmiĢtir. 

3.6 Mitochondrial Cytochrome Oxidase Subunit I (Mt-COI) Geninin Amplifikasyonu 

Yumurta ve larva süspansiyonlarından izole edilmiĢ genomik DNA ekstraktları mitochondrial 

cytochrome oxidase subunit I (mt-COI) geninin 402 bp parsiyel kısmını amplifiye eden 

primerlerle Nested PCR analizlerine tabii tutulmuĢtur (161). Birinci PCR basamağında 

Nemat-F (5‟-CCTACTATAATTGGTGGGTTTGGTAA-3‟) forward ve Nemat-R (5‟-

TAGCCGCAGTAAAATAAGCACG-3‟) reverse primerleri, ikinci PCR basamağında ise 

COI-N2F (5‟-GATTCDTGTTTTGTTGATAYGGG-3‟) forward ve COI-N2R (5‟-TAAA 

ATTAAAATATACACTTCAGGGTG-3‟) reverse primerleri kullanılmıĢtır. Reaksiyon 

karıĢımı her iki primer seti için de 25 μl final konsantrasyonda hazırlanmıĢ ve Maxima Hot 

Start Green PCR Master Mix (Thermo Scientific) içerisinde 10-20 ng template DNA içerecek 

Ģekilde final miks hazırlanmıĢtır. Thermalcyclerda her iki PCR için de protokol ön 

denatürasyon: 94°C‟de 2 dk; 35 siklus, denatürasyon: 94°C‟de 30 s, bağlanma: 50°C‟de 30 s, 

uzama: 72°C‟de 1 dk; final uzama: 72°C‟de 10 dk olarak ayarlanmıĢtır. PCR analizlerinin 

geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadığının tespit edilmesi amacıyla 

pozitif kontrol olarak Anabilim Dalında mevcut referens DNA izolatları, negatif kontrol 

olarak ise sterilize edilmiĢ deiyonize su kullanılmıĢtır. Amplifikasyon sonunda elde edilen 

PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel 
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Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, 

CA) ile görüntülenip analiz edilmiĢtir. 

3.7 Real Time PCR Analizleri 

Mt-COI gen bölgesi nested PCR analizleri temelinde pozitif belirlenen izolatlarda O. ostertagi 

ve H. contortus DNA‟larının belirlenmesi amacıyla ilgili gen bölgesinden Sybergreen Real 

Time PCR için tür spesifik primer dizaynı yapılmıĢtır. Primer dizaynı ve spesifite analizleri 

Geneious 10.1.2 yazılımı (162) üzerinden gerçekleĢtirilmiĢtir. Primer spesifik bağlanmaları 

GenBank üzerinden primer blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) analizleri 

ile konfirme edilmiĢtir. O. ostertagi ve H. contortus özgü belirlenen primer dizileri, amplikon 

büyüklükleri ve Tm değerleri Tablo 3.2‟de verilmiĢtir. 

Tablo 3.2 O. ostertagi ve H. contortus mt-COI gen bölgesinden dizayn edilen Sybergreen Real Time PCR 

primerleri ve özellikleri 

 ür Primer TM 

Amplikon 

büyüklüğü 

O. ostertagi 

OsterFSybr 5‟- CCCGGGTAGAAGTGTTGATTT-3‟ 59,4 

111 bp 

OsterRSybr 5‟- GAACTACTRCGCAAATTCTTRG-3‟ 59,6 

H. contortus 

HconFSybr 5‟- GGCGGGAACAAGTTGAACAGT-3‟ 61,3 

115 bp 

HconRSybr 5‟- CCCTAAAATTGATCTTAAACCC-3‟ 56,6 

Real Time PCR testinin geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadığının 

tespit edilmesi amacıyla, Anabilim Dalında mevcut referens DNA izolatları, negatif kontrol 

olarak ise sterilize edilmiĢ deiyonize su kullanılmıĢtır. Real Time PCR analizleri CFX 

Connect™ Real-Time PCR Detection System‟de (BioRad) gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR master 

mix (SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix, BioRad) üreticinin açıklamalarına 

göre toplam 20 μl hacimde aĢağıdaki konsantrasyonlarda hazırlanmıĢtır ve kit prosedüründe 

belirtilen termal profil uygulanmıĢtır.  

2X Master Mix   10  μl  

Forward primer  (20 µM)  0,5 μl  

Reverse primer  (20 µM)  0,5 μl  
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Genomik DNA (50 ngr)  1,0 μl  

PCR Grade Deiyonize su  8 μl 

Testin spesifitesi miks türlere ait örneklerden elde edilmiĢ genomik DNA izolatları ile O. 

ostertagia ve H. contortus türlerine ait izolatlardan elde edilmiĢ mt-COI gen bölgesini ihitiva 

eden plazmid DNA‟ların kullanılmasıyla test edilmiĢtir. Sensitivite hesaplanmasında Xbal ve 

Aval enzimleri ile hedef gen bölgesini ihtiva eden plazmid DNA‟lar linearize edilerek agaroz 

jelden pürifiye edildikten sonra Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) 

cihazında µg/ml düzeyinde konsantrasyonları ölçülerek kaydedilmiĢtir. Daha sonra molar 

konsantrasyon düzeyinde linearize edilmiĢ plazmidlerin mikrolitersindeki DNA kopya sayısı 

belirlenmiĢ ve 1 µl template için 10
7
-10

1
 hedef kopya olacak Ģekilde 10 tabanında dilüsyonları 

hazırlanmıĢtır. Dilüsyonlar iki tekrarlı çalıĢılmıĢ ve Ct değerlerine göre standart eğriler 

oluĢturulmuĢtur. Testin etkinliği (E) standart eğri slopuna göre E = (10-1/slope (-1) CFX 

Connect™ Real-Time PCR Detection System‟de (BioRad) ilgili yazılım ile hesaplanmıĢ ve 

yüzde olarak ifade edilmiĢtir (163). Real Time PCR analizi sonunda örneklerdeki pozitiflikler, 

amplifikasyon eğrileri ve Ct (dR) (EĢik değer siklusu) verilerine göre hesaplanmıĢ ve 

değerlendirilmiĢtir.  

3.8 O. ostertagia ve H. contortus  zolatlarının  t-C I Gen  ölgesi Klonlaması ve 

 lazmid      zolasyonu 

3.8.1  umurta ve  arva  üspansiyonlarından  lde  dilmiş Genomik    ’larda 

Sybergreen Real Time PCR ile O. ostertagia ve H. contortus  ozitif  zolatların 

Belirlenmesi 

Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif belirlenen örneklerden izole edilen yumurta ve larva 

(L3) süspansiyonlarından elde edilen ve mt-COI gen bölgesi Nested PCR analizleri ile 

etkinliği ortaya konan genomik DNA‟larda O. ostertagia ve H. contortus DNA‟larının varlığı 

geliĢtirilen sybergreen real time PCR tekniği ile belirlenmiĢtir. Her iki tür için belirlenen Ct 

(dR) verilerine göre sekans analizleri için uygun izolatlar ayrılmıĢtır.  

3.8.2 O. ostertagia ve H. contortus  ozitif  zolatlarda Mt-COI Geninin Amplifikasyonu 

ve  ürifikasyonu 

O. ostertagia ve H. contortus yönünden sybergreen real time PCR tekniği ile pozitif 

belirlenen ve Ct (dR) verilerine göre uygun konsantrasyonda olan izolatların mt-COI gen 
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bölgeleri madde 3.6‟da verilen primerler ve Nested PCR prosedürüne göre amplifiye 

edilmiĢtir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk agaroz jelde 

elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene 

analiz programı (UVP INC Uplant, CA) ile görüntülenip analiz edilmiĢtir. PCR ürünleri 

agaroz jel üzerinden High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanılarak pürifiye 

edilmiĢtir.  

3.8.3 Mt-C I Gen  ölgelesinin  lonlanması ve  lazmid      zolasyonu  

O. ostertagia ve H. contortus türlerinin varlığı yönüden pozitif belirlenen izolatların jel 

pürifiye amplikonları sekans ve filogenetik analizler amacıyla klonlama ve plazmid 

pürifikasyon iĢlemlerine tabii tutulmuĢtur. Jel pürifiye örneklerin klonlanmasında CloneJET 

PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanılmıĢtır. Ligasyon reaksiyonu üreticinin 

açıklamaları doğrultusunda aĢağıdaki Ģekilde hazırlanmıĢtır: 

2X Reaction Buffer                                        10 μl 

PCR product                                                  1-5 μl (~10ng/µl) 

Nuclease free water                                       17 μl‟ye kadar 

DNA Blunting Enzyme                                   1 μl  

Toplam                                                           18 μl 

Hazırlanan karıĢım vortekslenip santrifüj edildikten sonra 70°C‟de su banyosunda 5 dk 

inkübe edilerek hemen buz üstüne alınmıĢtır. KarıĢım üzerine daha sonra 1 μl pJET1.2/blunt 

CloningVector (50 ng/ μl) ve 1 μl T4 DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 μl‟ye 

tamamlanmıĢtır. KarıĢım 25 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 5 μl‟si transformasyon 

için kullanılmıĢtır. pJET1.2/blunt Cloning Vector haritası ġekil 3.1‟de verilmiĢtir. 
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 ekil 3.1 pJET1.2/blunt cloning vector haritası 

Klonlama prosedürünün transformasyon basamağında 5 μL‟lik ligasyon ürünü buz üzerinde 

tutulan E. coli TOP 10 hücreleri üzerine eklenmiĢ ve buz üzerinde 30 dk inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Sonra hücreler önce 42°C‟de 2 dk daha sonra buz üzerinde 4 dk bekletildikten 

sonra üzerine 250 μL SOC Medium eklenmiĢtir. 37°C‟de çalkalayıcı üzerinde 1,5 saat inkübe 

edilen transformasyon karıĢımı uygun konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden LB (Lurie-

Bertani) katı besi yerine ekilerek kolonilerin geliĢimi için bir gece 37°C‟de inkübe edilmiĢtir. 

LB katı besi yerinde üreyen kolonilerden (ġekil 3.2) steril pipet uçları ile alınarak iĢaretlenmiĢ 

LB katı besi yeri içeren pleytler üzerine koloniler (her pleyt dörde bölünerek her bölmeye bir 

koloni geçilmiĢtir) tekrar ekilerek 37°C‟de 1 gece daha inkübasyona bırakılmıĢtır.  

 

 ekil 3.2 LB katı besi yerinde üreyen koloniler 
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LB katı besiyerinde üreyen kolonilerin O. ostertagia ve H. contortus mt-COI gen bölgesini 

ihtiva eden rekombinant plazmidi içerip içermediğini anlamak için aynı koloniye ait her bir 

iĢaretlenmiĢ bölgeden tek bir koloni seçilerek madde 3.7‟deki prosedüre göre spesifik 

sybergreen real time PCR analizleri yapılmıĢtır. Real time PCR analizlerine göre kolonilerde 

vektör + O. ostertagia ve H. contortus mt-COI gen bölgesi insert varlığı konfirmasyonu 

sağlanmıĢtır.  

Vektör+insert varlığı yönünden konfirme edilen kolonilerden (ĠĢaretlenmiĢ pleytlerde aynı 

bölmede bulunan koloniler) en az iki adedi seçilerek steril özeler ile alınmıĢ ve uygun 

konsantrasyonda ampicilin ihtiva eden 5 ml hacimde LB sıvı besi yerlerine ekimleri yapılarak 

37°C‟de çalkalayıcı üzerinde bir gece inkübasyona bırakılmıĢtır (ġekil 3.3).  

 

 ekil 3.3 Kolonilerin LB sıvı besi yerinde üretilmesi 

Sıvı besi yerinde üretilen hücrelerden 2 ml alınarak 8000 rpm‟de 2 dk santrifüj iĢlemine tabii 

tutulmuĢ ve hücrelerin çökmesi sağlanmıĢtır. Santrifüj sonrası üstteki sıvı kısım dökülüp 

hücresel pelet GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid 

pürifikasyonuna alınmıĢ, aynı örneklere ait diğer bir kısım hücresel pelletler ihtiyaç halinde 

kullanılmak üzere  -20°C‟de muhafaza altına alınmıĢtır. Elde edilen plazmidler insertlerin 

varlığı yönünden vektör spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile 

prosedürüne uygun olarak PCR‟da analize tabi tutulmuĢtur. 
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3.9 Mt-C I Gen  ölgelerinin  ekans ve Filogenetik  nalizi 

Ġlgili gen bölgesi için elde edilmiĢ olan plazmid DNA‟lar pJET1.2 forward ve reverse 

primerleri çift yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Çift yönlü DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait 

kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 10.1.2 (162) yazılımı ile forward 

ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentları yapılarak, vektör DNA‟sı ile kıyaslanmıĢ, insert 

olmuĢ hedef gen bölgesi belirlemiĢ ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmiĢtir. Elde edilen 

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

GenBank‟ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen bölgesi sekanslarıyla Geneious 10.1.2  

(162) yazılımı üzerinden çoklu hizalamaları yapılarak interspesifik ve intraspesifik nükleotid 

farklılıkları belirlenmiĢtir. Filogenetik yapılanmaların belirlenmesinde Bayesian analizleri 

(BA) uygulanmıĢtır. BA analizlerinde sekans evrimi için en uygun modelin belirlenmesinde 

jModelTest 2 (164) kullanılmıĢ ve en düĢük Akaike Bilgi Kriteri (AIC) değerine sahip 

General Time Reversible + Gamma distributed inv (GTR+G+I) modeli filogenetik ağacın 

oluĢturulmasında kullanılmıĢtır. Bayesian analizleri Geneious 10.1.2 (162) yazılımı üzerinden 

MrBayes plugin (165) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢ, Markov Chain Monte Carlo taramaları 

500,000 jenerasyon için 4 zincirle ve ağaç örneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 

ağaç “burn in” olarak çıkarılmıĢtır). Karakterizasyonu sağlanan tüm izolatların GenBank 

kayıtları sağlanmıĢtır.  

3.10 H. contortus  opülasyonlarında Benzimidazol  irençliliğinin  raştırılması  

3.10.1  eta  ubulin  zotip-1 Geni  ek  ükleotid  olimorfizminin (   )  eal  ime 

 C  ile  raştırılması ve  llel  ıklıklarının  elirlenmesi 

β tubulin izotip-1 gen bölgesindeki tek nükleotid polimorfizmini belirlemek amacıyla H. 

contortus‟un benzimidazol duyarlı ve dirençli alellerin kantitatif amplifikasyonu için ayrı ayrı 

TaqMan prob bazlı Real time PCR analizi yapılmıĢtır. Bu amaç için kullanılan primerler ve 

prob Tablo 3.3‟de verilmiĢtir (166).  
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Tablo 3.3 H. contortus‟un β tubulin izotip-1 gen bölgesindeki tek nükleotid polimorfizminin tespiti için Real 

Time PCR‟da kullanılan primerler  

 Primer Dizilimi (5'---3') TM* (
o
C) 

Haemonchus 

contortus 

BtubF AAATAAGTCTCACCACCTGTAAACA 58.1 

BtubR TTTCAAAGTGCGGAAGCAGATAT 57.1 

*BtubP S Fam-TTCGTTGTCAATACAGAATGTTTCATCGGT-BHQ1 62.7 

*BtubP R Fam- TTCGTTGTCAATACAGTATGTTTCATCGGT BHQ1 62.7 

*TM: Melting Temperature, S: Duyarlı, R: Dirençli 

 

Real time PCR testinin geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadığının 

tespit edilmesi amacıyla, Anabilim Dalında mevcut referens DNA izolatları, negatif kontrol 

olarak ise sterilize edilmiĢ deiyonize su kullanılmıĢtır. Real time PCR analizleri CFX 

Connect™ Real-Time PCR Detection System‟de (BioRad) gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR master 

mix (SsoAdvanced Universal Probes Supermix, BioRad) üreticinin açıklamalarına göre 

toplam 20 μl hacimde aĢağıdaki konsantrasyonlarda hazırlanmıĢtır ve kit prosedüründe 

belirtilen termal profil uygulanmıĢtır.  

2X Master Mix            10 μl  

Btub F  (10 pmol)                1,0 μl  

Btub R (10 pmol)                1,0 μl  

Btub P (10 pmol)                 1,0 μl 

Genomik DNA (50 ngr)      1,0 μl  

PCR Grade Deiyonize su    6 μl 

Real time PCR analizi sonunda örneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif değerler, amplifikasyon 

eğrileri ve Ct (dR) (EĢik değer siklusu) verilerine göre hesaplanmıĢ ve değerlendirilmiĢtir. 

Allel sıklıklarının hesaplanmasında Germer ve ark. (167) tarafından tarif edilen aĢağıdaki 

formülasyon kullanılmıĢtır. Duyarlı veya dirençli alleller yönünden Ct (dR) vermeyen 

örneklerin allel frekansı 0 alınırken diğer allel için 100 alınmıĢtır (168).  
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Allel1 frekansı=1/(2
∆Ct

+1) 

∆Ct=(Allel1Ct- Allel2Ct) 

3.10.2 β tubulin izotip-1 Geninin Amplifikasyonu, Klonlama ve Sekans Analizleri 

Real time PCR analizlerinde duyarlı allel sıklığı %100, dirençli alleller sıklığı >%50 

belirlenen izolatlar β tubulin izotip-1 Geninin 813 bp kısmını amplifiye eden HcTub-s5 

(GCCTGGAACGATGGACTCCGT) ve HcTub-as5 (GGCTAACTTGCGAAGAT 

CAGCAT) primerleri ile PCR analizine tabi tutulmuĢtur. Reaksiyon karıĢımı 25 μl final 

konsantrasyonda ve Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (Thermo Scientific) içerisinde 

10-20 ng template DNA içerecek Ģekilde final miks hazırlanmıĢtır. Thermalcyclerda protokol 

initial denaturation: 95 
o
C‟de 2 dk; 35 siklus, denaturation: 94 

o
C‟de 30 s, annealing: 55 

o
C‟de 

30 s, extension: 72 
o
C‟de 1 dk; final extension: 72 

o
C‟de 10 dk olacak Ģekilde 

programlanmıĢtır (119). Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR ürünleri (10 µl) % 1,5 ‟luk 

agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from 

Syngene analiz programı (UVP INC Uplant, CA ) ile görüntülenip analiz edilmiĢtir. 

Her iki allel yönünden allel sıklıklarına göre belirlenen izolatlara ait PCR ürünleri agaroz jel 

üzerinden High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanılarak pürifiye edilmiĢtir. 

Pürifiye amplikonlar Madde 3.8.3‟de belirtilen metodolojiye göre klonlanmıĢ ve rekombinant 

plazmid eldesi yapılmıĢtır. Ġlgili gen bölgesi için elde edilmiĢ olan plazmid DNA‟lar pJET1.2 

forward ve reverse primerleri çift yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Çift yönlü DNA dizisi 

belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 10.1.2 

(162) yazılımı ile forward ve reverse dizilimlerin pairwise alignmentları yapılarak, vektör 

DNA‟sı ile kıyaslanmıĢ, insert olmuĢ hedef gen bölgesi belirlemiĢ ve izolatlara ait final 

dizilimler elde edilmiĢtir. Duyarlı ve dirençli allellere özgü nükleotid dizileri karakterize 

edilmiĢ ve dirençliliğe özgü tek nükleotid mutasyonları belirlenerek sonuçların 

konfirmasyonu sağlanmıĢtır.  

3.11  statistiksel  naliz  

Ġstatistik analizler IBM SPSS Statistics 20 yazılımında gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġncelenen 

sığırlarda H. contortus ve O. ostertagia moleküler prevalansı ile yaĢ, cinsiyet, ırk ve dıĢkı 

karakteri faktörlerinin iliĢkisi, Pearson„s Chi Square testi ile araĢtırılmıĢtır. Trichostrongylid 
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yumurtaları yönünden pozitif örneklerde EPG değerleri ile yaĢ, cinsiyet, ırk ve ve dıĢkı 

karakteri faktörlerinin iliĢkisi Independent Samples T ve ANOVA testleriyle araĢtırılmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

4.1  onvansiyonel  ışkı  uayenesi ve  arva  ültürü  onuçları 

Konvansiyonel dıĢkı muayenesi sonucunda, incelemesi yapılan toplam 920 sığırın 210‟u 

(%22,8) Trichostrongylid yumurtaları (ġekil 4.1) yönünden pozitif bulunmuĢtur. 

Trichostrongylid yumurta pozitif örneklerin larva kültürü sonucu saptanan L3‟ler ġekil 4.1‟de  

gösterilmiĢtir. Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif belirlenen örneklerin, sığırların yaĢ, 

cinsiyet ve ırkı faktörlerine göre dağılımları Tablo 4.1-Tablo 4.2‟de verilmiĢtir. 

 

 ekil 4.1 DıĢkı örneklerinde Trichostrongylid yumurtaları ve kültür sonucu belirlenen larva  

Tablo 4.1‟de görüleceği araĢtırma yöresine göre Trichostrongylid yumurtaları ile pozitiflik en 

yüksek %25,4 ile Kayseri yöresinden örneklenen sığırlarda belirlenmiĢ bunu sırasıyla %22,1, 

%21,0 ve %20,5 ile Yozgat, NevĢehir ve KırĢehir yörelerinden örneklenen sığırlar izlemiĢtir. 

Örnekleme merkezlerine göre Trichostrongylid pozitifliğinin dağılım grafiği ġekil 4.2‟de 

gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.1 AraĢtırma illerinde Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırların yaĢ ve cinsiyet özelliklerine göre dağılımları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 ller 

 aş Cinsiyet 

Toplam 

≤3 ay 4-12 ay >12 ay Erkek DiĢi 

ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % 

Kayseri 50 16 32,0 132 51 38,6 172 19 11,0 135 26 19,3 219 59 26,9 354 90 25,4 

NevĢehir 26 8 30,8 53 19 35,8 102 15 14,7 73 17 23,3 108 26 24,1 181 38 21,0 

Yozgat 25 7 28,0 50 20 40,0 115 16 13,9 72 17 23,6 118 26 22,0 190 42 22,1 

KırĢehir 22 6 27,3 58 19 32,8 115 14 12,2 85 15 17,6 110 24 21,8 195 40 20,5 

Toplam 123 37 30,1 293 109 37,2 504 64 12,7 365 75 20,5 555 135 24,3 920 210 22,8 
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Tablo 4.2 AraĢtırma illerinde Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırların ırk ve dıĢkı karakterlerine göre dağılımları  

 

 ller 

Irk  ışkı  arakteri 

Toplam 

Holstein Simental Montofon Yerli Melez Normal Ġshalli Kanlı ishalli 

ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % ĠH PH % 

Kayseri 97 28 28,9 91 23 25,3 85 18 21,2 48 8 16,7 33 7 21,2 313 63 20,1 31 17 54,8 10 6 60,0 354 90 25,4 

NevĢehir 48 12 25,0 45 9 20,0 44 9 20,5 33 7 21,2 11 4 36,4 164 30 18,3 13 9 69,2 4 3 75,0 181 38 21,0 

Yozgat 56 13 23,2 46 11 23,9 39 9 23,1 30 6 20,0 19 5 26,3 176 30 17,0 11 10 90,9 3 2 66,7 190 42 22,1 

KırĢehir 47 10 21,3 50 12 24,0 48 9 18,8 38 6 15,8 12 4 33,3 177 29 16,4 14 9 64,3 4 2 50,0 195 40 20,5 

Toplam 248 63 25,4 232 55 23,7 216 45 20,8 149 27 18,1 75 20 26,7 830 152 18,3 69 45 65,2 21 13 61,9 920 210 22,8 
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 ekil 4.2 Örnekleme merkezlerine göre sığırlarda Trichostrongylid enfeksiyonlarının dağılımı 

YaĢ gruplarına göre sığırlarda Trichostronylid yumurta pozitifliği en yüksek %37,2 ile 4-12 

ay grubunda belirlenmiĢ bunu sırasıyla %30,1 ile ≤3 ay ve %12,7 ile >12 ay grupları 

izlemiĢtir (Tablo 4.1). Sığırların yaĢ gruplarına göre Trichostronylid enfeksiyonlarının 

dağılımı ayrıca ġekil 4.3‟de verilmiĢtir. YaĢ gruplarına göre Trichostronylid yumurta 

pozitifliğinin dağılımında 4-12 ay ve ≤3 ay yaĢ grupları ile >12 ay grubu arasındaki farklılık 

istatistiksel açıdan (Tablo 4.3) önemli (p<0,001) bulunurken 4-12 ay ve ≤3 ay yaĢ grupları 

arasındaki farklılık ise önemsiz (p>0,05) bulunmuĢtur.  

 

 ekil 4.3 Sığırların yaĢ gruplarına göre Trichostrongylid enfeksiyonlarının dağılımı 
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Tablo 4.3 YaĢ gruplarına göre Trichostronylid pozitifliğinin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 25,218
a
 2 ,000 

Likelihood Ratio 24,776 2 ,000 

Linear-by-Linear Association 13,798 1 ,000 

N of Valid Cases 920   

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,38. 

Sığırların cinsiyetine göre erkeklerde %20,5 diĢilerde ise %24,3 oranında Trichostronylid 

yumurta pozitifliği belirlenmiĢtir (Tablo 4.1). Sığırların cinsiyetine göre Trichostronylid 

pozitifliğinin dağılımı ayrıca ġekil 4.4‟de verilmiĢtir. Cinsiyete göre Trichostronylid 

pozitifliğinin dağılımındaki farklılık istatistiksel açıdan (Tablo 4.4) önemsiz bulunmuĢtur 

(p>0,05). 

 

 ekil 4.4 Sığırların cinsiyetine göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımı 
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Tablo 4.4 Sığırların cinsiyetine göre Trichostronylid pozitifliğinin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square ,888
a
 1 ,346   

Continuity Correction
b
 ,707 1 ,401   

Likelihood Ratio ,898 1 ,343   

Fisher's Exact Test    ,361 ,201 

Linear-by-Linear 

Association 
,887 1 ,346   

N of Valid Cases 920     

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 45,63. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

Holstein, Simental, Montofon, Yerli ve Melez ırklara ait örneklerde Trichostronylid yumurta 

pozitifliği sırasıyla %25,4, %23,7, %20,8, %18,1 ve %26,7 oranında saptanmıĢtır (Tablo 4.2). 

Sığırların ırkına göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımı ayrıca ġekil 4.5‟de verilmiĢtir. 

Irka göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımında istatistiksel açıdan (Tablo 4.5) önemli bir 

farklılık bulunmamıĢtır (p>0,05).  

 

 ekil 4.5 Sığırların ırkına göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımı 
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Tablo 4.5 Sığırların ırkına göre Trichostronylid pozitifliğinin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 5,841
a
 4 ,211 

Likelihood Ratio 5,878 4 ,208 

Linear-by-Linear Association 
,119 1 ,730 

N of Valid Cases 920   

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9,38. 

DıĢkı karakterine göre normal, ishalli ve kanlı ishalli dıĢkı örneklerinde Trichostronylid 

yumurta pozitifliği sırasıyla  %18,3, %65,2 ve %61,9 oranında bulunmuĢtur (Tablo 4.2). 

Sığırların dıĢkı karakterine göre Trichostronylid yumurta pozitifliğinin dağılımı ayrıca ġekil 

4.6‟da verilmiĢtir. DıĢkı karakterine göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımı ishalli ve 

kanlı ishalli dıĢkı gruplarında normal dıĢkı grubuna göre istatistiksel açıdan (Tablo 4.6) 

önemli bulunmuĢ (p<0,001), ishalli ve kanlı ishalli gruplar arasındaki farklılık ise önemsiz 

çıkmıĢtır (p>0,05). 

 

 

 ekil 4.6 Sığırlarda dıĢkı karakterine göre Trichostronylid pozitifliğinin dağılımı 
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Tablo 4.6 DıĢkı karakterine göre Trichostronylid pozitifliğinin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 143,914
a
 2 ,000 

Likelihood Ratio 98,138 2 ,000 

Linear-by-Linear 

Association 
127,371 1 ,000 

N of Valid Cases 920   

a. 1 cells (16,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,63. 

4.2 Gram  ışkıdaki  umurta  ayısı (  G) ve  statistiksel  nalizi 

Trichostronylid yumurtaları ile pozitif belirlenen 210 sığırda ortalama EPG değeri 460,1±34,0 

(min:50,00, max:1000,00) belirlenmiĢtir. EPG değerlerinin sığırların yaĢ gruplarına göre 

dağılımları Tablo 4.7‟de verilmiĢtir. Ortalama EPG değeri en yüksek <3 ay grubunda 

belirlenmiĢ, bunu 4-12 ay ve >12 ay yaĢ grupları izlemiĢtir (ġekil 4.7). >12 ay yaĢ grubu ile 

<3 ay ve 4-12 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık istatistiksel açıdan önemli (p<0,001) 

bulunurken <3 ay ve 4-12 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık önemsiz (p>0,05) belirlenmiĢtir 

(Tablo 4.8). 

Tablo 4.7 Trichostronylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırlarda EPG değerlerinin yaĢ gruplarına göre 

dağılımı 

Descriptives 

EPG   

 Statistic 

Bootstrap
a
 

Bias 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval 

Lower Upper 

<3 ay N 18 0 4 10 26 

Mean 744,4444 1,7006 68,4560 596,5863 868,0837 

Std. Deviation 
295,96248 

-

12,49588 
42,88650 178,65037 347,59171 

Std. Error 69,75903     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
597,2658     

Upper 

Bound 
891,6231     

Minimum 190,00     

Maximum 1000,00     
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4-12 

ay 

N 58 0 5 47 68 

Mean 595,6897 -,4392 43,6748 506,0655 680,8312 

Std. Deviation 343,09153 -2,82825 15,88939 305,75377 368,84259 

Std. Error 45,05012     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
505,4783     

Upper 

Bound 
685,9010     

Minimum 50,00     

Maximum 1000,00     

>12 

ay 

N 39 0 5 29 49 

Mean 127,3077 ,0051 8,4817 111,3235 145,0957 

Std. Deviation 54,73436 -,99094 4,14728 45,83306 62,14153 

Std. Error 8,76451     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
109,5649     

Upper 

Bound 
145,0505     

Minimum 50,00     

Maximum 250,00     

Total N 115 0 0 115 115 

Mean 460,1304 -,6146 33,1483 394,5674 527,9934 

Std. Deviation 364,58849 -1,54422 8,69132 344,79060 378,74489 

Std. Error 33,99805     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
392,7806     

Upper 

Bound 
527,4803     

Minimum 50,00     

Maximum 1000,00     

a.
 Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples 
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 ekil 4.7 EPG değerlerinin sığırların yaĢ gruplarına göre dağılım grafiği 

 

Tablo 4.8 Sığırlarda EPG değerlerinin yaĢ gruplarına göre dağılımının istatistiksel analizi 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   EPG   

 

(I) YaĢ (J) YaĢ 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

 
Lower Bound Upper Bound 

Tamhane <3 ay 4-12 ay 148,75479 83,04117 ,228 -60,2845 357,7941 

>12 ay 617,13675
*
 70,30746 ,000 431,6590 802,6145 

4-12 ay <3 ay -148,75479 83,04117 ,228 -357,7941 60,2845 

>12 ay 468,38196
*
 45,89478 ,000 355,7209 581,0430 

>12 ay <3 ay -617,13675
*
 70,30746 ,000 -802,6145 -431,6590 

4-12 ay -468,38196
*
 45,89478 ,000 -581,0430 -355,7209 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

Sığırların cinsiyetine göre EPG değerleri diĢilerde ortalam 440,9, erkeklerde ise 494,8 

saptanmıĢtır (Tablo 4.9). EPG değerlerinin cinsiyete göre dağılımında (ġekil 4.8) istatistiksel 

bir farklılık (p>0,05) görülmemiĢtir (Tablo 4.10).   
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Tablo 4.9 Trichostronylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırlarda EPG değerlerinin cinsiyete göre dağılımı 

Group Statistics 

 

Cinsiyet Statistic 

Bootstrap
a
 

 

Bias Std. Error 

95% Confidence Interval 

 
Lower Upper 

EPG Erkek N 41     

Mean 494,7561 3,5343 59,2073 380,5057 612,3644 

Std. Deviation 382,19588 -5,34919 13,13342 348,03240 400,20583 

Std. Error Mean 59,68897     

DiĢi N 74     

Mean 440,9459 ,3913 42,2994 359,7310 524,1247 

Std. Deviation 355,66037 -2,61934 12,33139 326,20518 374,21344 

Std. Error Mean 41,34468     

a. Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples 

 

 

 ekil 4.8 OPG değerlerinin sığırların cinsiyetine göre dağılım grafiği 
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Tablo 4.10 Sığırlarda EPG değerlerinin cinsiyete göre dağılımının istatistiksel analizi 

Independent Samples Test 

 

Levene's Test 

for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 

Sig. 

(2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

EPG Equal 

variances 

assumed 

2,872 ,093 ,757 113 ,451 53,81015 71,11477 -87,08104 194,70134 

Equal 

variances 

not 

assumed 

  ,741 77,780 ,461 53,81015 72,60961 -90,75091 198,37121 

 

EPG değerlerinin sığırların ırkına göre dağılımları Tablo 4.11‟de verilmiĢtir. Ortalama EPG 

değeri Holstein, Simental, Montofon, Yerli ve Melez ırkı sığırlarda sırasıyla 493,8, 441,7, 

363,6, 358,8 ve 677,1 belirlenmiĢtir. EPG değerlerinin sığırların ırkına göre dağılımında 

(ġekil 4.9) istatistiksel bir farklılık (p>0,05) görülmemiĢtir (Tablo 4.12).   

Tablo 4.11 Trichostronylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırlarda EPG değerlerinin ırka göre dağılımı 

Descriptives 

EPG   

 Statistic 

Bootstrap
a
 

Bias 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval 

Lower Upper 

Holstein N 34 0 5 24 43 

Mean 493,8235 2,1741 66,7183 370,2897 627,9297 

Std. Deviation 396,63749 -5,68726 13,23744 363,07833 413,54053 

Std. Error 68,02277     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
355,4302     

Upper 

Bound 
632,2169     

Minimum 50,00     
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Maximum 1000,00     

Simental N 30 0 5 20 39 

Mean 441,6667 -,0866 61,3961 322,2324 565,8317 

Std. Deviation 333,19336 -6,30560 26,10628 269,86989 368,72965 

Std. Error 60,83251     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
317,2502     

Upper 

Bound 
566,0831     

Minimum 50,00     

Maximum 970,00     

Montofon N 25 0 4 17 34 

Mean 363,6000 2,0158 65,1100 239,5928 492,1949 

Std. Deviation 330,03005 -7,25281 32,10786 245,29623 371,25520 

Std. Error 66,00601     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
227,3703     

Upper 

Bound 
499,8297     

Minimum 50,00     

Maximum 920,00     

Yerli N 12 0 3 6 19 

Mean 358,7500 -4,2719 101,4496 165,1155 577,7546 

Std. Deviation 
350,51991 

-

27,06131 
78,79903 75,06474 420,23659 

Std. Error 101,18638     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
136,0403     

Upper 

Bound 
581,4597     

Minimum 85,00     

Maximum 1000,00     

Melez N 14 0 4 8 22 

Mean 677,1429 -2,2333 94,9949 465,5337 847,3660 

Std. Deviation 
362,92463 

-

18,27471 
62,77902 191,28577 434,73403 

Std. Error 96,99569     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
467,5964     
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Upper 

Bound 
886,6893     

Minimum 50,00     

Maximum 1000,00     

Total N 115 0 0 115 115 

Mean 460,1304 ,0162 34,4775 393,8113 528,5597 

Std. Deviation 364,58849 -1,89787 8,99158 343,16952 378,71141 

Std. Error 33,99805     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
392,7806     

Upper 

Bound 
527,4803     

Minimum 50,00     

Maximum 1000,00     

a. Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples 

 

 

 

 ekil 4.9 EPG değerlerinin sığırların ırkına göre dağılım grafiği 
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Tablo 4.12 Sığırlarda EPG değerlerinin ırka göre dağılımının istatistiksel analizi 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   EPG   

 

(I) Irk (J) Irk Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

 
Lower Bound Upper Bound 

Tamhane Holstein Simental 52,15686 91,25618 1,000 -212,7615 317,0752 

Montofon 130,22353 94,78339 ,854 -145,9868 406,4338 

Yerli 135,07353 121,92531 ,963 -244,5455 514,6926 

Melez -183,31933 118,47050 ,762 -545,0257 178,3871 

Simental Holstein -52,15686 91,25618 1,000 -317,0752 212,7615 

Montofon 78,06667 89,76295 ,993 -184,4840 340,6173 

Yerli 82,91667 118,06472 ,999 -289,5294 455,3627 

Melez -235,47619 114,49348 ,407 -588,8158 117,8635 

Montofon Holstein -130,22353 94,78339 ,854 -406,4338 145,9868 

Simental -78,06667 89,76295 ,993 -340,6173 184,4840 

Yerli 4,85000 120,81174 1,000 -373,4750 383,1750 

Melez -313,54286 117,32415 ,123 -673,6703 46,5846 

Yerli Holstein -135,07353 121,92531 ,963 -514,6926 244,5455 

Simental -82,91667 118,06472 ,999 -455,3627 289,5294 

Montofon -4,85000 120,81174 1,000 -383,1750 373,4750 

Melez -318,39286 140,16721 ,282 -750,9211 114,1353 

Melez Holstein 183,31933 118,47050 ,762 -178,3871 545,0257 

Simental 235,47619 114,49348 ,407 -117,8635 588,8158 

Montofon 313,54286 117,32415 ,123 -46,5846 673,6703 

Yerli 318,39286 140,16721 ,282 -114,1353 750,9211 

EPG değerlerinin dıĢkı karakterlerine göre dağılımları Tablo 4.13‟de verilmiĢtir. Ortalama 

EPG değeri kanlı ishalli ve ishalli dıĢkılarda normal dıĢkı örneklerine göre yüksek belirlenmiĢ 

(ġekil 4.10) ve bu farklılık istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) bulunmuĢtur (Tablo 4.14).  

Kanlı ishalli ve ishalli dıĢkı grupları arasındaki farklılık ise istatistiksel açıdan önemsiz 

(p>0,05) bulunmuĢtur. 
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Tablo 4.13 Trichostronylid yumurtaları ile pozitif belirlenen sığırlarda OPG değerlerinin dıĢkı karakterlerine 

göre dağılımı 

Descriptives 

EPG   

 Statistic 

Bootstrap
a
 

Bias 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval 

Lower Upper 

Normal N 68 0 5 58 78 

Mean 167,4265 ,4320 12,6488 142,4271 193,9409 

Std. Deviation 105,01774 -,88271 10,93607 82,99974 124,64611 

Std. Error 12,73527     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
142,0068     

Upper 

Bound 
192,8462     

Minimum 50,00     

Maximum 450,00     

Ġshalli N 36 0 5 26 46 

Mean 875,0000 -,0289 10,0773 855,6820 894,2298 

Std. Deviation 58,54180 -,97972 5,67121 45,28962 68,41081 

Std. Error 9,75697     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
855,1923     

Upper 

Bound 
894,8077     

Minimum 800,00     

Maximum 1000,00     

Kanlı 

ishalli 

N 11 0 3 5 18 

Mean 911,8182 ,4446 15,7827 882,7427 943,3268 

Std. Deviation 
53,06942 

-

3,56954 
9,63711 28,39822 68,23972 

Std. Error 16,00103     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
876,1657     

Upper 

Bound 
947,4707     

Minimum 830,00     

Maximum 1000,00     

Total N 115 0 0 115 115 
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Mean 460,1304 1,7686 33,6988 395,0468 525,5151 

Std. Deviation 
364,58849 

-

1,53003 
8,81455 341,89305 378,66957 

Std. Error 33,99805     

95% Confidence Interval 

for Mean 

Lower 

Bound 
392,7806     

Upper 

Bound 
527,4803     

Minimum 50,00     

Maximum 1000,00     

a. Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples 

 

 

 

 ekil 4.10 EPG değerlerinin sığırların dıĢkı karakterlerine göre dağılım grafiği 
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Tablo 4.14 Sığırlarda EPG değerlerinin dıĢkı karakterlerine göre dağılımının istatistiksel analizi 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   EPG   

 

(I) 

DıĢkıkarakteri 

(J) 

DıĢkıkarakteri 

Mean Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

 
Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Tamhane Normal Ġshalli -707,57353
*
 16,04324 ,000 -746,5218 -668,6253 

Kanlı ishalli -744,39171
*
 20,45043 ,000 -796,6880 -692,0954 

Ġshalli Normal 707,57353
*
 16,04324 ,000 668,6253 746,5218 

Kanlı ishalli -36,81818 18,74117 ,183 -86,0993 12,4629 

Kanlı ishalli Normal 744,39171
*
 20,45043 ,000 692,0954 796,6880 

Ġshalli 36,81818 18,74117 ,183 -12,4629 86,0993 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

4.3 Mt-COI Geninin Amplifikasyonu 

Trichostrongylid yumurta ve larva (L3) süspansiyonlarından izole edilen genomik DNA‟ların 

mt-COI genini parsiyel olarak amplifiye eden genel primerlerle agaroz jel üzerinde hedef 

büyüklükte (402 bp) PCR ürünleri belirlenmiĢ (ġekil 4.11) ve genomik DNA izolasyonları 

konfirme edilmiĢtir.  

 

 ekil 4.11 Ġzolatların mt-COI gen bölgesi spesifik primerlerle nested PCR sonucu amplifikasyonu 

4.4 Sybergreen Real Time PCR  ensitivite ve  pesifite  naliz  onuçları 

Real Time PCR‟da kantitatif identifikasyonları için mt-COI gen bölgesinden dizayn edilen 

primer dizilerinin karakterleri ve bağlanma spesifiteleri O. ostertagi ve H. contortus için 

sırasıyla ġekil 4.12 ve ġekil 4.13‟de verilmiĢtir. ġekillerde görüleceği üzere her iki tür için de 

primerlerin tür spesifik olarak hedef DNA bölgesine bağlandığı belirlenmiĢtir. 
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 ekil 4.12 O. ostertagi mt-COI gen bölgesinden dizayn edilen primer çiftinin bağlanma spesifiteleri ve 

özellikleri 

 

 ekil 4.13 H. contortus mt-COI gen bölgesinden dizayn edilen primer çiftinin bağlanma spesifiteleri ve 

özellikleri 

Dizayn edilen tüm final Real Time PCR markerlarının genetik analizlerle paralel Ģekilde 

spesifik olarak hedef türlerini amplifiye ettiği belirlenmiĢ, hedef dıĢı sığır Trichostrongylid 

türlerine ait mt-COI genomik DNA ve/veya plazmidleri ile reaksiyon vermedikleri 

saptanmıĢtır (ġekil 4.14-ġekil 15). Melting curve analizlerinde (ġekil 4.16-ġekil 17) ayrıca O. 

ostertagi ve H. contortus için erime sıcaklıkları spesifik olarak sırasıyla 80,0C ve 75,0C 

belirlenmiĢtir. 
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 ekil 4.14 O. ostertagi izolatlarına ait hedef mt-COI gen bölgesini amplifiye eden primerlerle sybergreen Real 

Time PCR‟da belirlenen amplifikasyon eğrileri. 

 

 ekil 4.15 H. contortus izolatlarına ait hedef mt-COI gen bölgesini amplifiye eden primerlerle sybergreen Real 

Time PCR‟da belirlenen amplifikasyon eğrileri. 

 

 ekil 4.16 O. ostertagi izolatlarına ait hedef mt-COI gen bölgesini amplifiye eden primerlerle sybergreen Real 

Time PCR‟da melting curve analizleri ile belirlenen spesifik erime noktaları 
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 ekil 4.17 H. contortus izolatlarına ait hedef mt-COI gen bölgesini amplifiye eden primerlerle sybergreen Real 

Time PCR‟da melting curve analizleri ile belirlenen spesifik erime noktaları 

O. ostertagi ve H. contortus türleri için linearize plazmidler kullanılarak oluĢturulan standart 

eğri analiz sonuçlarına göre sybergreen real time PCR etkinlik oranları yüksek belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.18). Elde edilen verilerle her bir replikasyonda tüm türler için 10 hedef kopyanın 

saptanabileceği belirlenmiĢtir. DNA kopya sayısındaki bu miktar sekiz haploid genom içeren 

tek bir yumurtaya karĢılık gelmektedir (Vrba et al., 2010).  

 

 ekil 4.18 O. ostertagi ve H. contortus için linearize plazmidler kullanılarak oluĢturulan standart eğriler ve 

etkinlik oranları. 
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4.5 Sybergreen Real Time PCR ile  richostrongylid  umurta  ozitif  zolatlarda O. 

ostertagi ve H. contortus  ozitiflikleri   oleküler  revalans ve  statistiksel  naliz 

 onuçları 

Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif saptanan örneklere ait genomik DNA izolatlarının O. 

ostertagi ve H. contortus türleri yönünden sybergreen real time PCR ile analiz sonuçları, 

Tablo 4.15‟de verilmiĢtir. Tablo 4.15‟de görüldüğü üzere Trichostrongylid yumurta pozitif 

210 örneğin 34‟ünde O. ostertagi, 58‟inde H. contortus ve 23‟ünde her iki türle miks 

enfeksiyon pozitifliği belirlenmiĢ ve incelenen toplam 920 sığır örneği bazında iki tür için 

moleküler prevalans oranları sırasıyla %6,2 ve %8,8 (ġekil 4.17) olarak saptanmıĢtır.  

Tablo 4.15 Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif saptanan örneklere ait genomik DNA izolatlarının O. 

ostertagi ve H. contortus türleri yönünden sybergreen Real Time PCR sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 ekil 4.19 Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif saptanan örneklerde belirlenen O. ostertagi ve H. contortus 

türlerinin incelenen sığır sayısına göre dağılım grafiği 

 ncelenen Örnek 

 ayısı 

Trichostrongylid 

yumurta pozitif 

örnek sayısı 

Real Time PCR  ür 

 dentifikasyonu 

Prevalans 

Sayı % 

920 210 

O. ostertagia 34 3,7 

H. contortus 58 6,3 

Miks 23 2,5 
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AraĢtırma merkezlerine göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı Tablo 4.16‟de 

verilmiĢtir. Her dört araĢtırma yöresi için de H. contortus prevalansı O. ostertagi prevalansına 

göre yüksek belirlenmiĢtir.  

Tablo 4.16 AraĢtırma merkezlerine göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı 

 

Ġncelenen sığırların yaĢ gruplarına göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansları Tablo 

4.17‟de istatistik analiz sonuçları ise sırasıyla Tablo 4.18 ve Tablo 4.19‟de verilmiĢtir. Hem 

O. ostertagi hem de H. contortus prevalansı en yüksek 4-12 ay yaĢ grubu sığırlarda 

belirlenmiĢ bunu sırasıyla <3 ay ve >12 ay yaĢ grubu sığırlar izlemiĢtir. (p<0,001). Her iki tür 

için de 4-12 ay ve <3 ay ile >12 ay yaĢ grubu sığırlar arasındaki farklılık istatistiksel açıdan 

önemli bulunurken 4-12 ay ve <3 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık önemsiz belirlenmiĢtir 

(p>0,05).  

Tablo 4.17 YaĢ gruplarına göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 raştırma 

Merkezi 

 ncelenen Hayvan 

 ayısı 
 ür 

Prevalans 

Sayı % 

Kayseri 354 
O. ostertagi 23 6,5 

H. contortus 33 9,3 

NevĢehir 181 
O. ostertagi 10 5,5 

H. contortus 15 8,3 

Yozgat 190 
O. ostertagi 12 6,3 

H. contortus 14 7,4 

KırĢehir 195 
O. ostertagi 12 9,2 

H. contortus 19 9,7 

 aş Grubu 
 ncelenen Hayvan 

 ayısı 
 ür 

Prevalans 

Sayı % 

<3 ay 123 
O. ostertagi 10 8,1 

H. contortus 15 12,2 

4-12 ay 293 
O. ostertagi 36 12,3 

H. contortus 49 16,7 

>12 ay 504 
O. ostertagi 11 2,2 

H. contortus 17 3,4 
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Tablo 4.18 YaĢ gruplarına göre O. ostertagia prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 33,463
a
 2 ,000 

Likelihood Ratio 33,864 2 ,000 

Linear-by-Linear 

Association 
18,718 1 ,000 

N of Valid Cases 920   

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 7,62. 

 

Tablo 4.19 YaĢ gruplarına göre H. contortus prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 43,164
a
 2 ,000 

Likelihood Ratio 43,859 2 ,000 

Linear-by-Linear 

Association 
26,383 1 ,000 

N of Valid Cases 920   

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,83. 

 

Ġncelenen sığırların cinsiyetine göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansları Tablo 4.20‟de 

istatistik analiz sonuçları ise sırasıyla Tablo 4.21 ve Tablo 4.22‟de verilmiĢtir. Hem O. 

ostertagi hem de H. contortus prevalansı erkeklerde yüksek bulunmasına karĢın farklılıklar 

istatistiksel açıdan önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). 

 

Tablo 4.20 Cinsiyete göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 aş Grubu 
 ncelenen Hayvan 

 ayısı 
 ür 

Prevalans 

Sayı % 

Erkek 365 
O. ostertagi 26 7,1 

H. contortus 36 9,9 

DiĢi 555 
O. ostertagi 31 5,6 

H. contortus 45 8,1 
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Tablo 4.21 Cinsiyetine göre O. ostertagia prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square ,896
a
 1 ,344   

Continuity Correction
b
 ,651 1 ,420   

Likelihood Ratio ,884 1 ,347   

Fisher's Exact Test    ,402 ,209 

Linear-by-Linear 

Association 
,895 1 ,344   

N of Valid Cases 920     

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 22,61. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

 

Tablo 4.22 Cinsiyetine göre H. contortus prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square ,845
a
 1 ,358   

Continuity Correction
b
 ,640 1 ,424   

Likelihood Ratio ,835 1 ,361   

Fisher's Exact Test    ,405 ,211 

Linear-by-Linear 

Association 
,844 1 ,358   

N of Valid Cases 920     

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 32,14. 

b. Computed only for a 2x2 table 

 

Ġncelenen sığırların ırkına göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansları Tablo 4.23‟de 

istatistik analiz sonuçları ise sırasıyla Tablo 4.24 ve Tablo 4.25‟de verilmiĢtir. Irk grupları 

arasındaki istatistiksel farklılık her iki tür için de önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). 
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Tablo 4.23 Irka göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.24 Irka göre O. ostertagia prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 3,409
a
 4 ,492 

Likelihood Ratio 3,424 4 ,490 

Linear-by-Linear 

Association 
,827 1 ,363 

N of Valid Cases 920   

a. 1 cells (10,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,65. 

 

Tablo 4.25 Irka göre H. contortus prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 4,981
a
 4 ,289 

Likelihood Ratio 5,058 4 ,281 

Linear-by-Linear 

Association 
,042 1 ,838 

N of Valid Cases 920   

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,60. 

 

Ġncelenen sığırların dıĢkı karakterlerine göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansları Tablo 

4.26‟da istatistik analiz sonuçları ise sırasıyla Tablo 4.27 ve Tablo 4.28‟de verilmiĢtir. O. 

ostertagi prevalansı ishalli grupta, kanlı ishalli ve normal dıĢkı gruplarına göre yüksek 

 aş Grubu 
 ncelenen Hayvan 

 ayısı 
 ür 

Prevalans 

Sayı % 

Holstein 248 
O. ostertagi 20 8,1 

H. contortus 25 10,1 

Simental 232 
O. ostertagi 13 5,6 

H. contortus 18 7,8 

Montofon 216 
O. ostertagi 12 5,6 

H. contortus 20 9,3 

Yerli 149 
O. ostertagi 6 4,0 

H. contortus 8 5,4 

Melez 75 
O. ostertagi 6 8,0 

H. contortus 10 10,3 
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belirlenmiĢ ve bu farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,05). Kanlı ishalli ve 

normal dıĢkı grupları arasındaki farklılık önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05).  H. contortus 

prevalansı ise kanlı ishalli ve ishalli dıĢkı gruplarında normal dıĢkı karakteri grubuna oranla 

daha yüksek belirlenmiĢ ve bu farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,001). 

Kanlı ishalli ve ishalli dıĢkı grupları arasındaki farklılık ise önemsiz saptanmıĢtır (p>0,05).  

Tablo 4.26 DıĢkı karakterine göre O. ostertagi ve H. contortus prevalansı 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.27 DıĢkı karakterine göre O. ostertagia prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 14,747
a
 2 ,001 

Likelihood Ratio 10,768 2 ,005 

Linear-by-Linear 

Association 
5,830 1 ,016 

N of Valid Cases 920   

a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,30. 

 

Tablo 4.28 DıĢkı karakterine göre H. contortus prevalansının istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20) 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig. (2-sided) 

Pearson Chi-Square 143,938
a
 2 ,000 

Likelihood Ratio 90,480 2 ,000 

Linear-by-Linear 

Association 
113,414 1 ,000 

N of Valid Cases 920   

a. 1 cells (16,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,85. 

 

 ışkı  arakteri 
 ncelenen Hayvan 

Sayısı 
 ür 

Prevalans 

Sayı % 

Kanlı ishalli 21 
O. ostertagi 1 4,8 

H. contortus 7 33,3 

Ġshalli 69 
O. ostertagi 12 16,7 

H. contortus 32 44,4 

Normal 830 
O. ostertagi 44 5,3 

H. contortus 42 5,1 
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4.6 Mt-C I Gen  ölgesinin  ekans  nalizi  onuçları 

Sybergreen Real Time PCR analizleri temelinde her iki tür için eĢik değer siklusu uygun (Ct 

(dR)<22) belirlenen örneklere ait genomik DNA izolatları mt-COI gen bölgesi sekanslarının 

kayıpsız elde ve özgün olarak elde edilmesi için önce gen spesifik primerlerle amplifikasyona 

tabii tutulmuĢ, sonrasında da elde edilen PCR ürünleri jel pürifiye edilerek uygun plazmid 

vektörlere klonlanmıĢtır. Klonlama basamaklarında miks enfeksiyonlar göz önüne alınarak 

LB besi yerinde üreyen koloniler tekrar çoğaltıldıktan sonra spesifik sybergreen Real Time 

PCR analizleri ile her iki tür için ilgili gen bölgesini barındıran koloniler belirlenmiĢtir. Daha 

sonra bu koloniler sıvı besi yerine aktarılarak rekombinant plazmid eldesi yapılmıĢtır. Elde 

edilen plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu vektör spesifik primerlerle PCR 

analizleri (ġekil 4.20) sonucu yapılmıĢtır. 

 

 ekil 4.20 Bazı plazmidlerde hedef insert genlerin vektör spesifik primerlerle PCR analizleri sonucu belirlenen 

amplikonlar 

 

Elde edilen toplam 14 plazmid DNA izolatının vektör spesifik pJET1.2 forward ve reverse 

primerleri çift yönlü olarak sekans analizi sonucu Blastn algoritması kullanılarak tür ve/veya 

haplotip bazında konfirmasyonları sağlanmıĢtır. Mt-COI gen bölgesine göre karakterize 

edilen izolatlar, ait oldukları tür, izolasyon bölgeleri ve GenBank aksesyon numaraları ile 

birlikte Tablo 4.29‟da verilmiĢtir.  
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Tablo 4.29 Klonlama ve plazmid pürifikasyonuna tabii tutulan genomik DNA izolatları 

Genomik      zolatı  ür  zolasyon bölgesi GenBank Aks. 

TrOost-1 O. ostertagi Kayseri KY678201 

TrOost-2 O. ostertagi Kayseri KY678202 

TrOost-3 O. ostertagi NevĢehir KY678203 

TrOost-4 O. ostertagi Yozgat KY678204 

TrOost-5 O. ostertagi KırĢehir KY678205 

TrHcon-1 H. contrortus Kayseri KY678206 

TrHcon-2 H. contrortus Kayseri KY678207 

TrHcon-3 H. contrortus Kayseri KY678208 

TrHcon-4 H. contrortus NevĢehir KY678209 

TrHcon-5 H. contrortus NevĢehir KY678210 

TrHcon-6 H. contrortus KırĢehir KY678211 

TrHcon-7 H. contrortus KırĢehir KY678212 

TrHcon-8 H. contrortus Yozgat KY678213 

TrHcon-9 H. contrortus Yozgat KY678214 

 

ÇalıĢmada O. ostertagia ve H. contortus türlerine ait mt-COI gen bölgesinin 402 bp kısmını 

içeren toplam 14 sekans baĢarıyla elde edilmiĢtir. O. ostertagi izolatlarına ait sekanslar 

arasında 391 (%97,3)identik bölge belirlenirken 4 farklı haplotipi ortaya koyan 11 polimorfik 

bölge saptanmıĢtır. H. contortus izolatlarına ait sekanslar arasında ise 398 (%99,0) identik 

bölge saptanmıĢ, 6 farklı haplotipi ortaya koyan 4 polimorfik bölge görülmüĢtür. Mt-COI gen 

bölgesi sekans analizleriyle karakterizasyonları yapılan O. ostertagia ve H. contortus 

izolatlarının nükleotid sekanslarının çoklu hizalamaları ġekil 4.21‟de gösterilmiĢtir. ġekil 

4.21‟de görüldüğü izolatlar arasında farklı haplotipleri ortaya koyan interspesifik ve 

intraspesifik nükleotid varyasyonları belirlenmiĢtir. Sekanslanan O. ostertagi izolatları 

arasında ortalama pairwise identiklik oranı %98,5 belirlenmiĢ bu oran H. contortus izolatları 

için ise %99,6 saptanmıĢtır. Ġkili hizlama analiz sonucu belirlenen farklılıklar ayrıca Tablo 

4.30‟da verilmiĢtir. 
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 ekil 4.21 O. ostertagia ve H. contortus türlerine ait izolatların mt-COI nükleotid sekanslarının çoklu 

hizalamaları
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Tablo 4.30 O. ostertagia ve H. contortus izolatlarının mt-COI sekanslarının ikili hizalama farklılıkları 

 

 

 



 

72 

 

4.7 Mt-C I Gen  ölgesinin Filogenetik  naliz  onuçları   

Moleküler olarak karakterize edilen ve DNA barkodlaması sağlanan türlere ait izolatların 

Dünyada çeĢitli bölgelerden izole edilmiĢ izolatlarla birlikte filogenetik yapılanmaları ġekil 

4.22‟de gösterilmiĢtir. Bayesian filogenisine göre oluĢturulan filogenetik çözünürlük yüksek 

posterior olasılıklarla desteklenmiĢtir. ÇalıĢmada karakterize edilen O. ostertagia ve H. 

contortus haplotipleri arasında arasında ortalama genetik heterojenite sırasıya %3,0±0,6 ve 

%3,1±0,6 saptanmıĢtır. ÇalıĢmada karakterize edilen H. contortus izolatları filogenetik ağaç 

(ġekil 4.10) üzerinde görüleceği üzere Kayseri yöresinde koyunlardan izole edilen izolatlarla 

daha yakın bulunmuĢ (genetik farklılık %1,1±0,5) ve birlikte cluster oluĢturmuĢtur. 

Karakterize edilen bu izolatlar ayrıca Pakistan ve Brezilya‟dan bildirilen izolatlarla sırasıyla 

%3,4±1,0 ve %5,7±1,1 farklılık göstermiĢtir. Türkiye‟den ilk kez izole ve karakterize 

ettiğimiz O. ostertagia izolatları ayrı bir grup oluĢturmuĢ ve bu grup içinde iki cluster‟da 

yerleĢim göstermiĢtir. ÇalıĢmada belirlenen bu izolatlar ayrıca GenBank‟ta yalnızca 

Japonya‟dan mevcut olan homolog izolatlarla %4,3±0,9 genetik farklılık göstermiĢtir.  

ÇalıĢmada saptanan izolatların soy bazında genetik analizlerinde H. contortus izolatlarının 

%17,1±2,6, %18,3±2,6, %18,7±2,8, %20,7±3,0, %22,0±3,3 ve %24,6±3,6 genetik 

farklılıklarla sırasıyla Cooperia oncophora, Mecistocirrus digitatus, Trichostrongylus axei, O. 

ostertagi, Teladorsagia circumcincta ve Nematodirus spathiger türlerine filogenetik olarak 

yakın olduğu belirlenmiĢtir. O. ostertagia izolatlarının ise %15,2±2,3, %15,8±2,4, %16,3±2,6, 

%17,3±2,6, %19,8±3,0 ve %20,7±3,0 genetik farklılıklarla sırasıyla T. circumcincta,  Tr. axei, 

C. oncophora, N. spathiger, M digitatus ve H. contortus türlerine filogenetik olarak yakın 

olduğu saptanmıĢtır. 
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 ekil 4.22 O. ostertagi ve H. contortus izolatlarının mt-COI gen bölgesi Bayesian inference (BI) analizine göre 

filogenetik iliĢkileri. ÇalıĢmada belirlenen izolatlar kırmızı ve kalın karakterde yerleĢtikleri cluster kırmızı renkte 

gösterilmiĢtir. Node‟ların önündeki rakamlar Bayesian posterior olasılığını göstermektedir. Ölçek çizgisi 

yerleĢim yeri baĢına nükleotid değiĢimini göstermektedir. 
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4.8 H. contortus  opülasyonlarında  enzimidazol  irençliliği  onuçları   

4.8.1  eta  ubulin  zotip-1 Geni  ek  ükleotid  olimorfizminin (   )  eal  ime 

 C  ile  naliz sonuçları ve  llel  ıklıkları 

β tubulin izotip-1 gen bölgesindeki tek nükleotid polimorfizmini belirlemek amacıyla H. 

contortus‟un benzimidazol duyarlı ve dirençli alellerin kantitatif amplifikasyonu için TaqMan 

prob bazlı real time PCR analizi sonucu elde edilen amplifikasyon eğrileri sırasıyla ġekil 4.23 

ve ġekil 4.24‟de verilmiĢtir. Ġncelenen sığırlarda benzimidazol dirençliliği yönünden saptanan 

Ct (dR) değerlerine göre duyarlı ve dirençli allel sıklıkları Tablo 4.31‟de ve grafik üzerinde 

ġekil 4.25‟de gösterilmiĢtir. Tablo 4.31‟de görüleceği üzere incelenen sığırlarda β tubulin 

izotip-1 gen bölgesindeki tek nükleotid polimorfizmine göre H. contortus popülasyonlarında 

benzimidazol dirençliliği açısandan duyarlı allel sıklığı %80,00±1,99 belirlenirken dirençli 

allel sıklığı ise %20,00±1,99 olarak tespit edilmiĢtir. Ct (dR) değerlerine göre göre belirlenen 

duyarlı ve dirençli allel sıklıklarının istatistiksel analizine göre (Tablo 4.31) duyarlı alell 

sıklığının dirençli allel sıklığına oranla yaklaĢık 4 kat yüksek olduğu belirlenmiĢ ve bu 

farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,001).  

 

 ekil 4.23 TaqMan prob Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus duyarlı allellerin amplifikasyon eğrileri 
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 ekil 4.24 TaqMan prob bazlı Real Time PCR analizleri sonucu H. contortus dirençli allellerin amplifikasyon 

eğrileri 

  

 

Tablo 4.31 Benzimidazol duyarlı ve dirençli allel sıklıklarının istatistiksel analizi  

Faktör Allel Sıklığı (%) 

t P 
Ortala

ma 
Std. Hata Min Max 

Duyarlı 80,00 1,99 38,00 100,00 

-21,443 0,000 

Dirençli 20,00 1,99 0,00 62,00 

F: Independent Samples testi 
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 ekil 4.25 AraĢtırma yöresinde benzimidazol duyarlı ve dirençli H. contortus nesillerinin allel sıklıklarına göre 

dağılımı. 

 

4.8.2 β tubulin izotip-1 Geninin  mplifikasyon ve  ekans  naliz  onuçları 

Real time PCR‟da duyarlı allel sıklığı %100 (10 izolat), dirençli alleller sıklığı >%50 (8 

izolat) belirlenen toplam 18 izolatın β tubulin izotip-1 genini amplifiye eden HcTub-s5 ve 

HcTub-as5 primerleri ile PCR amplifikasyonu sonucu tüm örneklerde 813 bp amplikonların 

oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Bazı örneklere ait  amplikonların %1,5'lik jel agarozdaki görüntüleri 

ġekil 4.26'da verilmiĢtir. ġekil 4.26‟da görüleceği üzere hedef gen bölgesinin yanında ilgili 

primerlerin bazı non-spesifik bağlanmalar da gösterdiği belirlenmiĢtir. 
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 ekil 4.26  H. contortus izolatlarının β tubulin izotip-1 gen bölgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu 

elde edilen pozitif amplikonların jel elektroforezde görünümü. M: Marker (100bp); 1-3: Duyarlı allel sıklığı 

%100 belirlenen izolatlara ait amplikonlar; 4-6: Dirençli allel sıklığı >50 belirlenen izolatlara ait amplikonlar 

 

β tubulin Ġzotip Tip 1 gen bölgesi yönünden klonlama sonrası elde edilen rekombinant 

plazmidler, vektör spesifik primer çifti ile çift yönlü olarak sekanslanmıĢtır. Elde edilen 

nükleotid dizileri vektör sekansı ile alignment yapılarak ilgili gen bölgesinin sekansları elde 

edilmiĢtir. Sekans analizleriyle β tubulin izotip-1 gen bölgesi yönünden Real Time PCR 

analizlerinde allel sıklığı %100 belirlenen 10 izolatın tümü ile dirençli allel sıklığı >50 

saptanan 8 izolattan 5‟ünde aminoasit dizisinde 167., 200. ve 198. kodonlarında benzimidazol 

duyarlı nesillerdeki sırasıyla fenilalanin (TTC), fenilalanin (TTC) ve glutamin (GAA) amino 

asitleri belirlenmiĢtir (ġekil 4.27). Dirençli allel sıklığı >50 belirlenen ve sekans analizleri 

gerçekleĢtirilen 8 izolattan kalan diğer 3‟ünün ise 200. kodonda tek nükleotid polimorfizmi 

gösterdiği ve fenilalanin (TTC) amino asidinin tirozin amino asitine (TAC) dönüĢtüğü 

saptanmıĢtır. Ġlgili üç izolatın 167. ve 198. kodonlarında ise polimorfizm belirlenmemiĢtir 

(ġekil 4.28).  
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 ekil 4.43. Benzimidazol duyarlı izolatının β tubulin izotip-1 gen bölgesi nükleotid ve aminoasit sekansları. 

:167. Kodon; : 198. kodon; : 200.  kodon 

 

 ekil 4.44. Benzimidazol dirençli izolatının β tubulin izotip-1 gen bölgesi nükleotid ve aminoasit sekansları. 

:167. Kodon; : 198. kodon; : 200.  kodon 
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5.     I             

Dünyanın hemen her bölgesinde yetiĢtiriciliği yapılabilen sığırlar süt ve et üretiminin baĢlıca 

kaynağı olup insanlar tarafından tüketilen proteinin yaklaĢık %60'nı karĢılamaktadır. Dünya 

süt üretiminin hemen hemen tamamına yakını (%90), et üretiminin ise %38'den fazlası 

sığırcılık sektöründen sağlanmaktadır. Subtropikal iklim kuĢağında yer alan Türkiye'nin 

ekonomisinde sığır yetiĢtiriciliği çok önemli paya sahip olmasına karĢın son yıllarda sığır 

sayısında önemli azalmalar olmuĢtur. Türkiye'de hayvancılığın geliĢmesini olumsuz yönde 

etkileyen barınak, bakım ve besleme gibi yetiĢtiricilik hatalarının yanında, bakteriyel, viral ve 

paraziter orijinli hastalıklar halen daha hüküm sürmektedir. Modern sığırcılık günümüzde 

dünyada temel ilke olarak kabul edilen “sürü sağlığı” konsepti çerçevesinde incelendiğinde 

paraziter enfeksiyonların baĢlıca tehditler arasında yer aldığı görülmektedir. Bu enfeksiyonlar 

içerisinde de mide-bağırsak sistemine yerleĢen trichostrongylid nematodların payı oldukça 

yüksektir. Trichostrongylid nematodlar içerisinde abomasuma yerleĢen Ostertagia ostertagi 

ve Haemonchus türleri (H. contortus ve H. placei) en yaygın türlerin baĢında gelmekte olup 

hastalığa bağlı ekonomik kayıplarda en önemli türler olarak bilinmektedirler. Sindirim 

sistemine yerleĢen bu nematodlar gerek biyolojileri gereği gerekse oluĢturdukları 

enfeksiyonların genellikle subklinik seyirli olmaları dolayısıyla çoğunlukla ihmal 

edilmektedirler. Enfeksiyonlar bu haliyle düĢük seviyelerde ama uzun süre verim kayıplarına 

neden olmaktadırlar. Verim kayıpları bireysel anlamda dikkat çekmese de çiftlik, bölge ya da 

ülke hayvancılığı bazında ciddi ekonomik kayıplara yol açmaktadırlar. Ayrıca düĢük 

düzeylerdeki enfeksiyonların duyarlı hayvan grupları için enfeksiyon kaynağı olma durumu 

da ayrı bir problem dinamiğini oluĢturmaktadır. Özellikle gençlerde ve parazitle ilk kez 

karĢılaĢan sığırlarda meydana gelen enfeksiyon tablosu son derece Ģiddetli olabilmektedir. 

ġiddetli enfeksiyonlar baĢka olumsuz faktörlerle (bakım-beslemede yetersizlik, olumsuz 

barınak koĢulları, diğer enfeksiyonların varlığı, immun yetmezlikler vb.) birleĢtiğinde uzun ve 

pahalı tedavi süreçlerini beraberinde getirmekte olup bazen ölümle sonuçlanabilmektedir (1, 

5, 8, 40, 44, 169).  

Türkiye‟nin, gerek iklimsel gerekse ekolojik faktörler yönünden nematodların serbest yaĢam 

safhalarının geliĢmesi için çok uygun olması, hayvancılığın bilinçsiz bir Ģekilde yapılması, 

takip, kontrol ve mücadele stratejilerinin yetersiz olması gastrointestinal nemotad 

enfeksiyonlarının yayılıĢını artırmakta ve dolayısıyla oluĢturdukları verim kayıplarının da 
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yükselmesine neden olmaktadır (170,171). Türkiye‟de günümüze kadar sığırlarda 

gastrointestinal nematod enfeksiyonları üzerine çalıĢmalar daha çok nekropsi ve dıĢkı 

muayenesi temelinde yapılmıĢ olup moleküler prevalans ve genotipleme çalıĢmaları 

bulunmamaktadır. Türkiye‟de sığır ve mandalarda sadece H. contortus türünün varlığı 

bildirilmekte olup (44) bu parazitin prevalansı; Türkiye‟nin değiĢik bölgelerinde %10,99-22 

(6), Marmara Bölgesi‟nde %47,9 (8), Ġç Anadolu Bölgesi‟nde %8,3 (9), Kayseri yöresi 

sığırlarında %4 (13), Afyon yöresinde %20,83 (12), Elazığ yöresinde %5 (15), Kars ve Konya 

yöresinde %8 (11, 14), Samsun yöresinde %23,9 (7) ve Bursa yöresinde %12,72 (10) 

oranlarında rapor edilmiĢtir. Türkiye'deki sığırlardaki O. ostertagi prevalansı ise; Ankara‟da 

% 92,86 (5), Türkiye‟nin değiĢik bölgelerinde %22 (6), Samsun yöresinde %65,5 (7), 

Marmara Bölgesi‟nde %87,5 (8), Ġç Anadolu Bölgesi‟nde %20,8 (9), Bursa‟da %27,27 (10), 

Kars‟ta %92 (11), Afyon‟da %10,30 (12), Kayseri‟de %35 (13), Konya‟da %3 (14) ve 

Elazığ‟da %63,26 (15) oranlarında bildirilmiĢtir.  

Güralp (5), Ankara'da sığır abomasumu üzerinde yaptığı bir çalıĢmada bulduğu türlerin 

tamamının Ostertagia cinsine bağlı türler olduğunu bildirmiĢ ve bunların %92,86'sının O. 

ostertagi, %4,76'sının O. marshalli, %2,38'inin ise O. occidentalis olduğunu saptamıĢtır. 

Ergün (6), Türkiye koyun-keçi ve sığırlarında bulunan parazitlerin Toxocara vitulorum % 7,6, 

Chabertia ovina % 2,6, Oesophagostomum radiatum, Oe. venulosıtm, Oe. columbianum, 

Bunostomum trigonocephalum, B. phlebotomum, Trichostrongylus colubriformis %2,5, T. 

probolurus %33, T. capricola %1, T. vitrirrus %80, T. axei, O. ostertagi %22, O. 

circumcincta %15,4-25, O. trifiırcata, O. occidentalis, O. lyrata, Camelostrongylus 

mentulatus, Marshallagia marshalli %13,20, Cooperia oncophora, Haemonchus contortus 

%10,99-22, Nematodirus filcollis, N. abnormalis %3,22 ve N. spatiger %23,4-30 oranlarında 

rapor edildiğini bildirmiĢtir. Merdivenci (172), Türkiye'nin değiĢik bölgelerindeki sığırlarda; 

C. ovina, O. radiatum, O. venulosum, O. columbianum, B. trigonocephalum, B. phlebotomum, 

T. colubriformis, T. capricola, T. vitrinus, T. axei, O. ostertagi, O. circumcincta, O. 

trifiırcata, C. oncophora, H contortus, N. füicollis, N. spathiger, N. helvetianus, T. ovis ve 

Grosspiculagia lyrata türlerinin bulunduğunu rapor etmiĢtir. Güralp (173) sığırlarda bulunan 

baĢlıca trichostrongil türlerini Ostertagia ostertagi, O. occidentalis, O. bisonis, O. orloffı, O. 

crimensis, Haemonchus placei, H. similis, H. contortus, Trichostrongylus axei, T. 

colubriformis, T. longispicularis, Cooperia punctata, C pectina, C. oncophora, C. mcmasteri 

ve Nematodirus helvetianus Ģeklinde bildirmiĢtir. Celep ve ark. (7), Samsun yöresinde 
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yaptıkları helmintolojik araĢtırmada incelenen 142 sığırda  Ostertagia spp. %65,5, Cooperia 

spp. %45,8, Oesophagostomum spp. %32,4, T. axei %31,0, H. contortus %23,9, Bunostomum 

phlebotomum %15,5, Setaria cervi %15,5, C. bovis %12,0, Trichostrongylus spp. %8,5, 

Gongylonema pulchrum %6,3, Chabertia spp. %4,9, Trichuris spp. %4,2 ve N. helvetianus 

%2,1 oranlarında bulduklarını rapor etmiĢlerdir. Günay (8), Marmara bölgesinde yaptığı 

çalıĢmada, bir yaĢından küçük sığırların % 100'ünün ve bir yaĢından büyük sığırların ise % 

93.8'inin bir veya daha fazla mide-bağırsak nematodu ile enfekte olduğunu ve nematod 

türlerinin O. ostertagi %87,5, T. axei %75, O. lyrata %31,3, O. circumcincta %6,3, O. 

trifurcata %2,1, C punctata %27,1, H. contortus %47,9, ince bağırsaklarda C. oncophora 

%85,4, C. punctata %47,9, C. mcmasteri %54,2, T. vitrinus %10,4, T. longispicularis %6,3, 

T. colubriformis %2,1, N. helvetianus %20,8, T. vitulorum %8,3, C. bovis %8,3, B. 

phlebotomum %33,3, T. ovis %33,3, Oe. radiatum %50, Chabertia ovina %8,3 oranlarında 

olduğunu bildirmiĢtir. Tiğin ve ark. (9), Ġç Anadolu Bölgesi sığırlarının gastrointestinal 

nematod faunasını belirlemek amacıyla yaptıkları araĢtırmada nematod türlerini C. oncophora 

%87,5, T. ovis %29,1, O. radiatum %25, N. helvetianus %25, O. ostertagi %20,8, C. ovina 

%20,8, O. circumcincta %16,16, O. occidentalis %12,5, O.marshalli %12,5, H. contortus 

%8,3, C macmasterï %8,3, Cooperia spp. %8,3, Oesophagostomum spp. %8,3, T. discolor 

%8,3, T. skrjabini %8,3, B. phlebotomum %4,1, O. columbianum %4,1, T. axei %4,1, 

Ostertagia spp. %4,1 ve Haemonchus spp. %4,1 Ģeklinde rapor etmiĢlerdir. Ergül (10), Bursa 

yöresinde yaptığı araĢtırmada, sığırlarda Ostertagia %27,27, Haemonchus %12,72, Cooperia 

%25,45, Nematodirus %5,45, Trichostrongylus %3,63, Bunostomum %3,63, Capillaria 

%1,81, Oesophagostomum %35,54, Trichuris %18,18 ve Chabertia %3,63 pozitifliği 

bildirmiĢlerdir. Umur (11), Kars yöresinde 50 sığırın gastrointestinal organlarını incelemiĢ ve  

muayene edilen tüm hayvanların gastrointestinal nematodlarla enfekte olduğunu bildirmiĢtir. 

Enfekte sığırlarda nematod türlerinin O. ostertagi %92, T. axei %58, C. oncophora %48, C. 

pectinata %24, C. mcmasteri %14, Oe. venulosum %22, M. marshalli %14 ve Trichuris 

discolor %14 oranlarında olduğunu saptamıĢtır. Yıldırım ve ark. (13), Türkiye'nin değiĢik 

yerlerinden temin edilip Kayseri'de kapalı sistemde besiye tabi tutulan 200 sığırdan alınan 

dıĢkı örneklerinde dıĢkı kültürü sonucu en fazla rastlanan larvaların Ostertagia spp. (%35), 

Cooperia spp. (%15), Oesophagostomum spp. (%15), Bunostomum spp. (%13), Nematodirus 

spp. (%7), Haemonchus spp. (%4) ve Trichostrongylus spp. (%4) olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Elazığ yöresi sığırlarında mide-bağırsak nematodlarının yayılıĢını belirlemek amacıyla ġubat 
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1998-ġubat 2000 tarihleri arasında yapılan çalıĢmada (15), 75 sığıra ait mide bağırsak sistemi 

incelenmiĢ ve incelenen 75 sığırın 49‟u (%65,34) nematodlarla enfekte bulunmuĢ ve 19 tür 

nematod saptanmıĢtır. Enfekte sığırlarda en çok görülen türler O. ostertagi (%63,26), C. 

oncophora (%32,65), G. pulchrum (%20,4), O. lyrata (%16,32), O. circumcincta (%10,2), H. 

contortus (%10,2) ve Trichuris ovis (%10,2) olarak belirlenmiĢtir. Gökçen ve Güçlü (14), 

Konya bölgesindeki sığırlarda bulunan gastrointestinal nematodları belirlemek amacıyla 

toplam 100 adet sığır organı incelenmiĢ ve inceleme sonunda enfekte hayvanlardan 3205'i 

erkek, 2975'i diĢi olmak üzere toplam 6180 adet nematod toplamıĢlardır.  Toplanan 

nematodları H. contortus (%8), O. marshalli (%4), O. ostertagi (%3), O. trifurcata (%2), O. 

circıımcincta (%1) ve T. axei (%1), C. oncophora (%3), N. fılicollis (%1) ve S. cervi (%1), T. 

ovis (%3), T. discolor (%2), T. globıılosa (%1), Oe. radialıım (%1), Oe. columbianum (%1) 

ve C. ovina (%1) olarak identifiye etmiĢlerdir. Sevimli ve ark. (12) Afyonkarahisar‟da  toplam 

985 baĢ sığıra ait dıĢkı örneği ve 24 baĢ sığırın mide-bağırsakları muayene etmiĢler ve dıĢkı 

muayenesi ile sığırların %26,39‟nda Strongyle tip yumurtalara rastlamıĢlardır. Yapılan dıĢkı 

kültürlerinde bulunan larva cinslerini Haemonchus %25,25, Trichostrongylus %23,71, 

Nematodirus %16,49, Ostertagia %10,30, Cooperia %8,76, Bunostomum %6,70, 

Oesophagostomum %6,18 ve Chabertia %2,57 olarak belirlemiĢlerdir. Enfeksiyondan 

sorumlu türlerin belirlenmesi için yapılan mide-bağırsak muayenesinde, H. contortus ve Oe. 

venulosum %20,83, O. radiatum %16,66, C. onchophora ve O. ostertagi %8,3, O. trifurcata, 

C. punctata ve C. ovina %4,16 olarak saptamıĢlardır.   

ÇalıĢmamızda konvansiyonel dıĢkı muayenesi sonucunda incelemesi yapılan toplam 920 

sığırın 210‟u (%22,8) Trichostrongylid yumurtaları yönünden pozitif bulunmuĢtur. AraĢtırma 

yöresine göre Trichostrongylid yumurtaları ile pozitiflik en yüksek %25,4 ile Kayseri 

yöresinden örneklenen sığırlarda belirlenmiĢ bunu sırasıyla %22,1, %21,0 ve %20,5 ile 

Yozgat, NevĢehir ve KırĢehir yörelerinden örneklenen sığırlar izlemiĢtir. ÇalıĢmamızda 

Türkiye‟de ilk defa Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif saptanan örneklere ait genomik 

DNA izolatlarının O. ostertagi ve H. contortus türleri yönünden sybergreen real time PCR ile 

analizleri yapılmıĢ ve analiz sonuçlarına göre Trichostrongylid yumurta pozitif 210 örneğin 

34‟ünde O. ostertagi, 58‟inde H. contortus ve 23‟ünde her iki türle miks enfeksiyon pozitifliği 

belirlenmiĢ ve incelenen toplam 920 sığır örneği bazında iki tür için moleküler prevalans 

oranları sırasıyla %6,2 ve %8,8 olarak saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda iller bazında (Kayseri, 

NevĢehir, Yozgat, KırĢehir) O. ostertagi ve H. contortus için elde edilen moleküler prevalans 
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sonuçları sırasıyla %5,5-9,2 ve %7,4-9,7 aralığında saptanmıĢtır. H. contortus için belirlenen 

moleküler prevalans oranının, Türkiye‟de dıĢkı ve nekropsi incelemesiyle elde edilmiĢ bazı 

çalıĢma (13,15) sonuçlarından yüksek bulunduğu, bazı çalıĢma (9,11,14) sonuçlarıyla paralel 

seyrettiği  ve bazı çalıĢma (6-8,10,12) sonuçlarına göre ise düĢük olduğu dikkati çekmiĢtir. 

Buna karĢın O. ostertagi için belirlenen moleküler prevalans oranının ise Türkiye‟de Gökçen 

ve Güçlü (14) ile  Sevimli ve ark. (12) tarafından yapılmıĢ çalıĢmalar dıĢındaki tüm 

çalıĢmalara (6,7,9-11,13,15,173) göre oldukça düĢük olduğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢmalar 

arasındaki bu farklılığın, çalıĢmanın yapıldığı bölgenin coğrafik özelliklerinden, mevsimsel 

farklılıklardan, hayvanların yaĢ, cinsiyet ve ırk özelliklerinden, çalıĢmamızda kullandığımız 

real time PCR tekniğinin diğer teĢhis yöntemlerine göre sensitivite ve spesifitesinin son 

derece yüksek olması gibi farklılıklardan kaynaklanabileceği kanaatine varılmıĢtır. Ayrıca 

bunun sebebi olarak geçen zaman içinde yetiĢtiricilerin belirli düzeyde bilinçlenerek koruyucu 

antelmentik tedaviye önem vermeleri ve entansif yetiĢtiriciliğe geçiĢ eğiliminin artması 

gösterilebilir. Öte yandan gerek Türkiye‟de gerekse dünyada genel olarak bakıldığında dıĢkı 

bakısı ve nekropsi sonuçlarına göre sığırlarda O. ostertagi‟ye H. contortus‟a oranla daha 

yoğun rastlandığı görülmüĢtür. Ancak çalıĢmamızda, moleküler sonuçlara göre daha çok 

koyunlarda görülen H. contortus prevalansının O. ostertagi prevalansına göre biraz daha fazla 

olduğu dikkati çekmiĢtir. Bunun sebebinin de çalıĢma bölgelerinde küçük ve büyük 

ruminantların ortak meralarda otlatılmasına bağlı olarak, H. contortus enfeksiyonun sığırlara 

bulaĢımının koyun ve keçilerden de kaynaklanabileceği düĢünülmektedir.  

ÇalıĢmamızda yaĢ gruplarına göre sığırlarda genel olarak Trichostronylid yumurta pozitifliği 

ile H. contortus ve O. ostertagi pozitifliği en yüksek 4-12 ay grubunda belirlenmiĢ bunu 

sırasıyla ≤3 ay ve >12 ay grupları izlemiĢtir. YaĢ gruplarına göre gerek Trichostronylid 

yumurta pozitifliği gerekse H. contortus ve O. ostertagi pozitifliği 4-12 ay ve ≤3 ay yaĢ 

grupları ile >12 ay grubu arasındaki farklılık istatistiksel açıdan önemli (p<0,001) bulunurken 

4-12 ay ve ≤3 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık ise önemsiz (p>0,05) bulunmuĢtur.  

Özellikle gençlerde ve parazitle ilk kez karĢılaĢan hayvanlarda meydana gelen enfeksiyon 

tablosu eriĢkinlerdekine oranla son derece Ģiddetli olabilmektedir. ÇalıĢmamızda elde 

ettiğimiz bu bulgular açıkça genç hayvanların yetiĢkin hayvanlara göre gastrointestinal 

nematod enfeksiyonlarından çok daha fazla etkilendiklerini ortaya koymaktadır. YaĢ 

gruplarına göre elde edilmiĢ bu sonuçların dünyada Anene ve ark. (174), Waruiru ve ark. 

(175), Regassa ve ark. (176) ve Awraris ve ark. (177) tarafından yapılmıĢ çalıĢma 
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sonuçlarıyla paralellik gösterdiği görülmüĢtür. Genç hayvanlarda yetiĢkin hayvanlara oranla 

daha fazla enfeksiyon saptanmasının, genç hayvanların immun sistemlerinin henüz daha tam 

anlamıyla geliĢmediği, buna karĢın yetiĢkin hayvanların enfeksiyonları atlamalarından dolayı 

bağıĢıklık sistemlerinin daha güçlü olduğu Ģeklinde yorumlanabilir. Ancak bu sonuçların 

aksine,  Bilal ve ark. (178), Maichomo ve ark. (179) ve Marskole ve ark. (180) tarafından 

yapılan çalıĢmalarda yaĢ grupları arasında trichostrongil yumurtalarının dağılımı arasında 

istatistiksel bir fark olmadığı rapor edilmiĢtir. Sonuçlar arasındaki bu farklılıkların çalıĢma 

yapılan bölgelerin ekolojik durumları, hayvanların kondisyon durumları, hayvancılık 

iĢletmelerinin durumları ve örneklenen hayvan sayılarındaki farklılıklardan 

kaynaklanabileceği düĢünülmektedir.  

ÇalıĢmamızda sığırların cinsiyetine göre hem Trichostronylid yumurta pozitifliği hem de H. 

contortus ve O. ostertagi pozitifliğinin dağılımındaki farklılık istatistiksel açıdan önemsiz 

bulunmuĢtur (p>0,05). ÇalıĢmamızda cinsiyete bağlı elde ettiğimiz bu bulguların dünyada 

Awraris ve ark. (177), Bilal ve ark. (178), Fikru ve ark. (181) ve Marskole ve ark. (180) gibi 

araĢtırıcılar tarafından yapılmıĢ çalıĢma sonuçlarıyla benzer olduğu görülmüĢtür. 

ÇalıĢmamızda ayrıca Holstein, Simental, Montofon, Yerli ve Melez ırklara ait örneklerde hem 

Trichostronylid yumurta pozitifliği hem de H. contortus ve O. ostertagi pozitifliğinin 

dağılımında istatistiksel açıdan önemli bir farklılık bulunmamıĢtır (p>0,05).  

ÇalıĢmamızda dıĢkı karakterine göre normal, ishalli ve kanlı ishalli dıĢkı örneklerinde 

Trichostronylid yumurta pozitifliği sırasıyla  %18,3, %65,2 ve %61,9 oranında bulunmuĢtur. 

DıĢkı karakterine göre gerek Trichostronylid gerekse H. contortus pozitifliğinin dağılımı 

ishalli ve kanlı ishalli dıĢkı gruplarında normal dıĢkı grubuna göre istatistiksel açıdan önemli 

bulunmuĢ (p<0,001), ishalli ve kanlı ishalli gruplar arasındaki farklılık ise önemsiz çıkmıĢtır 

(p>0,05). Ġncelenen sığırların dıĢkı karakterlerine göre O. ostertagi prevalansı ise ishalli 

grupta, kanlı ishalli ve normal dıĢkı gruplarına göre yüksek belirlenmiĢ ve bu farklılık 

istatistiksel açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,05). Kanlı ishalli ve normal dıĢkı grupları 

arasındaki farklılık önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). DıĢkı karakterine göre parazit türüne bağlı 

bu istatistiksel farklılığın O. ostertagi ve H. contortus’un patogenezindeki farklılıklara bağlı 

olabilecği düĢünülmektedir. ġöyle ki; O. ostertagi larvaları abomasumdaki paryetal hücrelerin 

yapısını bozarak asidik salgı üretimine engel olmakta, buna bağlı olarak pH6 ve üzerinde 

pepsinojen enzimi, pepsine dönüĢememekte, emilerek kan dolaĢımına karıĢmakta, protein 

sindirimi aksamaktadır. Abomazumdaki asidik ortamın kaybolmaya baĢlaması, 
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bakteriyostatik dengeyi bozmakta ve normal flora bozulmaya baĢlamaktadır. Bu tablo akut 

ishal, kondisyon kaybı ve iĢtahsızlıkla devam etmektedir (28). Dolayısıyla ishalli gruptaki 

sığırlarda O. ostertagi pozitifliğinin yüksek belirlenmesi, kanlı ishalli ve normal dıĢkı 

gruplarındaki sığırlarda ise istatistiksel farkın olmaması yukarıdaki patogenezine bağlı olarak 

açıklanabilmektedir. Benzer Ģekilde buzağı ve danalarda H. contortus enfeksiyonlarında 

abomazum mukozasına gelen genç larvalar üçüncü geliĢme döneminden sonra L4 haline 

geçmektedirler. Bu evrede larvaların ağız yapısı, abomazum mukozasından kan emebilecek 

duruma gelmektedir. Larvaların sayısına bağlı olarak abomazum mukazasında, çok Ģiddetli 

doku irritasyonları ve reaksiyonlar meydana gelebilmektedir. Aynı zamanda bazı kan 

parametrelerinde değiĢiklikler gözlenmekte ve bu durum hem anemik duruma hem de 

sindirim-emilim sendromlarının bozulmasına neden olmaktadır (51). Parazitin biyolojisinden 

yola çıkarak özellikle ishalli ve özellikle de ostertagiosis‟ten farklı olarak kanlı ishalli 

sığırlarda H. contortus prevalansının normal dıĢkılı hayvanlara göre çok daha yüksek 

çıkmasının sebebinin de bundan kaynaklanabileceği kanaatine varılmıĢtır.   

Gastro intestinal nematodlarında kıĢı merada geçiren larvalar, ilk otlatma sezonunda meraya 

çıkan genç hayvanlar için enfeksiyon kaynağını oluĢturmaktadırlar. YaĢlı ve genç hayvanlar 

aynı merayı kullandıklarında genç hayvanların mera sezonu sonunda enfeksiyonu pik düzeyde 

olmaktadır. Çünkü yaĢlı hayvanlar enfeksiyonun yayılmasında ve mera kontaminasyonunda 

önemli rol oynamaktadırlar. YaĢlı hayvanlarda meraya çıkmadan önce bahar yükselmesi 

(spring rise) ile hipobiyotik larvalar geliĢmeye yeniden baĢlamakta, otlatma sezonunun 

ilerlemesiyle gastro intestinal nematodlara karĢı immunite geliĢmektedir (12). Hansen ve 

Perry‟ye (182) göre gastro intestinal nematod enfeksiyonlarında EPG düzeyi 50-200 arasında 

ise enfeksiyon hafif Ģiddette, 200-800 arasında ise orta Ģiddette, 800‟den yukarı ise ağır 

enfeksiyon meydana gelmektedir. ÇalıĢmamızda Trichostronylid yumurtaları ile pozitif 

belirlenen sığırlarda ortalama EPG değeri 460,1±34,0 (min:50,00, max:1000,00) 

belirlenmiĢtir. Ortalama EPG değerleri sığırların yaĢ gruplarına göre en yüksek <3 ay 

grubunda belirlenmiĢ, bunu 4-12 ay ve >12 ay yaĢ grupları izlemiĢtir. >12 ay yaĢ grubu ile <3 

ay ve 4-12 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık istatistiksel açıdan önemli (p<0,001) 

bulunurken, <3 ay ve 4-12 ay yaĢ grupları arasındaki farklılık ise önemsiz (p>0,05) 

belirlenmiĢtir. YaĢ gruplarına göre sığırlarda genel olarak Trichostronylid yumurta pozitifliği 

ile H. contortus ve O. ostertagi pozitifliğindeki istatistik sonuçlarına tam olarak benzerlik 

gösteren bu tablo dünyada Anene ve ark. (174), Waruiru ve ark. (175), Regassa ve ark. (176) 
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ve Awraris ve ark. (177) tarafından yapılmıĢ çalıĢma sonuçlarıyla uyumluluk göstermiĢ olup 

özellikle buzağı ve genç sığırların geliĢen hastalık için risk altında olduğunu ortaya 

çıkarmıĢtır. Benzer Ģekilde sığırların cinsiyetine göre EPG değerleri diĢilerde ortalama 440,9, 

erkeklerde ise 494,8 saptanmıĢ ve EPG değerlerinin cinsiyete göre dağılımında istatistiksel bir 

farklılık (p>0,05) görülmemiĢtir. Benzer sonuçlar Awraris ve ark. (177), Bilal ve ark. (178), 

Fikru ve ark. (181) ve Marskole ve ark. (180) tarafından da bildirilmiĢtir. Ortalama EPG 

değeri holstein, simental, montofon, yerli ve melez ırkı sığırlarda sırasıyla 493,8, 441,7, 

363,6, 358,8 ve 677,1 belirlenmiĢtir. EPG değerlerinin sığırların ırkına göre dağılımında da 

pozitiflik oranlarındaki istatistiksel oranlarla birebir benzerlik söz konusu olmakla birlikte 

ırka göre EPG düzeyleri arasında istatistiksel bir farklılık (p>0,05) görülmemiĢtir. 

ÇalıĢmamızda dıĢkı karakterine göre normal, ishalli ve kanlı ishalli dıĢkı örneklerinde 

Trichostronylid yumurta pozitifliğindeki istatistiksel oranlara paralel olarak ortalama EPG 

değeri kanlı ishalli ve ishalli dıĢkılarda normal dıĢkı örneklerine göre yüksek belirlenmiĢ ve 

bu farklılık istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) bulunmuĢtur.  Kanlı ishalli ve ishalli dıĢkı 

grupları arasındaki farklılık ise istatistiksel açıdan önemsiz (p>0,05) bulunmuĢtur. Bu 

durumun da trichostrongylid nematodların biyolojilerinin doğal bir sonucu olarak Ģekillendiği 

düĢünülmektedir. 

Trichostrongylid nematodların duyarlı ve baĢarılı identifikasyonları bu hastalıkların erken 

dönemde belirlenmeleri, tedavi ve kontrol stratejilerinin belirlenmesinde kilit rol 

üstlenmektedir (183). Çiftlik hayvanlarında gastrointestinal nematodların teĢhisinde diyare, 

anemi, üreme oranında azalma, canlı ağırlık kaybı, et, süt ve yün üretiminde azalma gibi 

klinik belirtilerden yararlanılmaktadır. Ancak klinik teĢhis ile hastalık sebebi ajanların ve 

miks enfeksiyonların belirlenebilmesi mümkün değildir. Nitekim sığırlarda anemi, enteritis ve 

bununla bağlantılı diyare, canlı ağırlık kaybı ve benzeri klinik belirtiler Trichostrongyloidae 

ailesindeki Haemonchus, Teladorsagia, Ostertagia, Nematodirus, Cooperia, Trichostrongylus 

ve Strongyloidea ailesindeki Oesophagostomum ve Chabertia gibi çeĢitli nematodlar 

tarafından oluĢturulan enfeksiyonlarda ortak olarak görülebilmektedir (82). Trichostrongilid 

nematod enfeksiyonlarının tanısı konvansiyonel olarak flotasyon (Mc Master), Baerrman 

tekniği veya larva kültürü gibi çeĢitli tekniklerle dıĢkı örneklerinde nematod larva ve 

yumurtalarının belirlenmesi, sayımı ve identifikasyonları temeline dayanmaktadır (82). Bu 

konvansiyonel teĢhis yöntemleri zaman alıcı olmakla birlikte, teĢhis hatalarına da oldukça 

açıktır. Ayrıca tür identifikasyonları için larval kültür zorunlu olup bu proses tanı için gerekli 
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zamanı uzatmakta ve dolayısıyla etkili tedavi, müdahale ve kontrol süreci de gecikmektedir 

(159). Trichostrongilid nematod enfeksiyonlarının tanısında ayrıca antijen (coproantijen gibi) 

ve/veya antikor belirlemeye yönelik çeĢitli immuno-serolojik teĢhis yöntemleri de 

kullanılmıĢtır. Ancak özellikle konvansiyonel antikor tabanlı teknikler baĢta olmak üzere bu 

tanı testlerinin göstermiĢ olduğu düĢük spesifite (çapraz reaksiyonlar) teĢhisteki etkinliklerini 

sınırlamaktadır. Ayrıca serolojik testlerin, hastalığın erken veya latent dönemlerinde 

enfeksiyonu belirlemedeki duyarlılığı da düĢük olup çoğunlukla risk faktörlerini belirleme 

amacıyla kullanım alanı bulmaktadırlar. Bu açıdan immuno-serolojik testler gastro-intestinal 

nematod enfeksiyonlarının teĢhisinde sınırlı bir kullanım alanına sahip olmuĢtur (184). 

Trichostrongil tip nematod enfeksiyonlarının geleneksel yöntemler ile tanısında karĢılaĢılan 

söz konusu zorluklar nedeni ile günümüzde parazitin DNA veya RNA‟sını belirlemeye 

yönelik moleküler tanı teknikleri önem kazanmıĢtır. Bu tekniklerin çeĢitli patojenlerin 

teĢhisinde kullanılmaya baĢlanması ile birlikte tanıdaki duyarlılık, güvenilirlik ve hız artmıĢtır 

(185-187). Son yıllarda geniĢ dinamik aralığı ile DNA‟nın kantitatif olarak belirlenebilmesi 

amacıyla hızlı, kolay ve güvenilir bir yöntem geliĢtirilmiĢtir (121). Real-time PCR tekniği, 

hızı, sensitivite ve spesifitesi, seçiciliği, hedef patojen veya gen bölgesinin kantitatif olarak 

belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olması gibi nedenlerle günümüzde patojenlerin 

teĢhisinde öne çıkan tekniklerin baĢında gelmektedir. Real time PCR tekniği sahip olduğu 

yüksek duyarlılık ve özgünlük ile ruminantlarda çeĢitli gastrointestinal nematod türlerinin 

spesifik ve kantitatif teĢhisinde de kullanılmaya baĢlanmıĢtır (70, 183). Moleküler tanı 

teknikleri ve enfeksiyöz etkenlerinin filogenetik karakterizasyonu bu etkenlerin oluĢturdukları 

enfeksiyonlarda potansiyel genetik ve çevresel risk faktörlerinin bir arada değerlendirilmesine 

olanak sağlamıĢ olup aileler içinde ve popülasyonlar arasında hastalık etkenlerinin etiyolojisi 

ile dağılımlarını belirlemede ve hastalıktan korunma stratejilerinin geliĢtirilmesinde oldukça 

önemli bir zemin oluĢturmuĢtur. Ayrıca moleküler epidemiyoloji, hastalık oluĢum 

mekanizmalarında spesifik yolların, molekül ve genlerin belirlenmesi ile hastalıkların 

patogenezinin daha iyi anlaĢılmasını sağlamıĢtır. Günümüze kadar Trichostrongylid 

yumurtaların ayrımı için birçok PCR tabanlı moleküler teknik baĢarı ile kullanılmıĢtır (188-

190). Real-time PCR tekniği tek bir uygulama ile hem identifikasyon hem de kantitasyona 

imkân sağlamaktadır.  

Von Samson-Himmelstjerna ve ark. (83), ITS-2 gen bölgesinden dizayn edilen soy spesifik 

primer ve problarla 4 koyun trichostrongyid türüne ait 1. dönem larvaların saptanması, 
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identifikasyonu ve kantitasyonunda real time PCR tekniğinin etkinliğini araĢtırmıĢlardır. 

AraĢtırıcılar (83) söz konusu tekniğin soy bazlı özgünlüğünü yüksek belirlemelerine karĢın, 

bu tekniğin dıĢkıdaki yumurtalarda etkinliğinin onaylanmaması ve multiplex formatta 

kullanılamamasıyla her örnek için 4 ayrı teste ihtiyaç göstermesi gibi faktörlerle 

kullanılabilirliğinin sınırlı olduğunu belirtmiĢlerdir. At strongylidleri ve trichostrongylidlerin 

antihelmentik dirençli suĢlarının ayrımında da diğer bazı qPCR çalıĢmaları (144) yapılmıĢ 

olup bu çalıĢmalar da larva ve/veya ergin DNA‟sı ile sınırlı kalmıĢtır. Harmon ve ark. (191), 

son dönemde dıĢkıda uyguladıkları DNA ekstraksiyon tekniği ile PCR inhibitörlerinin 

azaltılmasına bağlı olarak tek bir O. ostertagi yumurtasından geleneksel jel-tabanlı PCR 

sisteminde baĢarılı ve duyarlı olarak enzimatik amplifikasyonun gerçekleĢtirildiğini rapor 

etmiĢlerdir. Takip eden dönem içerisinde Learmount ve ark. (183), Ġngiltere‟de koyunlarda 

Teladorsagia circumcincta ve H. contortus teĢhisinde, Andersen ve ark. (192) Danimarka‟da 

strongil yumurtalarının belirlenmesinde, Höglund ve ark. (193) Almanya‟da sığır dıĢkılarında 

O. ostertagi ve C. oncophora enfeksiyon düzeylerinin belirlenmesinde, Knight ve Bisset 

(194), Yeni Zellanda‟da koyun dıĢkı kültürlerinden elde edilen strongylid larvaların identifiye 

edilmesinde ve Lecova ve ark. (195) Belçika‟da sığırlarda O. ostertagi‟ye ait referans genlerin 

belirlenmesinde real time PCR tekniklerini kullanmıĢlardır. Dünya‟da O. ostertagi ve H. 

contortus‟un moleküler identifikasyonu üzerine çalıĢmalar oldukça sınırlı olduğu 

görülmektedir. Türkiye‟de ise günümüze kadar ruminantlarda Trichostrongylid nematodlar 

üzerine yapılmıĢ moleküler tabanlı tek bir çalıĢma bulunmaktadır (196). Önder ve ark. (196) 

tarafından yapılmıĢ çalıĢmada koyunlardan toplanmıĢ dıĢkı örneklerinde TaqMan prob bazlı 

real time PCR tekniği ile H. contortus‟un kantitatif moleküler teĢhisi yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda real time PCR‟da H. contortus ve O. ostertagi türlerinin kantitatif 

identifikasyonları için mt-COI gen bölgesinden her iki tür için de dizayn edilen primerlerin 

tür spesifik olarak hedef DNA bölgesine bağlandığı belirlenmiĢtir. Dizayn edilen tüm final 

real time PCR markerlarının genetik analizlerle paralel Ģekilde spesifik olarak hedef türlerini 

amplifiye ettiği belirlenmiĢ, hedef dıĢı sığır Trichostrongylid türlerine ait mt-COI genomik 

DNA ve/veya plazmidleri ile reaksiyon vermedikleri saptanmıĢtır. Melting curve analizlerinde 

O. ostertagi ve H. contortus için erime sıcaklıkları spesifik olarak sırasıyla 80,0C ve 75,0C 

belirlenmiĢtir. O. ostertagi ve H. contortus türleri için linearize plazmidler kullanılarak 

oluĢturulan standart eğri analiz sonuçlarına göre sybergreen real time PCR etkinlik oranları 

yüksek belirlenmiĢtir. Elde edilen verilerle her bir replikasyonda tüm türler için 10 hedef 
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kopyanın saptanabileceği belirlenmiĢtir. DNA kopya sayısındaki bu miktar sekiz haploid 

genom içeren tek bir yumurtaya karĢılık gelmektedir. Trichostrongylid yumurtaları ile pozitif 

saptanan örneklere ait genomik DNA izolatlarının O. ostertagi ve H. contortus türleri 

yönünden sybergreen real time PCR ile analiz sonuçlarına göre Trichostrongylid yumurta 

pozitif 210 örneğin 34‟ünde O. ostertagi, 58‟inde H. contortus ve 23‟ünde her iki türle miks 

enfeksiyon pozitifliği belirlenmiĢ ve incelenen toplam 920 sığır örneği bazında iki tür için 

moleküler prevalans oranları sırasıyla %6,2 ve %8,8 olarak saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda elde 

edilmiĢ bu moleküler prevalans sonucu Türkiye‟de sığırlarda O. ostertagi ve H. contortus 

türleri için bir ilki temsil etmektedir. ÇalıĢmamızda her iki tür için de tarafımızca dizayn 

edilen orijinal syber green  real time PCR primerlerinin gerek Türkiye‟de gerekse dünyada bu 

alanda yapılacak mlleküler tabanlı proje ve yayınlar için referans teĢkil edeceği 

düĢünülmektedir. ÇalıĢmamız sonucu elde ettiğimiz bu moleküler prevalans sonuçlarının 

Türkiye‟de daha önce mikroskobi ve nekropsi sonuçlarına göre verilmiĢ prevalans 

sonuçlarının çoğuna göre düĢük olması kullanılan moleküler yöntemin yüksek özgünlük ve 

duyarlılığa sahip olmasından kaynaklanabileceği kanaatine varılmıĢtır.  

Birçok enfeksiyöz etkeninin evrimsel ve filogenetik iliĢkilerinin araĢtırılmasında çeĢitli nükler 

ribozomal ve mitokondrial gen bölgeleri hedef olarak kullanılmıĢtır. Ribozomal gen bölgeleri 

için 18S small subunit, 5.8S ve 28S gibi large subunit, ITS-1 ve ITS-2 gibi non fonksiyonel 

gen bölgeleri, external transcribed spacer (ETS); mitokondriyal gen bölgeleri için ise NAD4 

ve COI gibi gen bölgeleri filogenetik iliĢkilerin incelenmesinde tercih edilen gen bölgeleri 

olmuĢtur (70, 82). Mt-COI gen bölgesi, ökaryotlarda göstermiĢ olduğu intraspesifik 

polimorfizm ile nematod popülasyonlarındaki epidemiyolojik çalıĢmalarda, parazitlerin 

moleküler identifikasyonunda ve filogenetik analizlerinde yaygın olarak kullanılan 

mitokondrial gen bölgelerinin baĢında gelmektedir (197).  Mt-COI gen bölgesi aynı zamanda 

DNA barkodlaması için de ideal bir gen bölgesidir. YaĢam barkodlaması (BOL), PCR 

sekanslaması ve “DNA barkodları” olarak bilinen ve mt-COI geninin 50 bölgesinden elde 

edilen kısa standart DNA sekanslarının analizini kullanarak tür identifikasyonlarını ve yeni 

türlerin keĢfini kolaylaĢtıran global bir giriĢimdir. Her bir mitokondri kendine ait bir genoma 

sahiptir. Mt-DNA (MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3) analizleri evrimsel çalıĢmalarda kullanıĢlı 

bir moleküler markerdır (198). Nematodların mt-DNA‟larının evrimi diğer parazit Ģubeleri ile 

karĢılaĢtırıldığında son derece farklı olduğu görülmekte olup genellikle AT bazları 

bakımından zengindir. Nitekim çalıĢmamızda da analiz edilen yörsel izlatların mt-COI gen 
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bölgesinde H. contortus için ortalama AT oranı %65,8, O. ostertagi için ise %63,4 

bulunmuĢtur.  

Nematod mt-DNA‟ları hızlı geliĢmekte ve böylece genin yeniden düzenlenmesine ve 

rekombinasyonuna daha eğimli olmaktadır (199). Nematodların mitokondriyal genomları 

diğer metazoon gruplara göre daha küçüktür (~13,6-14,3 kb) (197). H. contortus‟un mt-COI 

gen bölgesinin filogenetik analizi üzerine araĢtırmaların sınırlı olduğu ve GenBank veri 

tabanında sınırlı sayıda mevcut olduğu görülmüĢtür. Bu kayıtlarla ilgili çalıĢmalardan, Jex ve 

ark. (152) bir ergin erkek H. contortus‟tan izole ettikleri total genomik DNA‟nın long-PCR-

coupled 454 sekanslama teknolojisiyle complete mt-genomunu (EU346694) belirlemiĢler ve 

bu mitokondrial genomun 14.055 bp uzunluğunda ve AT bakımından oldukça zengin (%78,1) 

olduğunu ortaya koymuĢlardır. AraĢtırıcılar (152) H. contortus mitokondrial genomunun 36 

gen içerdiğini, yapısının, büyüklüğünün ve gen düzenlemesinin Strongylidae üyeleri ile bazı 

farklılıklar göstermesine karĢın çoğunlukla benzer özellikler gösterdiğini kaydetmiĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda filogenetik analizlerde hedef gen bölgelerinden biri olarak belirlediğimiz mt-

COI gen bölgesinin ise ilgili çalıĢmada (152)  toplam 1576 bp büyüklüğünde olduğu ortaya 

konmuĢtur. Diğer çalıĢmada ise, Sukhdeo ve ark. (200), Strongylida, Rhabditida ve 

Ascaridida takımında yer alan bazı nemotadların mt-COI gen bölgelerinin sekans ve 

filogenetik analizlerini gerçekleĢtirmiĢler ve geliĢiminde doku göçü geçiren ve geçirmeyen 

ilgili takımlara ait türlerin ayrı filogenetik branĢta yer aldığını belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmada 

(200) ayrı bir filogenetik branĢ oluĢturan Trichostrongyloidea üst ailesinde H. contortus 

(HCU57033), T. axei ve T. circumcincta izolatları analiz edilmiĢ, H. contortus mt-COI gen 

bölgesine göre T. axei’ye daha yakın bulunmuĢtur. Brasil ve ark. (161) tarafından 

Brezilya‟daki sığır, koyun, keçi ve bufalo gibi evcil ruminantlarda H. contortus ve H. 

placei‟nin mt-COI gen bölgesine göre genetik farklılıklarını belirlemiĢ ve sığırlarda H. 

contortus‟dan ziyade H. placei‟nin daha yaygın olduğunu bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmada (161)  

haplotipik farklılığın her iki tür için de çok yüksek olduğu, H. placei için %0,97-98 

(MG1Bos2011Hp, MG2Bos2011Hp) ve H. contortus için %0,98-1,00 (SP1Ovi2011Hc, 

MG2Ovi2011Hc, SC1Cap2011Hc, MG2Cap2011Hc, MG3Bub2011Hc). Ayrıca her iki tür 

için nükleotid farklılığının da yüksek olduğunu bildirmiĢlerdir.  Hussain ve ark. (201) 

tarafından Pakistan‟da koyun, keçi ve sığırdan elde ettikleri H. contortus izolatlarının Mt-COI 

gen bölgesi sekanslarında (KJ724345-KJ724438) 152 polimorfik bölgenin tespit edildiği ve 

nükleotid farklılığının oldukça değiĢken olduğunu ve %0,036-22,77 arasında değiĢtiğini 
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bildirmiĢlerdir. Türkiye‟de koyunlarda yapılan çalıĢmada (196) mt-COI gen bölgesi 

filogenetik analizlerine göre farklı soydaki trichostrongylid türlerine ait izolatlar arasında soy 

ve tür bazında intra ve interspesifik nükleotid varyasyonları belirlendiği, elde edilen 

sonuçlarla H. contortus Kayseri izolatlarının Haemonchus soyundaki GenBank‟ta mevcut 

diğer iki izolatla birlikte aynı filogenetik branĢta yer aldığını bildirilmiĢtir. Aynı çalıĢmada 

(196) TrERUHcon01, TrERUHcon02 ve TrERUHcon03 H. contortus izolatlarının %96,3-

%100,0 identik oldukları ayrıca Amerika (HCU57033) ve Avustralya (EU346694)‟da 

koyunlardan izole edilmiĢ izolatlarla da ortalama %5,3±0,6 genetik farklılık gösterdikleri 

rapor edilmiĢtir. Ostertagia ostertagi için ise mt-coi gen bölgesine göre dünyada Genbank 

kaydı yapılan izolat sayısı çok az olup bir tanesinin Zarlenga ve ark. (202) tarafından 

A.B.D‟den girildiği (AF04494) diğerlerinin tamamının ise Japonya‟dan aynı bilim insanları 

(Mochizuki ve Fukumoto) tarafından girildiği görülmüĢtür. Türkiye‟de ise bu konuda 

yapılmıĢ moleküler bir çalıĢma ve bir Genbank kaydı bulunmamaktadır. Zarlenga ve ark. 

(202), Amerika BirleĢik Devletleri‟nde yaptıkları çalıĢmada mt-coi gen bölgesine göre O. 

ostertagi için 393 bp‟lik bir bölge üzerinde 33 polimorfik ve 28 sinonim bölge olduğunu rapor 

etmiĢlerdir. Lv ve ark. (203) Çin‟de yapılan çalıĢmada mt-coi gen bölgesinin Ostertagiinae alt 

ailesinde Teladorsagia, Ostertagia ve Marshallagia soylarındaki türlerin ayrımında kullanıĢlı 

olduğu ve bu gen bölgesinin bu türlerin DNA barkodlamasında kullanılabileceğini rapor 

etmiĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda ise O. ostertagia ve H. contortus türlerine ait mt-COI gen bölgesinin 402 bp 

kısmını içeren toplam 14 sekans baĢarıyla elde edilmiĢtir. O. ostertagi izolatlarına (TrOost-1-

TrOost-5) ait sekanslar arasında 391 (%97,3) identik bölge belirlenirken 4 farklı haplotipi 

ortaya koyan 11 polimorfik bölge saptanmıĢtır. H. contortus izolatlarına (TrHcon-1TrHcon-9) 

ait sekanslar arasında ise 398 (%99,0) identik bölge saptanmıĢ, 6 farklı haplotipi ortaya koyan 

4 polimorfik bölge görülmüĢtür. Mt-COI gen bölgesi sekans analizleriyle karakterizasyonları 

yapılan O. ostertagia ve H. contortus izolatları arasında farklı haplotipleri ortaya koyan 

interspesifik ve intraspesifik nükleotid varyasyonları belirlenmiĢtir. Sekanslanan O. ostertagi 

izolatları arasında ortalama pairwise identiklik oranı %98,5 belirlenmiĢ bu oran H. contortus 

izolatları için ise %99,6 olarak saptanmıĢtır. Bayesian filogenisine göre oluĢturulan 

filogenetik çözünürlük yüksek posterior olasılıklarla desteklenmiĢtir. ÇalıĢmada karakterize 

edilen O. ostertagia ve H. contortus haplotipleri arasında arasında ortalama genetik 

heterojenite sırasıya %3,0±0,6 ve %3,1±0,6 saptanmıĢtır. ÇalıĢmada karakterize edilen H. 
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contortus izolatları filogenetik ağaç üzerinde görüleceği üzere Kayseri yöresinde koyunlardan 

izole edilen izolatlarla daha yakın bulunmuĢ (genetik farklılık %1,1±0,5) ve birlikte cluster 

oluĢturmuĢtur. Karakterize edilen bu izolatlar ayrıca Pakistan ve Brezilya‟dan bildirilen 

izolatlarla sırasıyla %3,4±1,0 ve %5,7±1,1 farklılık göstermiĢtir. Türkiye‟den ilk kez izole ve 

karakterize ettiğimiz O. ostertagia izolatları ayrı bir grup oluĢturmuĢ ve bu grup içinde iki 

cluster‟da yerleĢim göstermiĢtir. ÇalıĢmada belirlenen bu izolatlar ayrıca GenBank‟ta yalnızca 

Japonya‟dan mevcut olan homolog izolatlarla %4,3±0,9 genetik farklılık göstermiĢtir.  

ÇalıĢmada saptanan izolatların soy bazında genetik analizlerinde H. contortus izolatlarının 

%17,1±2,6, %18,3±2,6, %18,7±2,8, %20,7±3,0, %22,0±3,3 ve %24,6±3,6 genetik 

farklılıklarla sırasıyla Cooperia oncophora, Mecistocirrus digitatus, Trichostrongylus axei, O. 

ostertagi, Teladorsagia circumcincta ve Nematodirus spathiger türlerine filogenetik olarak 

yakın olduğu belirlenmiĢtir. O. ostertagia izolatlarının ise %15,2±2,3, %15,8±2,4, %16,3±2,6, 

%17,3±2,6, %19,8±3,0 ve %20,7±3,0 genetik farklılıklarla sırasıyla T. circumcincta,  Tr. axei, 

C. oncophora, N. spathiger, M. digitatus ve H. contortus türlerine filogenetik olarak yakın 

olduğu saptanmıĢtır 

GeçmiĢten günümüze gastrointestinal nematod enfeksiyonların kontrolünde en yaygın 

mücadele Ģekli uygun ve etkin antihelmentik kullanımı olmuĢtur. Bu amaçla çeĢitli kimyasal 

gruplara dahil birçok antihelmentik etkinlik açısından araĢtırılmıĢ ve kullanıma sunulmuĢtur. 

Ancak bu ilaçların sürekli ve bilinçsiz kullanımı sonucu birçok etken maddeye karĢı 

parazitlerde direnç geliĢimi ortaya çıkmıĢ ve neticesinde günümüzde çeĢitli antihelmentik 

gruplarının etkinliği azalmıĢ ve zamanla ekonomik kayıpların artmasına neden olmuĢtur (204-

207). Trichostrongylid nematodlarının ruminantlarda tedavi ve mücadelesinde en sık 

kullanılan kimyasal etken maddelerinden birisi de benzimidazol grubu anthelmentiklerdir. 

Benzimidazoller, mikrotubul dinamiklerini inhibe ederler ve parazitik helmintlerde 

dirençliliğin sebebi olarak bilinen β-tubulin geninde nokta mutasyonlarına neden olurlar 

(119). Günümüze kadar yapılan moleküler çalıĢmalar β-tubulin izotip 1 genindeki 167, 198 ve 

200. kodonlarda olmak üzere üç tek nükleotid polimorfizminin (SNPs) çeĢitli nematod 

gruplarında benzimidazol dirençliliği ile iliĢkili olduğunu ortaya koymuĢtur (208, 209). H. 

contortus için, β-tubulin isotype 1 geninin 200. kodonunda Phe/Phe (TTC/TTC) 

(homozygous), ve 167 ve 198. kodonlarda sırasıyla Phe/Phe [TTC/TTC] ve Glu/Glu 

[GAA/GAA] (wild-type) bulunduran parazitlerin benzimidazollere duyarlı olduğu 

kaydedilmektedir. Bunun aksine ilgili gen bölgesinde tek nokta polimorfizmi ile 200. ve 167. 
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kodonlarda Tyr/Tyr (TAC/TAC), 198. kodonda ise Ala/Ala (GCA/GCA) bulunduran parazit 

nesillerinin ise benzimidazollere dirençli olduğu ortaya konmuĢtur (119, 149, 209). H. 

contortus nesillerinde bu polimorfizmlerden en az birini barındıran nesiller benzimidazol 

dirençli olarak klasifiye edilmektedir. H. contortus ergin, larva ve yumurta dönemlerinde 

bireysel veya havuzlar oluĢturularak β-tubulin izotip 1 genindeki tek nükleotid 

polimorfizmlerine göre çeĢitli moleküler dirençlilik çalıĢmaları (121, 146) yapılmıĢ olup bu 

çalıĢmalar moleküler tanı tekniklerinin dirençlilik saptanmasında kullanılan konvansiyonel 

DıĢkı Yumurta Sayısı Azalım (FECRT) ve Larval GeliĢim Testlerine (LDA) göre çok daha 

yüksek sensitivite ve spesifiteye sahip olduğunu ortaya koymuĢtur. Son yıllarda H. contortus 

popülasyonlarında benzimidazol dirençliliğinin yüksek sensitivite ve spesifitede kantitatif 

analizine ve dolayısıyla allel sıklığının ölçümüne imkan sağlayan real time PCR teknolojisi ile 

sınırlı sayıda çalıĢmaların (121, 144, 166, 168) yapıldığı görülmektedir. Alvarez-Sánchez ve 

ark. (144), H. contortus popülasyonlarında larvalardan elde edilmiĢ genomik DNA 

havuzlarında, benzimidazol dirençliliğini β-tubulin izotip 1 geninde 200. kodonaki SNPs‟yi 

hedef alarak Sybergreen tabanlı qPCR ile araĢtırmıĢlar, duyarlı popülasyonlarda duyarlı allel 

sıklığını %76,0, dirençli allel sıklığını %24,0 belirlerken, dirençli popülasyonlarda duyarlı 

allel sıklığını %28,7, dirençli allel sıklığını ise %71,3 saptamıĢlardır. AraĢtırıcılar (144), 

ayrıca  hem duyarlı hem de dirençli popülasyonlar için real time PCR, FECRT ve LDA 

testlerinin sonuçları arasında iyi bir uyum olduğunu bildirmiĢlerdir. Walsh ve ark. (166),  H. 

contortus 3. dönem larvalarında benzimidazol dirençliliğini ve dirençli allel sıklığını locked 

nucleic acid (LNA) Taqman probları kullanarak real time PCR‟da araĢtırmıĢlar ve bu teknikle 

dirençli allel sıklığının ≥ %10 olan popülasyonlarda yüksek sensitivite ile belirlenebileceğini 

kaydetmiĢlerdir. von Samson-Himmelstjerna ve ark. (121), H. contortus popülasyonlarında 

benzimidazol dirençli allel sıklığını 3. dönem larvalarda 200. kodondaki TTC/TAC 

polimorfizmini hedef alarak real time PCR ve pyrosequencing teknolojisi ile araĢtırmıĢlar ve 

her iki tekniğin birbiri ile yüksek uyum gösterdiğini, konvansiyonel dirençlilik testlerinden 

çok daha duyarlı ve özgül olduklarını belirlemiĢlerdir. dos Santos ve ark. (168), Brezilya‟nın 

kuzey doğusunda koyunlardan izole ettikleri benzimidazol duyarlı ve dirençli ergin erkek H. 

contortus‟lardan oluĢan toplam 7 genomik DNA havuzunda benzimidazol dirençliliğini β-

tubulin izotip 1 geninde 200. kodonaki SNPs‟yi hedef alarak Sybergreen tabanlı qPCR ile 

araĢtırmıĢlar, duyarlı ve dirençli allel sıklığını sırasıyla %63,58-%98,24 ve % 1,76-%36,42 

arasında belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmamızda araĢtırma merkezlerindeki H. contortus pozitif  
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belirlenen örneklerde benzimidazol dirençliliğinin araĢtırılmasında, Walsh ve ark. (166) 

tarafından bildirilen primerler ve prob standardizasyon aĢamalarında etkin bulunmuĢ ve 

örneklerin analizinde kullanılmıĢtır. ÇalıĢmamızda araĢtırma merkezlerinde H. contortus 

pozitif  belirlenen  sığırlarda β tubulin izotip-1 gen bölgesindeki tek nükleotid polimorfizmine 

göre benzimidazol dirençliliği açısandan duyarlı allel sıklığı duyarlı allel sıklığı %80,00±1,99 

belirlenirken dirençli allel sıklığı ise %20,00±1,99 olarak tespit edilmiĢtir. Bu sonuçların dos 

Santos ve ark.‟nın (168) bulgularıyla paralellik gösterdiği görülmüĢtür. Ct (dR) değerlerine 

göre belirlenen duyarlı ve dirençli allel sıklıklarının istatistiksel analizine göre duyarlı alell 

sıklığının dirençli allel sıklığına oranla yaklaĢık 4 kat yüksek olduğu belirlenmiĢ ve bu 

farklılık istatistiksel açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,001). 

ÇalıĢmamızda duyarlı ve dirençli allel sıklıklarına göre belirlenen bazı izolatlarda β tubulin 

izotip-1 gen bölgesinin sekansları ortaya konmuĢ ve benzimidazol dirençliliği açısından SNPs 

araĢtırılmıĢtır. Sekans analizleriyle β tubulin izotip-1 gen bölgesi yönünden Real Time PCR 

analizlerinde allel sıklığı %100 belirlenen 10 izolatın tümü ile dirençli allel sıklığı >50 

saptanan 8 izolattan 5‟inde aminoasit dizisinde 167., 200. ve 198. (115, 117, 119, 209) 

kodonlarında benzimidazol duyarlı nesillerdeki sırasıyla fenilalanin (TTC), fenilalanin (TTC) 

ve glutamin (GAA) amino asitleri belirlenmiĢtir. Dirençli allel sıklığı >50 belirlenen ve 

sekans analizleri gerçekleĢtirilen 8 izolattan kalan diğer 3‟ünün ise 200. kodonda tek 

nükleotid polimorfizmi gösterdiği ve fenilalanin (TTC) amino asidinin tirozin amino asitine 

(TAC) dönüĢtüğü saptanmıĢtır. Ġlgili üç izolatın 167. ve 198. kodonlarında ise polimorfizm 

belirlenmemiĢtir. Nitekim yapılan çalıĢmalar H. contortus ve diğer bazı trichostrongylid 

nemotadlarda benzimidazol dirençliliği ile ilgili olarak en yaygın SNPs‟in 200. kodondaki 

fenilalanin–tirozin polimorfizmi olduğunu bildirmektedir. Bu çalıĢmada elde edilen 

sonuçların ilgili çalıĢmaların (115, 117, 119, 209) sonuçlarıyla uyumlu olduğu görülmüĢ, H. 

contortus dirençli allellere ait izolatların β tubulin izotip-1 gen bölgesinde tek nükleotid 

polimorfizmi yalnızca 200. kodonda belirlenmiĢ, 167. ve 198. kodonlarında ise polimorfizm 

olmadığı tespit edilmiĢtir.  

Sonuç olarak bu çalıĢma ile Türkiye‟de ilk kez sığırlarda O. ostertagi ve H. contortus üzerine 

morfolojik ve moleküler analizler bir arada kullanılarak karakterizasyon ve filogeni çalıĢması 

yapılmıĢ, moleküler epidemiyolojik veriler elde edilmiĢtir. Bu sonuçlarla Kayseri yöresinde 

O. ostertagi ve H. contortus‟un moleküler prevalansı uygulanan real time PCR tekniği ile 

kantitatif olarak ortaya konmuĢ olup bu tekniğin sahip olduğu yüksek duyarlılık ve 
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özgünlükle sığırlarda O. ostertagi ve H. contortus enfeksiyonlarında tedavi ve kontrol 

stratejilerinin oluĢturulmasında kullanılmasıyla etkin sonuçlar elde edileceği belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada real time PCR analizleri ile O. ostertagi ve H. contortus pozitif belirlenen 

örneklere ait izolatların moleküler identifikasyon ve filogenetik çalıĢmalarda sıklıkla 

kullanılan mitokondrial cytochrome oxidase subunit 1 gen bölgeleri Türkiye‟de sığırlarda ilk 

kez genetik olarak karakterize edilmiĢ ve yöresel izolatların filogenetik analizleri 

gerçekleĢtirilerek GenBank kayıtları sağlanmıĢtır. ÇalıĢma ile mt-coi gen bölgesini parsiyal 

olarak amplifiye eden orijinal primer dizaynı yapılmıĢ, GenBank veri tabanında yapılan 

analizlerle ve sekans analizleriyle yüksek spesifite gösterdiği belirlenmiĢtir. Aynı zamanda 

çalıĢma ile yine H. contortus popülasyonlarında benzimidazol dirençliliği moleküler olarak β-

tubulin izotip 1 genindeki tek nükleotid polimorfizmi‟ni hedef alan kantitatif TaqMan prob 

bazlı real time PCR yöntemi ile araĢtırılmıĢ, sığırlarda duyarlı ve dirençli allel sıklıkları 

belirlenerek risk faktörleri ortaya konmuĢtur. Duyarlı ve dirençli allellere sahip izolatların 

klonlama ve plasmid pürifikasyonu sonrası ilgili gen bölgesi yönünden sekans analizleri 

gerçekleĢtirilerek konfirmasyonları sağlanmıĢ, dirençli allele sahip izolatlarda SNPs 

belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar araĢtırma yöresinde dirençli popülasyonların varlığını 

ortaya koymuĢ olup, popülasyon dinamikleri açısından tedavi ve ilaçlama yöntemlerinin 

gözden geçirilmesi ve alternatif stratejilerin oluĢturulmasının zorunlu olduğunu ortaya 

çıkarmıĢtır. Nitekim Türkiye‟de trichostrongylid enfeksiyonlarına karĢı ruminantlarda 

benzimidazoller ve türevleri ile diğer bazı gruplardaki anthelmentikler geliĢigüzel 

kullanılmakta olup bu durum dirençli popülasyon oluĢumunda oldukça büyük bir risk 

oluĢturmaktadır. Bu açıdan ülke çapında geniĢ kapsamlı ve özellikle yüksek duyarlılıktaki 

moleküler tekniklerle dirençlilik analiz çalıĢmalarına ihtiyaç olduğu görülmektedir. Söz 

konusu çalıĢma, Türkiye‟de trichostrongylid enfeksiyonlarına yol açan türlerin moleküler 

identifikasyon ve filogenetik karakterizasyonlarının yanısıra ilaç dirençliliğinin moleküler 

düzeyde belirlenmesi üzerine yapılacak ileriki çalıĢmalara model olma niteliğindedir. 
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