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NEVSEHIR YORESINDEKI ATLARDA STRONGYLUS VULGARIS’IN
MOLEKULER PREVALANSI VE FILOGENETIK KARAKTERIZASYONU
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T.C. Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2017
Damisman: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Bu ¢alismada Nevsehir yoresindeki atlarda strongyle enfeksiyonlarinin ve S. vulgaris
prevalansinin sirastyla konvansiyonel diski muayenesi ve real time PCR yontemleri ile
ortaya c¢ikarilmasi ve belirlenen izolatlarin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi
amaglanmistir. Calismada, 2016 yilinin Mart-Haziran aylar1 arasinda Nevsehir’in farkli
bolgelerindeki ciftliklerde bulunan toplam 150 arap atindan teknigine uygun olarak disk1
ornekleri toplanmistir. Laboratuvarda digski 6rnekleri strongyle yumurtalar1 yoniinden
analiz edilmis ve pozitif belirlenen 6rneklerde gram diskidaki yumurta sayist (EPG)
belirlenmistir.  Strongyle pozitif oOrneklerden yiizdiirme yontemi ile yumurta
siispansiyonlar1 elde edilmis ve genomik DNA izolasyonlari yapilmistir. Orneklerde
genomik DNA izolasyon etkinligi rRNA PCR analizleri ile belirlenmistir. Yumurta
pozitif 6rneklerde S. vulgaris’in arastirilmasi amaciyla ribozomal ITS-2 gen bolgesini
hedef alan standart TagMan prob bazli ve bu ¢alisma ile yeni gelistirilen Sybergreen
tabanli real time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Calismada incelenen atlarin 98’inde
sytrongylid yumurtalar1 belirlenmis ve strongyle enfeksiyonlarinin prevalanst %65,3
olarak tespit edilmistir. Yumurta pozitif atlarda ortalama EPG degeri 551,9+119,9
bulunmustur. Her iki real time PCR analizinde strongyle yumurta pozitif 98 atin 19’unun
S. wulgaris i¢in spesifik amplifikasyon gosterdigi belirlenmis ve ilgili nematodun
molekiiler prevalansi1 %12,7 olarak saptanmustir. S. vulgaris pozitifligi tespit edilen
orneklere ait ITS-1/5.8S rRNA amplikonlarindan Ct degerlerine gore segilenler sekans ve
filogenetik analizler amaciyla klonlanmistir. Bu amagla S. vulgaris koloni real time PCR
analizleri ile amplifikasyon gosteren ve goOstermeyen 10’ar koloni belirlenmis ve
rekombinant plazmid pirifikasyonu yapilmistir. Rekombinant plazmitlerin sekans
analizleri sonucu S. vulgaris i¢in iki haplotipin varlig1 belirlenmis ve filogenetik analizler

sonucu S. vulgaris’in ilgili gen bolgesine gore diger tiim strongylid tiirlerden genetik
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olarak daha uzak oldugu saptanmistir. S. vulgaris amplifikasyonu gostermeyen
rekombinant plazmidlerin sekans analizleri ile Cyathostominae aile altindaki kiigiik
strongyle tiirlerinden C. nassatus, C. ashworthi ve Cy. tetracanthum’a ait olduklar
belirlenmis ve bu tiirlere ait haplotiplerin tiir bazli olarak monofiletik kiime olusturduklari

gorilmistir.

Sonug olarak bu caligma ile Tiirkiye’de ilk kez atlarda enfeksiyona yol acan strongyle
tirleri lizerine molekiiler veriler saglanmis ve S. vulgaris’in molekiiler prevalansi

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Strongylus vulgaris, molekiiler prevalans, filogenetik

karakterizasyon, at, Nevsehir
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MOLECULAR PREVALENCE AND PHYLOGENETIC
CHARACTERIZATION OF STRONGYLUS VULGARIS IN HORSES FROM
NEVSEHIR REGION

Mehmet BILGIN

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Parasitology
M.Sc. Thesis, August 2017
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

In this study, it was aimed to reveal the prevalence of strongyle infections and S. vulgaris
in horses in Nevsehir region by conventional stool examination and real time PCR
methods and to perform molecular characterization of the determined isolates. A total of
150 stool specimens from Arabic horses were collected with sutiable technique from the
farms located in different regions of Nevsehir in March-June 2016. Fecal samples were
analyzed for the strongyle eggs and egg per gram of feces (EPG) values were determined
in the egg positive samples in the laboratory. Egg suspensions were obtained from
stronglye positive specimens by the flotation technique and genomic DNA isolations
were performed. The efficiency of genomic DNA isolation in the samples was determined
by rRNA PCR analyzes. A standard TagMan probe based and a newly developed
sybergreen-based real time PCRs both targeted the ribosomal ITS-2 gene region were
performed in order to investigate S. vulgaris in egg-positive samples. Sytrongylid eggs
were detected in 98 of the examined horses in this study and the prevalence of strongyle
infections was found to be 65.3%. The average EPG value in egg positive horses was
determines as 551.9 + 119.9. In both real-time PCR analyzes, 19 out of 98 egg positive
horses exhibited specific amplification for S. vulgaris, and the molecular prevalence of
the related nematode was determined as 12.7%. The amplicons those selected from ITS-
1/5.8S rRNA PCR products of S. vulgaris positive samples according to Ct values were
cloned for sequence and phylogenetic analyzes. For this purpose, each of 10 colonies with
and without amplification of S. vulgaris DNA by colony real time PCR analysis were
selected and recombinant plasmid purifications were performed. Sequence analysis of
recombinant plasmids revealed the presence of two haplotypes for S. vulgaris, and
according to the phylogenetic analysis of the related gene region it was found that S.

vulgaris was genetically more distant from all other strongylid species. According to



sequence analysis, the recombinant plasmids without S. vulgaris amplification were
identified as C. nassatus, C. ashworthi and Cy. tetracanthum, and haplotypes of these

species formed monophyletic cluster.

In conclusion, this study provided the first molecular data on strongyle species that causes

infection in horses in Turkey and the molecular prevalence of S. vulgaris was determined.

Key words: Strongylus vulgaris, molecular prevalence, phylogenetic characterization,
horse, Nevsehir
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1. GIRIS VE AMAC

Gastro-intestinal parazitler otlayan atlarda oldukca sik goriilmekte olup bunlar arasinda
cyathostominler (kiigtik strongyller), Parascaris equorum, Anoplocephala perfoliata ve
Strongylus vulgaris en 6nemli helmintler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bu helmintler
gelisme geriligi, agirlik kayb1 ve klinik hastalikla birebir iliskilidir (1-3). Neticede
anthelmintik ilaclarin diizenli kullanimi temelinde parazit kontrol programlarinin
gelistirilmesiyle bu parazitlerin kontrolii agisindan yogun girisimler yapilmaktadir (4-6).
Strongylus vulgaris atlar1 enfekte eden bu gastro-intestinal parazitler arasinda en
patojenik olanidir ve kontrol programlarinda hedef alinan en 6nemli tiirdiir (1, 7, 8). S.
vulgaris enfeksiyonlari igin etkin bir risk analizi ve seg¢ilen tedavi yonteminin etkinlik
degerlendirilmesinde 06zglin ve duyarliligi yiiksek teshis yoOntemlerine gereksinim
duyulmaktadir. Bu agidan yaygin kullanilan teknik olan diski yumurta sayimi (EPG),
zaman alict olmasi, tilir identifikasyonuna imkan saglamamasi ve larva kiiltiiriine ve
uzman personele gereksinim duymas: gibi dezavantajlara sahiptir (1, 9). Teknolojik
gelisimin bir sonucu olarak DNA tabanli teshis araglar1 6zellikle son on yil igerisinde
evcil hayvanlarda Ozellikle ruminantlarda cesitli parazitik nematod tiirlerinin
identifikasyonunda da basariyla kullanilmis (10, 11) ve neticesinde epidemiyolojik ve ilag
direngliligi arastirmalarinda daha 0zglin verilerin saglanmasia bilylik katkida
bulunmustur. Paralel olarak atlarda S. vulgaris enfeksiyonlariin kantitatif molekiiler
identifikasyonu amaciyla ribozomal internal transcribed spacer 2 (ITS-2) gen bolgesini
hedef alan primer ve problarla Real Time PCR teknigi kullanilarak simirli sayida
arastirmalarin yapildig1 goriilmekte olup (12-14) ilgili ¢alismalarda &zellikle survelians

ve ilag direncliliginin kontrolii ve takibinde etkin bir yontem oldugunun alt1 ¢izilmistir.

Tiirkiye’de gilinlimiize kadar atlarin strongyle enfeksiyonlar1 lizerine yapilan sinirh
sayidaki aragtirmalarin konvansiyonel digki muayenesi, larva kiiltiirii ve nekropsi
analizleri temelinde prevalans c¢aligmalar tarzinda oldugu goriilmekte olup molekiiler

identifikasyon ve genotipleme ¢aligmalari bulunmamaktadir. Molekiiler epidemiyoloji



kapsaminda bu parazite ait popiilasyonlarin genetik cesitliliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ve
farkli cografyalardaki nesilleriyle akrabalik iliski ve diizeylerinin belirlenmesi bilimsel
acidan 6nem arz etmekte olup 6zellikle anthelmintik direngliligi de g6z oniine alindiginda
kontrol ve miicadele stratejilerinin belirlenmesinde tiim Diinyada oldugu gibi iilkemiz
icin de olduk¢a onemlidir. Bu tez ¢alismasi ile Nevsehir yoresinde yetistiriciligi yapilan
atlarda S. vulgaris’in molekiiler identifikasyonu ve prevalansi standart ve yeni gelistirilen
kantitatif Real Time PCR teknikleriyle arastirilmis ve risk faktorleri agisindan molekiiler
epidemiyolojik veriler elde edilmistir. S. vulgaris ve diger strongyle tiirleri ile enfekte
belirlenen atlarda parazit popiilasyonlarina ait nesillerden izole edilmis genomik DNA
izolatlarinin ribozomal ITS1/5.8S/ITS-2 gen bolgeleri amplifiye edilerek, klonlanmis ve
plazmid piirifikasyonlar1 sonrasinda sekans analizleriyle molekiiler karakterizasyonlari
saglanmustir. Ilgili gen bolgesine gore karakterize edilen parazit nesillerinin Diinyada
mevcut homologlar1 ve diger bazi strongyle tiirleri ile filogenetik yapilanmalari ortaya
konmustur. Elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de atlarda strongyle enfeksiyonlari {izerine ilk

molekiiler filogenetik verileri saglamistir.



2. GENEL BILGILER

Atlar, Strongylidae ailesinin nematodlarin1 da igeren ¢ok sayida gastrointestinal parazit
tirlerine konaklik yaparlar. Bu parazitler, her ortamda bulunabilir ve erigkinleri tek
tirnaklilarin kalin bagirsaginda yasar. Strongyle nematodlarin, sekli ve boyutu ile tiir

tanimlamasinda 6nemli olan iyi gelismis agiz kapsiilleri ana karakteristik 6zellikleridir.

Strongylinae alt ailesinden 15 tiirlin atlarda parazitlendikleri bilinmektedir. Strongylus
edentatus ve S. vulgaris bunlardan en yaygin olanlaridir (15, 16). Bu tiirlere ek olarak

Cyathostominae alt ailesinde ise atlarda parazitlenen 50 nin {izerinde tiir bulunur (17).

S. vulgaris, Strongylinae aile altindaki en patojen tiiriidiir ve tromboembolik kolik olarak
bilinen Gliimciil bir sendroma neden olur. S. edentatus enfeksiyonlar1 ise nadiren
patojeniktir (1). S. vulgaris’in 25-30 yil 6ncesine kadar %80’in iizerinde yayginlik
gosterdigi ve bu Ozelligi ile parazit kontroliiniin birincil hedefi haline geldigi

kaydedilmistir (16).

2.1 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN
TAKSONOMISI

Tektirnaklilarin (at, esek, zebra) strongyle nematodlari, sirasiyla biiyliik ve kiigiik
strongyller olarak Strongylinae ve Cyathostominae aile altlarinda simiflandirilirlar.
Cyathostominae aile altinda, atlarda parazitlenen hemen hemen tiim tiirler
Cyathostominea tribiisiine aittir. 2001°de, ‘“cyathostomin” terimini, Cyathostominea
tribiistindeki soylar i¢in ortak bir isim olarak kullanma 6nerisi, “World Association for

the Advancement of Veterinary Parasitology" tarafindan kabul edilmistir (18).

Miiller tarafindan 1780’de, Strongylus equinus ilk strongyle nematod olarak tanimlanmis

(19) ve sonraki yiizyilda birka¢ strongyle tiiriin tanimlamalar1 ve adlandirilmasi



yayimlanmistir. Lichtenfels (19) tarafindan, evcil tektirnaklilarda bulunan strongyle
nematodlarin 56 tiirli ayrintili olarak tanimlanmistir. O glinden bu yana, bu parazitlerin
siniflandirilmast modern molekiiler tabanli tekniklerin gelismesiyle birlikte bazi
revizyonlar gecirmistir. Bu teknikler, tiirler arasindaki molekiiler iliskiler iizerine yapilan
calismalar i¢in yeni kapilar aralamistir. Avustralya (20) ve Ingiltere’deki (21) arastirma
gruplari, halihazirda bulunan iki alt familya arasindaki filogenetik iliski iizerine
caligmalar yiirtitmiistiir. DNA dizileri karsilastirildiginda, kiiciik silindirik agiz kapsiiliine
sahip soylarin muhtemelen biiyiik agiz kapsiilii olanlardan evrimlestigi hipotez edilmistir
(20).

Giincel olarak National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy veri
tabanina gore atlardaki strongyle nematodlarin sistematikteki yeri Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1 Atlardaki strongyle nematodlarin sistematikteki yeri

Simiflandirma
Alem: Metazoa
Sube: Nematoda
Smif: Chromadorea
Dizi: Rhabditida
Dizialti: Strongylida
Ust aile: Strongyloidea
Aile: Strongylidae
Alt aile: Strongylinae
Soy: Bidentostomum
Soy: Craterostomum
Soy: Macropicola
Soy: Oesophagodontus
Soy: Parapoteriostomum
Soy: Triodontophorus
Soy: Strongylus
Tiir: S. asini
S. edentatus
S. equinus
S. vulgaris
Alt aile: Cyathostominae
Soy: Coronocyclus
Cyathostomum
Cylicocyclus
Cylicodontophorus
Cylicostephanus
Khalilia
Kiluluma
Murshidia
Petrovinema
Poteriostomum
Quilonia
Skrjabinodentus
Tridentoinfundibulum




2.2 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN
MORFOLOJISI

Atlarin strongyle tiirlerinin morfolojik farklilagmasi, oncelikle ergin nematodlarin bas
kisminin karakteristik 6zelliklerine dayanir (19) (Sekil 1). Bu nematodlarda agiz kapsiilii
iyi gelismistir. Birgok strongyle nematodun agiz kapsiiliinde, dorsal oluk olarak
adlandirilan ve dorsal olarak uzanan belirgin bir kalinlagma bulunur. Kiitikiiliin bir
pargasi olan agiz yakasi, agiz agikliginin etrafini ¢evreler ve bazen bu bolge submedian
ve lateral sefalik papiller igerir. Agiz yakasinin 6n kenari iizerinde, tag¢ yapraklart olarak
adlandirilan papillar yapilar bulunur. Ta¢ yapraklari, i¢ ve dis olmak tizere iki adettir.
Baz1 soylar, agiz kapsiiliiniin 6n tarafinda sklerotize bir halka olan dis ta¢ yapraklari i¢in

ekstra-kitindz destek ad1 verilen benzersiz bir yapiya sahiptir.
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Sekil 2.1 Coronocyclus coronatus’un bas kismi (solda sematik ¢izim, sagda orijinal foto X 200 biiyiitme)
schematic drawing to the left; photo x 200 to the right). Sematik ¢izimde tiir identifikasyonunda 6nem arz
eden Ozellikler gorilmektedir. (19).

2.2.1 Strongylinae

Strongylinae tiirleri biiyiik kiiresel veya huni seklinde agiz kapsiillerine sahip olup
cogunlukla tabanda dis benzeri yapilar igerirler (Sekil 2.2). Strongylinae alt familyasina
dahil olan soylar: Strongylus (Miiller, 1780), Oesophagodontus (Railliet & Henry, 1902),
Triodontophorus (Looss, 1902), Craterostomum (Boulenger, 1920), Bidentostomum
(Tshoijo, 1957); Macropicola (Mawson, 1978) ve Parapoteriostomum’dur (Leiper, 1913).
En ¢ok ¢alisilan soy olan Strongylus soyu, S. edentatus, S. equinus, S. vulgaris ve S. asini
olmak tizere dort tiirli kapsar. Bu nematodlarin uzunlugu 20-45 mm arasinda degisir ve
oldukga kalindirlar (Sekil 2.2). Agiz kapsiilleri globiilerdir ve S. equinus, S. vulgaris ve
S. asini’de belirgin disler bulunmaktadir. S. edentatus'ta dis bulunmaz (Sekil 2.3).



Sekil 2.2 Strongylus soyundaki tiirler (Soldan sirasiyla: S. vulgaris, S. equinus, ve S. edentatus) (22)
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Sekil 2.3 Strongylus spp. bas kisimlari, yandan goriiniis. A. S. edentatus, agiz kapsiiliinde disg bulunmaz,
dorsal oluk okla gosterilmis, yiiksek agiz yakasi ve kiiciik sefalik papil; B. S. equinus, agiz kapsiiliinde
dorsal ve ventralde 4 adet dis ile dorsal oluk; S. vulgaris, dorsalde iki adet loblar1 yiiksek, yuvarlak ve diiz
olan dis, dorsal oluk; D. S. asini, dorsalde iki adet loblar1 algak, diiz ve oluklu dis, dorsal oluk. (19).

2.2.2 Cyathostominae

Cyathostominlerin agiz kapsiilleri kiigiik, silindirik veya halka seklindedir (Sekil 2.4).
Cylicocyclus cinsindeki bazi tiirlerin uzunlugu 25 mm ye ulagmasia ragmen, bu alt

familyadaki eriskin nematodlar genellikle biiylik strongylelerden daha kiigiiktiir. Diinya



capinda cyathostominlerin prevalansi lizerine yapilan ¢ogu ¢alismalar, Lichtenfels’in (19)
morfolojik anahtarmna dayanmaktadir. lgili anahtarda Caballonema (Abuladze, 1937),
Cyathostomum (Molin, 1861), Cylicocyclus (lhle, 1922), Cylicodontophorus (lhle, 1922),
Cylicostephanus (lhle, 1922), Cylindropharynx (Leiper, 1911), Gyalocephalus (Looss,
1900) ve Poteriostomum (Quiel, 1919) olmak tizere sekiz cins igerisinde 41 tiir
tanimlamistir. Glincel calismalarla giiniimiizde bu alt aileye bagli soylarda National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy veri tabaninda molekiiler

identifikasyonlar1 saglanmis 35’in tizerinde tiirtin varlig1 goriilmektedir.

Sekil 2.4 Cyathostomum coronatum bas kisimlari, X 450. A. Medial, dorsoventral gériiniim. B. Dorsal
goriiniim. (19).

2.3 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN BiYOLOJIiSi
2.3.1 Strongylus spp.

Tek tirnaklilarda parazitlenen Strongylus tiirleri direkt gelismektedir, ancak larval
asamalar1 somatik gogleri icerdigi i¢in biraz karmasiktir. Bu soyun iiyeleri i¢in prepatent

donem 6 aydan (S. vulgaris) 10-12 aya (S. edentatus) kadar degisiklik gostermektedir (1).

S. vulgaris larvalarinin arterlerde aneurizmalara neden oldugu bilinmektedir. 1949'da
Isveg'te nekropsisi yapilan atlarin %90'mda bu tip aneurizmalarin oldugu bildirilmistir
(23). Larvalarin mezenterik arterlere nasil gog ettigi konusunda farkli teoriler Gnerilmis
olmasma ragmen, 1960 ve 1970'lerdeki taylarda yiiriitillen deneysel enfeksiyonlar
gerceklestirilene kadar yasam dongiisiindeki detaylar agiklanamamustir. S. vulgaris’in

yasam dongiisii Duncan ve Pririe (7) tarafindan ortaya konulmustur (Sekil 2.5). Merada



bulunan ve {lizerlerinde ikinci donem larvalardan kalma kilif bulunan tglinci donem
larvalar (L3) atlar tarafindan agiz yolu ile beslenme esnasinda alinir. Kilifin1 terk eden
larvalar birkag¢ giin icerisinde ince ve kalin bagirsagin mukozasina niifuz eder. Sonraki
haftay1 takiben larvalar gomlek degistirerek dordiincii donem larvaya gecer (L4) ve
bagirsagin kiiciik arteriollerinin limenine girerler. L4'ler kan akisinin tersi yoniinde
arteriyele dogru go¢ ederler ve 14-21. giine kadar kranial mezenterik artere ulastiktan
sonra burada besinci donem larva (L5) halini almadan 6nce 3-4 aylik bir siire i¢erisinde
onemli olglide gelisim gosterirler. Geng eriskinler olarak ifade edilen kilifli L5’ler, kan
akist ile mezenterik arterlerden asagi dogru sekum ve kolon duvarina geri donerler ve
burada subseroza iginde kapsiiller halinde 5-8 mm ¢apl1 nodiiller olustururlar. Daha sonra
nodiiller bagirsak liimenine dogru yirtilarak liimende geng erigkinler olusur. 6-8 hafta
sonra gen¢ eriskinler eseysel olgunluga erisirler. Bazen sapik larva gogli nedeniyle

arteriyel sistemin baska yerlerinde lezyonlar da olusabilmektedir (7).

S.Aulgaris larval gog

Sekil 2.5 S. vulgaris’in biyolojik dongiisii. Gastro-intestinal sistem (A), Enfeksiyondan 7 giin sonra S.
vulgaris’in kilifli L3’leri ince bagirsakta gomlek degistirerek L4’ler olusur ve bu L4’ler bagirsak
mukozasina niifuz ederler (B). L4’ler submukozal arterlere niifuz eder ve endotel boyunca sekal ve kolik
arterlere (enfeksiyondan 14 giin sonra) gecerler (C) ve enfeksiyondan 21. giin sonra kranial mezenterik
artere ve onun kollaria gog ederler. Burada 3-4 aylik gelisme doneminden sonra, larvalar gomlek
degistirip geng eriskinler (L5) olusur. L5’ler arterlerin liimeni ile bagirsak duvarina geri donerler.
Nodiiller ¢ogunlukla sekum ve kolon duvarinda L5’lerin etrafinda olusur (D). Bu nodiillerin yirtilmasiyla
geng eriskin parazitler 6 ila 8 hafta iginde olgunlasarak bagirsak liimenine salinir
(http://cal.vet.upenn.edu/projects/merial/Strongls/strong_8al.htm).



S. equinus larvalari sekum ve kolon duvarlarinda bulunur ve burada gémlek degistirerek
L4’ler meydana gelir. Larvalar daha sonra subseroza go¢ eder ve yaklasik 11 giin boyunca
10-15 mm uzunluga eristikten sonra nodiiller halinde gelisim gosterir. Viicut boslugu
yoluyla karacigere go¢ edip geng eriskin (L5) sathaya gegmeden once burada gegici bir
agiz kapstli gelistirirler. 2-4 ay sonra eriskinler pankreas yoluyla sekum ve kolona go¢

ederler (19).

S. edentatus larvalari, portal ven yoluyla karacigere ulasir ve burada gémlek degistirerek
L4’ler olusur. 9 hafta sonra karacigerde gelisen ve biiyliyen larvalar peritoneal
membranlar altinda gégsiin sag kismindan go¢ eder. Burada L4 ve L5’ler hemorajik
nodiiller olusturur. Yaklasik 90 giin iginde S. edentatus L5’ler sekum ve kolon duvarina
gbc eder ve gomlek degistirdikten sonra eriskin nematodlar bagirsagin liimenine agilan
nodiiller olusturur. Larvalar bazen sapik go¢ ederek testisler, gogiis boslugu ve bobrekler

gibi siradist yerlerde bulunabilir (19).

Strongylus disindaki biiyiik strongillerin yasam dongiisii ve larval gelisimiyle ilgili bilgi
¢ok azdir. Triodontophorus’un enfektif larvalart mukozada kiigiik nodiillerin olusumuna
neden olan bagirsak duvarima girer, gomlek degistirerek L4 haline gelir ve liimene geri
donmeden 6nce genellikle LS olusur. Bagirsaktan gé¢ olduguna dair higbir kanit yoktur.
Genellikle Triodontophorus L4’leri mukozadaki nodiillerden ziyade bagirsagin
limenlerinde bulunurlar. Triodontophorus L4’leri, agiz kapsiiliinde bulunan lanset sekilli

ti¢ disgin varligi ile anlasilabilir (19).

2.3.2 Cyathostominae

Cyathostomin tiirlerinin yasam dongiileri halen ayrintili olarak bilinmemektedir. Alinan
L3’ler, sekum ve kolondaki Lieberkiihn bezlerine girmeden 6nce ince bagirsakta gomlek
degistirir. Bu bezlerin altinda larvalar mukozal tabakaya niifuz ederler ve burada nodiil
olusumuna yol agan fibroblastlar tarafindan kapatilirlar. Bazi tiirler, 6rnegin biiytik bir tiir
olan C. insigne submukozanin igine daha fazla girmeyi tercih ederken, C. longibursatus
gibi daha kiiciik tiirler mukozada kalirlar (24). Kalin bagirsagin duvarinda, L3’ler gomlek
degistirir ve L4'ler meydana gelir. L4’ler belirli bir siire sonra nodiilleri terk eder ve
bagirsak limenine girererk gomlek degistirip LS haline donerler (Sekil 2.6). Eriskin
parazitler, tiire bagl olarak kalin bagirsakta farkli alanlar1 tercih edebilirler (24). Ilging

olarak erigkin parazitlerin genellikle larva gelisimin oldugu alanlardan daha uzak
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anatomik bir konumda lokalize olduklar: goriilmektedir. Bu yoniiyle Cyathostominlerin

olgunlagma siirecinde posterior olarak go¢ ettikleri belirtilmistir (19).

Sekil 2.6 Bagirsak mukozasi i¢inde ankiste Cyathostomin dordiincii dénem larva (A); Mukozadan
bagirsak liimenine giren L4 (B) (25)

Erken donem L3’lerin bir kismi mukoza / submukozadaki gelisimlerini gegici olarak
durdurabilir (26). Bu inhibisyon durumu yasam dongiisiiniin normal bir pargasi olarak
kabul edilir (27) ve uzun siire devam edebilir. Gibson (28), inhibisyon halindeki larvalarin
¢ yil sonra at ahirlarinda gelisimine hala devam edebilecegini gOstermistir. Larva
inhibisyonu, evcil hayvanlardaki nematodlarda yaygin bir fenomendir. Bununla birlikte,
hangi faktoriin siireci baglattigi bilinmemektedir. Ruminantlarin nematodlar1 i¢in
deneysel enfeksiyonlar, larvalar i¢in konak bagisikligi, populasyon biyiikligi ve
mevsimsel kosullarin 6nemli oldugunu gostermistir (29, 30). Bu faktorler ayrica,
Cyathostomin larvalar1 i¢in potansiyel tetikleyici olarak da diisliniilmektedir. Kuzey
Yarim Kiire’de hem atlarda hem de sigirlarda, inhibisyon halindeki larva yogunlugunun
kis mevsiminde ve mera kosullarindaki enfektif larvalar i¢in kotli sartlarin bulundugu

durumlarda daha fazla oldugu gosterilmistir (29, 31, 32).

Cyathostominler igin prepatent donemi genelde 2-3 aydir, ancak larval inhibisyona bagh
olarak bu siire degisiklik gosterebilmektedir. Prepatent donemin yasa bagl olarak da
degisiklik gosterebildigi, yasl atlarda helmintlerden ari taylara gére daha uzun oldugu ve
belirtilmistir (33). Iskogya'da dogal enfekte atlarda yapilan bir ¢alismada (34) ortalama

prepatent donemin 54-62 giin arasinda degistigi gdzlemlenmistir.
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2.4 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN
EPIDEMIYOLOJIiSI

Strongyle yumurtalar1 digki ile bulasir ve uygun kosullar altinda 2-4 giin iginde ilk L1
meydana gelir. Embriyonlagsmis yumurtalar diisiik sicakliklara (hatta dondurucu) tolerans
gosterdigi i¢in bu durum daha fazla gelismeyi geciktirmektedir (35). Yumurtadan ¢ikan
larva orani, dogrudan ¢evre sicakligi ile orantilidir (36). Laboratuar ¢alismalari, 25-33 °C
arasindaki sicakliklarda larvalarin yumurtadan ¢ikma siliresinin 24 saat iginde
tamamlandigimi ve buna karsin 5 °C'nin altindaki sicaklillarda gelisimin olmadig1
gostermistir (37). Ilk evre larvalar donmaya ve kurakliga da duyarlidir. Kurak ortamdaki
disk1 materyalinde bulunan yumurtalar acilir ancak L1’ler heniiz gelisim gdstermezler
(36). LI’ler ikinci evreye gelmeden Once bakteri yiyerek beslenir. L2’ler kurumaya karsi
oldukca direnglidir fakat L1'ler gibi uzun siire soguga karsi direng gdsteremezler ve

olurler.

Pre-enfektif larvalar ve enfektif L3 gelisimi ile diskida L3'lerin daha uzun siire hayatta
kalmasi i¢in, sicaklik ve nem 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte, ¢cok kurak ortam
olmadig: siirece sicaklik, L3’lerin gelisimi i¢in smirlayict bir faktordiir. Laboratuvar
kosullarinda, L3’ler ancak 10-35 °C arasinda inkiibe edilen diskidan izole edilebilir. L3
gelisimi, en diigiik sicaklikta 15-24 giin, en yiiksek sicaklikta ise 3 giin siirmektedir (37).

Bir¢ok gastro-intestinal nematodda oldugu gibi, enfektif L3’leri, L2’den kalma kilif korur
ve bu da bitki iizerinde uzun siire hayatta kalmak i¢in yararhidir. Dolayisiyla, L3'ler
beslenmez, ancak depolanan besin maddeleriyle beslenirler. L3’ler kurak ortamda, nemli
kosullara kiyasla daha uzun siire hayatta kalirlar, ¢iinkii bir 6nceki larvalar aktif degildir
ve bu nedenle enerji tasarrufu saglar, buna karsin takip eden siirecte daha yiiksek sicaklik
diski i¢inden otlara dogru gocii sitiimile eder. Bu durum da depolanan enerjinin

tiikenmesine neden olur (37).

L3'lerin hepsinin aym1 anda diskidan go¢ etmedigi gosterilmistir; diski depositleri,
larvalarin aralikli olarak serbest birakilmasi agisindan Onemli bir rezervuar olarak
goriilmektedir (36). Iskogya'da yapilan bir arazi calismasinda (38) 1liman kosullar altinda,

4 hafta sonra diskida ¢ok az enfektif larvanin kaldig1 gdsterilmistir.
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L3'lerin, soguktan korunabildikleri iyi bilinmektedir. Bu a¢idan mera tizerindeki L3'ler
kis boyunca hayatta kalabilir. Ancak, kis1 atlatan larvalar genellikle bir sonraki yaz
donemi igin biiyilk bir tehdit olusturmaz. Iskocya, Kanada ve Isvec'te yapilan
aragtirmalarda (39, 40), May1s ve Haziran aylarinin sonlarina dogru, mera iizerinde kigin
enfektif larvalarin sayisinin, besin kaynaginin tiikenmesi ve taze ¢imle seyreltilmesinden
otiirii ¢ok diisiik seviyelere indigi kaydedilmistir. Burada esas 6nemli nokta, yumurtadan

¢ikan L3'lerin mevcut otlatma mevsiminde gegmesidir.

Diskidaki yumurtalarin ilkbaharda arttigi1 gortiliir (41, 42). Bu yumurtalar, bir 6nceki yilda
alinan ve daha sonra kis boyunca inhibe edilen larvalardan gelisen eriskin parazitlerden
kaynaklanir. Yumurta ¢ikarimi, mera lizerinde serbest yasama evrelerinin gelisimi igin
kosullar optimum hale geldiginde, genellikle Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda zirveye ulasir
(43). Kuzey Amerika'da, kalin bagirsakta bulunan erigkin Cyathostominlerin en yogun
sayilar1 Mart ve Eylil aylarinda goriilmiistiir (44). Yaz sonlarinda ve sonbaharin
baslangic donemlerinde yagislarla birlikte tipik olarak otlardaki L3 sayisinda biiyiik
artiglar goriliir (39, 40, 43). Cografik bolgeye bagl olarak, iklim farkliliklar: farkli
bulagsma dinamiklerine neden olur. Yagis, sicaklik, nem ve diskida bozulma gibi birgok
faktor, yumurta ve larva gelisimini ve larvalarin hayatta kalmalarini direkt etkiledigi igin

preparaziter gelisim dinamiklerinin tahmin edilmesi zordur (25).

2.5 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN PREVALANSI

Atlar enfekte eden ii¢ Strongylus tiirii diinya genelinde yaygin olup bunlar1 arasinda
ozellikle S. vulgaris en patojenik tiir olarak kabul edilir. Ancak son yillarda modern
antihelmintiklerin yaygin olarak kullanimi sayesinde, S. vulgaris olgulari biiyiik 6lgiide
azalmgtir (45). Ilgili parazitin parazit kontrolii igin antihelmintiklerin kullanilmadig

stiriilerde prevalansi yiiksek kalmistir (46).

Neredeyse otlayan tiim atlar cyathostominler ile enfektedirler. Toplam parazit yiikiiniin
bliylik bir kismi bagirsak mukozasi ve submukozadaki larval donemlerden olusmaktadir.
Bagirsak liimenindeki cyathostominlerin sayis1 birka¢ bin ile 1.200.000 arasinda
degisebilmektedir (47). Genel olarak, eriskin parazitlerin %90’1 dorsal ve ventral kolon

boyunca dagilim gosterirken, geri kalan %10’u ise sekumda bulunmaktadir (31, 44, 46).
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Atlan kirktan fazla cyathostomin tiirii enfekte edebilmesine ragmen, diinya ¢apindaki
prevalans c¢alismalari, at striilerindeki cyathostomin popiilasyonlarinin  biiytlik
¢ogunlugununun 10'dan daha az tiirden olustugunu goéstermistir (18, 46, 48). Genel olarak
bir atin yaygimn tlirlerden 5 ila 10 tanesi ile enfekte oldugu bildirilmistir (18).
Cylicostephanus longibursatus, Cylicocyclus nassatus ve Cyathostomum catinatum'un en
yaygin U¢ tiir oldugu bildirilmistir (48-50). Ancak, bu ¢alismalar Cylicocyclus nassatus
ve Cylicocyclus ashworthi'nin yeniden tanimlanmasindan 6nce gergeklestirilmis olup
(51), iki tiir arasindaki morfolojik benzerlikler nedeniyle, muhtemelen Cylicocyclus
ashworthi prevalans1 Cylicocyclus nassatus lehine diisiik tahmin edilmistir. Yakin
zamanda Iskogya'da yapilan bir ¢alismada Cylicocyclus ashworthi'nin en bol tiir oldugu

rapor edilmistir (52).

Tiirkiye’de yapilan aragtirmalarda tektirnaklilarin paraziter enfeksiyon oranlarmin %16,2
ile %100 arasinda degistigi rapor edilmistir (53-57). Tim bu arastirmalar (54-66)
Tiirkiye'de de tek tirnaklilarda en ¢ok yayilis gosteren helmintlerin Strongylidae ailesine
ait olduklarini1 gostermistir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan ilgili arastirmalar (54-
66) atlarda Strongylidae spp. enfeksiyon oranlarmin %63,04-%100,0 arasinda oldugunu
rapor etmistir. Yukarida yapilan ¢alismalar sonucunda Tiirkiye’de atlarda S. vulgaris’in

larva kiiltiirii ve nekropsi sonuglaria gore %2,9-35,3 arasinda degistigi goriilmektedir.

2.6 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE NEMATODLARIN KLINIiK VE
PATOGENEZI

2.6.1 Strongylus vulgaris

Ergin S. vulgaris'in patojenik etkileri, kalin bagirsak mukozasi tikaniklig ile iligkilidir.
Ergin parazitlerin beslenme aliskanliklari, mukozal tabakaya zarar vermekte ve ara sira
kan damarlarinin yirtilmasina sebep olmaktadir. Bagirsaktaki erigkin parazitlerin etkileri
larvalarin sebep oldugu etkilere gore daha az 6nem tasiyor olmasina ragmen, atlarda agir

enfeksiyonlarin bitkinlige ve anemiye neden olabilecegi kaydedilmistir (67).

S. vulgaris enfeksiyonunun patojenik etkileri oncelikle gé¢ eden larval donemlerden
kaynaklanmaktadir. Larvalar 6zellikle cranial mezenterik arter ve dallarinda endoarterite
sebep olmaktadir. Bu durum, arter duvarinin kalinlagsmasini, tromboz olusumunu ve
bagirsakta olas1 infarktiisleri ve nekrozu provoke etmektedir. "Parazit kaynakli

aneurizma" terimi, gé¢ eden larvalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilen arteryel duvarin
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dilatasyonu ve incelmesi ile olusan gercek aneurizmalari ifade etmektedir. S. vulgaris
larvalarinin neden oldugu lezyonlarin klinik 6nemi, biiyiikliikleri ve yerlerine baghdir.
Karn distresi ve kolik, en yaygin klinik belirti olarak goriilmektedir. Taylarda, deneysel
enfeksiyonu izleyen birkag hafta i¢inde, viicut sicakliginda artis, anoreksi, depresyon ve

karim agris1 gibi klinik semptomlar gozlenmistir (7).

Deneysel olarak larval gégiin, eozinofilik pnémoni, epikard ve karacigerdeki eozinofilik
graniilomalar gibi ekstra vaskiiler lezyonlara neden olabilecegi de bulunmustur (68).
Dogal kosullar altinda, uzun siire boyunca az sayida larvaya maruz kalan taylar olusan
enfeksiyonu biiyiikk oOlglide tolere edebilmekte ve siddetli semptomlar nadiren
goriilmektedir. Asir1 kontamine otlaklarda taylarin dogal enfeksiyonu {izerine yapilan bir
arastirmada (69), larvalara bir ay maruz kalmanin halsizlik ve kilo kaybina yol agtigi
gosterilmistir. Yash atlar da S. vulgaris enfeksiyonuna duyarli olmasina ragmen, geng
atlarda enfarktiis ve kolik komplikasyonlar1 daha yaygindir. Genellikle, S. vulgaris
kaynakli kolik, yilin diger zamanlarina gore kis boyunca daha sik goriilmektedir. Biiyiik
olasilikla, bu durum kis aylar1 boyunca arteryel sistemdeki larva sayisinin en yiiksek

diizeyde olmasindan kaynaklanmaktadir (47).

2.6.2 Cyathostominae

Yaklasik 150 y1l 6nce atlarin kalin bagirsak mukozasindaki parazitlerin ishal ile iliskili
oldugu gozlemlenmesine ragmen, cyathostominler esasen non-patojen olarak kabul
edilmis ve 50 yil 6nce, cyathostominosis'in klinik bulgularinin ayrintili tanimlamalar1
yapilmustir (2). S. vulgaris enfeksiyonuna yakalanan atlarda goriilen dramatik belirtiler
nedeniyle, cyathostominlerin patojenik etkileri muhtemelen veteriner hekimler tarafindan
gozden kagirilmistir. Ancak, S. vulgaris'in azalmasi ve anthelmintiklere direngli olan
cyathostominlerin takip eden siirecteki artigi, bu parazitlerin goreceli olarak 6nemini
degistirmistir. Giliniimiizde, cyathostominler atlarin temel patojen nematodlar1 olarak
kabul edilmektedir (2). Eriskin nematod enfeksiyonlar1 hafif ishal ile iliskili olabilmesine
ragmen, klinik 6nemlerinin az oldugu kabul edilmektedir. S. vulgaris'de oldugu gibi sebep
olunan hasarin biiyiikk bir kismindan larval donemler sorumludur. Mukoza ve
submukozadaki larvalar fibroz bir kapsiil ile ¢evrilidir ve genellikle submukozada daha
yogun olmak {izere eozinofilik bir yangi tablosu olustururlar (49). Kapsiille ¢evrilmis olan
larvalarin etrafinda siklikla goblet hipertrofisi ve hiperplazisi goriilmektedir. Larvalarin

bagirsak duvarindan liimen icine gegisi, muskular mukozanin yirtilmasina, yogun
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eozinofili ve Odemin ortaya c¢ikmasina ve bunu takiben notrofil ve makrofaj
infiltrasyonuna neden olmaktadir. Siddetli enfeksiyona yakalanmis atlar, bagirsak

mukozasinin santimetrekaresinde 60'a kadar larva tasiyabilmektedir (49).

Larval cyathostominosis olarak adlandirilan bir klinik sendrom (18), inhibe edilen
larvalarin senkronize edilmis reaktivasyonundan ve ardindan L4'lerin bagirsak liimenine
kitlesel olarak gecisinden sonra meydana gelmektedir. Klinik tablonun gelisimi ile iliskili
risk faktorleri arasinda atlarin yasi, mevsim ve son anthelmintik tedavisi bulunmaktadir
(70). Larval cyathostominosis, her yastan atlarda bulunmasina ragmen 6ncelikli olarak
alt1 yas alt1 atlar1 etkileyen akut bir hastaliktir. Durum mevsimsel olup 1liman iklimlerde,
genellikle mukozal larvalarin inhibisyon sonrasinda gelisimine devam ettigi Ocak-Mayis
aylarinda goriilmektedir (71). Boylece, bir dereceye kadar, sigirlardaki tip II ostertagiosis
ile karsilastirilabilir (72). Larval cyathostominosis bazen bireysel bazen de salgin olarak
goriilebilmektedir (73). Cyathostominosis olgularinda temel klinik belirtinin kilo kaybi
oldugu kaydedilmektedir (2). Diger tipik klinik belirtiler; kroniklesebilen, siddetli ve ani
baslayan ishal, kondisyon kayiplari, istahin normal olmasina ragmen zayiflik, ekstremite
ve ventral karnin subkutan 6demi olarak sayilabilmektedir (74). Oliim oldukg¢a yaygin
olup %50°den fazla mortalite orani bildirilmistir (75). Ingiltere'de, larval
cyathostominosis'in bir yasin istiindeki atlarda kronik ishalin en yaygin sebebi oldugu
bildirilmistir (76). Tani, atin ge¢misi ve diskida cyathostomin larvalarinin varligina
dayanmaktadir. Buna ek olarak, diskidaki negatif veya diisiik yumurta sayisi, notrofili,
hipoalbiiminemi ve b-globulinlerde artis ile birlikte hiperglobulinemi gibi daha az
spesifik bulgular taniy1 desteklemektedir. Klasik mevsimsel sendroma ilaveten,
cyathostomin enfeksiyonuyla iliskili olarak farkli klinik belirtiler de bulunmaktadir.
Bunlar, yash midillilerde spesifik olmayan kolik, tekrarlayan ishal ve kalin bagirsakta
multifokal bogulma olmayan enfarktiisii icermektedir (75). Atlar ayrica, muhtemelen
cyathostominler tarafindan indiiklenen proteinin kayiplari sonucu sekillenen enteropatiye
bagli olarak, kondisyon kaybu, kilo kayb1 ve bozulmus bagirsak motilitesi gibi hafif veya
subklinik belirtileri gosterebilirler (1).

2.7 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE ENFEKSYONLARINA KARSI
IMMUNITE

Geng atlarin daha yash hayvanlara kiyasla giiclii bir enfeksiyona daha yatkin olduklari

uzun siiredir kabul edilmektedir. Ancak bagisiklik yanitlarinda yer alan mekanizmalar
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karmagik olup bu konuda fazla c¢aligma bulunmamaktadir. Birtakim goézlemler,
bagisikligin artan yasla edinildigini gostermektedir. Diskida ¢ok sayida yumurta
bulunmasi ve klinik cyathostominosis, geng atlarda, yani alt1 yasin altindakilerde daha sik
goriilmektedir. Cyathostominlerin prepatent siirelerinde ve tedavi ile erginlerin elimine
edilmesinden sonra digkida yumurtalarin tekrar goriilmesi i¢in gerekli zaman diliminde
yasa gore farkliliklar bulunmaktadir. Bu faktorler geng hayvanlarda yasli hayvanlara
kiyasla daha kisadir (34, 42). Ayrica, dogal enfekte atlarin cyathostomin yiikleri tizerine
yapilan arastirmalarda, 8 yasin {izerindeki atlara kiyasla taylarda tiir ¢esitliliginin arttig1
gozlemlenmistir (77). Strongil enfeksiyonlaria karsit kazanilmig bagisikligin kanitlart
deneysel enfeksiyonlarla elde edilmistir. S. vulgaris tizerine yapilan arastirmalar, daha
once enfeksiyona maruz kalmis olan atlarin bu nematodlardan arinmis hayvanlara kiyasla
yeniden enfeksiyona kars1 belirgin bir diren¢ kazandigin1 ve daha az klinik bulgu ortaya
cikardigimi gostermistir (7). Taylar iizerinde yapilan bir arastirmada (78), yogun bir
sekilde kontamine meralarda beslenen hayvanlarda L3’lere karst immunitenin
indiiklendigi gozlemlenmistir. Bu taylarin ikinci kez ayn1 merada larvalara maruz kalmasi
mevcut nematodlarin atilmasiyla sonuglanmistir (78). Bu atilim, koyunlarin nematod
enfeksiyonlarinda siklikla goriilen ve Th2-aracili immun reaksiyon olarak bilinen self

cure mekanizmasina benzer bir olaydir.

Konagin immun yaniti, nematodlarin yagam dongiilerindeki farkli donemleri tarafindan
yonlendirilmektedir. Daha 6nce enfeksiyona maruz kalmis midillilerin mukozasinda,
maruz kalmayanlarinki ile karsilastirildiginda, daha yiiksek sayidaki erken L3'ler ve diger
ankiste larva donemleri gozlemlenmistir (79). Onceden enfesiyona maruz kalmis
midillilerde bazi konak faktorlerinin larval inhibisyonu tetikledigi ileri stiriilmiistiir.
Onceden enfekte edilmis ve helmint naif taylarin cyathostomin yiiklerinin kiyaslandig
bir baska c¢alismada , daha 6nce enfeksiyona maruz kalmis hayvanlarda mukozal
donemlerin daha yliksek oranlarda oldugu, fakat toplam helmint yiikiiniin ise daha diisiik
oldugu ortaya koyulmustur (34). Buna karsin, eriskin hayvanlara nazaran (ortalama 8,6
yasindaki hayvanlar), meraya ¢ikmis taylarda daha yiiksek sayida inhibe larva bulundugu
bildirilmistir (34).

Genel olarak gastrointestinal nematodlar, interlokin-4 (IL-4), IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 ve
IL-13 gibi sitokinlerin salgilanmasini igeren Th2 tipi hiicresel yanitla baglantilidirlar. Th2

immun yaniti, eozinofillerin, bagirsak mast hiicresi birikiminin ve neticede IgE tiretiminin
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harekete gecirilmesinden sorumludur. Bu nedenle, parazite maruz kalmis hayvanlarda
eozinofiller ve IgE seviyeleri nemli 6l¢iide artabilmektedir. Bu efektorler, bazen helmint

enfeksiyonlarinda goriilen trtiker gibi tip I asirn duyarlilik reaksiyonlarma neden

olabilmektedir (80).

Helmint enfeksiyonlarinin en yaygin immiinolojik 6zelligi eozinofillerin artigidir.
Bagirsak duvarindaki cyathostomin larvalarinin ¢evresinde siklikla ¢cok sayida eozinofil
gozlemlenebilmektedir. Periferik eozinofili, stronglylosisli atlarda ¢ok degisken bir
bulgudur. Daha o6nce enfeksiyona maruz kalmis yetiskin midillilerin cyathostomin
L3’leriyle deneysel enfeksiyonunu takiben, eozinofil sayisinin 10 giin i¢inde hizla
yiikseldigi ve iki y1l1 agkin bir siire boyunca yiiksek seviyede kaldigi bildirilmistir (33).
Uzamig eozinofilinin, inhibe larvalarin varligi ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir
caligmada (81), enfeksiyonla miicadele Oncesi radyasyonla zayiflatilmis S. vulgaris
L3’leri ile immunize edilmis midillilerin, parazitlerin ¢oziinebilir somatik ekstraktlari ile
immunize edilmis midillilerle kontrol grubundakilere kiyasla belirgin eozinofili
gosterdikleri bildirilmistir. Ayrica bir ay boyunca karma strongil enfeksiyonlarina maruz
kalan taylarda yapilan bir aragtirmada (69), iki hafta otlattiktan sonra kanda eozinofil
sayisinda belirgin bir artis oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, klinik olarak
etkilenen atlarda eozinofili tablosu tutarli bir bulgu degildir ve eozinofili bulunmamasi
strongil enfeksiyonu tanisini saf dig1 birakamaz (75). Larval cyathostominosis'in 15 klinik
olgusunu iceren bir raporda, 16kositozun siklikla mevcut oldugu ancak bu durumun

eozinofiller yerine nétrofillerdeki artigla alakali oldugu bildirilmistir (71).

2.8 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE ENFEKSYONLARININ TESHISI

Ergin strongillerin tespit edilmesinde en sik kullanilan teshis yontemi gram diskidaki
(EPG) strongil yumurtalarmin (Sekil 2.7b) sayisinin belirlenmesiyle yapilmaktadir.
Diskida yumurta sayiminin dezavantaji, seksiiel olarak olgunlasmamis larva yiikiinii tam
olarak yansitmamasidir: limendeki L4 ve L5, mukozada gelisen L3 ve L4 ile mukozadaki
inhibe L3’ler. Bu nedenle, larval cyathostominosisden siiphelenilmesi durumunda digkida
yumurta saymmi gegerliligini kaybedebilmektedir. Ayrica yumurta {iretimi {izerine
nematod yogunlugunun etkileri, yumurtalarin dagilimi ve diski kivami gibi faktorlerin
bilinmesi de zorunluluk arz etmektedir. Buna karsin digkida yumurta sayimi; antelmentik

etken maddelerin etkinliklerin kiyaslanmasi, ila¢ direncliliginin belirlenmesi ve
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antelmentik tedaviler arasindaki dogru etkilesimin saptanmasi gibi durumlarda oldukg¢a

kullanigh bir metottur (82, 83).

SV

P " \. -
e— cyath

Sekil 2.7 S. vulgaris (sv) ve Cyathostominlerin (cyath) L3l (a); strongil yumurtasi (b).
(25)

Morfolojik olarak strongil yumurtalarina bakilarak tiir teshisi yapilamadigi i¢in diski
ornekleri 20-25°C’de yaklasik 10-14 giin siiresince L3 gelisimi i¢in kiiltiire edilir ve
kiiltiir sonrasi bu L3’ler Baermann yontemiyle toplanabilmektedir (84). L3’lerin bagirsak
hiicrelerinin sayis1 ve sekli temel alinarak morfolojik acidan cyathostominlerden birini
digerinden ayirt etmek miimkiin olabilmektedir, ancak halen daha bir¢ok cyathostomin
tiirii bu yontemle ayirt edilememektedir (Sekil 7a). Son yillarda, klinik olarak enfekte
atlarin  diskilarindaki  olgunlasmamis cyathostomin larvalarinin  belirlenmesinde

Baermann teknigi basarili bir sekilde kullanilmaktadir (85).

Son yillarda, strongil nematodlarin olgunlasmamis larval donemlerinden tiir teshisini
miimkiin kilan molekiiler methodlar gelistirilmistir (86, 87). Ozellikle bu nematodlarin
ribosomal DNA sekanslar1 karakterize edilerek bazi tiirler belirlenebilmektedir. Birinci
ve ikinci internal transcribed spacers (ITS-1 ve 2) (88) ile intergenic spacer (IGS) (89)
gen bolgeleri tlirlerin ayriminda genetik markerlar olarak kullanilmigtir. ITS
sekanslarindan, en sik goriilen baz tiirler (S. vulgaris, C. catinatum, C. nassatus, C.
longibursatus ve C. goldi) igin tiir spesifik PCR primerleri dizayn edilerek yumurta ve
larvalarda parazit DNA’sina bakilarak tiir teshisinin yapilabilmesi miimkiin kilinmigtir
(90). Yapilan bir cgalismada (91), ishalli atlardan toplanan L4’lerden PCR-ELISA
yontemiyle ozellikle alti tiiriin (C. ashworthi, C. nassatus, C. insigne, C. longibursatus,
C. goldi ve C. catinatum) teshisinin yapilabilmesi amaciyla IGS oligoproblari
gelistirilmistir. En az iki tiirle enfekte hasta atlardan alinan O6rneklerde miks

enfeksiyonlarin ayriminda bu yontemin basarili oldugu ileri siriilmiistiir. Ayrica,
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birbirine ¢ok yakin cyathostominlerin tiir diizeyinde ayriminda mikrogip tabanl kapillar

elektroforez teknolojisi gelistirilmis ve baz tiirler i¢in basarili sonuglar alinmistir (92).

Larval cyathostominosis’in teshisinde mukozalardaki larvalar1 saptayabilen bir metot
oldukca faydali olacaktir. Son yillarda bu alanda, prepatent periyod icerisinde
mukozalardaki larvalara karsi olusan immun yanitta serum IgG(T) diizeyinde artisa sebep
olan larval somatik antijenler lizerinde ¢alismalar da yapilmaktadir (93). Deneysel ve
dogal enfekte at ve midillilerden elde edilen serumlar1 kullanarak 2 putatif teshis antijen
kompleksi identifiye edilmistir (94, 95). Bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, atlarda
ishal ve kilo kayb1 gibi klinik durumlarda kullanilmak iizere bir immunoassay teknigin
gelistirilebilecegine isaret etmektedir. Ayrica S. vulgaris enfeksiyonlarin teshisinde
cranial mezenterik arterdeki degisimleri saptamak amaciyla arteriografi, ultrasonografi

gibi goriintiileme tekniklerinden de yararlanilmaktadir (93).

2.9 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE ENFEKSYONLARININ TEDAVi
VE KONTROLU

At strongyle enfeksiyonlarinin kontrol altina alinmasinin amaci, otlatma alanlarindaki
yumurta sayisin1 ve enfektif L3'leri en aza indirgemek ve bdylece klinik ve subklinik
hastalig1 6nlemektir. Bu amaca nasil ulasilacagina dair ¢esitli yaklagimlar vardir, ancak
geleneksel olarak kontrol antihelmintik ilaglarla diizenli tedaviye dayanmaktadir.
Stiphesiz en giivenilir kontrol yontemi atlarin otlatilmasin1 6nlemektir, ancak hayvan

refah1 nedeni ile bu yontem gelismis tilkelerde uygulanmamaktadir.

Baslangicta, antihelmintik kontrol programlar1 dncelikle strongyle tiirlerine, 6zellikle de
patojen S. vulgaris'e yonelikti. S.vulgaris ve bu parazitle ilgili kolik prevalansi ger¢ekten
de azalmis, ancak ne yazik ki antihelmintiklerin yaygin ve yogun kullanilmasi, ilaca
direngli Cyathostomin popiilasyonlarinin seleksiyonuna yol agmistir. Mevcut durumda

strongyle nematodlara kars1 kullanilan ii¢ ana sinif antihelmintik ilag vardir:
1) benzimidazoller (6rnegin tiyabendazol, oksibendazol ve fenbendazol)
2) tetrahidropirimidinler (pirantel)

3) makrosiklik laktonlar (ivermektin ve moksidektin).
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Bu ilaglarin tiimiiniin piyasaya ilk siriildigiinde, strongyle nematodlarinin ergin
sathalarma kars1 yiiksek etki (>%90) gosterdigi goriilmistiir. Bununla birlikte, ilgili
ilaglarin larval donemlere etkinlikleri degismektedir. Makrosiklik laktonlar S. vulgaris’in
larvalarina (96) kars1 oldukga etkili olmasina karsin, benzimidazoller ve pirantelin o kadar
da etkili olmadig1 rapor edilmistir (97, 98). Cyathostomin pre-yetiskin donemlerle ilgili
olarak, ivermektinin luminal L4 lere kars1 yliksek etkinligi gosterilmistir. Ancak ilaglarin
dozu arttirilsa bile (99, 100) erken L3'lere, ge¢ L3'lere ve mukozal L4’lere kars: etkili
olmadig1 gosterilmistir. Moksidektin yetiskinlere ve luminal L4'lere karsi ivermektin
kadar etkilidir ve buna ek olarak mukozal L4’ler bu ilacla basartyla indirgenmektedir
(101). inhibe erken L3 antihelmintiklere karsi en az duyarli olduklari safha olarak kabul
edilir. Temiz otlaklara tasimak ve tedavi etmek si1gir ve koyunlara kiyasla atlarda daha az
basarili bir stratejidir. Bununla birlikte bes giin siireyle fenbendazol ile tedavi edilen
inhibe L3’lerin yami sira yetiskinlere karsi oldukga etkili oldugu deneysel olarak
gosterilmistir (102). Bununla birlikte yapilan bir saha aragtirmasinda (103), benzimidazol
direncli popiilasyonlara karsi bes giinliik bir fenbendazol kullaniminin digki yumurta

sayilarini kabul edilebilir seviyelere diisiirmekte basarisiz oldugu goriilmiistiir.
Antihelmintik tedavi i¢in farkli se¢enekler vardir;
a) Biitiin atlara 6-8 hafta da bir araliklarla uygulanan interval doz

b) Mera tizerinde gelisimin mevsimsel dinamikleri ve L3'iin hayatta kalmasi iizerine

kritik noktalardaki tiim atlarin stratejik tedavileri;

c) Atlarn bireysel olarak, digkida ki gram diski yumurta sayisinin (EPG) belirlenmesi

tizerine hedeflenmis tedaviler.

ABD'de antihelmintik ilaglarin giinliik ve aylik uygulamalar1 da mevcuttur (104). Artan
antihelmintik direng problemlerine karsi, mevcut bilesiklerin etkinligini korumak hayati
Onem tagimaktadir. At parazitologlar1 ve veteriner hekimler arasinda, farkl siirtiler i¢in
ayri ayr1 sekillendirilmis tedavi programlarinin daha eski olan aralikli dozlama
sistemlerininin yerine gectigi goriilmektedir (27, 105). Bu uygulama, tedavilerin sayisini
azaltmak ve boylece antihelmintik direng icin seleksiyon baskisini azaltmaktir. Bir siirii
icindeki EPG dagilimi ¢ogunlukla egik bir dagilim gostermektedir ki bunun nedeni

bireylerin ¢ogunlugunun ya az say1 da ya da hi¢ yumurta atmamasidir. Bu nedenle aralikli
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tedaviden ivermektin tedavisine gecisin toplam antihelmintik tedavi sayisini belirgin
olarak azalttig1 gosterilmistir (106, 107). Baz1 atlarin parazit enfeksiyonuna karsi egilimli
olduklar1 ve "solucan" atlar olarak adlandirilan bu atlarin siirii i¢in bir enfeksiyon
rezervuari olarak hizmet ettigi bildirilmistir. Uzun siireli saha aragtirmalart ile heniiz teyit
edilmemesine ragmen, ayni bireylerin eslestirilmis diski yumurta sayisi arasindaki
anlamli korelasyon bulgusu bu teoriyi desteklemektedir (108, 109). Antihelmintik
tedaviden sonra yumurtanin tekrar goriinme periyodu (ERP), diskidaki strongyle
yumurtalariin tekrar tespit edilene kadar gegen zaman araligi i¢in kullanilan terimdir.
Dolayistyla ERP, tedavi araliklarinin olusturulmasi i¢in bir kaynak olusturmaktadir.
Genellikle, ERP 4-12 hafta arasinda degisimektedir. Moxidectin’in, strongyle tip yumurta
atim1 lizerine en uzun baskilayici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (110). Bununla
birlikte, ERP'nin degiskenligini sadece antihelmintik ilacin se¢imi degil, ayn1 zamanda
stirii boyutu, atlarin yasi, mera ve yonetim faktorleri ve iklimsel / mevsimsel varyasyonlar
gibi faktorler de etkilemektedir (35). Bu nedenle, uygun tedavi araliklarinin belirlenmesi

zor olabilmektedir.

Antihelmintik tedavi, strongyle nematodlarin yagam dongiisiinii kirmak ve bdylece mera
lizerine birakilan yumurta sayisini azaltmak i¢in kullanilan bir tedavi yontemidir.
Kimyasal tedaviye entegre edilmesi gereken diger yontemler de vardir. Ozellikle geng
atlarda antihelmintik tedavilerin azalmis etkinligi ve daha kisa ERP lerin bildirildigi rapor
edilmistir (111). Parazitle miicadele etmede mera hijyeninin énemi vurgulanmaktadir
ancak bununla birlikte pratik engeller de vardir. Meralardan haftada iki kez diskilarin
uzaklastirilmasinin etkili bir kontrol sagladigi, hatta bu islemin antihelmintiklerden daha
etkili oldugu gosterilmistir (41). Ek olarak, kontamine alanlar temizlendiginde otlatma
alanlar1 bliylik olclide artmaktadir. Haftada iki kez digkilarin uzaklastirilmasi, L3'lerin
gelismesine ve go¢ etmesine izin vermemektedir. Meralik alanlarin bigilmesi/siiriilmesi
ve zincirle tirmiklama siklikla uygulanan prosediirlerdir. Bununla birlikte, larvalar
kurutarak oldiirmek yerine, yasayan larvalarin mera tlizerine etkin bir sekilde yayilmasi
da bir baska fikirdir. Mera {izerinde larvalarin birikimini azaltacak diger otlatma

stratejileri asagidaki gibidir (41):
e daha az otlatma,

e koyun/ sigir ile karisik veya alternatif otlatma,
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e hasattan sonra otlatma
e yeniden tohumlama ve sinirli, kontrollii mera yakimu.

Biyolojik kontrol olarak kullanilan, nematodlarin dogal avcilar1 olan mantarlar strongyle
nematodlarin kontrolii i¢cin kimyasal olmayan bir yaklagimdir. Sigir, koyun ve domuz
ciftliklerinde kullanan mantar Duddingtonia flagrans’in enfektif larvalarin sayisini
azaltmada basarili oldugu gosterilmistir (112). D. flagrans'in sporlarinin bir formu olan
Chlamydospores, mera iizerinde enfektif larvalari, hiflerinin yapiskan {i¢ boyutlu ag1 ile
sikistirip yok etmektedir. Danimarka'da atlarla yapilan ¢alismalarda , D. flagrans'in, mera
tizerindeki L3 sayisint 6nemli Olglide azalttigi gosterilmistir (113, 114). Ayrica,
subtropikal bir iklimde yapilan saha calismalarindan elde edilen kanitlar, tektirnakli
parazit kontrol programlarinda potansiyel bir biyolojik kontrol maddesi olarak D.

flagrans kullanimini desteklemektedir (115).

Atlart bu parazitten korunmak i¢in radyasyonla zayiflatilmig S. vulgaris L3’ler ile oral
yoldan asilanmasi igin girisimler de denenmistir. Enfeksiyondan oOnce asilanan ve
bagisiklig1 olmayan taylar lizerine yapilan deneysel calismalarda umut verici sonuglar
elde edilmistir (116). Uzun doénemli ¢aligmalarda asilanan taylarn, akut vermindz
arteritisden korunma siirelerinin yedi ay oldugu tespit edilmistir (117). Bununla birlikte,
agillamanin antihelmintik kontrol programlari ile birlikte uygulanmalari halinde daha
etkili olacagina dair tespitler de ortaya konulmustur. 1980'lerde yapilan bu ¢aligmalarin
(116, 117) sonuglart umut verici olsa da ticari S. vulgaris asisi liretilememistir. Bunun
nedeni muhtemelen makrosiklik laktonlarin kullanildigi bolgelerdeki parazitlerin
azalmasidir. Buna ek olarak, dondr atlarda strongyle larvalarini ¢ok sayida tiretmek i¢in

pratik ve etik sorunlar bulunmaktadir.

2.10 TEKTIRNAKLILARDA STRONGYLE ENFEKSYONLARINDA
ANTHELMINTIK DIRENCLILIGI

Parazit enfeksiyonlarinin kontroliinde ciddi tehdit olusturan antihelmintik bilesiklerin

yogun ve yaygin kullanimi, parazitler arasinda ila¢ direncinin gelismesine neden

olmustur. Biitiin ilag siniflarina kars1 gelisen bu antihelmintik direng kii¢lik ruminantlarda

olduke¢a akut durumdadir. Baz1 Giiney Yarimkiire iilkelerinde, birden fazla ilaca direng,

kimyasal maddeye bagli koyun yetistiriciligini imkansiz hale getiren seviyelere ulagsmistir
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(118). Atlarin strongyle nematodlarinin, modern genis spektrumlu anthelmintiklerine
kars1 direng gostermesi 1965°de tiyabendazol’un piyasaya sunulmasindan sadece dort yil
sonra gerceklesmistir (25). Anthelmintik direncin Strongylus tiirleri arasinda arasira
meydana geldigi diisiiniilmesine ragmen, cyathostomin popiilasyonlarindaki bu problem

diinya ¢apinda kabul gérmiis durumdadir (119).

2.10.1 Tanimlar

Anthelmintik direng, daha 6nce ayni ilaca duyarli olan parazit popiilasyonlarinda genetik

olarak transfer edilen bir duyarlilik kayb1 olarak tanimlanmaktadir (120).

Yan direng, direng gelisen bir bilesigin yerine benzer etki mekanizmasina sahip baska bir

bilesigin kullanilmasi sonucu olugsmaktadir.

Eski haline donme, secici maddenin uzaklastirilmasinin ardindan bir popiilasyonda

direngli bireylerin sikliginda meydana gelen azalmadir (121).

2.10.2 Diren¢ Mekanizmasi

Anthelmintiklerin birinci sinifi  olan genis spektrumlu benzimidazollerin etki
mekanizmasi, bir a-tubulin ile birlikte parazit hiicrelerinde mikrotiibiil yapilar
olusturacak sekilde polimerize olan helminth B-tubulin'e yiliksek afinite ile baglanma
yetenekleriyle iliskilendirilmektedir (122). Mikrotiibiil olusumunun bozulmasi,
hiicredeki mitoz ve transport gibi yasamsal islevleri engellemektedir. Sonugta,
benzimidazoller parazitin besin alimini engeller ve ayn1 zamanda ovisidal etki gosterir.
Bu ilaglarin etkisi dogrudan iyon kanallarina baglananlardan (6rnegin makrosiklik
laktonlar) daha yavas olmaktadir. B-tiibiilinin izotip-| ve izotip-II olarak adlandirilan
farkli genlere ve birkag allele sahip olan iki izotop nematodlarda identifiye edilmistir.
Benzimidazole direngliligi, nematod popiilasyonunda izotip-I allellerinin kademeli kayb1
ve B-tubulin i¢in izotip-II'nin tamaminm kaybiyla iliskilendirilmektedir (123). izotip
allellerinin sayisindaki bu azalma, tiibiilinin ilaca daha diistik bir afinite ile baglanmasiyla
direngli bir fenotip tretir. Haemonchus contortus ve Teladorsagia circumcincta gibi
koyun nematodlarinda, benzimidazol direnci dncelikle izotip-I geninin 200. kodonunda
bir fenilalanin-tirozin polimorfizmi ile iliskilendirilmistir (124). Bununla birlikte, son
zamanlarda, farkh tlirler arasinda benzimidazol direngliliginin degisebilecegi ve baska

bolgelerde de mutasyonlarin bulundugu gosterilmistir (125). Atlarin cyathostominlerinde
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benzimidazole direng mekanizmasi birden fazla mutasyon icermektedir. Izotip-1’in 167

ve 200 kodonlar1 bu agidan 6nemlidir (119, 126).

Ilaglarm ikinci sinifi olan tetrahidropirimidinler, nematod kas hiicrelerinin yiizeyindeki
sinaptik ve ekstra-sinaptik nikotinik asetilkolin reseptorleri agonisti olup kasilmaya ve
spastik felce neden olmaktadir (123). Tetrahidropirimidinlere karsi direncin, nikotinik
asetilkolin reseptorlerindeki degisiklikden kaynaklandigi diisiintilmektedir, ancak duyarl

ve direngli parazitler arasindaki farkliliklarin nedeni molekiiler olarak hala netlesmemistir

(119, 125).

Ugiincii sinif olan makrosiklik laktonlar, glutamate-aracili kloriir kanallarinda glutamat
agonistleri olarak gorev yapmaktadir (120). Bu da, kas hiicre membrani1 ve paralizin
hiperpolarisasyonunu izleyen artmis bir Klor gegirgenligine yol agmaktadir. Nematod
farenksinin bu ilaglar icin 6nemli bir hedef oldugu ve besin yetersizliginin gercek
nematosidal etkisi oldugu ileri stirilmistiir (105, 120). Makrosiklik laktonlara karsi
diren¢ mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir, ancak ruminant trichostrongylid
nematodlari ve serbest yasayan nematod Caenorhabditis elegans'a dayanilarak yapilan
bazi hipotezler mevcuttur (119, 125). Neticede, antihelmintik direng mekanizmalarinin
daha Onceden inanilandan daha karmasik oldugu ortaya ¢ikmustir. Endoparazitlerin
kemoterapétikler tarafindan basariyla kontrol edilmesi isteniyorsa, bu alanda daha fazla

bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir (25, 119).

2.10.3 Direng icin Seleksiyon

Bir ilacin maksimum (% 100) etkinliginde hig¢bir parazit hayatta kalmamakta ve direng
gelistirememektedir. Bununla  birlikte, diren¢ kazandiran genlerin  parazit
poplilasyonlarinda dogal olarak ortaya c¢iktig1 diisliniilmektedir. Kimyasal bilesikler
duyarl parazitleri ortadan kaldirirken, diren¢ kodlayan genlere sahip olanlar hayatta
kalarak ¢cogalmaktadirlar. Kisa araliklarla tedavide daha fazla ilaca maruz kalinmakta ve
bu da diren¢ icin seleksiyon oranini artirmaktadir. Zamanla, heterozigot direncli
bireylerin sikligi, homozigot direngli parazitler hakim oluncaya kadar azalmaktadir ve
bdylece ilaglar parazitlerin ¢ogunlugu tarafindan tolere edilmektedir. Dolayisiyla teoriye
gore, fenotipik bakimdan son derece direngli popiilasyonlarda % 100'e yakin homozigot

birey vardir. Diren¢ dominant bir gen ve / veya artan bir uyuma bagh ise bu siire¢
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muhtemelen daha hizli olmaktadir. Diren¢ olustukdan sonra, popiilasyon segilen ilacin

yoklugunda duyarli duruma donmemektedir (127).

Direngliligin ortaya ¢ikmasinda parazit genetigi disinda 6nem tasiyan birgok Snemli
faktor bulunmaktadir. Parazitlerdeki jenerasyon siiresinin kisa olmasi, popiilasyonda
direncli allellerin daha hizli birikmesine neden olmaktadir. Biiyiik strongiller de lireme
periyodu, cyathostomin’lerden ¢ok daha uzundur; bu da biiyiik strongyillerde direng
eksikligine neden olan bir faktor olabilir. Bir diger faktor ise, anthelmintiklere karsi
direng gelisimi lizerinde etkili oldugu bildirilen ilaglara kars1 direncin “parazit refugium’u
ile Olgiilebilecegi bildirilmektedir. Refugia antiparaziter tedavi siirecinde ilacin temas
etmedigi dolayist ile ilaglara duyarl parazit popiilasyonunun oranini tanimlamaktadir.
Meradaki serbest yasamli strongyle larvalari, tedavi gormemis hayvanlardaki parazitler
ve tedavi edilse bile kist igerisinde bulunan ve ilagla temasa gelmeyen hipobiotik larvalar
bu grup icerisinde yer almaktadir. Refugia igerisindeki parazitlerde direng gelismedigi
icin ilaglara duyarli gen alellerine sahiptir ve bunlar popiilasyon igerisindeki direngli gen
alellerinin frekansinin azaltilmasi agisindan Onemlidir. Yeterli parazit refugia’sinin
saglanmasina bagl olarak anthelmintiklere kars1 direng gelisimi engellenebilmektedir.
(128). Cyathostominlerde pyrantel tedavinin, mukozal larvalar ilizerinde higbir etkiye
sahip olmadig1 goriilmiistiir. Ote yandan, larvisidal ilaclarin, refugia populasyonunu ve
seg¢ilim baskisini azaltabildigi kaydedilmistir. Ayrica bilgisayar modelleri moksidektin
gibi uzun etkili ilaglarin ila¢ eliminasyon fazinda parazitlere karsi sub-toropatik
dozlardaki etkisi nedeni ile kisa etkili bilesiklere gore direng i¢in daha fazla strongyle

sectigini gostermistir (129).

2.10.4 Direngcliligin Saptanmasi

Antihelmintik direncin saptanmasi i¢in ¢esitli in vivo ve in vitro testler mevcuttur. Bu
testlerin tiimii hassasiyet, yorumlama, gilivenilirlik ve maliyet bakimindan bazi

dezavantajlarla iliskilendirilmistir.

Kontrollii test, antihelmintik etkinligi degerlendirmek icin en giivenilir yontemdir, ancak
yiiksek maliyetten dolay1 nadiren kullanilir. Enfekte atlar tedavi altindaki ve tedavi
edilmemis gruplar olarak rastgele ayrilir. Ilag uygulandiktan 1-2 hafta sonra hayvanlar
otenazi edilir ve nekropsi yapilir. ilacin etkinligi, tedavi edilen atlardaki parazit sayist ile

tedavi edilmemis atlardaki parazit sayisinin karsilastirilmasiyla tespit edilir (25, 119).
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Kritik bir testte bireysel enfekte hayvanlar kendi kontrolleri olarak kullanilirlar. ilag
kullanimimi takiben, nekropsi yapilana kadar diskilar giinliik olarak toplanir. Toplanan
parazitlerin sayis1 hesaplanir ve parazitlerin total sayisiyla karsilastirilir, diger bir deyisle

digkidan toplanmis parazitler + nekropside geriye kalan parazitler (25, 119).

Digskida yumurta sayist azalim testi (FECRT), at siiriilerinde antihelmintik direncin
varligin1 saptamak ve belirlemek i¢in en sik kullanilan yontemdir. FECRT antihelmintik
tedaviden o6nce ve 10-14 giin sonra hesaplanir, ve daha sonra belli direnglilik kriterlerine
gore degerlendirilir. “The World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP)” tektirnaklilarin nematodlarinda antihelmintik ~ direncin
saptanmasi i¢in Oneriler yaymnlamistir (130). Bildirilen c¢aligmalara istinaden bu
yontemler benimsenmemistir; ancak direncin durumunu, hesaplamanin ve yorumlamanin
say1s1z yolu Onerilmistir. FECRT uygulanmasi kolaydir, fakat pozitif yumurta sayisina
sahip bircok hayvan gerekir, bunun da elde edilmesi zor olabilir. Ayrica duyarlilig
distiktiir; FECRT analizinden 6nce, bir populasyondaki nematodlardan en az % 25'i
direngli olmahdir (131).

Antihelmintik direng in vitro yontemlerle de saptanabilir, bunlardan yumurta agilim testi
(EHA) en yaygmn kullanilanidir. EHA benzimidazol direncliligin belirlenmesi i¢in
gelistirilmistir, ¢linkli bu antihelmintik sinifi, strongyle yumurta embriyonasyonunu ve
kulugka islemini 6nler. Yumurtalar, artan seri antihelmintik konsantrasyonlarda inkiibe
edilir ve her bir konsantrasyondaki kulugka yiizdesini hesaplayarak bir doz-yanit egrisi
ve bir EC50 degeri (yumurtalarin% 50'sini 6ldiirmek i¢in gerekli konsantrasyon) elde
edilebilir. Bu metodun uygulanabilmesi i¢in yumurtalarin gelismemis olmasi gerekir. Bu
durumda ilgili teknigin rutin teshislerde kullanimini sinirlar. FECRT de oldugu gibi,
EHA sadece % 25'in lizerindeki direng seviyelerini tespit eder (131).

Larval gelisim testi (LDA), arastirilan ilacin gelisim gosteren larva iizerine etkinligini
Olcen diger bir tekniktir. Yumurtalar, ii¢ ilacin her bir sinifindan farkli antihelmintik
konsantrasyonlarini igeren mikropleytte yedi giin boyunca inkiibe edilir. Her bir
antihelmintik i¢in, L3 iin gelisim yiizdesi her konsantrasyon i¢in hesaplanir ve daha sonra
doz-yanit ve LC50 degeri (larvalarin % 50'sinde L3'{in gelismesinin inhibe edildigi
konsantrasyon) belirlenir. LDA’nin avantaji, farkli etkiye sahip antihelmintiklerin

eszamanli test edilebilir olmasidir. Bu test, koyun stirtilerinde yiiriitiilen ¢aligmalarda da
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basarili bir sekilde kullanilmistir. Fakat tektirnaklilarin strongylleri i¢in LDA’nin,
yorumlama, giivenilirlik ve tekrarlanabilirlik problemleriyle iliskilendirildigi

gériilmektedir (119, 132).

Genetik testler, bir nematod populasyonunda direngli allellerin varligini tespit eder. Bu
testlerin dizayni, antihelmintik direncin molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalari
hakkinda bilgi gerektirir, fakat bu zamana kadar ¢ok 1yi anlasilamamustir. Larval paraliz
testi, motilite testleri, migrasyon testleri ve biyokimyasal testler gibi diger testler de

vardir. Ancak bunlar at nematodlarinda ¢ok sik kullanilmamaktadir (25, 119, 132).

2.10.5 At Strongylidlerinde Direnclilik Durumu

Cyathostomin populasyonunda, FECRT ile saptanan benzimidazol direnci tiim diinyada
yaygin olup, bu ilaglarin kullanildig1 tiim alanlarda bulunmasi muhtemeldir. En sik
goriilen cyathostomin tilirlerinden 10’un iizerinde tiirlin direngli popiilasyonlar
olusturdugu gosterilmis (25, 133), cyathostomin tiirlerinin biiyiik bir gogunlugunun, artan
seleksiyon basincinin uygulandigi durumlarda biriken direngli genotipler icerdigi 6ne

stirilmistiir (119).

Pyrantel bilesikleri, 1970’lerden beri at strongyllerine kars1 yaygin olarak kullanilmistir.
Yine de, ABD’de 1996’ya kadar, pyrantele kars1 direng bildirilmemistir (134). Norveg,
Danimarka ve ABD’nin giineyindeki arastirmalar da benzer sonuglari géstermistir (135-
137). Direngliligin, pirantele kars1 yavas gelismesi kismen, tedaviyi takiben bagirsaklarda
kalan nematodlarin duyarli genotiplerinin oraniyla (0-10%), dolayisiyla da direncli

genotiplerin seyreltilmesi ile iligkili olabilir (25).

Benzimidazol ve pyrantel direngliliginin oldugu at isletmelerinde etkili olan tek
antihelmintik sinifi, makrosiklik laktonlar olarak tanimlanmistir. Uzun yillardir asiri
kullanimina ragmen, 2000’11 yillarin baslarina kadar at strongyllerinde ivermektine karsi
direnglilik bildirilmemistir. Ancak son yillarda FECRT veya yumurta tekrar goriilim
periyodu kisalmasi (ERP) gibi direnglilik analizlerinde (138-141) ivermectin direngli
olgular izole edilmis ve bu durum da strongyle nematodlarin ivermektin grubuna

direncliligi iizerine ilk indikatorler olmustur.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 SAHA CALISMALARI

3.1.1 Arastirma Sahasi ve Diski Orneklerinin Toplanmasi

Caligsmada, 2016 yilinin Mart-Haziran aylar1 arasinda Nevsehir’in farkli bolgelerindeki
ciftliklerde (Sekil 3.1) bulunan toplam 150 arap at1 arastirma grubunu olusturmus ve diski
orneklemesi yapilmistir. incelenen atlarmn yas ve cinsiyete gore dagilimlari Tablo 3.1°de

verilmigtir.
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Tablo 3.1 Nevsehir yoresinde drneklenen atlarin yag gruplari, cinsiyet ve irklarina gore dagilimlari

At sayis1
Arastirma -
Yiresi Yas Gruplar Cinsiyet Irk Toplam
<10 yas 11-15 yas >16 yas Erkek | Disi | Arap
Nevsehir 41 76 33 10 140 150 150

Hayvanlarin rektumundan teknigine uygun sekilde almman digki 6rnekleri, steril diski
kaplarina aktarilarak, protokol kayitlar1 yapilmig ve soguk zincirde laboratuvara

intikalleri saglanmstir.

3.2 LABORATUVAR CALISMALARI
3.2.1 Konvansiyonel Diski Muayenesi

Laboratuvara getirilen o6rnekler strongyle yumurtalarinin varligi yoniinden Duszynski ve
Wilber (142) tarafindan bildirilen teknigin modifiye edilerek kullanilmasiyla analize tabii
tutulmustur. Digki 6rneklerinden 3 gr tartilmis doymus sekerli su (Sheather's sugar
solution) (spesifik gravite: 1,27) ile homojen hale getirilerek steril gazli bezler yardimiyla
15 ml santrifiyj tiiplerine stiziilmistiir. Tipler lizerine lamel kapatilarak 1500 rpm’de 10
dk santrifiij edilmis sonrasinda oda 1sisinda 5 dk beklenerek lameller lam tizerine alinip
151k mikroskobunda yumurtalar ydniinden incelenmistir. Inceleme esnasinda tiipler
lizerine tekrar lamel kapatilarak 5-10 dk beklenmis ve akabinde ikinci lamel de

incelemeye tabii tutulmustur.

3.2.2 Gram Diskidaki Yumurta Sayisimin (EPG) Belirlenmesi

Strongyle yumurtalari yoniinden pozitif bulunan digki orneklerinde gram diskidaki
yumurta sayisinin (EPG) belirlenmesinde ilgili protokol modifiye edilerek uygulanmistir
(143). Buna gore;

e 3 gr diski 6rnegi tartilarak igerisinde 42 ml ¢esme suyu konulan steril diski kabina
alinmistir.

e Bir bagetle karisim homojen olana dek karistirllmis ve 30 dk oda 1sisinda
bekletilmistir (karigim bu siire igerisinde 10 dk da bir tekrar karistirilmistir).

e Siire sonunda karigim tekrar bagetle karistirip bekletmeden diger temiz bir diski

kabina steril sargit bezi kullanilarak siiziilmiistiir.
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Sonrasinda beklemeden bu kaptaki siispansiyondan 15 ml steril santrifiij tiipiiniin 10
ml ¢izgisine kadar doldurulmus ve tiiplin agz1 kapatilmistir (15 ml 1 gr digki ise 10
ml 2/3gr hesabu ile).

Sonra tlipler 1500 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda sediment oynatilmadan 10 ml disposible pipetle siipernatant
uzaklagtirilmastir.

Sedimet iizerine 4 ml ¢izgisine kadar flotasyon soliisyonu ilave edilip 1000 pl pipet
ile homojen hale getirilmis ve hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilmistir (4ml
sollisyonda 2/3gr disk).

Hig bekletmeden ayni pipet ucu ile McMaster laminin 2 kamerasi doldurulmustur.

5 dk inkubasyon siiresinden sonra McMaster lami mikroskop altinda 10X objektif
kullanilarak incelenmis ve strongyle yumurta sayimi yapilmustir.

Her iki kameradaki ¢izgili diktortgen alanlar i¢indeki yumurtalar ayr1 ayr1 sayilmis
ve toplami alinmistir. Cizgili alan disindaki yumurtalar dikkate alinmamais, ¢izgi
izerine gelmis yumurtalarin 1/2’si alan i¢inde ise sayima dahil edilmistir.

EPG degerini hesaplanmasinda McMaster kamerasinin iist ve alt camlar1 arasidaki
mesafe (0,15 cm) ve her iki sayim alan1 (1x1cm) dikkate alinarak iki sayim alaninin
altindaki fekal siispansiyon voliimii belirlenmistir (2x0,15 ml=0,3 ml).

Yukarida da belirtildigi lizere 4 ml fekal siispansiyon 2/3 gr diski ornegini temsil
etmektedir. Boylece sayim yapilan 0,3 ml siispansiyon dogru oranti ile 1/20 gr diskiy1
nitelemektedir.

Sonucta iki kameradaki toplam yumurta sayist 20 ile c¢arpilip EPG degeri

bulunmustur.

3.3 MOLEKULER ANALIZLER

3.3.1 Strongyle Pozitif Orneklerde Yumurta Siispansiyonlarindan Genomik DNA

Izolasyonu

Strongyle yumurtalari ile pozitif belirlenen atlara ait diski 6rneklerinden genomik DNA

izolasyonu i¢in Yildirim ve ark. (144) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek

kullanilmistir. Takip edilen basamaklar;

Disgki orneginden karistirildiktan sonra 4 gr tartilarak igerisinde 42 ml distile su olan

steril digki kabina aktarilmistir.
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Steril baget ile homojen olana dek karistirildiktan sonra steril gazli bez ile steril cam
huni yardimiyla 50 ml falkon tiipe stiziilerek tizerine 50 ml olacak sekilde steril distile
su eklenmistir.

Stispansiyon 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda 2 ml sediment
birakilarak siipernatant dikkatlice atilmistir.

2 ml ¢okiintii tizerine tekrar 50 ml olacak sekilde steril distile su eklenerek 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda 2 ml birakilarak stipernatant dikkatlice atilmis ve bu sediment 15
ml santrifiij tiptine aktarilmistir.

Uzerine 15 ml tamamlayacak sekilde doymus sekerli su eklenerek kapag: kapatilip
1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda tipler tizerinde sekerli su ile bombe olusturulup tzerine
tasirmayacak sekilde lamel kapatilmis ve tupler 10 dk oda sisinda bekletilip siire
sonunda lamel alinarak steril distile su ile her defasinda 100 ul olacak sekilde 2 ml
mikrosantrifiyj tiiplerine yikanmistir.

Tupler tizerine tekrar lamel kapatilarak ayni islem ikinci kez tekrarlanmstir.
Mikrosantrifiij tiipler steril deiyonize su ile 2 ml’ye tamamlanarak ultra santrifiijde
15.300 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek yumurtalarin ¢okmesi saglanmustir.

Santrifiij islemi sonrasinda dikkatlice siipernatant uzaklastirilarak ependorf tiip
igerisinde 120 pl hacimde yumurta siispansiyonu birakilmistir.

Genomik DNA izolasyonuna gecmeden Once her bir Ornege ait yumurta
stispansiyonu spin-vortekslenerek homojenize hale getirildikten sonra 10’ar ul iki
kez drnek alinarak lam lamel arasinda 151k mikroskobunda yumurta varlig1 yoniinden
konfirme edilmis ve yumurta sayim1 yapilmistir.

Sonraki basamakta, elde edilen yumurta siispansiyonlar1 0,5 mm cam boncuklarla 5
dk homojenizatdrde (Tissue Lyser LT; Qiagen) mekanik pargalanmaya tabii
tutulmustur.

Sonrasinda tiipler birer dakika olmak iizere 8 siklus s1v1 azot ve kaynar suda tutularak
yumurtalarin tamamen pargalanmasi saglanmistir.

Daha sonra stispansiyon genomik DNA ekstraksiyon kitleri (GeneJET Genomic
DNA Purification Kit, Thermo Scientific; QlAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen) ile

DNA ekstraksiyonuna basamaklar modifiye edilerek alinmistir.
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¢ Final basamakta eliisyon 30 ul’ye ayarlanmistir.

e Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler Qubit® Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve
total genomik DNA miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir.

e Orneklere ait genomik DNA’lar kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.2 Ribosomal RNA Internal Transcribed Spacer (ITS)-1, 5.8S, ITS-2 Gen

Bolgesinin Amplifikasyonu

Strongyle yumurta siispansiyonlarindan elde edilen DNA ekstraktlar1 ribozomal ITS-1,
5.8S, ITS-2 bolgelerini tiim olarak ayrica 28S rRNA gen bdlgesinden 50 niikleotide igine
alan gen  fragmentini  amplifiye eden NC5 (5-GTAGGTGAACCTG
CGGAAGGATCATT-3") ve NC2 (5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") primerleri ile
PCR’da amplifikasyona tabii tutulmustur (145). PCR reaksiyonu 25ul final
konsantrasyonda hazir kullanomlik Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific), 0.4 uM her bir primer ve 10-20 ng kalip DNA olacak sekilde
hazirlanmistir. Laminar kabin igerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon
karisimi 0,5 ml'lik DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmustur. Tiipler
C1000 Touch thermalcycler cihazina (BioRad) yerlestirilerek, termal profil 94°C’de 5 dk;
30 siklus 94°C’de 1 dk, 52°C’de 40 sn, ve 72°C’de 90 sn; 72°C’de 15 dk olarak
ayarlanmis ve amplifikasyon gerceklestirilmistir. PCR analizlerinin gegerliliginin ve
herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde
pozitif kontrol Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda
mevcut standardize edilmis referans orneklere (Haemonchus contortus ve Ostertagia
ostertagi) ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su
kullanilmistir. PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlarin goériintiilenmesi
amaciyla yatay elektroforez tanki (BioRad) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak
sekilde; 980 ml deiyonize su lizerine 20 ml 1 XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek
elde edilen soliisyon, hem jel hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin igerisinin
doldurulmasinda kullanilmistir.  Uriinlerin griintiilenmesinde %21,5'lik agaroz jel
hazirlanmistir. Elde edilen PCR iirlinlerinin her birinden 10 pl alinip 90 V'da 50 dk, jel
elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuglar Gene Snap from Syngene analiz programi (UVP

INC Uplant, CA) ile goriintiilenip analiz edilmistir.
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3.3.3 Real Time PCR Analizleri

Strongylid yumurtalar1 yoniinden mikroskobik olarak pozitif belirlenen ve ribozomal
ITS-1, 5.8S, ITS-2 bolgelesi yoniinden PCR’da amplifikasyon gosteren orneklere ait
genomik DNA izolatlarinda Strongylus vulgaris identifikasyonu i¢in bu 6rnekler iki ayri

Real Time PCR metodolojisi ile analiz edilmistir.

Ilk metodolojide Nielsen ve ark. (13, 14) tarafindan bildirilen protokol takip edilmis ve
genomik DNA ekstraktlart S. vulgaris’in ribozomal ITS-2 gen bélgesini hedef alan
spesifik primerler (SvulF- 5’-GTATACATTAAATAGTGTCCCCCATTCTAG-3’;
SvulR- 5’-GCAAA TATCATTAGATTTGATTCTTCCG-3’) ve TagMan prob (SvulP-
5’-FAM-TGGATTTATTCTCACT ACTTAATTGTTTCGCGAC-BHQ-3") kullanilarak
Real Time PCR’de analiz edilmistir.

Real Time PCR analizleri CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BioRad,
ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR master mix (SsoAdvanced™ Universal Probes
Supermix, BioRad, ABD) iireticinin agiklamalarina gore toplam 20 ul hacimde asagidaki

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

2X Master Mix 10 wl
Forward primer (20 uM) 0,5 ul
Reverse primer (20 uM) 0,5 ul
Prob (20 uM) 1,0 ul
Genomik DNA (20-30 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 7 ul

PCR gecerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit edilmesi
amaciyla; sentetik olarak sentezlenen referans genomik DNA’lar (Sentegen) pozitif
kontrol, sterilize edilmis deiyonize su ise negatif kontrol olarak tiim reaksiyonlarda
kullanilmistir. Reaksiyonlar i¢in termal profil polimeraz aktivasyonu ve 6n DNA
denatiirasyonu i¢in 98°C’de 3 dk bir siklus, denatiirasyon i¢in 98°C’de 15 sn, baglanma

icin 55°C’de 30 sn 40 siklus olarak ayarlanmistir. Real Time PCR analizi sonunda
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orneklerdeki pozitiflikler ve kantitatif degerler, CFX Manager (BioRad, ABD)
yaziliminda analiz edilmis ve amplifikasyon egrileri ve Cq (Esik deger siklusu) verilerine

gore degerlendirilmistir.

Ikinci metodolojide S. vulgaris’in kantitatif identifikasyonu icin ribozomal ITS-2
bolgesini hedef alan primerler (Tablo 3.2) dizayn edilerek sybergreen tabanli Real Time
PCR analizleri gerceklestirilmistir. Oncelikle GenBank veri tabaninda mevcut S. vulgaris
nesillerine ait referans ITS-2 sckanslart Geneious R10 (Kearse vd., 2012) yazilimi
tizerinden MAFTT (Katoh vd., 2002) plugin kullanilarak hizalama analizlerine tabii
tutulup primerler i¢in uygun baglanma bolgeleri belirlenmistir (Sekil 3.2). Ayrica dizayn
edilen primerlerin spesifite konfirmasyonlar1 primer blast veri tabaninda
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) yapilmistir. ikincil yapilar ve primer
dimer formasyonlari da OligoAnalyzer3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/
oligoanalyzer/) ve Geneious R10 (146) yazilimi iizerinden kontrol edilmistir. Dizayn
edilen primerlerin in silico analizlerinde ITS-2 geninin 133 bp bdlgesini amplifiye ettigi
ve tiire 0zgili olarak Tm (erime sicakligl) farkliliklarina yol acabilecek ¢esitli niikleotid
farkliliklarini igerdigi belirlenmistir (Sekil 3.2).

Tablo 3.2 S. vulgaris ITS-2 gen bolgesinden dizayn edilen Sybergreen real time PCR i¢in primer sekanslari
ve Ozellikleri

) o Amplikon
Primer Dizilimi (5'---3") T™ (°C)
bityiikliigii
SvulSyberF ATTGTCGGTCGAATGGTGTAT 50,5
133 bp
SvulSyberR GTCGCGAAACAATTAAGTAGTGAG 54,0




. . ;,. . @ . . . . oe C e .
v KPE33439 (Strongyus wiga. ATTGTCGGTCGAATGGTGTATY | ] CTCACTACTTAATTGTTTCGLGAC
s KT250621 (Strongyies i GTAT) LTCACTACTTAATTGTTTCGCGA]

D KT250620 (Strangys wigs...

T KT250618 (Strongyuswigs..

1 KT250619 Srongyhes wiga..

D KT250609 (Strangyis wigs...

T KT250610 (Stongyuswigs..

1 KT250615 Srangyhes wiga..

5 KT250614 (Stonguswigs..

1 KT250613 (Strongyuswigs..

1 KT250611 (Srangyhes wiga.

1 KT250612 (Stong/uswigs..

1 KT250617 (Strongyuswigs..

> KT250616 (Srangyhes wiga.

I

GTAT CTCACTACTTAATTGITTCGCGAC

GTAT, LTCACTACTTAATTGTTTCGLGAQ

I

GTAT CTCACTACTTAATTGTTTCGCGAT

I

GTAT, LTCACTACTTAATTGTTTCGCGAC

l

GTAT, CTCACTACTTAATTGTTTCGCGAQ

I

TATH LCTCACTACTTAATTGTTTCGCGAT

TAT CTCACTACTTAATTGTTTCGCGAC

TAT, CTCACTACTTAATTGTTTCGLGAQ

TATH LTCACTACTTAATTGTTTCGCGAC
AT CTCACTACTTAATTGTTTCGLGAQ
GTAT G CTCACTACTTAATTGTTTCGLGAC

GTAT} G LTCACTACTTAATTGTTTCGCGAC

15 X853 Soulgers DA 2. E T G E

Name: SvulSyberF
Type: Primer Bind (primer_bind) (Modified by alparslanyildirim)
Length: 21

Interval: 580 -> 600 (30 -> 50)

Sequence: ATTGTCGGTCCAATGGTGTAT

Hairpin Tm: None

Tm: 57.5

Self Dimer Tm: None

%GC: 42.9

Pair Dimer Tm: 1.0

Product Size: 133

Name: SvulSyberR
Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Modified by alparslanyildirim)
Length: 24

Interval: 718 -> 695 (162 -> 139)

Sequence: GTCGCGAAACAATTAAGTAGTGAG

Hairpin Tm: None

Tm: 58.5

Self Dimer Tm: 12.1

%GC:41.7

Pair Dimer Tm: 1.0

Product Size: 133

Sekil 3.2 S. vulgaris ITS-2 gen bolgesinden dizayn edilen sybergreen real time PCR igin primer ¢ifti,

baglanma spesifiteleri ve dzellikleri

Real Time PCR analizleri CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BioRad,

ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR master mix (SsoAdvanced™ Universal

SYBR® Green Supermix, BioRad, ABD) iireticinin agiklamalarma gore toplam 20 pl

hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

2X Master Mix

Forward primer (20 uM)
Reverse primer (20 uM)
Genomik DNA (20-30 ngr)

PCR Grade Deiyonize su

10 pl
0,5 ul
0,5 ul
1,0 pl

8 ul

Reaksiyonlar i¢in termal profil polimeraz aktivasyonu ve 6n DNA denatiirasyonu igin

98°C’de 3dk bir siklus, denatiirasyon i¢in 98°C’de 15sn, baglanma i¢in 55°C’de 20 sn 40
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siklus olarak ayarlanmisg, akabinde erime egrisi (melt curve) analizleri i¢in termal profil
65-95°C arasi1 her 2sn’de 0,5°C artis olacak sekilde programlanmistir. Erime egrileri CFX
Manager (BioRad, ABD) yaziliminda analiz edilmis ve Tm (melt temperature) degerleri

elde edilen egrilerin pik noktasina gore belirlenmistir.

Real time PCR tekniginin optimizasyonu ve standart egrinin olusturulmasi i¢in arastirma
yoresinde atlarda sekans analizleri ile karakterize edilmis S. vulgaris ITS-2 gen bolgesini
ihtiva eden plazmid DNA, asir1 sarmallagmis (supercoiled) plazmid DNA’nin olumsuz
etkisinden kaginmak i¢in Eco88I (Aval) (Thermo Scientific, ABD) restriksiiyon enzimi
ile linearize hale getirilmistir. Linearize plazmid agaroz jelden piirifiye edildikten sonra
Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies, ABD) cihazinda png/ml diizeyinde
konsantrasyonu ve saflig1 Olciilerek kaydedilmistir. Daha sonra molar konsantrasyon
diizeyinde linearize edilmis plazmitin mikrolitresindeki DNA kopya sayis1 belirlenmis ve
1 pl template icin 107-10' hedef kopya olacak sekilde 10 tabaninda diliisyonlar:
hazirlanmistir. Diliisyonlar yukaridaki protokole gore iki tekrarli ¢alisilmis ve Ct
degerlerine gore standart egriler olusturulmustur. Testin etkinligi (E) standart egri
slopuna goére (E = (10-1/slope)) CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System
(BioRad, ABD) cihazinda ilgili yazilim ile hesaplanmis ve yiizde olarak ifade edilmistir.
Ilgili teknigin spesifite analizlerinde calismada baska tiirlere ait belirlenen linearize
plazmid DNA’larin yanisira Anabilim Dalinda mevcut H. contortus ve O. ostertagi

genomik DNA izolatlari ile Real Time PCR analizleri gerceklestirilmistir.

3.3.4 Klonlanma ve Plazmid Piirifikasyonu

Strongylid yumurtalar ile pozitif belirlenen ve ribozomal 1TS-1, 5.8S, ITS-2 gen
bolgelesi yoniinden PCR’da amplifikasyon gosteren orneklere ait yumurta
siispansiyonlarindan elde edilen genomik DNAIlarda S. vulgaris DNA’larinin varlig: real
time PCR teknigi ile aragtirnlmistir. Belirlenen Ct (dR) verilerine gore sekans analizleri
icin S. vulgaris DNA’s1 igeren uygun izolatlar ayrilmistir. Bu izolatlarin PCR trinleri
agaroz jel tzerinden High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak
purifiye edilmistir. Bu piirifiye amplikonlar rekombinant plazmid eldesi igin klonlama

basamaklarina alinmustir.
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Ligasyon basamagu: Jel piirifiye 6rneklerin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama reaksiyonu kullanicinin onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanmis ve yapilmaistir:

2X Reaction Buffer 15 ul
PCR product (10 ng/ w 1) 115 ul
DNA Blunting enzyme 15 ul
Toplam 18 ul

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

inkiibe edilerek hemen buz iistiine alinmastir.

Karigim tizerine daha sonra 1 x| pJET1.2/blunt CloningVector (50 ng/ 1) ve 11 T4
DNA Ligaz eklenerek son hacmi 20 u 1’ye tamamlanmustir. Karisim 5 dk oda sicakliginda

bekletildikten sonra 5 pl’si transformasyon i¢in kullanilmistir.

Transformasyon Basamagi: 5 nL’lik ligasyon {irinii buz iizerinde tutulan E. coli TOP
10 hiicrelerine eklendi ve buz tizerinde 30 dk inkiibe edilmistir. Karisim, 6nce 42°C’de 1
dk daha sonra buz iizerinde 2 dk bekletildikten sonra iizerine 250 pL SOC Medium
eklenmistir. 37°C’de ¢alkalayici tizerinde 1,5 saat inkiibe edilen transformasyon karigimi

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

LB kat1 besiyerinde tireyen her bir koloni steril pipet uglari ile alinarak yeniden LB kati
besiyeri bulunan ve isaretlenerek doérde boliinmiis pleytlerin her bir isaretli blmesine bir
koloni olacak sekilde ekilmis ve 37°C’de 1 gece daha inkiibasyona birakilarak ilgili

kolonilerin ¢cogaltilmast saglanmuitir.

Koloni Screening Real Time PCR: LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden rekombinant
S. vulgaris plazmitini i¢erenlerin belirlenmesi igin isaretli blmelerden alinan koloniler
sybergreen real time PCR’da S. vulgaris identifikasyonu igin analiz edilmistir.
Sybergreen real Time PCR analizleri yukarida aciklanan sekilde uygulanmis genomik
DNA yerine steril pipet ucu ile alinan koloni 6rnekleri kalip olarak kullanilmustir.

Analizler sonucu farkli 6rneklere ait S. vulgaris DNA’s1 i¢erdigi belirlenen 10 koloni ve
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S.vulgaris DNA’s1 olmadigi belirlenen diger bir 10 koloni segilerek rekombinant plazmid

izolasyonuna gidilmistir.

Plazmid DNA: ilgili kolonilerden rekombinant plazmid DNA elde etmek i¢in LB kat1
besiyerinden steril 6zeler ile alinan koloniler ampisilinli 5 m1’lik LB siv1 besi yerlerine
ekimi yapilarak 37°C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen
s1v1 besi yerlerinden alinan 6rnekler 2 mL’lik ependorflar icerisine alinarak 6000g’de 15
dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 Gistteki s1v1 kisim dokiiliip hiicresel pelet GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) ile plazmid piirifikasyonuna alinmis, ayni
orneklere ait diger bir kisim hiicresel pelletler ihtiyac halinde kullanilmak tizere -20°°de
muhafaza altina alinmistir. Elde edilen plazmidler insertlerin varligi yoniinden vektor
spesifik pJET1.2 forward ve pJET1.2 reverse primerleri ile prosediriine uygun olarak
PCR’da analize tabi tutulmustur. Plazmid DNA’lar sekans analizlerine kadar -20°’de

saklanmistir.

3.3.5 Sekans ve Filogenetik Analizler

Hedef ribozomal 1TS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesini ihtiva eden rekombinant plazmid
DNA’lar vektor spesifik pJET1.2 forward ve reverse primerleri ile ¢ift yonlii olarak
sekanslanmistir. Cift yonli DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious R10 (146) yazilimi ile forward ve reverse
dizilimlerin ikili hizalamalar1 yapilarak, vektor niikleotid dizisi igerisinde, insert olmus
hedef gen bolgesi belirlenerek izolatlara ait final dizilimler elde edilmistir. Filogenetik
analizler amaci ile elde edilen ribozomal DNA sekanslarinda ITS-2 gen bolgesi sekanslari
kullanilmistir. 1TS-2 sekanslarinin Geneious R10 yazilimi (146) iizerinden BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmas1 kullanilarak mevcut homolog veya
yakin izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslartyla coklu hizalamalar1 yapilarak molekiiler
karakterizasyonlar1 saglanmis ve akabinde GenBank kayitlar1 saglanmistir. Calismada
karakterize edilen izolatlarda DNA polimorfizmi ve haplotip yapisinin belirlenmesinde
DnaSP 5.10.01 (147) yazilimi kullanilmistir. Intra ve inter-spesifik genetic farkliliklar
Kimura two-parameter (K2P) uzaklik modeli (148, 149) kullanilarak MEGA 7
yaziliminda (150) gerceklestirilmistir. S. vulgaris ve diger belirlenen strongyle tiirlerin
filogenetik yapilanmalarin belirlenmesinde Bayesian inference (BI) ve Maximum
Likelihood (ML) analizleri uygulanmistir. BI ve ML analizlerinde sekans evrimi i¢in en

uygun substitution modelin belirlenmesinde jModelTest v.0.1.1 (151) kullanilmis ve en
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diisiik AIC (Akaike Information, Criterion, correction) degerine sahip belirlenen modeller
filogenetik agaclarin olusturulmasinda kullanilmistir. BA ve ML analizleri Geneious R10
(146) yazilim1 lizerinden sirasiyla MrBayes (152) ve PhyML (153) pluginler kullanilarak
gerceklestirilmistir. BA analizlerinde, Markov Chain Monte Carlo taramalar1 1.100,000
jenerasyon i¢in 4 zincirle ve aga¢ 6rneklemesi her 200 jenerasyonda bir (ilk 100,000 agac)
“burn in” olarak ¢ikarilmistir. ML analizleriyle olusturulan agacglarin giivenilirliginin

tespit edilmesinde 1000 tekrarlt Bootstrap testi kullanilmistir.

3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistik analizler IBM SPSS Statistics 20 yaziliminda gergeklestirilmistir. Incelenen
atlarda strongyle prevalansi ve S. vulgaris molekiiler prevalansi ile yas ve cinsiyet
faktorlerinin iligkisi, Pearson‘s Chi Square ve Fisher‘s Exact testleriyle arastirilmustir.
Strongylid yumurtalar1 yoniinden pozitif 6rneklerde EPG degerleri ile atlarin yas ve

cinsiyet faktorlerinin iliskisi ANOVA ve Independent Samples T testiyle arastirilmustir.



4. BULGULAR

4.1 KONVANSIYONEL DISKI MUAYENESI SONUCLARI

Konvansiyonel diski muayenesi sonucunda, incelemesi yapilan toplam 150 atin 98’1
(%65,3) sytrongylid yumurtalar1 (Sekil 4.1) yoniinden pozitif bulunmustur. Strongylid
yumurtalari ile pozitif belirlenen atlarin yas ve cinsiyete gore dagilimlari Tablo 4.1°de

verilmigtir.

4 .
',«_' v ¥
——————— N : Vee—
200 pm p 2\ . y } 200 pm |

Sekil 4.1 Diski 6rneklerinde belirlenen strongylid yumurtalari



Tablo 4.1 Strongylid yumurtalar1 ile pozitif belirlenen atlarin yas ve cinsiyete gore dagilimlari
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Faktor
Cinsiyet
_ Toplam
Yas Erkek Disi
H PH % IH PH % IH PH %
<10 yas 4 4 100,0 37 27 730 | 41 31 75,6
11-15 yas 5 2 40,0 71 41 57,7 | 76 43 56,6
>16 yas 1 0 0,0 32 24 750 | 33 24 72,7
Toplam 10 6 60,0 140 92 65,7 | 150 98 65,3

IH: Incelenen hayvan sayist

PH: Pozitif hayvan sayisi

Tablo 4.1°de goriilecegi lizere yas gruplarina gore strongylid yumurtalari ile pozitiflik en

yiiksek %75,6 ile <10 yas grubunda belirlenmis bunu sirasiyla %72,7 ve %56,6 ile >16

yas ve 11-15 yas gruplari izlemistir. Atlarin yas gruplarina gore strongylid pozitifliginin

dagilimi ayrica Sekil 4.2°de verilmistir. Yas gruplarina gore strongylid yumurta

pozitifliginin dagiliminda istatistiksel agidan (Tablo 4.2) O6nemli bir farklilik

bulunmamustir (p>0,05).

Strongyleumurta@ozitifligid %)

<10@as

11-15as
Yas@Gruplari

>16[as

Sekil 4.2 Atlarin yag gruplarina gére strongylid yumurta pozitifliginin dagilimi
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Tablo 4.2 Yas gruplarina gore strongylid yumurta pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics

v20)
Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 5,280 2 ,071"
Likelihood Oram 5,342 2 ,069
Linear-Linear fliski 0,187 1 665
Gegerli olgu sayis1 150

“p>0,05
Atlarin cinsiyetine gore erkeklerde %60,0 disilerde ise %65,7 oraninda strongylid
yumurta pozitifligi belirlenmistir. Atlarin cinsiyetine gore strongylid yumurta
pozitifliginin dagilimi ayrica Sekil 4.3’de verilmistir. Cinsiyete gore strongylid yumurta
pozitifliginin dagiliminda istatistiksel acidan (Tablo 4.3) o6nemli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05).

Strongyleumurta@ozitifligid %)

67
66
65
64
63
62
61
60
59
58
57

%

Erkek Disi
Cinsiyet

Sekil 4.3 Atlarin cinsiyetine gore strongylid yumurta pozitifliginin dagilimi

Tablo 4.3 Atlarin cinsiyetine gore strongylid yumurta pozitifliginin istatistiksel analizi (IBM SPSS
Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
(2-yonlii) (2-yonlii) (2-yonlii)
Pearson Chi-Square ,01352 1 714
Continuity Correction® ,001 1 ,982
Likelihood Oran1 ,132 1 , 716
Fisher's Exact Test ,739" 478
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Linear-Linear Iliski 134 1 715
Gegerli olgu sayisi 150
“p>0,05

Ayrica aragtirmada konvansiyonel diski muayenesi sonuglarina gore incelemesi yapilan
atlarin 19’unda Parascaris equorum yumurtalar1 (Sekil 4.4) belirlenmis ve ilgili
nematodun prevalans1 %12,7 olarak tespit edilmistir. P. equorum pozitif belirlenen 19
atin 13’iiniin strongyle enfeksiyonlariyla miks seyrettigi belirlenmistir. incelenen atlarda

diski muayenesinde bagka paraziter formlara rastlanmamustir.
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° * 7 ks
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Sekil 4.4 Diski 6rneklerinde belirlenen P. equorum yumurtalari

4.2 GRAM DISKIDAKI YUMURTA SAYISI (EPG) VE ISTATISTIKSEL
ANALIZI

McMaster sayim kamerasinda belirlenip yumurta sayim (Sekil 4.5) yapilan 98 strongyle
pozitif atta ortalama EPG degeri 551,9+119,9 belirlenmistir. EPG degerlerinin atlarin yas
gruplarina gore dagilimlar1 Tablo 4.4’de verilmistir. Tablo 4.4’de goriilecegi ilizere
ortalama EPG degeri en yiiksek <10 yas grubunda belirlenmis bunu 11-15 yas ve >16
yas gruplar izlemistir (Sekil 4.6). Yas gruplar1 arasindaki istatistiksel farklilik 6nemsiz
(p>0,05) belirlenmistir (Tablo 4.5).



Tablo 4.4 Strongylid yumurtalar1 ile pozitif belirlenen atlarda EPG degerlerinin yas gruplarina gore

Sekil 4.5 McMaster sayim kamerasinda belirlenen strongylid yumurtalar

X200mbiylitme
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dagilimi
Bootstrap?
Yas Grubu Istatistik Std. 95% Giiven aralif1
Hata Alt Ust

N 31 5 23 40

Ortalama 750,8 249,1 323,2 1306,6

Std. Sapma 1264,9 399,4 325,8 1807,4
<10yas 7§19 Hata 258,2

Minimum 20

Maksimum 4700

N 43 5 34 53

Ortalama 663,9 291,9 170,5 1290,0

Std. Sapma 1707,8 577,1 308,6 2468,0
1-15yas =54 Hata 306,7

Minimum 20

Maksimum 6880

N 24 4 15 33

Ortalama 360,2 74,4 232,0 523,2

Std. Sapma 474,7 98,7 256,0 639,7
=16yas "5t Hata 72,4

Minimum 20

Maksimum 2020

N 98 0 98 98

Ortalama 551,9 116,1 342,2 786,7

Std. Sapma 1187,1 264,3 601,1 1612,3
Toplam 54 Hata 1178

Minimum 20

Maksimum 6880

2 Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir
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1.500,00

1.000,00

Ortalama EPG

500,00

0,00

T
11-15yas

T
=16 yas

Yas

Hata Barlan: 95% ClI

T
<10 yas

Sekil 4.6 EPG degerlerinin atlarin yas gruplarina gore dagilim grafigi

Tablo 4.5 Atlarda EPG degerlerinin yas gruplarina gore dagiliminin istatistiksel analizi

(D Yas (J) Yas Ortalama Std. Sig. 95% Giiven aralig1

farklilik (I-J) Hata Alt Ust sinir
sinir
<10 yas 11-15 yas 303,63 315,17 | ,715 -488,58 1095,85
>16 yas -86,96 400,95 | ,995 -1075,5 901,66
<10 yas -303,63 315,17 | ,715 -1095,8 488,58
Tamhane | 11-15yas

>16 yas -390,60 268,17 | ,401 -1073,6 292,46
~16 yas <10 yas 86,96 400,95 | ,995 -901,66 1075,58
11-15 yas 390,60 268,17 | ,401 -292,46 1073,67

*. Ortalama farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Atlarin cinsiyetine gore ortalama EPG degerleri disilerde 583,8, erkeklerde ise 63,3

saptanmistir (Tablo 4.6). EPG degerlerinin cinsiyete gore dagiliminda (Sekil 4.7)

belirlenen farklilik sitatistiksel agidan dnemli (p<<0,001) bulunmustur (Tablo 4.7).
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Tablo 4.6 Strongylid yumurtalar ile pozitif belirlenen atlarda EPG degerlerinin cinsiyete gore dagilimi

Bootstrap?
Cinsiyet Istatistik Std. Hat 95% Giiven aralig
. Hata ..
Alt Ust
N 6
ek Ortalama 63,3333 2461 14,1580 35,0000
ke
Std. Sapma 34.44803 -5,02258 10,52016 00000
Std. Hata 14.06335
N 92
i Ortalama 583,8043 1,5734 123,2787 371,5343
1S1
’ Std. Sapma 34.44803 -5,02258 10,52016 00000
Std. Hata 127,06167
2Bootstrap sonuglart 1000 bootstrap drnegi bazindadir
1.000,004
800,004 e
&
o
w
" 600,00~
E
kC
m
o
400,00=
200,00=
——
1

0,00

1
Disi

Cinsiyet

Hata Barlar: 95% CI

T
Erkek

Sekil 4.7 EPG degerlerinin atlarin cinsiyetine gore dagilim grafigi

Tablo 4.7 Atlarda EPG degerlerinin cinsiyete goére dagiliminin istatistiksel analizi

Ortalamalarin esitligi i¢in t-testi

Farklilik i¢in 95%
Ortalama Std. Hata
t df Giiven aralig1
(2-uglu) farklilik farklilik B
Alt Ust
EPG | 4,071 | 92,989 520,47 127,83 266,61 774,33
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4.3 MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI
4.3.1 S.vulgaris Real Time PCR Analiz Sonuglari

Diski muayenesi sonuglarina gore Strongyle enfeksiyonu belirlenen 98 ata ait yumurta
stispansiyonlarindan elde edilmis genomik DNA izolatlarinin hem TaqMan prob bazli
real time PCR (Sekil 4.8) hem de bu ¢alisma ile gelistirilen Sybergreen Real Time PCR
(Sekil 4.9) teknikleri ile yapilan analizleri sonucu 19’unun S. vulgaris igin spesifik
amplifikasyon gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda Real Time PCR analizleri sonucu
elde edilen amplikonlar agaroz jel lizerinde yiiriitiilereck hedef biiytikliikte (133 bp)
amplikonlarin varligi teyit edilmistir (Sekil 4.10).

Amplification

2500 Lo .................. TR e T 1T _
1110 ) [ R — ..................... .................. -
'3

o ..................... ................... /// J

0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 4.8 TagMan Real Time PCR’da S. vulgaris i¢in belirlenen amplifikasyon egrileri

Amplification

2000 -

1500 +
=]
[T
(74
1000 -
580 1 : z /
o} ; ; . il .
0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 4.9 Sybergreen Real Time PCR’da S. vulgaris i¢in belirlenen amplifikasyon egrileri



48

Sekil 4.10 Sybergreen Real Time PCR firiinlerinin jel elektroforezde goriiniimii. M: 100 bp marker; 1-9:
S. vulgaris pozitif izolatlar

Bu sonuglarla arastirmada S. vulgaris’in molekiiler prevalanst %12,7 olarak
belirlenmigtir. Her iki teknikte ayni izolatlar {izerinde elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde gelistirilmis olan sybergreen Real Time PCR metodolojisinin
amplifikasyon acgisindan daha etkin oldugu ve her 6rnek i¢in daha diisiik DNA kopya
sayisinda esik deger siklusunu (Cq) astig1 tespit edilmis (Sekil 4.11) ve bu farklilikta
istatistik agidan 6onemli (p<0,05) bulunmustur.

Amplification Amplification
2500 - 1111 X (RAORPPIIY, PR SO R
000 L 2500 Lo oeeiaeaiens (S, SO U SO i L]
B B 2000 + -
1500 Lo
§ : : gﬂsou i - T 08 63153 i o]
000 030 & 2590 555 5 0 62 7 5 1 240053390 5 D 8.7 903 7.4 5 % G A 622 ; 4 ] E i
f . 4 : 1000 Iy . LT Y LRTTTo. | PRI
| Sybergreen Real®@ime®CR E i TagMan Real@ime®CR I :
B0 e e e e e e T s 4+ Lawen s s s o v gh e o P s sewawn v rafpan ] g
O ] T ] = L ] ‘ : -
1] 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycles Cycles

Sekil 4.11 Amplifikasyon etkinligi agisindan Sybergreen ve TagMan Real Time PCR’da ayni 6rnekler

(a, b, ¢) i¢in belirlenen amplifikasyon egrileri.

Erime egrisi (Melt curve) analizlerinde gelistirilen sybergreen Real Time PCR ile spesifik
olarak S. vulgaris nesillerinin 76,50°C erime sicaklig1 gosterdikleri belirlenmistir (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12 Sybergreen Real Time PCR’da erime egrisi analizlerinde S. vulgaris nesillerine ait izolatlar

icin belirlenen spesifik erime 1silar1.

Gelistirilen sybergreen Real Time PCR tekniginin sensitivite analizleri i¢in linearizie
plazmidler kullanilarak olusturulan standart egri analiz sonucunda (Sekil 4.13) S. vulgaris
nesilleri icin 1X10%/pul DNA kopya diizeyinde testin etkin olarak amplifikasyon gosterdigi
belirlenmistir. S. vulgaris nesilleri i¢in Real Time PCR sensitivite analizlerinde >0.97
saptanma katsayisiyla (coefficient of determination-R?) slope degeri -3.56 saptanmis ve

reaksiyon etkinligi (E) %91,0 olarak bulunmustur (Sekil 4.13).

Standard Curve

Cq

Log Starting Quantity

O Standard
X Unknown
—— SYBR E=91.0% R*2=0.975 Slope=-3.559 y-int=43.499

Sekil 4.13 Sybergreen Real Time PCR’da S. vulgaris linearize plazmid DNA izolat ile olusturulan
standart egri ve etkinlik oran1. 1: 1X108; 2: 1X107; 3: 1X108; 4: 1X10°%; 5: 1X10% 6: 1X103; 7: 1X10?; 8:
1X10' kopya DNA/ul
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S.vulgaris yoniinden Real Time PCR analizleri ile pozitif belirlenen atlarin yas gruplarina
gore dagilimlar1 Tablo 4.8de verilmistir. S. vulgaris pozitifligi belirlenen tiim atlarin disi

oldugu tespit edilmis erkeklerde pozitiflik saptanmamastir.

Tablo 4.8 S. vulgaris yoniinden Real Time PCR analizleri ile pozitif belirlenen atlarin yas gruplarina gore

revalansi

Yas Gruplan Incelenen hayvan sayist Pozitif hayvan sayisi Prevalans (%)
<10 yas 41 8 195
11-15 yas 76 8 10,5
>16 yas 33 3 9,1
Toplam 150 19 12,7

Tablo 4.8’de goriilecegi iizere yas gruplarina gore S. vulgaris molekiiler prevalansi en
yiiksek %19,5 ile <10 yas grubunda belirlenmis bunu sirasiyla %10,5 ve %9,1 ile 11-15
yas ve >16 yas gruplart izlemistir. Atlarin yas gruplarina gére S. vulgaris molekiiler
prevalansi ayrica Sekil 4.14’de verilmistir. Yas gruplarina gore S. vulgaris prevalansinda

istatistiksel agidan (Tablo 4.9) 6nemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
S.AulgarisBmolekilerPprevalansi
25
20

15

%

10

(6]

11-15®as >16[as >16[{as
Yas@Gruplar

Sekil 4.14 Atlarin yas gruplarina gére S. vulgaris’in molekiiler prevalansi

Tablo 4.9 Yas gruplarina gore S. vulgaris prevalansinin istatistiksel analizi (IBM SPSS Statistics v20)

Ki-Kare Testi
Deger df Asymp. Sig. (2-yonlii)
Pearson Chi-Square 2,433 2 ,296
Likelihood Orani 2,275 2 321
Linear-Linear Iliski 1,190 1 164
Gegerli olgu sayisi 150




o1

4.3.2 Ribozomal ITS-1, 5.8S, ITS-2 Gen Bolgesinin Amplifikasyon ve Sekans

Analizi Sonuclar:

Strongyle enfeksiyonu belirlenen atlarin diski Orneklerinden izole edilen yumurta
slispansiyonlarina ait genomik DNA izolatlarinin ribozomal ITS-1, 5.8S, ITS-2 bolgesini
hedef alan primerlerle amplifikasyonu sonucu hedef biiyiiklikkte amplikonlar
belirlenmistir. Baz1 6rneklere ait amplikonlarinin agaroz jel iizerinde goriintimleri Sekil

4.15’de verilmistir.

Sekil 4.15 Strongylid yumurta siispansiyonlarindan elde edilmis genomik DNA izolatlarinin 1TS-1, 5.8S,
ITS-2 bolgesini hedef alan primerlerle PCR’1 sonucu belirlenen amplikonlarin jel elektroforezde
goriiniimi M: Marker; 1-15: Pozitif izolatlar; 16: Referans gDNA; 17: No DNA

Sybergreen Real Time PCR analizleri ile S. vulgaris pozitifligi belirlenen izolatlar
igerisinden uygun konsantrasyonda belirlenen izolatlara ait amplikonlar jel piirifiye
edilerek uygun plazmid vektorlere klonlanmistir. Klonlama sonucu kati besi yerinde
tireyen kolonilerden (Sekil 4.16), her bir koloniye tek bir DNA fragmenti girmesinden
dolayz, S. vulgaris DNA’sin1 igeren kolonilerin belirlenebilmesi i¢in her bir koloni steril
pipet uclari ile alinip ayr1 ayn tekrar isaretli LB kati besi yerine ekilerek ¢ogaltiimalari
saglanmistir (Sekil 4.16). Ertesi giin ¢ogaltilan kolonilerden segilen tek koloniler S.
vulgaris DNA’smin varligi agisindan gelistirilen sybergreen real Time PCR ile
analizlerine tabii tutulmus ve S. vulgaris DNA’sinin girdigi ve girmedigi koloniler
belirlenmistir. Hem S. vulgaris DNA’sinin insert oldugu hem de S. vulgaris pozitifligi
gostermeyen ve muhtemelen diger strongyle tiirlerine ait olabilecek DNA fragmentlerini
iceren 10’ar koloni isaretli bolmelerden tekrar steril 6zelerle alinarak sivi besi yerine
aktarilmis ve sonrasinda rekombinant plazmid piirifikasyonu yapilmistir. Elde edilen
plazmidlerde hedef insert genlerin konfirmasyonu vektor spesifik pJET1.2 forward ve

pJETL1.2 reverse primerleri ile prosediiriine uygun olarak PCR analizleriyle yapilmstir.
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Sekil 4.16 LB kat1 besi yerinde iireyen koloniler

Sekans analizlerine dahil edilen 10 adet S. vulgaris ve 10 adet de diger strongyle tiirlere
ait ornege ait ITS-1, 5.8S, ITS-2 bolgesini igeren plazmid DNA izolatlarinin elde edilen
niikleotid sekans kromotogramlar1 dikkatlice analiz edilmis ve forward ve reverse
dizilimlerin ikili hizalamalar1 ile hedef gen bolgesi dizilimleri plazmid DNA’s1
icerisinden izole edilerek karakterize edilmistir. Elde edilen sekanslarin haplotip
analizleri sonucu S. vulgaris igerisinde iki haplotip belirlenmis ve sekanslanan izolatlarin
haplotiplere goére dagilimi GenBank aksesyon numaralari ile birlikte Tablo 4.10°da
verilmistir. Diger strongyle tiirlere ait sekanslarin blastn analizleri sonucu Cylicocyclus
nassatus, C. ashworthi ve Cyathostomum tetracanthum olmak iizere ii¢ tiir identifiye
edilmistir. C. nassatus ve C. ashworthi tiirleri i¢in ikiser, Cy. tetracanthum tiirii i¢in de
bir haplotipin varlig: tespit edilmistir. Ilgili tiirlere ait izolatlarin haplotiplere gére
dagilimi GenBank aksesyon numaralar ile birlikte yine Tablo 4.10°da gosterilmigtir.
Sekans analizleriyle belirlenen haplotiplerin niikleotid dizilimleri ¢oklu hizalama

analizleriyle birlikte Sekil 4.17°de verilmistir.
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Tablo 4.10 Molekiiler karakterizasyonlar1 yapilan strongyle tiirlerinde belirlenen haplotipler

Belirlenen Haplotip
Strongyle tiirii

Haplotipe ait sekanslanan

Ad1 .
izolat sayisi

GenBank Aksesyon

MF489225
MF489226
MF489227
MF489228

MF489229
MF489230
MF489231

ERU-Svul-1
ERU-Svul-2
ERU-Cnass-1
ERU- Cnass-2

ERU- Cash-1
ERU- Cash-2
Cy. tetracanthum ERU-Cy.tetra-1

S. vulgaris

C. nassatus

C. ashworthi

NIRPIN| P DWW

[» ERUCyteta

v ERACash

Do ERUCash2

0 B Crass

0 ERUACrass2

B ERUSU  GTGAACCTGCAGAT

B ERUSW2  GTGAACCTGCAGATGGATCATCGTCGAAACTTACAATAGTTCATCGTTGATTCGCATGAGAGGCCAACARGCTRGETCTTCACGACTTTGTCGGGAAGGTTGGTAGTATC

O BRIyters1 GCCGTGATTACTGTGC GAGTTCGCATGTTGCTGA AGAC CA GCCTTACTGTTTGTTTTGGTGGTTAG GCACAGCGGTAAC GC  TTAGTGCGACACCTGGTTGTCAGGCAATCTTAATGAT ' CCGTTTATGCGGAC
... RO X

wERUSH2  WCCGTGATTGCTGTACHAGTTCGCATTTTGCTGAGCTTTAGACTTGATGA CCOCCTTACTATTTTTTTGGTGGTT ANMNERINGA CHGC GG GGNAATCTTAATGATIGCCGINMATGCGGAC
) ntanaltranscribed spacer | )




® = [

CGATTCGCGTATCGATGAAARACGCAGCAAGCTGCGTTATTTACCACGAATTGCAGACACTTAG

TCACAATCGACTAGCTTCAGCGATGGATCG

O BiCyera! GCCAAAGCAGACGCTAACTTTTTATGTTTGAAT

néend tansrdeg:

GAACTGTGACTTTGAGTCACAATCGACTAGCTTCAGCGATGRATCGET

GTATCGATGARAARACGCAGCAAGCTGCGTTATTTACCACGAATT

AGCTTCAGCGA

O ERUSIUH

I+ ERUSw2

ATTGCAACA

6GGGCCTGATGACAGCGCTTCGTTATCTGAT

TTGTCACTGTTGACGTGTTTACCGCCTATTAACATTTCAGCAG

v ERUCrass2

0+ ERUCytetra TGC(TGUT:#C"-G[GTT[THLT-JTCATTTECAi

D temlvesibedgxel )
P

Sekil 4.17 Caligmada karakterize edilen S. vulgaris ve diger strongyle tiirlerine ait izolatlarin ITS-1, 5.8S,
ITS-2 bolgesi niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
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Calismada arastirma yoresinde belirlenen S. vulgaris ve diger strongyle tiirlerine ait
ribozomal ITS-1, 5.8S, ITS-2 sekanslari arasinda 733 (%81,2) identik bolge belirlenirken
7 farkli haplotipi (Tablo 4.10) ortaya koyan 133 polimorfik bolge saptanmuistir.
Sekanslanan izolatlar arasinda ortalama ikili hizalama identiklik oran1 %89,7 belirlenmis
olup ikili hizalama analiz sonucu belirlenen identiklik oranlari ayrica Tablo 4.11°de

verilmistir.

Tablo 4.11 Molekiiler karakterizasyonlar1 yapilan strongyle tiirlerine ait haplotipler arasindaki ikili

hizalama identiklik oranlar1

ERU-Cy.te... ERU-Cash-1 ERU-Cash-2 ERU-Cnas... ERU-Cnas... ERU-Svul-1 ERU-Swvul-2

ERU-Cy.tetra-1 | 96.0% | 955% | 96.2% | 96.0% | B80.1% | 79.8%
ERU-Cash-1 96.0% | | 99.5% 97.7% | 97.5% | B80.3% | 80.0%
ERU-Cash-2 95.5% | 99.5% 97.2% | 97.0% 80.2% |  79.9%
ERU-Cnass-1 96.2% 97.7% 97.2% 99.8% 80.8% | BO.4%
ERU-Cnass-2 96.0% 97.5% 97.0% 99.8% | 80.5% | 80.1%
ERU-5vul-1 80.1% | B0O3% | 80.2% | 80.8% | 80.5% | | 99.4%
ERU-5vul-2 79.8% | B0.0% | 79.9% | 80.4% | 80.1% |  99.4%

4.3.3 Filogenetik Analiz Sonuclari

Ribozomal ITS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesi filogenetik analizlerine ¢oklu hizalama analiz
sonuglar1 temelinde ¢alismada elde edilen izolatlarla birlikte GenBank’ta mevcut olan
Strongylida takim altinda yer alan tiirlere ait gesitli iilkelerden toplam 28 izolat dahil
edilmis, monofiletik dig grup olarak Haemonchus contortus (GenBank aksesyon:
EU084682) kullanilmistir (Sekil 4.18). Bayesian inference (Bl) ve Maximum Likelihood
(ML) filogenisine gore olusturulan filogenetik agaclar ayni topolojiyi gdstermis ve
posterior olasiliklar ile bootstrap oranlari tek bir agac (Sekil 4.18) lizerinde gosterilmistir.
Calismada karakterize edilen tiirlere ait haplotipler ile filogenetik kiyaslamaya dahil
edilen tlirlere ait haplotiplerin ITS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesi niikleotid sekanslari
arasinda ortalama genetik heterojenite %31,8+6,2 saptanmistir. Calismada Strongylinae
aile altinda biiyiik strongyle tiirlerinden S. vulgaris’e ait ERU-Svul-1 ve ERU-Svul-2
haplotipleri arasinda %0,6+0,3 genetik farklilik belirlenmistir. Bu haplotipler en yiiksek
identikligi ortalama %99,7 ile Cin’den rapor edilmis S. vulgaris izolati ile gostermis
Almanya ve Avustralya izolatlar1 ile de %98,2 identik bulunmuslardir. Filogenetik agac
(Sekil 4.18) iizerinde goriilecegi lizere S. vulgaris haplotiplerinin monofiletik kiime
olusturduklar1 goriilmiis ve bu filogenetik yapilanma yiiksek bootstrap (%100) ve
posterior olasilikla (1.00) desteklenmistir. Ayrica S. vulgaris haplotiplerinin analiz edilen
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diger tiim strongylid tlirlerden genetik olarak daha uzak oldugu, dis gruba yerlestigi ve
kancali kurt tiirlerine genetik olarak daha yakin olduklar1 (ortalama %71,7 identiklik)
tespit edilmistir.

Calismada karakterize edilen Cyathostominae aile altindaki kii¢iik strongyle tiirlerinden
C. nassatus’a ait ERU-Cnass-1 ve ERU-Cnass-2 haplotiplerinin %0,2+0,2 genetik
farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Ilgili haplotipler Cin’den rapor edilmis C. nassatus
izolatlar1 ile ortalama %99,6 identiklik gostererek tiir bazli monofiletik grup
olusturmuslardir. C. nassatus’un monofiletik yapilanmasi da yiiksek bootstrap (%96) ve
posterior olasilikla (0.99) desteklenmistir (Sekil 4.18). C. nassatus filogenetik olarak en
yiiksek identikligi %98,7 ile yine Cyathostominae aile altindaki C. radiatus tiiriine

gostermis ayrica C. ashforti tirii ile de yakin iliskili (% %97,5) bulunmustur.

Arastirmada Cyathostominae aile altindaki kiigiik strongyle tiirlerinden C. ashworthi
ERU- Cash-1 ve ERU- Cash-2 haplotipleri arasinda %0,5+0,3 genetik farklilik tespit
edilmistir. Bu haplotipler Cin’den rapor edilmis C. ashworthi izolati ile ortalama %99,8
identiklik gostererek tiir bazli monofiletik grup olusturmuslardir (Sekil 4.18). C.
ashworthi monofiletik yapilanmasimin yiiksek bootstrap (%88) ve posterior olasilikla
(0.94) desteklendigi goriilmiistiir (Sekil 4.21). C. ashworthi filogenetik olarak en yiiksek
identikligi %98,6 ve %98,5 ile yine Cyathostominae aile altindaki sirasiyla C.

leptostomus ve C. radiatus tiirlerine gostermistir.

Cyathostominae aile altindaki kiiciik strongyle tiirlerinden Cy. tetracanthum’a ait ERU-
Cy.tetra-1 haplotipinin Cin’den rapor edilmis Cy. tetracanthum izolatlari ile ortalama
%99,9 identik oldugu ve tiir bazli monofiletik grup olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.18).
Cy. tetracanthum monofiletik yapilanmasi da yiiksek bootstrap (%100) ve posterior
olasilikla (1.00) desteklenmistir (Sekil 4.18). Cy. tetracanthum filogenetik olarak en
yiiksek identikligi %96,4 ile Cyathostominae aile altindaki C. radiatus tiri ile

gostermistir.
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88/0.01| JQ906420, Cin, Cylicocyclus nassatus
80/0.88|" KX819274, Cin, Cylicocyclus nassatus
90/0.92} 1Q906422, Cin , Cylicocyclus nassatus
60/0.57 JQ906421, Cin, Cylicocyclus nassatus

%/039 ERU-Cnass-1, Tiirkiye , Cylicocyclus nassatusl
ERU-Cnass-2, Tiirkiye , Cylicocyclus nassatus2
50/?(']%2/ ERU-Cash-1, Tiirkiye , Cylicocyclus ashworthi
80/0.8] ERU-Cash-2, Tiirkiye, Cylicocyclus ashworthi
88/0.94|

JQ906412, Cin, Cylicocyclus ashworthi
~ KP693432, Cin, Cylicocyclus leptostomus

70/0.71

JQ906424, Cin, Cylicocyclus radiatus

72/b.78| ERU-Cy.tetra-1, Tiirkiye , Cyathostomum tetracanthum
100/1| KF850629, Cin, Cyathostomum tetracanthum

Strongylidae; Cyathostominae
Kiiclik Strongylidler
(Konakta G6¢ Gegirmeyen)

100/1 KF850630, Cin, Cyathostomum tetracanthum

90/h.95 KF850627, Cin, Cyathostomum pateratum E

90//0.9] = KY495603, Cin, Cyathostomum catinatum <

52/0.50] 2

92/087)L kM085357, Cin , Cylicostephanus goldi g

KM085359, Cin, Cylicostephanus longibursatus ﬁ

92/0.983%.89 KP693435, Cin, Parapoteriostomum mettami g

KP693434, Cin, Poteriostomum ratzii ;

) ) . Y]

88/0.96 KP693436, Cin, Triodontophorus brevicauda Strongylidae; Strongylinae Z

92/0.97 KR296739, Cin , Triodontophorus nipponicus Biiyiik Strongylidler g
Konakta Gog Gegirmeyen,

KP693440, Cin , Bidentostomum ivashkini ( y/esimeyen) ';)

KT250619, Aimanya, Strongylus vulgaris
90/0.94

KT250620, Almanya , Strongylus vulgaris

#04e KT250621, Almnaya , Strongylus vulgaris

1001 X77863, Avustralya, Strongylus vulgaris

1001 AJ228251, Avustralya , Strongylus vulgaris

900054 Kp693439, Cin , Strongylus vulgaris

100/1

ERU-Svul-1, Tiirkiye , Strongylus vulgaris

Strongylidae; Stongylinae
Biiyiik Strongylidler
(Konakta G6¢ Gegiren)

ERU-Svul-2, Tiirkiye , Strongylus vulgaris
92/0.98] AF194145,ABD , Uncinaria stenocephala
HQ262052, ABD, Uncinaria stenocephala

94/0.98

Ancylostomatidae; Ancylostomatinae
Kancali kurtlar

100/1| DQ438078, Brezilya, Ancylostoma caninum
KP844730, Avustralya , Ancylostoma caninum

EU084682, ABD, Haemonchus contortus

0.005

Sekil 4.18 Strongyle izolatlariin 1TS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesi Bl ve ML analizlerine gore filogenetik
iliskileri. Caligmada belirlenen izolatlar kirmizi ve kalin karakterde gosterilmistir. Node’larin dniindeki
rakamlar ML bootstrap ve BI posterior olasiligin1 gdstermektedir. Olgek cizgisi yerlesim yeri bagina
niikleotid degisimini gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Strongylidae ailesindeki nematod parazitlerin atlarda yaygin olarak goriildiigli diinyanin
cesitli iilkelerinde koproskopik ve postmortem muayenelerle yliriitiilen c¢aligmalarla
ortaya konmustur (58, 154-160). Geleneksel olarak Strongylidae ailesi Strongylinae (5
soy: Strongylus, Triodontophorus, Bidentostomum, Craterostomum ve Oesophagodontus
icerisinde 15 tiir; biiyiik strongyle tiirleri olarak gruplanirlar) ve Cyathostominae
(Cyathostomum, Coronocyclus, Cylicodontophorus, Cylicocyclus, Cylicostephanus,
Poteriostomum, Gyalocephalus’u da igeren 14 soy igerisinde 52 tiir; kiigiik strongyle
tirleri olarak gruplanirlar) (17) aile altlarina ayrilmaktadir. Bu aile altlarinda yer alan
tiirler morfolojik olarak farkli olup gelisim donemleri, lokalizasyon, beslenme tarzi ve
ergin ve larvalarin patojenitesi ve ilaglara direnglilik gibi ¢esitli faktorler yoniinden de
farklilik gosterirler (22). Atlarin parazitleri iizerine ¢ok sayida bildirim bulunmasina
karsin 6zellikle patojenik yap1 sergileyen Strongylinae aile altindaki biiyiik strongyle
soylarindan Strongylus soyu tizerine detayli aragtirmalarin (12, 22, 67, 161-163) daha
siirli oldugu goriilmektedir. Strongylus soyu igerisinde yer alan tiirlerin hem erginleri
hem de larvalar1 patojenik etki gosterir (1, 164) ve konak organizmada gog gegirirler. S.
vulgaris, olusturdugu patojenite a¢isindan gegmisten giiniimiize atlarin en patojen mide-
bagirsak paraziti olarak nitelenmistir (1, 7, 8, 12). S. vulgaris larvalar1 dolagim sisteminde
g0¢ gegirir ve bu larvalar damar duvarinda yapigsmalara, aneurizmaya ve kiigiik arterlerde
embolilere yol acarlar. S. edentatus larvalar1 da parietal periton altindan gog¢ gegirerek
periton yangisina ve gogii sirasinda karacigerde hasara yol agar. Benzer sekilde S. equinus
larvalar1 da karacigerde hasara ve sonrasinda pankreasta yangiya yol agabilir. Bu soya
bagli nematodlarin erginleri ise firsatg1 olarak kalin bagirsakta miik6z membranlar1 genis
ag1z kapsiilleri igine alarak sindirmesi sonucu lezyonlara yol agarlar. Ayrica bu
nematodlar agiz Kkapsiillerindeki kesici komponentlerle miikk6z membranlarda
insizyonlara yol agarak kan emebilirler ve 6zellikle ¢ok sayida larva oldugu durumlarda

anemi ortaya c¢ikar (22). Gegmis zamanda modern anthelmintik ilaglarin heniiz
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gelistirilmedigi donemde endemik bolgelerde S. vulgaris’in %80’in {izerinde prevalans
gosterdigi ve dolayisiyla parazit kontroliinde primer hedef haline geldigi kaydedilmistir
(16). Takip eden siireg igerisinde anthelmintik tedavisinin yogun bir sekilde kullanimi
ozellikle at yetistiriciligi yapilan ciftliklerde S. vulgaris prevalansinin belirgin sekilde
diismesine ve gliniimiizde bu tip ¢iftliklerde parazitin seyrek olarak yol goriilmesine yol
agmustir (165-167). Ancak bunun yaninda ilaglamanin sik olarak yapilmadigi bolgelerde,
S. vulgaris’in halen yiiksek yayginlik gosterdigi de kaydedilmektedir (157, 168). Son 50
yil igerisinde bircok iilkede atlarin profilaktik amagla yilda birden fazla ilaglandigi
goriilmektedir (6, 169-172). Bu yaklasimin daha ¢ok S. vulgaris enfeksiyonlarindan
kaginmak i¢in uygulandigi belirtilmektedir (12). Bu tip yogun anthemintik kullanimi
Cyatostomine aile altindaki kiiciik strongyle tiirlerinde 6zellikle benzimidazol ve pyrantel
grubu ve son yillarda da macrocyclic lactonlara kars1 olmak iizere yaygin bir direngliligin
olusmasina yol agmis (173, 174) ve dolayisiyla Cyatostomine aile altindaki bu
nematodlarin atlarda patojenite agisindan S. vulgaris ile yer degistirdigi kaydedilmistir
(15, 173). Bu degisim de daha fazla anthelmintik direngliligi gelisimini geciktirmek
amactyla ila¢ kullanim yogunlugunu azaltmak i¢in survelians tabanli parazit kontrol
programlarinin 6n plana ¢ikmasina yol agmustir (15, 45). Bir¢ok Avrupa iilkesinde
profilaktik tedaviden ziyade teshise dayali tedavi ve parazit surveliansi uygulamaya
gecirilmis ve selektif terapi temelinde strongyle kontrol programlar sekillendirilmistir
(161, 175). Bu tip uygulamada digki yumurta sayisi 6nceden belirlenen cutoff degerin
istiine c¢ikan atlar tedaviye alimirken, bu degerin altinda kalanlara ila¢ uygulamasi
yapilmamaktadir (106, 109). Yine bu uygulamada basta S. vulgaris olmak iizere daha
patojenik olan biiyiik strongyle tiirlerin varliginin belirlenmesi ve takibinin yapilmasi

ihtiyaci ortaya ¢ikmustir (161).

Nevsehir yoresindeki ¢esitli ¢iftliklerde bulunan atlar {izerine yiiriitilen bu caligma
Tirkiye’de strongyle tiirleri lizerine molekiiler epidemiyolojik tabanli ilk verileri ortaya
koymustur. Calismada diger birgok tilkede yiiriitiilen arastirmalarin (31, 46-48, 50, 155,
168, 176, 177) sonuglarina paralel olarak digki muayene sonuglarina gore atlarda
strongyle nematodlarin olduk¢a yaygin oldugu (%65,3) belirlenmistir. Tiirkiye’de
strongyle enfeksiyonlar1 iizerine ¢aligmalarin daha ¢ok konvansiyonel disk1t muayenesi ve
nekropsi verilerine dayali prevalans ¢aligmalari (53-66, 178-181) oldugu goriilmektedir.

Cesitli illerde yapilan arastirmalarda tektirnaklilarin paraziter enfeksiyon oranlarinin
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%16,2 ile %100 arasinda degistigi rapor edilmistir (53-57). Tiim bu arastirmalar (54-66)
Tiirkiye'de de tek tirnaklilarda en gok yayilis gosteren helmintlerin Strongylidae ailesine
ait olduklarin1 géstermistir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan ilgili arastirmalar (54-
66) atlarda Strongylidae spp. enfeksiyon oranlarinin %63,04-%100,0 arasinda oldugunu
rapor etmistir. Yukarida yapilan ¢alismalar sonucunda Tiirkiye’de atlarda S. vulgaris’in
larva kiiltiiri ve nekropsi sonuglarina gore %2,9-35,3 arasinda degistigi goriilmektedir.
Bu calismada Nevsehir yoresinde incelenen atlarda Strongyle enfeksiyonlarinin diski
muayenesi sonuglarina gére %65,3 oraninda prevalans gosterdigi belirlenmis ve bu
oranin da Tirkiye’de giiniimiize kadar bildirilen prevalans limitleri arasinda oldugu
goriilmiistiir. Ayrica ¢aligmada kullanilan TagMan real time PCR ve yeni gelistirilen
sybergreen real time PCR analizleri ile S. vulgaris’in %12,7 prevalansa sahip oldugu
goriilmiistiir. Arastirmada Strongyle enfeksiyonlarmin %65’in lizerinde yaygin
bulunmasi buna karsin S. vulgaris prevalansinin ise daha smirli kalmasi ¢esitli
aragtiricilarin (165-167, 173, 174) belirttigi gibi Cyatostomine aile altindaki kiigiik
strongyle tiirlerinde gelisen direnglilikle iliskili olabilecegi diislintilmiistiir. Nitekim
aragtirmamizda sekans analizi sonucu belirlenen Cyatostomine aile altina ait tiirlerin
diinyada atlarda en yaygin oldugu bildirilen (31, 44, 46-48, 168, 176, 182) 10-12 tiir
icerisinde yer aldig1r goriilmiis ayrica bu tiirlerin benzimidazol grubu anthelmintiklere
direng gelistirdigi de rapor edilmistir (5, 133, 183). Nitekim 6rnekleme giftliklerinde
bakicilar ile yapilan gériismelerde benzimidazol grubu anthelmintiklerin atlarda rutin

olarak profilaktik amagla kullanildig1 anlagilmistir.

Atlarda strongyle parazitlerin biyogesitliligi ve yapisi iizerine i¢ ve dis faktorlerin 6nemli
rolii oldugu kaydedilmistir (67). Cesitli iilkelerde yapilan arastirmalarin (44, 46-50, 168,
176, 184-186) sonuglart 20 veya daha fazla strongyle tiiriniin es zamanli olarak bir atta
parazitlenebilecegini gostermistir. Farkl tiirlerin oraninin ve strongyle topluluklarinin
yapisinin farkli yas grubu atlarda, bolge ve at ¢iftligi tiplerinde degisiklik gosterdigi
belirtilmistir (34, 67, 133, 187, 188). Calismamizda incelenen atlar sabit padok veya sabit
mera yetistiricilik sistemleri igerisinde bulunmakta olup daimi meralarda veya padoklarda
otlatildiklar1 goriilmiistir. Bu durumun da anthelmintiklerin diizensiz kullaniminin
yanisira ilgili ¢iftliklerde strongyle enfeksiyonlarin yayilisina pozitif yonlii etki gosterdigi
distiniilmiistiir. Bir¢ok arastiric1 (34, 49, 189-191) strongyle enfeksiyonlarini ve EPG

diizeylerini ergin atlara oranla geng atlar ve taylarda daha yiiksek belirlemisler ve bu
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durumun bagisiklik diizeyi ile iliskili olabilecegi gibi daha ¢ok atlarin irki ve at
yetistiriciligi sekli (primer olarak, anthelmentik kullanim sikligi1) gibi daha 6nemli
faktorlere bagli olabilecegine dikkat gekmislerdir. Diger yandan bazi ¢alismada (84, 192-
194) atlarin yas1 ve EPG diizeyleri arasindaki korelasyon dokiimante edilmemis, diger
bazilarinda (191, 195, 196) ise ergin evcil atlarda, bir yasindaki atlar ile taylara oranla
EPG degerlerinde artis kaydedilmistir. Calismamizda yas gruplarina goére strongyle
enfeksiyonlarinin analizi noktasinda 10 yas ve alt1, 11-15 yas ve 16 yas ve istii olmak
lizere yas gruplari olusturulmustur. Calismada 2 yas ve alt1 at sayisinin iki ile smirl
olmas1 ve bu grup atlarin ¢gogunun 8-10 yas arasinda olmasi ile ilgili grup <10 yas grubu
olarak kategorize edilmis ve diger yas gruplari da buna gore olusturulmustur. Analiz
strongyle enfeksiyonlar1 en yiiksek <10 yas grubunda belirlenmis bunu sirasiyla >16 yas
ve 11-15 yas gruplari izlemistir. EPG degerlerinin ise en yiiksek yine <10 yas grubunda
oldugu bunu 11-15 yas ve>16 yas gruplarinin izledigi goriilmiistiir. Hem strongyle
enfeksiyonlarinin prevalanst hem de EPG degerlerinin atlarin yas gruplarma gore
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik gostermedigi dikkati ¢ekmistir. Nitekim Relf ve
ark. (2013) ve Kuzmina ve ark.’nin (2016) c¢alismalarinda da belirttigi gibi yas
gruplarinda goriilen bu farkliliklarin incelemeye alinan atlarin yaslarindan ziyade
ciftliklerin anthelmintik kullanimlarinin siklig1 ve diizensizligi gibi gesitli yetistiricilik

uygulamalari ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calismamizda incelenen erkek at sayisi1 diisiik olmakla birlikte enfeksiyonun disi ve erkek
atlarda benzer oranlarda seyrettigi goriilmiistiir. Buna karsin ortalama EPG degerleri
disilerde erkeklere oranla yaklasik 10 kat ytliksek belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel
acidan 6nemli bulunmustur. Benzer sekilde ¢esitli arastirmalarda (189, 190, 197) EPG
degerlerinin disi atlarda erkeklere oranla anlaml diizeyde yiiksek oldugu bildirilmis ve
bu farkliligin daha ¢ok parazit naklini kolaylastiran bir faktor olarak, kisraklarin taylarla,
yeni siitten kesilmislerle ve genc¢ atlarla birlikte grup olarak merada otlatilmasina,
aygirlarin ise daha ¢ok ahir veya padoklarda bireysel olarak tutulmalarina ve dolayisiyla
parazit naklinde daha simirli kalmalarina baglanmistir (189, 190, 198). Nitekim ilgili

durum 6rnekleme yaptigimiz at ¢iftliklerinde de dikkati ¢gekmistir.

Safkan at irklarinin (Ukrayna Yarig At1 ve Rus Yaris At1 gibi) daha sik anthelmintik
tedavisi almalarina karsin satkan olmayan ve yerli at irklarina oranla daha yiiksek

strongyle yumurtasi ¢ikardigi kaydedilmis ve bu durum safkan olmayan ve yerli atlarda
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bu parazitlere kars1 daha yiiksek bagisiklikla iliskilendirilmistir (49, 67, 190, 199, 200).
Aragtirmamizda incelenen atlarin tamaminin Arap ati olmasi sebebiyle irka baglh
analizlerin yapilabilmesi miimkiin olmamistir. Ancak incelenen atlarin ¢ogunun safkan
olmast ve bu atlarda yiiksek enfeksiyon oranlarinin belirlenmesi yukaridaki goriisii
destekler niteliktedir. Bununla birlikte atlarin bu paraziter enfeksiyonlara

predispozisyonlarinin genetik mekanizmalari iizerine ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu

da kaydedilmistir (67, 201).

Biiyiik strongyle tiirlerinden olan S. vulgaris, oldukga patojenik olup enfekte atlarda agir
hastalik tablosuna yol agar. Gegmiste bu parazit atlarin 6ncelikli parazit patojeni olarak
bilinmesine karsin uzun yillar uygulanan yogun anthelmintik kullanimi bu parazitin
prevalansin1 6nemli olglide disiirdiigii rapor edilmistir (2, 108, 135, 202). Oldukga
yiiksek patojenik potansiyeli ve larval donemlerin en yiiksek patojenik etkiyi gostermesi,
bu parazitin saptandig ¢iftliklerde periyodik profilaktik tedavileri igeren parazit kontrol
stratejisinin degistirilmesine yol agmistir. Boylece yukarida da bahsedildigi tizere digki
yumurta sayisi temelinde selektif tedavi stratejisi strongyle tiirlerin ayrimina imkan
tanimadig1 i¢in bu durum S. vulgaris’in surveliansi i¢in ihtiya¢ dogurmustur (14). Yakin
zamana kadar S. vulgarisin saptanmasi ve identifikasyonu i¢in tek teshis yonteminin larva
kiltirii yapilmas:t ve takiben saptanan L3 ddnemlerinin morfolojik kriterlere gore
mikroskobik identifikasyona dayandigi goérilmektedir (9, 13). S. vulgaris L3’lerinin
mikroskop altinda teshisi miimkiin olmasina karsin, bu teshis yonteminin, drneklerin
giinler boyu kiiltlire edilmesini gerektirmesi ve analizlerin gerceklestirilmesinin zaman
alict olmas1 ve otomatize edilememesi gibi sinirlayict yanlart bulunmaktadir. Bunun
yaninda S. vulgaris larvalar digki 6rnekleri iginde siklikla ¢ok az sayida bulunmaktadir
ve bu durum da bu larvalarin ortamda mevcut olan yiizlerce cyathostomin larvasi arasinda
gbdzden kagirilmasina yol agabilmektedir. Ayrica bu teshis yontemi larvalarin morfolojik
karakterlerinin kompleks yapi1 sergilemesi ile uzman arastiricilara ihtiyag gostermektedir
(13, 14). PCR tabanli molekiiler teknikler veteriner parazitoloji alaninda yaygin olarak
kullanim alani bulmustur (10, 86, 89, 203). Bu molekiiler araglar yiiksek 6zgiinliikte
diagnostik yontemlerin gelismesine yol agmis ve bdylece 6zellikle nadir veya sporadik
olan organizmalarin identifikasyonlarinda kullanigli olmustur. Ribozomal RNA gen
bolgesi gostermis oldugu diisiik intra-spesifik varyasyon ve genom igerisinde ¢ok sayida

bulunmasiyla molekiiler diagnostik testlerin gelistirilmesinde siklikla hedeflenen gen
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bolgelerinden birisi olmustur (14). Bu gen bolgesi bazi at strongyle parazitlerinin PCR-
tabanli olarak tiir spesifik teshisinde de kullanilmistir (88, 90, 204). Son yillarda floresan
tabanli real time PCR teknolojisinin spesifik patojenlerin hem kalitatif olarak saptanmasi
hem de kantitatif Sl¢limiine imkan vermesiyle 6zgiinliigii yiiksek bir yontem olarak
kullanilmaya baslandig1 goriilmektedir. Bu yontem ile PCR iirlinleri her siklusta
reaksiyon devam ederken oOlgiilebilmekte ve amplifiye DNA’nin jel elektroforezde
gorlintiilenmesine ihtiyag gostermemektedir. Ayrica yine bu teknoloji ile ¢ok sayida
patojene ait hedef DNA fragmentleri es zamanli olarak analiz edilebilmektedir (12).
Nielsen ve ark. (14), S. vulgaris’in spesifik kantitatif identifikasyonu i¢in ribozomal ITS-
2 gen bolgesini hedef alan TagMan prob bazli real time PCR metodolojisi gelistirmisler
ve bu yotemin larval kiiltlirydontemine gore ¢ok daha avantajli ve duyarli oldugunu
kaydetmislerdir. Daha sonra yiiriitiilen ¢alismalarda (12, 13) baz1 modifikasyonlarla bu
yontemin saha sartlarinda kullanilabilirligi larval kiiltiir yontemi ile kiyaslanarak
degerlendirilmis, patent enfeksiyonlarin saptanma oraninin larval kiiltiir yontemine
oranla 6nemli derecede yiiksek oldugunun alt1 ¢izilerek gelistirilen bu teknigin referans
identifikasyon teknigi olarak parazit kotrol ve survelians ¢alismalarinda kulanilabilecegi
rapor edilmistir. Bununla birlikte Nielsen ve ark. (13) bireysel larva sayilari ile real time
PCR’da belirlenen Ct degerleri arasinda linear bir ilski olmadigini fakat qPCR
sonuglarinin daha genis ¢ercevede yari-kantitatif olarak degerlendirilebilecegini
belirtmislerdir. Aragtiricilar (13) Ct degeri 30’un altinda belirlenen atlarin Ct degerinin
bu diizey iizerinde (6rn Ct: 31-35) belirlenenlere oranla daha yiiksek diizeyde S. vulgaris
enfeksiyonu tasidigini rapor etmislerdir. Calismamizda ilgili arastiricilar (12-14)
tarafindan bildirilen referans real time PCR teknigi strongyle yumurtalar: ile pozitif
belirlenen atlarda S. vulgaris’in identifikasyonu igin kullanilmis ve sekans analiz
sonuclar1 temelinde ilgili teknigin ytliksek 6zgiinliik ve duyarlilikta oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda ayrica S. vulgaris spesifik identifikasyonu i¢in yine ribozomal ITS-2 gen
bolgesini hedef alan yeni olarak dizayn etti§imiz primerlerle sybergreen tabanli Real
Time PCR metodolojisi gelistirilmis ve etkinligi degerlendirilmistir. Bilindigi iizere
sybergreen Real Time PCR PCR’1n her bir siklusu boyunca amplifikasyon iirlinlerinin
saptanmasi ve kantitasyonu i¢in DNA’ya baglanan floresan boyay1 kullanmaktadir (205).
Floresan problarin kullanildig1r yontemlerle kiyaslandiginda sybergreen real time PCR
tekniginin daha kolay uygulanabilir ve maliyet agisindan daha uygun olmasi gibi

avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica bu yontem probe gerektirmemesiyle probun baglandig:
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hedef gen bolgesinde goriilebilen niikleotid varyasyonlarindan da etkilenmemekte ve bu
durum da yanlis pozitifliklerin azalmasina yol agmaktadir (206). Ayrica ribozomal ITS
bolgeleri gibi intraspesifik niikleotid varyasyonlar: diisiik interspesifik varyasyonlarin ise
yiiksek oldugu gen bolgelerini hedef alan sybergreen real time PCR yontemleri ile erime
egrisi analizleri sonucu belirlenen spesifik erime sicakliklart da identifikasyonlar
konfirme etmekte ve es zamanli olarak hedef paraziter DNA’larmin identifikasyonuna
imkan vermektedir. Calismamizda gelistirilen sybergreen real time PCR tekniginin
referans TagMan prob bazli real Time PCR teknigi ile identifikasyon agisindan benzer
sonuglar1 verdigi goriilmiis ancak amplifikasyon etkinliginin Ct degerleri temelinde
sybergreen real time PCR tekniginde daha yiliksek oldugu ayni oOrnekler iizerinde
gerceklestirilen analiz sonuglari ile ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica sybergreen real time PCR
ile pozitif saptanan Orneklere ait rRNA gen bolgesi amplikonlarinin klonlanmasi ve
sonrasinda kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin tekrar S. vulgaris yoniinden sybergreen
real time PCR ile koloni taramalarinin yapilip pozitif kolonilerden elde edilen
plazmidlerin sekans analizleri ile tamaminin S. vulgaris’e ait olduklarinin belirlenmesi
ilgili teknigin 6zgilinliigiiniin yliksek oldugunu gostermistir. Nitekim ayni Ornege ait
rRNA amplikonlarinin klonlanmasi ve real time PCR analizleri sonucu S. vulgaris
yoniinden amplifikasyon gostermeyen kolonilere ait plazmid DNA’larin sekans analizleri
sonucu diger strongyle tiirlerin belirlenmesi de testin 6zgilin olarak calistigin1 ortaya
koymustur. Calismamizda erime egrisi (Melt curve) analizlerinde gelistirilen sybergreen
Real Time PCR ile S. vulgaris nesillerinin spesifik olarak 76,50°C erime sicakligi
gosterdikleri belirlenmistir ve standart egri analizleri ile de teknigin etkinligi %91,0
olarak bulunmustur. Ilgili teknik ile 1X10' kopya DNA/ul diizeyinde S. vulgaris
DNA’sin1in saptanabilecegi belirlenmistir. Tiim bu analiz sonuglari gelistirilen sybergreen
real Time PCR tekniginin avantajlar1 da géz Oniine alindiginda alternatif olarak S.
vulgaris iizerine epidemiyolojik ve survelians ¢alismalarinda kullanilabilecegi

distintiilmiistiir.

Niikleik asit sekanslar1 parazitlerin sistematiklerinin ¢alisilmasinda genis veri setlerinin
elde edilmesi icin alternatif bir yaklasim olusturmustur (207, 208). Ornegin SSU rRNA
sekanslar1 digenean (209) ve ascaridoid parazitlerin (210) filogenetik iligkilerinin
coziimlenmesinde efektif olarak kullanilmistir. Yine ribozomal ITS-2 gen bolgesi

syrongyloid nematodlarin filogenilerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanishi oldugu
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bildirilmesine (211) karsin at stronylid nematodlari iizerine filogenetik arastirmalarin (20,
212-215) sinirh oldugu goziikmektedir. Hung ve ark. (20) ribozomal ITS-1 ve ITS-2 gen
bolgelerinin 6zellikle at strongyle tiirleri olmak tlizere strongylid nematodlarin tiir spesifik
identifikasyonunda kullanilabilir olmalariyla bu gen bdlgelerinin at strongylidlerinin
sistematiklerinin  yeniden olusturulmasinda  yeterli  bilgiyi icerebileceklerini
kaydetmiglerdir. Arastiricilar at strongylid tiirlerinden Strongylinae ve Cyatostominae
aile altlarindaki bliyiik ve kiiclik strongylid tiirlerinden 30 tiiriin birlestirilmis ITS-1 ve
ITS-2 sekanslar1 temelinde filogenetik analizlerini gerceklestirmisler ve elde edilen
molekiiler verilerin genis agiz kapsiilii bulunan soylarin agiz kapsiilii dar olan soylara
koken (achestor) olusturdugunu hipotez etmislerdir. Ancak arastiricilar elde edilen
verilerin Strongylinae ve Cyathostominae aile altlarinin bdlinmesine ve Cyathostominea
alt ailesindeki morfoloji bazli bazi taksonomik gruplamalara destek saglamadigini
kaydetmislerdir. Calismamizda ITS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesi sekans analizlerine tabii
tutulan S. vulgaris izolatlar1 arasinda iki haplotipin varligi belirlenmis ve bu haplotipler
arasinda %0,6 genetik farklilik belirlenmistir. ilgili haplotipler ayrica en yiiksek
identikligi ortalama %99,7 ile Cin’den rapor edilmis S. vulgaris izolat1 ile gostermis,
Almanya ve Avustralya izolatlari ile de %98,2 identik bulunmuslardir. Filogenetik olarak
monofiletik bir yap1 sergiledigi belirlenen S. vulgaris’in ilgili gen boélgesine gore diger
tiim strongylid tiirlerden genetik olarak daha uzak oldugu, dis gruba yerlestigi ve kancali
kurt tiirlerine genetik olarak daha yakin olduklar1 dikati ¢ekmistir. Nitekim bu sonuglarin
Hung ve ark.’nin (20) sonuglari ile paralel oldugu goriilmiistiir. Arastiricilar (20) ayrica
ITS-1/ITS-2 gen bolgesi filogenisine gore belirgin bir kiime olusturan diger biiyiik
strongyle tiirleri S. equinus, S. edentatus ve S. asini’nin S. vulgaris’ten ziyade diger
soylara daha yakin oldugunu kaydetmislerdir. Arastirmamizda rRNA gen bolgesi
amplikonlarinin klonlanmasi ve sonrasinda kati besi yerinde tireyen kolonilerin real time
PCR analizleri ile S. vulgaris pozitifligi géstermeyen 10 tanesi segilerek rekombinant
plazmid DNA izolasyonu yapilmis ve sekans analizleri ile belirlenen ilgili gen bolgesi
DNA fragmentlerinin Cyathostominae aile altindaki kiigiik strongyle tiirlerinden C.
nassatus, C. ashworthi ve Cy. tetracanthum’a ait olduklar1 belirlenmistir. Yapilan
filogenetik analizlerde her {i¢ tiire ait izolatlarin monofiletik yapi sergiledigi goriilmiistiir.
C. nassatus’a ait ERU-Cnass-1 ve ERU-Cnass-2 haplotiplerinin %0,2 genetik farklilik
gosterdikleri ve Cin’den rapor edilmis C. nassatus izolatlar1 ile ortalama %99,6 identik

olduklar1 saptanmistir. Yine C. nassatus’un ilgili gen bolgesi filogenetik analizine gore
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Cyathostominae aile altindaki C. radiatus tiiriine yakin oldugu goriilmiistiir. Filogenetik
olarak en yiiksek identikligi %98,7 ile yine gdstermis ayrica C. ashforti tiirii ile de yakin
iliskili (% %97,5) bulunmustur. Arastirmamizda karakterize edilen C. ashworthi ERU-
Cash-1 ve ERU- Cash-2 haplotipleri arasinda %0,5 genetik farklilik tespit edilmis ve bu
haplotipler Cin’den rapor edilmis C. ashworthi izolati ile ortalama %99,8 identiklik
gostererek tiir bazli monofiletik grup olusturmuslardir. C. ashworthi’nin filogenetik
olarak en yiiksek identikligi yine Cyathostominae aile altindaki sirasiyla C. leptostomus
ve C. radiatus tiirleriyle gosterdigi belirlenmistir. Calismamizda Cy. tetracanthum’a ait
ERU-Cy.tetra-1 haplotipinin Cin’den rapor edilmis Cy. tetracanthum izolatlar1 ile
ortalama %99,9 identik oldugu ve yine ilgili izolatlarla beraber tiir bazli monofiletik grup
olusturduklart saptanmistir. Cy. tetracanthum’un ayrica filogenetik olarak en yiiksek
identikligi %96,4 ile Cyathostominae aile altindaki C. radiatus tiiriine gosterdigi tespit
edilmistir.  Cyathostominae aile altinda 1TS-1, 5.8S, ITS-2 gen bolgesi sekans
analizleriyle karakterize edilen tiirlerin filogenetik yapilanmalari Bu ve ark.’nin (212)

bulgular ile de paralellik gdstermistir.

Sonug¢ olarak bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de ilk kez atlarda enfeksiyona yol agan
strongyle tiirleri ilizerine molekiiler veriler saglanmistir. Arastirma sonuglar1 strongyle
enfeksiyonlarinin Nevsehir yoresi atlarinda olduk¢a yaygin oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
Ornekleme yapilan iftliklerde anthelmintiklerin gelisigiizel ve rutin kullanimi da dikkate
alindiginda elde edilen sonuglar basta epidemiyolojik olarak Cyathostominae aile
altindaki kiiciik strongyle tilirleri olmak tizere gelismis olan muhtemel antiparaziter
direngliligin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Calisma ile ayrica S. vulgaris’in
spesifik kantitatif teshisi amaciyla sybergreen tabanli real time PCR metodolojisi
gelistirilmis ve 1ilgili teknigin epidemiyolojik ve survelians caligmalarinda alternatif
olarak efektif bir sekilde kullanilabilecegi kanaatine varilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile
yine Tiirkiye’de ilk kez S. vulgaris ve diger bazi Cyathostominae tiirlerin 1TS-1, 5.8S,
ITS-2 gen bolgesi sekans analizleriyle karakterizasyonlari yapilmis ve filogenetik
iligkileri belirlenmistir. Model olma karakteristigine sahip bu ¢alismadan elde edilen
sonuclar, Tiirkiye’de at strongylidleri iizerine kapsamli molekiiler epidemiyolojik ve
anthelmintiklere kars1 direnglilik ¢alismalarina ihtiya¢ oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Tim

bu caligmalar sonucu atlarda strongyle enfeksiyonlarinin kontrol altina alinabilmesi i¢in
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modern diinyada oldugu gibi selektif anthelmintik uygulamalarina gecilmesi ve S.

vulgaris i¢in survelians programlarinin hayata gegirilmesi gerekmektedir.
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