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ZET

Bu al mada, s rlarda enfestasyona yol a an Hypoderma bovis larvalar n n v cutta
g s ras nda salg lad klar ve immun mod lasyonda aktif g rev alan nemli serin
proteazlar hypodermin A (HA), hypodermin B (HB) ve hypodermin C (HC) nin
molek ler karakterizasyonlar sonras rekombinant olarak elde edilmesi ile
hypodermosis in serolojik te hisinde nemli antijenler olarak kullan labilecekleri
hipotez edilmi tir. ~al mada rekombinant antijenler ve ilgili genlerin aminoasit
sekanslar ndan dizayn edilen peptidler ile Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) metodolojisi geli tirilmi ve etkinlikleri de erlendirilerek saha s r serum
rneklerinde hypodermosis in seroprevalans ara trlm tr. Aratrma materyalini
mezbaha incelemelerinde hypodermosis ile enfeste belirlenen s rlardan toplanm
nc d nem (L3) Hypoderma larvalar olu turmu tur. Kesimden nce enfeste
hayvanlardan tam kan rnekleri al narak serumlar elde edilmi tir. Larvalardan genomik
Deoksiribo N kleik Asit (DNA) ve total Ribo N kleik Asit (RNA) izolasyonlar
ger ekle tirilmi  ve takiben Komplementer DNA (cDNA) sentezi yap Im tr.
Morfolojik te his sonras nda incelenen larvalar n mitokondrial cytochrome c oxidase
subunit 1 (COI) DNA barkod b Igesinin sekans karakterizasyonuyla H. bovis e ait
olduklar konfirme edilmi tir. Hypoderma bovis cDNA k t phanelerinde hypodermin
genleri dizayn edilen spesifik primerlerle amplifiye edilmi tir. N kleotid ve amino asit
sekanslar nn elde edilmesi amac yla amplikonlar uygun bakteriyel plazmidlere

klonlanarak transformasyon basamaklar ndan sonra rekombinant plazmid p rifikasyonu
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yap Im tr. Rekombinant plazmidler ift y nl olarak sekanslanm ve genetik
yaz | mlarla sekanslar i lenerek her gen b Igesi i in konsensus sekanslar elde edilmi tir.
HA, HB ve HC genlerine ait A k Okuma " er evesi (ORF) sekanslar n n s ras yla 705
baz ifti (bp), 771 bp, 783 bp uzunlu unda olduklar ve 234 amino asit (aa), 256 aa ve
260 aa uzunlu unda proteinleri kodlad klar belirlenmi tir. Her ~ hypodermin geninde
intraspesifik n kleotid farkl I  belirlenmezken interspesifik n kleotid farkl | klar HA
ve HB aras nda %29,5, HA ve HC aras nda %57,9, HB ve HC aras nda %53,9 olarak
tespit edilmi tir. In-silico analizlerde H. bovis HA, HB ve HC genlerinin sras yla
25,744 kilodalton (kDa), 27,795 kDa ve 28,516 kDa b y kIl  nde proteini eksprese
ettikleri belirlenmi tir. Sonraki basamakta bakteriyel ekspresyon sistemine klonlanan
hypodermin genleri zerinde ekspresyon al malar y r t Im ve ekspresyon etkinli i
Sodyum Dodesil S Ifat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ve Western Blot
analizleri ile belirlenmi tir. HA nn Escherichia coli ekspresyon sisteminde ifade
olmad belirlenmi , p rifiye edilmi rekombinant HB (rHB) ve HC (rHC)
antijenlerinin ise pozitif s r serum dil syonlar ile yap lan Western Blot analizlerinde
immun reaktivite g sterdikleri saptanm ve protein b y kl kleri in-silico sonu lara
paralellik g stermi tir. P rifiye rHB, rHC ve peptidler (pHA, pHB, pHC) zerinde
y r t len standardizasyon al malar nda ELISA i in rHC antijeni ve pHC peptidinin
en etkin ve birbirine benzer sonu lar verdi i belirlenmi tir. rHC ve pHC ile olu turulan
ELISA da incelemesi yap lan 200 s rda hypodermosis seroprevalans %62,0 olarak
belirlenmi ve enfestasyonun da | m nda ya , cinsiyet ve rk gibi e itli parametrelerin

etkisi de erlendirilmi tir.

Sonu olarak bu al mailes rlarn nemli bir ekto-endoparaziti ve y ksek ekonomik
kay plara yol a an H. bovis i in antijenik de eri y ksek ve immun mod lasyonda aktif
g rev alan HA, HB ve HC proteinlerini kodlayan genlerin d nyada ilk kez molek ler
karakterizasyon verileri sa lanm , immun reaktiviteleri zerine zg n ktlar elde
edilmi ve hypodermosis in serolojik te hisi amac yla rekombinant teknolojisi ile zg n

rekombinant antijenler elde edilmi ve ELISA metodolojisi geli tirilmi tir.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon, Hypoderma bovis, hypodermin A, hypodermin B,
hypodermin C, molek ler karakterizasyon, ELISA, s r
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ABSTRACT

An ELISA methodology was developed using recombinant antigens and peptides
designed from amino acid sequences of the related genes and their efficiencies were
evaluated. Afterward, the seroprevalence of hypodermosis in the sera of cattle from the
field was investigated. The third stage Hypoderma larvae (L3) collected from infested
cattle during abattoir inspections were constituted the material of the study. Whole
blood samples were got from the animals prior to slaughter. Genomic DNA and total
RNA isolations were performed followed by cDNA synthesis. After morphological
identifications, species identification of H. bovis was confirmed by sequence analyses of
the barcode mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (COl) DNA region of the
larvae. Hypodermin genes were amplified in H. bovis cDNA libraries with originally
designed primers. In order to obtain nucleotide and amino acid sequences, recombinant
plasmid purifications were utilized after cloning the amplicons into appropriative
bacterial plasmids and transformation steps. Recombinant plasmids were bidirectionally
sequenced, and consensus sequences were obtained for each gene region by processing
the sequences with genetic software. The open reading frame (ORF) sequences of HA,
HB and HC gene were determined as in the length of 705 bp, 771 bp, 783 bp, and their
coding protein aminoacid lengths were 234 aa, 256 aa, and 260 aa, respectively. There
were no intraspecific differences in each Hypodermin gene, while 29.5%, 57.9%, and
53.9% interspecific differences were determined between HA and HB, HA and HC, HB
and HC, respectively. Hypoderma bovis HA, HB and HC genes expressed sizes of
25.744 kDa, 27.795 kDa and 28.516 kDa proteins based on in-silico analyses. In the



next step, expression studies were conducted on the Hypodermin genes that were cloned
to bacterial expression system and expression efficiencies were determined by SDS-
PAGE and Western Blot analyses. HA was not expressed in E. coli expression system,
while purified recombinant HB (rHB), and HC (rHC) antigens were found as immune
reactive in Western Blot analyses using sera dilutions of positive cattle. Protein sizes
were also consistent with the result of in-silico analyses. rHC antigen and pHC peptide
were found as the most effective with giving similar results to each other for ELISA in
the standardization studies on purified rHB, rHC, and peptides (pHA, pHB, pHC). In
the ELISA base on rHC and pHC, a seroprevalence of 62.0% of hypodermosis was
determined in the examined 200 cattle, and the effects of several parameters such as

age, gender, and breed on the distribution of the infection were evaluated.

In conclusion, first molecular characterization data was obtained on the genes encoding
HA, HB and HC proteins that are high antigenic importance and have an active role in
immunomodulation of H. bovis which is an important endo-ectoparasite of cattle, and
cause high economic losses with this study. Unique data were also obtained on the
immune reactivities of these proteins and a novel ELISA methodology was developed

with recombinant technology in order to the serological diagnosis of hypodermosis.

Key words: Expression, Hypoderma bovis, hypodermin A, hypodermin B, hypodermin

C, molecular characterization, ELISA, cattle
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1. GR VEAMA~

Diptera tak m na ait baz insekt larvalar n n canl omurgal hayvanlar enfeste etmesi
myiasis olarak adland r I r. Bu larvalar, kona n dokusu ( | veya canl), sv v cut
maddeleri veya sindirilmi besinleri ile beslenirler (Zumpt, 1965). Hypoderma ve
Przhevalskiana cinslerine ait insekt larvalar n n daha ok s r ve ke ilerde olu turdu u
myiasis hypodermosis olarak adland r | r. Hypoderma larvalar n n varl , sonbahar
ve k mevsimlerinde enfeste hayvanlarn srtnda g r len deri alt i likleriyle
karakterize edilir. S rlarda nemli t rler sras yla H. bovis ve H. lineatum dur. Bu
sinek larvalar s rlar n derisinde cuticole myiasis e neden olmalar yla T rkiye des r
yeti tiriciliginde nem arz etmektedir. Hypoderma larvalar yumurtadan kt ktan sonra
epidermise n fuz etmeye ba lar. Larvalar n penetrasyona ba lamas i in k| folik lleri
ve deri y zeyi d zensizlikleri en uygun noktalard r. Hiperkeratinize epidermis ve A-
avitaminosis den kaynaklanan bozulmu folik ller de s rlar bu t rlerin istilas na kar
daha duyarl hale getirebilmektedir. Yaplan bir al mada, A-avitaminosis li
buza larnsa | kl buza larag redahay ksek enfestasyon oran na sahip oldu u rapor
edilmi tir. (Gingrich ve Barrett 1975). K aylar nda taze yemin kullanlmad ,d k
kaliteli saman, hatta yanl veya uzun s reli depolanan kaliteli saman A vitamini
bakmndan d k ieri e sahiptir. K ve ilkbahar aylar nda, zellikle iklim
ko ullarnn k t ye gitti i d nemlerde s rlarn vitamin gereksinimi 0 u zaman
kar lanamamaktad r. Bu y zden, A-vitaminosis buza ve s rlarda ok de i ik Klinik
ve patojenik bozukluluklar n nedeni olarak d n I r (Anteplio lu ve ark., 1977; G |
ve ssi, 2011). Ayr ca, k nek A vitamini takviyesi almayan s rlar ilkbaharda meraya
kt klar nda eri kin sinekler taraf ndan aktif olarak konak arar ve zellikle zay f,
g S z ve hassas olan s rlar eri kin sineklerin istilas na maruz kal rlar (Gingrich ve
Barrett, 1975). Hypoderma larvalar yla enfeste olan s rlar n meradan yararlanma
kabiliyetlerinin azalmas sonucunda geli mede gerilik, avitaminosis zellikle A-
avitaminosis g r Imekte ve buna ba | metabolik sa |k problemleri meydana

gelmektedir (Anteplio lu ve ark., 1977; G | ve ssi, 2011). Ayr ca enfeste s rlar n et



ve s t verimleri d mektedir. te yandan, zellikle larvalar n deride a t klar delikler
sonucu derinin kullan lamaz hale gelmi olmas ekonomik kayplar daha da
artt rmaktad r. Bu y zden bu t rlerin yol a t  enfestasyon hem yeti tiriciler hem de
Ike ekonomisi i in olduk a nemlidir. Hypodermosis ile ili kili ekonomik kay plar
nlemek i in erken ve g venilir tan teknikleri gerekmektedir. Bu durum sistematik bir
tedavi i in gerekli olan birinci d nem larvalarn (L1), g faznn ba lang c nda
saptanabilmeleri ve buna ilaveten parazit taraf ndan konak dokular na verilecek zarar n
engellenmesi er evesinde hypodermosis in eradike edilmesi i in olduk a kritik ve
nemlidir (Yadav ve ark., 2017). Hypoderma larvalar taraf ndan salg lanan chymo-
trypsin familyas ndaki HC ve trypsin familyas nda yer alan ve ortak biyokimyasal
zellikler ta yan HA ve HB, immunizasyon al malar nda ve seroloji tabanl tan
teknikleri geli tirilmesinde nemli proteinler olarak bilinmektedir. Dolay s yla bu
proteinleri kodlayan gen zerine ara t rmalar, potansiyel hedef antijen geli tirilmesi
noktas nda olduk a nemli g r Imektedir. G n m ze kadar ilgili genler ve eksprese
ettikleri antijenler zerine snrl sayda al ma mevcut olup bu al malarn H.
lineatum zerinde ger ekle tirildi i g r Imektedir. Ayrca T rkiye de hypodermosis

zerine yap Im  molek ler tabanl ara t rmalar daolduk asnridr.

Bu doktora tez al masnda, s rlarda ekonomik kayba sebebiyet veren cuticole
myiasis etkeni H. bovis larvalar nn v cuttakig  sras nda salg lad klar Hypodermin
antijenlerinin, hypodermosis in erken d nem serolojik te hisinde kullan labilecekleri
hipotez edilmi tir. Bu hipotez do rultusunda, al madas rlar enfeste eden H. bovis
3. d nem larvalar n n morfolojik ve molek ler te hislerini takiben immun sistemin
sit milasyonu a sndan nem arz eden hypodermin A, B ve C antijenlerini kodlayan
gen b lgelerinin ilk kez molek ler karakterizasyonu sa lanm ve akabinde gen
ekspresyonu al malar ile ilgili rekombinant antijenlerin karakterizasyonunu,
ekspresyon profilleri ve immun reaktiviteleri ortaya karIm tr. Ayrca al mada
rekombinant antijenler ve ilgili genlerin amino asit sekanslar ndan in-silico analizlerle
dizayn edilen peptidler kullan larak ELISA metodolojisi geli tirilmi ve s r
hypodermosis inin serolojik te hisinde etkinli i de erlendirilerek Kayseri y resinde
nceki proje al malar nda elde edilmi s r serum rneklerinde hypodermosis in

seroprevalans ara trim tr.



2. GENEL B LG LER

2.1 Myiasis ve S n fland rma

Yunanca t retilmi bir isim olan myiasis terimi, ilk olarak 1840 ylnda Hope
taraf ndan baz Diptera larvalar n n neden oldu u insan hastal klar n tan mlamak i in
Insect ler ve insan v cudunda tesad fen bulunan larvalar adl kitapta nerildi i
myia nn Yunanca sinek anlam nda oldu u, myiasis i in ise sinek hastal
denilebilece i kaydedilmektedir. Miyasis, temelde anatomik ve entomolojik olarak iki
katagoride sn fland r Imaktad r. Ik olarak Bishopp taraf ndan nerilen anatomik
s n fland rma sisteminin, pratik tan ve konaktaki lokasyonu ile ili kili enfestasyona
ba | olarak snfland rImasnn yararl olabilece i kaydedilmi tir (Din er, 1997,
Francesconi ve Lupi, 2012). Anatomik s n fland rma, nerilen s n fland rma sistemine
dayanmaktad r. Bishopp, daha sonra James ve Zumpt taraf ndan modifiye edilmi ve bu
ara trc lar n her biri ayn terimlerle farkl terimler kullanm tr. Bu terim karma as n
nlemek i in Bishopp un, James in ve Zumpt n nerilen s n fland rmalar na dayanan

snfland rmaa a da verilmi tir (Din er, 1997; Francesconi ve Lupi, 2012).

Bishopp ag re Jameseg re Zumpt ag re
Bloodsucking Bloodsucking Sanguinivorous
Doku harabedici Fruncular Dermal/subdermal
Subdermal g Creeping
Traumatic/yara
Anal/vaginal
Ba bo luklar n n enfestasyonu Burun, a z ve sinuslar Nasopharyngeal
Aural
Ocular
ntestinal/Urogenital Enteric ntestinal
Anal/Vaginal
ntestinal/Urogenital Bladder Urogenital

Anal/vaginal




Zumpt (1965), bu s n fland rmada myiasis i nce 5 gruba ayrm tr. Memelilerin ve
ku lar n kan emici larvalar ile enfestasyonunu sanguinivorous myiasis (Auchmeromyia,
Passeromyia, Protocalliphora), ban ve i liklere neden olan veya mevcut bir yaraya
bula arak o b lgeyi geni leten veya direkt dokuya girerek yaralara neden olan larvalar
dermal veya subdermal myiasis (Calliphora, Wohlfahrtia, Dermatobia, Hypoderma),
nasal ve pharyngeal bo luk, frontal sinuslar n enfestasyonunu ise nasopharyngeal
myiasis (Oestrus, Rhinoestrus) olarak tanmlam tr. Burada g z ve kulak
enfestasyonlar da s z konusudur. Ba rsaklarda fak ltatif olarak bulunan larvalar ayn
zamanda pseudomyiasis (yumurtalar n g dalar zerine b rakan Muscidae, Syrphidae,
Phiophilidae) olarak tan mlam t r. nsan ve hayvanlarda rogenital myiasis etkenlerinin
ya idrarla atld n ya da vaginada bulunduklar n belirtmi tir. Myiasis etkenleri
ara trc lar taraf ndan tan mlanm olsada, g n m zde larvalarn g r Id yer ve
aratrcya g re myiasis farkl isimlerle de (gastricole, cavicole, nasal gibi) ifade
edilmektedir (Din er, 1997; Francesconi ve Lupi, 2012).

Entomolojik s n fland rma, larvalar n g sterdi i parazitizm derecesi nemlidir.
Anatomik snfland rma pratik tanda faydal olsada, Patton (1922), evrimsel ve
biyolojik ili kileri dikkate alarak anatomik s n fland rmay yetersiz bulmu tur. = nk ,
tek bir t r birden fazla anatomik yerde bulunabilir veya ayn vyerde farkl t rler
taraf ndan istila edilerek parazitizm ekillenebilir. Bu nedenle, Patton (1922) larvalar n
parazitizm seviyesine g re bir sistem geli tirmi tir. Buna g re, myiasis etkeni t rleri iki
ana gruba ayr Im tr; (i) Sadece canl konakta geli en spesifik t rler (Hypoderma spp.,
Oestrus spp., Gasterophilus spp.), (ii) d k ve r yen g dalarla organik maddeler ve
kadavrada geli en, ayn zamanda da yumurta veya larvalar n canl olarak kona a
b rakan yar spesifik t rlerdir (Lucilia spp., Sarcophaga spp., Calliphora spp.). Zumpt
(1965) ise myiasis etkenlerini, spesifik t rler olbigatory (zorunlu) ve yar spesifik
olanlar fak ltatif (istemli) olarak kategorize etmi tir. Patton, yumurtalar veya larvalar
konak taraf ndan sindirim sistemine al nmas n tesad fi myiasis, Zumpt (1965) ise
pesudomyiasis olarak isimlendirmi tir (Din er, 1997). Daha sonra Kettle (1992),
s nfland rmay Kklinik y nden de erlendirerek fak Itatif t rleri kendi i inde myiasis i
ba latabilen primer t rler, di er t rlerin neden oldu u myiasis e sekonder veya tersiyer

t rler olarak grupland rm tr (Din er, 1997; Francesconi ve Lupi, 2012).



G n m zde, veteriner hekimlik a sndan nemli olan myiasis tanm, baz Diptera
larvalar nn ya am sikluslarnn en az bir periyodunda omurgal hayvanlarn ve
insanlar n canl veya | dokular, v cut sv maddeleri veya sindirilmi g dalarla ile
beslenmesi sonucu meydana gelen patolojik bir durum oldu u ifade edilmektedir.
Hypodermosis, Hypoderma larvalar taraf ndan canl konak derisinde meydana gelen

tipik bir cuticole myiasis tipidir (Din er, 1997).

2.2 Snfland rma

Hypoderma cinsinin bilimsel taksonomisi The Taxonomicon ve Systema Naturae

2000 g ncel veritabanlar nag rea a da verilmi tir.

Class Insecta

Order Diptera

Family Oestridae
Subfamily Hypodermatinae
Genus Hypoderma

Hypoderma bovis Linnaeus, 1758
Hypoderma tarandi Linnaeus, 1758
Species Hypoderma lineatum Villers, 1789
Hypoderma diana Brauer, 1858
Hypoderma actaeon Brauer, 1858
Hypoderma sinense Pleske, 1926

Hypoderma cinsinde yer alan H. bovis ve H. lineatum t rleri s rlarda, H. diana, H.
actaeon, H. tarandi ve H. sinense sras yla karaca, k z | geyik, ren geyi i ve yaklar

enfeste eden veteriner neme sahip olant rlerdir (Taylor ve ark., 2016).

2.3 Morfoloji ve Biyoloji

D nyann bir ok Ikesinde hypodermosis e yol a an t rlerin biyolojileri zerinde
bir ok al ma yap Im tr. Bu hastal n biyolojisi zerine ilk bilimsel al ma 1700
y I nda talya da Vallisnieri taraf ndan ger ekle tirilmi tir (Zumpt, 1965; Hassan ve

ark., 2010). Hypoderma cinsinde t rler karma k bir ya am siklusuna sahiptirler. Bu



sineklerin L1 leri endoparazit, L2 ve L3 leri ektoparazit, pupa ve eri kinleri ise serbest
tabiatta geli me safhalar ge iriler. Ergin sinekler g ne li havada, ortam scakl nn
y kselme e ba lad ku luk vakti olarak da tabir edilen zaman n ba lar ndan itibaren
s rlara ataklar n ba latrlar, g ne in y kselmesiyle sald r n n iddettini artt r rlar ve
ataklar n havan n serinlemesine kadar o unlukla ikindi vaktine kadar s rd r rler. Bu
ataklar n s resi ikindi vaktine kadar da ula abilir. Enfestasyona maruz kalan s rlar
uursuzca sa a sola geli i i g zel ko u urlar ve gizlenebilecekleri g Igelik bir yer ya da
ayaklar n  bacaklar na kadar sokabilecekleri bir su birikintisini ararlar. Eri kin
sineklerin yumurtlamas i inr zg rsz hava ve 18 C den daha y ksek s cakl a ihtiya
duyduklar bildirilmi tir. Bu t r hava ko ullar yumurtlaman n ba lamas i in gereklidir.
Bu ko ullar ya amd ng s n ndevaml | ve geli im a amalar n n olu umunu etkiler
(Khan ve ark., 2015).

2.3.1 Yumurta, Deri Penetrasyonu ve Larva Geli imi

Hypoderma lineatum ve H. bovis in yumurtlama davran ve k1l ba na brak lan
yumurta say s aras nda nemli bir fark vard r. Hypoderma lineatum un yumurtalar 1
mm uzunlu undad r. Hypoderma lineatum, genellikle ayakta duran veya dinlenme
halinde olan kona naltg vde b lgesindeki tek bir k | zerine 3-10 veya daha fazla s ra
halinde yumurtalarn srayla brakr. Hypoderma bovis yumurtalar 0,8 mm
uzunlu undad r. Hypoderma bovis yumurtalar n kona n arka bacak ve topuk k llar

zerine teker teker b rak r (Nogge ve Staack, 1969; Pruett ve Kunz 1996; Hassan ve
ark., 2010). Hypoderma lineatum ve H. bovis i in aktif haldeki kona a b rak lan
yumurtalar 3 ile 7 g nl k bir ink basyon s resinden sonra a Ir ve yakla k 1 mm
uzunlu undaki ilk instar larvalar k| k k ne do ru ilerler. Bu esnada konak derisini
delmek i in proteolitik histoilitik enzimler salg layarak kanca benzeri a z par alar ile
deri veya k|l k k folik llerine n fuz ederler. Hypoderma t rlerinin proteolitik
enzimatik sekresyonlar HA, HB ve HC olmak zere tiptir. Bu proteolitik enzimler
larvann k r ba rsa taraf ndan salg lan r (Lecroisey ve ark., 1979). Konak derisine
penetrasyon, yumurtadan kt ktan 6 saat sonra larvalar taraf ndan tamamlanm olur
(L pez ve ark., 2005).

Yal ve daha nce enfeste olmu hayvanlarda, penetrasyon yerinde dem ve

iltihaplanma g zlemlenmi tir (Gingrich, 1982). Hypoderma ilk instarlarnn o u,



kona a girdikten hemen sonra | r. G eden larvalar esas olarak eozinofiller ve
lenfositler ile infiltre edilen dem ile evrilidir. Larva says ve g s resi dem
derecesini etkiler. Bununla birlikte, ya ayan ilk instarlar fibroblastlar taraf ndan
kaps llenmezken, gran lom yap s sergileyen nod llerde | larvalar bulunur. Larvalar,
konak reaksiyonu ile sa lanan ser z eks datlar ile beslenir ve g  esnas nda salg lanan
proteolitik enzimler besinlerin hemolenf i ine giri ine yard m etmektedir (Scholl, 1993,;
Colwell, 2006). Hypoderma bovis ve H. lineatum ilk instarlar n n izlemi oldu u g
yolu farkl | k g stermektedir. Kona n i ine girdikten yakla k 4 ay sonra H. bovis
torasik ve lumbar vertebral b Igelerde epidural ya a ula rken, H. lineatum zofagus
submukozas na g etmektedir. Larvalar dinlenme halinde olduklar yerde birikir ve
burada len ok say da larvalar iltihaplanmaya sebebiyet vermesinden dolay olumsuz
reaksiyonlar ekillenebilir ve bu durumda insektisit tedavisi uygun de ildir. E er
ila lama yap lacak olursa, Hypoderma lineatum da tipik semptomlar i kinlik ve kusma
iken, H. bovis de ge ici posterior fel ortaya kabilir (Scholl, 1993). Ayn zamanda,
hypodermosis in kontrol nde mevsimsel insektisit kullan m dikkate al nmas gereken
nemli bir husustur ( nci, 2016). Sonbaharda g  halinde olan L1 ler ile ilkbaharda s rt
derisi alt nda bulunan L2 ve L3 lere kar ila lama yap Imal d r. Sonbahar ila lamas na
ra men s rt derisi alt na ula may ba aran larvalara kar ilkbaharda ikinci bir insektisit
kullan m gerekmektedir. Bununla birlikte H. bovis larvalar n n canalis vertebraliste
bulundu u d nemde (b Igesel olarak farkl | k g sterebilir, Anadolu i in Kasm
aynn ba ile Ocak aynn sonu aras ndaki yakla k 3 ayl k bir zaman dilimidir)
insektisit kullanm vyap Id  takdirde spinal kanalda len larvalar n toksik etkileri
hayvanlarda anafilaktik ok meydana gelebilmektedir (Dik, 1998; Boulard, 2002). Bu

husus, ok nemli ve ok kritik olup sistemik ila lamada asla ihmal edilmemelidir.

Hypoderma bovis ve H. lineatum un ge instarlar yakla k 15 mm uzunlu unda olup
dinlenme alanlar n terk ederler ve daha sonra bu larvalar kona n orta-srt b Igesine
do ru hareket eder. Burada L2 halini al rlar ve kendilerini derinin hemen alt na
yerle tirirler. Deride solunum delikleri a p, ters d nerek stigmatlar n dayarlar ve
solunum yapmaya ba larlar. Bu srada her larva kendi etraf nda bir kist olu turur. Bu
a amada, i likle karakterize edilen nod lleri olu turur. Bunlara halk aras nda nokra,
okra, b velek denir. Larvalar n yumurtadan kona n srtna geli s resi 8 ile 9 aydr
(Zumpt, 1965; Scholl, 1993; Hassan ve ark., 2010). Larvalar, 30 ile 60 g nde yakla k



30 mm uzunlu una eri ip L3 halini al r. L3 ler, tamamen k Kk dikenlerle evrelenmi

posterior spirakular plakan n incelenmesi ile di er Hypoderma t rlerinden ay rt
edilebilir. Hypoderma bovis ted meyi evreleyen arka spirak ler plakan n dar bir huni
benzeri kanala sahip oldu u, H. lineatum da ise geni bir kanal eklinde oldu u ve bu
y nyle de iki tre ait larvalarn g receli olarak ayr mlar nn vyap labilece i
kaydedilmi tir (Wall ve Shearer, 2008; Hassan ve ark., 2010; Taylor ve ark., 2016).

2.3.2 Pupa Evresi

Nod llerden kmadan nce L3 lerin rengi belirgin bir ekilde koyula r. Olgunla an
larvalar deliklerden kar. lkbahar ba lar nda, sabah n erken saatlerinde topra ad en
hareketsiz larvalar, ot ve samanlar aras nda kuytu yerlere saklanarak toprak alt na (H.
lineatum 3 cm, H. bovis ise 3,6 cm) do ru ilerler ve pupa d nemine girerler. Pupadan
eri kin sineklere d n  m 2 ile 8 hafta s rer. Eri kinlerin pupadan k , t rlere ve
iklim ko ullar na ba | olarak o unlukla Mart ile Haziran a kadar devam edebilir. Bu
eri kinler daha sonra ya am d ng s ne devam ederler (Zumpt, 1965). Ancak d nyan n
farkl co rafi b Igelerinde eri kin sineklerin pupal evreden kma d nemini etkileyen
iklim de i iklikleri bildirilmi tir (Navarrette ve ark., 1993). klim de i ikli i, konak-
parazit etkile imin yap sn ve i levini de i tirebilecek farkl I klara neden olabilir.
K resel snmann artmasyla yazlar n daha uzun olmas halinde eri kin sinek
sezonunun daha erken olmas ve bunun sonucunda kona a yumurta b rakma s resinin
uzayabilece i ifade edilmektedir. Hypoderma spp. i in konak de i ikli i ger ekle mez;
ancak H. tarandi prevalans n n y ksek oldu u b Igelerde uzun s re kalan turistler i in
hastal n insidans nda art a neden olabilece i bildirilmektedir. Ayn zamanda hareket
halinde olan ki ilerin daha fazla eri kin sine e maruz kald klar n ve kuwvvetli r zgar,
ya mur, 10-12 Cden d k scaklklarn eri kin sine in u u aktivitesini ve
yumurtlamas n  engelledi i d n Imektedir (Kan ve ark., 2013). Hypoderma
t rlerinin, pupa ve eri kin sinek safhalar nda iklim de i ikli ine ba | olarak yar -kurak

alanlar n nemli alanlara g re daha uygun oldu u bildirilmi tir (Saidani ve ark., 2016).

2.3.3 Eri kin

Eri kin di i H. bovis yakla k 15 mm uzunlu undayken, H. lineatum yakla k 13 mm
uzunlu undad r. Her ikisi de Kkarakteristik a k — koyu renk deseninde yo un K llarla

kaplanm ar g r n m ndedir. Her iki t rde abdomenin ortas nda geni bir siyah k|



band ile sar -turuncu K llar bulunur. Hypoderma bovis in toraks H. lineatum dan daha
k 11 d r. Hypoderma bovis toraks n n ba ve n k sm ndaki t yler ye ilimsi sar iken H.
lineatum un sar ms -beyaz renktedir. Her ikit r na z par alar k Kk ve palplardan
yoksundur. Il k ve g ne li g nlerde aktif olan H. bovis ve H. lineatum t rlerinin eri Kin
biyolojisi benzerlik g stermektedir (Benakhla ve ark., 1993; Panadero ve ark., 2007a).
Eri kin sinekler, a z organlar n n atrofiye olmas ndan dolay beslenemez ve 5-15 km
u abilirler. " iftle meden 20 dakika sonra di iler yumurtlamaya haz r hale gelirler ve

yumurtalar n b rakacak bir konak ararlar.

2.4 Prevelans

Bir b Igede Hypoderma kaynakl myiasis prevalans n n (WFI, Warble Fly Infestation)
belirlenmesi i in ncelikle tedavi ve eradike programlar n n n planlanmas n n gereklili i
vurgulanmaktad r (Vaillant ve ark., 1997). S r hypodermosis i (WFI), Kuzey
Yar mk rede 25 -60 N enlemleri aras nda yer alan 55 lkede rapor edilmi tir (Soulsby,
1982). D nya genelinde, s r hypodermosis i prevalans nda topografi, rnekleme
mevsimi, nem, s cakl k, ya  ve r zg r gibi evresel ko ullar ergin sinek geli imi ve
aktivite farkl | klar zerine e itli al malar y r t Im t r (Tarry, 1980, Mart nez-
Moreno ve ark., 1996; Frangipane di Regalbono ve ark., 2003; Karatepe ve Karatepe,
2008; Saidani ve ark., 2016). Ayn zamanda konak spesifitesi, hayvan t r , tarm
uygulamalar , ektoparaziter tedavi ve uygulanan te his prosed rleri ( rne in klinik-
parazitolojik inceleme veya imm nolojik testler) gibi di er fakt rlerin de hastal n
prevalans durumunu etkiledi i bildirilmektedir (Panadero ve ark., 2007a). Akdeniz
Ikelerindeki evre ko ullar bu sineklerin etkinli ini artt rmaktad r. Bin dokuz y z
altm ylndan bu yana s r hypodermosis i zerine say sz rapor yay nlanm tr
(Deiana ve Arru, 1960; Tagari ve Manehasa, 1973; Sayin ve Meric, 1976; Tassi ve
Puccini, 1985; Kilani ve ark., 1986; Boulard ve ark., 1988; Sayn ve ark., 2000).

Bunlardan baz lar Tablo 2.1 de sunulmu tur.



Tablo 2.1 D nyada ve Ikemizde hypodermosis prevalans ile ilgili al malar

Ike Prevalans (%) Tr Referans
15,3 Hypoderma spp. Reina ve ark., 1994
spanya 19,5-42,3 H. bovis/H. lineatum Mart nez-Moreno ve ark., 1996
78,4 Hypoderma spp. Panadero ve ark., 2000a
79,0 H. lineatum Panadero ve ark., 2007b
. Deiana ve Arru, 1960
talya 23,0 H'. I|neat_um Frangipane di Regalbono ve ark.
85,0 H. bovis/H. lineatum 2003 !
Yunanistan 37,4 H. bovis/H. lineatum Papadopoulos ve ark., 1997
Arnavutluk 31,1 H. Iineat_um Tagari ve Manehasa, 1973
38,6-41,3 H. bovis Otranto ve ark., 2005
56,0 H. lineatum Kurtp nar, 1947
67,0 H. bovis/H. lineatum Sayin ve Meric, 1976
20,0 Hypoderma spp. Celep ve ark., 1994
65,0 Hypoderma spp. Ta veark., 1994
3,6-10,2 H. bovis/H. lineatum Gulanber ve ark., 2000
86,0-14,0 H. bovis/H. lineatum Sayin ve ark., 2000
31,9 H. bovis/H. lineatum Kara ve ark., 2005
T rkiye 38,6 Hypoderma spp. zkutlu ve Sevgili, 2005
51 H. lineatum Karatepe ve Karatepe, 2008
23,3 Hypoderma spp. Simsek ve ark., 2008
28,6 H. bovis/H. lineatum Balkaya ve ark., 2010
5,3-0,3 H. bovis/H. lineatum Cicek ve ark., 2011
35,2 H. bovis Kaya, 2014
36,6 Hypoderma spp. Sayin Ipek ve Diker, 2016
73,8 Hypoderma spp. Ta ¢ veark., 2018
61,4 H. bovis Benakhla ve ark., 1990
70,0-90,0 H. bovis/H. lineatum Benakhla ve ark., 1998
Cezayir 76,0 H. bovis/H. lineatum Benakhla ve ark., 1999
1,6-3,6 H. bovis/H. lineatum Saidani ve ark., 2011
498 H. bovis/H. lineatum Saidani ve ark., 2016
Fas 50,0-60,0 Hypoderma spp. Sahibi ve ark., 1995
Tunus 63,0-37,0 H. bovis/H. lineatum Kilani ve ark., 1986
Hindistan 50,0-90,0 H. lineatum Soni ve Khan, 1945
Irak 23,0 H. lineatum Abul-Hak, 1973
Almanya 30,0 H. bovis Hennings, 1977
Pakistan 21,62 H. bovis Shah ve ark., 1981
Kore 42,4 H. bovis Jang ve ark., 1987
“in 80,0 Hypoderma sp. Yin ve ark., 2003
98,0-100 H. bovis/H. lineatum Otranto ve ark., 2004
Fransa 40,0 H. bovis/H. lineatum Boulard ve ark., 1988
Hollanda 80,0 H. bovis/H. lineatum Scholl, 1998
Polonya 25,0-100 H. bovis/H. lineatum Cencek,1995
8,0-73,3 H. bovis
Kanada 76.5-99 0 H. lineatum Colwell, 2000
Kazakistan 30,0 H. bovis/H. lineatum Mukhtar ve Omarkhan, 2004
zbekistan 45,0-50,0 H. bovis/H. lineatum Rasulov ve ark., 2004
Mo olistan 40,0-100 H. bovis/H. lineatum Yin ve ark., 2003
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D nyada, s r hypodermosisi prevalans zerine birok al ma yrtim tr.
talya da yap lan bir al mada %85, Kuzey talya da yap lan ba ka bir al mada
%43,3 oran nda seropozitiflik belirlenmi tir (Santagada ve ark., 2001; Frangipane di
Regalbono ve ark., 2003). spanya da, her iki Hypoderma t r de bir arada bulunur,
ancak H. lineatum populasyonu H. bovis e g re daha sk g r Imektedir. spanya da
yap lan al malarda hypodermosis in prevalans n n %15,3 ile %79,0 aras nda oldu u
rapor edilmi tir (Reina ve ark., 1994; Mart nez-Moreno ve ark., 1996; Panadero ve ark.,
1998; Panadero ve ark., 2000a; Panadero ve ark.,, 2007b). Hindistan da, s r
hypodermosis inden sorumlu en yayg n t r H. lineatum dur ve s r hypodermosis inin
%50-90 aral nda oldu u bildirilmi tir. Ayrcaylnb y kbirb I m nde, s rlarn
srtnda larvalar n g zlemlendi i d nem de dahil olmak zere H. lineatum zofageal
larvalar nn varl n rapor etmi lerdir (Sen ve Fletcher, 1962; Kumar ve ark., 1990;
Singh ve ark., 2001; Katoch ve ark., 2005; Wadhwa ve ark., 2005; Yadav ve ark.,
2013). Pakistan da, s r hypodermosis inden sorumlu bask nt r n H. lineatum oldu u
belirtilmektedir (Shah ve ark., 1981; Ayaz ve Khan, 1999; Ayaz ve Anwar, 2002; Khan
ve ark., 2006).

T rkiye de hem H. lineatum un hem de H. bovis in s rlarda enfestasyona (1,9-68%)
neden oldu u rapor edilmi tir (Zeybek, 1988; El-Metenawy ve Zayed, 1992; Say n ve
ark., 2000). Ancak, H. bovis prevalansnn H. lineatum dan daha y ksek oldu u
bildirilmi tir (Sayin ve Meric, 1976; Say n ve ark., 2000; Ahmed ve ark., 2017). Say n
ve ark. (2000), T rkiye nin t m co rafik b lgelerini kapsayan al malar nda,
hypodermosis yayg nl n Karadeniz de %28,3, Marmara da %8,0, Ege de %41,6,
Akdeniz de %33,0, Anadolu da %38,9, Do u Anadolu da %41,9 ve G neydo u
Anadolu da %47,8 olarak saptam lard r.

T rkiye de hypodermosis in yayg nl zerine yap lan al malarda elde edilen

prevalans oranlar Tablo 2.1 de verilmi tir.

2.5 Kilinik Belirtiler, Lezyonlar ve Ekonomik Kay plar

Hayvanlar n s rt b Igesinde meydana gelen nod llerin varl ile klinik olarak kendini
g steren s r hypodermosis i ayn zamanda furunkular subdermal myiasis olarak da
bilinmektedir. Nod ller, larvalar ve nekrotik materyali i eren bir bo luk olu turan lifli
ba dokusu tabakas ndan olu ur (Cabanelas ve ark., 2015). Ba dokusundan ge en ilk
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a amadaki H. lineatum larvalar eozinofilik infiltrasyona sahip ye il renkli, jelatinli,
demli b Igeler olu turur ve bu da butcher s jelly yani ette peltele me g r n m ne
neden olmaktad r. Ayr ca larvalar n deride olu turdu u irritasyon sonucu hayvanlarda
ilgili b Igeyi s rtme davran lar ile yaralanma ekillenebilmekte, ayr ca abortlar ve s t
veriminde azalmalara neden oldu u d n Imektedir. Ancak s z konusu kay plar n
boyutu detayl olarak ara trlmam tr (Scholl, 1993). Bunun yan nda enfeste
hayvanlarda et, s t ve deri de eri rand man ndaki d e ba | ekonomik kay plar
bir ok ara t rmada rapor edilmi tir (Khan, 1977; Say n ve ark., 2000; Khan ve ark.,
2006; Cicek ve ark., 2011).

nsan ve hayvan sa | n tehdit eden paraziter hastal klar n meydana getirdi i
ekonomik kay plar k resel apta iddetini artt rarak ciddi boyutlara ula m durumdad r.
Bu durum paraziter hastal klarla m cadele y ntemlerinin geli mesine ve farkl
stratejilerin ortaya kmas na sebep olmu tur. G n m zde, hastal n kontrol ile teknik
ve epidemiyolojik verilerin, insan-hayvan-ekosistem gibi e itli fakt rlerin, sosyal,
politikal ve ekonomik verilerin de erlendirilmesini ve a klanmasn m mk n Kk lan
e itli modelleme teknikleri kullan Imaktad r. Co rafi Bilgi Sistemi (GIS), haritalama
ve analiz i in veritaban olu turan bilgisayarl bir sistemdir. Son vy llarda, GIS
uygulamas endemik hastal klar n haritalanmas nda yayg n olarak kullan Imaktad r.
Mevcut epidemiyolojik bilgileri haritalamak, iklim ve evresel fakt rleri, hastal n
ortaya k zaman, insanlar ve di er ilgili parametrelerle birlikte ili kilendirmek i in
giderek daha fazla kullan lan bir y ntemdir. Bu geli mi analitik ara , y ksek riskli
b lgelerden ncelikli alanlara kadar hastal klar n izlenmesi, tan mlanmas ve sero-
s rveyans uygulamalar na  sahiptir.  Epidemiyolojik ve evresel  verilerin
g rselle tirilmesi, mekansal analizi ve ekonomik tahminler i in etkili bir y ntemdir
("i ek ve ark., 2008; Can, 2009; Ahmed ve ark., 2016). Pakistan da yap lan bir
al mada hypodermosis in k me analizini g stermek i in GIS y ntemi kullanIm
regresyon analizi Ocak, ubat, Mart, A ustos ve Kas m aylar ndaki s cakl n, Eyl | ve
Ekim ay ndaki ya lar n hastal k zerinde anlaml bir etkiye sahip oldu u g sterilmi tir
(Ahmed ve ark. 2012; Khan ve ark. 2015; Ahmed ve ark., 2016). Benzer ekilde,
Bel ika da fazla saydas r n nve dahay ksek g nl kya larnda nemli fakt rler
oldu u bildirilmektedir. Ayr ca, dahad  k minimum s cakl k hastal klara kar koruma

sa lamaktad r (Haine ve ark., 2014). Hypodermosis i farkl y ntemlerle ele alarak, lke
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ekonomisine ne kadar b y k maddi zararlar verdi i veya verece i tahminlerle ortaya
kart labilir.

Hypodermosis de ekonomik etkiler birbiriyle ili kili olup direkt ve indirekt etkiler
olarak kategorize edilebilir (Hassan ve ark., 2010). Direkt etkiler, eri kin sinek ve
konaktaki larvalar n aktivitesinden kaynaklanan hastal klar, tedavi giderleri, kilo
kay plar ve s t retimindeki azalmalar i erirken, indirekt etkiler ise g  halindeki ve
srt b Igesindeki larvalar n aktivitelerinden kaynaklanmaktad r. Enfeste konakta g
eden larvalar hastal k maliyetinin b y k k sm ndan sorumludur (Tarry, 1986; Colwell,
1992; Hassan ve ark., 2010).

S r hypodermosis inin co rafik da I mnda k ylerin topografyas ok nemli bir
fakt rd r. Pakistan da da | k ve yar da |k alanlarda hastal n da Imnn, d zl k
alanlara g re daha y ksek oldu u bildirilmi tir. Da Ik ve yar da Ik b Igelerde
hypodermosis yo unlu unun sebebi Hypoderma t rlerinin ya am d ng leri i in uygun
iklim ko ullar n n olmas ile ili kili oldu u vurgulanm tr (Ahmed ve ark. 2012). S r
hypodermosis inin epidemiyolojisini etkileyen nemli bir di er fakt r ise otlatma
d zenidir. Merada otlat lan s rlar n, ahr veya kapal bir sistemde vyeti tirilenlerden
daha fazla sine e maruz kalmalar s z konusudur. B lgelerde Hypoderma larvalar n n
geli im a amalar n destekleyen evresel ko ullara (ba | nem, r zgar hz) sahip su
k tleleri vard r. Dolay s yla co rafik fakt rler, k yler, topografi, otlatma d zeni ve su
k tleleri, hypodermosis in co rafik da Im zerinde nemli bir etkiye sahip olmas nn

yan s ra ekonomik kay plar zerine de etkisib y k | ektedir (Ahmed ve ark., 2012).

Ge miten g n m ze bir ok lkede hypodermosisin neden oldu u ekonomik
kay plar n boyutlar  zerine al Im tr. Bu kayplarn, ABD de 192-600 milyon
Amerikan Dolar (Khan, 1977; Drummond, 1981), Avusturya da 100 milyon ilin
oldu u tahmin edilmi tir (Kutzer, 1984). ngiltere ve Danimarka gibi bir ok lkede
hypodermosis in kontrol altna al nmas veya ortadan kald rlmas i in resmi
kampanyalar ba lat Im tr. Eradikasyon kampanyas nn ba lamas ndan nceki mali
kay plar n ngiltere de 13 milyon Paund oldu u ileri s r Im t r (Colwell, 1992). Bu
hastal k 1990 lar n ba lar nda ortadan kald r Imam olsayd, g n m zde en az 80
milyon Paund luk bir kay p ya anaca hesaplanm tr. S r hypodermosis in neden

oldu u ekonomik kay plar (deri, karkas, s t), Yunanistan da y Il k 42 milyon Amerikan
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Dolar, talya da yll k 11,5 milyon Amerikan Dolar (Macchioni, 1984) ve Kanada da
14 milyon Amerikan Dolar (Kelin 1980), Pakistan da 22,8 milyon Amerikan Dolar
oldu u rapor edilmi tir. Bu kay plar, ift iler taraf ndan y zy llard r kabullenilmi olup
geli mi ve geli mekte olan lkelerde ok uzun bir s re ciddi bir y k olmu tur.
Hypodermosis kontrol n zor oldu u Kuzey Afrika, Do u Avrupa ve "inin bir ok
b Igesinde halen devam etmektedir (Hassan ve ark., 2010). Sineklerin yayg n oldu u

Ikelerde bu nedenle her y | milyarlarca zarar meydana gelmektedir. Hypodermosis,
karkas kalitesinid  rmekle birlikte en nemli zarar s rt derisindeki larvalar taraf ndan
derinin delinmesi sonucu dericilik end strisine verdi i kay plard r (Din er, 1997;
Ahmed ve ark., 2012). T rkiye de hypodermosis in ekonomik kayb  zerine rapor
edilen snrl sayda al ma bulunmaktad r. Cicek ve ark. (2011), Afyonkarahisar da
3.048 enfeste hayvan n derisinde meydana getirdi i y Il k tahmini ekonomik zarar n
yakla k 18.288 T rk Liras (TL) (12.192 Amerikan Dolar ), Sayin Ipek ve Diker
(2016), Diyarbak r da 9.210 hayvanda 101.310 TL (47.563 Amerikan Dolar) ve Ta ¢
ve ark. (2018), Kars da 1.114 enfeste hayvanda 18.615 TL (yakla k 5.170 Amerikan
Dolar ) ve Kars platosundaki toplam 132.419 s r populasyonundaki tanmini ekonomik
zarar n 407.507 TL (113,000 Amerikan Dolar ) oldu unu rapor etmi lerdir.

Hypodermosis s t retimini (%10-15) ve kilo almn (%20) azaltarak ve deri
end strisini (deri zerindeki 10 dan fazla larvan n varl %50 deval asyonu temsil
eder) etkileyerek ekonomik kay plara sebebiyet vermektedir (Saidani ve ark., 2014).
Hayvanc | k sekt r n ciddi bir ekilde etkileyen hypodermosis ile ilgili rapor edilen
al malarda, zellikle deriend strisindeki ekonomik kay plar de erlendirilmi tir (Khan
ve ark., 2006; Cicek ve ark., 2011; Sayin Ipek ve Diker, 2016; Ta ¢ ve ark. 2018).

T rkiye statistik Kurumu na (T K) g re, 2019 y| b y kba hayvanlar aras nda yer
alans rsays %a3,8 artarak 17 milyon 688 bin ba , toplam s t retimi bir nceki y la
g re %3,8 artarak 22 milyon 960 bin tona y kselmi tir. S t retiminin %90,5 inin inek
stnnolduu a klanm tr. T K, 2019 yl canl hayvan ve hayvansal r n
fiyatlar , retim de eri istatistiklerine g re, k It rs rfiyat %3,25 azalarak 7 bin 108
TL, melez s r fiyat ise %0,61 art la 6 bin 37 TL, inek s t n n kg fiyat %?20,87
artarak 1,78 TL, s r eti kg fiyat %8,90 y kselerek 31,32 TL olarak hesaplanm tr
(T K, 2019). Ticaret Bakanl nn 2019 y| deri ve deri mamulleri sekt r raporuna

g re, deri ihracat %2,6 oran nda artarak 1,63 milyar Amerikan Dolar , ithalat ise
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%19,2 lik bir azal la 951,6 milyon Amerikan Dolar olarak kaydedilmi tir. Deri
sekt r her y1 6-6,5 milyon adet b y kba hayvan ham derisine ihtiya duymaktad r.
r deri fiyat 4.50-5.50 TL dir (T.C. Ticaret Bakanl

2020). Dolay s yla bu alandaki ekonomik b y kil k yakla k 3,5 milyar TL (5 milyon

Kilo ba na ortalama bir s

Amerikan Dolar ) dir.

Bu verilere g re, Tablo 2.1 de yer alan T rkiye deki hypodermosis prevalans oranlar
dikkate al narak g n m zdeki oran interpolasyon y ntemi ile belirlenmi tir. Bu oran ve

g ncel hayvan says baza alnarak gelecek tahmini ekonomik kay plar

de erlendirilmi tir.

Tablo 2.2 Matematiksel modellemede kullan lan veriler

De er A klama Referans
Prevalans %33,60 1976-2018 ortalama prevalans de eri Tablo 2.1
g'a";‘/y;’a” 17.688.000 2019 y| toplams rsays T K, 2019
Ea';fiste 9%, % 2019 y I tahmini enfeste hayvan say s -
Cicek ve ark., 2011;
. T rkiye deyap Im al malardan elde | Sayin Ipek ve Diker,
Deri 1067 TL edilen ortalamas rba na deri kayb 2016; Ta c veark.
2018
S t 912,50 Hastal a sahip hayvandaki s tverim Saidani ve ark., 2014
kayb oran
Hayvan

ba na

22.140.195,60

yllKs t (ton) 2019 y I toplaminek s t verimi T K, 2019
retimi
Et 9620,00 Hastal a sahip hayvandaki et verim Saidani ve ark., 2014
kayb oran
Hayvan .
2019 y I kesilen hayvan say s ve elde
ba na 293,00 (kg) edilen et miktar na g re T K 2019
a rlk
Dolar 5,17 2019y | ortalamas Merkez bankas

Rapor edilen al malar n hayvan ba na hesaplanan hypodermosis li deri fiyatlar n n
ile 2019 vyl
Denklem (1) de Tahmini deri kayb (TDKzp19), Tahmini enfeste s

Ortalama deri zarar (ODZ) olmak zere;

ortalamas tahmini enfeste hayvan says arp larak hesaplanm tr.

rsays (TESSzo19),
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TDKo010 =TESS *ODZ (@D)
=5.900.959,71 * 10,67 TL
=62.943.570,19 TL (12.174.771,80 Amerikan Dolar )

TESS ile s t verimindeki kay p oran arp larak y Il k' s t kayb hesaplanm tr. Bus t
kayb 2019 y| ortalama s t fiyat ile arplarak s t end strisine verdi i zarar
hesaplanm tr. Denklem (2) de S t verimlili i kayb (SVK2019), TESS, Ortalama y Il k
s rst retimi (SS 209), S t verimindeki ortalam kay p oran (SVOKO), yllk s t
birim fiyat (SBF2019) 0lmak zere;

SVK2019 =TESS * SS 2019 * SVOKO * SBFQOlg (2)
=5.900.959,71 * 1175,70 *0,125* 1,78 TL

= 1.543.651.435,11 TL (298.578.614,14 Amerikan Dolar )

2019 ylna s rlardan retilen etin hayvan ba na kg belirlenerek tahmini hasta
hayvan says ve etteki verim kayb ile arplp et end strisinin tahmini kayb
hesaplanm tr. Bu et miktar 2019 yI T K 's r eti birim fiyat ile arp larak et
end strisine verdi i zarar hesaplanm tr. Denklem (3) de 2019 y| et verim kayb
(EVKz019), birim s r et retimi (ortalama karkas a rl ) (BSE ), tahmini kesilen
enfeste s r says (TKEHSao19), et verimindeki kay p oran (EVKO), y Il k et birim
fiyat (EBF2010) 0lmak zere;

EVK2o19 =BSE * TKEHS;p10* EVKO* EBFyg19 3
=293,00 * 1143011,72 * 0,20 * 31,32 TL
=2.097.804.306,66 TL (405.764.856,22 Amerikan Dolar )

Yukar daki verileri dikkate alarak bu hastal ktan dolay 2019 ylnda s r
hypodermosis inin T rkiye ekonomisine toplam verdi i tahmini zarar hesaplanm tr.

Denklem (4) de toplam tahmini ekonomik zarar (TTEZy019) 0lmak zere;
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TTEZ19 = TDK 019 + SVK2019 + EVK2019 4)
=62.943.570,19 + 1.543.651.435,11 + 2.097.804.306,66
=3.704.399.311,96 TL (716.518.242,16 Amerikan Dolar )

A a daki grafikte toplam s r say lar n 2001-2019 yllar aras ndaki T K verileri
kullan larak trend olu turulmu tur. Trend denkleminde yer alan y hayvan say s n, x ise
y | ifade etmektedir. Denklem (5) deki ifadenin R? de eri (benzerlik katsay s ) 0,9491
olarak trend ile y ksek bir uyumluluk g stermi tir. Bu denkleme g re elde edilen 2023
tahmini hayvan say s, yukar daki denklemler (1, 2, 3, 4) kullan larak hypodermosis in
2023 T rkiye ekonomisine yansyaca ekonomik kayp 4.955.512.572,79 TL
(958.513.070,17 Amerikan Dolar ) olarak tahmin edilmektedir.

(Vs rsays)  =0,0238* x % - 0,0583* x ,, + 10,084 (5)

YIIkS rSays Trendi

N
(6]
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Deri sekt r , 1970 lerden beri T rkiye ekonomisinde giderek nemi artan bir yere
gelmi tir. Deri sekt r n n en nemli hammaddesi hayvanc I ktr ve bu sekt r n
geli imi ve ekonomiye katksnn devaml| , hayvanc I k sekt r n n geli mi lik
d zeyine ba Idr. Deri ileme sanayisinin ana maddesini te kil eden ham deri,
mezbahalarda ve di er kesim kaynaklar ndan elde edilen derilerin kullanma ekillerine
g re snfland r Imaktad r. Deri; saraciye, ayakkab, d eme, giyim, ila sanayi,
aksesuar, dekor, s sleme, snma, sanat gibi pek ok alanda kullan lan bir materyale
dn m tr. lkenin ham deri talebi ve ithalat n getirece iy k g z n ne al narak,
mevcut hayvan pop lasyonun arttrImas nn, slah, refah, hastal klarla m cadele
y ntemleri, kesim, y zme ve muhafaza hatalar n n asgari d zeye indirilme i lemleri
gerek et retimi gerekse ham deri retimi a sndan birlikte ele al nmas gereken
hususlard r.  retilen ham derinin i lenmesi ve e ya haline d n t r Imesi geni bir
istihdam sahas ve katma de er sa lamakta, deri mamullerinin ihracat ile de nemli bir

d viz kayna olu turmaktad r (Uysal, 2002).

T rkiye deki hayvan varl nn kalitesinin arttr Imas deri sekt r ne de b y k apta
katma de er sa lanmas anlam na gelmektedir. Bu noktada zellikle sa | kI ham deri
tedarik s recinde mezbahaneler ve kombinalar gibi i letmeler b y k neme sahiptir.
Kesim i leminin kontrol , hijyenik sa | kl ko ullar n olu turulmas ve sorumlu ki ilerin
yetkisinde kesimlerin ger ekle tirilmesi mali a dan hayvanc | k end strisinde son
derece nem arz bir unsurdur. T rkiye de 1999 y I nda deri ve hayvanc | k sekt r
zerine yap lan bir al mada (Uysal, 1999), 1970-1997 aras 27 y Il k zaman serisi
analizinde ARIMA metodu (AutoRegresif-Integrated-Moving Avarages) kullan larak
gelecek 10 yllk d nem i in tahmin de erleri hesaplanm tr. Bu tahminler
do rultusunda, 2000 li y llarda b y kba ve k kba hayvan say s nda azalmalar n
devam edece i, deri sanayinin ihtiyac olan ham deri retiminin d ece i ve deri

sekt r nde ham deri ithalat n n artaca tahmin edilmi tir.

26 mm nite

Artropod enfestasyonlar nda, konakta belli bir imm nite geli mektedir. mm nitenin
ekli ve derecesi kona ntr, ya , cinsiyeti, rk, refah, parazitin t r , biyolojisi,
olu an enfestasyonun durumu ve evresel etmenler gibi fakt rlere ba | olarak

de i iklik g stermektedir. Enfestasyonda konak e itli savunma mekanizmalar ndan
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yararlanmaktad r. Bunlardan biri deridir. Deri bir ok parazitin konak i erisine
girmesinde bariyer olarak g rev al r (Kar ve ark., 2007; zer ve aki, 2007; nci ve ark.,
2016). Cuticole imm nitesi de denilen deri imm nitesi, Langerhans dogmas olarak da
tan mlanmaktad r. Deri imm n sisteminde; gran lositler, mast h creleri, T-lenfositleri
ve dentritik h cre grubundan Langerhans h creleri gibi g eden h creler ile vask ler
endotel h creler, deri fibroblastlar, keratinositler gibi kalc h creler yer alr.
Keratinositler, epidermisin b t nl n sa lamada ve vyap sal korunmas nda rol
oynamaktad r. Epidermal Langerhans h creleri ise beyaz kan h creleri gibi kemik
ili inden k ken al r, deri bariyerinde imm n koruyucu olarak stratejik neme sahiptir
(Chomiczewska ve ark., 2009; West ve Bennett). Deriden ge en parazite kar kona n
kulland  bir di er savunma arac yang d r. Yang ile deride s cakl k art ,a r, i lik
ve k zar kl k meydana gelir. Bununla birlikte enfeste alanda kan miktar n n artmas yla
damar i erisindeki yang elemanlar nn dokuya ge i i kolayla maktad r. Parazitin
beslenmesiyle birlikte h crelerden sal nan ATP, trombositler ve mast h crelerinden
sal nan serotonin ve histamin, n trofillerden sal nan Interleukin 1 (IL1) a ry uyarc
fakt rlerdir. Artropodaya kar geli en ilk reaksiyonlardan biri de kan emmenin
engellenmesi amac yla olu turulan hemostazistir. Ektoparazitin kan emmesini
engellemek amac yla ger ekle en reaksiyonlar takiben ilk olarak n trofiller ve
makrofajlar ilgili dokuya ula r. Monositlerden, makrofajlardan ve endotelden sal nan
IL8 de immun sistem elemanlar n n aktivasyonunda g rev al r. Kan emen artropodlara
kar konakta spesifik immun yant olu ur: (i) artropodlarn t k r k salg s nda
bulunan antijenlerin derideki kollagene ba lanmas ile imm niteyi uyarmas ve Thl
yantnn ekillenmesi; (ii) t k r k antijenleri epidermal Langerhans h crelerine
ba lanarak deride bazofil a r duyarl | , 1gG retimi ile ilgili Thl immun cevab ve
bazofil infilitrasyonuna yol a mas ; (iii) IgE retimine ve tipl a r duyarl | ayola an
Th2 cevabdr. Buyant, deridea r veya ka ntyayola an iddetli lokal yang ya neden
olur. Bu tip yantn her biri, deride de i ikli e neden olabilir ve bu yolla
artropodan n beslenmesini bozarak kona n cazip besin kayna olmas n azaltabilir.
Reaksiyonlar sonucu olu an yan t tipleri kona a, parazite ve enfestasyon ekline ba |
olarak, tek ba lar na veya birlikte g r lebilir ve hatta konakta herhangi bir reaksiyonun
olmama ihtimali de vard r. Parazitlere kar konaklarda pek ok IgG alt snflar nn
olu umu s z konusudur. Tekrarl enfestasyonlarda v cut h cresel ve humoral

imm niteyi ortaya koyabilmektedir. Bu reaksiyonlara Thl e lik eder ve bu olay IFN- ,
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IL2 ve IL12 retimi ile ili kilidir (Kar ve ark., 2007; zer ve aki, 2007; nci ve ark.,
2016).

Kan emmeyen artropod parazitlere kar konakta geli en immun yant kan emen
artropodlara kar olu an imm n yantn farkl olup ayr bir nem arz etmektedir.
Konakta nemli imm nolojik reaksiyonlara sebebiyet veren bir ba ka parazitlik ekli ise
larva arac | myiasis tir. Myiasis etkeni larvalara kar kona nimmun yant; hayvan n
sa | , larvalar n biyolojisi, bulunduklar yer, do al antijenler ve larvaya kar geli en
spesifik mekanizmalarla ili kilidir. Larvalar g ge irme s resince, kona n spesifik ve
spesifik olmayan imm nyantylaba a kabilecekbiyolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
stratejiler geli tirirler. Parazitler ya am d ng lerini idame ettirebilmeleri i in konakta
spesifik adaptasyonlar olu tururlar (Otranto, 2001a; Kar ve ark., 2007; zer ve aki,
2007).

Hypoderma spp. larvalar doku istilac parazitler olarak bilinir ve bu larvalar konak
dokusunda yakla k 9-10 ay g ge irerek s rekli kona n imm n efekt r
mekanizmalar na maruz kal rlar (Otranto, 2001). Hypoderma spp. larvalar geli imlerini
tamamlamak ve hayatta kalmak i in kritik neme sahip  a amay ger ekle tirmelidir.
Bunlar: (i) yeni yumurtadan km ilk instarlar n (L1) deriden penetrasyonu; (ii) L1 in
konak dokusunda g ; (iii) L2 ve L3ed n m n ekillenece i ve warble olarak
nitelenen gran lomat z reaksiyonun ind klenece isrtb Igesindeki subk tan z dokuya
ula mdr. Hypoderma larva antijenlerine tekraren maruz kalmalar ile s rlar n diren
kazand  bilinmektedir (Gingrich, 1980; Gingrich, 1982). Bu diren , kona nya nave
larva say s na ba | olarak, larva pop lasyonlar n kontrol etmek i in nemli bir fakt r
olarak nitelenmektedir (Baron ve Weintraub, 1987). Bununla birlikte, s rlarda
Hypoderma enfestasyonlar na kar immun-koruma mekanizmalar hakk nda halen

yeterli bilgi bulunmamaktad r.

Ik instarlar, ekstrakorporeal sindirim i in evre dokulara salg lanan yakla k 24 kDa
b y kI nde serin proteazlar olarak bilinen sindirim enzimi  retmektedirler
(Lecroisey ve ark., 1979). Hypodermin A (HA), hypodermin B (HB) ve hypodermin C
(HC) olarak adland r lan bu proteazlara kar konakta spesifik antikorlar n olu tu u
g sterilmi ve imm nojenik olduklar ortaya karIm tr (Pruett ve ark., 1988). Bu

parazite kar h moral imm n yant, larvan n konak srtnda ilk kez belirdi inde en
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y ksek seviyeye ula an, akabinde larvalar n olgunla mas yla birlikte azalan serum 1gG
seviyelerindeki y kselmelerle karakterize edilmektedir (Sinclair ve Wassall, 1983;
Boulard, 1985). Bununla birlikte, dola mdaki antikor seviyeleri ile olgun larva say s
aras ndaki korelasyon eksikli i (Pruett ve Barrett, 1985), h cre aracl imm n
mekanizmalar n enfestasyona diren i indaha nemli oldu unu g stermektedir (Yadav
ve ark., 2017).

Panadero ve ark. (2009), H. lineatum un ilk instarlar taraf ndan salg lanan proteazlar n
(hypoderminler) y ksek oranda imm nojenik olduklar n ve parazitlerin hayatta
kalmas nda konak reaksiyonunu mod le etme e ilimi g stermektedirler. Sonu olarak,
larvalar n canl | n devam ettirmesi, immun yan tlar n zararl etkilerinden ka nmak
i inba Kl k sisteminin mod lasyonuna ba I dr. Gingrich (1980) ve Colwell (2001)
de dahil olmak zere baz ara trc lar, immun yan t n parazitin ya amd ng s n nilk
evrelerinde ba lad n, o u larvalar n kona a girdikten k sa bir s re sonra Id n
ve t m bunlar n konak immun yantnn v cuda giren L1 ler taraf ndan aktive edildi ini
rapor etmi lerdir. Bununla birlikte, enfestasyonun ileri evrelerinde diren
mekanizmalar n n daha belirgin hale geldi ine dair kan tlar da vard r. Buda ba kIl k
kazanm hayvanlarda larvalar n srt b Igesinde ilk kez tespit edilmelerini takiben
nemli miktarda larva | m n n olabilece i fikrini desteklemektedir (Pruett ve Kunz,
1996; Panadero ve ark., 2013). Enfestasyonun ge evrelerindeki bask n Th2 yantnn,
y ksek seviyelerde 1gG1 ve Interleukin 4 (IL4) (VAzquez ve ark., 2012) ile karakterize

oldu u ve larva y k mdan sorumlu olabilece i belirtilmektedir (Yadav ve ark., 2017).

Deneysel olarak H. lineatum ile enfeste olmu s rlarda enfestasyonun ilk evrelerinde
ThO yantn g steren sitokin yan t ve lenfosit altgruplarn i eren h cresel ba kI n
olu tu u rapor edilmi tir (L pez ve ark., 2005; Dacal ve ark., 2009; Dacal ve ark.,
2011). Humoral yantn nemli bir mod lat r olan IL4 n artmasnn yan sra
yeniden enfeste olmu hayvanlarda enfestasyondan 6 saat sonra y ksek plazma
h creleri ve eozinofillerin varl  rapor edilmi tir. Larva penetrasyonu s ras nda IL10 un
ana rol , kona n ba klk yantn inhibe etmek ve larva g n desteklemektir.
Yeniden enfeste olmu hayvanlarda, IL10 y kselmesinin birincil enfeste hayvanlara
g re daha yava oldu u ve sonu olarak enflamatuar yant ve doku lezyonlar n n
ikincisinde daha yo un olarak meydana geldi i bildirilmi tir. TCD4+ h crelerinin

primer enfeste hayvanlarda bask n pop lasyon oldu u bilinmekle birlikte, B lenfositleri
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yeniden enfeste olan hayvanlarda daha s kt r ve bu da bask n olarak humoral bir yan t

olu turdu unu g stermektedir (Yadav ve ark., 2017).

VEzquez ve ark. (2012), taraf ndan H. lineatum ile do al enfestasyon s recinde olan
s rlarda h cresel ve humoral dinamikler aratrIm tr. Aratrclar, larva
penetrasyonu ve larva g sras nda sabit kalan interferon (IFN)- d zeylerinde bir
d n meydana geldi ini belirtmi lerdir. Ayr ca, L1 kona ns rt na ula madan hemen
nce IL4 d zeylerinde nemli bir azalma g zlenmi tir. Bu sitokin seviyesinin, larvan n
meydana getirdi i ilik g r n r hale gelmeye balad nda artt gr Im tr. Bu
modeller, 19G2 y ksekli i ile karakterize erken enfestasyon s ras nda bir Thl yant
oldu unu g stermektedir. Buna kar |k, larvag  srasnda IL4 ve 1gGl d zeylerinin

y kselmesiyle, bir Th2 yant meydana gelmi tir.

Serolojik testler, e itli hastal k etkenlerinin te hisinde kullan lan y ntemlerden biridir.
Humoral yantn serolojik analizi, a etkinli inde nemli olup ayn zamanda ana
ta ycs olan antijen-antikor ili kilerinin tan mlanmas nda imm no-epidemiyolojik
al malarda hastal n biyobelirte leri olarak kullan labilir. Antijen-antikor ba lanma
reaksiyonlar , anahtar kilit prensibine dayal olduk a spesifik bir ekilde meydana gelir.
Bu nedenle, spesifik antikorlar n kullanm patojene ait spesifik antijenlerin
saptanmas n ve sonu olarak patojenlerin do rudan saptanmas n sa lar. zel olarak
edinilmi  humoral ba kil k, esasen imm noglobulinler veya antikorlar taraf ndan
ta nr. Sentez, antijen temas ndan sonra klonal olarak b y yen B lenfositlerinden
retilen plazma h crelerinde meydana gelir. Plazma h creleri, antikorlar n monoklonal,
snfa ve antijene zg retiminden sorumludur. Antijenlere kar ba klk yant
birincil ve ikincil yant olarak kategorize edilir. V cudun antijene kar birincil
ba klk yant ilk kar la Id nda ortaya kar. Antijenin do as na ve giri Yyerine
ba | olarak, bu yantn z Imesi 14 g ne kadar s rebilir ve ind kleyici antijen i in
y ksek zg Il e sahip bellek h crelerinin retilmesine yola ar. T h creleri yard m yla
B h crelerinin arac | k etti i humoral yan t, y ksek afinite ve antijene spesifik antikorlar
retir. kincil ba kI k yant ayn antijene maruz kald nda ortaya Kkar ve bellek
h creleri h zla aktive olup anitkor retmeye ba lar. Bu durum, birincil yan ttan daha
h zl ve daha etkili olur. mm noglobulinlerin yap s sabit prensipleri takip eder. T m
antikor s n flar (1gG, 1gA, IgM, IgD ve IgE) iki ayn a r zincirden ve iki ayn hafif

zincirden olu ur. Bu zincirler dis Ifid ba lar ile ba lanr. Hafif ve a r zincirler ayr
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ayr srasyla iki ve be varyete bulunur. Bunlar antikor snfn belirler. Sabit bir
b Igeden ve de i ken bir b Igeden olu urlar. Molek ler d zeyde, hafif ve a r
zincirlerin de i ken b lIgesi, ilgili antijenlerin imm nolojik olarak tan nan epitoplar
i in spesifik ba lanma yerleri ile donat Im tr (Wellinghausen ve ark., 2018). IgM tipik
olarak erkenba klkyantnnta ycs,IgGisege ba klkyantnn veya ikincil
yantn ta ycsdr. mm noglobulin snflar IgD ve IgE, B h creleri veya mast
h creleri, eozinofiller ve bazofiller zerinde membran resept rleri olarak i lev g r r.
IgA, hem monomerik hem de dimerik formlarda bulunan bir salg antikorudur. Mukozal
sekresyonlarda ve v cut svlarnda humoral ba kI n ana ta ycsdr. Sa Ikl
bireylerin serumunda IgG, toplam imm noglobulin miktar n n %70-75 ini olu turur.
kincil ba klk yantnnta ycs olarak, koruyucu fonksiyonu a s ndan en nemli
antikordur. Te his a s ndan nadiren ilgili olsa da 1gG, farkl g revleri yerine getiren
e itli alt s nflara (IgG 1-4) ayr labilir. Bula ¢ hastal klar n serolojik tan s da, bu alt
s n flar kompleman aktivasyonu ve serumdaki oransal da | mlar a sndan zel bir rol
oynamaktad r (Wellinghausen ve ark., 2018). Patojene zg 1gG antikorlar n n
saptanmas ve bunlarn ba kil ktaki varl  veya yoklu u a sndan niceliksel
de erlendirmesi, zellikle uluslararas referans preparatlar yla kar lat r Im standart bir
formda izin verilebilir veya m mk nd r ( rn. tetanoz veya difteri ba Kl

durumunda a lama ba arszl nn belirlenmesi). Di er taraftan, a lamadan sonra
spesifik 1gG antikor titrelerine ek olarak, belirli bir IgM veya IgA yan t n ge ici olarak
meydana gelebilece i ( rn. bo maca serolojisinde) ve bu da bireysel durumlarda olas
birincil enfeksiyonun veya yeniden enfeksiyonun de erlendirmesini nemli | de
zorla trabilece ine dikkat edilmelidir. Vakalarn b y k o unlu unda, ek serolojik
enfeksiy z hastal k testi bulgular n ve zellikle yorumlamak i in klinik bilgi veya ilgili
hekimle bulgular hakk nda bir tart ma gereklidir. Serolojik bula ¢ hastal k testi
bulgular n ve zellikle bireysel serumlar n anlaml sonu lar n yorumlamak i in de ek
klinik bilgiler veya ilgili hekimle bulgular zerine bir tart ma gereklidir. M mk n
oldu unda, enfeksiyon sras nda bulgularda nemli de i iklikler yaparak enfeksiyon
noktas n n daha kesin bir karakterizasyonu ve olu umunu sa lamak i in ilerleme
izlenmelidir. Bu ayr ca birincil enfeksiyon ve tekrarlanan enfeksiyonlar hakk nda

yorumlar n yap Imas na izin verir (Wellinghausen ve ark., 2018).
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27 Te his

Hypodermosis ile ili kili ekonomik kay plar nlemek i in erken ve g venilir tan
teknikleri gerekmektedir. Bu durum sistematik bir tedavi i in gerekli olan L1 lerin g
faz nn ba lang c nda saptanabilmesi ve buna ilaveten parazit taraf ndan konak
dokular na verilecek zarar n engellenmesi er evesinde hypodermosis in eradike
edilmesi i in olduk a nem arz etmektedir (YYadav ve ark., 2017). Canl hayvanlarda
te his, ilkbahar ve yaz aylar nda enfeste hayvanlar n srt zerinde i liklerde bulunan
L2 ve L3 instarlar n g zlenmesi veya palpe edilmesine dayanmaktad r. Ancak, ya am
d ng s n n ileri safhalar nda bu tan y ntemi zahmetli ve g receli olarak duyars z
olabilmektedir. Nitekim e er hayvanlar larvalar n k periyodu boyunca muntazam
olarak kontrol edilmez ise enfestasyonlar g zden ka r labilmektedir (Argente ve ark.,
1996). Hypoderma lineatum un ilk instarlar, kesilmi s rlarn  zofageal
submukozolar nda bulunduklar birka ay boyunca kolayca g zlenebilmektedir (Yadav
ve ark., 2017).

Konak dokusunda g ge irme sras nda, L1 lerin farkl serolojik testlerle saptanabilen
antikorlar n retimini ind kleyen  adet serin proteinaz (HA, HB ve HC) salg lad klar
bilinmektedir. Son 30 y Ida, klinik parazitolojik incelemeye alternatif olarak e itli
testler geli tirilmi tir. Serolojinin en erken kullan lan y ntemleri pasif hemaglutinasyon
(Boulard, 1970), jel dif zyonu (Boulard ve Weintraub, 1973), imm noelektroforez
(Boulard ve Petithory, 1977) ve ELISA (Baldelli ve ark., 1981) tabanl saptama
y ntemleridir. ndirekt ELISA tekni i, bir ok lkede hypodermosis enfestasyonun
seros rveyans i in kullan Im olup ayr ca baz lkelerde eradikasyon programlar na
katk sa lad bilinmektedir (O Brien, 1998). Ancak, bu y ntemlerle ilgili temel sorun,
t molgun larvalar konaktan ayr Id ktan veya tedavi ile 1d r Id kten sonra bile konakta
spesifik antikorlar n kalmas durumudur (Sinclair ve ark., 1984; Colwell ve Baron,
1990). Bu sorunun stesinden gelmek i in, Panadero ve ark. (2002), taraf ndan sandvi

ELISA tabanl bir antijen yakalama tekni i geli tirilmi tir. Bu testin, deneysel olarak
enfeste olmu s rlarda, enfestasyondan 6 hafta sonra serumdaki HC yi tespit
edebildi i rapor edilmektedir (Panadero ve ark., 2002). Ancak, do al enfestasyonlarda
enfeste larva saysnn olduk a de i ken oldu u ve larva geli iminin e zamanl

olmad  bilinmekte olup HC profillerinin kontroll deneysel ko ullardan nemli | de

farkl olabilece i de vurgulanmaktad r (Panadero ve ark., 2007b). Ayn zamanda,
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ELISA testi havuz olu turulmu serum veya s t rneklerine (Boulard ve ark., 1996;
Frangipane di Regalbono ve ark., 2003) ve ticari s t rneklerine de (Otranto ve ark.,
2001b) uygulanm tr. Bu tip immuno-serolojik testlerin ticari s t rneklerine
uygulanabilir olmas kolay ve hzl olmalar nn yan sra uygun maliyetli olmalar
bak m ndan bir ok avantaja sahip oldu u g r Imektedir. Bu tip testlerin esas kullan m
amac, e itli co rafik b Igelerde s r hypodermosis in varl n tespit etmek olup
enfestasyonun ger ek durumu hakk nda ok k s tl bilgi sa lamaktad r (Otranto ve ark.,
2001b).

Hypodermosis in serolojik te hisi amacyla y r t len al malarda daha ok H.
lineatum L1 lerinin ekskret/sekret (ES) antijenlerinin kullan Id g r Imektedir. Bu
al malardan Pruett ve ark. (1988), H. lineatum L1 lerden elde edilen kaba larval
antijenler elde edilmi tir. Bu antijenler natif-PAGE zerinde belirlendikten sonra
enfeste ve a | s rlardan elde ettikleri serumlar Western Blot ile analiz etmi lerdir.
Sonu olarak, HA ve HC yi en y ksek immunojenik larval antijenler olarak tespit
etmi lerdir. Ayrca ara trclar (Pruett ve ark., 1988) en yaygn protein olarak
bulduklar HC nin HA ile benzer amino asti kompozisyonuna sahip olmas na kar n
ortak bir antijenik epitopa sahip olmad n kaydetmi lerdir. Casais ve ark. (1998), H.
lineatum L1 d nemine ait cDNA Kklonlar ndan elde ettikleri rHC ile uygulad Klar
ELISA testi ile H. lineatum enfestasyonlar n n te hisinde sensitivite ve spesifiteyi
s ras yla %85 ve %98,2 olarak belirlemi lerdir. Boldbaatar ve ark. (2001), benzer olarak
H. lineatum L1 d nemlerinden elde ettikleri cDNA larda HC genini amplifiye ederek
bakteriyel ekspresyon sistemine klonlam ve gen ekspresyonu ile rHC antijenini elde
etmi lerdir. ELISA ve Western Blot tekniklerinde kullan lan rHC nin H. linetum ile
enfeste hayvanlarda spesifik reaksiyon verdi ini negatif hayvanlarda ise reaksiyon
vermedi i belirterek ilgili rekombinant antijenin serolojik te histeki etkinli ini
vurgulam lard r. Dominguez ve ark. (2010), s rlar n zofagusundan elde ettikleri H.
lineatum L1 d nemlerinden soluble fraksiyonlar izole ederek haz rlad klar antijenlerle
k z I geyiklerde (Cervus elaphus) H. actaeon un serolojik te hisinde ELISA ve Western
Blot y ntemlerinin de erlendirilmesi yap Im  ve enfeste hayvanlarn serum
antikorlar nn H. lineatum HC antijeni ile reaksiyon verdi ini tespit etmi lerdir.
Hypoderma bovis zerine yap lan al mada (Ziomko ve Cencek, 2001), H. bovis L1

d nemlerinden izole edilen ES antijenleri SDS-PAGE sonras jelden el e edilerek
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izoelektrofokuslama ile i lenmi, Western Blot analizleri sonras nda 22-24 kDa
by kI nde belirledikleri HA proteininin ~ nemli bir antijen oldu unu

vurgulam lard r.

Hypodermosis tan s i in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molek ler teknikler
hen z kullan Imam olsa da farkl konak t rlerini istila eden larvalar n taksonomik
s n fland r Imas nda kullan Imaktad r. talya da en yayg n oestrid t rlerinin COIl gen
b Igesinin polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP) analizi sonucunda (H. bovis, H. lineatum, Przhevalskiana silenus, Oestrus
ovis ve Gasterophilus intestinalis), t rler aras nda belirgin genetik farkl I klar oldu u
fakat kullan lan enzimlerle iki Hypoderma t r arasnda ayr m yapmann m mk n
olmad g r Im t r (Otranto ve ark., 2000). Otranto ve ark. (2003a, 2003b), COI
geninin de i ken bir b Igesinin molek ler karakterizasyonunu ger ekle tirerek, evcil ve
yabani hayvanlar etkileyen Hypoderma t rleri aras ndaki farkl | klar ortaya

karm lardr. Son zamanlarda, Ahmed ve ark. (2017), PCR-RFLP ve sekans
analizlerine g re Pakistan daki s rlarda H. lineatum ve H. sinense nin molek ler

karakterizasyonunu ger ekle tirmi lerdir.

2.8 Proflaksi ve Kontrol

Bin dokuz y z altm ve bin dokuz y z yetmi lerin sonlar nda, myiasis tedavisinde
rotenon ve organofosfatlar gibi e itli kimyasallar kullanIm tr. Ancak, bu
kimyasallar n hayvanlarda toksisiteye neden oldu u d n Im t r (Brown, 1977).
A r larva istilas ndan dolay, =zafagus ve spinal kanalda larva bulundu unda larval
toksinlerin  reaksiyonlar g zlemlenmi tir. Makrosiklik laktonlar n  (ivermektin,
moksidektin, doramektin ve eprinomektin) kullan Imas yla, WFI kontrol nde i in
olduk a iyi sonu lar g zlemlenmi tir. Daha nce hypodermosis tedavisinde kullan lan
standart avermektin dozu yakla k 200 g/kgv cuta rl  (bw) iken, dahasonrad Kk
maliyetli mikro doz kavram (2 g/kg bw) piyasaya s r Im ve bunun alt nda
eradikasyon kampanyalar n n ba ar yla ger ekle ti i belirtilmi tir (Boulard ve ark.,
2008). Benzer ekilde, enjeksiyon (500 g/kg bw) veya d kme eklinde mikro doz (50
g/kg bw) olarak uygulanan ikinci nesil avermektinlerden eprinomektinin, do al enfeste
s t s rlar nda hypodermosis e kar etkili oldu u bildirilmi tir (Rambozzi ve ark.,

2006). Eprinomektinin, 1 mg/kg bw doz de erinde poli (D, L-laktide-co-glycolic) asit
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(PGLA) taraf ndan olu turulan bir matristen salnd , yava salml enjeksiyon
form lasyonunun (%5 w/v) profilaktik ve terap tik etkinli i, H. bovis ve H. lineatum
instarlar  zerinde g sterilmi tir (Rehbein ve ark., 2013). Yak n zamanda, uzun s reli
ivermektin form lasyon uygulamas n n, H. bovis ve H. lineatum unt m larva evrelerine
kar %2100 etkili oldu u ve sine in etkin oldu u sezon boyunca larva istilas na kar

hayvanlar korudu u kan tlanm tr (Otranto ve ark., 2016). vermektin ve eprinomektin
mikrodozu ile tedavi edilen s t ineklerinin insan taraf ndan t ketilmesi ile ilgili g da
g venli i endi eleri de erlendirilmi tir. Shoop ve ark. (1996), izinli t ketim snrna
g re daha d  k ivermektin konsantrasyonu nedeniyle mikrodozla tedavi edilen s t
s rlar 1in geri ekilme s resinin (v cuttan atIma s resi) gerekli olmad n
bildirmi lerdir. “al malar,d k miktardaki ivermektin dozunun kullan Imasnng bre
faunas  zerinde hi bir zararl etkisi olmad n ortaya koymu tur (Alvinerie ve ark.,
1998). Bauer (1994) ile Rambozzi ve ark. (2006), bir eradikasyon kampanyas n n
par as olarak birbirini izleyen 2-3 y I boyunca k ny lda bir kez uygulanan ivermektin
ve eprinomektinin mikrodoz kullan m n n antiparaziter dirence yol a ma olas| nn

d koldu unuileris rm lerdir.

S rlarda artropod enfestasyonlar, i letmenin besi ya da s t karakterine g re ve
i letmenin y netim sistemine (a k/kapal ) ba | olarak farkl | k g sterebilmektedir.

rne in g n boyu merada olan s r ile meraya kar Imayan ve kapal sistemde
bulunans r aras nda enfestasyon derecesi nemli | de farkl I k g stermektedir. Her
t rl artropod enfestasyonu, direkt (et, s t, deri, d | tutma kabiliyeti, abort) veya
indirekt (vekt r-kaynakl enfeksiyonlar) etkilerinden dolay ciddi verimd  kl kleri ve
nemli ekonomik kay plara neden olur. S rlar n artropod enfestasyonlar (sinek, bit,
pire, kene ve uyuz etkenleri) birbirinden olduk a farkl karakterde seyretmektedir. Bu
sebeple enfestasyonlar i in farkl kontrol ve m cadele y ntemleri gerekmektedir. Bu
y ntemlerden ilki i letme y netimidir ve burada en nemli husus veteriner hekimin
know-how prensibine ba | zekas n ve analitikd  nme yetisini, mesle i gere i ilgili
ve bilimsel geli meleri yak ndan takip etmesi ile yak ndan ili kilidir. kincisi kimyasal
uygulama olup, e itli insektisitler (organikfosfatlar, sentetik piretroidler) ve akarisitler
(makrosiklik laktonlar) kullan larak enfestasyonun karakteri ve olgunun iddetine g re
m cadele noktas nda kullan I r. nsektisid ve akarisitin uygulamas nda nem arz eden

hususlar vard r. Ayn zamanda, bir ok artropod enfestasyonlar nda mevsimsel olarak
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uygulaman n yan s ra sistemik etkili insektisitlerin kullanm da nem arz etmektedir.

rne in; T rkiye de hypodermosis in m cadelesinde sistemik insektisitlerin enfeste
s rlara verilmeyece i takvim aral vard r. Bu takvime g re Kasm ay nn ba ndan
Ocak aynn sonuna kadar olan yakla k 3 aylk zaman diliminde ila lama
yap Imamal dr nk uygulan rsa hayvanlarda fel g r lebilir. nc y ntem ise
a lamadr. T rkiyede s rlar artopod enfestasyonlara kar koruyan bir a
bulunmamaktad r. Son olarak, di er y ntem ise biyolojik kontrol (predat rler,
parazioidler, patojenler) olup zellikle kene ve uyuz etkenlerine y nelik m calede
kullan labilir ( nci, 2016).

mm noprofilaksi amac yla, hypodermosis e kar etkin bir a geli tirme noktas nda
bir ok giri imde bulunulmas na ra men ticari bir ba ar yakalanamam tr. A

denemeleri, serin proteazlardan olan HA, HB ve HC temelinde ger ekle tirilmi tir
(Pruett ve ark., 1987; Pruett ve ark., 1989; Baron ve Colwell, 1991). A etkinli ininilk
ara trmalar n, birka farkl imm nizasyon al malar ve antijen preparasyonlar n
i ermektedir (Khan ve ark., 1960; Magat ve Boulard, 1970; Pruett ve ark., 1989; Baron
ve Colwell, 1991).

Proteazlardan biri olan HA nn, s rlarda hem humoral hem de h cresel ba Kkl

ortaya kard i iniyi bir aday a antijeni oldu u belirlenmi tir. Buza larna lama/
m cadele al malar nda, do al HA ile ortaya kan ba Kkl k, larvalar n %90 nn
konak taraf ndan Id r Imesine neden olmu tur (Pruett ve ark., 1988). Alhydrogel,
amphigen ve Freund s complete adjuvan gibi e itli adjuvanlarla kombinasyon halinde
verilen HA nn, konak taraf ndan kazan Im koruyucu ba Kkl k zerine de i ken
etkileri bildirilmektedir (Pruett ve Stromberg, 1995; Pruett ve Kunz, 1996). Escherichia
coli bakteriyel ekspresyon sisteminde eksprese edilen rHA antijeni ve
alhydrogen/amphigen adjuvan ile form le edilen rHA antijeni zerine a geli tirme
aratrmalar y r t Im t r (Temeyer ve ark., 1993). Benzer ekilde Panadero ve ark.
(2000b), s r hypodermosis inin serolojik te hisinde do al parazit antijenine alternatif
olarak rHC nin  nemini vurgulam lard r. WFI ye kar korumada imm nojen olarak
gizli antijen kullanm hypodermosis e kar korumada olduk a ba ar | olarak
de erlendirilmi tir. rne in Colwell (2011), adjuvan olarak Quil A ile form le edilen
L3 instarlar n ya dokusunun z n r ekstraktlar yla imm nize edilen buza larda

%100 e kadar H. lineatum larvalar nn Id  n rapor etmi tir.
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A geli tirilmesi i in, imm nolojik teknikler, genetik ve biyolojik alanlarda ilerlemeler
kaydedilmi tir. Fakat g n m zde hypodermosis kontrol i in kullan labilir bir a

bulunmamaktad r (Sandeman ve ark., 2014). Bunun en nemli nedenlerinin ba nda,
hypodermosis e kar makrosiklik lakton endekositlerinin kullan m n n ucuz, y ksek

etkili ve kolay olmas gelmektedir (\Vercruysse ve Rew, 2002).

2.9 Eradikasyon

Birle mi Milletler Kalk nma Program kapsam nda 2030 y I nda ula Imas ama lanan
S rd r lebilir Kalk nma hedeflerinden bir tanesi de iklim eylemidir. Buna g re, iklim
de i ikli ive etkileri ile m cadele konusunda acilen eyleme ge ilmesi planlanmaktad r.
K resel snma uluslararas bir sorundur (UNEP/UNECE, 2016). klim de i ikli i,
insan ve ekosistem sa | ves rd r lebilir kalk nmai inenb y k tehditlerden biridir.
Ayn zamanda di er evresel risklerin o unda hzlandr c etkiye sahiptir. B y yen
etkileri aras nda eriyen buzullar, artan s cakl k ve kurakl k s kI, ekosistem dengesinin
bozulmas , biyolojik e itlilik, g da verimlili indeki de i imi, vekt r-kaynakl viral ve
paraziter hastal klar, insekt dinamikleri ve iddetli hava kirlili i, antibiyotiklerin daha az
etkili oldu u bir zamanda insan ve hayvan sa | n tehdit eden bakteriyel o alma
oranlar gibi ka nlmaz ekolojik sonu lar do urmaktadr. klim de i ikli i,
biyo e itlilik zerindeki kilit bask lardan biridir. Ara t rmalar, iklim de i ikli inint r
davran n ve ekolojisini etkileyerek 21. y zy | n sonlar na do ru giderek daha nemli
hale gelece ini, rne in t rlerin menzil de i imlerine ve fenolojideki de i ikliklere
neden olaca n ileri s rmektedir. K resel olarak, ekosistemlerin iklim ve evresel
de i im etkileri daha da k t le mektedir (UNEP/UNECE, 2016). ki bin bir y|
H k metler Aras klim De i ikli i Panelinde (IPCC), son 50 y Ida g zlenen s nman n
o unlukla insan faaliyetlerine ba | olabilece i kanaatine var Im tr. K resel ortalama
y zey scakl nn 1990 dan 2100 e kadar 1.4-58 C aral nda art g sterece i
d n Imektedir. IPCC, n m zdeki 100 y I i inde s cakl klar yakla k 2 C artarsa,
k resel snmann olumsuz etkilerinin d nyann o u b Igesine yaylImaya
ba layaca n ileri s rm tr. Olas scaklk art hz farkl biyolojik sonu lar
do uracaktr. CO, de dahil olmak zere artan sera gaz konsantrasyonunun neden
oldu u k resel s nma, bitkilerin ve bitki rt s n n miktar nn yan sra direkt olarak
insektleri de etkileyebilir. S cakl k y kselmesinin bir ok insekt ve bitki t r nn

co rafik da Imnn de i mesine, insekt t rlerinin k aylarnda | m oranlar n n
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azalmas na, ilkbaharda daha erken ortaya kmalar na ve y Il k nesil verme say s ndaki
art lara neden olabilece i ifade edilmektedir (Kiritani, 2006; Sharma, 2010). K resel
s nma ve iklim de i ikli inin, artropod enfestasyonlar zerindeki etkisi y ksektir ve

bundan dolay eradikasyonun olduk a zorolaca d n Imektedir.

Ektoparazitler, her yerde bulunabilir ve olduk a zararl olabilirler. Bu y zden
ektoparazitlerin o u durumda kalc olarak ortadan kald r lamaz; dolay s yla,
genellikle, insektisit veya endektositlerle lokal | ekte tedavi edilebilirler (Wall, 2007).
K resel olarak, farkl ektoparazit artropod gruplar b y kba hayvanlarda nemli
morbidite ve mortaliteye neden olur. Ektoparazitler, besin elde etmek ve ya am
d ng lerini tamamlayabilmek iin s r sal n nemli | de etkiler. S rlar
etkileyen baz ektoparazit ve ektoparazit-kaynakl patojenler D nya Hayvan Sa |

rg t taraf ndan listelenmi tir. Miyasis e neden olan sinekler, bitler, akarlar ve keneler
s r ektoparazitlerinin en nemli gruplar ndand r. Bu ektoparaziterin bir o u halk
sa | zerindeki etkileri nedeniyle Tek Sa Ik konsepti ile ili kilidir. Tar msal
ekosistemler, s rlarda parazitizm durumunun de erlendirilmesinde ve artropod ile
m cadele y ntemlerinin ilerletilmesinde kritik neme sahiptir (Pdrez de Le n ve ark.,
2020).

Ektoparazitleri kontrol etmek veya ortadan kald rmak i in veteriner ila lar ve mekanik-
evresel, biyolojik ve genetik y ntemler tek ba lar na veya kombinasyon halinde
kullan Imaktad r. nsektisit ve akarisit i eren preparatlar-kimyasallar, hayvanlar tedavi
etmek veya nlemek ve vekt r-kaynakl patojenlere maruziyeti azaltmak i in yayg n
olarak kullan Imaktad r. S rlarda artropod enfestasyonlar n s rd r lebilir bir ekilde
y netmek i in entegre yakla mlar gereklidir. ngiltere de ithal edilen s rlar i in
karantina prosed rlerini i eren ulusal ve uluslararas d zenlemeler vard r ve bunlar,
ngiltere den eradike edilen nokra sinekleri (Hypoderma spp.) gibi parazitlere y nelik

tedavileri i ermektedir. (P@rez de Le n ve ark., 2020).

B y k abalara ra men, s r hypodermosisi d nya ap nda sadece sekiz lkede
(Danimarka, Hollanda, rlanda, ngiltere, ~ ek Cumhuriyeti, Almanya, Fransa, svi re)
eradike edilmi tir (Boulard, 2002). Ancak Akdeniz b lgesinin farkl alanlar nda ve Hint
yar madas nda hala yaygnl k g stermektedir. Bir b Igede/ lkede eradikasyon

al malarnn ba arl olmas i in, ift iler, saha veterinerleri, ara t rmac lar ve devlet
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kurumlar ile i birli i yap larak uygun planlaman n olmas gerekmektedir. Son
zamanlarda, s r hypodermosis in Fransa da eradike edilmesi gereken bir hastal k
oldu u vurgulanm ve 2006 dan bu yana bildirilmesi zorunlu bir hastal k haline
gelmi tir (Boulard ve ark., 2008; Yadav ve ark., 2017).

Boulard ve ark. (2008), Fransa da s r hypodermosis i in ba arl, s rd r lebilir ve
d k maliyetli kontrol programlar n kapsaml bir ekilde g zden ge irmi lerdir.
Ara trc lar, ucuz ve do ru imm n takip prosed rlerin geli tirilmesini, kullan Imas n
ve evresel olarak tehdit edici olmayan mikrodoz (2 g/kg bw) ivermektinle tedavinin
uygulanmas n  nermi lerdir. Ara trc lar, kontrol programlar n b Igesel olarak, art
ardaenfazla3yli indeikiila e merkezlib lgede a amal olarak y netmek i in bir
stratejinin olmas gerekti ini vurgulam lar. Ayn zamanda, hastal ktan etkilenen her
Ikede kontrol startejilerinin belirlenmesinde, tar m ko ullar, hayvanc I k, iklim
ko ullar , mevzuat ve lkedeki hayvan sa | yapsnn g z n nde bulundurulmas

gerekti ini ifade etmi lerdir.

Hypoderma spp. nin y netimine y nelik ilk giri im, Kuzey Amerika ve Meksika da
vida kurdu sine inin (Cochliomyia hominivorax) ortadan kald r Imas i in geli tirilen
do aya steril erkek sinek sal nmas uygulamasnn Hypoderma sinekleri i in
uyarlanmas olmu tur (Knipling, 1985). Kanada n n Alberta kentinde, 1982 ve 1986
aras nda Birle ik Devletler-Kanada S r Larva Projesi kapsam nda bu ama la n
deneme al malar y r t Im ve cesaret verici sonu lar elde edilmi tir (Weintraub ve
Scholl, 1984). Nitekim uygulama sonras takip eden ilk 3 ylda kimyasal kullan m
nemli | de indirgenmi ve Hypoderma sinek pop lasyonunu azaltmak i in bu
tekni in olduk a ba arl oldu u g sterilmi tir (Scholl, 1990). Ancak, steril sinek
yakla m, sal nan steril eri kin sinek ba na maliyetin ekonomik de erlendirmesi ve
buna ek olarak b y k | ekli in-vitro yeti tirme i in uygun artlar n bulunmamas
nedeniyle uygulama noktas nda daha az kullan m alan bulmu tur (Klein ve ark., 1990;
Kunz ve ark., 1990).



3. GERE" VEY NTEM

3.1 Hypoderma Larvalar n n Elde Edilmesi ve Morfolojik Te hisi

“al mada, 2018 ve 2019 y llar n n May s-Eyl | tarihleri aras nda Kayseri y resinde
mezbahaya kesime gelen s rlar n incelemeleri yap larak dorsal ve lumbal b Igelerinde
hypodermosis e ba | i likler belirlenen s rlar kesim s resince takip edilmi ve deri
alt ndaki Hypoderma larvalar toplanm tr. Toplanan larvalar RNAlaterfi sol syonu
(Sigma-Aldrich) i erisine al narak so uk zincir alt nda muhafaza edilmi tir. Ayn
zamanda enfeste belirlenen hayvanlara ait tam kan rnekleri de kesim esnas nda silika
jelli serum t plerine al nm t r. Hayvanlara ait verilerin protokol kay tlar sa lanm ve
larva  rneklerinin bulundu u t pler ile kan t pleri ilgili protokollere g re

numaraland r Im tr. T m rnekler so uk zincir alt nda laboratuvara intikal ettirilmi tir.

Toplanan larva rneklerinin identifikasyonlar RNAlaterfi sol syonu (Sigma-Aldrich)
i erisinde stereo-mikroskop alt nda ilgili te his anahtarlar (Zumpt, 1965; Colwell ve
ark., 1998) takip edilerek ger ekle tirilmi tir. ncelenen t m larva rneklerinin
g r nt leme i lemleri CellSens Standard 1.13 (Olympus) yaz Im kullan larak
ger ekle tirilmi tir. dentifiye edilen rnekler RNA later sol syonu i erisine molek ler

analizlere kadar muhafaza edilmi tir.

3.2 Hypoderma Larvalar nn DNA Barkodlama ile T r Konfirmasyonu ve
Filogenetik Analizleri

3.2.1 Larva rneklerinden Genomik DNA zolasyonu

Morfolojik identifikasyonlar sa lanm her bir larva rne inden steril bist ri yard m
ile al nan doku par alar genomik DNA izolasyonunda kullan Im tr. Genomik DNA
izolasyonu, Erciyes niversitesi Veteriner Fak ltesi Parazitoloji Anabilim Dal

Molek ler Parazitoloji Laboratuvar n n ekstraksiyon nitesinde yap Im tr.
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Larvalara ait doku rneklerinden genomik DNA izolasyonu, GeneJET Genomic DNA

Purification Kit (Thermo Scientific) ile ger ekle tirilmi olup, prosed re ba lamadan

nce Wash Buffer | ve Wash Buffer Il sol syonlar zerine saf (%100 | k) ethanol

eklendikten sonra a a daki basamaklar takip edilmi tir.

10.

11.
12.

13.

Doku rneklerinden yakla k 20 mg tartm yap Id ktan sonra rneklerin
kar mamas i in steril 1,5 ml mikrosantrif j t plerin zerine protokol

numaralar yaz Im ve her bir rnek t plere konulmu tur.

. T p i erisindeki rneklerin zerine 180 | Digestion Solution ilave edilerek

s spanse edilmi tir.

Kar m zerine 20 | Proteinase K Solution eklenmi ve numuneler

vortekslenerek 56 C de 1 gece su banyosunda ink be edilmi tir.

nk basyondan sonra rnekler vortekslenmi tir.

Vortekslenen numunelerin  zerine 20 | RNase A Solution eklenmi ve

numuneler tekrar vortekslenip kar m sa land ktan sonra oda s cakl nda 10

dk ink be edilmi tir.

nk be edilen numunelere 200 L Lysis Solution eklenmi ve homojen bir

kar m elde edilinceye kadar 15 sn vortekslenmi tir.

Vortekslenen numunelerin  zerine 400 L %50 lik ethanol ilave edilmi ve

tekrar vortekslenmi tir.

Sonra 2 ml toplama t plerinin i erisine spin kolonlar yerle tirilmi ve t m lizat

spin kolonlara transfer edilerek 6.000 g de 1 dk santrif j edilmi tir.

Spin kolondan s z lerek ependorfun dibine ken sv d k Im ve spin

kolonlar yeni 2 ml t pe yerle tirilerek 6.000 g de 1 dk santrif j edilmi tir.
zerine 500 | Wash Buffer | ilave edilmi ve 8.000 g de 1 dk santrif j

edilmi tir.

Toplamat p ndeki kalans z nt d k Im veayn t pe konulmu tur.

Daha sonra 500 | Wash Buffer Il ilave edilmi ve 17.000 g de 3 dk santrif j

edildikten sonra toplamat p ndekis z nt d k lerek bo ekilde tekrar 17.000

g de 1 dk santrif jedilmi tir.

Toplamat p atlm ve spin kolon steril 1,5 ml lik mikrosantrif jt p i erisine

al narak 50 | Elution Buffer ilave edilmi tir.



34

14. Odascakl nda?2 dkink be edildikten sonra 8.000 g de 1 dk santirf j edilerek
genomik DNA izolasyonu tamamlanm tr.

15. Elde edilen genomik DNA ekstraktlar ndan al nan rnekler Qubitfi Fluorometric
Quantitation (Life Technologies) cihaz nda i lenerek DNA izolasyon etkinli i
ve total genomik DNA miktarlar (ng/ 1) belirlenmi tir.

16. rneklere ait genomik DNA lar kullan lana kadar -20 C de muhafaza

edilmi tir.

3.2.2 DNA Barkodlama i in Mitochondrial Cytochrome Oxidase Subunit I (mt-
COl) Gen B Igesinin Amplifikasyonu

Larva rneklerinden elde edilen gDNA izolatlar DNA barkodlama ve filogenetik
analizler i in mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) gen b Igesinin
parsiyel 709 bp barkod ksmn universal olarak amplifiye eden, LCO1490 (5 -
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 ) ve HCO2198 (5 -TAAACTTCAGGGT
GACCAAAAAATCA-3 ) (Hebert ve ark., 2003) primerleri ile PCR da amplifikasyona
tabii tutulmu tur. PCR reaksiyonlar 25 | final konsantrasyonda, haz r kullan ml k
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific), 0,5 M her
bir primer ve 10-20 ng kal p DNA olacak ekilde haz rlanm tr. Thermalcyclerda
protokol n denat rasyon: 95 C de 4 dk; 35 siklus, denat rasyon: 95 C de 30 sn,
ba lanma: 50 C de 30 sn, uzama: 72 C de 1 dk; final uzama: 72 C de 10 dk olacak
ekilde programlanm t r (Hebert ve ark., 2003).

PCR analizlerinin ge erlili inin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmad nn
tespit edilmesi amac yla pozitif kontrol olarak Anabilim Dal nda mevcut referans insekt
DNA izolatlar , negatif kontrol olarak ise sterilize edilmi deiyonize su kullan Im tr.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR r nleri (10 1) %1,5 luk agaroz jelde
elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel D k mantasyon Sistemi ve Gene Snap from

Syngene analiz program (UVP INC Uplant) ile g r nt lenip analiz edilmi tir.

Elektroforez g r nt leme sonucunda hedef baz aral nda g r nen bantlar, ilgili genin
sekans analizleri ncesinde direkt PCR r n kullan Imas ile meydana gelebilecek
komplikasyonlar  nlemek amac yla High Pure PCR Product Purification Kitinin
(Roche) retici firman n nerisi do rultusunda jelden ekstrakte i lemi a a daki ekilde

yap Im tr:
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Hedef b y kI kteki bant, jelden steril bir bisturi ucu yard m yla kesilerek daha
nce hassas terazide daras alnan 1,5 ml lik mikrosantrif j t p i erisine
yerle tirilmi tir.
Daha sonra i inde kesilen jel par as bulunan t p tekrar tart Im ve b ylelikle
jelina rl  hesaplanm tr.
Jel par aasnn a rl na g re 100 mg a rl ndaki jel par as iin 300 |
Binding Buffer olacak ekilde sol syon jel par asn n zerine eklenmi tir.
Ependorft p 30 sn vortekslenmi tir.
nceden 56 C ye ayarlanm stma blo u iinde t p 10 dk ink basyona
b rak Im ve her 2 dk da bir mikrosantrif jt p vortekslenmi tir.
T p i erisindeki agaroz jel par as tamamen z nd kten sonra 100 mg
a rl ndaki jel par as i in 150 | isopropanol olacak ekilde sol syon ilave
edilerek t p iyice vortekslenmi tir.
Ticari kitin i eri inde bulunan toplama t pleri i erisine high pure filter t pleri
yerle tirilmi tir.
Mikrosantrif j t p n n i erisindeki b t n sv pipet yard m yla tamamen bu
filtrelit p ni erisine bo altIm tr.
Svy ierent poda ssnda15.000 rpm de 1 dk santrif jedilmi tir.
Alttaki toplamat p nes z lensv bo altIm ve stteki filtreli t p tekrar ayn
toplamat p i erisine yerle tirilmi tir.
zel filtresi sayesinde DNA y i ine hapseden filtreli t p n i erisine DNA y
y kama amac yla 500 | Wash buffer ilave edilerek 15.000 rpm de 1 dk santrif j
edilmi tir.
Santrif j i leminden sonra alta s z len sv uzakla trIm ve filtreli t p ayn
toplamat p i erisine yerle tirilmi tir.
kinci y kama amac yla zerine tekrar 200 | Wash buffer ilave edilerek 15.000
rpm de 1 dk santrif j edilmi tir. kinci y kama ile sekanslamada muhtemelen
problem te kil edebilecek tuz ve enzim gibi maddelerin uzakla tr Imas
sa lanm tr.
Alta s z len sv tekrar uzakla trIm ve filtreli t p bu kez, yeni 1,5 ml lik
mikrosantrif jt p i erisine yerle tirilmi tir.
Filtrede hapsolan DNA vy alttaki mikrosantrif j t pe s zmek amac yla 50 |

Elution buffer ilave edilmi tir.
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16. 15.000 rpm de 1 dk santrif j edilerek 1,5 ml lik mikrosantrif j t p i erisine
s z lensv DNA vy ihtivaeden jel p rifiye PCR r n olarak, sekans analizleri

i in-20 C de muhafaza edilmi tir.

3.2.3 Hypoderma mt-COI Gen B Igesinin Sekans ve Filogenetik Analizleri

Hypoderma izolatlar n n PCR analizleri sonras mt-COIl amplikonlar sekans analizleri
i injeldenp rifiye (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche) edilmi tir. Sekans
analizleri PCR analizlerinde kullan lan universal forward ve reverse primer dizileri ile
ift y nl olarak ger ekle tirilmi tir (Macrogen Europe). “ift y nl DNA dizisi
belirlenen izolatlara ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious
2020.1.1 (https://www.geneious.com) yaz | m nda De Novo Assamble ile forward ve
reverse dizilimler i lenmi ve Kalite skoru y ksek olan consensus dizilim belirlenmi tir.
Bu dizilimden PCR primerleri trimlenmi ve hedef barkod mt-COIl sekanslar
sa lanarak izolatlar i in final dizilimler elde edilmi tir. Elde edilen sekanslar n
Geneious 2020.1.1 yaz | m  zerinden BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
algoritmas kullan larak GenBank ta mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen b Igesi
sekanslar yla oklu hizalamalar yap Im , molek ler karakterizasyonlar sa lanm ve

akabinde GenBank kay tlar ger ekle tirilmi tir.

“al mada karakterize edilen Hypoderma izolatlar n n mitokondrial DNA barkod
sekanslar , Geneious 2020.1.1 (https://www.geneious.com) yaz | m  zerinden BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih. gov/Blast.cgi) algoritmas kullan larak GenBank ta e itli

Ikelerden kay t edilmi Hypoderma haplotiplerine ait n kleotid sekanslar ile birlikte
filogenetik analizleri ger ekle tirilmi tir. Analize al nan sekanslar n Geneious 2020.1.1
(https://www.geneious.com) yaz Im  zerinden MUSCLE (Edgar, 2004) plug-in
kullan larak  oklu hizalamalar ger ekle tirilmi tir. Intra ve inter-spesifik genetik
farkl | klar Kimura-2-Parameter (K2P) uzakl k modeline (Kimura, 1980) g re MEGA
versiyon 7 (Kumar ve ark., 2016) genetik yaz | m nda ger ekle tirilmi tir. Haplotip
analizleri ve n kleotid diversite indeksleri DnaSp v.5.1 (Librado ve Rozas, 2009) ve

MEGA versiyon 7 yaz I mlarnday r t Im tr.

Filogenetik ili kilerin  belirlenmesinde Maximum  Likelihood (ML) analizi
uygulanm tr. ML analizinde sekans evrimi i in en uygun substitution modelinin
belirlenmesinde jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008) kullanlm ve en d k AIC
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(Akaike Information, Criterion, correction) de erine sahip belirlenen GTR+I modeli
filogenetik analizlerde kullan Im tr. ML analizi Geneious 2020.1.1 yaz | m  zerinden
PhyML (Guindon ve Gascuel, 2003) plugini kullan larak ger ekle tirilmi tir. ML
analizleriyle olu turulan a a larn g venilirli inin tespit edilmesinde 1000 tekrarl

Bootstrap testi kullan Im tr.

3.3 Hypodermin Genlerinin Molek ler Karakterizasyonu

3.3.1 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

COl barkodlamas sa lanan toplam 10 larva rne inden ncelikle total RNA izolasyonu
yap Im ve izole edilen RNA lar n konsantrasyonlar Qubitfi 3,0 Fluorometer (Thermo
Scientific) cihaz nda | lerek cDNA sentezi i in uygun miktar aral  belirlenmi tir.
Daha sonra cDNA sentez kiti (Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, with
dsDNase, Thermo Scientific) ile first-strand complementer DNA eldesi a a daki

prosed r takip edilerek yap Im tr ( ekil 3.1).

xima H Minus First Strand
CONA Synthesis Kit

ekil 3.1 Hypoderma larvalar ndan total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Prosed re ba lamadan nce cDNA sentezinde kullanlacak olan kit i erisindeki
kimyasal bile enler ve -80 C deki RNA rnekleri ile birlikte buz i erisine
gmIm tr Buz zerinde =z nd kten sonra bir siklus spin yap Im tr. Ik olarak,
DNA eliminasyonu i in buz zerine al nan RNA se free t p i erisine a a daki

kimyasal bile enler eklenerek kar m haz rlanm tr.
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Reaksiyon bile enleri Hacim
10x dsDNase buffer 11
dsDNase 11
Total RNA 5 1
Steril deiyonize su 3 1
Toplam 10 |

Kimyasallar ilave edildikten sonra RNA se freet p i erisindeki kar m yava a
alt stedilerek kar mas sa lanm tr.

Kar m nceden stlIm olan thermalcyclerda 37 C de 2 dk ink be edildikten
sonra hemen buza alnm ve 1 siklus spin yap larak tekrar buz zerine
alnm tr.

gDNA eliminasyonunda sonra ayn t p i erisine a a daki kimyasallar ilave

edilmi tir.
. Oligo
Primer (dT)us 1 1(100 pmol)
primer
10 mM dNTP Mix 1 1(0.5mM final
konsantrasyonda)
Steril deiyonize su 3]
Toplam 15 |

Oligo dT ile muamele edilmi RNA a a daki reaksiyon kar m i erisine
eklenerek 1 siklus spin yap Im ve thermalcyclerda 50 Cde 30 dk
bekletilmi tir.

5x RT Buffer 4 |
Maxima H Minus Enyzme

; 11
Mix
Toplam hacim 20 |

Daha sonra kar m 85 Cde 5 dk bekletilerek cDNA sentezi

ger ekle tirilmi tir.
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3.3.2 Hypodermin Genlerinin Amplifikasyonu

Elde edilen izolatlara ait cDNA lar n Genbank ta mevcut H. lineatum a ait HA
(L24914), HB (L24915) ve HC (AB054066) genleri referans al narak dizayn edilen
primerlerle ( ekil 3.2) PCR analizleri ger ekle tirilmi tir. Primer ba lanmalar ve

zellikleri ilgili referans sekanslar zerinde ekil 3.3- ekil 3.5 de g sterilmi tir.

Gen Bolgesi Forward Primer (Referans) Reverse Primer (Referans) Amplifikasyon

E—3] 5—3) (bp)

Hypodermin A HypAF-Khazn (khaznadiive ark., 2003) HypoderminA-R3 (Orijinal Dizayn) 748
TTAAATAGATTCTGCATTAC AACAATTACAAGTCAAAATCAG

Hypodermin B HypoderminB-F2 (Orijinal Dizayn) HypoderminB-R2 (Orijinal Dizayn) 805
ATGTTGAAGTTCGTTATTTTAG TTAAAAAGATTTTGCATTTTCAG

Hypodermin C HypoderminC-F (Orijinal Dizayn) HypoderminC-R (Orijinal Dizayn) 783

ATGAAATTCTTACTTGTGTTCG TTAAAATATTATACCAGTATTTTGC

ekil 3.2 Hypodermin genlerini amplifiye eden primerler ve amplifikasyon prosesi
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Name: hypoderminA-R3  Orijnal Dizayn

Name: HypAf_Khazn Khaznadji ve ark., (2003) * Type: Primer ind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3)
Type: Primer Eind (primer_bind) (Created by primer3) Length: 22
Length: 17 Intervak 290 -> 769
Intervak: 43 -> 59 Mismatches: 0
Mismatches: 0 ACC:27.3

64.7 Hairpin Tm: None
Hairpin Tm: 41.3 Self Dimer Tm: None
Self Dimer Tm: 7.8 Pair Dimer Tm: 3.6
Tm: $7.7 Tm:$13 -

3 Sequence: AACAATTACAAGTCAARAT

Sequence: CCCGTCCTACCATTCMG gl

ekil 3.3 HA geninin amplifikasyonunda kullan lan primerlerin referans sekans
zerinde ba lanmalar ve zellikleri
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ww‘mm ATTECC T TCTACACC AT T TCT TT TTC CTCCT  ATTACT AAAAT CAAAATCTTTTTAAA ACTT ATATCAATTT.TAACTATTTTTAATAAAAACACCTCTTTAAAAC
ranstation B PP SO T SRS T SESAE=Ss ¢ .
Name: hypoderming-R2 N Name: hypoderminB-F2 1
Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3)
Length: 23 Length: 23
Interval: 805 - Interv;
Mismatches: 0 Mismatche
%GC: 217 HRGC: 30.4
Hairpin Tm: 39.5 Hairpin Tm: 37.4
Self Dimer Tm: 22.0 Self Dimer Tm: None
|Pair Dimer Tm: 1.5 Pair Dimer Tm: 1.5
Tm: 48.6 Tm:53.1
|Sequence: AATAGTTACAAATTGATATCAAG i Sequence: TATATCAGTATGTTGAAGTTCGT
{Product Size: 805 Product Size: 805

ekil 3.4 HB geninin amplifikasyonunda kullan lan primerlerin referans sekans
zerinde ba lanmalar ve zellikleri
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IName: HypoderminC-F
Name: HypoderminC-R E Type: Primer Bind (primer_bind) (Created by primer3
Type: Primer Bind (reverse) (primer_bind_reverse) (Created by primer3) Length: 22
Length: 25 Interval: 1 -> 22
Intervak 783 -> 759 Mismatches: 0
Mismatches: 0 :
*GC: 200 %GC:31.8
Hairpin Tm: 38.1 Hairpin Tm: None
Self Dimer Tm: 10.8 Self Dimer Tm: None
Pair Dimer Tm: None Pair Dimer Tm: None
Tm: 50.3 Tm:53.1
Sequence: TIAVMTATIATACCAGTATITIGC Sequence: ATGAAATTCTTACTTGTGTTCG
A Product Size: 783

ekil 3.5 HC geninin amplifikasyonunda kullan lan primerlerin referans sekans
zerinde ba lanmalar ve zellikleri

PCR reaksiyonlar 25 | final konsantrasyonda, haz r kullan ml k Maxima Hot Start
Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific), 0,5 M her bir primer ve 10-20
ng kalp DNA olacak ekilde hazrlanm tr. Hazrlanan PCR reaksiyon kar m
thermalcycler cihaz na (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad) yerlestirilerek amplifikasyona

tabi tutulmustur.

Amplifikasyon icin protokol; on denaturasyon: 95 C de 4 dk; 40 siklus, denaturasyon:
95 C de 1dk, baglanma: 48 C de (HA, HB); 45 C de (HC) 30 sn, uzama: 72 C de 1
dk; final uzama: 72 C de 10 dk olacak sekilde dizayn edilmistir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen PCR r nleri (10 1) %1,5 luk agaroz jelde elektoforeze tabi
tutularak, CLP Jel D k mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz

program (UVP INC Uplant) ile g r nt lenip analiz edilmi tir.
3.3.3 Hypodermin Genlerinin Plazmid Vekt re Klonlanmas ve Rekombinant
Plazmid DNA Elde Edilmesi

Elektroforez goruntuleme sonucunda hedef baz aral g nda gorunen bantlar, ilgili genin

klonlanmas  ncesinde direkt PCR urunu kullan Imas ile meydana gelebilecek
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komplikasyonlar  nlemek amac yla High Pure PCR Product Purification Kitinin
(Roche) onerileri dogrultusunda jelden ekstrakte edilmistir. Jel p rifiye rneklerin
klonlanmas nda pGEMTi-T Easy Vector Sistemi (Promega) ilgili basamaklar takip
edilerek kullan Im tr ( ekil 3.6).

Amplifikasyon Uriinlerinin  pGEM®-T Easy Vektore Klonlanmasi

Mavi beyaz koloni
olusumu

Bu Uzerinde JM 109
hucresi + hyp JP

ekil 3.6 Hypodermin genlerinin pGEMTi-T Easy Vector Sistemine klonlama
basamaklar

Klonlama basamaklar a a da detayland r Im tr.
Ligasyon Protokol

1. Ligasyon basama nda kullan lacak sol syon miktarlar aa daki gibi

ayarlanm tr.

2x Rapid ligation buffer
PGEM T-Easy vector
T4 DNA ligase

Su

PCR rn

N R k| k| o
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2x Rapid ligation buffer i eri i kullan Imadan nce spin vorteks yap Im tr.
Haz rlanan reaksiyonlar n kar mas i in pipetaj yap Im ve oda scakl nda 1

saat ink be edilmi tir.

Transformasyon Protokol

1.

N oNe. M

Ligasyon reaksiyonlar i in, LB kat besiyeri i erisine ampisilin (50 g/ml),
IPTG (100mM), X-Gal (50mg/ml) konsatrasyonlar belirlenerek ilave edilmi ve
petri kaplarnad k Im tr.
-80 C de muhafaza edilen kompetan E. coli JM109 h cresi kart larak buz
i erisinde eritilmi tir.

nkubasyon sonras ligasyon reaksiyonundan 1,5 ml lik mikrosantrif jt p ne 2
| alnm ve zerine kompetan E. coli JM109 h cresinden 50 | transfer
edilmi tir.
Kar m hafif e kar tr larak buz i erisinde 20 dk bekletilmi tir.
Daha sonrat pler su banyosunda 42 C de 45-50 sn bekletilmi tir.
Tekrar buza al narak 2 dk bekletilmi tir.
Ligasyon reaksiyonlar ile transforme h creleri i eren t plere oda s cakl nda

bekletilen S.0.C mediumdan 950 | ilave edildikten sonra 37 C de 200 rpm
devirde 1,5 saat alkalay ¢ ink bat rde ink basyonab rak Im tr.

nk basyon sonras tarnsforme k It rden 100 | pleytlere ekimi yap Id ve daha
fazla koloni i in geri kalan k It r 1.000 g de 10 dk santrif j yap larak h crelerin
birikmesi sa lanm  ve i erisinden 100 | al narak pleytlere ekimi
ger ekle tirilmi tir.

Pletyler 37 C de 1 gece ink basyonabrak Im tr.

Transformantlar n nsert Genler Y n nden Kontrol

Bir gece ink be edilen pleytler zerinde ekillenen koloniler beyaz/mavi renk
olu umuy n nden kontrol edilmi tir.

Beyaz kolonilerden steril pipet u lar yla al nan h creler insert genlerin varl n
teyit amac yla koloni PCR ( ekil 3.7) analizine tabii tutulmu tur.

Pipet ucu ile koloniden al nan rnek PCRt p n ndip ksm na yay Im ve sonra

pipet ucu 10 ml LB medyum i erisine aktar larak protokol numaras verilmi tir.



44

4. ekillenen kolonilerden al nan rnekleri i eren PCR t pleri zerine do ru
oryantasyonda gen insert varl nn teyit edilebilmesi amac yla gen spesifik
forward ve vekt r spesifik reverse (PUC/M13R-22) primerleri i eren PCR miks
ilave edilmi tir.

5. T pler thermalcyclera yerle tirilerek on denaturasyon: 95 C de 4 dk; 25 siklus,
denaturasyon: 94 C de 30 sn, baglanma: 50 C de 30 sn, uzama: 72 C de 1 dk;
final uzama: 72 C de 10 dk olacak sekilde PCR analizine tabii tutulmu tur.
PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1,5 luk agaroz jelde yurutulmus ve CLP
Jel Dokumantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz program (UVP

INC Uplant) ile UV s n alt nda goruntulenip analiz edilmistir.
S v Besi Yerine Transformasyon ve Rekombinant Plazmid DNA Eldesi

1. Koloni PCR sonucu hedef genlerin varl  ve oryantasyonu y n nden konfirme
edilen kolonilerin aktar [d LB medyumlar 37 Cde 1 gece alkalayc
ink bat rde ink basyonabrak Im tr.

2. Ureme gozlenen sv besi yerlerinden al nan ornekler 2 ml lik ependorflar
icerisine al narak 8.000 rpm de 2 dk santrif j santrifuj edilmi tir.

3. Santrifuj sonras ustteki s v k s m dokulup pelletler GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific) ile a a daki basamaklarla i lenerek Rekombinant
Plazmid DNA izolasyonu yap Im tr.

4. -20 C de saklanan pelletin oda scakl g nda cozunmesi sagland ktan sonra
uzerine 250 | Resuspension Solution eklenmi ve vortekslenerek tamamen
s spanse edilmesi sa lanm tr.

5. Daha sonra 250 | Lysis Solution eklendi ve sol syon viskoz hale gelene ve
hafif berrakla ncaya kadar t p el yardmyla 4-6 kez alt st edilerek
kar trim tr.

6. zerine 350 I Neutralization Solution ilave edilmi ve hement p el yard m yla
4-6 kez alt st edilerek kar mas sa lanm tr.

7. Kar s m daha sonra 14.000 rpm de 5 dk santrifuj edilmi tir.

8. Santrifuj sonras supernatant al n p GeneJET spin kolon icine transfer edilmi ve
14.000 rpm de 1 dk santrifuj edilmi tir.

9. Alttaki toplama tupune suzulen s v bosalt Im ve ustteki GeneJET spin kolon

tekrar ayn toplama tupu icerisine yerlestirimi tir.
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10. Y kama amac yla her bir Miniprep kolon uzerine 500 | Wash Solution ilave
edilerek 14.000 rpm de 1 dk santrifuj edilmi tir.

11. Santrif jden sonra alta suzulen s v uzaklastr Im ve GeneJET spin kolon ayn
toplama tupu icerisine yerle tirilmi tir.

12.  zerine tekrar 500 | Wash Solution ilave edilerek 14.000 rpm de 1 dk santrifuj
edilmi tir.

13. Toplama tupune suzulen sv tekrar uzaklastr Im ve 14.000 rpm de 1 dk
santrifuj edilmi tir.

14. Santrifuj sonras GeneJET spin kolon steril 1,5 ml lik mikrosantrif j tup
icerisine yerle tirilmi , plazmid DNA s elde etmek amac yla uzerine 50 |
Elution Buffer eklenmi ve oda s nda 2 dk beklendikten sonra 14.000 rpm de 2
dk santrifuj edilmi tir.

15. Santrifuj islemi sonras 1,5 ml lik steril tup icerisine suzulen sv plazmid
DNA s insert genlerin konfirmasyonu amac yla vekt r spesifik primerlerle PCR
analizlerine tabii tutularak sekans analizlerine kadar -20 "C de muhafaza

edilmi tir.

3.3.4 Hypodermin Genlerinin Sekanslanmas, N kleotid ve Amino Asit
Sekanslar n n Karakterizasyonu

Her Hypodermin geni i in elde edilen rekombinant plazmid DNA lar klonlama
vekt r ne spesifik primerler ile ifty nl olarak sekanslanm tr. “ifty nl DNA dizisi
belirlenen plazmidlere ait kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious
2020.1.1 yaz Im (https://www.geneious.com) ile forward ve reverse dizilimler
DeNovo Assamble kullan larak contig analizi yap Im  ve ilgili genler i in final
konsensus  dizilimler ortaya kar Im tr. Elde edilen sekanslar n blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yap Id ktan sonra GenBank ta mevcut
di er Hypoderma t rlerine ait izolatlar n ilgili gen b Igesi sekanslar yla Geneious
2020.1.1 (https://www.geneious.com) yaz I m  zerinden oklu hizalamalar yap larak
interspesifik ve intraspesifik n kleotid ve aminoasit farkllklar b I m 3.2.3 de

verildi i gibi analiz edilerek ortaya kar Im tr.

zolatlara ait amino asit dizilimleri; ba lang ve biti sinyal kodonlar n belirlemek ve

fraksiyonlar n g stermek amac yla web tabanl ORF Finder yaz Imyla a k okuma
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er evesi (open reading frame, ORF) analizleri ger ekle tirilmi tir. HA, HB ve HC
proteinlerinin transmembran b Igelerindeki amino asit dizilimlerinin sinyal peptid
analizleri ve dizilimlerdeki tahmini antijenik peptidlerin varl ~ Geneious 2020.1.1
(https://www.geneious.com) yaz I m  zerinden EMBOSS Protein Analysis 1.0 plugin
yaz Im kullan larak yap In tr. |lgili proteinlerinin transmembran sarmallar n n
analizleri ise yine ilgili yaz | m zerinden Transmembrane Prediction Tool 0.9 plugini
kullan larak ger ekle tirilmi tir. zoelektrik nokta ve proteinlerin tahmini molek ler
a rlklar ExPASy program ile hesaplanm tr. Amino asit dizilimlerindeki
polimorfizm oranlar ProSeq3 vyaz|Im kullan larak belirlenmi tir. Hypodermin
proteinlerinin boyutlu yap lar Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition
Engine V2.0 program ile analiz edilmi ve g r nt lenmeleri Jmol: An open-source

Java viewer program kullan larak ger ekle tirilmi tir.

3.4 Hypodermin Genlerinin Ekspresyon Analizleri ve Rekombinant Antijenlerin
Eldesi

3.4.1 Hypodermin Genlerinin Ekspresyon Vekt r ne Klonlanmas ve
Rekombinant Plazmid DNA Eldesi

Ekspresyon analizlerinde rekombinant antijenlerin elde edilmesinde pET 100/D-TOPO
Bakteriyel Ekspresyon Sistemi (Thermo Scientific) ilgili basamaklar takip edilerek
uygulanm tr ( ekil 3.7). Ligasyon amac yla PCR analizinde kullan lacak primerler
ChampionTM pET Directional TOPO Expression Kit de (Thermo Scientific) onerilen
sekilde diyazn edilmi tir. Bu amacla, ORF yi b t n olarak amplifiye eden primerler gen
sekanslar ~ zerinden Geneious 2020.1.1 (https://www.geneious.com) Yyaz I m nda
belirlenerek, forward primerin 5- k sm na ligasyon amac yla CACC nukleotid dizisi

eklenerek sentezletilmi tir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1 Hypodermin genlerinin ekspresyon vekt r ne klonlanmas i in dizayn edilen
primerler

HypA-petl00F  5..CAC CAT GCT TTC TCA ATC GGA TGG-3-

HypA-petl0OOR  5.-TTA CAT AGA TTC TGC ATT ACT GAC-3-

HypB-petl00F 5. CAC CAT GTT GAA GTT CGT TAT TTT ACT GT-
3.

HypB-petl0O0OR  5.-TTA AAT AGA TTT TGC ATT GTC AAT-3-

HypC-petl00F 5. CAC CAT GAAATTCTTACT TGT GTTCGT T -3

HypC-petl0OOR  5.- TTA AAA TAT TAT ACC AGT ATT TTG CTG A-3-

Figure 1 - Champion™ pET Directional TOPO" vectors
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lgili primer iftleri ile pGEMTi-T Easy Vector-Hypodermin rekombinant plazmidleri
kal p olarak kullan larak PCR reaksiyonu kurulmu tur. PCR reaksiyonlar 25 1 final
konsantrasyonda, haz r kullan ml k High Fidelity PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher
Scientific), 0,5 M her bir primer ve 10-20 ng kal p DNA olacak ekilde haz rlanm tr.
Haz rlanan PCR reaksiyon kar m thermalcycler cihaz na (Bio-Rad) yerlestirilerek

amplifikasyona tabi tutulmustur.

Amplifikasyon icin protokol; on denaturasyon: 98 C de 30 sn; 35 siklus, denaturasyon:
98 C de 10 sn, baglanma: 60 C de 30 sn, uzama: 72 C de 30 sn; final uzama: 72
C de 10 dk olacak sekilde dizayn edilmistir. Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR
rnleri (10 1) %15 luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP Jel
D k mantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene analiz program (UVP INC
Uplant) ile g r nt lenip analiz edilmi tir. Elektroforez goruntuleme sonucunda hedef
baz aral g nda gorunen bantlar, ilgili genin klonlanmas ncesinde direkt PCR urunu
kullan Imas ile meydana gelebilecek komplikasyonlar nlemek amac yla High Pure
PCR Product Purification Kitinin (Roche) onerileri dogrultusunda jelden ekstrakte

edilmistir. Klonlama basamaklar a a dadetayland r Im tr.
Ligasyon Protokol

Ligasyon basamag nda hypodermin gen fragmentlerinin ilgili plazmide yerlestirilmesi

icin ticari kitin onerileri dogrultusunda asag daki kar s m haz rlanm str.

PCR urunu Jel Purifiye 4 |
Ornek

Tuz Solusyonu 11

pET 100 vektor 11

Kar s m, vortekslenip santrifuj edildikten sonra oda ssnda 30 dk inkube edilmi tir.
Takiben transformasyon islemine gecilmistir. Plazmidin BL21 Star (DE3) E. coli
kompetent hucrelerine (Thermo Scientific) transformasyonu a a da ac kland g gibi

yap Imstr.
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Transformasyon Protokol

1. Ligasyon reaksiyonlar i in, LB kat besiyeri i erisine ampisilin (100 g/ml)
konsantrasyonu belirlenerek ilave edilmi ve petri kaplar nad k Im t r.
2. -80 C de muhafaza edilen One Shot Top 10 E. coli kompotent hucreleri
kart larak buz i erisinde eritilmi tir.

3. nkubasyon sonras ligasyon raeksiyonundan 1,5 ml lik mikrosantrif jt p ne 3
I alnm ve zerine One Shot Top 10 E. coli kompetent h cresinden 50 |

transfer edilmi tir.

Kar m hafif e kar tr larak buz i erisinde 30 dk bekletilmi tir.

Daha sonrat pler su banyosunda 42 C de 30 sn bekletilmi tir.

Tekrar buza transfer edilmi tir.

N oo M~

Ligasyon reaksiyonlar ile transforme h creleri i eren t plere oda s cakl nda
bekletilen S.0.C mediumdan 250 | ilave edildikten sonra 37 C de 200 rpm
devirde 1,5 saat alkalay c ink bat rde ink basyona b rak Im tr.

8. nk basyon sonras transforme k It rden 100 | pleytlere ekimi yap Im ve

pletyler 37 C de 1 gece ink basyona b rak Im tr.

LB kat besiyerinde reyen kolonilerin do ru oryantasyonda gen insert varl n n teyit
edilebilmesi amac yla gen spesifik forward ve vekt r spesifik reverse (T7 Reverse)
primerleri ile koloni PCR taramas Transformantlar n nsert Genler Y n nden
Kontrol ba | alt ndaki protokol takip edilerek ger ekle tirilmi tir. Koloni PCR
sonucu hedef genlerin varl  ve oryantasyonu y n nden konfirme edilen kolonilerden,
ekspresyon vektorune insert olmus Hypodermin genlerini iceren rekombinant
plazmidlerin eldesi i in Sv Besi Yerine Transformasyon ve Rekombinant Plazmid
DNA Elde Edilmesi ba I  alt ndaki basamaklar takip edilmi tir.

3.4.2 Hypodermin Genlerinin Ekspresyon Analizleri

3.4.2.1 BLZ21 Star (DE3) E. coli Kompotent Hucrelerine Transformasyon

Ekspresyon vektorune insert olmus Hypodermin genlerini iceren rekombinant
plazmidlerin BL21 Star (DE3) E. coli hucrelerine transformasyonu buz ustunde asag da

belirtildigi sekilde yap Im st r:
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1. Her hypodermin geni icin ayr olmak uzere 3 adet 50 | BL21 Star (DE3) E. coli
hucresi buz ustunde eritilmi tir.

2. Eriyen hucrelerin uzerine farkl hacimlerde 5-10 ng plazmid DNA s eklenmi
ve tuplerin dip k s mlar na vurularak hafifce kar strim tr.

3. Kar s mlar buz uzerinde 30 dk inkube edilmi tir.

4. Ink basyon sonras nda kar s mlar h zI bir sekilde 42 "C de 30 sn s sokuna tabii
tutulmu tur.

5. Is sokundan hemen sonra tupler buz uzerine al nm ve 2 dk inkube edilmi tir.

6. Tuplerin uzerine 250 1oda ss nda bekletilmis S.O0.C. medium eklenmi tir.

7. Tuplerin kapag kapat Id ktan sonra, calkalay c I inkubatorde 37 "C de 200
rpm de 1 saat inkube edilmi tir.

8. Inkubasyon sonras transformasyon urununun tamam 100 g/ml ampisilin
iceren 10 ml LB sv besi yerlerine ekilmi ve calkalay c | inkubatorde ve 37

"C de 200 rpm de 1 gece inkube edilmi tir.

3.4.2.2 Pilot Ekspresyon Denemeleri

Pilot ekspresyon denemelerinde 05 ve 1 mM IPTG (isopropyl -D-1-
thiogalactopyranoside) konsantrasyonu ve Magic Media ( nvitrogen) medyumu
kullan larak hedef genlerin induklenmesi ger ekle tirilmi ve farkl saatlerde
h crelerden rnek al np optimum ind kleme zaman ara trIlm tr. Sonuclar, Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ve Western Blot

analizleri ile de erlendirilmistir.
A.IPTG nd klemesi

1. Bir gece inkubasyona b rak lan tranformasyonun gerceklestigi E. coli BL21(DE3)
bakteri kolonileri iceren LB s v besi yerlerinden 100 g/ml ampisilin iceren 30 ml LB
sv besi yerlerine 1,5 ml aktar larak 37 "C de calkalay c inkubatorde inkubasyona
brakIm tr.

2. Ink basyona brak lan besi yerlerinden birkac saat aral klarla 1000 | ornekler
al narak spektrofotometrede 600,0 nm dalga boyunda olcumler yap Im ve bakterilerin

optik yogunluklar n n (OD) 0,5-0,8 aras na gelmesi sa lanm tr.
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3. Her hypodermin geni i in uygun konsantrasyona gelen h creleri i eren LB s v besi
yeri eb | nerek IPTG negatif, 0,5 mM IPTG ve 1mM IPTG olarak i aretlenmi tir.

4. IPTG olarak i aretlenen ve ind kleme vyap lacak flasklara belirlenen

konsantrasyonlarda IPTG ilave edilmi tir.

5. Besi yerleri 37 C de inkubasyona b rak Im ve ilk konuldugu an dahil olmak uzere
(sfrnc saat) 5 saat boyunca her saat ba 500 | ornek al np ependorf tuplerine

konulmu tur.

6. Ependorf tupleri 15.300 rpm de 1 dk santrifuj edilip, supernatant k sm atIm tr.
Kalan pellet SDS-PAGE analizi yap Imak uzere -20 C de saklanm tr.

B. MagicMedia E. coli Expression Medyumu ile nd kleme

1. Bir gece inkubasyona b rak lan tranformasyonun gerceklestigi E. coli BL21(DE3)
bakteri kolonileri iceren LB sv besi yerlerinden 100 g/ml ampisilin iceren
MagicMedia medyumu ( nvitrogen) (Medyum reticinin a klamalarna g re

haz rlanm tr) i erisine 1/20 oran nda olacak ekilde sv besi yerinden aktar Im tr.

2. H creler MagicMedia medyumu i erisinde 30 "C de 1 gece calkalay ¢ inkubatorde

inkubasyona b rak Im tr.
3. Ertesi g n flasklardan 500 | ornek al n p ependorf tuplerine konulmu tur.

4. Ependorf tupleri 15.300 rpm de 1 dk santrifuj edilip, supernatant k sm atIm tr.
Kalan pellet SDS-PAGE analizi yap Imak uzere -20 C de saklanm tr.

3.4.2.3 SDS-PAGE Analizleri

SDS-PAGE analizlerinde TGX Stain-Free  FastCast  Acrylamide Kit, 10% (Bio-
Rad) a a daki basamaklar takip edilerek Mini Protean Pre Cast Jel Sisteminde (Bio-
Rad) uygulanm tr. Her analiz ncesi a a daki oranlarda taze %10 luk amonyum
pers Ifat (APS) haz rlanm tr.
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50 mg
500 1dH0O

%10 APS

1. Analize ba lamadan nce 1 mm lik cam plakalar kasete yerle tirilmi ve
ard ndan Mini-PROTEAN Tetra Jel d kme stand na sabitlenmi tir. Daha sonra
resolving jel ieri i aa daki hacimlerde haz rlanarak elde edilen kar m
vortekslenmi tir. Haz rlanan kar m, kasete yerle tirilecek olan tara n di

k sm na kadar 0,5-1 cm kalacak ekilded k Im ve donmas beklenmi tir.

Resolving jel
Resolver A 6 ml
Resolver B 6 ml
%10 APS 30 |
Temed 3 1

2. Ard ndan stacking jel i eri ia a daki hacimlerde haz rlanarak vortekslenmi tir.
Haz rlanan kar m kasetin bo kalan k sm n dolduracak ekilde d k Im ve

tarak yerle tirilerek elektroforez ncesi 30 dk polimerizasyon i in bekletilmi tir.

Stacking jel
Stacker A 1ml
Stacker B 1ml
%10 APS 10 |
Temed 2 |

3. rekler zerine 2x SDS-PAGE sample bufferdan (Bio-Rad) 100 I ilave
edilerek homojenizatorde 2 dk kar strIlm tr.

4. lyice kar san ve jel k vam alan ornekler s tmal kuru blok i erisinde 95 C de 5
dk inkube edilmi ve proteinlerin denat re olmas saglanm tr.

5. Ink basyon sonras ornekler oda ss nda sogutulmu tur.

6. Jeller tanka yerlestirildikten sonra ic ve d s k s m 1x SDS elektroforez buffer ile
doldurulmu tur.

7. Taraklar jelden dikkatlice c kar Id ktan sonra rneklerden 10 | al narak

kuyulara yukleme yap Im tr.



53

8. Protein buyukluklerinin belirlenmesi icin ilgili kuyucuklara protein standartlar
(Bio-Rad Precision Plus Protein Unstained Standards ve Precision Plus
Protein  WesternC  Standards) 5 | hacimde ilave edilmi tir.

9. Jeller 120 V da 90 dk yurutulm t r.

10. Proteinlerin jel icerisinde ilerlemesi tamamland ktan sonra, jeller dikkatli bir
sekilde iki cam plaka aras ndan c kar Im ve 1x SDS elektroforez buffer
i erisineal nm tr.

11. Jel  zerindeki proteinlerin g r nt lenmesi Fusion FX5 (Vilber Lourmat)
kemol minesans goruntuleme sisteminde uygun UV dalga boyunda

ger ekle tirilmi tir.

3.4.2.4 \Western Blot Analizleri

Western blot analizleri, vekt r plazmidte bulunan 6xHis ile f zyon edilmi hedef
proteinin belirlenmesi ve ekspresyon optimizasyonunun konfirme edilmesi amac yla
yap Im st r. Western Blot Analizleri Trans-Blot Turbo Transfer Sisteminde (Bio-Rad)
ger ekle tirilmi tir. Western blot i in kullan lan sol syonlar ve basamaklar a a da

verilmi tir.

200 ml 5x Transfer
Buffer (Bio-Rad)

1x Transfer Buffer 200 ml ethanol
600 ml dH,O

10x 1L TBS 24,2 g Tris base

(Tris Buffered 80g _N_aCI
Saline) pH7.6i in HCI

90 ml dH,O
1x TBS +
10 ml 10x TBS
Wash Buffer 45 ml 10x TBS
(TBS/T) 405 ml dH,0
450 | Tween 20 (%0,1)
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90 ml 1x TBS
10 mI BSA
50 I Tween 20 (%0,05)

Blocker Buffer
(BSA)

Western blot basamaklar

10.

11.
12.

1x SDS elektroforez buffer i erisindeki SDS-PAGE jel membrana transfer
a amas na kadar bekletilmi tir.

PVDF membran blotlama ncesi 30 ml saf ethanolde effaf hale gelene kadar
yakla k 3-4 dk bekletilmi effafland ktan sonra 30 ml 1x Transfer i erisinde 3
dk bekletilmi tir.

Ard ndan Transfer pedler (alt st toplam 20 adet) 50ml 1x Transfer buffer
i erisinde 3 dk tutulmu tur.

Bu basamaklar tamamland ktan sonra kaset kar Im ve kasetin taban na birinci
slat Im ped (10 ad) ve zerine PVDF membran daha sonra SDS-PAGE jel
d zg n bir ekilde yerle tirildikten sonra jel zerine ikinci slat Im ped (10 ad)
yerle tirilerek sandivi olu turulmu tur.

Olu turulan sandivi teki hava kabarc klar roller ile giderilmi tir.

Kasetin kapa kapat larak Trans-Blot Turbo Transfer Cihaz na (Bio-Rad)
yerle tirilmi ve 2,5 mA ak mda 3 dk da transferi ger ekle tirilmi tir.

Transfer sonras PVDF membran 35 ml TBS/T i erisine alnm ve 5 dk

alkalay c da tutulmu tur.

PVDF membran 30 ml blocking buffer i erisine konulmu ve oda scakl nda
bir saat boyunca alkalay c da ink be edilmi tir.

nk basyon sonras nda PVDF membran TBS/T i erisine al narak 5 dk 3 er kez
y kanm tr.

Y kama sonras PVDF membran, Anti-HisG-HRP antikoru (Invitrogen) i eren

(1:5000 dil syon) blocking buffer i erisinde oda scakl nda bir saat
alkalay c da ink basyona b rak Im tr.

nk basyon sonras nda PVDF membran 5 dk 3 er kez TBS/T ile y kanm tr.

Y kama sonras kemol minesans g r nt leme i in Clarity Western ECL
Substrat (Bio-Rad) reticinin a klamalarna g re membran zerine ilave

edilerek 5 dk alkalay c da tutulmu tur.
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13. Membran zerinde 6xHis i aretli proteinlerin g r nt lenmesi Fusion FX5
(Vilber Lourmat) kemol minesans goruntuleme sisteminde uygun UV dalga

boyunda ger ekle tirilmi tir.

3.4.3 Rekombinant Hypodermin Antijenlerinin Safla t r Imas

Pilot ekspresyon denemelerinde elde edilen sonu larla rekombinant Hypodermin
proteinlerinin safla t r Imas i in uygun hacimde haz rlanan starter k It rlerden 200 ml
besi yerine aktar m sa land ktan sonra optimize edilen ind kleme prosesi
ger ekle tirilmi tir. Safla t rma ncesi proteinlerin E. coli b nyesinde soluble veya
insoluble karakterde olma durumu i in analizler ger ekle tirilmi tir. Igili analiz

basamaklar a a da verilmi tir.

1. 200 ml LB besi yerinde k It re elde edilmi olan h crelerden 2 ml al narak
mikrosantrif jt plerine aktar Im vet pler4 C de 4.000 g de 10 dk santrif j edilerek

h creler ktrIm tr.

2. S pernatant uzakla t r Id ktan sonra pelet zerine 500 | PBS ilave edilmi ve 10 sn
pulsasyon verilerek 60 sn boyunca sonikat rde sonikasyona tabii tutulmu tur. Bu i lem
sonras sonikattan 50 | al narak yeni bir mikrosantrif j t p ne aktar Im ve Total

olarak i aretlenmi tir.

3. Sonraki basamakta lizat 4 C de 12.000 g de 10 dk santrif j edilmi ve s pernatant
yeni bir mikrosantrif j t p ne alnm tr. S pernatanttan 50 | al narak yeni bir

mikrosntrif jt p ne aktar Im ve Soluble fraksiyon olarak i aretlenmi tir.

4. Santrif jsonras kalan pelet zerine 500 18 M re sol syonu (Sigma-Aldrich) ilave
edilmi ve 10 sn pulsasyon verilerek 60 sn boyunca sonikat rde sonikasyona tabii
tutulmu tur. Sonikasyon sonras lizat 4 C de 12.000 g de 10 dk santrif j edilmi ve
S pernatant yeni bir mikrosantrif jt p neal nm tr.S pernatanttan 50 |al narak yeni

bir mikrosntrif jt p ne aktar Im ve Insoluble fraksiyon olarak i aretlenmi tir.

5. Total, soluble ve insoluble fraksiyonlardan al nan rnekler zerine 100 | 2x
Laemmli buffer eklenerek stmal kuru blokta 95 C de 5 dk kaynat larak denat rasyon

sa lanm tr.
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4. rneklerden 10 | alnm ve yukar daki basmaklar takip edilerek SDS-PAGE

analizine tabii tutulmu tur.

Soluble veya insoluble karakterizasyonu belirlenmi olan rneklere ait ba lang
k It r nden (198 ml) kt r Im h creler afinite kromotografide a a daki basamaklar

takip edilerek safla t rma prosesine al nm tr.

1. H cresel peletler zerine 8 ml/gr olacak ekilde binding buffer ilave edilmi tir.

Binding buffer kompozisyonu a a da verilmi tir.

20 mM sodium
phosphate
0.5 M NaCl

Binding Buffer 30 mM imidazole
8M re
pH 7.4

2. Hazrlanan kar m zerine enzimatik par alanma i in 0,2 mg/ml lysozyme, 20
g/ml DNAse, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF ilave edilmi tir.

3. Kar m30dkodascak | ndaink beedilmi tir.

4. nk basyon sonras kar m 50 ml steril falkon t p i erisine alnm 10 sn
pulsasyon, 20 sn bekleme verilerek 10 dk boyunca sonikat rde mekanik
par alanmaya tabii tutulmu tur.

5. Sonikasyon sonras lizat 4 C de 12.000 g de 10 dk santrif j edilmi ve
s pernatant 0,45 m pore geni li ine sahip membran filtreden ge irilerek
sterilizasyon sa lanm tr.

6. Steril lizat i erisindeki hedef proteinler Acta Pure Kromotografi Sisteminde (GE
Healthcare) safla t rma basama naal nm tr.

7. 6xHis i aretli rekombinant proteinlerin safla t r Imas nda HisTrap FF crude (GE
Healthcare) kolonlar kullan Im tr.

8. Kromotografi sisteminde safla t rma basamaklar nda kullan lan Binding buffer

ve Elution Buffer i erikleria a da verilmi tir.
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20 mM sodium
phosphate
0.5 M NaCl

Binding Buffer 30 mM imidazole
8M re
pH7.4

20 mM sodium
phosphate
0.5 M NaCl
500 mM imidazole
8M re
pH 7.4

Elution
Buffer

9. Safla t rma sitemine HisTrap FF crude (GE Healthcare) kolonu tak Id ktan sonra
superloop yard m yla sterilize lizat y klenmi ve aa da tabloda verilen
protokol takip edilerek rekombinant proteinler 1ml fraksiyonlar halinde cihaz n

fraksiyon kollekt r nde toplanm tr.

Metod Ak " al trma Parametreleri

Metod ayarlar Kolonvol m (CV)1ml
Bas n limiti 0.3 MPa, Ak oran 1
ml/dk

Prime ve ekulibrasyon 10 CV (Binding buffer)

rne in uygulanmas S perloop i erisinde 25 ml

Ba lanmayan fraksiyonlar ny kanmas | 10 CV (Binding buffer)

El syon ve fraksiyonlama Gradient el syon
Step 1: 80% B (El syon Buffer), 5
CV; Step 2: 100% B (El syon
Buffer), 15 CV, Peak Frac, 1 ml

Prime and equilibration 5CV

10. Kollekt ri erisinde steril t plere al nm olan rekombinant proteinler bir sonraki
basamakta tuzlardan ve di er iyonlardan ar nd rmak i in 5 ml lik HiTrap
Desalting kolondan (GE Healthcare) Acta Pure Kromotografi Sistemi

kullan larak ge irilmi tir.
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11. P rifiye rekombinant antijenlerin konfirmasyonu yukar da verilen protokole

g re SDS-PAGE ve Western Blot analizleri ile sa lanm tr.

3.4.4 Rekombinant Hypodermin Antijenlerinin mmun Reaktivite Analizleri

P rifiye  Hypodermin antijenlerinin immun reaktivite analizleri i in enfeste
hayvanlardan elde edilmi olan serum rnekleri kullan larak Western Blot analizleri

ger ekle tirilmi tir. Analiz basamaklar a a da verilmi tir.

1. Saflatrim rekombinant hypodermin proteinlerinin konsantrasyonu Qubitfi
Fluorometric Quantitation (Life Technologies) cihaz nda i lenerek protein
konsantrasyonlar belirlenmi tir.

2. 10 g protein 2x Laemmli buffer i erisinde dil e edilerek %10 luk SDS-PAGE
jellerine y klenmi tir.

3. Elektroforez basama ndan sonra SDS-PAGE jelleri Western Blot analizleri i in
PVDF membranlar na aktar Im tr.

4. Western Blot analizlerinde primer antikor olarak enfeste hayvan serumlar n n
1/50, 1/100, 1/200 ve 1/400 dil syonlar kullanIm tr.

5. Blocking buffer i erisinde 1:5000 olarak dil e edilmi rabbit anti-bovine 1gG
peroxidase konjugat (Sigma) sekonder antikoru kullan Im tr.

6. Reaksiyonlarn g r nt lenmesi Western Blot Analizleri ba |l  alt ndaki
protokol takip edilerek Fusion FX5 (Vilber Lourmat, Germany)

kemol minesans goruntuleme sisteminde ger ekle tirilmi tir.

3.5 Rekombinant Hypodermin Antijenleri ve Sentetik Peptid Bazl ELISA ile
S r Serum rneklerinde Hypodermosis Seropozitifli inin Kar la t rmal
Analizi

Elde edilen p rifiye hypodermin antijenleri ve in-silico analizlerle belirlenen sentetik
peptidler kullan larak Kayseri y resinde e itli zamanlarda s rlardan toplanm

Anabilim Dal cryobank nda muhafaza edilmekte olan serum rnekleri Hypoderma
seropozitifli i y n nden ELISA metodolojisiyle de erlendirilmi tir. Bu ama la toplam

200s rserum rne iincelenmi tir.
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3.5.1 Rekombinant Hypodermin Antijenleri Tabanl ELISA

En uygun antijen konsantrasyonu ve serum suland rmas n n belirlenmesi i in pozitif
hayvan serumlar ile Checkerboard titrasyon analizleri ger ekle tirilmi tir (Boldbaatar
ve ark., 2001). ELISA pleytlerinin kuyucuklar hypodermin antijenlerinin 0,3 g, 0,5
g ve 1.0 g konsantrasyonlarn i eren 100 L coating buffer (50 mM carbonate
buffer) ile, pH 9.6 da, 4 C de 18 saat ink be edilerek kaplanmalar sa lanm tr. Her
konsantrasyon  tekrarl al Im tr. Sonraki basamakta %0,05 Tween 20 i eren 200
L 10X TBS li Blocker BSA (Thermo Scientific) ile 37 C de 1 saat ink basyonla
kuyucuklardaki serbest a k alanlar bloklanm tr. Bu basama takiben pleytler TBS-T
(Tris Buffered Saline-Tween %0,05) ile 5 kez y kanm tr. Kuyucuklara100 L TBS-T
i erisinde dil e edilmi pozitif s r serumlar nn 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 ve
1/1600 konsantrasyonlar eklenerek 37 Cde 1 saat ink basyona brakIm tr.
nk basyon sonras pleytler tekrar 5 kez TBS-T ile ykanarak anti-bovine IgG
horseradish- peroxidase konjugat n n (Sigma-Aldrich) bloklama sol syonu i erisinde
1/1000 dil syonu ile 37 C de 1 saat ink be edilmi tir. Daha sonra pleytler 5 kez TBS-T
ile y kanarak reaksiyon her g ze 100 L TMB substrat (Thermo Scientific) eklenerek
reaksiyon geli imi i in oda scakl nda 30 dk ink basyona brakIm tr. Bu s re
sonunda kuyucuklara 100 L stop sol syonu (Thermo Scientific) eklenerek reaksiyon
durdurulmu tur. Kuyucuklardaki optik dansite 450 nm de ELISA mikroplaka
okuyucuda de erlendirilmi tir. En uygun antijen konsantrasyonlar ve cut-off de erleri
SPSS 20.1yaz I m zerinden ROC analizleriyle (Kawada, 2012) belirlenmi tir.

S r serum rnekleri, Checkerboard titrasyon analizlerinde en d k serum
suland rmas nda pozitiflik g steren hypodermin antijeni ile ELISA da i lenerek cut-off

de erine g re seropozitiflik y n nden incelenmi tir.

3.5.2 Sentetik Peptid Tabanl ELISA

“al mada karakterize edilen HA, HB ve HC amino asit sekanslar BLAST-p
algoritmas kullan larak di er Hypoderma t rlerine (H. lineatum, H. diana) ait amino
asit sekanslar ile benzerlik a s ndan k yaslanm tr (Gish ve States, 1993). Igili amino
asit sekanslar Geneious Prime yaz I m  zerinden Clustal W algoritmas kullan larak
hizalanm tr. Her Hypodermin amino asit sekans i in tahmini anijenik epitoplar

ABCpred program nda threshold 0,84, window length 14 ve overlapping filter: ON
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olacak ekilde parametreler girilerek ara tr Im tr (Saha ve Raghava, 2006). Antijenik
skoru en y ksek belirlenen epitoplar n fiziko-kimyasal zellikleri PepCalc server
(https://pepcalc.com) zerinden analiz edilerek GenScript firmas na (ABD) 4 mg

konsantrasyonda sentezletilmi tir.

Sentetik  peptidlerin  ELISA  analizinde yukarda rekombinant antijenlerin
kullan m ndaki proses takip edilerek 0,5 g, 1 g ve 2 g konsatrasyonlar ile
Checkherboard  titrasyon analizleri  ger ekle tirilerek en uygun antijenik
konsantrasyonlar ve serum dil syonlar aratrim tr. Uygun antijenik
konsantrasyonlar ve serum dil syonlar yla s r serum rneklerinin ELISA i lenmesi
Ba | k 3.5.1 deki metodoloji takip edilerek ger ekle tirilmi tir. S r serum rnekleri,
Checkerboard titrasyon analizlerinde en d Kk serum suland rmas nda pozitiflik
g steren hypodermin peptidi ile ELISA da i lenerek cut-off de erine g re seropozitiflik

y n nden incelenmi tir.



4. BULGULAR

4.1 Hypoderma Larvalar n n Morfolojik dentifikasyonu

“al mada her iki y| boyunca mezbaha incelemeleri yap lan toplam 150 s rdan
15 inin dorsal ve lumbal b Igelerinde hypodermosis e ba | nod ller belirlenmi tir
( ekil 4.1). Enfeste belirlenen s rlar n cinsiyet ve ya bilgileri toplanan larva say lar
ile birlikte Tablo 4.1 de verilmi tir. S rlardan toplanan toplam 52 adet larvan n stero
mikroskop incelemesiyle H. bovis L3 olduklar belirlenmi tir. L3 lerin 19-27x8-12 mm
by kl nde f eklinde olduklar ve n u lar nn daha geni yap da oldu u tespit
edilmi tir ( ekil 4.2). Larvalar n belirli bir ekilde segmentlere ayrld  ve her
segmentte dorsal ventral y zde uzunlamas na seyreden iki uzun izgiyle 8 e it loba
ayrldklar g r Im t r. Larvalar n dorsal y z n n 2-9. segmentlerde iki s ra halinde,
ventral y z nde ise 1-8. segmentlerde dikenlerin varl  belirlenmi tir. Posterior
stigmalar n yar m daire eklinde ve peritrem kanal n n dar oldu u, i ksm nda buton

yer ald tespit edilmi tir ( ekil 4.3).



ekil 4.1 Hypodermosis ile enfeste belirlenen s

Tablo 4.1 Mezbaha incelemeleri yap lan s
hypodermosis pozitifli i ve toplanan larva say lar

nod ller

rda dorsal ve lumbar b Igedeki

rlar n e itli fakt rlerine g re
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Fakt r ncelenen Hayvan | Enfeste Hayvan Toplanan L3
Say s Say | % say s
Ya
2-4 85 11 12,9 40
4-6 65 4 6,2 12
Cinsiyet
Erkek 121 13 10,7 44
Dii 29 2 6,9 8
Irk
Simental 51 5 9,8 22
Montofon 28 2 7,1 2
Yerli Kara 25 2 8,0 3
Melez 46 6 13,1 25
Toplam 150 15 10,0 52
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ekil 4.2 H. bovis L3 (orijinal)

ekil 4.3 H. bovis L3 n posterior peritremi (orijinal)

42 Mt-COIl Barkod Geninin Amplifikasyonu, Sekans Karakterizasyonu ve
Filogenetik Analiz Sonu lar

Morfolojik identifikasyonlar sa lanan toplam 52 H. bovis L3 rne inden elde edilen
genomik DNA izolatlar nn mt-COI gen b Igesinin barkod ksmn hedef alan
primerlerle PCR amplifikasyonu sonucunda agaroz jel zerinde hedef b y kI kte (709
bp) amplikonlar belirlenmi tir ( ekil 4.4).
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ekil 4.4 H. bovis L3 lerine ait izolatlar n parsiyel mt-COI gen b Igesini amplifiye eden
primer ile PCR sonucu elde edilen amplikonlar n jel elektroforezdeg r n m M:
Marker (100bp)

Sekans analizi i in t m izolatlara ait amplikonlar jelden p rifiye edilmi olup p rifiye
amplikonlar n agaroz jel zerinde g r n mleri ekil 4.5 de g sterilmi tir. Jel p rifiye
amplikonlar n PCR primerleri ile ift y nl olarak sekanslanmas sonucu izolatlara ait
forward ve reverse kromotogramlar Geneious 2020.1.1 yaz | m nda De Novo Assamble
ile i lenerek kalite skoru y ksek konsensus dizilimler elde edilmi tir ( ekil 4.6).

ekil 4.5 Mt-COI gen b Igesinin amplifikasyonu sonras jel p rifiye edilen baz
rneklerin jel elektroforezde g r n m . M: Marker (100 bp)
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; 0 5 % 5 75 % % % 5 w 7 =
Consensus : " EAAAAAATCAAAATAAATGTTGATAGAGAATTGGATCTCCTCCTCCTGCGGGATCAAAAAATGATGTATTTAAGTTTCGATCTGT
c d

overage 1

D [ L MR A SV A P [
Do S T N
€U HRT_LCO1490.0b1 CCAAAAAATCAAAATAAATGTTGATAGAGAATTGGATCTCCTCCTCCTGCGGGATCAAAAAATGATGTATTTAAGTTTCGATCTGT
00O /\

F¥0 HR1_HCO2198.ab1 TGGATCTCCTCCTCCTGCGGGATCAAAAAATGATGTATTTAAGTTTCGATCTGT
Consensus TAATAATATTGTGATAGCACCGGCTAATACAGGAAGAGATAATAGTAATAGTAAAGCTGTAATTCCGACTGATCAGACAAAT AAAGGTATGCGATCTAGTGAAATTCCTGTTGATCGTATATTAATGATAGTAGTGAT
Coverage

o

A A AV S A o i A AN A A W A

REVHR1_LCO1490.3b1 TAATAATATTGTGATAGCACCGGCTAATACAGGAAGAGATAATAGTAATAGTAAAGCTGTAATTCCGACTGATCAGACAAATAAAGGTATGCGATCTAGTGAAATTCCTGTTGATCGTATATTAATGATAGTAGTGAT

PR A M A A A A AV e e AN A A A A A A A WA R

FUDHR1_HCO2198.ab1 TAATAATATTGTGATAGCACCGGCTAATACAGGAAGAGATAATAGTAATAGTAAAGCTGTAATTCCGACTGATCAGACAAATAAAGGTATGCGATCTAGTGAAATTCCTGT TGATCGTATATTAATGATAGTAGTGAT

Consensus AAAATTAACTGCACCTAAGATAGATGAAATACCTGCTAGATGTAAAGAAAAAATTGCTAAAT CAACAGATGGGCCTCCATGAGCGATATTTGAAGATAAAGGT GGATAAACTGTTCATCCTGTTCCAGCTCCGTTTTC
o

AW W WA A AW VAR A A AP AR A WA AN A A AR AN A

REVHR1_LCO1490.ab1 AAAATTAACTGCACCTAAGATAGATGAAATACCTGCTAGATGTAAAGAAAAAATTGCTAAATCAACAGATGGGCCTCCATGAGCGATATTTGAAGATAAAGGTGGATAAACTGTTCATCCTGTTCCAGCTCCGTTTTC

A VAV M o A WA AN W A A AR i A VAR A

FUDHR1_HCO2198.ab1 AAAATTAACTGCACCTAAGATAGATGAAATACCTGCTAGATGTAAAGAAAAAATTGC TAAATCAACAGATGGGCCTCCATGAGCGATATTTGAAGATAAAGG TGGATAAACTGTTCATCCTGTTCCAGCTCCGTTTTC

Consensus CACTATTCTTCTTACTAATAGTAATGTTAATGATGGAGGTAATAATCAAAATCTTATGTTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAATGGTACTAATCAGTTTCCAAACCCTCCAATTATAAT

A WA A AN A AN A AAAAANANANAVANAAAAAAN A A A AR A VA AN AN AN A A AN AN AR A

REVHR1_LCO1490.ab1 CACTATTCTTCTTACTAATAGTAATGTTAATGATGGAGGTAATAATCAAAATCTTATGTTATTTATTCGAGGGAATGCTATATCTGGAGCTCCTAATATTAATGGTACTAATCAGT TTCCAAACCCTCCAATTATAAT

mmmmmml ATV oW/ (AR WV WY W/ IV A Ml AV AV ANV A

F0HR1_HCO2198.ab1 TACTATTCT TGATGGAGGTAATAATCAAAATCTTATGTTATTTATTCGAGG ATCTGGA AATATTAAT TAATCAGTTTCCAAACCCTCCAATTATAAT
Consensus AGGTATAACTAT GAAGAAAATTATAACAAAAGCATGAGCGGTTACGATTACGTTAT AAATTTGATCATCACCAATT AAGGCTCCTGGATGCCCTAAT TCAGCTCGAATTAAGAT TCTTAGTGAAGTTCCAATTATTCC
Coverage

AV T A A A A A o A SN A A o

REVHR1_LCO1490.ab1 AGGTATAACTATGAAGAAAATTATAACAAAAGCATGAGCGGTTACGATTACGTTATAAATTTGATCATCACCAATTAAGGCTCCTGGATGCCCTAATTCAGCTCGAATTAAGATTCTTAGTGAAGTTCCAATTATTCC

AWM VAV WAV

FUDHR1_HCO2198.ab1 AGGTATAACTATGAAGAAAATTATAACAAAAGCATGAGCGGTTACGATTACGTTATAAATTTGATCATCACCAATTAAGGCTCCTGGATGCCCTAATTCAGC TCGAATTAAGATTCTTAGT GAAGTTCCAATTATTCC

Consensus AGATCAAGCTCCAAAAATAAAATATAATGTTCCAATATCTTTAN

i
AR

ekil 4.6 DeNovo analizleri sonucu H. bovis izolat na ait konsensus sekans dizilimi

Konsensus dizilimlerden PCR primerleri trimlendikten sonra hedef barkod COI gen
b lgesi (658 bp) sekanslar belirlenmi ve izolatlara ait final dizilimler elde edilmi tir.
Elde edilen sekanslar n BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri
yap Id ktan sonra Geneious 2020.1.1 zerinden genetik yaz | mlarla GenBank a kay tl
di er H. bovis izolatlar ile oklu ve ikili hizalamalar yap larak filogenileri ara tr Im

ve molek ler Kkarakterizasyonlar sa lanm tr. Elde edilen sekanslar n haplotip
analizleri sonucu birbirine yak n iki H. bovis haplotipin varl  belirlenmi ve ilgili
haplotipler ERU-Hbovl ve ERU-Hbov2 olarak isimlendirilmi tir. ERU-Hbovl
haplotipi sekanslanan rnekler aras nda daha yaygn belirlenmi tir (Tablo 4.2).
Belirlenen haplotiplere ait izolatlar n n kleotid sekanslar aras nda %0,6 genetik
farkl | k tespit edilmi tir. Sekanslanan izolatlar n haplotiplere g re da | mlar GenBank

aksesyon numaralar ile birlikte Tablo 4.2 de verilmi tir.
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Tablo 4.2 H. bovis izolatlar n n mt-COI sekans analizine g re belirlenen haplotiplere
da Im
. . zolatlar n
Tr Geli im S_ekanslanan Haplotip haplotiplere Aksesyon
d nemi izolat say s numaralar
da I'm
ERU-Hbov1 37 MK473845
H. bovis L3 52

ERU-Hbov2 15 MK473846

“al mada karakterize edilen haplotiplerin GenBank ta kaytl olan H. bovis, H.
lineatum ve di er baz yak n organizmalara ait barkod sekanslar yla birlikte filogenetik
ili kileri ekil 4.7 de verilmi tir. Maximum likelihood analizi temelinde olu turulan

filogenetik a a  zerinde izolatlarn t r bazl monofiletik k me olu turdu u

g r Im t r. Filogenetik analizlere dahil edilen t rlere ait izolatlar n mt-COIl gen
b Igesi n kleotid farkl | klar Tablo 4.3 de verilmi tir.
etti imiz ERU-Hbovl ve ERU-Hbov2 haplotiplerine ait izolatlar n ~in de s

“al mam zda karakterize
rlardan
rapor edilmi H. bovis izolat yla %99,8 ve %99,5 benzerlik g sterdikleri tespit

edilmi tir. Her iki haplotipe ait izolatlar spanya da s rlardan bildirilmi H. bovis
izolat yla (KJ635693) s ras yla %0,5 ve %0,8 genetik farkl | k g stermi tir. Mt-COI
filogenisine g re H. bovis Muscinae alt ailesinde en yak n ili kiyi ortalama %4,1
farkl | kla H. lineatum ile g sterirken en uzak ili kiyi ise ortalama %19,2 farkl | kla

Haemotobia irritans ile g stermi tir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 H. bovis ve Muscinae alt ailesinde yer alan di er baz sinek t rlerine ait

izolatlar n n n kleotid farkl | klar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. MK473845

H. bovis
, MK473846 0.0024

H. bovis
3 EU181164 0.0024 | 0.0047

H. bovis
4 KIGagess 0.0024 | 0.0047 | 0.0047

H. bovis

GU584123
5 i 0.0400 | 0.0427 | 0.0425 | 0.0427
6 KUSZI33E 0.0203 | 0.0318 | 0.0267 | 0.0318 | 0.0725

0. ovis
7 KX845901 01701 | 0.1701 | 0.1737 | 0.1665 | 0.1527 | 0.2107
A. nigrisquamata
8 KX843802 0.1701 | 0.1701 | 0.1737 | 0.1665 | 0.1527 | 0.2107 | 0.0024
A. nigrisquamata

9 Kggzi?nsio 0.1700 | 0.1700 | 0.1735 | 0.1665 | 0.1924 | 0.2105 | 0.1015 | 0.1015
10 Kfﬁii?nsil 0.1700 | 0.1700 | 0.1735 | 0.1665 | 0.1924 | 0.2105 | 0.1015 | 0.1015 | 0.0000
1 KR691601 0.1916 | 0.1916 | 0.1953 | 0.1880 | 0.1916 | 0.2301 | 0.1043 | 0.1074 | 0.1073 | 0.1073

H. irritans




MK473845, Hypoderma bovis, Turkey
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EU181164 , Hypoderma bovis

— MK473846 , Hypoderma bovis , Turkey
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“ KJ635693, Hypoderma bovis, Spain

100
GU584123, Hypoderma lineatum
KU921431, Oestrus ovis, Saudi Arabia
KX843901, Anthomyiopsis nigrisquamata , Finland: Regio is, Kuusamo, Nurmi:

100

KX843802 , Anthomyiopsis nigrisquamata, Finland: Tavastia australis, Luhanka, Mariala

KY031850, Lucilia bazini, China

100

KY031851, Lucilia bazini, China

KR691601 , Haematobia irritans , Canada: Ontario, Carden Alvar, Cameron Ranch

HQ860372 , Anopheles labranchiae , Morocco: Larache, Kasba, Beggara

0.02

ekil 4.7 H. bovis ve Muscinae alt ailesinde yer alan di er baz sinek t rlerine ait
izolatlar n mt-COI barkod gen b Igesi Maximum Likelihood (ML) analizine g re
filogenetik ili kileri. Node lar n n ndeki rakamlar ML bootstrap deste ini
g stermektedir. D grup olarak A. labranchiae izolat (HQ860372) kullan Im tr.
| ek izgisi yerle im yeriba nan kleotid de i imini g stermektedir.

68
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4.3 Hypodermin Genlerinin Amplifikasyon Klonlanma Sonu lar

Hypoderma bovis L3 lerden elde edilen cDNA kal plar n n, tasarlanan spesifik
primerlerle PCR analizleri sonucunda HA, HB ve HC genlerinin ORF b Igesi komple
olarak amplifiye edilmi tir. PCR sonras her  gen i in elde edilen hedef b y kl kteki
amplikonlar agaroz jel zerinde ekil 4.8 de g sterilmi tir. Igili jel p rifiye
amplikonlar n  pGEM-T Easy vekt re klonlanmas sonucu LB kat besiyerinde
transforme kolonilerin hedef gen b Igelerini i erdikleri koloni PCR analizlerinde teyit
edilmi tir ( ekil 4.8). Transformantlarn sv besi yerinde remelerini takiben
rekombinant plazmidler elde edilmi tir. Rekombinant plazmidler gen spesifik
primerlerle PCR analizlerine tabii tutularak hedef gen b lgelerini i erdikleri teyit
edilmi tir ( ekil 4.9)

HypA  HypA HypB  HypC

- - - e
724 bp 724 bp 805 bp 783 bp

ekil 4.8 HA, HB ve HC genlerinin cDNA kal plar nda PCR ile o alt Imas, klonlama
ve koloni PCR sonras rekombinant plazmid eldesi
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ekil 4.9 Rekombinant pGEM-T Easy-Hypodermin plazmidlerinin gen spesifik
primerlerle PCR analizleri sonucu amplikonlar n agaroz jeldeg r n m M: Marker
(100 bp)

Toplam 10 izolata ait konfirme edilen pGEM-T Easy-Hypodermin plazmidleri vekt r
spesifik primerlerle Sanger sekanslama platformunda ift y nl olarak sekans

analizlerine tabii tutularak n kleotid sekanslar elde edilmi tir.

4.4 Hypodermin Genlerinin N kleotid ve Amino Asit Sekans Karakterizasyon

Sonu lar

44.1 Hypodermin A

4411 N Kkleik Asit Sekans Karakterizasyonu

HA genini i eren rekombinant plazmidlerin sekanslanmas sonucu kalite skoru y ksek
sekans kromotogramlar elde edilmi ve her iki y nde okumalara ait kromotogramlar n
DeNovo uygulamas  zerinden birle tirilmesi ile final konsensus sekanslar elde
edilmi tir ( ekil 4.10). Konsensus sekans i erisinde HA geninin a k okuma er evesi
sekansnn 705 bp b y kI nde oldu u g r Im t r. Karakterizasyonu yap lan 10
izolata ait n kleotid sekanslar n n birbirleriyle tamamen identik oldu u belirlenmi ve
ilgili sekans MKA473849 aksesyon numaras ile D nya dan ilk kay t olarak GenBank
veri taban na y klenmi tir. GenBank veri taban nda H. lineatum a ait olan Amerika
Birle ik Devletleri (L24914) ve Fransa dan (X74303) bildirilmi iki izolata ait HA ORF
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sekanslar yla karakterize etti imiz H. bovis HA ORF sekans aras nda inter-spesifik
n Kleotid farkl I~ %8,7—1,5 olarak tespit edilmi tir ( ekil 4.10).

> FA'lfG(GGAGGTT((ATCTA(AGCAAAAGAATAATTATCACTGCCGECEACTGC(TAMAAAA‘GTTTTAGCAA}\AGAACT(AGAGTTEGCGTTGG'{

T

JALAN
FE/HR1 A Hypodermin AR, FATT! CCAT TATCACTGCCGCCC

im I [T
LN YT
AOHRT A Hypodermin AFa.. TATT

ekil 4.10 HA geninin n kleotid sekans , intra ve inter-spesifik genetik farkl | klar

4.4.1.2 Amino Asit Sekans Karakterizasyonu

“al mada karakterize edilen HA geninin amino asit dizisinin 234 aa uzunlu unda
oldu u tespit edilmi tir. Amino asit sekans i erisinde Serine ve Valine amino
asitlerininen 'y ksek oranda oldu ug r Im t r ( ekil 4.11). Amino asit dizilimlerinin
inter-spesifik farkl | incelendi inde yukar da bahsi ge en H. lineatum izolatlar ile
ortalama %20,3-3,4 farkl | k belirlenmi tir. Ayr ca GenBank veri taban nda mevcut
olan iki H. lineatum HA geni aras nda %0,4 oran nda intra-spesifik farkl I k oldu u

grim tr.



