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Sigirlarda Hypodermosise Sebep Olan Tiirlerin Sitokrom Oksidaz I
Gen Dizilerinin PCR-RFLP Teknigi ile Arasturilmast

Cytochrome Oxidase I Gene Sequences That Cause Hypodermosis Cattle Species by

PCR-RFLP Technique Investigation

Bekir Oguz

Yizinct Yil Universitesi Veteriner Fakltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Van, Turkiye

OZET

Amag: Sigir sagligr acisindan énemli bir yeri olan Hypodermosis (Nokra) hastaligina neden olan tirlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yéntemi ile arastirilmasi amaglanmistir.

Yéntemler: Hypoderma tirlerinin belirli dizileri tizerinde bulunan Sitokrom Oksidaz | (COI) (mtDNA) geni PCR-RFLP ydntemiyle molekiler
analizi basaryla gerceklestiriimistir.

Bulgular: Genomik DeoksiribonUkleik asit (DNA)'ler ekstraksiyon kit kullanilarak elde edildi, agaroz jelde COI geni icin 688b¢’lik DNA Grind
veren mitokondrial DNA geninin polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) amplifikasyonu saglandi. PCR amplifikasyonu ve Hinfl, Rsal ve Tag|
restriksiyon enzimleri kullanilarak RFLP teknigi ile mitokondrial DNA gen bélgesi amplifiye edildi.

Sonug: Mitokondrial COIl gen bélgesinin Hypoderma cinsinin tlr seviyesindeki sorulara yanit igcin molekiler tanimlama potansiyel olarak ¢cok
yararl oldugunu gdsterir. Bu calisma, Van sehrinde, Hypoderna tirlerinin tanimlandidi ilk molekiler ¢alisma olmasi agisindan da énemlidir.
(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 190-4)
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ABSTRACT

Objective: The importance for the health of cattle Hypodermosis (Nokra) species that cause disease by Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method was investigated.

Methods: The molecular analysis of Hypoderma species specific sequences located on the Cytochrome C Oxidase | (COIl) (mtDNA) gene
by PCR-RFLP method was successfully carried out.

Results: DNAs were obtained using the extraction kit and Polymerase chain reaction (PCR) foe amplification of the mitochondrial DNA gene
yielded for 688bp COIl gene on agarose gel. Using the PCR amplification and Hinfl, Rsal and Tag| restriction enzymes, mitochondrial DNA
gene regions were amplified with the RFLP technique.

Conclusion: The mitochondrial COI gene region of the genus Hypoderma for the molecular identification of potential answers questions,
such as the level, which indicates that it may be very useful. In this study, in the city of Van, it is also important that the Hypoderma species
be defined in terms of the first molecular study. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 190-4)
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GiRiS

Sigirlarda hypodermosis, Hypoderma bovis ve H. lineatum tirl
sineklerin larvalan tarafindan olusturulan bir deri myiazisidir.
Mevsimsel olarak sonbahar, kis ve hatta ilkbahar déneminde
gorllen ve enfeste hayvanlarin dorsal ve lumbal bélgelerinde
bulunan deri alti sislikleriyle karakterize olan paraziter bir hasta-
hktir (1). Bu paraziter hastalik, tropikal ve subtropikal bélgelerde
cok yaygin olup, siirlarda sit ve et verimi digtkligu ve deride
olusturdugu hasarlardan dolayr énemli ekonomik kayiplara yol
agmaktadir (2-6). Hypodermosis'in yayilisi ve bu hastaliga sebep
olan etkenlerin enfestasyon orani, iklim ve cografi konumu birbi-
rinden farkli Ulke veya bolgelere gore degismektedir (7).
Turkiye'nin degisik cografik bolgelerinde yapilan calismalarda,
Hypoderma enfestasyonu yayginhiginin Karadeniz'de %28,3,
Marmara’da %8,0, Ege'de %41,6, Akdeniz’de %33,0, ig
Anadolu'da %38,9, Dogu Anadolu'da %41,9, Gineydogu
Anadolu’da %47,8 oranlarinda oldugunu belirtilmistir (7).

Hypoderma turlerinin morfolojik teshisi, canli ve kesilen hayvan-
lardan kolaylikla elde edilebilen tglincl dénem larvalar Gzerinde
gerceklestirilebilmektedir. Uclincii dénem larvalarin morfolojik
olarak ayrimi zor degildir, ancak bazen, Hypoderma turlerinin
benzer ekolojik, biyolojik ve morfolojik 6zelliklere sahip olmasin-
dan dolayr glg olabilir (8). Bu klasik yontemlerin literatirlerde
sinirh kalmasi ve gelisen dinyamizda farkl teshis yontemlerinin
ortaya c¢ikisi nedeniyle molekdiler tekniklere gerek duyulmustur.
Yapilan Bu ¢alisma ile, sidirlarda gérilen Hypoderma bovis ve H.
lineatum tirleri G¢lincl dénem larvalarin mitokondrial Sitokrom
Oksidaz | (COI) gen bdlgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) ile arastiril-
masi amaclanmistir.

YONTEMLER

Bu calismanin materyalini Subat 2011 ile Mayis 2011 tarihleri
arasinda Van Belediye Mezbahasina kesim icin getirilen ve hypo-
dermosis ile enfeste oldugu belirlenen cesitli sigir tlrlerininin
sirtindan elle ya da kesimden sonra karkasin deri alti dokularin-
dan toplanan ikinci ve Uglinci dénem larvalar olusturmustur.
Aragtirma igin dort ay boyunca haftada 3 kez kesimin en yogun
oldugu giinlerde mezbahaya gidilmistir.

Morfolojik Analiz

Toplanan 300 larvanin tir ve bulunduklari dénem teshisleri
Hypoderma tirlerinin Gglincli donem larva teshis anahtar kulla-
nilarak morfolojik ayrimlar stereo mikroskop altinda yapilmigtir
(9). Teshisi yapilan Hypoderma larvalan Phosphate Buffered
Saline, Fosfat Tamponlu Salin (PBS) ile yikandiktan sonra %70'lik
etanole birakilarak molekiler analizler yapilincaya kadar -20°C'de
muhafaza edilmistir. Molekiler analizler icin sadece Uglncl
dénem larvalar kullanilmistir.

Molekiiler Analiz

Deoksiribontkleik asit saflagtinlmasi Qiagen firmasina ait DNeasy
Blood and Tissue Kit (Kat no: 69504, Qiagen, Hilden, Germany)
genel kurallarina uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapilarak
uygulanmisti. Genomik DNA izolasyonu icin ilk dnce etanolle
korunmus larvalar PBS ile 5 defa yikanmis, daha sonra larvalarin ig
organlan cikartilip 20 pL proteinaz K ilave edilerek, 55°C'lik su
banyosunda tamamen lize oluncaya kadar bir gece bekletilmistir.

Sindirimden sonra kit proseduri takip edilmis son adimda spin
kolon yeni bir tipe alinarak, tzerine 200 pL elution buffer eklenip,
oda isisinda 1 dak. bekletildikten sonra, 6000 g'de 1 dak. santrifi;j
edilerek kalan &rnek genomik DNA olarak kullaniimistir. Genomik
DNA &rnekleri kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Mitokondriyal COI gen bdlgesi dnceden tanimlanmis spesifik
primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilmistir: F:
UEA7(CI-J-2369), 5'-TAC AGT TGG AAT AGA CGT TGA TAC -3
ve R: UEA10 (TL2-N3014), 5'-TCC AAT GCA CTA ATC TGC CAT
ATT A-3' 25 pL iceren toplan hacimde 10XPCR buffer 3 pL, 25 mM
MgCl, 3 pL, 25 mM dNTP 3 pL, her bir primer 1 pL, Tag DNA
polimeraz 5 U/pL 0,2 pL, genomik DNA 4 pL ve dH,0 10,8 pL
kullanilmistir. Mitokondrial COI geni icin PCR sartlar; PCR termal
déngu sartlan 95°C'de 2 dak. 6n denatiirasyon, 95°C'de 1 dak.
denatirasyon, 51°C'de 1 dak. annealing (baglanma) ve uzama
72°C'de 1 dak. (40 siklus) ve 72°C'de 7 dak. son uzama seklinde
gergeklestirilerek ve drnekler + 4°C’'de bekletilmistir (Eppendorf
Mastercycler gradient, Germany). PCR Urinleri %2'lik agaroz
jelde ethidium bromide ile boyanarak kosturuldu. PCR Grinleri
%2'lik agaroz jelde etidyum bromit ile boyanmis, daha sonra 100
Voltluk akimda 1 saatlik kogturma igleminden sonra UV'de fotog-
raflanmistir (Syngene in genius, USA).

Polimeraz zincir reaksiyonu trlnleri Hinfl igin: 10 pL PCR Griing,
2,5 pL 1XNEBuffer 2 Tamponu, 0,5 pL BstUl (New England
BioLabs, UK Itd) toplam voliim 20 uL'ye distile su ile tamamlana-
rak ve 37°C’'de overnight (bir gece), Tag®l i¢cin: 10 uL PCR drind,
2,5 uL 1XNEBuffer 2 Tamponu, 0,5 uL Mspl restrisiyon enzimi
(New England BiolLabs, UK Ltd.) toplam volim 20 uL'ye distile su
ile tamamlanarak ve 65°C'de overnight (bir gece), Rsal i¢in: 10 pL
PCR Urlnd, 2,5 pL TXNEBuffer 2 Tamponu, 0,5 pL Mspl restrisi-
yon enzimi (New England BiolLabs, UK Ltd.) toplam volim 20
pLl'ye distile su ile tamamlanarak ve 65°C’'de overnight (bir gece)
bekletilmis, daha sonra yeniden Hinfl, Tag®l ve Rsal restriksiyon
enzimleri ile muamele edilmis PCR Urinleri %2'lik agaroz jelde
etidyum bromit ile boyanarak, daha sonra 100 Voltluk akimda 1
saatlik kosturma isleminden sonra UV'de fotograflanmistir
(Syngene in genius, USA).

BULGULAR

Toplanan 300 larvanin morfolojik analizleri yapilarak, 280'e
Hypoderma bovis, 20'sine ise H. lineatum teshisi konulmustur
(Resim 1).

Yirmisi H. bovis, 10'u H. lineatum olan toplam 30 adet 3. dénem
larvanin hepsinde DNA izalasyonu basariyla gerceklestirilmistir.
Hypoderma larvalan icin &rneklenmis PCR Urinlerinin COI
(mtDNA) geni  amplifikasyonu basaryla sadlanmistir.
Mitokondriyal COIl geni i¢in beklenen PCR Grininin boyutu
688b¢'dir (Resim 2).

Sitokrom Oksidaz | (mtDNA) geni PCR Grlnlerinin RFLP sonuclar,
Hypoderma bovis larvalar igin Hinfl restriksiyon enziminin sindiri-
minden sonra; 300b¢ ve 388b¢'lik, Hypoderma lineatum larvalar
icin  Tag®l restriksiyon enziminin sindiriminden
288b¢-400bc’lik ve Hypoderma bovis larvalar icin Tag®l restriksi-
yon enziminin sindiriminden sonra ise 250b¢-438b¢'lik, her iki
turln larvalari icin Rsal restriksiyon enziminin sindiriminden sonra;
~600bg¢ ve ~680b¢'lik bantlarin verildigi gosterilmistir (Resim 3).

sonra;
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Resim 1. Hypoderma bovis (A). Hypoderma lineatum (B)

TARTISMA

Sigirlarda hypodermosis Turkiye'de oldukga yaygindir ve ortala-
ma enfestasyon orani bazi bélgelerde %84'e ulagmaktadir (7). Bu
veriler genellikle mezbaha icinde kesilen sigirlardan elde edilmis-
tir. Tarkiye'deki sigirlarda bu hastaliga neden olan etkenlerden
Hypoderma bovis’in, H. lineatum’a nazaran daha ¢ok gorildigu
gdzlenmektedir (10). Ozdal ve Deger (11), Van Belediye mezbaha-
sinda yapmis olduklan bir calismada hypodermosise sigirlarda
%35,85, koyunlarda %3,37, kecilerde %10,32 oraninda rastlandidi-
ni bildirmislerdir. Ayrica hypodermosisden sorumlu tirlerin sigir-
larda H. bovisve H. lineatum, koyun ve kecilerde ise Przhevalskiana
silenus oldugunu tespit etmislerdir. Tasci ve ark. (12), yaptiklari bir
calismada Van ve yoresinde sidirlarda hypodermosis'ten sorumlu
tUrlerin H. bovis ve H. lineatum oldugu enfestasyonun %65 gibi
yUksek bir insidensi bulundugu tespit edilmistir.

Bu calismada mezbahada kesim sonrasi toplanan 300 larvanin
%93,33'Gnln H. bovis, %6,66'sinin H. lineatum oldugu gorilmustir.
Calisma sonucunda H. bovis'in H. lineatum’a oranla daha yiksek
bulundugu tespit edilmistir. Hypoderma turlerinin morfolojik iden-
tifikasyonu, canli ve kesilen hayvanlardan kolaylikla elde edilebilen
Uglincl dénem larvalar Gzerinde gerceklestirilebilmektedir.

Hypoderma tirlerinin morfolojik teshisinde ortaya ¢ikan buyik
zorluklar cesitli faktorlere badlidir; tim gelisme safhalarinin
koleksiyonlarinin az olusu, kétl drnek korunmasi (6zellikle ergin
sinek numunesi icin), farkli Glkeler ve hayvanlardan toplanan larva
ornekleri arasindaki farkhliklar, L3'teki koyu kahverenkli kitinin
(peritrem yapisini gorsellestirmede zorluk cikartabilmesi), etanol
korunmasi ile larva ylizeyinde konakgi doku varliginin sertlesmesi
gibi (13). Bu klasik yéntemlerin literatirlerde sinirli kalmasi, bazen
tur teshisinde yanilgilara sebebiyet verebilmeleri ve gelisen diin-
yamizda farkli teshis yontemlerinin ortaya cikisi nedeniyle son
zamanlarda molekiler tekniklere gerek duyulmustur. RFLP yon-
temi COI geninin (Haelll, Trull, Tagl, Rsal, Hpall, Hinf | enzimleri
ile) italya’da Oestridae ailesinin tirlerinde en yaygin kullanilan
bir gen olmus ve Oestridae ailesindeki tlrler arasindaki genetik
farkhh@i agikca géstermektedir (14).

Balkaya ve ark. (15), Hypoderma turlerini ayirt etmek icin PCR-
RFLP yéntemi ile Tagl restriksiyon emzimi kullanilarak H. bovis
icin 438bc¢ ve 250bg, H. lineatum icin 488bg¢ ve 200bc'lik bantlar
bulmuslardir. Arastiricilar ¢alismada sigirlan etkileyen Gglnci

Resim 2. Hypoderma tirlerinde mitokondrial COI geninin PCR
amplifikasyonu. H: Hypoderma bovis ve Hypoderma lineatum
(688bc). M: marker 250b¢

dénem Hypoderma larvalarini tanimlamak icin iki farkli sonuglar
elde etmis ve morfolojik teshis zayiflik gdstermistir. Toplam mor-
folojik olarak 10 larva incelenerek 7'si H. bovis, 3'Une H. lineatum
olarak tespiti konulmusg ancak Hypoderma tirlerinin mitokondri-
yal COl sekanslari incelendiginde ve 6rneklerin hepsinin H. bovis
oldugunu gdsteren sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu calismada top-
lam morfolojik olarak 300 larvadan 30'u larva incelenerek 207si
H. bovis, 10'u H. lineatum olarak teshis edilmistir. Hypoderma
bovis ve Hypoderma lineatum larvalar igin iki farkli sonug sadece
Tagl restriksiyon enziminin sindiriminden sonra elde edilmistir.
H. lineatum igin sirasiyla 288b¢ ve 400b¢'lik ve H. bovis igin sira-
styla 250b¢ ve 438bc'lik bant gdzlemlenmistir. Rsal restriksiyon
enzimlerinde iki tdr icin ayni bantlar bulunmustur. Hinfl restriksi-
yon enzimiyle sadece H. bovis larvalarina bakilarak 300bc¢ ve
388b¢’lik bant bulunmustur. Buna gore ¢alismada COI genin en
degisken kismi karakterize edilmek icin, H. bovis ve H. lineatum
larvalarinin karboksil terminal dis lop 4 ile kapsayan bdélge igin
kodlama kullanilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

Otronto ve ark. (14), H. bovis ve H. lineatum larvalar icin Rsal
restriksiyon emzimi sindiriminden sonra yaklagik 600-688b¢'lik
bant géruntilemislerdir. Ayni calismada H. bovis ve H. lineatum
larvalari icin Tagl restriksiyon emzimi sindiriminden sonra yaklasik
300-388b¢'lik, Hinfl restriksiyon emzimi sindiriminden sonra ise
yaklasik 400-688b¢'lik bant bulmuslardir. Hypoderma bovis ve
Hypoderma lineatum larvalrinin RFLP sonuglar ayni ¢ikmustir.
Otronto ve ark. (14), gére Hypoderma bovis ve Hypoderma line-
atum turleri arasinda molekuler anlamda belirgin bir fark yoktur.
Bu calismada H. bovis ve H. lineatum larvalarinin COI genine
PCR-RFLP y&ntemi ile baktigimizda Rsal restriksiyon emzimi sin-
diriminden sonra ~600b¢ ve ~680b¢'lik, Tagl restriksiyon emzimi
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Resim 3. COIl (mtDNA) geninin PCR Urlnlerinin RFLP (a- Hinfl, b- Rsal, c- Tag®l, d- Tag®l) sonuclarinin %2'lik agaroz jel goérintuleri.

Hb: H. bovis, HI: H. lineatum. M: marker 250b¢ ve M: marker 100bg¢

sindiriminden sonra H. lineatum igin sirasiyla 288bc¢ ve 400b¢'lik
ve H. bovis icin sirasiyla 250b¢ ve 438b¢'lik bant gdzlemlenmistir.
H. bovis larvalarinin Hinfl restriksiyon emzimi sindiriminden sonra
ise 300b¢ ve 388 b¢'lik bant gdzlemlenmistir. Calismada H. bovis
ve H. lineatum larvalan Rsal restriksiyon enziminden sonra ayni
bantlar vermistir. Ayrica PCR-RFLP teknigi ile Hypoderma larva-
larinin teshisinde Tagl restriksiyon enzimi kullanilmalr ciinkd bu iki
tur arasinda Tag|l restriksiyon enzimi ile farkl sonuglar elde edil-
mistir. COIl geni Hypoderma tirlerinin teshisinde zayif olabilir
ancak Oestridae ailesindeki turler arasindaki genetik farkhiligi
acikca gosterebildigi kuskusuzdur.

SONUC

Sigirlarda hypodermosisin Van bdlgesinde halen yaygin ve ekono-
mik kayiplarla sonuclanan bir enfestasyon oldugu gérilmektedir.
Mitokondrial COI gen bdlgesinin Hypoderma cinsinin tir seviye-
sindeki sorulara yanit icin molekdler tanimlama potansiyel olarak
cok yararli oldugunu gdsterir. Buna gére molekiler yaklagimlar
sadece parazit tanimlama degil ayni zamanda hypodermosis ile

ilgili davranislar gibi bir¢ok &zelliklerini incelemek icin en iyi yol
olarak goérilmektedir. Diger yandan taksonomik tespitlerler yararli
olabilir ve myiasis epidemiyolojisi ile ilgili ¢alismak icin yeni bir
ara¢ olusturabilir. Paraziter hastaliklarin ortaya c¢ikmasina neden
olan tlrlerin dogru teshis edilmesine yonelik molekiler teknik
aragtirmalan bu calismanin yaninda diger parazit turlerinin teshi-
sinde de taniyi dogrulayici ydntemler olarak karsimiza ¢cikmaktadir.
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