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Parazitolojide Teshis Amacl Kullanilan Molekiler Biyolojik Teknikler
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Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Kayseri-TURKIYE

Ozet: Molekiler biyolojideki ilerlemeler, yiiksek duyarlilik ve 6zgulliik gosteren yeni teshis metotlarinin gelistirilmesine
olanak saglamistir. Molekuler teshis metotlarinin parazitoloji alaninda da uygulanmasi gecikmemis, basta PCR olmak
Uzere, cesitli molekiler metotlarin parazitolojide uygulanmasi ile ¢ok sayida tiriin kesin teshisi mimkin olmus, hatta
yeni tarlerin varligi ortaya konmustur. Bu teknikler, veteriner parazitolojide sistematik, populasyon genetigi,
biyocografya ve ekoloji gibi konularda uygulanmistir. Tani veya arastirma amaciyla kullanilan molekiler teknikler,
nukleik asitler ve protein belirlenmesinde kullanimlarina gére ikiye ayrilarak incelenir. Bu derlemede parazitoloji alanin-
da sik olarak kullanilan molekiler teknikler 6zet olarak verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekuler biyoloji, teshis, veteriner parazitoloji

Molecular Biological Techniques used for Diagnosis in Parasitology

Summary: Advances in molecular biology have allowed the development of new diagnostic methods with high
specificity and sensitivity. Also, the implementation of molecular diagnostic techniques in the field of parasitology is not
delayed. The definitive diagnosis of several species and even the exhibition of the presence of new species have been
possible by using of a variety of molecular methods, particularly PCR in parasitology. These techniques have been
applied in several areas such as systematic, population genetics, biogeography and ecology in veterinary parasitology.
Molecular techniques used for diagnosis or research purposes are classified into two groups according to their use in

proteomics or in nucleic acids.
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Giris

Parazitler insan sagligini, hem hastaliklara neden
olarak dogrudan hem de insanlar i¢in 6nemli besin
kaynagi olan hayvanlarda verim kayiplarina yol
acarak dolayl olarak etkiler. Son 20 yilda moleki-
ler biyolojide kaydedilen gelismeler, veteriner para-
zitolojide de 6nemli uygulama alanlari bulmustur.
Molekduler biyolojideki bu gelismeler, paraziter has-
taliklarin kontroli icin yeni yaklasimlarin ortaya
konmasini saglamistir (12). Biyoteknolojide mey-
dana gelen gelismeler molekiler tekniklerin parazi-
toloji alaninda da kullaniimasini saglamistir. Kon-
vansiyonel olarak parazitlerin ayrimi ve tanimlan-
malari, genellikle morfolojik yapilari, konak
spesifiteleri, tasinma sekilleri, patolojik etkileri ve
cografik orijinlerine gore yapilmaktadir. Ancak bu
Ozellikler, parazitleri tir dizeyinde ayirmada ¢o-
gunlukla yetersiz kalmaktadir. Molekiler parazito-
lojideki gelismeler, 6zellikle nikleik asit tabanli
teknikler, 6zgulligu ve duyarhhgi artiran gugli
alternatif tani aracglari sunmustur (30). Bu teknikler,
veteriner parazitolojide tani, tedavi, genetik tiplen-
dirme, sistematik (taksonomi ve filogeni),
populasyon genetigi, ekoloji, epidemiyoloji,
antiparazitik ilag ve asi gelistiriimesi, ila¢ direncinin
anlasiimasi ve parazit genom c¢alismalari gibi ko-
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nularda uygulama alani bulmustur (12, 16, 21, 31,
35).

Molekduler biyolojide kullanilan nikleik asit tabanl
tekniklerden DNA'yl tespit etmede standart
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), multipleks
PCR, nested PCR, in situ PCR, arbirtrary-primed
PCR (AP-PCR), reverse line blotting (RLB), gercek
zamanli (real-time) PCR (gPCR), polimeraz zincir
reaksiyonu-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), southern blotting;
RNA icin reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) ve
northern blotting; protein arastirmalarinda ise wes-
tern blotting gibi teknikler kullaniimaktadir (33).

DNA Tabanli Teknikler
Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

PCR, bakteri, viriis, mantar, parazit ve protozoon
gibi hastalik etkenlerine ait hedef nikleik asit zin-
cirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer
oligonukleotitler ve isiya dayanikli polimeraz en-
zimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak gogaltiima-
sini (amplifikasyonunu) saglayan olduk¢a 6zgin
ve guvenilir molekuiler biyolojik bir tekniktir (34). Bu
yontem, cift iplikli bir DNA molekilinde hedef
dizilere iki oligonukleotit primerin baglanmasi ve
uzamasl esasina dayanir (35). Oligonukleotit
primerler, kalip DNA molekill yuksek sicaklik de-
recelerinde denatire edildikten sonra, tek iplikli
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DNA molekilleri tzerinde kendilerine tamamlayici
olan bolgelere baglanirlar. Primerlerin spesifik ola-
rak hedef dizilere badlanmasi disuk sicaklik dere-
celerinde gercgeklesir. DNA polimeraz enzimi, uy-
gun tampon ve dort ¢esit organik bazin bulundugu
deoksiribonuikleotid trifosfat (dNTP) varliginda
primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar.
Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni
DNA molekili sentezlenmis olur. Bir PCR déngu-
su  DNA'nin tek iplikgik haline gelmesi
(denatirasyon), primerin baglanmasi (annealing)
ve uzama (elongasyon) olmak lizere ¢ asamadan
olusur. PCR reaksiyonu, arastirilacak o6rnekteki
DNA'nin cift zincirli yapisi yuksek Isi (94-97 °C,
15-60 sn) yardimiyla  birbirinden  ayrilir
(denatirasyon). Daha sonra disuk isilarda (50—
65 °C, 30-60 sn) sentetik oligonukleotid primerler,
ayrilmis olan tek zincirli DNA Uzerinde kendilerine
Ozgll bolgelere baglanirlar (annealing/
hibridizasyon). Isi 72 °C‘'ye kadar artirilarak DNA
polimeraz enziminin DNA zincirini uzatmasi sagla-
nir (elongasyon/uzama) (35). Ardi ardina tekrarla-
nan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve
primerlerin uzamasi evreleriyle DNA zincirlerinin
sayisl her dongude 2 katina cikar. Sentezlenen
DNA UrOninin saptanmasi, kopyalari c¢ikarilan
primerler arasinda kalan belli baz cifti blyukligin-
deki boélgenin jel Gzerinde veya amplifikasyon yapi-
lan bolgeye uygun tamamlayici prob ile
hibridizasyon sonrasi belirlenmesi ile gercekles-
mektedir (30).

PCR yonteminde temel bilesenler; kalip DNA, ka-
lp DNA'nin dizilerini tamamlayan tek zincirli
oligonukleotidler (primerler), deoksiribonikleotid
trifosfat (ANTPler), tampon, MgCl, ve Isiya daya-
nikh DNA polimerazdir. En ¢ok kullanilan DNA
polimeraz Thermus aquaticus adi verilen termofilik
bakteriden izole edilir ki buna Tag DNA polimeraz
adi verilir (40).

Parazitoloji alaninda, Aktas ve ark. (1) Elazi§ bol-
gesinde koyun ve kecilerde Theileria enfeksiyonu-
nu belirlemek amaciyla PCR ydntemini kullanmis-
lar ve Elazi§ bolgesinde yaygin tirin T.ovis oldu-
gunu ve bu ydntemin portdr hayvanlarin tespitinde
mikroskopik bakiya goére daha avantajli oldugunu
ortaya koymuslardir. Aparecida ve ark. (3) bir ¢ok
Ulkede kopeklerde viseral leishmaniasis nedeni
olan Leishmania chagasi ve L. braziliensis'i PCR
yontemi ile inceleyerek hastaligin teshisinde bu
yontemin oldukga spesifik oldugunu kaydetmisler-
dir.

Multipleks PCR: iki veya daha fazla farkli PCR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda es zamanli
olarak gergeklestiriimesine dayanir. Multipleks
PCR, infeksiyon hastaliklari alaninda viris, bakteri
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ve parazitlerin  identifikasyonunda  kullanilir.
Multipleks PCR ile daha az zamanda daha cok
hedef bolge amplifikasyonu gercgeklestirildiginden
kullanish bir inceleme yontemidir (28).

Alhassan ve ark. (2) Babesia caballi ve B. equi’'nin
es zamanli teshisinde 18S ribozomal RNA genleri-
ni hedefleyen multiplex PCR kullanmislar ve bu
yontemin s6z konusu enfeksiyonlara yonelik epi-
demiyolojik ¢calismalarda, rutin laboratuar teshisle-
rinde basit ve givenilir bir yontem oldugunu bildir-
miglerdir. Magalhaes ve ark. (27) Fasciola
hepatica’'nin teshisine yonelik olarak ara konaklari
olan su sumuklilerinde klasik histolojik kesitler ile
larval dénemlerin morfolojik yapilarina gére teshis-
lerinin oldukga zor oldugunu rapor etmislerdir. Bu
sorunlarin énlenmesinde ITS geninin farkh bolge-
lerini gogaltan multipleks PCR yénteminin yiiksek
duyarlilikta teshise imkan sagladigini belirlemisler-
dir (27).

Nested PCR: Nested PCR, 6zgiin olmayan urin-
lerin olusumunu engelleyen, yiksek 6zglnlikte bir
PCR yontemidir. Bu yontemde ardarda iki PCR
yapilir ve iki cift primer kullanilir. ilk PCR ¢ogunluk-
la arastinlan etken icin genel bdlgelerin
amplifikasyonuna yoneliktir. ikinci PCR ise ilk PCR
sonucu ¢ogaltiimis DNA'nin i¢ kisimlarina ait dizi-
leri iceren, tir veya sus spesifik nested primerleri
ile yapilir (48).

Saito-Ito ve ark. (37) sahadan topladiklari kan em-
memis Ixodes ovatus’larin tikarik bezlerinde
nested-PCR yodntemi ile Babesia microti DNA'sINI
saptamiglardir. Sungur ve ark. (41) diskida
Cryptosporidium tirlerinin teshisi icin nested PCR
yontemini kullanmiglar ve bu ydntemin kuskulu
ishal olgularinda, crytosporidiosisin etiyolojisinin
ortaya konmasi agisindan uygun bir yéntem oldu-
gunu gostermislerdir.

In Situ PCR: Lam Uzerindeki hiicre, doku ya da
doku parcalari icindeki kalip DNA'nin PCR ile ¢o-
galtiimasi islemine in situ PCR adi verilir. Bu yon-
tem viral DNA'nin ve tek kopyali genlerin saptan-
masinda veya reverse transkriptaz PCR ile birlikte
viral RNA ve transkriptlerin belirlenmesinde kulla-
nilir. in situ PCR, hiicre igine PCR bilesenlerinin
girisine izin vermek lizere hiicre membranlari yari
gecirgen hale getirildikten sonra fikse edilmis hiic-
re veya dokularla yapilir (44).

Loschenberger ve ark. (26) Neospora caninum ile
enfekte kdpeklerin beyin, karaciger, bdbrek ve kalp
dokularindan alinan ornekleri indirek in situ PCR
ile inceleyerek bu yontemin standart PCR’dan da-
ha sensitif ve spesifik oldugunu kanitlamislardir.
Gookin ve ark. (14), Tritrichomonas foetus 18S
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rRNA bolgesinden dizayn ettikleri tir spesifik
oligoniikleotid dizisi ile histolojik kesitlerde uygula-
diklari in situ hibridizasyonda, testin duyarliiginin
ve 0zgulligund oldukca yiksek belirlemislerdir. Bu
yontemin Ozellikle memelilerde dokulara yerlesen
diger Tricomonadlarin ayirici teshisinde basar ile
kullanilabilecegini bildirmislerdir (14).

Arbitrary-primed PCR (AP-PCR): Rastgele co-
galtimis polimorfik DNA (RAPD-PCR) olarak da
adlandinlan arbitrary-primed PCR, rastgele segil-
mis primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu olup, nukleotit dizi bilgisine sahip ol-
maksizin polimorfizmin belirlenmesini saglar (47).
Polimorfizmin  belirlenmesi  genetik isaretlerin
(markir) elde edilmesinde ve genetik harita yapi-
minda kullanihr  (43). Rastgele cogaltiimis
polimorfik DNA'nin temeli yaklasik 10 nikleotidlik
ve nukleotit dizilimi rastgele secilmis bir veya bir-
kac primer ile ¢cogaltiimasi esasina dayanir. Kulla-
nilan primerler G-C bakimindan zengindir. PCR ile
elde edilen Urdnlerin jel elektroforezi ile analizi
sonucu meydana gelen bantlarin profillerinin ben-
zerlik/benzemezlik dereceleri belirlenerek
polimorfizm hakkinda bilgi edinilir (43).

Intapan ve ark. (18) Paragonimus‘un 5 tUrini
(Paragonimus heterotremus, P. siamensis, P.
harinasutai, P. westermani ve P. bangkokensis)
ayirt etmek icin RAPD-PCR markirlarini kullanarak
bu markirlarin Paragonimus heterotremus’un iki
susu arasinda farkli olabilecegini ve filogenetik
analizleri sonucu Paragonimus heterotremus’a
genetik olarak en yakin. P. harinasutai oldugunu
bunu P. siamensis, P. bangkokensis ve P.
westermani ‘nin izledigini kaydetmislerdir.

Touchdown PCR: Touchdown PCR, dejenere
primerlerin nonspesifik baglanmasini énleyen ve
primerlerin baglanma isisini belirleyen 6zel bir
PCR yo6ntemidir. Bu yontemde, baglanma sicakligi
donguler arasinda 1-2 °C dusurulerek uygun si-
caklik derecesini belirlenmekte ve bu sicaklikta
kalan amplifikasyon déngileri tamamlanmaktadir
(10). Suzuki ve ark. (42) farelerde yaptiklari bir
calismada Schistosoma mansoni enfeksiyonunun
erken tanisinda PCR yontemi ile ortaya ¢ikan
nonspesifik bantlarin olusmasini engellemek ama-
ciyla touchdown PCR’1 kullanarak bu yodntemin
amplifikasyon boyunca nonspesifik bantlarin olus-
masini engelledigini gdstermislerdir.

Revers line blotting (RLB): Farkl cins ve tirlere
ait etkenlerin es zamanl olarak tani ve ayinmlari
icin gelistirilen bir tekniktir (6). Reverse line blotting
teknigi, 18S velveya 16S rDNA bdlgelerinin
amplifikasyonu ve elde edilen amplikonlarin daha
onceden bir membrana kovalent olarak baglanmis
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tur spesifik problarla hibridizasyonu esasina daya-
nir. Problar membranda farkh siralara dizilmis
olup, her bir amplikonun ayni anda tim problarla
karsilasmasi yonlyle de birden fazla etkene ait
gen dizilimlerinin es zamanl tanisini ve ayirimini
saglar (6).

ica ve ark. (20) Kayseri'de sigirlardan toplanan
kene 0orneklerinde PCR-RLB teknigi ile B.
bigemina, T. annulata ve Babesia spp. pozitifligi
saptamiglardir. lonita ve ark. (19) atlarda kuguk
strongilleri ivermektin tedavisi dncesinde ve sonra-
sinda RLB yontemi ile inceleyerek strongillerden
(Cylicocyclus nassatus, Cylicostephanus
longibursatus, Cylicostephanus calicatus,
Cylicostephanus minutus) ivermektine direncli olan
strongil turlerini belirlemiglerdir.

Gercek Zamanl (Real-Time) PCR (gqPCR): Ger-
¢ek zamanh PCR, PCR cogaltimini gérunur hale
getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli
prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma
yontemidir (23). Yontemin biyolojik drneklerden
elde edilen DNA'nin kopya sayisini sayisal deger-
lere dondstirme ve mRNA’nin dizeyini sayisal
olarak belirleyebilme, tek nokta mutasyonlarini,
patojenleri ve DNA hasarini belirleme, metilasyon
tespiti, SNP (single nucleotid polymorphism) anali-
zi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi calisma-
larda kullanim alanlari bulunmaktadir (25). Spesifik
olmayan cift zincirli DNA'nin ¢ogaltiminda SYBR
Green | ve etidyum bromid boyalari, DNA pargasi-
nin ¢cogaltiimak istenilen bdlgesi, 6zel bir bélge ise
bu bdlgenin saptanmasinda floresan isaretli
problar kullanilir (25). Bu tekniklerin basinda
TagMan prob, molecular beacon, fluorescence
resonance energy transfer (FRET), hibridizasyon
prob ve Scorpion primer gibi floresan isaretli
problar kullanilarak yapilanlar gelmektedir (25).

Aydogan ve ark. (4) gebe kadinlardan amniyon
sivisi ve yenidogan bebeklerden beyin omirilik
sivilarini (BOS) gercek zamanli PCR ile incelemis-
ler ve T. gondii enfeksiyonunu saptayarak, gergek
zamanl PCR uygulamasinin duyarl, spesifik ve
de cesitli vicut sivilari ile doku drneklerinden DNA
izolasyonunu saglayan, yeni gelisen bir tani yonte-
mi oldugunu bildirmiglerdir. Thanchomnang ve ark.
(45) kopeklerde ve vektor sivrisineklerde Dirofilaria
immitis'i incelemek amaciyla gercek zamanli
PCR'I kullanarak bu yontemin hastaligin epidemi-
yolojik incelenmesi ve teshisinde oldukg¢a 6zel ve
duyarh bir yontem oldugunu bildirmiglerdir. Li ve
ark. (24) Hepatozoon turlerinin 18S rRNA genini
amplifiye ederek gercek zamanli PCR ile inceleye-
rek bu yéntemin hastaligin teshisinde uygun oldu-
gunu godstermislerdir.
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Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP):
Restriksiyon enzimleri (RE), cift iplikli DNA'da spe-
sifik bolgelerden kesim yaparak DNA'dan bir ge-
nin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikaril-
masinda etkin fonksiyonlari olan enzimlerdir (49).
Bu yodntemde oncelikle genomik DNA spesifik
primerler kullanilarak cogaltiimaktadir. Yodntem
PCR’ de elde edilen Grtnleri bir veya daha fazla
sayida restriksiyon enzimi ile keserek elde edilen
kesim drunlerinin ethidium bromid ilave edilerek
hazirlanmis agaroz jel elektroforezi ile belirlenmesi
esasina dayanir (49).

Rozenzvit ve ark. (36) Echinococcus
granulosus’un epidemiyolojisi ve genetik cesitliligi-
ni incelemek amaciyla PCR-RFLP ydntemini kul-
lanmislar ve bu yontemle Echinococcus
granulosus’un dért farkli susu (G1, G2, G6, G7)
oldugunu belirlemislerdir. Otranto ve ark. (32),
Hypoderma bovis ve H. lineatum’'un sitokrom
oksidaz | (COI) gen bdlgesini ug farkli restriksiyon
enzimi ile keserek yaptiklari PCR-RFLP islemi
sonunda bu gen bdélgesinin her iki tur icin farkli
oldugunu ve PCR-RFLP ydnteminin hastalgin
epidemiyolojisi ve teshisinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Southern Blotting: Southern tarafindan 1975
yilinda tanimlanan bu teknik, istenilen DNA parca-
sinin ona tamamlayici olan radyoaktif veya radyo-
aktif olmayan belirleyicilerle isaretlenmis problar
kullanilarak melezlenmesine ve melezlemenin
ardindan belirleyicinin 6zelligine goére radyoaktif,
immunolojik, kimyasal ya da fluoresan yontemlerle
gorunlr hale getiriimesi esasina dayanmaktadir
(43). Bu metotta, oncelikle calisilan DNA'nin izo-
lasyonu ve elde edilen genomik DNA restriksiyon
enzimleri ile kesimi yapilmaktadir. Bu islemi taki-
ben olusan DNA parcalari, elektriksel ortamda
agaroz jel Uzerinde uzunluklarina gore gog ettiril-
mektedir (43). Daha sonra jeldeki DNA'lar nitrose-
liloz membran gibi bir destek membrana aktaril-
makta (blotlama) ve en son olarak DNA dizilimleri-
nin yeri isaretli DNA problar kullanilarak belirlen-
mektedir (goruntileme) (43). Campos-Gongora ve
ark. (8) Entamoeba histolytica ve Entamoeba’nin
diger tarlerinin kist duvari olusumunda gorev ya-
pan kitin senteazin genetik yapisinin belirlenmesi
amaclyla, Genest ve ark. (13) ise Leishmania ge-
nomunda J boélgesinin telomerik yerlesiminin ve
fonksiyonunun belirlenmesinde southern blotting
yontemini kullanmislardir.

RNA Tabanh Teknikler
Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR): Reverse
Transkriptaz PCR teknigi, RNA’dan tamamlayici
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DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve tamamlayici
DNA'nin da standart PCR yoluyla cogaltiimasi
seklinde iki asamadan olusur. Yéntem az sayidaki
doku oOrneklerinde disiik miktarlardaki mRNA’nin
incelenmesini saglayan cok duyarli bir tekniktir
(43). Reverse Transkriptaz PCR, mRNA veya viral
RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA diizeyinde
gen anlatimi calismalarinda olduk¢a duyarl bir
yontemdir (43).

Bu yontem Echinococus tlrlerinin gen ekspresyon
¢alismalarinda ve cDNA kutiphanelerinin olustu-
rulmasinda kullaniimaktadir (22). Babiker ve ark.
(5) insan malarya paraziti olan Plasmodium
falciparum’un olgun gametositlerini RT-PCR ile
inceleyerek bu yontemin cok disuk miktarlardaki
gametositlerin teshisinde uygun bir yéntem oldu-
gunu bildirmislerdir.

Northern Blotting: Northern melezleme olarak
adlandinlan bu ydntemde 0©nce toplam RNA
agaroz jelde yurutilerek RNA molekdllerinin ayril-
mas! saglanir. Daha sonra jelde ayrilmis RNA mo-
lekdllerinin bir membrana aktarilmasi saglanir (43).
RNA’nin membran (zerine sabit sekilde baglan-
masi saglandiktan sonra uygun problarla melezle-
me islemi gerceklestirilir. Northern blotting, RNA'-
nin izolasyonu, elektroforezi, membrana transferi,
isareti DNA/RNA problarla hibridizasyon ve
otoradyografiyle goériintileme olmak {izere toplam
bes asamada uygulanmaktadir (43). Southern
blotting’den farkli olarak RNA'larin RE’larla kesimi
olmadigindan daha ekonomik ve hizli bir ydontem-
dir (43). Siles-Lucas ve ark. (39) northern blotting
yontemini  kullanarak E. granulosus ve E.
multilocularis metasestodlarinda tumor benzeri
buyumeden sorumlu 14-3-3 protein gen ekspres-
yonlarinin karsilastirmasini yaparak bu proteinin
her iki tirde farkh oldugu sonucuna varmiglardir.
Homwutthiwong ve ark. (17) Fasciola gigantica'nin
vitellin B proteinlerinin genetik yapisinin belirlen-
mesi amaciyla bu yontemi kullanmislar ve yetiskin
bir parazitteki vitellin B proteininin 1.000 nikleotit
uzunlugunda oldugunu gostermislerdir.

Protein Tabanl Teknikler

Western Blotting: Western blotting
(immunoblotting), poliakrilamid jel elektroforezi ile
molekiler blyikliklerine goére ayristirilan protein-
lerin  destek membrana  aktariimasi  ve
membrandaki proteinlerin immunolojik metodlarla
gosterilmesi esasina dayanan bir blotting yontemi-
dir (46). Western blotting teknigi elektroforez isle-
mini takip eden dort adimda gerceklestirilir. Bunlar;
jeldeki proteinlerin nitroseliloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlari engelle-
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mek i¢in nitroseliloz membranda protein baglan-
mamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 6zgul antikorlarla tepkime ve en son
adimda ise proteinlerin gorintilenmesi asamalari-
dir (15). Western blotting yontemi parazitoloji ala-
ninda proteinlerin belirlenmesi, monoklonal ve
poliklonal antikorlarin 6zelliklerinin incelenmesi ve
parazit antijenlerine karsi olusturulan antikor yani-
tinin saptanmasinda kullaniimaktadir (33). Bu tek-
nik yalanci pozitiflik oraninin dusik olmasi, enfek-
siyon etkeninin secilmis proteinine karsi olusan
immun yaniti belirleyerek hastaligin prognozu hak-
kinda fikir vermesi gibi avantajlara sahiptir (33).
Gallego-Marin ve ark. (11) Kolombiya'da yeni dog-
mus bebeklerden aldiklari serum 6rneklerini
konjenital T. gondii yéniinden incelemek amaciyla
western  blott  yontemini  kullanmiglar  ve
Kolombiyada yeni dogan bebeklerde Toxoplasma
infeksiyonunun prevalansinin yiksek oldugunu
gostermislerdir. Boldbaatar ve ark. (7) sigirlarda
Hypoderma lineatum’un antikorunu bulmak ama-
ciyla hipodermin C antijenini kullanarak western
blotting yontemini kullanmiglar ve bu ydntemin
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sigirlarda hipodermosisin teshisi icin uygun bir
yontem olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

DNA Dizi Analizi (Sekans): Etken DNA’sinin be-
lirli bir bélgesinin niikleotid dizilerinin saptanmasin-
da gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu
ayni olan ve bir nikleotid farki ile uzunluklari degi-
sen oligonikleotidleri ayirabilme teknigine dayanir
(31). Bir oligonukleotidi dizilemek igin iki farkli yon-
tem gelistirilmistir. Sanger ve ark. (38) 'nin gelistir-
dikleri ydontemde, DNA nikleotit dizisinin belirlen-
mesi i¢cin enzimatik teknikler ve sentezin 2,3'-
dideoksinukleotidtrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak
belli bazlarda sonlandiriimasi prensibine dayanir.
Buna karsilik Maxam ve Gilbert (29) ise kimyasal
bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte kullanilan
kimyasal maddeler oldukca toksik maddelerdir.
Ayirim gici yuksek, fakat uygulama kolayhgi ol-
mayan ve degerlendirme asamasi son derece
uzun bir yontemdir. DNA dizi analizi ile bircok or-
ganizmanin genlerinin yapisi ve organizasyonu
hakkinda énemli bilgiler elde edilmistir (31).

Tablo 1: Turkiye'nin cesitli yorelerinde bazi parazitlere yonelik yapilan sekans sonuclari

GenBank:
Parazit Tar Konak Yore Gen Bolgesi Aksesyon

Numarasi
Theileria annulata Sigir Elazig Small subinit ribozomal RNA AY508463
Plasmodium vivax - Adana Merozoit yilizey protein geni AJ494832
Babesia bovis Sigir - 18S ribosomal RNA EF458209
Babesia bigemina Sigir Giresun 18S ribosomal RNA EU622822
Babesia ovis Koyun Elazig 18S ribosomal RNA EF194112
Babesia canis vogeli Kodpek istanbul 18S ribosomal RNA AM183216
Babesia major Sigir Tokat 18S ribosomal RNA EU622825
Theileria ovis Keci - 18S ribosomal RNA EF092453
Theileria orientalis Sigir Amasya 18S ribosomal RNA EU622821
Theileria annulata Sigir Amasya 18S ribosomal RNA EU622823
Taenia polyacantha Tarla faresi - NADH dehidrogenaz subunit 1 EU544634
Taenia multiceps Koyun Nigde Sitokrom oksidaz subunit | EF393620
Echinococcus granulosus insan - Sitokrom oksidaz subunit | GU951512
Fasciola gigantica Sigir Elazig Sitokrom oksidaz subunit | GQ121277
Fasciola hepatica Sigir Erzurum Sitokrom oksidaz subunit | GQ121276
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Tablo 2: Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dall sekans sonuglari

Parazit Konak Yore Gen Bdlgesi GenBank: Sekans
Tird Aksesyon Sayisi
numarasi
Koyun Kayseri HM241892-4 3
T. ovis 18S ribosomal RNA
Kegi Kahramanmaras HM241891 1
T.annulata Sigir Kaysed 18S ribosomal RNA HE TR 8
Karabik HQ197733 1
T. orientalis Sigir EHED 188S ribosomal RNA HOAR 7848 2
Giresun HQ197736 1
Kayseri Small sub;g)t&nbosoma} EF446164 1
B.bigemina Sigir Kayseri 188 ribosomal RNA HQ197737-9 3
Cankir 18S ribosomal RNA HQ197740 1
Karablk HQ197741 1
B. ovis Kegi Kahramanmaras 18S ribosomal RNA HM241887-0 4
Aydin HM117270 1
Giresun GUB47154 1
Samsun GU647152-3 2
Trabzon GUB47151 1
Amasya GUB47150 1
B. bovis Sigir Bartin GUB47149 1
Merozoite surface antigen
Kastamonu 2c GUB47148 1
Karabiik GU647147 1
Karabiik GU004533 1
Bolu GU357634 1
Babesia sp. Kene Kayseri S SUb;:;L”bosomal EF434786 1
LQiredana Sivrisinek Kayseri 5.8S ribosomal RNA HM126606-8 3
immitis
i Sigir Erzurum NAQH dehidrogandz HM143882-7 6
multiceps subunit 1
f;asm"d’“m Sivrisinek Kayseri Sitokrom b geni HQB77623-4 2
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Turkiye'nin cesitli bolgelerinde (Tablo 1) ve Erciyes
Universitesi (ERU) Veteriner Fakilltesi Parazitoloji
Anabilim Dalinda (Tablo 2) cesitli parazitlere ait
DNA dizi analizi caligsmalari yapilmistir.

Sonug olarak, molekdler biyolojik tekniklerin gelisi-
mi veteriner parazitoloji sahasinda helmint ve
protozoon enfeksiyonlarinin tanisi basta olmak
Uzere, parazitlerin hayat donguleri ve patogenez
gibi bilinmeyen bazi hususlarin ag¢iklanmasinda
uygulama alani bulmuslardir (12). Yine bu yéntem-
ler, bilinen mevcut parazitlerin alt tir ya da farkh
genotipleri ile bugiine kadar bilinmeyen yeni para-
zit turlerinin tanimlanmalarina da énemli katkilar
saglamistir (12).
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