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OZET

Kavak S. Kesimi yapilan ruminantlardan elde edilen Fasciola tirlerinin morfometrik ve molekdler
yontemlerle incelenmesi, Van Yiziinci Yil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Parazitoloji
(Tip) Anabilim Dali, Doktora Tezi, Van, 2025. Bu ¢alismada, mezbahada kesimi yapilan sigir, koyun
ve kegilerin karaciger safra kanallarindan elde edilen erigkin Fasciola tirlerinin morfometrik ve
molekiler yontemlerle incelenmesi amaglandi. Bu amagla, kesimi yapilan 281 sigir, 529 koyun ve 218
keci olmak Uzere toplam 1028 hayvanin karacigeri incelendi. Elde edilen 51 Fasciola tirlerine ait
izolattan 50 eriskin Fasciola 6rnegi kullanildi. Parazitlerin morfometrik dlgiimleri stero mikroskop altinda
X8 biiyiitmede yapildi. Orneklerin tiir tayini icin gDNA izolasyonu sonrast ITS1 bolgesi PCR ile
cogaltildi. Cogaltilan ITS1 bolgesinin kesimi PCR-RFLP yontemiyle Rsal restriksiyon enzimi
kullanilarak yapildi. Incelenen sigirlarin 24’iinde (%8.54), koyunlarin 19’unda (%3.59) ve kegilerin
sekizinde (%3.67) olmak Uzere 51 hayvanda Fasciola turlerine rastlandi. PCR-RFLP yontemi ile
izolatlarm 45’inin F. hepatica, besinin ise ara form Fasciola oldugunu gostermistir. Vicut
uzunlugu/viicut genisligi oranindan faydalamilarak elde edilen 6lcim sonuglarimin ROC analizi ile
degerlendirilmesi sonucunda, Fasciola hepatica ile ara form Fasciola orneklerinin birbirinden
ayrilamadig1 saptandi. Fasciola’nin ara formu PCR-RFLP yontemi ile Tirkiye’de ilk defa bu ¢alisma ile
belirlendi. Fasciola tiirlerin kesin teshisleri i¢in morfometrik analizin yeterli olmadigt ve PCR-RFLP
yontemi gibi molekiiler bir yontemin kullanilmas: gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar  kelimeler: Fasciola tdrleri, morfometrik 6l¢imler, PCR-RFLP, ITS1, Rsal.



ABSTRACT

Kavak S. Morphometric and molecular analysis of Fasciola species obtained from slaughtered
ruminants, Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Health Sciences, Department of Medical
Parasitology, PhD Thesis, Van, 2025. In this study, it was aimed to examine adult Fasciola species
obtained from the liver bile ducts of slaughtered cattle, sheep, and goats at the abattoir using
morphometric and molecular methods. For this purpose, the livers of a total of 1,028 animals, including
281 cattle, 529 sheep, and 218 goats, were examined. Fifty adult Fasciola samples were used from the 51
Fasciola species isolates obtained. Morphometric measurements of parasites were performed under a
stereo microscope at 8X magnification. For species identification of the samples, the ITS1 region was
amplified by PCR following gDNA isolation. The amplified 1TS1 region was digested using the Rsal
restriction enzyme by the PCR-RFLP method. Fasciola species were detected in 51 animals, including 24
cattle (8.54%), 19 sheep (3.59%), and eight goats (3.67%). PCR-RFLP method showed that 45 of the
isolates were Fasciola hepatica and five were intermediate forms of Fasciola. The evaluation of
measurement results obtained using the body length-to-body width ratio through ROC analysis revealed
that F. hepatica and intermediate Fasciola forms could not be distinguished from each other. The
intermediate form of Fasciola was identified for the first time in Turkey through this study by the PCR-
RFLP method. It was concluded that morphometric analysis alone is insufficient for the definitive
identification of Fasciola species, and that a molecular method such as PCR-RFLP should be used.

Key words: Fasciola species, morphometric measurements, PCR-RFLP, ITS1, Rsal
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1. GIRIS

Fasciolosis, Fasciola tirlerinin neden oldugu zoonotik bir trematod
enfeksiyonudur. Enfeksiyona, Fasciola hepatica ve Fasciola gigantica neden olur
(WHO, 2020). Fasciola tirleri ¢ogunlukla gevis getiren hayvanlar1 enfekte etmesine
ragmen insanlar da dahil olmak {izere diger memelileri de enfekte edebilir (Hammami
ve ark., 2023). Hayvanlara ve insanlara, metacercaria ile bulasik yesil su bitkilerinin
yenmesi sonucu bulasir. Iklim sartlar1 ve ilag direncinin bu enfeksiyonun artisinda etkili

oldugu bildirilmistir (Bozorgomid ve ark., 2020).

Fasciolosis degisken bir epidemiyolojiye sahiptir. Hipoendemik bir yapiya sahip
olan bu enfeksiyon, belirli populasyonlarda diisiik ve sabit bir yayginlhikta gordldr.
Parazit, ara konak ya da hem parazit hem de ara konagin yasam dongiisiinii hizlandiran
iklim kosullarindaki ani degisimler bu tiir popiilasyonlarda sporadik enfeksiyonlara yol
acabilir. Arastirmacilar, fasciolosis’in yayiliminin, enfeksiyonun ortaya ¢iktigi bdlgenin
cografi ve cevresel kosullariyla siki bir iliskisi oldugunu ve bu nedenle farkl bolgelerde
farkli oranlarda yayilisa neden olabilecegini belirlemislerdir. Bu bulgular, enfeksiyonun

cesitli gevresel kosullara adapte olabilecegini diisiindiirmektedir (WHO, 2020).

Fasciola hepatica daha c¢ok iliman bolgelerde (tropikal kusagin daha serin
bolgeleri de dahil) yayilim gosterir, F. gigantica ise Ozellikle Afrika ve Asya’nin
tropikal ve subtropikal bélgelerinde yaygindir. Baz1 bolgelerde (Akdeniz ve Bati1 Asya
gibi), her iki tirin de dagilim alanlarmin Ortiistiigii ve melez popiilasyonlarin oldugu
bilinmektedir (Aghayan, 2019). F. hepatica ve F. gigantica’nin dagilimimni ara konak
salyangozlarin mevcudiyeti belirler. Fasciola spp’nin ara konaklari Lymnaeidae
familyasindaki salyangoz tiirleri olup, bu ara konaklar fasciolosis’in yayilimi ve cografi
dagiliminda 6nemli bir rol oynar. F. hepatica ve F. gigantica turleri, ekolojik
gereksinimleri ve tercih ettikleri ara konak agisindan birbirlerinden belirgin sekilde
farklilik gosterir. Sonug olarak, Fasciola parazitlerinin dagilimi, ara konaklarin ekolojik

gereksinimlerine paralel olarak sekillenmektedir (Malatji ve ark., 2020).

Yakin tarihe kadar insan vakalar1 tek tik goriilmekteydi ancak artik Avrupa,
Amerika, Okyanusya (F. hepatica’nin yaygin oldugu yerler), Afrika ve Asya’dan (iki

tiiriin cakistig1 yerler) giderek daha fazla insan fasciolosis vakasi bildirilmektedir. DSO,



diinya capinda 75’ten fazla ulkede en az 2,4 milyon kisinin Fasciola tirleri ile enfekte
oldugunu ve birka¢ milyon kisinin de risk altinda oldugunu bildirmistir. Tiim kitalarda
fasciolosis’in hayvanlarda bulundugu yerlerde insanlarda da bulunmasi muhtemeldir
(WHO, 2020).

Fasciolosis, daha ©nce insanlarda nadir gorilen bir enfeksiyon olarak kabul
ediliyordu. Ancak, yeni tan1 yOntemlerinin gelistirilmesi, hastaligin patojenitesi
hakkinda artan bilgi birikimi, diinyada ve Turkiye’deki yliksek insidans hastaligin
onemli bir halk sagligi sorunu oldugunu gostermektedir. (Beyhan ve Yilmaz, 2020).
Fasciolosis halk sagligi tizerindeki etkisinin yani sira ruminatlarda da morbidite ve
mortaliteye neden olan enfeksiyonlardan biridir. Fasciolosis’in, hayvansal Uretimde
diinya genelinde yillik 3,2 milyar ABD dolarindan fazla ekonomik kayba neden oldugu
tahmin edilmektedir. Parazitlerin genetik yapisin1 ve genetik varyasyon durumunu
anlamak, fasciolosis’in epidemiyolojisi ve etkili kontrold icin 6nemlidir (Rokni ve ark.,
2010). Fasciolosis’in halk sagligi ve hayvansal Oretim Uzerindeki olumsuz etkileri,
endemik bolgelerde hastaligin kontrol stratejilerine olan ihtiyaci agik¢a gostermektedir.
Ancak hastalik durumu hakkindaki yetersiz bilgi ve farkli bolgelerdeki degisen bulasma
dinamikleri kontrol stratejilerinin gelisimi igin engel teskil etmektedir. Ekolojik
gereksinimler dikkate alindiginda, enfeksiyon risklerini degerlendirmek ve etkili
korunma ve mucadele stratejileri tasarlamak i¢in tiirlerin ve tiir i¢i degiskenliklerinin
kesin olarak belirlenmesi ve cesitli endemik bolgelerden epidemiyolojik bilgilerin

toplanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Aghayan, 2019).

Tiirkiye’de Fasciola spp.’nin genetik karakterizasyonu {izerine ¢alismalar smirl
sayidadir. Fasciola turlerini tanimlamak i¢in morfometrik analizle molekiiler tekniklerin
birlikte kullanilmas1 6nemli avantajlar saglayabilir. Cesitli molekiiler tekniklerin
kullanilmasi, Fasciola spp’nin biyolojisi, epidemiyolojisi ve genetiginin birgok yOniini
aydinlatmayr Onemli diizeyde kolaylastiracaktir. Fasciola spp.’nin  genetik
karakterizasyonu ve genotiplenmesi i¢in kullanilan molekiiler tekniklerin artan
uygulamalari, Fasciola spp. epidemiyolojisi ve evriminin ¢ok daha iyi anlagilmasinin

yani sira, daha etkili parazit kontrolii araglar1 saglayacak ve literatiire katki yapacaktur.



Bu caligmanin amaci Kars, Igdir ve Bitlis illerindeki fasciolosis prevalansini
aragtirarak halk saglig1 yoniinden 6nemini ortaya koymak, hastalik yiikii hakkinda temel
veri olugturmak ve farkli ruminantlardan toplanan Fasciola turlerinin morfometrik ve

molekiiler karakterizasyonunu yapmaktir.



2. GENEL BILGIiLER
2.1. Fasciolosis
2.1.1. Hastali@i 6nemi

Fasciolosis’in literatiirdeki en eski tanimi, 1200 yillarinda yaymnlanan “Black
Book of Chirk” adli bir kitapta yer almakta ve koyunlarda karaciger kurduna atifta
bulunulmaktadir (Andrews, 1999).

Onemli bir paraziter enfeksiyon olan fasciolosis’den Avrupa, Amerika ve
Okyanusya’da sadece F. hepatica sorumluyken, Afrika ve Asya’nin (iki tiiriin ortiistigii
bolgeler) bircok boélgesinde her iki tire de rastlanmaktadir. Bu parazitler yasam
dongilerini tamamlayabilmek icin iki konaga ihtiyag duyarlar. Ara konaklari
Lymnaeidae (Gastropoda: Basommatophora) familyasi1 icerisinde yer alan tath su
salyangozlaridir. Insanlar da dahil olmak (zere, birgok otcul memeli hayvanlar bu
parazitler icin son konak olabilir. Ancak insan, Fasciola tirleri igin rastlantisal son
konak konumundadir (Mas-Coma, 2005; Saygi, 2017). Fasciola spp., insanlara iyi adapte
olamamakta, bazi durumlarda olgun, yetiskin solucanlara doniisememekte ve yumurta

uretememektedir (WHO, 2020).

Fasciola tlrlerinin son konagindaki yasam siiresi yerlestigi konak turiine gore
degismektedir. Parazit, insanlarda 9-13 yil, koyunlarda 11 yil ve sigirlarda 9-12 ay
kadar yasayabilmektedir. Fasciola tdrlerinin yumurta ve metaserkaryalar1 diisiik
sicakliklarda uzun siire canli kalabilir, ancak sicaklik ve kurakliga karsi duyarhdirlar.
Metaserkaryalarin ortamdaki 6mrii akan suda 122 giin, durgun suda 95 gun kadardir.
Optimum kosullar altinda, metaserkaryalar merada bir yil kadar canli kalabilir ve hatta
kuru saman Uzerinde birkag ay yasayabilir (Rokni, 2014).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Gecmiste, belirli ve tipik cografi alanlarla smirli olan enfeksiyon, zamanla tiim
dinyaya yayilmis (Avrupa, Amerika ve Okyanusya’da sadece F. hepatica; Afrika ve
Asya’da her iki tur bulunur) ve insan vakalar1 giderek artmistir. Sonu¢ olarak, insan
fasciolosis’i kiiresel ve bolgesel agidan Onemli bir zoonoz hastalik olarak
degerlendirilmelidir. Paleoparazitolojik ¢alismalar, F. hepatica ve ara konagmimn

Avrupa’dan Amerika’ya girisinin nispeten yakin zamanda gerceklestigini gostermistir.



Gunimuzde, F. hepatica’ya baglh fasciolosis, enlem ve boylam bakimindan en genis
dagilim gosteren bir hastaliktr. Bu durum hem parazitin hem de ara konak
salyangozlarin belirgin adaptasyon kapasitelerini yansitir ve hastaligin genis cografi
dagilimini agiklar (WHO, 2007).

Insan fasciolosis’inin kiiresel prevalans1 daha énce yeterince bilinmiyordu. 2012
yilinda ¢ogunlukla uzman goriisii kullanilarak yapilan ¢alismalarda, diinya genelinde
%14 gibi ¢ok yiksek bir tahmini fasciolosis prevalansi bulmustur. 1990’larin basinda,
yaklasik 42 iilkede 2594 vaka bildirilmistir. DSO’niin uzmanlarla yaptig1 anket
sonuglarma gore diinya genelinde yaklasik 2,4 milyon insanin fasciolosis ile enfekte
oldugu tahmin edilmistir. Guniimutzde ise diinya genelinde yaklasik 2,6 ila 17 milyon
kiginin fasciolosis ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Ancak bu tahminlerde giincel
olmayan raporlardan faydalanilmistir (Rosas-Hostos Infantes ve ark., 2023).

Ciftlik hayvanlarinda fasciolosis’in kiresel prevalans degerlerinin biiyiikbas
hayvanlar icin %17, kiclkbas hayvanlar icin %13 oldugu bildirilmistir (Lan ve ark.,
2024).

Insan fasciolosis’i diinya genelinde toplam 81 tilkeden rapor edilmistir. Yapilan
baz1 ¢aligmalarda, insan fasciolosis’inin tahmini kiresel prevalansinin %4,5 oldugu
rapor edilmistir. Yapilmis olan alt1 ¢alismanin verileri kullanilarak Tiirkiye’deki insan
fasciolosis’inin prevalansinin ise %2,4 oldugu bulunmustur (Rosas-Hostos Infantes ve
ark., 2023).

Insan fasciolosis’inin en ¢ok yaygin oldugu bélgeler Giiney Amerika ve Afrika
oldugu, ancak higbir ilkenin Fasciola spp. enfeksiyonundan ari olmadig: bildirilmistir.
Bununla birlikte, hastaligin 0zellikle en ¢ok yaygm oldugu bdlgelerde az sayida
prevalans ¢alismasi yapilmis olup, ¢alisma sayismm artmasiyla birlikte enfekte kisi
sayisinin daha fazla saptanabilecegi belirtilmistir. Ayrica, fasciolosis’in bildirimi
zorunlu  bir hastalik olmamasi nedeniyle, bircok {ilkedeki prevalansina

ulagilamamaktadir (Rosas-Hostos Infantes ve ark., 2023).

Fasyoliyozun bulasmasi, daha ¢ok Uzerinde parazitin metaserkayasi bulunan su

teresi ve nane gibi su bitkilerinin yenilmesi ile olur. Ancak parazit, bu metaserkleri



barindiran diger birgok salata sebzesinin tiiketilmesiyle de bulasabilir. Suda ylizen

serbest metaserkaryalarin (muhtemelen tasiyici bitkilerden ayrilmis) yutulmasi da olasi
bir bulagma seklidir (WHO, 2020).

Hastaligin yiliksek oranda endemik oldugu bolgelerde, okul ¢agindaki ¢ocuklarda
enfeksiyon orani yuksektir. Ancak enfeksiyonun sporadik vakalar seklinde goriildiigi
bolgelerde fasciolosis her yastan bireyde ortaya c¢ikabilir ve 6zel bir risk grubu
bulunmaz. Kirsal bolgelerde yasayan insanlarin enfekte olma olasiligi daha yiiksektir.
Ancak vakalarin her yerde ortaya ¢ikabilecegi ve prevalansin bircok tlkede metaserk
tagtyan bitkilerin tliketimine bagli olarak degisebilecegi bildirilmistir (WHO, 2020).

2.1.3. Fasciola tiirlerinde taksonomik siniflandirma
Alem: Animalia (Hayvan)
Sube: Platyhelminthes (Yass1 Solucanlar)
Smif: Trematoda (Yass1 Solucanlar)
Alt Smif: Digenea
Takim: Echinostomida
Alt Takim: Distomata
Aile: Fasciolidae
Cins: Fasciola

Tur: Fasciola hepatica ve Fasciola gigantica (Abdisa ve Jilo, 2017)

2.1.4. Fasciola turlerinin morfolojik 6zellikleri ve yasam dongiisii

2.1.4.1. Fasciola hepatica ve morfolojik 6zellikleri

Cins adi, Latince fasya veya bant anlamma gelen Fasciola kelimesinden
turetilmistir (Alatoom, 2008). Fasciola hepatica, 1379 yilinda Jehan de Brie tarafindan
ilk tanimlanan trematod olma 6zelligine sahiptir. Swamerdan, 1737 yilinda paraziti ilk
defa ara konak salyangozlarda gostermistir. Luta 1892-93°te parazitin enfekte otlarla
beslenen bazi hayvanlara bulastigmi tespit etmistir. Sinistin ise 1914’te parazitin

karacigere ulagmak i¢in izledigi yolu agiklamistir (Saygi, 2017).



Birincil konagi olmasa da F. hepatica insanda bulunan en yaygin trematod
turudur (Paniker, 2017). Parazit daha sik insan, koyun, sigir, ke¢i, manda, deve ve
geyikgiller dahil olmak Uzere bircok gevis getiren hayvanda bulunmustur. Daha az
yaygm olarak ruminant olmayan atlar, tavsan ve diger kemirgenleri de enfekte eder
(Lalor ve ark., 2021).

Eriskin F. hepatica yaklasik 2-3 c¢m uzunlugunda ve 1,3 cm genisligindedir
(WHO, 2020). Gri veya kahverenginde ve 0n ugta bir agiz ¢ekmeni igeren konik bir
cikintiya sahiptir. Vicut konik kisimdan sonra genisler daha sonra daralarak devam
ederek omuzlu gibi gorinim kazanir ve arka ug¢ oval bir sekilde sonlanir. Karin
¢ekmeni omuz benzeri ¢ikintilar arasinda konumlanmistir (Sastry ve Bhat, 2018; Saygi,
2017).

Parazitin viicudunun en dis tabakasinda yer alan tegument kalin, sinsitiyal
stoplazmik bir tabakadir. Tegument lizerinde arakaya yonelmis dikenler bulunur.
Tegumentin altinda bazal membran mevcuttur. Bazal membranin altinda kas tabakalar1
bulunmakta olup, kaslar dairesel ve uzunlamasina yapida ve Kaslarin altinda gevsek

parankimat6z doku mevcuttur (BioScience, 2017; Saygi, 2017).

Sindirim sistemi agizla baglar, iki kor bagwsak seklinde sonlanir ve anis
bulunmamaktadir. Dolasim sistemi bulunmayip, sindirilmis g@ida viicudun tiim
bdlgelerine sindirim sistemi araciligi dagitilir. Vicudun 6n ucunda agiz cekmeniyle
cevrili agiz a¢ikligi mevcuttur. Agiz, farinksle devam eden bukkal bosluga agilir. Burasi
bezlerle dolu kalin bir odaciktir. Yemek borusundan sonra gelen bagirsak dallara
ayrilmis ve her dal birkag diizensiz yan dala ayrilir. Iki dal parazitin arka ucuna yakin
bir yerde kor bir sekilde sonlanir. Bagirsak yuzeyi endoderm tarafindan kaplanmustir.
Parazit konaktan doku sivisi, lenf ve safra emer. Sindirilen gida, bagirsak dallari
araciligi ile tum vicuda dagitilir. Glikoz, parazitin viicut yiizeyinden (tegument araciligi
ile) dogrudan emilir (BioScience, 2017).

Eriskin parazitler, son konagin safra yollarinda yillarca yasar. Bu parazit
hermafrodit (Paniker, 2017) olup, Oz yogunlugunun ¢ok diisiik oldugu safra kanalinda
anaerobik solunum yapar. Ortaya ¢ikan CO> viicut ylizeyinden diflizyon yoluyla atilir
(BioScience, 2017).



Yumurtalar: blyulk, oval, kapakli, safra renginde ve yaklasik 140X80 um
boyutlarindadir (Paniker, 2017). Yetigkin bir parazit giinde yaklasik 3.000 yumurta
yumurtlar ve bu yumurtalar safra yoluyla konagin bagirsak lumenine tasmir ve
icerisinde embriyon gelismemis olarak digkiyla dis ortama atilir. Yumurtalarin dis
ortamda olgunlagmasi igin uygun nem, oksijen ve sicaklik kosullarina sahip olmasi

gerekir (PAHO, 2003).

Sekil 1. Fasciola hepatica’nin 6n bdlgesinin anatomik yapisi

(gp) genital aciklik; (in) bagirsak; (o) yumurtalik; (os) oral ¢ekmen; (sr) sperm kesesi; (sv) seminal
vezikil; (t) testis; (ut) uterus; (vd) vitellin kanali; (ve) vas efferens; (vi) viteller; (vs) ventral ¢ekmen
(John ve Petri, 2006).

2.1.4.2. Fasciola gigantica ve morfolojik ¢zellikleri

Dev karaciger kelebegi olarak bilinen Fasciola gigantica, F. hepatica’dan daha
dar yapili bir sekle sahiptir. F. gigantica, F. hepatica gibi hem hayvanlarin hem de
insanlarin karacigerine yerlesmektedir. F. gigantica oncelikle evcil ve yabani gevis
getiren hayvanlarda bulunur. F. gigantica’nin boyu yaklasik 25-75 mm, eni ise 15 mm
boyutlarindadir. F. gigantica’nin yumurtalar1 oldukga blyik olup, boyu 150-190 pm,
eni ise 70-90 um boyutlarindadir (John ve Petri, 2006; WOAH, 2022).



Elektron mikroskobuyla incelendiginde, F. gigantica’nin yiizeyi ¢ok sayida
mikroskobik dikenler ve yiizey katlanmasi nedeniyle oldukg¢a plrtzli goérinar.
Dikenler, parazitin orta bolgelerinde daha biylk, emici disklere yakin alanlarda ise
daha kiigiiktiir. Dikenlerin boyutlar1 30-58 pum arasinda degisir ve kenarlarinda 16-20
adet sivri ug olusturan tirtikli yap1 bulunur. F. gigantica oral ve ventral emici disklerini

beslenme ve tutunmakta kullanir (Carmona, 2013).

Erigkin parazite ventralden bakildiginda, agiz ¢ekmeninin dairesel bir agiklik
seklinde ve etrafinin gucli kaslar ile gevrili oldugu goriiliir. Karin ¢ekmeni, agiz
cekmeninden daha biylk olmasma ragmen diger 6zellikleri benzerdir (Srimuzipo ve
ark., 2000). Parazitin sindirim sistemi F. hepatica’ya benzer. Agiz, agiz ¢ekmeni ile
cevrili 6n ugta yer alir ve oval bir yutaga acilir. Yutak, kiiciik bir iimen, radyal kaslar ve
faringeal bezlere sahip, duvari kalin ve yutak yemek borusuyla devam eder. Yemek
borusundan sonra dallanan bagirsak hem sag hem de sol tarafta ¢ok sayida dala ayrilir.
Her dal, yine ¢ekum ad1 verilen ¢ok sayida diizensiz yan dala ayrilir (Ayele ve Hiko,
2016). Genital por, oral ve ventral emiciler arasinda ve ventral emiciye yakin bir yerde
bulunur. Genital por, parazitin hermafrodit olmasi nedeniyle erkek ve disi lireme
sisteminin ortak bir acikligidir. Genital por bazen kigik yapili dagmmik dikenlerle
birlikte disa doniik sirrus gosterir (Swarnakar ve Damor, 2016). Sirrus, spermleri disi
iireme sistemine aktarma islevi goren erkek lireme organlarindan biridir. Sirrus ayrica
genital gbzenege invajine olabilir ve spermleri disi lireme sistemine aktarmak icin
evajine olabilir. Uterus arka karin ¢cekmeninde bulunurken, 6n testis ve yumurtalik

solucanin orta gévde bolgesinde bulunur (Rofi’Prasetya ve ark., 2019).

Parazitin hem yasam dongiisii hem de yaptig1 enfeksiyonun klinik tablosu F.
hepatica’ya benzemektedir (John ve Petri, 2006; WOAH, 2022). Fasciola gigantica,
konagin bagisiklik sistemine uyum saglamasi sayesinde uzun Sire hayatta kalabilme
yetenegine sahiptir. F. gigantica’nin metaserkaryalarinin dogrudan giines 1s1gma ve
kuru ortamlara maruz kalmasi enfektivitesini yok etmektedir. F. gigantica daha ytiksek
nemli ortamlar1 sever (WOAH, 2022).

Fasciola gigantica Afrika mandasi (Syncerus caffer), sigir (Bos taurus), keci

(Capra aegagrus hircus), domuz (Sus scrofa domesticus), koyun (Ovis aries), Uganda



kob (Adenota kob), antilop (Connochaetes spp.), yaban domuzu (Sus scrofa) ve

insanlarin karaciger ve safra kanallarina yerleserek parazitlik yapar (WOAH, 2022).

M: 40x

lllllllll Ji
ANQ TeknikMesin ITS 5.00kV 5.6mm x50 SE i

Sekil 2. Fasciola gigantica’ya ait bazi anatomik yapilarin elektron mikroskobu ve 151k

mikroskobu gorintisi

A: F.gigantica’nin elektron mikroskobunda 6n bélgesinin gérunimi (X50). OS: Agiz ¢ekmeni, VS:
Karin ¢ekmeni, GP: Genital gozenek, B: F.gigantica’nin 1s1tk mikroskobunda 6n bolgesinin gérinimi
(X40). C: sirrus, GP: Genital gézenek, C: F.gigantica’nin orta bolge kesitinin 151k mikroskobunda
gorinimi. U: Uterus, O: Ovaryum, Te: Tegument, D: F. gigantica’nin arka bolge kesitinin 151k
mikroskobunda goriinumdi. T: Testis, Ca: Cekum (Rofi’Prasetya ve ark., 2019).

Bosaltim sistemi, metabolik atik Grlinleri tibuller sistemi boyunca iten ve
sonugta birleserek disartya acilan ¢ok sayida kirpikli alev hiicresinden olusur. Sinir
sistemi basittir ve iki gangliyon ile i¢ten baglanan bir ¢ift uzunlamasma gévdeden

olusur (Ayele ve Hiko, 2016).
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(B)

Sekil 3. Fasciola turlerinin eriskin formlar1 ve yumurtalari

A: F. hepatica’nin eriskin formu. B: F. gigantica’nin eriskin formu. C: F. hepatica yumurtasi. D: F.

gigantica yumurtas1 (Mas-Comave ark, 2022).

2.1.4.3. Fasciola turlerinin yasam dongiisii

Fasciola, Opisthorchis ve Clonorchis cinslerine baglh tiirler gibi memeli
konaklarmin karaciger paransimi, safra kanali ve safra kesesine yerlesir. Olgunlastiktan
sonra (yaklasik 12 hafta), erigskin parazit yumurtlamaya baglar ve bunlar konagmn
koledok kanalindan sindirim sistemine gecerek diski ile birlikte dis ortama c¢ikar
(Kudlacek, 2018). Dis ortama atilan yumurtada embriyon gelismemistir. Embriyonun
uygun sicaklik, nem ve Oz varliginda gelistikten sonra gelisimini devam ettirebilmesi
icin tath suya ulasmasi gerekir. Yumurta icerisindeki miracidium’un gelismesi 10°C’nin
altindaki sicakliklarda durmakta olup, gelisimini 25°C’de iki hafta tamamlar (Saygi,
2017). Miracidium’un yumurtadan ¢ikisi yumurta kapagmin bulundugu agikliktan
olmakta ve yumurtadan ¢iktiktan sonraki 24 saat icinde ara konaklari olan Lymnaea
viridis, L. columella, L. cousin, L. ollula, L. natalensis ve L. auricularia rubiginosa gibi
cesitli lymnaeid salyangozlara penetre olur. Penetrasyondan sonra, yumusakcalarin
sindirim bezinde her miracidium bir sporokiste doniiserek, bunun igerisinde ana
redia’lar, baz1 durumlarda bunlarm igerisinde ise yavru redia’lar olusur. Bu redia’lardan
ise cercaria’lar olusur. Cercaria’lar su bitkileri Uzerinde metacercari’lara doniiserek
kistlenir. Metacercaria’lar su teresi, piring bitkisi, Japon maydanozu ve niltfer gibi yesil

su bitkileri Gzerinde bulunabilir. Bu bitkiler, son konak konumundaki insan ve
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hayvanlar icin dnemli besin kaynaklaridir. Son konaklar, metacercari’lar1 igceren bu
bitkileri yiyerek enfekte olurlar. Son konagin ince bagirsaklarinda enzimlerin etkisiyle,
metacercari’lar ekskiste olarak geng parazitler agiga cikar. Bu geng formlar, bagirsak
duvarmi delerek karm boslugu yoluyla karacigere ulasir. Karaciger kapsiiliinii deler ve
safra kanalina ulasana dek karaciger dokularinda ilerlerler (Kudlacek, 2018; Phalee ve

ark., 2015).

m/d\o‘

Metacercaria excysts

in duodenum
Man and other herbwores get
infection by eating aquatic plants
encysted with metacercariae N
[ Adult worm in
bile ducts
Man (Definitive host)
|
~m» Water plants y
“%s (2nd intermediate <
Metacercarsa Operculated
Itencysts on aquatic hOSt) egg in feces
vegetations to become \
metacercaria
Water
Tas Snail
= [ 3 ” . .
350 (1st intermediate §
host) ¢
Free swimming
cercaria escape from
snail into water
Egg embryonates
in water and miracidium
escapes out

Miracidium ingested
by snail

Development within snail
{First intermediate host)
1. Sporocyst

2. First generation redia

3. Second generation redia

4. Cercariae

Sekil 4. Fasciola tiirlerinin yagam dongiisti (Kudlacek, 2018)
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2.2. Patojenite ve Klinik

Parazitlerin safra kanallarma migrasyonu, penetrasyonu ve lokalizasyonu
karaciger dokularinda ve safra kanallarinda gesitli lezyonlara neden olan travmatik bir
etki olusturur. Fasciola turlerinin yeni ekskiste olmus juvenil formlar1 bagirsak
mukozasina niifuz eder ve metacercaria alimindan 72 saat sonra karm boslugunda
bulunabilir. Geng parazitlerin ¢ogunun varig noktasi, duodenuma anatomik yakmligi
nedeniyle genellikle sol hepatik lobdur. Bazen, yogun enfeksiyonlar nedeniyle, bu geng
formlarm bazilar1 diyafram ve akciger gibi diger organlara anormal bir sekilde gog
ederek pndmoni ve plevrada fibrin olugsmasina neden olabilir (Flores-Velazquez ve ark.,
2023).

2.2.1. Hayvanlarda patojenite ve klinik

Fasciolosis, insan ve hayvanlarin ihmal edilen en 0Onemli paraziter
enfeksiyonlarmdan biridir. Parazitlerin, ara konak olan su sumikltlerinde enfeksiyon
olusturma ve aseksiiel gcogalma yetenekleri ile ¢cok cesitli memeli tiirlerinden olusan
kesin konaklara yiksek diizeyde adaptasyon gostermeleri, enfeksiyonun yaygin
bulasiciligina ve genis ekolojik dagilimina 6nemli 6l¢lide katki saglamaktadir. Kesin
konakta, gen¢ trematodlarn karaciger parankiminde olusturdugu migrasyon odakl
travmatik lezyonlar, fasciolosis’in patogenezinin temelini olusturmaktadir. Benzer
sekilde, beslenme aktivitesi ve safra kanallarindaki eriskin parazitlerin fiziksel varhigi
anemi, iltihaplanma, tikanma ve kolanjite yol acabilir. Fasciola turlerinin genlerinde
bulunan polimorfizmlerin ¢ok fazla olmasi, genis bir konak yelpazesine adaptasyon

saglamasina neden olmustur (Lalor ve ark., 2021).

Enfeksiyon, kesin konak olan ¢iftlik hayvanlarinda akut, subklinik ve kronik
olmak uzere U¢ Klinik seyir gosterebilir. Koyunlarda, genellikle karacigerdeki fiziksel
hasarin yol agtig1 yiiksek kan kaybi nedeniyle siiriiniin %10 kadarim ani 6limi akut
hastaligin ilk olarak fark edilmesini saglayan belirtidir. Koyunlarda akut enfeksiyonun
diger bazi belirtileri arasinda karmn agris1 nedeniyle kosmaya kars1 isteksizlik, uyusukluk
ve igtahta azalma yer almaktadir. Hastaligin subklinik formu, akut forma gore biraz
daha hafif seyirli olup, anemi seklinde kendini gosterir. Koyunlarda kronik fasciolosis,
diisiik viicut agirhigi, kalitesiz yapagi tiretimine bagh gelisim geriligi ve submandibular

odem seklinde kendini gosteren ve halk arasinda “sise ¢enesi” olarak bilinen belirgin bir
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sislik ile karakterizedir. Sigirlar F. hepatica enfeksiyonuna karsi genellikle bir dereceye
kadar bagisiklik gelistirirken, bu durum koyunlarda gozlenmez. Bu nedenle akut
hastalik sigirlarda nadiren gordlir. Enfekte sigirlarda gelisen karaciger fibrozisi,
parazitin yasamini sinirlar ve yok eder (Lalor ve ark., 2021).

2.2.2. insanlarda patojenite ve klinik

Karaciger trematodlarmm 5000 yili agkin bir siiredir insanlarda enfeksiyon
yaptig1 bilinmesine ragmen, bu enfeksiyon etkenlerine karsi ilk vaka 1760 yilinda
Almanya’da bir kadinin otopsisi sirasinda rapor edilmistir (Lalor ve ark., 2021). Insan
fasciolosis’inin klinik tablosu kulucka asamasi, akut faz, latent faz ve kronik faz olmak

Uzere dort donemde incelenebilir (Mas-Coma ve ark, 2022).

Kulucka asamasi: Metacercaria’larin yutulmasindan semptomlarin baglamasima

kadar gecen suredir (Mas-Coma ve ark, 2022).

Akut faz (goc fazi): Parazitin safra kanallarma go¢ edene kadar olan fazdur.
Semptomlar esas olarak karaciger dokusunun ve peritonun go¢ eden larvalar tarafindan
mekanik olarak tahrip edilmesinden kaynaklanir ve bu dénemde 2-4 ay suren hem
lokalize hem de genel toksik ve alerjik reaksiyonlara neden olur. Bu faz ates, genellikle
sag hipokondriyumda veya ksifoidin altinda hissedilen karin agrisi, istahsizlik, karin
siskinligi, bulant1 ve ishal gibi gastrointestinal rahatsizliklar, Oksiiriik, dispne,
hemonptizi, Urtiker ve g6giis agrisi1 gibi solunum semptomlarini i¢erir (Mas-Coma ve ark,
2022).

Latent faz: Safra kanalina varistan yumurtlamanm baslamasina kadar gegen
donemdir. Hastaligin siiresi giinlerden yillara kadar degisebilir ve eozinofili,
gastrointestinal sikayetler ya da bir veya birden fazla akut semptomun tekrar etmesiyle

seyredebilir (Mas-Coma ve ark., 2022).

Kronik faz (biliyer veya obstruktif faz): Bu faz aylar ya da yillar boyunca
devam edebilir. Safra yollarinda bulunan erigkin parazitler, iltihaplanmaya, epitel
dokuda hiperplaziye, safra kanallar1 ve safra kesesi duvarlarinda genisleme ve
kalinlasmaya neden olur. Parazitin biiyiik yapisi, gelisen kolanjit ve kolesistit ile birlikte

safra akisin1 engelleyebilir. Bu dénemde biliyer kolik, epigastrik agri, yagh gida
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intoleransi, bulanti, sarilik, kasinti, sag tist kadran karin hassasiyeti ve Murphy belirtisi
gibi belirtiler gorilebilir. Safra kanalinda veya safra kesesinde litiyazis sik gortiltirken,
sirozda boyle bir durum goérilmez. Safra kanali ve safra kesesinde safra ile karisik kan,
kan pihtilar1 ve fibrindz yapida tikaglar bulunabilir (Mas-Coma ve ark, 2022).
Cocuklarda safra kanallarmin daha dar yapili olmasma bagli olarak eriskin parazitler
tarafindan safra akiginin daha ¢ok engellenmesi nedeniyle klinik tablo genellikle daha
agirdir (PAHO/WHO, 2020).

Geng parazitler, go¢ siirecinde normal rotasindan saparak farkli organlara
giderek ektopik fasciolosis’e yol agabilir. Ektopik yerlesimler en ¢ok gastrointestinal
sistemde gorulir. Bunun disinda karin duvari, pankreas, dalak, deri alt1 doku, kalp, kan
damarlari, akciger, plevral bosluk, beyin, iskelet kasi, apandiks ve epididim gibi bir¢ok
farkli doku ve organlara gidebilir. Bu ektopik lokalizasyonlardaki parazitler gittikleri
yerlerde gelisemez ve oliirler. Ektopik lezyonlarin olasi patolojik etkileri, parazitin go¢ii
sirasinda olusan inflamasyon, fibrozis ve buna bagh doku hasaridir (Ozcel ve ark.,
2007; Mas-Coma ve ark., 2022).

2.3. Immiinite

2.3.1. Konagin dogal ve adaptif bagisikhik tepkisi

Parazitin Juvenil formlari, kapsamli bir immiin yanit esliginde ilk olarak
bagirsak epitelyal mukozasinda bagisiklik sistemi tarafindan karsilanir. Konak immiin
yaniti, juvenil formlara ait glikozillenmis protein ve karbonhidrat yapilarinin,
tegumental antijenler gibi davranarak dendritik hicreleri aktive etmesi ve bu yolla T
lenfosit proliferasyonunu indiiklemesiyle ortaya c¢ikabilir (Flores-Velazquez ve ark.,
2023).

Helmint enfeksiyonlari, genellikle kronik enfeksiyonlar seklinde ortaya cikar.
Bu durum, parazitin hayatta kalmasini ve konak dokunun biitiinliigiinii destekleyebilen

konaktaki Th2/diizenleyici yanitin bir sonucudur (Ryan ve ark., 2020).

Fasciola tiirlerine bagli enfeksiyonun erken evresinde, parazit konagm bagisiklik
tepkisinden korunmak icin cesitli stratejiler kullanarak hayatta kalmasmi saglar
(Dupouy-Camet, 2014). fasciolosis’in erken evrelerinde genellikle IFNy, IL-4, IL-10 ve
TGF-B gibi sitokinlerin yiikseldigi karma bir Th1/Th2 bagisiklik yanitinin olustugu
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kabul edilir. Enfeksiyon ilerledikge, Thl enflamasyonunun baskilanmasiyla birlikte Th2
yanit1 giiglenir ve boylece 1L-4’e bagl olarak enfeksiyon uzun siire devam eder (Ryan

ve ark., 2020; Flores-Velazquez ve ark., 2023).

Fasciolidae ailesine ait trematodlarin enfekte ettikleri konaklarin bagisiklik
gelistirmemesi, parazit tarafindan konagin bagisiklik tepkisinin hizli ve giiglii bir sekilde
baskilanmasiyla agiklanmaktadir. Geng parazitler bagirsak duvarmni gegerek periton
bosluguna ulastiklarinda, enfeksiyon siiresince hakim olacak bagisiklik tepkileri ¢oktan
aktive edilmis olur. Parazitler, enfeksiyonun erken evresinde bagirsak duvari ile periton
boslugunda bulunan dendritik hiicreler, makrofajlar, notrofiller ve mast hicreleri gibi
dogal bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarmi etkileyerek immuinomodilatdr molekuller
salgilanmasma neden olurlar. Viicutta enfeksiyona 6zgii Th2 bagisiklik yanit,
genellikle enfeksiyondan yaklasik yedi giin sonra baslar. Bu yanit sirasinda, dalakta
bulunan bagisiklik hicreleri 1L-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerini salgilar. Enfeksiyonun
yaklasik ti¢lincii haftasinda, makrofajlar ve dendritik hiicreler periton bélgesinde birikir.
Burada biriken makrofajlar TGF- ve IL-10 ve dentritik hicreler, IL-10 salgilayarak
dendritik hiicrelerin olgunlasmasini engeller. Mast hicreleri de burada birikir, ancak
normalde istlendikleri Thl yanitini1 giiclendirme gorevini yerine getirmezler. Periton
bolgesindeki CD4+ T hiicrelerinin  ¢ogunlugunda IL-4 veya IFN-y iretimi
gbzlenmezken, ayni hiicrelerden IL-10 salgilanir. Bu durum bagisiklik sisteminin
tepkisini azaltir, daha sakin bir tepki vermesini saglar. IL-10 Oreten duzenleyici T
hiicreleri (Treg) olusur ve bunlar hem Thl, hem de Th2 tipi hiicreleri baskilar. Boylece
bu hicreler, parazite 6zgu antijenlere kars1 artik yanit veremez hale gelir. Enfeksiyon
odagma yakmn lenf digimlerindeki bagisiklik hiicreleri, parazit antijenleriyle
uyarildiklarinda 1L-10 ve IL-5 dretirler; ama IFN-y ve IL-17 Uretmez. Bu da yine
bagisiklik sisteminin daha diisiik siddette bir tepkide bulundugunu gosterir. (Dupouy-
Camet, 2014; Flores-Velazquez ve ark., 2023).

Kronik enfeksiyon siireci, agirlikli olarak Th2 tipi bagigiklik yanitlariyla ilerler
ve bu yanitlar, Thl tipi bagisiklik tepkilerini baskilar. Bagisiklik yanitindaki bu
yonelme (kutuplagma), en belirgin sekilde kanda dolasan antikorlarin tiplerine bakilarak
anlasilir. Parazit ile enfekte olan hayvanlar, yliksek miktarda 1gG1 antikoru Gretirken,

neredeyse hi¢ IgG2 iiretmezler. Ayrica bu hayvanlardaki kan makrofajlari, endotoksin
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ile uyarildiklarinda normalde olmasi gereken tepkiyi vermezler. Bunun yerine, Th2
yanitint destekleyen, doku onarimi ve fibrozis (nedbelesme) siirecine katkida bulunan
bir tepki gosterirler ve bu durum yiksek diizeyde arginaz enzimi Uretimiyle kendini
belli eder (Dupouy-Camet, 2014).

2.3.2. Iimmiinomodiilasyon stratejileri

Fasciolosis’de gelisen inflamatuar yanit, hem parazitin konak bagisiklik
yanitiyla etkilesimi hem de parazitin bu yanittan nasil kagtigini anlamak acisindan
onemlidir. Metacercaria’larin bagirsak limenindeki ekskistasyonuyla agiga ¢ikan geng
parazitler, konak immiin yanitiyla karsi karsiya kalir. Ancak Fasciola tirleri,
enfeksiyonun hem erken hem de ilerleyen donemlerinde konak immiin yanitindan
kagabilecek ¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu yetenekleri, parazitin
konak i¢inde wuzun yillar boyunca hayatta kalmasmi saglayabilmektedir. Bu
mekanizmalardan biri, dis glikokaliks i¢in bir destek gorevi goéren parazitin tiim
vicudunu kaplayan tegumentin varligidir. Tegument Uzerinde bulunan glikokaliks,
tegumentin degistirilmesi i¢in gereken bilesenlerin gegisine izin verir. Tegumenti drten
glikokaliks tabakasi her 2-3 saatte bir hizla yenilenir. Bu hizli yenilenme, en az 369
proteinden olusan parazit tegumentine, bagisiklik sistemi htcrelerinin (enflamatuar
hiicrelerin) salgiladig1 maddelerin ulagsmasini da engelleyebilir. Ayrica, yiksek miktarda
N-glikozillenmis proteinler ile glikolipidlerin bulunmasi, bu molekiillerin fizyolojik
rolleri ve bagisiklik sistemi tzerindeki diizenleyici etkilerinin ayrintili bigimde

anlasilmasini gii¢lestirmistir (Flores-Velazquez ve ark., 2023).

Parazit tarafindan konak yanitindan kagmak i¢in kullanilan stratejilerin ¢ogu,
parazit vlcut yizeyine biiylik miktarda parazit molekiiliiniin salinmasiyla
gerceklestirilir. Bu molekller, serbest halde ya da zarla gevrili hiicre dis1 vezikiiller
(EV) araciligiyla ortama salmabilir ve konak hiicreler tarafindan alindiklarinda bu
hiicrelerin islevlerini degistirerek bagisiklik yanitini etkileyebilirler. Zarla kapl hiicre
dis1 vezikuller, F. hepatica’nin tiim gelisim evreleri tarafindan iretilir ve EV’lerde
bulunan paraziter molekiller, bu molekulleri cevreleyen membran nedeniyle
antikorlarin etkisinden korunur. F. hepatica’dan elde edilen EV’lerde 618 kadar protein
tanimlanmistir. Bu kadar ¢ok farkli proteini bulundurmasi, EV’lerin konak ile

etkilesimde ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Flores-Veldzquez ve ark., 2023).
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Fasciola tirleri konak immiin yanitin1 modiile etmek igin sadece proteinleri
kullanmaz. EV’ler ayn1 zamanda gen ekspresyonunu modile edebilen mikroRNA’lar:
(miRNA) da icerir. miRNA’lar, sadece F. hepatica’larin eriskinlerinde degil, ayni
zamanda metacercaria ve gen¢ parazit formlarinda da bol miktarda bulunur. Bu
molekiiller, hem parazitin gelisim ve metabolik isleyisinde hem de konak ile parazit
arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde kilit iglevler tstlenebilir. Hem eriskin hem
de gen¢ parazitlerde miRNA iiretilmesine ragmen, eriskin ve geng parazitlerde
salgilanan EV’lerdeki miRNA igerigi ayn1 degildir. Bu durum konak hiicrelerde farkli
biyolojik etkilere sebep olur (Flores-Velazquez ve ark., 2023).

Fasciola tdrlerinin hayatta kalmak, go¢ etmek, besin temin etmek ve konagin
immiin yanitindan kagmak i¢in kullandigi mekanizmalardan biri de bosaltim-salgi
urtinlerini (ESP) salgilamasidir. Eriskin F. hepatica’lardan izole edilen ESP’ler
(FhESP), parazitin metabolik ihtiyaglarini karsilamada énemli rol oynayan yaklasik 160
farkli protein igerir. Bu proteinler arasinda katepsin B ve katepsin L (FhCB ve FhCL),
I6sin aminopeptidaz, karboksipeptidaz, yag asidi baglayict protein (FABP) ve F.
hepatica saposin-benzeri protein (FhSAP) gibi ¢esitli proteazlar yer alir. Ayrica FhESP,
paraziti konagin bagisiklik hiicreleri olan eozinofiller ve makrofajlar tarafindan iiretilen
reaktif oksijen tirlerine (ROS) karsi koruyan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-
transferaz (GST), tiyoredoksin peroksidaz (TPx) ve peroksiredoksin (Px) gibi gucli
antioksidan enzimler de igerir. Bu enzimler, yalnizca oksidatif stresin engellenmesinde
degil, aynm1 zamanda metacercara’nin ekskistasyonu, doku gocu, beslenme ve immin
sistemden kagig gibi parazitin yagam dongiisiinde kritik dneme sahip siireglerde de
gorev alir (Flores-Velazquez ve ark., 2023).

2.4. Tam

2.4.1. Klinik tam

Fasciolosis’in sahip oldugu karmasik patofizyoloji, hastaligin klinik tanisimni
zorlagtirr. Endemik bolgelere, ham su tesislerine veya aritilmamis suya maruz kalma
gibi risk faktorlerinin varligi klinik slipheyi artirabilir. Fasciolosis’in belirti ve
semptomlar1 spesifik degildir. Ancak birgok klinik belirtinin ortaya ¢ikmasi enfeksiyonu
diistindiirebilir. Subakut baslangigli ates ve sag iist kadran agrisi ile maruziyet oykiisii

klinisyenin fasciolosis’den siiphelenmesine neden olmalidir. Eozinofilinin, 6zellikle
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yukarida bahsi gegen semptomlarla birlikte gorilmesi ya da semptomlar olmaksizin
eozinofil hiicre sayisinin 1000 hiicre/uL lizerine ¢ikmis olmasi, Fasciola dahil dokulara
invaze olan parazit enfeksiyonlarmi disiindiirmelidir. Ayrica, endemik bdlgelerden
gelen cocuklarda uzun sireli ve aralikli sag iist kadran agrisi ile birlikte anemi ve/veya
blytme geriligi varligi, fasciolosis’i akla getirmelidir. (Caravedo ve Cabada, 2020).
Ozellikle doktorlarin insanlarda karaciger trematod enfeksiyonu riskinin farkinda
oldugu endemik bolgelerde, bazi klinik tablolar faydali olsa da, dogrulama igin
dogrudan parazitolojik teknikler veya dolayli immiinolojik testlerden en az birinin
kullanilmasi gerekmektedir (Dupouy-Camet, 2014).

2.4.2. Laboratuvar tanisi

Insan fasciolosis’inin tamisinda koprolojik, serolojik ve daha cok bilimsel
aragtirmalar i¢in kullanilan molekiler teknikler kullanilmaktadir. Diger, invaziv
olmayan tanmi teknikleri denenmis, ancak bunlar genellikle hastanelerdeki klinik
uygulamalar disinda kullanilmamakta olup, bunlar radyoloji, radyoizotop taramasi,
ultrason, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gibi yontemlerdir (Mas-Coma ve
ark., 2014).

2.4.2.1. Koprolojik teknikler

Diski 6rneginde, duodenal igerikte veya safra sivisinda Fasciola tirlerinin
yumurtalarmm  tespiti hem enfeksiyonun tamist hem de paraziter yukin
degerlendirilmesi agisindan en uygun teshis yontemleri olmaya devam etmektedir. Bu
yontem, diski orneklerinde yumurta sayisinin diisiik olmasi, akut dénemde yumurta
olusmadigindan dolay1 tan1 konulamamasi ve digskidaki yumurta sayisi ile parazit yiki
arasida giivenilir bir korelasyon bulunmamasi gibi dezavantajlara ragmen kullanilmaya
devam etmektedir (Mas-Coma, 2014).

Parazitlerin olgunluga erismedigi hastalarda yumurta bulunmaz. Insanda kulugka
fazi, prepatent donemden daha kisadir ve klinik bulgular yumurtalar diskida
bulunmadan ¢ok ©nce ortaya c¢ikar. Bu nedenle, koprolojik tekniklerin yalnizca

enfeksiyondan 3-4 ay sonra 6nemi vardir (Mas-Coma ve ark., 2014).
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Basit bir direkt yaymadan, farkli konsantrasyon yontemlerine kadar koprolojik
teknikler kullanilabilir (Rojas ve ark., 2014). Diski 6rneklerinde yumurtalar: tespit
etmek i¢in en sik kullanilan yontemler, kombine sedimantasyon-flotasyon yontemi veya
daha yiiksek yogunluklu parazit yumurtalar1 mevcudiyeti durumunda yalnizca
sedimantasyondur (Becker ve ark, 2016). Bu tir yontemler genellikle rutin teshis
laboratuvarlarinda yapilmakla birlikte, FLOTAC ve Flukefinder gibi ticari test cesitleri
de mevcuttur (Rojas ve ark., 2014).

Diski almadan kisa bir siire once enfekte hayvan karacigeri yiyen kisilerde
diskida yumurtalar gériinmesi yalanci fasciolosis’e neden olabilir. Yalanci parazitlik
durumunda, hastanin karacigersiz bir diyete alimmasi ve tekrarlanan takip diski

muayeneleri yapilmasi gerekir (Mas-Coma ve ark., 2014).

Fasciola turlerinin yumurtalari, enfeksiyonun kronik fazinda isik mikroskobu
kullanilarak tespit edilebilir. Yumurtalar sadece diskida degil, ayn1 zamanda duodenal
icerik, safra drenaji ve aspirasyon yoluyla alinan materyallerin incelenmesiyle de tespit
edilebilir. F. hepatica ve F. gigantica yumurtalar;, morfolojik olarak birbirinden
kolayca ayirt edilemez. Ayrica, bu yumurtalar Fasciolopsis buski veya bazi
Echinostoma tiirlerinin yumurtalariyla benzediginden, bu tirlerle de karistirilabilir
(CDC, 2019).

2.4.2.2. Serolojik teknikler

Yumurta Uretimi normalde enfeksiyondan 3-4 ay sonra baslar. Oysa Fasciola
turlerine kars1 spesifik antikorlar 2-4 hafta sonra tespit edilebilir hale gelir. Bu ylzden
enfeksiyonun akut fazinda serolojik testlerin kullanilmasi gerekmektedir. Serolojik
testler, yumurta Uretiminin diisiik oldugu veya diizensiz gergeklestigi olgularda, ektopik
yerlesimli enfeksiyonlarin ve kronik fasciolosis vakalarinin tanisinda da 6nemli bir tani
yontemi olarak kullanilir. Bununla birlikte, serolojik testler, yakin zamanda enfekte
hayvan karacigerlerinin tiiketilmesine bagli olarak gelisen yalanc1 parazitlik
durumlarinin devre dis1 kalmasmi da saglayabilir (CDC, 2019). Gunimizde insan
fasciolosis’inin tanisi i¢in kullanilan serolojik yontemler, temel olarak serumda anti-
Fasciola antikorlarinin tespitine dayanmaktadir. Ancak antikorlardan ziyade antijenlerin

saptanmasi, insan hastaligin tanisinda daha uygun bir yaklasim gibi goriinmektedir.
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Antikor duzeylerini 6lgmeye yonelik testler, tedavi sonrasi takibi i¢in uygun degildir,
cunkii antikorlar basarili bir tedaviden sonra en az 4-5 ay hatta birka¢ yil boyunca
saptanabilir dizeyde kalabilir. Antijen tespiti, fasciolosis tanisi i¢in kullanilan alternatif
bir serolojik testtir. Fasciola antijenileri, enfeksiyondan yalnizca iki ay sonra hastalarmn
serum veya diski Orneklerinde tespit edilebilir. Antijen tespit testi, antikor tespit
testlerinin aksine hastaligin tedavi sonrasi takibi agisindan da faydahidir. Fasciola
antijenleri, kan serumu, tiikiiriikk veya disk1 6rneklerden tespit edilebilir. Kan serumunda
dolagan antijenlerin ¢ogu, tespit edilmesi zor immin kompleksler halinde
bulundugundan, insan fasciolosis tanisi i¢in digkida antijen tespiti daha uygun bir

alternatif yontemdir (Sarkari ve Khabisi, 2017).

Cok sayida serolojik, intradermal ve digki antijen tespit testi gelistirilmistir.
Imminolojik teknikler, parazitolojik taniyla ortaya c¢ikan sorunlar1 ¢ozen gesitli
avantajlar sunmakta olup, bunlar asagidaki gibi siralanabilir:

1. Parazitin enfeksiyondan yumurtlamaya kadar gecen siirenin 3-4 ay olmasi,

2. Parazitlerin yumurtlamaya zaman zaman ara vermeleri,

3. Sadece bir veya birkag eriskin parazit durumunda ve kronik enfeksiyonlarda
yumurta sayisinin ¢ok diisiik olmas1 veya hi¢ olmamasi,

4. Ektopik enfeksiyonlar,

5. Hayvan karacigerinin yenilmesi ile iliskili yalanci parazitlik durumlari,

6. Parazitozun endemik olmadig1 bolgelerde yasayan insanlarda olgunluga
erisememesi gibi durumlarda serolojik tekniklerin kullanilmasi tanida 6nemli

avantaj saglar.

Ancak, serolojik teknikler F. hepatica ile F. gigantica arasinda ayrim
yapamamaktadir. Antikor tespitine dayanan serolojik testlerde, antikor diizeyinin
tedaviden sonra uzun siire pozitif kalmasi, hastaligin seyrini ve tedavinin etkisini takip
etmeyi zorlagtirmaktadir. Dahasi, bunlar parazit yiikiinii degerlendirmede ise yaramaz
ve dolayisiyla uygun tedavi dozunu belirlemede, 6zellikle de insan fasyoliyozuna sik
rastlandig1 hiperendemik bolgelerde yardimcr olmaz. Ek olarak, bazi immunolojik
tekniklerin, 0zellikle duyarlilik ve ozgiilliikle ilgili baska kisitlamalar1 vardir (Mas-
Coma ve ark., 2014).
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Kompleman fiksasyonu, imminoelektroforez, presipitasyon, immunofloresan,
¢ift imminodifizyon, hemaglitinasyon, ELISA ve imminoblotlama, insanlarda

fasciolosis tanisi i¢in kullanilan serolojik yontemlerdir (Rojas ve ark., 2014).

2.4.2.3. Molekiler teknikler

Fasciolosis teshisi i¢in cesitli molekiiler yontemler uygulanabilir. Ornegin nested
PCR, enfeksiyondan iki hafta sonra enfekte koyunlarin diskisinda enfeksiyon etkenini
tespit edilebilecek kadar yuksek hassasiyet gosterebilir. Ayrica, tiim genomun
dizilenmesi ya da polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon pargast uzunluk
polimorfizmi (PCR-RFLP) testi de tani igin kullanilabilir. PCR kullanan molekiiler tani
tekniklerinin her laboratuvarda mevcut olmamasi nedeniyle, dongii aracili izotermal
amplifikasyon testinden (LAMP) alternatif bir yontem olarak faydalanilabilir. LAMP,
diistik maliyetli ve basit performans gosteren bir yontem olup, bu yontemle az miktarda
DNA yiiksek duyarlilikla hizli bir sekilde c¢ogaltilabilir ve Fasciola tirleri de dahil

olmak tiizere gesitli zoonotik helmintlerin tanisi i¢in uygulanabilir (Abdullah, 2023).

Bugune kadar, nukleer ve/veya mitokondriyal DNA’y1 kullanan gesitli PCR
tabanli yontemler, Fasciola tiirlerinin genetik karakterizasyonu, tanimlanmasi ve/veya
ayrimi igin uygulanmistir. Ornegin, polimorfik DNA’nim rastgele ¢ogaltilmasi (rAPS)
ve mikrosatelit analizi gibi, organizmalarin genetik yapisini ortaya koyan “DNA parmak
izi” yontemleri, F. hepatica popiilasyonlar1 iginde ve arasinda genetik ¢esitliligi
degerlendirmek igin kullamilmustir. Ayrica, mitokondriyal gen bdlgesi ve dabhili
transkripsiyonlu aralayicilarin (ITS’ler) analizleri, F. hepatica, F. gigantica ve ara
formlarm (melez oldugu tahmin edilen) birden fazla genetik varyant karakterize
edilmistir. Floresan tabanli PCR baglantili mutasyon tarama analizi kullanilarak farkli
son konaklardan (at, koyun ve sigir) kaynaklanan F. hepatica, F. gigantica ve
Fasciola’nin ara formlar1 karakterize edilmistir (Rojas ve ark., 2014).

2.5. Tedavi

Fasciolosis’de klinik belirtiler enfeksiyonun akut veya kronik evresinde
gorulebilir. Tedavi, semptomlarin siiresini kisaltmak ve komplikasyonlari dnlemek igin
endikedir. Semptomatik veya hafif semptomatik kisilerde, 6zellikle gocuklar basta

olmak uzere enfeksiyonun potansiyel kronik etkilerini 6nlemek igin tedavi verilmelidir
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(Caravedo ve Cabada, 2020). Alternatif ilaclar da mevcut olmasina ragmen,
triclabendazole (TCBZ) hem erigkin hem de gen¢ trematodlara karsi yiiksek etkinligi
nedeniyle, insanlarda F. hepatica ve F. gigantica enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih
edilmektedir (Webb ve Cabada, 2018; Kudlacek, 2018). TCBZ’iin veteriner
formilasyonu, insan fasciolosis tedavisinde ilk olarak 1986 yilinda kullanilmistir. O
zamandan beri bu ilag Misir, Madagaskar, Vietnam, Bolivya, Yemen ve Peru gibi
bircok Ulkede insan fasciolosis’inin tedavisinde kullaniimaktadir (WHOa, 2020; Webb
ve Cabada, 2018). TCBZ, Diinya Saglik Orgiitiinin (WHO) fasciolosis tedavisi icin
Onerdigi tek ila¢ olup, bu ilacin tedavide basarisi yiiksek ve yan etkileri gegici ve
hafiftir. Hem tedavi icin ve hem de koruyucu olarak 6nerilen standart doz, vicut
agirhgmin kilogrami basma 10 mg tek doz seklindedir. Bununla birlikte, bazen tedavi
etkinligini artirmak amaciyla dozaj, 12-24 saat ara ile verilen iki ayr1 doz halinde
toplam 20 mg/kg’a ¢ikarilabilmektedir. Ilacin diger benzimidazol’ler gibi parazitin
tiibiilin proteinlerini baglayarak etki ettigi varsayilmaktadir. Tegument, vitellin ve testis
tizerinde yapilan arastirmalar bu varsayimi desteklemektedir. TCBZ ile muamele edilen

parazitlerde tibdlin imminoreaktivitesi azalir (Kudlacek, 2018).

Triclabendazole, benzimidazol smifindaki diger ilaglar gibi, parazitin B-tubulin
polimerizasyonunu bozan bir etki mekanizmasina sahiptir. Ancak bu etki mekanizmasi
hala tam olarak agiklanamamustir. Ilaca maruz kalan Fasciola tiirlerinin tegument’inde
belirgin yapisal bozulma meydana gelmekte ve protein sentezinde inhibisyona sebep
olmaktadir. Buna bagli olarak Fasciola tirlerinde tegumentin belirgin sekilde
bozulmasina ve protein sentezinin inhibisyonuna neden olur (Caravedo ve Cabada,
2020).

Fasciola tirleri ile enfekte hastalarin tedavisini takip eden sonraki giinlerde
tekrar digk1 incelemesi yapilmalidir. Akut f fasciolosis’de semptomlar genellikle tedavi
sonrasi birkag gun iginde normale dénmeye baslar; ancak eozinofil seviyesinin normale
donmesi birka¢ hafta sirebilir. Akut semptomatik diizelme saglandiginda, tedavinin
etkinligini anlamak amaciyla tedaviden 1-2 ay sonra diski mikroskopisi yapilarak
Fasciola yumurtalarinin varligi arastirilmalidir. Bu hastalarin bazilarinda semptomlarin
ortadan kalkmasi, kronik enfeksiyonun gelismesiyle ilgili olabilir. Benzer sekilde,

kronik fasciolosis vakalarinda, tedavi sonrasi iyilesmeyi dogrulamak amacryla,
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tedaviden 1-2 ay sonra birden fazla diski 6rneginin hem direkt mikroskopik inceleme ve
hem de konsantrasyon yontemleri uygulanarak incelenmesi gerekir. Akut ve kronik
fasciolosis’li kisilerin klinik takibinde serolojinin roll belirsizdir. Basarili bir tedaviden
sonra ELISA yontemi ile incelendiginde Immunoglobiilin diizeyi zamanla azalabilse de
klinik olarak ilgili zamani ve seviyesi belirlenmemistir. Buna ek olarak sonradan
negatiflesen konaklarda antikor seviyesi de iyi tanimlanmamistir (Caravedo ve Cabada,
2020).

Fasciolosis tedavisi ve kontroliinde sadece bir ilaca bagl kalmak probleme yol
acabilir. TCBZ’nin tedavideki basarisina ¢ok giivenilmesi, bu ilaca kars1 F. hepatica ve
daha az siklikla da F. gigantica’nin direngli formlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Gelismekte olan iilkelerde tutarsiz tarim uygulamalari, veteriner ilaglarinin
kalite kontrol eksiklikleri ve TCBZ’nin diisiik dozda kullanimi, direng gelismesine
neden olmustur (Caravedo ve Cabada, 2020). TCBZ, hayvancilik sektdriinde de Gretim
kayiplarin1 engellemek amaciyla yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu yogun
kullanim, Irlanda, Ispanya, Avustralya, Peru ve Arjantin gibi gelismis ve gelismekte
olan {ilkelerde sigir ve koyunlarda bulunan parazitlerin bu ilaca kars1 direng
kazanmasma yol agmustir. Hayvan fasciolosis olgularinda kazanilan direng insan
fasciolosis’inde de risk olusturmaktadir. Yaygin olmamakla birlikte, Hollanda, Turkiye,
Sili ve Peru’dan bu ilaca direncli insan fascioliosis vakalar1 bildirilmistir (Webb ve
Cabada, 2018).

Ciftlik hayvanlarinda fasciolosis’e kars1 etkili bir as1  gelistirilmeye
calisilmaktadir. Aday antijenlerden bazilar1 FhCL1, FhCL2, FhPrx, FhLAP ve
FhHDM’dir. Ciftlik hayvanlarmm %83-90’inda koruma saglayan en iyi caligilmis
antijenlerden biri FhLAP’tir. Bununla birlikte, su anda fasciolosis icin ticari olarak
mevcut bir as1 bulunmamaktadir (Caravedo ve Cabada, 2020).

2.6. Korunma ve kontrol

Endemik bolgelerde hastaligin  kontrolli, Fasciola tirlerinin  yasam
dongiisiindeki bazi kritik noktalara yonelik stratejilere baghdir. Ara konak olan
salyangoz kontroliine yonelik stratejiler, bulagsmay1 6nemli 6lglide azaltabilir. Fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yOntemlerle salyangoz popiilasyonunun azaltilmasi

hedeflenmektedir.  Ancak, yumusak¢a  Oldiriicilerin  kullanimi  salyangoz
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popiilasyonlarinda sadece gegici bir azalmaya neden olur ve diger birgok canli turiini de
etkiler. Su kaynaklarinm kurutulmasi gibi gevresel degisiklikler de benzer sekilde gegici
coziimler olup, endemik bolgelerde uygulanmasi zordur. Uglincii bir yol ise,
hayvanlarda duzenli olarak ilag tedavisi ile parazit yukunin ve mera
kontaminasyonunun azaltilmasidir. Bu yontem, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde,
ciftlik hayvanlarinda yaygin bir sekilde uygulanan onemli bir kontrol stratejisidir
(Caravedo ve Cabada, 2020; Mas-Coma ve ark., 2022).

Insan enfeksiyonlar1 her zaman hayvanlardaki endemilerle iliskili oldugundan,
geleneksel olarak 6nleme tedbirleri evcil hayvanlar, ara konak salyangozlar ve cevresel
kaynaklar (O6rnegin tarlalar, sulama sistemleri) iizerinde es zamanli olarak
uygulanmistir. Bununla birlikte, insanlarda parazitin endemik oldugu bolgelerde yapilan
son c¢aligmalar, hayvan fasciolosis’inin epidemiyolojik 06zelliklerinin her zaman
insanlardaki enfeksiyon dzelliklerini agiklamadigini gostermistir. insan enfeksiyonunun
onlenmesi, 6zellikle su teresi gibi insanlar tarafindan yenilen ve metaserkarya tasiyan
yesil su bitkilerinin yenilmemesi yoniinde siki tedbirlerin alinmasiyla saglanabilir.
Kentsel alanlarda da insan enfeksiyonlarinin olabilecegi gbz 6niinde bulundurulmalidir.
Sebzelerin kirsal bolgelerden sehirlere tasmmasiyla, metaserkarya tasiyan bitkiler,
kontrolsliz bir sekilde kent pazarlarinda halka sunulabilmektedir. Bu nedenle, su teresi
gibi yesil su bitkilerinin ticari Gretiminin kontrollii kosullar altinda yapilmasi
gerekmektedir. Hastaligimn endemik oldugu bolgelerde genel kontrol dnlemlerine her

zaman egitim de dahil edilmelidir (Mas-Coma ve ark., 2022).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Cahsmaya baslamadan énce Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan ¢alisma igin etik kuruluna basvuruldu ve etik kurul onay1
gerektirmedigine dair belge alind1 (Karar no: 2022/13-03). Bu ¢alisma, 01.06.2022-
08.04.2025 tarihleri arasinda Ardahan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi, Ardahan Universitesi SHMYO Ogrenci Laboratuvari
Ve Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvarlarinda ydratuldi.

Calismada kullanilan yetiskin Fasciola spp. ornekleri, Bitlis, Kars ve Igdir
illerindeki mezbahalarda kesimden sonra enfekte sigir, koyun ve kegcilere ait karaciger
ve safra kanallarndan izole edildi. Mezbahalarda hayvan kesimlerini takiben
karacigerler incelendi ve enfekte karacigerlerde kalinlasip belirgin hale gelmis safra
kanallarma enine kesitler yapilarak eriskin parazitler elde edildi. Calismada toplam 281
sigir, 529 koyun ve 218 kegi incelendi. Fasciola spp. saptanan toplam 51 hayvandan
187 6rnek alindi. Ornekler ayr1 ayr1 igerisinde %70 etanol bulunan kapakh siselere
konularak laboratuvara ulastirildi. Bu orneklerden 50 yetiskin Fasciola spp. 6rnegi
calismaya dahil edildi.

Cahsmada kullanilan cihaz ve malzemeler:

. Stereo mikroskop (Leica EZ4)

. PCR cihaz1 (SimpliAmp)

. Gli¢ kaynag1 (Thermo Scientific)

. Jel elektroforez cihazi (Major Science)
. UV Transilluminator (Major Science)
. Santriftj (Sigma)

. Derin dondurucu (Arcelik, 2031D)

. Mikrodalga firm (Altus)

. Vorteks (Velp)

10. Kuru blok 1sitic1 (Biosan)

11. Hassas terazi (Bel)

12. Mikropipet seti (Eppendorf)

© o0 N o o B~ W N -
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13. Lam ve lamel

14. Serum fizyolojik

15. Etil alkol (Merck, %96’1ik)

16. Agaroz (Biomax)

17. Genomic DNA purification kiti (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit,
K182002)

18. Primerler

19. Thermo Scientific Rsal restriction enzyme

20. 5X HOT FIREPoI® Blend Master Mix (Solis Biodyne)

21. 6X loading dye (Thermo Fisher Scientific)

22. PBS (Phosphate buffer saline) tablet (Thermo Fisher Scientific)

23. Marker 100-1000 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

24. Etidyum bromid; 10 mg/ml (Promega)

25. ddH20 (Thermo Fisher Scientific)

26. 50X TAE (Tris Asetat EDTA) tampon ¢ozeltisi (Thermo Fisher Scientific)

3.2. YOntem

3.2.1. Cahisma plani

1. Numunelerin toplanmasi

2. Morfometrik analiz

3. Genomik DNA izolasyonu

4. ITS1 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

5. PCR ile ¢ogaltilmig ITS1 trunlerinin RFLP analizi

6. Hem PCR ile ¢ogaltilmisg ITS1 iriinlerini hem de RFLP iiriinlerini agaroz jel
elektroforezi

3.2.2. Eriskin parazitlerin morfometrik analizi

Parazitler %70 etanolden ¢ikarilarak ve 1X PBS igerisine alindi. Sonra 37°C’de
15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, yetiskin parazitler bir petri igerisine alinarak X8
biyutmede Leica EZ4 stereo mikroskop altinda cetveli kullanilarak literattre (Gelen ve

ark., 2016; Valero ve ark., 2001) uygun sekilde dlcimleri yapildu.
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Sekil 5. Yetiskin Fasciola spp. orneklerinin morfometrik analizinde kullanilan

parametreler
KG: Koni genisligi, KU: Koni uzunlugu, VG: Viicut genisligi, VU: Viicut uzunlugu, O-KC: On ug ile
karin ¢ekmeni arasindaki mesafe, A-KC: Arka ug ile karin ¢ekmeni arasindaki mesafe, AC-KC: Agiz

cekmeni ve karm ¢ekmeni arasindaki mesafe (Gelen ve ark., 2016)

3.2.3. Genomik DNA izolasyonu

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Scientific invitrogen K182001)
ile kit tireticisinin 6nerileri dogrultusunda DNA’lar izole edildi. Bu amagla:

1. Morfometrik analizi yapilmis parazitler 1XPBS ile bes kez yikandiktan sonra
homojenizator yardimiyla tamamen pargalanip ezildi.

2. Homojenize edilmis numuneler 1.5ml’lik kapakli ependorf tiplerine
yerlestirildikten sonra 240ul digestion solution eklenip vortekslendi. Daha sonra her
numune i¢in 40ul Proteinase K (Thermo) eklenip karisim homojen bir hal alana kadar
vortekslendi.

3. Vorteksleme iglemiyle daha homojen bir hale gelen numune 56°C’de kuru
blok 1siticida 24 saat bekletildi.

4. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra oda sicakhigmda 5dk bekletilip
tizerine 30pl RNase A (Thermo) eklenip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

5. 240ul lysis solution eklenip 15 saniye vortekslendi.

6. 400ul %96’1ik etil alkol eklenip 15 saniye vortekslendi.
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7. Olusan karisim 14000rpm’de 3 dk santrifuj edildikten sonra siipernatantin
tamami kit iizerinde gelen filtreli kolon tiiplere aktarildi.

8. Kolon tiiplerdeki karisim 6000rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Olusan sivi
alttaki tiip kismyla atilip filtreli kisim tekrar steril 2 ml’lik tiipe aktarildi.

9. Kolon tipe, 500ul wash buffer I (alkol eklenmis) eklenip 8000rpm’de 1
dakika satriftij edildi. Olusan s1v1 dokiiliip filtreli kisim tekrar ependorf tupe aktarildi.

10. Yikamanm ikinci asamasi igin 500ul Wash Buffer 1l (Alkol eklenmis)
eklenip 14000rpm’de 3dk santrifiij edilmistir. Tiplerdeki sivi dokiildiikten sonra
herhangi bir soliisyon eklenmeden 14000 rpm’de 1.5dk tekrar santriftij edildi.

11. Son olarak, filtreli kistm 1.5ml’lik ependorf tiipiine yerlestirilerek tizerine
60ul elution buffer eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkibe edilip, 8000 rpm’de 2dk
santrifiij edilmistir. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra filtreli kisim atilmis ve
béylece 120ul DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri PCR islemine kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. ITS1 bolgesinin PCR ile cogaltilmasi

Izole edilmis genomik DNA’dan ribozomal ITS1 bélgesini PCR ile ¢ogaltmak
icin Tablo 1 ve Tablo 2’de dizileri verilmis ITS1-F, ITS1-R (Ichikawa ve ltagaki, 2010)

primerleri kullanilarak Tablo 3’teki protokole gore reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler

Primer Primer Dizisi Amplikon (bp) Kaynak

ITS1I-F 5 -TTGCGCTGATTACGTCCCTG-3’ 680 (Ichikawa and
Itagaki, 2010)

ITSI-R 5 -TTGGCTGCGCTCTTCATCGAC-3’ 680 (Ichikawa and

Itagaki, 2010)

Tablo 2. RFLP i¢in hazirlanan PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar (pl)
PCR Master Mix (5X) 8
Forward primer (10 nmol) 1.5
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Reverse primer (10 nmol) 1.5

DNA 3
Deiyonize saf su 14
Toplam karigim 25

Tablo 3. PCR protokoli

Asama Sicaklik (°C) Sire (dKk) DoOngli Sayisi
On denatiirasyon 95 10 1
Denatiirasyon 94 1.5

Baglanma 58 1.5 35
Uzama 72 15

Son uzama 72 10 1
Inkiibasyon 4 o 1

3.2.5. PCR ile cogaltilmis ITS1 iiriinlerinin RFLP analizi

Bu amacla Rsal enzimiyle PCR iiriinleri kesildi. Biitiin islemler tiretici firmanin
protokolleri dogrultusunda yapildi. Tablo 4’te verilen reaksiyon karisimi hazirlandi.
Birka¢ dakika hafifce karistirildiktan sonra 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Daha

sonra agaroz jelde yiratilda ve transliminatdrde UV altinda sonuglar analiz edildi.

Tablo 5.’te gosterildigi gibi Rsal enzimi ile sindirilen 680bp uzunlugundaki
ITS1 DNA bolgelerinde, F. hepatica 6rneklerinden yaklasik 360, 100 ve 60bp’lik
bantlar, F. gigantica 6rneklerinden yaklasik 360, 170 ve 60bp’lik bantlar, ara form
Fasciola Orneklerinden ise yaklagik 360, 170, 100 ve 60bp’lik bantlar elde edilmesi
hedeflendi (Ichikawa ve Itagaki, 2010).

Tablo 4. RFLP reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktar1 (pl)
Restruksiyon enzim (Rsal) 2
PCR reaksiyon Grun 10
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10X buffer tango 2

Nikleaz icermeyen distile su 17

Tablo 5. ITS1-PCR drlnlerinin Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi Fasciola

turune gore olusmasi hedeflenen bant desenleri

) o PCR amplikon biiytikligi RFLP sonucu olusan bant
Fasciola tir(

(bp) desenleri (bp)
F. hepatica 360, 100, 60
F. gigantica 360, 170, 60
Ara form 680
. 360, 170, 100, 60
Fasciola

3.26. PCR ile c¢ogaltilmis ITS1 ve RFLP drunleri igin agaroz jel

elektroforezi

Kat1 halde olan agarozdan iki gram alinarak, Gzerine 100ml 1X TAE eklendi.
Daha sonra olusan karisim mikrodalga firinda tamamen c¢oziinene kadar isitildi
Homojen soliisyon mikrodalga firindan ¢ikartilarak oda sicakliginda ilik hale gelinceye
kadar bekletildi. Soliisyona 3ul etidyum bromiir eklenip karistirilarak agar iginde
dagilmas: saglandi. Kuyucuk olusturmak icin tarak yerlestirilen jel kabina agar
soliisyonu dokiildii. Agar katilagtiktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Agaroz
jel, elektroforez tankinmn igerisine yerlestirilerek Uzerini gececek sekilde 1X TAE

cozeltisi eklendi.

Agaroz jelde goriintiilemek i¢in, PCR amplikonlarindan 7.5ul alinip 2.5ul 6X jel
yiikleme boyasi ile karistirildi. Ik kuyucuga 7.5ul 100bp DNA ladder marker (Thermo
Scientific GeneRuler, Litvanya), diger kuyucuklara PCR amplikonu ve 6X jel
karigimindan 7.5ul ve son kuyucuga negatif kontrolden (distile su) 7.5ul dikkatli bir
sekilde, agar1 delmeden pipetle yiikleme yapildi. Agaroz jeldeki PCR irunleri 90 volt
dogrusal akimda 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Bu islemden sonra agaroz jel,
tanktan c¢ikartilarak transliiminatorde UV 1sik altinda incelendi. Ayni islem RFLP

tirtinleri i¢in de uygulandi.
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3.2.7. ROC analizi

Caligmamizda F. hepatica ve ara form Fasciola tiirlerini birbirinden ayirt etmek
icin viicut uzunlugunun vicut genisligine oraninm kullanilip kullanilamayacagini
anlamak amactyla ROC (Receiver Operating Characteristic) analizi kullanildi. ROC
analizi, bir teshis testinin pozitif ve negatif siniflar1 birbirinden ne diizeyde ayirt
edebildigini anlamak i¢in kullanilan bir istatistiksel yontemdir. Bu analizde, bagimsiz
degisken olarak viicut uzunlugu/viicut genisligi orami (L/W; Iw ratio), bagimli
(siniflandirict) degisken olarak ise molekiiler yontemlerle dogrulanmus tiir bilgisi (0 = F.
hepatica, 1 = ara form Fasciola) kullanildi. Analiz i¢in, IBM SPSS Statistics 25.0
yazilimi kullanildi; pozitif simif olarak ara form Fasciola tanimlandi. ROC egrisi altinda

kalan alan (AUC), p degeri ve duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

Kesimi yapildiktan sonra karacigeri incelenen bir yasindan biiyiikk toplam 281
sigirm 24’tinde (%8.54), 529 koyunun 19’unda (%3.59) ve 218 keginin sekizinde
(%3.67) Fasciola turlerine rastlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Saptanan Fasciola tlrlerinin yorelere ve kesimi yapilan hayvan turine gore

dagilim1
Yoreler Hayvan tirleri Hayvan sayist Parazitli hayvan sayist Orant
Kars Sigir 241 22 %9
Sigir 40 2 %5
1gdir Koyun 383 15 %3.9
Koyun 146 4 %2.7
Bitlis Kegi 218 8 %3.7

Sekil 6. Enfekte sigir ve koyun Karacigerlerinde kalinlasmis safra kanallar1 ve elde

edilen Fasciola turleri

a- Fasciola tirleri ile enfekte sigir karacigeri, b- Fasciola tlrleri ile enfekte koyun karacigeri, c- Sigir

karacigerinden elde edilen Fasciola turleri, d- Koyun karacigerinden elde edilen Fasciola turleri.
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Tablo 7. Fasciola tirlerinin morfometrik 6l¢iim sonuglari

Kod VU  AGCKC KGO KU KC-A VG KG  VUNG
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)  (mm)

SK1 19 15 2 15 165 95 35 2
SK2 21 0.75 15 25 195 7 4 3
SK3 17 175 2 2 12 6.5 6 2.61
SK4 17 15 2 25 145 10 4 17
SI5 235 2 25 25 20.5 115 35 2.04
SK6 22 1 2 2.25 155 8.5 3 2.59
SK7 20.5 1.25 2.25 2.25 17.75 8 3 2.56
SK8 16.5 0.75 15 15 145 9 3.25 2.17
SK9 19 15 25 2 155 11 3 173
SK10 255 15 25 25 225 10 3 255
Si11 36 15 25 25 32.75 7 35 5.14
SK12 26 1.25 2 2 23,25 11 35 2.36
SK13* 17 1 2 15 14,25 95 3 1.79
SK14 24 15 25 25 215 10 35 2.4
SK15 16.5 0.75 1.75 2 135 85 3 1.94
SK16 24 15 25 2 20.5 9 3 2.67
SK17 285 2 3 3 24.75 11 4 2.59
SK18 19 1.25 2 2 16.25 10 3.25 1.9
SK19 24 1.25 2 2 215 9 35 2.67
SK20 33 15 25 3 295 85 45 3.88
SK21 26 1.25 2.75 2 24 115 35 2.26
SK22 21 15 25 25 18 105 35 2
SK23 24 1.25 2.25 25 21 105 35 2.29
SK24 21 15 25 25 18 95 3 2.21
CB1 275 15 25 2 25 10 3 2,75
CB2 275 15 25 25 23.75 10 3 2.75
CB3 25 1.25 2 2 22 10 25 25
CB4 31 15 25 2 28 10 3 31
CB5 24 15 25 2 21 11 25 2.18
CB6 26 15 25 2 235 105 35 2.48
CB7 34 15 25 2 31 8 35 4.25
CB8 36 2 3 25 325 9 35 4
KI1 24 15 25 25 205 115 35 2.09
KI2 23 1.75 25 3 195 115 3 2
KI3 245 1.75 25 25 215 8 3 3.06
K14 20 1.25 2 2 175 8 25 25
KI5 17 1 15 15 20 10 25 17
K16* 19 1.25 2.25 2.25 16 95 3 2
K17 285 15 25 2 25.25 11 35 2.59
K18 17 1 2 15 145 9 2 1.89
K19 19 1.25 2.25 25 16 105 2.75 1.81
K110 22 15 25 25 19 10 3 2.2
KI11* 32 15 25 25 19 11 35 2.91
KI12* 21 1.25 2 2 185 11 3 1.91
KI113* 19 1.75 25 25 155 85 3 2.23
K114 235 2 3 2.75 19.75 10 35 2.35
KB1 355 15 25 25 32 10 35 355
KB2 255 15 25 25 22 85 3 3
KB3 33 1.25 2 2 30 11 35 3
KB4 295 15 25 2 26 12 35 2.46

VU: viicut uzunlugu, AC-KC: Agiz ¢ekmeni ve karin ¢ekmeni arast mesafe, KC-O: Karm cekmeni ve 6n ug
arasindaki mesafe, KU: Koni uzunlugu, KC-A: Karin ¢ekmeni ve arka ug arast mesafe, VG: Vicut genisligi, KG:
Koni genisligi, VU/VG: viicut uzunlugunun viicut genisligine orani, (*) Ara formlar.
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4.1. Morfometrik Analiz

Parazitlerin viicut uzunlugu (VU), viicut genisligi (VG), agiz ¢ekmeni-karin
cekmeni aras1 mesafe AC-KC), karm ¢ekmeni-6n u¢ arasindaki mesafe (KC-O), koni
uzunlugu (KU), karin ¢ekmeni-arka u¢ arasi mesafe (KC-A) ve koni genisligi (KG)
olmak (zere yedi parametre 6lgiim sonuglar1 Tablo 7°de verildi. Tablo 7 incelendiginde
RFLP sonuglarina gore F. hepatica olarak belirlenen 6rnekler maksimum ve minimum
degerler yoniinden degerlendirildiginde; viicut uzunlugu, viicut genisligi, agiz ¢cekmeni-
karin ¢ekmeni arasit mesafe, karin ¢ekmeni-on ug¢ arasindaki mesafe koni uzunlugu,
karin ¢ekmeni-arka ug¢ arast mesafe ve koni genisliginin sirasiyla 36-16.5, 12-6.5, 2-
0.75, 3-0.75, 3-1.5, 32.75-12 ve 6-2 mm oldugu saptandi. Ara form Fasciola olarak
belirlenen 6rnekler maksimum ve minimum degerler yoniinden degerlendirildiginde;
viicut uzunlugu, vicut genisligi, agiz ¢gekmeni-karm ¢ekmeni arasindaki mesafe, karin
cekmeni-6n ug arasindaki mesafe, koni uzunlugu, karin ¢ekmeni-arka ug¢ arasindaki
mesafe ve koni genisliginin sirastyla 32-17, 11-8.5, 1.75-1, 2.5-2, 2.5-1.5, 19-14.25 ve
3.5-3 mm oldugu saptand:.

4.2. PCR Sonuglan

Eriskin Fasciola turlerinden DNA izolasyonuyla elde edilen genomik DNA’nin
ITS1 bolgesinin  PCR ile g¢ogaltilmast neticesinde biitiin 6rneklerde 680bp
biiytikligiinde bant gézlendi.

Sekil 7. ITS1 bélgesinin PCR amplifikasyonu sonrast UV altindaki jel elektroforez bant
goruntdleri
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4.3. RFLP Sonuclan

Calismada 680bp’lik ITS1 bolgesine ait PCR iriinlerinin Rsal enzimiyle
kesilmesi neticesinde 360, 100 ve 60bp’lik U¢ bant gosteren 45 izolat F. hepatica, 360,
170, 100 ve 60bp’lik dort bant gOsteren diger bes ornek ara form Fasciola olarak

degerlendirildi.

Sekil 8. Fasciola tirlerine ait ITS1-PCR drunlerinin Rsal restriksiyon enzimi ile kesimi
sonrasi PCR-RFLP yontemi ile elde edilen jel elektroforez bant gérintuleri
(Not: 3, 4, 10 ve 14 numaral1 6rnekler ara form Fasciola, diger érnekler F.hepatica’dir.)

Tablo 8. Fasciola tirlerinin morfometrik 6l¢iim sonuglarina gore karsilastirilmasi

Tiir Olciim tirii VU AC-KC KC-O KU KG-A VG KG

(mm) (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Ara form Ortalama 21.6 1.35 2.25 2.15 16.65 9.9 3.1
Fasciola

Standart sapma 5.98 0.29 0.25 0.42 2.03 1.08 0.22

Maks/Min deger ~ 32/17 1.75/1 252 25/15 19/1425 11/85 3.5/3

Fasciola Ortalama 24.4 1.42 2.32 2.24 21.4 9.7 3.31
hepatica

Standart sapma 5.47 0.3 0.36 0.38 5.32 132 0.62

Maks/Min deger 36/16.5  2/0.75  3/0.75 3/1.5 32.75/12 12/65 6/2
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Tablo 9. Fasciola hepatica orneklerinin elde edildigi hayvan tirine gore 6lgim

sonuglari
Hayvan Olciim tiri VU AC-KC KC-0 KU KC-A VG KG
tarleri (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Keci Ortalama 27.12 1.47 2.44 2.13 24.16 9.88 3
Standart sapma 4.1 0.09 0.18 0.23 411 0.88 0.38
Maks/Min degerler 34/21 1.5/1.25 2.5/2 2.5/2 31/18 11/8 3.5/12.5
Koyun Ortalama 25.32 1.45 2.34 2.25 22.59 10 3.05
Standart sapma 6.38 0.28 0.36 0.43 5.75 0.33 0.48
Maks/Min degerler 36/17 2/1 3/1.5 3/1.5 32.5/14.5 12/8 3.5/2
Sigir Ortalama 22.89 1.39 2.26 2.27 19.78 9.46 3.56
Standart sapma 4.99 0.36 0.41 0.39 5.03 144 0.66
Maks/Min degerler ~ 36/16.5 2/0.75 3/1.5 3/1.5 32.75/12  11.5/6.5 6/3

Tablo 10. Ara form Fasciola 6rneklerinin elde edilen hayvan tirine gére 6lgiim

sonuglari
Hayvan  Olgiim tiri VU AC-KC KC-O KU A-KC VG KG
tlrleri
Koyun Ortalama 22.75 1.44 2.31 2.31 17.25 10 3.13
Standart sapma 6.24 0.24 0.24 0.24 1.76 1.22 0.25
Maks/Min deger 32/19 1.75/1.25  2.5/2 2.5/2 19/15.5 11/8.5 3.5/3
Sigir Olgtimler (mm) 17 1 2 15 14.25 9.5 3

Tablo 11°de de goriilecegi gibi, RFLP sonuglar1 neticesinde ara form Fasciola

olarak tespit edilen parazit orneklerinden dort tanesi Igdir’da koyunlardan, diger bir

tanesi ise Kars’ta bir sigirdan elde edildi.
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Tablo 11. Incelenen Fasciola érneklerinin izole edildigi hayvan tiri, toplandig1 bélge

ve RFLP sonuglarina gore tiir dagilim

Kod Fasciola turii (RFLP) Hayvan turi Alindigr il
SK1 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK2 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK3 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK4 Fasciola hepatica Sigir Kars
SI5 Fasciola hepatica Sigir Igdir
SK6 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK7 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK8 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK9 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK10 Fasciola hepatica Sigir Kars
Sl11 Fasciola hepatica Sigir Igdir
SK12 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK13* Ara form Fasciola Sigir Kars
SK14 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK15 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK16 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK17 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK18 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK19 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK20 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK21 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK22 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK23 Fasciola hepatica Sigir Kars
SK24 Fasciola hepatica Sigir Kars
CB1 Fasciola hepatica Kegci Bitlis
CcB2 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
¢B3 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
CB4 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
CB5 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
CB6 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
CB7 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
¢B8 Fasciola hepatica Kegi Bitlis
KIl Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI2 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI3 Fasciola hepatica Koyun Igdir
Kl4 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI5 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI6* Ara form Fasciola Koyun Igdir
KI7 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI8 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI9 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI10 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KI11* Ara form Fasciola Koyun Igdir
KI12* Ara form Fasciola Koyun Igdir
KI13* Ara form Fasciola Koyun Igdir
Kl14 Fasciola hepatica Koyun Igdir
KB1 Fasciola hepatica Koyun Bitlis
KB2 Fasciola hepatica Koyun Bitlis
KB3 Fasciola hepatica Koyun Bitlis
KB4 Fasciola hepatica Koyun Bitlis
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4.4. ROC analizi sonuclar

ROC analizi sonucunda elde edilen egri alt1 alan (AUC) degeri 0.696 olarak
hesaplandi. Analiz sonucunda cut-off (kesim) degeri ise 2,22 bulunmustur. Bu sonuca
gore, viicut uzunlugunun viicut genisligine orani, F. hepatica ve ara form Fasciola
izolatlarin1 ayirmada zayif ile orta diizey arasinda aywrt edici bir degere sahip oldugu
belirlendi. Elde edilen AUC degeri i¢in hesaplanan p degeri, 0.05’ten biiyiikk oldugu ve

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi.
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Sekil 9. Fasciola hepatica ve ara form Fasciola érneklerinin Iw-ratio degiskenine gore

elde edilen ROC egrisi

Tablo 12. ROC analizine ait istatistiksel degerlendirme sonuglari

Egri altinda Standart hata p degeri  Asimptotik %95 guven araligi ~ Cut-off

kalan alan (kesim
Alt sinir Ust sinir degeri)
,696 ,123 ,155 ,455 ,937 2,22
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5. TARTISMA VE SONUC

Fasciolosis, F. hepatica, F. gigantica ve bu iki tiiriin melez formu oldugu
diistiniilen ara form Fasciola’nin neden oldugu gida kaynakli bir parazitozdur. Hastalik
dinya genelinde hem insanlar1 hem de bir¢cok hayvan tirinu etkiler. Fasciola insan,
hayvanlar ve bitkilerin dahil oldugu karmasik bir bulas agina sahiptir. Yetiskin
helmintler hem insanlarda hem de gevis getirenlerde goriiliirken, larval evreleri tath su
salyangozlarinda geligir. Enfeksiy6z larval formlar1 olan metaserkerler ise sulak
alanlardaki bitkilere tutunur (Ichikawa ve Itagaki, 2010). Cesitli ¢alismalar Fasciola
enfeksiyonunu arastirmig olsa da Tirkiye’de Fasciola’nin morfometrik ve molekiiler

karakterizasyonu hakkinda ¢alismalar sinirl sayidadir.

Lan ve ark.’nin insanlarda ve ruminantlarda fasciolosis ile ilgili olarak
inceledikleri 371 makalenin analiz sonuglarma gore kiiresel boyutta sigir
fasciolosis’inin birlestirilmis yaygmligi %17 iken, koyun ve insan fasciolosis’inin
birlestirilmis yayilis oranlar1 sirasiyla %13 ve %S5 olarak hesaplanmistir. Ayrica
aragtirmaya dahil edilen tim konaklarda F. hepatica’nin F. gigantica’dan daha yaygin

oldugu saptanmistir (Lan ve ark.,2024).

Tiirkiye’nin ruminantlarda yapilan Fasciola tiirlerinin yayilis1 iizerine ¢ok sayida

caligma yapilmis olup, ¢alismalarda farkli sonuclar elde edilmistir.

Kars’ta yapilan bir ¢alismada sigirlarda %9.4 (Gicik ve ark., 2002), Agri’da
yapilan bir ¢alismada sigirlarda %22.6 (Sahin ve ark., 2023), Bing6l’de yapilan bir
calismada koyunlarda %27 ve kecilerde %21 (Giil ve Kiling, 2016), Antalya’da yapilan
bir ¢alismada koyunlarda %8.4 (Adanir ve Cetin, 2016), Siirt’te yapilan bir ¢alismada
koyunlarda %7.5 ve kecilerde %14.14 (Celik ve Aslan, 2018), Aydin’da yapilan bir
calisgmada koyunlarda %0,02 ve sigirlarda %0,18 (Pekagirbas ve Eren, 2020), Igdir’da
yapilan bir ¢alismada koyunlarda %16.7 (Ertas ve ark., 2022), 2023 yilinda Igdir’da
yapilan bagka bir caligmada ise koyunlarda %26.2 oranlarinda saptanmistir (Ayvazoglu
ve ark., 2023).

Tarafimizdan yiiriitiilen bu ¢alismada, fasciolosis’e Igdir’da koyunlarda %3.9 ve

sigirlarda %S5, Bitlis’te koyunlarda %2,7 ve kecilerde %3,7, Kars ilinde ise sigirlarda
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%09 oranlarinda rastlanmistir. Calismamizda kiigiikbas hayvanlarda saptanan fasciolosis
oranlari, ayni ya da yakin illerde daha dnce yapilan ¢alismalarin sonuglarina gére daha
diistiktdr. Bu durum, tarafimizdan incelenen hayvanlarin ¢ogunlugunun geng yasta
olmas1 ya da bu hayvanlarda paraziter ila¢ kullanilmis olabilecegi ile agiklanabilir.
Sigirlar igin saptanan oranin ise daha 6nce Kars’ta yapilan ¢alismanin (Gicik ve ark.,

2002) sonuglarma ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.

Fasciola’da stabil bir siire¢ olan gelisimin belirli kisitlamalar dahilinde ilerledigi
belirtilmistir. Waddington (1957) tarafindan gelisim “kanalizasyon” terimiyle ifade
edilmistir. “Kanalizasyon”, parazitin genetik yapisi ve gevresel faktorlerin etkisiyle
sapmaya izin vermeksizin gelisimin belirli bir ¢izgide ilerlemesini ve tutarli bir
morfolojiye ulasmasini saglar. F. hepatica’da biiylimenin lojistik biiylime modeline
uydugu belirlenmistir. Bu modele goére gelisimin baslarinda biiyiime hiz1 yiiksektir.
Belli bir noktadan sonra biiyiime yavaglar. Daha sonra genetik faktorler ve cevresel
etmenlerin etkisiyle bliylime sinirina ulasir. Bu durum parazitin viicut uzunlugu, viicut
genisligi, koni uzunlugu ya da diger organlarm birbirlerine gére mesafesinin genetik
faktorler ve parazitin bulundugu konagm parazite karsi sergilemis oldugu direng

kosullariyla sinirlandirildigimi gostermektedir (Valero ve ark., 2001).

Parazitin icinde yasadigi konaklar morfometrik 6zelliklerini 6nemli dizeyde
etkiler. Ancak bu konudaki bilgiler ¢eliskilidir. Bazi arastrmalarda koyunlardaki
Fasciola 6rneklerinin sigirlardakinden daha biiyiik boyutlarda oldugu ifade edilmektedir
(Dixon, 1964). Kesin bilgi bulunmamakla birlikte sigirlardaki Fasciola érneklerinin
koyunlardakilere gore daha buyik boyutlarda oldugunu 6ne siren kaynaklar da
mevcuttur (Gelen ve ark., 2016; Valero ve ark., 2001).

Valero ve arkadaslarinin (2001) Kuzey Bolivya Altiplanosu hiperendemik
bolgesinde yiirtittiikleri ¢alismada, koyunlardan toplanan parazitlerin maksimum vicut
uzunlugunun (VU) ve arka ug- karin ¢ekmeni (A-KC) Olculerinin, sigir ve domuzlardan
toplanan parazit drneklerine gore daha biiyiik oldugunu godzlemlemislerdir. Sigirdan
elde edilen Fasciola Orneklerinde ise viicut genisliginin (VG) diger konaklardaki
Fasciola drneklerine gore daha buylk oldugu belirtilmistir. Domuzlardan elde edilen
Fasciola Orneklerinde ise viicut boyutlarma ait tim degerlerin genellikle diger

konaklardan izole edilen Fasciola Orneklerine gore daha kiglk oldugu belirlendi.
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Yapilan dlgtimlerde koyun, sigir ve domuzlarda maksimum VU degerlerinin sirasiyla
31.11, 28.74 ve 24.87 mm, ortalama VU degerlerinin ise sirasiyla 16.10+4.80,
19.07£3.45 ve 16.91+£3.00 mm oldugu saptandi. Koyun, sigir ve domuzlarda maksimum
VG degerleri sirastyla 12.55, 12.95 ve 11.45 mm, ortalama VG degerleri ise sirasiyla
7.11+2.27, 8.39+1.51 ve 8.50+1.55 mm olarak saptand: (VValero ve ark., 2001).

Iran’nin Ardabil ilinde yapilan bir calismada koyunlardan izole edilen eriskin F.
gigantica orneklerinin maksimum VU degerinin 40, ortala VU degerinin 29.10+ 5.51 ve
maksimum VG degerinin 12.8, ortalama VG degerinin 10.14 1.9 mm saptandigi
bildirilmistir. Sigirlardan izole edilen eriskin F. hepatica drneklerinin maksimum VU
degerinin 31.5, ortalama VU degerinin 21.46+5.06 ve maksimum VG degerinin 13.2,
ortalama VG degerinin ise 9.48+2.74 mm oldugu rapor edilmistir (Aryaeipour ve ark.,
2017).

Iran’da yapilan diger bir ¢alismada 10’u sigirdan 44’ii koyundan elde edilen 54
Fasciola 6rneginin morfometrik ve molekuler karakterizasyonu sonucunda tiim koyun
orneklerinin F. hepatica, sigir 6rneklerinden dérdiniin F.gigantica, digerlerinin ise F.
hepatica oldugu belirtilmistir. Incelenen F. hepatica Orneklerinde maksimum VU
degerinin 30.2, ortalama VU degerinin 20.1+4.6 ve maksimum VG degerinin 13.8,
ortalama VG degerinin ise 9.841.9 mm olarak Olgiildiigii bildirilmistir. incelenen
F.gigantica oOrneklerinde maksimum VU degerinin 27.9, ortalama VU degerinin
36.2+4.3 ve maksimum VG degerinin 7.1, ortalama VG degerinin ise 6.5+0.73 mm

olarak élclldigi belirtilmistir (Akhlaghi ve ark., 2017).

Kuzeybat1 Tunus’da yapilan bir caligmada 66 farkli koyundan izole edilen 335
Fasciola 6rneginin morfometrik analizi yapilmis ve Orneklerin tamamimin F. hepatica
oldugu saptanmistir. Koyundan izole edilen F. hepatica 6rneklerinde maksimum VU
degerinin 31, ortalama VU degerinin 21.1+2.7 ve maksimum-minimum VU/VG
degerinin 5.75-1.07 mm ve ortalama VU/VG oranmin 2.32+0.96 olarak ol¢uldagii rapor

edilmistir (Hammami ve ark., 2023).

Nijerya’nmn  Ilorin ilinde Fasciola’nin  morfometrik ve  molekiiler
karakterizasyonu tizerine yapilan bir ¢aligmada, sigirlardan izole edilen 100 6rnegin

68’inin F. gigantica, 32’sinin ise F. gigantica olmadigi, ancak F. hepatica’nin
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karateristik Ozelliklerini de tasimadigi tespit edilmistir. Sigirlardan izole edilen F.
gigantica o6rneklerinde maksimum VU degerinin 42.32, ortalama VU degeri 34.84+2.28
ve maksimum VG degerinin 10.52, ortalama VG degerinin ise 6.45+1.47 mm olarak
Olcildigt belirtilmistir. Sigirlardan izole edilen Fasciola spp. orneklerinde ise
maksimum VU degerinin 30.46, ortalama VU degerinin 26.76+3.36 ve maksimum VG
degerinin 9.29 ve ortalama VG degerinin 6.49£1.23 mm oldugu saptanmistir (lyiola ve
ark., 2018).

Iran’in Kuzeybati illerinde yapilan bir ¢alismada sigir, koyun, kegi ve buffalo
olmak iizere dort farkli ruminanttan izole edilen 500 Fasciola 6rneginden 361°inin F.
hepatica, 139’unun F. gigantica oldugu bildirilmistir. Koyunlardan izole edilen F.
hepatica orneklerinde maksimum VU degerinin 38.34, ortalama VU degerinin
28.4145.22 ve maksimum VG degerinin 14.3 ve ortalama VG degerinin 11.86+1.35 mm
saptandig1 belirtilmistir. Keciden izole edilen F. hepatica 6rneklerinde maksimum VU
degerinin 33.5, ortalama VU degerinin 28.2+3.41 ve maksimum VG degerinin 22.38,
ortalama VG degerinin 12.2+2.25 mm olarak saptandigi bildirilmistir. Sigirlardan izole
edilen F. hepatica 6rneklerinde maksimum VU degerinin 37.5, ortalama VU degerinin
23.18+4.7, maksimum VG degerinin 12.87 ve ortalama VG degerinin 8.95£1.27 mm
olarak Olcildiigii rapor edilmistir. Sigirlardan izole edilen F. gigantica 6rneklerinde
maksimum VU degerinin 57.3, ortalama VU degerinin 41.5£5.8, maksimum VG
degerinin 8.2 ve ortalama VG degerinin 6.8+0.65 mm oldugu saptanmstir (Galavani ve
ark., 2024).

Gelen ve ark. (2016) tarafindan Elaz1g’da yapilan bir ¢alismada, sigirlardan izole
edilen 20 erigkin Fasciola 6rneginin tamaminin Fasciola hepatica oldugu bildirilmistir.
Calismada, F. hepatica Orneklerinin maksimum VU degerinin 15.55, ortalama VU
degerinin 13.26, maksimum VG degerinin 8.80 ve ortalama VG degerinin ise 6.26 mm

oldugu belirtilmistir.

Tarafimizdan yiirtilen bu ¢alismada sigir, koyun, keci olmak tizere U¢ farkl
ruminanttan elde edilen 50 Fasciola drneginin PCR-RFLP sonuglarina gore 45’inin F.

hepatica, besinin ise ara form Fasciola oldugu belirlendi.
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Calismamizda koyunlardan izole edilen F. hepatica 6rneklerinde maksimum VU
degerinin 36, ortalama VU degerinin 25.32+6.38, maksimum VG degerinin 12 ve
ortalama VG degerinin 10+0.33 mm oldugu; kecilerden izole edilen F. hepatica
orneklerinde maksimum VU degerinin 34, ortalama VU degerinin 27.2+4.1, maksimum
VG degerinin 11 ve ortalama VG degerinin 9.88+0.88 mm oldugu ve sigirlardan izole
edilen F. hepatica 6rneklerinde maksimum VU degerinin 36, ortalama VU degerinin
22.89+4.99, maksimum VG degeri 11.5 ve ortalama VG degerinin 9.46+1.44 mm
oldugu belirlendi. Koyundan izole edilen ara form Fasciola drneklerinde maksimum
VU degerinin 32, ortalama VU degerinin 22.75+6.24, maksimum VG degerinin 11 ve
ortalama VG degerinin 10+1.22 mm oldugu; sigirlardan izole edilen ara form Fasciola
orneklerinde VU degerinin 17 ve VG degerinin 9.5 mm oldugu saptandi. Verilen bu
ol¢tim sonuglarindan, enfekte koyun ve kecilerden izole edilen Fasciola drneklerinin
enfekte sigirlardan izole edilen Fasciola 6rneklerinden daha buyik ebatlarda oldugunu
acikca gorilmektedir. Bu farklihigin, hayvanlarin parazite karsi gostermis olduklari
bagisiklik yanitinin farkli olmasiyla izah edilebilir. Koyun ve keciler fasciolosis’e karsi
daha duyarli konaklar oldugundan parazite kars1 daha az direng gelistirirler ve parazitler
daha buyuk boyutlara ulasir. Sigirlar fasciolosis’e kars1 daha ¢ok direngli oldugundan,
parazitin boyut olarak artmasi sinirlandirilir. Ayn1 durum, koyun ve sigirlarda tespit

edilen ara form Fasciola icin de gecerlidir.

VU/VG orani, F. hepatica ve F. gigantica’y1 birbirinden ayirmak igin kullanilan
indekslerden biri olarak kabul edilmistir (Aryaeipour ve ark., 2017). Tarafimizdan
yapilan bu c¢alismada F. hepatica ve ara form Fasciola’nin VU/VG oranma gore
birbirinden ayirt etmek amaciyla ROC analizi kullanilmig olup, 0.696 olarak bulunan bu
oraninin AUC degeri F. hepatica ve ara form Fasciola izolatlarin1 ayirmada zayif-orta
diizeyde ayirt edici bir performans gosterdigi ve ancak, AUC degerinin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi (p>0.05) saptandi. Bu durum, kullanilan morfometrik
parametrenin, Fasciola hepatica ile ara form Fasciola 6rneklerini giivenilir bir sekilde
birbirinden ayirt etmek igin yeterli olmadigin1 gosterdi. Ancak, analiz sonucunun
istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi, 45 adet F. hepatica 6rnegine karsilik sadece
bes adet ara form Fasciola 6rneginin analizde kullanilmasina bagli olarak olusan

orneklem dengesizligi neden olarak gosterilebilir.
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Aryaeipour ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, ROC analiziyle VU/VG
oranlar1 1.29-2.80 araliginda olanlarin F. hepatica, 3.40-6.78 araliginda olanlarin ise F.
gigantica oldugu saptanmistir. Calismamizda, ROC analiziyle elde edilen VU/VG
oranlar, Aryaeipour ve ark.’nin (2017) calismalarinda ROC analiziyle elde ettikleri
VU/VG standart degerlerine gore degerlendirildiginde bes 6rnegin F. gigantica, alti
ornegin ara degerde, diger 39 6rnegin ise F. hepatica oldugu goruldi. Ancak izolatlarin
ITS1 bolgesinin PCR-RFLP sonucuna gore, ROC analiziyle F. gigantica olarak
degerlendirilen bes 6rnegin hig birisinin F. gigantica olmadigi, yine ROC analiziyle F.
hepatica olarak tanimlanan dort 6rnegin ara form Fasciola oldugu saptandi. Bu sonuglar
morfometrik analizin gerek F. gigantica ve F. hepatica ve gerekse ara form Fasciola’y1
birbirinden ayirmada yetersiz kaldigin1 gostermektedir. Molekuler tekniklerin ise
Fasciola tirlerinin birbirinden ayrimmda ve genetik yapilarinin ayrintili bir sekilde

belirlenmesinde giivenilir oldugu bu ¢alisma ile bir kez daha ortaya konmustur.

Sonu¢ olarak; kontrol yontemlerinin etkin bir sekilde uygulanabilmesi igin
Fasciola tiirlerinin dogru tanimlanmasi temel 6neme sahiptir. Daha 6nce bu konu ile
ilgili olarak son derece sinirli sayida ¢alisma yapilmis olan Kars, Igdir ve Bitlis’te
morfometrik ve molekiler yontemlerle Fasciola tirleri iizerine yapilan bu ¢alismanin
gelecek yillarda yapilacak diger calismalara iyi bir referans olacagi kanaatindeyiz.
Bununla birlikte, farkli konak tlrlerinden ve farkli cografi konumlardan elde edilecek

ornekler Gzerinde daha kapsamli molekiiler arastirma yapilmasina ihtiyag vardir.
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