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1. ÖZET 

Fasciolosis, çiftlik hayvanlarında et, süt, yapağı, dölverimi ve güç kaybı 

gibi ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Günümüzde fasciolosisin kontrolünde 

antelmintik kullanımı en geçerli uygulama yöntemidir. Bunlar içerisinde en sık 

kullanılanlardan biri de triklabendazol (TCBZ)’dur. Bu ilacın bilinçsiz 

kullanılması nedeniyle dirençli populasyonlar geliĢmektedir. Bu çalıĢma ile farklı 

coğrafik alanlardan ve değiĢik konaklardan (sığır, koyun) elde edilen Fasciola 

hepatica izolatlarında TCBZ direncine iĢaret edebilecek β-tubulin gen 

polimorfizminin olup olmadığı, varsa ne derecede yaygın olduğu ve konak 

spesifikliğinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bu amaçla, Erzurum ve Kayseri 

illerindeki mezbahalardan kesimi takiben her ilden 20 sığır ve 20 koyundan olmak 

üzere toplam 80 eriĢkin F.hepatica toplanmıĢ ve %70 ethanol içerisinde 

laboratuvara ulaĢtırılıp genomik DNA (gDNA) izolasyonu yapılmıĢtır. Örnekler, 

F. hepatica β-tubulin genini çoğaltan spesifik primerler β-tub295f ve β-tub1230r 

ile çoğaltılıp MboII, HphI ve HindII restriksiyon enzimleri ile RFLP yapılmıĢ, 

takiben PZR-SSCP analizi uygulanmıĢtır. Bu çalıĢma ile iĢlenen örneklerin 

hepsinde β-tubulin geni PZR ile baĢarılı bir Ģekilde çoğaltılmıĢ ve 935 bp 

büyüklüğündeki bant elde edilmiĢtir. Bu PZR ürünlerinin MboII enzimiyle kesim 

neticesinde bütün örneklerde yaklaĢık 350 ve 390 bp’lik iki bant gözlenirken, 

HphI enzimiyle kesimde bütün örneklerde yaklaĢık 210, 340 ve 540 bp 

büyüklüğünde üç bant elde edilmiĢtir. Son enzim olan HindII enzimi de bütün 

örnekleri kesmiĢ ve yaklaĢık 380 ve 450 bp’lik üç bant belirlenmiĢtir. Takiben 

bütün örneklerin SSCP analizi yapılmıĢ ve hepsinde benzer bant profilleri 

belirlenmiĢtir. Örnekler içinden rastgele seçilen 6 örneğin DNA dizi analizi 
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yaptırılmıĢtır. En çok nükleotid değiĢimi koyun kökenli örneklerde gözlenirken 

sığırlardan elde edilen numunelerde nispeten daha az nükleotid değiĢimi 

belirlenmiĢtir. Protein kıyaslamalarında dizinin baĢ ve son kısımlarında farklı 

oranlarda mutasyonlar olmasına rağmen özellikle TCBZ direnciyle 

iliĢkilendirilebilecek 200. nükleotid ve civarında herhangi bir mutasyon 

belirlenmemiĢtir.  

Bu çalıĢma ile Türkiye’nin iki farklı hayvancılık bölgesinden sığır ve 

koyunlardan elde edilen F.hepatica izolatlarındaki β-tubulin gen polimorfizmi ilk 

kez araĢtırılmıĢtır. Ġlaç direncine iĢaret edebilecek mutasyonlar belirlenememesine 

rağmen deneysel çalıĢmalarla moleküler çalıĢmaların birlikte uygulanması ile 

daha net verilere ulaĢılabileceği düĢünülmüĢtür.   

Anahtar kelimeler: Fasciola hepatica, β-tubulin, TCBZ, RFLP, SSCP, sığır, 

koyun 
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2. ABSTRACT 

MOLECULAR CHARACTERISATION OF B-TUBULIN GENE OF 

FASCIOLA HEPATICA ISOLATES OBTAINED FROM DIFFERENT 

HOSTS 

Fasciolosis causes many economical problems in livestock such as loss of 

meat, milk and wool production. In recent era use of anti-helminthic drugs is 

common way for controlling Fasciolasis. Triclabendasole (TCBZ) is one of the 

most frequently used between thoose drugs. Careless and intensive use of that 

drug cause developing resistance against drug. In this study molecular 

characterisation of β-tubulin gene from Fasciola hepatica isolates of different 

hosts and geographic areas have been investigated for possible polyphormism 

indicating triclabendasole resistance. For this purpose adult Fasciola hepatica 

isolates from Erzurum and Kayseri have been collected from 20 sheep and 20 

herds and they transported to laboratory in %70 ethanol. Then genomic DNA 

isolation have been done from each parasites separetely and with using spesific 

primers PCR have been designed for β-tubulin gene. The primers β-tub295f and 

β-tub1230r have been used for PCR ampilification and SSCP and RFLP analyses 

have been done for further investigation. β-tubulin gene of all samples succesfully 

amplified and spesific bant of 935 bp have been observed. Two bants of 350 and 

390 bp have been observed with a result of cutting PCR products with MboII 

enzyme. Three bants of 210, 340 and 540 bp have been obtained as a result of use 

of HphI enzyme. HindII used as last ezyme cut all sampled and spesific bants as 

380 and 450 bp have been obtained. Similar bant profiles have been observed of 

SSCP analyses of samples. Six samples have randomly selected and DNA 
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sequence analysis have been performed. Samples have been obtained from sheep 

showed more nucleotide polymorphism than the samples from cows. Some 

nucleotide changes have been observed of first and the last part of protein 

sequences but the mutation 200th nucloetide which could be associated with 

triclebendasole resistant couldnt be identified. 

With this study β-tubulin gene polymorphism of F.hepatica isolates from 

sheep and cattles of two distinct geographical ares of Turkey have been 

researched for first time. Despite of lack of datas which could be indicating drug 

resistance, using experimental studies with molecular studies can be a way of 

getting more accurate and clear data. 

Keywords: Fasciola hepatica, TCBZ, β-tubulin, RFLP, SSCP, cattle, sheep. 
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3. GĠRĠġ 

 3.1. Taksonomi ve morfolojik özellikler 

Omurgasız canlıların taksonomisi omurgalılar kadar açık ve belirgin 

değildir. Her yıl binlerce yeni tür tanımlanmaktadır. Parazitolojiyle uğraĢan kiĢiler 

son yıllarda geliĢen biyokimyasal ve moleküler tekniklerle klasik morfolojik 

teknikleri karĢılaĢtırmak zorunda kalmaktadır. Ribozomal RNA gen sekanslarına, 

izoenzimlere, mitokondrial DNA sekanslarına ve polimeraz zincir reaksiyonu 

çalıĢmalarına göre incelemeler yapılmakta; sonuçların genelde morfolojik olarak 

yapılan sınıflamaya uygun olduğu görülmektedir. Bu sahada daha fazla çalıĢmaya 

ihtiyaç vardır. Taksonomik kriterler parazitlerde gruptan gruba farklılıklar arz 

etmektedir. Bazılarında iskelet yapısı önemli iken bazılarında platyhelmintes’lerde 

olduğu gibi büyük oranda üreme organlarının, sayısına, büyüklüğüne ve vücuttaki 

yerleĢimine bakılmaktadır (1). 

Fasciola türlerinin hayvanlar alemindeki yeri: (2) 

Üstalem: Eukaryota 

Alem: Animalia 

Alt alem: Metazoa 

ġube: Platyhelminthes 

Sınıf: Trematoda Rudolphi, 1808 

Altsınıf: Digenea Van Beneden, 1858 

Takım: Echinostomata 



 

2 

 

Üstaile: Fascioloidea 

Aile: Fasciolidea Railliet, 1895 

Cins: Fasciola Linnaeus, 1758 

1.Tür: Fasciola hepatica Linnaeus,  1758. 

2.Tür: Fasciola gigantica Cobbold, 1885. 

3.Tür: Fasciola jacksoni Stazzi, 1900. 

4.Tür: Fasciola halli Sinitsin, 1933. 

5.Tür: Fasciola nyanzae 

6.Tür: Fasciola indica Varma, 1953 

7.Tür: Fasciola tragelaphi 

8.Tür: Fasciola californica Sinitsin, 1933  

 

 3.2. Etkenlerin geliĢmeleri 

Parazitin geliĢmesi, safra ile bağırsak içeriğine sürüklenen yumurtaların 

dıĢkı ile dıĢ ortama çıkmasıyla baĢlar. Son konak tarafından atılan yumurta 

sayısını; konağın türü ve yaĢı, parazitin yaĢı, parazitin sayısı, mevsim ve 

dıĢkılama zamanı gibi faktörler etkiler. En uygun son konak olan koyunlarda 

Fasciola’lar sığır ve tavĢanlardakinden daha fazla yumurta çıkarırlar. 

Koyunlardaki bir F. hepatica günde 4.000-50.000 kadar yumurtladığı halde, bu 

sayı sığırlarda 3500 civarında olup konak yaĢlandıkça yumurta sayısı da 
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azalmaktadır. Koyunlarda 11 yıl kadar yaĢayabilen F. hepatica’ların 

yumurtlamaları parazit yaĢlandıkça azalır, Fasciola’lar dört yaĢından itibaren çok 

az sayıda yumurta çıkarırlar. Konağın taĢıdığı eriĢkin parazit sayısı ile dıĢkıda 

görülen yumurta miktarı arasında matematiksel bir iliĢki bulunmakla birlikte bu 

konakta farklı yaĢ ve sayıdaki parazitlerin bulunduğu olaylarda mutlak değildir. 

Fasciola’lar ilkbaharda en yüksek sayıda yumurtlarlar, bu sayı sonbaharda biraz 

daha azalarak kıĢın en düĢük seviyeye iner (3). 

 Yumurtanın geliĢebilmesi için dıĢkıdan temizlenmiĢ olması gerekir ki, bu 

da ancak yağmur ve su birikintisinin çalkantısı ile dıĢkının çözülmesi sonucu 

gerçekleĢir. Yumurtalar oksijenden yoksun, nemin yeterli olmadığı dıĢkı 

kitlelerinde geliĢemez, ancak uzunca bir süre canlı kalırlar. GeliĢmede rol 

oynayan baĢlıca çevresel etkenler, nem, oksijen, pH ve sıcaklıktır. Fasciola 

yumurtalarının geliĢmesi ancak su içinde veya çok yoğun nemli ortamlarda 

mümkün olur. Etrafında çok ince bir tabaka halinde suyun bulunması bile 

yumurtanın geliĢmesi için yeterlidir. Serbest suyun bulunmadığı ortamda toprağın 

veya dıĢkının nemli olması yumurtanın canlı kalması için yeterlidir. DıĢkının 

kuruması ile yumurtalar canlılıklarını hızla yitirirler. Mirasidyumun yumurtadan 

çıkması, hareket edebilmesi ve canlılığını devam ettirebilmesi için mutlaka kalın 

bir su tabakası gerekmeyip, toprağın su ile örtülü olması yeterlidir. Fasciola 

yumurtaları ortamdaki oksijen değiĢimine dayanıklı olmakla birlikte, oksijen 

düzeyi düĢük olan ortamlarda ve oksijen alıĢveriĢinin yeterli olmadığı sert dıĢkı 

kütlelerinde geliĢmezler. Oksijen ihtiyacı ortamın sıcaklığına yakından bağlıdır, 

geliĢme için en uygun sıcaklık olan 25°C’de oksijen yoğunluğu doygunluğa yakın 

olmalıdır. Yumurtanın geliĢebilmesi için pH’nın 4.2-9 arasında olması gerektiği 
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ve 5.5-6 civarındaki pH’ın geliĢme için en uygun olduğu ara konak Lymnea 

truncatula’nın da pH’sı 6-8.6 olan ortamlarda yaĢadığı bildirilmiĢtir. Fasciola 

yumurtalarının geliĢmesi 5-30°C’lerde mümkündür. 5°C’nin altında geliĢme 

durur, 30°C’nin üzerinde yavaĢlar, 37°C’nin üzerinde yumurtalar canlılıklarını 

yitirir. Embriyoner geliĢme için en uygun sıcaklık dereceleri 23-26°C civarında 

olup, bu sıcaklıklarda geliĢme 2-3 haftada tamamlanır, 16°C’de ise 3 aya kadar 

uzar (4).  

 Yumurtadaki geliĢme tamamlandıktan sonra mirasidyum yumurtayı terk 

eder, ancak bunun için ortamın ısı, ıĢık, oksijen yoğunluğu koĢullarının uygun 

olması gerekir. Mirasidyum 10 °C’nin altındaki 40 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarda 

yumurtayı terk etmez, bu nedenle kıĢ ve çok sıcak yaz aylarında çıkıĢ 

gerçekleĢmez. Ġlkbaharda sıcaklığın artmasıyla birlikte mirasidyum çıkıĢı da 

baĢlar, ısı değiĢikleri yumurtadan çıkıĢı stimüle eder. Mirasidyumların hareketleri 

sıcaklığın artmasıyla artar, azalmasıyla yavaĢlar. Mirasidyum karanlık ortamda 

yumurtayı terk etmez. IĢık, yumurta kapağını yapıĢtıran kolloidal maddeyi eriten 

proteolitik enzimin mirasidyum tarafından salgılanmasını sağlayarak ve aktiviteyi 

artırarak yumurtadan çıkıĢı teĢvik eder (3). Mirasidyumlar aerobik olup, düĢük 

oksijen konsantrasyonlarına duyarlıdırlar. Ayrıca dıĢarıdan beslenemeyen 

mirasidyumların tek enerji kaynağı dokularındaki glikojendir (5). Mirasidyumun 

sümüklüyü enfekte edebilmesi için kısa sürede arakonağı bulması gerekir. 

Sümüklünün enfeksiyonunda üç faktör rol oynar, bunlar: mirasidyumun 

sümüklüye ilgisi, sümüklünün türü, sümüklü ile mirasidyumun yaĢam 

ortamlarının aynı olmasıdır (6). Fasciola cinsi trematodların arakonak 

sümüklülerdeki geliĢme formları sporokist, redi ve serker dönemleridir. 
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 Sporokist: Sümüklünün yumuĢak dokusunu delip epidermis altına ulaĢan 

mirasidyum kirpikli kılıfını kaybederek hücre kümesine dönüĢür. Daha sonra 

küçük bir vakuol oluĢturup modifikasyona uğrayarak genç sporokiste dönüĢür. 

Germinal hücreler çoğalarak gruplaĢır ve redilerin orjinini oluĢtururlar. Bu 

geliĢmeler mirasidyumun giriĢ noktasına yakın dokularında ve özellikle böbrekte 

oluĢur (3). 

 Redi: Sporokistlerde germinal hücreler çoğalarak morula formlarını 

oluĢturacak Ģekilde gruplaĢır, daha sonra bunların her biri rediye dönüĢür. Bir 

mirasidyumdan bir sporokist geliĢtiği halde, partenogenetik çoğalma ile bir 

sporokistten 15-20, hatta 40 redi geliĢir. Rediler serker oluĢturma eğiliminde 

olmakla birlikte bazı koĢullarda yeni bir dönem olan kız redileri oluĢturabilirler 

(3). 

 Serker: Redilerin, sporokistler germinal hücrelerinden oluĢması gibi, 

serkerler de redilerin germinal hücrelerinden orjin alırlar. Her redide 16-20 

germinal hücre bulunduğu dikkate alındığında bunlardan çok sayıda serker 

oluĢacağı unutulmamalıdır. Serkerlerin sümüklüden çıkabilmeleri için sulu ortam 

ve 10-26 °C arasında çevre sıcaklığı gerekmektedir. KıĢ Ģartlarında ve kurak 

ortamlarda serker çıkıĢı olmaz, ancak havanın ısınması ve yağıĢların baĢlaması ile 

çıkıĢ hızlanır (7). Serkerler sümüklüyü terk ettikten sonra dikey ve yatay 

hareketlerle yüzmeye baĢlar, uygun bir cisim veya bitki bulduklarında karın 

çekmeni ile tutunur, kuyruk kopar ve kistojen bezlerin faaliyete geçmesiyle 

birlikte kistlenme baĢlar. Kistlenme çoğunlukla su yüzeyine yakın bitkilerde 

nadiren de su yüzünde gerçekleĢir. Kistlenmenin tamamlanması ve enfektif 

olabilmesi için 2-3 günlük bir süreye gereksinim vardır (8). Kuraklığa dayanıksız 
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olan metaserkerler, doğada bir yıldan fazla canlı kalabilirlerse de enfektiviteleri bu 

kadar uzun değildir, bu süre sıcaklık ve nem durumuna göre değiĢir (4). 

Hayvanlar, genellikle enfektif metaserkerleri taĢıyan bitkisel yemleri yiyerek veya 

nadiren suda serbest kalmıĢ metaserkerleri su ile birlikte alarak enfekte olurlar.  

Son konaktaki geliĢme üç baĢlık altında incelenebilir: Kistten çıkıĢ, safra 

kanallarına geçiĢ ve seksüel olgunluğa ulaĢma. Metaserkerler bağırsaklara 

gelmeden önce açılmazlar. Kistten çıkıĢ iki safhada olur, birinci safha mekaniktir. 

Ağızda çiğneme, midede çalkantı ile birlikte tükrük ve mide salgısının etkisiyle 

kistin dıĢ tabakası düĢer. Enzimatik olan ikinci safhada pepsin ve tripsinin 

etkisiyle kistin iç tabakası zayıflar, ancak kistten çıkıĢ bizzat metaserkerin 

salgıladığı parçalayıcı enzimin ventral yastık bölgesini eritmesiyle gerçekleĢir ve 

genç kelebek duedonumda serbest kalır. Bu fizyoĢimik olayların uyarılmasında 

38°C civarında ısı, oksidoredüksiyon potansiyeli, karbondioksit varlığı ve safra 

önemli rol oynar. Metaserkerlerden çıkıĢ enfeksiyondan sonraki 30-60 dakikada 

tamamlanır (4). Kistten kurtulan genç kelebekler bağırsağın epitel hücrelerini, bağ 

dokusunu ve kas tabakasını delerek periton boĢluğuna geçerler. Bu geçiĢ 

koyunlarda 3-4 gün olarak bildirilmiĢtir. Periton boĢluğuna ulaĢan parazitler bazı 

uyarıcıların etkisiyle karaciğere doğru ilerler ve bu göçleri esnasında geçtikleri 

dokuları eritip emerler. Karın boĢluğunda göç ederken lenf bezlerini ve vena cava 

posterioru delebilir, genel dolaĢıma karıĢarak vücuda dağılıp sapık yerleĢim 

gösterebilirler (3). 5-7 gün içinde karaciğere ulaĢıp, glisson kapsülünü kısa sürede 

delerek parankime geçen genç Fasciola’lar karaciğer hücreleri ile beslenir ve bu 

sırada kan da emerler. Karaciğer dokusunda uzunca bir süre göç geçiren ve bu 

süreçte büyüyen parazitlerin safra kanallarına ulaĢmaları ratlarda 4, tavĢanlarda 6, 
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koyunlarda 7-8 hafta, safra kanallarındaki seksüel olgunluğa ulaĢma süresi 4 

hafta, parazitin prepatent süresi tavĢanlarda 7-8, koyunlarda 10-12 hafta olarak 

bildirilmiĢtir. Parazitlerin karaciğer dokusunda ilerlemelerini, salgıladıkları 

kollajenaz enzimi sağlar (9). Fasciola türlerinin seksüel olgunluğa ulaĢması 

sadece safra kanalları ve safra kesesinde mümkündür (10). Bu bilgiler ıĢığında F. 

hepatica’nın yumurtadan-yumurtlamaya kadar devam eden geliĢme süreci; 

yumurtada mirasidyumun geliĢmesi 2-3 hafta, sümüklüdeki larva geliĢmesi 4-6 

hafta, son konaktaki geliĢme süresi 10-12 hafta olarak dikkate alındığında 16 veya 

21 hafta sürmektedir (11).  

Türkiye’de Fasciola türlerinin geliĢme kronolojisini Ģu Ģekilde 

açıklayabiliriz: 

Meraların enfeksiyonu:  

a) Ġlkbaharda havanın ısınmasıyla ve yağıĢla birlikte aktive olan ve kıĢı enfekte 

geçiren arakonak sümüklüler bol miktarda serker çıkarır. Bunlar otlara yapıĢarak 

ilkbahar ortalarında metaserker haline dönüĢür. Böylece otlağa çıkan hayvanların 

enfeksiyon riski artar. Ayrıca, az da olsa kıĢı merada geçiren enfektif 

metaserkeleri de unutmamak gerekir. 

b) Ġlkbaharda meraya çıkan enfekte hayvanların dıĢkılarıyla çıkardıkları 

yumurtalardan 4-6 haftada mirasidyum çıkar ve bunlar yine ilkbaharda 

yumurtadan çıkan genç sümüklüleri enfekte ederler. Mirasidyumun geliĢme süresi 

hava sıcaklığının artması ile kısalır, bu süre yazın 2-4 haftaya iner. Serkerlerin 

sümüklüden çıkıĢı ve kistlenmeleri yaz ortasını bulur. 

Sümüklülerin enfeksiyonu:  



 

8 

 

a) Ġlkbaharda meraya çıkan enfekte hayvanların dıĢkılarıyla çıkardıkları 

yumurtalarda geliĢip, yumurtayı terk eden mirasidyumlar en kısa sürede 

sümüklüyü enfekte eder. Sümüklüdeki larval geliĢme süreci güney bölgelerde 7-8, 

kuzey bölgelerde 8-10 haftada tamamlanır ve serkerler sümüklüyü terk ederler. Bu 

tip geliĢmede hayvanlar yaz aylarında enfekte olurlar. 

b) Ġlkbaharda enfekte olan hayvanlarda Fasciola’ların olgunlaĢması ancak yaz 

sonuna doğru gerçekleĢir. Bu hayvanların çıkardıkları yumurtalardan geliĢen 

mirasidyumlar sümüklüleri yaz sonu veya sonbaharda enfekte eder. Bu tip 

geliĢmede sümüklülerin serker çıkarmaları sonbahar sonunda mümkün olur veya 

havanın erken soğuması durumunda sümüklünün kıĢ uykusuna geçmesi ile 

birlikte sümüklüdeki geliĢme müteakip yılın ilkbaharına kadar durur. 

Sonkonakların enfeksiyonu:  

Yukarıda anlatılan geliĢme tipleri dikkate alındığında hayvanlar meraya 

çıkarıldıktan hemen sonra az da olsa kıĢı otlarda geçiren metaserkerleri veya kıĢ 

uykusundan çıkıp aktif hale geçen sümüklülerde duran larval geliĢmenin 

tamamlanmasıyla çıkan serkerlerden oluĢan metaserkerleri erken dönemde ya da 

ilkbaharda enfekte olan sümüklülerden geliĢen metaserkerleri ilkbahar sonlarından 

kıĢ baĢlangıcına kadar geçen sürede otlarla birlikte alarak enfekte olabilirler. 

F.hepatica’ların son konaklarda 11 yıl yaĢayabildikleri ve aynı hayvanda değiĢik 

yaĢlarda parazit bulunabileceği dikkate alındığında son konak hayvanların 

yaĢamlarının her gününde çıkardıkları yumurtalarla çevreyi kirletebilecekleri 

unutulmamalıdır. F.gigantica, F.hepatica’ya göre daha sıcak bölgelerin paraziti 

olup, embriyoner, larval geliĢmesi ve olgunlaĢma süresi F.hepatica’dan biraz daha 

uzundur (8). 
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3.3. Arakonaklar 

Fasciola türleri indirekt geliĢen trematodlardır. GeliĢmelerinde bir 

arakonak kullanırlar. Arakonaklar Lymnaeidae familyasına bağlı özellikle Lymnea 

cinsindeki sümüklü böceklerdir. Ancak Fossaria, Radix, Stagnicola, Galba 

cinslerinde yer alan bazı türlerin de arakonaklık yaptığı bildirilmektedir (8). 

3.4. Patojenite 

Fasciolosisde patojenite, karaciğerdeki parazitik geliĢim safhalarına ve son 

konağa göre değiĢiklik gösterir. Aslında patojenite iki aĢamalıdır. Birincisi, 

parazitlerin karaciğer parankimasındaki göçleri sırasında görülen, karaciğerin 

tahribi ve hemorajisi ile karakterize parankimal göç safhası; ikincisi, göç 

dönemini geçirerek safra kanallarına ulaĢan eriĢkin parazitlerin kütiküler dikenleri 

ile mukozayı tahrip etmesi ve hematofajik aktiviteleri sonucu ortaya çıkan safra 

safhasıdır. Koyun, sıçan, tavĢan ve fare gibi konaklarda safra safhası daha sık 

görülürken, sığır ve insan gibi konaklarda göç döneminden sonra az sayıda 

kelebek nadiren safraya iliĢkin hastalığa neden olur (8). 

Fasciola türleri konaklara çeĢitli Ģekillerde zarar verirler. Bunların 

baĢlıcaları Ģunlardır: 

a) Mekanik etki: Genç kelebeklerin karaciğerde açtığı tünellerle karaciğer 

parankimini ve kan damarlarını tahribi ve eriĢkin kelebeklerin safra yollarını 

tıkaması ve safra kesesi epitel katını irrite etmesi Ģeklinde görülür. 

b) Toksik etki: Kelebeklerin ekskresyon ve sekresyon ürünleri sonucu 

oluĢur. 

c) Kan kaybı: Kelebeklerin kan emmesi ve karaciğerde oluĢturdukları 

travmalar sonucu oluĢur. 
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d) Enfeksiyonlara neden olma etkileri: Genç kelebeklerin göçleri 

sırasında parankimada zararsız olarak bulunan sporlanmıĢ anaerob bakterilerin 

aktif hale geçmeleri sonucu ikincil bir enfeksiyonun oluĢumu Ģeklinde görülür (2) 

3.4.1. Koyunlarda Patojenite 

Koyunlarda F.hepatica enfeksiyonunun Ģiddeti, alınan metaserkerin 

miktarına bağlıdır. Nitekim 30’dan az metaserker alınması durumunda hafif, 30-

200 metaserker alınması durumunda orta, 200 ile 2000 ve daha fazla metaserker 

alınması durumunda da Ģiddetli enfeksiyon meydana gelmektedir (8). Koyunlarda 

yaĢ direnci ile ilgili kanıtlar yoksa da, genç hayvanlarda enfeksiyonun daha 

patojen seyrettiği bildirilmektedir (2). Koyunlarda fasciolosis akut, subakut ve 

kronik olarak seyredebilir. 

 

3.4.1.1. Akut Form 

Çok sayıda metaserkerin alınmasından sonraki 2-6. haftalarda 

oluĢmaktadır. BaĢlıca akut travmatik hemorajik hepatitis dikkati çeker. 

Nekropside, karaciğerin büyüdüğü, ayrıca hemaroji ve göç eden kelebeklerce 

açılmıĢ tüneller görülür. Henüz genç forma eriĢmiĢ parazitlere 72 saatte vücut 

boĢluğunda rastlanır. Kelebekler yaklaĢık 90 saatte karaciğere ulaĢırlar. 

Karaciğerde (özellikle sol lobunda) genç parazitlerin göçü sonucu oluĢmuĢ 

hemorojik bölgeler ve yüzeyinde fibröz bir eksudat vardır. Kapsül yırtılarak kan 

sıvısı vücut boĢluğunda toplanır (12). Özellikle son baharda ve kıĢa girilirken 

görülen akut fascioaliste ani ölümler görülür. Enfeksiyona yakalanmıĢ 

hayvanların antemortem muayenesinde ishal, kilo kaybı, asites, mukozalarda 
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solgunluk, ateĢ, bazen karaciğerde hissedilir bir büyüme ile abdominal bir ağrı 

görülür (8).  

 

3.4.1.2. Subakut Form 

Metaserkerlerin daha uzun bir zamanda ve akut formdakinde daha az 

sayıda alınmasıyla Ģekillenir. Bu dönem 5-10. haftalar arası görülür. Bir kısım 

kelebek safra kanalına ulaĢtığında kolanjit oluĢur. Bir kısmı da hala göç 

geçireceklerinden daha az Ģiddette, ancak akut formdakine benzer lezyonlara 

neden olur. Karaciğerin büyümesi, yüzeyde büyük nekrotik ve hemorojik 

odakların görülmesi, genelde rüptür olmaksızın subkapsüler hemorojinin 

görülmesi, peritonitis, karaciğer fibrozisi, ilerlemiĢ hemorojik anemi, karaciğer 

yetmezliği ve ölüm bu dönemde görülebilecek patolojik bozukluklar arasında 

sayılabilir (2). Subakut form genelde sonbahar ve kıĢ mevsimlerinde görülür. 

Ölümler, akut formda olduğu gibi hızlı bir Ģekilde görülmese de klinik belirtilerin 

görülmesini takip eden 1-2 hafta içinde görülebilir (8). 

 

3.4.1.3. Kronik Form 

Hastalığın en yaygın görülen formudur. KıĢ sonu veya ilkbahar 

baĢlangıcında sıkça görülmekle beraber tüm mevsimlerde de görülebilir. 

Metaserkerlerin alınmasından 4-5 ay sonra Ģekillenir. ĠĢtah kaybı, yavaĢ ilerleyen 

anemi, aĢırı zayıflama, eozinofili, hipoalbüminemi, kronik kolanjit nedeniyle çene 

altında ödem, hepatik fibrozis, plazmada gamma glutamil transferaz (GGT) 

enziminin artması ve safra kesesinin büyüklüğü en karakteristik 
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bozukluklardandır. Bu dönemde, safra kesesinin yaygın bir hiperplazi ve 

normalden 20 kat daha fazla safranın olduğu görülür (12). Safra yollarındaki bir 

parazit günde 0,5 ml kan kaybına sebep olabilir. Hastaların alyuvar sayılarında bir 

düĢme dikkati çeker. Ġyi beslenemeyen koyunlarda patojenik göstergeler daha 

kötü olabilir. Bu gibi hayvanlarda safra mukozası boyunca plazma protein sızıntısı 

da görülebilir. Ayrıca kandaki protein değerlerinde değiĢiklikler gözlenir. 

Enfeksiyon döneminde, baĢlangıçta hızlı, daha sonra yavaĢlayan serum albümin 

seviyesinin azalması, enfeksiyonun 5. ayına kadar da yükselen gamma globülin 

artıĢı görülür. Bunun yanında 3-5. aylar arasında kalsiyum seviyesinde düĢme, 

hipomagnesemi dikkati çeker (8). Fasciolasisle birlikte görülen bakteriyel 

hastalıkların en önemlisi koyunlarda görülen kara hastalıktır. Bu hastalık tahrip 

olmuĢ karaciğer dokusunda çoğalan B tipi Clostiridium novyi toksinleri tarafından 

oluĢturulur. Özellikle koyunlarda öldürücü olmakla beraber sığırlarda da görülür. 

Nekropside: karaciğerde bir anormallik söz konusudur. Karaciğer solgun, 

katılaĢmıĢ ve küçülmüĢtür. Karaciğerin ventral lobunun daha çok etkilendiği 

görülür. Karaciğerdeki patalojik bulgular hepatik fibrozis ve hiperplastik kolonjit 

ile karakterizedir (8). 

3.4.2. Sığırlarda Patojenite 

Sığır fasciolosisinin patolojisi koyunlarınkine benzemekle birlikte bazı 

farklılıklar gösterir. Sığırlar hastalığa çabuk yakalanmalarına rağmen fasciolosisin 

klinik bulgularının görülebilmesi için bu hayvanların 1000’den fazla metaserkerle 

enfekte olmaları gerekir. Bu durumda sığırlarda koyunlardakine benzer Ģekilde, 

kilo kaybı, anemi, hipoproteinemi ve 10.000’den daha fazla metaserkerin alındığı 

durumlarda ölümler görülür.  Özellikle genç sığırlarda ağır tekrarlayan 
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enfeksiyonlar seyrek de olsa akut ve subakut seyir gösterebilir. Kronik form 

sığırlarda koyunlarınkinden daha önemli olup, kıĢ ve bahar aylarının sonunda 

görülür (12). Sığırlarda, koyunlardaki patolojik bulgulara ilaveten safra yollarının 

kalsifikasyonu ve safra kesesinin geniĢlemesi söz konusudur. Safra duvarlarında 

kalsiyum birikmesi enfeksiyonun 16-20. haftalarından sonra görülmeye baĢlar. 

Kelebeklerin anormal göçleri sığırlarda daha sıktır. Ağır enfeksiyonlarda anemi ve 

hipoalbuminemi Ģiddetlidir. Submandibular ödem kronik fasciolosisde sıklıkla 

görülür. Az miktardaki parazit yükünün olduğu enfeksiyonlarda klinik etkiler en 

az seviyede olup, verim kaybı vardır. Ancak bu belirtileri kötü besleme sonucu 

oluĢacak verim kaybından ayırt etmek güçtür. Diyare görülebilir ancak bunun 

fasciolosise özel bir bulgu olmadığı unutulmamalıdır. Fasciola enfeksiyonları 

kıĢın ineklerde süt verimi kaybına neden olur (13).  

3.5. Klinik bulgular 

Fasciolosiste patogenez ve buna bağlı geliĢen klinik bulgular, 

metaserkerlerin enfektivite derecelerine, bir süreç dahilinde alınan metaserker 

sayısına, enfeksiyonun oluĢumu için geçen süreye, konak türüne, konağın 

bağıĢıklığına ve karaciğerin büyüklüğüne göre değiĢebilmektedir (12). Parazitlerin 

konakları üzerine etkileri; mekanik, toksik ve kan kaybı biçimindedir. Parazitler 

parankimada hepatositlerin kan damarlarının tahribatına ve yıkımına, safra 

kanallarında mekaniksel irritasyon ile patolojik değiĢimlere ve kan emme sonucu 

anemiye neden olabilmekte (2), boĢaltım ve salgısal ürünleriyle de dalak ve 

böbrek fonksiyonları üzerine bazı olumsuz etkiler yapabilmektedir. Hayvanlar 

tarafından alınan metaserkerlerden çıkan genç kelebeklerin ancak bir bölümü 

karaciğere ulaĢabilmektedir (14).  
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Kronik fasciolosiste; ileri derece zayıflama ve kaĢeksi, ilerleyen ve 

süregelen anemi, mukozalarda solgunluk ve siroza bağlı geliĢebilen sarımsı renk, 

halsizlik, hareket etmeye karĢı isteksizlik, özellikle çene ve boyun altında ödemler 

(bottle-jaw), hipoalbuminemi, yer değiĢtirebilen diyare ve konstipasyon, derinin 

kuru ve hamur kıvamında olması yapağının kuruması ve kolay dökülmesi, et 

verimi ile kalitesinde görülen düĢme ile beraber süt ve döl veriminde de azalma 

meydana gelir (15).  

Fasciolosiste aneminin nedeni uzun yıllar tartıĢılmıĢ, hastalığın 

incelenmeye baĢlandığı dönemlerde paraziter göç sonucunda doku ve damar 

tahribatına bağlanmıĢ ise de sonradan aneminin hemorajik, normositik ve 

normokromik yapıda olduğu ve parazitlerin kan emmesinin yanı sıra 

eritropoesiste meydana gelen eksiklikten de kaynaklandığı üzerinde görüĢ 

birliğine varılmıĢ, ancak niçin normositik ve normokromik özellik gösterdiği net 

biçimde açıklanamamıĢtır (12). Kan kaybı eriĢkin parazitlerin kan emmesinden 

kaynaklanır ve bağlantılı olarak safra kanallarındaki kanama ile kendini gösterir. 

Ergin parazitlerin bağırsağında hemoglobin, hematin ve kırmızı kan hücreleri 

bulunmuĢtur (15). Anemi, fasciolosiste morbitide ve mortalitenin en önemli 

sebepleri arasında olup, hayvanlardaki kan kaybı parazit baĢına 0.2-0.3 ml/gün'dür 

(13). Fasciolosiste anemi 60. gün dolayında net biçimde görülmeye baĢlar ve 

hastalığın ilerleyen dönemlerinde retikulo-endotelial sistemdeki yetersizlik sonucu 

eritrosit yapımında da bir azalma meydana gelir (12). Enfeksiyonun ilk 7 

haftasında plazma hacmindeki artıĢtan dolayı kırmızı kan hücre volümünde 

kısmen bir azalma görülebilir (15). Hasta hayvanlarda 63. günden itibaren eritrosit 

sayısında ani ve hızlı bir düĢüĢ baĢlar ve düĢük değerler uzun süre devam eder. 
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Eritrosit değeri 9 milyon/ml'den 2.2 milyon/ml'ye kadar düĢer, 168-217. günler 

arasında yükselmeye baĢlayan değerler, hastalığı atlatan hayvanlarda 280. 

günlerde 10 milyon/ml'ye ulaĢır (14). Normositik ve normokromik anemi 

baĢlamadan önce, demir bağlama kapasitesinde artıĢ baĢlar, ayrıca makrofajlarda 

hemosiderin birikmesi, demir metabolizmasındaki bir düzensizliği ifade edebilir 

(16). 

3.6. TeĢhis 

Genel olarak tüm hastalıklarda olduğu gibi fasciolosiste de baĢarılı 

tedavinin ilk koĢulu doğru tanıdır. Bu amaçla tanı; klinik ve otopsi bulguları, dıĢkı 

muayene yöntemleri, biyokimyasal analizler, görüntüleme teknikleri ve serolojik 

yöntemlerle yapılmaktadır (2). 

Hayvanlarda hastalığın tanısında klinik bulgular bazı durumlarda oldukça 

spesifiktir, ancak tek baĢına kesin tanıya götürmeyen bu bulgular hastalık 

konusunda önemli ipuçları vermektedir. Hastalığın akut formu, kısa süre 

içerisinde fazla sayıda metaserker alınmasıyla oluĢmaktadır. Özellikle koyunların 

herhangi bir klinik belirti göstermeden travmatik-hemorajik hepatit sonucu aniden 

öldüğü, nekropside karaciğer kapsülünün yırtıldığı, karın boĢluğunun kanlı sıvı ile 

dolduğu görülmektedir. Bu tip olayların görülmediği hafif seyreden akut olaylarda 

ise hayvanlar iĢtahsız, durgun olup solunum güçlüğü, soluk müköz membran, 

karında ĢiĢkinlik, sürüden geri kalma ve yürümede zorluk gözlenmektedir. 

Palpasyonda sternum gerisinde ağrı reaksiyonu görülmekte, bitkinliği giderek 

artan hayvanlar yere yığılmakta ve enfeksiyonun Ģiddetli seyrettiği durumlarda 2-

3 hafta içerisinde ölümler meydana gelmektedir. Ölen hayvanlar çoğunlukla 

göğüs üzerine yatmıĢ ve burun toprağa temas etmiĢ halde karakteristik Ģekilde 
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bulunmakta bazen, ağız veya burundan kan gelebilmektedir. Nekropside karın 

boĢluğunda kanlı bir sıvı, karaciğerde büyüme, hemoraji ve gevrek bir yapı 

gözlenmektedir. Karaciğer üzerinde fibrin membranlar ile fibrinli peritonit 

görülmekte ayrıca, karaciğer kapsülü altında hematomlara rastlanabilmektedir. 

Kesit yüzeyinde genç parazitlerin göç izlerini gösteren kabartılar gözlenmektedir. 

Bu izler takip edildiğinde ön kısımlarında göç halinde beyaz renkte, 1-7 mm 

uzunluğundaki genç parazitlere rastlanmaktadır (2, 8, 17). 

Kronik fasciolosis, akut fasciolosisi atlatan ya da uzun sürede daha az 

metaserker alan ve genellikle bir yaĢın üzerindeki hayvanlarda görülmektedir. 

Klinik olarak koyunlarda anemi, iĢtahsızlık, kilo kaybı, çene, göz kapakları altında 

göğüs ve karın bölgelerinde yangısız ödem görülmektedir. Koyunların yünleri 

kolay kırılır hal almakta ve dökülmektedir. Nekropside yaygın bilier siroz dikkati 

çekmektedir. Karaciğer paranĢimi fibrotik ve serttir. Büyük safra kanalları 

kalınlaĢmıĢ ve fibrotik olup üzerinde ĢiĢlikler görülmektedir. Safra kanallarına 

yapılan kesitlerde olgun parazitlere rastlanmaktadır (2, 8, 17). Doku reaksiyonları 

daha Ģiddetli ve belirgin olduğu için sığırlar genellikle hastalığa koyun ve 

keçilerden daha dayanıklıdır. Sığırlarda alınan metaserkerlerin ancak %30'u safra 

kanallarına ulaĢabilmekte ve buraya ulaĢan parazitlerin etrafında güçlü bir fibröz 

reaksiyon meydana gelmesiyle kalsiyum fosfat taĢları Ģekillenmektedir. Klinik 

olarak kilo alamama, iĢtah azalması, mukoz membranlarda anemi görülmekte ve 

süt verimi yarı yarıya
: 

azalmaktadır. Karaciğerdeki fibrosis ve kalsifikasyon 

Fasciola'ların yaĢam olanaklarını bozmakta ve semptomlar giderek ortadan 

kaybolmaktadır. OluĢan kalsiyum taĢları ortadan kalkmasa da safra yollarının tam 

rejenerasyonu mümkün olabilmektedir (2, 8, 17). 
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Fasciolosisin tanısında dıĢkıda yumurtalar ancak parazitlerin olgunlaĢtığı 

dönemde, enfeksiyonun 8 ile 10. haftasından sonra görülebilmektedir. Genç 

parazitlerin karaciğer parankimasında göç geçirdiği erken dönemde, dıĢkıda 

parazit yumurtasına rastlanmamaktadır. Az sayıda parazitin oluĢturduğu hafif 

enfeksiyonlardaki tekrarlanan dıĢkı bakılarında yumurtaların görülebildiği, 

Fasciola sp.’nin günden güne ve gün içinde yumurta atılımında değiĢkenlikler 

gösterdiği, dıĢkıda yumurta dağılımının düzensiz olduğu ve tek baĢına dıĢkı bakısı 

ile gram dıĢkıdaki yumurta sayısının (epg) enfeksiyonun gerçek durumu hakkında 

yeterli bilgi vermediği bildirilmektedir (2). EriĢkin kelebeklerin yaĢamı boyunca 

hergün 5.000-20.000 yumurta ürettiği (17) ancak, konakta oluĢan tahribata neden 

olan ilgili parazit sayısı ile dıĢkı yumurta sayısı arasında bir iliĢki bulunmadığı 

saptanmıĢtır (18). Fasciola sp. yumurtalarının saptanması veya gram dıĢkıdaki 

yumurta sayısının belirlenmesi için dıĢkı muayene yöntemlerinden sedimentasyon 

(Benedek, Modifiye McMaster) ve ZnS04 tekniklerinden faydanılmaktadır (19). 

Fasciolosis tanısında yumurtaların görülmesi tanıda spesifik olmakta 

ancak, bu iki türün yumurtaları renk ve yapı olarak birbirine benzemektedir. Her 

iki türün yumurtaları oval, kapaklı, altın sarısı renkte olup F. gigantica 

yumurtaları (132-197 X 76-104 µm), F.hepatica’ya (130-150 X 63-90 µm) oranla 

daha büyük olmakla birlikte iki yumurtanın yakın ölçülerde olması bu iki türün 

yumurtalarının birbiriyle karıĢabileceğini ortaya koymaktadır (2). Ayrıca, her iki 

türe ait yumurtaların mandalarda daha büyük olduğu bunu sığır ve koyunlardan 

elde edilen yumurtaların izlediği tespit edilmiĢtir. 

Fasciolosisin tanısında özellikle akut formunda temel tanı yöntemi olarak 

serolojik yöntemlerin kullanılabileceği ve tanıya büyük katkı sağlayacağı ortaya 
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konmuĢtur. Fasciola türlerinden ileri gelen enfeksiyonların serolojik tanısında 

geçmiĢten günümüze kadar çeĢitli yöntemler kullanılmıĢ, antikor aramaya dayalı 

olarak özellikle ELISA, counter-electrophoresis, IHA ve Western blot (WB) en 

çok kullanılanlar olmuĢtur. Serolojik testlerde duyarlılığın ve özgünlüğün artması 

kullanılan antijenik materyale bağlı olarak değiĢmektedir. Kullanılan testlerdeki 

antijenlerin kompleks yapıda olması nedeniyle benzer immunojenik özellikler 

taĢıyan parazitlerle çapraz reaksiyon verme riskini ortadan kaldırmada ergin 

parazit, ES (ekskresyon-sekresyon) ürünleri veya kısmen purifiye edilmiĢ parazit 

ürünleri kullanılmaktadır. Ancak, son zamanlarda daha çok purifiye ve 

rekombinant antijenler kullanılmaktadır. Buna karĢın hastalık tedavi edilse de 

antikorların kanda uzun sürelerde bulunması ve geçmiĢ enfeksiyonlarda oluĢan 

antikorlarla yeni enfeksiyonlarda oluĢan antikorlar arasında benzerlik 

göstermesinin kesin tanıda zorluk oluĢturduğu bilinmektedir. Bu nedenle dıĢkı ya 

da serumda antikor yerine Fasciola antijenlerinin saptanması ile ilgili çalıĢmalar 

yapılmakta, konak parazit yoğunluğu ile antiparaziter tedavinin baĢarısını önceden 

tahmin etmede kullanılabileceği bildirilmektedir (20). 

3. 7. Tedavi 

Sığır, koyun ve keçi gibi evcil hayvanlarda F.hepatica’nın neden olduğu 

ve fasciolosis olarak adlandırılan hastalığın tedavisinde kullanılan farklı kimyasal 

gruplara ait değiĢik ilaçlar (fasciolisit) bulunmaktadır. Bu bağlamda fasciolosiste 

kullanılacak ilaçların, bu özellikleri dikkate alınarak uygulanmaları esastır. 

Günümüzeki fasciolisitlerin çoğu eriĢkin kelebeklere karĢı yüksek etki 

göstermesine rağmen, genç kelebeklere karĢı sadece triklabendazol ve diamfenetid 

kullanılmaktadır (21). Triklabendazol, kelebeklerin tüm geliĢme dönemlerine 
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karĢı kullanılabilen tek ilaç olma özelliğini taĢırken, diamfenetid ise eriĢkin 

kelebeklere karĢı etkisizdir. Nitroksinil ise 6-8 haftalık kelebeklere karĢı iyi, ancak 

düzensiz bir etki gösterir (11). Salisilanilidler, eriĢkin kelebeklere karĢı yüksek 

etki gösterirler. Ayrıca 6-8 haftalık ve daha büyük kelebeklere de etkili, ancak 

genç formlara etkisizdirler. Rafoksanid, koyunlarda eriĢkin olmayan kelebeklere, 

klosantelden biraz daha fazla etkilidir. Rafoksanidin arttırılmıĢ dozu (7.5-15 

mg/kg) 4 haftalık ve daha yaĢlı kelebeklere yüksek etki göstermektedir (11). 

F.hepatica ile enfekte sığırların klosantel ile tedavisinden sonra, dıĢkıdaki 

yumurta sayısının 6.haftada %95'e yakın oranda azaldığı tespit edilmiĢtir (22). 

GeniĢ spektrumlu benzimidazollerden olan cambendazol, fenbendazol, 

mebendazol ve oksfendazolün F.hepatica’ya az veya hiç etkileri 

bulunmamaktadır. Albendazolün etkisi sadece eriĢkin kelebeklerle sınırlıdır ve 

yüksek doz uygulaması gerekir (11). Triklabendazolün ise hem eriĢkin hem de 

genç kelebeklere karĢı yüksek etkisi bulunur (23). Klorsulon, sığırda koyuna göre 

daha etkili olmakla birlikte deri altı yolla 2 mg/kg dozda verildiğinde eriĢkin 

kelebeklere %90'dan yüksek bir etki gösterir (24). Diamfenetid, 6 haftaya kadar 

olan erken dönemdeki genç kelebeklere karĢı yüksek etki göstermekte olup 1 

günden küçük kelebeklere dahi etkilidir (25).  

3. 7. 1. Ekonomik Önemi  

 Helmint hastalıklarına evcil hayvanlarda yaygın olarak rastlanmaktadır. Bu 

hastalıklar viral, bakteriyel ve protozoon hastalıkları gibi sürü halinde ölümlere 

neden olmadıkları için fazla dikkat çekmemektedir. Çoğu zaman herhangi bir 

klinik belirti göstermeden uzun süre sinsi olarak seyrederek hayvanlarda 

büyümede geriliğe ve hayvansal ürünlerde nitelik ve nicelik yönünden azalmaya, 
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yük hayvanlarında iĢ gücü kaybına neden olmaktadırlar. Bunlara ek olarak hasta 

hayvanların tedavisi için veteriner, laboratuvar ve ilaç masrafları da ekonomik 

kayıpların artmasına yol açmaktadır. Hayvanlarda yaygın olarak rastlanan ve 

hayvancılık sektörünü olumsuz yönde etkileyen helmint hastalıklarından biri de 

fasciolosis olup, çiftlik hayvanlarında et, süt, yapağı, dölverimi ve güç kaybı gibi 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır (26). Hastalık çoğunlukla subklinik olarak 

seyretmekte ve kronik dönem boyunca düĢük gebelik oranı, pubertanın gecikmesi, 

düĢük doğum ağırlığı, süt verimi kaybı, yapağının nitelik ve nicelik olarak 

bozulması ve iĢ gücü kaybı gibi ekonomik kayıplara yol açmakta, yaygın 

karaciğer harabiyeti sonucu kemik iliğine giden protein ve mineral madde 

miktarının düĢmesine bağlı çoklu yavrulama oranının düĢmesi de 

görülebilmektedir (27). Fasciolosise dünya çapında her yıl yaklaĢık olarak 600 

milyon çiftlik hayvanının yakalandığı ve dünyanın bazı bölgelerinde 2.4-17 

milyon insanın bu enfeksiyonu taĢıdığı bildirilmektedir (28). Belçika’da, flukicide 

ilaçlarla tedavi edilen sığırlarda tedavi edilmeyenlere göre %18 daha fazla canlı 

ağırlık artıĢı olduğu ortaya konmuĢ, elde edilen kazancın tedavi masrafının 4.2 

katına tekabül ettiği hesaplanmıĢtır (29). Amerika BirleĢik Devletleri’nde 

flukicide ilaçlarla tedavi edilen besi sığırlarında verimliliğin arttığı, ortalama 40-

140 arasında kelebek ile enfekte sığırlarda canlı ağırlığın %8-28 oranında düĢtüğü 

bildirilmiĢtir (30). Yine ABD’de, clorsulon ile tedavi edilen besi boğalarının 

tedavi edilmeyenlere göre haftalık 0.76 kg, besi düvelerinin ise haftalık 0.38 kg 

daha fazla canlı ağırlık kazandıkları ortaya konmuĢtur (31). Sığırlarda yılda en az 

bir kez yapılan fasiolasid tedavisi sonucu süt veriminde inek baĢına yıllık 150 litre 

artıĢ olduğu saptanmıĢtır (32). Türkiye’de fasciolosisin neden olduğu ekonomik 
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kayıplar, daha çok kesim sonrası imha edilen karaciğer miktarı hesaplanarak 

ortaya konulmaya çalıĢılmıĢtır. Özyer (33), Adana Et ve Balık Kurumu’nda 1989 

Ocak ayı ile 1990 Ağustos ayı arasında kesilen küçük ve büyük baĢ hayvanlarda 

distomatosis nedeniyle imha edilen karaciğerin maddi değerinin zamanın 

parasıyla 127.565.000 TL (46.557 USD) olduğunu bildirmiĢtir. Özer ve ark. (34), 

Elazığ Et ve Balık Kurumu Kombinası’nda Eylül 1992 ile Ağustos 1993 tarihleri 

arasında kesimi yapılan 6.235 koyundan 1.114’ünün karaciğerinin paraziter 

nedenlerden dolayı tam veya kısmi olarak imha edildiğini ve bunların 688’inin 

karaciğer kelebekleri nedeniyle olduğunu bildirmiĢlerdir. Kaplan ve Kuk (35), 

1998-2000 yılları arasında Elazığ EL-ET kesimhanesinin kayıtlarını incelemiĢler, 

bu dönemde fasciolosis nedeniyle imha edilen karaciğerlerin neden olduğu 

ekonomik kaybın 21.428.000.000 TL (17.143 USD) olduğunu hesaplamıĢlardır. 

 Türkiye’nin çeĢitli yörelerinde farklı tanı teknikleri ile yapılan 

çalıĢmalarda (dıĢkı muayenesi, nekropsi veya seroloji) sığır fasciolosisinin 

yaygınlığının %0.5-66 arasında değiĢtiği belirtilmiĢ, (36, 37, 38, 39) Erzurum’da 

sığır fasciolosisinin %21 oranında yaygın olduğu bildirilmiĢtir (40).  

3.7.2. Kontrol ÇalıĢmaları 

Dünya çapında 600 milyondan fazla hayvanı enfekte eden ve yıllık 2 

milyar dolar olarak tahmin edilen önemli ekonomik kayıplara neden olan 

fasciolosis (41) ile mücadelede uygulanacak olan kontrol yöntemleri; bölge 

çiftçiliği, hayvan sahiplerinin sosyo-ekonomik durumları ve iklim Ģartları gibi 

faktörlere bağlı olarak geliĢmiĢ ve az geliĢmiĢ ülkeler arasında olduğu gibi ılımlı 

ve tropikal bölgeler arasında da farklılıklar göstermektedir (32). Fasciolosis ile 

mücadelede genel olarak hayvanlarda stratejik ve taktik antelmintik kullanımı, 
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arakonak sümüklülerle mücadele, mera yönetimi ve meraya iliĢkin önlemler 

alınması ve dirençli hayvanların kullanılması gibi yöntemler uygulanmakta (8, 32, 

42) ayrıca coğrafik bilgi sistemleri ve diğer bazı tahmin sistemlerinden 

faydalanılmaktadır (43). Alternatif bir kontrol metodu olarak F. hepatica ve 

F.gigantica enfeksiyonlarına karĢı aĢı geliĢtirme çalıĢmaları yapılmaktadır (44). 

Çiftlik hayvanlarında fasciolosisin kontrolü amacıyla bu yöntemler arasında en 

çok baĢvurulan ve en yaygın olarak kullanılan yöntem antelmintiklerle 

hayvanların tedavisidir (32). 

 Günümüzde fasciolosisin kontrolünde antelmintik kullanımı en geçerli 

uygulama yöntemidir. Bunlar içerisinde de en sık kullanılanı triclabendazole ve 

clorsulon’dur. Sınırlı sayıdaki bu ilaçların bilinçsiz kullanılması nedeniyle dirençli 

populasyonlar geliĢmektedir. Bu nedenle farklı parazit türlerinde spesifik ilaçlara 

karĢı geliĢen direnç mekanizmalarının moleküler yöntemlerle belirlenmesi 

oldukça önemlidir (45). Antelmintik direnç günümüzde önemli bir problem olup, 

ilaç piyasadan geri çekilse bile antelmintik duyarlılığın normale döndüğüne iliĢkin 

veri bulunmamaktadır (46). Kısa veya orta vadede parazit kontrolü için kullanılan 

mevcut kimyasalların kullanımına alternatif olacak gerçekçi bir uygulama da 

bulunmamaktadır. Mera yönetiminin gerekli antelmintik tedavi sayısını 

azaltmasına rağmen bu uygulamaların yerini tamamen alması olası değildir (47). 

Yakın gelecekte etkili aĢıların geliĢtirilmesi ve kimyasal olmayan bileĢiklerin 

kullanılabilmesi mümkün görünmekle birlikte mevcut Ģartlarda eldeki 

kimyasalları kullanmaktan baĢka bir yol bulunmamaktadır (48). 

 Direnç, bir ilacın önerilen dozda veya daha fazla uygulandığında bir 

parazit populasyonundaki bireylere yeterince etki etmemesi olarak tarif 
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edilmektedir. Ġlaç direnci ile ilgili en önemli durum, direncin sonraki nesillere 

aktarılması ve parazitin birden fazla ilaca birbirinden bağımsız olarak direnç 

geliĢtirebilmesidir. Bir populasyonda direnç geliĢmiĢse bu direncin zayıflaması 

veya direncin kırılarak ilk haline gelinmesi mümkün değildir (46). Direnç, ilaç 

kullanımının kaçınılmaz sonucu değildir. Bazı parazitlerde ve ilaç kullanım 

durumlarında direnç asla geliĢmeyebilir. Bir ilaca karĢı direnç geliĢtiğinde 

rezistans allellerin birikimiyle ilgili üç dönem vardır: (i) direnç oluĢumu büyük 

oranda populasyonun büyüklüğü ve çeĢitliliği ile Ģüpheli gen(ler)deki mutasyon 

oranı tarafından etkilenen bir olaydır, (ii) direnç, Ģüpheli parazite karĢı kullanılan 

etken maddeye karĢı geliĢir fakat parazitin hayatta kalmasına ve çoğalmasına izin 

verir, ilaç kullanımı rezistans alleller için kuvvetli bir seçiciliktir ve bu olay 

devam ettiği sürece rezistans allellerin sıklığı artmakta ve populasyonda yaygın 

hale gelmektedir, (iii) seçiciliğin artmasına bağlı olarak direnç ortaya çıkmakta ve 

kendini belli etmektedir (48).  

 Ġlaç direnci sınırlı sayıda yolla kendini göstermektedir: (i) ilacın moleküler 

hedefini artık tanımaması ve buna bağlı etkisizlik, (ii) parazit metabolizmasındaki 

değiĢikliğe bağlı olarak ilacın inaktive edilmesi veya atılması, (iii) ilacın 

parazitteki dağılımında meydana gelen değiĢikliğe bağlı olarak ilacın etki 

bölgesine giriĢinin önlenmesi, (iv) hedef genin ilaç etkinliğini azaltma yönünde 

güçlenmesi (48). Klinik olarak direnç, enfekte konağın ilacın önerilen dozuyla 

tedavi edilmesini takiben dıĢkıdaki yumurta sayısındaki azalmanın tedavi öncesi 

durumla yada tedavi edilmeyen kontrol grubuyla kıyaslanarak hesaplanmasıyla 

belirlenmektedir. Neticede yumurta sayısında %95’in altındaki azalma klinik 

dirence iĢaret etmektedir (49). Bu oran koyunlar için geçerli olup, bunun dıĢındaki 
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türler için farklı bir oran kabul edilebilir. Direnci henüz geliĢme dönemindeyken 

belirlemek oldukça zor olup, hassas testlere ihtiyaç vardır. Genetik testler bir 

parazit populasyonundaki spesifik direnç allellerinin varlığını belirleyebilir, çünkü 

bu gibi alleller direnç vakalarının çoğunda mevcuttur. Dirençli allellerin dominant 

olması direnç geliĢimi için bir etkendir. Direnç olayında sadece bir gen etkin 

olabildiği gibi birden fazla gen de etkili olabilir. Parazit helmintlerdeki yüksek 

genetik çeĢitlilik nedeniyle populasyondaki rezistans allellerin varolma olasılığı 

ve dolayısıyla direnç geliĢimi riski de daha yüksektir. Kısa biyolojik siklusa ve 

yüksek fekunditeye sahip parazitler kısa sürede çok fazla sayıda nesil ürettikleri 

için rezistans allellerin hızlı yayılımına da o oranda katkı yapmaktadır. Konak 

hareketlerine bağlı olarak parazitlerin de farklı bölgelere taĢınması, dirençli 

parazitlerin yayılmasına neden olmaktadır. Patojenik parazitlerle oluĢan 

enfeksiyonlar tedavi ve kontrol önlemleri gerektirdiği için bu parazitlerdeki direnç 

de haliyle fazla olmaktadır (48). 

 Mikrotubuller bütün ökaryotik hücrelerdeki esansiyel hücre iskeleti 

benzeri yapılardır. Bunlar tubulin proteinin polimerleri olup α ve β-tubulin olmak 

üzere iki heterodimer alt birime sahiptirler. Bu alt birimler yapısal olarak benzer 

olup aminoasit sekanslarında %40 oranında benzerlik gösterirler (50). Tubulin, 

birçok etken ilacın hedef bölgesidir. Konak ve parazit tubulini arasında çok ince 

bir farklılık olması nedeniyle selektif bir toksisite elde edilir. Örneğin mevcut 

benzimidazoller nematodların β-tubulinine daha yüksek oranda bağlanırlar (48).  

 YaklaĢık 20 yıldan fazla bir zamandan beri çiftlik hayvanlarında 

fasciolosid olarak kullanılan triclabendazole (TCBZ) atipik bir benzimidazol (BZ) 

olup oldukça dar spektrumlu bir aktiviteye sahiptir. TCBZ’ye karĢı direnç 
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1990’ların ortalarında ilk kez Avustralya’da çiftlik hayvanlarında ortaya konmuĢ 

(51) ve daha sonra Avrupa’nın çeĢitli ülkelerinden (Ġrlanda, Ġngiltere, Hollanda ve 

Ġspanya) bildirilmiĢtir (52). Direnç mevcut haliyle geliĢmeye devam ederse yakın 

gelecekte tedavi stratejilerinin değiĢtirilmesi gerekecektir. Nitekim fasciolosisin 

prevalansında, gerek iklim Ģartlarının değiĢmesine bağlı olarak arakonak 

sümüklünün hayatta kalabilirliğinin artması, gerekse dirence bağlı olarak artıĢ 

olduğu gözlenmektedir (53).  

 Benzimidazol, tubulinin mikrotubul formuna polimerizasyonunu inhibe 

ederek etki göstermekte ve direnç olayı da β-tubulin genindeki mutasyona bağlı 

olarak ilaç bağlanmasının önlenmesi neticesinde oluĢmaktadır. Fakat, BZ direnci 

ile iliĢkili olarak β-tubulin geninde birkaç farklı polimorfizm Ģekillenmektedir 

(54). Bunlardan en iyi bilineni ve ilk tanımlananı β-tubulin izotip 1 geninin 200. 

kodonundaki Fenilalanin-Tirozin (Fe-Ti) polimorfizmidir (55). Ayrıca 

benzimidazol dirençli parazitlerde 6, 50, 134, 165, 167, 198 ve 257. 

nükleotidlerde mutasyon Ģekillendiğine iliĢkin veriler bulunmaktadır (56). TCBZ 

direncinin nasıl geliĢtiğini anlamak için ilacın etki mekanizmasını anlamak 

gereklidir. Bu ilacın etkisi tipik BZ’ler gibi mikrotubul aktivitesine 

dayanmaktadır. Ġlacın aktif formu olan triclabendazole sulfoxide (TCBZ.SO), 

vitellin ve spermatogenik hücrelerde mitozisi inhibe etmekte, ayrıca tegumental 

sekresyonun çalıĢmasını engellemekte ve tegumentin yaygın bir Ģekilde hasara 

uğramasına yol açmaktadır. TCBZ’nin kelebeğe giriĢi oral yoldan ziyade 

tegumental sinsitiyumdan diffuzyon yoluyla olmaktadır (57). Hem TCBZ hem de 

TCBS.SO’nun dirençli kelebeklere giriĢinin hassas olanlara göre daha yavaĢ 

olduğu belirlenmiĢtir (58). Daha ĢaĢırtıcı olanı, bu olayın diğer BZ’ler ve 
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albendazol için geçerli olmaması ve hem dirençli hem de hassas kelebekler giriĢin 

aynı hızda olmasıdır (59). Closentel, oxyclosanide, nitroxynil ve albendazole, 

TCBZ dirençli eriĢkin kelebeklere karĢı etkili bileĢikler olup genç kelebeklere 

karĢı yeterince etkili değillerdir (60). Klinik olarak bu durum önemlidir çünkü 

parazitin göç dönemlerindeki genç parazitler en patojen etkiyi oluĢturmaktadır. 

Ġnsanlarda enfeksiyona yol açan bir microsporidia olan Vittaforma corneae’da 

benzimidazol direnci araĢtırılırken β-tubulin genindeki 198. nükleotiddeki 

Glutamin değiĢikliğinin dirence iĢaret ettiği ifade edilmiĢtir (61). Yine çekirdekli 

meyvelerde önemli hasara neden olan Monilinia fructicola isimli mantarda β-

tubulin geninde 6. ve 198. nükleotidlerinde mutasyon meydana geldiği gösterilmiĢ 

ve bu benzimidazol direncine bağlanmıĢtır (62). Son olarak trichostrongilid 

nematodlardaki benzimidazol direncinde özellikle 200. nükleotiddeki 

Fenilalanin/Tyrosin değiĢikliğinin dirence iĢaret ettiği uzun yıllardır bilinmektedir 

(63). 

 Antelmintik direncin belirlenmesinde dıĢkıda yumurta sayımı, in vitro 

testler ve moleküler yöntemler kullanılmaktadır. DıĢkıda yumurta sayısında 

azalma testi en yaygın kullanılan, uygulaması basit bir teknik olmakla birlikte, 

gerek parazit türüne gerekse de ilaca bağlı olarak değiĢen kabul edilebilirlik 

oranları nedeniyle, günümüzde bu yönteme göre direnci tanımlamak pek güvenilir 

görünmemektedir. Özellikle safra kanallarındaki eriĢkin karaciğer kelebeklerinin 

bütün yumurtalarını ne kadar sürede çıkardığı tam olarak bilinmediği için bu testle 

direnç belirlemek yanıltıcı olabilmektedir. In vitro testler ise iki kategoride 

incelenmektedir. Bunlardan biri, LD50 değerlerinin belirlenmesine yönelik olup, 

test oldukça sensitif olup %2’nin altındaki dirençli nematodları dahi belirleyebilir. 
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Diğer test ise yumurta açılım testi olup, taze yumurtaya ihtiyaç duyulması ve 

ovosidal olmayan grup 2 ve grup 3 antelmintikler için uygun olmaması nedeniyle 

kullanım alanı sınırlıdır. Moleküler yöntemler ise antelmintik dirence bağlı olarak 

Ģekillenen tek nükleotid mutasyonunun belirlenmesi esasına dayanmaktadır (64). 

Bu yöntemler arasında PZR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

ve PZR-Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP) metodu oldukça 

güvenilir yöntemlerdir. Ġlk yöntemde PZR ürünlerinin uygun restriksiyon 

enzimleriyle tampon ortamında kesilmesi ve elde edilen bant profillerinin 

farklılığına göre genom üzerindeki mutasyon varlığının ortaya konması 

amaçlanmaktadır. PZR-SSCP metodunun prensibini ise tek iplikçikli DNA’nın 

Ģekil ve büyüklüğüne bağlı olarak, jel içerisindeki elektroforetik hareketi 

oluĢturmaktadır. Çift iplikçikli DNA’nın jeldeki elektroforetik hareketi, onun 

büyüklüğü ve uzunluğu ile yakından iliĢkili olup nükleotid farklılıkları bu hareketi 

fazla etkilememektedir. Oysa komplementeri olmayan DNA’nın stabil olmaması 

nedeniyle tek iplikçikli DNA’nın jeldeki elektroforetik hareketi yüzlerce nükleotid 

içerisindeki tek bir nükleotid farklılığından dahi etkilenmektedir. Böylelikle, 

poliakrilamid jel elektroforezinde DNA’nın yapısındaki tek bir nükleotid farklılığı 

dahi, oluĢan hareket değiĢikliği sayesinde belirlenebilmektedir. SSCP analizinin 

sensitivitesi; DNA konsantrasyonu, incelenen fragmentlerin uzunluğu, 

elektroforez ısısı, jel kompozisyonu, kullanılan tampon ve pH gibi birçok 

parametreden etkilenebilir. Tekniğin en büyük avantajı çok sayıda PZR örneğinin 

eĢ zamanlı olarak incelenmesine olanak sağlamasıdır. Bu teknik PZR ürünlerini 

görüntülemek, incelenen genlerde yeterli polimorfizmin olup olmadığını ortaya 

koymak, polimorfizmin çok olduğu gen bölgelerini belirlemek, çok kopyalı 
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genlerde polimorfizm olup olmadığını tespit etmek ve intraspesifik varyasyonları 

belirlemek amacıyla kullanılmaktadır (65, 66).  

 Saha ve laboratuvar Ģartlarında F.hepatica’nın flukicidlere direnciyle ilgili 

ilk bulgular 1980’lerin sonlarında elde edilmiĢtir (67). Özellikle 1995 yılından 

beri saha Ģartlarında F.hepatica’nın TCBZ’ye direnciyle ilgili Avustralya (51), 

Ġrlanda (68, 69), Ġskoçya (70), Galler (71), Hollanda (72, 73) ve Ġspanya’dan (74) 

bildirilen çok sayıda veri bulunmaktadır. Ancak Türkiye’de ilaç direnci ile ilgili 

sınırlı sayıda rapor mevcut olup, bunlar da genelde dıĢkıda yumurta sayımı ve 

yumurta açılım testleriyle yapılmıĢ ancak moleküler yöntemlere dayalı bir 

çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Çırak ve ark. (75), Batı Anadolu’da atlarda 

cyathostominlere karĢı TCBZ direncinin geliĢtiğini dıĢkıda yumurta azalım 

testiyle belirlemiĢlerdir. Köse ve ark. (76) ise Afyonkarahisar’da koyun 

sürülerinde dıĢkıda yumurta azalım testiyle yaptıkları çalıĢmada mide bağırsak 

nematodlarında albendazol ve oxfendazol-oxyclosanid kombinasyonuna karĢı 

herhangi bir direnç tespit edemezlerken, ivermektine karĢı direnç belirlemiĢlerdir.  

 

Kemoterapi, veteriner hekimlikte paraziter enfeksiyonların kontrolünde en 

geçerli uygulama yöntemi olmaya devam etmektedir. Bu amaca yönelik olarak aĢı 

çalıĢmaları yapılmakla birlikte, kısa veya orta vadede parazit kontrolü için mevcut 

kimyasalların kullanımına alternatif teĢkil edecek bir geliĢme sağlanamamıĢtır. 

Kematerapötik kontrolün önündeki en önemli problemin ilaç direnci olduğu 

aĢikardır. Bazı önemli parazit türlerindeki ilaç direnci, türe karĢı uygulanan 

kontrol programlarının baĢarı oranını düĢürmektedir. Gelecekte parazit 
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enfeksiyonlarının kontrol programlarının gerçekleĢtirilebilmesi için direnç 

geliĢiminin saptanması ve eldeki verilere göre ilaç tercihlerinin yapılması hayati 

önem arz edecektir. Bu nedenle farklı parazit türlerinde spesifik ilaçlara karĢı 

geliĢen direnç mekanizmalarının belirlenmesi önem kazanmaktadır. Ġlaç 

direncinin belirlenmesinde moleküler yöntemlerin kullanılması, elde edilecek 

verilerin güvenilirliği açısından da oldukça önemlidir. 

Bu çalıĢma ile farklı coğrafik alanlardan ve değiĢik konaklardan (sığır, 

koyun) elde edilen F.hepatica izolatlarında TCBZ direncine iĢaret edebilecek β-

tubulin gen polimorfizminin olup olmadığı, varsa ne derecede yaygın olduğu ve 

konak spesifikliğinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERYAL VE METOD 

4.1. Örnek Toplama 

Erzurum ve Kayseri illerindeki mezbahalardan kesimi takiben her ilden 20 

sığır ve 20 koyundan olmak üzere toplam 80 eriĢkin F.hepatica toplandı ve %70 

ethanol içerisinde laboratuvara ulaĢtırılıp, kullanılıncaya kadar -20 °C’de saklandı. 

Örnekler, ilgili literatüre göre morfolojik ve mikroskobik özellikleri bakımından 
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F.hepatica olduğu teyid edildikten sonra genomik DNA (gDNA) izolasyonuna 

geçildi.   

4.2. Genomik DNA Ġzolasyonu 

 Bu amaçla eriĢkin parazitler bir lam üzerine alınıp ön 2/3’lük kısmı bir 

bistüri ile kesilip eppendorf tüplere konulduktan sonra en az 5 kez PBS (pH=7.4) 

ile yıkandı. Öncelikle bu tüplere gDNA izolasyon kitinde (Geneall, Korea) 

bulunan lizis buffer eklenip, 20 mg/µl proteinaz-K’dan 25 µl konulup 1 gece 56 

°C’de bekletildikten sonra ticari kit prosedürü uygulanarak gDNA izole edilip 

kullanılıncaya kadar -20 °C’de saklandı. Bu iĢlemin baĢarılı olup olmadığını 

anlamak için bütün örneklerdeki total DNA miktarı spektrofotometre ile ölçüldü 

ve yeterli gDNA olmayan örneklerden yeniden izolasyon yapıldı. 

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

Fasciola hepatica β-tubulin genini çoğaltan β-tub295f (5'-

AAYAAYTGGGC YAARGGNCAYTA-3') ve β-tub1230r (5'-

TCRGTRAAYTCCATYTCRTCCAT-3') primerleriyle çoğaltılıp 935 bp 

büyüklüğünde bant veren örnekler sonraki iĢlemler için ayrıldı. PZR karıĢımı, 5 µl 

10X PCR Buffer, 4 µl MgCl2, 4 µl 1.25 µM dNTP, herbir primer çiftinden 0.5 µl, 

0.2 µl Taq DNA polimeraz ve 30.8 µl distile sudan oluĢmuĢtur. Bu karıĢıma 

herbir örneğin gDNA’sından 5 µl eklenmiĢ ve vorteks yapıldıktan sonra PCR 

ThermoCycler (SensoQuest, Germany) cihazında PZR iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 

Bu iĢlem 95°C’de 10 dakika ön denatürasyon, 94°C’de 1 dakika denatürasyon, 

56°C’de 1 dakika bağlanma ve 72°C’de 1 dakika uzama Ģeklinde 40 siklus ve 

72°C’de 10 dakika ekstra sentez halinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Cihazdan çıkartılan 

örneklerin 10 µl’si %1.4’lük agaroz jele 5 µl loading buffer ile karıĢtırılarak 
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yüklenmiĢ ve 90 V akımda 30 dakika yürütülüp ethidium bromide ile boyandıktan 

sonra jel görüntüleme sisteminde (Vilber Lourmat Quantum-ST5-1100/26MX) 

görüntülenip fotoğrafı alınmıĢtır. 

4.3.1. PZR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) Analizi 

PZR-RFLP analizi için PubMed’de yayınlanmıĢ sekanslar temel alınarak 

restriksiyon enzim kesim yerleri belirlenmiĢ ve RFLP iĢleminde MboII, HphI ve 

HindII enzimlerinin kullanılmasına karar verilmiĢtir. Bütün örneklerin PZR 

ürünleri bu enzimlerle ayrı ayrı RFLP iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Bu iĢlem için 10 

µl PZR ürünü, 10 U restriksiyon enzimi, 2 µl restriksiyon buffer, 0.2 µl BSA, 5.5 

µl distile su olacak Ģekilde hazırlanan karıĢım 3 saat boyunca 37 °C'deki su 

banyosunda inkübe edilmiĢtir. Bu sürenin sonunda %3’lük agaroz jelde yürütülüp 

90 V akımda 45 dk yürütülen örnekler ethidium bromide (10 mg/ml) ile boyanıp, 

UV transilluminatörde bantların varlığı yönünden incelenmiĢtir (77). 

4.3.2. SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism) 

SSCP iĢlemi mini dikey jel sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu jel için 2 ml 

%50 Acrylamide-bisacrylamide karıĢımı (49:1), 825 µl 5X TBE, 825 µl Gliserin, 

5075 µl distile su, 150 µl %10 APS (Amonium peroxid disulphate), 4 µl TEMED 

karıĢımı cam plakalar arasına konulup tarak yerleĢtirildikten sonra 37 °C’de 

jelleĢmesi için bekletilmiĢtir. Takiben cam plakalar tank içerisine konulup tarak 

çıkarıldıktan sonra üzerine 0.5X TBE tamponundan eklenip örneklerin 

hazırlanması iĢlemine geçilmiĢtir. Öncelikle 4 µl PZR ürünü 12 µl SSCP loading 

buffer (10 mM NaOH, %95 formamide, %0.05 bromophenol blue ve %0.05 

xylene cyanole) ile karıĢtırılıp 95 °C’de 10 dakika denatüre edilip sonra hızlı bir 

Ģekilde buz kalıpları (-20°C) içine konulup soğutularak DNA iplikçiği tek sarmal 
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halinde kalması sağlanmıĢtır. Daha sonra bu örneklerden 10 µl alınıp jele 

yüklenmiĢ ve buz kalıpları içerisinde yaklaĢık 3 saat 200 Volt akımda 

elektroforeze tabi tutulmuĢtur. Boyalı kısım jelin alt kısmına ulaĢınca akım kesilip 

cam plakalar açılmıĢ ve jel çıkarılıp gümüĢ nitrat metoduyla boyama iĢlemine 

geçilmiĢtir. Bu amaçla jel öncelikle distile su ile birkaç dakika yıkandıktan sonra 

6 dakika boyunca 100 ml %10 etanol, %5 asetik asit ve %85 distile su karıĢımında 

bekletilmiĢtir. Bunu takiben solüsyon dökülüp jel üzerine 100 ml %0.1 gümüĢ 

nitrat eklenip 15 dakika inkübe edilmiĢtir. Sürenin sonunda gümüĢ nitrat daha 

sonra tekrar kullanılmak üzere ayrılmıĢ ve jel üzerine %1.5 NaOH (150 µl 

formaldehid de eklenerek) konularak 30 dakika bekletilmiĢtir. Bu sürenin sonunda 

bantlar görünür hale gelmiĢ ve reaksiyonu durdurmak için NaOH atılıp jel üzerine 

100 ml %0.75 Na2CO3 eklenmiĢ ve jelin görüntüsü alınmıĢtır (66).   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

33 

 

5. BULGULAR 

Bu çalıĢma ile Erzurum ve Kayseri illerindeki sığır ve koyunlardan elde 

edilen toplam 80 F.hepatica izolatının hepsinde β-tubulin geni PZR ile baĢarılı bir 

Ģekilde çoğaltılmıĢ ve 935 bp büyüklüğündeki bant elde edilmiĢtir (ġekil 1).  

 

ġekil 1. Fasciola hepatica β-tubulin geninin PZR bulguları. 

Bu PZR ürünlerinin hepsi üç farklı restriksiyon enzimiyle (MboII, HphI ve 

HindII) kesilmiĢtir. MboII enzimiyle kesim neticesinde bütün örneklerde yaklaĢık 

350 ve 390 bp’lik iki bant gözlenmiĢtir (ġekil 2).  

 

ġekil 2. PZR ürünlerinin MboII enzimi ile kesilmesi neticesinde elde 

edilen bantların görünümü. 
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HphI enzimiyle kesimde ise bütün örneklerde yaklaĢık 210, 340 ve 540 bp 

büyüklüğünde üç bant elde edilmiĢtir (ġekil 3).  

 

ġekil 3. PZR ürünlerinin, HphI enzimi ile kesilmesi neticesinde elde edilen 

bantların görünümü. 

Son enzim olan HindII enzimi de bütün örnekleri kesmiĢ ve yaklaĢık 380 

ve 450 bp’lik iki bant belirlenmiĢtir (ġekil 4).  

 

ġekil 4. PZR ürünlerinin, HindII enzimi ile kesilmesi neticesinde elde 

edilen bantların görünümü.  

Takiben bütün örneklerin SSCP analizi yapılmıĢ ve hepsinde benzer bant 

profilleri belirlenmiĢtir (ġekil 5).  
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ġekil 5. Örneklerin SSCP analizi neticesinde oluĢan bant profilleri. 

 Örnekler içinden rastgele seçilen 6 örneğin DNA dizi analizi 

yaptırılmıĢtır. Bunlar, Kayseri’den elde edilen üç koyun (KK4-KK9-KK17), 

(Genbank accession numaraları: KU523371, KU523372, KU523373), 

Erzurum’dan elde edilen bir koyun (EK1) (KU523368) ve iki sığır (ES4-ES7) 

(KU523369-KU523370) örneklerinden oluĢmuĢtur. Dizi analizi sonuçları 

GenBank’taki yayınlanmıĢ sekanslar (HM535826, HM535800 ve HM535806) ile 

kıyaslanmıĢ ve alignment sonucu ġekil 6’da gösterilmiĢtir.  
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ġekil 6. Sekans analizi yapılan örneklerin GenBank’taki referans sekanslarla 

kıyaslanması. 

Bu Ģekilden de görüleceği üzere en çok nükleotid değiĢimi KK4, KK9 ve 

KK17 nolu örneklerde gözlenirken, sığırlardan elde edilen numunelerde daha az 

nükleotid değiĢimi belirlenmiĢtir. Dizi analizi yapılan örneklerin genetik ağaç 

görünümünde bu durum daha belirgin olarak izlenmiĢtir (ġekil 7).  
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ġekil 7. Alignment yapılan örneklerin genetik ağaç görünümü. 

Dizi analizi sonucunda protein translasyonu yapılan örneklerin protein 

kıyaslamaları yapılmıĢ, dizinin baĢ ve son kısımlarında farklı oranlarda 

mutasyonlar olmasına rağmen özellikle triklabendazol direnciyle 

iliĢkilendirilebilecek 200. nükleotid ve civarında herhangi bir mutasyon 

belirlenmemiĢtir (ġekil 8).  

 

ġekil 8. Örneklerin protein sekanslarının kıyaslanması. 
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Bu kıyaslamanın genetik ağaç görüntüsünden de izleneceği gibi (ġekil 9) 

örneklerimizde referans sekanslara göre farklılık olup, özellikle koyun kökenli 

izolatlarda sığırlara göre daha fazla protein değiĢimleri tespit edilmiĢtir.   

ġekil 9. Protein sekanslarının genetik ağaç görünümü. 
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6. TARTIġMA 

 Hayvanlarda yaygın olarak rastlanan ve hayvancılık sektörünü olumsuz 

yönde etkileyen helmint hastalıklarından biri de fasciolosis olup, çiftlik 

hayvanlarında et, süt, yapağı, dölverimi ve güç kaybı gibi ekonomik kayıplara 

neden olmaktadır (26). Hastalık çoğunlukla subklinik olarak seyretmekte ve 

kronik dönem boyunca düĢük gebelik oranı, pubertanın gecikmesi, düĢük doğum 

ağırlığı, süt verimi kaybı, yapağının nitelik ve nicelik olarak bozulması ve iĢ gücü 

kaybı gibi ekonomik kayıplara yol açmakta, yaygın karaciğer harabiyeti sonucu 

kemik iliğine giden protein ve mineral madde miktarının düĢmesine bağlı çoklu 

yavrulama oranının düĢmesi de görülebilmektedir (27).  

Fasciolosise dünya çapında her yıl yaklaĢık olarak 600 milyon çiftlik 

hayvanının yakalandığı ve dünyanın bazı bölgelerinde 2.4-17 milyon insanın bu 

enfeksiyonu taĢıdığı bildirilmektedir (28). Fasciolosis ile mücadelede genel olarak 

hayvanlarda stratejik ve taktik antelmintik kullanımı, arakonak sümüklülerle 

mücadele, mera yönetimi ve meraya iliĢkin önlemler alınması ve dirençli 

hayvanların kullanılması gibi yöntemler uygulanmakta (8, 32, 42) ayrıca coğrafik 

bilgi sistemleri ve diğer bazı tahmin sistemlerinden faydalanılmaktadır (43).  

Günümüzde fasciolosisin kontrolünde antelmintik kullanımı en geçerli 

uygulama yöntemidir. Bunlar içerisinde de en sık kullanılanı TCBZ ve 

klorsulondur. Sınırlı sayıdaki bu ilaçların bilinçsiz kullanılması nedeniyle dirençli 

populasyonlar geliĢmektedir. Bu nedenle farklı parazit türlerinde spesifik ilaçlara 

karĢı geliĢen direnç mekanizmalarının moleküler yöntemlerle belirlenmesi 

oldukça önemlidir (45).  
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Mikrotubüller, bütün ökaryotik hücrelerin temel yapısal bileĢenidir. Bunlar 

tubulin proteininin polimerleri olup oldukça iyi korunmuĢ, α ve β-tubulin adında 

iki subuniti olan heterodimerik yapılardır. Bu subunitle yapısal olarak benzerdirler 

ve yaklaĢık %40 aminoasit sekans benzerliği taĢırlar (80). Fasciola genomunun en 

az beĢ α ve altı β-tubulin izotipini kodladığı belirtilmektedir (84). Tubulin, birçok 

potansiyel veya etkili paraziter ilacın hedef bölgesidir. Konak ve parazit tubulini 

arasındaki küçük farklılıklar bazı ilaçlar için selektif toksisite elde etmek 

açısından önemlidir. Örneğin, bazı dinitroanilinler protozoonların α-tubulinlerine 

bağlanırken konağınkine bağlanmazlar ve bu yüzden iyi bir ilaç adayı olarak 

bilinirler (81) yine bazı benzimidazoller nematodların β-tubulin’ine bağlanırlar 

(82).  

Cambendazole, fenbendazole, mebendazole ve oxfendazole gibi 

benzimidazol grubu etken maddeler nematod, sestod ve hatta diğer trematodlara 

karĢı etkiliyken F.hepatica’ya karĢı çok az veya hiç etkisizdirler. EriĢkin 

parazitlere karĢı sınırlı etkisi olması ve doz artırımı önerilmesine rağmen sadece 

albendazole fasciolosise karĢı önerilmiĢtir (88). Luxabendazole ise diğer bir 

benzimidazol türevi olup 6 haftalıktan büyük eriĢkin Fasciolalara karĢı etkilidir 

fakat yaygın olarak kullanılmamaktadır (89, 90). Fakat triclabendazole hem genç 

hem de eriĢkin kelebeklere karĢı yüksek etki göstermektedir (91). TCBZ’de klor 

atomu ve thiometil grubunun bulunması ve bir karbomat parçalarının 

bulunmaması onu diğer benzimidazol türevlerinde farklı hale getirmektedir (92). 

Bu nedenle fasciolosisin tedavisi için tercih edilen ilaç bir benzimidazol derivatı 

olan TCBZ’dir. Bu etken madde klasik bir BZ olmamasına rağmen morfolojik 

çalıĢmalar göstermiĢtir ki, tedaviyi takiben eriĢkin parazitin vitellin hücrelerinde, 
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testislerin spermatogenetik hücrelerinde ve tegumentteki mikrotubul ile iliĢkili 

yapılarda Ģiddetli hasar oluĢmaktadır (83). Bu da tubulunin TCBZ için bir hedef 

bölge olduğuna iĢaret etmektedir (84). Bu nedenle mevcut çalıĢma ile farklı 

konaklardan elde edilen F.hepatica izolatlarında β-tubulin geninin moleküler 

karakterizasyonu yapılarak olası dirence iĢaret edebilecek mutasyonlar araĢtırılmıĢ 

ancak ilacın hedef bağlanma bölgesindeki aminoasitlerde dirence iĢaret edebilecek 

spesifik bir mutasyon veya polimorfizm belirlenmemiĢtir. 

Benzimidazoller nematod, sestod, omurgalılar ve F. hepatica’da aynı 

tubulin bağlanma bölgelerine sahiplerdir. Özellikle 63-103. aminoasitler 

arasındaki değiĢiklikler ilacın selektivitesi üzerinde etkilidir. Bu bölgede iki 

aminoasit F. hepatica için spesifiktir ve nematod, sestod ve omurgalı tubulin 

sekanslarında gözlenmezler. Bu aminoasitler Glutamic acid
82 

ve Threonin
91

’dir 

(87). Bu çalıĢmada da 82. pozisyonda Glutamic acid (E) belirlenirken 91. 

pozisyonda Threonin (T) yerine Histidin (H) aminoasiti belirlenmiĢ olup, bu 

durumun ilaç etkinliği noktasında problem oluĢturabileceği düĢünülmüĢtür.   

Benzimidazol direnci ile ilgili bugün bildiklerimiz sınırlıdır ve parazitik 

nematod türlerinde β-tubulin geni izotip 1’in dirençte rol oynayan baĢlıca gen 

bölgesi olduğu kabul edilmektedir. Bu dirençle ilgili olarak ya 167. pozisyonda 

fenilalanin yerine tirozin veya histidin değiĢikliği (85), 198. pozisyonda glutamik 

asitin alanin değiĢikliği (86) veya 200 pozisyonda fenilalanin tirozin değiĢikliği 

Ģeklinde olmaktadır (84). Kwa ve ark. H. contortus üzerinde yapmıĢ oldukları bir 

çalıĢmada allel spesifik PZR metodu ile dirençli popülasyonlarda Tir200 

pozisyonunda değiĢiklik olduğunu göstermiĢlerdir (55). P200’deki Phe-Tyr 

değiĢikliği H. contortus türlerinde direncin önemli bir göstergesidir. Bu çalıĢmada 
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Erzurum ve Kayseri illerinden 80 adet F.hepatica izolatının β-tubulin geni PZR 

ile çoğaltılmıĢ örnekler içinden rastgele seçilen 6 örneğin DNA dizi analizi 

yaptırılmıĢtır. Dizi analizi sonucunda protein translasyonu yapılan örneklerin 

protein kıyaslamaları yapılmıĢ, dizinin baĢ ve son kısımlarında farklı oranlarda 

mutasyonlar olmasına rağmen özellikle TCBZ direnciyle iliĢkilendirilebilecek 

200. nükleotid ve civarında herhangi bir mutasyon belirlenmemiĢtir. Halbuki 

Ryan ve ark. (84), üç Fasciola örneğinde β-tubulin geninin 200. pozisyonunda 

tirozin, iki örnekte fenilalanin ve birinde de lösin tespit etmiĢlerdir. Bütün 

örneklerin 167. pozisyonda fenilalanin ve 198. pozisyonda da glutamik asit 

olduğunu bildirmiĢlerdir.   

Özellikle 1995 yılından beri saha Ģartlarında F.hepatica’nın TCBZ’ye 

direnciyle ilgili Avustralya (51), Ġrlanda (68, 69), Ġskoçya (70), Galler (71), 

Hollanda (72, 73) ve Ġspanya’dan (74) bildirilen çok sayıda veri bulunmaktadır. 

Ancak Türkiye’de ilaç direnci ile ilgili sınırlı sayıda rapor mevcut olup bunlar da 

genelde dıĢkıda yumurta sayımı ve yumurta açılım testleriyle yapılmıĢ ancak 

moleküler yöntemlere dayalı bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Çırak ve ark. (75), 

Batı Anadolu’da atlarda cyathostominlere karĢı BZ direncinin geliĢtiğini dıĢkıda 

yumurta azalım testiyle belirlemiĢlerdir. Köse ve ark. (76) ise Afyonkarahisar’da 

koyun sürülerinde dıĢkıda yumurta azalım testiyle yaptıkları çalıĢmada mide 

bağırsak nematodlarında albendazol ve oxfendazol-oxyclosanid kombinasyonuna 

karĢı herhangi bir direnç tespit edemezlerken, ivermektine karĢı direnç 

belirlemiĢlerdir. Ġlaç direncinin gen düzeyinde araĢtırıldığı fazla sayıda araĢtırma 

bulunmamaktadır.  
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Fasciola hepatica izolatlarındaki moleküler karakterizasyon 

çalıĢmalarında genellike az sayıda örnek kullanılmıĢ ve çoğunlukla da sekans 

analizi yapılmıĢtır (87). Bu çalıĢma ile ilk defa sığır ve koyunlardan elde edilen 80 

örnek iĢlenmiĢ ve PZR-RFLP ile SSCP teknikleri kullanılmıĢtır. Ancak her iki 

teknikle de mutasyon belirlenememiĢtir. Enzim kesim noktalarında mutasyon 

bulunmamasının buna yol açmıĢ olabileceği düĢünülmüĢtür.  

Teofanova ve ark. (93), Yunanistan (n=143), Polonya (n=48) ve 

Bulgaristan (n=13)’dan elde ettikleri 204 F.hepatica izolatında β-tubulin 3 

genindeki mutasyon ve polimorfizmleri sekans analiziyle incelemiĢlerdir. 

Neticede, Yunanistan ve Polonya’dan elde edilen izolatlarda bu gende azalan 

yüzdelerde polimorfizm belirlenirken β-tubulin 3 proteinlerinde Polonya kaynaklı 

örneklerin hiçbirinde aminoasit değiĢikliği saptanmamıĢtır. Bizim çalıĢmamızda 

da sadece sekans analizinde önemsiz derecede polimorfizmler belirlenmiĢ olup, 

olası TCBZ direncine iĢaret edebilecek verilere ulaĢılamamıĢtır.  

Bu çalıĢma ile Türkiye’nin iki farklı hayvancılık bölgesinden sığır ve 

koyunlardan elde edilen F.hepatica izolatlarındaki β-tubulin gen polimorfizmi ilk 

kez araĢtırılmıĢtır. Ġlaç direncine iĢaret edebilecek mutasyonlar belirlenememesine 

rağmen deneysel çalıĢmalarla moleküler çalıĢmaların birlikte uygulanması ile 

daha net verilere ulaĢılabileceği düĢünülmüĢtür.   
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