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1. OZET

Fasciolosis, ¢iftlik hayvanlarinda et, siit, yapagi, dolverimi ve gii¢ kayb1
gibi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Giliniimiizde fasciolosisin kontroliinde
antelmintik kullanimi en gegerli uygulama yontemidir. Bunlar igerisinde en sik
kullanilanlardan biri de triklabendazol (TCBZ)’dur. Bu ilacin bilingsiz
kullanilmas1 nedeniyle direngli populasyonlar gelismektedir. Bu ¢alisma ile farkli
cografik alanlardan ve degisik konaklardan (sigir, koyun) elde edilen Fasciola
hepatica izolatlarinda TCBZ direncine isaret edebilecek p-tubulin  gen
polimorfizminin olup olmadigi, varsa ne derecede yaygin oldugu ve konak
spesifikliginin belirlenmesi amacglanmistir. Bu amagla, Erzurum ve Kayseri
illerindeki mezbahalardan kesimi takiben her ilden 20 sigir ve 20 koyundan olmak
tizere toplam 80 eriskin F.hepatica toplanmis ve %70 ethanol igerisinde
laboratuvara ulastirilip genomik DNA (gDNA) izolasyonu yapilmistir. Ornekler,
F. hepatica B-tubulin genini ¢ogaltan spesifik primerler B-tub295f ve p-tub1230r
ile ¢ogaltilip Mboll, Hphl ve Hindll restriksiyon enzimleri ile RFLP yapilmus,
takiben PZR-SSCP analizi uygulanmistir. Bu ¢alisma ile islenen Orneklerin
hepsinde B-tubulin geni PZR ile basarili bir sekilde ¢ogaltilmis ve 935 bp
biiytikligiindeki bant elde edilmistir. Bu PZR {irtinlerinin Mboll enzimiyle kesim
neticesinde biitiin 6rneklerde yaklasik 350 ve 390 bp’lik iki bant gozlenirken,
Hphl enzimiyle kesimde biitiin Orneklerde yaklasik 210, 340 ve 540 bp
biiyiikliigiinde li¢ bant elde edilmistir. Son enzim olan Hindll enzimi de biitiin
ornekleri kesmis ve yaklasik 380 ve 450 bp’lik ii¢ bant belirlenmistir. Takiben
biitin orneklerin SSCP analizi yapilmig ve hepsinde benzer bant profilleri

belirlenmistir. Ornekler iginden rastgele segilen 6 6rnegin DNA dizi analizi

viii



yaptirilmistir. En ¢ok niikleotid degisimi koyun kokenli 6rneklerde gozlenirken
sigirlardan elde edilen numunelerde nispeten daha az niikleotid degisimi
belirlenmistir. Protein kiyaslamalarinda dizinin bas ve son kisimlarinda farkli
oranlarda mutasyonlar olmasmna ragmen Ozellikle TCBZ direnciyle
iliskilendirilebilecek 200. niikleotid ve civarinda herhangi bir mutasyon

belirlenmemistir.

Bu calisma ile Tirkiye’nin iki farkli hayvancilik bolgesinden sigir ve
koyunlardan elde edilen F.hepatica izolatlarindaki B-tubulin gen polimorfizmi ilk
kez arastirlmgtir. {lag direncine isaret edebilecek mutasyonlar belirlenememesine
ragmen deneysel ¢aligmalarla molekiiler ¢alismalarin birlikte uygulanmasi ile

daha net verilere ulasilabilecegi diisliniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Fasciola hepatica, pB-tubulin, TCBZ, RFLP, SSCP, sigr,

koyun



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 B-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 B-tubulin gene. The primers p-tub295f and
B-tub1230r have been used for PCR ampilification and SSCP and RFLP analyses
have been done for further investigation. B-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 Mboll
enzyme. Three bants of 210, 340 and 540 bp have been obtained as a result of use
of Hphl enzyme. Hindll 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



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 p-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, B-tubulin, RFLP, SSCP, cattle, sheep.
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3. GIRIS

3.1. Taksonomi ve morfolojik 6zellikler

Omurgasiz canlilarin taksonomisi omurgalilar kadar agik ve belirgin
degildir. Her y1l binlerce yeni tiir tanimlanmaktadir. Parazitolojiyle ugrasan kisiler
son yillarda gelisen biyokimyasal ve molekiiler tekniklerle klasik morfolojik
teknikleri karsilastirmak zorunda kalmaktadir. Ribozomal RNA gen sekanslarina,
izoenzimlere, mitokondrial DNA sekanslarina ve polimeraz zincir reaksiyonu
caligmalarina gére incelemeler yapilmakta; sonuglarin genelde morfolojik olarak
yapilan siniflamaya uygun oldugu goriilmektedir. Bu sahada daha fazla ¢aligmaya
ithtiya¢ vardir. Taksonomik kriterler parazitlerde gruptan gruba farkliliklar arz
etmektedir. Bazilarinda iskelet yapisi1 6nemli iken bazilarinda platyhelmintes’lerde
oldugu gibi biiyiik oranda iireme organlarinin, sayisina, biiyiikliigiine ve viicuttaki

yerlesimine bakilmaktadir (1).

Fasciola tiirlerinin hayvanlar alemindeki yeri: (2)
Ustalem: Eukaryota

Alem: Animalia

Alt alem: Metazoa

Sube: Platyhelminthes

Sinif: Trematoda Rudolphi, 1808

Altsinif: Digenea Van Beneden, 1858

Takim: Echinostomata



Ustaile: Fascioloidea

Aile: Fasciolidea Railliet, 1895

Cins: Fasciola Linnaeus, 1758

1.Tir:

2. Tur:

3. Tur:

4. Tur:

5.Tur:

6. Tur:

7.Tir:

8. Tur:

Fasciola hepatica Linnaeus, 1758.

Fasciola gigantica Cobbold, 1885.

Fasciola jacksoni Stazzi, 1900.

Fasciola halli Sinitsin, 1933.

Fasciola nyanzae

Fasciola indica Varma, 1953

Fasciola tragelaphi

Fasciola californica Sinitsin, 1933

3.2. Etkenlerin gelismeleri

Parazitin gelismesi, safra ile bagirsak igerigine siiriiklenen yumurtalarin

digkt ile dis ortama g¢ikmasiyla baslar. Son konak tarafindan atilan yumurta

sayisini; konagin tiirli ve yasi, parazitin yasi, parazitin sayisi, mevsim ve

diskilama zamani gibi faktorler etkiler. En uygun son konak olan koyunlarda

Fasciola’lar sigir ve tavsanlardakinden daha fazla yumurta ¢ikarirlar.

Koyunlardaki bir F. hepatica giinde 4.000-50.000 kadar yumurtladigi halde, bu

sayt sigirlarda 3500 civarinda olup konak yaslandik¢a yumurta sayist da



azalmaktadir. Koyunlarda 11 yil kadar yasayabilen F. hepatica’larin
yumurtlamalar1 parazit yaslandikga azalir, Fasciola lar dort yasindan itibaren gok
az sayida yumurta ¢ikarirlar. Konagin tasidigi eriskin parazit sayisi ile digkida
goriilen yumurta miktar1 arasinda matematiksel bir iligki bulunmakla birlikte bu
konakta farkli yas ve sayidaki parazitlerin bulundugu olaylarda mutlak degildir.
Fasciola’lar ilkbaharda en yiiksek sayida yumurtlarlar, bu say1 sonbaharda biraz

daha azalarak kisin en diisiik seviyeye iner (3).

Yumurtanin gelisebilmesi i¢in digskidan temizlenmis olmasi gerekir ki, bu
da ancak yagmur ve su birikintisinin c¢alkantisi ile diskinin ¢oziilmesi sonucu
gerceklesir. Yumurtalar oksijenden yoksun, nemin yeterli olmadigi digki
kitlelerinde gelisemez, ancak uzunca bir siire canli kalirlar. Gelismede rol
oynayan baslica ¢evresel etkenler, nem, oksijen, pH ve sicakliktir. Fasciola
yumurtalariin gelismesi ancak su i¢inde veya c¢ok yogun nemli ortamlarda
miimkiin olur. Etrafinda ¢ok ince bir tabaka halinde suyun bulunmasi bile
yumurtanin gelismesi i¢in yeterlidir. Serbest suyun bulunmadig1 ortamda topragin
veya diskinin nemli olmasit yumurtanin canli kalmasi i¢in yeterlidir. Digskinin
kurumasi ile yumurtalar canliliklarini hizla yitirirler. Mirasidyumun yumurtadan
cikmasi, hareket edebilmesi ve canliligini devam ettirebilmesi i¢in mutlaka kalin
bir su tabakasi gerekmeyip, topragin su ile Ortiilii olmasi yeterlidir. Fasciola
yumurtalar1 ortamdaki oksijen degisimine dayanikli olmakla birlikte, oksijen
diizeyi diisiik olan ortamlarda ve oksijen aligverisinin yeterli olmadig1 sert diski
kiitlelerinde gelismezler. Oksijen ihtiyact ortamin sicakligina yakindan baghdir,
gelisme i¢in en uygun sicaklik olan 25°C’de oksijen yogunlugu doygunluga yakin

olmalidir. Yumurtanin gelisebilmesi i¢cin pH’nin 4.2-9 arasinda olmas1 gerektigi



ve 5.5-6 civarindaki pH’in gelisme igin en uygun oldugu ara konak Lymnea
truncatula’nin da pH’s1 6-8.6 olan ortamlarda yasadigi bildirilmistir. Fasciola
yumurtalarinin gelismesi 5-30°C’lerde miimkiindiir. 5°C’nin altinda gelisme
durur, 30°C’nin {izerinde yavaslar, 37°C’nin lizerinde yumurtalar canliliklarini
yitirir. Embriyoner gelisme i¢in en uygun sicaklik dereceleri 23-26°C civarinda
olup, bu sicakliklarda gelisme 2-3 haftada tamamlanir, 16°C’de ise 3 aya kadar

uzar (4).

Yumurtadaki gelisme tamamlandiktan sonra mirasidyum yumurtayr terk
eder, ancak bunun i¢in ortamin 1s1, 151k, oksijen yogunlugu kosullarinin uygun
olmasi gerekir. Mirasidyum 10 °C’nin altindaki 40 °C’nin {izerindeki sicakliklarda
yumurtay1 terk etmez, bu nedenle kis ve ¢ok sicak yaz aylarinda ¢ikis
gerceklesmez. Ilkbaharda sicakligin artmasiyla birlikte mirasidyum cikis1 da
bagslar, 1s1 degisikleri yumurtadan ¢ikisi stimiile eder. Mirasidyumlarin hareketleri
sicakligin artmasiyla artar, azalmasiyla yavagslar. Mirasidyum karanlik ortamda
yumurtayi terk etmez. Isik, yumurta kapagini yapistiran kolloidal maddeyi eriten
proteolitik enzimin mirasidyum tarafindan salgilanmasini saglayarak ve aktiviteyi
artirarak yumurtadan ¢ikisi tesvik eder (3). Mirasidyumlar aerobik olup, diisiik
oksijen konsantrasyonlarina duyarhidirlar. Ayrica disaridan beslenemeyen
mirasidyumlarin tek enerji kaynagi dokularindaki glikojendir (5). Mirasidyumun
simiikliiyii enfekte edebilmesi icin kisa siirede arakonagi bulmasi gerekir.
Simiikliiniin enfeksiyonunda ii¢ faktdr rol oynar, bunlar: mirasidyumun
simiikliiye 1lgisi, siimiklintin tiir, stmiikli ile mirasidyumun yasam
ortamlarinin aynt olmasidir (6). Fasciola cinsi trematodlarin arakonak

stimiikliilerdeki gelisme formlar1 sporokist, redi ve serker donemleridir.



Sporokist: Stimiikliiniin yumusak dokusunu delip epidermis altina ulasan
mirasidyum kirpikli kilifim1 kaybederek hiicre kiimesine doniisiir. Daha sonra
kiiciik bir vakuol olusturup modifikasyona ugrayarak gen¢ sporokiste doniisiir.
Germinal hiicreler ¢ogalarak gruplasir ve redilerin orjinini olustururlar. Bu
gelismeler mirasidyumun giris noktasina yakin dokularinda ve 6zellikle bobrekte
olusur (3).

Redi: Sporokistlerde germinal hiicreler g¢ogalarak morula formlarini
olusturacak sekilde gruplasir, daha sonra bunlarin her biri rediye doniisiir. Bir
mirasidyumdan bir sporokist gelistigi halde, partenogenetik ¢ogalma ile bir
sporokistten 15-20, hatta 40 redi gelisir. Rediler serker olusturma egiliminde
olmakla birlikte baz1 kosullarda yeni bir donem olan kiz redileri olusturabilirler
(3).

Serker: Redilerin, sporokistler germinal hiicrelerinden olusmasi gibi,
serkerler de redilerin germinal hiicrelerinden orjin alirlar. Her redide 16-20
germinal hiicre bulundugu dikkate alindiginda bunlardan ¢ok sayida serker
olusacagi unutulmamalidir. Serkerlerin siimiikliiden ¢ikabilmeleri i¢in sulu ortam
ve 10-26 °C arasinda cevre sicakligi gerekmektedir. Kis sartlarinda ve kurak
ortamlarda serker ¢ikisi olmaz, ancak havanin 1sinmasi ve yagislarin baslamasi ile
cikis hizlanir (7). Serkerler siimiikliiyii terk ettikten sonra dikey ve yatay
hareketlerle yiizmeye baglar, uygun bir cisim veya bitki bulduklarinda karin
¢ekmeni ile tutunur, kuyruk kopar ve kistojen bezlerin faaliyete gegmesiyle
birlikte kistlenme baslar. Kistlenme c¢ogunlukla su ylizeyine yakin bitkilerde
nadiren de su yiiziinde gerceklesir. Kistlenmenin tamamlanmasi ve enfektif

olabilmesi icin 2-3 giinliik bir siireye gereksinim vardir (8). Kurakliga dayaniksiz



olan metaserkerler, dogada bir yildan fazla canli kalabilirlerse de enfektiviteleri bu
kadar uzun degildir, bu siire sicaklik ve nem durumuna gore degisir (4).
Hayvanlar, genellikle enfektif metaserkerleri tasiyan bitkisel yemleri yiyerek veya
nadiren suda serbest kalmis metaserkerleri su ile birlikte alarak enfekte olurlar.
Son konaktaki gelisme ii¢ baslik altinda incelenebilir: Kistten ¢ikis, safra
kanallarina gec¢is ve seksliel olgunluga ulasma. Metaserkerler bagirsaklara
gelmeden Once agilmazlar. Kistten ¢ikis iki sathada olur, birinci satha mekaniktir.
Agizda ¢igneme, midede ¢alkant1 ile birlikte tiikrilk ve mide salgisinin etkisiyle
kistin dis tabakasi diiser. Enzimatik olan ikinci safhada pepsin ve tripsinin
etkisiyle kistin i¢ tabakasi zayiflar, ancak kistten ¢ikis bizzat metaserkerin
salgiladig1 parcalayici enzimin ventral yastik bolgesini eritmesiyle gergeklesir ve
geng kelebek duedonumda serbest kalir. Bu fizyosimik olaylarin uyarilmasinda
38°C civarinda 1s1, oksidorediiksiyon potansiyeli, karbondioksit varlig1 ve safra
onemli rol oynar. Metaserkerlerden ¢ikis enfeksiyondan sonraki 30-60 dakikada
tamamlanir (4). Kistten kurtulan geng kelebekler bagirsagin epitel hiicrelerini, bag
dokusunu ve kas tabakasini delerek periton bosluguna gecerler. Bu gecis
koyunlarda 3-4 giin olarak bildirilmistir. Periton bosluguna ulasan parazitler bazi
uyaricilarin etkisiyle karacigere dogru ilerler ve bu gogleri esnasinda gectikleri
dokular eritip emerler. Karin boslugunda go¢ ederken lenf bezlerini ve vena cava
posterioru delebilir, genel dolasima karisarak viicuda dagilip sapik yerlesim
gosterebilirler (3). 5-7 giin i¢inde karacigere ulasip, glisson Kapsiiliinii kisa siirede
delerek parankime gegen geng Fasciola’lar karaciger hiicreleri ile beslenir ve bu
sirada kan da emerler. Karaciger dokusunda uzunca bir siire gé¢ gegiren ve bu

stirecte biiyliyen parazitlerin safra kanallarina ulagsmalar ratlarda 4, tavsanlarda 6,



koyunlarda 7-8 hafta, safra kanallarindaki seksiiel olgunluga ulasma siiresi 4
hafta, parazitin prepatent siiresi tavsanlarda 7-8, koyunlarda 10-12 hafta olarak
bildirilmistir. Parazitlerin karaciger dokusunda ilerlemelerini, salgiladiklar
kollajenaz enzimi saglar (9). Fasciola tiirlerinin seksiiel olgunluga ulasmasi
sadece safra kanallar1 ve safra kesesinde miimkiindiir (10). Bu bilgiler 1s1ginda F.
hepatica’nin yumurtadan-yumurtlamaya kadar devam eden gelisme siireci;
yumurtada mirasidyumun gelismesi 2-3 hafta, siimiikliideki larva gelismesi 4-6
hafta, son konaktaki gelisme stiresi 10-12 hafta olarak dikkate alindiginda 16 veya
21 hafta stirmektedir (11).

Tirkiye’de Fasciola tiirlerinin  gelisme kronolojisini  su  sekilde

aciklayabiliriz:

Meralarin enfeksiyonu:

a) Ilkbaharda havanin 1sinmasiyla ve yagisla birlikte aktive olan ve kis1 enfekte
geciren arakonak stimiikliiler bol miktarda serker c¢ikarir. Bunlar otlara yapisarak
ilkbahar ortalarinda metaserker haline doniisiir. Boylece otlaga ¢ikan hayvanlarin
enfeksiyon riski artar. Ayrica, az da olsa kisi merada gegiren enfektif
metaserkeleri de unutmamak gerekir.

b) Iilkbaharda meraya ¢ikan enfekte hayvanlarn diskilariyla cikardiklar:
yumurtalardan 4-6 haftada mirasidyum ¢ikar ve bunlar yine ilkbaharda
yumurtadan ¢ikan geng stimiikliileri enfekte ederler. Mirasidyumun gelisme siiresi
hava sicakliginin artmasi ile kisalir, bu siire yazin 2-4 haftaya iner. Serkerlerin

stimiikliiden ¢ikis1 ve kistlenmeleri yaz ortasini bulur.

Siimiikliilerin enfeksiyonu:



a) Ilkbaharda meraya ¢ikan enfekte hayvanlarin  diskilariyla ¢ikardiklar
yumurtalarda gelisip, yumurtay1r terk eden mirasidyumlar en kisa siirede
stimiikliiyii enfekte eder. Stimiikliideki larval gelisme siireci giiney bolgelerde 7-8,
kuzey bolgelerde 8-10 haftada tamamlanir ve serkerler siimiikliiyii terk ederler. Bu
tip gelismede hayvanlar yaz aylarinda enfekte olurlar.

b) ilkbaharda enfekte olan hayvanlarda Fasciola’larin olgunlasmasi ancak yaz
sonuna dogru gergeklesir. Bu hayvanlarin ¢ikardiklar1 yumurtalardan gelisen
mirasidyumlar stmiiklilleri yaz sonu veya sonbaharda enfekte eder. Bu tip
gelismede stimiikliilerin serker ¢ikarmalari sonbahar sonunda miimkiin olur veya
havanin erken sogumasi durumunda siimiikliiniin kis uykusuna geg¢mesi ile
birlikte siimiikliideki gelisme miiteakip yilin ilkbaharina kadar durur.

Sonkonaklarin enfeksiyonu:

Yukarida anlatilan gelisme tipleri dikkate alindiginda hayvanlar meraya
cikarildiktan hemen sonra az da olsa kis1 otlarda geciren metaserkerleri veya kig
uykusundan ¢ikip aktif hale gecen siimiikliillerde duran larval gelismenin
tamamlanmasiyla ¢ikan serkerlerden olusan metaserkerleri erken donemde ya da
ilkbaharda enfekte olan siimiikliilerden gelisen metaserkerleri ilkbahar sonlarindan
kis baslangicina kadar gegen siirede otlarla birlikte alarak enfekte olabilirler.
F.hepatica’larin son konaklarda 11 yil yasayabildikleri ve ayni hayvanda degisik
yaglarda parazit bulunabilecegi dikkate alindiginda son konak hayvanlarin
yasamlarmin her giinlinde ¢ikardiklar1 yumurtalarla g¢evreyi kirletebilecekleri
unutulmamalhidir. F.gigantica, F.hepatica’ya gore daha sicak bolgelerin paraziti
olup, embriyoner, larval gelismesi ve olgunlagma siiresi F.hepatica’dan biraz daha

uzundur (8).



3.3. Arakonaklar

Fasciola tiirleri indirekt gelisen trematodlardir. Gelismelerinde bir
arakonak kullanirlar. Arakonaklar Lymnaeidae familyasina baglh 6zellikle Lymnea
cinsindeki siimiiklii boceklerdir. Ancak Fossaria, Radix, Stagnicola, Galba

cinslerinde yer alan bazi tiirlerin de arakonaklik yaptig1 bildirilmektedir (8).

3.4. Patojenite

Fasciolosisde patojenite, karacigerdeki parazitik gelisim safhalarina ve son
konaga gore degisiklik gosterir. Aslinda patojenite iki asamalidir. Birincisi,
parazitlerin karaciger parankimasindaki gogleri sirasinda goriilen, karacigerin
tahribi ve hemorajisi ile karakterize parankimal go¢ sathasi; ikincisi, gog
donemini gegirerek safra kanallarina ulasan erigkin parazitlerin kiitikiiler dikenleri
ile mukozay1 tahrip etmesi ve hematofajik aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan safra
safhasidir. Koyun, sican, tavsan ve fare gibi konaklarda safra sathasi daha sik
goriliirken, sigir ve insan gibi konaklarda go¢ doneminden sonra az sayida

kelebek nadiren safraya iliskin hastaliga neden olur (8).

Fasciola tiirleri konaklara cesitli sekillerde zarar verirler. Bunlarin
baslicalar1 sunlardir:

a) Mekanik etki: Geng kelebeklerin karacigerde actigi tiinellerle karaciger
parankimini ve kan damarlarimi tahribi ve eriskin kelebeklerin safra yollarim
tikamasi ve safra kesesi epitel katini irrite etmesi seklinde goriiliir.

b) Toksik etki: Kelebeklerin ekskresyon ve sekresyon iiriinleri sonucu
olusur.

¢) Kan kaybi: Kelebeklerin kan emmesi ve karacigerde olusturduklar

travmalar sonucu olusur.



d) Enfeksiyonlara neden olma etkileri: Gen¢ kelebeklerin gogleri
sirasinda parankimada zararsiz olarak bulunan sporlanmis anaerob bakterilerin

aktif hale gegmeleri sonucu ikincil bir enfeksiyonun olusumu seklinde goriiliir (2)

3.4.1. Koyunlarda Patojenite

Koyunlarda F.hepatica enfeksiyonunun siddeti, alinan metaserkerin
miktarina baglidir. Nitekim 30’dan az metaserker alinmasi durumunda hafif, 30-
200 metaserker alinmasi durumunda orta, 200 ile 2000 ve daha fazla metaserker
alinmasi durumunda da siddetli enfeksiyon meydana gelmektedir (8). Koyunlarda
yas direnci ile ilgili kanitlar yoksa da, gen¢ hayvanlarda enfeksiyonun daha
patojen seyrettigi bildirilmektedir (2). Koyunlarda fasciolosis akut, subakut ve

kronik olarak seyredebilir.

3.4.1.1. Akut Form

Cok sayida metaserkerin alinmasindan sonraki 2-6. haftalarda
olusmaktadir. Baslica akut travmatik hemorajik hepatitis dikkati ¢eker.
Nekropside, karacigerin biiylidiigii, ayrica hemaroji ve go¢ eden kelebeklerce
acilmis tlineller goriiliir. Heniiz gen¢ forma erismis parazitlere 72 saatte viicut
boslugunda rastlanir. Kelebekler yaklasik 90 saatte karacigere ulasirlar.
Karacigerde (0zellikle sol lobunda) geng parazitlerin gog¢ii sonucu olusmus
hemorojik bdlgeler ve ylizeyinde fibréz bir eksudat vardir. Kapsiil yirtilarak kan
stvist viicut boslugunda toplanmir (12). Ozellikle son baharda ve kisa girilirken
goriilen akut fascioaliste ani Oliimler goriiliir. Enfeksiyona yakalanmis

hayvanlarin antemortem muayenesinde ishal, kilo kaybi, asites, mukozalarda
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solgunluk, ates, bazen karacigerde hissedilir bir biliyiime ile abdominal bir agri

goriiliir (8).

3.4.1.2. Subakut Form

Metaserkerlerin daha uzun bir zamanda ve akut formdakinde daha az
sayida alinmasiyla sekillenir. Bu déonem 5-10. haftalar arasi goriiliir. Bir kisim
kelebek safra kanalina ulastifinda kolanjit olusur. Bir kismi da hala gog
gecireceklerinden daha az siddette, ancak akut formdakine benzer lezyonlara
neden olur. Karacigerin biiyiimesi, ylizeyde biiyiikk nekrotik ve hemorojik
odaklarin goriilmesi, genelde riiptiir olmaksizin subkapsiiler hemorojinin
goriilmesi, peritonitis, karaciger fibrozisi, ilerlemis hemorojik anemi, karaciger
yetmezligi ve o6lim bu donemde goriilebilecek patolojik bozukluklar arasinda
sayilabilir (2). Subakut form genelde sonbahar ve kis mevsimlerinde goriiliir.
Oliimler, akut formda oldugu gibi hizli bir sekilde gériilmese de klinik belirtilerin

goriilmesini takip eden 1-2 hafta i¢inde goriilebilir (8).

3.4.1.3. Kronik Form

Hastaligin en yaygin gorillen formudur. Kis sonu veya ilkbahar
baslangicinda sikca goriilmekle beraber tiim mevsimlerde de goriilebilir.
Metaserkerlerin alinmasindan 4-5 ay sonra sekillenir. Istah kaybi, yavas ilerleyen
anemi, asir1 zayiflama, eozinofili, hipoalbiiminemi, kronik kolanjit nedeniyle ¢ene
altinda 6dem, hepatik fibrozis, plazmada gamma glutamil transferaz (GGT)

enziminin artmast ve safra kesesinin  biyiikligii en karakteristik

11



bozukluklardandir. Bu donemde, safra kesesinin yaygin bir hiperplazi ve
normalden 20 kat daha fazla safranin oldugu goriiliir (12). Safra yollarindaki bir
parazit giinde 0,5 ml kan kaybina sebep olabilir. Hastalarin alyuvar sayilarinda bir
diisme dikkati ¢eker. Iyi beslenemeyen koyunlarda patojenik gostergeler daha
kotii olabilir. Bu gibi hayvanlarda safra mukozasi boyunca plazma protein sizintisi
da goriilebilir. Ayrica kandaki protein degerlerinde degisiklikler go6zlenir.
Enfeksiyon doneminde, baslangigta hizli, daha sonra yavaslayan serum albiimin
seviyesinin azalmasi, enfeksiyonun 5. ayma kadar da yiikselen gamma globiilin
artist goriiliir. Bunun yaninda 3-5. aylar arasinda kalsiyum seviyesinde diisme,
hipomagnesemi dikkati ¢eker (8). Fasciolasisle birlikte goriilen bakteriyel
hastaliklarin en 6nemlisi koyunlarda goriilen kara hastaliktir. Bu hastalik tahrip
olmus karaciger dokusunda ¢ogalan B tipi Clostiridium novyi toksinleri tarafindan
olusturulur. Ozellikle koyunlarda 6ldiiriicii olmakla beraber sigirlarda da goriilir.
Nekropside: karacigerde bir anormallik s6z konusudur. Karaciger solgun,
katilasmis ve kiiclilmiistiir. Karacigerin ventral lobunun daha cok etkilendigi
goriiliir. Karacigerdeki patalojik bulgular hepatik fibrozis ve hiperplastik kolonjit

ile karakterizedir (8).

3.4.2. Sigirlarda Patojenite

Sigir fasciolosisinin patolojisi koyunlarinkine benzemekle birlikte bazi
farkliliklar gosterir. Sigirlar hastaliga ¢abuk yakalanmalarina ragmen fasciolosisin
klinik bulgularinin gériilebilmesi i¢in bu hayvanlarin 1000’den fazla metaserkerle
enfekte olmalar1 gerekir. Bu durumda sigirlarda koyunlardakine benzer sekilde,
kilo kaybi, anemi, hipoproteinemi ve 10.000’den daha fazla metaserkerin alindigi

durumlarda oliimler goriiliir.  Ozellikle geng sigirlarda agir tekrarlayan
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enfeksiyonlar seyrek de olsa akut ve subakut seyir gosterebilir. Kronik form
sigirlarda koyunlarinkinden daha onemli olup, kis ve bahar aylarmin sonunda
gortliir (12). Sigirlarda, koyunlardaki patolojik bulgulara ilaveten safra yollarinin
kalsifikasyonu ve safra kesesinin genislemesi sz konusudur. Safra duvarlarinda
kalsiyum birikmesi enfeksiyonun 16-20. haftalarindan sonra gériilmeye baglar.
Kelebeklerin anormal gogleri sigirlarda daha siktir. Agir enfeksiyonlarda anemi ve
hipoalbuminemi siddetlidir. Submandibular 6dem kronik fasciolosisde siklikla
goriiliir. Az miktardaki parazit yiikiiniin oldugu enfeksiyonlarda klinik etkiler en
az seviyede olup, verim kaybi vardir. Ancak bu belirtileri kotii besleme sonucu
olusacak verim kaybindan ayirt etmek giictiir. Diyare goriilebilir ancak bunun
fasciolosise 6zel bir bulgu olmadigi unutulmamahdir. Fasciola enfeksiyonlar

kisin ineklerde siit verimi kaybina neden olur (13).

3.5. Klinik bulgular

Fasciolosiste patogenez ve buna baghh gelisen klinik bulgular,
metaserkerlerin enfektivite derecelerine, bir slire¢ dahilinde alinan metaserker
sayisina, enfeksiyonun olusumu i¢in gegen siireye, konak tiiriine, konagin
bagisikligina ve karacigerin biiyiikliigiine gére degisebilmektedir (12). Parazitlerin
konaklar lizerine etkileri; mekanik, toksik ve kan kaybi bicimindedir. Parazitler
parankimada hepatositlerin kan damarlarinin tahribatina ve yikimina, safra
kanallarinda mekaniksel irritasyon ile patolojik degisimlere ve kan emme sonucu
anemiye neden olabilmekte (2), bosaltim ve salgisal iiriinleriyle de dalak ve
bobrek fonksiyonlar1 iizerine bazi olumsuz etkiler yapabilmektedir. Hayvanlar
tarafindan alinan metaserkerlerden ¢ikan geng¢ kelebeklerin ancak bir bolimi

karacigere ulasabilmektedir (14).
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Kronik fasciolosiste; ileri derece zayiflama ve kaseksi, ilerleyen ve
siiregelen anemi, mukozalarda solgunluk ve siroza bagh gelisebilen sarimsi renk,
halsizlik, hareket etmeye kars1 isteksizlik, 6zellikle ¢ene ve boyun altinda 6demler
(bottle-jaw), hipoalbuminemi, yer degistirebilen diyare ve konstipasyon, derinin
kuru ve hamur kivaminda olmasi yapagmin kurumasi ve kolay dokiilmesi, et
verimi ile kalitesinde goriilen diisme ile beraber siit ve dol veriminde de azalma

meydana gelir (15).

Fasciolosiste aneminin nedeni uzun yillar tartisilmis, hastaligin
incelenmeye baslandigi donemlerde paraziter go¢ sonucunda doku ve damar
tahribatina baglanmig ise de sonradan aneminin hemorajik, normositik ve
normokromik yapida oldugu ve parazitlerin kan emmesinin yani sira
eritropoesiste meydana gelen eksiklikten de kaynaklandigi iizerinde goriis
birligine varilmis, ancak ni¢in normositik ve normokromik 6zellik gosterdigi net
bicimde agiklanamamistir (12). Kan kaybi erigkin parazitlerin kan emmesinden
kaynaklanir ve baglantili olarak safra kanallarindaki kanama ile kendini gosterir.
Ergin parazitlerin bagirsaginda hemoglobin, hematin ve kirmizi kan hiicreleri
bulunmustur (15). Anemi, fasciolosiste morbitide ve mortalitenin en Onemli
sebepleri arasinda olup, hayvanlardaki kan kayb1 parazit basina 0.2-0.3 ml/giin'diir
(13). Fasciolosiste anemi 60. giin dolayinda net bicimde goriilmeye baslar ve
hastaligin ilerleyen donemlerinde retikulo-endotelial sistemdeki yetersizlik sonucu
eritrosit yapiminda da bir azalma meydana gelir (12). Enfeksiyonun ilk 7
haftasinda plazma hacmindeki artistan dolayr kirmizi kan hiicre voliimiinde
kismen bir azalma goriilebilir (15). Hasta hayvanlarda 63. giinden itibaren eritrosit

sayisinda ani ve hizli bir diisiis baslar ve diisiik degerler uzun siire devam eder.
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Eritrosit degeri 9 milyon/ml'den 2.2 milyon/ml'ye kadar diiser, 168-217. giinler
arasinda yiikselmeye baslayan degerler, hastaligi atlatan hayvanlarda 280.
giinlerde 10 milyon/ml'ye ulasir (14). Normositik ve normokromik anemi
baslamadan 6nce, demir baglama kapasitesinde artis baslar, ayrica makrofajlarda
hemosiderin birikmesi, demir metabolizmasindaki bir diizensizligi ifade edebilir

(16).

3.6. Teshis

Genel olarak tiim hastaliklarda oldugu gibi fasciolosiste de basarili
tedavinin ilk kosulu dogru tanidir. Bu amagcla tani; klinik ve otopsi bulgulari, digki
muayene yontemleri, biyokimyasal analizler, goriintiileme teknikleri ve serolojik

yontemlerle yapilmaktadir (2).

Hayvanlarda hastaligin tanisinda klinik bulgular bazi durumlarda oldukca
spesifiktir, ancak tek basmna kesin taniya gotiirmeyen bu bulgular hastalik
konusunda Onemli ipuglart vermektedir. Hastaliin akut formu, kisa siire
ierisinde fazla sayida metaserker alinmasiyla olusmaktadir. Ozellikle koyunlarin
herhangi bir klinik belirti gostermeden travmatik-hemorajik hepatit sonucu aniden
6ldiigii, nekropside karaciger kapstiliiniin yirtildigi, karin boslugunun kanli siv ile
doldugu goriilmektedir. Bu tip olaylarin goriilmedigi hafif seyreden akut olaylarda
ise hayvanlar istahsiz, durgun olup solunum giicliigli, soluk miikz membran,
karinda sigkinlik, siiriiden geri kalma ve yiirimede zorluk gozlenmektedir.
Palpasyonda sternum gerisinde agri reaksiyonu goriilmekte, bitkinligi giderek
artan hayvanlar yere yigilmakta ve enfeksiyonun siddetli seyrettigi durumlarda 2-
3 hafta igerisinde oliimler meydana gelmektedir. Olen hayvanlar gogunlukla

g0giis lizerine yatmis ve burun topraga temas etmis halde karakteristik sekilde
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bulunmakta bazen, agiz veya burundan kan gelebilmektedir. Nekropside karin
boslugunda kanli bir sivi, karacigerde biiyiime, hemoraji ve gevrek bir yapi
gozlenmektedir. Karaciger lzerinde fibrin membranlar ile fibrinli peritonit
goriilmekte ayrica, karaciger kapsiilii altinda hematomlara rastlanabilmektedir.
Kesit ylizeyinde geng parazitlerin gog izlerini gosteren kabartilar gdzlenmektedir.
Bu izler takip edildiginde 6n kisimlarinda gbé¢ halinde beyaz renkte, 1-7 mm

uzunlugundaki geng parazitlere rastlanmaktadir (2, 8, 17).

Kronik fasciolosis, akut fasciolosisi atlatan ya da uzun siirede daha az
metaserker alan ve genellikle bir yasin iizerindeki hayvanlarda goriilmektedir.
Klinik olarak koyunlarda anemi, istahsizlik, kilo kayb1, ¢ene, goz kapaklari altinda
gogiis ve karin bolgelerinde yangisiz 6dem goriilmektedir. Koyunlarin yiinleri
kolay kirilir hal almakta ve dokiilmektedir. Nekropside yaygin bilier siroz dikkati
cekmektedir. Karaciger paransimi fibrotik ve serttir. Bliyiik safra kanallar
kalinlagsmis ve fibrotik olup iizerinde sislikler goriilmektedir. Safra kanallarina
yapilan kesitlerde olgun parazitlere rastlanmaktadir (2, 8, 17). Doku reaksiyonlar1
daha siddetli ve belirgin oldugu icin sigirlar genellikle hastalifa koyun ve
kecilerden daha dayaniklidir. Sigirlarda alinan metaserkerlerin ancak %30'u safra
kanallarina ulasabilmekte ve buraya ulasan parazitlerin etrafinda giiclii bir fibroz
reaksiyon meydana gelmesiyle kalsiyum fosfat taslar1 sekillenmektedir. Klinik
olarak kilo alamama, istah azalmasi, mukoz membranlarda anemi goriilmekte ve
siit verimi yar1 yartya' azalmaktadir. Karacigerdeki fibrosis ve kalsifikasyon
Fasciola'larin yasam olanaklarint bozmakta ve semptomlar giderek ortadan
kaybolmaktadir. Olusan kalsiyum taslar1 ortadan kalkmasa da safra yollarinin tam

rejenerasyonu miimkiin olabilmektedir (2, 8, 17).
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Fasciolosisin tanisinda diskida yumurtalar ancak parazitlerin olgunlastigi
donemde, enfeksiyonun 8 ile 10. haftasindan sonra goriilebilmektedir. Geng
parazitlerin karaciger parankimasinda go¢ gecirdigi erken donemde, diskida
parazit yumurtasina rastlanmamaktadir. Az sayida parazitin olusturdugu hafif
enfeksiyonlardaki tekrarlanan diski bakilarinda yumurtalarin = goriilebildigi,
Fasciola sp.’nin giinden giine ve giin i¢inde yumurta atiliminda degiskenlikler
gosterdigi, diskida yumurta dagiliminin diizensiz oldugu ve tek basina diski bakisi
ile gram diskidaki yumurta sayisinin (epg) enfeksiyonun ger¢ek durumu hakkinda
yeterli bilgi vermedigi bildirilmektedir (2). Eriskin kelebeklerin yasami boyunca
hergiin 5.000-20.000 yumurta iirettigi (17) ancak, konakta olusan tahribata neden
olan ilgili parazit sayisi ile diski1 yumurta sayisi1 arasinda bir iliski bulunmadigi
saptanmigtir (18). Fasciola sp. yumurtalarinin saptanmasi veya gram diskidaki
yumurta sayisinin belirlenmesi i¢in digki muayene yontemlerinden sedimentasyon
(Benedek, Modifiye McMaster) ve ZnS0, tekniklerinden faydanilmaktadir (19).

Fasciolosis tanisinda yumurtalarin goriilmesi tanida spesifik olmakta
ancak, bu iki tlirlin yumurtalar1 renk ve yapi1 olarak birbirine benzemektedir. Her
iki tiriin yumurtalar1 oval, kapakli, altin saris1 renkte olup F. gigantica
yumurtalar1 (132-197 X 76-104 um), F.hepatica’ya (130-150 X 63-90 um) oranla
daha biiyiik olmakla birlikte iki yumurtanin yakin 6lciilerde olmasi bu iki tiiriin
yumurtalarinin birbiriyle karisabilecegini ortaya koymaktadir (2). Ayrica, her iki
tiire ait yumurtalarin mandalarda daha biiyiik oldugu bunu sigir ve koyunlardan
elde edilen yumurtalarin izledigi tespit edilmistir.

Fasciolosisin tanisinda 6zellikle akut formunda temel tan1 yontemi olarak

serolojik yontemlerin kullanilabilecegi ve taniya biiyiik katki saglayacagi ortaya
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konmustur. Fasciola tiirlerinden ileri gelen enfeksiyonlarin serolojik tanisinda
gecmisten giiniimiize kadar gesitli yontemler kullanilmis, antikor aramaya dayali
olarak 6zellikle ELISA, counter-electrophoresis, IHA ve Western blot (WB) en
cok kullanilanlar olmustur. Serolojik testlerde duyarlilifin ve 6zgiinliigiin artmas1
kullanilan antijenik materyale baglh olarak degismektedir. Kullanilan testlerdeki
antijenlerin kompleks yapida olmasi nedeniyle benzer immunojenik ozellikler
tastyan parazitlerle ¢apraz reaksiyon verme riskini ortadan kaldirmada ergin
parazit, ES (ekskresyon-sekresyon) iiriinleri veya kismen purifiye edilmis parazit
triinleri kullanilmaktadir. Ancak, son zamanlarda daha c¢ok purifiye ve
rekombinant antijenler kullanilmaktadir. Buna karsin hastalik tedavi edilse de
antikorlarin kanda uzun siirelerde bulunmasi ve ge¢cmis enfeksiyonlarda olusan
antikorlarla yeni enfeksiyonlarda olusan antikorlar arasinda benzerlik
gostermesinin kesin tanida zorluk olusturdugu bilinmektedir. Bu nedenle digki ya
da serumda antikor yerine Fasciola antijenlerinin saptanmasi ile ilgili ¢alismalar
yapilmakta, konak parazit yogunlugu ile antiparaziter tedavinin basarisini énceden

tahmin etmede kullanilabilecegi bildirilmektedir (20).

3. 7. Tedavi

Sigir, koyun ve kegi gibi evcil hayvanlarda F.hepatica’nin neden oldugu
ve fasciolosis olarak adlandirilan hastaligin tedavisinde kullanilan farkli kimyasal
gruplara ait degisik ilaglar (fasciolisit) bulunmaktadir. Bu baglamda fasciolosiste
kullanilacak ilaglarin, bu Ozellikleri dikkate alinarak uygulanmalar1 esastir.
Gilintimiizeki fasciolisitlerin ¢ogu erigkin kelebeklere karsi yiiksek etki
gostermesine ragmen, geng kelebeklere karsi sadece triklabendazol ve diamfenetid

kullanilmaktadir (21). Triklabendazol, kelebeklerin tiim gelisme donemlerine
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karst kullanilabilen tek ilag olma &zelligini tasirken, diamfenetid ise eriskin
kelebeklere karsi etkisizdir. Nitroksinil ise 6-8 haftalik kelebeklere karsi iyi, ancak
diizensiz bir etki gosterir (11). Salisilanilidler, eriskin kelebeklere karsi yiiksek
etki gosterirler. Ayrica 6-8 haftalik ve daha biiylik kelebeklere de etkili, ancak
geng¢ formlara etkisizdirler. Rafoksanid, koyunlarda eriskin olmayan kelebeklere,
klosantelden biraz daha fazla etkilidir. Rafoksanidin arttirilmis dozu (7.5-15
mg/kg) 4 haftalik ve daha yash kelebeklere yiiksek etki gostermektedir (11).
F.hepatica ile enfekte sigirlarin klosantel ile tedavisinden sonra, diskidaki
yumurta sayisinin 6.haftada %95'e yakin oranda azaldig: tespit edilmistir (22).
Genis spektrumlu  benzimidazollerden olan cambendazol, fenbendazol,
mebendazol ve oksfendazolin F.hepatica’ya az veya hi¢ etkileri
bulunmamaktadir. Albendazoliin etkisi sadece eriskin kelebeklerle sinirhidir ve
yiikksek doz uygulamasi gerekir (11). Triklabendazoliin ise hem erigskin hem de
geng kelebeklere karsi yliksek etkisi bulunur (23). Klorsulon, sigirda koyuna gore
daha etkili olmakla birlikte deri alt1 yolla 2 mg/kg dozda verildiginde eriskin
kelebeklere %90'dan yiiksek bir etki gosterir (24). Diamfenetid, 6 haftaya kadar
olan erken donemdeki geng kelebeklere kars1 yliksek etki gostermekte olup 1

giinden kii¢iik kelebeklere dahi etkilidir (25).

3. 7. 1. Ekonomik Onemi

Helmint hastaliklarina evcil hayvanlarda yaygin olarak rastlanmaktadir. Bu
hastaliklar viral, bakteriyel ve protozoon hastaliklart gibi siirli halinde 6liimlere
neden olmadiklart i¢in fazla dikkat cekmemektedir. Cogu zaman herhangi bir
klinik belirti gdstermeden uzun siire sinsi olarak seyrederek hayvanlarda

bliylimede gerilige ve hayvansal iiriinlerde nitelik ve nicelik yoniinden azalmaya,
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yiik hayvanlarinda is giicli kaybina neden olmaktadirlar. Bunlara ek olarak hasta
hayvanlarin tedavisi i¢in veteriner, laboratuvar ve ila¢ masraflar1 da ekonomik
kayiplarin artmasina yol agmaktadir. Hayvanlarda yaygin olarak rastlanan ve
hayvancilik sektoriinii olumsuz yonde etkileyen helmint hastaliklarindan biri de
fasciolosis olup, ciftlik hayvanlarinda et, siit, yapagi, délverimi ve gii¢ kayb1 gibi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (26). Hastalik ¢ogunlukla subklinik olarak
seyretmekte ve kronik donem boyunca diisiik gebelik orani, pubertanin gecikmesi,
diisik dogum agirligi, siit verimi kaybi, yapagmin nitelik ve nicelik olarak
bozulmas1 ve is giicii kayb1 gibi ekonomik kayiplara yol ag¢makta, yaygin
karaciger harabiyeti sonucu kemik iligine giden protein ve mineral madde
miktarinin ~ dlismesine bagli coklu yavrulama oranimin  diismesi de
goriilebilmektedir (27). Fasciolosise diinya ¢apinda her yil yaklasik olarak 600
milyon ¢iftlik hayvaninin yakalandigr ve diinyanin bazi boélgelerinde 2.4-17
milyon insanin bu enfeksiyonu tasidig: bildirilmektedir (28). Belgika’da, flukicide
ilaglarla tedavi edilen sigirlarda tedavi edilmeyenlere gore %18 daha fazla canli
agirlik artis1 oldugu ortaya konmus, elde edilen kazancin tedavi masrafinin 4.2
katina tekabiil ettigi hesaplanmistir (29). Amerika Birlesik Devletleri’nde
flukicide ilaglarla tedavi edilen besi sigirlarinda verimliligin arttig1, ortalama 40-
140 arasinda kelebek ile enfekte sigirlarda canli agirligin %8-28 oraninda diistiigii
bildirilmistir (30). Yine ABD’de, clorsulon ile tedavi edilen besi bogalarinin
tedavi edilmeyenlere gore haftalik 0.76 kg, besi diivelerinin ise haftalik 0.38 kg
daha fazla canli agirlik kazandiklar1 ortaya konmustur (31). Sigirlarda yilda en az
bir kez yapilan fasiolasid tedavisi sonucu siit veriminde inek basina yillik 150 litre

artis oldugu saptanmistir (32). Tiirkiye’de fasciolosisin neden oldugu ekonomik
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kayiplar, daha ¢ok kesim sonrasi imha edilen karaciger miktar1 hesaplanarak
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Ozyer (33), Adana Et ve Balik Kurumu’nda 1989
Ocak ay1 ile 1990 Agustos ay1 arasinda kesilen kii¢iik ve biiylik bas hayvanlarda
distomatosis nedeniyle imha edilen karacigerin maddi degerinin zamanin
parasiyla 127.565.000 TL (46.557 USD) oldugunu bildirmistir. Ozer ve ark. (34),
Elaz1g Et ve Balik Kurumu Kombinasi’nda Eyliil 1992 ile Agustos 1993 tarihleri
arasinda kesimi yapilan 6.235 koyundan 1.114’liniin karacigerinin paraziter
nedenlerden dolay1 tam veya kismi olarak imha edildigini ve bunlarin 688’inin
karaciger kelebekleri nedeniyle oldugunu bildirmislerdir. Kaplan ve Kuk (35),
1998-2000 yillar1 arasinda Elazig EL-ET kesimhanesinin kayitlarini incelemisler,
bu donemde fasciolosis nedeniyle imha edilen karacigerlerin neden oldugu

ekonomik kaybin 21.428.000.000 TL (17.143 USD) oldugunu hesaplamislardir.

Tirkiye’nin ¢esitli  yorelerinde farkli tanm1 teknikleri 1ile yapilan
calismalarda (digki muayenesi, nekropsi veya seroloji) sigir fasciolosisinin

yaygimligiin %0.5-66 arasinda degistigi belirtilmis, (36, 37, 38, 39) Erzurum’da

s1gir fasciolosisinin %21 oraninda yaygin oldugu bildirilmistir (40).

3.7.2. Kontrol Calismalar:
Diinya ¢apinda 600 milyondan fazla hayvani enfekte eden ve yillik 2

milyar dolar olarak tahmin edilen O6nemli ekonomik kayiplara neden olan
fasciolosis (41) ile miicadelede uygulanacak olan kontrol yontemleri; bolge
cift¢iligi, hayvan sahiplerinin sosyo-ekonomik durumlart ve iklim sartlar1 gibi
faktorlere bagl olarak gelismis ve az gelismis lilkeler arasinda oldugu gibi 1liml
ve tropikal bolgeler arasinda da farkliliklar gostermektedir (32). Fasciolosis ile

miicadelede genel olarak hayvanlarda stratejik ve taktik antelmintik kullanimu,
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arakonak siimiikliilerle miicadele, mera yOnetimi ve meraya iliskin Onlemler
alinmasi ve direngli hayvanlarin kullanilmasi gibi yontemler uygulanmakta (8, 32,
42) ayrica cografik bilgi sistemleri ve diger bazi tahmin sistemlerinden
faydalanilmaktadir (43). Alternatif bir kontrol metodu olarak F. hepatica ve
F.gigantica enfeksiyonlarina karsi asi gelistirme c¢alismalar1 yapilmaktadir (44).
Ciftlik hayvanlarinda fasciolosisin kontrolii amaciyla bu yontemler arasinda en
¢ok basvurulan ve en yaygin olarak kullanilan yontem antelmintiklerle

hayvanlarin tedavisidir (32).

Giliniimiizde fasciolosisin kontroliinde antelmintik kullanimi en gecerli
uygulama yontemidir. Bunlar igerisinde de en sik kullanilani triclabendazole ve
clorsulon’dur. Sinirli sayidaki bu ilaglarin bilingsiz kullanilmasi nedeniyle direngli
populasyonlar gelismektedir. Bu nedenle farkli parazit tiirlerinde spesifik ilaclara
karst gelisen diren¢ mekanizmalarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi
olduk¢a onemlidir (45). Antelmintik direng¢ giiniimiizde 6nemli bir problem olup,
ilag piyasadan geri ¢ekilse bile antelmintik duyarliligin normale dondiigiine iliskin
veri bulunmamaktadir (46). Kisa veya orta vadede parazit kontrolii i¢in kullanilan
mevcut kimyasallarin kullanimina alternatif olacak gercekei bir uygulama da
bulunmamaktadir. Mera yonetiminin gerekli antelmintik tedavi sayisini
azaltmasina ragmen bu uygulamalarin yerini tamamen almasi olas1 degildir (47).
Yakin gelecekte etkili asilarin gelistirilmesi ve kimyasal olmayan bilesiklerin
kullanilabilmesi miimkiin goriinmekle birlikte mevcut sartlarda eldeki

kimyasallar1 kullanmaktan baska bir yol bulunmamaktadir (48).

Direng, bir ilacin oOnerilen dozda veya daha fazla uygulandiginda bir

parazit populasyonundaki bireylere vyeterince etki etmemesi olarak tarif
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edilmektedir. ilag direnci ile ilgili en énemli durum, direncin sonraki nesillere
aktarilmasi ve parazitin birden fazla ilaca birbirinden bagimsiz olarak direng
gelistirebilmesidir. Bir populasyonda direng gelismisse bu direncin zayiflamasi
veya direncin kirilarak ilk haline gelinmesi miimkiin degildir (46). Direng, ilag
kullaniminin kaginilmaz sonucu degildir. Bazi parazitlerde ve ilag kullanim
durumlarinda direng asla gelismeyebilir. Bir ilaca karsi direng gelistiginde
rezistans allellerin birikimiyle ilgili li¢c donem vardir: (i) diren¢ olusumu biiyiik
oranda populasyonun biiyiikliigii ve cesitliligi ile siipheli gen(ler)deki mutasyon
orani tarafindan etkilenen bir olaydir, (ii) direng, slipheli parazite kars1 kullanilan
etken maddeye kars1 gelisir fakat parazitin hayatta kalmasina ve cogalmasina izin
verir, ila¢ kullanimi rezistans alleller i¢in kuvvetli bir segiciliktir ve bu olay
devam etti8i siirece rezistans allellerin siklig1 artmakta ve populasyonda yaygin
hale gelmektedir, (iii) se¢iciligin artmasina bagli olarak direng ortaya ¢ikmakta ve

kendini belli etmektedir (48).

[lag direnci simirli sayida yolla kendini géstermektedir: (i) ilacin molekiiler
hedefini artik tanimamasi ve buna bagli etkisizlik, (i1) parazit metabolizmasindaki
degisiklige bagli olarak ilacin inaktive edilmesi veya atilmasi, (ii1) ilacin
parazitteki dagiliminda meydana gelen degisiklige bagli olarak ilacin etki
bolgesine girisinin dnlenmesi, (iv) hedef genin ilag etkinligini azaltma yoniinde
giiclenmesi (48). Klinik olarak direng, enfekte konagin ilacin 6nerilen dozuyla
tedavi edilmesini takiben diskidaki yumurta sayisindaki azalmanin tedavi oncesi
durumla yada tedavi edilmeyen kontrol grubuyla kiyaslanarak hesaplanmasiyla
belirlenmektedir. Neticede yumurta sayisinda %95’in altindaki azalma klinik

dirence isaret etmektedir (49). Bu oran koyunlar i¢in gegerli olup, bunun disindaki
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tiirler i¢in farkli bir oran kabul edilebilir. Direnci heniiz gelisme donemindeyken
belirlemek oldukc¢a zor olup, hassas testlere ihtiya¢ vardir. Genetik testler bir
parazit populasyonundaki spesifik direng allellerinin varligini belirleyebilir, ¢linkii
bu gibi alleller direng vakalarinin gogunda mevcuttur. Direngli allellerin dominant
olmasi diren¢ gelisimi i¢in bir etkendir. Diren¢ olayinda sadece bir gen etkin
olabildigi gibi birden fazla gen de etkili olabilir. Parazit helmintlerdeki yiliksek
genetik cesitlilik nedeniyle populasyondaki rezistans allellerin varolma olasiligi
ve dolayistyla direng gelisimi riski de daha yiiksektir. Kisa biyolojik siklusa ve
yiiksek fekunditeye sahip parazitler kisa siirede ¢ok fazla sayida nesil iirettikleri
igin rezistans allellerin hizli yayilimina da o oranda katki yapmaktadir. Konak
hareketlerine bagli olarak parazitlerin de farkli bolgelere tasinmasi, direngli
parazitlerin yayilmasina neden olmaktadir. Patojenik parazitlerle olusan
enfeksiyonlar tedavi ve kontrol 6nlemleri gerektirdigi i¢in bu parazitlerdeki direng

de haliyle fazla olmaktadir (48).

Mikrotubuller biitiin Okaryotik hiicrelerdeki esansiyel hiicre iskeleti
benzeri yapilardir. Bunlar tubulin proteinin polimerleri olup a ve B-tubulin olmak
tizere iki heterodimer alt birime sahiptirler. Bu alt birimler yapisal olarak benzer
olup aminoasit sekanslarinda %40 oraninda benzerlik gosterirler (50). Tubulin,
bircok etken ilacin hedef bolgesidir. Konak ve parazit tubulini arasinda ¢ok ince
bir farklilik olmasi nedeniyle selektif bir toksisite elde edilir. Ornegin mevcut

benzimidazoller nematodlarin B-tubulinine daha yiiksek oranda baglanirlar (48).

Yaklasgik 20 yildan fazla bir zamandan beri ¢iftlik hayvanlarinda
fasciolosid olarak kullanilan triclabendazole (TCBZ) atipik bir benzimidazol (BZ)

olup olduk¢a dar spektrumlu bir aktiviteye sahiptir. TCBZ’ye karsi direng
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1990’larin ortalarinda ilk kez Avustralya’da ¢iftlik hayvanlarinda ortaya konmusg
(51) ve daha sonra Avrupa’nin gesitli iilkelerinden (Irlanda, ingiltere, Hollanda ve
Ispanya) bildirilmistir (52). Diren¢ mevcut haliyle gelismeye devam ederse yakin
gelecekte tedavi stratejilerinin degistirilmesi gerekecektir. Nitekim fasciolosisin
prevalansinda, gerek iklim sartlarinin de8ismesine bagli olarak arakonak
siimtikliiniin hayatta kalabilirliginin artmasi, gerekse dirence bagli olarak artig

oldugu gozlenmektedir (53).

Benzimidazol, tubulinin mikrotubul formuna polimerizasyonunu inhibe
ederek etki gostermekte ve direng olayr da B-tubulin genindeki mutasyona bagl
olarak ila¢ baglanmasinin 6nlenmesi neticesinde olusmaktadir. Fakat, BZ direnci
ile iligkili olarak B-tubulin geninde birka¢ farkli polimorfizm sekillenmektedir
(54). Bunlardan en iyi bilineni ve ilk tanimlanan1 B-tubulin izotip 1 geninin 200.
kodonundaki  Fenilalanin-Tirozin  (Fe-Ti) polimorfizmidir (55). Ayrica
benzimidazol direngli parazitlerde 6, 50, 134, 165, 167, 198 ve 257.
niikleotidlerde mutasyon sekillendigine iligskin veriler bulunmaktadir (56). TCBZ
direncinin nasil gelistigini anlamak i¢in ilacin etki mekanizmasini anlamak
gereklidir. Bu ilacin etkisi tiptk BZ’ler gibi mikrotubul aktivitesine
dayanmaktadir. Ilacin aktif formu olan triclabendazole sulfoxide (TCBZ.SO),
vitellin ve spermatogenik hiicrelerde mitozisi inhibe etmekte, ayrica tegumental
sekresyonun g¢alismasini engellemekte ve tegumentin yaygin bir sekilde hasara
ugramasina yol agmaktadir. TCBZ’nin kelebege girisi oral yoldan ziyade
tegumental sinsitiyumdan diffuzyon yoluyla olmaktadir (57). Hem TCBZ hem de
TCBS.SO’nun direngli kelebeklere girisinin hassas olanlara gore daha yavas

oldugu belirlenmistir (58). Daha sasirtici olani, bu olayin diger BZ’ler ve
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albendazol i¢in gecerli olmamasi ve hem direngli hem de hassas kelebekler girisin
ayni hizda olmasidir (59). Closentel, oxyclosanide, nitroxynil ve albendazole,
TCBZ direngli eriskin kelebeklere karsi etkili bilesikler olup geng kelebeklere
kars1 yeterince etkili degillerdir (60). Klinik olarak bu durum onemlidir ¢linkii
parazitin go¢ donemlerindeki geng parazitler en patojen etkiyi olusturmaktadir.
Insanlarda enfeksiyona yol acan bir microsporidia olan Vittaforma corneae’da
benzimidazol direnci arastirilirken [-tubulin genindeki 198. niikleotiddeki
Glutamin degisikliginin dirence isaret ettigi ifade edilmistir (61). Yine ¢ekirdekli
meyvelerde 6nemli hasara neden olan Monilinia fructicola isimli mantarda -
tubulin geninde 6. ve 198. niikleotidlerinde mutasyon meydana geldigi gosterilmis
ve bu benzimidazol direncine baglanmistir (62). Son olarak trichostrongilid
nematodlardaki  benzimidazol direncinde  &zellikle 200. niikleotiddeki
Fenilalanin/Tyrosin degisikliginin dirence isaret ettigi uzun yillardir bilinmektedir

(63).

Antelmintik direncin belirlenmesinde diskida yumurta sayimi, in vitro
testler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Digkida yumurta sayisinda
azalma testi en yaygin kullanilan, uygulamasi basit bir teknik olmakla birlikte,
gerek parazit tiiriine gerekse de ilaca bagli olarak degisen kabul edilebilirlik
oranlar1 nedeniyle, giinlimiizde bu yonteme gore direnci tanimlamak pek giivenilir
goriinmemektedir. Ozellikle safra kanallarindaki eriskin karaciger kelebeklerinin
biitiin yumurtalarini ne kadar siirede ¢ikardigi tam olarak bilinmedigi i¢in bu testle
direng belirlemek yaniltict olabilmektedir. In vitro testler ise iki kategoride
incelenmektedir. Bunlardan biri, LD50 degerlerinin belirlenmesine yonelik olup,

test oldukca sensitif olup %2’nin altindaki direngli nematodlar1 dahi belirleyebilir.
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Diger test ise yumurta acilim testi olup, taze yumurtaya ihtiya¢ duyulmasi ve
ovosidal olmayan grup 2 ve grup 3 antelmintikler i¢in uygun olmamasi nedeniyle
kullanim alan1 sinirlidir. Molekiiler yontemler ise antelmintik dirence bagli olarak
sekillenen tek niikleotid mutasyonunun belirlenmesi esasina dayanmaktadir (64).
Bu yontemler arasinda PZR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
ve PZR-Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP) metodu oldukca
giivenilir yontemlerdir. Ik ydntemde PZR iiriinlerinin uygun restriksiyon
enzimleriyle tampon ortaminda kesilmesi ve elde edilen bant profillerinin
farkliligina goére genom {lizerindeki mutasyon varliginin ortaya konmasi
amaglanmaktadir. PZR-SSCP metodunun prensibini ise tek iplik¢ikli DNA’nin
sekil ve biyiikliigline bagli olarak, jel igerisindeki elektroforetik hareketi
olusturmaktadir. Cift iplik¢ikli DNA’nin jeldeki elektroforetik hareketi, onun
biiyiikliigii ve uzunlugu ile yakindan iliskili olup niikleotid farkliliklar: bu hareketi
fazla etkilememektedir. Oysa komplementeri olmayan DNA’nin stabil olmamasi
nedeniyle tek iplik¢ikli DNA’nin jeldeki elektroforetik hareketi yiizlerce niikleotid
igerisindeki tek bir niikleotid farkliliindan dahi etkilenmektedir. Boylelikle,
poliakrilamid jel elektroforezinde DNA’nin yapisindaki tek bir niikleotid farklilig:
dahi, olusan hareket degisikligi sayesinde belirlenebilmektedir. SSCP analizinin
sensitivitesi; DNA  konsantrasyonu, incelenen fragmentlerin uzunlugu,
elektroforez 1sis1, jel kompozisyonu, kullanilan tampon ve pH gibi bircok
parametreden etkilenebilir. Teknigin en biiyiik avantaji ¢ok sayida PZR 6rneginin
es zamanl olarak incelenmesine olanak saglamasidir. Bu teknik PZR iiriinlerini
gorlintiillemek, incelenen genlerde yeterli polimorfizmin olup olmadigini ortaya

koymak, polimorfizmin ¢ok oldugu gen boélgelerini belirlemek, ¢ok kopyali
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genlerde polimorfizm olup olmadigini tespit etmek ve intraspesifik varyasyonlari

belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (65, 66).

Saha ve laboratuvar sartlarinda F.hepatica’nin flukicidlere direnciyle ilgili
ilk bulgular 1980’lerin sonlarinda elde edilmistir (67). Ozellikle 1995 yilindan
beri saha sartlarinda F.hepatica’nin TCBZ’ye direnciyle ilgili Avustralya (51),
frlanda (68, 69), Iskogya (70), Galler (71), Hollanda (72, 73) ve Ispanya’dan (74)
bildirilen ¢ok sayida veri bulunmaktadir. Ancak Tiirkiye’de ila¢ direnci ile ilgili
simirli sayida rapor mevcut olup, bunlar da genelde diskida yumurta sayimi ve
yumurta acilim testleriyle yapilmig ancak molekiiler yontemlere dayali bir
calismaya rastlanmamistir. Cirak ve ark. (75), Bati Anadolu’da atlarda
cyathostominlere karsi TCBZ direncinin gelistigini diskida yumurta azalim
testiyle belirlemislerdir. Kose ve ark. (76) ise Afyonkarahisar’da koyun
siiriilerinde diskida yumurta azalim testiyle yaptiklar1 ¢alismada mide bagirsak
nematodlarinda albendazol ve oxfendazol-oxyclosanid kombinasyonuna karsi

herhangi bir direng tespit edemezlerken, ivermektine karst direng belirlemislerdir.

Kemoterapi, veteriner hekimlikte paraziter enfeksiyonlarin kontroliinde en
gecerli uygulama yontemi olmaya devam etmektedir. Bu amaca yonelik olarak as1
caligmalar1 yapilmakla birlikte, kisa veya orta vadede parazit kontrolii i¢gin mevcut
kimyasallarin kullannmina alternatif teskil edecek bir gelisme saglanamamuistir.
Kematerapotik kontroliin onilindeki en Onemli problemin ilag direnci oldugu
asikardir. Bazi onemli parazit tiirlerindeki ilag direnci, tiire karsi uygulanan

kontrol programlarinin basar1 oranim1 diisiirmektedir. Gelecekte parazit
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enfeksiyonlarinin  kontrol programlarinin gergeklestirilebilmesi i¢in direng
gelisiminin saptanmasi ve eldeki verilere gore ilag tercihlerinin yapilmasi hayati
onem arz edecektir. Bu nedenle farkli parazit tiirlerinde spesifik ilaglara karsi
gelisen direng mekanizmalarinin  belirlenmesi onem kazanmaktadir. Ilag
direncinin belirlenmesinde molekiiler yontemlerin kullanilmasi, elde edilecek

verilerin giivenilirligi agisindan da olduk¢a 6nemlidir.

Bu calisma ile farkli cografik alanlardan ve degisik konaklardan (sigr,
koyun) elde edilen F.hepatica izolatlarinda TCBZ direncine isaret edebilecek f-
tubulin gen polimorfizminin olup olmadigi, varsa ne derecede yaygin oldugu ve

konak spesifikliginin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

4. MATERYAL VE METOD

4.1. Ornek Toplama

Erzurum ve Kayseri illerindeki mezbahalardan kesimi takiben her ilden 20
sigir ve 20 koyundan olmak tizere toplam 80 eriskin F.hepatica toplandi ve %70
ethanol igerisinde laboratuvara ulastirilip, kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Ornekler, ilgili literatiire gore morfolojik ve mikroskobik &zellikleri bakimimdan
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F.hepatica oldugu teyid edildikten sonra genomik DNA (gDNA) izolasyonuna

gecildi.

4.2. Genomik DNA Izolasyonu

Bu amagla erigkin parazitler bir lam {izerine alinip 6n 2/3’lik kismi bir
bistiiri ile kesilip eppendorf tiiplere konulduktan sonra en az 5 kez PBS (pH=7.4)
ile yikandi. Oncelikle bu tiiplere gDNA izolasyon kitinde (Geneall, Korea)
bulunan lizis buffer eklenip, 20 mg/ul proteinaz-K’dan 25 pl konulup 1 gece 56
°C’de bekletildikten sonra ticari kit prosediirii uygulanarak gDNA izole edilip
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Bu iglemin basarili olup olmadigin
anlamak i¢in biitiin 6rneklerdeki total DNA miktar1 spektrofotometre ile 6l¢iildii

ve yeterli gDNA olmayan 6rneklerden yeniden izolasyon yapildi.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Fasciola hepatica B-tubulin  genini  ¢ogaltan  B-tub295f (5'-

AAYAAYTGGGC YAARGGNCAYTA-3') ve B-tub1230r (5-
TCRGTRAAYTCCATYTCRTCCAT-3") primerleriyle c¢ogaltilip 935 bp
biiyiikliigiinde bant veren 6rnekler sonraki islemler igin ayrildi. PZR karisimi, 5 ul
10X PCR Buffer, 4 ul MgCly, 4 pl 1.25 uM dNTP, herbir primer ¢iftinden 0.5 pl,
0.2 ul Tag DNA polimeraz ve 30.8 ul distile sudan olusmustur. Bu karisima
herbir 6rnegin gDNA’sindan 5 pl eklenmis ve vorteks yapildiktan sonra PCR
ThermoCycler (SensoQuest, Germany) cihazinda PZR islemine tabi tutulmustur.
Bu islem 95°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon, 94°C’de 1 dakika denatiirasyon,
56°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama seklinde 40 siklus ve
72°C’de 10 dakika ekstra sentez halinde gergeklestirilmistir. Cihazdan ¢ikartilan

orneklerin 10 pl’si %1.4’liikk agaroz jele 5 pl loading buffer ile karistirilarak
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yiiklenmis ve 90 V akimda 30 dakika yiiriitiiliip ethidium bromide ile boyandiktan
sonra jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat Quantum-ST5-1100/26MX)

goriintlilenip fotografi alinmistir.

4.3.1. PZR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) Analizi
PZR-RFLP analizi i¢in PubMed’de yaymlanmis sekanslar temel alinarak

restriksiyon enzim kesim yerleri belirlenmis ve RFLP isleminde Mboll, Hphl ve
Hindll enzimlerinin kullanilmasina karar verilmistir. Biitiin 6rneklerin PZR
tiriinleri bu enzimlerle ayr1 ayrt RFLP islemine tabi tutulmustur. Bu islem i¢in 10
ul PZR {iriinii, 10 U restriksiyon enzimi, 2 pl restriksiyon buffer, 0.2 ul BSA, 5.5
ul distile su olacak sekilde hazirlanan karisim 3 saat boyunca 37 °C'deki su
banyosunda inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda %3’liik agaroz jelde yiiriitiiliip
90 V akimda 45 dk yiiriitiilen 6rnekler ethidium bromide (10 mg/ml) ile boyanip,

UV transilluminatorde bantlarin varligi yoniinden incelenmistir (77).

4.3.2. SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism)

SSCP islemi mini dikey jel sisteminde gergeklestirilmistir. Bu jel i¢in 2 ml
%50 Acrylamide-bisacrylamide karisimi (49:1), 825 pl 5X TBE, 825 ul Gliserin,
5075 pl distile su, 150 ul %10 APS (Amonium peroxid disulphate), 4 ul TEMED
karistmi cam plakalar arasina konulup tarak yerlestirildikten sonra 37 °C’de
jellesmesi icin bekletilmistir. Takiben cam plakalar tank icerisine konulup tarak
cikarildiktan sonra Tlizerine 0.5X TBE tamponundan eklenip orneklerin
hazirlanmasi islemine gecilmistir. Oncelikle 4 pl PZR iiriinii 12 ul SSCP loading
buffer (10 mM NaOH, %95 formamide, %0.05 bromophenol blue ve %0.05
xylene cyanole) ile karistirilip 95 °C’de 10 dakika denatiire edilip sonra hizli bir

sekilde buz kaliplar1 (-20°C) i¢ine konulup sogutularak DNA iplik¢igi tek sarmal
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halinde kalmasi saglanmistir. Daha sonra bu Orneklerden 10 ul alinip jele
yiiklenmis ve buz kaliplar1 igerisinde yaklasik 3 saat 200 Volt akimda
elektroforeze tabi tutulmustur. Boyali kisim jelin alt kismina ulaginca akim kesilip
cam plakalar agilmis ve jel ¢ikarilip glimiis nitrat metoduyla boyama islemine
gecilmistir. Bu amagla jel oncelikle distile su ile birkag dakika yikandiktan sonra
6 dakika boyunca 100 ml %10 etanol, %5 asetik asit ve %85 distile su karisiminda
bekletilmistir. Bunu takiben soliisyon dokiiliip jel tizerine 100 ml %0.1 giimiis
nitrat eklenip 15 dakika inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda giimiis nitrat daha
sonra tekrar kullanilmak tizere ayrilmis ve jel iizerine %1.5 NaOH (150 pl
formaldehid de eklenerek) konularak 30 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
bantlar goriiniir hale gelmis ve reaksiyonu durdurmak i¢in NaOH atilip jel iizerine

100 ml %0.75 Na,COj3 eklenmis ve jelin goriintiisii alinmistir (66).
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5. BULGULAR

Bu caligsma ile Erzurum ve Kayseri illerindeki sigir ve koyunlardan elde
edilen toplam 80 F.hepatica izolatinin hepsinde B-tubulin geni PZR ile basarili bir

sekilde gogaltilmis ve 935 bp biiyiikliigiindeki bant elde edilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Fasciola hepatica p-tubulin geninin PZR bulgulari.

Bu PZR iirtinlerinin hepsi ti¢ farkli restriksiyon enzimiyle (Mboll, Hphl ve
Hindll) kesilmistir. Mboll enzimiyle kesim neticesinde biitiin 6rneklerde yaklasik

350 ve 390 bp’lik iki bant gozlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. PZR iirlinlerinin Mboll enzimi ile kesilmesi neticesinde elde

edilen bantlarin gériiniimii.
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Hphl enzimiyle kesimde ise biitiin 6rneklerde yaklasik 210, 340 ve 540 bp

biiyiikligiinde ti¢ bant elde edilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. PZR iiriinlerinin, Hphl enzimi ile kesilmesi neticesinde elde edilen

bantlarin gorinimii.

Son enzim olan Hindll enzimi de biitiin 6rnekleri kesmis ve yaklasik 380

ve 450 bp’lik iki bant belirlenmistir (Sekil 4).

Sekil 4. PZR iiriinlerinin, HindII enzimi ile kesilmesi neticesinde elde

edilen bantlarin goriiniimii.

Takiben biitiin 6rneklerin SSCP analizi yapilmis ve hepsinde benzer bant
profilleri belirlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Orneklerin SSCP analizi neticesinde olusan bant profilleri.

Omekler icinden rastgele secilen 6 oOrnegin DNA dizi analizi
yaptirilmistir. Bunlar, Kayseri’den elde edilen ii¢ koyun (KK4-KK9-KK17),
(Genbank accession numaralari: KU523371, KU523372, KU523373),
Erzurum’dan elde edilen bir koyun (EK1) (KU523368) ve iki sigir (ES4-ES7)
(KU523369-KU523370) orneklerinden olugsmustur. Dizi analizi sonuglari
GenBank’taki yayinlanmis sekanslar (HM535826, HM535800 ve HM535806) ile

kiyaslanmis ve alignment sonucu Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. Sekans analizi yapilan Orneklerin GenBank’taki referans sekanslarla

kiyaslanmas.

Bu sekilden de goriilecegi iizere en ¢ok niikleotid degisimi KK4, KK9 ve
KK17 nolu 6rneklerde gozlenirken, sigirlardan elde edilen numunelerde daha az
niikleotid degisimi belirlenmistir. Dizi analizi yapilan 6rneklerin genetik agag

goriiniimiinde bu durum daha belirgin olarak izlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Alignment yapilan 6rneklerin genetik aga¢ goriiniimii.

Dizi analizi sonucunda protein translasyonu yapilan Orneklerin protein
kiyaslamalar1 yapilmig, dizinin bas ve son kisimlarinda farkli oranlarda
mutasyonlar ~ olmasmna  ragmen  Ozellikle  triklabendazol  direnciyle
iligkilendirilebilecek 200. niikleotid ve civarinda herhangi bir mutasyon

belirlenmemistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Orneklerin protein sekanslarinin kiyaslanmast.
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Bu kiyaslamanin genetik aga¢ goriintiisiinden de izlenecegi gibi (Sekil 9)
orneklerimizde referans sekanslara gore farklilik olup, 6zellikle koyun kokenli

izolatlarda sigirlara gore daha fazla protein degisimleri tespit edilmistir.

ES4_P
a KK9_P
) g M KK17_P
8 KK4_P
7 *EK1_P
< ES7 P

307 HM535800_P

w_OI— HM535806_P
HM535826_P

0,110

Sekil 9. Protein sekanslarinin genetik aga¢ goriiniimii.
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6. TARTISMA

Hayvanlarda yaygin olarak rastlanan ve hayvancilik sektoriinii olumsuz
yonde etkileyen helmint hastaliklarindan biri de fasciolosis olup, ¢iftlik
hayvanlarinda et, siit, yapagi, dolverimi ve giic kayb1 gibi ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (26). Hastalik ¢ogunlukla subklinik olarak seyretmekte ve
kronik donem boyunca diisiik gebelik orani, pubertanin gecikmesi, diisiik dogum
agirlig, siit verimi kaybi, yapaginin nitelik ve nicelik olarak bozulmasi ve is giicii
kayb1 gibi ekonomik kayiplara yol agmakta, yaygin karaciger harabiyeti sonucu
kemik iligine giden protein ve mineral madde miktarinin diismesine bagli ¢coklu

yavrulama oraninin diismesi de goriilebilmektedir (27).

Fasciolosise diinya ¢apinda her yil yaklagik olarak 600 milyon ¢iftlik
hayvaninin yakalandig1 ve diinyanin bazi bolgelerinde 2.4-17 milyon insanin bu
enfeksiyonu tasidigi bildirilmektedir (28). Fasciolosis ile miicadelede genel olarak
hayvanlarda stratejik ve taktik antelmintik kullanimi, arakonak siimiikliilerle
miicadele, mera yoOnetimi ve meraya iliskin Onlemler alinmasi ve direngli
hayvanlarin kullanilmas1 gibi yontemler uygulanmakta (8, 32, 42) ayrica cografik

bilgi sistemleri ve diger bazi tahmin sistemlerinden faydalanilmaktadir (43).

Gilintimiizde fasciolosisin kontroliinde antelmintik kullanimi en gegerli
uygulama yontemidir. Bunlar igerisinde de en sik kullanilani TCBZ ve
klorsulondur. Sinirli sayidaki bu ilaglarin bilingsiz kullanilmasi nedeniyle direngli
populasyonlar gelismektedir. Bu nedenle farkli parazit tiirlerinde spesifik ilaglara
kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi

oldukca dnemlidir (45).
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Mikrotubiiller, biitiin 6karyotik hiicrelerin temel yapisal bilesenidir. Bunlar
tubulin proteininin polimerleri olup olduke¢a 1yi korunmus, a ve B-tubulin adinda
iki subuniti olan heterodimerik yapilardir. Bu subunitle yapisal olarak benzerdirler
ve yaklasik %40 aminoasit sekans benzerligi tasirlar (80). Fasciola genomunun en
az bes a ve alt1 B-tubulin izotipini kodladig1 belirtilmektedir (84). Tubulin, bir¢ok
potansiyel veya etkili paraziter ilacin hedef bolgesidir. Konak ve parazit tubulini
arasindaki kiiciik farkliliklar bazi ilaglar icin selektif toksisite elde etmek
agisindan 6nemlidir. Ornegin, bazi dinitroanilinler protozoonlarin a-tubulinlerine
baglanirken konaginkine baglanmazlar ve bu ylizden iyi bir ila¢ adayi olarak

bilinirler (81) yine baz1 benzimidazoller nematodlarin B-tubulin’ine baglanirlar

(82).

Cambendazole, fenbendazole, mebendazole ve oxfendazole gibi
benzimidazol grubu etken maddeler nematod, sestod ve hatta diger trematodlara
kars1 etkiliyken F.hepatica’ya karsi ¢ok az veya hi¢ etkisizdirler. Eriskin
parazitlere karst sinirli etkisi olmasi ve doz artirimi 6nerilmesine ragmen sadece
albendazole fasciolosise karst Onerilmistir (88). Luxabendazole ise diger bir
benzimidazol tiirevi olup 6 haftaliktan biiyiik eriskin Fasciolalara karsi etkilidir
fakat yaygin olarak kullanilmamaktadir (89, 90). Fakat triclabendazole hem geng
hem de erigkin kelebeklere kars1 yiiksek etki gostermektedir (91). TCBZ’de klor
atomu ve thiometil grubunun bulunmast ve bir karbomat parcalarinin
bulunmamast onu diger benzimidazol tlirevlerinde farkli hale getirmektedir (92).
Bu nedenle fasciolosisin tedavisi i¢in tercih edilen ilag¢ bir benzimidazol derivati
olan TCBZ’dir. Bu etken madde klasik bir BZ olmamasina ragmen morfolojik

caligmalar gostermistir ki, tedaviyi takiben eriskin parazitin vitellin hiicrelerinde,
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testislerin spermatogenetik hiicrelerinde ve tegumentteki mikrotubul ile iligkili
yapilarda siddetli hasar olusmaktadir (83). Bu da tubulunin TCBZ i¢in bir hedef
bolge olduguna isaret etmektedir (84). Bu nedenle mevcut calisma ile farkh
konaklardan elde edilen F.hepatica izolatlarinda B-tubulin geninin molekiiler
karakterizasyonu yapilarak olas1 dirence isaret edebilecek mutasyonlar arastirilmis
ancak ilacin hedef baglanma bolgesindeki aminoasitlerde dirence isaret edebilecek

spesifik bir mutasyon veya polimorfizm belirlenmemistir.

Benzimidazoller nematod, sestod, omurgalilar ve F. hepatica’da aym
tubulin baglanma bélgelerine sahiplerdir. Ozellikle 63-103. aminoasitler
arasindaki degisiklikler ilacin selektivitesi tizerinde etkilidir. Bu bdlgede iki
aminoasit F. hepatica i¢in spesifiktir ve nematod, sestod ve omurgali tubulin
sekanslarinda gdzlenmezler. Bu aminoasitler Glutamic acid® ve Threonin®™dir
(87). Bu c¢alisgmada da 82. pozisyonda Glutamic acid (E) belirlenirken 91.
pozisyonda Threonin (T) yerine Histidin (H) aminoasiti belirlenmis olup, bu

durumun ilag etkinligi noktasinda problem olusturabilecegi diisiintilmiistiir.

Benzimidazol direnci ile ilgili bugiin bildiklerimiz smnirlidir ve parazitik
nematod tiirlerinde B-tubulin geni izotip 1’in direngte rol oynayan baglica gen
bolgesi oldugu kabul edilmektedir. Bu direngle ilgili olarak ya 167. pozisyonda
fenilalanin yerine tirozin veya histidin degisikligi (85), 198. pozisyonda glutamik
asitin alanin degisikligi (86) veya 200 pozisyonda fenilalanin tirozin degisikligi
seklinde olmaktadir (84). Kwa ve ark. H. contortus {izerinde yapmis olduklart bir
calismada allel spesifik PZR metodu ile direngli popiilasyonlarda Tir200
pozisyonunda degisiklik oldugunu gostermiglerdir (55). P200°deki Phe-Tyr

degisikligi H. contortus tiirlerinde direncin dnemli bir gostergesidir. Bu ¢alismada
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Erzurum ve Kayseri illerinden 80 adet F.hepatica izolatinin B-tubulin geni PZR
ile cogaltilmis Ornekler iginden rastgele secilen 6 Ornegin DNA dizi analizi
yaptirtlmistir. Dizi analizi sonucunda protein translasyonu yapilan Orneklerin
protein kiyaslamalar1 yapilmis, dizinin bas ve son kisimlarinda farkli oranlarda
mutasyonlar olmasina ragmen o6zellikle TCBZ direnciyle iliskilendirilebilecek
200. niikleotid ve civarinda herhangi bir mutasyon belirlenmemistir. Halbuki
Ryan ve ark. (84), ii¢ Fasciola 6rneginde B-tubulin geninin 200. pozisyonunda
tirozin, iki Ornekte fenilalanin ve birinde de I0sin tespit etmislerdir. Biitiin
orneklerin 167. pozisyonda fenilalanin ve 198. pozisyonda da glutamik asit

oldugunu bildirmislerdir.

Ozellikle 1995 yilindan beri saha sartlarinda F.hepatica’nin TCBZ’ye
direnciyle ilgili Avustralya (51), Irlanda (68, 69), Iskocya (70), Galler (71),
Hollanda (72, 73) ve Ispanya’dan (74) bildirilen ¢ok sayida veri bulunmaktadir.
Ancak Tiirkiye’de ilag direnci ile ilgili sinirl sayida rapor mevcut olup bunlar da
genelde diskida yumurta sayimi ve yumurta agilim testleriyle yapilmis ancak
molekiiler yontemlere dayali bir ¢alismaya rastlanmamustir. Cirak ve ark. (75),
Bati1 Anadolu’da atlarda cyathostominlere karsi BZ direncinin gelistigini diskida
yumurta azalim testiyle belirlemislerdir. Kose ve ark. (76) ise Afyonkarahisar’da
koyun siiriilerinde diskida yumurta azalim testiyle yaptiklar1 ¢alismada mide
bagirsak nematodlarinda albendazol ve oxfendazol-oxyclosanid kombinasyonuna
kars1 herhangi bir direng tespit edemezlerken, ivermektine karst direng
belirlemislerdir. Ila¢ direncinin gen diizeyinde arastirildig1 fazla sayida arastirma

bulunmamaktadir.
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Fasciola  hepatica  izolatlarindaki ~ molekiiler ~ karakterizasyon
caligmalarinda genellike az sayida 6rnek kullanilmis ve ¢ogunlukla da sekans
analizi yapilmustir (87). Bu ¢alisma ile ilk defa sigir ve koyunlardan elde edilen 80
ornek islenmis ve PZR-RFLP ile SSCP teknikleri kullanilmistir. Ancak her iki
teknikle de mutasyon belirlenememistir. Enzim kesim noktalarinda mutasyon

bulunmamasinin buna yol agmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Teofanova ve ark. (93), Yunanistan (n=143), Polonya (n=48) ve
Bulgaristan (n=13)’dan elde ettikleri 204 F.hepatica izolatinda [B-tubulin 3
genindeki mutasyon ve polimorfizmleri sekans analiziyle incelemislerdir.
Neticede, Yunanistan ve Polonya’dan elde edilen izolatlarda bu gende azalan
yiizdelerde polimorfizm belirlenirken B-tubulin 3 proteinlerinde Polonya kaynakli
orneklerin higbirinde aminoasit degisikligi saptanmamistir. Bizim ¢alismamizda
da sadece sekans analizinde onemsiz derecede polimorfizmler belirlenmis olup,

olas1 TCBZ direncine isaret edebilecek verilere ulasilamamistir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin iki farkli hayvancilik bolgesinden sigir ve
koyunlardan elde edilen F.hepatica izolatlarindaki B-tubulin gen polimorfizmi ilk
kez arastirilmstir. Ilag direncine isaret edebilecek mutasyonlar belirlenememesine
ragmen deneysel c¢aligmalarla molekiiler ¢aligmalarin birlikte uygulanmasi ile

daha net verilere ulasilabilecegi diistiniilmiistir.
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