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ARASTIRMA

Fasciola hepatica’nin Morfometrik ve Molekiiler Analizi ™

Bu calisma, eriskin Fasciola spp. 6rneklerinin morfolojik ve morfometrik analizinin yapilmasi ve
molekiler analiz sonuglariyla kiyaslanmasi amaciyla planlanmistir. Bu amagla, 20 farkl sigirdan
kesim sonrasi elde edilen 20 eriskin Fasciola spp. 6rne@i ¢calismaya dahil edilmistir. Parazitlerin
morfometrik analizleri stereo mikroskopta 7 farkli parametre kullanilarak yapilmistir. Molekdiler
analiz amaciyla ise gDNA izolasyonunu takiben mt-CO1 gen bdlgeleri polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile gogaltiimig ve takiben kesin tur tayini igin Alul enzimi kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu-restriksiyon boéliminin uzunluk degiskenligi (PZR-RFLP) analizi yapilmistir. Neticede
erigkin parazitlerin morfolojik olarak benzer dlgllerde olduklari ve molekiler olarak da hepsinin F.
hepatica oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile F.hepatica’nin morfometrik ve molekiler ayrimi
konusuna dikkat ¢ekilmistir.
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Morphometric and Molecular Analysis of Fasciola hepatica

This study was planned for the aim of performing a morphological and morphometric analysis of
adult Fasciola spp. and comparing those with results of molecular analysis. Twenty adult Fasciola
spp. samples obtained from 20 different cattle after slaughtering were included in the study.
Morphometric analysis of parasites was performed using 7 different parameters under stereo
microscope. For the molecular analysis, the mt-CO1 gene region was amplified using polymerase
chain reaction (PCR) following the gDNA isolation, subsequently for the accurate species
identification polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)
analysis was conducted using Alul enzyme. All adult parasites had similar measurements and also
they were detected as F. hepatica. In this study, morphometric and molecular differantiation of
F.hepatica has been highlighted.

Anahtar Kelimeler: Fasciola hepatica, cattle, morphometric analysis, PZR-RFLP

Girig

Fasciolosis, karacigerde Fasciola hepatica ve F. gigantica tarafindan olusturulan
bir hastalik olup basta koyun, kegi, siir, manda ve deve olmak Ulzere cesitli evcil ve
yabani ruminantlar ile at, esek, domuz, tavsan, fil, kdpek, kedi gibi hayvanlarda ve
insanlarda gorulmektedir (1). Morfolojik olarak F.hepatica 2-3 cm X 8-13 mm ebatlarinda
(yaprak kelebegi), gri-kahverengi renkte, 6n kisminda konik bir ¢ikinti ile omuz ¢ikintisi
tasimakta, vucut arkaya dogru gittikge daralmaktadir. F.gigantica ise 2.5-7.5 cm X 3-12
mm ebatlarinda (yillan kelebegi), omuz ¢ikintisi daha az olup iki yan kenari birbirine
parelel olarak seyredip yuvarlak bir sekilde sonlanmaktadir. Bu iki tiriin yumurtalari renk
ve yap! olarak birbirine benzemektedir. Her iki tiriin yumurtalari oval, kapakli, altin
sarisi renkte olup F. gigantica yumurtalari (132-197 X 76-104 ym), F.hepatica’ya (130-
150 X 63-90 ym) oranla daha blylk olmakla birlikte iki yumurtanin yakin dlgulerde
olmasi bu iki tiriin yumurtalarinin birbiriyle karisabilecegini ortaya koymaktadir (2). iki
tiriin morfolojik 6zelliklerindeki varyasyondan dolayr ayrimlari zaman zaman sikintil
olabilmektedir (3). Bunun yani sira farkli Fasciola genotipleri arasindaki hibridizasyon da
yeni form nesillerin olusmasina yol agabilmektedir (4). Bu nedenle Fasciola tlrlerinin
ayriminda tek basina morfolojik analizin kabul edilemeyecegi, molekller ayrimin da
yapilmasi gerektigi bildirilmistir (5).

Bu c¢alismanin amaci, kesim sonrasi sidir karacigerlerinden elde edilen Fasciola
spp. Orneklerinin morfolojik ve morfometrik analizinin yapilmasi ve molekiler analiz
sonuglariyla kiyaslanmasidir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada kullanilan eriskin Fasciola spp. 6rnekleri mezbahanede kesimi
takiben enfekte sigir karacigerlerinden elde edilmistir. Safra kanallari belirginlesmis
karacigerlerde kanallara enlemesine kesitler atilarak ¢ikarilan erigkin parazitler %70

‘Bu calisma, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VF.14.05) tarafindan
glesteklenmi§tir. o
19. Ulusal Parazitoloji Kongresi, 5-9 Ekim 2015, Erzurum/TURKIYE.
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ethanol icerisine konularak laboratuvara ulastiriimigtir.

Bu amagla, 20 farkli sigirdan elde edilen 20 erigkin
Fasciola spp. Ornegi c¢alismaya dahil edilmigtir.
Calismada ornek toplama asamasi Helsinki
Bildirgesi’'nde belirtilen esaslar cercevesinde
yuratalmastar.

Erigkin  Parazitlerin  Morfometrik  Analizi:

Parazitlerin morfometrik analizi Valero ve ark. (6)nin
bildirdigi sekilde yapiimistir. Oncelikle parazitler %70
ethanolden cikarilip 1X PBS igerisine konulup 37°C’deki
etivde 15 dk bekletiimistir. Sonra bir petri igerisine
konulan erigkin parazitlerin Olympus SZX12 stereo
mikroskopta X7 bulyldtme ile Sekil 1'de gosterilen
Olgumleri yapilmigtir.
e~ v6—
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Sekil 1. Erigkin Fasciola spp. érneklerinin morfometrik
analizinde olgimleri yapilan parametreler. KG: Koni
genisligi, KU: Koni uzunlugu, VG: Vicut genisligi, VU:
Vicut uzunlugu, A-KC: Arka ug ile karin gekmeni arasi
mesafe, O-KC: On ug ile karin gekmeni arasi mesafe,
AC-KGC: Agiz cekmeni ile karin gekmeni arasi mesafe
(Valero ve ark. (6)’dan modifiye edilmistir).

Molekiiler Analiz

Genomik DNA lzolasyonu: Bu amagla
morfometrik &lgimleri yapilan erigskin parazitler bir lam
Uzerine alinip 6n 2/3’luk kismi bir bisturi ile kesilip
eppendorf tlplere konulduktan sonra en az 5 kez PBS
(pH=7.4) ile yikandi. Oncelikle bu tiiplere kitte bulunan
lizis buffer eklenip, 20 mg/uL proteinaz-K'dan 25 pL
konulup 1 gece 56°C’de bekletildikten sonra ticari kit ile
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(Fermentas, Lithuania) genomik DNA izole edildi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Bu islemin
basarili olup olmadigini anlamak icin batun drneklerdeki
total DNA miktari DNA spektrofotometre ile odlglilerek
yeterli gDNA olmayan 6rneklerden yeniden izolasyon
yapildi (7).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Fasciola
spp.’nin  mitokondrial sitokrom oksidaz 1 (CO1) gen
bolgesi PZR ile g¢ogaltildi. Toplam 50 pL’lik hacimde
hazirlanan PZR karigimina 5 pL 10X PZR buffer, 5 yL 25
mM MgCL,, deoksinlkleotidlerin her birinden 250 pM,
1.25 U Tag DNA Polymeraz enzimi, primer giftlerinin her
birinden 20 pmol ve ortalama 200 ng gDNA ilave edildi.
PZR amplifikasyonu 95°C’de 5 dk 0On denatiirasyon
asamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu 94°C’de 50 sn
denaturasyon, 45°C’de 50 sn hibridizasyon, 72°C’de 50
sn sentez olarak gerceklestirildi ve son siklusu muteakip
72°C’'de 10 dk ekstra sentez iglemi yapildi. Calismada
CO1 genini gogaltmak icin JB3 (TTTTTTGGGCATCCTG
AGGTTTAT) ve JB4.5 (TAAAGAAAGAACATAATGAAA
ATG) adh primerler kullanildi. Polimeraz Zincir
Reaksiyonunda elde edilen drinler agaroz jel
elektroforeze tabi tutuldu, bu amagla %1.4’lik agaroz jel
hazirlandiktan sonra, 10 yL PZR Urind, 5 pL yikleme
solusyonu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yuklendi.
Elektroforez islemi Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tampon
solisyonu kullanilarak jel tankinda 90 voltta 45 dk
sureyle gergeklestirildi. Daha sonra jel, ethidium bromide
(20 mg/mL) ile boyanip, UV transilluminatérde bandlarin
varligi yoénunden incelendi. Bandlarin molekduler agirligini
belirlemek igin 100 bp’lik marker kullanildi. Metod,
Simsek ve ark. (7)’'nin bildirdigi sekilde yaritildu.

PZR-RFLP Analizi: Bu iglem igin 10 yL PZR Grund,
10 U restriksiyon enzimi —Alul-, 2 pL restriksiyon buffer,
0.2 yL BSA, 5.5 pL distile su olacak sekilde hazirlanan
karisim U¢ saat boyunca 37°C'deki su banyosunda
inkiibe edildi. Bu surenin sonunda %3’lik agaroz jelde
yurataltp 90 V akimda 45 dk yuratulen érnekler ethidium
bromide (10 mg/mL) ile boyanip, UV transilluminatérde
bandlarin varligi yoninden incelendi (7).

Bulgular

Bu c¢alisma ile morfometrik analizi yapilan 20
Fasciola spp. 6rneginin o6lcim sonuglari Tablo 1’de
verilmistir. Tablo incelendiginde; Vicut Genigligi (VG)
4,02-8,80 mm, Koni Genigligi (KG) 1.01-2.08 mm, Koni
Uzunlugu (KU) 1.01-2.01 mm, Vicut Uzunlugu (VU)
10.30-15.55 mm, Agiz Cekmeni ile Karin Cekmeni arasi
mesafe (AC-KC) 0.5-2 mm, On ug ile karin gekmeni arasi
mesafe (O-KC) 1.08-4.01 mm, Arka ug ile karin gekmeni
arasi mesafe (A-KC) 8.03-13.03 mm arasinda
degismekte oldugu gorilmektedir.

incelenen biitiin dérneklerdeki degerlerin ortalamasi
alindiginda, ortalama VG 6.26 mm, KG 1.19 mm, KU
1.25 mm, VU 13.26 mm, AG-KC 0.91 mm, O-KC 2.21
mm, A-KC 10.73 mm olarak belirlenmistir.
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Erigskin Fasciola spp. Orneklerinden elde edilen
gDNA’nin mt-CO1 gen bdlgesinin PZR ile ¢ogaltiimasi
neticesinde butun érneklerde 446 bp buyukliginde band
go6zlenmistir (Sekil 2).

Bu orneklerin Alul enzimiyle kesimi neticesinde 330
ve 110 bp buyukliginde iki band elde edilmis olup, bu
orneklerin hepsinin F.hepatica oldugu anlasiimistir (Sekil
3).

Sekil 3. Fasciola spp. 6rneklerinin Alul enzimiyle kesimi

ticesinde elde edilen bandlarin gérindma (110 b
bélgesinin PZR bulgusu (446 bp). M: Marker (100 bp). ggécgs)'f‘Me: Matkor (Ifgo b‘;’;_ arin gortinima (110 bp ve

Sekil 2. Eriskin Fasciola spp. orneklerinin mt-CO1 gen

Tablo 1. Morfometrik analizi yapilan Fasciola spp.’lerin viicut 6lgim sonugclari

Olgiimii Yapilan Parametreler*

Ornek No

VG KG KU VU AG-KC 0-K¢ A-KGC

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 8.80 2.01 1.50 14.03 1 2.50 11.02
2 4.02 1.03 2.01 10.05 2 3.01 9.01
3 7.03 2.08 2.01 14.05 1 2.02 11.01
4 7.01 2.01 2.01 13.02 2 2.01 10.05
5 6.09 1.04 1.02 12.76 1 2.02 10.01
6 6.01 1.09 1.05 15.55 2 4.01 11.05
7 6.08 1.02 1.01 14.30 0.5 2.01 12.01
8 7.02 1.02 1.09 13.50 0.5 2.01 11.08
9 6.02 1.03 1.08 13.56 1 2.08 11.01
10 6.04 1.07 2.01 15.43 0.5 2.01 13.03
11 6.01 1.04 1.01 13.30 0.5 2.01 11.06
12 5.02 1.04 1.01 10.30 0.5 2.01 8.03
13 6.01 1.08 1.02 12.42 0.5 1.08 11.01
14 7.02 1.01 1.01 13.38 0.8 2.01 11.01
15 6.01 1.02 1.01 11.02 0.7 2.50 8.09
16 6.02 1.02 1.05 14.20 0.3 2.01 12.01
17 7.03 1.05 1.02 14.50 0.8 2.05 12.08
18 6.01 1.08 1.07 13.31 1.1 3.01 10.02
19 6.03 1.08 1.05 13.37 0.7 2.01 11.02
20 6.02 1.07 1.06 13.31 0.9 2.01 11.01
Ortalama 6.26 1.19 1.25 13.26 0.91 2.21 10.73

*KG: Koni genisligi, KU: Koni uzunlugu, VG: Viicut genisligi, VU: Vicut uzunlugu, A-KC: Arka ug ile karin gekmeni arasi mesafe, O-KC:
On ug ile karin gekmeni arasi mesafe, AC-KC: AJiz gekmeni ile karin gekmeni arasi mesafe.
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Tartisma

Koyunlardaki bir F. hepatica ginde 4.000-50.000
kadar yumurta cikardidi halde bu sayi sidirlarda 3500
civarinda olup konak yaslandikga yumurta sayisi da
azalmaktadir. Koyunlarda 11 yil kadar yasayabilen F.
hepatica’larin yumurtlamalari parazit yaslandikga azalrr,
Fasciola’lar dort yagindan itibaren ¢ok az sayida yumurta
cikarirlar. Konagin tasidigi eriskin parazit sayisi ile
digkida goérilen yumurta miktari arasinda matematiksel
bir iligki bulunmakla birlikte bu konakta farkh yas ve
sayidaki parazitlerin bulundugu olaylarda mutlak degildir.
Fasciola’lar ilkkbaharda en yiliksek sayida yumurtlarlar, bu
sayl sonbaharda biraz daha azalarak kigsin en dusuk
seviyeye iner (8).

Sigir ve koyunlardaki Fasciola etkenlerinin
buyuklukleri ile ilgili literatir bilgi geligkilidir. Sigirlardaki
Fasciola’larin koyunlardakinden daha buyik olduguna
ybnelik 6neriler bulunmakla birlikte kesin bir bilgi
bulunmamaktadir (9). Ancak Dixon (10) koyunlardaki
Fasciola etkenlerinin daha hizli budyadugind ve
sigirlardakinden daha biyik ebatlara ulastigini ifade
etmistir.

Valero ve ark. (6), koyunlardan elde ettikleri
F.hepatica’larin ~ vicut  uzunluklarinin  sigir  ve
domuzlardakinden daha buyuk oldugunu bildirmiglerdir.
Arastiricilar (6), sigirlardaki erigkin F.hepatica’larin ise
vicut genigliklerinin koyun ve domuzlardakinden buyuk
oldugunu belirlemiglerdir. Benzer sekilde Akahane ve
ark. (11) domuzlardaki karaciger kelebeklerinin vicut
genisligi ve uzunlugunun sigir ve koyunlardakinden daha
kiiglik oldugunu bildirmiglerdir.
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Valero ve ark. (6), sidirlardaki F.hepatica
izolatlarinda VU ortalama 19.07+3.45 mm olarak
bulmuslar ancak bizim galismamizda bu oran ortalama
13.26 mm olarak belirlenmistir. Bu farkhhgin erigkin
parazitlerin elde edildigi konaklarin yaslariyla ilgili
olabilecegi distnilmuistir. Yine adi gegen calismada VG
ortalama 8.39+1.51 mm olarak belirlenirken bizim
calismamizda ortalama 6.26 mm olarak belirlenmistir.
Arastiricilar (6), KU ve KG degerlerini sirasiyla 2.11+0.31
mm ve 2.76x0.41 mm olarak belirlerlerken bu ¢alismada
adi gecen oranlar sirasiyla 1.25 mm ve 1.19 mm olarak
hesaplanmistir. Bahse konu arastirmada O-KC, A-KC ve
AC-KC degerleri sirasiyla 2.27+0.28 mm, 15.81+3.19
mm ve 1.63+0.27 mm olarak belirlenirken bizim
¢alismamizda bu degerler sirasiyla 2.21 mm, 10.73 mm
ve 091 mm olarak Odlgculmustir. Genel olarak
bakildiginda Valero ve ark. (6)'nin élgiim degerleri bizim
orneklerimizinkinden daha buylkttr. Bu farklilidin nedeni
bizim 20 6rnek kullanmamiz ancak diger calismada 169
ornegin kullaniimasi olabilir. Yine 6rneklerin toplandigi
sigirlarin yasi ve enfeksiyon siresinin de parazitlerin
biyuklikleri izerinde etkili olabilecegi disindlmustur.

Ghavami ve ark. (12), koyunlardaki Fasciola
etkenlerinin sigirlardakinden daha blyldk oldugunu
bunun sebebinin koyunlarin parazite karsi digsik direng
gosterirken sigirlarin orta dereceli direng gdstermeleri
olabilecegini ileri slUrmdislerdir. Yine morfometrik
farkhhklarin enfeksiyonun yodunlugu, konak tird, yas ve
immun yanittan etkilenebilecegini belirtmiglerdir.

Sonug olarak, bu galisma ile sigirlardan elde edilen
eriskin Fasciola spp. 6rneklerinin morfometrik analizleri
yapilmis ve takiben yapilan molekiler analizlerle bu
drneklerin hepsinin F.hepatica oldugu teyid edilmistir.
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