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Agn Ili Civarinda Gériilen Lymnaea stagnalis
Tiirii Salyangozlarda Fasciola hepatica’nin Larval
Donemlerinin Molekiiler Prevalans:

Molecular Prevalence of Larval Stages of Fasciola hepatica in Lymnaea
stagnalis Species Snails in the Vicinity of the Agri Province
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Amag: Biyiik golet salyangozu olarak bilinen Lymnaea stagnalis, zoonoz ézellikte bir parazit olan Fasciola hepatica’nin ara
konaklarindan birisidir. Bu ¢calismada Agr1 ili civarinda toplanan L. stagnalis tiirii salyangozlarda F. hepatica’nin larval formlarimin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmesi amag¢lanmigtir.

Yontemler: Bu calismada Agn ilinden toplam 150 adet L. stagnalis tiirii salyangoz toplanmigtir. Laboratuvara getirilen tath
su salyangozlar1 diseke edildikten sonra yumusak dokular: mikroskop altinda incelenmistir. Diseke edilen salyangozlara DNA
ekstraksiyonu islemi yapilmigtir. DNA ekstraksiyonu sonrasinda sitokrom c oksidaz alt birimi 1 gen bélgesini hedefleyen primerler
kullanilarak PZR islemi gerceklestirilmisgtir.

Bulgular: Mikroskobik bakida F. hepatica'nin larval formlari tespit edilememistir. Ancak PZR iglemi sonrasinda yapilan analizde
iki (%1,3) L. stagnalis tath su salyangozunun F. hepatica’nin larval formlariyla enfekte oldugu sonucuna ulagilmistir.

Sonug: Calisma bolgesinde, L. stagnalis'in F. hepatica’ya ara konaklik yaptig: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agr, Fasciola hepatica, Lymnaea stagnalis, PZR

ABSTRACT

Objective: Lymnaea stagnalis known as the great pond snail, is one of the intermediate hosts of Fasciola hepatica, a zoonotic
parasite. In this study, it was aimed to determine the larval forms of F. hepatica by polymerase chain reaction (PCR) in L. stagnalis
species snails collected from the vicinity of Agr1 province.

Methods: In this study, 150 L. stagnalis snails were collected from the Agri province. The freshwater snails brought to the
laboratory were dissected, then their soft tissues were examined under a microscope. DNA extraction was performed on the
dissected snails. After DNA extraction, PCR was performed using primers targeting the cytochrome c oxidase subunit 1 gene region.
Results: In the microscopic examination, larval forms of F. hepatica could not be detected. However, it was concluded that two
(1.3%) L. stagnalis freshwater snails were infected with the larval forms of F. hepatica in the PCR.

Conclusion: It was determined that L. stagnalis served as an intermediate host to F. hepatica in the study area.

Keywords: Agri, Fasciola hepatica, Lymnaea stagnalis, PCR

GiRis oldugu fascioliasis hastah@imin dinya genelinde

genis yayillim gostermesi hem insan hem de hayvan

Fascioliasis, son konak olan insanlar ve otobur saghgi ve ekonomi dzerindeki olumsuz etkileri

memeli hayvanlara kontamine olmus sularin icilmesi nedeniyle 6ne ¢ikan bir parazittir (2,3). Fascioliasis

veya kontamine olmus yesil sebzelerin yenilmesi
yoluyla bulagan zoonotik bir hastaliktir (1). Trematod
paraziterlerden biri olan Fasciola hepatica, neden

Gelis Tarihi/Received: 04.04.2022 Kabul Tarihi/Accepted: 17.10.2022

enfeksiyonlarinda memeli hayvanlar icin enfektif
larva dénemi metaserkaryalardir. Bu formlarin son
konak tarafindan yutulmas: sonrasinda parazit erigkin
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doéneme gecmektedir (4). Geng parazitler gé¢ esnasinda karaciger
parankimasinda tahribata ve hemorajiye neden olmaktadir.
Erigkin parazitler ise karaciger ve safra kanallarina yerlegtiginden,
buralarda patolojik bozukluklara sebep olabilmektedir (5).
Fascioliasis’in ruminantlardaki kontrolii, parazitin dokulara
zarar veren erigkin formlariyla beraber larval formlarini da hedef
alan, ozellikle triklabendazol bagta olmak tizere antelmintik
ilaglarin kullanimina baghdir (6). Bunun yaninda, F. hepatica'nin
triklabendazol’a kars1 direng gelistirmesiyle ilgili calismalar da
bulunmaktadir (7,8).

Zoonoz bir parazit olan F. hepatica’min yagam déngiisii; omurgasiz
ara konak olarak su salyangozlarini ve son konak olarak memeli
hayvanlar1 icermektedir. Omurgali konaktan cevreye salmnan F.
hepatica yumurtalarinda, mirasidyum larvalar1 gelismekte ve
yumurtay: terk eden mirasidyum daha sonra ara konagi olan su
salyangozlarina nifuz etmektedir. Su salyangozunda sirasiyla
sporokist, redi ve serkarya larvalarimin gelisimi olmakta ve
sonrasinda su salyangozunu terk eden serkaryalardan dis ortamda
metaserkaryalar meydana gelmektedir (4).

Onceden Lymnaea truncatula adiyla bilinen su salyangozu Galba
truncatula; F. hepatica’nin baslica ara konagidir (9). Bunun yaninda
F. hepatica’ya ara konaklik yapan Radix spp., Succinidea spp. ve
Omphiscola glabra tiirlerine ait su salyangozlar: da bulunmaktadir
(10,11). Bunlar diginda diinya genelinde Fasciola spp. tiirlerine
ara konaklik yapan 30 adet lymnaeid su salyangozu tiirii oldugu
bilinmektedir (12). Lymnaea stagnalis de E. hepatica’'ya ara
konaklik yapan tath su salyangozu tiirlerinden bir tanesidir (13).
Kuzey Amerika, Avrupa, Kuzey Afrika, Asya ve Avustralyamin
bazi bélgelerinde L. stagnalis tirune rastlanilmaktadir (14,15).
Bu tath su salyangozu bir¢ok balik, kerevit, amfibi, memeli ve kug
tiriinin beslenmesinde énemli bir rol oynamaktadir (16).

Bu calismada Agr ili civarinda sulak alanlardan toplanan L.
stagnalis tirt tath su salyangozlarinda F. hepatica’min larval
formlarimin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmesi
amagclanmstir.

YONTEMLER

Salyangozlarin Toplanmasi ve Tiir

Yapilmasi

Teshisinin

Agr ilinde Giirlek ve ark. (17) tarafindan yapilmis bir caligmada
aragtirma bolgesi haritas: tizerinde agik olarak gosterilmis sulak
alanlardan 150 adet tath su salyangozu L. stagnalis 2021 yihinin
Mayis ayinda toplandi. Toplanan tath su salyangozlar1 agz: genis
kapakli plastik kaplara konuldu ve canli olarak laboratuvara
ulasgtirildi.  Salyangozlarin tiir teghisinde Pfleger’den (18)
yararlanildi.

Salyangozlarin iglenmesi

Salyangozlar kloru arindirilmig suda yikandiktan sonra cam petri
kutulariigerisinde diseke edildi. Diseke islemi sonrasinda érnekler,
E. hepatica’nin larval formlarini gérebilmek amaciyla Leica DM500
mikroskobunda incelendi. Inceleme sonrasinda yumusak doku
parcalar: -20 °C’de buzdolabinda DNA ekstraksiyonu yapilincaya
kadar sakland.

DNA izolasyonu ve Konvansiyonel PZR

Salyangozlara uygulanan DNA ekstraksiyonu islemi, Promega
Wizard DNA (ABD) ekstraksiyon kitinin el kitapgginda

belirtildigi sekilde gerceklestirildi. DNA ekstraksiyonu sonucunda
elde edilen DNA érneklerinin her birinden birer pL 6rnek alinarak
PZR iglemine gecildi. PZR isleminde sitokrom c oksidaz alt birimi
1 gen bolgesini hedefleyen ve 405 bp’lik bir bélgeyi cogaltan
FhCO1F (5-TATGTTTTGATTTTACCCGGG-3) ve FhCO1R
(5'-ATGAGCAACCACAAACCATGT-3") primerleri kullanild1 (19).
Hedeflenen bélgeyi ¢ogaltmak icin Taqg DNA polimeraz enzimi
kullanildi. PZR iglemi SimpliAmp PZR cihazinda gerceklestirildi.
PZR karigimu, cihaz déngii ve sicaklik dereceleri Cucher ve ark.nin
(19) daha once gosterdikleri sekilde hazirlandi ve ayarlandi.
Pozitif kontrol olarak laboratuvarimizda var olan erigkin F.
hepatica 6rnegi kullanildi. PZR 6rnekleri %1,5’lik agaroz jelde
kosturulduktan sonra etidyum bromiir ile inkibe edildi ve
ultraviyole 1s1k altinda gérintiilendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapilmamagtir.

BULGULAR

Agn ili civarinda bulunan sulak alanlardan toplanan tath su
salyangozu L. stagnaliste F. hepatica’nin larval dénemlerinin
prevalansim belirlemek amaciyla yapilan PZR analizi sonucunda
iki (%1,3) 6rnekte beklenen uzunlukta pozitif bant tespit edildi
(Sekil 1). PZR 6ncesinde yapilan mikroskobik baki sonucunda
ise L. stagnalis’te F. hepatica’ya ait herhangi bir larval form tespit
edilemedi. Tath su salyangozu L. stagnalisnin 6zellikle sularin
durgun, sig ve camurlu oldugu kiy1 boélgelerde yogunlastig
gorilda (Sekil 2).

TARTISMA

Dinya genelinde en az 2,6 milyon insanin Fasciola spp. tiirleriyle
enfekte oldugu tahmin edilmektedir (20). Fascioliasis, genellikle

M 1 2

P.K. N.K.

500 by
400 by

Sekil 1. Polimeraz zincir reaksiyon islemi sonrasi yapilan
agaroz jel elektroforezi sonucunda iki adet tath su salyangozu; L.
stagnalis’te tespit edilen F. hepatica’ya ait 405 bp uzunlugundaki
pozitif bantlar

M: Molekiiler agirhik belirleyicisi (100 bp), 1 ve 2 numarah
kuyucuklar: F. hepatica pozitif gelen érnekler, PK.: Pozitif kontrol
(1/1000 oraminda sulandirilmug erigkin F. hepatica DNA’s1), N.K.:
Negatif kontrol (ultra saf su)
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gelismekte olan tlkelerdeki yoksul insanlar: etkilemektedir (21).
Fascioliasis, insan tiketimine sunulacak buyiikbas ve kigiikbas
hayvanlarin karacigerini, genel olarak et kalitesini, bitytimesini
ve Uremesini olumsuz etkilemekte ve baz1 durumlarda 6liimlerine
sebep olabilmektedir. Bu nedenle ciftciler, kasaplar ve nihayetinde
titketiciler ekonomik acidan olumsuz etkilenmektedir (3,22).
Helmintik enfeksiyonlar nedeniyle diinya ¢apinda yillik toplam
ekonomik kayiplarin 200 milyar USD’nin tizerinde oldugu
hesaplanmistir (3).

Zoonoz bir trematod parazit olan F. hepatica’nin omurgasiz ara
konaktaki varliginin rutin olarak belirlenmesi, su salyangozlarinin
diseke edildikten sonra mikroskop altinda parazite ait larval
formlarin géralmesi yoluyla yapilmaktadir. Rutin olarak yapilan
mikroskobik bakinin 6zgtlliga ve duyarlihigs molekiler teshis
yontemlerinden biri olan PZR’ye gére daha digtiktiir. Bunun
sebebi su salyangozunda F. hepatica’ya ait larval dénemlerin
erken safhalarinin kolayca gozden kacabilmesidir. Ayrica su
salyangozlar1 laboratuvara ulasamadan veya serkarya salinimi
oéncesinde oliirlerse, direkt baki ile mikroskobik inceleme
iglemi ciddi olarak olumsuz etkilenmektedir (19). Bu durum,
calismamizda molekiiler yéntem olan PZR ile su salyangozunda
E. hepatica’'ya ait larval formlarin varhigini gosteren iki adet
pozitif banda ragmen mikroskobik incelemede herhangi bir larval
safhanin teshis edilememis olmasini da agiklamaktadir. Boylece,
molekiiler teshis yontemlerinin c¢alismalarda kullanilmasinin
6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

Tath su salyangozlar, tiriine gére degismekle beraber suyun
farkhi bolge ve derinliklerinde yagayabilmektedir. Agr1 ilinde
yapilmis olan bir 6én aragtirmada L. stagnalis turiine ait tath
su salyangozlarimin bélgedeki varhgi, calisma alanindan ilk
defa bildirilmigtir (17). Aynm1 6n arastirmada, ilgili bolgede F.
hepatica’nin ana ve dogal ara konag olan Galba truncatula varhg:
da bildirilmektedir. Bu ¢caligmada, érneklerin sahadan toplanmas:
asamasinda L. stagnalis tiri su salyangozunun akintinin
olmadigy, sularin s1§ ve camurlu oldugu bélgelerde yogunlastig
fark edilmistir. Bu bilginin benzer ¢alisma yapmak isteyen
aragtirmacilara 6rnek toplama asamasinda yardima olabilecegi
diistinildigiunden, ayrica belirtme ihtiyac duyulmustur.

Sekil 2. Tath su salyangozu L. stagnalise ait gorintiler

(orijinal)

Fransa, ispanya, Portekiz, Isvicre, Almanya, Slovenya, Fas,
Bolivya ve Venezuelada vyuriitilmis olan aragtirmalara
bakildiginda F. hepatica’nin ana ara konagmin Galba truncatula
oldugu gorilmektedir (23-27). Malekzadeh-Viayeh ve ark. (13)
tarafindan yapilan bir calismada fran'da L. stagnalis tirii su
salyangozlarinda F. hepaticamin larval dénemlerinin molekiiler
yontemlerle aragtirilmasi sonucunda %1,1’lik bir enfeksiyon orani
tespit edilmigtir. Daha énce F. hepatica’nin ilkemizdeki varlig:
ile ilgili yapilmis olan caligmalara bakildiginda, arastirmalarin
daha ¢ok son konakta kan, digki ve post mortem karaciger
muayenesi tzerinde yogunlastigr agik bir sekilde gérilmektedir
(28-30). Yapilan literatiir taramalarinda, daha énce iilkemizde
E. hepaticanin ara konagi olabilecek potansiyeli tasiyan bir
su salyangozu hakkinda molekiiller prevalans ¢alismasinin
yapilmadifi gérilmustir. Bu nedenle Agr ili civarinda toplanan
su salyangozu L. stagnalis’'te, F. hepatica’nin larval agsamalarinin
molekiler bir yéntem olan PZR ile tespit edilmesi, iilkemizde bu
konuda yapilmus bir ilk calisma olma 6zelligini de gostermektedir.
Agn ilinde Saltan ve Tagqr (30) tarafindan yuratilen bir
aragtirmada kesime génderilmis 200 sigirin karaciger ve safra
yollar1 incelenmis ve 47 sigirin safra yolunda F hepatica'nin
erigkin formuna rastlanilmigtir. Ayni caligmada 188 adet sigirdan
elde edilen digki ve kan ornekleri sedimentasyon ve ELISA
yontemleri ile incelemeye tabi tutulmustur. Sonu¢ olarak 148
(%78,7) adet sigir ELISA testinde pozitif saptanmig ve 63 (%33,5)
adet sigir digkisinda da F. hepatica yumurtalarina rastlanilmigtir.
Agr ilinde F. hepatica’nin son konaktaki varliginin sabit oldugu
goz énine alindiginda, bu ¢alisma potansiyel olarak ara konak
olma 6zelligi tasiyan tath su salyangozlarinda da F. hepatica’nin
larval donemlerinin aragtirilmasinin  hastaliktan koruma
programlarimin daha iyi olusturulabilmesi ve uygulanabilmesi
agisindan  6nemini ortaya ¢karmaktadir. Ayrica, parazitle
miucadelede ara konak olan su salyangozlarinin sayisini azaltmak
amaciyla kimyasal ve mollusit kullanimi dahil olmak tizere en
6nemlisi daha cevreci olan cesitli biyolojik miicadele yontemleri
ve cevresel-ekolojik yonetim uygulamalarinin yapilmas: tavsiye
edilmektedir (31).

SONUC

Agri ili civarindan toplanan tath su salyangozu L. stagnalis’te F.
hepatica’min larval dénemlerinin varligimi belirlemek amaciyla
yapilan molekiiler prevalans aragtirmas: sonucunda iki (%1,3)
adet su salyangozunda, trematod parazitin varligi PZR y6éntemi
ile tespit edilmis ve L. stagnalis tiiriine ait su salyangozlarinin,
F. hepatica’ya ara konaklik yaptigi saptanmugtir. Lymnaeid su
salyangozlarimin F. hepaticanin larval formlarina ev sahipligi
yaptig: disinuldiginde, fascioliasis’in yaygin oldugu bélgelerde
ara konak ile miicadelede ekolojik dengeyi bozmayacak ve cevreyi
kirletmeyecek miicadele yontemlerinin uygulanmasinin 6nemi
ortaya ¢tkmaktadir.
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