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OZET

Padak Y., Van Belediye Mezbahasinda Kesilen Ruminantlarda Paramphistomum spp.’nin
Molekiiler identifikasyonu, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Parazitoloji
Anabilim Dali (Veteriner Programm) Yiksek lisans Tezi, Van, 2019. Paramphistomum tdrlerinin
morfolojik olarak teshisi mikroskobik yodntemlerle yetersiz oldugundan, kesin teshis i¢in molekiler
yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alisma Mart 2018—Eyliil 2018 tarihleri arasinda Van Belediye
mezbahasina kesime getirilen ruminantlarda bulunan Paramphistomum spp.’nin molekiiler yontemler ile
identifikasyonu amaclandi. Caligma materyali, toplam 100 adet enfekte ruminantdan (50 sigir ve 50
koyun) toplanan ergin Paramphistomum spp.’lerden olugmaktadir. Paramphistomum parazitlerinin DNA
izolasyonlari, ticari kit ile yapildiktan sonra rDNA ITS2 gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen PCR
Urtnleri agaroz jelde yiritulerek 399 bp’lik bantlar elde edildi. Amplikonlar sekanslanmig ve BLAST ile
Genbank’daki referans sekanslarla karsilastirildi. izolatlarin genotipleri tam veya en yakin benzerliklerine
gore belirlendi. Ayrica, Neighbour-Joining Tree kullamlarak MEGA 7 program ile filogenetik agac
olusturuldu. Calismamizda elde edilen 10 adet PCR driiniintinden ¢ift yonlii sekans analizi yapildi. Sekans
analizi sonucu 5 koyun ve 3 sigirdan Paramphistomum leydeni, 2 adet sigirdan ise Calicophoron
daubneyi identifiye edildi. Sonu¢ olarak, Tirkiye’de daha 6nce morfolojik tan1 yontemleri ile varlig:
bildirilen Calicophoron daubneyi nin Van ilinde molekiler yontemler ile varligi kesinlik kazanmis olup,
ayrica daha once Tiirkiye’de bildirilmeyen P. leydeni ise ilk defa molekiler yontemlerle bu ¢alisma ile
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Paramphistomum, PCR, Molekiiler Identifikasyon, Van
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ABSTRACT

Padak Y., Molecular Identification of Paramphistomum spp. in Ruminants Cut in Van Municipality
Slaughterhouse, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health Science, Department of
Parasitology, Master Thesis, Van, 2019 Since the morphological diagnosis of Paramphistomum species
is insufficient by microscopic methods, molecular methods are needed for definitive diagnosis. In this
study, it was aimed to identify by molecular methods of Paramphistomum spp in ruminants that were
brought in Van Municipality slaughterhouse between March 2018 and September 2018. The study
material consisted of adult Paramphistomum spp, collected from 100 infected ruminants (50 cattle and 50
sheep). DNA isolations of Paramphistomum parasites were made by commercial kit and then rDNA ITS2
gene region was amplified by PCR. The resulting PCR products were run on agarose gel and 399 bp
bands were obtained. Amplicons were sequenced and compared with reference sequences in Genbank
with BLAST. Genotypes of isolates were determined according to their complete or nearest similarities.
Also, a phylogenetic tree was created with MEGA 7 program by using Neighbor-Joining Tree. In our
study, bi-directional sequence analysis was performed from 10 PCR products obtained. As a result of the
sequence analysis, 5 sheep and 3 cattle were identified as Paramphistomum leydeni, while 2 cattle were
identified as Calicophoron daubneyi. In conclusion, previously diagnosed with of morphological methods
C. daubneyi in Turkey which has become definite the diagnosis with molecular methods in VVan province.
Also the presence of the previously unreported P. leydeni was determined by molecular methods for the
first time in Turkey.

Keywords: Paramphistomum, PCR, Molecular identification, Van

Vil



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ..o Error! Bookmark not defined.
ETIK BEYAN. ...ttt Error! Bookmark not defined.
TESEKKUR ..ottt ettt bttt s e \/
(074 = OO TTRRTO VI
ABSTRACT .ottt st et et st be R e Re et e aentenreereerenres VIl
ICINDEKILER ..ottt ittt ettt ettt sttt sttt n et VIl
SIMGELER / KISALTMALAR LISTESI ..ottt X
SEKILLER LISTEST ..ottt ettt sn sttt n st sen s XI
1.GIRISYEN. ... N ... A . 4O W ... 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1. Ustaile: Paramphistomoidea (Stiles ve Goldberger, 1910).......c.cccccveereerererenennen. 3
2.1.1. Aile: Paramphistomidae (Fisthoeder, 1901) .......ccccovieiriiieniieneseeeeeeees 4

2.2. EtKenlerin MOrfOIOJiSH......c.oiviiviiiiiiieiieeeee e 8
2.3. ParamphiStOMIASIS ........ccuviieiieiie ettt sre e ns 9
2.3.1. Hastalik etkenlerinin yasam dongiisli ve ¢ogalmast ..........ccocvvvviiiniinnnnnnn 9
2.3.2. Y a$amM dONGUST . ..eouveeeeieiieiieeeiee e 9
2.2.3. EPIAEMIYOIOJi..ceiiiiiiiiieiee e 11
2.2.4. KHNIK DEIITHENT .ovveiveee et 11
2.2.5. Patojenite Ve IMMUNITE ......coovviiiiicce e 12
2.2.6. TOSNIS 1.vviee ittt ares 13
A R - -\ USSR 13

3. GEREC VE YONTEM ..ottt ettt ettt sttt ettt sesaes 15
N =T (T o T OO T TP PR ORISR 15
3.2. MOIEKUIET ANGNIZ ... e 15
2.4. MastermiX hazirlaniSi ........cooueeiiiiiiiiie e 17

VI



2.5. Sekans Analizi ve Filogenetik ANalizZ..........ccooeiiiiiiiininie e 17

A BULGULAR . ...ttt sttt sttt e e nae e beennee s 18
S.TARTISMA e 21
KAYNAKLAR ..ottt e e eenns 26
OZGECMIS oottt ettt ettt 300
EKLER . . 311

EK 1: Etik Kurul onay fOrmMU .........cooveiiiic e 31

EK 2: Lisanstistli Tez Orjinallik Raporu............coooiiiiiiiiiiiiiiiieen, 35



PCR
spp.
pm
Sin.
ITS
rDNA

PBS

SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Subspecies (altcins)

: Mikrometre

: Sinonim

. Internal transcribed spacer

: Ribozomal Deoksiribo Nukleik asit

: Phosphate Buffer Saline



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Rumen papillalarinin arasinda erigskin Paramphistomum parazitleri ................ 15
Sekil 2. Sigirlarda bulunan Paramphistomum tirlerinde rDNA ITS2 gen bolgesi

PCR amplifikasyonu (Amplikon uzunlugu 399 bp). .c.ccocevveveiieii e 18
Sekil 3. Koyunlarda bulunan Paramphistomum turlerinde rDNA I1TS2 gen bdlgesi

PCR amplifikasyonu (Amplikon uzunlugu 399 bp). ....cccevvvriienieniieiieieenins 19
Sekil 4. Calismada elde edilen izolatlarin, Genbank’tan elde edilen diziler ile

fllogenetik TlISKIST. ..veivieiiiiiiiciie e 20

Xl



1. GIRIS

Trematodlar halk arasinda ‘kelebek‘ olarak adlandirilan yassi helmintlerdir.
Viicutlar1 boliimlenmemis olup tek parcalidir. Genel olarak lanset ve yaprak seklinde
(Fasciolidae), cok nadir olarak konik (Paramphistomidae), hafif oval kahve ¢ekirdegi
seklinde (Paragonimus spp.) yada iplik seklinde (Shistosoma spp. disileri) yap1
gosterirler. Bir veya daha c¢ok sayida ¢ekmen adi verilen yapigsma organlart vardir.

(Tinar ve ark., 2006).

Paramphistomiasis ya da amphistomosis, evcil ve yabani bircok ruminant tirtn
enfekte edebilen Paramphistomidae ailesindeki parazitlerin neden oldugu bir hastalik
olarak bilinmektedir (Senlik, 2013). Parazitin eriskin formu rumen ve retikulumda; geng
formu ise ince bagirsakta yasar. Az sayidaki eriskin parazit konaklarda ciddi bir
problem olusturmazken, ¢ok sayidaki parazitler rumen dokusunda yikima neden
olmaktadirlar. Olgun parazitler rumen papillalarinda tahribat ve kayiplara neden
olmasina ragmen klinik olarak belirti vermeyebilir. Duodenum ile ileumun baslangig¢
bolgesine yerlesen geng ve olgunlasmamis Paramphistomum’lar bu bolgede ciddi
hemoraji ve nekrozlara neden olmaktadirlar. Olgunlar1 fazla patojen olmayan, ancak
geng sekilleri ciddi patolojik bozukluklar ve klinik belirtiler gosteren Paramphistomum
tirleri verim kayiplarina sebep olan ve hayvan saglhigimi olumsuz yonde etkiliyen bir
trematoddur. Viicudu konik veya armut seklinde olup, 5-15 mm uzunlugunda, 2-4 mm
capindadir, capr 6nden arkaya dogru artar. Dorsalden hafifce konveks (digbiikey),
ventralden ise konkavdir (i¢biikey). Arka ¢ekmenin ¢ap1 agiz ¢ekmeninkinden birkag
kat daha biyiiktiir. A1z ¢ekmeninde divertikiil yoktur, 6zofagus uzun olup posterior
bulbus tagimaz, sekumlar1 dallanma gdstermez ve arka ¢ekmene kadar boru seklinde

devam eder (Guralp, 1981; Coskun, 1988; Celep ve ark., 1990; Tinar ve ark., 2006).

Paramphistomum cinsinde yer alan turler ruminantlarin mide (rumen-reticulum)
ve nadiren safra kanallarinda yasarlar. Tropikal ve subropikal iklim bolgelerindeki tiim
iilkelerde goriiliirler. Bazi c¢alismalarda agiz ¢ekmeni ile arka g¢ekmen arasindaki
biiyiikliikk oranina gére bu cinste Paramphistomum ve Explanatum olmak Gzere iki alt

cins oldugunu bildirmislerdir (Tinar ve ark., 2006).



Paramphistomiasis ara konaklarin varligina bagl olarak diinyanin hemen her
bolgesinde goriilmesine ragmen, klinik enfeksiyonlarn g¢ogu tropik ve subtropik
bolgelerde goriilmektedir. Tiirkiye’de en yaygin tir P.cervi olup, diger tiirler ise

P.ichikawai ve Calicophoron daubneyi olarak kabul edilmektedir (Senlik, 2013).

Ekonomik ag¢idan 6nemli olan bu helmintlerin tanimlanmasi ic¢in geleneksel
yontem cogunlukla morfolojik karakterlere dayanir. Ayrica, geleneksel teshis yontemi
Ozellikle morfolojik olarak benzer, ancak ilag¢ direnci ve duyarliligi bakimindan genetik
olarak farkli olan, trematodlar gibi yumusak govdeli parazitlerde zor ve hatali
olmaktadir (Ronghang ve ark., 2018). Bu yapisal parazitlerin tanimlanmasindaki
problemler ultra yapisal gozlemler kullanilarak ¢oziilebilir. (Roy ve Tandon, 1993;
Tandon ve Roy, 2002). Ornegin polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak, yiiksek
oranda korundugu bilinen I1TS2 rDNA gibi molekiler markerler {izerinde ¢aligma

yapilarak teshise gidilebilinmektedir (Sharma ve ark., 2016-2016a).

Paramphistomum tiirleri morfolojik olarak benzer olabileceginden, molekiiler
biyolojik teknikler ile smiflandirma ve tiirlerin tanimlanmasinda yardimei
olabilmektedir. Bazi Paramphistomum’lar cins ve tirleri Itagaki ve ark. (2003) ve
Rinaldi ve ark. (2005) gibi arastiricilar tarafinda molekiiler yontemler ile ITS-2 gen
bolgesi tizerine ¢alisarak Paramphistomum tiirlerini karakterize etmislerdir (Sanabria ve
ark., 2011).

Bu ¢aligsma ile Van ilinde bulunan ruminantlar kesim sonrasi muayene edilerek,
rumen ve retikulumda bulunan Paramphistomum spp. tlrlerinin molekuler yontemler

kullanilarak identifikasyonu amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ustaile: Paramphistomoidea (Stiles ve Goldberger, 1910)

Ruminantlarda hastaliga neden olan tiirler Paramphistomoidea ailesinde yer
alan Paramphistomidae ve Gastrothylacidae ailelerinde bulunmaktadir. Koyun ve
kegileri enfekte eden tiirler ise c¢ogunlukla Paramphistomidae ailesinde yer alan
Paramhistomum, Cotylophoron, Calicophoron ve Gigantocotyle cinslerinde
bulunmaktadir. Bununla birlikte daha ¢ok sigir, manda ve zebular1 enfekte eden
Gastrothylacidae ailesinde Fischoederius, Carmyerius ve Gastrothylacidae ailesinde
Fischoederius, Carnyerius ve Gasthylax cinslerindeki tirlerin de nadiren koyun ve
kecilerde goriilebildigi bildirilmektedir. Bu iistailede yer alan trematodlarin viicutlar
tombul ve konik olup 6-12 mm uzunlugunda, 2-5 mm kalinligindadir, tegiiment
dikensizdir, ancak agiz g¢ekmeni civarinda kiigiik papiller vardir. Agiz ve karin
cekmenleri viicudun 6n ve arka uglarindadir. Sekumlar dallanma géstermez, viicudun
arka ucuna kadar uzanir. Testisler yuvarlak ve hafifce loblanma gosterir, ovaryum
testislerin arkasinda yer alir. Uterus iyi gelismis olup dorso-lateral olarak sekumlar
arasindaki genis bir bolgeyi kaplar. Yumurtalar: Fasciola hepatica yumurtalarina benzer
ancak daha biyik (150-170 x 80-95 um) ve gri renktedir. Gengleri sonkonaklarin
duodenumunda, olgunlart rumen ve retikulumlarinda yasayan bu trematodlarin
gelismelerinde tek arakonak mevcut olup, bu bir su simiklisudir (Toparlak ve Tuzer,
2004; Tmar ve ark., 2006; Sanabria ve Romero, 2008; Tinar, 2011).

Paramhistomoidea st ailesinde 3 aile yer alir.

Bunlar:

-Paramphistomidae: Viicudu koniktir, ventral cep yoktur.
-Gastrothylacidae: Viicudu koniktir, ventral cep vardir.

-Gastrodiscidae: Viicut kalin fakat dorsoventral yassi olup, tarnsversal olarak iki kisma
ayrilir. Avrupa’ da Paramphistomidae ailesinden genelde iki cinste yer alan tirler
bulunur. Bunlar: Paramphistomum ve Cotylophoron’dur. Bu iki cinsin birbirinden ayirt

edilmesi genital ¢ekmenin bulunup-bulunmamasiyla olur. Paramphistomum cinsinde
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genital cekmen (gonoty) yoktur, Cotylophoron cinsinde ise mevcuttur (Tmar ve ark.,
2006).

2.1.1. Aile: Paramphistomidae (Fisthoeder, 1901)
Cins: Paramphistomum (Fishoeder, 1901)

Viicudu konik veya armut seklinde olup, 5-15 mm uzunlugunda, 2-4 mm
capindadir, capt onden arkaya dogru artar. Dorsalden hafifce konveks (disbiikey),
ventralden ise konkavdir (icbiikey). Arka ¢ekmenin ¢ap1 agiz ¢ekmeninkinden birkag
kat daha biiyiiktiir. Agiz ¢ekmeninde divertikiil yoktur, 6zofagus uzun olup posterior
bulbus tasimaz, sekumlar1 dallanma gostermez ve arka ¢ekmene kadar boru seklinde
devam eder. Paramphistomum cinsinde yer alan tiirler ruminatlarin mide (rumen-
reticulum) ve nadiren safra kanallarinda yasarlar. Tropikal ve subtropikal iklim
bolgelerindeki tiim {ilkelerde goriiliirler. Baz1 yazarlar agiz ¢ekmeni ile arka ¢ekmen
arasindaki biiyiikliikk oranina gore bu cinste Paramphistomum ve Explanatum olmak

Uzere iki altcins tarif ederler (Tinar ve ark., 2006).

Bu goriise gore Paramphistomum altcinsinde yer alan tiirlerde agiz ¢ekmeni/arka
¢ekmen biiytikliik oran1 1/1.15-1/2.5; Explanatum cins altinda ise 1/3.6-1/7.6 dir. Ayrica
testisler Paramphistomum alt cinsinde arka arkaya, Explanatum alt cinsinde capraz
olarak bulunur. Paramphistomum turleri 6n midede, Explanatum tlrleri safra

kanallarinda yerlesirler (Tiar ve ark., 2006).
Tur: Paramphistomum cervi (Zeder, 1790)

Morfoloji: Bu tiir, morfolojik olarak cins ozelliklerini tasir, sifinkterlerde papil
bulunmaz, viicut konik olup 6-12 uzunlugunda, 2-4 mm genisligindedir, canli iken agik
kirmizi renkte olup her iki ucu daha koyudur. Farinkste ve agiz etrafinda az gelismis
papiller bulunur. Genital delik viicudun 6n 1/3 inde yer alir, testisler hafif¢e loblara
ayrilmustir, birbirlerinin arkasinda ve ovaryumun 6niinde yerlesmistir. Vitellojen bezler
0zofagus ile arka ¢ekmen arasinda yayilmistir, testisler yuvarlak veya hafifce lobludur,
viicudun arka ortasin1 kaplar, arka arkaya ve capraz yerlesmislerdir, sirrus kesesi

bulunmaz. Ovaryum viicudun arka 2/3 sinde ve testislerin arkasinda yer alir.



Yumurtalar1 oval ve F.hepatica yumurtalarindan biraz daha biiyiik olup 114-176 X 73-
100 um boyutlarinda ve gri renktedir (Tinar ve ark., 2006).

Sonkonaklar ve yerlesim yerleri:

Paramhistomum cervi 'nin olgunlar1 koyun, kegi, sigir, manda gibi ruminantlarin

rumen ve retikulumlarinda, gengleri ise duodenumda yerlesir (Tinar ve ark., 2006).

Arakonaklarr: Gelismelerinde arakonak olarak Planorbidae ve Melaniidae ailelerinde
yer alan su stimdakleri rol oynar. Planorbidea’lerin kabuklar1 disk seklindedir. Planorbis
planorbis, Indoplanorbis exustus, Bulinus controtus B.truncatus, B. syngenes,
B.alluaudi ve Anisus vortex tiirleri arakonaktir. Burgu (1980), Tiirkiye’deki arakonagin
Planorbis planorbis oldugunu, Kamel ve Burgu (1986) ise Gyraulus laevis tiri
simiklilerde de Paramphistomum serkerlerine rastladiklarini bildirmislerdir (Tinar ve
ark., 2006).

Yaygimhgi: P.cervi tropikal ve subtropikal iklim bolgeleri ve yurdumuzda da yaygindir
(Tinar ve ark., 2006).

Gelisme: Paramphistomidae’lerin gelismeleri Fasciolidae’lerin gelismelerine benzer.
Digkidan temizlenmis yumurtalar 22-28°C 1sida ve sulu ortamda 12-15 ginde
gelismesini tamamlar, mirasidyumlar gelisdikten sonra, yumurta kapagini acarak disari
cikarlar. Mirasidyumlar 200-225 X 65-70 um boyutlarinda ve 5 sira halinde dizilmis
kirpikli hiicresel plakalarla ortiilmistiir. Mirasidyumlarin omrii 24 saat kadardir. Cok
hizli hareket ederek arakonaklarinin etrafinda toplanir ve mandibula boslugunda
sumikliye (Planorbidae, Lymneidae, Melaniidae ailelerindeki tirler) girerler.
Enfeksiyonun ontigiinct giininde 1 mm uzunlugunda, 300-330 um genisliginde uzun
bir kese seklinde 10-15 redi i¢eren sporokistler gelisir. Sporokistler patladiktan sonra
rediler karaciger ve pankreasa giderek yerlesirler. Iklim kosullarina gore kiz ve torun
rediler olusabilir. Redilerin i¢inde 350-450 um ¢apinda, kuyruk uzunlugu 600 pm olan
serkerler gelisir ve stimiikliiyii terk eder. Serkerlerin sulu ve 1s1kl1 ortamda gelisdikten
sonra ve sUmukliyd terk eder. Serkerlerin stimiikliiyli terk etmeleri sulu ve 1sikli
ortamda 29-30°C de 10 dakikada gerceklesir. Bu sire iklim kosullarina gore 7-8 hafta

olarak surebilmektedir. Serkerler suda 20-30 dakika ytzer, otlara tutanarak 30-40



dakika i¢inde kistlenir, metaserker haline gecerler. Metaserkerler siyah renkte, yassi ve
300 um civarinda bir ¢apa sahiptir. Sonkonaklar tarafindan otlarla birlikte alinan
metaserkerler sindirimin etkisiyle abomasumda kistten kurtulur ve duodenuma gecer,
mukozaya tutunarak mukoza i¢ine ve mukoza altina girebilirler. Burada bir-iki ay kadar
kalip gelistikten sonra 0.4-2 mm uzunluga ulasirlar, geriye dogru go¢ ederek rumen ve
retikuluma gelir, arka ¢ekmenleri ile mukozaya yapisir ve buralarda gelismelerini
sirdiirerek 2-3 ay iginde seksiiel olgunluga ulasirlar. Bu siire bazi tiirlerde daha kisa,
bazilarinda ise daha uzundur. Beslenmeleri rumen igerigi ve epitel artiklariyla olur.
Hematofaj degillerdir, ancak gencleri mukozay1 delmeleri veya zedelemeleri esnasinda
¢ikan kani absorbe ederler. Bu nedenle gengler kirmizi, olgunlar pembe renkte

gorilurler. Sonkonaktaki yasam siireleri 2 ile 7 yil arasinda tespit edilmistir (Tinar ve
ark., 2006).

Tur: Paramphistomum hiberniae Wilmett, 1950

Genital delik 6zofagusun orta hizasinda yer almistir, genital sifinkterden
yoksundur. Testisler yuvarlak, loplara ayrilmis ve birbirine yapisiktir. Biiyiikliikleri 4-7
X 15-2.2 mm dir. Daha ¢ok sigirlarda goriilen bir tiirdiir. iskogya, Irlanda ve
Hollanda’dan bildirilmistir (Tinar ve ark., 2006).

Tur: Paramphistomum scotiae Wilmott, 1950

Bu tlrun genital deligi 6zofagusun arka 1/3’1 hizasindadir, testisler hafif¢e loplu
ve yapisiktir, farinkste iyi gelismis papiller vardir, 5 X 2.6 mm boyutlarindadir.
Sigirlarda goriilen bu tiir Iskogya ve Irlanda’dan bildirilmistir (Tiar ve ark., 2006).

Tur: Paramphistomum microbothrium Fishoeder, 1901

Testisleri derinlemesine loplara ayrilmis ve ince bir kilif ile sarilmistir. Biiyiik
olan bu tir 8-11 X 2.7-3 mm boyutlarinda olup, arka ¢ekmenin gap1 2-2.5 mm dir. Sigir
ve koyunlarda bulunan bu tiir Afrika ve Avrupa’ da bildirilmistir (T1nar ve ark., 2006).



Tur: Paramphistomum microbothrioides Price and Mcintos, 1944

Bu tlr 5-7 X 3 mm biiyiikliiktedir. Karin ¢ekmeni 1.5-1.8 mm c¢apindadir ve
kassal fibriller ¢ok az sayidadir (6-9 adet). Farinkste az gelismis, az sayida papil
bulunur. Sigir ve koyunlarda goriilen bu tiir Amerika Birlesik Devletleri’nden

bildirilmistir (Tinar ve ark., 2006).
Tur: Paramphistomum ichikawai Fukui, 1922

Konik olan bu tur 5.42-971 mm uzunlukta, 2.21-3.43 mm genisliktedir.
Ulkemizde koyunlarda bulunmustur (Coskun, 1988).

Cins: Cotylophoron Stiles ve Goldberger, 1910

Bu cinsin genel morfolojik Ozellikleri Paramphistomum cinsine benzer, ancak

genital delik bir ¢ekmen (gonotyl) ile ¢evrilmistir. Bu cinste bir tiir bulunur (Tinar ve

ark., 2006).
Tur: Cotylophoron cotylophorum Fishoeder, 1901

Vicut 4.8-8 X 2.5-3.5 mm boyutlarinda olup testisleri ¢cok lopludur. Basta
koyun, ke¢i, sigir olmak iizere diger ruminantlarin rumen ve retikulumlarinda
parazitlenirler. Yumurtalar1 125-135 X 61-68 um buyukliktedir. Asya, Afrika ve
Amerika’da bildirilmistir (Tinar ve ark., 2006).

Cins: Calicophoron Nasmark, 1937

Tur: Calicophoron calicophorum Fishoder, 1901 (Sin; Paramphistomum

(Explanatum) explanatum Fukui, 1929)

Bu tr manda, sigir ve koyunlarda Avustralya ve Afrika’dan bildirilmistir. Bu
cinste yer alan Colicophoron raja Nasmark, 1937 Afrika’dan, C. cauliorchis Stiles ve
Goldberger, 1910 Hindistan ve Japonya’dan bildirilmistir (Tinar ve ark., 2006).



Cins: Ceylonocotyle Nasmark, 1937

Tur: Ceylonocotyle streptocoelium Fishoeder, 1901 (Sin: Paramhistomum

orthocoelium).

Sigir, koyun ve antiloplarda Hindistan ve Avustralya‘da bildirilmistir.
Yumurtalar1 148 X 74 um boyutlarindadir (Tinar ve ark., 2006).

Tur: Ceylonocotyle scoliocoelium Fishoider, 1910

Hindistan, Guney- Asya ve Afrika’da bildirilmistir. Bu cinste bildirilen

Ceylonocotyle gigantopharynx sigir ve mandalarda bulunmustur (Tinar ve ark., 2006).
Cins: Gigantocotyle Nasmark, 1937
Tur: Gigantocotyle explanatum Nasmark, 1937

Si1gir ve mandalarin safra kanallari, safra kesesi ve duodenumlarinda yasar. Orta-

Dogu, Hindistan ve Uzak-Dogu’dan bildirilmistir (Tinar ve ark., 2006).
2.2. Etkenlerin Morfolojisi

Koyun ve kegilerde Paramphistomiasise neden olan trematodlarin viicutlari
tombul ve konik yapilidir. Erigkin parazitler taze iken pembe ya da agik kirmizi renkte
gorilmekte olup, parazitler bu haliyle nar tanesini andirmaktadirlar. Eriskin parazitlerin
5-12 mm uzunlugunda, 2-4 mm genisliginde olduklar1 bildirilmektedir (Rojo-Vaquez ve
ark., 2012). Geng parazitler ise genellikle 1-2 mm boyutunda olup, tiirler arasinda bazi
farkliliklar bulunmakla birlikte genel morfolojik 6zellikleri birbirlerine benzemektedir.
Ulkemizde en yaygimn tiir olan, Parampistomum cervi de ailenin genel ozelliklerini
tasimakta olup, a¢ik kirmizi renkte goriilen parazitlerde testisler hafif¢e loplara ayrilmisg
ve ovaryumun Ontinde yer almaktadir. Farinks ve agiz etrafinda az gelismis papiller
bulunmaktadir. Vitellojen bezler 6zefagus ile ovaryum arasinda yer almaktadir. Bu
tiriin yumurtalart oval sekilli olup boyutlar1 114-176 X 73-100 pm arasinda
degismektedir. Gri renkteki yumurtalarin bir kutbunda kapak bulunmakta, kapagin
karsisindaki kutupta ise disa dogru bir kalinlasma gorildigi bildirilmektedir
(Schinieder, 2006; Tnar, 2011).



Ulkemiz ruminantlarinda gériilen bir diger tiir olan, Parampistomum ichikawai
ise 5.68-5.78 mm uzunlugunda ve 1.9-2.4 mm genisliginde olup, loplara ayrilmig olan
testisler parazitin arka 2/3’linde birbiri ardina dizilmis durumda, vitellojen bezler
parazitin 6n kisminda dorso medial olarak toplanmis olup, genital delik ise Ozefagal

bifurkasyon noktasinin gerisinde yer almakta oldugu bildirilmistir (Coskun, 1988).

2.3. Paramphistomiasis

2.3.1. Hastalik etkenlerinin yasam dongiisii ve cogalmasi

Etkenler koyun ve kegilerin disinda sigir, manda gibi evcil hayvanlar ile bircok
yabani ruminantlarda goriilmektedir. Baglica ara konaklar Planorbidae ve Bulinidae
ailesindeki akuatik salyangozlar olmakla birlikte Melaniidae ve Lymnaeidae ailelerinde
yer alan bazi tiirler de ara konak olarak gérev yapabilmektedir. Planorbis palanorbis,
Indoplanorbis exustus, Bulinus contorus, B.turuncatus, B. syngenes, B. alluadi ve
Anisus vortex bu ailelerde yer alan ara konak salyangoz tirlerinden bazilari olarak
bildirilmis olup, ara konaklarin degisik cografik bolgelerdeki yayiliglart farkliliklar
gostermektedir. Tiirkiye’deki arakonaklar Planorbidae ailesinden P. palanorbis turi
salyangozlar oldugu bildirilmistir. Ayrica aymi aileden Gyraulus laevis tlri
salyangozlarda da Paramphistomum sekerleri saptanmis olup bu tiiriin de ara konak
gorevi yaptigl ortaya konmustur. Nem, gevre 1sis1 vb. birgok ¢evresel faktor akuatik
Ozellikte olan bu salyangozlarin yasama kabiliyetleri ve lireme potansiyelleri iizerinde,
dolayli olarak da enfeksiyonlar {izerinde etkili olmaktadir (Burgu, 1982; Kamel ve
Burgu, 1986; Tinar, 2011).

2.3.2. Yasam d6nguis(i

Erigkin parazitler ruminantlarin rumenlerinde, bazen retikulumlarinda, gencler
ise ince bagirsaklarinda yerlesim gostermektedir. Erigkin parazitler tarafindan tiretilen
yumurtalar digki ile dis ortama atilmaktadir. Yumurtalarin konaktan atilmasiyla birlikte
gelismenin external donemi baglamakta olup dis, ortamda cereyan eden bu donem
Fasciola hepaticanin dis ortamdaki gelismesine benzemektedir. Bu yumurtalarin
icerisinde ancak sulu ortamlarda miracidium gelisebilmektedir. Yumurtalarda

miracidium’un gelismesi 28 °C’lik ¢evre 1ssinda 17 gilinde tamamlanmaktadir. Isigin

9



uyarict etkisiyle kapagi acan miracidiumlar yumurtayr terk ederek suda yiizmeye
baslamaktadirlar. Kirpikli yapidaki bu miracidiumlarin yasam siireleri oldukea kisa olup
uygun sartlarda bile ancak 24 saat canli kalabilmektedir. Salyangoz icin enfektif olan
miracidiumlar uygun ara konagi bulundugunda onun viicuduna girerek iizerindeki
kirpikli kiliftan kurtulmakta ve sporocyst halini almakta olduklari bildirilmektedir.
Salyangozdaki sporocyst’ler redi haline gelmektedirler. Redi’lerden ikinci redi ya da
geng redi olarak da adlandirilan yeni nesil rediler meydana gelmekte bunlardan da
serkerler olusmaktadirlar. Redi’lerin parcalanmasiyla serbest kalan serkerler
salyangozda 10 giin icinde olgunlasarak, pigmentli olan ve 2 adet g0z lekesi tasiyan
olgun serkerler haline geldikleri bildirilmistir (Schinieder, 2006, Sanabrio ve Romero,
2008, Tinar, 2011; Rojo-Vazquez ve ark, 2012).

Salyangozdaki gelismenin siiresi 1s1, nem, kuraklik gibi cesitli faktorlere bagh
olarak degismekte olup bu siirenin bazen 110 giine kadar uzayabildigi bildirilmistir
(Schinieder, 2006). Salyangozu terk eden serkerler sudaki bitkilere ve degisik cisimlere
tutunarak 1 saat icerisinde kistlenip metaserker haline gelmektedirler. Serkerlerin
kistlenmesinde sar1 ve yesil rengin digerlerine gore daha fazla cezbedici oldugu
bildirilmistir (Burgu, 1982). Son konaklar i¢in enfektif formlar olan metaserkerler nemli
ortamlarda 3 ay kadar canliliklarin1 koruyabilmektedirler (Sanabrio ve Romero, 2008;
Rojo-Vazquez ve ark., 2012). Son konaklar, metaserkerli otlar1 yemek suretiyle
hastaliga yakalanmakta olup, mideden duodenuma gelen metaserkerler ¢esitli enzimler
ve safra tuzlarimin etkisiyle lizerindeki kist duvarmi pargalayarak agiga ¢ikip geng
parazit haline donisiirler. Daha sonra geng parazitler ince bagirsak mukozasina derin bir
sekilde tutunarak gelismeye baslamaktadirlar. Hafif enfeksiyonlarda geng parazitler
burada 3-5 hafta kaldiktan sonra rumen ve retikuluma go¢ ederek orada eriskin hale
gelmektedirler. Siddetli enfeksiyonlarda ise ince bagirsaklarda kalis siiresi uzamakta ve
dort ay1 gegmekte oldugu bildirilmistir (Lloyd ve ark., 2007). Prepatent sure 3-3,5 ay
arasinda degismekte olup eriskin parazitler tarafindan iiretilen yumurtalarin digki ile
atilmasiyla dis ortamdaki gelisme yeniden baglamaktadir. Enfekte konaklardaki erigskin
parazitlerin 4 y1l kadar yasayabildikleri bildirilmistir (Rojo-Vazquez ve ark., 2012).

10



2.2.3. Epidemiyoloji

Paramphistomum tiirlerinin mirasidyumlar1 yumurtayr terk ettikten sonra en
uygun kosullarda 24 saat, arakonaklardaki sporokist ve redi sathalar1 ise stimiiklii canli
kaldig1 takdirde kis siiresince yasamlarimi stirdiiriirler. Stimiikliiden ¢ikan serkerler ise
bir saat i¢inde kistlenmek zorundadirlar. Serbest donemleri ¢ok kisadir. Metaserkerlere
gelince, +4 °C de veya laboratuvar sicakliginda, rutubetli ortamda en az 1-3 ay canli

kalirlar. Fasciola metaserkerleri gibi daha uzun yasadiklar1 sanilmaktadir.

Paramphistomiasis bir mera enfeksiyonudur. Arakonaklarin su stimiikliisii
olmasi nedeniyle hastalik camurlu ve ¢ok sulak meralarda otlayan hayvanlarda goriiliir
ve mevsimsel oOzellik gosterir. Enfeksiyon Mart-Nisan aylarinda bagslar, hayvanlar
otlakta kaldig: siirece devam eder. Bu durumda meraya ¢ikan hayvan daha ¢ok Mayis-
Eylil aylarinda enfekte olur. Ge¢ donem enfeksiyonlarda, gen¢ Paramphistomum’lar
Eylul ve Ekim’de duodenum ve abomazumda, olgunlar ise Kasim ayinda rumen ve

retikulumda gorullrler ve buralarda yil boyu kalirlar (Tinar ve ark., 2006).

Patojenik etki 6nce duodenum ve abomazumda, daha sonra rumen ve
retikulumda gorilir. Duodenum ve abomuzumdaki gengler mukozay1 delerek, olgunlari
ise rumen ve retikulum mukozasini yapistiklart yerde bogarak tahrip ederler.
Hayvanlarda parazitin etkisi sonucu eozinofili, yeterli beslenmemeleri sonucu da
kaseksi gorullir. Antijenik etki enfekte hayvanlarda kismi bagisiklik olusturur. Koyunlar
sigirlara, gengler yashlara gore enfeksiyona daha duyarhidirlar. Patojenitesi hayvanda
bulunan parazit sayisina baghdir, 2.000 den az olduklarinda fazla ciddi degildir, 5.000
den sonra klinik belirtiler dikkati ¢eker. Kuzularda 2.700 parazit ciddi klinik belirtilere,

5.000 parazit ise 6lime neden olur (Tinar ve ark., 2006).

2.2.4. Klinik belirtileri

a) Enfeksiyon ve Duodeno Abomazal Donemi, b) Rumen- Retikulum Ddnemi olmak

Uzere iki safhada incelenebilir.

a)Enfeksiyon ve Duodeno-Abomazal Do6nemi (Erken donem): Erken

enfeksiyonlarda ilkbahar sonu, ge¢ enfeksiyonlarda yaz sonu sonbahar basinda geng
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parazitler duodenum ve abomasum mukozasindadir. Klinik belirtiler metaserkerlerin
alimmasindan sonraki 10 giin i¢inde dikkati ¢eker. Bu donemde akut sekillenen hastalik,
hayvanlarda diiskiinliik, istahsizlik, sulu mukuslu yesilimtirak kahverengi pis kokulu
siddetli ishale neden olur, hayvanlar bol miktarda su igerler. Yapilacak diski
muayenesinde yumurta bulunmaz ancak pembe renkli 2-4 mm boyutlarinda geng
Paramphistomum’lar goriilebilir. Erken doénemde olusan akut Paramphistomiasis
yiiksek oranlara ulasan 6liimlere neden olabilir. Hayvanlarda yavas ilerleyen anemi,
zayiflama, kaseksi, ¢ene altinda 6dem, hypoalbiiminemi, kalsiyum kaybi1 ve genel
eozinofili gorulir. Plazma protein konsantrasyonunun azalmasi yaygin Odemlere,
hidroperikardium, hidrotoraks ve viicut bosluklarinda sivi toplanmasina neden olur.
Aclik, kaseksi ile birlikte akciger 6deminin sekillenmesi ani oliimlere yol acabilir.
Nekropside, mukozaya gémuli olarak doedenumda 30.000, abomasumda 4.000 gencg
parazit sayilan olgularda mukozalar parazit yatagi gibidir, siddetli akut-kataral
yangilidir, kanli miiko6z salgi ile kaplidir, petesi ve nekroz odaklar1 dikkati ¢eker (Tinar
ve ark., 2006).

b)Rumen-Retikulum Do6nemi (Olgun donem): Olgunlar1 genglerden daha az
patojendir, rumen ve retikulumda 5.000 den fazla parazit bulundugunda istahsizlik,
rumen atonisi, ruminitis ve travmatik retikiilit sekillenir. Yetersiz beslenme sonucu
hayvanlarda kilo kaybi, anemi, siit ve yapagi veriminde azalma dikkati ¢eker. Diski
muayenesinde yumurta gorulir. Nekropside; rumen ve retikulum mukozasina yapismis
parazitler, mukoz salgi artigi, 6dem, mukozada tahribat ve delikler dikkati ¢eker (Tinar
ve ark., 2006).

2.2.5. Patojenite ve immunite

Paramphistomiasiste asil patolojik etki duodenum ve abomasumda mukoza i¢ine
gomiilen gengler tarafindan meydana getirilir. Gencler mukozada delik acarak ve
hlcreleri parcalayarak ciddi lezyonlara, nekroz, tlser, kanamalara neden olur, sindirim
bezlerini tahrip ederler. Olgun Paramphistomum tdrleri, arka cekmenleri ile rumen ve
retikulum mukozasini emerek yapisir mukozay1 bogar, tahrip eder, kii¢iikk hemorajilere,
iilser ve nekroza sebep olurlar. Hayvanlarda meydana gelen beslenme bozuklugu

kaseksiye, protein kaybina bagli olarak hayati organlarda 6demlere ve sonugta 6lime
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neden olabilir. Mukozadaki genc parazitlerlerin antijenik etkileriyle antikor sekillenir ve

kismi bagisiklik olusur (Tinar ve ark., 2006).

2.2.6. Teshis

Paramphistomiasis de klinik bulgularla teshise gitmek ¢ok zordur. Sonbahar ve
kis baslangicinda goriilen semptomlar bu hastalik hakkinda siiphe uyandirir. Hastaligin
laboratuvar teshisi parazitlerin duodenum ve/veya abomazum mukozasinda
bulunduklar1 erken donemde c¢ok giic olup ancak diskinin sulandirilarak yapilan
muayenesinde tesadiifen atilan 1-2 mm boyundaki genclerin kiigik beyaz boncuklar
seklinde goriilmesi ile olur. Parazitler rumen ve retikuluma gecip olgunlastiklarinda,
diskinin muayenesinde yumurtalar goriilerek kesin teshis konur. Paramphistomum spp.
yumurtalar1 bityliklik ve sekil a¢isindan, Fasciola spp. yumurtalarina benzerlik gosterir.
Cotylophoron cotylophorum yumurtalari daha kiigiiktiir (125x25um). Paramphistomum
yumurtalariin tiimiinde yumurta kabugu renksiz veya soluk yesil oldugu halde
Fasciola spp. yumurtalar1 sari-kahverengidir. Paramphistomum spp. yumurtalarinda
embrio 4-6 hiicreli ve yumurtanin ortasindadir. Oysaki Fasciola spp. yumurtalarinda
embriyo bolinmemistir ve kutuplardan birine daha yakindir. Diskinin muayenesinde;
zenginlestirme  yOntemlerinden  sedimentasyon  (cOktirme) veya  potasyum
tyodomerkurat uygulanir. Erken teshiste serolojik ve alerjik reaksiyonlara bagvurulabilir
ise de kesin sonu¢ almak oldukga gugtir. Nekropside teshis; geng veya olgun
Paramphistomum larin duodenum abomasum rumen ve/veya retikulumda gorilmesiyle
kolayca tanimlanir. Duodenum mukozasindaki donemlerini saptamak igin histolojik

kesitler yapilip incelenmelidir (Tinar ve ark., 2006).

2.2.7. Tedavi

Paramphistomiasisin tedavisinde ilaglarin parenteral yolla degil, agiz yoluyla

kullanilmalari tercih edilmelidir (Tinar ve ark., 2006).

Paramphistomiasisin tedavisinde kullanilan ilaglar ve dozlar1 (Tinar ve ark., 2006);
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Oxyclozanide: Koyunlara 15mg/kg dozda verilen ila¢ geng Paramphistomum’lara %80-
92, olgunlara %70- 90: sigirlara 10 mg/kg dozda uygulanan axyclozanide genglere %60
olgunlara %70-90 duzeyinde etkili olmaktadir (Tinar ve ark., 2006).

Resorantiiel: Koyun ve sigirlarda 65 mg/kg dozda verilen ilag, gen¢ parazitlere %80-99
eriskinlere %85-100 diizeylerinde etkili olmaktadir (Tinar ve ark., 2006).

Niclosamide: Koyunlara 50, sigirlara 90 mg/kg dozda verildiginde genglere etkilidir.
Niclopholan; Koyunlara 10-15 sigirlara 6-9 mg/ 99 dozlarda uygulanan ila¢ parazitin

genclerine etkili olmaktadir.

Hexachlorphene: Koyunlara 10-20 sigirlara 15-20 mg/kg dozlarda verildiginde
olgunlara etkilidir.

Hexachloroethane: Koyun ve sigirlarda 200-300 mg/kg dozlarda olgunlara etkili oldugu
bildirilmektedir.

Hexachloroparaxylene: Koyunlara 150, sigirlara 125 mg/kg uygulandiginda olgunlara
etkili olmaktadir.

Rafoxanide; Koyunlarda 15-20mg/kg doz genclere etkilidir.

Brotianide: Sigir ve koyunlara uygulanan 15mg/kg doz hem geng, hem de olgunlara

%85-90 diizeylerinde etkili bulunmustur.

Bithionol: Koyunlara 75 mg/kg, sigirlara 35 mg/kg dozda verilir (Tinar ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu calisma da Mart 2018-Eylul 2018 aylar1 diizenli olarak Van Belediye
Mezbahasina ayda 4 defa gidilerek kesim i¢in getirilen koyun ve sigirlarin kesimi
yapildiktan sonra rumen ve retikulumlari makroskopik olarak incelenerek varsa
parazitler bir pens yardimi ile toplanip bir kaba konuldu. Toplanan parazitler PBS
(Phosphate-buffer saline) ile yikandiktan sonra %70’lik etanol igerisine koyuldu.
Toplanan parazitler Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji

Anabilim Dalinda -20 °C’de g¢alisma yapilana kadar saklandi. Daha sonra toplanan

nunumeler DNA kit prosediiriine gére molekiiler analizleri yapildi.

Sekil 1. Rumen papillalarinin arasinda erigskin Paramphistomum parazitleri

3.2. Molekduler Analiz

DNA saflastirilmasi Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(Kat no:K0722) genel kurallarina uymak kosuluyla manuel olarak yapildi. Genomik
DNA izolasyonu igin ilk dnce etanolle korunmus paramphistomlar 20 mg alinarak PBS
ile 5 defa yikandi. Daha sonra paramphistomlar bir homojenizatér (Marka: Qiagen
Model: Tissue Lyserll) yardimi ile iyice ezildi. Kit prosediiriine uyularak ezilen dokular

ependorf tiiplere aktarildi.
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Genomic DNA Purification Kit Prosediiri:

1. 20pl proteinaz K ve 180 pl digestion solusyonu ilave edildi, 56°C’lik su

banyosunda tamamen lize oluncaya kadar bekletildi. (bir gece).

2. Lizasyondan sonra 20 pl RNase A soltsyonu eklenip vortexlenerek 10 dk oda

sicakliginda bekletildi.
3. 200 pl Lysis solisyonu eklenerek 15 saniye vortekslendi

4. 400 pl %50 etanol eklenerek tekrar vortexlendikten sonra bu karisim spin
kolonlu tiiplere aktarildi. 6000g’de 1 dk santrifiij edildi.

S. Spin kolunlu tiiplerin tizerine 500 pul Wash Buffer 1 (Etanol ile sulandirilmis)
soliisyonu eklenerek 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

6. Alttaki s1v1 kisim atilarak spin kolon yeni bir tiipe yerlestirildi
7. 500 pl Wash Buffer II eklenerek 12000g’de 3 dakika santrifiij edildi.

8. Alttaki tiip atilarak spin kolonlu tiip steril edilmis ependorfa koyulup daha sonra
ustiine 200 pl Elution Buffer eklendi ve 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 8000
g’de 1 dakika santrif(j edildi.

9. Ustteki spin kolon atilarak ependorfa tiipiindeki Genomik DNA &rnekleri
kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Primerler, Paramphistomoidea spp. Paramphistomum spp. (GenBank Erisim
No. GU735643) PCR amplifikasyonu kullanildi. PCR amplifikasyonu ve tam ribozomal
DNA  ITS2 sekans1  i¢in Paramphistomum spp. ITS-2 F 5'-
AGAACATCGACATCTTGAAC-3’ ve R 5TATGCTTAAATTCAGCGGGT-3’ (Lotfy
ve ark., 2010) primerleri kullanilarak rDNA ITS2 gen bolgelerinde kismi sekanslama
yapilarak amplifiye edildi.
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2.4. Mastermix hazirlanisi

PCR icin 25 pl iceren toplam hacimde; 10X PCR buffer 2.5 ul, 25mM MgCl, 1
pl, 256mM dNTP 0.5 pl, her bir primer 0.5 pl, Tag DNA polimeraz 5U/ul 0.2 ul,
genomik DNA 5 pl ve dH20 14.8 pl kullanildi. Ribozomal ITS2 sekansi i¢in PCR
sartlar;; PCR termal dongii sartlar1 94 °C de 5 dk On denaturasyon, 94 °C’de 1 dk
denaturasyon, 50 °C de 35 sn. annealing (baglanma), uzama 72 °C’de 1-3 dk 30 siklus
ve 72 °C’de 10 dk seklinde gerceklestirildi (Marka: BIO-RAD, Model: Power pac
Basic). PCR Urnleri % 2’lik agaroz jelde jel red (Safe view classic, katalog no: G108)
ile boyanarak kosturuldu (Elektroforez: BIO-RAD, Model: Power pac Basic). 100
Voltluk elektriksel alanda 1 saatlik kosturma isleminden sonra UV 1s181 altinda
fotograflandi. (Sekil 1-2).

2.5. Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz

Agaroz jelde yiiriitiilen PCR iiriinlerinden DNA bandi goriilen 6rneklerden her
biri 25 pl ve primerler (10 pmol) her 6rnek igin 2 pl olacak sekilde PCR tiiplerine
ayrildi. Etiketlenerek Medsantek (Istanbul, Tiirkiye) firmasina sekans analizi icin
gonderildi. Burada purifiye edilen amplikonlar Applied Biosystems 377 DNA
Sequencer cihaz1 kullanilarak dizilendi. Sekanslar Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 7.0 (MEGA) programinda ClustalW algoritmasi kullanilarak Gen
bank’tan alinan KJ995529, KX668915, MH558675, KX668943, MKA416145,
LN610457 referanslar ile siralandi. Neighbor-Joining metodu kullanilarak Bootstrap
testi (500 tekrar) ile filogenetik aga¢ olusturuldu. izolatlar arasindaki evrimsel uzaklik
Maximum Composite Likelihood kullanilarak belirlendi. Cogaltilan ITS2 bélgesinin
sekanslar1 ile KJ995529, KX668915, MH558675, KX668943, MK416145, LN610457
ile karsilastirmalar sonucunda elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 3’te verilmistir. Sekans
sonucu elde edilen izolatlara ait sekanslarin Genbank’tan elde edilen KJ995529.1
(Sanabria ve ark., 2011), LN610457.1 (Hamidech1 , 2014) ile ITS2 gen sekansinin
birebir (%100) ayn1 oldugu goriildii.
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma Mart 2018-Ekim 2018 arasinda Van Belediye mezbahasinda kesime
getirilen Paramphistomum spp. ile enfekte sigir ve koyunlarin rumen ve retikulumlari
kesim sonrasi incelendikten sonra 50 sigir, 50 koyun olmak {izere toplam 100 adet
enfekte hayvandan toplanan eriskin Paramphistomum tirinin doku numunelerinden
DNA ekstraksiyonu Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit genel
kurallarina uyularak manuel olarak yapildi. DNA izolasyon islemi yapildiktan sonra
PCR amplikonlar elde edilerek, bu PCR amplikonlar: jelde oda sicakliginda 100 Volt
ve 50 miliamper sabit akimda 1 saat kosturuldu (Elektroforez: BIO-RAD, Model:
Power pac Basic). Elektroforezde yurttulen PCR drunlerinden 399 bp’lik {iriin boyutu
elde edildi (Sekil 1-2).

S1 S2 S3 S84 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

Sekil 2. Sigirlarda bulunan Paramphistomum tirlerinde rDNA 1TS2 gen boélgesi PCR
amplifikasyonu (Amplikon uzunlugu 399 bp).
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Sekil 3. Koyunlarda bulunan Paramphistomum tirlerinde rDNA ITS2 gen boélgesi PCR
amplifikasyonu (Amplikon uzunlugu 399 bp).

5 enfekte sigir, 5 enfekte koyundan toplanan eriskin Paramphistomum
parazitlerinden elde edilen PCR iiriinleri Medsantek (istanbul, Tiirkiye) firmasimin
yapmis oldugu cift yonlii sekans analizi sonucu C. daubneyi ve P. leydeni tirleri tespit
edildi. Saflastirilmis amplikonlar sonucu elde edilen C. daubneyi ve P. leydeni tirleri
Applied Biosystems DNA Sequencer' kullanilarak dizildi. Genetik Analiz versiyon 7.0
(MEGA), programdaki ClustalW algoritmas1 kullanilarak Sekil 3’te belirtilen
referanslarla siralandi. Komsu Birlestirme yontemi kullanilarak, bir 6n yiukleme testi ile

filogenetik bir aga¢ olusturuldu (100 tekrar) (Sekil 3).

Calismada elde edilen izolatlarin Genbank’tan elde edilen Paramphistomum
leydeni (KJ995529), Calicophoron phillerouxi voucher (KX668915), Paramphistomum
cervi (MH558675), Calicophoron microbothrium voucher (KX668943), Calicophoron
clavula (MK416145), Calicophoron daubneyi (LN610457) dis gurup olarak segilen
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Schistosoma haematobium (L03656) ile filogenetik iliskisi. Diziler, MEGA7 yazilimi ve
Kimura 2 modeli (K2+G) modeli kullanilarak maksimum olasilik (ML) analizi ile elde

edilen agag ile hizalanmistir (Sekil 3).

W KOYLUN &

KJH95529 1 Paramphistamum leydeni
W KOYLUN 4

W KOYLUN 3

W KOYLUN 2

W KOYUN 1

# SIGIR 4

# SIGIR 3

# SIGIRA

b7 — KABBEEY15.1 Calicopharan phillerousi vaucher
{MHEEBE?5.1 Pararnphistomurn cer

]

k¥BEG943.1 Calicophoron microbothrium voucher
i

ME416145.1 Calicophoron clawula

gz| @ SIGIR 2

g;{‘ SIGIR 5

721LME10457 1 Calicophoron daubneyi
L03E56.1 Schistosoma haematobium

0.05

Sekil 4. Calismada elde edilen izolatlarin, Genbank’tan elde edilen diziler ile filogenetik
iliskisi.

S (1-2-3-4-5):Sigirlardan toplanan Paramphistomum tdrleri

K (1-2-3-4-5):Koyunlardan toplanan Paramphistomum tirleri
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5. TARTISMA

Paramphistomiasis ya da amphistomosis, evcil ve yabani birgok ruminant
enfekte edebilen Paramphistomidae ailesindeki parazitlerin neden oldugu bir hastalik
olarak bilinmektedir. Paramphistomum cinsi iginde bir¢ok patojen tiir bulunmaktadir.
Tiirkiye’deki Paramphistomum orani %14.5-79.3 arasinda olup, yapilan ¢alismalarda
ulkemizde P. ichikawai, P. cervi, Cotylophoron daubneyi tiirleri bildirilmistir (Guralp,
1981; Celep ve ark., 1990; Coskun, 1988; Timar ve ark., 1992; Yildirim ve ark., 2000;
Toparlak ve Tuzer, 2000; Senlik, 2013).

Hastalik biitiin diinyada goriilmek ile birlikte, tropik ve subtropik bolgelerdeki
perevalansin oldukga yiiksek oldugu bilinmekte olup, bu hastalik 6zellikle Afrika, Asya,
Avusturya ve Bati-Avrupa’da daha yaygin goriilmektedir. Konak, arakonak, etkin tir,
meteorolojik  ve ¢evresel faktorler gibi bircok degiskene bagli olarak
paramphistomiasis’in yayilis1 bolgeden bolgeye degisiklik gostermektedir. Bu nedenle
degisik tilkelerde yapilan galismalarda farkli prevalans oranlari bildirilmektedir (Khan,
2008; Ozdal ve ark., 2010).

Paramphistomlarla enfekte olmus sigirlarda en gozlenebilir klinik isaret, yem
sindiriminin azalmasi ve istahin azalmasindan kaynaklanan zayiflama olmustur. Ayrica
anemi, Ozellikle paramphistomlarin olgunlagsmamis evrelerinde hematophagous
aktivitesinden dolayr kan emmesinden kaynaklanmistir. Hastalik, Tiirkiye’de 20 yil
oncesinde sigirlardaki prevalansi %3.3 ile %60.9 arasinda degisen paramphistomiasis’in
yaygmlhigiyla ilgili olarak son yillardaki ¢aligmalarla yeni veriler elde edilmektedir.

(Coskun, 1988; Doganay ve Oge, 1997; Diaz ve ark. 2006; Dorny ve ark., 2011).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda paramphistomiasis yayginligi Ordu’da % 33.05
(Celep, 1984), Ankara’da % 26.70 (Coskun, 1987), Samsun’da % 15.3 (Celep ve ark.,
1994), Kayseri ilinde % 14,5 (Yildinnm ve ark., 2000), Afyon’da % 13.6 (Kircali
Sevimli ve ark., 2005), Malatya’daki sigirlarda % 1.75 (Kara ve ark., 2009) ve Van’da
% 8.75 (Ozdal ve ark., 2010) oraninda Paramphistomum spp. bildirilmistir. Bartin
ilinde digki bakisi ile yapilan ¢alismada sigirlarda Paramphistomum spp. ile enfekte
orant % 41.34 olarak bulunmus (Kozan, 2014). Deger ve Bicek (2005), Van ve
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yoresinde bulunan koyunlarda diski muayenesi sonucu Paramphistomum tarlerini % 40
ve kesim sonrasi yapmis olduklart muayene sonucunda ise % 58.2 oraninda
bulundugunu bildirmislerdir. iran’da kesim sonrasi muayene sonucunda 1000 adet
sigirda 369°u (%36.9) Paramphistomum spp. yoniinden enfekte bulunmustur (Khedri ve
ark., 2015).

1995 yilina kadar yapilmis olan ¢aligmalarda Paramphistomum cervi’nin
koyunlardaki yayilisi % 0.2 ile % 80,7 arasinda, tiir belirtilmeden ise Paramphistomun
spp’nin yayilis1 ise % 4.9-57.7 arasinda bulundugu bildirilmistir (Doganay ve Oge,
1997). Coskun, yapmis oldugu bir ¢alismada Ankara’da koyunlarda % 2.48 ve Ankara
kecisinde ise % 10 olarak Paramphistomiasis yoniinden enfekte bulmustur (Coskun,
1987). Gliney Marmara bolgesi koyunlarinda Paramphistomiasisin yayginligi % 4.9
olarak belirlenmis olup, enfeksiyonlardan sorumlu tirlerin de P. cervi ve C. daubneyi
oldugu bildirilmistir (Tnar ve ark., 1992). Ankara yoresindeki tiftik kegilerinde C.
daubneyi’nin yayginligi %3 olarak tespit edilmistir (Umur, 1991).

Son on yilda yapilan c¢aligmalarda hastaligin koyunlardaki yayilis1 Kars’ta %
1.64 (Gicik ve ark., 2003), Van’da % 4.43 (Ozdal ve ark., 2010) Bingdl’de % 12 (Gl
ve Giinyakti Kiling, 2016) olarak tespit edilmistir Ancak bu c¢alismalarda da tiir
diizeyinde bir teshis yapilamamis sonuglar cins diizeyinde (Paramphistomum spp.)

verilmistir.

Diinyanin farkli cografyalarinda yapilan g¢aligmalara bakildiginda Avrupa’da
%5,2-4,66 (Adjide ve ark., 2000; Diakou ve Papadopoulos, 2002), Uzak Dogu’da
%68,4 (Chang ve Wook, 1971), Orta Asya’da % 2,9-7,3 (Nasher, 1990; Haridy ve ark.,
2006) Afrika’da % 51,6 (Phiri ve ark., 2006), Ispanya’da % 36 (Diaz ve ark., 2007),
oraninda Paramphistomum spp. varligi saptanmistir. Bu patojenlerin diinya capinda
olas1 dagilimi, paramphistomozun daha yaygin olabilecegi ve ekonomik etkisinin daha

once disiiniilenden daha fazla olabilecegi anlamina gelir (Sindici¢ ve ark., 2017).

Hastaligin yayilisini ortaya koymak amaciyla iilkemizin degisik illerinde yapilan
caligmalarda bolgenin iklimi, cografik yapisi, c¢alismanin metodolojisi gibi cesitli

faktOrlere bagli olarak farkli oranlar elde edilmistir. Ancak bu galismalarin 6nemli bir
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kisminda sonuglar cins diizeyinde verilmis olup tiir diizeyinde yayilisin verilmis oldugu

calisma sayisi yetersizdir (Senlik, 2013a).

Parazitolojide gelencksel tani yontemleri, belirli endemik bdlgelerde
epidemiyolojik calismalar veya fenotipik Ozelliklerin kokenine dayali suglar ve yeni
tirlerin tanimlanmas: ile iliskili karisik taksonomik konularin ¢oziimiine yardimci

olmak i¢in simdilerde ¢esitli molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Thompson, 2004).

Nekropside toplanan parazitlerin histomorfolojik olarak tiir diizeyinde tanisi
farinks, genital delik ve asetabulum gibi kas yapisina sahip organlarin tam ortalarindan
gececek sekilde yapilan “median-sagittal” kesitlerin incelenmesiyle yapilmaktadir.
Ancak morfolojik olarak yapilan tiir ayrimlarin olduk¢a zor oldugu ve bazi
dezavantajlarinin  bulundugu agiklanmis olup, giiniimiizde o6zellikle filogenetik
calismalarda kullanilan molekiiler yontemlerin, tiir ayriminda alternatif bir yontem
oldugu ve bu amagla ITS2 gen bolgesi sekansinin spesifik bir marker olarak
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Lotfy ve ark., 2010).

Bu c¢alisma, Van ilinde cesitli konak tiirlerinde (sigir ve koyun) toplanan
Paramphistomum spp.’nin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi kullanilarak
rDNA ITS2 gen bolgesini karakterize etmek i¢in DNA analizi yapilmistir. Yapmis
oldugumuz bu ¢alismada 50 sigir ve 50 koyun olmak tizere toplam 100 enfekte
ruminantdan eriskin Paramphistomum spp. parazitleri toplandiktan sonra gerekli
molekiiler islemler yapilmistir. Molekiiler yontemlerden sonra 5 koyun ve 5 sigir olmak
Uzere toplam 10 adet ruminantdan toplanan parazitin PCR drtnleri sekans analizine
gonderilmistir. Sekans analizi sonucunda 2 adet sigirdan elde edilen parazitin PCR
urinunin Calicophoron daubneyi, 5 koyun ve 3 sigirdan elde edilen parazitin PCR
urinlerinden ise Paramphistomum leydeni identifiye edilmistir. Tiirkiye’de
Paramphistomum spp.’ler iizerine daha once yapilan morfolojik tani1 yOntemleri ile
Calicophoron daubneyi’nin varligi bildirilmis olup, bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
Calicophoron daubneyi’nin varlig1 ilk defa molekuler yontemler kullanilarak kesinlik

kazanmustir.

Italya'min Sardunya bolgesinde yapilan bir calismada hem diski hem de

mezbahalarda kesimi yapilan hayvanlar muayene edilerek Paramphistomum spp. ‘lerin
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prevalanst degerlendirilmistir. Mezbahalarda kesimi yapilan koyunlarin %2’sinin,
sigirlarin ise % 10,9'unun Paramphistomum spp. ile enfekte bulundugu bildirilmistir.
Ayrica rumen ve retikulumda toplanan Paramphistomum spp.’ler iizerine yapilan
molekiler cgalismalar ve sekans analizinde Sardunya’da bulunan Paramphistomum
spp.’lerin Calicophoron daubneyi'ye ait oldugunu gostermistir (Sanna ve ark., 2016).
Bu ¢alisma yapmis oldugumuz ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir. Bu ¢alisma ile 2
adet si@irda yapilan molekiiler yontemler ve sekans analizi sonucunda Calicophoron

daubneyi identifiye edilmistir.

Irlanda’da yapilan bir arastirmada ciftliklerdeki koyunlarin diskilarinda gériilen
yumurtalar ile yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda C. daubneyi ve P. leydeni tespit
edilmis olup, P. leydeni ilk defa bu calisma ile o bolgede goriildiigii bildirilmistir
(Martinez-Ibeas ve ark., 2016).

Hirvatistan’da bir ren geyiginde toplanan Paramphistomum parazitlerinin
molekiiler ¢alismalar sonucunda rDNA ITS2 gen bolgesini gogaltarak P. cervi ve P.
leydeni molekiler yontemler ile tespit edilmistir (Sindi¢i¢ ve ark., 2017). Bu ¢alisma da
Tiirkiye’de daha oOnce makroskopik olarak elde edilen tiirlerden farkli olarak
Paramphistomum leydeni tirii sekans sonucunda tespit edilmistir. Tiirkiye’de daha 6nce
belirtilen P. cervi, P. ichikawai ve Calicophoron daubneyi tiirlerine ek olarak P. leydeni
molekiiler yontemler kullanilarak ve sekans analizi sonucunda kesinlik kazanmis olup,

bu ¢aligma ile Turkiye’de varligi ilk defa bildirilmistir.

Bu calisma Van ilinde bulunan ruminantlarda Paramphistomum tirlerinin
molekiiler yontemler ile identifikasyonu amaclanmistir. Calisma sonucunda
Calicophoron daubneyi molekiler yéntemler sonucunda Van ilinde var oldugu kesinlik
kazanmis olup, ayrica daha once bildirilmeyen P. leydeni ise yapilan bu calisma ile

Tiirkiye’de ilk defa varlig bildirilmistir.

Sonug olarak, ruminantlarda paramphistomiasis Van bélgesinde halen yaygin ve
ekonomik kayiplarla sonuglanan bir paraziter enfeksiyon oldugu goriilmektedir.
Molekdiler yontemler, teshis yontemleri arasinda potansiyel olarak kesinlik kazandirdigi
icin, taksonomik tespitlere ve paramphistomiasis’in epidemiyolojisi ile ilgili

caligmalarada katki saglayabilir. PCR yontemi ile rDNA ITS2 gen bdlgesinin
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Paramphistomum tiirlerinin teshisinde Tiirkiye’de ilk defa yapilmasi ve Turkiyede daha
once belirtilmeyen bir tlriin tespiti yapilan ¢alismanin énemini gostermektedir. Bunun
disinda bu ¢alisma Tirkiye’de Paramphistomum ile ilgili morfolojik teshis ve
taksonomik konularin siirli olmasindan dolayi, paramphistomid enfeksiyonu ile ilgili

onceki bulgularin dikkatlice gbzden gecirilmesi gerektigini de gostermektedir.
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OZGECMIS

29.01.1990 yilinda Ercis’in Kiziléren kdyiinde dogdum. flkdgretimi Milli Egitim Vakfi
[k gretim Okulunda okudum. Liseyi Milli Piyango Anadolu Lisesinde okudum. Lisans
egitimimi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik Yiiksekokulu Hemsirelik bdliimiinde
tamamladim. 6 ¢cocuklu ailenin 4. cocuguyum. 2015 yilinda Van Saglik 11 Miidiirliigiine
bagl Ozalp Kirkgali ASM’ye saglik memuru kadrosuna atandim ve suan halen ayni

gorevi ylritmekteyim.
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EK 1. Etik kurul onay formu

Evrak Tarih ve Sayisi: 05/12/2017-84946
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T.6.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI REKTORLUGU

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Sayr  :27552122-604.01.02-E.84946 05/12/2017
Konu :Yrd. Dog. Dr. Ayse KARAKUS'a ait

Caligma igin Onay Gerektirmeyen

Belge

Sayin Yrd. Dog. Dr. Ayse KARAKUS

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 30.11.2017 tarih ve 11 sayili karari geregince;
Yiriitiictiliigini  yapmis oldugunuz, "Van Belediye Mezbahasinda Kesilen Koyunlarda
Paramphistomumcervi Molekiiler Identifikasyonu"adli galisma ile ilgili, 15 Subat 2014 tarih ve
28914 sayi ile yayinladig: yonetmeligin 2. Maddesi 2. Fikrasinin b bendinde yer alan "Bu
Yonetmelik: Deneysel olmayan klinik veteriner hekimligi uygulamalarini kapsamaz." hiikmii
geregince YUHADYEK'ten Calisma ve Arastirma Kesin Sonu¢ Onay Belgeleri alinmasina
gerek olmadigmna karar verilmistir.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

e-imzahidir
Prof. Dr. Semiha DEDE
Etik Kurulu Bagkani

Ek: Yrd. Dog. Dr. Ayse KARAKUS (1 sayfa)

Adres:Van Yuzuncu Yil Universitesi Hayvan Deneyler: Yerel Etik Kurulu Zeve Ayrintili bilgi igin irtibat: Mehmet Sah OGUZ
Kampust 65080 Tugba / Van Unvanu Bilgisayar Igletmeni
Teleton: +90 432 2251701-04 / +90 4445065 Faks+90 432 4865413 Dahili No. 22007

e-Posta yuhadyek@yyu.edutr Elektronik Ag:http://www.yyu edu.tr
Bu belge 5070 sayih Elektronik imza Kanununun 5. Maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
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0.
yUZONCU YIL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
ONAY BELGESI

YUZUNCU YIL UNIVERSITY (TURKEY)
ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE
APPROVAL CERTIFICATE

Aragtirmamn Adi Van Belediye Mezbahasinda Kesilen Koyunlarda Paramphistomum cervi
Molekiiler Identifikasyonu
. Paramphistomum cervi molecular Identification in Slaughtered Sheeps
Title of the Research iy the province of Van Municipality Salughterhouse
Arastriei(lar) Yiiriiticii / Chief investigator: Yrd. Dog. Dr. Ayse KARAKUS
Investigator(s) Yardimer Arasurici(lar) / Co-investigator(s): Yuk. Lis. Ogr. YUSUF PADAK

Aragtirmada kullamlacak hayvanlar | Animals to be used in the research: Koyun/Sheep
Tiir / species: - Sayi / Numbers: 100
Yag /Age:2-4 - Cinsiyet / Sex:Digi ve erkek
Arastirmanin Ongdriilen Baslama Tarihi / Proposed Research Starting Date: Ocak 2018
Aragtirmanin Ongdriilen Bitis Tarihi | Proposed Research Completion Date: Ocak 2019
Dosya no / File no:
Karar:
Yukarida bilgileri verilen planlanan aragtirma projesi igin Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onayi
gerekmemektedir. Tarih:30/11/2017 ; Karar no: 2017/11
Decision:
The proposed research project detailed above does not need Animal Researches Ethic Committee
Approval. Date: 30/1 12017 Decision number 201711
‘ [ BASKAN/CHATR

i e

l _Prof. Dr Semiha DEDE B

| ¢ B
| Prof Dt N, fugba BINGOL  Prof. Dr Siddik KESKIN [

£ (YE /\/L’ | UYE

X

Q& - )""J N LAAAS L
Prol. Dr. Nalan OZDAL = Dog. Dr. Atilla DURMUS Dog. Dr, Yildiray SBUGAN
) UYE (E UYE
) b ~L¢d. Dog. Dr. A\
__OmeALLs

Yrd. Dog. Pr. Ferda KARAKUS s VERDIYEY Yrd. Ph¢. Dr. Canser Yilmaz DEMIR
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Zir. Mith. Kenan YILDIRIMOGLU l

Vet Hek. [3mail Hakk BEHCET
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Evrak Tarih ve Sayisi: 07/06/2019-42400
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T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI REKTORLUGU

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miiduirliigii

Sayr  :49072339-050.01.04-E.42400 07/06/2019
Konu : Enstitii Yonetim Kurulu Karari
2019/15-18

Sayin Dr. Ogr. U. Ayse KARAKUS

Enstitii Yonetim Kurulumuzuan 21.05.2019 tarih ve 2019/15-18 sayili karari ekte
gonderilmistir.
Bilgilerinize rica ederim.

e-imzahdir
Prof. Dr. Semiha DEDE
Enstitii Miidiirii

Ek: Karar 2019 15 18 (| sayfa)

Adres'Van Yiizuncu Yil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitust Mudirluga Zeve Ayrnintili bilgi i¢in irtibat; Ercan GULER
Kampusu 65080 Tugba / Van Unvani. Sef
Telefon:+90 432 2251068 Faks+90 432 2251069 Dahili No: 22919

¢-Posta:Saghil@yyu edu tr  Elektronik Ag http://www yyu edu.tr
Bu belge 5070 sayih Elektronik imza Kanununun 5. Maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
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Evrak Tarih ve Sayisi: 31/05/2019-42129

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

ENSTITU YONETIM KURULU KARARI
Toplant: Tarihi Toplanti Sayisi Alinan Karar Adedi Karar Numaras:
21.05.2019 2019/15 2019/15-18
Yonetim Kurulumuz Enstitii Miidiirii Prof. Dr. Semiha DEDE Baskanlhiginda toplanarak asagidaki karari almistir.

Veteriner Parazitoloji Anabilim Dali Bagkanliginin 15.05.2019 tarih ve E.37342 sayili yazisi goriisiildii.

Veteriner Parazitoloji Anabilim Dali yiiksek lisans &grencisi Yusuf PADAK'in “Van Belediye
Mezbahasinda Kesilen Ruminatlarda Paramphistomum Cervi’nin Molekiiler identifikasyonu” tez
konusunun isminin  “Van Belediye Mezbahasinda Kesilen Ruminatlarda Paramphistomum Spp’nin
Molekiiler identifikasyonu” olarak degistirilmesine oybirligi ile karar verildi.

BASKAN

Prof. Dr, Semiha DEDE
Enstitii Miidiirii

UYE UYE UYE
Prof. Dr. Taylan AKSU Prof. Dr. Yavuz YARDIM Dog. Dr. Gokhan OTO
UYE UYE RAPORTOR
Dog. Dr. Yunus Emre BEYHAN Dr. Ogr. Uyesi Hacer SAHIN AYDINYURT Enst. Sekr. V. Recep VAROL

Bu belge, 5070 sayih Elektronik Imza Kanununa gore Giivenli Elektronik imza ile imzalanmistir.
Evrak sorgulamasi http://ebelgedogrulama.yyu.edu.tr/enVision-Dogrulama/BelgeDogrulama.aspx?V=BEK4B9LJ3 adresinde
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EK 2. Lisansustt Tez Orjinallik Raporu

.G
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

LiSANS_I"JST[‘J TEZ ORIJINALLIK RAPORU I

Tarih: 17/06./2019...
Tez Bagh@i/ Konusu: Van Belediye Mezbahasinda Kesilen Ruminantlarda Paramphistomum spp.’nin
Molekiiler identifikasyonu

Yukarida bashgi/konusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
béliimlerinden olusan toplam ...44... sayfalik kismna iliskin, ...17/06/2019. tarihinde sahsim/tez danigmanim
tarafindan TURNITIN..intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oram % 7 (Yedi) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden g¢ikan yaymlar harig,

- 7 kelimeden daha az Srtiisme igeren metin kisimlari harig (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincti Y1l Universitesi Lisanstistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullaniimasina fliskin
Yonergeyi inceledim ve bu y6nergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi bir intihal
igermedigini: aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlti hukuki sorumlulugu kabul

ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
YUSUF PADAK

Geregini bilgilerinize arz ederim.

”~
Ogrencinin Adi Soyad: YUSUF PADDAK
Anabilim Dal :| PARAZITOLOJI
Ogrenci No 159301030
Programi :| X[J Yiiksek Lisans [J Doktora
DANISMAN ONAY1 ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR

(Unvan, Ad Soyad, imza)
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