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1. OZET

Kistik echinococcosis Tiirkiye’de endemik bir paraziter zoonozdur.
Giliniimiizde Tirkiye’de Echinococcus granulosus’un suslari hakkinda detayl
bilgi bulunmamaktadir. Endemik bir bolgede etkin eradikasyon ve kontrol
programlarinin saglanabilmesi i¢in dominant sus ya da suglar bilinmelidir. Bu
amagla Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bdolgelerinde bulunan Elazig,
Malatya, Erzurum, Van, Diyarbakir ve Sanlurfa illerindeki kesimhanelerden 7
kegi, 19 sigir ve 179 koyun olmak iizere toplam 205 hidatik kist izolati
toplanmistir. Bu izolatlardaki genetik varyasyonu belirlemek amaciyla biitiin
orneklerin ribozomal ITS-1 (Internal Transcribed Spacer) gen bolgeleri PZR-
RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment Length Polymorphism)
teknigi ile incelenmistir. Tim izolatlarin ayni band profiline sahip olmasi
sonucunda 6 sigir, 4 koyun ve 4 keci izolatinin mitokondrial CO1 (cythochrome
oxidase 1) gen bolgesinin dizi analizi yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda bakisi
yapilan ii¢ farkli tiire ait 205 izolatin hepsinin yaygin koyun susu (G1) oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, PZR-RFLP, DNA

dizileme, Tiirkiye.



2. ABSTRACT

Cystic echinococcosis is an endemic parasitic zoonosis in Turkey. There is
still no detailed molecular data about the strains of Echinococcus granulosus in
Turkey. Dominant strain or strains have to be known for effective eradication and
control programs in an endemic area. For this aim 205 hydatid cyst isolates
contained 7 goats, 19 cattle and 179 sheep were collected from local abattoirs in
Elazig, Malatya, Erzurum, Van, Diyarbakir and Sanliurfa provinces in the East
and Southeast Anatolian regions of Turkey. In order to determine genetic
variation, ribosomal ITS-1 (Internal Transcribed Spacer) gen regions of all
isolates were analysed by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism). Consequence of the same banding pattern of all
isolates mitocondrial CO1 (cythochrome oxidase 1) gene of some selected isolates
including 6 cattle, 4 sheep and 4 goat were sequenced. The result of this study
demonstrated that all analysed isolates were belonging to the common sheep
strain (G1).

Key Words: Echinococcus granulosus, PCR-RFLP, DNA sequencing,

Turkey.



3. GIRIS

Gilinimiizde Echinococcus cinsi igerisinde Echinococcus granulosus,
E.multilocularis, E.oligarthrus ve E.vogeli olmak {izere taksonomik olarak
dogrulanan dort farkli tiir bulunmaktadir. Son yapilan molekiiler ¢aligmalarda
koyun, Tazmanya koyun ve manda susunun (G1, G2, G3) E.granulosus sensu
stricto adiyla besinci, at susunun (G4) E.equinus adiyla altinci, sigir susunun (G5)
E.ortleppi adiyla yedinci tiir olabilecegi bildirilmistir. Ancak bu genotiplerin sus
mu, E.granulosus’un alt tiirleri mi yoksa bagimsiz tiirler mi olduklar1 konusunda
heniiz yerlesmis ortak bir goriis bulunmamaktadir. Sadece Cin’de lokal bir
bolgede tespit edilen E.shiquicus’un yeni bir tiir oldugu ifade edilmektedir (33,

37,118,121, 122, 137, 149, 155, 176).

3.1. Echinococcus Cinsinin Siniflandirma, Morfoloji ve Biyolojisi
Echinococcus cinsinin siniflandirmadaki yeri asagidaki gibidir (137, 149).
Ulkealt1: Metazoa
Alem: Platyhelminthes
Sinif: Cestoda
Alt Simif: Eucestoda
Takim: Cyclophyllidea
Aile: Taeniidae (Ludwig, 1886)

Cins: Echinococcus (Rudolphi, 1801)
Klasik siniflandirmada yer alan dort tiirlin erigkinleri, son konak

karnivorlarin ince bagirsaklarinda, metacestodlar1 ise omnivorlarin  ve



herbivorlarin karaciger ve akcigerleri basta olmak {izere c¢esitli organ ve
dokularinda bulunmaktadir. Insanlar bu dért tiiriin yumurtalarina duyarli olup
metasestodlar insanlarin ¢esitli organ ve dokularinda geliserek echinococcosise
neden olmaktadir. Echinococcus granulosus ve E.multilocularis’in sebep oldugu
kistik ve alveolar echinococcosis olduk¢a yaygin olmasina ragmen E.oligarthrus
ve E.vogeli’nin olusturdugu polycystic echinococcosis Orta ve Giliney Amerika ile
simirlidir. Her ne sekilde olursa olsun biitiin Echinococcus tiirleri insanlarda
oldukca ciddi ve bazen OoOliimciil olabilen hastalik tablosuna yol acarken,
hayvanlarin ¢esitli organ ve dokularinda olusturdugu yapisal ve fonksiyonel
bozukluklar nedeniyle de ekonomik kayiplara neden olmaktadir (6, 96).

Taenia cinsinde bulunan diger cestodlardan farkli olarak erigskin bir
Echinococcus’un uzunlugu nadiren 7 mm’yi agmakta olup genellikle 3-5 adet
halkaya sahiptir. Hermafrodit olan erigkin parazitler, son konaklarin bagirsak
mukozasina oldukga siki bir sekilde tutunarak yasamlarini burada siirdiiriirler.
Parazitin seksiiel gelisimi 3-4 hafta igerisinde tamamlanmakta, etkenin tiir ve
susuna bagli olarak yumurta iiretimi 28. giinde baslayabilmektedir. Yumurta
ihtiva eden gebe halkalar son konaklarin digkilar1 ile disar1 atilmakta, enfekte
konak  diskisinda  halkalara ilave olarak serbest yumurtalara da
rastlanabilmektedir. Digk: ile digar1 atilan yumurtalarin tamamen embriyonlanmis
ve enfektif oldugu diistiniilmektedir. Ancak diskida olgunlagmamis ve dis ortamda
geliserek enfektif 6zellik kazanan yumurtalara da rastlamak miimkiindiir. Disar
atilan yumurtalar keratinize embriyofor yapisindan dolayr olumsuz kosullara
olduk¢a dayaniklidir. Ara konaklar canli ve emriyonlu yumurtalart oral yolla ve

nadiren de solunum yoluyla alarak enfeksiyona yakalanmakta ve bu konaklarin



cesitli organ ve dokularinda metasestodlar gelismektedir. Alinan yumurtalar ara
konagin mide ve ince bagirsaklarinda agilmakta ve onkosfer serbest kalmaktadir.
Serbest kalan onkosfer ¢engelleri ve salgiladigi histolitik enzimler vasitasi ile
hizla villus epiteline penetre olmakta ve lamina propriyaya ulagmaktadir.
Onkosfer, veniil ve lakteallere ulastiginda pasif olarak genellikle karaciger ve
akcigerlere, nadiren bobrek, dalak, beyin, kaslar ve diger organ ve dokulara
tasinmaktadir. Ara konaklarda etkilenen organ ve dokular, Echinococcus tiiriine
ve susuna gore degismektedir. Ornegin, koyun (Gl) ve at susu (G4) ara
konaklarda ozellikle karacigere yerlesirken, sigir (G5) ve deve susu (GO)
akcigerlere yerlesmektedir. Onkosfer bir kez lokalizasyon yerine ulastiktan sonra,
burada asekstiel olarak ¢ogalan kistik metasestodu olusturmaya baglamaktadir.
Olusan kist yapisi ise Echinococcus tiiriine gore degismektedir. Tiim tiirlerde
kistlerin ortak oOzelligi, iceride germinal disarida ise laminer tabakaya sahip
olmasidir. Echinococcus multilocularis haricindeki diger tiirlerde laminer tabakay1
cevreleyen ve konak tarafindan olusturulan fibroz bir adventisiya tabakasi
bulunmaktadir. Metasestodun gelisim siiresi parazitin tiiriine, susuna, konagin
tiiriine, 1rkina, yasina, cinsiyetine ve bagisiklik durumuna gore farkliliklar arz
etmektedir. Echinococcus granulosus ile dogal enfekte koyun gibi ara konaklarda
kist gelisimi ve protoskoleks olusumu iki yila kadar uzayabilirken, E.
multilocularis ile enfekte rodentlerde 2-4 ay gibi kisa bir siirede olusabilmektedir.
Icerisinde protoskoleks bulunan kistler fertil; bulunmayan kistler ise steril kist
olarak adlandirilmaktadir (6, 96, 152).

Echinococcus granulosus’ta metasestodun aseksiiel gelisimi tamamen

endojendir. Ancak E.multilocularis’de konaga ait adventisya tabakasi



olmadigindan dolay1 hem endojen hem de eksojen gelisim goriilebilmektedir. Bu
da larval E.multilocularis’e kendisini ¢evreleyen konak dokusu igerisinde hem
infiltratif olarak hem de metasestodtan kopan germinal hiicrelerin kan ve lenf
dolagimma ge¢mesi durumunda diger organ ve dokulara metastazik olarak
yayilma olanagi vermektedir. Echinococcus oligarthrus ve E.vogeli’de de eksojen
gelisim goriilmesine ragmen bu gelisim konaga ait adventisiya tabakasi ile
siirlandirilmaktadir. Son konaklar protoskoleks ihtiva eden kistleri yemek sureti
ile enfeksiyona yakalanmaktadir. Alinan protoskoleksler birkac saat igerisinde
ince bagirsak villuslart arasina girmekte ve buraya tutunarak erigkin parazitleri

olusturmaktadir (6, 96, 152).

Echinococcus granulosus Echinococcus multilocularis

Sekil 1. Echinococcus granulosus ve E.multilocularis’in yasam siklusu (96).



Kistik echinococcosiste son konaklarda ¢ok yogun enfeksiyonlarda dahi
herhangi bir klinik semptom goriilmemektedir. Ara konaklarda ise, kistlerin kii¢iik
oldugu donemlerde hastalik asemptomatik olarak seyretmekte; ancak verim
kayiplar1 ortaya c¢ikmaktadir. Fakat insan gibi yasam siiresi uzun olan ara
konaklarda kistler biiylik boyutlara ulasmakta, yaptiklari basing ve tikanma etkisi
sonucunda klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bobrek, kalp, pankreas, merkezi
sinir sistemi, goz ve kemik iligine yerlesen kiicliik kistler dahi klinik tablo
olusumuna yol acabilmektedir. Semptomlar, kistin lokalize oldugu organa gore
degismektedir. Karacigerdeki kistler kan ve safra akisinin engellenmesine bagl
olarak reaktif hepatit, sarilik, istahsizlik ve ishale; akcigerdekiler solunum
giicliigii, atalektazi ve sekonder enfeksiyonlara; beyindeki kistler ensefalitise;
kalptekiler kalp yetmezligine; kemiktekiler topallilk ve spontan kemik
kirilmalarina neden olabilmekte, agir enfeksiyonlarda ise konaklarda kaseksi ve
anemi sekillenebilmektedir. Cesitli travmatik nedenler ve operasyonlar sirasinda
kistin patlamasi sonucunda serbest kalan protoskoleksler viicudun g¢esitli
bolgelerine giderek sekunder kistleri olusturabilmektedir. Bazi durumlarda ise
sekonder kistler olusmadan Tip I asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucunda ani
Olumler goriilebilmektedir (6, 58, 96).

Echinococcosisin son konaklardaki teshisinde arekolin purgasyon yontemi,
serumda antikor aranmasi, diskida koproantijenlerin aranmasi, diskida parazit
DNA’sinin aranmasi ve nekropsi gibi tekniklerden yaralanilirken; hastaligin ara
konaklardaki teshisinde radyoloji, ekografi, manyetik rezonans goriintiileme gibi
fiziksel goriintiileme ydntemlerinden ve Enzyme Linked Immunosorbet Assay

(ELISA), Indirekt Flouresan Antikor (IFA), Indirekt Hemaglutinasyon (IHA),



Lateks Aglutinasyon Testi (LA), Immunoelektroforez (IE), Western Blotting
(WB) gibi serolojik testlerden yararlaniimaktadir (6, 96, 141-143).

Giliniimiizde metasestodlara kars1 etkin kemoterapotikler bulunmadigindan,
en radikal tedavi kistlerin operatif olarak uzaklastirilmasidir. Ancak opere
edilemeyen vakalarda, postoperatif profilaksi amaciyla ve ameliyatlarda sekonder
hidatidosis riskini azaltmak i¢in praziquantel ve benzimidazol (albendazol ve
mebendazol) grubu ilaglardan yararlanilmaktadir (96).

Kist hidatikten korunmak amaciyla asi1 gelistirme ¢alismalarinda oldukca
onemli adimlar atilmistir.  Yapilan c¢alismalarda, onkosferal c¢DNA
kiitiiphanelerinden segilen ¢cDNA klonlari, Escherichia coli’ de glutatyon S
transferaz (GST) ile fiizyon proteini olarak exprese edilmistir. Bu klonlardan
bagisikligt en yiiksek diizeyde uyaran klonun Eg95 klonu oldugu ve
E.granulosus’a karsi asilama c¢alismalarinda basar1 ile kullanilabilecegi
bildirilmistir. Eg95 asisinin Saponin, Quil A ve ISA 70 olmak iizere ii¢ farkli
adjuvantla formiile edilmesi sonucunda %96-98 oraninda koruma sagladigi
belirtilmistir (78,79).

Chow ve ark. (28)’nin yaptig1 calismada, Eg95 proteinini kodlayan genin
en az yedi iyeden olusan bir gen ailesine ait oldugu tespit edilmistir. Bunlardan
astlama amaci ile kullanilabilecek genin Eg95-1 oldugu ve diger ii¢ gen ile ayni
proteini kodladiklar1 belirlenmistir. Eg95-5 ve Eg95-6 genlerinin kodladiklar
proteinlerin ise farkli oldugu tespit edilmistir. Ancak bu proteinlerin bagisikligi
uyartp uyarmadiklart tam olarak bilinmemektedir. Eg95-7 geninin ise bir
pseudogen oldugu belirtilmistir. Eg95-1 ile ayni1 proteini kodlayan diger ii¢ genin

genomik yapilarinin yiliksek derecede korunmus oldugu tespit edilmistir. Bu ii¢



gen ile Eg95-1 geni arasinda niikleotid farkliliklarinin bulundugu, ancak bu

farkliliklarin genlerin kodlanmayan bolgelerinde oldugu bildirilmistir. Eg95-4

geninin ekzon 3’linde tespit edilen niikleotid yer degistirmelerinin ise kodladiklar
proteinde herhangi bir degisiklige yol agmadigi goriilmiistiir. E. granulosus’un
farkli suglarinin Eg95 geninde meydana gelebilecek herhangi bir varyasyonun

Eg95 asisinin etkinligini azaltabilecegi dislinliilmiis, ancak farkli cografik

bolgelerde uygulanan Eg95 asisinin  yiiksek diizeyde koruma sagladigi

bildirilmistir (80).

E.multilocularis’de, Eg95’¢ homoloji gosteren Em95 proteini tanimlanmis
ve bu proteinin amino asit dizilerinin E.granulosus’un Eg95-1 ve Eg95-6
proteinlerinin aminoasit dizilerine sirast ile %80 ve %84 oraninda benzerlik
gosterdigi ve challange enfeksiyonlara karsi farelerde koruyucu bagisiklik
olusumunu sagladigi bildirilmistir (49, 80).

Ancak agilama yoOntemlerinin  henliz uygulanmadigi  bdlgelerde
hidatidosisin yayilmasini 6énlemek amaciyla;

a) Kopeklerde parazitin prepatent siiresi goz Oniline alinarak 1.5-2 aylik
periyodlarla antiparaziter ilaglar (Praziquantel, Arecoline hydrobromide,
Niclosamide, Bunamidine hydrochloride) uygulanmalidir.

b) Tedaviyi takip eden 3-5 giin boyunca digki imha edilmelidir (toplanarak
yakilmali veya derince topraga gomiilmelidir).

¢) Kopek parazitleriyle miicadele edilmesinin yani sira yabani karnivorlar da
kontrol altina alinmalidir.

d) Enfekte organlarin mezbahalarin etrafina rastgele atilmasi Onlenmeli ve

mezbahalara yakma firini iiniteleri kurulmalidir.



e) Kacak hayvan kesimleri engellenmelidir.

f) Enfekte kopek diskisiyla bulasabilecek sebze ve meyveler yenilmeden 6nce bol
suyla yikanmalidir.

g) Insanlarm hijyen ve sanitasyon hakkinda egitimine onem verilmeli, ayrica
halkin zoonoz hastaliklar konusunda yazili ve gorsel basin tarafindan

bilgilendirilmesi saglanmalidir (3).

3.2. Echinococcosis’in Tiirkiye ve Diinyadaki Yayginhg

3.2.1. Tiirkiye’de Echinococcus granulosus’un Son Konak ve Ara

Konaklardaki Yayginhgi

Yapilan calismalarda E.granulosus’un Ankara’da kopeklerde %1-54.5,
sigirlarda %9,4-18.6, koyunlarda %7.2-63.2, kecilerde %1.6-9, atlarda %0.78;
Kirikkale’de sigirlarda %14.16; Bursa’da kopeklerde %36, koyunlarda %30-50.7;
Erzurum’da sigirlarda %46, koyunlarda %71; Istanbul’da mandalarda % 22.3;
Trakya’da koyunlarda %3.5; Izmir’de kopeklerde % 5.5, sigirlarda %56.5,
koyunlarda %22.5; Kayseri’de kopeklerde %24; Kars’ta kopeklerde %40.5,
sigirlarda %?24.7, koyunlarda %48.4, kegilerde %25.1; Konya’da kopeklerde
%28.3, sigirlarda %5.6- 11.2, koyunlarda %51.9-79.6, kecilerde 9%5.9-29.3;
Samsun’da sigirlarda %21.1; Elazig’da kopeklerde 9%3.33, koyunlarda %62.65;
Sivas’da kopeklerde %28, sigirlarda %4.5-20.4, koyunlarda %32.4-33.4; Van’da
sigirlarda %19.4-37.8, koyunlarda %32.9-68.7, ke¢ilerde %4.5-32.6 oranlarinda

yayginlik gosterdigi bildirilmistir (4, 107, 145, 163, 180).
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Mimioglu (100) Tirkiye’de yapilan cesitli c¢aligmalarda hidatidosisin
kasaplik hayvanlardaki yayilisinin %40-50 arasinda, Doganay (32) ise hayvan
cinsine ve bolgelere gore degismekle birlikte bu oranin %2-52.3 arasinda
oldugunu bildirmistir.

Elaz1g, Malatya, Mus, Bingol, Van, Erzincan, Erzurum ve Kars illerinde
sigirlarda  hidatidosis’in seroprevalansin1 belirlemek amaci ile yapilan bir
calismada ELISA ve IFA ile ortalama seroprevalansin sirayla %63.3 ve %54.7
oldugu goriilmiistiir. Illere gore ortalama seroprevalans ise Elazig’da %59.9,
Malatya’da %>54.1, Mus’da %81.3, Bingol’de %64.6, Bingdl’de %069.5,
Erzincan’da %57.3, Erzurumda %43.9 ve Kars’da %43.3 olarak belirlenmistir.
Ayrica Elazig’da yapilan baska bir c¢alismada koyunlarda hydatidosisin
seroprevalanst ELISA ile %62, Western Blot ile %66.4 olarak bulunmustur (140,

141).

endemic area

nic area

D Low gndemic area b

|:| Unkngwn R
;mmwb___;;lln __;;;;:;;;F%%J’“““f“ﬁ:————
“ape =0 ?ﬂ\/ rE =0

Sekil 2. Kistik echinococcosisin diinyadaki yayginligi (96).
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3.2.2. Diinyada Echinococcus granulosus’un Son Konak ve Ara

Konaklardaki Yayginhgi

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda E.granulosus’un Kuzey Amerika’da
domuzlarda %0.27, geyiklerde %2; Giliney Amerika’da kopeklerde %?2.1-19.7,
sigirlarda %0.9, koyunlarda %0.47-18, evcil domuzlarda %0.23; Avrupa’da
kopeklerde %1-8.1, tilkilerde %1.8-35, sigirlarda %0.04-70, koyunlarda %]1.2-
100, kegilerde %15.4-65, yaban domuzlarinda %3.5, evcil domuzlarda %0.001-
20.8, atlarda %1.7-9.3, geyiklerde %0.013-2.6; Afrika Kitasinda kopeklerde %22-
72, sigirlarda 9%0.002-46, koyunlarda %0.3-96.3, kecilerde %0.05-56.4, evcil
domuzlarda %0.003, develerde %2-61.4; Asya kitasinda kopeklerde %10.2-48,
tilkilerde %5-48.7, sigirlarda %0.05-38.9, koyunlarda % 2.1-71, kecilerde % 2.2-
12.7, evcil domuzlarda %7.7, develerde %4.7-58.9, geyiklerde %2.1; Avustralya
kitasinda kopeklerde %86.9-100, tilkilerde %7-50, koyunlarda %0.66, yaban

domuzlarinda %18.9-49 arasinda yaygin oldugu belirlenmistir (4).

3.3. Hidatidosisin Ekonomik Onemi

Hidatidosis ¢iftlik hayvanlarinda 6zellikle karaciger gibi organlarin imha
edilmesi ve verim diigiikliigline neden olmasi, insanlarda ise tibbi tedavi,
morbidite ve mortaliteye yol agmasi bakimindan 6nemlidir. Hidatidosise bagl
olarak hayvanlarda 6nemli bir klinik belirti goriilmemekte, ancak et ve siit
veriminde azalma, yiin kalitesinde diisiikliik, kisirlik oraninda artig ve hepsinden
onemlisi de kistli organlarin ve 6zellikle karaciger ve akcigerlerin atilmasi sonucu

biiylik ekonomik kayiplar meydana gelmektedir (68, 158).
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Nitekim, Tiirkiye’de Tarim Bakanliginin 1968 yil1 biilteninde hidatidosisin
koyun ve kegilerde yayginlik oran1 %30 olarak belirtilmis ve o yilki fiyatlara gore
et, siit ve yapagi kaybindan ileri gelen zararin sirasiyla yaklasik 43, 51 ve 81
milyon, Oliimlerden ileri gelen zararin ise 86 milyon lira oldugu bildirilmistir.
Yine parazitli hayvanlarin viicut direncinin kirilmasindan dolay1 diger salgin
hastaliklara daha kolay yakalandiklar1 ve parazitlerin genel olarak hayvanlarda
%30 oraninda verim diigiikliigline neden oldugu belirtilmistir. Merdivenci (99)
Vibe’ye atfen, saglikli koyunlarla karsilagtirildigi zaman hidatidosisli koyunlarda
et veriminde %10.4, yag veriminde %19, siit veriminde %56-62, yiin veriminde %
9.5 azalma oldugunu ve her 100 koyundan 12’sinin yavru attigin1 belirtmistir. Kist
hidatikli organlarin atilmasiyla iilkemizde sadece 1976-1978 yillar1 arasinda
hayvansal protein kaybinin 3.7 ton ve bu kaybin o giinkii parasal degerinin 300
milyon lira dolayinda oldugu hesaplanmistir. Van Et ve Balik Kurumu
Kombinasinda 1981-1990 yillar1 arasinda kesimi yapilan 172608 kiiciikbas
hayvanin %15.9’unun karacigerinin hidatidosis nedeniyle imha edildigi ve
milyarlarca liralik bir ekonomik kaybin olustugu bildirilmistir. 1992-1993
yillarinda Konya Et ve Balik Kurumu Kombinasi’nda hidatidosis nedeniyle imha
edilen sakatatlarin neden oldugu mali kaybin 330.250.000 TL (11.000 USD)
oldugu saptanmistir. Kars’ta bakisi yapilan 5813 sigir, 2742 koyun, 215 keci ve
138 manda olmak iizere toplam 8908 hayvanda kist hidatik nedeniyle olusan
ekonomik kaybin 1993 yili birim fiyatlariyla 170 milyon TL (20.000 USD)
oldugu, bu fiyatlara hayvanlarda olusan verim diisiikligiinden ileri gelen

kayiplarin dahil edilmedigi bildirilmistir (29, 32, 68, 98, 146, 157, 164).
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Gelir diizeyi diisiik olan iilkelerden biri olan Uruguay’da hidatidosisten
ileri gelen ekonomik kayiplar arastirilmig ve yillik olarak imha edilen koyun
karacigerlerinin 146.300 USD, ortalama %5’lik karkas kaybinin 1.440.000 USD,
yapagi kaybinin 1.418.560 USD, fertilite bozuklugunun (yavru atma vb.)
2.151.052 USD olmak {iizere sadece koyun hidatidosisine bagli kaybin toplam
5.155.912 USD civarinda oldugu, bu oranlara sigirlardaki kayiplar ile insanlardaki
saglik giderleri de eklenince yillik kaybin 2.9 ile 22.1 milyon USD arasinda
degistigi saptanmistir. Hidatidosis kaynakli yillik ekonomik kaybin Galler’de 1-
6.5 milyon, Urdiin’de ise 3.9 milyon USD oldugu kaydedilmis; yine Urdiin’de
yapilan baska bir ¢aligmada, hidatidosisin enfekte koyun basina neden oldugu
mali kaybin 4 USD oldugu hesaplanmistir. Italya’min Sardunya bolgesindeki
koyunlarin ortalama %80’inin hidatik kist ile enfekte oldugu, bunun da yillik 20
milyar Italyan Lireti ekonomik kayba yol ac¢tig1 hesaplanmustir (1, 10, 68, 158-

160).

3.4. Tiirler

Echinococcus (Rudolphi, 1801) cinsinin nomenklatiir ve smiflandirmasi
uzun zamandan beri tartismaya aciktir. Echinococcus granulosus’un yasam
siklusu deneysel olarak 1852 yilinda Von Siebold tarafindan ortaya konulmustur.
1855 yilinda iki farkli hidatik kist tanimlanmistir. Ancak E.granulosus’un kistik
hidatidosis hastaligi etkeni oldugunu ve E. multilocularis Leuckart, 1863’iin
alveolar hidatidosis hastaligi etkeni oldugunu savunan goriis, 1957 yilinda
Vogel’in E. multilocularis’in yasam siklusunu deneysel olarak agiklamasina kadar

kabul gormemistir. 1910 ve 1970 yillar1 arasinda 14 farkli Echinococcus tiirii

14



tamimlanmig, bu tiirlerden sadece E.oligarthrus (Diesing, 1863) ve E.vogeli
(Rausch ve Bernstein, 1972) gecerli tiirler olarak statiilerini koruyabilmis ve diger
tirlerin gegersiz oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenle giiniimiizde
E.granulosus, E.oligarthrus E.multilocularis ve E.vogeli olmak iizere kabul géren
4 tiir bulunmakta, E.granulosus sensu stricto, E.equinus ve E.ortleppi’nin ise tiir
mii yoksa sus mu oldugu konusundaki tartismalar devam etmekle birlikte E.

shiquicus yeni bir tiir olarak kabul edilmektedir (122, 152, 155, 176).

3.5. Alt Tiirler

Bugiine kadar Echinococcus cinsinde 10 farkli E.granulosus ve 3 farkli E.
multilocularis alt tiirii tammmlanmustir. E.granulosus alt tiirlerinden E.granulosus
granulosus disinda kalan alt tirler (E.g.canadensis, E.g.newzealandensis,
E.g.equinus, E.g.borealis, E.g.lycaontis, E.g.felidis, E.g. ortleppi, E.g.africanus,
E.g.dusicyontis)  giiniimiizde  gecersiz  olarak  kabul  edilmektedir.
E.multilocularis’in, E.multilocularis  multilocularis, E.m.sibiricensis ve
E.m.kazakhensis olarak adlandirilan 3 alt tiir ise gegerliligini hala korumaktadir

(33, 69, 154).

3.6. Suslar

Giliniimiizde molekiiler verilerin filogenetik analizleri sonucunda suslarin
taksonomik statiisiiniin yeniden gézden gecirilmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmuistir.
Echinococcus cinsi igerisinde bulunan farkli suslarin belirlenmesi hidatid
hastaligimin epidemiyoloji ve kontrolii agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Suslar “bir veya daha fazla sayida 6zelligi ile ayirt edilebilen tiir topluluklar1”,
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“morfolojik ve biyolojik Ozellikleri bakimindan ayrilan lokal topluluklar” ve
“farkl1 konak tiirleri ile siurli intraspesifik varyantlar” olarak tanimlanmustir.
Ancak Echinococcus tiirleri i¢in en ideal sus tanimi “ayni tiiriin diger gruplarindan
gen frekanslari yoniinden ve echinococcosisin epidemiyoloji ve kontroliinde
aktiiel veya potansiyel Oneme sahip bir veya daha fazla karakter yoniinden
istatistiksel olarak farklilik gosteren varyantlar” seklindedir. Bu tanimin en biiyiik
avantaji tanimin uygulanabilirligidir. Gen frekanslarindaki farkliliklar suslar
arasinda smirli bir gen akisinin bulunduguna dair olgiilebilir ve giivenilir deliller
saglamaktadir. Bu smirli gen akisi suslarin ayriminda pratik 6neme sahip olan
karakterlerdeki farkliliklarin genetik temellerinin anlagilmasinda bir belirteg
olarak kullanilabilmektedir. Bu tanimdaki sus kavrami pratik bir tanimlayict olup
evrimsel bir birimi ya da taksonomik bir grubu ifade etmemektedir. Bu
tanimlamadan ¢ikan sonuca gore bir sus, bir veya daha fazla populasyon ihtiva
edebilir. Ornegin E.granulosus’un evcil koyun susu diinyanin farkh
bolgelerindeki koyunlari enfekte eden populasyonlardan olusmaktadir. Hig
siiphesiz ki bu populasyonlar arasindaki gen degisimi sinirhdir ve bu
populasyonlar gen frekanslari bakimindan farklilik gosterebilirler, ancak bu
populasyonlar pratik neme sahip karakterler bakimindan farklilik gosterene
kadar sus olarak adlandirilamazlar. Tanimlanan alt tiirler suglar olarak ifade
edilebilir ya da edilmeyebilir. Mesela E.multilocularis’in Avrupa ve Kuzey
Amerika populasyonlar1 farkli morfolojik yapilar1 ve cografik dagilimlarindan
dolay1 farklr alt tiirler olarak tanimlanmistir. Ancak giiniimiizde bu populasyonlari
birbirinden ayiran pratik 6éneme sahip karakterler arasinda tatmin edici bir fark

bulunamamistir. Bu deliller bulunana kadar da bu alt tiirlerin sus olarak
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adlandirilmasi miimkiin degildir. Konak spesifitesi suslar1 tanimlamak icin
zorunlu degildir. Ornegin Avustralya ana karasinda E.granulosus’un evcil koyun
susu bircok ara konagi enfekte edebilirken ana karada ve Tazmanya’da bulunan
farkli suslar da ayn1 konagi kullanabilmektedir (19, 91, 94, 95, 152).
Echinococcus cinsi igerisindeki intraspesifik varyasyon niikleik asit
sekanslarindaki farkliliklardan kaynaklanmakta ve kendisini, parazitin yasam
siklusunu, konak spesifitesini, gelisim hizini, patojenitesini, antijenite ve
kemoteropotiklere duyarliligini, bulasma dinamiklerini, hastaligin epidemiyoloji
ve kontrol tekniklerini etkileyen fenotipik karakterler olarak yansitmaktadir. Bu
bakimdan endemik bir bolgedeki dominant susun ya da suslarin belirlenmesi
parazitin kontrolii ve miimkiinse eradikasyonu agisindan son derece onemlidir

(39).

3.6.1. Echinococcus granulosus’ un Suslari

3.6.1.1. Evcil Koyun Susu (G1)

Echinococcus granulosus’un en 6nemli ve en yaygin ara konaklart evcil
koyunlardir. Karsilastirmali ¢alismalarin biiyiikk ¢ogunlugu Avustralya, Yeni
Zelanda ve Ingitere’den elde edilen koyun izolatlar: iizerinde yapilmis ve sonug
olarak adi gecen bolgelerde E.granulosus’un koyun susunun bulundugu
belirtilmistir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinden elde edilen numunelerin morfolojik,
biyolojik ve molekiiler tekniklerle incelenmesi sonucunda Avrupa ve komsu
tilkelerindeki koyun susunun bir 6rneklilik gosterdigi ortaya konulmustur (39, 74,

152, 155, 165).
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Giliniimiizde koyun susunun Kuzey, Orta ve Giiney Amerika, Avrupa,
Afrika, Asya ve Avustralya’da bulundugu bilinmektedir. Koyun susu koyunlar
disinda kegi, sigir, buffalo, yak, deve, domuz ve tek tirnaklilar gibi birgok hayvan
grubunda enfeksiyona neden olmaktadir. Bu susun koyunlarda fertil kistler
olustururken, diger konaklarda (ke¢i, sigir, domuz ve yaban domuzu) non-fertil
kistlere neden oldugu ve oOzellikle sigirlardaki diigiik kist fertilitesinin onemli
nedenlerinden biri oldugu bildirilmektedir. Ayrica koyun susu insan
enfeksiyonlarinin  baglica sebebi olup gilinlimiize kadar yapilan cerrahi
operasyonlar sonucunda elde edilen metasestod materyalinin incelemesi
sonucunda bu enfeksiyonlarin biiyilk ¢ogunlugundan koyun susunun sorumlu

oldugu ortaya konulmustur (39, 152, 155).

3.6.1.2. Tazmanya Koyun Susu (G2)

Gecmiste yapilan morfolojik ve biyolojik c¢alismalar, Avustralya’nin
Tazmanya Adasindaki koyun izolatlarinin Avustralya ve diinyanin diger
bolgelerindeki koyun izolatlardan farkli oldugunu ortaya koymustur. Giiniimiizde
yapilan molekiiler calismalar, Tazmanya koyun susunun (G2) evcil koyun
susundan (G1) kesinlikle farkli oldugunu ortaya gostermektedir. Tazmanya
adasindaki Echinococcus enfeksiyonlarinin kdkeninin Avustralya’dakinden farkli
bir orijine sahip oldugu, bu kii¢iik populasyonun genetik bir degisim sonucunda
olustugu, Tazmanya’da son konaklara diizenli olarak uygulanan arekolin
tedavisinin parazitte adaptif bir genetik farklilasmaya yol agmis olabilecegi
belirtilmektedir. Yapilan c¢aligmalarla Avustralya ana karasindan elde edilen

koyun izolatlar1 ile Tazmanya Adasindan elde edilen koyun izolatlarinin bazi
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enzim bolgelerinde ve genomik DNA’nin yiiksek tekrarli bolgelerinde 6nemli
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Kisa bir zaman periyodunda regiilator DNA’da
meydana gelen birkag mutasyonun yapisal gen bolgelerini etkilemeden parazitin
gelisim hizinda biiyiik adaptif degisikliklere neden olabilecegi diislinlilmiig, ancak
bu goriis lizerinde yeterince durulmamistir (12, 14, 71-73, 123, 124, 151, 152).

Bu sus ile yapilan deneysel enfeksiyonlarda yumurta ¢ikiginin enfeksiyonu
takip eden 39. giinde, koyun susunda (G1) ise 45. giinde oldugu bildirilmistir.
Avustralya’da yapilan ¢alismalar koyun susunun koyun, keg¢i, sigir, buffalo, yak,
deve, domuz ve tek tirnaklilar gibi birden fazla ara konagi1 enfekte edebilecegini
ve belirli bir konak tiiriiniin birden fazla susa (koyun susu ve Tazmanya koyun
susunun her ikisi de koyunu ara konak olarak kullanabilir) duyarli olabilecegini
ortaya koymustur. Mitokondrial CO1 bdlgesinin DNA dizi analizinin yapildigi
son ¢aligmalarda bu susun Tazmanya adasi disinda Arjantin, Romanya ve
Hindistan’da da bulundugu ve diinyanin diger bolgelerinde de bulunma

olasiliginin yiiksek oldugu belirtilmistir (39, 42, 43, 84, 102, 148, 152, 155).

3.6.1.3. Manda Susu (G3)

Mandalar ozellikle Asya’da E.granulosus’un yaygin ara konaklaridir.
Metasestodlar genellikle ara konaklarin akcigerlerine yerlesmekte ve yiiksek
fertiliteye neden olmaktadirlar. E.granulosus’un manda izolatlarinin morfoloji ve
biyolojileri iizerinde detayli ¢alismalar yapilmis ancak bu izolatlarin manda susu
olup olmadigi anlasilamamistir. Elde edilen materyalin ise E.granulosus
canadensis’e yakin oldugu diisiiniilmiistiir. E.granulosus’un manda izolatlarinin

en Onemli Ozelligi gebe halkalarmin sadece 2 segmente sahip olmasidir.
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Giliniimiizde Random Amplified Polimorphic DNA-PZR (RAPD-PZR) ve DNA
dizi analizi gibi molekiiler tekniklerle de buffalo susunun varligi ortaya

konulmustur (26, 52, 65, 119, 131, 152).

3.6.1.4. At Susu (G4)

Williams ve Sweatman (173), at ve koyun orijinli E.granulosus’un hem
eriskin hem de protoskoleksleri iizerinde olduk¢a kapsamli ve karsilagtirmali
morfolojik caligmalar yapmislardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bu iki konaktan
elde edilen parazitler arasinda 6zellikle rostellar ¢engel yapilar1 ve erkek genital
organlarinin anatomileri arasinda belirgin farkliliklar oldugunu ortaya ¢ikmustir.
Ayrica bu arastirmacilar koyun ve atlarda ¢apraz enfeksiyon deneyleri yapmislar
ve caligmalar sonucunda koyun kokenli E.granulosus enfeksiyonlarina kars
atlarin  olduk¢a dayanikli oldugunu, buna karsin koyunlarda at kokenli
E.granulosus enfeksiyonlarinda smirli bir metasestod gelisiminin oldugunu
belirtmislerdir. At susunun morfolojisi, biyolojisi, fizyolojisi, biyokimyas,
metabolizmasi, molekiiler biyolojisi, konak spesifitesi ve epidemiyolojisi
detaylica ¢alisilmis ve diger suslarla karsilastirilmistir. Ingiltere, Londra, Irlanda,
Belcika, Isvicre, Kuzey Afrika ve Yeni Zelanda’da seksenli yillarda yapilan
calismalar, Italya, Liibnan ve Suriye’de altmish yillarda yapilan calismalari
desteklemis ve E. granulosus’un at susunun bir 6rnekliligini ve cografi dagilimini
ortaya koymustur (135, 152, 156).

Gilinlimiizde at susunun Avrupa, Ortadogu, Giliney Afrika, Yeni Zelanda ve
Amerika’da bulundugu bilinmektedir. Bu susun yegane son konagi kopeklerdir.

Ancak kizil tilkilerin de hastaligin yayilmasinda roliiniin olabilecegi iddia

20



edilmektedir. Ara konak spektrumu olduk¢a dar olup, yalnizca tek tirnaklilar ile
smirhidir. Atlarda metasestodlarin en c¢ok lokalize oldugu organ karacigerdir.
Ancak bunun disindaki organ ve dokularda da metasestodlara rastlamak
miimkiindiir. At susunun larval donemlerinde insan, koyun ve sigirlar i¢in enfektif
olmadigina dair deliller bulunmaktadir. Son yillarda at susunun varligi ¢cok sayida
molekiiler teknikle teyid edilmistir. Mitokondrial, ribozomal ve niikleer sekans
bilgilerinin dikkatli filogenetik analizleri E. granulosus’un koyun ve at suslarinin
evrimsel farkliliklarimi ortaya koymustur. Gegen 40 yil igerisinde elde edilen
bilgiler 1s1ginda bugiin at susunun tiir statiisinde ve E. equinus adiyla
siiflandirmadaki yerini almasi yoniinde 6neriler vardir (16, 38, 47, 48, 59, 62, 76,

152, 155).

3.6.1.5. Sigir Susu (GS)

Rausch (115), tarafindan tiir oldugu kabul edilmeyen ancak morfolojik,
biyolojik ve PZR, PZR-RFLP, RAPD-PZR ve DNA dizileme gibi molekiiler
tekniklerle net bir sekilde varligi ortaya konulan sigir susunun giiniimiizde
yeniden E.ortleppi adiyla miistakil bir tiir olarak adlandirilmasi yoniinde 6neriler
vardir. Sigir susunun tek son konaginin kdpekler, ara konaklarinin ise genellikle
sigirlar ve nadiren de insanlar oldugu bilinmektedir. Bu sus son konakta oldukga
hizli bir gelisim gostermektedir. Diger suslardan farkli olarak sigir susunun neden
oldugu enfeksiyonlarda prepatent siire ortalama olarak 33-35 giin olup diger
suslarda ise ortalama gelisim siiresi 40-48 giin arasinda degigsmektedir. Sigirlarda
metasestod kistler biiyiik oranda akcigerlerde bulunmakta ve %90’dan fazlasinda

enfektif protoskoleksler bulunmaktadir. Steril kuzu, buzagi ve domuz yavrular ile
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yapilan enfeksiyon c¢alismalarinda bu hayvanlara canli yumurtalar oral yolla
verilmig ve enfekte organlarda 3 mm biiylikliige kadar ulasan ¢ok sayida vezikiil
olugmustur. Ancak enfeksiyondan 3 ay sonra kist gelisimi durmus ve protoskoleks

olusumu gozlenmemistir (16, 18, 21, 31, 62, 90, 133, 134, 152, 155, 175).

3.6.1.6. Deve Susu (G6)

Afrika ve Ortadogu’nun bir¢ok bolgesinde deve E. granulosus’un 6nemli
ara konaklarindan birisidir. Ayn1 endemik bolgede bulunan diger ara konaklarda
goriilen kistlerin aksine develerde goriilen bu formun kistleri fertildir. Deve
izolatlar1 iizerinde yapilan karsilastirmali morfolojik c¢alismalarda bu formla
koyunlardan elde edilen formun rostellar ¢engellerinin biiyiikliikkleri ve sayilari
arasinda 6nemli farkliliklar bulunmus; bu donemde arastirmacilar bunu konagin
neden oldugu bir morfolojik varyasyon olarak nitelendirmislerdir. Daha sonraki
yillarda Kenya’da yapilan c¢alismalar deve susunun diger suslardan farkl
oldugunu ortaya koymustur. Yapilan ¢aligmalarda Afrika develerinden elde edilen
E.granulosus izolatlarinin kopeklerde oldukga hizli bir gelisim gosterdigi ve
belirgin oOzelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlar morfolojik olarak
koyun ve at izolatlarindan kolayca ayrilmasina ragmen, sigir izolatlar ile
benzerlikler gostermektedir. Ancak Ortadogu, Sudan, Kenya ve Somali’den elde
edilen deve izolatlar1 ile yapilan molekiiler calismalar ile, deve izolatlarinin koyun
ve si1gir izolatlar1 ile olan farkliliklarr ortaya konulmus ve deve susunun domuz
susu ile ¢ok bliylik genetik benzerlikler gosterdigi belirtilmistir. Deve susunun son
konag1 kopekler, ara konaklar1 ise deve ve kegilerdir. Ancak yapilan molekiiler

caligsmalarla sigirlarin deve susuna ara konaklik yapabildigi ortaya konulmustur.
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Develerde metasestodlar genellikle akcigerlerde nadiren karaciger ve diger
organlarda lokalize olmakta ve akcigerdeki kistlerin fertilitesinin %90’dan fazla
oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde yapilan ¢ok sayida molekiiler ¢alisma ile deve
susunun varligi ortaya konmus ve insan enfeksiyonlarina neden oldugu
bildirilmistir (2, 5, 16, 19, 21, 30, 31, 40, 41, 48, 61, 62, 87, 88, 91, 124, 131, 153,

172, 182).

3.6.1.7. Domuz Susu (G7)

Domuz susunun varligi, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Macaristan, Eski
Yugoslavya ve Polonya gibi Avrupa iilkeleri ve Eski Sovyetler Birligi’nde yapilan
calismalarla ortaya konmus ve gilinlimiizde yapilan molekiiler ¢aligmalarla da
teyid edilmistir. Domuz susunun dogal son konaklarinin kopekler oldugu
bilinmektedir. Ancak yapilan deneysel caligmalarla giimiis tilkilerinin de domuz
susu ile enfekte olabildikleri ve vahsi karnivorlarin domuz susuna konaklik
yapabilecekleri belirtilmistir. Ayrica domuz susundan elde edilen yumurtalarin
domuz yavrular icin olduk¢a enfektif olmasina ragmen, kuzu ve buzagilar i¢in
enfektivitelerinin  diisiik oldugu, domuzlarda metasestodlarin genellikle
karacigerde bulundugu, diger organlarda ise daha az rastlandigi belirtilmistir. Bu
susun son konak kdpeklerdeki olgunlasma siiresi de normalden kisa olup deneysel
calismalarda enfeksiyondan sonraki 34. giinde diskida yumurta goriilmiistiir.
Domuz susunun insanlar i¢in enfektivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir. Nitekim
Polonya’nin belirli bolgelerinde enfeksiyon oraninin domuzlarda %31, kopeklerde
ise %11 olmasina ragmen, 20 yillik bir siire¢ igerisinde bolgeden sadece bir insan

vakasinin bildirilmesi bu durumun bir kanitidir (31, 38, 53, 109, 124, 136, 152).
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3.6.1.8. insan Susu (G9)

Polonyal1 hastalardan ince igne aspirasyon teknigi ile elde edilen parazit
materyalinin PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri ile incelenmesi neticesinde
hastalarin tiim diinyada yaygin olan koyun susu ile enfekte olmadiklari
goriilmiistiir. Enfeksiyona neden olan etkenin daha once belirlenen G7 susuna
olduke¢a benzerlik gosterdigi, ancak ondan farkl bir sus oldugu kanaatine varilmis

ve bu etkene G9 susu adi verilmistir (132).

3.6.1.9. Keci Susu (?)

Echinococcus granulosus’un kegi izolatlar1 {izerindeki bilgiler oldukga
siirhidir. Pandey (108), Hindistan keg¢i izolatlari tizerinde yaptigi bir ¢calismada bu
formun bilinen diger alt tlirlerden farkli oldugunu, 60-90 giin gibi uzun bir
prepatent siireye sahip oldugunu ve bu formun evrim siirecinde bir sus veya
mutant olabilecegini belirtmistir. Prasad (112) da, E.granulosus’un kegi formunun
diger formlardan daha uzun bir prepatent periyoda sahip oldugunu belirtmistir.
Ancak keg¢ilerden elde edilen izolatlarin sus olarak nitelendirilebilmesi i¢in daha

fazla ¢aligmaya gereksinim duyuldugu asikardir.
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3.6.2. Echinococcus granulosus’un Vahsi Yasam Suslar:

3.6.2.1. Geyik Susu (G8) ve Fennoscandian Geyik Susu (G10)

Echinococcus granulosus’un vahsi yasam siklusundaki en Onemli ara
konagi muhtemelen geyiklerdir. E.granulosus’un geyik susunun (G8) parazitin
evcil ¢ift tirnaklilardaki suslarina en yakin sus oldugu diistiniilmektedir. Kuzey
Amerika ve Avrupa’da geyik susu kurtlar ve kanada geyigi, ren geyigi gibi biiyiik
geyik tiirleri arasindaki avci-av iligkisi ile varligini devam ettirmektedir. Ancak
Kanada, Alaska, Sibirya, Norveg ve Isvigre’de bu sus varligimi, evcil képek ve
evcil geyik siklusu ile de devam ettirebilmektedir. Bu sus diger suslardan farkli
olarak evcil ¢ift tirnaklilarda enfeksiyona neden olmamakta ve insanlarda da
asemptomatik seyretmektedir. Geyik susu serolojik olarak ve laboratuvar
farelerinde olusturdugu enfeksiyonun karakteristik Ozellikleri bakimindan,
parazitin diger evcil suslarindan ayrilabilmektedir. Baska calismalarda bu susun
sigirlar i¢in enfektif olmadigr ve kopeklerde oldukga hizli gelisim gosterdigi
belirtilmistir. Ayrica bu susun erigkin ve larval formlar1 diger suslardan
morfolojik ozelliklerine ve ¢oziinebilir proteinlerin izoelektrik odaklanma
ozelliklerine gore ayirt edilebilmektedir. Dort ren geyigi ve bir Amerikan
geyiginden elde edilen toplam bes E.granulosus izolatinin mitokodrial ve
ribozomal genleri sekanslanmis ve Finlandiya’daki geyik susunun Amerikan
geyik susuna benzedigi, ancak Amerikan geyik susundan ve E.granulosus’un
diger suslarindan farkli oldugu belirtilmis ve buna Fennoscandian geyik susu

(G10) ad1 verilmistir (17, 24, 25, 75, 89, 115, 116, 125, 126, 152, 174).
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3.6.2.2. Avustralya’da Keseli Hayvanlar ve Dingolar

Avustralya kitasinda E.granulosus’un iki belirgin yasam siklusu
bulunmaktadir. Birincisi kopek-koyun siklusudur ve bu siklusta domuz ve sigirlar
potansiyel aksidental ara konak olarak rol oynamaktadirlar. ikincisi ise keseli
hayvanlar (6zellikle kangurular) ve dingo siklusudur (Canis familiaris dingo). Bu
iki siklusun etkilesiminin iyi anlasilmasi, kontrol programlarinin uygulanabilmesi
acisindan ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir. Bu iki farkli siklus, Avustralya’da iki
farklt susun varligin1 ortaya koymaktadir. Parazitin koyun ve keseli hayvan
izolatlar1 morfolojik olarak birbirinden farklidir. Keseli hayvanlardan elde edilen
izolatlarin rostellar ¢engel sayist normalin iki katidir ve kendine 0zgii sekilleri
vardir. Ayrica bu izolatlarin kendilerine 6zgii biyolojileri vardir. Her iki sus da
kopeklerde 1iyi gelismekte, fakat keseli kokenli silvatik sus dingolarda
kopeklerden c¢ok daha hizli bir gelisim gostermektedir. Ayrica keseli kokenli
silvatik susun metasestodlar1 koyunlar i¢in enfektif degildir. Avustralya silvatik
susunun dingolarda kdpeklerden daha hizli bir gelisim gostermesi, bu susun
Avustralya ana karasinin bu susla ondokuzuncu ylizyilin sonlarinda Avrupali
gocmenlerle giren evcil sustan (koyun susu) daha Once tanistigini ortaya
koymaktadir. Silvatik susun dingolarla tanismasi ise binlerce yil dnce Asya’dan
Avustralya’ya go¢ eden aborjinler sayesinde olmus ve bu sus sonradan keselilere

adapte olmustur (72, 150-152).

3.6.2.3. Afrika Vahsi Yasam Suslari

Afrika’da E.granulosus’un son konaklar1 vahsi kdpekler (Lycaon pictus),

cakallar (Canis mesomelas ve C. aureus) ve sirtlanlar (Crocuta crocuta); ara
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konaklari ise bircok tiirden vahsi tek ve cift tirnaklilardir. Uzerinde en ¢ok durulan
konu ise E.granulosus’un arslanlarda bulunmasidir. Giiniimiize kadar evcil kediler
tizerinde yapilan deneysel c¢alismalarda kedigillerin E.granulosus’a konaklik
yapamayacagl kanaatini dogurmusken, bir¢ok Afrika {ilkesinde arslan ile ¢ok
sayida ara konak tiirii arasinda silvatik bir siklus bildirilmistir. Ayrica Giiney
Afrika’da 15 vahsi kedi tliriinden birinin de (Felis silvestris=F. libyca) E.
granulosus’a konaklik yaptigi ortaya konmustur. Afrika’daki bu durum vahsi
kedilerde parazitlenen farkli bir susun varligin1 ortaya koymakta, ancak bu susun
evcil kedilerde enfeksiyona neden olup olmadigi bilinmemektedir. Ayrica
morfolojik farkliliklar yaninda bu susun arslan ve yaban domuzu arasinda silvatik
siklusa sahip oldugu ve kopekler i¢in enfektif olmadigi bildirilmistir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 bu susun taksonomik statiisiiniin gozden gegirilerek, tiir
olarak (Echinococus felidis Ortlepp, 1937) adlandirilabilecegi belirtilmistir (42

57, 85, 86, 101, 116, 148, 152, 169 ).

3.6.2.4. Yabani Tavsanlar

1972 yilina kadar tavsanlarin E.granulosus igin uygun ara konaklar
olmadiklari, ancak diger taenid sestodlara ara konaklik yapabilecekleri
diisiiniilmekteydi. Arjantin’de yapilan bir ¢aligmada 71 Avrupa tavsanindan
(Lepus europaeus) 4’i enfekte bulunmus, Arjantin’in ¢esitli bdlgelerindeki
tavsanlarda ¢ok sayida enfeksiyona rastlanmis ve bu siklusun zoonotik 6zelligi
tizerinde durulmustur. Bu bolgedeki tilkilerle tavsanlar arasinda gergek bir silvatik

susun bulunup bulunmadig1 ve enfeksiyonun parazitin koyun susunu tasiyan evcil
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kopeklerden kaynaklanip kaynaklanmadigr hususunun agikliga kavusturulmasi

i¢in, ilave ¢aligmalara gereksinim vardir (51, 70, 130, 147).

Tablo 1. E. granulosus’un farkli suslarinin son konak ve ara konaklari ile

insanlara kars1 enfektivitesi ve cografi dagilimlari (5, 14, 39, 75, 132, 155).

Sus Son konak Ara konak {(l;s:;?lara Cografi dagilimi
Koyun, kegi, sigir,
Kopek, tilki, manda, yak, deve, Kuzey, Orta ve Giiney
Koyun (G1) dingo, kurt, domuz, tek Enfektif Amerika, Avrupa, Afrika,
cakal, sirtlan tirnaklilar, Asya, Avustralya
kanguru
Tazmanya i Koyun, sigrr, . Tazmanya, Arjantin, Romanya,
koyun (G2) Kopek manda Enfektif Hindistan
Manda (G3)  Kopek, tilki (?) kMO*;‘:ia’ S1gtts Enfektif  Asya, Avrupa
. - Avrupa, Ortadogu, Gliney
At (G4) Képek Atvedigertek  Disik )\ g0 Soni Zelanda,
tirnaklilar veya degil .
Amerika, Avrupa
- .. o Sigir, koyun, kegi . Orta Avrupa, Rusya, Gliney
f) B 9 & ¢l 9
Sigr (G5) Kdpek, tilki (?) manda Enfektif Afrika, Hindistan, Sri Lanka
Deve (G6) Kopek E:;’lfn Keei, SBIN, g fektif  Ortadogu, Afrika, Arjantin, Cin
Domuz, yaban
Domuz (G7) Kopek, tilki (?)  domuzu, sigir, Enfektif Avrupa, Rusya, Orta Amerika
keci
Geyik (G8) Kurt, kopek Geyikler Enfektif Kuzey Amerika, Avrasya
Insan (G9) Kanideler Insan Enfektif Polonya
Fenoskandian Asemptom
geyik susu Kanideler Geyikler semp Finlandiya
atik
(G10)
Manda, yaban
Arslan Arslan 90{111{2121“’. yaban @ Afrika
okiizii, antilop,
zebra,
Tavsan Gri tilki Yabani tavsanlar  (?) Giliney Amerika

3.7.1. Echinococcus multilocularis, E.oligarthrus ve E.vogeli

Echinococcus granulosus disindaki 3 tiirden sadece E. multilocularis’te

intraspesifik varyasyon s6z konusu olup, cografi dagilimi ve konaklarmin ¢ok
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smirli olmasindan dolay1 E.oligarthrus ve E.vogeli’de intraspesifik varyasyon

bulunmamaktadir (19-21, 38, 39, 116, 129).

3.7.1.1. Echinococcus multilocularis I¢erisindeki intraspesifik Varyasyon
Echinococcus multilocularis’in son konaklari tilkiler ara konaklar1 ise
rodentlerdir. Baz1 bolgelerde evcil (kdpek, kedi) ve yabani karnivorlar da (kurt,
cakal, rakun) son konak olarak rol oynayabilmektedir. Bu parazit kuzey yarim
kiirede (Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya) yayginlik gostermekte ve insanlarda
alveolar echinococcosis denilen hastaliga neden olmaktadir. Echinococcus
multilocularis igerisindeki intraspesifik varyasyonu belirlemek amaciyla yeterince
calisma yapilmamistir. Bu tirtin E. multilocularis multilocularis (Europe),
E.m.sibiricensis (Alaska) ve E.m.kazakhensis olmak {iizere 3 alt tiiri oldugu
bilinmektedir. Yapilan g¢alismalar E.multilocularis’de morfolojik ve biyolojik
varyasyonlarin bulundugunu, buna karsin, farkli suslarinin s6z konusu olmadigini

ortaya koymustur (19, 21, 39, 129).

Tablo 2. Echinococcus multilocularis’in farkli izolatlarinin son konak ve ara

konak ile insanlardaki enfektivitesi ve cografi dagilimlari (155).

Cografi

izolat Son konak Ara konak insanlara kars: :
dagilimi

Rodentler, evcil

Tilki, kopek, ve yabani domuz, Enfektif

Avrupa izolatt Avrupa ve Cin

; ?
kedi, rakun kopek, maymun @)
Alaska izolati llfe (zﬁek, tilk, Rodentler Enfektif Alaska
Kuzey Amerika Kop ek, tﬂk}’ Rodentler Enfektif Kuzey Amerika
izolati kedi, koyoti
c Tilki, kopek, Rodent, domuz, .
Hokkaido izolat1 kedi, rakun maymun, at Enfektif Japonya
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3.7.1.2. Echinococcus vogeli ve E. oligarthrus Icerisindeki Intraspesifik
Varyasyon

Echinococcus oligarthrus’un son konaklar1 yabani kedigiller, ara konaklari
ise rodentlerdir. E.vogeli’nin ise son konaklart bush kopekleri, ara konaklari da
kiiciik kemirgenlerdir. Her iki tiir de Orta ve Gliney Amerika’da yayilim
gostermekte ve insan enfeksiyonlarima neden olmaktadir. Yapilan molekiiler

caligmalar, iki tiirtin de farkli suslarinin olmadigini ortaya koymustur (19, 21).

3.8. Echinococcus Tiir ve Suslarinin Ayriminda Kullanilan Teknikler

Echinococcus cinsinin metasestod ve erigkinlerinin tiir ayrimi; morfolojik,
biyolojik ve epidemiyolojik kriterlere gore yapilmaktadir. Ancak sus ayrimi;
morfolojik, biyolojik, biyokimyasal, epidemiyolojik ve molekiiler kriterler gibi
birgok parametrenin birlikte degerlendirildigi kompleks bir olaydir (16, 20, 21,
152, 154).

Hidatidosisin epidemiyoloji ve kontrolii iizerinde olduk¢a Onemli olan
suslar ekolojik, fizyolojik ve davranis 6zelliklerine gore ayrilabilmesine ragmen,
bu tip karakterler direkt olarak parazit genomu ile iligkili olmayabilir. Bu nedenle
de bu tip karakterler, ekstrinsik karakterler olarak adlandirilmaktadir. Ekstrinsik
kriterler tiir i¢i varyasyonlarin belirlenmesinde ¢ok faydali bilgiler
saglayabilmesine karsin, bu tip c¢alismalar parazit genomu ile direkt olarak
ilgilenen tekniklerle desteklenmelidir. Parazit genomu ile direkt iliskili olan
kriterler intrinsik kriterler olarak adlandirilmaktadir. Intrinsik kriterler icerisinde
sadece DNA dizileme teknigi genotipik farkliliklarin direkt 6l¢iimiine olanak

saglamaktadir. Intrinsik kriterler suslar arasindaki sinirh gen akisimin ve gen
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frekanslarindaki  farkliliklarin ~ Olglimiinde  kullanilabilmektedir.  Geg¢miste
morfolojik ¢alismalar Echinococcus cinsi igerisindeki suslarin belirlenmesinde en
cok kullanilan kriter olmasina ragmen, giiniimiizde morfolojik &zelliklerin alt
tirlerin ve suslarin belirlenmesi {izerindeki degeri konusunda goriis ayriliklart

bulunmaktadir (27, 69, 82, 110, 114, 117, 139, 152, 168, 171).

3.9. Echinococcus Cinsinin Tiplendirilmesinde Kullamlan Molekiiler

Teknikler

3.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Teknigin prensibini, izole edilen veya patolojik materyalde bulunan hedef
genetik materyallerin (DNA, RNA), spesifik kisa zincirli oligoniikleotid primerler
yardimi ile, enzimatik olarak cogaltilmasi olusturmaktadir. Reaksiyon baslica
denaturasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve amplifikasyon (extension)
olmak {lizere li¢ asamada gergeklesmektedir. PZR’1in ii¢ asamadan olusan ilk
amplifikasyon agamasinin, 25-30 kez tekrarlanmasi sonucunda, hedef DNA’nin
milyonlarca kopyas1 olusmaktadir. Amplifikasyon asamasindan sonra elde edilen
tiriinler, agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezis ile ayristirilmakta,
ethidium bromide ile boyanarak veya Southern blot analizi ile goriiniir hale
getirilebilmektedir. PZR genellikle echinococcosisin teshisinde kullanilmasina
ragmen; Dinkel ve arkadaslar1 (31), bu teknigi diger arastiricilardan farkli olarak
tiplendirme amaciyla kullanmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada; E.granulosus’un G1,
G5, G6/G7 suglart icin spesifik ve duyarli PZR/semi nested PZR sistemi

uygulamiglar, G1 susunun ve G5/G6/G7 suslarinin tanisinda klasik PZR, G5 ile
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G6/G7 suglarinin ayriminda ise semi-nested PZR yontemini kullanmiglardir.
Echinococcus multilocularis, E.equinus, E.ortleppi ve E.granulosus’un G1, G6 ve
G7 suglarinin da dahil oldugu 16 tiiriin izolatlarinin degerlendirildigi bu ¢alismada
PZR analizinin spesifitesi %100 olarak bulunmustur. Bu PZR analizi yaklasimi ile
elde edilen sonugclar ile ilk kez Bati1 Afrika’da insanlarda G6 susu ile enfeksiyon
ortaya konulmustur. Ayrica Kenya ve Sudan’da ¢iftlik hayvanlarinda G5 susu

belirlenmistir (9, 165).

3.9.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), ¢ift iplik¢ikli DNA’da spesifik bolgelerden
kesim yaparak, DNA’dan bir genin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin
cikarilmasinda etkin fonksiyonlar1 olan enzimlerdir. DNA’nin, bu enzimlerden bir
veya birkag1 ile kesime ugratildiktan sonra agaroz jel elektroforezine tabi
tutulmasi ve sonra ethidium bromid ile boyanan jelde olusan DNA bandlarinin
yeri ve sayisi kiyaslanarak elde edilen c¢esitlilige Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) adi verilmektedir. Cin’in dort bolgesinden toplanan
E.granulosus izolatlarindan elde edilen DNA’nin RFLP ve Southern blot analizi
ile incelenmesi sonucunda, bu dort bolgedeki koyunlardan toplanan izolatlar ile
yak ve koyun izolatlar1 arasinda genetik bir varyasyon belirlenememistir. RFLP,
PZR-RFLP ve mitokondrial genom analizi tekniklerinin kombine olarak
kullanildig: bir ¢alismada, Cin’in kuzeybatisinda insanlarin da dahil oldugu bir¢ok
ara konaktan elde edilen 117 izolat incelenmis ve bu izolatlar arasinda genetik bir

varyasyon bulunamamustir (9, 93, 177, 178).
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3.9.3. PZR-RFLP

Bu yontemde bilinen RFLP’den farkli olarak, genomik DNA’nin belirli bir
bolgesi, spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmaktadir. Elde edilen iirlinler bir
veya daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilmekte, agaroz jel elektroforez
ile ayrilmakta, jel ethidium bromide ile boyanmakta ve son olarak ultraviole 151k
altinda goriintiileme islemi yapilmaktadir. PZR-RFLP, Echinococcus izolatlarinin
ya da oteki parazit gruplarinin ayriminda kullanilan oldukga basit, duyarli ve hizli
bir yontemdir. PZR-RFLP ve DNA dizileme tekniklerinin kombine olarak
kullanildig1 ¢alismalarda E. granulosus’un sigir susunun insan enfeksiyonlarina
neden oldugu; Tunus’ta insan, sigir ve koyun Kkistlerinin sebebinin G1 susu
oldugu, sigirlarin G1 susu i¢in rezervuar konak olarak 6nemli rol oynadig1 ve
ayrica bu iilkede G6 susunun bulundugu; Arjantin’de E.granulosus’un dort farkl
susunun (G1, G2, G6, G7) bulundugu, G2 ve G7 suslarinin insan enfeksiyonuna
neden oldugu; iran’da G1 ve G6 suslarinin bulundugu, G6 susunun insanlar igin
enfektif oldugu ve bu susun hem koyunlar1 hem de sigirlar1 enfekte ettigi
belirlenmistir. PZR-RFLP ve c¢engel morfolojisinin birlikte kullanildigi bir
calismada yine Iran’da G1 ve G6 suslan teshis edilmistir. PZR-RFLP, RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNA)-PZR ve DNA dizileme teknikleri birlikte
kullanilarak Meksika’da G5 susunun insan enfeksiyonlarina neden oldugu
belirlenmistir. PZR-RFLP teknigi ile E.granulosus’un insan, sigir, koyun, keg¢i, at,
esek, deve, manda, domuz, kanguru ve kopek izolatlari, E.multilocularis, E.vogeli
ve E.oligarthrus’un ise rodent izolatlar1 incelenerek, dort Echinococcus tiirii
birbirinden ayrilmig; E.granulosus izolatlarinin incelenmesi sonucunda da Gl,

G4, G5 ve G6 suslari belirlenmistir. Yine bu teknik ile Ispanya’nm gesitli
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bolgelerinden elde edilen 53  izolat incelenmis, E.granulosus’un
E.multilocularis’ten ayrimi yapilmis, E.granulosus’un farkli suslari tanimlanmus,
ve E.granulosus’un domuz izolati icerisinde iki farkli genotipin bulundugu
belirlenmistir. Ayrica domuz susunun ileri ayrimini saglamak amaciyla da NAD1
ve CO1 genleri ¢ogaltilip dizilenmistir. Calisma sonucunda Ispanya’da G1 ve G7
genotiplerinin bulundugu bir kez daha ortaya konmustur. PZR-RFLP analizi ile
geyik susunun (G8) E.granulosus’un diger suslarindan ayrilabilecegi,
Slovakya’da G7 genotipinin bulundugu, Rusya ve Kazakistan’daki suslarin
onceden belirtilen suslardan farkli olmadigi, Polonya’da ise domuz susuna ¢ok
benzeyen ancak bu sustan ve bilinen diger suslardan genetik olarak ayrilan bir
susun (G9) insan enfeksiyonlarina sebep oldugu ortaya konmustur (2, 9, 17, 18,

21,45, 53,61, 83,90, 103, 124, 132, 136, 182).

3.9.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PZR

Arbitrary primed PCR (AP-PCR) olarak da adlandirilan Random
Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PZR), genomik DNA’nin rastgele
secilmis bir veya daha fazla primer ile ¢ogaltilmasi prensibine dayanmaktadir.
Kullanilan primerler genellikle 9-10 bazlik kisa primerler olup G-C bakimindan
zengindir. Bu teknikte primerlerin baglanma 1sis1 40-50°C’ye disiiriilmiistir.
Diisiik sicaklik derecesinde gercgeklestirilen baglanma asamasinda, segilen
primerler kromozom iizerinde hem kendilerine 6zgii bolgelere, hem de 0zgii
olmayan bdlgelere baglanmaktadir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki
uzaklik farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen farkli say1 ve uzunluktaki bandlarin

olusumuna neden olmaktadir. Ayni tiir icerisindeki farkli suslarda primerlerin
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baglanma yerlerinin sayisi1 ve birbirine olan uzakliklar1 degisik olacagindan,
agaroz jel elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin say1 ve biiyiikligi de
farklilik gostermektedir. Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde
gergeklesmis olan mutasyonlar (delesyon, insersiyon) band polimorfizminin
ortaya ¢ikmasmma neden olmaktadir.  Amplifikasyon sonucunda jel
elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait band profilleri birbirleri ile
karsilagtirilmakta ayni band profili gosteren izolatlar “epidemiyolojik olarak
iligkili” seklinde yorumlanmaktadir. Bu teknik kullanilarak yapilan ¢aligmalarda;
E.granulosus’un Isve¢ ve Ispanyol izolatlarinin karakteristik band o6zelligi
gosterdigi, Ispanya’da E.granulosus’un {i¢ farkli susunun bulundugu,
E.granulosus’un manda ve sigir susunun genetik olarak farkli oldugu, Italya’da
koyun izolatlarinda sus i¢i farkliliklarin bulundugu, Slovakya’da domuz
izolatlarinda belirgin farkliliklarin oldugu ve Tiirkiye’de koyun susunun varligi
belirlenmistir. Teknigin Echinococcus cinsine baglh tiirlerin tiplendirilmesinde
uygun oldugu ancak RAPD-PZR tekniginin diger molekiiler tekniklerle

dogrulanmasi gerektigi ifade edilmistir (104, 106, 113, 119, 133, 134, 162, 166).

3.9.5. PZR-Single Stranded Conformation Polimorphism (PZR-SSCP)
Analizi

Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP); sekans farkliligi
gosteren DNA orneklerinin belirlenmesinde kullanilan ucuz, kolay, duyarli ve
giivenilir bir yontemdir. Bu metodun prensibini tek iplik¢ikli DNA’nin sekil ve
biiylikliigiine bagli olarak, denature olmayan jel igerisindeki elektroforetik

hareketi olusturmaktadir. Cift iplik¢ikli DNA’nin jeldeki elektroforetik hareketi,
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onun biiylikliigli ve uzunlugu ile yakindan iliskilidir. Ancak niikleotid farkliliklar1
bu hareketi fazla etkilemez. Oysa tek iplik¢ikli DNA’nin jeldeki elektroforetik
hareketi yiizlerce niikleotid icerisindeki tek bir niikleotid farkliligindan dahi
etkilenir. Ciinkii komplementeri olmayan DNA stabil degildir. Tek iplik¢ikli
DNA, jeldeki elektroforetik gogii esnasinda sekonder ve tersiyer yapilar
kazanmaktadir. Bu sekil degisiklikleri; DNA iplik¢iginin uzunluguna, baz
eslesmelerinin sayisina ve yerine baglidir. Denatiire olmayan poliakrilamid jel
elektroforezinde DNA’nin yapisindaki tek baz farkliligi dahi, olusan
konformasyon ve hareket degisikligi sayesinde belirlenebilmektedir (46, 97, 105,
138).

SSCP  analizinin  sensitivitesi; DNA  konsantrasyonu, incelenen
fragmentlerin uzunlugu, elektroforez 1sis1, jel kompozisyonu, kullanilan tampon
ve pH gibi birgok parametreden etkilenebilir. Teknigin en biiylik avantaji ¢ok
sayida PZR 0Orneginin es zamanl olarak incelenmesine olanak saglamasidir. Bu
teknik PZR {irlinlerini gorlintiilemek, incelenen genlerde yeterli polimorfizmin
olup olmadigini ortaya koymak, polimorfizmin ¢ok oldugu gen bdlgelerini
belirlemek, ¢ok kopyali genlerde polimorfizm olup olmadigini tespit etmek ve
intraspesifik varyasyonlar1 belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (44, 63, 161).

Bu teknik kullanilarak yapilan ¢alismalarda; Echinococcus cinsi igerisinde
bulunan farkli suslarin rahatlikla belirlenebilecegi ortaya konmus, Arjantin’de
E.granulosus’un bes farkli susunun bulundugu, Tirkiye’den elde edilen bazi
izolatlarn G1-G3 araliginda oldugu, E.multilocularis’in genotipleri arasindaki
niikleotid farkliliginin, E.granulosus’un farkli suslar1 arasindaki niikleotid

farkliligindan 10 kat daha diisiik oldugu ve E.granulosus’un farkli suslarinin
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SSCP profillerine gére DNA sekans analizinden Once taninarak Echinococcus
izolatlarinin rutin laboratuvar tanisinda kullanilabilecegi belirtilmistir (47, 60, 66,

181, 183).

3.9.6. Dideoxy Fingerprinting (ddF)

Dideoxy fingerprinting, niikleik asitlerin jel elektroforezi boyunca
kazandig1 fiziksel Ozelliklere dayanan ve PZR ile ¢ogaltilan DNA
segmentlerindeki sekans varyasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan oldukga
etkili bir tekniktir. Ilk defa Sarkar ve arkadaslar1 (128) tarafindan uygulanan bu
teknik, Sanger sekanslama ve SSCP tekniklerinin bir kombinasyonudur. Bu
metotta sadece tek dideoksiniikleotidin kullanildig1 Sanger sekanslama yontemini,
denature olmayan (non-denaturating) jel elektroforez sistemi izlemekte ve bu
teknik ile PZR ile amplifiye edilen fragmentlerdeki tek sekans degisikligi bile
belirlenebilmektedir. DNA’daki mutasyonlar, bandlarin pozisyon degisiklikleri ya
da otoradyografide bir bandin olusumu veya kaybi ile belirlenebilmektedir. Bu
teknik ile sekans uzunlugu 150-250 bp olan fragmentlerdeki tek baz mutasyonu
dahi %100 oraninda belirlenebilmektedir. Bu teknik ile Echinococcus cinsinde
bulunan yedi farkli genotipin (G1, G4, G6, G8, O, V ve M2) ayirt edilebilecegi
ortaya konmus; G1 genotipine ait sekiz izolatin bazilarinda gizli bir varyasyon
bulundugu, G4 ve M2 genotipine ait iki drnekte ise varyasyon bulunmadig: ileri
stirlilmiistiir. Arastiricilar, O, V ve M2 genotiplerini sirastyla E.ortleppi, E.vogeli
ve E. multilocularis’ten elde etmislerdir. Ayrica bu teknik ile DNA sekanslamaya
gerek kalmaksizin Echinococcus cinsi ve bunun disinda kalan parazitlerin

tiplendirilebilecegi belirtilmistir (43, 48).
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3.9.7. DNA Baz Dizi Analizi (Sequencing)

Dizi analizinde; Klenow, Tag DNA polimeraz, reverse transkriptaz veya
sekans enzimlerinden birisi kullanilarak dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin
komplementeri sentezlenmektedir. Calismalarin ¢ogunda zincir uzamasinin
sonlandirilmast yontemi kullanilmaktadir. Bu ydntem, DNA polimerazlarin
dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan
ddNTP’leri de substrat olarak kullanilmalar1 esasina dayanir. Sentezlenen DNA
iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde
zincir uzamast durmaktadir. Kalip DNA’lar, primer, dNTP karigimi ve enzimin
konuldugu dort reaksiyon tiipiiniin her birine bir ddNTP eklenmesinden sonra
baglanma ve uzama islemleri uygulanmaktadir. Boylece reaksiyon tiiplerinde
farklt uzunluklarda DNA parcalar1 olugmaktadir. Sonucta ortaya ¢ikan farkli
uzunluktaki DNA pargalar1 poliakrilamid jelde elektroforeze tabi tutulmaktadir.
Dizi analiz sonucunu goriinlir hale getirmek i¢in radyoaktif madde,
kemiliiminesans veya floresan veren boyalarla isaretleme yapilmaktadir.
Otomatize sistemlerin ¢ogunda reaksiyonun baslangicinda floresans veren madde
ile isaretli primer veya niikleotidler kullanilarak baz dizilimi gozlenebilir hale
getirilmektedir. Ancak baz dizi analizinde yontemin uygulanmasi ile ilgili
zorluklar vardir. Sonuglarin yorumlanmasinda son derece dikkatli olunmasi
gerekmekte, c¢ilinkii artefaktlar problem olusturabilmektedir. Her iki DNA
zincirinin dizi analizi yapilarak, artefakt ve diger faktorlere bagl hatalar en aza
indirilmelidir. Jele bagli olmayan dizi analiz yontemleri (hibridizasyona dayali,
gene-spesific-chips) gelistirilerek bu problemlerin Oniine gegilebilmektedir.

Yontem pahalidir ve uygulanabilmesi i¢in gelismis laboratuvar olanaklarina
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gereksinim duyulmaktadir. Bu teknik kullanilarak yapilan ¢alismalar sonucunda,
Echinococcus cinsine bagl tiirlerde ¢apraz dollenme olayinin nadiren sekillendigi,
E.granulosus’un at susunun taksonomik statiisiinin  yeniden g6zden
gecirilmesinin gerektigi ve Finlandiya geyik susunun (G10) Amerikan geyik
susundan farkli oldugu ortaya konulmustur. Bu teknik ayrica RFLP, PZR-RFLP
gibi molekiiler tekniklerle kombine olarak kullanilmigs ve neticede Cin’in
kuzeybatisindan elde edilen izolatlar arasinda genetik bir varyasyon olmadigi,
Ispanya’da G1 ve G7, iran’da G1, G6 ve Tiirkiye’de G1 genotiplerinin bulundugu

belirlenmistir (53, 59, 61, 75, 76, 93, 104, 166, 182).

3.10. Echinococcus Cinsi I¢erisinde Bulunan Suslarin Belirlenmesinin Pratik
Onemi

Echinococcus cinsi igerisindeki intraspesifik varyasyon niikleik asit
sekanslarindaki farkliliklardan kaynaklanmakta ve kendisini, parazitin yasam
siklusunu, konak spesifitesini, gelisim hizini, patojenitesini, antijenite ve
kemoteropotiklere duyarliligini, bulasma dinamiklerini, hastaligin epidemiyoloji
ve kontrol tekniklerini etkileyen fenotipik karakterler olarak yansitmaktadir. Bu
bakimdan endemik bir bolgedeki dominant susun ya da suslarin belirlenmesi
parazitin kontrolii ve miimkiinse eradikasyonu ag¢isindan son derece dnemlidir (39,

152, 155).

3.10.1. Bulasma ve Kontrol Dinamikleri
Echinococcosisin endemik oldugu bdlgelerde kontrol programlarinin

uygulanabilmesi hastaligin bulagma dinamiklerinin anlagilmasina baghdir.
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Epidemiyolojik a¢idan en 6nemli faktor, parazitin silvatik (yaban hayat1 kaynakli)
ve domestik (evcil) sikluslar1 arasinda bir iligkinin oldugu bolgelerde etkenin
konak spesifitesidir. Ornegin; Avustralya’da E.granulosus’un silvatik siklusta
(kiigtik kanguru-dingo) yer alan formunun evcil ara konaklar icin enfektif olup
olmadigi, echinococosisin kontrolii agisindan son derece dnemlidir. Sayet bu form
evcil koyunlar i¢in enfektif olsaydi, tim dingo populasyonunu ortadan
kaldirmadan etkin bir kontrol programinin uygulanmasi imkansiz hale gelecekti.
Ancak gilinlimiizde silvatik susun koyunlarda iyi gelismedigi bilinmekte ve
kontrol ¢abalar1 koyun-kopek siklusu tizerinde yogunlagsmaktadir (152).

Kenya gibi c¢ok sayida ara konagin bulundugu endemik bolgelerde
parazitin konak spesifitesinde farkliliklarin olma ihtimali de son derece 6nemlidir.
Diger endemik bolgelerde suslar belirli ara konaklara adapte olmakta ve spesifik
konaklart disinda iyi gelisememektedir. Sayet endemik bir bolgede parazitin fertil
kistler tirettigi ¢cok sayida duyarli ara konak bulunuyorsa, ya parazitin oldukca
genis konak spektrumuna sahip bir susu vardir ya da bu bolgede parazitin birden
fazla sugu bulunmaktadir (152).

Echinococcus suslarinin  prepatent periyotlar1 arasindaki farkliliklar
bulagsmay1 etkileyen ©onemli bir faktordiir. Son konaklarin diizenli olarak
ilaglandig1 kontrol programlarinda amag, paraziti prepatent siireyi tamamlamadan
oldiirmek ve yumurta iiretimini engelleyerek yasam siklusunu kirmaktir. Bu
nedenle endemik bolgelerdeki dominant suslarin ve bu suslarin prepatent
periyotlarinin belirlenmesi antiparaziter ilaglarla yapilan kontrol programlarinda

etkinligin saglanabilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir (152).
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Bulasmada etkili diger faktorler ise yumurtalarin dayanikliligi ve
metasestodlarn  gelisim  ozellikleridir.  Isvigre’de  yapilan  calismalar
E.granulosus’un suslarmin kist gelisiminin farkli oldugunu ortaya koymustur.
Isvigre sigirlarinda sigir susu genellikle fertil kistler meydana getirirken, diger
suslar steril ve dejenere kistler olusturmaktadir. Ayirca bu sigirlarda kistler
genellikle akcigerlerde, oldukca kiicik ve dokunun derinliklerine dogru
gelismektedir. Bu durumda kistler organ muayenesinde goézden kagmakta ve
kasaptan alinan enfekte sakatatlarin sehirlerdeki kopeklere verilmesi sonucunda
bu kopekler koy kopeklerinden daha fazla risk altinda kalmakta ve etken

alisilmadik bir sekilde yayilmaktadir (35, 152).

3.10.2. Patogenesis ve Klinik Semptomlar

Echinococcus suglarinin ara konaklardaki patogenezleri ve dolayisi ile
olusturdugu klinik etkiler bakimindan farkliliklarin bulunduguna dair deliller
bulunmaktadir. Kenya ve Libya’da bulunan E.granulosus suslarinin insanlar igin
son derece enfektif oldugu, Kuzey Amerika’daki yerli silvatik suslarin insanlarda
iyi huylu ve genellikle asemptomatik enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir.
Ancak suglarin enfektivitesinin farkli oldugunu kanitlayan kontrollii deneysel

caligsmalar yapilmamistir (43, 50, 152, 174).

3.10.3. immunolojik Tam ve Asillama
Arakonaklarin Echinococcus cinsine kars1 verdikleri serolojik yanit sadece
tirler tarafindan degil, suslar tarafindan da etkilenmektedir Bu antijenik

heterojenitenin farkli endemik boélgelerde immunodiagnostik prosediirlerin
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se¢ciminde gbz onlinde bulundurulmasinin ve sus farkliliklarindan etkilenmeyen
antijen fraksiyonlariin belirlenmesinin hastaliga karsi etkin kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan onemli oldugu vurgulanmaktadir. Benzer bir sekilde bir
susa kars1 etkin bir aginin, ¢ok sayida susun enfeksiyona neden oldugu endemik
bolgelerde hastaligin eliminasyonunda etkili olamayacag belirtilmektedir (24, 54,

55,56, 64,77, 81, 111, 120, 152).

3.10.4. Kemoterapi

Hastaligin kontrolii agisindan 6nemli noktalardan bir tanesi de
metasestodlara kars1 etkin kemoterapotiklerin gelistirilmesidir. Ancak giiniimiizde
metasestodlara kars1 etkin kemoterapotiklerin bulunmamasi nedeniyle en radikal
tedavi kistlerin operatif olarak uzaklastirilmasidir. Echinococcus granulosus ve
E.multilocularis’e kars1 benzimidazol grubu birkag bilesik iizerinde ¢ok sayida
klinik g¢aligma yapilmig, ancak elde edilen sonuglar son derece degisken
bulunmustur. Kemoterapotikler ozellikle opere edilemeyen kistlerde, hayati
oneme sahip kistlerde, postoperatif profilaksi amaciyla ve ameliyatlarda sekonder
hidatidosis riskini azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Farkli Echinococcus
suslar1 kemoterapotiklere farkli duyarlilik gostermekte ve bu durum klinik
calismalardaki basarinin degismesine neden olabilmektedir. Bu olasilik
Echinococus suglarmin  fizyolojik, metabolik ve biyokimyasal farkliliklar
gostermesi ile desteklenmektedir (23, 36, 67, 92, 116, 127, 152).

Bu calisma ile Tiirkiye’nin 6nemli hayvancilik potansiyeline sahip genis
bir cografyasindaki ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen E.granulosus izolatlarindaki

genetik polimorfizmin ortaya konmasi, bdylece iilkemizdeki olasi suslarin
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belirlenmesi, elde edilen verilerin as1 ve ilag gelistirme ¢alismalarina 151k tutmast,
hastaligin tedavi ve kontrolinde daha etkin stratejilerin gelistirilmesi ve
dolayistyla {ilkemiz hayvancilik ekonomisine Onemli katki saglanmasi

hedeflenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alisma, Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgesi’nde bulunan
hayvancilik potansiyeli ve iklimsel ozellikleri farkli olan Elazig, Malatya,
Erzurum, Van, Sanlwrfa ve Diyarbakir illerinde Haziran-2005 ve Kasim-2006
tarihleri arasinda yiriitiilmiistiir. Adi gegen illerdeki kesimhanelerde kesimi
yapilan si1g1r, koyun ve kecilerin karaciger ve akcigerleri basta olmak {izere ¢esitli
organ ve dokular1 inspeksiyon ve palpasyonla muayene edilmis, aspire
edilebilecek biiyiikliikte kistleri olan organlar ayrilmistir. Steril ve kalin uglu bir
enjektoriin kantili kist icerisine sokulduktan sonra piston yavagga ileri geri
hareket ettirilmis ve kist sivisinin karigmasi saglanarak kist sivisi, igerisindeki
protoskolekslerle birlikte enjektore ¢ekilmistir. Enjektor ters cevrilerek 3-5 dakika
beklenmis ve protoskoleksler dibe ¢okiince iistte kalan kist sivisinin bir kismi
atilmisgtir. Ayrica fertil olmayan kistler diseke edilerek germinal membranlari
cikarilmaya calisilmigtir. Aspire edilen kist sivist ve diseke edilen kist dokusu,
igerisinde %70’lik etanol bulunan cam siselere alinmis ve kullanilincaya kadar -20
°C’de saklanmistir. Calismada ayni organda bulunan farkli kistlerin igerigi
karigtirilmamis ve her kistten elde edilen igerik ayri ayr siselere alinmis ve

numaralandirilmigtir.
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GURCISTAN

"

Urfa

Sekil 3. Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde drneklerin toplandigr iller.

Tablo 3. Toplanan izolatlarin illere ve hayvan gruplarina gore dagilimi

Ornek Toplanan iller
Tirler Elaz1ig  Malatya Erzurum  Van  Sanlwurfa  Diyarbakir  Toplam
Sigir 16 14 26 11 - 15 82
Koyun 30 56 23 35 50 30 224
Keci 1 - 1 4 1 - 7
Toplam 47 70 50 50 51 45 313

4.2. Laboratuvar Calismalar:

Laboratuvara getirilen sigeler iyice ¢alkalandiktan sonra mikropipetle 10 pl
kist sivis1 almmarak lam lamel arasina konulmus ve mikroskop altinda
incelenmistir. Icerisinde protoskoleks bulunan kistler fertil, bulunmayanlar ise
steril olarak kabul edilmistir. Germinal membranlar da protoskolekslerin bulunup

bulunmadig1 yoniinde mikroskobik olarak incelenmistir.
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4.2.1. DNA Ekstraksiyonu

4.2.1.1. Ekstraksiyonun Standardizasyonu

Bir 6rnegin ml’sinde bulunan ortalama protoskoleks sayisini belirlemek
amaciyla sise iyice g¢alkalanip bir mikropipet yardimi ile 10 pl sivi lam lamel
arasina konularak mikroskopta protoskoleks sayimi yapildi. Her siseden 3
ornekleme yapilarak bunlarin ortalamasi alindi ve 10 pl sividaki ortalama
protoskoleks sayist belirlendi. Daha sonra ortalama 50, 100, 200, 400, 800, 1000
protoskoleks kullanilarak ekstraksiyon yapildi. 200 protoskoleksin altinda yapilan
ekstraksiyondan elde edilen genomik DNA kullanilarak yiriitiilen PZR’de band
elde edilemedi. Neticede 200 ve {izerinde protoskoleks tasiyan Orneklerden
yapilan ekstraksiyondan elde edilen genomik DNA kullanilarak yapilan PZR’de
edilen bandlarin kalitesinin ayn1 oldugu goriildii ve ¢alismanin geri kalaninda her

ornek i¢in DNA ekstraksiyonunda ortalama 200 protoskoleks kullanildi.

4.2.1.2. Ekstraksiyon Asamasi

Oncelikle protoskoleksler veya duruma gére germinal membran 5 kez PBS
ile yikanip 2 mg/ml Proteinaz-K ihtiva eden 500 pl TEN-SDS soliisyonu
icerisinde 56 °C’de 4 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresince tiipler
periyodik araliklarla vortekslenerek sindirim igleminin daha etkili olmasi saglandi.
Sindirim isleminden sonra bu solusyon iizerine 6 M NaCl’den 250 pul ilave edilip
5 sn vortekslendi. Takiben 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant
temiz bir ependorf tiipe alinip pellet atildi. Hedef DNA kadar (600ul) fenol-

kloroform-izoamil alkol ilave edildi ve elle 5 dk kadar alt-iist edildi. Sonra 13.000
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rpm’de 10 dk santrifiij edilip olusan iki fazdan iist kisim fenollii kisma degmeden
alindi. Hedef DNA’nin 1/10’u kadar 3 M Sodyum asetat ve 2.5 kat1 kadar saf etil
alkol ilave edilip -20 °C’de bir gece inkubasyona birakildi. Ertesi giin tiipler
13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip slipernatant atildi ve pellet lizerine 1ml
%70’1ik etil alkol ilave edilerek tekrar 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atildi1 ve tiipler ters ¢evirilerek kurumaya birakildi. Pellet, {izerine 50

ul steril distile su eklenerek sulandirildi ve hedef DNA olarak kullanildi.

4.2.1.3. Ekstrakte Edilen Uriinlerdeki DNA Miktarimin Belirlenmesi
Ekstraktlardaki DNA miktar1 spektrofotometre (NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer) ile ng/ul olarak belirlendi.

4.2.2. Ribozomal Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) ve Mitokondrial
Sitokrom Oksidaz I (CO1) Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karigtmina 5 pl 10X PZR
buffer, 5 ul 25 mM MgCl,, deosiniikleotidlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taq
DNA Polymerase enzimi (MBI Fermentas, Lithuania), primer ¢iftlerinin her
birinden 20 pmol ve ortalama 200 ng template DNA ilave edildi. PZR
amplifikasyonunda 95 °C’de 2 dk 6n denatiirasyon asamasini takiben, toplam 35
PZR siklusu 95°C’de 1 dk denaturasyon, 50 °C’de 1 dk annealing, 72 °C’de 1 dk
sentez olarak gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 5 dk son uzama iglemi
yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu Thermo-Hybaid PX2 cihazinda
gergeklestirildi. Calismada ITS-1 genini ¢ogaltmak i¢cin BD1 ve 4S, CO1 genini

cogaltmak icin JB3 ve JB4.5 adli primerler (Bio Basic, Markham Onterio,
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Canada) kullanildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda elde edilen iirlinler agaroz jel
elektroforeze tabi tutuldu. Bu amagla %]1,5’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra, 15
ul PCR iiriinti, 5 pl yiikkleme soliisyonu (Promega, Madison, WI, USA) ile
karigtirtlarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez islemi Tris-Borik asit-
EDTA (TBE) tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda 90 voltta 1 saat siireyle
gerceklestirildi. Daha sonra jel, ethidium bromide (10mg/ml) ile 30 dk boyanip,
UV transilluminatorde bandlarin varligi yoniinden incelendi. Bandlarin molekiiler
agirhigmi belirlemek i¢in 100 bp’lik marker (Promega, Madison, WI, USA)
kullanildi. PZR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak daha once DNA dizi
analizi yaptirilarak koyun susu oldugu belirlenen koyun izolatinin DNA’s1, negatif

kontrol olarak ise steril distile su kullanildi.

Tablo 4. Echinococcus cinsinin PZR analizinde ve tiplendirilmesinde kullanilan

primerler.
Primer Gen bolgesi  Niikleotid Dizisi Kaynak
BDI ITS-1 GTCGTAACAAGGTTTCCGTA 21
4S ITS-1 TCTAGATGCGTTCGA(G/A)TGCGATG 21
JB3 COl TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 21
JB4.5 COl TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 21

48



ITS-1 ITS-2
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183 5,838 2458

L

Sekil 4. Ribozomal ITS-1 gen bolgesi (7)

ATPase 6 ATPase8

Sekil 5. Mitokondrial CO1 gen bolgesi (8)

4.2.3. ITS-1 Genin RFLP Analizi (PZR-RFLP)

Elektroforez islemini takiben ITS-1 geni yoniinden pozitif oldugu
belirlenen PZR iriinleri restriksiyon (kesme) islemine tabi tutuldu. Cfol
(Promega, 10u/ul, Madison, WI, USA), Alul (Bioron, 10u/ul, Ludwigshafen,
Germany), Rsal (Bioron, 10u/pul, Ludwigshafen, Germany), Mspl (Bioron, 10u/ul,
Ludwigshafen, Germany) restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayri kesimleri

gerceklestirmek amaciyla 10ul PZR {iriinii, 0.5ul restriksiyon enzimi, 2ug BSA, 2
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ul 10X restriksiyon buffer ve 5.5 ul steril distile su kullanildi. Cfol, Alul ve Rsal
enzimleri i¢in 37 °C’de ve Mspl enzimi i¢in 55°C’de 2 saatlik inkubasyon iglemi
uygulandi. Kesim iglemine maruz birakilan {riinler %3’likk agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu. Ethidium bromide ile boyamay1 takiben olusan profiller
UV transillimunatdrde analiz edildi ve fotograflandi (Fuji Film Thermal Imaging

System, FTI-500).

4.2.4. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 (CO1) Geninin Dizilenmesi
Mitokondrial CO1 gen iiriinlerinin 11 tanesi REFGEN (Ankara, Tiirkiye)

firmasina 3 tanesi de Queensland Enstitiisii’niin Molekiiler Parazitoloji

Laboratuvarina (QIMR, Queensland, Australia) gonderilerek ¢ift yonlii DNA dizi

analizi yaptirildi ve sonucglar BLAST search’le (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

GenBank’taki sonuglarla karsilagtirildi.

4.2.5. PZR isleminde Kullanilan Ayraclar

4.2.5.1 DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayraclar

Proteinase-K Solusyonu (Promega, Madison, WI, USA)

Bu solusyon 1 ml’sinde 25 mg proteinase-K olacak sekilde hazirlandi ve

porsiyonlara ayrilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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Fosfat Buffer soliisyonu (1X PBS)

NaCl 8 gr
KCl 0.2 gr
NaHPO4 1.44 gr
KH,PO4 0.24 gr

Bu karigimin pH’s1 7.4’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

TEN-SDS Soliisyonu

Tris-HCI 50 mM (pH=8)
EDTA 5mM

NaCl 100 mM

SDS %10 (wW/v)

Tris-HCI1, EDTA, NaCl karisimindan 9 kisim alinip 1 kisim %10’luk SDS

ile karigtirildu.

50 mM Tris-HCI (Calbiochem, Darmstadt, Germany)
900 ml distile suda 6.055 gr Tris baz c¢ozdirildi. HCI ile pH=8’¢

ayarlanip, son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

5 mM EDTA (Calbiochem, Darmstadt, Germany)

1000 ml distile suda 1.8612 gr EDTA ¢ozdiiriildii.
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100 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

1000 ml distile suda 5.844 gr NaCl ¢ozdiiriildii.

%10 SDS (Applichem, Darmstadt, Germany)

1000 ml distile suda 100 gr SDS ¢ozdiiriildii.

6 M NaCl soliisyonu (Merck, Darmstadt, Germany)

35 gr NaCl 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

3 M Sodyum Asetat soliisyonu (Merck, Darmstadt, Germany)

40.8 gr Sodyum Asetat 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

4.2.5.2. PZR Analizinde Kullamlan Ayraclar

10 X PCR Buffer (MBI Fermentas, Lithuania)
750 mM Tris-HCI (pH=8,8; 25 °C)
200 mM (NH4),SO4
% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

MgCl, (MBI Fermentas, Lithuania)

25 mM MgCl, her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanilda.
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dNTP Set (100 mM; dATP, dTTP, dCTP, dGTP; MBI Fermentas, Lithuania)
Her deoksiniikleotidten esit oranda alindi1 ve steril distile su ile 1/20

oraninda sulandirildi. Her PZR numunesi i¢in 4 pl kullanildi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (5 U/ pl; MBI Fermentas, Lithuania)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pul) kullanildz.

Primerler (Bio Basic, Markham Onterio, Canada)

Calismada kullanilan primerlerin tamami1 Bio Basic firmasindan temin

edildi. Primerler PZR’de her numune i¢in 20 pmol olacak sekilde sulandirildu.

4.2.5.3 PZR-RFLP Analizinde Kullanilan Ayraglar

Cfol Restriksiyon Enzimi (10u/pl, Promega, Madison, WI, USA)

Her PZR {iriinii i¢in 0.5 pl enzim kullanildi.

Alul Restriksiyon Enzimi (10u/pl, Bioron, Ludwigshafen, Germany)

Her PZR {iriinii i¢in 0.5 pl enzim kullanildi.

Rsal Restriksiyon Enzimi (10u/pl, Bioron, Ludwigshafen, Germany)

Her PZR {iriinii i¢in 0.5 pl enzim kullanildi.
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Mspl Restriksiyon Enzimi (10u/pl, Bioron, Ludwigshafen, Germany)

Her PZR {irtinii i¢in 0.5ul enzim kullanildi.

10X restriksiyon buffer (Cfol, Promega, Madison, WI, USA)

60 mM Tris-HCL (pH:7.5)
IM NaCL

60 mM MgCL,

10 mM DTT

Her PZR {irlinii i¢in 2 pl restriksiyon buffer kullanildi.

BSA (Bovine Serum Albumin) (0.1 mg/ml, Promega, Madison, WI, USA)

Her PZR {irlinii i¢in 2 pg BSA kullanildi.

10X restriksiyon buffer (Alul, Rsal, Mspl, Bioron, Ludwigshafen, Germany)

10 mM Tris-HCI (pH=7.9)
10 mM MgCl,
1 mM DTT

Her PZR {irlinii i¢in 2 pl restriksiyon buffer kullanildi.

BSA (Bovine Serum Albumin) (100 pg/ml, Bioron, Ludwigshafen, Germany)

Her PZR {irlinii i¢in 2 pg BSA kullanildi.
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4.2.5.4. Elektroforez isleminde Kullanilan Solusyonlar

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Tris 544 ¢
Borik Asit 272¢
EDTA 4,6¢g

Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 It’ye tamamlanip pH 8,3’e

ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1 X oraninda sulandirilarak kullanildi.

Agarose LE, (Promega, Madison, US)

Agaroz jel 1XTBE ile hazirlandi.

100bp DNA ladder (Promega, Madison, US)

Her elektroforez isleminde 7.5 pl kullanildi.

Loading Dye Soliisyonu (6X; Promega, Madison, US)

1/6 oraninda sulandirildi ve her 15 pl PCR iiriinii i¢in 5 pl kullanildi.

Ethidium Bromide (Promega, Madison, US)
Ethidium bromide solusyonundan 0.5 pl alinarak distile su ile 15 pl’ye
tamamlandi. Agaroz jeli boyama i¢in 300 ml distile suya 600 pl ethidium bromide

katilarak kullanildi.
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5. BULGULAR

Bu ¢alisma siiresince 124’1 fertil, 189°u da steril olmak iizere toplam 313
hidatik kist materyali toplanmis ve bu kistlerin hayvan gruplarina gére dagilimi

Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Mikroskobik inceleme sonrasi fertil ve steril kistlerin hayvan gruplarina

gore dagilimi

Kist Sayilar

Tiirler  Fertil kist sayis1  Steril kist sayisi Toplam
Sigir 14 68 82
Koyun 175 49 224
Keci - 7 7
Toplam 189 124 313

Toplanan 313 hidatik kist materyalinden yeteri kadar protoskoleks
igermeyen, On c¢alisma esnasinda tiikenen ve DNA ekstraksiyonu basarili olmayan
kist materyalleri ¢iktiktan sonra kalan toplam 205 adet izolat g¢alismada
kullanilmisg, bu kistlerin organlara ve hayvan tiirlerine gére dagilimlar ve fertilite

durumlar1 Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Calismada incelenen izolatlarin organlara gore dagilimi

Karaciger (KC)  Akciger (AC) KC ve AC
Tirler  Fertil  Steril ~ Fertil ~ Steril ~ Fertil  Steril ~ 1oplam
Sigir 6 - 8 5 - - 19
Koyun 49 - 65 2 61 2 179
Keci - - - 7 - - 7
Toplam 55 - 73 14 61 2 205

Tablo 6’da da goriildiigii gibi, koyunlardan elde edilen toplam 179 izolatin
4’1 (%2,23), sigirlardan elde edilen 19 izolatin 5’1 (%26.3) ve 7 keg¢i izolatinin

hepsi steril bulunmustur.

5.1. ITS-1 PZR Bulgulan

Bu calisma ile 6rnek toplanan 6 farkli ildeki sigir, koyun ve kegilere ait
toplam 205 izolatin ribozomal ITS-1 gen bolgesi PZR-RFLP teknigi ile
incelenmistir. Biitiin 6rneklerin Cfol, Alul, Rsal ve Mspl enzimleriyle kesimi
yapilmis ve bakisi yapilan izolatlarin illere ve hayvan gruplarina gore dagilimi

Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. Ribozomal ITS-1 gen bolgesi PZR-RFLP teknigi ile incelenen izolatlarin

sayis1 ve illere gore dagilimi

Ornek Toplanan iller
Tirler Elazig Malatya  Erzurum Van  Sanlwurfa  Diyarbakir  Toplam
Sigir 4 3 6 3 - 3 19
Koyun 30 31 21 28 41 28 179
Kegi 1 - 1 4 1 - 7
Toplam 35 34 28 35 42 31 205
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Calisma neticesinde farkl illerden toplanan sigir, koyun ve keci izolatlar
icinden segilen 14 adet izolatin mitokondrial CO1 gen bolgesinin DNA dizisi

belirlenmis ve bunlarin illere ve hayvan gruplarmma gore dagilimi Tablo 8’de

verilmigtir.

Tablo 8. Mitokondrial CO1 gen bolgesinin DNA dizisi belirlenen izolatlarinin

sayisi ve illere gore dagilimi

Ornek Toplanan iller
Tiirler Elaz1g Malatya Erzurum  Van  Sanlwurfa  Diyarbakir Toplam
Sigir 2 1 1 1 - 1 6
Koyun 1 1 - 1 1 4
Kegci 1 - 1 1 1 - 4
Toplam 4 2 2 2 14

Protoskoleks ve germinal membranlardan izole edilen DNA’larin BD1 ve
4S primerleriyle PZR amplifikasyonuna tabi tutulmalar1 sonucunda biitiin

orneklerde biri 1000 bp digeri 1100 bp olan iki band elde edilmistir (sekil 6).
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Sekil 6. Echinococcus granulosusun koyun, sigir ve kegi izolatlarinin ITS-1
bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olusan bandlarin goriiniimii M: DNA
marker, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3: Koyun izolati, 4: Sigir izolat1, 5:

Keci izolati

5.2. ITS-1 RFLP Bulgular

Tablo 6’de 6zetlenen ITS-1 pozitif PZR {irtiniinlerinin Cfol, Rsal, Alul ve
Mspl adli restriksiyon enzimleri ile kesimleri sonucunda sekil 7, 8, 9, 10’da
gosterilen band profilleri elde edilmistir. Adi gegen dort enzim ile de kesimi
yapilan biitiin 6rneklerde ayni band profili elde edilmis, bu band profillerinin

pozitif kontrol (koyun susu-Gl) ile kiyaslandiginda hepsinin ayni oldugu ve
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neticede bu calismada bakis1 yapilan biitiin izolatlarin koyun susu (G1) oldugu

belirlenmistir.

Sekil 7. Cfol ile kesimi yapilan ITS-1 PZR iiriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis agaroz jel goriintiisii. M: Marker, 1: Master miks icerisinde PZR {iriinti
var restriksiyon enzimi yok 2:Master mix igerisinde restriksiyon enzimi var DNA
yok 3: Koyun (G1) susunun band profilleri (pozitif kontrol) 4: Koyun izolat1 5:

Sigir izolat1 6: Kegi izolat1.
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Sekil 8. Alul ile kesimi yapilan ITS-1 PZR iriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmig agaroz jel goriintiisii. M: Marker 1: Master miks igerisinde PZR iiriinii
var restriksiyon enzimi yok 2: Master mix igerisinde restriksiyon enzimi var DNA
yok 3: Koyun (G1) susunun band profilleri (pozitif kontrol) 4: Koyun izolat1 5:

Sigir izolat1 6: Kegi izolati.
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Sekil 9. Mspl ile kesimi yapilan ITS-1 PZR firlinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis agaroz jel goriintiisii. M:Marker, 1:Master miks igerisinde PZR iirlinii
var restriksiyon enzimi yok 2:Master mix igerisinde restriksiyon enzimi var DNA
yok 3:Koyun (G1) susunun band profilleri (pozitif kontrol) 4: Koyun izolati

5:S181r izolat1 6: Kegi izolat1.
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Sekil 10. Rsal ile kesimi yapilan ITS-1 PZR fiirlinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis agaroz jel goriintlisii. M:Marker 1:Master miks icerisinde PZR iirlinii
var restriksiyon enzimi yok 2:Master mix igerisinde restriksiyon enzimi var DNA
yok 3:Koyun (G1) susunun band profilleri (pozitif kontrol) 4:Koyun izolat1 5:

Sig1r izolat1 6: Keci izolat1.

5.3. Mitokondrial CO1 PZR Bulgular

Calismada protoskoleks ve germinal membranlardan elde edilen genomik
DNA’larin parazitin mitokondrial CO1 gen bdlgesini ¢ogaltan JB3 ve JB 4.5
primerleriyle PZR amplifikasyonuna tabi tutulmalar1 sonucunda 446 bp

biiylikliigiinde band elde edilmis ve sekil 11°de gdsterilmistir.
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Sekil 11. Echinococcus granulosus’un koyun, sigir ve kegi izolatlarinin
mitokondrial CO1 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olusan 446 bp’lik
band M:DNA marker 1:Pozitif kontrol 2:Negatif kontrol 3:Koyun izolat1 4:S1g1r

izolat1 5:Kegi izolati.

5.4. Mitokondrial CO1 Genin Cift Yonlii DNA Dizi Analizi Sonuclari

Elde edilen izolatlarin PZR-RFLP profillerinin hepsinin ayni olmasi
sonucunda rasgele segilen 2 adet si8ir ve 1 adet koyun izolatina ait CO1 gen
tiriinleri Queensland Enstitiisii’niin Molekiiler Parazitoloji Laboratuvarina (QIMR,
Queensland, Australia); 4 adet sigir, 3 adet koyun ve 4 adet keciye ait CO1 gen

tirtinleri ise REFGEN (Ankara, Tiirkiye) firmasina gonderilerek ¢ift yonlii DNA
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dizi analizi yaptinlmistir. Elde edilen verilerin BLAST search ile

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) GenBank’taki sonuglarla karsilastirilmasi

sonucunda; Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesinde bulunan Elazig,
Malatya, Erzurum, Van, Sanlurfa ve Diyarbakir illerinden elde edilen ve bu
calismaya dahil edilen sig1r, koyun ve ke¢i izolatlarinin hepsinin koyun susu (G1)

oldugu belirlenmistir.

Tablo 9. Bakisi yapilan izolatlarin cografik kokeni, konak orijini ve diger

ozellikleri.

Ornek No  Konak Orijin Parazitli Fertilite Genbank
organ Accession

No

1 Sigir Erzurum  Karaciger Fertil EF689726

2 Sigir Malatya Akciger Fertil EF693891

3 Sigir Elaz1g Karaciger Fertil EF693892

4 Sigir Van Karaciger Fertil EU006775

5 Koyun Malatya Akciger Fertil EU006776

6 Koyun Malatya Karaciger Fertil EU006777

7 Koyun Malatya Karaciger Fertil EU006778

8 Kegi Elaz1g Akciger Steril EU006780

9 Keci Elaz1g Akciger Steril EU006781

10 Keci Elazig Akciger Steril EU006774

11 Keci Elaz1g Akciger Steril EU006782

12 Koyun Elazig Karaciger Fertil -

13 Sigir Elaz1g Akciger Steril -

14 Sigir Elaz1g Karaciger Fertil -
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6. TARTISMA

Echinococcus granulosus’un neden oldugu kistik echinococcosis diinya
capinda yaygin ve son derece 6nemli bir helmintozoonozdur. Hastalik insanlarda
oldukca ciddi ve bazen Olimciil olabilirken, hayvanlarin cesitli organ ve
dokularinda olusturdugu yapisal ve fonksiyonel bozukluklar nedeniyle de
ekonomik kayiplarin olusmasina neden olmaktadir. Genellikle son konak kopek,
tilki, ¢akal, kurt gibi bir et¢il olmasina ragmen, etkenin farkli suslar farkli cografi
bolgelerde sigir, koyun, kegi, geyik, deve, manda, tavsan, kanguru, domuz, at,
esek gibi cok sayida memeli ara konagi ve insanlar1 enfekte edebilmektedir (6, 96,
152).

Bu sus farkliliklar1 parazitin yagam siklusu, konak spesifitesi, gelisim hizi,
patojenitesi, antijenitesi, kemoteropotiklere duyarliligi, bulagsma dinamikleri,
hastaligin epidemiyoloji ve kontrol teknikleri {izerinde son derece énemlidir. Bu
bakimdan endemik bolgelerde kontrol ve eradikasyon programlarinin hayata
gecirilebilmesi, bu bolgelerde baskin sus veya suslarin belirlenmesine baglidir.
Echinococcus cinsi igerisinde bulunan farkli tiirleri belirlemek i¢in morfolojik,
biyolojik ve epidemiyolojik kriterler yeterli olmasina ragmen; sus ayrimi igin
morfolojik, biyolojik, biyokimyasal, epidemiyolojik ve molekiiler kriterler gibi
cok sayida parametreden yararlanilmaktadir. Morfolojik ve biyolojik calismalar,
sus tayininde ¢ok degerli bilgiler saglamasina ragmen; bunlarin konak ve ¢evresel
faktorlerden etkilenebilecegi ve genetik diizeydeki farkliligi yansitmayacagi asla

unutulmamalidir. Halbuki molekiiler teknikler, parazit genomunun dogrudan
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karakterizasyonuna olanak saglarken konaga ve c¢evreye ait faktorlerden
etkilenmemektedir (15, 19, 39, 152, 155).

Yapilan molekiiler ¢aligmalar sonucunda E.granulosus tiirti igerisinde
koyun susu (G1), Tazmanya koyun susu (G2), manda susu (G3), at susu (G4),
sigir susu (G5), deve susu (G6), domuz susu (G7), geyik susu (G8),vahsi yasam
suslar (aslan susu, lagomorph susu), domuz susuna ¢ok benzeyen ancak ondan
genetik olarak ayrilan insan (G9) susu ve Fennoscandian geyik susu (G10) olmak
lizere ¢ok sayida susun varligi ortaya konulmustur. Ayrica sus i¢i genetik
varyasyonlarin olabilecegi, G1, G4 ve G5 suslarindaki genetik farkliliklarin bu
suslarin tiir (G1, G2 ve G3 i¢in E.granulosus sensu stricto, G4 i¢in E.equinus, G5
icin E.ortleppi) statiisiinde ele alinmasini gerektirecek kadar fazla oldugu,
E.multilocularis’in genotipleri arasindaki niikleotid farkliliginin E.granulosus’un
farkli suslar1 arasindaki niikleotid farkliligindan 10 kat daha diisiik oldugu,
E.oligarthrus ve E.vogeli tiirlerinin farkli suslara sahip olmadig1 ortaya
konulmustur (39, 60, 75, 122, 132, 155).

Gintimiizde Echinococcus cinsi igerisindeki genetik varyasyonu
belirlemek amaciyla prob hibridizasyon teknigi, PZR, RFLP, PZR-RFLP, RAPD-
PZR, SSCP, ddF ve DNA dizileme gibi ¢ok sayida molekiiler teknik
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri
Echinococcus cinsi igerisindeki genetik varyasyonu belirlemek amaciyla ayr1 ayri
ya da kombine olarak ¢ok sayida ¢aligmada kullanilmistir (2, 6, 9, 17, 18, 21, 31,
43, 45, 47, 48, 53, 59, 61, 62, 75, 76, 83, 90, 93, 103, 104, 106, 113, 124, 132,

133, 134, 136, 165, 166, 177, 178, 181-183).
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PZR-RFLP’nin ayirim giicii orta diizeyde olmasina ragmen; uygulamasi ve
yorumlamast kolay olup, kisa siirede sonu¢ vermektedir. Teknigin
tiplendirilebilirligi ve stabilitesi miikkemmel, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirligi iyi, kurma maliyeti orta diizeyde ve sistem standardize
edildikten sonra test bast maliyet diisiiktiir (34).

DNA dizileme ise molekiiler teknikler arasinda en klasik ve en giivenilir
olanidir. Genotipik farkliliklarin direkt 6l¢limiine olanak saglayan bagka bir teknik
bulunmamasi, DNA dizilemeyi referans yontem haline getirmistir. Sonuglarin
yorumlanmasinda son derece dikkatli olunmasi1 gerekmektedir. Cilinkii artefaktlar
problem olusturabilmektedir. Ancak her iki DNA zincirinin dizi analizi yapilarak,
artefakt ve diger faktorlere bagli hatalar en aza indirilmektedir. Teknigin
stabilitesi, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi iyi, ayirim
giicli yiiksek, tiplendirilebilirligi miitkemmel olup uygulamasi zor ve maliyeti
yiiksektir. Sonuclar PZR-RFLP’den daha uzun siirede alinmaktadir (34, 104).

Villalobos ve ark. (170), BD1 ve 4S primerlerini kullanarak ribozomal
ITS-1 bolgesini ¢ogaltmis ve G7 genotipi i¢in bu bdlgenin 1,0 ve 1,1 kb
biiylikliigiinde band verdigini belirtmiglerdir. Ayni arastiricilar G1 genotipi igin
ise 0,9 ve 1,0 kb biiylikliigiinde bandlar elde ettiklerini ve sadece ITS-1 bdlgesinin
bu sekilde c¢ogaltilmast ile genotiplendirme yapilabilecegini ve Gl ve G7
suslarmin ayriminin yapilabilecegini ifade etmislerdir. Yine Snabel ve ark. (136),
BD1 ve 4S primerlerini kullanarak ribozomal ITS-1 bdlgesini ¢ogaltmis ve G7
genotipi i¢in bu bdlgenin 1,0 ve 1,1 kb biyilikliigiinde band verdigini
belirtmislerdir. Ancak bu g¢aligmada ribozomal ITS-1 bolgesinin ayni primerle

cogaltilmast ile 1,0 ve 1,1 kb biiyiikligiinde iki band elde edilmis olup bu
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orneklerin DNA dizi analizi neticesinde G1 susu oldugu belirlenmistir. Boylelikle
Villalobos ve ark. (170), ile Snabel ve ark. (136)’min aksine sadece ITS-1
bolgesinin tek basina ¢ogaltilmasinin sus ayriminda bir katkisinin olmadigi, sus
ayriminin yapilabilmesi i¢in bu bdlge ¢ogaltildiktan sonra restriksiyon enzimleri
ile kesilerek band profillerinin incelenmesi ve gereken durumlarda mitokondrial
COl geninin dizilenmesi gerektigi kanaatine varilmstir.

Ribozomal ITS-1 bolgesinin PZR-RFLP analizinde restriksiyon enzimi
olarak farkli ¢alismalarda degisik enzimler kullanilmistir. Bowles ve ark. (18),
Cfol, Mspl, Alul, Bowles ve McManus (21), Cfol, Rsal, Alul, Mspl ve Tagql,
M’rad ve ark. (83), Cfol, Hpall, McManus ve ark. (93), Cfol, Rosenzvit ve ark.
(124), Cfol, Hpall ve Rsal, Harandi ve ark. (61), Hhal, Rsal, Alul, Mspl ve Taql,
Maravilla ve ark. (90), Hhal, Rsal, Alul ve Mspl, Scott ve ark. (132), Cfol, Rsal,
Mspl ve Alul, Ahmadi ve Dalimi (2), Hpall, Rsal, Alul,ve Taql, Villalobos ve ark.
(170), Cfol, Rsal, ve Mspl adli enzimleri kullanmislardir.

Bu calismada da restriksiyon enzimi olarak genelde bir¢ok calismada
kullanilan Cfol, Rsal, Alul ve Mspl adli enzimler kullanilmstir.

PZR-RFLP teknigi ile E.granulosus’un insan, sigir, koyun, keci, at, esek,
deve, manda, domuz, kanguru ve kopek izolatlari; E.multilocularis, E.vogeli ve
E.oligarthrus’un ise rodent izolatlari olmak tizere toplam 149 izolat incelenmis,
bu teknik ile dort Echinococcus tiiriiniin birbirinden ayrilabilecegi belirtilmistir.
Ayrica E.granulosus izolatlarinin incelenmesi sonucunda da G1, G4, G5 ve G6
olmak iizere 4 farkl sus belirlenmistir (21).

Diinya’nin degisik cografik bolgelerinde Echinococcus suslarinin PZR-

RFLP ve DNA dizi analizi ile belirlenmesine yonelik c¢ok sayida c¢alisma
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yapilmistir. Hollanda’da 11 yasinda bir erkek ¢ocugun dalagindan ameliyatla
cikarilan hidatik kist materyalinin PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri ile
incelenmesi sonucunda, etkenin E.granulosus’un G5 susu oldugu ve sigirlarin
insan enfeksiyonlarina rezervuarlik yapabilecegi belirtilmistir (18). Scott ve ark.
(132), Polonya’da bir hastadan ince igne aspirasyon teknigi ile alinan biyopsi
materyalini incelemisler ve hastanin yaygin olan G1 susu ile enfekte olmadigini
belirlemiglerdir. Bunun {izerine ribozomal ITS-1 fragmentini hedef alarak
yaptiklar1 PZR-RFLP analizi sonucunda, etkenin domuz susuna ¢ok benzeyen
ancak domuz susundan ve daha Once bildirilen suslardan farkli bir sus oldugunu
belirtmigler ve buna insan (G9) susu adin1 vermiglerdir (125). Snabel ve ark.
(136), Slovakya’da yaptiklart bir caligmada E.granulosus’un G7 ve G9
genotiplerinin NAD1 sekanslar1 igerisinde ayrilamayacagini belirtmis ve bu iki
genotipi birbirinden ayirmak i¢in PZR-RFLP yontemi ile ITS-1 bolgesini
incelemiglerdir. Sonu¢ olarak elde edilen bandlarin G7 genotipi igin tipik
oldugunu ve bu genotipin Slovakya’da bulundugunu belirtmiglerdir. Bagka bir
calismada (17), ITS-1 bolgesinin PZR-RFLP analizi ile geyik susunun
E.granulosus’un diger suslarindan ayrilabilecegi belirtilmistir. Arjantin’de PZR-
RFLP ve DNA dizileme (CO1 ve NADI genleri) tekniklerinin birlikte
kullanilarak yapildigi bir ¢alismada (124), E.granulosus’un 4 farkli susu (G1, G2,
G6, G7) belirlenmis ve bu ¢alisma ile Arjantin’de ilk kez G2 ve G7 suslarinin
insan enfeksiyonuna neden oldugu ortaya konmustur. italya’nin Sardinya
bolgesinde toplam 91 adet koyun, sigir ve domuz izolati PZR-RFLP ve DNA
dizileme teknikleri ile incelemis ve 89 izolatin G1 susu, 2 adet domuz izolatinin

ise G7 susuna ait oldugu belirlenmistir (167). Echinococcus granulosus’un
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Ispanyol suslarimin ayrimi amaciyla ispanya’nin cesitli bolgelerinden elde edilen
53 izolatin karakterizasyonu i¢in PZR-RFLP yontemi kullanilmistir. Sonug
olarak; E.granulosus’un E.multilocularis’ten ayrimi yapilmus, Ispanya’daki
E.granulosus suslari tanimlanmig ve E.granulosus’un domuz izolat1 igerisinde iki
farkli genotipin bulundugu belirlenmistir. Domuz susunun ileri ayrimini saglamak
amactyla da NAD1 ve CO1 genleri ¢ogatilip dizilenmistir. Caligma sonucunda
Ispanya’da G1 ve G7 genotiplerinin bulundugu bir kez daha ortaya konulmustur
(53). Zhang ve ark. (182), iran’da 4 insan, 2 sigir, 3 koyun, 5 keci ve 2 adet deve
olmak iizere toplam 16 izolati, PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri ile
incelemis; insan sigir, koyun ve keci izolatlariin G1 susu, 2 adet deve izolatinin
ise G6 susu oldugunu belirlemislerdir. Iran’da yapilan baska bir ¢alismada (83),
50 insan, 166 sigir, 153 koyun ve 3 deve izolatt PZR-RFLP teknigi ile
incelenmistir. 37 izolatin CO1 geninin dizilenmesi ile tiim insan, sigir ve koyun
izolatlarinin  G1 susu oldugu, ancak 3 deve izolatinin G6 susu oldugu
belirlenmistir. Yine Iran’da (2), cengel morfolojisi ve PZR-RFLP teknigi ile 12
insan, 23 koyun ve 21 deve izolati incelenmis, bu ¢alismada da insan ve koyun
izolatlarinin tamaminin G1 susu, deve izolatlarinin ise G6 susu oldugu ortaya
¢ikmigtir. RFLP, PZR-RFLP ve mitokondrial genom analizinin kombinasyonu ile
Cin’in kuzeybatisinda insanlarin da dahil oldugu bir¢ok ara konaktan elde edilen
117 izolat incelenmis ve bu izolatlarin tamammin G1 susu oldugu ortaya
konmustur (93). Bowles ve ark. (16), diinyanin ¢esitli iilkelerinden kendilerine
gonderilen 56 Echinococcus izolatinin mitokondrial CO1 bdlgesini dizileyerek
dort Echinococcus tiiriinii, E.multilocularis’in iki alt tiiriinii ve E.granulosus’un 7

farkli susunu biribirinden ayirmiglardir. Le ve ark. (76), E.granulosus’un 2 susunu
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(G1, G4) ve oteki Taeniid cestodlarin ve Taenia crassiceps’in tiim mitokondrial
genomunu dizilemisler; DNA dizilerini E.multilocularis ve Hymenolepis
diminuta’nin genomu ile karsilastirmiglar, sonugta tiim bu tiirlerin genom
yapilariin benzer oldugunu goérmiislerdir. Protein kodlayan genlerin incelenmesi
sonucunda da E.granulosus’un G1 ve G4 suslarinin birbirinden oldukga farkli
oldugunu ve bunlarin 6zel bir statiiyii hak ettigini ileri stirmiislerdir. Lavikainen
ve ark. (75), dort ren geyigi ve bir Amerikan geyiginden elde ettikleri toplam bes
E.granulosus izolatinin mitokodrial ve ribozomal genlerini dizilemisler ve
Finlandiya’daki geyik susunun Amerikan geyik susuna benzedigini, ancak
Amerikan geyik susundan ve E.granulosus’un diger suslarindan farkli oldugunu
belirtmigler ve buna Fennoscandian geyik susu (G10) adin1 vermislerdir.
Libya’nin batisinda bulunan Benghazi bolgesinden toplanan 12 sigir, 3 insan, 5
deve ve 10 koyun izolatinin mitokondrial CO1 geninin incelenmesi sonucunda
izolatlarin tamaminin G1 susu oldugu belirlenmigtir (144). Bulgaristan’da
E.granulosus’un sigir, koyun, domuz, ¢akal ve kurt izolatlarinin niiklear ve
mitokondrial gen dizilerinin incelenmesi sonucunda ara ve son konaklardaki
predominant susun Gl oldugu belirtilmistir (22). Cin’in Xinjiang Uygur 6zerk
bolgesinde 47 insandan elde edilen 67 hidatik kist materyalinin mitokondrial CO1
gen bolgesinin dizilenmesi sonucunda 45 hastanin G1, 2 hastanin ise G6 susu ile
enfekte oldugu belirtilmistir. Bu calismada ayrica 13 kopekten elde edilen 45
parazit materyali incelenmistir. Incelenen eriskin parazitlerden 42 tanesinin G1
susu oldugu belirlenmistir. Ayrica G1 susu ile enfekte bir kopekte bulunan 3 adet
eriskin parazitin G6 susuna ait oldugu, son konaklarda E.granulosus’un farkl

suslarinin neden oldugu miks enfeksiyonlara rastlanabilecegi ifade edilmistir (11).
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Hindistan’da 1 sigir, 6 manda ve 5 koyun izolatinin ITS-1, CO1 ve NADI1 gen
bolgesi dizilenmistir. NAD1 dizilerinin incelenmesi sonucunda izolatlarin
tamaminin G1 susu oldugu, ancak COI1 dizilerinin incelenmesi sonucunda 2
koyun ve 1 manda izolatinin G2 susu oldugu gozlenmistir. ik defa bu ¢alisma ile
mandalarda G2 susunun enfeksiyona neden oldugu ortaya konmustur (14).
Tirkiye’de  E.granulosus’un farkli izolatlar1 igerisindeki  genetik
varyasyonu belirlemeye yonelik ¢aligmalar son derece sinirlidir. Tiirkiye’den yurt
disina gonderilen 2 koyun izolati Bowles ve McManus (16), tarafindan PZR-
RFLP teknigi ile incelenmis ve Gl susu oldugu tespit edilmistir. Yine
Tiirkiye’den gonderilen koyun izolatlar1 Bowles ve ark. (21), tarafindan DNA
dizileme teknigi ile incelenmis ve bu izolatlarin da G1 susu oldugu ifade
edilmistir. Bagc1 ve ark. (13), Tiirkiye nin farkli bélgelerinden Istanbul’a kesim
icin getirilen koyunlardan elde ettikleri kist materyallerinde E.granulosus’un
suslarini arastirmiglardir. Calismada toplanan biitiin 6rneklerin CO1 geninin dizi
analizini yapmiglar, bakisini yaptiklar1 100 koyun izolatinin 98’inde G1 susunu,
2’sinde de G3 (manda) susunu tespit etmislerdir. Tiirkiye ve Slovakya’daki kistik
echinococcosis etkenlerinin genetik karakterizasyonunu saglamak amaciyla
yapilan bir 6n ¢aligmada, Tiirkiye’den elde edilen 2 koyun ve 7 insan izolat1 ile
Slovakya’dan elde edilen 2 domuz izolatinin CO1 ve NADI genleri PZR ile
cogaltildiktan sonra SSCP yontemi ile analiz edilmistir. Slovakya’dan elde edilen
domuz izolatinin analizi sonucunda G7 genotipinin DNA dizileri ile tamamen
ayn1 DNA dizileri elde edilirken; Tiirkiye’den elde edilen koyun izolatlarinin G1-
G3 araliginda oldugu, Tiirkiye’deki koyun ve insan izolatlarinin genotiplerinin

aynt oldugu ve Tiirkiye ve Slovakya’dan elde edilen izolatlar arasinda belirgin
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farkliliklar oldugu ortaya konmustur. Buna bagl olarak da her iki iilkede kendine
0zgli suslarin olabilecegi belirtilmigtir (181). Yildiz ve Giircan (179), larval
rostellar c¢engel morfolojisini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, koyun ve
sigirlardan elde ettikleri izolatlarin koyun susuna ait olabilecegini belirtmislerdir.
Utiik ve ark. (166), yaptiklar1 bir 6n ¢alismada, Elaz13’daki bir kesimhaneden elde
ettikleri 20 adet koyun izolatint RAPD-PZR teknigi ile incelemisgler ve izolatlarin
tamaminin band profillerinin ayni oldugunu gdérmiislerdir. Arastiricilar bunun
lizerine rastgele sectikleri 2 6rnegin mitokondrial CO1 geninin dizi analizini
yapmiglar ve izolatlarin tamaminin G1 susu oldugunu belirtmislerdir.

Bu calisma ile Dogu ve Giineydogu Anadolu boélgelerindeki Elazig,
Malatya, Erzurum, Van, Sanlurfa ve Diyarbakir’daki kesimhanelerden toplanan
179 koyun, 19 sigir ve 7 kegi izolatinin ribozomal ITS-1 bolgesi PZR-RFLP
teknigi ile incelenmistir. Elde edilen izolatlarin hepsi ayni band profilini
gostermistir.

Echinococcus granulosus’un farkli suslarint belirlemek amaciyla Bowles
ve ark. (18), CO1 genini, yine bir baska ¢aligmada Bowles ve ark. (16), CO1 ve
ND1 genini, M’rad ve ark. (83), CO1 genini, Rosenzvit ve ark. (124), CO1 ve
NDI genini, Maravilla ve ark. (90), CO1 genini, Scott ve ark. (132), NDI genini,
Villalobas ve ark. (170), CO1 ve NDI genini, Gonzalez ve ark. (53), CO1 ve NDI
genini, Zhang ve ark. (182), COl ve NDI genini, Snabel ve ark. (136), NDI
genini, Lavikanien ve ark. (75), CO1 ve NDI genini, Kamenetzky ve ark. (66),
CO1 genini, Bagc1 ve ark. (13), CO1 genini dizilemislerdir.

Bu calismada ise daha spesifik olmasi nedeni ile (14, 136) 6 sigir, 4 koyun

ve 4 adet keci izolatinin mitokondrial CO1 gen bolgesi ¢ogaltilmis ve
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dizilenmistir. Elde edilen dizi analiz bilgilerinin degerlendirilmesi sonucunda
sigir, koyun ve kegilerin diinyada en yaygin ve en patojen sus oldugu kabul edilen
koyun susu (G1) ile enfekte oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alisma E.granulosus’un farkli izolatlart igerisindeki genetik
polimorfizmi belirlemek amaciyla Tiirkiye’de yapilan en kapsamli ¢alisma olup,
ilk defa PZR-RFLP ve DNA dizileme gibi son derece giivenilir, stabil ve birbirini
tamamlayan iki molekiiler teknik bir arada kullanilmistir. Sigir ve kegi
izolatlarinin genetik polimorfizminin incelenmesi bakimindan da yine Tiirkiye’de
ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

Yapilan bu calisma ile, Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinden
toplanan sigir, koyun ve ke¢i izolatlar1 incelenmis, bundan sonra Tiirkiye’de
echinococcosise karsi etkin teshis ve tedavi teknikleri, eradikasyon, as1 ve ilag
gelistirme ¢aligmalarina 151k tutacak ve dolayisiyla iilkemiz hayvancilik
ekonomisine onemli katki saglayacak veriler elde edilmistir. Elde edilen veriler
sigir, koyun ve kegilerin insan enfeksiyonlari i¢in rezervuar konak olabilecegini
ve bunun halk saghig: agisindan énemli oldugunu da ortaya koymustur. Ulke
genelinde etkin bir kontrol programinin saglanabilmesi igin Tiirkiye’deki diger
bolgeleri kapsayan benzer ¢alismalarin yapilarak E.granulosus’un iilkemizdeki

olas1 diger suslarinin belirlenmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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Ek 1
LOCUS EF689726 426 bp DNA linear INV 16-JUL-2007
DEFINITION Echinococcus granulosus cytochrome oxidase subunit I (CO1) gene,
partial cds; mitochondrial.
ACCESSION EF689726
VERSION EF689726.1 GI:151547436
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM  Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 426)
AUTHORS Simsek,S., Utuk,A.E. and Koroglu,E.
TITLE Molecular genetic characterization of Turkish isolates of
Echinococcus granulosus
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 426)
AUTHORS Simsek,S., Utuk,A.E. and Koroglu,E.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of
Veterinary Medicine, Firat University, Rektorluk Kampusu, Elazig
23119, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..426
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/specific_host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Erzurum province"
gene <1..424
/gene="CO1"
CDS <1..424
/gene="CO1"

/translation="VLILPGFGIISHICLSISANFDVFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV

8. EKLER

/codon_start=2

/trans]_table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS12462.1"
/db_xref="GIl:151547437"

LSACVLDNILHDTWFVVAHFHYGPFL"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

ggtgttgatt
ttttgatgtg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
agataatatt
ataaaa

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtataat
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcattatg

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
gtccctttct



Ek 2
LOCUS

DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

EF693891 422 bp DNA linear INV 18-JUL-2007
Echinococcus granulosus cytochrome oxidase subunit I (CO1) gene, partial cds;

mitochondrial.

EF693891
EF693891.1 GI:151936674

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 422)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 422)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (21-JUN-2007) Department of Parasitology, Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..422

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/specific_host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Malatya province"
<1.>422

/gene="CO1"

<1.>422

/gene="CO1"

/codon_start=2

/trans]_table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS18968.1"
/db_xref="GI:151936675"

/translation="VLILPGFGILSHICLSISANFDVFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFHYVLSL"

ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgtg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
aaataatatt

61
121
181
241
301
361
421 aa

//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtatact
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggcata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcattatg

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
ttctttettt



Ek 3
LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

EF693892 423bp DNA linear INV 18-JUL-2007
Echinococcus granulosus cytochrome oxidase subunit I (CO1) gene,

partial cds; mitochondrial.

EF693892

EF693892.1 GI:151936676

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 423)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 423)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (21-JUN-2007) Department of Parasitology, Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..423

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/specific_host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Elazig province"
<1.>423

/gene="CO1"

<1..>423

/gene="CO1"

/codon_start=2

/transl table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS18969.1"
/db_xref="GI:151936677"

/translation="VLILPGFGIISHICLSISANFDVFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFHYVLSL"

ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgtg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
aaataatatt
aaa

61
121
181
241
301
361
421

//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtattat
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcattatg

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
ttctttettt



Ek 4

LOCUS EU006774 425bp DNA linear INV 30-JUL-2007
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate Elazig-3 cytochrome oxidase subunit I (COI)
gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION EU006774
VERSION EU006774.1 GI:153799863
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM  Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 425)
AUTHORS Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.
TITLE Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 425)
AUTHORS Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..425
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"
/isolate="Elazig-3"
/specific_host="goat"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Elazig province"
gene <1..>425
/gene="COI"
CDS <1.>425
/gene="COI"

/codon_start=2

/transl table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50562.1"
/db_xref="GI:153799864"

/translation="VLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL

DVKTAVFFTSVTIYIGVSTGIKVFNWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV

LSACVLDNILHDTWFVVAHFHMFPFYN"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

//

cgtgttgatt
ttttgatgcg
tagcagggtt
ttttacctct
atatatgttg
ttttatagtg
agataatatt
taaaa

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatat
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtataat
atgggttgtt
atatgtttac
atataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
ctctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcatatgt

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttaactggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
ttcctttcta



Ek S
LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

EU006775 424bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Van cytochrome oxidase subunit I (COI) gene,
partial cds; mitochondrial.

EU006775

EU006775.1 GI:153799865

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 424)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 424)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..424

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Van"

/specific_host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Van province"
<1.>424

/gene="COI"

<1.>424

/gene="COI"

/codon_start=2

/transl table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50563.1"
/db_xref="GI:153799866"

/translation="VLILPGFGILSHICLSISANFDVFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWIYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFHYVSFYN"

ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgtg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
aaataatatt
taaa

61
121
181
241
301
361
421

//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtatact
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcattatg

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggat
gggttgtttc
cttgtgtgtt
tttctttcta



Ek 6
LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

EU006776 424bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Malatya-1 cytochrome oxidase subunit I (COI)
gene, partial cds; mitochondrial.

EU006776

EU006776.1 GI:153799867

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 424)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 424)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..424

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Malatya-1"
/specific_host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Malatya province"
<1.>424

/gene="COI"

<1.>424

/gene="COI"

/codon_start=3

/transl table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50564.1"
/db_xref="GI:153799868"

/translation="WLILPGFGIFSHICLSISANFDAFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFHYVLSL"

ORIGIN

1 ggtggttgat
attttgatgc
gtagcagggt
tttttagctc
tatatatgtt
cttttatagt
taaataatat
taaa

61
121
181
241
301
361
421

//

tttgcctgga
gtttgggttc
ttggggtcat
tgttactatg
gttgaattcg
gttgtttacg
tttgcatgat

tttggtatat
tatgggttgt
catatgttta
attatagggg
agtgttaatg
tttgggggag
acttggtttg

ttagtcatat
tgtttgctat
ctgttgggtt
ttcctactgg
ttagtgatcc
ttacgggtat
tggtggctca

ttgtttgagt
gttttctata
ggatgtgaag
tataaaggtg
ggttttgtga
agttttgtct
ttttcattat

attagtgcta
gtgtgtttgg
acggctgttt
tttacttggt
tgggttgttt
gcttgtgtgt
gttctttctt



Ek 7

LOCUS

DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

misc_feature

ORIGIN

EU006777 426 bp DNA linear INV 30-JUL-2007

Echinococcus granulosus isolate Malatya-2 cytochrome oxidase subunit I-like
(COI) gene, partial sequence; mitochondrial.

EU006777

EU006777.1 GI:153799869

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 426)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 426)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers
1..426
/organism="Echinococcus granulosus"

/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Malatya-2"
/specific_host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Malatya province"
<1..>426

/gene="COI"

<1..>426

/gene="COI"

/note="similar to cytochrome oxidase subunit ["

1 ggggggttgg attttgcctg gatttggtat aattagtcat atttgtttga gtattagtgc
61 taattttgat gtgtttgggt tttatgggtt gttgtttgct atgttttcta tagtgtgttt
121 gggtagcagg gtttggggtc atcatatgtt tactgttggg ttggatgtga agacggctgt
181 tttttttagc tctgttacta tgattatagg ggttcctact ggtataaagg tgtttacttg
241 gttatatatg ttgttgaatt cgagtgttaa tgttagtgat ccggttttgt gatgggttgt
301 ttcttttata gtgttgttta cgtttggggg agttacgggt atagttttgt ctgcttgtgt
361 gttaaataat attttgcatg atacttggtt tgtggtggct cattttcatt atgttctttc
421 tttaaa

//
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EU006778 426 bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Malatya-3 cytochrome oxidase subunit I (COI)
gene, partial cds; mitochondrial.

EU006778

EU006778.1 GI:153799870

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 426)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 426)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..426

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Malatya-3"
/specific_host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Malatya province"
<1..>426

/gene="COI"

<1..>426

/gene="COI"

/codon_start=2

/trans]_table=9
/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50565.1"
/db_xref="GI:153799871"

/translation="VLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFHYVSFLY"

ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgcg
tagtagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
aaataatatt
atataa

121

181

241

301

361

421
//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtataat
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcattatg

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
tttcttttct
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EU006780 427bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Elazig-1 cytochrome oxidase subunit I (COI)
gene, partial cds; mitochondrial.

EU006780

EU006780.1 GI:153799874

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 427)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 427)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..427

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"

genomic DNA"

—n"

/mol_type=
/strain="G1"

/isolate="Elazig-1"
/specific_host="goat"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Elazig province"
<1..>427

/gene="COI"

<1.>427

/gene="COI"

/codon_start=2

/trans]_table=9

/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50567.1"
/db_xref="GI:153799875"

/translation="VLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVNTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLDNILHDTWFVVAHFHMFLFLIN"

ORIGIN

1 agtgttgatt
ttttgatgcg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
agataatatt
tataaaa

121

181

241

301

361

421
//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtattat
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttaagta
ttttctatag
gatgtgaaaa
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcatatgt

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
ttctctttct
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ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgcg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
agataatatt

61
121
181
241
301
361
421 g
//

EU006781 421 bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Elazig-2 cytochrome oxidase subunit I-like
(COI) gene, partial sequence; mitochondrial.

EU006781

EU006781.1 GI:153799876

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 421)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 421)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey

Location/Qualifiers

1..421

/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Elazig-2"
/specific_host="goat"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Elazig province"
<1.>421

/gene="COI"

<1.>421

/gene="COI"

/note="similar to cytochrome oxidase subunit ["

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtattat
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttaagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttcatttgt

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
tectttttta

10
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EU006782 425bp DNA linear INV 30-JUL-2007
Echinococcus granulosus isolate Elazig-4 cytochrome oxidase
gene, partial cds; mitochondrial.

EU006782

EU006782.1 GI:153799877

subunit I (COI)

mitochondrion Echinococcus granulosus

Echinococcus granulosus Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda;
Eucestoda; Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus.

1 (bases 1 to 425)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Molecular genetic characterization of Turkish isolates of Echinococcus
granulosus

Unpublished

2 (bases 1 to 425)

Utuk,A.E., Simsek,S. and Koroglu,E.

Direct Submission

Submitted (22-JUN-2007) Department of Parasitology Faculty of Veterinary
Medicine, University of Firat, Rektorluk Kampusu, Elazig 23119, Turkey
Location/Qualifiers

1..425

/organism="Echinococcus granulosus"

/organelle="mitochondrion"

/mol_type="genomic DNA"
/strain="G1"

/isolate="Elazig-4"
/specific_host="goat"
/db_xref="taxon:6210"
/country="Turkey: Elazig province"
<1..>425

/gene="COI"

<1..>425

/gene="COI"

/codon_start=2

/transl table=9
/product="cytochrome oxidase subunit I"
/protein_id="ABS50568.1"
/db_xref="GI:153799878"

/translation="VLILPGFGIFSHICLSISANFDAFGFYGLLFAMFSIVCLGSSVWGHHMFTVGL
DVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNVSDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIV
LSACVLNNILHDTWFVVAHFLWFLFYN"

ORIGIN

1 cgtgttgatt
ttttgatgcg
tagcagggtt
ttttagctct
atatatgttg
ttttatagtg
aaataatatt
taaaa

61
121
181
241
301
361
421

//

ttgcctggat
tttgggttct
tggggtcatc
gttactatga
ttgaattcga
ttgtttacgt
ttgcatgata

ttggtatttt
atgggttgtt
atatgtttac
ttataggggt
gtgttaatgt
ttgggggagt
cttggtttgt

tagtcatatt
gtttgctatg
tgttgggttg
tcctactggt
tagtgatccg
tacgggtata
ggtggctcat

tgtttgagta
ttttctatag
gatgtgaaga
ataaaggtgt
gttttgtgat
gttttgtctg
tttctttggt

ttagtgctaa
tgtgtttggg
cggctgtttt
ttacttggtt
gggttgtttc
cttgtgtgtt
ttcttttcta

11



9. 0ZGECMIS

Mersin ili Tarsus Ilgesinde 02.10.1979 tarihinde dogdum. Ilk, orta ve lise
tahsilimi T.E.V Ozel Tarsus Lisesi’nde tamamladim. 1997 yilinda kazandigim
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni 2002 yilinda birincilikle bitirdim. Eyliil
2002 déneminde Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Programi
Parazitoloji Anabilim Dalinda doktora egitimime basladim ve ertesi yil ayni
anabilim dalina Arastirma Gorevlisi olarak atandim. Halen Tarim ve Koyisleri
Bakanligi’na baglh Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitlisii’niin
Parazitoloji ve Ar1 Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari’nda Veteriner Hekim olarak

gorev yapmaktayim.



