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ONSOZ

Bu tez, Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali tarafindan yiiriitilen “Aydin/Tirkiye’de Echinococcus granulosus un
mitokondrial sitokrom C oksidaz subunit 1 gen bdlgesinin sekanslanarak molekiiler
karekterizasyonun arastirilmasi” isimli tez projesi kapsaminda hazirlanmistir. Tez galismasi
sirasinda santriflij, vortex, pipet, gibi alet ve malzemeler agisindan, Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nin olanaklarindan yararlanilmistir.
Bu tez, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda TPF-13036

numarali tez projesi olarak desteklenmistir.

Echinococcus granulosus insanlarda ve otgul hayvanlarda kistik ekinokokkoz (kist
hidatik) hastaliginin etkeni bir sestodtur. Parazitin eriskin formu kopeklerin, kurt ve
cakallarin ince bagirsaginda parazitlenmektedir. Larva sekli ise insan, koyun, sigir gibi
memelilerde ¢esitli organ ve dokulara yerlesip kist hidatik adi verilen i¢i s1v1 dolu kistlere
yol agmaktadir. Hayvanciligin yaygin oldugu, sokak kopeklerinin ¢ok goriildiigii
iilkemizde kist hidatik hastaligi Dogu bolgelerimizde daha fazla olmak {izere yaygin olarak
goriilmektedir. Parazitin bugiine kadar genetik cesitlilige dayanarak 10 sus veya genotipi
(G1-G10) tanimlanmistir. Bu ¢alisma Tiirkiye’deki suslarin tespit edilmesine yonelik bir
calisma olup endemik bir bdlge olan Aydin’da Adnan Menderes Universitesi’ne bagvuran
kist hidatikli hastalardan alinan kist 6rnekleri ile ¢alisilmistir. Kiste ait protoskolekslerden
DNA elde edilerek, bu DNA’larda mitokondriyal sitokrom C oksidaz subunit 1 gen bdlgesi
cogaltilmistir. Sekans analizi yapilan 6rnekler gen bankasinda bulunan mevcut suslar ile
karsilastirilmistir.  Tirkiye’de bu konuda yapilmis ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Elde edilen veriler sayesinde endemik bir bdlge olan Aydin’da hangi susun baskin oldugu
saptanmistir. Sonuglar epidemiyolojik verilerle birlestirilerek bundan sonra alinacak

koruyucu 6nlemlerde yol gosterici olacaktir.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Tarihge

Echinococcus granulosus (E. granulosus), Hippocrates’in (M.O. 460-377) sigir ve
domuzda hidatik kistin varligim bildirmesi ile taninmustir. Insan karacigerinde saptadig
hidatik kisti “su dolu kese” (jecur aqua repletum) olarak tanimlamustir. Aristotales (M.O. 384-
322) su kesesinin karaciger ve akcigerlerde yikim yaptigini, Galenos ise (131-201) sigirlarin

karacigerinde hidatik keseleri gordiigiinii bildirmistir (Merdivenci 1976).

Kistik ekinokokkozun (KE) zoonotik oldugu Francesco Redi tarafindan 1684 yilinda
belirtilmis, 1685’de Hartmann ve 1691°de Tyson bu diisiinceyi desteklemistir. Hartmann 1694
yilinda diinyada ilk defa eriskin ekinokoku kopek bagirsaginda gostermistir. Pallas 1760’da
ilk kez kistlerin parazit ozelligini bildirmis, serdz keselerle kistte olusan yavru keseleri
tanimlamistir. Goeze 1780°de hidatik kist i¢indeki protoskoleksleri saptamis, 1782de skoleks
ve ¢engelleri ayrintilariyla incelemistir. Batsch 1786 yilinda kdpegin bagirsagindaki kiigiik
serit tiirii ile evcil otgul hayvanlarin ve insanin degisik organlarinda olusan hidatik keselerin
ayni parazit tlriiniin farkli gelisim evresine ait olduklarmi ilk kez bildirmis ve buna
Hydatigena granulosa adini vermistir. Gmelin 1790°da parazite Taenia granulosa ismini
vermistir. Rudolphi 1801°de kopeklerden elde ettigi eriskin serite “Echinococcus” adimi
vermis ve larvalarinin KE’a neden oldugunu saptamustir. Insandaki Echinococcus tiiriine
1810°da Echinococcus hominis, evcil ¢iftlik hayvanlarindaki tiriine ise Echinococcus
veterinorum ve Echinococcus simiae adimi  vermistir. Siebold 1853°de  seritin
yumurtalarindaki alti ¢engelli embriyonu bildirmis ve bununla seritin barsak villuslarindan
olusma kurami yikilmistir. Siebold kopek yavrularina ve tilkiye koyun ve sigir karacigerinden
aldigr kistleri yedirmis, deneysel olarak ilk kez eriskin parazitleri elde edip bunlar1 Taenia

echinococcus olarak adlandirmistir (Merdivenci 1976, Tinar 2004).

Kistik ekinokokkozun serolojik tanisi ile ilgili ¢alismalar ilk kez 1906’da Guedini ve
1908’de Apphaite ve Lorentz ile baglamigtir (Tinar 2004).



Kamile Aygiin’iin 1939°da ilk hidatik Kist olgusunu bildirmesi ile iilkemizde hastalik
onem kazanmis, Muhiddin Ulker ve arkadaslar1 tarafindan Tiirk Hidatidoloji Cemiyeti
kurulmus (1957-1978), Tirk Hidatidoloji Dergisi yaymlanmaya baslamistir (1962-1978)
(Unat 1991).

1.1.2. Taksonomi

e Phylum (Alem) : Plathelminthes

e Class (Sinif) : Cestoda

e Subclass (Alt sinif) : Eucestoda

e Order (Takim) : Cyclopylidea

o Family (Aile) : Taenidae

e Genus (Cins) : Echinococcus

e Species (Tr) : granulosus (Batch,1786)

multilocularis (Leuckart,1863)
oligarthrus (Diesing,1863)

vogeli (Rausch ve Bernstein,1972)

Echinococcus tiirlerinin eriskin ve larval formlarinin morfolojik karakterleri hakkinda
yakin déneme kadar ¢ok az bilgi oldugundan, 1950’lere kadar Echinococcus granulosus’un
insanlarda unilokuler ve alveolar ekinokokkoz’dan sorumlu oldugu sanilmaktaydi.
Echinococcus multilocularis’in 1957°de alveolar ekinokokkozdan sorumlu oldugu ve yasam
dongiisii aciklanmistir. Insan ve toynaklilardan elde edilen unilokuler kistlerin morfolojik
olarak birbirinden ayirt edilememesi nedeniyle Echinococcus tiirleri siniflandirilamamistir.
Alttiirlerin siniflamasinda ise ara konak ozelliklerinin temel alinmas1 gerektigi belirtilmistir.
Sonug olarak 1970 yillarinda Echinococcus cinsinin morfolojik olarak 4 tiirii bilinmekteydi
(E.granulosus, E.multilocularis, E.oligarthrus, E.vogeli). Molekiiler ¢aligmalar sonucunda
E.granulosus, ara konaklardaki 6zelliklerine gore koyun, at, inek, domuz, deve, geyik ve aslan
suslarina ayrilmistir. Aslan susunun ise kesin konaga yerlestigi bildirilmistir (Tinar 2004,

Nakao ve ark. 2013).

Avustralyali aragtirmacilar 1990 yillarinda (Bowles ve ark. 1992), mitokondriyal
sitokrom ¢ oksidaz subunit 1 (cox1, CO1) ve nikotinamid adenin diniikleotit dehidrogenaz

(NADH) subunit 1 (nadl, ND1) gen dizilerini kullanarak yaptiklar1 molekiiler ¢alismalarla
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Echinococcus tiirlerinin taksonomik analizine Onciilik etmislerdir. Calismalar sonucunda E.
multilocularis, E. vogeli ve E. oligarthrus’un birbirlerinden farkli olduklar1 ve
E.granulosus’un G1-G10 genotiplerine ayrildigi G9 susunun (bilinmeyen sus) ise heniiz net
olarak tanimlanmadig: bildirilmistir (McManus 2013, Nakao ve ark. 2013).

1.1.3. Yapi

Erigkin: E. granulosus bas (skoleks), boyun ve 3-4 halkali govdeden (strobila) olusur.
Boyu 2,5-5,5 mm, eni 0,6 mm’dir. Skoleks 0,26-0,36 mm ¢apindadir ve dort adet 0,10-0,13
mm ¢apinda kasli ¢ekmeni vardir. Rostellumda iki sira 28-50 tane ¢engel dizilidir ve birinci
sirasindakiler daha biiyiiktiir. Boyun bolgesi ¢ok kisa olup kopan halkalarin yerine buradan
tomurcuklanma ile yeni halkalar olusmaktadir (Merdivenci 1976, Unat 1991).

Govde genellikle tig, nadiren dort halkalidir. Halkalardan ilki olgunlagmamis, sonraki
olgun ve sonuncusu ise gebe halkadir. Olgunlasmamis halkada seksiiel organlar
gelismemistir. Olgun halkada seksiiel organlar gelismis ve halkanin boyu eninin iki katidir.
Disi dollenme organlari gebe halkanin arka 1/3 kisminda yer alirlar. Yumurtalik halkanin
ortasindadir ve kisa bir bagla baglanmis olan iki yuvarlak kitleden olusmustur. Yumurtaligin
arkasinda ve halkanin ortasinda vitellus salgi bezi ve bunlarin arasinda Mehlis salg1 bezleri
bulunmaktadir. Testisler 30-42 adet kiigiik yuvarlaklar halinde halkanin i¢ine dagilmustir.
Genital delik halkanin bir yanindadir ve arka yarisinda disar1 agilmaktadir. Gebe halka (son
halka) parazitin toplam uzunlugunun yaris1 kadar veya daha biyiiktiir. Uterus halkanin
ortasinda uzanmakta olup yanlara kisa ve kor dallar verir. Uterusun i¢i yumurta ile doludur ve
yumurtalar tamamen gelistigi zaman uterus son halkanin timiinii kaplar (Merdivenci 1976,

Thompson 1995) (Sekil 1).

Sekil 1. E. granulosus’un eriskini

(http://www.phsource.us/PH/PARA/Diagnosing_Medical_Parasites.pdf)



Yumurta: 28-36 um capinda, koyu kahve renkli ve kalin ¢eperli olup yuvarlak veya oval
sekildedir ve 1sinsal ¢izgileri vardir. Kesin konaktan dis ortama, i¢inde alt1 ¢engelli embriyo
(onkosfer, birincil larval evre) ve bu embriyolar1 saran keratinize yapida embriyofor ile
atilmaktadir. Embriyo etrafindaki embriyofor sayesinde dis kosullara kars1 dayaniklidir (Uner
1991). Embriyofor gecirgen olmayan 6zelligi ile yumurtanmn +2°C’de 1,5-2 yil canliligin
korumasini saglar. Yumurta giines 1s18ina maruz kaldiginda kuruyarak, derin suda ise
havasizliktan canliligini yitirmektedir. Nemli ortamda dort giinde, nemsiz ortamda bir giinde
olirken donma sicakliklarinda ise canliligint siirdiirebilmektedir (Merdivenci 1976,
Thompson 1995, Thompson ve McManus 2001).

Metasestod (ikincil larval evre): Unilokiiler, igi sivi dolu bir kiire seklindedir. Kist
duvar igten disa germinal tabaka, laminar tabaka ve bunlar1 ¢evreleyen konaga ait fibroz
adventisiyel tabakadan olusmaktadir (Thompson 1995). Kesenin i¢ yiizeyindeki germinal
tabakanin (¢imlenme zar1) yapisi, parazitin erigkin formunun tegiiment yapisiyla ayni
ozelliklere sahiptir ve tomurcuklanma ile ¢imlenme kapsiillerini olusturmaktadir. Siit beyazi
veya sarimsi beyaz renkte ve 10-25 pm kalinligindadir. Periniikleer tabakadaki farklilasmamis
hiicrelerin proliferasyonu ile kiste bir sapla bagli kapsiiller olusur ve bunlarin ortalarinda
zamanla bir bosluk meydana gelir. Bu boslukta yeniden kapsiillerin olugmasiyla ¢ok sayida
protoskoleks gelisir. Germinal tabakada kapsiillerin olusmasi ige dogru olmakta ve bazen ise
disa dogru biiyiiyerek dis yavru keseleri olusturmaktadir (Merdivenci 1976). Birgok kiitikiil
katlarindan olusan, esnek ve dayanikli laminar tabaka, ince germinal tabakay1
desteklemektedir. Echinococcus tiirlerinde laminar tabakanin periodic acid-Schiff (PAS) ile
boyanmasi tani ig¢in 6nemli bir &zelliktir (Thompson 1995). Kistin etrafini sikica saran
laminar tabaka bakteriler ve baz1 maddelerin gegisini engellerken, kisti konagin immiinolojik
reaksiyonlarindan korur (Merdivenci 1976). Adventisiyel (kiitikiil) tabaka en dista, konak
dokusundan olusan, mukopolisakkarit yapida bir tabakadir. Koruyucu 6zelligi, besin gegisine

ve atiklarin atilimina engel olmamaktadir (Thompson 1995, Uner 1991).

Protoskoleks: 0,14-0,20 mm boyunda, 0,12-0,16 mm eninde oval sekillidirler ve
¢imlenme kapsiillerinin i¢inde dogarlar (10-30 adet). Rostellum iceriye doniik oldugundan
ortasinda gibi goriinen, herbiri 24-29 um boyunda 32-40 tane gengeli ile dort adet gekmeni
bulunmaktadir. Bir kist iginde iki milyondan fazla protoskoleks bulunabilir. Serbest haldeki

protoskoleksler keseleserek yeni ¢imlenme kapsiillerini olusturabilir (Unat 1991) (Sekil 2).



Hidatik Sivi: Hidatik kistlerin i¢i kaya suyu denen, duru ve saydam bir s1vi1 ile doludur.
Endojen salg iiriinii olup kist ¢eperine belirli bir basing yapar. Sivinin yogunlugu 1007-1015
glem® pH 7,2-7,4"diir. Hidatik siv1 sterildir ve antijenik 6zellik gosterir, 1sitilinca pihtilasmaz
(Merdivenci 1976).

? D -

Sekil 2. E. granulosus’un protoskoleksleri (10x20 biiyiitme, Orijinal)

1.1.4. Yasam Dongiisii

E. granulosus’un iki farkli yasam dongiisii bildirilmistir. Pastoral (kirsal) déngiide en
onemli ara konak koyun olup ayrica keg¢i, sigir, at, domuz da ara konaklik yapabilmektedir.
Bircok Dogu Akdeniz iilkesinde enfeksiyonun koyunlarin disinda, develerde, kegilerde ve
eseklerde de sik goriildiigii bildirilmis, Kuzey Afrika, Iran ve Irak’da develerin akcigerlerinde
de saptanmistir (Eckert ve ark. 1984, Gottstein ve Reichen 1996). Silvatik (ormansal)
dongitide ise kesin konak gorevi kurtlarindir. Ara konak ise vahsi tek tirnakli ren geyigi olup
bu déngii Kuzey Avrasya, Isve¢, Norveg, Finlandiya, Danimarka, Kanada, Alaska’da
goriilmektedir (Markell 1992, Gottstein ve Reichen 1996).

E. granulosus iki farkli memeli konakta yasam dongiisiinii siirdiirmektedir (Sekil 3).
Kesin konak etoburlarin (carnivora) kopekgiller (canidae) ailesinden kopek ve kurtlar, ara
konak ise otoburlardir (herbivora). Insanlar bu dongiiye rastlantisal olarak girmektedir.

Kopegin, otoburlarin canli protoskoleks igeren fertil hidatik kistli karaciger ve akciger gibi



organlarin1 yemesinden sonraki 24 saat ic¢inde, protoskoleksler pepsin, pH ve safranin

etkisiyle evajine olup bagirsak villuslar1 arasina girerler (Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Protoskolekslerin ¢ekmenler, rostellum ve cengellerin bulundugu tepe bolgeleri
mukopolisakkarit kapli bir tabaka i¢ine invagine durumda oldugundan evagine oluncaya
kadar dis kosullardan etkilenmemektedirler. Ortamdaki 1s1 ve osmotik basing degisiklikleri
protoskolekslerin evaginasyonuna neden olmaktadir. /n vitro ¢alismalarda evaginasyonun 10-
20°C’de sicaklikta birkag giinde meydana geldigi, fakat 10°C’nin altinda olusmadig
gbzlenmistir. Evaginasyon aerob ortamda alt1 saat ile ti¢ giinde meydana gelmektedir. Bazi
enzimlerin ve safranin evaginasyonu uyardigi, ancak bunlarin mutlaka gerekli olmadigi
bildirilmistir. Evaginasyondan sonra oldukg¢a aktif olan protoskolekslerin aktiviteleri sekiz
giin sonra diismektedir, enerji depolarmin yenilenmesiyle aktiviteleri tekrar artmaktadir
(Thompson 1995). Geng parazitler ¢ekmenleri ile dokulara tutunurlar, tutunamayanlar ise
disgki ile disar1 atilirlar. Cengeller parazitin bagirsaklarda tutunmasina yardimei olurlar. Olgun
parazit ince barsagin 1/4 6n kismina yerlesir (Thompson 1995, Ozbilgin ve Kilimcioglu
2007).

Eriskin parazitler hem germinal hem de somatik farklilasma gegcirirler. Germinal
farklilasmada halkalar olusur ve olgunlasir. Somatik farklilagmada ise parazit boyca
biiyiimekte ve segmentasyonla her halka arasinda somatik smirlar olusmaktadir
(strobilizasyon). Enfeksiyondan {ig-dort giin sonra lateral bosaltim kanallari, yedi giin sonra
ise posterior bosaltim kesesi belirginlesir. 10 giinde skolekslerin boyunlari uzar, 15-20 giinde
birinci halka olugsmaya baslar. 25. giinde parazitte halka goriiliir ve 33-36 giinde ise ii¢ halkali
erigkin olusur. Son halka gebe halkadir. Eriskin parazit hermafrodittir ve enfeksiyonun 34-58.
giinlerinde yumurta {iretimi baslar, iki ay sonra gebe halkadaki uterus i¢inde 20-200 adet
olgunlagsmis yumurta bulunur. Halkalar 70-95 giin sonra koparak digki ile dis ortama atilir ve
7-14 giinde bir olusup atilan gebe halkalar ile dis ortama yayilirlar. Erigkin parazit kesin
konakta bes-alti ay yasayabilmektedir. Enfekte kopegin digkisi ile atilan halkalar aktif
hareketleri ile diskinin etrafina dagilirlar. Gebe halkalarin bazilart digkilayan enfekte kopegin
aniislinlin etrafina yapisir. Kendi hareketleriyle aniis etrafindaki tliylere veya diiserek gevreye

yayilmaktadir (Thompson 1995).



Yumurtalar fiziksel faktorlere karsi ¢ok dayanikli olup uygun gevre kosullarinda
enfektif ozelliklerini dort ay koruyabilmektedirler. Yumurta agiz yolu ile alindiktan sonra
yumurta g¢eperi, mide ve ince bagirsaklardaki enzimlerin ve safranin etkisi ile erir ve serbest
hale gecen onkosfer ¢engel hareketi ve histolitik enzimlerin yardimiyla villoz epitelyuma
penetre olur. Bulastan 12 saat sonra bagirsak mukozasini delip vena porta yoluyla karacigere
gelir. Baz1 onkosferler karaciger intralobiiler kapillerlerinde kalir ve c¢evresi mononiikleer
hiicreler, lenfositler ve karacigerin bag dokusu ile sarilir. Parazitin toksik etkisi ile etrafindaki
karaciger hiicreleri lizis olur. /n vivo ve in vitro ¢alismalar Echinococcus onkosferlerinin ilk
14 giin i¢inde hiicresel proliferasyon, onkosferal ¢engellerin dejenerasyonu, kas atrofisi,
vezikiilarizasyon, santral kavite olusumu, germinal ve laminar tabakalarin gelisimini
tamamladigin1 gostermistir. Embriyo ortada, etrafinda igte fibroblast ve 16kositlerin, dista ise
dejenere karaciger hiicreleri ile kan damarlarinin goriildiigii 1sinsal dizili endotel hiicreleri ile
sartlmig iki katli yapt meydana gelir. Embriyo karacigerde tutunabilirse 14 giinde kese olusur.
21. giinden sonra kese 0,25-0,35 mm capa ulasir ve i¢inde sivi birikmeye baglar. Kesenin ¢ap1
60.gtinden sonra 10-30 mm olup ¢eperi belirginlesmeye baslar, 90. giinde ¢ap1 40-50 mm olur
ve g¢eperin katlar1 belirginlesmigtir. Distan keseyi saran 1sinsal diziliste olan endotel
hiicrelerinin yaptig1 katman daire bi¢iminde dizilmis hiicrelerden olusmus fibroz dokuya
dontigiir. Bunun tizerinde kalan karaciger hiicrelerinde basing nedeniyle atrofi meydana gelir.
Bes alt1 ay sonra bag doku katmani tamamen fibréz kapsiile donligsmiistiir. Bes ayda bir cm
capa ulasan kist 10 y1l boyunca gelisimini yavas yavas siirdiiriir ve litrelerce sivi igerebilir.
Viicutta yerlestigi yere bagli olarak biiyiikligi degismektedir. Viicudun bazi bolgelerinde
rahat bliyliyemez. Cimlenme zarinda g¢ekirdeklerin sayisinin artmasiyla yiizeyde kabariklik
olusur. Her bir ¢ekirdekten iginde 2-40 adet protoskoleks olan bir tane ¢imlenme kapsiilii
olusur. Ince bir bag ile kapsiiller ¢cimlenme zarma tutunur ve sonra ayrilirlar. Ceperi ince ve
hiyalen yapida olan embriyonel protoskoleksler ¢imlenme kapsiiliiniin i¢ duvarindan
tomurcuklanirlar. Cimlenme kapsiiliiniin ice donmesi ile olusan kiz kistler protoskoleks
uiretebilirler. Bunlarin etrafinda laminar membran gelisirse minyatiir hidatik kist olurlar. Bazi
kistlerde ¢imlenme kapsiilii gelismez veya ¢imlenme kapsiilii protoskoleks liretemez. Ayrica
hidatik kist kalsifiye veya enfekte olursa steril (protoskoleks i¢ermeyen) olabilmektedir.
Hidatik kistin kemige yerlesmesi durumunda kisti sinirlayan laminar membran gelisemez, kist
kemik bosluguna ve etrafa yayilir. Kist i¢cine dogru olusan c¢imlenme kapsiillerine i¢ kiz
vezikiil, dokuya dogru olusanlara dis kiz vezikiil denmektedir (Merdivenci 1976, Markell
1992).



Gelisen kistin tipinin farkli tiirler arasinda belirgin olarak degisiklik gosterdigi ve
insanlarda kist iginde protoskoleks gelisimi igin gerekli sitirenin bilinmedigi, ancak
enfeksiyondan sonra en az 10 ay ge¢mesi gerektigi bildirilmistir (Eckert ve Deplazes 2004).
Protoskoleks igeren kistlerin farelerde alt1 ayda, domuzlarda 10-12 ayda, koyunlarda 2-4 yilda
olustugu bilinmektedir (Eckert ve ark. 2001). Karacigerde tutunamayan embriyo vena cava
inferior (sag kalp yolu) ile akcigere ulasir, akcigerlere tutunamaz ise sistemik arteriyel
dolagima katilarak bobrek, kas, dalak, beyin, kemik gibi ¢esitli organlara giderek
yerlesebilmektedir. Yerlestigi organda olgunlagsma siiresi ise degiskendir (Merdivenci 1976).
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Sekil 3. E. granulosus’un yasam dongiisii
(http://www.phsource.us/PH/PARA/Diagnosing_Medical_Parasites.pdf)



1.1.5. Epidemiyoloji
1.1.5.1. Diinyada Kistik Ekinokokkoz

Kistik ekinokokkozun ozellikle ekonomisi hayvanciliga dayali {ilkeler basta olmak
lizere, diinyanin hemen her iilkesinde goriildiigii bilinmektedir. Iliman kusakta bulunan
Avrasya (Akdeniz iilkeleri, Balkan iilkeleri, Rusya, Cin), Orta Asya, Orta Dogu, Afrika,
Avustralya, Yeni Zelanda, ABD ve Giiney Amerika’nin baz1 bolgelerinde enfeksiyonun
endemik olarak goriildiigii, birgok bdlgede sporadik olarak saptandigi, izlanda ve Grénland
gibi adalarda ise parazite hi¢ rastlanmadig bildirilmektedir (Eckert ve ark. 2001).

Ispanya, Italya, eski Yugoslavya, Yunanistan, Tiirkiye ve eski Sovyetler Birligi’nin
Avrupa disinda kalan bolgesinde E. granulosus’un yasam dongiisti siklikla, kopek ile koyun
arasinda, Bati Avrupa ve Irlanda’da ise kopek ile atlar arasindadir. Belgika, Almanya ve
Isvigre’de kopek-sigir déngiisiine rastlanmaktadir. Kopek-domuz déngiisii ise Polonya,
Macaristan gibi Dogu Avrupa iilkelerinde ve eski Sovyetler Birligi’nde bildirilmistir.
Avustralya’da koyun-kdpek déngiisiiniin yaninda kanguru ve dingo arasinda, Ingiltere’de ise
koyun ve kopek ile at ve kdpek arasinda bir dongiiniin varligi bilinmektedir (Eckert ve ark.
1984, Gottstein ve Reichen 1996).

Cin, Kambogya, Vietnam, Filipinler, Tayvan, Endonezya, iran, Hindistan, Nepal,
Pakistan gibi iilkelerde ve Kuzey Afrika iilkelerinde KE prevalansinin yiiksek oldugu, konak-
parazit iliskisinin Orta Dogu iilkeleri ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Enfeksiyon Dogu

Afrika’daki evcil ¢iftlik hayvanlarinda da yaygindir (Eckert ve ark. 1984).

Amerika: Kuzey Amerika’da en fazla geyik susu ve koyun susu gériilmektedir. Tlk kez
Kanada’da 1950’11 yillarda saptanmistir. 1960’11 yillarda ABD’de bir¢ok olgu bildirilmistir.
Enfeksiyonun Avustralya’li koyun kopekleri ile koyunlara bulastigi ve koyun ticaretiyle
yayilldigr saptanmistir. Hastaligin daha endemik oldugu bolgelerden Amerika’ya gelen
gogmenlerin bulundugu bolgelerde sik rastlanilmaktadir ve Kontrol altina alindigr diistiniilen

bolgelerde tekrar ortaya ¢ikmistir (Markell 1992, Moro ve Schantz 2009, Grosso 2012).

Giliney Amerika’ya, koyun ticaretiyle giren koyun susu, Peru, Sili, Arjantin ve
Brezilya’da yaygin olarak goriilmektedir (Eckert ve ark. 2001). Orta ve Giineybati Peru’da



KE’un cerrahi insidanst 100 000°de 1-2, asemptomatik enfeksiyon orani %3-9,3 olarak
saptanmistir (Moro ve ark.1999, Grosso ve ark. 2012). Biiyiikk bir endemik bolge olan
Giineybat1 Sili’de 2005 yilinda cerrahi insidans 100 000’de 6-20, bazi bdlgelerde bu say1 100
000’de 162 bulunmustur. Hastaligin prevalansi endemi derecesine gére 100 000’de 1,4-404
arasinda degismektedir (Grosso ve ark. 2012). Insanlardaki seroprevalans ise kirsal bdlgede
%0, kentsel bolgede %3,5 olarak bildirilmistir (Pastore ve ark. 2003).

Avustralya: Vahsi yasamda enfeksiyonun yayilmamasi ve etkili kontrol programlari
sayesinde 1996 yilinda Tazmanya’da E. granulosus enfeksiyonu ortadan kalkmistir (Jenkins
2005, Thompson ve Jenkins 2014). Giineydogu Avustralya, Bati Avustralya’da Perth’in
giineyi gibi vahsi yasam alanlar1 yiiksek riskli bolgelerdir (Jenkins ve Macpherson 2003).
Kesin konak vahsi kopekler, ara konaklar ise kangurulardir (Grainger ve Jenkins 1996,
Jenkins ve Morris 2003). Koyun siiriilerinin vahsi kopekler tarafindan saldiriya ugramasi,
enfekte vahsi kopeklerin otlaklara ekinokok yumurtalarini bulastirmasi, tilki ve vahsi
kopeklerin sehirlerin eglence alanlarindaki ¢oplerde yiyecek aramalari nedeniyle bu hayvanlar
evcil ¢iftlik hayvanlari, kopekler ve insanlara enfeksiyonun bulasmasinda siirekli bir
kaynaktirlar (Grainger ve Jenkins 1996, Jenkins 2005, Thompson ve Jenkins 2014, Grosso ve
ark. 2012).

Asya: Orta Asya’da Sovyet yonetiminin siirdiigii 1991°e kadar cerrahi insidans 100
000’de 1,5 iken Sovyetler Birligi’nin ¢okmesinden sonra yeni kurulan bagimsiz devletlerde
100 000°de 10 olarak bildirilmistir. Kazakistan’da 100 000’de 13, Kirgizistan’da100 000’de
20 ve Tacikistan’da 100 000°de 27 olarak saptanmustir. Ozbekistan’da 2001-2006 yillari
arasinda cerrahi tedavi 4 kat artmigtir (Torgerson ve ark. 2006). Suriye ve Israil’in kuzey
bolgeleri, Filistin’in bat1 bolgelerinde ciftcilik ve gdcebe hayati nedeniyle KE endemik bir
hastaliktir. Yillik cerrahi prevalans 1990 ortalarinda Jerusalem’de 100 000°de 1,76, Filistin’in
baz1 bélgelerinde 3,1-5,1 arasinda rapor edilmistir. Insanlarda enfeksiyon, Kuzey israil’de 100
000°de 1,5, Giiney Israil’de 0,68 saptanmustir (Shimshony 1997, Grosso ve ark. 2012). Cin
kistik ekinokokkoz i¢in en onemli endemik bolgelerden biridir. En endemik alanlar1 Bati
Xinjiang, Ningxia ve Mogolistan’dir. En yiiksek prevalans oranlar1 ise Giineybat1 Qinghai ve
Kuzeybati Sichuan gibi kirsal alanlar ile Giiney Gansu’dur (Bart ve ark. 2006). Son yiizyilda
yaklagik 35,000 olgu cerrahi olarak tedavi edilmistir. Xinjiang’da prevalans 100 000°de 80

olarak saptanmistir (Grosso ve ark. 2012).
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Afrika: Insanlar ve kopeklerin yakin temasda oldugu Kenya Turkana bélgesinin
hiperendemik oldugu bildirilmistir (Markell 1992). Libya’nin kuzey kiyilarinda 36 kdyde
20200 kisiye yapilan ultrason sonucunda, enfeksiyon prevalanst %]1,7 bulunmustur
(Shambesh ve ark. 1999). Dogu Libya’da enfeksiyon insidansi 100 000’de 4,2-4,5 olarak
bildirilmistir (Shambesh ve ark. 1997, Tashani ve ark. 2002). KE Misir’da daha az
gorilmektedir. Yillik cerrahi insidans oranlar1 100 000°de 1,3-2,6 olarak bildirilmistir
(Kandeel ve ark. 2004). Tunus’da hastalarin %94,7’sinin koyun besledigi ve c¢iftlik
calisanlarinin %58,3 iiniin seropozitif oldugu saptanmistir. Y1llik cerrahi insidans1 100 000’de
15°dir. Cezayir’de son verilere gore hastalik insidans1 100 000°de 3,6-4,6’dir (Grosso ve ark.
2012). Fas’da insanlarda yillik cerrahi olgu sayist 100 000’de 3,6-15,8 olarak bildirilmistir
(Sadjjadi 2006).

Avrupa: Enfeksiyon Irlanda, izlanda ve Danimarka disindaki diger iilkelerde
goriilmektedir. Avrupa’nin  Akdeniz bolgesi hastaliin  endemik oldugu bolgedir.
Bulgaristan’da 1960 yilinda bir kontrol programi baglatilmistir. 1971-1982 yillarinda
programin basarili bir sekilde yiiriitiilmesi ile yillik insidans insanlarda 100 000’de 6,5’dan
100 000’de 2’ye diismiistiir. Ekonomik ve idari degisiklikler yiiziinden 1983-1995 yillarinda
program aksamis ve insidans insanlarda 100 000’de 3,3’e yiikselmistir. 1995 yilinda ise
ozellikle iilkenin giiney kisimlarinda daha fazla olmak iizere insidansin 100 000’de 1,9-15,8
arasinda degistigi saptanmistir (Todorov ve Boeva 1999, 2000). Sirbistan, Karadag,
Arnavutluk ve Bosna Hersek’de hastalik endemik olmasina ragmen hayvan ve insan
enfeksiyonlari ile ilgili bilgi yoktur (Grosso ve ark. 2012). Yunanistan’da hastaligin insidansi
1967-1971 yillar1 arasinda 100 000’de 14,8 iken, 2008’de 0,3’e gerilemistir (Sotiraki ve
Chaligiannis 2010). Yunanistan’da her yil 800 kistik ekinokokkoz tanisi konuldugu ve
bunlarin da 300- 400’ine cerrahi tedavi uygulandigi belirtilmistir (Grosso ve ark. 2012).
Ingiltere’de enfeksiyon sadece orta ve giiney Wales bolgesinde siirlandirilmigtir. Bu bolgede
KE’un tekrar 6nem kazandigi, kirsal alandaki kopeklerde prevalansin 1989°da %3,4 iken,
2002°de %8,1’e yiikseldigi bildirilmektedir (Eckert ve ark. 2001). Ispanya’nin kuzey dogu,
orta ve bati bolgelerinde KE prevalansi artig gostermistir. Salamanca’da insanlarda 1980-2000
yillar1 arasinda cerrahi enfeksiyon insidanst 100 000’de 10,8 olarak rapor edilmistir. Laroja
bolgesinde ise KE prevalanst 2000 yilina kadar 100 000°de 19’dan 4’e¢ indigi, diger
bolgelerde ise 100 000°de 1,1 ile 3,4 arasinda oldugu bildirilmistir (Pardo ve ark. 2005).

Fransa’da yapilan bir ¢aligmada 1994-1996 yillar1 arasinda KE’un insanlarda prevalansinin
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100 000°de 0,28’den az oldugu belirlenmistir Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(European Centre for Disease Prevention and Control) 2005’de 17 insan olgusu rapor etmistir
(Grosso ve ark. 2012). insanlarda enfeksiyon insidansi tiim iilke genelinde 100 000°de 5,6-9,4
arasinda saptanmistir (Garippa 2006, Dionigi ve ark. 2007). Hayvan enfeksiyonu agisindan
endemik olan Sicilya, Sardunya, Orta ve Giiney Italya bélgelerinde insan enfeksiyonu daha
fazladir. Sardunya’da KE insidanst 100 000’de 6,6-9,8, Emilia Romagna’da 1,57-5,6,
Sicilya’da 2,3, Apulia’da 2,33°diir. Hastaligin yayilmasinda koyun yetistiriciligi, mezbaha
disinda hayvan kesimi ve kopek besleme en onemli risk faktorleri olarak olarak belirtilmistir

(Gabriele ve ark. 2004, Conchedda ve ark. 2010).

Kibris’da 1971 yilinda KE kontrol programi uygulanmaya baslanmis, ancak 1974’den
itibaren program Rum kesimiyle sinirli kalmistir. Rum kesiminde 1985 yilinda eradike edilen
enfeksiyon sonraki yillarda diisiik oranlarda tespit edildigi i¢in 1993°de ikinci bir kontrol
programi  uygulamaya konulmustur (Economides ve Christofi 2000). Eradikasyon
programlarindan once Kibris’da yillik cerrahi insidans 100 000°de 12,9 saptanmistir. Kuzey
Kibris’da 2000-2003 yillar1 arasinda saptanan enfeksiyon oranlari onceki yillara gore
azalmistir. Kopeklerde prevalansin%0-3,6 oraninda oldugu bildirilmistir. Giiney Kibris’da
kontrol programlari ile hastaligin eradike edildigi diistiniilmiistiir (Christofi ve ark. 2002,
Grosso ve ark. 2012).

1.1.5.2. Tiirkiye’de Kistik Ekinokokkoz

Ulkemizde KE oldukga yaygin goriilen ve bulasma riski oldukga yiiksek bir hastaliktir.
1861 yilindan beri Tiirkiye’de KE olgular bildirilmektedir (Merdivenci 1976). Kamile Aygiin
tarafindan 1939 yilinda KE olgu bildirimi sonrasinda hastalik tilkemiz i¢in 6nem kazanmistir
(Tinar 2004). 1923-1972 yillar1 arasinda operasyonla 2086 olgunun saptandigini bildirilmistir
(Merdivenci ve Aydinlioglu 1982).

Aydin’da 1986-1995 wyillar1 arasinda 11 olgu (KE prevalanst 100 000’de 1-2),
Manisa’da 1995-2000 yillar1 arasinda 21 olgu, izmir’de 1997-2001 yillar1 arasinda 210 olgu
bildirilmistir (Basak ve ark. 1998, inceboz ve ark. 2001, Turgay ve ark. 2001). Aydin’da 209
olgu US ve serolojik testler ile incelenmis, sirasiyla %0,47’sinde karacigerde Kist ve

%4,3’linde serumda antikor saptanmistir (Ertabaklar ve ark. 2012).
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Konya’da 1993-1998, Elazig’da 1998-2000, Sanlurfa’da 1997-1999 ve Malatya’da
1990-2001 yillar1 arasinda sirasiyla yilda ortalama 36, 15, 38 ve 40 kistik ekinokokkozlu
hastanin saptandigi, bu olgularin ¢gogunlugunu kadinlarin olusturdugu ve yerlesimin en ¢ok
karacigerde goriildigii bildirilmistir (Aldemir ve ark. 2000, Gédekmerdan 2001, Aslan ve
Aslan 2001, Daldal 2001). Sivas’ta 1996-2001 yillarinda 117 olgu (Ozgelik 2001), Samsun’da
Saglik Bakanhigi kayitlarima goére 1999-2000 yillarinda 24 olgu, Ondokuz Mayis
Universitesi’nde ise ayn1 dénemde ¢esitli kliniklerden 41 olgu (Hokelek 2001) bildirilmistir.

Kistik ekinokokkoz seroepidemiyolojisine yonelik ¢alismalarda; Adana'da kirsal
bolgede yasayan 684 kiside 100 000'de 585 (4/684) (Alkan ve Ozcel 1994), Izmir ve
civarinda yasayan 2055 kiside %3,45 (Altintag ve ark. 1999), Afyon’da 611 kiside %14
(Cetinkaya ve ark. 2005), Kayseri’de 2242 kiside ELISA ve IFAT ile %2,72, Western blot
yontemiyle ise %0,94 (Yazar ve ark. 2006) seropozitiflik saptanmustir.

Manisa’da 1205 ilkokul 6grencisine ultrasonografi yapilmis; besinde (%0,4) KE oldugu
bildirilmistir (Kilimcioglu ve ark. 2006). Izmir’de Ocak 2003- Haziran 2004 tarihleri arasinda
KE siiphesiyle basvuran 465 hastaya uygulanan serolojik testler sonucunda, hastalarin
%17’sinde ELISA ve %14’iinde IHA testi ile pozitiflik tespit edilmistir (Bayram Delibas ve
ark. 2006). Elazig Firat Universitesi Hastanesi’nde 2005-2007 yillar1 arasinda 84 olgu
ameliyat edilmis, KE sikliginin 100 000°de 2-4 arasinda degistigi belirtilmistir (Kaplan ve
ark. 2010). Mersin’de 2011-2012 yillar1 arasinda 7 ayri patoloji laboratuvarina ait kayitlar
incelendiginde, toplam 119 kistik ekinokokkoz olgusu belirlenmistir. En ¢ok 41-50 yas arasi
hastalarda goriildiigii, en sik yerlesimin, karacigerde oldugu tespit edilmistir (Aksu ve ark.
2013). Kars ilinde 2009-2013 yillar1 arasinda Kars Devlet Hastanesi kayitlarinin retrospektif

incelenmesinde toplam 168 KE olgusu belirlenmistir (Mor ve ark. 2015).

Tiirkiye’nin yedi bolgesinin dahil oldugu bir c¢alismada, 2001-2005 yillari arasinda
hastane ve Il Saglik Miidiirliikleri kayitlarmdan saptanan ve operasyon ile dogrulanmis olan
KE olgulart (14789 olgu) retrospektif olarak degerlendirilmistir. Olgularin %13’ liniin
Marmara Bolgesi’nden, %17’sinin Ege Bolgesi’nden, %16’sinin Akdeniz Bdlgesi’nden,
%39’unun I¢ Anadolu Bélgesi’nden, %6’sinin Karadeniz Bolgesi’nden, %7’sinin Dogu

Anadolu Bolgesi’nden ve %3’iiniin Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden oldugu bildirilmistir.
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Olgularin iilke ¢apinda prevalansinin 100 000°de 6,3 oldugu belirtilmistir (Yazar ve ark.
2008).

1.1.6. Klinik

Kist hidatik hastaligi genellikle asemptomatiktir. Kistin boyutuna ve yerine bagli olarak
belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Cogu olguda sadece bir kist varken birden fazla kiste de
rastlanabilmektedir. Asemptomatik donemde hastalik, rutin muayene esnasinda veya baska bir
hastalik arastirilirken tani1 almaktadir. Klinik bulgular hastaliga 6zgii olmayip semptomlarin
tutulan organ, lezyonun yeri ve bliyiikliigii, kistin damar ve safra yollarina baski yapmasina
bagli olarak degistigi bilinmektedir (Markell 1992, Ammann ve Eckert 1995).

Kistler olgularin %50-70’inde karacigere, %20-30’unda akcigerlere yerlesmektedir.
Kemik, bobrek, dalak, kas, karin boslugu ve goziin arkasinda da goriilmektedir (Ozbilgin ve
Kilimcioglu 2007). Baz1 kistler viicutta yerlestigi yere gore ¢ok biiyiiyebilir ve litrelerce sivi
ile dolu olabilir. DSO, kistlerin ortalama olarak yilda 1-30 mm arasinda biiyiidiigiinii
bildirmistir. Biiylimenin yilda 160 mm’yi buldugu bildiren ¢alismalar vardir (Markell 1992,
Ammann ve Eckert 1995, WHO 1996). Beyin gibi 6nemli organlara yerlestiginde ise Kist ¢ok
kiiciik de olsa belirti vermektedir. Daha az gozlendigi yerler ise plevra, kalp, beyin, medulla
spinalis, tiikliriik bezleri, tiroid, pankreas, uterus, ovaryum, fallop tiipleri, mezenter, pankreas,
diyaframdir (Ersahin ve ark. 1995, Behari ve ark. 1997, Kurtsoy ve ark. 1999, Akbulut ve ark.
2014, Senepati ve ark. 2015). Kistin sizdirmasi veya yirtilmasi durumunda sekonder KE
meydana gelmektedir. Karin boslugunda sivi birikimi olur, hastada {isiime, titreme, ates,
astim, trtiker gibi alerjik reaksiyonlar goriilebilir. Kistin kan damarlarma yirtilmasi
sonucunda anaflaktik sok ve 6liim meydana gelebilir (AOIEC Center 2005, Bostan ve ark.
2010).

Karacigerde yerlesim: Olgularin ¢ogunda kistler karacigerde ve ¢ogunlukla sag loba
yerlesir. Abdominal agri, bulanti, kusma, sindirim giigliigii gibi semptomlar gosterir. Safra
kanallarin kistin tikamasi sonucunda safra tasi olusumuna, agriya veya sariliga sebep olabilir.
Hepatomegali, anemi, plevral agri, asit birikimi, siroz ve portal hipertansiyon gibi klinik
tablolar goriilebilir (Merdivenci 1976, Kuman 1991, AOIEC Center 2005).
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Akcigerde yerlesim: Olgularin %20-30’unda Kist akcigere yerlesir. Kistler olgularin
%70’inde genelde tektir ve sag alt lobda goriilmektedir Akcigerde yerlesim birincil
enfeksiyon veya karacigerdeki enfeksiyon sonrasinda ikincil olarak da olusabilir. Klinik
olarak cogunlukla asemptomatik olup semptomatik hastalarda en sik Oksiiriik, ates, nefes
darlig1, gogiis agrist ve kanhi balgam goriilmektedir. Akciger KE’u her yasta goriilmekle
birlikte, 11-30 yas araligindaki geng eriskinlerde daha sik rastlanmaktadir. Cocuklarda
biiyiime hiz1 erigkinlere gore daha fazladir. Akcigerin elastik yapisi nedeniyle kistler ¢cok
biiyiiyebilirler (Aletras ve Symbas 1989, Halezeroglu ve ark. 1997, Koger ve ark. 2009,
Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Kistler 6zellikle travma, 6ksiirme ve hapsirma ile veya tani amagl aspirasyon esnasinda
yirtilabilir. Kistin yirtilmasi siirli, tam ve dogal bosluklara agilma olmak iizere ii¢ sekilde
gorilir. Sinirlt yirtilmada endokist perikiste dogru yirtilir, fakat icerigi ¢evre dokulara
yayilmaz, ender olarak niliifer goriintiisiinde Siv1 seviyesi ya da kalsifikasyon goriiliir. Tam
yirtilma oldugunda, kist icerigi perikiste yayilir ve konak dokularina temas eder. Fertil bir Kist
bronsa acildiginda ise pismis yumurta beyazi goriinimiinde kopiiklii ve tuz tadindaki
balgamda protoskoleks goriilebilir. Mediasten veya plevral kaviteye yirtilma oldugunda kiz
kistlerin implante olmasiyla sekonder KE gelisebilir. Kan dolasimina ve karacigerden gogiis
bosluguna yirtilma oldugunda plevral agri, alerjik reaksiyonlar, anaflaktik sok ve asfiksi

goriilebilir (Jerray ve ark. 1992, Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Dalakta yerlesim: KE olgularinin %2,5-3"{inde Kist dalakta yerlesmektedir. Primer veya
sekonder enfeksiyon seklinde goriilebilir. Genellikle dalak kistleri karaciger veya peritondaki
kistlerle birlikte gelismektedir. Kiigiik olup tek veya g¢oklu olarak yerlesim gosterebilirler.
Hastalarda sol hipokondriumda siskinlik, agri, bulant1 gibi belirtiler goriilebilir (Merdivenci
ve Aydinlioglu 1982, Kuman 1991, Fortia ve ark. 2000).

Periton boslugunda yerlesim: Karaciger KE’lu hastalarin %15’inde peritonda da kist
hidatik bulunur. Primer veya sekonder olarak gelisebilir. Sindirim yakinmalarina ve yakin
oldugu organda semptomlara neden olabilir. Genel durumun bozulmasi, karin agrisi gibi
yakinmalar yaninda primer infertiliteye neden oldugu da bildirilmistir (Kuman 1991, Abu-
Eshy 1998).
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Bobrekte yerlesim: Bobrek KE’u olgularin %1,5’inde goriilmektedir. Primer enfeksiyon
olup genellikle kist tektir. Hastalarda hematiiri, bel agris1 ve albuminiiri gériilebilir (Kuman
1991, Angula ve ark. 1997).

Beyinde yerlesim: Hastalarin %1-2’sinde beyin yerlesimi saptanir. Belirtileri erken
ortaya ¢ikar ve prognozu kotli seyretmektedir. Hastalarda kismi veya genel nobetler ile felg
goriilmektedir. Beyinde bulundugu yere gére bas agrisi, gorme bozuklugu ve papillada 6deme
neden olabilir (Abu-Eshy 1998, Basarslan ve ark. 2015). Olgularin %80’ini g¢ocuklar
olusturmaktadir (Onal ve ark. 1997, Kemaloglu ve ark. 2001).

Kemikte yerlesim: Biitiin iskelet tutulabilir. Olgularin %0,5-2sinde goriiliir ve g¢ok
yavas gelismektedir. Olgularin yarisina yakininda omurgada saptanmustir. Sirt agrisi, siyatik,
sifinkter toniis kayb1 ve paraparezi gibi belirtiler goriiliir. Kostalara yerlestiginde 6ksiiriik ve
gogilis duvarma fistiilizasyon olabilmektedir. Kemik kistinde adventisiyal tabaka yoktur, bu
yiizden sinirlart belli olmayan vezikiilli bir goriintiisii vardir. Siinger dokudaki kistlerde
protoskoleks yoktur. Mediiller kanal kistleri fertil ve vezikiil boyutlar1 daha biiyiiktiir.
Genellikle tan1 kemigin travma ile kirilmasi sonucunda konulmaktadir (Merdivenci ve
Aydinlioglu 1982, Kuman 1991, Karaoglanoglu ve ark. 2001).

Kalpte yerlesim: Olgularin %0,5-2’sinde goriiliir. Yerlesim ¢ogunlukla sol ventrikiilde
(olgularin %60’1nda), daha nadir sag ventrikiil (%10), perikard (%7), pulmoner arter (%6) ve
intraventrikiiler septumda (%4) da goriilmektedir. Hastalik uzun siire belirti vermeyebilir.
Basiya bagl belirtiler yaninda, miyokard enfarktiisii, aritmi, anjina, pulmoner veya sistemik
emboli, valviiler disfonksiyon, perikardiyal disfonksiyon, pulmoner hipertansiyon veya
anaflaktik reaksiyonlar meydana gelebilir. Perikardiyal kaviteye riiptiir, perikardit ve
effiizyona sebep olabilir (Abu-Eshy 1998, Birincioglu ve ark. 1999, Trehan ve ark. 2002;
Akar ve ark. 2003, Aleksic-Shihabi ve ark. 2008).

Gozde yerlesim: Proptozis en belirgin semptomdur. Ayrica hastalarda géz hareketleri
bozulur ve ilerlemis eksoftalmus goriilebilir. Endemik {ilkelerde goz tiimorlerinin %5-
20’sinden sorumludur. Klinik bulgular ile birlikte ultrason, bilgisayarli tomografi ve seroloji

ile tan1 konulmakta ve cerrahi tedavi uygulanmaktadir (Turgut ve ark. 2004).
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Pankreas, aort duvari, pulmoner arter, yumusak doku, kas, deride hatta sperm kanalinda
Kist yerlesimi bildirilmistir (Ammann ve Eckert 1995, Abu-Eshy 1998, Posacioglu ve ark.
1999, Elton ve ark. 2000, Karantanas ve ark. 2000, Bakir ve ark. 2004; Akbulut ve ark. 2014,
Farcas ve ark. 2014).

1.1.7. E. granulosus Suslari

Echinococcus cinsi igerisinde bulunan farkli suslarin belirlenmesine yonelik saha ve
laboratuvar c¢alismalar1 son yillarda hiz kazanmustir. Fakat fenotipik karakterlerinin
belirsizligi, smiflama i¢in 6zelliklerinin yetersizligi, cografik ve ekolojik yonden parazitin
aymrmmin giic olmasi nedeniyle Echinococcus tiiriiniin siniflamas1 uzun zamandan beri
tartisilmaktadir. Laboratuvar ¢aligmalarina molekiiler tekniklerin eklenmesi ile Echinococcus
cinsi parazitin dort tiirti tanimlanmig, Echinococcus izolatlar1 arasinda fenotipik farkliliklar
oldugu anlasilmistir. Bu ¢esitlilik en ¢ok E.granulosus’da ve farkli tiirden ara konaklardan

elde edilen parazit izolatlarinda goriilmiistiir (Tablo 1) (McManus 2013).

Echinococcus suslarmin belirlenmesi KE’un epidemiyolojisi ve kontrolii agisindan
biiylik 6nem tasimaktadir. Sus terimi, Echinococcus tiirleri i¢in “gen frekanslarinin ayni tiiriin
diger gruplarindan farklilik gésteren ve KE’un epidemiyoloji ve kontroliinde 6nemli olan bir
veya birden fazla karakteri ile istatistiksel olarak farklilik gdsteren varyantlar” olarak
tanimlanmistir. Niikleik asit sekanslarindaki farkliliklardan olusan E. granulosus’un tiir igi
varyasyonlari, parazitin yasam dongiisiinii, paternini, konak oOzgilligiini, gelisim hizin,
patojenitesini, gecis dinamiklerini, antijenitesini ve kemoterapotik ajanlara duyarliligini
etkiledigi gibi, hastaligin epidemiyolojisini ve kontroliinii etkileyebilmektedir (Eckert ve
Thompson 1997, Thompson ve McManus 2001).
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Tablo 1: E. granulosus’da gozlenen fenotipik farkliliklar (Thompson ve McManus 2002’den
modifiye edilmistir) (McManus 2013).

Morfolojik farkhiliklar

-Cengel sayis1 ve boyutlart

-Strobilar (Halka veya govde?) boyutlari (eriskin parazit uzunlugu 2-11 mm)
-Ureme anatomisi (25-80 testis)

Gelisim farkhiliklar:

-Metasestod (6r. Kistin biiytimesi ve protoskoleks olusumu) ve erigkin (Gelisimi ve olgunlasmast), in Vvitro

ve in vivo

Konak infektivitesi ve spesifisitesindeki farkhiiklar

-Deneysel enfeksiyonlar ve epidemiyolojik gézlemler

Kimyasal bilesimlerdeki farkliliklar

-Metasestod ve erigkin parazitlerdeki protein, karbonhidrat, niikleik asit ve lipidler
Metabolizmadaki farkhiliklar

-Metasestod ve erigkinlerdeki karbonhidrat metabolizmasi

Proteinlerdeki farklihklar

-Elektroforetik ayirim, protein ve izoenzim analizleri

Konak-parazit iliskileri arasindaki farklihklar

-Immunoreaktivite ve/veya antijenite-Eg95 asis1, G1 ve G6 genotipleri arasindaki antijenik farkliliklar

Molekiiler biyolojik tekniklerin 1980 yillarindan itibaren geligsmesi, 0Ozellikle
mitokondriyal sitokrom c oksidaz subunit 1 (CO1, coxl) DNA (deoksiriboniikleik asit)
dizilerinin Echinococcus izolatlarina uygulanmasi ile parazitin siniflamasi, genetigi,
epidemiyolojisi ve fenotipik varyasyonu ile ilgili bir¢ok bilgi elde edilmistir. Bowles ve ark.
(1992) Echinoccocus tiirlerini tanimlamak igin yaptiklari ¢aligmada, mitokondriyal DNA’nin
haploid 6zellik gostermesi nedeniyle daha agik bir sekilde tanimlanabilmesi, evrim hizinin
niikleer DNA’ya gore 10-20 kat daha fazla olmasi, homoplazmik olusu, rekombinasyon
gostermemesi gibi avantajlar1 nedeniyle mitokondriyal DNA cox1 gen bolgesini segtiklerini
belirtmislerdir. Son yillarda yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda E. granulosus tiirii
icerisinde on farkli susun (G1-G10) bulundugu, sus ici genetik farkliliklarin olabilecegi ve bu
genetik farkliliklarin bazi suslarin tiir statiisiinde ele alinmasimi gerektirecek kadar fazla
oldugu saptanmistir. Son yapilan taksonomik c¢alismalarda E. granulosus tiirii igerisinde
birbiri ile karismig dort kriptik tiiriin bulundugu belirtilmektedir. Bunlar; G1-G3 grubu (G1-

koyun susu, G2-Tazmanya koyun susu, G3-manda susu) E. granulosus sensu stricto, G4 E.
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equinus (at susu), G5 E. ortleppi (sigir susu), G6-G10 grubu ise E. canadensis tiir adiyla
isimlendirilmistir. Lavikainen ve ark. (2006), Nakao ve ark. (2007) ve Moks ve ark.
(2008)’nin Onerisi ile geyik, deve ve domuz suslarinin toplandigi G6-G10 suslarina tek tiir
olarak E. canadensis (G6-deve susu, G7-domuz susu, G8-geyik susu, G9-domuz/insan susu
(bilinmeyen sus), G10-Fennoscandian geyik susu) adi verilmistir (Tablo 2). Hiittner (2008)
aslan susu olan E. felidis’i, E. granulosus’un kardes sinifi olarak konumlandirmistir. Tibet’te
bulunan E. shiquicus, Xiao (2005) tarafindan E. multilocularis’in kardesi olarak
tanimlanmistir (McManus 2013).

E. granulosus sensu stricto (s.s.) (G1-G3)

Bu tiir ilk kez 1992 yilinda Bowles ve ark. tarafindan yapilan molekiiler ¢alismalarda
cox1l ve nadl genlerinin dizi analizleri sonucunda tanimlanmistir (Alvarez Rojas ve ark.
2014). Gliniimiizde molekiiler ¢aligmalar bu 3 genotipin birbirine ¢ok benzer oldugu i¢in tam
aymriminin yapilamadigini ve ¢ok sayida haplotipin oldugunu gostermistir (Mc Manus 2013).
Bu tiiriin Orta Dogu’dan kaynaklanip diger bolgelere yayildigi ve ara konagmin koyun
olmasina ragmen pek cok ciftlik hayvani tiirtinde (keci, sigir, buffalo, deve, domuz, at, esek,
katir, tibet sigir1) ve otobur vahsi hayvan tiirlerinde saptanmaktadir (Thompson ve McManus
2001, Cardona ve Carmena 2013). Diinyanin bir¢ok bdlgesinde sigirlarda G1 genotipi
bulunmustur, fakat kistleri steril oldugu ic¢in enfeksiyonu bulastirma orani diisiiktiir

(McManus ve Thompson 2003).

Koyun susu (G1)

Ara konak koyundur. Koyunlar disinda kegi, sigir, buffalo, deve, domuz, at, esek, katir,
Tibet sigirt gibi, bircok hayvanda enfeksiyona neden olmaktadir. Koyunlarda fertil Kistler,
diger konaklarda ise non-fertil kistler olusturmaktadir. Diinyada G1 genotipi insanlardaki
kistik ekinokokkozdan en ¢ok sorumlu olan sustur (%88,44) (Thompson ve McManus 2001,
Alvarez Rojas ve ark. 2014).

Tazmanya koyun susu (G2)

Avustralya’nin Tazmanya adasindaki koyun kistleri ile yapilan ¢alismalarda, bu susun
Avustralya ve diinyanin diger bdélgelerindeki koyun suslarindan farkli oldugu saptanmustir.

Tazmanya adasinda son konaklara diizenli olarak uygulanan arekolin tedavisinin parazitte
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genetik farklilasmaya yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Avustralya ana karasindan ve
Tazmanya adasindan elde edilen koyun izolatlar1 ile yapilan c¢aligmalarda parazitin halka
sayisi, yumurta sayisi, ¢engel boylarinda, ayrica molekiiler calismalarda ise bazi enzim
bolgelerinde ve genomik DNA’nin ¢ok tekrarlanan bolgelerinde 6nemli farkliliklar
saptanmustir. Avustralya’da koyun susunun koyun, ke¢i, sigir, manda, Tibet sigiri, deve,
domuz ve tek tirnaklilar gibi birden fazla ara konagi enfekte edebildigi ve bir ara konakta
farkli suslarin bulunabilecegi yapilan c¢alismalarla saptanmistir. Bu bolgede G2’nin G1 ve
G3’lin mikrovaryant1 oldugu disiiniilmektedir (Vural ve ark. 2008, Snabel ve ark.20009,
Casulli ve ark. 2012).

Manda susu (G3)

Mandalar 6zellikle Asya’da E.granulosus’un yaygin ara konaklaridir. Metasestodlar
genellikle ara konaklarin akcigerlerine yerlesir ve fertil kistler olustururlar. E. granulosus’un
manda izolatlariin morfoloji ve biyolojileri ilizerinde yapilan ¢alismalar E. granulosus
canadensis e yakin oldugunu gostermistir (Thompson ve McManus 2001). Giiniimiizde E.

granulosus s.s. tiiriine dahil edilmistir (McManus 2013).

At susu (G4)

Kopekler tek ve son konak olmakla birlikte kizil tilkilerin yasam dongiisiine girdigi
diigiiniilmektedir. Ara konak ise tek tirnaklilardir. Atlarda metasestodlar en ¢ok karacigere
yerlesirler. E. granulosus’un at susu E. granulosus equinus adi ile E. granulosus’un alt tiirii
olarak tanimlanmistir (Bowles ve ark. 1992, Eckert ve Thompson 1997). Giiniimiizde E.
equinus adinda ayr1 bir tiir olarak 6nerilmektedir (Thompson ve McManus 2002, McManus
2013, Alvarez Rojas ve ark. 2014).

Sigir susu (GS)

Son konagi kopek, ara konagi ise sigirlardir. Morfolojik ve biyolojik olarak E.
granulosus’un diger suslarindan farklidir. Son konakta embriyonlu yumurtanin gelisimi 33-35
giinde olurken, diger suslarda bu siire 40-48 giin olmaktadir. Sigirlarda metasestod kistler
yogun olarak akcigerlerde bulunurlar ve bu kistlerin %90’ indaki protoskoleksler enfektiftir.
Molekiiler ¢alismalarla da bu susun E. granulosus’un diger suslarindan farkli oldugu

saptanmistir. S1gir susunun insanlar i¢in olduk¢a enfektif oldugu bildirilmistir (Bowles ve ark.
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1992, Thompson ve ark. 1995, Eckert ve Thompson 1997). Sigir susu giiniimiizde E. ortleppi
adinda ayr bir tiir olarak siniflandirilmistir (Thompson ve McManus 2002, McManus 2013).

E. canadensis (G6-G10)

Filogenetik ve molekiiler ¢alismalardan elde edilen veriler, bugiine kadar G6-G10
suslarinin ¢esitli varyantlar1 ve farkli ara konaklari olmasina ragmen diinya tizerindeki
yayiliglarina bakildiginda, birbirinden net olarak ayrilamadiklarini gostermistir. Geligim
evreleri ve morfolojileri agisindan birbirinden farkli olan G6 ve G7 suslarinin mitokondriyal
cox1 gen dizi analizleri karsilastirildiginda birbirine yiiksek oranda benzerlik gosterdikleri
saptanmistir (Alvarez Rojas ve ark. 2014). Yapilan son ¢aligmalarda orneklerin spesifik
genotiplere ayrigtirllamadigi, bu yiizden G6/G7 susu olarak adlandirildigi belirtilmistir
(Mogoye ve ark. 2013, Nakao ve ark. 2013). Oysa Arjantin’de G6 genotipi ile enfekte
kegilerden elde edilen izolatlarin cox1 gen dizi analizlerinde hepsinde G6 genotipi,
domuzlarin hepsinde ise G7 genotipi tespit edilmistir (Soriano ve ark. 2010). Bu iki genotipin
simpatrik tiirlesme ile olusup olusmadigi hala agik degildir. Orta ve Dogu Avrupa’da G7 susu
icin domuzlar ara konak olarak bildirilmistir (Cardona ve Carmena 2013). G8 genotipi
ABD’de geyiklerde, G10 genotipi ise Finlandiya ve Isvigre’de geyiklerde G8 genotipine
benzemekle birlikte farkliliklari olan ayri bir sus olarak tanimlanmistir (Lavikainen ve ark.
2003). Konak farkliliklar1 ve cografik dagilima bakildiginda G6 ve G7 genotiplerinin farkli
bir tiir olarak ayrilmasi ve E. intermedius adin1 almasi onerilmistir (Sharma ve ark. 2013).
Fakat mitokondriyal gen dizi analizlerine gore, G10 genotipi G6/7 genotipine G8’den daha
fazla benzerlik gostermektedir. G8’in G6/7/10 susundan farkl bir sus olarak diisiiniilebilecegi
bildirilmistir (Nakao ve ark. 2013, Alvarez Rojas ve ark. 2014).

Deve susu (G6)

Deve susunun son konag1 kopekler, ara konaklari ise deve ve kegilerdir. Ancak yapilan
molekiiler ¢aligmalar si8irin da deve susuna ara konaklik yapabildigini ortaya koymustur
(Wachira ve ark. 1993). Diinyadaki enfeksiyonun %7,34’{inden sorumludur. Bu sus Afrika ve
Asya kitalarinda, Ortadogu’nun bir¢ok bolgesinde goriilmektedir. Eckert ve ark. (1989)
Afrika develerinden topladig1 E. granulosus izolatlarinin kopeklerdeki prepatent periyodunun
40 giin gibi kisa siire oldugunu gostermistir. Morfolojik olarak deve izolatinin at ve koyun

izolatlarindan kolayca ayirt edilebildigi fakat sigir susu ile benzerlik gosterdigini bildirmistir.
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Develerde metasestodlar genellikle akcigerlerde yerlesmekte, karaciger ve diger organlarda da
goriilebilmektedir. Akcigerdeki kistlerin fertilitesi (%90) karacigere gore oldukga yiiksektir.
fran’da yapilan galismalarda da deve susunun morfolojik olarak koyun susundan farkli oldugu
ortaya konmustur (Thompson ve ark. 1995, Eckert ve Thompson 1997, Harandi ve ark. 2002,
Ahmadi ve Dalimi 2006).

Domuz susu (G7)

Son konaklar1 kopekler olmakla birlikte gimis tilkiler de bu sus ile enfekte
olabilmektedir. Bu susa ait yumurtalarin domuz yavrulari i¢in olduk¢a enfektif oldugu, kuzu
ve buzagilar i¢in enfektivitelerinin diisiik oldugu bildirilmistir. Domuzlarda metasestodlar
genellikle karacigerde yerlesmektedir (Eckert ve Thompson 1997, Alvarez Rojas ve ark.
2014). Orta ve Dogu Avrupa iilkeleri, eski Sovyetler Birligi, Meksika ve Arjantin’den
bildirilen G7 susu, son donemde, Peru, Cin, Brezilya ve Tiirkiye’de de saptanmistir
(Rosenzvit ve ark. 1999, Snabel ve ark. 2000, Villalobos ve ark. 2007, Moro ve ark. 2009,
Snabel ve ark. 2009, Zhang ve ark. 2014, Monteiro ve ark. 2014).

Geyik susu (G8)

[lk olarak E. granulosus’un alt tiirii E. granulosus canadensis adini alan G8 susu, Kuzey
Amerika ve Avrasya’da ren geyigi, Kanada geyigi gibi biiyiik geyiklerde tespit edilmistir. Son
konag kurtlardir. Ancak Kanada, Alaska, Sibirya, Norveg ve Isvigre’de kdpekler ve evcil
geyikler arasinda da yasam dongiisiinii stirdiirebilmektedir. E. granulosus’un geyik susunun
sigir susuna daha yakin oldugu, ayrica geyiklerde birden fazla susun enfeksiyona neden
olabilecegi bildirilmistir. Insanlarda hastalik olusturmamaktadir (Thompson 1995, Eckert ve
Thompson 1997).

Domuz/ insan susu (Bilinmeyen sus) (G9)

Polonyal1 hastalardan ince igne aspirasyon teknigi ile E. granulosus izolatlar1 toplanmis
ve bu izolatlara ribozomal ve mitokondriyal gen dizi analizleri yapilmistir. Hastalarin yaygin
olarak goriilen G1 susu ile degil, daha dnce saptanan G7 susuna benzeyen fakat farkli bir sus
ile enfekte oldugu belirlenmis ve bu susa G9 susu adi verilmistir (Scott ve ark. 1997). Daha
sonra Polonya, Slovakya ve Ukrayna’da domuzlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda G7

genotipi saptanmis, G9 genotipine rastlanmamistir (Kedra ve ark. 1999). Bu G9 susu ile ilgili
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baska bildiri olmadigindan Polonya’da 1997 yilinda saptanan susun G7 oldugu
diistiniilmektedir. Bilinmeyen sus olarak da adlandirilan bu susun heniliz net olarak

tanimlanmadig bildirilmistir (McManus 2013, Nakao ve ark. 2013).

Fennoscandian geyik susu (G10)

Finlandiya’da dort ren geyigi ve bir Amerikan geyiginden elde edilen E. granulosus
izolatlarmin mitokondriyal ve ribozomal genlerinin dizi analizi sonucunda, E. granulosus’un
diger suslarindan farkli bir sus oldugu saptanmistir. Buna Fennoscandian geyik susu (G10) ad1

verilmistir (Lavikainen ve ark. 2003).

Aslan susu (E. felidis)

Afrika aslanlarinda goriilen bu sus, E. granulosus’un alt tirii E. granulosus felidis
olarak isimlendirilmistir. Dogu Afrika’da E. granulosus’un son konagi av kopegi, sirtlan ve
cakallarda da saptanmistir. Metasestodlari bazi vahsi tirnaklilarda bulunmustur. Bu durum
yasam dongiisiiniin vahsi hayvanlar arasinda bagimsiz olarak devam ettiginin kanitidir, fakat
bazen evcil hayvanlarla da iliski goriilebilmektedir. Kedigiller genellikle E. granulosus’a
duyarl degildir, fakat Giiney Afrika’da vahsi kedilerde saptanmistir (Eckert ve Thompson
1997, Alvarez Rojas ve ark. 2014). Genetik analizler i¢in materyal azligindan dolay1 bir
genotip olarak G-isimlendirme sisteminde yoktur. Uganda aslanlarindan elde edilen ve Giiney
Afrika’da saklanan erigkinlerle yapilan molekiiler ¢aligmalarda aslanlarin son konak oldugu
saptanmistir. Uganda’da bir Afrika domuzunda saptandigi bilgisi disinda ara konaklari ile
ilgili kesin bir bilgi yoktur (Hiittner ve ark. 2008, Hiittner ve ark. 2009, Hiittner ve Romig
2009). Insanda ve ciftlik hayvanlarinda hastalik olusturduguna dair bir bildiri yapilmamustir.
Aslan sugunun mitokondriyal genomunun E. granulosus s.s. susu ile olduk¢a benzer oldugu

icin G1-G3 susuna ait olabilecegi onerilmistir (Nakao ve ark. 2013).
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Tablo 2: Diinyada giiniimiize kadar saptanan E. granulosus suslarinin konaklar1 ve gorildigi

bolgeler
Kesin konak Ara konak
Gl Kopek, tilki, dingo, Koyun, keci, manda, | Kuzey, Orta ve Gliney
kurt, cakal, sirtlan tek tirnaklilar, sigir Amerika, Avrupa,
Afrika, Asya,
Avustralya
G2 Kopek Koyun, sigir, manda Tazmanya, Arjantin,
Romanya, Hindistan
G3 Kopek, tilki(?) Manda, sig1r, koyun Asya, Avrupa
G4 Kopek At ve tek tirnaklilar Avrupa, Ortadogu,
Giliney Afrika, Yeni
Zelanda
G5 Kopek, tilki Sigir, koyun, kegi, Rusya, Orta Avrupa,
manda Giiney Afrika,
Hindistan
G6 Kopek Deve, keci, sigir, Ortadogu, Cin, Afrika,
koyun Arjantin
G7 Kopek, tilki(?) Domuz, yaban Avrupa, Rusya, Orta
domuzu, sigir, kegi Amerika
G8 Kurt, kopek Geyik Kuzey Amerika,
Avrasya
G9 Kopekgiller Domuz/Insan Polonya
(Bilinmeyen sus)
G10 Kopekgiller Geyik Finlandiya

1.1.8. Echinococcus Tiir ve Suslarimin Tanimlanmasinda Kullanilan Molekiiler

Yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Hastalik

etkenlerine ait hedef DNA molekiiliiniin,

spesifik  komplementer

oligoniikleotitler (primer), dort ¢esit organik bazin bulundugu deoksiriboniikleotit trifosfat
(dNTP) ve 1siya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan bir tekniktir. Bir PCR dongiisii DNA’nin tek iplik¢ik haline

gelmesi (denatiirasyon), primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon) olmak iizere
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tic asamadan olusur. Cift iplikli hedef DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde (94-
97°C) ve 15-60 sn.de birbirinden ayrilir. Sicaklik diisiiriilerek (50-65°C) 30-60 sn. zaman
araliginda primerlerin tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayici olan
bolgelere baglanmasi saglanir. DNA polimeraz enzimi 72°C’de, ortamdaki dNTP’leri
kullanarak primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasimi saglar. Boylece tek DNA ipligine
tamamlayict olan yeni DNA molekiili sentezlenmis olur. Denatiirasyon, primerlerin
baglanmasi ve primerlerin uzamasindan olusan dongiiniin birbiri ardina tekrarlanmasi
sonucunda, DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide 2 katina ¢ikarak uzama meydana gelir. Elde
edilen DNA iiriinii, DNA’ya baglanan boya eklenmis jelde elektroforez ile yiiritiiliir veya
amplifikasyon yapilan bolgeye uygun tamamlayici prob ile hibridizasyon yapilarak belirlenir
(Persing 1991). Siklikla PCR yonteminde en ¢ok kullanilan DNA polimeraz Thermus
aquaticus adli termofilik bakteriden elde edilen Tag DNA polimerazdir (Siqueira ve Rogas
2003).

Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorhism-RFLP)

Bir DNA pargasinin restriksiyon endoniikleazi adi da verilen bir restriksiyon enzimi
(RE) ile kesilmesi anlamina gelmektedir. Cift zincirli DNA molekiillerindeki belli niikleotit
dizilerini taniyan ve her iki zinciri birlikte kesen bir enzim tiirii olan bu 6zel enzimler, bakteri
ve arkelerde bulunurlar ve viriislere kars1 bir savunma mekanizmasina aittirler. RFLP teknigi
PCR metoduyla birlikte kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimleri, ¢ift iplik¢ikli DNA’da
spesifik bolgelerden kesim yaparlar ve DNA’dan bir genin veya gen tasiyan bir DNA
segmentinin ¢ikarilmasini saglarlar (Arda 2006). Bu enzimlerden bir veya birkaci ile kesime
ugratildiktan sonra DNA, Southern blot ve klonlanmig DNA probu ile hibridizasyon yapilarak
goriiniir hale gelir. DNA bantlarinin yeri ve sayisinin birbirleriyle karsilastirilmasi “restriction

fragment length polymorphism” adin1 almistir (Thompson ve McManus 2001).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR-RFLP)

Bu yontemde 6nce genomik DNA’nin belirli bir bolgesi spesifik primerler kullanilarak
PCR yontemi ile gogaltilir. Daha sonra elde edilen iiriinler bir veya daha fazla sayida

restriksiyon enzimi ile kesilerek agaroz jel elektroforez ile birbirinden ayrilir. Jel boyanir ve

25



ultraviyole 1s1k altinda goriintiilenir. Bu yontem ile DNA fragmentlerinde smirli sayida
bulunan restriksiyon enzimi kesim bolgelerindeki varyasyonlar belirlenebilmektedir.
Echinococcus izolatlariyla yapilan bir ¢alismada, rDNA internal transcribed spacer 1 (ITS1)
bolgesi PCR ile g¢ogaltilmis ve PCR iriinleri dort baz kesen restriksiyon enzimleriyle
kesilmistir. Bu yontem ile Echinococcus izolatlarmin ayiriminin yiiksek duyarlilikta, hizli ve

giivenilir bir sekilde yapildig: bildirilmistir (Utiik ve ark. 2005).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Deoksiriboniikleik Asit-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction-RAPD-
PCR)

Kisa ve G-C bakimindan zengin bir veya daha fazla primerin kullanilarak genomik
DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina dayanan bu yonteme Arbitrary primed PCR (AP-PCR) adi da
verilmektedir. Baglanma asamasinda PCR’da primerler DNA’nin hem kendilerine 6zgii, hem
de 6zgili olmayan bolgelerine baglanmaktadir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik
farkliliklar1 nedeniyle agaroz jelde farkli sayr ve uzunluktaki DNA bantlar1 gériilmektedir.
Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde meydana gelen mutasyonlar (delesyon,
insersiyon) bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Amplifikasyon
sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleri ile
karsilagtirilarak degerlendirme yapilir. Bu metodun Echinococcus izolatlarinin ayiriminda
basit, olduk¢a hassas ve hizli oldugu bildirilmistir. Fakat agaroz jel elektroforezinde birkag
bant gosteren zayif profillerin olusabilmesi nedeniyle bant profilleri benzer olan izolatlarin
yeni primerlerle tekrar test edilmesi ve diger DNA tiplendirme yontemleri ile ¢aligilmasi
gereklidir (Williams ve ark. 1990, Ellsworth ve ark. 1993, Olive ve Bean 1999, Gasser 1999).
E.granulosus’un Isve¢ ve Ispanyol izolatlart ile yapilan bir calismada, insan kokenli
izolatlarin hayvan kokenli izolatlardan farkli bant paterni gosterdigi bildirilmistir (Siles-Lucas
ve ark. 1994). Slovakya’da RAPD yontemi ile E.granulosus’un domuz izolatlarinda iki farkli
patern saptanmistir (Turcekova ve ark. 2003). Misir’da insan ve hayvan E. granulosus
izolatlarinin bu yontem ile karsilastirilmasi sonucunda, birbirine en yakin bant paternini insan

ve deve izolatlarinin gdsterdigi rapor edilmistir (Taha 2012).
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Polimeraz  Zincir Reaksiyonu-Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi
(Polymerase Chain Reaction-Single Stranded Conformation Polimorphism—PCR-
SSCP)

DNA fragmentindeki kiigiik dizi degisikliklerinin ve nokta mutasyonlarinin
saptanmasinda kullanilan bir yontemdir. DNA fragmentinin PCR ile denatiirasyonundan sonra
irtin denatiire olmayan poliakrilamid jel elektroforezinde (PAGE) yiiriitiiliir. Tek iplikgikli
DNA stabil degildir. Jelde yiiriirken DNA’nin zincir igindeki baz ciftlesmeleri sonucunda
olusan sekonder ve tersiyer yapisi ve hareket degisiklikleri, DNA’nin yapisindaki tek bir baz
farkliliginin tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Jel etidyum bromid veya giimiis ile
boyanarak bantlar goriintiilenir (Orita ve ark. 1989, Sunnucks ve ark. 2000, McManus 2002).
SSCP yonteminin basarisina etki eden en onemli faktor DNA fragmentinin uzunlugudur.
Giivenilir sonuglar i¢cin DNA fragmentinin uzunlugunun 150-200 bp olmasi gerekmektedir.
Bunun yaninda DNA konsantrasyonu, PCR denatiirasyon yontemi, elektroforez 1sisi, jelin
ozellikleri, tampon ve pH gibi parametreler de énemlidir. Ideal sartlar olustugunda SSCP ile
potansiyel baz degisikliklerinin %80-90’nin saptanabildigi bildirilmistir (Nollau ve Wagener
1997, Wagner 2003, Kakavas ve ark. 2008). Bu yontem ile 100’e yakin PCR iiriinii jelde
yuriitiilerek bir seferde analiz edilebilmektedir. Ayrica DNA fragmentinde polimorfizmin
olup olmadigini, eger varsa fazla oldugu gen bolgelerini tespit etmek, tiir i¢i varyasyonlari

belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Glenn 1996).

DNA Dizi Analizi (DNA Sequencing)

DNA dizi analizleri ya da sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotit
baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin
digerine hibridizasyonuna dayanir. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi ve Sanger-
Coulson’un zincir sonlanma yontemi (enzimatik) daha uzun DNA molekiil dizilerinin
saptanmasini saglamistir. Her iki analiz sirasinda da tek iplikli DNA parcalar1 hazirlanir.
Maxam ve Gilbert’in yonteminde kimyasal maddeler kullanildigi i¢in zamanla Sanger-
Coulson’un yontemi tercih edilmistir. Bu yontemde E.coli Klenow Fragmenti DNA Polimeraz
I, Tag DNA polimeraz, ters transkriptaz veya sekans enzimlerinden birisi, tek iplikli kalip
DNA, radyoaktif veya floresan isaretli dNTP ve ddNTP, primerler kullanilarak dizisi
saptanacak DNA iplik¢iginin komplementeri sentezlenmektedir. DNA iplik¢igine dNTP

eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi durmaktadir.
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Boylece PCR tiiplerinde farkli uzunluklarda DNA pargalarinin olusmasi gergeklesmektedir.
Jelde yiirtitiilen PCR {iriinlerini goriiniir hale getirmek i¢in otoradyografi uygulanmaktadir.
Artefaktlardan dolay1 sonuglarin yorumlanmasi giictiir. Artefakt ve diger faktorlere bagh
hatalar1 azaltmak ig¢in her iki DNA zincirinin dizi analizi yapilmalidir. Ayrica jel
kullanilmayan dizi analiz yontemleri (hibridizasyon, gene-spesific-chips) ile sonuglar daha
kolay ve hatasiz alinabilmektedir. Dizi analizlerini yapan otomatik cihazlar gelistirilmistir

(Sambrook ve ark. 1989, Olive ve Bean 1999, Francga ve ark. 2002).

Dideoksi Fingerprinting (Dideoxy Fingerprinting-ddF)

Gendeki tek niikleotit degisikliklerini tespit edebilen ¢ok hassas bir tarama metodu olan
ddF, Sanger’in zincir sonlanma yontemi ve SSCP tekniklerinin biraraya getirilmesiyle
olusturulmustur. PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmentine Sanger yontemi sadece bir ddNTP
uygulanarak yapilir ve denatiire olmayan jelde yiiriitiiliir. Bu yontem 250-300 bp’lik bir DNA
fragmentindeki  biitin  mutasyonlar1 ~ saptayabilmektedir. DNA’daki  mutasyonlar,
otoradyografi yapildiginda bantlarin farkli pozisyon almalarina, bandin kaybolmasi veya yeni
bant olusumlarma bakilarak tespit edilmektedir Bu teknikte her uzunluktaki PCR iiriini
incelenebilmektedir. Spesifik primerlerin kullanilmasi yontemin hata olasiligini en aza indirip
verimi arttirmaktadir (Liu ve ark. 1996, Gasser 1997).

PCR ile ¢ogaltilan DNA dizilerinin karsilastirilmasi

E. granulosus izolatlarindan elde edilen DNA’nin cox1 ve nadl gen bolgeleri uygun
primerler ile PCR’da cogaltilir ve manuel veya otomatik olarak sekanslanir. Elde edilen
diziler, Echinococcus tiirlerinin ve suslarinin yayinlanmis dizileri ile karsilastirilir. Boylece
incelenen izolatin E. granulosus’un farkli bir genotipi olup olmadig: saptanir ve genotipik

tanimlamasi yapilir (Thompson ve McManus 2001).

Giliniimiizde Echinococcus popiilasyonlarinin filogenetik analizi i¢in mitokondriyal
DNA cox1, nadl gen bolgeleri ile birlikte adenozin trifosfat 6 (ATP6) genleri ile niikleer
rDNA ITS1 genleri de kullanilmaktadir (Moghaddas ve ark. 2015, Hanifian ve ark. 2013,
Beato ve ark. 2010, Snabel ve ark. 2009, Gudewar ve ark. 2009).
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1.1.9. Tam
Klinik tan:

Hastadan almman anamnez tanida onem tasimaktadir. Kopekle oynayan cocuk, avci,
kasap ve cobanlar risk altindadir. Hastalarin ¢ogunlugu 20-50 yas araligindadir. Tiirkiye
genelinde yapilan ¢alismalarda hastaligin kadinlarda erkeklerden daha fazla goriildigi tespit
edilmistir (inceboz ve Uner 2000, Aslan ve Aslan 2001, Ertabaklar ve ark. 2003, Daldal ve
ark. 2012). Hasta sikayetleri kistin yerlestigi organa, biiyiikligiine ve hastanin bagisiklik
sistemine gore degisiklik gostermektedir. Genel belirtiler iirtiker, eozinofili, ¢ocuklarda
bliylime gelisme geriligi, lokal belirtiler ise kistin yerlestigi organa gore degisen timor

belirtileridir (Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Goriintiilleme yontemleri:

Direkt grafi: Akciger KE tanisinda kullanilmaktadir. Icleri sivi ile dolu veya ince
duvarli bos kistler, caplar1 genellikle 1-20 cm arasinda, yuvarlak veya oval yapida

goriilebilirler (Ammann ve Eckert 1995).

Ultrasonografi (US): Noninvaziv, uygulamasi kolay ve ucuz bir yontemdir. Cogunlukla

karacigerdeki kistler icin kullanilmaktadir, periferal yerlesimli akciger kistlerini ve diger
organlardaki kistleri de goOsterebilir. Seyyar ultrasonlar saha ¢alismalarinda tercih
edilmektedir (Ozkol ve ark. 2005). Benign konjenital kistlerden ayrimi zordur. DSO
Ekinokok Calisma Grubu 1997 yilinda yapilan XVIII. Uluslararas: Hidatidoloji Kongresi’nde
kistleri baslica 6 tipe ayirmistir (WHO IWG 2003).

Bilgisayarli tomografi (BT): Bir cm’den kiigiik kistlerin goriilmesinde etkili bir

yontemdir (Ammann ve Eckert 1995, Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Manyetik rezonans (MR): Intrahepatik ve ekstrahepatik vendz sistem degisikliklerinin

tanimlanmasini saglamaktadir (Ammann ve Eckert 1995, Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007). Sivi
alanlar1 MR ile daha iyi goriintiilenebilmektedir (Brunetti 2010). Abdominal kisti olmayan US
negatif hastalarda BT ve/veya MR o6nerilmektedir (Kilimcioglu ve ark. 2013).
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Ponksiyon materyalinin mikroskobik incelemesi:

Ultrason esliginde ince igne ile alinan ponksiyon materyalinde protoskoleks ve
cengellerin goriilmesi ile tan1 konulmaktadir. Invaziv ve riskli bir yontem oldugu igin &zel
durumlarda, ancak serolojik yontemler ve goriintiilleme yontemleri ile tan1 konulamadiginda
tercih edilmelidir. Islem sirasinda anaflaktik reaksiyon ve sekonder ekinokokkuz
gelisebileceginden, ponksiyon uygulandiginda profilaktik olarak steroid ve antihistaminik
sagaltimi, ponksiyondan sonra da profilaktik olarak kemoterapi uygulanmasi onerilmektedir

(Ammann ve Eckert 1995, Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Serolojik yontemler:

Tan1 ve tedaviye yardimci testlerdir. Radyolojik taniy1 dogrulamada, cerrahi veya
farmakolojik tedavi sonrasi hastalarin takibinde kullanilmaktadir (McManus ve ark. 2003,
Yildiz ve ark. 2013).

Casoni deri testi: Ilk kez 1912 yilinda uygulanan bu ydntem, steril olarak alman kist

stvilarinin alerjen olarak deri i¢ine verilmesi ve olusan alerjik reaksiyonun izlenmesi seklinde
uygulanmaktadir. Alerjik hastalarda ¢apraz reaksiyonlara neden oldugundan ve enjekte edilen
kisileri duyarli hale getirdiginden DSO tarafindan &nerilmemekte ve giiniimiizde

kullanilmamaktadir (Ozbilgin ve Kilimcioglu 2007).

Kompleman birlesmesi testi (Weinberg reaksiyonu): Ik kez 1906 yilinda Ghedini

tarafindan kullanilan bu test, olusan antijen-antikor kompleksinin serbest halde bulunan
komplemani aktive etmesi esasina dayanan klasik bir yontemdir. Kompleks olusamadiginda
kompleman serbest kalmakta ve ortamdaki hemolitik sistemi (koyun eritrositleri)
pargalamaktadir. Giiniimiizde kullanilmayan bir ydéntemdir (Merdivenci 1976, Ozbilgin ve

Kilimcioglu 2007).

Lateks Agliitinasyon Testi (LAT): Ilk kez 1955 yilinda Singer ve Plotz’un IgG’nin

dogal olarak polistren lateks parcaciklarinin yiizeyine adsorbe oldugunun tesadiifen
bulmasiyla kullanilan bu yontem, antijen kapli lateks partikiillerinin antikor ile karsilastiginda
kompleks olusturmasi ve kiimelenerek ¢okmesi esasina dayanmaktadir (Ozbilgin ve

Kilimcioglu 2007, Sakru ve Korkmaz 2011).
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Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) testi: Ilk kez 1957 yilinda Garabedian ve arkadaslar

tarafindan uygulanmistir. Bu testte tannik asitle duyarlastirilan koyun veya 0 RH(+) insan
eritrositlerinin yiizey gerilimlerinin degismesi sonucunda antijen tutma Ozelliklerinden
yararlanilmaktadir. Reaksiyon iki asamalidir. ilki antijen-antikor birlesmesi yani sensitizasyon
basamagi, ikincisi ise goriiniir kiimelesme olusturan ¢apraz bag olusumudur. Bu olusum ile
birden fazla antijenik belirleyici birlikte baglanarak antijen-antikor kompleksini
saglamlagtirmaktadir. Kafes olusumu seklinde ifade edilen ikinci asama, ortamin iyonik giicii,
pH ve sicaklik gibi faktorlerden etkilenmektedir Antijen kapl eritrositler serumda bulunan
antikorlarla reaksiyona girdiginde agliitinasyon olusmamaktadir (Ozbilgin ve Kilimcioglu
2007, Sakru ve Korkmaz 2011). Testin duyarliligin1 % 60-90, testin 6zgiilliigiini % 83-100
arasinda rapor eden calismalar vardir (van Doorn ve ark. 2007, Eris ve ark. 2009, Bilge ve
ark. 2009, Sar1 ve ark. 2009, Wustenberg ve ark. 2014).

Immunelektroforez (1E) ve immundifiizyon (ID) testleri: ilk kez 1953 yilinda Grabar ve

Williams jel elektroforezi sonrast immundifiizyon uygulamiglardir. Daha sonra Scheidegger
tarafindan gelistirilen yontem bugiinkii kullanilir halini almistir. Antijenin jelde elektroforetik
olarak parcalaria ayrildiktan sonra ortama konan serumdaki antikorun yayilmasi sonucunda
jelde anitjen ile karsilastiklar1 bolgede karakteristik presipin yayr olusmasi esasina
dayanmaktadir. IE yontemi uygulanan KE hastalarinda kist sivisi i¢indeki belli bir antijen
tarafindan (antijen 5) daima aym1 bolgede tipik presipitasyon ¢izgisi (arc 5 bandi)
olusmaktadir. Saflastirilmis ve yogunlastirilmis kist sivisi antijeniyle %90’lara varan pozitif

sonuglar alindig1 bildirilmistir (Altintas ve Korkmaz 1997, Koltas 2011).

Cift diflizyon testi (DD5): Bu yontem, kist sivisina karsi olusan presipitasyon yayinin,

antijen 5’e karsi bir kontrol serumunun olusturdugu yaya benzerlik gostermesi esasina
dayanir. Koyunlara kist sivist verildikten sonra alinan serum kontrol serumu olarak
kullanilmaktadir. Olusan antikorlar hidatik siv1 antijenine kars1 arc 5 bandi goriiliinceye kadar

sulandirilir. Testin duyarliligt %66-75 arasindadir (Altintag ve Korkmaz 1997).

Indirekt Floresan Antikor (IFA) testi: Bu ydntemin prensibi, énceden lamlar iizerine

tespit edilmis parazitlerle muamele edilen degisik diliisyonlardaki hasta serumlarinda antijene
kars1 olusmus antikorlarin bulunup bulunmadiginin florosein izotiosiyanat ile isaretli spesifik

anti antikorlar (anti-globulin) yardimiyla gosterilmesine dayanmaktadir. Sonuglar floresan
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mikroskopta degerlendirilir. Antijen olarak fertil koyun hidatik Kistlerinden elde edilen

protoskoleksler, bunun yaninda, protoskoleks kesit antijeni ve ¢imlenme zar1 kesit antijeni de

kullanilmaktadir (Ozcel 1978, Ozcel ve ark. 2011).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Antijen-antikor reaksiyonlarini

kantitatif olarak olgmede kullanilan bir yontemdir. Antijen-antikor kompleksine enzim ile
isaretli antiglobulin ve sonra substratin eklenmesi ile ortamda antijen ve antikor varliginda
gozlenen renk olusumunun spektrofotometrede Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Kolay
uygulama, yiiksek duyarhilik, kullanilan reaktiflerin uzun siire saklanabilmesi, ¢ok sayida
ornegin kisa siirede calisilabilmesi, sonucglarin spektrofotometrede objektif olarak
degerlendirilebilmesi ve saklanabilmesi gibi bir¢ok avantaji vardir. Enzim substrat reaksiyonu
sonucunda olusan rengin siddeti, 6rnekteki antijen veya antikorun miktarina baglidir. Son
yillarda daha o0zgill ve gi¢lii baglanma kapasitesi olan biotin-avidin sistemlerinin
kullanilmaya baslanmasiyla ELISA yonteminin duyarliligi yiikseltilmistir (Ak 1997, Zeyrek
ve Erdogan 2011). Yapilan ¢alismalarda ELISA’nin duyarliliginin %87-87,5, 6zgiilliigiiniin
ise %89-100 arasinda degistigi goriilmistiir (Akisii ve ark. 2005, Sar1 ve ark. 2009). KE’lu
olgularda IgE ve 1gG alt gruplari ile yapilan bir ¢alismada, IgE, 1gG1l ve 1gG4 spesifik
antikorlarin hastaligin tanisinda ve tedavi sonrasi izlenmesinde en iyi immiinolojik markar
olduklar1 bildirilmistir (Tenguria ve Naik 2014). IgG1’in (%91,9) duyarliliginin IgG’nin
(%54,1) duyarliligindan daha yiiksek oldugu saptanmistir (Zhang ve ark. 2015). ELISA

yontemi KE’un tanisinda radyolojik yontemlerle kombine olarak kullanilmaktadir.

Western Blot (WB) yontemi: 1975 yilinda Southern, DNA’nin nitroselliilloz membrana

(NM) aktarilmasi teknigini gelistirdikten sonra, proteinlerin NM’a aktarilmasi teknigine de
Western ad1 verilmigstir. Proteinlerin molekiiler agirliklart DNA’ya gore daha kiiglik oldugu
i¢in, birbirinden ayirma yonteminde poliakrilamid jel kullanilmaktadir. Hidatik kist antijeni
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide gel electrophoresis) ile elektroforeze
tabi tutulur ve NM’a transfer edilir. NM seritler halinde kesilerek herbiri hasta serumlar: ile
muamele edilir, enzim isaretli anti antikorun ve sonra uygun substratin ortama eklenmesi ile
spesifik protein bantlar1 goriiniir hale gelir. Yontem rutinde ekinokokkoz serolojik tanisini
dogrulamada ve alveolar ekinokokkozdan (AE) ayiriminda kullanilmaktadir (Korkmaz 2011).
Antijen 5 ile yapilan WB testinde 38 kDa’luk alt iinitenin kontrol serumlar ile pozitiflik

verdigi, 12 kDa’luk alt iinitenin ise vermedigi saptanmistir. Ancak 12 kDa’luk alt iinitenin AE
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ve sistiserkoz’lu hasta serumlari ile gapraz reaksiyon verdigi bildirilmistir (Leggatt ve ark.
1992). Koyun kist sivisindan saflastirilan antijenlerin kullanildigt WB yo6nteminin KE’lu
hastalarin tanisinda ve takibinde dnemli oldugu, cerrahi 6ncesi ve sonrasi yapilan WB testleri
sonucunda 39 ve 42 kDa agirligindaki proteinlere spesifik antikorlarin cerrahi uygulamadan
sonraki 1 yil i¢inde ortadan kayboldugu bildirilmistir (Doiz ve ark. 2001). KE’lu hasta
serumlarma iki farkli serolojik testin uygulanmasinin duyarliligi arttirdigi ve 6zgilligi
diisiirdigii  saptanmig, WB yonteminin IFA, ITHA ve ELISA yontemleri ile birlikte
kullanilmasimin duyarliligt %100’e yiikselttigi bildirilmistir (Yazar 1998). Karaciger ve
akciger disinda yerlesimin nadir lokalizasyonlu bolgelerinde kist hidatik bulunan hastalarin
serumlarina IHA ve WB testleri yapilmistir. IHA negatif saptanan 10 hastanin WB testinde
pozitif oldugu tespit edilmis, WB testinin karaciger dis1 yerlesimli KE’lu hastalara tanm
koymada klinik anamnez ve radyolojik bulgularla birlikte oldukca degerli oldugu
vurgulanmigtir (Akcam ve ark. 2014).

Iki Yonlii Elektroforez (2-D Elektroforez- Two-Dimensional Gel Electrophoresis):

O’Farrell ve Klose’nin ilk kez 1975 yilinda uyguladig1 yontem sadece arastirma diizeyinde
kalmistir. iki asamada gergeklesen bu ydntem ile elde edilen yiizlerce protein pikinden énemli
tanisal bilgi elde edilmektedir. Birinci asamada yiike bagh elektroforez, ikinci asamada ise
molekiiler agirhiga bagli elektroforez yapilir. Ilk basamak igin biiyiik porlara sahip agaroz
veya poliakrilamid jel kullamlir. pH gradienti elde etmek igin amfolitler eklenir. Ikinci
asamada ise lineer veya gradient sekilli SDS-poliakrilamid jel kullanilir. Elektroforez
isleminden sonra Comassie boyasi, glimiis boyama, radyografi (izotopik olarak isaretli
polipeptidlerin emisyonunun fotograf filmlerinde gosterilmesi), florografik analiz (sintilator
ile trityum isaretli polipeptidlerin rontgen filminde gosterilmesi) yontemlerinden birisi ile
polipeptidler goriiniir hale gelmektedir. Bu yontemden sonra uygulanan kiitle
spektrofotometresi ve MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of
Light) yontemleri ile E. granulosus ve diger parazitlerin proteom analizleri yapilmistir
(Chemale ve ark. 2003, Koltas 2011, da Silva Santos ve ark. 2015).

Serolojik tanida kullanilan testlerin duyarhilik ve 0Ozgilliigii yonteme, antijenin
Ozelliklerine, antijen kaynagina ve hastanin immun yanitina gére degismektedir (Gottstein
1992). KE tanisinda ITHA yontemi kolay uygulandigi, kisa siire iginde sonug¢ verdigi ve

maliyetinin ucuz olmasi nedeniyle seroloji laboratuvarlarinda tercih edilmektedir. Duyarliligt
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ve Ozgilligi yiksek olan bu test, ELISA testi ile paralel calisilarak hasta sonuglari
degerlendirilmektedir (Kilig ve ark. 2007). KE’lu olgularda ELISA, IHA ve IFAT
yontemlerinin duyarlilig sirastyla %87,5, %90, %82,5, 6zgiilliigi ise %100, %97,5 ve %100
olarak tespit edilmistir (Sar1 ve ark. 2009). Bir baska c¢alisjmada IHA, ELISA ve WB
testlerinin duyarliligi sirasiyla %96,7, %87,1 ve %100 olarak bulunurken, bu testlerin
ozgiilliikleri %82,2, %89,2 ve %85,7 olarak saptanmistir (Akisii ve ark. 2005).

Tani i¢in yaygin olarak kullanilan ELISA, THA, LAT ve WB serolojik yontemleri
yaninda IFAT ve arc-5 IE de kullanilmaktadir (McManus ve ark. 2003). Serolojik
yontemlerin duyarliligi, karaciger kistleri icin %85-98, akciger kistleri i¢cin %50-60 ve
multiple organ kistleri igin %90-100’diir. Testlerin 6zgiilliigi ise, E. multilocularis ve Taenia
solium gibi sestod enfeksiyonlari, bazi helmint hastaliklari, malignite, karaciger sirozu ve
anti-P1 antikorlarina bagli ¢apraz reaksiyonlar nedeniyle diisiiktiir. Siipheli olgularda arc-5 IE
testi, Antigen B (AgB) 8 kDa/12 kDa alt iinitesi veya EgAgB8/1 antijenleri ile WB dogrulama
testleri kullanilmalidir (Brunetti ve ark. 2010). WB testinin ayirici tani i¢in en iyi test oldugu
bildirilmistir (Akisii ve ark. 2006).

Patolojik tani:

Hastaligin kesin tanisinda altin standart parazite ait protoskoleks, c¢engel, germinal
membran gibi tipik yapilarin goriilmesi ile olmaktadir. Materyal cerrahi veya kist ponksiyonu
ile elde edilmektedir. Fertil kist sivisinda gengel ve protoskoleks kolay saptanmaktadir. Fertil
olmayan kistlerde parazitin germinal ve laminar tabakasinin pargalarinin karakteristik yapilar
histolojik inceleme ile tespit edilmektedir. Ayrica laminar tabakanin periodic acid-Schiff
(PAS) ile kuvvetli boyanmasi tani igin onemli bir 6zelliktir. Laminar tabaka Gomori-
Metenamin-Silver ve Best’s Carmine boyalari ile de boyanmaktadir (Thompson 1995, Nart
2004).

1.1.10. Tedavi

Hidatik kistli hastalara uygulanan cerrahi, perkiitan ve medikal tedavi olmak tizere ii¢

ana tedavi yontemi vardir:

34



Cerrahi Tedavi: Tedavinin amaci organ dokusunu koruyarak kistin ¢ikarilmasi ve kalan

boslugun kapatilmasidir. Cerrahi tedavide agik ve laparoskopik olarak total ve parsiyel
kistektomi, parsiyel hepatektomi, total kist eniikleasyonu, introfleksiyon, radyofrekans
ablasyon, tlip drenaji, omentoplasti, transplantasyon, karaciger rezeksiyonu, transkistik
fenestrasyon, kapitonaj gibi yontemler uygulanmaktadir. Cerrahi miidahaleden 6nce hidatik
kistlerin igine hipertonik tuzlu su, setrimid soliisyonu, glimiis nitrat, povidon iyot veya etanol
gibi skolosidal ajanlar enjekte edilmektedir. Cerrahide niiks onemlidir ve %2-25 oraninda
oldugu bildirilmistir. Kistin tamamiyle alinamamasi veya Onceden saptanamayan Kkistler
nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir (Pawlowski ve ark. 2001, McManus ve ark. 2003).
Cerrahi operasyon sonrasi 6liim orani %0,5-4 arasindadir. Oliim oraninin artmasi tekrarlayan
operasyonlar ve operasyonun yetersiz kosullarda yapilmasina baglidir (Moro ve Schantz
2009).

Perkiitan tedavi: Hidatik kiste, PAIR (perkiitan aspirasyon, enjeksiyon ve reaspirasyon),
PAIRD (PAIR, drenaj), PEVAC (perkiitan kist bosaltilmasi1), PPDC (perkiitan delme, drenaj

ve kiiretaj)ve PAI-D (gift perkiitan girigle aspirasyon, rearbsorbsiyon yapilmadan skolosidal
ajan injeksiyonu) gibi girisimsel yontemler uygulanmaktadir (Uzunkoy 2010). Girigimsel
yontemler US veya BT esliginde basit, ulasilabilir kistlerde skolosidal ajanlarla
gerceklestirilmektedir. Kiste perkiitan yolla girilip aspire edildikten sonra skolisidal ajanlarin
verilip tekrar aspire edilmesi islemi PAIR’dir. Gebelerde ve ii¢ yasin altindaki ¢ocuklarda
tercih edilmemektedir. Cerrahi sonrasinda goriilen niikslerde uygulanmaktadir. Cerrahi kadar
riskli olmayan bu yontem taniy1 dogrulamakta ve fazla miktardaki protoskoleks ve kist sivisi
antijeninin uzaklastirilmasin1 saglamaktadir. Maliyeti diisiiktiir ve hastanin hastanede kalis
stiresi kisadir (WHO 1996, Pawtowski ve ark. 2001, Yetim ve Erzurumlu 2013). PAIR
isleminin kanama, diger dokulara mekanik hasar, enfeksiyon, Kist sivisinin sizmasina bagh
alerjik reaksiyon ve anafilaktik sok, yayilima bagli sekonder ekinokokkoz, bilier fistiil gibi
riskleri bulunmaktadir (Koksal ve ark. 2004).

Medikal Tedavi: Tedavide benzimidazoller (mebendazol ve albendazol)
kullanilmaktadir. Operasyondan once hastaya benzimidazol verilmesi intrakistik basinci
azaltmakta ve kistin ortamdan daha kolay ayrilmasini saglamaktadir. Hastalarin 12 aylik
donemleri incelendiginde %30’unda kistlerin kayboldugu, %30-50’sinde kistlerin dejenere

oldugu ve/veya boyutlarinda belirgin bir kiigilme oldugu, %20-40’inda ise kistlerde herhangi
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bir degisiklik olmadigi, kemoterapinin geng¢ hastalarda, yasli hastalara gére daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Niiks goriilen olgularda medikal tedavinin tekrar verilmesi sonucunda %90
basari elde edilmistir (Pawlowski ve ark. 2001). Albendazol 10 mg/kg-toplam 400 mg/2 giin
olacak sekilde boliinmiis dozlarda verilir. Kistlerin %48’inin kaybolmasini ve boyutlarinda
%?24’ten fazla bir kiiglilme saglar. Toksik oldugu i¢in hasta dort hafta kullanip iki hafta ara
vermelidir. Bu sekilde 3-6 kez kullanilir. Mebendazol hastalara giinde 40-50 mg/kg, iice
bolinmiis dozlarda verilir. Albendazol kadar etkili olmadig1 saptanmistir (McManus ve ark.
2003). Mebendazoliin akcigerdeki kistlere karsi karacigerdekilerden daha etkili oldugu
goriilmiistiir (Pawlowski ve ark. 2001). Hastaligin niiksetmesini engellemek ve peritoneal
yayillimini azaltmak, anaflaktik sok veya diger allerjik reaksiyonlar1 ve yayilima baglh
sekonder ekinokokkoz enfeksiyonlarin1 6nlemek amaciyla cerrahi ve perkiitan tedaviden 6nce
ve sonra, albendazol veya mebendazol ile ilag tedavisi Onerilmektedir (Kasirga ve Appak
2013). KE tedavisinde praziquantel 25 mg/kg/giin dozunda albendazol ile kombine
verilmektedir. Albendazoliin tek basmna etkisinden daha kuvvetlidir. Fakat praziquentel,
albendazol siilfoksidin serum konsantrasyonunu 4 kat arttirdig1 i¢in, albendazol toksisitesi

olustugunda tedavi sonlandirilmalidir (McManus ve ark. 2003).

Ilag tedavisi ve girisimsel yontemler, opere edilemeyen ve cerrahi riski yiiksek
hastalarda tavsiye edilmektedir. Cerrahi tedaviye uygun olmayan veya reddeden olgularda ise
medikal tedavi uygulanmaktadir. Hastaya en uygun tedaviyi uygulayabilmek i¢in, tedavilerin
riskleri, yararlari, endikasyon ve kontrendikasyonlari ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir (WHO
1996, Yetim ve Erzurumlu 2013).

1.1.11. Bulas Yollan

Kopek diskistyla atilan emriyonlu yumurtalarla kirlenen meyve, sebze ve sularin insan
ve ara konaklar tarafindan tiiketilmesi veya enfeksiyonlu kopekle temas ile bulasgim
gerceklesebilmektedir. Enfekte kopegin antistinii koklayan ve yumurtalar1 burnuna ve agzina
bulagtiran saglikli kdpekle temas ile de enfeksiyon bulasabilmektedir. Havadaki tozlarla
birlikte solunum yoluyla alinan yumurtalar akcigere yerlesip enfeksiyon olusturabilmektedir.
Koyunlar otlarken solunum yoluyla yumurtalar: aldiklarindan koyunlarda insanlara gore daha
fazla akciger KE’u goriilmektedir. Kopeklerin ¢ig ve enfekte i¢ organlart yemeleri E.
granulosus bulasinin devamliligina neden olmaktadir. Sehir kdpeklerine gore ciftlik kdpekleri

ve koyun ¢obanlig1 yapan kopeklerde enfeksiyon orani daha yiiksektir. Bes yasin iistiindeki
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kopeklerde koproantijen, geng kdpeklere gére daha az saptanmistir. Bu da geng kopeklerin
enfeksiyonu bulastirmada yiiksek risk tasidigimi gostermektedir (Moro ve Schantz 20009,
Otero-Abad 2013).

1.1.12. Korunma ve Kontrol

Kistik ekinokokkoz diinyanin pek ¢ok iilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’de de dnemli halk
saglig1 sorunlarindan biridir. Enfeksiyonun endemik oldugu iilkelerde kontrol programlarinin
uygulanmasi (halk saghigi ve kontrolii, koyun kesiminin mezbahalarda yapilmasi) sonucunda
hastaligin yok olmasi ile ilgili basarili sonuglar alinmustir. izlanda, Yeni Zelanda, Tazmanya,
Falkland Adalar1 ve Kibris’da yapilan kist hidatik kontrol programlar1 basarili olmustir. Sili,
Arjantin ve Uruguay’da ise uygulanan kontrol programlarmin hepsinde basar1 elde
edilememistir (Eckert ve ark. 1984, Craig ve ark. 2007). Wales kontrol programindan devlet
desteginin geri ¢ekilmesi, Kenya’daki Turkana kontrol programinda veterinerlik, egitim,
saglik, iletisim, yol ile ilgili yetersizlikler ve halkin yaygin yerlesimine bagli olarak otoritenin
yeterli denetim yapamamasi, Sardunya kontrol programinda sahipsiz kdpeklerin kontroliiniin
saglanamamasi, Peru’daki kontrol programinin terér olaylari ve Sovyetler Birligi’ndeki
kontrol programinin ise devleti olusturan toplumlarin bagimsiz devletler kurmasi gibi politik
ayaklanma ve/veya giivenlik sorunlar1 nedeniyle basariya tam ulasamadigi bildirilmektedir.
Kontrol programlarmin devlet politikasi haline gelmesi, bu ¢alismalardan yeterli verimin
alinmasimi saglayacagi disiiniilmektedir (Craig ve ark. 2007). Tirkiye gibi ekonomisi
hayvanciliga dayali toplumlarda koyun-kdpek dongiisiine engel olunamadigi i¢in kisir dongii
devam etmektedir. Hastalik ¢ogunlukla verimsiz kirsal alanlardaki koyunlarla, bu siiriiyii
giitmek ve korumak amaciyla barindirilan kopeklerle birlikte yasayan insanlarda
goriilmektedir (McManus ve ark. 2003). Endemik bdlgelerde parazitin eradike edilmesine
yonelik kontrol ¢aligmalar1 dort asamaya ayrilmaktadir. Bunlar planlama, saldiri, takviye ve
eradikasyonun siirdiiriilmesi agamalaridir (Gemmel ve ark. 2001, Eckert ve Deplazes 2004,
Craig ve ark. 2007).

Planlama fazi: Epidemiyolojik aragtirmalardan g¢ikan sonuglara gore maliyet analizi
yapilir ve teknik personel gorevlendirilir. Parazitin bolgedeki kaliciligimin ve bulasma
dinamiklerinin arastirilmasi 6nemli oldugu i¢in, kontrol ¢calismalar1 6zellikle hastaligin koyun

ve kopeklerde endemik oldugu ve insanlarda hastalik olusturdugu bolgelerde yapilmaktadir.
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Saldir1 fazi: Bu fazda kopeklerin tiimiine yonelik ilaglama kampanyalar1 yapilmaktadir.
Kopeklerde E. granulosus’un varligi arekolin veya koproantijen ELISA testi ile, insanlarda
KE varligi ise ultrasonografi veya ultrasonografi-seroloji kombinasyonu ile arastirilarak

kontroliin basarili olup olmadig1 degerlendirilir.

Takviye fazi: Sahipli kopeklerin antihelmentikle tedavisi yapilir, kagak kesimler dnlenir

ve karantina tedbirleri alinir.

Eradikasyon fazi: Kontrol c¢alismalarmma son verilir. Ancak, yeni enfeksiyonlarin
olusmasini 6nlemek icin, disaridan hasta hayvan girisi kontrol edilir, mezbaha hijyenine ve et

muayenesine 6nem verilir.

KE kontrolii; egitim ve korunma, kopeklerin antihelmentiklerle tedavisi, koyunlarin
asilanmasi, koyunlarda asilama ile kopeklerde antihelmentik tedavisinin birlikte uygulanmasi

seklinde farkli yollardan yapilmaktadir (Gemmell ve ark. 2001, Eckert ve Deplazes 2004).

Halk egitimi ve korunma kontrol programinda halkin egitilmesi, mezbaha hijyeni ve
veteriner kontrolii, evde canli hayvan kesilmesinin Oniine gecilmesi, et muayenesi, i¢
organlarin yakilmasi/gomiilmesi ile ortadan kaldirilmasi, basibos kdpeklerin kontrolii, sahipli
kopeklerin kayit altina alinmasi ve disi kopeklerin kisirlastirilmasi ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Uygulandig1 iilkelerde bu kontrol programinin, hastaligin kontroliinde etkili olmadig1 ve

yavas isledigi bildirilmistir (Gemmell ve ark. 2001, Eckert ve Deplazes 2004).

Kopeklerin antihelmentiklerle tedavisi kontrol programinin amaci, yasalar yoluyla baski
olusturarak parazitin yagsam dongiisiinii kesintiye ugratmaktir. Kdpekler tedavinin siirdiigii 2-3
glin boyunca karantinada tutulurlar, diskilari toplanarak yakilir veya gomiiliir. Kopeklerde
tedavi parazitin prepatent periyodu nedeniyle alt1 haftalik periyotlarla yapilmaktadir. Bu tiir
kontrol programi, egitim ve korunma kontrol programlar ile birlikte uygulanmalidir (Eckert
ve Deplazes 2004). Echinococcus suslarinin prepatent donemleri arasindaki farklar bulagsmay1
etkilemektedir. Son Kkonaklarin diizenli olarak ilaglanmasi, parazitin prepatent siireyi
tamamlamasini Onlemekte ve yumurta {iretimini engellemektedir. Bu nedenle endemik

bolgelerdeki dominant suslar ile bunlarin prepatent donemlerinin belirlenmesi, ayrica suslarin
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ara konaklarda sebep oldugu farkli patogenez ve klinik etkilerin saptanmasi basarili bir

kontrol programi igin gereklidir (Utiik ve Simsek 2008).

Asilama kontrol programi Koyun ve kopeklerin agilanmasi ile uygulanan kontrol
programidir. Avustralya ve Yeni Zelanda’da rekombinant onkosfer antijenleri (Eg95) ile
hazirlanan asilarla parazitin koyun ve sigirlardaki larva formlarma karst korunma
saglanmigtir. Bu as1, kopeklerdeki parazitlerin gebe halka gelisimini ve yumurta tiretimini de
durdurmaktadir. As1 1996 yilinda gelistirilmis Arjantin, italya ve Cin’de 8-10 yil siiren saha
caligmalarinda denenmis ve koyunlarda kist olusumunun %90-100 oraninda azaldigi
saptanmistir. Bagisikligin alti ay boyunca devam ettigi ve kuzulamadan once koyunlarin
asilanmasit sonucunda kolostrumdaki antikorlarin kuzulart 12 ay siireyle korudugu
belirlenmistir. Onkosfer asilar1 1-3 ay arayla iki kez yapilmalidir. Ikinci enjeksiyondan 6-12
ay sonra yapilan destekleyici asilarin her yil diizenli yapilmas1 onerilir. Asilama programi her
yas ve siniftaki ¢iftlik hayvanlarina uygulanmalidir (Lightowlers ve ark. 1999, Eckert ve
Deplazes 2004, Craig ve ark. 2007).

Asilama ve kopeklerin antihelmentiklerle tedavisi kontrol programi ucuz ve isleyisi hizl
bir kontrol programi olmasina ragmen, uygulanmasi igin ticari asilarin gelistirilmesi
gerekmektedir. Koyunlarin asilanmasi ile es zamanli olarak kopeklere ila¢ tedavisinin
uygulanmasinin ara ve kesin konaklarda parazit oranini diigiirebilecegi belirtilmistir (Eckert
ve Deplazes 2004, Craig ve ark. 2007, Moro ve Schantz 2009). Cin’de egitim ve korunma
kontrol programi ile yiiriitiilen bu yontem sayesinde ekonomik kayiplarin %65-95 oraninda

azaldig1 ve maliyetin diistiigi bildirilmistir (Budke ve ark. 2005).

Kistik  ekinokokkozun endemik oldugu bolgelerde kontrol programlarinin
uygulanabilmesi hastalifin bulasma dinamiklerinin anlagilmasina baglhidir. Endemik
bolgelerdeki yaygin suslarin saptanmasi epidemiyolojik olarak 6nemlidir. Yine Echinococcus
suslarinin ara konaklardaki patogenezleri ve dolayisi ile olusturdugu klinik etkiler bakimindan
farkliliklarin bulundugu da bilinmektedir. Bu nedenle sus tayini 6nemini korumaktadir. Bu
calisma ile Aydin ilinde opere edilen kist hidatikli olgulardan elde edilen protoskoleksler
kullanilarak E. granulosus suslarmin genotiplendirilmesi ile ilimizde yaygin olan dongiiniin

saptanmas1 ve daha sonra yapilacak calismalara temel olusturmasi amaglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ornekler

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda opere
edilen, yaslar1 11 ile 66 arasinda degisen (yas ortalamasi: 41,72+12.4) 10 erkek 12 kadin
hastanin 20 karaciger ve iki akciger Kist materyali, steril tasima kabi ile Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi. Kist sivis1 santrifiij edilerek 151k mikroskobunda
incelendi. Protoskoleks tespit edilenler fosfat tamponu (PBS) ile yikandi1 ve pellet %95 etil

alkol iginde -20°C’de DNA izolasyonu yapilana kadar saklandi.

2.2. DNA izolasyonu

E.granulosus genomik DNA QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN) ile kit prosediiriine
uygun olarak protoskolekslerden izole edildi. Elde edilen DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

2.2.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Malzemeler

e PBS (KH,POg4: 0,24 g, Na;HPO,4: 1,44 g, NaCl: 8 g, KCI: 0,2 g tizerine 800 ml’ye
kadar distile su ilave edilip karigtirildi. pH:7,4’e ayarland1 ve distile su ile 1000 m1’ye
tamamland).

e 0,5XxTBE tampon soliisyonu (Stok hazirlanan 20xTRIS borate—-EDTA buffer
soliisyonu-Tris: 216 g (Sigma, ABD), Borik asit: 110 g (Sigma, ABD), 0,5 M EDTA:
80 ml (Sigma, ABD) 1 litre iginde ¢ozdiiriildii, pH’s1 8.3’e ayarlandi, distile su ile 1/40
oraninda sulandirildi).

e SYBR green jel boyasi (Life Technologies, ABD)

e %0,6 agaroz jel (0,6 g agaroz (Bioshop Agarose, Biotechnology grade, Kanada)
0,5XTBE tampon soliisyonu ile 100 ml’ye tamamlandi. Karisim mikrodalga firinda
1s1tildy, eridikten sonra igine %3 oraninda SYBR green jel boyasi eklendi).

e 6x yiikkleme boyas1 (Fermentas, ABD)

e  QIAmp DNA mini kit (QIAGEN,Almanya)

e 100 bp Opti-DNA Marker (Fermentas, ABD)
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2.2.2. DNA Izolasyonunun Yapilist

Omnekler oda sicakhiginda ¢oziildiikten sonra ii¢c kez soguk PBS ile 2000xg’de 5 dk.
santrifiij edilerek yikand, tist siv1 atildi. Dipte kalan pelletten DNA izolasyonu QlAamp DNA
mini kit (QIAGEN-AImanya) kullanilarak yapildi.

e 100 pl pellet 1,5 ml’lik mikrosantifiij tiipiine aktarildi. Orneklere -80°C ile 95°C’de iig
kez dondurma-¢6zdiirme yapildi.

e Uzerine 180 pl buffer ATL soliisyonu eklendi.

e 20 ul proteinaz K eklendi ve vortekslendi. 56°C’de bir gece bekletildi (enkiibasyon
sirasinda ornekler birka¢ kez vortekslendi).

e Ertesi gilin kapaga toplanan materyali dibe indirmek i¢in mikrosantrifiij tiipleri birkac
sn. santrifiij edildi.

e 200 pl buffer AL soliisyonu eklendi ve 15 sn. vortekslendi. 70°C’de 10 dk. bekletildi.
Kapaga toplanan materyalin dibe inmesi i¢in mikrosantrifiij tlipleri birka¢ sn. santrifiij
edildi.

e 200 pl soguk saf etanol (Sigma-Aldrich, ABD) eklendi, 15 sn. vortekslendi. Kapaga
toplanan materyalin dibe inmesi i¢in mikrosantrifiij tiipleri birkac sn. santrifiij edildi.

e Ornekler QIAamp Mini spin kolonuna aktarildi. 6000xg’de bir dk. santrifiij edildi.
Toplama tiipii atildi. QlIAamp Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e Uzerine 500 ul AW1 soliisyonu eklendi ve 6000xg’de bir dk. santrifiij edildi. Toplama
tiipli atildi. QIAamp Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e Uzerine 500 ul AW2 soliisyonu eklendi ve 20000xg’de ii¢ dk. santrifiij edildi.

e Toplama tiipii atildi. QIAamp Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
Maksimum hizda bir dk. santrifiij edildi.

e Toplama tiipii atildi. QIAamp Mini spin kolonu yeni 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Uzerine 200 pl AE soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 5 dk. bekletildi,
6000xg’de bir dk. santrifiij edildi.

e QlAamp Mini spin kolonu yeni 1,5 mI’lik mikrosantifiij tiipline alinarak 11. basamak
tekrar edildi. Ornekler -20°C’ye kaldirildi.
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2.2.3. DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

izolasyon sonrasinda DNA varligimi saptamak igin %0,6’lik agaroz jel kullanildi. Jel

mikrodalga firinda 1sitildiktan sonra igine SYBR green jel boyasi karistirildi ve sogumadan

elektroforez tankina dokiildii. Tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra elektroforez tankina

jelin istiine ¢ikacak sekilde 0,5XTBE elektroforez tampon soliisyonu eklendi. Tarak jelden

cikarildi. Kuyucuklara 5 ul DNA 6rnegi ve 2 ul yiikleme boyasi ile karistirtlip yiiklendi.

Markir yiiklendikten sonra 6rnekler 90 voltta 15 dk. yiiritiildii. DNA bantlarinin varligt UV

15181 altinda tespit edildi.

2.3. PCR
2.3.1. PCR’da Kullanilan Malzemeler:

Genomik DNA
PCR buffer (Fermantas, ABD)
MgClI; soliisyonu 25 mM (Thermo Scientific, ABD)
dNTP mix 10 mM (Fermantas, ABD)
Primerler (Metabion, Almanya)
o JB3(5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3")
o JB4.5 (5-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3?)
Tag DNA polimeraz 5U/ul (Thermo Scientific, ABD)
Steril distile su (Enjeksiyonluk su) (DEVA, Tiirkiye)
0,5xTBE tampon soliisyonu (20XxTBE tampon soliisyonundan distile su ile 1/40
oraninda sulandirildi).
20XTRIS borate—-EDTA buffer soliisyonu (Tris: 216 g (Sigma, ABD), Borik asit: 110 g
(Sigma, ABD), 0.5 M EDTA: 80 ml (Sigma, ABD) 1 litre i¢inde ¢ozdiiriildii, pH’st
8.3’e ayarlandi).
SYBR green jel boyasi (Life Technologies, ABD)
%1,5 agaroz jel (1,5 g agaroz (Bioshop Agarose, Biotechnology grade, Kanada)
0,5XTBE tampon soliisyonu ile 100 ml’ye tamamlandi. Karisim mikrodalga firinda
1s1t1ld1, eridikten sonra igine %3 oraninda jel boyasi eklendi).
6x yiikleme boyasi (Fermentas, ABD)
100 bp Opti-DNA Marker (Fermentas, ABD)
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2.3.2. PCR I¢in Mastermix Hazirlanmasi

Bir 6rnek i¢in reaksiyon miktar1 50 pl hazirlandi.

Genomik DNA 2 ul (50 ng)

PCR buffer 5ul

Mg soliisyonu 5ul (2,5 uM)

dNTPs 5 ul (her bir NTP 200 uM)
Primer JB3 1 ul (50 pmol)

Primer JB4,5 1 ul (50 pmol)

Tag DNA polimeraz 0,2 ul (1,5 V)

Distile su 30,8 ul

Total mastermix 50 ul

2.3.3. PCR Protokoli

On denatiirasyon ~ 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 55°C 30 saniye
Sentez 72°C 30 saniye
Son uzama 72°C 5 dakika

(Denatiirasyon-baglanma-sentez dongiisii 35 kez tekrar edildi).

2.3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Yapilan PCR sonucunda {iriin elde edilip edilmedigini saptamak icin %1,5’lik agaroz
jel kullanildi. Jel mikrodalga firinda isitildiktan sonra igine jel boyas: karistirildi ve
sogumadan elektroforez tankina dokiildii. Tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra elektroforez
tankina jelin Ustiine ¢ikacak sekilde 0,5XTBE elektroforez tampon soliisyonu eklendi. Tarak
jelden ¢ikarildi. Kuyucuklara 5 pl DNA 6rnegi 2 pl yiikkleme boyasi ile karigtirtlip yiiklendi.
Markir yiiklendikten sonra drnekler 90 voltta 30 ve 60 dk. yiiriitiildii. DNA bantlarinin varligi
UV 15181 altinda tespit edildi.
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Parsiyel mitokondriyal cox1 gen bolgelerinin dizi analizi sonucu elde edilen veriler
GenBank’ta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) bulunan referans dizilerle karsilastirildi.
Mitokondriyal cox1 gen bolgeleri referans dizileri Tablo 3’de listelenmistir.

Tablo 3. Mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz subunit 1 (cox1) gen bolgeleri referans dizileri

Genotip coxl icin erisim numarasi Kaynak
Genotip 1 U50464 Okamoto ve ark. 1995
Genotip 2 M84662 Bowles ve ark. 1992
Genotip 3 M84663 Bowles ve ark. 1992
Genotip 4 M84664 Bowles ve ark. 1992
Genotip 5 M84665 Bowles ve ark. 1992
Genotip 6 M84666 Bowles ve ark. 1992
Genotip 7 M84667 Bowles ve ark. 1992
Genotip 8 AB235848 Nakao ve ark. 2007
Genotip 10 AF525457 Lavikainen ve ark. 2003

2.4. Sekans Analizi

Agaroz jelde yiritiilen PCR iiriinlerinden DNA bandi goriilen 6rneklerden her biri 25
ul ve primerler (10 pmol) her 6rnek i¢in 2 pl olacak sekilde PCR tiiplerine ayrildi.
Etiketlenerek Medsantek (Istanbul, Tiirkiye) firmasina sekans analizi i¢in gonderildi. Burada
ptirifiye edilen amplikonlar Applied Biosystems 377 DNA Sequencer cihazi kullanilarak

dizilendi.

Sekanslar Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0 (MEGA)
programinda ClustalW algoritmasi kullanilarak Tablo 3’de belirtilen referanslar ile siralandi.
Neighbor-Joining metodu kullanilarak bootstrap testi (100 tekrar) ile filogenetik agag
olusturuldu. Izolatlar arasindaki evrimsel uzaklik Maximum Composite Likelihood

kullanilarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. PCR Bulgulan

Calisma kapsaminda toplam 22 6rnekte PCR ile beklenen boyutta bant goriilmiistiir.

Bazi1 6rneklere ait agaroz jel goriintiileri Sekil 4 ve 5°de verilmistir.

E "y W R

{450 bp)

Sekil 4. Baz1 E. granulosus izolatlarinin PCR sonrasi jel goriintiisii (1, 2, 4, 6 pozitif izolatlar,
%1,5 agaroz jel, 90 V, 60 dk., M: markir; 100bp, Fermentas)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 M

100 bp

Sekil 5. Baz1 E. granulosus izolatlarinin PCR sonrasi jel goriintiisii (1-15 pozitif izolatlar,
%1,5 agaroz jel, 90 V, 30 dk., M: markir; 100bp, Fermentas)

3.2 Sekanslar ve Filogenetik Analiz

Pozitif PCR 22 6rnegin sekans sonuglaria bakilmig ve arka planin kalabalik oldugu iki

sekans degerlendirilmemistir.

20 izolata ait sekanslar kendi icinde degerlendirildiginde toplam dort farkli sekans
oldugu goriilmiistiir. Izolat 1, 15, 26 ve 49’un coxl gen sekansinin birebir aym1 oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 sekilde izolat 4, 10, 11, 13, 16, 18, 19, 21, 25, 28, 30, 43, 48 ve 50’nin de
cox1 gen sekansinin birebir ayni oldugu saptanmistir. Bunun yanisira 12 ve 33 nolu izolatlarin
cox1 sekanslarinin ise digerlerinden farkli oldugu saptanmistir. Referans cox1 sekanslari ile
karsilagtirmali degerlendirmelerde her gruptan bir sekans kullanmilmistir. Daha Once
tanimlanan G1-G10 arasindaki referanslar ile ¢alismamizda elde edilen sekanslarin filogenetik
analizi, Neighbor-Joining metodu kullanilarak yapilmigtir. Bunun sonucunda elde edilen

filogenetik agac¢ Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. izolatlarm filogenetik iliskisi

47



3.3. Siralama “Alignment” Bulgulan

Genbank’dan elde edilen referans cox1 sekanlariyla bu ¢alismadan elde edilenlerin

siralama “alignment” sonuglar1 Tablo 4’de verilmistir. Her grup sekansdan bir tanesi

kullanilmistir. Bu sonuglara gore 12 ve 19. izolatlar G1, G2 ve G3 referanslar ile; 1 ve 33.

izolatlar G6 ve G7 referanslar ile en fazla benzerlik gostermektedir. Bu benzerligi gosteren

Tablo 5 incelendiginde 19’un G1 sekansi ile ayni oldugu, 12’nin ise G1’den bir niikleotit

farkliligmmin (T141C) bulundugu goriilmektedir. Ayrica 1. ve 33. izolatlarin sekanslar

arasinda bir niikleotit farkli olup (C234T) mevcut sekans verisine gore G6, G7 ayrim1 yapmak

miimkiin olamamaktadir (Tablo 6). Bu nedenle bu izolatlar G6/7 olarak adlandirilmistir.

Ozet olarak, referanslarla yapilan karsilastirmalar sonucu 20 izolattan 15’inin (%75)

koyun susu G1, diger 5’inin (%25) de deve/domuz susu olan G6/7 genotipine sahip oldugu
goriilmistiir. G1 olarak tanimlananan izolatlar: 4, 10, 11, 13, 16, 18, 19, 21, 25, 28, 30, 43, 48,
50 ve 12; G6/7 olarak tanimlananlar: 1, 15, 26, 33 ve 49’dur.

Tablo 4. Referans sekanslar ve bu ¢alismada elde edilen sekanslarin siralamasi “alignment”

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G10
1
33
19
12

Gl _US
G2_M8
G3_M8
G4 M8
G5_M8
G6_M8
G7_M8
G8 AB
G10_A

33

19
12

Gl US

5
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT
GCTATGTTTT

el
65
GGGTTGGATG
GGGTTGGATG
GGGTTGGATG
GGGTTGGATG
GGGTTGGATG
GGATTAGATG
GGATTAGATG
GGATTGGATG
GGGTTAGATG
GGATTAGATG
GGATTAGATG
GGGTTGGATG
GGGTTGGATG

N
125
ACTGGTATAA

15
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG
CTATAGTGTG

e
75

TGAAGACGGC
TGAAGACGGC
TGAAGACGGC
TTAAGACGGC
TGAAGACGGC
TGAAGACTGC
TGAAGACTGC
TGAAGACTGC
TGAAGACTGC
TGAAGACTGC
TGAAGACTGC
TGAAGACGGC
TGAAGACGGC

ceeleadd
135
AGGTGTTTAC

25
TTTGGGTAGC
TTTGGGTAGC
TTTGGGTAGC
TTTAGGAAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTAGGTAGT
TTTGGGTAGC
TTTGGGTAGC

e
85

TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT
TGTTTTTTTT

N
145
TTGGTTATAT

35
AGGGTTTGGG
AGGGTTTGGG
AGGGTTTGGG
AGGGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGTGTTTGGG
AGGGTTTGGG
AGGGTTTGGG

clee
95
AGCTCTGTTA
AGCTCTGTTA
AGCTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGTTCTGTTA
AGCTCTGTTA
AGCTCTGTTA

ceeleadd
155
ATGTTGTTGA

45
GTCATCATAT
GTCATCATAT
GTCATCATAT
GGCATCATAT
GTCATCATAT
GACATCATAT
GACATCATAT
GGCATCATAT
GACATCATAT
GACATCATAT
GACATCATAT
GTCATCATAT
GTCATCATAT

N I
105
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT
CTATGATTAT

N
165
ATTCGAGTGT

55
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT
GTTTACTGTT

R -
115
AGGGGTTCCT
AGGGGTTCCT
AGGGGTTCCT
AGGAGTTCCT
AGGTGTTCCT
AGGTGTTCCT
AGGTGTTCCT
AGGTGTCCCT
AGGTGTTCCT
AGGTGTTCCT
AGGTGTTCCT
AGGGGTTCCT
AGGGGTTCCT

ceeleaild
175
TAATGTTAGT
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G2 M8
G3_M8
G4 M8
G5_M8
G6_M8
G7 M8
G8 AB
G10_A

33
19
12

Gl U5
G2 M8
G3 M8
G4 M8
G5 M8
G6 M8
G7_M8
G8 AB
G10 A

33
19
12

Gl _US
G2 M8
G3_M8
G4 M8
G5_M8
G6 M8
G7_M8
G8 AB
G10_A

33
19
12

ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGAATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA
ACTGGTATAA

R
185
GATCCGGTTT
GATCCGGTTT
GATCCGGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCTGTTT
GATCCGGTTT
GATCCGGTTT

R
245
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT
GGTATAGTTT

AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTTTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC
AGGTGTTTAC

R
195
TGTGATGGGT
TGTGATGGGT
TGTGATGGGT
TGTGATGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGGTGGGT
TGTGATGGGT
TGTGATGGGT

R |

255
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCGGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG
TGTCTGCTTG

TTGGTTATAT
TTGGTTATAT
TTGGTTGTAT
TTGGTTGTAT
TTGGTTGTAT
TTGGTTGTAT
CTGGTTGTAC
TTGGTTGTAT
TTGGTTGTAT
TTGGTTGTAT
TTGGTTATAT
CTGGTTATAT

R
205
TGTTTCTTTT
TGTTTCTTTT
TGTTTCTTTT
GGTTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TATTTCTTTT
TGTTTCTTTT
TGTTTCTTTT

R
265
TGTGTTAGAT
TGTGTTAGAT
TGTGTTAGAT
TGTATTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTGGAT
TGTGTTAGAT
TGTGTTAGAT

ATGTTGTTGA
ATGTTGTTGA
ATGTTGTTAA
ATGTTATTGA
ATGTTATTGA
ATGTTATTGA
ATGTTGTTAA
ATGTTATTGA
ATGTTATTGA
ATGTTATTGA
ATGTTGTTGA
ATGTTGTTGA

R
215
ATAGTGTTGT
ATAGTGTTGT
ATAGTGTTGT
ATAGTTTTGT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTGTTGT
ATAGTGTTGT

R
275
AATATTTTGC
AATATTTTGC
AATATTTTGC
AATGTTTTAC
AATGTTTTGC
AATGTTTTAC
AATGTTTTAC
AATGTTTTAC
AATGTTTTAC
AATGTTTTAC
AATGTTTTAC
AATATTTTGC
AATATTTTGC

ATTCGAGTGT
ATTCGAGTGT
ATTCGAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCTAATGT
ATTCGAGTGT
ATTCGAGTGT

R
225
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACTTTTGG
TCACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG
TTACGTTTGG

e
285
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ACGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT
ATGAT

TAATGCTAGT
TAATGCTAGT
TAATAAGAGT
TAATCGTAGT
TAATGCTAGT
TAATGCTAGT
AAATGGTGGT
TAATTCTAGT
TAATGCTAGT
TAATGCTAGT
TAATGTTAGT
TAATGTTAGT

R |

235
GGGAGTTACG
GGGAGTTACG
GGGAGTTACG
AGGAGTTACT
TGGTGTTACT
GGGCGTCACT
GGGCGTCACT
TGGCGTTACT
GGGCGTTACT
GGGCGTCACT
GGGTGTCACT
GGGAGTTACG
GGGAGTTACG
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Tablo 5. izolat 19 (G1) ve 12 (G1) sekanslari ile G1, G2 ve G3 referanslar1 arasindaki
niikleotit farkliliklart

Niikleotit pozisyonu

Genbank no. 141 176
Gl U50464 T T
G2 M84662 T C
G3 M84663 T C
19. izolat T T
12. izolat C T

Tablo 6. izolat 1(G6/7) ve 33 (G6/7) sekanslar ile referans G6 ve G7 arasindaki niikleotit
farkliliklar

Niikleotit pozisyonu

Genbank no. 234
G6 M84666 C
G7 M84667 C
1. izolat C
33. izolat T

3.4. BLAST Analizi

Izolat 1 (G6/7)’in cox1 sekansminin BLAST analizi sonucu Sekil 7°de gosterilmektedir.
Bu izolat ile ayn1 sekansa sahip Genbank’da 80 adet sekans bulunmustur. Bu sekanslardan

bazilar1 Tablo 7°de ayrintili olarak verilmistir.
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MEGA Web Browser: NCBI Blast:Nucleotide Sequence (285 letters)

Navigate Help
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e |
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Sekil 7.

:‘;' Alignments

Description

Ect canadensis isolate KH10 citochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KHI cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial

Ect canadensis isolate KH8 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial
Echinococeus canadensis isolate KH7 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial

Ect canadensis isolate KHB cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial
Echinococeus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37548
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37548
Echinococeus canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37545
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37544
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 37543
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37542
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 37541
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37540
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 37538
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37538
Ect canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 37537
Echinococcus canadensis mitochondrial COX1 gene for cylochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37538
Echi canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 37535
Echinococcus canadensis mitochondrial COX1 gene for cylochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37534
Echi canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1. partial cds. isolate: 35428

Izolat 1 (G6/7)’in BLAST analizi sonucu

Max
score

548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548

Total
score

548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548
548

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

2e-152
20152
2e-152
28152
2e-152
28152
2e-152
28152
2e-152
28-152
2e-152
28-152
2e-152
28-152
2e-152
28-152
20152
28-152
20152
2e-152

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

Accession

0il902818373IKP751430.1
Qil902818377|KP751429.1
0il902818375|KP751428.1
Qil902818373|KP751427 1
0il902818371|KP751426.1
Qil793348364|4B921088 1

i|793348355|AB921086.1
Qil793348352|48921085 1
0il793348347|AB921084.1
Qil793348343|4B921083.1
0il793348339|AB921082 .1

i[79334833
0il[793348330|AB921080.1

i[7933483
Qil[793348321|AB921078 1
Qil793348317|AB921077.1
Qil[793348312|AB921076 .1
Qil793348308|AB921075.1
Qil[793348304|AB921074 1
Qil793348299|AB921073.1

5489210811

25|AB921079.1

Tablo 7. Izolat 1 (G6/7)’in BLAST analizi sonucuna benzerlik gosterdigi sekanslar ve

ozellikleri

Genbank

erisim

KP751430
KJ556997

AB921057
AB893259

Izolat 33 (G6/7)iin coxl

Konak Ulke

fran
Cin
Maisir

Deve
Insan
Deve

Insan Mogolistan

Genotip

G6
G7
G6
G6/7

sekansininin BLAST analizi

sonucu Sekil

Benzerlik

%100
%100
%100
%100

8’de

gosterilmektedir. Bu izolat ile ayn1 sekansa sahip Genbank’da 5 adet sekans bulunmustur. Bu

sekanslar Tablo 8’de ayrintili olarak verilmistir.
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4% MEGA Web Browser: NCBI Blast:Nucleotide Sequence (285 letters)

File Edit View

Navigate Help

- = lhtlp://blast.ncbl.nIm.nlh.gov/BIast.cgl

| € || 4 AddTo Algnment

NCBI Blast:Nudleotide Sequence (285 letters)

Select: All None Selected:0

A o o A o

Sekil 8.

1 Alignments

Description

Echinococcus canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 35420

Echinococcus canadensis mitochondrial cox1 gene for cytochrome ¢ oxidase subunit 1, complete cds, haplotype: ECMGL15
Echinococcus canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1. partial cds. haplotype: ECETH2

Echinococcus canadensis mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: C04
Echinococcus canadensis cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate BG5 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene, partial cds: mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH14 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds: mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH12 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH5 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH4 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH3 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds: mitochondrial
Echinococcus canadensis isolate KH1 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds: mitochondrial

Edl canadensis C11 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial

Echinococcus canadensis AZE10 cytochrome c oxidase subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate KH10 cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds; mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate KHS cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate KH8 cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene. partial cds: mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate KH7 cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds: mitochondrial

Echinococcus canadensis isolate KHE cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene. partial cds: mitochondrial

Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome oxidase subunit 1, partial cds, isolate: 37548

izolat 33 (G6/7)’iin BLAST analizi sonucu

Max
score

548
548
548
548
548
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542

Total
score

548
548
548
548
548
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E

value
2e-152
2e-152
2e-152
2e-152
2e-152
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

qil793348278|AB921068.1

qil642942493|AB893263.1

Qil538774839|AB777923.1

Qil374428617|AB650535.1

qil114146020|DQ856468.1
il937958953|KR337822 1
il937958945|KR337818.1
4il937958941|KR337816.1
Qi|937958939|KR337815.1
Qil937958937|KR337814.1
Gil937958935|KR337813.1
qil937958933|KR337812.1
Qil937376469|KR349037 .1
qil914704657|KT153995.1

il902818379|KP751430.1
qil902818377|KP751429.1
qil902818375|KP751428.1
Qil902818373|KP751427 .1
il902818371|KP751426.1
qi[793348364|AB321088.1

Tablo 8. izolat 33 (G6/7)’iin BLAST analizi sonucuna benzerlik gosterdigi sekanslar ve

ozellikleri

Genbank
erisim
AB921068
ABB893263
AB777923
ABG650535
DQ856468

Konak

Deve
Insan
Deve
Deve

Kegi

Ulke

Misir
Mogolistan
Etiyopya
Etiyopya

Yunanistan

Genotip

Benzerlik

%100
%100
%100
%100
%100

izolat 19’un cox1 sekansininin BLAST analizi sonucu Sekil 9°da gosterilmektedir. Bu

izolat ile ayn1 sekansa sahip Genbank’da en az 100 adet sekans bulunmustur. Bu sekanslardan

bazilar1 Tablo 9°da ayrintili olarak verilmistir.
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£ MEGA Web Browser: NCBI Blast:Nucleotide Sequence (285 letters) - g

File Edit View Navigate Help
- |http:I/hlast.nch\.nlm.mh.guvaIaE.‘t.cgl#alanr_DDE}DSQ}Z \C‘ || o add To Alignment

INCBI Blast:Nucleotide Sequence (285 letters) | Echinococcus granulosus isolate Ca70 cytochrome oxidase subunit T (COI - Nudeotide - NCBI

Select: All None Selected:1uu

i Alignments [HDownload ~ GenBank Graphics Distance tree of results o

Description E"\él::; ;:U;?L ngj:: vaI\Eue Ident Accession

Echinococcus granulosus isolate Ca70 oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% qil908395032|KT320888.1
Echinococcus aranulosus isolate Cagg oxidase subunit| (COI) gene, partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% qil908395930|KT320887.1
Echinococcus granulosus isolate Ca6 oxidase subunit| (COI) gene. partial cds; mitochondial 548 548 100% 2e-152 100% gil908395924|KT320884.1
Echinococcus granulosus isolate Cags oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% Qil908395922|KT320883.1
Echinococcus granulosus isolate Caf4 oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochandial 548 548 100% 2e-152 100% 0|KT320882.1
Echinococcus aranulosus isolate Ca63 cytochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 648 548 100% 2e-152 100% 8IKT320881.1
Echinococcus granulosus isolate CaB2 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% 6IKT320880.1
Echinococcus aranulosus isolate Ca59 cvtochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% qil908395014|KT320879.1
Echinococcus aranulosus isolate Ca58 cvtochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% qil908395012|KT320878.1
Echinococcus granulosus isolate CaS5 cytochrome oxidase subunit| (CO1) gene. partial cds: mitochondrial 546 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus aranulosus isolate Ca54 oxidase subunit| (COI) gene, partial cds: mitochondial 545 548 100% 2e-152 100% qil908395004|KT254124.1
Echinococcus granulosus isolate Ca53 oxidase subunit| (COI) gene, partial cds: mitochondial 548 548 100% 2e-152 100% qil908395902|KT254123.1
Echinococcus granulosus isolate Ca51 oxidase subunit| (COI) gene. partial cds; mitochondial 548 548 100% 2e-152 100% gil908395898|KT254121.1
Echinococcus granulosus isolate Ca49 oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100% Qil908395894|KT254119.1
Echinococcus aranulosus isolate Ca48 cytochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus granulosus isolate Ca47 cytochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 648 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus aranulosus isolate Cad6 cvtochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus aranulosus isolate Cadd cvtochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 548 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus aranulosus isolate Ca43 cytochrome oxidase subunit| (COI) gene. partial cds: mitochondrial 545 548 100% 2e-152 100%

Echinococcus granulosus isolate Cad1 cvtochrome oxidase subunit| (CO1) gene. partial cds; mitochondrial 546 548 100% 2e-152 100%

Sekil 9. izolat 19 (G1)’un BLAST analizi sonucu

Tablo 9. izolat 19 (G1)’un BLAST analizi sonucuna benzerlik gdsterdigi baz1 sekanslar ve
ozellikleri

Genbank Konak Ulke Genotip Benzerlik

erisim

KP751431 Koyun fran G1 %100

KJ831062 Koyun Polonya Gl %100

KP339046 Kopek [ran Gl %100

AB921090 Koyun Misir Gl %100

KM100575 Koyun Tiirkiye/Kayseri G1 %100

izolat 12 (G1)nin coxl sekansminin BLAST analizi sonucu Sekil 10°da
gosterilmektedir. Bu izolat ile ayn1 sekansa sahip Genbank’da 2 adet sekans bulunmustur. Bu

sekanslar Tablo 10°da ayrintili olarak verilmistir.

53




B MEGA Web Browser: NCBI BlastNucleotide Sequence (285 letters)
File Edit View Navigate Help
- ) ‘http‘f,'h\ast.nch\.nlm.nih.gnv{B\ast.cgi |c || o Add To Alignment

NCEI Blast:Nucleotide Sequence (285 letters)

i Alignments

Description Sh:::;
[ Echinococcus granulosus eqird3 ciochrome oxidase subunit | (CO1) gene. partial cds: mitachondrial 543
[ Echinococcus granulosus mitachondrial partial cox-1 gene for ctochrome ¢ oxidase 1, clone H1 548
[0 Echinococcus aranulosus isolate Caz0 citochrome oxdase subunitl (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus granulosus isolate Cag8 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus granulosus isolate Cab6 cytochrame oxidase subunit| (COI} gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus oranulosus isolate Cab5 citochrome oxddase subunitl (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus aranulosus isolate CaBd citochrome oxidase subunit | (COI) gene. partial cds: mitochondrial 542
[J Echinococcus granulosus isolate Cas3 cytochrame oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochandrial 542
[ Echinococcus aranulosus isolate Cab2 citochrome oxdase subunitl (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[ Echinococcus oranulosus isolate Ca58 citochrome oxidase subunit| (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[ Echinococcus granulosus isolate Ca58 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 542
[ Echinococcus aranulosus isolate Ca55 citochrome oxdase subunit] (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[ Echinococcus granulosus isolate Ca54 citochrome oxdase subunitl (COI) gene, partial cds; mitochendrial 542
[0 Echinococcus granulosus isolate Ca53 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus granulosus isolate Ca51 cytochrame oxidase subunit| (COI} gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus aranulosus isolate Ca49 citochrome oxdase subunitl (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus granulosus isolate Ca48 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[ Echinococcus granulosus isolate Cad7 cytochrame oxidase subunit| (COI} gene, partial cds: mitochandrial 542
[ Echinococcus aranulosus isolate Cadb citochrome oxdase subunitl (COI) gene, partial cds: mitochondrial 542
[0 Echinococcus aranulosus isolate Cad4 citochrome oxidase subunit | (COI) gene. partial cds: mitochondrial 542
[ Echinococcus granulosus isolate Ca43 cytochrame oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 542

Sekil 10. izolat 12 (G1)’nin BLAST analizi sonucu

Total
score

548
548
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542
542

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

2e-152
2e-152
1e-150
1e-150
1e-160
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150
1e-150

Ident Accession

100% qil148535027|EF595654.1
100% qil27526362|A)508022.1

99% 0il908335932|KT320888.1
99% gil908395930|KT320887.1
99% Qil908395924|KT320884.1
99% 0il908395922|KT320883.1
99% qil908395920|KT320882.1
99% Qil908395918|KT320881.1
99% 0il908395916|KT320880.1
999% Qil908305014IKT320870.1
99% Qil908395912|KT320878.1
99% 0il9083959061KT254125.1
99% Qil908395904IKT254124.1
99% 0il908395902|KT254123.1
99% 0il908395898IKT254121.1
99% 0il908395894IKT254119.1
99% 0il908395892|KT254118.1
99% Qil908395890|KT254117.1
99% 0il90839588BIKT254116.1
99% qil908395884|KT254114.1
99% Qil908395882|KT254113.1 v

Tablo 10. izolat 12 (G1)’nin BLAST analizi sonucu %100 benzerlik gosterdigi 2 sekans ve

Ozellikleri
Genbank Konak Ulke Genotip

erisim

EF595654 Koyun Tiirkiye/Siirt Belirtilmemis

AJ508022 Insan Avusturya Belirtilmemis

Benzerlik

%100
%100
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4. TARTISMA

Kistik ekinokokkoz halen diinyada ve iilkemizde halk sagligin1 tehdit eden ve biiyiik
ekonomik kayiplara yol acan zoonotik bir parazit enfeksiyonu olma 6zelligini korumaktadir.
Etken E.granulosus’un yasam dongiisii bolgesel farkliliklar gostermektedir. Avrupa’da
ozellikle Akdeniz’e kiyis1 olan Italya, Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye gibi iilkelerde ve eski
Sovyetler Birligi’nin Avrupa disindaki boliimiinde enfeksiyonun kopek-koyun, Avrupa’nin
Belgika, Almanya ve Isvicre gibi bazi iilkelerinde siklikla kopek-sigir arasinda oldugu, Bat1
Avrupa ve Irlanda’da ise kopek-at dongiisiiniiniin yaygin oldugu, kdpek-domuz dongiisiiniin
ise daha ¢ok Polonya, Macaristan gibi bazi Dogu Avrupa ililkelerinde ve eski Sovyetler
Birligi’nde oldugu bilinmektedir (Eckert ve ark. 1984).

Echinococcus cinsinde goriilen intraspesifik varyasyonlarin, konak 6zgiilliigii, biiytime
hizi, patojenite, bulagsma dinamikleri, epidemiyoloji ve kontrol stratejileri agisindan 6nemli
oldugu bilinmektedir (Eckert ve Thompson 1997). Diinyada gesitli iilkelerde yapilan
molekiiler genetik c¢alismalara goére E. granulosus’un 10 genotipi/susu (G1-G10)
tanimlanmistir (de la Rue ve ark. 2011). Giintimiizde genotiplendirme ¢alismalarinda degisik
yontemler ve gen bolgeleri kullanilmaktadir. Bunlardan siklikla mitokondriyal DNA cox1,
nadl gen bolgeleri ile birlikte, ATP6 genleri ile niikleer rDNA ITS1 genleri de
kullanilmaktadir (Moghaddas ve ark. 2015, Hanifian ve ark. 2013, Beato ve ark. 2010, Snabel
ve ark. 2009, Gudewar ve ark. 2009).

Echinoccocus tiirlerini tanimlamak igin yapilan ¢aligmalarda mitokondriyal DNA’nin
haploid 6zellik gostermesi nedeniyle daha acik bir sekilde tanimlanabilmesi, evrim hizinin
niikleer DNA’ya gore 10-20 kat daha fazla olmasi, homoplazmik olusu, rekombinasyon
gostermemesi gibi avantajlar1 nedeniyle mitokondriyal DNA cox1 gen bdlgesinin tercih
edildigi gorilmektedir (Bowles ve ark. 1992, Yanagida ve ark. 2012, Boufana ve ark. 2015).
Bizim c¢alismamiz da da bu nedenle mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz subunit 1 (cox1) gen

bolgesi tercih edilmistir.
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Tim diinyada hastaligin goriildiigii iilkelerde son 50 yilda genotiplendirme
caligmalarinin gelisen tekniklere paralel olarak arttigi goriilmektedir. Diinyada bu konuda

yapilan g¢alismalar incelenmis ve 6zetlenmeye galisilmistir (Tablo 11).

Avrupa’da yapilan ¢alismalar incelendiginde;

Bir Akdeniz iilkesi olan Italya’da yapilan bir ¢alismada, Varcasia ve ark (2006)
Sardunya’da koyun, sigir ve domuzlardan elde edilen E. granulosus izolatlarim1 PCR, PCR-
RFLP ve mitokondriyal cox1 ve nadl dizi analizi yontemleri ile incelemisler, iki tane domuz
izolatinin G7 genotipi, 89 izolatin ise G1 genotipinde oldugunu bildirmislerdir. Capuano ve
ark. (2006) Italya’nin giiney kesiminde 48 mandanin kist hidatik izolatlarmin mitokondriyal
cox1 gen bolgesi dizi analizi sonucunda; 33 izolatin evcil koyun susu (G1), 15 izolatin ise
manda susu (G3) olarak saptandigimi bildirmislerdir. Busi ve ark. (2007) italya’nin farkli
bolgelerindeki insan, sigir, yabani domuz ve koyunlardan elde ettikleri 168 hidatik Kist
materyalinin cox1l ve nadl gen dizi analizleri sonucunda, izolatlarin ¢ogunda Gl ve G3
genotipinin, birinde G2 genotipinin varligin1 saptamislardir. Casulli ve ark. (2008) italya’daki
sigir ve mandalardan topladiklart hidatik kist materyallerinde cox1 ve nadl gen dizi
analizlerini yapmuslar, G1, G2, G3 ve G5 genotiplerini tanimlamuslardir. Italya’da

Echinococcus ortleppi (G5) ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmistir.

Bir diger Akdeniz iilkesi olan Portekiz’de koyun, keci, sigir ve insan E. granulosus
izolatlar1 ile yapilan bir ¢alismada, coxl gen dizi analizi sonucunda ¢ogunlukla G1-G3
kompleks genotipini, bir sigirda ise, bu zamana kadar Portekiz’de ilk kez G7 genotipini tespit
ettiklerini bildirmislerdir (Beato ve ark. 2013). Tiirkiye gibi bir Akdeniz iilkesi olan Italya ve
Portekiz’de de en yaygin goriilen tiiriin bizim ¢alisgmamizda saptadigimiza benzer oldugu

goriilmektedir. Yine benzer sekilde G7 genotipinin de saptandig1 goriilmektedir.

Komsumuz Balkan iilkelerinde yapilan ¢aligmalar incelendiginde;

Romanya’nin farkli bolgelerinden (koyun, sigir, insan, domuz) toplanan E. granulosus
izolatlarinin bir niikleer (BG 1/3) ve iki mitokondriyal (cox1 ve nadl) olmak {izere toplam ii¢
gen bolgesinin dizi analizleri sonucunda G1, G2 ve G7 genotipleri bildirilmistir (Bart ve ark.
2006). Yunanistan’da 20 koyun ve 20 kegiden topladiklart hidatik kist materyallerinin
mitokondriyal cox1 ve nadl gen bdlgesinin dizi analizleri sonucunda, 18 koyunun G1, iki

koyunun G3 ve kegilerin timiiniin G7 susu ile enfekte oldugu belirtilmistir (\Varcasia ve ark.
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2007). Bizim galismamizda da, elde edilen 33 nolu izolatin cox1 sekansinin BLAST analizi
sonucunda, Yunanistan’da kegiden izole edilen G7 genotipi ile %100 benzerlik saptanmistir
(Sekil 8, Tablo 8).

Polonya, Ukrayna ve Slovakya’da domuz susu hayvan ve insanlar enfekte etmektedir
(Kedra ve ark. 2000, Snabel ve ark. 2000). Polonya’da insan E. granulosus izolatlarinin cox1
ve nadl gen bolgelerine PCR uygulanmis, nadl dizi analizi sonucunda G7 genotipi
saptanmistir (Dybicz ve ark. 2013).

Kuzey Avrupa’da ise Finlandiya ve Isve¢’te daha ¢ok G10 genotipinde geyik susu
goriilmekte ve enfeksiyonun ¢ogunlukla vahsi hayvanlar arasinda goriildiigii bildirilmektedir

(Lavikainen ve ark. 2003, Hirvela-Koski ve ark. 2003, Lavikainen ve ark. 2006).

Tiirkiye Avrupa ile Asya arasindaki cografi koprii konumu nedeniyle dogal olarak gecis
bolgesi olup her iki bélgeden de etkilenmektedir. Tiirkiye’nin bir diger komsusu olan Iran’da
yapilan c¢alismalar incelendiginde;

Zhang ve ark. (1998) Iran’da insan, koyun, keci, sigir ve develerden elde edilen E.
granulosus izolatlarinin mitokondriyal cox1l ve nadl gen bdlgelerinin dizi analizini ve
mitokondriyal nadl bolgesinin Bfal enzimi ile PCR-RFLP analizini yapmislardir.
Arastirmacilar deve izolatlarinin G6, diger izolatlarin G1 genotipinde olduklarini
bildirmislerdir. Harandi ve ark. (2002) Iran’da yaptiklari bir calismada, farkli cografik
bolgelerden topladiklart insan, koyun, sigir ve deve E. granulosus izolatlarint PCR-RFLP
yontemi ile incelemisler, insanlarda deve susunu saptadiklarini rapor etmislerdir. Jamali ve
ark. (2004) Iran’1n Tebriz bolgesinde koyun, s181r ve insan kist hidatik izolatlarin1 PCR-RFLP
yontemi ile incelemisler, tiim izolatlarin E. granulosus’un o bolgede baskin genotipi olan
koyun susu oldugunu bildirmislerdir. Ahmadi ve Dalimi (2006) Iran’da insan, koyun ve
develerden elde ettikleri E. granulosus izolatlarini PCR-RFLP ile incelemisler, ITS1gen
bolgesini ¢esitli endoniikleazlarla keserek (Alul, Hpall, Rsal, Taql), insan ve koyun
izolatlarimin ayni genotipe, deve izolatlarinin ise farkli genotipe ait oldugunu tespit
etmislerdir. Sharbatkhori ve ark. (2010) Iran’da koyun, keci, sigir ve develerden elde ettikleri
112 E. granulosus izolatina Alul enzimi ile PCR-RFLP yontemini uygulayarak 106’sinin G1
susu, altistnin G6 susu oldugunu bildirmislerdir. Sharbatkhori ve ark. (2009) yine Iran’da

yaptiklart c¢aligmada, 148 izolatin parsiyel mitokondriyal coxl ve nadl gen bolgesi dizi
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analizini yapmuslar, her iki gen bolgesinde toplam 12 haplotip saptadiklarini bildirmislerdir.
Filogenetik analiz sonucunda 142 izolatin haplotip 1-11’e dahil oldugu ve G1-G3 genotipini
(E. granulosus sensu stricto), alti izolatin haplotip 12’ye dahil oldugu ve G6-G10 genotipini
(E. canadensis) tasidigi bildirilmistir. Shahnazi ve ark. (2011) iran’da ¢iftlik hayvanlarindan
(koyun, keg¢i, sigir, deve) elde ettikleri E. granulosus izolatlarinin cox1 ve nadl gen dizi
analizleri sonucunda develerde koyun susunu (G1), insan, deve ve sigirlarda da deve Susunu
(G6) tespit etmisler, deve-kopek dongiisiiniin varligina dikkat ¢ekmislerdir. Pestechian ve ark.
(2014) Iran’da koyun, keci ve sigirlardan topladiklart 71 E. granulosus izolatmin cox1 gen
dizi analizleri sonucunda, %74,2’sinin G1, %?22,7’sinin G3, %3’lniin G6 oldugunu

bildirmislerdir.

Goriildiigii gibi komsumuz Iran’da da en baskin tiiriin G1 oldugu, daha nadir olarak G6
ve G1-G3 saptandigr goriilmektedir. Sinir komsulugumuz nedeniyle besi hayvanlarinin ve
kopeklerin iilkeler arasinda yer degistirmesi olagan olup benzer tiirlerin goriilmesi beklenen
bir durumdur. Sekans analiz sonuglar karsilastirildiginda 1 nolu izolatimizin iginde oldugu
dort adet izolatin Iran’dan bildirilen bir izolat ile oldukga benzer oldugu gériilmektedir. Yine
19 nolu izolatin i¢inde oldugu 14 izolatimizin coxl BLAST analizindeki sekanslarinin,
[ran’da biri koyunlardan biri de kopeklerden elde edilen iki izolat ile %100 benzerlik
gosterdigi goriilmektedir (Sekil 7, Tablo7, Sekil 9, Tablo 9).

Ortadogu iilkesi olan Filistin’de ise koyunlardan elde edilen E. granulosus izolatlarinda
G1, G2 ve G3 genotiplerinin tespit edildigi bildirilmistir (Adwan ve ark. 2013).

Afrika tilkelerinde yapilan ¢aligmalar incelendiginde;

Bir Kuzey Afrika iilkesi olan Tunus’ta yapilan bir ¢alisgmada PCR-RFLP yontemi ile
insan, sigir, koyun ve develerden elde edilen fertil kist materyallerinin rDNA ITS1 bolgesi
incelenmis ve deve izolatlarinda G6, insan, sigir ve koyun izolatlarinda ise G1 genotipi
saptandigi bildirilmistir. G1 genotipine sahip izolatlarin mitokondriyal cox1 bdlgesinin dizi
analizlerinin sonucunda C56T, T123C, G312A ve T204G mutasyonlarii bildirmislerdir
(M’rad ve ark. 2005).

Boufana ve ark. (2014) Tunus’da 174 E. granulosus izolatinda (kist sivisi ve erigkin)

coxl ve efla gen dizi analizi sonucunda, bir devede E. canadensis (G6) disinda biitiin
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konaklarin E. granulosus s.s. susu tasidigini tespit etmislerdir. Eseklerde E. granulosus s.s. ve
E. equinus’un, yaban domuzu ve kegilerde ise E. granulosus s.s. fertil kistlerinin ilk kez

saptandigini bildirmislerdir.

Amar ve ark.nin (2015) Misir’da yaptig1 calismada, deve, koyun ve mandalardan elde
ettikleri E. granulosus izolatlarinda cox1 ve nadl gen dizi analizi yapmislar, G1, G5 ve G6
suglarint tespit etmiglerdir. Misir’da G5’in ilk kez rapor edildigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda elde edilen 33 nolu izolatin da cox1 sekansinin BLAST analizi sonucu Misir’da

deveden izole edilen G6 genotipi ile %100 benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 8, Tablo 8).

Abushhewa ve ark. (2010) Libya’da yaptiklar1 ¢alismada insan, sigir ve develerden E.
granulosus izolatlarinin mitokondriyal cox1 ve nadl dizi analizi sonucunda haplotip A-B-C-
D-E belirlemislerdir. Filogenetik analiz yapildiginda, 55 insan izolatinin haplotip-D-E’yi
tasidig1 ve G1-G3 kompleks genotipinde oldugu, sigir izolatlarinin (38 sigir izolatinin %13’{1)
haplotip B-C’yi tasidigi ve G1-G3 genotipinde oldugu bulunmustur. 83 deve izolatinin
tamaminin ise haplotip A’y1 tasidigi ve G6-G10 kompleksine ait oldugunu saptamislardir.

Wachira ve ark. (1993) Kenya’da larval ve eriskin E. granulosus 6rneklerini PCR-RFLP
yontemi ile incelemisler, E. granulosus’un deve susunu sadece Toskana bdlgesinde
ciftliklerde bulunan develerde, koyun susunu ise ciftlik hayvanlarinda saptamislardir.

Arastirmacilar deve susu ile insanin kolay enfekte olmadigini bildirmislerdir.

Dinkel ve ark. (2004) Kenya ve Sudan’da insan, deve, koyun, sigir, keci ve
domuzlardan elde edilen E. granulosus izolatlarinda insan, koyun ve develerde G1 ve G6,
kegilerde G6, domuzlarda G1, G5 ve G6, sigirlarda ise G5 ve G6 genotipini saptamiglardir.
Bu calismayla Afrika’nin dogusundaki insanlarda ilk kez deve susu (G6), Kenya ve
Sudan’daki ¢iftlik hayvanlarinda ise ilk kez sigir susu (G5) bildirilmistir. Yine Kenya’nin
Turkana bolgesinde Casulli ve ark.nin (2010) yaptig1 caligmada, PAIR yontemi ile hastalardan
alinan kistlerin mitokondriyal gen dizi analizi sonucunda 49’unun G1, 10’unun ise G6

genotipine ait oldugu tespit edilmistir.

Etiyopya’da koyun, sigir ve develerden elde edilen E. granulosus izolatlarinin cox1 gen

dizi analizleri sonucunda, %87,5’inin Echinococcus granulosus s.s. (G1-G3) ve geri kalaninin
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Echinococcus canadensis (G6-G10) olarak saptandigini bildirmislerdir (Hailemariam ve ark.
2012). Calismamizda elde edilen 33 nolu izolattimizin cox1 BLAST analizinde sekanslarinin,
Etiyopya’da deveden elde edilen iki G6 izolati ile %100 benzerlik gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 8, Tablo 8).

Goriildigi tizere Afrika kitasinda G1-G3 baskin olup daha az miktarda diger suslarin

goriildiigl anlasilmaktadir.

Asya iilkelerindeki durum incelenecek olursa;
Pakistan’da ¢iftlik hayvanlarindan ve insanlardan elde edilen kist materyallerinin cox1
gen bolgesinin dizi analizleri sonucunda, ¢iftlik hayvanlarinda G1 ve G3, iki insandan alinan

fertil kistlerde ise G1 susu tespit edildigi bildirilmistir (Latif ve ark.2010).

Hindistan’da koyun, sigir ve mandalardan elde ettikleri E.granulosus izolatlarinin
mitokondriyal cox1, nadl ve ITS1 gen bdlgelerinin dizi analizinin yapildigi ¢alismada, manda
ve koyunlarda G2 genotipini tespit etmiglerdir. Bu ¢alisma ile mandada G2 genotipi ilk kez
rapor edilmistir (Bhattacharya ve ark. 2007). Pednekar ve ark.nin (2009) Hindistan’daki
ciftlik hayvanlarinda (sigir, manda, domuz, koyun) yaptiklar1 kapsamli c¢alismada (21861
hayvan), cox1 gen dizi analizleri sonucunda en ¢ok manda genotipini (G3) saptadiklarini,

bunu G1, G5 ve G2 genotiplerinin izledigini bildirmislerdir.

Mogolistan’da 50 adet insan E.granulosus izolatinin mitokondriyal cox1 ve nadl gen
dizi analizleri sonucunda dort ayri haplotip belirlenmistir. Yapilan filogenetik analiz
sonucunda izolatlarin %68’inin E. granulosus’un G1-G3 kompleksine; %32’sinin ise G6-G10
kompleksine ait oldugunu bildirilmistir (Jabbar ve ark. 2011). Bizim de ¢alismamizda elde
edilen 33 nolu izolatin cox1 sekansinin BLAST analizi sonucunda Mogolistan’da insandan

izole edilen G6/7 genotipi ile %100 benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 8, Tablo 8).

Bart ve ark. (2006) Cin’de 47 KE hastasindan izole ettikleri kistlerin mitokondriyal
cox1 bolgesi dizi analizleri sonucunda, 45 hastada G1 genotipini, 2 hastada ise ilk kez G6
genotipini bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2014) Cin’in kuzey dogusunda KE’li hastalardan
topladiklar1 E. granulosus izolatlarinin cox1, cytb (sitokrom b) ve nadl gen bdlgelerinin dizi

analizlerini yapmislar, G1 ve G7 suslarini tespit etmislerdir. Cin’de insanda G7 susunu

60



bildiren ilk rapordur. Bizim de 1 nolu izolatimizin i¢inde oldugu dort adet izolatimizin Cin’de
insandan elde edilen bir izolat ile cox1 BLAST analizinde sekanslarmin %100 benzerlik
verdigi goriilmektedir (Sekil 7, Tablo 7).

Rusya’nin Altay bolgesinde 46 insandan elde edilen kist izolatlarinin cox1 gen dizi
analizleri sonucunda G1 ve G6 genotiplerinin saptandigi bildirilmistir (Konyaev ve ark.
2012). Yine Rusya’da yapilan bagka bir ¢alismada kurt, tilki, insan, kedi, koyun, geyik, ren
geyigi, kiiciik Afrika maymunu ve rodentlerden elde edilen Echinococcus cinsi izolatlarin
cox1 dizi analizleri sonucunda, 3 tiir (E. granulosus s.s., E. canadensis ve E. multilocularis),
E. canadensis’in 3 genotipi (G6, G8 ve G10) ve E. multilocularis’in 4 genotipini tespit

ettiklerini bildirmislerdir (Konyaev ve ark 2013).

Amerika kitasinda yapilan ¢aligmalar incelendiginde;

Arjantin’de Rosenzvit ve ark. (1999) farkli bolgelerdeki konaklardan topladiklari E.
granulosus izolatlarinin PCR-RFLP yontemi ile Rsal, Cfol ve Hpall enzimlerini kullanarak
mitokondriyal cox1 ve nadl gen dizilerini incelemisler ve bu bolgelerde G1, G2, G6 ve G7
genotiplerinin bulundugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma ile ilk kez Arjantin’de insanda G2 ve
G6 genotiplerinin varligint bildirmislerdir. Soriano ve ark. (2010) Arjantin’de koyun, kegi,
domuz ve kopeklerdeki 67 E. granulosus izolatina cox1 gen dizi analizi yaptiklarii ve G1,
G3, G6 ve G7 suslarini saptadiklarini bildirmislerdir. Andresiuk ve ark. (2013) Arjantin’de,
42 sigir ve 34 koyun E. granulosus izolatinda mitokondriyal cox1 ve nadl gen dizilerini
calismuglar, bir koyun izolatinin G2 genotipi, bir sigir izolatinin G5 genotipini, digerlerinin G1

genotipini tasidigini saptamislardir.

Peru’da Santivanez ve ark. (2008) 20 insan E.granulosus izolatinin mitokondriyal cox1
gen bolgesinin dizi analizi yapmiglar 19 izolatin G1, bir izolatin ise G6 susu oldugunu
bildirmislerdir. Yine Peru’da 71 6rnegin mitokondriyal cox1 gen dizi analizi sonucunda ilk
kez domuzlarda G7 susunun, insan, koyun ve sigirlarda G1 susunun, kegilerde ve bir insan

izolatinda ise G6 susunun saptandigi bildirilmistir (Moro ve ark. 2009).

De La Rue ve ark.nin (2006) Gliney Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada, 28 sigir ve 12
koyundan elde edilen E. granulosus izolatina mitokondriyal cox1 dizi analizi yapilmis, 38

izolatin G1 susu, iki sigir izolatinin ise G5 susu oldugu bildirilmistir. Balbinotti ve ark. (2012)

61



Giiney Brezilya’da sigirlardan 10 y1l boyunca topladiklar1 kistleri fertilite statiilerine gore
siniflandirip mitokondriyal cox1 gen bolgesi dizi analizi yapmislardir. Calismada akcigerden
elde edilen kistlerin daha ¢ok G5 genotipi, karacigerden elde edilen kistlerin ise G1 genotipini
tagidigini, G5 susunun son yillarda arttigin1 ve fertil kistlerin G5 susu oldugunu tespit
etmislerdir. Monteiro ve ark.nin (2014) Giiney Brezilya’da domuzlarla yaptigi ¢alismada
mitokondriyal cox1 gen dizi analizi ile bes genotip saptanmistir. Bunlarin iki tanesinin E.

granulosus sensu stricto (G1), ti¢ tanesinin ise E. canadensis (G7) oldugu bildirilmistir.

Espinoza ve ark. (2014) Sili’de insan ve domuzlardan elde ettikleri izolatlarin cox1 ve
nadl dizi analizleri sonucunda G1 genotipini, bir domuz izolatinda ise G3 genotipini

saptamiglardir. Sili’de ilk kez G3 genotipinin domuzda oldugunu bildirmislerdir.

Villalabos ve ark. (2007) Meksika’daki ¢iftlik domuzlarindan topladiklar1 E. granulosus
izolatlarinda cox1 ve nadl gen dizi analizi ¢alismuslar, G1 ve G7 genotiplerini tespit
etmislerdir. Insan1 enfekte eden Glsusu bu galisma ile domuzlarda ilk kez gosterilmistir.
Maravilla ve ark. (2004) RAPD, PCR-RFLP ve mitokondriyal cox1 gen dizi analizi ile
identifikasyonunu yaptiklari Meksika’li bir hastanin kist materyalinin sigir susu oldugunu

belirlemislerdir.

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar incelendiginde c¢aligmalarin oldukca yeni ve az sayida
oldugu dikkati ¢cekmektedir.

Utiik ve ark. (2008), Elaz1g, Malatya, Erzurum, Van, Diyarbakir ve Sanlurfa illerinden
179 koyun, 19 sigir, 7 kegi, 1 deve, 1 kopek ve 1 insandan elde ettikleri E.granulosus
izolatlarma Cfol, Mspl, Rsal ve Alul restriksiyon enzimleri ile PCR-RFLP yontemini
uygulamiglardir. Tlim izolatlarin benzer paternleri sergiledigi bildirilen bu ¢alismada, rastgele
secilen altt sigir, dort Koyun, dort keg¢i, bir deve, bir kdpek ve bir insan izolatinin
mitokondriyal coxl gen bdlgesinin dizi analizi sonucunda 17 izolat G1 susu olarak

tanimlanmaistir.

Vural ve ark. (2008) Afyon, Ardahan, Erzurum, Siirt, Tekirdag, Yozgat ve Kars
illerindeki koyun ve sigirlardan toplam 112 E.granulosus izolati toplamislar, bu izolatlarin
cox1 gen bolgesinin dizi analizleri sonucunda 107’sinin G1 genotipi, 5’inin G3 genotipi

oldugunu bildirmislerdir.
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Simsek ve Eroksiiz (2009), Anadolu yaban koyununda (Ovis gmelinii anatolica)
mitokondriyal cox1 gen bolgesinin dizi analizi yapmislar ve Gl susu oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu ¢alisma ile ilk kez Anadolu yaban koyununda E. granulosus’un varligi ve

molekiiler karakterizasyonu gosterilmistir.

Snabel ve ark. (2009); Ege Bolgesi’den (Izmir, Manisa, Denizli ve Usak) elde ettikleri
12 koyun ve 10 insan E. granulosus izolatinin dort mitokondriyal gen bolgesinin (cox1,
ATP6, nadl, rrnS) dizi analizini yapmislardir. Sonug olarak, iki koyun izolat1 ile bir insan
izolatinin G7, bir koyun izolatinin G3, bir koyun izolatinin G1/G3 ara formu oldugu, diger
izolatlarin ise G1 susu oldugunu belirlemisglerdir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de G7 susu ilk kez

rapor edilmistir.

Ergin ve ark. (2010) Istanbul’da farkl1 hastanelerde opere olan 46 hastadan elde ettikleri
E. granulosus izolatinin mitokondriyal cox1l gen bdlgesinin dizi analizini yapmislar ve

izolatlarin G1 genotipinde oldugu bildirmislerdir.

Simsek ve ark. nin (2010) Tiirkiye’nin dogusunda sigirlarla yaptiklar1 ¢aligmada, E.
granulosus izolatlarinda, 12S rRNA ve mt-coxl gen dizi analizleri sonucunda G1-G3
kompleks genotipi saptamislardir. Tiirkiye’deki sigirlarda G1 susunun baskin oldugunu

gosteren kapsamli bir ¢alismadir.

Yildiran ve ark. (2010) Kirikkale’deki koyunlarda yaptiklari ¢calismada inceledikleri E.

granulosus izolatlarinin tiimiiniin ayn1 G1 susuna ait oldugunu tespit etmislerdir.

Beyhan ve Umur (2011) Karadeniz bolgesinde mandalardan elde ettikleri E. granulosus

izolatlarinin cox1 gen dizi analizi sonucunda G1-G3 kompleks ve G1 genotipi saptamislardir.
Simgek ve ark. (2011) Erzurum ve Elazig’dan koyun ve sigirlardan topladiklar1 54 E.

granulosus izolatina PCR ve SSCP yontemleri uygulamislar ve izolatlarin G1-G3 genotipini

tasidigini saptamiglardir.
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Simsek ve ark. (2011) Elaz1g’da tiniversite hastanesinde E. granulosus’un histopatolojik
tanisinin konuldugu 70 hastanin parafin bloklarindan hazirlanan izolatlarin 12s rRNA ve cox1
gen bolgelerine PCR ve dizi analizleri sonucunda, G1, G3 ve G6 genotipleri ile G1-G3

kompleks genotipini tespit etmislerdir.

Eryildiz ve Sakru’nun (2012) yaptig1 ¢alismada, 58 E. granulosus izolatinin (42 insan,
13 sigir ve 3 koyun) rDNA ITS1 gen bolgesi Hhal, Mspl, Rsal ve Alul restriksiyon enzimleri
kullanilarak PCR-RFLP yontemi ile incelenmis ve 47 izolatin G1 genotipi oldugu
belirlenmistir. Farkli patern sergileyen 11 izolatin mitokondriyal coxl ve nadl gen
bolgelerinin dizi analizi yapildiginda; farkli konaklardan (insan, koyun ve sigir) elde edilen 10
izolatin G1, insandan elde edilen bir izolatin ise G7 susuna ait oldugu bildirilmistir. Bu
calismada G1 olarak tanimlanan izolatlarin cox1 gen sekanslarinda tek niikleotit farkliliklar
bildirilmistir: (C56T), (T108C), (C66T) ve (G306A). Bizim g¢alismamizda da G1 olarak
tanimladigimiz izolatlarin bir tanesinde (T141C) ve G7 olarak tanimladigimiz izolatlarin yine

bir tanesinde (C234T) tek niikleotit farkliligi saptanmustir.

Utiik ve ark. (2012) Kilis’de 19 koyundan elde ettikleri 28 E. granulosus izolatina
mitokondriyal 12S rRNA ve cox1 gen bolgelerinin dizi analizleri sonucunda bu izolatlarin

G1-G3 kompleks genotipini tagidigini saptamislardir.

Utiik ve Simsek (2013), otopside atin karacigerinden elde ettikleri E. granulosus
izolatinin rRNA-PCR yontemi ile E. granulosus sensu stricto (G1-G3), bu izolatin mt-cox1
gen dizi analizi sonucunda G1 susu oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma Tiirkiye’de E.

granulosus at izolatinin molekiiler karakterizasyonunun yapildigi ilk ¢aligmadir.

Altintag ve ark.nin (2013) Tiirkiye’de Manisa ilinde yaptiklari ¢alismada, sigirlardan
elde edilen E. granulosus izolatlarinin cox1 ve nadl genlerinin dizi analizi sonucunda E.
granulosus sensu stricto (G1-G3 kompleksi) oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma Manisa ilindeki

sigirlardan elde edilen Echinococcus izolatlariin ilk molekiiler genotiplendirme ¢alismasidir.

Tiirkiye’de yapilan caligmalar incelendiginde insan, sigir, koyun, manda ve attan elde
edilen izolatlar ile galisildigr ve en stk G1 genotipinin gorildiigii anlasilmaktadir. Daha az

goriilen diger genotiplerin ise G1-G3 kompleksi, G6 ve G7 olduklar1 goriilmektedir. Heniiz
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caligmalar goriildiigi lizere ¢ok az sayida ornek icermekte ve daha kapsamli genis
arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Aydin ilinde de insanlardan alinan 6rneklerin Avrupa’nin
biiyiikk boliimii, Asya iilkelerinin ¢ogunlugu, Amerika kitasinin Ozellikle giineyinde ve
Tiirkiye’de yapilan galigmalara benzer sekilde ¢cogunlugunun (%75) G1 genotipinde oldugu

saptanmistir.

Bolgemizden elde ettigimiz bir insan E. granulosus G6/7 izolatimin Mogolistan,
Etiyopya, Misir, Yunanistan’dan degisik konaklardan elde edilen izolatlar ile %100 benzerlik
gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Bu da suslarin yakin bolgelerde iilkeler arasindaki hayvan
hareketleri ile yayildigimi diisiindiirmektedir. Yine dort E. granulosus G6/7 izolatimizin ise
fran, Cin, Misir ve Mogolistan’dan bildirilen insan ve deve izolatlar1 ile %100 benzerlik
gostermesi, bu suslarin da Orta Asya’dan diger bolgelere yayilabilecegini diisiindiirmektedir.
Calisgmamizda elde edilen 12 nolu izolatin sekansinin ise Tiirkiye’de Siirt ilinde koyundan

izole edilen izolatin sekansi ile %100 benzerlik gosterdigi dikkati cekmektedir.

Ulkemizde koyun yetistiriciligi yaygin olarak yapilmakta ve kurban bayramlarinda
cogunlukla koyun kesilmektedir. Kesimde c¢ikan Kistli organlarin uygun sekilde imha
edilmemesi, kopeklere atilmasi gibi sebeplerle hastalik halen boélgemizde ve iilkemizde
yaygin olarak goriilmektedir. Calismamizda G1’in yan1 sira G6/7’ye rastlanmasi, bolgemizde
deve ve yaban domuzlarinin da KE hastaliginda roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir.
Aydmn ilinde deve yetistiriciligi yapilmakta, ayrica yaban domuzlarmin ozellikle basta

Kusadas1 Milli Park basta olmak iizere bolgede varliklar1 bilinmektedir.

Bu tez ¢aligsmasinin iilkemizde bu konuda yapilan bilimsel birikime katki saglayacagi ve
yeni ¢aligmalar yapilmasina yol acacagi diigiiniilmektedir. Bolgemizde ayrica koyun, sigr,
keci, deve gibi hayvanlardan elde edilecek izolatlar ile calisilmasi gelecek hedeflerimizin
arasinda yer almistir. Ulke genelinde yapilacak benzer ve kapsamli ¢alismalar sonucu elde
edilecek epidemiyolojik verilerin KE hastaliginin  kontroliine katki  saglayacagi

diistiniilmektedir.
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Tablo 11. Diinyada molekiiler ¢alismalarla elde edilen E. granulosus genotiplendirme verileri

ULKE
Kenya
Polonya
iran
Arjantin
iran
Arjantin
Finlandiya
Meksika
iran
Kenya,Sudan
Bulgaristan
Tunus
iran
Sardunya
Brezilya
Cin
Romanya
Finlandiya, isveg
italya
italya
Yunanistan
Hindistan
Meksika
Tirkiye
Tirkiye
Peru
italya
Peru
Tirkiye
Tlrkiye
iran
Hindistan
Pakistan
Tlrkiye
iran
Libya
Tirkiye
Turkiye
Arjantin
Kenya
Tunus

KAYNAK
Deve, koyun,képek
insan,domuz
insan,koyun,kegi,sigir,deve
insan
insan,koyun,kegi,sigir,deve
Koyun,sigir,kegi,insan,kdpek
ren geyigi,fare
insan
Koyun,sigir,insan
insan,deve, koyun,sigir, ke¢i,domuz
sigir,koyun,domuz,c¢akal,kurt
insan, sigir, koyun,deve
insan,koyun,deve
koyun,sigir,domuz
Sigir,koyun
insan
sigir
geyik
manda
insan, sigir, yabani domuz,koyun
Koyun,kegi
koyun,sigir,manda
domuz
insan,deve,koyun,sigir, keci,kopek
Koyun,sigir
insan
Sigir,manda
insan,koyun,sigir,keci,domuz
Anadolu yaban koyunu
koyun,insan
insan,koyun,keci,sigir,deve
sigir,manda,domuz,koyun
Deve,koyun,manda,kegi,sigir,insan
Sigir
koyun, keci, sigir,deve
insan,sigir,deve
insan
koyun
koyun,keci,domuz,kdpek
insan

insan,koyun,sigir

GENOTIP
G1,G6
G9
G1,G6
G1,G2,G6,G7
G1,G6
G1,G2,G5,G6,G7
G10
G5
G1
G1,G5,G6,G7
G1
G1,G6
G1,G6
G1,G7
G1,G5
G1,G6
G1,G2,G7
G10
G1,G3
G1,G2,G3
G1,G3,G7
G2
G1,G7
G1
G1,G3
G1,G6
G1, G2,G3,G5
G1,G6,G7
G1
G1,G1/G3,G3,G7
G1-G3,G6-G10
G1,G2,G3,G5
G1,G3
G1-G3
G1,G6
G1-G3, G6-G10
G1
G1
G1, G3, G6,G7
G1,G6
G1,G3

YIL
1993
1997
1998
1999
2002
2002
2003
2004
2004
2004
2004
2005
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010

ARASTIRMACI
Wachira
Scott
Zhang
Rosenzvit
Harandi
Kamenetzky
Lavikainen
Maravilla
Jamali
Dinkel
Breyer
M’rad
Ahmadi
Varsacia
de La Rue
Bart
Bart
Lavikainen
Capuano
Busi
Varsacia
Bhattacharya
Villalobos
Otuk
Vural
Santivanez
Casulli
Moro
Simsek
Snabel
Sharbatkhori
Pednekar
Latif
Simsek
Shartbatkhori
Abushhewa
Ergin
Yildiran
Soriano
Casulli
M’rad
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Tablo 11 (devami)

ULKE
Mogolistan
Tirkiye
iran
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Brezilya
Rusya
iran, Urdiin
Etyopya
Tirkiye
iran
Portekiz
Arjantin
Filistin
Polonya
Rusya

Tirkiye
Tirkiye
Brezilya
Uruguay

iran
ingiltere
Cin

Tunus

Sili
Misir
ingiltere

KAYNAK
insan
koyun ve sigir
koyun,kegi,sigir,deve
insan
manda
insan,sigir,koyun
siIgir
insan
Koyun,inek,deve,kegi,insan
Koyun,sigir,deve
koyun
kopek
koyun,kegi,sigir,insan
Sigir,koyun
koyun
insan

kurt,tilki,insan,kedi,koyun,geyik,ren
geyigi,klicik Afrika maymunu

at
sIgIr
domuz
evcil kedi

Koyun kegi,sigir
insan,koyun,sigir,at,kdpek
insan

insan,koyun,sigir,kegi,deve,esek,ya

ban domuzu,c¢akal,kdopek
insan,domuz
deve,koyun,manda

Koyun,inek,at,insan,kopek,tilki

GENOTIP
G1-G3, G6-G10
G1-G3
G1,G6
G1-G3,G1,G3,G6
G1-G3,G1
G1,G7
G1,G5
G1,G6
G1
G1-G3,G6-G10
G1-G3
G1,G2,G3
G1-G3,G7
G1,G2,G5
G1,G2,G3
G7

G1-G3,G6,G8,G10

G1
G1-G3
G1, G7

G1

G1,G3,G6
G1-G3,G4
G1,G7
G1-G3,G6

G1,G3
G1,G5,G6
G1-G3,G4

YIL
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013

2013
2013
2014
2014

2014
2014
2014
2014

2014
2015
2015

ARASTIRMACI
Jabbar
Simsek

Shahnazi
Simsek
Beyhan
Eryildiz

Balbinotti

Konyaev

Yanagida

Hailemariam
Utiik
Parsa
Beato
Andresiuk

Adwan

Dybicz
Konyaev

Utk
Altintas
Monteiro

Armua-
Fernandez

Pestechian
Boufana
Zhang
Boufana

Espinoza
Amar
Boufana
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5. SONUC

Ulkemizde yaygm olarak goriilen ve ilimizde de 6nemli bir hastalik olan KE
hastaliginda etken olan E. granulosus sestodunun molekiiler yontemler ile mitokondriyal cox1
gen bolgesi ¢ogaltilarak sekans analizi yapilmis ve elde edilen sekanslar Genbank’da bulunan
referanslar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Aydin ilinde elde edilen verilere gore en
yaygin susun Tiirkiye’de diger c¢alismalara benzer olarak koyun (G1) genotipi oldugu
saptanmistir. Boylece bu tez ¢alismasi ile ilimizde ilk kez E. granulosus’un insani en fazla
enfekte eden genotipinin G1 oldugu belirlenmistir. Bu c¢alisma Tiirkiye’de bu konuda
yapilmis ¢ok az ¢alismadan biri olup bilimsel birikime katki saglayacaktir. Elde edilen veriler
hastalikla miicadelede kaynak olacak ve ¢alismalara yon verecektir. Ulkemiz ve bolgemiz igin
olusturulacak korunma programlarinin bu bilgiler dogrultusunda gézden gegirilmesinin uygun

olacagi ve bu tezin halk saglig1 ve lilke ekonomisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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OZET

Aydin/Tiirkiye’de Echinococcus granulosus’un mitokondriyal sitokrom c oksidaz
subunit 1 gen bolgesinin sekanslanarak molekiiler karakterizasyonunun arastirilmasi

Echinococcus granulosus (E. granulosus), insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda goriilen
kistik ekinokokkoz (KE)’un etkeni olan yaygmn bir zoonotik sestodtur. KE iilkemizde ve
birgok iilkede ekonomik kayiplara yol agmaktadir. E. granulosus suslari arasinda genetik
cesitliligin yiiksek oldugu bildirilmistir. Glinlimiize kadar molekiiler yontemler kullanilarak
farkli konaklardan on tane genotipi (G1-G10) belirlenmistir. Tiirkiye’de ve diinyada en
yaygin genotipin koyun susu olan G1 oldugu ortaya konulmustur. Ulkemizde ayrica G3, G6
ve G7 genotiplerinin goriildiigli de bildirilmistir. Buna ragmen Aydin da dahil olmak iizere
birgok bolgede E. granulosus genotipleri konusunda yeterli bilgiye sahip oldugumuz
soylenemez. Bu ¢alismanin amacit Aydin’da ki E. granulosus izolatlarinin genotiplerinin
belirlenmesidir. Calisma kapsaminda Adnan Menderes Universitesi, Egitim ve Arastirma
Hastanesi Parazitoloji Laboratuvari’na rutin parazitolojik inceleme igin gonderilen cerrahi
sonrasi elde edilen kist sivilar1 degerlendirilmistir. Kist sivilarindaki protoskolekslerden DNA
izolasyonlar1 ticari kit ile yapildiktan sonra mitokondriyal sitokrom oksidaz subunit I (cox1)
geni PCR ile ¢ogaltilmistir. Amplikonlar sekanslanmis ve BLAST ile Genbank’daki referans
sekanslarla karsilastirilmistir. Izolatlarin genotipleri tam veya en yakin benzerliklerine gore
belirlenmistir. Ayrica, Neighbour Joining Tree kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Protoskolekslerden izole edilen 22 DNA 6rneginde PCR’da beklenen boyutta bant goriilmiis
ve sekanslanmistir. E. granulosus cox1 geni ile benzerlik gostermeyen nonpesifik iki sekansin
disindaki 20 sekans analizlerde kullanilmistir. Koyun susu olan G1 izolatlarin biiytik kismini
(15 izolat, %75) olusturmakta olup bunu deve/domuz susu G6/7 (5 izolat, %25) izlemektedir.
G6/7 olarak tanimlanan 5 izolattan birinde tek niikleotit farki (T141C) bulunmakta olup
benzer sekilde G1 olarak tanimlanan 15 izolattan birinde de tek niikleotit farki (C234T)
gorilmistir. Bulgularimiz  iilkemizde daha Once yapilan c¢alismalarla uyumluluk
gostermektedir. Bu c¢alismalarin birgogunda G1 en baskin genotip olarak bildirilmistir.
Calisgmamizda G1’in yan1 sira G6/7’ye rastlanmasi bolgemizde deve ve yaban domuzlarinin
da KE hastaliginda roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica coxl E. granulosus

genotiplerinin belirlenmesi i¢in uygun bir hedef gen olarak goriilmektedir. Ulke genelinde
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yapilacak benzer ve kapsamli ¢alismalar sonucu elde edilecek epidemiyolojik verilerin KE

hastaliginin kontroliine katki saglayacag: diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, kistik ekinokokkoz, genotiplendirme, cox1,
Aydin
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SUMMARY

Molecular characterisation of Echinococcus granulosus isolates from Aydin/Turkey by
sequencing of mitochondrial cytochrome c oxidase |

Echinococcus granulosus (E. granulosus), the aetiological agent of Cystic
Echinococcosis (CE) in humans and livestock, is a widely distributed zoonotic pathogen
tapeworm that causes significant morbidity and economic loses in many countries, and also in
Turkey. A high level of genetic diversity was reported between the isolates of E. granulosus.
Up to now, ten genotypes (G1-10) of E. granulosus have been identified from different hosts
by molecular genetic analysis. In most of the studies from Turkey and all around the world,
G1 (sheep strain) was reported as the prevalent genotype in human and other hosts.
Additionally, G3, G6 and G7 were also reported from Turkey. However, we still have limited
information about the genotypes of human E. granulosus in Turkey. The aim of the present
study was to determine genotypes of E. granulosus isolates in Aydin, Turkey. The study was
conducted in Adnan Menderes University, Parasitology Laboratory. Genomic DNA was
isolated with a commercially available kit (QlIAamp DNA Mini Kit, Germany) from cyst
fluids, aspirated during surgery. Mitochondrial, cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene,
was amplified with a single round PCR and sequenced. The sequences were analysed by using
BLAST tool on website of NCBI. Genotypes were determined according to closest or exact
matches in comparison with previously deposited reference sequences in Genbank.
Additionally, a phylogenetic tree was constructed by using Neighbour Joining Tree. A total of
20 isolates were successfully amplified and sequences were acquired. DNA was isolated from
of cyst fluids and 22 isolates were amplified with PCR. However, two of sequences showed
little similarity with E. granulosus cox1 gene and they were eliminated. Four different
sequences were identified by the alignment of isolate sequences in the present study. Sheep
strain G1 was accounted the greatest majority of our isolates (15 isolates, 75%). The other
genotype was G 6/7 (5 isolates 25%) which might be pig or camel originated genotypes.
Similarly, for the 15 isolates which were identified as G1 there was one base substitution in
one of them (C234T). Our study confirms the previous findings in Turkey that have indicated
the predominance of sheep strain (G1). Additionally, similar to our findings pig or camel

(G6/7) strain was reported less than sheep strain in previous studies from Turkey. It may be
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concluded that sheep and wild boars and camels in the study area may be the main agent of
human CE cases in study area. The research has also shown that cox1 gene is a valuable target
for determination of E. granulosus genotypes. It may be concluded that further studies in the
field of CE concerning the genotypes of E. granulosus from different regions of Turkey will

be important and will contribute the control of CE.

Keywords: Echinococcus granulosus, cystic echinococcosis, genotyping, cox1, Aydin
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