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Ozet
Echinococcus granulosus yasam dongiisiinde iki konak kullanan bir sestodtur.
Olgun formu kopeklerin ve diger canidaelerin ince bagirsaklarinda, larval formu
(metasestod) herbivor ve omnivorlarin basta akciger ve karaciger olmak {iizere ¢ok sayida
organ ve dokularinda gelismektedir. E. granulosus’un patojenik formu Kist hidatik olarak
adlandirilmaktadir. Bu nedenden dolay: hastalik hidatidosis olarak da bilinmektedir. Bu form
diinyanin bir ¢ok iilkesi ve bolgesinde ciddi bir halk sagligi problemidir ve kontrolii daha
giic, masrafli ve az etkilidir. Kontrol programlar1 egitim yolu ile halki bilgilendirmek ve son
konak kopeklerin tedavisine dayanmaktadir. Giiglii kontrol programlarina ragmen birgok
tilkede hastalik ciddi zoonoz olarak etkisini gostermektedir. Hastaligi onlemek amaciyla
arakonaklarda kullanilmak iizere bir as1 gelistirilmesi kontrol programlarinda alternatif bir
yaklasim olarak diisiiniilmektedir. Bu noktada rekombinant DNA teknolojisi konag1 koruyan
antijenleri iceren asi hazirlanmasi ve iretilmesinde yardimci olmaktadir. Echinococcus
cinsinin genotiplendirme ¢alismalari sonunda bu cins igerisinde farkl tiirler bulunmus olup
bu tiirlerin farkli hayvan veya hayvan tiirlerini enfekte ettigi bilinmektedir. Hastaligin
kontrolii amaciyla koyunlarda kullanilan Rekombinant EG95 asisinin gelistirildigi genotip
G1’dir. Bu c¢alismada Trakya’da mezbahalara kesim igin getirilen koyunlarda hangi
genotiplerin bulundugu arastirilmistir. Bunun i¢in toplanan 6rneklerin 50’sinin gDNA’sindan
cytochrom c¢ oxidase geninin dizi analizi yapilmistir. Oncelikle toplanan drneklerden gDNA
izole edilmis daha sonra bunun iizerinden ilgili gen bolgesi belirlenerek ¢ogaltilmigtir. Daha

sonra dizi analizi yapilarak baz siralar1 belirlenmis ve gen bankasindaki degisik



Echinococcus granulosus genotiplerine ait baz siralari ile karsilastirilmistir. Islenen 50
ornekten 50’si G1-G3 (sensu stricto) (yaygin koyun alt tiiri) olarak tespit edilmistir.
Mezbahalarda yapilan bu ¢alisma esnasinda farkli tiir ¢iftlik hayvanlarina ait echinococcosis
yayilis1 da saptanmis olup koyunlarda %22,9; sigirlarda %4; kecilerde %8,8 oraninda kist
hidatik bulunmustur. Bu Kistlerin ¢cogunlugu akcigerlerde saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Echinococcus granulosus, Kist hidatik, koyun, genotip,

Tirkiye, sus, alttiir, yayilis.

Distribution and Determination of Genotypes of
Cystic Echinococcosis in Large and Small Ruminants in Thrace

Abstract

Echinococcus granulosus is a parasitic cestod with a life cycle involving two hosts.
The adult worm develops in the small intestine of dogs and other canids and the larval form
(metacestod) develops mainly in the liver and lungs of numerious spesies of herbivores and
omnivorous intermediate hosts inculuding sheep, cattle, camel, swine and humans. Hydatic
cyst is a patogenic form of E. granulosus. Because of that the disease is known as
hydatidosis. This form of E. granulosus remains a considerable public health problem in
many countries of the world and in several regions. In so many geographical regions, control
of public awareness of hidatid disease by education and treatment and control of dog
population. Despite the effectiveness of control programmes the disease remains a serious
zoonotic disease in several countries. The development a vaccine to prevent disease in
intermediate hosts in considered as another approach for use in control programmes.
Recombinant DNA technology provides an alternative strategy to provide host protective
antigens for vaccination and can be used to produce an effective vaccine against

echinococcosis in sheep.



Echinococcus granulosus is known to occure as several strains or genotypes
(designated as G1-G10) worldwide, infecting different intermediate hosts species. The strain
that was investigated and used to developed the recombinant EG95 vaccine was genotype 1.

In this study, we attempted to distinguish E. granulosus genetically from sheep,
cattle and goats. 50 isolates were analysed for sequence variation within a region of the
mitocondrial cytochrom c¢ oxydase subunit 1 (CO1). For this purpose, gDNA was extracted
and then PCR was used to amplify a region of the cytochrom c oxidase gene of each of the
samples and the results were compared with DNA sequence of the known sequence of CO1
from E. granulosus in the GenBank. 50 samples were determined E. granulosus sensu stricto
(G1-3).

Key words: Echinococcus granulosus, cyst hydatique, sheep, genotype, strain,

Turkey.



1. GiRiS VE GENEL BiLGiLER

1.1. Echinococcosisin Tarihgesi

Echinococcosis terimi Echinococcus cinsinde yer alan herhangi bir tiir tarafindan
olusturulan enfeksiyona verilen addir. Parazitin olgunlari tarafindan olusturulan enfeksiyona
“intestinal  echinococcosis”, larvalar1  tarafindan  olusturulan  enfeksiyona  ‘larval
echinococcosis’ veya daha ¢ok bilinen ismi ile “hydatidosis” denmektedir.

Hastalik ¢ok eski zamanlardan beri bilinmektedir. M.O.16. yiizyildaki Misir Ebers
Papiruslarinda bu hastaliktan bahsedilmektedir. Bu donemde kesimi yapilan koyun ve
sigirlarin i¢ organlarinda sivi dolu keseler goriildiigii eski kayitlarda bildirilmektedir.
Echinococcus cinsinin 6zellikleri ilk kez 1801 yilinda Rudolphi tarafindan tarif edilmistir.
Siebold, 1852 yilinda koyun ve sigirlardaki kistleri kopeklere yedirerek olgun Ekinokoklari
elde etmis, arakonaklarda goriilen kistlerin parazitin larval formu oldugunu ortaya koymus ve
olgun sekline Taenia echinococcus adini vermistir. Multilokuler kistin goriilmesinden sonra
ilk kez 1955 yilinda Vogel tarafindan Echinococcus granulosus ve Echinococcus
multilocularis biribirinden ayrilarak tanimlanmistir (TINAR, 2004).

1.2. Echinococcus granulosus’un Taksonomisi

Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda Echinococcus cinsi iginde toplam 16 tiir ve
13 alt tiir bulundugu ileri siiriilmesine ragmen, bunlarin ayr1 bir tiir ve alt tiir olduklar
biyolojik olarak dogrulanamamis olup, ¢ogunun gecgersiz ve birbirinin sinonimi oldugu
bildirilmektedir (TINAR, 2004; THOMPSON ve MCMANUS, 2002).

Son genetik calismalar kapsaminda Echinococcus cinsinde E. granulosus, E.
multilocularis, E. equinus, E. vogeli, E. oligartrus, E. ortleppi, E. canadensis, E. felidis ve E.
shiquicus "tur (ECKERT ve ark., 2002; THOMPSON VE MCMANUS, 2002; XIAO ve ark.,

2006). Echinococcus tiirlerinin simiflandirmadaki yeri asagida oldugu gibidir (ECKERT ve



ark., 2002; SOULSBY, 1986; XIAO VE ARK., 2006, NAKAO et al., 2007, NAKAO et al.,

2010, NAKAO et al., 2013, NAKAO et al., 2015).

Sinif Cestoda

Altsiif Eucestoda

Takim Cyclophyllidea

Aile Taenidae (Ludwig, 1986)

Cins Echinococcus (Rudolphi, 1801)

Tiir Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3)

Echinococcus multilocularis

Echinococcus oligarthrus

Echinococcus vogeli

Echinococcus shiquicus

Echinococcus ortleppi (G5)

Echinococcus canadensis (G6-G7-G8-G10)
Echinococcus felidis

Echinococcus equinus (G4)

Echinococcus granulosus alt tiirleri morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik, patojenite
yonleri ile ve insan dahil degisik tiirler igin enfektif olma ozelliklerine goére farkliliklar
gostermektedir. Bu 0Ozellikler hastaligin epidemiyolojisinde biiyiik etki yapmaktadir.
Echinococcus tiirlerinin ~ kimliklendirilmesinde siirli  sayida morfolojik  6zellikten
yararlanilmakta ve bu Ozellikler temel alinarak yapilan smiflandirma konusunda fikir
ayriliklar1 bulunmaktadir. Bunun da 6tesinde morfolojik 6zelliklerin bazi ¢cevre faktorlerinden
etkilenmesi karmasaya yol agmaktadir. Genetik kimliklendirme, dis etkilerden kaynaklanan
fenotip degisikleri ve yasam siklusu degisiklikleri gibi degiskenlerden koken alan karmasanin
istesinden gelmistir. Ancak farkli alt kimliklerin konak yelpazesi, infektivitesi, virulansi, ilag
duyarliligi net degildir. Ancak konak faktoriiniin parazitin fenotipini biiyiilk oranda
etkiledigini ortaya konmustur (ECKERT ve ark., 2002; MCMANUS ve BOWLES,1996).

Alt tiirlerin yada daha genis kullanimiyla genotip belirlenmesinde bir ¢cok metot

kullanilmaktadir. Bunlarin en yaygin olanlar1 mitokondrial ND1 ve CO1 analizi, ribozomal

ITS1- PCR- RFLP orneklerinin karsilastirilmasidir. Bunlarin disinda SSCP, niikleer genlerin



kodlanmayan sekanslarinda farkli genlerin aranmasi ve mikrosatelitlerin belirlenmesi gibi
yontemler de kullanilmaktadir (ECKERT ve ark., 2002; GASSER,1998; MCMANUS VE
THOMPSON, 2003).

Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3) alt tiirleri diinyada en yaygin en iyi
bilinen alttiirdiir. DNA diizeyinde degisken bir yapiya sahip degildir. ilk olarak koyunlarda
bulunmustur ve en yaygin ara konagi da koyundur. Hem koyunda hem de diger tiirlerde (ki bu
tiirler sigir, ke¢i, insan domuz, deve, manda, kanguru) farkli bolgelerde bulunmasina ragmen
ayni mitokondrial CO1 genotipini paylagmaktadirlar (BOWLES ve ark., 1992; THOMPSON
ve MC MANUS, 2002; ECKERT ve ark., 2002). Koyunlarda bulunan tim E. granulosus
tiirlerinin Tasmanya alt tiirii harig, biyolojik ve epidemiyolojik 6zellikleri ile homojen oldugu
kabul edilmektedir. Tasmanya alt tiiriiniin hem prepatent periyodu kisa ve hem de morfolojik
farkliliklar1 bulunmaktadir. Tasmanya alt tiiriiniin yapilan CO1 sekans analizinde de bu
farkliliklar goriilmiis ve E. granulosus G2 alt tiirii olarak kimliklendirilmistir. E. granulosus
G1 ve G2 alt tiirii arasinda CO1 sekans farkliligi mitokondrial CO1 geninin 366 bazinin {i¢
nukleotid inde bulunmaktadir. Bu farklilik iki amino asitte degisime yol agmaktadir. Bu
kiiclik farklilasma Tasmanya alt tilirlinde biiylik degisimlere yol agsa bile genel kani bu alt
tiirin G1 alt tiirtinden koken aldig1 yoniindedir (BOWLES ve ark., 1992).

Arjantin’de ROSENZVIT ve ark (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada koyunlarda
gorlilen en yaygin alt tiirlin G1 oldugu ancak bazi bolgelerde koyunlarda G2 (Tasmanya alt
tiirli) ye de rastlandigini bildirmislerdir. G2 ‘nin 20 yy’ 1in basinda Avustralya’dan Arjantin’e
Merinos koyunu getirilmesi ile bu kitaya geldigi diistiniilmistiir. Ciinkii Arjantin’den bu
kitaya higbir sekilde koyun ihra¢ edilmemistir. Arastiricilar (ROSENZVIT ve ark., 1999)
kopeklerde G2 alt tiirliniin bulundugu bélgede ayn1 zamanda G7 domuz alt tiirliniin de ¢ok
yaygin oldugunu ve bu bolgede kontrol programlari olustururken bu iki alt tiiriin képeklerde

olgunlagma siiresinin kisa olusunun gbéz Oniinde bulundurularak ilaglamanin buna gore



yapilmasi gerektigini vurgulamaktadirlar. Bagka bir ¢alismada (ZHANG ve ark., 1999 ) E.
granulosus G6 deve ve G7 domuz alt tiirline insan konaklarin ¢ok duyarli olmadigi
yoniindeydi. Arjantin’de yapilan bu ¢alismada insanlarda G6 deve alt tiirii tespit edilmistir ve
G6 alt tiirliniin bu iilkede biraz mutasyona ugradigi ve insanlar i¢in daha enfektif bir duruma
geldigi dusiiniilmektedir. Arjantin’de deve olmadigindan G6 ‘nin kaynaginin lama ve
alpakalar olabilecegi distiniilmektedir. Ayrica bu iilkede kegilerde G6 bulunmustur.
KAMENETZKY ve ark (2002) daha sonra Arjantin’de DNA tekrarlanabilir element ve CO1
gen analizi kullanarak daha kapsamli bir ¢alisma gerceklestirmiglerdir. Bunun sonucunda bes
farkln alt tiir tespit etmislerdir. Bunlar G1, G2, G5, G6 ve G7dir. Insanlarda gériilen en yaygin
tir Gl olmakla beraber G2 ve G6 alt tiirliniin de azimsanmayacak oranda oldugunu
belirtmektedirler. Tazmanya koyun alt tiiriiniin (G2) kaynagt hem koyun hem de sigirlardir.
G6 deve alt tiirii ise kecilerde bulunmustur. Boylelikle bu iilkede G6 kaynagi keg¢ilerdir. Diger
tilkelerden farkli olarak insanlarda yaygin koyun alt tiiriiniin diginda G2, G5 ve G6 ile insan
enfeksiyonlarina rastlanmistir.

Brezilya’da son yillarda yapilan bir caligmada (DE LA RUE ve ark., 2006) sigir ve
koyun orijinli kistlere CO1 analizi yapilmis ve koyunlarda G1, sigirlarda G1 ve G5 tespit
edilmistir. Diger bir nokta G5 sigirlarda sadece akcigerde bulunmustur.

G5 alt tiirti 1934 yilinda Giiney Afrika’da Ortlepp tarafindan tarif edilen ve bu giin
bazi arastiricilar tarafindan Echinococcus ortleppi olarak kabul edilen alt tiirdiir. Sigir alt tiirii
G5 Avrupada degisik tilkelerden bildirilmistir. 11 yasindaki alman hastadan elde edilen
kismen kalsifiye kist, PCR-RFLP analizi ve mitokondrial gen karsilastirmalar1 yapilarak G5
olarak belirlenmis ve boylelikle sigirlarda goriilen E. granulosus G5 alt tiiriiniin insanlar i¢in
enfektif oldugu ortaya konmustur. Daha sonra Giiney Amerika ve Meksika’dan da bu alt tiirle

insan enfeksiyonlari bildirilmistir (MARAVILLA ve ark., 2004; ROSENZVIT ve ark., 2001).



DINKEL ve ark. (2004) Dogu Afrika’da Kenya ve Sudan’da degisik E. ganulosus
kist orneklerinde ITS1 ribosomal DNA analizi ve CO1 gen amplfikasyonuna dayanarak
Kenya’da insanlarda G1, G6; Sigirlarda G1, G6; Develerde G1, G6; Koyunlarda Gl1;
Kegilerde G1, G6 ve domuzlarda G1, G6 ve G5 (E. ortleppi); Sudan’da sigirlarda G5 ve G6;
develerde G6; koyunlarda G6 bulduklarint belirtmislerdir. Bu c¢alismada G5 ilk defa
domuzlarda goriilmiistiir.

Tunus’ta LAHMAR ve ark (2004) tarafindan yapilan ¢alismada 291 deveden
saglanan kistlerin CO1 gen analizlerinde tiim kistlerin E. granulosus G1 formunda oldugu
bildirilmistir. Tunus’ta develerin eti i¢in yaygin olarak tiiketildigi diistintildiigiinde kontrolsiiz
kesimlerin hastaligin yayilmasinda ne sekilde rol oynayacagi acgiktir. Ayrica develerde E
.granulosus G1 kistleri biiyiik oranda fertil bulunmustur.

Avustralya kitasinda G1 alt tiirlinlin  domestik ve silvatik siklusu paylastig
belirlenmistir (ECKERT ve ark., 2002). Bunun yaninda bu kitada G2 de bulunmaktadir.

Xinjian (Sincan) Uygur 6zerk bolgesinde ZHANG ve ark (1999) tarafindan yapilan
caligmalarda mitokondrial ND1 ve CO1 gen sekanslamaya gore G1 ve deve G6 insanlardan
izole edilmistir. Ayn1 sekilde Iran’da ZHANG ve ark (1998) tarafindan yapilan baska bir
calismada insan, koyun, ke¢i sigir ve deve Orneklerinden sadece develerde G6 alt tiirii
bulunmus, diger hayvan ve insanlarda yaygin tiiriin G1 oldugu saptanmustir.

Nepal’ de ZHANG ve ark (2000) manda, keg¢i, koyun, domuz ve insanlardan
toplanan kistlerin mitokondrial ND1, CO1 analizinde G1, G5 ve G6 ‘y1 saptamislardir.
Inceledikleri 18 izolat G5, 7 izolat G1 ve ve 2 izolat G6 olarak sonug¢ vermistir. G5 oldugu
saptanan 18 izolatin 14’{i manda, 2’si koyun ve 2si de keciden saglanmistir. G1 ¢ikan 7
izolatin 3’li manda, 2’si koyun ve 2si ke¢i kokenlidir. Bulunan iki G6 izolatinin ikisi de insan

kaynaklidir.



rDNA’nin ITS1 bolgesini hedef alan PCR tabanli RFLP bu alt tiirlerin ayrilmasinda
kullanilan en hizli teknik olarak kabul edilmektedir. Bu prosediir kullanilarak BOWLES ve
ark (1992) tarafindan yaygin koyun Gl, deve G6 ve domuz G7 alt tirleri ayrilmistir.
Baslangicta domuz (G/7) alt tiiriiniin insanlar i¢in diisiik enfektivitede oldugu sanilmaktaydi.
Ancak Polonya’da domuzlarin yaygin olarak bulundugu bdlgelerde insanlardan G7 alt tiirii
izole edilmistir (BOWLES ve ark., 1993). Yine Polonya’da daha sonraki calismalarda
insanlarda ayni yontemlerle domuz koékenli G9 alt tiirii saptanmistir (SCOTT ve ark., 1997).
G9 alt tiirtiniin G7 alt tiirii ile kiyaslandiginda daha kii¢iik kistlerin sahip oldugu, kistlerin
canliiginin daha zayif oldugu ve zayif gelisme Ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Daha
sonralart KEDRA ve ark. (1999), Polonya, Slovakya ve Ukrayna’da 56 domuz ve 4 insan
izolatimm mitokodrial ND1 ve rDNA ITSI1 yoniinden analiz etmisler ve oldukg¢a farkl
bolgelerden toplanan tiim izolatlarin G7 alt tiiri formunda oldugunu belirlemislerdir.
Boylelikle G7 alt tiirlinlin insan ekinokkozunda etiyolojik ajan oldugu kesinlik kazanmustir.
Ancak aragtiricilar (KEDRA ve ark.,1999) rDNA ITS1 yoniinden G9 alt tiiriine yakinlik
belirleyemediklerinden, G9 insan alt tiiriiniin varlig1 konusunda karmasa hakimdir.

Bulgaristan’da sigir, koyun ve domuzlardan toplanan kist 6rneklerinin analizinde
tiim orneklerin G1 oldugu tespit edilmistir (REYER ve ark., 2004).

Ispanya’da koyunlarda G1; kegilerde G1 ve G7; Sigirlarda G1; domuzlarda G1 ve
G7; yaban domuzlarinda G1 ve G7; Atlarda G4 ve insanlarda G1 alt tiirleri belirlenmistir.
Yaban domuzlarinda G1 ve G7 nin tespit edilmesi siklusu tamamlanmasinda yabani
karnivorlarin énemini ve hastaligin epidemiyolojisindeki roliinii bir kez daha vurgulamasi
yoniinden 6nemli bulunmustur (MWAMBETE ve ark., 2004).

Atlarda goriilen alt tir G4 ayn bir tir “Echinococcus equinus” oOlarak
diistiniilmektedir. G4 alt tiirii bu gline kadar atlar ve esekler disinda bagka bir hayvanda

goriilmemistir. Ayrica yapilan biyolojik, epidemiyolojik, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik



calismalar bu alttiirin tamamen farkli oldugunu ortaya koymus ve aymi bolgede
bulundugunda bile koyun alt tiirleriyle kesinlikle karismadigin1 gostermistir (MCMANUS ve
THOMPSON, 2003) .

Yabani geyik ve karacalarda mitokondrial sekanslama ve ITS1-PCR fragmana gore
belirlenen E.granulosus tiirii G8 ve G10 alt tiriidiir. Sirasiyla Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupa’ da gorilmistir (LAVIKAINEN ve ark., 2003). Daha onceleri, Kuzey-bati
Kanada’da geyiklerde goriilen ve geyik-kopek donglisiine sahip olan tiir E. granulosus
canadensis, Kuzey Amerika’da geyik-tilki dongiisiine sahip tiir, E. granulosus borealis olarak
bildirilmisti. Son yapilan ¢calisma (THOMPSON ve ark., 2006), Kuzey Avrupa’da belirlenen
G10 alt tiriiniin canadensis formuyla iliskili olabilecegini 6ne siirmektedir. Kuzey
Amerika’da E. granulosus G8 insanlarda silvatik hitaditosisten sorumlu tutulmaktadir.
E.granulosus G8 ve G10’un birbirlerinden virulans ve insanlardaki patojenik ozellikleri
yoniinden farkli olabilecegi de diisiiniilmektedir. Alaska ve Kanada’da G8 kaynakli
hidatidosis, pastoral hidatidosisten daha iyi tabiatta olmasiyla ve insanlarda karacigerden ¢ok
akciger tutulumuna neden olmasiyla bilinmektedir. G10 alt tiirii ile bu giin ayni tutulum
olabilir diisiincesi vardir. Ciinkii Iskandinavya’da bu tiiriin yaygin oldugu bélgelerdeki insan
enfeksiyonlar: da akciger tutulumludur.

Tiirkiye’de Echinococcus granulosus ‘un alt tiirlerinin belirlenmesine yonelik
calismalar (UTUK ve ark., 2006; YOLASIGMAZ ve ark., 2006) bulunmaktadir.

UTUK ve ark (2006), Elazig ilinden, mezbahadan topladiklari 20 koyun kist
Orneginin tiimiiniin CO1 gen analizinde sadece G1 formunda bulundugunu tespit etmislerdir.

YOLASIGMAZ ve ark (2006) ise, Slovak Bilimler Akademisi ile ortaklasa
yaptiklar1 caligmada Tiirkiye kokenli insan, sigir, domuz ve koyun 6rneklerinin ND1 ve COl
gen dizilimlerini ortaya koymuslardir. Arastiricilar (YOLASIGMAZ ve ark., 2006),

calistiklar1 Orneklerde genel olarak GI1, sadece domuz Orneklerinde G7 alt tiiriine
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rastladiklarini bildirmektedirler. SIMSEK ve ark., bir katirda, daha sonra bir esekte G4

(Echinococcus equinus)’ii ilk kez bildirmislerdir SIMSEK et al., 2014; SIMSEK et al., 2015).
1.3. Tiirkiye’de E. granulosus’un Y ayilisi

Echinococcus granulosus’ un Tiirkiye’de kopeklerdeki yayilist Tablo 3’te goriilmektedir

(ALTINTAS N 2003).

Tablo 1. Otopsi bakisinda E. granulosus’un kopeklerde yayilisi

SEHIR YIL SAYI ENFEKSIYON
ORANI
Ankara 1933 - 1960 627 0.3
Elazig 1981-1982 100 4
[zmir 1989 600 5.5
Bursa 1989 36 36.0
Sivas 1990 25 16.0
Kayseri 19901993 100 24.0
Ankara 1997 106 0.9
Kars 1997 42 40.5
Elazig 1997 bildirilmemis 18,9

Kist hidatikin ciftlik hayvanlarinda yayilisi, 1975-1976 yillarinda koyunlarda %3,9;
sigirlarda %?2,8, kegilerde %2; mandalarda %3,7; Konya mezbahasinda yapilan
sayimda koyun, sigir ve kegilerde sirasiyla %51,9, 11,2 ve 29,3; Sivasta koyun
akcigerlerinde %32,6, karacigerde %16,7 belirlenmistir (ALTINTAS N, 2003).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Orneklerin toplanmasi
Koyunlardan Echinococcus granulosus kistlerinin toplanmasi amaciyla diizenli
olarak Tekirdag Siileymanpasa ve Malkara mezbahalar1 haftalik olarak Kasim 2015- Haziran
2016 tarihleri arasinda ziyaret edilmistir. Adi gegen mezbahalarda kesim igin getirilen
hayvanlar Trakya bolgesinden olup koyun, sigir ve keci kesimlerine ait iglemlere tanik
olunmustur. Incelenen hayvan sayis1 Tablo 1 de goriilmektedir. Kesimhanede sadece 2 yas
istii hayvanlar takip edilmistir. Kistler bulunduklar1 organa gore tasnif edilmis, her kist i¢in
ayri enjektor kullanilarak her Kiste ait protoskoleksler ayri tiiplere alinmig ve
numaralandirilmigtir. Protoskolekslerin canliligt i¢cin flame cell activity goézlenmistir.
Protoskoleksler steril FTS ile yikanip %70 etil alkolde tespit edilmistir. islem gorecegi giine
kadar oda sicakliginda saklanmistir.

Tablo 2. incelenen toplam hayvan sayisi ve tiirleri

Hayvan tiirii Ornek sayisi
Kesime gelen 2 yas iistii hayvanlar

Sigir 1800
Koyun 624
Kegi 73
Toplam 2497

2.2. Molekiiler analiz
Molekiiler analiz i¢in 35 koyun, 10 sigir ve 5 kegi olmak {izere toplam 50 6rnek segilmistir.
Molekiiler analizler NKU Merkezi Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

DNA ekstraksiyonu

Protoskolekslerden total genomik DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) ile
elde edilmistir. Protoskoleksler lisis i¢in bir gece Ben Mari’de 55 °C de birakilmustir. Biitiin

islemler kit prospektusuna gore gerceklestirilmistir.
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Jel elektroforezi

0,55 g Agarose jel

37 ml. TBE karistirilarak (SAMBROOK ve RUSSEL, 2001)

2 dakika 350 W mikrodalgada ertilmis ve tanka bosaltilmistir.

Ornekler jele yiiklendikten sonra 55 W da 1 saat yiiriitiilmiistiir.

Primerler

PCR igin gerekli forward ve reverse primerler belirlenerck (BOWLES ve ark., 1993) o6zel
sirkete yaptirilmistir.

Yaptirilan CO1 primerler;

Forward S’TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT3’

Reverse SSTAAAGAAAGAACATAATGAAAATG3’

Polimerase Chain Reaction (PCR)

SAMBROOK ve RUSSEL (2001)’ a gore gerceklestirilmistir.
Bir 6rnek i¢in 60 pl lik PCR reaksiyonu olusturulmustur;
30 pl master miks

2,4 ul forward primer

2,4 ul reverse primer

15,2 pl steril distile su

10 ul DNA o6rnegi

Termocycler kosullar;

94°C 5 dak. 1 siklus

94.°C  30sn.

55°C  30sn. 30 siklus

72°C 30sn.

72°C 5dak. 1 siklus
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Saflastirma
High pure PCR product Purification Kit (Roche) ile yapilmstir.

Saflastirilan orneklerin jel elektroforezi

0,55 g Agarose jel

37 ml. TBE (SAMBROOK ve RUSSEL, 2001)

2 dakika 350 W mikrodalgada ertilmis ve tanka bosaltilmistir.
Ornekler jele yiiklendikten sonra 55 W da 1 saat yiiriitiilmiistiir.

Sekanslama ( Dizi analizi)

Saflastirilan 6rnekler sekans cihazinda dizilenmistir.

Sekans sonuclarinin karsilastirilmasi

National Center for Biotechnology Information (NCBI) ‘nin asagidaki sayfasindan yapilmistir

( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
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3. BULGULAR

Mezbaha ziyaretleri sonucu kesime girmis toplam 2497 hayvan izlenmistir. Bunlarin
1800’1 sigir olup, kesimhaneye getirilen sigirlarin tamami kapali sistemde yetistirilen
sigirlardir. Sigirlardaki enfeksiyon orani %4 olarak saptanmistir. Mezbahaya kesim igin
getirilen 2 yas iistii 624 koyun ve 73 kec¢i muayene edilmistir. Tespit edilen kist hidatik oranm
strastyla %22,9 ve %8,8 dir. Saptanan kist hidatiklerin organlara gére dagilimina bakildiginda
cogunlugun akcigerde gozlendigi saptanmis olup sigirlarda enfekte 72 organin 48’1 akciger;
24’1 karacigerdir. Koyunlarda akciger ve karaciger enfeksiyonu basa bas olarak tespit edilmis
olup 72 karaciger, 71°1 akciger olarak saptanmistir. Kecilerde ise sadece akciger enfeksiyonu
gozlenebilmistir Tablo 3. Fertilite oranlarina bakildiginda koyunlarda ve kegilerde %92 fertil
kist bulunmus olup; sigirlarda fertil kiste rastlanmamastir.

Her bir 6rnek standart PCR ile calisildiktan ve saflastirildiktan sonra jel elektroforezi
yapilarak kontrol edilmistir. Yiriitilen PCR {rlinii 444 baz ¢ifti uzunlugunda jelde
goriintiilenmistir (Sekil 1).

Tablo 3. Toplanan kist 6rneklerinin tiirlere ve organlara dagilimi

Hayvan tiiri Ornek sayisi Bulunduklar1 | Toplam
2 yas iistii Organlar enfekte organ (%o)

Sigir 1800 48 AC 72 (%4)

24 KC
Koyun 624 72 KC 143 (%22,9)

71 AC
Keci 73 6 AC 6 (%8,2)
Toplam 2497 221 221 (%8,8)

Sekanslama (Dizi analizi)
Sekanslanan 50 ornekten tek cesit nukleotid dizisi elde edilmistir. Elde edilen
nukleotid dizisi Gen Bankasindaki diger sekanslarla ve daha once kayit altindaki Tiirkiye

ornekleri ile karsilastirilmistir.
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Sekil 1. Baz1 6rneklerin CO1 geni ¢ogaltilip saflastirildikan sonra jelde goriintiisii (*bs:
baz sirasi)

1000bs

~444 baz sirasi
uzunlugundaki
urunler

500 bs*

DNA merdiveni
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Sekil 2. Trakya orneklerinin ortak niikleotid ve amino asit dizilimi.

1 g
- Wy
co1l

Legend:

— CDS == — gehie

Sequence?;

1 ;TTTTTGGGC ATCCTGAGGT TTATSTGTTS ATTTTGCCTG GATTTGGTAT ARTTAGTCAT o1

F F G HPEWMW ¥ W L I L P G F G I I 5 H

61 ATTTGTTTGA GTATTAGTGC TAATTTTGAT GCOGTTTGEGT TCTATGGGTT GTTGTTTGCT o1

I ¢cL I %A WFD ARFIG F Y G L L F A

121 ATGTTTTCTA TAGTGTGTTT GGGTAGCAGG GTTTGGGETC ATCATATGTT TACTGTTGGE o1

M F £ I vwcocL G5 5 W NG HHMMFEF T WG

181 TTGGATGTGA AGACGGCTGT TTTTTTTAGC TCTGTTACTA TGATTATAGG GGETTECTACT o1

L ovw K THARW FFSs 5 vT7T M I I G WPT

241 GGTATAAAGG TGTTTACTTG GTTATATATG TTGTTGAATT CGAGTGTTAA TGTTAGTGAT o1

c I K vwF TWW L Y MM L L H 5 5 Vv H W 51

381 CCGGTTTTST GATGGGTTGT TTCCTTTATA GTGTTGTTTA CGTTTGGGEE AGTTACGGGT o1

P YW L W H WY 5 F I v L F TF GG VW TG

361 ATAGTTTTGT CTGCTTGTGT GTTAGATAAT ATTTTGCATE ATACTTGGTT TGTGGTGGCT o1

I v L 5 R C WM L DH I LH DT HWHF VW WA

421 CATTTTCATT ATGTTCTTTC TTTA -

H F H ¥ WL & L
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Sekil 3. Diinyada Echinococcus granulosus CO1 gen analizi sonucu kayit altina alinms
orneklerle Trakyada bulunan érneklerin filogenetik agactaki yeri
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4. TARTISMA

Ekinokoklarin alttiirlerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢ok ¢alisma (BART ve ark.,
2004; CAPUANO ve ark., 2006; OBWALLER ve ark., 2004) mitokondrial genomdan koken
alan genlerin niikleotid dizilerindeki degisiklikleri temel almaktadir. Mitokondrial DNA
mutasyona yatkindir ve niikleotidlerdeki ilk degisiklikler burada baslamaktadir. Bu nedenle
yakin tiirler arasindaki farkliligi ortaya koymada bu yol daha giivenilir olmaktadir.

Molekiiler tekniklerin gelisiminden Once, taksonomik ¢alismalar parazitin
morfolojik ozelliklerine (kancalarinin sekli ve biiylikliigii, testislerin sayisi, ovaryumlarin
sekli gibi fenotipik farkliliklar) dayanarak yapilmaktaydi. Bu durum alt tiirlerin birbirinden
ayrilmasinda yeterli olmamakta, karigikliklara yol ag¢maktaydi. (THOMPSON ve
MCMANUS, 2002). Bu nedenle son yirmi yildir, ayirimda genetik farkliliklarin ortaya
konmasi, 6zellikle Echinococcus tiirlerinde belirli gen tanimlarina basvurulmasi yoluna
gidilmistir.

Echinococcus granulosus ’un molekiiler ¢alismalarinda en yaygin kullanimi olan
genler mitokondrial NDI, COI ve ribozomal ITS1 dir. Bu genlerdeki sekans degisimlerinin
belirlenmesi ile alttiirler arasindaki farklar ortaya konmaktadir. (BOWLES ve ark., 1993;
THOMPSON ve MCMANUS, 2001; ROZENZVIT ve ark., 1999; MWAMBETE ve ark.,
2004). Mitokondrial hedef kullanimin bir faydasi da Gen Bankasinda tiim diinyada bulunan
diger sekanslarla karsilagtirma olanaginin bulunmasidir.

Iran’da yapilan bir ¢alisma (AHMADI ve DALIMI, 2006) koyunlardan toplanan
protoskoleks oOrneklerinin ribosomal DNA ITS bdlgesi sekans sonuglarina dayanarak tiim
koyun orneklerinin G1 formunda oldugunu goOstermistir. Bulgaristan’da koyun kokenli
Ekinokoklarda ND1 sekans analizi yapan BREYER ve ark (2004), elde ettikleri tiim

protoskoleks formlarinin G1 oldugunu tespit etmislerdir. Yunanistan’da yapilan bir calismada

20



(VARCASIA ve ark., 2007) 20 koyundan toplanan 6rneklere CO1 ne ND1 analizi yapilmustir.
Calismada 18 6rnegin G1, iki 6rnegin G3 oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada yapilan analizler sonucunda toplam 50 (35 koyun, 10 sigir ve 5 keci)
Ornegin tamaminin E. granulosus sensu stricto (G1-G3) oldugu belirlenmistir.

Tiim diinyada epidemiyolojik ve zoonotik 6neme sahip alttiir yaygin koyun alt tiirii
G1 dir (MCMANUS ve THOMPSON, 2003; ECKERT ve ark., 2002. Bu alttiir en fazla
arakonak ¢esidine sahiptir ve aym1 zamanda insan enfeksiyonlarindan sorumlu ana alttiir
olarak kabul edilmektedir (MWAMBETE ve ark., 2004). G1 hem silvatik hem de pastoral
dongiiye sahiptir. Dolayisi ile yabani arakonaktan evcil son konaga ya da yabani son konaktan
evcil arakonaga gegis miimkiindiir.

Bazi arastiricilar (MWAMBETE ve ark., 2004; DINKEL ve ar., 2004) yabani
karnivorlarin parazitin epidemiyolojisinde énemli role sahip oldugunu ve asil son konakta
bulunan olgun Echinococcus granulosus ‘un alttiiriiniin belirlenmesinin  daha 6nemli
oldugunu bildirmektedirler. Ciinkii yabani karnivolarin hangi genotipleri pastoral siklusa
tasidiklar1 bilinmemektedir.

Bu caligmada tiim 6rneklerde tespit edilen E. granulosus sensu stricto daha once
Vural ve ark (2008) tarafindan bildirilen Tekirdag’da egtrOl (G1) varianti ile aymi
bulunmustur. Trakya’da sekiz yil sonra ayni variantin bulunmasi bu yapinin korundugunu
gostermektedir. Bu bolgeye Anadolu’dan hayvan sevkiyati olmamasi E. granulosus’un bu
variantinin bu bolgede korunmakta oldugu fikrini uyandirmaktadir.

Echinococcus tiirleri igindeki kalitsal ¢esitliligin, konagin enfeksiyona ve ilaglara olan
duyarlhiligini etkileyecegi kaydedilmektedir (ECKERT ve ark., 2002). Bunun yaninda baz alt
tiirlerin prepatent periyodunda degisikliklerin oldugu bilinmektedir (ROSENZVIT ve ark.,
1999) . Alt tiir farkliliklarinin, ekinokokkosisin epidemiyolojinde ve kontrol stratejilerinin

olusturulmasinda 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bu ¢alismada mezbahada kesilen 2 yas {istlii hayvanlardaki echinococcosisin yayilisina
bakildiginda sigirlarda goriilen diisiik oranin bu bolgede sigirlarin meraya salinmayip kapali
yetistiricilik tarzinda bir isletme yonetimi olmasindan kaynaklandigi sodylenilebilir. Ancak 2
yas iistii koyunlarda tespit edilen %22,9 luk kist hisatik oran1 gercekten yliksek bir oran olup
halk sagligini1 tehdit edici niteliktedir. Koyunlarda tespit edilen bu yiiksek oranin kecilerde
saptanamamast (%8,8) kecilerin beslenme bi¢ciminden kaynaklandigi, yerden yiiksekce
caliliklarla beslenmesinden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Eger boyle ise %8.,8 lik oran

yiiksektir.
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