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1.0ZET

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus’un larval formu
tarafindan meydana getirilen, diinya ¢apinda yaygmn bir helmint hastaligidir.
Antijen B (AgB), E. granulosus larvasinin bir ekskret-sekret iirtinii olup, bu antijen
parazitin larval formu tarafindan bol miktarda salgilanmakta ve KE'nin serolojik
teshisi amaciyla antijen kaynagi olarak kullanilmaktadir. AgB, bir multigen ailesi
tarafindan kodlanmakta olup, konak¢i immun sisteminden kagma ile ilgili
gorevlerinin de oldugu ileri siirlilmektedir. Bu tezin amaci; sigir ve koyunlardan
elde edilen E. granulosus'un farkli izolatlar1 arasinda genetik farkliligi belirlemek
ve AgBL1 genindeki polimorfizmi DNA dizi analiziyle tespit ederek ELISA ve
Western Blot testini kullanarak serolojik yanitla olan iligkisini arastirmaktir. Bu
amagla; Elaz1g ve Erzincan illerindeki mezbanelerde kesim sonrasi, her bir ilden 30
sigir ve 30 koyundan hidatik kistlere ait germinal membranlar ve bu hayvanlara ait
kan serum oOrnekleri toplanmistir. Total genomik DNA izolasyonundan sonra
genetik karakterizasyon amaciyla tiim izolatlarin 12S rRNA geni PZR metoduyla
cogaltilmig, band elde edilemeyen 6rneklerin mt-CO1 gen bolgesi DNA sekans
analiziyle incelenmistir. Daha sonra gDNA’lar AgB1 spesifik primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analiziyle genetik varyasyon
arastirtlmistir. Son agamada biitiin serum 6rnekleri kismi piirifiye kist s1vis1 antijeni
kullanilarak ELISA ve Western Blot testleri ile analiz edilmistir. Sonug¢ olarak;
toplam 120 izolatin 114 (%95)’liniin 12S rRNA-PZR, 6 izolatin da mt-CO1-PZR
ve takiben yapilan DNA dizi analizi neticesinde E. granulosus sensu stricto oldugu
belirlenmistir. Takiben yapilan DNA dizi analiziyle 120 &rnegin 13 (%10.8)’tinde

AgB1 geninde niikleotid degisimleri belirlenmistir. Bu ¢calisma ile DNA dizi analizi



kullanilarak AgB1 geninde polimorfizm tespit edilen 13 hidatik kistli 6rnegin 9
(%69.2)’u ELISA ile 6 (%46.1)’s1 da WB ile pozitif bulunmustur. Ote yandan
AgBI1 geninde herhangi bir polimorfizm saptanmayan 107 6rnegin 80 (%74,7)’1
ELISA ile 75 (%70,9)’i de WB ile pozitif bulunmustur.

Sonug olarak E. granulosus sensu stricto’nun AgB1 geninde degisik
oranlarda varyasyon belirlenmis ve bunun serolojik yanit iizerinde kismi etkisinin
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kistik Ekinokokkozis, Antijen B1, PZR, ELISA, Western

Blot.



2. ABSTRACT

Determination of Antigen B (AgB) Gene Polymorphism in Cattle and Sheep
Isolates of Echinococcus granulosus and Investigation of its Effectiveness on
Serological Diagnosis

Cystic Echinococcosis (CE) is a worldwide common of helminth disease
caused by the larval form of Echinococcus granulosus. Antigen B (AgB) is an
excretory-secretory product of E. granulosus larvae, which is secreted in abundance
by the larval form of parasite and is used as antigen source for the serological
diagnosis of CE. AgB is encoded by a multigen family, and it is suggested that there
are also tasks related to escape from the host immunity system. The aim of this
thesis is to determine the genetic difference between the different isolates of E.
granulosus obtained from cattle and sheep and to detect the polymorphism in AgB1
gene by DNA sequence analysis and to investigate the relationship with serological
response using ELISA and Western Blot test. For this purpose, the germinal
membranes of hydatic cysts belong to 30 cattle and 30 sheep of each from Elazig
and Erzincan provinces and blood serum samples of these animals were collected.
After the isolation of total genomic DNA, 12S rRNA of all isolates was amplified
by the PCR method for genetic characterization, and mt-CO1 gene region of the
samples which can not obtain bands was analyzed by DNA sequence analysis.
Subsequently, gDNAs were amplified with PCR using AgB1 specific primers and
genetic variation was investigated by sequence analysis. At the last step, all sera
samples were analyzed by ELISA and Western Blot tests using partially purified
cyst fluid antigen. As a result 114 (95%) of the total 120 isolates were identified as
12S rRNA-PZR, 6 isolates were identified as mt-COI-PCR and DNA sequencing

that all of them were E. granulosus sensu stricto. Following DNA sequencing,



nucleotide changes in the AgB1 gene were determined in 13 (10.8%) of the 120
samples. In this study, 9 (69.2%) of the 13 hydatid cysts with polymorphism in the
AgB1 gene using DNA sequencing were found to be positive with ELISA and 6
(46.1%) by WB. On the other hand, 80 (74.7%) of the 107 cases with no
polymorphism in the AgB1 gene were found positive by ELISA and 75 (70.9%)

with WB.

As a conclusion, variation was found in the AgB1 gene of E. granulosus
sensu stricto at various ratios and it was determined that it had a partial effect on

the serological response.

Keywords: Cystic Echinococcosis, Antigen B1, PCR, ELISA, Western Blot.



3. GIRIS

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus’un neden oldugu
hem insan hem de hayvanlarn etkileyen diinyadaki en énemli zoonozlardan birisi
olup, 6zellikle az gelismis tilkelerde, kirsal bolgelerdeki insan ve hayvanlarda sik¢a
rastlanmakta ve bu bolgelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (1).
Erigkin parazitler kopek, c¢akal, kurt ve diger kanidelerin ince bagirsaklarinda,
larvasi olan hidatik kist ise koyun, ke¢i, sigir, domuz ve diger bir¢ok evcil ve yabani
memelide ayrica insanlarda basta karaciger ve akciger olmak iizere ¢esitli organ ve
dokularda bulunmaktadir (2).

Echinococcosis, eski ¢aglardan kalma kokli ve uzun bir tarihi seriivene
sahip olup, giiniimiizde diinyanin birgok bdolgesinde insanlari ve hayvanlar
etkileyen, dikkate deger sosyoekonomik etki gosteren zoonotik bir enfeksiyondur
(3). Hidatik kist, cok eski zamanlardan beri bilinmektedir. Hippocrates (M.O. 460-
377) sigir ve domuzda hidatik kist varligini belirlemis ve insan karacigerinde
saptadig hidatik kisti “su ile dolu kese” olarak tanimlamistir (4). Galen M.O. 129-
200 yillar1 arasinda hidatik kistin kesim hayvanlarindaki olusumundan bahsederek
baglica yerinin karaciger oldugunu vurgulamistir (5). Yaklagik olarak M.S. 50
yillarinda Aretaeus’un, hidatik kist ile ilgili ¢aligmalar yaptig1 ve bu alan {izerine
gittigi bildirilmistir (6). Takip eden periyodlarda 16. ve 17. yiizyillarda insan ve
hayvanlardaki hidatik kistlerin yayginlig1 tekrarlanarak bildirilmistir. Frencesco
Redi, 1626-97 yillar1 arasindaki ¢aligmalari ile Taenia tiirlerinin metasestodlarini
tanimlayan gozlemlerinde hidatik kistin dogal yapisinin ilk gostergelerini ortaya
koymustur (7). Carl Asmund Rudolphi 1801 yilinda hayvan bilimine

“Echinococcus” adini ilk kez tanitan bilim insan1 olmustur (8).



Tiirkiye’de Echinococcus’un tarihi, insan ve hayvanlarda hidatik Kistin
tanmimlanmasi ilk kez Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat tarafindan rapor edilmistir (9).
Osmanli Devleti periyoduna bakildigi zaman “Kist Hidatik multiloculare” olarak
ilk kez bir Osmanli fizik¢isi olan Katibian tarafindan bahsedilmistir (10).
Echinococcosis iizerine ilk kitap Dr. Abdullah Bey (1799-1874) tarafindan
yazilmig, 1876 yilinda Oliimiiniin ardindan Miralay Ahmet Bey tarafindan
yaymlanmustir (11). Echinococcus granulosus varlig: ilk kez Istanbul’da 1928
yilinda Prof. Ismail Hakki Celebi (1873-1939) tarafindan kdpeklerde rapor edilmis
ve parazitin eriskin formu gosterilmistir (11). Cumhuriyet doéneminde ise
1940°1arda Veteriner Hekimler Hasan Siikrii Oytun, Ahmet Nevzat Tiizdil ve Hasip

Kurtpimar Echinococcosis ile ilgili calismalar yiiriitmiislerdir (9, 11).

3.1. Echinococcus Cinsinin Morfoloji ve Biyolojisi
3.1.1. Echinococcus Cinsinin Morfolojisi

Echinococcus cinsi Taeniidae ailesindeki cinslerden farkli olarak bazi
ozellikler tasimaktadir. Eriskin bir Echinococcus diger Taeniid sestodlara
benzememekte olup, sadece birkag mm uzunlugunda ve genellikle ti¢ veya dort
halkaya sahiptir. Echinococcus granulosus, kopek, tilki, dingo, ¢akal ve sirtlan gibi
son konaklarin ince bagirsaklarma yerlesir. Metasestod olarak bilinen larval
formlar1 ise ara konaklar olan sigir, koyun, ke¢i, deve, domuz, manda gibi
memelilerin ve insanlarin basta karaciger ve akciger olmak iizere degisik organ ve
dokularina yerlesmektedir (3).

Echinococcus granulosus ortalama 1.2-6 mm uzunluga sahip olup bas

(skoleks), boyun (proliferasyon) ve strobila denilen halkalar olmak iizere {i¢



kisimdan olugmaktadir. Erigkin parazitin halkalarindan basa en yakin olani geng
halka, ortadaki olgun, sondaki ise gebe halka olarak adlandirilmaktadir. Geng
halkada iireme organ faaliyetleri heniiz islevsel olmazken, olgun halkada tireme
organlar islevsel Ozelliktedir. Gebe halkalarda ise i¢i yumurta ile dolu uterus
bulunmaktadir. Echinococcus granulosus’un seksiiel siklusu yaklasik olarak 3-4
haftay1 bulmakla birlikte yumurta iiretimi tiirlere ve suslara bagli olarak 28. giinde
baslamaktadir (12, 13).

Echinococcus granulosus yumurtalar1 elipsoidal sekilde, ¢ok katmanli ve
igerisinde gelismis 6 ¢engelli bir onkosfer (embriyo) tasimaktadir (14). Bu yumurta
E. multilocularis ve diger Taeniid tiirlerinin yumurtalarina benzememekte olup,
morfolojik olarak ayirt edilemedikleri yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (15,
16). Yumurtalarda, en dista yer alan onkosferi veya embriyoyu korumak ile gorevli
ve yumurtanin fiziksel dayanikliliginda onemli paya sahip olan embriyofor
bulunmaktadir. Embriyofor, keratin benzeri bir proteinden olusan gecirgen 6zelligi
olmayan yumurtaya spesifik radial ¢izgileri veren ve embriyoyu koruyan en 6nemli
tabakadir (16, 17).

Echinococcus granulosus’un kistleri makroskobik agidan iki tipte
goriilmektedir. Bunlar unilokiiler tipteki kistler ile multivezikiiler (multikistik)
tipteki Kistlerdir. Unilokiiler tipteki kistler biiyiikce bir keseden ibaret olan ve
igerisinde ¢ok sayida kiz kese ihtiva eden kistler olarak bilinirken, multivezikiiler
tipteki kistler ise tek bir kistin eksojen olarak disa dogru ¢ok sayida kiz kese ihtiva
eden birbirine yapisik bir¢ok kii¢iik ve bagimsiz kistler toplulugudur (18, 19).

Kist hidatik yapisal olarak;

1. Dasta fibroz (kiitikiiler) tabaka,



2. Ortada laminar tabaka,

3. Icte germinal tabaka,

4. Germinal tabakaya baglantili protoskoleksler,

5. Germinal tabakadan kopmus serbest halde yiizen protoskoleksler,
6. Germinal tabakaya baglantili iireyici kapsiiller,

7. Germinal tabakadan kopmus serbest yiizen iireyici kapstller,

8. Serbest iireyici kapsiillerin gelismesi sonucu olusan kiz keselerdir (18, 19).

3.1.2. Echinococcus Cinsinin Biyolojisi

Echinococcus cinsine ait tiirlerin yasam dongiileri, son konak etgillerin
diskilar1 ile disariya atilan i¢i yumurta ile dolu gebe halkalarin par¢alanmasiyla
serbest kalan yumurtalarin arakonaklar tarafindan biiylik ¢ogunlukla agiz, ¢ok
nadiren de solunum yoluyla alinmalar1 ile baslamaktadir. Yumurtalar ince
bagirsakta sindirim enzimlerinin etkisi ile parcalanarak, embriyo veya ii¢ ¢ift
cengelli onkosfer halinde serbest kalmaktadir (19, 20).

Embriyonun par¢alanmasi iki agamada meydana gelmektedir:

a) Embriyofordaki keratin bloklarin pargalanip onkosfer zarmin serbest kalmast:
Embriyoforun pargalanmasi isleminde pepsin ve pankreatin gibi proteolitik
enzimler rol almaktadir. Embriyofor par¢alanmadikca onkosfer aktif hale
gecememektedir. Onkosfer membraninin agiga ¢ikmasi ile birlikte safra tuzlarinin
etkisi sonucu membran gecirgenliginde degisiklikler olmakta ve onkosfer aktif hale
gecmektedir. Memelilerdeki safra tuzlarinin bilesim farkliliklarinin arakonak
seciminde rol oynadiklar1 diisiniilse de yumurtalarin bagirsak diginda da

acilabildikleri g6z oniinde bulunduruldugunda safranin yumurtalarin agilmasi i¢in



gerekli olmadigini ortaya c¢ikarmaktadir. Koyunlarda solunum yoluyla alinan
yumurtalarin akcigerde agilmasi ve kemirgenlerde deneysel olarak periton i¢i yolla
verilen yumurtalarin enfeksiyon meydana getirmesi de bu tezi desteklemektedir
(22).

b) Aktif hale gegen onkosferin bagirsak duvarmi delmesi: Onkosfer serbest
kaldiginda ritmik hareketlerle bagirsak duvarina tutunmakta ve onkosfer
salgilarinin yardimiyla 30-120 dakika igerisinde lamina propriya’ya kadar
ulagmaktadir (21). Daha sonra serbest kalan ii¢ ¢ift ¢engelli onkosfer bagirsak
duvarini delerek kan dolasimi veya lenf yolunu izleyerek cogunlukla vena porta ile
karacigere gelmektedir. Onkosferlerin biiyiik bir gogunlugu kan ve besin yoniinden
zengin olan karacigere tutunurken digerleri sag kalbe, akcigerlere veya genel kan
dolagimina girerek viicudun degisik organ ve dokularina yayilmaktadirlar (19).
Hidatik kistler yavas biiyiiyen bir karektere sahiptir. Oyle ki, bu Kistler
sekillenmeye basladiktan aylar hatta yillar sonra dahi tespit edilememektedirler
(22). Agiga ¢ikan bu onkosfer penetre oldugu organ ya da salgiladigi enzim
vasitastyla etrafindaki dokuyu yikimlayarak o bolgede bir vezikiil olusturmaktadir.
Bu vezikiil {igiincli hafta sonunda 250 pm biiyiikliigiine ulasmakta ve etrafinda
adventisyal tabaka sekillenmektedir. Bu biiyiime orani ilk 5-7 ay igerisinde 5-15
mm ¢apa ulasip Kkistin igerisinde germinal tabaka tesekkiil etmektedir.
Enfeksiyonun sekillenmesinden bir yil sonra hidatik kistlerin ¢apt 2 cm’yi
gecebilmekte, ilerleyen siireclerde ise bu Kistler 20-30 cm ¢apa ulasabilmektedirler.
Bu kistlerin biiyime oranlar1 konaga, konagin yasina, yerlestigi organa gore
degisiklik  gostermektedir. Onkosferlerin  yerlesip gelismelerini  devam

ettirebildikleri organ lokalizasyonuna ulastiklart zaman metosestod evresine



geemis sayilmaktadirlar. Igerisinde protoskoleks bulunduran veya iireten kistlere
“fertil kist”, protoskoleks olmayan veya liretemeyen kistlere ise “steril kist”
denilmektedir. Sigirlarda genellikle steril kist karaktere sahip kistler goze
carparken, koyunlarda daha c¢ok fertil kist karakterine sahip kistler bulunmaktadir.
Uygun son konaklar képek ve diger karnivorlar bu protoskoleks tasiyan fertil
Kistleri yiyerek enfeksiyona yakalanirlar. Alinan protoskoleksler midedeki pepsin
enzimi, duodenumun st bolimiindeki pH degisikliklerinin  ve safra
etkilesimlerinin etkisi ile son konaklarda evagine olup bagirsak mukozasina
tutunabilmektedirler. Daha sonra da halkalar olusturup 5-8 hafta igerisinde i¢i

yumurta ile dolu gebe halkalar1 diski ile ¢evreye atmaktadirlar (19, 21, 23).

3.2. Kistik Ekinokokkosis’in Diinya’da ve Tiirkiye’deki Yayginhg:
3.2.1. Kistik Ekinokokkosis’in Diinya’daki Yayginhgi

Echinococcus granulosus, Diinya’nin hemen hemen her bolgesinde tespit
edilmis olup, yapilan caligmalarla genis bir yayilim alanina sahip oldugu ortaya
konulmustur (24).

Amerika Birlesik Devletleri’nin Maine bolgesinde yapilan bir arastirmada
54 hayvanin %39’unda hidatik Kist bulunmustur (25). Kanada’da hidatik Kist
yayginligi ile ilgili raporlar baglica geyikler ve ozellikle de ren geyikleri ile
Amerikan bizonu ve karibular ile ilgilidir (26-28). Ekinokokkozis oran1 son konak
olan kurtlarda %6-24 arakonak olan geyiklerde %42-47, ren geyiklerinde ise %1-
21 olarak bildirilmistir (26-29). Arjantin’de 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada
KE’nin prevalansinin koyunlarda %3, domuzlarda %1.6, sigirlarda %?2.9,

kopeklerde ise %2.5 oldugu bildirilmistir (30). Brezilya’da en enfektif bolge Rio
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Grande do Sul bolgesi olup, bu bolgede E. granulosus’un kdpeklerde %11,
sigirlarda %12 ve koyunlarda ise %17 yaygin oldugu, diger bolgelerde diisiik
seviyelerde (%0.1) goriildiigii bildirilmistir (31). Iskandinavya’nin kuzeyindeki
geyik populasyonunda E. canadensis gozlenmistir (32). Kistik Ekinokokkozis,
Finlandiya’da %1.2, Isve¢’de %1.6 oraninda yaygin olup yine Finlandiya’da
kurtlarda %10-46 oraninda E. granulosus prevalansi tespit edilmistir (32). ingiltere
ve Irlanda’da Echinococcus tiirlerinin prevalansi icin veriler siirhidir. Fakat
Ingiltere’de E. granulosus’un G1-G3 suslari ortaya konmus, Irlanda’da ise kdpek
ve atlarda KE’ye sebep olan E. equinus tespit edilmistir (33-35). Yunanistan’da
1998 verilerine gore koyunlarda %31.3, kegcilerde %10.3 ve domuzlarda %0.6
yayginlik bildirilmistir (36). Italya’nin Giiney bolgelerinde koyunlarda %33-75,
sigirlarda %10.4, mandalarda %10.5, en yiiksek prevalansa sahip yerler olan Sicilya
ve Sardinya’da sigirlarda sirasi ile %41.5 ve %67.1 oranlarinda pozitiflikler
saptanmustir (37-40). Rusya’da Kafkas bolgesinde KE prevalans orani sigir ve
koyunlarda %20-30 arasinda bildirilmistir (41-43). Ozbekistan’da koyunlarda %45-
62, Kazakistan’da koyunlarda %24-48, sigirlarda %7, Kirgizistan ve Tacikistan’da
koyunlarda sirasi ile %64, %50 oranlarinda pozitiflikler saptanmistir (44-47). Suudi
Arabistan’da bat1 Al-Baha bolgesinde koyunlarda %12.6, siirlarda %8.3, kecilerde
%6.6, develerde ise %32.9 pozitiflik bulunmustur (48). Iran’da ciftlik
hayvanlarinda ¢esitli ¢alismalarda koyunlarda %21.3-74.4, kegilerde %0.4-37.8,
sigirlarda % 1.3-40.1, mandalarda %4.3-31.9, develerde %8.8-35.5, eseklerde ise
%2 oraninda yayginlik bulunmustur (49-52). Cin’de Qinghai bolgesinde yiiksek bir
prevalans dikkat ¢ekmekle birlikte yaklarda %78, Gansu’da koyunlarda %11,

yaklarda %20, kopeklerde %23, Bati Sichuan’da yaklarda %51, Ningxia’de
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koyunlarda %52, kegilerde %3, sigirlarda %81, domuzlarda %24 ve develerde %19
oraninda pozitiflik bildirilmistir (53-56). Tunus’da koépeklerde E. granulosus orani
%?20’nin lizerinde iken koyunlarda %16.4, sigirlarda % 8.56, kegilerde % 2.8
oranlarinda KE pozitifligi bildirilmistir (57). Fas’da sigirlarda KE orant %37.6-
42.9, koyunlarda ise %10.9-31.65, Cezayir’de kopeklerde %15.5-42, sigirlarda ise

farkl1 bolgelerde olmak tizere Tebessa’da %89.7, Djelfa’da %70’dir (58-61).

3.2.1.1. Kistik Ekinokokkosis’in Diinya’daki Molekiiler Epidemiyolojisi

Cin’de 22 vilayette KE 6nemli bir halk saglhigi problemi olarak ortaya
¢ikmakta olup, DNA teknikleri ile yapilan arastirmalarda Cin’in kuzey batisinda en
baskin susun yaygin koyun susu (G1) oldugu ifade edilmistir (62, 63). Kenya’nin
Massai ve Turkana bolgelerindeki iki kirsal toplulukta oldukca yiiksek bir prevalans
gozlenmis, molekiiler analizler koyun (G1) ve deve (G6) suslarinin varligini
gostermis olup, Turkana bolgesinde ise deve susu (G6) daha yaygindir (64).
Arjantin’de insanlarda ve koyunlarda yaygin koyun susu (G1) ve Tazmanya koyun
susunun (G2), domuzlarda domuz susunun (G7) ve insanlarda deve susunun (G6)
varligi gosterilmistir (65, 66). Nepal’de KE’nin hayvanlarda koyun (G1), sigir (G5)
ve deve (G6) suslarinin varligi bildirilmis olup, iki insan izolatinda ise deve susu
(G6) rapor edilmistir (67). Iran’da son yapilan kapsamli molekiiler bir ¢calismada
200 izolatta yaygin susu (G1) belirlenmistir (68). Avustralya’da ise KE’nin iki ana
bulagsma dongiisii olup bunlar pastoral ve silvatik dongiilerdir. Bu dongiiler farkli
suglar1 belirlemeye olanak tanisa da yapilan izoenzim, DNA analizleri ve
morfolojik ¢aligmalar yaygin koyun susunun (G1) oldugunu gostermektedir (69-

71). Libya’da 10 koyun, 5 deve, 3 insan ve 12 sigir olmak iizere toplamda 30
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ornegin mt-CO1 gen bolgesinin dizi analizi yapilmis ve yaygin koyun susunun (G1)
belirlendigi bildirilmistir (72).

Echinococcus granulosus genotiplerinin iilkelere gore dagilimlar: Tablo 1-
6’da gosterilmistir. Bu tablolardaki smiflandirma su sekilde yapilmstir:
Echinococcus granulosus (G1-G3), Echinococcus equinus (G4), Echinococcus
ortleppi (G5), Echinococcus canadensis (G6/G7) ve Echinococcus canadensis (G8/

G10)

Tablo 1: Kuzey Amerika’da E. granulosus genotiplerinin iilkelere gore dagilimi
(24).

Ulke Insan Kopekgiller Geyikler Domuz Kaynak
Kanada = G8/G10 G8/G10 - 27,73-76
ABD G8 - G8/G10 Eradike edildi  76-78
Meksika G5 G7 - G1l/G7 79-82
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Tablo 2: Giiney Amerika’da E. granulosus genotiplerinin iilkelere gore dagilimi (24).

Ulke insan Kopek Koyun Sigir Ke¢i  Domuz Kaynak
Arjantin G1/G2/G5/ G1/G6  G1/G2/ G1 G1/ G1/G7 83-87

G6 G3 G6
Brezilya G1/G3/G5 G1/G3/ G1 G1/G5 - G1/G7 85, 88-91

G5

Sili G1/G6 - - G1/G3 - - 85, 92, 93
Peru G1/G6 G1 G1 G6 G1/G7 94-97
Uruguay - - - G1/G5 - - 83,85
Bolivya Gl - - - - - 85

Tablo 3: Dogu Avrupa’da E. granulosus genotiplerinin tilkelere gore dagilimi (24).

Ulke insan  Kopek Vahsi Sigir Domuz/Yaban Koyun/  Kaynak
Kanideler domuzu Geyik
Polonya G7/G1 - - - G7(Domuz) - 98, 100
Estonya Gl G8/G10 - - G8/G10 99,101
(Geyik)
Letonya - - G10 - - - 99
Litvanya G7 G7 - G7 G7 (Domuz) - 99, 102
Ukrayna - - - - G7 - 103
(Domuz,
Yaban Domuzu)
Moldova - - - G1/G3 G1/G3 104
(Koyun)
Slovakya  G7 - - - G7 (Domuz) - 105
G1-3
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Tablo 4: Giiney Avrupa’da Echinococcus granulosus genotiplerinin iilkelere gore
dagilimi (24).

Ulke insan Kopek Koyun Sigir At Domuz Kaynak
Kurt Keci Manda Geyik
Fransa G5 G6/7 Koyun Sigir - Domuz 106-109
(G1-3) (G1-3) ve
Sigir Geyik
(G5) (G6-G7)
Yunanistan - - Koyun Manda - Geyik 110-112
(G1-3) (G1-3) (G1-3) 126
Koyun
(G7)
Keci
(G1-3)
Kegi
(G7)
italya G1-3 Kurt Koyun Sigir G4 Domuz  113-120
(G1-3) (G1-3) (G1-3) (G1),
Kegi Sigir (G7)
(G3) (G5) Geyik
Manda (G1)
(G1-3)
Portekiz G1-3 Kurt Koyun Sigir - - 121-123
(G6-7)  (G1-3)  (G1-3)
Keci Sigir
(G1-3) (G7)
Sigir
(G1)
Ispanya G1 Kurt Koyun Sigir G4 Domuz  124-126
(G1) (G1) (G1) ve
Kegi (G1, Geyik
G7) (G1,G7)
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Tablo 5: Asya’da Echinococcus granulosus genotiplerinin iilkelere gore dagilimi

(24).
Ulke Insan Kopek, Kurt, Koyun, Sigir, At Domuz, Kaynak
Kedi Kegi Manda, Geyik,
Deve Yak
Rusya G1-3 Kurt G1-3 - - Geyik 127-129
G6 G6, G10 G6,G8,
G10 Kedi G10
G1
iran G1 G1,G2,G3, Koyun Sigir, Deve  G1,G6, - 130-147
G2 G6 G1,G3 G1,G3,G6 G4
G3 Kegi
G1,G6,
G7
Hindistan G1,G3, Gl G1,G2, G1-3,G5, - Domuz 148-153
G5,G6 G3 G2 G3,G5
Pakistan G1 - G1,G3 Deve - - 154, 155
Gl
Sigir
G1,G3
Cin G1,G3, Kopek Koyun Deve Yak 156-167
G10 G1,G1-3,G6 Gl G1,G6 Gl
Kegi Sigir
G6 G1,G6
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Tablo 6: Afrika’da Echinococcus granulosus genotiplerinin tilkelere gore dagilimi

(24).
Ulke insan  Kopek, Koyun, Sigir At Domuz  Kaynak
Kurt, Kegi, Manda Geyik
Kedi Antilop Deve Yak
Fas Gl - Koyun Sigir Gl - 168-170
G1,G2,G3  G1,G2,G3
Kegi G1 Deve G1
Cezayir G1,G2 - Koyun Sigir G1 - - 168-173
G1,G2 Deve
G1,G2
Tunus G1,G3, Kopek Koyun G1  Sigir Gl G1,G4 Domuz 173-185, 194
G6 G1 Kegci G1 Deve Gl
Antilop G1 G1,G6
Libya Gl Kopek Koyun G1  Sigir - - 72,185, 186,
G1 G1,G6
Deve
G1,G6
Misir G1,G6, - Koyun Sigir G6 G4 Domuz 187-193
G7 G1,G6 Deve G6,G7
G1,G5,G6

3.2.2. Kistik Ekinokokkosis’in Tiirkiye’deki Yaygimnhgi

Kistik Ekinokokkosis,

ilkemizin hemen her bolgesinde yayginlik

gostermektedir (9). Erzurum’da mezbaha muayenesine ile yapilan bir ¢alismada

%19.5-90, Kars’da %24.7-50, Van’da ise %19.4-37.8 oraninda yaygin bulunmustur

(195-199). Tiirkiye’de kopeklerde E. granulosus’un %24 oraninda gorildiigi,

KE’nin koyunlarda %51.9, sigirlarda %39.7 ve kegilerde ise %22.1 oraninda yaygin

oldugu ifade edilmistir (200-202).

Tiirkiye’de KE’nin sigirlardaki yayginlik orani incelendiginde, Erzurum’da

%46.41,

Sivas’ta

%39.7-35.7,

Erzurum’da

%33.9,

Kars’da

%31.25,



Afyonkarahisar’da %29.47, Samsun’da %21.1, Kirikkale’de %14.16, Burdur’da
%13.5, Trakya’da %11.6, Ankara’da %9.4, Manisa’da %8.96, Malatya’da %7.6,
Konya’da %5.6, Kars’ta %5.3 ve Kayseri’de %3 oldugu bildirilmistir (203-217).

Tiirkiye’de KE’nin koyunlardaki yaygmligina bakildiginda, Erzurum’da
%70.91, Kars’ta %63.85, Konya’da %51.98, Bursa’da %50.7, Kars’ta %48.35,
Sivas’ta %32.49, Bursa’da %30, Burdur’da %26.6, Manisa’da %15.98, Malatya’da
%09.1, Ankara’da %5.9, Trakya’da %3.5 oldugu bildirilmistir (197, 202, 203, 207,
212-214, 218-221).

Kegilerdeki yayginlik orani, Kars’ta %25.11, Burdur’da %21.11, Ankara’da
%1.6 olarak bildirilmistir (197, 202, 212).

Mandalarda ise, Ankara’da %41.1, Samsun’da %29.6, Istanbul’da %22.32,
Kars’ta %16.66, Samsun, Ordu ve Amasya’da %210.24 oraninda yayginlk
bildirilmistir (197, 222-225).

Son konak kopeklerde E. granulosus’un yayginlik orani, Ankara’da %44,
Bursa’da %36, Kars’ta %40.5, Sivas’ta %28, Konya’da %28.33, Adana’da %24.72,
Kayseri’de %24, Sivas’ta %16, Mus’ta %9, Antakya’da %8.86, Izmir’de %05.5,
Elaz13’da %3.33, Ankara’da %0.94, Istanbul’da %0.8 olarak bildirilmistir (205,
226-237).

Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki 8 farkli ilde ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) ve IFAT (Indirekt Floresan Antikor Teknigi) testleriyle 597
sigir serumuna hidatidosis seroprevalansi acisindan bakilmig sirasiyla %63.3 ve
%54.7 oranlarinda seropozitiflik bulunmustur (200). Il bazinda ise Elazig’da
%59.9, Malatya’da %54.1, Mus’ta %81.3, Bingol’de %64.6, Van’da %:69.5,

Erzincan’da %57.3, Erzurum’da %43.9, Kars’ta ise %43.3 pozitiflik saptanmistir
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(200). Baska bir calismada koyun hidatiosisinde ELISA’nin sensivite ve
spesifitesinin sirasiyla %60 ve %94 oldugu bulunmustur (201). Bursa y6resinde 300
koyunda hidatidozisin tanisinda IFAT’in sensitivite ve spesivitesinin sirasiyla
%78.95 ve %92.57 oldugu belirlenmistir (238). Antakya ilindeki kopeklerde
koproantijen ELISA ile bakisi yapilan 79 kopegin 7’sinde (%8.86) seropozitiflik

bulunmustur (233).

3.3. Kistik Ekinokokkosis’in Ekonomik Onemi

Kistik Ekinokokkosis hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli derecede
ekonomik kayiplar meydana getirmektedir (239). Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinin
baslica karaciger olmak flizere diger bazi i¢ organlarini etkileyerek verim
kayiplarina sebep olmaktadir (240). Enfeksiyonun hayvanlarda neden oldugu
ekonomik kayiplar, meydana gelen verim kayiplari, imha edilen organlarin degeri
ile birlikte dikkate alinarak hesaplanmakta olup hastaligin hayvanlar tarafindan iyi
tolere edilmesi sebebiyle genellikle kesimden sonra mezbahalarda tespit
edilebilmektedir (241). Enfeksiyonun ¢ogunlukla klinik bir belirti géstermeksizin
liretim bazinda diisiiniilen ¢iftlik hayvanlarinda et ve siit veriminde azalma, yiin
kalitesindeki diislis, kisirlik oraninda yiikselme, kilo kaybi ve en Onemlisi de
mezbahanelerde kesilen hayvanlarin karacigerlerinin imha edilmesidir (239). KE’li
organlar diinyanin birgok yerinde imha edilirken Uruguay gibi bazi iilkelerde
farmasotik endiistrisinde degerlendirilmektedir (239). Hidatik Kistli hayvanlarin
bagisiklik diizeyleri diistiigli icin salgin hastaliklara yakalanmalar1 ve verim
kayiplart ciddi seviyelerde yiikselmektedir. Ancak KE’nin genel anlamda %30

oraninda verim kaybina neden oldugu tahmin edilmektedir (242).

19



Diinya’da KE’nin ekonomik etkilerine ve kayiplarina bakildigi zaman,
Cin’de insan ve hayvanlarin ekonomik kayiplarmin kombine edilip
degerlendirildigi bir arastirmada yillik toplam kaybin 218,676 USD (189,850-
247,871) civarinda oldugu bildirilmistir (243). Koyun, ke¢i ve yaklarda sadece
karaciger kaybindan otiirii y1llik 185,635 USD oraninda, verim ve karkas kaybindan
otiirii ise yillik 903,649 USD degerinde bir ekonomik kayip oldugu bildirilmistir
(243). Cin’de yine KE’ye bagli olarak karkas agirliginda sigir basina 7,21 kg, koyun
basina 1,15 kg kayip oldugu rapor edilmistir (244). Portekiz’de KE’den ileri gelen
siit, et ve yapagi kaybinin yaklasik olarak sirasiyla %7-10, %5-20, %10-40 oldugu
tahmin edilmektedir (245). ispanya’da KE nin neden oldugu ekonomik kaybin
koyunlarda karkas agirhiginda %5, siit veriminde ise %10 oldugu bildirilmis ve bu
kayiplarin maliyetinin 15,532,242 Avro oldugu tahmin edilmektedir (243).
Hindistan’da ¢iftlik hayvanlarinin verim kayiplari iizerine yapilan bir ¢alismada
koyunlarda 2,107,168 USD, kegilerde 986,571 USD, sigirlarda 103,700,420 USD
ve mandalarda ise 85,039,732 USD, toplam kaybin ise 202,832,967 USD oldugu
belirtilmistir (246). iran’da KE’nin iilke ekonomisine yaptig1 kaybin arastirilmasina
yonelik ¢alismada hem insanlarda hem de hayvanlardaki zararin ortalama 232.3
milyon USD oldugu, ¢iftlik hayvanlarindaki kaybin ise yillik 132 milyon USD
oldugu hesaplanmistir (247). Peru’da KE’in ¢iftlik hayvanlarinda yaptigi ekonomik
etkilerin arastirilmasinda sadece karaciger imhasi ile iliskili kayiplarin yillik
196,681 USD, bunun yaninda yiin ve yapagi, kilo kayiplari, et ve siit tiretimindeki
kayiplar1 ile birlikte toplam 3,846,754 USD oldugu belirtilmistir (248). Diinya
capinda c¢iftlik hayvanlarinda KE’den meydana gelen yillik verim kayiplarinin

141,605,195 USD, karkas kayiplarinin 241,525,979 USD, yiin ve yapagi
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kayiplarinin 34,871,148 USD, siit iiretimindeki azalmanin 378,722,717 USD,
fertilite kayiplarinin 453,141,617 USD oldugu tahmin edilmektedir (249).
Tiirkiye’de KE’den kaynaklanan yillik ekonomik kayip sigirlar i¢in 32,4
milyon USD (26,2-39,1), koyunlar i¢in 54,1 milyon USD (43,8-65,5) ve kegiler i¢in
2,7 milyon USD (2,2-3,3) olarak tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de KE’ye bagl
sekillenen toplam verim kayb1 ise 2008’de 89,2 milyon USD (72,2-107,9) olarak
hesaplanmustir. Toplam kayiplar agisindan bakilacak olursa ilk siray1 sigirlardaki
stit verim kaybi (%60) olusturmakta, bunu koyun (%36) ve kegilerdeki (%30)
fertilite kayb1 izlemektedir (250). Burdur’da 2000-2001 yillar1 arasinda yapilan
KE’nin ekonomik etkisine yonelik bir ¢alismada karaciger ve akciger kaybi ile
birlikte verim kayiplarinin her bir ke¢i igin 2.9 USD, koyun i¢in 3.2 USD, sigir i¢in
ise 7.5 USD oldugu bildirilmistir (202). Erzurum’da yapilan bir ¢alismada KE’li
karacigerlerin tamaminin imha edilmesi halinde 3.320 TL ekonomik kaybin olacagi
bildirilmistir (251). Kayseri’de {i¢ farkli mezbahada yapilan ¢alismada KE tespit
edilen koyun karaciger ve akcigerlerinden 6tiirii olusan ekonomik kaybin 368 TL
(240 USD), sigir karacigerlerine bagli olarak olusan ekonomik kaybin ise 252 TL
(165 USD) oldugu, hayvansal iiretim kayiplar1 ve insan sagligi harcamalari
haricinde bir yilda KE’ye bagli olarak meydana gelen ekonomik kayiplarin 48.000

TL (31.372 USD)’ye ulastig1 bildirmistir (217).

3.4. Kistik Ekinokokkozis’in Tanis1

Kistik ekinokokkoziste tani, klinik bulgularin yanisira goriintiileme
teknikleri, serolojik ve molekiiler tekniklerle elde edilen bulgularin

degerlendirilmesi ile yapilmaktadir (252, 253).
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Kopeklerde Echinococcus enfeksiyonlarinin tanisi, kontrol programlari ve
epidemiyolojik yayginlik agisindan 6nem arz eder (254). Ekinokok tiirleri ile
enfekte son konaklarda neredeyse hig klinik belirti goriilmemesi ile birlikte canli
hayvanlarda teshis i¢in diski bakisi, arekolin piirgasyon yontemi, serumda antikor
ve digkida antijen aranmasi yontemleri uygulanabilmektedir. Bu teshis yollari
arasindaki en giivenilir yontem ise nekropsi yapilarak parazitin aranmasidir (255).
Diski muayenesi yontemi ile kanidelerde E. granulosus enfeksiyonlarinin
saptanmasi kolay degildir. Digskinin flotasyon yontemi ile muayenesi neticesinde
yumurtalar tespit edilebilmekte ancak Taenia spp. yumurtalarinin morfolojik olarak
ayirt edilememesi nedeniyle kesin tani1 yapilamamaktadir. Bundan dolay1 tani
amactyla diskidaki gebe halkalar da aranabilir ve eger halkalarin yapist
bozulmamigsa dogru bir morfolojik tan1 konulabilmektedir. Ancak oldukga kiigiik
olan bu halkalarin muayene sirasinda gozden kagirilabilecegi de unutulmamalidir
(256). Arekolin piirgasyon yontemi ile de E. granulosus’un tanisi yapilmakta olup
bu metod ile kdpeklere arekolin uygulandiktan sonra piirgasyon neticesinde atilan
digkt incelenerek parazitler aranmaktadir (257). Son konaklardaki teshis
yontemlerinden birisi de serumda spesifik antikorlarin aranmasidir. Bu yontem
bireysel olarak enfeksiyonun tanisinda giivenilir olmadigi ancak popiilasyon
taramalarinda  kullanilabilecegi  bildirilmektedir (258, 259). Diskida
koproantijenlerin aranmasi da sonkonaklarda kullanilan bir teshis yolu olup, en
kolay ve en iyi testin ELISA oldugu, bu amagla Western blot tekniginin de
uygulanabildigi bilinmektedir (255). Yukaridaki yontemlerin yaninda en giivenilir
yontem ise nekropsi yapilarak parazitin aranmasi olup, bagirsaklarin direk

Mmuayenesi, sedimentasyon ve sayim teknigi ile ger¢eklestirilmektedir (257).
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KE’de hastaligin arakonak hayvanlarda klinik teshisi zor olup, tamida
serolojik testlerden faydalanilmasina ragmen kesin tan1 nekropsi ile konulmaktadir
(254). Tamida radyografi, ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans goriintileme (MR), X-ray (rontgen) gibi goriintiileme
yontemleri kullanilmasimin yani sira ELISA, Indirekt Heamaglutinasyon Testi
(IHA), IFAT, Western Blot (WB) gibi serolojik yontemler ve PZR tabanli
molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir (255). Insanlarda sik basvurulan bu

goriintiileme yontemlerine, hayvanlarda nadiren de olsa bagvurulmaktadir (260).

3.5. Kistik Ekinokokkozis’in Tedavisi

Kistik ekinokokkosisin tedavisi son konaklarda eriskin parazitlere,
arakonaklarda ise larva formuna kars1 gesitli tedavi uygulamalardan ibarettir. Son
konak enfeksiyonlarinin sagaltimi, hastaligin insanlara bulagmasinin 6nlenmesi
acisindan kritiktir. Hayvanlarda, tanidaki gli¢liikler ve ekonomik olmamasi
nedeniyle sagaltima gerek duyulmamaktadir (261). Bu nedenle son konaklarin
tedavi edilmesi ve bunlarin Kistli organlara ulasmalarinin engellenmesi
gerekmektedir. Son konaklarda uzun yillar boyunca arekolin hidrobromid
kullanmilmistir. Bu ilacin letal etkisi bulunmamakla birlikte iki asamada etki
gostermektedir. Bunlardan ilki, parazitte bir felce sebep olmak ikincisi ise bagirsak
hareketlerini artirarak parazitin atilmasini saglamaktir. Kopeklere 1,75-3,5 mg/kg
dozda oral yolla verilip, kopekler ilag uygulanmadan 6nce a¢ birakilmalidir (262).
Giiniimiizde ise tedavide kullanilan en yaygin ila¢ praziquantel’dir. Bu ilag agiz
veya derialt1 yolla uygulanabilir. Képek ve kedilere agiz yoluyla 5 mg/kg, derialtt

ise 5,5 mg/kg dozda uygulanmaktadir (263, 264). Bu dozlarda uygulandiginda E.
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granulosus ve E. multilocularis’in geng¢ ve eriskin formlarina oldukga etkilidir.
Praziquantel gebe hayvanlarda giivenli bir sekilde kullanilabilir ve kopeklerde
yiiksek dozlar1 dahi tolere edilebilir. Prepatent siire géz dniine alinarak 6-8 haftalik
periyodlarla uygulanmalidir. Yapilan ¢aligmalarda tek doz oral uygulamanin %100
etkili oldugu bildirilmistir (264). Son yillarda gelistirilen baska bir ilag ise
epsipirantel olup, praziquantele yap1 olarak benzeyen bu ilag kopeklere 5,5 mg/kg
dozda kullanilmalidir. Kedi ve kopeklerde iyi tolere edilir ve az miktarda emilir ve
bundan dolay1 sestodlara karsi direkt etkisinin oldugu bilinmektedir (265).
Nitroskanat ve benzimidazol tiirevleri gibi ilaglar da E. granulosus’a karsi etki
gostermelerine karsin etki diizeyleri praziquantel ve epsipirantelin kadar degildir
(264).

Arakonaklarin sagaltiminda ise normalde nematodlara karsi kullanilan
benzimidazol grubu ilaclarin yliksek diizeyde etki ettigi belirtilmektedir.
Benzimidazollerin etki dozlarinin ¢ok yiiksek olmasi ve uzun siire uygulanmasi
ekonomik anlamda isletmeleri zorlamaktadir. Bu yiizden ¢iftlik hayvanlarda rutin
tedavi genellikle yapilmamaktadir. Cerrahi yontemler ile tedavi veteriner

hekimlikte ekonomik olmadig icin fazla tercih edilmemektedir (261).

3.6. Kistik Ekinokokkosis’de Koruma ve Kontrolii

Diinya’nin pekcok {ilkesinde kontrol programlarmin uygulanmasi
sonucunda parazitin eradikasyonu ile ilgili basarili sonuglar almmstir. izlanda,
Yeni Zelanda, Tazmanya, Falkland Adalar1 ve Kibris’da yapilan kist hidatik kontrol
programlar1 basarili sonuglar vermesine karsin Sili, Arjantin ve Uruguay’da ise

uygulanan kontrol programlarinin hepsinde basari elde edilememistir (266, 267).
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Kistik ekinokokkosisin koruma ve kontroliiniin saglanmasi bazi stratejilere,
tizerinde durulmasi gereken noktalara ve basliklara baglidir. Bunlarin yaninda en
temel kural hijyenik faktorlere dikkat edilmesidir. Bu hijyenik kurallara kisisel ve
toplumsal olarak uyulmas: ve alinacak Onlemler ile hastaligin yayginligi da
azaltilabilmektedir. Alinabilecek tedbirler soyle siralanabilmektedir:

Halkin saglik ag¢isindan egitimi, son konaklarin rutin olarak antihelmintik
ilaglar ile tedavisi ve takibi, sokak kopek popiilasyonunun kontrolii, kesimhanelerin
denetimi ve kasaplik hayvanlarin yetistirildikleri ortamlarin diizenlenmesi (268).
Hastalik genellikle verimsiz kirsal alanlardaki siiriiler ile bu siiriileri giitmek ve
korumak amaciyla bulunan kdpekler ve bu kopekler ile birlikte yasayan insanlarda
goriilmektedir (267). Endemik bolgelerde parazitin eradike edilmesine yonelik
kontrol ¢caligmalar1 dort agsamaya ayrilmaktadir. Bunlar planlama, saldir1 (Girisim),
takviye (Gii¢lendirme) ve eradikasyonun devam ettirilmesi asamalaridir (269). Bu
asamalara bakildiginda planlama evresinde bir epidemiyolojik arastirma yapilarak
endemik bolgelerde kontrol ¢aligmalarinin yapilmasidir. Girigim evresinde, risk
altindaki tiim konaklarin kontroliiniin saglanmasidir. Giiglendirme evresinde, riskli
goriilen bolgelere yasal diizenlemeler ile kontrol ve karantina tedbirleri alinir.
Eradikasyon evresinde ise hayvan giris ¢ikislar1 sinirlarda kontrol edilerek hijyen
sartlarinin arttirilmasidir (269).

Kistik ekinokokkosisden korunmak amaciyla atilan 6énemli adimlardan
birisi de as1 gelistirme ¢aligmalaridir. Avusturalya ve Yeni Zellanda’da Taeniid
sestodlarin larval formlarina karsin sigir ve koyunlarda onkosfer antijenlerinin
kullanildig1 asilar gelistirilmis durumdadir (270, 271). Baslangigta kist sivisi, kist

membranlar1 ve protoskoleksleri iceren antijenler kullamilmis fakat onkosfer
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antijenlerinin daha yiiksek seviyelerde koruma sagladigi belirtilmistir. Onkosferden
klonlanan Eg95 asisinin, immuniteyi en yiiksek diizeyde uyardigi ve KE’ye karsi
asilama calismalarinda basar1 ile kullanilabilecegi bildirilmistir. Eg95 asisinin
koyunlarda yiiksek derecede koruma sagladigi ve uygulanan hayvanlarda kist
sayisin1 yaklasik olarak %90-100 oraninda azalttigi ortaya konmustur (272).
Yaklasik olarak %80 oraninda yiiksek derecede bir bagisikligin reenfeksiyon
olusmadig: takdirde 6 ay boyunca devam ettigi ve kuzulamadan 6nce asilanmis
gebe koyunlarda yiiksek antikor seviyelerinin kolostrum yoluyla yavrulara gectigi

bildirilmistir (273).

3.7. Echinococcus Tiirlerinin Tammmlanmasinda ve Teshisinde Kullanilan

Molekiiler ve Serolojik Yontemler
3.7.1. Molekiiler Yontemler
3.7.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Parazitin tiir ve sus tanisinda kullanilan yontemlerden biri olan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR), izole edilen hedef genetik materyallerin (DNA, RNA),
oligoniikleotid primerler kullanilarak deoksiriboniikleotit trifosfat (AINTP) ve 1s1ya
dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) yardimiyla enzimatik olarak ¢ogaltilmasina
dayanan bir metoddur. Reaksiyon baslica denatiirasyon, (DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinin ayrilip tek iplik¢ik hale gelmesi) primerlerin baglanmasi (annealing) ve
amplifikasyon (extension) olmak {izere {i¢ asamada ger¢ceklesmektedir. PZR ’nin {i¢
asamadan olusan ilk ¢ogaltma asamasinin, 30-35 kez tekrarlanmasi sonucunda,

hedef DNA’nin 2% kopyasi elde edilmektedir. Cogaltma asamasindan sonra elde
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edilen triinler, agaroz jel elektroforezi ile ayristirilip, ethidium bromide ile

boyanarak goriiniir hale getirilmektedir (274).

3.7.1.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriction fragment length polymorphism (RFLP), DNA’nin belirli bir gen
bolgesinin restriksiyon enzimleri (RE) aracilig1 ile kesilmesi ve kesilmis olan bu
DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip jelde olusan bandlarin yer, say1 ve
biiyiikliiklerine gore karsilastirilip yorumlanmasina dayanan bir yontemdir.
Restriksiyon enzimlerinin mantigi ¢ift sarmal yapidaki DNA’nin her iki sarmalinda
kesebilme 6zelligine sahip olmasi ve DNA’nin belli bolgelerinden kesim yaparak

bir genin veya gene sahip DNA segmentinin ¢ikarilmasidir (275, 276).

3.7.1.3. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP)

Hem PZR hem de RFLP’nin iginde bulundugu bu yontem ile genomik
DNA’nin spesifik bir bolgesi bu bolgeye 6zgii primerler ile ¢ogaltilmaktadir.
Takiben PZR iirlinleri bir veya daha fazla sayida restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile kesilmektedir. Daha sonra iirlinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip
ultraviole 15181 altinda goriintiilenir. PCR-RFLP yonteminin Echinococcus spp.’nin
sus ve tlrlerinin belirlenmesinde etkili bir metod oldugu bildirilmektedir (275,

276).
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3.7.1.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR)

Arbitrary primed PCR (AP-PCR) veya RAPD olarak da isimlendirilen
Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PZR), genomun belli bir
bolgesinin PZR ile g¢ogaltilmasinin aksine genellikle tekli halde olan rastgele
primerler kullanilarak DNA’nin istege bagl herhangi bir bolgesinin ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir. Diger DNA tekniklerine gére RAPD-PZR’nin avantaji, hiz
ve basitliktir. Bunun yaninda yontem, az miktarlardaki genomik DNA’y1 bile
cogaltabilme yetenegi olan ve DNA dizi bilgisi gerektirmeksizin basit bir yaklagim

ile tim genomu tarayabilme firsatt sunmaktadir (277).

3.7.1.5. PCR-Single Stranded Conformation Polimorphism (PZR-SSCP)

Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP); sekans farklilig
gosteren tek sarmal yapisindaki genomik DNA’larin tanimlanmasinda kullanilan
basit, hassas ve basarili bir yontemdir. Sekans farkliliklarinin belirlenmesinde
kullanilan diger yontemlerin aksine oldukg¢a avantajli bir yontemdir. PZR-RFLP
veya RAPD-PZR teknikleri DNA dizilerinin say1 ve biyiikliiklerine gére agaroz
jelde ayrimi esasina dayanan analizler olmalarina ragmen ayni biiyiikliikte olan
ancak sekans cesitliligi gosteren diziler agaroz jel elektroforezinde birlikte yiiriyiip
belki de yanliglikla tek bir sekans olarak diisiiniilecektir. SSCP analizinde ise boyle
bir durum s6z konusu degildir. Ciinkii bu yontemin temel esasi tek sarmalli
DNA’nin sekil ve biiylikligiine bagh olarak, uygun biiyiikliikteki bir dizideki tek

bir niikleotid farkliligin1 dahi tanimlamaya olanak saglamaktadir (276, 278, 279).
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3.7.1.6. DNA Baz Dizi Analizi (Sequencing)

Yontemin  dayanagt  DNA  iplik¢iginin  dizisini  tanimlayarak
komplementerinin sentezlenmesidir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP ilave
edildiginde uzama siirerken ddNTP ilave edildiginde uzama durmaktadir. Gelisen
teknolojik sistemlerin genelinde reaksiyon baslangi¢ sathasinda floresans veren
madde ile isaretli primer veya niikleotidler kullanilarak baz dizilimi
gosterilmektedir. Bu metod ile her iki DNA zincirinin dizi analizi yapilarak, artefakt
ve farkli olarak baska faktorler ile alakali hatalar minimize edilmelidir (275, 277,

280).

3.7.2. Serolojik Yontemler
3.7.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzim ile isaretli antiglobulinin antijen-antikor kompleksine ilave edilip
ardindan da substrat konulmasi sonucu renk degisimin olusup olusmamasini temel
alan bir yontem olan ELISA, Enzyme Immun Assay (EIA) olarak da
isimlendirilmektedir. Renk olusumu enzim aktivasyonuna bagli olup, enzim ile
etkilenen substratin sprektrofotometrik degeri (optik dansite: OD) antijen-antikor
kompleksi ile orantilidir (281, 282).

ELISA isleminde polistren pleytlere emdirilmis antijen molekiilleri ve anti-
immiinglobulin eklenmis enzimin bulundugu ortama siipheli serum eklenir. Eger
stipheli serumda antikor bulunuyorsa antijen-antikor-antiimmiinglobulin kompleksi
olusur ve enzim substrat ile birlesir. Test sonucu spektrofotometre ile
degerlendirildigi zaman kriter olarak absorbans 6l¢iimleri esas alinir ve cut-off

denilen esik degerin iistii pozitif olarak kabul edilir. KE’nin teshisinde kullanilan
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yontemlerden biri olan ELISA yo6ntemi, yiiksek duyarlilik gosterip, ¢ok az miktar
seruma gereksinim duyulmasi, kesin kantitatif sonuca imkan vermesi ve kisa siirede
cok fazla sayida 6rnegin islenmesine imkan saglamasi agisindan rutin kullanima
uygun, duyarl, 6zgiil ve ekonomik bir teshis yontemidir (283).

Parazitolojik a¢idan teshiste ise ELISA y6ntemi siipheli 6rneklerde antikor
ya da antijen aramak amaciyla kullanilmaktadir. Parazite 6zgii antikor aramak iki
yolla olmaktadir. ilki kat1 ortamda sandvi¢ yontemi ikincisi ise sandvig inhibisyon
yontemidir. Diger taraftan slipheli materyalde parazit antijeni aranacak ise direk
ELISA tek basamakli sandvi¢ yontemi, indirekt ELISA, kompetatif ELISA ve dot-

ELISA yo6ntemleri kullanilmaktadir (281).

3.7.2.2. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE)

Bu yontemin temel prensibi, protein karisimlarinin poliakrilamid jeldeki
analizine dayanmakta olup, mikrogramla ifade edilecek bir hassasiyete sahiptir.
Bilinen elektroforetik metodlar igerisinde ¢ok farkli jel sistemleri bulunmasina
ragmen SDS-PAGE bunlarin en yaygin kullanilanlarindan biridir. Cok sayida
protein karigimlarinin analizine imkan saglamasi bu yoOntemin en Onemli
avantajlarindan birisidir (284).

Proteinlerin analizi i¢in en sik kullanilan yontem SDS-PAGE’dir.
Elektroforez, elektrik yiiklii bir alanda iyonlarin go¢ olayidir. Proteinlerin
elektroforezinde proteinlerin sekli, molekiiler kiitlesi, ortamin pH’s1 gibi 6zellikler
nedeniyle farkli proteinler farkli go¢ hiz1 gostererek birbirlerinden ayr1 noktalara

go¢ ederler. Bu islemde, proteinler SDS ile reaksiyona girerek negatif yiikli
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kompleksler olustururlar. Protein tarafindan baglanan SDS miktar1 ve dolayisiyla
kompleks iizerindeki yiik, protein biiyiikliigii ile dogru orantilidir. Proteinler SDS’e
baglanmaktan oOtiirii denatiire olurlar ve c¢oziinlirlik kazanarak sekillerini
degistirirler. Boylece proteinler negatif yiiklenmis kompleksler olarak
biyiikliiklerindeki  farkliliga dayanarak polyakrilamid jelin  matriksinde
elektroforez ile ayrisirlar. Bu teknik, protein separasyonunun yaninda molekiiler
agirhigr bilinen standart proteinlerle baglantili olarak elektroforetik degisikliklerin
kiyaslanmasi ile bilinmeyen proteinlerin molekiiler agirligini teshis etmekte
oldukga genis bir sekilde kullanilan giiglii bir yontemdir (285).
Bu yontemin asagidaki amaglar i¢in kullanilmakta oldugu bildirilmektedir (284) :

1) Proteinin saf olup olmadiginin belirlenmesi,

2) Proteinin molekiiler agirliginin belirlenmesi,

3) Proteinin konsantrasyonunun dogrulanmast,

4) Protein bilesiklerinin tanisi,

5) Protein modifikasyonunun belirlenmesi,

6) Antikor {iretimi igin protein antijenlerinin  konsantrasyonu ve

separasyonunun yapilmasi,
7) Radyoaktif olarak isaretlenmis proteinlerin separasyonu,

8) Western blot’in birinci safhasini olusturmasidir.

3.7.2.3. Western Blot (Immunoblot)

Ayrnistirilan proteinlerin jelden membrana transferi Western blot veya
immunoblot olarak adlandirilir ve bu yontem bir membran iizerine sabitlestirilmis

proteinleri tanimlamak ve bunlarin daha sonra immunolojik yontemlerle
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gorlintiilenmesini saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Cilinkii elektroforez ile jel
i¢inde ayristirilan proteinlerin transfer edildikleri nitroselliiloz membran tizerindeki
band ornekleri, orijinal jel ftizerindeki Orneklerin tam olarak kopyasidir.
Immunoblot iki asamada gergeklestirilmektedir. Bunlardan birincisi proteinin
jelden nitrosellilloz membrana transfer edilmesi, digeri de spesifik antikor ile
proteinin gdsterilmesidir. Immunoblot icin en fazla kullanilan membran
nitroselliillozdur. Por genigligi 0.45 pum olan nitroselliloz yaygin olarak
kullanilmakla birlikte, ¢ok diisiik molekiiler agirliktaki polipeptidlerin
baglanmadan ge¢mesi nedeniyle boylesi diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin
transferinde 0.1 pm ¢apli membranlar 6nerilmektedir. Proteinlerin membrana fikse
edilmesinin bir diger avantaji da yikama ve inkubasyon safhalarinda yikanip

gitmesini onlemekdir (284, 285).

3.8. Echinococcus Cinsinin Siniflandirilmasi

Echinococcus cinsinin siniflandirilmast kapsamli bir sekilde gozden
gecirildiginde uzun bir ge¢cmise sahip oldugu goriilmektedir. Gilinlimiize kadar
birgok tiir tanimlanmig ve bir¢ogu da taksonomik gerekgelerle gecersiz kilinmustir.
(286). Echinococcus cinsinin siiflandirmast uzun zamandan beri hem erigkin hem
de larval safhalarin morfolojik tanisal karakterlerinin yetersizliginden dolay1
tartismaya agiktir. Bu alanda 6zellikle molekiiler anlamdaki ¢calismalar giin gectikce
hizin1 artirarak devam etmekte olup yeni tiir ve suslar bulunup farkli fikirler
degerlendirilmektedir. Gliniimiizde ise E. granulosus, E. multilocularis, E.
oligarthrus ve E. vogeli olmak iizere kabul goren dort tiir bulunmakta E. shiquicus,

E. granulosus sensu stricto (G1-3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. canadensis
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(G6/7), E. canadensis (G8/10) ve E. felidis’in de yeni simiflandirmada yer aldigi

goriilmektedir (287-289).

3.9. Suslar

Echinococcus cinsinin larva ve eriskinlerinin tiir ayrimi, birtakim
morfolojik, biyolojik ve epidemiyolojik kriterlere gore yapilmaktadir. Ancak sus
ayrimi  daha kompleks birgok parametrenin birlikte degerlendirilmesiyle
yapilmaktadir (290). Morfolojik ve biyolojik calismalar sus tespitinde onemli
veriler saglamasina ragmen, bunlarin genetik diizeydeki farkliligi tam olarak
yansitmayacagi unutulmamalidir. Halbuki, molekiiler teknikler parazit genomunun
direkt analizini saglarken, konak ve ¢evre ile ilgili faktorlerden etkilenmemektedir
(290). Echinococcus cinsine ait farkli suslarin tanimlanmasi KE’nin epidemiyoloji
ve kontrolii agisindan oldukca onemlidir.

Sus; bir veya daha fazla sayida 6zelligi bakimindan birbirinden ayirt
edilebilen tiir topluluklar1, morfolojik ve biyolojik 6zellik olarak farklilik gdsteren
lokal popiilasyonlar ve degisik konak tiirleri ile sinirh tiir i¢i ¢esitlilikler olarak
ifade edilmistir. Fakat Echinococcus tiirleri igin en bilinen sus tanimi ayni tiiriin
diger gruplarindan gen frekanslar1 yoniinden istatistiksel olarak farklilik gdsteren
cesitlilikleri seklinde yapilabilir. Gen frekanslarindaki farkliliklar nedeniyle suslar
arasinda sinirh da olsa bir gen akis1 bulunmaktadir. Sinirli dahi olsa bu gen akisi,
suslarin tespitinde pratik 6neme sahip olan 6zelliklerdeki farkliliklarin ortaya
konulmasinda bir belirtegtir. Burada 6nemli olan enfeksiyonun epidemiyoloji ve
kontroliinde 6neme sahip bir veya daha fazla 6zellik bakimindan farkliligin bulunup

bulunmamasidir (291, 292).
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Echinococcus cinsi, igerisindeki tiir i¢i degisiklikler niikleik asit
dizilerindeki degisikliklerden kaynaklanmakta ve kendisini, parazitin hayat
dongiisii, konak spesifitesini, gelisme hizini, patojenitesini, antijenite ve ilaglara
duyarliligini, bulagsma sekillerini, hastaligin epidemiyoloji ve kontrol yontemlerini
etkileyen fenotipik ozellikler olarak gostermektedir. Bu nedenle endemik bir
bolgedeki baskin sus ve/veya suslarin ortaya konmasi parazitin kontrolii ve olasi

eradikasyonu ag¢isindan olduk¢a 6nemlidir (290).

3.10. Echinococcus granulosus’un Suslari

1990°lh yillarda, c¢esitli molekiiler diizeydeki ¢alismalar ozellikle
mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz subunitl (mt-CO1) DNA dizilerinin
Echinococcus izolatlarina uygulanmasi ile Echinococcus tiirlerinin molekiiler
diizeydeki siniflandirilmasi, genetigi, epidemiyolojisi ve fenotipik varyasyonu ile
ilgili birgok bilgi elde edilmistir. Bowles ve ark. (293), Echinoccocus tiirlerini
tanimlamak igin gergeklestirdikleri bir ¢alismada, mt-DNA’nin haploid 6zellik
gostermesi sebebiyle daha net bir sekilde tanimlanabilmesi, evrim hizinin niikleer
DNA’ya gore 10-20 kat daha fazla olmasi, homoplazmik olusu, rekombinasyon
ozellik gostermemesi gibi avantajlari nedeniyle mt-CO1 gen bolgesini segtiklerini
bildirmiglerdir. Yapilan ¢alismalar 1s18inda, E. granulosus igerisinde on farkli susun
(G1-G10) bulundugu, sus i¢i genetik varyasyonlarin olabilecegi ve bu farkliliklarin
bazi suslarin tiir olarak adlandirilmasi gerektigini ortaya koymaktadir (294).
Echinococcus granulosus’un tiirleri i¢erisindeki genetik varyasyonlari barindirmasi
ile 10 farkli sus tespit edilmistir. Bunlar;

e Gl=Yaygm koyun susu
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G2= Tazmanya koyun susu
G3= Manda susu

G4= At susu

G5= S181r susu

G6= Deve susu
G7=Domuz susu

G8= Amerikan Geyik susu
G9= Insan-domuz susu

G10= Fenoskandian geyik susu

olarak belirtilmistir (292, 295-297). Bu genotipler KE’nin epidemiyolojisi

diistintildiigiinde molekiiler siniflandirma igin standart olarak kullanilirlar. Yalniz

yukaridaki genotiplerden G9 genotipinin statiisii hala belirsizligini korumaktadir

(298).

Sus i¢i genetik farklilasmadan dolay1 son yapilan taksonomik ¢aligsmalarda

E. granulosus tiirii igerisinde birirbirinden farkli dort tiiriin bulundugu ortaya

konulmustur. G1-G3 grubunun artitk E. granulosus sensu stricto ismi altinda

birlestigi, G4 olarak bilinen at susunun E. equinus, G5 olan sigir susunun E.

ortleppi, G6-G10 araliginda bulunan suslarin ise E. canadensis ismiyle tek bir tiir

ad1 altinda birlestirildigi rapor edilmektedir (101, 295, 298). Aslan susu olarak

bilinen E. felidis, E. granulosus’un kardes sinifi olarak degerlendirilmistir (287).

Benzer periyodlarda Tibet’te bulunan E. shiquicus, Xiao (287) tarafindan E.

multilocularis’in kardes tiiri olarak tanimlanmistir (287). Son zamanlarda ise, E.
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granulosus sensu stricto, E. ortleppi ve E. canadensis tiirleri arasinda meydana
gelen genetik bilgi akisinin olasiligi izerinde durulmaktadir (298).
Echinococcus granulosus’un Diinya’daki genotip dagilimlar1 Tablo 7’de

gosterilmistir.

Tablo 7: Echinococcus granulosus genotiplerinin Diinya’daki yayilim1 (298)

Tiirler Yayginlik Sonkonak Arakonak Insan
enfeksiyonu
E. granulosus Diinya capinda ~ Kopek Koyun, kegi, Yaygin
sensu stricto (G1-
G3) s1gir
E. felidis Afrika Aslan Bilinmiyor Bilinmiyor
E. equinus Sporadik Kopek At, esek, katir, Bilinmiyor
(G4) zebra
E. ortleppi Sporadik Kopek Sigir Yaygin degil
(G5)
E. canadensis Sporadik Kopek Domuz, deve, Yaygin degil
(G6/GT)
sigir, koyun,
kegi
E. canadensis Kuzey kutup Kurt Geyik Yaygin degil
(G8) bolgesi
E. canadensis Kuzey kutup Kurt ve kopek Geyik ve Ren Yaygin degil
(G10)
bolgesi geyigi
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3.10.1. Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3)

Bu tiir ilk kez 1992 yilinda Bowles ve ark. (293) tarafindan yapilan
molekiiler ¢alismalarda mt-CO1 ve NADH1 genlerinin dizi analizleri sonucunda
tanimlanmistir. Gegmis yillarda yapilan simiflandirmalar géz 6niine alindiginda, bu
tiiriin birgok es anlamlis1 bulunmaktaydi. Onceleri G1, G2, G3 genotipleri olarak
degerlendirilirken, giiniimiizde E. granulosus sensu stricto adi altinda tek tiir olarak
kabul gormektedir. Echinococcus granulosus su anda kriptik bir tiir kompleksi
olarak goriilmektedir. Echinococcus granulosus sensu stricto, E. granulosus’un
eski siniflandirmalarda mevcut bulunan koyun susuna tekabiil eden yeni bir tiir
olarak da tanimlanmaktadir (298).

Giintimiizde yapilan molekiiler ¢alismalar, mt-DNA sekans analizleri bu ii¢
genotipin birbirine ¢ok benzer oldugunu, sekans uyusmazliklarinin oldukga diisiik
oldugunu, bunun i¢in tam ayriminin yapilamadigim1i ve ¢ok sayida haplotipin
oldugunu gostermistir (298, 299). Bu tiirin Ortadogu’dan kaynaklanip diger
bolgelere yayildigi ve ara konaginin koyun olmasina ragmen pek ¢ok ¢iftlik hayvani
tiiriinde (kegi, s181r, buffalo, deve, domuz, at, esek, katir, tibet s1gir1) ve otobur vahsi
hayvan tiirlerinde bulundugu ifade edilmektedir (300). Diinya’nin birgok
bolgesinde sigirlarda G1 genotipi bulunmustur, fakat kistleri steril oldugu igin

enfeksiyonu bulagtirma oraninin diisiik oldugu bildirilmistir (269).

3.10.2. Echinococcus equinus (G4)

Echinococcus granulosus’un at susu olarak bilinen bu tiirle ilgili ilk ve en
kapsamli ¢alisma Williams ve Sweatman (301) tarafindan 1963 yilinda yapilmustir.

Bu ¢alisma, at susunun diger suslardan gerek morfolojik gerekse biyolojik anlamda
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farkliliklarini ortaya koymustur. Bu ¢alisma ile at susunun morfolojisi, biyolojisi,
fizyolojisi, biyokimyasi, metabolizmasi, molekiiler biyolojisi, konak spesifitesi ve
epidemiyolojisi kapsamli bir sekilde arastirilip incelenmis ve diger suslarla
karsilastirilmistir (301). Onceden E. granulosus equinus alttiirii olarak tanimlanan
bu sus (G4), son yillarda yapilan molekiiler ¢caligmalar sonucunda tiir bazinda E.
equinus olarak isimlendirilmistir (292). Bu tiir Avrupa, Orta Dogu, Giiney Afrika,
Yeni Zelanda ve Amerika’da goriilmektedir. Yegane sonkonagi kopekler olup,
kirmizi tilkilerin de biyolojik ¢emberdeki rollerinin oldugu kesin olmamakla
birlikte sdylenmektedir. Bu susun arakonagi sinirli olup, sadece at ve diger tek
tirnaklilarin  arakonak oldugu goriilmektedir. Kistler daha ¢ok karacigere
yerlesmekle beraber akciger ve diger i¢ organlarda da goriilebilmektedir (291, 292,

294).

3.10.3. Echinococcus ortleppi (G5)

Echinococus ortleppi, 1934 yilinda Ortlepp tarafindan Giiney Afrika’daki
kopek orneklerinin tanimlanmasi ile bulunmustur. Daha sonrasinda Lopez-Neyra
ve Soler Planas tarafindan 1943 yilinda bu caligma esas alinarak yeniden
degerlendirilmistir. Rausch ve Nelson ise 1963’de E. granulosus’un es deger olarak
gordiigii E. ortleppi tizerinde durmustur. Verster 1965 yilinda ise gerek orijinal
materyaller kullanilarak gerekse deneysel enfeksiyon olusturularak yapilan
caligmalar sonucunda kapsamli bir morfolojik tanimlama ile bu parazite E.
granulosus ortleppi ismi verilmistir (298). Ilerleyen zaman dilimlerinde E.
granulosus’un alt tiirleri E. g. ortleppi de dahil gegersiz kilininca Diinya ¢apinda E.

granulosus’un sigir susu olarak adlandirilmaya baslanmistir. Isvigre’deki deneysel
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calismada, bu susun morfolojik farkliliklarinin yani sira biyolojik ve biyokimyasal
acidan da diger suslara nazaran belirgin farklilik gésterdigi bildirilmistir. Daha ¢ok
akcigere yerlesip fertil kist karakteri gdstermektedir. Genis bir cografik yayilima
sahip olan E. ortleppi (G5), Nepal, Isvigre, Hollanda, Brezilya ve Hindistan’da
bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile epidemiyolojik yonlerin yanisira
morfolojik ve mt-DNA sekans analizleri sonucunda G5 susu, E. ortleppi adiyla

farkli bir tiir olarak isimlendirilmistir (291, 298).

3.10.4. Echinococcus canadensis (G6-G10)

Filogenetik ve molekiiler caligmalardan elde edilen veriler, glinlimiize kadar
G6-G10 suslarinin gesitli varyantlar1 ve farkli ara konaklari olmasina ragmen
birbirinden net olarak ayirt edilemediklerini gostermistir. Gelisim evreleri ve
morfolojileri agisindan birbirinden farkli olan G6 ve G7 suslarinin mt-CO1 sekans
analizleri karsilastirildiginda birbirine yliksek oranda benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. Yapilan son ¢alismalarda Orneklerin spesifik genotiplere
ayristirilamadig, bu yiizden G6/G7 susu olarak adlandirildigr belirtilmigtir (298).
Oysa Arjantin’de G6 genotipi ile enfekte kecilerden elde edilen izolatlarin mt-CO1
gen dizi analizlerinde hepsinde G6 genotipi, domuzlarin hepsinde ise G7 genotipi
tespit edilmistir. Bu iki genotipin simpatrik tlirlesme ile olusup olusmadigi hala agik
degildir. Orta ve Dogu Avrupa’da G7 susu icin domuzlar ara konak olarak
bildirilmistir (300). G8 genotipi ABD’de geyiklerde, G10 genotipi ise Finlandiya
ve Isvicre’de geyiklerde G8 genotipine benzemekle birlikte farkliliklar1 olan ayr1
bir sus olarak tanimlanmistir (298). Konak farkliliklar1 ve cografik dagilima

bakildiginda G6 ve G7 genotiplerinin farkli bir tlir olarak ayrilmasi ve E.
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intermedius adimi almasi Onerilmistir (140). Fakat mitokondriyal gen dizi
analizlerine gore, G10 genotipi G6/7 genotipine G8’den daha fazla benzerlik
gostermektedir. G8’in G6/7/10 susundan farkli bir sus olarak diisiiniilebilecegi de
bildirilmistir (298). Yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda geyik susu (GS),
Fennoscandian geyik susu (G10), deve susu (G6) ve domuz susu (G7) oldukga
yakin bir iliskiye sahip oldugu belirtilmistir. Bundan 6tiirii G9 genotipi ile birlikte
bu bes genotipin (G6-G10) bir grup olarak diisiiniilmesi ortaya konmus ve

smiflandirmada E. canadensis igerisinde yer almigtir (101, 298).

3.10.5. Echinococcus felidis (Aslan susu)

Afrika’daki aslanlarda goériilen bu sus, onceleri E. granulosus’un alt tiirii E.
granulosus felidis olarak isimlendirilmistir. Dogu Afrika’da E. granulosus’un son
konagi av kopegi, sirtlan ve cakallarda saptanmis, metasestodlar bazi vahsi
tirnaklilarda da bulunmustur. Bu durum yasam dongiisiiniin vahsi hayvanlar
arasinda bagimsiz olarak devam ettiginin kaniti olmasmna ragmen bazen evcil
hayvanlarla da iliski goriilebilmektedir. Kedigiller genellikle E. granulosus’a
duyarli olmamakla birlikte, bu sus Giiney Afrika’da vahsi kedilerde rastlanmistir
(292). Genetik analizler igin materyal azligindan dolay1 bir genotip olarak G-
isimlendirme sisteminde yoktur. Uganda aslanlarindan elde edilen ve Giiney
Afrika’da saklanan erigkinlerle yapilan molekiiler ¢alismalarda aslanlarin son
konak oldugu saptanmistir. Uganda’da bir Afrika domuzunda saptandig bilgisi
disinda ara konaklar1 ile ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir (302-304). Insanda

ve ¢iftlik hayvanlarinda hastalik olusturduguna dair bir bildirim de yapilmamistir.
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Aslan susunun mitokondriyal genomunun E. granulosus s.s. susu ile olduk¢a benzer

oldugu i¢in G1-G3 susuna ait olabilecegi de onerilmistir (298).

3.11. Tiirkiye’de Yapilan Genotiplendirme Calismalari

Tiirkiye’de E. granulosus’un genotiplerini belirlemeye yonelik yapilan
calismalarda; 2008 yilinda Erzurum, Elaz1g, Malatya ve Diyarbakir illerinden elde
edilen 19 sigir, 179 koyun, 7 keg¢i, 1 deve, 1 insan orjinli Kistler ile bir kopekten
elde edilen eriskin E. granulosus 6rneklerinin tanimlanmasi i¢in ribozomal ITS-1
gen bolgesinin PZR-RFLP analizi ve mt-CO1 sekans analizi kullanilmis, sadece
yaygin koyun susu (G1) belirlenmistir (305). 2009 yilinda 6li bulunan bir yaban
koyununa (Ovis gmelinii anatolica) nekropsi yapilmis, bu hayvana ait hidatik Kist
materyali Tiirkiye’de ilk kez mt-CO1 sekans analizi ile incelenmis ve bunun da
yaygin koyun susu (G1) oldugu saptanmustir (306). izmir ve Manisa illerindeki
mezbahalardan toplanan 12 koyun ve ameliyat materyali alinan 10 insan izolati
tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise bu izolatlara mt-CO1, atp6, nadl,rrnS
sekans analizleri yapilmis ve Tirkiye’de ilk kez domuz susu (G7) saptanmistir
(307). Tirkiye’nin farkli illerinden elde edilen 100 koyun ve 12 sigir izolatinin mt-
COl gen bolgesi DNA dizi analiziyle incelenmis ve 98 koyun ile 9 sig1r izolat1 G1
2 koyun ve 3 sigir izolatt da G3 susu olarak belirlenmistir (308). Erzurum ilinden
2010 yilinda elde edilen 220 sigir hidatik kist materyalinde yapilan bir ¢alismada
12S rRNA gen bdlgesi PZR ile ¢ogaltilmis ve slipheli 6rneklerin mt-CO1 bolgesi
sekans analizi gerceklestirilmistir. Neticede 12S rRNA gen bolgesi analizine gore
147 6rnegin G1-G3 complex (E. granulosus sensu stricto) oldugu, bunlarin 28’inin

DNA dizi analiziyle G1 oldugu teyid edilmistir. Kalan 73 6rnegin 7’sinde ise DNA
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dizi analiziyle G3 susu belirlenmistir (251). Diger bir ¢alismada ise 39 koyun
izolatindan elde edilen protoskolekslerde E. granulosus actin genleri analiz edilmis
ve Egactl geninin Egactll geninden daha polimorfik oldugu tespit edilerek Egactl
geninin ¢ alleli tanimlanmistir. Biitlin 6rneklerde parsiyal Egactl geninin 6.
pozisyonunda niikleotid degisikligi saptanmis ve bu Anadolu haplotipi olarak
adlandirilmistir (309). Ote yandan, Erzurum ve Elazig illerinden elde edilen 31
koyun ve 23 sigir izolatt PZR-SSCP metoduyla genotiplendirilmis ve 6rneklerin
hepsi E. granulosus sensu stricto (G1-G3) olarak tanimlanmistir. Takiben DNA dizi
analiziyle G1 ve G3 suslar birbirinden ayrilabilmig, SSCP analizinin G5 ve G7
suslar1 i¢in farkli band profilleri verdigi belirlenmistir (310). Histolojik olarak KE
oldugu teyit edilmis 70 hastaya ait parafinli bloklardan yapilan kesitlerden DNA
izolasyonu yapilip 12S rRNA geninin direkt PZR’si ve mt-CO1 geninin dizi
analiziyle genotiplendirme yapilmistir. Arastiricilar (311), 12S rRNA geninin
direkt PZR’si ile 70 ornegin 26’sinda E. granulosus sensu stricto (G1-G3)
belirlemiglerdir. Kalan 44 6rnegin mt-CO1 gen bolgesinin DNA dizi analizi
neticesinde bir 6rnekte G3 ve iki 6rnekte de G6 susunu belirlemislerdir (311). Bagka
bir ¢aligmada 2013 yilinda bir at hidatik kist materyalinde mt-CO1 geninin dizi
analizi yapilmis ve at izolatinda E. granulosus sensu stricto (G1-G3) belirlenmistir
(312). Yine bir dag kegisinde akcigerinde hidatik kist belirlenmis ve bu materyalin
DNA ekstraksiyonunun ardindan PZR’si yapilarak mt-CO1 gen bolgesi
sekanslanmis ve yaygin koyun susu (G1) ortaya konmustur (313). Kirikkale ilinde
24 koyunda hidatik kist 6rneklerinin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek
amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada ise RAPD-PZR ile koyun izolatlarina

bakilmis ve hepsi G1 susu olarak belirlenmistir (314). Kirikkale’de yapilan bir
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baska ¢alismada ise 20 s1g1r hidatik kist 6rnegi mt-CO1 geni PZR ile ¢ogaltilmis ve
sekans analizi yapilmistir. Sonuglara gore 20 sigir izolatinin hepsinde E. granulosus
sensu stricto (G1-G3) belirlenmistir (315). Istanbul’da hidatik Kistli 46 insan
izolatinda genotipik karakterizasyon amaciyla yapilan bir ¢alismada ise mt-CO1
gen bolgesinin dizi analizi yapilmis ve tiim izolatlarda yaygin koyun susu (G1)
bulunmustur (316). Karadeniz bolgesinde yapilan bir ¢alismada ise mandalarda
KE’nin molekiiler karakterizasyonu ve prevalansi lizerinde durulmustur. Calismada
9 manda izolat1 incelenmis ve bu izolatlarin 6’sinda yaygin koyun susu (G1), diger
3 izolatta ise E. granulosus sensu stricto (G1-G3) belirlenmistir (225). Trakya
bolgesinde 42 insan, 13 sigir ve 3 koyun izolatinda yapilan ¢calismada PZR-RFLP
ve PZR-SSCP metotlar1 kullanilarak ITS-1 ve NADI gen boélgeleri kullanilarak
sekans analizi gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda koyun ve sigir izolatlarinin
timiinde yaygin koyun susu (Gl), insan izolatlarinda ise G1 ve G7 suslar
belirlenmistir. Bu rapor, boélgedeki ilk G7 sus bildirimidir (317). Kilis ilinde 19
koyundan elde edilen 28 hidatik Kist izolatinin hepsi E. granulosus sensu stricto
(G1-G3) olarak belirlenmistir (318). Manisa ilindeki sigirlarda yapilan baska bir
caligmada ise 2010-2012 yillar1 arasi toplanan toplam 18 sigir izolatinin hepsinin
E. granulosus sensu stricto (G1-G3) oldugu tespit edilmistir (319). Elazig’da
yapilan bir ¢alismada bir katirin karacigerinden alinan hidatik kist materyalinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve G4 susu belirlenmistir. Bu calisma
Tiirkiye’de katirlardaki G4 susunun ilk raporudur (320).

Tiirkiye’nin fakli illerinden bildirilen Echinococcus granulosus sus/tiirleri

ve yapilan genotiplendirme caligmalar1 Tablo 8 ve Sekil 1’de gosterilmistir.
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Tablo 8: Tirkiye’nin farkli cografik bdlgelerinden bildirilen Echinococcus

granulosus suslari

Sehir Izolat (Say) Hedeflenen  gen  Sus (Genotip) Kaynak
bolgesi/Metot
Elazig, Erzurum, Koyun (179), Sigir  PCR-RFLP, mt- Gl 305
Malatya, (19), Ke¢i (7), CO1sekansanalizi
Diyarbakir, Van, Deve (1), Kopek
Sanlurfa (1), Insan (1)
Malatya Yaban koyunu (1) mt-CO1  sekans G1 306
analizi
[zmir, Manisa Koyun (12), insan atp6, nadl, rmS, G1,G7 307
(10) mt-CO1  sekans
analizi
Tirkiye’nin farkli  Koyun (100), Sigir mt-CO1  sekans G1, G3 308
illeri (12) analizi
Erzurum Sigir (220) 12S rRNA-PZR, G1-G3 251
mt-CO1  sekans
analizi
Konya Koyun (39) Actin-PZR Gl (Anadolu 309
haplotipi)
Elazig, Erzurum Koyun (31), Sigir CO1-PZR SSCP G1-G3 310
(23)
Elazig Insan (70) 12S rRNA-PZR, G1-G3, G6 311
mt-CO1  sekans
analizi
Ankara At (1) 12S rRNA-PZR, G1-G3 312
mt-CO1  sekans
analizi
Antalya Dag kegisi (1) 12S rRNA-PZR, Gl 313
mt-CO1  sekans
analizi
Kirikkale Koyun (24) RAPD-PZR Gl 314
Kirikkale Sigir (20) 12S  rRNA-PZR, G1-G3 315
mt-CO1  sekans
analizi
Istanbul Insan (46) mt-CO1  sekans Gl 316
analizi
Karadeniz bolgesi  Manda (9) PZR, mt-CO1 G1-G3 225
sekans analizi
Trakya Insan (42), Sigir PZR-RFLP, PZR- Koyun (G1) 317
(13), Koyun (3) SSCP, mt-CO1 insan (G1,G7)
sekans analizi
Kilis Koyun (19) 12S rRNA-PZR, G1-G3 318
s, mt-CO1
sekans analizi
Manisa Sigir (18) mt-NAD1 mt-  G1-G3 319
CO1 sekans analizi
Elazig Katir (1) 12S  rRNA-PZR, G4 320
mt-CO1  sekans
analizi
Elazig Koyun (4), Sigir 12S rRNA-PZR, G3 321
4) mt-CO1  sekans
analizi
Elazig Koyun (3), Sigir 12S rRNA-PZR, Gl1,G3 322
1) mt-CO1  sekans
analizi
Elazig Koyun(31), Sigir 12S rRNA-PZR, E.gs.s.(Gl) 323
(38) nadl, mt-CO1

sekans analizi
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Sekil 1: Tiirkiye’nin fakli illerinden bildirilen Echinococcus granulosus suslart ve yapilan genotiplendirme galismalari

45



3.12. Kistik Ekinokokkozis’de Immiinite, Antijenik Yapi, Hidatik Antijenler
ve Antijen B

Echinococcus granulosus, konakta humoral ve hiicresel olmak iizere iki tip
immiinolojik cevaba sebep olmaktadir (324). Echinococcus granulosus ile enfekte
konaklarin kan serumlarinda IgG, IgM, IgA ve IgE antikorlart mevcut durumdadir.
Fakat bu antikorlarin ne kadar zaman igerisinde ne kadar siire ile kaldig1 hakkinda
geemiste ¢ok belirgin bilgiler olmamasina ragmen son yillarda gerceklestirilen
calismalar 151831nda mekanizmalar daha agik ve anlasilir bir hal kazanmigtir (324).

insan ve hayvanlarda E. granulosus enfeksiyonlarmnda meydana gelen
immun yanitin tipi, patojenite ve immun mekanizmalarin durumuna gore farklilik
gdstermektedir. Immun mekanizma ve patolojik degisiklikleri etkileyen unsurlar;
Kistlerin lokalizasyonu, biyiikliigi, enfeksiyon gelisim hizi, genetik faktorler ve T
hiicre sekilleri olarak tanimlanabilmektedir. Etkili bir immun yanit parazitin
oliimiine neden olabilirken, yetersiz immun yanit durumunda parazit gelisimi
devam etmektedir (325).

KE’de enfeksiyonun ilerleyisini etkileyen faktorlerin basinda, bagisiklik
sisteminin antijenik 6zelliklere gore stimiile ettigi T hiicreleri vasitasiyla harekete
gegirilen bagisik yanitin tipi gelmektedir. Bu hiicrelerden 6zellikle CD4+ yiizey
reseptOriinli tagiyan ve yardimci T lenfositleri olarak bilinen hiicreler konagin
savunma mekanizmasinda belirleyici rol oynamaktadir. Immiinolojik olaylarda
lenfosit ve makrofajlardan sitokin ve interlokinler salgilanmaktadir. T ve B
hiicreleri tarafindan salgilanan bu sitokinlere lenfokinler adi verilmektedir.
Sitokinler yangiy1 veya bagisikligi, 1okositlerin gelismelerini, hareketlerini ve

farklilagsmalarini saglayarak diizenlemektedirler. Interlokin-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-
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6, IL-10, tiimor nekroz faktorii (TNF) ve interferon (IFN)’lar baslica 6nemli
sitokinlerdir. Th hiicreleri aldiklar1 uyarilarin tipine bagli olarak tam olarak
bilinmeyen birtakim faktorlerin de etkisi ile degisik sitokinleri salgilayan alt
gruplara ayrilmaktadir. IL-2, IFN-y ve lenfosit salgilayan Thl hiicreleri konagin
savunma durumunu daha giiglii hale getirirken, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 sentezleyen
Th2 hiicreleri konag1 enfeksiyonlara kars1 daha duyarli hale getirmektedirler (325).
Kistik ekinokokkozis enfeksiyonlarinda, immun yanit c¢alismalar
sonuclarina gére Thl tip sekresyonu tarafindan hiicresel bagisiklik olusturulmakta
ve metasestodun daha ilk doneminde parazitin gelisememesinde etkili olmaktadir.
Bununla birlikte, konagin immiinogenetik durumu da parazitin gelisiminin
onlenmesinde 6nemli bir faktordiir (326). KE’nin serolojik teshisinde parazitin
antijenlerine kars1 sekillenen 1gG, I1gM, IgA ve IgE antikorlari rol oynamaktadir.
Kistin yerlestigi organa ve gelisme durumuna gore bu antikorlarin kandaki
seviyeleri degisiklik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda karaciger ve peritonda
gelisen Kkistlerin akciger, beyin ve gbéz gibi organlarda gelisen Kistlerle
kiyaslandiginda daha yiiksek bir antikor yanit olusturdugu bildirilmistir (327).
KE’de serolojik tani, konagin parazite karst verdigi hiicresel ve humoral
immiin yanitin belirlenmesi esasmna dayanmaktadir. Serolojik testlerin, hasta
serumunda bulunan spesifik antikorlar1 belirleme kapasitesi (sensitivite) ve enfekte
olanlar1 diger parazitik ve klinik hastalig1 olanlardan ayirma kapasitesi (spesifite);
kullanilan antijenin 06zelligi, degisik pozitiflik kriterleri, kistin canliligi ve
lokalizasyonu, parazitin susu gibi bir¢ok nedene baglidir (328). Serolojik tanida en
sik kullanilan antijen kaynaklari, cogunlukla fertil kistlerden elde edilen kist sivisi

ve daha az oranda da kist membrani ve protoskolekslerdir. insan ve koyun
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Kistlerinde sigir ve domuz kistlerine, karaciger kistlerinde ise akciger kistlerine
oranla daha fazla antijenik protein oldugu ve en yiiksek antijen konsantrasyonunun
koyun karaciger kistlerinde bulundugu bildirilmektedir (329). Canli fakat steril
kistlerin saglikli germinal membranlarinin tanisal testler i¢in kullanilabilecegi,
antijenik kapasitenin sadece kist fertilitesiyle ilgili olmadig1, protoskoleks sayisi ile
kist sivisimin antijenik kapasitesi arasinda olumlu bir iliski bulundugu ve
protoskolekslerin hidatik antijenitenin tek olmasa da en 6nemli kaynagi oldugu
bildirilmistir. Hidatik kist sivis1 icerisinde konaga ait proteinlerin bulunmasi ve
hidatik antijenlerin bir kismimin diger helmintlerin yapisinda da bulunmasi
nedeniyle KE tanisinda kullanilan serolojik testlerde yanlis pozitif reaksiyonlar da
sekillenebilmektedir. Serolojik testleri daha etkili bir teshis metodu haline getirmek
icin piirifiye kist sivisi veya rekombinant antijenler kullanilmaktadir. Bu amagla en
cok tercih edilen iki onemli hidatik kist sivisi antijeninin; 1stya dayaniksiz
(termolabil) bir lipoprotein olan Antijen 5 ve 1siya dayanikli (termostabil) bir
protein olan Antijen B oldugu bildirilmistir (329, 330).

Antijen 5 ilk defa at hidatik kist sivisindan immiinoelektroforez yontemiyle
elde edilmis ve KE’nin tanisinda kullanilabilirligi {izerinde durulmustur. Bu
antijenin protoskolekslerin parankiminde ve bunlarin salgilarinda bulundugu da
ortaya konulmustur. Antijen 5, hidatik Kist sivisinda ve kistin somatik dokularinda
bulunan 10 veya daha fazla antijenden biri olup, immiinoelektroforetik ¢alismalar
bu antijene karsi olusmus antikorlarin hasta serumunda bulunmasinin KE’nin
teshisinde kesin bir kriter olabilecegini gostermistir (331). Bu antijene Taenia
hydatigena sistiserkuslar igindeki sivida da rastlandigi ve bu yiizden sistiserkozis

ile ¢apraz reaksiyona neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, Antijen 5’in KE’nin
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tanisindaki  spesifikligi  diisik  bulunmustur (332). Immunodiffiizyon ve
Immunoelektroforezis teknikleri kullanilarak test edilen koyun, at ve sigir kaynakl
kist sivilarmin antijenik bilesimlerinde farkliliklar ortaya ¢ikmis, fakat bazi
antijenlerin her zaman bulundugu bunlardan birisinin de Antijen 5 oldugu,
molekiiler agirliginin 100-300 kDa oldugu, pH’sinin 4-7 arasinda degistigi ve 56
°C’nin tstlinde stabil oldugu bildirilmistir (333).

Ikinci 6nemli hidatik antijen lipoprotein yapisinda, 1siya dayanikli ve
molekiiler agirligi 12000 Dalton (120 kDa) olan Antijen B (AgB)’dir. ilk kez Oriol
ve ark. (330), tarafindan tanimlanan bu antijen hasta kaninda 6l¢iilebilmekte ve bu
da AgB’nin parazitin biyolojisinde ve konakla olan iliskisinde 6nemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte AgB’nin SDS-PAGE yontemiyle ortaya
konulan molekiiler agirliklar1 yaklasik olarak 8-12, 16 ve 24 kDa olan {i¢ alt
tiniteden olustugu bildirilmis ve 8 kDa olan en kiiglik alt tinitesinin ekinokok
spesifik oldugu gosterilmistir. AgB, kist s1visi kaynatildiktan sonra geriye kalan en
onemli antijenik yap1 oldugu, kist membraninin gegirgenligi AgB i¢in Antijen 5’¢
gore 10 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir (329, 330).

Hidatik kist enfeksiyonlarmin arakonak hayvanlardaki serolojik tanisina
yonelik yapilan g¢alismalar insanlarda yapilanlarla kiyaslandiginda daha simirl
sayidadir. Hayvanlarda hidatik kist hastaliginin serolojik teshisindeki en biiyiik
problem dogal enfekte hayvanlarda enfeksiyona karsi ¢ok diisiik diizeylerde antikor
yanitinin olusmasidir. Bu nedenle enfekte hayvanlarda ¢cogunlukla yanlis negatif
cevap sekillenmektedir. Enfekte hayvanlarda 6zellikle T. hydatigena ve T. ovis gibi
diger parazitlerle hidatik kistler arasinda ¢apraz reaksiyonlar nedeniyle serolojik

tanida giigliikler yasanmaktadir (254, 260). Ekinokok antijenlerinin sadece
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sestodlarla degil, trematod ve nematodlarla da ¢apraz reaksiyon verdikleri, bunun
sebeplerinden birisinin hidatik kist sivisinda, protoskolekslerde ve laminar
membranda bulunan P1 aktivitesi oldugu belirlenmistir. Kist hidatikli hastalarda
bulunan anti-P1 aktivitesi Fasciola hepatica ve diger parazitlerde de
bulundugundan dolay: siklikla ¢apraz reaksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir (334).

Kistin sekillenmesi konagin dogal immiinolojik aktivitesi ve bunun
gelismesi ile parazitin anti-komplementar aktivitesi, immiin sistemi baskilamasi,
sitotoksik faktorleri salgilamasi, konak hiicrelerine karsi bariyer olusturmasi gibi
parazitin immiinevasif stratejilerini igeren miicadaleye baghdir (22). Kistik
ekinokokkozisde ortaya ¢ikan immiin mekanizmalar kist olusumu 6ncesi ve sonrasi
donemde farkl 6zellikler gostermektedir. Bu durum enfeksiyon baslangicindan 2-
4 hafta sonra meydana gelmektedir (335).

Enfeksiyonun baslangi¢ donemlerinde, fare ve koyunlarda hidatik Kist
stvisina karsi ortaya c¢ikan IgG cevabinin en erken iki ile 14 hafta sonra, bazi
maymun tiirlerinde ise dort hafta sonra meydana geldigi gézlenmistir (336, 337).
Erken olusan enfeksiyon donemde baslica eozinofil, lenfosit ve makrofajlarin artis
patolojik degisikliklere sebebiyet verdigi ve bu durumun ciddi hiicresel yanitla
iligskili oldugu disiiniilmektedir. Koyunlarda enfeksiyondan sonraki 3-5 giin
icerisinde notrofil ve makrofajlarin infiltrasyonuyla onkosferler ile etrafindaki
hiicrelerin nekrozu sekillenir. Ilerleyen zaman evrelerindeki &zellikle 25-30 giin
icinde de eozinofil, lenfosit ve makrofajlarin meydana getirdikleri artan derecede
I6kositozis tablosunun sekillendigi bildirilmistir. In vitro ortamda yapilan
calismalarda noétrofillerin ayni zamanda onkosferlerinin 6liimiine de yol agabilecegi

ve neticede antikora bagli hiicresel immiin cevabin enfeksiyonun erken evresinde
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etkin oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir (254, 338). Aktive edilmis makrofajlarin
protoskolekslerin etkisiz hale getirilmesinde 6nemli bir roliiniin oldugu g¢esitli
calismalarla ortaya konulmustur. In vitro ¢alismalarla protoskolekslerin etkisiz hale
getirilmesinden sorumlu olan makrofajlarin sitokinler tarafindan modifiye edildigi,
IFN-y tarafindan artirildigi, parazit tarafindan stimiile edilen lenfositlerden
salgilanan tanimlanmamus sitokinler (muhtemelen IL-10 veya IL-4) tarafindan da
azaltildig1 tespit edilmistir (22). Deneysel olarak farelerde olusturulan sekonder
enfeksiyonlarda periton i¢i verilen protoskolekslerin etrafinin aktive olmus
makrofaj hiicreleri de dahil ii¢ giin icerisinde hiicresel infiltrasyonla sarildigi ve
daha sonra nétrofil, eozinofil ve lenfositler tarafindan ¢evrelendigi bildirilmektedir.
Dalak hiicreleri tarafindan IL-10, IL-4 ve IL-5 sentezinin ilk haftay: takiben
sonlandigi, IL10’un enfeksiyon siiresince mevcut olan en kuvvetli sitokin oldugu
dikkat ¢ekici bulunmustur (254). Kist olusumu sirasinda sekillenen immiinolojik
reaksiyonlarda, kistin olusmaya baslamasiyla birlikte eozinofiller, nétrofiller,
makrofajlar ve fibrositleri igeren bir hiicresel infiltrasyon olugsmaktadir. Fakat bu
durum siddetli derecede bir yangisal cevap olusturmamakla beraber Kistin etrafini
fibroz tabaka ile sararak Kistin laminar tabakasini konak dokusundan ayirma
egilimindedir. Kanda eozinofil ve IgE seviyesinin yiikselmesi helmint
enfeksiyonlarmin genel sonucudur. Eozinofili, 6zellikle parazitin kisti fagosite
edilemeyecek kadar biiyiik oldugu durumlarda konagin savunma amaclh verdigi
yanit olarak gelismektedir. IgE bagimli mast hiicre reaksiyonu, oncelikle kiste
yakin eozinofillere lokalize olup daha sonrasinda anti-parazitik fonksiyonlarin
sergilemektedirler. Eozinofiller nétrofillerden daha az fagositik olmalarina ragmen,

notrofiller gibi  parazitin larval sathasini hem bagimli hemde bagimsiz
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mekanizmalar ile 6ldiirebilmekte, bu aktivitelerinin sitokinler tarafindan artirildigi
sOylenmektedir. Diger helmint enfeksiyonlarinda oldugu gibi KE’de de Thl ve Th2
hiicreleri sitokin sentezine neden olmaktadir (254).

Kist gelisiminin Onlenmesi sirasinda goriilen immiinolojik reaksiyonlar
nedeniyle siklikla kistin gelisme doneminde bagisik yanittan etkilenmedigi kabul
edilmektedir. Buna karsin koyunlarda meydana gelen dogal enfeksiyonlarda bazi
kistlerin gelisimleri sirasinda etkisiz hale getirilebildigi ve bu durumunda kendisini
kalsifiye veya nekrotik kist seklinde gosterdigi ortaya konulmustur. Bu tiir kistlerin
immiinolojik bir durumdan kaynakli olduguna dair dogrudan bir kanit olmamasina
ragmen, biiyiik bir olasilik ile bu sekilde oldugunu akla getirmektedir. Kistin tahrip
edilmesindeki ilerleme ile bagisiklik yanitinin, parazitin etkisiz hale getirilmesinde
rol aldig1 tahmin edilmektedir. Bu durum kistin ilerlemesi ile immiinolojik uyarimin
arttig1 anlamina gelebilmektedir. Kist biiylidiikce IgG1 ve IgG4 seviyelerinde artis
meydana gelmekte, 6te yandan 6zellikle kistlerin kalsifiye oldugu durumlarda IgG1
ve 1gG4 seviyeleri azalmaktadir. Bu durum IgG4 antikor yanitinin enfeksiyonun
ilerlemesi ve kistin biiytiylip gelismesi ile iligkili oldugunu, 1gG1, 19G2 ve 1gG3
yanitlarinin Kistlerin konak bagisikligi tarafindan yok edilmesi sonucunda meydana
geldigini gostermektedir. Deneysel enfeksiyonlarda protoskolekslerin %10’dan
daha az bir kisminin kist haline gelebildigi, enfeksiyondan sonraki iki hafta iginde
parazit oliimiiniin meydana geldigi ifade edilmektedir. Aktive olan makrofajlarin
protoskolekslerin 6ldiiriilmesinde gorev aldigi bilinmekte olup, yapilan in vitro
calismalarda potoskolekslerin aktive edilmis makrofajlar tarafindan 6ldiiriilmesinin
IFN-y tarafindan artirildigi ve lenfositlerden salinan bazi sitokinler (IL-10, IL-4)

tarafindan da azaltildig1 gosterilmistir (254).
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Hidatik kistler baz1 durumlarda yillarca bile tespit edilemeyen ve yavas
gelisen karakter gostermektedirler. Dolayisiyla hidatik Kistlerdeki bu devamlilik
konak bagisik yanitindan yeterince etkilenmediklerine isaret etmektedir (22).
Konagin immiin yanitini olumsuz yonde etkileyen iki mekanizma vardir. Bunlardan
biri parazitin hidatik kist olusturarak immiin yanitin zararl etkilerinden korunmasi
anlamina gelen pasifkagis; digeri ise immiinomodiilasyondur ki bu durumda parazit
konak yanmitinin etkisini azaltmak igin konagin immiin sistemiyle aktif bir
etkilesime girmektedir (254).

Kistik ekinokokkozis tanisinda serolojik yontemlerin uygulanmasi, 1906
yilinda Ghedini'nin kompleman birlesmesi testini kullanmasi ile bagslamistir.
Gilinlimiizde ise KE'in immunolojik tanisinda bilinen ve giivenilir sonuglar veren
hemen biitiin serolojik testler kullanilmaktadir. Echinococcus tiirleri igin spesifik
antikor ve antijenlerin saptanmasi, rekombinant antijenlerin kullanilmas1 ve daha
yeni tani1 araglariin gelistirilmesi, hem KE hem de Alveoler ekinokokkozis (AE)’in

serolojik tanisini giiclendirmistir (339).

Kistik ekinokokkozis tanisinin giiniimiizde radyolojik tani yontemleri ile
konulmaya ¢alisilmasina ragmen; kistin tiimdr, apse, basit kist gibi diger olgularla
ayiricl tanisinin yapilabilmesi ve operasyon sonrast niikslerin daha saglikli bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in 6n taninin mutlaka serolojik tan1 yontemleriyle
desteklenmesi gerekmektedir. Ancak serolojik test sonuglarinin yorumlanmasinda
da bazi zorluklar dikkati ¢ekmektedir. Bazi konaklarda kistin biiyiikligi,
lokalizasyonu, yapisi, canlilig1 ve konagin immun sistem aktivitesine bagl olarak
antikor olugsmadigi, bu nedenle de negatif serolojik test sonuglar1 alinmaktadir.

Pratik olarak testler, KE’in tanisinda spesifik serum antikorlarinin teshisinde,
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Ozellikle dolasimdaki antijenlerin teshisinin daha az miimkiin oldugu durumda,
oldukca onemlidir. Yiiksek sensitivitesi olan testlerin kullanilmasinda dahi (IgG-
ELISA) KE’li hastalarin belli bir kisminda antikorlar teshis edilememektedir.
Beyinde veya gozde yerlesen kistler ile kalsifiye olmus kistler genellikle ¢ok diisiik,
hatta hi¢ antikor olusturamamaktadir. Antikor yanit1 bazi insan populasyonlarinda
ve ¢ocuklarda da diisiik olabilmektedir. Ayrica diger helmint hastaliklar1 olan

kisilerde de yanlig-pozitif yanitlar olusabilmektedir (340).

Antijen B (AgB), E. granulosus’un larval dénemlerinde hem kistin germinal
membranindan hem de protoskolekslerden salgilanan 6nemli bir antijendir (341).
Lipoprotein yapida, 8 kDa’luk monomerlerden ibaret olup yiiksek derecede
polimorfizm gdstermektedir. Son yapilan molekiiler ¢aligmalar, AgB’nin bir
multigen ailesi tarafindan kodlandigin1 ve en az 5 gen lokusunun oldugunu
gostermektedir (342). Bunlar, AgBl1, AgB2, AgB3, AgB4 ve AgB5 olarak
isimlendirilmektedir (343-347). AgB’nin konak parazit iliskisinde anahtar bir rol
oynadig ileri siirlilmesine ragmen parazit biyolojisindeki rolii halen tam olarak
bilinmemektedir. Bu antijenin konak proteazlar1 ilizerinde inhibitor etkisinin
olabilecegi, immunomodulator etkisinin varligir ve lipid baglama kapasitesinin
oldugu ileri siiriilmektedir (343, 348, 349). AgB, ara konaklarda hem hiicresel hem
de humoral immun yaniti ortaya ¢ikarmaktadir. Bu antijen immunoregiilator
molekiil olarak kistin olugsmasi ve kronik olaylarda uzun siire canli kalmasz iizerinde
etkilere sahiptir (350). Yine bu molekiil, polimorf niikleer hiicrelerin kist bolgesine
toplanmasii engelleme, Thl ve Th2 dengesini koruyucu olmayan Th2 yaniti
yoniinde degistirme ve H2O liretimini azaltma gibi fonksiyonlara sahiptir (343,

348). Farelerin onkosferle enfekte edilmesini takiben ¢ok kisa siirede AgB’ye kars1
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antikorlarin ortaya ¢ikmasi, AgB’nin kist olusumunda ve gelisiminde dnemli bir
roliiniin olduguna isaret etmektedir (351). Rekombinant AgB kullanilarak yapilan
caligmalarda bu antijenin hastalar arasinda farkli humoral cevaplara neden oldugu
gosterilmistir (352). Buna ek olarak, humoral yanittaki bu varyasyonun AgB
subunitlerinin kompozisyon ve yapisindaki varyasyonla da iliskili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (350). Yine, AgB gen ailesinin kendi i¢inde ve bireyden bireye farkl
olarak eksprese olabilecegini ileri siirmiisler ve immun yanitlardaki farkliligi buna
baglamiglardir (347). Ayrica, AgB1’in parsiyel sekansinin E. granulosus’un dort
farkli susunda genetik varyasyon gosterdigi belirlenmistir (353). Konak molekiilleri
ve hiicreleriyle yakin iliskisinin AgB proteinlerini antijenik varyasyona yatkin hale
getirdigini ileri slirmiistiir (354). Rekombinant AgB8 (AgB’nin 8kDa’luk
subunitine karsi olusturulmus protein) subunitlerine kars1 olusan humoral immun
yanit, kist hidatikli insanlarda arastirilmis ve AgB3’iin AgB1 ve AgB2’ye gore daha
az antijenik oldugu belirlenmis, AgB2’nin en iyi tanisal performansa sahip oldugu
ortaya konmustur (352). AgB2’nin de AgB4 ile %70 oraninda aminoasit sekansi
benzerligi gostermesi ve ortak epitoplarinin bulunmasi nedeniyle ELISA ile

belirlenen pozitifliklerinin benzer oldugu tespit edilmistir (355).

Hindistan’da s18ir, manda, koyun ve keg¢ilerden elde edilen 110 Kkist
materyalinde AgB1 polimorfizmine PZR-SSCP analiziyle bakilmis ve 14 farkli
band profili belirlenmistir. Bu polimorfizm DNA sekans analiziyle de teyid edilmis
ve AgB1’in pozitif seleksiyon baskisi altinda oldugu belirtilmistir. Bagka bir
calismada ise fertil, steril ve kalsifiye manda kistlerinden elde edilen izolatlarda

AgB1-5 gen ekspresyonu arastirilmig, Kalsifiye olmaya baslamis kistlerde en fazla
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AgBl, fertil kistlerde AgB2 ve AgB4 eksprese edilirken, AgB3 en az Kalsifiye

kistlerde ve AgBS5 ise eriskin donemden eksprese edilmistir (342).

Misir’da (356) insan, deve, domuz ve koyun izolatlarindaki AgB2 gen
polmorfizmi Alul ve ECcoRI restriksiyon enzimleri kullanilarak PZR-RFLP
teknigiyle arastirilmistir. Arastiricilar (356) bakisini yaptiklar1 biitiin 6rneklerde
Alul enzimiyle benzer band profilleri elde ettiklerini, segilen bazi 6rneklerin DNA
sekans analizi neticesinde insan izolatlarinin koyun izolatlarina %100, deve
izolatlarina %99 ve domuz izolatlarina ise %96 benzerlik gosterdigini ortaya
koymuslardir. PZR ve RT-PZR’yi takiben klonlama ve sekans analiziyle yiiksek
derecede AgB2 sekans polimorfizmi belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada ise
AgB2’yi kodlayan genin suslar arasindaki varyasyonunu belirlemek amaciyla PZR-
SSCP analizi uygulanmis ve suslar arasi varyasyon belirlenmistir (346). AgB2 ile
iliskili genin G1/G2 susu ile G6/G7 suglarinin ayr1 ikiser grup oldugu ve G5’in de

bunlardan farkli oldugu belirlenmistir (357).

Farkli cografik bolgelerden elde edilen E. granulosus izolatlarinda AgB1
niikleotid sekans farkliliklar1 arastirilmis ve aminoasit sekanslarinda farkliliklar
belirlenmistir. Bunun farkli populasyonlarda parazitin morfolojik, biyokimyasal ve
genetik Ozellikleri ile ara ve son konak kullaniminda degisikliklere yol actigi
vurgulanmistir (358). AgB’deki genetik varyasyon nedeniyle farkli konaklarda
degisik seviyelerde sekillenen immun yanitin AgB’nin farkli KE hastalarinda
degisik immunojenik yanitlar olusturmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir (359).
AgB’yi kodlayan gendeki varyasyonun analiz edilmesinin AgB’nin fonksiyonel
onemi ile suslarin genetik c¢esitliligi arasindaki korelasyonun anlasilmasina

yardimet olacag belirtilmistir (354).
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Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise 43 sigir, 25 koyun ve 31 insan
izolatindan elde edilen toplamda 99 kist materyalinde AgB1 polimorfizmine PZR-
SSCP analiziyle bakilmistir. Oncelikle tiim orneklerin 12S rRNA-PCR analizi
gerceklestirilmis ve tiim izolatlarin E. granulosus sensu stricto oldugu
belirlenmistir. 16 insan, 35 sigir ve 25 koyun izolati olmak iizere toplamda 74
izolatin PZR-SSCP analizi gergeklestirilmis ve hepsinde 102 bp’lik band profili
gozlemlenmistir. SSCP sonuclarina gore sigir ve insan izolatlarinin her birinde
farkli band profilleri olusmus, DNA sekans analizleri ile bu izolatlarda polimorfizm

belirlenmis, diger 74 izolatta ise benzer band profilleri elde edilmistir (360).

Echinococcus granulosus’un degisik izolatlar1 igerisindeki genetik
farkliliklar hastaligin epidemik oldugu bolgelerde etkenin patojenitesi, lokal
bulagma sekli, etkene kars1 as1 ve ilag gelistirme ¢alismalari, hastaligin teshis ve
tedavi teknikleri ve dolayisi ile hastalikla miicadele ve eradikasyon calismalar
tizerinde etkilidir. AgB’yi kodlayan genlerle ilgili ¢alismalar doksanli yillarin
basinda yapilmaya baglanmis olup, konuyla ilgili sinirli sayida ¢alisma yapilmis ve
AgB’yi kodlayan multigen ailesindeki varyasyonun suslar ve izolatlar arasinda
farklilik gosterdigi bildirilmistir (357). Fakat Tiirkiye’de E. granulosus suslar1 (G1-

3, G6, G7) ile AgB1 gen polimorfizmi arasindaki iliski heniiz ortaya konulmamastir.
Bu nedenle bu tez ¢aligsmasi ile;

1-Echinococcus granulosus’un farkli izolatlart igerisindeki genetik

polimorfizmin belirlenerek suslarin tespit edilmesi,
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2-Elde edilen izolatlardaki AgB1 alt iinitesini kodlayan gendeki
polimorfizmin PZR-RFLP ve DNA sckans analiziyle belirlenmesi ve suslarla

iliskilendirilmesi,

3-AgB’deki gen polimorfizminin kismi piirifiye kist sivist antijeni
kullandiginda sigir ve koyun KE’sinin ELISA ve Western blot ile serolojik

tanisindaki etkisinin arastirilmasi amaglanmstir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismada, Elazig ve Erzincan illerinde mezbahalardan Nisan 2017 -
Subat 2018 doneminde kesimi takiben her bir il i¢in 30 sigir ve 30 koyun olmak
tizere toplam 120 hayvandan hidatik Kist materyali ve kan serumu toplanmistir. Bu
amagcla kesimi takiben her bir hayvanin basta karaciger ve akcigerleri olmak tizere
diger i¢ organlari hidatik kistler yoniinden gerek inspeksiyon gerekse de
palpasyonla muayene edilmis ve ici sivi dolu kistlerin sivis1 bosaltildiktan sonra
germinal membranlar bir pens yardimiyla alinip %70’lik etanol i¢inde laboratuvara
ulastirilmistir. Bu 6rnekler kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmugtir. Her bir
hayvandan sadece bir kist materyali alinmig, Kist numunesi alinan her hayvandan
kesim sonrast 1-2 ml kan 6rnegi de alinip serumu ayrilmak iizere soguk zincirde

laboratuvara ulastirilmistir.

4.2. Laboratuvar Cahsmalari

Serum tiiplerine alinan kanlar laboratuvara getirildikten sonra Santrifiij
cihazina (Centurion Scientific Model: CR 2000) yerlestirilip 5000 g’de 5 dk
santriflij edildikten sonra iist kisimda olusan serum, pipet ile 1.5 ml’lik ependorf

tiiplere transfer edilerek kullanilincaya kadar -20° C’de saklanmustir.

4.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Laboratuvarda %70’lik alkolde muhafaza edilen kistlerden pens yardimiyla

tirnak biiytikligiinde germinal membran alinip temiz bir lam tizerine konulmus ve
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steril bistiiri yardimiyla kiiglik pargalara ayrilarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
aktarilmustir. Uzerlerine alkolden arindirmak i¢in 1X PBS soliisyonundan 600 pl
eklenip, kisa bir vorteks yapildiktan sonra maksimum hizda (14.000 rpm’de) 1 dk
stireyle santrifiij edilmis ve tistteki sivi atilmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmustir.
Son yikamanin ardindan ependorf tiipler igerisinde germinal membranlarin iizerine
RTA genomik DNA izolasyon kiti (RTA Lab. Tiirkiye) i¢eriginde bulunan 200 pl
soliisyon DL eklenmistir. Takiben de 20 ul Proteinase K (Thermo Scientific, 20
mg/ml) ilave edilip, vortekslendikten sonra 1 gece 56 °C’de bekletilmistir. Bir gece
sindirilen germinal membranlar sicak su banyosundan ¢ikarilarak kit protokoliine

gore asagidaki basamaklar takip edilmistir:

e Ependorf tiiplere 200 ul Soliisyon B eklenip 20 saniye vurum-vorteks
yapilarak karistirildi.

e Kisa bir santrifiijden sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65 °C’de 15
dakika inkiibe edildi.

e 260 pl etanol (96-100%) eklenip, 20 saniye vurum-vorteks yapilarak
karigtirildi.

o Kisa bir santrifiijden sonra karigim, toplama tiipiiniin igine yerlestirilip spin
kolon tiiplerine aktarildi.

e 7000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip, s1v1 igeren alttaki tiip atild1 ve kolon
yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e 700 pul Soliisyon W1 eklenip, 7000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve sivi

iceren alttaki tiip atildiktan sonra kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
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e 700 ul Soliisyon W2 eklendi ve 16000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildu.
Takiben sivi igeren alttaki tiip atildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

e 16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

e Spin kolon, steril 1.5 ml’lik bir ependorf tiipe transfer edildi.

e 100 pl 70 °C’ye 1sitilmis Soliisyon E eklendi, kolonun kapagi kapatildi ve
oda sicakliginda (15-25 °C) 3 dakika inkiibe edildi.

e 7.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

e 16.000 rpm’de 30 saniye daha santrifiij yapildu.

e Spin kolon atildi, ependorf tiipiiniin igindeki eliisyon tamponunda genomik
DNA (gDNA) bulunmaktadir.

e Elde edilen gDNA’lar kullanima kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

4.2.2.12S rRNA Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Bu amagla E. granulosus’un yalnizca G1-G3 clusterini (E. granulosus sensu

stricto) ¢cogaltan ve genom tizerinde mitokondrial 12S rRNA genini amplifiye eden
E.g.ssl.for 3-GTATTTTGTAAAGTTGTTCTA-5' ve E.g.ssl.rev 3-CTAAATCA

CATCATCTTACAAT-5' primerleri kullanilarak PZR kuruldu (274).

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karisimina,

e 5ul 10X PZR buffer,
o 5ul25mM MgCly,
e Deosiniikleotidlerin her birinden 250 pM,

e 1.25U Tag DNA Polymeraz,
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e Primer ciftlerinin her birinden 20 pmol ve

e Ortalama 200 ng template DNA ilave edildi.

Karigim, 95 °C’de 3 dakika 6n denatlirasyon agamasini takiben, toplam 40
PZR siklusu olacak sekilde 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 57 °C’de 1dk
hibridizasyon ve 72 °C’de 40 sn sentez asamasini takiben 72 °C’de 5 dk ekstra
sentez islemine tabi tutulmustur. Elde edilen firiinler %1.4’liikk agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. Jel hazirlandiktan sonra, 10 pl PZR iiriind, 5 pl
yiikleme soliisyonu (1/6 oraninda sulandirilmis, 6X; MBI Fermentas, Lithuania) ile
karistirtlarak jeldeki kuyucuklara yliklenmistir. Elektroforez iglemi, TAE tampon
solisyonu kullanilarak jel tankinda 90 volt akimda 40 dakika siireyle
gerceklestirilmig, daha sonra tanktan ¢ikarilan jel, UV transilluminatérde bandlarin
varlig1 yoniinden incelenmistir. Bandlarin molekiiler agirligini belirlemek igin 100
bp’lik marker kullanilmistir. PZR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak daha 6nce
DNA dizi analizi yaptirilarak E. granulosus sensu stricto (G1-G3) oldugu

belirlenen izolatin gDNA’s1, negatif kontrol olarak steril distile su kullanilmistir.

4.2.3. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Subunit 1 (mt-CO1) Geninin PZR ile

Cogaltilmasi

Gerek 12S rRNA PZR ile band vermeyen orneklerin kesin sus tayinin
yapilabilmesi amaciyla E. granulosus’un mitokondrial sitokrom oksidaz subunit 1

(mt-CO1) gen bolgesi PZR ile cogaltiimustir.

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karisimi, 12S rRNA-PZR ile aynmi

sekilde hazirlanmigtir. Calismada mt-CO1 genini ¢ogaltmak i¢in JB3 3'-
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TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-5" ve JB45 3'- TAAAGAAAGAACA
TAATGAAAATG-5" adl1 primerler kullanilmistir (293). PZR kosullari, 95 °C’de 5
dk 6n denatiirasyon asamasini takiben, 94°C’de 50 sn denatiirasyon, 45 °C’de 50 sn
hibridizasyon, 72 °C’de 50 sn sentez (35 siklus) olarak gerceklestirilmistir. Son
siklusu miiteakip 72 °C’de 10 dk ekstra sentez islemi yapilmistir. PZR firtinleri
%1.4°liik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulup ethidium bromide ile boyandiktan
sonra goriintiilenmistir. Pozitif kontrol olarak daha 6nce mt-COL1 geninin dizi
analizi yaptirilan ve laboratuvarimizda mevcut olan E.granulosus s.s. gDNA’s1,

negatif kontrol olarak steril distile su kullanilmustir.

4.2.4. AgB1 Genindeki Polimorfizmin Belirlenmesi

Sus tespiti amaciyla protoskoleks/germinal membranlardan elde edilen
gDNA’lardan her bir izolat icin AgB1 gen bolgesi ayr1 ayr1 PZR ile cogaltilmistir.

Bu iglemlerde kullanilan primer dizileri ise asagida verilmistir (361):

AgB1: Forward: 5'-CGTGATCCGTTGGGTCAG-3’

Reverse: 5'-GGCACCTCTATTCACCTTCA-3’

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karigimina,

e 5l 10X PZR buffer,

e 5pul25mM MgCl,

e Deosiniikleotidlerin her birinden 250 uM,
e 1.25U Tag DNA Polymerase enzimi,

e Primer ciftlerinin her birinden 20 pmol ve
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e 5 ul template DNA ilave edilmistir.

PZR amplifikasyonunda 95 °C’de 5 dk 6n denatiirasyon asamasini takiben,
95°C’de 45 sn denatiirasyon, 55 °C’de 45 sn hibridizasyon, 72 °C’de 90 sn sentez
(35 siklus) olarak gergeklestirilmistir. Son siklusu miiteakip 72 °C’de 10 dk ekstra

sentez islemi yapilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonun’da elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel
elektroforeze tabi tutulup ethidium bromide ile boyandiktan sonra UV’de

goriintliilenmistir.

4.2.6. DNA Dizi Analizi

Echinococcus granulosus s.s. spesifik primerler ile band vermeyen 6
ornegin mt-CO1 PZR iriinii ve AgB1 PZR iriinii 120 6rnegin sekans analizi
MACROGEN (Ankara, Tiirkiye) firmasina gonderilerek tek yonlic DNA dizi
analizi yaptirilmis, dizi analizi sonuglart BLAST analizi
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) yapilarak GenBank’taki referans dizi analizleri

ile karsilagtirilmistir.

4.2.7. Serolojik Analizler
4.2.7.1. Kismi Piirifiye Kist Sivis1 Antijeninin Hazirlanmasi

Kismi piirifiye kist sivisi antijeninin hazirlanmasi amaciyla, fertil koyun
karaciger hidatik Kist sivis1 kesimi takiben enjektorle alinip steril cam tiiplere

konularak laboratuvara ulastirilmistir. Hidatik kist sivist 5000 g’de 10 dakika
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santrifiij edilerek protoskoleks ve diger partikiillerin ¢okmesi saglanmistir. Hem
antijen 5 hem de antijen B’yi iceren 100 ml siipernatant elde edilmistir. Bu
siipernatant 1 gece +4°C’de 0.005 M acetat buffer (pH=5.0)’da diyalize edilmis,
daha sonra +4°C’de 15.000 g’de 30 dakika santrifiij yapilmistir. Siipernatant atilip
altta kalan pelet toplanip 10 ml 0.2 M fosfat buffer (pH=8.0)’da ¢6zdiirtilmiis ve bu
soliisyon 15 dakika su banyosunda tutulduktan sonra +4°C’de 20.000 g’de 1 saat
stireyle santriftij edilmistir. Elde edilen pelet atilmis ve AgB bakimindan zengin

slipernatant porsiyonlara ayrilip kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmigtir (339).

4.2.7.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Bu test, Simsek (339)’in bildirdigi sekilde yapilmistir. Antijen 0.05 M
Karbonat/Bikarbonat tamponu ile 1/20 oraninda sulandirthip ELISA pleytinin
(Linbro EIA mikrotitration plate 96 flat bottom Lot No: 805202) her bir
kuyucuguna 100 ul konularak bir gece +4°C’de bekletilmistir. Ertesi giin bir kez
%0.1°lik Tween-20 iceren PBS ile yikanarak bloklama islemine geg¢ilmistir.
Bloklama islemi i¢in 1X PBS ile sulandirilmis %5°lik yagsiz siit tozu kullanilmastir.
Bu karigimdan her kuyucuga 130 ul ilave edilerek 37 °C’de 2 saat bekletilmistir.
Ardindan 5 kez %0.1°lik Tween-20 igeren PBS ile yikanarak serumlar ilave
edilmistir. Serumlar 1/100 oraninda %0.02°lik Tween-20 igeren PBS soliisyonu ile
sulandirilarak her bir kuyucuga 100 pl ilave edilip 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Takiben ornekler 5 kez %0.1°’lik Tween-20 igeren PBS ile yikanarak konjugat
(koyun ornekleri igin anti-sheep 1gG, A-3415 Lot: 21K9181), (sigir 6rnekleri igin
anti-bovine 1gG, A-5295 Lot: 108K4831) eklenmistir. Konjugat ise 1/1000

oraninda %0.02 Tween-20 igeren PBS ile sulandirilip her bir kuyucuga 100 pl
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konulup 37 °C’de 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda ornekler 5 kez %0.1°1ik
Tween-20 iceren PBS ile yikandiktan sonra substrat ilave edilmistir. Substrat
soliisyonu 0.1M Citric asit, 0.2M Na;HPOa, %3’liikk H2O- ve 1 adet OPD tablet (10
mg o-phenylenediamine Sigma cat. No: P3804)’den olusturulmus ve her kuyucuga
100 pl konulup 15 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Renk olusumu
gozlendikten sonra her kuyucuga 50 pl 1IN siilfirik asit (durdurma solusyonu)
eklenen pleyt, ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okutulmustur.
Sonuglar absorbans degerleri olarak alinip, negatif kontrollerin absorbans
degerlerinin aritmetik ortalamasi +2 standart sapma (X+3SD) degerinin (esik
deger=cut-off) istii pozitif olarak kabul edilmistir. Negatif kontrol olarak yeni

dogmus kuzu ve buzagi serumu kullanilmastir.

4.2.7.3. SDS-PAGE (Sodium Dodecyle Sulphate Polyacrilamide Gel

Electrophoresis)

SDS-PAGE ve Western Blot sathalarinda Simsek (339)’in bildirdigi metod

takip edilmistir.
4.2.7.3.1. Tampon ve Soliisyonlar

%10 SDS

e 10 grSDS

e 100 ml dH20

%30 Acrylamide-Bisacrylamide

e 29 gr Acrylamide
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e 1 gr Bisacrylamide

e 75ml dH20

Bu karisim iyice karigtirildiktan sonra 100 ml’ye tamamlanilip kullanilincaya kadar

kahve renkli bir sisede +4°C’de saklanmistir.

9%00.1 Ammonium Persulphate (APS)

¢ 0.1 gr APS

e 1 ml dH20

Bu soliisyon 1.5 ml’lik bir ependorf tiip igerisinde her defasinda taze olarak

hazirlanmastir.

TEMED (N, N, N, N-tetramethylethylenediamine)

Acros organics Lot: A014728901

Tank Buffer (Tris-glisin buffer)

14.4 gr Glycine

3.03 gr Tris base

10 ml %10 SDS

985 gr dH20

Bu karisim pH 8.3’e ayarlanarak cam sisede +4°C’de muhafaza edilmistir.

1X SDS Sample Buffer

e 50 mM Tris-Cl (pH: 6.8)
e 100 mM Dithiothreitol

o %2 SDS
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e %0.1 Bromphenol blue

e %10 Glycerol

0.5 M Tris-Cl (pH: 6.8)

e 6.05gr Tris-ClI

e 50 mldH20

Bu karisim pH 6.8’e ayarlanip son hacim 100 ml’e tamamlayarak ayarlanmistir.

1.5 M Tris-Cl (pH: 8.8)

e 18.16 gr Tris-Cl

e 50 ml dH20

Bu karisimin son hacmi 100 ml’ye tamamlanip pH’s1 6.8’e ayarlanmistir.

Molekiiler Agirhk Markeri

Sigma immunochemicals Prestained Moleculer Weight Standard SDS-7B markeri

kullanilmastir.

Boyama Soliisyonu (Staining)

e 5ml %1 Coomassie mavisi
e 20 ml %95 Methanol
e 5 ml Glacial asetik asit

e 20 mldH20
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Acma Soliisyonu (Destaining)

e 30 ml Methanol
e 10 ml Glacial asetik asit

e 60 mldH20

4.2.7.3.2. Testin Uygulanisi
4.2.7.3.2.1. SDS-PAGE ile Proteinlerin Ayristirilmasi

Separasyon Jelinin Hazirlanmasi (%10)

e %30 Acrylamide-Bisacrylamide 5mil

e 1.5ml Tris-Cl (pH: 8.8) 3.75ml
e %10 SDS 0.3 ml
e %10 APS 0.15 mi
e dH2O 5.8 ml
e TEMED 7 ul

Separasyon jeli hazirlandiktan sonra cam plaklarin alttan 2/3’liik kismina
kadar pipet yardimi ile dokiilmiistiir. Ust kismin diizgiin bir halde jellesmesi igin 2

ml bitanol eklenip, oda 1sisinda jellesmeye birakilmigtir.

Stacking Jelinin Hazirlanmasi (%5)

e %30 Acrylamide-Bisacrylamide 835ul
e 0.5M Tris-Cl (pH: 6.8) 1.5ml
e %10 SDS 63 ul
e %10 APS 63 ul
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e dH20 3.75ml

e TEMED Sul

Stacking jel hazirlandiktan sonra polimerize olmus separasyon jelinin
tizerindeki biitanol dokiiliip birka¢ kez distile su ile yikandiktan sonra {izerine
stacking jel soliisyonu pipet yardimi ile dokiilip 12 kuyucuklu tarak jele

yerlestirildikten sonra oda 1sisinda jellesmeye birakilmastir.

4.2.7.3.2.2. Orneklerin Kuyucuklara Yiiklenmesi ve Jelin Elektroforezi

Her jelin ilk kuyucuguna 5 ul protein markeri konulmus, kalan 11
kuyucugun herbiri i¢in 20 ul kismi piirifiye AgB ve 5 ul sample buffer karisimi
hazirlanmistir. Bu karisim kuyucuklara yiiklenmeden 6nce 5 dk kaynama 1sisindaki
su i¢inde bekletilmistir. Tarak polimerize olmus jelden yavas ve diizgiin bir sekilde
cikarilarak tank buffer konulup her kuyucuga 25 pl 6rnek-yiikkleme buffer
karisimindan yiiklenmistir. 150 volt sabit akimda separasyon islemi baslatilmistir.
Antijenle birlikte karigimin icerisinde bulunan isaretleyici boya olan bromphenol
blue separasyon islemi ile jelin en alt kismina ulaginca akim kesilerek elektroforez

islemi tamamlanmistir.

4.2.7.3.2.3. Jelin Boyanmasi

Jelin boyanmasi islemi antijenin separe olup olmadigini kontrol etmek icin
yapilmistir. Cam levhalar arasindaki jel ¢ikarilarak boyama soliisyonunda bir gece

oda 1sisinda bekletilmistir. Boyanan jel, lizerindeki boya fazlaligini1 gidermek ve
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band profillerinin gériiniir hale getirmek amaciyla agma soliisyonunun igerisinde
calkalanmistir. Her seferinde agma soliisyonu degistirilerek band profillerinin daha

net goriintiisii elde edilene kadar tekrarlanmistir.

4.2.7.4. Western Blot
4.2.7.4.1. Tampon ve Stok Soliisyonlar

Transfer Buffer (Towbin Buffer)

e 2.9gr Glycine

e 5.8gr Tris-base
e 0.379grSDS

e 200 ml Methanol

e 800 ml Distile su

Bu karisim hazirlandiktan sonra pH 8.3’e ayarlanmustir.

10X PBS

8 gr NaCl

o 2grKCI

e 11.59gr Na;HPO4
o 2gr KH2PO4

e 800 ml Distile su

Bu karisimin son hacmi 1000 ml’ye ta mamlanip pH 7.4’e ayarlanmistir.
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Substrat Soliisyonu

e 0.01 gr DAB (Sigma ALDRICH, Cat No: D12384-5G)
e 20ml1X TBS

e 20 pl %3’lik H202

Bu karisim 15181 az gegiren koyu renkli bir sisede hazirlanip en son H20: ilave

edildikten sonra petri {izerinde bulunan membrana dokiilmiistiir.

4.2.7.4.2. Aynrisan Proteinlerin Nitrosellilloz Membrana Transferi (Blotting)

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra cam plaklar agilmadan 6nce jelin
boyutu hesaplanmis, bu ebatlara uygun bir sekilde 6 adet Whatman kagidi (3 mm
Whatman) ile birlikte bir adet Nitroselliloz membran (Sigma Nitroselliiloz
electrophoresis grade N-8392 0.45 um pore size) kesilmistir. Uygun ebatlarda
kesilen nitroselliilloz membran i¢i distile su dolu kaba alinmistir. Whatman kagitlari
ise transfer buffer ile islatilarak hazir hale getirilmistir. Bu islemler sonucunda

membran, jel ve whatman kagitlar1 asagidaki sira ile transfer {initesine alinmistir:

— Elektrod (Katod)

— Siinger

— Filtre kagid1 (3 adet)
— Jel

— Nitroselliiloz membran
— Fitre kagidi (3 adet)

— Siinger
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— Elektrod (Anod)

Bu siralama ile transfer iinitesine yerlestirilirken o6zellikle jel ile
nitroselliiloz membran arasina herhangi bir hava kabarcig1 olusumunu engellemek
i¢in roller yardimui ile hava kabarciklar1 uzaklastirilmistir. Tankin i¢ haznesi transfer
buffer ile doldurulduktan sonra jel-membran iinitesi tanka yerlestirilmistir. Ug saat
boyunca 70 volt 0.65 mA sabit akim uygulanarak jel iizerinde bulunan proteinler
membrana transfer edilip, blotlama islemi bittikten sonra jel-membran sistemi
tankdan ¢ikarilmistir. Transfer isleminin tam anlamiyla olup olmadigini, jelde
protein kalip kalmadigimi kontrol etmek i¢in jel, transfer sisteminden alinarak
boyama soliisyonunda bir gece oda 1sisinda tutulup ardindan agma soluiisyonuna
birka¢ defa tabi tutularak transfer olmayan proteinlerin varligi kontrol edilmistir.
Transferi takiben nitrosellilloz membrandaki marker, bistiiri yardimi ile kesilip

Whatman kagid1 arasina konularak karanlik ortamda saklanmustir.

Nitroselliiloz membran nonspesifik baglanmalar1 6nlemek amaciyla %5°lik
yagsiz siit tozuna birakilarak 37 °C’de 2 saat veya isleme aym giin devam
edilmedigi taktirde ise +4 °C’de 1 gece muhafaza edilerek bloklanmustir. Ertesi gilin
bloklanan membran bir kez %0.1°lik Tween 20 igeren PBS ile yikanip 1slak cam bir
levhanin iizerinde ©rnek sayisi kadar bir bistiiri yardimi ile (her seritte bir
kuyucuktaki antijen separasyonu olacak sekilde) striplere ayrilmistir. Seritler
halinde kesilen nitrosellilloz membranin herbiri strip tasiyiciya alinip iizerleri
numaralandirilmistir. Uzerlerine ilave edilecek serumlar da numaralandirilarak
%0.02 Tween-20 iceren PBS ile 1/50 oraninda sulandirilip 37 °C’de 1.5 saat
bekletilmistir. Stirenin sonunda %0.1°lik Tween 20 i¢eren PBS ile serit membranlar

5’er dakika siireyle dort kez yikanmistir. Yikama isleminin tamamlanmasi ile
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sekunder antikor (peroksidaz isaretli anti-sheep ve anti-bovine 19G) %0.02 Tween-
20 iceren PBS ile 1/1000 oraninda Sulandirilarak membranlarin bulundugu
tastyiciya aktarilarak 37 °C’de 1.5 saat bekletilmistir. Siirenin sonucunda %0.1°1lik
Tween 20 igeren PBS ile serit membranlar 5’er dakika siireyle dort kez yikanmustir.
Yikama isleminin tamamlanmasi ile membranlara substrat eklenip bandlar goriintir

hale gelince filtre kagitlarina alinarak degerlendirilmesi yapilmustir.
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5. BULGULAR

Bu c¢alisma siiresince 60’1 Elaz1g, 60’1 da Erzincan ilinden olmak iizere

toplamda 120 hidatik kist 6rnegi toplanmustir.

Kistlerin hayvan gruplarina ve lokalize oldugu organa gére dagilimlart
Tablo 9 ve Tablo 10°da gosterilmistir. Buna gore Elazig ilinden elde edilen sigir
hidatik kistlerinin 23’1 akciger, 5’1 karaciger, 1’er tanesi de kalp ve dalaktan elde
edilirken; koyun kistlerinin 25’1 akcigerden 5’1 de karacigerden elde edilmistir.
Erzincan ilinden ise sigir kistlerinin 25’1 akcigerden 5’1 karacigerden toplanirken,
koyun kistlerinin 22’si akciger 8’i de karacigerden elde edilmistir. Kist elde edilen

bazi organlar Sekil 2’de gosterilmistir.

Sekil 2: Mezbahaneden toplanan hidatik Kistli akciger (A) ve karaciger (B)’in

gorunumu
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Tablo 9: Elazig ilinden toplanan hidatik kist 6rneklerinin hayvan gruplarina ve

lokalize oldugu organa goére dagilimi.

Tiirler Lokalize oldugu organ Toplam kist sayis1
Akciger | Karaciger | Dalak | Kalp

Sigir 23 5 1 1 30

Koyun 25 5 - - 30

Tablo 10: Erzincan ilinden toplanan hidatik kist 6rneklerinin hayvan gruplarina ve

lokalize oldugu organa gore dagilimi.

Tiirler Lokalize oldugu organ Toplam kist sayis1
Akciger | Karaciger | Dalak | Kalp

Sigir 25 3 - - 30

Koyun 22 8 - - 30

5.1. 12S rRNA-PZR Bulgulari

Echinococcus granulosus’nun 12S rRNA gen bolgesinde spesifik primerler
kullanilarak yapilan PZR neticesinde 254 bp band veren 6rnekler E. granulosus
sensu stricto olarak belirlenmistir (Sekil 3). Bu ¢alismada bakis1 yapilan 120 hidatik
kist 6rneginin 114 (% 95)’1 E. granulosus sensu stricto olarak tanimlanmigtir. Band

vermeyen 6 6rnegin mt-CO1 gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir.
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Sekil 3: Echinococcus granulosus’un sigir ve koyun izolatlarinin 12S rRNA gen
bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas: sonucunda olusan band profillerinin gériinimii M:
DNA marker (100 bp), 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3: Koyun izolati, 4:

Sig1r izolati.

5.2. Mitokondrial CO1-PZR Bulgulan

12S rRNA gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda band vermeyen
6 izolatin hepsi s1g1r 6rneklerine ait olup, bunlarin kesin sus tayininin yapilabilmesi
amaciyla mt-CO1 gen bolgesi PZR ile gogaltildi ve biitiin 6rneklerde 446 bp’lik
band elde edildi (Sekil 4). Bu 6rneklerin kesin sus tayini i¢in DNA dizi analizi

yaptirildi.
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Sekil 4: Echinococcus granulosus’un sigir izolatlarinin mt-CO1 gen bdlgesinin
PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olugan bandlarin gériiniimii M: DNA marker (100

bp), 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3: Sigir izolat.

5.3. mt-CO1 Geninin Dizi Analizi, Alignment ve Filogenetik Analiz Bulgulari

Toplamda 6 adet s1g1r izolatina ait mt-CO1 gen bolgesi PZR iiriinlerinin tek
yonlii. DNA dizi analizi yaptirilmigtir. Elde edilen sekans verileri BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  yapilip GenBank’taki kayith sekanslar
(KU756223 ve GQ502217) ile karsilastirilmistir. CLC Main Workbench 8

programi (406) ile yapilan alignment Sekil 5’de gosterilmistir.

Sekil 5’deki alignment tablosuna gore; sadece H3 ve H6 numarali izolatlarin
24. niikleotidinde bir farklilik meydana gelmistir. Referans sekanslar ile birlikte
diger 4 izolatin 24. niikleotidi ‘C’ iken H3 ve H6 numarali izolatlarin 24. niikleotidi
“T> dir. Buna ragmen biitiin izolatlar E. granulosus sensu stricto olarak

isimlendirilmistir.
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Sekil 5: mt-CO1 gen bolgesinin sekanslarina ait alignment sonuglart. H1, H2, H3,
H5, H6, H8: Sigir izolatlarina ait sekanslar, KU756223-GQ502217: Referans

sekanslar.
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Yine CLC Main Workbench 8 program1 yardimiyla Neighbor-Joining metodu (407)
kullanilarak bootstrap testi (100 tekrar) ile filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil

6).
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Sekil 6: Sigir izolatlarina ait mt-CO1 gen sekanslari ile referans sekanslar

kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ goriiniimii.
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5.4. AgB1 Gen Bolgesi PZR Bulgular

Calismada elde edilen gDNA’larin herbirinden AgB1 gen bélgesi ayr1 ayri
PZR ile ¢ogaltilmistir. Neticede 120 izolatin hepsinde AgB1 gen bolgesi basarili bir

sekilde ¢ogaltilmis ve 102 bp biiyiikliiglinde band elde edilmistir (Sekil 7).

1500 —

1000 vt

Sekil 7: Echinococcus granulosus’un sigir ve koyun izolatlarinin AgB1 gen
bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olusan bandlarin goriinimii M: DNA
marker (100 bp), 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3: Koyun izolati, 4: Sigir

izolat1

5.6. AgB1 Gen Bolgesi Alignment ve Filogenetik Analiz Bulgular:

AgB1 gen bolgesine ait 120 PZR iriinlerinin tek yonlit DNA dizi analizi
yaptirilmistir.  Elde  edilen  sekans  verileri  BLAST  search ile

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) GenBank’taki kayitli sekanslar (JNO50886 ve

AY773092) kullanilarak alignment yapilmigtir. CLC Main Workbench 8 (362)

programi ile yapilan alignment Sekil 8’de gosterilmistir. Buna gore oncelikle

polimorfik olmayan 107 &rnegin 54. niikleotidlerinde bir delesyonun mevcut
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oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte; H1, H6 ve H34 numarali 6rneklerin 23.
niikleotidlerinde, H34’tin ayrica 20. niikleotidinde, H3, H5, H8 ve H58 nolu
orneklerin 21. ve 22. niikleotidlerinde ve E9 ve E56 nolu Orneklerin 7.
niikleotidlerinde ayrica birer delesyon belirlenmistir. Polimorfik Orneklerdeki

niikleotid degisimleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11: AgB1l geninde polimorfizm tespit edilen 13 ornekteki niikleotid
degisimlerinin goriiniimii

Ornek numarasi Niikleotid Degisim

H1 53 G—-C
54 Delesyon—C
56 G—-T

H2 23 A—T
54 Delesyon—A
55 A—-G
56 G—C
57 G—C

H3 20 A—-G
54 Delesyon—A
55 A—-C
56 G—C

H5 20 A—-G
41 G—C
54 Delesyon—A
55 A—-G
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H6

H8

H18

H34

H38

56

57

53

54

55

56

20

53

54

55

56

54

55

56

57

53

54

55

56

53

54

55
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G—C
G—-C
G—C
Delesyon—A
A—-T
G—-T
C—-G
A—-G
G—-C
Delesyon—A
A—-T
G—-T
Delesyon—A
A—-G
G—C
G—-C
G—C
Delesyon—A
A—-T
G—-T
G—-C
Delesyon—A

A—-G



H50

H56

H57

H58

56

59

60

23

54

55

56

54

55

56

54

55

56

20

54

55

56

57

G—-T
T—A
T—A
A—-T
Delesyon—A
A—-G
G—-C
Delesyon—A
A—-C
G—C
Delesyon—A
A—-C
G—C
A—-G
Delesyon—A
A—-G
G—C

G—C

Neighbor-Joining (363) metodu kullanilarak bootstrap testi (100 tekrar) ile

filogenetik agag olusturulmus ve Sekil 9’da gosterilmistir.

GenBank’a submit edilmis ve accession numaralar1 Tablo 12’de gosterilmistir.

Yukarida belirtilen 14 AgBl1 ve 6 mt-CO1 oOrneklerine ait sekanslar
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Sekil 8: AgB1 gen bolgesinin sekanslarina ait alignment sonuglari
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Sekil 9: Echinococcus granulosus’un sigir ve koyun izolatlarina ait AgB1 gen
sekanslar1 ile referans sekanslarin (JN050886 ve AY773092) olusturdugu

filogenetik aga¢ goriinlimii
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Tablo 12: Submit edilen sekanslara ait accession numaralari

Ornek No Gen Bélgesi Accession numarasi
H1l mt-CO1 MH355547
H2 mt-CO1 MH355548
H3 mt-CO1 MH355549
H5 mt-CO1 MH355550
H6 mt-CO1 MH355551
H8 mt-CO1 MH355552
H1l AgBl1 MH355553
H6 AgBl1 MH355554
H8 AgB1 MH355555
H31 AgBl1 MH355556
H34 AgBl1 MH355557
H38 AgBl1 MH355558
H57 AgB1 MH355559
H50 AgB1 MH355560
H56 AgB1 MH355561
H3 AgB1 MH355562
H2 AgB1 MH355563
H5 AgBl1 MH355564
H18 AgBl1 MH355565
H58 AgBl1 MH355566

5.7. ELISA Bulgulari

Bu ¢alismada ELISA testinde cut-off degeri su seklide hesaplanmustir:

- 3 adet negatif kontrol 6rneginin ortalamasi alinip bu degere (X) denildi.

- 3 adet negatif kontroliin SD (Standart sapma) degeri hesaplandi.
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*SD degeri ise s0yle hesaplandi:

- 3 adet negatif kontrol 6rneginin aritmetik ortalamasi alindi,

- Her bir negatif kontrol degerinin, negatif kontrol 6rneklerinin aritmetik

ortalamasindan farki bulundu (Negatif kontrol - aritmetik ortalama),

- Bulunan farklarin karesi alindi,

- Bu kareler toplandi,

- Toplam ikiye boliiniip sonug SD degeri olarak alindi,

- (X+ 3SD)= cut-off degeri olarak ifade edildi ve bu degerin iistii pozitif olarak

degerlendirildi.

Degerlendirme islemi sonucunda bu g¢alismadaki koyun serumlari ile
yapilan ELISA’da cut-off degeri ‘0.517° olarak hesaplanmistir. Cut-off degerinin
tizerindeki sonuglar pozitif, altindaki degerler ise negatif olarak degerlendirilmistir.

Buna gore, 60 hidatik kistli 6rnegin 45’1 (%75) pozitif sonug vermistir.

Sigir 6rneklerinin cut-off degeri ise ‘3.0227’ olarak hesaplanmistir. Cut-off
degerinin lizerindeki sonuglar pozitif, altindaki degerler ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuglara goére 60 hidatik kistli sigir serumunun 40

(9%66.6)’1 pozitif bulunmustur.

5.8. SDS-PAGE ve Western Blot Bulgular:

Koyun hidatik kist stvisindan hazirlanan AgB’den zengin kismi piirifiye Kist
stvist antijeninin band profilleri SDS-PAGE ile ayristirilmis ve 29, 63 ve 68

kDa’luk ii¢ band Sekil 10°de gosterilmistir.

88



Western-blot neticesinde ise 120 hidatik kistli serumun 12 (%10)’sinde
hi¢cbir band gozlenmemis geri kalan 6rneklerde ise farkli sayilarda band profilleri
elde edilmistir (Tablo 13, Tablo 14).

Elazig ili mezbahanelerinden toplanan 60 serum 6rneginin 5’inde 4 farkli
band profili, 16’sinda 3 farkli band profili, 20 serum 6rneginde 2 farkli band profili,
12 serumda ise tek band profili bulunmus, 7 serumda ise hi¢bir band profiline
rastlanilmamistir. Erzincan ili mezbahanelerinden toplanan 60 serum Ornegi
icerisinde ise 1 serum 6rneginde 4 farkli band profili, 11 serum 6rneginde 3 farkli
band profili, 28 serum o6rneginde 2 farkli band profili, 15 serumda ise tek band
profili tespit edilmis olup 5 serumda ise hi¢cbir band elde edilememistir.

Calismada bakis1 yapilan biitiin 6rneklerde, en fazla 6rnekte tespit edilen
band profilinin 68 kDa oldugu goriilmiis ve bunun diagnostik band olarak kabul
edilmesine karar verilmistir (Sekil 11).

Calismada bakisi yapilan 60 sigir 6rneginin 51 (%85)’1, 60 koyun 6rneginin

ise 38 (%63.3)’1 WB ile pozitif bulunmustur.

M 1
245
180

135
100

75 %
<—— 68 kDa

63 . <«— 63 kDa

48

35 .
<4— 29 kDa
25 —

20

11 —

Sekil 10: SDS-PAGE jel separasyonu sonucu olusan band profilleri M: Marker, 1:

Kismi piirifiye hidatik kist s1vis1 antijeni.
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5 6 7
180 kDa i
135 kDa of 4—116kDa
100kDa i ’
75 kDa |
ok «— 68kDa
48 kDa ,
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g 29 kDa
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o
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i R &

Sekil 11: Sigir ve koyun 6rneklerinin Western blot analizi sonucunda elde edilen

spesifik band profillerinin goriiniimii (1-4: Sigir izolatlari, 5-7: Koyun izolatlar1)

Bu ¢alisma ile DNA dizi analizi kullanilarak AgB1 geninde polimorfizm
tespit edilen 13 hidatik kistli 6rnegin 9 (%69.2)’u ELISA ile 6 (%46.1)’s1 da WB
ile pozitif bulunmustur. Ote yandan AgB1 geninde herhangi bir polimorfizm
saptanmayan 107 6rnegin 80 (%74,7)’i ELISA ile 75 (%70,9)’i de WB ile pozitif
bulunmustur.

Calismada gerek PZR gerekse serolojik olarak bakisi yapilan biitiin
orneklerin islenmesi neticesinde elde edilen bulgularin tamami Tablo 13 (Elazig

ornekleri) ve Tablo 14 (Erzincan 6rnekleri)’de gosterilmistir.
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Tablo 13: Calismada Elazig’dan toplanan 60 6rnege ait PZR, DNA Dizi Analizi,
ELISA ve WB bulgulart.

Ornek No Konak 12S mt- AgBl- Dizi ELISA WB (kDa)
(Elazig) rRNA- CO1- PZR Analizi-

PZR PZR Polimorfizm
H1 Sigir - +++ +++ + + 29,63,116
H2 Sigir - +++ +++ + + 29,63,116
H3 Sigir - +++ +++ + + 63,116
H4 Sigir +++ + - - 68, 116
H5 Sigir - +++ +++ + - 68, 116
H6 Sigir - +++ +++ + + 68, 116
H7 Sigir +++ + - + 63,68,116
H8 Sigir - +++ +++ + + 68, 116
H9 Sigir +++ +++ - + 68
H10 Sigir +++ +++ - + 68, 116
H11 Koyun  +++ + - + 63
H12 Sigir +++ +++ - + 29,63,116
H13 Sigir +++ +++ - - 68,116
H14 Sigir +++ +++ - - 68
H15 Sigir +++ +++ - - 29,68,116
H16 Koyun  +++ + - + -
H17 Sigir +++ + - + 68
H18 Sigir +++ ++ + + 29,63,116
H19 Sigir +++ ++ - + 29,68,116
H20 Koyun  +++ ++ - + 68,116
H21 Sigir +++ ++ - + 29,63,68,116
H22 Sigir +++ +++ - - 29,63,68,116
H23 Koyun  +++ + - - 29,68,116
H24 Sigir +++ +++ - + 68
H25 Koyun + + - - -
H26 Sigir +++ + - - 63,68
H27 Si8ir +++ +++ - - 63,116
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H28

H29

H30

H31

H32

H33

H34

H35

H36

H37

H38

H39

H40

H41

H42

H43

H44

H45

H46

H47

H48

H49

H50

H51

H52

H53

H54

H55

H56

H57

H58

Sigir

Sigir

Sigir

Sigir

Koyun
Sigir

Sigir

Koyun
Sigir

Koyun
Sigir

Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun

Koyun

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++
+++
++
++
++
++
++
++
++
++
++

++

++
++
++
++
++

++
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29,63,68
63,68
29,63,68
68
29,63,68
68
68,116
68,116
29,63,68
68,116
68,116
63,68,116
63,116

29,68,116

29,68,116

63

68

68
29,63,68,116
63

68

29,68
29,63,68,116
29,63,68,116

29,63

63,68,116

29,116



H59 Koyun  +++ ++ - + 29,116

H60 Koyun  +++ ++ - + -

Tablo 14: Calismada Erzincan’dan toplanan 60 6rnege ait PZR, DNA Dizi Analizi,
ELISA ve WB bulgulari.

Ornek No Konak 12S mt- AgBl- Dizi ELISA WB (kDa)
(Erzincan) rRNA- COl1- PZR  Analizi-

PZR PZR Polimorfizm
El Sigir +++ ++ - + 68
E2 Sigir +++ ++ - + 68,116
E3 Sigir +++ ++ - + 68,116
E4 Sigir +++ ++ - + 68,116
E5 Sigir +++ ++ - + 68,116
E6 Sigir ++ ++ - + 68
E7 Sigir + + - + 29,68
E8 Sigir +++ ++ - + 68,116
E9 Koyun  +++ ++ - + 68,116
E10 Koyun + ++ - + 68
E11 Koyun  +++ ++ - + 68,116
E12 Koyun  +++ +++ - + 29,63,116
E13 Koyun  +++ ++ - + 63,116
E14 Koyun  +++ +++ - + -
E15 Sigir +++ +++ - + 68,116
E16 Sigir +++ ++ - + 68,116
E17 Sigir +++ ++ - + 29,68,116
E18 Sigir +++ ++ - + 29,68,116
E19 Sigir +++ + - + 68
E20 Sigir +++ ++ - + 68
E21 Sigir +++ +++ - - 29,63,116
E22 Sigir +++ +++ - - 29,68,116
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E23

E24

E25

E26

E27

E28

E29

E30

E31

E32

E33

E34

E35

E36

E37

E38

E39

E40

E41
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E43

E44

E45

E46

E47

E48

E49

ES0

E51

E52

E53

Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Sigir
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun

Koyun

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++
+++
+++
+++
+++

+++

+++
++

+++
+++
+4++
+++
+++
+++
+++
+++

+++

+++
+++

+++

+++

94

68
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29,63,116
68
29,63,68,116
68
29,63,68
29,68
29,68,116
68

63,68
68,116

68,116

68

68

63,68
63,116

68,116

68,116
68

68
63,68
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6. TARTISMA

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus’un neden oldugu
diinyadaki en 6nemli zoonozlardan birisi olup, 6zellikle kirsal bolgelerdeki insan
ve hayvanlarda sik¢a rastlanmakta ve bu bolgelerde onemli halk saglig1 sorunlarina

neden olmaktadir (1).

Echinococcus cinsinin siniflandirmasi uzun zamandan beri hem eriskin hem
de larval safhalarin morfolojik tanisal karakterlerinin yetersizliginden dolayi
tartismaya agiktir. Bu anlamda 6zellikle molekiiler alandaki ¢alismalar giin gectikge
hizin1 artirarak devam etmekte olup, yeni tiir ve suslar bulundukga farkl fikirler
degerlendirilmektedir. Giintimiizde, E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthrus
ve E. vogeli olmak {izere kabul goren dort tiir bulunmakta; E. shiquicus, E.
granulosus sensu stricto (G1-3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. canadensis
(G6/7), E. canadensis (G8/10) ve E. felidis’in de yeni simiflandirmada yer aldigi

goriilmektedir (287-289).

Echinococcus granulosus igerisindeki sus/tiirlerin  tanimlanmasi  ve
gruplandirilmasinda en ¢ok PZR tabanli yontemler kullanilmaktadir. PZR, RFLP,
PZR-RFLP, RAPD-PZR, SSCP ve DNA dizi analizi gerek parazitlerin genom
arastirmalarinda, gerekse taniya yonelik molekiiler ¢alismalarda kullanilan temel
tekniklerdir. Tek bir niikleik asidi bile gosterebilecek kadar giiglii bir ¢ogaltma
teknigi olan PZR bugiin en yaygin kullanilan yontemlerden birisidir. DNA dizi
analizleri yada sekanslama ise herhangi bir DNA par¢asinda bulunan A,G,T,C
niikleotid siralarmin belirlenmesi olarak tanimlanabilmektedir. Bu ¢alismada gerek
hidatik kist orneklerinin tiir/sus tayini gerekse AgB1l genindeki polimorfizmin

belirlenmesi amaciyla PZR ve DNA dizi analizi metodlart kullanilmistir (275).
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Echinococcus granulosus’un degisik izolatlar1 igerisindeki genetik
farkliliklar hastaligin yaygin oldugu bolgelerde etkenin patojenitesi, bulagsma sekli,
hastaligin teshis ve tedavi teknikleri, as1 ve ilag gelistirme ¢alismalar1 ve dolayisiyla
hastalikla miicadele ve eradikasyon ¢alismalari iizerinde etkilidir. Bu ¢alismanin
amaglarindan biri de E. granulosus’un farkli izolatlar1 igerisindeki genetik
polimorfizmin belirlenerek suslarin tespit edilmesi olmustur. Tiirkiye’de
E.granulosus’un genotiplerini belirlemeye yonelik yapilan galismalarda; 2008
yilinda yapilan kapsamli bir ¢alismada Elazig, Erzurum, Malatya ve Diyarbakir
illerinden elde edilen 179 koyun, 19 sig1r, 7 kegi, 1 deve ve 1 insan izolatinin hepsi
yaygin koyun susu (G1) olarak genotiplendirilmistir (305). Bir yaban koyununda
(Ovis gmelinii anatolica) 2009 yilinda Tirkiye’de ilk kez yaygin koyun susu (G1)
oldugu saptanmistir (306). Tiirkiye’nin farkli illerinden elde edilen 100 koyun ve
12 s1g1r izolatinin mt-CO1 gen bolgesi DNA dizi analiziyle incelenmis ve 98 koyun
ile 9 sigir izolat1 G1, 2 koyun ve 3 sigir izolat1 da G3 susu olarak belirlenmistir
(308). Erzurum ilinden 2010 yilinda elde edilen 220 sigira ait hidatik Kist
materyalinde yapilan bir calismada 12S rRNA gen bolgesi analizine gore 147
ornegin G1-G3 complex (E. granulosus sensu stricto) oldugu, bunlarin 28’inin
DNA dizi analiziyle G1 susu oldugu teyid edilmistir. Kalan 73 6rnegin 7’sinde ise
DNA dizi analiziyle G3 susu belirlenmistir (251). Kirikkale ilinde 24 koyunda
hidatik kist 6rneginin hepsi G1 susu olarak belirlenmistir (314). Trakya bolgesinde
42 insan, 13 sigir ve 3 koyun izolatinda yapilan ¢alismada PZR-RFLP ve PZR-
SSCP metodlar1 ile ITS-1 ve NAD1 gen bdlgeleri kullanilarak sekans analizi
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda koyun ve sigir izolatlarinin tamaminda

yaygin koyun susu (G1), insan izolatlarinda ise G1 ve G7 suslar1 belirlenmistir
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(317). Manisa ilindeki sigirlarda yapilan baska bir ¢alismada ise 2010-2012 yillart
arasinda toplanan 18 sigir izolatinin hepsinin E. granulosus sensu stricto (G1-G3)
oldugu belirlenmistir (319).

Bu ¢alismada, oncelikle 12S rRNA gen bolgesi spesifik primerler ile
cogaltilmis, 120 izolatin 114 (%95)’linde pozitif yanit alinmis ve bu 6rnekler E.
granulosus sensu stricto olarak adlandirilmistir. Geri kalan 6 izolatin ise mt-CO1
gen bolgesi ¢ogaltilmis ve dizi analizi neticesinde E. granulosus sensu stricto
oldugu belirlenmistir. GenBank’daki referans sekanslar ile yapilan alignment
degerlendirilmesinde, bu 6 izolatin 4’tinde E. granulosus sensu stricto ile %100
benzerlik bulunmus, sadece iki izolatin (H3 ve H6) 24. niikleotitinde bir niikleotid
degisimine rastlanmis ancak bunlar da E. granulosus sensu stricto olarak
tanimlanmustir.  Ulke genelinde yapilan ¢alismalarda incelenen orneklerin
%98’inden fazlasinin E. granulosus sensu stricto oldugu diisiiniildiigiinde bu
calismada elde edilen bulgular onceki calismalar ile benzer bulunmustur. Bu
calismada elde edilen orneklerde farkli suslar tespit edilemedigi icin sus farklilig
ile AgB1 gen polimorfizmi arasindaki iliski de belirlenememistir.

Echinoccocus tiirlerini tanimlamak i¢in yapilan ¢alismalarda mitokondriyal
DNA’nin haploid o6zellik gostermesi nedeniyle daha agik bir sekilde
tanimlanabilmesi, evrim hizinin niikleer DNA’ya gore 10-20 kat daha fazla olmasi,
homoplazmik olusu, rekombinasyon gostermemesi gibi avantajlart nedeniyle mt-
COl1 gen bolgesinin tercih edildigi gorilmektedir (33, 293, 364). Bu nedenle
mevcut ¢alismada da kesin tiir tayini ve filogenetik analiz i¢in DNA dizi analizinde

mt-CO1 gen bolgesi tercih edilmistir.
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Kistik ekinokokkozisin tanis1 goriintiileme teknikleri ve immunolojik testler
ile yapilmaktadir. Serolojik tanida cogunlukla serumda antikor ve daha az olarak da
dolasimdaki antijenlerin tespitine dayanmaktadir. immunodiagnoz, primer tani igin
gerekli olup cerrahi miidahale ve ilag tedavisinin izlenmesinde de énemli bir role
sahiptir (365, 366). Serolojik tan1 i¢in hidatik kist s1vis1 esas antijen kaynagi olarak
kullanilmistir (358). Fakat ham kist s1vis1 antijeni, diger helmint parazit antijenleri
ile sebep oldugu ¢apraz reaksiyonlar yiiziinden giivenilir sonuglar vermemektedir
(347). Bu sinirlama nedeniyle serodiagnoz sonuglarinin daha giivenilir hale gelmesi
i¢in ya rekombinant ya da piirifiye antijenlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(367).

Antijen B (AgB), E. granulosus’un larval dénemlerinde hem kistin germinal
membranindan hem de protoskolekslerden salgilanan 6nemli bir antijendir (341).
Lipoprotein yapida, 8 kDa’luk monomerlerden ibaret olup, yiiksek derecede
polimorfizm gostermektedir. Son yapilan molekiiler ¢alismalar, AgB’nin bir
multigen ailesi tarafindan kodlandigim1 ve en az 5 gen lokusunun oldugunu
gostermektedir (342). Bunlar, AgBl, AgB2, AgB3, AgB4 ve AgB5 olarak
isimlendirilmektedir (343-347). Bu gen ailesi iki fakli gruba ayrilmaktadir.
Bunlardan birincisi AgB1-AgB3-AgB5 digeri ise AgB2-AgB4’tiir. Parazit
biyolojisinde AgB’nin rolii halen tam olarak bilinmemektedir. Fakat genel olarak
AgB’nin konak-parazit iliskisinde anahtar bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu
varsayima gore, AgB konak proteazlar iizerinde inhibitor bir etkiye sahip olup
immunomodiilator bir kapasiteye ve lipid baglama 6zelliklerine de sahiptir (343,

348, 366, 368, 369).
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Parazit enfeksiyonuna kars1 konak yanit1 proteaz iiretimi ile baslamakta ve
Kist duvari ve s1visinda metalloproteaz 9 ve Cathepsin-K gibi proteolitik aktivitelere
yol agmaktadir. Ancak konak proteazlarinin AgB tarafindan inhibisyonu, parazitin
hayatta kalma stratejisine katki saglamaktadir (370, 371). AgB’nin 12 kDa’luk alt
initelerinin, bir proteaz inhibitorii oldugu, notrofil gelisimini inhibe edebildigi ve
bu ylizden parazitin konagin erken dogal bagisikligindan kurtulmasinda kritik bir

rol oynadigi da bildirilmektedir (343).

Echinococcus’larin, antijen kodlayan genlerinde sayisiz sinonim olmayan
niikleotid degisimleri bulunmustur. Bunun konak immun yaniti tarafindan
olusturulan giiclii bir dogal seleksiyonun sonucu oldugu muhtemeldir. AgB
kodlayan genler, dogal seleksiyon baskisi altinda olup seleksiyonun nasil aktivite
gosterdigi hala belirsizdir. Bu degisikliklerin adaptif molekiiler evrimlesmeye
neden oldugu bunun neticesinde mutasyonlarin sekillendigi gosterilmistir (346).
Sigirlarin yasam stirelerinin koyunlardan daha uzun olmasi nedeniyle sigir hidatik
kistleri konak reaksiyonuna daha uzun siire maruz kalabilmektedirler. Bu ¢alismada
AgB1 geninde polimorfizm belirlenen 13 izolatin 9’unun sigirlara ait olmasi

sebebiyle sigirlarda bu tiir bir polimorfizmin daha ¢ok sekillendigi diistintilmiistiir.

Farkli cografik bolgelerden elde edilen E. granulosus izolatlarinda AgB1
niikleotid sekans farkliliklar1 arastirilmis ve aminoasit sekanslarinda farkliliklar
belirlenmistir. Bu durumun da farkli populasyonlarda parazitin morfolojik,
biyokimyasal ve genetik 6zellikleri ile ara ve sonkonak kullaniminda degisikliklere
yol actigr vurgulanmistir (358). AgB’deki genetik varyasyon nedeniyle farkli
konaklarda degisik seviyelerde sekillenen immun yanitin AgB’nin farkli KE

hastalarinda degisik immunojenik yanitlar olusturmasina neden oldugu ileri
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strilmustiir (359). AgB’yi kodlayan gendeki varyasyonun analiz edilmesinin
AgB’nin fonksiyonel 6nemi ile suslarin genetik cesitliligi arasindaki korelasyonun

anlasilmasina yardimci olacagi belirtilmistir (354).

Hindistan’da sigir, manda, koyun ve kecilerden elde edilen 110 kist
materyalinde AgB1 polimorfizmine PZR-SSCP analiziyle bakilmis ve 14 farkli
band profili belirlenmistir. Bu polimorfizm DNA sekans analiziyle de teyid edilmis
ve AgBIl’in pozitif seleksiyon baskisi altinda oldugu belirtilmistir. Baska bir
calismada ise fertil, steril ve kalsifiye manda kistlerinden elde edilen izolatlarda
AgB1-5 gen ekspresyonu arastirilmistir. Buna gore kalsifiye olmaya baslamig
kistlerde en fazla AgB1’in, fertil kistlerde AgB2 ve AgB4’iin eksprese oldugu,
AgB3 en az kalsifiye kistlerde ve AgB5 ise eriskin donemden eksprese edildigi

bildirilmistir (342).

Misir’da insan, deve, domuz ve koyun izolatlarindaki AgB2 gen
polmorfizmi Alul ve EcoRI restriksiyon enzimleri kullanilarak PZR-RFLP
teknigiyle arastirtlmistir. Arastiricilar (356), bakisini yaptiklart biitiin 6rneklerde
Alul enzimiyle benzer band profilleri elde ettiklerini, segilen bazi 6rneklerin DNA
sekans analizi neticesinde insan izolatlarinin koyun izolatlarina %100, deve
izolatlarina %99 ve domuz izolatlarina ise %96 benzerlik gosterdigini ortaya
koymuslardir. PZR ve RT-PZR’yi takiben klonlama ve sekans analiziyle yliksek

derecede AgB2 sekans polimorfizmi belirlenmistir.

Baska bir calismada ise AgB2’yi kodlayan genin suslar arasindaki
varyasyonunu belirlemek amaciyla PZR-SSCP analizi uygulanmis ve suslar arasi

varyasyon belirlenmistir (390). AgB2 ile iliskili genin G1/G2 susu ile G6/G7
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suslarinin ayri ikiser grup oldugu ve G5’in de bunlardan farkli oldugu belirlenmistir

(357).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise 43 sigir, 25 koyun ve 31 insan
izolatinda AgB1 gen polimorfizmine PZR-SSCP analiziyle bakilmistir. Oncelikle
tiim orneklerin 12S rRNA-PCR analizi gergeklestirilmis ve tiim izolatlarin E.
granulosus sensu stricto oldugu belirlenmistir. 16 insan, 35 si1gir ve 25 koyun izolati
olmak tizere toplamda 74 izolatin PZR-SSCP analizi gergeklestirilmistir. SSCP
sonuglarina gore sigir ve insan izolatlarinin her birinde farkli band profilleri

olugsmus, DNA sekans analizleri ile bu izolatlardaki polimorfizm teyid edilmistir

(360).

fran’in giineyinde 2018 yilinda yapilan bir calismada, E. granulosus’un ara
konaklar1 arasindaki rekombinant AgB8/1 gen bolgesi ¢cogaltilarak genetik ¢esitlilik
degerlendirilmistir. On koyun, 9 sigir ve 9 insan izolati olmak tizere toplamda 28
kist izolat1 toplanip PZR ve DNA sekans analizi gerceklestirilmis ve polimorfizme
bakilmistir. GenBank’daki referans sekanslar g6z oniine alinarak degerlendirme
yapildiginda E. granulosus AgB8/1’in sigir, koyun ve insan izolatlarinin arasinda

yakin bir benzerlik bulundugu ortaya konulmustur (372).

Iran’da yapilan baska bir calismada ise, E. granulosus’un insan, koyun,
sigir, deve ve ke¢i izolatlarinda AgB2’nin genetik varyasyonu arastirilmistir.
Arakonaklarin herbirinden 10 olmak iizere toplamda 50 izolatin Alul enzimi
kullanilarak PZR-RFLP ve akabinde DNA sekans analizleri yapilarak izolatlarin
AgB2’deki gen polimorfizmine bakilmistir. Neticede AgB2 geni koyun ve insan

izolatlarinda yiiksek derecede genetik benzerlik gosterirken, sekans analiziyle iran
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izolatlar1 arasinda yliksek derecede AgB2 sekans polimorfizmi belirlenmistir. Bu
farkliliklarin, AgB’nin kullanildigi herhangi bir teshis Kitinin performansini

etkileyebilecegi ileri siirtilmiistiir (373).

Bu ¢alismada ise, E. granulosus’un 60 sigir ve 60 koyun izolatindaki AgB1
gen polimorfizminin belirlenmesinde DNA dizi analizi kullanilmis ve 13 6rnekte
(%10.8) farkli oranlarda polimorfizm gozlenmistir. Genel polimorfizm yiizdesinin
diisiik olmasinin sebebinin dizi analzi yapilan bolgenin 102 bp gibi nispeten kisa
bir gen bolgesinin kullanilmasinin olabilecegi diisiiniilmiis, AgB ve subunitlerine
ait daha uzun gen boélgelerinin analiz edilmesiyle daha yiiksek oranda

polimorfizmlerin belirlenebilecegi kanaatine varilmistir.

Bu c¢alismada dizi analizi ile 13 polimorfik Ornekte farkli oranlarda
niikleotid degisimleri saptanmistir. Bu izolatlarin 9’unun sigir, 4 tiniin de koyunlara
ait oldugu gorilmiistiir. AgB1 gen polimorfizminin si8ir izolatlarinda koyunlara
gore daha fazla goriilmesinin sebebi hidatik kistlerin sigirlardaki yasam siiresinin

daha uzun olmasiyla iligkili olabilir.

Echinococcus granulosus suslarinin farkli arakonaklara adapte olmasi
nedeniyle, antijen kodlayan genlerinde de farklilik olabilecegi beklenmektedir.
AgB1 ile iligkili sekanslarin farkli konak ve cografik orjinlerden elde edilen
orneklerde polimorfizm gosterdigi bildirilmistir (358). Buna ek olarak AgB1 kismi
sekanslarinin E. granulosus’un 4 farkli susu arasinda genetik ¢esitlilik gosterdigi
rapor edilmistir (353). AgB1 ve AgB3’iin 5 farkli E. granulosus suslar1 arasindaki
polimorfizmi arastirilmig, AgB1 sekanslarinda 19 polimorfik bolge, AgB3

sekanslarinda ise 42 polimorfik bolge tespit edilmistir (374). Biitin AgB genlerinin,
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G1 ve G7 suglarinin genomlarinda mevcut oldugu ancak AgB5’in G5, G6 ve G7°de
tespit edilemedigi bildirilmistir (374). Bu ¢alismada da, E. granulosus sensu stricto
olarak tespit edilen 120 6rnegin 13’iinde sekans analiziyle genetik farklilik tespit
edilmistir. AgB1 genindeki bu genetik varyasyonun konak yaniti tarafindan
olusturulabilecegi diisiiniilmiistiir. Yine AgB1 genindeki pozitif seleksiyon
baskisinin bu niikleotid degisikliklerine sebep olabilecegi bildirilmektedir. AgB1-
AgB3-AgB4’iin pozitif seleksiyon baskisi altinda oldugu zaten gosterilmistir.
Nitekim bu genlerin kodladig1 antijenlerin, antikorlarin ve T hiicre reseptorlerinin
muhtemel hedef bolgeleri olmalart nedeniyle antijenik degisimlerin olabilecegi de

rapor edilmistir (346).

Mamuti ve ark. (359), AgB’deki genetik ¢esitlilik nedeniyle konak immun
yanitinin farkli seviyelerde cevap olusturdugunu, bunun da farkli KE hastalarinda
farkli immunolojiye yol agtigin1 bildirmislerdir. Buna ek olarak, AgB kodlayan
genlerdeki varyasyon analizinin AgB’nin fonksiyonel ve pratik 6nemi ile suslarin
genetik farklilig1 arasindaki korrelasyon ile iligkilendirilebilecegi gosterilmistir.
AgB genindeki varyasyonun bilinmesi E. granulosus’un konaklarma adaptasyon
mekanizmasinin anlagilmasma yardimer olacak ve diagnostik testler, antelmentik
ilaclar ve immunoprofilaktik ajanlarin uygulanmasi ve dizayninda faydal

olabilecegi ifade edilmistir (354).

Rekombinant AgB kullanilarak yapilan ¢alismalarda, bu antijenin hastalar
arasinda farkli humoral cevaplara neden oldugu gosterilmistir (352). Buna ek
olarak, humoral yanittaki bu varyasyonun AgB subunitlerinin kompozisyon ve
yapisindaki varyasyonla da iligkili olabilecegi ileri stirtilmiistiir (350). Yine, AgB

gen ailesinin kendi i¢inde ve bireyden bireye farkli olarak eksprese olabilecegi ileri
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stirilmiis ve immun yanitlardaki farklilik buna baglamistir (347). Yine konak
molekiilleri ve hiicreleriyle yakin iligkisinin AgB proteinlerini antijenik varyasyona
yatkin hale getirdigi ileri siiriilmiistir (354). Rekombinant AgB8 (AgB’nin
8kDa’luk subunitine kars1 olusturulmus protein) subunitlerine karsi olusan humoral
immun yanit, kist hidatikli insanlarda arastirilmis ve AgB3’iin AgB1 ve AgB2’ye
gore daha az antijenik oldugu belirlenmis, AgB2’nin en iyi tanisal performansa
sahip oldugu ortaya konmustur (352). AgB2’nin de AgB4 ile %70 oraninda
aminoasit sekansi benzerligi gostermesi ve ortak epitoplarinin bulunmasi nedeniyle
ELISA ile belirlenen pozitifliklerinin benzer oldugu tespit edilmistir (355).

SDS-PAGE, protein karisimlarinin poliakrilamid jel igerisinde analizine
dayanmakta olup, proteinleri gostermekte mikrogramla ifade edilecek bir
hassasiyete sahiptir. Klasik elektroforetik yontemler igerisinde modifiye edilmis
cok farkli jel sistemleri olmasimna ragmen SDS-PAGE bunlarin en popiiler
olanlarindan biridir. Yontemin en 6nemli 6zelliklerinden birisi ¢ok sayida protein
karigimlarinin analizine imkan saglamasidir (284).

Western-blot ile ayristirilan proteinlerin jellerden membranlara transfer
yontemlerinin gelistirilmesi ile proteinlerin elektroforetik analizi i¢in yeni bir devir
acilmistir. Western blot veya immunoblot olarak adlandirilan bu biyokimyasal
yontemler bir membran iizerine sabitlestirilmis proteinleri tanimlamak ve bunlarin
daha sonra immunolojik yoOntemlerle goriintiilenmesini saglamak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu transfer yontemi ‘blotting’ olarak isimlendirilmektedir. Ciinkii
elektroforez ile jel i¢inde ayristirilan proteinlerin transfer edildikleri nitroselliiloz
membran tlizerindeki band ornekleri, orijinal jel lizerindeki 6rneklerin tam olarak

kopyasidir (284).
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Burgu ve ark. (375), SDS-PAGE ve Western-blot yontemlerini kullanarak
koyun karaciger kist s1visi protein band profillerini ortaya koymuslar, daha sonra
da koyun ve insanlar igin spesifik kist hidatik protein bandlarini belirlemislerdir.
Bu amagla 30 pozitif koyun serumu, 20 negatif koyun serumu, 1 non-enfekte koyun
serumu, 10 pozitif insan serumu ve 10 negatif insan serumu kullanmiglar, SDS-
PAGE analizinde molekiiler agirlig1 8, 16, 24, 38, 58, 68, 98, 116, ve 200 kDa olan
9 spesifik protein band: belirlemislerdir. Bu proteinlerin nitroselliiloz membrana
transferi sonrast 30 pozitif koyun serumunun 29’unda 116 kDa, 25’inde 98 kDa,
17’sinde 68 kDa, 11’inde 58 kDa ve 12’sinde 38 kDa’luk bandlar1 tespit etmislerdir.
Ote yandan 20 negatif koyun serumunun tamaminda 98 kDa’luk band profilinin
olustugu, 68 kDa’luk bandin 17 adet serumda, 58 kDa’luk bandin ise 11 serumda
mevcut oldugu, 38 kDa’luk bandin 14 serumda var oldugu, 116 kDa’luk bandin ise
sadece bir serumda gozlendigi ve 98 ve 68 kDa’luk bandlarin ise sadece non-
enfekte koyun serumunda olustugunu ortaya koymuslardir. Koyun kist hidatik
hastalig1 i¢in spesifik protein bandinin 116 kDa, insan kist hidatik hastalig1 i¢in
spesifik protein bandlarinin ise 68 ve 8 kDa oldugunu rapor etmislerdir.

Simgek ve ark. (2)’nin 2006 yilinda, koyun ham kist sivisi antijeni ile kismi
pirifiye kist sivisi antijeninin (AgB) antijenik O6zelliklerinin SDS-PAGE ile
arastirtlmas1 amaciyla yaptiklari bir ¢alismada, kKoyun ham hidatik kist sivisinin
SDS-PAGE analizinde molekiiler agirliklart 8 ile 205 kDa arasinda degisen 15
farkli polipeptid band profili tespit etmisler, kismi piirifiye antijenin elektroforezi
sonucunda molekiiler agirligi 16 ile 68 kDa arasinda degisen 6 farkli band ortaya
konmuslar, her iki antijende de en belirgin band profilinin 66 kDa’luk band oldugu

ifade etmislerdir. Bunun yanisira kismi pilrifiye kist sivis1 antijeninin
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elektroforezinde AgB’nin diisiik molekiiler agirlikli (16, 24, 29 kDa) 3 subunitini
de gostermislerdir.

Moro ve ark. (376)’nin 1997 yilinda koyun hidatidosisine yonelik yaptiklar
bir ¢alismada, sensitivite ve spesifite oranlarin1 Western blot metoduyla arastirmis
ve bu oranlan sirasiyla %73 (69/94) ve %98.7 (1/79) olarak belirlemislerdir.
Incelenen koyun o6rneklerinde 8, 16 ve 21 kDa’luk band profillerinin degisik
oranlarda tespit edildigi, koyun hidatidosisinin sero-diagnozunda orta derecede
sensitivite ve yiiksek seviyelerde spesifiteye sahip oldugunu belirlemislerdir.

SDS-PAGE ve Immunoblotting teknikleri kullanarak E. granulosus’un
hidatik kist s1vis1 antijenlerinin karakterizasyonuna yonelik yapilan bir caligmada
ise 12 ve 16 kDa’luk polipeptidlerin hidatik kist i¢in spesifik oldugu bildirilmistir
(377). Benzer bir ¢alismada ise yine SDS-PAGE ve Immunoblotting teknikleri
kullanarak hidatik kist s1vis1 antijenlerinin karakterizasyonu yapilmig ve 8 kDa’luk
polipeptidin hidatik kist igin spesifik oldugu bildirilmistir (378).

Koyun hidatik Kist sivisinin SDS-PAGE ve akabinde Western-blot analizleri
ile degerlendirilmesine yonelik baska bir ¢alismada ise, SDS-PAGE ile molekiil
agirligi 8-116 kDa arasinda degisen en fazla 15 farkli polipeptid band elde edilmis
ve bunlar igerisinde en belirgin olaninin 66 kDa’luk polipeptid band1 oldugu, sadece
bir koyunda ise 20 kDa’luk band elde edildigi bildirilmistir. Yine ayn1 arastiricilar
hidatidozisli insan serumunda molekiil agirligi 8-116 kDa arasinda degisen 12 farkli
polipeptid bandi saptamislar, 8 ve 116 kDa’luk band profillerinin biitiin hidatidozlu
insan serumlarinda olustugunu ortaya koymuslar ancak kontrol grubu ve bagka
enfeksiyonlu hasta serumlarinda bu band profillerine rastlanmadigin1 ve bu iki

bandin hidatidosisin teshisinde %100 sensitivite ve spesifiteye sahip oldugunu
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bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada 16, 24, 38, 45 ve 58 kDa’luk polipeptid
bandlarmin biitiin hidatidosisli hasta serumlarinda saptanmasina ragmen, bu
bandlara baska bir enfeksiyonlu bazi hasta serumlarinda da rastlanmasimin bu
bandlarin spesifik olmadig1 anlamina geldigi ifade edilmistir (379).

Koyun fertil kist stvisinin SDS-PAGE yontemi ile arastirilmasina yonelik
bagska bir ¢alismada ise giimiis boyama neticesinde 20, 58, 94, 116 ve 200 kDa’luk
bandlar elde edilmis olup jelin blotlanip insan serumu ile muamelesi sonucunda 20,
66 ve 200 kDa’luk bandlarin olustugu bildirilmistir (380).

Bu calismada, SDS-PAGE ve Western-blot analizlerinde hidatik kist ile
enfekte bir koyunun karacigerinden elde edilen kist sivisindan hazirlanan AgB’den
zengin kismi pirifiye kist sivist antijeni kullanilmig ve SDS-PAGE analizi
sonucunda 29, 63, 68 kDa’luk bandlar elde edilmistir. Takiben hidatik Kistli 60 sigir
ve 60 koyun serumu kullanilarak yapilan Western-blot analizi neticesinde 108
ornekte farkli sayida olmak tizere 29, 63, 68, 116 kDa’luk bandlar elde edilmistir.
Kalan 12 o6rnekte ise Western-blot analizi sonucunda higbir band profili elde
edilememistir. Western blot isleminde elde edilen bandlar onceki ¢alismalarda
tespit edilenlerle uyumlu olup, 108 6rnegin 89 (%82.4)’unda 68 kDa’luk band elde
edilirken, 63 (%58.3)’tinde 116 kDa’luk band, 37 (%34.2)’sinde 63 kDa ve 35
(%32.4)’inde de 29 kDa’luk bandlar tespit edilmistir. Goriildigii lizere literatiir
bilgiyle uyumlu olarak diagnostik band olarak 68 kDa belirlenmistir.

Antijen-antikor kompleksine enzim ile isaretli antiglobulinin ilave edilip
ardindan da substrat konulmasi sonucu renk degisimin olusup olusmamasini temel
alan bir yontem olan ELISA, Enzyme Immun Assay (EIA) olarak da

isimlendirilmektedir. Renk olusumu enzim aktivasyonuna bagli olup, enzim ile
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etkilenen substratin sprektrofotometrik degeri (optik dansite: OD) antijen-antikor
kompleksi ile orantilidir (281, 282).

ELISA testinde polistren plaklara emdirilmis antijen molekiilleri ve anti-
immiinglobulin eklenmis renksiz enzimin bulundugu ortama siipheli serum
dokiilir. Serumda antikor varsa antijen-antikor-anti-immiinglobulin kompleksi
meydana gelir ve enzim kromojen madde bagli substrat ile birlesir. Test ELISA
okuyucu ile degerlendirildiginde absorbans dlgtimleri kriter alinir ve belli bir esik
degerin (cut-off) iistii pozitif kabul edilir. Hidatidosisin tanisinda kullanilan
yontemlerden biri olan ELISA yontemi, yiiksek duyarlilik gosterip, ¢ok az
miktarlardaki serumun bile yeterli olmasi, kesin kantitatif 6l¢gmeye imkan vermesi
ve kisa siirede ¢ok fazla sayida ornegin islenmesine olanak saglamasi agisindan

rutin kullanima uygun, duyarli, 6zgiil ve ekonomik bir teshis yontemidir (283).

Ibrahem ve ark (381), koyun ham kist sivist antjeni, kismi piirifiye Kist sivisi
antijeni (AgB) ve rekombinant AgB’yi kullanarak uyguladiklar1 ELISA testinde
ham kist sivis1 antijeninin sensitivitesini %32, spesifitesini %90; kismi piirifiye Kist
stvist antjeninin Sensitivitesini %88, spesifitesini %95 olarak belirlemisler,
rekombinant AgB i¢in ise bu oranlari sirasiyla %28 ve %95 olarak bildirmislerdir.
Tiirkiye’de ELISA’y1 koyun ham kist s1vist antijenini kullanarak uygulayan Simsek
ve Koroglu (201), koyun hidatidozunun serodiagnozunu belirlemeye dayali
yaptiklart ¢aligmada testin sensitivitesini %60, spesifitesini %94 olarak
belirlemislerdir. Gatti ve ark (382) total kist sivisi, piirifiye kist sivisi1 ve piirifiye
lipoprotein antijenlerini kullanarak koyunlarda uyguladiklar1 ELISA testinde en
yiiksek sensitiviteyi total kist sivisi antijeninden (%77,8-89,2) ve en yiiksek

spesifiteyi de piirifiye kist sivist (%93,9-99,4) antijeninden elde etmislerdir. Yong
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ve ark (383) koyun hidatik kist sivisindan hazirladiklar antijenleri kullandiklar
ELISA testini deneysel enfekte koyunlarda uygulamislar ve %32 sensitivite, %65
spesifite elde etmislerdir. Tiirkiye’de Simsek ve ark.(2)’nin yilinda, koyun ham kist
s1visi antijeni ile kismi piirifiye kist s1visi antijeninin (AgB) antijenik 6zelliklerinin
koyun hidatidosisinde ELISA ile arastirilmasi temel alinarak yapilan ¢alismada
kismi piirifiye kist sivist antijeninin (AgB) sensitivitesi %91.6, spesifitesi %77.1
olarak belirlenmis; ham kist s1vist antijeni i¢in ise bu oranlarin sirastyla %79.1 ve

%60.4 oldugu tespit edilmistir.

Bu caligmada ise, AgB’den zengin kismi piirifiye kist sivisi antijeni
kullanilarak ELISA ile bakis1 yapilan 120 6rnegin 85 (%70.8)’i pozitif olarak
bulunmustur. Goriildiigi tizere ELISA’nin sensitivitesi Western blot’tan daha
diisiik olmustur.

AgB, arakonaklarda hem hiicresel hem humoral yaniti uyarir, kronik hidatik
kist vakalarinda kistin olugmasi ve hayatta kalmasindan sorumlu olan konak-parazit
iletisimini saglayan bir immiinoregiilator molekiil olarak islev yapar. AgB’nin
polimorf niiklear hiicre olusumunu engelledigi ve Th1-Th2 dengesini koruyucu
olmayan Th2 yanit1 yoniinde bozdugu ve uyarilmis nétrofillerden H20> {iretimini
azalttig1 bildirilmistir. Bu sonuglar gostermistir ki, AgB direkt veya indirekt olarak

cesitli seviyelerde konak immun yanita miidahele etmektedir (343, 384).

Sonug olarak, bu tez calismasi ile PZR ve DNA dizi analiziyle bakis1 yapilan
120 s1gir ve koyun hidatik kist 6rneginin hepsi E. granulosus sensu stricto olarak
belirlenmistir. Bu 120 izolatin 13’iiniin AgB1 geninde ¢esitli derecelerde
polimorfizmler belirlenmistir. AgB1 geninde polimorfizm olan bu 13 hidatik kistli

ornegin 9 (%69.2)’u ELISA ile 6 (%46.1)’s1 da WB ile pozitif bulunmustur.
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Bununla birlikte AgB1 geninde herhangi bir polimorfizm saptanmayan 107 drnegin
80 (%74,7)’1 ELISA ile 75 (%70,9)’i de WB ile pozitif olarak tespit edilmistir.
Goriildiigi iizere AgB1 polimorfizmi ile serolojik yanit arasinda bir iliski mevcut
olup, daha uzun gen bolgelerinin analiz edilmesiyle farkli oranlarda
polimorfizmlerin belirlenebilecegi ve bunun serolojik yanit tizerindeki etkilerinin

de daha iyi anlasilabilecegi kanaatine varilmstir.
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