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Echinococcus granulosus diinya genelinde goriilebilen bir parazittir. Bugiline kadar Echinococcus cin-
sinin insanda parazitlendigi belirlenen bes tiirli tanimlanmustir: E.granulosus, E.multilocularis, E.vogeli ve
E.oligarthrus, E.shiquicus. Parazitin larval (metasestod) formu; tirnakh hayvanlar (sigir, keci, domuz, at,
koyun vs.) ve insanin i¢ organlarinda yerlesirken; erigskin formu son konak kopekgillerin ince bagirsa-
ginda bulunur. Parazitin neden oldugu “kistik ekinokokkozis (KE)” yurdumuzun da icinde bulundugu
hayvanciligin yaygin oldugu bircok tilkede énemli saglik sorunlari olusturmakta ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Ara konaklar enfektif yumurtalari oral yolla ve nadiren de olsa solunum yoluyla alarak
enfeksiyona yakalanirlar. Alinan yumurtalar ara konaklarin mide ve ince bagirsaklarinda acilarak onkos-
ferin serbest kalmasina neden olur. Onkosfer ¢cengelleri ve histolitik enzimleri ile stratle villus epitelinde
lamina propriyaya ulasmaktadir. Buradan venlillere gecerek genellikle karaciger ve akcigerlere, daha az
siklikla da kas, beyin, dalak, bobrek ve diger organlara tasinir. Yapilan molekdler calismalarda taksonomik
olarak dogrulanan bes tiriin yaninda; E.granulosus tiiriniin varyasyonlari veya suslari denilen 10 farkli
sus tanimlanmustir. Suslar arasindaki ara konak farkhiliklari ve gelisimsel farkliliklar parazitle miicadeleyi ve
kontrol calismalarini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu calismada, Tiirkiye’de farkl bolgelerden ve
farkli ara konaklardan elde edilen hidatik kist materyallerinden molekiler yontemlerle E.granulosus sus ta-
yini yapilmasi amaclanmistir. Calismada, 25 insan, 8 sigir, 6 koyun ve 2 keciden elde edilen kist materyali
incelemeye alinmistir. Hidatik kist sivisindaki protoskolekslerden total genomik DNA izolasyonu yapilmis
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Farkli Konaklardan Elde Edilen Echinococcus granulosus
izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

olup COX-1(L) ve COX-1(S) primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi yapilmistir. PCR uriin-
lerinin her birine DNA dizi analizi yaptirilmistir. DNA dizi analiz sonuglari, BLAST analizi ve MEGA program
ile filogenetik analiz yapilarak degerlendirilmistir. DNA dizi analizi sonucunda bu calismaya dahil edilen
tiim izolatlarin E.granulosus sensu stricto (G1) oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz verilerin; KE'nin tlkemiz
icin 6nemli bir halk saghgi sorunu olmasi sebebiyle; parazitin kontroli, etkin teshis ve tedavi teknikleri,
eradikasyon, agl ve ilag gelistirme calismalarina 6nemli kaynak teskil edecegi kanisindayiz. Ulke genelinde
etkin ve basarili kontrol programlarinin yapilabilmesi icin benzer calismalarin tiim bdlgeleri kapsayacak
sekilde planlanmasi yararl olacaktir.

Anahtar sézciikler: Kistik ekinokokkozis; Echinococcus granulosus; sus; molekdiler karakterizasyon.

ABSTRACT

Echinococcus granulosus is a parasite that can be seen throughout the world. So far, five species of
genus Echinococcus have been identified as parasite in people: E.granulosus, E.multilocularis, E.vogeli,
E.oligarthrus, E.shiquicus. Larval (metacestod) form of parasite settles in internal organs of hoofed animals
(cattle, goats, pigs, horses, sheep, etc.) and human; the adult form is found in small intestine of final
host, canine. Disease caused by parasite called as “Cystic echinococcosis” (CE) is an important health
problem and causes economic losses in many countries including our country that livestock is common.
Infective eggs cause infections in intermediate hosts by taking oral way and rarely inhalation. Received
egg opens in the stomach and intestines of intermediate host and oncosphere is released. Oncosphere
quickly reaches the lamina propria of the villus epithelium by its histolytic enzymes and hooks. It usually
transported from here to the liver and lungs, less frequently, muscle, brain, spleen, kidney and to other
organs through the veins. By molecular studies, five species have been validated taxonomically and 10
different variants or strains of E.granulosus have been identified. Host and developmental differences
between strains may negatively affect control studies and fight against the parasite. This study aimed
to determinate E.granulosus strains obtained from cyst material of different intermediate hosts from
different regions of Turkey by molecular methods. In the study, 25 human, 8 cattle, 6 sheep and 2 goat
cysts material has been collected. Total genomic DNA was isolated from protoscoleces in cyst fluid and
analyzed by PCR with COX-1 (L) and COX-1 (S) genes specific primers. DNA sequence analysis for each
PCR product has been made. DNA sequence analysis results evaluated phylogenetically by MEGA analyze
and BLAST software. As a result of this study, all isolates were identified as E.granulosus sensu stricto
(G1) by DNA sequence analysis. CE is a major public health problem for our country so we believe that
obtained data from this study is an important source for parasite control, effective diagnosis, treatment
techniques, eradication, vaccination and drug development. Similar studies will be beneficial to cover all
other regions of Turkey and to develop effective and successful control programs.

Keywords: Cystic echinococcosis; Echinococcus granulosus; strains; molecular characterization.

GiRis

Ekinokokkozis, Echinococcus turlerinin sebep oldugu bir hastaliktir. Echinococcus gra-
nulosus diinya genelinde goriilebilmektedir. Parazitin neden oldugu kistik ekinokokko-
zis (KE) yurdumuzun da icinde bulundugu hayvanciligin yaygin oldugu bircok Ulkede
énemli saglik sorunlarindan biridir ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir'. Parazitin
metasestod (larval) donemi; keci, sigir, at, domuz, koyun ve insanin i¢ organlarinda yer-
lesirken; eriskin donemi son konak kopekgillerin ince bagirsaginda yerlesir. Larval form,
ara konaklarda ekinokokkozise sebep olmaktadir®=>,
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Enfektif yumurta iceren kesin konak diskisinin topraga atilmasi ve bu yumurtalarin agiz
yoluyla alinmasi sonucunda ara konaklarda enfeksiyon baslar. Yumurtalar kontamine ¢ig
sebze, meyve gibi bitkilerin yenmesi ile alinabildigi gibi kontamine sularin icilmesi de en-
feksiyon icin 6nemli kaynaklardandir. Son konaklar icin en 6nemli kaynak enfekte koyun
icorganlaridir®. Kistik ekinokokkoziste klinik belirtiler kistin boyutu, konumu ve duru-
muna gore degisebilmektedir. Enfeksiyon baslangici ile klinik belirti vermesi arasindaki
siire genellikle birkag yili bulabilir. Olugan kistlerin ortalama %601 karaciger, %25’ akci-
ger lokalizasyonludur. Hastalarin %20’sinde birden fazla bolgede tutulum vardir. Kistlerin
ruptire olma ihtimali vardir ve riptlire oldugunda; ates, pruritus, Urtiker, anafilaktik sok
ve 6liim gozlenebilir. Bakterilerin kiste girmesi sonucu kistte piyojenik apse gelisebilir’.
Tani; klinik bulgular yaninda goriintiileme teknikleri, serolojik ve molekiiler yontemlerle
elde edilen verilerin degerlendiriimesi ile yapilmaktadir’-°.

E.granulosus'un gunimiize kadar tanimlanmig on susu bulunmaktadir. Suslar ara-
sindaki ara konak farkliliklari ve gelisimsel farkliliklar parazitle miicadeleyi ve kontrol ca-
lismalarini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Son yapilan calismalara gore, bu suslar-
dan E.granulosus sensu stricto (G1= evcil koyun susu), G2 (Tazmanya koyun susu) ve G3
(manda susu), Echinococcus equinus (G4= at susu), Echinococcus ortleppi (G5= sigir susu),
G6 (deve susu), G7 (domuz susu), G8-G10 (geyik susu) ve G9 (insan susu) olarak sinif-
landirimaktadir'®.

Bu calismada; Turkiye’'de farkl bolgelerden ve farkli ara konaklardan elde edilen hi-
datik kist materyalleri molekuler yontemlerle incelenerek E.granulosus’'un mitokondriyal
Cox-1 (S ve L) gen bolgelerine gére molekiiler karakterizasyonu amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi

01.05.2013 ile 31.08.2014 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
si ve Saghk Bakanhgi Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde KE tanisi ile opere edilen
hastalarin parazitolojik inceleme icin gonderilen hidatik kist materyalleri calismaya alind..
Ayni zamanda Kayseri’de faaliyet gosteren bazi kesimhanelerde ve Bitlis ili Tatvan ilcesin-
de kesimi yapilan kasaplik hayvanlarin (iki koyun) hidatik kist materyalleri de calismaya
dahil edildi. Toplamda; 25 insan, 8 sigir, 6 koyun ve 2 keciden elde edilen kist materyali
incelemeye alind.

Bu calisma, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 06.11.2012
tarihli ve 2012/630 karar no’su ile onaylanmistir.

DNA izolasyonu

Hidatik kist sivisindaki protoskolekslerden total genomik DNA izolasyonu Qiagen ge-
nomic DNA purification kiti (QIAGEN, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu islem
icin oncelikle kist sivilar her bir 6rnek icin 18000 rpm de santriflij edildi. DNA izolasyo-
nunun geriye kalan agamalar kit prosediiriine uygun bir sekilde tamamlanarak genomik
DNA'lar elde edildi. Genomik DNA'lar calismada kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 81




Farkli Konaklardan Elde Edilen Echinococcus granulosus

izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Total genomik DNA'lardan asagidaki primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemi ile PCR uriinu elde edildi (Tablo I).

Toplam 50pl’lik hacimde hazirlanan PCR karisimina 25 pl 2X Taq PCR master miks
(BIOMATIK, Kanada), COX-1 (L) F ve COX-1 (L) R primerlerinin her birinden 20 pmol
ve 1 pl, DNA'dan ise 1 pl olacak sekilde ilave edildi. PCR amplifikasyonunda 94°C’de 10
dakika baslangi¢c denatiirasyonunu takiben, toplam 35 déngu 94°C’de 30 saniye denatu-
rasyon, 52°C’de 45 saniye primer birlesmesi, 72°C’de bir dakika sentez olarak gercekles-
tirildi. Son donglyu takiben 72°C’de 7 dakika son uzama islemi yapildi. COX-1 (S) F ve
COX-1 (S) R primerlerinin kullanildigi diger PCR reaksiyonunda toplam yine 50 pl olacak
sekilde ornekler hazirlandi. PCR amplifikasyonunda 95°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon
asamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu 94°C’de 30 saniye denattrasyon, 52°C’de 40
saniye primer birlesmesi, 72°C’de 45 saniye sentez olarak gerceklestirildi. Son siklusu
takiben 72°C’de 7 dakika son uzama islemi yapildi.

PCR driinleri %1.5'luk etidyum bromirle boyanmis agaroz jelde yiritildi ve Gello-
gic 212 Pro Jel goriintlileme cihazinda (Carestream, ABD) gorintulendi.

DNA Dizi Analizi

PCR urinlerinin her birine DNA dizi analizi hizmet satin alma kapsaminda “BM La-
boratuvar Sistemleri” firmasina yaptinlmigtir. DNA dizi analiz sonuclari, BLAST analizi ve
MEGA program ile filogenetik analiz yapilarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Bu calismada; Turkiye’de farkli konaklardan elde edilen E.granulosus izolatlari kullanil-
mugstir. Hidatik kistlerdeki protoskolekslerden total genomik DNA, genomik DNA'lardan
ise PCR ile 789 bc¢ buyukligiinde Cox-1 (L) ve 446 baz cifti (bp) buyikliginde Cox-1(S)
PCR driinleri elde edilmistir (Sekil 1).

PCR drlinlerinden elde edilen DNA dizileri 789 ve 446 niikleotitden olugan mitokond-
riyal COX-1 geninin uzun (L) ve kisa (S) kismi dizilerini icermektedir. Bu dizilerin BLAST
analizi sonucunda referans suslarla benzerlikleri Sekil 2 ve Sekil 3'te gosterilmistir.

Tablo I. Echinococcus granulosus izolatlarinin PCR Analizinde ve Tiplendirilmesinde Kullanilan Primerler

Primer Gen bolgesi  Niikleotit dizisi

COX-1 (L)-F COX-1 (5’-TTGAATTTGCCACGTTTGAATGC  3')
COX-1 (L)-R COX-1 (5’-GAACCTAACGACATAACATAATGA-3")
COX-1 (S)-F COX-1 (5'-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3')
COX-1 (S)-R COX-1 (5’-TAAAGAAAG AC ATAATGAAAATG -37)
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Sekil 1. E.granulosus PCR diriinlerinin %1.5lik etidyum bromiirle boyanmis agaroz jeldeki gértintiisii, (A) Cox1
(S) PCR iriinleri. M: 100 bp DNA ladder (BIOMATIK), 1-4: Pozitif 6rnekler, N: Negatif kontrol. (B) Cox1 (L)
PCR dirtinleri. M: 100 bp DNA ladder (BIOMATIK) 1-4: Pozitif érnekler, N: Negatif kontrol.
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Sekil 2. Calismada elde edilen izolatlarin ve referans dizilerin COX-1 (S) gen bélgelerinin Neighbour-Joining
filogenetik iliskisi.
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Sekil 3. Calismada elde edilen izolatlarin ve referans dizilerin COX-1 (L) gen bélgelerinin Neighbour-Joining
filogenetik iliskisi.

Elde edilen verilerin BLAST search ile Genbank’a daha dnce girilmis sonuclarla karsilas-
tinlmasi sonucunda; Kayseri ve Bitlis (iki koyun izolati) illerinden toplanan ve bu calisma-
ya dahil edilen insan, sigir, koyun ve keci izolatlarinin hepsinin E.granulosus sensu stricto
(G1) oldugu belirlenmistir. Calismada elde edilen izolatlarimiz ile referans izolatlarin Gen-
bank numaralari Tablo II'de gosterilmistir.
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Tablo II. Calismada Kullanilan Referans Dizilerin ve Ornek izolatin Genbankasi Numaralari

Genotip GenBank accesion no

G1 U50464
G2 M84662
G3 M84663
G4 M84664
G5 M84665
G6 M84666
G7 M84667

G10 AF525457
Erc KT345956

TARTISMA

E.granulosus’un neden oldugdu kistik ekinokokkozis, diinya genelinde yaygin ve 6nemli
bir helmintozoonozdur. Hastalik insanlarda ciddi semptomlar olusturmakla beraber ba-
zen olumcil olabilirken, ara konaklarin cesitliligi distinildigiunde 6zellikle hayvanlarda
cesitli organ ve dokularda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara sebep olmaktadir. Parazitin
larval doneminin neden oldugu KE bu ara konaklarda ekonomik yonden de oldukca
énemlidir'".

E.granulosus’un sigir, koyun, keci, geyik, deve, manda, tavsan, kanguru, domuz, at,
esek ve rastlantisal olarak da insan gibi cok sayida memeli ara konagi vardir. Parazitin
bu konaklarda bulunan farkh suslarinin etki dereceleri kendini; parazitin hayat dongisd,
konak 6zgulligu, patojenitesi, hastalifin epidemiyolojisi, antijenitesi, bulasma yollar,
kontrol ve eradikasyon calismalarinda géstermektedir. Ozellikle endemik bélgelerde et-
kili kontrol ve eradikasyon calismalarinin baslayabilmesi icin bu bolgelerdeki baskin sus
veya suslarin belirlenmesi gerekmektedir. Glinlimiizde suslarin ayirt edilmesinde cesitli
biyolojik ve morfolojik kriterler dikkate alinmakla beraber kesin cizgilerle birbirlerinden
ayrilmalari noktasinda molekiiler ydntemlerin énemi de hizla artmaktadir'?'3,

italya’nin giineyinde mandalardan elde edilen 48 izolatin COX-1 gen bélgelerinin
incelendigi bir calismada; 33 6rnek G1, 15 6rnek ise G3 susu olarak bildirilmistir'*.
Libya’nin Benghazi bolgesinden toplanan 12 sigir, 10 koyun, 5 deve ve 3 insan izolati-
nin COX-1 geninin incelenmesi sonucunda tamaminin G1 susu oldudu bildirilmistir'>.
Bulgaristan’da E.granulosus’un koyun, sigir, domuz, kurt ve cakal izolatlarinin niiklear ve
mitokondriyal gen dizilerinin incelendigi baska bir calismada izolatlarin hepsinin G1 susu
oldugu bildiriimistir'®. Hindistan’da 6 manda, 5 koyun ve 1 sigir izolatinin ITS-1, COX-1
ve NAD1 gen boélgeleri incelenmis; NAD1 dizilerinin incelenmesi sonucunda izolatlarin
tamaminin G1 susu oldugu, ancak COX- 1 dizilerinin incelenmesi ile 2 koyun ve T manda
izolatinin G2 susuna ait oldugu bildirilmistir'”. Cin’in Uygur ézerk bélgesinde insan izo-
latlar Gzerinde yapilan bir calismada; 67 hidatik kist materyalinin mitokondriyal COX-1
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gen bolgesinin dizilenmesi sonucunda 45 hastanin G1, 2 hastanin da G6 susu ile enfekte
oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, G1 susu ile enfekte bir kopekte bulunan erigkin
parazitlerden bazilarinin G6 susuna ait oldugu ve sonug olarak E.granulosus’un farkli sus-
larinin neden oldugu miks enfeksiyonlarin olabilecegi ifade edilmistir'8,

Siirt, Ardahan, Afyon, Erzurum, Tekirdag, Yozgat ve Kars sehirlerinden alinan, 12 sigir
ve 100 koyun kist materyali 6rneklerinden yapilan bir calismada; E.granulosus izolatla-
nnin COX-1 gen bélgeleri calisiimistir. izolatlarin 5’i G3, 107’si G1 olarak bildirilmistir.
Ulkemizde ilk kez bir Anadolu yaban koyunundan (Ovis gmelinii anatolica) elde edilen
kist materyalinin calisiimasi neticesinde izolatin G1 susu oldugu bildirilmistir'®. Manisa,
izmir, Usak ve Denizli illerinden toplanan 10 insan ve 12 koyun izolatinin farkli gen bé-
[Gmlerinin incelenmesi sonucunda; bir koyun izolatinin G3, iki koyun izolati ve bir insan
izolatinin G7, bir koyun izolatinin G1 ve G3 referans dizileri arasinda bir diziye sahip
oldugu, diger izolatlarin ise G1 susu oldugu ifade edilmistir®.

Sonug olarak; calismamizda cesitli ara konaklardan elde edilen hidatik kist materyalleri
PCR ve DNA dizi analizleri ile incelenerek Kayseri ve cevresindeki genotip cesitliligi aras-
tinlmigtir. Calismanin sonucuna gore; bolgemizden elde edilen izolatlar ve Tatvan ilce-
sinden gelen iki izolatin genotipinin evcil koyun susu oldugu (E.granulosus sensu stricto)
belirlenmistir. KE'nin tlkemiz icin 6nemli bir halk saghgr sorunu oldugu da g6z 6niinde
bulunduruldugunda: elde ettigimiz verilerin; parazitin kontroli, etkin tani ve tedavi tek-
nikleri, eradikasyon, asi ve ilag gelistirme calismalarina 6nemli kaynak teskil edecegi kani-
sindayiz. Ulke genelinde etkin ve basarili kontrol programlarinin yapilabilmesi icin benzer
calismalarin tim bolgeleri kapsayacak sekilde arttirilmasi yararli olacaktir.
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