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OZET

Kist Hidatikli Vakalardan Elde Edilen izolatlarda Echinococcus granulosus’un
Molekiiler Karakterizasyonu

Amac¢: KE, Tirkiye’de endemik olarak goriilen bir paraziter enfeksiyondur.
Echinococcus granulosus’un farkli suslarmin belirlenmesi, hastaligin eradikasyonu
bakimindan onemlidir. Bu calismada, hastaligi kontrol altina almak ve uygulanacak
kontrol programlarina katki saglamak amaciyla bolgede hastaliga sebep olan farkli
suslar tespit etmek amaclanmistir.
Materyal ve Metot: Kasim 2013—Aralik 2015 tarihleri arasinda Inonii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi’'nde KE 6n tanisi ile opere edilen 53 hasta calisma kapsamina
alinmistir. Hastalardan elde edilen hidatik kist materyalleri direkt mikroskobik baki ile
protoskoleks ve g¢engel varligi bakimindan incelenmistir. Mikroskobik tanisi yapilan
tim oOrnekler ¢ahisilincaya kadar korunmustur. Orneklerden genomik DNA
ekstraksiyonu yapilmig, mt-CO1 gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir. 446 bp band
goriintiisii elde edilen 33 6rnegin tek yonli DNA dizi analizi yaptirilmistir.
Bulgular: Direkt mikroskobi sonucu incelenen tiim 6rneklerde protoskoleks ve gengel
yapilar1 gorlilmistiir. mt-CO1 gen bolgesinin amplifikasyonu neticesinde 33 Ornekte
446 bp band goriintiisii elde edilmistir. Bu 33 PZR iriiniiniiniin tek yonlii DNA dizi
analizi sonucu tiim izolatlarn E. granulosus sensu stricto (G1-G3) oldugu
belirlenmistir.
Sonu¢: Echinococcus granulosus’un farkli suslarini belirlemeye yonelik yapilmis
caligmalarda en yaygin tirin E. granulosus sensu stricto oldugu bildirilmistir.
Calismamizda incelenen izolatlarin timiiniin E. granulosus sensu stricto oldugu
belirlenmistir. Daha kapsamli ¢aligmalarla farkli suslarin varliginin arastirilmast uygun
olacaktir. Malatya’da KE’e kars1 kontrol ¢aligmalarinin basarili sekilde yiiriitiilebilmesi
i¢in bu tiirtin biyolojik 6zelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: DNA dizi analizi, Echinococcus granulosus, Malatya, PCR
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ABSTRACT

Molecular Characterisation of Echinococcus granulosus Obtained From Isolates of
Cystic Hydatidosis Cases

Aim: CE is a parasitic infection that is endemic in Turkey. The identification of
different strains of Echinococcus granulosus is important for eradication of the disease.
The aim of this study is to determine the different strains that cause the disease in the
region because of controlling the infection and to contribute to the control programmes.
Material and Method: Between November 2013 and December 2015, CE pre-
diagnosed patients who were operated at Inonu University Turgut Ozal Medical Center
were included to the study. 53 samples were obtained from the patients and evaluated
with direct microscopic examination for protoscolex and hook presence. All
microscopically diagnosed specimens were preserved until studying. Genomic DNA
was extracted from the specimens and mt-CO1 gene region was amplified by PCR.
One-way DNA sequence analysis was performed on 33 specimens with 446 bp band
images.

Results: Protoscoleces and hooks were observed in all specimens examined by direct
microscopy. 446 bp of bands were observed in 33 samples as a result of amplification of
mt-CO1 gene region. As a result of one-way DNA sequence analysis of 33 PCR
products, all isolates were determined as E. granulosus sensu stricto (G1-G3).
Conclusion: Studies for identifying different strains of E. granulosus was reported that
the most common type is E. granulosus sensu stricto. In our study, all of the isolates
studied were identified as E. granulosus sensu stricto. It would be appropriate to
investigate the presence of different strains with more extensive studies. In order to
carry out the control studies against CE in Malatya, the biological properties of this type

must be well known.

Keywords: DNA sequence analysis, Echinococcus granulosus, Malatya, PCR.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BT - Bilgisayarli tomografi

CE : Cystic Echinococcosis

cm : Santimetre

Co—A Test : Koaglutinasyon testi

DNA - Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiriboniikleotit trifosfat

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

E. granulosus : Echinococcus granulosus

ELISA : Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ID : Immundifiizyon

IE : Immun Elektroforez

IFAT : Indirekt Floresan Antikor Testi

IHA . Indirekt Hemaglutinasyon

KE - Kistik Ekinokokkozis

Kg > Kilogram

LA . Lateks Aglutinasyon testi

M.O : Milattan Once

mm : Milimetre

MR : Manyetik Rezonans

mt-CO1 : Mitokondriyal sitokrom c¢ oksidaz subunit 1
°C : Santigrat derece

PAIR : Punksiyon—Aspirasyon—Enjeksiyon—Reaspirasyon
PCR : Polimerase Chain Reaction

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA

RE : Restriksiyon Enzimleri

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
USG - Ultrasonografi

n! : Mikrolitre

pm : Mikrometre
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1. GIRIS

Taeniidae ailesine ait zoonoz bir sestot olan Echinococcus granulosus’un eriskin
formunun son konak olan kopeklerin ince bagirsaklarinda, hidatik kist olarak bilinen
larvalarinin ise koyun, kegi, sigir ve insan gibi birgok memelinin i¢ organlarinda
yerlestigi ve Kistik Hidatidoz ya da Kistik Ekinokkozis (KE) denen hastaliga sebep
oldugu bildirilmistir (1).

Kistik Ekinokokkozis’in, yurdumuz da dahil olmak iizere hayvanciligin yaygin
olarak yapildig: birgok tilkede 6nemli bir halk sagligi problemi oldugu belirtilmistir (2).
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), sosyo ekonomik &neminden dolayr KE’i tiim diinyayi

ilgilendiren zoonoz bir hastalik olarak tanimlamaktadir (1).

Kesin konak diskisiyla atilan enfektif yumurtalarin oral yolla alinmasi sonucu
ara konaklarda enfeksiyonun basladigi, nadiren solunum yoluyla olusan enfeksiyonlarin
da goriilebildigi belirtilmistir (2).

Olusan kistlerin boyutuna, yerlestigi doku ya da organa ve hastanin immun
direncine bagli olarak KE’de ¢ok farkli klinik bulgular sekillenebilmekte olup
enfeksiyon baslangici ile klinik belirti vermesi arasindaki siirenin genellikle birkag yili
buldugu bildirilmistir. Olusan kistlerin  %60’min  karaciger, %?25’inin akciger
lokalizasyonlu oldugu, hastalarin %20’sinde birden fazla bolgede tutulum oldugu,
riiptiire olan Kistlerden digar1 sizan kist sivisina bagli olarak hastalarda ates, pruritus,
tirtiker, anaflaktik sok ve 6liim gozlenebilecegi, bakterilerin kiste girmesi sonucu kistte
piyojenik apse gelisebilecegi belirtilmistir. Hastaligin tanisinda klinik bulgular tek
basina yetersiz olmakla birlikte kesin tani; klinik bulgular yaninda goriintiileme
teknikleri, serolojik ve molekiiler yontemlerle elde edilen verilerin birlikte

degerlendirilmesi ile yapilmaktadir (3, 4).

Echinococcus cinsi igerisinde ayni tirin diger gruplardan hem gen
frekanslarinda hem de KE’in epidemiyolojisi ile kontrolii bakimindan 6nem tasiyan bir
veya daha fazla karakterinde istatistiksel olarak farklilik gosteren varyantlari, farkl

suslar olarak tanimlanmistir (5).

Hem tan1 amaciyla hem de parazitin tiir ve sus ayriminda kullanilan
Deoksiriboniikleik asit (DNA) tabanli yontemlerin, konak ve ¢evreye bagl faktorlerden
etkilenmeyip dogrudan parazit genomunu incelediginden olduk¢a 6nemli oldugundan
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bahsedilmistir (6). Gegmis yillarda bu yontemler kullanilarak yapilmis molekiiler
caligmalarda E. granulosus’un mitokondriyal DNA sekanslari incelenmis ve icerisinde
on farkli genotipin (G1-G10) bulundugu bildirilmistir (7). Tanimlanan 10 farkli genetik

yap1 su sekilde tanimlanmaisgtir:
-G1: Evcil koyun susu
-G2: Tazmanya koyun susu
-G3: Manda susu
-G4: At susu
-G5: Sigir susu
-G6: Deve susu
-G7: Domuz susu
-G8: Amerikan geyik susu
-G9: Insan-domuz susu
-G10: Fennoscandian geyik susu (8, 9).

Glincel detayl1 taksonomik ¢aligmalarda ise sus i¢i genetik farklilasmadan dolay1
E. granulosus tiirii igerisinde dort farkl: tiirtin bulundugu bildirilmistir. G1-G3 arasinda
bulunan suslarin E. granulosus sensu stricto ismi altinda birlestigi, at susu olarak
bilinen G4 susunun E. equinus, sigir susu olarak bilinen G5 susunun E. ortleppi, G6-
G10 araliginda bulunan suslarin ise E. canadensis ismiyle tek bir tiir adi altinda
birlestirildigi rapor edilmistir (10-12). Arslan susu olarak bilinen E. felidis, E.
granulosus’un kardes sinifi kabul edilmistir (13).

Son zamanlarda E.granulosus s.s, E. ortleppi ve E. canadensis tiirleri arasinda

genetik bilgi transferinin gergeklestigi ihtimalinin tizerinde durulmaktadir (10).

Echinococcus granulosus’un suslart i¢indeki intraspesifik varyasyon, parazitin
kendisini, biyolojik dongiisiinii, konak ozgiilligiinii, gelisme hizini, patojenite ve
antijenitesini, kemoterapotik ajanlara duyarliligini, bulasma dinamiklerini, hastaligin
epidemiyolojisini ve kontrol tekniklerini etkilemektedir. Bu sebeple hastaligin kontrol
altina alinarak eradikasyonunun saglanabilmesi ve hastalia 6zgii tan1 yontemlerinin

gelistirilmesi, asilarin tiretilmesi, ilaglarin etkinliginin belirlenmesi bakimidan endemik



bir bolgedeki baskin sus ya da suslarin tespitinin olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmistir.
(14).

Bu g¢alismanin amac1 Malatya ilinde KE 6n tanis1 ile opere edilen hastalardan
elde edilen hidatik kist materyallerini molekiiler teknikler kullanarak incelemek ve

bolgedeki mevcut E. granulosus suslarini belirleyerek yapilacak kontrol ve eradikasyon

programlarina 11k tutmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Simiflandirma

Ulkealt: : Metazoa

Alem : Platyhelminthes

Simf : Cestoda

Alt Simif : Eucestoda

Takim : Cyclophyllidae

Aile : Taeniidae (Ludwig, 1986)

Cins : Echinococcus (Rudolphi, 1801)

Tiirler : Echinococcus granulosus (Batsch, 1786)

Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863)
Echinococcus shiquicus
Echinococcus oligarthus (Diesing, 1863)

Echinococcus vogeli ( Raush ve Bernstein, 1972) (5, 15).

2.2. Tarihce

Ekinokok tiirleri ile ilgili olarak tarihi ¢ok eskiye dayanan kaynaklarda gesitli
bilgiler mevcuttur. Milattan 6nce (M.O) 16. yiizyilda eski Misir hekimligi hakkinda
bilgi igeren Eber Papyrusunda intestinal taeniosisten bahsedilmektedir (16). Bu
donemde koyun, sigir ve kecilerin i¢ organlarinda ici sivi dolu keselere rastlanilmais,

bunlar kiste donlismiis tiimor veya doku olarak kayda gegirilmistir (17, 18).

Hipokrat, sigir ve domuzda KE’in varligini bildirmis, insan karacigerinde
gordiigl kiste ‘Jecur aqua repletum’ adini vermistir. Aristotales, KE’nin karaciger ve
akcigerde yikim yaptigimi bildirmistir. Galenos, sigir karacigerinde gordiigii hidatik

keseleri insanda da gordiigiinii bildirmistir (19).

Kistik Ekinokokkozis’in zoonoz karakterde oldugu 1684’de Francesco Redi,
1685’de Hartmann, 1691°de Tyson tarafindan bildirilmistir. Kopek bagirsaginda
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bulunan erigkin ekinokoku diinyada ilk kez 1694’de Hartmann gdstermistir. 1760’da
Pallas, ekinokok kesesinde olusan yavru keseleri tanimlamis ve 1766’da insan ve
hayvanlarda goriilen hidatik kistlerdeki yapisal benzerlik {izerinde durmustur. 1782°de
Goeze hidatik kistte skolekslerin varligin1 saptamis, skoleks ve c¢engelleri inceleyerek
bunlar hakkinda detayl bilgi vermistir. 1786 yilinda Batsch kopekte bulunan seritler ile
evcil hayvanlarin ve insanin degisik organlarinda meydana gelen hidatik keselerin ayni

parazite ait farkli gelisim evreleri oldugunu bildirmistir (19).

1801°de Rudolph eriskin E. granulosusun morfolojik 6zelliklerini incelemis,

larvalarin KE’e neden oldugunu saptayarak bu parazite ‘Echinococcus’ ismini vermistir
(19).

Siebold 1853’de koyun ve sigirlardaki kistleri kopeklere yedirerek
bagirsaklarindan erigkin parazitleri elde etmis, kistlerin parazitin larval formu oldugunu

bildirmistir. Olgun seklini Taenia echinococcus olarak isimlendirmistir (17, 18).

Deve 1901°de yirtilan kistlerden ¢ikan protoskolekslerin dokuya yerlesmesiyle
sekonder kistlerin olustugunu deneysel olarak gostermistir. 1906’da Gedhini, 1908’de
Apphatie ve Lorentz hidatidozun serolojik tanis1 iizerine ilk ¢aligmalar1 baslatmislardir

(19).

Osmanli doneminde Kistik Hidatidoz ile ilgili ilk bilgi 1872 yilinda Doktor
Katibian tarafindan ‘kyste hydatique multiloculare’ olgusu ile bildirilmistir. 1903’de Dr.
Ali Riza Bey karaciger kist hidatik sivisindan kimyasal analiz yapmistir. Tiirkiye’de
kopeklerde ilk E. granulosus taramasmi Ismail Hakki Celebi 1928°de istanbul’da
yapmis, nekropsisini yaptigr 100 kopekten iiglinde eriskin parazite rastladigini
bildirmistir. Ulkemizde insanlardaki ilk kist hidatik olgusunu 1939’da Kamile Aygiin
bildirmistir. 1950 yilinda Ekrem Kadri Unat hidatid ¢engellerini Ziehl Nielsen ile
boyamig, daha sonraki yillarda serolojik tamida indirekt hemagliitinasyon testini
kullanmistir. 1976 yilinda Ahmet Merdivenci ‘Tiirkiye’de Hidatidoz’ kitabin1 yazmistir
(17, 18, 20).

2.3. Morfoloji

2.3.1. Eriskin

Boyu ortalama 2-11 mm, eni ise 0.6 mm olan E. granulosus’un viicudu; bas

(skoleks), boyun (proliferasyon bolgesi) ve strobila denen halkalardan olusmaktadir



(Sekil 2.1). 0.26-0.36 mm c¢apta olan bas (skoleks) lizerinde parazitin bagirsaga
tutunmasini1 saglayan 4 adet ¢ekmen ve rostellumda cift sira halinde g¢engeller yer
almaktadir. Proliferasyonun oldugu bolge olan boyun ¢ok kisadir. Kopan halkalarin
yerine bu bélgeden tomurcuklanma ile yeni halkalar olusmaktadir (17). Gévde (strobila)
cogunlukla 3 halkali olmakla birlikte nadiren 4 halkali seritlere rastlanildig
bildirilmistir. Basa en yakin olan halka geng, ortadaki olgun, sondaki ise gebe halka
olarak adlandirilmaktadir. Geng halkanin genital organlari gelismemistir. Boyu eninin
yaklasik 2 kat1 olan olgun halkada gelismis genital organlar bulunmaktadir. Disi tireme
organlar1 halkanin arka iigte birlik kisminda olup halkanin ortasinda ovaryum, onun
arkasinda da vitellus kesesi bulunmaktadir. 25-80 arasinda degisen folikiile sahip olan
testisler genital deligin 6n ve arka kisminda bulunmaktadir. Genital delik tek tarafli
olup, halkanin ortasina yakin yada arka yarisindan disar1 agilmaktadir. Parazitin toplam
uzunlugunun yaris1 kadar veya daha biiyiik olan gebe halkada i¢i yumurta ile dolu
uterus bulunmaktadir. Uterus halkanin i¢inde 6nden arkaya dogru uzanmakta ve yan
taraflarda farkli sayida dallar vermektedir. Uterus igerisinde 200-800 adet yumurta

bulunmakta olup parazit embriyonlu yumurta ¢ikarmaktadir (18).
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Sekil 2.1. Echinococcus granulosus’un eriskin formu (19)



2.3.2. Metasestod (Hidatik Kist)

Makroskobik olarak unilokiiler ya da multivezikiiler (multikistik) olmak iizere
iki farkli sekilde goriilebilen hidatik kistlerin, tiim ekinokok larvalari arasinda en basit
yapiya sahip larva tipi oldugu bildirilmistir. Bliylik bir kese seklinde olan unilokiiler
kistlerin igerisinde ¢ok sayida kiz kese bulunmaktadir. Multivezikiiler kistler ise tek bir
kistin disa dogru c¢ok sayida kiz kese olusturmasiyla meydana gelen, birbirine yapisik
cok sayida kiiciik ve bagimsiz kistler toplulugudur. insan ve koyunlarda yerlesen
Kistlerin gogunlukla unilokiiler yapida, sigirlarda yerlesenlerin ise multivezikiiler yapida
ve steril oldugu bildirilmistir (15, 21). Hidatik kistler distan i¢e dogru su yapilari
icermektedir; En dista kisti ¢evreleyen, yangi hiicrelerinin dejenerasyonu sonucu olusan,

konaga ait fibroz tabaka (perikist)
- Fibroz tabakanin altinda altinda kiitikiiler tabaka
- Ortada laminar tabaka
- I¢te germinal tabaka
- Germinal tabakaya baglantili protoskoleksler
- Germinal tabakadan kopmus, serbest halde yiizen protoskoleksler
- Germinal tabakaya baglantili iireyici kapsiiller
- Germinal tabakadan kopmus, serbest yiizen iireyici kapsiiller
- Serbest iireyici kapsiillerin gelismesi sonucu olusan kiz keseler (Sekil 2.2).

Konagin olusturdugu fibroz tabaka (perikist) ile parazitin arasindaki boslukta az
miktarda berrak, agik sar1 renkte kist sivis1 bulunmaktadir. Steril kistlerin igerisinde
tireme kapsiilleri, protoskoleks ve kiz keselerin bulunmadig, fertil kistlerin ise bol

miktarda protoskoleks igerdigi bildirilmistir (15).



proto-
" scoleces

_——_."..-_.__- adventitial tabaka E.granulosus

W 1aminated tabaka

germinal tabaka

Sekil 2.2. Echinococcus granulosus’un metasestod formu (5)

2.3.3. Yumurtalar

20-50 pm biyiikliglinde, oval yapida, ¢ift membranli ve kapaksiz olan E.
granulosus yumurtalari, igerisinde alt1 ¢engelli gelismis bir onkosfer (embriyo)
tasimaktadir (Sekil 2.3). Yumurtalar morfolojik olarak diger Taenia tiirlerinin
yumurtalarina benzemekte olup birbirinden ayirt edilmeleri zordur. Ancak Smyth’in
bildirdigine gore Craig ve arkadaslari Echinococcus yumurtalarini spesifik olarak

tanimlamaya yonelik anti-onkosferal monoklonal antikorlar gelistirmislerdir (22, 23).

Yumurtanin en dig katmani olan embriyofor, onkosferi korumak ile gorevli olup
yumurtanin fiziksel dayanikliligini saglamaktadir. Oldukg¢a kalin olan bu tabakanin
keratin benzeri bir protein yapisinda oldugu, gegirgen olmadigr ve yumurtaya radial
cizgili goriniim verdigi belirtilmistir (23, 24). Yumurtalarin bu tabaka sayesinde dig
ortamda diisiik 1sida uzun siire (+2 °C’de 2.5 yil) canli kaldig1 ancak kuraklik ve yiiksek
1sitya karsi fazla dayanikli olmadigi bildirilmistir (25). Gebe halka diskiyla disart
atilirken ¢ok ince yapida olan yumurta kapsiilii uterus i¢inde parcalanmakta bu nedenle

diskida bulunan yumurtalarda kapsiil goriilmemektedir (24).
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Sekil 2.3. Echinococcus spp yumurtasinin i¢ yapisi (10)

2.4. Biyoloji

Echinococcus granulosus biyolojik dongiistinii iki farkli memeli konakta
tamamlamaktadir. Son konak olan kdpeklerin diskilar1 ile disar1 atilan gebe halkalarin
parcalanmasiyla serbest kalan yumurtalarin arakonaklar tarafindan oral yada solunum
yoluyla alinmasiyla ara konaklarda enfeksiyon baslamaktadir (15, 23). Ince bagirsakta
sindirim enzimlerinin etkisi ile yumurtalarin par¢alanmasi sonucu onkosferin serbest
kaldig1, sonrasinda g¢engel hareketleri ve histolitik enzimlerin yardimiyla wvilliis
epitellerine penetre olarak lamina propria’ya ulastigi, bagirsak duvarimi delerek venoz
dolagimla pasif olarak karacigere tasindigi bildirilmistir. Karacigerde tutunamayanlarin
portal sistemle kalbe, oradan da akcigerlere gectigi, akcigerlerde tutunamayanlarin
pulmoner venler araciligi ile tekrar kalbe taginip oradan sistemik dolagimla viicudun
herhangi bir organina gidip yerlestigi bildirilmistir (24, 26). Yapilan ¢alismalar sonucu
Echinococus tiirlerine ait onkosferlerin hedef dokuya ulastiktan sonraki 14 giin iginde
bir takim degisikliklere ugradigi bildirilmistir. Bunlar; hiicresel proliferasyon,
onkosferal g¢engellerin dejenerasyonu, kas atrofisi, vezikiilarizasyon, santral kavite
olusumu, germinal ve laminar tabakalarin gelisimidir. Sonrasinda Kistik, asekstiel olarak
cogalan metasestod gelismektedir (27-29). Oldukga yavas bir biiyiime hizina sahip olan
kistlerin bes ayda ortalama 5-10 cm capa ulastigi, yillar sonra 30 cm ¢apa kadar
ulagabilecegi bildirilmistir. Bu kistlerin biiylime oranlar1 konagin tiirline, yasina ve
kistin yerlestigi organa gore degisiklik gostermektedir. Icerisinde protoskoleks bulunan
fertil kistlerin yenilmesi sonucu son konaklarda enfeksiyon olusmaktadir. Oral yolla
alinmadan once protoskoleksin iizerinde ¢ekmen, rostellum ve g¢engellerin bulundugu

apikal bolgenin, mukopolisakkarit kapli bir tabaka i¢ine invagine durumda olup bu



sayede evaginasyona ugrayimcaya kadar korundugu belirtilmistir (30). Deneysel olarak
evagine E. granulosus protoskoleksleri ile enfekte edilen kopeklerde invagine
protoskolekslerle enfekte edilenlere gore bagirsaklarda daha az parazitin yerlestigi
bildirilmistir (5). ilk olarak midedeki pepsin enzimine, daha sonra ince bagirsaklardaki
pH degisikligi ve safraya maruz kalan protoskolekslerin 24 saat iginde evagine oldugu,
cekmenleri sayesinde ince bagirsak villuslarina tutunanarak halkalar olusturmaya
basladig1 ve bes ile sekiz hafta igerisinde i¢i yumurta ile dolu gebe halkalarin digki ile
disart atildig1 bildirilmistir (15, 31, 32).

2.5. Epidemiyoloji

Echinococcus granulosus’un gelisiminde ormansal (silvatik) ve kirsal (pastoral)
olmak tizere iki farkli biyolojik dongii vardir. Silvatik dongii; kurt, cakal, tilki gibi
yabani kanideler ile geyik, karaca gibi yabani memeliler arasinda seyreder. Pastoral
dongii ise kopek ile koyun, keci, sigir ve insanin da arasinda bulundugu memeliler
arasinda seyreder. Insan saglig1 agisindan kirsal dongiiniin daha biiyiik 6nem tasidig
bildirilmistir ¢linkii insanlar i¢in bulagsma kaynagi kopekler, kopekler icin ise enfekte
kasaplik hayvanlardir (33, 34).

Besi ve mezbaha hayvanciliginin 6nemli gelir kaynagi oldugu iilkelerde
hastaligin prevalansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu iilkelerin kirsal
alanlarinda yasayan kopeklerin kagak kesimler sonucu kesilen hayvanlarin enfekte
organlariyla beslemesi bulasmada 6nemli rol oynar. Yumurtalarin suda uzun siire canli
kalabildigi, bu sebeple sabit su kaynaklarinin insan ve ¢iftlik hayvanlar1 agisindan
bulagsma kaynagi olabilecegi bildirilmistir. Kisilerde enfeksiyon goriilme sikligi; kisisel
saglik, hijyen, sosyoekonomik ve Kkiiltiirel farkliliklar gibi faktorlere bagli olarak
degisebilmektedir. Sudan, Peru ve Kenya gibi yasam ve saglik standartlar1 disiik olan
ilkelerde hastaligin prevalansinin oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir. Hastaligin
bulagimi bakimindan meslegin roliiniin oldukg¢a fazla oldugu, son konak ya da ara
konaklarla yakin iliski igerisinde olan Veteriner hekim, avci, kasap, ¢ift¢i, coban gibi
meslek gruplarinin, ayakkabi tamircisi ve mezbaha calisganlarimin daha biiylik risk

altinda oldugu belirtilmistir (35).

Yumurtalarin, sahip oldugu embriyofor sayesinde fiziksel ve ¢evresel faktorlere
kars1 oldukga dayanikli oldugu ve enfektivitelerini uzun siire korudugu bildirilmistir. Bu

faktor hastaligin epidemiyolojisinde dnemli rol oynamaktadir. Kuraklik ve yiiksek 1s1ya
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kars1 fazla direng gosteremeyen yumurtalarin, +4°C ile +15°C arasindaki sicaklik
degerlerinde bir y1l kadar canli kalabildigi bildirilmistir (5, 36).

2.5.1. Kistik Ekinokokkozis’in Diinyadaki Yayginhgi

Kistik Ekinokokkozis biitiin kitalar ve kutuplarda, iliman, tropikal ve subtropik
bolgelerde goriilmektedir. Parazit prevalansinin en yiiksek oldugu bolgelerin Avrasya,
Afrika, Avustralya ve Giiney Amerika’nin bazi kesimleri oldugu bildirilmistir. Kanada,
Alaska, Iskandinav iilkeleri ve eski Sovyetler Birligi iilkelerinde ormanlik alanlarin
fazla olmasi sebebiyle enfeksiyonun kurtlarla yabani memeliler arasinda gelisme

gosterdigi, bu sebeple insan enfeksiyonlarinin nadir gorildigii belirtilmistir (37).

Kibris’da 1970’1 yillara kadar hem insan, hem de hayvanlarda 6nemli bir sorun
olan KE’e kars1 1971 yilinda kontrol programi uygulanmaya baglanmistir. Sonraki
yillarda enfeksiyona diisiik oranlarda da olsa tekrar rastlanilmis ve 1993 yilinda ikinci

bir kontrol programi uygulamaya konulmustur (38).

Kuzey Afrika’da Fas, Cezayir, Tunus ve Libya’da prevalansin yiiksek oldugu,
Misir’da ise bu oranin belirgin olarak daha diisiik oldugu bildirilmistir (39). Sudan,
Etiyopya, Kenya ve Tanzanya’da 1985-1987 yillarinda yapilan c¢alismalarda KE’in
insanlardaki prevalansi ortalama %1.8 oraninda bulunurken, Kenya’da bulunan Turkana
bolgesinde %7.5 oldugu, sonrasinda uygulanan kontrol ¢alismalari ile 10 yilda %3.1°e
diistirildiigii bildirilmistir (40). Giineydogu Turkana’da Kenny ve arkadaslar tarafindan
538 kisiyi kapsayan bir sero-epidemiyolojik ¢alismada %16.4 oraninda seropozitiflik
saptanmistir (41).

Bulgaristan’da  1950-1962 yillarinda cerrahi olarak dogrulanmis 6469
E.granulosus enfeksiyonu saptanmis, enfeksiyonun yiiksek oranda endemik olmasindan
dolay1 (6.5/100000) 1960 yilinda kontrol programi baglatilmistir. 1971-1982 tarihleri
arasinda yillik insidans insanlarda 2/100000’e disiiriilmiistiir (42).

1969-1975 yillar1 arasinda Yunanistan’da yapilan bir arastirmada hastane
kayitlarina gore 4566 KE vakasi bildirilmistir (43).

Kazakistan’da cerrahi olgularin insidans1 1974-1990 yillarinda 100000°de 0.9-
1.4’ten 1997 yilinda 100000°de 2.5’a yiikselmistir (44).

Cin’in batisinda KE’in endemik olarak goriildiigii ve insidansin yiiksek oldugu

alt1 eyalette 1951-1990 yillar1 arasinda 26.065 cerrahi olgunun varlig bildirilmistir (45).
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Arjantin’de 6348 kisiyi kapsayan detayli bir arastirmada serolojik ve radyolojik
yontemlerle toplam 41 (% 0.65) pozitif KE olgusu bildirilmistir (46).

1976-1986 yillar1 arasinda Urdiin’de bes farkli hastanenin kayitlarindan elde
edilen veriler dogrultusunda, cerrahi operasyon ve patolojik incelemelerle dogrulanan
306 KE olgusu bildirilmistir. Ayrica Urdiin’de sokak k&peklerinin %14 iinde
E.granulosus goriildiigi bildirilmistir (47).

Hindistan, Nepal, iran ve Pakistan gibi Asya iilkelerinde hem son konak hem de
ara konaklardaki enfeksiyon oraninin oldukga yiiksek oldugu, Iran’in kirsal bélgelerinde

1968-1970 yillar1 arasinda 352 olguya rastlanildigi bildirilmistir (48, 49).

Giliney Amerika’da her yil 2000°den fazla yeni KE’li hastanin ameliyat edildigi
bildirilmistir (50).

Yapilan ¢alismalar sonucu ¢esitli tilkelerde son konak kopeklerde E. granulosus
goriilme ylizdeleri su sekildedir; Gliney Amerika’da %2.1-19.7, Avrupa’da %1-8.1,
Afrika Kitasinda %22-72, Asya kitasinda 9%10.2-48, Avustralya kitasinda %86.9-100
(51).

2.5.2. Kistik Ekinokokkozis’in Diinyadaki Molekiiler Epidemiyolojisi

Echinococcus granulosus’un varyantlari {izerine yapilan molekiiler analizler
sonucu Cin’in kuzeybatisinda en baskin susun yaygin koyun susu (Gl) oldugu
bildirilmistir (52, 53).

Kenya’da oldukga yiiksek prevalansta koyun (G1) ve deve (G6) suslariin varlig
bildirilmistir (54).

Iran’da incelenen 200 izolatin tiimiinde yaygin koyun susu (G1) belirlenmistir

(55).

Arjantin’de yapilan arastirmalar, insan ve koyunlarda yaygin koyun susu (G1) ile
Tazmanya koyun susunun (G2), bununla birlikte insanlarda deve susunun (G6)

domuzlarda domuz susunun (G7) varligini ortaya koymustur (56, 57).

Nepal’de hayvanlardan elde edilen izolatlarin incelendigi ¢alismada
E.granulosus’un koyun (G1), sigir (G5) ve deve (G6) suslari belirlenmistir. Ayni

¢alismada iki insan izolat1 incelenmis ve insanda deve susu (G6) bildirilmistir (58).
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KE’nin hem silvatik hem de pastoral dongiisiiniin bildirildigi Avustralya’da
yapilan detayli molekiiler calismalar sonucu yaygin koyun susunun (G1) baskin oldugu
belirtilmistir (59, 60).

10 koyun, 5 deve, 12 sigir ve 3 insana ait toplam 30 izolatin incelendigi Libya’da
mt-CO1 gen bdlgesinin dizi analizi yapilmig ve tim 6rneklerin yaygin koyun susu (G1)
oldugu bildirilmistir (61).

2.5.3. Kistik Ekinokkozisin Tiirkiye’deki Yaygimhg:

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de biiyikk bir kesimin hayvancilikla
ugragmasi sebebiyle KE’in 6nemli bir halk sagligi problemi oldugu bildirilmistir.
Ulkemizde verilerin diizenli olarak toplanamamas1 veya yanlis bildirilmesinden dolayi
Saglik Bakanligi verilerinin gercegi tam olarak yansitmadigi diistiniilmektedir. Bu
verilere gére 1861-1922 yillar1 arasinda 39, 1923-1972 yillar arasinda 2086, 1975-1994
yillar1 arasinda 40.242 olgu bildirilmistir. Bununla birlikte {ilkemizde g¢esitli
aragtiricilarin yaptigi ¢alismalar ve derlemeler enfeksiyonun prevalans: hakkinda bilgi

vermektedir (19, 62).

Yillik ortalama olgu sayis1 Manisa’da 1995-2000 yillar1 arasinda 21, Aydin’da
1986-1995 yillar1 arasinda 11, Izmir’de ise 1997-2001 yillar1 arasinda 210 olarak
bildirilmigtir. Olgularin biiyiikk cogunlugunda kistlerin karaciger yerlesimli oldugu,
enfeksiyona kadinlarda rastlanma oranimnin erkeklere gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (63, 64).

Giirsel, 1960-1967 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi 2. Cerrahi
Kliniginde 38, 1932-1962 yillar1 arasinda Ankara Numune Hastanesi’nde 662 KE’li
hastanin tedavi edildigini bildirmistir (65, 66).

Marmara bdlgesinde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinde 1991 yilinda
insanlarda Casoni yontemi ile % 9.2 olarak belirlenen KE seropozitifliginin IHA testi ile

%12 oldugu bildirilmistir (67).

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye ve Cerrahi Klinikleriyle, Sisli Cocuk
Hastanesi ve Haseki Hastanesi Cerrahi Servisleri’nde 1969 yilinda 321 KE olgusu
bildirilmistir (68).

Elaz1g’da 1998-2000, Sanliurfa’da 1997-1999 ve Malatya’da 1990-2001 yillar

arasindaki olgularin degerlendirildigi calismalarda sirasiyla yilda ortalama 15, 38 ve 40
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olgu saptandig1 ve bu olgularin ¢ogunlugunun kadinlar oldugu bildirilmistir. Olgularin
ortalama %71 inin karacigerde, %18’inin akcigerde, daha az siklikla bobrek, dalak ve

diger organlarda gortldigi bildirilmistir (69-71).

Malatya’da temizlik is¢ilerinde KE prevalansini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada 240 serum ornegi Indirekt Hemagliitinasyon Teknigi (IHAT) ve Indirekt
Immunofluoresans Teknigi (IFAT) ile incelenmistir. Serumlarin 17°si (%7.08) pozitif

olarak degerlendirilmistir (72).

Kars’ta kist hidatigin seroprevalansini belirlemek amaciyla 511 insan serumunun
IHAT ve IFAT ile incelendigi arastirmada, %34.6 oraninda sero-pozitiflik saptanmistir
(73).

Saglik Bakanligi kayitlarina gére Samsun’da 1999-2000 yillarinda 16°s1 erkek,
8’1 kadin olmak {izere toplam 24 adet insan olgusuna rastlanilmistir. Ondokuz Mayis
Universitesi'nde aym1 donemde gesitli kliniklerde toplam 41 olgu bulundugu

yayinlanmistir (74).
Sivas’ta 1996-2001 yillar1 arasinda toplam 117 olgu bildirilmistir (75).

Van’da 1999-2000 yillar1 arasinda KE stipheli 962 hastanin serumlari aragtirma
hastanesi parazitoloji laboratuvarinda IHA yontemiyle incelenmis ve 352’sinin (%36.6)
pozitif oldugu bildirilmistir (76).

Adana ve Mersin’de Saglik Bakanlig1 kayitlarina gore 1996-2000 yillar1 arasinda

KE tanisi alan olgularin sayisi sirasiyla 1073 ve 289 olarak bildirilmistir (77).

Alkan ve Ozcel 1991 yilinda Tiirkiye’de kirsal alanda yasayan 684 kiside KE
yayginligmi sero epidemiyolojik olarak belirlemeye yonelik yaptiklar: c¢aligmada
100.000’de 585 seropozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir (78).

Yapilan ¢aligmalara gore son konak kopeklerde E. granulosus’un yayginlik
oranlari; Ankara’da %0.94, Bursa’da %36, Izmir’de %5.5, Kayseri’de %24, Kars’ta
%40.5, Konya’da %28.3, Adana’da %24.72, Elazig’da %3.33, Sivas’ta %28, Mus’ta
%9, Antakya’da %8.86, Istanbul’da %0.8 olarak bildirilmistir (51, 79, 80-82).

2.5.4. Kistik Ekinokokkozis’in Tiirkiye’deki Molekiiler Epidemiyolojisi

Utiik ve arkadaslar1 2008 yilinda Erzurum, Malatya, Elaz1ig ve Diyarbakir
illerinden elde ettikleri 179 koyun, 19 sigir, 7 ke¢i, 1 deve, 1 insan izolati ile bir
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kopekten elde ettikleri eriskin E. granulosus 6rneginin ribozomal ITS-1 gen bdlgesini
PZR-RFLP analizi ile incelemis, sonrasinda yaptiklar1t mt-CO1 sekans analizi ile sadece

yaygin koyun susu (G1) bulduklarini belirtmislerdir (83).

Simsek ve arkadaslar1 2009 yilinda yaban koyunundan (Ovis gmelinii anatolica)
elde ettikleri hidatik kist materyalini mt-CO1 sekans analizi ile incelemis, Tiirkiye’de

ilk kez yaban koyununda yaygin koyun susu (G1) bulduklarini belirtmislerdir (84).

Snabel ve arkadaslar1 izmir ve Manisa illerinden elde ettikleri 12 koyun ve 10
insan izolatina mt-CO1, atp6, nadl, rrnS sekans analizleri uygulamis, Tiirkiye’de ilk kez
domuz susu (G7) bulduklarini belirtmiglerdir (85).

Vural ve arkadaglart mt-CO1 sekans analizi ile inceledikleri 100 koyun ve 12
s1gir izolatinda 98 koyun ile 9 sigir izolatinin G1, 2 koyun ve 3 sigir izolatinin da G3
oldugunu bildirmislerdir (6).

Simsek ve arkadaglari 2010 yilinda Erzurum’da 220 sigira ait hidatik kist
materyalinin 12S rRNA gen bolgesini PZR ile ¢cogaltmis, takibinde 6rneklerin mt-CO1
bolgesine sekans analizi uygulamislardir. Arastiricilar, 12S rRNA gen bolgesi analizine
gore 147 ornegin G1-G3 (E. granulosus sensu stricto) oldugunu, DNA dizi analiz
sonucuna gore bunlarin 28’inin G1 susu oldugunu bildirmislerdir. DNA sekans analizi

sonucu kalan 73 6rnegin 7’sinde G3 susu belirlemislerdir (86).

Eryildiz ve arkadaslar1 39 koyun izolatinin protoskolekslerinde E. granulosus
actin genlerini analiz etmisler ve Egactl geninin Egactll geninden daha polimorfik
oldugunu belirleyerek Egactl geninin ii¢ allelini tanimlamiglardir. Tiim 6rneklerde
parsiyal Egactl geninin 6. pozisyonunda niikleotid degisikligi saptanmis ve Anadolu

haplotipi olarak adlandirilmistir (87).

Simsek ve arkadaglari Erzurum ve Elazig illerinden elde ettikleri 31 koyun ve 23
sigir izolatint PZR-SSCP yontemiyle genotiplendirilmis ve Orneklerin hepsini E.
granulosus sensu stricto (G1-G3) olarak tanimlamislardir. Sonrasinda DNA dizi
analiziyle G1 ve G3 suslarini birbirinden ayirmiglar, SSCP analizinin G5 ve G7 suslari

i¢in farkli band profilleri verdigini belirtmislerdir (88).

Simgek ve arkadaslart histolojik olarak KE oldugu onaylanmig 70 hastaya ait
parafinli bloklardan yapilan kesitlerden DNA izolasyonu yapip elde ettikleri 6rneklerin
12S rRNA bolgesini PZR ile g¢ogaltmis, takibinde mt-CO1 geninin dizi analiziyle
genotiplendirme yapmislardir. 12S rRNA geninin direkt PZR ile amplifikasyonu sonucu
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70 o6rnegin 26’sinda E. granulosus sensu stricto (G1-G3) belirlemislerdir. Kalan 44
ornegin mt-CO1 gen bdlgesinin DNA dizi analizi neticesinde bir drnekte G3 ve iki

ornekte de G6 susunu belirlemislerdir (89).

2013 yilinda bir ata ait hidatik kist materyalinde mt-CO1 geninin dizi analizini
yapan arastiricilar, at izolatin1 E. granulosus sensu stricto (G1-G3) belirlemislerdir (90).

Utiik ve arkadaslar1 bir dag kegisinin akcigerinden elde ettikleri hidatik kist
materyalinin PZR islemi sonrasinda mt-CO1 gen bélgesini sekanslanmis ve yaygin
koyun susu (G1) bulduklarini belirtmislerdir (91).

Yildiran ve arkadaslar1 Kirikkale’de 24 koyuna ait hidatik kist materyallerini
RAPD-PZR ile incelemis ve tiimiinii G1 susu olarak belirlemislerdir (1).

Gokpmar ve arkadaslar1 Kirikkale’de 20 sigirdan elde ettikleri hidatik kist
materyaline mt-CO1 sekans analizi yapmuislar, tiim izolatlar1 E. granulosus sensu stricto
(G1 - G3) belirlemislerdir (92).

Ergin ve arkadaslari Istanbul’da hidatik kistli 46 insan izolatinin genotipik
karakterizasyonu amaciyla yaptiklart ¢alismada mt-CO1 gen bdlgesinin sekans analizi

sonucu tiim izolatlarin yaygin koyun susu (G1) oldugunu bildirmislerdir (93).

Beyhan ve arkadaslar1 Karadeniz bdlgesinde mandalarda KE’nin molekiiler
karakterizasyonu ve prevalansini belirlemek amaciyla yaptiklari galismada inceledikleri
9 manda izolatinin 6’smnin yaygin koyun susu (G1), diger 3 izolatin ise E. granulosus
sensu stricto (G1-G3) oldugunu belirtmislerdir (94).

Eryildiz ve arkadaslarn PZR-RFLP ve PZR-SSCP yontemlerini kullanarak
Trakya bolgesinde 42 insan, 13 sigir ve 3 koyun izolati tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada
ITS-1 ve NADI gen bélgelerinin dizi analizini yapmis, koyun ve sigir izolatlarinin

timiinde yaygin koyun susu (Gl), insan izolatlarinda ise G1 ve G7 suslan

belirlemislerdir (95).

Utiik ve arkadaslar Kilis’te 19 koyundan elde ettikleri 28 hidatik kist izolatinin
hepsini E. granulosus sensu stricto (G1-G3) olarak belirlemislerdir (96).

Altintag ve arkadaslar1 Manisa ilinde 2010-2012 yillar1 arasinda 18 sigir izolati
tizerinde yaptiklari ¢aligmada tiim izolatlarin E. granulosus sensu stricto (G1-G3)

oldugunu tespit etmislerdir (97).
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Simgek ve arkadagslar1 katir karacigerinden alinan bir hidatik kist materyalinin
molekiiler karakterizasyonunu yapmis ve G4 susunu belirlemiglerdir. Bu g¢alisma ile

Tiirkiye’de ilk kez katirlarda G4 susu bildirilmistir (98).

2.6. Kistik Ekinokokkozis’te Tan1 Yontemleri

Son Konaklarda Tani: Erken donemde tani, enfeksiyonun kontrol altina
alabilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Enfekte son konaklarda nadiren klinik
bulgulara rastlanilmaktadir. Son yillarda E. granulosus enfeksiyonlarinin tanisi
amaciyla farkli yontemler gelistirilmistir. Erigkin parazitin teshisi amaciyla kullanilan
yontemlerin; direkt diski bakisi, arekolin piirgasyon yontemi, serumda spesifik
antikorlarin aranmasi ve digkida koproantijen aranmasi oldugu belirtilmistir (99). Diski
ile genellikle parazitin halkalar1 atildig1 i¢in diski muayenesinde yumurtalar1 gérmek
zordur. Digki sulandirildiktan sonra ¢iplak gozle veya stereomikroskop altinda
incelenerek halkalar aranabilir. Yumurtalar, flotasyon teknikleriyle yapilan
muayenelerde veya perianal bolgeye uygulanan selofan bantin mikroskopta incelenmesi
sonucu tespit edilebilmekte ancak diger Taenia tiirlerinin yumurtalarindan morfolojik
olarak ayirt edilememesi nedeniyle kesin tani yapilamamaktadir (15, 100, 101).
Arekolin pilirgasyon yonteminde kopeklere 1.75-3.5 mg/kg arekolin uygulandiktan
sonra piirgasyon sonucu atilan diskida erigkin parazitler ya da halkalar aranmaktadir
(24). Serumda spesifik antikorlarin aranmasina yonelik uygulanan serolojik yontemlerin
bireysel olarak giivenilir tan1 olanagi saglamadigi ancak populasyon diizeyinde
hastaligin belirlenmesinde faydali olabilecegi bildirilmistir (102, 103). Son zamanlarda
gelistirilen Echinococcus proglottid somatik antijenlerine karsi antikorlarin kullanildigi,
diskida antijenleri saptamaya yonelik koproantijen ELISA yonteminin, kopeklerde
E.granulosus tanisindaki en pratik yontem oldugu bildirilmistir (104). Bu ydntem,
parazitin erken donemde teshisini saglamasi bakimindan olduk¢a onemlidir (99). En
giivenilir tan1 yonteminin nekropsi sonucu parazitin teshisi oldugu belirtilmistir. Bu
yontemde sirasiyla bagirsaklarin direk muayenesi, sedimentasyon ve sayim teknigi

uygulanmaktadir (24).

Ara Konaklarda Tani: Ara konaklarda KE’in tanisi; klinik bulgularin yanisira,
goriintiileme teknikleri, serolojik ve molekiiler tekniklerle elde edilen bulgularin birlikte

degerlendirilmesi ile yapilmaktadir (4, 105).
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2.6.1. Klinik Tam

Kistik Ekinokokkozis’te ¢ok farkli klinik tablolarin ortaya c¢ikabildigi
belirtilmistir. Hastalarin sikayetleri; kistin yerlestigi organa, kistin biiylikliigline ve
hastanin bagisik direncine bagli olarak degisebilmektedir. Hastalarda tirtiker nobetleri
ve eozinofili gibi genel belirtilerin yan1 sira kistlerin yerlestigi organlara gore degisen
lokal timor belirtilerinin ortaya c¢ikabilecegi, kistten etrafa sizan sivinin alerjik
reaksiyonlara neden olabilecegi, hepatosplenomegali, Kistlerin basi etkisine bagli olarak
abdominal boélgede kronik agrilar, kolestaz, bilier siroz, portal hipertansiyon ve
huzursuzluk gibi bulgularin olusabilecegi bildirilmistir (106). Akcigerde yerlesim
gosteren olgularda kronik Oksiiriilk, balgam, dispne, gogiis agrisi, hemoptizi
goriilebilecegi, kistlerin enfekte olmasi sonucunda akciger apsesi gelisebilecegi
bildirilmistir. Klinik bulgularin higbiri tek basina KE tanisi igin yeterli degildir. Bu
sebeple farkli tan1 yontemleri ile elde edilmis sonuglarin birlikte degerlendirilmesi

gerekmektedir (107).

2.6.2. Goriintilleme Yontemleri

Kistik Ekinokokkozis’in tanisinda kullanilan baslica goriintiileme yontemleri;
direkt grafi, ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans (MR)
ve sintigrafidir.

Direkt Grafi: Ozellikle akcigerlerde yerlesen hidatik kistlerin tanisinda kullanilmakla
beraber riiptiire olmamis kistlerin keskin sinirli oldugu, genellikle 1-20 cm ¢apta,

yuvarlak, oval yapida ve igleri homojen siv1 ile dolu olarak goriintii verdigi bildirilmistir
(108).

Ultrasonografi (USG): Kolay uygulanabilir olmasi ve KE tanisindaki etkinliginden
dolay1 6zellikle karaciger kistlerinde ilk tercih edilen yontem oldugu bildirilmistir. USG
muayenesinde i¢ kisimda goriilebilir bir duvari olan kistlerin (dalgalanan membran ya

da niliifer belirtisi) KE i¢in patognomik oldugu belirtilmistir (108).

Bilgisayarh Tomografi (BT): Tiim viicudu tarayabilmekle beraber kalsifiye olmus ve 1

cm’den kiigiik kistlerin de tanisini saglayabildigi belirtilmistir (108).

Manyetik Rezonans (MR): Yumusak dokudaki kistlerin tanisinda ¢ok iyi sonug
verdigi ancak kalsifikasyonlar i¢in uygun olmadig: bildirilmistir (108).
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2.6.3. Serolojik Testler

Giniimiizde KE’in 6n tanisi amaciyla daha ¢ok radyolojik yontemler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte olusan Kistlerin timor, apse gibi diger yer kaplayan
olgularla ayirici tanisinin yapilabilmesi ve post operatif niikslerin daha saglikli sekilde
degerlendirilebilmesi i¢cin On tanmin serolojik tani yontemleriyle desteklenmesi
gerektigi bildirilmistir (46, 109). Konaklarda immun yanita neden olan birgok Ekinokok
antijeni olmakla birlikte serolojik testlerde antijen kaynagi olarak siklikla kist sivisi,
protoskoleks ve germinatif membranlarin kullanildigi bildirilmistir (110). Ancak bu
yapilar ¢ogul antijenik bilesimler icerdikleri icin antijenik &zellikler Echinococcus
tirleri i¢in spesifik degildir. En ¢ok tercih edilen hidatik kist sivisi antijenlerinin Antijen
5 ve Antijen B lipoproteinleri oldugu belirtilmistir (111). Kistlerin yapisi,
lokalizasyonu, canlilig, biiyiikliigi, kisinin immun sistemi, kullanilan antijenin cinsi ve
hazirlanma sekli gibi bir¢ok faktoriin serolojik testlerin duyarlilik ve O6zgtlligiini
degistirebildigi bilinmektedir. Hastaligin tanisinda kullanilan serolojik testler; Casoni
deri testi, Kompleman Fiksasyon testi (Weinberg), Lateks Aglutinasyon (LA) testi,
Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) testi, Immundifiizyon (ID) ve Immun elektroforez (IE)
testi, Indirekt Floresan Antikor (IFA) testi, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) testi, Koagliitinasyon (Co-A) testi ve Western Blot (WB) yontemidir. KE
tanisinda eskiden yaygin olarak kullanilan Casoni ve Weinberg testlerinin giiniimiizde
tercih edilmedigi, antikor teshisi amaciyla en sik IHA, IFAT, ELISA, Lateks
Aglutinasyon ve Western Blot gibi testlerin kullamldigi bildirilmistir. Iki yada daha
fazla serolojik yontemin birlikte kullanilmasi duyarlilig1 yilikseltmektedir (99).

indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHA): Koyun eritrositlerinin tannik asitle
duyarhlagtirildigr, bu sayede yiizey gerilimlerinin degistirilerek antijen tutma
ozelliginden yararlanildig1 bir serolojik yontemdir. Antijenle kaplh eritrositler serumdaki
antikorla reaksiyona girdiginde aglutinasyon olusturmaktadir (112). Kullanilan antijene
bagli olarak testin duyarliliginin ve ozgilligiiniin degisiklik gosterdigi bildirilmistir
(113).

Indirekt Floresans Antikor Testi (IFAT): Fluoresans verici maddelerle isaretlenmis
antikorun antijenle olusturdugu serolojik reaksiyona dayanan bir testtir. Isaretlenmis
antikorlar spesifik antijenlerle baglaninca fluoresans mikroskop altinda goriilebilir hale
gelmektedir. Bu yontemde germinatif membran kesiti ile protoskoleksin tamami veya

kesiti antijen olarak kullanilmaktadir. Zayif pozitif sonuglarin diger yontemlerle
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dogrulanmasi gerektigi bildirilmistir (114). IFAT ile duyarliligin ve 6zgilligin %90
oldugu belirtilmistir (115).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Polistren plaklara emdirilmis
antijen  molekiillerine  baglanan  6zel antikorlar {izerine enzim isaretli
immunoglobulinlerin  baglanmasi ve enzimin substrat ile renk vermesi esasina
dayanmaktadir. Dogal (ham kist sivisi) ya da saflastirilmis antijen kullanilabilmektedir.
Saflagtirllmis antijen kullanmanin 6zgilligli arttirirken  duyarlhilign  diistirdiigi
belirtilmistir. ELISA’nin duyarliliginin %83-100, 6zgilliigiinin ise %76-99 arasinda
degistigi bilinmektedir (116).

Western Blott (immunoblotting) Yontemi: Bir membran iizerine sabitlestirilmis
proteinleri tanimlamada kullanilmaktadir (117). Bu yontem diger serolojik yontemler ile

kombine edildiginde duyarliligin %100’e yiikseldigi goriilmistiir (118).
2.6.4. Molekiiler Yontemler

2.6.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kullanim alan1 oldukga genis bir molekiiler yontem olup, Echinococcus larda
gen karakterizasyonu, gen haritalama, teshis ile tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik c¢esitliligin
arastirilmasinda kullanildigr bilinmektedir. Yontemin prensibi; patolojik materyallerde
bulunan hedef genetik yapilarin (DNA, RNA) spesifik oligoniikleotid primerler
kullanarak, deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) ve 1siya dayanikli polimeraz enzimleri
(Tag DNA Polimeraz) yardimiyla ¢ogaltilmasidir. Reaksiyon baglica; denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi1 (annealing) ve amplifikasyon (extension) olmak iizere ii¢
asamada gergeklesmektedir. Ug asamadan olusan amplifikasyonun ilk asamasinin 30-35
kez tekrarlanmasi sonucunda, hedef DNA’nin sayisiz kopyasinin olustugu belirtilmistir.
Amplifikasyon asamasindan sonra elde edilen iiriinler, agaroz jel veya poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayrigtirithp, ethidium bromide ile boyanarak goriiniir hale

getirilmektedir (119).

Dinkel ve arkadaslari, Echinococcosis’te ¢ogunlukla tan1 amaciyla kullanilan bu
yontemi tiplendirme yapmak i¢in kullanmiglardir. Yaptiklar1 c¢alismada E.
granulosus’un G1, G5, G6/G7 suslar1 i¢in PZR/semi nested PZR, G1 susunun ve
G5/G6/G7 suslarinin tanisinda klasik PZR, G5 ile G6/G7 suslarinin ayriminda ise semi-

nested PZR yontemini kullanmiglardir. Echinococcus multilocularis, E.equinus,
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E.ortleppi ve E.granulosus’un G1, G6 ve G7 suslarinin da dahil oldugu 16 tiiriin
izolatlarinin degerlendirildigi bu ¢alismada PZR analizinin spesifitesi %100 olarak
bulunmustur (120). Elde edilen sonuglar dogrultusunda Bati1 Afrika’da insanlarda ilk
kez G6 susu ile enfeksiyon bildirilmistir. Yine Kenya ve Sudan’da ¢iftlik hayvanlarinda
G5 susu belirlenmistir (121-2).

2.6.4.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Cift iplik¢ikli DNA’nin belli bélgelerinden kesim yaparak, DNA’dan bir genin
veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlere restriksiyon
enzimleri (RE) ad1 verilmektedir. DNA’nin bu enzimlerden bir veya birkagi ile kesime
ugratildiktan sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi, sonrasinda ethidium
bromide ile boyanan jelde DNA bandlarinin yer, sayr ve biiyiikliiklerine gore
karsilastirillip yorumlanmasma dayanan yonteme Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) adi verilmektedir (121, 123). Cin’de dort farkli bolgeden
toplanan E.granulosus izolatlarindan elde edilen DNA 6rnekleri, RFLP ve Southern blot
analizi ile incelenmis, 6rnekler arasinda genetik bir varyasyon olmadigi bildirilmistir
(124). Cin’in kuzeybatisinda insanlarin da dahil oldugu 117 arakonaktan elde edilen
izolatlar, RFLP, PZR-RFLP ve mitokondriyal genom analizi ile incelenmis, izolatlar

arasinda genetik varyasyon olmadigi bildirilmistir (52).

2.6.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment Length Polymorphism
(PZR-RFLP)

Klasik RFLP’den farkli olarak; genomik DNA’nin belirli bir bolgesi, o bolgeye
0zgl oligoniikleotid primerler araciligiyla amplifiye edilmektedir. Elde edilen iiriinler
bir ya da daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilip, agaroz jel elektroforezde
yiriitilmekte, ethidium bromide ile boyanmakta ve ultraviole 151k altinda
gorintiilenmektedir. PZR-RFLP’nin Echinococcus izolatlarinin sus ve tiirlerinin
belirlenmesinde oldukga basit, duyarli ve hizli bir yontem oldugu bildirilmektedir (121,
123). PZR-RFLP ve DNA dizileme tekniklerinin birlikte kullanildigi ¢alismalarda
E.granulosus’un sigir susunun (G5) insan enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir.
Yine ayni teknikle Tunus’ta insan, koyun ve sigir kistlerine G1 susunun sebep oldugu,

Tunus’ta G6 susunun belirlendigi bildirilmistir (125). Ispanya’da elde edilen 53 izolat

bu yontemle incelenmis, E. granulosus’un E. multilocularis’ten ayrimi yapilarak
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Ispanya’daki E. granulosus suslari tanimlanmustir. ispanya’da G1 ve G7 genotiplerinin
bulundugu bildirilmistir (104).

2.6.4.4. Random Amplified Polymorphic DNA-PZR (RAPD-PZR)

Arbitrary primed PZR (AP-PZR) olarak da adlandirilan yontem; genomik
DNA’nin herhangi bir boélgesinin rastgele secilmig 9-10 bazlik kisa primerler
araciligiyla ¢ogaltilmasi islemidir. Segilen primerlerin kromozom {izerinde hem
kendilerine 6zgii olan hem de olmayan bolgelere baglandigi bilinmektedir. Primerlerin
baglanma bolgeleri arasindaki uzaklik, agaroz jelde farkli say1 ve uzunlukta bandlarin
olusumuna sebep olmaktadir. Ayni tiiriin farkli suslarinda primerlerin baglanma
yerlerinin sayist ve birbirine olan uzakliklart farkli olacagindan, amplifiye edilen
parcalarin say1 ve biiyiikligi agaroz jel elektroforezinde farklilik gostermektedir.
Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait band
profilleri birbirleri ile karsilastirilmakta, ayni band profili gosteren izolatlar
‘epidemiyolojik olarak iliskili’ seklinde yorumlanmaktadir. Yo6ntemin, ¢ok miktarda
genomik DNA’ya ve DNA dizi bilgisine gerek duyulmamasi, hizli ve kolay
uygulanabilir olmasi yonlerinden avantajli oldugu bildirilmistir (126). Echinococcus
cinsine bagh tiirlerin tiplendirilmesinde uygun goriilen bu yontemin diger molekiiler
tekniklerle dogrulanmasinin, daha saglam bir taniya olanak saglayacagi belirtilmistir

(127).

2.6.4.5. Tek Zincir Yapi Polimorfizmi, PZR-SSCP (Single Stranded Conformation
Polimorphism)

Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP)’in sekans farklilig
gosteren tek sarmalli DNA Orneklerinin belirlenmesinde kullanilan basit, duyarli ve
giivenilir bir yontem oldugu belirtilmistir. Bu metodun prensibini tek iplik¢ikli
DNA’nin sekil ve biiyiikliigiine bagli olarak, denatiire olmayan jel igerisindeki
elektroforetik hareketi olugturmaktadir. PZR-RFLP veya RAPD-PZR teknikleri DNA
dizilerinin say1 ve biiylikliiklerine gore agaroz jelde ayrimi esasina dayanan analizler
olduklar1 i¢in bu yontemlerde ayni biiylikliikte olup sekans farkliligi gosteren diziler
agaroz jel elektroforezinde birlikte yiiriiyebilmekte ve tek bir sekans olarak
diisiiniilebilmektedir. SSCP analizinde bdyle bir durumun séz konusu olmadig

belirtilmistir ¢linkii bu yontem; tek sarmalli DNA’nin sekil ve biiylikliigiine bagh
olarak, uygun biiyiikliikteki bir dizideki tek bir niikleotid farkliligin1 dahi tanimlamaya
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olanak saglamaktadir. SSCP’nin en biiyiilk avantajinin, ¢ok sayida PZR ornegini es
zamanl1 olarak inceleyebilmesi oldugu bilinmektedir (123, 128-9).

2.6.4.6. DNA Dizi Analizi (Sekanslama)

Yontem, herhangi bir DNA pargasinda bulunan A, G, T, C niikleotid siralarinin
belirlenmesi olarak tanimlanmistir. Yontemde Klenow, Tag DNA polimeraz, reverse
transkriptaz veya sekans enzimlerinden birisi kullanilarak dizisi saptanacak DNA
iplik¢iginin komplementeri sentezlenmektedir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP
ilave edildiginde uzamanin siirdiigii, ddNTP ilave edildiginde ise uzamanin durdugu
bildirilmistir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA parcalart poliakrilamid jelde
elektroforeze tabi tutulmaktadir. Analiz sonucunu goriiniir hale getirmek i¢in radyoaktif
madde ya da flouresan veren maddelerle isaretleme yapilmaktadir. Bu metod ile her iki
DNA zincirinin dizi analizi yapilarak, artefakt ve baska faktorler ile alakali hatalarin
minimize edildigi bildirilmistir (121, 126, 130).

2.7. Tedavi

2.7.1. insanda Tedavi Yontemleri

Giliniimiizde cerrahi yontemlerle kistlerin ¢ikarilmasinin sagaltimda en etkili
yontem oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte KE’in endemik oldugu iilkelerde
hastaligin sagaltiminda 1ilaclarin tek basina yetersiz olmasi, cerrahi yoOntemler
uygulandiginda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmasiin yaninda, niikslerin de
stk goriilmesi sebebiyle yeni alternatif sagaltim yontemlerinin aragtirilmasi gerekliligi
ortaya konulmustur. Enfekte kisilerde en uygun sagaltima karar vermek i¢in endikasyon
ve kontraendikasyonlarin, risklerin ve yararlarin ayr1 ayri degerlendirilmesi gerektigi
belirtilmistir (131-2).

2.7.1.1.Cerrahi Tedavi

Endikasyonlari: Cogul endojen kistleri olan biiyiik karaciger kistlerinin, yirtilabilecek
yapida olan yiizeysel karaciger kistlerinin, enfekte kistlerin, safra kanallar1 ya da komsu
organlara baski yapan kistlerin, akciger, beyin, bobrek, kemik ve diger organlardaki

kistlerin cerrahi yontemlerle alinmasinin uygun oldugu belirtilmistir (133).

Kontraendikasyonlari: Cerrahiyi reddeden hastalara, yasli ve hamile hastalara,

kardiyak, renal veya karaciger hastaligi olanlara, diyabetli, hipertansiyonlu hastalara,
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cogul kistli hastalara, ulasilmasi zor, kalsifiye olmus ya da ¢ok kiiglik kistlere cerrahi

girisim yapilamadig bildirilmisir (133).

Cerrahi Teknikler: Radikal cerrahi, konservatif cerrahi, palyatif cerrahi (131).
Cerrahiden once albendazole sagaltimi ile inrakistik basincin diistiigi ve buna baglh
olarak karaciger kistlerinin canliliginin azaldig1 bildirilmistir (133). Cerrahi miidahele
sirasinda protoskoleksleri Oldiirmek i¢in etkili ve gilivenli bir protoskolisidal ajan
kullanmak gerektigi belirtilmis olup giiniimiizde etkili ve toksisite riski az olan % 70’lik
etanol, %20’lik hipertonik tuz veya %0.5’lik setrimid soliisyonunun tercih edildigi
bilinmektedir (131). Herhangi bir cerrahi uygulamada olusabilecek baslica riskler su
sekilde bildirilmistir; anestezi, stres, kan transfiizyonu ile bulagsan hepatit ve HIV gibi
enfeksiyonlar, canli parazit materyalinin yayilmasina bagl olarak olgularin %?2-25’inde

goriilen sekonder KE, %0.5-4 olguda mortalite (132).
2.7.1.2. Ponksiyon—Aspirasyon-Injeksiyon-Reaspirasyon (PAIR)
KE’in sagaltimi1 amactyla uygulanan PAIR su asamalar1 icermektedir;
- Ultrason esliginde kist perkutan delinmektedir.

- Kist icerisindeki sivinin ortalama %25-50’si aspire edilmektedir.

- Aspire edilen sivi hacminin yaklasik %20’si kadar protoskolisidal madde

enjekte edilerek en az 15 dk beklenmektedir.

- Kist igeriginin miimkiin olan en fazla miktar1 tekrar aspire edilmektedir (132-4).

2.7.1.3. Kemoterapi

Operasyon oncesinde benzimidazol ile sagaltim sonucunda intrakistik basincin
azaldig1 ve kistin daha kolay uzaklastirildig1 belirtilmistir. Kemoterapinin sekonder KE
riskini azaltabilecegi bildirilmekte ve cerrahiden 4 giin 6nce baslanmasi ve 1 ay

albendazole ile siirdiiriilmesi onerilmektedir (131).

2.7.2. Son Konaklarin Tedavisi

Gegmis yillarda son konak kopeklerin tedavisi amaciyla en sik kullanilan ilacin
Arekolin hidrobromid oldugu bildirilmistir. Ilacin baslica etkisi diiz kaslar iizerine olup
paraziti felce ugrattigi fakat oldiirmedigi bilinmektedir. Bununla beraber bagirsak
hareketlerinde artisa sebep olarak parazitin atilmasini sagladigi bildirilmistir.

Kopeklerdeki oral dozu 1,75-3,5 mg/kg olup ilag uygulanmadan 12 saat Once
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hayvanlarin a¢ birakilmasinin uygun olacag: belirtilmistir (135). Giiniimiizde tedavide
en sik kullanilan ilacin praziquantel oldugu bildirilmistir. Oral veya subkutan uygulama
secencekleri olup, oral yolla 5 mg/kg, subkutan ise 5,5 mg/kg dozda uygulanmaktadir
(136, 137). Bu dozlarda E. granulosus ve E. multilocularis’in geng ve eriskin formlarina
kars1 oldukea etkili oldugu belirtilmistir. Hem dokularda yerlesmis sestod larvalarina
hem de sindirim kanalindaki eriskin sestodlara etki ettigi bilinmekte olup gebe
hayvanlarda gilivenli bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir. Prepatent siire goz oniine
alinarak 6-8 haftalik periyodlarla uygulanmasinin uygun olacagi bildirilmistir. Tek doz
oral uygulamanin %100 etkili oldugu yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (137). Son
yillarda gelistirilen bagka bir ilag ise Epsipirantel’dir. Praziquantel’e yapi olarak
benzeyen bu ilacin kopeklerdeki dozunun 5,5 mg/kg oldugu bildirilmistir (138). Etki
diizeyleri Praziquantel ve Epsipirantel kadar yiiksek olmayan Nitroskanat ve

benzimidazol tiirevleri gibi ilaglar da tedavi amaciyla kullanilabilmektedir (137).

2.8. Korunma ve Kontrol

Zor tedavi gerektiren ve yiiksek mortaliteye sahip bir enfeksiyon olan KE’in
gerekli Onlemler alinirsa kontrol altina alinabilecegi bilinmektedir. Diinyanin bir¢ok
tilkesinde kontrol programlarinin uygulanmasi sonucu parazitin eradikasyonu ile ilgili
basarili sonuglar alindig1 bildirilmistir. (36, 139). Kistik Eknokokkozis’ten korunma ve

kontrol amaciyla uygulanacak yontemler baslica ii¢ ana baslik altinda incelenmektedir.

2.8.1. Eriskin Parazitlerle Miicadele

Son konak kopeklere ii¢ ayda bir olmak {izere praziquantel sagaltimi
uygulanmasi dnerilmektedir. Tlag uygulamasindan sonraki birkag saat hayvanlarin bagl
tutulmasinin, dehelmintasyon saglandiktan sonra digkilarin toplanarak yakilmasmin ya
da derin yerlere gomiilmesinin uygun olacagi belirtilmistir. Sahipsiz sokak kdpekleri
populasyonunun kontroliinii saglamak amaciyla hayvanlarin toplatilarak barmaklarda
bakimlarinin saglanmasinin ve kopeklerin kontrol altina alinamadigi bélgelerde meyve
ve sebze bahgelerine, sulama kanallarina, c¢ocuklarim oyun alanlarina girmesinin

engellenmesinin uygun oldugu belirtilmistir (140).

2.8.2. Larvalarla Miicadele

Kasaplik hayvanlarin kesiminin sadece mezbahalarda yapilmasi, kesimi yapilan

hayvnlara Veteriner hekim tarafindan saglik kontrolii yapilmasi, mezbahalardaki atik su
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ve organik materyallerin uygun bir sekilde imha edilmesi ve kopeklerle temasinin
engellenmesi gerektigi bildirilmistir. Kistli organlarin miimkiinse yakilmasi, aksi halde
hayvanlar tarafindan eselenerek ortaya c¢ikarilamayacak derinlikteki c¢ukurlara

gomiilmesi ve lizerine sénmemis kire¢ dokiilmesi uygun goériilmiistiir (141).

2.8.3 Egitim Programlari

Hastaligin genellikle verimsiz kirsal alanlardaki stirtiler ile bu siiriileri giitmek ve
korumak amaciyla bulunan képeklerde ve bu kopekler ile yakin temasi olan insanlarda
gorildiigi bilinmektedir. Cesitli basin organlar1 kullanilarak 6zellikle hayvancilikla
ugrasan kesimin, bununla birlikte kesim yerlerinde c¢alisan personelin, kasaplarin,
ciftgilerin ve c¢obanlarin egitiminin saglanmasinin, yine okullarda O6grencileri
bilinglendirmek amaciyla gesitli egitim programlarin diizenlenmesinin uygun olacagi

belirtilmistir (140).

2.8.4. Asillama

Son yillarda modern tibbin ilerlemesiyle birlikte cesitli tlilkelerde arastiricilar
tarafindan KE’den korunmak amaciyla as1 gelistirme calismalar1 baslatilmistir.
Avusturalya ve Yeni Zellanda’da sigir ve koyunlarda Taeniidae familyasina bagl
tirlerin larvalarma karsi etkili olan asilar gelistirilmis olup bu asilarda kist sivisi,
germinatif membran ya da protoskoleks antijenlerine kiyasla daha iyi seviyede koruma
saglayan onkosfer antijenlerinin kullanildigi belirtilmistir (142-3). E@95 asisinin,
onkosferden klonlanan bir ag1 oldugu, immuniteyi en yiiksek diizeyde uyardigi ve KE’e
kars1 asilama c¢alismalarinda basar1 ile kullanilabilecegi bildirilmistir. Koyunlarda
yiikksek derecede koruma saglayan bu asinin kistleri  %90-100 oraninda azalttigi
bildirilmigstir (144). Reenfeksiyon olusmadigi durumlarda bagisikligin 1 yil boyunca
devam ettigi ve dogumdan oOnce asilanmis gebe koyunlardaki yiiksek antikor

seviyelerinin kolostrum yoluyla yavrulara gegtigi bildirilmistir (145).

2.9. Echinococcus granulosus’un Suslar:

Giiniimiizde, bagimsiz bir tiir ya da Echinococcus granulosus’un alt tiirii olarak
tanimlanmis olan bazi yapilarin, mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz subunitl (mt-CO1)
DNA dizi analizlerinin yapilarak taksonomideki durumlarinin gbézden gegirilmesi
gerektigi giindeme gelmistir (28). Mitokondriyal DNA’nin haploid 6zellik gostermesi

sebebiyle daha net bir sekilde tanimlanabilmesi, evrim hizinin niikkleer DNA’ya gore
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¢ok daha fazla olmasi, homoplazmik olusu, rekombinasyon 6zellik gostermemesi gibi
avantajlart nedeniyle mt-CO1 gen bdlgesinin incelenmesinin Echinococcus tiirlerinin
tanimlanmasinda oldukga faydali oldugu bildirilmistir (146). Echinococcus granulosus
izolatlar1 arasindaki genetik farkliliklarin  kanitlanmasi ile sus kavrami daha
belirginlesmis ve fenotipik degiskenlik ile iligkilendirilen varyasyonlar sonucu konaga
uyumlu sus kavrami ortaya konulmustur (21). Echinococcus tiirleri i¢in sus kavramu;
‘aym tliriin diger gruplarindan gen frekanslar1 yoniinden istatistiksel olarak farklilik
gosteren varyantlar’’ seklinde tanimlanmaktadir. Bu farkliliklar, parazitin biyolojik
dongiisti, konak spesifitesi, gelisim hizi, patojenite ve antijenitesi, kemoteropotik
ajanlara duyarliligi, bulasma dinamikleri, hastaligin epidemiyolojisi ile kontrol
yontemleri lizerinde O6nemli derecede rol oynamaktadir. Bu bakimdan hastaligin
kontroliiniin saglanmasi ve eradikasyonu bakimindan endemik bir bolgedeki baskin sus

ya da suslarin belirlenmesinin olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmistir (9, 14, 21).

Yapilan molekiiler ¢alismalar neticesinde E.granulosus cinsi igerisinde bugiine
kadar 10 sus (G1-G10) tanimlanmistir. Bunlar; evcil koyun susu (G1), Tazmanya koyun
susu (G2), manda susu (G3), at susu (G4), s1g1r susu (G5), deve susu(G6), domuz susu
(G7), geyik susu (G8), insan susu (G9), Fennoscandian geyik susu (G10)’dur (Tablo
2.1).
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Tablo 2.1. Echinococcus granulosus’un suslar1 ( 9, 96)

Genotip Yeni Son Konak Ara Konak Cografi Dagihm
siiflandirma
. Kopek, tilki, Koyun, insan, Avustralya, Avrupa,
Evcil Ki . . .
vet (g}il)m Susu ) dingo, ¢akal, kanguru, sigir, Amerika, Yeni Zelanda,
Echinococcus Sirtlan deve, domuz, keci Afrika, Cin, Ortadogu

Tazmanya Koyun

granulosus
sensu stricto

Kopek, tilki

Koyun, sigir

Tazmanya, Arjantin,

Susu (G2) Romanya, Hindistan
Manda Susu (G3) Kopek, tilki Manda, sigir Asya, Avrupa
. Avrupa, Orta Dogu,
Echin At, esek, kat
At Susu (G4) Ce Sicn‘;‘;cus Kopek di,éref:k nr:ilflzr Giiney Afrika, Yeni
q g Zelanda, Amerika
Echinococeus Avrupa, Gliney Afrika,
Sigir Susu (G5) . Kopek Sigir Asya, Rusya, Giiney
ortleppi .
Amerika
. Deve, kegi, sigrr, Orta Dogu, Afrika,
Deve Susu (G6) Echinococcus Kopek Ve e ra LUog, AL,
. koyun Asya, Arjantin
ganadensis Avrupa, Rusya, Giiney
G6/7 5 ’ ’
Domuz Susu (G7) ( ) Ko6pek Domuz Amerika
. Kuzey Amerik
Geyik Susu (G8) Kurt, kopek Geyikler uzey Amerika,
Echinococcus Avrasya
Insan Susu (G9) canadensis Kanideler Insan Polonya
Fennoscandian (G8-10) . . . .
. Kanideler Geyikler Finlandiya
Geyik Susu (G10) y y

Giintimiizde Echinococcus tiirlerinin mitokondriyal genom analizi taksonomik
revizyona yol agmis ve E. granulosus tiirii iginde 4 farkli yapinin bulundugu ortaya
konulmustur. G1-G3 grubunun 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 adi altinda birlestirildigi
bildirilmistir (9, 11, 12). Aslan susu olarak bilinen E. felidis, E. granulosus’un kardes
siift olarak tanimlanmigtir. Tibet’te bulunan E. shiquicus, Xiao tarafindan E.
multilocularis’in kardes tiirii olarak tanimlanmigtir (13). Son zamanlarda E.granulosus
sensu stricto, E. ortleppi ve E. canadensis tiirleri arasinda meydana gelen genetik bilgi

akisinin olasilhig1 tizerinde durulmaktadir (10).

2.9.1. Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3)

Bowles ve arkadaslar tarafindan 1992 yilinda E.granulosus’un mt-CO1 ve mt-
NADHI1 genleri iizerinde yapilan analizler neticesinde G1, G2 ve G3 adiyla ti¢ farkl
sus belirlenmis ancak giincel taksonomik veriler sonucunda bu ii¢ susun Echinococcus

granulosus sensu stricto adi altinda tek bir tiir olarak adlandirilmasi gerektigi ortaya
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konulmustur (146). E. granulosus sensu stricto nun, eski smiflandirmadaki koyun
susuna (G1) karsilik geldigini bildiren calismalar mevcuttur. Giincel mitokondriyal
genom analizleri sonucu bu ii¢ genotipin birbirine ¢ok benzer oldugu, olduke¢a diisiik
oranlarda sekans farkliligi gosterdikleri, bu sebeple detayli ayriminin yapilamadigi ve
cok sayida haplotipin oldugu ortaya konulmustur (10). Ortadogu’dan koken alan bu
tiiriin diger bolgelere de yayillim gosterdigi, ara konaginin koyun olmasina ragmen pek
cok ciftlik hayvam tiirtinde (kegi, sigir, manda, deve, domuz, at, esek, katir, tibet sigir1)

ve otobur vahsi hayvan tiirlerinde yerlestigi bildirilmistir (147).

2.9.2. Echinococcus equinus (G4)

Onceleri E. granulosus equinus adiyla E. granulosus’un alttiiri olarak
tanimlanan bu sus (G4), detayli giincel molekiiler ¢aligmalar sonucunda tiir bazinda
degerlendirilmis ve E. equinus olarak isimlendirilmistir (9). 1963 yilinda Williams ve
Sweatman tarafindan bu susun morfolojisi, biyolojisi, fizyolojisi, biyokimyasi,
metabolizmasi, molekiiler biyolojisi, konak spesifitesi ve epidemiyolojisi kapsamli bir
sekilde incelenmis ve diger suslardan morfolojik ve biyolojik farkliliklar1 ortaya
konulmustur (148). Giinlimiizde at susunun Avrupa, Ortadogu, Giiney Afrika, Yeni
Zelanda ve Amerika’da bulundugu bilinmektedir. Son konagi kdpekler olup kizil
tilkilerin biyolojik ¢emberde rollerinin olup olmadig: tartigma konusudur. Ara konak
spektrumunun oldukg¢a dar olup yalnizca tek tirnaklilar ile sinirli oldugu bildirilmistir.
Atlarda metasestodlarin en ¢ok lokalize oldugu organin karaciger oldugu, nadiren
akciger ve diger organlara da yerlesebildigi, insan enfektivitesinin ise ¢ok nadir oldugu
bildirilmistir (7, 9, 149).

2.9.3. Echinococcus ortleppi (G5)

[k kez 1934 yilinda Ortlepp tarafindan Giiney Afrika’da kdpeklere ait izolatlarin
tanimlanmasi ile bulundugu bildirilmistir. Sonraki yillarda da bu susla ilgili molekiiler
caligmalar yapilmis, 1965 yilinda Verster bu parazite E. granulosus ortleppi ismini
vermistir (10). Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu epidemiyolojik ve morfolojik
farkliliklarin yanisira mt-DNA sekans analizlerinden elde edilen bulgulara gore G5 susu
E. ortleppi adiyla farkli bir tiir olarak degerlendirilmistir (10, 149). Sigir susunun son
konaginin kopekler, ara konaginin ise sigirlar ve nadiren insan oldugu bildirilmistir. Son
konakta oldukg¢a hizli gelisim gosteren susun sebep oldugu enfeksiyonlarda prepatent

siire ortalama 35 gilin olup diger izolatlarda bu siire ortalama 40-48 giin olarak
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bildirilmektedir (150). Isvicre’deki deneysel calismada, bu susun morfolojik, biyolojik
ve biyokimyasal a¢idan da diger suslardan belirgin farklilik gosterdigi bildirilmistir. Bu
susun sebep oldugu larvalarin fertil kist karakterinde olup, daha ¢ok akcigere yerlestigi
ile ilgili yayinlar mevcuttur. Genis bir cografik yayilima sahip olan E. ortleppi (G5),
Nepal, Isvigre, Hollanda, Brezilya ve Hindistan’da bildirilmistir (10, 149).

2.9.4. Echinococcus canadensis (G6-G10)

G6-G10 arasinda bulunan suslarin ¢esitli varyantlar1 ve farkli ara konaklar
bulunmasina ragmen yapilan filogenetik ve molekiiler ¢alismalara ait veriler bu suslarin,
birbirinden net olarak ayirt edilemediklerini gostermektedir. Farkli gelisim evrelerine ve
morfolojik yapiya sahip olan G6 ve G7 suslarinin mt-CO1 bolgelerinin sekans analizleri
sonucunda yiiksek oranda benzerlik gosterdikleri bildirilmistir. Bazi ¢aligmalarda
spesifik genotiplere ayristirilamayan Orneklerin G6/G7 susu olarak adlandirildig:
bildirilmistir (10). Bununla birlikte Arjantin’de G6 genotipi ile enfekte kegilerden elde
edilen izolatlarin mt-CO1 gen dizi analizlerinin hepsinde G6 genotipi, yine ayni susla
enfekte edilen domuzlardan elde edilen izolatlarda ise G7 genotipi tespit edilmistir. Orta
ve Dogu Avrupa’da domuzlar G7 susu igin ara konak olarak bildirilmistir (147). G8
genotipi ABD’de geyiklerde, G10 genotipi ise Finlandiya ve Isvigre’de geyiklerde
goriilmiis olup iki genotipin birbirine benzese de ayri suslar olarak tanimlandiklar
bildirilmigtir (10). Farkli konaklardaki yerlesime ve cografik dagilima bakildiginda G6
ve G7 genotiplerinin farkli bir tiir olarak ayrilmasi ve E.intermedius adini almasi
onerilmistir (151). Fakat mitokondriyal gen dizi analizlerine gore, G10 genotipi G6/7
genotipine G8’den daha fazla benzerlik gostermektedir. G8’in G6/7/10 susundan farkl
bir sus olarak disiiniilebilecegi de bildirilmistir (10). Yapilan filogenetik caligmalar
sonucunda geyik susu (G8), Fennoscandian geyik susu (G10), deve susu (G6) ve domuz
susunun (G7) oldukg¢a yakin bir iligkiye sahip oldugu belirtilmistir. Bundan &tiirii G9
genotipi ile birlikte bu bes genotipin (G6-G10) bir grup olarak diisiiniilmesinin uygun

olacag bildirilmis ve bu suslar siniflandirmada E. canadensis olarak yer almistir (10-1).

2.9.5. Echinonoccus felidis (Aslan susu)

Afrika’da av kopegi, sirtlan, cakal ve aslanlarda goriilmiis olan bu sus icin ara
konagin bazi vahsi ¢ift tirnaklilar oldugu belirtilmistir. Kedigillerin genellikle E.
granulosus’a duyarli olmadigi bildirilmis, bununla birlikte Giiney Afrika’da vahsi

kedilerde de bu susa rastlamlmistir (9). Insanda ve ciftlik hayvanlarinda hastalik
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olusturduguna dair bir bildirim yoktur. E. granulosus sensu stricto susu ile oldukca
benzer yapida mitokondriyal genoma sahip olmasi sebebiyle G1-G3 susuna ait
olabilecegi de bildirilmistir (10).
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmada calisma grubunu Indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nde
Kasim 2013-Aralik 2015 tarihleri arasinda serolojik laboratuvar tetkikleri ve
gorlintiilleme yontemleri ile KE 6n tanisi konulmus toplam 53 hasta olusturmustur.
Hasta bilgileri ve 6n tan1 amaciyla uygulanmis tetkikler, Turgut Ozal Tip Merkezi

otomasyon sisteminden elde edilen verilerle olusturulmustur.

Calisma icin Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayr alinmistir
(2014/61 protokol kodu). Hastalar1 bilgilendirmek amaciyla hazirlanan asgari
bilgilendirilmis goniilli olur formlar1 ¢alisma kapsamina alinan hastalara

imzalatilmistir.

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’'nde KE &n tanist ile opere edilen 53
hastadan elde edilen hidatik kist materyalleri mikroskobik muayenelerinin yapilmasi

amaciyla Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’na getirilmistir.

3.2. Direkt Mikroskobik Baki

Mikroskobik inceleme i¢in alinan kist sivilar1 1600 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra istte kalan sivi dokiilerek dipte kalan tortudan lam-lamel arasi preparat
hazirlanmig, protoskoleks yada c¢engel varligi bakimindan 151k mikroskobunda
incelenmigstir. Germinatif membranlarin ise i¢ kisimlarindan bistiiri yardimiyla alinan
kazinti, 1 damla serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra lam-lamel arasi preparat
yapilarak 1s1k mikroskobunda x10’luk bilyiitmede incelenmistir. Protoskoleks ya da
cengel bulunduran numuneler fertil olarak degerlendirilmistir. Numuneler %70’lik etil

alkol igeren tiiplere konulup kullanilincaya kadar -20° C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Genomik DNA izolasyonu

Laboratuvarda %70’lik alkolde muhafaza edilen kistlerden 1-2 gr germinal
membran bir lam {izerine alinarak steril bistiiri yardimiyla daha kii¢lik pargalara
ayrilmig, 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarilmistir. Bu tiiplerin iizerine 6rneklerdeki
alkolii gidermek icin 1X PBS soliisyonundan 600 pl eklenip, kisa bir vorteks

yapildiktan sonra maksimum hizda en az 1 dakika santrifiij edilmis ve istteki sivi
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atilmigtir. Bu uygulama en az 5 kez tekrar edilmistir. Son yikamanin ardindan ependorf
tiipler igerisindeki germinal membranlarin {izerine RTA genomik DNA izolasyon Kiti
(RTA Lab. Tiirkiye) igeriginde bulunan soliisyon DL’den 200 ul ve Proteinase K’dan
(Thermo Scientific, 20 mg/ml) 20 ul ilave edilip, vortekslendikten sonra 1 gece 56
°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin germinal membranlar benmariden ¢ikarilarak kit

protokoliine gore asagidaki basamaklar uygulanmaistir:

*Ependorf tliplere Soliisyon B’den 200 pl eklenip 20 saniye kisa-vorteks
yapilmustir.

*Kisa santrifiijden sonra her 3 dakikada bir karigtirilarak 65 °C’de 15 dakika

inkiibe edilmistir.
*260 pl saf etanol eklenip, 20 saniye kisa-vorteks yapilmstir.

*Kisa santrifiij yapilip, toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilip spin kolon tiiplerine

aktartlmistir.

*7000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip, siv1 i¢eren alttaki tiip atilmig ve kolon

yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

*Soliisyon W1’den 700 pl eklenip, 7000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmis ve

s1v1 igeren alttaki tiip atildiktan sonra kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

*Soliisyon W2’den 700 pl eklenip16000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

Takiben sivi igeren alttaki tiip atilmig ve kolon yeni bir toplama tiipline yerlestirilmistir.
*16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilmistir.
*Spin kolon, steril 1.5 mI’lik bir ependorf tiipe transfer edilmistir.

*Soliisyon E’den 100 pl alinip (70 °C’ye 1sitilmis) eklenmis, kolonun kapagi
kapatilmis ve oda sicakliginda (15-25 °C) 3 dakika inkiibe edilmistir.

*7.000 rpm’de 1 dakika ve takiben 16.000 rpm’de 30 saniye daha santrifiij
yapilmistir.

*Spin kolon atilmistir. Ependorf tiipiliniin i¢indeki eliisyon tamponunda genomik

DNA (gDNA) bulunmaktadir.
*Elde edilen gDNA’lar kullanima kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Orneklerdeki total genomik DNA miktar1 spektrofotometrik dl¢iimle belirlenerek

yetersiz miktar gDNA igeren drneklerden tekrar izolasyon yapilmustir.
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3.4. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Subunit 1 (mt-CO1) Geninin PZR fle

Cogaltilmasi

Calismada mt-CO1 genini ¢ogaltmak icin JB3 3'-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTT
TAT-5' ve JB45 3-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-5' adli primerler
kullanilmistir (146). 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 gergeklestirilmistir. Son siklusu miiteakip 72 °C’de 10 dk ekstra sentez
islemi yapilmistir. PZR fdirlinleri %1.4’liikk agaroz jelde elektroforeze tabi tutulup
ethidium bromide ile boyandiktan sonra goriintiilenmistir. Pozitif kontrol olarak daha
once mt-CO1 geninin dizi analizi yaptirilan ve Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Laboratuvari’nda mevcut olan E.granulosus s.s. gDNA’s1, negatif kontrol

olarak steril distile su kullanilmistir.

3.5. DNA Dizi Analizi

Mitokondrial-CO1 bolgesinin PZR ile amplifikasyonu neticesinde iyi kalitede
band veren 33 PZR iiriinii sekans analizi i¢in MACROGEN (Ankara, Tiirkiye)

firmasina gonderilerek tek yonlii DNA dizi analizi yaptirilmastir.

3.6. Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Dizi analizi sonuglart BLAST analizi (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
yapilarak GenBank’taki referans dizi analizleri ile karsilagtirllmistir. CLC Main
Workbench 8 programi (152) kullanilarak alignment yapilmis ve bu islemde referans
sekans olarak MH010310 (E. granulosus sensu stricto), HF947559 (E. granulosus sensu
stricto), KC953029 (E. equinus), FJ744757 (E. ortleppi), MG808395 (E. canadensis-
G6/7) ve EU151431 (E. canadensis-G8/10) kullanilmistir (Sekil 4.2). Yine aym
program yardimiyla Neighbor-Joining metodu (153) kullanilarak bootstrap testi (100

tekrar) ile filogenetik aga¢ olusturulmustur.
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4. BULGULAR

Calismada incelenen 53 numunenin direkt mikroskobik bakisi sonucunda tiim

orneklerin fertil oldugu goriilmiistiir.

Biitiin 6rneklerden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve takiben PZR
uygulanmistir. PZR neticesinde sadece 33 Ornekte 446 bp’lik band goriintiisii elde
edilmistir (Sekil 4.1). Tekrarlanan PZR uygulamalarina ragmen kalan 20 6rnekte ya ¢ok

zayif band olusumu gozlenmis ya da band goriintiisii alinamamastir.

Sekil 4.1: Echinococcus granulosus’un insan izolatlariin mt-CO1 gen bdlgesinin PZR

ile ¢ogaltilmas1 sonucunda olusan bandlarin goriiniimii M: DNA marker (100 bp), 1:

Pozitif kontrol (446 bp), 2: Negatif kontrol, 3: Insan izolat1 (446 bp).

Iyi kalitede band goriintiisii elde edilen 33 &rnek ile calismaya devam edilmis
olup bu orneklerin dizi analizi sonuglart BLAST analizi yapilarak GenBank’taki
referans dizi analizleri ile karsilastirilmis ve hepsinin E. granulosus sensu stricto oldugu
belirlenmistir. CLC Main Workbench 8 programi kullanilarak alignment sonucunda dizi
analizi yapilan 33 ornekte degisik derecelerde niikleotid degisiklikleri olmasina ragmen
biitiin 6rnekler E. granulosus sensu stricto olarak belirlenmistir. Bununla birlikte fazla

miktarda farkli haplotiplerin oldugu da dikkat ¢ekmistir.
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Sekil 4.2: mt-CO1 gen bolgesinin sekanslarima ait alignment sonuglarr. MLT1-53: Ins
izolatlarina ait sekanslar. MH010310 (E. granulosus sensu stricto), HF947559 (E.

138

an

granulosus sensu stricto), KC953029 (E. equinus), FJ744757 (E. ortleppi), MG808395

(E. canadensis -G6/7) ve EU151431 (E. canadensis-G8/10): Referans sekanslar.
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CLC Main Workbench 8 programi yardimiyla Neighbor-Joining metodu
kullanilarak bootstrap testi (100 tekrar) ile olusturulan filogenetik agacin farkl
goriiniimleri Sekil 4.3 (Phylogram), Sekil 4.4 (Cladogram) ve Sekil 4.5 (Circular

Cladogram)’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Insan izolatlarina ait mt-CO1 gen sekanslar ile referans sekanslar

kullanilarak olusturulan filogenetik agacin phylogram goriiniimii.
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Sekil 4.4: insan izolatlarma ait mt-CO1 gen sekanslar ile referans sekanslar

kullanilarak olusturulan filogenetik agacin cladogram goriiniimii.
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Sekil 4.5: Insan izolatlaria ait mt-CO1 gen sekanslart ile referans sekanslar

kullanilarak olusturulan filogenetik agacin circular cladogram goriiniimii.
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5.TARTISMA

Echinococcus granulosus larvalarinin sebep oldugu KE’in hayvanciligin yaygin
olarak yapildig1 bir¢ok tilkede dnemli bir halk sagligi problemi oldugu bildirilmistir (2).

Echinococcus granulosus’un farkli suslarinin sebep oldugu metasestodlarin,
farkli cografi bolgelerde sigir, koyun, ke¢i, geyik, deve, manda, tavsan, kanguru,
domuz, at, esek gibi ¢ok sayida memeli ara konagi ve insanlari enfekte edebildigi
belirtilmistir (149). Bu sus farkliliklarina bagli olarak parazitin biyolojik dongiisii,
konak 6zgiilliigi, gelisim hizi, patojenite ve antijenitesi, kemoteropotiklere duyarliligi,
bulasma dinamikleri, hastaligin epidemiyoloji ve kontrol teknikleri degisiklik
gosterebilmektedir. Bu bakimdan endemik boélgelerde kontrol ve eradikasyon
programlarinin basarili bir sekilde uygulanabilmesi i¢in bu bolgelerde baskin sus veya

suslarin belirlenmesi gerektigi belirtilmistir.

Echinococcus cinsi igerisinde bulunan farkli suslarin ayrimi i¢in morfolojik,
biyolojik, biyokimyasal, epidemiyolojik ve molekiiler kriterler gibi ¢ok sayida
parametre birlikte degerlendirilmektedir. Konak ve c¢evreye bagli faktorlerden
etkilenebilecegi i¢cin morfolojik ve biyolojik parametrelerin genetik diizeydeki farklilig:
detayli olarak yansitamadigi, bununla birlikte direkt olarak parazit genomunu inceleyen
Deoksiriboniikleik asit (DNA) tabanli yontemlerin konak ve ¢evreye bagli faktorlerden
etkilenmedigi i¢cin hem tanida hem de parazitin tiir ve sus ayriminda giivenle

kullanilabilecegi belirtilmistir (6, 9, 21, 125, 149).

Echinococcus cinsi igerisindeki genetik varyasyonun belirlenmesi amaciyla
giniimiizde PZR, RFLP, PZR-RFLP, RAPD-PZR, SSCP, DNA sekanslama gibi
molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Baska hicbir yontemle genotipik farkliliklarin
direkt Olglimii yapilamadigi igin DNA sekanslama yonteminin molekiiler teknikler
arasinda en giivenilir yontem oldugu ve referans yontem haline geldigi bildirilmistir.
DNA’nin her iki zincirinin dizi analizinin yapilmasit sonucunda artefakt ve diger
faktorlere bagli hatalarin minimum seviyeye indirildigi bilinmektedir. Yontemin
stabilitesinin, tekrarlanabilirliginin iyi, ayirim giicliniin yiiksek, tiplendirilebilirliginin
mitkemmel oldugu, bununla beraber zor uygulandigi ve yiliksek maliyetli oldugu

belirtilmistir. (126, 130).
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Bu ¢aligmada elde edilen 53 hidatik Kist izolatinin 33’iinde iyi kalite band elde
edilmis ve bu drneklere DNA sekans analizi yaptirilmistir. Kalan 20 6rnekte ya hi¢ band
elde edilememis ya da ¢ok zayif kaliteli band elde edilmis ve bu zayif kaliteli
bandlardan giivenilir sonuglar alinamayacagi i¢in sekans analizi yaptirilmamistir. Bu
orneklerde yeterince iyi kalitede band elde edilememesinin sebeplerini su sekilde
aciklayabiliriz; orneklerin alkolde uzun siire saklanmasi ya da hastalara preoperatif
olarak uygulanan Albendazol tiirevi ilaglarin kistlerin germinal membranlarina zarar
vermesi, bununla birlikte operasyon esnasinda kist igeri§ine baticon benzeri

kimyasallarin girerek kist igerisindeki yapilara zarar vermesi.

Echinococcus tiirlerinin filogenetik analizi amaciyla mitokondriyal CO1, NAD1
ve adenozin trifosfat 6 (ATP6) ve niikleer rDNA ITS1 genlerinin kullanildigi
bildirilmistir (154). Bowles ve arkadaslari Echinoccocus tiirlerini tanimlamaya yonelik
yaptiklari1 bir ¢calismada, haploid 6zellik gostermesi bakimindan mt-DNA’nin daha net
bir sekilde tanimlanabildigini, niikleer DNA’ya gore 10-20 kat fazla evrim hizina sahip
oldugunu, homoplazmik oldugunu ve rekombinasyon o6zellik gdstermedigini, bu
bakimdan ¢aligmalarinda en uygun se¢imin mt-CO1 gen bolgesini incelemek oldugunu
bildirmiglerdir (146). Bu nedenle mevcut ¢alismada elde edilen hidatik kist izolatlari
arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaciyla E. granulosus sensu lato’nun
mitokondrial CO1 gen bdlgesinin dizi analizi yaptirilmis ve sonugta biitiin 6rnekler E.

granulosus sensu stricto olarak belirlenmistir.

Gegmis yillara ait molekiiler galismalarda E. granulosus’un mitokondriyal DNA
sekanslar1 incelenmis ve igerisinde on farkli genotipin (G1-G10) bulundugu
belirtilmistir. Bunlar; G1 (koyun susu), G2 (Tazmanya koyun susu), G3 (manda susu),
G4 (at susu), G5 (s1g1r susu), G6 (deve susu), G7 (domuz susu), G8 (geyik susu), G9
(insan susu), G10 (Fennoscandian geyik susu) suslaridir (7). DNA’nin mitokondriyal
gen bolgelerinin incelendigi gilincel detayl taksonomik ¢alismalarda ise sus i¢i genetik
farklilasmadan dolay1 E. granulosus sensu lato igerisinde dort farkli tiiriin bulundugu
bildirilmistir. G1-G3 arasinda bulunan suslarin E. granulosus sensu stricto ismi altinda
birlestigi, at susu olarak bilinen G4 susunun E. equinus, sigir susu olarak bilinen G5
susunun E. ortleppi, G6-G10 araliginda bulunan suslarin ise E. canadensis ismiyle tek
bir tiir ad1 altinda birlestirildigi rapor edilmistir (10-12). Echinococcus felidis’in ise

(aslan susu), E. granulosus’un kardes sinifi oldugu ancak yine de yeni genetik
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caligmalar yapilincaya kadar tiir diizeyinde degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir

(13).

Bu ¢alismada Echinococcus cinsi igerisindeki genetik varyasyonu belirlemek
amaciyla kullanilan direkt PZR ve DNA dizileme teknikleri Tiirkiye’de ve diinyanin
cesitli bolgelerinde ¢ok sayida calismada kullanilmistir. Bununla birlikte Tiirkiye’de
insanlarda enfeksiyona sebep olan E. granulosus suslarini belirlemeye yonelik

molekiiler calismalar olduk¢a smirlidir.

Utiik ve arkadaslar1 179 koyun, 19 sigir, 7 kegi, 1 deve, 1 insan izolati ile bir
kopekten elde ettikleri eriskin E. granulosus 6rnegine PZR-RFLP analizi uygulayarak
ribozomal ITS-1 gen bolgesini ¢ogaltmis, sonrasinda mt-CO1 sekans analizi ile sadece

yaygin koyun susu (G1) bulduklarini belirtmislerdir (83).

Snabel ve arkadaslari 12 koyun ve 10 insan izolatina ait mt-COL1, atp6, nadl,
S gen bdlgelerine sekans analizi uygulamig, Tirkiye’de ilk kez domuz susu (G7)

bulduklarini bildirmislerdir (85).

Simsek ve arkadaslar1 70 hastaya ait parafinli bloklardan yapilan kesitlerden
DNA izolasyonu yapip elde ettikleri 6rneklerin 12S rRNA bolgesini PZR ile ¢ogaltmus,
takibinde mt-CO1 geninin dizi analiziyle genotiplendirme yapmislardir. PZR sonucu 70
ornegin 26’sinda E. granulosus sensu stricto (G1-G3) belirlemislerdir. Kalan 44 6rnegin
mt-CO1 gen bolgesinin DNA dizi analizi neticesinde bir 6rnekte G3 ve iki ornekte de
G6 susunu bildirmislerdir (89).

Ergin ve arkadaslar1 hidatik kistli 46 insan izolatinin genotipik karakterizasyonu
amaciyla yaptiklart ¢alisgmada mt-COl1 gen bolgesinin sekans analizi sonucu tiim

izolatlarin yaygin koyun susu (G1) oldugunu bildirmislerdir (93).

Eryildiz ve arkadaslart PZR-RFLP ve PZR-SSCP yontemlerini kullanarak 42
insan, 13 sigir ve 3 koyun izolatinin ITS-1 ve NADI1 gen bolgelerinin dizi analizini
yapmis, koyun ve sigir izolatlarimin tiimiinde yaygmm koyun susu (Gl), insan

izolatlarinda ise G1 ve G7 suslar1 belirlemislerdir (95).

Goriildiigli tizere Tirkiye’de E. granulosus’un insan izolatlarinda yapilan
calismalarin ¢ogunda yaygin sus E. granulosus s.s. olarak belirlenmistir. Bu nedenle
bizim ¢alismamizda dizi analizi yapilan biitiin 6rneklerin E. granulosus s.s. olarak
belirlenmesi sasirtici degildir. Daha fazla 6rnek kullanilarak yapilacak genis kapsamli

caligmalar ile farkli genotip/tiirlerin bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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Hollanda’da dalak yerlesimli bir hidatik kist materyalinden DNA izolasyonu
yapilmis, sonrasinda PZR-RFLP ile incelenmis ve DNA sekanslama islemi yapilarak
etkenin G5 susu oldugu ve sigirlarin insan enfeksiyonlarina rezervuarlik yapabilecegi

belirtilmistir (150).

Maravilla ve arkadaslar1 bir hastadan elde ettikleri Kist materyalini RAPD,
PCR - RFLP ve mitokondriyal CO1 gen bdlgesinin analizi sonucunda sigir susu (G5)
oldugunu belirlemislerdir (155).

Santivanez ve arkadaglar1 Peru’da 20 insan izolatinin mitokondriyal CO1 gen
bolgesini ¢ogaltip dizi analizi yapmislar, sonugta 19 izolatin G1, 1 izolatin G6 susu

oldugunu bildirmislerdir (156).

Latif ve arkadaslar1 Pakistan’da insan ve ¢iftlik hayvanlarindan elde ettikleri kist
materyallerinin CO1 gen bdlgesini dizileyerek filogenetik analizini yapmislardir. Ciftlik

hayvanlarinda G1 ve G3, iki insan 6rneginde ise G1 susu tespit etmislerdir (157).

Bart ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada mitokondriyal CO1 bdlgesinin dizi

analizi sonucunda Cin’de ilk kez G6 genotipini saptamiglardir (158).

Jabbar ve arkadaslar1 Mogolistan’da yaptiklar1 bir calismada insanlardan elde
ettikleri hidatik kist materyallerinin mitokondriyal CO1 ve NADI gen bolgelerini PCR-
SSCP yontemiyle incelemis ve dizi analizi yapmiglar, sonucta izolatlarin %68’inin E.
granulosus’un G1-G3 kompleksine; %32’sinin G6-G10 kompleksine ait oldugunu
bildirmislerdir (159).

Arjantin’de ¢esitli izolatlara PZR-RFLP uygulanan ve sonrasinda CO1 ve NAD1
genlerinin birlikte kullanildigit DNA sekanslama isleminin yapildigi ¢alisma sonucunda
E.granulosus’un 4 farkli susu (G1, G2, G6, G7) belirlenmis ve bu calisma ile
Arjantin’de ilk kez insanlarda G2 ve G7 suslarinin bulundugu bildirilmistir (57) .

Zhang ve arkadaslari Iran’da 4 insan, 2 sigir, 3 koyun, 5 kegi ve 2 adet deve
olmak tiizere toplam 16 izolati, PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri ile incelemis;
insan sigir, koyun ve kegi izolatlarinin G1 susu, 2 adet deve izolatinin ise G6 susu

oldugunu belirlemislerdir (160).

Iran’da yapilan baska bir calismada 50 insan, 166 sigir, 153 koyun ve 3 deve
izolatina ait ITS1 bolgesi PZR-RFLP teknigi ile incelenmistir. 37 izolatin CO1 geninin
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dizilenmesi ile tiim insan, sigir ve koyun izolatlarinin G1 susu oldugu, 3 deve izolatinin

G6 susu oldugu belirlenmistir (125).

Yine Iran’da 34 koyun, 26 deve, 14 sigir, 10 keci ve 31 insana ait olan izolatlarin
ITS1 gen bolgesi PCR-RFLP yontemiyle incelenmis, CO1 ve ND1 genlerine sekans
analizi yapilmistir. PCR-RFLP sonucunda tiim koyun ve kegiler ile 9 sigir ve 25 insan
izolati G1 susu iken 5 sigir, 6 insan ve 17 deve izolat1 G6 susu olarak belirlenmistir.
CO1 ve NDI1 sekans analiz sonuglarina gore 5 sigir, 6 insan ve 17 deve izolatinin G6

susu oldugu bildirilmistir (161).

fran’da yapilan baska bir calismada kopeklerden elde edilen eriskin E.
granulosus’larin CO1 ve NDI1 genlerine sekans analizi uygulanmig, G1, G2 ve G3
suslar bildirilmistir. Calismada kopeklerde baskin genotipin G1 oldugu belirtilmistir.
G2 dizilerinin hem CO1 hem de ND1 genlerinin referans dizileri ile %100 homoloji
gosterdigi goriilmiistiir. G3 dizileri ise NDI1 referans dizisi ile %100 homoloji

gosterirken CO1 referans dizisi ile %99 homoloji gostermistir (162).

Cin’in kuzeybatisinda insanlarin da dahil oldugu bir¢ok ara konaktan elde edilen

117 izolat incelenmis ve bu izolatlarin tamaminin G1 susu oldugu ortaya konmustur

(52).

Libya’da 10 koyun, 5 deve, 12 sigir ve 3 insana ait toplam 30 izolatin incelendigi
bir calismada mt-CO1 gen bdlgesinin dizi analizi yapilmis ve tiim Orneklerin yaygin

koyun susu (G1) oldugu bildirilmistir (61).

Cin’de 47 insandan elde edilen 67 hidatik kist materyalinin mt-CO1 gen
bolgesinin sekans analizi sonucunda 45 hastanin G1, 2 hastanin ise G6 susu ile enfekte
oldugu belirtilmistir. Ayni1 ¢alismada 13 kopekten elde edilen 45 parazit materyali
incelenmis, 42 tanesinin G1 susu oldugu belirlenmistir. Ayrica G1 susu ile enfekte bir
kopekte bulunan 3 adet eriskin parazitin G6 susuna ait oldugu, son konaklarda
E.granulosus’un farkli suslarinin neden oldugu miks enfeksiyonlara rastlanabilecegi

ifade edilmistir (158).

Kenya'nin Turkana bolgesinde insanlardan elde edilen izolatlarin mt-CO1 ve
NADHI1 gen bdlgelerine dizi analizi yapilmis, izolatlarin G1 ve G6 suslarina ait
oludugu bildirilmistir (163).

Sudan’da ciftlik hayvanlarina ait izolatlar ve 5 insandan elde edilen fertil kistler

incelenmis, G6 ve G7 suslar1 bildirilmistir (164).
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Brezilya’da 6 insan ve 12 kdpege ait izolatlar 12S rRNA ve mt-CO1 sekans
analizi ile incelenmistir. 4 insan izolatinin G1, 1 izolatin G5, digerinin ise G3 susu
oldugu bildirilmistir. Kopeklere ait 10 izolatin G1, 1 izolatin G5, digerinin ise G3
oldugu belirtilmistir (165).

Meksika’da PCR-RFLP, RAPD-PCR ve DNA dizileme teknikleri ile G5

susunun insan enfeksiyonlarina sebep oldugu bildirilmistir (155).

Goriildigi gibi Diinyanin birgok iilkesinde yapilan ¢alismalarda da ¢ogunlukla
E. granulosus s.s baskin tiir olarak belirlenmistir. Ancak 6zellikle Asya ve Afrika’daki
ilkelerde ikinci en yaygun tiriin E. canadensis (6nceden G6 deve susu) oldugu
gozlenirken Giiney Amerika ve bazi Avrupa iilkelerinde bunun yerini E. canadensis
(6nceden G7 domuz susu) almistir. Bunun sebebinin kirsaldaki yasam sartlar1 ve ara
konak hayvan popiilasyonu ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir. Nitekim iilkemizde
daha ¢ok koyun vyetistiriciligi yapildigr i¢in ve bu hayvanlarin meralara ¢ikmasi

nedeniyle en yaygin tiiriin E. granulosus s.s. oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

-Calismada insan kokenli 53 adet hidatik kist materyali molekiiler tekniklerle

incelenerek E. granulosus’un Malatya’daki genotip gesitliligi arastirilmistir.

-Direkt PZR ile amplifiye edilen izolatlarin sadece 33 tanesinde 446 bp’lik band
gorintiisii elde edilmistir. Tekrarlanan PZR uygulamalarina ragmen kalan 20 6rnekte ya
cok zayif band olusumu gdzlenmis, ya da band goriintiisii alinamamustir. Iyi kalite band
goriintlisii elde edilen 33 Ornegin dizi analizi sonuglari BLAST analizi yapilarak
GenBank’taki referans dizi analizleri ile karsilagtiritlmis ve hepsinin E. granulosus sensu
stricto oldugu belirlenmistir. 20 6rnekte band goriintiisii alinamamasinin nedenlerinin;
orneklerin alkolde uzun siire bekletilmesi, hastalara preoperatif skolosidal ajanlarin
kullanilmas:1 ya da operasyon esnasinda uygulanan yanlis teknikler (kist igerigine

baticon vs. maddelerin girmesi) olabilecegi diigiiniilmektedir..

-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve DNA sekanslama islemleri E. granulosus sensu
lato tiirli igerisindeki farkli suslari belirlemek amaciyla en sik kullanilan

yontemlerdendir.
-Tiir i¢i mutasyonlarin belirlenmesinde DNA sekanslama en giivenilir metoddur.

-Calismadan elde edilen veriler dogrultusunda Malatya ilinde insanlarda en
yaygin tiiriin E. granulosus s.s oldugu belirlenmistir. Bu bakimdan bélgede kontrol ve
eradikasyon calismalarinin basarilt sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in bu tiirlin biyolojik
ozellikleri dikkate alinmalidir. Bununla birlikte bdlgede olas1 farkli suslarin
belirlenmesi amaciyla daha ¢ok izolati kapsayan detayli molekiiler c¢aligmalarin
yapilmast uygun olacaktir. Enfeksiyonun kontrol altina alinabilmesi bakimindan

bolgede koyun/sigir-kdopek dongiisii kirilmalidir.

-Echinococcus granulosus’un smiflandirilmasi ve teshisi amaciyla referans
aliman morfolojik kriterler sinirli ve az belirleyici oldugu i¢in, molekiiler ¢aligmalarin

parazitin teshisi ve sistematigine katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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