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ONSOZ

Hayvan yetistiriciligi ve hayvansal f{retim toplumlarin  sosyo-ekonomik
gelisimlerinde oldukca etkilidir. Hayvansal proteinler insan beslenmesinde son
derece Onemli bir yere sahiptir. Et, siit, yumurta, sakatat gibi hayvansal {irtinler
protein, enerji, kalsiyum ve mikro besin maddelerinin kaynagidir. Diinya ¢apinda
proteinlerin  %?28’inin ve enerjinin (kalori) %13’liniin hayvansal besinlerden
saglandigi bildirilmektedir. Hayvancilik endiistrisinde meydana gelen ekonomik
kayiplar maliyetleri yiikseltmekte ve toplumlarin daha ucuza gida maddelerine
ulagsmasinin oniindeki en biiyiik engeli teskil etmektedir. Hayvan yetistiriciliginde bir
parazit tiiriiniin bile ne kadar yliksek zarara neden olabileceginin pek ¢ok Ornegi

vardir.

Kistik echinococcosis (hydatidosis), Taeniidae ailesindeki Echinococcus cinsi
sestodlarin larval formlarinin neden oldugu zoonoz bir metasestod enfeksiyonudur.
Gelismek icin iki memeli konaga ihtiyag duyan bu heteroksen parazitlerin olgun
formlar1 kopeklerde ve diger karnivorlarin ince bagirsaklarinda bulunmaktadir. Evcil
ve yabani ruminantlar basta olmak iizere bircok memeli tiirii ve insanlar son konagin
digkis1 ile ¢ikan gebe halkalardaki yumurtalar1 aksidental olarak oral yolla alarak
enfekte olmaktadir. Arakonaklarin i¢ organlarinda kistik echinococcosis ile
sonug¢lanan metasestod enfeksiyonlari olugsmaktadir. Kistik echinococcosis, Giiney
Amerika’nin kirsal kesimlerinde, Akdeniz ilkelerinde, Kuzey ve Giiney Afrika’da,
Orta ve Bat1 Asya’da ve Avustralya’da ciddi insan ve hayvan sagligi problemleri
olusturmaktadir. Insanlarda kistik echinococcosis vakalarinda 6lim oramt %1-2
olarak bildirilmistir. Alveoler echinococcosis vakalari eklendiginde bu oran daha da
yiiksek olabilmektedir. Kasaplik hayvanlarda ekonomik olarak ciddi kayiplarin

nedeni oldugu yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur.

Kistik echinococcosis, ciddi saglik problemlerine neden olmasinin yaninda
onemli ekonomik kayiplara da yol agmaktadir. Insanlarda medikal ve cerrahi

tedavilerden ve is giici kaybindan kaynaklanan masraflar yiiksek ekonomik



maliyetler yaratmaktadir. Hayvancilik endiistrisinde parazitin neden oldugu kayiplar
sadece organlarin imhasindan kaynaklanan kayiplar olmayip et, siit, yapagi
kalitesinde ve veriminde azalma, d6l veriminde azalma, diisilk dogum agirligina da
yol agmaktadir. Yapilan caligsmalar kistik echinococcosis’in karkas agirliginda %2.5-
20, siit veriminde %2.5-12, dol veriminde %3-12, yapagi veriminde %10-40
azalmaya ve %0.2 gizli kayba neden oldugunu ortaya koymustur. Enfeksiyonun
yetistiricilikte neden oldugu ekonomik kayiplar iilkeden iilkeye degismekle beraber
birka¢ yiiz bin ile milyon dolarlar arasindadir. Tirkiye’de 2009 yilinda kistik
echinococcosisin hayvancilik endiistrisine verdigi zararin 89,2 milyon Amerikan

dolar1 oldugu bildirilmistir.

Mitokondrial DNA analizlerini baz alan molekiiler genetik ¢alismalar
Echinococcus  granulosus’un  tiirler/genotipler kompleksi oldugunu ortaya
koymustur. Molekiiler tekniklerin gelismesi ile giintimiizde 10 farkli genotip (G1-
G10) oldugu bildirilmektedir.

Afyonkarahisar’da yaygin olarak yetistiriciligi yapilan sigir, manda, koyun ve
kecilerde kistik echinococcosisin molekiiler karekterizasyonu bu tez caligmasi ile

ortaya konmustur.

Tez calismalarimin her asamasinda beni bilgilendiren degerli danigsman
hocam Dog. Dr. Mustafa KOSE’ye, ¢alismani molekiiler diizeyde yiiriitiilmesinde
her tiirlii bilgisini ve destegini esirgemeyen Dog. Dr. Metin ERDOGAN’a yakin ilgi
ve yardimlarini gordiigiim degerli hocalarim Prof. Dr. Hatice CICEK, Dog. Dr. Esma
KOZAN, Dog. Dr. Feride SEVIMLIye, histolojik kesitlerin alinmasinda yardimci
olan Yrd. Do¢. Dr. M. Fatih BOZKURT’a ve laboratuar caligmalarinda emegini
esirgemeyen Fahriye ZEMHERI’ye, saha calismalarinda biiyiik yardimlarini
gordiigiim Ars. Gor. Dr. Mustafa ESER, Veteriner Hekim Dr. Hakan GUZEL,
kardesim Fatih KARTAL’a, manevi destegini esirgemeyen babam Nazmi KARTAL
ve annem Déne KARTAL a tez galigmanmu destekleyen Afyon Kocatepe Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Kistik echinococcosis diinya ¢apinda 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde siklikla goriilmektedir (Kose ve Sevimli, 2008). Kistik echinococcosis
Echinococcus cinsi sestodlarin larval evresinin sebep oldugu 6nemli ve yaygin

zoonotik bir enfeksiyondur (Cadona ve Carmena, 2013).

Erigkin parazitler basta kopek, kurt, ¢akal olmak {izere kanidelerin ince
bagirsaklarinda, larval formu ise basta koyun olmak iizere keci, sigir, domuz,
deve, geyik, tavsan, maymun, kangru, insan ve bazen de kanathilarin daha ¢ok
karaciger ve akcigerleri ile dalak, kalp, bobrek, beyin, kemik iligine yerleserek
cok oOnemli ekonomik kayiplarin yani sira ciddi halk sagligi problemleri
olustururlar. Tiirkiye’de echinococcosise sebep olan Echinococcus granulosus ve
E. multilocularis tiirleridir. Tiirkiye’de en fazla E. granulosus tiiriinden kaynakl
hidatidoz goriilmektedir (Merdivenci, 1963; Unat ve ark., 1995; Baris ve ark.
1989; Markel ve ark. 1999; Toparlak ve Tiizer, 2000; Dalimi ve ark., 2002;
Thompson ve McManus 2002; Gicik ve ark. 2004; Ayaz ve Tinar, 2006).

Hidatik kistin olusturdugu ekonomik kayip, insanlarda tedavi giderleri
seklinde iken ¢iftlik hayvanlarinda gelisimi sirasinda organlarindaki yayginliga
bagli olarak yiin kalitesinde diisiikliik, kisirlik oraninda artis, et ve siit oraninda
azalma ve Ozellikle karaciger gibi yenilebilir organlarin bir kisminin veya
tamaminin imha edilmesidir (Arslan ve Umur, 1997; Balkaya ve Simsek, 2010;

Demir ve Mor, 2011).

1.1. Tarihc¢e ve Simiflandirma

Cok eski caglardan beri bilinen hidatik kist (Unat, 1991) hakkindaki ilk bilgiler
Hipokrat (MO 460-347)’ 1 sigir ve domuzda hidatik kistin varligini bildirmesi,

insan karacigerinde saptadig hidatik kisti, su dolu kese anlamindaki “Jecur aqua



repletum” kelimesi ile tanimlanmasiyla elde edilmistir. Aristotales (MO 384-322),
hidatik kistin akciger ve karacigerde yikim yaptigin1 sdylemistir. Galenos (MO
131-201), sigirlarin karacigerlerinde birgok kez gordiigii hidatik kistleri insanda
da gordiigiinii bildirmistir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982).

Redi (1684), hayvanlardaki tenyalarin skolekslerini tarif ederek kistlerin
hayvan kokenli oldugunu ortaya koymustur (Tinar, 2004). Flisser (1998)’e gore
Tyson (1691) koyunlarda gordiigii hidatik kistleri tarif etmistir. Goeze (1782)
hidatik kistteki skoleksleri ve cengellerini tanimlamistir (Flisser, 1998; Tinar,
2004). Palas (1766) hayvan ve insanlardaki kistlerin benzerligini dikkate alarak
“hydatigena” denilmesini Onermistir. Goeze (1782), koyundaki Kkistler igin
Taenina visceralis socialis granulosa terimini kullanirken, Batch (1786) bunlara
Hydatigena granulosus adini vermistir. Gmelin (1796) ise Taenina granulosus
olarak degistirmistir (Tinar, 2004). Flisser (1998) ve Tinar (2004)’a gore Siebold
(1852) koyun ve sigirlardaki kistleri kopeklere yedirerek bagirsaklarindan
olgunlarmi elde etmistir. Hidatik kistin larval form oldugunu ortaya koymus ve
olgununa Taenina echinococcus adin1 vermistir. Boylece Echinococcus

granulosus’un hayat gemberini deneysel olarak kanitlamistir.

Yirminci ylizyilda yapilan arastirmalarla parazitin biyolojik, kimyasal,
fizyolojik 6zellikleri ile insanda olusturdugu hastaligin mekanizmasi aydinlatilmis

ve farkli Echinococcus tiirleri ayrigtirtlmigtir (Cetin ve ark 1995).

Echinococcus cinsi altinda dogrulugu kabul edilmis 4 tiir bulunmaktadir.
Bunlar; Echinococcus multilocularis, Echinococcus oligarthus, Echinococcus
vogeli ve Echinococcus granulosus tiirleridir (Eckert ve ark 1984, Soulsby, 1986;
Tigin ve ark 1991, Uner 1991, Thompson 1995). Hidatik kiste neden olan
E.multilocularis, E. oligarthrus, E. vogeli ve E. granulosus tiirlerinden ilk iigii
genetik olarak tek tip yapr gostermekte iken E. granulosus tiirii genetik ve
epidemiyolojik agidan degiskenlik gosterir (Romig, 2003; Eckert ve Deplazes,
2004).



Echinococcus tiirlerinin siniflandirmadaki yeri (Soulsby,1986).

Ulkealt: . Metazoa

Alem : Plathelminthes

Sinif : Cestoda

Altsinif : Eucestoda

Takim : Cyclophyllidea

Aile : Taeniidae (Ludwig, 1986)

Cins : Echinococcus (Rudolphi, 1801)

Tiir : Echinococcus granulosus (Batsch, 1786)

Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863)
Echinococcus oligarthus (Diesing, 1863)
Echinococcus vogeli (Raush ve Bernstein, 1972)

1.2. Echinococcus granulosus’ un Morfolojik ozellikleri

Erigkin Echinococcus granulosus skoleks, boyun ve zincirden (strobila)
olugmaktadir (Muller, 2001). Strobila, genellikle 3 halkadan olusmaktadir. Fakat
nadiren 2 ile 7 arasinda degiskenlik gosterebilmektedir (Sekil 1.1) (Griffiths,
1978; Giiralp, 1981; Soulsby, 1986; Rai ve ark., 1996; Chernin, 2000; Muller,
2001; Jones ve Pybus, 2001; Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tinar, 2006;
Sarimehmetoglu, 2006; Brown ve ark., 2007).

Tmm

Sekil 1.1 Echinococcus granulosus (olgun)’un mikroskopik goriintiisii (Eckert ve
ark., 2001a).




Genellikle 1 cm den az (Muller, 2001) ve 2-7 mm arasinda olabilen
uzunluk (Griffiths, 1978; Giiralp, 1981; Soulsby, 1986; Rai ve ark., 1996;
Chernin, 2000; Ballweber, 2001; Sarimehmetoglu, 2006; Brown ve ark., 2007;
Mehlhorn, 2008), nadiren halkalarin kopmamasi1 ile 11 mm’ ye ulasabilmektedir

(Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tinar, 2006).

Strobilada ilk bir ya da iki halka olgunlasmamis iken (Miiller, 2001)
sondan bir dnceki halka hem erkek hem de disi organlar yoniinden olgunlagmustir.
Gebe halka uterusu yumurta ile dolmus olan son halkadir (Miiller, 2001; Senlik ve
Diker, 2004; Ayaz ve Tinar, 2006). Olgun halka eninin iki kat1 boya sahiptir
(Senlik ve Diker, 2004). Gebe halkanin uzunlugu parazitin yarisin1 (Soulsby,
1986; Rai ve ark., 1996; Ayaz ve Tinar, 2006; Brown ve ark., 2007) ya da daha
fazlasini olusturabilmektedir (Giiralp, 1981; Muller, 2001; Senlik ve Diker, 2004).

Skoleks, 260-360 pum c¢apinda, dort adet ¢ekmen ve c¢engelli bir
rostellumdan olusur. Rostellum {izerinde ¢ift sira halinde 34-38 adet g¢engel
bulunmaktadir. Biiyiik ¢engellerden 6n siradakiler 25-49 um iken arka siradaki
kiigiik ¢engeller 17-31 pum uzunluktadir (Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tinar,
2006).

Olgun halka i¢cinde genellikle 45-60 folikiiler testis bulunur. Sirrus kesesi
1yl gelismistir ve genital delikle ortak agilir (Muller, 2001). Sirrus kesesinin
oniinde 9-23 adet testis bulunur (Gtiralp, 1981). Genital delik halkanin ortasinda
ya da arka yarisindan tek tarafli olarak disar1 acilir (Giiralp, 1981; Senlik ve
Diker, 2004; Ayaz ve Tmar, 2006). Ovaryum bobrek seklinde (Giiralp, 1981;
Soulsby, 1986; Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tmar, 2006; Sarimehmetoglu,
2006) olup arkasinda vitellus kesesi bulunur. Uterus, halkanin i¢inde boylu
boyunca uzanmakta, yanlara degisik sayida kisa ve kor dallar vermektedir (Senlik
ve Diker, 2004). igerisinde yaklasik 200-800 yumurta bulunmaktadir (Sekil 1.2)
(Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tinar, 2006; Sarimehmetoglu, 2006).
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Sekil 1.2. Echinococcus granulosus’un son halkasi (Mehlhorn, 2008).

1.3. Echinococcus granulosus’un Yumurta, Larva ve Kistlerinin Morfolojik

Ozellikleri

Echinococcus spp. yumurtalar1 yuvarlak ya da hafif ovalimsi sekilde kapaksiz
olup 22-36 X 25-50 um capindadir. Alt1 ¢engelli onkosfer (embriyo) tasir.
Embriyoyu ¢evreleyen embriyofor olduk¢a kalin ve 1sinsal ¢izgili bir
goriinimdedir (Sekil 1.3) (Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tmar, 2006).
Embriyofor embriyoyu dis kosullardan koruyan keratin benzeri bir proteinden
olusmus cok 6nemli bir tabakadir (Senlik ve Diker, 2004). Daha i¢te embriyoyu
kusatan ince bir sitoplazmik tabaka olan onkosfer membrani bulunur. Ug cift
cengelli onkosferin (embriyo) niikleus boliimiinde penetrasyon bezlerinin
graniilleri bulunmaktadir. Onkosferin penetrasyonu ile ilgili olan bu bezler salgisi
ile konak dokusunun parcalanmasina neden olmakta ve konaga kars1 korunmay1

sagladig1 diisliniilmektedir (Holcman ve Health, 1997).
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Sekil 1.3. Echinococcus granulosus yumurtasi (Thompson ve McManus, 2001).

Echinococcus spp. yumurtalarinda genellikle kapsiil goriilmemektedir.
Bunun sebebi gebe halka diskiyla disar1 atilirken ¢ok ince olan kapsiiliin uterus
icinde parcalanmasidir (Senlik ve Diker, 2004). Yumurtalardaki embriyolar diger
Taenia spp. yumurtalarina gore fiziksel ve c¢evresel faktorlere gore daha
dayanikhidirlar. Yumurtalar toprakta kuruluga ve dona bir yil direng gostererek
enfektivitelerini uzun siire koruyabilirlerken (Giiralp, 1981; Senlik ve Diker,

2004) formalinde ise iki hafta dayanabilmektedir (Gtiralp, 1981).

Echinococcus granulosus’un larval formu diger tiirlere gore basit yapili
(Thompson, 1995; Senlik ve Diker, 2004) ve genellikle unilokiiler tipte (Eckert ve
Deplazes, 2004; Senlik ve Diker, 2004; Ayaz ve Tmar, 2006) olup kese
bigimindedir (Sekil 1.4). Bu kese hiicresiz katmanli bir tabaka ile g¢ekirdekli
germinal tabakadan olusmaktadir. Germinal tabaka kiitikiiler tabakay1 ve aseksiiel
olarak ¢ogalarak ¢imlenme kapsiillerini meydana getirmektedir (Sekil 1.5 ve 1.6)
(Soulsby, 1986; Morris ve Richards, 1992; Smyth, 1994; Thompson, 1995; Senlik
ve Diker, 2004). Germinal tabaka yapisal olarak eriskin parazitin tegiimenti ile

ayni Ozellikleri gostermektedir. Tegiiment, kas, glikojen depolayici ve farklilagsmis



hiicrelerden olusmaktadir (Smyth, 1994; Thompson, 1995). Tegiiment c¢ok
cekirdekli (sinsitial) olup karmasik glikokaliks yapidadir. Tegiiment elektron
mikroskopu ile goriilebilen ve mikrotariks adi verilen mikrovillar yiizey
cikintilarima sahiptir. Bu yapilarin yiizeyi artirarak daha fazla besin alimini
sagladig1 disiiniilmektedir (Bui ve ark., 1999). Tegliment icinde bulunan
vezikiiller, bagisikligin baskilanmasinda, mikrotriks olusumunda ve laminar

membran sentezinde gorev yapmaktadir (Holcman ve Heath, 1997).

Sekil 1.4. Karacigerde hidatik kist (orijinal).

Hiicresiz kiitikiiler (laminar) tabaka mukopolisakkarit yapidadir. Bu tabaka
destekleyici olmanin yani sira germinal tabaka olusumlarimi da korumaktadir
(Eckert ve Deplazes, 2004). Kiitikiiler tabaka, destekledigi kistin etrafini sikica
sarip i¢ basinci saglayarak, konak immun yanitina karst korunmayr saglamaktadir
(Thompson; 1995; Hemphill ve ark., 2003; Andrade ve ark., 2004; Senlik ve
Diker, 2004).
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Sekil 1.5. Hidatik kistin sematik yapisi (Thompson, 1995).

Bu kistler bir organda tekli (unilokiiler, univezikiiler, monokistik)
olmasmmin yaninda ¢oklu (multipl, multivezikiiler, multikistik) yapida da
olabilirler (Ayaz ve Tmar, 2006). Unilokiiler kistlerde ¢ok sayida kiz kese
bulunabilir. Multivezikiiler kistlerde ise disa dogru kiz keseler olusturularak
birbirine yapisik bagimsiz kistler toplulugu meydana gelmistir (Giiralp, 1981;
Soulsby, 1986; Smyth, 1994; Kassai, 1999; Senlik ve Diker, 2004). Kiz keseler
ana kistin aynisidir. Kist icindeki sivi, proteinler ve toksik maddeleri iceren
antijenik (McManus ve ark., 2003; Eckert ve Deplazes, 2004) kokusuz, renksiz,
berrak bir yapidadir (Garcia, 2001).



50 um

Sekil 1.6. Karaciger hidatik kistinin kesiti (Orijinal). a: Protoskoleks,
b: Germinal tabaka, c: Kiitikiiler tabaka.

Hidatik siv1 iginde serbest halde protoskoleksler, kiz keseler ve iireme
kapsiilleri bir arada bulunabilir. Protoskoleksler uygun ortam bulup evagine
oluncaya kadar invagine durumda beklemektedirler (Sekil 1.7). Invagine olan
kisim ¢ekmen, rostellum ve c¢engellerin oldugu 6n kisimdir (Sekil 1.8) (Gtiralp,
1981; Soulsby, 1986; Morris ve Richards, 1992; Urquhart ve ark., 1996; Bowman
ve Lynn, 1999; Kassai, 1999; Senlik ve Diker, 2004).

Icinde protoskoleks tasiyan kistlere fertil, tasimayanlara ise steril kist
denilmektedir (Morris ve Richards, 1992; Urquhart ve ark., 1996; Bowman ve
Lynn, 1999; Kassai, 1999). Kistin disinda yapisik olmayan, konaga ait fibroz ve
adventisyal tabaka bulunur. Kist ile fibroz tabaka arasindaki boslukta az miktarda
acik sar1 renkte bir sivi bulunmaktadir (Senlik ve Diker, 2004). Fibroz tabaka mat
beyaz renkte ve yangi siddetine gore farklilik gdsteren bir kalinliga sahiptir (Ayaz
ve Tmar, 2006). Olgun bir kist 2-20 cm arasinda degisen bir capa sahip
olabilmektedir. Kist sivisi, konak ve parazite ait olan ve bircogu antijen 6zellik

gosteren proteinleri icermektedir (Miller, 2000).
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Sekil 1.7. Evagine protoskoleks (orijinal).

1.4. Echinococcus granulosus’un Biyolojisi

Ayni bagirsaktaki olgun parazitler genetik yapi bakimindan ayni olsalar bile
cengellerin yap1 ve biiyiikliikleri gibi morfolojik 6zellikler acisindan farklilik
gosterebilirler. Bu farkliliklar bagirsaktaki mikro habitatlarin etkisiyle meydana
gelmektedir (Dubinsky ve ark., 1998).

Son konaktaki eriskin parazitte proglotid (halka) olusumu, olgunlasma,
bliyime ve segmentasyon seklinde gelisme evreleri meydana gelmektedir.
Halkalar birbirine yapisan mikrotarikslerin tegiment kivrimini sabitlemesiyle

birbirinden ayirilir (Thompson, 1995).

Son konak ince bagirsaginda mukozaya sikica tutunmus parazit 3-4 hafta
icinde seksiiel olgunluga ulasarak yumurta iretimine baglamakla birlikte
(Thompson ve Lymbery, 1988), bu durum suslar arasinda farklilik
gosterebilmektedir (Thompson, 1995).
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Sekil 1.8. Invagine protoskoleks (orijinal).

Hermafrodit olan olgunlar kendi kendini dolleyebildigi (self-fertilizasyon)
gibi iki ayr1 olgun form nadiren birbirini délleyebilmektedir (cross-fertilizasyon).
Bu durum bir parazitin diger parazite rastlama ihtimalinin distikliigiinden

kaynaklanmaktadir (Thompson, 1995).

Yasam siklusunda aseksiiel bir evre gegiren Echinoccus granulosus’ta
kendi kendini dolleme iki sekilde saglanabilir; yumurta ayni bireyin spermleri ile
dollenebilir (otogami) veya ayni kistten klonal olarak iireyen bireylerin spermleri
ile dollenebilir (geitonogami). Bu durum populasyon iizerinde farkli genetik
sonuclara yol agabilir. Zorunlu otogami komple bir homozigotluga yola acar.
Ancak ayni1 klona ait bireyler arasinda genetik varyasyonun var olmasi durumunda
geitonogami ile heterozigotluk var olmaya devam eder. Mutasyon, crossing over

ve gen konversiyonu mitoz esnasinda meydana gelir ve bir metasestodun germinal
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tabakasi tarafindan binlerce protoskoleks olusturulabilir. Bu durum, klon igi

genetik cesitlilik potansiyelini saglamaktadir (Yolasigmaz ve Altintas, 2004).

Son konagin bagirsagindaki olgun parazitlerden kopan gebe halkalar disar
atilir. Bu halkalar ritmik olarak kasilabilmekte ve zamanla yaklasik 30 cm
uzaklagabilmektedir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982). Yumurtalar gebe
halkanin parcalanmasi ile serbest kalir. Arakonaklar, serbest kalan yumurtalari su
ve ¢esitli besinlerle veya son konagin killarina yapisan yumurtalarin agiz yoluyla
alinmasi ile enfeksiyona yakalanirlar (Sekil 1.9) (Oytun, 1968; Merdivenci ve
Aydimoglu, 1982; Unat ve ark., 1991; Thompson, 1995; Doganay ve Kara, 1998;
Thompson ve McManus, 2001; Senlik, 2004a; Ayaz ve Tinar 2006). Yumurtalar
nadiren de olsa yapistiklar1 tozlarin solunum yoluyla alinmasi ile enfeksiyona
neden olabilirler (Sekil 1.10) (Merdivenci ve Aydimnoglu, 1982; Ayaz ve Tinar
2006).

Arakonak insan olursa, bu parazitin biyolojisi kesintiye ugramis olur
(Saygi, 1998; McManus ve ark., 2003). Fakat istisnai bir durum olarak
hiperendemik bolgelerdeki bazi Afrika yerlileri Oliilerini agikta biraktiklart igin
son konaklar kistli Oliileri yiyerek enfekte olabilmektedir (McManus ve ark.,
2003).
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Sekil 1.9. Echinococcus granulosus’un gelisimi (Thompson, 2001).
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Sekil 1.10. Echinococcus granulosus’un biyolojisi. 1- Son konak kdpek, 2- ince
bagirsaktaki ergin parazit, 3- Son halka, 4- Yumurta, 5- Ara konak
(koyun), 6- Karacigerde hidatik kist, 7- Invagine protoskoleks, 8-
Evagine protoskoleks (Mehlhorn, 2008).

Ince bagirsaklara gelen yumurtadaki onkosfer, embriyoforun proteolitik
enzimler sayesinde parcalanmasi ile serbest kalir (Thompson, 1995). Embriyo

mukozay1 delerek bagirsak duvarini gecip kan yoluyla karacigerlere, lenf yoluyla
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akcigerlere ve buradan da akciger kilcal damarlar1 gegip biiyiik dolagim yoluyla
diger organlara taginirlar (Craig, 2007). Gebe arakonaklarin kaninda bulunan bu
larvalar plasenta yoluyla da yavruya gegebilmekte ve fetiiste hidatik kiste
rastlanmaktadir. Spesifik bir dokuyu se¢me oOzellikleri olmayan hidatik Kkist,
onkosferlerin karsilastigi ilk biiyiik kilcal damar agma sahip olmalar1 sebebiyle
karaciger ve akcigerlerde daha fazla goriilmektedir (Oytun, 1968; Unat ve ark.,
1991; Doganay ve Kara, 1998). Arakonaklar tarafindan alinan yumurtalarin
%10’u organlara yerlesebilmekte ve 5 giin icerisinde hidatik kist haline
gelmektedir (Morris ve Richards, 1992). Hidatik kist olusumunda onkosfer ¢ok
hizli bir degisim gostermektedir. Hiicre proliferasyonu, onkosfer c¢engellerinin
kaybolmasi, kas atrofisi, vezikiillesme, orta bosluk olusumu, germinal ve
kiitikiiler tabakalarin olusumu ile metasestod sekline doniismektedir (Thompson,
1995). Olduke¢a yavag biiyiiyen hidatik kistin i¢inde, protoskoleks, ¢imlenme
kapsiilleri ve kiz keseler besinci aydan sonra meydana gelmeye baslamaktadir

(Giiralp, 1981; Soulsby, 1982).

Son konaklarda enfeksiyon, fertil kistleri bulunduran organ ve dokularin
yenmesi ile sekillenmektedir (Giiralp, 1981; Soulsby, 1982). Son konak kisti
aldiktan sonra protoskoleksler serbest kalir. Bu durum kistin, ¢ignenerek
parcalanmast ya da midedeki pepsinin etkisi ile sindirilmesiyle meydana
gelmektedir (Thompson, 1995). Protoskolekslerin her biri konagm bagirsak
ceperine ¢gekmen ve ¢engelleri ile yapisir (Saygi, 1998).

Protoskolekslerde ilk 14 giin igerisinde kalkeroz cisimcikler kaybolarak
bosalt1 kanallar1 belirginlesir. Ilk halkanin sekillenmesi 14-17. giinlerde meydana
gelmektedir. 17-20. giinlerde ikinci halka olusurken ilk halkada da testisler
sekillenmektedir. Ugiincii halka 33-37. giinlerde olusur ve son halkada genital
organlarin dejenerasyonu baglar. 37-45. giinlerde artik son halka embriyolu
yumurtalar tasimaktadir. Sonunda parazitler gelisimlerini tamamlamis olur (Sekil
1.11). Halkalarin kopmas1 70-95. giinden sonra baglar. Olgun parazit kdpegin
bagirsaginda iki yil veya daha uzun siire yasayabilmektedir (Thompson, 1995;
Derbala ve El Massry, 1998; Senlik, 2004a).
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Sekil 1.11.

Echinococcus granulosus’un son konaktaki gelisim evreleri
(Thompson, 1995) (Gd: Genital delik, R: Rostellum, RS:
Reseptakulum seminis, S: Sirrus, Sg: Segment, Sk: Skoleks, O:
Ovaryum, T: Testis, U: Uterus, V: Vajina, Vb: Vitellojen bezler,
VDf: Vas deferens, Y: Yumurta, Z: Zigot).
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1.5. Echinococcus granulosus’un Epidemiyolojisi

Asya’da yogun olmakla birlikte biitlin kitalarda, Kuzey ve Dogu Afrika,
Avustralya ve Gliney Amerika’da yayilis gostermektedir (Eckert ve ark., 2001b).
E.granulosus’un genis bir alana yayilmis (Schantz ve ark., 1995; Eckert ve ark.,
2001b) olmasmin sebebi konak tiirlerine olan adaptasyonudur (Schantz ve ark.,
1995). Konak ve cevre gibi bir¢ok faktor bu yayilisa etki etmektedir (Akyol,
2004). Ayrica E. granulosus yumurtalar1 diger Taenia spp. yumurtalarina gore
daha dayaniklidir. Bu sebeple enfektif 6zellikleri uzun siire devam etmektedir

(Tigin ve ark., 1991).

Kistik echinococcosis, kopeklerin yaygin olarak bulundugu koyun
yetistirilen alanlarda ¢ok yiiksek insidans gosterebilmektedir (Roberts ve Janovy,
2005). Enfeksiyonun tasinmasinda kopek rol almaktadir (Saygi, 1998; Kaypmaz,
2002; De La Rue, 2008). Kontrolsiiz hayvan kesimleri, kistli organlarin kopeklere
yedirilmesi ve bu kopeklerin basibos birakilmalar1 ile biyolojik siklus
tamamlanmaktadir (Saygi, 1998). Silvatik ve pastoral olarak iki biyolojik siklus
bulunmakla birlikte (Gemmel ve ark., 2002; Torgerson ve Budke, 2003; Akyol,
2004), avlanan hayvanlarin sakatatlarinin av kdpeklerine yedirilmesi ya da evcil
ruminantlarin yabani karnivorlar tarafindan yenilmesi sonucu bu iki biyolojik

siklus karisabilmektedir (Doganay ve Kara, 1998).

Geng arakonaklar enfeksiyona daha duyarlidir. Fakat kistler nadir olarak
goriilmektedir. Bunun sebebi kist gelisiminin uzun zaman almasidir (Ayaz ve
Tinar, 2006). Kist gelisimine bakildiginda 6rnegin, koyunlarda fazladan her bir y1l
i¢in yaklagik 1,5 kat artisin gozlemlendigi bildirilmistir (Scala ve ark., 2006).

Insanlar baz1 durumlarda kaza sonucu nadiren ara konak olmaktadirlar
(Roberts ve Janovy, 2005). Enfeksiyonun insanlarda goriilme sikligi kisisel
temizlik, sosyo-ekonomik ve Kkiiltiirel farkliliklar gibi faktorlere baghdir. Bu
sebeple yasam ve saglik standartlarinin diisiik oldugu toplumlarda enfeksiyon
orani daha yiiksektir (Budak, 1991; Akyol, 2004).
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1.6. Echinococcosiste Tan1 Yontemleri

Kistik echinococcosisin  canli  hayvanlardaki tanisi, ¢ok degerli
damizliklarin disinda genellikle ekonomik goriilmemektedir (Senlik, 2004b).
Tani, nekropside kistlerin goriilmesiyle yapilmaktadir (Craig, 2007). Kesimi
yapilmis hayvanlarda kistlerin goriilmesiyle teshis kolay olmakla birlikte ytlizeysel
olmayan kistler organa yapilacak kesitlerle ortaya ¢ikmaktadir. Kesin tan1 kistteki
germinatif membran ve protoskolekslerin goriilmesiyle konulmaktadir (Ayaz ve
Tinar, 2006). Teshiste radyografi, ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans gibi goriintileme yontemlerinin yani sira Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Indirekt Heamaglutinasyon Testi (IHA), Indirekt
Floresans Antikor Testi (IFAT), Western Blott (WB) gibi serolojik yontemler ve
PCR tabanli molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir (Senlik, 2004b).

Kolay uygulanabilirliligi ve etkinligi sebebiyle tercih edilen ultrasonografi,
portatif cihazlarin kullanimiyla birlikte saha caligmalarinda da kullanimi
artmaktadir (Macpherson ve ark., 1987; Kilimcioglu ve ark., 2006). Diinya Saglik
Orgiitii siniflandirmasina gore kistler 5 cm’den kiiciik ise kiiciik (S), 5-10 cm cm
arast ise orta (M), 10 cm’den biiylik ise bliyiik (L) olarak belirtilmektedir (Gharbi
ve ark., 1981; WHO, 2003).

Viicudun tamaminin taranabildigi bilgisayarli tomografide 1 cm’den kiiciik
kistlerin tanist konulabilmektedir (Sever ve Elmas, 2004). Manyetik rezonans
aktif olarak metabolize olan yumusak dokudaki kistlerin tanisinda iyi sonug

vermekle birlikte kalsifikasyonlarda yetersizdir (Sener, 1996).

Seroloji, klinik belirtilerin ve radyografinin yetersiz oldugu durumlarda
oldukga dnemlidir (Kilimcioglu ve Ok, 2004). Serolojik tanida ¢gogunlukla antikor
aranmaktadir. Kist sivisi, protoskoleks ve germinatif membranlar antijen kaynag:
olarak kullanilir (Ozbilgin ve Kilimcioglu, 2007). En ¢ok Indirekt
Heamaglutinasyon Testi (IHA), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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ve Western Blott (WB) serolojik tani testleri kullanilmaktadir (Kuru ve Baysal,
1999; Esgin ve ark., 2007; Akgiin, 2008;).

Indirekt Heamaglutinasyon Testinde (IHA) genellikle koyun eritrositleri
tannik asitle duyarlilastirilmaktadir. Antijenle kaplanmis eritrositler serumdaki
antikorla reaksiyona girdiginde aglutinasyon olusmamaktadir (Garabedian ve ark.,
1957). Bu testin duyarliligt ve oOzgilligii antijene bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Senlik, 2004b).

Indirekt Floresans Antikor Testinde (IFAT) germinatif membran Kesiti ile
protoskoleksin tamami veya kesiti antijen olarak kullanilmaktadir. Fakat zayif
pozitif sonuglarin diger yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir (Ozcel ve ark.,

1997). IFAT ile duyarliligin ve 6zgiilliigiin %90 oldugu belirtilmistir (Doganay ve
ark., 2003).

ELISA’da kistik echinococcosisin tanisinda dogal ya da saf antijen
kullanilabilir. Fakat saflastirilmis antijen kullanmak o6zgiilliigii arttirirken
duyarliligi distirmektedir. ELISA’nin duyarliligt %83-100 iken ozgiilligi ise
%76-99 arasinda degismektedir (Kilimcioglu, 2002).

Western Blott yonteminde ise koyun kist sivisindan saflastirilan
antijenlerden faydalanilarak, hastalara tan1 konulmakta ve hastalarin izlenmektedir
(Doiz ve ark.,, 2001). Bu yontem diger serolojik yontemler ile kombine

edildiginde duyarliligin %100’e yiikseldigi goriilmistiir (Yazar, 1998).

Molekiiler tekniklerin parazitoloji alaninda uygulanmasi 1990’1 yillardan
baglayarak hiz kazanmistir. Bu hassas tan1 yonteminin parazit sayisinin az olma
durumunda bile yiiksek duyarliligi vardir (Alkan ve ark., 1997; Hokelek ve
Arikoglu, 2004). Bir ¢cok DNA yontemiyle parazitin tiir ve sus identifikasyonu
yapilabilmektedir (Boufana ve ark., 2008).
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1.7. Echinococcosiste Patojenite

Echinococcus granulosus’un ince bagirsakta ¢ok fazla bulunmasi durumunda
enterit meydana gelir. Olusabilecek semptomlar ishal, karin agrisi, istahsizlik,
zayiflik ve halsizliktir. Bu semptomlar kesin tanida yetersizdir (Soulsby, 1986;
Rommel ve ark., 2000; Goéneng ve ark., 2004).

Hidatik kistler daha ¢ok karaciger ve akciger basta olmak lizere sirasiyla
kas, tiroid, bobrek, kemik ve beyinde yerlesim gostermektedir (McManus ve ark.,
2003; Eckert ve Deplazes, 2004; Sayek, 2004). Kistler 6zellikle karaciger ve
akciger gibi organlarda yangi olusturmaktadir (Ayaz ve Tinar, 2006). Organlarda
olusan yangisal reaksiyon, baslangicta eozinofil lokositler ve dev hiicrelerin
bulundugu mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile karakterizedir. Kistlerin etrafinda
zamanla fibroblast ve kollajen lifler igeren fibroz kapsiil sekillenmektedir.
Patolojisi kistin biiyiikliigline, bulundugu organa gore degisiklik gostermektedir
(Soulsby, 1986, Goneng ve ark., 2004, Ayaz ve Timar, 2006). Kistler akcigerlere
yerleserek solunum giicliigiine, karacigerde ise safra akisini engelleyerek sariliga
sebep olur. Kistlerin yirtilmasi halinde sekonder kist olusumu meydana gelebilir.
Bu yirtilma sonucu anafilaktik sok sekillenerek 6liimle sonuglanabilir (Ayaz ve

Tiar, 2006).

1.8. Echinococcosiste Tedavi ve Kontrol

Kistik echicoccosiste etkili bir tedavi bulunmamaktadir (Craig, 2007). Tedavi
cerrahi  ve  kemoteratik  medikasyona  dayanmaktadir.  Kemoterapide
benzimidazoller kullanilarak etkili sonuglar alinmaktadir. Hayvanlarda, teshisteki
zorluklar ve ekonomik olmamasi sebebiyle tedaviye gerek duyulmamaktadir

(Crrak, 2004).

Bu sebeple son konaklarin tedavi edilmesi ve kistli organlari yemelerinin

engellenmesi gerekmektedir (Ayaz ve Timar, 2006). Tedavide praziquantel ve
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diger antelmentiklerin kullanimi etkili olmaktadir (Craig, 2007). Antiparaziter
uygulamalar periyodik olarak yapilmali ve kopekler 2-3 giin kapali alanda
tutulmalidir. Digkilarmin ise yakilmasi veya derin c¢ukurlara gomiilmesi
gerekmektedir (Ayaz ve Tinar, 2006). Miicadelede temel prensip ilag tedavisi ile
parazitin yasam ¢emberinin kirilmasi ve mezbahalarda organ ve dokularin etkin

kontroliidiir (Umur, 2003).

1.9. Echinococcosisin Ekonomik Onemi

Echinococcosiste arakonaklarda 6nemli bir klinik belirti goriilmemekle birlikte
yiin kalitesinde diisme, kilo kaybi, siit veriminde azalma meydana gelmektedir.
Enfeksiyon genellikle mezbahalarda kesimden sonra tespit edilmektedir. Kistli
organlardan ozellikle karacigerin atilmasi en 6nemli ekonomik kayiplardandir

(Sekil 1.12) (Torgerson ve ark., 2000; Koroglu ve Simsek, 2004).

1.10. Echinococcus granulosus Suslar:

Echinococcus granulosus’un alt tiirii ya da farkli bir tiir olarak tanimlanmis olan
bazi formlarinin DNA dizi analizi ile taksonomideki durumlarinin tekrar
tanimlanmast giindeme gelmistir (Thompson, 2001). E. granulosus izolatlari
arasindaki genetik farkliliklarin kanitlanmasi ile sus kavrami daha belirginlesmis
ve bu varyasyonlar fenotipik degiskenlik ile iligkilendirilmistir. Bu sebeple

konaga uyumlu sus kavrami ortaya konulmustur (Thompsonve McManus, 2002).

Echinococcus tiirleri i¢in birden fazla sus kavrami tanimlansa da en ideal

13

tanim “‘ayni tiiriin diger gruplarindan gen frekanslari, epidemiyoloji ve
kontroliinde aktiiel veya potansiyal dneme sahip bir veya daha fazla karakter

yoniinden istatiksel olarak farklilik gosteren varyantlar” seklinde olanidir.
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Echinococcus tiirlerinin  genetik  ¢esitliligi 10 genotip  olarak
degerlendirilmesine neden olmustur (Nakao ve ark., 2007; Thompson, 2008;
Saarma ve ark., 2009; Nakao ve ark., 2010). Bu suglar, G1 (koyun susu), G2
(tazmanya koyun susu), G3 (manda susu), G4 (at susu), G5 (si1gir susu), G6 (deve
susu), G7 (domuz susu), G8 (geyik susu), G9 (insan susu), G10 ( fennoscandian
geyik susu) suslaridir (Eckert ve Thompson, 1997; Haag ve ark., 1997; Scott ve
ark., 1997; Thompson ve McManus, 2002; Lavikainen ve ark., 2003; Romig ve
ark., 2006). G1 genotipi kozmopolittir ve insan kistik echinococcosisinin en sik
goriilen etkenidir. Farkli Echinococcus tiirlerinin tam mitokondriyal genom
analizi taksonomik revizyona yol agmis ve G1-G3 genotipleri Echinococcus
granulosus sensu stricto, G4 Echinococcus equinus, G5 Echinococcus ortleppi ve
G6-G10 Echinococcus canadensis olarak gruplandirilmistir (Tablo 1.1) (Nakao ve
ark., 2007; Thompson, 2008; Saarma ve ark., 2009; Nakao ve ark., 2010).

Evcil koyun susu (G1), diinyada en yaygin olan sus olup konak 6zgiilliigii
koyunlarla siirlt degildir. Sigirlarda gelisen kistler genellikle steril iken manda,
deve ve kanguru gibi memeli hayvanlarda fertildir (Bowles ve McManus, 1993,;
Eckert ve Thompson, 1997). Insan enfeksiyonlarinda kaynagin ¢ogu kez evcil
koyun susu oldugu bir¢ok molekiiler ¢alisma ile ortaya konmustur. Tiirkiye’de
farkli konaklardan elde edilen izolatlar incelendiginde etkin susun evcil koyun
susu oldugu belirlenmistir (Utuk ve ark., 2008; Vural ve ark. 2008; Snabel ve ark.,
2009).

Tazmanya susunun (G2), Tazmanya adasinin yam sira Arjantin ve
Romanya gibi farkli iilkelerde de bulundugu bildirilmistir (Kamenetzky ve ark.,
2002; Bart ve ark., 2006). G1 susu ile arasinda 3 niikleotitlik fark bulunmakla
birlikte farkli bir sus olmadigi G3 susunun kiigiikk bir varyanti oldugu One
siiriilmektedir. Enfeksiyonda yumurta ¢ikisinin G1 susunda 45. giin iken G2
susunda 39. giinde oldugu bildirilmistir (Bowles ve ark., 1992; Vural ve ark.,
2008).
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Sekil 1.12. Hastalik etkenlerinin bir siiriideki hayvanlarin verimliliklerini etkileme yollar1 (Perry ve Randolph, 1999)
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Tablo 1.1. Echinococus granulosus suslari (McManus, 2006).

Genotip

Son konak

Arakonak

Cografi dagihm

G1, Evcil Koyun Susu

G2, Tazmanya Susu

G3, Manda Susu
G4 (E.equinus) At
Susu

G5 (E.ortleppi) Sigir
Susu

G6, Deve Susu
G7, Domuz Susu

G8, Geyik Susu

G9, insan Susu

G10,
FennoscandianGeyik
Susu

Arslan

Tavsan

Kopek, tilki,
dingo, ¢akal,
sirtlan

Kopek, tilki
Kopek, tilki
Kopek

Kopek

Kopek
Kopek

Kurt, kopek
Kanideler

Kanideler

Arslan

Gri tilki

Koyun, insan, kanguru,
sigir, deve, domuz, keci

Koyun, sigir
Manda, sigir
At, esek ve diger

tektirnaklilar

Sigir

Deve, kegi, sigir, koyun
Domuz

Geyikler
1nsan

Geyikler

Manda, yaban domuzu,
ziirafa, antiloplar, zebra,
su aygiri

Yabani tavsanlar

Avustralya, Avrupa,
Amerika, Yeni Zelanda,
Afrika, Cin, Orta Dogu

Tazmanya, Arjantin,
Romanya, Hindistan
Asya, Avrupa

Avrupa, Orta Dogu, Gliney
Afrika, Yeni Zelanda,
Amerika

Avrupa, Gliney Afrika,
Asya, Rusya, Gliney
Amerika

Orta Dogu, Afrika, Asya,
Arjantin

Avrupa, Rusya, Giiney
Amerika

Kuzey Amerika, Avrasya
Polonya

Finlandiya

Afrika

Giliney Amerika

Manda susu (G3), G2 susu gibi G1 susunun varyanti oldugu diisiiniilmiistiir.
Aralarinda kiigiik niikleotit farkliliklar bulunmaktadir (Bowles ve ark., 1992).
Fertilite oranlar1 yliksek olan kistler ¢ogunlukla akciger yerlesimlidir. G3 susunda
gebe halkalar 2 segmentlidir (Thompson ve Lymbery, 1988). G3 susu Iitalya,
Tiirkiye, Yunanistan ve Pakistan’da bildirilmistir (Capuano ve ark., 2006; Varcasia

ve ark., 2007; Vural ve ark., 2008; Latif ve ark., 2010).

At susu (G4) onceden Echinococcus granulosus equinus alttiirii olarak
tanimlanmistir (Eckert ve Thompson, 1997). Yapilan ¢alismalar sonucunda at

susunun (G4) tiir olarak Echinococcus equinus ismiyle smiflandiriimasi
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onerilmektedir (Thompson ve McManus, 2002). Kistleri, daha ziyade karacigerde
bulunmaktadir. Insanlar igin diisiik enfektiviteye sahiptir (Thompson ve Lymbery,
1988; Bowles ve Mcmanus, 1993; Eckert ve Thompson, 1997).

Sigir susu (G5), son yillarda Echinococcus ortleppi ismiyle ayr bir tiir olarak
Onerilmekte ve bu yonde goriisler agirlik kazanmaktadir (Thompson ve McManus,
2002). Bunun nedeni G5 susunun morfolojisinin yani1 sira hem biyolojik hem de
biyokimyasal Ozellikler agisindan diger suslardan farklilik gostermesidir. G5 susu
son konakta kisa bir prepatent periyoduna (33-35 giin) sahiptir. Bunun aksine, bu
sire diger suslarda 40 ile 48 giin arasinda degismekle birlikte genellikle daha
uzundur. Fertil olan kistler daha ¢ok akcigerlerde yerlesim gostermektedir. Genis bir
cografik dagilima sahip olan G5 susu, Avrupa, Giiney Afrika, Hindistan ve Giiney
Amerika’da bildirilmistir (Eckert ve Thompson, 1988; Thompson ve Lymbery, 1988;
Bowles ve McManus, 1993; Eckert ve Thompson, 1997).

Deve susu (G6), sigir susu (G5) ile benzerlik gostermekte iken (Eckert ve
Thompson, 1997), morfolojik olarak koyun susu (G1) ile farkliliklar géstermektedir
(Harandi ve ark, 2002; Ahmadi ve Dalimi, 2006). Fertilite oran1 akcigerdeki kistlerde
daha yiiksektir (Eckert ve Thompson, 1997). Devenin disinda sigir ve kegilerden elde
edilen bazi izolatlarin G6 susu oldugu molekiiler yontemlerle belirlenmistir (Wachira
ve ark., 1993). Deve susunun varh@ Kenya, Arjantin, Nepal, Iran ve Cin gibi
tilkelerde bildirilmistir (Wachira ve ark., 1993; Rosenzvit ve ark., 1999; Zhang ve
ark., 2000; Harandi ve ark., 2002; Bart ve ark., 2006).

Domuz susu (G7), Polonya, Meksika, Peru ve Tiirkiye’de goriilmektedir
(Pawlowski ve Stefaniak, 2003; Villalobos ve ark., 2007; Moro ve ark., 2009; Snabel
ve ark., 2009). Domuzlarda kistler ¢ogunlukla karacigerde bulunmaktadir. Domuz
susu (G7) kuzu ve danalar i¢in diisiikk enfektiviteye sahiptir. (Eckert ve Thompson,
1997).

Geyik susu (G8), onceleri Echinococcus granulosus canadensis alt tiirii

olarak gosterilmistir. Kopekler ve evcillestirilmis ren geyikleri arasinda bir dongi
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mevcut olmakla birlikte asil dogal dongii, kurtlar ve Kanada geyigi, ren geyigi ve
alageyik gibi biiylik geyik tiirleri arasinda gegmektedir. G8 susu Kuzey Amerika ve
Avrasya’da goriilmektedir. Arakonak olarak domuz, sigir ve koyun uygun degildir.
Bununla birlikte, insanda diisiik patojeniteye sahip olup ve daha ¢ok akcigerlerde
bulunmaktadir (Eckert ve Thompson, 1988; Thompson ve Lymbery, 1988; Eckert ve
Thompson, 1997).

Insan susu (G9), domuz susuna (G7) biiyiik benzerlik gostermektedir. PCR-
RFLP ve DNA dizi analizleri sonucunda bu susun diger suslardan farkli oldugu

belirlenmistir. G9 susu Polonya’da bildirilmistir (Scott ve ark., 1997).

Fennoscandian Geyik Susu (G10), geyik susuna (G8) benzemekte olup
diger suglardan farklilik gostermektedir. Finlandiya’da geyiklerden elde edilen
izolatlar molekiiler olarak incelenmis ve bunun Fennoscandian Geyik Susu (G10)

oldugu belirtilmistir (Lavikainen ve ark., 2003).

Filogenetik calismalarin sonucunda goriilmistiir ki, geyik susu (G8) ve
Fennoscandian geyik susu (G10), deve susu (G6), domuz susu (G7) ve sigir susu
(G5) ile oldukg¢a yakindir. Bu yakinliktan dolayr G5, G6, G7, G8 ve G10 suslarinin
bir grup olarak ele alinmasi yoniindeki diisiince agirlik kazanmaktadir (Sekil 1.13)

(Lavikainen ve ark., 2003;Thompson ve ark., 2006; Moks ve ark., 2008).

Arslan susu, Afrika’da av kopegi, sirtlan, ¢cakal ve arslanda bildirilmistir.
Kedigiller genellikle E. granulosus’a duyarli degildir. Silvatik dongii Arslan ve
yaban domuzu arasinda gerceklesmekte olup kopekler i¢in enfektif bir durumun
olmadig1 bildirilmistir. Evcil kedilerde enfektif olup olmadigi bilinmemektedir.
Arslan susunun Echinococcus felidis adiyla tiir olarak siniflandirilabilecegi
belirtilmistir (Thompson ve Lymbery, 1988; Rausch, 1995; Eckert ve Thompson,
1997).
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Tavsan susu, 6nceden Echinococcus patagonicus adiyla farkli bir tiir olarak

tanimlansa da sonradan bunun E. granulosus’a ait bir sus oldugu belirlenmistir.

Biyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Tilkiler ile tavsanlar arasinda ya da koyun

susu tastyan evcil kopekler arasinda olabilecegi diisiiniilmektedir. Arjantin’de tilki

benzeri kopekgiller ile Avrupa yaban tavsanlarinda bildirilmistir (Thompson ve

Lymbery, 1988; Eckert ve Thompson, 1997).
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Sekil 1.13. G5-G10 suslarinin yakinliklarimin besian agaci (A) ve filogenetik

network analizi (B) ile gosterilmesi (Moks ve ark., 2008).

1.11. Tiirkiye’de ve Diinya’da Echinococcosis

Kistik echinococcosis Tiirkiye’de yaygin bir sekilde goriilmektedir. Bu durumun

kontrol altinda olmayan sokak kopeklerinden kaynaklandig: ileri striilmiistiir

(Altintas, 2003).

Tiirkiye’de kistik echinococcosisin sigirda yayginlik orani, Erzurum’da
%46.41 (Arslan ve Umur, 1997), Sivas’ta %39.7 (Ozgelik ve Saygi, 1990), Sivas’ta
%35.7 (Ac16z ve ark., 2008), Erzurum’da %33.9 (Simsek ve ark., 2010), Kars’da
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%31.25 (Gicik ve ark., 2004), Afyonkarahisar’da %29.47 (Kose ve Sevimli, 2008),
Samsun’da %21.1 (Celep ve ark., 1990), Kirikkale’de %14.16 (Yildiz ve Tunger,
2005), Burdur’da %13.5 (Umur, 2003), Trakya’da %11.6 (Esatgil ve Tiizer, 2007),
Ankara’da %9.4 (Oge ve ark., 1998), Manisa’da %8.96 (Cenet ve Tasci, 1994),
Malatya’da %7.6 (Kara ve ark, 2009), Konya’da %5.6 (Civi ve ark., 1995), Kars’ta
%5.3 (Demir ve Mor, 2011), Kayseri’de %3 (Diizli ve ark., 2010) olarak
bildirilmistir.

Tiirkiye’de kistik echinococcosisin koyunda yayginlik orani, Erzurum’da
%70.91 (Arslan ve Umur, 1997), Kars’ta %63.85 (Gicik ve ark., 2004), Konya’da
%351.98 (Dik ve ark., 1992), Bursa’da %50.7 (Senlik, 2000), Kars’ta %48.35 (Umur
ve Aslantas, 1993), Sivas’ta %32.49 (Poyraz ve ark., 1990), Bursa’da %30 (Oncel,
2000), Burdur’da %26.6 (Umur, 2003), Manisa’da %15.98 (Cenet ve Tasc1, 1994),
Malatya %9.1 (Kara ve ark., 2009), Ankara %5.9 (Oge ve ark., 1998), Trakya’da
%3.5 (Esatgil ve Tiizer, 2007) olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de kistik echinococcosisin kegide yayginlik orani, Kars’ta %25.11
(Umur ve Aslantas, 1993), Burdur’da %21.11 (Umur, 2003), Ankara’da %1.6 (Oge
ve ark., 1998) olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de kistik echinococcosisin mandada yayginlik orani, Ankara’da
%41.1 (Zeybek ve Tokay, 1990), Samsun’da %29.6 (Zeybek, 1973), istanbul’da
%22.32 (Turkmen, 1992), Kars’ta %16.66 (Umur ve Aslantag, 1993), Samsun, Ordu
ve Amasya’da %10.24 (Beyhan ve Umur, 2011) olarak bildirilmistir.

Diinya’da genis bir yayilisa sahip olan Echinococcus granulosus, Gronland
ve Izlanda’da hi¢ goriilmezken Afrika, Avusturalya, Giiney Amerika, Asya, Dogu
Avrupa ve Akdeniz sahillerinde prevalans oldukga yiiksektir (Eckert, 1996; Eckert ve
ark., 2000; Eckert ve Deplazes 2004).
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Diinya’da kistik echinococcosisin sigirda yayginlik orani, Azerbaycan’da
%41 (Chobanov ve ark., 1991) Iran’da %16.4 (Dalimi ve ark., 2002), Hindistan’da
%13.7 (Sarma ve ark., 2002), Urdiin’de %13.1 (Dar ve Alkarmi, 1997),
S.Arabistan’da %7.3 (Dar ve Alkarmi, 1997), Kibris’ta %6.61 (Dakkak, 2010),
Sudan’da %6.1 (Omar ve ark., 2010), Pakistan’da %5.18 (Latif ve ark., 2010),
Cin’de %4.7 (He-Duo ve ark., 2001), Irak’ta %4.3 (Dar ve Alkarmi, 1997), olarak
bildirilmistir.

Diinya’da kistik echinococcosisin koyunda yayginlik orani, Azerbaycan’da
%67 (Chobanov ve ark., 1991), Yunanistan’da %30.4 (Dakkak, 2010), Arjantin’de
%18 (Larrieu ve ark., 2001), Libya’da %13.9 (Dar ve Alkarmi, 1997), Urdiin %12.7
(Dar ve Alkarmi, 1997), Sudan’da %11.3 (Omar ve ark., 2010), Iran’da %11.1
(Dalimi ve ark., 2002), Pakistan’da %7.52 (Latif ve ark., 2010), Cin’de %5.4 (He-
Duo ve ark., 2001), Israil’de %4.56 (Dakkak, 2010), Irak’ta %4.5 (Dar ve Alkarmi,
1997), Kibris’ta %1.53 (Dakkak, 2010), Misir %1.3 (Dar ve Alkarmi, 1997), olarak
bildirilmistir.

Diinya’da kistik echinococcosisin kecide yayginlik orani, Libya’da %18.1
(Dar ve Alkarmi, 1997), Yunanistan’da %14.7 (Dakkak, 2010), iran’da %6.3 (Dalimi
ve ark., 2002), Pakistan’da %5.48 (Latif ve ark., 2010), Hindistan’da %2.2 (Sarma ve
ark., 2002), Sudan’da %1.9 (Omar ve ark., 2010), Urdiin’de %0.9 (Dar ve Alkarmi,
1997),Kibris’ta %0.13 (Dakkak, 2010) olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de son konak kopeklerde E. granulosus’un yaygmlik orani,
Ankara’da %44 (Doganay, 1983), Kars’ta %40.5 (Tmar ve ark., 1989; Umur ve
Arslan, 1998), Bursa’da %36 (Tinar ve ark., 1989; Atas ve ark., 1997), Konya’da
%28.33 (Aydenizdz, 1997), Sivas’ta %28 (Umur ve Arslan, 1998),Adana’da %24.72
(Demirkazik ve ark., 2007), Kayseri’de %24 (Sahin ve ark., 1993), Sivas’ta %16
(Atas ve ark. 1997), Mus’ta %9 (Aci6z, 2008), Antakya’da %8.86 (Gilizel ve ark.,
2008), Izmir’de %5.5 (Uner, 1989), Elazig’da %3.33 (Tasan, 1984), Ankara’da
%0.94 (Aycicek ve ark., 1998), Istanbul’da %0.8 (Oter ve ark., 2011), olarak
bildirilmistir.
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Diinya’da, son konak kopeklerde E. granulosus’un yayginlik orani,
Azerbaycan’da %56 (Chobanov ve ark., 1991), Irak’ta %38 (Dar ve Alkarmi, 1997),
Libya’da %25.8 (Buishi ve ark., 2005), Iran’da %36.19 (Mehrabani ve ark., 1999),
Kuveyt’te %23.1 (Dar ve Alkarmi, 1997), S.Arabistan’da %15 (Dar ve Alkarmi,
1997), Urdiin’de %14 (Dar ve Alkarmi, 1997), Iran’da %13.25 (Dalimi ve ark.,
2006), Galler’de %10.6 (Mastin ve ark., 2011), Israil’de %5.4 (Dakkak, 2010),
Kibris’ta %0.012 (Dakkak, 2010) olarak bildirilmistir.

1.12. Molekiiler Teknikler

Genetik ve molekiiler biyoloji alaninda yapilan ¢aligmalar tiim diinyada hizla devam
etmektedir. Bu c¢aligmalarda temel amag populasyonlar ve bireylerin genetik
yapisinin belirlenmesi, ortaya c¢ikarilan genetik yapidaki genlerin yerlerinin
saptanmasi, fonksiyonlarinin anlasilmasi ve diger genlerle iliskilerinin belirlenmesi
yoniindedir. Molekiiler genetik teknolojileri tip, veteriner, tarim ve ormancilikta

genis bir kullanima sahiptir (Aytekin, 2006).

Son yillarda olduk¢a 6nem kazanan molekiiler parazitoloji parazitlerin tanisi,
parazitlerin smiflandirilmasi, molekiiler epidemiyolojileri ve rekombinant as1
gelistirme c¢alismalarinda kullanilmaktadir (Hokelek ve Arikoglu, 2004). Parazit
genomunun direk karaketrizasyonuna imkan saglayan molekiiler teknikler, klasik

teknikler gibi cevreden ve konaktan etkilenmezler (Utiik ve ark., 2005).

Parazitolojiye uygun molekiiler biyoloji araglar1 ve molekiiler biyoloji
calismalar gittik¢e artmaktadir (Prichard, 1997; Prichard ve Tait, 2001). Daha ¢ok
protozoonlarin tanisinda kullanilan ve kesin sonuglarin alindigir niikleik asitlerin
varligimi ortaya koymaya yonelik olan bu yontemlerden helmintolojide de
faydalanilmaktadir. Orneklerde parazitlerin az sayida bulunmasi durumunda
molekiiler biyolojik metotlar yiiksek duyarliliklari ile hassas bir teshis yontemi

olarak kullanilmaktadir (Tinar ve ark., 2006).
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Parazitlerin evrimsel iliskileri ile ilgili olarak morfolojik ve biyolojik
Ozellikler onemli temel veriler saglamaktadir. Fakat bu oOzellikler ¢ok yeterli
olmamaktadir. Molekiiler yontemlerin gelismesi ile elde edilen filogenetik

iliskilerin sayesinde evrimsel biyoloji daha da hiz kazanmaktadir (Prichard, 1997).

Direkt parazit genomunu inceleyen DNA tabanli yontemler; ¢evre veya
konaktan kaynaklanan bir faktorden veya yasam dongiisiindeki evrelerden
etkilenmeyen yontemlerdir. Genetik varyasyon mitokondriyal veya niikleer
genomda arastirilabilir (Bowles ve McManus, 1993; Utiik ve ark., 2005).

Ribozomun yapisal RNA’sin1 sifreleyen niikleer ribozomal RNA genleri
genellikle her biri 3 kodlama bolgesi igeren (5.85,~150 bp; 185, ~ 2000 bp; 285, ~
4500 bp) ardisik olarak tekrarlanmis {niteler serisi olarak Okaryotlarda meydana

gelirler (Prichard, 1997).

Ribozomal DNA (rDNA) tekrar initesi, cesitli hizlarda gelisen farklh
bolgelere sahiptir. Bu bolge, taksonomik diizeylerde varyasyon ve filogeni
calismalarinda kapsamli olarak kullanilmistir (Bowles ve McManus, 1993).Bu
ribozomal RNA genleri ve onlarin aralik birakicilart (spacer) aym tiirlerin farkl
tirleri arasinda korunmus olmaya meyillidirler. Boylece intraspesifik
varyasyonun interspesifik varyasyona gore disik oldugu goriliir (Prichard,
1997).

Filogenetik enformasyonun en onemli kaynagi mitokondrial genomdur
(Prichard, 1997). Evrimlesmenin daha ¢ok oldugu mitokondriyal DNA (mtDNA)
organizmalarin ayrimi i¢in daha kullanmishdir. mtDNA’nin  rekombinasyon

yapmamasi analizleri basitlestirmektedir (Bowles ve McManus, 1993).

Mitokondriyal genler, niikleer genlerden daha yiiksek bir oranda
degisiklikleri biriktirme egilimindedirler ve bu sebeple en son ayrilmalari analiz

etmek i¢in daha belirleyicidir. Bir tiirden alinan DNA’nin her bir homolog pargasi



32

ilgilenilen diger tiirlerin niikleotid dizinlerine gore dizilir (Prichard, 1997).

1.12.1. Restriction Fragment Lenght Polymorphisms (RFLP)

RFLP kolaylikla uygulanabilen duyarli bir yontemdir. Fakat ¢cok sayida ya da ¢ok

yakin bantlar1 degerlendirmek miimkiin olmayabilir (Yagc1, 2001).

RFLP’de DNA restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmekte ve ortaya
¢ikmig olan fragmanlar agaroz jelde kosturularak biiyiikliiklerine gore ayrilmaktadir
(Arda, 1994; Yagci, 2001; Hokelek ve Arikoglu, 2004; Yolasigmaz ve Giines, 2004;
Utiik ve ark. 2005). Daha sonra ethidium bromid ile boyanan jelde ayrilmis bantlarin
yeri ve sayis1 mukayese edilmesi (Arda, 1994; Yagc1, 2001, 1994; Utiik ve ark. 2005)
ile genomdaki tek baz degisiklikleri tespit edilmektedir (Hokelek ve Arikoglu, 2004;
Yolasigmaz ve Giines, 2004).

Restriksiyon enzimleri, yani endoniikleazlar biitiin bakterilerde bulunur.
Bunlarin viral enfeksiyonlar1 6nleme kabiliyeti vardir ve dolayisiyla yabanci DNA
girisine karsi ilgili DNA kesimlerinde metilasyon yapmak suretiyle bir savunma

mekanizmasi olarak islev yaparlar (Basaran, 1996; Klug ve Cummings, 2003).

Bugiin i¢in 400 den fazla restriksiyon enzimi tanimlanmis olup bunlarin 100
kadar degisik tanima bolgeleri bulunmaktadir. Bu enzimlerin her biri ilk kez izole
edildikleri bakterinin adini alirlar ve her biri yalnizca spesifik DNA bolgelerini
(tanima bolgesi="restriction site’) 4-8 baz ¢iftlik uzunluktaki parcalar halinde keser
(Basaran, 1996) ve bu pargalarin uglar1 endoniikleazin tipine gore kiit (“blunt”) ya da
yapiskan (“sticky” ya da “cohesive”) olur (Sekil 1.14) (Basaran, 1996; Klug ve
Cummings, 2003).
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1.12.2 Polimerase Chain Reaction(PCR)

PCR kullanim alan1 genis bir molekiiler yontem olup Echinococcuslarda gen
karakterizasyonu, gen haritalama, teshis ile tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik cesitliligin
arastirilmasinda kullanilmaktadir (Bowles ve ark., 1992; Deplazes ve Eckert, 1996;
Rosenzvit ve ark., 1997; Nakao ve ark., 2003 ).

Enzim Tanima ve kesim Kaynak
dizisi Kesim driini
TTTG-AAT-T-CoT TG A-A-T-T-C
EcoRI — E. coli
Le-1-1-A-A-G——L C-T-T-A-A G
}
T-T e e A-G-C-T-T
HindIll —- Haemopbhilus influenzae
—T-T-C-G-A-A—— —T-T-C-G-A A——
i
11 G-G-A-T-C- (== —r—rG G-A-T-C-Cor—p—
BamH| — Bacillus amyloliquefaciens
——=C-C-T-A-G-G—mr —C-C-T- A-G f—
i
'
= T-C- G- A e —_— G- A =
Taql —- Thermus aquaticus
——— G- T —— ——A-G-C T—
|
|l
T AG-C T —AG T
Alul — Arthrobacter luteus
T-C-G-A=—t—rt T-C G-A——-
=111 G- G- C- C mpmepmeprm -—rrG-G CCopppe
Haelll — Hemophilus aegypticus
———(-C-G-G LLllcc G-GL-
T-G-G-C-C —rT-G-G C-C-ArTr
Ball —- Brevibacterium albidum
———A-C-C-G-G-T———m ——A-C-C G-G-T=—te
[}
| 1
G-A-T-C T G-A-T-C
Sau3A — Staphylococcus aureus
——C-T- A G ——C-T-A-G —_—
}

Sekil 1.14. Bazi restriksiyon enzimleri ve onlara ait tanima ve kesme bolgeleri ile

kesim iirlinleri ve elde edildikleri kaynaklar (Klug ve Cummings, 2003).

Son yillarda veteriner helmintolojide teshis amaciyla PCR’in kullaniminda
onemli gelismeler kaydedilmistir. Bununla birlikte PCR kontaminasyon sebebiyle

basarisiz olabilir ve yanlis pozitifler veya yanlis negatifler verebilir. Bu sebeple
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negatif ve pozitif kontrollerin kullanimi 6nemlidir. Siklikla ilgilenilen fragmentle
iliskisi olmayan spesifik bir fragmentin koamplifikasyonu yoluyla bir pozitif kontrol
uygulanir. PCR’1n teshis ve tanida ¢ok genis bir sekilde kullanilmasini 6nleyici diger
kisitlayict biretken ise maliyetidir. Fakat, son zamanlarda bu yontemin maliyeti
azalmakta ve hazir kitler bu deneyi kolaylagtirmaktadir. Diger bir eksiklik ise PCR’1
kantitatif olarak degerlendirme meselesidir. Yar1 kantitatif PCR metodlari

gelistirilmeye devam edilmektedir (Barker, 1994).

Polimerase Chain Reaction; spesifik bir DNA sekansinin kopyalarinin primer
denilen sentetik tamamlayici oligoniikleotid diziler kullanilarak, enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir ¢ogaltma yontemidir (Temizkan ve

ark., 2004; Turner ve ark., 2004).

1980°’li yillarin  ortalarinda Cetus firmas1 arastiricilart  tarafindan
gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler biyolojik aragtirmalarda (klonlama, dizi
analizi ve DNA haritalamas1 gibi) ve bir ¢ok hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik
fibrozis, “fragile x” sendromu, AIDS, 16semi vb.) DNA temeline dayali tanisi igin de
klinik tipta hizla kullanilmaya baglanmigtir. PCR ile istenilen genlerin ya da DNA
dizilerinin  jenerasyonlara bagli replikasyonu, hizlandirilmis bir sekilde
gerceklestrilir. Aynen dogal hiicre boliinmesinde oldugu gibi, PCR replikasyon
sirecini taklit ederek yaklasik 30 jenerasyon sonra se¢ilmis bir DNA dizisinin asagi

yukar1 milyar katin1 kopyalar (Temizkan ve ark., 2004).

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere
iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Her PCR
reaksiyonu i¢in ¢ogaltilmasini istedigimiz genin iki ucuna 6zgii ve buradaki baz
siralarinin - tamamlayicist olan iki oligoniikleotid primer(genellikle 18-20 baz
uzunlugunda sentetik olarak hazirlanmis DNA yapisinda pargacik) gerekir.
Amplimer olarak da adlandirilan tek dalli olan oligoniikleotid primerler, kalip DNA
molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli hale
getirilen iki DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelere

melezlenirler. Bu primerler sayesinde lokalize edilen gen ya da DNA parcasinin
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tekrar tekrar replikasyonu yapilarak bilyiik miktarlarda (~10° kat) elde edilmeleri

miimkiin olur (Basaran, 1996; Temizkan ve ark., 2004).

Bir PCR dongiisti denatiirasyon, primerin baglanmasi (“annealing”) ve uzama
(“extension”) olarak adlandirilan ti¢ asamadan olusur (Alkan ve ark., 1997;
Temizkan, 2004; Turner, 2004). ilk asamada gogunlukla 94°C- 97°C arasinda yiiksek
1s1 yardimiyla DNA molekiiliin ¢ift zincirli yapis1 birbirinden ayrilir (denatiirasyon)
(Sekil 1.11). Daha diistik 1s1larda oligoniikleotid primerlerin ayrilms olan tek zincirli
DNA iizerinde kendi esleniklerine baglanmasini saglamak icin yaklasik 55°C’ta
annealing basamag (Sekil 1.12) ve 72°C’ta polimerizasyon (extension = elongasyon
= uzama) basamagi olusur (Sekil 1.13) (Temizkan ve ark., 2004; Turner ve ark.,
2004).

Ardr ardma tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmsi ve primerlerin
uzamasi evreleriyle teorik olarak DNA’nin gogalmasi 2" formiiliine gére olmaktadir
(buradaki n dongii sayisin1 gostermektedir) (Alkan ve ark., 1997; Temizkan ve ark.,
2004; Turner ve ark., 2004). Bu iissel artisin nedeni, bir déngii sonucu sentezlenen
irtiniin, ardisik dongilide diger primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her
PCR dongiisi DNA molekiilii iizerinde istenilen bolgenin iki katina c¢ikmasi ile
sonuglanir (Sekil 1.14). PCR boyunca biriken iiriinlerin boyu iki primerin boyu ve
hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir. Matematiksel olarak
amplifikasyon (2°-2n) x formiilii ile ifade edilir (n= dongii sayisi, 2n= birinci ve
ikinci dongili sonucunda olugan boylar1 bilimeyen iiriinler, X= orijinal kalibin kopya
sayis1) ve yaklasik 2-3 saat siiren 30-40 dongiliden sonra elde edilen DNA yaklagik 1
m uzunlugundadir (Sekil 1.15) (Temizkan ve ark., 2004; Turner ve ark., 2004).



36
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20 dénga sonucu DNA kopya sayisi
10%'ya ulasir

Sekil 1.15. PCR dongiisti ile DNA’ nin ¢ogalmasi (Klug ve Cummings, 2003).

1.12.3. Nested PCR

Nested PCR 6zgiin olmayan {iriinlerin olusumunu engelleyen, yiiksek 6zgiinliikte bir
PCR yontemidir. Hedef dizilerin spesifik bir sekilde amplifikasyonu klasik PCR
yontemleriyle bazen miimkiin olmayabilir. Eger amplifikasyonunu yapmaya
calistigimiz fragman uzunlugunda non-spesifik fragmanlar amplifiye olmus ise bu
dizi yanlis sonuca gotiirebilir. Bundan kaginmak i¢in Nested PCR ydntemleri

uygulanir (Temizkan ve ark., 2004).

Nested PCR iki adimhi bir islemdir. Bunun i¢inde primerlerin bir cifti; bir
boliimii amplifiye etmek i¢in kullanilir. Sonradan primerlerin ikinci ¢ifti ilk PCR’den

elde edilen kiiciik boliimlerin amplifikasyonu icin kullanilmaktadir. Nested PCR
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yontemi hem duyarlilik hem de amaca 6zel olmasi i¢in tasarlanmistir (Marjorie,
2003).

Bu metod, klasik PCR’ye farkli primer takimlariyla ikinci bir amplifikasyon
uygulamaktan ibarettir. Bu ydntemde ardi1 ardina iki PCR yapilir. ilk PCR 6zgiin
olmayan iiriinlerin olusumuyla sonuglanir. Ikinci PCR ise ilk PCR sonucu ¢ogaltilmis
DNA’nin i¢ kisimlarina ait dizileri igeren “nested” primerlerle yapilir. ilk PCR
tirlinleri ikinci PCR igin kalip olarak kullanilir ve istenilen hedef bolge ¢ogaltilarak
Ozgiin irilinler elde edilir. Boylece “nested” PCR dogru iiriinlerin ¢ogaltilmas i¢in

kullanilir (Temizkan ve ark., 2004).

1.12.4. PCR-RFLP

PCR-RFLP, oldukc¢a basit, duyarli ve hizli bir yontemdir. PCR-RFLP’de genomik
DNA’nin belirli bir bolgesi spesifik primerler ile ¢ogaltilmaktadir. Bu ¢ogaltma
isleminden sonra elde edilmis iiriinlere RFLP uygulanmaktadir. Bu iiriin bir veya
daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilerek, agaroz jelde kosturulmakta ve jel

ethidium bromide ile boyanip ultraviole 151k altinda gériintiilenmektedir (Arda, 1994;

Bowles ve McManus, 1993; Gasser, 1999).

Bu calisma ile Echinococcus granulosus’un sigir, manda, koyun ve keci
izolatlarinda genetik ¢esitliligin belirlenmesi, 6rneklerde rDNA-ITS1, ND1 ve mt-
COXI1 gen bolgelerindeki bant profillerinin ortaya konmasi ve mevcut suslarin
belirlenmesi ile genetik yakinliklarimin analiz edilmesi amacglanmistir. Genotipik
farkliliklar, parazitin yasam cemberi, konak oOzgiilliigii, gelisim hizi, patojenitesi,
antijenite ve kemoteropotiklere duyarliligi, bulasma dinamikleri, hastali§in
epidemiyolojisi ve kontrol teknikleri tizerine etki etmektedir. Bu bakimdan endemik
bir bolgedeki suslarin belirlenmesi parazitin kontrolii ve eradikasyonu agisindan

bliyiik 6nem tagimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Arag ve Geregler

= DNA-RNA free ependorf
»  Enjektor
= Erlenmayer

= Petri kutusu

= Cam beher
= Makas

= Pens

= Lam-lamel
= Bigak

= Mikropipet seti (Eppendorf)

= Stereomikroskop (Olympus, Eclipse 80 i+DS5L1 goriintiileme Sistemi)

» Mikrometrik Ol¢lim yapabilen arastirma mikroskobu SMZ800+DS5L1
gorlintiileme sistemi

* Arastirma mikroskobu (Olympus CX21)

* (alkalayayici sicak su banyosu (GFL 1083)

= (Calkalayic1 (Vortex) (IKA ve Dragon)

* Manyetik karistirict (IKA)

= Dijital hassas terazi (0.001 Duyarli, 320 g) (Sartorius, CP3235)

= pH Metre (WTW inoLab)

= Derin dondurucu (Vestel)

* Buz makinesi (Ugur)

» Sogutmali mikro santrifiij (Thermo)

» Gii¢ kaynag1 (Thermo, 4000P)

* Termal siklus cihazi (Eppendorf, AG22331)

* Yatay agaroz jel elektroforez takimlar1 (Thermo ,EC320, EC 330)

* Mikrodalga firin (Arcelik, MO500)

= [nkiibator (Niive)
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» Distile su cihazi (Niive)

» Ultra saf su cihaz1 (Milipore, MiliQ Synthesis)
= Jel goriintiileme ve analiz sistemi (Vilber lourmat Biovision 1000/20M)

= Nanodrop spektrofotometre (Thermo)
= Qubit (Floresan Spektrofotometre) (Invitrogen)
= DNA dizileme cihaz1 (ABI 3500)

Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmasi

= SiO2
= HCI
=  Gu-HCI

= EDTA (Merck)

= NaCl (Merck)

= Gene ruler 100-3000 bp DNA Ladder (Thermo)

= RedSafe niikleik asit boyama soliisyonu (INTRON Biotechnology)
= ddH,0

= Proteinaz K (Merck )

= Etil alkol (Merck)

= PBS (Phosphate buffer saline) tablet (Sigma)

= 10 X PCR buffer (Fermantas)

= 25 mM MgClI;, (Fermantas)

* 10mM deoksiniikleotid (ANTP) set (Fermantas)

= Primerler (Alpha DNA)

= 1,25 U Tag DNA polimeraz enzimi (Invitrogen)

= Agaroz (Merck)

= TE (Tris-EDTA) buffer

» 10X TAE (Tris Asetat EDTA) tampon ¢6zeltisi (Merck)
= Joading dye 6X (Fermantas)
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Silica Milk Hazirlama;

= 6 g SiO2 50 ml’lik falcon tiipe konulur ve tizerine 50 ml gizgisine
kadar ddH20 eklenir.

= Vortekslenir ve 24 saat oda 1sisinda bekletilir.

En tstteki 43 ml’lik s1v1 aspire edilerek atilir.

Tekrar 50 ml ddH20 eklenir, vortekslenir ve 5 saat oda 1sisinda
bekletilir.

= En istteki 43 ml’lik s1v1 aspire edilerek atilir.

= Uzerine 60 ul 10 M HCI (%30’luk) eklenir ve vortekslenir (HCI
%25°1ik ise 78 pl eklenmelidir).

500 pl’lik pargalara boliiniir ve aliminyum folyo ile sarilir (6 ay oda

1s1sinda kalabilir).

Eritme soliisyonu;
= 57.32 g 6 M Gu-HCI (Mol. Agirlik: 95,53 g/mol) ve 80 ml 0,1 M Tris
HCI (pH: 6,4)
Uzerine 18 ml 0,2 M EDTA (pH: 8,0) eklenir.
Uzerine 2 ml Triton X-100 eklenir ve alt-iist edilerek karistirilir.

0.5 ml silica eklenerek karistirilir ve en az 1 saat oda sicakliginda

bekletilir.

Santrifiij ile silika uzaklastirlir ve siipernatant koyu renkli bir siseye

konulur (oda sicakliginda 1 ay kalabilir).

Yikama Soliisyonu I;
= 57,32 g6 M Gu-HCI (Mol. Agirlik: 95,53 g/mol) ve 80 ml 0,1 M Tris
HCI (pH: 6,4)
»  Uzerine 18 ml1 0,2 M EDTA (pH: 8,0) eklenir.
= 0,5 ml silica eklenerek karigtirilir ve en az 1 saat oda sicakliginda
bekletilir.
= Santrifijj ile silika uzaklastirlir ve slipernatant koyu renkli bir siseye

konulur (oda sicakliginda 1 ay kalabilir).
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Yikama Soliisyonu II;

= 368,4 ml EtOH ve 1,25 ml NaCl tizerine 500 ml kadar ddH20 eklenir

(yada 73,68 ml + 25,48 ml ddH20+ 840 ul 5 M NaCl)

2.3. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, Afyonkarahisar ili sigir, manda, koyun ve kecilerinde Echinococcus

granulosus suslarini belirlemek amaciyla Mart 2010-Nisan 2012 tarihleri arasinda

Merkez, Emirdag, Bolvadin, Suhut, Dinar ve ihsaniye olmak iizere mezbahalarda

hayvan kesimleri takip edilerek hidatik kistler toplanmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Calismanin yiiriitiildiigii merkezler.
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Calisma materyalinin toplandigi merkezlerde kesimi yapilan hayvanlarin
karaciger ve akcigerleri basta olmak {izere i¢ organlar1 inspeksiyon ve palpasyonla
muayene edilmistir. Calisma siiresince hidatik kistle enfekte 65 keci, 71 koyun, 119
sigir ve 3 manda olmak iizere toplam 258 hayvanin i¢ organlarindan kistler
toplanmustir. Kistli bolgeler organlardan kesilerek ayrilip posetlenerek soguk zincirde
laboratuvara getirilmistir. Kistlerin ait oldugu organ ve hayvan kaydedilmistir. Kist
igerigini aspire ederek tiiplerde toplamak i¢in steril ve kalin uglu enjektor
kullanilmistir. Ayn1 organa ait kistlerin igerikleri ayr1 ayr1 numaralandirilmistir. Tiip
icerisindeki kist sivisinda protoskolekslerin var olmasi durumunda ¢dkmenin
olugmasi i¢in beklenilmistir. Kistler ince uclu bir makasla diseke edilerek germinal
membranlart ¢ikarilmigtir. Hem germinal membranlar hem de kist sivilar
protoskoleks yoniinden mikroskopta incelenerek fertil ya da steril olarak
degerlendirilmistir. PBS ile yikanmis olan germinal membranlar ve protoskoleksler

kullanilincaya kadar %70’lik alkol bulunan eppendorf tiipte -20°C’ta saklanmastir.

2.4. DNA Ekstraksiyonu

Alkol igerisinde (%70) -20 °C’ta saklanan 6rneklerde 6ncelikli tercih protoskoleksler

olmak tizere duruma gore germinal membranlar kullanildi.

» Protoskoleks veya germinal membran igeren eppendorf tiip 12.000 rpm’de 2
dk. santrifiij edildi.

» Eppendorf tiipteki alkol dokiilerek tizerine PBS eklendi.

= 15 s vortekslendi.

= 12.000 rpm’de 2dk. santrifiij edildi.

= Eppendorf tiipteki PBS dokiilerek tizerine 750 pl extraction buffer ve 20 pl
Proteinaz-K (10 mg/ml) eklenildi.

= 15 s vortekslendi.

» Etiivde 56 °C’ta her 10 dk’da bir vortekslenerek 1 saat bekletildi.

» Etiivden cikarilan eppendorf tiipler kisa bir siire vortekslendi.

*= 12.000 rpm’de +4 °C’ta 2dk. santrifiij edildi.
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» Siipernatant yeni eppendorf tiipe alindi.

=  Uzerine 10 ul 3M sodyum asetat eklendi.

= 15 s vortekslendi.

=  Uzerine 20 ul silica eklendi.

= 15 s vortekslendi.

» Etiivde 56 °C’ta her 3 dk’da bir vortekslenerek 25 dk bekletildi.
= 12.000 rpm’de +4 °C’ta 45 s santrifiij edildi.

= Siipernatant atildi.

» Silica peletin tizerine 500 pl washing buffer I eklendi.
= 15 s vortekslendi.

= 12.000 rpm’de +4 °C’ta 45 s santrifiij edildi.

» Siipernatant atildi.

» Silica peletin lizerine 500 pl washing buffer ITeklendi.
= 15 s vortekslendi.

= 12.000 rpm’de +4 °C’ta 45 s santrifiij edildi.

» Siipernatant atildi.

= Pelet ependorfun kapag acik bir sekilde oda 1sisinda kurutuldu.
= Pelet tizerine 75 ul TE buffer eklendi.

= Etiivde 56 °C’ta 20 dk bekletildi.

= 12.000 rpm’de +4 °C’ta 2dk santrifiij edildi.

» Siipernatant yeni eppendorf tiipe alindu.

=  Flde edilen bu son iiriin hedef DNA olarak kullanildi.

2.5. Mitokondrial NADH Dehidrogenaz 1 (ND1), ve Mitokondrial Sitokrom
Oksidaz 1 (COX1) Geninin PCR ile Cogaltilmasi

PCR icin mitokondrial NADH dehidrogenaz 1(ND1) ve mitokondrial sitokrom
oksidaz 1 (COX1) gen bolgeleri segildi. Bu gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda

kullanilan ileri ve geri primerler asagida gosterilmistir.
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ND1F 5'-GTAGTTACTCTTATGTTGGT-3’
ND1 R 5'-CTTGAAGTTAACAGCATCACG-3’

COX1F 5-TACGTTGCCTGTTTTGGCTGC-3’
COX1 R 5'-CCAGTAATCAAAGGCCATCACC-3’

Her bir 6rnek igin toplam 22.5 ul hacminde PCR karisimi1 hazirlandi (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. PCR karisimimnin hazirlanmasi.

No Malzeme Miktar
1 10X PCR buffer (Invitrogen) 2.5 ul
2 25 mM MgCl, (Fermantas) 2.0 ul
3 deoksiniikleotid (ANTP) set (Fermantas) 0.5 ul
4 Primer (20 pmol) (Alpha DNA) 0.5 ul
5 Primer (20 pmol) (Alpha DNA) 0.5 ul
6 ddH,0 16.38 ul
7 1,25 U Taq DNA polimeraz enzimi (Platinium, Invitrogen) 0.12 ul

Toplam 225 ul

Ana karisim vortekslendikten sonra kenarlara yapisan damlalardan da
yararlanmak i¢in ¢ok kisa bir santrifiij yapildi. Daha sonra hazirlanan bu karisimdan
0,5 ul’lik DNA-RNA icermeyen tiiplerin icerisine 22.5 pl koyuldu. Bunlarin {izerine
her bir hedef DNA’dan 2.5 pl koyularak toplam 25 pl hacminde PCR karisimi
hazirlandi. Biitin numuneler termal siklus cihazina (Eppendorf Ep GradientS)

yerlestirilerek Tablo 2.2 ve 2.3 deki protokollere gore reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 2.2. COX1 i¢in PCR protokolii.

Denatiirasyon Baglanma Uzama Dongii sayisi
95°C’ta 2 dk - - 1
94 °C’ta30s 57°C’tadSs 72 °C’ta 1 dk 35

- - 72 °C’ta 10 dk 1
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Tablo 2.3. ND1 i¢in PCR protokolii.

Denatiirasyon Baglanma Uzama Dongii sayisi
95 °C’ta 2 dk - - 1
94 °C’ta30s 56 °C’tadS s 72 °C’ta 1 dk 35
- - 72 °C’ta 10 dk 1

2.6. Ribozomal Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) Geninin Nested-PCR ile

Cogaltilmasi

Nested-PCR igin ribozomal internal transcribed spacer 1 (ITS-1) gen bolgesi se¢ildi.
Bu gen boélgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan ileri ve geri primerler asagida

gosterilmigtir.

ITS1 F1 5-GGTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’
ITS1 R1 5-AATTCACACAGTTGGCTGYAC-3’

Nested primerler,

ITS1 F2 5'-CGGAAGGATCATTACACGTTCCTC-3’
ITS1 R2 5-CCGCTTATCAGACTGCCAAGC-3’

ITST gen bolgesi i¢in iki adimli bir islem uygulandi. Her iki primer ¢ifti i¢in
de protokol hazirland1 (Tablo 2.2). Nested- PCR i¢in ardi ardina iki PCR yapildi.
Elde edilen DNA’ danbirinci ¢ift primerlerle ilk PCR yapilds. Ikinci PCR ise ilk PCR
sonucu ¢ogaltilmis DNA’ nin i¢ kisimlarina ait dizileri iceren “nested” primerlerle
yapild1 (Tablo 2.4). Ilk PCR iiriinleri ikinci PCR igin kalip olarak kullanmilarak
istenilen hedef bolge ¢ogaltildi.
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Tablo 2.4. ITS1 igin Nested-PCR protokolii.

Denatiirasyon Baglanma Uzama Dongii sayis1
95 °C’ta 2 dk 1
57°C’tad5s
(Ilk primer ¢ifti)
94 °C’ta30s 72 °C’tal dk 35
60 °C’ta45 s
(Nested primer ¢ifti)
72 °C’ta 10 dk 1

2.7. Yatay Agaroz Elektroforez

DNA izolasyonu, PCR, Nested-PCR ve PCR-RFLP iiriinlerini elektroforez ile

goriintiilenmek amaciyla % 0.6, % 1 ve % 2.5’lik agaroz jel hazirlandi.

= 0.6 mg, 1 mg ve 2.5 mg agaroz tartilarak ayr1 ayr1 erlen mayerlere konuldu.
»  Erlen mayerlere ayri ayr1 10 ml 10X TAE soliisyonu ve 90 ml dH20 eklendi.

*  Bu karisim mikrodalga firina konularak kaynatildi ve agarin tamamen erimesi

saglandi.

=  Mikrodalga firindan ¢ikarilarak giivenlik kabininin i¢inde sogumaya birakildi.
Yaklasik 50-60 °C’a kadar sogudugunda 2.5 pl RedSafe eklenerek hafifge
karistirildi.

» Jel hazirlama tepsisi hazirlandi ve taraklar yerlestirilerek %0.6, %1 ve
%2.5’lik agaroz yavagca tepsinin i¢ine dokiildii. Bu esnada hava kabarcig

kalmamasina 6zen gosterildi.

» Tepsi buzdolabina kaldirilarak tamamen polimerize olmasi igin 20-25 dk

kadar beklendi.

= Daha sonra taraklar dikkatlice c¢ikarilarak jel tepsisi elektroforez tankina

yerlestirildi. Uzerine (100 ml 10x TAE ve 900 ml dH,O ile 1000 ml 1X TAE
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tank soliisyonu hazirlandi) jelin yiizeyini gececek kadar 1X TAE tank

soliisyonu dokiildii.

»  %0.6’lik jele 5 pul DNA izolasyon iriini, 5.5 pul dH,0 ve 1.5 pl yiikleme
boyasi (loading dye) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara ytiklendi.

= %I’lik jele 3 pl PCR iirlini, 7.5 pul dH,0 ve 1.5 pl yiikleme boyasi (loading
dye) ile karigtirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

= 9%2.5’1ik jele 12 pl PCR-RFLP iiriinii ve 3 pl yiikleme boyas1 (loading dye)
ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

= Elektroforez tankinin kapag kapatilarak, elektrotlar giic kaynagina baglandi.
Cihaz 90 volta ayarlanarak calistirild1 ve 6rnekler yaklasik 45 dk yiirtitiildii.

*  Yiriitme islemi bittikten sonra jel ¢ikarilarak goriintiileme cihazina konuldu

ve fotograflar ¢ekildi.

2.8. Mitokondrial NADH Dehidrogenaz 1 (ND1) Geninin PCR-RFLP Analizi

Elektroforez islemini takiben ND1 geni yoniinden pozitif oldugu belirlenen PCR
tirlinleri restriksiyon iglemine tabi tutuldu. Hin6l ve Stul restriksiyon enzimleri ile
ayr1 ayr1 kesimleri gergeklestirildi. Bunun i¢in 8 pl PCR iiriinii, 1 pl restriksiyon
enzimi, 2 pl restriksiyon buffer ve 9 ul distile su kullanildi. Bu iki enzim i¢in 37°C’ta
14 saatlik inkiibasyon islemi uygulandi. Inkiibasyonu takiben Hin6l enzimi icin
65°C’ta ve Stul enzimi i¢in 80°C’ta 20 dk sonlandirma islemi uygulandi. Kesim
islemine maruz birakilmis tirtinlere gel red katilmis %2.5’lik agaroz jelde 90 voltta
1,5 saat elektroforez uygulandi. Bu siire sonunda agaroz jel UV 1sikta incelenerek

orneklerin bant paternleri karsilastirildi.



48

2.9. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz 1 (COX1l) ve Ribozomal Internal
Transcribed Spacer 1 (ITS-1) Geninin Dizilenmesi

Yetmis sekiz adet kistin COX1 ve ITS-1 gen bolgesine ait PCR {iriinlerinin ¢ift yonlii

olarak DNA dizi analizi yapildi. Dizileme asamalar1 asagida verilmistir.

1. PCR iirliniiniin temizlenmesinde, 5 pl PCR iiriind, 0.5 pl Exol ve 1 pl
FastAp karisimi hazirlandi. Biitiin numuneler termal siklus cihazina (Eppendorf
AG22331) yerlestirilerek kapak 87°C olacak sekilde 37°C’ta 15 dk ve 85°C’ta 15 dk
bekletildi.

2. Sekans PCR i¢in 13.0 pl sekans buffer (1x), 1 ul BigDye, 5 pl F/R primer (1
pmol) ve 1 pul Exo PCR iiriinii karisimi hazirlandi. Tablo 2.5’deki protokole gore

ayarlanarak reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 2.5 COX1 Sekans PCR protokolii.

Denatiirasyon Baglanma Uzama Siklus
96 °C’ta 2 dk - - 1
96 °C’ta10s 52°C’tal5s 60 °C’ta 4 dk 35

3. Sekans PCR’ nin etanol ile temizlenmesi

= 96’lik plate i¢cin 125 6rneklik karisim hazirlandi.

* Sekans PCR firilinlerinin iizerine her kuyuciga 52 ul ( 50 pl etanol+ 2ul 3M
NaOAc (pH 5.07)) karisim eklendi.

» Plate sealing ile kaplandi.

= Plate hafifce vortekslendi (10-15 s).

= 40 dk -20°C’ta bekletildi.

= 30 dk +4°C’ta yiiksek devirde (4600 rpm) plate rotoru ile santrifiij edildi.
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= Plate lizerindeki sealing cikarilarak tek hamlede ters cevrilerek lavaboya
dokiildii. Plate pegete ya da havlu lizerine ters gevrilerek konuldu.

= Plate rotoruna ters ¢evirilip pegete ile konulanarak 700 rpm’de 1 dk +4°C’ta
santrifiij edildi. Boylece plate icerisinde fazla sivi uzaklastirilmis oldu.

= Her bir kuyucuga %70’lik etanolden 70 pl koyularak {izeri sealing ile kaplandi.

= 15-20 s kuvvetlice vortekslendi.

= 10 dk +4°C’ta en yiiksek devirde (4600 rpm) plate rotoru ile santrifiij edildi.

= Plate {lizerindeki sealing ¢ikarilarak tek hamlede ters cevrilerek lavaboya
dokiildii. Plate pegete ya da havlu tlizerine ters gevrilerek konuldu.

» Plate rotoruna ters cevirilip pegete ile konulanarak 700 rpm’de 1 dakika
+4°C’ta santrifiij edildi. Boylece plate igerisinde fazla siv1 uzaklastirilmis oldu.

= Plate oda sicakliginda ve karanlikta 25-30 dk bekletildi (Etanol artig1
kalmamasi yoniinde biraz daha uzun bekletilebilir).

» Sulandirma Nanopure su ile yapildi (her 6rnek igin 15 pl Hi-Di Formamide
eklenebilir).

= Plate sealing ile kaplanarak kuvvetlive vortekslendi.

= Plate rotoruna konularak 1300 rpm’de start/stop santrifiij yapildi (pulse tusuna
basilip 1300 rpm’ye c¢ikinca birakilir). Plate kuyucuk cidarinda sivi
kalmamasina dikkat edildi.

= Plate septa ile kapatilarak DNA dizileme cihazina (Hitachi Applied Biosystems
3500 Genetic Analyzer) yerlestirildi.

DNA dizileri Sequencher 4.1 (Gene Codes Corporation) kullanilarak 582 (bp)
baz ¢ifti uzunlugunda olacak sekilde diizenlenmistir. Daha sonra dizi BioEdit 7.0.9
Sequence Alignment (Hall, 1999) programlar1 yardimiyla hizalanmistir.
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2.10. Filogenetik ve Istatistik Analiz

Haplotipler arasindaki niikleotid farkliliklar1 (w), Haplotip mutasyon oranini (6) ve
Tajima D degerini hesaplamak icin asagidaki formiillerden yararlanilmistir (Tajima,
1989; Nei ve Kumar, 2000). Bu amagla, Mega 4 bilgisayar paket programi (Tamura
ve ark., 2007) kullanilmustir.

n = Toplam 6rnek sayisi
m = Toplam baz uzunlugu
S = Toplam polimorfik bolge sayisi
6= Popiilasyondaki mutasyon oranini
n = niikleotid farkliliklar.

O=psfay,

ps = S/m, farklilik gosteren sitelerin orani

n—1
a, = Z 1/l
i=1

toplamfarklilik / karsilastirilanornekgifti

dizininuzunlugu

Karsilastirilan 6rnek ¢ifti = n.(n-1) / 2

D = Tajima test istatistigi
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Hidatik kistle enfekte 65 keci, 71 koyun, 119 sigir ve 3 manda olmak iizere toplam
258 hayvanin i¢ organlarindan kistler toplanmistir. DNA izolasyonu i¢in sigirlardan
elde edilen kistlerde germinal membran kullanilirken kegi, koyun ve mandada hem
protoskoleks hem de germinal membran kullanilmistir. DNA izolasyonu sonucunda
78 (30 keci, 26 koyun, 19 sigir ve 3 manda) kistten DNA elde edilmistir.

3.2. Mitokondrial NADH Dehidrogenaz 1 (ND1) Geni

78 izolattan elde edilen DNA’larin ND1 gen bélgesinin Hin6l ve Stul restriksiyon
enzimleri kullanilarak PCR-RFLP yapilmistir. Tiim izolatlarin Hin6l restriksiyon
enzimi ile PCR-RFLP sonucunda agaroz jel elektroforez goriintiisiinde tek bant
(Sekil 3.1) ve Stul restriksiyon enzimi ile PCR-RFLP sonucunda agaroz jel
elektroforez goriintiisiinde ise ¢ift bant (Sekil 3.2) goriilmiistiir. Izolatlar bant
gorlintiisii  yonlinden bir farkliblk gdstermediginden ayni susa ait oldugu

belirlenmistir.

3.3. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz 1 (mt-COX1) Geni

Echinococcus granulosus’a ait orneklerin mt-COX1 gen bolgesi dizi analizlerinin
karsilastirma sonucunda izolatlarin evcil koyun susu G1 ve varyantlari olarak 18
farkli haplotip bulundu. Bu 18 haplotipin ke¢i, koyun, sigir ve mandada dagilimlar
ve ylizde oranlarina bakildiginda TR _AF001 haplotipinin daha baskin oldugu
goriilmektedir (Tablo 3.1).
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Sekil 3.1. Hin6l ile kesimi yapilan ND1 PCR-RFLP iiriinlerinin gel red ile boyanmis
agaroz jel elektroforez goriintiisi. M: Marker D: DNA P: PCR iiriinii
H:Hin6l restriksiyon enzimi kullanilmig PCR iiriinleri.

SIGIR MANDA :Cl KOYUN
Eg Eg 3 Eg

D P S S PES

Sekil 3.2. Stul ile kesimi yapilan ND1 PCR-RFLP fiirlinlerinin gel red ile boyanmis
agaroz jel gorlntiisi. M: Marker D: DNA P: PCR dirtini S:Stul
restriksiyon enzimi kullanilmis PCR {irtinleri.
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Echinococcus granulosus’a ait niikleotid dizileri i¢in toplam polimorfik bolge
sayist (S), polimorfik bolge orani (ps), niikleotid farkliliklar1 (m), popiilasyon
mutasyon oranini (®) ve Tajima D hesaplanmis ve sonuglar Tablo 3.2’de verilmistir.
Buna gore 78 E. granulosus’a ait mt-COX1 kontrol bolgesindeki 20 baz bolgesinde
polimorfizm oldugu goriilmektedir. Echinococcus granulosus’a mt-COX1 kontrol
bolgesindeki polimorfizm orani yaklasik (ps) % 3.6 diizeyindedir. Popiilasyondaki
mutasyon orani (®) ise % 0.7, niikleotid farklilig1 (w) % 4,6 ve Tajima D degeri -1.10

olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.1. Keg¢i, Koyun, Sigir ve Manda Haplotip Dagilimlari ve Yiizde Oranlari.

Haplotip KECI KOYUN SIGIR MANDA TOPLAM

n % n % n % n % %
TR_AF001 6 200 19 731 4 21,1 37,2
TR_AF002 1 3,3 1,3
TR_AF003 6 20.0 7,7
TR_AF004 1 3,3 1,3
TR_AF005 10 333 12,8
TR_AF006 4 13,3 51
TR_AF007 1 3,3 1,3
TR_AF008 1 3,3 3 15,8 51
TR_AF009 2 1,7 3 15,8 6,4
TR_AFO010 2 1,7 2,6
TR_AFO011 1 3,8 1,3
TR_AF012 2 7,7 2,6
TR_AFO013 3 100 3,8
TR_AF014 1 3,8 1,3
TR_AFO015 3 15,8 3,8
TR_AFO016 1 3,8 1,3
TR_AF017 1 3,8 1,3
TR_AFO018 3 15,8 3,8
TOPLAM 30 26 19 3

Incelenen E. granulosus kistlerinin ortalama evrimsel farklilasma katsayisi ve
standart hatas1 0,351 + 0,042 olarak tahmin edilmistir. Her bir grup igindeki biitiin
dizi ciftleri iizerinden ortalama bolge basina baz degisimlerinin sayist gosterilmistir.
Tiim sonuglar 78 dizinin ¢iftli analizine gore yapilandirilmistir. Son veride toplam

550 posizyon bulunmaktadir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.2. Orneklere ait Tajima Notralite Test Sonuglari.

m S Ps 0 n D

78 20 0.036364 0.007380 0.004648 -1.106752

Tablo 3.3. Tiirler igindeki goriilen Echinococcus granulosus’a ait DNA dizileri
arasindaki ortalama evrimsel farklilasma.

d S.E.
Kegi 0.005 0.002
Koyun 0.001 0.001
Manda 0.000 0.000
Sigir 0.005 0.002

Haplotitlerin mt-COX1 gen bolgesindeki niikleotit farkliliklari Tablo 3.4'te
verilmistir. Haplotipler arasinda genetik akrabaliklar incelendiginde 6rnegin sadece
manda izolatlarinin olusturdugu TR_AF013 haplotipi ile kegi izolatlarindan olugmus
TR_AF003 haplotipi oldukca yakinlik gostermekte (Sekil 3.3) ve evrimsel uzaklik
bakimindan da 0, 007 degerini vermektedir (Tablo 3.5). Tiim haplotipler evrimsel
uzakliklar yoniinden degerlendirildiginde TR _AFO018 haplotipi ile TR AF004
haplotipi ve TR _AFO018 haplotipi ile TR _AF014 haplotipi arasinda en yiiksek deger
olan 0.015 oldugu goriilmektedir (Tablo 3.5). Calisma merkezlerine goére haplotip
dagiliminda TR _AFO001 haplotipinin 3 calisma merkezinde de bulunmasiyla en
yaygin haplotip oldugu goriilmektedir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.4. Haplotitlerin mt-COX1 gen bolgesideki niikleotit farkliliklart.

0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000001
0000000001111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

TR AF001
TR AF002
TR AF003
TR AF004
TR AF005
TR _AF006
TR AF007
TR AF008
TR _AF009
TR AF010
TR AF011
TR AF012
TR AF013
TR AF014
TR_AF015
TR AF016
TR AF017
TR AF018

GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGATCCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTT
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Tablo 3.4. (Devam)

1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111112
0000000001111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

TR _AF001
TR _AF002
TR _AF003
TR _AF004
TR_AF005
TR _AF006
TR_AF007
TR _AF008
TR_AF009
TR _AF010
TR _AF011
TR _AF012
TR _AF013
TR AF014
TR _AF015
TR _AF016
TR _AF017
TR _AF018

TGGTTTTTTGGCCATCCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAGTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTG

........... 2
................. .
.............................................................................................. G.....
................. 1 €
.............................................................................................. T.....
................. o e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e
.............................................................................. G. i e
.............................................................................................. T.....
.............................................................................................. T.....
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Tablo 3.4. (Devamm)

2222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222223
0000000001111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

TR _AF001
TR _AF002
TR _AF003
TR _AF004
TR _AF005
TR _AF006
TR _AF007
TR _AF008
TR _AF009
TR_AF010
TR_AF011
TR _AF012
TR _AF013
TR _AF014
TR _AF015
TR _AF016
TR_AF017
TR _AF018

GGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGATGTGAAGACGGC
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Tablo 3.4. (Devamm)

3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333334
0000000001111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

TR AF001
TR _AF002
TR_AF003
TR _AF004
TR AF005
TR_AF006
TR AF007
TR AF008
TR AF009
TR AF010
TR AF011
TR AF012
TR AF013
TR AF014
TR AF015
TR AF016
TR AF017
TR AF018

TGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGT
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Tablo 3.4. (Devamm)

4444444444444444444444444444444444444444444444444444440444444404444444044444440444444404444444044444444445
0000000001111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

TR_AF001 GATCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGT TTACGT TTGGGGGAGT TACGGGTATAGT TTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGC
TR OAFO02 ettt et te e et e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S 0
TR OAFO04 ettt et te e et e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S 0
TR AF006 vevneennnnnnn e PP
TR AF007 eeeeeeeennnnn. e PP
TR OAFO08 4 ettt e te e et e e et et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S
10 - ol 0 P Ao
2 P
TR OAFOL2 ettt et te e et e e et e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TR AF013 <P
TR OAFOLA ettt ettt et et e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e G......
TR OAFOLS ettt et te e e et e e e e e e e T e e e e e e e e e e e e e
10 PP
S
TR OAFOL8 ettt et te e e e e et e e e et e e e e A
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Tablo 3.4. (Devamm)

55555555555555555555555555555555555555555555555555
00000000011111111112222222222333333333344444444445
12345678901234567890123456789012345678901234567890

TR _AF001
TR _AF002
TR _AF003
TR _AF004
TR _AF005
TR_AF006
TR _AF007
TR_AF008
TR _AF009
TR_AF010
TR_AF011
TR _AF012
TR _AF013
TR _AF014
TR _AF015
TR _AF016
TR_AF017
TR _AF018

ATGATACTTGGTTTGTGGTGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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TR_AF0O1
Kegi 30
Sigir 10 TR_AF0OS
Saigir 17
Sigir 18
A—Ke¢i 4 ] TR _AFOO2
Sagir 1 J TR _AFoOla
Koyun 25
4| TR_AFO12
Koyun 26 :I
Koyun 21 JTR_AFO11

I'R_AFO0OO0S

Kegi 8 JTR_AFOO4a
Koyun 3 TR AFC
Koyun <4 - e

I:Sq?,u- [$) TR _AFOl6
Saigir 7 JTR_AFOL17

Koyun 1

TR_AF0O09

|Slgl
Sigair 4 'R_AFOLS
Saigr 13

Kegi 18 JTR_AFOO7

Kegi 17
Keci 24
Keci 25
Kegi 29

TR_AFO06

Manda 2
Manda 3 TR_AFO13
Manda 1

I Kegi 6
Kegi 7
Kegi 9
Keci 10
Kegi 12
Kegi 13

I'R_AFOO3

|Slg1r 12
Saigir 15 TR_AFO1S
Sigir 16

0.004 0.00= 0.00= 0,007 0.000

Sekil 3.3. Haplotipler arasinda genetik uzakliklara ait iligkileri gésteren UPGMA
dendrogrami.
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Tablo 3.5. Haplotipler arasindaki evrimsel uzakliklar.

S 8§ 8 3 8 8 8 8 8 g &g 8 8 3 &2 38 8 8
T % £ 0% £ 0% % £o0% §£o%§ % £o0% § 0§ % %
E £ E E E E E E E E E E E E E E EE

TR_AF001 ***

TR_AF002 0.002 ***

TR_AF003 0.007 0.009 ***

TR_AF004 0.002 0.004 0.009 ***

TR_AF005 0.002 0.004 0.009 0.004 ***

TR_AF006 0.007 0.009 0.007 0.009 0.009 ***

TR_AF007 0.007 0.009 0.011 0.009 0.006 0.004 ***

TR_AF008 0.002 0.004 0.009 0.004 0.004 0.007 0.007 ***

TR_AF009 0.004 0.005 0.004 0.005 0.005 0.004 0.007 0.005 ***

TR_AF010 0.004 0.005 0.011 0.002 0.006 0.011 0.011 0.005 0.007 ***

TR_AF011 0.002 0.004 0.009 0.004 0.002 0.009 0.007 0.004 0.005 0.005 ***

TR_AF012 0.002 0.004 0.009 0.004 0.004 0.009 0.009 0.004 0.005 0.006 0.004 ***

TR_AF013 0.007 0.009 0.007 0.009 0.009 0.007 0.011 0.009 0.004 0.011 0.009 0.009 ***

TR_AF014 0.002 0.004 0.009 0.004 0.004 0.009 0.009 0.004 0.005 0.006 0.004 0.004 0.009 ***

TR_AF015 0.006 0.007 0.013 0.007 0.007 0.013 0.013 0.007 0.009 0.009 0.007 0.007 0.013 0.007 ***

TR_AF016 0.002 0.004 0.005 0.004 0.004 0.006 0.006 0.004 0.002 0.005 0.004 0.004 0.005 0.004 0.007 ***

TR_AF017 0.004 0.005 0.007 0.005 0.005 0.006 0.006 0.002 0.004 0.007 0.005 0.005 0.007 0.005 0.009 0.002 ***
0.007 0.009 0.015 0.009 0.009 0.013 0.013 0.005 0.011 0.011 0.009 0.009 0.015 0.009 0.013 0.009 0.007 ***

TR _AF018




Tablo 3.6. Calisma merkezlerinde hayvan tiirlerine gore haplotiplerin dagilimi
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Haplotip

Afyonkarahisar

Emirdag

Bolvadin Suhut

(Merkez) Thsaniye Dinar
TR_AF001 5 Kegi 1 Koyun 13
Koyun 2 Sigir 9 Ke¢i2  Koyun 14
Koyun 5 Sigirll Keei3  Koyun 15
Koyun 18 Koyun 6 Sigir 14 Keei 5 Koyun 16
Koyun 19 Koyun 7 Sigir19  Kegi 11 Koyun 17
Koyun 20 Koyun 8 Kegi 14
Koyun 22 Koyun 9
Koyun 24 Koyun 10
Koyun 11
Koyun 12
TR_AF002 Kegi 4
TR_AF003 Kegi 7
Kegi 9
Kegi 10 Kegi 6
Kegi 12
Kegi 13
TR_AF004 Kegi 8
TR_AF005
Kegi 15
Kegi 16
Kegi 19
Kegi 20
Kegi 21
Kegi 22
Kegi 23
Kegi 26
Kegi 27
Kegi 28
TR_AF006 Keci 17
Keci 24
Kegi 25
Kegi 29
TR_AF007 Kegi 18
TR_AF008 Siar 10
Sigir 17 Kegi 30
Sigir 18
TR_AF009 5
— Sl%vlr 3 Koyun 1
Sigir 5 Koyun 23
Sigir 8 Y
TR_AF0010 Koyun 3
Koyun 4
TR_AF0011 Koyun 21
TR_AF0012
= Koyun 25
Koyun 26
TR_AF0013 Manda 1
Manda 2
Manda 3
TR_AF0014 Sigir 1
TR_AF0015 Sigir 2
Sigir 4
Sigir 13
TR_AF0016 S1g1r 6
TR_AF0017 Sigir 7
TR_AF0018 Sigr 12
Sigir 16

Sigir 25
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3.4. Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) Geni

Echinococcus granulosus’a ait orneklerin ITS1 gen bolgesi dizi analizlerinin
karsilastirma sonucunda 16 farkli baz ¢iftinde farkliliklar saptanmistir (Tablo 3.7).
Izolatlar arasinda genetik akrabaliklar incelendiginde ¢ok biiyiik farkliliklar
bulunmadig1 goézlemlenmistir (Sekil 3.4).

Tablo 3.7. ITS1 genine ait niikleotit farkliliklar.

5611122222223334 5611122222223334
9045811444773786 9045811444773786
91368134093090 91368134093090
RRRGRGRRGGAAGGTA RRRGRGRRGGAAGGTA
Keci 1 ... ... Koyun 10 ..... R....RR....
Keci 2 G...G..... R..R.G Koyun 11 ..AR.R..R...AR.R
Keci 3 G.A.Geuurnnn. R.W Koyun 12 ..... R..R..RR...
Keci 4 ..ARGR..... R...R Koyun 13 ..... R..... R.R..
Keci 5 ..AR....R..RRR.. Koyun 14 ...... GG..RG...G
Keci 6 G....R..R.R..R.. Koyun 15 ...... GG..RG...G
Keci 7 GG....G...RR...R Koyun 16 ...... GG..RR...G
Keci 8 GGARAR...R...A.R Koyun 17 ...... GG..RG...G
Keci 9 GGAR.R..R....R.. Koyun 18  ...... GG..RG...G
Keci 10 ...RGR.A...RRA.W Koyun 19 ...... GG..RG...G
Keci 11 GG.R....R..RRR.G Koyun 20 ...... GG..RG...K
Keci 12 ..A..R....RR.R.G Koyun 21 ...... GG..RG...K
Keci 13 ..AR.R..R.RR.R.G Koyun 22 ...... GG..RG...R
Keci 14 ....G.GG..RR...G Koyun 23 ...... GG..RG...R
Kegci 15 ...... GG..RG...G Koyun 24 ....GR....RR.R.G
Kegi 16  ...... G...RR.R.G Koyun 25 ........ R..R.R.R
Keci 17 ...... GG..RR.R.G Manda 1 G..... GG..RG...G
Keci 18 ...... GG..RR...G Manda 2 ...... GG..RG...G
Keci 19 ...... GG..RG...G Manda 3 ...... GG..RR...R
Keci 20 ...... GG..RG...G Sigir 1 ..e..G.GG..RR...T
Keci 21  ...... GG..RG...K Sigir 2 ...... GG..RR...T
Keci 22 ...... GG..RR.R.R Si1gir 3 ..G.G.G...RR.R.R
Keci 23 ...... GG..RG...K Sigir 4  ..... R....RR...K
Keci 24  ...... GG..RR.R.K S1gir 5 ....GR....RR.R.R
Keci 25 ...... GG..RG...G Sigir 6 ..... R....RR.R.R
Kegi 26  ...... GG..RR...G Sigir 7 S RR.R.W
Keci 27 ...... GG..RR...G Si1dir 8 ....GR..... R.R.W
Keci 28  ...... GG..RR...K Sigir 9 ...... GG..RR....
Keci 29 ...... GG..RR...K Sigir 10 ....... G..RR....
Keci 30 ...... GG..RG...G Sigir 11 [ € RR...G
Koyun 1 ...RGR....RGRR.G Sigair 12 ..... R....RR.R.G
Koyun_ 2 ....GRG...RRRR.. Si1gir 13 v Goio R.R.T
Koyun 3  ..... R..R.RR.R.R Sigir 14 GG..G.GG..RR..YT
Koyun 4  ..... R..R.RR.R.G Sigir 15 ..A..R....RRAA..
Koyun 5  ...... GG..RG...K Sigir 16 ..... R.o.... R.R.G
Koyun 6 ...R.R....RR.R.. Sigir 17 GG...R....RR.R.G
Koyun 7 B € RG.... Si1gir 18 GG..vvvnn RR.R.R
Koyun 8 ..A.GR....RR.R.R Sigir 19 ....GR.GR...AR.G

Koyun 9  ...... G...RR...R
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1TSS
s2 1TSS
aa 1TSS
33 1TSA
aI1TSA
Koyun Eg 47 ITS
Koyun Eg 37 ITSA
O Koyvun Eg 21 ITS1
1 Koyun Eg 67 ITS1
Sigir Eg 31 1ITS1
o Koyun Eg 43 ITsSA
'—: Sigir Eg 7 ITS1
[u} Sigir Eg 2 1ITS1
Keci Eg 17 1ITSA
[=] Keci Eg 32 ITS1
o Koyun Eg 69 ITSA
o l—: Manda Eg 1 ITS1

I— Koyvun Eg 48 I1ITS1

[u} Keci Eg 6 ITS1
“ 4D£ S e oL
Sigir Eg 15 ITS 1

o Koyun Eg 20 ITS1
Sigir Eg 8 1TS 1
o Koyun Eg 65 ITS1
o Sigir Eg 1 1TSS
o Keci Eg 28 ITS1
o Manda Eg 2 ITS1
(=] Manda Eg 3 1TSS 1
Keci Eg 4 1TS1
o o Keci Eg 53 1TSS
Keci Eg 7 I1ITS1
Koyun Eg 17 ITSA
Koyun Eg 9 ITS1
Sigir Eg 13 1TSS 1
Koyun Eg S1 1ITS1
Keci Eg 9 I1TS1
Keci Eg 36 ITS 1
Keci Eg 12 ITS1
Sigir Eg 22 1ITS1
Keci Eg 13 1TSS
Keci Eg 19 ITS 1
Sigir Eg 2 1TSS
Keci Eg 11 ITSA
Koyun Eg 49 1ITS 1
Keci Eg 16 ITS1
Keci Eg 20 ITS1
Koyun Eg 62 ITS1
Sigir Eg 26 1ITS1
Keci Eg 25 1TSS 1
Koyun Eg 40 ITSA1
Sigir Eg 6 1TSS 1
Sigir Eg 41 1ITS 1
Keci Eg 29 ITS1
Sigir Eg 26 ITS 1
Koyun Eg 44 ITS1
SigireEg 11 1ITS1
Keci Eg 38 ITsS 1
Koyun Eg 36 ITS1
O Keci Eg 492 ITS1
o Sigir Eg 18 1TSS 1
(=] Keci Eg 31 1TSS 1
[u] o Keci Eg 30 ITS 1
Eg 23 1TSS 1
Eg 14 1TSS
Koyun Eg 66 ITS 1
Keci Eg 65 1TSS 1
o Sigir Eg 3 1ITS1
D|—|:Sigir Eg 21 ITS1
- I— Keci Eg 34 1TSS 1
(=] Keci Eg 58 ITS1
o Koyvun Eg 45 ITS1
o Koyun Eg 35 1ITS1
[=] Koyun Eg 46 ITS1
Keci Eg SO ITsS1
[u] Koyun Eg SO ITS1
Keci Eg 15 1TS1
Koyun Eg 38 I1ITS1
SsSigir Eg 25 ITsS 1
Keci Eg 3 I1ITS1
Koyun Eg 41 ITS1

Sekil 3.4. ITS1 genine ait arasinda genetik uzakliklara ait iligkileri gosteren UPGMA

dendrogrami.
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4. TARTISMA

Bu aragtirmada, izolatlara ait ND1 gen bolgesi PCR-RFLP teknigi ile incelenmis ve
izolatlarin tamaminin HIin6l enzimi ile kesimi sonucunda tek bant (Sekil 3.1), Stul
enzimi ile ise iki bant (Sekil 3.2) elde edilmistir. Bu sonuglar, incelenen izolatlarin
benzer genetik yapida ve ayni sus olabilecegini gostermektedir. izolatlarin DNA dizi
analizi sonucunda mitokondriyal COX1 gen bolgesinde 550 baz ¢ifti, ITS1 gen
bolgesinde ise 460 baz ¢ifti uzunlugunda DNA dizisi elde edilmistir. Yapilan
analizler tiim iolatlarin G1 genotipinde oldugunu diisiindiirmektedir. Mitokondriyal
COXI gen bolgesinde 20, ITS1 gen bolgesinde ise 16 baz ciftinde mutasyon oldugu
belirlenmistir. COX1 gen bolgesindeki mutasyonlarin sonucunda 18 farkli haplotip
ortaya ¢ikmaktadir. Tablo 3.1 incelendiginde en fazla haplotipin 8’er haplotiple kegi
ve si8ir tiirlinde oldugu goriilmektedir. Koyunlarda ise 5 haplotip bulunmustur.
Koyunlarda daha az sayida haplotip bulunmasi muhtemelen yakin yorelerden
ornekleme yapilmasiyla aciklanabilir. Yapilan analizlerde kegilerde TR AFO005
haplotipi (%33.3), koyunlarda ve sigirlarda ise TR_AF001 haplotipinin frekansi
(sirasiyla %21.1 ve % 73.1) bulunmustur. Haplotip frekanslarinin tiirlere gore
farklilik gostermesi incelenen hayvanlarin ayni lokasyondan gelmis olabilecegini
akla getirmektedir. Tablo 3.6’daki sonuglar bunu dogrular niteliktedir. Tablo 3.6
incelendiginde, koyun ve sigirlardaki TR_AFO001 haplotipinin frekansimin yiiksek
olmasinin Suhut il¢esindeki hayvanlardan, kecilerdeki TR_AFO005 haplotipinin
frekansinin yliksek olmasinin ise Dinar ilgesindeki hayvanlardan kaynaklandig
goriilmektedir. Mandalarda sadece bir haplotipinin goriilmesi (TR_AF013 ) manda
sayisiin az olmasindan, 6rneklerin ayn1 bolgeden veya ayni siiriideki hayvanlardan
toplanmig olabilecegini akla getirmektedir. Afyonkarahisar ili genelinde TR_AF001
haplotipin daha yaygin olmasi (%37.2) bu haplotipin farkli tiirlerde enfeksiyon
olusturma giiciiniin diger haplotiplere gore daha fazla olmasiyla veya hayvan

hareketleriyle daha genis alana yayilmis olabilecegiyle acgiklanabilir.
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Kistik echinococcosis az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde olmak iizere
tim diinyada insan ve hayvanlarda yogun bir sekilde goriilen (Kose ve Sevimli,
2008) Echinococcus cinsi sestodlarin larval evresinin sebep oldugu 6nemli ve yaygin
zoonotik bir enfeksiyondur (Cadona ve Carmena, 2013). Genellikle son konak
kopek, tilki, cakal, kurt gibi karnivorlar olmasina ragmen, etkenin farkli suslar1 farkli
cografi bolgelerde sigir, koyun, keci, geyik, deve, manda, tavsan, kanguru, domuz,
at, esek gibi ¢ok sayida memeli ara konagi ve insanlar1 enfekte edebilmektedir

(McManus ve ark., 2003).

Tirkiye’de echinococcosise sebep olan Echinococcus granulosus ve
E.multilocularis tiirleridir. Tiirkiye’de en fazla E. granulosus tiirinden kaynakli
hidatidoz goriilmektedir (Merdivenci, 1963; Unat ve ark., 1995; Baris ve ark. 1989;
Markel ve ark. 1999; Toparlak ve Tiizer, 2000; Dalimi ve ark., 2002; Thompson ve
McManus 2002; Gicik ve ark. 2004; Ayaz ve Tmar, 20006).

Sus tayininde morfolojik ve biyolojik caligmalar 6nemli bilgiler saglamakla
birlikte bu tiir c¢aligmalar genetik boyuttaki farkliliklar1 tam olarak ortaya
cikaramamaktadir (Bowles ve McManus, 1993; Thompson ve McManus 2002;
McManus ve ark., 2003).

Echinococcus tlirlerinin genetik cesitliligi 10 genotipin agiklanmasina yol
acmistir (Nakao ve ark., 2007; Thompson, 2008; Saarma ve ark., 2009; Nakao ve
ark., 2010). Bu suslar, G1 (koyun susu), G2 (Tazmanya koyun susu), G3 (manda
susu), G4 (at susu), G5 (sigir susu), G6 (deve susu), G7 (domuz susu), G8 (geyik
susu), G9 (insan susu), G10 ( fennoscandian geyik susu) suslaridir (Eckert ve
Thompson, 1997; Haag ve ark., 1997; Scott ve ark., 1997; Thompson ve McManus,
2002; Lavikainen ve ark., 2003; Romig ve ark., 2006).

Echinococcus izolatinin mitokondriyal COX1 gen bolgesinidizileyerek 4
Echinococcus tiirliniin net bir sekilde ayirimini yapip E. granulosus i¢inde 7 genotip
saptamiglardir (Bowles ve ark., 1992). Bu arastirmada sadece bir genotip

bulunmustur. Kenya’da iki farkli bolgeden larval ve olgun E.granulosus ornekleri
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toplanarak PCR-RFLP yontemi ile incelenmistir. Bu bolgelerde kegi ve sigirda
E.granulosus’un deve susu tespit edilmistir (Wachira ve ark., 1993). Bu ¢alismada

keci ve sigirlarda evcil koyun susu tespit edilmistir.

Polonya’da genetik olarak diger suslardan farkli olan bir susun (G9) insan

enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Scott ve ark., 1997).

Italya’nin giiney kesiminde mandalardan elde edilen hidatik kistlerin
mitokondriyal COX1 gen bdlgesinin dizi analizini yapilmis, evcil koyun susu (G1)
ve manda susu (G3) tespit edilmistir (Capuano ve ark., 2006). Italya’nin Sardunya
adasinda koyun, sigir ve domuzlardan toplanan E. granulosus izolatlarit PCR-RFLP,
mitokondriyal COX1 ve NDI1 dizi analizi yontemleri ile incelenmistir. PCR-RFLP ve
dizi analizi ile koyun ve s181r izolatlarinin G1, domuz izoltlarinin ise G7 genotipinde
oldugu saptanmistir (Varsacia ve ark.,, 2006). Bu arastirmada mandalarda,
koyunlarda ve sigirlarda G1 susunun bulunmus olmasit Capuano ve ark., (2006) ile

Varsacia ve ark. (2006)’n1 desteklemektedir.

Romanya’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan E. granulosus izolatlarinin
Niikleer BG1/3 ile mitokondriyal COX1 ve ND1 gen bdlgelerinin dizi analizi
yapilmis ve sonucunda G1, G2 ve G7 genotipinde oldugu belirlenmistir (Bart ve ark.,
2006D).

Ispanya’da E.granulosus’un farkli suslari tamimlanarak domuz izolat:
icerisinde iki farkli genotipin bulundugu belirlenmistir. NAD1 ve COX1 genleri
cogaltilip dizilenmis ve c¢alisma sonucunda G1 ve G7 genotiplerinin bulundugu

bildirilmistir (Gonzalez ve ark., 2002).

Bulgaristan’da si8ir, koyun, domuz, cakal ve kurtlardan elde edilen 24
E.granulosus izolatinin niikleer Actll ve AgB1 gen bolgeleri ile mitokondriyal ND1
ve Hbx2 gen bdlgelerinin dizi analizi yapilmistir. Tiim izolatlarin G1 genotipinde

oldugu belirlenmistir. Mitokondriyal ND1 dizi analizi sonucunda domuz
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izolatlarinda 376. pozisyonda T/C baz degisimi saptanmasma karsin bu veri
epidemiyolojik agidan Onemli kabul edilmemistir (Breyer ve ark., 2004). Bu
caligmada tiim izolatlarin Gl susunda olmasi Breyer ve ark., (2004)’'m

desteklemektedir.

Yunanistan’da 20 koyun ve 20 kegiden toplanan hidatik kist izolatlarinin G1,
G5 ve G6/ G7 sug ayirimi i¢in PCR/ seminested PCR uygulanilmis; molekiiler tani
i¢cin ise mitokondriyal COX1 ve ND1 gen bolgesinin dizi analizi yapilmistir. Sonug
olarak 18 koyunun G1, 2 koyunun G3 ve kegilerin tamaminin G7 susu ile enfekte
oldugu tespit edilmistir (Varsacia ve ark., 2007). Bu arastirmada koyun ve kegilerde
G1 susunun bulunmus olmas1 Varsacia ve ark., (2007)’n1 koyun izolatlar1 yoniinden

destekler iken kegi izolatlar1 yoniinden farklilik gostermistir.

Iran’da insan, koyun, keci, sigir ve develerden toplanan E. granulosus
izolatlarinin mitokondriyal COX1 bdlgesinin dizi analizi; mitokondriyal NDI
bolgesinin hem dizi analizi hem de PCR-RFLP analizi yapilmistir. Insan, koyun,
ke¢i, sigir izolatlarmin GI1, deve izolatlarinin ise G6 genotipinde olduklari
saptanmigtir (Zhang ve ark.. 1998). Iran’da yapilan bir diger ¢alismada farkli
cografik bolgelerden insan, koyun, sigir ve deve kokenli E. granulosus izolatlari
toplanmistir. ITS1 bolgesi PCR-RFLP yontemi ile incelemis ve deve susunun
varhigimi gosterilmistir (Harandi ve ark., 2002). Tebriz bolgesinde kesimhanelerden
toplanan koyun ve sigir hidatik kistlerinin ITS1 bdlgesi PCR- RFLP teknigi ile
incelendiginde tamaminin o bolgede baskin genotip olan koyun susu olabilecegi
belirtilmistir (Jamali ve ark., 2004). Iran’da yapilan diger bir calismada, insan, koyun
ve develerden elde edilen E. granulosus izolatlarinin ITS1 bolgesi PCR- RFLP
yontemi ile incelenmistir. Insan ve koyundan elde edilen izolatlar ile deveden elde
edilen izolatlarin farkli RFLP paternleri sergiledikleri gozlenmistir (Ahmadi ve
Dalimi, 2006). Iran’da 148 izolatta; parsiyel mitokondriyal COX1 ve NDI1 gen
bolgesinin dizi analizi yapilmustir. iki gen bolgesinin birlikte degerlendirilmesi ile 12
haplotip belirlenmistir.Referans diziler ile birlikte yapilan filogenetik analizde 142
izolatin dahil oldugu haplotip 1-11’in genotip G1-G3’i (G1-G3 kompleksi =

E.granulosus sensu stricto) sergiledigi; 6 izolatin dahil oldugu haplotip 12’nin G6
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genotipini  (G6-G10 kompleksi= E. canadensis) sergiledigi tespit edilmistir
(Sharbatkhori ve ark., 2009). iran’da 5 farkli bdlgede mandalardan toplanan
izolatlarin COX1 dizi analizi yapilmustir. izolatlarin G1 ve G3 suslarina ait oldugu
tespit edilmistir (Pour ve ark., 2011). Bu calismada koyun, ke¢i ve sigirlarda G1
susunun bulunmus olmasi Zhang ve ark.. (1998) ile Jamali ve ark., (2004)’n1
desteklemekte iken Harandi ve ark., (2002) ile koyun ve sigir kaynakli izolatlar
yoniinden farklilik gostermektedir. Mandalarda G1 susunun bulunmasi Pour ve ark.,
(2011)’m1 kismen desteklemektedir. 18 haplotipin G1 genotipini sergilemesi yoniiyle
Sharbatkhori ve ark., (2009)’dan ayrilmaktadir.

Iran’in Isfahan bolgesinde 34 koyun, 26 deve, 14 sigir, 10 kegi ve 31
insandan toplanmis olan izolatlarin COX1, ND1 genleri sekans analizi ve ITS1 geni
PCR-RFLP yontemiyle incelenmistir. ITS1 PCR-RFLP sonuglarina gore koyun, kegi,
9 sigir ve 25 insan izolatt G1 susu iken 5 sigir, 6 insan ve 17 deve izolati G6 susu
olarak belirlenmistir. COX1 ve NDI sekans analiz sonuglarina gore 5 sigir, 6 insan
ve 17 deve izolati G6 susudur. Insan ve hayvan izolatlarinin gogunlugunun Gl
susuna ait oldugu belirtilmistir (Shahnazi ve ark., 2011). iran’da yapilan diger bir
calismada develerden elde edilen izolatlarn mt-COX1 ve nadl dizi analizi
sonucunda G1, G3 ve G6 suslarinin oldugu tespit edilmistir (Sharbatkhori ve ark.,
2011). iran’m batisinda kdpeklerden toplanan olgun E. granulosus’larn COX1 ve
NDI genleri sekans analiz yontemiyle incelenmistir. Bu kistlerin G1, G2 ve G3
suslarina ait olduklari bildirilmistir. G1 genotipinin kopeklerde dominant genotip
oldugu gorilmiistiir. G2 dizilerinin hem COX1 hem de NDI1 genlerinin referans
dizileri ile %100 homoloji gosterdigi goriilmiistiir. G3 dizileri ise ND1 referans dizisi
ile %100 homoloji gosterirken COX1 referans dizisi ile %99 homoloji gdstermekte
oldugu bildirilmistir (Parsa ve ark., 2012). Iran’da kegilerden elde edilmis izolatlarin
COXI1 dizi analizi sonucunda G1 ve G6 suslarina ait oldugu agiklanmistir (Rajabloo
ve ark., 2012). Bu arastirmada koyun, keci, sigir izolatlariin G1 susu olmasi
Shahnazi ve ark., (2011) ile Rajabloo ve ark., (2012)’nin bulgular1 ile benzerlik

gostermektedir.
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Iran ve Urdiin’de toplanan hidatik kistlerin mt-COX1 dizi analiz yapilmustir.
Cin ve Peru ornekleride karsilastirma yapmak igin analiz edilmistir. Analiz
sonucunda EGO1 haplotinin tiim toplumlarda ortak oldugu gdzlemlenmistir. Iran,
Urdiin ve Cin’de haplotip ¢esitlilik fazla iken niikleotit farkliliklar diisiik ¢ikmstir.
Peru’da ise birkag¢ haplotip bulunmus ve hem haplotip ¢esitililik hem de niikleoitit
farkliligin diisiik oldugu gorilmistiir. Bu sonuglarin Echinococcus granulosus sensu
stricto’nun evrimsel ge¢misini gosterdigi, bunun i¢in EGO1 dahil olmak {izere
genetik alt gruplarin, evcillestirmenin baslamasi ve hayvanciligin diinya ¢apinda

hizla yayilmast ile ortaya ciktigini belirtilmistir (Yanagida ve ark., 2012).

Kenya ve Sudan’da insan, deve, koyun, keci, domuz, sigirlardan toplanan
E.granulosus izolatlar1 PCR-RFLP ve dizi analizi yontemleriyle incelenmistir.
Insanlarda, develerde ve koyunlarda G1 ve G6, kegilerde G6, domuzlarda G1, G6 ve
(GS5), sigirlarda G6 ve Gbgenotipi tespit edilmistir (Dinkel ve ark., 2004). Bu
arastirmada koyun, ke¢i, sigir izolatlarinin G1 susu olmasi Dinkel ve ark., (2004) nin
koyun bulgular ile benzerlik gosterirken kegi ve sigir izolatlar1 yoniinden farklilik

gostermektedir.

Kenya’nin Turkana bolgesinde insanlardan elde edilen izolatlarin mt-COX1
ve NADHI1 dizi analizi yapilmistir. Izolatlarin G1 ve G6 suslarma ait oludugu
bildirilmistir (Casulli ve ark., 2010).

Sudan’in merkez, bat1 ve giiney bolgelrinde ¢iftlik hayvanlarindan toplanan
izolatlar ve 5 insandan elde edilen fertil kistler PCR yontemiyle incelenmis, G6 ve

G7 suslarina ait olduklar1 bildirilmistir (Omar ve ark., 2010).

Cin’in dort bolgesinde yak ve koyunlardan toplanan E. granulosus
izolatlarinin DNA” lart RFLP ve Southern blot teknikleriyle analiz edilmis ve bu
izolatlar arasinda genetik bir varyasyon belirlenememistir (Xue ve ark., 1993). Yine
ayni bolgenin kuzeybatisinda birgok ara konaktan 117 E. granulosus izolati
toplanarak RFLP, PCR-RFLP ve mitokondriyal genom analizi teknikleri

kullanilmistir. Bu izolatlar arasinda genetik bir varyasyon bulunamamistir (McManus
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ve ark., 1994). Cin’de yapilan diger bir ¢alismada mitokondriyal COX1 bolgesi dizi
analizi sonucunda ilk kez hastalarda G6 genotipi saptanmistir (Bart ve ark., 2006a).
Iran’da koyun, keci, s181r ve develerden elde edilen E. granulosus izolat1 PCR-RFLP
yontemi ile incelemis, G1 ve G6 suslar1 belirlenmistir (Shartbatkhori ve ark., 2010).
Bu calismada koyun, keg¢i, sigir izolatlarinin G1 susu olmasi Shartbatkhori ve ark.,

(2010)’nin bulgular ile benzerlik géstermektedir.

Japonya’da beslenen ve Avustralya’dan ithal edilen sigrlardan elde edilen
izolatlarin COX1, nadl ve rrnsl dizi analizi sonucunda G1, G2 ve G3 suslarina ait
oldugu bildirilmistir (Guo ve ark., 2011). Bu arastirmada sigir izolatlarinin G1 susu

olmast Guo ve ark., (2011)’nin bulgular ile benzerlik gostermektedir.

Mogolistan’da yapilan bir c¢alismada insanlardan elde edilen kistlerin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. COX1 ve NAD1 genleri PCR-SSCP ve dizi
analizi yontemiyle incelenmistir. Bu izolatlarin G1, G3, G6 ve G10 suslart oldugu

belirlenmistir (Jabbar ve ark., 2011).

Libya’da insan, si@ir ve develerden elde edilen izolatlarin Parsiyel
mitokondriyal COX1 ve NDI1 dizi analizi yapilms ve 5 haplotip (haplotip AE)
belirlenmistir. Bu haplotipleri ve referans dizileri i¢eren filogenetik analiz sonucunda
ise haplotip A-D’nin G1-G3 kompleksine, haplotip A’nin G6-G10 kompleksine ait
oldugu tespit edilmistir. Buna gore 55 insan izolatinin tamami1 ve 38 si8ir izolatinin
%13’1 G1-G3kompleksine, 83 deve izolatinin tamami ve kalan sigir izolatlarinin G6-
G10 kompleksine aitoldugu saptanmistir (Abushhewa ve ark., 2010). Bu calismada
18 haplotipin G1 susuna ait olmast Abushhewa ve ark., (2010)’nin bulgulan ile
farklilik gostermektedir.

Pakistan’da insan ve ¢iftlik hayvanlarindan toplanan izolatlarim COX1 gen
bolgesi dizilenerek filogenetik analizi yapilmistir. Bu analizler sonucunda ¢iftlik
hayvanlarinda G1 ve G3, iki insan 6rneginde ise G1 susu belirlenmistir (Latif ve ark.,

2010).
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Tunus’ta insan, sigir, koyun ve develerden elde edilen fertil kistler rDNA
ITS1 bolgesi PCR-RFLP yontemi ile incelenmistir. Deve izolatlarinin G6, diger
izolatlarin G1 oldugu gozlemlenmistir. G1 olan izolatlarin mitokondriyal COXI
bolgesinin dizi analizi sonucunda bazi izolatlarda C56T, T123C, G312A veya T204G
mutasyon varligi tespit edilmistir. G1 susunun rezervuar olarak temsil edilmekte
oldugu bildirilmistir (M’rad ve ark., 2005). Bu arastirmada si8ir, koyun izolatlarinin

G1 susu olmasi Soriano ve ark., (2010)’n1 desteklemektedir.

Hindistan’da koyun, sigir ve manda izolatlarinin ITS1 ile mitokondriyal
COXI1 ve NDI gen bolgelerinin dizi analizi yapilmistir. Manda ve koyunlarda G2
genotipi tespit edilmistir. Bu ¢alisma, mandada G2 genotipinin varligini gosteren ilk
rapordur (Bhattacharya ve ark., 2007). Hindistan’in kuzeyinde sigir, manda, koyun,
ke¢i ve domuzlardan toplanan izolatlarin mt-COX1 sekans analizi sonucunda G1 ve
G3 suglarina ait olduklar1 belirtilmistir (Singh ve ark., 2012). Bu calismada sigr,
manda, koyun, ke¢i izolatlarinin G1 susu olmasi Singh ve ark., (2012)’nin bulgular
ile benzerlik gostermekte iken Bhattacharya ve ark., (2007)’1 ile farklilik

gostermektedir.

Arjantin’de farkli bolge ve konaklardan elde edilen E. granulosus izolatlarini
tanimlamak i¢in, PCR-RFLP analizi ile mitokondriyal COX1 ve ND1 gen dizilemesi
yapilmis, G1, G2, G6 ve G7 genotipleri bulunmustur. Ancak PCR-RFLP y6nteminin
ile G1 ve G2 genotipleri ile G6 ve G7 genotipleri arasindaki ayirimi gostermedigini
tespit etmislerdir (Rosenzvit ve ark., 1999). Arjantin’de yapilan bir diger calismada
koyun, kegi, domuz ve kopeklerden elde edilen izolatlarin mt-COX1 sekans analizi
yapilmigtir. 15 koyunda G1, 1 koyunda G3, 21 kecide G3, 2 kecide G1, 9 kopekte
Gl, 1 kopekte G6 ve domuzlarda G7 suslar1 belirlenmistir (Soriano ve ark., 2010).
Bu arastirmada koyun, kegi izolatlarinin G1 susu olmasi Soriano ve ark., (2010)’nin

bulgulart ile benzerlik gdstermektedir.

Giiney Brezilya’da sigir ve koyundan toplanan E. granulosus izolatt PCR ile
G1 ve G5 olarak tespit edilmis, ardindan dogrulama amaciyla parsiyel mitokondriyal

COXI dizi analizi yapilmistir. Analizler sonucunda 2 sigirizolatt G5, diger izolatlar
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G1 olarak bulunmustur (De La Rue ve ark., 2006). Brezilya’nin giineyinde 6 insan ve
12 kopekten elde edilen izolatlar 12S rRNA ve mt-COX1 sekans analizi ile
incelenmistir. insandan elde edilmis 4 izolat G1, diger 2 izolat G5, G3 susudur.
Kopeklerden elde edilmis 10 izolat G1 ve diger 2 izolat G5 ve G3 susu oldugu
belirlenmistir (De La Rue ve ark., 2011).

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

enfeksiyonlarina sebep olan susun G5 oldugu bildirilmistir (Maravilla ve ark., 2004).

Peru’da Alpaka ve domuzlardan izole edilen kistler COX1 ve ND1 dizi
analizi ile incelenmistir. Alpakada G1 genotipi, domuzda ise G1 ve G7 genotipleri

tespit edilmistir (Sanchez ve ark., 2012).

Misir’da 47 deve, 6 domuz ve 31 insandan toplanan kistlerin mitokondriyal
12S rRNA geninin dizi analizi yapilmistir. Sadece bir insan kisti G1 iken diger
kistlerin G6 genotipine ait olduklar tespit edilmistir. G6 susunun niikleotit dizisi
Arjantin referans susu ile % 100 homoloji ve Kenya G6 susu ile % 99 homoloji
gosterdigi bildirilmistir (Abdel Aaty ve ark., 2012). Misir’da eseklerden toplanan
kistlerin COX1 ve ND1 dizi analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda G4 susu oldugu

belirlenmistir (Aboelhadid ve ark., 2013).

Filistin’de yapilan bir calismada koyunlardan elde edilen kistlerin COX1
geninin dizi analizi yapilmisitir. Bu kistlerin G1, G2 ve G3 genotiplerine ait oldugu
bildirilmistir (Adwan ve ark., 2013). Bu arastirmada koyun izolatlarinin G1 susu

olmasi Adwan ve ark., (2013)’nin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Tiirkiye’de Izmir, Manisa, Denizli ve Usak illerinden, 12 koyun ve 10 insan
izolatlarinin ¢esitli gen bdlgelerinin (cox1 uzun ve kisa fragmentler, atp6, nad1, rrnS)

dizi analizi yapilmistir. Bu ¢aligmada 2 koyun izolat1 ile 1 insan izolatinin G7, 1
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koyun izolatinin G3, bir koyun izolatinin G1 ve G3 referans dizileri arasinda ara
diziye sahip oldugu, diger izolatlarin G1 susu oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’de ilk
kez G7 susu rapor edilmistir (Snabel ve ark., 2009). Bu arastirmada koyun
izolatlarinin G1 susu olmasit Snabel ve ark., (2009)’nmin bulgular1 ile benzerlik

gostermektedir.

Tiirkiye’nin Antalya ilinde melez bir dag kegisinden elde edilen izolatlarin
mt-COX1 geninin sekans analizi yapilmistir. Analiz sonucunda G1 susu oldugu
tespit edilmistir (Utiik ve Piskin, 2010). Bu arastirmada kegi izolatlarmin G1 susu
olmas1 Utiik ve Piskin, (2010)’i desteklemektedir.

Tiirkiye’de Kirikkale ilinde koyunlardan elde edilen izolatlar RAPD-PCR
yontemiyle incelemiglerdir. Bu izolatlarin G1 susuna ait oldugu tespit edilmistir
(Yildiran ve ark., 2010). Bu arastirmada koyun izolatlarinin G1 susu olmast Yildiran

ve ark., (2010)’nin bulgulari ile benzerlik géstermektedir.

Anadolu yaban koyununda (Ovis gmelinii anatolica) kist materyalinin
molekiiler yapisini belirlemek i¢in mitokondriyal COX1 gen bolgesi ¢cogaltilarak dizi
analizi yapilmistir. Izolatlarin G1 susu oldugu tespit edilmistir (Simsek ve Eroksuz,
2009). Bu arastirmada koyun izolatlarinin G1 susu olmasi Simsek ve Eroksuz,

(2009)’u desteklemektedir.

Tirkiye’nin Samsun, Ordu ve Amasya illerinde mezbahalardan toplanan
manda izolatlarinin mitokondriyal COX1 gen bdlgesinin dizi analizi sonucunda G1,
G2 ve G3 suslant olarak identifiye edilmistir (Beyhan ve Umur, 2011). Bu
arastirmada manda izolatlarinin G1 susu olmasi Beyhan ve Umur (2011)’un

bulgulart ile benzerlik gdstermektedir.

Tiirkiye’de; Elazig, Malatya, Erzurum, Van, Diyarbakir ve Sanliurfa illerinde
koyun, kegi, sig1ir, deve, kopek ve insandan toplanan izolatlar PCR-RFLP yontemleri

ile incelenmis, tiim izolatlar benzer paternleri sergilemistir. Rastgele secilen sigr,
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koyun, ke¢i deve, kopek ve insan izolatlarmin mitokondriyal COX1 gen bdlgesinin
dizi analizi sonucunda G1 susu olarak identifiye edilmistir (Utuk ve ark., 2008).
Tirkiye’nin  dogusunda yapilan bir c¢alismada sigir kaynakli Echinococcus
granulosus ornekleri toplanarak 12S rRNA geni i¢cin PCR ve COX1 geni igin sekans
uygulanmustir. izolatlarin G1 ve G3 suslarna ait oldugu belirlenmistir (Simsek ve
ark., 2010). Elazig’da insanlardan elde edilip formalin ile sabitlenerek parafine
gdmiilmiis izolatlarin 12S rRNA PCR ve mt-COX1 dizi analizi yapilmistir. G1, G3
ve G6 suslar1 oldugu tespit edilmistir (Simsek ve ark., 2011). Bu arastirmada koyun,
keci, sigir izolatlarinin G1 susu olmasi Utuk ve ark., (2008)’n1 desteklemektedir.
S1g1r izolatlarimin G1 susu olmasi Simsek ve ark., (2010)’nin bulgular ile benzerlik

gostermektedir

Ardahan, Erzurum, Siirt, Tekirdag, Yozgat ve Kars illerinden 100 koyun ve
12 sigirdan elde edilen hidatik kistlerin COX1 gen bolgesinin dizi analizi yapilmis ve
orneklerin 107°si G1, 5’1 G3 olarak belirlenmistir (Vural ve ark., 2008). Bu
calismada koyun, sigir izolatlarinin G1 susu olmasi Vural ve ark., (2008)mi

desteklemektedir.

Calismanin sonuglari, Afyonkarahisar’da E. granulosus’un evcil koyun susunun
baskin genotip oldugunu gostermis ve bu konuda yapilan smirli sayidaki
arastirmalarin sonuglarii (Vural ve ark., 2008; Utuk ve ark., 2008, Beyhan ve Umur,

2011; Eryildiz ve Sakru, 2012) destekler nitelikte oldugu kanaatine varilmstir.
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5.S0ONUC

Echinococcus granulosus’un siniflandirilmasi ve teshisinde bilinen morfolojik
kriterler sinirhi ve az belirleyici oldugu i¢in, yapilan molekiiler ¢aligmalar parazitin
teshis ve sistematigine ¢ok biiyiik katki yapacaktir. Bu ¢alismada E. granulosus i¢in
dizayn edilen yeni primerlerin kullanilmasida Kistik echinococcosisin teshisinde

kolaylik ve kesinlik saglayacaktir.

Bu c¢alisma ile Echinococcus granulosus’un sigir, manda, koyun, kegilerden elde
edilen hidatik Kistleri PCR-RFLP ve dizi analizi yontemleri ile incelenerek
Afyonkarahisar yoresindeki genotip ¢esitliligi arastirllmistir. Bu  ¢alisma
E.granulosus’un farkli izolatlar igerisindeki genetik farkliliklart belirlemek amaciyla
Afyonkarahisar’da yapilan en kapsamli ¢aligma olup, ilk defa PCR-RFLP ve DNA
dizileme gibi son derece giivenilir, stabil ve birbirini tamamlayan iki molekiiler

teknik bir arada kullanilmistir.

Elde edilen dizi analiz bilgilerinin degerlendirilmesi sonucunda arakonaklarin
Afyonkarahisar yoresinde ve diinyada en yaygin ve en patojen sus oldugu kabul
edilen evcil koyun susu (Gl) ile enfekte oldugu belirlenmistir. PCR-RFLP
sonucunda tiim izolatlarin ayni1 sus oldugu saptanmistir. Bu sus igerisinde farkli 18

haplotip bulunmustur.

Bu calismada E. granulosus’un belirli dizileri iizerinde bulunan gen bdlgeleri i¢in
yeni primerler dizayn edilerek kist hidatikli hayvanlarda E. granulosus’'un PCR

yontemiyle molekiiler analizi basariyla gergeklestirilmistir.

Calisma, sigir, manda, koyun ve keci izolatlarinin toplu olarak genetik yonden
incelenmesi bakimindan da Afyonkarahisar’da ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.
Elde edilen bulgular ile diger bolgeleri kapsayan benzer ¢aligmalardan elde edilecek
sonuclar Tirkiye’de sus haritasinin c¢ikarilmasina temel teskil edecektir. Sus
haritasinin belirlenmesi, yapilacak miicadele ve eradikasyon calismalarina 1s1k

tutacaktir.
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OZET

Afyonkarahisar’da Sigir, Manda, Koyun ve Kecilerde Bulunan Echinococcus

granulosus Izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Bu caligma Mart 2010-Nisan 2012 tarihleri arasinda Afyonkarahisar ydresindeki
sigir, manda, koyun ve kegilerde bulunan Echinococcus granulosus Kistlerinin
genotiplerinin belirlenmesi amaciyla Afyonkarahisar (Merkez), Emirdag, Bolvadin,

Suhut, Thsaniye ve Dinar ilgelerinde yiiriitiilmiistiir.

Calisma siiresince hidatik kistle enfekte 65 keci, 71 koyun, 119 sigir ve 3
manda olmak iizere toplam 258 hayvanin i¢ organlarindan kistler toplanmuistir.
Enfekte hayvanlardaki Echinococcus granulosus genotiplerini belirlemek amaciyla
kistlerden c¢ikarilan germinal membran ve protoskolekslerden DNA izolasyonu
yapilmistir. 78 kistten (30 keg¢i, 26 koyun, 19 sigir ve 3 manda) DNA elde edilmistir.
Elde edilen DNA’larin nd1l gen bolgesinin Hin6l ve Stul restriksiyon enzimleri
kullanilarak PCR-RFLP yapilmistir. Tim izolatlarda bir farklilik olmadigi

gozlenmistir.

Bu calismada cox1 gen bolgesi analizi sonucunda sigir, manda, koyun ve
kecilerden elde edilen izolatlarin tiimiinde evcil koyun susu olarak bilinen G1 susu
ve 18 farkli haplotip bulundugu goriilmiistiir. Buna gore Afyonkarahisar ili ve
ilgelerindeki kecilerde en fazla haplotip TR AF005 (%33.3) ile TR AFO001
TR _AF003 (%20), koyunlarda TR _AFO001 (%73.1), sigirlarda TR_AF001 (%21.1)
ve mandalarda da TR_AF013 (%100) bulunmustur.

Bu arastirmadaki toplam 77 6rnegin ITS1 gen bélgesinin dizileme analizi
sonucunda 462 b¢ uzunlugunda DNA dizisi elde edilmistir. Bu DNA dizilerinde 16
baz ¢iftinde farklilik oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak; Afyonkarahisar Yoresinde sigir, manda, koyun ve kecilerde
bulunan izolatlarin nd1, coxl ve itsl genlerinde yapilan genetik analizler sonucunda
tiim izolatlarin G1 susu oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin igerisinde TR AF001
haplotipinin incelenen hayvan tiirlerinde daha fazla enfeksiyona sebep oldugu
bulunmustur. Mitokondriyal gen bolgelerinde niikleer DNA’ya gore daha fazla
mutasyonun olmasi mitokondride tamir mekanizmasinin bulunmamasiyla
aciklanabilir. Hastaligin kontroliinde daha etkili stratejilerin gelistirilmesi, bdlgesel
ve ulusal diizeyde yapilmasi gerekli olan eradikasyon, as1 ve ilag gelistirme

caligsmalarinda bu noktanin géz oniine alinmasinda yarar bulunmaktadir.
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SUMMARY

Molecular characterization of Echinococcus granulosus isolates found in cattles,
buffalos, sheep and goats in Afyonkarahisar

This study is executed in Afyonkarahisar (centre), Emirdag, Bolvadin, Suhut,
Ihsaniye and Dinar districts, in the purpose of determining the genotypes of
Echinococcus granulosus cysts found in cattles, buffalos, sheep and goats in
Afyonkarahisar between the dates March 2010 and April 2012.

During the study, cysts are collected from internal organs of 258 animals
consisting of 65 goats, 71 sheep, 119 cattles and 3 buffalos which were infected by
hydatid cyst. In order to specify the Echinococcus granulosus genotypes found in the
infected animals, DNA isolation is performed from germinal membrane and
protoscolexes taken out of cysts. As a result DNA is obtained from 78 cysts (30
goats, 26 sheep, 19 cattles and 3 buffalos). PCR-RFLP is done utilizing the Hin6l
and Stul restrictive enzymes from the ndl gene area of the obtained DNA's. No

discrepancy was observed in the isolates.

In this study as a result of cox1 gene area analysis, the G1 strain known as
the domestic sheep strain and 18 different haplotypes were found in all the isolates
obtained from cattles, buffalos, sheep and goats. According to this in the city of
Afyonkarahisar and its districts the most encountered haplotypes were TR_AF005
(%33.3) and TR_AF001 TR_AF003 (%20) in goats, TR_AF001 (73.1) in sheep,
TR_AF001 (%21.1) in cattles and TR_AF013 (%100) in buffalos.

As a result of sequencing analysis of ITS1 gene area of 77 samples in total,
DNA strings of 462 bp lenght was obtained. In these DNA strings, differences in 16
separate base pairs were identified.
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To sum up; as a result of genetic analysis conducted on the nd1, cox1 and
its1 genes of the isolates found in the cattles, buffalos, sheep and goats in the
Afyonkarahisar Area, it was specified that all the isolates were G1 strains. Among
these isolates, TR_AF001 haplotype was found to cause more infection in the
inspected animal species. The reason of observing more mutation in the
mitochondrial gene areas compared to nuclear DNA can be explained with the lack
of repair mechanism in the mitochondria. It will be beneficial to consider this point
in the necessary regional and national eradication, vaccination and medicine
development studies in order to create more effective strategies to control the

disease.
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EKLER

EK-1. Hayvanlara ve haplotip gruplarina gore Sitokrom oksidaz alt iinite 1 (COX1)’e ait
DNA dizi analiz sonuclari.

HAPLOTIP TR AF001

Keci 1
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 2
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 3
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Kec¢i 5
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 11
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 14
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 2
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Koyun 5
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 6
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 7
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 8
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Koyun 9
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 10
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 11
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 12
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Koyun 13
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 14
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 15
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 16
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Koyun 17
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 18
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 19
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 20
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Koyun 22
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 24
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 9
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 11
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Sigir 14
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 19
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF002

Keci 4
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCCATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF003

Keci 6
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Keci 7
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 9
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 10
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 12
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Keci 13
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGTCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR_AF004

Keci 8
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTGGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF005

Kegci 15
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Kegci 16
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Keci 19
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 20
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 21
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 22
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Keci 23
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 26
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 27
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Kegci 28
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF006

Keci 17
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGGGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGGTGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 24
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGGGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGGTGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Keci 25
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGGGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGGTGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Kegci 29
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGGGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGGTGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF007

Keci 18
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CGGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGA
GTATTAGTGCTAATTTTGATGGGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTC
TATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGA
TGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGG
TATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGA
TCCGGTTTTGTGGTGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACG
GGTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGG
TGGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR_AF008

Keci 30
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 10
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 17
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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Sigir 18
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR_AF009

Koyun 1
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 23
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 3
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT



118

Sigir 5
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC
CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 8
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR_AF0010

Koyun 3
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTGGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTATTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 4
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTGGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTATTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF0011

Koyun 21
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CCGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF0012

Koyun 25
GGCTGCGGCTGTTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Koyun 26
GGCTGCGGCTGTTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF0013

Manda 1
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTGGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAC
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Manda 2
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTGGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAC
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Manda 3
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTGGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGCTAGTGAC
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF0014

Sigir 1
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATGTTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF0015

Sigir 2
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGCTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTGTATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGTGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTT

Sigir 4
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGCTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTGTATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGTGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 13
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGCTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTGTATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGTGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR_AF0016

Sigir 6
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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HAPLOTIP TR AF0017

Sigir 7
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTTTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAATTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGAGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

HAPLOTIP TR AF0018

Sigir 12
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTTGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAGTTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGGGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 15
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTTGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAGTTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGGGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT

Sigir 16
GGCTGCGGCTATTACTATGCTTTTATTTGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTTGAT
CCGTTAGGTGGTGGTGATCCTATTTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGGCCATC

CTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTGGATTTGGTATAATTAGTCATATTTGTTTGAG
TATTAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGGGTTCTATGGGTTGTTGTTTGCTATGTTTTCT
ATAGTGTGTTTGGGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGGGTTGGAT
GTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGT
ATAAAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTGAGTTCGAGTGTTAATGTTAGTGAT
CCGGTTTTGTGATGGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGGGGGGTTACGG
GTATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT
GGCTCATTTTCATTATGTTATGTCGTTAGGT
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EK-2. Hayvanlara gore Ribozomal Internal Transcribed Spacer 1(ITS1)’e ait DNA dizi
analiz sonuclar1.

Keci 1

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Keci 2

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Kec¢i 3

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAWCA

Keci 4

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA
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Keci 5

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Keci 6

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Keci 7

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Keci 8

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCAGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGRAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAATCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA
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Keci 9

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Keci 10

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAAAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAATCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAWCA

Keci 11

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 12

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA
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Keci 13

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 14

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 15

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Kegci 16

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA
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Keci 17

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 18

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 19

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Kegci 20

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA
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Keci 21

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Keci 22

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Keci 23

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Keci 24

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA
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Keci 25

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 26

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Keci 27

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Kegci 28

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA
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Keci 29

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Keci 30

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 1

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 2

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA
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Koyun 3

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Koyun 4

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 5

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Koyun 6

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA
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Koyun 7

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Koyun 8

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Koyun 9

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Koyun 10

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA
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Koyun 11

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAARATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAATCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Koyun 12

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTARTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Koyun 13

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Koyun 14

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA
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Koyun 15

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 16

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 17

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 18

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA
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Koyun 19

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 20

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Koyun 21

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Koyun 22

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA
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Koyun 23

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Koyun 24

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Koyun 25

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Sigir 1

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTATCA
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Sigir 2

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTATCA

Sigir 3

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAGAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Sigir 4

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAKCA

Sigir 5

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA
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Sigir 6

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Sigir 7

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAWCA

Sigir 8

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAWCA

Sigir 9

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA
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Sigir 10

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Sigir 11

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Sigir 12

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Sigir 13

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTATCA
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Sigir 14

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACAYGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTATCA

Sigir 15

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGAAAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAATCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAATCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAACA

Sigir 16

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Sigir 17

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA



141

Sigir 18

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGGTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCARAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA

Sigir 19

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCGGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACRARACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGARGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCAAGGCATAAAAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAATCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTARTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Manda 1

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTGRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA

Manda 2

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAAGAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTAGCA



142

Manda 3

GGCCAGTCCTATCCATGGGTGGGTAGCTGGCCGGGCTGCTGTTAGCGCTGGCGGCG
GTRRTTGGTGCCGTTGCTACCGTATAATCTGTCATGTATCGTGGTTGTTATCGCTGC
GATGGGGTGCCTGGTCTGCCTTCAACCTGCAATGARAGATCGGGTGTGCCCGTCTC
GCTGCATTGCTGCRGTTTGTGCCATTTGGTGGTGGTGTAGTGGCACGAGACCGGTCC
ATACCGGGGCGGCAGAGGAGTACACATGCATGCGCGTGTGTGCRAGGCATAARAC
GTCTGGACCGCTGCGGTGGCGGCAGTGCCAGTGCTGTTGCTGATGCTGGTAGTCGC
GTGCGTGTCCACGCCCCGTCATGTGTCGCGTAGTCGGGTTGTGGTGTTACATGTGTG
GCTGCTGTGTTGCGTTGCTTTATGCTGCTGCTACTGTTGCTGCGGCTGTTGTTGTTGA
CTCCTTARCA



