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Tezin Bashg:: Kistik Ekinokokkozis’li Hastalarda Serolojik Sonu¢larin Genotip
Mliskisinin Dizi Analizi Sonuclar ile Karsilastirilarak Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Ozlem TURKUM

Damismani: Do¢. Dr. Nuray ALTINTAS

Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

1. OZET

Amag: Kistik ekinokokoziste (KE) tedavi protokoliniin planlanabilmesi icin taninin
erken donemde, givenilir sekilde konulmasi gerekmektedir. KE tanisinda,
giiniimiizde bilinen biitiin serolojik tan1 yontemlerinden faydalanilmaktadir. Nuklear,
mitokondriyel ¢alismalar sonucunda E. granulosus’un baslangigta 10 genotipi (G1-
G10) tanimlanmistir. Son molekiiler ¢alismalarla bazi tiirler ayni1 baslik altinda
toplanmistir. Hastaligin gelisiminde susun virulansi, parazitin genotipi onemlidir.
Calismamizda ELISA yontemiyle elde edilen spesifik antikor titreleriyle dizi analizi
sonuclar1 arasindaki iliskinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi ve Ege
Universitesi Hastanesinde KE tanisiyla opere edilmis veya Puncture Aspiration
Injection Respiration (PAIR) islemine tabi tutulmus hastalardan alinan serum
ornekleri, ayrica kist sivisindaki protoskoleksler, kist membranlari toplanmistir.
DNA izolasyonu, Elektroforez, PCR ve Sekans Analizi yapilmis, ayni hastalarin
serumlart 1gG yoninden seropozitiflik durumu Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yontemiyle belirlenmistir.

Bulgular: Calismada serolojik ve molekiiler bulgular benzer bulunmustur.
Sonuglar: Serolojik ve molekiler sonuglar karsilastirilmis ve tim hastalardaki
etkenin Echinococcus granulosus sensu stricto G1/G3 oldugu anlasilmistir.
Caligmamiz, genotipler ile klinik sonuglar arasindaki iliskiyi serolojik aragtirmasi

acisindan 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.

Anahtar soézcikler: Kistik ekinokokkozis, seroloji, sekans analizi, ELISA, PCR



Thesis Title: Investigation of Genotype Relation of Serological Results in
Patients with Cystic Echinococcosis Compared to Sequence Analysis Results
Student’s Name: Ozlem TURKUM
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2. ABSTRACT

Objectives: To be able to plan a cystic echinococcosis (CE) treatment protocol, the
diagnosis must be made early and reliable. In the case of KE, all serological
diagnostic methods known today are utilized. At the end of the nuclear,
mitochondrial studies, 10 genotypes (G1-G10) of E. granulosus were initially
identified. Some species have been grouped under the same title with the last
molecular studies. Suvan virulence, parasite genotype is important in the
development of the disease. In our study, it was aimed to evaluate the relationship
between specific antibody titers obtained by ELISA and sequence analysis results.

Materials and Methods: Serum specimens obtained from patients who were treated
with KE in Manisa Celal Bayar University Hospital of Hafsa Sultan and Ege
University Hospital or who were subjected to Puncture Aspiration Injection
Respiration (PAIR) treatment, as well as protozoa and cyst membranes of cyst fluid
were collected. DNA Isolation, Electrophoresis, PCR and Sequence Analysis were
performed. Seropositivity of IgG sera of the same patients was determined by
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method.

Findings: Serological and molecular findings were similar in the study.

Results: Serological and molecular outcomes were compared and it was found that
Echinococcus granulosus sensu stricto G1 / G3 was the causative agent in all
patients. Our study is unique in terms of a serological survey of genotypes and

clinical outcomes.

Key words: Echinococcosis, serology, sequence analysis, ELISA, PCR



3.GIRIS ve AMAC

Ekinokokkozis, Echinococcus tiirlerince olusturulan zoonotik bir enfeksiyondur
(Altintas ve Doganay 2008). Ara konaklarda Echinococcus granulosus larvalarinin
neden oldugu hastalik “kistik ekinokokkozis (cystic echinococcosis, KE)”,
Echinococcus multilocularis larvalarinin  neden oldugu hastalik “alveolar
ekinokokkozis  (alveolar echinococcosis, AE)”, Echinococcus vogeli ve
Echinococcus oligarthrus larvalarinin neden oldugu hastalik da “polikistik
ekinokokkozis (polycystic echinococcosis)” olarak isimlendirilmektedir. Kistik
ekinokokkozis, tarim ve hayvanciligin yaygin bir ge¢im kaynagi oldugu, buna karsin
cevre sagligt ve koruyucu hekimlik onlemlerinin yetersiz kaldig1 tiim toplumlarda

gorilen 6nemli bir paraziter hastaliktir (Altintag ve Doganay 2008).

Tiirkiye’deki insanlarda KE olgularina tiim bolgelerde rastlanirken, AE
olgularina 6zellikle Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde daha siklikla
rastlanmaktadir (Altintas 2008). Genel olarak Echinococcus tarlerinin kesin
konaklar1 et oburlar, ara konaklari ise insan da dahil olmak iizere memelilerdir. Baz1
kaynaklarda insan, bu hastalik i¢in rastlantisal ara konak olarak
degerlendirilmektedir. Bu hastaliklarin epidemiyolojisinde eti yenen hayvanlardan
olan koyun ve sigirlar 6nemli bir yer tutmaktadir (Celik 2006). Tiirkiye'de sigirlarda
kistik ekinokokoz prevalansi (%14,2-%54,7) olduk¢a ylksektir (Simsek ve ark.
2010).

Ara konak olan evcil hayvanlarda 6zellikle kesim sonrasi enfekte karacigerlerin
imhast sonucu biiyiik ekonomik kayiplar olusmaktadir (Glindogdu ve Arslan 2005).
Ulkemiz hem KE hem de AE i¢in endemik olarak tanimlanmaktadir. Yalnizca i¢
Anadolu Bdlgesinde yer alan 13 ilde 2001-2005 yillar1 arasinda 2348’1 erkek, 2998’1
kadin olmak tizere toplam 5346 olguya KE tanist konmustur (Yilmaz ve Babir
2007).



Echinococcus granulosus kopeklerin, bazen de kurt ve gakal gibi kdpekgillerin
ince bagirsaklarinda yasar. Larva sekli ise basta koyun olmak {izere sigir, at, domuz,

geyik, deve ve insanlarin gesitli organ ve dokularina yerlesir (Ozdemir 2005).

Kist hidatik hastaliginin bulasmasinda kopekler onemli bir faktordiir. Diger
yandan hayvan kesimlerinin hijyensiz ve bilingsiz yapilmasi, hastalikli organlarin
tiiketilmesi ve genel hijyen kurallarina uyulmamasi hastaligin yayilmasinda rolt olan
diger etmenlerdir. Insanlarda KE prevalansi, koyun, sigir gibi besi hayvanlaridaki
prevalansla yakindan iliskilidir. Buna ek olarak parazit genotipi de prevalansi
etkilemektedir (Celik 2006). Hastaligin ¢ogu kez sinsi seyretmesi; tani yontemlerinin
zor ve pahali olmasi, standart ve etkili tedavi yontemlerinin bulunamamasi, iilke
kosullar1 nedeniyle hastalik kaynaklarinin devam etmesi, gelismekte olan iilkelerde
prevelans ve insidans c¢alismalarinin yetersiz olmasi ve kontrol programlarinin

uygulamadaki zorluguna baglidir (Ozdemir 2005).

Insan KE’inde tam1 koydurucu spesifik klinik bulgularm olmamasi, hastaligin
tanisinda klinik bulgulardan ¢ok laboratuvar bulgularindan yararlanilmasina neden
olmustur. KE tanist giiniimiizde radyolojik tant yontemleri ile konulmaya
calisiimaktadir. Fakat Kistin timér, apse, basit kist gibi diger yer kaplayan olgularla
ayiriclt tanisinin yapilabilmesi ve operasyon sonrasi niikslerin daha saglikli bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in 6n taninin, mutlaka serolojik tan1 yontemleriyle de

desteklenmesi gerekmektedir.

Serolojik testlerin, enfeksiyonlu kisilerin serumundaki spesifik antikorlar1 tespit
etme kapasitesinin (sensitivite) ve KE hastalig1 olanlar1 diger parazitik ve klinik
hastalig1 olanlardan ayirma kapasitesinin (spesifite); kullanilan antijenin cinsi ve
hazirlanma sekli, degisik pozitiflik kriterleri, kistin canliligt ve lokalizasyonu,
parazitin susu gibi birgok sebebe bagl olarak degistigi bilinmektedir. Cerrahi olarak
kanitlanmis KE’li insan serumlarinda ELISA testi ile yapilan c¢alismalarda
sensitivitenin %90-100, spesifisitenin ise %76-97 olarak saptandigi bildirilmistir

(Yolasigmaz A, Altintas Nuray 2004).

Ayrica parazitin  genotipinin  belirlenmesi hastaligin  gelisiminin  seyri

bakimindan son derece énemlidir. Kuru ve ark. (2013) Aydin yoresindeki kopeklerde



yaptiklar1 E.granulosus taramasinda molekiiler yontemler sonucunda G1 susuna

rastlamiglardir.

Utiik (2008)’ iin yaptig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve sekans analizleri
sonucunda 313 kist 6rneginin (koyun, keci ve sigir) G1 susu ile infekte oldugu
goriilmustiir. Yildiz ve ark.(2010)’nin Kirikkkale mezbahasindan alinan 24 koyun
kistinde yaptigit molekiiler calismada da Orneklerin tamaminin G1 susu icerdigi
bildirilmistir. Yine Utiik ve Piskin (2010)’in melez bir dag kegisinin akciger,
karaciger, dalak ve beyin dokusunda yaptiklar1 molekiiler ¢alismada etkin susun G1

oldugu raporlanmustir.

Utiik ve ark.(2012)’min Kilis bolgesinde 19 koyundan elde ettigi 28 kist
materyalinin  molekiler analizinde enfeksiyon etkeninin G1 susu oldugu
belirtilmistir. Ergin ve ark. (2010)’min Tirkiye’nin alt1 bolgesinden toplanan 46
hastada yaptigi molekiiler ¢alisma sonucunda hastalik sebebinin G1 susu oldugu

belirtilmistir.

Tiirkiye’nin bat1 bolgesinde, 22 Echinococcus granulosus izolatinin (12 koyun,
10 insan) mitokondrial COX1 ve NAD1 genleri DNA dizileme yodntemiyle
incelenmis ve 17 izolatta G1 susu, bir koyun izolatinda G3 susu ve baska bir koyun
izolatinda G1/G3 susu bulunmustur. Iki koyun ve bir insan izolatinda ise ilk defa G7
susu tespit edilmistir (Snabel ve ark. 2009).

Trakya bolgesinde insan ve hayvanlardan alinan 58 6rnekte (42 insan, 13 sigir, 3
koyun) yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda; G1 susunun insan, koyun, kegi,
sigir, deve, su aygirt ve kopekleri; G3 susunun insan, koyun ve sigirlar; G7 susunun
insan ve koyunlar;; G6 susunun ise sadece insanlar1 enfekte ettigi belirtilmistir

(Eryildiz ve ark. 2012).

Tiirkiye’de E.granulosus' un farkli izolatlarin1 genotiplendirmek amaciyla
(Random Amplified Polymorphic DNA-PCR) RAPD-PZR, (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriction Fragment Length Polimorphism) PZR-RFLP, (Single
Stranded Conformation Polimorphism) SSCP ve DNA dizileme gibi molekiler
teknikler kullanilmigtir. Sigir, koyun, muflon koyunu, ke¢i, melez dag kegisi, deve,

kopek ve insanlar iizerinde yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda iilkemizde G1, G1/G3,



G3, G6, G7 suslari tespit edilmistir (Simsek ve ark. 2010; Utilk 2011; Eryildiz ve
ark. 2012; Altintag Nuray 2013; Eroglu ve ark. 2016; Gokpinar ve ark. 2017).

G7 susunun G1 ile karsilastirlldiginda daha hizli gelisebilmesi gbz Oniinde
bulundurulursa, gerek insanlarda hastaligin seyrinde gerekse kontrol programi

olusturulmasi ¢aligmalarinda biiyiik 6nem arzetmektedir.

Bu nedenle ¢alismamizin amaci; KE’li hastalardan elde edilmis olan serum
orneklerine hidatik kist sivisi antijeninin kullanilacagi ELISA yontemi uygulanarak
spesifik antikorlarin saptanmasi, elde edilecek dizi analizi verileri ile de Echinococ
tirindn belirlenmesi ve bdylece bu hastalardaki spesifik immun yanitin Echinococ

tiird ile iligkisinin arastirilmasidir.



4.GENEL BILGILER

4.1. TARIHCE

Echinococcus’larin eriskin formlar1 ve 6zellikle de larva evreleri hakkindaki ilk

bilgiler ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir (Celik 2006).

Hippocrat (MO 460-347) sigir ve domuzda KE’nin varhigini bildirmis, insan
karacigerinde saptadigi KE’i, su dolu kese anlamindaki “Jecur aqua repletum” diye
tammlamistir. Aristotales (MO 384-322), KE’in karaciger ve akcigerde yikim
yaptigma dikkat cekmistir. Galenos (MO 131-201), sigirlarin karacigerlerinde ¢ok
kez gordigii hidatik keseleri insanda da gordiiginii bildirmistir. Tyson (1691),
koyun leslerinde gordiigii hidatik kistleri tarif etmistir. Goeze (1782), kistlerin
igindeki skolekslerden bahsetmis, Siebold (1853) ise Echinococus granulosus’un
yasam dongiisiinii deneysel olarak kanitlamistir. Echinococus multilocularis’in tiir
tayini, E. granulosus’un tanimlanmasindan c¢ok sonra Rausch (1954) tarafindan
parazitin saptanmasi ve Vogel (1957) tarafindan tilkilerle kemirgenler arasinda
siiregelen vahsi yasam dongiisiinlin anlasilmasindan sonra yapilabilmistir.
Echinococus vogeli, Tatche ve Sousa (1966), Echinococus oligarthrus ise, Rausch ve
D’Alessandra (1978) tarafindan isimlendirilmislerdir. 1920-1960 yillar1 arasinda en
az 10 farkl tiir 6nerisi yapilmis, ancak daha sonra bunlarin ¢ogunun gecersiz ya da

birbirinin sinonimi oldugu anlagilmistir (Altintag 2004; Celik 2006; Altintas 2008).



Echinococcus cinsinin siniflandirilmasi:

Alem: Plathyhelminthes

Sinuf: Cestoda

Alt sinif: Eucestoda

Takim: Cyclopyllidea

Aile: Taeniidae (Ludwig,1886)

Cinsi: Echinococcus (Rudolphi,1801)

Echinococcus’un bugiin igin kabul edilen dort tiiri mevcuttur. Bunlar:
1. Echinococcus granulosus (Batsch, 1786)

2. Echinococcus vogeli (Leukart,1863)

3. Echinococcus multilocularis (Diesing,1863)

4. Echinococcus oligarthus (Raush ve Berntein, 1972) (Altintas 2004; Celik
2006; Altintas 2008).

4.2.PARAZITIN GENEL TANIMI

Sestod sinifina giren helmintlerin viicutlar1 uzun, yassi1 ve halkalara ayrilmistir.
Echinococcus tiirlerinin boylart iki ile sekiz mm arasinda degisir. Viicutlar1 bas,
boyun ve halkalar olmak Uzere (¢ kisimdan olusur. Skoleks denilen bas kisimlarinda
dort adet ¢cekmen ve rostellumlari {izerinde sayilar1 degisen g¢engeller bulunur.
Govdede sayisi 2-6 arasinda degisen iki sira halka bulunur. Strobila, boyundan
itibaren olusan halkalarin tlimiine verilen isimdir. Proglottid ise tek bir halkaya denir.
Boyundan sonra olusan ilk halka gen¢ halka, daha sonra olgun halka olusur. Son
halka gebe halkadir. Gebe halkada 200-800 adet yumurta bulunmaktadir. Yumurtalar
30-40 mikrometre capinda, yuvarlak veya ovaldir. I¢lerinde alt: ¢engelli embriyo

(onkosfer) bulunmaktadir. Onkosferi embriyofor denen birkag katli kilif sarmaktadir.



Metasestod, cimlenme kapsullerini olusturan, germinal tabakadan olusmus kese

bicimindeki bir yapidir. Protoskoleksler, ¢imlenme kapsiillerinin i¢ duvarlarindan

veya germinal tabakadan gelisirler (Ozdemir 2005; Celik 2006;

Altintas 2008).

Tablo 1:Echinococcus turlerinin karakterizasyonu

Yilmaz 2007;

Ozellikler  Echinococcus granulosus Echinococcus
multilocularis

Boyut Erigkini 2-7 mm, nadiren  Eriskini 1,2-4,5 mm

11 mm

Cengel 34-38 14-34

Sayisi

Biyuk 25-49 um 24,9-34 pm

Cengel

Kigik 17-31 pm 20,4-31 pm

Cengel

Eriskin

canh

E. granulosus

Echinococcus

vogeli

Erigkini  3,9-5,5

mm

28-36

49-57 um

30-47 pm

Echinococcus

oligarthrus

Eriskini  2,2-
2,9 mm

26-40

43-60 pm

28-45 pm

E. oligarthrus

Hermafrodit olan erigkin parazitler, son konaklarin bagirsak mukozasina oldukca

sik1 bir sekilde tutunarak yagamlarini burada siirdiirtirler. Parazitin cinsel gelisimi 3-4

hafta igerisinde tamamlanmakta, etkenin tiir ve susuna bagli olarak yumurta iiretimi

28. giinde baslayabilmektedir. Yumurta ihtiva eden gebe halkalar son konaklarin



diskilar1 ile disar1 atilmakta, enfekte konak diskisinda halkalara ilave olarak serbest

yumurtalara da rastlanabilmektedir (Altintas 2004; Sirmali 2005).

4.2.1.Yumurta

Echinococcus yumurtalar1 yuvarlak ya da hafif oval sekilli olup, 30-40 pm
capindadir. Iclerinde alti gengelli embriyo (onkosfer) bulunmaktadir. Onkosferi
embriyofor denen birka¢ katli kilif sarmaktadir. Bu zar olduk¢a kalin olup,
yumurtaya 1sinsal ¢izgili bir goriinim vermektedir. Kabuk olarak da adlandirilan
embriyofor Kkeratin benzeri bir proteinden olusan, gecirgen olmayan ve embriyoyu
dis kosullardan koruyan en Onemli tabakadir. Yumurtalar 151k mikroskobu ile
kopekteki Multiceps ve Taenia yumurtalarindan kesin olarak ayirt edilememektedir
(Ozdemir 2005; Utiik 2005; Erding 2010).

[Echinococels gy N
- ’
- 2.9
» “ o

P o

Sekil 1: Echinococcus granulosus yumurtasi.

http://www.angelfire.com/rock3/vetoben/hastaliklar.html (Erisim tarihi: 26.06.2018)

4.2.2. Metasestod (Larva) Form

Metasestod, ¢imlenme kapsiillerini olusturan, germinal tabakadan olusmus kese
bicimindeki bir yapidir. Protoskoleksler, ¢imlenme kapsiillerinin i¢ duvarlarindan

veya germinal tabakadan gelisirler. KE’e sebep olan metasestod, i¢i "kaya suyu™ da
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denen kist sivisiyla dolu unilokiiler bir kiire bi¢cimindedir. Bu kesenin duvari dista
kiitikiiler (laminar), icte germinal olmak iizere iki farkli tabakadan olusur. Ayrica
viicudun bu kiste kars1 gosterdigi reaksiyon sonucu, en dista kisti ¢evreleyen konaga
ait bir fibroz adventisyal tabaka (perikist-fibréz kapsil) bulunur. Bazen kist koparak
degisik ebatlarda kistler olusturabilmektedir. insanda ise ¢ok biiyiik kistler gelisebilir

ve kistler iginde yavru vezikdller gortlebilmektedir.

Sonug olarak bu larva tipi:

1. Dista kiitikiiler tabaka,

N

. Igte germinal tabaka,

3. Germinal tabakaya baglantili skoleksler

4. Germinal tabakadan kopmus serbest yiizen skoleksler (protoskoleksler),

5. Germinal tabakaya baglantili tireyici kapsiiller,

6. Germinal tabakadan kopmus serbest yiizen iireyici kapsiiller,

7. Serbest iireyici kapsiillerin gelismesi sonucu meydana gelen kiz keseler ve
8. Kist s1visindan ibarettir.

Yasl (eski) kistlerin igerisinde kiz keseler, serbest protoskoleksler, lreme
kapsulleri kist sivisinda bir arada bulunur ve “hidatid kumu” olarak adlandirilir.
Renksiz, kokusuz ve yiiksek oranda antijenik 6zelliktedir. Hidatik siviya “kaya suyu”
da denilmekte olup pH’s1 7,2 -7,4 arasinda ve hafif baziktir. Hidatik kist sivisi
parazitin olusturdugu steril bir stvidir (Ozdemir 2005; Celik 2006; Altintag 2008).
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Sekil 2: Metasestod (Larva) form

http://www.drahmetdobrucali.com/wp-content/uploads/hidatik2.jpg (Erisim tarihi: 10.12.2017)

Resim 1: Kist sivisindaki protoskoleksler (x40) (Orijinal)

4.2.3. Biyolojik Dongu

E.granulosus’un gelisiminde ormansal (silvatik) ve kirsal (pastoral) olmak tizere

iki biyolojik dongu vardir:
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Ormansal dongu: kurt, cakal, tilki gibi yabani karnivorlar ile geyik, karaca
gibi yabani ruminantlar arasinda gergeklesir. E. granulosus’un orijinal formunu
temsil ettigi disiiniilen bu silvatik forma evcil ruminantlarda seyrek rastlanir. Bu

formdaki insan enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla akcigerde lokalize olmaktadir.

Kirsal dongii: Kopek ile basta koyun olmak iizere kegi, sigir, domuz, at gibi
cesitli evcil hayvanlar ve insanlar arasinda goriilmektedir. Bu kirsal popiilasyon

arasinda 6nemli farkliliklar oldugu kaydedilmistir (Altintag 2008).

Echinococcus tiirleri yasam dongiilerini tamamlayabilmek i¢in iki memeli
konaga ihtiyag duyarlar. E.granulosus’un son konagi kopek veya kopekgiller, ara
konagi ise koyun, sigir gibi otgul hayvanlar ve insanlardir. Ara konak olabilen bir
cok memeli tlrline enfeksiyon, yumurtalarin agiz yoluyla alinmasiyla geger.
Yumurtalar seritten koparak ayrilan halkayla veya halkanin daha bagirsakta iken
pargalanmasiyla kopek viicudundan disar1 ¢ikar. Bu embriyonlu yumurtalar alan ara
konaklarin mide ve ince bagirsaklarindaki enzimlerin etkisi ile agilarak embriyon

serbest hale gecer.

Safra, ince bagirsak duvarina tutunan onkosferin etkinlik kazanmasina yardim
eder. Daha sonra g¢engellerin hareketi ile embriyon sindirim sisteminin duvarini
delerek kan damarlari yoluyla karacigere tasinir. Bir kismi burada kalirken digerleri
akcigerlere, burada da tutunamayanlar bobreklere, dalaga, kaslara, beyine veya diger
organlara gidebilirler. Arakonak i¢inde yumurtadan ¢ikan “embriyo” ya da
“onkosfer” yerlestigi organ iizerinde skoleksini kaybeder ve bir torba haline gegerek
biiyiimeye baslar. Biiyiime ¢ok yavas olup 40 giinde 1 mm civarindadir. (Ozdemir
2005; Giindogdu 2005).
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Sekil 3: Echinococcus granulosus’un hayat dongusu

https://etarim.net/hayvansal-uretim/kurbanliklarda-ki-bu-hastaliga-dikkat.html ~ (Erisim tarihi:
09.11.2015)

4.3. ECHINOCOCCUS GRANULOSUS’ UN SUSLARI

4.3.1. Evcil Koyun Susu (G1)

Echinococcus granulosus’un en 6nemli ve en yaygin ara konaklar1 evcil
koyunlardir. Karsilastirmali ¢aligsmalarin biiylik ¢cogunlugu Avustralya, Yeni Zelanda
ve Ingitere’den elde edilen koyun izolatlari iizerinde yapilmis ve sonug olarak adi
gecen bolgelerde E.granulosus’un koyun susunun bulundugu belirtilmistir. G1
genotipi, dinya capinda insan kistik ekinokokkozisinin biylk ¢ogunlugundan
sorumludur (%88,44). (Alvarez ve ark 2014).

Diinyanin ¢esitli bolgelerinden elde edilen érneklerin morfolojik, biyolojik ve
molekiiler tekniklerle incelenmesi sonucunda Avrupa ve komsu iilkelerindeki koyun

susunun ayni oldugu belirtilmistir (Ozdemir 2005). Son yapilan calismalarda bu sus
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E. granulosus sensu stricto tiirii altina dahil edilmistir (Eryildiz ve ark. 2012;
Kinkar ve ark 2016; Gokpinar ve ark. 2017; ito ve ark. 2017).

4.3.2. Tazmanya Koyun Susu (G2)

Gegmiste yapilan morfolojik ve biyolojik ¢alismalar, Avustralya’nin Tazmanya
Adasindaki koyun izolatlarinin Avustralya ve diinyanin diger bolgelerindeki koyun
izolatlardan farkli oldugunu ortaya koymustur. Giiniimiizde yapilan molekiiler
calismalar, Tazmanya koyun susunun (G2) evcil koyun susundan (G1) kesinlikle
farkli oldugunu gostermektedir (Utilk 2008). En son yapilan taksonomik
calismalarda ise bu tur E. granulosus sensu stricto tiiri altina dahil edilmistir
(Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve ark. 2017; Ito ve ark. 2017).

4.3.3. Manda Susu (G3)

Mandalar o6zellikle Asya’da E.granulosus’un yaygin ara konaklaridir.
Metasestodlar genellikle ara konaklarin akcigerlerine yerlesmekte ve yiiksek
fertiliteye neden olmaktadirlar. E.granulosus’un manda izolatlarinin morfoloji ve
biyolojileri ilizerinde detayli calismalar yapilmis ancak bu izolatlarin manda susu
olup olmadigi anlagilamamistir. Elde edilen materyalin ise E.granulosus
canadensis’e yakin oldugu diisiiniilmiistiir. E.granulosus’un manda izolatlarmin en
onemli 6zelligi gebe halkalarinin sadece iki segmente sahip olmasidir (Ahmadi 2002;
Utlik 2008). Arastirmacilarin giiniimiize dayanan genetik calismalarinda bu tiir de G1
ve G2 tirtinde oldugu gibi E. granulosus sensu stricto tlriine dahil edilmistir
(Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve ark. 2017; to ve ark. 2017).
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4.3.4. At Susu (G4)

At susunun morfolojisi, biyolojisi, fizyolojisi, biyokimyasi, metabolizmasi,
molekiiler biyolojisi, konak spesifitesi ve epidemiyolojisi detaylica calisiimis ve
diger suslarla karsilastirllmistir. Gliniimiizde at susunun Avrupa, Ortadogu, Giiney
Afrika, Yeni Zelanda ve Amerika’da bulundugu bilinmektedir. Bu susun son konagi
kopeklerdir. Ancak kizil tilkilerin de hastalifin yayilmasinda roliiniin olabilecegi
iddia edilmektedir. Ara konak spektrumu oldukga dar olup, yalnizca tek tirnaklilar ile
siirlidir. Giinlimiize kadar insanlar1 enfekte eden at susuna rastlanmamistir (Alvarez
ve ark 2014). Atlarda metasestodlarin en ¢ok yerlestigi organ karacigerdir (Utiik
2008). Bu tiur, son calismalarla Echinococcus equinus olarak isimlendirilmistir
(Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve ark. 2017; ito ve ark. 2017).

4.3.5. Sigir Susu (G5)

Rausch tarafindan tiir oldugu kabul edilmeyen ancak morfolojik, biyolojik ve
PZR, PZR-RFLP, RAPD-PZR ve DNA dizileme gibi molekdler tekniklerle net bir
sekilde varligi ortaya konulan sigir susunun giiniimiizde yeniden E.ortleppi adiyla
farkli bir tlr olarak adlandirilmasi yoniinde oneriler dikkate alinmis ve taksonomik
caligmalar sonunda bu sekilde adlandirilmistir. (Eryildiz ve ark. 2012; Goékpinar ve
ark. 2017; Ito ve ark. 2017).

Si1g1r susunun tek son konaginin kopekler, ara konaklarinin ise genellikle sigirlar
ve nadiren de insanlar oldugu bilinmektedir. Bu sus son konakta oldukca hizli bir

gelisim gostermektedir (Utiik 2008).

4.3.6. Deve Susu (G6)

Afrika ve Ortadogu’nun bir¢ok bolgesinde deve E. granulosus’un énemli ara

konaklarindan birisidir. Ayni endemik bolgede bulunan diger ara konaklarda goriilen
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kistlerin aksine develerde goriilen bu formun kistleri fertildir. Deve izolatlar
tizerinde yapilan karsilastirmali morfolojik caligsmalarda bu formla koyunlardan elde
edilen formun rostellar cengellerinin buytkliikleri ve sayilari arasinda 6nemli
farkliliklar bulunmus; bu dénemde arastirmacilar bunu konagin neden oldugu bir
morfolojik varyasyon olarak nitelendirmiglerdir. Daha sonraki yillarda Kenya’da
yapilan c¢aligmalar deve susunun diger suslardan farkli oldugunu ortaya koymustur
(Utiik 2008). Yapilan taksonomik diizenlemeler ile bu tir, Echinococcus canadensis
(G6, G7, G8 ve G10) tdrune dahil edilmistir (Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve
ark. 2017; ito ve ark. 2017).

4.3.7. Domuz Susu (G7)

Domuz susunun varligi, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Macaristan, Eski
Yugoslavya ve Polonya gibi Avrupa iilkeleri ve Eski Sovyetler Birligi’nde yapilan
calismalarla ortaya konmus ve giiniimiizde yapilan molekiiler c¢alismalarla da
desteklenmistir. Domuz susunun dogal son konaklarmin kopekler oldugu
bilinmektedir. Ancak yapilan deneysel ¢alismalarla glimiis tilkilerinin de domuz susu
ile enfekte olabildikleri ve wvahsi karnivorlarin domuz susuna konaklik
yapabilecekleri belirtilmistir (Utik 2008). Bu tiir, giiniimiizde Echinococcus
canadensis (G6, G7, G8 ve G10) tirlne dahil edilmistir (Eryildiz ve ark. 2012;
Gokpinar ve ark. 2017; Ito ve ark. 2017). Echinococcus canadensis iginde yer alan
G7 susunun dinya Uzerindeki yayginliginin E.granulosus sensu stricto’ya kiyasla
nispeten simirli oldugu, daha c¢ok Orta ve Dogu Avrupa’da yaygin oldugu
anlagilmigtir. Domuz susu olarak da bilinen G7’nin insan1 enfekte eden en yaygin
ikinci sus oldugu belirlenmistir (Gokpmar ve ark 2017). G7 genotipinin, Dogu
Avrupa Ulkelerinde parazitin domuzlarla bulastigi ve kistik ekinokokkozis

vakalarinin %3.73'Unden sorumlu oldugu bildirilmistir (Alvarez ve ark 2014).

E.granulosus igindeki genetik varyasyona iligskin bilgiler kullanilarak parazite ait
mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) geninin 366 bp bolgesi ile
NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) geninin 471 bp boélgesindeki farkliliklar

temel alinarak baslangigta yedi farkli genotip belirlenmistir. Son yillarda yapilan
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calismalarla E.granulosus’un G1-G10 arasinda genotipi tanimlanmis ve bes ana tir
altinda toplanmistir. Bunlar: E. granulosus sensu stricto (G1, G2 ve G3),
Echinococcus equinus (G4), Echinococcus ortleppi (G5), Echinococcus canadensis
(G6, G7, G8 ve G10) ve Echinococcus felidis’dir (Ito ve ark. 2017; Ahn ve ark
2017).

4.4. EPIDEMIiYOLOJi

Kistik ekinokokkozis, diinyanin birgok iilkesinde o&zellikle koyun ve sigir
yetistiren iilkelerde yaygin olan ve insan topluluklari i¢in 6nemli bir halk saglig
sorunu olusturan paraziter hastaliktir. Bu enfeksiyonun yiiksek prevalansi iilkelerin
yetistirdikleri koyun-kegi siiriilerinin ¢okluguna baghdir. Ayrica bu yiiksek
prevalansta insan-kopek arasindaki zincir de oldukca Snemlidir (Ozdemir 2005,
Sirmali 2005). KE’nin en sik yerlesim yeri karacigerdir (%60-70). Burada
tutunamazsa akcigerlere (%20-25) geger, ardindan sistemik dolasima katilarak
herhangi bir organa ulagabilir (%10). Yerlestigi organda hidatik kist olusturur.
Akcigerde siklikla sagda ve alt loblarda yerlesir. Akcigerlere ulasma hematojen,

lenfatik, transdiyafragmatik ve nadiren inhaler yolla olabilir.

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde farkli ara ve son konaklarda E.granulosus’un
genotiplendirilmesine iliskin ¢alismalar mevcuttur. Tirkiye’nin de yer aldigi
Akdeniz havzasinda ara konaklarda G1-G3 genotipi yaygin olarak gorilmektedir.
Tirkiye’nin  farkli cografi bolgelerinde degisik arakonaklardan elde edilen
E.granulosus izolatlarinin molekiler yodntemlerle genotiplendirilmesine iliskin
calismalarda koyun, yabani koyun (muflon), sigir, keci, deve, manda ve atta G1-G3,
katirda G4 (18), insanda ise G1-G3 ve G7 susu tespit edilmistir. (GOkpinar ve ark.
2017). Ulkemizde her bolgede bulunabilmektedir. Prevalansin 100 000’de 50,
insidansin ise 100 000°de iKi civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Altintas 2004;
Yildiz ve ark.2010).

Hastaligin epidemiyolojik yonden incelenmesinde su 6zellikler 6nemlidir;
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4.4.1. Kisi Ozellikleri

a) Yas: Kistik ekinokokkozis, her yasta goriilebilmekle birlikte esas
olarak eriskin yas grubunun hastaligi olarak bilinmektedir. Yapilan bazi
calismalarda Kistik ekinokokkozisli hastalarin yaslar1 {i¢ ile 70 arasinda
degismekle birlikte, vakalarin cogunun 20-44 yaslari arasinda oldugu

belirtilmistir (Eroglu ve ark. 2016; Khachatryan 2017).

b) Cinsiyet: Kistik ekinokokkozis, hem erkek hem de kadinda
goriilebilen bir hastaliktir. Kadinlarda daha sik goriilir (Yilmaz ve Babiir

2007; Eroglu ve ark. 2016; Khachatryan 2017).

c) Meslek: Kistik ekinokokkozis hayvanlarin ve insanlarin ortak
hastaligt oldugu i¢in ve hastaligin kaynagr hayvanlar oldugu i¢in
hayvancilikla ilgili islerde ¢alisanlarda daha sik gérilmektedir.

d) Etnik grup: Kopek beslemenin yaygin oldugu yerlerde Kistik
ekinokokkozis prevelansinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Cogu miisliiman
ulkelerde Kistik ekinokokkozis yaygindir ¢iinkii kontrolsiiz hayvan kesimi
(kurban, adak) yaygindir. Bu kesimlerde hayvanlarin i¢ organlart belli bir
denetimden gegirilmeksizin ortama birakilabilmekte ve dolayisiyla parazitin

yasam dongiisiine katkida bulunulmaktadir.

e) Egitim, sosyo-ekonomik duizey: Kist hidatik hastaligi daha ¢ok
diisiik sosyo- ekonomik diizeydeki ve egitimi az olan toplumlarda
goriilmektedir. Bu oOzellik kisilerin meslekleri ile ilgili olabilecegi gibi,

hastaliga kars1 koruyucu 6nlemlerin yeterince alinmamasi sonucu da olabilir.
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4.4.2. Kistik Ekinokokkozis’in Bulasma Yollar:

E. granulosus’ta kopek son konaktir. Son konakta erigkin serit sayis1 fazladir.
Her giin bir serit halkas1 diski ile atilmakta olup, her halkanin 400-1000 yumurta
icerdigi kabul edilmektedir. Yumurtalar nemli ortamda bir yil kadar canli
kalmaktadir. Yumurtalar ara konakta gelistiklerinde kist sayist ve kistlerdeki
protoskoleks sayisi fazladir. Bu ise son konakta parazit sayisinin fazla olmasini

saglar (Ozdemir 2005).

Cevre kosullar1 da bulasma sikligini belirler. Yoreler ve {lilkeler arasinda
kontrolstiz hayvan besleme ve kesim yapma faaliyetlerinin enfeksiyonu yaymada
onemli rolii vardir. Mezbahalarda, hayvan kesimlerinin kosullara uygun yapilmasi ve
sakatatlarin kopeklere atilmamasi gerekmektedir. Evlerin bahgelerinde kesilen
kurbanlarda da bu durum aynidir. Bunun i¢in derin ¢ukurlar agilmalidir ve 6zellikle

kistli organlar uygun yontemlerle gémilmelidir (Ozdemir 2005; Celik 2006; ).

4.4.3. E. granulosus’un Yaygimhgi

Dinyada:

Parazit prevalansinin en yiiksek oldugu bolgeler Avrasya, Afrika, Avustralya ve
Guney Amerika’nin bazi bolgeleridir. Enfeksiyonun endemik olarak gorildigi
bolgelerin yaninda sporadik olarak da saptanabildigi, Gronland ve izlanda’da ise
parazite hig¢ rastlanmadig: bildirilmistir. Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda E.granulosus’un
Kuzey Amerika’da domuzlarda %0,27, geyiklerde %2; Giiney Amerika’da
kopeklerde %2,1-19,7, sigirlarda %0,9, koyunlarda %0,47-18, evcil domuzlarda
%0,23; Avrupa’da kopeklerde %1-8,1, tilkilerde %1,8-35, sigirlarda %0,04-70,
koyunlarda 9%1,2-100, kegilerde %15,4-65, yaban domuzlarinda %3,5, evcil
domuzlarda %0,001-20,8, atlarda %1,7-9,3, geyiklerde %0,013-2,6; Afrika Kitasinda
kopeklerde %22-72, sigirlarda %0,002-46, koyunlarda %0,3-96,3, kecilerde %0,05-
56,4, evcil domuzlarda %0,003, develerde %2-61,4; Asya kitasinda kopeklerde
%10,2-48, tilkilerde %5-48,7, sigirlarda %0,05-38,9, koyunlarda % 2,1-71, kecilerde
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% 2,2-12,7, evcil domuzlarda %7,7, develerde %4,7-58,9, geyiklerde %2,1;
Avustralya kitasinda kopeklerde %86,9-100, tilkilerde %7-50, koyunlarda %0,66,

yaban domuzlarinda %18,9-49 arasinda yaygin oldugu belirlenmistir (Ozdemir 2005;
Celik 2006).
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Sekil 4: Kistik ekinokokkozisin Diinyadaki yayginhg: (Eryildiz 2010).

Tirkiye’de:

Hidatik kist hastaligi prevalansi Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde farkliliklar
go6stermektedir. Bu durum kirsal-kentsel dagilimin farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Kirsal bolgedeki mevcut ¢evre kosullari parazitin yasam dongiisiinii tamamlayici
ozelliklere sahip oldugu icin bu bolgelerdeki hastaligin yayginligi daha fazladir
(Ozdemir 2005; Celik 2006).

Ulkemizde KE’e, veteriner kontroliinde olmayan sokak kopeklerinin yaygimlig
ve gerekli Onlemlerin alinmamasi nedeniyle oldukca sik rastlanmakta, verilerin
bliylik c¢ogunlugu hastane kayitlarina dayanmaktadir. KE, {lkemizin bir¢ok
bolgesinde gorilmesine karsin, AE soguk iklimli ve ¢ok yiiksek yerlesimli dogu
bolgelerimizle sinirli kalmaktadir (Celik 2006).
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Saglik Bakanlig1 verilerine gére 1987 ve 1994 arasinda, hastanelerde 21303 KE
vakasit bulunmustur. Yillik ortalama ise 2663 olarak tespit edilmistir. Yaklasik 61
milyon niifusta, ortalama yillik insidans 100 000’de 4,4 tiir.Yapilan bir ¢alismada ise
Tirkiye’de 2001-2005 yillar1 arasinda toplam 14789 KE olgusu bildirilmistir
(Ery1ldiz 2010).

4.5. EKINOKOKKOZIiS’IN KLINiGi

45.1. Klinik Belirtiler

Kistik ekinokokkozisin ¢ok genis olmayan klinik bulgu ve belirtileri vardir.
Klinik tablo ¢ok farkl1 olabildigi gibi her yasta ve her oranda gériilebilmektedir. lyi
huylu veya agir bir hastalik olabilir ya da kronik, subakut veya bazen acil tedavi
gerektirebilir. Endemik olmayan bdlgelerde ¢ok zayif klinik siiphe uyandirir.
Bunlarin dogrulugu ancak goriintiileme teknikleri ve seroloji ile onaylanir (Ozdemir

2005).

Insanlarda kistin baslica yerlesim yerleri karaciger (%66) ve akcigerdir (%22).
Kistlerin daha az goriildiigii doku ve organlar ise kemik (%2), bobrek (%3), beyin
(%1), kalp, dalak, kas ve tiroid (%6) olarak siralanmaktadir Kist olusumunun
baslangi¢c doneminde kistler genellikle sessiz seyretmekte ve 5 cm ¢apa ulasincaya
kadar herhangi bir belirti vermemektedir. Ayrica yas, immun sistemin durumu,
konaga ait diger hastaliklar ve parazit susuna bagli olarak patolojik seyrin

degisebildigi gosterilmistir (Celik 2006; Khachatryan 2017).

KE’de kist yapist genelde unilokiilerdir. Nadiren multivezikiiler de olabilir.
Unilokiler form biiyiidiikge iginde ¢ok sayida kiz vezikiiller olusturur. Kistler
basinca bagli olarak iist abdominal bolgede agri, hepatomegali, safra salgisinda
azalma, bilier siroz, Budd-Chiari Sendromu, portal hipertansiyon ve asiditeye yol
acabilir. Akcigerde yerlesim gosteren olgularda kronik oksurik, balgam, dispne,
gogls agrisi, hemoptizi goriilebilir. Kist enfekte olursa akciger absesi gelisir. Klinik

muayene tek basina yeterli degildir. Eger bazi olgularda karaciger biiyiimesi ve
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eozinofili saptanmigsa “tipik” bir hastalik 6zelligi yoktur. Boyle hastalar genelde 30-
50 yaslarinda, endemik bolgelerde yasayan veya o bdlgeden gelen, nispeten genel
saglik durumu iyi fakat kronik abdominal agri, huzursuzluk ya da pulmoner distresi

olan kisilerdir (Ozdemir 2005; Celik 2006; Ahmadi 2006).

Hastalik ¢ogu kez asemptomatik seyreder. Semptomlar cogunlukla kistin
yerlesimi veya biiylikliigline baglidir. En tanisal semptom kist sivisi veya
membranlariin disar1 atilimasidir. Bu, kistin delindigi anlamina gelir. Perforasyon

sonrasi hastanin genel durumu bozulabilir (Erding 2010).

4.5.3. Kistik Ekinokokkozis Tanisi

Giliniimiizde KE’nin  tamisinda  radyolojik  ve  serolojik  ydntemler
kullanilmaktadir. KE’li olgularin yaklasik %65’inin bulgu vermemesi nedeniyle
genellikle baska hastaliklar aragtirilirken tesadiifen saptandigi ve 6zellikle erken tani
konulmadiginda hayati organlara yaptigi doku hasar1 ve komplikasyonlarla ciddi
saglik sorunlari olusturarak hastalarin %1-2’sinin 6liimiine yol actig1 bildirilmektedir

(Ertabaklar 2012).

Khachatryan, 2017°de yaptig1 epidemiyolojik arastirmada 10 ayr1 yas grubunda
1470 hasta incelemis ve bunlarda morbidite/mortalite oranlarini gostermistir.
Caligsma sonuglara gore; hastaligin en ¢ok 50-59 yas grubunda ortaya ¢iktig1 daha
sonra sikligin 60-69 yas ve 11-16 yaslar1 arasindaki kisilerde goriildiigii belirtilmistir.
Hastaligin 11-16 yas grubunda ise en hizli ilerledigi belirtilmistir. Bu durum
hastaligin yedi yas altinda nadir goriildiigiinii diistindiirmiistiir. Calismada yer alan en
kiigiik cocuk ise li¢ yasindadir. Bes hastada (%26,3 ) parazitik Kistin spontan rlpturi
sonucu Oliim tespit edilmistir. Bu hastalardan ikisinde kist igeriginin karin bosluguna
dokiilmesi nedeniyle anafilaktik sok gelismistir. Uc hastada ise peritonit, plorezis ve
kalp zari iltihabi gibi septik komplikasyonlar tespit edilmistir. Ornegin 15 yasindaki
bir kadin hasta yemek sirasinda aniden bilincini kaybetmis ve hastaneye giderken
hayatin1 kaybetmistir. Yapilan otopside hastanin sag akcigerinde dev bir riiptiire kist

saptanmistir.
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Hastalardan besi kist sivisindan enfeksiyon kaparak dlmiistiir. Dokuz yasindaki
bir hasta karaciger yetmezliginden hayatin1 kaybetmistir. Ani Oliimlerin diger
nedenleri kalp lezyonlaridir (Khachatryan 2017). Calisma KE’de erken tanmi ve
zamaninda hastaneye yatisin 6liim vakalarinin azlatilmasinda ¢ok 6nemli oldugunu
gostermistir. Ayrica semptomlarin iyi ayirt edilmesi ve hastalik hakkinda yeterli
bilgilendirmenin yapilmasi da 6lim vakalarinin 6niine geg¢ilmesinde Onemli rol

oynamaktadir.
Kistik ekinokokkozis tanisinda ;
e Epidemiyolojik veriler
o Kilinik belirtiler
e GOruntileme yontemleri
e Direkt tan1 yontemleri
e Serolojik yontemler

e Molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir (Y1lmaz 2007).

4.5.3.1. GOruntileme yontemleri

4.5.3.1.1.Ultrasonografi (USG)

Giintimiizde KE, USG sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Fakat USG’nin ¢ok iiretken
bir teknik olmadigi ve sonucun kullaniciya, alete ve hastaya bagli oldugu, ayrica
KE’in ayiric1 tanisinda teknik yetersizlikleri bulundugu gergektir (Ozdemir 2005;
Celik 2006).

1970’lerin sonlarinda USG’nin ortaya ¢ikisi ile karaciger kistlerinin saptanmasi
ve nadir non-parazitik kistlerden (retansiyon Kistleri, proliferatif lezyonlar ve
konjenital lezyonlar) ve malign, inflamatuar dejeneratif ve travmatik psodokistlerden
ayirici tanist biraz daha kolaylagmistir. Gliniimiize kadar KE’in USG goruntisu ile
ilgili farkli siiflandirmalar yapilmustir, fakat genel bir fikir birligi vardir (Ozdemir
2005; Celik 2006).
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Unilokuler kistik lezyon (CL) : Uniform anekoik kist i¢erigi mevcuttur. Kist

duvar1 goriilmez ve kesin bir sekilde smirlanmamustir. Ayirict tan1 yoktur (Ozdemir

2005; Ahmadi 2006).

Tip CEL: Uniform anekoik kist icerigi olan unilokiiler kist vardir. Kist duvari

gorilur. Yuvarlak ya da ovaldir. Aktiftir. USG patognomiktir (Ozdemir 2005).

Tip CE2: Multivezikiiler, multiseptali kist vardir. Multiseptalardan ve kiz
keselerden dolay1 tekerlek benzeri veya bal petegi goriiniimiindedir. Kist duvari

gorilur. Yuvarlak ya da ovaldir. Aktiftir. USG patognomiktir ( Ozdemir 2005).

Tip CE3: Kiz kistler icerebilen unilokiiler kist vardir. Kist i¢i basincin
azalmasindan dolayr yuvarlaklik azalmistir. USG patognomiktir (Ahmadi 2002;
Ozdemir 2005).

Tip CE4: Heterojenik hipoekoik ya da hiperekoik degisiklik vardir. Kiz vezikiil
yoktur. Dejenere membrandan dolayr yiin goriiniimii olabilir. Inaktiftir. Cogunda
protoskoleks yoktur. Patognomik degildir (Ahmadi 2002; Ozdemir 2005).

Tip CE5: Kist kalin kalsifiye duvarla karakterizedir. Koni seklinde bir golge
vardir. Kalsifikasyon tam ya da kismi olabilir (Ozdemir 2005).
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CE2

Ce4 CES

Sekil 5: Kist tiplerinin ultrasonografik goruntileri

(Meeting Of The Who Informal Working Group On Echinococcosis (WHO-IWGE)
Who Headquarters, Geneva, Switzerland 15-16 December 2016)

4.5.3.1.2. Bilgisayarh tomografi (BT)

1970’lerin sonlarindan beri KE’in tanisinda kullanilmaktadir. Bilgisayarh
tomografi; herhangi bir organi izleme olanagini sunmasi, daha kiiciik kistleri
saptamasi, boyutlarin1 6lgmesi, kisti kesin lokalize edebilmesi ve parazitik kist
olusumlarin1 parazitik olmayanlardan daha kolay ayirt edilebilmesi o6zellikleri
nedeniyle USG’ye oranla daha tstiindiir. Ancak BT yuksek maaliyeti nedeniyle bazi
endemik ulkelerde kisith kullanilmaktadir (Ozdemir 2005; Altintas 1999)
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4.5.3.1.3. Manyetik rezonans (MR)

Ameliyat sonrasi residiiel lezyonlarin, niikslerin ve ekstrahepatik infeksiyonlarin
degerlendirilmesinde iyi bir goruntileme yontemidir. Bu olgular disinda kullanimi
olduk¢a azdir. BT veya USG’den daha iistiin olmadigi bildirilmektedir. Rutinde
kullanilan MR goriintiilleme sekanslar1 ile tip 1 hidatik kistlerin basit kistlerden

yeterli derecede ayirt edilemeyecegi belirtilmistir (Celik 2006; Orug 2010).
4.5.3.1.4. X-ray muayeneleri

Akciger KE’inde ve sporadik olarak herhangi bir yerdeki kalsifiye lezyonlar
belirlemede 6nemli bir yoéntemdir. Anjiografi, intravendéz veya perkitan
kolanjiografinin, ginimizde yerini endoskopik retrograd kolanjiopankreatografi
(ERCP)’ye biraktig1 diisiiniilmektedir (Celik 2006).

-
g;

Sekil 6: Akcigerdeki kistin X-Ray gorintusu

http://www.solunum.org.tr/solunum2009/poster/html/EP-158.html (Erisim tarihi: 08.12.2017)
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4.5.3.2.Serolojik yontemler

45.3.2.1. Casoni deri testi: Ilk kez 1912 yilinda Casoni tarafindan kullanilan
Casoni deri testinde derinin igine insan veya hayvan kokenli steril kist sivisi
verilmektedir. Her ne kadar bazi aragtirmacilar kist hidatik olgularmin %85-95 'inde
Casoni testini pozitif bulduklarini bildirseler de bu intradermal test olgularinin %56-
65'inde pozitif ¢ikmaktadir. Akciger kistlerinde ise Casoni pozitifligi %50
civarindadir. Bununla beraber Casoni test sonuglarinin degeri diigiiktiir. Ciinkii testte
kullanilan antijenin yiikksek azot ve protein konsantrasyonuna sahip olusu ve kan
grubu maddeleri agisindan zenginligi nedeniyle %30-40'a varan yalanci pozitiflik ile
karsilagilmaktadir. WHO’nun 6nerisiyle uzun yillardir kullanilmamaktadir (Erding
2010).

45.3.2.2. Kompleman birlesmesi: (Weinberg testi) Ilk kez 1906 yilinda
Ghedini tarafindan kullanilmistir. Bagisik serumdaki antikor, ekinokok antijeninin
varliginda komplemani1 baglamaktadir. Weinberg testi tiim kist hidatik olgularinin
%62'sinde, akciger kistli olgularin ancak %32-38 'inde pozitif ¢cikmaktadir. Weinberg
testinde antijenin standardize edilmesinde bazi problemler vardir. Hidatik kist
stvisindaki bazi bilesikler dogrudan kompleman aktivasyonuna yol ag¢tigindan yanlis

pozitiflik siktir. Testin 6zgilligi %77-78 dizeyindedir (Altintas 1999).

4.5.3.2.3. Lateks aglutinasyon testi: Ik kez 1960 yilinda kullanilan bu testte
ekinokok antijenleri ile kaplanmis lateks partikiilleri kullanilmaktadir. Hasta serumu
ile karsilagsan lateks partikilleri on dakikada ¢okmektedir. Test daha ¢ok pratikligi
nedeniyle seroepidemiyolojik ¢alismalar igin kullanilmistir. Testin duyarliligt %83,
ozgiilligi ise %94'diir (Altintas 1999).

45.3.2.4. indirekt hemagliitinasyon testi (IHA): Testte tannik asitle
duyarlilastirilmis eritrositlerin yiizey gerilimlerinin degismesi sonucu antijen tutma

Ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Antijen ile kapli koyun eritrositleri hasta
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serumuyla karsilasinca ¢cokmektedir. IHA ilk kez 1957 ‘de Garabedian ve arkadaslari
tarafindan kullanilmisg, 16 hasta olgunun 13 'tinde (%81) pozitif bulunmustur. Testin
duyarliligi genellikle %80-94 arasinda degismekle beraber %54, %56 veya %65 gibi
diisiik duyarlilik orani bulunan g¢alismalar da mevcuttur. Bununla beraber testin
ozgilligi %92-100 arasinda degismektedir (Altintas 1999).

45.3.2.5. Indirekt immiinofluoresan test (IFAT): Fluorescein izosiyanat,
fluorescein izotiyosiyanat veya Rodamin B200 gibi fluoresans verici maddelerle
isaretlenmis antikor, antijen ile baglaninca fluoresan mikroskop altinda goriilebilir
hale gelmektedir. Pozitif preparatlar sari-yesil fluoresans vermektedir. Kist hidatik
tamisinda IFAT 1 ilk kez 1964 yilinda Azevedo ve Rombert kullanmistir. Testin
duyarliligi %90-98, 6zgiilliigi %95-98 civarindadir (Altintag 1999).

45.3.2.6. ELISA: ELISA testinde polistren plaklara emdirilmis antijen
molekilleri ve antiimmiinoglobulin eklenmis renksiz enzimin bulundugu ortama
hasta serumu dokilir. Serumda antikor varsa antijen-antikor-anti-immanoglobulin
kompleksi olusur ve enzim kromojen madde bagli substrat ile birlesir. Test
spektrofotometre ile degerlendirildiginde absorbans élglimleri baz alinir ve belli bir
esik degerin (cut-off) listli pozitif olarak kabul edilir. ELISA sonucu ¢iplak gozle de
degerlendirilebilir (Altintas 1999; Kdoksal 2004).

45.3.2.7. Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE): Bu teknikle mikroorganizma protein ekstraktlarinin molekiil agirliklarina
gbre migrasyonel ayristirmaya tabi tutularak fraksiyonize edilmeleri saglanir. Bu
yontem bir yandan antijenik profillerin tespitine imkéan saglarken, diger yandan
fraksiyonlarin nitroselliloz asetat membrana kopyalanarak immobilize edilmeleri ve
bu fraksiyonlara karsi hasta serumunda olugsmus antikorlarin tespitine de imkan

vermistir.
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4.5.3.2.8. Ko-aglutinasyon: Serumda ekinokok antijeninin olup olmadigini
gosteren bir testtir. Testte 1gG'nin Fc kismini, tagidigi A proteini ile baglayabilen
Staphylococcus aureus Cowan 1 susu kullanilir. Tavsanlar islenmemis kist sivisi ile
immiinize edildikten sonra serumlar1 alinir ve anti-ekinokok antikorlar1 igeren
hiperimmiin serum iretilmis olur. Mueller- Hinton agarda uretilen S. aureus Cowan
1 susu formalin veya 1s1yla 6ldiiriiliip hiperimmiin seruma maruz birakilir. Bu seruma
esit miktarda hasta serumu dokiiliince mikroskopta bakterilerin kiime kiime
yigildiklar1 goriiliir. Test ucuz ve kullanilan materyal 1siya dayaniklidir. Testin

duyarliligi %95, 6zgillugi %84'dur (Celik 2006).

4.5.4 Kist Hidatikte Tedavi

Tedavi; cerrahi tedavi, Perkiitan Aspirasyon Injeksiyon Reaspirasyon (PAIR) ve
medikal tedavi olmak iizere ii¢ sekilde yapilabilir. Bazi durumlarda bu tedaviler
kombine sekilde de uygulanabilir. Antihelmintik tedavinin, 7 mm c¢aptan kigcuk, izole
kistler icin minimal adventisyel tabakanin olmasi durumunda etkili oldugu
bildirilmektedir. Komplike, yavru kistleri olan veya kalsifiye, kalin adventisyel
tabakali kistlerde ise ilagla tedavinin daha az etkili oldugu goriilmektedir (Celik
2006).

Hastaligin kontrolii agisindan 6nemli noktalardan bir tanesi metasestodlara karsi
etkin kemoterapotiklerin gelistirilmesidir. Ancak metasestodlara karsi etkin
kemoterapotiklerin bulunmamasi nedeniyle en radikal tedavi kistlerin cerrahi

mudahale ile uzaklastiriimasidir (Ahmadi 2006).

45.4.1. Cerrahi tedavi

Insanda KE igin esas olarak cerrahi tedavi (drenaj, kistektomi veya karaciger
rezeksiyonu) birinci secenektir. Ozellikle riiptiir ve siiper enfeksiyon gelisen kist
hidatikte kesin tedaviye gitmede ilk tercihtir. Operasyon esnasinda mortalite %3-5

dir. Cerrahinin basarisinin; kistin sayisi, biytikliigii, organ yerlesimi, kistlerin
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durumu ve hastanin genel durumuna bagl olarak degistigi bildirilmektedir (Celik
2006; Orug 2010).

4.5.4.2. PerkUtan, Aspirasyon, Injeksiyon, Reaspirasyon (PAIR)

PAIR, Perkiitan, Aspirasyon, Injeksiyon, Reaspirasyon kelimelerinin bas
harflerinden olusmaktadir. Ilk olarak 1983 yilinda uygulanmaya baslanmustir. Kiste
perkiitan yolla girilip aspire edildikten sonra skolisidal ajanlarin verilip tekrar aspire
edilmesi iglemidir. Skolisidal ajan olarak degisik ajanlar (hipertonik salin, ethanol,
polidocanol) kullanilabilir. Islemin kanama, diger dokulara mekanik hasar, iltihap,
kist sivisinin sizmasina bagh allerjik reaksiyon ve anafilaktik sok, yayilima bagh
sekonder ekinokokkozis, bilier fistiil (ani kistik dekompresyona bagli) gibi riskleri
vardir (Koksal 2004).

4.5.4.3. Tlacla tedavi

Ameliyatin miimkiin olmadigi durumlarda kemoterapi tek segenektir. Bunlar
omurga, pelvis gibi hayati organlar ile birka¢ organda birden fazla sayida kisti
bulunan hastalar1 kapsamakta ve uzun siireli kullanimi gerekli kilabilmektedir. Kist
hidatik hastaliginin tedavisinde Mebendazol, albendazol, flubendazol, thiobendazol,
cambendazol gibi ilaclar kullanilmaktadir. Bu grupta bulunan mebendazol ve
albendazol’lin etkisi diger ilaglara gdre daha gii¢liidiir ve glinlimiizde kullanilan

ilaglar bunlardir. (Ozdemir 2005, Altintas ve Doganay 2009).

Eger kistler kemikte yerlesmis ise kemoterapi daha az etkili olmaktadir. Bugiine
kadar 2000’nin iizerinde KE’li hasta tedavi edilmistir. Kemoterapiye basladiktan
itibaren 12 aylik bir siire iginde takibi yapilan hastalarda; %10-30 oranda Kkist
tamamen kaybolmus (sifa), %50-70 oranda kist dejenere olmus ve/veya Kkist
kiiclilmiis, %20-30 oranda ise kistte morfolojik bir degisiklik gézlenmemis, tedavi
edilememistir. Kemoterapi geng hastalarda yasl hastalara oranla daha etkilidir. Aym
zamanda ince laminar tabakasi nedeniyle kiigclk Kistlere veya sekonder Kistlere de

kalin duvarlt kistlerden daha fazla etki etmektedir. Bu nedenledir ki, kemoterapideki
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problem yalnizca ilacin etkisine kars1 metasestodun duyarli olmasi degil, asil 6nemli
olan ilacin parazitin i¢inde planlanan kisma ulasilabilirligini gelistirmektir. Ancak
ilag tedavisinin bugilinkii durumu ile cerrahi ve perkiitan tedaviye secenek olmasi pek
olagan goriilmemekte ve sinirli hastalarda kullanilmasi gerekmektedir. Kemoterapi
hastanin tedaviye yanitina, klinik gelisimine, kistteki goriiniir hasara ve meydana
gelebilecek karsit reaksiyonlara bagli olarak bireysel olmalidir. Ciinkii benzimidazole
tiirevlerinin siganlarda teratojenik, insanlarda ise hepatotoksik ve genotoksik etkileri
olabilecegine dair c¢alismalar bulunmaktadir. WHO’nun 2001 yilinda yayinlamis
oldugu kilavuz kitaba gore 2000’in tizerinde hastanin tedavisinde kullanilmig olan iki

benzimidazol tirevi;

e Albendazole (ABZ) (Eskazole® , Zentel ® ; 400 mg tablet ve %4
siispansiyon, Smith Kline Beecham, Ingiltere)
e Mebendazole (MBZ) (Vermox®, 500 mg tablet, Janssen

Pharmaceutica, Belgika)’ diir.
WHO tarafindan 6nerilen oral kullanim sekli;

e Albendazole: 10-15 mg/kg/gin, ikiye bolinerek verilmesi.
Erigkinlerde; 800 mg/giin iki kez 400 mg doz olup, 1 ay uygulandiktan sonra
14 giin ara verilmelidir. Tek yada multipl kistli hastalarda gerekiyorsa 3 yada
6 ayhk bir sire kullanilmasi Onerilmektedir. Ancak Cin’de yapilan
caligmalarda 3-6 ay hatta 2 yila yakin bir siire siirekli tedavi uygulandig: ve
yan etkilerde de bir artis gozlenmedigi bildirilmistir. Son yapilan
karsilastirmali ¢alismalar bu tedavi seklinin mebendazole ile tedaviden daha
etkili moldugunu gostermistir.

e Mebendazole: 40-50 mg/kg/gun, ¢ boltnerek verilmesi. 3-6 ay sire
ile uygulanmasi Onerilmektedir. Hayvan deneylerinde Echinococcus
metasestodlarina karst MBZ’un etkinliginin serum ila¢ konsantrasyonu ve
tedavi siiresi ile dogrudan etkili oldugu gosterilmistir. insanda ise MBZ ve
ABZ’un serum ilag diizeylerinin kisiden kisiye degistigi ve oral doz ile ilacin
etkisinin degisken oldugu goriilmistiir. Yagl yiyecekler yenildiginde ilacin

bagirsaklardan emilinde artis oldugu bildirilmistir.
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Praziquantel (PZQ) (Biltricide® , Bayer, Almanya), KE hastalarinda
benzimidazole’ler ile  birlikte  kullanilmasi  Onerilen  bir  heterosiklik
pyrazinoisoquinoline derivesidir. PZQ iyi tolere edilen, daha az toksik ve ABZ’den
daha iyi abzorbe edilmektedir. Ameliyat esnasindaki sizintilar1 6nlemede PZQ
kullanim1 6nerilmektedir. Hastaya operasyondan bir ay énce ABZ (10 mg/kg/giin) ve
PZQ (25 mg/kg/giin) birlikte verildiginde, ABZ’in yalniz verilmesine oranla cansiz
protoskolekslerin goriilmesinde artis oldugu gozlenmistir. Ancak yine de daha fazla

calisma yapilmasi gerekliligi vardir. (Altintag ve Doganay 2009).

45.5. Korunma ve Kontrol

Kistik ekinokokkozise karsi korunmada yalniz devletge oOrgiitlendirilmis, iyi
planlanmus, sistemli, bilgili ve siirekli bir uygulamayla basarili bir sonug alinabilir.

Bu koruma (¢ yonde yapilir:
1) Insan ve evcil hayvanlara bulasmay: 6nlemek,

2) Insan ve evcil kesim hayvanlar1 i¢in bulasim kaynagi olan képeklerden

bulagmasini 6nlemek,

3) Echinococcus granulosus’un tamamen yok edilmesi (eradikasyon) (Ozdemir
2005).

Kist hidatik sadece saglik sorunu olarak kalmayip, saglikla beraber milli
ekonomiyi de olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle de sosyo-ekonomik bir
sorun olarak ele alinmali ve gerekli ¢oziim yollar: {izerinde durulmalidir (Ozdemir

2005).

4.6. ECHINOCOCCUS GRANULOSUS SUSLARININ
GENOTIPLENDIRILMESI

Echinococcus granulosus suslarimin genotiplendirilmesi i¢in yapilan molekiiler
epidemiyolojik calismalarda; PZR, PZR-RFLP, PZR-SSCP, RAPD-PZR, RT-PZR
(QPZR), Nested PZR, Multipleks PZR, Reverse Transkriptaz PZR (RT-PZR)
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Southern Blot, DNA Dizileme ve ddF (Dideoksi parmakizi) gibi birgok teknik
kullanilmistir.  Yapilan mitokondrial COl ve NADI1 sekans calismalarina gore
Echinococcus granulosus’un 10 farkli genetik tipi (G1-G10) tanimlanmistir.
Giliniimiizde ise bu genotiplerin bazilar1 ayni sus altinda toplanmis ve bes sus

belirlenmistir (Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve ark. 2017; Ahn ve ark 2017).

Mitokondriyal Cytochrome C Oxidase Subunit 1 (COI) Geni

Sitokrom c¢ oksidaz, oksijenin suya indirgenmesini katalize eden solunum
zincirinin bilesenidir. Alt birimler 1-3, enzim kompleksinin fonksiyonel ¢ekirdegini
olusturur. CO I, enzimin katalitik alt birimidir. Bu genin 366 bp’lik kism1 gesitli

molekiiler yontemlerle ¢alisilarak sus tayini yapilmaktadir.
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| ‘*T— LHON ¢4,160) | '
. N ‘
|\ ND2 W, Lion B :
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ATPase8S

Sekil 7: Mitokondriyal Cytochrome C Oxidase Subunit 1 (COI) Gen

(https://www.google.com.tr/search?q=Mitokondriyal+Cytochrome+C+Oxidase+Subunit+1+(COI)+Geni&r
1z=1C1ASUT enTR738TR738&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiKkZP42L DdAhWJL1AKHfb
XDdoQ_AUICigB&biw=1366&bih=662#imgrc=NXgZG8hmF7tyvM:) (Erisim tarihi 10.09.2018)

NADH Dehydrogenase Subunit 1 (Nadl) Geni

MT-ND1 geni, NADH dehidrojenaz 1 adi verilen bir protein yapmak icin
talimatlar saglar. Bu protein, mitokondride aktif olan kompleks | olarak bilinen
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blyuk bir enzim kompleksinin bir parcasidir. Kompleks I, oksidatif fosforilasyon
icin gerekli olan birka¢c enzim komplekslerinden biridir. Mitokondri iginde, bu
kompleksler i¢ mitokondriyal membran denilen siki bir sekilde katlanmis, 6zel bir
zar icine gomiiludir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda, mitokondriyal enzim
kompleksleri ATP Gretimini aktive eden kimyasal reaksiyonlar gerceklestirir.
Spesifik olarak, elektron adi verilen negatif ytiklii parcaciklarin adim adim transferi
yoluyla i¢ mitokondriyal membranin her iki tarafinda esit olmayan bir elektrik yuki

yaratirlar. Elektrik yiikiindeki bu fark ATP iiretimi i¢in enerji saglar.

Kompleks I, elektron tasima isleminin ilk asamasindan, NADH denilen bir
molekiilden elektronlarin “ubiquinone” denilen baska bir molekiile aktarilmasindan
sorumludur. Elektronlar daha sonra ATP'nin olusumu igin enerji saglamak iizere

diger birkag enzim kompleksinden ubikinondan gegirilir.

NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) geninin 471 bp bolgesindeki farkliliklar

temel alinarak 7 farkli Echinococcus genotipi belirlenmistir.
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Sekil 8: NADH Dehydrogenase Subunit 1 (Nad1) Geni

(https://www.google.com.tr/search?q=Mitokondriyal+Cytochrome+C+Oxidase+Subunit+1+(COI)+Geni&r
1z=1C1ASUT enTR738TR738&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiKkZP42L DdAhWJL1AKHfb
XDdoQ_AUICigB&biw=1366&bih=662#imgrc=NXqZG8hmF7tyvM:) ((Erisim tarihi 10.09.2018)
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Ribozomal Internal Transcribed Spacer (ITS1) Geni

Genomik DNA {izerinde rRNA’lar ardisik sirali tekrarlar seklinde olup tiir igi
seviyelerinde ileri derecede korunmus gen bolgelerini olusturmaktadir. Bu rRNA gen
bolgelerine komsu olarak bulunan, 6zellikle 18S ve 5.8S arasindaki ITS1 ile 5.8S ve
28S arasindaki ITS2 gen dizileri rRNA gen bolgelerine oranla daha fazla niikleotid
baz degisimi gostermektedir. ITS bdlgelerinin yiiksek oranda varyasyon gdstermeleri
taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde, cinsler arasinda ve tiir
seviyesinde taksonomik sorunlarin ¢oziilmesinde tercih edilmesine nedendir. Ayrica,
bu molekiiler markérler genoma bagl olduklarindan giivenlidirler, tekrarlanabilir ve
laboratuvarlar arasinda standardize edilebilirler, genomda birden fazla bdlgeyi

belirleme imkanina sahiptirler ve ¢evre kosullarindan etkilenmezler.

NS5 ITS1 ITS2
- -y

5.8S
e 18S rRNA gene rRNA 28S rRNA gene bocon
gene
~af gt
NSB \ / ITS4
ITS regions

Sekil 9: Ribozomal internal transcribed spacer (ITS1) Geni

http://www.fao.org/docrep/005/X4946E/x4946e0k.htm (Erisim tarihi: 22.05.2018)

4.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Teknigin prensibi, izole edilen
veya patolojik materyalde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA, RNA),
spesifik kisa zincirli oligoniikleotid primerler yardimi ile, enzimatik olarak
cogaltmaktir. Reaksiyon; denaturasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve
amplifikasyon (extension) olmak iizere ii¢ asamada gerceklesmektedir. PZR’in
amplifikasyon asamasinin 25-30 kez tekrarlanmasi sonucu, hedef DNA’nin

milyonlarca kopyasi olugmaktadir. Amplifikasyon asamasindan sonra elde edilen
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urunler, agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilmakta, ethidium
bromide ile boyanarak veya Southern blot analizi ile gorinir hale getirilebilmektedir
(Ahmadi 2006).

Altintag ve ark.’nin Manisa’daki 18 sigir iizerinde yaptiklart PZR ¢alismalari
sonucu etkin susun Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3 kompleksi)

oldugu anlasilmistir.

Tiirkiye, Ispanya, italya, Romanya, Yunanistan, Arnavutluk ve Finlandiya’dan
toplanan 250 insan Orneginde yapilan mitokondrial PZR c¢alismalarinda G1 susu
tespit edilmistir (Kinkar ve ark 2016).

Isfahan’dan toplanan 50 cerrahi hastasinin 6rneklerinde yapilan PZR
calismalarinda elde edilen bilgilere gore 50 hastadan 43 ‘iniin Gl1, {giiniin G3,

dordiiniin G6 oldugu raporlanmistir (Jafar1 ve ark 2017).

Tahran’da 138 Ornekte yapilan baska bir PZR c¢aligmasmin sonuglarina goére
orneklerin %89’u G1, %9,4’ti G3 ve yalnizca bir 6rnegin (%1,6) G6 susu ile enfekte
oldugu kaydedilmisrtir (Nikmanesh ve ark 2017).

4.6.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP): Restriksiyon
enzimleri (RE), ¢ift iplik¢ikli DNA’da spesifik bolgelerden kesim yaparak, DNA’dan
bir genin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda etkin fonksiyonlari
olan enzimlerdir. Restriksiyon endoniikleazlar ise DNA’daki 6zel ¢ift iplikli dizileri
taniyan ve DNA’y1 tanima bolgesinden veya ona yakin yerden kesen enzimlerdir.
DNA’nin, bu enzimlerden bir veya birkag1 ile kesime ugratildiktan sonra agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra ethidium bromid ile boyanan jelde olusan
DNA bandlarinin yeri ve sayist kiyaslanarak elde edilen cesitlilige Restriction

Fragment Length Polymorphism (RFLP) ad1 verilmektedir (Eryildiz 2010).

Adana’nin Cukurova bolgesinden alinan 50 koyun ve 20 insan izolatinda PZR-
RFLP caligmasit sonucu tiim orneklerin (%100) G1 susu oldugu gosterilmistir
(Eroglu ve ark 2016).

Trakya bolgesinde yapilan genotiplendirme ¢alismalarinda PZR-RFLP yontemi

kullanilmig ve 58 6rnek ( 42 insan, 12 sigir ve 3 koyun) incelenmistir. Sonugta 47
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Ornekte G1, 10 6rnekte G2 ve bir 6rnekte G3 susu saptanmistir (Eryildiz C, Sakru N,
2012).

4.6.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PZR: Rastgele
¢ogaltilmis polimorfik DNA — polimeraz zincir reaksiyonu, “random amplification of
polymorphic DNA — polymerase chain reaction” (RAPD-PZR); nikleotid dizilimi
rastgele se¢ilmis tek bir primer kullanilarak DNA’nin ¢ogaltilmasi temeline dayanan
bir polimorfizm inceleme yontemidir. Kullanilan primerler genellikle 9-10 bazlik
kisa primerler olup G-C bakimindan zengindir. Bu teknikte primerlerin baglanma

15181 40-50°C’ye diisiiriilmiistiir (Utiik ve ark. 2005).

Ispanya’da insan, koyun, sigir, keci, domuz, yaban domuzu ve atlardan elde
edilen izolatlar ile yapilan bir ¢alismada bu yontem ile G1, G4 ve G7 suslari tespit
edilmistir (Eryildiz 2010).

4.6.4. PZR-Single Stranded Conformation Polimorphism (PZR-SSCP)
analizi: Polimeraz zincir reaksiyonu - tek sarmal konformasyon polimorfizmi,
“polymerase chain reaction - single stranded conformation polymorphism” (PZR-
SSCP); PZR ile ¢ogaltilmis ¢ift iplikli DNA’nin 1sitma ile tek zincir haline
donustiriliip, bu tek zincir DNA molekiiliiniin ndétral poliakrilamid jeldeki

hareketinin incelenmesi temeline dayanir (Orita 1989; Leung 2008).

Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP); sekans farkliligi gosteren
DNA o6rneklerinin belirlenmesinde kullanilan ucuz, kolay, duyarli ve giivenilir bir
yontemdir. Teknigin en biiylik avantaji ¢ok sayida PZR G6rneginin es zamanli olarak

incelenmesine olanak saglamasidir (Utiik 2010).

Trakya bolgesinden alinan Orneklerde genotiplendirme calismalar1 igin PCR-
SSCP yontemi kullanilmig ve 58 6rnek ( 42 insan, 12 sigir ve 3 koyun) incelenmistir.
Calisma sonucunda 47 6rnegin G1, 10 6rnegin G2 ve bir 6rnegin de G3 ile enfekte

oldugu saptanmistir (Eryildiz C, Sakru N. 2012).

4.6.5. Dideoxy Fingerprinting (ddF): Dideoxy fingerprinting, nikleik asitlerin
jel elektroforezi boyunca kazandig: fiziksel 6zelliklere dayanan ve PZR ile ¢ogaltilan
DNA segmentlerindeki sekans varyasyonlarmin belirlenmesinde kullanilan oldukca
etkili bir yontemdir. Bu teknik, Sanger sekanslama ve SSCP tekniklerinin bir
kombinasyonudur (Utiik ve ark. 2005).
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4.6.6. DNA Baz Dizi Analizi (Sequencing): Dizi analizinde; Klenow, Tag DNA
polimeraz, reverse transkriptaz veya sekans enzimlerinden birisi kullanilarak dizisi
saptanacak DNA iplik¢iginin  komplementeri sentezlenmektedir. Calismalarin
¢ogunda zincir uzamasinin sonlandirilmasi1 yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem,
DNA polimerazlarin dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu
tasimayan ddNTP’leri de substrat olarak kullanilmalari esasina dayanir. Sentezlenen
DNA iplikcigine dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi

halinde zincir uzamasi durmaktadir (Utiik ve ark. 2005).

Kalip DNA’lar, primer, dNTP karisimi ve enzimin konuldugu dort reaksiyon
tiipiiniin her birine bir ddNTP eklenmesinden sonra baglanma ve uzama islemleri
uygulanmaktadir. Boylece reaksiyon tiiplerinde farkli uzunluklarda DNA parcalari
olugmaktadir. Ortaya ¢ikan farkli uzunlukta DNA parcalar1i poliakrilamid jelde
elektroforeze tabi tutulmaktadir (Utiik ve ark. 2005).

Echinococcus granulosus’un genotip tayininde DNA dizi analizini kullanan
Tiirkiye’de cesitli illerden Istanbul’a kesim amaciyla getirilen hayvanlardan elde
ettikleri izolatlarin G1/G3 kompleksi oldugunu bulmuslardir (Vural ve ark. 2008).

Dizi analizi ve PZR-RFLP’nin birlikte kullanildigi bir c¢alismada ise,
Tirkiye’de dogu ve giliney dogu illerinden toplanan 17 izolatta dizi analizi
uygulanmis, tamami G1 susu olarak belirlenmistir (Utiik 2008).

Tirkiye’nin bat1 bdlgesinden (izmir, Menemen-Izmir, Manisa, Denizli ve Usak)
alinan koyun karaciger orneklerinde yapilan sekans ¢aligmalarinda en baskin tiiriin
G1-G3 Echinococcus granulosus sensu stricto oldugunu gostermistir (Snabel ve ark
2009).

Tiirkiye’de o zamana kadar sigirlar iizerinde yapilmis en kapsamli ¢aligma olan
baska bir arastirmada 220 sigir karacigeri kullanilmistir. Ornekler {izerinde yapilan
sekans ¢aligmalari sonucu 147 6rnegin G1/G3 kompleksi, 28’inin ise G1 susu oldugu
gorilmistiir. Ayrica aymi c¢alismada G3 tiirlinlin en ¢ok sigirlarin akcigerinden

kokenlendigi de vurgulanmstir (Simsek ve ark 2010).

Tiirkiye’de o tarihe kadar atlar {izerinde yapilan ilk c¢alisma Ozelligi tasiyan
0zgin bir molekiiler arastirmada ise 2008’de otopsisi gerceklestirilen bir atin

karacigerinin hayvan mizesinden elde edilmesi ve sekanslanmasi ile bazi veriler
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kaydedilmistir. Verilere gore s6z konusu olan susun G1/G3 kompleksi oldugu ortaya
ctkmistir (Utiik ve Simsek 2013).

Kirikkale’de kesilen sigirlarda yaptiklari sekans caligmasi sonucu mit Cox1
bolgesi sekanslanmistir ve sonugta etkin susun G1-G3 kompleksi oldugu ortaya

konmustur (Gokpinar ve ark 2017).

Tahran’da 138 ornekte yaptigi Sekans galismalarinda orneklerin %89’u Gl,
%9,4°1i G3 ve yalnizca bir 6rnegin (%1,6) G6 susu ile enfekte oldugu gosterilmistir
(Nikmanesh ve ark 2017).

Polonya’da alti Ornekte (2 domuz, 3 insan ve 1 koyun) coxl gen bdlgesi
sekanslanmistir. Caligma sonucunda insanlardaki etken sus G7, koyundaki sus G1°dir

ve bu ¢alisma ile Polonya’daki ilk G7 susu kaydedilmistir (Salamatin ve ark 2017).
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5.GEREC ve YONTEM

5.1.SEROLOJIK CALISMALAR ICIN GEREC

Hasta orneklerinin toplanmasi:

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi ve Izmir
Ege Universitesi Hastanesi basta olmak iizere bu illerdeki hastanelerde kist hidatik
tanis1 almig ve opere edilmis veya PAIR islemine tabi tutulmus 33 hastay1
kapsamaktadir. Hidatik kistler, 10 hastadan PAIR yontemi ile 23 hastadan kistektomi
cerrahisi ile alimmistir. USG, BT, MR ve X-Ray goruntileme yontemleriyle Kisti
belirlenmis ve ameliyatina karar verilmis ya da PAIR islemine alinmis hastalardan 5
cc duz kan alinmig, serumu santrifiij edildikten sonra ayrilarak ELISA testinde

kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

Resim 2: Protoskolekslerin 151k mikroskobunda goriiniimii (X40) Orijinal
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Antijen hazirlanmasi

Kist s1visi elde etme:

-Izmir ve Manisa mezbahalarindan, Tansas kesimhanelerinden ve Gaziantep ve

Van’dan istenen fertil koyun ve sigir karacigerleri laboratuvara getirildi.
-Kalsifiye olmadig1 belirlenen kistlerden enjektor yardimiyla kist sivilari ¢ekildi.
-Steril oldugu anlasilan koyunlarin kist sivilari ¢alisma dis1 birakildi.
-Fertil olan koyun kist sivilar1 ¢aligmaya alindi.
-Protoskolekslerin ve diger partikiillerin ¢6kmesi i¢in 30 dakika bekletildi.

-5000 devir/dak.” da 10 dakika santrifiij edilip, tstteki sivi alinarak -20 °C de

calisma asamasina dek saklandi.

Nanodrop ile protein konsantrasyonunun 6lgilmesi (Bradford yontemi)
-Protein konsantrasyonunu 6l¢mek icin dibi yuvarlak IHA plag: kullanildi.

-Bovine Serum Albumin (BSA) igeren standart, uygun miktarda sulandirildi

(125 pl, 250 pl, 500 pl, 1000 pl).
-Plagin A1l kuyucuguna 70 pl standart ve 30 pl distile su konuldu.
-A2-A3 ve A4 kuyucuguna da 50’ser pl distile su konuldu.
- {Ik kuyucuktan itibaren sona dogru 50’ser ul aktarilarak diliisyon tamamlandu.

-Konsantrasyonu o6l¢ilmek istenen 6rnekler uygun oranda sulandirild: (1/10 pl,
1/100 pl, 1/1000 pl).

-Plaga 1/10 pl dilisyondan 8 pl alinip tizerine 2 pl dye reagent (Bradford)

eklendi.
-Bu islemler tim antijen diliisyonlar1 i¢in tekrarlandi.

-Buna ek olarak 8 pl distile su ve 2 ul dye reagent ’Blank’’ olarak plaga

eklendi.
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5.2. YONTEM

52.1. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Testinin

Uygulanmasi

ELISA Cahsmalarinda Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri:

. T
a) Hassas terazi b) Vorteks
S—
A
—— R < ———
- o es- L z
c) Isitict d) Calkalayict
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e) pH metre f) Santrifuj

g) Spektrofotometre h) Plak yikama cihaz1

j) Balon joje ve dereceli silindirler k) Cam beherler
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1) Pipetler m) Coklu pipet

n) ELISA plagi 0) Pastor pipet
‘“‘.“l‘ “K" |
\ | ‘
\ ‘ |
\ 1
|
\‘ \ ‘""g;e”c&oph“"‘"‘%
p) Pipet uglar r) Nanodrop

Sekil 10: ELISA Cahismalarinda Kullamlan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri
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Kullamilan Tampon ve Solusyonlar:

PBS (Phosphate buffer saline pH: 7,2) :

NaxHPO4 1,67gr
NaH2PO4 0,57gr
NaCl 8,5gr

-Son hacim dH:20 ile 11t’ye tamamlanarak, pH 7,2’ye ayarlanmistir.

%75’lik Kazein

dH20 50 ml
NaOH 1or
Kazein 12,5 gr
HCI 6,25 ml

-Son hacim 250 ml’ ye tamamlanip, pH 7,0-7,5’e ayarlandi.

-Tiplere ayrilip kullanilmak {izere -20 °C’ ye kaldirild1.

Kazein Buffer (CK-KB)
-%?5 lik kazein -20°C” den ¢ikarilip ¢ozdiirtildii.

-5 ml kazein 50 ml ye PBS ile tamamlanarak hazirlandi.

DEAB (Dietanolamin Buffer)
Dietanolamin 50 ml

dH20 400 ml

MgCl; 0,05 gr

-Son hacim dH0 ile 500 m1’ye tamamlanip, pH HCl ile 9,8 ¢ getirilip +4 °C’de

saklandi.
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Testin Uygulanisi

» Plaklarin Kaplanmasi;

-Testin uygulanmasi igin bir giin 6nceden, konsantrasyonu belirlenen antijen

PBS ile sulandirilarak ELISA plaklar1 kaplandi.

» Serum Sulandirimi;

-5 ml PBS+100 pl antijen (bir plak igin) seklinde ayarlandi.

-Yapilan diliisyondan 100’er pl alinip plaklardaki kuyucuklara paylastirildi.
-Bir gece +4°C’de inkiibasyona birakild1.

-Ertesi giin plaktaki antijen bosaltilip patpatlandi.

-Negatif (-), diisiik pozitif (+), ara pozitif (++) ve yiiksek pozitif (+++) hastalar

belirlendi.

-Plaktaki bir sira ¢ukurda herhangi bir pipetaj hatasini belirleyebilmek igin

“BLANK’’ olarak birakildu.

-Uygun serum dillisyonlar1 yapildi.

- 1gG i¢in 1/640 pl dilusyon uygulandi.

- Diliie edilen hasta serumlari plaklara 100’er pl olacak sekilde aktarildi.
-1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.

-IgG konjuge diltisyonu hazirlandi.

-Konjuge diliisyonu 1/5000 pl olacak sekilde ayarlandi.

» Konjuge sulandirimy;

-12.5 ml KB+ 2,5 pl konjuge (1gG ALP) (1 plak igin) yikama cihazinda 3 kez

PBS ile yikama yapildu.

-Inkiibasyon sonrasi hazirlanan diliile konjuge her ¢ukara 100’er pl olacak

sekilde aktarildi.
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-Calkalayicida bir saat inkiibasyona birakildi.
-Inkiibasyonun sonunda i¢ kez yikama yapildi.

-Substrat hazirlandi ve her ¢ukara yine 100’er pl olacak sekilde aktarildi.

» Substrat sulandirimi;

-11 ml DEAB+0,011gr PnPP (1 plak icin) plaklar renklenme reaksiyonu igin

calkalayiciya kondu. Isik almasini 6nlemek i¢in Uzeri kapatildi.
-20 dakika sonra ELISA okuma cihazinda 450 nm’ de okundu.
-Sonuglar Excel sayfasi seklinde kayitlandi.

-Cihazdaki hasta sonuglari; negatif ve pozitif serumlar1 ile cihazin cut-off

degerleri dikkate alinarak yorumlandi.

Resim 3: iki farkh koyun antijeni ile IgG ve IgE ELISA deneme sonuglari. (B: Blank, N:
negatif control, +,++,+++: Diisiik, ara ve yiiksek pozitif hastalar, K1:Birinci Koyun antijeni, K2:
Ikinci koyun antijeni)
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5.2.2. Molekduler Yontemler

Materyal elde etme:

Calismamizda yer alan ve kist hidatik ameliyati olan hastalarin kistlerinin sivisi,
uzman hekimler tarafindan cerrahi yontem veya PAIR islemiyle alinmis ve MCBU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Laboratuvarina teslim edilmistir. Kist
stvilar igerisindeki protoskoleksler 151k mikroskobunda incelenmis ve ii¢ kez steril

PBS ile yikanarak uygun sekilde eppendorflara alinarak -20 °C’ ye kaldirilmigtir.

Kistin etrafindaki germinal membran da molekiiler ¢alismalarda kullanilmak
tizere steril eppendorflara alinmistir. Her hastanin kisisel bilgileri, numunenin alinig

tarihi ve kag tlip 6rnek oldugu kayit altina alinmustir.

5.2.2.1.Kullanilan arac ve gerecler

1) 2) 3)
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7) 8) 9)

[ ==
seee 005000
,Sl'l_V

10) 11) 12)

13) 15)

Sekil 11: Molekiiler Calismalarda Kullanilan Arag ve Gerecler

Cihazlar ve Markalari
1)Buzdolab1 -VESTEL
2) -20°C Derin Dondurucu - WHIRLPOOL

3)Laminar Flow Kabin - NUVE
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4) Fully Autoclavable Pipettes, with adjustable volume - BOECO
5) Vortex mixer V1 plus - BOECO

6) Mikrodalga firin - BEKO

7) Dry Block Thermostat - TDB-100 -BOECO

8) Thermal cycler - TC-PRO- BOECO

9) Gii¢ Kaynagi - THERMO Spektrofotometre -PERKIN ELMER Lamda Bio
10) Yatay Elektroforez - CSL

11) Jel Goriintileme Sistemi - SYNGENE

12) Hassas Terazi - PRECISA

13) Masa Ustii Mikrosantrifiij - NUVE

14) Genetic Analyzer - ABI PRISM 310

15) Spektrofotometre - NanoDrop ND-

5.2.2.2. DNA ekstraksiyonu

Protoskoleksten DNA ekstraksiyonu

Hazirhk asamasi:

Ekstraksiyon islemi 6ncesi daha once hastalardan elde edilen ve -20 °C’ de
saklanan protoskoleks ornekleri oda sicakliginda 5-10 dakika bekletilerek erimesi
saglandi. Eriyen tiip icerigi homojen bir hal almasi i¢in diisiik hizda vortekslendi.
Tup icerisinden 1ml soliisyon pipetle cekilip 1 mm? hacimdeki protoskoleks sayisini
belirlemek amaciyla Thoma laminda sayim yapildi. Sayim isleminde ortalama bir
degere ulagmak igin U¢ kez tekrarlandi. Ortalama 200 protoskoleks igerecek sekilde
stvi alinip DNA ekstraksiyonuna baslandi.

DNA ekstraksiyon isleminde RTA Dokudan DNA izolasyon Kiti protokolii
uygulandi.
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RTA Dokudan DNA izolasyon Protokolii Kiti Icerigi

Saglanan Malzeme 50 test
Proteinaz K* 40 mg
Solusyon DL 22 ml
Solusyon B 27,5 ml
Solusyon W1* 38mi
Solusyon W2* 57 ml
Solusyon E 22 ml
Spin Kolonlar 100

Toplama Tupleri (2 300

mi) 100
Toplama Tupleri
(1,5 ml)

*Proteinaz K ve yikama soliisyonlarmi hazirlamak icin;

Proteinaz K (5 mg) + 1 ml dH20 (x2)
Solusyon W1 (38 ml) + 38 ml Etanol (%96-100)

Solusyon W2 (57 ml) + 19 ml Etanol (%96-100) eklendi.

DNA Ekstraksiyon Protokol

e Protoskoleks orneklerinden, ortalama 200 protoskoleks bulunduracak sekilde
stv1 alinarak niikleaz icermeyen mikrosantrifiij tiipii icerisine aktarildi. Uzerine 20 pl
Proteinaz K ve 200 pl Soliisyon DL ilave edildi (30 mg germinal membran alinarak

islem uygulandz.).

e Mikrosantrifiij tiipleri vorteks yapilarak sivinin tamamen karigmasi saglandi ve

56 °C’de 2 saat 1s1 blogunda inkiibasyona birakildi ve her 10 dakikada vorteks islemi
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tekrarlandi. (Germinal membranlar 1 gece veya doku tamamen sindirilip hi¢ parcga

kalmayincaya kadar inkiibe edildi).

¢ 250 ul Soliisyon B eklenerek 20 sn vurum vortekslendi.

e Tiipler kisa santrifiij sonrast her 3 dk’da bir vortekslenerek 65 °C’de 15 dk

inkiibasyona birakildi.
¢ 200 pl %96°11ik etanol eklenip 20 sn vurum vorteks yapildi.

e Kisa santrifiij sonrasi karigim, toplama tliplinlin icerisine yerlestirilmis spin

kolona aktarildi ve 10 000 g de bir dk santrifiij yapildi.
e S1vi1 igeren alttaki tiip atild1 ve spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

¢ 700 pl Soliisyon W1 eklendi ve 10 000 g de bir dk santrifiij yapildi. Siv1 igeren

alttaki tiip atild1 ve spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

¢ 700 pl Soliisyon W2 eklendi. Toplama tiipiindeki sivi atildi ve spin kolon
tekrar ayni tlipe yerlestirildi.

¢ 14.000 rpm de 30 sn santrifiij yapildi.

eToplama tupii atilarak spin kolon steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine

yerlestirildi.

¢200 pl daha 6nceden 70 °C’ye 1sitilmig Soliisyon E eklenerek oda 1sisinda iig
dk inkiibe edildi.

¢ 14 000 rpm de bir dk santrifiij yapildi.

Spin kolon atildi ve mikrosantrifiij tiipii igerisindeki DNA o&rnekleri PZR
isleminde kullanilincaya dek -20 °C’ye kaldirildh.

Germinal membrandan DNA ekstraksiyonu

Protoskoleks icermeyen yani steril kiste sahip olan hastalardan kistektomi
yontemiyle cikarilan ve ¢alisilmak iizere -20°C’ye kaldirilan germinal membranlar
oda sicakliginda bekletilerek ¢dziinmesi saglandi. Ornekler steril PBS ile yikanarak

ekstraksiyona uygun hale getirildi.
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Ekstraksiyon i¢in yeterli miktardaki membran pargalari steril cam besiyerinde
lanset ile olduk¢a kiigiik parcalar haline getirildikten sonra ektraksiyon asamasina
gecildi.

Germinal membrandan DNA ekstraksiyonu, protoskolekten DNA izolasyonunda

oldugu gibi RTA Dokudan DNA izolasyon Kiti protokolii uygulanarak yapild.

Resim 4: Germinatif membrandan DNA izolasyon islemi

Ekstraksiyon sonrast DNA miktarimin belirlenmesi

DNA ekstraksiyonundan sonra mikrosantrifiij tlipleri igerisine alinan 6rneklerin
DNA miktar1 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometre (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer) ile ng/pl olarak belirlendi.

Kimyasallar ve Kitler

¢ RTA DNA izolasyon Kiti - RTA LABORATUVARLARI
e Hotstart Tag DNA Polymerase - FERMENTAS

e Etidium bromide (10 mg/ml) - GML

e Agarose - BIOMAX

¢ 100 bp Marker - SIGMA

¢ 10X TBE Buffer - DR. ZEYDANLI

e TE Buffer - MULTICELL
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e Amplitag Gold Master Mix — GML

e Restriksiyon Enzim - FERMENTAS

¢ 6X DNA Loading Dye - FERMENTAS

*NAD1, CO1 ve ITS-1 Primerleri - GML

¢ Absolute Ethanol - MERCK

¢ GC Enhancer - GML

e Molecular Grade Water - AMBION

e Distile Su - GML

e Ex0Sap-IT - GML

e Sephadex G-50 - Sigma

¢ BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 Kit - Applied Biosystems
¢ 5x Sequencing Buffer - Applied Biosystems

¢ SeqPOP6 Polimer - Applied Biosystems

¢ 10 X Running Buffer (with EDTA) - Applied Biosystems

e Parafilm

Plastik Malzemeler

¢(0,1-10 pl Filtreli pipet ucu - CORNING

¢ 1-100 pl Filtreli pipet ucu - CORNING

¢ 100-1000 pl Filtreli pipet ucu - CORNING

¢0,2 ml PCR tlpl - CORNING

¢0,2 ml PCR tupu i¢in rack - DR. ZEYDANLI

¢ 0,5 ml Ependorf tlipt - CORNING

¢ 1,5-2 ml Santrifj tipu - CORNING

¢ 1,5-2 ml Santrifuj tipu icin rack - LP ITALIANA

¢ 10 cc Enjektor - GENJECT
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20 cc Enjektor - GENJECT

¢ 15 ml Falkon tlip - CORNING

¢ 50 ml Falkon tiip - CORNING

e Receiver Kolon (20 um por ¢apl) - MACHAREY NAGEL

e ABI Prism 310 Genetic Analyzer Cihazina uygun 0,5 ml drnek ylkleme tipl —
APPLIED BIOSYSTEMS

¢ ABI Prism 310 Genetic Analyzer Cihazina uygun 0,5 ml 6rnek yiikleme tiipii
icin Septa - APPLIED BIOSYSTEMS

e ABI Prism 310 Genetic Analyzer Cihazina uygun kapiller 5-47 cm X 50 um —
APPLIED BIOSYSTEMS

Oligonukleotid Primerler

Tablo 2: Echinococcus granulosus’un tiplendirilmesi icin PZR Analizi ve DNA Dizileme

isleminde kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Gen Bolgesi Nkleotid Dizisi Kaynak

Sharbatkhori ve
MS1 NAD1 CGTAGGTATGTTGGTTTGTTTGGT

ark. 2009

Sharbatkhori ve
MS2 NAD1 CCATAATCAAATGGCGTACGAT

ark. 2009

Utuk ve ark.
JB3 Cco1 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 2008

Utuk ve ark.
JB4.5 Cco1 TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 2008

Bowless ve ark.
BD1 ITS-1 GTCGTAACAAGGTTTCCGTA

1993

Bowless ve ark.
4S8 ITS-1 TCTAGATGCGTTCGAA(G/A)TGTCGATG

1993

Tiim primerler ul’de 10 pmol olacak sekilde TE soliisyonu ile dilue edildi.
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5.2.2.3.PZR i¢erigi

-Polimeraz zincir reaksiyonunda, i¢eriginde MgClz, dNTP mix, Hot Start Taq
DNA Polimeraz ve PZR buffer bulunan Amplitag Gold Master Mix, GC Enhancer,
primerler, Molecular grade su ve kalip DNA kullanildu.

-Caligilacak tiim gen bolgeleri icin ayr1 ayr1 PZR bilesenlerinin miktar1 ve PZR

sicakligi optimizasyonu yapildi.

-Her bir ornek icin PZR bilesenleri asagida yazilan hacimlerde alinarak 0,2
ml’lik PZR tiiplerine dagitild1.

-Tiplerin her birine toplam hacim 25 pl olacak sekilde kalip DNA eklenerek

tiipler Thermal cycler cihazina yerlestirildi
-Asagidaki protokoller uygulandi.

-Elde edilen PZR iirtinleri kullanilincaya dek -20 °C’ye kaldirildu.

Resim 5: Germinatif membrandan izole edilen DNA’ nin PCR master mixi

NADI1 Geni icin PZR Bilesenleri Miktan
Amplitag Gold Master Mix 12,5 ul
Ileri Primer (MS1) 1 ul
Geri Primer (MS2) 1wl
dH20 5ul
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GC Enhancer 3ul

Kalip DNA 2,5ul

NAD1 Geni icin PZR Program

[k denatiirasyon 95°C 10 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 51°C 30 sn 35 Déngil
Uzama 72°C 40 sn

Son Uzama 72°C 10 dk

CO1 Geni icin PZR Bilesenleri Miktan
Amplitag Gold Master Mix 12,5 pl
fleri Primer (JB3) 1
Geri Primer (JB4.5) 1 ul
dH20 2,5 ul
GC Enhancer 4 ul
Hotstart Taqg DNA Polimeraz 1wl
Kalip DNA 3ul

CO1 Geni icin PZR Programi

[k denatiirasyon 95°C 10 dk
Denatlirasyon 95°C 50 sn
Baglanma 47°C 50 sn 35 Dongl
Uzama 72°C 50 sn
Son Uzama 72°C 10 dk
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ITS-1 Geni icin PZR Bilesenleri Miktari

Amplitag Gold Master Mix 12,5 ul
Ileri Primer (BD1) 1wl
Geri Primer (4S) 1 ul
dH20 5ul
Hotstart Tag DNA Polimeraz 1,5 ul
Kalip DNA 4 ul

ITS-1 Geni i¢in PZR Program

[k denatiirasyon 95°C 10 dk

Denatirasyon 95°C 1dk 40 Dongu
Baglanma 59°C 1dk

Uzama 72°C 1.50 dk

Son Uzama 72°C 10 dk

5.2.2.4. Jel elektroforezi

Jelin hazirlanmasi ve PZR iiriinlerinin jele yliklenmesi
Jel elektroforezi igin,

- 1,5 gr agaroz hassas terazide tartilarak 100 ml IXxTBE tamponu igerisine

eklendi.
- Karisim mikrodalga firinda kaynatilarak agarozun ¢6ziinmesi saglandi.
-Jelin sicaklig1 60 °C’ye diisiince 5 pl Etidium bromide eklendi.
-Jel, elektroforez tankina dokiildi.

-Jel tanki taraklar takilarak donmasi i¢in oda 1sisinda birakildi.
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-Taraklar ¢ikarildiktan sonra 1XTBE ile doldurmus elektroforez tanki igerisine
alian jel tlizerindeki kuyucuklara, her 6rnek i¢in 1 pl loading dye ve 5 pul DNA

ornegi iceren karisim yiiklendi.
- Elektroforez islemi 100 Voltta yapildi.
- Image Analiz Sisteminde bantlarin varligi incelendi.
-Bantlarin molekiiler agirligini belirlemek amaciyla 100 bp’lik marker kullanildi.

-Tim PZR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak daha o6nce morfolojik,
serolojik ve molekdler olarak Echinococcus granulosus oldugu belirlenen parazit

DNAs1 kullanildi. Negatif kontrol olarak ise steril distile su kullanildi.

Ribozomal ITS-1 gen bélgesi RFLP analizi (PZR-RFLP)

Elektroforez islemi sonrasi jel tizerinde niteleyici olarak tespit edilen ribozomal
ITS-1 gen bolgesi PZR drinlerinin, Rsal (Fermentas), Mspl (Fermentas), Cfol
(Fermentas) ve Alul (Fermentas) restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayr1 kesim islemi

yapildi.

- Kesim islemini gerceklestirmek amaciyla 10 pl PZR dirtnd, 2 pl 10X
FastDigest Green Buffer, 1 ul restriksiyon enzimi ve 17 pl niikleaz igermeyen steril

distile su kullanildi.
- Tum enzimler igin 37 °C’de 8 dk inkiibasyon islemi uygulandi.

- Inkiibasyon islemi sonras1 her tiipten 10 ul alinarak %2’lik Etidium bromide ile

boyanmis jele aktarildi ve elektroforez islemi gerceklestirildi.
- Elektroforez islemi 100 voltta 1 saat siireyle yapildi.
- Jel ardindan UV goriintiileme sistemine aktarilarak bant profilleri incelendi.

-Bantlarin molekiiler agirligmi belirlemek amaciyla 6 pl 100 bp’ lik marker

kullanildi.
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5.2.2.5. DNA dizileme

PZR sonrast jel elektroforezinde yiiriitiilen, mitokondrial sitokrom ¢ oksidaz alt
unite 1 (CO1) geninin ~450 baz cifti, nikotinamid adenin dinlkleotit dehidrogenaz
alt tnite 1 (NAD1) geninin ise ~400 baz ciftinde bant verdikleri gézlendi.

- PZR urunleri EXoSAP-IT ile pirifiye edildi ve ardindan cycle sequencing
islemi yapildi.

- Cycle sequencing islemi sonrasi olusan amplikonlar sephadex ile piirifiye

edildi ve ABI prism 310 Genetic Analyzer cihazinina yuklendi.

- Cihaz firmmin sicakligi 50 °C’ye getirildi ve cihazin kapillerine SeqPOP 6

polimeri dolduruldu.
- Ornekler kapiller igerisinde 15 voltta yirituldi.

-lleri ve geri primerler ile cift yonlii dizilenen tiim orneklerin eslestirme

(allignment) iglemleri SeqScape V2.6 programi ile yapildi.

- Eslestirme sonrasi elde edilen her 6rnegin cift zincirli DNA dizileri BLAST
search’le (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Genbank’taki verilerle karsilastirildi.

ExoSAP-IT purifikasyonu

-PZR sonrasi elde edilen iirlinlerden 5 pl alinarak 0,2 ml PZR tiipiine aktarildi.
Uzerine 2,5 pl ExoSAP-IT eklendi.

-Jel gorintusiinde kirlilik bulunmasi halinde EX0SAP-IT miktar1 3 pl’ye
cikarildi.

-Tipler Thermal cycler’a yerlestirildi ve asagidaki ExoSAP-IT protokoli
uygulandi.
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EXoSAP-IT program
Exo ve SAP Enzimlerinin Aktivasyonu 37°C

Exo ve SAP Enzimlerinin Inaktivasyonu 80°C

Target DNA

p— \\—\

Primer A —: 4 dNTPs =—— Primer B

—3 =

DMNA polymerase,
thermal cycling

Double-stranded
PCR product

f— * T— Excess primers
— 4dNTPs —

an
nuclectides

37°C, 19 min for treatment
Add ExoSAP-IT l 80°C, 15 min to inactivate

Double-stranded
PCR product

+
Nucleosides, P;

Sequencing

Sekil 12: ExoSAP-IT Reaksiyonu

30 dk
15 dk

http://sequencingfacility.med.monash.edu.au/pdf/Exosap.pdf. (Erisim tarihi: 02.07.2018)

Cycle sequencing asamasi

Cycle sequencing agamasinda 0,2 ml PZR tiibiine, iceriginde dNTP, ddNTP ve

Hot Start Taq DNA Polimeraz bulunan,

Big Dye Terminator v3.1, PZR

reaksiyonunda kullanilan ileri ve geri primerlerden bir tanesi, dH20, 5X sequencing

buffer ve ExoSAP-IT ile piirifiye edilmis PZR iriinii konuldu.

-Tupler, Thermal cycler’a yerlestirildi.

-Cycle sequencing protokolii uygulandi.

-Elde edilen cycle sequencing {iriinleri piirifiye etmek amaciyla sephadex

kolonlara aktarildi.
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Cycle sequencing bilesenleri
BigDye Terminator v3.1

Ileri Primer veya Geri Primer
dH-0

5x sequencing buffer

EX0SAP-IT ile piirifiye edilmis PZR Uriinii

Cycle sequencing program

[k denatiirasyon 96 °C
Denatirasyon 96 °C
Baglanma 49°C
Uzama 60°C

Miktar

10 dk
10 sn
5sn

4dk

Sephadex hazirlamisi ve spin kolon piirifikasyonu

- 1 gr Sephadex hassas terazide tartilarak 50 ml’lik falkon tiipii igerisine

konuldu.

- Uzerine 14 ml distile su eklendi. 5 dk vortekslenerek iyice ¢oziinmesi saglandi

ve +4 °C’ye kaldirildi.

- 10 dk da bir +4 °C’den alinarak 2 dk vortekslendi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

2l
2 ul
2 ul
2l

2l

25 Dongu

- Her bir 6rnek i¢inspin kolonlara 700 pl Sephadex ¢ozeltisi eklendi.

-Spin kolonlar 2000 g de 2 dk santrifiij edildi. Toplama tipundeki su dokaldd.

- Cycle Sequencing driinleri 10 ul’lik bir pipet ucu ile sephadex kolonlarin

ortasina gelecek sekilde kolonlara aktarildi.

- Sephadex kolonlar en ufak bir basing ile zarar gorebilecekleri i¢in bu asama

cok dikkatli yapildu.
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- 2000 g’ de 2 dk santrif(j edildi. Toplama tlbiinde kalan ve sephadex kolon ile

piirifiye edilmis olan cycle sequencing iiriinleri 0,5 ml’lik 6rnek tiiplerine aktarildu.

Orneklerin ABI prism 310 genetic analyzer cihazina yiiklenmesi

- Sephadex piirifikasyonu sonrasi tiim 6rnekler 0,5 ml 6rnek tiiplerine aktarildi

ve tiiplerin agz1 dikkatli bir sekilde septa ile kapatildi.

- Tiipler ABI prism 310 Genetic Analyzer cihazinin trayine, her 6rnek ileri ve

geri olmak iizere 2 tiip icerecek sekilde yerlestirildi.
- Kapiller SeqPOP 6 polimer ile dolduruldu ve CCD kamera ve lazer test edildi.

-Olusturulan injection list cihaza tamitilarak tiim Ornekler 15 wvoltta 40 dk

yaratulda.
- Dizileme islemi boyunca olusan tiim pikler gozle kontrol edildi.

- Dizileme islemi bittikten sonra Sequencing Analyse programinda tiim drnekler
pikleri agisindan tek tek tekrar kontrol edildi ve SeqScape V2.6 programi agilarak

ileri ve geri yonde dizilenmis 6rneklerin eslestirilme islemi yapild.
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6. BULGULAR

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi ve Izmir
Ege Universitesi Hastanesi basta olmak iizere bu illerdeki hastanelerde kist hidatik
tanist almis ve opere edilmis veya PAIR islemine tabi tutulmus 33 hastay1
kapsamaktadir. 50 hastanin kist 6rnegi, fertil ya da steril oldugu aspirasyon ile
hazirlanan preparatlarin 11k mikroskobunda incelenmesi ile saptanmistir. PAIR
islemi sirasinda 50 hastanin 17°si nin KE hastasi olmadigi, basit ya da dejenere kist
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle s6z konusu 17 hasta serolojik ve molekiler a¢idan
incelemeye alinamamustir. Diger 33 hastadan elde edilen protoskoleksler molekiler
calismada, serum ornekleri ise serolojik ¢alismada kullanilmistir. Her iki ¢alismanin

sonuclar: sus tayini i¢in karsilastirmali olarak incelenmistir.

Parazitin kulugka dénemi veri olarak 6nemli oldugundan ( Khachatryan 2017)
caligmamizda hasta yagslar1 5- 63 yas araligi olarak saptanmustir. Kist materyallerinin
alindig1 hastalarin yas araliklar1 ve cinsiyetleri Tablo 3’de gosterilmistir. Kopek
beslemenin epidemiyolojik acidan énem tasidig1 gz 6niinde bulundurularak (Oge ve
ark 2017) hasta anketlerinde bu kriter de dikkate alinmistir. Buna gore 33 hastadan
17 sinin ge¢miste ya da hastalik gecirdigi donemde kopek besledigi saptanmistir. Bu
kriter ylksek pozitiflik saptanan hastalarin degerlendirilmesinde de g6z Onunde

bulundurulmustur (Oge ve ark. 2017).

Tablo 3:Kist materyallerinin alindig1 hastalarin yas ve cinsiyet dagilim

Hastanin Yasi Erkek Kadin Toplam
0-12 4 2 6
13-20 2 3 5
21-35 5 2 7
36 ve uzeri 11 4 15
Toplam 22 11 33
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1500 bg —>
1000bg —>

400 b¢ —
300 bg —

200 bg —>
100 b¢ —

6.1. MOLEKULER BULGULAR

6.1.1. Mitokondrial CO1 ve NAD1 Genlerinin PZR Bulgulari

Calismamizda protoskoleks ve germinal membranlardan izole edilen DNA’larin,
parazitin mitokondrial CO1 genini amplifiye eden JB3 ve JB4.5, NAD1 genini
amplifiye eden MS1 ve MS2 primerleri ile PZR islemi sonucunda CO1 geni icin 446
baz ¢ifti, NADI geni i¢in 378 baz cifti biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir (Resim
6-7-8). Tum amplikonlar jel Uzerinde elektroforez ile yirtuldiklerinde tek bir bant
vermislerdir. Bu sonug, yapilan PZR isleminin 6zgiinliiglinii ve islem dncesinde veya
sonrasinda ¢alisilacak oOrneklerde herhangi bir kontaminasyonun olmadigini
gdstermistir. PZR iiriinlerine ait jel goriintiileri Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakdiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndaki Molekuler Biyoloji laboratuarindaki
UV jel gorintileme sistemi (SYNGENE-ABD) kullanilarak fotograflanmustir.

Resim 6: Echinococcus granulosus’un hastalardaki mitokondrial CO1 geninin PZR ile
amplifiye edilmesi sonucu olusan 446 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki bantlar.
M: Marker, 1,2,3,4,5; insan izolati, N: Negatif Kontrol (Distile Su).
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1000 be
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300 b¢ —>

200 b¢ —>
100 b¢ —

Resim 7: Echinococcus granulosus’un hastalardaki mitokondrial CO1 geninin PZR ile
amplifiye edilmesi sonucu olusan 446 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki bantlar.
M: Marker, 1,2,3,4,5,6; Insan izolat1 N: Negatif Kontrol (Distile Su).

1500bg  —
1000bg  —

400 bg —

300 bg —

200 bg —

100 bg —

Resim 8: Echinococcus granulosus’un insan izolatlarinin mitokondrial NAD1 geninin PZR
ile amplifiye edilmesiyle olusan 378 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki bantlar.
M: Marker, 1,2,3,4,5; Insan izolati N: Negatif Kontrol (Distile Su).
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6.1.2. Mitokondrial CO1 Ve NAD1 Genlerinin Cift Yonlu DNA Dizi Analizi
Bulgular:

fleri ve geri yonlii olarak cycle sequencing islemi yapildiktan sonra tiim &rnekler
ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazina yiiklenmis ve dizileme islemi yapilmustir.
Dizilemeden sonra her Ornege ait ileri ve geri yonlii elde edilen dizilerin
karsilastirma (alignment) analizi SeqScape V2.6 programi ile yapilmistir. CO1 ve
NAD1 genlerine ait alignment analiz sonuglar1 Sekil 13 ve Sekil 15° de
gorilmektedir. Dizileme boyunca ve sonrasinda her 6rnegin pik goriintiileri hem
gbzle hem de cihaz bilgisayart ile kontrol edilmistir. CO1 ve NAD1 genlerine ait ileri
ve geri yonlii olarak bazlarin karsilastirma analizlerinin yapildigi ve kalitelerinin

gosterildigi elektroferogram goriintiileri, Sekil 14 ve Sekil 16’da gosterilmistir.

COl [ Specimen]
! A
Reference: Copied Reference
445
Active Layer ROl3]
Cansensus
Find Coverage: |
Rev Coverage
Samples: B0 RS20 2E-5EFI
——— BC_F3-22-12-5-50-PM Y

Sekil 13: CO1 genine ait ileri ve geri yonlii olarak dizileme islemi sonrasi elde edilen
dizilerin allignment analizi.
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Project View | Aropliconyicu

Laver 1 ROIs

Summary

Index
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TTTTTTTAGCTCTGTTACTATGAT TATAGGGG T TC CTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT TATATAT
T Variants

Ineference—An

r F s e w T M T

T [ . Fa T [ T

< T

v
~ specanens | [FRRE

BC_R3-22-12-6-

BC_F2-22-12-5-

x v ¥ T w L ¥
RERRNONRN NN RN RN RN RN N NN NN RRRRRRRRRRNR
TTTTTAGCTC TG TTAC TATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT

TATATAT
T T T r T T T T AGCTC TG I TAC T AT G AT TATAGGEE& T TCCTACTEGTATAANAGETET TTACTTSESETTATATAT

MTTTTTTTAGCTCTETTACTATGATTATAGGEE T TCCTACTEET AT AAAGGTGTTTACTTGGTTATAT AT

(3 ET]

< 3

i ]

’The active layer does not contain a librany

¥

Legend

‘ I Known Variants I Al variants

Sekil 14: CO1 genine ait ileri ve geri yonli olarak elektroferogram gorintisi.

MAD | Specimend

Reference:

hctive Layer ROl

— 4
e

Consensus
Fuid Coverage;

Rev Coverage:

Samples:

Sekil 15: NADI1 genine ait ileri ve geri yonlii olarak dizileme islemi sonrasi elde edilen
dizilerin allignment analizi.
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Project Wiews |

Laver1 ROls poopisd Reterencs

Summary MTTTTTTTTAGC TC TG T TACTATGATTATAGGGG TTCC TACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT TATATAT
Trndesx POL 211 zz1 231 241 ELES

Reference ITITTITTAGCICTGT TACTATGATTATAGGGG T TCCTACTGGTATAAAGGTGTITTACTIGGTI TATATAT
Reference—AL i ¥ ¥ E E i T M I I =) i P T =) I T o L Fs

~ Specimenl

BC_R3-22-12-6-

AERERREENRNERnn NN nnnnnnnnnnnnEnnnnnnnnnnnnnn
TTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT TATATAT
T T T T T AGC T C TG T T ACTATGA T TA T AGEGE T T CC T ACTEGETATAAAGGTIG I T TACTIGETTATATAT

BC_F3-22-12-5-

TTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGT TATATAT

< | =) =3 | >
F:adwe layer does not contain a librany
Legend: 1 Known Yariants 1 Al Wariants

Sekil 16: NADL1 genine ait ileri ve geri yonlu olarak elektroferogram gorintisa.

Tum orneklerin forward ve reverse dizileri analiz edilerek NCBI sitesindeki BLAST
programu ile Karsilastirilmustir. Bu islem sonucunda galigilan tiim 6rneklerin Echinococcus
granulosus sensu stricto (G1/G3) oldugu tespit edilmistir.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i Alignments o
Descrpton i e

[F1 Echinococcus aranulosus isolate Echino UFSM-1 evtochrome c oxidase subunit] (coxl) gene. partial cds: mitochondrial 710 710 100% 00 99%

[ Echinococcus aranulosus mitochondrisl DNA, complete genome. sample code: 52L107 710 710 100% 0.0 99%

] 710 710 100% 0.0 99%

0 710 710 100% 0.0 99% KC1096511

B e 710 710 100% 0.0 99% KC1096471

[ Echinococcus aranulosus strain 4 ctochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene. partial cds: mitochondrial 710 710 100% 0.0 99% KC1086431

[ Echinococcus aranulosus clone HYS2 cytochrome ¢ oxidase subunit| (Cox1} gene, partial cos: mitochondrial 710 710 100% 0.0 99% JX8540291

0 710 710 100% 0.0 99% ABGEBG211

O 710 710 100% 0.0 99% ABBE8E17.1

] 710 710 100% 0.0 99%

0 710 710 100% 0.0 99% ABBE8E141

[E] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for ctochrome c oxidase subunit 1. partial cds, haplotype: EG34 710 710 100% 00 99% ABB8B6111

[E] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for ctochrome c oxidase subunit 1. partial cds, haplotvpe: EG33 710 710 100% 00 99% ABE28610.1

[E] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for ctochrome c oxidase subunit 1. partial cds, haplotvpe: EG32 710 710 100% 00 99% ABES88609.1

[0 Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 qene for cytochrome ¢ oxidase subunit 1. partial cds. haplotype: EG31 710 710 100% 00 99%

[£] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 qene for cytochrome c oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: EG30 710 710 100% 00 99%

[£] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: EG26 710 710 100% 00 99%

[E] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: EG25 710 710 100% 00 99%

[0 Echinocaccus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1. partial cds. haplotype: EG21 710 710 100% 00 99%

2] Echinococcus granulosus mitochondrial COX1 gene for cytochrome c oxidase subunit 1, partial cds, haplotype: EGZ0 710 710 100% 00 99%

Sekil 17: Alligment analizi sonrasi elde edilen dizilerin BLAST goriintii
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6.1.3. Ribozomal ITS-1 Gen Bolgesi PZR-RFLP Bulgular:

Protoskoleks veya germinal membranlardan izole edilen DNA’larin ribozomal ITS-1
gen bolgesi BD1 ve 4S primerleri ile ¢ogaltilarak, PZR tirtinleri jel tizerinde yiiritilmiistiir.
Elektroforez islemi sonrasi olusan bant profili sekil 18’de gosterilmistir. PZR ftiriinlerinin;
Alul, Rsal, Mspl, Cfol ve restriksiyon enzimleri ile kesim iglemleri yapilmis ve kesim iglemi
sonrast olusan bant profilleri de sirastyla sekil 18, 19, 20, 21 ve 22’de gosterilmistir. Biitiin
orneklerde ayni band profili elde edilmistir. Ttim Echinococcus izolatlarindan elde edilen
bant profilleri, pozitif kontrol (G1 - koyun susu) bant profilleri ile kiyaslandiginda hepsinin

ayni1 oldugu saptanmaistir.

Resim 9: Echinococcus granulosus’un koyun, sigir ve insan izolatlarinin ribozomal ITS-1
gen bolgesinin PZR ile amplifiye edilmesi sonucu olusan bandlarin goriiniimii.
M: Marker, 1; Pozitif Kontrol, 2; Negatif Kontrol (Distile Su), 3; insan izolati, 4; Koyun izolati,
5; Sigir izolat1
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Resim 10: Echinococcus granulosus’un insan izolatlarinin ribozomal ITS-1 gen bélgesinin
Rsal enzimi ile kesilmesi sonucu olusan bandlarin gériiniimii. M; Marker, 1; Pozitif Kontrol, 2;
Negatif Kontrol 4; Insan izolati.

5§ 8 BEBE

Resim 11: Echinococcus granulosus’un koyun, sigir ve insan izolatlarinin ribozomal ITS-1
gen bolgesinin Mspl enzimi ile kesilmesi sonucu olusan bandlarin gériiniimii. M; Marker, 1;
Pozitif Kontrol, 2; Negatif Kontrol (Master mix icerisinde PZR Urunu yok, restriksiyon enzimi
var), 3; Koyun izolati, 4; insan izolati, 5; Sigir izolati.
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Resim 12: Echinococcus granulosus’un koyun, sigir ve insan izolatlarinin ribozomal ITS-1
gen bolgesinin Cfol enzimi ile kesilmesi sonucu olusan bandlarin goriiniimii. M; Marker, 1;
Pozitif Kontrol, 2; Negatif Kontrol (Master mix icerisinde PZR urini yok, restriksiyon enzimi
var), 3; Koyun izolati, 4; insan izolat, 5; Sigir izolati.

6.2. SEROLOJIK BULGULAR

Kistik Ekinokokkozis tanist almis ve molekiiler ¢alisma i¢in gerekli materyali
elde edilmis (protoskoleks/germinatif membran) hastalardan elde edilen serum

ornekleri IgG-ELISA ALP yonteminde 1/640 pl oraninda sulandirilmistir.

Konjuge dillsyonu 1/5000 pl olacak sekilde ayarlanmis ve okumalar 30 dakika
ve 60 dakika olacak sekilde spektrofotometrede ve 450 nm dalga boyunda
okutulmustur. Sonuglar Excel sayfasi seklinde kayitlanmistir. Cihazdaki hasta
sonuglart; negatif ve pozitif serumlar ile cihazin cut-oft degerleri dikkate alinarak

yorumlanmustir.

Bazi hastalarin serum Orneklerinin yiiksek pozitif oldugu saptanmis ve bu

hastalarin serumlar1 daha sonraki ¢alismalarda kontrol amaglh kullanilmak tizere

-20 °C’ye kaldirilmistir. Molekiiler ¢alisma sonucunda G1/G3 susu ile enfekte
oldugu saptanan tiim hastalarin IgG ALP yoninden seropozitif ¢ikmasi, yapilan
serolojik ve molekiiler c¢aligsmalarin bulgularimin birbiriyle tutarli oldugunu ve

herhangi farkl1 bir sonuca neden olacak kontaminasyonun olusmadigini gostermistir.
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Tablo 4:

Neg: Negatif kontrol, Blank: bos ¢ukur, +: diisiik pozitif serum, ++: yiiksek pozitif serum

30.

dakikada

nm’de

okunan

IgG ALP  hasta

degerleri.

Blank

0,098

0,096

0,091

0,08

0,08

0,07

0,065

0,059

Blank

0,083

0,083

0,08

0,08

0,08

0,07

0,065

0,06

Neg

0,145

0,138

0,134

0,112

0,011

0,095

0,092

0,092

Neg

0,152

0,123

0,114

0,099

0,095

0,095

0,089

0,089

Diisiik

0,248

0,177

0,161

0,133

0,113

0,102

0,094

0,092

Yiksek

0,649

0,509

0,512

0,42

0,27

0,219

0,164

0,129

1. Hasta

1,051

0,986

0,98

0,865

0,735

0,672

0,526

0,502

2. Hasta

1,264

1,214

1,021

0,984

0,859

0,851

0,831

0,815

Resim 13: 30. dakikada 450 nm’de okunan IgG ALP plag:
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Tablo 5: 60. dakikada 450 nm’de okunan IgG ALP hasta degerleri.

Neg: Negatif kontrol, Blank: bos cukur, +: diisiik pozitif serum, ++: yiiksek pozitif serum

Blank Blank Neg Neg Diisiik Yuksek 1.Hasta 2.Hasta
0,104 0,087 0,341 0,262 0,522 1,523 2,403 2,859
0,1 0,087 0,225 0,192 0,34 1,225 1,979 2,765
0,098 0,087 0,177 0,169 0,295 1,21 1,806 2,429
0,098 0,079 0,156 0,13 0,231 0,972 1,256 2,272
0,091 0,077 0,151 0,108 0,167 0,596 1,214 1,95
0,09 0,69 0,109 0,106 0,137 0,443 1,115 1,904
0,9 0,06 0,105 0,097 0,116 0,295 1,114 1,073
0,09 0,04 0,102 0,097 0,109 0,203 1,102 1,045

Resim 14: 60. dakikada 450 nm’de okunan IgG ALP ELISA plag.
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Resim 15: Bir saat ¢alisma sonunda IgG ALP ELISA plaklar
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7. TARTISMA

Echinococcus granulosus insanda ve birgok evcil hayvanda “Kistik
ekinokokkozis’e neden olan bir faktordiir. Diinyada ve Tiirkiye’de en 6nemli saglik
ve ekonomik problemlerden biri olarak giincelligini korumaktadir. Metasestodlarla
enfeksiyon, siddetli hastaliklara ve yiiksek ekonomik kayiplara neden olmaktadir

(Akgiin 2008; Snabel 2009).

KE’nin endemik olarak bulundugu ve sikligimmin en yiiksek oldugu bolgeler;
Orta Dogu, Orta Asya, Kuzey ve Dogu Afrika, Avustralya ve Giiney Amerika’dir
(Santivariez 2008; Schneider 2008).

Tiirkiye’de tarama g¢alismalari fazla olmadigindan insanlardaki prevalans hastane
kayitlarma dayanmaktadir ve prevalans tahminen 0,8-2.0/100.000 olarak
belirtilmistir (Nolan 2005).

Diinya’da Echinococcus granulosus suslarinin genotiplendirilmesi i¢in yapilan
molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalarda; PZR, PZR-RFLP, PZR-SSCP, RAPD-PZR,
RT-PZR (QPZR), Nested PZR, Multipleks PZR, Reverse Transkriptaz PZR (RT-
PZR) Southern Blot, DNA Dizileme ve ddF (Dideoksi parmakizi) gibi birgcok teknik
kullanilmistir.  Yapilan mitokondrial CO1 ve NADI1 sekans calismalarina gore
Echinococcus granulosus’un 10 farkli genetik tipi (G1-G10) tanmimlanmustir.
Gunlimizde ise bu genotiplerin bazilari ayni sus altinda toplanmis ve bes sus
belirlenmistir (Eryildiz ve ark. 2012; Gokpinar ve ark. 2017; Ahn ve ark 2017).

Japonya, Finlandiya ve Amerika Birlesik Devletlerinden (¢ arastirmacinin

yaptig1 molekiiler ¢alismalarda G1, G6 ve G7 suslarina rastlanmistir. (Ito ve ark.
2017)

Ispanya’daki ¢alismalarda, RAPD-PZR ve Sekans yontemi birlikte kullanilarak
genotiplendirme yapilmis; koyun, sigir, ke¢i, domuz, yabani ayilar ve insanlarin G1
susu ile atlarin G4 susu ile enfekte oldugu bildirilmistir. Ayrica domuz, kegi ve

yabani ayilarda G7 susu da saptanmigtir (Mwambete 2004).
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Bulgaristan’da sigir, koyun, domuz, ¢akal ve kurt 6rnekleriyle yapilan niiklear
ve mitokondrial gen dizilerinin incelenmesi sonucunda baskin olan susun GI1 susu

oldugu belirtilmistir (Bowles 1992).

Meksika’da, DNA Sekansi, PZR- RFLP ve RAPD-PZR yontemleri
kullanilarak, domuz Orneklerini infekte eden Echinococcus granulosus susunun,

Polonya domuz izolatiyla ayn1 oldugu saptanmistir (Utiik 2005).

Iran’da koyun, keci ve sigirlarin hidatik kistlerinin sebebinin G1 susu oldugu
tespit edilmistir (Parsa 2011). Jafari ve ark’nin 50 hastadan aldiklar1 6rneklerin G1,
G3 ve G6 susu bakimindan pozitif oldugu bildirilmistir (Jafari va ark. 2017). Yine
fran’da 138 insan ve koyun 6rneginde elde dilen susun baskin olarak G1, daha sonra

G3 ve ¢ok azinin da G6 susu oldugu raporlanmistir (Nikmanesh ve ark. 2017).

Tunus’da insan, sigir, koyun ve deve izolatlari PZR-RFLP yontemi ile
incelenmis ve 40 izolatin CO1 gen bolgesi dizilenerek 37°sinin (insan, sigir, koyun)
G1 susu ile ii¢ deve izolatinin ise G6 susu ile infekte olduklart saptanmistir (Parsa

2011).

Sudan’da 50 tek horgiiclii deve hidatik kist izolatlarinin NADI1 ve CO1 genleri
DNA Sekans1 yontemiyle incelenmis ve 49 izolatin G6 susu ile infekte oldugu, bir
izolatin ise G5 susu ile infekte oldugu bildirilmistir (Ahmed 2013).

Guney Afrika’da 32 insan hidatik kist 6rnegi, PZR-RFLP ve DNA dizileme
teknikleri birlikte kullanilarak incelenmis ve insanlarin Echinococcus granulosus
sensu stricto (G1-G3) (%81), Echinococcus canadensis (%16) ve Echinococcus
ortleppi (%3) suslart ile infekte olduklari tespit edilmistir. Giiney Afrika’daki
insanlarda G5 ve G7 suslar ilk defa gézlenmistir (Mogoye 2013).

Cin’de 84 izolatin mitokondrial NAD1 ve ATP6 gen boélgeleri DNA dizileme
yontemiyle incelenmis ve 82 izolatta G1 susu, iki insan izolatinda ise G3 susu tespit
edilmistir (Yan 2013).

Polonya’da, Echinococcus granulosus’un insan ve domuz izolatlarmin tipini
belirlemek amaciyla bir hastadan aspirasyon yontemiyle alinan biyopsi materyalinin,
niklear (ribozomal ITS-1) ve mitokondrial (NAD1) dizilerini PZR-RFLP ve DNA

dizileme yontemleriyle incelemisler ve hastanin yaygin olan G1 susu ile infekte
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olmadigini saptamiglardir. Hastanin ITS-1 gen bolgesinin PZR-RFLP analizi
sonucunda domuz susuna ¢ok benzeyen fakat domuz susu ve daha once bildirilmis

suslardan farkli bir susla infekte oldugunu saptanmistir (Varcasia 2006).

Polonya’da yapilan bir baska c¢alismada iki domuz ve ¢ insan karaciger

orneginde G7, koyunda ise G1 susuna rastlanmistir (Salamatin ve ark. 2017).

Romanya’da avlanan 290 vahsi hayvanin (267 yaban ay1si, 21 kizil geyik ve iki
yaban koyunu) nekropsisi esnasinda 35 tanesinde (33 yaban ayisi1 ve 2 kizil geyik)
hidatik kistler gériilmiistiir. Kistlerin PZR ve PZR-RFLP yontemleri ile incelenmesi
sonucunda; yaban ayilarinda G1 ve G7 suslar1 ve kizil geyiklerde G1 susu tespit

edilmistir (Breyer 2004).

Ulkemizdeki Echinococcus granulosus suslarmin karekterizasyonu hakkinda
yapilan molekiiler ¢aligmalarda PZR, PZR-RFLP, RAPD-PZR, PZR-SSCP ve DNA

dizileme gibi farkli molekiiler yontemler kullanilmistir.

Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesini kapsayan bir ¢alismada,
205 Echinococcus granulosus izolatinin (179 koyun, 19 sigir ve 7 kegi) ribozomal
ITS-1 gen bolgesi PZR-RFLP yontemi ile incelenmistir. PZR-RFLP analizi sonucu
elde edilen elektroforez band profilleri ayni oldugu i¢in segilen dort sigir, ii¢ koyun
ve dort kegi izolatinin mitokondrial CO1 gen bolgesi DNA dizileme yontemi ile
incelenmistir. TUm izolatlarm G1 susu oldugu bildirilmistir (Utiik 2008).

Tiirkiye’nin bat1 bolgesinde, 22 Echinococcus granulosus izolatinin (12 koyun,
10 insan) mitokondrial COX1 ve NAD21 genleri DNA dizileme yontemiyle
incelenmis ve 17 izolatta G1 susu, bir koyun izolatinda G3 susu ve bagka bir koyun
izolatinda G1/G3 susu bulunmustur. iki koyun ve bir insan izolatinda ise ilk defa G7
susu tespit edilmistir (Snabel ve ark 2009).

Erzurumda 1758 sigir 6rneginde %33,9 oraninda kist saptanmigtir. 220 kistli
ornegin (173 akciger, 47 karaciger) germinal mebranindan elde edilen materyalle
yapilan ¢alismada 147’sinin G1-G3 kompleksi oldugu, 73’ Uniin sadece CO1 gen
bolgesinin ¢aligilip bunlardan yedisinin 446 bp baz verdigi bildirilmistir (Simsek
2010).
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Utiik ve ark’nm hayvan miizesinden elde ettikleri 2008’de otopsisi yapilmis bir
at karacigerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda etk in susun G1-G3 susu oldugu

goriilmiistiir (Utik ve ark. 2013).

Adana’nin Cukurova bolgesinde 58 drnekte (42 insan,13 sigir, 3 koyun) yapilan
calismada etkin susun %100 G1 susu oldugu belirtilmistir (Eroglu ve ark. 2016).

Kirikkkale Hasandede Mezbahasi’nda kesimi yapilan sigir Orneklerinin
molekiiler incelenmesi sonucu 20 6rnegin G1-G3 Echinococcus granulosus sensu

stricto tiirii ile enfekte oldugu anlasilmistir (Gokpinar 2017).

Oge ve ark’nin Ankara’daki kopeklerde yaptiklari coprodiagnosis ¢alismasinda

14 6rnegin G1 susu ile enfekte oldugu anlasilmistir (Oge ve ark. 2017).

Tiirkiyenin degisik bolgelerinden elde edilen 38 sigir ve 31 koyun Ornegi
tizerinde yapilan baska bir ¢calismada da paralel sonuglar elde edilmis ve G1 susunun

molekiiler tanis1 yapilmistir (Kinkar ve ark 2016).

Calismamizin sonucunda, enfekte olmus insanlarin karacigerinden alinan toplam
33 hidatik kist 6rnegi PZR, PZR-RFLP, DNA Dizileme yontemleri kullanilarak tim
insan O6rneklerini enfekte eden yaygin susun Echinococcus granulosus sensu stricto

(G1-G3) oldugu bulunmustur.

Molekiiler c¢alismada CO1 ve NADI1 genleri ve ITS-1 gen bdlgesi tum
izolatlarda amplifiye edilmistir. CO1 ve NADI genlerine ait amplikonlar [CO1 (446
baz cifti) ve NAD1 (378 baz cifti)] agaroz jel iizerinde elektroforez islemi ile
yiriitiilldiiklerinde tek bir bant verdigi gézlemlenmistir (Sekil 11-12). CO1 ve NAD1
sekans sonuglari hem birbirleriyle hemde referans dizisiyle homolog olup birkag baz
farklilig1 gostermistir. Aynm1 konaktan alinan kistlerden elde edilen amplikonlarin,
agaroz jel elektroforezi sirasinda elde edilen bantlarinda boyut farkliligt
saptanmamistir. CO1, NAD1ve ITS-Igenlerine ait amplikonlar daha 0Onceki
calismalardan elde edilen sonuclarla benzerlik gdéstermektedir (Xue 1993;
Mwambete 2004; Utiik 2008; Yildiz ve ark. 2010; Ergin ve ark. 2010; Eryildiz 2010;
Parsa 2011; Mogoye 2013;Adwan 2013; Yan 2013; Ahmed 2013, Oztatlic1 2013;
Altintas ve ark. 2013).
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Insandan elde edilen Kist érneklerinin spesifik IgG antikoru bakimimdan pozitif
oldugu saptanmistir. Antikor titrelerinin bazi hastalarda diisiik, bazilarinda ise ¢ok
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 3,4). ELISA plaklarindaki renklenmenin cihaz
okuma sonuglarini desteklemesi, serum ve konjuge diliisyonlarinin hassas sekilde

yapildiginin ve herhangi bir kontaminasyonun olusmadiginin gostergesidir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaci, Manisa ve g¢evre illerde Kistik Ekinokokkozis tanis1 almis
50 kisilik hasta populasyonundaki, 33 bireyden elde edilen kist icerigi ve germinal
membrandan elde edilen Echinococcus granulosus DNA ‘simnin; DNA Dizi Analizi

Teknigi ile dizilenerek sonuglarin ELISA testi sonuglari ile karsilastirilmasidir.

Sonug olarak; ¢alismamizda elde ettigimiz 33 insan Orneginin serolojik ve
molekiiler bulgulari, Tirkiye’nin ve Diinya’nin farkli boélgelerinde yapilmis olan
caligmalardan elde edilen bulgularla benzerlik gostermistir (Xue 1993; Parsa 2011;
Mogoye 2013; Mwambete 2004; Eryildiz ve ark. 2012; Adwan 2013; Yan 2013;
Ahmed 2013, Altintas ve ark. 2013; Eroglu ve ark. 2016; Gokpinar ve ark 2017).

Tirkiye’nin Manisa ili ve cevresinde Kistik Ekinokokkozisli hasta 6rneklerinin
DNA Dizi Analizi Teknigi kullanilarak tespiti ¢alismamizda, hastalarin
Echinococcus granulosus sensu stricto (G1/G3) ile infekte oldugu saptanmustir. Dizi
analizi verileri ile KE’li hastalardaki spesifik immun yamtin tiir iliskili olup
olmadiginin arastirilabilmesi i¢in farkli tiir ya da genotipler ile infekte hastalarin
karsilagtirilmast gerekmektedir. Bizim hastalarimizin tamaminin Echinococcus

granulosus sensu stricto (G1/G3) ile infekte olmasi nedeniyle bu yapilamamustir.

Ancak genotiplerin birgogu igin cografi dagilim, insan ve hayvanlarda konak
iligkileri, klinik sonuglar ve patoloji gibi hala yetersiz bilgiye sahibiz. Dolayisiyla, bu
arastirma i¢in daha fazla ve 0zellikle daha genis hasta gruplar1 ve farkli genotiplere
sahip (eger miimkiinse) KE’li hastalar ile daha ileri arastirmalarin sonuclarini
gormek ilging olacaktir. Bu agidan ¢alismamiz, 6zgll tirler veya genotipler ile klinik
sonuglar arasindaki iligskiyi ve Tiirk insan konakgilardan tiiretilen parazit materyalini
kullanan serolojik sonuglar1 arastirmasi agisindan Ozgiin bir calisma niteligi

tasimaktadir.
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EK.1
Cahsmanin ada:

Kistik Ekinokokkozisli Hastalarda Serolojik Sonuglarin Genotip iliskisinin Dizi

Analizi Sonuclari ile Karsilastirilarak Arastirilmasi

OLGU RAPOR FORMU

Hastamin Kod Numarasi: Tarih:
Ad1 Soyadi: Yasadigi
yer:
Yasi: Telefonu:
Cinsiyeti: Adresi:
Klinik Ele gelen kitle Agn Hepatomegali Diger bulgular
Semptomlar
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Ultrason | Negatif CL CEl CE2 | CE3 CE4 CE5
Sonucu:
Kitle sayisi: Lokalizasyon: Boyut:

Serolojik Sonuglar:

ELISA

WB

Molekuler Sonuclar

RT-PCR
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EK.2
Cahsmanin ada:

Kistik Ekinokokkozisli Hastalarda Serolojik Sonuclarin Genotip Iliskisinin Dizi

Analizi Sonuclari ile Karsilastirilarak Arastirilmasi

HASTA ANKET FORMU

Hastanin Kod Numarasi: Tarih:
Ad1 Soyadi: Yasadig: yer:
Yasi: Telefon:
Cinsiyeti: Adres:
Meslek:

Hayvancilikla ugrasiyor musunuz?

Evde kopek besliyor musunuz? Sayisi:

Bu hastaligi hi¢ duydunuz mu?

Kesilen hayvanlarin organlarinda
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kistlere rastladimz mi?

Bu Kkistli organlari ne yapiyorsunuz?

KE i¢in

Ameliyat dykusu:

Daha once tam almis mi?

Aldiysa hangi Seroloji us X Ray Diger
yontemlerle?
Tlac tedavisi almg nm? Evet Hayir | Ne kadar sure? Ne zaman?

Ailede baska hasta var

mi?
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EK.3

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !

Bu calismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer almayi kabul
etmeden o6nce calismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu
bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi
litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik yanitlar isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDiR?

Kistik ekinokokkozis (KE) hayvanlardan (6zellikle kopeklerden) insanlara gegen bir
hastaliktir. Hastalik insana gectikten sonra karacigerde olusacak lezyonun; Ultrasonografi,
Bilgisayarli Tomografi, Magnetik Rezonans gibi tibbi goriintilleme teknikleri ile
taninabilmesi ya da sizin karin agrisi, sag tarafinizda sirta vuran bir agri, sarilik gibi hastalik
belirtilerini hissedebilmeniz icin 5-15 yil gibi bir siirenin gegmesi gerekmektedir. Hastaligin
tanis1 giiniimiizde radyolojik tan1 yontemleri ile konulmaya g¢aligilmasina ragmen; kistin
tiimor, apse, basit kist gibi diger yer kaplayan olgularla ayirici tanisinin yapilabilmesi i¢in 6n
taninin, mutlaka serolojik tan1 yontemleriyle desteklenmesi gerekmektedir. Tedavi sonrasi
hastalarin takiplerinde ise radyolojik tani yontemlerinin yetersiz kaldigi ve hastalarin
ozellikle serolojik tani yontemleri ile takip edilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.
Serolojik testlerin, enfeksiyonlu kisilerin serumundaki spesifik antikorlar1 tespit etme
kapasitesinin (sensitivite) ve KE hastaligi olanlart diger parazitik ve klinik hastaligi
olanlardan ayirma kapasitesinin (spesifite); kullanilan antijenin cinsi ve hazirlama sekli,
degisik pozitiflik kriterleri, kistin canliligi ve lokalizasyonu, parazitin susu gibi birgok
sebebe bagli olarak farkli olduklar1 bilinmektedir. Parazitin genotipinin belirlenmesi

hastaligin gelisiminin seyri bakimindan son derece 6nemlidir.

Calismamizin amaci; elde edilecek dizi analizi verileri ile KE’li hastalardaki Echinococ
tiiriiniin saptanmas1 ve bu hastalardaki spesifik immun yanitin tiir iligkili olup olmadiginin

arastirilmasidir.
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KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Bu calismaya dahil edilebilmeniz icin kistik ekinokokkozis hastasi olmaniz gerekir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Olgularin sosyodemografik ozelliklerini ve yasadiklari cevresel kosullar1 belirlemek

amaciyla hazirlanacak anket formu uygulanacaktir.

Ege Universitesi ve Celal Bayar Universitesi Hastanesine bagvuran 50 kisiden serolojik
incelemeye uygun sekilde jelli vakumlu kan tiiplerine 5 ml kan alinacaktir. Toplanan kanlar
4000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrilacak ve uygun kosullarda (-70°C

dipfrizde) saklanmak iizere 1.5 ml lik ependorf tiiplerine aktarilacaktir.

Alinan kan sadece bu arastirmada kullanilacak olup bunun diginda hi¢ bir aragtirmada
kullanilmayacaktir. Doktorunuz ameliyat olup olmayacaginiza karar verecek ve islem
gerceklestirilecektir. Ameliyat esanasinda sizden c¢ikarilacak olan kistin sivisi ya da kist

membrani da ¢alismamizda kullanilacaktir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak yalnizca kan vermek ve ameliyat esnasinda ¢ikarilan kist

stvisinin ya da membraninin kullanilmasi i¢in onay vermek sizin sorumluluklariizdir.

Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirici sizi uygulama dig1 birakabilme yetkisine

sahiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIiR?

Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 50 “dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu aragtirmada yer almaniz i¢in 6ngoriilen siire 2 yildir.
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CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirmada sizin i¢in beklenen yararlar sizde hastalik olusturan etkenin susunun
belirlenmesidir. Bu sayede hem sizin hastaliginizin seyrinde hem de diger hastalarin tan1 ve

takibinde 6nemli bilgiler edinmemize yardime1 olacaktir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Bu aragtirmada sizden fazladan 2 ml (Bir ¢ay kasig1) / 5 ml (Bir tath kasigi) kan
almacaktir. Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri ve/veya morarma
sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi

olabilir. Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan aliacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIiRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI
OLDUGU BIiLIiNEN iLACLAR/BESINLER NELERDIiR?

Yoktur.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILiRiM?

Uygulanan galigma programini aksatmaniz halinde doktorunuz sizin izniniz olmadan

sizi ¢alismadan ¢ikarabilir.

DiGER TEDAVILER NELERDIR?

Yoktur.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR iCIiN Kimi
ARAMALIYIM?

Uygulama siiresi boyunca, zorunlu olarak arastirma dis1 ila¢ almak durumunda
kaldiginizda sorumlu arastiricty1 6nceden bilgilendirmek igin, arastirma hakkinda ek bilgiler
almak i¢in ya da calisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklariniz i¢in 0 236 2331920-437 ya da 0 532 527 65 53 no.lu telefondan Yrd. Dog.
Dr. Nuray ALTINTAS’a bagvurabilirsiniz.
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CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar1 size veya
giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 0&zel higbir kurum veya kurulusa

Odetilmeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?

Calismay1 destekleyen kurum Celal Bayar Universitesi ve Ege Universitesi’dir (Yrd.
Doc¢.Dr. Nuray ALTINTAS’a ait devam eden 2011-065 nolu proje ile Prof.Dr. Nazmiye

Altintag’a ait devam eden 2011 TIP 099 nolu proje malzemelerinden yararlanilacaktir).

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIiR?

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya
vazgecme durumunda bile sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir. Arastirici, uygulanan
tedavi semasimin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini aksatmaniz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle isteginiz disinda ancak bilginiz dahilinde sizi

arastirmadan ¢ikarabilir. Bu durumda da sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Aragtirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢calismadan c¢ekilmeniz ya da
arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel

amacla kullanilabilecektir.
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KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GIiZLILIK
SAGLANABILECEK MIiDiR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde

kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baglanmadan Once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum ve sozIlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim
sorular1 aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalari
ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi isteyip istemedigime karar
vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor
ve sOz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski
olmaksizin biiyiik bir goniilliiliikk icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel

yasalarin bana sagladig1 haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi1 bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI
ADI &
SOYADI
ADRESI
TEL. &
FAKS
TARIH
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VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR

. ) _ iMZASI
ICIN VELI VEYA VASININ

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIiBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR
ARASTIRMACININ iMZASI

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGIi DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVi

TARIH
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Ek 4: Yonetim Kurul Karari
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Ek 5: Etik Kurul Onay Formu
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EK 6: Tez Calismasi Orjinallik Raporu

Tc.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
: ; SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ GALISMASI ORJINALLIK RAPORU

TIBBI BiYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tez Adi
KISTIK EKINOKOKKOZISLI HASTALARDA SEROLOJiK SONUGLARIN GENOTIP
ILISKISININ DIZi ANALIZi SONUCLARI ILE KARSILASTITILARAK ARASTIRILMASI

Tezime iliskin 17/07/2018 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna goére, tezimin benzerlik orani % 30 ‘tiir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan

ederim.
18/07/2018
Adi Soyadi :0ZLEM TURKUM
Ogrenci No :3113010003
Anabilim Dali :TIBBI BIYOLOJI
Programi :TIBBI BIYOLOJI
DANISMAN ONAY
UYGUNDUR.
DOC.DR.WU 1 $

2 %

&
Agiklamalar
1-Tez Calismasi Orjinallik Raporu (TCOR), TURNITIN Intihal Tespit Programi kullanimi icin kisisel hesap alma hakki bulunan tez danismanlari,
Enstitiilerde gorevlendirilen personeller, Kiitii ve Dokii Daire k B'nda gorevlendirilen kitiiphaneciler tarafindan
ahnir,

2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler icin tez savunmasindan énce ve basarili olmas durumunda diizeltmelerden sonra olmak iizere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlar seklinde béliinerek Turnitin veri tab. yiikl i gerek ir. Bu gibi
d I benzerlik hesapl iliskin detayl forma, kiitiphane web sayfasinda bul Turnitin kull kil nin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bélimler ve Sonug bélimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yuikleme yapilirken Dosya Basligi (document title) olarak tez bashginin tamam, Yazar Adi (author’s first name) olarak ©Ogrencinin
ady, Yazar Soyad: (author’s last name) olarak 6grencinin soyadi bilgisi yazlr.

4- TURNITIN Intihal tespit prog ikl d ureh ilgili programdaki filtreleme segenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakea haric, - Alintilar hari, - 5 kelimeden daha az drtiisme iceren metin kisimlari harig (Limit match size to 5 words)
S-Istege bagh ayarlar kismindan; “Odevieri suraya génder?” laka DEPO YOK seklinde i K

durumda ayni tezin ikinci kez yiiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan tezi silmek goi uzun siireg g;rektlrecektlr. e
6- Raporlama iglemi diktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gériintiisiing sag Ust kosesinde yiizdelik say! olarak belirtilen “benzerlik
orani,” raporl; ya tabi | olan dosy “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiiksek Lisans/Doktora
Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir,

7- Benzerlik oraminda tiim sorumluluk égrenciye aittir.

8-Tez sinavi basanih buls Brenci, tez sinavi tarihi da tezde yapilmis degisiklikleri igeren
dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal rap daki bilgiler kul k hazirl 5 ve tez d Fo A N RN

ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Galismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekl, yiki

9-Turnitin Hak Bilgiler: http://k cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.htm|
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EK 7: Uluslararas: Poster Bildiri

'Mummmummﬁm
mmmwﬁdwhw.

Nurav ALTINTAS Oulem AKSOY, Sekda KARAMIL, Mesut AKII,
OZTATLICL Marst SOZBILEN, Aslan SAKARYA, Nazmiye ALTINTAS

Authors
[ Preseating | Ceial Bayar Usivarasy, Faculty of Modicie, Deparizeat of Medical Biology. M
wuthor | TURKEY

ABSTRACT (SN mxlﬁ)

mmm».bum&mwhhhtm
Molecular identification of burman CE caes i stroogly recommended for better

pathology and the course of infections a¢ well as epidemioogy. So.lhmmyhacbdm
Mu,,c.‘mmmmmawmmhmmwmﬁ
specific apecies or gesotyper. Alm of this study s (o investigate application of ELISA sad Western
nmm:«umtuummmumauemm

paticnss.

Material and Methods; Thiny three human wolazes and biood have been taken from M‘h
mmamwmoul)&sw«tmnww
Hospieal and Celal Bayar Universzy Hosprtal. Fertility and 1he viahilsty of the cyats were observed
microscopically. r«mu.mnm«mmmmmg
procoscolices. The total geoomic DNA wunmmdnmkummﬁlw

mmmwm)mnm the metacoviodes of the |

; ji!mﬂ;Ms:u«l‘u»l!l.l.',l\m\tl-.uluuﬁ'mwlimn

were seropartive and ranges were 1/
analysis of EgAg sbowed mmm.u.n.s 75
mmmmmwﬁ kDs bands ¢ ( --“‘rn
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EK 8: OZGECMIS

Adi Ozlem Soyadi TURKUM
Nigde Dogum 03.06.1988
Dogum Yeri o
Tarihi

Uyrugu TC Tel 05547154193

E-mail ozzlem_green@hotmail.com

Egitim Diizeyi

Mezuniyet
Mezun Oldugu Kurumun Adi
Y1l

IDoktora/Uzmanhk

Yuksek Lisans

Lisans MCBU Fen-Edebiyat Fak. Biyoloji B6lUm( 2011

Lise Suphi Koyuncuoglu (YDA) Lisesi 2007

Is Deneyimi

o Siire (Ay/Yl -
Gorevi Kurum
IAy/Y1l)

Biyolog Cesme Ozel Sissus Hastanesi 7 ay

Biyoloji Ogretmeni Ozel Bilgince Butik Dershanesi 3ay

Biyoloji Ogretmeni Milli Egitim Bakanhgi 29.02.2016-Halen

Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Cok iyi Iyi Cok iyi
Almanca Orta Orta Orta
Yabanca Dil Sinav Notu
YDS |[UDS |IELTS [TOEFLIBT [TOEFLPBT TOEFLCBT FCE |CAE |[CPE
51,25
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Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puani 69,28 68,83 62,69

KPSS Puam 77,29

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

MS Office Programlari Iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendiriniz.

EK: Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildiri)

EK: 1 Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildiri)
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ELISA and Western Blotting methods contribute to clinical outcomes in
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CONGRESS OF ECHINOCOCCOSIS. 04 - 07 October.2017.Algeria

2. Nazmiye ALTINTAS, Ozlem AKSOY, Nuray ALTINTAS,
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Kongresi. 12-15 Eylul 2012.Gaziantep.

3. Nuray ALTINTAS, Demet BULUT, Ozlem AKSQY, Sebnem
CIDDi, Aysegil UNVER, Nazmiye ALTINTAS. Kistik
Ekinokokkozisin Ekonomik Onemine Genel Bir Bakis. 6. Ulusal
Hidatidoloji Kongresi. 12-15 Eylil 2012.Gaziantep.
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Etkili Simif Yonetimi Semineri (22.07.2016).
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