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OZET

SAMSUN YORESI MANDALARDA KiSTIiK EKINOKOKOZIiS’iN
YAYGINLIGI, SUSLARIN PZR ve DNA DiZi ANALIiZi TESBITI

Yunus Emre BEYHAN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Mayis - 2011

Echinococcus granulosus larvalarinin neden oldugu kistik ekinokokozis hem
insanlar1 hem de hayvanlar1 etkileyen diinyadaki en 6nemli zoonozlardan birisidir.
Parazitin ergin sekilleri kopek, kurt, cakal ve diger kanidelerin ince bagirsaklarinda,
larva formu ise koyun, kec¢i, sigir, domuz, insan ve bircok memeli hayvanin ig
organlarinda bulunmaktadir. E.granulosus tiirii icerisinde bugiine kadar 10 sus (G1-
G10) tanimlanmistir. Echinococcus cinsi igerisindeki varyasyonlar, parazitin yasam
cemberi, konak oOzgilligli, gelisim hizi, patojenitesi, antijenite ve kemoteropotik
ajanlara duyarhligi, bulasma dinamikleri, hastaligin epidemiyolojisi ve kontrol
yontemleri iizerinde 6nemli derecede rol oynamaktadirlar. Bu bakimdan bir bolgedeki
baskin susun ya da suslarin belirlenmesi parazitin kontrolii ve eradikasyonu,
Echinococcus’a kargi tani yontemleri ve asilarin lretilmesi ve ilaglarin etkinligi

acgisindan ¢ok onemlidir.

Bu calisma ile Samsun yoresinde mandalarda kistik ekinokokozisin
yaygmligmin belirlenmesi, mandalarda bulunan mevcut suslarin molekiiler tekniklerle

varliginin ortaya konmasi amaglanmistir.

Mart 2006 ile Haziran 2010 tarihleri arasinda Samsun (Merkez, Carsamba,
Terme, Bafra, Ondokuzmayis) ve Amasya (Suluova)’daki mezbahalara gidilerek kesimi
yapilan 60 disi ve 106 erkek olmak iizere toplam 166 manda incelenmistir. Kesim
sonras1 kistik ekinokokozis yoniinden muayene edilen mandalarin 17 (%10,24)’sinde
kist tespit edilmistir. Bunlarin sekizinin (%47,06) akciger, besinin (%29,41) karaciger
ve dordiiniin (%23,53) her iki organi enfekte bulunmustur. Disilerin 13’1 (%21,66),
erkeklerin de dordii (%3,77) enfekte bulunmustur. Enfeksiyon yasa gore artmustir.
Genglerde bu oran %4,38 olarak bulunurken, yaslilarda ise %37,93 olarak tespit

edilmistir.
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Enfekte hayvanlardaki E. granulosus susunu belirlemek amaciyla kistlerden
cikarilan parazite ait parcalardan (protoskoleks ve germinal membran) DNA elde
edildikten sonra, cox! gen bolgeleri ileri JB3 (TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT)
ve geri JB4.5 (TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG) primerleri kullanilarak PZR
ile ¢cogaltilmistir. Daha sonra bu DNA’lar %]1°lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek
bantlar goriintiilenmistir. Bu 6rneklere ait PZR iiriinleri 6zel bir firmaya (lontek)
gonderilerek c¢ift yonli DNA dizi analizi yaptirilmis, elde edilen sonuglar Blast’a
girilerek (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLLAST/) GenBank’taki sonuglarla karsilagtirilmigtir.

Bu calismada incelenen mandalardan elde edilen izolatlarin tiimiinde evcil

koyun susu olarak bilinen G1 susu ve varyantlarinin bulundugu gériilmiistiir.

Sonug olarak; mandalarda G1 susunun tespit edilmesi, bu hayvanlarin da insan
enfeksiyonlar1 i¢in kaynak olusturabilecegini gostermektedir. Bu nedenle hastaligin
kontroliinde daha etkili stratejilerin gelistirilmesi, bolgesel ve ulusal diizeyde yapilmasi
gerekli olan eradikasyon, as1 ve ila¢ gelistirme ¢alismalar1 ve halk sagligi acisindan bu

noktanin géz Oniine alinmasinda yarar bulunmaktadir.



ABSTRACT

CYSTIC ECHINOCOCCOSIS PREVALENCE IN SAMSUN REGION
BUFFALOES, DETECTION of GENOTYPES WITH PCR and

DNA SEQUENCE ANALYSIS

Yunus Emre BEYHAN, Ph.D. Thesis

University of Ondokuz Mayis Samsun, May - 2011

Cystic echinococcosis caused by larvae of the Echinococcus granulosus is
affecting both people and animals and it is one of the world’s most important zoonosis.
The adult forms of parasite are found dogs, wolves, jackals and other canids small
intestine and the larvae forms are found sheep, goats, cattle, pigs, humans and many
other mammals internal organs. In total 10 distinct strains (genotypes) of E. granulosus
have been described. Variation within the genus Echinococcus plays significant role in
life cycle, host specificity, development rate, pathogenity, antigenicity and sensitivity to
chemotherapeutic agents, transmission dynamics, epidemiology and control methods. In
this respect, in a region to determine the dominant strain or strains is much important
for control and eradication of parasites, production diagnostic methods and vaccines

against Echinococcus and effectiveness of drugs.

In this study, we aim to determine the prevalence of cystic echinococcosis,
presence of current strains of buffaloe isolates and contributing to molecular

epidemiology.

Between March 2006 and June 2010, 166 slaughtering water buffaloes (60
female and 106 male) were examined in Samsun (Centre, Carsamba, Terme, Bafra,
Ondokuzmayis) and Amasya (Suluova) abattoirs and 17 (%10.24) of them infected with
cystic echinococcosis. 8 of buffaloes lungs (47.06%), 5 of thems liver (29.41%) and 4
of thems (23.53%) both lung and livers were found infected. 13 of females (21.66%)
and 4 of males (3.77%) were found infected. Infection rate increased by age. This rate

was found 4.38% in youngs and 37.93% in olds.

vi



After the DNA obtained from parasitic components (protoscolex and germinal
layer) which extracted from cysts, cox/ gene regions were amplified with PCR by using
forward JB3 (TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT) and reverse JB4.5
(TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG) primers. Then, bands were visualied with
conducting these DNA’s on the %1 agarose electrophresis. PCR product of these
samples were done bidirectional DNA sequencing by sending privative company
(fontek), our results compared with Genbank results by entering the Blast

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

All isolates obtained from in this study buffaloes were found to have G1 strain

and its variants.

Consequently, to be determined G1 strain in water buffaloes shows that these
animals can be source for human infections. Therefore, this point is taking into
consideration in terms of development more effective strategies for control of the
disease, eradication, vaccine and drug development studies need to be made in regional

and national levels and public health benefits.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A Adenin

Ag Antijen

AGID Agar Gel Immunodiffusion
AGPT Agar Gel Precipitation

AP Arbitrary Primed

BFT Bentonit Flocculation Test
bp Base pair

C Sitozin

CCIEP Counter Current Immunoelectrophoresis
CI Confidence Interval

CID Casoni Intradermal Test
CIEP Counter Immunoelectrophoresis
CFT Complement Fixation Test
coxl Cytochrome ¢ Oxidase 1
DD Double Diffusion

dH»0 Distile su

ddH0 Cift distile su

ddF Dideoxy Fingerprinting

dk Dakika

dNTP Deoksiniikleotid

ddNTP Dideoksiniikleotid

DNA Deoksiribontikleik asit

efla Elongation factor 1 alpha

EITB Enzyme Linked Immunoelectrotransfer Blot
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

elp Ezrin-radixin-moesin (ERM)-like protein
G Guanin

IFAT Indirect Fluorescent Antibody Test
IHAT Indirect Hemaglutination Test

IEP Immunoelectrophoresis

kg Kilogram

LAT Latex Aglutination Test

M Molar

mg Miligram

MgCl, Magnezyum klortir

ml Mililitre

ul Mikrolitre

pm Mikrometre

mtDNA Mitokondriyal DNA

NaCl Sodyum klortir

OH Hidroksil

PBS Phosphate buffer saline

pmol Pikomol

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
RE Restriksiyon enzimi

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RNA Riboniikleik asit

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamid Gel Electrophoresis
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SSCP

TAE

WB

°C

%

IA

Single Stranded Conformation Polymorphism
Timin

Tris Asetat EDTA

Unite

Western blot

Santigrat derece
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1. GIRiS

Echinococcus granulosus larvalarinin neden oldugu kistik ekinokokozis insan
ve hayvanlar birlikte etkileyen diinyadaki en 6nemli zoonozlardan birisidir. Parazitin
ergin sekilleri kopek, kurt, cakal ve diger kanidelerin ince bagirsaklarinda, larva formu
ise koyun, keci, sigir, domuz, insan ve kedi dahil bir¢ok memeli hayvanin ig¢

organlarinda bulunmaktadir.

Hastalik daha ¢ok geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak
goriilmektedir. Hijyen kurallari, halkin kiiltiir diizeyi, kasaplik hayvan kesimlerinin
kontrolsiiz ve kacak olmasi, basibos gezen kdpek sayisinin fazlahigi, enfekte ig
organlarin imha edilmeden c¢evreye atilmasi gibi faktorler parazitin yayilmasini

kolaylastirmaktadir.

Tiirkiye’de insan ve hayvan sagligim1 olumsuz yonde etkileyerek biiyiik
ekonomik kayiplara (et, siit, yapagi, is giici ve verimlilik, tani, ilag ve ameliyat
masraflari, vb.) neden olmaktadir (Giiralp, 1981; Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982;
Tigin ve ark., 1991; Umur, 2003; Ayaz ve Tinar, 2006, Budke ve ark., 2006; Sari6zkan
ve Yalg¢in, 2009). Bu sebeplerden dolay1 yillardir hastalik {izerinde mezbaha kayitlarina
dayal1 prevalans ve serolojik ¢alismalar yapilmaktadir. Bolgemizde yapilan
caligmalarda prevalansla ilgili baz1 sonuglara ulagilmis (Zeybek, 1973; Celep ve ark.
1990), ancak caligmalar bolge genelini kapsamadigi gibi bircogu da sistematik olarak
planlanmamistir. Bunun yaninda yore ekonomisinde dnemli rolii olan mandalarla ilgili

fazla g¢aligmaya rastlanilamamugtir.

Echinococus granulosus tiirii igerisinde bugiine kadar 10 sus (G1-G10)
tanimlanmistir. Bunlar; evcil koyun susu (G1), Tazmanya koyun susu (G2), manda susu
(G3), at susu (G4), sig1r susu (G5), deve susu (G6), domuz susu (G7), geyik susu (G8),
insan susu (G9), Fennoscandian geyik susu (G10)’dur.

Yapilan son molekiiler c¢aligsmalarla genetik farkliliklarindan dolayr E.
granulosus sensu stricto (G1-G3), E.canadensis (G6-G10), E.equinus (G4) ve
E.ortleppi (G5) ayr1 birer tiir olarak kabul edilmektedirler (Eckert ve Thompson, 1997;
Scott ve ark., 1997; Thompson ve McManus, 2002; Lavikainen ve ark., 2003; Naidich



ve ark., 2006; Nakao ve ark., 2007). Fakat halen E.granulosus’un siniflandirmasi

tartisma konusu olmakta ve degisiklik gostermektedir (Busi ve ark., 2007).

Echinococcus tiirlerindeki varyasyonlar, parazitin yasam ¢emberi, konak
ozgiilliigli, gelisim hizi, patojenite, antijenite ve kemoterapotik ajanlara duyarhlik,
bulasma dinamikleri, hastalifin epidemiyolojisi ve kontrol yontemleri iizerinde c¢ok
onemli rol oynamaktadirlar. Bu bakimdan bir bolgedeki baskin sus ya da suslarin
belirlenmesi, parazitin kontrolii ve eradikasyonu, parazit i¢in tan1 yontemleri ve asilarin
gelistirilmesi, lretilmesi ve ilaglarin etkinligi acisindan Onemlidir (Thompson ve

Lymbery, 1988; Eckert ve Thompson, 1997; Thompson ve McManus, 2001).

Ulkemizde bazi bolgelerde E. granulosus’un sigir, deve, koyun, kegi, insan ve
kopek izolatlarinin molekiiler ayrimi ile ilgili birka¢ arastirma yapilmis, fakat
mandalarda bu konuda hi¢ calisma olmadig1 gibi, Karadeniz Bolgesi’nde konuyla ilgili

hicbir aragtirmaya rastlanmamustir.

Yillardir varligini devam ettiren bu hastalik, ilagla kesin tedavisi olmadigi i¢in
hala 6nemini korumaktadir. En biiyiik eksikliklerimizden birisi bugiline kadar iilke

genelini kapsayan bir eradikasyon veya kontrol mekanizmasi kurulamamis olmasidir.

Bu calisma, mandalarda kistik ekinokokozisin yoredeki yayginliginin
belirlenmesi ve mevcut suslarin molekiiler yontemler ile ortaya konulmasi amaciyla
yapilmistir. BOylece hastaligin kontroliinde daha etkili stratejiler gelistirilebilecek,
bolgesel ve ulusal diizeyde yapilmasi gerekli olan eradikasyon, asi ve ilag gelistirme
caligmalarina temel olusturacak bilgi saglanacak veya iiretilecek ya da ithal edilecek

asinin dogru se¢ilmesi miimkiin olacaktir.

Diinyada bircok iilkede kistik ekinokokozise karsi gelistirilen, ancak saha
kullanimi1 ve etkinligi ile ilgili sorunlar bulunan, dolayisiyla heniiz ticari {iriin olamamis
tek asi, EG95 olup, bu da sadece koyun susuna etki etmekte, diger suslara etkisiz
kalmaktadir. Tiirkiye’deki suslar belirlenmeden baglatilacak bir as1 ve eradikasyon
caligmast gereksiz emek, zaman ve para kaybina yol agacaktir. Bu nedenle mevcut
suglarin belirlenmesi ve bunlara uygun as1 gelistirilmesi veya ithal edilmesi daha dogru
ve ekonomik olacaktir. Tim bunlarin yaninda, hayvanlarda hidatidosisin eradikasyonu

ve kontroliine yonelik calismalar ve bu alanda saglanacak basarilar, insan



enfeksiyonlarinda da azalmaya neden olacak, sonugta ulusal ekonomi ve veteriner halk

sagligina katki saglanmis olacaktir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. TARIHCE

Echinococcus granulosus’un larva evresi olan kist hidatid tarihin ¢ok eski
zamanlarindan beri bilinmektedir. Hipokrat (1.0. 460-377) domuz ve sigirlarda kist
hidatigin varligin1 bildirmis, ayrica insan karacigerinde gordiigii hidatid kisti “su dolu
kese” olarak tarif etmistir. Kapadokyali Arataeus (I.S. 9-79) ve Bergamali Galen (I.S.
129-200) de insan ve hayvanlarda su dolu keselerin varligini bildirmislerdir. Fakat bu
keselerin yillarca ne oldugu anlagilamamis, bunlarin tiimér veya dokularin kistlesmis

formlar1 oldugu diistiniilmiistiir (Unat, 1991; Tinar, 2004).

Kistlerin hayvan kokenli oldugunu ortaya koyan Francesco Redi, 1684 yilinda
bu kistler i¢in “Vezikiillii Solucanlar” terimini kullanmistir. Eriskin parazitin 1695
yilinda ilk kez Philip Jacop Hartmann tarafindan kopek bagirsaginda goriildiigii kabul
edilmektedir. 1684’te Redi, 1685’te Hartmann, 1691°de de Tyson yaptiklar
caligmalarla kistik ekinokokozisin zoonotik karakterde oldugunu oOne siirmiislerdir.
Peter Simon Palas hidatid kistlerdeki skoleksler ile erigkin parazitin skoleksleri
arasindaki benzerlige dikkat ¢ekmis, 1766 yilinda da kist hidatidlere hydatigena
denilmesini onermistir (Altintag, 1991). Goeze, 1780’de hidatid kistteki skoleksleri ve
bunlarin ¢engellerini tammlamustir. Ik kez 1786°da Bathsch kdpegin ince bagirsaginda
parazitlenen “ufak serit” tiiri ile evcil hayvanlar ve insanlarin degisik organlarinda
olusan hidatid kistlerin aynmi1 parazit tlirlinlin ayr1 birer gelisim sathasi oldugunu
bildirmis ve Hidatigena granulosa olarak adlandirmigtir. Daha sonra 1790 yilinda
Gmelin bu ismi Taenia granulosa olarak degistirmistir. 1801°de Isvecli bilim adam
Rudolphi képeklerin ince bagirsaginda bulunan kiigiik seritin larva evresi olan hidatid
kiste Echinococcus ismini vermis ve bu cinsin 0zelliklerini ilk kez tarif etmistir. Yine
ayn1 arastirict 1808’de kopek ince bagirsaginda buldugu seritin yapisal ozelliklerini
inceleyerek ayr1 bir tiir olduguna karar vermis ve Taenia cateniformis olarak
adlandirmistir. Carl Theodor von Siebold parazitin yumurtalarinda 6 ¢engelli embriyoyu
gordliglinii bildirmistir. Arastirict 1852 yilinda koyun ve sigirdan aldigr Kkistleri
kopeklere yedirmis, enfekte olan kopeklerin bagirsaklarindan ergin parazitleri elde

ederek bunlara Taenia echinococcus adimi vermistir. Bu deney ile parazitin kasaplik



hayvanlardaki kist formu ile kopeklerdeki serit formu arasindaki biyolojik iligki
ispatlanmistir. Daha sonralar1 Kiichenmeister, Beneden ve Leuckart domuz ve at
kistleriyle yaptiklar1 deneysel calismalarla, Siebold’un bulgularini dogrulamislardir.
1863’de Naunyn, Krabbe ve Fissen degisik {iilkelerde yaptiklari ¢aligmalarda insan
orjinli kistlerden elde ettikleri protoskoleksleri kdpeklere vererek parazitin ergin
formunu elde etmislerdir. Virchow 1855’de karacigerde rastladigi alveollii olusumlari
cok bosluklu ekinokok urlar1 olarak tarif etmis, Leucart da 1863’de petek benzeri yap1
gosteren ve Echinococcus granulosus’un varyetesi oldugunu diisiindiigii bu yapiya
Taenia echinococcosis multilocularis adin1 vermistir. Yine bu paraziti Kleman 1883
yilinda Echinococcus alveolaris olarak adlandirilmistir.  Nikifovor 1938°de
E.multilocularis’in  gelismesinde kemiricilerin arakonak olarak rol oynadigini
belirtmistir. Vogel 1955°de E.multilocularis ile E.granulosus arasindaki farklar1 ortaya
koyarak bunlar1 E.multilocularis olarak kabul etmistir. Ayni arastirict enfekte kirmizi
tilkilerin ince bagirsagindan elde ettigi parazit yumurtalarini farelere vererek kist
gelistirmig, bu kistleri kopege verdikten 5 giin sonra olusan ergin parazitleri
incelemistir. Bu deney sonucunda E.multilocularis ile E.sibiricensis’in ayni parazit
oldugunu bildirmistir. Smyth kistlerden elde ettigi skolekslerin erigkin skolekslerinden
farkli oldugunu belirtmis ve bunlara “protoskoleks” admi vermistir. Williams ve
Sweatman, 1962-1963 yillarinda yaptiklar1 ¢caligmalarinda E.granulosus’un morfolojik ve
konak ozelliklerine gore 4 alt tiire ayirmiglardir. Bu alt tiirleri E.granulosus granulosus,
E.g.borealis, E.g.canadensis ve E.g.equinus olarak isimlendirmislerdir. E.vogeli olarak
adlandirilan tiir 1972 yilinda Rausch ve Bernstein tarafindan bir ¢ali kdpeginde
bulunmustur. Bugiin ise gecerliligi kabul edilen tek alt tiir E.granulosus granulosus’tur
(Merdivenci, 1976; Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982; Unat, 1991; Altintas, 1991; Tigin
ve ark., 1991; Tinar, 2004).

Cok eski caglardan beri bilinen bu hastalik ile ilgili bazi1 bilgiler Anadolu
hekimleri tarafindan da bildirilmistir. Osmanli donemine ait ilk bilgi 1872 yilinda
Doktor C.R.Kiatibian tarafindan “Kyste hydatique multiloculare” olgusu ile
bildirilmistir. ik Tiirkge kitap ise Dr. Abdullah Bey tarafindan yazilmis, &liimiinden
sonra 1876 yilinda Miralay Rasit Bey tarafindan bastirilmistir. Dr. Ali Riza Bey
1903°de karaciger kist hidatid sivisindan kimyasal analiz yapmistir. Kendisi Veteriner

Hekim olan Prof.Dr. Ismail Hakki Celebi ilk modern parazitoloji kitabin1 yazmis ve



1928 yilinda Istanbul’da sokak kopeklerinde Echinococcus granulosus’un varhigmi
bildirmistir. 1940’11 yillarda Veteriner Hekim parazitologlar Hasan Siikrii Oytun, Ahmet
Nevzat Tiizdil ve Hasip Kurtpinar tarafindan ekinokokozis ile ilgili bazi ¢aligmalar
yapilmistir. 1936 yilinda Nevzat Tiizdil “Mezbahalarda Parazitoloji Tatbikat1”, 1945°de
ise Hasan Sikrii Oytun “Genel Parazitoloji ve Helmintoloji” adli kitaplarini
yazmiglardir. 1950 yilinda Prof.Dr. Ekrem Kadri Unat hidatid ¢engellerini Ziehl-
Nielsen ile boyayarak gostermis, daha sonraki yillarda serolojik tanida indirekt
hemagliitinasyon testini kullanmistir. 1976 yilinda Prof.Dr. Ahmet Merdivenci
“Tirkiye’de Hidatidoz” kitabin1 yazmustir (Merdivenci, 1976; Unat, 1991; Altintas,
2003; Tinar, 2004).

Sonraki yillarda gerek erginlerin gerekse larvalarin yayginligi, ekonomik
etkileri ile ilgili bircok caligma yapilmig ve son yillarda molekiiler g¢aligmalara
baslanmistir (Bowles ve ark., 1992a; Bowles ve McManus, 1993a; Umur ve Aslantas,

1993; Umur ve Arslan, 1998; Umur, 2003; Utiik ve ark., 2008).

2.2. TAKSONOMI
2.2.1. Echinococcus Tirleri

Echinococcus cinsinin taksonomisinde hem tiir, hem de sus bazinda tartismalar
halen devam etmektedir. Bu konuda molekiiler ¢aligmalar tiim hiziyla devam ederken,
yeni tiir ve suglar bulunmakta ve farkli gortigler 6ne stiriilmektedir. Echinococcus cinsi
icerisinde tanimlanmig birgcok tlir olmasina ragmen, bugiin klasik siniflandirmada
gecerliligi kabul edilen dort tiir bulunmaktadir. Bunlar; E. granulosus (Batsch, 1786),
E.multilocularis (Leuckart, 1863), E.vogeli (Rausch ve Bernstein, 1972) ve
E.oligarthrus (Diesing, 1863) tiirleridir. Bu tiirlerden en yaygin goriileni ve en 6nemli
olant E.granulosus’tur (Soulsby, 1986; Thompson, 1995). Bununla birlikte Xiao ve
arkadaslar1 tarafindan Cin’de E.shiquicus adinda yeni bir tiir daha tanimlanmis, ancak

heniiz klasik tiirler arasinda yer almamistir (Xiao ve ark., 2005).

Echinococcus tirlerinin siniflandirmadaki yeri asagidaki gibidir: (Soulsby,

1986; Tigin ve ark., 1991; Thompson, 1995)



Altevren : Metazoa

Kok: Platyhelminthes
Sinif: Cestoda
Sinifalti: Eucestoda
Takim: Cyclophyllidea

Takimalti: Cyclophyllidina

Familyatistii: ~ Taenioidea

Familya: Taeniidae
Cins: Echinococcus (Rudolphi, 1801)
Tirler: Echinococcus granulosus (Batsch, 1786)

Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863)
Echinococcus oligarthrus (Diesing,1863)

Echinococcus vogeli (Rausch ve Bernstein, 1972)

2.2.2. Echinococcus granulosus Suslari

Echinococcus tiirleri i¢in sus “aymi tiir i¢inde gen frekanslart yoniinden ve
ekinokokozisin kontroliinde aktiiel veya potansiyel biyolojik onemi bulunan bir veya
daha fazla karakter yoniinden istatistiksel olarak farkliik gosteren gruplar” seklinde
tanimlanmaktadir.  Echinococcus  cinsi  igerisindeki  varyasyon, nikleik asit
sekanslarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklar, parazitin yasam
cemberi, konak o0zgilligli, gelisim hizi, patojenitesi, antijenite ve kemoteropotik
ajanlara duyarlilifi, bulasma dinamikleri, hastaligin epidemiyolojisi ve kontrol
yontemleri {izerinde 6nemli derecede rol oynamaktadirlar. Bu bakimdan endemik bir
bolgedeki baskin sus ya da suslarin belirlenmesi parazitin kontrolii ve eradikasyonu
acisindan ¢ok onemlidir (Thompson ve Lymbery, 1988; Thompson ve Lymbery, 1990;
Eckert ve Thompson, 1997; Thompson ve McManus, 2001).

Yapilan son molekiiler ¢alismalar neticesinde E.granulosus cinsi igerisinde

bugiine kadar 10 sus (G1-G10) tanimlanmistir. Bunlar; evcil koyun susu (Gl),



Tazmanya koyun susu (G2), manda susu (G3), at susu (G4), sigir susu (G5), deve susu
(G6), domuz susu (G7), geyik susu (G8), insan susu (G9), Fennoscandian geyik susu
(G10)’dur (Tablo 1).

Echinococcus cinsi igerisindeki varyasyonun derecesi halen tartigma
konusudur. Bazi suslar igerisinde bile genetik varyasyonlar bulunmaktadir (G1*, G15,
GI1S, G1°, G1¥) (Kamenetzky ve ark., 2002). Fakat yapilan son molekiiler calismalarla
genetik farkliliklarindan dolay1 E.granulosus sensu stricto (G1-G3), E.equinus (G4),
E.ortleppi (G5) ve E.canadensis (G6-G10) ayr1 birer tiir olarak kabul edilmekte,
E.ortleppi ve E.canadensis ise kardes tiirler olarak tanimlanmaktadir. Yeni filogenetik
caligmalarla bu bes susun (G5-G10) yakinliklarindan dolayr bir grup olarak ele
alinmasindaki diisince agirlik kazanmaktadir. Bununla birlikte E.granulosus’un
siniflandirmast devamli olarak degisiklik gostermektedir. E.oligarthrus ve E.vogeli
tiirlerine bagh sus ise bulunmamaktadir (Scott ve ark., 1997; Thompson ve McManus,
2002; Lavikainen ve ark., 2003; 2006; Naidich ve ark.,2006; Nakao ve ark., 2007; Moks
ve ark., 2008).

Tiirkiye’de yapilan c¢aligmalar sonucunda, ¢ok farkli arakonak ve cografi
bolgelerden elde edilen E.granulosus suslarinin kendi iclerinde ¢ok sinirlt bir genetik
varyasyon bulundugu, ancak suslar arasinda c¢ok daha fazla varyasyonun oldugu

gosterilmistir (Yolasigmaz ve Altintas, 2004).



Tablo 1. Echinococus granulosus suslart (Thompson, 1995; Eckert ve

2006)

Thompson, 1997, McManus,

Genotip

Son konak

Arakonak

Cografi dagihm

G1, Evcil Koyun
Susu

Kopek, tilki,
dingo, cakal,
sirtlan

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

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

G2, Tazmanya Susu

Kopek, tilki

Koyun, sigir

Tazmanya, Arjantin,
Romanya, Hindistan

G3, Manda Susu

Kopek, tilki

Manda, sigir

Asya, Avrupa

G4 (E.equinus) At Kopek At, esek ve diger Avrupa, Orta Dogu,
Susu tektirnaklilar Giiney Afrika, Yeni
Zelanda, Amerika
G5 (E.ortleppi) Kopek Sigir Avrupa, Giiney Afrika,
Sigir Susu Asya, Rusya, Giiney
Amerika
Go6, Deve Susu Kopek Deve, kegi, sigir, Orta Dogu, Afrika, Asya,
koyun Arjantin
G7, Domuz Susu Kopek Domuz Avrupa, Rusya, Giiney
Amerika
G8, Geyik Susu Kurt, kopek | Geyikler Kuzey Amerika, Avrasya
G9, Insan Susu Kanideler Insan Polonya
G10, Fennoscandian | Kanideler Geyikler Finlandiya
Geyik Susu
Arslan Arslan Manda, yaban domuzu, | Afrika
ziirafa, antiloplar,
zebra, su aygiri
Tavsan Gri tilki Yabani tavsanlar Gliney Amerika

2.2.2.1. Evcil koyun Susu (G1)

Echinococcus granulosus’un en 6nemli arakonagi koyunlardir ve evcil koyun

susu diinyada en yaygin bulunan sustur. Giiney Amerika, Tiirkiye dahil Avrupa’nin

giiney ve dogu bolgeleri, Afrika’nin kuzey ve dogu bolgeleri, Asya’nin bir kismi ve

Avustralya,

susun yaygin bulundugu ve oOnemli oldugu yerlerdir.

Baslangicta

karsilastirmali ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu Avustralya, Yeni Zelanda ve Ingiltere’de

yapilmig ve buralardaki suslarin ayni oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bununla beraber basta

Ingiltere olmak {izere Avrupa’min farkli iilkelerinde, koyun kokenli parazitlerin

morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler tekniklerle incelenmesi sonucu koyun susunun

bir orneklik gosterdigi ortaya konmustur. Evcil koyun susunun farkli morfoloji ve




biyolojiye sahip oldugu bir¢ok ¢alisma tarafindan gosterilmistir. Susun konak 6zgiilliigii
sadece koyunlarla smirli olmayip keci, sigir, manda, deve, domuz ve kanguru gibi diger
memeli hayvanlarda da goriilmektedir. Sigirlarda gelisen kistler ¢ogunlukla steril
olmaktadir (Thompson ve Lymbery, 1988; Bowles ve McManus, 1993a; Eckert ve
Thompson, 1997).

Son zamanlarda yapilan izoenzim ve molekiiler c¢aligmalar, insan
enfeksiyonlarindan ¢ogunun kaynagmin evcil koyun susu oldugunu gostermis ve
Tiirkiye’de etkin susun G1 oldugu; koyun, keci, sigir, deve, kopek gibi bir¢ok konaktan
alinan izolatlarinin incelenmesiyle ortaya konmustur (Bowles ve ark., 1992a; Bowles ve

McManus, 1993b; Snabel ve ark., 2009; Utiik ve ark., 2008; Vural ve ark. 2008).

2.2.2.2. Tazmanya Susu (G2)

Bu sus Avustralya’nin Tazmanya adasinda bulunmustur. Yapilan morfolojik,
biyolojik ve molekiiler caligmalar neticesinde Avustralya’nin Tazmanya adasindaki
koyun izolatlariin, Avustralya ve baska bolgelerdeki koyun izolatlarindan farkli oldugu
goriilmiistiir. Buradaki enfeksiyonlarin Avustralya’dakinden farkli bir kdkene sahip
oldugu veya genetik bir degisim sonucunda olustugu belirtilmektedir. Bu genetik
degisimin son konaklara arekolin uygulanmasi ile olusabilecegi diisiinlilmiistiir.
Molekiiler olarak G1 ve G2 suslar1 arasinda 3 niikleotidlik fark bulunmakta ve bu
varyantlardan ikisi farkli amino asit sentezine neden olmaktadir. Koyun susunda (G1)
yumurta ¢ikis1 enfeksiyonu takip eden 45. giinde olurken, bu sus ile yapilan deneysel
enfeksiyonlarda 39. giinde oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte G2’nin farkli bir sus
olmadig1, sadece G3’iin kii¢lik bir varyanti oldugu da one siiriilmektedir (Kumaratilake
ve ark., 1983; Thompson ve ark., 1984; Thompson ve Lymbery, 1988; Bowles ve ark.,
1992a; Vural ve ark., 2008).

Yapilan son ¢alismalar ile G2 susunun Tazmanya adas1 disinda Arjantin, Italya,
Romanya ve Hindistan gibi farkli iilkelerde de bulundugu bildirilmistir (Busi ve ark.,

2007; Kamenetzky ve ark., 2002; Bart ve ark., 2006; Bhattacharya ve ark., 2007).

Bu sus insanlarda ilk kez Arjantin’de tespit edilmis ve insan enfeksiyonlarinda

da etkin ve 6nemli oldugu anlasilmistir (Rosenzvit ve ark., 1999).



2.2.2.3. Manda Susu (G3)

Ozellikle Asya’da E.granulosus’un yaygin arakonag mandalardir. Kistler
genellikle akcigerlere yerlesmekte ve yiiksek fertilite gostermektedirler. Yapilan ilk
caligmalarla parazitin morfolojisi ve gelisiminin daha Once tanimlanan alt tiirlerden
farkli oldugu goriilmiistiir. Bu calismalar sonucunda E.granulosus canadensis susuna
yakin oldugu disliniilmiistiir. Geyikgillerde bulunan bu formun (E.g.canadensis)
morfolojik olarak diger suslara nazaran sigir susuna ¢ok daha fazla benzedigi
belirtilmistir. Daha sonra yapilan molekiiler ¢aligmalarda mandalarda koyun ve sigir
suslarmin da var oldugu gosterilmis, ayrica domuzlarda da fertil G3 kistlerine
rastlanmistir. Parazitin en 6nemli morfolojik 6zelligi, biri gebe, digeri de geng ya da
olgun olmak tizere toplam iki halkaya sahip olmasidir (Gill ve Rao, 1967; Thompson ve

Lymbery, 1988; Bowles ve McManus, 1993b; Pednekar ve ark., 2009).

Yapilan deneysel caligmalarda manda kaynakli kistler kopeklere yedirilmis ve
belli araliklarla kopeklere otopsi yapilmistir. Strobilar formlarin biiylime hizinin en
fazla enfeksiyondan sonra 10 ile 20. gilinler arasinda oldugu gozlenmistir. 20. gilinde
ireme organlari iyi gelismis ve iki halkali ergin parazitlere rastlanmistir. Parazitin
toplam uzunlugu 10. giinde 0,80 mm, 20. giinde 1,69 mm ve 64. giinde 5,16 mm olarak
Olciilmiistiir. Eriskin parazitlerin en uzununun boyu 5,16 mm Oolgiilmesine karsin
ortalama 2,8 mm (1,4-5,16 mm) uzunlugunda bulunmuslardir. 20. giinde birinci halka
0,89 mm, ikinci halka 0,50 mm iken, 30. glinde sirasiyla 1,14 mm ve 0,90 mm olarak
Olclilmiistiir. Enfekte edilen iki kopegin diskisinda yumurtaya enfeksiyondan sonra

sirasiyla 57. ve 59. giinlerde rastlanmistir (Gill ve Rao, 1967).

G1-G2-G3 suglari, aralarinda ¢ok kiiciik niikleotid farkliliklar1 bulunan ¢ok
yakin gruplardir. ilk énceleri G2 gibi G3 susunun da G1’in varyant1 ya da G1’e gok
yakin baska bir grup oldugu diisiiniilmiistiir (Bowles ve ark., 1992a). G2 susu ile G3
susu arasinda sadece bir niikleotidlik fark vardir. cox/ (Cytochrome ¢ Oxidase 1) gen
bolgesi ile yapilan c¢aligmalarda G2-G3 suslar1 arasindaki bu niikleotid farklilig
goriilebilirken, nadl (NADH Dehydrogenease 1) gen bolgesi ¢alismalari bu suslarin
ayrimini saglayamamaktadir (Bowles ve ark., 1992a; Bowles ve McManus, 1993c; Busi

ve ark., 2007).
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Son yapilan morfolojik ve molekiiler ¢alismalar sonucu G1-G2-G3 suslarinin
bir kiime seklinde E.granulosus sensu stricto olarak adlandirilmasi yoniindeki goriisler

agirlik kazanmaktadir.

2.2.2.4. At Susu (G4)

Williams ve Sweatman tarafindan 1963 yilinda at ve koyun kokenli parazitler
iizerinde oldukg¢a kapsamli ve karsilastirmali morfolojik ¢aligmalar yapilmistir (Gill ve
Rao, 1967). Yapilan bu caligmalarda at kdkenli parazitlerin, koyun kdkenli parazitlerden
olduk¢a onemli morfolojik farkliliklar1 oldugu gosterilmistir. Yine bu arastirmacilar
koyun ve atlarda bazi capraz enfeksiyon denemeleri yapmislar ve koyun kokenli
enfeksiyonlara karsi atlarin daha dayanikli oldugunu gézlemlemislerdir. A¢ik¢a goriinen
morfolojik farkliliklar ve konak o6zgiilliiglinden dolayi, atlarin arakonak oldugu
Echinococcus formunun bu hayvanlara adapte oldugu diisiiniilmiistiir. Ingiltere’de
atlarda rastlanan bu form alt tiir olarak tanimlanilmis ve E.granulosus equinus olarak

adlandirilmistir.

Bu sus Avrupa, Orta Dogu, Giiney Afrika, Yeni Zelanda ve Amerika’da
goriilmektedir. Farkli cografik bolgelerde yapilan ¢alismalarla at susunun morfolojik
olarak bir 6rnek oldugu goriilmiistiir. Son konak olarak sadece kopekler rol oynamakta,
fakat kirmiz1 tilkilerin biyolojik c¢emberdeki rolleri kesin olarak bilinmemektedir.
Arakonak cesitliligi sinirhi olup sadece at ve diger tek tirnaklilarda goriilmektedir.
Kistler daha ¢ok karacigere yerlesmekle birlikte akciger ve diger i¢ organlarda da

goriilebilmektedir. Insan enfektivitesi ise yok veya ¢ok azdir.

Gegen 40 yil icerisinde elde edilen bilgiler 1s18inda bugiin at susunun tiir
statlisinde ve E.equinus adiyla smiflandirmadaki yerini almasi yoniindeki goriisler
agirlik kazanmistir (Thompson ve Lymbery, 1988; Bowles ve Mcmanus, 1993b; Eckert
ve Thompson, 1997).

2.2.2.5. Sigir Susu (GS)

Echinococcus granulosus’un bu formu ilk kez Isvigre’de sigirlarda tespit

edilmistir. Sadece morfolojik olarak degil, biyolojik ve biyokimyasal olarak da diger
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suglardan farklidir. Parazit son konak olan kdpeklerde hizli gelisim siirecine sahiptir ve
prepatent siiresi 33-35 gilindiir. Bu siire, diger suslarda ortalama 40-48 giin olan
erginlesme zamanina gore oldukca kisadir. Kopeklerde 29 giinde 2,6 mm boyutlarina
ulagirken, 35. glinde 4,1-4,3 mm uzunluga erismektedir. Avrupa, Giliney Afrika,
Hindistan, Sri Lanka, Nepal ve Giliney Amerika’yr da i¢ine alan genis bir cografik
dagilima sahiptir. Daha cok arakonaklarin akcigerine yerlesmekte, kistlerin %90’dan
fazlas1 fertil olabilmekte ve insanlar1 enfekte edebilmektedir. (Thompson ve ark., 1984;

Eckert ve Thompson, 1988; Thompson ve Lymbery, 1988; Bowles ve ark., 1992b).

G5, E.granulosus’™un bir susu olsa da son yillarda E.ortleppi adiyla farkl bir tiir
olarak kabul edilmesi yoniindeki goriisler agirlik kazanmaktadir (Thompson ve

McManus, 2002).

2.2.2.6. Deve Susu (G6)

Develerin Afrika ve Orta Dogu’da E.granulosus’un 6nemli arakonagi olmasi
sebebiyle G6 bu bolgelerde oldukca yaygindir. Biyolojilerinde son konak olarak
kopekler rol oynamaktadir. Deve kokenli izolatlarin morfolojisi ve kopeklerdeki
gelisimi iizerine yapilan ¢alismada, deve izolatlarinin at ve koyun kokenli izolatlardan
kolay bir sekilde ayrilabildigi ve ¢ok farkli 6zelliklere sahip oldugu goériilmiistiir. Bunun
yaninda develerden elde edilen parazitlerin ¢engellerinin say1 ve biiyiikliigli, koyun
kokenlilere gore onemli farklilik gostermekte, biiyiik ¢cengellerin uzunlugunun 35.4 um,
kisa ¢engellerin uzunlugunun da 28.8 um oldugu belirtilmektedir. Parazit kopeklerde
hizli gelismekte, protoskolekslerin alinmasindan 35 giin sonra ortalama 2,2 mm
boyutlaria ulagsmaktadir. Prepatent siiresi yaklasik olarak 40 giindiir. Develerden baska
ke¢i ve sigirlarin da arakonaklik yaptigi bildirilmistir. Kistler daha ¢ok akcigerlere
yerlesmekte ve genellikle yiiksek fertiliteye (>%90) sahip olmaktadirlar (Thompson ve
Lymbery, 1988; Eckert ve ark., 1989; Wachira ve ark., 1993).

Bu susun insan enfektivitesi ¢cok azdir ve insanlarda ilk kez Arjantin’de tespit
edilmistir. Kenya’da 42 insan izolat1 PZR-RFLP ile incelenmis ve hi¢bir 6rnekte deve
susuna rastlanmamistir. Bundan dolayi, deve susunun insan enfektivitesinde etkili
olmadig1 ya da ¢ok az etkili oldugu diisiiniilmektedir. Fakat daha sonraki yillarda

Arjantin, Iran ve Nepal gibi iilkelerde insanlarda G6 susunun varligi bildirilmistir
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(Wachira ve ark., 1993; Rosenzvit ve ark., 1999; Zhang ve ark., 2000; Harandi ve ark.,
2002). G6 susu genetik olarak G5 susu ile benzerlik gostermekte ve G7 susuyla da

oldukca yakin genetik benzerlik gostermektedir (Bowles ve ark., 1992a; Bowles ve

McManus, 1993a).

2.2.2.7. Domuz Susu (G7)

Polonya, Rusya ve diger Dogu Avrupa iilkelerinde yapilan ¢alismalar, domuz
orjinli erigkin parazitlerin diger izolatlardan morfolojik, biyolojik ve genetik olarak
farkli oldugunu gostermistir. Olgun halkalar, 6zellikle sigir ve at kokenli parazitlerle
onemli farkhiliklar gosterirken, koyun kokenli parazitlerle bircok benzerlikleri
bulunmaktadir. Son konak kopeklerdeki gelisim siiregleri hizhidir ve enfeksiyonu
takiben 34. giinlerde yumurta ¢ikis1 olmaktadir. Bu siire G7 susu ile enfekte kopeklere
antiparaziter ilaglarin daha kisa donemlerle verilmesi gerektigini gostermektedir.
Kistlere daha ¢ok domuzlarin karacigerinde rastlanmaktadir. Dogal son konaklari
kopekler olmasina karsin, yabani karnivorlar da gembere dahil olabilmektedirler. Insan
enfektiviteleri ise diistiktiir (Eckert ve ark., 1993; Eckert ve Thompson, 1997). Yapilan
bir ¢calisgmada Polonya’da insanlarda ¢ok az sayida da olsa G7 susuna rastlanmistir

(Scott ve ark., 1997).

2.2.2.8. Geyik Susu (G8) ve Fennoscandian Geyik Susu (G10)

Geyikler, yabanil hayvanlarda parazitin yasam dongiisli agisindan ¢ok onemli
arakonaklardir. Geyik susu kuzey bolgelerde genis bir yayilim gostermekte ve uygun
kosullarda Kuzey Amerika ve Avrasya’nin bazi bolgelerinde goriilebilmektedir. Daha
onceleri G8 ayr1 bir alt tlir olarak kabul edilmis ve E.granulosus canadensis olarak
adlandirilmistir. Susun dogal ¢emberi avci-av iligkisi ¢er¢evesinde, kurtlar ve kanada
geyigi, ren geyigi, alageyik gibi bliylik geyik tiirleri arasinda geg¢mektedir. Fakat
Kanada, Alaska, Norveg, Sibirya ve Isvigre gibi bolgelerde evcil geyik ve kdpekler de
yasam dongiistine dahil olabilmektedirler. Domuz, koyun, sigir ve bir¢ok kemirici tiirii
bu sus icin uygun olmayan arakonaklardir. insanlar1 enfekte edebilmekte, daha ¢ok
akcigerlere yerlesmekle ve diisiikk patojenite gostermektedir (Eckert ve Thompson,

1988; Thompson ve Lymbery, 1988; Eckert ve Thompson, 1997).
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Finlandiya’da bes geyikten elde edilen izolatlarin molekiiler analizleri
sonucunda, Finlandiya’daki geyik susunun Amerikan geyik susuna benzedigi, fakat tiim
suglardan farkli oldugu belirtilerek buna Fennoscandian Geyik Susu (G10) adi

verilmistir (Lavikainen ve ark., 2003).

Filogenetik ¢aligmalarla G8 ve G10 suslarinin, G6 ve G7 suslartyla oldukga
yakin oldugu gosterilmistir. Yaygin olan goriis, bu suslarin E.canadensis (G6-G10)
olarak smiflandirilmasidir. Bununla birlikte son yapilan filogenetik c¢aligmalarla G5
susuyla da yakinliklar1 nedeniyle bu bes susun bir grup (G5-G10) olarak ele alinmasi
yoniindeki diisiince agirlik kazanmaktadir (Sekil 1) (Lavikainen ve ark., 2003; 2006;
Thompson ve ark., 2006; Moks ve ark., 2008).

Emul
G5
G8
\\. i
" § o e‘r;’;;n
LU0 E
: G6/7 )

Sekil 1. G5-G10 suslariin yakinliklarinin besian agact (A) ve filogenetik network analizi (B) ile
gosterilmesi (Moks ve ark., 2008).
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2.2.2.9. insan Susu (G9)

Polonyali hastalardan aspirasyon teknigi ile elde edilen parazit materyalinin
PZR-RFLP ve DNA dizileme teknikleri ile incelenmesi neticesinde hastalarin tiim
diinyada yaygin olan koyun susu ile enfekte olmadiklar1 goriilmiistiir. Enfeksiyona
neden olan etkenin daha once belirlenen G7 susuna biiyiik benzerlik gosterdigi, ancak

ondan farkli bir sus oldugu anlasilmis ve bu etkene G9 susu adi verilmistir (Scott ve

ark., 1997).

2.2.2.10. Arslan Susu

Echinococcus  granulosus’un arslanlarda bulunmasi oldukca ilgingtir.
Giliniimiize kadar evcil kediler iizerinde yapilan deneysel g¢alismalarda kedigillerin
E.granulosus’a konaklik yapamayacagi disiiniilmiisken, birgok Afrika iilkesinde av
kopegi, sirtlan, cakal ve arslanda FE.granulosus’a rastlanmistir. Giiney Afrika’da 15
vahsi kedi tlirlinden birinin de E. granulosus’a konaklik yaptigi ortaya konmustur.
Afrika’daki bu durum vahsi kedilerde parazitlenen farkli bir susun varligini ortaya
koymakta, ancak bu susun evcil kedilerde enfeksiyona neden olup olmadigi
bilinmemektedir. Ayrica morfolojik farkliliklar yaninda bu susun arslan ve yaban
domuzu arasinda silvatik dongiiye sahip oldugu ve kopekler icin enfektif olmadigi
bildirilmistir. Bu o6zelliklerinden dolayr bu susun taksonomik statiisliniin gbzden
gecirilerek, tir diizeyinde  Echinococcus  felidis  (Ortlepp, 1937) olarak
adlandirilabilecegi belirtilmistir (Thompson, 1979; Thompson ve Lymbery, 1988;
Rausch, 1995; Eckert ve Thompson, 1997).

Uganda’da arslan digkilarindan elde edilen tenya tip yumurtalarin mitokondrial
ve niikleer DNA bolgelerinin dizi analizleri yapilmig, elde edilen DNA’larin
Echinococcus tiirleri ile benzerlik gosterdigi, fakat mitokondrial genlerdeki biiytlik
farkliligm ayr1 bir tiiriin varligina isaret ettigi anlasilmistir. ikinci asamada, yaklasik 40
yil dnce Giiney Afrika’da kedigillerden elde edilen eriskin E.granulosus tiirleri ile bu
ornekler karsilagtirilmis, eriskin parazitlerden elde edilen tiim DNA parcalar1 (<200 bp)
Uganda oOrnekleri ile %100 benzerlik gostermistir. Echinococcus’un filogenetik
smiflandirilmasinda E.felidis, E.granulosus sensu stricto’nun kardesi olarak yerini

almistir (Hiittner ve ark., 2008).
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2.2.2.11. Tavsan Susu

Arjantin’de parazitin eriskin formlar1 Dusicyon cinsine bagh tilki benzeri
kanidelerde ve metasestod formlar1 ise Avrupa yaban tavsanlarinda goriilmiistiir. 1972
yilina kadar tavsanlarin E.granulosus i¢in uygun arakonak olmadiklar1 diisliniilmekte,
fakat bunun aksine diger taenid sestodlara da arakonaklik yaptiklari bilinmekteydi.
Arjantin’de yapilan bir calismada (Schantz ve Lord, 1972) 71 Avrupa tavsani (Lepus
europaeus)’ndan dordii enfekte bulunmus ve bu dongiiniin zoonotik dnemi {izerinde
durulmustur. Bu bolgedeki tilkiler ile tavsanlar arasinda gercek bir silvatik susun
bulunup bulunmadig1 ve enfeksiyonun parazitin koyun susunu tagiyan evcil kdpeklerden
kaynaklanip kaynaklanmadiginin agikliga kavusturulmasi gerekmektedir. Tiim bunlarla
birlikte parazitin tavsanlar1 enfekte edebilme kabiliyeti 6nemlidir ve bu konuda ilave
caligmalara gereksinim duyulmaktadir (Thompson ve Lymbery, 1988; Eckert ve
Thompson, 1997).

2.3. MORFOLOJi

Morfolojik olarak Echinococcus cinsi Taenia ailesindeki diger cinslere gore
farkli  Ozellikler gostermektedir. Eriskin bir Echinococcus, birkag milimetre
uzunlugunda olup altidan fazla halkaya sahip olmazken; diger Taenia tiirleri birkag

metre uzunluga ulasabilir ve birka¢ bin halkaya sahip olabilirler (Thompson ve

McManus, 2001).

2.3.1. Eriskin Ekinokoklar

Echinococcus tiirlerinin morfolojik 6zellikleri farkli oldugundan tiir ayriminda
bu ozelliklerden yararlanilmaktadir. Bu tiirlere ait genel morfolojik 6zellikler Tablo

2’de gosterilmistir.
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bulabilmektedir.
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olusmaktadir (Sekil 2). Skoleksin ¢apt 0,26-0,36 mm’dir ve 0,10-0,13 mm c¢apinda 4
kasli ¢ekmene sahiptir. Rostellumda iki sira halinde dizilmis 30-60 ¢engel
bulunmaktadir. On siradaki gengeller biiyiik ve 25-49 um, arka siradaki gengeller ise
daha kiigiik ve 17-31 pm uzunlugundadir. Olgun halkanin boyu, eninin iki kati1 kadar

olup genital organlar1 gelismis durumdadir.

Sekil 2. Eriskin Echinococcus granulosus (orjinal)

Disi dolerme organlar1 halkanin arka ti¢cte birinde bulunmaktadir. Bobrek
seklindeki ovaryum halkanin ortasinda yer almaktadir. Genital delik halkanin bir
tarafinda olup, halkanin daha ¢ok arka yarisinda, seyrek olarak da ortasina yakin disari
acilmaktadir. Sayisi genellikle 25-80 arasinda degisen testisler ise genital deligin 6n ve
arka kisminda bulunmaktadir. Gebe halka olarak adlandirilan son halka 1,02-3,2 mm
uzunlugunda olup, parazitin toplam uzunlugunun yaris1 kadar veya daha biiyiiktiir.
Uterus halkanin i¢inde boylu boyunca uzanmakta, yanlara degisik sayida kisa ve kor
dallar vermektedir. Icerisinde yaklasik 200-800 yumurta bulunmaktadir (Sekil 3) (Dunn,
1978; Gtiralp, 1981; Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982; Tigin ve ark., 1991; Senlik ve
Diker, 2004).
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Sekil 3. Echinococcus granulosus gebe halka (orjinal)

2.3.1.2. Echinococcus multilocularis

Echinococcus multilocularis, E.granulosus’a biiyiik benzerlik gostermesine
karsin aralarinda kiigiik farkliliklar vardir. Erigskin formu 1,2-4,5 mm arasinda olup
genellikle 4-5 halkaya sahiptir. Skoleksin ¢ap1 0,24-0,29 mm kadardir. Skoleks
cengelleri E.granulosus’un ¢engellerinden daha az sayida ve daha kiigiiktiir. iki sira
halinde dizili olan gengellerin sayis1 14-34 arasinda degismektedir. Onde bulunan biiyiik
cengeller 24,9-34 um, arkada bulunan kiigiik ¢engeller ise 20,4-31 pm boyutlarindadir.
Skolekste tizerleri diiz olan 0,105-0,125 mm c¢apinda dort yuvarlak c¢ekmen
bulunmaktadir. 2-6 halkadan olusan viicutta, son halka gebe, 6nceki halkalar olgun ve
geng halkalardir (Sekil 4). Ovaryum, vitellus bezi, uterus ve testisler iki yana paralel
uzanmis olarak bosaltim borucuklariin arasinda bulunmaktadir. Genital delik tek tarafli
olarak disar1 agilmakta ve halkanin 6n yarisinda yer almaktadir. Genellikle genital
deligin arka kisminda 16-35 testis bulunur. Uziim salkimi seklinde olan ovaryum iki
biiyiikk loptan olusmaktadir. Vagina genital deligin alt kismina agilmaktadir. Gebe
halkanin uzunlugu 0,44-1,11 mm’dir. Torba bi¢cimindeki uterusda 250-400 adet yumurta
bulunmaktadir (Soulsby, 1986; Tigin ve ark, 1991; Thompson, 1995).

Sekil 4. Eriskin Echinococcus multilocularis (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982)
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2.3.1.3. Echinococcus vogeli

Parazitin uzunlugu 3,9-5,5 mm ve skoleksde 28-36 adet ¢engel bulunmaktadir.
Biiyiik cengeller 49-57 um, kiiciik cengeller 30-47 pm uzunlugundadir. 11k halka kiiciik
olup genisligi uzunlugundan fazladir ve viicut toplam 3 halkadan olusmaktadir (Sekil
5). Olgun halka dikdértgen seklinde olup kenarlar birbirine paralel seyretmektedir. i1k
halkadan farkli olarak olgun halkanin boyu eninden daha fazladir. Testis sayis1 50-67
arasinda degigmekte ve cogunlugu genital deligin arkasinda yer almaktadir. Genital
delik de halkanin arka yarisinda bulunmaktadir. Uterus boru seklinde, yanlara dallanma
ve genisleme yapmamaktadir. Ince ve uzun olan gebe halka 2,94-4,2 mm uzunlugunda
ve yaklagik 400-500 yumurta igermektedir (Soulsby, 1986; Tigin ve ark, 1991;
Thompson, 1995; Senlik, 2004a).

Sekil 5. Eriskin Echinococcus vogeli’ler (Anon.2008b)

2.3.1.4. Echinococcus oligarthrus

Eriskin parazit 3 halkali ve 2,2-2,9 mm uzunlugundadir. Skoleksinde 26-40
adet cengel tasimaktadir. Cengeller genel olarak E.vogeli’ye gore kiiclik, E.granulosus
ve E.multilocularis’e gore ise bliyliktiir. Biiyiik ¢engeller 43-60 um, kiigiik cengeller 28-
45 pm uzunlugundadir. Genital delik olgun ve gebe halkanin ortasinda ya da o6n
yarisinda yer almaktadir. Testisler 15-46 adet ve g¢ogunlukla genital deligin arka
kisminda bulunmaktadir. Uterus kese seklinde olup, yanlara dallanma yapmamaktadir

(Soulsby, 1986; Thompson, 1995; Senlik ve Diker, 2004).
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2.3.1.5. Echinococcus shiquicus

Cin’in Tibet bdlgesinde 2005 yilinda molekiiler ve morfolojik olarak
tanimlanmis olan bu yeni tiir 1,3-1,7 mm uzunlugundadir. Eriskin parazite iki farklh
formda rastlanmis olup, biri 2 digeri ise 3 halkalidir. Skoleksteki biiyiik ¢engeller 20-23
um, kiigiik ¢engeller ise 16-17 um uzunluktadir. Genital delik olgun ve gebe halkanin
on kisminda disar1 agilmaktadir. Testisler 12-20 adet ve 25-45 pum ¢apindadirlar.
Testislerin ¢cogu vitellojen bezlerin arkasinda yer almasina karsin bir kismi da genital
deligin on tarafinda bulunmaktadir. Uterus dallanma yapmaz, kese seklinde ve gebe
halkanin son 1/3’line kadar uzanmaktadir. Gebe halkadaki yumurta sayisi 3-94 adet
olup, 34-40 um c¢apindadirlar (Xiao ve ark., 2005; Xiao ve ark., 2006).

2.3.2. Yumurta

Ekinokok cinsine ait yumurtalar Taeniidae ailesine bagh diger tiirlerin
yumurtalarina benzemekte ve normal 151k mikroskobunda ayrim yapilamamaktadir.
Yumurtalar yuvarlak veya hafif oval, 22-36 X 25-50 pum o6lciilerindedir (Sekil 6).
Yumurtalarda 3 ¢ift ¢engelli onkosfer mevcuttur. Radial ¢izgili ve kalin bir embriyofor
onkosferi ¢evrelemektedir. Bu tabaka embriyonun dis etkilerden korunmasinda oldukga
etkilidir. En dista ise ince yapili ve kolay parcalanabilen kapsiil bulunmaktadir. Bu
nedenle diskida bulunan Ekinokok yumurtalarinda genellikle kapsiil goriilmemektedir

(Giiralp, 1981; Soulsby, 1986; Thompson, 1995; Senlik ve Diker, 2004).
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Sekil 6. Echinococcus granulosus yumurtasi (Thompson ve McManus, 2001)

Yumurtalar diskiyla atildiginda icinde onkosfer gelismistir ve dis ortama
oldukc¢a dayaniklidir. Giines 1sinlarina ve kurakliga ise ¢ok hassastirlar. E.granulosus
yumurtalar1 2°C’de 1,5-2 yil canli kalabilmekte ve enfektivitelerini koruyabilmektedir.
E.multilocularis yumurtalar: ise ¢evre kosullarina E. granulosus yumurtalarindan daha
dayaniklt olup donma derecesinin altindaki sicakliklarda dahi canliliklarin1 uzun siire
koruyabilmektedir. Bu yiizden E.multilocularis’e soguk iklimlerde daha ¢ok
rastlanmaktadir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982; Thompson, 1995; Kassai, 1999).

2.3.3. Larval Form (Metasestod)

Ekinokoklarin larval formlar1 (metasestod) tiirlere gore farkliliklar gdstermekte
olup bu formlar hidatid kist, alveolar kist ve polikistik kist seklindedir. Arakonaklarda
E.granulosus metasestodlarinin yaptig1 hastaliga kistik ekinokokozis, E.multilocularis

metasestodlarinin yaptig1 hastaliga alveolar ekinokokozis, E.oligarthrus ve E.vogeli
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metasestodlarinin  yaptigi hastaliga ise polikistik ekinokokozis adi verilmektedir

(Soulsby, 1986; Senlik ve Diker, 2004).

2.3.3.1. Echinococcus granulosus Metasestodu

Hidatid kist Ekinokok tiirleri i¢erisinde en basit yapili larva seklidir. Bu kistler
makroskobik olarak unilokiiler (univezikiiler) ve multikistik (multivezikiiler) olmak
iizere iki sekilde goriilmektedirler. Unilokiiler kistler, igerisinde ¢ok sayida kiz kese
bulunabilen ve tek tek yerlesim gosteren keseler bicimindedir. Multikistik formlar ise
bir kistin disar1 dogru birbirine yapisik ve bagimsiz ¢ok sayida kiz keseler olusturdugu
bir yapidir. Kistler yerlestikleri organa gore farkli biiyiikliiklerde olabilmektedirler
(Sekil 7).

Sekil 7. Akcigerde Kist Hidatid (orjinal)

Unilokiiler kistler genellikle insan ve koyunda, multivezikiiler kistler ise daha
cok sigirlarda goriilmektedir. Kist icerisinde bulunan sivi akici, berrak ve agik sari

renktedir.
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Bu larva tipi; a) Viicudun kiste karsit gosterdigi reaksiyon sonucu konak
tarafindan olusturulan ve kisti ¢evreleyen fibroz tabaka, b) Altinda lamina tabakasi, c)
Icte germinal tabaka, d) Germinal membranla baglantili skoleksler, e) Germinal
tabakadan kopmus serbest ylizen protoskoleksler, f) Germinal tabakaya baglantili
iireyici kapsiiller, g) Germinal tabakadan kopmus serbest yiizen iireyici kapsiiller, h)
Serbest lireyici kapsiillerin gelismesi sonucu meydana gelen keseler, 1) Kist sivisindan
olusmaktadir (Sekil 8-9) (Giiralp, 1981; Merdivenci ve Aydmlioglu, 1982; Soulsby,
1986; Symth, 1994; Thompson, 1995; Kassai, 1999).

protoskoleks
iceren kese

konak dokusu /" /" /7 7
i sy G g T
= = adventisyal tabaka

W Iamina tabakasi
sivis germinal tabaka

/7%y

Sekil 8. Hidatid kistin sematik yapist (Thompson, 1995)
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Sekil 9. Karacigerde hidatid kistin kesiti (Anon.2010)
a: Protoskoleks, b: Germinal tabaka, ¢: Lamina tabakasi, d: Karaciger dokusu

Germinal membran (¢imlenme zar1), erigkin parazitin tegiimenti ile ayni
yapisal Ozellikleri gosterir. Tegliment kas, glikojen depolayict ve farklilagsmig
hiicrelerden olusur ve kistin i¢ yiizeyini Orter. 10-25 pm kalinliginda, siit beyazi veya
sarimsi1 beyaz renktedir. Germinal tabakanin asekstiel proliferasyonu ve kapsiil olusumu
cogunlukla ice dogru gelisir. Bazen kist duvarinin delinmesi sonucu, disa dogru
biiyiiyerek de dis keseleri olusturabilirler. Kistin i¢ini dolduran hidatid siv1 antijenik
ozelligi yliksek ve berrak bir sividir. Kiz keseler, protoskoleksler ve lireme kapsiilleri
hidatid sivida ¢okerek birikebilir ve bu yapiya “hidatid kumu” adi verilmektedir. Kist
icerisinde protoskolekslerin ¢ekmen, rostellum ve g¢engellerin bulundugu 6n kismi
invagine durumda olup uygun ortamda evaginasyona kadar dis etkilerden
korunmaktadir. I¢inde iireme kapsiilleri, protoskoleks ve kiz kese goriilmeyen kistlere
steril, protoskoleks tasiyanlara ise fertil kist denmektedir. Yaslt hayvanlarda daha ¢ok
steril kistler bulunmaktadir. Genel olarak koyunlarda bulunan kistler fertil iken,
sigirlardakiler ise gogunlukla sterildir (Uner, 1991; Symth, 1994; Thompson, 1995;
Kassai, 1999).

Protoskoleksler oval bigimdedir (Sekil 10). Boyu 0.14-0.16 mm, eni 0.10-0.12

mm’dir. Invagine bigimde olup amip benzeri hareket ederler. Ortasinda 4 ¢ekmen ve iki
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sira dizilmis 34-38 cengel vardir. Ceperi ince ve saydamdir. Bir cm’’liik hidatid

stvisinda yaklasik 400.000 protoskoleks bulunabilmektedir (Merdivenci, 1976).

Sekil 10. Protoskoleks (orjinal)

Lamina tabakasi germinal tabakadan olusmaktadir. Cok sayida kiitikiil
katlarina sahip, esnek, dayanikli, hiicresiz (aseliiler) bir tabakadir. Parazit ve konagin
hem bagisiklik hiicreleri, hem de doku hiicreleri ile etkilesimde bulunmakta ve konak-
parazit immun yanitinda etkili olmaktadir. Lamina tabakasi ayrica, kistin etrafin1 sikica
sararak i¢ basing olugmasina neden olmakta ve bakteriler i¢in filtre gorevi goriirken,
immunoglobulinlerin de gecisine izin vermektedir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982;

Thompson, 1995; Senlik ve Diker, 2004).

Adventisyal tabaka (fibroz kapsiil) post-onkosferal gelismenin ilk
donemlerinde olusmaya baslar. Beyaz renkte ve mukopolisakkarit yapidadir. Koruyucu
fonksiyonunun yaninda besin gegisi ve metabolizma artiklariin atiliminda da gorev

yapmaktadir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982).
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2.3.3.2. Echinococcus multilocularis Metasestodu

Echinococcus granulosus metasestoduna gore oldukca farkli ve karmasik bir
yapiya sahiptir. Multilokiiler veya alveoler kist olarak adlandirilir. Multivezikiiler ve
infiltratif bir yapida olup, cok sayida kiiclik vezikiillerden ve yogun bag dokudan
olugsmustur (Sekil 11). Lamina tabakasi iyi gelismemis olup c¢ok incedir. Kistler
birbiriyle baglantili bosluklara sahiptir. Bu nedenle bir siinger manzarasindadir. Kistin
icerisinde kist sivisi yerine jelimsi bir madde bulunmaktadir. Kistlerin etrafini saran
fibroz (adventisyal) tabaka yoktur. Bu nedenle organ ve doku bosluklarinin igine
kolayca yayilir ve diger organlara metastazlar yapabilir (Uner, 1991; Thompson, 1995;
Kassai, 1999; Toparlak ve Tiizer, 1999; Thompson ve McManus, 2001).

vezikiiller germinal tabaka

germinal tabakanin
hiicresel infiltrasyonlan

rd "h 2 3 ~
/ ) . ) __,J g uzak "
& . tastat
@ A “ji metastati

merkezler

laminar
tabaka

Sekil 11. Alveoler kistin yapisit (Thompson, 1995)

Alveoler kistler, insanda genelde karacigerde goriiliir, ancak kistlerin gelisimi
olduk¢a yavagtir. Kist kitle olarak biiyiidiikce merkezde kalan kisim oliir ve zamanla

dejenere olur (Kassai, 1999).
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2.3.3.3. Echinococcus vogeli ve E.oligarthrus Metasestodu

Bu parazitlere ait metasestodlar polikistik yapida olup sivi dolu kistlerin
boliinmesiyle olusurlar. E.granulosus ve E.multilocularis’in gelisimsel ve yapisal
ozelliklerini gostermektedirler. E.vogeli, c¢apt 2-80 mm arasinda degisen Kkistler
olusturur. Bu kistler tek tek veya kiiciik gruplar halinde olabilecegi gibi ayr1 ayr1 ve
biiyiik gruplar halinde de olabilir. E.oligarthrus kistleri ise daha az bosluktan olusur ve
lamina tabakas1 daha incedir (Uner, 1991; Thompson, 1995).

2.3.3.4. Echinococcus shiquicus Metasestodu

Bu tiirin larva formlar1 yaklagik 10 mm ¢apinda ve unilokiiler yapidadir.
Sadece bir olguda oligovezikiiler forma rastlanmistir. Genellikle karacigere yerlesmekle
birlikte akcigerde de bulanabilmektedir. Eriskin formu E.multilocularis’e benzemesine
ragmen larva formu olduk¢a farkli yapiya sahiptir. Kistler icerisinde kiz kese

bulunmamaktadir (Xiao ve ark., 2005).

2.4. BIiYOLOJI

Biyolojik ¢emberde iki memeli konaga ihtiya¢ duyulur ve tiirlerin genel yasam
dongiileri birbirlerine olduk¢a benzemektedir. Parazitin eriskin formu kesin konak olan
karnivorlarin ince bagirsaklarinda, metasestodlar ise arakonaklarin i¢ organlarinda

bulunmaktadir. Tiirlere ait konak farkliliklar1 Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Ekinokok tiirlerine ait konak farkliliklari (Xiao ve ark., 2005; Ayaz ve Tinar, 2006)

Parazit Son konak Arakonak
E.granulosus Kopek, kurt, cakal ve | Koyun, keg¢i, sigir, domuz, insan ve
diger karnivorlar bircok memeli hayvan

E.multiloculari | Tilki nadiren kopek ve | Basta tarla fareleri olmak {iizere

s kedi kemiriciler ve insan
E.vogeli Yabani ve evcil kopek Kemirici ve nadiren insan
E.oligarthrus Kedigiller (Jaguar, puma | Kemiriciler
ve yabani kedigiller)
E.shiquicus Tilki Islikli tavsan (Ochotona curzoniae)

Echinococcus granulosus’un erginleri kopek, kurt ve cakal basta olmak iizere
karnivorlarda bulunmaktadir. Son konaklar digkilariyla giinde bir gebe halkay1 disartya
atarlar. Halkanin parcalanmasi veya erimesiyle etrafa dagilan yumurtalar arakonaklar
tarafindan yem ve suyla alinarak ince bagirsaklara gelir. Az da olsa yumurtanin
yapisti@1 tozlarin solunmasiyla enfeksiyona yakalanma ihtimali vardir. Onkosferler
pepsin, pankreas, safra ve bagirsak salgilarmin etkisiyle serbest kalir (hekzakant
embriyo), ince bagirsak c¢eperini delerek kan dolasimina girer ve viicudun degisik
organlarina gdcerler. Arakonaklar1 insan, evcil memeliler ve birgok yabani
hayvanlardir. Bu hayvanlarin i¢ organlarina yerlesen onkosferler geliserek kist formunu
olustururlar (Sekil 12). Bu yapiya “kist hidatid” veya “hidatik kist” denmektedir.
Onkosfer vena porta ile karacigere gelir. {1k karsilastig1 biiyiik kilcal damar agina sahip
organ olmasindan dolay1, hastalik karacigerde daha cok goriilmektedir. Buralar
asabilen onkosferler vena cava inferior ile sag kalbe, oradan da akcigere giderler.
Burada tutunamayanlar ise sol kalbe donerek sistemik dolasima ulagmakta ve merkezi
sinir sistemi, géz, kemik iligi bosluklari, bobrek ve pankreas gibi bir¢ok doku ve organa
yerlesebilmektedirler. Parazit tutundugu organda bir vezikiil olusturur. Bu vezikiil
dordiincii glinde 40-50 pum’ye, 20. giinde 250 pm’ye ulasir ve etrafinda adventisyal bir

tabaka meydana gelir. Besinci ayda kistin ¢ap1 bir cm’ye ulasir ve etrafinda ikinci bir
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zar olarak germinatif membran sekillenir. Bundan sonra biiylime hizlanir ve bir yil
sonunda kistlerin ¢apt 2 cm’yi geger. Iclerinde protoskoleks ve iireme kapsiilleri
olusmasi bes ayr bulmaktadir. 10 yi1l boyunca gelisimini yavas yavas siirdiiriir ve
litrelerce s1vi ihtiva edebilmektedir. Kistler yerlestikleri doku ve organlara gore sekil ve
biiyiikliik alirlar. Karacigerde olusan kistler belli boyutlarda siirli kalabilirken, periton
boslugu gibi yumusak dokulardaki kistler daha biiylik caplara ulasabilmektedir
(Merdivenci, 1976; Giiralp, 1981; Tigin ve ark., 1991;Thompson ve McManus, 2001;
Ayaz ve Tinar, 2006; Senlik, 2004a).

\o

Prntnsknleks
(evaging)

i Erigkin parazn - o
()
l..‘mJ.l 9
Prntnsknleks
(invagine)
Kistli nrganlarln

yenmesi  SON KOMNAK

ARA KOMAK Yumurtalann

Yurnurta
alinmasi

ARA KONAK
(Insan)

Larva
(Hidatid Kist)

Sekil 12. Echinococcus granulosus 'un yagam ¢emberi. 1-Ergin parazit (ince bagirsakta), 2-Yumurta, 3-

Onkosfer, 4-Larva, 5-Invagine protoskoleks, 6-Evagine protoskoleks (Anon.2008a).

Son konaklar protoskoleks tasiyan fertil kistleri yiyerek enfekte olmaktadirlar.
Ciinki kistlerde her zaman protoskoleks bulunmamakta, bunlarin bazilart steril
kalmaktadir. Skoleksler ilk giin i¢cinde pepsin, safra ve pH etkisiyle evagine olup ince
bagirsak villuslar1 arasina sokulurlar. Skolekslerde 11-14’iincii giinde Ca cisimcikleri

kaybolup, bosalt1 kanallar1 belirginlesir. 14-17. giinlerde ilk halka, 17-20. giinlerde
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ikinci halka, 33-37. giinlerde {i¢iincii ya da dordiincii halka sekillenmis olur. 34-58 giin
sonra yumurta {iretimi baslar ve en az 64 giin devam eder. 6-8 hafta sonunda parazitler
gelisimlerini tamamlar ve gebe halkada olgunlagmis yumurtalar bulunur (Sekil 13).
Halkalar 70-95. giinden sonra kopmaya baslar ve diskiyla digar1 atilirlar. Erigkin parazit
kopegin bagirsaginda iki yil veya daha uzun siire yasayabilmektedir. Atilan halkalar
kendi hareketleriyle diskidan 5-20 cm uzakhiga gidebilirler (Merdivenci, 1976; Tigin ve
ark., 1991; Thompson, 1995; Derbala ve El Massry, 1998; Senlik, 2004a).

Tiirlerin yasam dongiilerinde bazi farkliliklar vardir. E.multilocularis’te kist
icinde protoskoleks olusumu 2-4 ay kadar siirmektedir. Bu kistleri yiyen son konaklarin
bagirsaklarinda  evagine olan  protoskolekslerin  gelismesi  25-38  giinde
tamamlanmaktadir. Olgun parazitlerin yumurta tiretimi enfeksiyondan 28-35 giin sonra
baslamakta ve yumurta diretimi 1,5-4 ay kadar slirmektedir. Yumurta iiretimi
E.vogeli’de 35, E.oligarthrus’da ise 80 giin olarak bildirilmektedir. E.multilocularis 'in
son konakta yasama siiresi E.granulosus’unkinden daha az olup 6 ay kadardir
(Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982; Soulsby, 1986; Tigin ve ark., 1991; Tinar ve Diker,
2001; Senlik, 2004a).
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33-37. Giin A=

Sekil 13. Echinococcus granulosus™un kesin konaktaki gelisim evreleri (Thompson, 1995) (Gd: Genital
delik, R: Rostellum, Sg: Segment, Sk: Skoleks, O: Ovaryum, T: Testis, U: Uterus, V: Vajina, Vb:
Vitellojen bezler, Vd: Vas deferens, Y: Yumurta, Z: Zigot).

33



2.5. TURKIYE’DEKI YAYGINLIK

Kistik ekinokokozis iilkemizde genis bir yayilis alanina sahiptir. Birgok
arastirmaci tarafindan hastaligin yayginligi bolgelere ve konaklara gore farkli oranlarda

bildirilmistir (Tablo 4-5).

Tablo 4. Tiirkiye’de arakonaklarda kistik ekinokokozisin yayginlig

Arastirici Yer Yil Arakonak Yayginhk (%)
Kara ve ark. Malatya 2009 | Sigir ve koyun 7,6 ve 9,1
Ac10z ve ark. Sivas 2008 | Sigir 35,7
Kose ve Sevimli | Afyonkarahisar | 2008 | Sigir 29,47
Esatgil ve Tiizer | Trakya Bolgesi | 2007 | Sigir ve koyun 11,6 ve 3,50
Yildiz ve Tunger | Kirikkale 2005 | Sigir 14,16
Gicik ve ark. Kars 2004 | Sigir ve koyun 31.25 ve 63.85
Umur Burdur 2003 | Sigir, koyun ve keci | 13,5-26,6 ve 21,11
Oncel Bursa 2000 | Koyun 30
Senlik Bursa 2000 | Koyun 50,7
Goneng ve ark. Ankara 1998 | At 0,78
Oge ve ark. Ankara 1998 | Sigir, koyun ve kegi | 9,4-5,9 ve 1,6
Arslan ve Umur | Erzurum 1997 | Koyun ve sigir 70,91 ve 46,41
Civi ve ark. Konya 1995 | Sigir 5,6
Cenet ve Tas¢1 Manisa 1994 | Sigir ve koyun 8,96 ve 15,98
Umur ve Aslantas | Kars 1993 | Sigir, koyun, kegi | 24,65-48,35-

ve manda 25,11-16,66

Dik ve ark. Konya 1992 | Sigir ve koyun 11,2 ve 51.98
Tiirkmen [stanbul 1992 | Manda 22,32
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Tablo 4 devam. Tiirkiye’de arakonaklarda kistik ekinokokozisin yayginlig

Celep ve ark. Samsun 1990 | Sigir 21,1

Ozgelik ve Sayg1 | Sivas 1990 | Sigir ve koyun 39,7 ve 58,6

Zeybek ve Tokay | Ankara 1990 | Sigir, koyun, keci | 18,6-25,8-9 ve
ve manda 41,1

Poyraz ve ark. Sivas 1990 | Sigir ve koyun 4,5ve 32,4

Toparlak ve Giil | Van 1989 | Sigir, koyun ve kegi | 19,4-32,9 ve 4,5

Tablo 5. Tiirkiye’de son konaklarda Echinococcus granulosus’un yayginligi

Arastirici Yer Y1l | Son konak | Yayginhk (%)
199
Umur ve Arslan | Kars ’ Kopek 40.5
. 199
Aycicek ve ark. | Ankara , Kopek 0,94
199
Atas ve ark. Sivas . Kopek 28
199
Aydenizoz Konya . Kopek 28.33
‘ | 199
Sahin ve ark. Kayseri ; Kopek 25
199
Sayg1 ve ark. Sivas 0 Kopek 16
199
Zeybek ve Tokay | Ankara 0 Kopek 54.5
198
Tinar ve ark. Bursa 9 Kopek 36
. . 198
Uner [zmir 9 Kopek 5,5
198
Doganay Ankara ; Kopek 44
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197
Giralp ve ark. Elazig . Kopek 18.09
195
Mimioglu ve ark. | Ankara 9 Kopek 4

2.6. EPIDEMIiYOLOJi

Echinococcus granulosus 'un yasam g¢emberinde {i¢ biyolojik dongii vardir.
Bunlar ormansal (silvatik), kentsel (rural) ve kirsal (pastoral) ¢emberlerdir. Pastoral
cember giftlikte yetistirilen hayvanlar ile sokak ve ¢oban kopekleri, kentsel (kdysel ve
sehirsel) dongii kasaplik hayvanlar ile bunlarin kesiminin yapildig1 yerlerdeki sokak
kopekleri, silvatik ¢ember ise yabanil karnivorlar ve yabanil ruminantlar arasinda
olmaktadir. Insanlar rastlansal olarak bu ¢emberlere dahil olmaktadirlar. Ancak bu
cemberler keskin sinirlarla birbirlerinden ayrilamamakta, her zaman icin c¢apraz
enfeksiyon miimkiin olabilmektedir. Bu, avcilik sirasinda avlanan yabani gevisenlerin i¢
organlarimin av kopekleri tarafindan yenmesi veya yabani karnivor digkisiyla atilan
yumurtalarin ¢iftlik hayvanlari tarafindan alinmasiyla olabilmektedir. Zoonotik acidan

pastoral dongii, silvatik dongiiden daha 6nemlidir (Gtiralp, 1981; Ayaz ve Tinar, 2006).

Hastalik daha ¢ok besi ve mezbaha hayvancilifinin énemli bir gelir kaynagi
oldugu iilkelerde 6n plana c¢ikmaktadir. 1990’Ih yillardaki bilgilere gore goriilme
sikligina gore diinya {i¢ onemli gruba ayrilmaktadir. Birinci grup Uruguay, Arjantin,
Yeni Zelanda, Yunanistan, Kibris; ikinci grup Tiirkiye, Akdeniz iilkeleri, yakin ve Orta
Dogu iilkeleri; iigiincii grup da Iskandinavya, Birlesik Amerika ve Kanada gibi
hastalifin daha az goriildiigii iilkelerdir (Budak, 1991). Fakat daha sonraki yillarda
Kibris, Uruguay ve Yunanistan gibi {ilkelerde uygulanan kontrol programlariyla basaril
sonuglar alinmig ve parazitin yayginligi onemli dl¢lide azaltilmistir (Eckert ve ark.,
2001b; Dakkak, 2010). Grénland ve Izlanda’da ise parazite hi¢ rastlanilmamustir
(Kilimcioglu ve Ok, 2004).

Insan vakalarma genellikle koyun yetistiriciliginin fazla oldugu bélgelerde
daha sik rastlanilmaktadir. Bunun nedeni, bu bolgelerdeki enfekte koyun i¢ organlariin

etrafa bilingsizce atilmasi ve kopekler tarafindan yenmesidir. Ulkemizde de parazitin
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genis bir yayilig alanina sahip olmasinin nedeni budur (Gtiralp, 1981). Tiirkiye’de 1861
yilindan bu yana kistik ekinokokoz olgular1 bildirilmektedir (Merdivenci, 1976). 1939
yilinda Aygiin tarafindan tespit edilen olgudan sonra hastalik insan sagligi acisindan
onem kazanmaya baglamigtir (Unat, 1991). Ayrica parazitin farkli konak tiirlerine
adapte olmasi ve hayvan hareketleri, bu sestodun genis alanlara yayilmasina neden
olmaktadir. Yayilistaki bolgesel farkliliklar konak, ¢evre ve insan davranislari gibi

bir¢ok faktdriin etkisi altindadir (Schantz ve ark., 1995).

Insanlarin enfekte olabilme durumlar1 da kisisel saglik, temizlik, sosyo-
ekonomik ve kiiltiirel farkliliklar gibi faktorlere bagl olarak degisebilmektedir. Yasam
ve saglik standartlar1 diistik olan toplumlarda enfeksiyon orani dogal olarak daha yiiksek
olmaktadir. Sudan, Peru ve Kenya gibi iilkelerde yasayan insanlarda bu gibi faktorler 6n

plana ¢ikmaktadir (Budak, 1991; Akyol, 2004).

Hastaligin yayginlig1 iizerine meslegin rolii de oldukga fazladir. Kopek ile siki
iligki igerisinde olan avci, kasap, ciftei, coban gibi meslek gruplarinda, ayakkabi

tamircisi ve mezbaha ¢alisanlarinda risk daha fazla olmaktadir (Budak, 1991).

Yumurtalarin yasam siiresi sicaklik, nem orani, giines 15181, toprak yapisi ve
bitki ortiisii gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bu yumurtalar,
fiziksel ve c¢evresel faktorlere diger tenya yumurtalarindan daha dayanikli olup
enfektivitelerini uzun siire koruyabilmektedirler. Kuraklik ve 1siya karsi fazla direng
gosteremeyen yumurtalar 4°C ile 15°C arasindaki 1silarda bir yil kadar canli
kalabilmekte, 60°C’nin istiindeki ve -70°C’nin altindaki 1silarda ise kisa siirede
Olmektedirler. E.granulosus yumurtalar1 7°C’de 200 giinden fazla, 21°C’de ise 50 giin
canliligin1 koruyabilirken, %25 nisbi nemde dort giinde, %0 nemde bir giin de, 60-
80°C’de 1s1 islemiyle dakikadan daha kisa silirede Olmektedirler (Merdivenci, 1976;
Tigin ve ark., 1991; Thompson, 1995; Thompson ve McManus, 2001).

2.7. TANI YONTEMLERI

Parazitin tanis1 amaciyla uygulanan en giivenilir yontem nekropsi olup kesin
konaklarda erigkin parazitin, arakonaklarda ise larva seklinin goriilmesi ile dogrulanir

(Senlik, 2004b).
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Ekinokok tiirleri ile enfekte karnivorlarda hemen hemen hicbir 6nemli klinik
belirti goriilmemektedir. Canli hayvanlarda teshis diski bakisi, arekolin purgasyon
yontemi, serumda antikor ve diskida koproantijen aranmasiyla miimkiindiir. Oliim
sonras1 ise nekropsi yapilarak bagirsak ve mukozada parazit aranir. Bunlar arasinda en
giivenilir olan1 nekropsidir. Isik mikroskobu ile yapilan normal digki muayenelerinde
Echinococcus ve Taenia tlrlerine ait yumurtalar ayirt edilemedigi igin tanisal degeri

onemsizdir (Eckert ve ark., 2001a; Senlik, 2004b; Ayaz ve Tmar, 2006).

Diski muayenesinde parazitin halka, yumurta ya da antijenleri aranir.
Gerektiginde hayvana 1,75-3,5 mg/kg dozda arekolin hidrobromid verilerek parazitlerin
diski ile atilmasi saglanabilir. Flotasyon, teloman ve selofan bant yontemleriyle goriilen
ekinokok yumurtalarini diger Taenia tiirlerinin yumurtalarindan morfolojik olarak ayirt
etmek miimkiin degildir. Genelde digk: ile halka atildig1 i¢cin yumurtaya rastlamak da
her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu ylizden digki sulandirildiktan sonra ¢iplak gozle
ve stereomikroskop altinda incelenerek halkalar aranabilir. Ancak, bu halkalar c¢ok
kiigiik olduklarindan g6zden kagabilirler (Soulsby, 1986; Tigin ve ark., 1991; Eckert ve
ark., 2001a; Senlik, 2004b; Ayaz ve Tinar, 2006).

Serumda 6zgiil antikorlarin aranmasina yonelik uygulanan serolojik yontemler
tanida giivenli olmamakla birlikte, epidemiyolojik calismalarda faydali olmaktadir. Bu
amagla protoskoleks, onkosfer, sekresyon, ekskresyon, skoleks ve eriskin parazit
antijenlerinden faydalanilmaktadir (Gasser ve ark., 1988; Eckert ve ark., 2001la;
Kittelberger ve ark., 2002; Senlik, 2004b; Jenkins ve Rickard, 2008).

Diskida antijen arama tekniginin avantaji, parazitin erken donemde teshis
edilmesini saglamasidir. Bu yontemde amag¢ parazitin gesitli antijenlerine karsi
sekillenmis antikorlar1 kullanarak digkidaki ©zgiil antijenleri saptamaktir. Testin
ozgulligli ve hassasligi oldukga yiiksek olmakla birlikte, nadiren de olsa capraz
reaksiyonlar goriilebilmektedir. Koproantijenlerin aranmasinda kullanilan en iyi ve en
pratik test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)’dir. Ornek toplanmasinin
kolay olmas1 ve buzdolabinda birkag¢ giin saklanabilmesi yontemin avantajlarindandir

(Eckert ve ark., 2001a; Senlik, 2004b; Ayaz ve Tmar, 20006).

Canli arakonaklardaki teshis son konaklardaki teshise gore daha zordur.

Insanlarda kullanilan ve ekonomik olmadig1 icin hayvanlarda fazla tercih edilmeyen
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goriintiileme teknikleri, immunolojik yontemler ve molekiiler teknikler gibi teshis
yontemleri de bulunmaktadir. Hayvanlarda klinik taniyla zor olsa da hastaliktan
sliphelenilebilir. Akciger hidatidozunda solunum bozukluklari, solunum yetersizligi,
oOkstirtik ve hiriltili solunum dikkati c¢eker. Fakat hidatidozda goriilen semptomlarin
higbiri tan1 icin yeterli degildir. Bu nedenle klinik tani hemen hemen imkansizdir.

Arakonaklarda en giivenilir teshis yontemi nekropsi ile tipik kistlerin goriilmesidir.

Goriintiileme amagli olarak radyografi, ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans yontemlerinden faydalanilabilir. Ancak goriintiileme sonucu yanlis
pozitif sonuglar da alinabilmektedir (Tiar ve Coskun, 1991; Senlik, 2004b; Ayaz ve
Tinar, 2006).

Immunolojik testler konagin metasestoda kars1 gosterdigi hiicresel ve humoral
immun yanitin ortaya konmasi esasmna dayanmaktadir. Insanlarda etkili bir sekilde
kullanilabilirken, hayvanlarda hastaligin tanisindaki basarist yeterli diizeyde degildir.
Bu yontemlerin hayvanlarda uygulanmasi olduk¢a smirli olup, daha ¢ok bilimsel ve
arastirma amach kullanilmaktadir (McManus ve ark., 2003; Zhang ve ark, 2003; Senlik,
2004b).

Serolojik yontemler, klinik bulgular1 desteklerken parazit ve konak ozellikleri
hakkinda bilgi verirler. Ornegin; tiir farkliliklar1, kesin tanis1 konamayan durumlar ve

konagin immun durumu gibi.
Testlerin tanidaki hassaslig1 ve 6zgilligii:
. Antijenin kalitesi, saflig1, karakteri
. Konagin immunoglobulin cevabi
. Secilen testin duyarliligina bagli olarak degismektedir (Gottstein, 1992).

Dogal enfekte hayvanlarda enfeksiyona karsi oldukca diisiik diizeyde antikor
cevabi olugsmaktadir. Bu nedenle enfekte hayvanlarda sik olarak yanlis negatif sonuglar
sekillenmektedir. Ayrica diger taenid cestod larvalariyla, 6zellikle Taenia hydatigena ve
T.ovis’in larvalariyla hidatid kist arasinda ¢apraz reaksiyonlarin goriilmesi yanlis pozitif
sonuclar dogurabilmektedir. Bu nedenle uygun antijen se¢imi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Immunolojik tam amaciyla en yaygin kullanilan ve en uygun antijen kaynag: fertil

kistlerden elde edilen kist sivist ve protoskolekslerdir. Serolojik tani i¢in gerekli olan
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parazit antijenini en fazla bulunduran kaynak kist sivisidir. Immunoelektroforez ile en
az 10, SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamid Gel Electrophoresis) ile
20 bilesen tanimlanmistir (Zhang ve ark, 2003; Senlik, 2004a).

Fertil ve fertil olmayan kist sivilarindan iki major antijen saflastirilmis olup
bunlardan biri 1siya dayaniksiz bir lipoprotein olan antijen 5 (Ag5), digeri de 1siya
dayanikli ve yine bir lipoprotein olan antijen B (AgB)’dir. Ancak fertil kist sivilarindaki
antijen yogunlugu daha yiiksektir (Gottstein, 1992).

Serolojik tani yontemlerinin ¢ogunun sonuglar1 birbirleriyle uyumlu olmasina
ragmen, bir veya birka¢ testte negatif cikan serum, diger testlerde pozitif
cikabilmektedir. Bundan dolay1 taninin hassasiyet ve 6zgiilliigiiniin iki veya daha fazla
yontemin ayni anda uygulanmasiyla gelistirilebilecegi kabul edilmektedir. Hayvanlarda
serolojik testlerin 6zgiilliik ve duyarliginin insanlara gore diisiikk oldugu ve nekropsinin
yerini alamayacag bildirilmektedir (Sermet, 1991; Tinar ve Coskun, 1991; Eckert ve
ark., 2001a; Ayaz ve Tinar, 2006).

Hidatid kistte serolojik yontemlerin uygulanmasi1 1906 yilinda Ghedini, 1908
yilinda Ymaz-Apphatic ve Lorentz ve yine ayni yilda Weinberg ve Parvu tarafindan
Kompleman Fikzasyon Testi (CFT)’nin kullanilmasiyla baglamistir. Bu testten baska
Casoni Deri Testi (CID), Agar Jel Presipitasyon (AGPT), Agar Jel immundifiizyon
(AGID), Immunelektroforez (IEP), iki Yonlii Immunelektroforez (CIEP), Zit Gidisli
Immunelektroforez (CCIEP), Bentonit Flokulasyon (BFT), Cift Difiizyon (DD), Indirek
Hemaglutinasyon (IHAT), Lateks Aglutinasyon (LAT), indirek Floresan Antikor
(IFAT), Enzim Isaretli Antikor Yontemi (ELISA), Enzim Isaretli Immunelektrotransfer
Blot (EITB) ve Western Blot (WB) gibi testler kullanilmaktadir (Senlik, 2004b).

Aranan organizmanin sadece niikleik asitlerinin varligin1 ortaya koymaya
yonelik metodlara molekiiler yontemler adi verilmektedir (Alkan ve ark., 1997). Parazit
sayisinin fazla oldugu durumlarda parazitlerin morfolojik olarak arastirilmasi ve tiir
teshisi i¢in dogrudan mikroskopi yontemi yeterli olmaktadir. Molekiiler yontemler ise
cok sayida Ornegin otomatizasyonla bir arada incelenmesi avantajin1 saglamakta, yine
parazit sayisinin az oldugu durumlarda yiiksek duyarliliklari ile hassas bir tan1 yontemi

olarak kullanilmaktadirlar. Parazitoloji alaninda molekiiler uygulamalar 1990’11
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yillardan itibaren hiz kazanmaya baslamistir (Alkan ve ark., 1997; Hokelek ve
Arikoglu, 2004).

Molekiiler teknikler, parazite 6zgii DNA ya da RNA sekanslarinin belirleyici
DNA molekiilleri (prob) ile arastirilmasi esasina dayanmaktadir. Problar, radyoizotop,
enzim veya kimyasal maddeler ile isaretlenmekte, hedef 6rnekteki parazite ait niikleik
asitlerle karsilastirllmakta ve hibridize olmus problardan elde edilen sinyaller

degerlendirilmektedir (Alkan ve ark., 1997).

Ozgiillik ve duyarliliklarindan dolayt DNA tabanli yontemler parazitlerin
varliginin saptanmasinda, tiir ve sus identifikasyonu analizlerinde son derece kullanigh
yontemlerdir. Aslinda Echinococcus’lar i¢gin bu yontemler tanidan ¢ok tiir ve sus ayrimi

ve epidemiyolojik caligmalar agisindan dnemlidir (Yolasigmaz ve Giines, 2004).

Genetik yapinin bilinmesi, genetik farklilasmay1 ve tiirlesmeyi anlayabilmek
acisindan temel sarttir. Molekiiler c¢alismalar tiir i¢i ve tiirler arasi farkliliklarin
belirlenmesinde oldugu kadar, taksonomi ¢alismalar1 ve molekiiler epidemiyoloji

bakimindan da 6nemlidir (Yolasigmaz ve Altintag, 2004).

Kopeklerde ilag tedavisinin en uygun zamanlamasii belirleyen prepatent
donem, dogurganlik, rostellar kanca morfolojisi ve kist biiyiime hiz1 gibi epidemiyolojik
acidan Onemli oOzellikler hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmamasi, kistik
ekinokokozisin kontroliinde molekiiler calismalarin etkisini kisitlamaktadir (Soulsby,

1986; Schantz, 1982; Yolasigmaz ve Altintas, 2004).

Echinococcus tiirlerinin ayriminda morfolojik ¢alismalar siirli sayida olmak
iizere biyolojik ve epidemiyolojik Olgiitlerden yararlanilmaktadir. Fakat sus ayrimi,
cografi dagilim, konak yayginligi, konak 6zgiilliigli, metabolizma, gelisim hizi, lireme
biyolojisi, enfektivite, morfoloji, protein, enzim ve DNA analizleri gibi bir¢ok dlgiitiin
birlikte incelenmesiyle yapilmaktadir. Morfolojik ve biyolojik ¢aligmalar, sus ayriminda
onemli bilgiler saglamasia ragmen konak ve cevresel faktorlerden etkilenmektedirler.
Molekiiler teknikler direk olarak parazit genomunu analiz ederek suslar arasindaki
genetik farkliligi ortaya koymaktadirlar. Diger tekniklerin aksine ¢evre ve konak
faktorlerinden etkilenmemesi bu yoOntemlerin avantajlarindandir. Morfolojik ve

molekiiler tekniklerin birlikte uygulanmasi ile Echinococcus cinsi igerisindeki c¢esitlilik
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hakkinda daha kesin ve giivenilir bilgi elde edilmektedir (Bowles ve ark., 1992a;
Bowles ve McManus, 1993a; Thompson, 1995; Eckert ve Thompson, 1997).

Echinococcus tiirlerindeki genetik ¢esitlilik mitokondriyal ya da niikleer DNA
lizerinde incelenmis ve mitokondriyal DNA (mtDNA) daha ¢ok tercih edilmistir. Bunun
nedeni mtDNA’nin niikleer DNA’ya gore daha hizli gelismesi ve haploid olmasidir.
Mitokondriyal cox/ gen bolgesinin dizi analizinin yapilmasi sonucu Echinococcus cinsi
icinde 7 sus tespit edilmis ve bu bdlgenin cins icerisindeki farklilig1 gostererek, sus
tespitinde kullanislt oldugu belirtilmistir. Nitekim yapilan calismalarda niikleer gen
bolgelerinin sus ayriminda basarisiz oldugu gosterilmistir (Hobbs ve ark., 1990; Bowles
ve ark., 1992a; Bowles ve McManus, 1993a; Eckert ve Thompson, 1997; Rosenzvit ve
ark., 1999; Bart ve ark., 2006).

Echinococcus  granulosus  igerisindeki  suglarin  tanimlanmast  ve
gruplandirilmasinda en ¢ok PZR tabanli yontemler kullanilmaktadir. PZR, RFLP, PZR-
RFLP, RAPD-PZR, SSCP, dideoxy fingerprinting (ddF) ve DNA baz dizi analizi gerek
parazitlerin genom arastirmalarinda, gerekse taniya yonelik molekiiler calismalarda
kullanilan temel tekniklerdir. Molekiiler ¢alismalarda ilk adim, amaca gére DNA ya da
RNA izole etmektir. Ekinokoklarda niikleik asitler taze veya dondurulmus eriskin
parazit, protoskoleks ve germinatif membrandan izole edilebilirler (Gasser ve ark.,

1998a; Hokelek ve Arikoglu, 2004; Yolasigmaz ve Giines, 2004).

Suslarin ayrimi, gelecekte Echinococcus’a karsi tani yontemleri ve asilarin
iiretilmesi, gelistirilmesi ve ilacglarin etkinligi agisindan 6nemlidir (Thompson ve

Lymbery, 1988; Bowles ve McManus, 1993a).

2.8. KULLANILAN MOLEKULER TEKNIiKLER
2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PZR

Belirli bir niikleik asit dizisinin in vitro sartlarda, enzimatik olarak ¢ogaltilmasi
islemi olan PZR ilk kez 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanmistir. Molekiiler
yontemlerden en genis kullanim alanina sahip olan bu yontem tek bir niikleik asidi bile
gosterebilecek kadar giiglii bir ¢ogaltma yontemidir. Ozgiil primerler kullanilarak hedef

DNA’nin c¢ogaltilmas1 esasina dayanmaktadir. PZR igin, belirlenen nikleik asit
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kisminin her bir zincirinin 3' ucuna tutunacak ve 5' yoniinde uzayacak iki kisa niikleotid
dizisi (primer), uzamayr saglayacak olan DNA polimeraz enzimi, yeni zincirlerin
yapisinda yer alacak oligoniikleotidler ve reaksiyon i¢in gerekli tuzu iceren tampon

soliisyonlara ihtiya¢ vardir.

| Denatiirasyon

| e—— |

I

——

| Uzama | | Baglanma |

1 PZR

— SIKLUSU ?,
— —=

Sekil 14. PZR siklusunun agamalar1 (Theophilus, 2005)

Reaksiyon baglica 3 asamadan olusmakta ve her asama i¢in farkli 1silar
uygulanmaktadir. DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozulup tek zincir haline getirilmesi
(denatiiration) i¢in 92-95 °C, primerlerin hedef bolgelere baglanmalar1 (annealing) icin
37-72 °C, primerlerin 3' yoniinde uzayarak (extensiyon) baglandiklar1 tek zincir
DNA’nin karsiligin1 olusturmalart i¢in 72 °C’lik 1s1 gerekmektedir (Sekil 14). Bu ii¢
farkli siklusun ard arda 25-45 kez tekrarlanmasi sonucu hedef DNA’nin milyonlarca
kopyas1 elde edilmektedir. Sonugta tek bir DNA pargasi 2" (n = dongii sayis1) kadar
cogaltilir (Sekil 15) (Alkan ve ark., 1997).
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Sekil 15. PZR sikluslar1 ile DNA’nin ¢gogalmasi (Theophilus, 2005)

2.8.2. Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

Genomik DNA, restriksiyon enzimleri (RE)’nin yardimiyla 6zgiil
bolgelerinden kesilerek agaroz jel elektroforezde pargalara ayrilmaktadir. RFLP, bu
sekilde jelde olusan DNA bantlarinin sayist ve yeri kiyaslanarak genom iizerinde belli
bolgelerde olusan tek baz cifti degisikliklerinin tespit edilmesi yontemidir (Sekil 16)
(Hokelek ve Arikoglu, 2004; Yolasigmaz ve Giines, 2004).
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RFLP kolaylikla uygulanabilen duyarli bir yontemdir. Ancak enzim seg¢imi
oldukca oOnemlidir. Cok sayida ya da c¢ok yakin bantlar1 degerlendirmek miimkiin
olmayabilir. Yontem PZR-RFLP ile karsilastirildiginda; uygulamasi ve degerlendirmesi
daha giigtiir, sonuclar daha uzun siirede alinmaktadir ve maliyeti daha yiiksektir (Yagc,

2001).

s GIAATTC .3
e C T TA AlG .5

v

Enzim ile kesim

S G AATTOH Cc EEE——- 3’
3= C HOTTAAG =—m-5’

Sekil 16. DNA’nin EcoRI enzimi ile kesimi (Rapley, 2005)

2.8.3. PZR-RFLP

Bu yontemde genomik DNA’nin belirli bir bolgesi primerler ile ¢cogaltildiktan
sonra RE ile kesimi yapilmaktadir. PZR sonrasi ¢ogaltilan iiriinlin enzimler ile kesimi

sonucu yontemin ayirt ediciligi artmaktadir (Yagcei, 2001).

Diger molekiiler yontemlerin avantajlar1 fark edilinceye kadar PZR-RFLP
yontemi parazitlerin tanimlanmasi ve ayirt edilmesinde yogun olarak kullanilmistir

(Zarlenga ve Higgins, 2001).

PZR-RFLP Echinococcus izolatlarinin ve diger parazitlerin ayriminda
kullanilan, hizl1 basit ve hassaslig1 yiiksek bir yontemdir. Bu teknik kullanilarak yapilan
calismalarla Echinococcus tiir ve suslar1 hizli bir sekilde tanimlanabilmistir. (Bowles ve

McManus, 1993b; Gasser, 1999).
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2.8.4. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA, RAPD-PZR (Random
Amplified Polymorphic DNA)

[k defa 1990 yilinda uygulanan, rastgele secilmis bir veya daha fazla primer
ile DNA’nm ilgili bolgelerinin ¢ogaltilmasi islemidir. Bu yontemle bilinen bir bolge
yerine rastgele primerlerin baglandig1 bolgeler ¢cogaltilmaktadir. Genellikle 9-10 bazlik
primerler kullanilmakta olup G+C bakimindan zengindirler. Ayni yillarda bagka
arastiricilar tarafindan uygulanmis ve Arbitrary primed PCR (AP-PCR) olarak
adlandirilmistir (Welsh ve McClelland, 1990; Olive ve Bean, 1999; Yagci, 2001;
McManus, 2002; Yolasigmaz ve Glines, 2004).

Bu yontemde baglanma 1sis1 40-50°C’ye distiriilmustiir. Diisiik sicaklik
derecelerindeki baglanmada, primerler kendilerine 0zgii olan ve 0zgii olmayan
bolgelere baglanmaktadir. Ayni tiir igindeki farkli suslarda primerlerin baglanma yeri ve
sayist farkli olacagindan, jelde olusan bantlarin sayisi ve yeri de birbirlerinden farkl
olacaktir. Primerlerin baglandigi bolgelerde ger¢eklesmis olan bir mutasyon bant
farkliliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Her bir 6rnege ait bant profilleri
karsilastirilarak degerlendirmekte, ayni bant profili gosteren izolatlar epidemiyolojik

olarak birbirleriyle iliskili denilebilmektedir (Olive ve Bean, 1999; Yagci, 2001).

Teknik hizli ve basit olup c¢ok kiigiik miktarlarda DNA’ya gereksinim
duymaktadir. Bu teknigin en 6énemli 6zelliklerinden biri, uygun primerlerin sentezi i¢in
dizi bilgisinin 6nceden bilinmesine ihtiya¢ olmamasidir. RAPD-PZR’nin ayn1 zamanda
baska bir molekiiler teknikle kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Scott ve McManus,

1994; McManus, 2002; Yolasigmaz ve Giines, 2004; Bhattacharya ve ark., 2008).

Yontem PZR-RFLP ile kiyaslandiginda, maliyeti daha diisiik, ayrim giicii
yiiksek ve daha hizlidir. Fakat laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi
daha distiktiir. Her iki testin de kullanimi ve yorumlanmasi kolay, sonug¢ alma siireleri

de kisadir (Penner ve ark., 1993; Olive ve Bean, 1999).

RAPD-PZR teknigi kullanilarak yapilan calismalar, farkli arakonaklara ait
E.granulosus suslart i¢inde genetik varyasyonun var oldugunu dogrulamistir (Siles-

Lucas ve ark., 1993).
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2.8.5. Tek Zincir Yapi1 Polimorfizmi, PZR-SSCP (Single Stranded

Conformation Polymorphism)

Cift zincirin ayrilarak, tek iplik¢ikli DNA’nin sekil ve biiyiikliigline bagl
olarak denatiire olmayan jelde farkli hizlarda hareket etmesi prensibine dayanan bir
tekniktir. Her bir zincir farkli formlarda katlanip kivrilarak degisik yapilar
olusturmaktadir (Hayashi, 1991; Hokelek ve Arikoglu, 2004).

Nokta mutasyonlar i¢in hizli, etkili ve basit bir tekniktir. Yontemin ilk halinde
radyoizitopla isaretli primerler kullanilmaktadir. Radyoizotoplarin saglik acisindan
tehlikeli olmalar1 ve kullanimi i¢in 6zel kosullar gerektirmesi gibi dezavantajlart vardir.
Bu yilizden radyoaktif olmayan sistemlere gereksinim duyularak yontemin bazi

modifikasyonlar gelistirilmistir (Hayashi, 1991; Takahashi-Fujii ve ark., 1993).

SSCP’nin en Onemli Ozelligi ayni biiyiikliikte olan pargalardaki tek bir
niikleotid farkliligin1 dahi belirleyebilmesidir. Cift iplikli DNA’nin jeldeki hareketi
onun buyiikligi ve agirhg ile iliskili iken niikleotid farkliliklarindan
etkilenmemektedir. Tek iplik¢ikli DNA, elektroforez sirasinda iic boyutlu yapi
kazanmaktadir. Bu sekil degisiklikleri; DNA iplik¢iginin uzunluguna, baz ciftlerinin
sayis1 ve yerine, ayrica molekiiliin ilk sekansina baghdir. Yiizlerce niikleotid igerisinde
meydana gelen tek bir niikleotid farkliligi dahi iplik¢igin hareketini etkilemekte,
boylece jelde birbirlerinden ayr1 goriilmelerine sebep olmaktadir (Hayashi, 1991;
Gasser, 1997; Hayashi ve ark., 1997; Nataraj ve ark., 1999).

SSCP genel olarak kiigiik (300 bp’ye kadar) parcalardaki nokta mutasyonlari
belirlemek icin kullanilmaktadir. 100-200 bp’lik parcalardaki mutasyonlar1 belirleme
orani %50-95’tir. Bu oran, uzunluk 200 bp’nin {izerine ¢iktikca diismektedir. Yani
hassasiyet, incelenen bolge biiylidikkge azalmaktadir. Fakat teknikteki son
iyilestirmelerle 800 bp’ye kadar uzayan pargalarda SSCP analizleri yapilabilmektedir
(Hayashi ve ark., 1997; Gasser ve Zhu, 1999).

Yontemin avantajlari; ¢ok sayida 6rnekle calisma imkani sunmasi, ucuz, kolay
ve duyarliligmin yiiksek olmasi, mutasyona ugramis bantlarin jelde ayri1 olarak
goriilmesi, radyoaktif olmayan isaretlemenin uygulanabilir olmasidir. Dezavantajlari

ise; analiz edilebilecek par¢a uzunlugunun smirl olmasi, jelin degerlendirmesinin bazen
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zor olmasi ve sekansi bilinmeyen DNA’ya uygulanabilirliginin az olmasidir (Nataraj ve

ark., 1999; Sunnucks ve ark., 2000; Gasser ve Chilton, 2001; Yagci, 2001).

2.8.6. Dideoxy Fingerprinting, ddF

PZR-SSCP basit ve hizli bir test olmasina ragmen tiim dizilimdeki
mutasyonlart tespit edememektedir. Daha Dbiiyiik parcalardaki mutasyonlari
inceleyebilmek ve mutasyonlar1 tespit etme oranint %100’e ¢ikarmak i¢in SSCP

modifiye edilerek, ddF testi gelistirilmistir (Gasser, 1997).

fIk defa Sarkar ve ark. tarafindan bildirilen bu yontem, SSCP ve Sanger
sekanslama yontemlerinin birlesiminden olusmaktadir (Sarkar ve ark., 1992). Tek bir
dideoksiniikleotid kullanilarak yapilan Sanger sekanslamanin ardindan denatiire
olmayan jel elektroforezi yapilmaktadir. Mutasyonlarin varligi, bantlarin olusumu ve
kaybolmas1 veya bir veya daha ¢ok bandin yer degistirmesi ile saptanabilmektedir. 150-
250 bp uzunlugundaki sekanslarda tek bir baz mutasyonu %100 oraninda tespit
edilebilmektedir. Eger test cift yonlii uygulanirsa 300-600 bp’lik parcalarda da ayni
oran yakalanabilmektedir (Liu ve ark., 1996; Gasser, 1997).

Testin diger molekiiler yontemlere gére bazi 6nemli avantajlar1 vardir. PZR-
RFLP’de siirli sayida bulunan enzim kesim bolgeleriyle varyasyonlar belirlenebilirken,
ddF’de tiim sekans varyasyonu goriilebilmektedir. Yine RAPD-PZR’nin aksine bu
yontemde 0zgiil primerler kullanilarak hata yapma orani en aza indirilmektedir. ddF,
cok sayida Ornekteki niikleotid mutasyonlarini, DNA sekanslamasina gerek kalmadan
dogru bir sekilde saptayabilen gii¢lii bir yontemdir. Bu sekilde iscilik, zaman ve

maliyetler azalmaktadir. (Gasser ve ark., 1998a).

2.8.7. DNA Baz Dizi Analizi (Sekanslama)

DNA dizi analizleri ya da sekanslama herhangi bir DNA pargasinda bulunan
A,G,T,C niikleotid siralarinin belirlenmesi olarak tanimlanabilmektedir (Yumurtaci,
2009). Molekiiler teknikler arasinda en klasik olan ve giivenilirligi nedeniyle referans

olarak kullanilan yontemdir (Yagc1, 2001).
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Molekiiler biyolojik ¢aligmalar sirasinda bir DNA pargasina ait niikleotidlerin

siralarinin belirlenmesi ile:

. DNA bolgesinin hangi proteini kodlayabilecegine iligkin bilgi elde

edilebilmekte,

. Genomik DNA dizisi ile tamamlayict DNA’ya ait dizi bilgileri
karsilagtirilarak ekson ve intron yapilarmin ortaya ¢ikarilmast miimkiin
olabilmekte,

. Gen aktivitesini kontrol eden bolgeler tanimlanabilmekte,

. Bir organizmaya ait genom dizisi ile o organizmaya ait gen dizileri

tespit edilebilmekte,

. Ozgiil genlere ait DNA dizilerinin belirlenmesi ile ilgili genlere ait
evrimsel akrabalik iligkileri farkli canli gruplarn ile karsilastirilarak

tanimlanabilmektedir (Yumurtaci, 2009).

Dizi analizinde; Klenow, Tag DNA polimeraz, reverse transkriptaz veya
sekans enzimlerinden birisi kullanilarak, dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin
tamamlayicis1 sentezlenmektedir. Dizi analizlerinde iki temel teknik kullanilmaktadir.

Bunlar; Sanger ve Maxam-Gillbert yontemleridir (Olive ve Bean, 1999).

Parcali kesim reaksiyonu olarak da adlandirilan Maxam-Gillbert yonteminde
DNA molekiilii izerinde farkli bazlar arasindaki baglarin koparilmasi ile meydana gelen
farkli boyutlardaki DNA molekiillerinin ayrimi gerceklestirilmektedir (Yumurtaci,
2009).

Daha ¢ok kullanilan Sanger dizi analiz yontemi, dideoksi ya da zincir
sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinmektedir. 1975 ve 1980 yillarinda DNA dizi
analizi caligmalar1 ile kendisine iki kez Nobel 6diilii kazandiran Frederick Sanger
tarafindan gelistirilmistir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem
oldugundan Maxam-Gilbert yontemine gore tercih sebebidir. ik kez insiilin proteinine
ait DNA dizi bilgisi ¢ikarilmistir. Yontem DNA polimerazlarin dNTP’ler yaninda,
deoksiribozun 3' pozisyonunda OH grubu tagimayan ddNTP’leri de substrat olarak
kullanilmalar1 esasina dayanir (Sekil 17). Bu sekilde fosfodiester bagmnin olusumu

engellenerek yeni niikleotidler yapiya katilmazlar.
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Sekil 17. ANTP ve ddNTP’lerin yapist (Anon.2009b)

Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam ederken,
ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi durmaktadir. Bu Sanger yonteminin en dnemli
noktasidir. ddNTP ile klasik dort ANTP bir reaksiyon karigiminin i¢ine konuldugunda,
DNA zincir uzamasi i¢in aralarinda bir yarisma olur. ddNTP’ler DNA molekiiliine
normal dNTP’lere oranla daha kolay baglanabilmektedir. Floresan ya da radyoaktif
olarak igaretlenmis farkli niikleotidler ve diger reaksiyon bilesenleri kullanilarak PZR
gergeklestirilir. Sonugta sentez sonrasi farkli uzunlukta DNA pargalar1 ortaya ¢ikar.
Uriinler poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak boyutlarma gére ayrilirlar.
Radyoaktif isaretleme yapildiginda her Ornege ait 4 farkli reaksiyon tiipii
kullanilmaktadir. Floresan isaretleme yapildigi durumlarda ise her drnege ait tek tiip
kullanilmaktadir ve jel iizerinde degisik floresan renk veren bantlar izlenerek dizi

analizi gerceklestirilmektedir (Sekil 18).
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Sekil 18. Sanger dizi sonlandirma yontemi (Anon.2009c)

Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is giicii gerektirmektedir. Bu
gelismeler sonucunda otomasyon kacinilmaz olmustur. Otomatik DNA cihazlariin
gelistirilmesi ile poliakrilamid jellerin kullanimina gerek kalmamistir. Bu analizler
zaman kazanci yaninda, standart calisma kosullar1 ve elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde de yarar saglamaktadirlar. Otomatik analizde de Sanger’in
enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmaktadir. Dort
farkli floresan boya ile isaretli dideoksiniikleotidler kullanilarak tiim reaksiyon tek bir
tiip icerisinde yapilmaktadir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlari, bilgisayar programlari
ve bu programlarin yonettigi kapiller elektroforez sistemini icermektedir. Kapiller
icerisine uygulanan jel i¢inde yiirlitme islemi yapilmaktadir. Ayrilan bantlarda DNA’ya
baglanan floresan boya sistemden gegerken lazerle uyarilir ve uyarilan boya 6zgiil dalga
boyunda 15181 geri yansitmaktadir. Yansiyan bu 1sik demeti dedektor tarafindan
toplanarak bilgisayara gonderilir ve sonuglar grafik sekline aktarilir (Olive ve Bean,

1999; Sambrook ve Russell, 2001; Anon.2009a; Yumurtaci, 2009).

Niikleotid sapma derecesinin Olgiilebilmesi, farkli laboratuvar sonuglarinin
direk karsilagtirilabilmesi, dizilerin yaymlanmasi ve elektronik veri tabanlarinda
(GenBank, EMBL ve DDBJ) saklanmasi, sonuglarin dogrulanmasi ve bu uygulamalarin
diger taksonlara sus ya da klon elde etmeye gerek kalmaksizin uygulanabilmesi,

deneylerin tekrarlanabilmesine izin verecek dzellikte olmasi yontemin yararlarindandir.
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DNA dizi analizi laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi iyi, ayrim
giicii yiikksek olmasina ragmen, pahali bir yontemdir ve uygulamak i¢in yiiksek teknik
yetenek gerektirir. Echinococcus cinsi igerisindeki genetik cesitliligi en hassas ve en
degerli bigimde gostermektedir (Takamatsu, 1998; Olive ve Bean, 1999; McManus,
2002).

2.9. TEDAVI

Hastaligin tedavisi amactyla son konaklarda eriskin parazite, arakonaklarda ise
larva formuna kars1 ¢esitli uygulamalar yapilmaktadir. Son konak enfeksiyonlarmin
sagaltimi, hastaligin insanlara bulagiminin 6nlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir (Cirak,

2004).

Son konak enfeksiyonlarinda kullanilan baslica ilaglar; prazikuantel,
niklosamid, nitroskanat, epsiprantel, arekolin hidrobromid ve bunamidin
hidroklorid’dir. Onceleri tedavi amagli kullanilan arekolin hidrobromid giiniimiizde
daha cok teshis amaclh kullamilmaktadir. Ilacin parazitleri dldiiriicii etkisi yoktur,
bagirsak peristaltigini arttirarak parazitlerin disart atilmasini saglamaktadir. Geng
parazitler bagirsak villuslart arasina daha derin yerlestiklerinden eriskin parazitlere
oranla ilaglardan daha az etkilenmektedirler (Tigin ve ark., 1991; Cirak, 2004; Burgu ve
Sarimehmetoglu, 2005).

Arakonaklarin tedavisinde normalde nematodlara kars1 kullanilan benzimidazol
tiirevleri iyi diizeyde etki etmektedir. Bu amagla albendazol, fenbendazol, flubendazol,
kambendazol ve mebendazol gibi ilaglar kullanilmaktadir. Benzimidazollerin etki
dozlarinin ¢ok yiiksek olmasi ve uzun siire uygulanmasi ¢ok pahaliya mal olmaktadir.
Bu yiizden evcil hayvanlarda rutin tedavi genellikle yapilmamaktadir. Cerrahi
yontemler ise beseri hekimlikte uygulanmakta, veteriner hekimlikte ekonomik olmadigi
icin fazla tercih edilmemektedir. Cerrahi islem sirasinda insan ve hayvanlarda primer
kistlerin patlayarak sekonder kistlere ve anaflaktik soka neden olma riski de oldukga

fazladir (Soulsby, 1986; Tinar ve Coskun, 1991; Tigin ve ark., 1991; Cirak, 2004).
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2.10. KORUNMA VE KONTROL

Kist hidatid insan ve hayvan sagliginm1 olumsuz etkilemesinin yaninda
sosyoekonomik sorunlara da yol a¢gmaktadir. Hayvanlar acisindan et, siit ve yapagi
veriminin azalmasi; dol veriminin diismesi; canli agirlik artisindaki azalma; viicut
direncinin kirillarak diger hastaliklara duyarliligin artmasi, giderek zayiflayip 6lme,
kistli organlarin imhasi sonucu olusan ekonomik kayip gibi zararlara yol agmaktadir.
Insanlar agisindan ise hastaligin tanisma yonelik harcamalar; ameliyat, bakim ve ilag
masraflari; tedavi i¢in harcanan ulagim giderleri; tarimsal faaliyetlerde is giicli ve verim
kaybi; oliime bagl yasamsal kayiplar; sosyal ve ekonomik kayiplar gibi problemlere
sebep olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 kist hidatid sadece bir saglik sorunu degil

ayn1 zamanda sosyal ve ekonomik bir problemdir.

Tiim bilimsel gelismelere karsin glinlimiizde hala hastaligin tedavisinde yeterli
diizeyde basar1 saglanamamaktadir. Bu yiizden enfeksiyonun giderek daha biiyiik saglik
ve ekonomik problem haline gelmemesi i¢in korunma ve kontrol yontemlerinin titizlikle

uygulanmas1 gerekmektedir.

Hastalik tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde ¢ok yaygin bir problemdir.
Izlanda, Kibris, Yeni Zelanda ve Avustralya gibi ada iilkeleri kontrol programlari
uygulamislar ve basarili sonuglar almislardir. Ulkemizde ise eradikasyonla ilgili higbir

devlet politikast bulunmamaktadir (Tigin ve ark., 1991).
Korunma ve kontrol, ana bagliklariyla 3 grupta toplanabilir. Bunlar:
1-  Kopeklerde parazitin kontrolii ve tedavisi,
2-  Kopek sayis1 ve hareketlerinin kontrolii,
3-  Halkin egitimi ile ilgili calismalar

Her seyden Once insan ve evcil hayvanlarla siirekli iliski icerisinde bulunan
kopeklerin periyodik tedavilerinin yapilmasi ve zorunlu hale getirilmesi gerekmektedir.
Bu amagla her kopege enfekte olup olmadigina bakilmaksizin ila¢ uygulanmalidir.
Ilaglamanin araliksiz yilda 2-3 kez yapilmasi gerekir. Miimkiinse en uygun ilaclar
hayvan sahiplerine Tlicretsiz dagitilarak, diizenli bir sekilde ilaglamanin yapilmasi
saglanmalidir. Tedavi sonrasit digkilarin toplanarak yakilmasi da parazitin kontroli

acisindan ¢ok onemli ve gereklidir.
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Kopeklerin parazitten korunmasii saglamak icin biyolojik ¢emberde kdpek

basamaginin kirilmasi gerekmektedir. Bunun icin kist hidatidli i¢ organlarin kdpeklere

verilmesi ve yedirilmesi engellenmelidir. Bu ancak kesimin uygun mezbahalarda ve

veteriner hekimin denetiminde olmastyla miimkiindiir. Bulagsmanin 6nlenmesi i¢in bazi

tedbirlerin alinmasi1 gerekmektedir. Bunlar;

Hayvan kesimlerinin mutlaka veteriner hekim kontroliinde yapilmasi ve

mezbaha disinda yapilan kacak kesimlerin onlenmesi,

Kesim sonrasi kistli i¢ organlarin tamamen imha edilmesi ve bunun i¢in

mezbahalarda yakma firinlarinin bulunmasi,

Yakma fir1 olmayan kesimhaneler i¢in, kesim yerinden en az 20 metre

uzaklikta, 5 metre derinliginde, 2 metre ¢apinda ¢ukurlarin agilmasi,
Olen hayvanlarin agikta birakilmayip en kisa siirede ortadan kaldirilmast,

Aritma tesisi olmayan kii¢iik kesimhanelerde su ve atiklarin uygun bir

sekilde uzaklastirilmasinin saglanmasi,

Kesimhanelerin etrafinin yiiksek telle ¢evrilmesi, mezbahada bulunan
kopeklerin kesim sirasinda baglanmasi ve kdpeklerin igeriye girmesinin

Onlemesidir.

Hidatidozun eradikasyonunda ko&peklerin kontrolii ¢ok &nemli bir yer

tutmaktadir. Ciinkii gerek insan gerekse hayvanlar i¢in en dnemli enfeksiyon kaynagi

kopeklerdir. Kopeklerin sayist ve hareketlerinin kontrol altina alinmasiyla kopek

populasyonu azaltilabilir ve hareketleri sinirlandirilabilir. Bunun i¢in asagida belirtilen

tedbirlerin alinmas1 gerekmektedir:

Kopekler mutlaka kayit altina alinmali ve sahip degisikligi bildirimleri de

zorunlu olmal,

Kopeklerin kayith oldugu ve ilaglandigimi belirten bir tasma tasima

zorunlulugu getirilmeli,
Coban kopegi sayist sinirlandirilmali ve ilaglanmalari saglanmali,

Basibos kopekler belediyelerce toplanarak barinma evlerine alinmals,
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Kopeklerin sahipliligi 6zendirilmeli,
Disi kopekler kisirlastirilarak asir1 cogalmalart 6nlenmeli,

Kopeklerin sebze-meyve bahgeleri, park ve oyun alanlarina girmesi

onlenmeli, buralara gelisigiizel diskilamalarina engel olunmalidir.

Tim paraziter hastaliklarda oldugu gibi kist hidatidde de halkin egitimi ile

ilgili ¢alismalarin yapilmasi ¢ok onemlidir. Hastaligin karmagik bulasma zinciri goz

online alindiginda egitimin korunma ve bulasmada ne kadar Onemli oldugu

anlagilmaktadir. Halkin sosyoekonomik durumunun iyilestirilmesi ve halka toplum

sagligmi koruma bilgisinin verilmesi en 6énemli korunma tedbirleri olacaktir. Insanlarn

hidatidoza kars1 miicadeleyi gorev olarak gérmesi saglanmalidir. Bu konuda yapilmasi

gerekenler soyle siralanabilir:

Radyo, gazete, televizyon, kitap, film, afis, dergi, konferans, cami
vaazlar1 gibi yollarla halkin anlayacagi diizeyde hastalikla ilgili
bilgilendirmeler yapilmali, bu amagla okullar, saglik kuruluslari, kislalar

ve camiler de kullanilmali,

Hastalikla ilgili afisler hazirlanarak, halkin toplu halde bulundugu yerlere

asilmali,

[Ikogretim  6grencilerine hastalikla ilgili bilgiler, anlayabilecekleri

basitlikle resim ve sekillerle anlatilmali,

Cocuklarin bagibos sokak kopekleriyle oynamalarina izin verilmemeli ve

engellenmeli,

Kistli i¢ organlarin kopeklere verilmemesi ve etrafa atilmamasi icin
kasaplar, ciftgiler, mezbaha c¢alisanlar1 ve ¢obanlar basta olmak {izere

toplum devamli bilgilendirilmeli,

Bunlara ilaveten g¢evre saghgi kosullar1 diizeltilerek insanlarin kisisel
hijyen tedbirlerlerini almas1 konusunda bilgilendirilmeleri gerekmektedir
(Budak, 1991; Tinar ve Coskun, 1991; Tigin ve ark., 1991; Altintas ve
Karababa, 2004).
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Hidatidozun eradikasyonu i¢in oncelikle korunma ve kontrol programinin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Programin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi multidisipliner bir
yaklasim tarzinda olmalidir. Bunun i¢in konuya yonelik 6zel bir {ist kurul
olusturulmalidir. Programda {iniversiteler (Tip ve Veteriner Fakiilteleri), bakanliklar
(Saglik, Tarim, Milli Egitim, Icisleri), meslek orgiitleri (Tiirk Tabipleri Birligi, Tiirk
Veteriner Hekimleri Birligi), belediyeler ve sivil toplum kuruluslar1 goérev almalidir.
Ayrica bu konuda tecriibeli uluslararas1 orgiitlerle iliski kurularak deneyimlerinden

faydalanilmalidir (Umur, 1995; Altintag ve Karababa, 2004).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
Genomik DNA purifikasyon kiti (Fermentas, K0512)
Lysis soliisyonu
Presipitasyon soliisyonu
1,2M NaCl
Proteinaz K (Promega)
Kloroform (Merck)
Etil alkol (Merck)
PBS (Phosphate buffer saline) tablet (Sigma)
10 X PCR buffer (Fermantas)
25 mM MgCl, (Fermantas)
10mM deoksintikleotid (ANTP) set (Fermantas)
JB3 primeri (Prizma lab.)
JB4.5 primeri (Prizma lab.)
1,25 U Taq DNA polimeraz enzimi (Fermantas)
Agaroz (Promega)
10X TAE (Tris Asetat EDTA) tampon ¢6zeltisi (Fermantas)
6X loading dye (Fermantas)
Gene ruler 100-3000 bp DNA Ladder (Fermentas)
Etidyum bromid; 10 mg/ml (Promega)
ddH-0
DNA-RNA free ependorf

Enjektor



Erlenmayer

Petri kutusu

Cam beher

Makas

Pens

Lam-lamel

Bigak

Mikropipet seti (Nichiryo, Nichipet EX)
Stereomikroskop (Nikon SMZ1500)
Aragtirma mikroskobu (Nikon eclipse 801)
Fotograf atagmani (Nikon digital sight DS-L1)
Su banyosu (Niive BM402)

Vorteks (Velp)

Hassas terazi (Kern, ABS220-4)

Derin dondurucu (Argelik, 2031D)

Santrifiij (NF 800R)

Gli¢ kaynagi (Tescom C-101)

Giivenlik kabini (Esco class 1)

Termal siklus cihazi (Thermo Px2)

Yatay agaroz jel elektroforez cihazi (Thermo EC320)
Mikrodalga firin (Regal RMD-17)

Jel goriintiileme sistemi (Gel logic 200 imaging system)

Masa {istii hizli santrifiij (Kubota 3300)
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3.2. Mezbaha Calismalar1 ve Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢aligmada, Samsun bdlgesi mandalarinda kistik ekinokokozisin yaygimligini
belirlemek ve suslari PZR ve DNA Dizi Analizi ile tespit etmek icin Mart 2006 ile
Haziran 2010 tarihleri arasinda Samsun (Merkez, Carsamba, Terme, Bafra,
Ondokuzmayis) ve Amasya (Suluova)’daki mezbahalara gidilmis ve toplam 166 manda
incelenmistir. Bu mezbahalarda kesimi yapilan mandalarin yas, cinsiyet ve mensei
bilgileri alinarak kaydedilmistir. Kesimi takiben hayvanlarin akciger, karaciger, kalp
basta olmak {izere ¢esitli organlart Oncelikle ciplak gozle incelenmis, daha sonra
disaridan goriilemeyecek kistlerin de teshis edilmesi amaciyla iki el arasina alinarak
dikkatlice muayene edilmistir. Kistli bulunan organlarda kistli bolge kesilerek ya da
kesilemeyecek kadar biiyiik kisti olanlarda organlar tamamen aliarak, her hayvan i¢in
farkl1 bir posete konulmus ve laboratuvara getirilmistir. Kistlerin biiyiikliikleri 6l¢iilmiis
ve hangi hayvanin hangi i¢ organinda kist bulundugu kaydedilmistir. Kist icerigi steril
ve kalin uglu bir enjektorle cekilerek beher veya tiiplerde toplanmis ve ¢ékmesi icin
beklenmistir. Daha sonra ince uglu bir makasla kistler acilarak normal, kazeifiye ve
kalsifiye olarak degerlendirilmistir. Germinal membranlar ve kist sivis1 protoskoleks
varlig1 yoniinden mikroskopta incelenmis, igerisinde protoskoleks bulunan kistler fertil,
bulunmayanlar ise steril olarak kabul edilmistir. Bulunan germinal membranlar ve
protoskoleksler PBS ile yikanarak %70’lik etil alkole alinmis ve kullanilincaya kadar
-20°C’de saklanmistir. Enfeksiyonun prevalansi, cinsiyet, yas ve organ gruplari

arasindaki farkin 6nem kontrolii i¢in ki kare testi uygulandi.
3.3. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in hem protoskokleksler hem de germinal
membranlardan yararlanildi. Ekstraksiyonda ticari genomik DNA purifikasyon Kkiti

(Fermentas) kullanildi.

Toplam 12 kiste ait materyallerden DNA ekstraksiyonu yapildi. Alt1 tanesinde
germinal membran, {i¢ tanesinde hem germinal membran hem protoskoleks, iki
tanesinde kazeifiye ve bir tanesinde ise %50 kalsifiye kist germinal mebranlarindan

yararlanildi.
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Ekstraksiyon islemi i¢in -20°C’de saklanan Ornekler c¢ikarilarak, 20 mg

(miligram) germinal membran ya da ortalama 200 dolayinda protoskoleks alindi. DNA

ekstraksiyonunun daha kolay olmasi i¢in germinal membranlar lam {izerine alinarak

bistiiri ile kismen pargalandi.

Her bir ependorfa lysis soliisyonundan 400 pl konuldu.

Uzerine 20 pl (20 mg/ml) proteinaz K eklendi ve 56 °C’de 5 saat su

banyosunda inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikarilan Orneklerdeki germinal membranlar alinarak

atild1.

Bunun {tizerine 600 pl kloroform eklenerek tiip yavas¢a 3-5 kez alt {ist

edildi.
14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda {ist kisim yeni bir ependorfa alinarak alt kisim atild1.

Uzerine yeni hazirlanan 10X presipitasyon soliisyonundan 800 pl
konuldu ve yavas bir sekilde 1-2 dk. ters ¢evrildi (10 X hazirlamak i¢in
720 ul distile su + 80 ul presipitasyon soliisyonu).

14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.
Uste kalan stvinin hepsi dokiildii.

100 pl 1,2M NaCl eklenerek DNA’nin ¢oziildiiglinden emin oluncaya
kadar yavasca vortekslendi.

NacCl dokiilmeden {izerine 300 pl soguk etil alkol eklendi. -20°C’de 10
dk. beklenerek DNA nin ¢okmesi saglandi.

14.000 rpm’de 4 dk. santrifiij edildi.
Etil alkoliin tamami1 dokiilerek tizerine 600 pl %70’lik etil alkol eklendi.
14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi ve iist kisim tamamen dokiildii.

Son olarak 50 pl distile su eklendi ve yavasca vortekslenerek DNA’nin

¢ozlilmesi saglandi.
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. Elde edilen bu son iiriin hedef DNA olarak kullanildi.

3.4. coxI Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi

PZR i¢in coxI (Cytochrome ¢ Oxidase 1) gen bolgesi secildi (Sekil 19). cox!
gen bolgesinin ¢cogaltilmasi amactyla kullanilan ileri ve geri primerler ile baz dizilimleri

sirastyla asagida gosterilmistir:
JB3 (§"-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3") ve

JB4.5 (5'-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3").

Sekil 19. cox! gen bolgesi (Anon.2009d).

Oncelikle her bir 6rnek igin toplam 45 ul hacminde ana karisim hazirland:

(Tablo 6).
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Tablo 6. PZR i¢in ana karigimin hazirlanmasi

No Malzeme Miktar Ta%liﬁlﬁﬁgr

1 | 10X PZR buffer (Fermantas) Sul 50 ul

2 | 25 mM MgCl, (Fermantas) 5ul 50 ul

3 | deoksiniikleotid (ANTP) set (Fermantas) 4 ul 40 pl

4 | JB3 primeri (20 pmol) (Prizma) 1 ul 10 pl

5 | JB4.5 primeri (20 pmol) (Prizma) I ul 10 pl

6 |dH,O 28,8 ul 288 ul

7 | 1,25 U Taq DNA polimeraz enzimi (Fermantas) 0,2 ul 2 ul
Toplam 45 nl 450 pl

Toplamda 10 (9 o6rnek, 1 negatif kontrol) numunemiz oldugu igin bir fazlas
kadar ana karisim hazirlandi. Ana karisim vortekslendikten sonra kenarlara yapisan
damlalardan da yararlanmak i¢in ¢ok kisa bir santrifiij yapildi. Daha sonra hazirlanan bu
karigimdan 0,5 pl’lik DNA-RNA icermeyen tiiplerin igerisine 45’ser ul koyuldu.
Bunlarin {izerine her bir hedef DNA’dan 5 pl koyularak toplam 50 pl hacminde PZR
karistmi  hazirlandi. Biitliin numuneler termal siklus cihazina (Thermo Px2)

yerlestirilerek Tablo 7°deki protokole gore ayarlanarak reaksiyon gergeklestirildi.
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Tablo 7. PZR protokolii

Sikluslar

Denatiirasyon

Baglanma

Uzama

On denatiirasyon

95 °C’de 10 dk.

35 siklus 94 °C’de 30 saniye | 52 °C’de 40 saniye | 72 °C’de 45 saniye
Son uzama - - 72 °C’de 7 dk.
En son 4°C

3.5. Yatay Agaroz Elektroforez

PZR firiinlerini elektroforez ile goriintiilenmek amaciyla %1°lik agaroz jel

hazirlandu.

. Yiiriitme yaptigimiz tank hacmi 30 ml. oldugu i¢in 3 ml agaroz tartilarak
1X hazirlanan TAE soliisyonu ile karstirildi.

. Bu karisim mikrodalga firina koyularak kaynatildi ve agarin tamamen
erimesi saglandi.

. Mikrodalga firindan ¢ikarilarak giivenlik kabininin i¢inde sogumaya
birakildi. Yaklasik 50-60 °C’ye kadar sogudugunda 5 pl etidyum bromid
eklenerek hafifce karistirildi.

. Jel hazirlama tepsisi hazirland1 ve taraklar yerlestirilerek %1°lik agaroz
yavasg¢a tepsinin i¢ine dokiildii. Bu esnada hava kabarcigi kalmamasina
Ozen gosterildi.

. Tepsi buzdolabina kaldirilarak tamamen polimerize olmas1 i¢in 20-25 dk.
kadar beklendi.

. Daha sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilarak jel tepsisi elektroforez tankina

yerlestirildi. Uzerine jelin yiizeyini gececek kadar 1X TAE soliisyonu

dokiildii.
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. 10 pul PZR iirlinii ve 5 pul DNA 06lgegi, 1’er ul yiikkleme boyasi ile
karigtirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

. Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak, elektrotlar giic kaynagina
baglandi. Cihaz 90 volta ayarlanarak calistirildi ve ornekler yaklasik 45
dakika ytirtitiildii.

. Yiirlitme islemi bittikten sonra jel cikarilarak goriintiileme cihazina

konuldu ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.6. coxI Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi

Dokuz adet mitokondrial cox! gen bdlgesine ait PZR {iriinii IONTEK (Istanbul,
Tiirkiye) firmasina gonderilerek cift yonlii DNA dizi analizi yaptirildi. Bunun i¢in
firmaya PZR {irlinlerinden 50 pl ve her bir 6rnek icin JB3 ve JB4.5 primerlerinden 5
pmol/ul konsantrasyonda 10’ar pl yollandi.

Dizi analizi sonuglar1 Blast’a (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) girilerek ve
ClustalW programi kullanilarak GenBank’taki referans suslarin dizi analizleri ile

kargilastirildi.

63



4.BULGULAR

4.1. Mezbaha Bulgulan

Bu calisma Samsun merkez ve Suluova’da ikiser, Unye, Carsamba, Terme,

Bafra ve 19 Mayzis ilgelerinde birer tane olmak {izere toplam dokuz farklt mezbahada

yiiriitiildii (Sekil 20).

Sekil 20. Bolgedeki mandalar (orjinal)

60’1 disi ve 106’s1 erkek olmak {izere toplam 166 manda incelendi. Erkeklerin

93’ii geng, 13’1 yasl; disilerin ise 44’1 geng 16°s1 yasl olarak tespit edildi (Tablo 8).

Tablo 8. incelenen mandalarin yas ve cinsiyet durumu

Erkek Disi Toplam
Yas <3 93 44 137
Yas >3 13 16 29
Toplam 106 60 166




Incelenen 166 mandanin 17’sinde (prevalans=%10,24; %95 CI=%6,2-15,89)
kist saptandi. Cinsiyete gore enfeksiyon disilerde yliksek (prevalans=%21,66; %95 Cl=
%12,73-34,06), erkeklerde ise diisiik (prevalans=%3,77; %95 C1=%1,30-9,29) bulundu.
Geng hayvanlarin 6’s1, yaslt hayvanlarin ise 11°1 enfekte bulundu (Tablo 9).

Tablo 9. Enfekte mandalarin yas ve cinsiyet dagilimi

Erkek Disi Toplam
Yas <3 3 3 6
Yas >3 1 10 11
Toplam 4 13 17

Enfeksiyonun yasa bagli olarak arttig1 goriilmiistiir. Genglerde bu oran %4,38
(%95 CI=%1,93-9,36) olarak bulunurken, yasllarda ise %37,93 (%95 CI=22,08-56,99)
olarak tespit edildi. Cinsiyet ve yas birlikte degerlendirildiginde, enfeksiyon geng
erkeklerde %3,22, geng disilerde %6,81, yash erkeklerde %7,69 ve yash disilerde
%62,5 olarak bulundu.

Enfekte toplam 17 mandada 21 tane kiste rastlandi. Bunlar enfekte mandalarin
8 (%47,06)’inin akciger, 5 (%29,41)’inin karaciger ve 4 (%23,53)liniin de her iki
organinda birlikte goriildii (Tablo 10).

Tablo 10. Enfekte manda sayilar1 ve kistlerin organlara gore dagilimi

Organ Manda sayis1
Akciger 8
Karaciger 5
Akciger + Karaciger 4
Toplam 17

Kistlerin besi fertil, dordii infertil ve 12°si de kalsifiye/kazeifiye (2’si

kazeifiye) olarak tespit edildi. Her iki organinda kist goriilen mandalardan birinin
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akciger ve karacigeri, birinin akcigeri, digerinin ise karacigeri kalsifiye olarak bulundu

(Sekil 21-23, Tablo 11).

Sekil 21. Fertil kistte protoskoleksler (orjinal)

Sekil 22. Akcigere yerlesmis kalsifiye kist (orjinal)

Tablo 11. Kistlerin organlara gore dagilimi

(* Bir tanesi yaklask %50 kalsifiye)  Hjdatik Kistli Organ Sayilari
Organ Infertil Fertil Kazeifiye/kalsifiye | Toplam
Akciger 3 3 6%* 12
Karaciger 2 1 6 9
Toplam 5 4 12 21
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Sekil 23. Germinal membran ve kiz keseler (orjinal)

Chi-square testi ile enfeksiyonun yaygmhgi cinsiyet (x*=13.34, p<0.05) ve
yasa (x*= 29.31, p<0.05) gore istatiksel olarak anlamli bulundu.

4.2. DNA Ekstraksiyon Bulgular:

Yaris1 (%50) kalsifiye ve tamamen kazeifiye olmus toplam ¢ kistten elde
edilen germinal membranlardan DNA elde edilemedi. Bunlar disinda kalan dokuz adet

kist materyalinden DNA izolasyonu yapildi.

4.3. cox1 PZR ve Agaroz Jel Elektroforez Bulgular:

DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen dokuz 6rnegin cox/ gen bolgeleri JB3
ve JB4.5 primerleri ile ¢ogaltildiktan sonra %1’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii
ve yaklasik 450 bp biiyiikliigiindeki bantlar goriintiilendi (Sekil 24).
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Sekil 24. E.granulosus’un manda izolatlarinin mitokondrial cox/ gen bdlgesinin PZR ile

¢ogaltilmast sonucunda olusan bandlar, M:marker, -K: negatif kontrol, 1-6: manda izolatlari.

4.4. cox1 Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi Bulgular

Sekiz mandaya ait dokuz Ornegin dizi analizi sonuglari GenBank’ta veri
tabanina kaydedilerek referans numaralar1 alind1 (Tablo 12). Karsilastirma sonucunda
alt1 izolat evcil koyun susu G1 (DQ062857 Gl) ile tamamen ayni, diger {i¢ izolat ise
E.granulosus sensu stricto (G1-G3 grubu)’nun varyantlar1 olarak bulundu. TRWBO07 ve
TRWBO09 orneklerinin 52. niikleotid pozisyonlart G2 gibi timin iken, geri kalan tiim
sekans G1’e benzemektedir. Ayrica TRWBO04 izolatinin 122. pozisyonu G1’e kiyasla
bir niikleotid degisiklik gostermektedir (C122T). Tiim izolatlarin niikleotid farkliliklar
Tablo 13°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Manda izolatlarinin Genbank numaralari

Ornek no ve kodu | Parazitli organ | Fertilite durumu | Genbank Accession no
1-TRWBO1 Ac Infertil HM598451
2- TRWBO2 Kce Infertil HM598452
3- TRWBO3 Ac Fertil HM598453
4- TRWBO4 Ac Infertil HM598454
5- TRWBOS Ac Infertil HM598455
6- TRWBOG6 Ke Fertil HM598456
7- TRWBO7 Kc Infertil HMS598457
8- TRWBOS Ac Fertil HM598458
9- TRWBO9Y Ac Fertil HM598459

Tablo 13. Calismadaki ve Genbank’taki dizi analizi sonuglarinin niikleotid farkliliklar

12333345

2919258972
DQ062857 G1 AAAGTTTGTC
M84662 G2 aeeeen... T
M84663 G3 ...
HM598459 TRWB0O ......... T
HM598458 TRWBOS ..........
HM598457 TRWBO7 ......... T
HM598456 TRWBO6 ..........
HM598455 TRWB05 ..........
HM598454 TRWBO4 ..........
HM598453 TRWB03 ..........
HM598452 TRWBO2 ..........
HM598451 TRWBOL ..........
M84664 G4 G..AG...GT
M84665 G5 GGT..C..GT
EU048812 G6 .GT.G..TGT
M84667 G7 .GT.G..TGT
DQ144021 G8 .GT.G..TGT
DQ144022 G10 .GT.G.G.GT

1111111 1111111122
5670001122 2444579901
3241470924 5039501432
GCGGTCGTTA TGGGGCGTTG

O
........ Co ..
T.AAT.G T.TA..T
TTAA.TT... ..... TT...
TT.A.TTA.C CAA.TTT...
TT.A.TTA.. .AA.TTT...
TT.A.TTG.. .AA.TTTCA.
TT.A.TTA.. .AA.TTT...
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2222222222
1223334445
8473692482
TATGGTGGTG

CGC.A.TAA.
.G.A.CTA.T

2222222222
5556677799
3453528936
TTAGTATGGG

2333
9001
9281
TGGA

.TA.
C.TT

QOO0




5. TARTISMA

Echinococcus granulosus 'un neden oldugu kistik ekinokokozis hem insan hem
de hayvanlar1 etkileyen diinyadaki en 6nemli zoonozlardan birisidir. Hastalik enfekte
hayvan ve insanlarda saglikli yasami olumsuz yonde etkileyerek ciddi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Giiralp, 1981; Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982; Tigin ve
ark., 1991; Ayaz ve Tinar, 2006).

Son yillarda hayvancilikta bakis acis1 degigsmekte, daha 6nce fazla dnemseyen
manda yetistiriciligi, siit kalitesi, kaymagi vb. nedenlerle tekrar 6nem kazanmaktadir.
Tiirkiye’de 2000 yilinda 146 bin olan manda sayis1 2009 yilinda 87 binlere diiserken,
Samsun’un pay1 %15’lerden % 10’larin da altina diismiistiir. Samsun ilinde 2 delta ve
buna bagl bataklik alanlarin fazla olmasi nedeniyle manda yetistiriciligi hala énemini

korumaktadir ve bu amagla manda yetistiriciler birligi kurulmustur (Anon.2011a; b).

Tiirkiye’de mandalarda kistik ekinokokozisin yaygilhigi hakkinda yeterli
calisma yapilmamustir. Yapilan az sayida ¢alisma ise eski tarihli olup higbiri giincel
verileri yansitmamaktadir. Karadeniz Bdlgesi’nde mandalarda parazitin yayginligi
hakkinda sadece bir veri bulunmakta, o da mezbaha kayitlarina dayanmaktadir (Zeybek,

1973).

Ulkemizde yapilan calismalarda mandalardaki enfeksiyon oranini Tiirkmen
(1992) Istanbul’da %22,32, Umur ve Aslantas (1993) Kars’ta %16,66, Zeybek ve Tokay
(1990) ise Ankara’da %41,1 olarak bulmuslardir. Ulukan (1981)’a atfen Tiirkmen’in
bildirdigine gore (1992) Corlu mezbahasinda kesilen mandalarin %19,1°1 enfekte
bulunmustur. Yine Zeybek (1973) Samsun mezbahasindaki kayitlara gére mandalarin
%29,6’sinin enfekte oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada ise enfeksiyon orant %10,24
olarak bulunmustur. Arastirma sonucunun daha 6nce yapilan ¢alismalardan daha diisiik
oldugu goriilmektedir. 1973 ile 1993 yilinda mandalarda yapilan bu c¢alismalarin
iizerinden yillar gecmis olmast nedeniyle, bu rakamlar giincel verileri
yansitmamaktadir. Bunun yaninda eskiye nazaran insanlarin hastalik hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olmalari, halkin genel egitim ve kiiltiir diizeyinin yiikselmesine bagl
olarak hijyene verilen 6nemin artmasi, son yillarda belediyelerin barinaklar kurmasi

dolayisiyla basibos gezen kopek sayisindaki azalma, barinaklarda kopeklerin diizenli



ilaclanmasi, manda sayisindaki azalmaya bagli olarak kopeklerin enfekte i¢c organ yeme
olasiligmin diismesi gibi faktorler, hastaligin goriilme oraninin azalmasinin nedenleri
olabilir. Nitekim 1972 yilinda mandalarda 9%29.6 olan enfeksiyon oraninin bugiin
yaklasik ii¢ kat azalmas1 bu diislinceyi destekler niteliktedir. Cinsiyete gore enfeksiyona
bakildiginda Tiirkmen (1992) erkek mandalarda yogunlugu %20,14, disilerde ise
%90,91 olarak bildirmistir. Yapilan bu c¢alismada ise erkeklerde enfeksiyon %3,77,
disilerde ise %21,66 olarak bulunmustur. Iki ¢alisma arasinda hem disilerdeki hem de
erkeklerdeki enfeksiyon yogunlugu bakimindan anlamli derecede fark goriilmektedir
(p<0.05). Tiirkmen disilerdeki enfeksiyon oranint %90,91 oraninda bulmasina karsin 9-
15 yagslar1 arasindaki mandalarin hepsini (%100) enfekte olarak tespit etmistir. Buradan
da anlagilacagi gibi burada enfeksiyonun yaygin olmasiin nedeni cinsiyetten ¢ok yas
ile ilgili olmasidir. Yine de Tiirkmen’in yash disilerde buldugu %90,91’lik oran, bu
caligmada yash disilerde goriilen (%58,82) enfeksiyondan ¢ok fazladir. Disi hayvanlar,
stit ve dol verimlerinden uzun siire faydalanmak icin kesime daha ge¢ gonderilmekte ve
buna bagli olarak daha uzun siire acik arazilerde otlamaktadirlar. Tiirkmen’in
caligmasinda da disilerde bu kadar yliksek oranlarin ¢ikmasinin ana nedeninin incelenen
mandalarin ¢ok yasli olmasina bagh oldugu diistiniilmektedir. Tiirkmen (1992) yaptig1
calismada organlara gore enfeksiyon oranlarmi sadece akcigerde %.53,13, sadece
karacigerde %35, hem akciger hem de karacigerde birlikte %11,87 olarak bulmustur.
Umur ve Aslantas (1993) ise ayni oranlar1 sirasiyla %47,82, %30,43 ve %21,73 olarak
tespit etmislerdir. Zeybek (1973), Samsun mezbahasi verilerine gore Kkistlerin
%34,34’linlin karaciger, %65,66 da akcigerde bulundugunu bildirmistir. Zeybek bu
verilerinde her iki organda birlikte goriilen kistlerin oranini degerlendirmemis, o ylizden
her bir organdaki enfeksiyon orani daha fazla goriilmektedir. Zeybek ve Tokay (1990),
Ankara yoresinde yaptiklart arastirmada 28 enfekte organin 13 (%46,43)’liniin
karaciger, 15 (%53,57)’inin ise akciger oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmada ise
sadece akcigerde %47,05, sadece karacigerde %?29,41 ve her iki organda birlikte
%23,53 oraninda enfeksiyon tespit edilmistir. Bulunan sonuglarin Umur ve Aslantag
(1993)’1n sonuglarina oldukga yakin oldugu dikkat cekmektedir. Bu ¢aligmada sadece
akciger ve sadece karacigerdeki enfeksiyon orani Tiirkmen (1992)’nin sonuglarindan
daha diisiik olmasina karsin her iki organda birlikte goriilen enfeksiyon oranit daha

yiiksektir. Zeybek ve Tokay (1990)’mn yaptiklart ¢aligmada akciger ve karaciger
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enfeksiyonlarmin birbirine olduk¢a yakin olmasi oldukca dikkat cekicidir. Incelenen
manda sayilar1 ve arastirma yapilan yerlerin birbirinden farkli olmasi bu oranlarin

birbirinden farkli olmasinin temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

Kistik ekinokokozisin degisik arakonaklarda yayginlig ile ilgili bir¢ok ¢alisma
olmasina karsi, hastaligin mandalardaki durumu ile ilgili ¢aligmalar daha ¢ok manda
yetistiriciliginin yaygin oldugu iran, Pakistan, Hindistan, Misir ve Nepal’in agirhikta
oldugu Asya iilkeleri ve Italya’da yapilmustir. Bu iilkelerde parazitin mandalardaki
yaygimligt % 0 - 48,1 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir (Singh ve Dhar, 1988;
Khan ve ark., 1990; Rahman ve ark., 1992; Cringoli ve ark., 2006; Manandhar ve ark.,
2006; Daryani ve ark., 2007). Arastirma sonuglar1 birbirinden ¢ok farkli olup, farklarin
nedeni incelenen hayvan sayisi ile arastirma yapilan bolgelerin farkli olmasina baghdir.
Daryani ve ark. (2007) Iran’da erkek mandalarm %9,3 iiniin, disilerin ise %16,3’iiniin
enfekte oldugunu tespit etmislerdir. Cringoli ve ark. (2006) italya’da 43 enfekte
mandanin 42’sinin disi, birinin ise erkek oldugunu belirtmislerdir. Khanmohammadi ve
ark. (2008) mandalarda toplam 663 kist bulmuslar, bunlarin 101’inin (%15,23)
erkeklerde, 562’sinin (%84,77) de disilerde bulundugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
ise erkeklerde enfeksiyon orani1 %3,77, disilerde ise %21,66 olarak bulunmustur. Genel
olarak diger arakonaklarda oldugu gibi, mandalarda da disilerdeki enfeksiyon oraninin
erkeklere gore daha yliksek oldugu goriilmektedir. Singh ve Dhar (1988) enfeksiyonun
yaglilarda daha c¢ok goriildiiglinii kaydetmislerdir. Khan ve Purohit (2006) yaptiklar
caligmada 2 yasindan kii¢iik mandalarda enfeksiyon oranini %11,1 olarak bulurken, 2
yasindan biiyliklerde bu oran1 %43,6 olarak tespit etmislerdir. Mirani ve ark. (2002)
enfeksiyonu, 0-2 yas arast mandalarda %5, 5-8 yas arasindakilerde %9,3, 8-11 yas
arasindakilerde %33,74 ve 11 yas ve iizeri mandalarda ise %62,66 olarak
belirlemislerdir. Italya’da yapilan bir ¢alismada mandalardaki enfeksiyon oram %10,5
bulunurken, 9 yasindan biiyilk mandalarda bu oran %42,1 olarak saptanmistir. Bu
caligmada da enfeksiyon yasa gore artmis, genglerde %4,38 yaslilarda ise %37,93
olarak tespit edilmistir. Calisma sonuclar1 ile daha 6nce yapilan arastirmalar arasinda
paralellik goriilmekte, bu da enfeksiyonun yas ile dogrudan iliskili oldugunu
gostermektedir. Organlara gore enfeksiyon oranlari da yapilan calismalarda farklilik
gostermektedir. Daryani ve ark. (2007) mandalarda kistlerin daha ¢ok akcigerde
bulunduklarini bildirmislerdir. Cringoli ve ark. (2006) Italya’da yaptiklari ¢calismada 43
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enfekte mandanin 10 unun sadece karacigerinin, 20’sinin sadece akcigerinin ve 13’{inde
ise de her iki organinin birlikte enfekte oldugunu belirtmislerdir. Yine Italya’da yapilan
baska bir calismada 76 mandanin 34’{iniin akciger, 17’sinin karaciger ve 25 tanesinin
her iki organinin birlikte enfekte oldugu goriilmistir (Capuano ve ark., 2006).
Manandhar ve ark. (2006) sadece akcigerlerde %60,38, sadece karacigerde %22,64 ve
hem akciger hem de karacigerde %16,98 oraninda yayginlik bildirmislerdir. Mehrabani
ve ark. (1999) 25 manda incelemisler, karacigerlerin %4’{linii, akcigerlerin ise %8’ini
enfekte bulmuslardir. Iran’da Khanmohammadi ve ark. (2008) kistik ekinokokozisi
%33,83 karacigerde, %°70,28 de akcigerde tespit etmislerdir. Hindistan’daki bir
calismada enfekte mandalarda %60 oraninda sadece akcigerde ve bunun yaklasik yarisi
kadar %32 oraninda sadece karacigerde kist oldugu bildirilmistir (Singh ve ark., 1988).
Yine Hindistan’da Singh ve ark. (2006) kistik ekinokokozis bulduklar1 47 mandanin
32’sinin akcigerinin, 15 tanesinin de karacigerinin enfekte oldugunu tespit etmislerdir.
Bu calismada da sadece akcigerde %47,05, sadece karacigerde %?29,41 ve her iki
organda birlikte %23,53 oraninda enfeksiyon goriilmiistiir. Yukaridaki ¢aligmalar ile
paralellik gosteren bu calismada da goriildiigii gibi, kistik ekinokokozis mandalarin

akcigerinde karacigerlerinden daha fazla goriilmektedir.

Echinococcus  granulosus  igerisindeki  suglarin ~ tanimlanmasi  ve
gruplandirilmasinda en ¢ok PZR tabanli yontemler kullanilmaktadir. PZR, RFLP, PZR-
RFLP, RAPD-PZR, SSCP, dideoxy fingerprinting (ddF) ve DNA baz dizi analizi gerek
parazitlerin genom arastirmalarinda, gerekse taniya yonelik molekiiler ¢alismalarda
kullanilan temel tekniklerdir (Gasser ve ark., 1998a; Hokelek ve Arikoglu, 2004;
Yolasigmaz ve Giines, 2004). Tek bir niikleik asidi bile gdsterebilecek kadar giiglii bir
cogaltma teknigi olan PZR bugiin en yaygin kullanilan yontemidir (Alkan ve ark.,
1997). DNA dizi analizleri ya da sekanslama ise herhangi bir DNA par¢asinda bulunan
A,G,T,C niikleotid siralarinin belirlenmesi olarak tanimlanabilmektedir (Yumurtaci,

2009).

Echinococcus granulosus’un G1 ve G4 suslarinin ve Taenia crassiceps’in tim
mitokondriyal genomu Le ve ark. (2002) tarafindan dizilenmistir. DNA dizilerini
E.multilocularis ve Hymenolepis diminuta’nin genomu ile karsilastirmiglar ve tiim bu
tiirlerin genom yapilarinin benzer oldugunu goérmiislerdir. G1 ve G4 suslarinin protein

kodlayan genlerinin ise birbirinden oldukga farkli oldugu belirtilmistir.
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Polonya’da domuzlardan elde edilen kist hidatid materyalleri incelendiginde,
bunlarin at, koyun, sigir ve deve izolatlarindan sadece molekiiler olarak degil,
morfolojik ve biyolojik olarak da ayrilabildigi gosterilmistir (Eckert ve ark., 1993).
Iran’da insan ve hayvanlardan toplanan izolatlarin tiplendirilmesinde hem morfolojik
hem de molekiiler (/7S1 PZR-RFLP) teknikler kullanilmis, koyun ve deve suslarinin
sadece ¢engel morfolojileri ile de birbirinden ayrilabildigi belirtilmistir (Harandi ve
ark., 2002). Tunus’ta develerden elde edilen kist hidatidler morfolojik ve molekiiler
olarak incelenmis daha sonra cox/ gen bolgesinin dizi analizi ile tiim izolatlarin G1 susu
oldugu tespit edilmistir (Lahmar ve ark., 2004). Insan, koyun ve deve izolatlarindan
elde edilen protoskolekslerin rostellar kanca morfolojileri ve ribozomal ITSI! gen
bolgesinin PZR-RFLP analizi ile koyun ve insan izolatlarinin benzer, deve izolatlarinin
ise farkli oldugu goriilmiistiir (Ahmadi ve Dalimi, 2006). Libya’da ise insan, koyun,
sigir ve develerden elde edilen parazitlerin ¢engel morfolojileri incelenmis, koyun ve
sigir izolatlar1 benzer bulunurken, bunlarin deve ve insan izolatlarindan farkli oldugu
bildirilmig, bunun iizerine aymi izolatlarin cox/ gen bdlgeleri DNA dizi analizi ile
incelendiginde hepsinin G1 susu oldugu anlasilmistir (Tashani ve ark., 2002).

coxl gen bolgesinin sekanslanmasiyla yapilan ilk calismayla E.granulosus tiiri
icerisinde 7 sus tespit edilmistir (Bowles ve ark., 1992a). Daha sonra nadl gen
bolgesinin sekanslandigr bir ¢aligmada G2-G3 sus ayrimi saglanamadigindan 6 sus
tanimlanabilmistir (Bowles ve McManus, 1993c). Kenya’da insanlardan PAIR
yontemiyle elde edilen 59 kist hidatid materyalinin cox!/ ve nadl gen bolgeleri
sekanslanmis, 49 (%83)’u G1 ve 10 (%17)’u de G6 susu olarak tespit edilmistir. Bu
insanlarda G6 susunun varlig1 bakimindan énemli ve ytiksek bir orandir (Casulli ve ark.,
2010). Obwaller ve ark. (2004) nadl ve coxl gen bolgelerinin DNA dizi analizleri
sonucu susglar arasindaki ve i¢indeki genetik varyasyonun derecesini gostermislerdir.
Arjantin’de 41 hastadan elde edilen hidatid kistlerin cox/ gen boélgeleri dizilenmis ve
G1, G2, G5 ve G6 suslarmin varlig1 gosterilmistir (Guarnera ve ark., 2004). Cin’de 37
insan, 9 si8ir, 5 koyun ve 4 kopege ait 53 E.granulosus izolatinin farkli gen bolgeleri
(cox1, nadl ve atp6) PZR ve DNA dizi analizi ile incelenmis ve hepsinin G1 susu ve bu
susun mutasyonlar1 oldugu tespit edilmistir (Ma ve ark., 2008). Afrika’da 20 deve, 2
insan ve 3 sigir kistinin, bir niikleer (BG 1/3) ve 2 mitokondriyal (cox! ve nadl) gen

bolgesinin DNA dizi analizi yapilmig ve deve susunun insan enfeksiyonlarinda rol
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aldig1 gosterilmistir (Bardonnet ve ark., 2002). Bulgaristan’da domuz, koyun, sigir,
cakal ve kurtlardan elde edilen izolatlarin yine niikleer ve mitokondriyal gen bdlgeleri
PZR ile ¢ogaltilarak DNA dizi analizi yapilmistir. Bu amagla nadl, hbx, Actll ve AgB1
gen bolgeleri se¢ilmis ve Bulgaristan’da baskin susun G1 oldugu sonucuna varilmistir
(Breyer ve ark., 2004). Estonya’da yabani geyiklerden elde edilen hidatid kistlerin atp6,
nadl ve coxl gen bolgeleri ¢ogaltilarak sekanslanmustir. Geyiklerde G8 ve G10
suslarin1 tespit eden arastirmacilar bu calismalariyla Avrasya’da ilk kez G8 susunun
varligin1 gostermislerdir (Moks ve ark., 2008). Finlandiya ve Isve¢ geyiklerinden elde
edilen izolatlarin nadl gen bolgesi sekanlanmus, atp6, nadl, nad3 ve coxI gen bolgeleri
iizerinde de filogenetik analizler yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucu, G6, G7, G8 ve G10
suslarinin bir grup olusturdugu, bu grubun G1 ve G4 suslarindan oldukga farkli oldugu,
fakat G5 susuna da ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Ayni1 arastirmacilar G6-G10 sus
grubunun E.g. sensu stricto’dan farkli oldugunu goriisiinii de desteklemislerdir
(Lavikainen ve ark., 2006). Yine Finlandiya’da bes geyikten elde edilen izolatlarin
coxl, nadl ve ITSI gen bolgelerinin sekans analizi sonucunda, Finlandiya’daki geyik
susunun Amerikan geyik susuna benzedigi, fakat tiim suslardan farkli oldugu
belirtilerek buna Fennoscandian Geyik Susu (G10) adi verilmistir (Lavikainen ve ark.,
2003). Arjantin’de cox/ gen bolgesinin sekanslanmasi sonucu G1 susuna koyun, sigir,
domuz, kopek ve insanda; G2 susuna koyun, sigir ve insanda; G5 susuna kopek, insan
ve sigirda, G6 susuna kopek, insan ve kecide; G7 susuna da domuz ve kopekte
rastlanmistir  (Kamenetzky ve ark., 2002). italya’da 40 sigira ait kist hidatid
materyalinin mitokondriyal cox/ gen bolgesinin dizi analizi yapilmis ve 21’1 G1, 2’si
G2, 17’si ise G3 susu olarak tespit edilmistir (Rinaldi ve ark., 2008). Uc Afrika
tilkesinde koyun, sigir, deve ve insandan toplanan kist hitatid materyallerin
mitokondriyal (cox! ve nadl) ve niikleer (actll ve hbx2) gen bolgelerinin sekans
analizleri sonucunda G1, G2 ve G6 suglarinin varligr bildirilmistir (Maillard ve ark.,
2007). Cin’in bat1 bolgesinde yapilan bir calismada mitokondriyal atp6 gen bolgesi
sekanslanmis ve koyun, keci, sigir ve insanda G1 susuna rastlanmistir (Yang ve ark.,
2005). Italya’da parazit izolatlarinin ayriminda cox! ve nadl gen bdlgelerine ilave
olarak 7rnS (rRNA small subunit) gen bolgesiyle de calisilmis ve sus ayrimi
saglanabilmistir. cox/ bdlgesi i¢in JB3 ve JB4.5, nadl bolgesi i¢in egNDI1-for ve
egND1-rev, rrnS bolgesi i¢in de P60 ve P375 primerleri kullanilmistir. Arastirmacilar
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diger gen bolgelerinin aksine nadl ile G2-G3 sus ayrimini saglayamamislardir (Busi ve
ark., 2007).

Dinkel ve ark. (2004), Kenya ve Sudan’dan elde ettikleri insan, koyun, kegi,
s1g1r, deve ve domuz izolatlarini yeni tasarladiklar1 primerlerle ¢ogaltarak, dizi analizine
gerek kalmadan G1 ve G5/6/7 suslarinin tespitini saglayabildiklerini gostermislerdir.
Yine Rahimi ve ark., (2007) ITS] gen bolgesi i¢in EgF ve EgR adli yeni primerler
tasarlayarak PZR uygulamislardir. Bu sekilde daha fazla DNA ve agaroz jel
elektroforezde daha kolay goriiliir bantlar elde etmislerdir. Buna karsin, Yunanistan’da
ise koyun ve kegilerden elde edilen izolatlarda G1/G2/G3 kiimesi ile G5 ve G6/G7
suslarmin ayrimi i¢in Dinkel ve ark. (2004)’nin kullandiklar1 yontem kullanilmig ancak
basarili olunamamustir. Son olarak cox/ ve nadl gen bolgeleri sirasiyla JB3/J1B4 ve
JB11/JB12 primerleri ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizi ile G1, G3 ve G7 suslarinin
varlig1 ortaya konmustur (Varsacia ve ark., 2007). Uganda’da aslan digkilarindan elde
edilen tenya tip yumurtalarin cox/, nadl, cob (cytochrome b) ve r#n mitokondriyal gen
bolgelerinin yami sira efla (elongation factor 1 alpha) ve elp (ezrin-radixin-moesin
(ERM)-like protein) niikleer gen bdolgeleri de PZR ile ¢ogaltilmistir (Hiittner ve ark.,
2008). Romanya’da var olan suglarin tespiti i¢in bir niikleer (BG1/3) ve iki
mitokondriyal (cox! ve nadl) gen bolgesi dizilenmistir. Mitokondriyal gen bolgelerinin
cogaltilmasinda primerlerde baz1 degisiklikler yapilarak EgCOI, EgCOI 2, EgNDI 1 ve
EgNDI 2 adli yeni primerler kullanilmistir. Koyun ve sigirlarda G1 ve G2, domuzlarda
ise G7 susu tespit edilmistir. Sigirlarda G2 susunun varligr ilk kez Romanya’daki bu
calisma ile gosterilmistir (Bart ve ark., 2006). Bir baska ¢alismada ise PZR i¢in cox1,
AgB/1, EmHbX2, Actll, BG1/3, ITSI, MS bolgeleri hedef alinmis ve bu sekiz farkh
bolge icin 8 farkli primer cifti kullanilmistir. Bes farkli konak {izerinde yiiriitiilen
caligmada insan, koyun ve sigirlarda G1; yine insan, sigir ve devede G6 susu tespit
edilmistir (Bart ve ark., 2004).

IIk kez Polanya’da domuz kaynakli E.granulosus izolatlart RFLP yapilarak
incelenmis ve bunlarin morfolojik, biyolojik ve genetik olarak diger suslardan farkli
oldugunu anlagilmistir (Eckert ve ark., 1993). Polonya’da insanlardan elde edilen kist
hidatid materyallerinin incelenmesi sonucu, hastalarin insanlarda yaygin olarak bulunan
G1 susu ile enfekte olmadigr tespit edilmistir. nadl gen bolgesinin sekans sonucu G7

susuna benzemesine karsin bazi farkliliklar oldugu goriilmistiir. Bunun iizerine /757
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gen bolgesi Alul, Cfol, Mspl ve Rsal enzimleri ile kesilmis (PZR-RFLP) ve bu
izolatlarin ilk defa tanimlanan G9 (insan) susu olduguna karar verilmistir (Scott ve ark.,
1997). Sili’de Rsal enzimi ile PZR-RFLP ve cox/ gen bdlgesinin dizi analizinin
yapildig1 bir ¢caligmada G1 ve G6 suslarinin varligi gosterilmistir (Manterola ve ark.,
2008). Meksika domuzlari ile Polonya domuzlarindan elde edilen izolatlar /757 gen
bolgesinin PZR-RFLP, RAPD ve cox/ gen bolgesinin DNA dizi analizi metotlar ile
karsilastirilmis ve genetik olarak ayni bulunmustur. Benzer bulunan sonuglar ¢engel
morfolojisi caligmalariyla da tamamlanmistir (Cruz-Reyes ve ark., 2007). Arjantin’de
farkli bolgelerden ve farkli konaklardan elde edilen 33 E.granulosus izolatinin /7S] gen
bolgesinin PZR-RFLP, nadl ve coxI gen bolgelerinin DNA dizi analizi ile G1, G2, G6
ve G7 suglar tespit edilmistir. Arjantin’de yapilan bu ¢alismayla insanlarda ilk kez G2
ve G6 suslarinin varligir gosterilmistir (Rosenzvit ve ark., 1999). Cin’de koyun, sigr,
domuz, deve ve insandan elde izolatlarla RFLP, PZR-RFLP ve cox! bdlgesinin DNA
dizi analizi yapilmis ve tiim izolatlar koyun susu olarak tespit edilmistir (McManus ve
ark., 1994). Slovakya’da domuz izolatlarinin nadl gen bolgesi sekanslanmig ve G7
susunun varlig1 ortaya konmustur. Fakat nadl gen bolgesinin sekans analizi G7 ve G9
suslarinin ayrimini saglayamadigindan, buna ilave olarak /757 gen bolgesi de PZR-
RFLP yontemiyle incelenmistir (Snabel ve ark., 2000). Meksika’da 38 yasinda bir
insandan elde edilen kist materyaline Mspl, Rsal, Alul ve Hhal enzimleri kullanilarak
PZR-RFLP, RAPD ve DNA dizi analizi yapilmis ve sigir susunun varligi gosterilmistir
(Maravilla ve ark., 2004). Domuz izolatlarinin ayriminin yapildig: bir baska ¢aligmada
bu dort enzime ek olarak 7agl enzimi de kullanilmistir (Cruz-Reyes ve ark., 2007).
Meksikada domuzlardan elde edilen kist izolatlarinin cox!/ ve nadl bolgeleri
sekanslanmis, /757, Eg9 ve Egl6 bolgeleri PZR ile ¢ogaltilmis ve I7S1 bolgesi Mspl,
Rsal ve Cfol enzimleri ile kesilerek PZR-RFLP uygulanmigtir. Bu molekiiler
caligmalar sonucu G1 ve G7 suslarinin varligi ortaya konmustur. /757 bdlgesi i¢in
BD1/4S, nadl bolgesi i¢in JB11/JIB12, cox! bdlgesi i¢in de JB3/IB4.5 primerleri
kullanilmistir  (Villalobos ve ark., 2007). Tunus’ta E.granulosus’un molekiiler
epidemiyolojisi hakkinda bilgi saglamak i¢in yapilan ilk ¢calismada /757 PZR-RFLP ve
coxl sekans analizi yapilmis, develerde G6; insan, koyun ve sigirda ise G1 susu tespit
edilmistir (M’rad ve ark., 2005). Bowles ve McManus, (1993b) yaptiklar1 ¢caligmada

E.granulosus suslari igerisindeki ayrimi tanimlayabilmek icin /7:S7 gen bolgesine Mspl,
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Rsal, Cfol, Alul ve Taql enzimlerini kullanarak PZR-RFLP yoOntemini
uygulamislardir. Ispanya’da E.granulosus suslarmi tespit etmek amaciyla farkli
primerler tasarlanmig ve 53 izolata PZR-RFLP uygulanmistir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile
E.granulosus’un  E.multilocularis’ten  ayrimi  saglanmuis, Ispanya’da  bulunan
E.granulosus suglar1 tanimlanmis ve domuzlarda bulunan iki ayr1 sus tespit edilmistir.
Daha sonra domuzlardaki genetik c¢esitliligi daha iyi ortaya koyabilmek amaciyla nadl
ve coxl gen bolgeleri dizi analizi yapilarak G1 ve G7 genotiplerinin varlig: bir kez daha
ortaya konmustur (Gonzales ve ark., 2002).

Slovakya’da domuz, insan ve sigirlardan elde edilen izolatlar RAPD-PZR ve
nadl gen bolgesinin sekans analizi ile incelenmis ve bu li¢ arakonakta da G7 susu tespit
edilmigstir (Turcekova ve ark., 2003). Sigir, koyun ve manda izolatlar1 26 farkli primer
kullanilarak RAPD-PZR yontemi ile incelenmis ve sadece 2 primer bu izolatlarin
ayrimini saglayabilmistir. Daha sonra Mspl ve Rsal enzimleri ile /7S] PZR-RFLP
yontemi uygulanmis fakat farklilik goriilememistir (Bhattacharya ve ark., 2008). Bazi
arastiricilar  Ispanya’da bulunan suslarm tam anlamiyla genotiplendirilmedigini
diistinerek farkli konaklardan elde ettikleri izolatlara RAPD uygulamislar, cox/ ve nadl
gen bolgelerini de sekanslamiglardir. Bunun sonucunda atlarda G4 susunu, ke¢i, domuz
ve yaban domuzunda hem G1 hem de G7 susunu, insan, koyun ve sigirlarda da Gl
susunu tespit etmislerdir (Mwambete ve ark., 2004).

Sudan’da aragtirmacilar suslarin tespiti i¢in baska bir yontem secerek nested-
PZR uygulamislar, nadl gen bolgesini hedef alarak birinci basamak i¢in EGLI ve
EGR2, ikinci basamak i¢in de EGL3 ve EGR4 primerlerini kullanmislardir. Nested-
PZR yontemi ile koyun, si8ir ve deve suslarini tespit edebilmislerdir (Osman ve ark.,
2009).

Gasser ve ark. (1998) SSCP yontemi ile DNA dizi analizine ve enzimle kesime
gerek kalmadan mitokondriyal DNA’daki sekans farkliliginin gosterilebildigini ve
SSCP’nin kullanigh bir yontem oldugunu belirtmislerdir (Gasser ve ark., 1998b).

Italya’da mandalardan elde edilen 48 ekinokok kistinin cox/ gen bélgesi PZR
ile ¢ogaltildiktan sonra DNA dizi analizi yapilmis, bunlarin 33’iiniin G1, 15’inin G3
susu oldugu tespit edilmistir (Capuano ve ark., 2006). Hindistan’da manda, sigir ve
koyun izolatlarinin nadl ve coxI gen bolgeleri iizerinde calisilmistir. nadl boélgesinin

sekanslanmasi sonucu izolatlar E.granulosus sensu stricto olarak gruplandirilirken, cox/
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bolgesinin sekanslanmasiyla tiim izolatlar G2 ve G2’nin varyantlart seklinde tespit
edilmistir. Bu ¢alisma ile mandalarda G2 susunun varhigi ilk kez ortaya c¢ikarilmistir
(Bhattacharya ve ark., 2007). Yine Hindistan’da sigir, manda, domuz ve koyun
izolatlarinin cox/ bolgesinin sekanslanmasi ve filogenetik analizi sonucu G3’iin en
yaygin sus oldugu bulunmustur. Aragtirmacilar yaptiklari bu ¢alisgmada mandalarda G3
susu disinda G1 ve G5 suglarina da rastlamiglardir. Ayrica G3 ve G5 suslarinin
domuzlarda fertil kistler olusturabildigi de bu calismada gosterilmistir (Pednekar ve
ark., 2009). Italya’da sigir ve mandalar iizerinde yiiriitiilen bir calismada yaygin olarak
yapildig1 gibi nadl ve coxI gen bolgelerinin DNA dizi analizi yapilmistir. Mandalarda
G1, G2 ve G3 suglarma rastlanirken sigirlarda bu ii¢ susa ilave olarak G5 susu da tespit
edilmis ve Italya’da ilk kez G5 susunun varhig bildirilmistir (Casulli ve ark., 2008).
Yapilan ¢aligmalarla goriildiigli gibi mandalarda sadece G3 susu degil G1, G2 ve G5
suslarmin da bulunmaktadir. Bu ¢alismada da mandalardan elde edilen izolatlarin cox/
gen bolgesinin DNA dizi analizi yapilmis ve Gl susu ve varyantlarinin varligi

gosterilmistir.

Tiirkiye’de 50 koyun ve 10 sigirdan elde edilen protoskolekslerin rostellar
cengel morfolojileri incelenmis ve bunlarin birbirlerine ¢ok benzer oldugu gorilmiistiir
(Yildiz ve Giircan, 2009). Bowles ve ark. (1992a) Tiirkiye’den gonderilen koyun
izolatlarinin cox/ gen bolgesini DNA dizi analizi ile incelemigler ve bunlarin G1 susu
oldugunu belirtmislerdir. Yine Tiirkiye’den yurtdigina gonderilen 2 koyuna ait hidatid
kist izolatlarinin /7:S7 gen bolgesi PZR-RFLP yontemi ile incelenmis ve bunlarin da G1
susu olduklar tespit edilmistir (Bowles ve McManus, 1993b). Tiirkiye’de yapilan bir
baska calismada iilkenin farkli bolgelerinden koyun ve sigirlardan elde edilen kistlerin
cox] gen bdlgesinin dizi analizi yapilmigtir. 100 koyunun 98’inde G1, 2’sinde G3
susuna rastlanirken, 12 sigirin 9’unda G1, 3’linde de G3 susu tespit edilmistir (Vural ve
ark., 2008). Ulkemizin bat1 bolgesinden elde edilen 12 koyun ve 10 insan izolat1 iizerine
yapilan ¢alismada mitokondriyal cox!, nadl, atp6 ve rrnS gen bodlgelerinin DNA dizi
analizi yapilmustir. Sonuclar Tiirkiye’de E.granulosus sensu stricto ve E.canadensis
gruplarmin varhgini gostermistir. insan ve koyunda G1, koyunda G1/G3 ara formu ve
G3, yine insan ve koyunda G7 susu tespit edilmistir. Bu Tiirkiye’de domuz susunun
varligin1 gosteren ilk ¢alismadir (Snabel ve ark., 2009). Malatya’da bir Anadolu yaban

koyunun karacigerinden elde edilen izolatin cox/ gen bolgesinin sekanslanmasi sonucu
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G1 susu oldugu tespit edilmisir (Simsek ve Eroksiiz, 2009). Tiirkiye’de sigir, koyun,
keci, deve, kopek ve insandan alinan izolatlarin /7S/ gen boélgesi cfol, alul, Rsal,
Mspl enzimleri ile PZR-RFLP, cox/ gen bodlgesi de DNA dizi analizi yontemiyle
incelenmis ve tiim konaklarda G1 susu tespit edilmistir (Utiik ve ark., 2008). Bu
calismada iki izolat (TRWBO07, TRWB09) G1 referans susunun cox/ dizi analizi
sonucuna gore 52 (T/C) pozisyonunda varyasyon gostermektedir. Ayni varyasyonu
Vural ve ark. (2008)’nin 12 sigirin 2’sinde ve Snabel ve ark. (2009)’nin 22 G6rnegin
4’tinde (2 koyun ve 2 insan) tespit etmeleri, bu varyantin Tiirkiye’de yaygin oldugunu
gostermektedir. Ayrica TRWBO04 izolatinin tek bir niikleotidde gosterdigi varyasyon
(C122T) ilk defa bu ¢alismada goriilmiistiir.

Yukaridaki ¢aligmalarda goriildiigii gibi Tiirkiye’de baskin sus G1 olmakla
birlikte, G3 ve G7 suslarina da rastlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’de farkli arakonaklarda kistik ekinokokozis ile ilgili molekiiler
caligmalar yapilmis olmasina ragmen iilke ekonomisi ve yore hayvanciliginda 6nemli
rolii olan mandalarla ilgili herhangi bir g¢aligma bulunmamaktadir. Bu c¢alisma
Tiirkiye’de mandalardan elde edilen E.granulosus izolatlarindaki genetik varyasyonu
tespit etmek amaci ile yapilan ilk arastirmadir. Daha once yapilan ¢aligmalarda oldugu
gibi mandalarda da G1 susu ve varyantlarinin bulundugu goriilmiis ve iilkemizde G1’in

baskin sus oldugu sonucuna varilmstir.

Genotipik fakliliklar; parazitin yasam ¢emberi, konak spesifitesi, gelisim hizi,
patojenitesi, antijenite ve kemoterapotiklere duyarliligi, bulasma dinamikleri, hastali§in
epidemiyoloji ve kontrol teknikleri {lizerine etki etmektedir. Yapilan bu calisma ile
hastaligin kontroliinde daha etkili stratejilerin gelistirilmesine, bdlgesel ve ulusal
diizeyde yapilmasi gerekli olan eradikasyon, as1 ve ilag gelistirme ¢aligmalarina yararli
olabilecek bilgiler elde edilmistir. Uretilecek veya ithal edilecek asinin etki ettigi suslar

bilinecegi i¢in dolayl olarak iilke ekonomisine de katki saglayacaktir.

Mandalarda G1 susunun tespit edilmesi, bu hayvanlarin insan enfeksiyonlari
icin kaynak olusturabilecegini gostermektedir. Bu nedenle hayvanlarda hidatidosisin
eradikasyonu ve kontroliine yonelik ¢aligmalar gecikmeden baglatilmali ve bu alanda
saglanacak basarilarla Tiirkiye nin en 6nemli halk saglig1 sorunlarindan birisi olan insan
enfeksiyonlar1 tamamen ortadan kaldirilmali veya Onemsenmeyecek diizeyde

azaltilmalidir.

Ulkemizde etkin epidemiyolojik ve stratejik kontrol mekanizmasimimn
olusturulabilmesi ve basarili bir sekilde vyiiriitiilebilmesi i¢in, tiim Tiirkiye’yi
kapsayacak sekilde, gerek ergin parazitle ilgili son konaklarda, gerekse larva formuna
yonelik olarak farkli arakonaklarda bu tip daha genis kapsamli molekiiler ve

epidemiyolojik ¢alismalar yapilmalidir.
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EKLER

Ek 1. E.granulosus’un TRWBO01 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

99

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggcet
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Ek 2. E.granulosus’un TRWBO02 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

100

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggcet
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Ek 3. E.granulosus’un TRWBO03 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

101

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggct
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Ek 4. E.granulosus’un TRWB04 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

102

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
accatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggcet
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Ek 5. E.granulosus’un TRWBO0S5 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggce
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

103

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggcet
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EKk 6. E.granulosus’un TRWBO06 izolatinin cox Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

104

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggct
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Ek 7. E.granulosus’un TRWBO07 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat

105

attttgcctg
gtgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
t
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Ek 8. E.granulosus’un TRWBO0S izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

106

attttgcctg
gcgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggct
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Ek 9. E.granulosus’un TRWBO09 izolatinin coxI Gen Dizisi

ttttttgggc
atttgtttga
atgttttcta
ttggatgtga
ggtataaagg
ccggttttgt
atagttttgt
cattttcatt

atcctgaggt
gtattagtgc
tagtgtgttt
agacggctgt
tgtttacttg
gatgggttgt
ctgcttgtgt
atgttctttc

ttatgtgttg
taattttgat
gggtagcagg
tttttttagce
gttatatatg
ttcttttata
gttagataat
tttaa

107

attttgcctg
gtgtttgggt
gtttggggtc
tctgttacta
ttgttgaatt
gtgttgttta
attttgcatg

gatttggtat
tctatgggtt
atcatatgtt
tgattatagg
cgagtgttaa
cgtttggggg
atacttggtt

aattagtcat
gttgtttgct
tactgttggg
ggttcctact
tgttagtgat
agttacgggt
tgtggtggct
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