UNIva,
&
S

g} ;5-’25\-;* . ) TURKIYE CUMHURIYETI

1533

ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

RUMINANTLARDAKI KiST HIDATIDLERIN MOLEKULER
GENOTIPLENDIRILMESI VE
PROTOSKOLEKSLERININ MORFOLOJIK YAPILARININ
KARSILASTIRILMASI

Gorkem CENGIZ

PARAZITOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Bahadir GONENC

ANKARA
2019



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

RUMINANTLARDAKI KiST HIDATIDLERIN
MOLEKULER GENOTIiPLENDIRILMESI VE
PROTOSKOLEKSLERININ MORFOLOJIK
YAPILARININ KARSILASTIRILMASI

Gorkem CENGIZ
PARAZITOLOJI ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Bahadir GONENC

Bu arastirma, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigi’niin

1810239009 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
2019









ICINDEKILER

Etik Beyan I
Kabul ve Onay i
Icindekiler iv
Onsoz vii
Simgeler ve Kisaltmalar iX
Sekiller Xi
Cizelgeler Xii
1. GIRIiS

1.1 Ekinokok Tiirleri ve Kist Sekilleri

1.1.1.  Ekinokok Tiirlerinin Genel Biyolojik ve Morfolojik Ozellikleri
1.1.2. Kist Sekilleri ve Morfolojik Farkliliklar

1.1.2.1. Kistik Ekinokokkozis-KE (Echinococcus granulosus)

w W Rk

1.1.2.2. Alveoler Ekinokokkozis-AE (Echinococcus multilocularis — Echinococcus

shiquicus) 7
1.1.2.3. Polikistik Ekinokokkozis-PE (Echinococcus vogeli) 7
1.1.2.4. Unikistik Ekinokokkozis-UE (Echinococcus oligarthra) 8
1.2. Kistik Ekinokokkozis ile Ilgili Genel Bilgiler 8
1.3. Kistik Ekinokokkozis Tarihgesi ve Taksonomisi 9
1.3.1. Tarihge 9
1.3.2. Taksonomi 11
1.3.2.1. Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) (G1-3) 13
1.3.2.2. Echinococcus equinus (G4) 19
1.3.2.3. Echinococcus ortleppi (G5) 20
1.3.2.4. Echinococcus canadensis (G6-10) 22
1.3.2.5. Echinococcus felidis 25
1.4. Kistik Ekinokokkozis Yayilist 26
1.4.1. Tirkiye’de Kistik Ekinokokkozis’in Yayilis1 26
1.4.2. Diinya’da Kistik Ekinokokkozisin Yayilist 28
1.5. Echinococcus granulosus’un Genetik Yapisi 29

1.6. Kistik Ekinokokkozis Ekonomik Onemi 31



1.7. Kistik Ekinokokkozis Teshisinde Kullanilan Y 6ntemler 32

1.7.1. Goruntileme Teknikleri 32
1.7.2.  Serolojik Yontemler 32
1.7.3. Molekiiler Yontemler 34

1.7.4.  Echinococcus Tiirlerinin Ayriminda Kullanilan Molekiiler Yontemler 34

1.7.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 34
1.7.4.2. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplification of
Polimorphic DNA - RAPD PCR) 35
1.7.4.3. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polimorphism - RFLP ve RFLP PZR) 35
1.7.4.4. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polimorphism - SSCP-PCR) 36
1.7.4.5. Déngii Aracili izotermal Amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal
Amplification - LAMP) 36
1.7.4.6. Sanger DNA Dizi Analizi (Sequencing) 37
1.8. Koruma-Kontrol Programlarinin Olusturulmasinda Echinococcus Tiirlerinin
Belirlenmesinin Onemi 38
1.8.1. EG95 Asisi 38
2. GEREC VE YONTEM 41
2.1, Orneklerin Toplanmasi 41
2.2. Laboratuvar Caligsmalari 42
2.2.1. Fertilite Muayenesi ve Morfometrik Olgiimler 42
2.2.2.  DNA izolasyonu ve DNA Miktarmin Belirlenmesi 43
2.2.3. PZR Amplifikasyonu 44
2.2.4. Amplikonlarin Goriintiilenmesi 45
2.2.5. DNA Dizi Analizi 45
2.2.6. Filogenetik Analizler 46
2.2.6.1. Haplotip Analizi 47
2.3. Istatistiksel Analiz 47
3. BULGULAR 48
3.1. Enfeksiyonun Yayginligi 48
3.2. Fertilite Muayenesi 49

3.3. PZR Bulgulari 50



3.3.1. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz 1 (mt-cox 1) Bulgular1 50

3.3.2.  Mitokondriyal Nikotinamid Dehidrogenaz 5 (mt-nad5) Bulgular1 54
3.4. Filogenetik Analiz 57
3.4.1. Haplotip Analizi 58
3.5. Morfometri Bulgulari 61
4. TARTISMA 63
5. SONUC VE ONERILER 69
OZET 71
SUMMARY 72
KAYNAKLAR 73
EKLER 91

OZGECMIS 103

Vi



ONSOZ

Kistik ekinokokkozis, hem insanlarda olusturdugu hastalik tablosu, hem de
yetistiriciligi yapilan ruminant hayvanlarda sebep oldugu i¢ organlardaki harabiyete
bagli biiylik ekonomik kayiplar nedeniyle, gelismekte olan iilkelerdeki en onemli
zoonoz paraziter enfeksiyonlardan biridir. Enfeksiyonun yayginligi ve var olan
suslarin belirlenmesi, buna kars1 olusturulabilecek tedavi ve koruma prosediirlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Tiirkiye’de bu enfeksiyonun varligi ve
yayginligr ile ilgili ¢cok sayida calisma bulunmakla birlikte son yillarda molekiiler
parazitoloji alanindaki gelismelerin takip edilmesiyle yetistiricilik yapilan sehirlerdeki
hakim suslarin da belirlenmesine baslanmistir. Buna paralel olarak enfeksiyon i¢in
olusturulan epidemiyolojik haritadaki eksikliklerin yapilacak c¢aligmalarla en kisa
zamanda tamamlanabilmesi ve hayvan giris-¢ikislariin kontrol altina alinabilmesi
durumunda bu enfeksiyonun Tiirkiye’de Onemli Ol¢lide engellenebilecegi

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda Tiirkiye’nin {i¢ farkli cografik bolgesinde bulunan Ankara (¢
Anadolu), Ordu (Karadeniz), Mersin ve Adana (Akdeniz Bolgesi) illerinde Kistik
ekinokokkozise ait epidemiyolojik verilerin giincellenmesi, hakim genotipler ve
haplotip farkliliklarinin belirlenmesi ve fertil kistlerde bulunan protoskolekslere ait
morfolojik dl¢iimler ile genotipler arasindaki iligkinin analiz edilmesi planlanmistir.
Ayrica bu arastirmada elde edilen veriler 1s18inda, molekiiler genotiplendirme
calismalarinin parazitin tim genomu tizerinde yapilmasinin ve gen dizilimindeki tiim
farkliliklarin belirlenmesinin gelecekteki calismalar i¢in gerekliligi ve getirebilecegi

faydalar sorgulanmustir.

Doktora egitimim siiresinde bilgisi, tecriibesi ve giiler yiizii ile bana daima yol gosteren
tez konusunu secgerken isteklerimi g6z Oniinde bulundurup bana yardimci olan
danmisman hocam Prof. Dr. Bahadir GONENC’e, bu siiregte yardim ve bilgilerini
esirgemeyen tiim sorularima igtenlikle cevap veren tez izleme komitesi iiyeleri Prof.
Dr. T. Cigdem OGUZOGLU ve Prof. Dr. H. Oguz SARIMEHMETOGLU na,
Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Ahmet DOGANAY, Prof. Dr.

vii



Hatice OGE, Prof. Dr. Semih OGE, arastirma gorevlileri Dr. Gokben OZBAKIS
BECERIKLISOY ve Dr. Ceren ASTI’ya ve doktora dgrencilerine tesekkiirlerimi

sunarim.

Tez calismasi stliresince sordugum sorulara ictenlikle cevap veren ve yanimda olan
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dal1 gretim iiyesi Dr. Ogr.
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Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Dog. Dr. H. Kaan MUSTAK ve arastirma gorevlisi Dr.
Inci Basak MUSTAK ’a, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. A. Giirol BAYRAKTAROGLU ve arastirma gorevlisi Dr.
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1. GIRIS

1.1.Ekinokok Tiirleri ve Kist Sekilleri

1.1.1. Ekinokok Tiirlerinin Genel Biyolojik ve Morfolojik Ozellikleri

Ekinokkokkozisin son konagi olan evcil ve yabani karnivorlar, canli
protoskoleksleri iceren kist hidatidleri oral yolla alarak enfekte olmaktadirlar.
Echinococcus granulosus oncelikle kopekleri ve diger kanideleri, Echinococcus
multilocularis oncelikle tilki, diger vahsi kanideler ve kedileri, Echinococcus
oligarthra vahsi felideleri, Echinococcus vogeli ¢ali kopegini, Echinococcus shiquicus
ise Tibet tilkisini son konak olarak kullanmaktadir. Enfeksiyon kistlerin agizda
baglayan mekanik sindirimi sirasinda kistin patlamasi, mide i¢eriginde bulunan pepsin
enzimi aktivitesi ile kist sivist igerisinde bulunan g¢imlenme kapsiilii ve
protoskolekslerin serbest kalmasiyla ger¢eklesmektedir. Serbest kalan invagine
protoskoleksler 3 giinliik siire sonunda evagine hale gelirler ve rostellum tizerindeki
cengeller ve cekmenler yardimiyla bagirsak igerisindeki Lieberkuhn bezlerinin
mukozal yiizeylerine tutunarak 20 - 35 giin igerisinde eriskin hale gelirler. Eriskin
E.granulosus ortalama 1,2 - 6 mm (milimetre), E.multilocularis ortalama 3 - 8,5 mm,
E.oligarthra ortalama 2,2 - 2,9 mm, E.vogeli ortalama 3,9 - 5,6 mm, E.shiquicus ise
ortalama 1,3 - 1,7 mm uzunluga sahiptir. E.granulosus, E.oligarthra, E.vogeli ve
E.shiquicus skoleks (bas), proliferasyon bolgesi (boyun) ve strobilayr (zincir)
olusturan geng, olgun ve gebe halka olmak iizere 3 bolimden meydana gelirken
E.multilocularis 3-4 halkadan meydana gelmektedir (Sekil 1.1) (Ayaz ve Tinar 2011,
s: 92-125; Doganay, 2018, s.:115-146; Eckert ve Deplazes, 2004; Giiralp, 1981,
Kassai, 1999; Soulsby, 1986 ve Thompson ve ark., 2017, s: 89-91).



E. multilocularis

=== (O|gun halkada genital delik
== Gebe halkada genital delik

E. vogeli E. granulosus

Sekil 1. 1. Eriskin Ekinokok tiirleri arasindaki morfolojik farkliliklar (Doganay, 2018)

Eriskin parazitin halkalarindan basa en yakin olan1 geng halka, ortadaki olgun
ve sondaki ise gebe halka olarak adlandirilmaktadir. Eriskin E.granulosus’lar
enfeksiyondan 34-58 giin sonra, E.multilocularis’ler ise 28-35 giin sonra yumurta
iretimine baslarlar (Kapel ve ark., 2006). Taeniid tip yumurtalar ile dolu gebe halkalar
7-14 giinde strobiladan ayrilarak bagirsak icerigine karisirlar. Taeniid tip yumurtalar;
igerisinde 3 ¢ift ¢engelli onkosfer tasiyan, 30-50 um (mikrometre) biiyiikliigiinde,
disinda onkosferi veya embriyoyu koruyan ve embriyofor adi verilen enine radial
cizgili, keratin benzeri protein yapidadir. Bu yumurtalar -70 ile +40 °C arasindaki
sicakliklara bir hafta kadar dayanikli olduklarindan dogada uzun siire enfeksiyon
yeteneklerini kaybetmezler. Yumurtalar uygun ara konaklar tarafindan oral yolla
alindiktan sonra igerisinde bulunan onkosferler mide ve ince bagirsaktaki pepsin,
pankreatin gibi proteolitik enzimler yardimiyla serbest hale gecerler. Serbest hale
gecen onkosferler viicut hareketleri, ¢engelleri ve penetrasyon bezlerinin salgilari
yardimiyla kan yoluyla viicuda dagildiktan sonra i¢ organlara (karaciger, akciger,
dalak vb.) tutunarak, tutunduklar1 yerde dejenerasyona sebep olurlar (Thompson ve
ark., 2017, s: 89-91). Penetrasyon bezlerinin salgilar1 as1 yapiminda da kullanilan
EG95 adli antijenin kaynagi olmalar1 bakimindan 6nemli yapilardir (Jabbar ve ark.,
2011). Parazitlerin tutunacaklar1 organlarin se¢iminde sus 6zellikleri itibariyle farklilik

gosterdigi diisiiniilmektedir. i¢ organa tutunan onkosfer, hizli bir sekilde, ilk 14 giin



boyunca hiicresel proliferasyon, onkosfer ¢engelinin dejenerasyonu, kas atrofisi,
vezikiillesme ve merkezi kavite olusumu ile germinal ve laminar tabakalarin
gelistirilmesini igeren bir dizi gelisim siireci geg¢irir. Son asamada igerisinde “kist
kumu” da denilen protoskoleks, ¢imlenme kapsiilii ve kiz keseleri de igeren sivi ile
dolu kist hidatid meydana gelir (Ayaz ve Tinar 2011, s: 92-125; Doganay, 2018,
s.:115-146; Eckert ve Deplazes, 2004; Giiralp, 1981; Kassai, 1999; Soulsby, 1986 ve
Thompson ve ark., 2017, s: 89-91).

1.1.2. Kist Sekilleri ve Morfolojik Farkhliklar

1.1.2.1. Kistik Ekinokokkozis-KE (Echinococcus granulosus)

Kist hidatidler makroskobik olarak farklilik gosteren iki sekilde goriilmektedir.

a) Unilokiiler kist

Echinococcus granulosus tarafindan olusturan unilokiiler kist yapisi, kist
hidatige sebep olan etkenler arasinda en az kompleks yapiya sahiptir. Bu kistler, i¢i
sivi dolu, kiire seklinde, en dis1 konak tarafindan olusturulan fibroz bir katmanla
cevrili, icerisinde degisken kalinlikta, elastik, hiicre icermeyen, karbonhidrat¢a zengin
bir laminar tabaka ile destekli germinal bir membrana sahiptir ve genellikle tek
odacikli olarak goriilmektedir. Laminar tabaka, sestodlarda ylizey alanini arttirmaya
yarayan mikrovilli benzeri, mikrotrik adi verilen kesilmis yapilar ile kapli olarak
bulunmaktadir. Bu mikrotriklerin iizerindeki ¢engeller, protoskolekste bulunan
invagine rostellum iizerindeki ¢engellerin kilig, sap ve kok kisimlarinin 6nciilleri
roliindedirler (Rogan ve Richards, 1987). Germinal membran, erigskin parazitin
teglimenti ile aymi yapisal Ozelliklere sahiptir. Germinal membrandaki hiicreler
proliferatif hiicre katmanlari igerir. Bu hiicreler ¢ok c¢ekirdeklidir, bu da hizli iiremenin
bir gostergesidir. Proliferatif tabakanin endojen olarak gelismesi ile 6nce invagine

rostellumu iizerinde ¢ift sirali ¢engel tasiyan, sap ile membrana bagh oval sekilli



protoskoleksler ve birka¢ protoskoleksin germinal membran ile g¢evrelenmesiyle
meydana gelen ¢imlenme kapsiilleri olusur. Cimlenme kapsiilleri biiyiir, vakuollesir
ve koparlar. Kapsiillerin icerisinde yeni protoskolekslerin olusumuna sebep olan
aseksiiel tomurcuklanma islemi devam eder. Tamamen gelismis durumda olan bir
protoskoleks, igerisinde bulundurdugu c¢engeller tasiyan invagine rostellumun
varligiyla karakterizedir. Protoskolekslerin boyutlari genel olarak 0,14-0,20 mm’dir ve
ortalarinda her biri 24-29 um uzunlugunda 32-40 adet ¢engel bulunmaktadir. Ayni
parazit tiirline ait ¢engel sayilar1 ve biiyiikliikleri farkli konaklarda degisiklik
gosterebilmektedirler (Thompson, 2008; Thompson ve ark., 2017, s: 92-95; Unat,
1991).

Kist hidatidler, yerlestikleri konagin gosterdigi immun reaksiyona bagli olarak
fertil ya da steril olabilmektedir. Protoskoleks igeren kistler fertil olarak
adlandirilirken, protoskoleks icermeyen kistler steril olarak adlandirilir. Immun
reaksiyonun yogunluguna bagli olarak kist hidatid dejenere olur ve 6liir, fakat uygun
bir konakta enfeksiyon gelisirse fibroz kapsiil olusturulur ve parazit varligini stirdiirtir.
Bu durum, E.equinus ve at, E.granulosus ve koyun arasindaki uygun parazit-konak
iligkisi gibi durumlarda gergeklesir. Bununla birlikte ender olarak sigirlarda
protoskoleks gelisimi olmakta ve immun yanit gelismekte olan kisti 6ldiirmeye

yetmemektedir (Thompson, 2008).

b) Multivezikiiler (multikistik) kist

Unilokiiler kist duvarlarinin agilmasiyla merkezi bosluk ile ilintili
multivezikiiler sekonder kistlerin gelismesi s6z konusu olabilir (Vanek, 1980). Fakat
multivezikiiler kistlerin, E.multilocularis’in sebep oldugu alveolar kistlerle ayriminin
yapilmas1 olduk¢a onemlidir. Multivezikiiler kist boslugu birden ¢ok endojen kiz
keseleri icermektedir. Bazi multivezikiiler kistlerin duvarlar igerdikleri kiz keselerin
yaptig1 basinca bagli olarak diizensiz kenarli loplara ayrilmistir. Bu kiz keselerin ¢ogu
kalsifikasyon ve kist boslugunda nekrotik dokiintiiler gibi dejeneratif olaylara maruz
kalirlar. Ayrica kist boslugu fibrokaze6z kivamli sarimsi, peynirlesmis madde

kiimeleri de icerebilmektedir (Bortoletti, 2007).



Kist hidatidler morfolojik 6zellikleriyle farklilik gosterdikleri gibi, i¢lerindeki
protoskolekslerin rostellar ¢engel sayilar1 ve biiytikliiklerinin de birbirinden farkli
oldugu bildirilmektedir (Ahmadi ve Dalimi, 2006; Almeida ve ark., 2007; Gholami ve
ark., 2011; Kumaratilake ve Thompson, 1984; Kumaratilake ve ark., 1986; Lymbery,
1998 ve Tashani ve ark., 2002). Larval ¢engelin son konaga gecerken degismeden
kaldig1 gergegi goz Oniine alindiginda (Hobbs ve ark. 1990), larval ¢engelin
Ozelliklerinin ara konak orijinini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmasi ve farkli suslarin

biyolojik yapilarini tanimlamak igin yararli olabilecegi diistiniilmektedir (Gholami ve

ark., 2011).

Almeida ve ark., (2007) yaptiklar1 ¢alismada, protoskoleks ¢engellerinde 9
farkli morfolojik kriterin 6lglimiinii yapmis ve bu kriterler arasinda yiiksek derecede
fenotipik polimorfizmin oldugunu ve daha onceki ¢aligmada (Hosseini ve Eslami,
1998) elde edilen bulgularin aksine koyun ve sigir izolatlar1 arasinda 6zellikle kiigiik
cengel Olclimlerinde farklilik tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada ayrica,
biiyiik ve kiiciik cengellerdeki kili¢ uzunluklarinin konaga bagli olmadig: diisiincesinin
(Lymbery, 1998) aksine kili¢ cevresel uzunlugunun konaktan bagimsiz olsa da

benzersiz bir karakter oldugu vurgulanmistir.

Pakistan’da molekiiler karakterizasyon ile morfometri bulgularinin
karsilastirildigi bir calismada (Latif ve ark., 2010), 4 si1g1r, 4 manda, 6 keci, 13 koyun,
5 deve ve 2 insan izolatinin mt-cox1 gen boélgesi calisilmis ve tiim izolatlar G1-3
kiimesi igerisinde bulunmustur. Morfometri 6l¢iimlerine gore ise tiim izolatlar G1-3
kiimesi igerisinde yer almis, G1 ve G3 genotipleri arasinda morfolojik olarak anlamh

bir fark bulunamamastir.

Tiirkiye’deki koyun ve sigir 6rneklerinde morfometrik karakterlerin oldukca
benzer oldugunu gosteren bir ¢alismada (Yildiz ve Giircan, 2009), 50 koyun ve 10
sigir fertil kisti ¢cengel biiytlikliiklerine gore karsilastirilmis koyun izolatlarinda biiytik
¢engel uzunluklar1 20-28 pum olarak belirlenirken, kii¢lik ¢engel uzunluklar1 12-25 ym
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olarak belirlenmistir. Cengellerin kili¢ uzunluklari da biiyiik ve kiiciik cengellerde ayri
Diinyada farkli ara konaklardan elde edilen protoskolekslere iliskin morfolojik

Cizelge 1. 1. Diinyada farkli ara konaklarda kist hidatidlerden elde edilen protoskolekslere ait morfolojik

ayr1 Ol¢iilmiis ve biiyiikliikleri sirasiyla 9 -15 pm ve 6 -12 um olarak bildirilmistir.
Olgiimler

Olctimler Cizelge 1.1°de verilmistir.



1.1.2.2. Alveoler Ekinokokkozis-AE (Echinococcus multilocularis —

Echinococcus shiquicus)

Echinococcus multilocularis’in  metasestod formu olan alveolar Kist,
E.granulosus kistlerine goére daha kompleks bir yapida goriilmektedir.
E.granulosus’dan farkli olarak alveoler kist, konak tarafindan olusturulan yok denecek
kadar ince bir fibroz katman, ¢ok sayida gecirgen vezikiile ve bag dokunun yogun
stromasi igine gdmiilmiis bir yapiya sahiptir. Igerigi sividan ziyade yar1 kati kalip
halinde bulunmaktadir. Germinal membranin aktivitesine bagli olarak iireme hem kist
icerisine hem de kist disina dogru gerceklesmektedir. Konak tarafindan olusturulan
fibroz katmanin gecgirgen olmasi, kistin igerdigi protoskolekslerin ve iireyici
kapsiillerin kan ve lenf sistemi yoluyla yakindaki ve hatta uzaktaki organlara
ulagmasina ve burada metastaz yapmasina sebep olmaktadir (Giiralp, 1981; Kassali,
1999; Soulsby, 1986 ve Thompson ve ark., 2017, s: 95-96).

Su ana kadar ara konak olarak sadece Tibet’te pikalardan
(Ochotona curzoniae) bildirilen (Xiao ve ark., 2005) ve molekiiler karakterizasyonu
sonucu diger tiirlerden farkli bir dizine sahip oldugu belirlenen E.shiquicus’un da
alveoler ekinokokkozise sebep oldugu diisiiniilmektedir (Thompson ve ark., 2017, s:
71). Fakat kist yapisi olarak E.multilocularis’den oldukga farklidir. E.shiquicus larval
donemleri tipik olarak tamamen gelismis ¢imlenme kapsiilleri iceren unilokiiler mini
kistler seklindedir. E.granulosusun aksine fertil Kkistler igerisinde kiz keseler

bulunmamaktadir (Xiao ve ark., 2005).

1.1.2.3. Polikistik Ekinokokkozis-PE (Echinococcus vogeli)

Echinococcus vogeli, insanlarda ve rodentlerde polikistik ekinokokkozise
sebep olan Orta ve Giliney Amerika’da goriilen bir parazittir. Bu parazitin metasestod
formu olan polikistler genellikle karaciger iizerinde 2-80 mm biiyiikligiinde, tek tek

olabildigi gibi kiigiik gruplar halinde de goriilebilmektedir. Germinal membran ve



laminar tabakada olusan kist igerisine dogru iireme birincil kistten birbirine bagh

sekonder kistlerin olusmasiyla sonuglanir (Thompson ve ark., 2017, s: 96-97).

1.1.2.4. Unikistik EKinokokkozis-UE (Echinococcus oligarthra)

Echinococcus oligarthra’da E.vogeli’den farkli olarak sekonder kistlerin
olugmasi daha nadirdir ve laminar tabaka ¢ok daha incedir. Yapilan ¢aligmalarda
icerdikleri protoskolekslerin E.vogeli’ye nazaran daha biiyiik oldugu ve icerdikleri
cengellerin de daha kisa oldugu bildirilmistir (D'Alessandro ve Rausch, 2008; Rausch
ve ark., 1978).

1.2. Kistik EkinokokKkozis ile Tlgili Genel Bilgiler

Kistik ekinokokkozis, diinyadaki gida kaynakli paraziter enfeksiyonlar
listesinde ikinci sirada yer alan zoonotik karaktere sahip bir enfeksiyondur. Diinya
Hayvan Saglhig Orgiitii’niin (World Organisation of Animal Health-WOAH) 2019 y1li
icin olusturdugu, hayvan sagligi acisindan biiyiilk oneme sahip 117 hastaligin
bulundugu listede yer almaktadir. Bununla birlikte Diinya Saglik Orgiitii (World
Health Organisation-WHO) tarafindan yayinlanan, ihmal edilen 17 tropikal hastalik
igerisindedir (WHO, 2015; WOAH, 2019).

Ekinokokkozis’in ge¢miste endemik seyrettigi bazi diinya iilkeleri (Izlanda,
Kibris, Galler); yetistiricileri, tliketicileri ve hayvan sahiplerini bilgilendirme yoluna
giderek, koruma ve kontrol programlarmi yayginlastirmis, hayvan giris ¢ikislarmi

kontrol altina alarak bu hastalig1 eradike etmislerdir (Economides ve Christofi, 2000).



Ekinokokkozis ile miicadelede dogru tedavi ve kontrol programlarini uygulamak i¢in
ana basamaklarin; enfeksiyonun teshisinin yapilmasi, epidemiyolojik verilerinin elde
edilmesi ve 6zellikle o cografyada bulunan sus tiplerinin tam olarak ortaya konulmasi

oldugu bildirilmektedir (Altintas ve ark., 2013; Eckert ve Thompson, 1997).

Son yillarda paraziter sug farkliliklarin ortaya konmasinda molekiiler
tekniklerin kullanimi, klasik yontemlerle yapilan morfoloji ve biyoloji ¢caligmalarinin
yetersizliklerini avantaja ¢evirmis olup, genetik cesitliligi tam anlamiyla yansitmak
adina tercih edilir hale gelmistir. Giiniimiize kadar yapilan molekiiler genotiplendirme
caligmalarinin genelinde, E.granulosus’a ait mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz subunit
1 (mt-cox1) ile nikotinamid dehidrojenaz subunit 1 (mt-nadl) gen bolgelerinden
yararlanilarak yedi genotip ortaya konulmustur (Bowles ve ark., 1992; Bowles ve
McManus, 1993). Daha sonra yapilan giincellemelerle anilan gen bdlgeleri bazli
filogenetik analizler sonucunda toplam on genotip (G1-G10) varlig1 tanimlanmistir
(McManus, 2013). Bu genotiplerin tiirler diizeyinde ayrimi s6z konusu olup, yeni
taksonomik yapida; G1, G2, G3 suslar1 E.granulosus sensu stricto, G4 susu E.equinus,
G5 susu E.ortleppi, G6, G7, G8 ve GI10 suslar1 ise E.canadensis olarak
adlandirilmistir. G9 ise insan ve domuzlardan izole edilen suslar olarak
siniflandirilamamis sekilde ayn tiirler olarak klasifiye edilmislerdir. Ayni zamanda
Tibet’te bulunan E.shiquicus (Xiao ve ark., 2005) ve E.felidis de (aslan susu) (Hiittner

ve ark., 2008) gegerli tiirler arasinda yerlerini almistir (Nakao ve ark., 2013).

1.3.Kistik Ekinokokkozis Tarih¢esi ve Taksonomisi

1.3.1. Tarihge

Ekinokok enfeksiyonlarmin tarihgesi antik gaglara kadar uzanmaktadir. Ilk

olarak Hipokrat (M.O. 466-377), karin boslugunda karaciger kaynakli ve omentuma



bosalan sividan dolayi insanlarin 6ldiiglinii farketmis ve bundan aforizmalarinda
bahsetmistir. Daha sonra Galen (M.O. 200-129) kesimi yapilan hayvanlarda hidatid
kistlerin varligimi gdzlemlemistir. Ilerleyen zamanlarda insanlarda ve hayvanlarda kist
hidatid varligiyla ilgili ¢ok sayida bildirim yapilmistir (Thompson ve ark., 2017, s:3-
4). Fakat bu parazite verilen ilk gecerli adlandirma olan “Hydatigena granulosa” 1786
yilinda Batsch tarafindan Almanya’da elde edilen koyun kaynakli fertil bir kist igin
yapilmistir. Bundan kisa bir siire sonra da 1801 yilinda Rudolphi, kistler igerisinde
kiiciik, yuvarlak ve dikenli olarak tanimladig1 protoskolekslere su anda da halen
kullanilmakta olan Echinococcus cinsine bagli Echinococcus granulosus tiir adini
vermis, metasestod formu ve eriskin parazit arasindaki iligkinin farkinda olmadan da
1808 yilinda bir kopekten buldugu paraziti Taenia cateniformis olarak adlandirmigtir
(Romig ve ark., 2015; Tappe ve ark., 2010). Bremser 1821°de, insan izolatlarinda
protoskolekslerin varligini bildirmistir. 1824’de “Helminthum simgeleri, Rudolph’nin
sistemik Entozologium gorselleri” adli eserinde kist hidatide ait ilk renkli resim
yayimlanmistir. Felix Dévé 1900-1901°de, sekonder kist olusumunun mekanizmasini
yirtilan kist hidatidden ¢ikan protoskolekslerin dokuya diismesi ile deneysel olarak
aciklamistir. 1931°de Cezayir’de ilk kez toplanan uluslararasi Hidatidoloji
kurultayindan sonra 1938’de Nikiforov Echinococcus multilocularis’in gelismesinde
ara konak kemiricilerin roliinii agiklamistir. Posenbush ve Gelormini 1946°da, kdpegin
protoskolekslerle enfeksiyonunda 40. giinden sonra yumurtalarin digkida gériilmeye
bagladigini, erigkin E. granulosusun kopek bagirsaginda 5-10 ay yasayabildigini
bildirmislerdir. Nosik 1953 yilinda, gebe halkalarin yaklasik 200-300 yumurta
icerdigini ve gebe halkalarin 64- 97’inci giinlerde digk: ile atilmaya baslandigim
bildirmislerdir (Merdivenci ve Aydinlioglu, 1982).

Parazitin tiim gelisme donemlerinin adi 19.ylizyilin sonlarina kadar da
E.granulosus olarak adlandiriimaktaydi. Hatta morfolojik olarak ¢ok farkli olmasina
ragmen E.multilocularis’in sebep oldugu alveolar kistin dahi E.granulosus’un

modifiye bir hali oldugu diisiiniilmekteydi (Romig ve ark., 2015; Tappe ve ark., 2010).

Tiirkiye’de ise ekinokok enfeksiyonlarna ait ilk bildirim, ilk modern Tibbi

Parazitoloji kitabinin yazari olan Prof. Dr. Ismail Hakki Celebi tarafindan 1928 yilinda
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Istanbul’da 100 sokak kdpeginin 3’{inde eriskin parazit varlig: bildirilerek yapilmistir.
Kamile Aygiin’tin 1939’da insanda ilk hidatik kist olgusunu bildirmesi ile hastalik
Tiirkiye’de de dnem kazanmis, Muhiddin Ulker ve arkadaslar1 tarafindan 1958 yilinda
Tirk Hidatidoloji Cemiyeti kurulmus ve 1962°de Tiirk Hidatidoloji Dergisi
yayilanmaya baslamistir (1962-1978) (Altintas, 2003; Unat, 1991).

1.3.2. Taksonomi

1980°’li yillarin basinda Echinococcus cinsi igerisinde E.granulosus,
E.multilocularis, E.oligarthra ve E.vogeli tiirlerinin varligi kabul edilmekte,
E.granulosus tiirii igerisinde morfoloji, konak farkliligi, biyokimyasal parametreler,
biyolojik gelisme ve cografi dagilima dayanan farkl alt tiirler oldugu diisiiniilmekteydi
(Kumaratilake ve Thompson, 1982; Romig ve ark., 2015). Yine bu yillarda, kesin
olarak kanitlanmamakla birlikte E.granulosus tiirii i¢erisinde koyun, Tazmanya koyun,
manda, at, s1gir, deve, domuz, insan-domuz, Amerikan geyik, Fenoskandiyen geyik ve
aslan susu olmak iizere 11 farkli sus ad1 yavas yavas yaygin olarak ifade edilmeye
baslanmustir. Onceleri parazitler arasindaki morfolojik, konak &zgiilliigii ve cografik
farkliliklar gibi kriterler de goz 6niinde bulundurularak ortaya ¢ikan bu fikir, molekiiler
tan1 tekniklerinin parazitoloji alaninda da kullaniminin artmasi ve endemik bolgelerde
yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bazli genetik ¢alismalar, parazitin
cekirdek ve mitokondriyal gen bdlgelerinin dizi analizlerinin yapilmas: ile
desteklenmistir. 1990’11 yillarin baglarinda ortaya konan parazitin farkli gen
bolgelerine ait sekans bilgileri ile tiir i¢i sus farkliliklarini belirlemek ve ayirmak,
enfeksiyonun etiyolojisi ve epidemiyolojisini anlamak adina ¢ok Onemli bir hale
gelmistir. Parazite ait mt-coxl ve mt-nadl gen boélgelerinde yapilan parsiyal
caligmalarla E.granulosus tiirtine ait 7 alt tiir ile E.multilocularis, E.oligarthra ve
E.vogeli’ye ait sekans verileri yayinlanmigtir. Sekans verileri parazitleri tanimlayan
diger karakterlerle de ortiiserek kismi olarak dnceki sus kavraminin yerine gecen
“genotip” kavramini ortaya ¢ikarmis ve 7 farkli genotip (G1-G7) tanimlanmistir

(Bowles ve ark., 1992; Bowles ve McManus, 1993). Bu 7 genotip; G1 (koyun susu),
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G2 (Tazmanya koyun susu), G3 (buffalo susu), G4 (at susu), G5 (s1g1r susu), G6 (deve
susu), G7 (domuz susu) seklinde belirlendikten sonra bu genotiplere G8 (Amerikan
geyik susu) (Bowles ve ark., 1994), G9 (insan-domuz susu) (Scott ve ark., 1997) ve
G10 (Fenoskandiyen geyik susu) (Lavikainen ve ark., 2003) olarak adlandirilmis
ayrica Gliney Etiyopya’da bulunan ve diger genotiplerden farkli oldugu bildirilen
farkli bir genotip (Gomo) de bildirilmistir (Wassermann ve ark., 2016). Aslan susu ise
verilerin azlig1 sebebiyle bu genotip adlandirmasinin disinda birakilmistir (Romig ve
ark., 2015).

Yillar boyunca epidemiyolojik, biyokimyasal, cografik bilgilerin saglanmasi
ve daha uzun mitokondriyal gen bdlgeleri ile niikleer gen bolgeleri iizerine yapilan
filogenetik c¢alismalar sonucu E.granulosus suslari hakkindaki sinirlamalar ve
celiskiler ortadan kaybolmus, yerini biitiin arastirmacilar tarafindan kabul goren
taksonomik bir revizyona birakmistir. E.granulosus’un basta dort alt tiire
ayrilmasindan sonra E. equinus (G4) ile E.ortleppi (G5) ayn tiirler kategorisinde
degerlendirilmis, yapilan tiim mitokondriyal genom calismalari sonucunda da geriye
kalan G6, G7, G8, G9 ve G10 genotipleri de E.canadensis olarak adlandirilmigtir
(Nakao ve ark., 2007; Laurimae ve ark., 2018). Bu tiirlerin disinda Giiney Afrika’da
tespit edilen E.felidis eriskini {izerine yapilan sekans ¢alismasi ile bu parazit de ayri
bir alt tiir olarak kabul gormiistiir (Hiittner ve ark., 2008). Giliniimiizde genel olarak
tiim diinyada kabul géren taksonomiye gore E.granulosus 5 alt tiire ayrilmis ve bunlar
E.granulosus sensu stricto (G1-3), E. equinus (G4), E.ortleppi (G5), E.canadensis
(G6-10) ve E. felidis’dir. Alveolar ve polikistik ekinokokkozise sebep olan
E.multilocularis, E.shiquicus, E.oligarthra ve E.vogeli ayr tiirler olarak kabul
edilmistir (Romig ve ark., 2015; Thompson ve ark., 2017, s: 70-74). Fakat yakin
zamanda niikleer gen bolgeleri lizerine yapilan g¢aligmalar sonucu E.canadensis
icerisinde bulunan G6-7 ile G8-10 genotip gruplarinin birbirinden tamamen ayr1 iki
farkl tiir oldugu (Laurimae ve ark., 2018), ayrica E.granulosus s.s igerisindeki G1-G3
genotiplerinin de nad5 gen bolgesi kullanilarak birbirinden tamamen ayrilabilecegi

ortaya konulmustur (Kinkar ve ark., 2018).
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1.3.2.1. Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) (G1-3)

Echinococcus granulosus s.s. tiirii gliniimiizde, parazite ait mt-cox1 ve mt-nadl
gen bolgelerinin parsiyal dizi analizlerinin yapilmasi ile bulunan yedi farkli genotipin
(Bowles ve ark., 1992; Bowles ve McManus, 1993), G1-3 genotipleri igin
kullanilmaktadir. Onceleri parsiyal/kismi gen dizileriyle yapilan calismalardaki
bulgular, molekiiler alandaki gelismeler sonucunda yerini tim genom analizlerine
birakmustir. Basta bir kiime olarak tanimlanan bu genotipin (G1-3) aslinda ¢ok sayida
farkli haplotipe sahip oldugu, hatta bu genotiplerin farkli gen bélgelerinin (mt-nad5)
analizleriyle birbirlerinden tamamen farkli genotipler olarak tanimlanmasi gerektigi
de bildirilmistir. G2 genotipi ise artik gegerli bir genotip olarak kabul edilmemekle
birlikte G3 kiimesi i¢inde kabul edilmektedir (Kinkar ve ark., 2017; Kinkar ve ark.,
2018).

Echinococcus granulosus s.s. (G1-3), tim diinyada yaygindir ve 6zellikle
kirsal hayvancilik alanlarini oldukea etkilemektedir. Yapilan ¢alismalara gore diinyada
insanlarda kistik ekinokokkozisin biiylik oranda sorumlusu olan E.granulosus s.s.,

enfeksiyonlarin % 88’ini olusturmaktadir (Rojas ve ark., 2014).

Bu tiiriin baslica ara konag1 koyunlar olmasina ragmen, keci, sigir, buftalo,
deve, domuz, at, esek gibi, bircok hayvanda da enfeksiyon goriilmektedir.
E.granulosus s.s koyunlarda fertil kistlerin olusmasindan sorumluyken, sigirlarda %
80 oranindaki steril kist olusumunun da sorumlusu oldugu diistiniilmektedir (Eckert ve
Thompson, 1997). Son 10 yilda farkli konaklardan elde edilen kistler iizerine yapilan
genotiplendirme calismalar1 ve E.granulosus s.s frekans verileri Cizelge 1.2° de

verilmistir.
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Cizelge 1. 2. Son 10 yilda farkli konaklarda tespit edilen E.granulosus s.s frekans verileri

. Ara izolat G1--3
Bolge Ulke Gen Bolgesi Kaynak
Konak Sayisi Frekansi (%)
) ) Hailemariam ve ark.
Afrika Etiyopya Koyun coxl 11 100
(2012)
Eii S 1 1 g5 7 Hailemariam ve ark.
lyopya 1811 CoX ,
yopy: g (2012)
) Hailemariam ve ark.
Etiyopya Deve coxl 15 66,7
(2012)
Hiittner ve ark.
Kenya Koyun nadl 23 100
(2009)
Kenya Koyun nadl 69 98,5 Addy ve ark. (2012)
Hiittner ve Romig
Kenya Kegi nadl 41 56
(2009)
Kenya Kegi nadl 15 73,3 Addy ve ark. (2012)
Hiittner ve Romig.
Kenya Sigir nadl 31 97
(2009)
Kenya Sigir nadl 201 99,5 Addy ve ark. (2012)
Hiittner ve Romig
Kenya Deve nadl 100 17
(2009)
. Abushhewa ve ark.
Libya Sigir cox1 ve nadl 38 13
(2010)
Boufana ve ark.
Tunus Sigir cox1 ve efla 19 100
(2015)
Boufana ve ark.
Tunus Koyun cox1 33 100
(2014)
Boufana ve ark.
Tunus Kegi cox1 14 100
(2014)
Boufana ve ark.
Tunus Esek coxl 35 37,14 (2014)
Asya Cin Koyun coxl 3 100 Ma ve ark. (2012)
Cin Koyun coxl 8 100 Ma ve ark. (2012)
L Gudewar ve ark.
Hindistan Koyun atp6 ve nad2 6 100
(2009)
o Pednekar ve ark.
Hindistan Koyun cox1l 8 25
(2009)
Hindistan Koyun coxl 2 100 Singh ve ark. (2012)
o Gudewar ve ark.
Hindistan Keci atp6 ve nad2 5 100
(2009)
Hindistan Keci coxl 2 100 Singh ve ark. (2012)
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Cizelge 1.2. Devam

Gudewar ve ark.

Hindistan Sigir atp6 ve nad2 3 66,7
(2009)
7,1(G1)
o Pednekar ve ark.
Hindistan Sigir cox1l 14 14,3 (G2)
(2009)
57,1 (G3)
Hindistan Sigir coxl 2 100 Singh ve ark. (2012)
o Gudewar ve ark.
Hindistan Manda atp6 ve nad2 7 85,7
(2009)
o 23,1 (G1) Pednekar ve ark.
Hindistan Manda coxl 13
61,5 (G3) (2009)
Hindistan Manda coxl 1 100 Singh ve ark. (2012)
o Pednekar ve ark.
Hindistan Domuz cox1l 11 63,6
(2009)
Hindistan Domuz coxl 2 100 Singh ve ark. (2012)
i Sharbatkhori ve ark.
Iran Koyun cox1 ve nadl 81 100
(2009)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Koyun ITS1 77 100
(2010)
. Shahnazi ve ark.
Iran Koyun ITS1 34 100
(2011)
. 86,7 (G1) Hajialilo ve ark.
Iran Koyun cox1 ve nadl 15
6,7 (G3) (2012)
. Khademvatan ve
Iran Koyun ITS1 141 100
ark. (2013)
. 95,35 (G1) Farhadi ve ark.,
Iran Koyun cox1l 49
4,65 (G3) (2015)
. 94,73 (G1) Oskouei ve ark.,
Iran Koyun cox1l 19
5,27 (G3) (2016)
. Fadakar ve ark.
Iran Koyun ITS1 50 100
(2015)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Kegi cox1 ve nadl 8 100
(2009)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Kegi ITS1 8 100
(2010)
. Shahnazi ve ark.
Iran Kegi ITS1 10 100
(2011)
. Hajialilo ve ark.
[ran Keci cox1 ve nadl 3 100
(2012)
. Khademvatan ve
Iran Kegi ITS1 84 100
ark. (2013)
. 85 (G1) Rajabloo ve ark.
Iran Keci coxl 20
15 (G3) (2012)

15



Cizelge 1.2. Devam

Sharbatkhori ve ark.

Iran Sigir cox1 ve nadl 17 100
(2009)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Sigir ITS1 9 100
(2010)
. Shahnazi ve ark.
Iran Sigir ITS1 14 64,3
(2011)
. 80 (G1) Hajialilo ve ark.
Iran Sigir cox1 ve nadl 10
20 (G3) (2012)
. Khademvatan ve
Iran Sigir ITS1 84 100
ark. (2013)
. 95,35 (G1) Farhadi ve ark.
Iran Sigir coxl 26
4,65 (G3) (2015)
. 92 (G1)
Iran Manda coxl 25 Pour ve ark. (2011)
8 (G3)
i Sharbatkhori ve ark.
Iran Deve cox1 ve nadl 19 68,4
(2009)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Deve ITS1 18 66,7
(2010)
. Shahnazi ve ark.
Iran Deve ITS1 26 34,6
(2011)
. 44,44 (G1) Hajialilo ve ark.
Iran Deve cox1 ve nadl
22,2 (G3) (2012)
90,9 (G1)
J Sig coxd, nadl ve 66 3(G2) G k. (2011)
aponya 181r uo ve ark.
pony £ 12S rRNA
6,1 (G3)
. 30,8 (G1) )
Pakistan Koyun coxl 13 Latif ve ark. (2010)
69,2 (G3)
. 66,7 (G1) .
Pakistan Kegi cox1l 6 Latif ve ark. (2010)
33,3 (G3)
Pakistan Sigir coxl 4 100 Latif ve ark. (2010)
Pakistan Manda cox1 4 100 Latif ve ark. (2010)
Pakistan Deve coxl 5 100 Latif ve ark. (2010)
) Casulli ve ark.
Avrupa  Bulgaristan Koyun cox1l 23 100
(2012)
. Casulli ve ark.
Bulgaristan Sigir cox1 99 100
(2012)
Casulli ve ark.
Bulgaristan coxl 1 100
(2012)
Boufana ve ark.
Galler Koyun coxl 10 100
(2015)
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Cizelge 1.2. Devam

Boufana ve ark.

Galler Sigir coxl 2 100
(2015)
. Casulli ve ark.
Italya Koyun coxl 11 100
(2012)
. cox1, nadl ve Calderini ve ark.
Italya Kegi 4 100
12S rRNA (2012)
. Casulli ve ark.
Italya Sigir coxl 78 100
(2012)
40 (G1) .
. Casulli ve ark.
Italya Manda cox1 ve nadl 5 20 (G2)
(2012)
40 (G3)
) Casulli ve ark.
Macaristan Koyun cox1l 2 50
(2012)
. Casulli ve ark.
Macaristan Sigir coxl 21 100
(2012)
. Casulli ve ark.
Macaristan Domuz cox1 12 16,7
(2012)
; cox1, atp6, 16S
Portekiz Koyun 26 100 Beato ve ark. (2010)
ve 125 rRNA
. cox1, atp6, 16S
Portekiz Sigir 1 100 Beato ve ark. (2010)
ve 12S rRNA
Casulli ve ark.
Romanya Koyun cox1l 10 100
(2012)
Casulli ve ark.
Romanya Sigir cox1l 44 97,7
(2012)
. o 93,7 (G1) Soriano ve ark.
Amerika Arjantin Koyun cox1 16
6,3 (G3) (2010)
o Soriano ve ark.
Arjantin Kegi cox1l 23 8,7
(2010)
Andresiuk ve ark.
Arjantin Sigir cox1 ve nadl 25 100 (2009)
Balbinotti ve ark.
Brezilya Sigir cox1 ve nadl 638 56,6
(2012)
Peru Koyun cox1 ve efla 32 100 Moro ve ark. (2009)
Sanchez ve ark.
Peru Koyun coxl 41 100
(2010)
Peru Kegi cox1 ve efla 6 16,7 Moro ve ark. (2009)
Peru Sigir cox1 ve efla 16 100 Moro ve ark. (2009)
Sanchez ve ark.
Peru Sigir cox1l 44 100
(2010)
Peru Domuz cox1 ve efla 12 33,3 Moro ve ark. (2009)
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Cizelge 1.2. Devam

Sanchez ve ark.

Peru Domuz cox1 ve nadl 8 100
(2012)
Sanchez ve ark.
Peru Alpaka cox1 ve nadl 4 50
(2012)

Tiirkiye’de yapilan genotiplendirme calismalarinda Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde; Diyarbakir, Elazig, Erzurum ve Malatya illerinden elde edilen
179 koyun, 19 sigir, 7 kegi, 1 deve, 1 insan izolat1 ribozomal ITS-1 gen bolgesinin
PZR-RFLP analizi ve mt-cox1 hedef bolgeleri sekans analizine tabi tutulmus ve
izolatlarin tamaminin G1 genotipine ait oldugu belirlenmistir (Utiik ve ark., 2008).
Erzurum’da yapilan bir ¢aligmada (Simsek ve ark., 2010) 220 sigir izolatinda 12S
rRNA ve mt- bolgeleri ¢alisilmis ve E.granulosus sensu stricto (G1-G3) genotipleri
bulunmustur. Yine Erzurum ve Elazig illerinden elde edilen 31 koyun ve 23 sigir
izolat1 PZR-SSCP yontemiyle genotiplendirilmis ve izolatlarin tamami E.granulosus
sensu stricto (G1-G3) olarak tanimlanmistir (Simsek ve ark., 2011). Kilis’de yapilan
bir calismada (Utiikk ve ark., 2009) 19 koyundan elde edilen 28 izolatin tamami
E.granulosus sensu stricto (G1-G3) olarak belirlenmistir. Manisa’da yapilan bir diger
calismada (Altintas ve ark., 2013) elde edilen 18 sigir izolatinin tamaminin
E.granulosus sensu stricto (G1-G3) oldugu bildirilmistir. I¢ Anadolu Bélgesi’nde;
Kirikkale ilinden elde edilen 24 koyun izolati RAPD-PZR ile genotiplendirilmis ve
tamami G1 susu olarak belirlenmistir (Budak-Yildiran ve ark., 2010). Kirikkale’de
yapilan bir baska ¢alismada (Gokpinar ve ark., 2017) ise 20 sigir izolatt mt-cox1 geni
PZR ile ¢ogaltilmis ve sekans analizi yapilarak izolatlarinin tamaminin E.granulosus
sensu stricto (G1-G3) oldugu bildirilmistir. Karadeniz Bélgesi’nde; Samsun, Ordu ve
Amasya illerinde manda izolatlarinda yapilan bir ¢alismada (Beyhan ve Umur, 2011)
9 izolat incelenmis ve 6’smin G1, diger 3 izolatin E.granulosus sensu stricto (G1-G3)
oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’nin farkl illerinden, farkli konaklardan elde edilen
izolatlar {izerine yapilan bir calismada (Vural ve ark., 2008) Afyon’dan 12,
Ardahan’dan 8, Erzurum’dan 12, Siirt’ten 24, Tekirdag’dan 18, Yozgat’tan 26 koyun

izolat1 ile Kars’tan 12 sig1ir izolati mt-cox 1 gen bolgesi hedef alinarak sekans analizine
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tabi tutulmus ve orneklerin hemen hemen tamaminin G1 genotipine, sadece 1 sigir

izolatinin G3 genotipine ait oldugu bildirilmistir.

1.3.2.2. Echinococcus equinus (G4)

[1k olarak Sweatman ve Williams (1963) tarafindan koyun ve at orijinli kistlerle
yapilan karsilastirmali ¢alismada, iki izolata ait rostellar ¢engel morfolojisi ve erkek
tireme sisteminin anatomik Ozellikleri arasinda ©nemli morfolojik farkliliklar
oldugunun belirlenmesiyle E.granulosus equinus alt tiirii tanimlanmistir. Daha sonra
Smyth ve Davies (1974) koyun orijinli protoskoleksleri in vitro kosullarda eriskinlige
eristirmis fakat aymi yoOntemi at orijinli protoskolekslere uyguladiginda
erigkinlesmenin gelismedigini gbzlemlemiglerdir. Bu da farkli E.granulosus
populasyonlarinin olduk¢a farkli metabolik gereksinimlere sahip olabilecegini ve
geleneksel taksonominin disinda bir tiir i¢i varyasyonun ortaya ¢iktigini géstermistir.
Diger konaklardan elde edilen kistlerle arasinda bulunan morfolojik ve biyolojik bu
farkliliklarin yani sira, yapilan filogenetik caligmalar ile bu susun tamamen ayr1 bir alt
tiir olarak degerlendirilmesi gerekliligi diistincesi (Thompson ve McManus, 2002)

ortaya konmustur.

Echinococcus equinus son konak olarak genellikle kdpekleri ara konak olarak
da tek tirnakli hayvanlar1 kullanmaktadir. Mevcut tiim epidemiyolojik kanitlar,
insanlarin E.equinus enfeksiyonuna duyarli olmadigi sonucunu desteklemektedir
(Thompson ve ark., 2017, s: 263-266). Farkl konaklardan izole edilen bu tiire ait

calismalar Cizelge 1.3 de verilmistir.
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Cizelge 1. 3. Farkli konaklarda tespit edilen E.equinus frekans verileri

. izolat G4
Bolge Ulke Ara Konak Gen Bolgesi Kaynak
Sayis1 Frekansi
At Blutke ve ark.
Avrupa Almanya nadl 1 100
(2010)
cox1 ve Gonzalez ve
At 2 100
nadl ark. (2002)
Ispanya
cox1 ve Mwambete ve
At 11 100
nadl ark. (2004)
cox1, nadl )
. Varcasia ve
Italya At ve 12S 5 50
ark. (2008)
rRNA
. Boufana ve
Ingiltere At coxl 31 100
ark. (2015)
. Boufana ve
Ingiltere Zebra coxl 1 100
ark. (2015)
) coxl ve Aboelhadid ve
Afrika Misir Esek 10 100
nadl ark. (2013)
Desouky ve
Misir Esek nad2 4 100
ark. (2017)
Boufana ve
Tunus Esek coxl 30 73,33
ark. (2014)

Tiirkiye’de ilk E.equinus bildirimi yapilan ¢alismada (Utiik ve Simsek, 2013) bir at
izolatina ait 12S rRNA ve mt-cox1 gen bolgeleri arastirilmis ve izolatin G4 genotipine
sahip oldugu bildirilmistir. Bir diger calismada (Simsek ve Cevik, 2014) ise katirdan
izole edilen bir kist hidatid mt-cox1 gen bolgesi yoniinden analiz edilerek G4 oldugu

belirlenmistir.

1.3.2.3. Echinococcus ortleppi (G5)

Bu parazit ilk olarak Giiney Afrika’nin Transvaal bolgesinde kopeklerden izole
edilmis ve E.granulosus olarak tanimlanmistir (Ortlepp, 1934). Buna karsilik daha
sonra yapilan c¢aligmalarda gozlemlenen, erigkin parazitteki morfolojik farkliliklar,

etkenin sigirlardaki kisa gelisim siiresi ve yiiksek fertilite oran1 bu parazitin farkli bir
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tiir oldugu diisiincesini dogurmustur. Oyle ki diger tiirlerde 40-48 giin arasinda degisen

son konaktaki gelisme siiresi, bu tiirde 33-35 giin olarak belirlenmistir Ayrica

sigirlardaki kistlerin genel olarak akcigerlere yerlestigi ve %90 oraninda canli ve

enfektif protoskoleksler igerdikleri bildirilmistir (Eckert ve Thompson, 1988). Mt-

coxl gen bdlgesinin parsiyal sekanslanmasi ile farkli bir genotipe sahip oldugu

belirlenen E. ortleppi’nin giinimiizde E.canadensis ile ayni gruba ait oldugu

bildirilmistir (Nakao ve ark., 2013). Diinyada farkli konaklardan
E.ortleppi bildirimleri Cizelge 1.4” de verilmistir.

Cizelge 1. 4. Diinyada farkli konaklarda tespit edilen E.ortleppi frekans verileri

izole edilen

Bolge Ulke AraKonak  Gen Bolgesi Izolat Sayis1 G5 Frekansi Kaynak
] Addy ve
Afrika Kenya Sigir nadl 201 0,5
ark., (2012)
12S rRNA, .
Dinkel ve
Kenya Domuz coxl ve 4 25
ark. (2004)
nadl
12S rRNA, .
Sigir Dinkel ve
Sudan coxl ve 8 25
ark. (2004)
nadl
12S rRNA,
Omer ve ark.
Sudan Sigir coxl ve 107 0,9
(2010)
nadl
- Gudewar ve
Asya Hindistan Sigir atp6 ve nad2 3 33,3
ark. (2009)
o Pednekar ve
Hindistan Sigir coxl 14 215
ark. (2009)
- Gudewar ve
Hindistan Manda atp6 ve nad2 7 14,3
ark. (2009)
Pednekar ve
Hindistan Manda coxl 13 15,4
ark. (2009)
o Pednekar ve
Hindistan Domuz cox1l 11 36,4
ark. (2009)
. cox1 ve Casulli ve
Avrupa Italya Sigir 75 13
nadl ark. (2008)
Kamenetzky
Amerika Arjantin Sigir cox1 ve mdh 20 25 ve ark.
(2002)
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Cizelge 1.4. Devam

. La Rue ve
Brezilya Sigir coxl 28 7,1
ark. (2006)
] Balbinotti ve
Brezilya Sigir cox1l 638 43,4
ark. (2012)

1.3.2.4. Echinococcus canadensis (G6-10)

Echinococcus granulosus s.s icin filogenetik ¢alismalar yardimiyla hemen
hemen netlestirilen taksonomi, E.canadensis olarak adlandirilan G6-10 kiimesi i¢in
tartisma konusu olmaya devam etmistir (Lymbery ve ark. 2015; Yanagida ve ark.
2017). Bu tiir icerisinde domuz, deve ve geyik izolatlar1 bulunmaktadir. Deve ve
domuz kokenli kist hidatidlerin biyolojisi tamamlanip eriskin hale getirildiklerinde
diger tiirlerden farkli fakat birbirlerine ¢ok benzer olduklar1 belirlenmistir (Lymbery
ve ark. 2015). Bunlara ek olarak, E.granulosus’un kuzey biyotipi olarak adlandirilan
ren geyigi/Amerikan geyigi-kopek/kurt dongiisii tespit edilen geyik susu i¢in de gegici
olarak E.canadensis ad1 kullanilmistir (Thompson ve ark., 2006).

Son zamanlarda, bu dort genotip arasindaki belirgin biyolojik farkliliklarin
molekiiler kanitlarina dayanarak, G6 / G7 ve G8 / G10'un iki ayr tiir oldugu 6ne
striilmustiir (Laurimae ve ark. 2018). G9 genotipi, Polonya’da bir insandan izole
edilmis (Scott ve ark., 1997) fakat ayr1 bir tiir olarak kabul edilmeyerek G7 genotipinin
bir varyanti oldugu disilintilmiistiir (Thompson, 2008). G10 genotipi ise

‘Fennoscandian’ geyik susu olarak adlandirilmistir (Lavikainen ve ark., 2003).
Silvatik ve geyik suslar1 (G8 / G10) ile evcil deve ve domuz suslar1 (G6 / G7)

arasindaki konak ve cografyadaki farkliliklar, G6/G7 suslar1 i¢in Echinococcus

intermedius isminin 6nerilmesine sebep olmustur (Thompson, 2008).

G6 ve G7 genotiplerinin biyolojik dongiileri evcil sinirlar igerisindedir ve her

iki genotipin de son konag1 kopeklerdir. Fakat G6 genotipinin ara konagi Orta Dogu,
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Asya ve Afrika icin deve ve keciyken, G7 genotipi ise ara konak gorevi i¢in genellikle
domuzlan kullanmaktadirlar (Romig ve ark., 2017, s: 213-314). Her iki genotipin
koyun, sigir ve insanlar1 da enfekte ettikleri bildirilmistir (Bruzinskaite ve ark. 2009;
Casulli ve ark., 2012; Simsek ve ark., 2011 ve Turcekova ve ark. 2003). Hatta insan
enfeksiyonlarindan en ¢ok sorumlu olan ikinci genotip de G6 genotipidir (Rojas ve
ark. 2014). Farkli konaklardan tespit edilen E.canadensis ¢alismalar1 Cizelge 1.5’ de

verilmistir.

Cizelge 1. 5. Farkli konaklardan tespit edilen E.canadensis frekans verileri

. Ara izolat G6-10
Bolge Ulke Gen Bolgesi Kaynak
Konak Sayisi Frekansi
- . Hailemariam ve ark.
Afrika  Etiyopya Sigir cox1l 14 14,3
(2012)
. Hailemariam ve ark.
Etiyopya Deve cox1 15 33,3
(2012)
Kenya Koyun nadl 69 1,5 Addy ve ark. (2012)
Hiittner ve ark.
Kenya Kegi nadl 41 44
(2009)
Kenya Kegi nadl 15 26,7 Addy ve ark. (2012)
Hiittner ve ark.
Kenya Sigir nadl 31 3
(2009)
Hiittner ve ark.
Kenya Deve nadl 100 83
(2009)
. Abushhewa ve ark.
Libya Sigir cox1 ve nadl 38 87
(2010)
) Abushhewa ve ark.
Libya Deve cox1 ve nadl 83 100
(2010)
Misir Deve 12S rRNA 47 100 Aaty ve ark. (2012)
Misir Domuz 12S rRNA 6 100 Aaty ve ark. (2012)
12S rRNA, cox1
Sudan Koyun 111 100 Omer ve ark. (2010)
ve nadl
Sudan Koyun cox1 ve nadl 28 100 Ibrahim ve ark.(2011)
12S rRNA, cox1
Sudan Kegi 65 100 Omer ve ark. (2010)
ve nadl
12S rRNA, cox1
Sudan Sigir 107 99,1 Omer ve ark. (2010)
ve nadl
Ibrahim ve ark.
Sudan Sigir cox1 ve nadl 62 100

(2011)
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Cizelge 1. 5. Devam

12S rRNA, cox1

Sudan Deve 207 100 Omer ve ark. (2010)
ve nadl
Ibrahim ve ark.
Sudan Deve cox1 ve nadl 30 100
(2011)
o Pednekar ve ark.
Asya Hindistan Koyun coxl 8 75
(2009)
. Hajialilo ve ark.
Iran Koyun cox1 ve nadl 15 6,7
(2012)
. Fadakar ve ark.
Iran Kegi ITS1 30 20
(2015)
. Shahnazi ve ark.
Iran Sigir ITS1 14 35,7
(2011)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Sigir cox1 ve nadl 19 31,6
(2009)
. Sharbatkhori ve ark.
Iran Sigir ITS1 18 33,3
(2010)
. Shahnazi ve ark.
Iran Sigir ITS1 26 65,4
(2011)
. Hajialilo ve ark.
Iran Sigir cox1 ve nadl 9 333
(2012
! Laurimae ve ark.
Avrupa Italya Domuz nad2 ve nad5 23 82,6
(2019)
. Bruzinskaite ve ark.
Litvanya Sigir coxl 1 100
(2009)
. Bruzinskaite ve ark.
Litvanya Domuz coxl 7 100
(2009)
Romanya Sigir cox1l 44 2,3 Casulli ve ark. (2012)
. L Soriano ve ark.
Amerika  Arjantin Kegi coxl 23 91,3
(2010)
o Soriano ve ark.
Arjantin Domuz cox1 18 100
(2010)
Peru Kegi cox1 ve efla 6 93,3 Moro ve ark. (2009)
Peru Domuz cox1 ve efla 12 66,7 Moro ve ark. (2009)
Sanchez ve ark.
Peru Alpaka cox1 ve nadl 4 50
(2012)

Tiirkiye’de koyunlarda E.canadensis’e ait ilk bildirimin yapildigi ¢alismada
(Snabel ve ark., 2009) Izmir ve Manisa illerindeki mezbahalardan toplanan 12 koyun

ve operasyon sirasinda alinan 10 insan izolatinda mt-cox1, atp6, nadl hedef gen
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bolgeleri kullanilarak sekans analizi yapilmis ve koyunlara ait {i¢ izolatta G7 susu
bulunmugtur. Tiirkiye’de ilk defa bir insandan E.canadensis bildirimi yapilan
calismada (Eryildiz ve Sakru, 2012) Trakya bolgesinde 13 sigir, 3 koyun ve 42 insan
izolati PZR-RFLP ve PZR-SSCP yontemleri kullanilarak ITS-1 ve mt-nadl gen
bolgeleri kullanilarak incelenmis sigir ve koyun izolatlar1 G1 olarak bulunurken, insan
izolatlarinda G1 ve G7 genotipleri belirlenmistir. Ege Bolgesi’nde yapilan bir diger
genotiplendirme calismasinda (Orsten ve ark., 2019), 12 insan izolat1 arastirilmis ve

bir izolatin E.canadensis oldugu bildirilmistir.

1.3.2.5. Echinococcus felidis

Gliney Afrika’nin Transvaal boélgesinde bulunan bu parazit Onceleri
E.granulosus’un alt tiirli, E.granulosus felidis, daha sonra da aslan susu olarak
adlandirilmigtir. Bu adlandirma temel olarak parazitin son konak olarak kedigilleri
kullanmasindan ileri gelmistir (Rausch, 1967). Parazitin genomik yapisina dair yapilan
caligmada ise bu izolatin E.granulosus s.s ile ayn1 grup igerisinde oldugu fakat diziler
birbirinden 100’den fazla bazla ayrildigi i¢in bunun ayri bir alt tiir olarak
adlandirilmasi gerektigi diistiniilmistiir (Hiittner ve ark., 2008). Son konak olarak
aslan ve c¢akallar1 kullanan bu parazit ara konak olarak Uganda yaban domuzundan ve

bir hipopotamdan bildirilmistir (Halajian ve ark., 2017; Hiittner ve ark., 2009).
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Sekil 1. 2. Diinya’da Kistik ekinokokkozisin mitokondriyal genom ¢aligmalar1 sonucu bulunan hakim genotipler
(Ito ve ark, 2017)

1.4. Kistik Ekinokokkozis Yayilis1

1.4.1. Tirkiye’de Kistik Ekinokokkozis’in Yayilis1

Kistik ekinokkozis, tarim ve hayvanciligin temel ge¢im kaynagi oldugu
tilkelerde yaygin olarak goriilmektedir. Enfeksiyonun yaygin olarak goriilmesindeki
temel faktorlerden bazilari, yasadist hayvan nakillerinin  ve kesimlerinin
engellenememesi, kdpeklere ¢ig sakatat verilmesi, hastalik hakkinda kamuoyundaki
diisiik farkindalik, artan sokak kdpegi popiilasyonlar1 ve kotii hijyen kosullaridir
(Anonim, 2015).

Dogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan c¢alismalarda KE prevalansi, konak
tirlerine gore oldukca degiskenlik gostermektedir. Sigirlar {izerinde yapilan
caligmalarda enfeksiyon orani Erzurum’da %15-90 (Arslan ve Umur, 1997; Balkaya
ve Simsek, 2010; Kurtpinar, 1956 ve Ozbek, 1999), Kars’ta % 5,3-50 (Demir ve Mor,
2011; Gicik ve ark., 2004; Kurtpinar, 1956 ve Umur ve Aslantas, 1993), Van’da %
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19,4-38,6 (Deger ve ark., 2001; Deger ve Bigek, 2005 ve Oguz ve Deger, 2013),
Mus’ta % 19,4 (Ac16z ve ark., 2018), olarak bildirilirken, koyunlarda bu oranlar
Kars’da % 48,35-63,9 (Demir ve Mor, 2011; Gicik ve ark., 2004; Kurtpinar, 1956; ve
Umur ve Aslantas, 1993), Van’da % 32,9-71,56 (Deger ve ark., 2001; Deger ve Bigek,
2005; Oguz ve Deger, 2013), Mus’ta % 12,7 (Ac16z ve ark., 2018) olarak bildirilmistir.

Kegiler lizerine yapilan ¢aligmalar daha sinirli olup bu ¢aligmalarda enfeksiyon
oranlart Van’da % 74,4 (Deger ve Bigek, 2005), Mus’ta % 16,4 (Ac16z ve ark., 2018)
olarak kaydedilmistir.

Ic Anadolu Bolgesi'nde yapilan calismalarda KE prevalans;; Konya’da
koyunlarda % 51,9, sigirlarda % 11,2, kegilerde % 29,3 (Dik ve ark. 1992), Ankara’da
koyunlarda % 5,9 — 42,4, sigirlarda % 9,4 — 31,8, kecilerde % 1,6 (Oge ve ark., 1998;
Zeybek ve Tokay, 1990), Sivas’da koyunlarda % 16,7 — 39,7, sigirlarda % 3,4 — 58,6
(Ac16z ve ark., 2008; Ozgelik ve Saygi, 1990 ve Poyraz ve ark. 1990), Kayseri’de
sigirlarda % 3, koyunlarda % 28 (Diizlii ve ark., 2010), Kirikkale’de ise sigirlarda %
41,16 (Y1ldiz ve Tunger, 2005) olarak bildirilmistir.

Trakya’nin farkli sehir ve ilgelerinde yapilan ¢alismada sigirlarda enfeksiyon
oran1 % 11,6, koyunlarda % 3,50 olarak belirlenirken (Esatgil ve Tiizer, 2007), yapilan
bir diger calismada Edirne’de sigirlarda % 3,33, koyunlarda % 1,83, Tekirdag’da
sigirlarda % 4,68, koyunlarda % 5,58, Kirklareli’nde sigirlarda % 7,88, koyunlarda %
1,06 olarak bildirilmistir (Ozkan, 1991).

Tiirkiye’de yapilan diger ¢alismalarda ise KE prevalansi, Adana’da koyunlarda
% 4,8, kegilerde % 8,2 (Caya, 2012), Burdur’da sigirlarda % 13,5, koyunlarda % 26,6,
kegilerde % 22,1 (Umur, 2003), Bursa’da koyunlarda % 50,7 (Senlik, 2000),
Manisa’da sigirlarda % 8,96, koyunlarda % 15,98 (Cenet ve Tas¢1, 1994), Samsun’da
sigirlarda % 21,1 (Celep ve ark., 1990), Ordu’da sigirlarda % 4,4 (Karaman ve ark.,
2015) olarak kaydedilmistir.
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1.4.2. Diinya’da Kistik Ekinokokkozisin Yayilis1

Kistik ekinokkozis, enfeksiyonun eradike edilmedigi o6zellikle tarim ve
hayvanciligin temel gecim kaynagi oldugu gelismekte olan iilkeler basta olmak tizere
tim diinyada genis bir yayilis gostermektedir. Enfeksiyonun gecmiste endemik
seyrettigi bazi diinya tilkeleri yiiriirliige koyduklar1 koruma kontrol programlari ile bu
hastalig1 eradike etmisken izlanda ve Gronland gibi ada iilkelerinde enfeksiyona hig
rastlanmadig bildirilmistir (Eckert ve ark. 2001, s: 101-143; Economides ve Christofi,
2000).

Enfeksiyonun goriildiigii ara konak ruminant tiirii o bolgede yetistiriciligi
yapilan hayvan tiiriine ve populasyonuna gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin
Amerika kitasinda Kanada’da siginlarda ve geyiklerde yapilan ¢alismada (Schurer ve
ark., 2013) KE enfeksiyonunun orani sirasiyla % 42-47 ve % 1-21 olarak bildirilirken,
Meksika’da domuzlarda bu oran % 5-87 olarak belirlenmistir (Flisser ve ark., 2015).
Amerika kitasinda farkli iilkelerde yapilan mezbaha ¢alismalarinda Brezilya’da
sigirlarda % 12, koyunlarda % 17 (La Rue, 2008), Sili’de sigirlarda % 19, koyunlarda
% 3, domuzlarda % 0,01 (Acosta-Jamett ve ark., 2010), Peru’da koyunlarda % 82
(Moro ve ark., 1997), Uruguay’da koyunlarda, % 2,2 — 5,9, sigirlarda % 3,9 — 7,05
(Bica, 2015) ve Ekvador’da sigirlarda % 0,12, domuzlarda % 0,5 (Torres-Andrade,
2012) olarak bildirilmistir.

Avrupa kitasinda, Polonya’da KE oran1 domuzlarda % 4,5, sigirlarda % 0,007,
koyun ve kegilerde % 18,7 (Derylo ve Szilman, 1998), Slovakya’da domuzlarda %
0,02 — 0,13 (Turcekova ve ark. 2009), Fransa’da koyunlarda % 0,00004, sigirlarda %
0,00003 (Umhang ve ark., 2013), Yunanistan’da sigirlarda % 82, koyunlarda % 80,
kegilerde % 24, domuzlarda % 5 (Sotiraki ve ark., 2003), italya’da koyunlarda % 22-
47 (Garippa, 2006), sigirlarda % 10,4 (Rinaldi ve ark., 2008), buffalolarda % 10,5
(Capuano ve ark., 2006), Sirbistan’da koyunlarda % 1-13, sigirlarda % 2-13,
domuzlarda % 4-9 (Bobic ve ark., 2012), Bosna Hersekte sigirlarda % 22, koyunlarda
% 65 (Zuko ve Obradovic, 2014) olarak kaydedilmistir.

28



Asya kitasinda KE orani, Kazakistan’da koyunlarda % 24 — 48, sigirlarda % 7
(Torgerson ve ark., 2003), Kirgizistan’da koyunlarda % 64 (Torgerson ve ark., 2009),
Ermenistan’da sigirlarda % 16,8 — 46,9, domuzlarda % 22,7 — 47 (Khachatryan, 2015),
Nepal’de mandalarda % 5, kegilerde % 3, koyunlarda % 8, domuzlarda % 7
(Manandhar ve ark., 2006) olarak bildirilmistir.

Afrika kitasinda ise, Tunus’ta koyunlarda % 16,4, sigirlarda % 8,56, kegilerde
% 2,8, develerde % 5.9, tek tirnaklilarda % 8,4 (Lahmar ve ark., 2013), Misir’da
develerde % 18,9, sigirlarda % 12,7, kecilerde % 13, tek tirnaklilarda % 14,1 ve
koyunlarda % 7,8 olarak bildirilmistir (EI-Madawy ve ark., 2010; Mahdy ve ark., 2014
ve Omar ve ark., 2013).

1.5. Echinococcus granulosus’un Genetik Yapisi

Echinococcus cinsinin ve igerdigi tiirlere ait varyantlarin belirlenmesinde
kullanilan genetik isaretler mitokondriyal ve niiklear ribomozomal genler igerisinde
bulunmaktadirlar. Genel olarak yakindan iligkili tlirlerin tanimlanmasinda nispeten
daha hizli degisimi ve Ozellikle digki, parafin gibi kompleks yapilar igerisinde
bulunabilen DNA'nin tespitinde kullanilabilmesi 6zellikleriyle mitokondriyal DNA
kullanilmaktadir. Sirkiiler ve haploid yapida DNA dizilerinden olusan mitokondriyal
genomlar, Echinococcus cinsi igerisindeki genetik ¢esitliligin dogasini ve kapsamini
kesfetmek icin faydali genetik gostergeler olarak bilinmektedir ve bu cinsin yillar
boyunca genis filogenetik ve popiilasyon genetigi analizlerinin yapilmasinda 6nemli
rol oynamuslardir (Bowles ve ark., 1992; Bowles ve McManus, 1993; Kinkar ve ark.,
2018; Nakao ve ark., 2013 ve Yanagida ve ark., 2017).

Yapilan ¢alismalarla (Le ve ark., 2002; Nakao ve ark., 2013 ve Tsai ve ark.,
2013) Sanger sekanslama yontemi kullanilarak dizilenen G1 genotipinin

mitokondriyal genomunun ~ 13.600 bp (Base pair-baz ¢ifti) uzunlugunda, 12 protein

29



kodlayan gen; nikotinamid dehidrogenaz kompleksi (nadl-nad6 ve nad4L alt
tiniteleri), sitokrom c oksidaz kompleksi (cox1—cox3 alt {initeleri), sitokrom b (cob) ve
adenozin trifosfataz alt tinite 6 (atp6) ile 22 tRNA ve 2 rRNAdan (16S ve 12S) olustugu
ve bunlara ek olarak, biri tRNA-Tyr ile tRNA-Leu genleri, digeri nad5 ile tRNA-Gly
arasinda bulunan iki kodlayic1 olmayan bolge (non-coding region, NCR) igerdigi
ortaya konulmustur. Fakat bu sekans yonteminde nad5 geninin 3’ ucu ile cox3 geninin
5" ucu arasindaki 1 kb’dan (kilobaz) biiyilk oldugu tahmin edilen bolge
tanimlanamamistir. Bu yiizden farkli bir sekanslama yontemi (PacBio sequencing
technology) ile bu genotipin ilk tam mt-genomu ortaya ¢ikarilmistir. Buna gore G1
genotipi bilinen tiim genomundan 4 kb daha biiytik, 17,675 bp uzunlugunda, nad5
geninin 3’ ucu ile cox3 geninin 5’ ucu arasinda birbirinden hemen hemen farksiz 441-
445 bp biiyiikliigiinde 10 par¢adan olusan 4417 bp’lik bir ardisik tekrar bolgesi oldugu
bildirilmistir (Sekil 1.3) (Kinkar ve ark., 2019).

/
5 dem Epeat, -'
& a0 4417 bp Q/,;,,7

% d A

Echinococcus granulosus (sensu stricto)
genotype G1 (17,675 bp) X080

qo?

Nagy

3"end of nads 5

Non-coding reglon (NR2) (b,, “v ]
@ ~uay mod (l
‘ 5'end of cox3 3]‘
) S

ont

Sekil 1. 1. Echinococcus granulosus G1 genotipinin tam mitokondriyal genomu. [12 protein kodlayan gen, 2 rRNA,
21 tRNA agik gri renkle, gen kodlamayan birinci bolge koyu gri renkle (NR1), tRNAlarin aminoasitleri tek harf
ile, ardigik tekrar bolgesi de kahverengi ile gosterilmistir (Kinkar ve ark., 2019).]
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1.6.Kistik Ekinokokkozis Ekonomik Onemi

Kistik Ekinokokkozis, gecimini temel olarak tarim ve hayvanciliktan saglayan,
gelismekte olan iilkelerde hem insanlarda neden oldugu saglik sorunlariyla ilgili
olarak, hem de yetistirdikleri hayvanlarin enfekte organlarinin imha edilmesine bagh
olarak ekonomik kayba sebep olmaktadir. KE nin sebep oldugu zararlarin boyutu,
etkenin tliriine / genotipine, hidatik kistlerin sayis1 ve biyiikligli ile etkilenen
organlara bagl olarak degisebilir. Ekonomik kayiplar, yalnizca enfekte i¢ organlarin
imha edilmesinden degil, ayn1 zamanda et, siit ve ylin verimi ile kalitesinin
diismesinden ve bunun yaninda dogum oranlarini azalmasindan da kaynaklanmaktadir

(Eckert ve Deplazes, 2004; Torgerson, 2003).

KE’nin kiiresel hayvancilik endiistrisi {izerine mali yiikiiniin yillik 2,2 milyar
$ diizeyinde oldugu tahmin edilirken, insan enfeksiyonlarin 763 milyon $ ekonomik
kayba sebep oldugu bildirilmistir (Budke ve ark., 2006). KE kaynakli iiretim
kayiplarina dair calismalar genel olarak koyunlar {izerinde yapilmistir. Bu
caligmalarda koyunlarda enfeksiyonun karkas agirliginda % 2,5-20, siit veriminde %
2,5-10, yapagi veriminde % 5-40 oraninda azalmaya sebep oldugu, sigirlarda yapilan
caligmalarda ise karkas agirligindaki azalmanin % 2,5-5, siit veriminde ise % 2,5-10
diizeyinde meydana geldigi bildirilmistir (Coskuner, 1971; Dik ve ark., 1992; Houin,
1998; Jimenez ve ark., 2002; Kenzhebaev, 1985; Majorowski ve ark., 2005;
Polydorou, 1981; Romazanov, 1983; Torgerson ve ark, 2000; Torgerson ve Dowling,
2001 ve Yang, 1992).

Tiirkiye’de 2009 yilinda KE’nin sebep oldugu i¢ organlarin imhasina bagli
ekonomik kaybin; sigirlarda 32,4 milyon $ (26,2-39,1), koyunlarda 54,1 milyon $
(43,8-65,5) ve kegilerde 2,7 milyon $ (2,2-3,3) oldugu ifade edilirken, Tiirkiye'deki
ruminantlarda KE baglantili genel iiretim kaybinin 89,2 milyon $ (72,2-107,9) oldugu
tahmin edilmistir (Sari6zkan ve Yalgin, 2009).
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1.7. Kistik Ekinokokkozis Teshisinde Kullanilan Yontemler

1.7.1. Goriintiileme Teknikleri

Kistik ekinokokkozisin insanlardaki tanist ¢ogunlukla ultrasonografi (US),
bilgisayarli tomografi (CT), rontgen gibi gorlintileme yontemleri kullanilarak
konulmaktayken, hayvanlarda tani postmortem muayenesi sirasinda genellikle
karaciger ve akcigerde bulunan i¢i sivi dolu kistlerin goriilmesi seklinde olmaktadir.
Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda (Brunetti ve ark., 2018; Eckert ve ark., 2001, s:
101-143 ve Torgerson ve Deplazes, 2009), koyunlarda karacigerde bulunan kistlerin
US muayenesi ile de tespit edilebilecegi, buna karsin akcigerde bulunan kistlerin tespit
edilmesinin miimkiin olmadigi, US muayenesinin hayvanlarda spesifitesi ve
sensitivitesinin diisilk oldugundan dolay1 fazla tercih edilmedigi bildirilmektedir.
Tunus’ta yapilan US muayenesi ve nekropsi bulgularinin karsilastirildigi bir calismada
(Lahmar ve ark., 2007) US muayenesinde karacigerlerde sadece 89 kist goriilmiisken,
nekropsi sonrasinda hayvanlarin karacigerlerinden toplam 248 kist elde edilmistir.
Yapilan bagka bir calismada (Sage ve ark., 1998) 16 koyun ve 284 kecinin US
muayenesi sonrasi nekropsileri yapilmis, US muayenesinde 21 yanlis negatif, 6 yanlis
pozitif sonug elde edilmis, koyunlarda ve kegilerde US muayenesinin sensitivitesi ve

spesifitesi sirayla % 54.36 ve % 97,64 oldugu belirlenmistir.

1.7.2. Serolojik Yontemler

Kistik ekinokokkozisin zamaninda tanisi eradikasyon programlari i¢in oldukga
Oonem tasimaktadir. Fakat hastaligin spesifik klinik belirtileri olmadigindan ante
mortem teshisi olduk¢a zordur. Bu yiizden kullanilan goriintilleme yontemlerine ek
olarak hastaligin teshisinde serolojik yontemlerin kullanimi da faydali olabilmektedir

(Brunetti ve ark., 2018; Bulashev ve ark., 2017). Etkenin spesifik antijenlerine kars1
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olusan serum antikorlarinin saptanmasina dayanan indirekt yontemler, enfeksiyonun
tanisinda biiyiilk ©Oneme sahiptir. En sik kullanilan serolojik testler, dolayl
hemaglutinasyon (IHA), enzime bagli immiinosorbent deneyi (ELISA), indirekt
fliioresan antikor (IFA) ve spesifik IgG antikorlarini tespit eden immiinoblotlama
testleridir. Western-Blot yontemi ise ELISA ve IHA ile belirlenen sonuglarin
dogrulanmasi i¢in kullanilmaktadir (Higuita ve ark., 2016; Moro ve Schantz, 2009;
Sambrook ve Russell, 2001 ve Yilmaz ve Babiir, 2007). Uygun bir antijenin se¢imi,
ekinokokkoz i¢in tanisal testlerin gelistirilmesinde onemli bir noktadir. Kist hidatik
stvisi, insan Kistik ekinokokkozun primer serodiagnozu i¢in, ayrica cerrahi veya ilag
tedavisi sonrasi hastalarin takibinde ana antijenik kaynak olarak kullanilmaktadir
(Bulashev ve ark., 2017; Ortona ve ark., 2003). Fakat kist s1visinin i¢erdigi antijenler
sensitivite ve spesifitesinin azligi ile standardizasyondaki zorluklar, serolojik taninin
kullanilmasi i¢in problemleri de beraberinde getirmektedir. Spesifitenin diistikliigiine
sebep olarak, ozellikle basta E.multilocularis, Taenia solium, T.ovis ve T.hydatigena
olmak {izere diger helmintler tarafindan enfekte olmus bireylerin serumlar ile ortaya
cikan carpraz reaksiyon gosterilmektedir (Leggatt ve ark., 1992; Torgerson ve
Deplazes, 2009). Kistik ekinokokkozis serolojik tanisinin, rekombinant proteinlerin
kullanilmast veya sentetik peptitlerin de dahil oldugu belirlenmis birkag antijenin
birlestirilmesiyle gelistirilebilecegi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2003). insanlarda ve
hayvanlarda KE tanisi ile ilgili bazi ¢aligmalarda (Burgu ve ark., 2000; Doganay ve
ark., 2000 ve Maddison ve ark., 1989), sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle 8 ve 116 kDa (kilo dalton) arasinda 15 protein
fraksiyonu ortaya cikarilmis ve bunlardan, Western blot yontemiyle esas olarak 8, 68
ve 116 kDa bantlarin1 hedef alan antikorlar {irettigini gostermistir. Bu antijenlerin
kullaniminin, diger enfeksiyonlarla capraz reaksiyonlart en aza indirebilecegi
bildirilmistir. Yine de giiniimiizde insan KE' sinin serolojik tanisi i¢in standart, son

derece hassas ve spesifik bir test bulunmamaktadir (Li ve ark., 2003).
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1.7.3. Molekiiler Yontemler

Paraziter enfeksiyonlarin teshisi i¢in molekiiler yaklasimlarin ortaya
¢ikmasiyla, son 30 yil boyunca hayvan ve insan kaynakli Echinococcus varyantlarini
(suslar1) belirlemek icin farkli yontemler gelistirilmistir. Esas olarak PZR
yaklasimlarina dayanan bu tiir ¢alismalar, E.granulosus s.s. i¢inde gozlenen tiirlerin,
genotiplerin ve haplotiplerin tanimlanmasi ve E.granulosus s.s ile E.granulosus sensu
lato ve E.multilocularis'in ayirici tanisi i¢in kullanilmistir. PZR tabanli galismalar,
parazit yumurtasi, erigkin parazit, metosestod forma ait germinal membran ve
protoskoleksler ile toprak, sebze, konak bagirsak mukozasi ve digski gibi farkh
materyallerin, taze, dondurulmus, parafine gomiilii formlarinda niiklear ve
mitokondriyal gen bolgeleri iizerine ¢aligma imkani verdiginden popiilasyon genetigi
ve epidemiyolojik arastirmalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Gasser ve ark.,
1998; Thompson ve ark., 2017).

1.7.4. Echinococcus Tiirlerinin Ayriminda Kullanilan Molekiiler Yontemler

1.7.4.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

[k olarak 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilen PZR, izole edilen
ornekte bulunan genetik materyallere (DNA, RNA) ait hedef gen bdlgelerindeki
niikleotid dizilerinin, spesifik oligoniikleotid primerler yardimi ile enzim varliginda
cogaltilmasi temeline dayanmaktadir (Mullis ve ark., 1986). S6z konusu DNA
teknolojisi, parazitlerin tanimlanmasi ve sistematigi, teshisi, parazitlerin
epidemiyolojisi, popiilasyon genetigi hakkindaki analizler, gen ekspresyonu ve
organizasyonu, ilag direnci ve as1 gelistirme dahil olmak iizere parazitolojinin birgok
alaninda 6nemli bir etkiye sahiptir (Gasser, 1999). PZR-RFLP (Restriction fragment
length polimorphism) ve RAPD PZR (Random amplified Polimorphic DNA) gibi PZR

tabanli teknolojiler, parazit tanimlamasi ve farklilagsmasi i¢in yaygin olarak
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kullanilirken, SSCP (Single strand conformation polymorphism) (Gasser ve Monti,
1997; Gasser ve ark., 1998), multipleks PZR (Zarlenga ve ark., 1999) ve gPCR (Real-
time quantative PZR) (Jauregui ve ark, 2001) gibi diger yontemler de ayni amacla
kullanilmaktadir (Zarlenga ve Higgins, 2001).

1.7.4.2. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplification of
Polimorphic DNA - RAPD PCR)

Genomun belirli bir bolgesinden PZR amplifikasyonunun aksine, AP-PZR de
denilen RAPD PZR, genomik DNA'nin rastgele fragmentlerinin genellikle rastgele
olusturulan primerler ile amplifikasyonuna dayanir (Welsh ve McClelland, 1990;
Williams ve ark., 1990). RAPD'nin diger DNA tekniklerine gore avantajlari, hizli ve
basit olmasi, kiiciik miktarlarda genomik DNA'dan amplifiye etme kabiliyeti ve DNA
dizi bilgisi gerektirmeden basit bir yaklagim kullanarak tiim genomu tarama

kapasitesidir (Gasser, 1999).

1.7.4.3. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polimorphism - RFLP ve RFLP PZR)

Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi yontemi, restriksiyon enzimleri
kullanilarak, cift iplik¢ikli DNA’nin spesifik bolgelerinden kesim yaparak, DNA’dan
bir genin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasindan sonra agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi esasina dayanir. Daha sonra etidyum bromid veya diger
boyalarla boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi belirlenmektedir. RFLP
PZR’da ise RFLP’den farkli olarak, genomik DNA’nin belirli bir bdlgesi, once
spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra elde edilen iirtinler bir
veya daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilmekte, agaroz jel elektroforez ile
ayrilmakta, jel boyanarak son olarak ultraviole 1s1ik altinda goriintiileme islemi

yapilmaktadir. Ozellikle RFLP-PZR, Echinococcus izolatlarmin ya da &teki parazit
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gruplariin ayriminda kullanilan oldukga basit, duyarli ve hizli bir yontemdir (Bowles

ve McManus, 1993).

1.7.4.4. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand
Conformation Polimorphism - SSCP-PCR)

Kalitsal hastaliklarda hastaliga neden olan mutasyonlarin veya belirli
bolgelerde enfeksiyonlara karst koruma-kontrol programlarinin olusturulmasinda,
genomdaki tek baz farkliliklarinin belirlenmesi biiyiik 6neme sahiptir. Bu tek baz
degisikliklerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontem olan SSCP ile
mutasyonlar taranarak bilinmeyen mutasyonlar tanimlanabilmektedir. SSCP analizi ile
elektroforezde orneklerin yiirlime farkliligindan yararlanarak mutasyonlar sonucu
DNA’da olusan farkliliklar hakkinda bilgi edinilmesi miimkiindiir. Dizi tizerindeki
nokta ~mutasyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar SSCP yontemi ile
belirlenebilmektedir (Orita ve ark., 1989).

SSCP, Echinococcus cinsi igindeki varyasyonlari tek niikleotid farkliliginda
yararlanarak belirleme imkanini saglamaktadir. Bu yontem, PCR-RFLP ve sekans
analizi yontemlerine nazaran zaman, is¢ilik ve maliyet acisindan da avantajli bir

yontem olarak degerlendirilmektedir (Gasser ve ark., 1998).

1.7.4.5. Déngii Aracili izotermal Amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal
Amplification - LAMP)

PZR tabanli molekiiler yontemlerdeki yiiksek maliyetli ekipman gereksinimi
ve enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerdeki laboratuvarlarda bulunamamasi
ihtimali sebebiyle arastiricilar alternatif yontemler aramaya yonelmistir. Bu amagla,
DNA zincirindeki yer degistirmeleri ve DNA sentezinin izotermal kosullar altinda

gerceklesmesini saglayan LAMP analizi gelistirilmistir. Bu yontemde bir termal
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dongii cihazi (thermal cycler) yerine, basit bir laboratuvar su banyosu veya 1sitma
blogu amplifikasyonu saglamak icin yeterli olmaktadir. LAMP yonteminde, cesitli
uzunluklarda, elektroforezden sonra bir jel iizerinde ayr1i bantlar olusturmayan
amplifikasyon iirtinleri elde edilir. Bu nedenle {iriinler, DNA boyalar1 ile yapilan basit
boyamalar sonucu UV 15181 altinda goriintiilenebilmektedir. Pozitif 6rnekleri
belirlemek i¢in bir baska yontem de amplifikasyondan sonra spektrofotometre
cihaziyla tiiplerdeki bulanikligin Slgiilmesidir. LAMP hizli ve yiiksek sensitivite-
spesifite degerlerine sahip bir yontemdir. Bu yontemin 6zgilliigii, 6zel primer setlerine
baglanabilir. LAMP yonteminde 6 baglanma bolgesi tanityan 4 primer (FIP, BIP, F3
ve B3) kullanilir. Bu yontemin, enfeksiyonun endemik oldugu kiiciik iilkelerdeki
laboratuvarlarda daha fazla sayida KE izolatinin taranmasini kolaylastiracagi

diistiniilmektedir (Notomi ve ark., 2000; Wassermann ve ark., 2014).

1.7.4.6. Sanger DNA Dizi Analizi (Sequencing)

Enzimatik DNA sentezine dayanan bu yontem en yaygin kullanilan dizi analiz
teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik
icin kalip olarak kullanilir. Bu kalibin elde edilebilmesi icin Klenov, Taqg DNA
polimeraz, ters transkriptaz yada sequenaz enzimleri kullanilmaktadir. Temel olarak
Sanger dizileme ydnteminin esasi, DNA polimerazin dNTP (deoksiriboniikleozid
trifosfat) ve ddNTP’leri (dideoksiriboniikleozid trifosfat) de substrat olarak
kullanabilmesine dayanir. Dizi analizi li¢ asamada gergeklesir; a) polimeraz zincir

reaksiyonu b) dizileme reaksiyonu c) jel elektroforezi ve degerlendirme

[lk asamada DNA tek zincir haline getirilir ve reaksiyona girecek dNTPler
reaksiyona sokulur. Ayni zamanda diziyi sonlandirmak i¢in farkli renkte flouresan
kimyasallarla isaretli ddNTler (dideoksiriboniikleotid) karisimda bulunmaktadir. PZR
asamasinda denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklari ile kalip DNA c¢ogaltilir
ve elde edilen kalip DNA, Taqg DNA polimeraz, primerler, dNTPler ve ddNTPler
reaksiyona sokulur. Sonugta primerin sonunda sonlanmalarin oldugu bolgelere kadar

cesitli uzunlukta DNA fragmentleri elde edilir. Elde edilen DNA dizileri jel tizerinde
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giimiis boyama, radyoaktif ve flouresan boyaslarla isaretlenerek tespit edilir.
Reaksiyon sonucu deoksiniikleotidlerle uzamis ve ddNTPlerle sonlanmis diziler elde
edilir. Diziler jel elektroforezde goriintiilenebilecedi gibi otomatik dizi analizi

cihazlarinca okunabilir (Sanger ve ark., 1977).

1.8. Koruma-Kontrol Programlarinin Olusturulmasinda Echinococcus

Tiirlerinin Belirlenmesinin Onemi

Biyokimyasal ve DNA kriterlerinin kullanilmasi, sadece suslarin tanimlanmasi
ve karakterizasyonu i¢in daha gegerli ve ayirt edici bir yaklasim saglamakla kalmayip,
ayn1 zamanda sus varyasyonunun islevsel dogasini ve 6nemini daha iyi anlayabilmeyi
vaat etmektedir. Gelisim hizi, konak Ozgiilliigii, enfektivite, tedaviye ve
metabolizmaya duyarlilik gibi karakterlerdeki cesitliligi ve farkliligi genomdaki veya
genom tarafindan olusan degisikliklere baglamak miimkiindiir. Echinococcus intra-
varyasyonunun molekiiler / biyokimyasal temelinin anlasilmasi, tiirlerin evrimsel
potansiyelini ortaya koydugu gibi ayn1 zamanda kemoterapotik ajanlarin gelisimine
daha rasyonel bir yaklasim da saglamaktadir (Thompson ve Lymbery, 1988, s: 209-
258).

1.8.1. EG95 Asisi

Yeni Zelanda’da koyun orijinli bir E.granulosus’un pasajlanmasi sonucu elde
edilen yumurtadan (onkosfer) spesifik EG95 antijeni kullanilarak dizayn edilen
rekombine DNA asis1 olan EG95 agisinin (Lightowlers ve ark., 1996) enfeksiyonun
bulagsmasinda koruyucu bir rolii oldugu, 6zellikle G1 genotipinin dominant oldugu
Yeni Zelanda, Awvustralya, Arjantin, Cin ve Romanya’da yapilan deneysel
caligmalarda asinin hidatidoza kars1 %96-98 oraninda etki gosterdigi bildirilmektedir
(Lightowlers, 2006; Morariu ve ark., 2010). Genotip i¢i varyasyonlarin asinin

uygulanmasi i¢in 6nemli bir sorun teskil etmedigi bildirilmesine karsin, farkli bir
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genotipte (G6) EG9S ile iliskili proteinleri kodlayan genlerin arastirilmasi sonucu,
proteinlerin G1 genotipinde belirlenen aminoasit diziliminden farkli oldugu
kaydedilmistir. G1 genotipine en yakin iligkili oldugu belirlenen G6 genotipindeki
proteinin yedi aminoasit pozisyonunda bu genotipten farkli oldugu belirlenmistir. G1
ve G6 genotiplerinden EG95 ile iliskili proteinleri karsilagtirmak igin in vitro
yontemler kullanilarak immiinolojik degerlendirmeler yapilmis ve G6'dan gelen
protein mevcut as1 ile dnemli ¢apraz reaktivite gosterse de, aynm1 zamanda kesin
olmayan immiinolojik farkliliklar gosterdigi de gozlemlenmistir. Bu nedenle EG95
asisinin farkli genotiplerle enfekte ara konaklarda uygulanabilirliginin olup olmadig:
veya her genotip i¢in ayri as1 gelistirmek gerekip gerekmeyecegini belirlemek igin

farkli konaklarda daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Rojas ve ark., 2014).

Bu c¢alismada arastirma konusu olarak kistik ekinokokkozisin molekiiler
genotiplendirmesi ve protoskolekslerinin morfolojik yapilarinin karsilastiriimasi
konusunun segilmesi;

1. Bu enfeksiyonun ozellikle gelismekte olan {lilkeler basta olmak iizere
diinyanin farkli cografyalarinda hem insan ve hayvan sagligi, hem de
hayvancilik ekonomisi i¢in olduk¢a 6nemli bir yere sahip olmasi,

2. Tirkiye gibi hayvanciligin temel gecim kaynagi oldugu bolgelerde bu
paraziter enfeksiyona karst uygulanacak olan koruma ve kontrol
programlarinin olusturulabilmesi i¢in, bu cografyada insan ve hayvanlarda
enfeksiyona sebep olan etkin suglarin genetik yapilarinin ve genotip-
fenotip iliskisinin bulunup bulunmadiginin ortaya konulabilmesi,

3. Parazite bagh sus farkliliklarinin tespit edilmesinin genetik alaninda bir
sonraki agama olan gen manipiilasyonlari i¢in de uygun ortami saglamasi,

4. Oncelikle enfeksiyonun mevcut durumu ortaya konulup, takiben bu
enfeksiyonun zararlarinin Oniine geg¢ilebilmesi amaciyla dogru kontrol

stratejilerinin belirlenmesi sebeplerine dayanmaktadir.
Bu arastirmada;

1. Tiirkiye’nin ii¢ farkli cografik bolgesinde bulunan, Ankara (I¢ Anadolu),
Ordu (Karadeniz), Mersin ve Adana (Akdeniz Bolgesi) illerinde
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ruminantlardaki kist hidatid enfeksiyonunun durumu ile ilgili giincel
verilerin saglanmasi ve bu bolgelerde hakim Echinococcus granulosus
genotipinin belirlenmesi,

Echinococcus granulosus i¢in dominant genotipin G1 olarak belirlendigi
Tiirkiye’de parazite ait genetik varyasyonlarin tam anlamiyla ortaya
konulabilmesi diisiincesi ile mt-coxl gen boélgesinin kismi ve kiigiik
fragmentlerinin kullanilmasi yerine tamamina ait DNA dizinleri arasindaki
niikleotid farkliliklar haplotip analizi yontemi ile ortaya konulmasi,

. Farkli genotip ya da haplotipe sahip fertil kistlerde bulunan
protoskolekslerin  morfometri bulgulari1 da karsilastirmali  olarak
incelenerek, genotip-fenotip iliskisinin bulunup bulunmadiginin ortaya

cikarilmasi hedeflenmistir.
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2.1. Orneklerin Toplanmasi

2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Ankara (I¢ Anadolu), Ordu (Karadeniz), Mersin ve Adana
(Akdeniz Bolgesi) illerinde bulunan mezbahanelerde Mart 2017 — Mayis 2019

doneminde rutin olarak gergeklestirilen kesimler belirli zaman araliklarinda takip

edildi. Cizelge 2.1°de kesim sonras1 muayenesi yapilan tiirleri ve sayilar1 verilen

ruminantlara ait i¢ organlar basta karaciger ve akciger olmak {izere kist hidatid

enfeksiyonu yoniinden inspeksiyon ve palpasyon yontemleriyle incelenerek enfekte

bulunan organlardaki kist materyalleri her hayvandan bir tane olacak sekilde toplandi

(Sekil 2.1). Kistlere ait kist sivilari steril enjektorlerle g¢ekilerek, kist igerisindeki

germinal membranlar da pens yardimiyla etanol igerisinde alinarak laboratuvara

getirildi. Laboratuvara getirilen materyaller kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edildi.

Cizelge 2. 1. Muayene yapilan hayvan tiirleri ve sayilari

i1/ 1lge Muayenesi Yapilan Hayvan Tiirii

Sigir Koyun Kegi Manda TOPLAM
Ankara 702 390 27 1119
Ordu 24 102 1 127
Mersin 30 368 50 448
Adana 15 300 120 435
TOPLAM 771 1160 197 1 2129
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Sekil 2. 1. Calismada elde edilen kistlerin goriintiileri

2.2. Laboratuvar Calismalari

2.2.1. Fertilite Muayenesi ve Morfometrik Olciimler

Toplanan kistlerin Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarma getirilerek 151k mikroskobu altinda fertilite muayenesi
yapildi. Morfoloji, hareket, alev hiicreleri aktivitesi ve eozin ile boyanip (6lii)
boyanmamalaria (canli) gore canli protoskoleks igerdigi belirlenen kistler fertil,

protoskoleks icermeyen kistler de steril olarak kaydedildi.

Fertil kistlerdeki protoskolekslerden rastgele segilen 10 tanesine ait morfolojik
kriterlerin (¢engel sayisi, toplam uzunluklar1 ve genislikleri ile ¢engellerin kilig
uzunluklart) literatiir bilgisi dogrultusunda (Hobbs ve ark., 1990) ayri ayri 1sik
mikroskop altinda fotografi ¢ekildi. Fotografi g¢ekilen protoskoleksler iizerindeki
cengeller ve belirtilen yapilarin dlgtimleri ImageJ (Rueden ve ark., 2017) programi
kullanilarak yapildi ve kaydedildi.
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2.2.2. DNA lzolasyonu ve DNA Miktariin Belirlenmesi

Fertil kistlere ait kist sivilari ile steril kistlere ait germinal membranlar alkolden
temizlenmesi amaciyla tek kullanimlik petriler igerisinde 5 kez PBS (Phosphate
Buffered Saline) ile yikanarak ticari kit (Thermo Scientific™ GeneJET Genomic DNA
Purification Kit) prosediiriine uygun olarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Bu

amacla;

1. 20 mg germinal membran dokusu ya da 200 ul kist s1vis1 1,5ml’lik eppendorf
tiipiine aktarilip lizerine 180 pl sindirim soliisyonu eklendi.

2. 20 pl Proteinaz K eklenip 56°C’ye ayarlanan kuru blok igerisinde dokular
eriyene kadar 15 dak’da bir vortekslenerek bekletildi.

3. Inkiibasyon sonunda &rneklere 200 pl erime soliisyonu eklenip 15 sn
vortekslendi. Daha sonra iizerine 400 pl % 50°lik etanol eklenerek tekrar
vortekslendi.

4. Karigim, kit igerisinde bulunan spin kolonu igerisine alinarak mikrosantrifiijde
6000 x g ‘de 1 dak santrifiij edildi. Toplama tiipii atilarak kolon yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

5. 500 pl yikama tamponu 1 eklendi ve 8000 x g’de 1 dak santrifiij edildi. Alttaki
stv1 atilarak kolon yeniden toplama tiipiine yerlestirildi.

6. 500 pl yitkama tamponu 2 eklendi ve maksimum hizda 3 dak santrifiij edildi.

7. Kolon yeni 1,5 ml‘lik eppendorfa alindi ve maksimum DNA miktar1 elde
edebilmek i¢in kit prosediiriinde yazan miktarin yarist kadar (100 pl) eliisyon
tamponu eklendi 2 dak oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak 8000 x g ‘de
1 dak santriftij edildi.

8. Kolon atild1 ve piirifiye edilen DNA eppendorfta topland1 ve kullanilincaya
kadar - 20°C’de saklandu.
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2.2.3. PZR Amplifikasyonu

Genotiplendirme amaciyla niikleik asit tespiti icin molekiiler tan1 yontemi olan

PZR teknigi kullanildi. PZR tekniginin kullanimt i¢in kist hidatid 6rneklerinden DNA

ekstraktlari, genotiplendirmeye yonelik primerler kullanilarak Cizelge 2.2° de igerigi

verilen PZR karigimi hazirlandi. Primerlere ait baglanma 1silar1 dikkate alinarak

hazirlanan Cizelge 2.3’de verilen PZR kosullarina gore reaksiyon karisimlari termal

dongii cihazinda hedef gen bolgelerinin amplifikasyonu amaciyla isleme tabii tutuldu.

Cizelge 2. 2. PZR karisim1 hazirlanmasi

Master mix karigimi Mikrolitre (uL)
Molecular Grade Water 19.85

10X Taq Buffer (+MgCl2) 3

MgCl2 2.4

10 mM dNTp 0.5

Forward Primer 0.5

Reverse Primer 0.5

Taq Polimeraz 0.25

DNA 3

TOPLAM 30

Cizelge 2. 3. Calismada kullanilan PZR kosullari

coxl

nad5

96 °C’de 6 dakika 6n denatiirasyon

96 °C’de 6 dakika 6n denatiirasyon

54 °C’de 1 dakika baglanma
72 °C’de 2 dakika uzama 35 siklus
94 °C’de 1 dakika denatiirasyon

55 °C’de 1 dakika baglanma
72 °C’de 2 dakika uzama 35 siklus
94 °C’de 1 dakika denatiirasyon

50 °C’de 1 dakika baglanma

50 °C’de 1 dakika baglanma

72 °C’de 10 dakika son uzama

72 °C’de 10 dakika son uzama

Calismada genotiplendirme amaciyla, hedef gen bolgesi olarak Echinococcus

granulosus’a ait mitokondriyal sitokrom oksidaz 1 (mt-cox1) gen bdlgesi ile elde

edilen dizilerin GenBank veri tabani1 kullanilarak bulunan diinyadaki diger genotip

sekanslar1 arasinda karsilastirma yapildi. Bunun sonucunda G1-3 kiimesine ait oldugu

belirlenen orneklerin genotip ayriminin yapilabilmesi amaciyla da giincel veriler

(Kinkar ve ark., 2018) dogrultusunda mt-nad5 gen bolgesi secildi. Mt-cox1 gen
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bolgesinin tamamini (1609 bp) ve mt-nad5 gen bolgesinin bir bolimiinii (759 bp)

amplifiye eden primerler Cizelge 2.4’ de verildi.

Cizelge 2. 4. Calismada kullanilan primerler

Primer Adi Primer Dizini Kaynak

cox1-F TTACTGCTAATAATTTTGTGTCAT Hiittner ve ark., 2008
cox1-R GCATGATGCAAAAGGCAAATAAAC Hiittner ve ark., 2008
EGnd5F1 GTTGTTGAAGTTGATTGTTTTGTTTG Kinkar ve ark., 2018
EGnd5R1 GGAACACCGGACAAACCAAGAA Kinkar ve ark., 2018

2.2.4. Amplikonlarin Gériintiilenmesi

PZR iirtinlerinin elektroforez sonucu agaroz jelde goriintiilenmesi amaciyla, 1

gr agaroz (Sigma, ABD), 100 ml 0,5X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) karistirilarak

mikrodalgada kaynatildi. Karisim soguduktan sonra igerisine 10 pl SafeView™

Classic (abm, Kanada) eklendi. Karigtm 200 x 100 mm biiytikliiglindeki jel tepsisi

tizerine dokiildii ve 20 kuyucuklu tarak yerlestirilerek jelin donmasi beklendi.

Agaroz jel (% 1) donduktan sonra Fisherbrand™ Maxi Horizontal elektroforez

jel sistemi igerisine tepsi yerlestirildi ve her bir 6rnek i¢in 1,5 pl ylikleme boyas: ile 4

ul PZR {irtinii karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. DNA Ladder 100 bp (100-3000 bp)

da ytiklendikten sonra ornekler 100 voltta 40 dak yiiriitiildi. DNA bantlarinin varlig

Dnr Bioimaging System MiniBIS Pro goriintiileme cihazi igerisinde UV (ultraviyole)

15181 altinda belirlendi.

2.2.5. DNA Dizi Analizi

PZR iirtinleri, DNA dizi analizi yapilabilmesi amaciyla ticari bir firmaya (BM

Labosis, Macrogen, Almanya) gonderilerek mt-cox1 gen bdlgesi icin ¢ift yonlii, mt-
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nad5 gen bolgesi i¢in tek yonli DNA dizileri yaptirildi. Elde edilen diziler ile
Echinococcus granulosus G1 genotipinin tiim mt-genomu (MK774655) BioEdit (Hall,
1999) programinda hizalanarak pikler degerlendirildi ve her 6rnek i¢in tek bir DNA
dizisi elde edildi. Orneklere ait diziler The National Center for Biotechnology
(NCBI)’da bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak
karsilastirildi ve genotipleri belirlenerek kaydedildi.

2.2.6. Filogenetik Analizler

Genotipleri belirlenen orneklerin, tim mitokondriyal genomu bulunmus
genotipler (G1-10) ile aralarindaki filogenetik iligkinin ortaya koyulabilmesi amaciyla
Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 10.0 (MEGA X) programi (Kumar
ve ark., 2018), Neighbor-Joining metodu kullanilarak bootstrap testi (1000 tekrar) ile
filogenetik agac¢ olusturuldu. Genotiplere ait kullanilan referans diziler Cizelge 2.5¢ de

verilmistir.

Cizelge 2. 5. Calismada kullanilan genotiplere ait referans numaralari

Genotip GenBank Referans Numarasi
Gl MK774655
G3 KJ559023
G4 AF346403
G5 AB235846
G6 MH300930
G7 MH300967
G8 AB235848
G10 AB745463
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2.2.6.1.Haplotip Analizi

Farkli bolgelerden, farkli konaklardan elde edilen kist hidatitlere ait DNA
dizilerinin, aralarindaki haplotip ¢esitliligini belirlemek amaciyla DnaSP v6 (Librado
ve Rozas 2009) programi kullanilarak haplotip analizi yapildi. Haplotiplere ait
network analizi Network 5.0.0.3 (Fluxus Technology Ltd.,, www.fluxus-
engeneering.com) filogenetik programinda Median Joining metoduyla yapildi ve

haplotipler arasi iligkiler gosterildi.

2.3. istatistiksel Analiz

Onemlilik testlerine gegilmeden &nce degiskenlere parametrik test
varsayimlarindan normallik i¢in Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi i¢in
Levene testi uygulandi. Tiim degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler hesaplandi. Elde
edilen degiskenlerin analizi i¢cin Student t test uygulandi. Tiim istatistiksel analizler
minimum %3 hata payu ile incelendi. Istatistik hesaplamalari icin SPSS 14.01 (Lisans

No0:9869264) paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Enfeksiyonun Yayginhgi

Bu calismada Mart 2017 — Mayis 2019 tarihleri arasinda Ankara, Ordu, Mersin
ve Adana’daki kesimhanelerde toplam 2129 ruminant hayvan kesim sirasinda
muayene edilmis, 48’1 sigir, 71’1 koyun olmak iizere toplam 119 hayvanin kist
hidatidle enfekte oldugu belirlenmistir. Buna gére Ankara, Mersin ve Adana’da
sigirlarda kistik ekinokokkozis oranlar1 sirasiyla % 4,98, % 23,33 ve % 40 olarak
belirlenmigken, Ordu’da sigirlarda enfeksiyona rastlanmamistir. Koyunlarda ise
Ankara, Ordu, Mersin ve Adana illerinde enfeksiyon orani sirasiyla % 2,30, % 48,03,
% 0,81 ve % 3,33 olarak belirlenmistir. Muayenesi yapilan ke¢i ve mandalarda

enfeksiyon tespit edilmemistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. Sehirlere gore enfeksiyon durumu

Sehir MYHS / EHS* Enfeksiyon Orani (%)
Sigir Koyun Sigir Koyun
Ankara 702 /35 390/9 4,98 2,30
Ordu 2410 102 /49 0 48,03
Mersin 30/7 368/3 23,33 0,81
Adana 15/6 300/10 40 3,33

*MYHS: Muayenesi Yapilan Hayvan Sayisi, EHS: Enfekte Hayvan Sayisi

Enfeksiyonun organlara gore dagiliminda enfekte hayvanlarin 33’tinde (%
27,73) karacigerde kistlere rastlanirken, 72’sinde (% 60,50) akcigerde ve 14’linde (%

11,76) hem karacigerde hem akcigerde kistlere rastlanmistir.
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3.2. Fertilite Muayenesi

Enfekte hayvanlarin her birinden birer tane olacak sekilde kistler toplanmas,
toplanan 119 kist igerisinden kalsifiye veya yar1 kalsifiye olduklari belirlenen 70 6rnek
fertilite muayenesi ve sonraki agamalar yapilamayacagindan ¢alismadan ¢ikarilmstir.
Geriye kalan 49 kist fertilite durumlarinin belirlenmesi amaciyla direkt mikroskobi ve
protoskolekslerin canlilik durumlarinin belirlenmesi yoluyla incelenmis ve bu

kistlerden 16°s1 fertil olarak kaydedilmistir (Sekil 3.1).

100um

Sekil 3. 1. Fertil kistlerde protoskoleksler (10X)

Caligmada kullanilan kistlerin elde edildigi sehir, konak, organ ve fertilite

durumu Cizelge 3.2 de verilmistir.
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Cizelge 3. 2. Kistler ve fertilite durumlar

Sehir Kist sayisi (n) Konak Organ Fertilite

Sigir  Koyun Karaciger Akciger Fertil Steril
Ankara 13 9 4 7 6 3 10
Ordu 26 26 4 22 5 21
Mersin 3 1 2 1 2 1 2
Adana 7 7 7 - 7
Toplam 49 10 39 19 30 16 33

3.3. PZR Bulgulari

Calismada kullanilan kistlerden fertil olanlarin protoskolekslerinden, steril

olanlarin ise germinal membranlarindan DNA ekstraksiyonu ticari kit prosediiriine

uygun sekilde yapilmis ve toplam 49 kistten DNA eldesi basartyla gergeklestirilmistir.

3.3.1. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz 1 (mt-cox1) Bulgular:

Echinococcus granulosus’a ait mt-coxl bolgesinin tamamini (1620 bp)

amplifiye eden primerler kullanilarak 49 6rnek i¢in de istenilen biiyiikliikte bantlar

elde edilmistir. Bazi amplikonlara ait elektroforez jel goriintiisii Sekil 3.2°de

verilmistir.
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ANKI1 ANK2 ORDI1 ORD2 MERI ADNI1

Sekil 3. 2. Amplikonlara ait jel goriintiisii (cox1)

Goriintiilenen amplikonlardan ¢ift yonlii DNA dizileme yaptirilmus, elde edilen
diziler ile Echinococcus granulosus G1 genotipinin tiim mt-genomu (MK774655)
hizalanarak (Sekil 3.3) pikler degerlendirilmis ve her 6rnek igin tek bir DNA dizisi
elde edilmistir. Orneklere ait diziler, NCBI’da bulunan BLAST kullanilarak

karsilastirilmis ve genotipleri belirlenmistir.
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Sekil 3. 3. BioEdit programi kullanilarak yapilan hizalama sonucu (cox1)



Elde edilen verilere gore, Ankara’da G1 genotipi yayginligi sigirlarda % 66,6,

koyunlarda % 60 olarak belirlenirken bu oran Ordu’da koyunlarda % 88,46, Mersin’de
sigirlarda % 100, koyunlarda % 50, Adana’da koyunlarda % 42,85 olarak

belirlenmistir. G3 genotipi ise Ankara’da sigirlarda % 33,3, koyunlarda % 40, Ordu’da

koyunlarda % 11,53, Mersin’de koyunlarda % 50, Adana’da koyunlarda % 57,14

olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan kistlerin durumlari ve genotip sonuglari

Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3. 3. Calismada bulunan genotipler

Zg:\AUNE BOLGE SEHIR ?Q;[.\.J/AN ORGAN ggﬂt / GENOTIP
ANK1 gﬁ lgnes?dom Ankara Sigir Akciger Steril G3
ANK2 Ankara Sigir Karaciger Steril Gl
ANK3 Ankara Sigir Akciger Steril Gl
ANK4 Ankara Sigir Akciger Steril G3
ANK5 Ankara Sigir Akciger Steril Gl
ANKG6 Ankara Sigir Karaciger Steril Gl
ANK7 Ankara Sigir Karaciger Steril Gl
ANKS8 Ankara Koyun Karaciger Steril G3
ANK9 Ankara Sigir Akciger Steril Gl
ANK10 Ankara Sigir Akciger Steril G3
ANK11 Ankara Koyun Karaciger Fertil Gl
ANK12 Ankara Koyun Karaciger Fertil Gl
ANK13 Ankara Koyun Karaciger Fertil G3
ORD1 gglrg::in iz Ordu Koyun Karaciger Fertil Gl
ORD2 Ordu Koyun Akciger Fertil Gl
ORD3 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD4 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD5 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD6 Ordu Koyun Karaciger Fertil G3
ORD7 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD8 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD9 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD10 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD11 Ordu Koyun Akciger Steril G1
ORD12 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
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ORD13 Ordu Koyun Akciger Steril Gl

ORD14 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD15 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD16 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD17 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD18 Ordu Koyun Karaciger Fertil Gl
ORD19 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD20 Ordu Koyun Akciger Fertil Gl
ORD21 Ordu Koyun Akciger Steril G3
ORD22 Ordu Koyun Karaciger Steril Gl
ORD23 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD24 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD25 Ordu Koyun Akciger Steril Gl
ORD26 Ordu Koyun Akciger Steril G3
MERL  AKdemiZ o in Sigr Akciger Steril G1
Bolgesi
MER2 Mersin Koyun Karaciger Fertil G3
MER3 Mersin Koyun Akciger Steril Gl
ADN1 Adana Koyun Karaciger Fertil G3
ADN2 Adana Koyun Karaciger Fertil G3
ADN3 Adana Koyun Karaciger Fertil Gl
ADN4 Adana Koyun Karaciger Fertil Gl
ADN5 Adana Koyun Karaciger Fertil G3
ADNG6 Adana Koyun Karaciger Fertil G3
ADN7 Adana Koyun Karaciger Fertil Gl

ANK: Ankara, ORD: Ordu, MER: Mersin, ADN: Adana

3.3.2. Mitokondriyal Nikotinamid Dehidrogenaz 5 (mt-nad5) Bulgulari

Mt-cox1 gen bolgesi kullanilarak yapilan BLAST sonucu hem G1 hem G3
genotiplerine % 90 iizeri oranda uyumlu bulunan 6rneklerden bazilari, G1 ve G3
genotiplerinin mt-nad5 gen bolgesi kullanilarak birbirinden tam olarak ayrimi
yapilabilecegi bildiriminden (Kinkar ve ark., 2019) yola ¢ikilarak, ilgili primerler ile
PZR reaksiyonuna sokulmus ve istenilen biiyiikliikte (759 bp) bantlar elde edilmistir.

Elde edilen bantlara ait elektroforez jel goriintiisii Sekil 3.4 de verilmistir.
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ANKI1 ANK4 ANKS ANK10 ORD6 MER2 ADN2 ADNS ADN6

Sekil 3. 4. Amplikonlara ait jel goriintiisii (nad5)

Goriintiilenen amplikonlardan tek yonlii DNA dizileri yaptirilmis, 6rneklere ait
diziler Echinococcus granulosus G1 genotipinin tim mt-genomu (MK774655) ile

hizalanarak aralarindaki niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5. BioEdit programi kullanilarak yapilan hizalama sonucu (nad5)
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3.4. Filogenetik Analiz

Genotipleri belirlenen 49 6rnekten ayni uzunluga (1552 bp) sahip 47 dizi ile
tiim mitokondriyal genomu bulunmus genotipler (G1-10) arasindaki filogenetik
iliskinin ortaya koyulabilmesi amaciyla toplam 55 niikleotid sekansi kullanilarak
Neighbour-joining istatistiksel metodu ve Kimura-2 parametre modeli ile ¢izilen
filogenetik agag¢ Sekil 3.6’ de verilmistir. Filogenetik agag¢ olusturulurken bootstrap
degeri (Felsenstein, 1985) 1000 kopya olarak almmistir. Ornekler arasindaki evrimsel
mesafe Kimura-2 parametre yontemi (Kimura, 1980) kullanarak hesaplanmistir. Bu

analizde 55 niikleotid sekans1 kullanilmistir.
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Sekil 3. 6. Calismada elde edilen izolatlar ile olusturulan filogenetik agac.
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3.4.1. Haplotip Analizi

Tirkiye’deki 3 farkli cografik bolgede bulunan 4 ilden elde edilen ayni
uzunluktaki 47 Echinococcus granulosus 6rnegi i¢in toplam 26 haplotip belirlenmistir.
Haplotipler belirlenirken her bir 6rnege ait mt-cox1 bolgesinin tamamina ait DNA
dizilerinden olusan veri seti kullanilmistir. Analiz edilen 47 Ornege ait mt-coxl
dizisinden olusan veri setindeki haplotip ¢esitliligi ile ilgili istatistiki degerler Cizelge

3.4°de verilmistir.

Cizelge 3. 4. Analiz edilen 47 6rnege ait mt-cox1 dizisinden olusan veri setinde haplotip ¢esitliligi ile ilgili
istatistiki degerler

Sekans sayis1 47

Dizi biytkligi 1552 bp
Haplotip sayisi 26
Haplotip ¢esitliligi Hd: 0,9371
Polimorfik Bolge 32
Informatif Bolge Sayisi 16
Niikleotid Cesitliligi Pi: 0,00180
Tajima’s D -2,13376

Haplotipik verilerden elde edilen Median joining ag1 Sekil 3.7°da verilmistir.
Filogenetik agin ortaya konulabilmesi i¢in Median joining algoritmasi kullanilmas,

haplotiplerin frekansi dairelerin biiyiikliigii ile dogru orantili olarak gosterilmistir.
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Sekil 3. 7. Calismada belirlenen haplotipler ve mutasyon bolgeleri. (Mavi daireler: G3 genotipindeki drnekler Sart
daireler: G1 genotipindeki 6rnekler)

Yapilan haplotip analizi

calismada elde edilen dizileri icermekte olup,
aralarinda tek niikleotid degisimine bagli ortaya cikan yeni haplotiplerin varligini

gostermektedir. Kullanilan 47 diziden 26 farkli haplotip (Hapl-26) elde edilmistir
(Cizelge 3.5). Ornekler arasinda en ¢ok goriilen haplotip Hap2 olup, bu kiime 11

sekans dizisini icermektedir. Hap2’de yer alan 11 sekans; Ankara’dan (3 sigir)

Ordu’dan (4 koyun) ve Adana’dan (4 koyun) saglanan 6rneklerden elde edilmistir
Parsimony network analizi, genotipleri

birbirinden ayrica kiimelendirirken
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haplotiplerin farkli bolgelerdeki veya konaklardaki popiilasyonlarinin birbirinden

tamamen farkli olmadigini, bir ana haplotipten (Hap2) yildiz benzeri bir genisleme

gosterdigini ortaya koymustur. Belirlenen haplotipler, NCBI’da bulunan BLAST

programi kullanilarak hem cinsleriyle karsilagtirilmis olup, benzerlik ve farkliliklar

analiz edilmistir. Daha Onceden GenBank sistemine kaydedilen diinyadaki hem

cinslerine ait dizilerden bir veya birden ¢ok niikleotid ile farkli olan 17 haplotip dizisi

de GenBank’a kaydedilmistir. Erisim numaralar1 soyledir: (Erisim No (EN):
MN328343, MN328344, MN328345,

MN315504, MN315505,
MN328346, MN328347).

MN328342,

Cizelge 3. 5. Calismada bulunan haplotipler ve igerdigi 6rnekler

Haplotip Adi Ornek Ad1
Hapl ANK1
Hap2 ANK2 ANK5 ANK6 ORD2 ORD3 ORD14 ORD18 MER1 ADN3 ADN4 ADN7
Hap3 ANK3
Hap4 ANK4 ANK8
Haps ANK?
Hapé ANK9 ANK11
dap? ANK10 MER2
Haps ANK12
Hap9 ANK13 ADN2
Hap10 ORD1 ORD21 ORD23
Hap11 ORD4 ORD7 ORD17
Hap12 ORD5
Hap13 ORD6
Hap14 ORD11 ORD16
Hap15 ORD12 ORD24
Hap16 ORD13
Hap17 ORD15
Hap18 ORD19
Hap19 ORD20
Hap20 ORD22
Hap21 ORD25
Hap22 ORD26
Hap23 ORD27
Hap24 ADN1
Hap25 ADN5 ADNG6
Hap26 MERS3
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3.5. Morfometri Bulgulari

Fertilite muayenesi sonucu fertil oldugu belirlenen 16 Ornege ait
protoskolekslerin morfolojik olgtimleri (cengel sayisi, toplam uzunluklari ve
genislikleri ile cengellerin kilig uzunluklari) Sekil 3.8’de belirtilen sekilde 1s1k

mikroskop altinda yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.6° de verilmistir.

Sekil 3. 8. Protoskoleks ¢engellerinde 6l¢iimii yapilan morfolojik kriterler: a) total uzunluk b) genislik c) kilig
uzunlugu
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Cizelge 3. 6. Farkli genotipteki bazi fertil kistlerde bulunan protoskolekslere ait morfometri bulgular
(Ortalama+SH)

Parametre Gl G3 p

Cengel Sayisi 27,60+0,25 26,95+0,40 0,169

Biiyiik Cengel Total Uzunlugu(pum) 24,55+0,24 25 00+0,18 0,130
Biiyiik Cengel Genisligi (rum) 8,90+0,17 8,44+0,14 0,038*
Biiyiik Cengel Kilic Uzunlugu (nm) 13,85+0,22 14,12+0,19 0,364
Kiigiik Cengel Total Uzunlugu (nm) 19,53+0,12 19,37+0,12 0428
Kiigiik Cengel Genisligi (nm) 7,07+0,11 6,92:0,14 0,418
Kiiciik Cengel Kili¢c Uzunlugu (um) 10,37+0,19 10,25+0,16 0,644

*p<0,05

Elde edilen morfometri sonuglarma goére G1 ve G3 genotipine sahip
orneklerdeki ¢engel sayilari, biiylik ve kiigiik ¢cengellerin toplam uzunluklari, biiytik
ve kiiciikk cengellerin kili¢ uzunluklart ile kiigiikk c¢engel genisligi parametreleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0,05), biiyiikk ¢engel
genisligi parametresinde genotipler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

62



4. TARTISMA

Insanlarda asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 sonucu dliimlere, kasaplik hayvanlarda
ise biiyikk ekonomik kayiplara sebep olan Echinococcus granulosus’un metasestod
donemi olan kistik ekinokokkozis i¢in olusturulan epidemiyolojik haritalarda Tiirkiye
endemik bolge olarak gosterilmektedir (WHO, 2015). Bu enfeksiyon Tiirkiye’de
ozellikle yetistiricilerin yeterince bilinglendirilmemesine bagl olarak anti-paraziter
uygulamalarin yapilmadigi ya da yanlis uygulandigi, enfekte i¢ organlarin siiriilerin
basindaki kopeklere yedirilerek biyolojik siirecin insan eliyle devam ettirildigi Dogu
ve Giineydogu Anadolunun kirsal bolgeleri gibi bazi yorelerde % 90 oranlarinda

seyrettigi bildirilmektedir (Kurtpinar, 1956).

I¢ Anadolu Bélgesi’nde yapilan calismalarda kistik ekinokokkozisin % 3,4 —
58,6 arasinda degisen oranlarda goriildiigii bildirilmektedir (Aci6z ve ark., 2008;
Ozgelik ve Sayg1, 1990 ve Poyraz ve ark. 1990). Ankara’nin Kazan, Cubuk ve Akyurt
mezbahalarinda 1995 - 1997 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada (Oge ve ark., 1998),
iki yillik siire icerisinde 2484 koyun, 311 keci ve 1941 sigir kesim sonrasi muayene
edilmis, 178 koyun (% 5,9), 5 ke¢i (% 1,6) ve 185 (% 9,4) sigirin kist hidatid ile enfekte
olduklar bildirilmistir. Bu c¢aligmada ise yine iki yillik siire icerisinde Ankara’nin
Kazan ve Cubuk mezbahalarinda 390 koyun, 27 ke¢i ve 702 sigir kesim sonrasi
muayene edilmis, koyunlardan 9 (% 2,3), sigirlardan 35 (% 4,98) tanesinin kist hidatid
ile enfekte olduklari belirlenmistir. Kegilerde ise enfeksiyona rastlanmamustir. Iki
caligma arasinda gecen 20 yilda kistik ekinokokkozun hayvanlarda bulunma oraninin
gozle goriliir bigimde azaldig1 dikkat ¢cekmektedir. Bir mera enfeksiyonu olan Kistik
ekinokokkozisin, ozellikle yaslh hayvanlarda 1 yasin altinda kesime gonderilen
hayvanlara nazaran daha fazla goriilebilecegi goz oniinde bulunduruldugunda, bu
azalmanin sebeplerini, Tiirkiye’de son yillarda disi hayvan kesiminin devlet eliyle
yasaklanmasimnin ve Tllkedeki mera alanlarinin azalmasmin olusturabilecegi

diistiniilmektedir.
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Karadeniz Bolgesi’nde yapilan ¢aligmalarda kistik ekinokokkozisin % 21,1 —
37,5 arasinda degisen oranlarda goriildiigii bildirilmektedir (Celep ve ark., 1990;
Zeybek, 1973). Ordu’da (Karaman ve ark., 2015) 26117 sigir, 1791 koyun incelenmis,
sigirlarda % 4,4, koyunlarda % 6,36 oraninda enfeksiyon kaydedilmistir. Bu
calismada ise Ordu iline bagh Fatsa mezbahanesinde 24 sigir ve 102 koyun kesim
sonrasi muayene edilmis, sigirlarda enfeksiyona rastlanmazken koyunlarda enfeksiyon
orani % 48,03 olarak belirlenmistir. Bu calismada enfeksiyonun Ordu ilinde
koyunlarda bu denli yiiksek seviyede goriilmesinin, ayni mezbahanede kesimi yapilan
koyunlarin tiimiiniin ayni bolgeden getirilen tek bir siirii i¢erisinden olmas1 nedeniyle

meydana geldigi digiiniilmektedir.

Koyun-kegi yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigt Akdeniz Bolgesi Adana
ilinde yapilan ¢alismada (Caya, 2012) 600 koyun ve 341 ke¢i kesim sonras1 muayene
edilmis, koyunlarda kistik ekinokokkozis orani % 4,8, kecilerde % 8,2 olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise Adana’da 15 sigir, 300 koyun ve 120 ke¢i muayene
edilmis, kegilerde enfeksiyona rastlanmazken, 6 (% 40) sigir ile 10 (% 3,33) koyun
Kist hidatid ile enfekte bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada Akdeniz Bolgesinde daha
once ruminantlardan kistik ekinokokkozis bildirimi yapildigima dair kayda
rastlanmayan Mersin ilinden 30 si1g1r, 368 koyun ve 50 kegi kesim sirasinda kist hidatid
yoniinden muayene edilmistir. Yapilan incelemede, enfeksiyon orani sigirlarda %
23,33, koyunlarda ise % 0,81 olarak belirlenirken kecilerde enfeksiyona

rastlanilmamustir.

Son yillarda paraziter sus farkliliklarin ortaya konmasinda molekiiler
tekniklerin kullanimi, klasik yontemlerle yapilan morfoloji ve biyoloji ¢alismalarinin
yetersizliklerini avantaja ¢evirmis olup, genetik ¢esitliligi tam anlamiyla yansitmak
adina tercih edilir hale gelmistir. Gilinlimiizde yapilan molekiiler ¢aligmalarda genel
olarak niikleer gen yerine mitokondriyal gen bolgeleri kullanilmaktadir. Bunun sebebi
olarak niikleer genin her nesilde farkli rekombinasyon gostermesi, mtDNA’nin
homoplazmik olusu ve evrim hizinin niikleer DNA’ya gore 10-20 kat fazla olmasi
gosterilmektedir. Cogu kompleks organizmalarda, mitokondriyal kontrol bolgesi genel

olarak soyagaci iligkilerini ortaya c¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
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Echinococcus sp. filogenetik calismalar igin uygun olmayan yiiksek oranda
tekrarlayan diziler igermektedir (Nakao ve ark. 2007). Mt-cox1 bolgesi Echinococcus
cinsinde tiir i¢i ve tiirler arasindaki degiskenleri kisa sekanslarda bile ortaya
koyabilmesi ile tiim diinyada yapilan genotiplendirme calismalarinda yaygin olarak
tercih edilmektedir. Bu calismada Tiirkiye’deki genotiplendirme galismalarindan
farkli olarak mt-cox1 gen bolgesinin bir boliimii yerine, bu gen bolgesinin tamami
amplifiye ve analiz edilmistir. Eger bu arastirmada mt-cox1 gen bolgesinin kismi
analizi i¢in JB3 (5-TTTTTT GGGCATCCTGAGGTTTAT-3") ve JB4,5(5-
TAAAGAAAGAACATAATGAAA ATG-3") (Bowles ve ark., 1992) primerleri
kullanilarak bir haplotip analizi ¢alismasi yapilmis olsaydi, 47 dizinin kullanildigi
haplotip analizinde 12 farkli haplotip belirlenerek, haplotip cesitliligi 0,6364 olarak
tespit edilmis olacakti. Bunun yerine calismada anilan gen bdlgesinin tamami (1609
bp) analiz edildiginden dolayi; 26 farkli haplotip (Hap1-26) belirlenmis ve haplotip
cesitliligi 0,9371, niikleotid ¢esitliligi ise 0,00180 olarak belirlenmistir. Bu durum
aslinda birbirinden farkli olan 14 dizinin, aynm1 haplotipte oldugunu ve parazit i¢i
varyasyonun az oldugu yanilgisin1 dogurmaktadir. Bir 6ngorii olarak; bu izolatlara ait
daha biiyiik gen bolgelerinin ¢alisiimasi ile bu haplotip varyasyonu daha da artacagi
disiiniilmektedir. Ayrica ¢alismada yapilan hesaplamalarla elde edilen, ge¢miste
yasanmis olan seleksiyonlarin test edilmesinde kullanilan Tajima’nin nétralite test
degerinin, diger E.granulosus s.s cox1 gen bdlgesi ¢aligmalariyla (Boufana ve ark.,
2015, Jafari ve ark., 2018) uyumlu olarak negatif (-2,13376) oldugu da belirlenmistir.

Her haplotipten bir sekans dizisi alimarak GenBank’taki tiirdesleriyle
karsilastirildig1 bu arastirmada frekansi en yiiksek olan Hap2’nin italya, iran, Tunus,
Ermenistan ve Tirkiye’den elde edilen koyun izolatlariyla (EN: MG672280,
MG672239, MG672199, MG672156, KX020405, KU925403), yine Ankara’dan elde
edilen bir bagka s1g1r izolatinin Ermenistan’da bir insandan izole edilmis parazitle (EN:
KX020355) ayn1 haplotipi paylastig1 belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada Ordu ilinden
elde edilen 3 farkli koyun izolatinin Tiirkiye ve Iran’dan birer koyun ile
Ermenistan’dan bir sigir izolat1 ile ayni haplotipi paylastigi belirlenmistir (EN:
MG672190, KX020324, KU925369, JQ219963). Mersin ilinden elde edilen bir koyun
izolatmin ise Mogolistan’dan bir insan (EN: MG672255), Iran’dan bir koyun (EN:
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MG672231) ve bir insan (EN: JQ250810), Ermenistan’dan bir keci (EN: KX020377),
Tiirkiye’den bir koyun (EN: MG672198) ve bir sigir (EN: MG672188) izolatiyla ayni
haplotipi paylastig1r gorilmiistiir. Buna gore farkli cografyalardan izole edilmis
popiilasyonlarin ortak bir genetik yapiy1 paylasmasi, tek bir E. granulosus soyunun
diinya capinda yaygin dagilim gosterdigi ve evcil hayvan hareketlerinin ardindan bu
yaytlimin gerceklestigi kanaatine varilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda
parazitlerin evrimsel siirecte aralarindaki iliskinin dogru olarak analiz edilebilmesi
i¢in, parazitlerin tim genomik yapilarinin analiz edilmesinin daha yararli olacagi

distiniilmektedir.

Molekiiler biyoloji yontemlerinin Tirkiye’de de Helmintoloji alaninda
yayginlagmasiyla kist hidatidlerdeki sus farkliliklarimin ortaya konmasi ve bir
epidemiyolojik harita ¢ikarilmasinin temellerini atmak amaciyla Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde, Ardahan, Diyarbakir, Elazig, Erzurum, Malatya, Kars, Kilis,
Siirt; Ege Bolgesi’nde, Afyon, Izmir ve Manisa; I¢ Anadolu Bélgesi’nde Kirikkale ve
Yozgat; Karadeniz Bolgesi’nde, Samsun, Ordu ve Amasya; Trakya bolgesinde,
Tekirdag illerinde molekiiler genotiplendirme ¢alismalari yapilmis ve hakim genotipin
E.granulosus s.s.’ya ait G1-3 genotipleri oldugu bildirilmistir (Gokpinar ve ark.,
2017). Kistik ekinokokkozisin molekiiler tanisinin yapildigi bu arastirmada, parazitin
iki farkli mitokondriyal gen bodlgesine yonelik amplikonlarin DNA dizi analizleri
vasitasiyla Tirkiye’deki hem cinsleri ile olan farklilik ve benzerlikleri ortaya
konulmus, bu cografyada hakim olan genotiplerin 6nceki ¢alismalarla (Altintas ve
ark., 2013; Beyhan ve Umur, 2011; Budak-Yildiran ve ark., 2010; Gokpinar ve ark.,
2017; Simsek ve ark., 2010; Simsek ve ark., 2011; Utiik ve ark., 2008; Utiik ve ark.,
2012 ve Vural ve ark., 2008) paralel olarak E.granulosus sensu stricto’ya ait G1-3
oldugu belirlenmistir. Tirkiye’de yapilan diger calismalardan farkli olarak bu
caligmada elde edilen diziler G1-3 olarak kabul edilmeyip, G1 ya da G3 genotipine ait
olanlarin ayirt edilmesi amaciyla iki farkli gen bolgesi (cox1 ve nad5) ile analizleri
gerceklestirilmistir. Mt-cox1 gen bolgesine ait 1552 bp uzunlugundaki dizilere ait
hizalama sonucu G1 genotipine sahip oldugu belirlenen 6rneklerde 810. pozisyondaki
niikleotid C (sitozin) iken, G3 genotipine sahip drneklerde T (timin) oldugu, 1001. ve
1536. pozisyonlardaki niikleotidlerin G1 6rneklerinde T iken, G3 Orneklerinde C

66



olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu pozisyonlardaki degisiklikler literatiir bilgisi
(Parazitin tiim mitokondriyal genomunda hizalandiklar1 9863., 10054. ve 10589.
niikleotid pozisyonlar) ile paralellik gostermektedir (Kinkar ve ark., 2018). Ancak bu
calismada, bu pozisyonlardaki degisimler G1 ve G3 genotiplerinin birbirinden
ayrimini kesin olarak yapmak i¢in yeterli goriilmemis, ilave olarak teyiden nad5 gen
bolgesinin 759 bp’lik bdliimii amplifiye edilerek DNA dizi analizine gonderilmis ve
gelen sonuglardaki niikleotid degisimlerinin G1 ve G3 6rnekleri i¢in spesifik oldugu
belirlenmistir. Buna gére Mt-nad5 gen bolgesine ait dizisi elde edilen 6rneklerde 4,
27,281,369, 617 ve 626. niikleotid pozisyonlarindaki spesifik degisiklikler (Sekil 3.5)
literatiir (Kinkar ve ark., 2018) bilgisi (Parazitin tim mitokondriyal genomunda
hizalandiklar1 758, 781, 1035, 1123, 1371 ve 1380. niikleotid pozisyonlar1) ile

paralellik gdstermis ve bu orneklerin kesin olarak G3 oldugunu gostermislerdir.

Kistlerin igerdigi protoskolekslere iliskin morfolojik Ol¢limler ve molekiiler
yontemlerin karsilagtirilmasi ile ¢engel sayisinin, ¢engeller ve ¢engeller lizerindeki
belirli bolgelerin  uzunluklarimin genotipteki farkliliklarla iliskilendirilebilecegi
bildirilmistir (Ahmadi ve Dalimi, 2006; Harandi ve ark., 2002; Latif ve ark., 2010;
Tashani ve ark., 2002 ve Thompson ve ark., 2006). Genotiplerdeki bu farkliligin
parazitin konak se¢iminde, gelisiminde, antijenik ve patojenik oOzelliklerindeki
degisiklikleri belirledigi diisiiniilmektedir (Eckert ve Thompson, 1997). Farkl: orijinli
Kistlerden elde edilen protoskolekslere ait morfometri bulgularinin karsilastirildig
calismalarda (Ahmadi ve Dalimi, 2006; Almeida ve ark., 2007; Gholami ve ark., 2011,
Kumaratilake ve Thompson, 1984; Kumaratilake ve ark., 1986; Lymbery, 1998 ve
Tashani ve ark., 2002), genel olarak protoskolekslerin morfometrik degerliliklerinde
orijine bagl ayirt edici 6lgtim farkliliklarinin bulundugu bildirilmektedir. Bu galisma
stiresince fertil s1g1r izolat1 bulunamadigindan protoskoleks ¢engellerindeki morfolojik
kriterleri farkli konaklar1 karsilastirma olanagi bulunamamistir. Bunun yaninda koyun
izolatlar1 lizerinde yapilan degerlendirmelerde, ¢gengel sayilari, biiylik ve kiigiik cengel
uzunluklari ile kili¢ uzunluklar1 6nceki ¢alismalar (Ahmadi ve Dalimi, 2006; Gholami
ve ark., 2011; Tashani ve ark., 2002 ve Y1ldiz ve Giircan, 2009) ile benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Genotip (G1, G3) / fenotip (protoskoloks c¢engelleri morfometrik

Olcim bulgular1) arasindaki iliski incelendiginde c¢engel sayilari, biiyiik ve kiigiik
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¢engellerin toplam uzunluklari, biiyiik ve kiiciik ¢engellerin kili¢ uzunluklari ile kiigiik
cengel genisligi parametreleri bakimindan daha onceki ¢aligmalarla (Latif ve ark.,
2010) uyumlu bir sekilde iki popiilasyon arasinda anlamli bir fark bulunamazken,
yapilan istatistiki degerlendirmede biiyiik ¢engel genisligi parametresi bakimindan

elde edilen farkliligin G1, G3 genotipleri i¢in anlamli oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’de hem halk sagligimi tehdit eden hem de hayvancilik ekonomisine
biiyiikk zarar veren kistik ekinokokkozise karsi etkin tedavi, koruma ve kontrol
programlarinin olusturulabilmesi i¢in enfeksiyonun tilkemizde farkli cografyalardaki
farkli hayvan tiirlerinde yaygmligi ve bu cografyalardaki hakim genotiplerin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu sebeple gegcmiste yapilan epidemiyoloji ¢aligmalarinin
yan1 sira molekiiler alandaki gelismelerle dogru orantili olarak parazitin genetik
yapistyla ilgili bilgileri de i¢eren giincel bir epidemiyolojik harita ¢ikarilmasi ihtiyaci

bulunmaktadir.

Bu ¢aligmada Tiirkiye nin {i¢ farkli cografik bolgesinde bulunan Ankara (ig
Anadolu), Ordu (Karadeniz), Mersin ve Adana (Akdeniz Bolgesi) illerinde
mezbahalarda yapilan kontroller sonrasinda, ruminantlarda kistik ekinokokkozisin
yayginhigi tespit edilerek enfeksiyonun anilan bolgelerde varligini devam ettirdigi

belirlenmistir.

Kistik ekinokokkozisin iilkemizdeki genetik varyasyonlarinin arastiriimasi
amactyla farkli sehirlerde, farkli konaklarda yapilan genotiplendirme ¢aligmalarinda
E.granulosus mt-cox1 gen boélgesinin yalnizca parsiyal olarak calisildigi ve bu
baglamda genetik farkliliklar ve genotiplendirme c¢alismalarinin kisith  kaldigi
goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasina 6zgiinliiglinli veren en dnemli unsur; mt-cox1 gen
bolgesinin parsiyal olarak degil, parazitin genetik yapisinin daha iyi anlagilabilmesi
icin anilan bolgenin tamamina ait (1609 bp) genotiplendirme ve filogenetik analiz
calismalarinin  yapilmig olmasidir. Calismada E.granulosus s.s.’yu olusturan
genotiplerin (G1-G3) mt-nad5 gen bolgesindeki dizilimlerine gore birbirlerinden kesin
olarak ayirt edilebilmesi amaciyla blastlama sonucu G1-3 kiimesi igerisinde yer alan
orneklerden, mt-nadS yoniinden sekans analizine gonderilen 9 6rnegin G3 genotipine
sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda sonug olarak; KE

caligmalarinda mt-cox1 gen bolgesi yani sira mt-nad5 gen boélgesinin de kombine
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edilerek molekiiler verilerin desteklenmesinin genotiplerin kesin ayrimlarinin
yapilmasi bakimindan gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Ekinokokkozis’in sus ayriminda daha onceleri morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerden faydalanilirken, molekiiler yontemlerin giiniimiizde etkin ve yaygin
kullanilmasiyla beraber bu verilerin parazitlerin genetik yapilartyla da
karsilastirilabilecegi gerceginden hareketle, bu ¢alismada farkli cografik bolgelerden
elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi yapildig1 gibi, fertil Orneklere ait
protoskolekslerin morfolojik 6l¢iimleri de yapilarak genotip ve fenotip arasindaki
iliski incelenmistir. Tiirkiye’de ilk kez kistik ekinokokkozisin morfolojik ve molekiiler
yapisinin birlikte degerlendirildigi bu ¢alismada protoskolekslerdeki biiyiikk ¢engel
genisliginin istatistiki oneme sahip farkliliklar icerdigi ortaya koyulmustur.

Kistik ekinokokkozis’in halk sagligi ve hayvancilik ekonomisine verdigi
zararlar1 en aza indirmek ve hatta bu enfeksiyonu eradike etmek i¢cin mevcut durumun
tiim tilkede net olarak ortaya konulabilmesi amaciyla, enfeksiyon varligi ve yayginligi
heniiz ortaya konulmamis olan sehirlerde de enfeksiyon taramasi yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Tek tip/Tek saglik konseptine yonelik olarak bu tip zoonoz enfeksiyonlarin
eradikasyonu i¢in; hastaliklarin hayvansal orjjinlerindeki zincirin kirilmasi daha
gecerli bir yol olarak goriilmektedir. Ulkemizde ileride gerceklestirilebilecek as
kullaniml1 kontrol ve miicadele programlarinda; G1 ve G3 genotiplerinin varlig1 ve

yayginliginin géz oniinde tutulmasi 6nerilmektedir.

Eradikasyon programlarmin olusturulmasinda halkin bilinglendirilmesinin
Oonemi kadar, parazitin genetik yapisinin da tam olarak anlasilabilmesi gerekmektedir.
Oneri olarak; farkli hayvan tiirlerinden 6rneklem yapilarak biyolojik gesitliligin
arttirtlmasi ve parazitin tlim genomunun arastirilmasi énem arz etmektedir. Boylece
yakin gelecekte gen manipiilasyonlarinin yapilabilecegi, immunizasyondan sorumlu

uygun gen bdlgelerinin Ozelliklerinin aydinlatilmasi ile belirlenen bdlgelerden
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tiretilecek ve geneli temsil edebilecek rekombinant proteinlerle tam bagisikliga

yonelik adimlar atilabilecegi diisiiniilmektedir.

OZET

Ruminantlardaki Kist Hidatidlerin  Molekiiler  Genotiplendirilmesi  ve

Protoskolekslerinin Morfolojik Yapilarimin Karsilastirilmasi

Kistik ekinokokkozis diinyadaki gida kaynakli paraziter enfeksiyonlar listesinde ikinci
sirada yer alan zoonotik karaktere sahip bir enfeksiyondur. Bu ¢alismada Tiirkiye’nin ii¢ farkl
cografik bolgesinde toplam doért sehirde (Ankara, Ordu, Mersin, Adana) bulunan
mezbahaneler belirli araliklarla ziyaret edilmis ve kistik ekinokokkozis orani belirlenmistir.
Elde edilen Kistlerin fertilite durumlar1 belirlenmis, mt-cox1 ve mt-nad5 bolgeleri kullanilarak
fertil kistlere ait molekiiler genotiplendirme galismalar1 yapilmstir. Kistlere ait DNA dizinleri
kendi aralarinda haplotip analizine tabi tutulmus ve aralarindaki niikleotid farkliliklart
belirlenmistir. Ayrica fertil Kistlerde bulunan protoskolekslerdeki belirli morfolojik kriterler
Olciilerek genotiplerle arasindaki baglant1 analiz edilmistir.

Calisma sonucunda enfeksiyonun anilan bolgelerde varligini devam ettirdigi
belirlenmistir. Ankara, Mersin ve Adana’da sigirlarda kistik ekinokokkozis oranlar sirasiyla
% 4,98, % 23,33 ve % 40 olarak belirlenmisken, Ordu’da sigirlarda enfeksiyona
rastlanmamistir. Koyunlarda ise Ankara, Ordu, Mersin ve Adana illerinde enfeksiyon orani
strastyla % 2,30, % 48,03, % 0,81 ve % 3,33 olarak belirlenmistir. Muayenesi yapilan keci ve
mandalarda enfeksiyon bulunmamstir.

Genotiplendirme ¢aligmalarinde ise Tiirkiye’de ilk defa mt-cox1 bolgesi kismi olarak
degil biitiin olarak ele alinmig, aym1 zamanda G1 ve G3 genotipleri iki farkli gen bolgesi
iizerinde caligilarak birbirinden kesin olarak ayrilmigtir. Sonug olarak; Ankara’da G1 genotipi
yaygmhgt sigirlarda % 66,6, koyunlarda % 60 olarak belirlenirken bu oran Ordu’da
koyunlarda % 88,46, Mersin’de sigirlarda % 100, koyunlarda % 50, Adana’da koyunlarda %
42,85 olarak belirlenmistir. G3 genotipinin yayginlig1 ise Ankara’da sigirlarda % 33,3,
koyunlarda % 40, Ordu’da koyunlarda % 11,53, Mersin’de koyunlarda % 50, Adana’da
koyunlarda % 57,14 olarak belirlenmistir.

Elde edilen morfometri bulgulari ile genotipler arasindaki iligki incelendiginde, G1 ve
G3 genotipine sahip Orneklerdeki g¢engel sayilari, biiyiikk ve kiiciik cengellerin toplam
uzunluklari, biiylik ve kiigiik cengellerin kilic uzunluklan ile kiiciik cengel genisligi
parametreleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, bilyiik ¢cengel genisligi
parametresinde genotipler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Genotiplendirme, Haplotip analizi, Kistik ekinokokkozis, Mt-cox1, Mt-
nads.
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SUMMARY

Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and Comparison of

Genotypes and Morphological Structures of Protoscoleces

Cystic echinococcosis is a zoonotic and the second most common foodborne parasitic
infection in the world. In this study, slaughterhouses in four cities from three different
geographical regions of Turkey (Ankara, Ordu, Mersin, Adana) were periodically visited and
cystic echinococcosis ratio was determined. Fertility status of the obtained cysts were
evaluated and two gene regions (mt-cox1, mt-nad5) were used for molecular characterization.
In addition, the DNA sequences of the cysts were subjected to haplotype analysis and
nucleotide differences were determined. In addition to this the relationship between genotypes
and morphometry results was analyzed by measuring certain morphological criteria in
protoscoleces in the fertile cysts.

As a result of the epidemiological findings, it was determined that the infection
persisted in these regions. Cystic echinococcosis rates in cattle in Ankara, Mersin and Adana
were determined as 4.98 %, 23.33 % and 40 %, respectively, but no infection was observed in
Ordu. In sheep, the infection rate in Ankara, Ordu, Mersin and Adana provinces was
determined as 2.30 %, 48.03 %, 0.81 % and 3.33 %, respectively. No infection was found in
the goats and buffaloes examined.

In this study, mt-cox1 gene region was evaluated completely not as partial and also
G1-G3 genotypes were completely separated from each other by using two gene regions for
the first time in Turkey. As a result of genotyping findings, the prevalence of G1 were found
as 66 % and 60 %, prevalance of G3 were 33.3 % and 40 % for cattle and sheep, respectively
in Ankara. In Ordu, Mersin and Adana, the prevalance of G1were found as 88.46 %, 50 % and
42.85, the prevalance of G3 were 11.53 %, 50 %, 57.14 % in sheep, respectively.

According to the obtained genotype and morphometry results, the differences between
genotypes and the number of hooks, total lengths of large and small hooks, blade lengths of

large and small hooks and small hook width parameters were not found statistically significant,
but in large hook width parameter was found statistically significant.

Key Words: Cystic echinococcosis, Genotyping, Haplotype analysis, Mt-cox1, Mt-nad5
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Ek-2. Caligmada belirlenen ve GenBank’a girisi yapilan farkli haplotiplere ait mt-cox1 DNA dizileri

ve ozellikleri

LOCUS  MN315504 1552bp DNA linear INV 12-SEP-2019
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ank3 cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION MN315504
VERSION  MN315504
KEYWORDS
SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.
TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (09-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ank3"
/host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
/collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"
CDS 1.>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
/protein_id="QEP28112"
ftranslation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISITV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"
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ORIGIN
1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg

61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt
121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg
181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggogg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttaa gtgcttgact tttgattcct tcgttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgecgttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt taccttgect
601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgttc tgettttttt
661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgc gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgtt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacy tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgcat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg

I

LOCUS  MN315505 1552 bp DNA linear INV 12-SEP-2019

DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ank1 cytochrome ¢ oxidase

subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.

ACCESSION MN315505

VERSION MN315505

KEYWORDS

SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus

ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)

AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.

TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)

AUTHORS Cengiz,G.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (09-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of

Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ank1"
/host="cattle"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
[collected_by="Gorkem Cengiz"
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/note="genotype: G3"
CDS 1..>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome c oxidase subunit 1"
/protein_id="QEP28113"
[translation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFESIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNA
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"
ORIGIN
1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt
121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg
181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggggg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttga gtgcttgact tttgattcct tcgttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgeegttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggty ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgect
601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgttc tgcttttttt
661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggcataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgc gtttgggttt tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ctagtgatce ggttttgtga
1021 tgggttgttt ctittatagt gttgtttacg tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctea ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgcat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagtgtgg attatactta tg
1

LOCUS  MN328342 1552bp DNA linear INV 12-SEP-2019

DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ank5 cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.

ACCESSION MN328342

VERSION MN328342

KEYWORDS

SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus

ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)

AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.

TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
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AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of

Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey

COMMENT  ##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
#tAssembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ank5"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
[collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"

CDS 1..>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
/protein_id="QEP29246"
/translation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCVYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"

ORIGIN

I

1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg tataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt

121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg

181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggogg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttga gtgcttgact tttgattcct tcgttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgecgttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct

601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgtte tgcttttttt

661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgc gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggty
961 tttacttggt tgtatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacq tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcectttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgeat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcgttt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg

LOCUS MN328343 1552 bp DNA linear INV 12-SEP-2019
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ord5 cytochrome c oxidase
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subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION MN328343
VERSION MN328343
KEYWORDS
SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.
TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ord5"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
/collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"
CDS 1..>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
[/protein_id="QEP29247"
ftranslation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"
ORIGIN
1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt
121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg
181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggogg
241 tttgggaatt atttattgec tttgttaggt gggttgtcty atttgaattt accgegttty
301 aatgctttga gtgcettgact titgattect tegttggtt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgeegttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct
601 gttttggcty cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgtte tgcttttttt
661 gatccgttag gtggtggcga tectatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggecat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga titggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
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781 attagtgcta attttgatge gtttgggttc tacgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacq tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcectttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgeat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg
I
LOCUS  MN328344 1552bp DNA linear INV 12-SEP-2019
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ord11 cytochrome c oxidase
subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION MN328344
VERSION MN328344
KEYWORDS
SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.
TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ord11"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
/collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"
CDS 1.>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
[Iprotein_id="QEP29248"
[translation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDVFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISITV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
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INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHSDYFC
YPYSVDYTY"
ORIGIN

1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt

121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg

181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggggg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttga gtgcttgact tttgattcct tcgttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgecgttgt cetcgtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtctc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct

601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgtte tgcttttttt

661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgt gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacq tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgeat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagccctgta
1501 gcttgtcata gtgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg

I

LOCUS  MNB328345 1552bp DNA linear INV 12-SEP-2019

DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ord19 cytochrome c oxidase
subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.

ACCESSION MN328345

VERSION MN328345

KEYWORDS

SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus

ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)

AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.

TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)

AUTHORS Cengiz,G.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey

COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ord19"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"



/country="Turkey"
/collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"
CDS 1..>1552
/codon_start=1
[trans|_table=9
/product="cytochrome c oxidase subunit 1"
/protein_id="QEP29249"
Jtranslation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDVFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFVSAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHSDYFC
YPYSVDYTY"
ORIGIN
1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt
121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg
181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggggg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttga gtgettgact tttgattect tegttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgeegttgt cetegtegta titttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctegt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct
601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgttc tgcttttttt
661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgt gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatce ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacy titgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgcat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 gtatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagccctgta
1501 gcttgtcata gtgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg
1l
LOCUS  MN328346 1552 bp DNA linear INV 12-SEP-2019
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ord20 cytochrome c oxidase
subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION MN328346
VERSION MN328346
KEYWORDS
SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.
TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
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AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of

Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey

COMMENT  ##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
#tAssembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ord20"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
[collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"

CDS 1..>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
[protein_id="QEP29250"
/translation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"

ORIGIN

I

1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataagcg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt

121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg

181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggggg
241 tttgggaatt atttattgcc tttgttaggt gggttgtctg atttgaattt accgegtttg
301 aatgctttga gtgcttgact tttgattcct tcgttggttt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgecgttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct

601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgttc tgcttttttt

661 gatccgttag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga tttggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
781 attagtgcta attttgatgc gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcccactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacq tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgeat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg

LOCUS MN328347 1552 bp DNA linear INV 12-SEP-2019
DEFINITION Echinococcus granulosus isolate TR-Ord26 cytochrome c oxidase
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subunit 1 gene, partial cds; mitochondrial.
ACCESSION MN328347
VERSION MN328347
KEYWORDS
SOURCE  mitochondrion Echinococcus granulosus
ORGANISM Echinococcus granulosus
Eukaryota; Metazoa; Platyhelminthes; Cestoda; Eucestoda;
Cyclophyllidea; Taeniidae; Echinococcus; Echinococcus granulosus
group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G. and Gonenc,B.
TITLE Molecular Characterization of Hydatid Cysts in Ruminants and
Comparison of Genotypes and Morphological Structures of
Protoscoleces
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1552)
AUTHORS Cengiz,G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-AUG-2019) Parasitology, Ankara University, Faculty of
Veterinary Medicine, Ankara 06110, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1552
/organism="Echinococcus granulosus"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
fisolate="TR-Ord26"
/host="sheep"
/db_xref="taxon:6210"
/dev_stage="metacestode"
/country="Turkey"
/collected_by="Gorkem Cengiz"
/note="genotype: G1"
CDS 1..>1552
/codon_start=1
[transl_table=9
/product="cytochrome ¢ oxidase subunit 1"
/protein_id="QEP29251"
ftranslation="MSVVWLGSWVFTLDHKRIGVIYSLLGIWSGFVGLSFSLLIRVNF
LEPYYNVIPLDCYNFLVTNHGIIMIFFFLMPILIGGFGNYLLPLLGGLSDLNLPRLNA
LSAWLLIPSLVFLLVSMCLGAGVGWTFYPPLSSSYFSSSCGVDFLMFSLHLAGVSSVF
SSINFICTLYSVFMTNVFSRTSIVLWSYLFTSVLLLVTLPVLAAAITMLLFDRNFCSA
FFDPLGGGDPILFQHMFWFFGHPEVYVLILPGFGIISHICLSISANFDAFGFYGLLFA
MFSIVCLGSSVWGHHMFTVGLDVKTAVFFSSVTMIIGVPTGIKVFTWLYMLLNSSVNV
SDPVLWWVVSFIVLFTFGGVTGIVLSACVLDNILHDTWFVVAHFHYVMSLGSYISIIV
MFIWWWPLITGLSLNKCLLQCQCIISNVGFNLCFFPMHYFGLCGLPRRVCIYEYSYNW
INVVCTVGSFISAFSGCFFVFILWESIVSKNEVLGSYNSSGLVDCLMSPVACHNDYFC
YPYSVDYTY"
ORIGIN
1 atgagagtgg tgtgattagg tagatgggtg tttactttag atcataageg cataggtgtg
61 atttatagtt tattgggtat atgatctggt tttgtgggtt tgagatttag tttgttgatt
121 cgtgttaatt ttttggagcc ttattataat gttatacctt tggattgtta taattttttg
181 gttacaaacc atggtataat aatgattttt tttttcttga tgcctatatt gattgggggg
241 tttgggaatt atttattgec tttgttaggt gggttgtcty atttgaattt accgegttty
301 aatgctttga gtgcettgact titgattect tegttggtt ttttgttggt tagtatgtgt
361 ttaggggctg gtgttggttg gacattttat ccgecgttgt cctegtegta tttttctagt
421 agttgtggtg ttgatttttt gatgttttct ctgcatttgg ctggtgtttc aagtgttttt
481 agttctatta aatttatttg tactctatat agggttttta tgaccaaagt gttttctcgt
541 acttctatag ttctttggtc atatttattt acttctgttt tgttattggt tacgttgcct
601 gttttggctg cggctattac tatgctttta ttcgatcgta atttttgtte tgcttttttt
661 gatccattag gtggtggtga tcctatttta tttcaacata tgttttggtt ttttggccat
721 cctgaggttt atgtgttgat tttgcctgga titggtataa ttagtcatat ttgtttgagt
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I

781 attagtgcta attttgatgc gtttgggttc tatgggttgt tgtttgctat gttttctata
841 gtgtgtttgg gtagcagggt ttggggtcat catatgttta ctgttgggtt ggatgtgaag
901 acggctgttt tttttagctc tgttactatg attatagggg ttcctactgg tataaaggtg
961 tttacttggt tatatatgtt gttgaattcg agtgttaatg ttagtgatcc ggttttgtga
1021 tgggttgttt cttttatagt gttgtttacg tttgggggag ttacgggtat agttttgtct
1081 gcttgtgtgt tagataatat tttgcatgat acttggtttg tggtggctca ttttcattat
1141 gttatgtcgt taggttctta tataaggatt attgttatgt ttatttggtg atggcctttg
1201 attactggtt tgagattgaa taagtgttta ttgcaatgtc agtgtattat ctctaatgtt
1261 gggtttaatc tttgtttttt tcctatgeat tattttggtt tgtgtggttt gccgegtegt
1321 gtgtgcattt atgaatatag gtataattgg ataaatgtgg tgtgtactgt tggttctttt
1381 atatctgctt ttagtggatg tttttttgtg tttattttgt gggagtctat tgttagtaag
1441 aatgaggttt tgggttcgta taaatcttct ggtttagtgg attgtttgat gagtcctgta
1501 gcttgtcata atgattattt ttgttatccg tatagcgtgg attatactta tg
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