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Ozet

Bu calismada, koyunlardan elde edilen Echinococcus granulosusun molekiler karakterizasyonunu belirlemek amaclandi.
Bunun icin enfekte koyunlarin degisik organlarindan elde edilen 24 adet kist hidatit’e ait germinal membran ve protoskoleks
orneklerinden DNA izolasyonu yapildi ve daha sonra DNA 6rnekleri 16 primer kullanilarak RAPD-PCR metodu ile tarandi.
Echinococcus granulosus G1 susu referans materyali olarak kullanildi. Kullanilan 16 primerden 4’0 (AP2, AP4, OPB12 ve GO5)
koyun izolatlari ve referans G1susunun her ikisinde de tipik RAPD band kaliplar verdi. AP2 primeri ile olusan 250 baz ciftlik tek
bant koyun izolatlari ve G1 susunun her ikisinde de ortakti. Sonuclar bu calismada érneklenen koyun izolatlarinin hepsinin ayni
Echinococcus granulosus susu olacagina isaret etmektedir.

Anahtar sézciikler: Echinococcus granulosus, Hidatit kist, Polimorfizm, RAPD-PCR

The Molecular Characterization of Echinococcus granulosus Isolates
from Sheep in Kirikkale Region

Summary

In present study, it was aimed to determine molecular characterization of Echinococcus granulosus obtained from sheep. For this
purpose, DNA isolation was done from germinal membrans and protoscolices of 24 hydatic cyst samples obtained from different
organs of infected sheep and then DNA samples were scanned by RAPD-PCR using 16 primers. Echinococcus granulosus G1 strain
was used as reference material. Only 4 of these 16 primers (AP2, AP4, OPB12 and GOS) gave the typical RAPD band patterns in both
sheep isolates and the reference G1 strain. The single band of 250 bp occurred by AP2 primer was common in both sheep isolates
and Gistrain According to result, AP2 primer can be successfully used for separation of G1 strain in different isolates. The results
indicated that all sheep isolates sampled in this study can be assumed in the same Echinococcus granulosus strain.
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GIRIS

Echinococcus granulosus képeklerin ince bagirsak-
larinda yasayan zoonoz bir sestottur. Bu parazitin larva
formu olan hidatit kist koyun, keci, sigir ve insanin da
arasinda bulundugu pek ¢ok canlida bulunmakta ve
sekillendirdigi hastaliga kistik ekinokokkozis adi veril-
mektedir **. WHO, sosyo-ekonomik éneminden dolayi
bu hastaligl tim diinyayi ilgilendiren zoonoz bir hastalk
olarak tanimlamaktadir *.

Akdeniz Ulkeleri ile Ortadogu’da oldukga yaygin olan

kistik ekinokokkozis tlkemizde koyun, kegi ve sigirlarda
degisen oranlarda yayginlk gostermektedir **. Eriskin
parazitin kopeklerde yayginligi ise %0.32-40.5 oranin-
dadir ***. Turkiye'de kistik ekinokokkozise her 100.000
insanda 0.87-6.6 oraninda rastlanmaktadir **.

Hidatit kistlerin fertilitesi hastaligin epidemiyoloji-
sindeki dnemli faktorlerden biridir. Fertilite, arakonagin
tlrline, parazitin genotipine ve cografik farkhliklara bagli
degismektedir. Echinococcus granulosus’un koyun susu
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sigir ve domuzlarda genellikle steril, koyunlarda ise
neredeyse tamami fertil kistler olusturmaktadir *.

Echinococcus granulosus’un pek ¢ok intraspesifik susa
sahip oldugu belirlenmistir **’. Bu suslar arasinda yasam
¢emberi konak 6zgullugl, gelisim hizi, patojenite,
antijenite ve kemoterapdtiklere duyarlik ile bulasma
dinamikleri arasinda farklilik bulunmaktadir. Parazitin
epidemiyolojisinin anlasilmasinda ve etkili bicimde
miicadelesinde susun belirlenmesi dnemli olmaktadir **.

Echinococcus suslarinin belirlenmesine yonelik ilk
¢alismalarda arakonak tercihindeki farkliliklar ve morfo-
loji esas alinmistir ***°. Daha sonralari parazitin in vivo ve
in vitro gelisimi, serotipi, kimyasal yapisi, metabolizmasi,
enzim elektroforez ve DNA analizi sus belirlenmesinde
kullanilmistir *?. Bugline dek nikleer ve mitokondriyal
genom c¢alismalari sonucunda Echinococcus granulosus’un
on genotipi saptanmistir (G1-10) *¥’. Dlnya Uzerinde bazi
Ulkelerde yapilan gcalismalarda bu genotiplerden en yay-
gininin G1 genotipi oldugu belirlenmistir. Ayrica insani
enfekte eden genotipin de genellikle G1 oldugu, diger
genotiplerle insanin nadiren enfekte oldugu hatta bazi
genotiplerle hi¢ insan enfeksiyonu saptanamadigi bil-
dirilmistir +*%*,

Parazitin tiir ve sus identifikasyonu analizlerinde DNA
temelli yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yon-
temlerden biri olan RAPD-PCR; genomik DNA'nin istege
bagl olarak sec¢ilmis niikleotid dizisinin tek bir oligo-
nikleotid primeri kullanilarak amplifiye edilmesine daya-
nan bir polimorfizm inceleme yontemidir. Teknigin dnemli
ozelliklerinde biri uygun primerlerin sentezi igin dizi bil-
gisinin 6nceden bilinmesinin gerekmemesidir. Bu teknik
konaga ait kontaminasyon olsa bile Echinococcus tiir ve
suslarinin ayirt edilmesinde etkin sekilde kullanilabilir *.
RAPD-PCR’da genelikle 9-10 bazlik kisa primerler ter-
cih edilmektedir. Suslar arasinda primerlerin baglanma
yerlerinde gerceklesmis olan mutasyonlar band poli-
morfizminin ortaya ¢itkmasina neden olmaktadir.
Amplifikasyon sonucu jelde gozlenen her bir izolata ait
bantlar karsilastirilarak ayni bant profili gésteren izo-
latlar epidemiyolojik olarak iliskili olarak yorumlan-
maktadir 2%,

Ulkemizde 6nemli ekonomik kayip olusturan kistik
ekinokokkozis ile ilgili hazirlanan epidemiyolojik hari-
talarda Tirkiye endemik bolge olarak gosterilmektedir *.
Bu c¢alismada koyunlardaki kist hidatitlerden elde
eden germinal membranlardan DNA izolasyonu ve
amplifikasyonu yapilarak kistik ekinokokkozis olusturan
Echinococcus granulosus izolatlarinin molekiler karak-
terinin RAPD-PCR teknigi kullanilarak belirlenmesi amacg-
lanmistir.

MATERYAL ve METOT

DNA’nin Ekstraksiyon Asamasi

Koyunlardan hidatit materyalin toplanmasi amaciyla
Kirikkale Mezbahasina gidilmis ve kist hidatit bulunan
organlar Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne
soguk zincirde getirilmistir. Toplam 24 kist hidatit top-
lanmistir. Laboratuarda hidatit kistlerin germinal memb-
ranlari ve protoskoleksleri ayrilarak steril kaplara alin-
mistir. Kist materyalleri birbiri ile karistirlmamis ve her
bir 6rnek bir izolat olarak degerlendirilmistir. Germinal
membranlar ¢ kez PBS ile yikandiktan sonra DNA izo-
lasyonu Dneasy® Blood&Tissue (Qiagen) kiti ile gercek-
lestirilmistir. Elde edilen DNA o6rnekleri daha sonra -
20°C’de saklanmustir.

Primer Se¢imi

Bu g¢alismada kullanilan primerlerin (sentetik oligo-
niikleotitlerin) seciminde guanin ve sitozin bazlarinin
toplaminin, toplam baz sayisina oranin %50 ile %80 ara-
sinda olmasi, primerlerin 10 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi
ve primerlerin birbirinin tamamlayicisi olmamasi gibi
bazi hususlara dikkat edilmistir. Operon Technology®den
16 adet primer segilmis olup bu primerlerin baz dizileri
ve guanin-sitozin oranlari Tablo 1'de verilmistir. Elde
edilen sonugclarin givenilirligi bakimindan daha 6nce
sekanslanarak G1 susu oldugu dogrulanmis 6rnek de
denemelerde referans olarak kullanilmistir .

PCR Kosullarinin Optimizasyonu

Optimizasyon sonucunda PCR karisiminda 0.4 uM
olacak sekilde: Tag polimeraz (500 u/ul stok ¢ozeltiden)
0.2 u/pl, 10X reaksiyon ¢ozeltisi ticari stoktan (10 mM
Tris, %0.1 Triton X- 100, sigir serum alblmini), MgCl2
¢Ozeltisi (25 mM stok) 2.5-3 mM, dNTP (10 mM stok)
1.25 mM, primerler 100 ng/ul yogunlugunda steril
distile su ile sulandirilarak kullanilmistir. Hazirlanan
karisim 0.2 ml’'lik ependorf tiiplerine esit olarak dagitil-
diktan sonra tiplere her bireye ait genomik DNA or-
nekleri konulmus ve tiipler PCR 1si diizenleme cihazina
(Thermocycler, Thermo Hybaid®) yerlestirilmistir. PCR
cihazina yerlestirilen DNA ipliklerin birbirinden ayrilmasi
(denatiirasyon) icin 94°C, primerlerin DNA zincirinde
uygun bolgelere baglanmasi (annealing) icin 35°C, zin-
cirin uzamasi (elongation) icin 72°C sicaklik uygulanmis-
tir (bir dongu). Toplam 35 d6éngli uygulandiktan sonra
sentez isleminin tamamlanabilmesi icin 72°C’de 10 dak
bekletilmistir. Bu ¢alismada RAPD-PCR islemi her 6rnek
icin en az 2 kez tekrarlanmstir.

Agaroz Jel Elektroforezi

Elektrolit ¢ozeltisi olarak TBE (Tris-Borat-EDTA) kul-



Tablo 1. Primerlerin baz dizileri ve guanin-sitosin (G-C) orant

Table 1. Primer base compositions and guanine-cytosine (G-C)
ratio

Primer Primer Dizileri (5'---3") G-C (%)
AP1 GTGACGTAGG 60
AP2 TGCCGAGCTG 70
AP3 GTGGTGGTGG 70
AP4 TCACGCTGCA 60
OPB4 GGACTGGAGT 60
OPB7 GGTGACGCAG 70
OPB12 CCTTGACGCA 60
OBP13 TTCCCCCGCT 70
OPGO5 CTGAGACGGA 70
OPG16 AGCGTCCTCC 60
OPL12 GGGCGGTACT 70
OPMO02 ACAACGCCTC 70
OPMO04 GGCGGTTGTC 60
OPM12 GGGACGTTGG 70
OPN18 GGTGAGGTCA 70
OPO13 GTCAGAGTCC 60

lanilmistir. Konsantre olarak hazirlanan (54 g Tris, 27.5 g
Borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA) ¢ozelti 10 kati distile su ile
sulandirilmistir. Her uygulama igin 150 ml 10X TBE kul-
lanilmistir. Hazirlanan jel 50-60°C sicakliga kadar sogu-
tulduktan sonra taraklari takilmis olan jel tepsisine do-
kilmus, katilastiktan sonra tankin icine 1X TBE ¢Ozeltisi
eklenmistir. PCR Uriinleri kuyucuklara yiiklenmeden 6nce
yiikleme boyasi ile boyanmistir. Ornekler 5 Volt/cm’de 2
saat ylrGtalda.

RAPD Bantlarinin Gézlenmesi ve
Verilerin Kaydedilmesi

Calismada sekillenen RAPD bantlari UV goriintiileme
sehpasi Gzerinde gézlenmistir. Bu bantlarin uzunluklarini
tespit etmek icin 100 bg (MBI Fermentas® SM0321) ve 1
kb (MBI Fermentas® SM0311) DNA olcegi kullaniimstir.
Gozlenen RAPD bantlari Polaroid® (DS-34) fotograf
makinesi ile yesil lens kullanilarak siyah-beyaz olarak
gorintilenmistir.

Sekil 1. Koyun koékenli Echinococcus
granulosus izolatlarinin AP3 primeri
ile cogaltilmis agaroz jel elektro-
forez (%1,7'lik) RAPD bantlari (sagda
100 bg DNA 6lcedi)

Fig 1. Agarose gel electrophoresis
(1.7%) of RAPD-PCR products using
AP3 primer in E.granulosus isolates
from sheep (right line is 100 bp
DNA marker)
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Verilerin istatistiksel Analizi

Elde edilen veriler POPGENE Software (versiyon 1.31
Microsoft Window-based Freeware for Population
Genetic Analysis) istatistik paket programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Mevcut olan bantlar icin”1” olarak,
mevcut olmayan bantlar icin “0” yazilarak veri tablosu
olusturulmustur.

BULGULAR

Butiin 6rnekler daha dnce belirlenmis olan 16 primer
ile taranmis, kullanilan primerlerin 7’sinin tim izolat-
larda RAPD bantlari sekillendirdigi gézlenmistir. Tablo
2’de bu primerlerin adlari ve gézlenen RAPD bantlarinin
yaklasik olarak biydklikleri verilmistir. Kullanilan pri-
merlere ait bantlar incelendiginde tipik RAPD ampli-
fikasyonunda 1-6 RAPD bandinin sekillendigi goralda.
Koyun orijinli izolatlarin timiinde ayni bantlar goralmus-
tir. Bu ¢alismada primerlerin yilikseltgenmesi sonucu
elde edilen bant yogunluklarinda farkhliklar gdzlenmistir.
AP1 ve OPGO5 primerlerinde 600-1100 ve 200-900 b¢’lik
bantlar gozlenirken AP3 (Sekil 1) ve OPGO5 primerlerinde
200-1250 bg arasinda degisen bantlar izlenmistir. AP2
primerinde ise 250 b¢’lik tek bant gozlenmistir (Sekil 2).
Kullanilan primerlerden 4’0 icin (AP2, AP4, OPB12 ve
OPGO5) tim izolatlarda ve referans olarak kullanilan G1
orneginde RAPD bantlari gozlenmistir.

Tablo 2. Tiim izolatlarda 7 primer icin gézlenen RAPD bantla-
rinn biydiklikleri (bg)

Table 2. Base pair size of observed RAPD bands for 7 primers
in all isolates (bp)

Primer  Sekillenen bantlarin yaklasik biiyiikliikleri (bc)
AP1 600-1100

AP2 250

AP3 300-1200

AP4 350-800

OPB12 350-500

OPGO5 200-900

OPG16 200-1250
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Sekil 2. Koyun izolatlarinin AP2
primeri ile ¢ogaltilmis agaroz jel
elektroforez (%1.7'lik) RAPD bantlari,
(sagdan 1. ve 9.hat 100 b¢ DNA
Olcegi)

Fig 2. Agarose gel electrophoresis
(1.7%) of RAPD-PCR products
using AP2 primer in Echinococcus
granulosus isolates from sheep
(right 1st and 9 th lines are 100 bp
DNA marker)

Tablo 3. Koyun izolatlarinda genetik cesitliligin istatistik analiz sonuclart

Tablo 3. The statistical results of genetic diversity in sheep samples

Ornek n Na* Ne 2

H* 14 #p. lokus® % p. lokus*

Koyun izolati 24 1.61+049 1.30+0.32

1.19+0.18

0.29+0.27 22 61.11

' Na = Gozlenen allel sayisi
2 Ne = Etkili allel sayisi

*h = Gen gesitliligi

*1 = Shannon'un bilgi icerigi
* # = Polimorfik lokus

Degerlendirilen 7 RAPD primeri igin 36 allelden 32’si
polimorfik lokus olarak degerlendirilmistir. Polimorfik
lokuslarin ylizdesi taranan érneklerde ylizde 61.11 ola-
rak gézlenmistir. Butlin alleler ayni siklikta oldugu zaman
gozlenen allel sayisi (Na) ile etkili allel sayisi (Ne) birbi-
rine esittir. Bu durum disinda ise zararli genlerin bulun-
masi durumunda, Ne her zaman igin Na’dan daha kiiglk-
tdr. Bu calismada da Ne sayisi her zaman igin daha kiiglik
¢ctkmistir. Gozlenen allel sayisi 1.0-2.0 arasinda iken,
etkili allel sayisi 1.0000-1.8824 arasinda degismektedir.
izolatlarda genetik cesitlilik istatistiginin 6zeti Tablo 3’te
verilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Echinococcosis, Taeniidae ailesine bagl Echinococcus
cinsine ait sestodlarin eriskini ve larvasinin olustur-
dugu zoonoz karakterli diinya Gzerinde yaygin bir hasta-
liktir ¥*¥. Tirkiye, kist hidatit ile ilgili olusturulan epi-
demiyolojik haritalarda endemik bolge olarak gosteril-
mektedir *. Pek ¢ok ilkede yapilan molekiler ¢alisma-
larda Echinococcus granulosus’un farkl genotipleri
bildirilmistir. Avrupa’da Echinococcus granulosus sensu
stricto (G1), Echinococcus ortleppi (G5), Echinococcus
equinus (G4) domuz susu (G7) ve geyik susunun (G10)

bulundugu bilinmektedir *. Echinococcus granulosus sus
ayriminda kullanilan tekniklerden biri olan RAPD-PCR
hizli ve basit bir test olup analiz i¢in az miktarda DNA'ya
ihtiya¢c duyulmaktadir ¥. Ayni zamanda primer segimi de
teknigin glctinii belirlemektedir *. Hidatit kist izolatla-
rinda sus ayrimi amaciyla bu yontemin kullanildigi pek
¢ok calisma mevcuttur 773,

Misir’da Ug farkli konaga ait Echinococcus granulosus
izolatlari RAPD-PCR teknigi ile incelendiginde develerin
insanlara hidatidozunun gegisinde en 6énemli konak ol-
dugu belirlenmis, ayni tip konaklardaki izolatlar arasinda
bazi varyasyonlarin gordigl bildirilmistir . Echinococcus
granulosus’un sigir ve manda suslarinin ayrimi amaciyla
RAPD-PCR metodunun kullandigi diger bir calismada
kuvvetli DNA polimerizasyonu gozlenmistir. Sigir ve man-
daya ait izolatlarda AP1 primerinin 260-1100 bg, AP2,
AP3 ve AP4 primerlerinin ise 340-2200 bg buyilkliginde
bantlar sekillendirdigi belirlenmis olup bu yontemin sigir
ve manda susunun tanimlanmasinda kullanilabilecegi
belirtilmistir *. Bu ¢alismada ise koyun izolatlarinda AP2
primerinde 250 bg’lik tek bant gozlenirken, AP1 pri-
merinde 600-1100 b¢’lik bantlar gézlenmistir. AP3 ve
AP4 primerlerinde ise 300-1200 bg arasinda degisen
bantlar izlenmistir. Sonuglarin literatir bilgi * ile paralel-
lik gosterdigi saptanmistir.


http:0.29�0.27
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Kopekten alinan eriskin parazit ile domuzdan alinan
kist hidatit izolatlarinin OBP7 ve OPB12 primerleri kulla-
nilarak RAPD-PCR ile analizi sonucunda her iki primerde
de farkl bant profili rapor edilmistir 7. OPB7 primerinde
sekillenen bantlarin izolatlarin bazilarinda 300-1600
b¢’lik, bazilarinda ise 500-1100 b¢’lik alanda sekillendigi
bildirilmistir . Bu ¢alismada ise OPB7 primeri ile 24
koyun izolatinin tamaminda anlamli sonug alinamamistir.

Sigir, manda ve koyun orijinli Echinococcus granulosus
izolatlarinin OPI-01 ve OPI-15 primerleri kullanilarak
RAPD-PCR ile analizi sonucunda sigir ve koyun suslarin-
daki bant profilinin manda izolatinda goriilmemis olmasi
mandada birden ¢ok genotipin oldugunun gostergesi
kabul edilmistir . Bu ¢alismada ise 6rneklenen 24 koyun
izolatinda gozlenen bantlarin ayni profilde oldugu belir-
lenmis ve bu bantlarin referans olarak kullanilan G1
susunda da goriilmesi sebebiyle calismadaki koyun
izolatlarinin G1 susu oldugu diisintlmustar.

RAPD-PCR analizinde sekillenen band profilindeki
polimorfizm nedeniyle parazit susunun tam olarak
tanimlanmasi gli¢ olmaktadir. Polimorfik DNA yapilari
dominant alleller olarak kabul edilir. Bazi durumlarda
calismada kullanilan primer polimorfizm gostermeden
sus ayrimi yapmaktadir . Bu c¢alismada kullanilan AP2
primerinde koyunlardan elde edilen tiim izolatlarda ve
G1 susunda 250 bg¢’lik tek bant gézlenmis olup alinan
sonuglar AP2 primerinin G1 susunun ayriminda kullani-
labilecegini gostermektedir.

Echinococcus granulosus’un sus ayriminda kullanilan
yontemlerden birisi morfolojik analizdir. Bu analizde
protoskolekste bulunan rostellar ¢engellerin sayisi ile
uzunluk olgileri esas alinmaktadir. Ayrica farkli son
konaklara gegse bile protoskolekslerin ¢engel 6zellik-
lerinin degismedigi belirlenmistir . Sigir ve koyuna ait
kist hidatit izolatlarinin morfometrik analizi sonucunda
elde edilen verilerin istatistiki analizi sigir drneklerinin
koyun grubu icerisinde yer aldigini géstermis, arastirilan
tim orneklerde gorilen varyantin “koyun susu” olarak
isaretlenebilecegi ileri siirilmustir *2. Ancak gevresel
faktorler tarafindan olusturulabilecek degisiklikler
Echinococcus granulosus tir ya da alt turlerinin ayrimin-
da morfolojinin tek basina yeterli bir teknik olma ozelli-
gini azaltmis olup morfolojinin molekiler metotlardan
elde edilen verilerle uyumlu olmasi 6nem kazanmigstir *.
Bu calismada RAPD-PCR ile koyunlardan elde edilen
sonuglar daha 6nce yapilmis olan morfometrik analizi ile
elde edilen verileri destekler niteliktedir.

Hidatit kistlerin fertilitesini belirleyen faktorler ara-
sinda sus farkhligi gelmektedir *. Echinococcus granulosus
koyun susunun sigir ve domuzda genelde steril kist
olusturdugu buna karsin koyunda sekillendirdigi fertil
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kist oraninin ise %90’ buldugu rapor edilmistir **. Koyun-
larda hidatit kistlerin %61.2-93’Un(in *”*, sigirlardaki-
lerin ise %6.6-49.57’sinin protoskoleks tasidigi bildiril-
mistir #*. Bu durum koyun susunu akla getirmektedir. Bu
calismada RAPD-PCR ile elde edilen bulgular da bunu
dogrulamaktadir.

Bu calismada AP2, AP4, OPB12 ve OPGO5 primerleri
incelenen tiim koyun izolatlarinda hem de referans ola-
rak kullanilan G1 susunda RAPD bantlari sekillendir-
mistir. Elde edilen sonuglar bu ¢alismada 6érneklenen
koyun izolatlarinin ayni Echinococcus granulosus susuna
ait oldugunun gostergesidir.
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