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Kirikkale’de kesilen sigirlarda Echinococcus granulosus’un molekiiler
olarak genotiplendirilmesi
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Ozet: Echinococcus granulosus tiirii i¢indeki sus farkliliklart etkenin konak spesifitesi, gelisim hizi, patojenitesi, antijenik 6zel-
likleri, kemoterapotiklere duyarliligi, bulasma dinamikleri ve epidemiyolojide farkliliklar sekillendirmektedir. Bu ¢alismada; Kirtkkale
Yoresi’nde kesilen sigirlarin karaciger ve akcigerlerinden elde edilen E. granulosus izolatlarinin sus identifikasyonu yapilmasi amag-
lanmigtir. Bunun i¢in parazitin 12S rRNA ve mitokondriyal cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) geni spesifik primerlerle ¢ogaltil-
mustir ve COI geni sekanslatilmustir. COI sekans sonucuna gore, elde edilen izolatlarin G1-G3 kompleksinde oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Echinococcus granulosus, genotiplendirme, hidatid kist, Kirikkale, sigir.

Genotyping of Echinococcus granulosus obtained from cattle slaughtered in Kirikkale Province

Summary: Strain differences are responsible from some important differences such as host specifity, growth rate, antigenic
properties, sensitivity to chemotherapeutic agents, transmission dynamics and epidemiological variations in Echinococcus granulosus.
In this study, it was aimed to detection strain identification of E. granulosus obtained from liver and lungs of cattle slaughtered in
Kirikkale region. For this aim, mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) and 12S rRNA genes of E. granulosus isolates
amplified by specific primers and then COI gene sequence was made. In the present study, the isolates were identified as G1-G3

complex according to COI sequencing results.

Keywords: Cattle, Echinococcus granulosus, genotyping, hydatid cyst, Kirtkkale.

Giris

Zoonoz parazitlerden birisi olan Echinococcus
granulosus yasam ¢emberinde kopek, kurt gibi kanide ai-
lesinin iiyelerini son konak, koyun, keci, sigir, deve gibi
pek ¢ok hayvani ve insan1 arakonak olarak kullanmaktadir
(8, 24). Parazitin arakonaklarda sekillendirdigi larva for-
munun adi hidatid kist, olusturdugu hastalik ise “kistik
echinococcosis” olarak adlandirilmaktadir (8). Diinyanin
pek ¢ok bolgesinde farkli arakonaklarda varligi bilinen bu
parazit (8, 24), Tiirkiye’de gerek ciftlik hayvanlarinda ge-
rekse insanlarda sik¢a rapor edilmektedir (5, 17, 20, 28,
33).

Echinococcus granulosus igindeki sus farkliliklar
etkenin konak spesifitesi, gelisim hizi, patojenitesi, antije-
nik dzellikleri, kemoterapotiklere duyarliligi, bulasma di-
namikleri, epidemiyolojide farkliliklar sekillendirmekte-
dir (9, 23, 25). Echinococcus spp. i¢indeki genetik varyas-
yonlar1 belirlemek amaciyla farkli gen bolgelerini (inter-
nal transcriber spaces 1, antijen B/1, BG1 DNA probe,
Actin 111, MS mikrosatellit U1 snRNA region, elongation
factor 1 alpha, Eg9 ve Eg16) hedefleyen ¢ok farkli mole-
kiiler metotlar kullanilmis (PCR, RAPD PCR, SSCP ve
PCR-RFLP) olmakla birlikte (5, 7, 12, 16, 21), E.granulosus
icindeki genetik varyasyona iliskin bilgilerin temelini

olusturan yontem Bowles et al. (3) tarafindan gelistirilmis
ve bu yontem kullanilarak parazite ait mitokondriyal
cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) geninin 366 bp bol-
gesi ile NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) geninin
471 bp bolgesindeki farkliliklar temel alarak 7 farkli ge-
notip belirlenmistir (3, 4). Daha sonra yapilan ¢aligmalarla
E.granulosus’un G1-G10 arasinda genotipi oldugu tanim-
lanmustir (14). Yakin zamanda tiir i¢cinde yeni bir takso-
nomi yapilarak G1-G3 suglar1 E.granulosus sensu stricto,
G4 susu E.equinus, G5 susu E.ortleppi ve G6-G10 suslar1
ise E.canadensis olarak adlandirilmistir (15, 16).

Diinyanin pekcok bolgesinde farkli ara ve son konak-
larda E.granulosus’un genotiplendirilmesine iligkin ¢alis-
malar mevcuttur (6, 13). Tiirkiye’nin de yer aldig1 Akde-
niz havzasinda arakonaklarda G1-G3 genotipi yaygin ola-
rak goriilmektedir (6). Tiirkiye’nin farkli cografi bolgele-
rinde degisik arakonaklardan elde edilen E.granulosus
izolatlarinin molekiiler yontemlerle genotiplendirilmesine
iligkin ¢alismalarda koyun, yabani koyun (muflon), sigir,
kegi, deve, manda ve atta G1-G3 (1, 2, 11, 17, 19, 22, 26-
30), katirda G4 (18), insanda ise G1-G3 ve G7 (10, 11, 22)
susu tespit edilmistir (Tablo 1).

Kistik echinococcosis, Kirikkale yoresinde kesilen
koyunlarda %50,9, sigirlarda ise %14,16 oraninda rapor
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edilmis, yorede hidatid kistlerin fertilitesi koyunlar i¢in
%76,47-81,53, sigirlar i¢in ise %6,6 olmustur (31-33). Bu
caligma ile Kirikkale yoresinde kesilen sigirlardan elde
edilen E.granulosus izolatlarmm mitokondriyal COI ve
12S rRNA gen bolgesini ¢ogaltan primerler kullanilarak
bu gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve yapilacak DNA sekans
analizi sonucunda sug ayriminin yapilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Doku orneklerinin toplanmasi: Kirikkale Hasandede
mezbahast 20.05.2014-25.11.2014 tarihleri arasinda haf-
talik olarak diizenli ziyaret edilmis, sigir kesimini takiben
sigirlarin bagta karaciger ve akcigeri olmak {izere tiim pa-
rangimatdz organlari muayene edilmistir. Kesimi yapilan
farkls siirtilerdeki genotipin belirlenebilmesi amaciyla haf-
talik mezbaha ziyaretlerinde enfekte sigirlardan en fazla
iki kist 6rnegi alinmistir. Caligmada toplam 20 sigir ori-
jinli hidatid kist izolat1 kullanilmistir. Kistli organlar Ki-
rikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Ana-
bilim Dali Laboratuari’na getirilmistir. Steril bir enjektor
ile ¢ekilen kist s1visi ve germinal membrandan alinan doku
ornekleri lam-lamel arasinda protoskoleks varligi baki-
mindan 151k mikroskobu (Olympus BX 50) ile incelenmis-
tir. Her kist ayr1 bir izolat olarak degerlendirilmis ve pro-
toskoleks ve germinal membran doku ornekleri %70°1ik
etil alkol icerisine alinarak -20 °C’de saklanmugtir.

DNA ekstraksiyonunun yapilmast ve PCR yéntemi-
nin uygulanmasi: Orneklerden DNA ekstraksiyonu ticari
kit (QIAamp DNA mini Kit, QIAGEN, Germany) kulla-
nilarak kit protokoliine gore yapilmis ve kullanilincaya
dek -20°C’de saklanmustir.

Parazitin mitokondriyal COI geninin 446 niikleotid-
lik kismint ¢ogaltan JB3 (5°-TTT TTT GGG CAT CCT
GAG GTT TAT-3") ve IB4.5 (5’-TAA AGA AAG AAC
ATA ATG AAA ATG-3’) adli primerler ile 12S rRNA ge-
ninin 254 bp kismini ¢ogaltan E.g.sslfor (5’-GTA TTT
TGT AAA GTT GTT CTA-3’) ve E.g.sslrev (5’-CTA
AAT CAC ATC ATC TTA CAA T-3’) kullanilmistir (4,
7). Toplam 50 pl’lik hacimde 10xPCR bufferdan 5 pl, 25
mM MgCly’den 5 pl, Tag DNA polimerazdan 0,25 pl

(1,25 U), | mM dNTP miks 4 pl, primer g¢iftlerin herbirin-
den 2,5 pl (50 pmol) eklenerek PCR karisimi1 hazirlanmis-
tir. PCR tiiplerine konulan karigimin iizerine template
DNA 5 pl olacak sekilde eklenmistir. Termal cycler’a
(NYX Technics, USA) yerlestirilen PCR tiipleri 95°C’de
2 dak. 6n denaturasyon asamasini takiben toplam 35 PCR
siklusu olacak sekilde 95°C’de 1 dak. denaturasyon,
50°C’de 1 dak. baglanma ve 72°C’de 1 dak. uzama,
72°C’de 5 dak. son uzama islemi olacak sekilde gercek-
lestirilmigtir. Elde edilen PCR iriinleri %1,5 lik agaroz
jelde yiiriitiilmis, ethidium bromid ile boyamay: takiben
UV 151k altinda spesifik bantlar yoniinden incelenmistir.
PCR ile ¢ogaltilan {ig izolata ait E.granulosus mitokondri-
yal COI geni bir firmaya gonderilerek sekanslatilmis ve
sekans sonuglart GenBank’a girilmistir.

Bulgular

Arastirma periyodu boyunca mezbahadan elde edi-
len sigirlara ait 20 hidatid kist izolat1 karaciger (n:15) ve
akcigerden (n:5) elde edilmis olup %80’i (16/20) steril
niteliktedir. Sigirlara ait karaciger ve akciger orijinli 20
hidatid kist izolatinin tiimiinde mitokondriyal COI ve 12S
rRNA genleri amplifiye edilmistir. Sigir kdkenli hidatid
kist 6rneklerinin JB3 ve JB4.5 primerleri kullanilarak ¢o-
galtilan mitokondriyal COI geninin 446 bp’lik kismi ile
E.g.sslfor ve E.g.sslrev primerleri kullanilarak ¢ogaltilan
mitokondriyal 12S rRNA geninin 254 bp’lik kismu Sekil
1’de goriilmektedir. Elde edilen izolatlarin mitokondriyal
COI genine ait sekans sonuglart GenBank’a girilmistir
(Erigim no: KT247939, KT247940, KT247941).

Tartisma ve Sonug¢

Birbirine yakin ii¢ genotipin olusturdugu (G1-G3)
E.granulosus sensu stricto iginde gozlenen cografi farklhi-
liklar sonucunda bu tiiriin orijininin Ortadogu oldugu ve
buradan diger bolgelere dagildig: hipotezi ortaya konul-
mustur (16). Bu tir birgok ciftlik ve herbivor yaban hay-
vanlarinda goriilse de oncelikli arakonaginin koyun ol-
dugu kabul edilmektedir (15). Diinyanin pek ¢ok bolge-
sinde sigirlarin E.granulosus sensu stricto ile enfekte ol-
dugu belirlenmis olmakla birlikte (6) sekillenen hidatid
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Sekil 1. Echinococcus granulosus’a ait 12S rRNA geninin 254 bp’lik ve COI geninin 446 bp’lik PCR {iriinleri. P: Pozitif kontrol,

N: Negatif kontrol, 1-12: Sigir izolatlari, Marker (100 bp).

Figure 1. PCR products of 254 bp and 446 bp of 12S rRNA and COI genes of E.granulosus, respectively. P: Positive control,

N: Negative control, 1-12: Cattle isolates, Marker (100 bp).
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Kistlerin genelde steril olmasi sebebiyle, sigir bu genotipin
epidemiyolojisinde sinirlt dneme sahiptir (16).

Echinococcus canadensis iginde yer alan G7 susu-
nun diinya {izerindeki yaygmligimin E.granulosus sensu
stricto’ya kiyasla nispeten sinirli oldugu, daha ¢cok Orta ve
Dogu Avrupa’da yaygin oldugu anlagilmistir. Domuz susu
olarak da bilinen G7’nin insani enfekte eden en yaygin
ikinci sus oldugu belirlenmistir (16).

Echinococcus granulosus igindeki genetik varyasyo-
nun parazitin biyolojisini, arakonaktaki duyarliligin etki-
ledigi iyi bilinmektedir (8). Molekiiler metotlar parazitin
farkli genotiplere ayrilmasina yardimci olmaktadir. Geno-
tipik analiz sonuglar1 insan vakalarindan sorumlu susun
tespitinde yardimcidir (16). Echinococcus suslarinin/tiir-
lerinin ayrimimda PCR, PCR-RFLP, RAPD-PCR, PCR-
SSCP gibi pek ¢ok metot kullanilmaktadir (8). Tiir-
kiye’den konuyla iliskin raporlarda farkli cografi bolgeler-
deki pekcok arakonaktan temin edilen izolatlarinin G1-G3
kompleksi icinde yer aldig: bildirilmistir (Tablo 1). Tiir-
kiye’de arakonaklarda bu sug disinda insanda G7 (11, 22),
katirda ise G4 susunun varligi (18) rapor edilmistir. Bu ¢a-
lismada Kirikkale yoresinde kesilen sigirlardan elde edi-
len hidatid kist izolatlarimin E.granulosus sensu stricto
(G1-G3 kompleks) oldugu belirlenmistir.

Sigirlarda G5 genotipi disindaki E.granulosus susla-
rinin genelde steril hidatid kist olusturdugu, nadiren i¢inde
protoskoleks barindiran fertil kist gelistirdigi bilinmekte-
dir (16). Bunun yani sira G1-G3 kompleksine ait hidatid
kistlerin sigirlarda koyunlara goére daha hizli bityiidiigi,
ancak bu siire zarfinda kistte yeteri kadar protosokoleks
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gelisiminin olmadig: diistiniilmektedir (13). Bu ¢caligmada
incelenen sigirlarda dort fertil kiste rastlanmis (%20) ve
sig1r orijinli steril ve fertil hidatid kist izolatlarinin benzer
band deseni gosterdigi tespit edilmistir. Genotipik analiz
sonucunda bu izolatlarinin E.granulosus sensu stricto ol-
dugu belirlenmistir.

Sonug olarak, Kirikkale’de kesilen sigirlardan elde
edilen E.granulosus izolatlarimin E.granulosus G1-G3
kompleksi iginde yer aldig1 tespit edilmistir. Elde edilen
bu sonuglar Tirkiye’de E.granulosus’un epidemiyoloji-
sine katki saglayacak niteliktedir. E.granulosus’a iligkin
basarili kontrol programlarinin uygulanabilmesi i¢in on-
celikli olarak parazitin epidemiyolojisinin aydinlatilmasi
gerekmektedir. Bu sebeple farkli cografi bolgelerde farkli
ara ve sonkonak gruplarinda saptanan parazit ve larva
formlarinin genotiplendirilmesi yapilarak konuya iliskin
daha fazla bilgi toplanmasi gerekmektedir.
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