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Echinococcus granulosus sensu stricto igindeki Genetik
Varyasyonun Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz b (mt-cytb)
Gen Sekanslar Kullanilarak in Silico Yéntemle Analiz
Edilmesi

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), kistik ekinokokozise (KE) neden olan, yasam dongileri
ve konak secimleri agisindan farkliliklar goésteren ve diinya ¢apinda éneme sahip zoonotik bir tir
kompleksidir. Bu g¢alismada, dunyanin farkli yerlerinden GenBank'ta kayit altina alinan E.
granulosus sensu stricto (s.s.) izolatlarinin mitokondriyal sitokrom oksidaz b (mt-cytb) dizilimi
kullanilarak haplotip cesitliligi, genetik varyasyonu ve popilasyon yapisi arastiriimisgtir. Bu amagla
cytb genine ait 26 farkl lokasyondan ve 12 farkh konak tiriine ait 418 gen dizisi analizlere dahil
edildi. Cytb gen dizisinde 114 farkli noktada mutasyon goézlendi ve 102 haplotip tanimlandi.
Tajima's D, Fu's Fs ve Fu’s LD degerleri anlamli ve yiksek negatif degerler gosterdi. Analiz edilen
dizilerde haplotip farkhliklar oldugu ve olusturulan alt popllasyonlar arasinda genetik
varyasyonunun oldugu gosterildi. Bu c¢alismanin, E. granulosus s.s.’nin diinya capindaki
epidemiyolojisi, cografi dagilimi ve cytb genine dayali popllasyon yapisi hakkinda buyuk olgekli
calismalara temel teskil edebilecegi diislinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, cytb, haplotip, genetik ¢esitlilik

In Silico Analysis of Genetic Variation in Echinococcus granulosus sensu stricto
using Mitochondrial Cytochrome Oxidase b (mt-cytb) Gene Sequences

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) is a zoonotic species complex of worldwide importance
that causes cystic echinococcosis (CE), differing in their life cycles and host selection. In this study,
haplotype diversity, genetic variation, and population structure were investigated using the
mitochondrial cytochrom oxidase b (mt-cytb) sequence of E. granulosus sensu stricto (s.s.) isolates
submitted to GenBank from different parts of the world. For this purpose, 418 gene sequences
belonging to the cytb gene from 26 different locations and 12 different host species were included
in the analysis. Mutations were detected at 114 different points in the cytb gene sequence and 102
haplotypes were identified. Tajima's D, Fu's Fs and Fu's LD values showed significant and high
negative values. It has been shown that there are haplotype differences and genetic variation
among the created subpopulations in the sequences analyzed in the study. This study may serve
as a basis for large-scale studies on the worldwide epidemiology, geographical distribution and
cytb gene-based population structure of E. granulosus s.s.
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Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), kistik ekinokokozise (KE) neden olan,
yasam donglleri ve konak segimleri agisindan farkliliklar gosteren ve diinya gapinda
Oneme sahip zoonotik bir tir kompleksidir (1). Echinococcus granulosus’un erigkinleri
kopek, kurt, cakal gibi evcil ve yabani karnivorlarin ince bagirsaklarina yerlesirken,
larvasi olan hidatik kist ise koyun, keci, sigir, domuz, insan ve diger bircok evcil ve
yabani memelilerin basta karaciger ve akciger olmak lzere ¢esitli organ ve dokularina
yerlesmektedir (2). Bu tlir kompleksindeki varyantlar mitokondriyal DNA (mt-DNA)
analizine dayall genotiplendirme calismalari ile E. granulosus sensu stricto (s.s.) (G1 ve
G3), Echinococcus equinus (G4), Echinococcus ortleppi (G5), Echinococcus
canadensis (G6/G7 ve G8/G10), E. felidis olarak siniflandinimistir (3). Echinococcus
spp. cinsindeki parazitler, hermafrodit olup erigkin parazitler hem c¢apraz hem self-
fertilizasyonla ¢ogalirken, larval dénemde protoskolekslerin eseysiz olarak ¢ogaldidi bir
dongiye sahiptirler. Eriskinlerin  kendi kendine doéllenmesi Echinococcus spp.
populasyonlarindaki genetik polimorfizme neden olmus ve tirlesmenin yolunu acmistir
(4, 5). Echinococcus spp. icerisindeki genetik varyasyon, farkli konakgi gruplari veya
turler igin enfektivitedeki farkhliklari yansitabilir; bu nedenle populasyon yapisini genetik
olarak karakterize etmek blyuk 6nem tasimaktadir (6).

Mt-DNA'nin, haploid olmasi, hizli evrimlesmesi, ¢oklu kopya sayisi ve maternal
olarak aktariimasindan dolay populasyon calismalarinda faydali genetik belirtecler
saglamaktadir. Ayni zamanda yakin akraba tlrler arasindaki filogenetik iligkileri yeniden
yapllandirmada ve blylk veri setleri ile taksonomideki sorunlu konularin
¢6zimuiunde nikleer DNA'dan daha etkili oldugu bilinmektedir (5, 7, 8). Eccinococcus
cinsinin tartismall taksonomisi arastirilirken, tam mitokondriyal genomlardan elde edilen
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nikleotid ve amino asit dizilerinin birlestirilmis veri setleri
analiz edimis ve Echinococcus spp.’nin  kokeni
cikarilmigtir ~ (5). Gincel c¢alismalarda ise E.
granulosus’un mt-DNA'sindaki genetik degiskenligin
daha o6nce belirlenenin aksine daha yiksek oldugu
bildirilmigstir (9, 10).

Echinococcus granulosus'un molekiler
tanimlanmasi igin birgok mt-DNA belirteci kullaniimistir.
coxl, cox2, nadl, nad3, nad5, 12S rRNA ve rrnS, rrnL
(ribozomal RNA'nin daha blyuk alt birimi) ve cytochrom
b (cytb) geninin kisa gen bdlgeleri gibi mt-DNA
belirtegleri kullanilarak Echinococcus spp.’nin genetik
cesitliligi ve populasyon yapisi degerlendirilmigtir (11-
17). Daha 6nceden yapilan g¢alismalar cox1 geninin E.
granulosus'un tur ici duzeydeki genetik cesitliligini
arastirmak agisindan en uygun aday oldugunu
belirtmigtir (18, 19). Ancak uzun yillar siren
arastirmalardan sonra, cox1 gen dizisinin (1609 bp) G1
veya G3 genotiplerinin ayriminda yetersiz oldugu
belirtilmistir (17). Yapilan genotiplendirme calismalarina
mimkin oldugunca ¢ok sayida ayrim gucu olan
konumun dahil edilmesi O6nerilmis ve nad5 gen
bolgesinden sonra cytb gen bdlgesinin 3 tanisal
bilgilendirici alana sahip olmasindan dolay! genotip
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ayriminda umut verici belirte¢ oldugu ifade edilmistir
@an.

Bu cgalismada, National Center for Biotechnology
Information (NCBI) veri tabaninda yayinlanmis E.
granulosus s.s. cytb gen sekanslarn kullanilarak
mitokondriyal degigskenligin ve popdulasyonlarin genetik
yapisinin incelenmesi ve cytb geninin E. granulosus
s.s.’nun tur ici genetik cesitliliginin belirlenmesindeki
uygunlugunun arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Veri Toplanmasi: Bu calismada biyoinformatik
analiz icin 31 Haziran 2023 tarihine kadar NCBI veri
tabanina kaydedilen E. granulosus s.s.’nun tam cytb gen
dizileri kullanildi. Sekans verileri aranirken arama
gubuguna "Echinococcus granulosus sensu stricto" veya
"Echinococcus" veya ‘"cytb" terimlerinin  gesitli
kombinasyonlari girildi. Secilen gen sekans dizileri
manuel olarak tarandi ve uygun diziler ¢galismaya dahil
edildi. Veri sec¢imi ve oOzellikleri, PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) (20) akis diyagrami dogrultusunda olusturuldu
(Sekil 1). Analizlerde kullanilan dizilerin  erisim
numaralari, cografi konumlar ve konak oOzellikleri ise
Tablo 1'de gdsterildi.

VERITABANLARI VE KAYITLAR ARACILIGIYLA VERILERIN TANIMLANMASI
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Tablo 1. Veri analizlerinde kullanilan dizilerin haplotiplere gore erisim numaralari, konak ve Ulke bilgileri

Haplotip Dizi - .
No. Sayisi Ulke Erisim numarasi Konak
MG672205, MG672204, MG672200, MG672197, MG672196,
MG672195, MG672191, MG672176, MG672175, MG672173, KU925354,
KU925352, KU925351, MG672172, KU925412, KU925407, KU925406, Koyun
KU925401, KU925400, KU925399, KU925398, KU925392, KU925390,
KU925388, KU925381 KY766888
Tarkiye KU925410, KU925409, KU925408, MG672202, MG672189, MG672188,
MG672186, MG672185, MG672183, MG672182, MG672181, MG672179,
MG672178, MG672177, KU925387, KU925386, KU925385, KU925384, SI5
KU925382, KU925377, KU925375, KU925373, KU925372, KU925371, gir
KU925370, KU925368, KU925366, KU925364, KU925363, KU925361,
KU925359, KU925357, KU925356, KU925355
KC709565, KC709560, KC709549, KC709548, KC709547, KC709544,
KC709543, KC709539, KC709537, KC709536, KC709535, KC709534, Koyun
) KC709531, KC709529, KC709527, KC709525, KC709524, KC709522
Gin AB786664, KC709559, KC709558, KC709557, KC709556, KC709554, insan
KC709553, KC709552, KC709551
KC709550 Yak
OP580509, OP580508, OP580507, OP580506, OP580505, OP580504, insan
Pakistan OP580503, OP580502, OP580501
OP006654, OP006652, OP006651 Sigir
KU925421, MG672152 Domuz
ispanva KU925419, KU925417, MG672151, MG672149, MG672148, KY766886 Koyun
pany KU925415, MG672139 Yaban Domuzu
KU925413, MG672129 insan
Hap001 178 MG672281, MG672280, MG672279, MG672278, KU925426, KU925424 Koyun
italya MG672277 Kegi
MG672134, KU925428, KU925427 Sigir
Cezavir MG672292, MG672291, MG672290, MG672289, MG672288, MG672287, insan
y MG672285, MG672284, MG672283
MG672246 Sigir
iran MG672241, MG672239, MG672237, MG672236, MG672231 Koyun
MG672244 Kegi
MG672245 insan
Tunus MG672276, MG672275, MG672272, MG672266 insan
MG672166, MG672162, MG672161, MG672156 Koyun
Brezilva MG672227, MG672226, MG672225, MG672224, MG672223, KX039959, S
Y KX039958, KX039956 J
Ariantin MG672208, KX039947 Domuz
! MG672126, KY766882, KX039950, KX039949, MG672214 Sigir
NC_044548, MK774655 Koyun
Avustralya = -
MG672263, MG672262, MG672261 Dingo
Yunanistan  MG672282, MG672130, KU925430 Koyun
Fransa MG672143, KY766889 Sigir
Hindistan KY766891, MG672260 Manda
Mogolistan ~ MG672254 insan
Kazakistan ~MG672257 insan
Moldova MG672144 Koyun
Turkiye KU925380 Sigir
Hap002 7 Cin KC709566, KC709561, KC709546, KC709538 Koyun
P Mogolistan  MG672255 insan
Moldova MG672146 Koyun
Hap003 5 KC709564, KC709562, KC709532, KC709526, KC709523 Koyun
Hap004 Gin KC709563 Koyun
Hap005 1 KC709555 insan
Hap006 KC709545 Koyun
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Hap007 KC709542

Hap008 1 Cin KC709541 Koyun

Hap009 KC709540

Hap010 3 KC709533, KC709530, KC709528

Hap011 Tunus MG672159 sheep tunisia g1 Koyun
Rusya AB622276 felis catus, russia Kedi

Hap012 4 Pakistan OP006667, OP006658, OP006657, OP006656 Sigir

OP006666, OP006663, OP006662, OP006660

Pakistan  5p006659. OPO0E655, OPO0E650 Sigir
italya MG682522, MG682518, MG682517 Koyun
Tarkiye MG682536, MG682534, KY 766898 Koyun
ispanya KY766903, MG682527 I-(oyun
Hap013 27 MG682529 insan
Yunanistan MG682524, MG682523 Koyun
Fransa KY766893, MG682519 Koyun
Hindistan MG682543, MG682512 Manda
Iran KY766894, KY766899, MG682539, MG682538 Deve
Romanya  MG682516 insan
Hap014 OP006665
Hap015 . OP006664 N
—Hap016 1 Pakistan OP006661 Sigir
Hap017 OP006653
Tarkiye MG672203, KU925405 Koyun
Hap018 4 Cezayir MG672293 insan
Tunus MG672268 insan
Hap019 Cezayir MG672286 insan
Hap020 1 MG672274 .
Insan
Hap021 MG672273
MG672165 Koyun
Hap022 2 MG672271 =)
Insan
Hap023 1 MG672270
MG672269 Insan
Hap024 3 Tunus MG672168, MG672163 Koyun
MG672267 Insan
Hap025 2 MG672170 Sigir
Hap026 1 MG672265 insan
MG672167, MG672157 Koyun
Hap027 3 MG672264 Insan
MG672252, MG672251, MG672250,
MG672249, MG672216, MG672215, Sigir
MG672213, KX039953, KX039951,
Arjantin KX039945, KX039939, KX039938, KX039937
MG672211, MG672210, MG672209
MG672207, MG672206, MG672253, KX039944, KX039943, KX039942, Koyun
Hap028 41 KX039941, KX039940, KX039952, KX039946
Brezilya KX039960, KX039955, MG672230, MG672229 Sigir
MG672228, MG672125
Sili KX039964, KX039961, MG672220, MG672219, KY766890 Sigir
Meksika MG672259, KX039965 Domuz
ispanya KU925420 Koyun
Hap029 1 Arjantin MG672258 Koyun
Hap030 Iran MG672256 Kegci
Arnavutluk MG672141, MG672140, KY766883, KU925433, KU925432 Koyun
L MG672201, KU925404 Koyun
Turkiye ~
Hap031 13 KU925378, KU925411 Sigir
MG672248, MG672247 Sigir
MG672238, MG672232 Koyun
Hap032 Iran MG672243
Hap033 1 MG672242 Koyun

Hap034 MG672240
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iran MG672235, KY766887 Koyun
Hap035 " -
3 Turkiye KU925358 Sigir
Hap036 iran MG672234, MG672233 Koyun
Hap037 Brezilya MG672222, KX039957
Hap038 2 sil MG672221, KX039963 Sigir
Hap039 MG672218, KX039962
Hap040 I MG672217, KX039948 Koyun
—_— Arjantin
Hap041 - Me672212 Sigir
Brezilya KX039954
Hap042 2 MG672199, KU925403
Hap043 MG672198, KU925402
Hap044 MG672194, KU925395 Koyun
Hap045 Tarkiye MG672193, KU925394
Hap046 MG672192, KU925391
Hap047 1 MG672190
Hap048 MG672187 Sigir
Hap049 2 MG672184, KU925376
Turkiye MG672180, KU925362 Sigir
Hap050 4 - -
Ispanya MG672137, KU925414 Insan
Hap051 2 Tarkiye MG672174, KU925353 Koyun
Hap052 1 MG672171 Sigir
Hap053 MG672169
Hap054 2 Tunus MG672164, KY766885
Hap055 MG672160 Koyun
Hap056 1 MG672158
Hap057 MG672155
Hap058 MG672154 Kegi
Hap059 Ispanya MG672153, KU925422
Hap060 2 MG672150, KU925418 Koyun
Hap061 MG672147, KU925416
Hap062 Moldova MG672145 sigir
Hap063 1 Fas MG672142
Hap064 Romanya  MG672138 insan
Hap065 2 MG672136, KU925425 Koyun
Hap066 1 italya MG672135 insan
Hap067 MG672133 Sigir
Hap068 3 Finlandiya MG672132, KY766884, KU925429 insan
Hap069 2 Romanya MG672131, KU925431 Sigir
Hap070 1 Cezayir MG672128 insan
Hap071 o MG672127, KU925389
S v— 2 Turkiye Koyun
Hap072 MG672124, KU925396
Hap073 1 Cezayir MG682544 insan
Hap074 2 Hindistan MG682542, KY 766902 Manda
Hap075 1 . MG682541 Deve
Hap076 Iran MG682540, KY766895
MG682537 Koyun
Hap077 g
2 Arnavutluk  MG682514 Sigir
Hap078 MG682535, KY766901 Koyun
Hap079 MG682533, KY766904
Hap080 Turkiye MG682532 sigir
Hap081 1 MG682531
Hap082 MG682530
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Hap083 3 MG682528, KY766900, KY766896 Koyun
Hap084 2 ispanya MG682526, KY766897
Hap085 1 MG682525
Hap085 Italya MG682521
Hap085 2 Fransa MG682520, KY766892
Hap085 iran MG682515
Hap085 Bulgaristan  MG682513 insan
Hap090 Finlandiya MG682511
Hap091 italya KU925423 Sigir
Hap092 KU925397

S 1 Koyun
Hap093 KU925393
Hap094 o KU925383

—_— Tarkiye

__Hap095 KU925379 Ssigir
Hap096 KU925374
Hap097 KU925369
Hap098 KU925367
Hap099 Turkiye KU925365 Sigir
Hap100 1 KU925360
Hap101 ingiltere AF297617 Koyun
Hap102 Gin KJ559023 insan

Veri Analizleri: Veri analizleri icin MEGA X (21)
programinda ClustalW moduli kullanilarak hizalama
yapildi. Tim dizilerin hizalanmasi igin bir referans dizi
(Erisim no: NC_044548) kullanildi. Dizilerin her iki ucu
hizalandiktan sonra dizilerin uzunluklar esitlendi ve
1065 bp'lik diziler elde edildi. Verilerin analizi igin MEGA
X programi kullanilarak Maksimum Likelihood (ML)
analizi uygulandi. Nukleotid dizilerinin ML analizinde
kullaniimak Uzere en uygun baz degisim modelleri,
Akaike Bilgi Kriteri (AIC) ve Bayesian Bilgi Kriteri (BIC)
analizi ile belirlendi. Diziler Nexus (22) formatina
donustarildi ve haplotip agini olusturmak icin POpART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (23) yazilimi
kullanildi.  Minimum Spanning Networks kullanilarak
haplotipler olusturuldu ve haplotipler arasindaki iligkiler
analiz edildi. NUkleotid igeridi, haplotip sayilari, haplotip
ve nlkleotid degisim degerleri ve molekuler haplotipler
arasindaki mutasyon miktarina iligkin istatistikler, DnaSP
6 programi kullanilarak belirlendi. Cesitlilik, nétralite,
fikzasyon indeksleri ve gen akigi analizi ise DnaSP 6
programi kullanilarak hesaplandi (24).

Bulgular

Nikleotid Varyasyonu: Bu calismada 11 ara
konaktan (n = 415) ve bir son konaktan (n = 3) elde
edilmis E. granulosus s.s. izolatina ait 418 cytb gen
dizisi kullanilmigtir. 418 dizinin 366’si G1, 52’si G3
orneklerinden olugsmaktaydi. Analiz edilen cytb gen dizisi
(1068 bp) icinde insersiyon/delesyon turi mutasyon
tespit edilmedi. Pi: 0.001 degeri ile dustk nukleotid
cesitliligi  tespit edildi. Analiz edilen 1068 bp
uzunlugundaki dizi icerisinde 59’u parsimony informative
alan olmak Uzere toplam 114 polimorfik alan
bulunmaktaydi. G1 ve G3'Un ayirt edilmesi igin
kullanilabilecek pozisyon sayisi U¢ (246., 721., 1026.
niikleotidler) olarak belirlendi. Bu konumlarin tamaminda

G1 oOrnekleri ayni nuUkleotid ile temsil edilirken G3
Ornekleri de kendi arasinda ayni nikleotid ile temsil
ediliyordu. 246. niikleotid tim G1 orneklerinde T bazi ile
tim G3 6rneklerinde ise C bazi ile temsil edilirken, 721.
nikleotid tim G1 o6rneklerinde T baz ile tim G3
orneklerinde ise C baz ile temsil ediliyordu. 1026.
niikleotidde ise biitiin G1 6rneklerinde A bazi bulunurken
bitin G3 o6rneklerinde G bazi mevcuttu. Tanimlayici
olan bu U¢ nokta mutasyonunun tamami transisyonel
mutasyondu ve aminoasit diziliminde degisiklige neden
olmuyordu. G1 genotipine ait dizilerden bir tanesinde ise
1026. nukleotidde G3  karakteristk G  baz
bulunmasindan dolayr G1 ve G3 haplotiplerinin
ortasinda kalarak Hap012 haplotipini olusturdu.

Haplotip Analizi: Haplotip analizi neticesinde cytb
gen dizisine dayal, 114 nokta mutasyonunun
g6zlemlendigi 102 farkh haplotip elde edildi. 22 haplotip
(Hap013, 014, 017, 073-090, 102) G3 genotipine karsilik
gelirken, 80 haplotip G1 genotipine aitti. En ylUksek
temsile sahip iki ana haplotip Hap001 ve Hap013 olarak
belirlendi. Bu haplotiplerde sirasiyla %42.58 (G1) ve
%6.45 (G3) frekans degerleri hesaplandi. G1 genotipi
icin, diger haplotipler, incelenen 1068 nikleotid arasinda
1-5 nokta mutasyonuyla ana haplotip Hap001l'den
ayrildi. G3 genotipi i¢in ise diger haplotipler, incelenen
1068 nukleotid arasinda 1-3 nokta mutasyonuyla ana
haplotip Hap013'den ayrildi.  Haplotip agi, her biri
birbirine bagh iki yildiz benzeri konfiglirasyonun
merkezini olusturan Hap001 ve Hap013 haplotiplerinin
etrafinda karmasik bir yapr gosterdi. Analizlerde
kullanilan diziler elde edildigi konak &zelliklerine gére
haplotip agi olusturularak degerlendirildi (Sekil 2).
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Sekil 2. Echinococcus granosus s.s. izolatlarinin cytb geninin haplotip agi goriintiisii. Daire boyutlar haplotip frekanslariyla orantilidir. Konaklara goére haplotiplerin dagilimi farkli renklerle gosterilmistir.
Cizgiler mutasyon sayisini temsil etmektedir.

Tablo 2. Echinococcus granulosus s.s. cytb geninin niikleotid verileri kullanilarak elde edilen gesitlilik, notralite ve fikzasyon indeksleri

mtDNA n S H hd+SD Tajima’s D p value Fu's Fs p value FLD p value Fst! Fst? Nen Nin?

Cytb 418 114 102 0.804+0.019 -2.61472 P<0.001 -33.741 P<0.001 -6.87752 P<0.02 0.68 0.82 0.89 0.39

n: izolat sayisi; S: polimorfik alan sayisi; H: hag)lotip sayist; hd: haplotip gesitliligi; SD: standard sapma; Fsty: cografi popiilasyonlarin fikzasyon indeksi; Fst,: konak popiilasyonlarinin fikzasyon indeksi; N
cografi populasyonlarin haploid go¢ sayisi; N,“: konak popllasyonlarinin haploid goé¢ sayisi
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Cesitlilik, Nétralite ve Fikzasyon indeksleri
Analizi: Cesitlilik ve nétrlik indeksleri cytb nukleotid
verileri kullanilarak hesaplandi. E. granulosus s.s.
izolatlarinin haplotip gesitliligi degeri 0.804+0.019 olarak
belirlendi ve yiksek haplotip ¢esitliligi gsterdi. Varyant
nukleotid varlidini ve populasyon geniglemesini gdsteren
Tajima's D degeri 6nemli dlgiide negatifti (P<0.001). Bu
durum, son popllasyon geniglemesini veya genetik
otostop varligini gosteren negatif Fu's Fs degeriyle de
desteklendi. Nitekim, yakin gegmiste ortaya gikan faydali
bir mutasyonun frekansi pozitif secilim sonucunda
artarken, baglantih oldugu genetik varyasyonlar da
onunla birlikte aktanlir. Genetik otostop olarak
tanimlanan bu olgunun sonucunda pozitif segilime
ugrayan mutasyonun yakinlarindaki DNA dizilerinde de
cesitlilik azalir. Analizlere ait indeks degerleri Tablo 2’de
gOsterilmigtir.

Farkli cografi bolgelere gére E. granulosus s.s.
populasyonlarinin karsilastirlmasi: 26 farkli grup E.
granulosus s.s. izolati igin populasyon farklilasma
derecesi (Fst) ve haploid gb¢ sayisi (Nm) hesaplandi
(Tablo 2). En ylksek genetik farklilasma Fransa-Meksika
ile Hindistan-Meksika poptlasyonlari arasinda (0.68), en
disUk genetik farkllasma ise Pakistan-Yunanistan
popllasyonlari arasinda (-0.11) hesaplandi. Ortalama
Fst degeri ise 0.219 olarak belirlendi. Ortalama Fst
degerinin nispeten yuksek olmasi alt populasyonlarin
genetik olarak farkl olabilecegini gésterdi.

Farkl konak tiirlerine gére E. granulosus s.s.
populasyonlarinin karsilastirimasi: 11 farkli konak
6zelligine gore olusturulan grup E. granulosus s.s. izolati
icin populasyon Fst ve Ny hesaplandi (Tablo 2). En
yiksek genetik farklilasma deve-yaban domuzu ile
dingo-deve populasyonlari arasinda (0.82), en dislk
genetik farklilasma ise koyun ve insan populasyonlar
arasinda (-0.001) hesaplandi. Ortalama Fst degeri ise
0.39 olarak belirlendi. Ortalama Fst degerinin nispeten
yuksek olmasi alt popilasyonlarin genetik olarak farkli
olabilecegini gdsterdi.

Tartisma

Mitokondriyal DNA, korunmus vyapisi, yuksek
mutasyon orani, rekombinasyon olmamasi ve ylksek
oranda evrimsel gegisi nedeniyle tur i¢i varyasyonlarin
ve diger popllasyon genetigi  ¢alismalarinin
arasgtirimasinda onemli bir rol oynamaktadir (7). Bu
calismada, NCBI veri tabanina 26 farkli Ulkeden
kaydedilen 12 konaga ait E. granulosus s.s. (G1 ve G3)
izolatlarinin mitokondriyal cytb geninin tam dizilimi analiz
edildi ve E. granulosus s.s. genetik cesitliligi ve
poptlasyon yapisi incelendi.

Cesitli mt-DNA bazli Echinococcus cins, tir ve
genotip tanimlama yontemleri gelistiriimis olmasina
ragmen G1 ve G3 genotiplerinin farklilasmasi tartismal
kalmistir (17). Nad5 gen fragmani (680 bp), tutarh bir
sekilde tanisal olan (¢ pozisyon ve tamamen tutarl
olmayan U¢ pozisyon ile G1 ve G3'U ayirt etme
potansiyeline sahip bdlgeler icinde ilk sirada yer
almaktadir. Ancak Kinkar ve ark. (17) analize mimkin
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oldugunca cok sayida potansiyel olarak farkllastirici
konumun dahil edilmesi gerektigini  bildirmistir.
Echinococcus  granulosus  s.s.'nun  mitokondriyal
degiskenligini ve popllasyon genetik yapisini arastiran
bir galismada Avrupa’nin farkli Ulkelerinden elde edilen
312 izolat cox1 gen bdlgesinin kismi gen fragmani (446
bp) kullanilarak analiz edilmis ve 351 bp uzunlugundaki
bdlgede 18 nokta mutasyonu belirlenmistir (10). Cytb
gen bdlgesinin tam dizisini kullanarak yapilan bir
calismada ise 18 izolat analiz edilmis ve 11 nokta
mutasyonu belirlenmistir (25). Bu ¢alismada ise 1068 bp
uzunlugundaki cytb gen dizisinde 114 nokta
mutasyonunda 59 informatif alan bulunmaktaydi.
Bunlardan ugu tanisal anlamda tutarliydi. Bu nedenle
cytb ile nad5 gen fragmanlari birlikte kullanildiginda G1
ile G3’Un aynminda ylksek dogruluk elde edilebilecegi
distnulmektedir. Cytb gen boélgesindeki tanisal alanlarin
tutarli olmasi genotiplendirme ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan cox1 ve nadl genine gére daha uygun
oldugunu gostermektedir. Cytb geninin diger gen
bolgelerine gére negatif yoni ise tanisal pozisyonlarin
blyik bir gen bélgesine yayilmig olmasidir. Ozellikle
diguk kalitedeki DNA 6rneklerinde uzun bir bdlgenin
cogaltilmasi zor oldugu igin tanisal alanlarin kisa
alanlarda bulunmasi gerektigi bildirilmistir (17).

incelenen gen bdlgesinin uzunlugu potansiyel
olarak genetik cesitlilik arastirmalarinin  sonuglarini
etkilemektedir (26, 27). Cin’de yapilan bir ¢galismada 45
E. granulosus izolatinin 1609 bp uzunlugundaki cytb
geni cogaltiimis ve tamami G1 genotipine ait on haplotip
tespit edilmistir. Bu sonuglar, cytb gen analizine gore
ornekler arasinda genetik cesitliligin disuk (Hd=0.626)
oldugunu goéstermistir (28). Cox1+nad3 (701 bp) gen
bdlgeleri kullanilarak yapilan bir calismada ise 66 izolata
ait gen dizisi analiz edilmis ve 21 nokta mutasyonuyla 23
haplotip gézlenmistir (13). Nad1 ve cox1 gen bdlgeleri ile
yapilan bir ¢calismada 60 izolat analiz edilmistir. Nadl
bdlgesi icin 12, cox1 bdlgesi icin 23 haplotip belirlenmis
ve her iki gen bdlgesi igin de diistk nikleotid (11), yiksek
haplotip gesitliligi (Hd) ve negatif/donemsiz Tajima’'s D
degeri gozlendigi bildirilmistir (29). Bagka bir ¢calismada
ise cytb gen analizine gore 18 izolat icerisinde 7 haplotip
tespit edilmis; haplotip c¢esitliligi yiksek (Hd=0,837)
nikleotid cesitliligi dustk (1=0,00341), Tajima’s D ve
Fu's Fs degerleri negatif ancak Onemsiz olarak
belirlenmigtir. Ayni ¢alismada Hap-2 ve Hap-6 ana
haplotiplerinin sirasiyla G3 ve G1 genotiplerinden
olustugu ve baskin genotipin G3 oldugu bildiriimistir (26).
Bu galismada ise in silico olarak analiz edilen 418 izolat
icerisinde 102 haplotip belirlenmis ve ylksek haplotip,
disuk nukleotid cesitliligi belirlenmistir (Hd = 0,807,
m=0,001). Yine bu ¢alismada Hap001 ve Hap013 ana
haplotipleri sirasiyla G1 ve G3 genotiplerinden
olusurken, baskin genotip G1 genotipi olarak
belirlenmigtir. Alvi ve ark. (25)'nin belirttiginin aksine bu
calismada Tajima’s D ve Fu's Fs degerleri 6nemli
derecede negatifti. Fu's Fs populasyon demografik
genislemesine karsi hassastir ve bu da genellikle buytk
negatif Fu’'s Fs degerlerine yol agmaktadir (30). Bu
veriyle uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da 6nemli
Olgide negatif Tajima’'s D ve Fu's Fs degerleri
populasyon genislemesinin  bir gdstergesi olarak
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degerlendiriimektedir. Duslk nuUkleotid ve yuksek
haplotip  cesitliliginin ~ kombinasyonu,  kiguk  bir
populasyon boyutundan hizli  bir popllasyonun
yayilldigini géstermektedir (25, 31). Ayni zamanda dusik
nikleotid ¢esitliligi, populasyonlarda olasi darbodaz
olaylarinin yasandigini géstermektedir.

Yildiz benzeri konfigiurasyonlar popllasyonun
demografik geniglemesini ve nadir mutasyonlarin
fazlaligini géstermektedir (32, 33). Calismamizda E.
granulosus s.s.’nun yildiz benzeri medyan agi tarihsel bir
poptlasyon geniglemesine isaret etmektedir. Bu durum
Fu'S Fs testi ile de desteklenerek E. granulosus’un belirli
poptlasyon genisleme olaylarini yasadigini
gOstermektedir.

Fst, genetik yapiya baglh olarak populasyon
farkhlagsmasinin bir Olglsi olup 0.15'ten blyik bir Fst
degeri, poptlasyonlarin ayirt edilmesinde anlamli olarak
kabul edilmektedir (34). Echinococcus granulosus s.s.
tirleri arasindaki gen akisinin derecesini tahmin etmek
icin yapilan bir calismada cox1 dizi verileri cografi
Ozelliklerine  gére  gruplandinlarak  Fst  degeri
hesaplanmis ve 0.01825 ila 0,18746 arasinda degisen
Fst degerleri bulunmus ve alt popdlasyonlarin genetik
olarak farkhlasmadigi belirtiimistir (10). Baska bir
calismada farkli cografi bdlgelerden elde edilen 120
Echinococcus spp. izolatinin populasyon farklilagsmasi
arastinimis ve populasyonlar arasindaki Fst degerlerinin
0.037 ile 0.229 arasinda degistigi ve istatistiksel olarak
anlamli oldugu bildirilmistir (27). Bu ¢alismada cografi
konuma gore belirlenen popilasyonlardan elde edilen
Fst (0.21) degerlerine gore alt populasyonlarda énemli
bir farkhlik bulunmustur. Wright (35), birden kuglk bir
Nm degerinin alt populasyonlar arasinda sinirli gen
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degdisimine isaret ettigini bildirmigtir. Bu calismada da
0.89 olan Nm degerinin duslk olmasi, disuk bir genetik
degisimin veya dugsik gen akisinin (36) olabilecegini
dusindirmektedir. Veri tabanindan elde edilen dizilerin
konak 6zelliklerine gore olusturulan alt populasyonlarda
ise Fst ve Nm degerleri 0.39 olarak belirlenmistir. Bu
durum konaklar arasi populasyon farklilasmasinin daha
yuksek oldugunu gostermistir. Genetik uzaklik en ylksek
(0.82) yaban hayvanlari ve evcil hayvanlar arasinda
belirlenmigtir. Bu durumun farkh erigkin parazitler
arasinda otogami ve geitinogami Ureme sekillerinden
kaynakli olabilecedi dustnilmektedir. En disik genetik
mesafenin ise koyun ve insan populasyonlar arasinda
gérilmesi de E. granulosus s.s.’nun yasam ¢emberinde
evcil yasam dongusunin hala 6n planda oldugunu
gOstermektedir.

Echinococcus granulosus s.l.'ya iliskin glncel
epidemiyolojik  calismalarda birden fazla lokus
kullanilmaya baglanmigtir. Daha fazla gen kullaniimasi,
E. granulosus s.l.'nun genotipleri arasi ve genotip igi
taksonomik durumu ve filogenisini anlamaya yardimci
olacaktir. Bu calisma ile cytb gen bolgesi G1 ve G3
genotiplerinin  ayriminda kullanilacak alternatif gen
bdlgesi olarak degerlendiriimis ve populasyonlar
arasinda yuksek derecede genetik cesitlilik belirlenmisgtir.
Bu veriler E. granulosus s.l.'nun genetik varyasyonuna
iligkin yararli temel bilgiler olugturmaktadir. E.
granulosus s.s’nun yayginligi ve popllasyon yapisi ile
ilgili yapilan c¢alismalar dinya c¢apinda nad5 gen
dizilerine dayanmaktadir. Bu galisma ile nad5 genine ek
olarak cytb geninin de kullanilmasiyla genotip
ayrimlarinin daha dogru bir gsekilde yapilabilecegdi
belirlenmigtir.
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