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Ug Aylik Bir Kuzuda Kistik Ekinokokkozis’in Molekiiler Tanisi

Bu makalede Bolu'nun Kibriscik ilgesinde (i¢ aylik bir kuzuda Echinococcus granulosus sensu stricto
(G1-G3 grubu) enfeksiyonu rapor edilmistir. Laboratuvarimiza génderilen 6li bir kuzuya ait karaciger,
makroskobik olarak incelenmis ve lzerinde biri 1.5 X 1.2 mm, digeri 3.6 X 1.6 mm boyutlarinda beyaz
renkli iki odak tespit edilmistir. Bu iki odak disekte edilerek karacigerden ayriimigs ve DNA
ekstraksiyonu yapilmigtir. Elde edilen genomik DNA’nin mitokondrial 12S rRNA geninin 254 baz ciftlik
(bg) bolgesi PZR ile ¢ogaltiimis ve kistin E.granulosus s.s. kaynakli oldugu belirlenmigtir. Calisma
sonucunda ¢ok kuglk capli kistlerin bile E.granulosus’un hangi grubu igerisinde yer aldiginin PZR ile
belirlenebilecegdi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Kuzu, E.granulosus sensu stricto, 12S rRNA, PZR.

Molecular Detection of Cystic Echinococcosis in a Three Month Old Lamb

In this article, Echinococcus granulosus sensu stricto (G1-G3 cluster) infection was reported in a
three-month-old lamb in Kibrisgik county of Bolu. Liver of the dead lamb which has been sent to our
laboratory was macroscopically examined, and two foci with white color were diagnosed in sizes of
1.5 X 1.2 mm and 3.6 X 1.6 mm, respectively. These two foci were dissected from liver, and DNA
extraction was performed. 254 bp region of mitochondrial 12S rRNA gene from acquired genomic
DNA was amplified, and source of cyst was detected as E. granulosus s.s. As a result, we reveal that
cluster of E.granulosus can be determined even in very small cysts by PCR.

Key words: Lamb, E.granulosus sensu stricto, 12S rRNA, PCR.

Giris

Echinococcus granulosus’un neden oldugu kistik ekinokokkozis insanlarda oldukca
ciddi ve bazen 6élimciul olabilirken, hayvanlarin gesitli organ ve dokularinda olusturdugu
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar nedeni ile énemli ekonomik kayiplarin olusmasina
neden olmaktadir. Son konak genellikle kdpek, tilki, cakal, kurt gibi etcillerdir. Etkenin
arakonak spektrumu oldukga genistir. E.granulosus’un farkli suslari, farkli cografik
bolgelerde sigir, koyun, kegi, deve, manda, geyik, at, esek, domuz, kanguru gibi ¢ok
sayida arakonakta ve insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir (1-3).

Yapilan molekiler galismalar sonucunda E.granulosus turd igerisinde on farkli susun
(G1-G10) bulundugu, sus ici genetik farkliliklarin olabilecedi ve bu genetik farkliliklarin
bazi suslarin tir statistnde ele alinmasini gerektirecek kadar fazla oldugunu ortaya
koymaktadir. Son yapilan taksonomik ¢alismalarda E.granulosus tiirl igerisinde birbiri ile
karismis dort veya bes kriptik tiriin bulundugu belirtiimektedir. Sinonim ve alt turlerin
isimleri gozden gegirildiginde, glinimiizde G1-G3 grubu E.granulosus sensu stricto, G4
E.equinus, G5 E.ortleppi, G6-G10 grubu ise E.canadensis tir adiyla aniimaktadir (1-4).

Bu galismanin amaci, laboratuvarimiza génderilen ¢ aylik bir kuzu karacigerinde
tespit edilen kuguk capl iki odadin kaynagini belirlemek ve PZR’nin tanida ve parazit
epidemiyolojisinin anlasiimasinda ne kadar 6nemli bir ara¢ oldugunu bir kez daha ortaya
koymakti.

Olgu Sunumu

Calismanin materyalini Bolu'nun Kibrisgik ilgesinden laboratuvarimiza génderilen (¢
ayhk sakiz melezi bir kuzuya ait karaciger olusturmustur. Karaciger makroskobik olarak
incelenmis ve (izerinde beyaz renkli, sert kivamda iki odak tespit edilmistir (Sekil 1, 2). Bu
odaklar disekte edilerek karacigerden ayrilmis ve mikroskopta 6lglmustiir. Olgiim
sonucunda kuguk odagin 1.5 X 1.2 mm, buyutgun ise 3.6 X 1.6 mm oldugdu tespit edilmigtir.
Elde edilen doku parcalari steril bir bistiri ile iyice parcalanmis ve PBS ile 5 kez
yikanmistir. DNA ekstraksiyonu QIAamp® doku kiti (Qiagen GmbH, Germany) kullanilarak
gercgeklestiriimis ve ekstraktlar PZR’de kullanilincaya kadar -20°C’da muhafaza edilmistir.
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Sekil 1. Karacigerde tespit edilen beyaz renkli iki odak

Sekil 2. Karacigerde tespit edilen odaklarin yakindan
gorunimu

Polimeraz zincir reaksiyonunda E.granulosus s.s.
‘nun mitokondrial 12S rRNA geninin 254 baz ciftlik (bg)
bdlgesini cogaltan E.g.ss1for. 5-
GTATTTTGTAAAGTTGTTCTA-3 ve E.g.sslrev. 5'-
CTAAATCACATCATCTTACAAT-3 (Alpha DNA,
Canada) primer ¢ifti kullanilmistir (5). Calismada pozitif
kontrol olarak daha 6nce mitokondrial CO1 bdlgesi PZR
ile gogaltilmis ve sekanslanarak koyun susu (G1) oldugu
belirlenmis gDNA (6), negatif kontrol olarak steril distile
su kullaniimistir. Toplam 50 pl'lik hacimde hazirlanan
PZR karisimina 5 pyl 10X PZR tamponu, 5 yl 25 mM
MgCI2, deoksinlkleotidlerin her birinden 200 uM, 1.25 U
Taq DNA Polymerase enzimi (MBI Fermentas,
Lithuania), primer c¢iftlerinin her birinden 20 pmol ve 5 pl
template DNA ilave edildi. PZR amplifikasyonunda
95°C'da 2 dak. On denatiirasyon asamasini takiben,
toplam 35 PZR siklusu, 95°C’da 1 dk denatiirasyon,
50°C’'da 1 dak. baglanma, 72°C’da 1 dk uzama olarak
gercgeklestirildi. Son siklusu takiben 72°C’da 5 dak. son
uzama islemi yapildi. Olusan Urlnler %1.5'lik agaroz
jelde vydratulerek ethidium bromide ile boyanip, UV
transilliminatérde spesifik bantlarin varligi izlendi. PZR
sonucunda 254 b¢’lik urtinler elde edilmigstir (Sekil 3).
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Sekil 3. Mitokondrial 12S rRNA geninin 254 b¢’lik PZR
artinleri M: Marker (100 bg), 1: Pozitif kontrol 2: Negatif
kontrol 3: Kuzu izolati

Tartigsma

Echinococcus granulosus tirl igerisinde bulunan
suslari belirlemek amaciyla dinyanin gesitli bolgelerinde
farkli molekiler teknikler kullanarak ¢ok sayida galisma
yapiimigtir.  Ekinokokkozis'in  teghisinde  kullanilan
molekdler teknikler diger alisilmis ydntemlerden farkli
olarak, son konakta nekropsiye gereksinim kalmadan ya
da arakonaklarin otopsisinde sadece steril Kkistlerin
bulundugu vakalarda dahi sorumlu tirlerin kesin
teshisine olanak saglamaktadir (1, 2, 7, 8).

Tarkiye'de  E.granulosus’'un  farkh izolatlarini
genotiplendirmek  amaciyla RAPD-PZR (Random
Amplified Polymorphic DNA-PCR), PZR-RFLP
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment
Length  Polimorphism), SSCP (Single Stranded

Conformation Polimorphism) ve DNA dizileme gibi
molekdler teknikler kullanimistir. Sigir, koyun, muflon
koyunu, keci, melez dag kegisi, deve, kdpek ve insanlar
lzerinde yuritilen galismalar sonucunda Ulkemizde G1,
G1/G3, G3, G6, G7 suglari tespit edilmigtir (9-16).

Bu olgu sunumunda, ¢ aylik bir kuzuda
E.granulosus s.s. enfeksiyonu rapor edilmis olup, gok
kicuk c¢apli kistlerin bile E.granulosus’un hangi grubu
icerisinde yer aldiginin PZR ile belirlenebilecedi, bu
teknigin hem tani hem de tiplendirme amaciyla
kullanilabilecegi ve parazit epidemiyolojisinin
anlasiimasinda ne kadar 6nemli bir ara¢ oldugunu bir kez
daha vurgulanmistir.
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