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Echinococcus Cinsinin Molekiler Genetik
Karakterizasyonu
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OZET: Echinococcus cinsinin, eriskin ve metacestod safhalarinin; morfolojik, biyolojik ve epidemiyolojik 6zellikleri tiir
karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan kriterlerdir. Fakat sus tayini daha karmasik olup morfolojik, biyolojik, biyokimyasal,
epidemiyolojik ve molekiiler kriterlere baglidir. Morfolojik ve biyolojik ¢aligmalar sus tayininde ¢ok faydali bilgiler saglamasina rag-
men, bu dzelliklerin degisken olabilecegi goz 6niinde bulundurulmalidir. Bunlar konak ve cevresel faktdrlerden etkilenebilir ve genetik
diizeydeki farkliligi yansitmayabilirler. Klasik teknikler ¢evreden ve konaktan etkilenmesine ragmen, molekiiler teknikler parazit geno-
munun direk karakterizasyonuna olanak saglar ve ¢evresel faktorlerden etkilenmezler. Bu derlemede Echinococcus cinsinin
tiplendirilmesinde kullanilan molekiiler teknikler 6zetlenmistir.
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Molecular Genetic Characterization of Genus Echinococcus

SUMMARY: Morphological, biological and epidemiological features of the adult and metacestode stage of the genus Echinococcus
have been the most frequently used criteria for the characterization of species. But strain characterization is more complex and is based
on the morphological, biological, biochemical, epidemiological and molecular features. Although morphological and biological studies
have provided extremely useful information for strain characterization, that these features may be variable must be taken into considera-
tion. They may be influenced by host and environmental factors and may not reflect distinctness at a genetic level. Although, conven-
tional techniques may be affected by the environment or host, molecular techniques allow a direct characterization of the genome of the
parasite and they are not affected by environmental factors. In this review, various data concerning molecular typing methods of the
genus Echinococcus have been summarized.
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GIRiS

Gliniimiizde, Echinococus cinsi igerisinde Echinococcus  Giliney Amerika ile sinirli kalmaktadir. Her ne sekilde olursa

granulosus, E.multilocularis, E.oligarthrus ve E.vogeli olmak
tizere toplam dort tiirlin varlig1 bilinmektedir. Bu dort tiirlin
eriskinleri, son konak karnivorlarin ince bagirsaklarinda,
metacestodlar1 ise omnivorlarin ve herbivorlarin karaciger ve
akcigerleri basta olmak iizere gesitli organ ve dokularinda
bulunmaktadir. insanlar bu dért tiiriin yumurtalarina duyarl
olup metacestodlar insanlarin ¢esitli organ ve dokularinda
geligerek “echinococcosis”e neden olmaktadir. Echinococcus
granulosus ve E.multilocularis’in sebep oldugu kistik ve
alveolar echinococcosis olduk¢a yaygin olmasina ragmen
E.oligarthrus ve E.vogeli’nin olusturdugu hastalik Orta ve
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olsun biitiin Echinococcus tiirleri insanlarda oldukga ciddi ve
bazen 6liimciil olabilen hastalik tablosuna yol agarken, hay-
vanlarin ¢esitli organ ve dokularinda olusturdugu yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar nedeniyle de ekonomik kayiplarin
olusmasina neden olmaktadir (1, 19).

Echinococcus cinsi igerisinde bulunan genetik varyasyonu
belirlemek amaciyla, molekiiler diizeyde ¢ok sayida galigma
yapilmis ve bu varyasyonu destekler nitelikte veriler elde e-
dilmistir (11, 49). Bu yazida, bir siiredir {izerinde ¢alistigimiz
bir konu olan, Echinococcus cinsi paraziter sestodlar ile ilgili
cesitli caligmalarda farkli amaclarla uzun siiredir uygulandigt
halde iilkemizde yeni yeni kullanilmaya baslayan molekiiler
tekniklerin bir araya getirilerek kisaca prensiplerinin ve kulla-
nim alanlarinin agiklanmasi ve bu konudaki kaynaklarin aras-

tirmacilarimiza sunulmasi amaglanmaistir.
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Echinococcus cinsinin metacestod ve erigkinlerinin tlir ayrimi;
morfolojik, biyolojik ve epidemiyolojik kriterlere gore yapil-
maktadir. Ancak sus ayrimi; morfolojik, biyolojik, biyokimya-
sal, epidemiyolojik ve molekiiler kriterler gibi bir¢ok paramet-
renin birlikte degerlendirildigi kompleks bir olaydir (5, 7, 8, 9,
47, 48).

Morfolojik ve biyolojik ¢alismalar, sus tayininde ¢ok degerli
bilgiler saglamasina ragmen, bunlarin konak ve ¢evresel fak-
torlerden etkilenebilecegi ve genetik diizeydeki farklilig1 yan-
sitmayacagi asla unutulmamalidir. Halbuki molekiiler teknik-
ler, parazit genomunun dogrudan karakterizasyonunu sagladi-
g1 i¢in, konaga ve ¢evreye ait faktorlerden etkilenmemektedir
(7, 23).

Molekiiler caligmalar neticesinde Echinococcus cinsindeki
tiirler ve bunlarin suglan ile ilgili olarak elde edilen veriler
sOyle ozetlenebilir;

1- E.granulosus tirl igerisinde; koyun susu (Gl),
Tazmanya koyun susu (G2), buffalo susu (G3), at
susu (G4), sigir susu (G5), deve susu (G6), domuz
susu (G7), geyik susu (G8), vahsi yasam susglart (As-
lan susu, lagomorph susu), domuz susuna ¢ok ben-
zeyen ancak ondan genetik olarak farklilik gosteren
G9 susu ve Fennoscandian geyik susu (G10) olmak
tizere ¢ok sayida sus bulunmaktadir (11, 26, 40, 49).

2-  E.granulosus’un bazi suslarn igerisinde dahi genetik
varyasyonlar bulunmaktadir (35).

3- E.granulosus’un bazi suslarindaki (G4, G5) genetik
farkliliklar, bu suslarin tiir (G4 igin E.equinus, G5
icin E.ortleppi) statlisiinde ele alinmasini gerektire-
cek kadar fazladir (49).

4-  E.multilocularis’in genotipleri arasindaki niikleotid
farklilig1, E.granulosus’un farkli suslar arasindaki
niikleotid farkliligindan 10 kat daha diisiiktiir (21).

5-  E.oligarthrus ve E.vogeli tiirlerine bagh suslar bu-
lunmamaktadir (11).

6- Sus varyasyonunun mevcudiyeti ve miktari, hastali-
g1in epidemik oldugu bolgelerde lokal bulagma sekli,
etkene karsi as1 ve ilag gelistirme ¢aligmalari, hasta-
ligin teshis ve tedavi teknikleri iizerinde etkilidir
(29, 46).

Bundan sonraki kisimlarda Echinococcus cinsine bagl tiirler
icerisinde bulunan sus farkliliklarinin belirlenmesinde oldukga
giivenilir olan molekiiler teknikler ayr1 ayr ele alinacak, testle-
rin uygulanist ve 6zgiilliigii hakkinda kisaca bilgi verilecektir.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), cift iplik¢ikli DNA’da spesifik
bolgelerden kesim yaparak, DNA’dan bir genin veya gen tasi-
yan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda etkin fonksiyonlari
olan enzimlerdir (4). DNA’nin bu enzimlerden bir veya birka-
¢1 ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz jel elektroforezine
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tabi tutulmasi1 ve sonra ethidium bromid ile boyanan jelde
olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak elde edilen
cesitlilige “restriction fragment length polymorphism” adi
verilmektedir (53).

Bu yontem PZR-RFLP ile karsilagtirildiginda; uygulamasi ve
degerlendirmesi daha giigtiir, sonuglar daha uzun siirede alin-
maktadir ve maliyeti daha yiiksektir. Diger tiplendirme teknik-
leri ile kiyaslandiginda ise her iki yontemin de (RFLP, PZR-
RFLP) ayrim giicii orta diizeydedir ancak laboratuvarlar arasi
uyumlar1 daha iyidir (53).

Cin’in dort bolgesinden toplanan E.granulosus izolatlarindan
elde edilen DNA’nin RFLP ve Southern blot analizi ile ince-
lenmesi sonucunda bu dort bolgedeki koyunlardan toplanan
izolatlar arasinda ayrica yak ve koyun izolatlar1 arasinda gene-
tik bir varyasyonun olmadigi belirlenmis (52), ayrica Cin’in
kuzeybatisinda insanlarin da dahil oldugu bir¢ok ara konaktan
elde edilen 117 izolat RFLP, PZR-RFLP ve mitokondrial ge-
nom analizi tekniklerinin kombine olarak kullanildig: bir ¢a-
lismada incelenmis ve bu izolatlar arasinda genetik bir varyas-
yon olmadig1 belirlenmistir (30).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriction Fragment
Length Polymorphism (PZR-RFLP)

Bu yontemde bilinen RFLP’den farkli olarak genomik
DNA’nin belirli bir bolgesi spesifik primerler kullanilarak
amplifiye edilmektedir. Amplifiye edilen iriinler bir veya
daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilmekte, agaroz jel
elektroforez ile ayrilmakta, jel ethidium bromid ile boyanmak-
ta ve son olarak ultraviole 151k altinda goriintilleme islemi
yapilmaktadir (4). PZR-RFLP, Echinococcus izolatlarinin
yada Oteki parazit gruplarmim ayriminda kullanilan oldukga
basit, duyarli ve hizli bir yontemdir (14).

Bu teknik ile Ispanya’nin cesitli bolgelerinden elde edilen 53
izolat incelenmis ve FE.granulosus™un E.multilocularis’ten
ayrinm yapilarak, Ispanya’daki E.granulosus suslari tammlan-
mustir. Ayrica E.granulosus’un domuz izolati igerisinde iki
farkli genotipin bulundugu da belirlenmistir. Domuz susunun
ileri ayrimmni saglamak amaciyla da NDI ve COI genleri
amplifiye edilip sekanslanmistir. Calisma sonucunda Ispan-
ya’da G1 ve G7 genotiplerinin bulundugu bir kez daha ortaya
konmustur (18). Teknigin DNA sekanslama teknigi ile kombi-
ne olarak kullanildig1 bir calismada ise fran’da koyun ve deve
genotiplerinin bulundugu belirlenmis (22, 54), deve susunun
insanlar i¢in enfektif oldugu ve bu susun hem koyunlart hem
de sigirlart enfekte ettigi ortaya konulmustur (22). Yine DNA
sekanslama ve PZR-RFLP tekniklerinin kombine olarak kul-
lanildig1 bir ¢alismada Arjantin’de E.granulosus’un dort farkli
susu (Gl, G2, G6, G7) oldugu belirlenmis, G2 ve G7
suslarinin insan enfeksiyonuna neden oldugu ortaya konmus-
tur (38). PZR-RFLP analizi ile geyik susunun E.granulosus’un
diger
Slovakya’da G7 genotipinin bulundugu (44) Rusya ve Kaza-

suslarindan ayrilabilecegi de belirlenmistir  (6).
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kistan’daki suslarin 6nceden belirtilen suslardan farkli olma-
dig1 (32) Polonya’da ise domuz susuna ¢ok benzeyen ancak bu
sustan ve bilinen diger suslardan genetik olarak ayrilan bir
susun (G9) insan enfeksiyonlarina sebep oldugu ortaya kon-
mustur (40).

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PZR)

Arbitrary primed PCR (AP-PCR) olarak da adlandirilan
Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PZR),
genomik DNAnin rastgele se¢ilmis bir veya daha fazla primer
ile ¢ogaltilmasi prensibine dayanmaktadir. Kullanilan
primerler genellikle 9-10 bazlik kisa primerler olup G-C ba-
kimindan zengindir (En az %40 mol G+C igermeli) (33, 36).

Reddy ve ark. (37), E.granulosus’un buffalo ve sigir suslarim
ayirmak amaciyla yaptiklan RAPD-PZR analizinde, G+C
oranlar1 %60 ile %81.8 arasinda degisen 10-11 bazlik dort
oligoniikleotid primeri test etmisler ve yiiksek G+C oraninin
primer stabilitesini artirdigin1 ve daha fazla RAPD profili o-
lusturdugunu belirtmislerdir.

Bu teknikte primerlerin baglanma 1sis1 40-50°C’ye diisiiriil-
mistiir. Diisiik sicaklik derecesinde gerceklestirilen baglanma
asamasinda, segilen primerler kromozom iizerinde hem kendi-
lerine 6zgii bolgelere, hem de 6zgli olmayan bolgelere bag-
lanmaktadir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik
farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen farkli say1 ve uzunlukta-
ki bantlarin olusumuna neden olmaktadir. Ayni tiir igerisinde-
ki farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin sayist ve
birbirine olan uzakliklar1 degisik olacagindan, agaroz jel
elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin say1 ve biiyiiklii-
gi de farklilik gostermektedir. Suslar arasinda primerlerin
baglanma yerlerinde gerceklesmis olan mutasyonlar
(delesyon, insersiyon) bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Amplifikasyon sonucunda jel elektrofore-
zinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleri ile
karsilastirilmaktadir. Aymi bant profili gosteren izolatlar
“epidemiyolojik olarak iligkili” seklinde yorumlanmaktadir.
Bant profilleri benzer olan izolatlar yeni primerlerle tekrar test
edilmeli ve diger tiplendirme yontemleri ile ¢alisiimalidir (33,
36).

Yontemin avantajlari; hizli ve kolay uygulanabilir olmasi, cok
miktarda DNA’ya ve DNA sekans bilgilerine gereksinim du-
yulmamasi, tiim genomun incelenmesine olanak saglamasi ve
RFLP’den daha fazla polimorfizm elde edilmesidir. Yontemin
dezavantajlar1 ise; PZR artefaktlarina bagl olarak her zaman
verimli sonuglar alinamamasi, sonuglarin tekrarlanabilirliginin
diistik olmasi, agaroz jel elektroforezinde birkac bant olusumu
ile sonuglanan zayif profillerin olusabilmesi, RFLP’de oldugu
gibi polimorfizm tanisinin sinirli olmasi seklinde ifade edil-
mektedir (2, 12, 28).

Bu teknik kullanilarak yapilan ¢alismalarda; E.granulosus’un
Isveg ve Ispanyol izolatlarmin karakteristik bant 6zelligi gos-
terdigi (43) ve Ispanya’da E.granulosus™un ii¢ farkli susunun

bulundugu (42), E.granulosus’un buffalo ve sigir susunun
genetik olarak farkl1 oldugu (37), Italya’da koyun izolatlarmda
sus ici farkliliklarin bulundugu (35), Slovakya’da domuz
izolatlarinda belirgin farkliliklar bulundugu belirlenmistir
(51). Teknigin echinococcus cinsine baglh tiirlerin tiplendiril-
mesinde uygun oldugu ancak RAPD-PZR tekniginin diger
molekiiler tekniklerle dogrulanmasi gerektigi ifade edilmistir
(35, 51).

PZR-SSCP  (PCR-Single
Polimorphism) Analizi

Stranded Conformation

Single Stranded Conformation Polimorphism (SSCP); sekans
farkliligi gosteren DNA 6rneklerinin belirlenmesinde kullani-
lan ucuz, kolay, duyarl: ve giivenilir bir yontemdir (45). Se-
kans farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilan diger yontem-
lere gore oldukga bilyiik avantajlari bulunmaktadir. Ornegin
DNA fragmentlerinin PZR-RFLP veya RAPD-PZR teknikleri
ile analizi, bu fragmentlerin biiyiikliiklerine gére agaroz jelde
ayrimi prensibine dayanmaktadir. Ancak ayni biiyiikliikte olan
fakat sekans varyasyonu gosteren fragmentler jelde birlikte
g6¢ edecek ve belki de yanlislikla tek bir sekans olarak algila-
nacaktir. SSCP analizinde ise boyle bir durum séz konusu
degildir. Ciinkii uygun biiyiikliikteki bir fragmentte tek bir
niikleotid farkliligi dahi belirlenebilmektedir. Bu metodun
prensibini tek iplik¢ikli DNA’nin sekil ve biiyiikliigiine bagh
olarak, denature olmayan jel igerisindeki elektroforetik hare-
keti olusturmaktadir (34).

Cift iplik¢ikli DNA’nin jeldeki elektroforetik hareketi onun
biiyiikliigli ve uzunlugu ile yakindan iligkilidir. Ancak niikleo-
tid farkliliklar1 bu hareketi fazla etkilemez. Oysa tek iplikg¢ikli
DNA’nin jeldeki elektroforetik hareketi ylizlerce niikleotid
icerisindeki tek bir niikleotid farkliligindan dahi etkilenir.
Ciinkii komplementeri olmayan DNA stabil degildir (31). Tek
iplik¢ikli DNA, jeldeki elektroforetik gocii esnasinda sekonder
ve tersiyer yapilar kazanmaktadir. Bu sekil degisiklikleri;
DNA iplik¢iginin uzunluguna, baz eslesmelerinin sayisina ve
yerine baglidir. Denature olmayan poliakrilamid jel
elektroforezinde DNA’nin yapisindaki tek bir baz farkliligi
dahi olusan konformasyon ve hareket degisikligi sayesinde
belirlenebilmektedir (15). Tek iplik¢ikli DNA bantlariin be-
lirlenmesinde giimiis boyama tercih edilir (4). Ethidium
bromid her zaman giivenilir sonuglar vermeyebilir. Ayrica
sonuglar otoradyografi ile de belirlenebilir (3, 15, 50). SSCP
analizinin sensitivitesi; DNA konsantrasyonu, incelenen
fragmentlerin uzunlugu, elektroforez 1sis1, jel kompozisyonu,
kullanilan tampon ve pH gibi bircok parametreden etkilenebi-
lir (13, 24). Fragmentlerin boyu SSCP analizinin sensitivitesi
tizerinde en etkili faktdrlerden birisidir. Bu teknik ile 100-200
bp’lik fragmentlerdeki mutasyonlarin belirlenme orani %50-
95’tir. Ancak bu oran uygun kosullar saglandiginda %100’e
kadar c¢ikabilmektedir (10). Optimal fragment boyu 150
bp’dir. Ancak biiylik fragmentlerin kullanildigr durumlarda
sensitivite fragmentin artan biiyilikliigiine paralel olarak diis-
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mektedir (41). SSCP’nin en biiyiik avantaji ¢ok sayida PZR
Orneginin eg zamanli olarak incelenmesine olanak saglamasidir.
Kullanmilan tarak olgiisiine bagli olarak tam uzunluktaki bir
sekanslama jelinde 49-97 PZR {irlinii analiz edilebilmektedir.
Bu teknik PZR iiriinlerini goriintiilemek, incelenen genlerde
yeterli polimorfizmin olup olmadiginmi ortaya koymak, polimor-
fizmin ¢ok oldugu gen bolgelerini belirlemek, ¢ok kopyali gen-
lerde polimorfizm olup olmadigini tespit etmek ve intraspesifik
varyasyonlari belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (50).

Bu teknik kullanilarak yapilan ¢alismalarda; Echinococcus
cinsi igerisinde bulunan farkli suslarin bu teknikle rahatlikla
belirlenebilecegi (17), Arjantin’de E.granulosus’un bes farkly
susunun bulundugu (25), E.multilocularis’in genotipleri ara-
sindaki niikleotid farkliligin, E.granulosus’un farkli suslari
arasindaki niikleotid farkliligindan 10 kat daha diisiik oldugu
ve (21), E.granulosus’un farkli suslarinin SSCP profillerine
gore DNA sekans analizinden Once taninarak Echinococcus
izolatlarin rutin laboratuvar tanisinda kullanilabilecegi (55),
belirtilmigtir.

DNA Baz Dizi Analizi

Dizi analizinde; Klenow, Tag DNA polimeraz, reverse
transkriptaz veya sekans enzimlerinden birisi kullanilarak
dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin komplementeri sentezlen-
mektedir. Caligmalarin ¢ogunda zincir uzamasinin sonlandi-
rilmast  yontemi  kullanilmaktadir. Bu ydntem, DNA
polimerazlarin dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3" pozisyo-
nunda OH grubu tagimayan ddNTP’leri de substrat olarak
kullanilmalar esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplik¢igine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi
halinde zincir uzamasi durmaktadir. Kalip DNA’lar, primer,
dNTP karigim1 ve enzimin konuldugu dort reaksiyon tiipliniin
her birine bir ddNTP eklenmesinden sonra baglanma ve uza-
ma iglemleri uygulanmaktadir. B&ylece reaksiyon tiiplerinde
farkli uzunluklarda DNA parcalarinin olugmasi gergeklesmek-
tedir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA parcalari
poliakrilamid jelde elektroforeze tabi tutulmaktadir. Dizi ana-
liz sonucunu goriiniir hale getirmek i¢in radyoaktif madde,
kemiliiminesans veya floresan veren boyalarla isaretleme ya-
pilmaktadir.

Otomatize sistemlerin g¢ogunda reaksiyonun baglangicinda
floresans veren madde ile isaretli primer veya niikleotidler
kullanilarak baz dizilimi gozlenebilir hale getirilmektedir.
Ancak baz dizi analizinde yontemin uygulanmasi ile ilgili
zorluklar vardir. Sonuglarin yorumlanmasinda son derece
dikkatli olunmasi gerekmektedir ¢ilinkii artefaktlar problem
olusturabilmektedir. Her iki DNA zincirinin dizi analizi yapi-
larak, artefakt ve diger faktorlere baglh hatalar en aza indiril-
melidir. Jele bagli olmayan dizi yontemleri
(hibridizasyona dayali, gene-spesific-chips) gelistirilerek bu
problemlerin Oniine gegilebilir. Yontem pahalidir ve uygula-
nabilmesi i¢in geligmis laboratuvar olanaklarina gereksinim
duyulmaktadir (33).

analiz
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Bu teknik kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda,
echinococcus cinsine bagl tiirlerde ¢apraz déllenme olayinin
nadiren sekillendigi, E.granulosus’un at susunun taksonomik
statlisiiniin yeniden gozden gegirilmesinin gerektigi (20, 27)
ve Finlandiya geyik susunun (G10) Amerikan geyik susundan
farkli oldugu ortaya konulmustur (26). Bu teknik ayrica RFLP,
PZR-RFLP gibi molekiiler tekniklerle kombine olarak kulla-
nilmis ve Cin’in kuzeybatisindan elde edilen izolatlar arasinda
genetik bir varyasyon olmadigi, Ispanya’da G1 ve G7
genotiplerinin, Iran’da G1 ve G6 genotiplerinin bulundugu
belirlenmistir (18, 22, 30, 54).

Dideoxy Fingerprinting (ddF)

Dideoxy fingerprinting, niikleik asitlerin jel elektroforezi bo-
yunca kazandigi fiziksel dzelliklere dayanan ve PZR ile ¢ogal-
tilan DNA segmentlerindeki sekans varyasyonlarinin belir-
lenmesinde kullanilan oldukga etkili bir tekniktir (13, 16).

ilk defa Sarkar ve ark.(39), tarafindan bildirilen bu teknik,
Sanger sekanslama ve SSCP tekniklerinin bir kombinasyonu-
dur. Bu metotta sadece tek bir dideoksiniikleotidin kullanildig:
Sanger sekanslama yoOntemini, denature olmayan (non-
denaturating) jel elektroforez sistemi izlemekte ve bu teknik
ile PZR ile amplifiye edilen fragmentlerdeki tek bir sekans
degisikligi bile belirlenebilmektedir. DNA’daki mutasyonlar,
bantlarin pozisyon degisiklikleri ya da otoradyografide bir
bandin olusumu veya kayb1 ile belirlenebilir (16). Bu teknik
ile sekans uzunlugu 150-250 bp olan fragmentlerdeki tek bir
baz mutasyonu dahi %100 oraninda belirlenebilmektedir (16,

39).

Diger molekiiler tekniklere gore ddF’nin tstiinliikleri bulun-
maktadir. Ornegin PZR-RFLP’de DNA fragmentlerinde smirli
sayida bulunan restriksiyon enzimi kesim bolgelerindeki var-
yasyonlar belirlenebilmektedir. Oysa bu teknikte, primer
amplikon uzunlugunda hemen hemen higbir sinirlama olma-
dan tiim sekans incelenebilmektedir. RAPD-PZR’nin aksine,
ddF’de spesifik primerler kullanilmaktadir; bu da hata yapma
olasiligint en aza indirirken, verimliligi maksimum diizeye
¢ikarmaktadir. Bu teknikte hem mobilite farkliliklart hem de
bant farkliliklar belirlenebilmektedir. Bu 6zellikler de ddF’yi,
DNA sekanslamaya gereksinim kalmadan, ¢ok sayidaki niik-
leotid farkliliklarinin belirlenmesinde giiclii, glivenilir ve eko-
nomik bir teknik haline getirmektedir (16).

Gasser ve ark.(16), bu teknik ile Echinococcus cinsinde bulu-
nan yedi farkli genotipi (G1, G4, G6, G8, O, V ve M2) birbi-
rinden ayirt etmis ve G1 genotipine ait sekiz izolatin bazila-
rinda gizli bir varyasyon bulundugunu, G4 ve M2 genotipine
ait iki Oornekte ise varyasyon bulunmadigimi belirtmislerdir.
Aragtiricilar  (16), O, V ve M2 genotiplerini
E.ortleppi, E.vogeli ve E. multilocularis’ten elde etmislerdir.
Ayrica bu teknik ile DNA sekanslamaya gerek kalmaksizin
Echinococcus cinsi ve bunun disinda kalan parazitlerin
tiplendirilebilecegini belirtmislerdir.

sirasiyla



Echinococcus cinsinin molekiiler karakterizasyonu

Sonug

olarak, Echinococcus cinsine baglh tiirlerin

tiplendirilmesinde kullanilan molekiiler tekniklerin hedefinin,
direkt olarak parazitin DNA’s1 olmasi, morfolojik ve ¢evresel
faktorlerden bagimsiz olusu bu yontemlerin tiplendirme giicii-
nli artirmaktadir. Echinococcus cinsine bagh tiirlerin farkl

suglarinin  belirlenmesi,

echinococcosis’in  epidemiyolojisi,

teshisi, tedavisi ve kontrol tedbirlerinin alinmasi gibi bircok
konuda hayati 6neme sahiptir. Ad1 gecen tiplendirme yontem-
lerinden hangilerinin kullanilacagi, mevcut laboratuvar kosul-
larina, konuya hakim deneyimli elemanlarin varligina ve ula-
silmak istenilen bilgiye bagl olarak degismektedir.
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