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Kistik ekinokokkozis (KE), diinya ¢apinda insan ve hayvanlarda yaygin olarak rastlanan ihmal edilmis
bir halk saghgi ve ekonomik sorundur. Bu ¢alismanin amaci, E. granulosus s.s. (G1/G3) izolatlari
icerisinde G1 ve G3 genotiplerinin PZR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PZR-RFLP) ve
takiben Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) teknikleriyle ayriminin yapilmasidir.
Calismada kullanilan insan, sigir ve koyun hidatik kist izolatlarina ait genomik DNA (gDNA)lar E.
granulosus s.s. (G1/G3) oldugu DNA dizi analizi ile teyit edilen 6rnekler arasindan segilmistir. Genomik
DNA’lar, E. granulosus s.s.'nun G1 ve G3 genotiplerini ayirt eden mt-nad5 bdlgesini cogaltan primerler
kullanilarak PZR ile gogaltildi. Bu PZR Urlinleri Mboll, Hindll ve Hphl restriksiyon enzimleriyle ayri ayri
kesildi. Daha sonra hazirlanan SSCP jeline bu kesim trlnleri yiiklendi ve elektroforeze tabi tutulup jel
glimis nitrat ile boyanarak bantlar gériinlr hale getirildi. Bu gcalismada hepsi Elazig ilinden elde edilen
ikisi insan, altisi sigir ve 13’G koyun olmak lizere toplam 21 izolat analiz edildi. Biitiin 6rneklerde E.
granulosus s.s.”un 759 bp’lik mt-nad5 gen bolgesi PZR ile basaril bir sekilde ¢cogaltildi. RFLP neticesinde
Mboll enzimi G1 ve G3 genotiplerine ait PZR Urinlerini dort farkli pozisyondan, Hindll iki farkh ve yine
Hphl de iki farkh pozisyondan kesti. Takiben yapilan SSCP analizinde bitin 6rneklerin ayni bant
profilini gdstermesi nedeniyle E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerinin bu yontemle ayirt
edilemeyecegi anlagild.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, genotip, PZR, RFLP, SSCP

Simultaneous Use of PCR-RFLP and SSCP Methods for Differentiation of G1 and G3 Genotypes of
Echinococcus granulosus sensu stricto

Abstract

Cystic echinococcosis (CE) is a neglected public health and economic problem affecting both humans
and animals worldwide. The study aimed to differentiate G1 and G3 genotypes among E. granulosus
s.s. (G1/G3) isolates using PCR-Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) followed by
Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) techniques. The study selected genomic DNA
(gDNA) from confirmed E. granulosus s.s. (G1/G3) human, cattle, and sheep hydatid cyst isolates. PCR
was used to amplify the mt-nad5 region of E. granulosus s.s. with primers that distinguish G1 and G3
genotypes. The resulting PCR products were digested separately with Mboll, Hindll, and Hphl
restriction enzymes. The digestion products were then loaded onto the prepared SSCP gel and
subjected to electrophoresis. Finally, the gel was stained with silver nitrate to make the bands visible.
The study analysed a total of 21 isolates, comprising two human, six cattle, and 13 sheep, all obtained
from Elazig province of Tirkiye. The PCR successfully amplified the 759 bp mt-nad5 gene region of E.
granulosus s.s. in all samples. As a result of RFLP, Mboll enzyme cut the PCR products of G1 and G3
genotypes at four different positions, Hindll at two different positions and Hphl at two different
positions. The subsequent SSCP analysis revealed that the G1 and G3 genotypes of E. granulosus s.s.
could not be differentiated using this method, as all samples displayed an identical band profile.
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GIRIS

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus sensu
lato’nun larvasi olan hidatik kist tarafindan olusturulan, ih-
mal edilmis bir zoonotik hastaliktir. Parazitin eriskin formu
kopek, kurt, cakal ve diger bazi etgillerin ince bagirsaklarinda
yasarken, larvasi olan hidatik kist ise insanlar dahil koyun,
kegi, sigir, domuz ve diger birgok evcil ve yabani memelide
¢ogunlukla karaciger ve akciger olmak Uzere gesitli organ ve
dokularda yerlesmektedir (1). Mitokondriyal ve niikleer DNA
dizilemesine dayanarak, E. granulosus s.l. icerisinde bes tir(
tanimlanmustir. Bu tiirler arasinda Echinococcus granulosus
sensu stricto (G1 ve G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E.
canadensis (G6/7, G8 ve G10) ve E. felidis bulunmaktadir (2-
4).

Baslangigta E. granulosus s.s. G1, G2 ve G3 olmak lizere
¢ genotipten olusmaktaydi. Ancak son yillarda yapilan tam
genom sekanslari neticesinde G2'nin ayri bir genotip olma-
dig1, G3'lin bir mikrovaryanti oldugu ortaya konmustur (5). E.
granulosus s.s.'nun G1 ve G3 genotiplerinin ayrimi genellikle
mitokondriyal sitokrom c oksidaz subunit 1 (mt-CO1) geninin
sekans analizi ile yapilir (6). Bununla birlikte son ¢alismalarda
E. granulosus s.s. genotiplerinin ayirt edilmesiicin daha uzun
mt-CO1 gen bolgelerinin analiz edilmesi gerektigi gosteril-
mistir (7, 8). Filogenetik analizlere gore, G1 ve G3 arasinda
37 niikleotidlik bir fark vardir (5). Daha uzun mt-CO1 gen di-
zilerinin (1609 bp) yani sira kismi mt-CO1 (366 bp) ve nadl
(471 bp) dizileri bile G1 ve G3 arasinda dogru bir ayrim yapa-
mamaktadir (5). Nitekim son galismalar, mt-nad5 geninin
kisa bir parcasinda, G1 ve G3 genotiplerinin tamamen ayirt
edilmesini saglayan (g tek nikleotid polimorfizminin ve alti
informatif pozisyonun varligini ortaya koymustur (5).

Turkiye'de E. granulosus s.l.'nun tiur ve genotiplerinin
belirlenmesine yonelik yapilan gcalismalarda, hayvan ve insan
konaklarindan elde edilen izolatlarda E. granulosus s.s. (G1/
G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5) ve E. canadensis (G6/G7)
tespit edilmistir (2-4, 9, 10). Cengiz ve Goéneng (11), Turki-
ye'nin farkl illerinden 49 kist hidatik izolatini (10 sigir ve 39
koyun) mt-nad5 genini dizileyerek analiz etmis ve G1 (n = 36)
ve G3 (n = 13) genotiplerini ayirt etmislerdir. Turkiye'de ya-
pilan baska bir calismada, 12’si insan, 28’i sigir ve 31'i koyun
hidatik kist izolatlarinin 759 bp uzunlugundaki mt-nad5 gen
fragmani PZR ile ¢ogaltilarak sekanslatilmistir. Sekans sonug-
larina gore 61 6rnegin E. granulosus s.s. G1 genotipi, 10 or-
negin ise G3 genotipi oldugu belirlenmistir (12). Elazig ve Er-
zurum illerinden toplanan 54 koyun ve sigir 6rnegiile yapilan
baska bir calismada ise PZR-Single Stranded Conformation
Polymorphism (PZR-SSCP) analizi denenmistir. Analiz sonu-
cunda G1 ve G3 arasindaki fark tanimlanamazken, G5 ve
G7'nin diger izolatlardan farki ortaya konmustur (13).

Bu ¢alismanin amaci, E. granulosus s.s. (G1/G3) izolat-
lari igerisinde G1 ve G3 genotiplerinin PZR-Restriction frag-
ment length polymorphism (PZR-RFLP) ve takiben SSCP tek-
nikleriyle ayriminin yapilabilirliginin arastinlmasidir.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada kullanilan insan, sigir ve koyun hidatik kist izo-
latlarina ait genomik DNA (gDNA)’lar E. granulosus s.s.
(G1/G3) oldugu DNA dizi analizi ile teyit edilen 6rnekler ara-
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sindan secilmistir (12). Bu izolatlarin isimleri, GenBank eri-
sim numaralari, konaklari ve genotipleri Tablo 1’de verilmis-
tir.

Tablo 1. GCalismada kullanilan E. granulosus s.s. izolatlarinin Gen-
bank erisim numaralari, ait oldugu konaklar ve genotipleri.

Genbank Erisim

No izolat Adi Konak Genotip
Numarasi
1 TRHO4 0P889045 insan G1
2 TRCO02 0P889055 Sigir G1
3 TRCO3 0P889056 Sigir G1
4 TRC11 0OP889064 Sigir G1
5 TRC13 0OP889066 Sigir G1
6 TRC28 0OP889081 Sigir G1
7 TRS02 0OP889083 Koyun G1
8 TRSO5 0P889086 Koyun G1
9 TRS06 0P889087 Koyun G1
10 TRS08 0P889089 Koyun G1
11 TRS09 0P889090 Koyun G1
12 TRS10 0OP889091 Koyun G1
13 TRS12 0OP889093 Koyun G1
14 TRS14 OP889095 Koyun G1
15  TRH10 0P889051 insan G3
16 TRCO4 0P889057 Sigir G3
17 TRS21 0P889102 Koyun G3
18 TRS23 0P889104 Koyun G3
19 TRS25 0OP889106 Koyun G3
20 TRS28 0OP889109 Koyun G3
21 TRS29 0OP889110 Koyun G3

Mitokondrial NADH Dehydrogenase Subunit 5 (mt-nad5)
Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA'lar, Kinkar ve ark. (5) tarafindan dizayn edilen
ve E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerini ayirt eden
EGnd5F1  (5'-GTTGTTGAAGTTGATTGTTTTGTTTG-3') ve
EGnd5R1 (5-GGAACACCGGACAAACCAAGAA-3') primerleri
kullanilarak 759 bp’luk mt-nad5 gen bolgesi PZR ile cogaltildi.
PZR reaksiyonu su sekilde olusturuldu: 5 pL 10X PZR tam-
ponu, 5 uL MgCl2 (25 mM), her dNTP'den 400 uM, her pri-
merden 20 pmol, 0.2 ul Tag DNA Polimeraz (1.25 IU) ve 28.8
uL steril saf su ile toplam hacim 45 pL olarak hazirlanip tze-
rine 5 uL kalip DNA eklendi. Kinkar ve ark. (5) tarafindan daha
once belirlenen bir touch-down PZR protokold kullanildi (5).
Thermal cycler kosullari, 95 °C’de 1 dk 6n denatlirasyon, ta-
kiben 95 °C’de 20 sn, 55 °C’de 45 sn (tavla sicakligl her don-
glde kademeli olarak 0,5 °C azaltildi), 68 °C’de 1 dk olacak
sekilde 10 siklus ve ardindan 95 °C’de 20 sn, 50 °C’de 45 sn,
68 °C’'de 1 dk olacak sekilde 25 siklus ve 68 °C’de 3 dk son
uzama islemine tabi tutuldu. PZR Urinleri daha sonrasinda
%1.4’l0k agaroz jelde 100 volt akimda 40 dk elektroforeze
tabi tutuldu ve sonrasinda jel goriintiileme cihazinda (Quan-
tum, Vilber Lourmat, France) goriintilendi.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Calismada kullanilan E. granulosus s.s. izolatlarina ait mt-
nad5 sekanslarini kesen restriksiyon enzimleri (RE)'nin belir-
lenmesi amaciyla bitin sekans verileri ayri ayri Restriction-
Mapper (https://www.restrictionmapper.org/) veri taba-
ninda kontrol edildi ve bu sekanslari en az iki noktadan kesen
Ug¢ enzimin kullanilmasina karar verildi. Bu enzimler, Mboll (5
U/uL, 300U Thermo Scientific), Hindll (5 U/uL, 300U Thermo
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Scientific) ve Hphl (5 U/uL, 300U Thermo Scientific) idi. En-
zim kesim reaksiyonu 10 puL PZR Griind, 1 uL RE, 2 uL 10X Buf-
fer B ve 18 L steril saf su ile toplam hacim 31 ul olacak se-
kilde ayri eppendorf tliplerde hazirlandi. Daha sonra (retici
firmanin (Thermo Fisher, Bartlesville, USA) belirledigi kosul-
larda 37 °C’deki su banyosunda 8 saat enzim kesimi gercek-
lestirildi. Bu siirenin sonunda ise 65 °C’de 20 dk enzim inak-
tivasyonu gerceklestirildi. Sonrasinda kesim triinleri %3’k
agaroz jelde 100 volt akiminda 40 dk elektroforeze tabi tu-
tuldu ve jel gorintileme cihazinda (Quantum, Vilber Lour-
mat, France) goérintilendi (4).

Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP)

Bu yontem Simsek ve ark. (13) tarafindan bildirilen yonteme
gore gergeklestirildi. SSCP jeli, 2 ml %40 akrilamid-N,N' Me-
tilenbisakrilamid (39:1), 825 pL 5X Tris Borik Asit-EDTA (TBE),
1 ml gliserol, 500 puL 1M {re, 150 pl %10 amonyum peroksid
disulfat, 4575 pL saf su ve 4 uL Tetrametiletilendiamin (TE-
MED) ile hazirlandi. PZR drinlerinin tek iplik haline getiril-
mesi i¢in 5 uL hem PZR hem de enzim kesimine ugramis PZR
Grlinlerinden ayri tuplere alinarak 11 pL denatire edici tam-
pon (10 mM NaOH, %95 formamit, %0.05 bromfenol blue ve
%0.05 ksilen siyanol) ile homojen bir sekilde karistirildi. Elde
edilen karisim Thermal Cycler’da 95 °C’de 10 dk denatiiras-
yona maruz birakildi. Ardindan hemen buz blok tzerine ali-
narak (-20 2C) SSCP jelinin kuyucuklarina her érnekten 5 pL
ylklendi ve 175 volt akimda 2 saat elektroforeze tabi tu-
tuldu. Siirenin sonunda plakalardan gikarilan jel, gimus nit-
rat ile boyandi. Bu amagla, poliakrilamid jel %10 etanol, %5
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Sekil 1. E. granulosus s.s. (G1/G3) mt-
nad5 genine ait PZR sonuglarinin jel go-
rintusu. M: Marker (100 bp); 1-9: Rast-
gele segilen bazi 6rneklerin bant profil-
leri (759 bp)

Hphl.

TARTISMA VE SONUC

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) neticesinde elde edilen
Urunlerdeki mutasyonlarin tanimlanmasi igin altin standart
yontem sekans analizidir. Ancak, 6zellikle popilasyon ¢alis-
malarinda ¢ok sayida 6rnek calismak gerektiginde tim PZR
amplikonlarinin dizilenmesi, masrafli ve zaman alicidir (14).
Bu nedenle, PZR sonrasi mutasyon tespitinde alternatif yon-
temler kullanilabilmektedir. Bunlardan biri pratik bir elektro-
foretik mutasyon tarama yaklasimi olan SSCP'dir (15). Bu tek-
nik, tek sarmalli bir DNA molekdiliiniin denatiire olmayan bir

56 78

Sekil 2. E. granulosus s.s. (G1/G3) mt-nad5 ge-
nine ait PZR-RFLP sonuglarinin jel goriinttusu. M:
Marker (100 bp); 1-4: Mboll; 5-8: Hindll; 9-12:
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asetik asit ve % 85 distile su igerisine alinarak 6 dk boyunca
calkalanip fikse edildi. Ardindan jel %0.1 giimis nitrat boyasi
icerisine alinarak 15 dk orta hizda galkalanip boyandi. Bant-
larin gorunir hale gelmesi igin %1.5 Sodyum hidroksit
(NaOH) ve %0.15 formaldehit igerisinde 30 dk galkalandi. Jel,
son olarak %0.75 sodyum karbonat (Na2CO3) icerisine alina-
rak 10 dk calkalandi ve distile su klvetine alinarak 5 dk yi-
kama islemi yapildiktan sonra goriintilendi.

BULGULAR

Bu galismada hepsi Elazig ilinden elde edilen ikisi insan, altisi
sigir ve 13’0 koyun olmak lizere toplam 21 izolat analiz edildi.
Tim o6rneklerde E. granulosus s.s.'nun 759 bp’lik mt-nad5
gen bolgesi PZR ile basarili bir sekilde cogaltildi (Sekil 1). Son-
rasinda bu 6rnekler SSCP analizine tabi tutuldu, ancak yeterli
ayrim saglanamadigi icin oncelikle PZR-RFLP yapilip kesim
Urinlerinin SSCP yapilmasina karar verildi. Boylelikle biitiin
izolatlarin mt-nad5 PZR rlnleri Mboll, Hindll ve Hphl enzim-
leri ile kesime tabi tutuldu. Enzim kesimi sonrasi farkli DNA
fragmentlerinin olustugu goraldu (Sekil 2). E. granulosus
s.s.’nun her iki genotipi de Mboll ile kesildiginde dort farkl,
Hindll ile iki farkli ve yine Hphl ile iki farkl yerden kesimin
oldugu gorulda. Takiben PZR-RFLP Griinleri SSCP jeline yik-
lenip glimUs nitrat ile boyandi, ancak elde edilen bantlar in-
celendiginde hepsinin ayni bant profilini gosterdigi (Sekil 3)
ve bu nedenle E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerinin
bu yéntemle ayirt edilemeyecegi ortaya kondu.

9101112

Sekil 3. Echinococcus granulosus s.s.'nun mt-nad5 PZR
Urtnlerinin SSCP analizi. 1: PZR lirtinii (G1); 2: Mboll ile ke-
silmis PZR iriinGi (G1); 3: ile HindIl kesilmis PZR Grinl (G1);
4: Hphl ile kesilmis PZR rlni (G1); 5: PZR Urund (G3); 6:
Mbollile kesilmis PZR urlinti (G3); 7: Hindll ile kesilmis PZR
Urand (G3); 8: Hphl ile kesilmis PZR Urlni (G3).

jel igindeki elektroforetik hareketliliginin yapisina ve boyu-
tuna blyuk olciide bagl oldugu ilkesine dayanir ve <500
bp'lik PZR Grinlerinde tek nokta mutasyonlarini tespit etme
kapasitesi sunar. PZR-SSCP'nin ylksek mutasyon saptama
kapasitesi ve nispeten basit bir teknik olmasi, onu tirlerin
veya genotiplerin tanimlanmasi, ¢ok sayida 6érnek icinde ve
ornekler arasinda genetik degiskenligin taranmasi ve daha
da o6nemlisi bilinmeyen mutasyonlarin belirlenmesi igin
glclu bir arag haline getirmektedir (15). Boylelikle, bir popi-
lasyondaki genetik varyasyonun kapsamini degerlendirmek
icin bir tarama araci olarak kullanildiginda, érneklerin hedef-
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lenen dizilemesinden 6nce PZR-SSCP analizi yapilmasi dizi-
leme gerektiren 6rneklerin sayisinda 6nemli bir azalmaya
(genellikle %70-90) ve dolayisiyla analizlerle iligkili maliyetle-
rin digsmesine imkan saglamaktadir (15). PZR-SSCP'nin pra-
tik, hassas, spesifik ve tekrarlanabilir oldugu kanitlanmistir
(16). Yontemin standartlastiriimis bir protokol izlemesi (boy-
lece yiiksek bir mutasyon tespit orani elde edilmesi) ve so-
nuclarin dikkatli bir sekilde yorumlanmasi kosuluyla, SSCP
onemli bir tanisal kapasiteye sahip olup secilen érneklerin di-
zilenmesi ve dizi verilerinin filogenetik analizleri ile birlikte
ornekleme prosedirlerine ve genetik belirteglere dikkat edi-
lirse, E. granulosus’un populasyon genetigi ve epidemiyoloji-
sinin arastirilmasi icin uygundur (17,18). Ancak, PZR-SSCP
500 bp fragmanlara kadar polimorfizmi tespit edebilir. PZR-
SSCP’den maksimum verimi almak i¢cin amplikonlarin opti-
mum boyutu 330 ila 380 bp arasinda olmalidir (19). Bu han-
dikapi gidermek igin mevcut calismada 6ncelikle PZR drunle-
rinin restriksiyon enzimleriyle kiglk pargalara ayrilmasi
(PZR-RFLP) ve daha sonra SSCP yapilmasinin mutasyon tespit
kapasitesini artirabilecegi diisintlmustir. PZR-RFLP tekni-
ginde, bir PZR Grlni cesitli boyutlarda birkag DNA pargasi
olusturmak igin tanima bolgesi olarak bilinen bolgelerden
DNA'yi kesen belirli restriksiyon enzimleriyle muamele edilir.
Daha sonra, kesilmis amplikonlar bir jele yiklenir ve elektro-
foreze tabi tutulur. Boylelikle, farkli boyutlardaki bantlar jel
boyunca farkh biyikliklerde bant olusturacaktir (20). Sim-
sek ve ark. (13), E. granulosus s.l."nun 446 bp’lik mt-CO1 gen
bolgesini PZR ile ¢ogalttiktan sonra yaptiklari PZR-SSCP ana-
lizi ile G5 ve G7 genotiplerini ayirt ederken, E. granulosus s.s.
(G1/G3)igerisindeki G1 ve G3 genotiplerini tanimlayamamis-
lardir. Benzer sekilde Zhang ve ark. (21) ve Oudni-M’rad ve
ark. (22) da E. granulosus s.s. igerisindeki G1 ve G3 genotip-
lerinin PZR-SSCP yodntemiyle ayirt edememislerdir. Bu ¢a-
lisma ile E. granulosus’un 759 bp’lik mt-nad5 gen bélgesinin
once RFLP ile pargalara ayrilmasi ve takiben PZR-SSCP yapil-
masina ragmen G1 ve G3 genotiplerinin ayriminda basari
saglanamamustir.

Sonug olarak, E. granulosus s.s. (G1/G3) icerisindeki ge-
notip farkhliklarinin tanimlanmasinda PZR-SSCP’nin yetersiz
kaldigi, bu nedenle 6zellikle mt-nad5 sekans analizinin ge-
rekli oldugu kanaatine variimistir.
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hayvan materyali kullanilmadigl icin; etik kurul iznine ihtiyag
duyulmamuistir.
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