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Aydin Yoresindeki Kopeklerde Echinococcus granulosus Y aygmhigimin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Belirlenmesi

Prevalence of Echinococcus granulosus Determined with Polymerase Chain Reaction in Dogs

in Aydin District
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OZET

Amag: Calisma Aydin ve yoresindeki sahipli kdpeklerde E. granulosus yayginligini doymus tuzlu su flotasyon ve PCR ydntemleriyle belirlemek
amaci ile yapilmistir.

Yéntemler: Calismada kullanilacak materyal, Aydin ve yéresinde bulunan, 6 aydan buyik, sahipli 100 képekten taze ve temiz olmak kosuluyla
yerden toplanmistir. Ornekler Aydin merkez ve 5 ilce (Soke, Kogarli, Cine, Bozdogan, Kuyucak) ile birlikte 6 bdlge olmak iizere toplam 13
koéyden alinmistir. Diski 6rnegi alinan kdpeklerin 25'i disi, 75'i erkek olup yaslar 6 ay-16 yas araligindadir. Diskilar &ncelikle makroskopik ve
tuzlu su flotasyon yontemi ile incelenmis daha sonra E. granulosus varligi PCR ydntemiyle arastinlmistir.

Bulgular: Bir kdpekte (%1) E. granulosus'a rastlanmistir. Ayrica incelenen kdpek diskilarinin 11'inde (%11) Toxocara canis, 3'Uinde (%3)
Ancylostoma caninum, 2'sinde (%2) Taenia spp. ve 1'inde (%1) Capillaria spp. yumurtalarina rastlaniimistir.

Sonug: Toplam 100 hayvandan 1'inde E. granulosus varhi@ Turkiye'nin diger bdlgelerinde yapilan ¢alismalarin ¢coguna gére dusik
bulunmustur. Gerek makroskopik gerekse mikroskobik bakida parazitolojik yénden negatif bir diskida E. granulosus tespit edilmesi hayvan
sahipleri, veteriner hekimler ve parazitoloji laboratuvari ¢alisanlari icin képek diskilarinin her zaman potansiyel tehlike olusturdugu gergedinin
altini cizmektedir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 78-83)
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ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to determine the prevalence of E. granulosus in the Aydin district.

Methods: Clean and fresh faeces samples were collected off the ground from owned dogs (n=100; 25 female, 75 male) with the range
of 6-16 months old. These faeces samples were obtained in 13 villages from five different locations (Centre, Soke, Cine, Bozdogan and
Kuyucak) of the Aydin district. The prevalence of E. granulosus was investigated with PCR and prior to applications of molecular techniques,
faeces samples were investigated with macroscopic and floatation methods

Results: E. granulosus was determined in only one dog (1%; 1/100) and Toxocara canis (11%), Ancylostoma caninum (%3), Taenia spp. (2%)
and Capillaria spp. (1%) eggs were also identified.

Conclusion: Current prevalence (1%) of E. granulosus in this study is lower than the other studies conducted in different parts of Turkey.
Determination of E. granulosus with PCR in faeces without determining any parasites with either macroscopic or microscopic examinations
could indicate the potential risk of dog faeces for animal owners, veterinarians and parasitology laboratory technicians.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 78-83)
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GiRiS

Echinococcosis dinya capinda dnemli helmint hastaliklarindan
biri olup zoonoz bir enfeksiyondur (1). Echinococcus granulosus
basta olmak Uzere diger Echinococcus tirleri de insanlarda ve
hayvanlarda hastalik yaparlar ve buyik ekonomik kayiplara
sebep olurlar (2-5). Erigkin formu kopek ve yabani kanidelerde
ince badirsaklarda bulunur. Larva formu kist hidatik, hem insan
hem de kasaplik hayvanlann cesitli organlarinda yerleserek
konaklarin saghgini, is glicinl ve verimini olumsuz yonde etkile-
mekte, ciddi boyutlara varan ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
E. granulosus, zoonoz olmasi bakimindan dinyanin pek ¢ok
Ulkesinde 6nemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir (3, 6).

Son yillarda halkin egitimi, hijyen sartlarinin iyilesmesi, dizenli
anthelmintik ilag uygulamalari, hazir kdpek mamalarinin yaygin-
lagmasiyla birlikte gelismis Ulkelerde hastaligin yayilisinda azal-
malar gorilmistdr. Buna ragmen, kontrol caligmalarinin basariyla
yUrltildagu dlke ve bélgeler disinda, dinyanin birgcok bdlgesin-
de hidatidosis insan ve hayvanlar icin énemli bir paraziter hasta-
lik ve sosyo-ekonomik problem olmaya devam etmektedir.

Echinococcus granulosus’'un genis konak turlerine adapte olma-
st ve hayvan hareketleri, bu cestodun genis alanlara yayiligina
neden olmaktadir. Yayilistaki bolgesel farkhliklar ve bulagmadaki
yollar; konak, cevre, insan davraniglar gibi bircok faktoriin etkisi
altindadir (7). E. granulosus'un dinyadaki yayilisina bakildiginda
hemen hemen butin kitalarda gorildigi, en yiksek yayilisa
Avrasya, Afrika, Avustralya ve Glney Amerika'nin bazi bdlgele-
rinde rastlandigr bildirilmistir. Enfeksiyonun endemik olarak
gorlldigu bolgelerin yaninda sporadik olarak da saptanabildigi,
Grénland ve izlanda’da ise parazite hig rastlanmadigi kaydedil-
mistir  (8). Turkiye'nin degisik bdlgelerinde yapilan E.
granulosus’un kopeklerdeki varligina yonelik arastirmalarda
%0,94-54,5 oraninda yayiliglar bildirilmistir (Tablo 1). Bu ¢aligma-
lar agirlikli olarak nekropsi yontemiyle gerceklestirilmis ancak
son yillarda digkilarin serolojik ve molekdler incelemeleri yapil-
mistir (9-25).

Bu calisma Aydin ve yoresindeki sahipli kpeklerde E. granulosus
yayginligini belirlemek amaci ile yapilmistir.

YONTEMLER

Diski Orneklerinin Alinmasi

Calismada incelenecek digki érnekleri, Aydin ve yéresinde bulu-
nan yaglar 6 ay-16 yas araliginda degisen, 25'i disi, 75'i erkek
olmak Uzere toplam 100 képek digkisi Gzerinde yuritilmastar.
Képekler sahipli olup, diskilar taze ve temiz olmak kosuluyla yer-
den alinmistir.

Digki drnekleri; Aydin merkeze bagl 2, Soéke, Kogarl, Cine,
Bozdogan ve Kuyucak ilgelerine bagli 11 kdy olmak Gizere toplam
13 kdyden alinmig (Sekil 1), hayvanlarin yasi, cinsiyeti, irki ve adres
bilgileri yazilarak kaydedilmistir. Calismanin yapildigi bélgeler
gore kopek sayilan ve cinsiyetlerine ait bilgiler Tablo 2'de veril-
mistir.

Diski Orneklerinin incelenmesi

Alinan digkilar ayni giin icinde laboratuvara getirilerek miktarina

gdre porsiyonlanmis ve c¢alisilincaya kadar, yumurtalarin inakti-
vasyonu amaciyla -80°C'de saklanmistir.

Digkilarin makroskopik bakisi, yeterli 1gik altinda digki kitlesinin
once gorinen dis ylizeyi daha sonra bir baget yardimiyla parca-
lanarak i¢ kisimlar cestod halkalarinin varligr yéniinden incelen-
mesi ile gerceklestiriimisti. Daha sonra digkilardaki helmint
yumurtalarinin varligini saptamak amaciyla tuzlu su flotasyon
yontemi uygulanmistir (26).

Polimeraz zincir reaksiyonu ile pozitif bulunan diski éreginin
saklanan diger porsiyonlarn kullanilarak makroskobik ve mikros-
kobik muayeneleri 3 kez daha tekrarlanmistir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR asamasinda mikroskopik olarak yumurta gérilip gorilme-
mesine bakilmaksizin digki drnekleri oda sicakhiginda (20-25 °C)
¢6zdirtlmis, her drnek igcin 250 mg diski tartilip falcon tuplere
konulmug ve QlAamp ticari ekstraksiyon kiti ile (QIAGEN®) fir-
manin bildirdigi prosedire gére DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
Elde edilen DNA'lar PCR igsleminde kullaniimak Gzere -20°C'de
saklanmigtir. PCR iglemi, Bowles ve ark.'nin (27) 1992 bildirdigi
yontem ve primerler kullanilarak gerceklestiriimistir. Calismada
pozitif kontrol Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali'ndan saglanmistir. Echinococcus granulosus turi-
nin CO1 mitokondrial DNA gen bdlgesinden 446 bp uzunlugun-
daki DNA pargasini ¢odaltan JB3 (5-TTT TTT GGG CAT CCT
GAG GTT TAT-3)) ve JB4,5 (5-TAA AGA AAG AAC ATA ATG
AAA ATG-3") primerleri kullanilmisti. PCR reaksiyon karigimi,
toplam 50 pl reaksiyon sivisinda; 1 X PCR buffer (100 mM Tris-HClI
pH: 8,8 25°C'de, 500 mM KCI %0,8 (v/v) Nonidet P40) (Fermentas),
1,25 U Taq polimeraz (Fermentas), 2,5 mM MgCl, (Fermentas),
250 uM her bir dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas), 20 pmol
forward ve reverse primerleri olacak sekilde hazirlanmigtir. PCR
sonucunda elde edilen reaksiyon Urlnlerinden 10'ar pl alinarak
jel elektorforezde yiritilmis ve Jel gorintileme sisteminde
(UVP EC3 imaging System) gériintiilenmistir. PCR reaksiyonlari
Techne TC-512 PCR cihazinda yurGtilmistir. Her biri 94°C'de 50
saniye, 45°C’'de 50 saniye, 72°C'de 50 saniye olmak Uzere, top-
lam 35 déngu olarak yapilmistir. Her iki PCR igleminde de ilave
olarak birinci dongi 6ncesi 95°C'de 5 dk. denaturasyon, son
dénguyl takiben de 72°C'de 10 dk. ekstensiyon asamasi uygu-
lanmisgtir.

Pozitif ¢cikan diski 6rnegdinde yéntem tekrar uygulanarak sonug
kontrol edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda Aydin yoresindeki kdpeklerde E. granulosus’un
yayginhidi arastinlmistir. 100 kdpekten toplanan diskilarda Taenia
spp. yumurtalarini aragtirmak amaciyla flotasyon yéntemi kulla-
nilmig ve 2 diski 6rnedinde Taenia spp. yumurtalan tespit edil-
mistir.

Yapilan flotasyon yonteminde Taenia spp. yumurtalarindan bagka
11 kopekte Toxocara canis, 3 képekte Ancylostoma caninum ve
1 képekte Capillaria spp. yumurtalarina rastlanmustir.

DNAsi ¢ikarilan érneklerden yapilan PCR yénteminde 100 kopek
diskisindan 1'inde E. granulosus genomuna rastlanilimistir
(Sekil 2). Enfekte kdpedin Merkez Isikli Kéyi'nde, 10 yasinda
erkek bir képek oldugu belirlenmistir. Pozitif bulunan digki rne-
ginin gerek ilk muayenesi, gerekse sonradan 3 kez tekrarlanan
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Tablo 1. Turkiye'de kdépeklerde E. granulosus’un yayiligi

Sehir Kopek sayisi Yéntem Prevelans (%) yil Referans
Diski Nekropsi
Istanbul 22 - - 22,72 1963 ©)
Elazig 105 - + 18,09 1977 (10)
Ankara 50 - + 44 1983 (11
Elazig 100 - + 3,33 1984 (12)
izmir 600 - + 55 1989 (13)
Bursa 36 - + 36 1989 (14)
Istanbul 100 - + 3 1991 (15)
Ankara 33 - + 54,5 1992 (16)
Kayseri 50 - + 24 1993 (17)
Sivas 25 - + 16 1997 (18)
Konya 50 - + 28,33 1997 (19
Ankara 106 - + 0,94 1998 (20)
Kars 42 - + 40,5 1998 (21)
Adana 271 + - 24,72 2007 (22)
Mus 100 + - 9 2008 (23)
Antakya 79 + - 8,86 2008 (24)
istanbul 250 + - 08 2011 (25)
=N izmir Tablo 2. Diski 6rnegi alinan bolgelerde hayvan sayisi ve cinsiyet
S ) dagilimi
EGE
DENIZi » Bélge K&y Toplam | Erkek | Disi
isam & Képek 3 Q
rff & Sayisi
S Merkes Isikh 18 13 5
Kuyulu 5 3 2
Séke Burunkaoy 12 8 4
Denizli Kogarli Haydarli 13 M 2
Merkez 1 1 -
Sekil 1. Aydin haritasi (Calisma yapilan bdlgeler agik gri renktedir) Karakollar kdyii 1 1 i
makroskobik ve mikroskobik muayenelerinde parazitolojik yon- . Doganyurt 8 5 3
den negatif bulunmustur. Cine Eski Cine 3 ) 3
TARTISMA Kurukdy 4 3 !
Calismamizda kdpeklerde tespit ettigimiz %1'lik E. granulosus Calt 3 3 -
orani; Turkiye'de daha dnce yapilmis bazi ¢alismalardan daha Bozdogan Alamut 19 16 3
3:5;::;I|l<btz\il:a;:rdkiﬂkljj:ay;/Lp”l(IZenk gzlljllgur:?l:f;uragrilzl Zoolazri)lé Kuyucak Geneell 10 8 2
sahipsiz sokak kdpeklerinde gergeklestirilmis olmasi, bu ¢calisma- Gencellidere kéyu 3 .

da ise kdpeklerin tamaminin sahipli olmasi ve genellikle bagl
tutulmasiyla iliskili olabilecegini distnilmektedir. Bunun yani
sira yapilan calismalarda calismanin yapildigi dénem, bélge,
yontem, hayvan sayisi gibi pek cok faktor de etkili olmaktadir.

Digki 6rneklerinin toplanmasi sirasinda hayvan sahipleriyle yapi-
lan gérismelerde, dizenli bir antelmentik kullanimi olmasa da
¢ig et ya da sakatat yedirilmemesi konusundaki genel yaklagimin,
enfeksiyon oranin disitk kalmasindaki en énemli neden oldugu

dusunilmektedir. Enfeksiyon tespit edilen kdpegin uzun yillardir
siklikla ¢ig sakatat tiketiyor olmasi bu durumu desteklemektedir.

Cesitli Ulkelerde E. granulosus yayginhgini arastiran calismalar
bulunmaktadir. Gliney Brezilya'da kopro antijen ELISA yontemiy-
le %27,69, arekolin yéntemiyle %11,36 oraninda E. granulosus
belirlenmistir (28). Urugay’da arekolin yontemiyle %22,7, nekrop-
siile %4 oraninda bulunmustur (29). Peru’da kopro antijen ELISA
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Sekil 2. 446 bp'lik E. granulosus bantlari- M: 100 bp'lik marker;
1: E. ganulosus pozitif 6rnek; 2: E. granulosus negatif 6rnek;
P: E. granulosus pozitif kontrol; N: E. granulosus negatif kontrol

yontemiyle %82, arekolin yontemiyle %34, Libya'da nekropsi ile
%25,8, kopro antijen ELISA yontemiyle %21,6, iran'da %713,25,
Kibris'ta %0,012 oraninda képeklerde E. granulosus tespit edil-
mistir (30-33). Bu ¢alismada kopeklerde buldugumuz E. granulo-
sus orani; Guney Brezilya (%27,69-11,36), Urugay (%22,7-4), Peru
(%82-34), Libya (%25,8-21,6), iran (%13,25) gibi Ulkelerde bildiri-
len oranlardan distk, Kibris'taki %0,012 yayginlk oranindan
yuksektir. Zoonoz enfeksiyonlarin yayginlk durumu, ilgili bélge
ya da Ulkedeki sosyal, kiltirel, ekonomik durum yaninda halkin
ve yoneticilerin farkindalik durumlar ile son derece iligkilidir.
Kibris uzun yillardir strdirdigu eradikasyon programlarinin
sonuglarini almis ve vyayginligi son derece geriletmistir.
Hukimetlerin E. granulosus gibi tehlikeli zoonozlar igin olustur-
duklan politikalanin ciddi ve surdirilebilir olmasi son derece
énemlidir. Bu olusturulan politikalar icinde halkin bilinglendiril-
mesi sUphesiz en dnemli unsurdur. Hastaliklarla direkt karsi karsi-
ya olan insanlarin bilin¢li yaklagimi enfeksiyonlarin 6nline gegme-
nin ve zamanla eradikasyonun olmazsa olmaz kosuludur.

Képeklerde E. granulosus'un teshisinde bircok yéntem kullanil-
maktadir. Bunlar icinde tani amaciyla kullanilan en glvenilir yon-
tem son konaklarda erigkin parazitin, ara konaklar da ise larva
seklinin nekropsi ile ortaya konmasidir (34). Canlilarin yasama
haklar konularinda gelinen biling seviyesi, ¢cok gerekmedikce
bilimsel arastirmalarda hayvanlann &lddrilmesini hos gérme-
mektedir. Bir ¢cok tlkede oldugu gibi Glkemizde de epidemiyolo-
jik arastirmalar icin otopsiye dayali yontemler artik etik kurullar
tarafindan onaylanmamaktadir.

Koépeklerde E. granulosus’'un teshisinde son zamanlarda kullanil-
maya baslanan PCR y&nteminin avantajlari arasinda kolay uygu-
lanabilir olmasi, fazla miktarda 6rnegdin caligilabilmesi sayilabilir.

Lahmar ve ark. (35), yaptiklar caligmada PCR yonteminin echino-
coccosisde 6zgulligin %100 oldugunu belirlemislerdir. Bu yon-
tem yUksek duyarllik ve 6zgulligu, ¢ok sayida drnegin kisa bir
zamanda taranabilmesi gibi avantajlar nedeniyle 6zellikle preva-
lans caligmalarinda tercih edilebilir.

Digkida E. granulosus yumurtalan diger Taenia spp. yumurtalariy-
la mikroskobik olarak ayirt edilememektedir. PCR yéntemi digki-
dan izole edilen DNA'larin uygun bantlan olusturmasi sonucu E.
granulosus teghisinde kullanilmaktadir. Deneysel enfeksiyonlarin
olusturdugu calismalarda Echinococcosis, Lahmar ve ark. (35)
tarafindan henliz yumurta Uretiminin baglamadigi 21-31 gin,
Naidich ve ark. (36) tarafindan 25 veya 33. giinde PCR ydntemiy-
le tespit edilmistir. Yumurta Uretimi olmamasina ragmen erken
dénem tespitin muhtemelen diskiyla atilmakta olan parazite ait
doku parcalarin yakalanmasiyla gerceklestigi dustinilmektedir.
Ayrica yontemin Echinococcosisde yiksek oranda duyarlilik ve
ozgullik gosterdigini vurgulamiglardir.

Bu calismada képek digkilarinin flotasyon yontemiyle incelenme-
siyle 100 képek digkisindan 2'sinde (%2) Taenia spp. yumurtalari
gorllmustar. Turkiye'de yapilan calismalarda kopeklerde Taenia
spp. yayginhdi farkli oranlarda bildirilmistir. Unli ve Eren (37),
yaptiklar calismada Aydin'da kopeklerde %7,5 oraninda Taenia
spp. yumurtasi tespit etmislerdir. Orhun ve Ayaz (38) yaptiklar
calismada Van ilinde kopeklerde %14,8 oraninda Taenia spp.
yumurtasi saptamiglardir. Ankara’da yapilan calismada 9%14,2
oraninda Taenia spp. yumurtasi belirlenmistir (20). Mus'ta yapilan
calismada %28 oraninda Taenia spp. yumurtasi belirlenmistir
(23). Bu calismada saptadigimiz Taenia spp. orani; Aydin (%7,5),
Van (%14,8), Mus (%28), Ankara (%14,2) illerinden bildirilen oran-
dan dustk bulunmustur. Bu durumun da yine képeklerin sahipli
olmasi ve ¢ig sakatat ya da et yedirmeme konusunda ki genel
yaklasima bagl oldugu dustuntlmektedir.

SONUC

Bu calismada saptanan E. granulosus’'un mikroskobik olarak
Taeniid tip yumurta tespit ettigimiz diskilarda degil, makroskopik
ya da mikroskobik olarak herhangi bir parazitolojik yapiya rast-
lanmayan diskida tespit edilmis olmasi dnemlidir. Bu durum
hayvan sahipleri, veteriner hekimler ve parazitoloji laboratuvari
calisanlar icin képek digkilarinin her zaman potansiyel tehlike
olusturdugu gergeginin altini cizmektedir. Diskida halka ya da
yumurta gorilmese de kdpegin yasam bicimi ve beslenme sekli
dikkate alinarak belirlenen rutin araliklarla antelmentik uygula-
malarinin mutlaka yapilmasi halk sagligi acisindan ¢ok énemlidir.

Echinococcosise yoénelik epidemiyolojik ¢aligmalar ya da hidatik
kontrol programlar aragtirmalarinda, gerek erken dénemde tes-
his gerekse ylksek spesifite ve sensitivitesi nedeniyle, arekolin
purgasyonla birlikte uygulanacak PCR teghis metotlarinin diger
metotlara gdére daha Ustin oldugu disindlmektedir.
Echinococcus granulosus gibi son derece tehlikeli ve dnemli bir
parazit icin ayni dénemde ve ayni metodun kullanildigi, bélge
bazinda daha ylksek sayida orneklemelerin yapildigi bir risk
haritalamasina ihtiyag vardr.
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