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1. ÖZET 

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus’un larval formu 

tarafından oluşturulan, insanlarda ve ara konak hayvanlarda dünya çapında yaygın 

olarak görülen zoonotik bir helmint hastalığıdır. E. granulosus’taki genetik 

farklılıkların tespit edilmesi, hastalığın patojenitesi, bulaş yolu ve mücadele 

yöntemlerinin belirlenmesi bakımından önemlidir. E. granulosus’un konak ve 

parazit ilişkisindeki mekanizmaları açıklamaya çalışan yaklaşımlardan biri 

mikroRNA’lardır. Bu çalışmada sığır ve koyun orjinli hidatik kist izolatlarında E. 

granulosus s.l. genotip ve haplotip grupları belirlenerek, farklı kist yapılarında ve 

gruplar arasında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

ekspresyon seviyeleri karşılaştırılmıştır. Hedef miRNA’ların hastalığın tanısında 

biyobelirteç olarak kullanılabilme potansiyeli araştırılmıştır. Toplam 82 hidatik kist 

izolatından (41 sığır, 41 koyun) 81’inin genotipi, mt-CO1 gen bölgesine yönelik 

PCR ve sekans analizleriyle E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenirken, sığır 

orjinli bir izolatın genotipi Echinococcus canadensis (G6/7) olarak tespit edilmiştir. 

Örneklerde toplam 26 nükleotid polimorfizmi ve 29 haplotip grubu belirlenmiştir. 

Steril kistlerde germinal membranlarda, fertil kistlerin germinal membran ve 

protoskolekslerinde miRNA ekspresyonları qRT-PCR ve Real Time PCR analizleri 

ile araştırılmıştır. E. canadensis (G6/7) örneği kontrol olarak seçilerek tüm haplotip 

gruplarındaki miRNA ekspresyon düzeyleri karşılaştırılmıştır. miRNA’ların 29 

haplotip grubunun %79.31’inde yüksek, %10.345’inde düşük düzeyde eksprese 

olduğu belirlenmiştir. Koyun orjinli fertil 10 örnekte, protoskoleks yapısına kıyasla 

germinal membranda ortalamada egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının sırasıyla 44, 168 ve 351 kat yüksek düzeyde ekspresyon gösterdiği 
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belirlenmiştir. Genotip ve haplotip grupları arasında yüksek oranda istatistiki olarak 

anlamlı olan ekspresyon düzeyi farklılıkları tespit edilmiştir. Sonuç olarak, egr-

miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ve özellikle egr-miR-96’nın 

aktif KE teşhisinde biyobelirteç olarak kullanılabilme potansiyelinin olabileceği 

gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, haplotip analizi, miRNA, 

egr-miR-7, egr-miR-71, egr-miR-96. 
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2. ABSTRACT 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CATTLE AND SHEEP 

ISOLATES OF ECHINOCOCCUS GRANULOSUS, HAPLOTYPE 

ANALYSIS, AND DETERMINATION OF miRNA EXPRESSION LEVELS 

Cystic Echinococcosis (CE) is a zoonotic helminth disease caused by the 

larval form of Echinococcus granulosus, which is common in humans and 

intermediate host animals worldwide. Detection of genetic differences in E. 

granulosus is important in terms of determining the pathogenicity of the disease, 

transmission route and control methods. One of the approaches trying to explain the 

mechanisms in the host-parasite relationship of E. granulosus is microRNAs. In 

this project, E. granulosus s.l. genotype and haplotype groups were determined in 

hydatid cyst isolates of cattle and sheep origin, and the expression levels of egr-

miR-7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs were compared in different cyst 

structures and between groups. The potential of target miRNAs to be used as a 

biomarker in the diagnosis of the disease was investigated. Genotypes of 81 out of 

82 hydatid cyst isolates (41 cattle, 41 sheep) were determined by PCR and sequence 

analyzes for the mt-CO1 gene region of E. granulosus s.s. (G1 and G3), the 

genotype of an isolate of cattle origin was Echinococcus canadensis (G6/7). A total 

of 26 nucleotide polymorphisms and 29 haplotype groups were identified in the 

samples. miRNA expressions in germinal membranes of sterile cysts and germinal 

membrane and protoscoleces of fertile cysts were investigated by qRT-PCR and 

Real Time PCR analyses. E. canadensis (G6/7) sample was selected as control and 

miRNA expression levels in all haplotype groups were compared. It was 

determined that miRNAs were expressed at high levels in 79.31% of 29 haplotype 

groups and at low levels in 10.345%. In 10 fertile samples of sheep origin, egr-miR-
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7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs were found to be 44, 168, and 351-fold 

higher in expression, respectively, in the germinal membrane compared to the 

protoscolex structure. High statistically significant differences in expression levels 

were detected between genotype and haplotype groups. In conclusion, it has been 

shown that egr-miR-7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs, and especially egr-

miR-96, may have the potential to be used as biomarkers in the diagnosis of active 

CE. 

Keywords: Echinococcus granulosus, haplotype analysis, miRNA, egr-

miR-7, egr-miR-71, egr-miR-96.  

 



5 

3. GİRİŞ 

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus tarafından insanlarda 

ve hayvanlarda oluşturulan önemli zoonotik hastalıklardan biridir. Az gelişmiş 

ülkelerde, özellikle kırsal bölgelerdeki insan ve hayvanlarda sıklıkla görülmekte 

olup, insanlarda ciddi sağlık problemlerine, hayvanlarda ise önemli ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır (1). Parazitin erişkin formları köpek, kurt, çakal ve 

diğer kanidelerin ince bağırsaklarına, larva formu olan hidatik kist ise sığır, koyun, 

keçi, domuz gibi birçok evcil ve yabani hayvanların ve insanların karaciğer ve 

akciğer başta olmak üzere çeşitli organlarına yerleşmektedir (2). 

3.1. Echinococcus Cinsinin Morfolojisi  

Echinococcus cinsindeki parazitler, Eucestoda altsınıfında, Taeniidae 

ailesine ait parazitlerdir. Echinococcus cinsi, Taeniidae ailesinde bulunan diğer 

parazitlerden farklı bazı özelliklere sahiptir. Vücut uzunluğu birkaç mm olup, 

genellikle üç ya da dört, nadiren beşten fazla halka taşımaktadır. Echinococcus 

türünün yaşam döngüsünde, ince bağırsakta geliştiği etçil bir son konak ve 

metasestodunun iç organlarda geliştiği otçul veya omnivor bir ara konak 

bulunmaktadır. Metasestod yapıları, Taeniidae'den farklı olarak, düşük derecede 

konak özgüllüğü göstermekte ve yine bu aileden farklı olarak, çok daha büyük bir 

üreme yeteneğine sahiptirler. Son konak her zaman bir kanidedir. Metasestod, 

protoskoleks üretmek için aseksüel çoğalmaya maruz kalan, içi kist sıvısı ile dolu 

kistik bir yapıdır. Tek bir kist içinde binlerce protoskoleks bulunabilmektedir. 

Protoskoleksler son konağın bağırsağında erişkin parazite dönüşmekte ve takiben 

erişkin parazitlerin her biri tek bir embriyo (onkosfer) içeren döllenmiş yumurtalar 
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üretmektedir. Tam ve gelişmesini tamamlamış yumurtaları içeren gebe halkalar, 

son konağın dışkısıyla dış ortama atılmaktadır. Yumurtalar son konağın perianal 

bölgesine yapışabilmekte veya çevreyi kontamine edebilmektedir. Gebe 

halkalardan dışarı çıkan yumurtalar kalın, dayanıklı bir cidar ile çevrili olup, dış 

ortamda uzun süre canlılığını koruyabilmektedir (3). 

3.2. Echinococcus’un Yaşam Döngüsü 

Onkosfer içeren yumurta ara konaklar tarafından genellikle beslenme 

esnasında alınmaktadır. Alınan yumurtalar midede açılmakta ve onkosfer 

yumurtadan serbest kalmaktadır. İnce bağırsakta aktive olan onkosfer mukozaya 

tutunmakta ve kan dolaşımı ile iç organlara taşınmaktadır. İç organlara tutunan 

onkosferden parazitin larval formu olan hidatik kist gelişmektedir. Oluşan kistler 

içerisinde aseksüel çoğalma ile çok sayıda protoskoleks gelişmektedir. Hidatik kist 

ile enfekte hayvanların iç organları son konak kanideler tarafından yenildiğinde, 

kist içerisindeki protoskoleksler serbest kalarak bağırsak villuslarına tutunup, 

parazitin erişkin formlarını geliştirmektedirler (4). 

E. granulosus türleriyle enfeksiyon, insanlarda, son konak olan kanidelerde 

ve ara konak olan diğer hayvan türleri arasında meydana gelmektedir. Parazitin 

klinik ve ekonomik önemi neredeyse tamamen metasestod enfeksiyonu ile ilgilidir. 

Echinococcus metasestodu ile oluşan enfeksiyonlar için Echinococcosis teriminin 

kullanılması konusunda fikir birliği oluşmuştur. Son zamanlarda, insanlarda 

Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis, Echinococcus oligarthra 

ve Echinococcus vogeli 'nin neden olduğu hastalıklar için, sırasıyla Kistik 

Ekinokokkozis (KE), Alveolar Ekinokokkozis (AE) ve Polikistik Ekinokokkkozis 

(PE) terimleri kullanılmıştır (3). 
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3.3. Tür İçi ve Türler Arası Varyasyonun Epidemiyolojik Önemi  

E. granulosus'un at ve koyun suşları üzerinde yapılan araştırmalar ile birkaç 

yeni suş/genotipin tanımlanması ve karakterizasyonlarının belirlenmesi; sığır, 

domuz, deve ve geyik kökenli Echinococcus türlerinde de benzer çalışmaların 

yapılmasına yol açmıştır (5). Bu çalışmalar, yalnızca dünyanın farklı yerlerinde 

Echinococcus türlerinin konağa uyarlanmış bir dizi yaşam döngüsünün varlığını 

doğrulamış ve suşlar arasında enfeksiyonun kontrolünü etkileyebilecek gelişimsel 

farklılıklar hakkında ek bilgiler sağlamıştır (6). Konağa özgü Echinococcus 

türlerinin yaşam döngülerini göz önünde bulundurarak, dejeneratif değişiklik 

olmaksızın uzun süre hayatta kalan ve yüksek protoskoleks üretimi olan tek tip bir 

larva yapısının bulunduğu bildirmiştir. Bu durumun E. granulosus, E. 

multilocularis, E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. intermedius ve E. felidis 

türleri için geçerli olduğu ifade edilmiştir (7). Gelecekte, özellikle Afrika ve Çin 

gibi bölgelerde yaban hayatı parazitlerini araştıran daha fazla çalışma ile yeni 

Echinococcus türlerinin keşfedilmesi beklenmektedir. 

3.4. Kistik Ekinokokkozis’in Yaygınlığı  

3.4.1. Kistik Ekinokokkozis’in Dünya’daki Yaygınlığı  

Echinococcus granulosus tarafından oluşturulan KE, Dünya’nın hemen 

hemen her bölgesinde görülmekte olup, yapılan çalışmalar etkenin geniş bir yayılım 

alanına sahip olduğunu göstermektedir (8). 

Amerika Birleşik Devletleri sınırları içerisindeki Maine bölgesinde 

gerçekleştirilen bir çalışmada, 54 sığın geyiği (Alces alces) hidatik kist yönünden 
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incelenmiş ve incelenen örneklerde %39 oranında hidatik kist tespit edildiği 

bildirilmiştir (9). 

Hidatik kistin yaygınlığı ile ilgili Kanada’da yapılan çalışmalar, ren 

geyikleri başta olmak üzere, Amerikan bizonlarında ve karibularda yapılmıştır (10-

12). Etkenin biyolojisinde son konak olarak görev yapan kurtlarda E. granulosus 

oranının %6-24 olduğu, ara konak geyiklerde ve ren geyiklerinde ise sırasıyla %42-

47 ve %1-21 oranlarında görüldüğü bildirilmiştir (10-12).  

Arjantin’de koyun, domuz, sığır ve köpeklerde E. granulosus’un 

prevalansının belirlenmesi amacıyla gerçekleştirilen bir çalışmada enfeksiyon oranı 

sırasıyla %3, %1.6, %2.9, %2.5 olduğu belirlenmiştir (13).  

Brezilya’nın Rio Grande do Sul bölgesinde, E. granulosus’un köpek, sığır 

ve koyunlarda enfeksiyon oranlarının sırasıyla %11, %12 ve %17 olduğu, ülkenin 

diğer bölgelerinde ise daha düşük oranlarda (%0.1) görüldüğü bildirilmiştir (14). 

Suudi Arabistan’ın batı Al-Baha yöresinde sığır, koyun, keçi ve develerde 

sırasıyla %8.3, %12.6, %6.6 ve %32.9 oranlarında KE pozitiflikleri saptanmıştır 

(15). 

İran’da çiftlik hayvanları üzerinde yapılan çalışmalarda, KE oranının 

koyunlarda, keçilerde, sığırlarda, mandalarda, develerde ve eşeklerde sırasıyla 

%1.3-74.4, %0.4-37.8, %1.3-40.1, %4.3-31.9, %8.8-35.5 ve %2 olduğu 

belirlenmiştir (16-19). 

Tunus’da E. granulosus yaygınlığının köpeklerde %20’den fazla olduğu, 

koyun, keçi ve sığırlarda KE enfeksiyonunun sırasıyla %16.4, % 2.8 ve %8.56 

oranında olduğu bildirilmiştir (20).  
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3.4.2. Kistik Ekinokokkozis’in Türkiye’deki Yaygınlığı  

KE’in Türkiye’nin tüm bölgelerinde geniş bir yaygınlık gösterdiği yapılan 

çalışmalarla belirlenmiştir (21). 

Mezbaha muayenesi ile yapılan çalışmalarda, Erzurum’da %19.5-90, 

Kars’da %24.7-50, Van’da ise %19.4-37.8 oranında KE yaygınlığı bildirilmiştir. 

Türkiye’de E. granulosus’un köpeklerde %24 oranında görüldüğü, KE’in 

koyunlarda %51.9, sığırlarda %39.7 ve keçilerde ise %22.1 oranında yaygın olduğu 

ifade edilmiştir (22-26).  

KE’in, Türkiye’de sığırlardaki görülme oranı ile ilgili yapılan çalışmalarda, 

Erzurum, Kars, Sivas, Samsun, Afyonkarahisar, Kırıkkale, Burdur, Ankara, 

Manisa, Malatya, Konya ve Kayseri illerinde ve Trakya bölgesinde sırasıyla %33.9-

%46.41, %5.3-%31.25, %35.7-%39.7, %21.1, %29.47, %14.16, %13.5, %9.4, 

%8.96, %7.6, %5.6, %3 ve %11.6’lık yaygınlık oranları rapor edilmiştir (27).  

KE’in Türkiye’de koyunlardaki yaygınlığının belirlenmesi için yapılan 

çalışmalarda, Erzurum, Kars, Konya, Bursa, Sivas, Burdur, Manisa, Malatya, 

Ankara illerinde ve Trakya bölgesinde sırasıyla %70.91, %48.35-63.85, %51.98, 

%30-50.7, %32.49, %26.6, %15.98, %9.1, %5.9 ve %3.5 oranlarında pozitifliklerin 

olduğu saptanmıştır (28-30). 

E. granulosus’un köpeklerdeki yaygınlık oranının Ankara, Bursa, Kars, 

Sivas, Konya, Adana, Kayseri, Muş, Antakya, İzmir, Elazığ ve İstanbul illerinde 

sırasıyla %0.94-44, %36, %40.5, %16-28, %28.33, %24.72, %24, %9, %8.86, 

%5.5, %3.33 ve %0.8 oranlarında olduğu belirlenmiştir (27).  
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3.5. Kistik Ekinokokkozis’in Ekonomik Önemi 

KE insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlar oluşturabilmekte ve buna bağlı 

olarak hayvanlarda ciddi ekonomik kayıpların oluşmasına yol açmaktadır (31). 

Çiftlik hayvanlarında oluşan enfeksiyon et ve süt veriminde azalma, yün ve yapağı 

kalitesinde düşme, fertilite problemleri, kısırlık oranının yükselmesi, canlı ağırlık 

kaybı ve mezbahanelerde kesimi yapılan hayvanlarda başta karaciğer olmak üzere 

imha edilen kistli organlardan dolayı ciddi boyutlarda ekonomik kayıplara neden 

olmaktadır (32). KE’in Dünya’daki ekonomik etkileri ve kayıpları göz önüne 

alındığında, Çin’de yapılan bir araştırmada hastalığın insan ve hayvanlarda 

oluşturduğu ekonomik kayıpların toplamının yıllık 218.676 USD (189.850- 

247.871) civarında olduğu bildirilmiştir (33). KE’in çiftlik hayvanlarında neden 

olduğu yıllık kaybın 141.605.195 USD, yün ve yapağı kayıplarının 34.871.148 

USD, karkas kayıplarının 241.525.979 USD, süt üretimindeki kayıpların 

378.722.717 USD, fertilizasyon problemlerinden dolayı oluşan kaybın ise 

453.141.617 USD olduğu hesaplanmaktadır (34). 

3.6. Kistik Ekinokokkozis’in Halk Sağlığı Açısından Önemi 

KE, insan ve ara konak hayvanların iç organlarında E. granulosus’un larva 

evresinin oluşturduğu hastalık tablosudur. İnsanlarda, asemptomatikten, ölümcül 

olabilen enfeksiyonlara kadar değişen formda hastalık tablosuna yol açmaktadır. 

Dünya çapında yaklaşık 2-3 milyon insan vakasının olduğu tahmin edilmektedir 

(35).   
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3.7. Kistik Ekinokokkozis’in Tanısı 

Echinococcus enfeksiyonlarının son konaklardaki tanısı, etken ile ilgili 

geliştirilecek olan mücadele, kontrol ve eradikasyon programları ile epidemiyolojik 

olarak etkenin prevalansının kontrol altına alınması bakımından önemlidir (36).  

Son konaklar Echinococcus spp. ile enfekte olduklarında, klinik semptom 

görülmemektedir. Son konaklarda etken teşhisi için dışkı muayenesi, arekolin 

pürgasyon yöntemi, kan serumunda spesifik antikor taranması ve dışkıda antijen 

aranması gibi çeşitli yöntemler kullanılabilmektedir. Son konakta teşhis yöntemleri 

içerisindeki en güvenilir tanı yöntemi nekropsidir (37). İnsanlarda ise tanıda 

ultrasonografi (USG), radyografi, bilgisayarlı tomografi (BT), X-ray (röntgen), 

manyetik rezonans görüntüleme (MR) gibi birçok görüntüleme sistemi 

kullanılmaktadır. Görüntüleme yöntemleri ile birlikte İmmun Floresan Antikor 

Tekniği (IFAT), Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), Western Blot 

(WB) ve İndirekt Heamaglutinasyon Testi (IHA) gibi birçok serolojik yöntem ve 

Polymerase Chain Reaction (PCR) tabanlı moleküler yöntemler de kullanılmaktadır 

(37). İnsanlarda KE teşhisinde bahsedilen görüntüleme yöntemleri çok sık bir 

şekilde kullanılmakta olup, hayvanlarda ise teşhis için görüntüleme sistemleri 

nadiren kullanılmaktadır (38). 

3.8. Kistik Ekinokokkozis’in Tedavisi  

KE’in tedavisi son konaklarda erişkin parazitlere, ara konaklarda ise 

parazitin larva formuna yönelik uygulamaları içermektedir. Echinococcus spp. 

enfeksiyonlarında son konaklarda sağaltım yapılması, hastalığın insanlara geçişinin 

önlenmesi bakımından oldukça önemlidir. Ara konak hayvanlarda tedavi, tanıdaki 
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zorluklar ve ekonomik olmaması sebebiyle tercih edilmemektedir (39). 

Son konak olan hayvanların kistli doku ve organlara erişiminin 

engellenmesi ve aynı zamanda belirli aralıklarla tedavi edilmesi, etkenin ara 

konaklara tekrar bulaşmasının önüne geçilmesi bakımından oldukça önem arz 

etmektedir. Arekolin hidrobromid uygulaması son konakların kontrolü amacıyla 

uzun yıllar boyunca aktif bir şekilde kullanılmıştır (40). Praziquantel etken maddesi 

köpeklere oral veya subkutan enjeksiyon yollarıyla uygulanabilmektedir. 

Praziquantel bahsedilen uygulama yolları ile kullanıldığında, E. granulosus ve E. 

multilocularis türlerine karşı oldukça etkili olduğu bildirilmiştir (41). 

3.9. Kistik Ekinokokkozis’de Korunma ve Kontrol  

KE ile mücadelede koruma ve kontrol için bazı stratejiler ve tedbirler 

gerekmektedir. Bu stratejiler için en temel ve gerekli kurallardan birisi hijyenik 

tedbirlerdir. Halk sağlığı ile ilgili eğitimler verilmesi, son konakların takibi, kayıt 

altına alınması ve düzenli aralıklarla antelmintik ilaçlar kullanılarak tedavi 

edilmesi, sokak köpeklerindeki popülasyonun kontrol altına alınması, 

kesimhanelerin düzenli ve rutin denetimlerinin yapılması, kasaplık hayvanlarda 

yetiştirilme ortamlarının düzenlenmesi ve denetimi, son konak hayvanların hidatik 

kist ile enfekte doku ve organlara erişiminin engelenmesi, enfekte doku ve 

organların usulüne uygun şekilde imhası etkenle mücadelede önemli tedbirler 

olarak görülmektedir (42-44). KE’den korunmak ve hastalığın kontrol altına 

alınması amacıyla yapılan en önemli çalışmalardan birisi de aşı geliştirme 

çalışmalarıdır. Parazitin çiftlik hayvanlarındaki E. granulosus s.s. ile 

enfeksiyonunu önleyebilen EG95 adlı bir aşı geliştirilmiştir (45; 46). Aşının saha 
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denemeleri, doğal koşullar altında koyunlarda hidatik kist oluşumunu %95 oranında 

azalttığını göstermiştir (47; 48). 

3.10. Kistik Ekinokokkozis’in Dünya’daki Moleküler Epidemiyolojisi 

Herhangi bir bulaşıcı hastalığın epidemiyolojisi düşünüldüğünde, 

etiyolojisini anlamak esastır. Ekinokokkozis enfeksiyonlarında da, birçok endemik 

alanda, farklı konak türleri enfeksiyona dahil olduğundan, enfeksiyondaki süreç ve 

bulaşmadaki rollerin iyi belirlenmesi gerekmektedir. Hali hazırda Echinococcus 

cinsi içerisinde birden fazla tür veya suş/genotip olduğu düşünülürse enfeksiyonun 

epidemiyolojisindeki dinamiklerin belirlenebilmesi için daha çok veriye ihtiyaç 

duyulmaktadır (3). Moleküler epidemiyoloji (ME), Echinococcus cinsi içinde 

sergilenen kapsamlı genetik ve fenotipik varyasyonun anlaşılmasına büyük katkı 

sağlamıştır (3; 49). Bu durum, biyolojik verilerle desteklenen sağlam bir 

taksonominin (Tablo 1) oluşturulmasına, epidemiyolojik araştırmalar için uygun 

moleküler araçların geliştirilmesine ve bulaşma modellerinin aydınlatılmasına 

önemli katkılar sağlamıştır. Moleküler araçlar temel olarak PCR tabanlı 

yaklaşımları, mitokondriyal ve nükleer DNA dizilimlerini içermektedir (50; 51). 

3.11. Echinococcus Türlerinin Taksonomisi ve Genotipleri 

E. granulosus esas olarak çiftlik hayvanlarını içeren yaşam döngüsünde 

korunmakta, Avustralya gibi bazı bölgelerde ise yaban hayatına yayılım 

gösterebilmektedir. Moleküler yöntemler, bu gibi durumlarda türlerin metasestod 

aşamalarında tanımlanmasına katkı sağlamaktadır (52).  

Bolivya'da yakın zamanda yapılan bir çalışmada, koyun ve sığırlarda 

sırasıyla E. granulosus ve E. ortleppi’nin varlığı bildirilmiştir (53). E. 
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granulosus'un bulaşmasında arakonak olan sığırların çok az rol oynadığı 

bildirilmesine rağmen, Sudan ve Etiyopya'daki son ME çalışmaları sığırların 

epidemiyolojik olarak E. granulosus ve E. ortleppi’nin bulaşmasında en önemli ara 

konak olduğunu göstermektedir (54; 55).  

G8 ve G10, E. canadensis türünün varyantları olarak bilinmektedir (3; 56; 

57). DNA dizi analizleri ile G6 ve G7 izolatlarının, G8 ve G10’un yaban hayatı 

izolatlarından farklı olduğu, hatta G8 ve G10 izolatlarının dahi birbirinden oldukça 

farklı olduğu belirlenmiştir (58).  

E. canadensis'in her iki genotipi de esas olarak Kuzey Amerika ve 

İskandinavya'daki yaban hayatında bulunan kurt ve geyiklerle sınırlı olup, bazen 

insanları enfekte etmektedir (8). Quebec ve Maine'deki yabani kanidelerde E. 

canadensis üzerine yapılan bir çalışmada, yazarlar hem kurtların hem de çakalların 

E. canadensis için son konaklar olmasına rağmen, çakalların kentsel yeşil alanları 

kirletme olasılığının kurtlardan daha yüksek olduğunu saptamışlardır (59). Son on 

yılda yapılan çalışmalar, Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Çin'den gelen E. 

multilocularis izolatları arasında çok sayıda genetik çeşitlilik olduğunu göstermiş 

ve bu genetik çeşitlilik literatürde Avrupa, Asya, Moğol ve Kuzey Amerika varyantı 

olarak bildirilmiştir (3; 49; 60). Avrupa'daki E. multilocularis türünün Kuzey 

Amerika'daki yerli silvatik türlerinden daha öldürücü olabileceğini bildiren bir 

çalışma bulunmaktadır (8).  
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Tablo 1. Echinococcus spp.’nin güncel taksonomisi (61). 

 

Türler Tür / Genotip 
Bilinen Ara 

Konaklar 

Bilinen Son 

Konaklar 

İnsanlara 

Enfektivitesi 

(Evet/Hayır) 

Hastalık 

Echinococcus 

granulosus 

sensu stricto 

G1 

Koyun (sığır, 

domuz, deve, keçi, 

makropod) 

Köpek, tilki, 

dingo, çakal, 

sırtlan 

Evet KE 

G3 Manda, sığır Köpek, tilki? Evet KE 

E. equinus G4 

At, eşek, katır, 

zebra ve diğer tek 

tırnaklılar 

Köpek, arslan Evet 

KE? 

E. ortleppi G5 
Sığır, diğer tırnaklı 

hayvanlar 
Köpek Evet KE 

E. canadensis 

G6 Deve, keçi Köpek Evet KE 

G7 Domuz Köpek Evet KE 

G8 Geyik Köpek, kurt Evet KE 

G10 Geyik Köpek, kurt Evet KE 

E. felidis  
Yaban domuzu, su 

aygırı 
Arslan 

Henüz 

bilinmiyor 
- 

E. 

multilocularis 
 

Kemirgenler, 

insan, lagomorflar 

Tilki, köpek, 

kurt 
Evet AE 

E. shiquicus  
Pika ve 

kemirgenler  
Tibet tilkisi ? ? 

E. oligarthra  Kemirgenler 
Yabani 

kedigiller 
Evet PE 

E. vogeli  Kemirgenler Çalı köpeği Evet PE 

 

G1 genotipinin koyunlarda en yaygın genotip olduğu, G2 genotipinin ilk 

olarak “Tazmanya koyunu suşu” olarak tanımlandığı, ancak G2 genotipinin aslında 

kozmopolit olan G3 manda suşunun bir mikro varyantı olarak kabul edildiği 

bildirilmektedir. G9 genotipinin artık ayrı bir genotip olarak tanınmadığı, bu 

genotipin muhtemelen G7'nin bir mikro varyantı olduğu belirtilmektedir (61). E. 

granulosus, insanlarda ve ara konak olan hayvanlarda KE’e neden olan en yaygın 

türdür (3; 49; 61). E. canadensis’in dünya çapında insanlarda görülen KE 

vakalarının ikinci en önemli sorumlusu olduğu belirtilmektedir (61). E. canadensis 

türü içerisinde ayrı türlerin tanımlanması önerilmiş ancak bu öneri henüz kabul 

edilmemiştir (62).  
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3.12. Türkiye’de Yapılan Moleküler Epidemiyoloji ve Genotiplendirme 

Çalışmaları 

Türkiye’de E. granulosus’un genotiplerini belirlemeye yönelik yapılan 

çalışmalar bulunmaktadır.  Bu amaçla yapılan bir çalışmada, Elazığ, Erzurum, 

Diyarbakır ve Malatya illerinden toplanan 179’u koyun, 19’u sığır, 7’si keçi, 1’i 

deve ve 1 örneği de insan orjinli kistlerden oluşmak üzere toplam 207 hidatik kist 

örneği incelenmiştir. Yine aynı çalışmada bir köpekten alınan erişkin E. granulosus 

örneği diğer örneklerle birlikte moleküler olarak tanımlanma yapılması amacıyla 

ribozomal Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) gen bölgesinin Polymerase Chain 

Reaction-Restriksiyon Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ve 

Mitochondrial Cytochrome C Oxidase Subunit 1 (mt-CO1) gen bölgesine yönelik 

sekans analizleri yapılmış ve tüm örneklerin genotipinin yaygın koyun suşu olan 

(G1) olduğu belirlenmiştir (63).  

Ölü bulunan bir yaban koyununa (Ovis gmelinii anatolica) yapılan nekropsi 

işleminin ardından, hidatik kist ile enfekte olduğu belirlenmiştir. Yaban 

koyunundan alınan hidatik kist örneği ülkemizde ilk kez mt-CO1 gen bölgesine 

spesifik primerler kullanılarak PCR ve sekans analizi ile E. granulosus yaygın 

koyun suşu (G1) olduğu belirlenmiştir (64).  

Manisa ve İzmir illerindeki mezbahalarda kesimi yapılan 12 koyundan 

alınan hidatik kist örnekleri ile hidatik kist ile enfekte insanlardan, ameliyat sonrası 

alınan 10 hidatik kist örneği mt-CO1, atp6, nad1, rrnS gen bölgelerine spesifik 

primerler kullanılarak PCR ve sekans analizlerine tabi tutulmuş, 10 koyun ve 9 

insan izolatında G1-G3 genotipini, 2 koyun ve 1 insan izolatında ise domuz suşu  
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(G7) genotipi belirlenmiştir. Tespit edilen G7 genotipinin (domuz suşu) Türkiye’de 

ilk bildirimi olduğu raporlanmıştır (65).  

Türkiye’de farklı illerden toplanan 12 sığır ve 100 koyun izolatı, mt-CO1 

gen bölgesine yönelik yapılan PCR ve DNA dizi analizleriyle incelenmiş, analizler 

neticesinde 9 sığır ve 98 koyun izolatının G1 suşu, 3 sığır ve 2 koyun izolatının ise 

G3 suşu olduğu belirlenmiştir (66). 

E. granulosus’ta haplotip belirlenmesi amacıyla yapılmış olan bir diğer 

çalışmada, 39 fertil koyun izolatında etkene ait protoskoleksler, E. granulosus actin 

genlerine spesifik primerler kullanılarak PCR ve sekans analizlerine tabi tutulmuş 

ve EgactI geninin EgactII genine kıyasla daha polimorfik bir yapıda olduğu 

belirlenmiş ayrıca EgactI geninin üç adet allel gen içerdiği tespit edilmiştir. Parsiyal 

EgactI geninin 6. pozisyonunda örneklerin tamamında nükleotid değişikliği olduğu 

belirlenmiş ve bu belirlenen değişiklik araştırmacılar tarafından Anadolu haplotipi 

olarak isimlendirilmiştir (67).  

KE ile enfekte bir attan elde edilen hidatik kist izolatının genotipinin 

belirlenmesine yönelik yapılan bir çalışmada, araştırmacılar izolatı mt-CO1 gen 

bölgesine yönelik PCR ve takiben DNA sekans analizlerine tabi tutmuşlar ve 

analizler sonucunda at orjinli izolatın E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğunu tespit 

etmişlerdir (68). Akciğerlerinde hidatik kist olduğu belirlenen bir dağ keçisinde, 

hidatik kist izolatı PCR ve DNA sekans analizleri ile incelenmiş ve analizler 

sonucunda, dağ keçisi orjinli hidatik kist izolatın genotipinin E. granulosus s.s. (G1) 

olduğu bildirilmiştir (69).  

Kırıkkale’de 24 koyundan alınan hidatik kist örneğinde etkenin moleküler 

karakterizasyonunun belirlenmesi amacıyla yapılan bir araştırmada, Random 
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Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR ile koyun izolatları incelenmiş ve tüm 

örneklerin G1 suşu olduğu bildirilmiştir (70).  

Mandalarda KE’in prevalansının ve moleküler karakterizasyonunun 

belirlenmesi amacıyla Karadeniz bölgesinde yapılan bir araştırmada, toplam 9 

manda izolatı incelenmiştir. İnceleme sonucunda izolatların 6’sının yaygın koyun 

suşu (G1), 3’ünün ise E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğu bildirilmiştir (71).  

Elazığ’da katır izolatı üzerinde yapılan bir araştırmada, katırın 

karaciğerinde bulunan hidatik kist izolatının E. equinus (G4) olduğu belirlenmiştir. 

Bu çalışma ile Türkiye’de katırlarda ilk G4 suşunun raporlandığı bildirilmiştir (72).  

KE olduğu histolojik analizlerle doğrulanmış, 70 insan örneği üzerinde 

yapılan bir çalışmada, parafine gömülü bloklardan alınan kesitlerden, DNA 

izolasyonları, 12S rRNA geni hedef alınarak PCR testleri ve mt-CO1 geni hedef 

alınarak yapılan sekans analizleriyle genotiplendirme çalışmaları yapılmıştır. PCR 

ile 12S rRNA geni hedef alınarak yapılan analizler sonucunda 70 örneğin 26’sının 

E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğubelirlenmiştir. mt-CO1 gen bölgesi hedef 

alınarak yapılan DNA sekans analizleri ile inceleme neticesinde geriye kalan 44 

örnekten, bir örneğin G3 suşu ve iki örneğin G6 suşu olduğu tespit edilmiştir (73).  

İstanbul’da yapılan bir çalışmada, 46 insan izolatı, genotipik 

karakterizasyonlarının belirlenmesi amacıyla mt-CO1 gen bölgesi hedef alınarak 

DNA dizi analizlerine tabi tutulmuş ve analizler sonucunda, tüm izolatların yaygın 

koyun suşu (G1) olduğu belirlenmiştir (74).  

Türkiye’nin farklı illerine ait genotiplendirme çalışmaları Tablo 2’de 

özetlenmiştir.  
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Tablo 2. Türkiye’nin farklı coğrafik bölgelerinden bildirilen E. granulosus suşları. 

 

Şehir İzolat (Sayı) Hedeflenen gen bölgesi / Metot Suş (Genotip) Kaynak 

Elazığ, Erzurum, 

Malatya, 

Diyarbakır, Van, 

Şanlıurfa 

Koyun (179), Sığır 

(19),Keçi (7), Deve 

(1), Köpek(1), İnsan 

(1) 

PCR-RFLP, mt-CO1 sekans analizi G1 (63) 

Malatya Yaban koyunu (1) mt-CO1sekansanalizi G1 (64) 

İzmir, Manisa 
Koyun (12), İnsan 

(10) 

atp6, nad1, rrnS, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1, G7 (65) 

Türkiye’nin farklı 

Illeri 

Koyun (100), Sığır 

(12) 
mt-CO1 sekans analizi G1, G3 (66) 

Erzurum Sığır (220) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1-G3 (75) 

Konya Koyun (39) Actin-PCR 
G1 (Anadolu 

haplotipi)  
(67) 

Elazığ, Erzurum 
Koyun (31), Sığır 

(23) 
CO1-PCR SSCP G1-G3 (76) 

Elazığ İnsan (70) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1-G3, G6 (73) 

Ankara At (1) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1-G3 (68) 

Antalya Dağ keçisi (1) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1 (77) 

Kırıkkale Koyun (24) RAPD-PCR G1 (70) 

Kırıkkale Sığır (20) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1-G3 (78) 

İstanbul İnsan (46) mt-CO1, sekans analizi G1 (74) 

Karadeniz 

bölgesi 
Manda (9) PCR, mt-CO1 sekans analizi G1-G3 (71) 

Trakya 
İnsan (42), Sığır 

(13), Koyun (3) 

PCR-RFLP, PCR- SSCP, mt-CO1 

sekans analizi 

Koyun (G1) 

İnsan (G1,G7) 
(79) 

Kilis Koyun (19) 
12S rRNA-PCR, rrnS, mt-CO1 

sekans analizi 
G1-G3 (69) 

Manisa Sığır (18) mt-NAD1 mt- CO1 sekans analizi G1-G3 (80) 

Elazığ Katır (1) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G4 (72) 

Elazığ Koyun (4), Sığır (4) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G3 (81) 

Elazığ Koyun (3), Sığır (1) 
12S rRNA-PCR, mt-CO1 sekans 

analizi 
G1, G3 (51) 

Elazığ 
Koyun(31), Sığır 

(38) 

12S rRNA-PCR, nad1, mt-CO1 

sekans analizi 
E.g.s.s. (G1) (82) 

Malatya İnsan (53) mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3 (83) 

Elazığ Sığır (40) mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3, G6/G7 (84) 

Elazığ 
Sığır (66), Koyun 

(19) 
mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3, G6/G7 (85) 

Elazığ Sığır (60) mt-CO1, PCR sekans analizi G1, G3 (86) 

Elazığ İnsan (17) mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3, G6/G7 (87) 
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3.13. Echinococcus granulosus’ta microRNA Çalışmaları 

Echinococcus granulosus genotiplerinin, belirli bir ara konakta fertil kistler 

oluşturabildiği, ancak bazı suşların spesifik olmayan konaklara da bulaşabildiği, 

çoğunlukla bu konaklarda steril kistler oluşturduğu bildirilmektedir (88). E. 

granulosus s.s. koyunlarda çoğunlukla fertil kist oluştururken, sığır, domuz, keçi, 

deve ve insanlarda kist fertilitesinin koyunlara göre daha düşük oranlarda olduğu 

belirlenmiştir (89). Yine E. canadensis (G7 genotipi) daha çok domuzlardan izole 

edilmekle birlikte insanlarda da izole edilmiş ve sıklıkla kistlerin beyinde geliştiği 

gözlemlenmiştir (88-90). Tüm bu özellikler E. granulosus s.l.’nun gelişim 

süreçlerini anlamak açısından önemlidir. KE hastalığının kontrolü için yeni 

stratejilerin oluşturulmasında bu bilgilerin değerli olabileceği düşünülmektedir 

(91).  

E. granulosus’ta konak ve parazitin birlikte yaşamasının altında yatan 

mekanizmalar hala belirsizliğini korumaktadır. Son 30 yıldaki deneysel 

çalışmaların çoğunluğu, parazitlerin konaklarındaki hayatta kalma stratejilerini 

belirlemeye yöneliktir (92). E. granulosus ve diğer ilgili parazitlerin gelişiminde 

yer alan mekanizmalara ışık tutabilecek en yeni yaklaşım small RNA'lar olup, 

özellikle mikroRNA’lar tarafından gen ekspresyonunun düzenlenmesi, bu 

konudaki güncel yaklaşımlar olarak görülmektedir (93).  

Echinococcus spp. genomunun yaklaşık %10-14'ünü protein kodlayan 

genler (exon) oluştururken, diğer genler non-coding (intron) RNA’lar olarak 

kopyalanırlar (94; 95). Non-coding RNA’lar moleküler ağırlıklarına göre iki tipte 

sınıflandırılmaktadır. Bunlardan birincisi miRNA’lar, ortalama 18-24 nükleotid 

uzunluğunda olup, bu kısa RNA'ların uzunluğu <200 nt'dir. Diğeri ise 200 nt'den 
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daha uzun olan kodlayıcı olmayan RNA'lar (Long non-coding RNAs- LncRNA)’dır 

(96; 97). Daha önce yapılan çalışmalar, non-coding RNA'ların ökaryotlarda 

fizyolojik ve patolojik süreçlerde önemli roller oynadığını göstermiştir (98). 

miRNA’lar ve LncRNA’ların, E. granulosus, E. multilocularis ve E. canadensis 

gibi türlerde de bulunduğu bildirilmiştir (99).  

miRNA’lar protein translasyonunu inhibe ederek veya hedef transkriptlerin 

stabilitesini bozarak gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak düzenleyen 

küçük (18-24 nt) kodlayıcı olmayan (non-coding) RNA'lardır (100). miRNA’ların 

konakçı-patojen etkileşimi ve konakçı bağışıklık tepkilerinin mikroorganizmalara 

karşı aktif bir rolü olduğu belirlenmiştir (101). miRNA’lar, hematopoez, bağışıklık 

yanıtı ve inflamasyonda önemli bir rol oynamaktadır. Son yıllarda miRNA’ların, 

çeşitli fare modellerinde hem doğuştan hem de uyarlanabilir bağışıklık tepkilerinin 

önemli düzenleyicileri olarak işlev gördükleri saptanmıştır (102-104). Ayrıca 

maligniteler ve bağışıklık yanıtı ile ilişkili hastalıklar olmak üzere birçok hastalığın 

patogenezinde de rol almaktadırlar (105; 106). Son çalışmalar, hem parazit hem de 

konak kökenli dolaşımdaki miRNA’ların, helmint enfeksiyonları olan insanların ve 

hayvanların kanında veya sıvılarında belirlendiğini göstermiştir (107). Bu nedenle, 

parazit enfeksiyonunun veya ilgili hastalıkların erken tanısı için potansiyel biyo-

belirteçler olarak görülmektedirler (108). Echinococcus türlerinde tanımlanan 

miRNA’ların, konak-parazit etkileşimindeki rolleri ve gelecekteki potansiyel tanı 

amaçlı hedef kullanımları açısından önemli olacağı bildirilmektedir (109; 110).  

miRNA’lar, hem hayvanlarda hem de bitkilerde hemen hemen tüm hücresel 

sinyal yolaklarının transkripsiyon sonrası regülasyonunda yer alan küçük fakat 

güçlü, düzenleyici RNA'lardır (80). Yaklaşık 2 ile 7 nükleotid arasında uzunluğa 
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sahip olan miRNA'nın dizisi, hedef çifti tamamlayıcılığı yoluyla hedef 

mRNA’ların, LncRNA'ların ve dairesel RNA'ların (Circular RNA-circRNA) 

tanınması için en önemli bölge olarak tanımlanmıştır (111; 112). Echinococcus 

türlerinde yaygın olarak eksprese edilen birtakım miRNA’lar tanımlanmıştır (113). 

Parazit bağırsağa ulaştığında, parazitin ortolog proteinleri ve miRNA’ları, konak 

hücrelerine transfer edilmekte ve burada parazitik formları üretmek için 

adaptasyona uğramaktadırlar (114-116). Bu nedenle miRNA’ların, helmint-konak 

etkileşimi ile ilgili anahtar düzenleyici faktörler olabileceği belirtilmektedir (107). 

İnterjenik miRNA'ların transkripsiyonu, orijinal genlerin farklı hücre tiplerinde, 

dokularda, gelişim evrelerinde genişleyen hedeflere tercih edilmesine bağlıdır ve 

parazitlerdeki ana biyofonksiyonel yollardan biridir. Bu gözlemler, miRNA'ların 

Echinococcus spp. ve KE’de önemli olduğunu ve bu nedenle tanı veya tedavi 

hedefleri olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir (99).  

LncRNA’lar, circRNA’lar ve miRNA’ların hücredeki mekanizmaları kısaca 

şöyle özetlenebilir:  

1. LncRNA: LncRNA’lar, siRNA’lar (small interfering RNAs), miRNA’lar 

ve Piwi-interacting RNAs (piRNAs)’ın kaynağı gibi hizmet ederek, polipeptidlere 

dönüştürülür, bu sayede LncRNA’lar sinyal molekülleri, tuzakları, kılavuzları ve 

yapı iskeletleri gibi hareket ederek sitoplazmada önemli biyolojik roller oynarlar 

(112).  

2. circRNA: circRNA’lar genomik DNA'dan kopyalanır ve çok sayıda 

biyolojik işlevi yerine getirmek için sitoplazmaya taşınır. circRNA’lar, türetilmiş 

pseudogenlerin, sponge proteinlerinin ve miRNA’ların polipeptitlere 

dönüştürülmesini sağlar (117).  
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3. miRNA: pre-miRNA, çift sarmallı bir RNA hairpin ve çekirdekte bir 

stem-loop yapısı ile genomik DNA'dan kopyalanır (100; 118). Olgun miRNA; 

miRNA, Dicer, AGO (RNA-binding protein Argonaute - RNA bağlayıcı protein 

Argonaute) ve TRBP (TAR-RNA-binding protein - TAR-RNA bağlayıcı protein) 

etkilerinin sonucu olarak, RISC’e (RNA-induced silencing complex- RNA 

kaynaklı susturucu kompleksi) yüklenebilir (119). LncRNA’lar, mRNA’lar, 

circRNA’lar ve psödogenlerin çevrilmemiş bölgelerindeki komplementer 

sekansları, mRNA ve miRNA bölünmesinin translasyonel baskısı ve degradasyonu 

ile sonuçlanan miRNA’lara rekabetçi bir şekilde (Competing endogenous RNA 

(CeRNA) bağlanabilirler (119).  

Genellikle intergenik bölgede bulunan miRNA genleri, RNA polimeraz II 

tarafından birincil miRNA’lar (pri-miRNAs) adı verilen yapılarına kopyalanır. 

Hücre çekirdeğinde Drosha ve Pasha tarafından prekürsör miRNA’lara (pre-

miRNA) işlenir. Hücre çekirdeğinden sitoplazmaya dışa aktarılmasından sonra, 

diğer kofaktörlerle birlikte Dicer işlemesinden dolayı ~22 nt uzunluğunda dupleks 

yapı oluşur. Olgun miRNA’lar, hedef mRNA'ların 3' ucundaki Untranslated region 

bölgesindeki seed dizilerini tanır ve hedef mRNA'ların translasyonel 

baskılanmasına veya mRNA degredasyonuna neden olur (119).  

Echinococcus spp. türlerinin gelişimi ve parazitliğinde önemli roller 

oynayabileceği düşünülen yüksek oranda korunmuş 87 adet miRNA bildirilmiştir 

(93; 120). Bugüne kadar Echinococcus etkenlerinde tanımlanan ve aday olan 

miRNA’lara ait bildirimler Tablo 3’te özetlenmiştir. 
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Tablo 3. Echinococcus spp.'de eksprese olan miRNA’lar (99).  

 

Tür Doku Konak Genotip Tanımlanan miRNA’lar Teknoloji Ülke 

E
. 
g

ra
n

u
lo

su
s 

Protoskoleks Domuz karaciğer, Sığır akciğer G1 34 korunmuş ve 4 yeni miRNA adayı 

Sanger 
Arjantin ve 

Uruguay 

Protoskoleks Domuz G7 
miR-125, miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR-

277 

Protoskoleks Koyun G1 
miR-125, miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR-

277 

Germinal membran Fare G1 miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR-277 

Pre-mikrokistler Domuz karaciğer, Sığır akciğer G7 miR-125, miR-2 

Mikrokistler Domuz karaciğer, Sığır akciğer G7 miR-71 

Protoskoleks Koyun karaciğer - 109 bilinen ve 260 yeni miRNA 
Illumina HiSeq TM 

250 
Çin 

Kist membranı Koyun karaciğer - 46 bilinen miRNA ve 92 yeni olgun miRNA 

Illumina Genome 

Analyzer II 
Çin 

Protoskoleks Koyun karaciğer - 45 bilinen miRNA ve 91 yeni olgun miRNA 

Erişkin parazit Köpek  45 bilinen miRNA ve 103 yeni olgun miRNA 

Protoskoleks Koyun karaciğer G1 36 miRNA 

E
. 
c
a

n
a
d

e
n

si
s 

Protoskoleks Domuz karaciğer 

G7 

35 miRNA 

Illumina Genome 

Analyzer II 
Çin 

Kist duvarı Domuz karaciğer 35 miRNA 

Kist duvarı Domuz karaciğer 42 miRNA 

E
. 

m
u

lt
il

o
c
u

la
ri

s 

Metasestod Dişi fare -  
small RNA 

sequencing 
Arjantin 

Metasestod Makak - 24 miRNA 
Selforganizing 

map analysis 
Almanya 
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E. granulosus s.s.’nun bilinen korunmuş 76 miRNA'sı arasında en yüksek 

ekspresyon seviyelerine miR-2, miR-71 ve miR-125 sahiptir (93; 120). İlginç bir 

şekilde, miR-124b ve miR-87 ekspresyon seviyeleri, olgun miRNA'lardan daha 

yüksektir, bu da gelişme sırasında efektör olarak hareket ettiklerini ve karşılık gelen 

miRNA'ların türevlerinin iki farklı düzenleyici small RNA ürettiğini göstermekte 

ve buna ek olarak miRNA’ların doku ve faza özgü ekspresyon sergilediğine işaret 

etmektedir (93).  

miR-277, let-7, miR-71, miR-10, miR-2 ve miR-9, G1 ve G7 genotipinin 

sekonder kist hidatik kist duvarlarında ve protoskolekslerinde spesifik olarak 

eksprese edilirken, miR-125 sadece protoskolekslerde ve pre-microcystlerde 

saptanmıştır. Ek olarak, üç miRNA’nın (let-7, miR-71 ve miR-2) protoskolekslerde 

yüksek seviyelerde eksprese edildiği bildirilmiştir (93). let-7’nin, protoskoleks ve 

kist duvarında, E. granulosus'un iki yönlü gelişim yetenekleri ile ilişkili olabilen 

önemli ölçüde artan bir ekspresyon sergilediği belirtilmiştir (120). Ayrıca, 

benzimidazolün in-vitro maruziyetinde E. granulosus miRNA’larından let-7 ve 

miR-61 ekspresyon düzeylerinin mikrokist aşamasında önemli ölçüde etkilendiği; 

bununla birlikte, bu miRNA’ların ekspresyonunun, diğer gelişim evrelerinde 

albendazol sülfoksite yanıt olarak farklı değişiklikler sergilediği bildirilmiştir 

(121).  

Echinococcus türlerinde yüksek oranda eksprese edilen, ancak omurgalı 

konakta eksprese edilmeyen miRNA’lar, konak homolog miRNA’larından sapmış 

olabilir. Örneğin, bantam, miR-71 ve miR-277’ye spesifik diagnostik markerlar, 

müdahale stratejileri için aday hedefler olarak değerlendirilebilir (110).  

Yüksek verimli sekanslama ve miRNA microarray analizleri, doğal 
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konaklarda ve hayvan modellerindeki var olan parazit enfeksiyonu sırasında, ilgili 

hücrelerde, dokularda ve kanda patojen challenge’larına karşı konak yanıtlarında 

miRNA’lar tanımlanmıştır (95; 122; 123). Son yapılan çalışmalar, miRNA ve 

LncRNA’lar dahil olmak üzere dolaşımda olan non-coding RNA’ların, E. 

granulosus ve E. multilocularis ile enfekte olmuş konakların kanında stabil olarak 

tespit edilebildiğini göstermiştir (122-124). Dolaşımdaki bu non-coding RNA’ların, 

konak-parazit etkileşimi, gelişimi ve büyümesindeki rollerinin anlaşılmasına 

yarayabileceği, potansiyel olarak tanı hedefleri ve terapötik adaylar olarak hizmet 

edebileceği ileri sürülmüştür (99).  

miRNA ve LncRNA profilleri, konak E. granulosus ile enfekte olduğunda 

değişmektedir. Ara konağın bağırsağı, Echinococcus spp. yumurtalarına karşı 

konak savunmasının ilk direnç noktası olarak sürecin ayrılmaz bir parçasıdır. 

Nitekim KE’e dirençli koyunlarda, KE’e dirençli olmayan koyunlara göre, özellikle 

miR-27a, miR-542-5p, miR-671, miR-134-5p, miR-21-3p ve miR-26b’nin önemli 

ölçüde daha yüksek oranlarda eksprese edildiği bildirilmiştir (125). Dolayısıyla, 

KE’e dirençli olan ve olmayan koyunlarda bulunan miRNA’ların ekspresyonunun, 

bağırsak dokusunun E. granulosus yumurtalarına yanıtında anahtar olabileceği 

bildirilmiştir (99).  

E. granulosus s.l. genotip ve/veya türlerinin belirlenmesi KE kontrolü ve 

epidemiyolojisi bakımından büyük önem arz etmektedir. Nükleik asit 

sekanslarındaki farklılıklar, E. granulosus s.l.’nun tür içi varyasyonlarını 

oluşturmakta, parazitin yaşam döngüsünü, gelişim hızını, konak özgüllüğünü, geçiş 

dinamiklerini, patojenitesini, kemoterapötik ajanlara duyarlılığını ve antijenitesi ile 

birlikte, hastalığın kontrol ve epidemiyolojisini de etkileyebilmektedir (31; 126).  



27 

Aktif ve inaktif KE olduğu çeşitli analizlerle tespit edilen insanların 

periferal kanında lenfositlerin ve diğer bağışıklık hücrelerinin işleviyle ilgili 84 adet 

miRNA'nın ekspresyon profillerini araştırmak amacıyla, miRNA PCR array 

teknolojisi kullanarak bir çalışma gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, 10 aktif (KE3b 

aşaması) ve 10 inaktif (KE4-KE5 aşaması) kisti olan 20 hastadan kan örnekleri 

alınmıştır. Alınan kan örneklerinden total miRNA ekstraksiyonu yapılmış, elde 

edilen RNA’lara RT-PCR yöntemi uygulanarak RNA örnekleri cDNA’ya 

dönüştürülmüştür. Sonrasında cDNA örneklerine miRNA PCR array testi 

uygulanmıştır. Aktif kistleri olan hastalarda, sekiz adet miRNA'nın (let-7g-5p, let-

7a-5p, miR-26a-5p, miR-223-3p, miR-26b-5p, miR-195-5p, miR-16-5p ve miR-

30c-5p) aktif olmayan hastalar ile karşılaştırıldığında daha yüksek seviyede 

eksprese olduğu tespit edilmiştir. Aktif kistleri olan hastalarda bu miRNA'ların 

yüksek ekspresyonunun tespit edilmesinin, konak bağışıklık yanıtında bu 

miRNA’ların enfeksiyona karşı spesifik rollerinin olduğunu gösterir bir kanıt 

olabileceği düşünülmüştür (92).  

İnsanlarda AE ve KE hastalarında bağışıklık sistemini oluşturan T ve B 

hücrelerini aktive eden miRNA profilini araştırmak için yapılan bir çalışmada, Kilis 

Devlet Hastanesi Patoloji Laboratuvarı'nda AE ve KE’li hastalardan toplam 50 

karaciğer dokusu örneği materyal olarak kullanılmıştır. miRNA’ları, 2–∆∆Ct 

değerleri içinde istatistiksel olarak hesaplanan nicel bir Real Time PCR reaksiyonu 

ile analiz edilmiş ve miRNA’lar arasındaki kat değişiklikleri, P< 0.05'in anlamlı 

olduğu kabul edilen Welch T testi ile değerlendirilmiştir. Yirmi beş adet 

miRNA’nın (let-7a-5p, let-7c, let-7e-5p, miR-15b-5p, miR-223-3p, miR16, miR-

17-5p, miR-23a-5p, miR-24-3p, miR-30c-5p, miR-25-3p, miR-26a-3p, miR-26b-
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3p, miR-29b-3p, miR-98-5p, miR-29c-3p, miR-30a-5p, miR-30b-5p, miR-30d-5p, 

miR-222-3p miR-30e-5p, miR-142-5p, miR-106b-5p, miR-125b-5p ve miR-101-

3p) AE ve KE olan hastalardaki ekspresyon düzeylerinin, kontrol gruplarına göre 

aşağı regüle olduğu saptanmıştır. On iki adet miRNA’nın (miR-15a-5p, miR-21-

5p, miR-27a-3p, miR-29a-3p, miR-365-3p, miR-146a-5p, miR-181a-5p, miR-

181b-5p, miR-181d, miR-214-3p, miR-195-5p ve miR-181c-5p) ekspresyon 

düzeylerinin ise AE ve KE hastalarında, sağlıklı kişilere göre yukarı yönlü regüle 

olduğu bildirilmiştir. Bu çalışma ile hem AE hem de KE’in progresyonunun T ve 

B hücre aktiviteleri ile ilişkili olduğu sonucuna varılmıştır (127).  

Helmintlerin genetik yapısı ve miRNA profilinin, albendazol sülfoksite 

tepkilerini etkilediği bilinmektedir. E. granulosus'un monofazik ve difazik 

ortamlarda in-vitro olarak kültürlemiş farklı gelişim evrelerinde miRNA'ların 

ekspresyon düzeyleri araştırılmıştır. Albendazol sülfoksite maruz kalan, hem 

albendazol sülfoksit ile tedavi edilen hem de kontrol grubu parazitlerde miRNA’lar, 

mikrokistlerden, sağlam protoskolekslerden, bir ve üç segmentli strobilasyona 

uğramış erişkin parazitlerden ekstrakte edilmiştir. let-7 ve miR-61'in ekspresyon 

seviyesi, her aşama için Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR) 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Farklı ilaç konsantrasyonlarında hem let-7 hem de 

miR-61'in anlamlı farklı ekspresyon düzeyi gösterdiği belirlenmiştir. Albendazol 

sülfoksite maruz bırakılan E. granulosus'un strobilasyona uğramış ve metasestod 

evreleri arasında let-7 ekspresyonunda önemli bir fark olduğu belirlenmiştir. 

Albendazol sülfoksit (1000 μg/ml) uygulanan protoskolekslerde, let-7 ekspresyonu 

önemli ölçüde azalma gösterirken, aynı gruptaki erişkin parazitlerde bu miRNA’nın 

daha yüksek seviyelerde ekspresyon gösterdiği kaydedilmiştir. Farklı ilaç 
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konsantrasyonlarına maruz bırakılan mikrokistlerde, miR-61 ekspresyonunda 

önemli bir azalma görüldüğü, ayrıca, bir segmentli strobilasyona uğramış erişkin 

parazitlerde ve protoskolekslerde miR-61 ekspresyonunda önemli bir artış tespit 

edilmiştir. Yüksek ilaç konsantrasyonu veya protoskolekslerin albendazol 

sülfoksite uzun süreli maruz kalması sonucu, kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde 

daha yüksek miR-61 ekspresyonu saptanmıştır. Araştırmacılar, in-vitro 

benzimidazol maruziyeti altında E. granulosus let-7 ve miR-61 miRNA'sının 

ekspresyon düzeylerinin mikrokist aşamasında önemli ölçüde etkilendiğini 

belirtmiştir. Bu çalışmanın, platihelmintlerde benzimidazolün miRNA ekspresyonu 

üzerinde etkilerinin olduğuna dair ilk kanıt olduğu bildirilmektedir (121).  

Alveolar Ekinokokkozise sebep olan E. multilocularis’in miRNA'larının in-

vitro metasestod gelişimi boyunca ekspresyon profillerini araştırmak amacıyla 

yapılan bir çalışmada, miR-71'in spatial ekspresyonu belirlenmiş ve miRNA 

hedefleri tahmin edilmiştir. E. multilocularis’in farklı örneklerinden küçük cDNA 

kütüphaneleri sekanslanmış, E. multilocularis’teki 37 miRNA'nın ekspresyonunun 

incelenmesi neticesinde, miR-71 gibi bazı miRNA’ların konakta bulunmadığı 

doğrulanmıştır. Analiz edilen tüm yaşam döngüsü aşamalarında yüksek oranda 

eksprese edilen birkaç miRNA’nın olduğu, miRNA’ların çoğunun çok düşük 

düzeyde eksprese olduğu belirlenmiştir. En yüksek düzeyde ekspresyon düzeyi 

tespit edilen miRNA'ların, miR-71, miR-9, let-7, miR-1, miR-4989 ve miR-10 

olduğu bildirilmiştir. Bu miRNA'ların, diğer Taenia türlerinde de yüksek düzeyde 

ekspresyon göstermesi, miRNA’ların parazitin gelişim, hayatta kalma veya konak-

parazit etkileşiminde önemli rollerinin olabileceği hipotezini gündeme getirmiştir. 

miR-71'in in-vitro kültürlenmiş E. multilocularis metasestodlarında germinatif 
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hücrelerde ve germinal tabakanın diğer hücre tiplerinde eksprese edildiği 

belirlenmiştir. E. multilocularis miRNA'larının, metasestod gelişimi boyunca, 

ekspresyon analizleri ve tahmin edilen hedeflerinin in silico fonksiyonel analizleri 

ile birlikte, AE’nin tedavisi ve kontrolü için seçici terapötik hedeflerin 

belirlenmesine yardımcı olabileceği ileri sürülmüştür (128).  

Orsten ve ark. (129), abdominal ultrasonografi incelemesi ile KE (12 aktif, 

8 inaktif) tanısı konulmuş, 20 insan örneğinde, insan türevli miRNA’ların profilini 

belirlemek amacıyla bir çalışma gerçekleştirmişlerdir. Bu amaçla KE’li 20 bireyi 

çalışma grubu olarak 3 sağlıklı bireyi de kontrol grubu olarak araştırmaya dahil 

etmişlerdir. KE’li hastalardan ve sağlıklı kontrol bireylerinden aldıkları serum 

örneklerinde, miRNA ekspresyon profillerini, miScript miRNA HC PCR Array 

tekniği ile incelemişlerdir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, aktif KE teşhisi 

konulan hastalarda hsa-miR-4659a-5p, hsa-miR-4518, hsa-miR-3977, hsa-miR-

4692, hsa-miR-181b-3p ve hsa-miR-4491 miRNA’larının, inaktif KE teşhisi 

konulan hastalarda ise hsa-miR-4687-5p miRNA’sının aşağı yönlü regüle olduğunu 

tespit etmişlerdir (p<0.05). miRNA’ların, hücre proliferasyonu, apoptoz, hücre 

etkileşimleri gibi patolojik süreçlerle ilişkili olabileceğini öne sürmüşlerdir (129).  

Mahami-Oskouei ve ark. (130), KE teşhisi koyulmuş insanlarda, insan 

türevli miR-146a ve miR-155 miRNA’larının ekspresyon düzeylerini belirlemek 

için gerçekleştirdikleri bir çalışmada, KE ile enfekte 20 hastadan ve kontrol grubu 

olarakda 20 sağlıklı bireyden plazma örnekleri almışlardır. Bu örneklerde, qRT-

PCR analizleri ile miR-146a ve miR-155’in ekspresyon seviyelerini 

araştırmışlardır. Kontrol grubuna kıyasla KE’li tüm hastalarda miR-146a’nın ve 

miR-155’in ekspresyon seviyesinin arttığı tespit edilmiş, fakat miR-155’in 
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ekspresyon seviyesindeki artış ile ilgili çalışma ve kontrol grubu arasında bir 

korelasyon tespit edilememiştir. Plazmadaki miR-146a ve miR-155’in yukarı yönlü 

regülasyonunun KE için yeni bir biyobelirteç adayı olabileceği belirtilmiştir (130).  

İnterjenik miRNA’ların transkripsiyonu, orijinal genlerin farklı hücre 

tiplerinde ve dokularda gelişim evrelerinde genişleyen hedeflere tercih edilmesine 

bağlı olup, parazitlerdeki ana biyofonksiyonel yollardan biridir. Bu gözlemler, 

miRNA'ların Echinococcus spp. ve KE’de önemli olduğunu ve bu nedenle teşhis 

veya tedavi hedefleri olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir (99). Farklı ara 

konaklarda (sığır ve koyun), haplotip farklılıklarının belirlenerek, farklı kist 

yapılarında (germinal membran ve/veya protoskoleks) miRNA ekspresyon 

seviyelerinin belirlenmesine yönelik çalışmalar çok sınırlı sayıdadır. mir-71 Nemo-

like kinase gen bölgesini hedef almakta olup, protoskoleks gelişimine dahil olmakta 

ve Echinococcus türlerinde konak makrofaj fonksiyonlarını düzenlemektedir (131; 

123). Dolayısıyla mir-71’in protoskolekslerdeki ekspresyon seviyesinin 

belirlenmesi önemlidir. mir-7 ise ECANG7_04919, ECANG7_00818 ve 

ECANG7_03238 gen bölgelerini hedef almakta ve Echinococcus türlerinin 

gelişimsel morfogenezisinde potansiyel bir rolünün olduğu bilinmektedir (113). 

Öte yandan mir-96, ECANG7_06901 gen bölgesini hedef almakta ve işlevi tam 

olarak bilinmemekte olup özellikle protoskoleks aşamasında yüksek bir ekspresyon 

seviyesine sahip olduğu ifade edilmektedir (113).  

Bu çalışmada, E. granulosus’un morfolojik değişiminde önemli rol oynadığı 

düşünülen parazit türevli egr-mir-7, egr-mir-71 ve egr-mir-96 miRNA profillerinin 

farklı ara konaklardaki (sığır ve koyun), farklı kist yapılarındaki (germinal 
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 membran/protoskoleks) varlığı, ekspresyon düzeyleri ve haplotipler arasındaki 

ilişkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Böylelikle; 

1. E. granulosus’un sığır ve koyun izolatları içerisindeki genetik 

polimorfizminin PCR ve sekans analizleri ile belirlenerek türlerin tespit 

edilmesi, 

2. Bu izolatlarda, parazit türevli egr-miR-7, egr-mir-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının gen ekspresyon düzeylerinin Real Time RT-qPCR 

analizleri ile belirlenmesi, 

3. Bu izolatlardaki germinal membran ve/veya protoskolekslerdeki parazit 

türevli egr-miR-7, egr-mir-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının gen 

ekspresyon düzeylerinin Real Time RT-qPCR analizleri ile 

belirlenmesi, 

4. miRNA’ların farklı kist yapılarındaki, farklı ara konaklardaki, farklı 

haplotiplerdeki profilleri ve ekspresyon düzeyleri ile bunların tür ve 

haplotiplerle ilişkisinin araştırılması, fertil ve steril kist oluşumunda 

miRNA’ların rolünün olup olmadığı hakkında bilgi sahibi olunması 

amaçlanmıştır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

4.1. Materyal 

4.1.1. Hidatik Kist Örneklerinin Toplanması 

Çalışma materyalini oluşturan hidatik kist örnekleri, Elazığ ilindeki özel bir 

kesimhaneden Mart 2021 - Mart 2022 tarihleri arasında 41 sığır ve 41 koyun olmak 

üzere toplam 82 enfekte hayvandan toplandı. Bu amaçla kesimi takiben her bir 

hayvanın organları hidatik kist yönünden, inspeksiyon ve palpasyon yöntemiyle 

muayene edildi. Steril bir bistüri yardımıyla kistlere geniş bir alandan kesit 

yapılarak, kistler doku ve organlardan ayrıldı. Her bir kist ayrı ayrı plastik kaplara 

alındı ve soğuk zincir şartlarında muhafaza edilerek laboratuvara ulaştırıldı. 

Laboratuvarda steril 20 ml’lik şırınga ile kistlerden kist sıvısı aspire edilerek, steril 

15 ml’lik falkon tüplere aktarıldı. Kist sıvıları 4000 rpm de 5 dk santrifüj edilerek 

süpernatant kısmı atıldı. Oluşan çökelti 1,5 ml’lik eppendorf tüplere aktarıldı. Kist 

sıvısı çökeltisi pastör pipeti yardımıyla lam üzerine alındı ve lamel kapatılıp 

protoskolekslerin varlığı ve fertilitesinin değerlendirilmesi açısından mikroskobik 

olarak incelendi. 

Eş zamanlı olarak her bir hayvan için kist dokusundan pens yardımıyla 

germinal membran yapıları ayrıldı ve küçük bir parça alınarak 1,5 ml’lik eppendorf 

tüplere aktarıldı. Hem protoskoleks, hem de germinal membran örneklerini doku 

artıklarından arındırmak için, örnekler üzerine 1XPBS (phosphate-buffered saline) 

(pH=7.4) solüsyonundan 600 µl eklenip, kısa bir vorteks yapıldıktan sonra 

maksimum hızda (14.000 rpm’de) 1 dk süreyle santrifüj edildi ve sonrasında 

süpernatant atıldı. Bu işlem 4-5 kez daha tekrarlandı. Son yıkamanın ardından PBS 
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solüsyonu tamamen uzaklaştırıldıktan sonra eppendorf tüpler genomik DNA ve 

RNA izolasyonları için kullanılıncaya kadar -80 °C’de saklandı. 

4.2. Genomik DNA İzolasyonu  

Laboratuvarda -80 °C’de muhafaza edilen materyaller pens yardımıyla 

alınıp temiz bir lam üzerine konulduktan sonra steril bir bistüri yardımıyla küçük 

parçalara ayrılarak 1,5 ml’lik eppendorf tüplere aktarıldı. Geri kalan kısım ise tekrar 

-80 °C’de saklandı. Genomik DNA izolasyonu ticari bir kit (Hibrigen, MG-GDNA-

01-250 Türkiye) kullanılarak gerçekleştirildi. Eppendorf tüpler içerisindeki doku 

örneklerinin üzerine kit içeriğinde bulunan 500 µl solüsyon DHP tamponu eklendi 

ve vorteks yardımı ile homojen olana kadar karıştırıldı. Takiben, 20 µl Proteinase-

K (Hibrigen, 20 mg/ml) ve 120 µl DA tamponu ilave edilip, vortekslendikten sonra 

1 gece 65 ºC’de inkübe edildi. Ertesi gün sıcak su banyosundan çıkarılarak kit 

protokolüne göre aşağıdaki basamaklar takip edildi:  

 Eppendorf tüplerdeki parazit materyali üzerine 120 µl DB tamponu ve 

220 µl önceden soğutulmuş (%96-100) ethanol eklendi ve vorteks 

yapılarak karıştırıldı. Takiben karışımın tamamı, pipet yardımı ile 2 

ml’lik toplama tüpü üzerindeki filtreli tüpe aktarıldı. 

 12.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve toplama tüpündeki sıvı atıldı. 

 500 µl DY tamponu filtreli tüpe eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edildi. Daha sonra toplama tüpüne süzülen sıvı atıldı.  

 Bir önceki adım tekrarlandı. 

 Daha sonra toplama tüpü süzülen sıvı ile birlikte atıldı, filtreli tüp ise 

steril eppendorf tüp içine konularak membranın kuruması için 12.000 



35 

rpm’de 3 dakika santrifüj edildi ve eppendorf tüp, içinde biriken sıvı ile 

birlikte atıldı. 

 Filtreli tüpler temiz 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne alınıp üzerine 

önceden 60 ºC’ye ısıtılmış 90 µl DE tamponu eklendi.  

 Oda sıcaklığında 2 dakika inkübe edildi. 

 12.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilip spin kolon atıldı. 

 Eppendorf tüpün içindeki elüsyon tamponunda genomik DNA (gDNA) 

bulunmaktadır. Bu gDNA’lar kullanılıncaya kadar -20 ºC’de saklandı. 

4.3. DNA Nanodrop Ölçümleri 

Elde edilen genomik DNA’ların konsantrasyonu ve saflığı, Nanodrop 

cihazında 260/280 nm absorbans değerlerinde ölçümler yapılarak belirlendi. Bu 

ölçümlerde ölçümü yapılan DNA örneklerinin 260/280 oranının yaklaşık 1,8 ve 

konsantrasyonun ≥25 ng/μl olması beklenmektedir. Bu değerlere yakın olmayan 

DNA örneklerinde, gDNA izolasyonu tekrarlandı.  

4.4. mt-CO1 Geninin PCR ile Çoğaltılması  

Çalışmada Tablo 4’de gösterilen E. granulosus s.l. mt-CO1 hedef genini 

çoğaltan primerler kullanıldı (132).  

 

Tablo 4. E. granulosus s.l. mt-CO1 gen bölgesinin çoğaltılmasında kullanılan primer dizisi. 

 

Hedef 

Gen 
Primer Adı Primer Dizisi 

Hedef PCR 

Ürünü (bp) 

mt-CO1 

Forward-CO1 5’-TGAATTTGCCACGTTTGAATGC-3’ 
875 bp 

Reverse-CO1 5’-GAACCTAACGACATAACATAATGA-3’ 
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Örneklerin kesin tür tayininin yapılabilmesi amacıyla E. granulosus s.l. mt-

CO1 gen bölgesine spesifik primerler, ticari Taq DNA Polymerase (Thermo – 

EP0401) ve dNTP mix (Thermo – R0241) kullanılarak PCR analizleri 

gerçekleştirildi. Toplam 50 μl’lik hacimde hazırlanan PCR karışımı için ticari kit 

protokolü takip edilerek Tablo 5’de belirtilen miktarlarda mastermiks karışımı 

hazırlandı.  

 

Tablo 5. E. granulosus s.l. mt-CO1 gen bölgesinin çoğaltılmasında kullanılan PCR mastermiksi. 

 

Solüsyon Adı Konsantrasyonu Miktarı 

PCR Taq buffer 10X 5 µl 

dNTP Mix  0.2 mM (her bir deoksinükleotidden) 5 µl 

Forward Primer 20 pmol 2 µl 

Reverse Primer 20 pmol 2 µl 

MgCl2 25 mM 2 µl 

Template DNA ≥25ng/µl 4 µl 

Taq DNA Polymerase 5 U/µL 0.25 µl 

Nuclease Free Water - 29.75 µl 

Toplam Hacim 50 µl 

 

Pozitif kontrol olarak çalışma öncesi sekans analizi yaptırılmış ve pozitifliği 

doğrulanmış E. granulosus s.l. örneği, negatif kontrol olarak DNAse/RNAse 

içermeyen su kullanıldı.  

Hazırlanan mastermiks karışımlarını içeren tüpler, PCR analizleri için 

thermal cycler cihazına konuldu. PCR cihazında uygulanan thermal cycler döngüsü 

Tablo 6’da gösterildiği şekilde uygulandı. 
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Tablo 6. E. granulosus s.l. mt-CO1 geninin PCR analizinde kullanılan thermal cycler döngüsü. 

 

PCR Aşaması Sıcaklık Süre Tekrar 

Ön denatürasyon 94 °C 10 dakika 1 

Denatürasyon 94 °C 30 saniye 

30 Annealing (Bağlanma) 52 °C 45 saniye 

Extension (Uzama) 72 °C 1 dakika 

Son uzama 72 °C 10 dakika 1 

 

4.5. PCR Ürünlerinin Agaroz Jelde Yürütülmesi ve Dizilenmesi 

PCR cihazından alınan ürünler %1.4’lük agaroz jelde elektroforez işlemine 

tabi tutuldu. Jel hazırlandıktan sonra, 10 µl PCR ürünü, 6 µl yükleme solüsyonu 

(1/6 oranında sulandırılmış, Dna Gel Loading Dye 6X; Thermo Scientific, R0611) 

ile karıştırılarak jeldeki kuyucuklara yüklendi. Bandların moleküler ağırlığını 

belirlemek için 100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, 

SM0623) kullanıldı. Elektroforez işlemi, 1XTAE tampon solüsyonu (Tris-asetat-

EDTA) kullanılarak jel tankında 100 volt akımda 40 dakika süreyle gerçekleştirildi 

ve daha sonra tanktan çıkarılan jel, UV transilluminatörde bandların varlığı 

yönünden incelendi. Hidatik kist izolatları için spesifik primerler ile band veren tüm 

mt-CO1 PCR ürünleri ticari bir firmaya (BM Labosis, Ankara, Türkiye) 

gönderilerek tek yönlü DNA dizi analizi yaptırıldı. 

4.6. mt-CO1 Geninin Dizi Analizi, Alignment ve Filogenetik Analiz  

DNA dizilerinin görüntülenmesi için FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc., Seattle 

Washington, ABD) (http://www.geospiza.com) kullanıldı. Sekans uçları, "BLAST" 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) araması kullanılarak daha önceden 

yayınlanan sekanslar ile karşılaştırılarak kırpıldı. Kırpılan sekanslar daha sonra 
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MEGA X programına yüklendi (133). Hizalama, NCBI PubMed'de yayınlanmış E. 

granulosus s.s. için (NC_044548, MN787534, KX020400, MG808349 ve 

MZ714555) ve E. canadensis için (MH301007, KX510134, KX010868, 

AB777925, MK321260 ve MN340039) referans sekanslar kullanılarak uygulandı. 

NCBI PubMed'de yayınlanan E. ortleppi (KX010903), E. equinus (AF346403), E. 

multilocularis (AB777920) ve Taenia saginata (AB107246) sekansları dış gruplar 

olarak kullanıldı. MEGA X programında Maximum Likelihood methodu ile en 

uygun filogenetik ağaç modeli belirlendi ve bootstrap testi (1000 tekrar) ile ağaç 

oluşturuldu (133).  

4.7. Haplotip Analizi  

E. granulosus s.s. dizileri DnaSP 6'ya yüklendi (134). Popülasyon çeşitliliği 

endeksleri (haplotip sayıları (h), haplotip çeşitliliği (Hd), nükleotid çeşitliliği (π), 

tarafsızlık endeksleri Tajima’nın D (135) ve Fu’s istatistikleri (136), Fu ve Li’nin 

D ve F testleri (137), DnaSP 6 kullanılarak hesaplandı (134). DnaSP 6, kullanıcının 

bir sonraki analiz için ek bilgi eklemesine izin veren NEXUS gibi bir dizi çıktı 

formatı oluşturmak için kullanıldı. Haplotip ağı PopART-1.7 yazılımı aracılığıyla 

minimum aralık ağacında görünen tüm kenarları içeren MSN (Minimum Spanning 

Networks) yöntemi kullanılarak oluşturuldu (138) (http://popart.otago.ac.nz). 

4.8. Total RNA İzolasyonu 

Germinal membran ve protoskolekslerdeki miRNA proflerinin 

araştırılabilmesi için trizol ile RNA ekstraksiyon yöntemi uygulandı. İzole edilen 

total RNA örnekleri Nanodrop ölçümlerine tabi tutuldu, yüksek kalite ve kantitede 

RNA elde edildiği görüldü. Trizol (Hibrizol-MG-TRZ-01-100-Hibrigen) 

http://popart.otago.ac.nz/
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kullanılarak yapılan total RNA izolasyonu işlemi aşağıda belirtilen şekilde 

uygulandı. 

• Her 1 ml trizol için 50-100 mg olacak şekilde germinal 

membran/protoskoleks örnekleri ekstraksiyon işlemine başlamadan 

önce bistüri yardımıyla parçalandı.  

• Örnekler 1,5 ml lik vida kapaklı eppendorf tüplere aktarıldı.  

• Her tüp içerisine 3 mm çapında cam boncuk ve 1 ml trizol solüsyonu 

eklendikten sonra homojenizatörde 5 dakika homojenizasyon yapıldı. 

• Nükleoprotein komplekslerinin tamamen ayrışması için homojenize 

edilmiş numuneler 5 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

• Tüp içerisine 1 ml trizol reaktifi için 0,2 ml kloroform ilave edildi. 

• Tüpler yüksek devirde vortekslendi. 

• Tüpler soğutmalı santrifüjde 12.000 g'de, 4°C'de 15 dakika süre ile 

santrifüj işlemine tabi tutuldu. 

• Santrifüj aşamasından sonra, tüp içerisindeki karışımın üç faza ayrıldığı 

görüldü. En üstte bulunan renksiz ve sıvı faz RNA içermektedir. En 

üstteki RNA içeren şeffaf ve sıvı faz temiz bir tüpe aktarıldı. 

• Tüp üzerine 0,5 ml izopropanol (her 1 ml trizol reaktifi için) ilave 

edildi. 

• Örnekler oda ısısında 10 dakika inkubasyona bırakıldı. 

• Tüpler soğutmalı santrifüjde 12.000 g'de, 4°C'de, 10 dakika süreyle 

santrifüj işlemine tabi tutuldu. 

• Tüpün üst kısmında bulunan süpernatant dikkatli bir şekilde döküldü. 

• Tüp üzerine 1 ml %75’lik ethanol eklendi.  
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• RNA’nın ethanol içerisinde yıkanması için parmak hareketleri ile 

hafifçe vurularak karışması sağlandı. 

• Tüpler soğutmalı santrifüjde 7.500 g'de, 4°C'de, 5 dakika süre ile 

santrifüj işlemine tabi tutuldu. 

• Tüpte bulunan %75’lik ethanol dikkatli bir şekilde döküldü. 

• Ethanol ile yıkama işlemi tekrarlandı. Toplam iki kez ethanol ile 

yıkama işlemi yapıldı. 

• Soğutmalı santrifüjde RNA’nın çöktürülmesi için, tüpler 4°C'de 7.500 

g'de 5 dakika santrifüj edildi. 

• Tüpte bulunan %75’lik ethanol dikkatli bir şekilde döküldü. 

• Tüpün dip kısmına çöktürülmüş olan RNA peleti, kabin içerisinde 

tüplerin kapakları açık bırakılarak kurutuldu. 

• Kurutulan tüpler içerisinde bulunan RNA peleti üzerine 50 µl RNAse 

içermeyen su eklenerek pelet çözdürüldü. 

• RNA peletinin tam olarak çözünmesi için tüpler, 70°C’lik su 

banyosunda 10 dakika bekletildi. 

• Tüpler kısa süreli düşük devirde vortekslendikten sonra RNA örnekleri, 

analizler yapılıncaya kadar –80°C’de muhafaza edildi (139). 

4.9. RNA Nanodrop Ölçümleri 

Elde edilen RNA’ların kalite ve kantitesi, Nanodrop cihazında 260/280 nm 

absorbans değerlerinde ölçümler yapılarak belirlendi. Bu ölçümlerde ölçümü 

yapılan total RNA örneklerinin 260/280 değerinin yaklaşık 2 olması 

beklenmektedir. Total RNA örneklerinin nanodrop ölçümlerinde, 260/280 değeri 
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2’ye yaklaşık olmayan ve konsantrasyonları ≥50 ng/μl şartlarını sağlamayan 

örneklerde total RNA izolasyonları tekrarlandı.  

4.10. Total RNA Konsantrasyonlarının RT-qPCR Analizleri İçin 

Standardizasyonu 

Nanodrop cihazında kalite ve kantite ölçümleri yapılan ve konsantrasyonları 

50 ng/µl olarak ayarlanan Total RNA örnekleri RT reaksiyonunda kullanıldı (92).  

4.11. Reverse Transcription Stem Loop Primerler 

miRNA’ların RT reaksiyonu sırasında hedef genin uzatılarak komplementer 

DNA’ya (cDNA) dönüştürülmesi işlemi için stem loop primer tekniği kullanıldı 

(140). miRNA’lar ile ilgili bir database olan http://www.mirbase.org adresinden 

araştırılması hedeflenen miRNA’lar ile ilgili sekanslar araştırıldı, her bir miRNA 

için, sadece bir miRNA’ya spesifik stem loop primerler dizayn edildi. Stem loop 

primer dizaynında, stem loop yapısındaki hedef miRNA’yı RT aşamasında 

uzatacak kısım sabit olarak kalırken, stem loop yapının uç kısmındaki son 8 

nükleotid hedef miRNA’lara spesifik olacak şekilde dizayn edildi. Hedef miRNA 

sekansının son 8 nükleotidinin komplementeri stem loop yapısının son 8 

nükleotidine spesifik olacak şekilde sentezlendi. Bu sayede araştırılması hedeflenen 

miRNA genleri, Reverse Transcription aşamasında spesifik olarak RT stem loop 

primerlerine bağlanarak, aynı zamanda uzatılarak cDNA'ya her bir miRNA için 

spesifik olarak dönüştürüldü. Referans (house keeping) internal kontrol olan U6 

geni için RT primeri kullanıldı. Ekspresyon düzeyleri araştırılan miRNA genlerine 

ait RT stem loop primer ve U6 referans genine ait RT primer ve hedef miRNA 

sekansları Tablo 7’ de gösterilmiş olup, stem loop primer dizilerindeki hedef 
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miRNA’lara spesifik olan son 8 nükleotid ve hedef miRNA skanslarındaki son 8 

nükletid kalın ve altı çizili olarak belirtilmiştir. 

Tablo 7. RT aşamasında kullanılan RT primer, RT stem loop primer ve miRNA sekansları. 

 

Hedef Gen RT ve RT Stem Loop Primer Dizileri Hedef miRNA Sekansı 

U6 

(House Keeping) 

5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAB-3’ Referans Gen 

egr-miR-7 

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG

AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC

TTCTTTCACAACATA-3’ 

TGGAAGACTGGTGATATGTTGT 

egr-miR-71 

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG

AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC

TTCTTTCTCTCACTA-3’ 

TGAAAGACGATGGTAGTGAGA 

egr-miR-96 

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG

AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC

TTCTTTCGACAATTC-3’ 

ATTGGCACTTTTGGAATTGTC 

 

4.12. Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR) Mastermiks 

ve Termal Döngü 

RT reaksiyonu, her bir numune için 250 ng total RNA olacak şekilde, ticari 

TaqMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo-Catalog: 4366596) 

kullanılarak mastermiks karışımları her örnek, her miRNA ve referans U6 geni için 

ayrı ayrı tüplerde toplam hacim 15 µl olacak şekilde kit protokolü uygulanarak 

hazırlandı. Hedef miRNA’lar ve referans internal kontrol gen için hazırlanan örnek 

mastermiks karışımı Tablo 8’de belirtilmiştir. 
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Tablo 8. Hedef miRNA ve internal kontrol geni için RT-qPCR mastermiksi. 

 

Solüsyon Adı Konsantrasyonu 

Miktarı 

(Her bir örnek ve gen 

için) 

dNTPs 100 mM 0.15 µl 

MultiScribe™ ReverseTranscriptase 50 U/µl 1 µl 

Reverse Transcription Buffer 10✕ 1.50 µl 

RNase Inhibitor 20 U/µl 0.19 µl 

Nuclease Free Water - 4.16 µl 

Hedef Gen Primer  5 pmol 3 µl 

Örnek RNA 50 ng/µl 5 µl 

Toplam Hacim 15 µl 

 

Her bir örnek, bir referans gen ve 3 miRNA olmak üzere 4 hedef gen için 4 

ayrı tüpte Reverse Transcription qPCR analizlerine tabi tutuldu. Toplam 92 örnek 

için (82 germinal membran ve 10 protoskoleks) 368 tüpte RT-qPCR analizi 

gerçekleştirildi. Mastermiks karışımları buz üzerinde hazırlandıktan sonra 

bekletilmeden thermal cycler cihazına aktarıldı. RT-qPCR analizleri için termal 

döngü Tablo 9’da belirtildiği şekilde uygulandı. 

 

Tablo 9. RT-qPCR Thermal Cycler Döngüsü. 

 

PCR Aşaması Sıcaklık Süre 

Reverse transcription 
16 °C 30 dakika 

42 °C 30 dakika 

Stop reaction 85 °C 5 dakika 

Hold 4 °C ∞ 
 

4.13. miRNA Profili ve Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

Hedef miRNA’ların profili ve ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi için 

miRNA database olan http://www.mirbase.org adresinden egr-miR-7, egr-miR-71 

ve egr-miR-96 miRNA’larının, dünya gen bankası https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

/genbank adresinden de U6 referans house keeping internal kontrol geninin 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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sekansları çıkartıldı. Çıkartılan sekanslara göre Real Time PCR reaksiyonunda 

kullanılacak olan forward primerler belirlendi. Aynı zamanda egr-miR-7, egr-miR-

71 ve egr-miR-96 miRNA’ları için tasarlanan stem loop yapısına tam uygun şekilde 

oturacak, universal reverse primer sekansları da belirlendi. Real Time PCR için 

kullanılan primer sekansları Tablo 10’ da gösterildi.  

Tablo 10. Real Time PCR primer sekansları. 

 

Hedef Gen Forward Primer Reverse/Universal Reverse Primer 

U6 (House 

Keeping) 
GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 

egr-miR-7 TGGAAGACTGGTGATATGTTGT 

CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT egr-miR-71 TGAAAGACGATGGTAGTGAGA 

egr-miR-96 ATTGGCACTTTTGGAATTGTC 

 

miRNA profili ve ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi için her hedef 

miRNA ve referans gen için ayrı ayrı olmak üzere her bir örnek için toplam dört 

ayrı gende ekspresyon düzeyleri araştırıldı. Real Time PCR reaksiyonları her örnek 

ve her gen bölgesi için üç tekrarlı olacak şekilde çalışıldı.  

4.14. Real Time PCR  

Real Time PCR reaksiyonu, her gen için ayrı ayrı tüplerde spesifik forward 

ve reverse primerler ile ticari bir Sybr-Green kiti (A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green 

Mastermiks Cat: Q03-02-05) kullanılarak gerçekleştirildi. Real Time PCR 

analizlerinde optimal annealing ısısı hedef genlerin tamamı ve referans house 

keeping geni olan U6 için 60°C olarak belirlendi. Real Time PCR testinin 

optimizasyonları ve melting curve analizleri ile doğrulaması yapıldıktan sonra test 

aşamasına geçildi. 
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Her örnek ve her gen bögesi için ayrı ayrı tüplerde karışımlar hazırlandı. 

Hedef miRNA’lar ve referans internal kontrol gen için hazırlanan örnek mastermiks 

karışımı Tablo 11’de gösterildi. 

Tablo 11. Hedef miRNA ve internal kontrol geni için Real Time PCR mastermiksi. 

 

Solüsyon Adı Konsantrasyonu 
Miktarı 

(Her bir örnek ve gen için) 

qPCR SYBRGreen Mastermiks  2X 10 μl 

ROX Dye 50X 0.4 μl 

Hedef Gen Forward Primer  10 μM 1 μl 

Hedef Gen Reverse Primer  10 μM 1 μl 

Örnek (cDNA) - 1.2 μl 

Nuclease Free Water - 6.4 μl 

Toplam Hacim 20 µl 

 

Mastermiks karışımları her örnek ve hedef dört gen için ayrı ayrı tüplerde 

üç tekrarlı olacak şekilde hazırlandı. Hazırlanan karışımlar Real Time PCR cihazına 

ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi için konuldu. Real Time PCR cihazında 

Tablo 12’de belirtilen termal sıcaklık döngü ve süreleri uygulandı. 

 

Tablo 12. Real Time PCR termal döngü ve melting curve koşulları. 

 

PCR Aşaması Sıcaklık Süre Tekrar 

İlk Denatürasyon 95 °C 5 dakika 1 

Denatürasyon 95 °C 30 saniye 
40 

Annealing (Okuma) 60 °C 30 saniye 

Melting Curve 65 – 95 °C 2-5 saniye/step 1 

 

Yapılan tüm Real Time PCR reaksiyonları melting curve analizleriyle 

birlikte çalışıldı. Melting curve analizi sonrasında erime eğrilerinde problem olan 

örneklerin Real Time PCR analizleri tekrarlandı. Yine Real Time PCR analizleri 

gerçekleştirildikten sonra melting curve eğrileri ile birlikte her gen için üç tekrarlı 
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cycle threshold (Ct) değerleri de incelendi. Her gen için ayrı ayrı olmak üzere üç 

tekrarlı Ct değerleri karşılaştırıldı. Ct değerinin değerlendirilmesi ve testin geçerli 

olması için, üç tekrardan en az ikisinde, Ct değerleri arasındaki farkın ≤0.5 olması 

şartı arandı. Ct değerleri arasındaki farkın 0.5 değerinden büyük olduğu görülen 

örneklerde Real Time PCR analizleri tekrarlandı. Dolayısıyla Real Time PCR 

analizlerinde hem melting curve analizleriyle, hem de Ct değerinin analizleriyle iki 

aşamalı bir kontrol sistemi uygulandı. 

4.15. İstatistiksel Analiz 

miRNA profillerinin nispi ekspresyon düzeyleri 2-ΔΔCt yöntemi kullanılarak 

hesaplandı. Protoskoleks, germinal membran, haplotip farklılıkları, doku ve organ 

farklılıkları arasındaki miRNA düzeylerinin kıyaslanması Mann-Whitney U non-

parametrik test kullanılarak değerlendirildi (141).  
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5. BULGULAR 

Bu çalışma süresince 41’i koyun, 41’i sığır olmak üzere toplamda 82 hidatik 

kist örneği toplandı. Her örnek için fertilite muayenesi gerçekleştirildi. Koyun 

orjinli hidatik kist örneklerinden 10 örnek fertil olarak tespit edildi ve fertil olan 10 

hidatik kist örneğinden protoskoleks örnekleri de alındı. Hidatik kist ile enfekte 

sığır akciğer ve karaciğeri Şekil 1’de, fertil bir kistten elde edilen protoskoleksin 

mikroskobik görüntüsü ise Şekil 2’de gösterildi. Hidatik kist izolatlarının organ 

lokasyonları, alınan örnek çeşidi ve fertilite durumu Tablo 13’deki gibidir. 

 

 

Şekil 1. Mezbahaneden toplanan hidatik kistli organların görünümü. 

A: Akciğer, B: Karaciğer  
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Şekil 2. Koyun karaciğer hidatik kistinden elde edilen protoskolekslerin mikroskobik görüntüsü 

(X40). 

 

Tablo 13. Hidatik kist izolatlarının organ yerleşimleri. 

 

Hayvan Türü Organ Örnek Türü Fertil / Steril Adet Toplam 

Sığır 
Akciğer 

Germinal membran 
Steril 36 

41 
Karaciğer Steril 5 

Koyun 

Akciğer 

Germinal membran 

Steril 18 

41 

Akciğer Fertil 6 

Karaciğer Steril 12 

Karaciğer Fertil 4 

Dalak Steril 1 

Akciğer 
Protoskoleks 

Fertil 6 
10 

Karaciğer Fertil 4 

 

5.1. mt-CO1 PCR Bulguları 

 82 hidatik kist örneğinin mt-CO1 gen bölgesi PCR ile çoğaltıldı ve bütün 

örneklerde 875 bp büyüklüğünde band elde edildi (Şekil 3). 
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Şekil 3. Sığır ve koyun izolatlarının mt-CO1 gen bölgesinin PCR ile çoğaltılması sonucunda oluşan 

bandların görünümü. M: DNA marker (100 bp), P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, 1: Örnek 

izolat. 

5.2. mt-CO1 Geninin Sekans Analiz Bulguları 

Bütün PCR ürünlerinin tek yönlü DNA dizi analizleri yaptırıldı. FinchTV 

1.4.0 (Geospiza Inc., Seattle Washington, ABD) (http://www.geospiza.com)’de 

sekanslar incelendi ve hatalı okumalar dendogramlar doğrultusunda düzeltildi. 

Sekans uçları, "BLAST" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) araması 

kullanılarak yayınlanan sekanslar ile karşılaştırılarak kırpıldı ve 792 bp’lik diziler 

elde edildi. BLAST analizi sonucu 41 koyun ve 40 sığır izolatına ait sekansların 

(ELZC01-ELZC40, ELZS01-ELZS41) E. granulosus s.s. (G1 ve G3) bir sığır 

sekansının (ELZC41) ise E. canadensis (G6/7) olduğu belirlendi. Bütün sekanslar 

GenBank’ta kayıt altına alındı ve accession (kabul) numaraları kaydedildi (Tablo 

14).  
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Tablo 14. GenBank’ta kayıt altına alınan sekanslara ait accession numaraları. 

 

İzolat sayısı 

(Adet) 
İzolat adı Sekans boyutu Accession numarası 

40 ELZC01-ELZC40 

792 bp 

OP411032-OP411071 

1 ELZC41 OP412301 

41 ELZS01-ELZS41 OP412304-OP412344 

 

5.2.1. Alignment Analiz Bulguları 

BLAST analizi sonucunda en fazla sekans ile %100 benzer olan ve erişim 

numarası “NC_044548” nolu referans sekans hizalama işleminde kullanıldı. 

Kırpma sonucu hatalı okumalar elimine edildiğinde güvenli aralık olarak belirlenen 

792 bp büyüklüğündeki mt-CO1 gen bölgesine ait sekans örneklerinin MEGA X 

programı (133) ile hizalama işlemleri gerçekleştirildi. Hizalama işlemi sonucunda 

nokta mutasyonları belirlendi ve referans dizi baz alınarak mutasyona uğramış 

nükleotid pozisyonları Tablo 15’de gösterildi.
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Tablo 15. mt-CO1 geninin (792 bp) analiz edilen 29 haplotip arasında nükleotid varyasyon pozisyonları. 

 

Nükleotid 

pozisyonu 
47 55 78 150 278 362 429 433 445 455 489 500 617 627 638 646 690 701 713 735 742 744 749 752 759 763 

NC_044548 

(Referans 

sekans) 

C A G C C C A C C C T C A T T T T G T T A A G T T T 

Hap01                           

Hap02  G       T                  

Hap03                   C        

Hap04                      T     

Hap05             G              

Hap06         T                  

Hap07        T T                  

Hap08     T    T                  

Hap09     T                  T    

Hap10       G   T      C           

Hap11       G   T      C      T     

Hap12         T   T               

Hap13 T         T      C           

Hap14         T T      C           

Hap15         T T     C C           

Hap16         T T                 

Hap17    T                    C   

Hap18    T                       

Hap19      T   T                  

Hap20         T T          A       

Hap21            T               

Hap22                    A       

Hap23                         C G 

Hap24                  A  A C      

Hap25     T           C           

Hap26   C    G   T      C           

Hap27         T         A         

Hap28              A   C  C        

Hap29           G                
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5.2.2. Filogenetik Analiz Bulguları 

E. granulosus s.s. ve E. canadensis’e yönelik mt-CO1 gen bölgesinin 

filogenetik analizleri için BLAST analizi sonucunda benzerlik oranı yüksek 

yayınlanmış referans sekanslar kullanıldı. E. granulosus s.s. için (NC_044548, 

MN787534, KX020400, MG808349 ve MZ714555) ve E. canadensis için 

(MH301007, KX510134, KX010868, AB777925, MK321260 ve MN340039) 

belirlenen referans sekans dizileri alındı. Dış grup sekans olarak E. ortleppi 

(KX010903), E. equinus (AF346403), E. multilocularis (AB777920) ve Taenia 

saginata (AB107246) kullanıldı. “FASTA” formatında indirilen tüm sekanslar 

çalışma içi sekanslar ile hizalama yapılarak uygun boyutlarda kırpıldı ve MEGA X 

programına yüklendi (133). Sekanslara en uygun filogenetik ağaç modeli 

Hasegawa-Kishino-Yano model, Has Invariant Sites (HKY+I) olarak belirlendi ve 

Maximum Likehood istatiksel metodu uygulanarak bootstrap testi (1000 tekrar) ile 

filogenetik ağaç oluşturuldu. mt-CO1 geninin 792 bp uzunluğundaki bir fragmanına 

dayanan E. canadensis (G6/7) örneğinin (n = 1) ve E. granulosus s.s. (G1 ve G3) 

örneklerinin kendi arasında belirlenen haplotip gruplarının (Hap_01-29) filogenetik 

ağacı Şekil 4’de gösterildiği gibidir. 
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Şekil 4. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) ve E. canadensis (G6/7) izolatlarına ait filogenetik 

ağaç. E. granulosus s.s. (Hap01-Hap29) ve E. canadensis ELZC41(OP412301) izolatlarına ait mt-

CO1 gen bölgesi sekansları ile referans sekanslar (E. granulosus s.s. (NC_044548, MN787534, 

KX020400, MG808349 ve MZ714555) ve E. canadensis (MH301007, KX510134, KX010868, 

AB777925, MK321260 ve MN340039) kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaç görünümü. MEGA 

X’de Maximum Likelihood metodu ile HKY+I modeline dayalı oluşturulmuş ve ağacın güvenirliliği 

1,000 bootstrap testi ile sağlanmıştır. 

5.2.3. Haplotip Analizi, Nükleotid Polimorfizmi, Çeşitlilik ve 

Tarafsızlık İndeksleri 

Bu çalışmada elde edilen 41 sığır izolatı içerisinde mt-CO1 gen sekansı 

sonucu E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen 40 sekansın haplotip 
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analizleri gerçekleştirildi. Elde edilen haplotip ağı sonucunda, bir ana haplotip ile 

konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-17 mutasyon adımıyla diğer haplotiplerden 

ayrılmış ve toplam izolatların %30'unu (12/40) kapsayan 19 haplotip tespit edildi 

(Şekil 5). mt-CO1 sekansları için %47.05 (8/17)'i parsimony informative olan 17 

polimorfik alan tespit edildi ve gen bölgesi için yüksek haplotip ve düşük nükleotid 

çeşitliliği gözlendi (Tablo 16). Tajima’s D, popülasyon genişlemesini ve/veya 

seçimi saflaştırmayı ifade eden değer negatifti. Gözlemlenen önemli ölçüde negatif 

Fu's Fs değerleri, yakın zamandaki bir popülasyon genişlemesi beklenen nadir 

haplotiplerin varlığını gösterdi. Dolayısıyla bu haplotip gruplarının %73.68 

(14/19)’sinin tekli haplotip olması sonuçları destekledi.  

 

Şekil 5. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) sığır izolatlarının (792 bp) mt-CO1 geni için haplotip ağı. 

Dairelerin boyutu, her haplotipin frekansı ile orantılıdır. Haplotipleri ayıran mutasyonların sayısı 

çizgi işaretleri ile gösterilmiştir. 

Tablo 16. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) sığır izolatlarının mt-CO1 geninin (792 bp) nükleotid 

verileri kullanılarak elde edilen çeşitlilik ve nötrlük indeksleri. 

 

n Hn hd ± SD πd ± SD Tajima’s D p değeri Fu’s Fs p değeri FLD FLF 

40 19 0.882±0.039 0.00266±0.00034 -1.53037 P> 0.10 -14.406 0.000 -1.92013 -2.11462 

 

n: İzolat sayısı, Hn: haplotip sayısı; hd: haplotip çeşitliliği; πd: nükleotid çeşitliliği; SD: standard 

sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD, FLF’nin p değeri: P > 

0.05; p değeri: istatistiksel olarak önemsiz (P > 0.10).   
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Yine bu çalışmada elde edilen 41 koyun izolatının içerisinde mt-CO1 gen 

sekansı sonucu E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen sekansların haplotip 

analizi gerçekleştirildi. Elde edilen haplotip ağı sonucunda, bir ana haplotip ile 

konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-19 mutasyon adımıyla diğer haplotiplerden 

ayrılmış ve toplam izolatların %47.05'ini (15/41) kapsayan 15 haplotip tespit edildi 

(Şekil 6). mt-CO1 sekansları için %36.8 (7/19)'i parsimony informative olan 19 

polimorfik alan tespit edildi ve gen bölgesi için yüksek haplotip ve düşük nükleotid 

çeşitliliği gözlendi (Tablo 17). Tajima’s D, popülasyon genişlemesini ve/veya 

seçimi saflaştırmayı ifade eden değer negatifti. Gözlemlenen önemli ölçüde negatif 

Fu's Fs değerleri, yakın zamandaki bir popülasyon genişlemesi beklenen nadir 

haplotiplerin varlığını gösterdi. Dolayısıyla bu haplotip gruplarının %73.33 

(11/15)’sinin tekli haplotip olması sonuçları destekledi. 

 

 

Şekil 6. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun izolatlarının (792 bp) mt-CO1 geni için haplotip ağı. 

Dairelerin boyutu, her haplotipin frekansı ile orantılıdır. Haplotipleri ayıran mutasyonların sayısı 

çizgi işaretleri ile gösterilmiştir.   
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Tablo 17. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun izolatlarının mt-CO1 geninin (792 bp) nükleotid 

verileri kullanılarak elde edilen çeşitlilik ve nötrlük indeksleri. 

 

n Hn hd ± SD πd ± SD Tajima’s D p değeri Fu’s Fs p değeri FLD FLF 

41 15 0.763±0.063 0.00199±0.00036 -2.11039 P < 0.05 -10.262 0.000 --2.69589 -2.95530 

n: İzolat sayısı, Hn: haplotip sayısı; hd: haplotip çeşitliliği; πd: nükleotid çeşitliliği; SD: standard 

sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD, FLF’nin p değeri: P < 

0.05; p değeri: istatistiksel olarak önemsiz (P > 0.10). 

 

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) hem sığır (n=40) hem koyun (n=41) 

izolatlarının (toplam 81) mt-CO1 gen bölgesi için haplotip analizleri 

gerçekleştirildi. Elde edilen haplotip ağı sonucunda, bir ana haplotip ile 

konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-26 mutasyon adımıyla diğer haplotiplerden 

ayrılmış ve toplam izolatların %38.27'sini (31/81) kapsayan 29 haplotip tespit edildi 

(Şekil 7). mt-CO1 sekansları için %50 (13/26)'si parsimony informative olan 26 

polimorfik alan tespit edildi ve gen bölgesi için yüksek haplotip ve düşük nükleotid 

çeşitliliği gözlendi (Tablo 18). Tajima’s D, popülasyon genişlemesini ve / veya 

seçimi saflaştırmayı ifade eden değer negatifti. Gözlemlenen önemli ölçüde negatif 

Fu's Fs değerleri, yakın zamandaki bir popülasyon genişlemesi beklenen nadir 

haplotiplerin varlığını gösterdi. Dolayısıyla bu haplotip gruplarının %75.86 

(22/29)’sinin tekli haplotip olması sonuçları destekledi. Koyun ve sığır orjinli 

toplam 81 örneğin haplotip grupları, örnek numaraları ile ilgili detaylar Tablo 19’da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 7. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun ve sığır izolatlarının (792 bp) mt-CO1 geni için haplotip 

ağı. Dairelerin boyutu, her haplotipin frekansı ile orantılıdır. Haplotipleri ayıran mutasyonların 

sayısı çizgi işaretleri ile gösterilmiştir.  

Tablo 18. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun ve sığır izolatlarının mt-CO1 geninin (792 bp) 

nükleotid verileri kullanılarak elde edilen çeşitlilik ve nötrlük indeksleri. 

 

n Hn hd ± SD πd ± SD Tajima’s D p değeri Fu’s Fs p değeri FLD FLF 

81 29 0.824±0.037 0.00234±0.00026 -1.98571 P < 0.05 -29.098 0.000 -2.68636 -2.89477 

n: İzolat sayısı, Hn: haplotip sayısı; hd: haplotip çeşitliliği; πd: nükleotid çeşitliliği; SD: 

standard sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD, 

FLF’nin p değeri: P < 0.05; p değeri: istatistiksel olarak önemsiz (P > 0.10). 
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Tablo 19. Koyun orjinli 41 ve sığır orjinli 40 hidatik kist örneğinde belirlenen haplotip grupları ve 

gruplardaki örnek sayıları. 

Sıra No 
Haplotip 

Grubu 

Sığır ve/veya 

Koyun Haplotip 

Grubu 

Gruptaki 

Örnek 

Sayısı 

Örnek 

Numaraları 

Genbank 

Erişim 

numarası 

1 Hap_01 
Sığır Hap_01 

Koyun Hap_03 
31 

ELZC01 

ELZC03 

ELZC04 

ELZC12 

ELZC16 

ELZC23 

ELZC25 

ELZC26 

ELZC35 

ELZC36 

ELZC38 

ELZC39 

ELZS03 

ELZS07 

ELZS10 

ELZS12 

ELZS13 

ELZS15 

ELZS17 

ELZS18 

ELZS19 

ELZS26 

ELZS27 

ELZS28 

ELZS29 

ELZS32 

ELZS35 

ELZS36 

ELZS38 

ELZS39 

ELZS41 

OP411032 

OP411034 

OP411035 

OP411043 

OP411047 

OP411054 

OP411056 

OP411057 

OP411066 

OP411067 

OP411069 

OP411070 

OP412306 

OP412310 

OP412313 

OP412315 

OP412316 

OP412318 

OP412320 

OP412321 

OP412322 

OP412329 

OP412330 

OP412331 

OP412332 

OP412335 

OP412338 

OP412339 

OP412341 

OP412342 

OP412344 

2 Hap_02 
Sığır Hap_02 

Koyun Hap_10 
2 

ELZC02 

ELZS20 

OP411033 

OP412323 

3 Hap_03 Sığır Hap_03 1 ELZC05 OP411036 

4 Hap_04 Sığır Hap_04 1 ELZC06 OP411037 

5 Hap_05 
Sığır Hap_05 

Koyun Hap_02 
4 

ELZC07 

ELZC17 

ELZC37 

ELZS02 

OP411038 

OP411048 

OP411068 

OP412305 
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Sıra No 
Haplotip 

Grubu 

Sığır ve/veya 

Koyun Haplotip 

Grubu 

Gruptaki 

Örnek 

Sayısı 

Örnek 

Numaraları 

Genbank 

Erişim 

numarası 

6 Hap_06 
Sığır Hap_06 

Koyun Hap_01 
14 

ELZC08 

ELZC10 

ELZC14 

ELZC15 

ELZC20 

ELZC21 

ELZC30 

ELZS01 

ELZS04 

ELZS22 

ELZS25 

ELZS30 

ELZS33 

ELZS37 

OP411039 

OP411041 

OP411045 

OP411046 

OP411051 

OP411052 

OP411061 

OP412304 

OP412307 

OP412325 

OP412328 

OP412333 

OP412336 

OP412340 

7 Hap_07 Sığır Hap_07 1 ELZC09 OP411040 

8 Hap_08 Sığır Hap_08 1 ELZC11 OP411042 

9 Hap_09 Sığır Hap_09 1 ELZC13 OP411044 

10 Hap_10 Sığır Hap_10 2 
ELZC18 

ELZC32 

OP411049 

OP411063 

11 Hap_11 Sığır Hap_11 1 ELZC19 OP411050 

12 Hap_12 Sığır Hap_12 1 ELZC22 OP411053 

13 Hap_13 Sığır Hap_13 1 ELZC24 OP411055 

14 Hap_14 Sığır Hap_14 1 ELZC27 OP411058 

15 Hap_15 Sığır Hap_15 1 ELZC28 OP411059 

16 Hap_16 Sığır Hap_16 1 ELZC29 OP411060 

17 Hap_17 Sığır Hap_17 1 ELZC31 OP411062 

18 Hap_18 
Sığır Hap_18 

Koyun Hap_04 
4 

ELZC33 

ELZC34 

ELZS05 

ELZS40 

OP411064 

OP411065 

OP412308 

OP412343 

19 Hap_19 Sığır Hap_19 1 ELZC40 OP411071 

20 Hap_20 Koyun Hap_05 1 ELZS06 OP412309 

21 Hap_21 Koyun Hap_06 2 
ELZS08 

ELZS11 

OP412311 

OP412314 

22 Hap_22 Koyun Hap_07 1 ELZS09 OP412312 

23 Hap_23 Koyun Hap_08 1 ELZS14 OP412317 

24 Hap_24 Koyun Hap_09 1 ELZS16 OP412319 

25 Hap_25 Koyun Hap_11 1 ELZS21 OP412324 

26 Hap_26 Koyun Hap_12 1 ELZS23 OP412326 

27 Hap_27 Koyun Hap_13 1 ELZS24 OP412327 

28 Hap_28 Koyun Hap_14 1 ELZS31 OP412334 

29 Hap_29 Koyun Hap_15 1 ELZS34 OP412337 
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5.3. Total RNA Nanodrop Ölçümleri 

Elde edilen total RNA örneklerinin kalite ve kantitesi, Nanodrop cihazında 

260/280 nm absorbans değerlerinde ölçümler yapılarak belirlendi. Total RNA 

örneklerinin 260/280 nm absorbans değerlerinin yaklaşık 2 (±0,1) olduğu 

belirlendi. Tüm total RNA örneklerinin konsantrasyonu, nanodrop cihazında 

ölçülerek kaydedildi.  

Total RNA izolatlarında, E. granulosus etkenlerinin ara konak formu olan 

hidatik kist yapılarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larında 

ekspresyon düzeylerindeki farklılıkların belirlenmesi hedeflendiğinden total RNA 

izolatlarının kantiteleri, literatürde belirtildiği gibi tüm örneklerin dilüsyonları 50 

ng/μl olacak şekilde, DNAse ve RNAse içermeyen su kullanılarak ayarlandı. Total 

RNA örneklerinin Nanodrop cihazında ölçülen kantite değerleri Tablo 20 ve 21’de 

verilmiştir. 
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Tablo 20. Sığır orjinli hidatik kist örneklerinde total RNA izolatlarının nanodrop ölçüm sonuçları. 

 

Sıra 

No 

Örnek 

No 

Kist 

Lokalizasyonu 
Fertil/Steril Örnek Türü 

RNA 

Kantite 

(ng/µl) 

1 ELZC01 Akciğer Steril Germinal membran 135 

2 ELZC02 Karaciğer Steril Germinal membran 135 

3 ELZC03 Akciğer Steril Germinal membran 775 

4 ELZC04 Akciğer Steril Germinal membran 620 

5 ELZC05 Akciğer Steril Germinal membran 85 

6 ELZC06 Akciğer Steril Germinal membran 219 

7 ELZC07 Akciğer Steril Germinal membran 100 

8 ELZC08 Akciğer Steril Germinal membran 370 

9 ELZC09 Akciğer Steril Germinal membran 293 

10 ELZC10 Akciğer Steril Germinal membran 783 

11 ELZC11 Akciğer Steril Germinal membran 329 

12 ELZC12 Akciğer Steril Germinal membran 517 

13 ELZC13 Akciğer Steril Germinal membran 1189 

14 ELZC14 Akciğer Steril Germinal membran 634 

15 ELZC15 Akciğer Steril Germinal membran 644 

16 ELZC16 Akciğer Steril Germinal membran 114 

17 ELZC17 Akciğer Steril Germinal membran 534 

18 ELZC18 Akciğer Steril Germinal membran 616 

19 ELZC19 Akciğer Steril Germinal membran 734 

20 ELZC20 Akciğer Steril Germinal membran 428 

21 ELZC21 Akciğer Steril Germinal membran 450 

22 ELZC22 Akciğer Steril Germinal membran 362 

23 ELZC23 Akciğer Steril Germinal membran 128 

24 ELZC24 Akciğer Steril Germinal membran 203 

25 ELZC25 Akciğer Steril Germinal membran 238 

26 ELZC26 Akciğer Steril Germinal membran 425 

27 ELZC27 Akciğer Steril Germinal membran 544 

28 ELZC28 Karaciğer Steril Germinal membran 785 

29 ELZC29 Akciğer Steril Germinal membran 258 

30 ELZC30 Akciğer Steril Germinal membran 316 

31 ELZC31 Akciğer Steril Germinal membran 635 

32 ELZC32 Akciğer Steril Germinal membran 540 

33 ELZC33 Akciğer Steril Germinal membran 80 

34 ELZC34 Akciğer Steril Germinal membran 822 

35 ELZC35 Akciğer Steril Germinal membran 474 

36 ELZC36 Akciğer Steril Germinal membran 435 

37 ELZC37 Karaciğer Steril Germinal membran 300 

38 ELZC38 Karaciğer Steril Germinal membran 147 

39 ELZC39 Akciğer Steril Germinal membran 461 

40 ELZC40 Karaciğer Steril Germinal membran 511 

41 ELZC41 Akciğer Steril Germinal membran 568 
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Tablo 21. Koyun orjinli hidatik kist örneklerinde total RNA izolatlarının nanodrop ölçüm sonuçları. 

 

Sıra 

No 

Örnek 

No 

Kist 

Lokalizasyonu 
Fertil/Steril Örnek Türü 

RNA 

Kantite 

(ng/µl) 

1 ELZS01 Akciğer Steril Germinal membran 250 

2 ELZS02 Akciğer Steril Germinal membran 120 

3 ELZS03 Akciğer Steril Germinal membran 125 

4 ELZS04 Akciğer Steril Germinal membran 110 

5 ELZS05 Karaciğer Steril Germinal membran 110 

6 ELZS06 Akciğer Steril Germinal membran 282 

7 ELZS07 Karaciğer Steril Germinal membran 140 

8 ELZS08 Akciğer Fertil Germinal membran 68 

9 ELZS09 Akciğer Fertil Germinal membran 174 

10 ELZS10 Karaciğer Fertil Germinal membran 107 

11 ELZS11 Akciğer Fertil Germinal membran 245 

12 ELZS12 Karaciğer Steril Germinal membran 257 

13 ELZS13 Akciğer Steril Germinal membran 165 

14 ELZS14 Akciğer Fertil Germinal membran 182 

15 ELZS15 Akciğer Fertil Germinal membran 235 

16 ELZS16 Karaciğer Fertil Germinal membran 461 

17 ELZS17 Akciğer Steril Germinal membran 206 

18 ELZS18 Akciğer Steril Germinal membran 254 

19 ELZS19 Karaciğer Steril Germinal membran 182 

20 ELZS20 Karaciğer Steril Germinal membran 410 

21 ELZS21 Karaciğer Steril Germinal membran 109 

22 ELZS22 Akciğer Steril Germinal membran 156 

23 ELZS23 Karaciğer Fertil Germinal membran 427 

24 ELZS24 Karaciğer Steril Germinal membran 89 

25 ELZS25 Akciğer Steril Germinal membran 438 

26 ELZS26 Karaciğer Steril Germinal membran 311 

27 ELZS27 Akciğer Fertil Germinal membran 612 

28 ELZS28 Karaciğer Fertil Germinal membran 277 

29 ELZS29 Karaciğer Steril Germinal membran 670 

30 ELZS30 Akciğer Steril Germinal membran 423 

31 ELZS31 Akciğer Steril Germinal membran 280 

32 ELZS32 Karaciğer Steril Germinal membran 418 

33 ELZS33 Akciğer Steril Germinal membran 338 

34 ELZS34 Karaciğer Steril Germinal membran 200 

35 ELZS35 Akciğer Steril Germinal membran 420 

36 ELZS36 Dalak Steril Germinal membran 1336 

37 ELZS37 Akciğer Steril Germinal membran 260 

38 ELZS38 Akciğer Steril Germinal membran 270 

39 ELZS39 Akciğer Steril Germinal membran 421 

40 ELZS40 Karaciğer Steril Germinal membran 745 

41 ELZS41 Akciğer Steril Germinal membran 314 

42 ELZS08 Akciğer Fertil Protoskoleks 235 

43 ELZS09 Akciğer Fertil Protoskoleks 340 

44 ELZS10 Karaciğer Fertil Protoskoleks 213 

45 ELZS11 Akciğer Fertil Protoskoleks 155 

46 ELZS14 Akciğer Fertil Protoskoleks 122 

47 ELZS15 Akciğer Fertil Protoskoleks 60 

48 ELZS16 Karaciğer Fertil Protoskoleks 180 

49 ELZS23 Karaciğer Fertil Protoskoleks 60 

50 ELZS27 Akciğer Fertil Protoskoleks 160 

51 ELZS28 Karaciğer Fertil Protoskoleks 140 
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5.4. Hidatik Kist Örneklerinde miRNA Ekspresyonu 

Örneklerin sığır/koyun orjinli olması, fertil/steril olma durumu, genotip ve 

haplotip grubu, kist yapısı (germinal membran/protoskoleks) gibi durumlar göz 

önüne alınarak farklı parametrelerde karşılaştırmalar yapılmıştır. 

5.4.1. Sığır Orjinli Hidatik Kist Örneklerinde miRNA Ekspresyonu  

Sığır kökenli E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 40 

hidatik kist örneğinin kendi içerisinde ayrıldığı 19 haplotip grubu arasında hedef 

miRNA genlerinin germinal membran yapısındaki ekspresyon düzeyleri 

karşılaştırıldı.  

Sığır orjinli hidatik kistlerin, birbirleri içerisindeki farklı haplotip 

gruplarında hedef miRNA’ların ekspresyon düzeylerindeki farklılıklarının 

değerlendirilebilmesi için en fazla örnek sayısı bulunan Hap_01 grubu kontrol 

grubu olarak belirlendi ve diğer sığır haplotip gruplarının miRNA gen ekspresyon 

düzeyleri kontrol grubuna göre karşılaştırıldı. Karşılaştırılan haplotip grupları 

arasında egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon 

düzeylerinde anlamlı farklılıklar olduğu belirlendi (Şekil 8). 
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Şekil 8. Sığır orjinli hidatik kistlerde haplotip gruplarına göre miRNA ekspresyon düzeyleri 

(Hap_01 kontrol grubu). 

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap_01 grubu ile diğer haplotip grupları 

arasında yapılan karşılaştırmada, kontrol grubuna kıyasla Hap_06 grubunda egr-

miR-96, Hap_08 grubunda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96, Hap_17 

grubunda egr-miR-7’nin ekspresyon düzeylerinde istatistiki olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmedi. İstatistiki olarak önemsiz ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-

7 için %11.11 (2/18), egr-miR-71 için %5.55 (1/18) ve egr-miR-96 için %11.11 

(2/18) olarak belirlendi. 

Kontrol grubuna kıyasla Hap_03, Hap_04, Hap_07, Hap_09, Hap_13 ve 

Hap_16 gruplarında; egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

tamamında, Hap_17 grubunda egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larında 

istatistiki olarak anlamlı bulunan aşağı yönlü ekspresyon belirlenmiştir. İstatistiki 

olarak önemli bulunan düşük miRNA ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 

için %33.33 (6/18), egr-miR-71 için %38.89 (7/18) ve egr-miR-96 için %38.89 

(7/18) olarak belirlendi. 
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Kontrol grubuna kıyasla Hap_02, Hap_05, Hap_10, Hap_11, Hap_12, 

Hap_14, Hap_15, Hap_18 ve Hap_19 gruplarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının tamamının, Hap_06 grubunda egr-miR-7 ve egr-miR-71’in 

2.16 kattan 60.19 kata kadar değişen oranlarda yukarı yönlü eksprese edildiği 

belirlendi. Haplotip gruplarındaki miRNA ekspresyon kat değişimi oranları 

istatistiki olarak anlamlı bulundu. İstatistiki olarak önemli bulunan yüksek miRNA 

ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %55.56 (10/18), egr-miR-71 için 

%55.56 (10/18) ve egr-miR-96 için %50 (9/18) olarak belirlendi. 

E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen sığır orjinli 40 

örneğin bulunduğu 19 haplotip grubu arasındaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerindeki karşılaştırmalara ilişkin kat 

değişimi (Fold Change) değerleri ve istatistiki veriler Tablo 22’de gösterilmiştir.  

 

Tablo 22. Sığır orjinli hidatik kistlerde, haplotip grupları arasında miRNA’ların ekspresyon 

düzeyleri, kat değişimleri ve istatistiki farkları. 

 

Haplotip 

Grubu 

Örnek 

Sayısı 
Grup  

Hedef 

miRNA 

Fold Change 

(Kat 

Değişimi) 

P Değeri 
İstatistiki 

Fark 

Hap_01 12 Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Hap_02 1 Çalışma 

egr-miR-7 2.360 0.0085 Anlamlı 

egr-miR-71 5.310 0.0013 Anlamlı 

egr-miR-96 3.520 0.0026 Anlamlı 

Hap_03 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.020 0.0035 Anlamlı 

egr-miR-71 0.020 0.0034 Anlamlı 

egr-miR-96 0.010 0.0034 Anlamlı 

Hap_04 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.010 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-71 0.010 0.0034 Anlamlı 

egr-miR-96 0.010 0.0033 Anlamlı 

Hap_05 3 Çalışma 

egr-miR-7 14.450 0.0042 Anlamlı 

egr-miR-71 27.030 0.0037 Anlamlı 

egr-miR-96 25.320 0.0038 Anlamlı 

Hap_06 7 Çalışma 

egr-miR-7 3.050 0.0157 Anlamlı 

egr-miR-71 2.710 0.0203 Anlamlı 

egr-miR-96 1.970 0.0504 Anlamsız 
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Haplotip 

Grubu 

Örnek 

Sayısı 
Grup  

Hedef 

miRNA 

Fold Change 

(Kat 

Değişimi) 

P Değeri 
İstatistiki 

Fark 

Hap_07 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.070 0.0042 Anlamlı 

egr-miR-71 0.060 0.0041 Anlamlı 

egr-miR-96 0.040 0.0038 Anlamlı 

Hap_08 1 Çalışma 

egr-miR-7 1.820 0.0676 Anlamsız 

egr-miR-71 1.530 0.1400 Anlamsız 

egr-miR-96 1.170 0.5308 Anlamsız 

Hap_09 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.040 0.0038 Anlamlı 

egr-miR-71 0.030 0.0037 Anlamlı 

egr-miR-96 0.020 0.0035 Anlamlı 

Hap_10 2 Çalışma 

egr-miR-7 3.680 0.0114 Anlamlı 

egr-miR-71 4.460 0.0088 Anlamlı 

egr-miR-96 3.430 0.0128 Anlamlı 

Hap_11 1 Çalışma 

egr-miR-7 50.460 0.0035 Anlamlı 

egr-miR-71 57.820 0.0034 Anlamlı 

egr-miR-96 37.370 0.0036 Anlamlı 

Hap_12 1 Çalışma 

egr-miR-7 31.940 0.0036 Anlamlı 

egr-miR-71 37.790 0.0036 Anlamlı 

egr-miR-96 31.210 0.0037 Anlamlı 

Hap_13 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.01 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-71 0.01 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.01 0.0033 Anlamlı 

Hap_14 1 Çalışma 

egr-miR-7 10.670 0.0047 Anlamlı 

egr-miR-71 8.630 0.0052 Anlamlı 

egr-miR-96 4.860 0.0080 Anlamlı 

Hap_15 1 Çalışma 

egr-miR-7 46.280 0.0057 Anlamlı 

egr-miR-71 41.230 0.0058 Anlamlı 

egr-miR-96 25.240 0.0061 Anlamlı 

Hap_16 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.080 0.0044 Anlamlı 

egr-miR-71 0.060 0.0040 Anlamlı 

egr-miR-96 0.040 0.0037 Anlamlı 

Hap_17 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.570 0.0770 Anlamsız 

egr-miR-71 0.360 0.0186 Anlamlı 

egr-miR-96 0.290 0.0126 Anlamlı 

Hap_18 2 Çalışma 

egr-miR-7 60.190 0.0034 Anlamlı 

egr-miR-71 50.450 0.0035 Anlamlı 

egr-miR-96 31.340 0.0036 Anlamlı 

Hap_19 1 Çalışma 

egr-miR-7 3.410 0.0129 Anlamlı 

egr-miR-71 2.160 0.0371 Anlamlı 

egr-miR-96 5.210 0.0075 Anlamlı 

 

5.4.2. Koyun Orjinli Hidatik Kist Örneklerinde miRNA Ekspresyonu  

Koyun orjinli E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 41 

hidatik kist örneğinin bulunduğu 15 haplotip grubu arasında, germinal membran 

yapısındaki hedef miRNA genlerinin ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldı. Koyun 
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orjinli hidatik kistlerin, farklı haplotip gruplarında miRNA ekspresyon düzeyleri 

karşılaştırıldığında en fazla örnek sayısı bulunan Hap_03 grubu kontrol grubu 

olarak belirlendi. Diğer haplotip gruplarındaki miRNA ekspresyon düzeyleri 

kontrol grubu ile kıyaslanarak karşılaştırmalar yapıldı. Koyun orjinli kistlerin yer 

aldığı 15 haplotip grubu arasındaki miRNA eksresyon düzeylerinin 

karşılaştırmalarına ait grafik Şekil 9’da gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 9. Koyun orjinli hidatik kistlerde haplotip gruplarına göre miRNA ekspresyon düzeyleri 

(Hap_03 kontrol grubu). 

 

Haplotip grupları arasında yapılan karşılaştırmada gruplar arasındaki egr-

miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeyleri arasında 

anlamlı farklılıklar olduğu belirlendi. Kontrol grubu olan Hap_03 grubuna kıyasla, 

Hap_01 grubunda egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’ların tamamında, 

Hap_05, Hap_08, Hap_14 ve Hap_15 gruplarında egr-miR-7’de, Hap_08, Hap_10 

ve Hap_13 haplotip gruplarında egr-miR-71’de, Hap_02, Hap_04, Hap_09, 
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Hap_13 ve Hap_15 haplotip gruplarında egr-miR-96’da miRNA ekspresyon 

düzeylerinde istatisitiki olarak anlamlı bir fark tespit edilmedi. İstatistiki olarak 

miRNA ekspresyon düzeylerinde fark tespit edilmeme oranı genel olarak egr-miR-

7 için %35.71 (5/14), egr-miR-71 için %28.57 (4/14) ve egr-miR-96 için %42.86 

(6/14) olarak belirlendi. 

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap_03 grubuna kıyasla, Hap_06 ve 

Hap_12 gruplarında egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’ların 

tamamında, Hap_02, Hap_04, Hap_07 ve Hap_10 haplotip gruplarında egr-miR-

7’de, Hap_02, Hap_04 ve Hap_07 haplotip gruplarında egr-miR-71’de, Hap_10 

haplotip grubunda egr-miR-96 miRNA’larında aşağı yönlü ekspresyon olduğu 

belirlendi. Haplotip gruplarındaki aşağı yönlü miRNA ekspresyon oranları 

istatistiki olarak anlamlı bulundu. İstatistiki olarak önemli bulunan düşük miRNA 

ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %42.86 (6/14), egr-miR-71 için 

%42.86 (6/14) ve egr-miR-96 için %35.71 (5/14) olarak belirlendi. 

Kontrol grubu olan Hap_03 grubuna kıyasla, Hap_11 grubunda egr-miR-7, 

egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’ların tamamında, Hap_09 ve Hap_13 grubunda 

egr-miR-7’de, Hap_05, Hap_09 ve Hap_14 gruplarında egr-miR-71’de, Hap_07, 

Hap_08 ve Hap_14 gruplarında egr-miR-96’da miRNA ekspresyonun, 2.08 kattan 

10 kata kadar değişen oranlarda yukarı yönlü eksprese edildiği belirlendi. Haplotip 

gruplarındaki miRNA ekspresyon düzeylerindeki kat değişimi oranları istatistiki 

olarak anlamlı bulundu. İstatistiki olarak önemli bulunan yüksek miRNA 

ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %21.43 (3/14), egr-miR-71 için 

%28.57 (4/14) ve egr-miR-96 için %21.43 (3/14) olarak belirlendi. 

Koyun orjinli 41 E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 
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örneklerin bulunduğu 15 haplotip grubu arasındaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerindeki karşılaştırmalara ilişkin kat 

değişimi (Fold Change) değerleri ve istatistiki veriler Tablo 23’de gösterilmiştir.  

Tablo 23. Koyun orjinli hidatik kistlerde, haplotip grupları arasında miRNA’ların ekspresyon 

düzeyleri, kat değişimleri ve istatistiki farkları. 

 
Haplotip 

Grubu 

Örnek 

Sayısı 
Grup Hedef miRNA 

Fold Change 

(Kat Değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

Hap_03 19 Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Hap_01 7 Çalışma 

egr-miR-7 1.000 0.995 Anlamsız 

egr-miR-71 0.650 0.134 Anlamsız 

egr-miR-96 0.950 0.826 Anlamsız 

Hap_02 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.100 0.005 Anlamlı 

egr-miR-71 0.190 0.008 Anlamlı 

egr-miR-96 1.210 0.438 Anlamsız 

Hap_04 2 Çalışma 

egr-miR-7 0.240 0.010 Anlamlı 

egr-miR-71 0.350 0.018 Anlamlı 

egr-miR-96 1.140 0.580 Anlamsız 

Hap_05 1 Çalışma 

egr-miR-7 1.530 0.142 Anlamsız 

egr-miR-71 2.730 0.020 Anlamlı 

egr-miR-96 2.890 0.018 Anlamlı 

Hap_06 2 Çalışma 

egr-miR-7 0.080 0.004 Anlamlı 

egr-miR-71 0.380 0.022 Anlamlı 

egr-miR-96 0.290 0.012 Anlamlı 

Hap_07 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.120 0.005 Anlamlı 

egr-miR-71 0.230 0.009 Anlamlı 

egr-miR-96 3.190 0.014 Anlamlı 

Hap_08 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.710 0.205 Anlamsız 

egr-miR-71 1.180 0.505 Anlamsız 

egr-miR-96 10.010 0.005 Anlamlı 

Hap_09 1 Çalışma 

egr-miR-7 2.080 0.042 Anlamlı 

egr-miR-71 2.750 0.020 Anlamlı 

egr-miR-96 1.270 0.349 Anlamsız 

Hap_10 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.130 0.006 Anlamlı 

egr-miR-71 0.610 0.106 Anlamsız 

egr-miR-96 0.480 0.042 Anlamlı 

Hap_11 1 Çalışma 

egr-miR-7 5.410 0.007 Anlamlı 

egr-miR-71 3.890 0.011 Anlamlı 

egr-miR-96 6.460 0.006 Anlamlı 

Hap_12 1 Çalışma 

egr-miR-7 0.190 0.007 Anlamlı 

egr-miR-71 0.260 0.011 Anlamlı 

egr-miR-96 0.380 0.022 Anlamlı 

Hap_13 1 Çalışma 

egr-miR-7 2.490 0.025 Anlamlı 

egr-miR-71 1.460 0.177 Anlamsız 

egr-miR-96 1.490 0.162 Anlamsız 

Hap_14 1 Çalışma 

egr-miR-7 1.040 0.879 Anlamsız 

egr-miR-71 0.440 0.032 Anlamlı 

egr-miR-96 0.240 0.010 Anlamlı 

Hap_15 1 Çalışma 

egr-miR-7 1.120 0.653 Anlamsız 

egr-miR-71 2.120 0.040 Anlamlı 

egr-miR-96 1.760 0.077 Anlamsız 
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5.4.3. Protoskoleks ve Germinal Membranlardaki miRNA 

Ekspresyonu 

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olduğu belirlenen koyun orjinli fertil 

10 hidatik kist örneğinde germinal membran ve protoskoleks yapılarındaki egr-

miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeyleri 

karşılaştırıldı. Yapılan karşılaştırmalarda protoskolekslerdeki ekspresyon düzeyleri 

kontrol grubu olarak seçilerek değerlendirmeler yapıldı. Örneklerin tamamında 

protoskoleks yapısına kıyasla germinal membran yapısında egr-miR-7, egr-miR-71 

ve egr-miR-96 miRNA’larının yüksek düzeylerde eksprese olduğu belirlendi. 

Fertil olan 10 koyun orjinli örneğin ekspresyon değerlerinin ortalaması 

alınarak da germinal membran ve protoskoleks yapılarındaki miRNA ekspresyon 

düzeyleri karşılaştırıldı. Yine bu değerlendirmede de protoskoleks yapısındaki 

miRNA ekspresyon düzeyi kontrol grubu olarak belirlendi. Protoskoleks yapısına 

kıyasla germinal mebran yapısında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının sırasıyla yaklaşık 44, 168 ve 351 kat yüksek düzeyde ekspresyon 

gösterdiği belirlendi (Şekil 10). Bu artışlar istatistiki açıdan anlamlı olarak 

değerlendirildi.  
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Şekil 10. Koyun orjinli fertil 10 hidatik kist örneğinde, germinal membran ve protoskolekslerdeki 

ortalama miRNA ekspresyon düzeyleri (protoskoleks kontrol grubu). 

 

Fertil olduğu tespit edilen koyun orjinli 10 hidatik kist örneğinde 

protoskoleks yapısına kıyasla germinal membran yapısında istatistiki olarak önemli 

bulunan yüksek miRNA ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %100 

(10/10), egr-miR-71 için %100 (10/10) ve egr-miR-96 için %100 (10/10) olarak 

belirlendi. 

Koyun orjinli, E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 10 

fertil örneğin germinal membran ve protoskoleks yapılarındaki egr-miR-7, egr-

miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerindeki karşılaştırmalara 

ilişkin kat değişimi (Fold Change) değerleri ve istatistiki veriler Tablo 24’de 

gösterilmiştir.  
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Tablo 24. Koyun orjinli fertil hidatik kistlerde, germinal membran ve protoskoleks yapılarında 

miRNA’ların ekspresyon düzeyleri, kat değişimleri ve istatistiki farkları. 

 
Örnek 

Numarası 

Örnek 

Sayısı 
Kist Yapısı Grup Hedef miRNA 

Fold Change 

(Kat Değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

ELZS08 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 17.81 0.004019 Anlamlı 
egr-miR-71 33.53 0.003619 Anlamlı 
egr-miR-96 1034.56 0.003243 Anlamlı 

ELZS09 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 13.3 0.004350 Anlamlı 
egr-miR-71 55.96 0.003456 Anlamlı 
egr-miR-96 779.78 0.003247 Anlamlı 

ELZS10 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 5.40 0.007 Anlamlı 
egr-miR-71 187.44 0.003 Anlamlı 
egr-miR-96 360.56 0.003 Anlamlı 

ELZS11 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 26.38 0.0037 Anlamlı 
egr-miR-71 921.30 0.0032 Anlamlı 
egr-miR-96 25.28 0.0038 Anlamlı 

ELZS14 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 64.08 0.0034 Anlamlı 
egr-miR-71 203.77 0.0033 Anlamlı 
egr-miR-96 1987.18 0.0032 Anlamlı 

ELZS15 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 
egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 123.61 0.00333 Anlamlı 
egr-miR-71 243.72 0.00328 Anlamlı 
egr-miR-96 2698.41 0.00324 Anlamlı 

ELZS16 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 
Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 46.15 0.0035 Anlamlı 
egr-miR-71 112.42 0.0033 Anlamlı 
egr-miR-96 54.72 0.0035 Anlamlı 

ELZS23 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 
Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 15.17 0.0042 Anlamlı 
egr-miR-71 43.89 0.0035 Anlamlı 
egr-miR-96 91.17 0.0034 Anlamlı 

ELZS27 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 
Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 750.55 0.0032 Anlamlı 
egr-miR-71 853.16 0.0032 Anlamlı 
egr-miR-96 646.71 0.0033 Anlamlı 

ELZS28 1 

Protoskoleks  Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 
Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 

membran 
Çalışma 

egr-miR-7 222.09 0.0033 Anlamlı 
egr-miR-71 277.82 0.0033 Anlamlı 
egr-miR-96 229.29 0.0033 Anlamlı 

ELZS08-11 

ELZS14-16 

ELZS23 
ELZS27 

ELZS28 

10 

Protoskoleks Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Germinal 
membran 

Çalışma 

egr-miR-7 44.61 0.0035 Anlamlı 

egr-miR-71 168.83 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 351.97 0.0032 Anlamlı 
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5.4.4. Sığır ve Koyun Orjinli Hidatik Kist Örneklerinde Haplotip 

Grupları Arasında miRNA Ekspresyonu 

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen sığır kökenli 40 ve 

koyun kökenli 41 olmak üzere toplam 81 hidatik kist örneğinin germinal membran 

dokusundaki miRNA ekspresyon düzeyleri haplotip gruplarına göre karşılaştırıldı. 

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olduğu belirlenen 81 hidatik kist örneğin 

dahil olduğu 29 haplotip grubu içerisinde, 31 örneğin yer aldığı Hap_01 haplotip 

grubu en yüksek sayıda örneği içerdiğinden, miRNA ekspresyon düzeylerinin 

kıyaslanmasında kontrol grubu olarak belirlendi. Haplotip grupları arasında 

miRNA ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldı.  

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap_01 grubuna kıyasla, Hap_06, Hap_14 

ve Hap_26 gruplarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

tamamında, Hap_05 grubunda egr-miR-7’de, Hap_02, Hap_10, Hap_21, Hap_22 

ve Hap_28 gruplarında egr-mir-71’de, Hap_02, Hap_19, Hap_21 ve Hap_28 

gruplarında egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerinde istatistiki olarak 

anlamlı bir fark tespit edilmedi. İstatistiki olarak fark tespit edilmeyen miRNA 

ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %14.29 (4/28), egr-miR-71 için 

%28.57 (8/28) ve egr-miR-96 için %25 (7/28) olarak belirlendi. 

Karşılaştırmada kontrol grubu olarak belirlenen Hap_01 grubuna kıyasla, 

Hap_03, Hap_04, Hap_07, Hap_08, Hap_09, Hap_13, Hap_16 ve Hap_17 haplotip 

gruplarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının tamamında, 

Hap_02, Hap_10,  Hap_19 ve Hap_22 haplotip gruplarında egr-miR-7’de, Hap_19 

grubunda egr-mir-71’de, Hap_10 grubunda egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon 

düzeylerinde aşağı yönlü ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna göre aşağı yönlü 
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tespit edilen miRNA ekspresyon düzeyi farklılığı istatistiki olarak anlamlı bulundu. 

Aşağı yönlü tespit edilen miRNA ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için 

%46.43 (13/28), egr-miR-71 için %32.14 (9/28) ve egr-miR-96 için %32.14 (9/28) 

olarak belirlendi. 

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap_01 grubuna kıyasla, Hap_11, Hap_12, 

Hap_15, Hap_18, Hap_20, Hap_23, Hap_24, Hap_25, Hap_27 ve Hap_29 haplotip 

gruplarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının tamamında, 

Hap_21 ve Hap_28 haplotip gruplarında egr-miR-7’de, Hap_05 grubunda egr-mir-

71’de, Hap_22 grubunda egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerinde 2.19 

kattan 36.61 kata kadar değişen oranlarda yukarı yönlü ekspresyon tespit edildi. 

Kontrol grubuna göre yukarı yönlü tespit edilen miRNA ekspresyon düzeyi 

farklılığı istatistiki olarak anlamlı bulundu. Yukarı yönlü tespit edilen miRNA 

ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %39.28 (11/28), egr-miR-71 için 

%39.29 (11/28) ve egr-miR-96 için %42.86 (12/28) olarak belirlendi (Şekil 11). 

 

Şekil 11. Sığır ve koyun orjinli hidatik kist örneklerinde haplotip grupları arasında miRNA 

ekspresyon düzeyleri (Hap_01 kontrol grubu). 
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E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen, sığır orjinli 40 ve 

koyun orjinli 41 olmak üzere toplam 81 örneğin bulunduğu 29 haplotip grubu 

arasındaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon 

düzeylerindeki karşılaştırmalara ilişkin kat değişimi (Fold Change) değerleri ve 

istatistiki veriler Tablo 25’de gösterilmiştir.  

Tablo 25. Sığır ve koyun orjinli hidatik kistlerde haplotip grupları arasında miRNA ekspresyon 

düzeyleri, kat değişimleri ve istatistiki farkları. 

 

Haplotip Grubu 
Örnek 

Sayısı 
Grup Hedef miRNA 

Fold Change 

(Kat değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

Hap_01 

Sığır Hap_01 

Koyun Hap_03 

31 Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Hap_02 

Sığır Hap_02 

Koyun Hap_10 

2 Çalışma 

egr-miR-7 0.3700 0.0198 Anlamlı 

egr-miR-71 1.1600 0.5505 Anlamsız 

egr-miR-96 0.8500 0.5124 Anlamsız 

Hap_03 

Sığır Hap_03 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0000 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0000 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamlı 

Hap_04 

Sığır Hap_04 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0000 0.0032 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0000 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0000 0.0032 Anlamlı 

Hap_05 

Sığır Hap_05 

Koyun Hap_02 

4 Çalışma 

egr-miR-7 1.2700 0.3566 Anlamsız 

egr-miR-71 2.1900 0.0355 Anlamlı 

egr-miR-96 3.5100 0.0123 Anlamlı 

Hap_06 

Sığır Hap_06 

Koyun Hap_01 

14 Çalışma 

egr-miR-7 1.2100 0.4520 Anlamsız 

egr-miR-71 0.8900 0.6268 Anlamsız 

egr-miR-96 0.9400 0.7843 Anlamsız 

Hap_07 

Sığır Hap_07 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0100 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0100 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0100 0.0033 Anlamlı 

Hap_08 

Sığır Hap_08 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.2400 0.0097 Anlamlı 

egr-miR-71 0.1800 0.0069 Anlamlı 

egr-miR-96 0.1500 0.0061 Anlamlı 

Hap_09 

Sığır Hap_09 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0100 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0000 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamlı 

Hap_10 

Sığır Hap_10 
2 Çalışma 

egr-miR-7 0.4900 0.0451 Anlamlı 

egr-miR-71 0.5200 0.0533 Anlamsız 

egr-miR-96 0.4400 0.0319 Anlamlı 

Hap_11 

Sığır Hap_11 
1 Çalışma 

egr-miR-7 6.7300 0.0060 Anlamlı 

egr-miR-71 6.6800 0.0061 Anlamlı 

egr-miR-96 4.7900 0.0081 Anlamlı 

Hap_12 

Sığır Hap_12 
1 Çalışma 

egr-miR-7 4.2600 0.0093 Anlamlı 

egr-miR-71 4.3700 0.0090 Anlamlı 

egr-miR-96 4.0000 0.0101 Anlamlı 

Hap_13 

Sığır Hap_13 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0000 0.0032 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0000 0.0032 Anlamlı 
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Haplotip Grubu 
Örnek 

Sayısı 
Grup Hedef miRNA 

Fold Change 

(Kat değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

egr-miR-96 0.0000 0.0032 Anlamlı 

Hap_14 

Sığır Hap_14 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1.4200 0.1989 Anlamsız 

egr-miR-71 1.0000 0.9897 Anlamsız 

egr-miR-96 0.6200 0.1143 Anlamsız 

Hap_15 

Sığır Hap_15 
1 Çalışma 

egr-miR-7 6.0400 0.0066 Anlamlı 

egr-miR-71 4.6500 0.0084 Anlamlı 

egr-miR-96 3.1600 0.0147 Anlamlı 

Hap_16 

Sığır Hap_16 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0100 0.0034 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0100 0.0033 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamlı 

Hap_17 

Sığır Hap_17 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.0800 0.0044 Anlamlı 

egr-miR-71 0.0400 0.0038 Anlamlı 

egr-miR-96 0.0400 0.0037 Anlamlı 

Hap_18 

Sığır Hap_18 

Koyun Hap_04 

4 Çalışma 

egr-miR-7 2.6200 0.0219 Anlamlı 

egr-miR-71 2.8200 0.0185 Anlamlı 

egr-miR-96 4.1000 0.0098 Anlamlı 

Hap_19 

Sığır Hap_19 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.4600 0.0353 Anlamlı 

egr-miR-71 0.2500 0.0101 Anlamlı 

egr-miR-96 0.6700 0.1565 Anlamsız 

Hap_20 

Koyun Hap_05 
1 Çalışma 

egr-miR-7 5.4500 0.0072 Anlamlı 

egr-miR-71 10.6700 0.0047 Anlamlı 

egr-miR-96 10.5900 0.0047 Anlamlı 

Hap_21 

Koyun Hap_06 
2 Çalışma 

egr-miR-7 0.2900 0.0126 Anlamlı 

egr-miR-71 1.5000 0.1556 Anlamsız 

egr-miR-96 1.0500 0.8364 Anlamsız 

Hap_22 

Koyun Hap_07 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.4100 0.0266 Anlamlı 

egr-miR-71 0.9100 0.6957 
Anlamsız 

Anlamsız 

egr-miR-96 11.6800 0.0045 Anlamlı 

Hap_23 

Koyun Hap_08 
1 Çalışma 

egr-miR-7 2.5200 0.0241 Anlamlı 

egr-miR-71 4.6100 0.0085 Anlamlı 

egr-miR-96 36.6000 0.0036 Anlamlı 

Hap_24 

Koyun Hap_09 
1 Çalışma 

egr-miR-7 7.4300 0.0057 Anlamlı 

egr-miR-71 10.7600 0.0047 Anlamlı 

egr-miR-96 4.6500 0.0084 Anlamlı 

Hap_25 

Koyun Hap_11 
1 Çalışma 

egr-miR-7 19.3000 0.0039 Anlamlı 

egr-miR-71 15.1900 0.0042 Anlamlı 

egr-miR-96 23.6400 0.0038 Anlamlı 

Hap_26 

Koyun Hap_12 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.6700 0.1609 Anlamsız 

egr-miR-71 1.0200 0.9444 Anlamsız 

egr-miR-96 1.3900 0.2247 Anlamsız 

Hap_27 

Koyun Hap_13 
1 Çalışma 

egr-miR-7 8.8900 0.0051 Anlamlı 

egr-miR-71 5.7000 0.0069 Anlamlı 

egr-miR-96 5.4400 0.0072 Anlamlı 

Hap_28 

Koyun Hap_14 
1 Çalışma 

egr-miR-7 3.7000 0.0113 Anlamlı 

egr-miR-71 1.7200 0.0845 Anlamsız 

egr-miR-96 0.8800 0.6096 Anlamsız 

Hap_29 

Koyun Hap_15 
1 Çalışma 

egr-miR-7 3.9800 0.0102 Anlamlı 

egr-miR-71 8.2700 0.0053 Anlamlı 

egr-miR-96 6.4300 0.0062 Anlamlı 
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5.4.5. E. canadensis (G6/7) Örneği ile Haplotip Grupları Arasında 

miRNA Ekspresyonu 

Sığır orjinli 40 ve koyun orjinli 41 olmak üzere toplam 81 hidatik kist 

örneğinin E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olduğu ve 29 haplotip grubuna 

ayrıldığı, sığır orjinli bir örneğin ise, E. canadensis (G6/7) genotipi olduğu tespit 

edildi. E. canadensis (G6/7) genotipi olan örnek kontrol grubu olarak seçilerek, 29 

haplotip grubuna ayrılan 81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) örneğinin germinal 

membran yapısında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldı.  

Kontrol grubu olarak belirlenen E. canadensis (G6/7)’e kıyasla, Hap_07, 

Hap_09 ve Hap_16 haplotip gruplarında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının tamamının ekspresyon düzeylerinde istatistiki olarak anlamlı bir 

farklılık tespit edilmedi. İstatistiki olarak fark tespit edilmeyen miRNA ekspresyon 

düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %10.345 (3/29), egr-miR-71 için %10.345 

(3/29) ve egr-miR-96 için %10.345 (3/29) olarak belirlendi 

E. canadensis (G6/7) genotipi olarak belirlenen kontrol grubuna kıyasla, 

Hap_03, Hap_04 ve Hap_13 haplotip gruplarında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının tamamının ekspresyon düzeylerinde aşağı yönlü 

ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna göre aşağı yönlü tespit edilen miRNA 

ekspresyon düzeyi farklılığı istatistiki olarak anlamlı bulundu. Aşağı yönlü tespit 

edilen miRNA ekspresyon düzeyi genel olarak egr-miR-7 için %10.345 (3/29), egr-

miR-71 için %10.345 (3/29) ve egr-miR-96 için %10.345 (3/29) olarak belirlendi. 

Kontrol grubu olan E. canadensis (G6/7)’e kıyasla, Hap_01, Hap_02, 

Hap_05, Hap_06, Hap_08, Hap_10, Hap_11, Hap_12, Hap_14, Hap_15, Hap_17-
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Hap_29 olmak üzere toplam 23 haplotip grubunda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının tamamının ekspresyon düzeylerinde 7.14 kattan 7036 kata 

kadar değişen oranlarda yukarı yönlü ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna 

göre yukarı yönlü tespit edilen miRNA ekspresyon düzeyi farklılığı istatistiki 

olarak anlamlı bulundu. Yukarı yönlü tespit edilen miRNA ekspresyon düzeyi genel 

olarak egr-miR-7 için %79.31 (23/29), egr-miR-71 için %79.31 (23/29) ve egr-

miR-96 için %79.31 (23/29) olarak belirlendi (Şekil 12). 

 

 

Şekil 12. E. canadensis (G6/7) örneği ile tüm haplotip grupları arasında miRNA ekspresyon 

düzeyleri (E. canadensis (G6/7) kontrol grubu). 

E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen, sığır orjinli 40 ve 

koyun orjinli 41 olmak üzere toplam 81 örneğin bulunduğu 29 haplotip grubu ile 

sığır orjinli E. canadensis (G6/7) genotipi tespit edilen örnek arasındaki egr-miR-

7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon düzeylerindeki 

karşılaştırmalara ilişkin kat değişimi (Fold Change) değerleri ve istatistiki veriler 

Tablo 26’da gösterilmiştir.  



79 

Tablo 26. E. canadensis (G6/7) örneği ile bütün haplotip grupları arasında miRNA ekspresyon 

düzeyleri, kat değişimleri ve istatistiki farkları. 

 

Haplotip 

Grubu,  

E. canadensis  

(G6/7) 

Örnek 

Sayısı 
Grup 

Hedef 

miRNA 

Fold Change 

(Kat değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

E. canadensis  

(G6/7) 
1 Kontrol 

egr-miR-7 1 Kontrol 

Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol 

egr-miR-96 1 Kontrol 

Hap_01 

Sığır Hap_01 

Koyun Hap_03 

31 Çalışma 

egr-miR-7 148.94 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 196.70 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 192.24 0.003 Anlamlı 

Hap_02 

Sığır Hap_02 

Koyun Hap_10 

2 Çalışma 

egr-miR-7 54.39 0.004 Anlamlı 

egr-miR-71 227.78 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 163.51 0.003 Anlamlı 

Hap_03 

Sığır Hap_03 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.38 0.021 Anlamlı 

egr-miR-71 0.38 0.022 Anlamlı 

egr-miR-96 0.33 0.016 Anlamlı 

Hap_04 

Sığır Hap_04 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.11 0.005 Anlamlı 

egr-miR-71 0.32 0.015 Anlamlı 

egr-miR-96 0.21 0.008 Anlamlı 

Hap_05 

Sığır Hap_05 

Koyun Hap_02 

4 Çalışma 

egr-miR-7 188.61 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 431.39 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 675.27 0.003 Anlamlı 

Hap_06 

Sığır Hap_06 

Koyun Hap_01 

14 Çalışma 

egr-miR-7 179.75 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 174.76 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 180.02 0.003 Anlamlı 

Hap_07 

Sığır Hap_07 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1.34 0.272 Anlamsız 

egr-miR-71 1.33 0.279 Anlamsız 

egr-miR-96 1.00 0.985 Anlamsız 

Hap_08 

Sığır Hap_08 
1 Çalışma 

egr-miR-7 36.16 0.004 Anlamlı 

egr-miR-71 34.85 0.004 Anlamlı 

egr-miR-96 28.78 0.004 Anlamlı 

Hap_09 

Sığır Hap_09 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.80 0.383 Anlamsız 

egr-miR-71 0.78 0.329 Anlamsız 

egr-miR-96 0.53 0.060 Anlamsız 

Hap_10 

Sığır Hap_10 
2 Çalışma 

egr-miR-7 73.22 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 101.46 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 84.59 0.003 Anlamlı 

Hap_11 

Sığır Hap_11 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1003.10 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 1314.06 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 921.54 0.003 Anlamlı 

Hap_12 

Sığır Hap_12 
1 Çalışma 

egr-miR-7 635.08 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 858.72 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 769.78 0.003 Anlamlı 

Hap_13 

Sığır Hap_13 
1 Çalışma 

egr-miR-7 0.09 0.005 Anlamlı 

egr-miR-71 0.14 0.006 Anlamlı 

egr-miR-96 0.13 0.005 Anlamlı 

Hap_14 

Sığır Hap_14 
1 Çalışma 

egr-miR-7 212.15 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 196.10 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 119.90 0.003 Anlamlı 
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Haplotip 

Grubu,  

E. canadensis  

(G6/7) 

Örnek 

Sayısı 
Grup 

Hedef 

miRNA 

Fold Change 

(Kat değişimi) 
P Değeri 

İstatistiki 

Fark 

Hap_15 

Sığır Hap_15 
1 Çalışma 

egr-miR-7 899.12 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 915.65 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 608.21 0.003 Anlamlı 

Hap_16 

Sığır Hap_16 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1.59 0.119 Anlamsız 

egr-miR-71 1.28 0.333 Anlamsız 

egr-miR-96 0.95 0.832 Anlamsız 

Hap_17 

Sığır Hap_17 
1 Çalışma 

egr-miR-7 11.30 0.005 Anlamlı 

egr-miR-71 8.08 0.005 Anlamlı 

egr-miR-96 7.14 0.006 Anlamlı 

Hap_18 

Sığır Hap_18 

Koyun Hap_04 

4 Çalışma 

egr-miR-7 390.09 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 555.02 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 788.83 0.003 Anlamlı 

Hap_19 

Sığır Hap_19 
1 Çalışma 

egr-miR-7 67.78 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 49.10 0.004 Anlamlı 

egr-miR-96 128.39 0.003 Anlamlı 

Hap_20 

Koyun Hap_05 
1 Çalışma 

egr-miR-7 812.28 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 2099.34 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 2035.87 0.003 Anlamlı 

Hap_21 

Koyun Hap_06 
2 Çalışma 

egr-miR-7 43.20 0.004 Anlamlı 

egr-miR-71 294.90 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 201.98 0.003 Anlamlı 

Hap_22 

Koyun Hap_07 
1 Çalışma 

egr-miR-7 61.37 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 178.97 0.003 Anlamlı 
Anlamsız egr-miR-96 2245.13 0.003 Anlamlı 

Hap_23 

Koyun Hap_08 
1 Çalışma 

egr-miR-7 375.22 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 906.59 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 7036.38 0.003 Anlamlı 

Hap_24 

Koyun Hap_09 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1106.33 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 2115.93 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 894.40 0.003 Anlamlı 

Hap_25 

Koyun Hap_11 
1 Çalışma 

egr-miR-7 2875.06 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 2987.68 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 4544.74 0.003 Anlamlı 

Hap_26 

Koyun Hap_12 
1 Çalışma 

egr-miR-7 100.06 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 200.01 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 267.10 0.003 Anlamlı 

Hap_27 

Koyun Hap_13 
1 Çalışma 

egr-miR-7 1323.41 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 1121.16 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 1045.67 0.003 Anlamlı 

Hap_28 

Koyun Hap_14 
1 Çalışma 

egr-miR-7 550.97 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 338.39 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 169.75 0.003 Anlamlı 

Hap_29 

Koyun Hap_15 
1 Çalışma 

egr-miR-7 592.53 0.003 Anlamlı 

egr-miR-71 1626.12 0.003 Anlamlı 

egr-miR-96 1236.65 0.003 Anlamlı 
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6. TARTIŞMA 

Echinococcus granulosus’un sebep olduğu KE, dünya genelinde insanlarda 

ve hayvanlarda görülen zoonoz bir hastalıktır. Hastalık, hayvanların çeşitli organ 

ve dokularında oluşturduğu yapısal ve fonksiyonel bozukluklar sonucu ekonomik 

kayıpların oluşmasına, insanlarda ise yerleştiği organ ve dokulara bağlı olarak ciddi 

ve bazen ölümcül olabilecek durumlara neden olabilmektedir (142).  

KE’e sebep olan E. granulosus’un moleküler çalışmalar neticesinde yeniden 

tanımlanması sonucunda bugüne kadar bilinen türlerle ilgili büyük değişiklikler 

meydana gelmiştir. Yakın zamana kadar, E. granulosus tek bir tür olarak kabul 

edilirken, şimdi patolojide farklılıklar gösteren, ilaçlara farklı tepkiler veren ve 

geniş genetik çeşitliliğe sahip olduğu kabul edilen farklı türler tanımlanmıştır (61). 

Gelecekte yapılacak çalışmalar ile özellikle Afrika ve Çin gibi bölgelerde 

parazitlerin yaban hayatında da araştırılması neticesinde yeni Echinococcus 

türlerinin keşfedilmesi beklenmektedir.  

E. granulosus’un farklı izolatları arasında görülen genetik farklılıklar 

hastalığın yoğun olarak görüldüğü bölgelerde, etkenin patojenitesi, bulaş yolu, 

hastalıkla ilgili yapılacak olan kontrol ve mücadele yöntemleri konularında etkili 

olmaktadır (143). Ülkemizde ve dünyada E. granulosus genotip ve haplotiplerinin 

belirlenmesine yönelik çalışmalar yapılmıştır. Şimşek ve ark. (75), Erzurum ilinde 

yaptıkları bir araştırmada, 220 sığır orjinli hidatik kist örneğini, 12S rRNA gen 

bölgesine yönelik PCR ve mt-CO1 gen bölgesine yönelik, DNA dizi analizleri ile 

incelemişler, analizler neticesinde; örneklerden 147’sinin E. granulosus s.s. (G1-

G3), 28’inin G1, kalan 73 örnekten 7’sinin G3 suşu olduğunu saptamışlardır. 
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Şimşek ve ark. (76), yaptıkları bir diğer araştırmada, Elazığ ve Erzurum illerinden, 

23 sığır ve 31 koyun orjinli hidatik kist örneğini, PCR-Single Strand Conformation 

Polymorphism (PCR-SSCP) metodu kullanarak analiz etmişler, analizler 

neticesinde tüm örneklerin E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğunu bildirmişlerdir. 

Gökpınar ve ark. (78), Kırıkkale ilinde yaptıkları bir araştırmada, sığır orjinli 20 

hidatik kist materyalini, mt-CO1 genine yönelik PCR ve DNA dizi analizlerine tabi 

tutmuşlar ve analizler neticesinde tüm örneklerin E. granulosus s.s. (G1-G3) 

olduğunu belirlemişlerdir. Ütük ve ark. (69), Kilis ilinde yaptıkları bir çalışmada, 

koyun kökenli 28 hidatik kist izolatını incelemişler ve tüm izolatların E. granulosus 

s.s. (G1-G3) olduğunu bildirmişlerdir. Altintas ve ark. (144), Manisa’da yaptıkları 

bir araştırmada, 18 sığır kökenli hidatik kist izolatının incelenmesi neticesinde 

örneklerin hepsinin E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğunu belirtmişlerdir. Özyalın 

(83), Malatya’da 53 insan izolatı üzerinde yaptığı bir araştırmada, mt-CO1 gen 

bölgesine yönelik PCR analizleri ve akabinde yapılan tek yönlü DNA dizi analizleri 

neticesinde, tüm izolatların E. granulosus s.s. (G1-G3) olduğunu raporlamıştır. 

Kesik ve ark. (86), Türkiye’nin farklı illerinden temin edilen sığır orjinli 60 hidatik 

kist örneğini, mt-CO1 genine yönelik PCR ve tek yönlü sekans analizleri ile 

incelemişler ve incelemeler neticesinde tüm örneklerin E. granulosus s.s. (G1 ve 

G3) olduğunu belirlemişler ve bu örneklerin toplamda 49 nokta mutasyonu 

taşıdığını tespit etmişlerdir. Yan ve ark. (145), Çin'de KE için yüksek endemik 

eyaletlerden biri olan Xinjiang bölgesinde gerçekleştirdikleri bir çalışmada, koyun 

ve sığır orjinli toplam 55 hidatik kist örneğini, 12S rRNA ve mt-CO1 gen 

bölgelerine spesifik PCR ve akabinde sekans analizleri ile incelemişler ve neticede 

tüm örneklerin E. granulosus s.s. (G1 genotipi) olduğunu belirlemişlerdir. mt-CO1 
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gen tabanlı yaptıkları analizlerde 20 haplotip tespit ettiklerini bildirmişlerdir. 

Mehmood ve ark. (146), İtalya’da KE yönünden oldukça endemik olan Sardinya 

bölgesinde E. granulosus s.s.’nun intraspesifik değişkenliğini ve demografik 

yapısını incelemek için yaptıkları bir araştırmada, 52 koyun, 11 sığır, 4 domuz ve 2 

keçi orjinli toplam 69 hidatik kist izolatını incelemişlerdir. İnceledikleri örneklerde, 

baskın genotiplerin G1 ve G3 olduğunu belirlemişlerdir. Yaptıkları haplotip 

analizleri sonucunda, nispeten yüksek oranda 22 haplotip grubu (0.8555 ± 0.033) 

ve düşük nükleotid çeşitliliği (0.00281 ± 0.00030) olan intraspesifik varyasyonlar 

tespit etmişlerdir.  

Bu çalışmada analizi yapılan 41 sığır hidatik kist izolatı, mt-CO1 gen 

bölgesine yönelik yapılan PCR ve sekans analizleri ile değerlendirilmiştir. 

Neticede, 40 sekansın E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olduğu belirlenmiştir. Sığır 

izolatlarının kendi içerisinde yapılan haplotip analizleri neticesinde, bir ana 

haplotip ile konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-17 mutasyon adımıyla diğer 

haplotiplerden ayrılmış ve toplam izolatların %30'unu (12/40) kapsayan 19 haplotip 

grubu tespit edilmiştir. mt-CO1 sekansları için %47.05 (8/17)'i parsimony 

informative olan 17 polimorfik alan belirlenmiş ve gen bölgesi için yüksek haplotip 

ve düşük nükleotid çeşitliliği gözlenmiştir. Bu haplotip gruplarının %73.68 

(14/19)’sinin tekli haplotip olması bu sonuçları desteklemiştir. Yine bu çalışmada 

değerlendirilen 41 koyun hidatik kist izolatı, mt-CO1 gen bölgesine yönelik yapılan 

PCR ve sekans analizleri sonucunda, 41 sekansın tamamının E. granulosus s.s. (G1 

ve G3) olduğu belirlenmiştir. Koyun izolatlarının kendi içlerinde yapılan haplotip 

analizleri neticesinde; bir ana haplotip ile konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-19 

mutasyon adımıyla diğer haplotiplerden ayrılmış ve toplam izolatların %47.05'ini 
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(15/41) kapsayan 15 haplotip grubu tespit edilmiştir. mt-CO1 sekansları için %36.8 

(7/19)'i parsimony informative olan 19 polimorfik alan belirlenmiş, gen bölgesi için 

yüksek haplotip ve düşük nükleotid çeşitliliği gözlenmiştir. Bu haplotip gruplarının 

%73.33 (11/15)’sinin tekli haplotip olması bu sonuçları desteklemiştir. E. 

granulosus s.s. (G1 ve G3) hem sığır (n=40) hem koyun (n=41) izolatlarının mt-

CO1 gen bölgesi için haplotip analizleri gerçekleştirilmiştir. Elde edilen haplotip 

ağı sonucunda, bir ana haplotip ile konfigürasyon içinde düzenlenmiş, 1-26 

mutasyon adımıyla diğer haplotiplerden ayrılmış ve toplam izolatların %38.27'sini 

(31/81) kapsayan 29 haplotip grubu belirlenmiştir. mt-CO1 sekansları için %50 

(13/26)'si parsimony informative olan 26 polimorfik alan tespit edildi ve gen 

bölgesi için yüksek haplotip ve düşük nükleotid çeşitliliği olduğu gözlenmiştir. Bu 

haplotip gruplarının %75.86 (22/29)’sinin tekli haplotip olması sonuçları 

desteklemiştir. Bu çalışmada elde edilen genotip sonuçları ile Şimşek ve ark. (75; 

76), Gökpınar ve ark. (78), Ütük ve ark. (69), Altintas ve ark. (144), Özyalın (83), 

Kesik ve ark. (86), Yan ve ark. (145), Mehmood ve ark. (146)’nın sonuçları ile 

uyumluluk göstermektedir. Ülkemizin farklı bölgelerinde E. granulosus’un 

genotiplerini belirlemeye yönelik yapılan çalışmalarda, etkene ara konak olarak 

aracılık eden insanlarda ve hayvanlarda genotipin ağırlıklı olarak E. granulosus s.s. 

(G1 ve G3) olduğu görülmektedir. Sunulan çalışmada da toplam 81 hidatik kist 

izolatından 80’inin (40 sığır, 41 koyun) E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olduğu 

belirlenmiştir. Yine sunulan çalışmada, hem sığır hemde koyun orjinli hidatik kist 

örneklerinde yüksek haplotip ve düşük nükleotid çeşitliliği belirlenmiştir. Bu 

durumun, etkenin endemik olduğu bölgelerde son konak ve ara konaklar arasında 

iletiminin sürekli devam etmesi, ara konak ve son konak olan hayvan türlerinin 
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ülkemizde çok farklı türde olmaması, bu sayede etkenin genetik yapısının 

korunması ile bağlantılı olabileceği düşünülmüştür.  

Eryıldız ve Sakru (79), Trakya bölgesinde farklı konak türlerine ait hidatik 

kist örneklerini inceledikleri bir çalışmada, 13 sığır, 3 koyun ve 42 insan orjinli 

hidatik kist izolatını PCR-RFLP ve PCR-SSCP analizleri ve ITS-1 ve NAD1 gen 

bölgelerine yönelik DNA dizi analizleri ile incelemişlerdir. Analizler neticesinde 

tüm sığır ve koyun izolatlarının yaygın koyun suşu (G1), tüm insan izolatlarının ise 

G1 ve G7 suşları olduğunu belirlemişlerdir. Kesik ve ark. (84), Elazığ ilinde 

yaptıkları bir çalışmada sığır orjinli 40 hidatik kist örneğini, mt-CO1 genine yönelik 

PCR ve akabinde yaptıkları DNA dizi analizleri ile incelemeleri neticesinde, 

örneklerden 39'unun E. granulosus s.s., birinin ise E. canadensis (G6/7) olduğunu 

bildirmişlerdir. Araştırıcılar, E. granulosus s.s. olduğu belirlenen 39 örnek üzerinde 

yaptıkları haplotip analizleri neticesinde, 26 haplotip olduğunu ve bu haplotiplerde 

29 polimorfik bölge belirlediklerini bildirmişlerdir. Araştırıcılar bu çalışmaları ile 

Türkiye’de sığırlarda E. canadensis (G6/7)’in ilk bildirimini yapmışlardır. 

Mehmood ve ark. (85), Elazığ’da yaptıkları bir çalışmada, 19 koyun ve 66 sığır 

olmak üzere toplam 85 hidatik kist izolatını, mt-CO1 genine yönelik PCR ve DNA 

dizi analizleri ile incelemişler ve analizler neticesinde 85 izolattan 84'ünün E. 

granulosus s.s., bir koyun izolatının ise E. canadensis (G6/7) olduğunu 

belirlemişlerdir. Araştırıcılar bu çalışmaları ile Türkiye'de ilk kez koyunlarda E. 

canadensis (G6/7)’in varlığını raporlamışlardır. Yaptıkları haplotip analizleri 

sonucunda 66 sığır izolatında, 16 haplotip; 19 koyun izolatında ise 7 haplotip 

belirlemişlerdir. Bakal ve ark. (87), Elazığ’da yaptıkları bir araştırmada, insan 

orjinli 17 hidatik kist izolatını, mt-CO1 genine yönelik PCR ve sekans analizlerine 
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tabi tutmuşlar ve 16 izolatın E. granulosus s.s., bir izolatın ise E. canadensis (G6/7) 

olduğunu belirtmişlerdir. Türkiye'deki pediatrik olgularda E. canadensis (G6/7) 

suşunun ilk kez bu araştırma ile bildiriminin yapıldığını raporlamışlardır. 

Sunulan bu çalışmada değerlendirilen 82 hidatik kist izolatından (41 sığır, 

41 koyun), mt-CO1 gen bölgesine yönelik yapılan PCR ve sekans analizleri 

sonucunda, 80 izolatın E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olduğu tespit edilmiş, bir sığır 

orjinli izolatın ise E. canadensis (G6/7) olduğu belirlenmiştir. Sunduğumuz 

çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar ile Eryıldız ve Sakru (79), Kesik ve ark. (84), 

Mehmood ve ark. (85), Bakal ve ark. (87)’nın çalışmalarında elde ettikleri sonuçlar 

uyumluluk göstermektedir. Bahsedilen çalışmalarda sığır ve koyun hatta insan 

orjinli hidatik kist örneklerinde genotipin yüksek oranda E. granulosus s.s. (G1 ve 

G3) olduğu, yüksek haplotip ve düşük nükleotid çeşitliliği sergilediği, düşük oranda 

E. canadensis (G6/7) genotipinin görüldüğü bildirilmiştir. Sığır ve koyunlarda E. 

granulosus etkeninin genotiplerini belirlemeye yönelik ülkemizde ve dünyada 

yapılan çalışmalarda baskın genotipin E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olduğu 

görülmektedir. E. canadensis (G6/7) genotipinin sunduğumuz çalışmada ve 

Eryıldız ve Sakru (79), Kesik ve ark. (84), Mehmood ve ark. (85), Bakal ve ark. 

(87)’nın çalışmalarında çok düşük oranlarda belirlendiği görülmektedir. Bu 

durumun, etkenin biyolojisinde E. canadensis (G6/7) genotipi için ara konak olan 

domuz ve deve popülasyonunun Türkiye’de diğer ara konak hayvan türlerine göre 

daha az olması ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 

E. granulosus’un yaşam döngüsünde konak ve parazitin birlikte 

yaşamasının altında yatan mekanizmalar halen tam olarak belirlenememiştir. Son 

yıllarda yapılan deneysel çalışmalar, parazitlerin konaklarda hayatta kalması ile 



87 

ilgili stratejileri belirlemeye yöneliktir (92). Kist özelliklerinin KE serolojisini 

etkilediği birkaç çalışma bildirilse de KE gelişimi ve ilerlemesi sırasında konakta 

meydana gelen mekanizmalar hakkında hala sınırlı veri bulunmaktadır. E. 

granulosus’un yaşam döngüsünde konak ve parazit ilişkisindeki mekanizmaları 

açıklamaya çalışan en yeni yaklaşımlardan biri de mikroRNA’lardır (101). 

Epigenetik düzenleyiciler olarak miRNA’lar, biyolojik fonksiyonları kontrol etmek 

için transkripsiyon sonrası ökaryotlarda gen ekspresyonunu düzenleyen küçük 

kodlayıcı olmayan RNA’lardır. miRNA’lar, parazitlerin gelişimi, fizyolojisi, 

enfeksiyonu, bağışıklığı ve karmaşık yaşam döngülerinde rol oynamaktadırlar. 

Parazitler, konak miRNA profilini ve ekspresyon seviyesini değiştirerek 

parazitlerin konakta kontrolüne/konaktan atılmasına veya enfeksiyonun şiddetinin 

artmasına neden olabilmektedir. Son 20 yılda, Caenorhabditis elegans ve diğer 

parazitlerde binlerce miRNA tanımlanmıştır. Bu nedenle, miRNA yolakları 

paraziter hastalıkların teşhisi ve terapötik kontrolü için potansiyel hedefler arasında 

yer almaktadır (147).  

Echinococcus spp. genomunun yaklaşık %10-14'lük kısmını protein 

kodlayan genler (exon) oluşturmasına rağmen, genomun yaklaşık %85’lik kısmını 

protein kodlamayan (non-coding (intron)) RNA’lar oluşturmaktadır (30; 95). Son 

yıllarda miRNA’lar E. granulosus, E. multilocularis ve E. canadensis gibi türlerde 

de tanımlanmıştır. Bu bilgiler, miRNA’ların, Echinococcus spp. ve KE’de önemli 

bir yerinin olduğunu ve bu nedenle teşhis veya tedavi hedefleri olarak 

kullanılabilme potansiyelinin olabileceğini düşündürmektedir (99).  

Bu çalışmada farklı ara konak türlerinde (sığır ve koyun), Echinococcus spp. 

genotiplerinin ve genotipler içerisindeki haplotipler belirlenerek, genotip ve 



88 

haplotip grupları arasında ve aynı zamanda farklı kist yapılarında (germinal 

membran ve/veya protoskoleks) miRNA ekspresyon seviyeleri tespit edildi. Sığır 

orjinli 41 ve koyun orjinli 41 olmak üzere toplam 82 hidatik kist izolatından, 

germinal membran örnekleri alınarak, E. granulosus s.l. mt-CO1 gen bölgesine 

spesifik primerler ile PCR ve DNA dizi analizleri gerçekleştirildi. Bu analizler ile 

hem hidatik kist örneklerinin tür tayini hem de haplotipleri belirlendi.  

Alizadeh ve ark. (148), egr-miR-71 ve egr-let-7 miRNA’larının kist hidatik 

hastalığı için plazma biyobelirteçleri olarak kullanılabilme kapasitelerinin 

araştırılması amacıyla yaptıkları bir çalışmada, KE olduğu belirlenen 30 insandan, 

kontrol grubu için ise sağlıklı 30 bireyden kan örnekleri toplamışlardır. KE 

hastalarındaki kan örneklerinde, egr-miR-71 ve egr-let-7 miRNA’larının 

ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile karşılaştırmışlardır. KE cerrahisinden 

sonra hastalar üç ve altı aylık dönemde takip edilerek, hasta ve kontrol grubu 

arasındaki miRNA nisbi kat değişimi karşılaştırılmış, house keeping internal 

kontrol geni olarak ise hsa-miR-16-5p kullanılmıştır. İnternal kontrol geni olan hsa-

miR-16-5p’ye göre ekspresyon düzeylerinin normalizasyonu sağlanmıştır. 

Analizler neticesinde, parazit türevli miRNA’lardan egr-miR-71 ve egr-let-7’nin 

insan plazmasında tespit edilebildiği gösterilmiştir. miRNA’ların ekspresyon 

seviyelerindeki değişiklikler değerlendirildiğinde özellikle egr-miR-71'in kist 

hidatiğin erken teşhisi ve izlenmesi bakımından, yeni, umut verici sonuçlar verdiği 

ve biyobelirteç olarak işlev görebileceği bildirilmiştir. Bu tez çalışmasında da sığır 

ve koyun kökenli hidatik kist örneklerinde (germinal membran ve protoskoleksler) 

egr-miR-71’in anlamlı bir şekilde eksprese olduğu gösterilmiş olup, egr-miR-71’in 

KE tanısında etkili bir biyobelirteç olabileceği düşünülmüştür.  
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Mortezaei ve ark. (149), E. granulosus'un farklı gelişim evrelerinde miRNA 

profilinin araştırılması amacıyla yaptıkları bir çalışmada, parazitin farklı gelişim 

evrelerini, ex vivo ve in-vitro olarak kültürlenmiş E. granulosus'tan elde 

etmişlerdir. miRNA’ların ekspresyon seviyelerini, ex vivo germinal membran, 

evagine protoskoleks, in-vitro mikrokist ve strobilasyonlu erişkin parazitlerde 

araştırmışlardır. Germinal membran yapısında, protoskoleks transformasyonu 

sırasında, miR-61'in ekspresyonunda artış gözlendiği, erişkin strobilat formlarda 

miR-10’un daha yüksek düzeyde eksprese edildiğini bildirmişlerdir. Germinal 

tabakada, let-7 ve miR-3489 miRNA’larının daha yüksek düzeyde eksprese 

edildiğini belirtmişlerdir. Bu da göstermektedir ki E. granulosus’tan hidatik kist 

formasyonu şekillenirken her aşamada farklı miRNA’lar değişik düzeylerde 

eksprese olmaktadır. Nitekim bizim çalışmamızda da fertil koyun kökenli hidatik 

kist izolatlarının tamamında, germinal membranlarda protoskolekslere kıyasla egr-

miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nın tamamının ekspresyonunda istatistiki olarak 

anlamlı artış tespit edildi. Akıl (150), KE teşhisi konulmuş olan insanlarda ve 

sağlıklı bireylerde egr-let-7, egr-miR-10 ve egr-miR-71’in ekspresyon düzeylerinin 

karşılaştırılması amacıyla yaptığı bir çalışmada, KE teşhisi konulmuş 50 bireyden 

ve 20 sağlıklı bireyden kan örnekleri almıştır. Normalizasyon için referans gen 

(housekeeping gene) olarak U6 small nuclear RNA (snRNA) kullanılmış, hasta 

grubundaki miRNA ekspresyon seviyelerini, kontrol grubu ile 2-ΔΔCT yöntemine 

göre karşılaştırarak hesaplamıştır. qRT-PCR yöntemi ile hasta örneklerinde egr-let-

7, egr-miR-10 ve egr-miR-71 için sırasıyla 27 (%54), 5 (%10) ve 13 (%26)’ünde 

ekspresyon görüldüğü tespit edilmiş, sağlıklı kontrol grubunda hedef miRNA’larda 

ekspresyon tespit edilmemiştir. KE’li hastaların plazma örneklerinde E. granulosus 
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kaynaklı egr-let-7, egr-miR-10 ve egr-miR-71 miRNA’larının tespit edilebildiği 

bildirilmiş, kist sınıflandırmalarına göre, miRNA ekspresyon seviyelerindeki 

değişiklikler göz önüne alındığında özellikle KE1 kist tipinde egr-miR-71, KE2’de 

egr-let-7’nin KE’in erken tanısı için biyobelirteç adayı olabileceği belirtilmiştir. 

Örsten ve ark. (151), aktif ve inaktif kistleri olan KE teşhisi konulmuş insanlarda, 

parazit türevli miRNA'ların ekspresyon profillerini karşılaştırmak için yaptıkları bir 

çalışmada, 55 enfekte ve 15 sağlıklı bireyden kan örnekleri almışlardır. Aktif kist 

teşhis edilen KE hastalarında parazit türevli miRNA'lardan, egr-let-7-5p, egr-miR-

71a-5p ve egr-miR-9-5p'nin inaktif KE hastalarına göre ekspresyon düzeylerinin 

sırasıyla 3.74, 2.72 ve 20.78 kat fazla olacak şekilde eksprese edildiği ve bu nisbi 

kat artış farklarının istatistiki olarak önemli olduğu (p < 0.05) raporlanmıştır. 

Analizler neticesinde egr-let-7-5p ve egr-miR-9-5p miRNA’larının, aktif ve inaktif 

KE'in ayırıcı tanısı için umut verici potansiyel biyobelirteç olabileceği belirtilmiştir. 

Bizim çalışmamızda 10 koyun orijinli fertil olan hidatik kist örneğinde 

protoskoleks ve germinal membran yapılarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının, ekspresyon seviylerinde nisbi kat değişimleri 

karşılaştırılmıştır. Aktif hidatik kisti olan koyun örneklerinde egr-miR-7, egr-miR-

71 ve egr-miR-96 miRNA’ları arasındaki nispi kat değişiminin belirlenmesi için 

internal kontrol (house keeping) geni olarak U6 kullanılmıştır. Koyun orijinli 10 

hidatik kist örneğine ait germinal membran ve protoskoleks yapılarındaki miRNA 

ekspresyon düzeyleri hem bireysel olarak ayrı ayrı, hem de 10 örneğin germinal 

membran ve protoskoleks yapılarındaki ekspresyon düzeylerinin ortalaması 

alınarak kıyaslamalar yapılmıştır. Yapılan karşılaştırmaların tamamında fertil olan 

koyun orjinli hidatik kist örneklerinde kontrol olarak seçilen protoskoleks yapısına 
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kıyasla germinal membran yapısında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının tamamının ekspresyon seviyesinde istatistiki olarak anlamlı 

(p < 0.05) bir yükseliş belirlenmiştir. Mortezaei ve ark. (149)’nın yaptıkları 

çalışmada, protoskoleks üretim aşamasında, germinal membran yapısında miR-61, 

let-7 ve miR-3489’un ekspresyonunda yükselme görüldüğü bildirilmektedir. Bu 

çalışmada da, germinal membran yapısındaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-

96 miRNA’larının tamamının ekspresyon seviyesinde protoskoleks yapısına 

kıyasla artış olduğu belirlenmiştir. Germinal membran yapısında, protoskoleks 

yapısına kıyasla daha yüksek düzeyde miRNA ekspresyonu tespit edilmesi 

yönüyle, çalışmamızdaki sonuçlar Mortezaei ve ark. (149)’nın çalışmasındaki 

sonuçlar ile benzerlik göstermektedir. Alizadeh ve ark. (148)’nın yaptığı çalışmada 

insanlarda KE teşhisi için egr-miR-71’in biyobelirteç adayı olabileceği 

belirtilmiştir. Akıl (150)’ın yaptığı çalışmada, KE1 aşamasındaki kist tipinde egr-

miR-71, KE2 aşamasındaki kist tipinde egr-let-7’nin KE’in erken tanısı için 

biyobelirteç adayı olabileceği belirtilmiştir. Bizim çalışmamızda da egr-miR-7, egr-

miR-71 ve egr-miR-96’nın KE teşhisinde biyobelirteç adayı olabileceği sonucuna 

varılmıştır. egr-miR-71’in aktif KE teşhisinde biyobelirteç adayı olarak 

kullanılabilmesi sonucu bakımından sunduğumuz çalışma; Alizadeh ve ark. (148), 

Akıl (150) ve Örsten ve ark. (151)’nın sonuçları ile benzerlik göstermektedir. egr-

mir-71’in benzer çalışmalarda KE’in tanısı için özellikle aktif ve inaktif kistlerde 

ayrım için biyobelirteç adayı olarak gösterilmesindeki temel neden, egr-mir-71’in 

Nemo-like kinase gen bölgesini hedef alması, protoskoleks gelişimine dahil olması 

ve Echinococcus türlerinde konak makrofaj fonksiyonlarını düzenlemesi özellikleri 

ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir. 
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Cucher ve ark. (93), E. granulosus’un farklı gelişim aşamalarındaki ve 

genotiplerindeki miRNA ekspresyon düzeylerini belirlemek amacıyla yaptıkları 

çalışmada, protoskoleks örneklerini domuz ve sığırların akciğer ve 

karaciğerlerinden elde etmişlerdir. E. granulosus (G1 genotipi) protoskolekslerini 

farelere intraperitoneal olarak enjekte etmişler, enjeksiyondan 9 ay sonra farelere 

ötenazi işlemi uygulayıp intraperitoneal kistleri toplamışlardır. G7 genotipi olarak 

belirledikleri protoskoleks örneklerini yüksek glikoz içeren DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) içerisinde kültüre etmişlerdir. Farklı gelişim 

aşamalarındaki miRNA ekspresyon seviyelerini karşılaştırmak için protoskoleks ve 

germinal membran örneklerinden qRT-PCR ve Real Time PCR analizleri 

gerçekleştirmişlerdir. Analizler neticesinde miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let7 ve 

miR-277 miRNA’larının, sekonder hidatik kistlerde, hem protoskoleks (G1 ve G7 

genotipleri) hem de kist duvarlarında, miR125’in ise sadece protoskoleks yapısında 

eksprese olduğu bildirilmiştir. İn vitro pre-mikrokistler ve mikrokistlerde miRNA 

ekspresyon seviyelerini incelediklerinde, miR-2 ve miR-71’in her iki veziküler 

formda, miR-125’in ise sadece pre-mikrokistlerde eksprese edildiği, miR-125'in 

kist aşamasında eksprese olmadığı veya Northern blot ile tespit edilebilecek 

düzeyde ekspresyon seviyesinin oluşmadığını belirtmişlerdir. Ayrıca, metasestod 

formunda miR-2, miR-71 ve let-7’nin protoskolekslerdeki ekspresyon düzeyinin, 

germinal membran yapısındaki ekspresyon düzeyine göre daha yüksek düzeyde 

olduğu bildirilmiştir. Bu durum, miRNA ekspresyon düzeyinin parazitin gelişim 

sürecini düzenleyebileceğini göstermektedir. 

Bu çalışmada, E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 

koyun orjinli, fertil 10 örnekten germinal membran ve protoskoleks örnekleri 
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alınmış ve bu yapılardaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nın ekspresyon 

düzeylerinin karşılaştırılması yapılmıştır. Koyun orjinli 10 örneğin tamamında 

protoskoleks yapısına kıyasla germinal membran yapısında, egr-miR-7, egr-miR-

71 ve egr-miR-96 miRNA’larının tamamında çok yüksek düzeyde ekspresyon 

düzeyleri belirlenmiştir. Özellikle egr-miR-96’da, egr-miR-7 ve egr-miR-71’e 

kıyasla ekspresyon düzeyinin çok daha fazla olduğu gözlenmiştir. Sığır orjinli E. 

canadensis (G6/7) genotipi olduğu belirlenen bir hidatik kist örneği ile sığır ve 

koyun orjinli 81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi örneklerini içeren 29 

haplotip grubu arasında, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

ekspresyon seviyelerindeki kat değişimleri karşılaştırılmıştır. Karşılaştırmada, 

diğer örneklerden farklı genotip içerdiğinden E. canadensis (G6/7) örneği kontrol 

olarak seçilmiş ve miRNA ekspresyon seviyelerinde kıyaslamalar buna göre 

yapılmıştır. Kontrol olarak seçilen E. canadensis (G6/7) örneğine göre, 29 haplotip 

grubunun 23’ünde (%79.31), egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının tamamının ekspresyon seviyelerinde artış kaydedilmiştir. Bu durum 

genel olarak miRNA ekspresyon düzeylerinin E. canadensis (G6/7) genotipinde, E. 

granulosus s.s. (G1 ve G3)’e göre daha düşük olabileceğini düşündürmektedir. 

Cucher ve ark. (93)’nın gerçekleştirdikleri çalışmada protoskoleksde (G1 genotipi), 

egr-miR-71 ve egr-let-7’nin daha yüksek düzeyde eksprese edildiği belirlenirken, 

sunulan bu çalışmada germinal membran yapısında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-

miR-96 miRNA’larının daha yüksek düzeyde eksprese olduğu saptanmıştır. Bu 

durum, protoskolekslerin deneysel sekonder hidatidozis oluşturulması için farelere 

enjeksiyonu ile etkenin konak değişiminden dolayı miRNA ekspresyon seviyesinde 

değişmeler olabileceğini düşündürmektedir. Cucher ve ark. (93)’nın 
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protoskoleksleri (G7 genotipi), DMEM içeren kültür ortamında in-vitro geliştirerek 

elde ettikleri pre-mikrokist ve mikrokistlerde, germinal membran yapısında, 

protoskoleks yapısına kıyasla egr-miR-71 ve egr-let-7’nin daha düşük düzeyde 

eksprese olduğunu belirlemişlerdir. Sunduğumuz çalışmada genotip farklılığında 

miRNA ekspresyon düzeylerinin büyük oranda değiştiği belirlendiğinden, Cucher 

ve ark. (93)’nın çalışmasındaki miRNA ekspresyon sonuçlarındaki farklılığın, 

etkenin genotip farklılığından kaynaklanabileceği ve yine etkenin in-vitro ortamda 

üretilerek elde edilmesinin, miRNA ekspresyon düzeylerinde değişimlere sebep 

olabileceği düşünülmektedir. 

E. granulosus genotip ve haplotiplerinin belirlenerek, miRNA ekspresyon 

düzeylerinin karşılaştırıldığı çalışmalar hali hazırda sınırlı sayıda olduğundan elde 

edilen veriler ilgili literatürlerin verileriyle karşılaştırılmıştır. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile PCR ve DNA dizi analiziyle 41 sığır ve 41 

koyun orjinli toplam 82 hidatik kist örneği incelenmiştir. Analizler neticesinde 40 

sığır ve 41 koyun orjinli toplam 81 hidatik kist örneği E. granulosus s.s. (G1 ve G3) 

genotipi olarak belirlenmiştir. Sığır orjinli bir hidatik kist örneğinin ise E. 

canadensis (G6/7) genotipi olduğu tespit edilmiştir. Sığır orjinli 40 E. granulosus 

s.s. (G1 ve G3) örneğinde yapılan haplotip analizleri neticesinde, 19 haplotip grubu, 

bu gruplarda toplam 17 polimorfik alan olduğu, örneklerin yüksek haplotip ve 

düşük nükleotid çeşitliliği gösterdiği belirlenmiştir. Koyun orjinli 41 E. granulosus 

s.s. (G1 ve G3) örneğinde yapılan haplotip analizleri neticesinde, 15 haplotip grubu, 

bu gruplarda toplam 19 polimorfik alan olduğu, örneklerin yüksek haplotip ve 

düşük nükleotid çeşitliliği gösterdiği belirlenmiştir. Koyun ve sığır orjinli toplam 

81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olduğu belirlenen örneklerin toplamda 
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29 haplotip grubuna ayrıldığı, bu gruplarda toplam 26 polimorfik alan olduğu, 

örneklerin yüksek haplotip ve düşük nükleotid çeşitliliği gösterdiği belirlenmiştir. 

Sığır orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) örneğinde egr-miR-7, egr-miR-71 ve 

egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon seviyelerindeki kat değişimleri 

karşılaştırılmıştır. Sığır orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) örneğinde 

belirlenen Hap_01 ana haplotip grubuna göre, diğer haplotip gruplarında egr-miR-

7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nın ekspresyon düzeylerinde genel olarak yükselme 

görüldüğü saptanmıştır. Koyun orjinli 41 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) örneğinde 

egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının ekspresyon seviyelerindeki 

kat değişimleri karşılaştırılmıştır. Koyun orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) 

örneğinde belirlenen Hap_03 ana haplotip grubuna göre diğer haplotip gruplarında 

egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nın ekspresyon düzeylerinde genel olarak 

düşüş görüldüğü belirlenmiştir. Fertil olduğu ve protoskoleks ihtiva ettiği belirlenen 

10 koyun orjinli E. granulosus s.s. (G1 ve G3) hidatik kist örneğinde protoskoleks 

ve germinal membran yapılarındaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının ekspresyon düzeyleride kıyaslanmıştır. Yapılan karşılaştırmalarda, 

örneklerin tamamında, protoskoleks yapısına kıyasla, germinal membran yapısında 

egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının çok daha yüksek düzeyde 

eksprese olduğu belirlenmiştir. Koyun ve sığır orjinli toplam 81 E. granulosus s.s. 

(G1 ve G3) örneğinde egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

ekspresyon seviyelerindeki kat değişimleri karşılaştırılmıştır. Koyun ve sığır orjinli 

örneklerde belirlenen Hap_01 ana haplotip grubuna göre diğer haplotip gruplarında 

egr-miR-7’nin ekspresyon seviyesinde genel olarak düşüş, egr-miR-71 ve egr-miR-

96’nın ekspresyon seviyesinde genel olarak yükselme olduğu gözlenmiştir. Sığır 
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orjinli bir E. canadensis (G6/7) örneğinde egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 

miRNA’larının ekspresyon seviyelerindeki kat değişimleri bütün örneklerin yer 

aldığı 29 haplotip grubu ile kıyaslanmıştır. Koyun ve sığır orjinli toplam 81 hidatik 

kist örneğinin tamamı E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olduğundan dolayı farklı 

genotip olan bir sığır orjinli E. canadensis (G6/7) örneği kontrol grubu olarak 

seçilerek miRNA ekspresyon düzeylerindeki kat değişimleri karşılaştırılmıştır. egr-

miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının E. canadensis (G6/7)’e kıyasla 

29 haplotip grubunda %79.31 (23/29) oranında yüksek düzeyde ekspresyon 

gösterdiği belirlendi.  

Görüldüğü üzere haplotip çeşitliliği ile miRNA ekspresyon seviyelerinde 

istatistiki olarak anlamlı olan yükselme ve azalmalar görülebilmektedir. Özellikle 

E. canadensis (G6/7) ile tüm haplotiplerin kıyaslanmasında bu durum daha dikkat 

çekici olmuştur. Genotipleri E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen, koyun 

orjinli fertil 10 hidatik kist örneğinin protoskoleks ve germinal membran 

yapılarında egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının tamamının 

ekspresyon düzeyinde, protoskoleks yapısına kıyasla germinal membran yapısında 

çok yüksek düzeyde eksprese olması önemli bulunmuştur. Germinal membran 

yapısında protoskoleks yapısına kıyasla özellikle egr-miR-96 miRNA’sının 

ekspresyonunun kat değişimi ortalama 350 kat artış göstermiştir.  

Echinococcus spp. genomunda daha uzun veya farklı gen bölgelerindeki 

polimorfizmlerin belirlenerek, polimorfizm belirlenen gruplardaki miRNA 

ekspresyon düzeylerinin kıyaslanmasıyla da önemli sonuçlar alınması 

muhtemeldir.   
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egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının, özellikle 

protoskoleks yapısına kıyasla germinal membran yapısında yüksek ekspresyon 

gösterdiği belirlenmiştir. egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larının 

tamamının aktif KE’te biyobeliteç olarak kullanılabilme potansiyeli bulunmaktadır. 

Özellikle yaklaşık 350 kat yüksek ekspresyon gösteren egr-miR-96’nın KE ile 

enfekte ve sağlıklı bireylerde kandaki ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi ve 

karşılaştırılmasının yapılması, bu miRNA’ların hastalık teşhisinde biyobelirteç 

olarak kullanılabilme potansiyellerinin belirlenebilmesi bakımından önem arz 

etmektedir. Bu tespitler için daha geniş kapsamlı yapılacak çalışmalara ihtiyaç 

vardır.  
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