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KISA OZET

E. granulosus diinya genelinde goriilebilmektedir. Parazitin neden oldugu “kistik
ekinokokkozis” (KE) yurdumuzun da i¢inde bulundugu hayvanciligm yaygin oldugu
bircok {iilkede onemli saglik sorunlar1 olusturmakta ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Parazitin sik goriildiigii bolgeler; Kuzey ve Dogu Afrika, Avustralya, Giiney

Amerika ve Avrasya’dir.

Yapilan molekiiler caligmalarda taksonomik olarak dogrulanan dort tiiriin yaninda;
E. granulosus tiiriiniin varyasyonlar1 veya suslar1 denilen 10 farkli sus tanimlanmistir.
Ancak iilkemizde sus tayinine yonelik ¢alismalar sinirli sayidadir. Suslar arasindaki ara
konak farkliliklar1 ve gelisimsel farkliliklar parazitle miicadeleyi ve kontrol

caligmalarin1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Calismada amacimiz; Tirkiye’de farkli bolgelerden ve farkli ara konaklardan elde
edilen hidatik kist materyalini molekiiler yontemlerle inceleyerek E.granulosus sus
tayini yapmaktir. Calismamizin; Tiirkiye’de ve bolgemizde KE’ye kars1 yapilacak olan
etkin eradikasyon, kontrol ve as1 ¢caligmalarinda iceriginden faydalanilacak bir ¢calisma

olmas1 diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kistik Ekinokokkozis, Echinococcus granulosus, Sus, Molekiiler

Karakterizasyon
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ABSTRACT

E. granulosus can be seen throughout the world. Interference caused by the "cystic
echinococcosis" (KE) is common in our country are also found in the animal constitutes
a major health problem in many countries and cause economic losses. Parasite prevalent

regions; North and East Africa, Australia, South America and Eurasia.

In addition to the four species by molecular studies confirmed the taxonomic; 10
different strains or strains of E. granulosus species known variations have been
identified. However, in our country are limited studies on strain characterization. Search
mansion differences between strains and developmental differences and the fight against

parasite control studies can be adversely affected.

Our aim in this study; From different regions of Turkey and obtained from different
intermediate hosts by examining the cyst material is to make the determination of
molecular methods E.granulosus strains. Our study; Effective eradication keen to be
held against Turkey and our region is considered to be a work that will benefit from the

content in the control and vaccine development.

Keywords: Cystic Echinococcosis , Echinococcus granulosus, Strains, Moleculer

Characterization.
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1. GIRIS VE AMAC

Taeniidae ailesinde yer alan Echinococcus tiirleri kii¢iik yapili sestodlardir. Bugiine
kadar Echinococcus cinsinin insanda parazitlendigi belirlenen bes tiirii tanimlanmustir:
Echinococcus granulosus, E.multilocularis, E. vogeli ve E.oligarthrus, E. shiquicus.
Cin’de lokal bir bolgede tespit edilen E.shiquicus; E.granulosus’un yeni bir susu olarak
diistiniilmiis fakat molekiiler calismalarla yeni bir tiir oldugu kabul edilmistir. Parazitin
larval (metasestod) formu; tirnakli hayvanlar (sigir, keci, domuz, at, koyun vs.) ve
insanin i¢ organlarinda yerlesirken; erigkin formu son konak kopekgillerin ince
bagirsaginda bulunur. Larval form ara konaklarda ekinokokkozise sebep olur

(1,2,3,4).
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Echinococcus granulosus diinya genelinde goriilebilmektedir. Parazitin neden oldugu
“kistik ekinokokkozis” (KE) yurdumuzun da i¢inde bulundugu hayvanciligin yaygin
oldugu bircok iilkede Onemli saglik sorunlari olusturmakta ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (5). Parazitin sik goriildiigii bolgeler; Kuzey ve Dogu Afrika,
Avustralya, Giiney Amerika ve Avrasya’dir (6). Yazar ve ark.’in (7) yaptig1 calismaya
gore; yurdumuzda 2001-2005 yillarinda toplam 14789 KE olgusu bildirilmistir.

Molekiiler caligmalarda taksonomik olarak dogrulanan dort tiiriin  yaninda;
E. granulosus tiiriiniin varyasyonlar1 veya suslar1 denilen 10 farkli sus tanimlanmistir.
Ancak iilkemizde sus tayinine yonelik ¢alismalar sinirli sayidadir. Suglar arasindaki ara
konak farkliliklar1 ve gelisimsel farkliliklar parazitle miicadeleyi ve kontrol

caligmalarin1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir (8).

Calismada amacimiz; Tirkiye’de farkli bolgelerden ve farkli ara konaklardan elde
edilen hidatik kist materyalini molekiiler yontemlerle inceleyerek E.granulosus sus
tayini yapmaktir. Calisma; orneklerin toplanmasi, genomik DNA izolasyonu, PCR
asamalari, PCR firiinlerinin sekanslanmasi ve en son olarak bu verilerin
degerlendirilmesi  ¢alismalarin1  kapsamaktadir. Calismamizin; Tiirkiye’de ve
bolgemizde KE’ye kars1 yapilacak olan etkin eradikasyon, kontrol ve asi1 ¢alismalarinda

iceriginden faydalanilacak bir ¢calisma olmasi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ECHINOCOCCUS CINSI VE TARIHCE
2.1.1. Echinococcus Cinsinin Taksonomisi

Rudolphi’nin 1801 yilinda tanimladigi Echinococcus cinsine ait tiirlerin simiflandirma
ve isimlendirme calismalar1 1950°den sonra hiz kazanmistir. 1954 ve 1969 yillari
arasinda ii¢ adet E. multilocularis ve 10 adet E. granulosus alt tiirii tanimlanmistir. Bu
alt tiirlerden E. granulosus’un E. granulosus granulosus (Verster, 1965) ve E.
granulosus canadensis (Webster ve Cameron, 1961) disindaki alt tiirler gecersiz
sayumastir. E. multilocularis’in ise; E. multilocularis multilocularis (Vogel, 1957), E.
multilocularis sibiricensis (Rausch ve Schiller, 1954) ve E. multilocularis kazakhensis
(Shul’ts, 1961) olmak iizere ii¢ alt tiirii bulunmaktadir. Daha sonraki caligmalarla bu alt
tiirler gecersiz kilimmis ve taksonomik durumu net olmayan varyantlar sus olarak

degerlendirilmistir (9).



Echinococcus cinsinin siniflandirmadaki yeri su sekildedir (1, 8).

Alt alem: Metazoa

Sube: Platyhelminthes

Siif: Cestoda

Alt Simf: Eucestoda

Takim: Cyclophyllidea

Aile: Taeniidae (Ludwig, 1886)

Cins: Echinococcus (Rudolphi, 1801)

Tiirler: E. granulosus (Batsch, 1786), E. multilocularis (Leuckart, 1863), E. oligarthrus
(Diesing, 1863) ve E. vogeli (Rausch ve Bernstein, 1972).

2.1.2. Echinococcus Cinsinin Tiirleri

Echinococcus (Rudolphi, 1801) cinsi parazitlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi
halen tartigma konusudur. 1957°de Vogel'in E. multilocularis’in hayat dongiisiinii
deneysel olarak aciklamasindan sonra; E. granulosus’un kistik hidatidosis, E.
multilocularis’in ise alveolar hidatidosis hastaligi etkeni oldugunu savunan goriisler
hakli duruma gelmiglerdir. 1910 ile 1970 yillar1 arasinda 14 farkli Echinococcus tiirii
tanimlanmis; bunlardan E. oligarthrus (Diesing, 1863) ve E. vogeli (Rausch ve
Berntein, 1972) gecerliliklerini devam ettirmiglerdir. Son yillarda tiir sayis: ile ilgili
olarak ortaya konulan yaygin goriis; E. granulosus, E. multilocularis, E. vogeli, E.

oligarthrus ve E. shiquicus olarak bes tiiriin olduguna yoneliktir (3, 10, 11).



2.1.3. Echinococcus Cinsinin Alt Tiirleri

Echinococcus granulosus’un zamanimizda gecerliligini yitiren E. g. canadensis, E. g.
newzealandensis, E. g. equinus, E. g. borealis, E. g. Iycaontis, E. g. felidis, E. g.
ortleppi, E. g. africanus, E. g. dusicyontis olmak iizere 9 farkl alt tiirii tanimlanmastir.
E. multilocularis’in ise gegerliligi devam eden E. multilocularis multilocularis, E. m.
sibiricensis ve E. m. kazakhensis olmak tizere 3 farkli alt tiirii bulunmaktadir (12, 13,

14).
2.1.4. Echinococcus Cinsinin Morfolojisi

Echinococcus cinsine ait tiirlerin erigkinleri son konak karnivorlarin ince bagirsaginda
yerlesmektedir. Metasestod, yani larval formlar ise ara konak herbivor ve omnivorlarin

basta karaciger ve akciger olmak iizere ¢esitli doku ve organlarinda yerlesip gelisir.

Erigkin parazitler 1.2-6 mm uzunlugunda ve skoleks olarak adlandirilan bas, boyun ve
2-6 adet halkaya (proglottid) sahip strobilia denilen gévdeden olusur. Parazitin
halkalarindan basa en yakin olan1 immatiir, sonraki matiir ve en sondaki gebe halkadir.
Immatiir halkada iireme organlar1 heniiz gelismemisken, matiir halkada islevsel iireme
organlar1 mevcuttur. Gebe halkada ise uterus yumurtalar ile doludur. Parazitin seksiiel
gelisimi 3-4 hafta siirmektedir. Tiir ve susa bagli olarak yumurta iiretimi 28. giinde

baglar (15, 16).

Yumurtalar elips-kiiresel sekilde olup genellikle 30-50 pm ile 22-44 um’lik iki katmana
sahiptir. Alt1 ¢engelli embriyonun (onkosfer = primer larval evre) etrafi direncli
keratinize embriyofor ve birka¢ ortii ile cevrilidir. Embriyofor embriyoyu koruyan asil
tabakadir. Eriskin parazitin gebe halkalarinin parcalanmasi ile son konagin digkisina
gecen yumurtalar digki ile disar1 atilir. Yumurtalar dis ortamda 4-15°C arasinda nemli
bir ¢evrede enfektivitelerini birkag ay ile bir yila kadar korur. Kuruluga kars1 son derece
duyarli yumurtalar, nispi nemin %0 oldugu ortamda 1 giinde, 60-80 °C sicaklikta 5
dakikada 6lmektedir (8, 15).



Ara konaklar enfektif yumurtalar1 oral yolla ve nadiren de olsa solunum yoluyla alarak
enfeksiyona yakalanirlar. Alinan yumurtalar ara konaklarin mide ve ince
bagirsaklarinda acilip onkosfer serbest kalir. Cengelleri ve histolitik enzimleri ile siiratle
villiis epitelinde lamina propriyaya ulagsmaktadir. Buradan veniillere gecerek genellikle
karaciger ve akcigerlere, daha az siklikla da kas, beyin, dalak, bobrek ve diger organlara

tasinir (17).

Parazitin ara konaklardaki organ lokalizasyonu Echinococcus tiiriine ve susuna bagli
olarak degismektedir. Koyun (G1) ve at susu (G4) oncelikle karacigere yerlesirken, sigir
(G5) ve deve susu (G6) ise ara konaklarda en cok akcigerlere yerlesmektedir.
Echinococcus tiirlerinin ara konaklarda olusturduklar: kistler, distan laminar tabaka ile
destekli i¢ kistmda germinal tabakadan olusur. E. multilocularis haricindeki tiirlerin
kistlerinde konak dokusu tarafindan ¢evrelenmis fibroz bir adventisiya tabakasi bulunur.
Kist gelisimleri; parazitin tiir ve susuna baglh oldugu gibi, konagn tiir, rk, yas,
bagisiklik durumu ve cinsiyetine gore de degisebilmektedir. Icinde protoskoleks

bulunan kistlere fertil; bulundurmayanlara ise steril kist denmektedir (17, 18).

Echinococcus granulosus parazitinde larval formun aseksiiel gelisimi endojen bir siire¢
izlerken; E. multilocularis’de konaga ait adventisya tabakasi olugsmadigindan larva hem
endojen hem eksojen gelisim sergiler. Bu da, E. multilocularis larvasina farkli doku ve
organlara metastaz yapma imkam verir. Diger iki tiirde ise konaga ait adventisiya
tabakasi ile eksojen gelisim sinirlandirilir. Karnivor son konaklar, protoskoleks igceren
kistleri yemekle enfeksiyona yakalanir. Birkag¢ saat icerisinde ince bagirsak villuslarinin
arasia giren protoskoleksler burada tutunur ve bunlardan eriskin parazitler gelisir (9,

17, 18).



Sekil 2.1. Eriskin Echinococcus sp.

(http://www.phsource.us/PH/PARA/Chapter_8.htm) (19).

2.2. ECHINOCOCCUS GRANULOSUS
2.2.1. Echinococcus granulosus’un Hayat Dongiisii

Ara konaklar tarafindan agiz yoluyla alinan embriyonlu yumurta mide ve ince
bagirsakta acilir. Onkosfer diye isimlendirilen embriyo serbestleserek histolitik
enzimleri ve cengellerinin yardimiyla siiratle villus epiteline penetre olarak lamina
propriaya taginir. Buradan da kan yoluyla basta karaciger ve akciger olmak iizere diger
doku ve organlara pasif olarak taginir. Onkosfer on dort giin i¢inde degisim gosterir. Bu
stire icerisinde tiirlere gore degisen sekillerde cengellerin dejenerasyonu, kas atrofisi,
vezikiilarizasyon, santral kavite ve kist tabakalarinin olusumu devam eder. Sonucta
aseksiiel cogalabilen metasestod olusur. Insanlarda kistler icerisinde protoskolekslerin
gelisimi icin gerekli siire bilinmemekle beraber domuzlarda bu siire 10-12 ay,
koyunlarda 10 ay-4 yil olarak hesaplanmistir. Son konaklarda hidatik kistteki
protoskoleksler sindirilerek enfeksiyon baslar. Birka¢ saat igerisinde ince bagirsak

villuslar1 arasinda eriskin parazitler gelismeye baslar (2, 9, 15).

Enfektif yumurta iceren kesin konak diskisiin topraga atilmasi ve bu yumurtalarin agiz
yoluyla alinmasi sonucun ara konaklarda enfeksiyon baslar. Yumurtalar kontamine ¢ig
sebze, meyve gibi bitkilerin yenmesi ile alinabildigi gibi kontamine sularin icilmesi de
enfeksiyon i¢cin onemli kaynaklardandir. Son konaklar i¢in en 6nemli kaynak enfekte

koyun i¢ organlaridir (1, 2, 20).



Sekil 2.2. E. granulosus’un Hayat Dongiisii

(http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html) (21).




2.2.2. Echinococcus granulosus’un Epidemiyolojisi
2.2.2.1. Diinya’da E. granulosus’un Epidemiyolojisi

Echinococus granulosus kozmopolit bir dagilima sahiptir. Avrasya (Akdeniz iilkeleri,
Rusya Federasyonu ve Komsu iilkeler, Cin), Avustralya ve Giiney Amerika’nin bir
boliimii ve Afrika (Kuzey ve dogu boliimleri) yiiksek prevalansa sahiptir. Gronland,

Izlanda gibi birkac bolgede parazitin bulunmadig1 kabul edilmektedir (22).

Insanlar ve hayvanlar icine alan ara konaklarda en yiiksek prevalans ¢iftlik hayvanlari
(6zellikle koyun) yetistiriciliginin oldugu bolgelerdedir. insana enfeksiyonun oncelikle
gecisi hijyen kurallarina uyulmamasina baghdir. Cografik kosullar ve parazitin

genotipik 6zellikleri de enfeksiyonun yayilmasindaki 6nemli faktorlerdendir (23).

Echinococcus granulosus Avrupa’da; izlanda, Danimarka ve Irlanda hari¢ her iilkede
goriilmektedir. Bulgaristan’da ekonomik verilerin kotiiye gitmesi ve kontrol
programlarindaki aksamalar sonucu ara ve son konaklarda ekinokokkozis goriilmesi son
yillarda artmaya baslanmistir (6). Yunanistan’da KE prevalans1 siirlarda %382,
koyunlarda %80, kecilerde %24 ve domuzlarda %5; 1984 yilinda opere edilen insan
vakas1 100.000’de 12.9 iken bu oran, 1984 yilinda baslatilan kontrol programlarinin
etkisiyle 1998 yilindaki kontrollerde geriledigi tespit edilmistir (24).

Ozbekistan, Kirgizistan, Tacikistan, Tiirkmenistan ve Kazakistan bolgesini icine alan
Orta Asya’da KE endemiktir ve cerrahi insidans 10/100.000 vakanin da {izerindedir
(25). Cin Halk Cumhuriyeti’nde 1950 yilindan beri yaklasik 35.000 insan cerrahi olarak
tedavi edilmistir. Ulkenin farkli bolgelerinde yapilan cesitli calismalarda insanda KE
prevalansi %0.07-28.4; koyun, yak, kec¢i, sigir, domuz ve deve gibi ciftlik hayvanlarinda
%0.15-100; kopeklerdeki E. granulosus prevalansi ise %0-82.3 olarak tespit edilmistir
(24).

Avustralya’da KE 6nemli bir saglik sorunudur. Avustralya’da ki yaban hayvanlar1 E.
granulosus’un ciftlik hayvanlari, kopekler ve insanlara gec¢mesinde ciddi rol
oynamaktadirlar. Hastaligin endemik oldugu alanlarda vahsi kdpeklerde prevalans %48-

90 iken; insanlarda bu oran %42.5’dir. Tazmanya Adasi’nda 1960’larda E. granulosus
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kopeklerde %12, ii¢ yas listii koyunlarda %52 ve sigirlarda %17 olarak saptanirken;

kontrol ¢aligmalarini takip eden yillarda bu oranlarin diistiigii gozlenmistir (6, 25).

Afrika’da Kuzey ve Dogu Afrika’nin kiigiik bas hayvancilik yapilan alanlarinda
prevalans %3’iin iizerindedir. Tunus ve Libya’da insan KE prevalanst %2 olarak
belirtilmistir. Kenya’nin 6zellikle Turkana bolgesinde 1983 yilinda insanlardaki %7.5
olan KE prevalansi alinan 6nlemler sonucu 1992 yilinda %3.1°e gerilemistir (2, 6, 23,

25).

Kibris’ta 1972°de kopeklerde %6.8, iki yasindan biiyiik koyunlarda %54, kegilerde
%12, domuzlarda %10 ve sigirlarda %30 oraminda E. granulosus belirlenmistir.
Uygulanan kontrol c¢alismalariyla Giiney Kibris’ta parazitin eradike oldugu
diisiincesiyle programlar sonlandirilmig fakat yapilan kontrollerde kesilen kasaplik
hayvanlarda kistlerin goriilmesi iizerine 1993 yilinda kontrol programlarinin yeniden

baglatilmasina karar verilmistir (6, 26).

Amerika kitasinda parazit yiiksek prevalans degerlerine sahiptir. Uruguay’da 1995
yilinda insidans 9.2/100.000 olarak tespit edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde vakalarin ¢cogunu endemik bolgelerden gé¢ eden insanlar olusturmaktadir.
Sporadik yerli vakalar olarak adlandirilan bu vakalar; Alaska, Kaliforniya, Arizona,

New Mexico ve Utah’da tespit edilmistir (2, 27).
2.2.2.2. Tiirkiye’de E. granulosus’un Epidemiyolojisi

Yurt genelinde veteriner hekim kontroliinde olamayan sokak kopeklerinin yaygmligi ve
gerekli tedbirlerin alinmamasindan dolayr KE vakalarina olduk¢a sik rastlanmaktadir
(28). Yazar ve ark.’nin ¢alismasina gore Tiirkiye’de 2001-2005 yillar1 arasinda toplam
14789 KE olgusu bildirildigi belirtilmistir (7).

Akdeniz bolgesinde; Adana, Burdur, Hatay, Antalya, R;el, Isparta, Kahramanmaras ve
Osmaniye illeri {1 Saglik Miidiirliikleri verilerine gére 2001-2005 yillar1 arasinda
1289’u erkek, 1284’ti kadin, toplam 2573 olguya KE tanis1t konmustur (29). Diger
taraftan; Adana ve Hatay’da 1997-2007 yillar1 arasinda cesitli  patoloji
laboratuvarlarinda 962 vakaya KE tanis1 konmustur (30).
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Ic Anadolu bolgesinde 2001-2005 yillar1 arasinda 13 ilde yapilan arastirmaya gore;
2348 erkek, 2998 kadin toplam 5346 KE tanisi konmustur (31). 1993-1998 yillar1
arasinda Konya Sosyal Sigortalar Hastanesi’nde servislerde yatan hastalarin %0,81’1
(213 vaka) KE teshisi ile opere edilmistir (32). Kayseri’de ise ¢esitli hastane ve i1 Saglik
Miidiirliigii kayitlarina gore 1999-2004 yillar1 arasinda 699 KE olgusu saptanmustir (33).

Trakya Bolgesi’ndeki Edirne, Tekirdag ve Kirklareli illerinde 1991 yilinda yapilan bir
caligmada; insanlarda ITHA (indirekt hemagliitinasyon) yontemi ile %12, Casoni
yontemi ile %16,8 pozitif sonu¢ alinmistir (34). Yine Tekirdag, Kirklareli, [zmit, Bursa,
Istanbul ve Edirne illerini icine alan bir calismada; hastane kayitlarma gore, KE tanis

almig 3628 hasta opere edilmistir (35).

Dogu Anadolu Bolgesinde; 10 ili kapsayan bir ¢alismada 2001-2005 824 hastanin opere
edildigi bildirilmistir (36). Kaplan ve ark. 2005-2007 yillar1 arasinda Firat Universitesi
Hastanesi’'nde 84 KE hastasina tedavi uygulandigini1 ve hastaligin goriilme sikliginin 2-
4/100000 oraninda degistigini saptamuslardir (37). Erzurum’da 1999-2004 yillari
arasinda Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 111 vakaya histopatolojik

olarak KE tanis1 konmustur (38).

Ege Bolgesi’nde; bazi illerin hastane ve Il Saghik Miidiirliigii kayitlarmm esas alindigi
bir ¢alismaya gore, 2001-2005 yillar1 arasinda 2101 hastaya KE tanis1 konmustur (39).
Altintas ve ark.’nin yaptiklar1 bir calismada; Izmir ve cevresindeki insanlardan alinan
toplam 2055 kan 6rneginde %3.45 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (40). Ozkol
ve ark.’nin yaptig1 bagka bir calismada ise; seropozitiflik oran1t ELISA ile %8.9, IHA
testiyle %10.1 olarak tespit edilmistir (41).

Giineydogu Anadolu Bolgesi’'nde 8 ili i¢cine alan calismada 2001-2005 yillar1 arasinda
837 olguya KE tanis1 konulmustur (42). Diyarbakir Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi’nde
ve Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde histopatolojik olarak 234 olguya KE tanisinin

kondugu bildirilmistir (43).

Yurdumuzda hayvanlarda yapilan calismalarda: Kirikkale’de sigirlarda %14.16;
Bursa’da kopeklerde %36, koyunlarda %30-50.7; Erzurum’da sigirlarda %46,
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koyunlarda %71; Ankara’da kopeklerde %1-54.5, sigirlarda %9.4-18.6, kecilerde %1.6-
9, koyunlarda %7.3-63.2, atlarda %0.78; Elazi1g’da kopeklerde %3.33, koyunlarda
%62.65; Van’da sigirlarda %19.4-37.8, koyunlarda %32.9-68.7, kecilerde %4.5-32.6;
Istanbul’da mandalarda %?22.3; Konya’da kopeklerde %28.3, sigirlarda %5.6-11.2,
kecilerde %5.9-29.3, koyunlarda %51.9-79.6; izmir’de kopeklerde %5.5, sigirlarda
%56.5, koyunlarda %?22.5; Kars’ta sigirlarda %?24.7, koyunlarda %48.4, kecilerde
%25.1, kopeklerde %40.5; Kayseri’de ise kopeklerde %24 oranminda E.granulosus
goriildiigii bildirilmistir (44-48).

Malatya, Mus, Bingol, Erzincan, Erzurum, Elazig ve Kars illerinde sigirlarda KE
seroprevalansinin arastirildigi calismada; ELISA yontemiyle %63.3, IFA yontemiyle
9%54.7 oldugu goriilmiistiir. Elazig’da yapilan diger c¢alismada ise koyunlarda
seroprevalansin ELISA ile %62, Western blot ile %66.4 oldugu goriilmiistiir (49, 50).

Mimioglu kasaplik hayvanlarda yayilisin ¢esitli caligmalar sonucunda %40-50 arasinda
oldugunu belirtmistir (51). Doganay ise hayvan cinsine ve bolgelere gore degismekle

birlikte oranin %2-52.3 arasinda oldugunu bildirmistir (52).
2.2.3. Echinococcus granulosus’un Suslari

Sus; birden cok ayirt edici karakterleri ile farklar1 ortaya konulabilen tiir gruplar1 olarak
tanimlanabilir. Suslar arasindaki farklar1 niikleik asit sekanslar1 arasindaki farkliliklar
olusturur. Bunun sonucunda; parazitin hayat dongiisiinii, patojenitesini, konak
spesifitesini, ilaglara duyarhiligini, hastaligin epidemiyolojisini ve takip edilebilirligini,
parazitin gelisim hizini etkileyen karakterler ortaya ¢ikmaktadir. Parazitin kontroli ve
eradikasyon calismalarinin saglikli bir sekilde ilerleyebilmesi i¢in endemik bolgelerdeki
dominant suglarin bilinmesi Onemlidir (53). E. granulosus’un giinlimiize kadar

tanimlanmis on susu bulunmaktadir.
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2.2.3.1.Evcil Koyun Susu (G1)

Evcil koyunlar Echinococcus granulosus’un en sik rastlanilan ara konaklaridir.
Diinyanm cesitli bolgelerinde incelenen izolatlarin biyolojik, morfolojik ve niikleik asit
temelli yoOntemlerle incelenmesi ile bu susun sadece koyunlara yerlesmedigi
belirlenmistir. Bu sus keci, sigir, yak, domuz, buffalo gibi bircok hayvanda enfeksiyona
neden olmaktadir. Yapilan cerrahi operasyonlarda elde edilen metasestod materyalinin
incelenmesi sonucunda insanlarda en sik rastlanilan susun koyun susu oldugu

belirlenmistir (9, 11).

2.2.3.2. Tazmanya Koyun Susu (G2)

Son yillarda yapilan molekiiler calismalar sonucu Tazmanya Adasinda calisilan koyun
izolatlarinin  Avustralya ve diger kitalardaki izolatlardan farkli oldugu ortaya
konulmustur. Evcil koyun susunda son konakta enfeksiyonu takiben yumurta atilisinin
45. giinde olmasina karsin Tazmanya koyun susunda bu siirenin 39. giin oldugu ortaya
konulmustur. Mitokondriyal Cyclooxygenase (COX-1) gen bdlgesi iizerinde yapilan
caligmalarda bu susun Romanya, Hindistan ve Arjantin’de de goriildiigii tespit edilmistir

9, 11, 53-57)

2.2.3.3. Manda Susu (G3)

E.granulosus’un Asya’da oncelikli ara konaklar1 mandalardir. Bu susu eriskinlerini
digerlerinden farkli kilan morfolojik 6zelligi; gebe proglottidlerde iki bdlme
goriilmesidir. Giiniimiizde DNA-PCR (RAPD-PCR) ve DNA sekans analizi gibi
molekiiler tekniklerle sus ayrimi yapilabilmektedir (9, 58-61).

2.2.3.4. At Susu (G4)

At ve koyunlar ilizerinde yapilan caligmalarda iki ara konak grubundan elde edilen
parazitlerin rostellar ¢engel yapilar1 ve erkek genital organlarinin anatomileri arasinda
bariz farkliliklarin oldugu ortaya cikarilmustir. Ayrica koyun kokenli E. granulosus
enfeksiyonlarina atlarin direngli oldugu, at kokenli E.granulosus enfeksiyonunda ise

koyunlarda smirlt bir metasestod gelisimi oldugu belirtilmistir. Kizil tilkilerin de son
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konak olabilecegi iddia edilse de bu susun bilinen tek son konag1 kopeklerdir. Niikleer,
mitokondriyal ve ribozomal sekans ¢alismalar1 sonucunda at susunun E.equinus adiyla

smiflandirmadaki yerini almasina yonelik oneriler getirilmistir (9, 11, 62-66).

2.2.3.5. Sigir Susu (GS)

Sigir susunun ara konaklarmin genellikle sigirlar ve nadiren de insanlar oldugu
bildirilmistir. Prepatent siirelerine bakildiginda; diger suslarda 40-48 giin olan siirenin
bu susta 33-35 giin oldugu goriilmiistiir. Deneysel olarak kullanilan domuz, koyun ve
sigir yavrulariyla yapilan enfeksiyon caligmalarinda oral yolla canli yumurtalar verilmis

ve enfekte organlarda 3 mm ¢apinda olan vezikiiller gozlenmistir (9, 11, 65, 67-71).

2.2.3.6. Deve Susu (G6)

Bu susun son konag1 képekler, ara konaklari ise deve, kegi ve sigirlardir. Afrika develeri
izerinde yapilan caligmalarda bu susun morfolojik olarak sigir susu ile benzerlikler
gosterdigi belirtilmistir. Kenya, Somali ve Sudan’dan elde edilen izolatlarin molekiiler
tekniklerle calisilmasindan sonra susun domuz susu ile benzer oldugu saptanmistir.
Develerde goriilen akcigerde hidatik Kkistlerinin %90’dan fazlasimin fertil oldugu
belirlenmistir. Bu susun insan enfeksiyonuna da neden oldugu bildirilmistir (61, 62, 67,

68, 72-78).

2.2.3.7. Domuz Susu (G7)

Domuz susunun insani enfekte etme oraninin diisiik oldugu bilinmektedir. Susun son
konaklarinin; kopek, giimiis tilkiler ve vahsi karnivorlar olabilecegi bildirilmistir. Bu
sus daha cok Cek Cumhuriyeti, Macaristan, Polonya ve Bulgaristan’da yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda prepatent siirenin 34

giin oldugu da belirlenmistir (9, 68, 79-82).
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2.2.3.8. Geyik Susu (G8)

Koyun, ke¢i ve mandalarda enfeksiyona neden olmadigi bilinen geyik susunun, Avrupa
ve Kuzey Amerika’daki enfeksiyon zinciri; kurtlar ile biiyiik geyik tiirlerinden ren

geyigi ve Kanada geyigi arasinda gegmektedir (83-86).
2.2.3.9. Insan Susu (G9)

Yapilan bir caligmada; kist materyali PCR-RFLP ve DNA dizileme teknikleriyle
incelenmis ve etkenin G7 susuna ¢ok yakin olmasina ragmen farkli bir sus oldugu

kanaatine varilarak G9 susu olarak isimlendirilmistir (87).
2.2.3.10. Fennoscandian Geyik Susu (G10)

Yapilan bir caligmada: Amerikan geyigi ve dort ren geyiginden alinan Kkist
materyallerinin incelenmesi ile; Finlandiya’daki geyik susunun Amerikan geyik
susundan farkli oldugu ve diger suslara da benzemedigi i¢in farkli bir sus olduguna

karar verilmis ve G10 susu olarak isimlendirilmistir (9, 88, 89).
2.2.4. Echinococcus granulosus Suslarinin Ayriminda Kullanmilan Yontemler

Echinococcus granulosus suslar1 arasinda yapilan tiplendirme caligmalarinda;
morfolojik, biyolojik, biyokimyasal, epidemiyolojik ve molekiiler teknikler gibi bir¢ok
secenek degerlendirilmektedir (9, 14, 62, 72, 90).

2.2.4.1. Echinococcus granulosus Sus Ayriminda Kullamlan Molekiiler Yontemler
2.2.4.1.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Hedef E.granulosus DNA veya RNA’smin cins veya tiir spesifik kisa zincirli
oligoniikleotid primerler yardimiyla enzimatik olarak c¢ogaltilmasi islemidir.
Denatiirasyon, primerlerin baglanmasi1 (annealing) ve amplifikasyon (extension)
asamalarindan olusmaktadir. Ik amplifikasyon asamasinin 25-30 kez tekrarlanmasi
sonucunda hedef genin milyonlarca kopyasi meydana gelmektedir. Yontem sonrasi elde

edilen PCR iiriinii agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilmakta,
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ethidium bromide ile boyanarak veya Southern blot analizi ile goriiniir hale
getirilmektedir. Genellikle cins teshisinde kullanilmakla birlikte; bazen PCR/semi
nested PCR caligmalari ile de tiir ve sus ayriminda da kullanilmaktadir (68, 91).

2.2.4.1.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), DNA’nin spesifik boliimlerinden kesim yapma 6zelligine
sahip olan enzimlerdir. Bu islem ile DNA’dan bir gen veya gen tasiyan bir boliim
cikarilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda jelde goriilen DNA bantlarinin yeri

ve sayisi kiyaslanarak cins veya tiir ayrimi yapilabilmektedir (91).
2.2.4.1.3. PCR-RFLP

Genomik DNA’nin belirli bir bolgesinin cins veya tiir spesifik primerler yardimiyla
cogaltilmast ile elde edilen PCR iiriiniiniin restriksiyon enzimiyle belirli yerlerinden
kesilmesi islemidir. Islem sonucunda ortaya c¢ikan iiriin agaroz jel elektroforezde
yiiriitiilmektedir. Olusan DNA bantlarinin yerleri ve sayilar1 kiyaslanarak Echinococcus
izolatlarinin ayrimi yapilabilmektedir. PCR-RFLP ve DNA dizileme tekniklerinin
beraber kullanilmasi ile parazitin suslar1 tanmmlanir (69, 72, 78, 79, 81, 82, 87, 91-98).

2.2.4.1.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR

Bu yontemde Guanin ve Sitozin (GS) bakimindan zengin 9-10 bazlik kisa primerler
kullanilarak kromozomlar iizerinde hem kendilerine 6zgii olan hem de 6zgii olmayan
bolgelere baglanmalar1 saglanmaktadir. Agaroz jelde saptanabilen farkli say1 ve
uzunluktaki bantlarin degerlendirilmesi sonucunda ayni bant profili sergileyen
izolatlarin epidemiyolojik olarak iligkili oldugu yorumu yapilmaktadir. Yapilan
caligmalarda yontemin tiirlerin tiplendirilmesi icin uygun oldugu; ancak diger molekiiler

tekniklerle dogrulanmasi gerektigi ifade edilmistir (70, 99-102).
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2.2.4.1.5. PCR-Single Stranded Conformation Polimorphism (PCR-SSCP) Analizi

Tek iplik¢ikli DNA’nin sekil ve biiyiikliigiine bagh olarak degerlendirmenin yapildigi
bir yontemdir. Jeldeki elektroforetik go¢ swrasinda tek iplik¢ikli DNA sekonder ve
tersiyer yapilar kazanmaktadir. Yontemle DNA’nin yapisindaki tek bir baz farkliligi
bile olusan sekil ve hareket degisikligi ile belirlenebilmektedir. Bu ydntemle
polimorfizmin ¢ok oldugu gen bélgelerinin belirlenmesi, intraspesifik varyasyonlarin

ortaya c¢ikarilmasi gerceklestirilmektedir (103-108).

2.2.4.1.6. Dideoxy Fingerprinting (ddF)

Niikleik asitlerin jel elektroforezi boyunca kazandigi fiziksel 6zelliklerin incelendigi ve
PCR ile cogaltilan DNA béliimlerindeki sekans farkliliklarinin belirlenmesinde
kullanilan bir yontemdir. Sekans uzunlugu 150-250 bp olan genlerdeki tek bir mutasyon

bile %100 oraninda belirlenmektedir (109).

2.2.4.1.7. DNA Baz Dizi Analizi (Sequencing)

Dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin komplementerinin sentezlenmesi esasina dayanan
bir yontemdir. Bu yontemde deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan
ddNTP’ler de substrat olarak kullanilmaktadir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP
eklendiginde uzama devam ederken ddNTP eklendiginde uzama sonlanmaktadir. Son
teknoloji sistemlerin ¢ogunda reaksiyon baslangi¢ asamasinda floresans veren madde ile
isaretli primer veya niikleotidler kullanilarak baz dizilimi goriilebilir hale
getirilmektedir. Yontemde her iki DNA zincirinin dizi analizi yapilarak, artefakt ve

diger faktorlere bagh hatalar azaltilmalidir (66, 79, 83, 96, 110, 111).

2.2.5. Kistik Ekinokokkozis

E. granulosus’un ici sivi dolu, kiiresel ve unilokiiler kistlerle karakterize larval
formunun neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur. Kirsal alanlarda yasayan niifus,
kentseldekilere nazaran daha yiiksek risk grubunu olusturmaktadir. Hastaligin olugmasi

ve yayillmasi asamasmda tanimlanan risk faktorleri arasinda; ciftlik hayvanlarinin



18

kontrolsiiz kesimi, hijyenik olmayan sartlarda yasama ve insanlara yakin olarak yasayan

kontrolsiiz kopekler gosterilmektedir (112, 113).

Kistik ekinokokkozis, hastalarda hayat kalitesini azaltan ve ciddi saglik sorunlari
olusturan bir hastaliktir. Hastaligin %1-2 oraninda fatal oldugu rapor edilmistir (113,
114).

2.2.5.1. Klinik

Kistik ekinokokkoziste klinik belirtiler kistin boyutu, konumu ve durumuna gore
degisebilmektedir. Enfeksiyon baslangici ile klinik belirti vermesi arasindaki siire
genellikle birka¢ yil1 bulabilir. Olusan kistlerin ortalama %601 karaciger, %?25’1 akciger
lokalizasyonludur. Hastalarin %?20’sinde birden fazla bolgede tutulum vardir. Kistlerin
riiptiire olma ihtimali vardir ve riiptiire oldugunda; ates, pruritus, iirtiker, anafilaktik sok
ve Oliim gozlenebilir. Bakterilerin kiste girmesi sonucu kistte piyojenik apse gelisebilir

(115-117).

Intraabdominal yerlesimli kistlerin bulundugu hastalarda karin agrisi, ates ve dispeptik
sikayetler goriilmektedir. Akciger KE’li hastalarda oksiiriik, balgam cikartma, gogiis

agrisi, solunum zorlugu, hemoptizi goriilebilmektedir (118-123).

Bobrekte birikebilen antijen-antikor kompleksleri membrandz glomeriilonefriti
baslatabilir. Serebral kistler, artmis kafa ici basinci ve fokal epilepsi tablosu
olusturabilir. Renal kistler bel agris1 veya hematiiri sebebi olabilir. Kemik Kkistleri

patolojik kiriklar meydana gelinceye kadar genellikle semptom vermezler (113,114).
2.2.5.2. Tam

Tany; klinik bulgular yanida goriintiileme teknikleri, serolojik ve molekiiler tekniklerle

elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile yapilmaktadir (115, 123).
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2.2.5.2.1. Goriuntilleme Yontemleri

Yapilan caligmalarda kesitsel goriintiileme yoOntemleri olan bilgisayarli tomografi,
manyetik rezonans goriintiileme teknikleri en iyi goriintiileri saglar. Konvansiyonel
radyografi ve ultrasonografi (US) yontemleri de beyin ve omurgadaki lezyonlar hari¢
tan1 i¢cin yeterli goriintiilleme yontemi olabilir. Radyografi yontemiyle akciger kistleri
saptanabilirken diger bolgelerdeki kistlerin bu yontemle saptanabilmesi i¢in Kkistin
kalsifiye olmasi gereklidir. Akcigerde; lezyonlar hafif diizensiz, kalsifikasyonsuz
uniform dansiteli yuvarlak kitle olarak karakterizedir. Karaciger lezyonlarmin yarisi
diiz, kalsifik bir kenar olusturur. Bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve subdiafragmatik yerlesim, komplike kistler (apse, kistobiliar

fistiil) ve cerrahi 6ncesi degerlendirmeye yardimci olur (113, 115, 124).

2.2.5.2.2. Serolojik Yontemler

Antikor arama testleri; cerrahi veya tibbi tedavi sonrasi hasta takibinde, hastanin immun
cevabini tam olarak gosterememesine ragmen olast radyolojik taniyr dogrulamada
kullanilir. Kistin yerlesimi dikkate alinmadan, serolojik testlerin duyarhiligi kist i¢indeki
ekinokokkal antijenlerin toplanma derecesi ile ters orantihdir. ELISA, THA, lateks
agliitinasyon, immunblot ve immunfloresans testleri en ¢ok kullanilan yontemlerdir
(125, 126). Endemik bolgelerde yapilacak kitle taramalarinda daha ¢cok US ve serolojik
yontemler kullanilir (41, 127).

2.2.5.2.3. Molekiiler Yontemler

PCR analizi; tavsiye edilmese de eger siipheli KE’li hastasindan ince igne biyopsi
yapilmis ise alinan materyalde parazitin  DNA’sinin  varhi@min tespitinde

kullanilmaktadir (115).

2.2.5.3. Tedavi

1980 yilma kadar cerrahinin tek secenek olarak sunuldugu hastalikta, benzimidazol
bilesikleri ile kemoterapi ve daha sonraki yillarda kullanilan bir yontem olan ‘‘puncture-

aspiration-injection-reaspiration” (PAIR) yontemi de tedaviye eklenmistir (126).
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2.2.5.3.1. Cerrahi

Biiyiik karaciger kistleri (>10 cm c¢apinda), beyin, akciger ve bobreklerde 6nemli
derecede kitle etkisi yapan kistler i¢in cerrahi en radikal tedavi yontemidir. Belli bash
cerrahi yontemler; parsiyel hepatektomi, ac¢ik kistektomi, palyatif perikistektomidir
(125, 126).

Protoskolekslerin inaktivasyonu amaciyla operasyon sirasinda kistlerin i¢ine hepertonik
tuzlu su (%3,15-30), setrimid soliisyonu (%0,5), glimiis nitrat (%0,5), povidon iyot veya
etanoliin (%70-95) enjekte edilmesi Onerilir. Enjeksiyondan yarim saat sonra Kkitle
tamamen alinir. Yine kiz Kkistlerin ve protoskolekslerin yayilma ihtimaline karsilik

antihelmintik ajan ile hasta preoperatif olarak tedavi edilir (117, 125, 128).

Operasyonun yeterli imkanlar altinda yapilamamasi, kistin eksik olarak ¢ikarilmasi ve
Onceden saptanamayan kistlerin varligi rekiirrens ihtimalini arttirmaktadir. Operatif

mortalite %0,5-4 arasinda degismektedir (27, 125).
2.2.5.3.2. Perkiitan Tedavi
2.2.5.3.2.1. PAIR

Ponksiyon, aspirasyon, enjeksiyon, reaspirasyon yontemi; multipl Kkistleri olan
hastalarda, cerrahiyi reddeden hastalarda, hamilelerde cerrahi sonrasi relaps gelisen
hastalarda ve tek basina benzimidazole cevap vermeyen hastalarda perkiitan olarak

uygulanan bir yontemdir (127, 129, 130).

Yontemin agamalari; ultrasonografi yardimiyla kistin perkiitan delinmesi, kist icindeki
stvinin  aspire edilmesi, protoskolisidal madde (%95 etanol, %0,5 setrimid, %15
hipertonik tuzlu su vs.) enjekte edilmesi, 20-30 dakika beklendikten sonra kist i¢eriginin

tekrar aspire edilmesi seklindedir (131, 132).

Inaktif ve kalsifiye lezyon varhiginda, kalp, beyin, spinal bolge yerlesimli kistlerde,
karacigerin riskli bolgesinde bulunan kistlerde, abdominal kavite, bronslar ve idrar

yollarma agilan kistlerde PAIR onerilmez (129).
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2.2.5.3.2.2.Kateterizasyon (Hipertonik Salin ve Alkol)

Kist capinin 6 cm’den biiyiik, safra sizintis1 ve bilier fistiil oldugu durumlarda daha

giivenli drenaj ve skleroz saglamak maksadiyla bu yontem secilir (130).

2.2.5.3.2.3.Modifiye Kateterizasyon Teknikleri (PEVAC veya MoCaT)

Daha cok, komplike kistlerde (Bazi Tip III ve IV) kullanilan bu yontemde; kalin kateter
yardimi ile Kkist igerigi bosaltilir ve sonrasindaki diger islemler kateterizasyon

yontemindeki gibi tekrarlanir (130).

2.2.5.3.3. Kemoterapi

Tedavide kullanilan kemoterapotiklerin basinda benzimidazol bilesikleri (albendazol ve
mebendazol) gelmektedir. Cerrahi ve PAIR sonrasi rekiirrensi dnlemek maksadiyla da

kullanilabilmektedir (127).

Benzamidazollere cevap beyin, kemik ve goz yerlesimli kistlerde yetersizken; karaciger
ve akciger kistlerinde daha iyidir. Albendazol ile tedavi (10 mg/kg, giinde iki kez)
sonunda; kistlerin %48’inin kaybolabildigi veya boyutlarinda %24 oraninda kiiciilme
oldugu belirlenmistir. Toksikolojik verilerin sinirli olmasi sebebiyle albendazol 3-6 kez
dort haftalik dongiiler veya 14 giinliik araliklarla uygulanmalidir. Beklenen yan etkileri;
bulanti, hepatotoksisite, notropeni ve bazen alopesidir. Bu nedenle hastalarin karaciger

fonksiyon testleri ve 16kosit sayis1 diizenli olarak takip edilir (27, 125, 133).

Mebendazol (giinde 40-50 mg/kg, iice boliinmiis dozlarda) albendazole gore daha az
etkilidir. Bunun sebebi ilacin intestinal absorbsiyonunun ve kist icine penetrasyonunun

digerine gore daha az olmasmdandir (27, 133).

2.2.5.4. Korunma ve Kontrol

Kistik ekinokokkozisten korunmanin en temel sarti, hijyen kurallarina dikkat etmektir.
Kisisel ve toplumsal yonden alinabilecek tedbirlerle hastaligin prevalansi azaltilabilir.
Almabilecek tedbirlerden baslhicalari; saghk egitimi, kopeklerin rutin antihelmintik

ilaglar ile tedavisi ve takibi, sokak kopegi popiilasyonunun kontrolii, kesimhanelerin
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denetimi ve kasaplik hayvanlarin yetistirildikleri ortamlarin diizenlenmesi seklindedir

(20).

2.2.5.4.1. Kontrol Programlar

Bu programlar dort ana baglik altinda siirdiiriiliir; planlama, girisim, giiclendirme ve
eradikasyon. Girisim evresinde; risk altindaki tiim konak tiirleri icin kontrol dénlemleri
uygulanir. Giiglendirme evresinde; riskli alanlara yasal diizenleme ile kontrol 6nlemleri
uygulanir. Eradikasyon evresinde; et denetim hizmetleri ve kacak ve sagliksiz et
giriglerini 6nlemek adina sinir denetimleri siklastirilir. Bu kontrol caligmalarinda bazen
bir iilkenin ¢alismalar1 yetersiz kalabilir. Yapilan ornek caligmalarda birkac iilkenin
beraber ortak hareket ettigi ve sonucta konuya yonelik ortak politikalarla eradikasyon

caligmalarinda basariya ulastiklar1 goriilmiistiir (27, 112, 125, 134, 135).

2.2.5.4.1.1.Kesin Konaklarda Kontrol

Kopeklerin enfeksiyon zincirinde 6nemli bir konumda olduklar1 diisiiniildiigiinde, bu
son konaklarla ilgili alinacak tedbirlerle hastalikla miicadelede O©nemli yol
almabilmektedir. Sokak kopeklerinin kayithh hale getirilmeleri ve uygun barmaklarda

tutulmalar1 ve kopek sahipliginin 6zendirilmesi bu noktada son derece 6nemlidir (136).

Kopeklere uygulanan kitle tedavilerinde arekolin hibrobromid veya praziquantel
kullanilmaktadir. Parazitin prepatent siiresinin alt1 hafta oldugu diisiiniiliirse 6nerilen
tedavi aralig1 da bu siireyi i¢ine almalidir. Bu siirenin ii¢ ay olmasi halinde 10-15 yil
icinde kopeklerde ve ciftlik hayvanlarinda prevalansin %1’in altina indigini gosteren

caligmalar yapilmistir (20, 112, 136, 137).

2.2.5.4.1.2. Ara Konaklarda Kontrol

Ara konaklardaki kontrolde; kasaplik hayvanlarin kesimlerinin uygun kosullarda ve
veteriner hekim kontroliinde yapilmasi ve kesim sonrasi kistli organlarin yok edilmesi

cok onemlidir (136).
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Hastaligin kontrolii ve ©Onlenmesi asamalarinda asi1 calismalar1 da hiz kazanmstir.
Parazitin insanlara ge¢isini en aza indirmek ve hastaligin kontrolii i¢in; gelistirilmis olan
ve sinirli da olsa bir etkinliginin oldugu ispatlanmis ekinokok asis1 ile koyunlarin
yaygin olarak asilanmasi yaninda kopeklerin de proflaktik tedaviye alinmasi ve bu iki

asamanin beraber siirdiiriilmesi dnemli bir kontrol politikasidir (20).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA PLANI

1. Orneklerin toplanmas.

2. Direkt mikroskobik inceleme ve degerlendirme.

3. Genomik DNA izolasyonu.

4. Mitokondriyal COX-1 (L) gen bolgesi kullanilarak PCR yonteminin uygulanmasi.
5. Mitokondriyal COX-1 (S) gen bolgesi kullanilarak PCR yonteminin uygulanmasi.

6. Mitokondriyal COX-1 (L) ve COX-1 (S) gen bolgelerinin dizi analizlerinin

yapilmasi.
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3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

1. Isik mikroskobu (Olympus CH30/Japonya)

2. Hassas terazi (Precisa 404 M SCS/Avustralya)

3. Santrifiij cihaz1 (Niive/Tiirkiye)

4. Is1 blogu (Benchmark/ABD)

5. Vorteks cihazi1 (Niive NM 110/Tiirkiye)

6. Mikrosantrifiij cihazi (Grant-bio/Ingiltere)

7. Mikrodalga firin (Arcelik/Tiirkiye)

8. Yatay elektroforez cihazi (Bio-Rad/ABD)

9. Derin dondurucu ve Sogutucu (Siemens/Almanya)
10. Termal dongii cihaz1 (PCR) (Sensoquest/Almanya)
11. Calkalamali benmari (Selecta/Ispanya)

12. Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad/ABD)

13.Etiiv (Niive/Tiirkiye)

3.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

-%70’lik Etil alkol: Etil alkol absolut (Sigma, ABD) / distile su oran1 100 ml/40 ml
olacak sekilde hazirlandi.

-Proteinaz K Solusyonu (QIAGEN,Almanya): Bu soliisyondan 20mg/ml olacak
sekilde DNA izolasyonunda 20u1 kullanildi.
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-Taq PCR Master Mix (BIOMATIK/Kanada): Bu soliisyon 1,25U/ml olacak sekilde
PCR karisimlarinda 12,5u1 miktarinda kullanildi.

-Agaroz LE (Lonza/Amerika): Agaroz jel 1XTAE ile hazirland.

-100 b¢ DNA Ladder (BIOMATIK/Kanada): Her elektroforez asamasinda 10ul
kullanildi.

-Etidyum bromid (Merck/Almanya): Agaroz jeli boyamak i¢cin 60ml 1xTAE

solusyonuna Sul katilarak kullanildi.
3.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

01.05.2013 ile 31.08.2014 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi ve Saglik Bakanlig1 Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde KE tanisi ile
opere edilen hastalarin parazitolojik inceleme i¢cin gonderilen hidatik kist materyalleri
caligmaya alindi. Ayn1 zamanda Kayseri’de faaliyet gosteren bazi kesimhanelerde ve
Bitlis ili Tatvan ilcesinde kesimi yapilan kasaplik hayvanlarin (iki koyun) hidatik kist
materyalleri de c¢alismaya dahil edildi. Toplamda; 25 insan, 8 sigir, 6 koyun ve 2
keciden elde edilen kist materyali incelemeye alinmistir. Hayvan ve insanlardan steril
sartlarda elde edilen kist sivist ve kist membranlar1 fertilite acisindan mikroskobik
incelemeye alindi. Bu amacla: kist sivilar1 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip pellet
kismindan lam-lamel arasi preparat hazirlanarak 11k mikroskobunda X100 biiyiitmede
protoskoleks veya c¢engel olup olmamasi acisindan incelendi. Aymi islem germinal
membran ile de yapildi. Membranin ince kesitleri alinarak lam-lamel arasi preparat ile
151k mikroskobunda incelendi. Protoskoleks veya cengel goriilen ornekler fertil kist
olarak degerlendirildi. Hem kist sivilari hem de membran ornekleri ayr1 ayr1 olacak
sekilde %70’lik etil alkol iceren tiiplere konulup calisma yapilacagr zamana kadar
-20 °C’de saklandu.
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3.3. GENOMIK DNA iZOLASYONU

Fertil kistlerden DNA izolasyonunun daha kolay ve etkili oldugunun bilinmesine
ragmen Ornek bulmadaki giicliikten dolay1 ¢alismada, biitiin kist sivilar1 ve germinal

membran 6rnekleri kullanildi.
3.3.1. Yontem ve Degerlendirme

-20°C’de saklanan materyallerin oda sicakliginda c¢oziinmeleri beklendikten sonra
QIAamp Tissue Kit (QIAGEN, Almanya) ile kit iireticisinin onerileri dogrultusunda
DNA'’lar izole edildi. Bu amacla:

1. 25ug doku ya da 200ul kist sivist 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiiptine aktarilip iizerine
180u1 buffer ATL eklendi.

2. 20ul proteinaz K eklenip 56°C’de su banyosunda dokular eriyene kadar bir gece
bekletildi.

3. Inkiibasyon sonunda ornekler 15 sn vortekslenerek iizerlerine 200ul buffer AL
eklenip vortekslendi. Daha sonra 200ul saf etanol (Sigma, ABD) eklenip tekrar

vortekslendi.

4. Mikrosantrifiij icindeki karigim toplama tiipii icindeki Dneasy Mini spin kolonuna

aktarilip 8000rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

5. Toplama tiipii atildi. Dneasy Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilip

tizerine 500ul buffer AW1 eklendi ve 8000rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

6. Toplama tiipii atildi. Dneasy Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilip

tizerine 500u1 buffer AW?2 eklendi ve 14000rpm’de ii¢ dakika santrifiij edildi.

7. Toplama tiipti atildi. Dneasy Mini spin kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilip
tizerine 100ul buffer AE eklendi ve oda sicakliginda bes dakika beklendikten sonra
8000rpm’de bir dakika santrifiij edildi.
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8. 7. asama tekrar edildi. Mikrosantrifiij tiiplinde kalan materyal DNA eldemiz olarak
kabul edilip DNA miktar1 spektrofotometrede 6l¢iildii.

9. Genomik DNA calismada kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 3.1. Echinococcus granulosus izolatlarinin PCR analizinde ve tiplendirilmesinde

kullanilan primerler (62, 138).

Primer Gen bolgesi Niikleotid dizisi
COX-1 (L)-F COX-1 (5"-TTGAATTTGCCACGTTTGAATGC 3°)
COX-1 (L)-R COX-1 (5’-GAACCTAACGACATAACATAATGA-3")
COX-1 (S)-F COX-1 (5°-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3")
COX-1 (S)-R COX-1 (5-TAAAGAAAG AC ATAATGAAAATG -3°)
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D-loop 125 IRNA

ND 5

ATPase 8 ATPase8

Sekil 3.1. Mitokondriyal COX-1 gen bolgesi

(http://www.rzuser.uniheidelberg.de/~bu6/Introduction 1 1.html) (139).

3.4. MITOKONDRIYAL SITOKROM C OKSIDAZ SUBUNIT 1 (L) GEN
BOLGESI KULLANILARAK PCR YONTEMININ UYGULANMASI

Toplam 50ul’lik hacimde hazirlanan PCR karigimina 25ul 2X Taq PCR Master Mix
(BIOMATIK, Kanada), COX-1 (L) F ve COX-1 (L) R primerlerinin her birinden 20
pmol ve 1lul, 200 ng ornek DNA’dan ise 1ul olacak sekilde ilave edildi. PCR
amplifikasyonunda 94 °C’de 10 dk. 6n denatiirasyon asamasin1 takiben, toplam 35 PCR
siklusu 94 °C’de 30sn denatiirasyon, 52 °%C’de 45sn annealing, 72 °C’de bir dk. sentez
olarak gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 7 dk. son uzama islemi yapildu.
Polimeraz zincir reaksiyonu Sensoqgest (Almanya) cihazinda gerceklestirildi. PCR
isleminde elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforeze tabi tutuldu. Bu amacla %1,5’lik
agaroz jel hazirlandiktan sonra 10ul PCR iiriinii jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez islemi Tris-Asetat (TAE) tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda 100
voltta 45dk siireyle gerceklestirildi. Bantlarin molekiiler agirliklarini belirlemek i¢in

100 be’lik marker (BIOMATIK, Kanada) kullamildi. PCR uygulamalarinda pozitif
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kontrol olarak daha 6nce DNA dizi analizi yapilarak koyun susu oldugu belirlenen
koyun izolatinin DNA’s1, negatif kontrol olarak ise drnek DNA icermeyen PCR {iriinii

kullanildi.

3.5. MITOKONDRIYAL SIiTOKROM C OKSIDAZ SUBUNIT 1 (S) GEN
BOLGESI KULLANILARAK PCR YONTEMININ UYGULANMASI

Toplam 50ul’lik hacimde hazirlanan PCR karigimina 25ul 2X Taq PCR Master Mix
(BIOMATIK, Kanada), COX-1 (S) F ve COX-1 (S) R primerlerinin her birinden 20
pmol ve 1ul, 200 ng ornek DNA’dan ise 1ul olacak sekilde ilave edildi. PCR
amplifikasyonunda 95°C’de 10 dk On denatiirasyon agamasini takiben, toplam 35 PCR
siklusu 94 °C’de 30sn denatiirasyon, 52 °C’de 40sn annealing, 72 %C’de 45sn sentez
olarak gerceklestirildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 7 dk. son uzama islemi yapildu.
PCR, Sensogest (Almanya) cihazinda gergeklestirildi. PCR isleminde elde edilen
irtinler agaroz jel elektroforeze tabi tutuldu. Bu amagla %]1,5’lik agaroz jel
hazirlandiktan sonra 10ul PCR iiriinii jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez islemi
Tris-Asetat (TAE) tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda 100 voltta 45 dk. siireyle
gerceklestirildi. Bantlarin molekiiler agirhiklarin1 belirlemek ig¢in 100bp’lik marker
(BIOMATIK, Kanada) kullanildi. PCR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak daha
once DNA dizi analizi yapilarak koyun susu oldugu belirlenen koyun izolatinin

DNA’s1, negatif kontrol olarak ise 6rnek DNA icermeyen PCR f{iriinii kullanildi.
3.6. DNA DiZi ANALIZI

Calismada kullanilan 41 6rnegin tamami mitokondriyal COX-1 (L) ve COX-1 (S) gen
bolgeleri ¢ogaltildi. Elde edilen izolatlarin hepsinin COX-1 (L) ve COX-1 (S) gen
iiriinleri LIGAND (izmir, Tiirkiye) ve BmLab (Ankara, Tiirkiye) firmalarina
gonderilerek cift yonlii DNA dizi analizleri yaptirilmistir. DNA dizi analizleri islemleri
oncesinde izolatlarin hepsinin COX-1 (L) ve COX-1 (S) gen iirlinleri firmalar

tarafindan saflastirildi.

Calismada elde edilen 41 izolatin dizi analizi sonuglar1 GenBank’tan elde edilen

standart genotiplerle MEGA version 5 programinda, Neighbour-Joining ydntemi
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kullanilarak  karsilastirilmistir.  Genbank’tan elde edilen standart genotiplerle
orneklerimizin DNA dizileri karsilastirilmis ve standart orneklerle uyumluluguna goére

sus tayini yapilmustir.
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4.BULGULAR

Calismada; 25’1 insan, 16’s1 hayvan izolat1 olmak {izere toplam 41 adet hidatik kist
materyali 0rnegi incelemeye alinmistir. DNA ekstraksiyonu icin; protoskoleks pozitif
bulunan kist sivilar1 direkt, protoskoleks negatif bulunanlarin ise kist sivisi yerine
germinal membranlar1 kullanilmistir. Biitiin 6rneklerin mitokondriyal COX-1 (L) ve

COX-1 (S) gen bolgelerinin DNA dizileri belirlenmistir.

4.1. DIREKT MiKROSKOBIK iNCELEME

Calismaya dahil edilen 41 izolatin mikroskobik incelemesi sonucunda 10 insan, 2 koyun

ve 2 s181r izolatinda protoskoleks ve/veya ¢engel yapilar: goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Calismada incelenen sigir kist sivis1 orneginde goriilen protoskoleks

ve ¢engeller (x100)
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4.2. MITOKONDRIYAL COX-1 (L) PCR BULGULARI

Calismada protoskoleks ve germinal membranlardan elde edilen genomik DNA’larin
parazitin mitokondriyal COX-1 (L) gen bolgesini cogaltan COX-1 (L) F ve COX-1 (L)
R primerleriyle PCR amplifikasyonu yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda 41 6rnegin

tamaminda 789 bg biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.2).

800 bg-

i -789 be

500 bg-

Sekil 4.2. Echinococcus granulosus’un insan, sigir, koyun izolatlarmin mitokondriyal
COX-1 (L) bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olusan 789 bg¢’lik bant M: 100
b¢ DNA marker (BIOMATIK/KANADA), 1: Insan izolat1, 2: Sig1ir izolati, 3: Koyun

izolati, 4: Pozitif kontrol, 5: Negatif kontrol,
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4.3. MITOKONDRIYAL COX-1 (L) GENININ CiFT YONLU DNA DiZi
ANALIZI SONUCLARI

Elde edilen veriler BLAST search ile (www.ncbi.nlm.nih.eov/ BLAST/) Genbank’a

daha Once girilmis sonuglarla karsilastirilmasi ile; Kayseri ve Bitlis (iki koyun izolat1)
illerinden toplanan ve bu calismaya dahil edilen insan, sigir, koyun ve keg¢i izolatlarinin

hepsinin koyun susu (G1) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3), (Sekil 4.4).

Tiirler veya tiir i¢indeki varyasyonlarin arasindaki yakinlik derecelerinin arastirildigi
cesitli yontemler vardir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz Neighbour-Joining yontemi
komsu birlestirme metodu da denilen tiirler veya varyasyonlar arasinda tek bir soy

agacinin olusturuldugu yontemdir
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Insans
Insang
Insan9
EegiZ
Insank
Insan?
S1dnrs
Eoyuné
Eegil
Eoyunb
Eovyand
Eoyunid
Foyun?
Eoganl
Z1fnrs
S1dnr?
Zidnre
S1gark
S1d1rd
Z1dnrs
S1dnrl
Inzanfk
Insanzd
Insanzsz
Insanzz
Insanfl
Insanz0
Insanls
Insanls
Insanl?
Insanlé
Insanlk
Insanld
Insanls:
Insanl?
Inzanll
Insanli
Insane
Insan?
Insanl
Insan®

AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
ATCAGAGTGGTGT AT TAGGTAGATGGGTGTTTACT TTAGATCATAAGCGCATAGGTET =
AT AGAGT T T CAT TA G TACA T GGG TCTTTAC T TTAGATCATAAGCZCATAGETET
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET =
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET

AT AGACTCET T AT TAGGTAGAT T GT TTACTTTAGATCATARGCGCATAGGTCGTL &0

AT CAGACTCET T AT TAGETAGAT GG TCTTTAC T TTAGAT CATAAGCFCATAGET T
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGETET
ATGAGAGTGGTGT GAT TAGGTAGAT GEGTGTTTAC T TTAGAT CATAAGCGCATAGETET
AT A AT T T CAT TAGETAGAT G-I CTTTAC T TTAGAT CATAA G FCATAGGT T
ATGAGAGTGETGT GAT TAGGTAGAT T CTTTAC T TTAGAT CATAAGCFCATAGGET T
AT CAGAGTGETET GAT TAGGTAGAT GEGTGTTTAC T TTAGAT CATAAGCGCATAGET T
ATGAGAGTGGTGT GAT TAGGTAGAT GEGTGTTTAC T TTAGAT CATAAGCGCATAGETET

AT AGA TG T T AT TAGGTAGAT GGG TCT T TACTTTAGAT CATAAGCGCATAGETETG
ATGAGAGTGETCT AT TAGGTAGAT GGGTGT T TACTTTAGATCATAAGCGCATAGGTGTG
AT A T T T AT TAGCTAGAT CECTCT T TACTTTAGAT CATAAGCGCATAGETETG
AT A CA T T T AT TAGCTAGAT T T T TAC T TTAGAT CATAAGCGCATAGETETG
AT AGA TG T T AT TAGGTAGAT GGG TCT T TACTTTAGAT CATAAGCGCATAGETETG
AT AGA TG T T AT TAGGTAGAT GGG TCT T TACTTTAGAT CATAAGCGCATAGETETG
AT A GECTET T AT TAGGTAGAT T CT T TAC T TTAGAT CATALGCGCATAGETET

[=11]
(=11
&0
&0
[=11]
[=11]
(=11

AT AGAGT T T CAT TA G TACA T GGG TCTTTAC T TTAGATCATAAGCZCATAGETET
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGETET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT A AT T T AT TAGETAGA T G T CTTTAC T TTAGAT CATAAGC FCATAGET T =
AT AGAGT T T FAT TAGGTAGAT GEGT CTTTAC T TTAGAT CATAAGCFCATAGET T =
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET =
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
ATCAGAGTGGTGT AT TAGGTAGATGGGTGTTTACT TTAGATCATAAGCGCATAGGTET =
AT AGAGT T T CAT TA G TACA T GGG TCTTTAC T TTAGATCATAAGCZCATAGETET
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGETET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT AGAGT T T FAT TAGGTAGAT GEGT CTTTAC T TTAGAT CATAAGCFCATAGET T =
AT AGAGT T T CAT TA G TACA T GGG TCTTTAC T TTAGATCATAAGCZCATAGETET
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGETET
AT GAGAGTGETGT AT TAGGTAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET
AT A AT T T AT TAGETAGA T G T CTTTAC T TTAGAT CATAAGC FCATAGET T =
AT AGAGT T T CAT TA G TACA T GGG TCTTTAC T TTAGATCATAAGCZCATAGETET
AT CAGAGTGETCT AT TAGETAGAT GGG TGTTTAC T TTAGAT CATAAGCZCATAGGTET =

e i o o o o e ke e e i ol o o o i e i e e e e e o o o o e o o e e o ol o o o e e e e e e

&0
&0
&0
&0
&0
&0

&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0

&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
&0
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Insanz
Insand
Insan?
EegiZ
Insank
Insan?
S1f1rZ
Eoyuné
Eegil
Foyunb
Eonarnd
Eoyuanld
Eoyunf
Foyunl
S1igaire
S1g1r7
S1fire
S181rs
S1d1r4
S1igair3
Sigarl
InsanzE
Insanzd
Insanza
Insanzz
Insanzl
Insanzio
Insanl?
Insanls
Insanl?
Insanlé
Insanls
Insanld
Insanlsa
Insanlsz
Insanll
Insanli
Inzansg
Insan3
Insanl
Insant

ATTTATAGTTTAT GGG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT GGG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT GGG GTATATCATCTGGTTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT GGG GETATATCATCTGETTTTGT T TTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T G GTATAT CATCTGETTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT

ATTTATAGTTTAT TG GGTATATGATCTGGTTTTGT GGTTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T GG GTATATCATCTGETTTTGT GG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT TG GETATATCATCTGETTTTGT GEGTTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT TG GGTATATGATCTGETTTTGT GEGTTTCGAGATTTAGTTTGTTRATT
ATTTATAGTTTAT TG GGTATATGATCTGETTTTGT GEGTTTCGAGATTTAGTTTGTTRATT
ATTTATAGTTTAT TG GGTATATGATCTGGTTTTGT GGTTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT TG ETATATCATCTGETTTTCT GG TTTCAGATTTAGTTTCGTTZATT

1z0
1z0
120
1z0
1z0
1z0

ATTTATAGTTTATTGGGTATATGATCTGETTTTGTGGETTTRAGATTTAGTTTGTTGATT LED

1z0
1z0
1z0
1z0
1z0
1z0
1z0

AT TTATAGTTTAT TG GTATAT AT TGETTT TG TGEGTTTCAGAT TTAGTTTGTTEATT
ATTTATAGTTTAT TG GTATATFATCTGGTTTTCTGEGTTTCAGATTTAGTTTGTTEATT
ATTTATAGTTTAT TG GTATATFATCTGGTTTTCTGEGTTTCAGATTTAGTTTGTTEATT
AT TTATAGTTTAT T TATAT FATCTGETTT TG TG TTTCAGAT TTAGTTTGTTEATT
ATTTATAGTTTAT TG TATAT FATCTGETTTTGTGGTTTCAGAT TTAGTTTGTTRATT
AT TTATAGTTTAT TG GTATAT AT TGETTT TG TGEGTTTCAGAT TTAGTTTGTTEATT
ATTTATAGTTTAT TG GTATATFATCTGGTTTTCTGEGTTTCAGATTTAGTTTGTTEATT

1Z0
1Z0
1Z0
1Z0
120
1Z0
1Z0

ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT TG GTATAT AT CTFETTTTGT PG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT G GTATATCATCTGETTTTGT T TTCAGAT TTAGTTTGTTATT
ATTTATAGTTTAT T GG GTATATCATCTGETTTTGT GG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T G GTATAT CATCTGETTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT TG GTATAT AT CTFETTTTGT PG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT G GTATATCATCTGETTTTGT T TTCAGAT TTAGTTTGTTATT
ATTTATAGTTTAT T GG GTATATCATCTGETTTTGT GG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T G GTATAT CATCTGETTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATGATCTGGTTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T GG GTATATCATCTGETTTTGT GG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T G GTATAT CATCTGETTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTATT GG GTATATGATCTGGTTTTGT GG TTTCAGATTTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T GG GTATATCATCTGETTTTGT GG TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
ATTTATAGTTTAT T GEGTATATCATCTGETTTTGT G TTTCAGAT TTAGTTTGTTZATT
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1z0
1lz0
120
1z0
1z0
1z0
1lz0
120
1z0
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120
1z0
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1z0
1z0
120
1z0
1z0
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Inzan?
Insand
Insan?
Hegiz
Inzank
Insan?
S1d1rs
Eoyuane
Eegil
Eoyankb
Eoynarnd
Eoyuanz
Eoyuanz
Eovnanl
S1dirs
S1dir?
Sifnre
S1firk
S1dird
S1d1rs
S1dirl
Insan?k
Insanz4
Inzsanza
InsanfF
Insan?l
Insanzo
Insanl?
Insanls
Insanl?
Insanlé
Insanlt
Inzanld
Insanls
Insanl?
Insanll
Insanlno
Inzane
Insani
Insanl
Insang

CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TR CTTAT TATAATGTTATACCTTTCGFATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AT TAT TAT AR TG TTATACCTTTCCATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG EAGCCTTAT TATALTCTTATACCTTTGCATTGTTATRALATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETETTAATTTTT TR AT TAT TATAATCTTATACCTTITCGFATTCTTATRAATTTTITTG

CETGTTAATTTTTTGAGCCTTATTATAATCGTTATACCTTTGCATTGTTATALATTTTTTG 120

CETGTTAATTTTTTGCAGCCTTATTATAATGTTATACCTTTGEATTGTTATRALATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGGAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGEATTGTTATAATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGAGCCTTATTATAATGTTATACCTTTGFATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGEAGCCTTATTATAATGTTATACCTTTGEATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGEAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGGAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGEATTGTTATAATTTTTTG

120
130
120
la0
120
120

120
120
120
130
120
1la0
120

CETCTTAATTTT T T -AGCCTTATTATAAT T TATACCTTTCFATTCTTATRATTTTITIC
CETGTTAATTTTTTFAAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGFATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTTTGAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTCGEATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTTT G AGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCCTTATTATAAT T TATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETCTTAATTTT T T -AGCCTTATTATAAT T TATACCTTTCFATTCTTATRATTTTITIC
CETGTTAATTTTTTGAGCCTTATTATAAT T TATACCTTTCGEATTGTTATRATTTTTTG

120
130
120
120
120
120
120

CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TAT AL TCTTATACCTTTCCATTGTTATRALATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCCTTATTATAATGTTATACCTTITGEATTGTTATRARATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AT TAT TAT AR TG TTATACCTTTCCATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG EAGCCTTAT TATALTCTTATACCTTTGCATTGTTATRALATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETETTAATTTTT TR AT TAT TATAATCTTATACCTTITCGFATTCTTATRAATTTTITTG
CETGTTAATTTTT TR CTTAT TATAATGTTATACCTTTCGFATTGTTATRATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AT TAT TAT AR TG TTATACCTTTCCATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETETTAATTTTT TR AT TAT TATAATCTTATACCTTITCGFATTCTTATRAATTTTITTG
CETGTTAATTTTT TG AT TAT TAT AR TG TTATACCTTTCCATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TAT AL TCTTATACCTTTCCATTGTTATRALATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCC T TAT TATALTGTTATACCTTTGEATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AGCCTTATTATAATGTTATACCTTITGEATTGTTATRARATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG AT TAT TAT AR TG TTATACCTTTCCATTGTTATRAATTTTTTG
CETGTTAATTTTT TG EAGCCTTAT TATALTCTTATACCTTTGCATTGTTATRALATTTTTTG
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Insanz
Inzand
Inzan?
EegiZ
Insankt
Inzan?
S1dirz
Foyuné
Eegil
Eoyunkb
Eoyuarnd
Foyun3
Foyunz
Eojanl
Z1dirs
S1dir?
Saidaire
Sa1darkt
Z1dird
Z1dairz
S1dirl
Inzanzk
Inzanf4
Insanza
InzanfF
Inzanfl
Inzanf0
Inzanl?
Insanls
Inzanl?
Inzanlé
Inzanlk
Inzanl4
Inzanlz
Inzanl?
Inzanll
Inzanln
Insane
Inzand
Inzanl
Inzang

GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT CET AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATTRAT TCHEEEG
GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC A A AT T AT AL T A AT CATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
T TACAs s AT TAT AL TAATCATTTTTTTTTTCTTFATGCCTATATT AT TCEEEEG

GTTACA A TG T AT AL T A A TCATTTTTTTTTTCTTRATGCCTATATTEATTCCEEEE 240

GTTACA A A AT T AT AL T A TCATTTTTTTTTTCTTGAT GO CTATATTEATT GEEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTACA A A AT G T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTGATGCCTATATTEATT GEEEGE
GTTRACA A AT GETATAAT AR TCATTTTTTTTTTCTTGATGCCTATATTGATT GEEEGE
GTTACA A AT T AT AT AR TCATTTTTTTTTTCTTGATGCCTATATTEATT GEEEGE
GTTACA A A AT T AT AL T A TCATTTTTTTTTTCTTGAT GO CTATATTEATT GEEEGE
GTTACA A A AT G T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTGATGCCTATATTEATT GEEEGE

240
Z40
Z40
240
240
Z40

240
240
240
240
240
240
240

GTT A A AT T AT AL T A AT CATTTTTTTTTTCTTGAT GO CTATAT TEATTCREEGE
GTTRACA A AT GETAT AT A TCATTTTTTTTTTCTTGATGCCTATAT TEATTGEFGGE
GTTACA A AT T AT AL T A A TCATTTTTTTTTTCTTGAT GO CTATAT TEATTCCRCEGE
GTT A A AT G T AT AL T A AT CATTTTTTTTTTCTTCAT GO CTATAT TEATTCREEGE
GTT A A AT T AT AL T A AT CATTTTTTTTTTCTTGAT GO CTATAT TEATTCREEGE
CTTACA AT T AT AL T AATCATTTTTTTTTICT T AT GOCTATAT TRAT TG
GTTACA L TG T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATGOCTATAT TEAT T GRG0

z40
240
z40
z40
z40
Z40
240

GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTACAL A AT TAT AL TAATCATTTTTTTTTTCTTCATGCCTATATTGAT TGEEEGE
GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC AN A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATTCAT TCEEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTACAL A AT TAT AL TAATCATTTTTTTTTTCTTCATGCCTATATTGAT TGEEEGE
GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC A A AT T AT AL T A AT CATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
T TACAs s AT TAT AL TAATCATTTTTTTTTTCTTFATGCCTATATT AT TCEEEEG
GTTAC AL A AT CET AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATTRAT TCHEEEG
GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
GTTAC AL A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATT AT TCCEEGE
T TACAs s AT TAT AL TAATCATTTTTTTTTTCTTFATGCCTATATT AT TCEEEEG
GTTAC AL AT G TAT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRATCCC TATATTCAT TCCEEGE
GTTAC AN A AT T AT AL T AR TCATTTTTTTTTTCTTRAT GO TATATTCAT TCEEEGE
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TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGGTTGTCTGATTTGRATTTACCGOGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG GGTTCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG TTCTCTCATT TERAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL

TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGTTGTCTGATTTFAATTTACCGCGTTTG 300

TTTGGCAATTATTTATTGCCTT TG T TAGGTGEGTTGTCTCAT TTEGRAAT TTACCCGCETTTG
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG TTCTCTCATT TERAATTTACCGCGTTTL
TTTGGCAATTATTTATTGCCTTTGT TAGGTGEGTTGTCTCAT TTCGRAAT TTACCGCGTTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTTTGT TAGGTGEGTTGTCTCAT TTCGRAAT TTACCGCGTTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTTTGT TAGGTGEGTTGTCTCGAT TTGRATTTACCGCGTTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTT TG T TAGGTGEGTTGTCTCAT TTEGRAAT TTACCCGCETTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTT TG T TAGGTGEGTTGTCTCAT TTEGAAT TTACCGCETTTG

200
300
200
200
200
200

300
200
200
200
300
300
200

TTT GG CAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGETTETCTFATTTFAATTTACCGCGTTTG
TTT GG CAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGETTETCTFATTTFAATTTACCGCGTTTG
TTTCCAATTATTTATTGCC T T TG T TAGG T FGTTGTCTCATTTRRAT TTACCCGCETTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTTTGT TAGGTFGTTTCTCATTTRRAT TTACCGCGTTTG
TTTGGCAATTATTTATTGCCTTTGT TAGG TG TTGTCTCGATTTCRAAT TTACCGCETTTG
TTT GG CAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGETTETCTFATTTFAATTTACCGCGTTTG
TTT GG CAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGETTETCTFATTTFAATTTACCGCGTTTG

200
200
300
300
200
200
200

TTT A TTATTTATTGCC TTTCT TAGG T GTTCTCTCATTTRRAATTTACCGCETTT
TTTGGAATTATTTAT TGO TT TG T TAGGT T TCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTT
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG GGTTCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG EGTTCTCTGATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTT A TTATTTATTGCC TTTCT TAGG T GTTCTCTCATTTRRAATTTACCGCETTT
TTTGGAATTATTTAT TGO TT TG T TAGGT T TCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTT
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG GGTTCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG EGTTCTCTGATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGGTTGTCTGATTTGRATTTACCGOGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG GGTTCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG EGTTCTCTGATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGGGTTGTCTGATTTGRATTTACCGOGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG GGTTCTCTCATTTRRATTTACCGCGTTTL
TTTGCCAATTATTTAT TGO TTTCTTAGG TG TTCTCTCATT TERAATTTACCGCGTTTL
TTTGGGAATTATTTATTGCCTTTGTTAGGTGEGTTGTCTGATTTRRAATTTACCGCGTTTL
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A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
AT T T TR T GO TTCAC TTTTGAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTET
AT GCTT TR GT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTGT
AT GCTTTGAGT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT

AT T TT AT TTCAC T TTTGAT TCCTTCGTTGETTTTTTTFTTGGTTAGTATGTGT 360

AT GCTTTRAGT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTCLETTAGTATGTGT
AT GCTTTRAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTT AT G TTCAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
A TGCTTT AT G TTCAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
A TG T TTAGTGETTCAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGGTTAGTATGTGT
AT GCTTTRAGT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTCLETTAGTATGTGT
AT GCTTT AT G TTCAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTCETTAGTATGTGT

2E0
3e0
360
260
2E0
2E0

360
2E0
2E0
2E0
360
360
2&0

A TGCTTT AT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
A TGCTTT AT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
AT GCT T TR GT G TTCAC T TTTGAT TCCTTCGT T T TTTTTTGTTGTTAGTATGTGT
AT T TT AT TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
AT GCTTT AT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TR TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
A TGCTTT AT G TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG TTTTTTTGTTGETTAGTATGTGT
AT T T TR TG T TGAC T TTTGAT TCCTTCGTTGFTTTTTTTGTTGETTAGTATGTCT

3E0
3E0
360
2E0
2E0
3E0
360

AT GCTT TR GT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTGT
AT GCTTTRAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
AR TGCTTTGAGT GO TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATGTGT
AT GCTTTGAGT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATETGT
AT GCTTTRAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
AT GCTT TR GT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTGT
AT GCTTTGAGT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATETGT
AT CTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
AT T T TR T GO TTCAC TTTTGAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTET
AT GCTT TR GT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGET TAGTATGTGT
AT GCTTTRAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
A TGCTTTEAGT GO TTGAC T TTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGETTAGTATETGT
AR TGCTTTGAGT GO TTGAC T TTTGAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATGTGT
AT GCTTTGAGT GO TTGAC TTTTCAT TCCTTCGT TG T TTTTTTGTTGGTTAGTATETGT
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TTAGGGGCTGETCT TG T TCCACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGEEE T T T T T TCRACAT T TTATCCGC T TGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETCT TEGTTCCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT

TTAGGGGOTGGTCT TG GTTGRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTZETCTTGGT TG CACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTZETCTTGGT TG EACAT TTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGEEG T T T TR T TG ACATTTTATCC O CGTTGTCCTCGTOETATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTFETCT TR T TG ACATTTTATCCFCCGTTGTCCTCGTCFTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTEETCTTGETTCCACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT

4z0
4z0
dz0
dz0
4z0
4z0

TTAGGGGCTGETCTTGETTGEACATTTTATCCGCCETTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT 420

4Z0
4z0
4Z0
4Z0
4Z0
420
4Z0

TTAGGGGCTEETGTTGGT TG EACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTEETGTTGGT TG EACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGOTGGTGT TG GTTGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTEETCT TGETTGEACATTTTATCCCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTEETCT TG T TGEACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTEETGTTGGT TG EACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGEEG T T T TR T TG ACATTTTATCC O CGTTGTCOTCGTCFTATTTTTCTAGT

4Z0
4Z0
4Z0
4Z0
4Z0
4Z0
4Z0

TTAGGGGCTGETCT TRETTCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGGTGT TGGTTGEACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETCT TEGTTCCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETCT TRETTCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETCT TG T TCCACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGEEE T T T T T TCRACAT T TTATCCGC T TGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCGACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETCT TEGTTCCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGETGT TEGTTCCRACATT TTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTGGTGT TGGTTGEACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCGTATTTTTCTAGT
TTAGGGGCTCETCT TEETTCRACATTTTATCCGCCGTTGTCCTCGTCTTATTTTTCTAGT
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AGTTCTGETETTCATTTTTTFATGTTTTCTCT AT T TGO T FTGTTTCARGTCTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCARGTCGTTTTT
AGTTGETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGC TCETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGGTGTTGATTTTTTFATGTTTTCTCTGCATTTGGC TG TGTTTCARGTGTTTTT

ACTTETGETGTTGATTTTTTGATGTTTTCTCTGCATTTGGCTCETEZTTTCARGTCGTTTTT 420

ATTET G ETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTEETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTET T CTT AT TTTTTFATGTTTTCTCTGCATT TGO T TCTTTCARGTGTTTTT
AGTTGT T GTT AT TTTTTRRATGTTTTCTCTCATT TGO T TGTTTCRAAGTGTTTTT
ACTTGETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTGETGTTTCAAGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTEETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTEETGTTTCALGTGTTTTT

420
420
420
420
420
430

420
420
420
430
420
420
420

AGTTGTGGTGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTFTGTTTCARGTGTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATCTTTTCTCTGCATT TG TFETGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATT TGO TFETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTFETGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTFETGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGGTGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGCTFTGTTTCARGTGTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATCTTTTCTCTGCATT TG TFETGTTTCARGTGTTTTT

430
420
420
420
420
430
420

AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCALGTCGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTCTGETETTCATTTTTTFATGTTTTCTCT AT T TGO T FTGTTTCARGTCTTTTT
AGTTGTGETGTTEATTTTT T ATGTTTTCTCTFCATTTEC THTGTTTCARGTGTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCARGTCGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGGTGTTGATTTTTTFATGTTTTCTCTGCATTTGGC TG TGTTTCARGTGTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCARGTCGTTTTT
AGTTGETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGC TCETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGTGGTGTTGATTTTTTFATGTTTTCTCTGCATTTGGC TG TGTTTCARGTGTTTTT
ACTTETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCARGTCGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGCTCETGTTTCALGTCGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
AGTTCTGETETTCATTTTTTFATGTTTTCTCT AT T TGO T FTGTTTCARGTCTTTTT
AGTTGTGETGTTEATTTTT T ATGTTTTCTCTFCATTTEC THTGTTTCARGTGTTTTT
AGTTGETGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTCGC TCETGTTTCALGTGTTTTT
AGTTGTGETGTTGATTTTTTRATGTTTTCTCTGCATTTGGC TR TGTTTCARGTGTTTTT
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AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATTRRATTTATTTGTACTCTATATAGEGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
A CTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
A GTTCTAT T AR AT TTATTTGTACT CTATATAGGGTTTTTATGACCARAGTGTTTTCTCGET

AGTTCTATTRRATTTATTTGTACTCTATATAGGEGTTTTTATGACCRARAGTGTTTTCTCGT 540

ATTCTATT R TTTATTTGTACTCTATATAGGETTTTTATGACCAAACGTCGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTATTAAATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT T AL A TTTATT TGTACTCTATATAGGEGTTTTTAT FACCAALGTETTTTCTCCT
AGTTCTATTRAATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT FACCAAAGTGTTTTCTCGT
ATTCTATT R TTTATTTGTACTCTATATAGGETTTTTATGACCAAACGTCGTTTTCTCGT
AGTTCTATTAAATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT

L40
540
L40
L40
L40
S40

L40
L40
k40
L40
540
L40
k40

AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT T AR A TTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCARAAGTETTTTCTCCT
ATTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGETTTTTATGACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTATT A AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATTRRATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCARAAGTGTTTTCTCGT

E40
540
L40
L40
E40
E40
540

A CTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATTRARATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCARAAGTGTTTTCTCGT
A CTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATTRARATTTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTATGACCARAAGTGTTTTCTCGT
A CTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATTRRATTTATTTGTACTCTATATAGEGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
A CTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
AGTTCTATT AR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTEGTTTTCTCGT
AGTTCTAT TR AT TTATTTGTACTCTATATAGGGTTTTTAT GACCAAAGTGTTTTCTCGT
A GTTCTAT T AR AT TTATTTGTACT CTATATAGGGTTTTTATGACCARAGTGTTTTCTCGET
AGTTCTATTRRATTTATTTGTACTCTATATAGEGTTTTTAT GACCRARAAGTGTTTTCTCGT
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ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTECCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT

ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTETTTTGTTATTCETTACGTTGCCT &00

ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGCTTACGTTGCCT

s00
s00
=quln}
&00
&00
s00

00
&00
0o
[={u]u}
[={u]u}
00
&00

ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTCT TATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTETTTTGT TATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTETTTTGT TATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGCTTCTT TG TCATATTTATTTACTTCTGTTTTGT TATTGETTACGTTRCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTTTTTGTTATTGETTACGTTCCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTCT TATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTETTTTGT TATTGETTACGTTGCCT

00
[={u]u}
[={u]u}
s0n
&0n
00
[={u]u}

ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
A TTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTITATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTRCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTECCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
A TTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTITATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTRCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTECCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTECCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTGTTTTGTTATTGGTTACGTTGCCT
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTCTTATTGETTACGTTGCCET
ACTTCTATAGTTCTTTGGTCATATTTATTTACTTCTCTTTTGTTATTGETTACGTTGCCT
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GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG TATTACTAT G TTTTATTCGATCCTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT

GTTTTCTGCGGC TATTACTATGC TTTTATTCGATCGTRATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO TATTACTATGC TTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCTGCGGC TATTACTATGC TTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
CTTT TGO TATTACTATGC TTTTATTCGAT CGTRAATTTTTGTTCTGETTTTITTT
GTTTTCTGCGGC TATTACTATGC TTTTATTCGATCGTRATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
CTTTTGGCTGC GG TATTACTATGC TTTTATTCGATCGTRATTTTTGTTCTGCTTTTTTT

GE0
2e0
ae0
&0
GE0
GE0

GTTTTGECT GO TATTACTAT GO TTTTATTCFATCGTAATTTTTFTITCTGCTTTTTTIT &c0

aE0
&0
SE0
SE0
1]
aE0
sE0

GTTTTGGCT GGG TAT TACTAT G TTTTATTCCGATCGTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCTGCG G TAT TACTAT G TTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCTGCG G TAT TACTAT G TTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCTGOG GO TATTACTATGCTTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCT GGG TAT TACTAT G TTTTATTCGATCGTRAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCT GGG TAT TACTAT G TTTTATTCCGATCGTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGCTGCG G TAT TACTAT G TTTTATTCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT

GE0
GE0
GE0
a&0
&0
GE0
GE0

GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG TATTACTAT G TTTTATTCGATCCTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG TATTACTAT G TTTTATTCGATCCTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TGO TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTCTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TCGATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
GTTTTGGC TG GG TATTACTAT G TTTTAT TTCATCGTAATTTTTGTTCTGCTTTTTTT
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FAT T TAG TG AT AT CCTAT TTTAT TTCAACATATGTITTTGETTTTT T FCCAT
GATCCGTTAGGTGET GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAGGT T AT AT CCTATTTTAT TTCARCATATGTTTTCGTTTTTTFCCAT
GATCCGTTAGGTGGT T GAT CCTAT TTTATTTCALACATATGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAGGTGGT GGTGAT CCTATTTTAT TTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGHCCAT

GATCCGTTAGCT G TG T GATCCTAT TTTATTTCAACATATCTTTTGGTTTTTTGRCCAT
FAT T TAG TG AT AT CCTAT TTTAT TTCAACATATGTITTTGETTTTT T FCCAT
GATCCGTTAGGT GG TG T GATCCTAT TTTATTTCAACATATCGTTTTGGTTTTTTGRCCAT
GATCCGTTAGGTGET T GATCCTAT TTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGFCCAT
GATCCGTTAGGT GG TG T GATCCTAT TTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGRCCAT
GATCCGTTAGCT G TG T GATCCTAT TTTATTTCAACATATCTTTTGGTTTTTTGRCCAT
GATCCGTTAGGTGGTGGTGATCCTAT TTTATTTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGLCCAT

TED
TED
TZ0
TED
TE0
TE0

GATCCGTTAGGTGET GG TCAT CCTATTTTAT T TCALCATATCTTTTZETTTTTTZZCCAT 72O

Jz0
TED
Tz
JZ0
7z
Jz0
Jen

GATCCGTTAGGTGET GG TGAT CoTATTTTAT T TCAACATATCTTTTCEZTTTTTT GRCCAT
GATCCGTTAGG TG GETGAT CCTAT TTTAT T TCAACATATCTTTTGETTTTTT GLGCCAT
AT T TAGG TG T A TCAT CCTAT TTTAT T TCAACATATGTTTTFETTTTTT GFCCAT
GATCCGTTAGGTGET G TCAT CCTAT TTTAT T TCAACATATCTTTTGEZTTTTTT GRCCAT
FATCCGTTAGGT T AT AT COTAT TTTAT T TCAACATATGTTTTFETTTTTT GRCCAT
GATCCGTTAGGTGET GETGAT CoTATTTTAT T TCAACATATGTTTTGEZTTTTTT GRCCAT
GATCCGTTAGG TG GETGAT CCTAT TTTAT T TCAACATATCTTTTGETTTTTT GLGCCAT

TED
TE0
TED
TED
TE0
TEND
TE0

GATCCGTTAGGTGGT GGTGAT CCTATTTTAT TTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGHCCAT
GATCCGTTAG T GGT GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
FAT T TAG TG AT AT CCTAT TTTAT TTCAACATATGTITTTGETTTTT T FCCAT
GATCCGTTAGGTGET GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAGGT T AT AT CCTATTTTAT TTCARCATATGTTTTCGTTTTTTFCCAT
GATCCGTTAGGTGGT T GAT CCTAT TTTATTTCALACATATGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAGGTGGT GGTGAT CCTATTTTAT TTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGHCCAT
GATCCGTTAG T GGT GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
FAT T TAG TG AT AT CCTAT TTTAT TTCAACATATGTITTTGETTTTT T FCCAT
GATCCGTTAGGTGET GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAGGT T AT AT CCTATTTTAT TTCARCATATGTTTTCGTTTTTTFCCAT
GATCCGTTAGGTGGT T GAT CCTAT TTTATTTCALACATATGTTTTGGTTTTT TGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAGGTGGT GGTGAT CCTATTTTAT TTCAACATATGTTTTGGTTTTTTGHCCAT
GATCCGTTAG T GGT GETCAT CCTAT TTTAT TTCALACATATCGTTTTGGTTTTTTGECCAT
GATCCGTTAG T GET CETCAT CCTAT TTTAT TTCARCATATCTTTTGEGTTTTTTGECCAT
FAT T TAG TG AT AT CCTAT TTTAT TTCAACATATGTITTTGETTTTT T FCCAT
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CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
ol AT TTAT T T TCATTT T CTCCAT T TG TATAATTAGT CATATTTCT TTRAGT
CCTGAGGTTTATGT T TGATTT T CTGAT TTGTATAATTAGT CATATTTGT TTRAGT
CCTGAGGETTTATGTGTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTCAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT

CCTRAGETTTATGT GTTGAT T T TG C TR TTTGTAT AR T TAGTCATATTTGTTT AT
CCTGAGGETTTATGTGTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTCAGT
CCTAGETTTATCT G TTGATTT TG C TG AT TTGETAT AL T TAGTCATATTTGTTTZAGT
CCTRAGGTTTATGT GTTGAT T T TG TG AT TTGETATALT TAGTCATATTTGTTTZAGT
T AT TTAT T T TGAT T T TG L T FRAT T TG T AT AR T TAGTCATATTTCTTT AT
CCTRAGETTTATGT GTTGAT T T TG C TR TTTGTAT AR T TAGTCATATTTGTTT AT
CCTGAGETTTATCT G T TGATTT TGO C TG AT T TG TAT AR T TAGTCATATTTGTTTZAGT

720
7e0
7E0
720
720
720

CCTGAGETTTAT G T T TEATTT TGO CTCEAT T TG TATAATTAGTCATATTTGTTTZAGT &0

=il
720
=1l
=1l
7e0
=il
Jen

CoTAGETTTAT TG T TGATTT T CTGCAT T TG TATAATTACGTCATATTTCTTTRAGT
CoTGAGGTTTAT G TG T TGATTT T CTGCAT TTEGTATAATTAGTCATATTTGT TTRAGT
CoTGAGGTTTAT G TG T TGATTT T CTGCAT TTEGTATAATTAGTCATATTTGT TTRAGT
CoTGAGGTTTATGTGTTGATTTTFCCTGCAT T TG TATAATTAGTCATATTTGT TTGAGT
CCTGA T TTAT G T GTTCATTT T CTGCAT TTCGTATAATTAGTCATATTTCGTTTRAGT
CoTAGETTTAT TG T TGATTT T CTGCAT T TG TATAATTACGTCATATTTCTTTRAGT
CoTGAGGTTTAT G TG T TGATTT T CTGCAT TTEGTATAATTAGTCATATTTGT TTRAGT

7a0
7a0
7a0
7E0
TE0
7a0
7a0

CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTT TGO CTGLAT TTGGTATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGETTTATGTGTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTCAGT
CoT AT T TAT G T GTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGT CATATTTCGTTTZAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTT TGO CTGLAT TTGGTATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGETTTATGTGTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTCAGT
CoT AT T TAT G T GTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGT CATATTTCGTTTZAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
ol AT TTAT T T TCATTT T CTCCAT T TG TATAATTAGT CATATTTCT TTRAGT
CCTGAGGTTTATGT T TGATTT T CTGAT TTGTATAATTAGT CATATTTGT TTRAGT
CoT AT T TAT G T GTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGT CATATTTCGTTTZAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTECCTGCAT TTGETATAATTAGT CATATTTGTTTGAGT
ol AT TTAT T T TCATTT T CTCCAT T TG TATAATTAGT CATATTTCT TTRAGT
CCTGAGGTTTATGT T TGATTT T CTGAT TTGTATAATTAGT CATATTTGT TTRAGT
CCTGAGGETTTATGTGTTGATTT TGO CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTCAGT
CCT ARG ETTTAT G TG TTGATTT T CTGCAT TTGGTATAATTAGTCATATTTCTTTZAGT
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Sekil 4.3. Calismada incelenen biitiin izolatlarin COX-1 (L) gen bdlgelerinin

karsilagtirmali sekans sonuclar1
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Sekil 4.4. Calismada elde edilen izolatin ve referans dizilerin COX-1 (L) gen

bolgelerinin Neighbour-Joining filogenetik iligkisi

4.4. MITOKONDRIYAL COX-1 (S) PCR BULGULARI

Calismada protoskoleks ve germinal membranlardan elde edilen genomik DNA’larin
parazitin mitokondriyal COX-1 (S) gen bolgesini ¢ogaltan COX-1 (S) F ve COX-1 (S)
R primerleriyle PCR amplifikasyonu yapilmistir. Calisma sonucunda 446 bp
biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.5).
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-446 b

Sekil 4.5. Echinococcus granulosus’un insan, sigir, koyun izolatlarinin mitokondriyal
COX-1 (S) bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi sonucunda olusan 446 bg¢’lik bant M: 100
b¢ DNA marker (BIOMATIK/KANADA), 1: Insan izolat1, 2: Sigir izolati, 3: Koyun

izolati, 4: Pozitif kontrol, 5: Negatif kontrol.

4.5. MITOKONDRIYAL COX-1 (S) GENININ CIiFT YONLU DNA Dizi
ANALIZi SONUCLARI

Elde edilen veriler BLAST search ile (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Genbank’a
daha Once girilmis sonuglarla karsilastirilmas: ile; insan, sigir, koyun ve kegi

izolatlarimizin hepsinin koyun susu (G1) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6), (Sekil 4.7).
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-TTTTT GGG AT O TGAGGTTTAT GTGTTCATTTTGCCTGGATTTZGTATAATTAGTCA £
-TTTTT GGG AT O TGAGGTTTAT GTGTTCATTTTGCCTGGATTTZGTATAATTAGTCA £
“TTTTTTGGGCAT CCTGAGGTTTAT GTGTTGATTTTGCCTGGATTTFGTATAATTAGTCA 52
TTTTTT TG AT CCTCAGGTTTATCTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA &0
TTTTTTT GG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTEGCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTGGTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTGGTATAATTAGTCA &0
TTTTTTTGG AT CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTCFATTTHLCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTCAGGTTTATCTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTGGTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTGGTATAATTAGTCA &0
TTTTTTTGG AT CCTGAGGTTTATGTGTTGATTTTGCCTCFATTTHLCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTCAGGTTTATCTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCCTCCATTTGGTATAATTAGTCA &0
————————————————————————————————————— CCTGGATTTGCTATAATTAGTCA E3
————————————————————————————————————— CCTGGATTTGCTATAATTAGTCA 23
TTTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTCTTCATTTTGCC T AT TTCTATAATTAGTCA &0
-TTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTCTTCATTTTGCCTCCATTTCCTATAATTAGTCA £
-TTTTT GGG AT O TGAGGTTTAT GTGTTCATTTTGCCTGGATTTZGTATAATTAGTCA £
-TTTTT TG AT CCTGAGGTTTATGTGTTCATTTTGCC TG AT TTGGTATAATTAGTCA £
TTTTT T TG AT T AT TTAT GT T TCATTTTFCCTCEAT TTRGTATAATTAGTCA &0
TTTTTT TG CAT CO TR GGT TTAT GT T TCATTTTFCCTCRAT TTRETATAATTAGTCEA &0
TTTTTT TG CAT TG T TTATGTCTTCGATTTTCCCTCCAT TTECTATAATTAGTCE &0
——————————————————————————————————————————————— GTATAATTAGTCA 13
——————————————————————————————————————————————— GCTATRATTAGTCA 13
——————————————————————————————————————————————— CTATAATTAGTCA 13
——————————————————————————————————————————————— GTATRATTAGTCA 13
——————————————————————————————————————————————— GTATRATTAGTCA 13
TTTTTTTGGG-AT TG T TTAT G TG T TGATTTTCCCTGGAT TTECTATALATTAGTCA B
TTTTTTTGGG- AT CCTCAGGTTTATGTGTTGATTTTCCCTGGAT TTGGTATAATTAGTCA B2
TTTTTTTGGG- AT CCTCAGGTTTATGTGTTGATTTTCCCTGGAT TTGGTATAATTAGTCA B2
—————————————————————————————————————————————— GGTATA-TTAGTCA 13
—————————————————————————————————————————————— GCTATA-TTAGTCA 13
—————————————————————————————————————————————— GETATA-TTAGTCA 13
—————————————————————————————————————————————— GCTATA-TTAGTCA 13
—————————————————————————————————————————————— GCTATA-TTAGTCA 13
————————————————————————————————————————————— TGGTATA-TTAGTCAE 14
————————————————————————————————————————————————— ATA-TTAGTCA 10
————————————————————————————————————————————————— ATA-TTAGTCA 10
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TATTTGTTTGAGTAT TAGTGCTAATTTTGATGTGTTTGEGTTCTATGGEGTTEZTTGTTTGE 11
TATTTGT T TRAGTAT TAGT GO TAATTTTCGATGTCTTTGEETTCTATGGGTTETTGTTTGE 1L
TATTTGTTTRAGTAT TAGT L TAATTTTCATGTGTTTGTTCTATGGGTTETTGTTTGE 11
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTCGETTCTATGEGTTCTTCTTTRE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT L TRAATTTTEATGTGTTTGGETTCTAT FECTTCTTGTTTZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTCGETTCTATGEGTTCTTCTTTRE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT L TAATTTTGATGTGTTTCGETTCTATGEGTTCTTCGTTTZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTZE
TATTTGT TTGAGTAT TAGT L TRAATTTTGATGTGTTTGGETTCTATGGGTTCTTGTTTIZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGATGTGTTTCGETTCTATGEGTTCTTCTTTRE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT GO TAATTTTGATGTETTTCCETTCTATGGCTTETTCTT TR
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTTTATGGGTTCTTGTTTRZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTTTATGGGTTCTTGTTTRZE
TATTTGT T TR GTAT TAGTCC TRAATTTTGAT GO GTTTGGETTCTAT FECTTETTGTTTIRC
TATTTGCT T T AT AT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTCGETTTTATGGGTTCTTCTTTZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT G TAATTTTGAT GO GTTTCGETTTTATGGCTTETTCTTTRZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTRZE
TATTTGT T TRAGTAT TAGT L TAATTTTCATFEGTTTGEETTCTATGGGTTETTGTTTGE L1
TATTTGT T TR GTAT TAGTCC TRAATTTTGAT GO GTTTGGETTCTAT FECTTETTGTTTIRC

TATTTGTTTRAGTAT TAGTGCTAATTTTCAT GCGTTTGEGTTCTATGCECTTEZTTGTTTGE 1EO
TATTTGTTTGAGTATTAGTGCTRAATTTTCATGCGTTTGEETTCTATCGCLCTTGTTGTTTGE 120
TATTTGTTTGAGTATTAGTGCTRAATTTTCATGCGTTTGEETTCTATCGCLCTTGTTGTTTGE 120

TATTTGT TTGAGTAT TAGT L TRAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGGGTTCTTGTTTIZE
TATTTGTTTGAGTAT TAGTGCTAATTTTCATGCGTTTGEETTCTATGGETTEZTTCTTTGE 73
TATTTGTTTGAGTAT TAGTGCTAATTTTCATGCGTTTGEGTTCTATGGETTEZTTCGTTTGE 73
TATTTGTTTRAGTAT TAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGEGTTCTATGGETTEZTTGTTTGE 73
TATTTGTTTRAGTAT TAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGEGTTCTATGGETTEZTTGTTTGE 73

TATTTGTTTRAGTAT TAGT CTAATTTTCAT GCGTTT GECTTCTATGHGTTETTCGTTTGE 115
TATTTGTTTAGTAT TAGTGCTAATTTTCAT GEGTTTGEETTCTATGCCTTEZTTICTTTGE 115
TATTTGTTTRAGTAT TAGTGCTAATTTTGATGCGTTTGEGTTCTATGCECTTEZTTCTTTGE 115

TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTRZE
TATTTGT T T RAGTAT TAGT L TRAATTTTEATGOGTTTGGETTCTAT FECTTETTGTTTZE
TATTTGT T TR GTAT TAGTCC TRAATTTTGAT GO GTTTGGETTCTAT FECTTETTGTTTIRC
TATTTGT T T RAGTAT TAGT L TAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGEGTTETTCTTTZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTRZE
TATTTGT TTRAGTAT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTGGETTCTATGGGTTETTGTTTRZE
TATTTGT TTAGTAT TAGT L TRAATTTTGATGCGTTTGGETTTTATGGGTTCTTGTTTIZE
TATTTGCT T T AT AT TAGT G TAATTTTGATGCGTTTCGETTTTATGGGTTCTTCTTTZE
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TATGTTTTCTATAGTGTGTTTFEGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTEGTTGE 179
TATGTTTTCTATAGTGTCTTTHECTAGCAGGCTTTGEGETCATCATATCGTTTACTEGTTGR 179
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTHEGTAGCAGGGTTTGGGGTCATCATATGTTTACTGTTGE 172

TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GHEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GHEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GHEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGTAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R

120
120
120
120
1z0
120
120
120
120
1z0
120
120
120
143
143
120
173

TATGTTTTCTATAGTCTCTT T TAGCAGGGTTTFECETCATCATATCTTTACTGTTGE 172

TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCACCATATGTTTACTGTT R

173

TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG GTAGCAGGGTTTFEGGTCATCATATGTTTACTGTTRE 150
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG TAGCAGGGTTTRCGETCATCATATGTTTACTETTZE 120
TATGTTTTCTATAGTGTCT T TG TAGCAGGCTTTCEGETCATCATATGTTTACTETTRE 180

TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG TAGC AT TT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R

133

TATGTTTTCTATAGTGTCTTTHECTAGCAGGCTTTGEGETCATCATATCGTTTACTEGTTGE 123
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTFHGTAGCAGGGTTTGGGLGTCATCATATGTTTACTGTTGE 133
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTFECTAGCAGGCTTTGGGETCATCATATGTTTACTETTGE 123
TATGTTTTCTATAGTGTCTTTHEGTAGCAGGCTTTGEGETCATCATATCGTTTACTEGTTGCR 123
TATGTTTTCTATAGTGTCT T TG TAGCAGGCTTTFGETCATCATATCTTTACTGTT R 172
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG ETAGCAGGGTTTEGGETCATCATATGTTTACTETTRE 179
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG GTAGCAGGGTTTFEGGTCATCATATGTTTACTGTT R 172

TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG TAGC AT TT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG TAGCAGGGTTT GEGGTCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTTTGGLTAGCAGGGTTT GHEGGTCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAG TG TGT T TG TAGCAGGGTTT GGG TCATCATATGTTTACTCGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGTT TG TAGCAGGCTTT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
TATGTTTTCTATAGTGTGT T TG TAGC AT TT GGG TCATCATATGTTTACTGTT R
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GTTGEAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TC TG TTACTATCATTATAGGGETTCCTACD 229
GTTGEAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TC TG TTACTATCATTATAGGGETTCCTACD 229
T T AT T AL A FECTCTITTTTTTAGC TCTGTTACTATCATTATAGCGCGTTCCTAD 232
GTT AT T AAGAC GG TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGFETTCCTAC 240
GTT AT T CAAGAC GG TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGCETTCCTAC 240
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTEGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTAC 240
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTEGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTAC 240
CT T AT T RAA A L TCTTTTTTTTAGCTCTGTTACTAT ZAT TATAGGECTTCCTAC 240
GTT AT T AAGAC GG TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGFETTCCTAC 240
CTTGGAT T CAAGACGGCTCTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGCCTTCCTAC 240
CTT AT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTETTACTAT AT TATAGGCCTTCCTAC 240
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTEGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTAC 240
CT T AT T RAA A L TCTTTTTTTTAGCTCTGTTACTAT ZAT TATAGGECTTCCTAC 240
GTT AT T AAGAC GG TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGFETTCCTAC 240
CTTGGAT T CAAGACGGCTCTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGCCTTCCTAC 240
CTT AT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTETTACTAT AT TATAGGCCTTCCTAC 240
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTACD 203
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTACD 203
GTTGGATGTRAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATFATTATAGGGGTTCCTAC 240
CTTGGAT T CAAGACGGCTCGTTTTTTTTAGC TCTEGTTACTAT AT TATAGGCCTTCCTACD 229
GTTGEAT T CAA A GGCTCTTTTTTTTAGC TCTETTACTATCATTATAGGGETTCCTACD 2259
GTTGGAT T AAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTACD 229
CTTGREAT T GALGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTRT TACTATGAT TATAGGGGTTCCTAC 240
GTTGFATGTGAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATGAT TATAGGGGTTCCTAC 240
CTTGAT T AL CACGGCTETTTTTTTTAGCTCTGT TACTATGAT TATAGGCCTTCCTAC 240
GTT AT T CAAGAC GO TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGCETTCCTAD 193
GTTGEAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TC TG TTACTATCATTATAGGGETTCCTAC 193
GTTGEAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TC TG TTACTATCATTATAGGGETTCCTAC 193
GTTGEATGT CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATCATTATAGGGGTTCCTACD 193
CTTGEAT T AL A GGCTCTTTTTTTTAGCTCTGTTACTATCATTATAGGGETTCCTACD 1393
CTTGEAT T AL CGACGGCTEGTTTTTTTTAGCTCTGT TACTATGAT TATAGGCCTTCCTA 239
CTTGREAT GTGALGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTRT TACTATGAT TATAGGGGTTCCTAC 239
CTTGREAT GTGALGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTRT TACTATGAT TATAGGGGTTCCTAC 239
CTT AT T RAA A TCTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT ZAT TATAGGECTTCCTAC 123
GTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTAT AT TATAGGCCTTCCTACD 133
GTT AT T CAAGAC GO TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGCETTCCTAD 193
GTTGGAT T AAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTAC 193
GTTGGAT T AAGACGGCTGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTATGAT TATAGGCETTCCTAC 193
CT T AT T RAA A L TCTTTTTTTTAGCTCTGTTACTAT ZAT TATAGGECTTCCTAC 1594
GTT AT T AAGAC G TGTTTTTTTTAGC TCTGTTACTAT AT TATAGGFETTCCTAC 120
CTTGGAT T CAAGACGGCTGTTTTTTTTAGCTCTGTTACTAT AT TATAGGCCTTCCTAC 120
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TEETAT AL A G ETCTTTACT TG T TATATATGTTCTTCAATTCGAGTGTTAATEGTTAGTZE 299
TGGTATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTCAATTCGAGTGTTAATGTTAGT A 233
TGGTAT AL ETETTTACT TG T TATATATCTTGTTCAATTCCAGTGTTAATCGTTAGTZE 2959

T T AT AL A TCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCGAGT GTTAAT CTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TGETATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGT TG T TCAAT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
T T AT AL ETCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
T T AT AL A TCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCGAGT GTTAAT CTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TGETATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGT TG T TCAAT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
T T AT AL ETCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TG TAT AL TCTTTACTT G T TATATATCTTET TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GO TAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GO TAGT A
TGETATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGT TG T TCAAT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
T T AT AL ETCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TG TAT AL TCTTTACTT G T TATATATCTTET TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A

TeCTATAR ARG ETCTTTACTTGGTTATATATGTTGTTCAATTCCAGTCTTAATCTTAGTGEA 2599

TGETATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGT TG T TCAAT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A

TGGTAT AL ETCTTTACT TG TTATATATCTTGTTCAATTCCAGTGTTAATCGTTAGTZA 200
TEET AT AL A G ETCTTTACT TG T TATATATCTTCTTCAATTCCGAGTGTTAATCGTTAGTZA 200
TEETATA LA G ETCTTTACT TG T TATATATGTTGTTCAATTCGAGTGTTAATETTAGTZE 200

TeCTAT AR TETTTAC T TG T TATATATGTTGTTGAATTCGAGTCTTAAT GTTAGT GA

TGGTATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGTTGTTCAATTCCGAGTGTTAATGTTAGT A 253
TGGTAT AL ETETTTACT TG T TATATATCTTGTTCAATTCCAGTGTTAATCGTTAGTZE 2532
TEET AT A A A G ETCTTTACT TG T TATATATCTTCTTCAATTCCAGTGTTAATGTTAGT A 2532
TEETAT AL A G ETGTTTACT TG T TATATATGTTCTTCAATTCGAGTGTTAATCGTTAGTZE 2532
TEETATA LA G ETCTTTACT TG T TATATATGTTCTTCAATTCCGAGTGTTAATETTAGTZE 299
TGGTATALAGETCTTTACTTGGTTATATATGTTGTTCAATTCGAGTGTTAATGTTAGTZE 233
TGGTAT AL ETCTTTACT TG TTATATATCTTGTTCAATTCCAGTGTTAATCGTTAGTZE 2393

TG TAT AL TCTTTACTT G T TATATATCTTET TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TGETATALAGGTGTTTACTTGGTTATATATGT TG T TCAAT TCGAGT GTTAAT GTTAGT A
T T AT AL ETCTTTACTT GG T TATATATCT TG T TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TG TAT AL TCTTTACTT G T TATATATCTTET TCALT TCCGAGT GTTAAT GTTAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GO TAGT A
TEETAT AL ETCTTTACTT GG T TATATATGTTET TCALT TCGAGT GTTAAT GO TAGT A
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ToCGGTTTTIGTGAT GGGTTGTTTCTTTTATAGT GTTGTTTACGTTTFEGGLGAGT TACGLG 352
TG ETTTTCTCAT GG TTCTTTCTTTTATAGT GTTEGTTTACCGTTTFEGGCAGTTACGEE 259
TCCGGETTTTIGTGAT GEGTTCTTTC T TTTATAGT GTTGTTTACCGTTTFECECAGT TACGEL 253
T GETTTICT AT T TGTTTCTTTTATAGTGTTETTTACGT T TFECEGAGTTACGEE 320
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFECEERAGTTACGEG 260
ToCGETTT TG T AT R TTGT T TCTTTTATAGTGTTCTTTACGT T TFEGERAGT TACGRE 360
ToCGETTT TG T GAT GGG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFEGERAGTTACGLE 260
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGEG 260
ToCGGTTTTIGT AT GGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTT TFEGGRAGT TACGLSG 360
T GETTT TG T AT G GTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFECECRAGTTACGEE 260
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGEG 260
T GETTTICT AT T TGTTTCTTTTATAGTGTTETTTACGT T TFECEGAGTTACGEE 320
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFECEERAGTTACGEG 260
ToCGETTT TG T AT R TTGT T TCTTTTATAGTGTTCTTTACGT T TFEGERAGT TACGRE 360
ToCGETTT TG T GAT GGG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFEGERAGTTACGLE 260
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGEG 260
ToCGGTTTTIGT AT GGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TFEGLRAGTTACGLG 323
T GETTT TG T AT G GTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTZECECRAGTTACGEE 223
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGEG 260
T GETTT TG T AT AT TGT T T TTTTATAGTGTTETTTACGT T TFECEGAGTTACGEE 352
TCCGETTTTGTGAT GG TTCTTTCC TTTATAGT GTTGTTTACCGTTTFEGEEAGT TACGEL 259
ToCGETTT TG T AT R TTGT T TCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TFEGERAGT TACGRE 3553
TCCGEETTTTGTGAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT TTREEGEAGTTACERE 2360
TCCGETTTTGTGAT GG TTETTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TEEEEEAGTTAC R 260
TCCGGETTTTGTGAT GEGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TGEGGRAGTTAC GG 360
T GETTT TG T AT G GTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTZECECERAGTTACGEE 2132
TCCGGTTTTGTGAT GEGTTCTTTCTTTTATAGT GTTGTTTACCGTTTFECECAGT TACGEE 213
ToCGETTTIGT AT T TCTITC T TTTATAGT GTTGTTTACGT T TFECECAGT TACGEE 313
ToCGETTTTGTGAT GG TTCTTTC T TTTATAGT GTTGTTTACCGTTTFEGECAGT TACGEL 213
TCCGGTTTTGT AT G GTTCT T TC T TTTATAGT GTTGTTTACGTTTFEGGLRAGT TACGRE 313
TCCGEETTTTGTGAT GEGTTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGT T TGEGGEAGTTACERE 2352
TCCGETTTTGTGAT GGG TTCTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TEEEGEEAGTTAC G 235D
TCCGGETTTTGTGAT GEGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGT T TGEGGGAGTTACGRG 352
T GETTT TG T AT G GTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTZECECERAGTTACGEE 2132
TCCGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGLG 213
T GETTTICT AT T TGT T T TTTTATAGTGTTETTTACGTTTFECEGAGTTACGEE 313
T GETTT TG T AT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFECERAGTTACGLG 213
ToCGETTT TG T AT FGTTGT T TCTTTTATAGTGTTCTTTACGT T TFEGERAGTTACGRE 313
ToCGETTT TG T GAT GGG TTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTFEGLRAGTTACGLE 214
T GGETTT TG T GAT GG TTGTTTCTTTTATAGTGTTCTTTACGTTTFECEEAGTTACGEG 210
ToCGGTTTTIGT AT GGGTTGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTT TFEGGERAGTTACGLG 310

FEEEFFTEEETEIEL LTI IR T AL LTSS TR AL E LTI AT LSS T A A S S A LSS
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Z1dirkt
S1dir?
Sadarz:
Inzanzk
Inzanf4
Insanzl
Inzanl?
Inzanlk
Inzanl4
Inzanlz
Insanli
Inzans
Inzand
Inzan?
Inzang
Insanzz
Eegil
Eegiz
Inzan?
Inzanst
Z1dirz
Inzan?
Foyun3
Foyuné
Eojanl
Insanz
Z1dirl
Z1dird
S1dire
Sa1dairs
Eoyunkb
Eoyuarnd
Koyunz
Inzanf3
Inzanzi
Insanl?
Inzanl3
Inzanl
Inzanlé
Inzanll
Insanls

TATAGTTTTGTCT GO T TG T T G T TAGAT A ATATTTTGCAT ZATACTTGCTTTGTCCT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GTTAGATAATATTTTGCAT CATACTTGLGTTT GTGGT FZ0
TATARGCTTTTGTCT GO T TCT T GTTAGAT A ATATTTTGCATCATACTTGLCTTTGTCLT R
TATAGTTTTGTCT GO T TG T T G T TAGAT A ATATTTTGCAT ZATACTTGCTTTGTCCT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GTTAGATAATATTTTGCAT CATACTTGLGTTT GTGGT FZ0
TATARGCTTTTGTCT GO T TCT T GTTAGAT A ATATTTTGCATCATACTTGLCTTTGTCLT R
TATAGTTTTGTCTGC T TGT T GT TAGAT A ATATTTTGCAT GATACTTGCTTT GTGGT R
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGTTAGATRAATATTTTGCATGAT - - - - -~ === —————
TATARGCTTTTGTCT GO T TCT T GTTAGA TR ATATTTTGCATGAT -~ - - - ===
TATAGTTTTGTCTGC T TGT T GT TAGAT A ATATTTTGCAT GATACTTGCTTT GTGGT R
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC

TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GTTAGATAATATTTTGCAT CATACTTGLGTTT GTGGT FZ0

TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCATGATACTTGECTTTGTGETGLGE 419
TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGET G 419
TATAGCTTTTGTCTGC T TG TG T GT TAGATAATATTTTCCATGATACTTGCTTTCGTGETCEE 415

4F0
4F0
4F0
4z0
dz0
4F0
4F0
4F0
4z0
dz0
4F0
4F0
4F0
366
i1
4F0
413

TATAGTTTTGTCTGCTTCTCTGT TAGATAATATTTTGCAT GATACTTGLCTTTCTGLETGREE 419

413

TATAGCTTTTGTCTGCT TG TG T GT TAGATAATATTTTCCATCATACTTCGCTTTCGTCETGEC 420
TATAGTTTTGTCTGC T TG TG T GT TAGATAATATTTTCCAT GATACTTCCTTTGTCGETGEC 420
TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCAT GATACTTGCTTTGTGETGEE 420

TATAGTTTTGTICTGCTTETCT T TAGATAATATTTTCCATGATACTTGCTTTGTGETGEE

373

TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGET G 373
TATAGCTTTTGTCTGC T TG TG T GT TAGATAATATTTTCGCATGATACTTGCTTTCGTGETGEE 2732
TATAGTTTTGTCTGCTTC TG T GT TAGATAATATTTTCCATGATACTTGCTTTGTGET R 2732
TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCATGATACTTGCTTTGTGETGLGE 373

TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCAT GATACTTGCTTTGTGETGLE 419
TATAGTTTTGTCTGCTTGTGTGT TAGATAATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGETGLGE 419
TATAGCTTTTGTCTGCTTCTGTGT TAGATAATATTTTCCATGATACTTCGCTTTCGTGETGEE 418

TATAGTTTTGTCTGC T TGT T GT TAGAT A ATATTTTGCAT GATACTTGCTTT GTGGT R
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GTTAGATAATATTTTGCAT CATACTTGLGTTT GTGGT FZ0
TATARGCTTTTGTCT GO T TCT T GTTAGAT A ATATTTTGCATCATACTTGLCTTTGTCLT R
TATAGTTTTGTCTGC T TGT T GT TAGAT A ATATTTTGCAT GATACTTGCTTT GTGGT R
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC
TATAGTTTTGTCTGCTTGT T GT TAGA TR ATATTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGT ZEC

oo o i a  a a a  a aa  a a  a aa  ak a k

a3
273
273
373
373
274
270
270




SB1dark TCATTTTCATTATCTTCTTTCTT TAL-——-———— 44k
S1d1r7 TCATTTTCATTATGTTCTTTCTT TAL-—————— 445
B1d1r3 TCATTTTCATTATCTTCTTTCTT TAL---—=-== 44k
Insanzk TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Inzanz4 TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
InsanZl TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Insanls TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAA-—-———- 445
Inzanls TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-————-—~ 4dE
Inzanl4 TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Insanlz TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Insanlo TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Insaneg TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAA-—-———- 445
Inzand TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Inzanz TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44&
Inzans TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Insanzz TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 44E
Fegil = —--mmmmmmmmmmm e
Eegiz = ------——-————— - ———
Inzan® TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTALA-—————- 447
Inzans TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTA-———-———- 444
S1d1rE TCATTTTCATTATGTTCTTICTTTA-—-—-———— 44
Insan? TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAL - —————- 445
Eorun2 TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAL-——-——--- 44E
Eoyuné TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAATT-——--- 442
Koyl TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAATT-——--- 442
Insanz TCATTTTCATTATCGTITCTTTCTTTAA - —-———- 359
S1dirl TCATTTTCATTATGTTCTTTCTT TAL-—————— 393
B1d1rd TCATTTTCATTATCTTCTTTCTT TAL-—--—-—— 293
S1dire TCATTTTCATTATCTTCTTTCTT TAL-——-———— 293
B1dars TCATTTTCATTATCTTCTTTCTT TAL-——-———— 293
Eoyunb TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAA——————~- 445
Eoyund TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAL-—-—=-=~ 44t
Eoyunf TCATTTTCATTATCGTTCTTTCTTTAL——-——-- 44L
Inzanz3 TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 293
Insanzo TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 293
Insanl? TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAA-—-———- 359
Inzanls TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-————-—~ 285
Inzanl TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAL-——-———- 293
Inzanle TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAAGETGEGE 407
Insanll TCATTTTCATTATCTTCTTTCTTTAAAGCCCGA 403
Insanlsg TCATTTTCATTATGTTCTTTCTTTAAAGGCCGA 403
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Sekil 4.6. Calismada incelenen biitiin izolatlarin COX-1 (S) gen bdlgelerinin

karsilagtirmali sekans sonuclar1



12 -0.00025
140,00021
G1-0.00021

11000223
130

(3 0.00064
G2 0.00108
(6 0.00014
G7 0.0026
G100.00142
(3 0.02223

(4 0.03768

Echinococcus
granuloses

Sekil 4.7. Calismada elde edilen izolatlarin ve referans dizilerin COX-1 (S) gen
bolgelerinin Neighbour-Joining filogenetik iligkisi



Tablo 4.1. Calismada kullanilan referans dizilerin ve 6rnek izolatimizin Genbank

numaralari

Genotip Genbank Numarasi
Gl U50464
G2 M84662
G3 M84663
G4 M84664
G5 MB4665
G6 M84666
G7 MB4667
G10 AF525457
Erc KT345956
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S.TARTISMA VE SONUC

Echinocccus granulosus’un neden oldugu kistik ekinokokkozis, diinya genelinde yaygin
ve onemli bir helmintozoonozdur. Hastalik insanlarda ciddi semptomlar olusturmakla
beraber bazen oliimciil olabilirken, ara konaklarin ¢esitliligi diisiiniildiigiinde 6zellikle
hayvanlarda cesitli organ ve dokularda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara sebep
olmaktadir. Parazitin larval doneminin neden oldugu KE bu ara konaklarda ekonomik
yonden de olduk¢a 6nemlidir. Echinococcus cinsi parazitler diinyada kozmopolit bir

dagilim sergilemektedir (17, 20, 125).

Echinococcus granulosus’un sigir, koyun, keci, geyik, deve, manda, tavsan, kanguru,
domuz, at, esek ve rastlantisal olarak da insan gibi cok sayida memeli ara konag1 vardir.
Parazitin bu konaklarda bulunan farkli suslarmin etki dereceleri kendini, parazitin hayat
dongiisii, konak spesifitesi, patojenitesi, hastaligin epidemiyolojisi, antijenitesi, bulasma
yollari, kontrol ve eradikasyon calismalarinda gostermektedir. Ozellikle endemik
bolgelerde etkili kontrol ve eradikasyon c¢alismalarinin baslayabilmesi icin bu
bolgelerdeki baskin sus veya suslarin belirlenmesi gerekmektedir. Giiniimiizde suslarin
ayirt edilmesinde cesitli biyolojik ve morfolojik kriterler dikkate alimmakla beraber
kesin cizgilerle birbirlerinden ayrilmalar1 noktasinda molekiiler yontemlerin onemi de

hizla artmaktadir (53, 67, 140).
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Son yillarda yapilan molekiiler calismalar E.granulosus’un on farkli susu oldugunu
ortaya ¢cikarmistir. Bunlar; koyun susu (G1), Tazmanya koyun susu (G2), manda susu
(G3), at susu (G4), sigir susu (G5), deve susu (G6), domuz susu (G7), geyik susu (G8),
domuz susuna benzemekle beraber ondan genetik olarak ayrilan insan susu (G9) ve
Fennoscandian geyik susu (G10) olarak tanimlanmistir. Bunlardan G1, G2 ve G3’iin
E.granulosus sensu stricto, G4’iin E.equinus ve GS5’in E.ortleppi statiisiinde
degerlendirilmesi gerektigini belirten yazarlar da vardir. Diger tiirlerden E.oligarthrus
ve E.vogeli tiirlerinin farkli suslarinin olmadig1 ve E.multilocularis suslar1 arasi
farkliligin E.granulosus suslar1 arasindaki farkliliktan on kat daha diisiik oldugu ortaya

cikarimustir (10, 11, 53, 83, 87, 141).

Echinococcus cinsi icerisinde genetik farkliligi belirlemek adina PCR, RFLP, PCR-
RFLP, RAPD- PCR, SSCP, ddF, prob hibridizasyon teknigi ve DNA dizileme gibi
molekiiler teknikler kullanilmaktadir (68, 69, 72, 83, 92, 97, 98, 102, 142, 143).

Bu yontemler igerisinde uygulamasi ve yorumlanmasi kolay olan yontemlerden biri de
PCR-RFLP yontemidir. Kisa siirede sonu¢ aliabilmesi, laboratuvar calismalar1 ile

tekrarlanabilir olmas1 ve maliyetinin orta diizeyde olmas1 avantajlaridir (12).

Molekiiler teknikler i¢inde en giivenilir olani DNA dizileme teknigidir. Mevcut
sartlarda genotipik farkliligin Ol¢limiinii ortaya cikarabilecek baska bir teknigin
bulunmamasi bu yontemi standart yontem konumuna getirmistir. Genellikle her iki
DNA zincirinin dizi analizi yapilarak dogabilecek hatalar en aza indirilmelidir.
Yontemin tiplendirilebilirligi mitkemmeldir ancak uygulamasi zor ve maliyeti yiiksektir.

Sonuglarin alinmas1 PCR-RFLP yontemine gore daha uzun siirmektedir (12, 99).

PCR-RFLP teknigi kullanilarak E.granulosus’un sigwr, insan, koyun, keci, esek, at,
deve, domuz, kanguru, manda ve kopek oOrnekleri; E.multilocularis, E.vogeli ve
E.oligarthrus’un ise rodent Ornekleri incelenmistir. Biitiin bu Orneklerin incelenmesi

sonucunda E.granulosus’un G1, G4, G5 ve G6 suslar1 belirlenmistir (72).
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Ispanya’nin cesitli bolgelerinden elde edilen 53 izolatin incelendigi bir ¢aliymada PCR-
RFLP yontemi kullanilmis ve E.granulosus’un E.multilocularis’ten ayrimi yapilmigtir.

Domuz susunun ileri ayrimi icin COX-1 ve NADI genleri cogaltilip dizilenmistir (79).

Peru’da yapilan bir calismada toplanan 21 insan materyalinden 20 Ornegin
mitokondriyal COX-1 gen bolgesi cogaltilip dizi analizinin yapilmasi sonucunda 19
izolatin G1, 1 izolatin ise G6 susu oldugu tespit edilmistir. Yine Giiney Brezilya’da 28
sigir ve 12 koyundan elde edilen izolatlarin COX-1 gen bolgeleri incelendiginde 38
izolatin G1, 2 sig1r izolatinin G5 susu oldugu belirlenmistir (144).

Bowles ve ark.’min yaptiklar1 bir calismada; 56 Echinococcus izolatinin COX-1 gen
bolgesini dizilemeleri sonucunda dort Echinococcus tiiriinii, E.multilocularis’in iki alt

tiirlinii ve E.granulosus’un yedi farkli susunu tespit etmislerdir (62).

Italya’min giineyinde mandalardan elde edilen 48 izolatin COX-1 gen bolgelerinin

incelendigi bir ¢aligmada; 33 ornek G1, 15 6rnek ise G3 susu olarak belirlenmistir (58).

Libya’nin Benghazi bolgesinden toplanan 12 sigir, 10 koyun, 5 deve ve 3 insan
izolatinin COX-1 geninin incelenmesi sonucunda tamaminin G1 susu oldugu tespit

edilmistir (145).

Bulgaristan’da E.granulosus’un koyun, sigir, domuz, kurt ve cakal izolatlarinin niiklear
ve mitokondriyal gen dizilerinin incelendigi bagka bir caligmada izolatlarin hepsinin G1

susu oldugu belirlenmistir (146).

Hindistan’da 6 manda, 5 koyun ve 1 sigir izolatinin ITS-1, COX-1 ve NADI1 gen
bolgeleri incelenmis; NADI1 dizilerinin incelenmesi sonucunda izolatlarin tamaminin
G1 susu oldugu, ancak COX-1 dizilerinin incelenmesi ile 2 koyun ve 1 manda izolatinin

G2 susuna ait oldugu gozlenmistir (147).

Cin’in Uygur O6zerk bolgesinde insan izolatlar1 ilizerinde yapilan bir calismada; 67
hidatik kist materyalinin mitokondriyal COX-1 gen bdlgesinin dizilenmesi sonucunda
45 hastanin G1, 2 hastanin da G6 susu ile enfekte oldugu belirlenmistir. Diger taraftan,

G1 susu ile enfekte bir kdpekte bulunan eriskin parazitlerden bazilarinin G6 susuna ait
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oldugu ve sonu¢ olarak E.granulosus’un farkli suslarinin neden oldugu miks

enfeksiyonlarin olabilecegi ifade edilmistir (148).
Ulkemizde yapilan molekiiler tiplendirme calismalarinda:

Afyon, Ardahan, Siirt, Tekirdag, Yozgat, Erzurum ve Kars illerinden toplanan, 100
koyun ve 12 sigir kist materyali orneklerinden yapilan bir calismada E.granulosus
izolatlarinin COX-1 gen bolgeleri calistlmustir. Izolatlarm 107’si G1, 5’i G3 olarak
belirlenmistir. Ulkemizde ilk kez bir Anadolu yaban koyunundan (Ovis gmelinii
anatolica) elde edilen kist materyalinin ¢alismasi neticesinde izolatin G1 susu oldugu

tespit edilmistir (149).

Izmir, Manisa, Usak ve Denizli illerinden 12 koyun ve 10 insan izolatinin cesitli gen
bolgelerinin incelenmesi sonucunda iki koyun izolat1 ve bir insan izolatinin G7, bir
koyun izolatinin G3, bir koyun izolatinin G1 ve G3 referans dizileri arasinda bir diziye

sahip oldugu, diger izolatlarin ise G1 susu oldugu belirlenmistir (150).

Tiirkiye 'nin farkli bolgelerinden Istanbul’a kesim icin getirilen koyunlardan elde edilen
kist materyallerinin incelendigi baska bir caligmada ise; COX-1 gen bolgesi incelenen
100 koyun izolatinin 98’1 G1 susu, iki izolatin ise G3 susu oldugu ortaya cikarilmistir
(151).

Sonug olarak; cesitli ara konaklardan elde edilen hidatik kist materyalleri PCR ve DNA
dizi analizi yontemleri ile incelenerek Kayseri ve cevresindeki genotip cesitliligi
arastirilmistir. Calismanin sonucuna gore; bolgemizde ve Tatvan ilcesinden gelen iki
izolatin genotipinin evcil koyun susu oldugu belirlenmistir. Ulkemiz icin maalesef
onemli bir halk saglig1 sorunu olan KE’nin kontrolii, etkin teshis ve tedavi teknikleri,
eradikasyon, as1 ve ilac gelistirme caligmalarina 6nemli bir kaynak teskil edecek veriler
elde edilmistir. Ulke genelinde etkin ve basarili kontrol programlarmin yapilabilmesi
icin benzer caligmalarin tiim bolgeleri kapsayacak sekilde arttirilmas: kanaatine

varilmistir.
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