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Öz 

Kistik ekinokokkozis (KE), dünya çapında insan ve hayvanlarda yaygın olarak rastlanan ihmal edilmiş 
bir halk sağlığı ve ekonomik sorundur. Bu çalışmanın amacı, E. granulosus s.s. (G1/G3) izolatları 
içerisinde G1 ve G3 genotiplerinin PZR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PZR-RFLP) ve 
takiben Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) teknikleriyle ayrımının yapılmasıdır. 
Çalışmada kullanılan insan, sığır ve koyun hidatik kist izolatlarına ait genomik DNA (gDNA)’lar E. 
granulosus s.s. (G1/G3) olduğu DNA dizi analizi ile teyit edilen örnekler arasından seçilmiştir. Genomik 
DNA’lar, E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerini ayırt eden mt-nad5 bölgesini çoğaltan primerler 
kullanılarak PZR ile çoğaltıldı. Bu PZR ürünleri MboII, HindII ve HphI restriksiyon enzimleriyle ayrı ayrı 
kesildi. Daha sonra hazırlanan SSCP jeline bu kesim ürünleri yüklendi ve elektroforeze tabi tutulup jel 
gümüş nitrat ile boyanarak bantlar görünür hale getirildi. Bu çalışmada hepsi Elazığ ilinden elde edilen 
ikisi insan, altısı sığır ve 13’ü koyun olmak üzere toplam 21 izolat analiz edildi. Bütün örneklerde E. 
granulosus s.s.’un 759 bp’lik mt-nad5 gen bölgesi PZR ile başarılı bir şekilde çoğaltıldı. RFLP neticesinde 
MboII enzimi G1 ve G3 genotiplerine ait PZR ürünlerini dört farklı pozisyondan, HindII iki farklı ve yine 
HphI de iki farklı pozisyondan kesti. Takiben yapılan SSCP analizinde bütün örneklerin aynı bant 
profilini göstermesi nedeniyle E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerinin bu yöntemle ayırt 
edilemeyeceği anlaşıldı. 

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

 

 

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

 

Abstract 

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

Key Words: Echinococcus granulosus, genotype, PCR, RFLP, SSCP 
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GİRİŞ 

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus sensu 
lato’nun larvası olan hidatik kist tarafından oluşturulan, ih-
mal edilmiş bir zoonotik hastalıktır. Parazitin erişkin formu 
köpek, kurt, çakal ve diğer bazı etçillerin ince bağırsaklarında 
yaşarken, larvası olan hidatik kist ise insanlar dahil koyun, 
keçi, sığır, domuz ve diğer birçok evcil ve yabani memelide 
çoğunlukla karaciğer ve akciğer olmak üzere çeşitli organ ve 
dokularda yerleşmektedir (1). Mitokondriyal ve nükleer DNA 
dizilemesine dayanarak, E. granulosus s.l. içerisinde beş türü 
tanımlanmıştır. Bu türler arasında Echinococcus granulosus 
sensu stricto (G1 ve G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. 
canadensis (G6/7, G8 ve G10) ve E. felidis bulunmaktadır (2-
4). 

Başlangıçta E. granulosus s.s. G1, G2 ve G3 olmak üzere 
üç genotipten oluşmaktaydı. Ancak son yıllarda yapılan tam 
genom sekansları neticesinde G2'nin ayrı bir genotip olma-
dığı, G3'ün bir mikrovaryantı olduğu ortaya konmuştur (5). E. 
granulosus s.s.'nun G1 ve G3 genotiplerinin ayrımı genellikle 
mitokondriyal sitokrom c oksidaz subunit 1 (mt-CO1) geninin 
sekans analizi ile yapılır (6). Bununla birlikte son çalışmalarda 
E. granulosus s.s. genotiplerinin ayırt edilmesi için daha uzun 
mt-CO1 gen bölgelerinin analiz edilmesi gerektiği gösteril-
miştir (7, 8). Filogenetik analizlere göre, G1 ve G3 arasında 
37 nükleotidlik bir fark vardır (5). Daha uzun mt-CO1 gen di-
zilerinin (1609 bp) yanı sıra kısmi mt-CO1 (366 bp) ve nad1 
(471 bp) dizileri bile G1 ve G3 arasında doğru bir ayrım yapa-
mamaktadır (5). Nitekim son çalışmalar, mt-nad5 geninin 
kısa bir parçasında, G1 ve G3 genotiplerinin tamamen ayırt 
edilmesini sağlayan üç tek nükleotid polimorfizminin ve altı 
informatif pozisyonun varlığını ortaya koymuştur (5).  

Türkiye'de E. granulosus s.l.'nun tür ve genotiplerinin 
belirlenmesine yönelik yapılan çalışmalarda, hayvan ve insan 
konaklarından elde edilen izolatlarda E. granulosus s.s. (G1/ 
G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5) ve E. canadensis (G6/G7) 
tespit edilmiştir (2-4, 9, 10). Cengiz ve Gönenç (11), Türki-
ye'nin farklı illerinden 49 kist hidatik izolatını (10 sığır ve 39 
koyun) mt-nad5 genini dizileyerek analiz etmiş ve G1 (n = 36) 
ve G3 (n = 13) genotiplerini ayırt etmişlerdir. Türkiye’de ya-
pılan başka bir çalışmada, 12’si insan, 28’i sığır ve 31’i koyun 
hidatik kist izolatlarının 759 bp uzunluğundaki mt-nad5 gen 
fragmanı PZR ile çoğaltılarak sekanslatılmıştır. Sekans sonuç-
larına göre 61 örneğin E. granulosus s.s. G1 genotipi, 10 ör-
neğin ise G3 genotipi olduğu belirlenmiştir (12). Elazığ ve Er-
zurum illerinden toplanan 54 koyun ve sığır örneği ile yapılan 
başka bir çalışmada ise PZR-Single Stranded Conformation 
Polymorphism (PZR-SSCP) analizi denenmiştir. Analiz sonu-
cunda G1 ve G3 arasındaki fark tanımlanamazken, G5 ve 
G7’nin diğer izolatlardan farkı ortaya konmuştur (13). 

Bu çalışmanın amacı, E. granulosus s.s. (G1/G3) izolat-
ları içerisinde G1 ve G3 genotiplerinin PZR-Restriction frag-
ment length polymorphism (PZR-RFLP) ve takiben SSCP tek-
nikleriyle ayrımının yapılabilirliğinin araştırılmasıdır. 

 

MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmada kullanılan insan, sığır ve koyun hidatik kist izo-
latlarına ait genomik DNA (gDNA)’lar E. granulosus s.s. 
(G1/G3) olduğu DNA dizi analizi ile teyit edilen örnekler ara-

sından seçilmiştir (12).  Bu izolatların isimleri, GenBank eri-
şim numaraları, konakları ve genotipleri Tablo 1’de verilmiş-
tir. 
 

Tablo 1.  Çalışmada kullanılan E. granulosus s.s. izolatlarının Gen-
bank erişim numaraları, ait olduğu konaklar ve genotipleri. 

 

No İzolat Adı 
Genbank Erişim 
Numarası 

Konak Genotip 

1 TRH04 OP889045 İnsan G1 
2 TRC02 OP889055 Sığır G1 
3 TRC03 OP889056 Sığır G1 
4 TRC11 OP889064 Sığır G1 
5 TRC13 OP889066 Sığır G1 
6 TRC28 OP889081 Sığır G1 
7 TRS02 OP889083 Koyun G1 
8 TRS05 OP889086 Koyun G1 
9 TRS06 OP889087 Koyun G1 
10 TRS08 OP889089 Koyun G1 
11 TRS09 OP889090 Koyun G1 
12 TRS10 OP889091 Koyun G1 
13 TRS12 OP889093 Koyun G1 
14 TRS14 OP889095 Koyun G1 
15 TRH10 OP889051 İnsan G3 
16 TRC04 OP889057 Sığır G3 
17 TRS21 OP889102 Koyun G3 
18 TRS23 OP889104 Koyun G3 
19 TRS25 OP889106 Koyun G3 
20 TRS28 OP889109 Koyun G3 
21 TRS29 OP889110 Koyun G3 

 

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

Genomik DNA’lar, Kinkar ve ark. (5) tarafından dizayn edilen 
ve E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerini ayırt eden 
EGnd5F1 (5′-GTTGTTGAAGTTGATTGTTTTGTTTG-3′) ve 
EGnd5R1 (5′-GGAACACCGGACAAACCAAGAA-3′) primerleri 
kullanılarak 759 bp’luk mt-nad5 gen bölgesi PZR ile çoğaltıldı. 
PZR reaksiyonu şu şekilde oluşturuldu: 5 μL 10X PZR tam-
ponu, 5 μL MgCl2 (25 mM), her dNTP'den 400 μM, her pri-
merden 20 pmol, 0.2 μl Taq DNA Polimeraz (1.25 IU) ve 28.8 
μL steril saf su ile toplam hacim 45 μL olarak hazırlanıp üze-
rine 5 μL kalıp DNA eklendi. Kinkar ve ark. (5) tarafından daha 
önce belirlenen bir touch-down PZR protokolü kullanıldı (5). 
Thermal cycler koşulları, 95 oC’de 1 dk ön denatürasyon, ta-
kiben 95 oC’de 20 sn, 55 oC’de 45 sn (tavla sıcaklığı her dön-
güde kademeli olarak 0,5 °C azaltıldı), 68 oC’de 1 dk olacak 
şekilde 10 siklus ve ardından 95 oC’de 20 sn, 50 oC’de 45 sn, 
68 oC’de 1 dk olacak şekilde 25 siklus ve 68 oC’de 3 dk son 
uzama işlemine tabi tutuldu. PZR ürünleri daha sonrasında 
%1.4’lük agaroz jelde 100 volt akımda 40 dk elektroforeze 
tabi tutuldu ve sonrasında jel görüntüleme cihazında (Quan-
tum, Vilber Lourmat, France) görüntülendi.  

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

Çalışmada kullanılan E. granulosus s.s. izolatlarına ait mt-
nad5 sekanslarını kesen restriksiyon enzimleri (RE)’nin belir-
lenmesi amacıyla bütün sekans verileri ayrı ayrı Restriction-
Mapper (https://www.restrictionmapper.org/) veri taba-
nında kontrol edildi ve bu sekansları en az iki noktadan kesen 
üç enzimin kullanılmasına karar verildi. Bu enzimler, MboII (5 
U/µL, 300U Thermo Scientific), HindII (5 U/µL, 300U Thermo 
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Scientific) ve HphI (5 U/µL, 300U Thermo Scientific) idi. En-
zim kesim reaksiyonu 10 μL PZR ürünü, 1 μL RE, 2 μL 10X Buf-
fer B ve 18 μL steril saf su ile toplam hacim 31 μL olacak şe-
kilde ayrı eppendorf tüplerde hazırlandı. Daha sonra üretici 
firmanın (Thermo Fisher, Bartlesville, USA) belirlediği koşul-
larda 37 oC’deki su banyosunda 8 saat enzim kesimi gerçek-
leştirildi. Bu sürenin sonunda ise 65 oC’de 20 dk enzim inak-
tivasyonu gerçekleştirildi. Sonrasında kesim ürünleri %3’lük 
agaroz jelde 100 volt akımında 40 dk elektroforeze tabi tu-
tuldu ve jel görüntüleme cihazında (Quantum, Vilber Lour-
mat, France) görüntülendi (4). 

Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) 

Bu yöntem Simsek ve ark. (13) tarafından bildirilen yönteme 
göre gerçekleştirildi.  SSCP jeli, 2 ml %40 akrilamid-N,N' Me-
tilenbisakrilamid (39:1), 825 μL 5X Tris Borik Asit-EDTA (TBE), 
1 ml gliserol, 500 μL 1M üre, 150 μl %10 amonyum peroksid 
disülfat, 4575 μL saf su ve 4 μL Tetrametiletilendiamin (TE-
MED) ile hazırlandı. PZR ürünlerinin tek iplik haline getiril-
mesi için 5 µL hem PZR hem de enzim kesimine uğramış PZR 
ürünlerinden ayrı tüplere alınarak 11 µL denatüre edici tam-
pon (10 mM NaOH, %95 formamit, %0.05 bromfenol blue ve 
%0.05 ksilen siyanol) ile homojen bir şekilde karıştırıldı. Elde 
edilen karışım Thermal Cycler’da 95 oC’de 10 dk denatüras-
yona maruz bırakıldı. Ardından hemen buz blok üzerine alı-
narak (-20 ºC) SSCP jelinin kuyucuklarına her örnekten 5 µL 
yüklendi ve 175 volt akımda 2 saat elektroforeze tabi tu-
tuldu. Sürenin sonunda plakalardan çıkarılan jel, gümüş nit-
rat ile boyandı. Bu amaçla, poliakrilamid jel %10 etanol, %5 

asetik asit ve % 85 distile su içerisine alınarak 6 dk boyunca 
çalkalanıp fikse edildi. Ardından jel %0.1 gümüş nitrat boyası 
içerisine alınarak 15 dk orta hızda çalkalanıp boyandı. Bant-
ların görünür hale gelmesi için %1.5 Sodyum hidroksit 
(NaOH) ve %0.15 formaldehit içerisinde 30 dk çalkalandı. Jel, 
son olarak %0.75 sodyum karbonat (Na2CO3) içerisine alına-
rak 10 dk çalkalandı ve distile su küvetine alınarak 5 dk yı-
kama işlemi yapıldıktan sonra görüntülendi. 

 

BULGULAR 

Bu çalışmada hepsi Elazığ ilinden elde edilen ikisi insan, altısı 
sığır ve 13’ü koyun olmak üzere toplam 21 izolat analiz edildi. 
Tüm örneklerde E. granulosus s.s.’nun 759 bp’lik mt-nad5 
gen bölgesi PZR ile başarılı bir şekilde çoğaltıldı (Şekil 1). Son-
rasında bu örnekler SSCP analizine tabi tutuldu, ancak yeterli 
ayrım sağlanamadığı için öncelikle PZR-RFLP yapılıp kesim 
ürünlerinin SSCP yapılmasına karar verildi. Böylelikle bütün 
izolatların mt-nad5 PZR ürünleri MboII, HindII ve HphI enzim-
leri ile kesime tabi tutuldu. Enzim kesimi sonrası farklı DNA 
fragmentlerinin oluştuğu görüldü (Şekil 2). E. granulosus 
s.s.’nun her iki genotipi de MboII ile kesildiğinde dört farklı, 
HindII ile iki farklı ve yine HphI ile iki farklı yerden kesimin 
olduğu görüldü. Takiben PZR-RFLP ürünleri SSCP jeline yük-
lenip gümüş nitrat ile boyandı, ancak elde edilen bantlar in-
celendiğinde hepsinin aynı bant profilini gösterdiği (Şekil 3) 
ve bu nedenle E. granulosus s.s.’nun G1 ve G3 genotiplerinin 
bu yöntemle ayırt edilemeyeceği ortaya kondu.  
 

 
 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) neticesinde elde edilen 
ürünlerdeki mutasyonların tanımlanması için altın standart 
yöntem sekans analizidir. Ancak, özellikle popülasyon çalış-
malarında çok sayıda örnek çalışmak gerektiğinde tüm PZR 
amplikonlarının dizilenmesi, masraflı ve zaman alıcıdır (14). 
Bu nedenle, PZR sonrası mutasyon tespitinde alternatif yön-
temler kullanılabilmektedir. Bunlardan biri pratik bir elektro-
foretik mutasyon tarama yaklaşımı olan SSCP'dir (15). Bu tek-
nik, tek sarmallı bir DNA molekülünün denatüre olmayan bir 

jel içindeki elektroforetik hareketliliğinin yapısına ve boyu-
tuna büyük ölçüde bağlı olduğu ilkesine dayanır ve <500 
bp'lik PZR ürünlerinde tek nokta mutasyonlarını tespit etme 
kapasitesi sunar. PZR-SSCP'nin yüksek mutasyon saptama 
kapasitesi ve nispeten basit bir teknik olması, onu türlerin 
veya genotiplerin tanımlanması, çok sayıda örnek içinde ve 
örnekler arasında genetik değişkenliğin taranması ve daha 
da önemlisi bilinmeyen mutasyonların belirlenmesi için 
güçlü bir araç haline getirmektedir (15). Böylelikle, bir popü-
lasyondaki genetik varyasyonun kapsamını değerlendirmek 
için bir tarama aracı olarak kullanıldığında, örneklerin hedef-

Şekil 1. E. granulosus s.s. (G1/G3) mt-
nad5 genine ait PZR sonuçlarının jel gö-
rüntüsü. M: Marker (100 bp); 1-9: Rast-
gele seçilen bazı örneklerin bant profil-
leri (759 bp) 
 

Şekil 2. E. granulosus s.s. (G1/G3) mt-nad5 ge-
nine ait PZR-RFLP sonuçlarının jel görüntüsü. M: 
Marker (100 bp); 1-4: MboII; 5-8: HindII; 9-12: 
HphI.  
 

Şekil 3. Echinococcus granulosus s.s.'nun mt-nad5 PZR 
ürünlerinin SSCP analizi. 1: PZR ürünü (G1); 2: MboII ile ke-
silmiş PZR ürünü (G1); 3: ile HindII kesilmiş PZR ürünü (G1); 
4: HphI ile kesilmiş PZR ürünü (G1); 5: PZR ürünü (G3); 6: 
MboII ile kesilmiş PZR ürünü (G3); 7: HindII ile kesilmiş PZR 
ürünü (G3); 8: HphI ile kesilmiş PZR ürünü (G3). 
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lenen dizilemesinden önce PZR-SSCP analizi yapılması dizi-
leme gerektiren örneklerin sayısında önemli bir azalmaya 
(genellikle %70-90) ve dolayısıyla analizlerle ilişkili maliyetle-
rin düşmesine imkân sağlamaktadır (15). PZR-SSCP'nin pra-
tik, hassas, spesifik ve tekrarlanabilir olduğu kanıtlanmıştır 
(16). Yöntemin standartlaştırılmış bir protokol izlemesi (böy-
lece yüksek bir mutasyon tespit oranı elde edilmesi) ve so-
nuçların dikkatli bir şekilde yorumlanması koşuluyla, SSCP 
önemli bir tanısal kapasiteye sahip olup seçilen örneklerin di-
zilenmesi ve dizi verilerinin filogenetik analizleri ile birlikte 
örnekleme prosedürlerine ve genetik belirteçlere dikkat edi-
lirse, E. granulosus’un popülasyon genetiği ve epidemiyoloji-
sinin araştırılması için uygundur (17,18). Ancak, PZR-SSCP 
500 bp fragmanlara kadar polimorfizmi tespit edebilir. PZR-
SSCP’den maksimum verimi almak için amplikonların opti-
mum boyutu 330 ila 380 bp arasında olmalıdır (19). Bu han-
dikapı gidermek için mevcut çalışmada öncelikle PZR ürünle-
rinin restriksiyon enzimleriyle küçük parçalara ayrılması 
(PZR-RFLP) ve daha sonra SSCP yapılmasının mutasyon tespit 
kapasitesini artırabileceği düşünülmüştür. PZR-RFLP tekni-
ğinde, bir PZR ürünü çeşitli boyutlarda birkaç DNA parçası 
oluşturmak için tanıma bölgesi olarak bilinen bölgelerden 
DNA'yı kesen belirli restriksiyon enzimleriyle muamele edilir. 
Daha sonra, kesilmiş amplikonlar bir jele yüklenir ve elektro-
foreze tabi tutulur. Böylelikle, farklı boyutlardaki bantlar jel 
boyunca farklı büyüklüklerde bant oluşturacaktır (20). Sim-
sek ve ark. (13), E. granulosus s.l.’nun 446 bp’lik mt-CO1 gen 
bölgesini PZR ile çoğalttıktan sonra yaptıkları PZR-SSCP ana-
lizi ile G5 ve G7 genotiplerini ayırt ederken, E. granulosus s.s. 
(G1/G3) içerisindeki G1 ve G3 genotiplerini tanımlayamamış-
lardır. Benzer şekilde Zhang ve ark. (21) ve Oudni-M’rad ve 
ark. (22) da E. granulosus s.s. içerisindeki G1 ve G3 genotip-
lerinin PZR-SSCP yöntemiyle ayırt edememişlerdir. Bu ça-
lışma ile E. granulosus’un 759 bp’lik mt-nad5 gen bölgesinin 
önce RFLP ile parçalara ayrılması ve takiben PZR-SSCP yapıl-
masına rağmen G1 ve G3 genotiplerinin ayrımında başarı 
sağlanamamıştır. 

Sonuç olarak, E. granulosus s.s. (G1/G3) içerisindeki ge-
notip farklılıklarının tanımlanmasında PZR-SSCP’nin yetersiz 
kaldığı, bu nedenle özellikle mt-nad5 sekans analizinin ge-
rekli olduğu kanaatine varılmıştır.  
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