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I. ONSOZ

Gaziantep Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenen bu projeyle diinyada
ve lilkemizde yaygin olarak bulunan ve parazitolojik problemlerin 6nemli nedenlerinden
biri olarak gosterilen ve kistik ekinokokoz etkeni olan Echinococcus granulosus’un ne
oranda bulundugu, pozitif saptanan hastalarin yas, cinsiyet, yerlesim yeri, laboratuar
bulgular1 ve diger kronik hastaliklarla iligkisi arastirilmistir. Hastaliga karsi olusan
antikorlarin hastaligin tanisinda ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu ve ¢esitli yontemlerle
hizli ve kolay bir sekilde taniya gidilerek hastalifin tedavisine katkida bulunuldugu
bildirilmektedir. Bu amagla ¢alismada farkli yontemler kullanilarak (IHA, IFA, ELISA)
bu yontemlerin duyarliligi ve ozgiilliigli arastirllmistir. Yine parazitin patojenitesinde
onemli rol oynayan ve hastalarda antikor iiretimine neden olan paraziter antijenlerin
(6zellikle protoskolekslere ait) hangilerine karsi antikor gelistigi Western Blot
yontemiyle degerlendirilmis, bunun hastaligin yerlesimi, biyokimyasal ve radyolojik
tetkikler ile iliskisi degerlendirilmistir.

Uzmanlik egitimim siiresinde en iyi sekilde yetismem i¢in ¢alisan, basta Anabilim
Dal1 bagkanimiz sayin Prof. Dr. iclal Balc1 hocama tez calismamda biiyiik emegi gecen
ve katkis1 olan Dog. Dr. Tekin Karshgil’e, yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Aysen
Bayram’a, Yrd.Do¢.Dr. Fahriye Eksi’ye, laboratuvarda birlikte ¢alistiim arkadaslarima

ve sabirlarindan dolay1 esim ve ¢ocuklarima ¢ok tesekkiir ederim.

Dr. Sadik Akgiin
Gaziantep 2008
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III. OZET

ECHINOCOCCUS GRANULOSUS’A KARSI OLUSAN ANTIiKORLARIN IHA,
IFA VE ELISA iLE TESBITi VE WESTERN BLOT iLE ANTIiKOR
CESITLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Sadik AKGUN
Uzmanlik tezi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. Tekin KARSLIGIL
Aralik 2008, 66 sayfa

Kistik ekinokokoz, Echinococcus granulosus’un metasestod formunun sebep
oldugu bir helminto-zoonozdur. Kistik ekinokokoz’da klinik 6zelliklere dayanarak tani
koymak zor olmakta; tani, goriintiileme yontemleri ve spesifik antikor yanitinin
saptanmasini amaglayan serolojik yontemlerle desteklenmektedir. Bu ¢alismada,
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Merkez Laboratuvari’na Mayis 2007-Temmuz 2008 tarihleri arasinda kist hidatik 6n
tanistyla gonderilen 163 hasta serolojik yonden degerlendirildi.

Hastalara ait serum Orneklerinde ticari indirekt hemagliitinasyon (IHA), indirekt
floresan antikor (IFA) ve enzim immuno assay Kkitleri ile E. granulosus’a kars1 olusan Ig
G tipi antikorlar aragtirildi. Sonuglar Western blot yontemiyle dogrulandi. Buna gore
toplam 163 hastanin 83’iinde (%51) IHA testi ile, 85’inde (%53) IFA testi ile, 70’inde
(%42.95) ELISA testi ile pozitiflik tespit edildi. Western blot dogrulama testine gore
IHA testinin duyarliligr %88.76, 6zgiilliigii %94.59, IFA testinin duyarliligi %89.89,
ozgilligi %93.24, ELISA testinin duyarlilig1 %78.65, 6zgilliigii %100 olarak saptandi.
Western blot yontemiyle antijenik bantlara kars1 olusan antikorlar saptanarak, bunun
kistin lokalizasyonu ve biyokimyasal degerlerle iligkisi arastirildi.

Western blot yontemiyle 163 serum 6rnegi arastirildiginda, serolojik yontemlerle
(IHA, IFA, ELISA) negatif saptanan 69 6rnekte herhangi bir bant saptanmazken pozitif
saptanan 94 serum Orneginde ise olgularin 66’s1 p7 kDa bandmin varligi nedeniyle
pozitif, 23’ p7 kDa bandi olmayip, pl16/18, p24/26 ve p39 kDa bantlarin varlig

nedeniyle silipheli/sinirda ve 5’1 de sadece p39 kDa bandinin varligi nedeniyle negatif



olarak degerlendirildi. Negatif bulunan 5 6rnegin dordii IHA ile besi ise IFA yontemi ile
pozitifdi. Pozitif olarak degerlendirilen 71 olguda kist hidatik oldugu operasyonla
dogrulandi. Ancak operasyonla kist hidatik saptanan 17 karaciger ve 6 akciger
olgusunda p7 ve p16-18 kDa bantlar1 saptanamazken diger bantlar bulunmaktaydi. Bu
olgular siipheli pozitif olarak degerlendirildi. Olusan bantlarla kistin lokalizasyonu ve
biyokimyasal degerler arasinda belirgin bir iligki saptanamadi.

Sonug¢ olarak kistik ekinokokozun serolojik tanisinda IFA ve IHA yontemlerinin
benzer sekilde duyarli ve 6zgiil oldugu, ancak ELISA ydnteminin bu iki yonteme gore
daha yiiksek 6zgiilliige sahip oldugu (%100) saptandi. Bununla birlikte IHA yonteminin

kullanim kolaylig1 ve ucuzlugu agisindan uygulanabilir oldugu kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Kistik ekinokokoz, IHA, IFA, ELISA, Western Blot
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IV. ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBODIES AGAINST ECHINOCOCCUS
GRANULOSUS USING IHA, IFA AND ELISA AND DIFFERENTIATION OF
THESE ANTIBODIES BY WESTERN BLOT

Dr. Sadik AKGUN
Residency Thesis
Department of Microbiology and Clinical Microbiology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tekin KARSLIGIL
December 2008, 66 Pages

Cystic echinococcosis is a helmintho-zoonosis caused by metacestode form of
Echinococcus granulosus. The diagnosis of cystic echinococcosis is difficult by clinical
features; it is supported by imaging techniques combined with serological methods that
aim the determination of specific antibody response. In this study, 163 patients who
referred with the suspicion of cystic echinococcosis to the Central Laboratory at
Gaziantep University Sahinbey Research Hospital between May 2007 and July 2008
were evaluated serologically.

Type Ig G antibodies against E. granulosus in serum samples of patients were
investigated by a commercial indirect hemagglutination (IHA) test, by an indirect
fluorescence antibody (IFA) test, and by an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Results were comfirmed by Western blot method. Out of 163 patients, 83
(51%) were positive with IHA, 85 (53%) were positive with IFA, and 70 (43%) were
positive with ELISA. According to Western blot test, sensitivity and specifity of IHA
test were 88.76% and 94.59%, respectively, for IFA sensitivity was 89.89% and
specificity was 93.24%, and for ELISA sensitivity was 78.65% and specificity was
100%. Using Western blot technique, presence of antibodies against antigenic bands
were determined, and their relationship to cyctic localization and biochemical

parameters were investigated.



VI

As 94 out of 163 serum samples, which were positive with serological methods
(IHA, IFA, ELISA) were studied with Western blot method; 66 of the cases were
positive due to the presence of p7 kDa band, 23 were suspicious/intermediate due to the
absence of p7 kDa band, but the presence of p16/18, p24/26 and p39 kDa bands, and 5
were negative due to the presence of p39 kDa band only. Four of these five negative
cases were positive by IHA, and all of them was positive by IFA technique. Sixtynine
cases which were negative with serological methods (IHA, IFA, ELISA), were negative
with Western blot also. In 71 positive cases cystic echinococcosis was confirmed with
surgery. However, although in 17 hepatic and six pulmonary cases, which were
surgically proven, p7 and p16-18 kDa bands were not determined, other bands were
found. These cases were evaluated suspiciously positive. No relationship between the
bands and cyctic localization and biochemical parameters was found.

As result, IFA and THA methods were found equally sensitive and specific in the
serological diagnosis of cystic hydatidosis, but ELISA method was found more spesific
(100%) when compared to these two methods. In addition to that, due to its application

facility and low cost, IHA method was found suitable to use.

Key words: Cystic echinococcosis, [HA, IFA, ELISA, Western Blot
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Giris

Hipokrattan beri bilinen kist hidatik, 6zellikle tarim ve hayvanciligin yaygin oldugu
iilkelerde sik goriilen, cogunlukla kopek diskisi ile insana bulasan bir sestod’un neden
oldugu paraziter bir hastaliktir (1).

Sestod’lar Helmint’lerin 6nemli bir siifidir. Serbest donemlerinin olmamasi, erigkin
sekillerinin omurgalilarin bagirsaklarinda, larva sekillerinin omurgali ve omurgasizlarin
dokularinda parazitlenmesi hem saglik, hem de ekonomik ac¢idan 6nemlerini arttirmistir (2).

Echinococcus granulosus eriskin halinde kdpeklerin ve kopekgillerin ince barsaginda,
sulu kist denen larva halinde ise koyun, sigir gibi otgullar basta olmak iizere ¢esitli
memelilerin ve insanin ¢esitli organlarinda parazit olarak yasamaktadir. Sulu kist veya
hidatik kist yurdumuzun en 6nemli hastaliklarindan birisidir ve bunun hemen hemen her
organa yerlesme ornekleri bildirilmistir (3).

Yagsam siklusunun iki asamasinda da segmente kurtlar veya seritler (barsak kurtlari)
insanlarda hastaliga sebep olmakta, semptom ve bulgularin ¢ogunlugu yetiskin formlarin
yerlestigi gastrointestinal (GI) sistemden kaynaklanmaktadir. Yetiskin parazitin
memelilerin degisik dokularinda biiyliyerek genislemis larval kistleri bu semptom ve
bulgular1 olugturmaktadir (4).

Hidatik kist, zoonotik bir enfeksiyondur. Son konak tarafindan dis ortama atilan parazit
yumurtalarinin koyun, kegi, sigir ve insan tarafindan sindirim veya solunum yolu ile

alinmasiyla enfeksiyona sebep olmaktadir. Echinococcus granulosus’un (son



konak) kopek, kurt, tilki sirtlan ve pars gibi et¢il hayvanlardir. Koyun, sigir ve insanlar ise
parazitin yasam dongiisiinde arakonakgilardir..Parazitin basta karaciger olmak {izere,
akciger, bobrek, dalak, beyin, kemik ve kalp gibi hemen her organa yerlesebildigi
bildirilmistir (5-7).

Kistik ekinokokoz tiim Akdeniz iilkelerinde bdlgenin en Onemli parazitik hastaligi
olarak halk sagligin1 ve ulusal ekonomiyi etkileyerek ciddi problemler olusturur. Akdeniz
tilkelerinin hepsinde E. granulosus bulunur. Tunus, Giiney Fransa ve Tiirkiye de ise E.
multilocularis de saptanmistir. E. granulosus c¢esitli hayvanlarda konak olmasi nedeniyle
daha yaygindir (5,6).

Diinyada her iklimde yayginlik gosteren kistik ekinokokoz olgusuna tilkemizde de
olduke¢a sik rastlanmaktadir (8). Hidatik kist bulasiminda, kdpekle yakin temasi olan avei,
kasap, ¢iftci ve cobanlar daha fazla risk altindadir. Ayrica ¢evreye yayilan yumurtalarin
sindirim veya solumun yolu ile bulagsmas1 géz oniine alinarak ayakkabi tamircileri de bu
hastalik bakimindan risk grubu olarak goriilmiistiir (9,10).

Kist hidatik tanisinda gesitli serolojik yontemlerden yararlamlmstir. {lk kez 1957°de
indirekt hemaglutinasyon (IHA) Garabedian ve ark.(11) tarafindan uygulanilmis, kolay
uygulanirhigi ve giivenirliligi yoniinden tanida yardimer bir test oldugu belirtilmistir. Daha
sonra bir¢cok arastirict bu testi kullanmis, %52-93 arasinda degisen duyarliligin kistin
yerlesimi ve konagin biyolojik aktivitesi ile ilgili oldugu bildirilmistir. Baz1 arastiricilar ise
enfeksiyonun patojenitesi ile testin duyarliliginin uyumlu oldugunu belirtmislerdir.

Diger bir yontem olan indirekt floresan antikor testi (IFA), etkensel tanisi zor olan
parazit hastaliklarinin teshisine biiyiik katki saglayan serolojik tani yontemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Uygulanis1 kolay oldugu, kisa zamanda sonug alindig1, sonuglari
cok duyarli ve spesifik bulundugundan dolay1 kist hidatik tanisinda da tercih edilen bir
testtir (12).

Kistik ekinokokoz tanisinda enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ya da
enzyme immun assay (EIA) yontemleri de kullanilmakta olup duyarliliginin yiiksek oldugu
fakat cysticercosis ile ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmektedir (13).

Tanmin dogrulanmas1 amaciyla Western blot yonteminden yararlaniimaktadir. Bu

yontemde stripler iizerine blotlanmis bantlar bulunmakta ve infeksiy0z etkeninin segilmis



proteinine karsi konakta olusan immun yanit belirlenmekte ve bdylece olusan antikor
cesitliligi saptanabilmektedir. Western blot teknigi, hastaliklarin prognozunu anlamada
diger serolojik testlerin pek coguna gore daha faydali veriler sunmaktadir (14,15).

Tanida daha hizli ve etkin identifikasyon yontemleri arayisi mikrobiyolojinin 6ncelikli
konularindan birisidir. Bu bakimdan, molekiiler biyolojideki gelismelerin mikrobiyolojiye
yansimasi neticesinde gelistirilen molekiiler tan1 metotlar giin gegtikge daha da 6nemli hale
gelmektedir.

Bu calismada, kist hidatik 6n tanili serumlarda IHA, IFA ve ELISA yontemleri ile
antikor varlig1 arastirilmis ve Western blot yontemi ile bu ydntemlerin birbirine karsi
istiinliigii degerlendirilmistir. Ayrica Western blot teknigi ile saptanan antikorlarin
oncelikle hangi antijenlere kars1 gelistigi arastirilmis ve bunun kistin yerlesimi ve hastanin

klinigi ile iliskisi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kistik ekinokokoz (Hydatidosis)

Kistik ekinokokoz hastaligi, Echinococcus granulosus, E. multilocularis, E. vogeli
ve E. oligarthrus’un olusturdugu, daha ¢ok hayvanciligin yaygin oldugu bolgelerde
olmak {iizere tiim diinyada goriilen, siklikla akciger ve karacigerde yerlesim gosteren
onemli bir zoonotik hastaliktir (16,17).

Kistik ekinokokoz insan ve hayvanlarin parazitik bir hastaligidir. Bir ¢ok tilkede
insanlarin sahip oldugu koyun, kopek gibi hayvanlarla yakin temaslar1 parazitin hayat
zincirinin kalici olmasmi saglar. Kist hidatik tiim Akdeniz iilkelerinde bolgenin en
onemli parazitik hastaligi olarak halk sagligini ve ulusal ekonomiyi etkileyerek ciddi
problemler olusturur (18).

Genellikle kopeklerin bazen kurt, cakal gibi etobur hayvanlarin ince bagirsaginda
yasayan Echinococcus granulosus’un yumurtalari, bu hayvanlarin gaitalari ile ¢evreye
yayildiginda; koyun, sigir, deve, geyik ve insanin da dahil oldugu canlilar tarafindan
kontamine besinlerle alinarak embriyon yumurtadan ayrilmakta ve kan dolasimina
gecerek basta karaciger olmak {iizere akcigerler, dalak, bobrekler, pankreas gibi
organlarda hidatik kist hastaligin1 olusturmaktadir (19,20).

Echinococcus granulosus’un larval (metasestod) formunun insanlarda karaciger ve
akciger basta olmak iizere bir¢cok organa yerlesmesiyle meydana gelen hastaliga kistik
ekinokokoz adi verilmektedir. Kistik ekinokokoz tiim diinyada oldugu gibi, biiylik bir
kesimin hayvancilikla ugrastig1 iilkemizde de yaygimn bir hastaliktir. Koyun, sigir vb
hayvanlarin kistli organlarinin yenmesi sonucunda enfekte olan kopeklerde parazit

erigskin forma doner ve yumurtalarinin kopek diskisiyla etrafa



yayilmasi sonucu insanlar bu yumurtalar1 bulash yiyecek ve igeceklerle veya kopek ile
temas sonucunda agiz yoluyla alarak enfekte olurlar (21-23).

Echinococcus granulosus’un son konagi kopek, kurt, tilki gibi et¢il hayvanlardir.
Koyun, sigir ve insanlar ise parazitin yasam dongiisiinde ara konakg¢ilardir. Esas
konakeilarin digkisi ile sagilan yumurtalar dis ortam sartlarina oldukga direnglidirler. Bu
parazitin yumurtalar1 ile kontamine olmus gidalarla arakonakg¢iya bulasir (24). Daha
sonra embriyonlar barsaktan portal kan dolagimina geger ve sirasi ile karaciger (%50-
70), akciger (%10-30), dalak, bobrek, santral sinir sistemi, kemik ve kas dokusuna
yerleserek larval donem olan kist formunu olusturur (22,25).

Hidatik kist, Echinococcus granulosus 'un ara konagin dokularinda olusan bir larva
(metasestod) evresidir. Gerek eriskin sekilleri gerekse larva sekillerinin hem evcil hem
de yabani hayvanlarda bulunmalar1 nedeniyle hastalikla savas zorlasmaktadir. Hem
hastaligin tanisinda 6nemli bir yer tutan serolojik testlerde kullanildigindan, hem aginin
bilesimine girdiklerinden, hem de ajanin dogasin1 anlamak agisindan parazitin
antijenlerinin irdelenmesi de 6nemlidir (26).

Kopekler tarafindan ¢evreye yayilan yumurtalar, kimyasal maddelere kars1 direngli
olup kuruluga ve 1siya kars1 hassastir. Yumurtalarin suda bir hafta, oda sicakliginda bir
yil, nemli ve golgelikli yerlerde 3-4 hafta canliligini siirdiirebildikleri saptanmistir
Hidatik kist bulasiminda, kdpekle yakin temast olan avci, kasap, ¢iftci ve ¢cobanlar daha
fazla risk altindadir. Ayrica ¢evreye yayilan yumurtalarin sindirim veya solumun yolu
ile bulagmasi da s6z konusu olabilmektedir (9).

Tiim diinyada 6nemli bir halk saglig1 olan kistik ekinokokoz hastaliginda karacigere
yerlesen kistler hizli gelisirken akcigere yerlesen kistler ¢cok daha yavas gelistiginden
yillarca higbir belirti vermeyebilir. (27,28).

Genel semptomlar gégiis agrisi, Okstirlik, hemoptizi, uzun siiren allerjik trtiker,
0dem ve dispne nobetleri seklinde iken, kistin belli boyutlara ulasmasi veya perfore
olmasiyla brons obstriiksiyonu, atelektazi ve pnomoni gibi komplikasyonlar ortaya
c¢ikabilir (22,25,29,30).

Echinococcus granulosus'un neden oldugu kistik ekinokokoz, 6zellikle
hayvanciligin yaygin oldugu {ilkelerde insidanst 1-150/100 000 arasinda degisebilen,
iilkemizde tahmin edilen cerrahi vaka oram yillik 0.87-6.6/100.000 olan bir paraziter
zoonozdur. Hastalik saglik ve ekonomik yonden biiyiik kayiplara yol agmaktadir (30).



Kistik ekinokokoz tiim diinyay1 ilgilendiren zoonotik bir hastaliktir. Diinyanin
degisik kesimlerinde kistik ekinokokozun yillik insidansi degisik endemik alanlarda her
1 milyonda <1’den 220’ye kadar; mortalite oran1 %2 ile 4 arasinda rapor edilmistir
(23,31,32).

Kistik ekinokokoz, diinyada sahipsiz kdpeklerin oldugu ve hayvancilik yapilan her
iklim bolgesinde genis bir yayilis gosterir. Buna 6rnek olarak Yugoslavya, Yunanistan,
Bulgaristan, Asya’nin her bolgesi, Avustralya, Yeni Zelanda, Gliney Afrika, Orta ve
Giliney Amerika verilebilir (5,32).

2.1.1 Simflandirma

Plathelminthes (yassi helmintler) boliimiiniin Cestoidea sinifina ait Cestoda alt
sinifinda bulunan viicutlar1 yassi, serit bi¢cimindeki  helmintlerdir. Sestodlarin
biiyiikliikleri farklidir ve renkleri krem ile beyaz arasinda degisir. Insan saghgi
bakimindan &nemli olanlar Cyclophyllidea ve Pseudophyllidea iist takimlarindadir.
Morfolojik, biyolojik ve epidemiyolojik Ozellikleri bakimindan birbirinden farkli olan
her iki takimdaki helmintlerin strobila adi verilen viicutlar1 yassi, serit seklindedir ve
elastik, direncli bir kiitikiila ile kaphdir. Viicut, bas (skoleks), boyun ve halkalar
(proglottis, proglottid, segment) olmak tizere ii¢ kistmdan olusmustur (19).

Skoleks helminti konak bagirsaginin ¢eperine yapistirmaga yarayan birtakim
organlar tasiyan bir sigkinlikten ibarettir. Skoleks’deki organlardan emme ¢ekmenleri
veya vantuzlar yuvarlak veya sobedir; sayilar1 2 veya 4’diir. Bazen ¢ekmenlerin yerine
emme cukurlart bulunur. Bunlar yarik seklinde goriiliirler. Emme organlarinin tizerinde
yahut skoleksin tam 6n ucundaki bolgede cengeller bulunabilir. Boyun, skoleksi
halkalara baglayan parcadir, bundan tomurcuklanmayla halkalar dogar (3).

Ekinokoklarin dort farkl tiirii vardir. En sik goriilenleri kistik ekinokokoza neden
olan Echinococcus granulosus ile alveoler ekinokokoza neden olan Echinococcus
multilocularis’tir. Diger iki tipi Echinococcus vogeli ve Echinococcus oligarthrus
polikistik ekinokokoza neden olmakla birlikte, insanlarda nadiren hastaliga yol acgar. En

yaygin olan1 E. granulosus’tur (17,33,34).



a b
Sekil-1: Yetiskin tip (adult) E. granulosus ve E. multilocularis

a) E. granulosus (kopekten), b) E. multilocularis (tilkiden) (18).

2.2 Echinococcus granulosus

2.2.1. Morfolojisi: Echinococcus granulosus, 2-6 mm uzunlugunda ¢ok ufak bir
parazit olup, boyu en az 2 mm, en fazla 9 mm, eni de 0.5 mm kadardir (Sekil 1).
Viicudu ¢engelleri bulunan bir skoleks, boyun ve 3-4 halkadan olusmustur. 0.3 mm
capindaki kiigiik skoleksinde dort ¢gekmen ve rostellum iizerinde iki sira halinde 30,
bazen daha fazla sayida g¢engel vardir. Dar, uzunca bir boyun kismindan sonra
genellikle {i¢, nadiren dort tane halka yer almaktadir. En biiylik halka son halkadir,
hayvanin boyunun yarisi kadardir. Bu halkanin dol yataginin dallar1 kisa ve yuvarlaktir,
icinde 400-800 tane yumurta bulunur. Yumurtast 40u kadar biiyiikliiglinde ve yuvarlak
olup i¢inde embriyofor ile ¢evrili heksakant embriyon vardir. Embriyonlu yumurta ince
kabuklu, oval 25-30 um eninde, 32-36 pm boyundadir (3). Bunlar gebe halkanin
par¢alanmasiyla son konagin digkisina geger ve serbest kalir (19).

2.2.2. Evrimi: Hidatik kist iceren koyun, siir gibi arakonak¢i organlarinin
(karaciger, akciger gibi) son konakgilar tarafindan yenilmesi sonucu skoleksler bu etcil
hayvanlarin barsaginda eriskin forma doniiserek yasam dongiisiinii tamamlar (35).
Parazitin erigskin formu kopek, kurt, cakal gibi et¢il memelilerin ince barsaklarinda

bulunur ve hastaliga neden olmadan 3-5 ay kadar yasar. Viicuttan kopan gebe halkalar



veya serbest kalan yumurtalar, konak diskisiyla atilir. Cevreye atilan bu yumurtalar ara
konaklar igin infektiftir. E. granulosus yumurtalar1 dis etkenlere kars1 ¢ok dayaniklidir
ve uzun siire canli kalabilir.

Ara konak olarak koyun, keg¢i, sigir, manda, domuz, fil gibi hayvanlar sayilabilir.
Insan da ara konak olabilir. Ara konaklar tarafindan yiyecek ve iceceklerle alman
E.granulosus yumurtasi, bagirsakta a¢ilir. Bu yumurtalardan embriyolar ¢ikar ve barsak
duvarindan gec¢ip portal dolagima katilir. Lenf ve kan dolasimi ile karacigere gider.
Buradan biitiin organlara dagilabilir. Ik ugrak yerleri olan karaciger en sik hastalik
yaptiklar1 organdir. Zamanla gelisip, biiyiir, i¢i su dolu kese halini alir bu yapiya sulu
kist veya unilokiiler hidatik kist denir. Hayvan 6liir ve karacigeri tekrar bir et¢il memeli
tarafindan yenirse parazitin hayat siklusu tamamlanmis olur. Ara konak tarafindan
olusturulan sulu keseler, son konak olan kdpekgiller tarafindan yenmesi sonucu kese
acilir. Her biri bagirsak ¢eperine gengelleriyle yapisir, beslenip biiyiir ve ortalama 10
haftada eriskin parazit halini alir. Boylece konak zinciri; kopek-gevis getirenler-kopek
olarak uzanir. Zaman zaman araya insan girse de parazitin yasam dongiisiinde esas rolii
kopekler ve gevis getiren diger hayvanlar almaktadir. Insan viicudunda larval formu
yerlesir. Basta karacigere olmak iizer cesitli organlarda gelisip biiyiir. Insan basi

bliyiikliigiine varabilir (36,37).
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Sekil-2: Echinococcus granulosus’un (koyun tipi) yasam ¢emberi (33).

Etken yumurtalarla, bulas gidalarin yenmesiyle alinabilecegi gibi, solunum ve cilt
yoluyla da bulasabilir. Barsakta yumurtadan ¢ikan embriyo (onkosfer), mukozaya
tutunarak dolasim sistemine katilir. Gastrointestinal sistemin vendz dolasimi ve portal
sistem  yoluyla karacigere gecip kist hidatige neden olabilir. Onkosfer burada
tutunamazsa pulmoner arter yoluyla akcigerlere gecerek akciger kist hidatigine yol agar
veya sistemik dolasimla diger organlara (dalak, periton, bobrek, kemik, orbita boslugu,
beyin, kalp ve lireme organlari) yayilir. Parazit ulagtigi noktalarda ya fagosite edilir ya
da primer enfeksiyona neden olur (16).

2.2.3. Hidatik Kistin gelisimi: Bulasmadan 3 saat sonra onkosfer karacigerin kilcal
damarlarina ulasir. Yaklasik 2.5 giinde burada bir yangisal nodiil, 4. giinde kofullagma,
7.glinde ise belirgin vezikiiler hidatik kist kabarcigr gelisir. Cimlenme zarinin
cekirdeklerinin olusumu 10. giinii bulur. Otuzuncu giine dogru ise ¢eperi organa ait bir
reaksiyon dokusu ile sarilarak kist tesekkiilii tamamlanmig olur. Boyle bir yapida en icte

germinativ kat (endojen ve ekzojen kapsiillerin gelistigi ¢cimlenme zar1), bunun diginda
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cimlenme zarmin iriinii olan kiitikiil tabakasi en dista ise konak organizmanin
olusturdugu fibréz bag dokudan ibaret adventisya bulunmaktadir. Kiitikiil tabakasi,
kitine yakin saydamlikta bir takim katmanlardan ibarettir. Beyaz renkte olan bu tabaka 1
mm kalinliga ulasabilir. Mukopolisakkarit yapidaki kiitikiil tabakas1 bakteriler i¢in filtre
gorevi goriir. Bu yapidan protein molekiilleri kristalloidler, kolloidler, lipidler ve lesitin
gecebilir. Kiitikiil tabakasimnin altindaki ¢imlenme zari taneli yapida ince bir zardir.
Biiyiik bir tomurcuklanma yetenegine sahip olan bu zardan ¢imlenme kapsiilleri gelisir.
Bu gelisim kist sivisinin bulundugu ice dogru olabilecegi gibi kiitikiil tabakalari
arasindan disa dogru da olmaktadir (eksojen kapsiiller). Boylece organda birden fazla
kist gelisimi meydana gelir. Kistin i¢i kaya suyu adi verilen renksiz, saydam ve steril bir
stvi ile doludur. Kistin endojen salgi {iriinii olan antijenik 6zellikteki bu siv1 asit ve
1styla pithtilagsmaz. Cimlenme kapsiilleri ¢eperleri disinda ¢imlenme zarindan olusan
ince bir bogumla ¢imlenme zarina bagl yapilardir. Iglerinde 10-30 kadar protoskoleks
gelisir. Cimlenme kapsiillerinin ince germinatif tabakadan olusan cidarinin yirtilmasi ile
protoskoleksler kist sivisi i¢ine dokiiliir. Bu yapilara hidatik kumu adi verilir. 140-160
mikron biiytikliikteki protoskoleksler iceriye ¢ekilmis bir skoleksi bulunduran enfektif
yapilardir. Ayrica germinatif tabakadan mense alan yavru keseler ice ve disari dogru
gelisim  gosterirler. Ice dogru olusan keseler ¢imlenme kapsiillerinden
protoskolekslerden ya da ¢imlenme zar1 adaciklarindan gelismekte olup kiitikiil disinda
konaga ait bir adventisiya tabakasi bulundurmazlar. Cimlenme zar1 adaciklarindan
gelisen kiitikiil tabakalar1 arasindan disa dogru olusum gosteren keseler insanda ender
goriilmekle beraber ¢ift tirnaklilarda sikca rastlanmaktadir. Bu keseler kiitikiil
tabakasindan baska ana kese gibi konagin olusturdugu adventisiya tabakasi ile de
sartlmistir. Bazi kistlerde protoskoleksler olusmayabilir. Kemik i¢inde gelisen kistlerde
adventisiya tabakas1 olmadig1 gibi kiitikiil tabakasi da ¢ok incedir (38).

2.3. Echinococcus alveolaris; Tenya cinsinden bir helmint olup, alveoler Kkist
hastaliginin etkenidir. En sik (%90) karaciger olmak {izere, bircok orgam tutabilir (39).
Son konagi oOzellikle tilki olan Echinococcus alveolaris’in iki ayri tiirli olan
Echinococcus multilocularis ve Echinococcus sibiricensis’in potansiyel oliimciil bir
insan hastalig1 oldugu bildirilmistir (39, 40).

2.4. Echinococcus multilocularis; Eriskin  Echinococcus multilocularis,

Echinococcus granulosus ile morfolojik benzerlik gosterir. En biyiik farklilik
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Echinococcus multilocularis’in biraz daha kisa olmasidir (1.5-4 mm). Bunun disinda
Echinococcus granulosus’un uterusunun yan dallart yoktur ve testisleri daha az
sayidadir. Her iki tiirde de gebe halka barsak icinde pargalanir ve enfektif yumurtalar
barsak i¢ine dokiiliir. Bu par¢alanma durumu viicut disinda da olabilir (41).

Akcigere yerlesen kistler ¢cok daha yavas gelistiginden yillarca higbir belirti
vermeyebilir. Genel semptomlar gogiis agrisi, oksiiriik, hemoptizi, uzun siiren allerjik
tirtiker, 6dem ve dispne ndbetleri seklinde iken, kistin belli boyutlara ulagmasi veya
perfore olmasiyla brons obstriikksiyonu, atelektazi ve pnomoni gibi komplikasyonlar
ortaya ¢ikabilmektedir (30).

E.granulosus ve E.multilocularis metasestotlar1 nadiren kemiricilerde latent bir
peryot sonrasi yeniden gelisebilir (42).

2.5. Patogenez

Kistik ekinokokoz insanda yerlestigi organda ¢ok yavas gelisir. Bu gelisme 10-20
yil siirebilir. Buna ragmen c¢ift tirnaklilardaki gelisimi i¢in 3-6 aylik bir siire yeterlidir.
Hidatik kist insanda et tiiketiminin fazla oldugu iilkelerde %70 oraninda karacigerde,
%20 oraninda akcigerde ve %10 oraninda ise diger organlara yerlestigi halde, daha ¢ok
bitkisel {triinlerle beslenen toplumlarda %55 oraninda karacigerde, %35 oraninda
akcigerde ve %10 oraninda ise diger organlara yerlesir (38).

Echinococcus granulosus’un kurt¢uk sekli olan Echinococcus hydatidosus insanda
yerlesmis oldugu dokularda iltihap olugmasina neden olur. Kesenin etrafinda endotel
hiicre infiltrasyonu vardir. Bunu fibroblast, yeni gelisen kan damarlar1 ve lifli bir
dokudan ibaret bir tabaka sarmistir. Genellikle yumurtanin alinmasiyla viicutta bir tek
kist olusur ki buna birincil kist denir. Bunun par¢alanmasi sonucu i¢indeki yavru kistler
degisik yollardan periton, plevra, dalak, karaciger, akciger gibi ¢esitli organ ve dokulara
ulasabilirler, sayilar1 bir¢ok olabilen bu kistlere de ikincil kistler denir (3,19).

Hidatik kistin et tiiketimi ile iliskisi; etle beslenmede aminoasitlerin karacigerde
pargalanmasi siirecinde kilcal venlerde kan dolasiminin yavaglamasi ve embriyonun bu
organa tutunabilme sansinin daha fazla olmasi seklinde agiklanabilir.

Kistik ekinokokoz patojen etkisi kistten sizan sivinin birtakim allerjik reaksiyonlara
sebep olmasi, hacim biiyiimesi ve komplikasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Hacim biiyiimesi ile bulundugu organin fonksiyonlarini ve beslenmesini engelledigi gibi
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aym etkiyi basing yaptigi komsu organ ve dokularda da gosterir. Komplikasyonlar1 3
yonlii olarak ortaya ¢ikar.
a-Kist ¢eperi yirtilarak yavru vezikiil ve protoskoleksler cevre dokulara yayilir.
Ornegin; karaciger kisti yirtilirsa periton bosluguna, akciger kisti yirtilirsa gevre
alveollere ve plevra bosluguna geger. Hatta bu vezikiil brons yolundan disari
atilabilir.
b-Kistin yirtilmasi ve kan damarlarinin agilmasiyla skoleksler degisik organlara
tasinarak metastazlara yol actigt gibi damarlarin da tikanmasia sebep olur
(tromboz ve emboliler).
c-Ameliyat sirasinda kist g¢eperinin yirtilmast hidatik  kistin  en ciddi
komplikasyonuna yol agar. Kuvvetli antijenik 6zellikteki, kaya suyu adi verilen kist
stvist viicutta siddetli bir tepkiye yol acarak hastanin Oliimiine sebep olabilir

(anaflaktik sok). Ayrica protoskoleksler de ¢evre dokulara yayilir (38).

2.6. Immunolojik Yamit

Hidatik kiste kars1 sivisal ve hiicresel immiin yanit verilebilmekle beraber parazitin
immiinolojik kontroliinde esas rolii T lenfositler oynamakta; T lenfositler, makrofaj ve
notrofil 10kositleri metasestodlara saldirmak ig¢in programlamaktadir (26,43). T
lenfositleri bu koordinatdr rolii disinda ekinokok metasestodlarina dogrudan toksik etki
de gosterebilmektedir (26,44). Kist hidatik ayn1 zamanda konakg¢ida poliklonal B hiicre
aktivasyonuna yol acarak degisik siniflarda (IgG, IgM, IgA ve IgE) antikorlarin
olusumuna yol agmaktadir (45,46). Bu antikor siniflarindan hangisinin enfeksiyondan
sonra ilk belirdigi bilinmese de IgG antikor yaniti, IgM ve IgA yanitlarina gére daha sik
goriilmektedir. Akciger kist hidatikli hastalarda cerrahi rezeksiyon sonrasi anti-
ekinokok IgM diizeyleri 4-6 ay icinde, karaciger kist hidatiklilerde ise 12 ay i¢inde
normale donerken IgG antikorlar1 serumda daha uzun siire yiiksek diizeyde kalmaktadir
(46,47). Echinococcus granulosus antijenlerine karsi verilen IgG antikor yanit1 6zellikle
IgG1 ve 1gG4 't ilgilendirmektedir. IgG1 ve IgE antiparaziter immiin yanitta 6nemli rol
oynayan antikorlardir (48,49).

Echinococcus granulosus’un erigkin ve larva sekilleri arasinda antijenler
bakimindan ayriliklar vardir. Bu sestodun larva seklinin antijenleri tizerinde oldukga

calistlmistir.  Hidatik kist sivisi, protoskoleksler ve kiitikiilde birgok antijen
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bulunmaktadir. Hidatik kist antijenlerinin konak kaninda bulundugu gosterilmektedir.
Bu antijenlerden antijen 5 oldukga iyi bagisiklik vericidir. Bu antijen ¢imlenme zarinda
ve protoskolekslerin parankiminde ve ¢ikarti sisteminde bulunur. Bir bagka antijen de B
antijenidir: bu da bir lipoprotein’dir. 100°C de 15 dakika 1sitilmaga dayanmaktadir. B
antijeni dig kiitikiilde, c¢imlenme kapsiiliinde protoskolekslerin dis Ortiisiinde
bulunmaktadir. Isiya dayanikli iki antijen daha vardir ki bunlar Taenia saginata,
Fasciola hepatica ve Schistosoma mansoni ile de ortak reaksiyonlara yol agmaktadir.
Hidatik kist sivisinda konaga 0Ozgiil albumin ve globulin ayrica bazi kistlerde
immunoglobulinler bulunmaktadir. Ayrica sivinin i¢indeki ABO antijeni, Forsman
antijeni gibi konakla ortak olabilen antijen faktorleri de vardir. Onkosferin sindirim
stvilarinin, dokularin ve serumun o6ldiiriicti etkisinden kendini kurtarabilmesi gerekir.
Normal serumla protoskolekslerin erimesinde konagin komplemanimnin etkisi vardir.
Kompleman, sivinin baz1 maddesiyle aktif hale gelir ve kistin i¢inde ¢imlenme zarini
etkiler. Komplement kistten disar1 sizan siviyla olusan anafilakside de rol oynar. Hidatik
kistin etrafinda olusan fibréz tabaka konagin tepkisi tirliniidiir. Hidatidoz sirasinda yeni
infeksiyona kars1 koyan bir bagisiklik gelismektedir. Bu bagisiklikta 6zellikle larvanin
kat1 kisimlariin etkisi vardir (3,26).

Immiinize tavsan serumunda E. granulosus icin 23 ve E. multilocularis ic¢in 27
farkli antijenik komponent oldugu gosterilmistir. Bununla beraber dikkatler kist sivisi
ve protoskolekslerde bulunan iki major lipoproteinde yogunlagmistir. Antijen S5,
cimlenme zarinda, protoskolekslerin parankiminde ve bosaltim sistemlerinde bulunur.
(26,50,51).

Yapilan cesitli ¢aligmalarda kist sivi antijenlerinin ayni bolgede c¢ok belirgin bir
presipitasyon bandi verdigini gozlemisler ve “Arc5” fenomeninden sorumlu antijenin
ad1 boylece antijen 5 olmustur. Antijen 5, molekiil agirliklar1 37-38 kDa ve 20-24 kDa
olan iki alt iiniteden olugsmaktadir. Enfeksiyondan sonra ilk saptanabilir diizeye ulasan
antikorlardan biri de antijen 5 'e yonelik antikorlardir. Kist hidatikli olgularin %74'linde,
alveoler ekinokokkozis olanlarin %358 'inde immiinoelektroforezde Arc5 bandi
gozlenmistir. Antijen S5'e yonelik antikorlarin alveoler ekinokokkozis disinda
norosistiserkozis olgularinda da gbzlenmesi bu antijenin diger Ekinokok tiirleri disinda

Taenia solium tarafindan da iiretilebilecegini gostermektedir. Normal insan serumunda
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veya diger parazit enfeksiyonu olanlarin serumunda antijen 5 'i baglayan antikorlar olsa
da bunlar immiinoelektroforezde Arc5 bandini olusturamazlar (26,52-54).

Antijen B, molekiil agirliklar1 8-12 kDa, 16 kDa ve 23-24 kDa olan ii¢ alt iiniteden
olusmaktadir. Antijen B, antijen 5'e gore daha az immiinoreaktiftir. Onceleri antijen
B'nin E. granulosus i¢in spesifik oldugu sanilmig fakat daha sonra E. multilocularis ve
Schistosoma tiirlerince de ekspresse edilebilecegi anlasilmistir. Bununla beraber (sds-
page) ve immiinoblotting gibi ileri teknikler ile yapilan calismalar antijen B'nin en
kiigiik alt tinitesinin (8 kDa) ekinokok tiirline 6zgii oldugunu gostermektedir (23,26, 54-
56).

Koyun, keci, domuz ve insan kdkenli hidatik kist sivilarinda molekiil agirliklart 8-
116 kDa arasinda degisen en az 15 protein fraksiyonu oldugu, ancak bu fraksiyonlardan
8 kDa ve 116 kDa 'luk fraksiyonlara sadece operasyonla kist hidatik oldugu ispatlanmis
olgularda rastlandig: bildirilmistir. Diger fraksiyonlar ise bagka bir parazit enfeksiyonlu
hasta serumlariyla ¢apraz reaksiyon vermistir. Kist hidatik tanisinda kullanilan serolojik
testler ortak antijenler nedeniyle, Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana,
Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Fasciola hepatica, Schistosoma
mansoni, Toxocara canis, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis, Oncocerca volvulus,
Plasmodium enfeksiyonlarinda yanlis pozitiflik verebilir. En fazla yanlis pozitiflik orani
Taenia tiirlerinde olmakla beraber bu enfeksiyonlarin %3-6 kadarinda hidatidoz
serolojisi pozitif ¢ikmaktadir. Bu yanlis pozitifliklerden baslica disiilfid kopriisiiyle
birbirine baglanan 38 kDa ve 20 kDa'lik bir molekiil sorumludur (26,57-60).

Serolojik testlerde kullanilan antijenler, evcil hayvanlardaki fertil kist hidatik
stvisindan soyutlanmaktadir. Bununla beraber kist sivisinda sadece parazit kokenli
materyal degil ayn1 zamanda konak¢inin serum komponentleri de bulunmaktadir.
Konakg¢1 kokenli protein ve antikorlar ise yanlis negatiflik ve pozitifligin bir baska
nedenidir. P1 antijeni hem kist sivisinda hem de kanserli hastalarin serumunda
bulunabilen bir antijendir. Yapilan bir arastirmada 200 saglikli bireyin birinde ve 270
kanserli hastanin ise 17 'sinde (% 6.3) kist hidatik serolojisi pozitif ¢ikmigtir. Hodgkin
hastaligi, lenfoma, 16semi, multipl myelom, akciger kanseri ve hepatoselliiler karsinom
yanlis pozitifligin bildirildigi kanser tipleridir. Bununla beraber tiiberkiiloz, siroz ve

kollagen doku hastaliklar1 seyrinde de yanlis pozitiflik goriilebilmektedir (26).
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2.7. Klinik

Kistik ekinokokoz kapladigi yere bagli olarak bir tiimdr gibi hastalik belirtilerine
neden olur. Agr sik rastlanan bir sikayettir. Karacigerin tutuldugu vakalarda sarilik,
basingtan ileri gelen nekroz; akcigerdeki yerlesmede Oksiiriik, dispne, hemoptizi ve
tagikardi sikayetleri vardir. Bunlarin yaninda, kist sivisinin neden oldugu, dokiintiiler,
eozinofili (%25 vakada) gibi asir1 duyarlilik belirtileri goriilebilir. Kulucka devri 15-20
yil kadar uzundur (19).

Kistik ekinokokoz enfeksiyonu bazen hig belirti vermeyebilir; fakat bazen bir takim
belirtilerle ortaya ¢ikar. Bunlar1 genel ve yerel olarak ikiye ayirabiliriz:

Genel belirtiler: Belli bashlar1 kasinti noébetleri, kanda eozinofili, ¢ocuklarda
bliylimenin yavaslamasidir. Cocuklardaki bu bulgulara Deve’nin infantilisme
hydatique’i denmektedir.

Yerel belirtiler: Bunlar karacigerde, peritonda, tirogenital organlarda, dalakta, sinir
sisteminde, kalpte, damarlarda, kemiklerde (¢ok bosluklu), deride, pankreasta bulunan
ve biiyliyen kistik bir {iriiniin ortaya ¢ikarttigi belirtilerden ibarettir (3).

Karacigere yerlesen kistler ¢ogunlukla safra yollarin1 sarar ve safra akimim
engeller. Bu sekle bilier form (forme biliaire) denir. Hastada bulanti, kusma, birden bire
gelen karin agrilart vardir. Ates bazen 40-41°C’yi bulabilir. Palpasyonda agr1 vardir,
perkiisyonla kistin biiyiikliigii saptanir. Parankime yerlesen kistler ur 6zelligi gosterir.
Bu sekil ise tiimoral form (forme tumorale) adini alir. Cogunlukla 6n lobda saptanir.
Kist, sag hipokondriumda belirgin bir sislik gosterir. Perkiisyonla ¢ikan sesin (matite)
alan1 kistin bliytikliiglinii gosterir. Bel, sirt ve omuza vuran agrilar vardir. Karacigerin
ist lobuna yerlesen kistler uzun siire gizli kalir. Diyafragmay1 yukar iterek akcigere
basing yapar. Bunun sonucu soluma gii¢liigii ve oksiiriik dikkati ¢eker. Karacigerin arka
lobuna ise yerlesim ¢ok seyrektir. Karacigerin ortasina yerlesen kistler, vena porta

lizerine basing yaparak asit’e (ascites) yol agar (29,38,61).

2.8. Tam
Immiinodiagnostik tetkikler i¢in antijenik materyalin kaynagi, E.granulosus hidatik
kist sivisidir. Bununla birlikte mevcut testlerle ilgili olarak duyarlilik ve

ozgilliiklerindeki eksiklik ve kullanilig standardizasyonu ile iligkili giigliikler de



16

vardir. Bilinen diger sestodlarin ve diger parazitlerin antijenlerine karsi capraz
reaksiyon, hidatik kist immiinolojik tanisinda major bir problemdir (32,34).

Kistik ekinokokoz hastaliginda parazitolojik tani; ameliyat, ekspektorasyon, ince
igne biyopsisi gibi yollarla elde edilen kist sivilarinda krose ve skolekslerin mikroskop
ile, kist membranlarinin histolojik yapisinin makroskobik ve mikroskobik muayenesi ile
olmaktadir (62).

Bununla beraber kist hidatik i¢inde her zaman kiz kistler gibi 6zgiin histolojik
materyaller olmayabilmektedir. Steril kist ad1 verilen bu durum 6zellikle sigirlarda sik
goriilmekte ve tiim kistlerin % 90’11 olusturabilmektedir. Ancak bu durumda steril
kistin duvar1 histolojik olarak incelenirse yine hidatik kiste 6zgii olan endokist-egzokist
ve perikist tabakalar1 gézlenmektedir. Diger yandan bazi olgularda kist duvarinin da
dejenere oldugu bilinmektedir (63).

2.8.1. Casoni cilt testi: 1k kez 1912 yilinda Casoni tarafindan kullanilan Casoni
cilt testinde derinin i¢ine insan veya hayvan orijinli steril kist sivis1 verilmektedir. Her
ne kadar bazi arastiricilar kist hidatik olgularinin %85-95 'inde Casoni testini pozitif
bulduklarim1 bildirseler de bu intradermal test olgularin %356-65 'inde pozitif
cikmaktadir. Akciger kistlerinde ise Casoni pozitifligi %50 civarindadir. Bununla
beraber Casoni test sonuglarinin degeri diisiiktiir. Cilinkii testte kullanilan antijenin
yiiksek azot ve protein konsantrasyonuna sahip olusu ve kan grubu maddelerinden
zenginligi nedeniyle %30-40' a varan yalanci pozitiflikler ile karsilagiimaktadir. Her ne
kadar erken cilt reaksiyonunun geg¢ reaksiyondan daha duyarli oldugu sdylenmis olsa da
erken reaksiyonun mu yoksa ge¢ reaksiyonun mu mevcut enfeksiyonu gosterdigi net
degildir. Bunlara ek olarak kistin lokalizasyonuna gore Casoni testinin duyarlilig
degismektedir. Mesela periton hidatidozunda duyarsiz oldugu ifade edilmektedir. Diger
yandan Casoni testinde enjekte edilen antijen kisiyi duyarli hale getirebilir ve bu kisi

sonraki serolojik testlere yalanci pozitif yanit verebilir (33).

2.8.2. Serolojik tam yontemleri:

Bu parazit hastaligiin etkensel tanisinin (akcigerlerde bulunan bir kistin patlamasi
sonucunda meydana gelen hidatik kusma materyalinin incelenmesi sonucunda
yapilabilir) bazi olagan dis1 durumlar haricinde yapilmasit imkansiz gibidir. Kiste

panksiyon yapilarak etkensel tani gergeklestirilebilir ancak, bu islemden sonra
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sizabilecek kist sivisinin anaflaktik bir sok veya kist digina ¢ikabilecek
protoskolekslerin  sekonder kistleri olusturma riskleri mevcuttur. Etkensel tanidaki
zorluklar cystic echinococcosis’de serolojik taninin 6nemini arttirmstir (12).

Belirgin bir klinik tablonun olmamasi1 ve yukaridaki nedenlerden dolay:
arastirmacilar kist hidatik tanisinda serolojik testlere yonelmislerdir. Serolojik testler
sadece hasta olgular1 saptamak i¢in kullanilmaz; asemptomatik kist tastyicilarmin
belirlenmesinde, hastaligin toplumdaki yaygiligini ve varsa bir kontrol programinin
etkinligini gostermek amaciyla da kullanilabilir (64).

Kistik ekinokokoz tanisinin giiniimiizde radyolojik tan1 yontemleriyle konmaya
calisilmasina ragmen kistin tiimor, abse, basit kist gibi diger yer kaplayan olgularla
ayirici tanisinin yapilabilmesi ve operasyon sonrasi niikslerin daha saglikli bir sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in 6n taninin serolojik tani yoOntemleriyle desteklenmesi
gerekmektedir (21).

Buna ek olarak serolojik testler, olgularin tedaviye verdikleri yanitin izlenmesinde
pahali radyolojik tetkiklerin yerine kullanilabilir. Cerrahi sonrasi kiiciik bir kist gizli
kalmis olabilir veya cerrahi esnasinda sekonder enfeksiyon gelismis olabilir. Diger

yandan ekinokok susu kemoterapiye direncli olabilir (65).

2.8.2.1. Kistik ekinokokoz tanisinda kompleman fiksasyon reaksiyonu (KFR):
Spesifik antikorla antijenin birlesmesi sonucu serbest komplemani absorbe etme 6zelligi
gostermektedir. Reaksiyon sonucunun kolay goriiliir hale konmasi i¢in 6zel indikator
sisteminden (%3 koyun eritrosit slispansiyonu ve hemolitik amboseptor)
yararlanilmaktadir. Boylece Kistik ekinokokoz tanisinda yararlanilan bir yontem sekline
konularak, antijen olarak hidatik sivi, scoleks veya membran dokular1 kullanilmaktadir.
Ancak iginde scoleks olan kist sivisinin antijen olarak daha duyarli oldugu, buna karsin
yalanci olumlu sonuglarin da alinabilecegi unutulmamalidir. Bu yalanci olumlu
sonuclarin yiiksek serum gamma globulin seviyesi ile ilgili olabilecegi bildirilmektedir.
Kuman (11) tiim kist hidatik olgularinda KFR ile olgularin ¢ogunlugunda 1/320-1/640
sulandirima kadar olumlu sonu¢ almasina karsin, 1/1280 sulandirima kadar da olumlu
sonu¢ veren olgular gozlemistir. Olgularin bir kisminda karaciger sintigrafisi ve

ultrasonografisi ile kistik olusum goriintlisii saptanmis ve timii operasyonla
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dogrulanmistir. Bugiin ¢ok daha hassas tani yontemleri bulundugundan kist hidatik

tanisinda Weinberg KFR hemen hemen terk edilmistir (66).

2.8.2.2. Kistik ekinokokoz tamisinda IHA yontemi: Testte tannik asitle
duyarhilastirilmig eritrositlerin yiizey gerilimlerinin degismesi sonucu antijen tutma
Ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Antijen ile kapli koyun eritrositleri hasta serumuyla
karsilaginca ¢okmektedir. Testin duyarliligi genellikle %80-94 arasinda degismektedir.
Kistin lokalizasyonuna gore antikor yanmitinin degistigi, akciger kistlerinde serolojik
testlerin duyarliliklarinin azaldigi bilinmektedir. Akciger kistlerinde goriilen diisiik
seropozitivitenin bir nedeni immiin kompleksler olabilir. Bir ¢alismada karaciger kistli
hastalarda IHA %75 pozitif ¢ikmis ve %12'sinde immiin kompleks tespit edilmis iken
akciger kistlerinin %42 'sinde IHA pozitif ¢ikmis ve %50 'sinde immiin komplekslere
rastlanmustir (33).

IHA 1/32 serum sulandirimlari iizeri pozitif kabul edildiginde, benzidin ve formollii
IHA testleri ile Hidatik serumlarda en yiiksek sulandirimlarda dahi olumlu sonug
alindig1 ve en hassas test oldugunu belirten ¢alismalar bulunmaktadir. Buna karsin bu
yontemle hidatidoz olmayan hasta serumlarinda da, saglikli insan serumlarinda da ¢ok
yiksek oranda c¢apraz reaksiyon saptandigi bildirilmektedir. Tannik asit ve
gluteraldehit’le hassaslastirilmis alyuvar kullanilan IHA testlerinde diger testlerin
tersine kist hidatik olgularinda daha diisiik oranda pozitif sonuglar alinmasina karsin,
diger parazit hastaliklar1 ve parazit dis1 hastaliklar ve saglikli kisilerin serumlarinda
nonspesifik reaksiyonlara ¢ok diisiik oranda rastlanilmistir. Kistik ekinokokoz tanisinda
en hassas [HA yontemi olarak da Tannik asitin kullanildigi IHA testi bulunmustur.
Benzidin’in karsinojen olusu dezavantajini artirmakta, Tannik asit yonteminin Formol
testinden daha basit uygulanmasi nedeni ile kistik ekinokokoz i¢in en uygun uygulama

yontemi oldugu kanisina varilmastir (11).

2.8.2.3. Kistik ekinokokoz tamsinda IFA: Floresan izosiyanat, veya Rodamin
B200 gibi floresan verici maddelerle isaretlenmis antikor, antijen ile baglaninca
fluoresan mikroskop altinda goriilebilir hale gelmektedir. Pozitif preparatlar sari-yesil
fluoresans vermektedir. Kistik ekinokokoz tanisinda [FA yontemini ilk kez 1964 yilinda

Azevedo ve Rombert kullanmistir. Testin duyarliligt %90-98, ozgilligii %95-98
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civarindadir. Akciger yerlesimli kistlerde duyarlilik %81, karaciger kistlerinde ise %90
bulunmustur (33).

Antijenler genellikle mezbahalardan temin edilen (6zellikle hastalikli koyun
karacigerlerinden izole edilen) fertil kistler i¢indeki protoskolekslerden (hidatik kum)
hazirlanmaktadir. Kist icine yapilan ponksiyonla kist sivisiyla birlikte cekilen
protoskoleksler, kist sivisinin santrifiij edilmesiyle sedimentte toplanmakta ve iist kismin
atilmastyla kist sivisindan ayrilmaktadir. Daha sonra 2-3 kez fizyolojik su ile yikanan
protoskolekslerden mililitrede 4000 veya 6000 adet bulunacak sekilde bir suspansiyon
hazirlanmaktadir. Bu suspansiyondan pastor pipeti ile alinarak 6zel boyali lamlar
tizerindeki ¢ukurlara dogrudan birer damla konup laboratuvar 1sisinda kurutulmaktadir.
Bu sekilde hazirlanan antijenler -20°C’de 6 ay kadar saklanabilmektedir. Bu antijenler
%10’luk formaldehitle tesbit edildikten sonra veya hig tesbit edilmeden IFA ydnteminde
kullanilabilmektedir (12,33).

Protoskolekslerden kesit antijenlerin hazirlanabilecegi de gosterilmistir. Yukaridaki
gibi kist sivisindan izole edilen protoskoleksler, aliminyum bir kagit iizerine konmakta
ve kenar kismindan bir filtre kagid1 ile suyu alinarak kiime haline getirilmektedir. Kiime
haline getirilen protoskoleksler, i¢inde bloklama soliisyonu bulunan plastik bir kapsiil
icine daldirildiktan sonra kuru buz veya sivi azot i¢inde dondurularak saklanabilmekte ve
gerektiginde ¢ikarilip kriyostat ile 4-6 pm kalinliginda kesitler alinip lamlar iizerine fikse
edilerek kesit antijen olarak kullanilmaktadir. Kesit antijenler ile ¢alisilan IFA testinden
daha iyi sonuglar alindigi ve test sirasinda Evans blue ile zit boyamadan
yararlanilabilecegi bildirilmektedir (12,21,33).

Testin spesifiklik limitinin 1/10 veya 1/20 olabileceginin bir ¢ok arastirici tarafindan
kabul edildigi goriilmekle birlikte karacigerde lokalize olan kistlerde, IFA ydnteminin
olgularin %95’ini dogru tesbit ettigi ve yiiksek pozitiflikler verdigi, pozitif olgularin
%25’inde ise pozitiflik degerinin 1/40’1n altinda kaldigi, bu zayif pozitif sonuglarin
diger yontemlerle dogrulanmasi gerektigi ileri siirlilmektedir. Akcigerlerde yerlesen
kistlerde IFA yonteminin yaklasik %66 dogru pozitiflik verdigi ve pozitiflik diizeyinin
1/80’1 nadiren gectigi, bu durumun ise testin sonuglarinin yorumlanmasini giiglestirdigi
bildirilmis ve sonuglarin kistin gelisimi veya prognozu ile ilgili temeller iizerine

oturtulmasinin dogru olmayacag agiklanmistir (12,21).
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Cerrahi tedaviden sonra 4-6 hafta boyunca antikor seviyesinde baslangica gore 4-5
kat artmalar oldugu ancak bu artisin nedeninin heniiz agiklanamadigi, Schistosoma ve
Fasciola tedavisinden sonra antikor artigini agiklayan olusumlarin, kist tamamen

cikarildigi i¢in burada gegerli olmadigi bildirilmektedir (12).

2.8.2.4. Kistik ekinokokoz tamisinda ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA), parazit hastaliklarinin etkenlerinin direkt olarak goriilemedigi veya
goriilmesinin zor oldugu zamanlarda bu hastaliklarin tanisinin yapilabilmesi i¢in
uygulanmakta olan serolojik tani yontemlerinden birisidir. Bu yontem enzim immun
assay (EIA) olarak da adlandirilir. Esas olarak olusturulan antijen-antikor kompleksine
enzim ile isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger
antijen veya antikor var ise renk olusumunun goézlenmesi esasina dayanmaktadir.
Kimyasal bir olay olan renk olusumu enzimin aktivitesine baglidir. Enzimle etkilenen
substratin spektrofotometrik Ol¢limii, yontemde arastirilmasi gereken antijen ya da
antikor konsantrasyonu ile orantihdir. Bu teknik genellikle, viral, bakteriyel ve
parazitlere ait antijenler ile antikorlar gibi biiyiik molekiil agirlikli proteinlerin 6l¢iimii ve
arasgtirtlmasi i¢in kullanilmaktadir. Y6ntemin avantajlart; cok duyarli ve giivenilir olmasi,
kolay uygulanmasi, isaretli immun ayiraglarin uzun siire saklanabilmesi, radyoizotoplarin
kullanimi sonrasi atiklarin yok edilmesi 6nleminin gerekmemesi ve enzim isaretleri ile
kromojenik substrat kullanilarak goriilebilir ve okunabilir sonuglar vermesi sayilabilir.
Buna karsin, 6zel bazi cihazlara gereksinim duyulmasi, deneyimli personelin gerekmesi
ve pahali olmasi da bu yontemin dezavantajlar olarak sayilabilir (13).

ELISA testinde polistren plaklara emdirilmis antijen molekiilleri ve
antiimmiinoglobulin eklenmis renksiz enzimin bulundugu ortama hasta serumu dokiiliir.
Serumda antikor varsa antijen-antikor-anti-immiinoglobulin kompleksi olusur ve enzim
kromojen madde baghh substrati ile birlesir. Test spektrofotometre ile
degerlendirildiginde absorbans Ol¢limleri kriter alinir ve belli bir esik degerin (cut-off)
istli pozitif olarak kabul edilir. ELISA sonucu ¢iplak goézle de degerlendirilebilir.
Olusan renk, optik dansite degerleri ile irdelenir. Optik dansite degerleri pratikte antikor
konsantrasyonunun belirlenmesinde de kullanilabilmektedir. Mesela IgG ELISA
testinde anti-insan IgG antikorlarina bagh enzim alkalen fosfataz ise substrati olan

renksiz nitrofenol fosfati sari renkli nitrofenoksite cevirecektir. Ulkemizde yapilan
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caligmalarda E. granulosus IgG-ELISA 'nin 6zgiilligii %86-100 olarak belirlenmistir.
IgG ELISA son derece 6zglin bir test olmasina karsin duyarliligi konusunda %72-76
gibi diisiik oranlar yaninda %94-100 oranlarini bildirenler de vardir (21,29,33). Hasta
olgular1 IgG ELISA’nin yakalayamamasinin nedeni kaliteli antijenlerin kullanilmamasi
olabilir. Saflagtirilmis ekinokok antijenlerinin kullanildigi ELISA testlerinin duyarlilig
yiiksek iken islenmemis kist hidatik sivist kullanildiginda bu oran %45°e kadar
diismektedir. Bu kadar diisiik oranlarin nedeni anti-immiinoglobuline konjuge edilen
enzimin kotii kalitesi de olabilir (33).

Echinococcus granulosus ve Echinococcus multilocularis’in tanisinda bu yontemin
ancak ¢ok 1yi bir sekilde saf bir antijen hazirlandiktan sonra tercih edildigi ve duyarliligin
%100’e yakin oldugu fakat cysticercosis ile ¢apraz reaksiyon verdigi, ozellikle ytliksek
seviyede IgE antikorlarinin varliginin hastalik tanisiin konmasinda énemli rol oynadigi

bildirilmektedir (13).

2.8.2.5. Immundifiizyon ve immunelektroforez: Kistik ekinokokoz olgularinda IE
yontemiyle daima ayni bolgede ve karakterde ¢ok belirgin presipitasyon ¢izgisinin kist
stvist igindeki belli bir antijen yapisi tarafindan olusturuldugu ve bu antijene arc 5 adinin
verildigi bir¢cok arastirict tarafindan yaymnlanmistir. Arc 5 antijeni presipitasyon
cizgisinin kist hidatik tanisindaki Onemine deginen arastiricilar, saflastirilmis ve
yogunlastirilmis kist sivist antijeniyle kist hidatik tanisinda %90 oranina kadar pozitif
sonugclar alinabilecegini bildirmektedirler (67).

Testte bir jelin i¢ine optimal konsantrasyonlarda antijen ve antikor molekiilleri
konulur. Antijen, antikor ile karsilastiginda cokerek presipitasyon bandi olusturur.
Testte hasta serumuyla karsilasan kist sivis1 antijenlerinin hep ayn1 bolgede ¢ok belirgin
bir presipitasyon bandini olusturdugu goriilmiis, bu banda “Arc5” ve bunu yapan
antijene de “Antijen 5” adi verilmistir. Onceleri testin kist hidatige 6zgiin oldugu
sanilmig ama daha sonra Taenia enfeksiyonlarinda da pozitif ¢ikabilecegi anlagilmistir.
Bununla beraber testin 6zgiilliigli %97'nin lizerindedir. Duyarlilig1 ise %26-51 arasinda
degismektedir. Baz1 arastirmacilar ise “Arc5” gorilmedikge testin pek bir 6zgiilliigii
olmadigini, uygulanmasinin kolay olmadigini belirtmektedirler (33).

IE yontemiyle kstik ekinokokoz tanisinda elde edilen sonuglarin her zaman ayni

oranda sonu¢ vermemesi ve diger testlerle paralel degerlerin elde edilememesi, kullanilan
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antijenin standart olmamasina bagli olmakla beraber, kistin lokalizasyonunun da
sonuglari etkiledigi gosterilmistir.

Arastiricilar [E yonteminde tiim kist sivisim1 antijen olarak denedikleri gibi, daha
duyarli sonuglarin alinmasi i¢in bu antijenin saflagtirilmast veya liyofilizasyonla
yogunlastirilmasiyla (200 mg/ml) daha giivenli sonuglarin alinabilecegini agiklamiglardir

(67).

2.8.2.6. Western blot (Immunoblotting):

Ayristirilan  proteinlerin - jellerden  membranlara  transfer  yontemlerinin
gelistirilmesi, proteinlerin elektroforetik analizi i¢in yeni bir devir agilmasina neden
olmustur. Bu fikir DNA fragmentlerini analiz i¢in bir yontem gelistiren Ed Southern
tarafindan ortaya atilmigtir. Immunoblotting ya da Western blotting adi verilen bu
immunokimyasal yoOntemler bir membran {izerine sabitlestirilmis proteinleri
tanimlamada kullanilmaktadir. Bu transfer yontemi “blotting” diye adlandirilir, ¢ilinkii
elektroforez ile jel icinde ayristirilan proteinlerin transfer edildikleri nitroseliiloz
membran iizerindeki bant drnekleri, orijinal jel {izerindeki Orneklerin tam anlamryla
kopyasidir. Proteinlerin membranlara transferi de “Western blotting”, DNA izolasyonu
icin kullanilan yontem “Southern blotting”, RNA izolasyonu i¢in kullanilan yontem ise
“Northern blotting” olarak isimlendirilmistir. Orijinal jel ile ¢alismak yerine Western
blot ile ¢alismanin pek ¢ok avantaji vardir. Immunoblotting iki asamada
gerceklestirilmektedir: proteinin jelden nitroselilloz membrana transfer edilmesi ve
spesifik antikor ile epitopun dekorasyonu. Proteinin transferi en basarili sekilde
elektroforez ile gerceklestirilmektedir. Genellikle en fazla kullamilan iki transfer
yontemi vardir. Biri yari-kurutma ile blotting (Semi-dry blotting) yontemi olup jel ve
immobilize edilmis membran, buffer ile 1slatilmig filtre kagitlar1 iginde tutularak 10-30
dak. akim gegirilmesidir. Digeri ise 1slak (tank) blotting (Wet blotting) yontemi olup jel-
membran sandwich sisteminin elektrotransfer i¢in transfer buffer icine konularak en az
45 dakika ya da tiim gece boyunca transfer isleminin devam etmesidir. Birinci asamasi
olan SDS-PAGE ile elektroforeze tabi tutulan proteinler transfere hazir hale gelirler. Bu
asamadan sonra uygulanacak olan Western blot yonteminin ana hatlarim1 Once
seperasyona tabi tutulan proteinlerin nitroseliiloza (ya da naylon veya benzeri

materyallere) transfer edilmesi ve non-spesifik baglanmay1 onlemek i¢in membran
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tizerindeki protein baglanma kisminin bloke edilmesi (blocking) ardindan transfer
edilmis ilgili proteine spesifik antikorun baglanmasi ve birinci antikora, enzim isaretli
ikinci antikorun baglanmasi son olarak enzim bagli kompleksin membrana uygun
enzim-substrat soliisyonu uygulanarak gosterilmesi seklinde siralamak miimkiindiir
(68).

Guinimiize dek  Kistik ekinokokozun serolojik tanisinda; ya dolasimdaki Kkist
antijeninin (circulating antigen) yada Echinococcus granulosus antijenlerine karsi antikor
cevabinin saptanmasi iizerinde yogunlasilmistir. Ara konakta metasestod olusmasindan
sonra sizan kist sivisi antijenleri serumda yiiksek seviyelerde spesifik antikorlarin
olusumuna sebep olur. Bunun sonucu olarak da dolasimda antikor saptanmasinda
uygulanan testlerde kist sivis1 antijenleri kullanilmaktadir. Antikor cevabinda etkili olan
kist sivis1 komponentlerinin tanimlanmasi ¢abalar literatiirde karisik adlandirmaya yol
acan iki major parazit antijeninin kesfedilmesine sebep olmustur. Bu ajanlar antijen 5 ve
antijen B olarak adlandirilmislardir (68).

Leggatt ve ark.(69) tarafindan koyun kist sivist SDS-PAGE ile bir¢ok ayr1 protein
komponentlerine ayristirilmis ve 38 kDa. (antijen 5’in genis subuniti) ve antijen B’nin 3
subuniti (12,16,23 kDa.) olan major parazit bandlar1 belirgin bigimde gosterilmistir.

Antijen 5, bir lipoprotein olup ilk kez immunelektroforezde “arc 5” olarak
tanimlanan bir immunopresipitin band1 saptanmasinda Capron ve arkadaslari tarafindan
kullanilmistir (68).

Leggatt ve ark. (69) calismasinda genis subunit olan 38 kDa. kompenentin sadece
diger sestod, nematod ve trematod’lara kars1 olusmus antikorlarla degil, normal kontrol
serumlariyla da ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmistir.

Bu genis reaktivitenin, antijenin fosforilkolin (PC) epitopuna bagli gelismis
olabilecegi diistiniilmektedir. Antijen 5, SDS-PAGE’in indirgen kosullar1 altinda 38 kDa.
ve 20 kDa.’luk iki subunite sahip 60 kDa.’luk bir molekiil olup immunoblot ve
immunopresipitasyon ¢aligmalarinda bu molekiiliin ¢capraz reaksiyon verdigi goriilmiistiir
(68).

Siracusano ve arkadaslar1 (70) spesifitede goriilen farkliliklarin antijen hazirlama
sekli ve popiilasyonlardaki ¢cevresel faktorlere bagli olabilecegini bildirmislerdir (68).

Kist s1visindaki ikinci major antijen olan Antijen B, SDS-PAGE ile 3 immunojenik

banda (12,16 ve 23 kDa.) ayrilmistir. 12 kDa.’luk antijenin molekiiler agirlig ile ilgili



24

degisik goriisler vardir. Siracusano ve arkadaglar1 (70), 12 kDa.’luk molekiili
tanimlarken, Lightowlers ve arkadaslar1 (54) 8 kDa.’luk bir molekiil tanimlamiglardir. Bu
farkliliga Leggatt ve arkadaslar1 (69), 12 kDa. ve 8 kDa. molekiillerin ayni1 antijeni temsil
ettigini bildirmislerdir. Baz1 arastiricilar hidatid kist sivisindaki 12 kDa. molekiiliin E.
granulasus’a 6zgii oldugunu bildirirken, bazi arastiricilar ise immunoblotting ve/veya
immunopresipitasyon yontemleri ile E.multilocularis hastalarinin Antijen B’nin en kii¢iik
subunitine kars1 olusan capraz reaksiyondan bahsetmektedirler (68).

Yapilan immunoblotting c¢aligmalar1 hem Antijen B’nin, hem de Antijen 5’in
immunojenik oldugunu gostermistir. 38 kDa.’luk Antijen 5’in genis subiiniti CE’li hasta
serumlarinin ¢ogu ile oldugu gibi, normal kontrollerin bir kismiyla da immunoreaktif
sonu¢ vermektedir. Buna karsin Antijen B’nin 12 kDa.’luk subiiniti hi¢cbir normal kontrol
serumu ile immunoreaktif sonu¢ vermemistir. Genellikle 12 kDa. reaktivitesi gosteren
kisilerde 16 kDa. subiinitiyle de pozitif reaktivite oldugu fakat 23 kDa. molekiiliiyle
degisken yanitlarin alindigi bildirilmektedir. Ayrica 16 kDa. cevabiyla 12 kDa. sero-
reaktivitesi arasindaki baglanti, Antijen B’nin bu subunitleri arasinda antijenik
homolojilerin varligin1 diistindiirmektedir (68). 12 kDa. molekiiliin alveolar hidatid ve
cysticercosis’li hasta serumlari ile capraz reaksiyon verdigi fakat Taenia ile enfekte
olmayan kisilerin serumlari ile ¢apraz reaksiyon vermedigi Leggatt ve arkadaslar1 (69)

tarafindan yapilan bir calismada belirtilmistir.

2.8.3 Molekiiler tam1 yontemleri:

2.8.3.1. Proteinlerin analizi ve sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE)

Protein karisimlarinin ya da proteinlerin genellikle agaroz veya polyacrylamide jel
icinde analizleri i¢in bir¢ok yontemler vardir. Elektroforetik yontemler oldukga hizli ve
mikrogramla ifade edilebilecek hassasiyete sahip olduklar1 gibi boyama ya da
otoradyografi ile jeldeki proteinlerin teshisinde de son derece elverisli ve hassastirlar.
Elektroforetik yOntemlerin bir diger onemli 6zelligi de tek bir elektroforez ile ¢ok
sayida Ornegin analizine olanak saglamasidir. En fazla kullanilan yontemler sunlardir:
Sodium dodecyl sulfate jel -elektroforezi, Nondenaturing sartlar altindaki jel

elektroforezi (Gel Electrophoresis Under Nondenaturing Conditions, Buffer Gels),
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Gradient jeller, izoelektrik nokta jelleri (Isoelectric Focusing Gels) ve Iki yonlii jeldir
(Two-dimentional gel).

Proteinlerin analizi i¢in belki de en fazla kullanilan yontem SDS-PAGE’dir. SDS-
PAGE proteinlerin karakterizasyonunda, karsilagtirllmasinda ve sayisal olarak elde
edilmesinde kullanilan pahali olmayan, hizli ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu
nedenle de kullanim alan1 son derece genistir. Bilindigi gibi elektroforez, elektrik yiikli
bir alanda iyonlarin gocli olayidir. Proteinlerin elektroforezinde, proteinin sekli,
molekiiler kiitlesi, ortamin pH’1 ve bu pH’da proteinin anyon veya katyon olmasi gibi
ozellikler nedeni ile, farkli proteinler farkli go¢ hizi gosterir ve birbirlerinden ayri
noktalara dogru hareket eder. SDS-PAGE yonteminde, proteinler anyonik deterjan olan
SDS ile reaksiyona girerek negatif yliklii kompleksler olustururlar. Protein tarafindan
baglanan SDS miktar1 ve dolayistyla kompleks iizerindeki yiik, proteinin biiyiikliigi ile
orantilidir. Her ne kadar istisnalar varsa da genellikle 1.4 g. SDS 1 g. proteine baglanir.
Proteinler genellikle SDS’e baglanmaktan &tiirii denatiire olurlar ve ¢oziiniirliik
kazanirlar, sekillerini degistirirler. Boylece proteinler (asidik ya da bazik) negatif
yiiklenmis kompleksler olarak temelde yiiklerindeki ve biiyiikliiklerindeki farkliliga
dayanarak polyacrylamide jelin kalbura benzer matriksinde elektroforez ile seperasyona
tabi tutulurlar. SDS-PAGE, protein seperasyonunun yaninda, protein agirliklart bilinen
standart proteinlerle baglantili olarak elektroforetik degiskenliklerin kiyaslanmasi ile
bilinmeyen proteinlerin molekiil agirliklarini teshiste oldukga genis bir sekilde

kullanilan gii¢lii bir yontemdir (14,15).

2.8.4. Kiiltiirde izolasyon

Echinococcus granulosus besiyerlerinde onkosferden kist seklindeki larva haline
kadar tiretilebildigi gibi protoskoleksten halkali sekle kadar da iiretmek miimkiindiir (3).

Ulkemizde yapilan bir c¢alismada protoskolekslerden kist gelisimi hem hayvan
modellerinde hemde in vitro kiiltiirde basarilmistir. S6z konusu c¢alismada; koyundan
elde edilen E. granulosus protoskolekslerinden kiiltiir ortaminda 90 giinde kist gelistigi
gbzlenmigtir. Metasestod gelisiminin asamalar1 morfolojik olarak goriilmiistiir. In vitro
kiiltlir siiresince; evajine olmamus protoskoleks, vezikiiler form, arka kese formu,

evajine olmus arka keseli form, serbest arka keseli formlar goriilmiistiir (71).
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2.9. Tedavi

Kendi haline birakilan kistlerde; ya birka¢ yil sonra parazit Oliir, sivi kaybolur
kiitikiil burusur ve yerine yeni bir doku yerlesir, ya da bazi vakalarda oldugu gibi kistin
ceperini mikroorganizmalar sarar, kiitikiille organizmanin yapti1 doku arasinda iireyip
beliren yang1 parazitin beslenmesini gli¢lestirerek oliimiine sebep olur, kiitikiil biiziiliir,
iceriye mikroorganizmalar girer. Infeksiyon, peritona veya bronslara acilabilecegi gibi
sifayla sonuglanabilir. Ya da biiylik ve ince ceperli kistlerdeki gibi travmayla yirtilip,
kollaps ve hatta 6liim goriilebilir (3).

Kistik ekinokokoz tedavisinde en gecerli uygulama kistin patlatilmadan
cikarilmasidir. Ilag olarak mebendazol, fenbendazol ve flubendazol gibi benzimidazol
bilesikleri kullanilmaktadir. Ancak belirli bir biiyiikliige erismis hidatik kistlerin opere
edilmesi kagmilmazdir. Bu ilaglar 6zellikle operasyon sonucu gozden kagabilecek,
gelismekte olan sekonder vezikiillerin yok edilmesinde yararli olabilir (3,38).

Kist hidatikli hastalarin tedavisi cerrahi yoldan yapilir. Ameliyati yapan cerrah
ikincil keselerin olusunu 6nlemek i¢in kist sivistyla yavru vazikiillerin etrafa sagilmasini
engellemek icin dikkat etmelidir (3,19).

Bakteri infeksiyonlarinin katildig1 ve kesede abse olusan vakalarda veya hastanin
viicudunda ikincil kistler varsa ya da hasta ameliyat edilemez durumdaysa Ornegin
kistin ameliyat i¢in uygun olmayan yerlesmelerinde, sonu¢ iyi degildir. Ameliyat
edilemez durumda olan kist bir tane ise aspire edilir. Bosluga énce %10’luk formol
verilir, geri alinir; daha sonra bosluk steril tuzlu suyla yikanir ve kapatilir. Ameliyat
edilemeyen kistler ¢cok sayida ise ve yerlesme kemiklerde oldugunda hastaya yilda ii¢
defa hidatik s1vis1 enjekte edilerek bagisiklik saglanmaya calisilir. Bundan olumlu sonug
almabilirse kist oliir ve klinik belirtiler kaybolur. Mebendazol ve albendazol, ameliyatla

tedavinin ongoriilmedigi belirli vakalarin tedavisinde basariyla kullanilmaktadir (3,19).

2.10. Epidemiyoloji

Ulkemizdeki zoo-cografi yapi, iklim kosullari, toplumun sosyo-ekonomik diizeyi,
veteriner saglik orgiitiindeki yetersizlik ve halkin egitim eksikligi gibi nedenlerle hidatik
kist genis bir yayilis goOstermektedir. Hastaligin goriilme sikligi bolgelere gore
degisiklik gostermektedir. En yaygin oldugu bdlgeler, Dogu Anadolu, Giineydogu
Anadolu ve I¢ Anadolu’dur (5,9,18,33). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada 2001-2005
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yillarinda degisik hastanelerden, 1 Saghik Miidiirliiklerinden ve Saglik Bakanligi’ndan
elde edilen kayitlarin retrospektif olarak goézden gecirilmesiyle saptanan kistik
ekinokokoz olgularinin incelenmesiyle elde edilen sonuglara gére Marmara Bolgesi’nde
2534 (%13.13), Ege Bolgesi’nde 2114 (9%16.94), Akdeniz Bolgesi’nde 2578 (%16.09),
I¢ Anadolu Bélgesi’'nde 5404 (%38.57), Karadeniz Boélgesi’'nde 428 (%5.70), Dogu
Anadolu Bolgesi’'nde 844 (%6.80), Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde 887 (%2.75)
olmak iizere toplam 14789 kist hidatik olgusu saptandig1 bildirilmistir (72). Hidatik
kistin yaygmlhg: ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, Saglik Bakanligi Tirkiye genelinde
1987-1994 yillar arasinda toplam 21.303 hidatik kistli hasta bulundugunu belirtmistir.
Ayrica prevalansin yilda 100.000°de 0.87-6.6 oldugu bildirilmistir (6,73).

Bu infestasyonun yiiksek prevalansi iilkelerin yetistirdikleri koyun-keg¢i siiriilerinin
cokluguna baghdir. Ayrica bu yiiksek prevalansta insan-kopek arasindaki zincir de
olduk¢a onemlidir. Akdeniz iilkelerinin hepsinde E. granulosus bulunur. Tunus, Giiney
Fransa, Tirkiye de ise E. multilocularis de saptanmistir. E. granulosus gesitli
hayvanlarin konak olmas: nedeniyle daha yaygindir. Insanlara enfeksiyonun bulasma
zincirinde kopek, koyun, deve, keci, biiyiikbas hayvanlar ve diger otcul hayvanlar rol
oynar. Besin olarak tiikettigimiz hayvanlar parazitin ara konagidir. Son konak olan
kopek ise hem ciftliklerde, hem de gdgebe ve siirii sahibi toplumlarda bulunur. Képek
insanlara enfeksiyonu tasiyan en dnemli kaynaklardan birisidir. Cakal, sirtlan, kurt, tilki

gibi vahsi hayvanlarda bulagsma zincirinde rol oynarlar (18).

2.11. Korunma ve kontrol

E.ganulosus yumurtalart nemli ortamda 1 yil kadar canli kalmaktadir. Yumurtalar
ara konakta gelistiklerinde kist sayis1 ve kistlerdeki protoskoleks sayisi fazladir. Bu ise
son konakta parazit sayisinin fazla olmasini saglar. Cevre kosullar1 da bulasma sikligini
belirler.  Yoreler arasi veya iilkeler arasinda kontrolsiiz hayvan hareketlerinin
enfeksiyonu yaymada 6nemli rolii vardir. Mezbahalarda, hayvan kesimlerinin kosullara
uygun olmasi ve sakatatlarin kapida bekleyen kopeklere atilmamasi gereklidir. Evlerin
bahgelerinde kesilen kurbanlarda da bu konu aynidir. Bunun i¢in derin cukurlar
kullanilmalidir.

Insana E. granulosus yumurtasi 4 yolla bulasir.

1.infeste diskinin gida veya suya bulasarak sindirim yolu ile alinmas.
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2.Infeste toprak veya kumlarla ¢ocuk bahgesinde oynayan cocuklarin ellerini
kirleterek oral yoldan yumurtay1 almalari.

3.Kopeklerin seritleri diskilamalar1 ile aniislerini yumurtalarla kirletmeleri
olagandir. Yumurtalarin kdpegin tiiylerine bulagmasi da olasidir. Iste boyle tiyleri
infeste kopeklerin oksanmasi ve ellerin yikanmadan agiza gotiiriilmesi bulasmay1
saglar.

4.Yumurta igeren kopek diskisinin toza karismasi ile yine agiz veya solunum
yoluyla bulagma olur.

Bulagma bu 4 yolun kesilmesiyle dnlenir.

Ozetle kontrolde iki temel nokta dnemlidir:

1. Kopeklerin kistli organlar1 yemesi engellenmeli

2. Kopeklerde eriskin seride kars ilag kullanilmali (6,18,73).

E. granulosus’un gelisiminde insan ve hayvan saglhigi agisindan daha ¢ok kirsal
cember Onem tagir. Ciinkii insan ve hayvanlar i¢in esas bulagsma kaynagi kopekler,
kopekler icin ise bulasma kaynagi hidatik kistli kasaplik hayvanlardir. Hidatidoz bir
yandan toplum sagligini ciddi olarak tehdit ederken, diger yandan da koyun, kegi, sigir
gibi kasaplik hayvanlarda et, siit, yapagi ve dol veriminin azalmasina, basta karaciger ve
akciger olmak tzere kistli organlarin imhasina ve viicut direncinin kirilarak diger
hastaliklara yakalanma riskinin artmasina neden olarak iilke ekonomisini olumsuz
yonde etkilemektedir (18,33).

Son konak olan kdpeklere karst alinan onlemler 6nemlidir. Kopeklerin insanlarin
ellerini ve yliziinli yalamasi kesinlikle 6nlenmeli, kopeklere temas edilmemelidir. Eller
yikanmadan agiza goétiirtilmemelidir. Koyun gibi ara konaklara ait organlar agikta
birakilmamali, kdpekler tarafindan yenmemeleri i¢in mezbahalarda yakilmalidir. Sokak
kopeklerinin  dldiirilmesi, sahipli kopeklerin barsagindaki helmintlerin arekolin
hidrobromiir, pirazikuantel gibi etkili ilaglarla diisiiriilmesi gereklidir (3,19).

Kopekler arakolin, praziquantel, bakir oksiklorix, (Tsestan) ve Cantrodiphene
verilerek yumurta ve erigkin helmintten arindirilir (18,73). Arekolinizasyon, enfekte
kopeklere agizdan kilogram basina 2-4 mg Arecolinum hydrobromicum verilmesiyle
Echinococcus granulosus’u diisiirerek hayvanlarin iyilestirilmesidir (18,74). Arekolinin

ishal yapic1 yan etkisi nedeniyle yeni iiretilen ilaclar daha sik kullanilmaktadir. Parazitin



29

eriskinine karsi tam etkili olan diger kimyasal maddeler, praziquantel, bakir oksiklorit
(tsestan) ve Cantrodiphenedir.

Praziquantel 5 mg/kg, Tsestan ise 50 mg/kg doz olarak kullanilir. TIlag
verilmesinden sonra kdpekler 48 saat kadar gozetim altinda tutulur ve bu siire i¢inde
yapilan digkilar toplanarak yok edilirse yumurtalarin etrafa sagilarak enfeksiyon kaynagi
olusturmasi 6énlenmis olur. Bu islem yilda 2 kez yapilmalidir. Bu kimyasal maddelerin
arekolinden farki kopekte asir1 ishal yapmamasidir (18).

2.12. Kistik ekinokokoz asis1

Kistlerden elde edilen antijenlerle olusturulan immiinite sadece kist olusumundan
sonraki devreye etkilidir. Kistlerin boyutunun kiigiik kalmasma veya Kkistin
kalsifikasyonuna neden olabilmekte ama kist olusumunu engelleyememektedir.
Deneysel caligsmalar hidatidozda agilama i¢in onkosferlerden elde edilen antijenlerin en
uygun oldugunu gostermistir. Bu antijenlerden o6zellikle EG95 koyunlarda %96
koruyuculuk saglamistir. EG95 asisi, bir ay arayla iki kez kas i¢ine enjekte edildiginde
en az bir yi1l koruma saglamaktadir. Olusan IgG antikorlar1 kompleman varliginda
onkosferi lizise ugratarak metasestoda doniismesini engellemektedir.Yalniz uzun siire
yiiksek antikor titreleri i¢in asinin adjuvan ile birlikte kullanilmasi gerekir. Koruma

orani adjuvansiz %18 iken adjuvan ile %96-98 'e ¢ikmaktadir (26).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Gerec¢

Bu calismanin yapilabilmesi icin Gaziantep Universites’inin 03-2008/39 say1 ve
05/03/2008 tarihli etik kurul onayr alinmustir. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Merkez laboratuart Mikrobiyoloji
boliimiine 20.05.2007 - 20.05. 2008 tarihleri arasinda kist hidatik 6n tanisi ile
gonderilen 163 hastaya ait kan Ornekleri serumu ayristirilarak toplandi  ve
kullanilincaya kadar —80 °C’de sakland.

Hastalarin 102’si kadin, 61°1 erkek olup yas ortalamas1 39 (1-84) idi. Hastalarin
epidemiyolojik 6zellik gdsteren verileri (sosyoekonomik durumlari) ve hastalik ile ilgili
diger laboratuar bilgileri, radyolojik bilgiler ve varsa cerrahi bilgileri eszamanl olarak
hastane arsivinden ve ilgili boliimlerden temin edildi. Kontrol grubu olarak herhangi bir
hastalig1 olmadig1 bilinen kan donérlerinden 4’1 kadin, 26’°s1 erkek olup yas ortalamasi
28 (17-49) olan toplam 30 kisinin kanlar1 alinip serumlar1 ayrilarak ¢alisilincaya kadar -
80 derecede saklandi.

3.2. Kullanilan yontemler

3.2.1. Indirekt hemagliitinasyon (IHA) yéntemi :

Tim hasta ve kontrol serumlarinda 6nce IHA testi c¢alisildi. Bunun i¢in firetici
firmanin (Echinococcosis, Fumouze Diagnostics, Paris, Fransa) onerileri dogrultusunda
asagidaki islemler yapildi;

1. Kullanmadan once test kiti ve hasta serumlar1 oda 1sisina (+18°C ile +25°C aras1)
getirildi. Test edilecek serumdan 1/40’lik stok soliisyonu hazirlamak i¢in; 50 pl. hasta
serumu, 1.95 ml. fosfat tampon soliisyonu ile birlikte eppendorf tiiplerine konularak
karistirild.

2. Kit iginde yer alan mikroplak kullanilarak ilk iki siitunda 8 kuyucuga diger

siitunlarda 6 kuyucuga (ilk iki siitunda pozitif ve negatif kontroller yer aldigindan 8
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kuyucuga) 50 pl. fosfat tampon soliisyonu konuldu. Sonra 1. kuyucuga 50 pl. serum
stok soliisyonu ilave edilip karistirildi. Daha sonra 1. kuyucuktan 2. kuyucuga 50 pl.
aktarilip karistirildi. Boylece 2. kuyucuktan 3. kuyucuga, 3’den 4’e, 4’den 5’e, 5’den 6.
kuyucuga kadar seri diliisyon islemi devam edildi. 6. kuyucuktan 50 pl. disar1 atild1 ve
1. kuyucuktan itibaren 6. kuyucuga dogru;1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280 ve
1/2560’lik diliisyonlar elde edildi. 7. kuyucuga 50 ul. serum stok soliisyonu ilave edilip
karistirildt ve 50 pl. disarn atildi. Bu tiip (1/80°lik diliisyon) kontrol serumu olarak
kullanildi. Bu, serumda olabilecek dogal anti-koyun aglutininlerin tesbit edilmesi
amaciyla yapildi. Daha sonra kitin i¢inde kullanima hazir olan eritrosit soliisyonu (Red
Blood Cells=RBC’s) dikkatlice ¢alkalanip; ilk 6 kuyucuga ve 7. kuyudaki kontrol
serumuna birer damla duyarlilastirilmis Kirmizi1 Kan Hiicre Soliisyonu damlatildi. Yine
8. kuyucuga (Reagent kontrol) bir damla duyarhilastirilmis Kirmizi Kan Hiicre
Soliisyonu damlatilarak tampon ve duyarlilastirilmis eritrosit sollisyonunun c¢aligip
calismadig test edildi. Mikroplak elle yandan hafif¢ce vurularak homojenize edilmeye
calisildi.

3. Mikroplak 2 saat hareket ettirilmeden oda 1sisinda bekletildikten sonra reaksiyon
okunmaya baglandi. Buna gore; kuyucugun dibinde bir diigme (nokta tarzi) bir sekil var
ise  hemagliitinasyon yok yani negatif reaksiyon, kuyucugun dibinde kirmizimsi-
kahverengi bir tabaka varsa (bazen periferal bir ince halka wvarlig1 olabilir)
hemagliitinasyon var yani pozitif reaksiyon oldugu kabul edildi..

Kontrol grubu olarak 30 adet kan dondrii serumu alinarak tiim testlerle ¢alisildi

3.2.2. indirekt Floresan Antikor (IFA) Yéntemi:

Echinococcus granulosus larvalarindan  hazirlanmis  preparatlarda  hasta
serumundaki antikorlarin floresan antikor yontemi ile arastirilmasi esasina dayanan IFA
test kitleri ile iretici firmanin (Anti-Echinococcus granulosus IIFT, EUROIMMUN
Medizinische Labordiagnostika AG, Luebeck, Almanya) Onerileri dogrultusunda
calisildi.

1. Kullanmadan once test kiti ve hasta serumlar1 oda 1sisina (+18°C ile +25°C arasi)
getirildi. Hasta serumundan 1/100’lik bir serum diliisyonu hazirlandi. Bu amacgla 1000
ul. PBS-Tween soliisyonu igine 10.1 upl. serum konulup, 4 saniye vortekslenerek

karistirildi.
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2. Reagent tablasindaki herbir alana (bu alanlarda dondurulmus E. granulosus
larvalarinin pargalart mevcut) 25 pl. diliie serum ilave edilip 30 dakika oda 1sisinda
(+18°C ile +25°C aras1) bekletilerek inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika olmak
tizere Once iizerine PBS-Tween dokiip sonra genis agizli bir kap (Petri kab1) i¢cinde yine
PBS-Tween igerisinde hafifce ¢alkalanarak yikandi.

3. Yikanmis olan bu alanlarin her birine 20 pl. floresan isaretli anti-human
globulini eklenip, 30 dakika oda 1sisinda (+18°C ile +25°C aras1) bekletilip 3 kez 5’er
dakika yikandi.

4. Yikanmis olan bu alanlarin her birine 10 pl. kaplama sivisi ilave edilip, her bir
tabla 6zel lameli ile kaplanarak floresan mikroskobunda 20x ve 40x’lik objektiflerle

okundu (Resim-1ve 2).

Resim-1: Biitiin protoskoleks antijeni ile negatif preparat (22)

Resim-2: Biitiin protoskoleks antijeni ile pozitif preparat (22)
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3.2.3. ELISA yontemi:

Serumda veya plazmada Echinococcus granulosus’a karsi olusan human Ig G simifi

antikorlarin invitro test edilmesi amaciyla Echinococcus granulosus antijeni ile kapli ve
her biri 8 kuyucuklu 12 siitundan olusan kitler {iiretici firmanin (EUROIMMUN

Medizinische Labordiagnostika AG, Luebeck,Almanya) Onerileri dogrultusunda

kullanilmistir.

Bu amagla;

1-

Hasta serumlar1 1/101 oraninda hazirlandi. 10 pl.hasta serumu, 1000 pl. 6rnek
tamponu icerisinde diliie edilip vorteks ile karistirildi.

Kantitatif bir test i¢in ilk siitunun 1, 2 ve 3. kuyucuklarina sirasiyla 1, 2 ve 3
nolu kalibratorlerden, sonraki 2 adet kuyucuga ise sirasiyla pozitif ve negatif
kontrollerden ve 6. kuyucuktan itibaren hasta numaralarina gore her bir
kuyucuga bir hasta serumundan 100’er pl. pipetlenip, 30 dakika oda 1sisinda
(25°C) bekletilerek inkiibe edildi.

Ug kez (her seferinde 30-60 saniye 450 pl. sulandirilmis yikama tamponunda)
yikandi. Yikama islemi i¢in Pastor LP 35 Yikama cihazi (Pasteur Diagnostics,
Fransa) kullanildi. Yikamadan sonra kuyucuklarda kalan (10 pl.den fazla)
yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in kuyucuklar dagitilmadan ters yiiz edildi.
Her kuyucuga 100 pl. enzim konjugat (peroksidaz isaretli anti-human Ig G)
pipetlenip, 30 dakika oda 1sisinda (+18°C ile +25°C arasi) bekletilerek inkiibe
edilmesi saglanda.

Yine 3 kez yukaridaki (3.madde) yikama igleminin aynisi yapildu.

Her kuyucuga 100 pl. kromojen substrat pipetlenip 15 dakika oda isisinda
(25°C) bekletilerek inkiibe edildi. Bu asamada (kromojen substrat direkt giines
1s1g1indan etkilendiginden ) direkt giines 1s1¢1indan korundu.

Her kuyucuga 100 pl. stop soliisyonu pipetlenip reaksiyonun ilerlemesi
durduruldu.

Stop soliisyonunu ekledikten sonra 450 nm. dalga boyunda (referans 620 nm.)

renk yogunlugu 6l¢iilerek kantitatif ve kalitatif olarak degerlendirildi.
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Olgiim islemi Pastor LP 400 spektrofotometre cihazi (Pasteir Diagnostics, France)
ile yapilda.

Yine iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda kantitatif olarak; hasta serumu
absorbansi <0.8 ise sonu¢ negatif, 0.8 ile 1.1 arasinda (> 0.8’den <1.1’e kadar ) ise
sonug siipheli veya sinirda ve >1.1 ise sonug pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.4. Western blot yontemi:

Western blot yontemi, E. granulosus’a karsi olusan insan antikorlarmin kalitatif
olarak in vitro incelenmesini saglamaktadir. Test kiti elektroforetik olarak ayrigtirilmis
E. granulosus antijenlerinden olugmus test striplerini igerir. Stripler {izerinde 38 kDa. ve
20 kDa.’luk molekiil agirliginda iki subunite sahip ve lipoproteinden olusan Antijen 5
ile 12 kDa, 16 kDa ve 23 kDa molekiil agirliginda 3 immunojenik subunit banttan
olusan Antijen B bulunmaktadir. Yapilan immunoblotting ¢alismalar1 hem Antijen
B’nin, hem de Antijen 5’in immunojenik oldugunu gostermistir. Stripler diliie edilmis
hasta ornekleri ile inkiibe edilip, pozitif 6rneklerde Ig G tiirii spesifik antikorlarin
antijenlere baglanmasini saglamakta ve enzim isaretli bir anti-insan Ig G’si (enzim
konjugat1) kullanilarak ikinci bir inkiibasyon yaptirilip, reaksiyon goriiliir hale
getirilmektedir.

Testin g¢alisma prosediirii iiretici firmanin (Anti-Echinococcus granulosus-WB
(IgG), EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Luebeck, Almanya)
onerileri dogrultusunda yapildi;

1- Inkiibasyon tablasmin her bir kanalina 1.5 ml. distile su ile (1:10 oraninda)
sulandirilmis Universal Buffer konulup igine test stripleri birakildi ve 15 dakika
oda 1sisinda (+18°C ile +25°C arasi) bir shaker (calkalayici) iizerinde inkiibe
edildi.

2- Sonra sivinin tiimii aspire edilip inkiibasyon tablasinin her bir kanalina 1.5 ml.
sira numarasmna gore diliie edilmis (1:51 oraninda sulandirilmis Universal
Buffer ile) hasta serumu pipetlenip 30 dakika oda 1sisinda (+18°C ile +25°C
arasi) bir c¢alkalayici iizerinde bekletildi. Sonra sivinin tiimii aspire edilip 3 kez
5’er dakika sulandirilmis Universal Buffer ile ¢alkalayici iizerinde yikandh.

3- Sivinin tiimii aspire edildikten sonra inkiibasyon tablasinin her bir kanalina 1.5
ml. diliie edilmis (1:10 oraminda sulandirilmis Universal Buffer ile) Enzim

Konjugati eklenip 30 dakika oda 1sisinda (+18°C ile +25°C arasi) calkalayici
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iizerinde bekletildi. Sonra sivinin timii aspire edilip 3 kez 5’er dakika
sulandirilmis Universal Buffer ile ¢alkalayici iizerinde yikandh.

4- Sonra sivinin tiimii aspire edilip inkiibasyon tablasinin her bir kanala 1.5 ml.
kullanima hazir substrat soliisyonu pipetlenip 10 dakika oda 1sisinda (+18°C ile
+25°C arasi) calkalayici lizerinde bekletildi. Substrat soliisyonu 1s1ga hassas
oldugundan bu asamada 1s1ktan korunarak caligildi.

5- Sonra sivinin timi aspire edilip 3 kez distile su ile yikanarak reaksiyon
durduruldu.

6- Bantlarin olusumuna gore degerlendirmeye gecildi. Buna gore sonuglar 3
kategoriye ayrilarak degerlendirildi (Resim-3) ;

Kategori 1: Belirsiz antijenler ve spesifik olmayan 39 kDa molekiiler agirlikli

antijen.

Kategori 2: 24-26 kDa ve 16-18 kDa molekiiler agirlikli cinse spesifik antijenler.

Kategori 3: 7 kDa molekiiler agirlikl yiiksek spesifiklige sahip antijen.

Negatif : Hi¢ band yok veya zayif kategori 1 ve 2 bandlart.

Pozitif : Kategori 3’de (gri) band olusumu.

Sinirda veya siipheli : Kategori 3’de zay1f bir band veya kategori 2°de bir veya daha

fazla antijen band1 saptanmasi (Resim-3).
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Resim-3: Western Blot testine alinan bir grup hastanin (16 serum &rneginin) sonug

goruntisi.
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3.3. Istatistik
Istatistiksel analizler bagimsiz grup oranlarmin karsilastirilmas1 yapilarak Ki-kare
(x?) (chi-square) yoOntemleri ve pozitif prediktif ve negatif prediktif deger

hesaplanmalar1 uygulanarak yapildi.



4. BULGULAR

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi,
Merkez laboratuar1 Klinik Mikrobiyoloji boliimiine 20.05.2007 - 20.05. 2008 tarihleri
arasinda kist hidatik 6n tanis1 ile gonderilen ve indirekt hemagliitinasyon testi (IHA)
istenen 163 kan Ornegi serumlari ayrilarak caligmaya alindi ve IHA testleri ¢alisildiktan
sonra -80 °C’de saklandi. Caligmaya alinan 163 hastanin %37 ‘si erkek, %63’ kadindi

(Tablo-1). IHA ile yapilan arastirmada pozitifligin cinsiyet ile istatistiksel olarak anlamli

bir iliskisi bulunamadi (p: 0.101).

Tablo-1: Hastalarin cinsiyet ve IHA pozitifligine gore dagilimi

Cinsiyet IHA Pozitif IHA Negatif Toplam
Olgu
n % n % n
Erkek 26 44.1 35 56.4 61
Kadm 57 55.9 45 43.6 102
Toplam 83 80 163

Hastalarin yas ortalamast 39 (1-84) olup %13’0 16 yasindan kiiciik, %42°si 45
yasindan bliylkti. IHA pozitifli§ine gore degerlendirildiginde 16-45 yas grubunda
pozitifligin yiliksek oldugu goriildii. Yapilan istatistiki degerlendirmede IHA pozitifligi ile
yas gruplar1 arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (p: 0.588) (Tablo-2).
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Tablo- 2: Hastalarin yasa ve IHA pozitifligine gore dagilim

Hasta yas grubu IHA Pozitif | IHA Negatif | Toplam | %
n| % [ n[ % | olu
16 yas ve daha kiigiikk | 9 | 429 | 12 | 57.1 21 12.9
16-45 yas arasi 40 | 54.8 | 33 | 452 73 |44.8
45 yas ve daha bliyik | 34 | 49.3 | 35 | 50.7 69 423
Toplam 83 80 163

Hastalar cesitli servis ve polikliniklerden gonderilmis olup cogunlugu cerrahi

tinitelerinden gelmekteydi. IHA pozitifligine gore olgularin kliniklere gore dagilimi

Tablo 3’te goriilmektedir.



Tablo- 3: Hastalarin bagvurdugu tiniteye (poliklinik/servise) gore dagilimi

Basvurulan Unite IHA Pozitif| % |IHA Negatif| % |Olgu sayist| %
(Poliklinik/Servis) n n Toplam

Genel Cerrahi 38 58.5 27 41.5 65 39.88
Gastroenteroloji 9 45 11 55 20 12.27
Goglis Hastaliklar 6 429 8 57.1 14 8.59
I¢ Hastaliklar 6 54.5 5 45.5 11 6.75
Gogilis Cerrahisi 6 60 4 40 10 6.14
Cocuk Cerrahisi 6 75 2 25 8 491
Uroloji 1 12.5 7 87.5 8 491
Pediatri - - 5 100 5 3.07
Dahiliye Hematoloji 2 66.7 1 33.3 3 1.84
Enfeksiyon Hastaliklar 1 333 2 66.7 3 1.84
Cocuk Nefrolojisi 1 50 1 50 2 1.23
Endokrinoloji 2 100 - - 2 1.23
Dabhili 1 100 - - 1 0.61
Yogun Bakim Unitesi

Pediatrik Hematoloji - - 1 100 1 0.61
G0z Hastaliklar 1 100 - - 1 0.61
Beyin Cerrahisi 1 100 - - 1 0.61
Plastik Cerrahi - - 1 100 1 0.61
Ortopedi - - 1 100 1 0.61
KBB 1 100 - - 1 0.61
Nefroloji - - 1 100 1 0.61
Dermatoloji - - 1 100 1 0.61
Acil 1 100 - - 1 0.61
Cocuk Acil - - 1 100 1 0.61
Onkoloji - - 1 100 1 0,61
Kadin-Dogum Hst. - - 1 100 1 0,61
Toplam 83 80 163 100

40
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Hastalar ilgili birimlere c¢esitli sikayetlerle basvurmuslardir. Siklikla goriilen

basvuru sikayeti karin agris1 olup bu olgularda IHA pozitifligi %51 olarak saptanmistir

(Tablo- 4).
Tablo- 4: Hastalarda semptomlarin bulunma yiizdeleri
IHA % [HA % Olgu %

Semtom Pozitif Negatif say1s1 n:163
Karm agrist 59 51.8 55 48.8 114 69.9
Bulanti-kusma 5 45.5 6 54.5 11 6.75
Oksiiriik 14 53.8 12 46.2 26 15.95
Nefes darligi 7 46.7 8 53.3 15 9.20
Halsizlik-istahsizlik 4 57.1 3 42.9 7 4.29
Gogiis agrist - - 1 100 1 0.61
Balgam 4 80 1 20 5 3.07
Hemoptizi 1 25 3 75 4 2.45
Agizdan su gelmesi 1 100 - - 1 0.61
Yan agrist 2 333 4 66.7 6 3.68
Bas agris1 1 50 1 50 2 1.23
Ates 2 50 2 50 4 2.45
Karinda sislik 2 50 2 50 4 2.45
Bas donmesi 1 50 1 50 2 1.23
Vaginal kanama 1 50 1 50 2 1.23
Toplam 83 80

Calismaya dahil edilen 163 hastanin 132’si il veya ilce merkezinde ikamet etmekte
iken, 31 hasta ise kdy veya benzeri kirsal alandan gelmekteydi. Kirsal alandan bagvuran

hastalarda IHA pozitifligi daha yiiksek saptandi (%58.1), (p:0.00) (Tablo-5).

Tablo- 5: Hastalarin geldikleri cografi konuma goére dagilimi

IHA Pozitif IHA Negatif |Olgu %
n % n % sayis1
[1/ilge merkezi 65 49.2 67 50.8 132 81
Kirsal alanr 18 58.1 13 41.9 31 19
Toplam 83 80 163 100
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Calismaya alinan 163 olgunun 100’iinde radyolojik olarak kist olusumu saptanmis
olup, goriintilleme raporlart incelendiginde olgularin %70’inde karaciger, %25’inde
akciger, %5’inde ise diger organ tutulumu goriilmekteydi. Olgularin ¢ogunlugu tek kist

seklinde olup genellikle karacigerin sag lobunu tutmaktaydi (Tablo-6).

Tablo- 6: Hastalarda hidatik kistlerin tuttugu organa gore dagilimi

Tuttugu Organ Unikistik Multikistik Toplam

n % n % n %
Karaciger Sag 31 28.5 19 17.4 50 | 459
Sol 7 6.4 4 3.7 11 | 10.1
Bilateral 11 10.1 11 10.1

Akciger Sag 6 55 3 2.8 9 8.3
Sol 5 4.6 2 1.8 7 6.4

Bilateral 6 5.5 6 5.5

Karaciger+ Akciger 9 8.3 9 8.3
Diger Organlar 4 3.7 2 1.8 6 5.5

Tabloda karaciger ve akcigerde birlikte bulunan 9 olgu diger organ yerlesimli 1 olgu
ayrica karacigerde veya akcigerde sayildiklarindan toplamdan ¢ikarilmistir.

Karaciger ve akciger disinda olgulardan biri pelvis ve dalakta multikistik tutulum,
biri kranial, biri cerebral, biri parieto-occipital, biri sag silirrenal ve biri sol bobrekte
unikistik tutulum olmak {izere 6 olgu bulunmaktaydi.

Ayrica 14 hastada E. granulosus’a karsi antikor tesbit edilmesine ragmen hem
radyolojik hemde operasyonel olarak Kist Hidatik tesbit edilemedi.

Iki hastada E. granulosus’a karsi antikor tesbit edilip, operasyonel olarak Kist
Hidatik oldugu dogrulanmasina ragmen radyolojik olarak Kist Hidatik tesbit edilemedi.

Hem radyolojik hem de operasyonel olarak Kist Hidatik oldugu tesbit edilen 5
hastada serolojik olarak antikor saptanamadi

Radyolojik yontemlerle Kist Hidatik 6n tanisi konulan dort hastada ise serolojik
yontemlerle E. granulosus’a karsi antikor saptanamadi ve yapilan operasyonlarda bu
hastalarda basit kist saptandi. Ayrica kist hidatik 6n tanisiyla laboratuarimiza gonderilen
ve serolojik olarak antikor saptanmayan 13 olguda radyolojik goriintiileme yontemleri

ile kist hidatik disi olusum (3 hastada solid kitle, 3 hastada basit kist, 1 hastada
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hemanjiom, 3 hastada basit dalak kisti ve 3 hastada basit bobrek kisti) tesbit edilip
operasyonel olarak dogrulanmastir.

Hastalarin biyokimyasal tetkikleri incelendiginde; 7 hastada anemi (Hb., Hct. ve
RBC diisiikliigii), 4 hastada CRP yiiksekligi, 2 hastada AST ve ALT yiiksekligi, 2
hastada total bilirubin yiiksekligi, 2 hastada sedimantasyon yiiksekligi, 1’er hastada
ALP ve LDH yiiksekligi, 1 hastada B12 vitamin eksikligi, 1 hastada pansitopeni ve 1
hastada ise trombositopeni tesbit edildi. Olgularin ¢ogunda biyokimyasal degerler
normaldi.

Calismaya alinan 163 hastanin 70’inde (%43) c¢esitli patolojiler mevcuttu.
Bunlardan 14 hastada karaciger ve safra yollarina ait patolojiler [Safra tas1 (n:5), kronik
kolesistit (n:3) ve karaciger absesi (n:4), karaciger adeno kanseri (n:1) ve hemanjiyom
(n:1)], 8 hastada kardiovaskiiler sisteme ait patolojiler [hipertansiyon (n=4), koroner
arter hastaligi (n=2), vendz yetmezlik (n=2)], 19 hastada genito-iiriner sisteme ait
patolojiler [over kisti (n=5), vezikoiireteral reflii (n=2), bobrek/iireter tas1 (n=2), bobrek
yetmezligi (n=3), bobrek kisti (n=3), varikosel ve inguinal herni (n=2), memede nodiil
(n=1), servikal intraepitelyal neoplazi (n=2)], 6 hastada endokrin sisteme ait patolojiler
[Diabetes Mellitus (n=4), kronik pankreatit (n=1), tiroid nodiilii (n=1)], 4 hastada
pulmoner sisteme ait patolojiler [KOAH (n=2), Larinks kanseri (n=1), akcigerde
yabanci cisim (n=1)], 7 hastada gastrointestinal sisteme ait patolojiler [peptik ulcus
(n=5), intestinal obstriksiyon (n=1), omentum tm. (n=1)], 7 hastada hematolojik sisteme
ait patolojiler [kanama diyatezi (n=1), dalak kisti (n=2) lenfoma (n=3), Hemofagositik
sendrom (n=1)], 5 hastada kemik ve eklem sistemine ait patolojiler [disk hernisi (n=3),
vertebra’da Schmorll nodiilii (n=1), osteosarkom (n=1)] vardi. Bu 70 olgunun 46’sinda
seroloji negatifti. Serolojisi pozitif olan olgularin ¢ogunda genitoiiriner (%27) ve
hepatobiliyer (%20) sisteme ait patolojiler mevcuttu.

Calismaya alinan 163 hastanin 80’inde IHA ile negatif (1/80 ve altindaki serum
diliisyonu), 83 hastada ise (1/160 dilisyon ve iizeri) pozitiflik saptandi. Kontrol
grubunda (kan dondrleri) 2 olguda pozitiflik goriildii (Tablo-7).



Tablo- 7: IHA test sonuglarina gore hastalarin dagilimi

IHA Olgu sayist % Kontrol %
(kan donorleri)
Pozitif 83 50.92 2 6.67
Negatif 80 49.08 28 93.33
Toplam 163 100 30 100

diisiik diizeyde pozitiflik bulunmaktaydi.

Tablo- 8: IHA test sonuglarinin serum diliisyonuna gore dagilimi

IHA sonuglarim1 serum diliisyonlarma gore inceledigimizde en fazla pozitifligin
1/640 titrede oldugu saptandi (Tablo-8). Karaciger yerlesimli hidatik kistlerde yiiksek
titrelerde pozitiflik (1/320 ve {izeri) saptanirken karaciger dis1 hidatik kist olgularinda

Antikor Titresi Vaka sayis1 % Kontrol %
(kan donorleri)
Negatif 40 24.54 18 60
1/80 Negatif 40 24.54 10 33.33
1/160 Simirda Pozitif 16 9.82 2 6.67
1/320 Pozitif 14 8.59 - -
1/640 Pozitif 52 31.90 - -
1/1280 Pozitif 1 0.61 - -
Toplam 163 100 30 100

IFA ile yapilan arastirmada 163 hastanin 78’1 negatif, 85’1 pozitif olarak saptandu.

Tablo-9: IFA test sonuglarina gore hastalarin dagilimi
Sonug Olgu sayis1 % Kontrol %
IFA (kan donorleri)
Pozitif 85 52.15 - -
Negatif 78 47.85 30 100
Toplam 163 100 - 100

Pozitiflik tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda 1 pozitif, 2 pozitif, 3 pozitif ve 4
pozitif seklinde degerlendirildi. Kontrol grubunda ise IFA ile pozitiflik saptanmadi
(Tablo-9).




45

IHA ile pozitif bulunan 2 kontrol olgusunda IFA ile ¢ok zayif bir floresans goriildi
ve siipheli olan bu iki olgu negatif olarak degerlendirildi (Tablo-10). IFA ile pozitif
olarak degerlendirilen 85 olgunun 34’1 (%40) ti¢ pozitif olarak degerlendirilmis olup
tamami karaciger yerlesimli hidatik kistlerdi.

Tablo- 10: IFA test sonuglarmin dagilim

Test sonucu Olgu sayisi % Kontrol %
(kan donorleri)

Negatif 78 47.85 30 100

Stipheli 5 3.07 - -

1 pozitif 25 15.33 - -

2 pozitif 20 12.26 - -

3 pozitif 34 20.86 - -

4 pozitif 1 0.61 - -
Toplam 163 100 30 100

ELISA ile yapilan aragtirmada ise 93 hasta negatif, 70 hasta pozitif saptandi (Tablo-
11). Kontrol grubunda IHA ile 1/160 pozitif bulunan bir olgu ELISA ile de smir
degerde (cut off simirinda) bulundu ve tekrarlanan testlerinde negatif olarak
degerlendirildi. Yine kontrol grubunda ELISA ile siipheli sinirda saptanan bir olgu
tekrarlanan testte negatif olarak bulundu.

Tablo- 11: ELISA test sonuglarina gore hastalarin dagilimi

ELISA Olgu sayist % Kontrol %

Test Sonucu (kan donorleri)

Pozitif 70 429 - -

Negatif 93 57.1 30 100
Toplam 163 100 30 100

Tiim olgularda dogrulama amaciyla Western blot testi uygulandi. IHA, IFA ve
ELISA test sonuglarina gore (her iic yontemle) negatif olarak degerlendirilen 69 hasta
serumunun timii Western blot yontemi ile negatif olarak degerlendirildi. Bu olgularda

herhangi bir antijen bandi goriilmedi.
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Calismaya alinan 163 serum 6rneginin 94’iinde (%58) li¢ yontemden en az biriyle
pozitiflik saptandi. IHA, IFA ve ELISA yoOntemlerinden en az biriyle pozitif olarak
degerlendirilen 94 hasta serumu ve 2 siipheli kontrol serumu Western blot yontemi ile
arastirildi. Olgularin 66°s1 (%40.49) p7 bandiin varlig1 nedeniyle pozitif, 23’ii p7 kDa
band1 olmayip, p16/18 ve p24/26 kDa bantlarin varlig1 nedeniyle siipheli/sinirda ve 5’1
de sadece p39 bandinin varligi nedeniyle negatif olarak degerlendirildi. Geriye kalan 69
ornek Western blot yontemi ile arastirildiginda , herhangi bir antijen bandi goriilmeyip
negatif olarak saptandi (Tablo-12).

Tablo- 12: Western blot test sonuglarina ve antijen bantlaria gore dagilim

Olgu p39 p24/26 | pl6/18 p7 %
Western Blot Test Sonucu

Sayisi kDa kDa kDa kDa
Pozitif 66 66 66 66 66 40.49
Siipheli veya Siirda 23 23 23 23 - 14.11
Negatif 74 5 - - - 45.38
Toplam 163 94 89 89 66 100

IHA sonucu pozitif olup IFA ve ELISA ile negatif olarak saptan 1 kontrol serumu
(kan dondrii) Western Blot yoOntemiyle de negatif olarak saptandi. Ayrica ELISA ile
stipheli (cut off sinirinda) olarak degerlendirilen 1 kontrol serumu (kan donorii) diger
tiim yontemlerle negatif olarak saptandi.

IHA ile pozitif saptanan 83 olgunun 79’u, IFA ile pozitif saptanan 85 olgunun 80’1
ve ELISA ile pozitif saptanan olgularin tiimii Western Blot yontemiyle pozitif olarak
degerlendirilmistir (Tablo-13).

Tablo- 13: Western Blot testi sonucuna gore diger testlerin dagilimi

Western Blot
Testin Ad1 Pozitif Negatif Toplam %
IHA Pozitif 79 4 83 50.92
Negatif 10 70 80 49.08
IFA Pozitif 80 5 85 52.15
Negatif 9 69 78 47.85
ELISA Pozitif 70 0 70 42.94
Negatif 19 74 93 57.06
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Western blot testini altin

standart olarak degerlendirip diger testlerle
karsilagtirdigimizda, IHA testi i¢in duyarlilik %88.76, ozgiillik %94.59, giivenilirlik
%91.41, pozitif prediktiflik degeri %95.18, negatif prediktiflik degeri %87.5 olarak
bulundu (Tablo-14). WB test sonuglar1 ile THA testi arasindaki anlamli farklilik

saptanmistir (x>=112.34 ve p=0.00).

Tablo- 14: Western blot test sonuglari ile IHA yonteminin karsilagtirilmast

Testin Ad1 Western Blot Toplam
Pozitif Negatif
IHA Pozitif 79 4 83
Negatif 10 70 80
Toplam 89 74 163

IFA testi i¢in duyarlilik %89.89, 6zgiillik %93.24, giivenilirlik: %91.41, pozitif
prediktiflik degeri: %94.12, negatif prediktiflik degeri: %88.46 olarak bulundu (Tablo-

15). WB test sonugclar ile IFA testi arasinda anlamli farklilik saptanmistir (x>=111.9 ve
p=0.00).

Tablo- 15: Western blot test sonuglari ile IFA yonteminin karsilastirilmasi

Testin Ad1 Wester Blot Toplam
Pozitif Negatif
IFA Pozitif 80 5 85
Negatif 9 69 78
Toplam 89 74 163

ELISA testi i¢in duyarlilik %78.65, 6zgiillik %100, giivenilirlik %88.34, pozitif
prediktiflik degeri %100, negatif prediktiflik degeri %79.57 olarak bulundu (Tablo-16).

WB test sonuglart ile ELISA testi arasinda anlamli farklilik saptanmistir (x>=102.01 ve
p=0.00).
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Tablo- 16: Western blot test sonuglari ile ELISA yonteminin kargilagtirilmast

Testin Ad1 Western Blot Toplam
Pozitif Negatif
ELISA Pozitif 70 0 70
Negatif 19 74 93
Toplam 89 73 163

ELISA ve IHA testleri karsilastirildiginda ELISA ile pozitif saptanan 7 olgu IHA
ile negatif, IHA ile pozitif saptanan 20 olgu ise ELISA ile negatif bulunmustur (Tablo-

17).
Tablo- 17: IHA ve ELISA testlerinin karsilagtirilmasi
Testin Ad1 IHA
Toplam
Pozitif Negatif

ELISA | Pozitif 63 7 70
Negatif 20 73 93
Toplam 83 80 163

IHA ve IFA testleri karsilastirildiginda IFA ile pozitif saptanan 4 olgu IHA ile
negatif, IHA ile pozitif saptanan 7 olgu IFA ile 2’si siipheli 5’1 de negatif bulunmustur
(Tablo-18).

Tablo- 18: IHA ve IFA testlerinin karsilastirilmasi

Testin Ad1 [HA
Toplam
Pozitif Negatif
IFA | Pozitif 76 4 80
Stipheli 2 3 5
Negatif 5 73 78
Toplam 83 80 163
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IFA ve ELISA testleri karsilastirildiginda IFA ile pozitif saptanan 16 olguda ELISA

ile negatiflik, ELISA ile pozitif saptanan 5 olguda IFA ile 1 siipheli 4 de negatiflik elde

edilmistir (Tablo-19).

Tablo- 19: IFA ve ELISA testlerinin karsilagtirilmasi

Testin Adi ELISA Toplam
Pozitif Negatif
IFA Pozitif 65 15 80
Stipheli 1 4 5
Negatif 4 74 78
Toplam 70 93 163

Operasyonla kist hidatik oldugu dogrulanan 71 olgunun tiimii Western Blot ile

pozitif saptanirken, IHA ile 60, IFA ve ELISA ile 58 olgu pozitif saptandi. Radyolojik

olarak kist tanist alan 100 olgunun Western Blot ile 89°u, IHA ile 76’s1, IFA ile 73’1 ve

ELISA ile 58’1 pozitif olarak saptandi (Tablo-20)

Tablo-20: Operasyonla dogrulanan ve radyolojik olarak saptanan olgularin testlerde

pozitiflik sonucuna gore dagilimi

IHA | IFA ELISA | WB Toplam
pozitif | pozitif | pozitif | pozitif
Operasyonla dogrulanan olgular 60 58 58 71 71
%84.5 | %81.6 | %81.6 | %100
Radyolojik olarak kist saptanan olgular | 76 73 68 89 100
%76 | %73 | %68 %89

Operasyonla kist hidatik oldugu dogrulanan 71 hastanin serolojik incelemelerinde

11°1 THA ile, 1371 de IFA ve ELISA ile negatif saptanirken Western blot ile tiim olgular
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pozitif olarak saptandi. Ayrica IHA, IFA ve ELISA ile saptanan pozitiflikle sirasiyla
60, 58, 58 olarak saptandi (Tablo-21).

Tablo- 21: Kistin lokalizasyonuna gore serolojik testlerin degerlendirilmesi

IHA IFA ELISA WB Toplam
Kistin lokalizasyonu Poz |Neg|Poz [Neg| Poz [Neg|Poz [ Siip| Neg | (70)

Sag lob 22 6 |22 6 |22 6 |27 1 - 28(39.4)

Karaciger [ So] Job 5 25|25 ]1/|7 - | 7(9.9
Bilateral 10 - (10| - |10 1 8 | 2 - |10(14.1)

Akciger |Sag akciger | 7 11626 |2]|7]1 - | 8(11.3)
Sol akciger | 9 - | 8 1 8 1 8 1 - 19127

Bilateral 3 - 3 - 3 - 3 - - 3(4.2)

Diger organlar 4 21412 |4 1 5 1 - 6 (8.4)
Toplam 60 | 11 | 58 | 13 | 58 [ 13 | 65| 6 - |71 (100)

Yiizdeler parantez i¢inde verilmistir.

Western Blot testi ile saptanan antijen bantlari incelendiginde pozitif ¢ikan tiim
testlerde p39 kDa molekiil agirhgindaki bant saptanirken, E.granulosus igin spesifik
olan p7 kDa molekiil agirligindaki bant IHA, IFA ve ELISA ile pozitif olan olgularin
strastyla 60, 62 ve 64’linde saptandi (Tablo-22).

Tablo- 22: Western blot ile saptanan antijen bantlarinin diger testlere gore dagilimi

Testin Ad1 Western Blot test sonu¢ bantlari
p39 kDa p24/26 kDa pl6/18 kDa p7 kDa
IHA Pozitif 83 83 64 60
Negatif 11 10 3 4
IFA Pozitif 85 85 64 62
Negatif 10 10 3 5
ELISA | Pozitif 70 70 64 64
Negatif 23 20 3 1




5. TARTISMA

Kist hidatik hastaliginda tam1 koydurucu spesifik klinik bulgularin olmamasi,
hastaligin tanisinda klinik bulgulardan ¢ok laboratuvar bulgularindan yararlanilmasina
neden olmustur. Diger taraftan giiniimiizde hastaliin tedavisinde medikal tedavi
yetersiz kalmakta ve cerrahi tedavi tercih edilmektedir. Kistik ekinokokoz hastaliginda
kanama, kistin patlamasi ve basi gibi bazi istenmeyen durumlarin goriilmesi taninin
Oonemini arttirmaktadir. Tanida radyolojik yontemlerin yaninda hemen biitiin serolojik
yontemlerden yararlanilabilmektedir. Kullanilan immunolojik tani yoOntemlerinin
ozgillik ve duyarliliklarinin farklt olmasi ve bazi testlerin %100 giivenilir sonug
verememesi, duyarlilik ve 6zgiilliigii daha yiiksek olan immunolojik tani yontemlerinin
gelistirilmesini gerektirmistir (21).

Calismamizda teste alinan 163 olgunun 102’si (%62.58) kadin, 61°1 (%37.42) erkek
olup yas arali1 1-84, ortalama yas ise 39 bulundu. indirekt hemagliitinasyon (IHA) test
sonucuna gore pozitif bulunan 83 olgunun 26’s1 (%31.33) erkek, 57’si (%68.67) de
kadindi. Bununla birlikte kadinlardaki pozitiflik oran1 (%55.9) ile erkeklerdeki pozitiflik
oran1 (%42.6) istatistiki olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik goriilmedi
(p>0.05). Karaman ve arkadaslarinin (5) Kars yoresinde IHA ve IFA yontemleriyle
yaptiklar1 ¢alismada pozitifligin yas ve cinsiyet ile iliskisi ac¢isindan anlamli farklilik
saptanmamustir. Yine, Kili¢c ve arkadaslarinin (22) IHA ve ELISA yontemleriyle yapmis
oldugu calismada bulgularimiz ile uyumlu olarak pozitifligin cinsiyet ve yasla iligkisi
olmadig1 belirtilmistir. Bununla birlikte yapilan bir¢ok seroprevalans calismasinda
poziflik oraninin kadinlarda anlamli olarak yiiksek oldugu belirtilmektedir (30,75,76).
Caligmamizda hastaligin cinsiyet iligkisi gostermemesinin bdlgesel farkliliktan
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Calismamizda THA ile pozitif saptanan 83 olgunun
9’u (%10.8) 16 yasin altinda, 39’u (%46.9) 16-45 yas arasinda ve 35’1 (%42) de 45
yasindan biiytiktii. Diger calismalarda da belirtildigi gibi kistik ekinokokoz olgularinda
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kistlerin yillar icerisinde gelistigi ve semptomlarin ge¢ ortaya ¢ikmasi nedeniyle taninin
gec konulmasi sonucu orta ve ileri yaglarda hastaliga daha sik rastlandigi
bildirilmektedir (22,75-77).

Calismamizda c¢esitli servislerden kistik ekinokokoz ©On tanisiyla hasta
gonderilmistir. Olgularin ¢ogunlugu karin agrisi ile cerrahi servisine bagvurmuslardir.
Tatar ve ark.nin (79) calismasinda olgularin ¢ogunlugunun kist hidatiklerinin karaciger
yerlesimli oldugu ve epigastrik kitle ve hepatomegali ile bagvurdugu belirtilmektedir.
Ayni ¢aligmada akciger yerlesimli olgularda Oksiiriigiin en fazla rastlanilan semptom
oldugu belirtilmistir. Agag¢fidan ve ark.nin (80) yaptig1 calismada en yiiksek yerlesimin
karacigerde oldugu belirtilmistir. Birgok c¢alismada hidatik kistlerin basta karaciger
olmak iizere, akciger, beyin, kalp, kemik, bobrek ve dalak gibi viicudun bir¢ok
organinda goriilebildigi bildirilmistir (3,6,18,19,29). Etken genellikle karacigerde
tutulmakta (6zellikle sag lopta), nadiren akciger ve diger organlara yerlesmektedir.
Dolayisiyla olusan semptomlar kistin yerlesimine gore degismektedir. Calismamizda
cerrahi olarak kistik ekinokokoz oldugu tesbit edilen 71 hastanin %63’linde karaciger,
%?20’sinde akciger ve %8’inde ise diger organ tutulumu bulunmaktaydi. Saygi (24)
tarafindan yapilan bir caligmada, 6234 kist hidatik vakasindan %51.71 nin karaciger,
%38.38’nin akciger, %4.47’sinin birden fazla organ, %2.46’siin intratorakal ve geri
kalan %2.98’inin ise dalak, bobrek, beyin, periton, kas ve kemige yerlestigi tespit
edilmistir. Prousalidis ve ark (81) ise karaciger ve akciger dis1 yerlesimli 49 kist hidatik
olgusundan; 25’inin peritoneal kavitede, 10’unun dalakta, 5’nin spinal kordda, 2’sinin
retroperitoneal alanda, 1’inin miyokardda, 1’nin toraks duvarinda, 1’inin uylukta ve
I’inin de batin 6nduvarinda yerlestigini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Caligmamizda kirsal kesimden gelen hastalarda pozitiflik oraninin merkezden
gelenlere gore yliksek oldugu goriilmiistiir. E.granulosus’un yasam dongiisii dikkate
alindiginda ara konak olan koyun ve kesin konak olan kopeklerin barindigi kirsal
kesimin hastalik i¢in uygun bir alani olusturdugu diisiiniilmektedir. Cakan ve ark. nin
(82) calismast da calismamiz ile benzer Ozelliktedir. Ancak, Tatar ve ark.nin (79)
calismasinda pozitif olgularin ¢ogunlugunun sehirde bulundugu ve bunun kirsal
kesimden kente gog ile agiklanabilecegi belirtilmektedir.

Calismada ¢ farkli serolojik yontemle kistik ekinokokoz on tanili serumlarda

antikor arastirilmis, bunlarin duyarlilig: ve 6zgiilligii, altin standart olarak kabul edilen
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Western blot yontemine gore arastirilmistir. Buna goére IHA ve IFA testlerinin
duyarliligit ELISA yontemine gore daha yiiksek (sirasiyla %89, %90, %79), ancak
ozgiilliik ELISA yonteminde IHA ve IFA yontemlerinden daha yiiksek (sirasiyla %100,
%95, %93) saptanmistir. Duyarliligin bu testlerde diisilk olmasi Western blot
sonuclariyla ilgilidir. Western blot yonteminde kesin pozitifligi gosteren p7 kDa bandi
hasta grubunda olgularin sadece 66 sinda goriildii. Yirmi ii¢ olgu ise iiretici firmanin
Onerileri dogrultusunda p16/18, p24/26 ve p39 kDa bantlarin varlig1 nedeniyle siipheli
yada siirda olup bu serumlar istatistiksel hesaplamalarda pozitif olarak degerlendirildi.
Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda farkli sonuglar verilmektedir. Sener ve ark.nin (21), IFA ve
ELISA ile yaptig1 calismada ELISA’nin 6zgilligi %70, duyarliligi %100 olarak
saptanmigtir. Ayn1 calismada IFA yonteminde germinal membran kesit antijenleri
kullanildiginda protoskoleks antijenlerine gore daha yiiksek duyarlilik (%100) elde
edildigi belirtilmistir. Akisu ve ark.nin (29) ¢alismasinda ise akciger kist hidatigi oldugu
cerrahi olarak dogrulanmis 31 hasta, akciger kist hidatigi disinda diger akciger hastaligi
tanist almis 18 hasta ve ayrica 10 saglikli insan serumu olmak iizere toplam 59 serumda
IHA, ELISA ve Western Blot (WB) testleri uygulanmis, IHA, ELISA ve WB testlerinin
duyarlilig: sirastyla %96.7, %87.1 ve %100 olarak bulunurken, bu testlerin 6zgiilliikleri
%82.2, 9%89.2 ve %85.7 olarak saptanmistir. Bu calismada da bizim g¢alismamizla
benzer olarak IHA testinin duyarlilig1 yiiksek bulunmustur. Klinik ve radyolojik olarak
Kistik ekinokokoz diisiiniilen 47 hastada yapilan bir tez ¢alismasinda Ekinokok [HA
testinin sensitivitesi (duyarlilik): %93.5, spesifitesi (6zgiilliik): %93.8, pozitif prediktif
degeri: %96.6, negatif prediktif degeri: %88.2 bulunmustur (33). Picardo ve ark.lar
(83) THA ile %83.3 duyarlilik, %99 6zgiillik; Ko¢ ve ark.lar1 (76) %90.5 duyarhlik,
%90 ozgiilliik saptamislardir. Yine Kili¢ ve ark.nin (74) ELISA, IHA ve Western blot
dogrulama testi ile 93 veteriner hekimde yaptig1 ¢alismada IHA ile %81.2, ELISA ile
%76.5 pozitiflik saptanmig, yontemler arasinda antikor saptama agisindan fark
saptanmadig1r ve yontemler arasindaki uyumun taniy1r desteklemeye ve postoperatif
hasta takibine katki saglayacag bildirilmistir.

Calismamizda THA ile test edilen 163 olgudan 83 hastanin serumunda 1/160 veya
daha ytiksek titrede antikor saptandi. Bunlarin 16’s1 1/160, 14’ 1/320, 52°si 1/640 ve
1’i de 1/1280 titrede oldugu goriildii. Ozellikle karaciger hidatik kistlerinde antikor

titreleri 1/320 ve lizeri saptanirken karaciger dis1 hidatik kist olgularinda diisiik diizeyde
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pozitiflik bulunmaktaydi. Kuru ve ark.lar1 (84), THA testinin akciger yerlesimli
olgularda daha az duyarh oldugunu, inaktif veya kalsifiye kistlerde yalanci negatiflikler
gosterebildigini; bundan dolay1 diger bir serolojik yontemle desteklenmesi gerektigini
belirtmislerdir. Calismamizda operasyonel olarak dogrulanan olgular igerisinde akciger
yerlesimli 20 olgunun sadece birinde IHA ile, iiciinde ise IFA ve ELISA ile negatiflik
saptandi.

Serolojik testlerde yalanci negatiflik olabilecegi gibi yalanct pozitiflik te
saptanabilmektedir. Zarzosa ve ark.nin (57) cerrahi olarak hidatidoz oldugu dogrulanan
79 hastanin post-op tanisinda lateks aglutinasyon, pasif hemaglutinasyon,
immunoelektroforez ve spesifik ELISA testleriyle yapmis oldugu ¢alismada, en fazla
yalanct pozitifligin T.saginata ve T.solium sistiserkozis enfeksiyonlu hastalarda ve
lenfoma ve 16semi hastalarinda oldugu bildirilmistir. Ancak Nijeruh ve ark.(85), IHA ve
ELISA yontemiyle cerrahi olarak kanitlanmig 40 kist hidatik olgusu, 40 normal kontrol
ve 8 cengelli solucan, 5 teaniasis, 10 schistosomiasis, 15 malaria, 12 visseral
leishmaniasis, 3 multip] myeloma, 6 sifiliz ve 10 gonore’li ve degisik paraziter
enfeksiyon ve diger enfeksiyonlu hasta serumlar1 ile karsilagtirmali calismalar
yapmiglar, saglikli kisilerde veya parazitik ve bakteriyel enfeksiyon bulunan
serumlarda yalanci pozitiflik ve capraz reaksiyon goézlememisler, lipoprotein antijenin
bu testlerde %100 spesifik oldugunu bildirmislerdir. Kenya’da yapilan bagka bir
calismada ise insan kistik ekinokokoz olgularinin tanisinda kist hidatik sivist antijen
olarak kullanilmis ve bu antijenle kullanilan THA yonteminin yiliksek duyarlikli ve
spesifik oldugu belirtilmistir (86). Kuman (11), kist hidatik tanisinda eritrositleri tannik
asitle hassaslastirilip uyguladigi IHA yontemi ile 16 olguda 1/640-1/2560 gibi yiiksek
sulandirimlarda %100 olumlu sonuglar alip, olgular1 operasyonla dogrulamistir.
Dolayisiyla testlerin duyarlilik ve 6zgiilliiglinde, kullanilan antijenin, yOntemin
duyarliliginda biiyiik 6nemi bulunmaktadir.

Calismaya kontrol olarak alinan 30 adet kan dondriiniin 2’si 1/160 titre ile pozitif,
digerleri negatif olarak degerlendirildi. Pozitif saptanan 2 kontrol olgusunun biri
Western blot testinde negatif, digeri ise siipheli pozitif olarak degerlendirildi. Siipheli
pozitif olarak degerlendirilen olguda p39 ve p24/26 bantlar1 bulunmaktaydi. IFA ve
ELISA ile kontrol grubunda pozitiflige rastlanmadi.
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Calismamizda Protoskoleks kesit antijenlerinin kullanildigi IFA testine alinan 163
serumun 85’1 pozitifti. Hasta serumlarinin biri 4 pozitif, 34’1 3 pozitif, 20°si 2 pozitif ve
25’1 de 1 pozitif olarak degerlendirildi. Yiiksek diizeyde floresans veren serumlar IHA
sonuglarinda da oldugu gibi karaciger olgulariydi. Sener ve arkadaglarinin (21) yaptigt
bir ¢aligmada, operasyonla kist hidatik oldugu dogrulanmis 20 hasta germinal membran
kesit antijeni ve kesit protoskoleks antijeni ile yapilan IFA testinin hepsinde pozitif
sonu¢ verirken, biitlin protoskoleks ile yapilan IFA testinde bir hasta da yalanci
negatifligin saptandigi belirtilmekte, germinal membran ile hazirlanan IFA yonteminin
ozgulligli %100, duyarliligi %100; biitiin skoleks ile hazirlanan IFA yOnteminin
ozgilligli %80, duyarliligt %95; kesit skoleks ile hazirlanan IFAT yonteminin
ozgilligi %97, duyarlilig1 %100 olarak hesaplanirken, ¢alismada kullanilan ELISA’nin
ise 0zgilligl %72, duyarliligi %100 olarak belirtilmektedir.

Calismamizda operasyonel olarak dogrulanan 71 olgunun 11’inde IHA testi ile,
13’linde ise IFA ve ELISA ile negatif sonug elde edildi. Bu olgularin ¢ogu ayni1 kisiler
olup yine ¢ogu kistin karaciger dist yerlesimleriydi. Bu durum, karaciger dis1 kist
hidatik olgularinda immiin sistemin yeterince uyarilmadigini diisiindiirmektedir.

Caligmada Western blot yontemiyle saptanan pozitif olgularda hangi antijen
bantlarina kars1 antikor gelistigi ile bunun biyokimyasal ve kistin yerlesimiyle iliskisi
incelenmistir. Radyolojik yontemle ve operasyon sonucu belirlenen kist lokalizasyonu
ile antijen bantlar1 arasinda anlamli bir iligki saptanamamistir. Yine tiim olgularin
biyokimyasal Ozellikleri arastirilmis, olgularin ¢ogunda parametreler normal sinirlar
icerisinde bulunmustur. Onem arzeden az sayida olgudan; anemisi olan 6 olgunun
5’inde tiim bantlar pozitif saptanirken, 1’inde sadece p 39 kDa ve p 24/26 kDa molekiil
agirhigindaki bantlar pozitif saptanmistir. Karaciger fonksiyon enzimleri (AST ve ALT)
yiiksek olan 2 hastada ve C-Reaktif Protein (CRP) yiiksek olan 1 hasta ile eritrosit
sedimentasyon hizt (ESR) yiiksek olan 1 hastada tiim bantlar pozitif saptanmistir.
Dolayisiyla test sonuglar1 ile biyokimyasal parametreler arasinda da anlamli bir iliski
saptanamamistir.

Western blot yonteminde kullanilan antijenlerin 6nemi bulunmaktadir. Akisu ve ark.
nin (29) calismasinda Western blot ile en degerli ii¢ bantin 8-12 kDa, 24 kDa ve 124
kDa molekiiler agirliginda oldugu belirtilmektedir. Calismamizda kullandigimiz kit’te

p7 kDa antijen bulunmakta ve bunun pozitifligi E.granulosus i¢in yiliksek diizeyde
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spesifik olarak kabul edilmektedir (29). Yine testimizde bulunan p 16/18 kDa ve p24/26
kDa antijenlerin varhig1 da pozitiflikte 6nemlidir. Caligmamizda Western blot testinde
antijen bantlarinin varhig@i ile serolojik yoOntemler arasinda anlamli bir iligki
saptanamamigstir. Ancak ELISA ile pozitif saptanan 70 olguda p39 kDa bantin varlig1 ve
diger yontemlerde pozitifligin daha yiiksek olmasi (IHA ile 83, IFA ile 85) ELISA
kitinde bu antijenin yeterli bulunmadigini diisiindiirmektedir. Nonspesifik olarak kabul
edilen p39 kDa antijeninin varliginin ¢apraz reaksiyonlara yol acabilecegi, bu durumun
ELISA kitinde Ozgilligliin  yiliksek (%100) olusunun nedeni olabilecegi

distiniilmektedir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Kistik ekinokokoz tanisinda radyoloji ile seroloji birlikte degerlendirilmelidir.
Uygulanan tedavinin takibinde de serolojik test sonuglarinin degerli olmasi nedeniyle
kullanilan bu testlerin duyarlilik ve 0Ozgiilliiklerinin ve test sonuglarini etkileyen
faktorlerin bilinmesi son derece 6nemlidir.

Calismada THA ile kistik ekinokokoz tanisi alan olgularda hastaligin cinsiyet ile
iligkisi olmadig1, ancak 16-45 yas grubunda pozitifligin yiiksek oldugu gortildii.

Kistik ekinokokoz on tanisiyla bolimiimiize gonderilerek calismaya alinan
olgularin cogu (%58.5) cerrahi servislerinden gelmekte olup, %70’1 karaciger
yerlesimliydi. Olgularin 105’inde (%64.42) karin agrisi, 41°inde (%25.15) oksiiriik ve
nefes darligi yakinmasi saptandi. Hastalik semptomlart kistin lokalizasyonuna gore
degismekteydi.

Caligilan 163 serum O6rneginin 83’linde IHA yontemi ile (%50.92), 85’inde ise IFA
yontemiyle (%52.15) E.granulosus’a karsi IgG tipi antikor tesbit edilirken bu oran
ELISA testi ile olgularin 70’inde (%42.95) pozitif olarak tesbit edildi.

Kontrol amaciyla 30 kan donorii serumu kullanildi. Kan donoérlerinde IHA yontemi
ile pozitif bulunan 2 olgunun biri WB yontemi ile siipheli/sinirda pozitif, digeri ise
negatif saptandi. Diger tim serumlar her ii¢ yontemle negatif saptanip Western blot
yontemiyle dogrulandi.

Western blot testi ile ¢calismaya alinan 163 serum Orneginin 89’u pozitif olarak
degerlendirildi. Olgularin 66’sinda (%40.49) E.granulosus i¢in spesifik olan p7 kDa
band1 tesbit edildi. Altmis sekiz (%41.72) serum Orneginde p 16/18 kDa bandi, 89
serum Orneginde p 24/26 kDa bandi ve yine pozitif serum Orneklerinin tiimiinde p39

kDa bandi tesbit edildi.
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Western blot yontemi referans olarak alindiginda IHA yonteminin duyarliligi
%88.76 ozgilluigi %94.59, IFA yonteminin duyarliligi 9%89.89 6zgiilligi %93.24,
ELISA yo6nteminin duyarliligi %78.65 ve o6zgiilliigii ise %100 saptandi.

Western blot yonteminde reaktif antijen bantlar1 ile biyokimyasal parametreler ve
kistin yerlesimi arasinda anlamli farklilik saptanamadi.

Sonug olarak kistik ekinokokoz diistiniilen hastalarda serolojik testlerin duyarlilik
ve 0zgiillik yoniinden biribirine fazla bir iistlinliigli olmadig1, ancak uygulama kolayligi
ve ekonomik olusu goz 6ntine alindiginda IHA yonteminin kistik ekinokokoz tanisinda
kullanilabilecegini  diistinmekteyiz. Duyarlihlk ve 06zgilliigiiniin yiiksek olmasi
nedeniyle Western blot testi, tani konulamayan olgularda dogrulama amaciyla
kullanilabilir. Ayrica c¢esitli antijen bandlarina karsi olusan antikorlarin yapisini

incelemek amaciyla gesitli aragtirmalarda uygulanabilecegini diisiinmekteyiz.
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