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SIMGELER VE KISALTMALAR

AE : Alveolar ekinokokoz

BT : Bilgisayarh tomografi

d H20 : Distile su

ECR : Enhanced chemiluminescense
ELISA : Enzyme linked immunosorbant assay
Ig : Immunoglobulin

IHAT : Indirekt hemagliitinasyon testi
kDa : Kilo dalton

KE : Kistik ekinokokoz

LAT : Lateks aglitinasyon testi

) : Mikron

MRI : Manyetik rezonans imaging

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis

TEMED : N,N,N,N-tetramethylethylenediamine

USG : Ultrasonografi



1. GIRIS VE AMAC

insanlarda larva formunun hastaliya yol agtig: bilinen dort Echinococcus tur;
kistik ekinokokoz (KE) etkeni olan Echinococcus granulosus (Batsch, 1786),
alveolar ekinokokoza (AE) neden olan Echinococcus multilocularis (Leuchart,
1869), polikistik ekinokokoza yol agan Echinococcus oligarthus (Oresing,
1863) ve literatirde ¢ok az sayida vakast bildirilen Echinococcus vogeli
(Rausch ve Bemstein, 1972)'dir (41, 50).

E. granulosus, yasam déngisiinde evcil ve vahgi kdpekgillerin son konak,
koyun, sigir, ren geyigi gibi pekgok evcil ve vahsi hayvanin ara konak olarak
yer aldii, kozmopolitan bir dagilmi olmakia beraber, biyik o&lglide
hayvancilikla ugrasilan kirsal alanlarda ve her iklim kosulunda yayginlik
gosteren  bir sestoddur (20, 42). Dinyada yillk vaka sayisi
100.000'den fazladir (69). Tirkiye'de ise ¢ok degisik rakamiar verilmekle
birlikte, hastane kayitlanindan yapilan aragtirmalar sonucunda yilda 2000
dolayinda vakanin hastanede yattigi sonucu ¢ikmigtir (8).

KE'da parazitolojik tam igin hidatik kistlerin yerlesiminin degiskenligi ve
baslarda non-invaziv yéntemlerin yoklugu, tani icin antijen kaynagi olarak kist
sivisinin karakterizasyonunu ve laboratuvar metodlarinin aragtirimasini
zorunlu hale getirmigtir. Duyarli ve &zgil bir testin kullaniimasi ile KE
olmayan vakalarda gereksiz cerrahinin &nlenebilecedi agiktir (48). Kilinik
semptomlarin 6zgill olmamasi ve enfeksiyonun nadiren parazitolojik ipucu
vermesi nedeniyle KE'un serolojik tanisi, son 40 yildir klinisyenler tarafindan
¢ok kullanihr olmustur (68).

Bugiine kadar hidatik kist sivisi, protoskoleks ve membran ekstraktlarinda 23
degisik E. granulosus metasestod antijeni tanimlanmistir (44, 51, 58, 76).
Kist sivisindaki 19 degisik antijenden 10 tanesi parazitle ilgili bulunmustur
(47). Bu nedenle kist sivisi, KE'un serolojik tanisinda en ¢ok kullanilan antijen
kaynagidir.



E. granulosus larvasi olan hidatik kistin sivisi immunoreaktiviteleri farkli
bircok protein ve karbonhidrat fraksiyonlan igeren karmastk bir yapidadir.
(24). Iginde somatik ve fonksiyonel parazit kaynakl antijenlerin yanisira
degisik miktarda konak proteini de bulunmaktadir (33, 51, 54). Bu durum, bir
yandan serolojik testlerin uygulanisini ve yorumlanmasini standardize etmeyi
zorlastirirken diger yandan da 6zgulligu dugtirmektedir (54).

Uyumlu ve Kkarsilagtinlabilir sonuglar elde etmek icin tekniklerin
standardizasyonu ve antijenlerin karakterizasyonu gerekmektedir (34).
Serolojik testlerin duyarliik ve 6zgillugt, antijenlerin dodasina, kalitesine ve
segilen testin duyarliligina baghdir (61, 83). Kist sivisindaki en &nemli
immunojenik antijenler, ikisi de lipoprotein olan termolabil, 400 kDa
agirhgindaki antijen 5 (Capron, Vemes ve Biguet, 1967) ve termostabil, 160
kDa agirigindaki antijen B (Oriol ve ark., 1971)'dir (65, 83).

Codu serolojik reaksiyon, tan! igin gerekli olan antijen spekturumu ile elde
edilebilmektedir; bdylelikle saflastinimig uygun antijen fraksiyonlarinin
duyarlihd@ tiim kist sivisinin kullanimindaki kadar fazla olmakta, 6zgillugi ise
bélgede gorilen diger parazit enfeksiyonlarinin prevalansina gore
degismektedir (79).

KE tanisinda radyolojik gériintileme yéntemieri olan ultrasonografi (USG),
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans imaging (MRI) ve direkt grafi
ile beraber uygulanan serolojik yontemler arasinda kompleman fiksasyon
testi, lateks aglitinasyon testi (LAT), indirekt hemagiiitinasyon testi (IHAT),
indirekt immunofloresans antikor testi, immunoelektroforez, immunodiffiizyon,
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), immunobilotting gibi yontemler
bulunmaktadir (10, 40, 41, 73). Tum bu serolojik yontemlerin duyarlilik ve
6zgulliklerinin - uyumiu olmamasinin nedeni standardize ediimeyen,
saflagtinimamig veya kismen saflagtiriimig antijenlerin kullaniimasidir (10).
Bugiine kadar pek cok kismi saflastirma yéntemi uygulanmistir (30, 33, 34,
54); ancak bunlann ¢odu uygulamasi zor yéntemler olup tanisal degeri olan
bazi antijenlerin kayb! ile sonuglanabilmekte; buna bagl olarak duyarlilik
dismektedir.



Bu caligmada lipoproteinlerin heparine baglanmasi esasina dayanan afinite
kromatograﬁsi'kuIIanllarak antijenler saflastinlmis (10), elde edilen lipoprotein
antijen fraksiyonu sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) ve immunoblotting ile karakterize edilmig ve
lateks agliitinasyon yontemi kullanilarak ticari lateks agldtinasyon kitinin
sonugclar ile kargilagtinimigtir. Bu yéntemin uygun duyarhlik ve 6zgiillikte
bulunmasi halinde, standardizasyonu ve uygulanmasi kolay bir test olarak
rutin tanida kullanilabilecegi distiniimektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Morfoloji, Yagam Dongiisii ve Epidemiyoloji

Antik caglardan beri bilinen (yaklagik M.O. 400) ancak tam olarak
tanimlanmasi 19. ylzyilin ikinci yarisini bulan Echinococcus granulosus, tim
Taeniid sestodlan gibi karnivor ve herbivor konaklar arasinda siklik gegisi
olan bir zoonoz etkenidir (20, 73). E. granulosus, Platyhelmintes aleminin,
Cestoda sinifinin, Eucestoda alt sinifinin, Cyclopylidea takiminin, Taeniidae
ailesinin Echinococcus cinsine ait bir tirdiir (73). Kugik erigkin hermafrodit
solucanlar (1.5-8 mm), non-patojen olarak képekgil son konaklarin ( kdpek,
kurt, cakal, tilki vs.) ince barsaklarinda yasamaktadirlar. Tam olarak
geligtiklerinde 3 ya da 4 proglottide sahiptirler ve en son segmentte 200-400
adet olgun yumurta bulunmaktadir. Bu yumurtalar, digkiyla ya serbest olarak
ya da gravid proglottidier iginde dis ortama atiimaktadiriar (20).

Yumurtalar (25-30 p x 32-36 ), dier taeniid yumurtalaryla ayni gériinimde
olup (13, 72) hem c¢evreyi hem de son konagdin tiiylerini kontamine
etmektedirler. Uygun ara konak (insan, sigir, koyun vs.) tarafindan
alindiklarinda, ince barsakta catlayarak onkosfer (embriyo) ortaya
¢tkarmaktadirlar. Bu yapi, barsak epitelinden gegerek Ilenfatiklerden ve
mezenterik vendllerden dolasima karigmaktadir. Konak savunmasindan
kurtulan E. granulosus'un onkosferleri en sik olarak karaciger ve akciger
kapillerlerinde yerlesip gengellerini kaybetmekte, merkezi vezikiilasyon ile
olgun metasestod evresine yani hidatik kiste gelismektedirler (20, 42, 51).
Aylar sonra bu kistin igindeki parazit kaynakli molekiller ve konak kaynakii
serum Dbilegenlerini barindiran steril sivida binlerce protoskoleks
gelismektedir. Kist duvarinda, i¢ tarafta gok cekirdekli bir germinal (cimlenme)
tabaka ve bunun diginda da kalin hicresiz laminar (kitikil) tabaka
bulunmaktadir (37, 72).

E. granulosus'un larval geligimi, tim sestodlar icinde en karmagik olanidir;
¢ok sayida protoskoleks olusturma potansiyeline ve yeni kistler



baglatabilecek germinal hiicre kapasitesine sahipti. Germinal tabaka
diferansiye olmamisg, proliferatif hiicrelerden meydana gelmekte ve ¢imlenme
kapstillerini olusturmaktadir. Yavru kistler kistin icine ve digina dogru
gelisebilmekte, bu yavru kistlerden ve c¢imienme kapsiillerinin germinal
tabakasinin tomurcuklanmasindan protoskoleksler olugmaktadir. Herbir
protoskoleks son konak tarafindan alindiginda evajine olarak barsak
duvarina tutunup 5-12 haftada erigkin solucana déniigebilmekte, béylece son
konakta yiizlerce/binlerce erigkin solucan gelismektedir. Enfekte kdpeklerde
ortalama 200-400 E. granulosus erigkin formu bulunmaktadir (20,
73). Kopek barsaginda bulunan 50.000 sestodun yakiagik olarak giinde
1.000.000 yumurta iiretmesi nadir degildir. Ara konakta ise protoskoleksler
kist riiptiri ya da operasyon sirasinda sagilimla yayilabilmekte ve sekonder
KE'a yol agacak sekilde kistik lezyonlar meydana getirebilmektedirler (42,
73).

E. granulosus ile birgok hayvan enfekte olabilir ama bunlarin hepsi déngide
yer aimamaktadir. insanlar enfeksiyona duyarl olmalarina ragmen parazitin
yasam déngisinin devami igin gerekli olan canlilardan degildirler (72).

KE déngusinde kuzey ve Avrupa tipleri olmak Uzere iki ana biyotip s6z
konusudur. Tirkiye’de de gériilen Avrupa tipinde baskin olan kdpek-koyun
déngist, 10.000 yil énce koépeklerin evcillestirilimesi sonucu, muhtemelen
Kuzey tipinde yer alan kurt-ren geyigi déngisiinden olusmustur. Kuzey tipi
halen Kuzey Amerika ve Rusya'nin tundralarinda gériilmekte ancak nadiren
insanlara ulastiginda énemli bir halk saghg: problemi olugturmaktadir. Képek-
koyun susu ise insanlar igin géreceli olarak daha infeksiyézdir ve siklikla
6nemli patolojilere yol agmaktadir. Diinyada yaygin olarak, her iklim
kosulunda ozellikle kirsal alanlarda insaniara bulag siklikla gérilmektedir
(20).

Toplumda E. granulosus'un bulag yolu sadece parazite ait biyolojik
faktorlerinden degdil ayni zamanda insan davraniglan ve hayat seklinden de
etkilenmektedir. Parazite ait gecis dinamikleri, parazit popullasyonu, son
konaktaki erigkinler, ara konaktaki larvalar ve cevredeki yumurtalar ile



belirlenmektedir, bu nedenle bulas; parazitin biyolojisi, konaklarin biyolojisi ve
cevresel faktériere baghdir. Ayrica konaklarin beslenme 6zelikleri, insanlarin
hastalik hakkindaki bilgileri ve koyun, sigir gibi ara konaklarin ézellikleri de
6nemiidir (20, 50).

Parazitin biyolojisinde biyotik potansiyeli gok &nemlidir; bu, son konaktan
atilan yumurtalarin bir giinde ara konakta meydana getirebildigi canl kist
sayisidir. Erigkin bir son konakta E. granulosus'un sayisi 200-400, bir giinde
atilan yumurta sayisi da 8.500 kadar kabul edildiginde, bu yumurtalarin canl
kiste doniisme orani 0.0033'tir. Bunlar géz oniine alindiginda biyotik
potansiyel, enfekte képek basina 28 canh kist olarak hesaplanmaktadir (20,
73).

Konaklarin biyolojisinde, ara konakta kazaniimisg bagisikligin ortaya gikmasi
en onemli faktérdir. Képeklerde bagisikiigin zayif oldugu goésterilmistir, ara
konaktaki bagigiklik ise daha kuvvetlidir. Codu taeniid sestod igin onkosfere
veya onkosfer sonrasi erken evrelere ait kuvvetli bagisiklik bulunmaktadir ve
dogal sartlarda 10 kadar yumurta bile 3-12 ay siiren bagigikhga yol
acabilmektedir.

Cevresel olarak sicaklik ve kuruluk, dig ortamda bulunan yumurtalara etki
etmektedir. Genellikle yumurta +40°C’'nin Ustd ve -70°C'nin altindaki

sicakliklarda birka¢ saatte canhhigini vyitirmekte, aradaki derecelerde
olgunlagsma ve yaglanmasi gerceklesmektedir. Kuruluga ve i1siya duyarlidiriar,
nemli ve serin havalarda yumurtalarin canli kalma siiresi daha uzun
olmaktadir; bu nedenle dig ortama atilan yumurtalar ara konaga karsi
degisen infektif &zellik g&stermektedirler. Olgun olanlar canli larva
olusturabilirken, yash olanlar bagisiklik sistemi tarafindan 6idiirlimekte veya
hi¢ catlamayabilmektedirler. Cevresel kosullar, yumurtalarin dagihsinda da
6nemlidir. Cogu taeniid yumurtasi digkilandidi yerin 180 metre gevresine
kadar digkiyla veya segment hareketleri ile yayilabilirken, bazilan bir takim
dipteralarla daha uzaklara taginabilmektedirler (13, 73).



Insanlar, képeklerle yakin iligki sonucunda direkt olarak agiz ve burun
etrafindaki tllylerden, ¢i§ yenen meyve, sebze ve sudan oral yol ile veya
solunum yolu ile yumurtalari alarak enfekte olabilmektedirier. Ayrica bebekte
plasenta yolu ile intrauterin bulag da meydana gelebilmektedir. Insanlarda
DNA tiplendirmesi yapildiginda bulasta en 6nemli olan sugun, koyun sugu
oldugu kuvvet kazanmaktadir, bununla birlikte sidir susunun da insanlarda
enfektif olabilecedi go6sterilmistir. Bu nedenle koyunlarin yogun oldugu
toplumlar daha fazia risk altindaymig gibi gériinmekle beraber bu sus sigir
gibi diger hayvanlar igin de risk olusturmaktadir (20, 72).

Larval kistik enfeksiyonlarin kronik enfeksiyonlar olmasina bagh olarak
inkubasyon sliresinin uzun olmasi, ¢abuk ve etkili tedavi uygulanamamasi,
gercek insidans degerinin saptanmasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle
insidans yerine nokta veya slre¢ prevalansinin belirlenmesi yoluna
gidilmektedir (20).

KE'un yilksek oranda endemik oldugu lkeler arasinda, Sili, Arjantin,
Brezilya, Peru, Uruguay; Fas, Cezayir, Libya, Kenya (Turkana), Etyopya,
Uganda, Tanzanya; Giiney Avrupa Ulkelerinden &zellikle Ispanya,
Yunanistan, ltalya, Tarkiye; iran, Irak, Suriye, Bulgaristan, Romanya, Rusya,
Turki cumhuriyetler ve Cin yer almaktadir. Dinyada en ylksek prevalans %
2-6 ve yillik insidans 50/100.000 olarak bildirilmigtir. Uruguayda insidans
20/100 000 olarak bildirilirken (14), Ispanya'da 5.2-7.6/100.000 olarak
kaydedilmigtir (32). Yabanci arastirmacilarin yaptidi bir galigmada, KE
prevalansi Yunanistan'da % 0.07, Yugoslavya'da % 0.03, Yeni Zelanda'da %
0.01 ve Avustralya'da % 0.02 olarak verilirken, Tirkiye'de % 0.3 olarak
kaydedilmistir. Yurdumuzda bu konudaki ¢aligmalar yeterli diizeyde degildir.
Tarkiye'de KE'dan baska E. multilocularisin yol actigi enfeksiyonlar ve
E. granulosus'a bagh multilokiler olgulara da rastlanmaktadir (51).
Yurdumuzda bolgelere gobre prevalans % 0.32 ile % 40 arasinda
degismektedir. 1987-1994 yillan arasinda Tirkiye'de bildirilen KE sayisi
21.303 olup, yilda 2 000 yeni vakaya igaret etmektedir (8). Ege'de yapilan bir
calismada hastanede tani alan hastalar 1985 yilinda toplam bagvuran



hastalarin % 1.05'i olarak hesaplanmig, bunlarin da % 58.4'inin kadin
oldugu anlasilmigtir. Cinsiyet yaninda yas da prevalansi etkileyen bir
faktordir. Kenya Tiirkana'da 40 yas Ustinde KE vakalarinda artig varken,
Kuzeybati Cin'de 6-11 yas arasinda enfeksiyon insidansi artmaktadir. E.
granulosus'un ara konaklarindaki enfeksiyon oranlari, bir bélgede gegisi
gosteren en dnemli gdstergelerdir (20, 51). Turkiye'de koyunlardaki prevalans
% 3.9 ve sigirlardaki de % 2.8 oraninda bildirilmigtir. Képeklerdeki prevalans
da epidemiyolojide dnemlidir ve Tirkiye'de yapilan bir galismada % 53 olarak
bildirilmigtir, ancak bu oran tek basina insana gegis hizini her zaman
yansitmamaktadir (21, 51).

2.2. Patoloji ve Klinik

E. granulosus'a bagh metasestod enfeksiyonlarinda patolojik seyir, esas
olarak yer kaplayan kistin organ ve dokularda meydana getirdidi basinca
baghidir. Patolojik olarak Echinococcus tirlerinin metasestod evresinde
aseksiiel cojalma gecirmesi énemlidir. Olgularda tipik olarak unilokdler, igi
sivi dolu, paréiit kaynakli kalin bir laminar tabaka olan tek kist bulunmakia
beraber, KE olgularinin % 20-30'unda tek veya goklu organlarda ¢ok sayida
kist bulunabilmektedir. KE'da sabit bir prodromal semptomatoloji
bulunmamaktadir. Baglangigta yumurtanin agiz yoluyla alinmasindan sonra
her zaman asemptomatik bir dénem yer almakta, bu dénem uzun yillar hatta
hayatin sonuna kadar devam edebilmektedir. Insanlarda kistin baglica
yerlesim yerleri karaciger (% 66) ve akcigerdir (% 22). Kistlerin daha az
goruldigt doku ve organiar ise kemik (% 2), bébrek (% 3), beyin (% 1), kalp,
dalak, kas ve tiroid (% 6) olarak siralanmaktadir (36). Boyle kistierin
goriimesi yilksek endemik kosullarin bir géstergesi olup Italya, Kuveyt, Suudi
Arabistan, Giney Afrika, Ispanya, Suriye, Tunus, Turkiye gibi Ulkelerde
rastlanmaktadir. Komsu organ ve dokulara baski sonucu semptomlarin
ortaya ¢ikmasi igin gecen inkubasyon ddnemi, kistin yerlesim yerine ve
blylime hizina baghdir. Ayrica yas, immun sistemin durumu, konaktaki diger
hastaliklar ve parazitin sus farkiiklarindan etkilenebilmektedir. Inflamatuar
reaksiyon .sonucu kist gevresinde fibréz adventisya tabakasi olugmakta,



genelde insanlarda 5 ay-1 yil arasinda kist ¢capinda 1 cm bilyime
goriilmektedir, ancak bu biiyime 4-5 cm ¢apa da ulagabilmektedir. Sonugta,
kist boyutlar 1cm ile 20 cm arasinda degigsmektedir. Cevre doku hiicrelerinde
atrofi ve basing nekrozu meydana gelmekte, beyin ve gdbzde klgik
boyutlarda bile hemen semptomlar meydana gelirken karaciger ve akcigerde
yillarca , kist belli bir biiyklige gelene kadar, semptoma rastlanmamaktadir.
Bu nedenle intraserebral kistlerin ¢odunlugu ilk dekatlarda taninirken,
karaciger ve akcigerdekilerin tanisi ileri yaglara kadar uzayabilmektedir (13,
20, 42).

Germinal epitelin ve protoskolekslerin rejeneratif kapasitesi, KE’da endojen
yavru kistlerin olusumuna yol agmaktadir. Buna bagh olarak operasyon
sirasinda veya travmayi takip eden kist ruptiirlerinde, germinal membran
parcalari, protoskoleksler, ¢cimlenme kapsilleri ve yavru kistlerin yayiimasi
sonucu sekonder KE riski ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda da 2-8 yila kadar
belirti gériimeyebilmektedir (13, 72).

Primer KE icin Gst karin agrisi ve sarilik patognomonik olmamakla birlikte
goreceli olarak daha sik gérilen semptomlardir. Basinca bagh olarak
karaciger ve akcijerde nekroz; kan ve lenfatik damarlarda veya safra
yollarinda tikanma; ayrica brongial, peritoneal ve intrabiliyer bosluklara
acilma sonucunda da yerel semptomlar olugmaktadir. Kistlerin riptiriine
bagh allerjik reaksiyonlar veya kistlerin bakteriyel enfeksiyonu, baslangicta
gorilen akut semptomlarin % 5-20'sinin sebebi olarak kargimiza gikmaktadir.
Mortalite, sekonder ve enfekte kisti olanlarda daha fazla olmak (izere,
vakalarin % 1-5'inde gérilmekte ve bir vakaya uygulanan operasyon
sayisinin ¢oklugu, bu riski arttirmaktadir. Endemik bdlgelerde, baz
hastalarda metasestodun spontan dejenerasyon ve Kkalsifikasyonu
geligsebilmektedir (11, 50, 73).



10

2.3. Tam

On taninin non-invaziv olarak dogrulanmasi serolojik ve radyolojik
gorintileme yoéntemlerinin beraber kullaniimas: ile yapilabilmektedir. KE
tanisi; direkt mikroskobik inceleme, radyolojik gériintileme yontemieri ve
indirekt immunolojik yontemier olmak Uzere (i¢c ana grupta toplanmaktadir
(72).

2.3.1. Direkt Mikroskobik incelemenin Rolii

Kist sivisinda, dogrudan veya ¢oktlirme sonrasi protoskoleksler, membran
pargalan ve/veya gengeller aranmaktadir. Bu yapilara rastlanamayan kist
sivilarinda 6n taniyr dogrulamak amaciyla indirekt yontemlere bagvurularak
antijen aranmasi yoluna gidilebilmektedir. Eger sivi iginde kist elemanlari
bulunamadiysa veya histoloji igin uygun degilse antijenin variginin
aragtinimasi kistin yapisini anlamakta ¢ok yardimcidir (58). Perkitan
aspirasyon biyopsisi gibi invaziv tanisal yoéntemler, ancak hastanin
karacigerinde hidatik kist bulunmasina ragmen seronegatif ise
uygulanabilmektedir. Aspiratta protoskoleks, ¢engel ve membraniarn
gbzlenmesi, taniyi dogrulayicidir. Aspiratta antijene bakilmasi steril kist
sivisinda bile sonug verebilir ¢linkii béyle sivilarda da antijen olabilecegi
yolunda galigmalar bulunmaktadir (19, 42). Balgam veya idrarda da hidatik
kist pargalari aranabilmektedir (58).

2.3.2. Radyolojik Goriintiileme Yontemlerinin Rolii

Direkt grafi, USG, BT ve MRI, tum organlarda derin yerlesimli lezyonlarin
tanisini kolaylastirmakta ve avaskdler kistlerin igerigini ve durumunu ortaya
koymaktadir. Bu ydntemlerin en gizli lezyonlan belirleyebiimesi, lezyonun
hangi evrede oldugunu saptayabilmesi (intakt, Gnilokiler, riptiire olmus, kiz
vezikillerle komplike veya kalsifiye gibi) ve diger organ ve vital yapilara gére
boyutlarini  ortaya cikarabiimesi, tani ve preoperatif degerlendirmeyi
kolaylagtirmaktadir (42). Bu yontemler, cerrahi veya kemoterapi sonrasi
takipte 6nem kazanmis yéntemlerdir.
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USG, pahali olmadigi ve radyasyon riski tagimadidi i¢in en ¢ok kullanilan,
6zgul (% 80) ve duyarh (% 70-80) bir yontemdir. 0.5-1 cm'ye kadar olan
lezyonlar bu yéntem ile saptanabilmektedir ve bazi karakteristik gériintiler
enfeksiyon icin patognomoniktir ancak serolojik olarak dogrulanmasina
ihtiyag bulunmaktadir (20).

Gharbi (1981)'nin E. granulosus metasestod enfeksiyonlari igin tarif ettigi
USG klasifikasyonu su sekildedir:

Tip | : Gnivezikiler, siviyla dolu, iyi sinirli basit kist
Tip Il : membran varligi ( laminar veya ayrilmis duvar)
Tip Ill: septa ve/veya kiz vezikillerin varhgi

Tip IV: hiper/hipoekoik olan solid kitle

TipV: Kalsiﬁkasylonlarm varligi ve hiperekoik kitle

Genelde Tip ll ve Tip I, KE i¢in patognomonik olarak kabul edilir. Tip I'i basit,
non-parazitik epitelyal karaciger ve bébrek kistlerinden ayirmak igin serolojik
yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. USG, hepatik alveolar ekinokokoz ve kistik
ekinokokozu birbirlerinden kolaylikla ayirdedebilmektedir.

BT ve MRI’in, USG'den daha 6zgil ve detayl bilgi vermesi, 6zellikle merkezi
sinir sistemi, idrar yollan ve kemik gibi daha az gériilen lokalizasyondaki
kistlerde fayda saglamaktadir. Klinik olarak ilerlemis enfeksiyonlarda, 6zellikle
coklu kistlerin varliinda, serolojik yéntemier ile gérintileme ydntemilerinin
sonuglant ¢ok uyumludur. BT'nin yiiksek rezolisyon ve tim viicuda
uygulanabilme gibi avantajlari bulunmakta, beyin veya abdomende lokalize
olan ve 6zellikle kalsifiye olmusg lezyonlarin saptanmasinda iyi sonug verdigi
bilinmektedir. MRI, Kkalsifiye kistleri iyi goériintileyememesine ragmen
yumusak dokuda aktif olan kistlerde ve dolayisiyla kemoterapiye cevap veren
ve dejenere olan parazit dokusunda mikemmel sonug vermektedir (59).

Direkt grafi genelikle akciger kistlerinin ayriminda 6nem kazanmaktadir.



12

2.3.3. Serolojinin Rolii

Serolojik yontemler, klinik on taniyi dogrulamak ve seropidemiyolojik
caligmalar yapmak icin kullaniimaktadiriar (69).

KE'da esas olarak IgG ve daha az miktarda da IgM, A ve E antikorlan
olugmaktadir (4, 36). Serolojik tamida en ¢ok IgG kullaniimaktadir. KE'da
serolojik yontemlerin uygulanmasi, 1906 yilinda Ghedini'nin kompleman
birlesmesi ve 1907 yilinda Fleig-Lisbonne’nin presipitasyon testlerini
kullanmalan ile baglamigtir. Glnimiizde ise KE tanisinda kompleman
birlesmesi testi, IHAT, LAT, imminodifiizyon, immunoelektroforez testleri
(Cift diffizyon ve counter current immunoelekiroforez), indirekt floresans
antikor testi, ELISA, dot ELISA, SDS-PAGE ve immunoblotting yéntemieri
gibi bilinen ve givenilir sonug veren tim serolojik testler kullaniimaktadir
(41, 51, 57).

Bunlarin arasinda yer alan LAT'nde inert antijen tasiyicisi olarak lateks
partikilleri kullaniimaktadir. KE tanisinda ilk kez 1960 yilinda Fischman
tarafindan kullanilan bu test, kist sivisi antijenleri ile duyarlilagtiriimis lateks
partikllerinin hasta serumu ile karsilagtirimasi sonucu 8-10 dakika icinde
gbézle gorilur aglitinasyonun olugmasi esasina dayanmaktadir (10, 74, 76).
Bazi arastirmacilar tarafindan LAT'nin kolay, duyarh, ve o&zgil oldugu
bildirilirken, bazilart da 6zgiillugin disik oldugunu savunmaktadirlar (32, 71,
74, 75). Bu degigskenliklere lateks partikillerinin tipleri ile kullaniian
yéntemlerin farkliliginin neden olabilecedi bildirilmigtir.

Bazi testlerde ortaya ¢ikan yanhs pozitif reaksiyonlar, gereksiz cerrahi
girigimlere ve tehlikeli kemoterapiye yol agabilmektedir. Yaniig negatif
sonuglar da ozellikle akciger kistlerinde % 50'ye varabilmekte ve taniyi
geciktirmek suretiyle ayni derecede yanlis yonlendirici olabilmektedir (42).
Bunlan engelleyebilmek igin klinisyenin, testlerin 6zellikleri, hasta ve yanlig
sonugla ilgili parazit faktérleri hakkinda bilgiye sahip olmasi gerekmektedir.
Negatif sonuglar, KE'un olmadigini géstermemektedir, ¢linkli bazi hastalar
saptanabilir antikorlara sahip degildirler. Saptanabilir bagisik cevaplar kistin
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yeri, Dbdtanligt ve canhh@ ile iligkilidir. Karacigerdeki Kkistler,
akcigerdekilerden daha fazla IgG antikor cevabi ortaya gikarmaktadiriar,
bununla birlikte akciger kistlerinde az miktarda ve devamli antijen salinimi
oldugundan IgM cevabi daha baskin olmaktadir (22, 71). Yerlesim yerinden
bagimsiz olarak butinliguni koruyan kistlere kargi serolojik testler daha az
duyarlhidiriar. Bu saglikli metasestodiar, kist duvan bitinligine bagh olarak
degisik miktarlarda antijenik uyari yapmaktadirlar (22, 77). Kistte meydana
gelen bir fisslirasyon veya riiptir, antikorlarin anamnestik stimulasyonuna yol
agcmaktadir. Kistin 6limu, konaktaki uyarimi ortadan kaldirmakta ve boyle kist
tasiyicilan seronegatif saptanabilmektedirler. Yanlis negatif sonuglarin bir
bagka nedeni olan "antikor mopping"de (antikor tikenmesi), dolasimdaki
antijen-antikor birlesmesi ile immun kompleksler olugmakta ve dolagan
antikor saptanamamaktadir (22, 42).

Son yillarda, tanmisal 6nemi olan pek c¢ok antijen tanimlanmig ve
karakterizasyonu yapilmistir (30, 33, 48, 54, 68, 75). Kismi olarak
saflagtiriimig antijen preparasyonlan ya da rekombinant antijenlerle, duyarli
immunolojik testler uygulanmaktadir. Alveolar ekinokokozlu hastalarin %
30'u ve sistiserkozlularin da % 5-15'i ¢gapraz reaksiyon gdstermektedir (48,
69); ancak bu parazit enfeksiyonlarina 6zgulligi % 98-100 civarinda olan
antijenler bulundugundan ayirici tani sorun olmamaktadir. Insan KE'unda
ELISA ve LAT gibi duyarli serolojik yéntemlerle ve nativ veya rekombinant
6zgul antijenler kullanilarak elde edilen en 6zgil sonu¢ % 70 civarindadir.
Genellikle komplikasyonlu ve ¢oklu kistleri olan vakalarda serolojik testler %
70'in Gsttinde duyarh bulunmaktadir (20).

Antikor saptama testlerinde duyarhlik ve &zguliik, kullanilan teknige ve
antijene baghdir, parazit antijenlerinin saflagtinldigi bazi metodlarla tani
testlerinin duyarlihd! ve 6zgillugu artttinlabilmektedir (69). Taeniid zoonozlar
arasinda duyarlilikta en fazla degisiklik, 6zellikie IgG izotip antikoriarini
belileme yetenegdi agisindan, KE'da ve noérosistiserkozda olmaktadir. KE'da
hastanin seroreaktivitesi, karacijerde ¢ok sayida canh kist oldugunda
(% 70-95); karaciger disinda, kismen veya tamamen kalsifiye, tek ve



14

batlnlagind koruyan bir kiste sahip olanlardan (% 30-60) ¢ok daha yliksek
saptanmistir (20, 32, 40, 62, 71).

Insanda KE'da dogal hikaye gok iyi karakterize edilemediginden, enfeksiyon
seyrinde erken ve ge¢ antikor cevaplarnnin dogasi hakkinda veri eksikligi
vardir. Bu durum, neredeyse tiim tanisal testlerin; antikorlarin saptanmasina
bagl oldugu, klinik olarak tanimlanmig ve hastanede yatan hastalarin
serumlariyla standardize edildigi bir ortamda ©nem kazanmaktadir. Bu
hastalarda seroreaktivite fazla oldugundan teste duyarlilik yitksek olmaktadir.
Asemptomatik hastalar ise daha geng¢ ve intakt bir kiste sahip olduklarindan
daha az reaktiftiier, bdyle hastalarda aktif hastalikta bile antikora
rastianmamaktadir (4, 20).

Serolojik testler, serolojik tarama caligmalarinda vaka saptanmasinin
yaninda, 6zellikle etken ile kargilagsmanin belirlenmesinde seroepidemiyolojik
bir deder tasimaktadir. Etken ile kargilagmanin her zaman kist olusumuyla
sonuglanmamasinin nedenleri, cansiz veya yagh yumurtalaria enfeksiyon,
etkili anti-onkosfer bagisiklik ve post-onkosferal bagisikhgin varligi olarak
siralanabilmektedir. Bununla beraber aktif bir enfeksiyon saptanamayan
durumlarda, metasestoddan ¢ok onkosfere kargi olugan antikor cevabina
bakilmasi etken ile kargilagmayi yansitabilmektedir. Dogal kosullar altinda,
tekrarlayan bulaglar sonucu bir bagisikhk kazaniimaktadir. Endemik
boigelerden alinan KE pozitif serumlarin, endemik oimayan bélgelerden
alinan serumlara gére in vitro olarak onkosferleri daha etkin dldirebilmeleri,
kazanilmis bagdisikhdi agiklayabilmektedir (20).

KE vakalarinin % 50'sinin serumunda dolagan antijenier saptanmigtir (22).
Antikoru negatif veya sinirda olan hastalarda, kistin canhiini g6stermesi
agisindan bu antijenlerin saptanmasi yoluna gidilebilmektedir. Bu amagia
bakteriyel koaglitinasyon testi tanimlanmistir (67). Bazi arastirmacilar,
ELISA ile 6zgil antijenlerin saptanmasinin, antikor veya immun kompleks
saptanmasindan daha 6zgil olduunu bulmuslardir (22, 67). Ancak bu
yontemin duyarhhdinin diagiik ve dedisken olmasi nedeniyle tanidan ¢ok,
tedavi sonrasinda takipte kullaniimasinin daha uygun oldugu bildirilmigtir.
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Bunun diginda tanida "antikor mopping"den kaynaklanan yanlis negatifliklerin
engellemesi icin dolagsan immun komplekslerin saptanmasi yoluna da
gidilebilmektedir. Olugan immun komplekslerin asit ile muamele edilmeleri
sonucu testten dnce pargalanmalari, dolasan antijenler?n tespit edilmesini ve
serolojinin duyarlihginin artmasini saglamaktadir. Ancak bu durumda yanhs
pozitifiikler de artabilmektedir (20, 62).

2.3.3.1. Serolojide Kullanilan Antijenler

Serolojik testlerin sonuglarinin  uyumlu bulunmamasinin nedeni, biylk
olasilikla kullanilan saflagtinimamis veya kismen saflagtinimig antijenlerin
standardizasyonunun olmayisidir (34). E. granulosus larvasi tarafindan
meydana getirilen kistik ekinokokozun serolojik tanisinda en gok kullanilan
antijen, ara konaklarin kistlerinden alinan hidatik kist sivisidir. Kist sivisi
antijenlerinin bazi helmint antijenleriyle ¢apraz reaksiyon vermesi ve bu
sivinin konak antijenleri de igcerebilmesi, 6zgul taniyi zorlagtirmaktadir (33,
51, 54). Bobylece yiiksek dereceli bir 6zgullikle parazit antijenlerinin
tanimlanmasi ve izolasyonu giindeme gelmistir. Saflagtirilan antijenlerden
termolabil lipoprotein antijen 5 ve termostabil lipoprotein antijen B en énemli
antijenler olarak diistuiniimektedir (10, 23).

Capron, antijen 5'i gdsteren immunoelektroforetik ark 5'in tek tani kriteri
olabilecegini kabul etse de daha sonradan E. multilocularis, E. vogeli, T.
solium gibi helmintlerle ¢apraz reaksiyon gésterdigi saptanmigtir (48). SDS-
PAGE ile indirgeyici olmayan kosullarda ayrilan antijenlerden 62 ve 52 kDa
ve indirgeyici kogullarda aynilan 38 ve 23 kDa olanlarin antijen 5% ve hem
indirgeyici hem de indirgeyici olmayan kosullarda ayrilan 23, 16, 12 kDa.
olanlarin ise antijen B'yi olusturdugu bildirilmistir (10, 68). Antijen 5'in
immunoreaktivitesi daha fazla gériinmekle beraber antijen B, konsantrasyon
agisindan 10 kat daha fazladir. 12 ve 16 kDa'luk antijenlerin, nisbeten diigiik
immunoreaktivitesi nedeniyle, serumda monospesifik antijenler araciligiyla
direkt olarak saptanmasi gerekmektedir (68). Antijen 5 ve antijen B'nin ¢ok
6zgll olmadi§i anlagildiktan sonra daha 6zgll alt gruplara yonelme
baglamistir.

‘,‘L,{ldc T e walid L{m
WO ITAANTASYOR &ibo NHE 1
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Saflagtirma ydntemleri olarak; diyaliz yéntemleri, afinite kromatografisinin
degisik tipleri, SDS-PAGE, Western blotting, agar jelde cift diflizyon,
immunoelektroforez gibi yéntemler kullanilmigtir (10, 48, 68, 75, 79).

Capron ve ark. immunoelektroforezde pozitiflik kriterlerini anoda gég¢en
beginci bandin 6zgil olarak ortaya ¢ikmasina baglamiglar ve 350 hastada
%91.7 oraninda pozitiflik bulmuslardir. Sorice ve Castagnari, ayni yontemin
duyarhihi@im %75 bulmuslar ve sonug olarak hidatik sivida tanisal degeri olan
¢ok sayida elektropozitif bandin bulundugunu bildirmiglerdir (73).

Williams ve arkadaglari birbirini takip eden tamponlama ve dializlerden sonra
iki lipoprotein antijeni elde etmigler ve bunlara A ve B antijenleri ismini
vermiglerdir. Sefadex G-200 jel filtrasyonu ile polimerik formdan olusan
antijen B'yi, antijen A'dan ayirmiglar ve bu ayirmada agarnin agarozdan daha
etkili oldugunu wvurgulamiglardir. Daha sonra bu antijenleri ayri ayr,
saflagtinimamis koyun hidatik kist sivisi ile serolojik testler araciligiyla
kargilagtirmiglar ve bu iki antijenin serolojik testlerde 6nemli rol oynadigini
ortaya cikarmiglardir. Ancak saflagtirma sirasinda test pozitifliine etki
edecek belirli baz parazit antijenlerinin de kayip oldugunu ve bundan dolayi
da saflagtinimamis koyun kist sivisi ile pozitif bulunan bazi hasta
serumlarinin saflagtinimig antijen ile negatif ¢ciktigini gézlemislerdir. Tani igin
gerekli olan antijen spektrumunun diger fraksinasyon prosediirleri ile
tamamlanabilecegini belirtmiglerdir (79).

Varela-Diaz ve arkadaglar, 1974'te tavsan antiserumu kullanarak yaptiklan
immunoelektroforez ile koyun karaciger ve akcigerlerinden elde edilen kist
sivilarinda % 95 oraninda antijen 5'i bulmuslar, sadece bu antijenin varliginin
iyi bir pozitivite kriteri olacagim s6ylemislerdir. Hidatik kist sivisinda 3 tane
konak antijeni ve 9 tane parazit antijeni saptamis ve yalanci pozitifligin buna
bagl olabilecegini bildirmiglerdir. Konak organina kargi antiserum kullanarak
immunoelektroforez ile konak proteinlerini ayirmiglardir (75).

D'Amelio ve arkadaslar, 1985 yilinda 4 adet insan hidatik kist sivisi alarak
SDS-PAGE ve immunoelektroforez ile parazit antijenlerini karakterize etmeye
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cahgmiglardir. Antijenlerin saflagtinlmasinda kist sivilari, anti-insan hidatik
kist sivisi baglanmig CnBr Sepharose 4B kolondan gegirilmis ve total protein
iceriginin % 3'0 6zgiil olarak elde edilmigtir. Daha sonra bunlarin sadvi¢ RIA
ile yiksek baglanma kapasiteleri ortaya konmustur. SDS-PAGE ile indirgeyici
kosullarda 67, 52, 29 ve 13 kDa molekiil agirhkh antijenler gimiis boyama ile
gorilmistar. Ikinci olarak SDS-PAGE ve blotting ydnteminin saflastinimamis
kist sivisina uygulanmasinda daha gok bant gézlenmis ve bunlardan 67, 52,
29 ve 13 kDa molekiilerin saflagtiriimig antijenlere karsiik geldigi
varsaylimigtir. Sonugta da insan hidatik kist sivisinda digik molekil agirhkh
bazi antijenler ve daha yiiksek molekil agirlikli indirgenebilen antijenler
oldugunu distinmiglerdir. Yapilan caligmalarda, blotting tekniginin kigiik
molekiiller igin daha iyi galigtigi kanisina varimigtir (23).

Di Felice ve arkadaglari 1986 vyilinda, 6zgli monoklonal antikoru
immunoabsorban olarak kullanarak afinite kromatografisi ile antijen 5'i
saflagtirmiglardir. Saf antijen 5, immunoelektroforez, agar jelde cift diflizyon,
SDS-PAGE ve immunoblotting ile tanimlanmistir. Monoklonal antikor
kullamiarak antijen 5'in saflagtinlmasi kolay ve verimli olmustur. Saflastiriimis
antijen 5 SDS-PAGE'de 66 ve 56 kDa'luk bantlar géstermistir. Indirgeyici
kosullarda tavsan anti-hidatik fraksiyonu tarafindan taninan ama monokional
antikor ile taninmayan 39 kDa'luk bir par¢a olugsmustur (30).

Shepherd ve McManus 1987'de Echinococcus hidatik kist sivisi parazit
antijenlerini radyoiyodinasyon, immunopresipitasyon, SDS-PAGE ve
immunoblotting kullanarak karakterize etmigler ve 5 adet alt grup antijenini;
12, 16, iki tane 20 ve indirgendiginde 38 kDa molekiller olarak
tanimlamiglardir. 16/12 kDa molekilin E. granulosus larvasina 6zgil
oldugunu belirtmig, tim sus ve incelenen insan izolatlannda bulundugunu
bildirmiglerdir. Tim hastalarin bu antijenlere kargi antikor olugturmadig,
ancak bu molekilierin 6zgil immunolojik tamida faydali olabilecegi
vurgulanmigtir. Bu galismada 38 kDa molekilin distifid bag: ile 20 kDa
molekillerden birine baglanarak 60 kDa tek bir molekil olusturdugu
saptanmigtir. Parazitin diger helmintler ile gapraz reaktiflijinin kismen 38 kDa
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alt Uniteye bagh olan fosforilkolin hapteninin varligina bagh oldugu one

suriimistar (68).

Al-Yaman ve Knobloch 1989 yilinda hidatik kist sivisi kullanarak hidrofobik
kromatografi, anyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
yontemleri ile 2 kist antijeni saflagtirmiglardir. Baslangic karakterizasyonu her
ikisinin de glikoprotein oldugunu gdéstermistir (20 ve 48 kDa). Heterolog
parazit enfeksiyonlu hasta serumlari kullanilarak bu iki antijen test
edildiginde, 20 kDa olan antijen E. granulosus igin 6zgul bulunmustur. 48 kDa
molekill, E multilocularis hastalarinin % 33'li iile ¢apraz reaksiyon vermistir

(9).

Maddison ve arkadaglan, Western-blot ve SDS-PAGE kullanarak, yiksek
derecede 6zgiil ve duyarli metodlarla, E. granulosus larvasi igin 6zgiil olan 8
kDa molekil agirliklh antijeni gostermiglerdir. SDS, elektroforezden
ortamindan c¢ikanidijinda bandi goériimeyen bu antijenin duyarlilik ve
6zgullugunin (%86, %100), Shepherd ve McManus'un tanimladi§i antijen
B'nin 16/12 kDa alt Ginitesinin duyarlilik ve 6zgtllugii ile (% 77, % 100) benzer
oldugunu belirlemigler ve bu antijenin, antijen B kompleksine ait gibi
gorindidl sonucuna varmiglardir. E. multilocularis vakalarinda da %39
oraninda 8 kDa antijenle reaksiyon saptamiglardir (48).

Barbieri ve arkadaglari, plazma lipoproteinlerinin glikozaminoglikanlarla
iligkisinden faydalanarak koyun hidatik kist sivisindan lipoprotein yapidaki
antijenlerin  saflagtinimasinda tek basamakh afinite kromatografisini
kullanmig, heparinle hazirlanan fraksiyonun daha kolay standardize edilebilen
bir preparasyon oldugunu ve yiiksek performansh lateks aglitinasyon
testinde kullanilabilecegini bildirmiglerdir (10).

Kanwar ve Vinayak, afinite kromatografisi SDS-PAGE ve Westemn
immunoblot (indirgeyici ve denatiire edici kosullarda) ile 116 kDa antijenin bir
heterotetramer ve 8 kDa'luk antijenin ise monomer oldugunu saptamislardir.
Sekiz kDa antijenin 1siya dayanikh, proteolitk enzimlere ve sodyum
metaperiodat oksidasyonuna duyarl oldugunu buimuslardir.
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Biyokimyasal analiz sonucu 116 kDa antijenin lipoprotein oldugunu ve 8 kDa
antijenin lipit icermedigini ortaya koymuslardir. Yapilan ELISA'da diger
parazitlerle enfekte 7 hastanin serumu 116 kDa antijeni tanirken, 8 kDa
antijeni hicbiri tamimamigtir. Béylece 8 kDa antijenin 6zgiil serolojik tanida

faydali olabilecegi belirtilmistir (44).

Kanwar ve Kanwar 1994 yilinda yine kist sivisinda afinite kromatografi ile 8
kDa 6zgil antijeni saflastirmiglar ve immunokimyasal analizi ile termostabil
bir glikoprotein olduguna karar vermiglerdir. Immunoﬂoresans teknigi ile anti-
8 kDa monospesifik IgG antikorlar kullanarak bu molekilin protoskoleks
¢engellerinde oldugunu gérmugler ve hidatik hastalik gelisimini diizenleyen
énemli molekillerden oldugunu bildirmiglerdir (43).



20

2.3.3.2. Antijen Saflasgtrma ve Tanimlama Yontemleri (Afinite
kromatografisi, SDS-PAGE ve Western blotting)

Afinite kromatografisi; adsorbsiyon kromatografisinin bir tipidir. Inert kati
destege kovalen bagianan 6zel molekil, ligand ismini almakta ve
saflagtinlacak kangimdaki bilesiklerden birine kargi yiksek afinite
gbstermektedir. Yontemde bu bilesiklerin liganda spesifik ve geri dénugli
olarak baglanma 6zelligi kullaniimakta; bu &zellik biyolojik molekdllerin
saflagtinimasi ve izolasyonunda yiksek secicilik saglamaktadir.
Saflastinlacak madde genellikle ¢éziinmeyen bir makromolekildir (enzim,
hormon, antikor, protein, polisakkarit, nikleik asit, vs.) ve bunu igeren
solUsyon, inert bir polimer iceren kolondan gegirilirken, makromolekil bu
polimere kovalen olarak baglanan ligand ile iligkiye girmekte ve kolonda
kalmaktadir. Liganda afinitesi olmayan molekiller ise kolondan gecip
gitmektedirler. Ligandlar, kompetatif inhibitérler, Griin analoglan, koenzimler;
kati destek ise dekstran, poliakrilamid, agaroz, sellloz olabilmektedir.
Ayrilacak makromolekiller sadece ligandla 6zgiil iliski kurmaktadirlar. Ligand,
makromolekille 6zel ve tek afinite gdsterecek bir molekiil olmal, ayni
zamanda da kati desteje baglanacak sekilde modifiye olabilecek bir
kimyasal grubu bulunmalidir. Bdylece makromolekille kurulan bag
zayiflamamakta veya pargalanmamaktadir. Ozgill olarak adsorbe edilen
molekiiller, iyonik guci, pH" dedistirerek veya kompetatif bir ligand konarak
ayrilabilmektedirler. Metod, tek bir kromatografik basamakta bir maddeyi saf
formda izole etme yetenegindedir, bu nedenle de antijen, antikor, enzim,

koenzim, polisakkarit izolasyonunda gicli bir arag haline gelmistir (55).

Elektroforez; yikli molekillerin elektrik alanda hareketidir. Biyolojik
molekillerin  ayrniimasinda &nemli bir metod olmasinin nedeni,
biyopolimerlerin dogasini bozmamasi ve hem yiikte hem de agirlikta gok ufak
farkhiliklara duyarli olmasidir. Alan (zone) elektroforezi, bu metodun bir
modifikasyonudur. Ayrilacak ©rnek, kati bir destekte dar bir banda
uygulanmakta ve elektroforez sirasinda, molekiller net yiiklerine gére negatif
veya pozitif elektroda dogru gé¢gmektedirler. Protein tiim soliisyonda mevcut
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oldugundan, bir soliisyondaki protein karigimina elektrik uygulanmasi tam bir
separasyon saglamamaktadir. Bu nedenle alan elektroforezinde molekil
kansimi dar bir alana uygulanarak elektroforez ilerledikge farkii hareketlilige
sahip proteinlerin ayrilmasi saglanmaktadir. Elektroforezde proteinlerin
kitlesi, sekli, ortamin pH'I ve bu pH'da proteinin anyon veya katyon olmasi
gibi nedenler ile farkli proteinler degisik go¢ hizi gésterip farkh elektrodlara
g6¢ etmektedirler. Destek maddesi, kagit veya seluloz asetat ve jeller
(nisasta, agaroz, poliakrilamid veya silika) olabilmektedir. Destedin esas
fonksiyonu, 6rnek molekillerinin  konveksiyonunu ve difizyonunu
engellemektir ama jeller, molekiler elek gobrevi de goérerek molekillerin
biiylikliklerine gére de ayrilimasinda aktif rol oynamaktadiriar.

Gereken voltaj, ©ornek dodasina ve destek maddenin tipine gore
degismektedir. Kagit icin jelde kullanilandan daha vylksek voltaj
kullaniimakta, yiksek voltaj ayni zamanda difizyonu engellemede de etkili
olmaktadir. Diflizyon, molekdllerin sagilmasina, yayilmasina yol agmaktadir.
Buna karsin daha yilksek voltajlar da sistemin sicakhigini yikselterek
konveksiyonu arttirmaktadir. Aynistirilan bilegikler 6zel boyalaria boyanarak,
otoradyografi ile veya radyasyondan sonra floresansin gbzlenmesi ile lokalize
edilebilmektedirler. Preparasyon amagh elektroforezlerde, bilegikler destek
maddeden aynlabilmekte ve saf formda elde edilebilmektedirler (6).

CGok farkl jel sistemleri varsa da iglerinde en popiiler olanlari, polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE), SDS-PAGE, non-denatiire edici kosullar altinda
jel elektroforezi, izoelekirik fokuslama ve iki boyutlu jel elektroforezidir. Bu
yontemler y{izlerce bilegim igeren proteinlerin karmagik yapisinin ¢ézillmesini
saglamaktadir.

Poliakrilamid jelin giigli yapisindan dolay: deterjanlarin veya denatire edici
ajanlarin da kullantimasi ile bu ortam elektroforez igin ideal hale gelmektedir.
Bu yéntemin avantajlari, agagidaki sekilde siralanmaktadir.



A) Membranlardan elde edilen suda erimez proteinler deterjanlar araciligi ile

soliisyon icinde korunabilmektedirler.

B) Viral partikiller ve multimerik proteinler gibi makromolekiler kompleksler,
SDS veya lire gibi ajanlarla polipeptid bilegimlerine aynilabilmektedirler.

C) Coézunmeyi takiben ortaya cikan polipeptidlerin hareketleri, blyuklik ve
yiklerine bagh olarak saglanabilmektedir.

D) Bazen ayrnigtirlan molekillerin denatiire edici ajanlan uzaklagtirarak

yeniden olugumlarini saglamak da mimkanddr.

SDS-PAGE, proteinlerin karakterizasyonu, karsilagtinimasi ve kantitatif
olarak elde edilmesinde belki de en fazla kullanilan, pahali oimayan, hizh ve
tekrarianabilir bir ydntemdir. Proteinler, anyonik yiklii olan SDS ile birlegerek
negatif yukli kompleksler olusturmaktadiriar. Baglanan SDS miktarn ve
dolayisiyla protein Uzerindeki yilk, proteinin blylkligi ile orantilidir.
Molekller, yiiklerindeki ve boyutlarindaki farkliiga dayanarak poliakrilamidin
kalbura benzer matriksinde elektroforez ile ayrima tabi tutulmaktadirlar. Bu
yontem, standartlar kullanilarak bilinmeyen proteinlerin  agiriklarini
saptamada da dstin bir ydntemdir. Poliakrilamid jeller, akrilamid ve
bisakrilamidin  kimyasal polimerizasyonu ile elde edilmektedir.
Polimerizasyonu baglatmak igin amonyum persiilfat ve katalizor olarak da
TEMED (N,N,N,N-tetramethylethylenediamine) kullaniimaktadir.
Poliakrilamidin gézenek biylklagl, akrilamid konsantrasyonu ile ve c¢apraz
baglarin uzatilmasi yoluyla degistirilebilmektedir (55).

SDS jel sisteminin ¢ok tercih edilmesinin nedeni, ‘“stacking jel"
kullanilmasindan kaynaklanan rezollisyon gicidir. "Separating jel" Gzerine
pH" farkli olan "stacking jel" konarak genis hacimdeki 6rekler gok kiiglik
alanlara konsantre edilmektedir. "Separating jel", separasyona tabi tutulacak
ornedin komponentlerine ayrildigi, kigik goézenekli, gézenek buyuklugl
polipeptidierin molekil agirhdinin  heterojenitesine gore ayarlanabilen,
pH'1 8.8 olan bir kisimdir. Kigik molekiil agirlikli proteinlerin ayriimasinda
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akrilamidin ylksek konsantrasyonlari (% 10-20) kullanilirken, yiksek molekil
agirhkh molekiillerin aynimasinda disik konsantrasyonlar (% 5-6) tercih
edilmektedir. "Stacking jel®, biyik gdbzenekli, pH'' 6.8 olan ve &rnegin
konsantre edildigi kisimdir. Ornek, "stacking jel'e konup, elektrik akimi
uygulandiginda, iyonlar elektrotlara dogru hareket etmektedirler. CI" iyonlarini
takip eden daha buylk iyonlar stacking jelin dar alanlarinda konsantre
olmakta, ancak burada belirli bir separasyona ugramamaktadirlar. Hareketli
molekiilier, "separating jel"e ulagtiklarinda, oradaki pH'da hareketleri
degismekte ve glisinat iyonlari sayesinde yiriticli tampon (running buffer)
icindeki elektrik alaninda buytklik ve vyiklerine gbre separasyona

ugramaktadirlar (7).

SDS-PAGE'de tampon sistemi olarak genellikle Laemmli'nin tanimladigi
sistem ve mini slab jel kullaniimaktadir. Rezoliisyonunun yiliksek olmasi, gok
az materyale gereksinim duyulmasi, daha kisa stirede sonug alinabilmesi gibi
nedenler, mini sliab jelin daha fazla tercih edilmesini saglamaktadir (17).

Bu ydntemin kullanildid: alanlar:

1) Safligin belirlenmesi,

2) Molekil agirhginin saptanmasi,

3) Konsantrasyonun dogrulanmasi,

4) Bilesiklerin tanisi,

5) Modifikasyonun belirlenmesi,

6) Antikor Gretimi igin antijenlerin konsantrasyonu ve ayriminin yapilmasi
7) Western blotting yénteminin ilk agamasini olugturmasidr.

Western Blotting (immunoblotting); ayristinlan molekdllerin jellerden
membranlara transfer ydntemlerinin gelistiriimesi, proteinlerin elektroforetik

analizi igin yeni bir devir aglmasina neden  olmustur.
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Bu fikir, DNA fragmanlarinin analizi icin bir yéntem gelistiren Ed Southern
tarafindan ortaya atilmistir. Bu immunokimyasal yontem, bir membran
izerine sabitlestirilmis proteinleri tanimlamada kullaniimaktadir. "Blotting”
denmesinin sebebi, nitroseliiloz membran (zerindeki bant érekierinin orjinal
jel Usttindeki 6rneklerin kopyasi olmasidir. Proteinlerin membranlara transferi
"Western blotting", DNA izolasyonu igin kullanilan ydéntem "Southern blotting"
ve RNA izolasyonu igin kullanilan ydntem ise "Northern blotting olarak

isimlendirilmigtir (5).

Immunoblotting'in ilk tanimlamalari, birbirinden bagimsiz olarak 1979'da
Renart, Reiser, Stark ve Towbin, Staehelin ve Gordon tarafindan yapiimigtir.
Bu ilk raporilardan sonra immunoblotting y&nteminin birgok adaptasyonlarn
geligtirilip genis bir sahada uygulanmigtir.

Membran ile ¢alismanin, jele olan Ustlinlikleri; izl boyanma, duguk
konsantrasyondaki 6rneklerin bile tanimlanabilmesi ve jel separasyonundan
sonra émeklerin sirekli kaydedilebilmesidir.

immunoblotting iki agamada gergeklestirimektedir:

1) Proteinin jelden nitroselilloz membrana transferi (Yari kurutma ile blotting
ve islak blotting)

2) Ozgiil antikor ile epitopun kargilagtirimasi

SDS-PAGE ile separasyona tabi tutulmug proteinler nitroseliiloz membrana
transfer edildikten sonra antikorlarin non-spesifik baglanmasini énlemek igin
membran {izerindeki protein baglanma kisimlan bloke edilmektedir. Transfer
edilmig ilgili proteine spesifik antikor baglanmasini, birinci antikora enzim
isaretli ikinci antikorun baglanmasi takip etmektedir. Enzim bagh kompleks,
uygun enzim substrat sollisyonu uygulanarak membrana yerlestiriimektedir

(5).

Immunoblotting'de ¢ok gesitli membranlar kullaniimasina ragmen en fazla
nitroselllioz membran tercih edilmektedir. Nitroselloza proteinlerin
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baglanmasinin fizikokimyasal temelinin bilylikk oranda birbirlerine karsi olan
hidrofobik etkilerine bagh olduguna inanilmaktadir. lyonik etkilesimler de ise
karnigmaktadir. Hidrofobik etki hipotezi, baglanmig proteinlerin Triton X-100
gibi non-iyonik deterjaniarla % 90 oraninda ykanmasi gdzlemine
dayanmaktadir. Bu buigu, spesifik olmayan baglanmay azaltmak igin
deterjan iceren ylkama tamponlarinin kullaniimasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Nitroseliloz membrana elektroforetik transfer, Towbin ve ark. tarafindan
tanimianan sekilde metanol igeren bir transfer tamponu ile yapiimaktadir.
Metanol, bir yandan transfer sirasinda jelin sismesini énlerken diger yandan
da jelden proteinin kopmasini azaltmasina ragmen membrana baglanmay

arttirmaktadir.

Proteinlerin membrana tespit edilmesi, yikama ve inkubasyon safhalarinda
yikanip gitmelerini énlemektedir. Ama bu iglemin proteinlerin epitoplarini
bozup onlarin antikorlar tarafindan taninmasinin engellenmesine yol
acabilecek bir ydntemle yapilmamasi gerekmektedir.

Membran Ustiinde olugacak olan bantlar molekil agirlik standartianyla
kargilagtirilarak test degerlendiriimektedir (5, 29).

2.4. Tedavi ve Takip

Insan KE'u igin esas olarak cerrahi tedavi (drenaj, kistektomi veya karaciger
rezeksiyonu) uygulanmaktadir ve bu tedavinin basansi; kist sayist,
blyikligl, organ yerlesimi, kistlerin durumu, hastanin genel durumu ve
cerrahin tercihine baghdir. Intra ve post-operatif komplikasyonlarla
basedebilme olanaklari da bagarili tedavide etkili olmaktadir (20, 25, 59).
Perioperatif mortalite (% 2), postoperatif komplikasyonlar (% 10-25) ve uzun
vadede rekirrens (% 2-10) minimize edilebilmektedir. Cerrahi sirasinda akut
komplikasyon yoksa (akut kolanjit, pulmoner komplikasyonlar) postoperatif
morbidite  oldukga azalmaktadir. Radikal yontemlerin, postoperatif
komplikasyonlan azalthg bilinmektedir. Ornegin biliyer fistill, konservatif
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yontemierle % 14 ve radikal yontemlerle % 6 oraninda gbzlenmektedir (25).
intrakistik olarak protoskolisidal ajanlarin veriimesinin yarari tartigmalidir ve
formalin de sklerozan kolanjit riski nedeniyle kullaniimamaktadir. Etil alkol,
setrimid ve hipertonik tuzlu su da komplikasyonlara yol agabilmektedir.
Bununla beraber, kistin hacmi ve safra yollariyla iligkisi her zaman dogru
olarak tahmin edilemeyeceginden skolisidal ajanlarin rutin olarak verilmesi

oneriimemektedir (42, 59).

Antihelmintik tedavi, 7 mm c¢aptan kigik, izole kistler varsa ve minimal
adventisyel reaksiyon olmasi durumunda etkili; komplike, cokiu
kompartmanli, yavru kistleri olan veya kalsifiye, kalin adventisyel reaksiyoniu
kistlerde daha az etkili olmaktadir (59). Benzimidazol turevierinden
albendazol bu gruptan diger ajanlara gére barsaktan daha iyi emilmekte ve
kiste daha iyi penetre olmaktadir (42). Prazikuantel ise herhangi bir nedenle
kist ruptiri veya kist sivisinin sizimi (perkiitan aspirasyon biyopsisi)
sonrasinda verilebilmektedir. Ameliyat 6ncesinde albendazol, protoskoleksleri
inaktive etmek, kistin battinlugiini degistirmek ve kistin gerilimini azaltmak
igin kullaniimaktadir (52). Boylece hem sekonder rekirrens engellenmekte
hem de glvenli kist manipllasyonu miimkiin olmaktadir (25, 42).

Son zamanlarda yeni bir tedavi yontemi olan PAIR (puncture, aspiration,
instilation of protoscolicidal agent and respiration) cerrahiye alternatif olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle albendazol tedavisi ile beraber kullaniimasi,
komplike olmayan karacier KE'u igin cerrahi tedaviye alternatif bir
yontemdir. Biliyer iligkinin oldugu durumlarda PAIR, sklerozan kolanjite yol
acabilmektedir (45).

KE, rekirrensi sik olan bir paraziter enfeksiyon olmasi nedeniyle tedavi
sonras! 3-6 aydan 10 yila kadar rekirrens takip edilebilmektedir (42). Takipte
USG kullanilabilecegi gibi, USG tarafindan saptanamayacak biyiklik ve
lokalizasyondaki rekiirren  kistler igin  serolojik ydntemlerden de
yararlanilabilmektedir. Ancak antikorlarin kistler tedavi edildikten sonra da
serumda saptanabilmesi, yeni kist olusumunu belirlemeyi zorlagtirmaktadir.
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Bu nedenle kistin varhigi ve canhhgini saptamak icin serumda antijen
aranmasi yolu da takipte kullanilabilecek bir ydntemdir (22).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Serumlar

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Gogis Cerrahisi Klinikleri,
Numune Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi ve SSK Hastanesi Genel Cerrahi
Klinigi'ne KE o6n tanisiyla yatirilmig ve operasyon sonrasinda tanisi
dogrulanmis 84 hasta kani alinmig ve serumlari aynilarak kullanihincaya kadar

-20°C’de saklanmistir.

Kontrol grubu olarak 47 saglikh insanin kanlari ve ¢apraz reksiyonian
saptayabilmek icin de baska paraziter hastaliklan oldugu belirlenmig 20
hastanin (E. histolytica; 3; G. lamblia, 2; T. saginata, 5; T. gondii, 5; T. canis,
3; A. lumbricoides, 2) kanlari alinmis ve serumlan ayrilarak -20°C’de
saklanmistir.

3.2. Antijen hazirlanmasi
3.2.1. Kist sivisi

Cubuk ve Nallihan'daki mezbahalarda tespit edilen KE'lu bir koyunun
karacigeri ve bir sigirin akciger ve karacigeri alinarak soguk bir ortamda
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Bilim Dali Laboratuvari'na
ulagtinimig ve burada aseptik kosullarda kist sivisi aspire edilmigtir (15).
Steril oldugunun anlagiimasi Uzerine koyun karacigerindeki Kkist sivisi
kullamimamig ve fertii olan siir karaciger ve akcigerindeki kistlerin
sivilarindan faydalaniimistir. Bunlarin igine 1g/l sodyum azide ve 5mM EDTA
eklenerek metalloproteaz aktivite engellenmeye c¢ahsiimigtir (10, 49).
Santriflij edilerek protoskoleksler ¢okturiilmis ve Ustteki hidatik kist sivisi
alinmigtir. Daha sonra Kist sivisi ve protoskoleksler ayri ayri kullanilana kadar
-20°C'de saklanmigtir.
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3.2.2. Afinite kromatografisinin uygulanmasi

Heparin ile kaplanmig akrilik bilyalar iceren suspansiyonun (Sigma H-5263)
15 ml'si ile 1.0x20cm'lik kromatografi kolonu (Sigma C-3919) doldurulmustur.
Kolon, 3mM-tris (hydroxymethyl) aminomethane, pH 7.4 ve 30mM CaCl; ile
dengelenmistir. Dondurulan kist sivisi ¢6ziilerek igcine 30 mM CaCl, ilave
edilmis ve 5 defa kolondan gegirildikten sonra kolon, dengeleme tamponuyla
yikanmigtir. Elisyon, 1M NaCl ile gergeklestiriimistir. Tuzun elde edilen
sividan uzaklagtirimasinda, bu sivinin %0.1 siikroza karsi benzoyl ile
kaplanmig sellloz diyaliz tibi (Sigma D-7884) kullanilarak diyaliz edilmesi
yontemi uygulanilmigtir. 80 tube ikiger mililitre olacak sekilde toplanan
omeklerin ilk 6nce kalitatif olarak protein tayini Coomasie ydntemi ile yapiimis
ve protein bulundugu renk reaksiyonu ile tespit edilen tipler, yoguhluklarlna
gore havuzlanarak protein miktarlari Folin-Lowry ydntemiyle saptanmstir.

Folin-Lowry Yontemi:

A) Na.CO 35¢g
NaOH 1g
Na-K tartarat 0.025 g
d H:O 250 mi
B) CuS0Q,4.5H0 125 mg
d H0 25 ml

C) A (50 ml) ve B (1 ml) solisyonlan kullaniimadan hemen &nce
kangtinimigtir.

D) Folin ve Ciocalteu’s fenol reaktani 1/9 oraninda sulandinimistir.

Protein standardi olarak kullanilan sigir serum albumini 2mg/ml olacak
sekilde hazirlanmig ve 2 kat diliisyonlan yapilmigtir. Protein tayini yapilan
ornekler, 1/10,1/20 ve 1/50 oraninda sulandirimigtir. Mikroplaklara 40 pl
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standart ve érnek sulandinmlarindan konmus, C solisyonundan kuyucuklara

160 pl eklenmis, karistiriimig ve oda isisinda 10 dakika inkube edilmigtir. D
solisyonundan 60 pl ilave edilerek karistinimis, oda i1sisinda karanhkta 30

dakika bekletilmistir. Mikroplaklar, optik dansite 660 nm'ye ayarlanarak ELISA
okuyucusunda okutulmustur.

3.3. Antijenik preparasyoniarnn tanimlanmasi

SDS-PAGE Laemmli (1970) yéntemi, %15 jel sistemi ve Bio-rad'in genig
aralikl, boyanmig SDS-PAGE standartlan (Bio-rad 161-0318) kullanilarak
yapilmis (6, 17, 35, 55), daha sonra immunoblotting uygulanmigtir (5, 15).

3.3.1. SDS-PAGE'in yapilmasi
3.3.1.1. Separasyon jelinin (%15) hazirlanmasi
1.5 M TRIS pH:8.8 25ml

%30 acrylamide/0.8 bisacrylamide 4.85 ml

%10 SDS 100mi
d H.0 25ml
%10 amonyum persiilfat 50 ml
TEMED 5ml

TRIS, acrylamide/bisacrylamide ve SDS distile su iginde kanstirildiktan sonra
taze olarak hazirlanan %10 amonyum persilfat eklenmis, yiiklemeden
hemen 6nce de TEMED ilave edilmigtir.

Cam plaklann tarak uzunlugu olgiilerek 1 cm asagisi isaretienmis ve daha
Onceden eritilen %2 agarozla alt tarafi kapatilan bu plaklar arasina,
isaretlenen noktalara kadar pipet yardimiyla hazirlanan soliisyon konmusg,
Uzerine 1 ml butanol ilave edilerek jelin ylizeyinin diiziesmesi saglanmis ve
polimerizasyon igin 30 dakika beklenmistir.
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3.3.1.2. Stacking jelin hazirlanmasi

0.5M TRIS pH:6.8 2.5ml
%30 acrylamide/0.8 bisacrylamide 1.3 ml
%10 SDS 100 ml
d H0 6.1 ml
%10 amonyum persiilfat 50 mi
TEMED 10 ml

“Separating jel” ile ayni sgekilde hazirlanmigtir. "Separating jel'in
polimerizasyonu tamamlandiktan sonra Ustiindeki butanol ddkilerek 2 defa
distile su ile yikanmig, hazirlanmig olan "stacking jel", pipet ile diger jelin
Gstine doékilmusg, taraklar hava kabarcir kalmamasina dikkat edilerek
yerlestiriimis ve polimerizasyon igin 30 dakika beklenmistir.

Bu arada ¢ukur bagina 10 i olacak sekilde hesaplanan ve bire bir oraninda
omek tamponu (sample buffer) ile sulandinlan antijen ile jel bagina 10 pl

olacak sekilde molekl agirlik standard kapakli eppendorf tiiplere konmusgtur.
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Sample Buffer:

0.5M TRIS pH:6.8 1.2 ml
%10 SDS 2ml
Gliserol 1 ml
Bromphenol blue 2mg
d HO 4.8 mi

Hepsi kanstinidiktan sonra sample buffer alikotlara ayrilarak -20°C’de

saklanmistir.

“Stacking jel’in polimerizasyonu gerceklestikten sonra taraklar g¢ikarimig,
cam plaklar, elektroforez aletine yerlestirildikten sonra iki cam plak arasi ve

elektroforez aletinin haznesi ylritme tamponuyla doldurulmustur.

Yirritme tamponu (Running buffer):

SDS 3g
Trisma base 9g

Glisin 4329
d H0 600 mi

pH:8.3 olacak gekilde hazirlanmig ve 5 kez sulandinlarak kullaniimigtir.

Cukurlar icine molekdl agirltk standartlan ve antijen-sample buffer karigimi,
ince ve kiint uglu 6zel bir enjektér yardimiyla konmustur. Elektroforez aletinin
kapa@! anot ve katod uglarinin dogrulugu kontrol edilerek kapatiimis ve 170
V, 36 A akimda ayrigtirma iglemi baslatimigtir. Antijenle birlikte konan
sample buffer igindeki isaretleyici boya jelin dibine geldiginde akim kesilip
elektroforez durduruimustur.
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3.3.1.3. Jelin boyanmasi

Jelin boyanmasi iglemi ayrilan protein bantlarini gérmek amaciyla yapitmigtir.
Ancak blotting iglemi ile devam edilecedi zaman bu islem uygulanmamistir.

Aralik bantlari (Spacer) cikarilarak cam plaklar ayriimigtir. Eldivenler ve jel
islatiimig, jel alinip galkalayici Gstiine konan bir petri kutusunun igindeki tespit
soliisyonunda 30 dakika tutulmustur. Sonra boyama soliisyonunun iginde 30
dakika birakilmig ve boyanin fazlasini almak icin bantlar meydana c¢ikana
kadar renk agma sollisyonu iginde g¢alkalanmistir.

Tespit soliisyonu:

%50 (v/v) metanol ve %10 (v/v) glasiyel asetik asit distile su iginde

hazirlanmigtir.

Boyama soliisyonu:

Coomasie biue 200 mg
Glasiyel asetik asit 20 ml
Metanol 90 ml
d H>0O 90 ml

Boya ve glasiyel asetik asit kanstirildiktan sonra metanol ve distile su ilave
edilmigtir.
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Renk agma soliisyonu:

Metanol 100 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
d H:O 800 ml

Metanol ve asetik asit karigtinldiktan sonra distile su eklenmigtir.
3.3.2. immunoblotting yapilmasi

6 adet kurutma kagidi ve bir adet nitroseliiloz membran 8x9 cm boyutlarinda
kesilmis, membran distile su ile bir dakika islatiimig ve kurutma kagitlar
transfer tamponu ile 5 dakika yikanmigtir.

Transfer tamponu:

Tris base 1.76 g
Glisin 8.7¢9
SDS 3g

d H.O 40 mi
Metanol 60 ml

Tris base, glisin ve SDS, distile su ile karigtinhp, metanol kullanimdan énce

eklenmigtir.

Blotting aletine énce 3 kurutma kadidi sonra membran, jel ve en Uste de 3
kurutma kagidi daha konmustur. Uzerinden Pastér pipeti yuvarlanarak hava
kalmasi engellenmis ve kapak kapatilarak 45 dakika 50 A sabit akim
uygulanmigtir. Cikarilan membran protein baglama kisimlarina non-spesifik
baglanmanin engellenmesi i¢in TBS-T, siit tozu ve sodyum azide sollisyonu
icinde bir gece calkalanmigtir.

TBS-T (yikama soliisyonu):
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Tris base 242¢g
NaCl 8¢
1M HCI 3.8ml

Elde edilen hacim, distile su ile 1000 ml'ye tamamianmig ve pH:.7.6'ya
ayarlanmigtir. Igine 1 ml Tween 20 ilave edilen bu sividan 100 mi alinmig ve
%3 sigir serum albumini ve % 0.2 sodyum azide (bloklama soliisyonu)

eklenmigtir.

Bloklama isleminden sonra TBS-T ile 15 dakikalik bir yikama ve S'er dakikalik
2 yikama yapilmistir. KE oldugu operasyonla ve serolojiyle kanitlanmig bir
hastanin serumu, 10 ml TBS-T ve 100 mg sigir serum albumini karigiminda
1/500 olacak sekilde sulandiriidiktan sonra membranin (zerine konmus ve
calkalayicida galkalanarak 2 saat inkube edilmistir. Yikama solisyonu (TBS-
T) ile 16 dakikalik bir ve 5'er dakikalik 2 yikama yapildiktan sonra sekonder
antikor (HRP conjugated goat anti-human immunoglobulin G, Sigma A-0293)
1/10.000 sulandirilarak membran stiine dékilmis ve bir saat galkalanarak
inkube edildikten sonra membran bir defa 15 dakika ve 4 defa da 5'er dakika
yikanmigtir. Enhanced Chemiluminescense (ECR) yapilimak Uzere 2 ayn
ECR reaktani (RPN 2109) karigtirlarak membrana uygulanmistir (29).
Karanlik odada membrandaki bant igimalan fiime alinmig ve daha sonra
gelistirme (developing) sollisyonundan, sudan ve tesbit (fixing)
solisyonundan gegirilmistir. Banyosu yapilan film kurutularak bantlar, film
Ustiinde gbzlenmigtir.

3.4. Lateks partikiillerinin kaplanmasi

Lateks partikilleri (Polystrene latex beads, Sigma LB-8 dia: 0.813 u ve Sigma
LB-3 dia: 3 p), adsorpsiyon ydntemine gbre tek tabaka kaplama igin

gerekenden fazla proteini bulunduracak gekilde kaplanmigtir (70).

Kaplamalyikama tamponu:
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Glisin 0.15¢

d H:O 100 ml

pH:9.2'ye ayarlandiktan sonra %0.2 NaCl eklenmigtir.
Bloklama tamponu:

Kaplamalyikama tamponu igine %2 sigir serum albumini konarak

hazirlanmigtir.

Kaplarken:

Kaplamalytkama tamponu 2.7 ml
Antijen suspansiyonu 10 ml
Bloklama tamponu 1ml

Lateks suspansiyonundan 0.3ml en son olarak eklendikten sonra
calkalanmaya baglanmis ve bu islem 6 saat oda i1sisinda strdurilmustar.

Inkubasyon siiresinin sonunda 3600 rpm hizda 15 dakika santrifilj edilmis,
Ust sivi atilarak, kaplanmig lateks partikillleri 10 ml olacak sekilde
kaplama/yikama tamponuyla sulandirilimigtir.

3.5. Lateks agliitinasyon testinin uygulanmasi ve degerlendirilmesi

Serumlar, dogrudan ve 1:5 sulandirilarak ¢aligiimistir. Siyah zemin Gstlinde
50 pl hasta serumu ve 35 pl kaplanmig lateks suspansiyonu kanstinimig ve
10 dakika elle rotasyon hareketi yaptinlarak agliitinasyon agisindan
gbzlenmistir. Eger 10 dakika iginde makroskobik agliitinasyon gdzlendiyse
sonug¢ pozitif olarak degerlendirilmigtir.
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3.6. Ticari latex agliitinasyon kitinin uygulanmasi ve degerlendiriimesi

Alfa Biotech Echinococcosis Agglutinotest (Lot no: 5288) iretici firmanin
talimatlarina uyularak yapiimis ve serumlar dogrudan ve 1:5 sulandinlarak
cahsilmigtir. 5 dakika iginde aglitinasyon goézlenmesi pozitif olarak

yorumlanmigtir.
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4. BULGULAR

Caligmamizda, heparin ile kaplanmig akrilik bilyalar ile yapilan afinite
kromatografisi sonucu selde edilen lipoprotein fraksiyonu, elisyon sirasinda
2'ser ml olacak gekilde 80 tupte toplanmigtir. Bu tlplerdeki sivilardan
Coomasie boyama yontemi ile kalitatif protein tayini yapildidinda en kuvvetli
renk reaksiyonunu veren tlplerdeki sivilar birlestiriimis ve yapilan Folin-
Lowry kantitatif protein tayini ile en yuksek protein igerigi, 201 mg/l olarak

belirlenmigtir.
MWS )
MWS 207 —~ *®
121 —
207~
81
BL., 2|
51.2 —~
33.6—~
33.6 —
8.6} 28.6
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21.1— § §

Resim-1 a) SDS-PAGE: Antijen 5 (52 kDa, 62 kDa) ve antijen B (8kDa,
21kDa)’ye ait oldugu diustnilen antijen bantlari (Coomasie blue ile boyama).
MWS: molekll agirlik standardi. b) immunoblotting: Ayni bantlarin 6zgul
reaksiyon vermesi (ECL ydntemi). _
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Bu fraksiyonun karakterizasyonu, SDS-PAGE ve immunoblotting
uygulanarak yapiimigtir. Boylelikle saflagtirma sirasinda, KE tanisinda énemli
oldugu belirlenmig, antijenik bantlardan herhangi bir kayip olup olmadigi
anlagiimaya calisiimis ve 6énemli bir kaylp olmadidi sonucuna variimistir.
SDS-PAGE sonrasi jelin, Coomasie blue ydntemiyle boyanmasi sonucunda 8
kDa, 21 kDa, 52 kDa, 62 kDa agiriginda antijen bantlarinin varig
saptanmigtir (Resim 1).

SDS-PAGE isleminden sonra, boyama yapiimadan, immunoblotting
gerceklestiriimis, Western blotting sonrasi ECL yéntemiyle goriintlilenen
bantlar arasinda 8 kDa, 21 kDa, 52 kDa, 62 kDa agirigindaki bantlar KE'a
spesifik olarak saptanmigtir (Resim 1).

Antijen preparasyonu ile 0.8 uve 0.3 u caph lateks partikiilleri kaplanmus,
0.3 u caph lateks partikillerinin istenen duyarhlikta bulunmamasi sonucu 0.8
u caplh lateks partikilleri tercih edilmigtir. Lateks partikiil suspansiyonu ve
antijen suspansiyonu, partikiil/protein oram 1g/0.06g olacak sekilde
kangtinimigtir. Siyah zemin Ustiinde 50 pl hasta serumu ile 35 ul kaplanmis
lateks suspansiyonu kanstinidiktan sonra 10 dakika makroskobik
aglutinasyon icin beklenmis ve gdzle goérilebilir aglitinasyonun varliginda
sonug pozitif olarak yorumlanmistir.

KE oldudu operasyon ile kanitlanmig 84 vaka serumu 1:5 sulandiriidiginda,
78 tanesi LAT ile pozitif bulunmus, bunlar arasinda 8 tanesi dogrudan
calsildiginda negatif c¢ikarken, 1:5 sulandirmda pozitif sonug vermistir.
Hazirladigimiz antijen ile 47 saghkh kontrol serumunun, dogrudan galigilan
15 tanesinde yalanci pozitiflik saptanmis, fakat 1:5 sulandinmda, bunlarin 9
tanesi negatif ¢ikarken sadece 6 tanesi pozitif bulunmustur, ancak hepsinin
de pozitiflegmesi ge¢ ve zayif olmustur. Diger paraziter hastali§i olanlardan
(E. histolytica, 3; G. lamblia, 2; T. saginata, 5; T. gondii, 5; T. canis, 3; A.
lumbricoides, 2), T.saginata enfeksiyonu ve T. gondii enfeksiyonu olan iki
hasta hazirladigimiz antijen ile pozitif sonug vermistir (Tablo 1).
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Ticari lateks aglitinasyon kitiyle uygulama, dreticinin talimatlarina gore
yapiimig, 5 dakika sonunda gbzle gériilebilen aglitinasyonun olmasi pozitif
olarak yorumlanmistir. KE'u olan 84 hastanin dogrudan caligilan ve 1:5
sulandintan serumlarindan 79 tanesi pozitif, 5 tanesi negatif olarak
bulunmustur. Bunlar, bizim kitimizle de negatif sonug¢ vermigtir. Ayrica pozitif
olarak bulunan serumlardan biri de saflagtirdigimiz antijen ile negatif sonug
vermigtir. Saglikli kontrol serumlarinin ticari kitle do§rudan ¢aligildiginda biri
disinda hepsinin ve dijer paraziter hastalifi olan hastalardan alinan
serumlarin tamaminin negatif olduklari gézlenirken bu yanhs pozitif sonug da
1:5 sulandirmda ortadan kalkmigtir (Tablo 1). Ticari kit ve bizim
saflastirdidimiz antijen ile yapilan LAT arasinda, serumlar 1:5 sulandirtlarak
cahsildiinda, yliksek diizeyde bir uyum saptanmigtir (x=0.89 ve p<0.001).
Hazirladigimiz antijen ile kapladigimiz LAT'nin , serumlar dogrudan ve 1:5
sulandirlarak calisildiginda hesaplanan duyarhlik ve é6zgullikleri Ki kare testi
kullanilarak karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir
farkhilik oldudu ortaya ¢tkmistir (p<0.05).

Tablo-1 Hasta, saglikh kontrol ve diger paraziter hastaligi olanlardan alinan
serum orneklerinin, dogrudan ve 1:5 sulandirimda, ticari LAT ve hazirlanan
antijenle yapilan LAT sonuglari.

Hasta Kontrol Diger
serumiari serumlar paraziter
n:84 n:47 hastaliklara ait
serumlar
n:20
Ticari LAT Pozitif 79 1 0
(dogrudan) Negatit 5 46 20
Ticari LAT Pozitif 79 0 ' 0
(1:5 sulandinm) | Negatif 5 47 20
Hazirlanan Pozitif 70 15 2
antijen ile
uygulanan Negatif 14 32 18
LAT(dogrudan)
Hazirlanan Pozitif 78 6 2
antijen ile
uygulanan LAT | Negatif 6 41 18
(1:5 sulandirim)
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5. TARTISMA

KE'un serolojik tanisi ile ilgili pek ¢ok ¢aligma yapilmistir (2, 16, 36, 41, 78),
bununla beraber standart antiserum ve antijenin  elde edilememesi,
yontemlerdeki farkliiklar ve bazi durumlarda cerrahi olarak KE tanisi
dogrulanmig vaka serumlarinin galigilamamasi, degisik laboratuvarlara ait
sonuglann kargilagtinimasini imkansiz kilmigtir (2, 74). Duyarh ve 6zgil bir
serolojik test, hem KE'da erken tani ve tedaviyi sajlamakta hem de KE
olmayan baz vakalarda gereksiz cerrahi miidahaleyi énlemektedir. Son 10
yilda yapilan galigmalarla, hidatidoza 6zgil antikorlarin aragtinimasinda,

duyarhihig: ve 6zgulligu oldukga geligmis metodlar bulunmugtur (2, 48).

KE tanisinda kullanilan antijenin cinsinin, hazirlanma sgeklinin, testlerdeki
degisik pozitiflik kriterierinin, kistin canhiigi ve lokalizasyonunun ve parazitin
susunun serolojik testlerin 6zgulliguni ve duyarliigini  degistirdigi
bilinmektedir (64).

KE’un, 6zgll olmayan antijenlerin kullanildig: testlerde saptandigi halde USG
ile tespit edilememesi, ¢apraz reaksiyonlar ile oldugu kadar kistlerin bu
goruntileme ydntemi ile saptanamayacak kadar kiiglik veya yerlesim yeri
itibariyle bu yénli taniya olanak vermeyecek bir konumda olmasi ile de
agiklanabilir. Agiklamasi ne olursa olsun, USG ile serolojinin beraber
kullaniimasi ve serolojik testlerin de daha 6zgil antijenlerle yapilmasi taniy:
dogrulayici uygulamalardir (20, 77).

Urdiin'de KE'a kadinlarda erkeklerden daha fazla rastlanmis ve parazit
biyolojisi ve parazite kargl bagisik yanitta cinsiyetin etkisi Gzerinde
durulmustur (1). Bizim ¢alismamizda da kadinlarda % 61.7, erkeklerde
% 38.3 oraninda KE tanisi serolojik olarak dogrulanmsgtir.

Yapilan serolojik testlerde farkh antijenierin aktif olabilecegi éne strdimiistar.
Maksimum duyarliik elde etmek igin ¢gok 6zgll antijenlerin belli testlerde
denenmesi gerekmektedir (41, 54). Calismamizda, duyarliiktan 6diin
vermemeK i¢in tanida degeri olan tiim lipoprotein antijenlerinin saflastinimas:
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tercih edilmistir. Koyun, sigir ve domuz kist sivilan antijen kaynadi olarak
Western blotting ydnteminde kullaniimis ve tanisal olarak 6nemli olan bantlar
hepsinde de bulunmustur (78). Ayni calismada, sigirdan saglanarak liyofilize
edilen kist sivisinda zemin daha az boyanmig ve buna bagli olarak daha net
bantlar ortaya ¢ikmistir. Bizim kullandiimiz sigir kist sivisi ile de Western
blotting yoénteminde benzer sonuglar elde edilmistir. Bir calismada insan kist
sivisinin LAT igin daha uygun oldugu bildiriimigse de daha sonraki
calismalarda sigir kist sivisi ile de ¢ok iyi sonuglar alindig: bildirilmigtir (26).
Ancak sigir kist sivisindan elde edilen antijenlerin "prozone fenomeni’ne
daha c¢ok yol agtiklari ve diger kist sivilarindan daha az reaktif olduklari
konusunda galigmalar bulunmaktadir (31). Caligmamizda lipoprotein antijen
suspansiyonuyla hazirladigimiz kitin duyarhiigi, serumlar sulandiriilmadan ve
1:5 dilusyonda galigiidifinda sirasiyla, % 83 ve % 93 bulunmustur. Alinan
sonuglar, sigir kist sivisi antijenlerinin dusiik reaktiviteye sahip oldugu
gbrisint desteklememektedir. "Prozone fenomeni“ne 8 ( %9.5) hastada
rastlanmistir ve bu bulgu ilk gérisi destekler niteliktedir. KE'da duyarlihdin
yiksek olmasinin nedeni, genellikle antijenlerin kuvvetli cevap olusturmasi ile
aciklanabilir (40).

Toplama sirasinda kist sivisi igindeki proteolitik enzimierin, sivi proteinlerinde
degradasyona yol agmasi, tanida kullanilan hidatik kist sivisi antijenlerinde
goriilen degiskenlikten, kismen de olsa sorumludur. Kist sivisi EDTA ile
saklanirsa metalloproteazlann katildi§ yikim o6nlenebilmektedir (49). Bu
nedenle caligmamizda, aspirasyondan sonra kist sivisi icine EDTA ve
sodyum azide ilave edilmigtir.

Williams ve ark. gok adimli bir iglemden sonra elde ettikleri lipoprotein
fraksiyonunu, IHAT ve immunoelektroforez testleriyle degerlendirmis ve
duyarhh@ cok dasiik bulmuslar, bunu da saflagtirma sirasinda meydana
gelen antijen kaybina baglamiglardir (79). Fakat yaptigimiz galigmada, afinite
kromatografisi ile antijen kaybi ¢ok aza indirgenmis ve daha ®nce bu
antijenlerle caligmis olan Barbieri ve ark.'min buldugu duyarhlik (% 87) ve
ozgullikle (% 88) uyumlu bir sonuca vanimistir (10).
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Degisik saflagtirma protokollerinin, antijenlerin 6zgil IgG antikorlarini tanima
yetenegini degistirebilecegi ve tanisal degerlerini belirleyebilecegi rapor
edilmistir (69). Bu nedenle elde ettigimiz lipoprotein fraksiyonuna, saflastirma
yonteminden sonra antijenlerin karakterizasyonu ve tani degerlerinin
saptanabilmesi amaci ile, SDS-PAGE ve immunoblotting yapilmis ve lateks
aglatinasyon ydntemiyle reaktifligi test edilmigtir.

Saflagtirma sirasinda hidatik kist sivisinin konaga ait olan ve non-spesifik
reaksiyonlari uyaran bilegenleri de elimine edilmis, si§ir serum albumini bizim
saflagtirdigimiz  fraksiyonda goézlenmemistir. Barbieri ve ark. bizim
yéntemimize benzer bir uygulama ile kist sivilarini saflagtirmig,
saflagtinimadan &6nce ve sonra alnan sivi oOrnekleri ile yaptiklan
immunoblotting sonucunda reaktif antijenlerin ayni oldugunu géstermislerdir
(10).

Antijen B'nin alt Gniteleri olan 8, 16 ve 21 kDa bantlar, tanisal testlerde
degerli bulunmustur (33, 48, 68, 78). Bir ¢alismada bulunan 12 kDa antijenin
muhtemelen 8 kDa antijene denk geldigi gbzlenerek bu durum, yiliksek
molekill agirhk standartlari  kullanilmasina baglanmigtir  (68). Bizim
caligmamizda genig aralikh molekil agirlik standardi kullanildigindan bu
molekil 8 kDa olarak saptanmigtir. Antijen §'in 52 ve 62 kDa antijenieri de
tanida degerli bulunmustur. Bizim c¢alismamizda, SDS-PAGE ve
immunoblotting sonrasi, antijen 5 ve antijen B'ye ait oldugu bildirilen
bantlardan 8, 21, 62 ve 62 kDa bantlar gézlenmistir. 30 ve 67 kDa arasinda
capraz reaktif antijenlerin bulundugu saptanmigtir (21, 32, 49, 82).
Galigmamizda saglkh kontrollerde ve diger paraziter hastalia sahip
olanlarda gorilen ¢apraz reaksiyonlar bu antijenlere bagdh olabilir.

Kist sivisindaki antijen mozaidi, serolojik testlerin standardizasyonu ve
yorumlanmasini zorlagtirmaktadir. Ozellikle yilksek parazitizm gdsteren
toplumlarda yanltg pozitiflik orani artmaktadir (60). Amag, tani metodlarinda
duyarlihd da dikkate alarak yiiksek &zgulliikte sonuglar verebilecek antijen
veya antijen kokteyllerihi elde etmektir.



LAT, iyi bir seroepidemiyoloji testi olarak goriinmektedir; g¢lnki kolay
uygulanabilir, duyarh, 6zgil ve diger tekniklerle korelasyonu iyi olan bir testtir
(74, 76, 77). IHAT'den daha &6zgil oldugunu belirten yayinlar yaninda (74)
daha az 6zgul oldugunu vurgulayan yayinlar da vardir (16, 26, 64). Bu agidan
IgG'nin kullanildigi KE immun tanisinda 6zgillugh arttirmak igin antijen
saflagtirma yoéntemlerinin etkisi bayuktir (68, 69). Tum vakalarda daha 6zgl
sonu¢ elde etmek icin ELISA'da titrelerin kullaniimasi, ELISA daha duyarii
gibi bildiriimekteyse de LAT duyarlihigtni ona yaklastirmaktadir (18, 63).

Uruguay'da yapilan bir caligmada USG ile kargilagtirinca ELISA ve LAT'nin
duyarlihd@ dosik (% 28-48) ama ozgllligh iyi (% 85) bulunmustur.
Duyarlihgin bu kadar dusik olmasinda saflagtinimamig antijenlerin
kullaniimastnin etkisi oldudu belirtilmistir (14).

Cerrahi olarak tanisi dogrulanmig hastalarda yapilan LAT, % 92 6zgil ve %
70 duyarli bulunmustur (39, 71). Yapilan cgaligmalarda, LAT duyarlilig:
ortalama olarak % 75’in Ustindedir (40). Syfres ve Kagan (1963), LAT'ini
IHAT ve bentonit flokiilasyon testi kadar duyarli oldugunu belirtmektedirler.
LAT'inde taze serumun, inaktive edilmis seruma oranla ¢ok daha reaktif
oldugu bildiriimistir (31). inaktivasyonun yanhs pozitifligi giderdigi yolunda
yayinlar olmasina ragmen (26), inaktive serumla taze serum arasinda bir
fark olmadigi da rapor edilmistir (76). Calismamizda yanhs pozitifliklerin 1:5
sulandinmda ortadan kalktiyi gézlenmis ve bu nedenle serumlar inaktive

edilmemigtir.

Barbieri ve ark., galigmalari sonucunda saflastinimamig antijen ile yapilan
ELISA ile, bizim antijenimize benzer heparin baglayan lipoprotein fraksiyonu
ile, lateks aglitinasyonu sonuglarini, sirasiyla duyarlitk % 94-% 91 ve
Ozgulluk % 86-% 92 olmak izere, benzer bulmuglardir. Adi gegen
arasgtincilar, LAT'nin pratik ve standart yanilgilarin en aza indirilebildigi bir
yontem oldugu igin, 6zellikle E. mulitilocularis ve T. solium enfeksiyonlarinin
fazla gorulmedidi bélgelerde tercih edilebilir oldugunu vurgulamiglardir (10).
Yurdumuzda da bu durum gegerli oldugundan | bizim sonuglanmiz
desteklenmektedir
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Elde ettigimiz antijen suspansiyonuyla kapladiimiz lateks partikllleri
sulandiriimamig serum ile %68'lik bir 6zgillik gdsterdigi halde bu oran, 1:5
dilisyonda % 87'ye yikselmistir. Daha az 6zgiillukte antijenler kullanilirsa
ELISA, LAT, IHAT gibi duyarlilifi yiksek olan testlerin yaninda daha 6zgiil
olan immunobiotting gibi dogrulayici testler kullaniimasi gerekebilecektir (42).

Lateks partikill capinin degigsmesinin testin etkinligini degistirdigine daha énce
de  deginilmigtir (64). Yapillan c¢alismalarda 0.1-0.5 u c¢aph lateks
partikillerinin daha duyarh sonuglara yol acti§i bulunmustur (10, 16, 41, 64,
75). Galigmamizda 0.8 p ¢aph lateks partikiiieri kullanildiginda 0.3 p ¢apliya

gére daha duyarli sonuglar elde edilmistir. Bliylk c¢aphiarin daha kolay
muamele edilmesinin rolli olabilecegdi disuniimustar.

Kullahdlgumlz ticari kitin duyarlih@ ve 6zgilligi, serumiar sulandinimadan
sirasiyla %94 ve %97; 1:5 dillisyonda ise %94 ve %100 olarak bulunmustur.
Materiales y Reactivos adl ticari LAT ile yapilan bir ¢calismada, radyolojik
goriintileme ile ve cogunun da cerrahi olarak pozitif bulundugu 50 hastada
LAT ile ozgiillik %100 ve duyarlik % 67 bulunmusgtur. Kontrol olarak
kullanilan serumlann paraziter hastallk yoninden negatif olanlarinin
secilmesi muhtemelen 6zglillik oranini yiikseltmektedir. Testin pozitifliginin
larvanin durumuna ve membran buttnligine bagh oldugu, bu nedenle yanhs
negatif sonuglarin kalsifiye kistlerde daha gok oldugu ve en gok pozitif
sonucu raptire veya enfekte kistlerin verdigi bildirilmistir (36, 78). Bizim
caligmamizdaki kistlerin % 26'si tip 1, % 11'i tip 1, % 40’1 tip lll ve % 22'si tip
IV olarak siniflandinimig hastalardan olugmaktaydi.

Yine Materiales y Reactivos, S.A ticari kiti kullanilarak yapilan bir caligmada
LAT, 1:5 dilisyon ve Ustl pozitif olarak kabul edilmig, duyarihg % 83 ve
6zgulligd % 96 olarak bulunmustur. Capraz reaksiyonun gorilebilecegi
durumiar, basta distomatoz, sistozomiyaz, sistiserkoz, filaryoz, taeniosis
saginata, askariyoz, trigsinoz gibi paraziter hastaliklar ayrica malignensiler
olarak bildirilmigtir (3, 12, 19, 32, 40, 51, 66). E. granulosus serolojisinde
diger paraziter hastaliklar ve malignensilere ek olarak, karaciger hastaliklar
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ve siddetli eozinofilili vakalarda c¢apraz reaksiyonlarin oldudunu bildiren
pekgok calisma mevcuttur (3, 32, 61, 66, 68).

Tirkiye'de gapraz reaksiyon agisindan énemli olan alveolar ekinokokoz da
nadiren gorilmektedir. 1962-1995 yillan arasinda gézlenen 207 vakadan
cogu Bati Anadolu Bélgesi'nde goérilmekte iken KE Tirkiye'nin her tarafinda
yaygin olarak goézlenen bir enfeksiyondur (8). Calisma icin materyal
topladigimiz dénem iginde alveolar ekinokokoza rastlanmadigl igin bu
hastalarla KE hastalarini ¢gapraz reaksiyon agisindan degerlendirme olanag
bulunamamistir. Bizim galismamizda diger parazitlerle enfekte hastalardan 7.
Saginata ve T. Gondii ile enfekte 2 (%10) hastada c¢apraz reaksiyon
gdzienmistir.

Testlerde yiiksek 6zgillik saglamak ve yanlig pozitiflikleri engellemek igin
fraksiyone edilmis ve sulandiriimig antijenlerle calisiimasi gerekmektedir.
Yiksek duyarliliktaki antijenler ve inaktive edilmemis serum kullanildi§inda
1:5 dilusyonda hem yaniig pozitiflikler engellenecek, hem de “prozone
fenomeni’ne bagh yanlig negatiflikler dénlenecektir (31, 76). Bu nedenle
caligmalarda geneliikle LAT igin pozitifik sinin 1:5 olarak bildirilmigtir.
Galigmamizda, 8 hastada “prozone fenomeni” izlenmistir. Bu serumlar, ticari
kitle pozitif sonug¢ verirken kendi hazifadigimiz lateks kiti ile negatif sonug
vermig, ancak, 1:5 titrede sonuglarin kuvvetle pozitiflestigini gézlenmigtir.

Yapilan bir caligmada, test edilen 53 serum iginde LAT, % 82 duyar
bulunmustur. “Prozone fenomeni” olan bir tanesinde, bizim calismamiza
benzer sekilde sulandiriimadan negatifken 1:5 sulandinmda kuvvetli pozitif
sonug alinmigtir (80).

CGaligmamizda, KE oldugu operasyon ile dogrulanmis 84 vakanin ticari kit ve
bizim kitimizle sirasiyla 5 ve 6'sinda negatif sonug elde edilmistir. Yanhs
negatiflik igin dolagimdaki immun komplekslerin etkili olabilecegi (16, 21),
aynca kistin kendisinin de bazi 6zgll IgG'eri alip kist ici kompieks
olugturabilecedi (21) savlar, Richard-Lenoble ve ark. tarafindan aragtinimis
ve 13 hastadan sadece 2'sinde immun komplekslerin oldugu ve onlann da
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serolojik olarak negatif sonug vermedigi anlagimistir (62). Bu farkhhgin,
galismalarin endemik ve endemik olmayan bolgelerde yapilimig olmasindan

kaynaklanabilecegi diisinlilmektedir.

Eger bir bolgede dusik beslenme diizeyleri ve yiiksek viral, bakteriyel ve
protozoon koenfeksiyon prevalansi olursa, suboptimal bagisik yanitlar
olugabilmektedir (21). Ayrica antijen salinimi ve sonugta immun
komplekslerin olusumu, antikor dizeyini badigiklik baskilayict 6zgul
mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak dustrebilmektedir. Yapilan bir
caligmada 10 cm'den bilyiik ¢aph akciger kistlerinde 6-10 cm capl olanlardan
daha az antikor diizeyi bulunmustur (71). Tum bunlar duyarhligi azaltici
etkenler olarak karsimiza gikmaktadir. KE oldugu cerrahi ile dogrulanmig
hastalarin seronegatif oimasinin bagka nedenleri de olabilmektedir: a)Cok iyi
korunan bir kistten antijen sizimi, saptanabilir antikor olugsumunu uyarmada
yetersiz kalabilmesi,

b) Kist yerlesim yerindeki kiiglk antijen sizintilari, lokal olarak olusturulan
antikorlarla notralize edilebilmesi

c) Lokal bir immunolojik defekt, 6zgll antikor olusumunu engelleyebilmesi
bunlar arasinda yer almaktadir. Ayrica gocuklarda da titreler disik
olabilmekte ve yerlesimden bagimsiz olarak intakt hiyalin kist varliginda da
duyarlilk azalmaktadir (64).
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6. SONUCLAR

Lipoprotein antijen fraksiyonunun elde edilmesi igin heparin Gzerinden afinite
kromatografisi uygulanmasi kolay ve tek basamakli bir saflagtrma y&ntemi

olarak degerlendirilmistir.

Bu saflagtirma ydntemi sirasinda, tanisal agidan énemli antijenlerde kayip
olmadigi SDS-PAGE ve immunoblotting yéntemleri kullanilarak gésterilmistir.

Elde edilen lipoprotein antijen fraksiyonu, tanida ticari lateks aglitinasyon
kitiyle 1:5 titrede yiiksek diizeyde uyumiu ve kullanilabilecek 6zgulliik (%
93) ve duyarlilikta (% 87) bulunmustur.

Pozitiflik kriterinin 1:5 olmasi gerektigi kabul edilmis. ClUnki kappa (k)
istatistijine gére sulandirmadan ve 1:5 diliisyonda yapilan testlerin sonuglari
arasinda orta derecede uyum olmasina ragmen &6zgiilliik ve duyarliliklarinda
belirgin bir farkhlik olugsmustur. Sulandirmadan yapilan testte duyarlilik ve
6zgullik sirasiyla % 88 ve % 68 cikarken, 1:5 diliisyonda % 93 ve % 87

olarak bulunmustur.

Kaplanan lateks suspansiyonunun en iyi reaksiyonu, 1 g/0.06 g lateks
partikili ve antijen protein miktari oldugunda verdigi gosterilmis, ayrica en

fazla duyarhiiga 0.8 p capinda lateks partikili kullanildiginda ulagiimigtir.

Lateks agliitinasyon testi uygulanirken, 10 dakika beklenmesi gerektigi
sonucuna varilmig, ¢lnkl pozitif serumlarda sonucun 10. dakikada ortaya
cikabilecegi gorulmustir.

Sonug olarak saflagtirdigimiz LAT nin 1:5 sulandinmda, ticari kit ile uyumilu
duyarlihk (% 93) ve 6zgiillikte (% 87), kolay uygulanabilir ve gabuk sonug
veren bir test olmasi nedeni ile rutin tanida kullanilabilecegi distnilmigtiir.

&
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7. OZET

Echinococcus granulosus'un metasestod formunun yol achdr kistik
ekinokokoz (KE), llkemizde hem halk sagliyi hem de sosyoekonomik agidan
énemii bir zoonozdur. Yapilan c¢aligmalar, KE tanisinda gérintileme
yontemlerinin, serolojik yontemlerle dogrulanmasi gerekliligini ortaya
koymustur, bununla birlikte serolojik testlerin duyarihd ve 6zgilli§inde
bluyluk oranda antijen standardizasyon eksikligine bagl olarak farkhiiklar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle kolay standardize edilebilir, duyarh ve 6zgil

bir serolojik yéntem, KE'un dogru tanisi igin gereklidir.

Tanisal agidan énemli antijenleri elde etmek ve bu kozmopolitan zoonozun
tanisini koyabilmek igin bugiine kadar kist sivisi ve gesitli kist elemanlar
(protoskoleksler, kist duvar yapilan gibi) kullanimigtir. Bu antijen
kaynaklarindan en zengini ve degerlisi kist sivisi olarak bildirilmigtir. Kist
sivisinin igerigi cok karmasiktir ve hem konak hem de parazit kaynakh pek
cok antijeni icerir. Tanida daha 6zgil testlerin olusturuimasi agisindan bu
antijenlerin saflagtirimasi ve 6zgiil antijenlerin elde edilmesi dnemiidir. Ancak
bu &zgiliesme saglanirken, duyarliik feda edilmemelidir. Bu amagla
literatlirde pek ¢ok ydontem bildirilmigtir. Bizim gallgmamizda uyguladigimiz
ybntem, tek basamakli, pratik bir ydntem olup afinite kromatografisini
kapsamaktadir. Lipoprotein yapisinda oldugu bilinen, tanisal 6nemi olan kist
sivist antijenlerinin heparine baglanmasint esas alan bu yéntem, hizli bir
sekilde antijen saflagtinimasini saglamigtir. Daha sonra, bu antijenik
suspansiyonun karakterizasyonu amaciyla sodyum dodesil sifat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve immunoblotting uygulanmgtir.
SDS-PAGE ile protein bantlari ortaya konmus, immunoblotting ile de bu
bantlarin KE'lu hasta serumuyla karsilagtinimasi sonucu reaktifligi
saptanmigtir. Sonugta tanisal 6nemi olan antijenlerde duyarlihid etkileyecek
bir kayip olmadidi anlagiimistir.

Elde edilen antijenik preparasyon, KE oldugu operasyonla kanitlanmig 84
hasta serumu, 47 saghkli kontrol serumu ve diger paraziter hastaliklar olan



50

20 hasta serumu kullanilarak serolojik yonden lateks aglitinasyon testiyle
denenmis ve ticari lateks aglitinasyon testinin sonuglariyla karsilagtirimistir.
Bizim antijenimizle hazirladigimiz lateks aglitinasyon testinin duyarliig: ve
6zgulligd 1:5 sulandirmada sirasiyla % 87 ve % 93 bulunmus ve ticari kitle
uyumlu ¢tkrmustir.

Sonug olarak elde edilen antijenik suspansiyon ile hazirlanacak serolojik
testler, {lkemizde endemik olan KE tanisi igin pratik ve givenilir

bulunmustur.
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8. SUMMARY

Purification of Specific Antigens from Hydatid Cyst Fluid and
Comparison with a Commercial Antigen by Using Latex Agglutination
Method

Cystic Echinococcosis (CE) caused by the metacestode stage of
Echinococcus granulosus is one of the most important socioeconomic and
public health problems in Turkey. Several studies show that radiological
imaging methods should be confirmed by immunodiagnostic tests for the
diagnosis of CE. However, there are differences between the sensitivity and
specificity of the serologic tests, probably due to the lack of standardization of
antigenic preparations. Thus, a specific and sensitive test that could be easily
standardized is needed for the diagnosis of this disease.

Hydatid cyst fluid and various cyst elements (protoscoleses, cyst wall
elements) have been empioyed in order to obtain diagnostically important
antigens for the immunodiagnosis of this cosmopolitan zoonosis. Cyst fluid is
reported to be the most valuable antigen source among these elements. Cyst
fluid has a complex structure and involves several parasitic antigens as well
as host proteins. Purification of these antigens to obtain the specific parasitic
antigens is important to apply a more specific test in serodiagnosis. However,
sensitivity should not be sacrificed meanwhile. Several methods are reported
for this purpose and among these, our method is a one step affinity
chromatography relying on the relationship between the lipoprotein antigens
and heparin. This is an easy method to purify lipoprotein antigens. This
antigenic preparation was then characterized by using Sodium Dodecyl
Sulphate  Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and
immunoblotting. Antigen bands were seen with SDS-PAGE and the reactivity
of these antigens were tested with immunoblotting using the serum of a CE
patient. As a result it was understood that there was no antigenic loss that
can affect the sensitivity.



This antigenic preparation was tested serologically by using Ilatex
agglutination test with sera of 84 CE patient confirmed surgically, 47 healthy
control and 20 patient infected with parasitic infections other than CE; and
the results of this test were compared with the results of the commersial kit.
Our results were % 87 sensitive and % 93 specific when the sera were 1:5
diluted, and these values were similar to the results of the commersial kit.

As a result, serologic tests prepared with the specific antigens we purified,
are thought to be practical and reliable tests to diagnose CE which is
endemic in our country.
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