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Diinyada ve llkemizde Echinococcus granulosus ve Echinococcus multilocularis’in neden oldugu sirasiyla
kistik ekinokokkoz (KE) ve alveolar ekinokokkoz (AE) 6nemli helmint hastaliklar arasindadir. Tirkiye'de
yapilan epidemiyolojik calismalar KE prevalansinin 291-585/100.000 arasinda oldugunu gostermis-
tir. AE seroprevalansinin da %3.5 oraninda oldugu bildirilmistir. KE ve AE tanisinda klinik bulgular ya-
ninda genelde radyoloji (ultrason, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans) ve serolojik yontemler
kullanilmaktadir. Kesin tani patolojik incelemeye dayalidir. Hidatik kistlerin steril olmasi ya da protos-
koleks icermemesi durumunda ise, patolojik tekniklerle E.granulosus ve E.multilocularis tir ayriminda
zorluklar yasanmaktadir. Bu calismada, ayni test icerisinde AE ve KE tanisinin yapilmasina imkan vere-
bilecek Echi S (5'-TTTATGAATATTGTGACCCTGAGAT-3") ve Echi A (5-GGTCTTAACTCAACTCATG-
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GAG-3’) primerleri ve Ug farkli prob; Anchor Ech (5'-GTTTGCCACCTCGATGTTGACTTAG-floresan-3'),
Granulosus (5-LC640-CTAAGGTTTTGGTGTAGTAATTGATATTTT-fosfat-3") ve Multilocularis (5’-LC705-
CTGTGATCTTGGTGTAGTAGTTGAGATT-fosfat-3") kullanilarak, E.granulosus ve E.multilocularis mitokond-
riyal 12S rRNA genini hedefleyen yeni bir multipleks gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (M-RT-
PCR) yonteminin gelistiriimesi amaclanmistir. M-RT-PCR sirasinda, E.granulosus (GenBank: AF297617.1)
ve E.multilocularis (GenBank: NC_000928.2) mitokondriyal 12S rRNA gen bdlgelerini iceren plazmidler
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M-RT-PCR yonteminin gelistiriimesinde ayrica, patolojik olarak KE (n:
10) ve AE (n: 15) oldugu dogrulanmis hastalara ait kist 6rneklerinin yani sira, negatif kontrol olarak
saglhkli insan DNA ornekleri (n: 25) ve 12 farkli parazite (Taenia saginata, Hymenolepis nana, Trichuris
trichiura, Fasciola hepatica, Enterobius vermicularis, Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, Trichomonas
vaginalis, Cryptosporidium hominis, Strongyloides stercoralis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax) ait
DNA ornekleri de calisiimistir. Testin analitik duyarliiginin saptanmasi icin TOPO klonlama ile E.granulosus
ve E.multilocularis pozitif kontrol plazmidleri olusturulmustur. Pozitif kontrol plazmidi, analitik duyarlilik
ve 6zgiilliigiin belirlenmesi amaciyla her reaksiyonda 10°-10°-10*-103-102-10'-1 plazmid kopya olacak
sekilde distile su ile sulandinlmistir. Calismamizin sonuglari, testin pozitif kontrol plazmidi kullanilarak
elde edilen analitik duyarliiginin, E.granulosus ve E.multilocularis icin 1 plazmid kopya/pl 6rnek oldugunu
g6stermistir. Testin 12 farkli parazite ait DNA 6rnedi ile capraz reaksiyon vermemesi, analitik 6zgulligini
ortaya koymustur. Yirmibes hastaya ait kist 6rneginde Echinococcus DNA varliginin gosterilmesi ve tir
aynminin yapilabilmesinin yaninda, saglikh (negatif kontrol) insan DNA o6rnekleri ile capraz reaksiyon
vermemesi, testin klinik duyarlilik ve 6zgdilliiginin %100 oldugunu gdstermistir. Sonug olarak, bu calis-
mada gelistirilen M-RT-PCR yonteminin, kist rneklerinde ekinokokkoz tanisinin konulmasina ek olarak,
E.granulosus ve E.multilocularis’in ayirt edilmesinde duyarl, 6zgil, hizli ve givenilir bir ydontem oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar sézciikler: Echinococcus granulosus; Echinococcus multilocularis; multipleks gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu; mitokondriyal 125 rRNA.

ABSTRACT

Cystic echinococcosis (CE) and alveolar echinococcosis (AE) caused by Echinococcus granulosus
and Echinococcus multilocularis, respectively, are important helminthic diseases worldwide as well
as in our country. Epidemiological studies conducted in Turkey showed that the prevalence of CE is
291-585/100.000. It has also been showed that the seroprevalence of AE is 3.5%. For the diagnosis
of CE and AE, radiological (ultrasonography, computed tomography, magnetic resonance) and
serological methods, in addition to clinical findings, are being used. The definitive diagnosis relies
on pathological examination When the hydatid cysts are sterile or does not contain protoscolex,
problems may occur during pathological discrimination of E.granulosus and E.multilocularis species.
In this study, we aimed to develop a novel multiplex real-time polymerase chain reaction (M-RT-
PCR) targeting mitochondrial 12S rRNA gene of E.granulosus and E.multilocularis using Echi S
(5'-TTTATGAATATTGTGACCCTGAGAT-3") and Echi A (5'-GGTCTTAACTCAACTCATGGAG-3’) primers
and three different probes; Anchor Ech (5-GTTTGCCACCTCGATGTTGACTTAG-fluoroscein-3’),
Granulosus  (5'-LC640-CTAAGGTTTTGGTGTAGTAATTGATATTTT-phosphate-3’)  and  Multilocularis
(5'-LC705-CTGTGATCTTGGTGTAGTAGTTGAGATT-phosphate-3’) that will enable the diagnosis of CE
and AE in same assay. During M-RTR-PCR, plasmids containing E.granulosus (GenBank: AF297617.1)
and E.multilocularis (GenBank: NC_000928.2) mitochondrial 12S rRNA regions were used as positive
controls. Cysts samples of patients which were pathologically confirmed to be CE (n: 10) and AE (n:
15) and healthy human DNA samples (n: 25) as negative control as well as DNA samples of 12 different
parasites (Taenia saginata, Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Fasciola hepatica, Enterobius vermicularis,
Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, Trichomonas vaginalis, Cryptosporidium hominis, Strongyloides
stercoralis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax) were used to develop M-RT-PCR. E.granulosus and
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E.multilocularis control plasmids were constructed to detect analytic sensitivity of the test using TOPO
cloning. Positive control plasmids were diluted to determine analytical sensitivity and specificity by
distilled water at 10%-10%-10%-103-102-10"-1 plasmid copy of dilution in each reaction. According to
the results, analytical sensitivity of the assay for E.granulosus and E.multilocularis was 1 copy plasmid/
ul reaction. The non-existence of cross reactivity with 12 different parasites’ DNA samples showed the
analytical specificity of the assay. Displaying Echinococcus DNA in cyst samples among 25 patients and
species discrimination as well as non-existence of cross reactivity with human DNA samples showed that
the clinical sensitivity and specificity of the assay were 100%. As a result, the M-RT-PCR developed in the
present study provided a sensitive, specific, rapid, and reliable method in the diagnosis of echinococcosis
and the discrimination of E.granulosus and E.multilocularis from cyst samples.

Keywords: Echinococcus granulosus; Echinococcus multilocularis; multiplex real-time polymerase chain
reaction; mitochondrial 125 rRNA.

GiRis

Echinococcus turlerinin neden oldugu ekinokokkoz, diinya genelinde en onemli hel-
mint hastaliklarindan biridir. Son yapilan taksonomik diizenlemede, Echinococcus cinsinin
dokuz farkl tiirii oldugu kabul edilmistir'. Bu tiirler arasinda, Echinococcus granulosus,
E.equinus, E.felidis, E.canadensis ve E.ortleppi kistik ekinokokkoza (KE); E.multilocularis ise
alveolar ekinokokkoza (AE) neden olmaktadir. E.oligarthrus ve E.vogeli'nin polikistik eki-
nokokkoza (PE) yol actigi, E.shiquicus kistlerinin de PE ve KE ile benzerlik gosterdigi fakat
heniiz kesin bir zoonotik statiisiiniin olmadi§i rapor edilmistir?. Molekiiler epidemiyolojik
yoéntemlerle E.granulosus tiirli icerisinde 10 farkli genotip (G1-G10) tanimlanmistir®. Bu
genotipler arasinda bazilari tir olarak degerlendirilerek G1-G3 E.granulosus sensu stricto,
G4 ve G5 sirastyla, E.equinus ve E.ortleppi ve G6-G10 E.canadensis olarak isimlendirilmis-
tir*. insan ve hayvanlar icin en 6nemli ve yaygin olarak saptanan tiirlerin, E.granulosus
sensu stricto ve E.multilocularis oldugu bildirilmistir>. Tiirkiye’de koyun susu olarak ad-
landirilan G1 genotipi, insan dahil olmak {izere farkli hayvan tiirlerinde de saptanmistiré.

Yurdumuzda, E.granulosus kaynakli KE hemen hemen biitiin bolgelerde goriiliirken,
E.multilocularis’in etkeni oldugu AE siklikla Dogu Anadolu’da gériilmektedir’. Tiirkiye'de
insanlarda KE prevalansinin genellikle cerrahi olgu kayitlarindan elde edildigi ve bu so-
nuglara bagl olarak 0.8-2/100.000 arasinda oldugu bildirilmistir®. KE prevalansini aras-
tiran epidemiyolojik calismalarda da, prevalansin 291-585/100.000 arasinda oldugu ra-
por edilmistir’. Tiirkiye’de, T.C. Saglik Bakanligi verilerine gore 1975-1994 yillari arasinda
40.242 olgu saptanmustir. Yakin zamanda yapilan bir baska calismada ise, 1990-2005 yillari
arasinda 52.124 insan KE olgusu tespit edilmistir. E.granulosus icin kesin konak olan ko-
peklerde de prevalansin 9%0.32-%40 arasinda oldugu bulunmustur’?. Tiirkiye’de insan-
larda goriilen AE olgularina bakildiginda, 2000-2010 yillari arasinda 162 AE olgusu tespit
edilmis; E.multilocularis antikor seroprevalansi ise %3.5 oraninda saptanmigtir'®. Tiirkiye’de
E.multilocularis icin ana konak olan tilkilerde de E.multilocularis saptandigi bildirilmistir''.

KE ve AE tanisinda, klinik bulgular, radyoloji (ultrason, bilgisayarli tomografi, manyetik
rezonans) ve ELISA ile Western Blot gibi serolojik yontemler, cerrahi tedavi 6ncesinde
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kullanilmaktadir'>'5, Kesin tani genellikle patolojik/histolojik incelemeye dayali olup,
cikartilan doku parcasina periyodik asit Schiff (PAS) boyasi uygulanmaktadir'®. Ancak
bu yontemin bazi kisitlamalari mevcuttur. Bu kisitlamalardan birisi, cogu zaman Echi-
nococcus spp. kistlerinin steril olmasi ya da protoskoleks icermemesi ve bu sebeple de
E.granulosus ve E.multilocularis arasinda tiir ayriminin yapilamamasidir'®. Bu sorunun us-
tesinden gelebilmek icin geleneksel yontemlere ek olarak, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemi E.granulosus ve E.multilocularis tirlerinin saptanmasinda kullaniimaktadir.
PCR yontemi siklikla drenaj ve biyopsi materyallerine uygulanmakta ve bu yéntem gi-
derek ekinokokkoz tanisinda dogrulayici bir tani araci olarak kabul gérmektedir>'”. PCR
yontemlerinde; mitokondriyal NADH dehidrogenaz 1 (ND1), ND5, sitokrom b, sitokrom
c oksidaz alt Ginite 1 (COX1) ve 12S rRNA gibi gen bdlgeleri ekinokokkoz tanisinda aras-
tinlmaktadir>>1618-20 By calismada, ayni test icerisinde E.granulosus ve E.multilocularis
saptanmasina olanak saglayan mitokondriyal 12S rRNA genini hedefleyen yeni bir mul-
tipleks gercek zamanli PCR yonteminin gelistirilmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Kist Ornekleri

Testin gelistiriimesinde, AE veya KE tanisi patolojik olarak dogrulanmis opere hastalara
ait 25 adet kist materyali (10 adet E.granulosus, 15 adet E.multilocularis) kullanildi. Nega-
tif kontrol olarak saglikli 25 kisiye ait DNA érnekleri caligildi. Calisma icin, Ege Universitesi
Tip Fakultesi Arastirma Etik Kurulundan onay (13.07.2015 tarih ve 15-6.1/4 karar no)
alind.

TOPO Klonlama ile Pozitif Kontrol Plazmid Olusturulmasi

E.granulosus (GenBank: AF297617.1) ve E. multilocularis (GenBank: NC_000928.2)
mitokondriyal 125 rRNA geni icerisindeki 199 baz cift (b¢)’lik kismi iceren plazmid kont-
rollerin olusturulmasinda E.granulosus ve E.multilocularis pozitif kist materyalleri kulla-
nildi. Pozitif kontrol plazmidi Gretici firmanin (Invitrogen, ABD) protokoliine gore tarif
edildigi gibi hazirlandi?'.

Oncelikle E.granulosus mitokondriyal 12S rRNA ve E.multilocularis mitokondriyal 125
rRNA gen bélgeleri 6zgiil primerler kullanilarak tarif edildigi gibi izole edildi'’-?2, Kisaca;
PCR reaksiyonunda genomik DNA (1-10 ng), her biri 0.5 uM primerler [Echi S (5'-TTTAT-
GAATATTGTGACCCTGAGAT-3’; 25 nt) ve Echi A (5'-GGTCTTAACTCAACTCATGGAG-3';
22 nt)], 1.25 U TagDNA polimeraz (Fermentas, ABD), 0.2 mM dNTP ve 1 x TagDNA po-
limeraz reaksiyon tamponu kullanilarak tarif edilen PCR protokolli ile izole edildi; 95°C’de
15 dk baslangi¢ denatirasyonu sonrasi, 30 sn 95°C, 30 sn 55°C ve 30 sn 72°C’lik 40
dongl ve son uzama basamag! 72°C’de 5 dk uygulandi. Her bir PCR reaksiyonunun
icerdigi DNA miktari Nanodrop ile belirlendi ve daha sonra PCR Urtinleri agaroz jel elekt-
roforezi ile goruntilendi. PCR triinl daha sonra PCR saflastirma kiti (Qiagen, Almanya)
ile Uretici firmanin protokolline gore saflastirildi.

1 pl saflagtinlmig PCR Griind, 1 pl tuz soltisyonu, 1 pl pCRII-TOPO vektor ve 3 pl distile su
karistinlarak 20 dk oda sicaklijinda inkiibe edildi. Sonrasinda karisimdan 2 pl alinarak buz
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tistiinde DH5a hiicreleri ile karistiriip 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
karisima 42°C’de 1s1 soku uygulanmis ve 250 pl SOC (stiper optimal katobolizer) besiyeri
eklenip 225 rpm’de 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, kanamisin iceren
LB-Agar plaklara ekilerek 37°C’de 1 gun inkibe edildi. Olusan kolonilerden tek koloni
secimi yapilarak kanamisin iceren 3 ml’lik LB besiyerine aktarildi ve 37°C’de 225 rpm
ile 1 giin suresince inklibe edildi. Elde edilen sivi kolonilerden plazmid ekstraksiyonu
yapildi. Plazmidler E.granulosus mitokondriyal 12S rRNA (GenBank no: AF297617) ve
E.multilocularis mitokondriyal 12S rRNA (GenBank no: NC_000928) gen bdlgelerini ice-
ren pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrol plazmidi, analitik duyarhlik ve 6zguil-
lGgiin belirlenmesi amaciyla her reaksiyonda 106-10°-10%-103-102-10-1 plazmid kopya
olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Testte negatif kontrol olarak distile su kullanildi.

Klinik Orneklerden DNA izolasyonu

Kist dokusu orneklerinden DNA ekstraksiyonu, kit ile Uretici firmanin (Qiagen, Alman-
ya) protokoli kullanilarak tarif edildigi gibi yapildi. DNA ekstraksiyonu sirasinda doku or-
neklerini iceren homojenattan 80 pl (ortalama 25 pg doku icerir) kullanildi. Bu homojenat
Uzerine 180 pl ATL tampon ve 20 pl proteinaz K ilave edilerek iyice karistirildi ve 56°C’de
dokular tamamen eriyene kadar inklbe edildi. Eritilmis doku Gzerine 200 pl AL tampon
ekledikten sonra iyice karistirilip 70°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
karisim icerisine 200 pl etanol eklendi ve sonrasinda bir kez daha iyice karistirildi. Elde
edilen karigim, kollektor tiip Gizerine oturtulmus kite ait filtreye aktarihp 8000xg’de 1 dk
santrifuj edildi. Santrifuij sonrasi siiziilen siviyr iceren kollektor tiip atildi ve filtreli tipler
temiz bir baska kollektor tiip icine yerlestirildi. Bundan sonra filtreli tiplere 500 pyl AW1
ytkama tamponu ilave edilip, tekrar 8000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Filtreli tipler santrifij
sonrasl temiz kollektor tlplerin icine yerlestirildi ve tizerine 500 pyl AW2 yikama tamponu
ilave edildikten sonra 14000 x g’de 3 dk santriftij edildi. Son olarak 14000 x g'de 1 dk
daha santrifijj ile arta kalan yikama tamponu uzaklastirilip filtreli tip temiz bir 1.5 ml’lik
ependorf icine yerlestirildi. Daha sonra 200 pl elisyon tamponu filtreli tiipe eklendi; 1 dk
bekletildikten sonra tiipler 8000 x g’de 1 dk santriflij edildi. Bu asamadan sonra filtreli
tlp atilarak, geride kalan DNA 6rnegi PCR calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Multipleks Gercek Zamanli PCR (M-RT-PCR)

Bu yontemde, E.granulosus ve E.multilocularis’e ait mitokondriyal 12S rRNA geni icerisin-
deki 199 b¢ uzunlugundaki bolge hedeflendi. Hedef genin cogaltiimasinda Echi S (5'-TTTAT-
GAATATTGTGACCCTGAGAT-3’; 25 nt) ve Echi A (5'-GGTCTTAACTCAACTCATGGAG-3’;
22 nt) primerleri ve ti¢ farkli prob; Anchor Ech (5’-GTTTGCCACCTCGATGTTGACTTAG-flo-
resan-3’; 25 nt), Granulosus (5'-LC640-CTAAGGTTTTGGTGTAGTAATTGATAT T TT-fosfat-3’;
30 nt) ve Multilocularis (5'-LC705-CTGTGATCTTGGTGTAGTAGTTGAGAT T-fosfat-3’; 28
nt) (TIB MolBiol, Almanya) kullanildi. Bu reaksiyon icin, LightCycIer® Fast Start DNA Mas-
ter HybProbe kiti, primer ve problar, Tablo I'de verildigi miktarlarda karistirildi. Orneklere
1.5 LightCycler Real Time cihazinda, Tablo II’de tarif edilen nicelik (quantification) ve erime
egrisi (melting curve) analizleri uyguland.
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Tablo I. Ger¢ek zamanli PCR testinde her 6rnek icin kullanilan reaksiyon karisimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
Echi A, ileri primer (20 pM) 0.5yl 0.5 uM
Echi S, geri primer (20 pM) 0.5 pl 0.5 uM
Anchor Ech, prob (20 uM) 0.1yl 0.1 uM
Granulosus prob (20 uM) 0.2 ul 0.2 uM
Multilocularis prob (20 uM) 0.1 ul 0.1 uM
10 x FastStart karigimi 2 2.0yl Tx
25 mM MgCl, ° 2.4 pl 4mMP
Distile su 9.2 ul -
Kalip DNA 5l -
Toplam 20 pl

 FastStart karigimi, FastStart enzim (1a) ve FastStart Reaction Mix HybProbe (1b) tiiplerinin karisimi ile
olusturulmustur.

b 25 mM MgCl, eklenmesi sonrasi son konsantrasyonun 4 mM olmasi, 10 x FastStart karisimi icinde bulunan 10
mM son konsantrasyondaki MgCl, solisyonundan kaynaklanmaktadir.

Tablo Il. Gergek zamanli PCR testinde her bir ornek icin kullanilan protokol

Dongii Hedef Sicakhk artis Okuma
Analiz modu sayisi Basamak sicakhk Sure hiz1 (°C/sn) modu
Preinkiibasyon
- 1 - 95°C 10 dk 20 -
Amplifikasyon
Kantifikasyon 40 Denatiirasyon 95°C 10 sn 20 -
Birlesme 51°C 10 sn 20 Tek
Uzama 72°C 10 sn 20 -
Erime Egrisi (Melting Curve)
1 Denatiirasyon 95°C 20 sn 20 -
Birlesme 40°C 20 sn 20 -
Uzama 85°C 0sn 0.2 Surekli
Sogutma (Cooling)
- 1 40°C 30 sn 20 -

Capraz Reaksiyon Ornekleri

M-RT-PCR testinin analitik 6zgulliginun belirlenmesinde; 12 farkli parazit (Taenia
saginata, Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Fasciola hepatica, Enterobius vermicularis,
Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, Trichomonas vaginalis, Cryptosporidium hominis,
Strongyloides stercoralis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax) ve insan 6rneklerin-
den elde edilen DNA ekstraksiyon 6rnekleri kullanildi.
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BULGULAR
Analitik Duyarlilik

Testin analitik duyarliiginin saptanmasinda, pozitif kontrol plazmidleri her reaksiyon
10%-10°-10%-103-102-10-1 kopya plazmid olacak sekilde sulandinlmistir. E.granulosus
nicelik testinden elde edilen sonuclar, pozitif kontrol plazmid érneklerinin 10°-1 aras
diliisyonda belirgin amplifikasyon egrisi verdigini 1 plazmid iceren 6rnekte diisiik miktar-
da floresan 1isima oldugunu gostermistir (Sekil 1A, okbasi). E.granulosus pozitif plazmid
kontrol ve klinik orneklere ait erime egrisi analizi sonuglari incelendiginde; 51-57°C ve
59-64°C arasinda iki farkli Tm degeri gézlenmistir (Sekil 1B ve 1D). Pozitif kontrol plazmid
érneklerinin 105-10°-10%-103-10%-10 diliisyonda benzer erime egrisi verdigi, 1 plazmid
iceren ornekte dustik miktarda igima oldugu saptanmistir (Sekil 1B, okbasi). Distile su
negatif kontrol érnedinde herhangi bir 1sima saptanmamistir. Bu sonuglar, E.granulosus
testinin saptama limitinin 1 kopya plazmid/pl 6rnek oldugunu gostermistir.

E.multilocularis sonuclari incelendiginde; nicelik testinde pozitif kontrol plazmid 6rnek-
lerinin 10°-1 arasi diliisyonlarda belirgin amplifikasyon egrisi verdigi goérilmiistir (Sekil
2A). E.multilocularis plazmid pozitif kontrol ve klinik 6rneklere ait erime egrisi analizi so-
nuclari incelendiginde, Tm degerinin 67.3 £ 1.5°C oldugu saptanmustir. Pozitif kontrol
plazmid &rneklerinin 108-1 arasi dilisyonlarda benzer erime egrisi verdigi gézlenmistir
(Sekil 2B). Distile su negatif kontrol érneginde herhangi bir isima saptanmamustir. Bu
sonuclar, E.multilocularis testinin saptama limitinin 1 kopya plazmid/ul 6rnek oldugunu
gostermistir.
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Sekil 1. E.granulosus pozitif kontrol plazmid 6rneklerinin 106-105-104-103-102-10-1 diltisyon aralidinda
(A) nicelik ve (B) erime egrisi analizi sonuglari. E.granulosus klinik érneklerinin (n: 10) (C) nicelik ve (D) erime
egrisi analizi sonuglari.
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Sekil 2. E.multilocularis pozitif kontrol plazmid Srneklerinin 10°-10°-10%-103-102-10-1 diliisyon araliginda (A)
nicelik ve (B) erime egrisi analizi sonuglari. E.multilocularis klinik 6rneklerinin (n: 15) (C) nicelik ve (D) erime
edrisi analizi sonuglari.

Analitik Ozgiilliik

Calismada kullanilan primer ve problarin 6zgilligu, BLAST analizi ile National Center
for Biotechnology Information web sitesi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kullanilarak
dogrulanmis ve 6nemli bir eslesme gorilmemistir. Ayrica 12 farkh parazite ait DNA or-
nekleri kullanilarak gerceklestirilen M-RT-PCR testinde capraz reaksiyon saptanmamistir.

Klinik Duyarhlik ve Ozgiilliik

M-RT-PCR testi gelistiriimesinde kullanilan 25 adet kist 6rneginin 10’u E.granulosus,
15'i E.multilocularis saptanmig hastalara aittir. M-RT-PCR yonteminden elde edilen sonug-
larin nicelik analizi, her 6rnekte Echinococcus varligini gostermistir (Sekil 1C ve 2C). Erime
egrisi sonuclari, bu 6rneklerin 10’unun E.granulosus (Sekil 1D) ve 15’inin de E.ultilocularis
(Sekil 2D) oldugunu gostermistir. AE hastalarinda, kontrol plazmidlerinden ve hastalara
ait kist orneklerinden elde edilen erime egrisi analizi degerleri benzer bulunmustur. KE
hastalarina ait orneklerin erime egrileri incelendiginde; 8 6rnege ait erime egrisi, pozitif
kontrol plazmidi erime egrisine benzerken, iki 6rnegin erime egrisi farklilik gostermistir
(Sekil 1D, okbasi). Bunlarin farkli E.granulosus suslarina ait oldugu distinGlmustir. Ayrica
negatif kontrol olarak kullanilan insan DNA orneklerinin (n: 25) hepsi negatif saptan-
mistir. Bu sonuglara gore, bu calismada gelistirilen M-RT-PCR yonteminin ekinokokkoz
tanisinda duyarlilik ve 6zgilliginin %100 oldugu belirlenmistir.
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Son zamanlarda, insanlarin da dahil oldugu ara konaklardan elde edilen kist mater-
yallerinde ve kopek ya da tilki gibi kesin konaklardan elde edilen digki 6rneklerinde eki-
nokokkoz tanisi icin geleneksel yontemlere ek olarak molekiler yontemler kullaniimakta-
dir'7-1% Bu yontemler sayesinde ekinokokkoza neden olan Echinococcus tiirii kolaylikla
ayirt edilebilmektedir. Bu calismada gelistirilen multipleks yaklasim ile kombine edilmis
gercek zamanh PCR teknidi, zamandan tasarruf sagladigi, maliyeti dustirdiigu, duyarhlik
ve 0zgulliglu artirdigi ve kullanim kolayhgi sebebiyle tercih sebebi olmaktadir. Ayrica,
kapal tlp sisteminin kullanimi ile, molekdler tanida 6nemli problemler arasinda yer alan
kontaminasyon riskinin azaltiimasi da bir diger avantajidir. Buna ek olarak hibridizasyon
probunun kullaniimasi ile elde edilen erime egrisi analizi sonuclari, tiir bazinda ve hatta
hedef gene bagl ayni tirtun farkli suslari arasinda da ayrim imkani saglayabilmektedir.
Ayrica, tedavi 6ncesi ve sonrasinda parazite ait DNA miktar tayininin 6lgiimine olanak
vererek tedavi etkinliginin degerlendirilmesine de yardimci olmaktadir?®24,

Bu calismada gelistirilen multipleks gercek zamanh PCR (M-RT-PCR) sayesinde,
Turkiye’de ve diinyada, insanlarda ve hayvanlarda ciddi patolojilere neden olan ekino-
kokkoz tanisi saglanirken, E.granulosus ve E.multilocularis aynmi da ayni test icerisinde es
zamanli olarak yapilabilmistir. Ayrica testin analitik duyarllik ve 6zgilliginin belirlen-
mesi icin TOPO klonlama ile pozitif kontrol plazmidleri olusturulmustur. Testin saptama
limitinin, E.granulosus ve E.multilocularis icin 1 kopya plazmid/pl 6rnek oldugu gosterilmis
ve 12 farkh parazit ile capraz reaksiyon vermedigi de belirlenmistir. Bu sonuclara gore,
gelistirilen test, E.granulosus ve E.multilocularis’in sebep oldugu ekinokokkoz tanisini ylk-
sek duyarlilik ve 6zglilliikle saptayabilmektedir. Testte ayrica, ¢ hibridizasyon probunun
kullaniimasiyla gerceklestirilen erime egrisi analizi sonucuna gore, E.granulosus icin iki
farkh Tm degeri 51-57°C ve 59-64°C arasinda degisirken, E.multilocularis icin Tm degeri-
nin 67.3 £ 1.5°C oldugu saptanmistir. Erime 1sisi degerlerinin farkli olmasi sayesinde de
E.granulosus ve E.multilocularis ayni test icinde ayirt edilebilmistir. Gelistirilen M-RT-PCR
yontemi, daha sonra E.granulosus ve E.multilocularis oldugu patolojik olarak gosterilmis
25 ornege ve negatif 25 insan DNA 6rnegine uygulanmis ve %100 duyarllk ve 6zgul-
likle ekinokokkoz tanisinin yapildigi tespit edilmistir. Bunun yaninda, patolojik olarak
ayrimi yapilmis 25 kist 6rneginin erime egrisi analizi incelenerek 10’unun E.granulosus ve
15'inin E.multilocularis oldugu gosterilmistir.

Georges ve arkadaslari'’, karaciger disi yerlesimli iki ekinokokkoz olgusunun serolojik
degerlendirmesinde, kesin sonug alinamamasi sebebiyle, kemik dokusu kaynakli iki kist ice-
riginde E.granulosus ve E.multilocularis’e ait mitokondriyal 12S rRNA genini konvansiyonel
PCR kullanarak arastirmig ve her iki olgunun da AE oldugunu saptamiglardir. Yakin zamanda
yapilan bir konvansiyonel multipleks PCR calismasinda da, E.granulosus, E.,multilocularis ve
E.shiquicus'e ait sirasiyla ND1, ND5 ve COX1 genleri hedeflenmistir®. Elde edilen bant bi-
yuklikleri, testin 6zgilluginun, diger parazitlere ait DNA'lar kullanildiginda %100 oldugu-
nu gostermistir. Ayni calismada, duyarliigin arastirilmasi icin protoskoleks ve yumurtadan
elde edilen DNA ornekleri kullaniimis; duyarliligin E.granulosus ve E.shiquicus igin 20 pg
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DNA, E.multilocularis icin 10 pg DNA, E.granulosus icin iki yumurta ve E.multilocularis i¢in
tek yumurta oldugu belirtilmistir®. Schneider ve arkadaslarinin'® calismasinda, histolojik
olarak E.granulosus (n: 76) ve E.multilocularis (n: 4) saptanmig 80 hasta 6rnegi, mitokond-
riyal ND1 genini hedefleyen konvansiyonel PCR yontemi kullanilarak E.granulosus ve
E.multilocularis turlerinin ayirt edilmesinde kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, kullanilan
PCR yonteminin duyarlilik ve 6zgulligiindn sirasiyla %85 ve %100 oldugunu gostermis-
tir'®. Dybicz ve arkadaslar'? ise, hepatektomi yapilan KE siipheli 47 hastaya ait 6rnekleri,
direkt mikroskopi ve iki farkli mitokondriyal gen bélgesini (ND1 ve COX1) hedefleyen
konvansiyonel PCR ile incelemisler; 27 ornekte (%57) direkt mikroskopi ile protoskoleks
gorurken, PCR ile 30 6rnekte (%64) pozitiflik saptamislardir. Arjantin’de yapilan baska bir
calismada, bir hastadan alinan biyopsi 6rnegi skoleks icermemesine ragmen kist morfo-
lojisi sebebiyle ekinokokkoz ile iliskilendirilmis ve serolojik testler ile de ekinokokkoz tanisi
dogrulanmistir?’. Daha sonra ayni hastadan ameliyatla cikartilan karaciger 6rneginin pa-
toloji sonucu AE olarak bulunmustur. Ayni 6rnege iki farkli mitokondriyal DNA bélgesini
(sitokrom b ve COX1) hedefleyen konvansiyonel PCR uygulanmig ve elde edilen sonug-
lar, ilging sekilde etkenin E.multilocularis degil, insanda PE olusturan E.vogeli oldugunu
gostermistir?®. Bu calismalar ekinokokkoza neden olan tiiriin belirlenmesi ve kist tipinin
ortaya cikariimasinda patoloji ve seroloji gibi geleneksel yontemlere ek olarak molekiiler
yontemlerin de kullanilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Diger taraftan, ekinokokkozun insanlara ve diger hayvanlara bulasmasinda anahtar
rol oynayan kopek ve tilkilere ait digski 6rneklerinde PCR yontemi kullanilarak tani konul-
maktadir'®2*, Hayvanlara ait diski 6rneklerinde E.multilocularis’in molekiiler ydntemlerle
saptanmasi icin yapilan bir calismada, E.multilocularis pozitif diski 6rneklerinde (n: 47)
12S rRNA genini hedefleyen multipleks gercek zamanl iki turlu (nested) PCR yontemi
gelistirilmistir'®. Bu testin duyarliliginin klasik iki turlu PCR’a gére %30-38 oraninda daha
yiiksek oldugu bulunmus; analitik duyarlilik ise 10 fg hedef DNA olarak saptanmustir'8,
Ayni calismada, farkl konaklardan izole edilmis E.multilocularis suglarina erime egrisi ana-
lizi uygulandiginda farkh Tm degerleri elde edilmis; kopek, tibet tilkisi ve kirmizi tilkiden
izole edilen suslara ait Tm degerleri sirasiyla 38°C, 44.8°C ve 56°C olarak tespit edilmis-
tir'®. Oines ve arkadaslari®*, tilki diskilarinda E.multilocularis yumurtalarinin saptanmasi
icin, mitokondriyal DNA’y1 hedefleyen multipleks PCR ve (g farkli gercek zamanli PCR
(RT-PCR) yontemini karsilastirmiglar ve diskidan E.multilocularis tanisinda RT-PCR yonte-
minin daha duyarli oldugu bildirmislerdir?*,

Gercek zamanli PCR isleminde amplifikasyon islemine paralel olarak erime egrisi ana-
lizi ile tir aynimi yapilabilirken, farkh bir yaklasima sahip olan konvansiyonel PCR islemi
sonrasl RFLP (restriction fragment length polymorphism) testi ile de tir ayrimi yapi-
labilmektedir. Sakalar ve arkadaslari?>, formaldehit ile tespit edilmis parafine gémiili
histolojik olarak ekinokokkoz tanisi almig 11 adet kist materyalini (10 adet KE, 1 adet
AE) kullanarak PCR-RFLP ydntemiyle tiir ayrimi yapmuslardir. ilk olarak kist materyalleri-
ne mitokondriyal gen bolgesini hedefleyen PCR yontemi uygulanmis, sonrasinda Tsol,
Mbol, Mboll ve Accl restriksiyon enzimleri kullanilarak PCR iriinleri kesilmistir. islem son-
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rasi jelde yurutilen driinlerden elde edilen sonuclar, kullanilan restriksiyon enzimlerinin
E.granulosus ve E.multilocularis'i birbirinden ayirdigini gstermistir?>.

Kist orneklerinin yani sira serum ve idrar orneklerine de PCR y6nteminin uygulanabi-
lecegi gosterilmistir. Chaya ve arkadaslarinin® calismasinda, 50 hastadan (25'i cerrahi ya
da ultrason ile KE tanisi almis, 25’i negatif kontrol) serum ve idrar 6rnegi; opere edilen
10 hastadan da kist sivisi 6rnekleri alinmistir. Kist sivisi 6rneklerinin timu (n: 10), antijen
tespiti yapan ELISA ve NADH1 genini hedefleyen konvansiyonel PCR ile E.granulosus po-
zitif bulunmugtur. Ayrica KE tanisi almis 25 hastaya ait serum 6rneklerinin besinde PCR
ile E.granulosus pozitifligi tespit edilmistir. ilging olarak, bu hastalarin kistlerinin perfore
oldugu bildirilmistir. idrar 6rneklerinin (n: 25) hicbirinde ve kontrollere (n: 25) ait serum
érneklerinde PCR ile pozitiflik saptanmamistir?®. Arastiricilar, calismanin sonunda, bo-
zulmamis kiste sahip hastalarin serum 6rneklerinde PCR yonteminin basarisiz oldugunu,
ancak perfore kisti olan hastalarin serum 6rneklerinde PCR yontemiyle ekinokokkoz tani-
sinin yapilabilecegini ifade etmislerdir?®.

Sonug olarak, ekinokokkoz ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde, gerek insanlarda
tani icin gerekse hastaligin yayilmasinda temel unsur olsan kopek ve tilkilerde yapilan
epidemiyolojik calismalar icin daha etkin PCR yontemine ihtiya¢ oldugu gorilmektedir.
Bu sebeple cesitli PCR tekniklerinin gelistiriimesi devam etmektedir. Bu calismada gelisti-
rilen M-RT-PCR testinin gosterdigi analitik ve klinik duyarlilik ve 6zgullik degerleri, kist ve
serumdan ekinokokkoz tanisini ve tiir ayrimini es zamanl olarak yapabilecek bir yontem
oldugu ortaya koymaktadir.
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