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Oz

Amag;: Kistik Ekinokokkozis, Echinococcus cinsi parazitlerin larva formunun insanlarda neden oldugu zoonotik bir hastaliktir. Tan1 temelde invaziv
olmayan goriintiileme tekniklerine dayanmaktadir. Tedavide goriintilleme esliginde yapilan perkiitan girisimler bitylik 6neme sahiptir. Tedavi sirasin-
da elde edilen kist ierigine yapilan protoskoleks incelemesi taninin dogrulanmasinda kullanilmaktadir. Ancak, negatif sonug alinmasi taniy1 diglama-
maktadir. Bunun yani sira, molekiiler yontemler de kullanilmakta ancak her zaman saptanabilir DNA elde edilememektedir. Bu ¢aligmada, perkiitan
aspire edilmis kist sivilarinda protoskoleks varligi ile PCR sonuglari arasindaki korelasyonun arastirilmas: amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Caligmaya, goriintiileme yontemleri ile aktif hastalik tanis1 almig ve perkiitan giris sirasinda, diger bir canlilik bulgusu olan, kaya
suyu barindirdig1 saptanan kistler dahil edilmistir. Toplamda aspire edilen 71 hidatik kist stvis1 protoskoleks varligi agisindan incelenmis, sonrasinda
ise mitokondriyal bir gen olan sitokrom oksidaz 1’i hedefleyen PCR gergeklestirilmistir. PCR sonucu pozitif olan tiim 6rnekler dizi analizi ile dogru-
lanmustir.

Bulgular: Protoskoleks incelemesine gére, 71 kist 6rneginin, 32 (%45) tanesinin pozitif, 39 tanesinin negatif oldugu saptanmistir. Yapilan PCR sonucu
&rneklerin 54 (%76) tanesinde pozitif, 17 tanesinde negatif sonug izlenmistir. Iki inceleme karsilagtirildiginda, protoskoleks varhig ile pozitif PCR
sonucu arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki bulunmustur (p<0.05, Ki-Kare testi).

Sonug: Bu ¢aliyma sonucunda, aktif hidatik kist varliginin taninmasinda PCR analizinin protoskoleks incelemesine gore daha yiiksek dogruluk orani-
na sahip oldugu saptanmugtir. Bununla birlikte, protoskoleks varlhiginin pozitif PCR sonucu ile arasinda istatiksel olarak anlamli iliski oldugu saptan-
mugtir. Ancak protoskoleks negatif olan olgularda izlenen PCR pozitifligi, mikroskobik olarak negatif bulunan érneklerin molekiiler yéntemlerle de
parazit DNA’s1 agisindan incelenmesi gerekliligini ortaya gikarmustr.

Anahtar Kelimeler: Hidatik kist, tanisal goriintiilleme, girisimsel radyoloji, echinococcus granulosus, pcr

Abstract

Objective: Cystic Echinococcosis is a zoonotic disease caused by larval form of Echinococcus parasites in humans. The diagnosis is primarily made
by imaging. Percutaneous interventions have a significant role in treatment. Protoscolex examination of the cyst content aspirated during treatment,
could be performed to confirm microbiological diagnosis, however negative results do not exclude the disease. Molecular methods could be used for
the diagnosis, however DNA is not always detectable. The aim of this study was to investigate the correlation between the protoscolex existence and
PCR results in percutaneously aspirated cyst contents.

Material and Methods: The study consisted of radiologically diagnosed active hydatid cysts containing rock water (sign of disease activity) found
during percutaneous treatment. A total of 71 hydatid cysts were examined for protoscolex existence, thereafter a PCR protocol which is targeting
cytochrome oxidase 1 gene was performed. All positive amplicons were characterized by sequencing.

Results: According to examination of protoscolex existence, of the 71 cyst specimens, 32 (45%) were positive and 39 were negative. In PCR study, 54
(76%) samples were positive and 17 samples were negative. There was a statistically significant correlation between the presence of protoscolex and
PCR positivity (p<0.05, Chi square test).

Conclusion: This study demonstrated that PCR analysis had a higher accuracy rate for the diagnosis of active hydatid disease. Nevertheless, there was
a statistically significant correlation between the protoscolex existence and PCR positivity. However, PCR positivity found in samples with lack of
protoscolex pointed out the necessity of molecular studies in case of negative microscopic examination.
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Kistik Ekinokokkozis (KE) veya Kist Hidatik, Echinococ-
cus granulosus sensu lato s.l. adli parazitin larva formu-
nun neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur. KE diinya
genelinde en yaygin zoonotik enfeksiyonlardan biri olup,
ozellikle kirsal kesimlerde besi hayvanlari ve kopeklerle
yakin temasta olan kisilerde goriilmektedir. Echinococcus
cinsinin yagsam dongiisii temel olarak kopekgiller ve oto-
bur hayvanlar arasinda devam etmekte, insan bu déngiide
rastlantisal olarak yer almaktadir. Morfolojik o6zellikler,
konak 6zgiilliigii ve cografi dagilim gibi 6zellikler acisin-
dan incelendiginde E.granulosus s.l. tiirii icerisinde, azim-
sanmayacak Ol¢lide genetik varyant oldugu gosterilmistir
(1,2). Buna gore; E. granulosus s.l tiir kompleksi icerisin-
de Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s) (genotip-
ler G1-G3), Echinococcus felidis, Echinococcus equinus
(G4), Echinococcus ortleppi (G5) ve Echinococcus ca-
nadensis (G6/G7, G8, G10) yer almaktadir (1-4). Cografi
dagilim olarak incelendiginde KE, Avustralya, Asya, Gii-
ney Amerika ve Akdeniz {ilkelerinin 6zellikle kirsal alan-
larinda endemik bir enfeksiyon olup, hala 6nemli bir halk
sagligi problemidir (5). Ulkemizde de KE, en énemli hel-
mintik enfeksiyonlarin baginda yer almakta ve eski ¢ag-
lardan bu yana varhigini stirdiirmektedir (6). Enfeksiyon
asemptomatik baslayip, sonrasinda yavas biiyiiyen kistler
ile kendini gostermektedir. KE i¢in klinik semptomlar
cesitlilik gostermekle birlikte patognomonik olmayip, yil-
larca sessiz kalabilmektedir (7). E.granulosus s.l’un etken
oldugu kistlerin farkli ultrasonografi (US) goériiniimleri
temel alinarak, Diinya Saglik Orgiiti'niin Ekinokokkozis
caligma grubu (WHO-IWGE), karaciger hidatik kisti icin
hastaligin aktivitesini baz alan bir siniflama yayinlamistir
(8,9). Bu smiflandirmaya gore; kistik lezyon (CL), tip 1
(CE1), tip 2 (CE2), tip 3A ve tip 3B (CE3a-CE3D), tip 4
(CE4), tip5 (CE5) seklinde kategorize edilmistir.

KE tanis: temelde ultrasonografi (US), bilgisayarli tomog-
rafi (BT), rontgen ve manyetik rezonans (MR) gibi inva-
ziv olmayan goriintiileme tekniklerine dayanmakta olup,
karakteristik olmayan gériintiileme bulgularinin varoldu-
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gu olgularin tanisinda serolojik testler kullanilmaktadir.
Tanmnin dogrulanmasi amaciyla, goriintilleme egliginde
perkiitan tedavi sonrasi elde edilmis hidatik kist sivisinda
karakteristik protoskoleks incelemesi 1s1k mikroskobu ile
yapilmakta ancak steril kistlerin varliginda tan1 mikrobi-
yolojik olarak dogrulanamamaktadir (8). Bunun yani sira
giintimiizde molekiiler yontemler, elde edilmis kist mater-
yalinde taniyr dogrulama, tiir ve sus diizeyinde ayrim ya-
pilabilmesini saglamakta olup, yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu amagla siklikla mitokondriyal genler olan
sitokrom oksidaz 1 (cox1) ve nikotinamid adenin dintik-
leotit dehidrogenaz alt tinite 1 (nadl) genlerinin kismi
dizileri hedeflenmektedir. Ancak PCR yaklasimlar: kist
canlihgini degerlendirememekte ve negatif PCR sonucu
hastalig1 ekarte edememektedir (8). Yapilan ¢alismalarda,
PCR sonuglarinin degisken olmasi mikrobiyolojik a¢idan
karmaga yaratmaktadir (10). Bu ¢alismadaki amag, radyo-
lojik olarak aktif hidatik kisti olan olgulardan, perkiitan
aspire edilmis kist sivilarinda protoskoleks varlig: ile PCR
sonuglar1 arasinda bir korelasyon olup, olmadiginin aras-

tirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem

Calisma kapsamina, Hacettepe Universitesi Hastanesi,
Non Vaskiiler Girisimsel Radyoloji béliimiinde aktif KE
tanis1 konan ve perkiitan tedavisi yapilan 71 hastanin (71
kist) hidatik kist 6rnegi dahil edildi. Calisma Hacettepe
Universitesi Etik Kurulu tarafindan 2019/20-17 sayili ka-
rar ile etik agidan uygun bulundu.

Calismaya dahil edilen tiim hastalar USG tetkiki ile deger-
lendirildi ve kistlerin tipleri, lokalizasyonlar1 ve boyutlar:
tespit edildi. Kist tiplerinin degerlendirilmesinde Diinya
Saglik Orgiiti'niin karaciger hidatik kisti i¢in hastaligin
aktivitesini baz aldig1 siniflama kullanild: (8).

Aspire edilmis kist sivisindan 2mL alinarak yeni bir tiipe
aktarildi, 3 dakika 3000 gde santrifiij edildikten sonra
¢Okelti protoskoleks varligi acisindan 151k mikroskobu
ile incelendi. Mikroskobik incelemenin ardindan kist si-
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vilart molekiiler testler ¢alisilincaya kadar -80 “Cde sak-
land1. Hidatik kist sivissndan DNA ekstraksiyon islemi,
ticari bir kit olan “GeneJet Genomic DNA Purification
Kit” (Thermo Fisher®, ABD) ile {iretici firma talimatlar
dogrultusunda yapildi. Elde edilen DNAllara, cox 1 genini
hedefleyen PCR protokolii uygulandi. Bu amagla kullani-
lan primer dizileri F: 5' - TTG AAT TTG CCA CGT TTG
AAT GC-3'veR:5' GAA CCT AACGAC ATA ACATAA
TGA 3' seklindedir (11). PCR iiriinleri %1,5’lik agaroz jel
elektroforez yontemi ile goriintillendi ve ~828b¢’lik bant-
lar pozitif olarak kabul edildi. Pozitif trtinler dizi anali-
zine alindi, ardindan BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/) algoritmasi yoluyla tanimlandi. Elde edilen
veriler, SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
ile Ki-Kare testi kullanilarak test edildi ve p< 0.05 istatis-
tiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Caligmaya 71 hastada tespit edilmis olan 71 kist dahil
edildi. Kistlerin tiplerine gore dagilimi su sekilde idi: 43
(%60.6) CE1, 20 (%28.2) CE2, 6 (%8.4) CE3a ve 2 (%2.8)
CE3b (Sekil 1). Bu kistlerden 55 (%77.5)’i karaciger sag
lob, 9 (%12.7)” u karaciger sol lob, 2 (%2.8) si bobrek, 2
(%2.8)’ si kas i¢i, 1 (%1.4)’ i dalak, 1 (%1.4)’ i mezenter ve
1 (%1.4)’ i de intraperitoneal yerlesimli idi. Kist boyutlar1
14 (%19.7) tanesi 5 cmden kiigiik, 41 (%57.8) tanesi 5-10
cm araliginda ve 16 (%22.5) tanesi 10 cmden biiyiik olarak
tespit edildi.

Protoskoleks varlig1 agisindan incelenen 71 kist 6rneginin,
32 (%45) tanesinin pozitif, 39 (%55) tanesinin negatif ol-
dugu saptand. Yapilan cox1 hedefli PCR sonucu 6rnekle-
rin 54 tanesinde pozitif, 17 tanesinde negatif sonug izlendi
(Tablo 1). PCR pozitif olan tiim 6rnekler dizi analizi sonu-
cu BLAST algoritmasiyla E. granulosus s.l. oldugu dogru-
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landi. Protoskoleks acisindan pozitif olan 32 6rnekten 29
tanesi PCR pozitif sonug verdi, 3 tanesinin PCR sonucu
negatif olarak saptandi. Protoskoleks negatif olan 39 6r-
negin 25’i (%64.1) PCR testinde pozitif sonug verdi, 14 ta-
nesi PCRda da negatif olarak izlendi. Protoskoleks varlig
ile pozitif PCR sonucu arasindaki iligki arastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Sekil 1. Caligmaya dahil edilen kist 6rneklerin kist tipleri-
ne gore ylizde dagilimi.

KistTipleri

u CE1

= CE2

s CE3a
CESb

Tablo 1. Protoskoleks varligi ve PCR sonuglarinin

dagilimi.
PCR Sonucu
Toplam
Pozitif Negatif
Protoskoleks Varlig: 29 3 32
25 14 39
Toplam 54 17 71

Tartisma ve Sonug

KE, kozmopolitan yayilim gosteren bir zoonoz olup, gii-
niimiizde halk saglig1 problemi yaratmaya devam etmekte
ve diinya ¢apinda yaklasik 1.5 milyon kisiyi etkilemekte-
dir. Bulag sonras: hidatik kistin biiytime orani net bilin-
memekte olup, gelisme hizi yilda yaklasik 1 cm olarak
belirtilmektedir (12). Ayrica kistler genellikle 5 cm ¢apa
ulagincaya kadar belirti gostermemekte, bu nedenle has-
talarn %40-601 herhangi bir sikayeti olmadan yasamla-
rin1 devam ettirmektedir (13-15). Literatiirde ozellikle
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unilokiiler kistlerin uzun siire asemptomatik kalabildik-
leri (16,17) bilgisi mevcut olup, caligmamiza dahil edilen
olgularin da ¢ogunlugunun kist biiytikliigiiniin 5 cny’in
tizerinde kaydedildigi ve uzun siire asemptomatik kaldik-
larina dair hipotezi destekler nitelikte oldugu goértilmek-
tedir. Kist tiplerine gore dagilim incelendiginde, ¢ogunlu-
gun CE1 (%60.6) kist tipi oldugu goriilmiis ve bunu, CE2
(%28.2), CE3a (%8.4) ve CE3b (%2.8) takip etmistir. Ol-
gularimizin gogunlugunun CE1 veya CE2 kist tipine sahip
olmalari, WHO-IWGE o6nerisine gore inaktif olarak sinif-
landirilan CE4 ve CES5 tiplerinde tedavisiz izlem stratejisi
uygulamasindan kaynaklandig: seklinde yorumlanmigtir.
Literatiirde, hidatik kistlerin organlara gore dagilim yiiz-
deleri karacigerde %58, akcigerde %27, diger organlarda
ise %15 olarak bildirilmistir (18). Calismamizda incelenen
kistlerin organ tutulumlar: da literatiirle uyumlu olup, en
sik karaciger sag lobda (%77.5) yerlesim gosterdigi sap-
tanmus, bunu karaciger sol lob (%12.7) takip etmistir.

Hidatik kistlerde, protoskoleks gelisimi i¢in gerekli mini-
mum siire bilinmemekle birlikte, yapilan hayvan temelli
galigmalar sonucu enfeksiyondan sonra 10 ay ve tizeri bir
stire gerektigi diisiiniilmektedir (12). Yapilan c¢aligmalar,
kist sivisinda protoskoleks goriilme oraninin, %31-34
oldugunu ve incelenecek materyalin miktar1 ve saklama
kosullarinin mikroskobik incelemeyi etkileyebilecegini
belirtmistir (19,20). Protoskoleks goriilme orani literatiir-
de %50’in altinda saptanmis olmasina kargin, yapilan bir
caliymada insanlarda karaciger yerlesimli kistlerde fertili-
te oran1 %57,1 ve goriilen protoskolekslerin canlilik orani
%42 olarak bildirilmistir (21). Ayrica ayni hastada hem
fertil (protoskoleks pozitif) hem de steril (protoskoleks
negatif) Kkistler gortlebilecegi belirtilmistir (12). Bizim
¢aligmamizda, insan kaynakli hidatik kist sivisinda yapi-
lan inceleme sonucu, protoskoleks goriilme orani %45.1
olarak saptanmistir.

Tanida 6zellikle steril kistlerde kullanilabilecek daha ileri
teknikler olarak, sividaki spesifik E. granulosus antijenle-
rinin arastirilmasi ve kist sivist ve/veya parazit dokusun-
daki DNAn1n gosterilmesi (6r; PCR) sayilmaktadir (7). Bu
caligmada, 151k mikroskobisiyle protoskoleks goriilmeyen
39 ornekten 25’1 (%64.1) PCR pozitif olarak izlenmistir.
Bu sonug, 151k mikroskobisiyle negatif bulunan drneklere
molekiiler yontemler ile de bakilmas: gerekliligini ortaya
¢ikarmaktadir. Protoskoleks pozitif olarak izlenen yal-
nizca 3 ornek PCR negatif olarak sonug vermistir. Bu da
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ekstraksiyon yonteminin varolan parazit DNAsinin mik-
tarinda azalmaya sebep olabilecegi veya uzayan saklama
kosullar1 nedeniyle DNA degradasyonu yasanmis olabile-
cegi seklinde yorumlanmustir (10,22).

Sonug olarak, radyolojik taninin mikrobiyolojik olarak
dogrulanmasi dogru epidemiyolojik bilgi agisindan kritik
onem tasimaktadir. Ayrica E.granulosus s.I'nun ¢esitlilik
aragtirmalarinda PCR metodu yaygin olarak kullanilmak-
ta ancak bazi durumlarda tiim 6rneklerde DNA izolasyo-
nu gerceklestirilememektedir. Bu ¢aligma soncunda, en
yaygin kullanilan mikrobiyolojik yontem olan 1sitk mik-
roskopisiyle protoskoleks varliginin pozitif bulunmasinin
PCR sonucunun pozitif olma ihtimalini yiikselttigini gos-
termistir. Ancak protoskoleks negatif izlenen 6rneklerde
de PCR porzitifliginin yiiksek olmasi mikroskobik olarak
negatif bulunan érneklerin molekiiler yontemlerle de pa-
razit DNA’1 agisindan incelenmesi gerektigini diistindiir-
mektedir.
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