ARASTIRMA (Research Report)

CYSTIC ECHINOCOCCOSIS’IN (CE) INDIREKT FLUORESAN
ANTIKOR TESTI (IFAT) iLE TANISINDA KULLANILAN
ANTIJENLERIN TANI DEGERLERININ ARASTIRILMASI*
Investigation of Diagnostic Values of Antigens Used for the
Diagnosis of Cystic Echinococcosis by IFAT

Seving SENER/, Siileyman YAZAR?, izzet SAHIN®

Ozet : Cystic Echinococcosis(CE); Echinococcus
granulosus ‘un metasestod formunun neden oldugu bir
helminto-zoonozdur. Calismada, CE  oldugu
operasyonla kanitlanmis 20, Taenia saginata ile
enfekte 20, Hymenolepis nana ile enfekte 6 hasta ve
10 saghkl kontrol serumunda; biitiin protoskoleks,
germinal membran kesiti ve kesit protoskoleks ile
hazirlanmis olan antijenlerin kullamildigi IFAT ve
ELISA ile anti-Echinococ antikorlart arastirilmistir.
Calismada;, IFAT igin germinal membran kesit
antijeninde ozgiilliik %100, duyarlilik %100, biitiin
protoskoleks antijeninde o6zgiilliik %80, duyariilik
%95, kesit protoskoleks antijeninde ozgiilliik %697,
duyarlilik %100 olarak saptanmistir. Hazir ELISA
kitinin ise ozgiilliigii %70, duyarliigi %100 olarak
hesaplanmigtir. Sonug¢ olarak, her ii¢ yéntemle
hazirlanan antijenlerin insan CE tanist ig¢in IFAT ta
kullanilabilecegi fakat germinal membran kesit
antijeni ile ¢apraz reaksiyon goriilmemesi ve
hazirlanmasinin kolay olmasindan dolayr bu yontemle
hazirlanan antijenin kullaniimasmin biiyiik avantaj
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kistik ekinokokkozis, Antijen,
IFAT, ELISA.

Summary : Cystic echninococcosis (CE) is a
helmintho-zoonosis caused by metacestode form of
Echinococcus granulosus. At the present study,
anti-Echinococ antibodies were investigated using
whole protoscolex, cross-section of protoscolex
and germinal membrane cross-section antigens by
IFAT and also by ELISA in 20 samples with CE
proved by operation, 20 samples of patients
infected with Taenia saginata, 6 samples of
patients infected with Hymenolepis nana and 10
samples as controls. Specificity and sensitivity of
each test was calculated and they were found for
IFAT as follow; for germinal membrane specificity
100%, sensitivity 100%, for whole protoscolex
specificity 80%, sensitivity 95% and for cross-
section protoscolex specificity 97% and sensitivity
100%. Commercial ELISA kit’s specificity and
sensitivity were also obtained as %70 and 100%
respectively. These results indicate IFAT antigens
prepared with these three methods could be used
for the diagnosis of human CE. Uses of germinal
membrane cross-section antigens could be more
useful than others in IFAT, for it is easier to
prepare and there is no cross-reaction seen.

Key words: Cystic echinococcosis, Antigen, IFAT,
ELISA.

Echinococcus  granulosus’un  larval ~ formunun
insanlarda karaciger ve akciger basta olmak {izere
birgok organa yerlesmesiyle meydana gelen hastaliga
kistik ekinokokkozis (cystic echinococcosis=CE) ad1
verilmektedir. CE tiim diinyada oldugu gibi, biiyiik bir
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kesimin hayvancilikla ugrastigi iilkemizde de
yaygin bir hastaliktir. Koyun, sigir vb hayvanlarin
kistli organlarinin yenmesi sonucunda enfekte olan
kopeklerde parazit erigkin forma doner ve
yumurtalarinin képek digkisiyla etrafa yayilmasi
sonucu insanlar bu yumurtalar1 bulagh yiyecek ve
iceceklerle veya kopek ile temas sonucunda agiz
yoluyla alarak enfekte olurlar.

*Bu calisma, Erciyes Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 02.11.06 nolu proje ile desteklenmistir.
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Cystic echinococcosis’'in (CE) Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) ile tamisinda kullanilan antijenlerin tami degerlerinin arastirilmasi

CE tanismin  glinimiizde radyolojik  tani
yontemleriyle konmaya galisilmasina ragmen kistin
timor, abse, basit kist gibi diger yer kaplayan
olgularla aywrict tanismin  yapilabilmesi ve
operasyon sonrast niikslerin daha saglikli bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in ©6n tanimnin
serolojik  tan1  yoOntemleriyle  desteklenmesi
gerekmektedir. Calismamizda  Echinococcus
granulosus 'un metasestod formunda bulunan farkli
antijenik yapilar (biitiin protoskoleks, protoskoleks
kesiti ve germinal membran kesiti) kullanarak
hazirladigimiz IFAT antijen preparatlar ile anti-
echinococ  antikorlari, hazir  ELISA  kiti
paralelliginde arastirllmis ve farkli antijenik
yapilarla elde edilen sonuglarin duyarliliginin ve
Ozgiilliigiiniin karsilastirilmast amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Caligmaya alinan 56 olgudan 20’si Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ile Kayseri
SSK Hastanelerine miiracaat ederek operasyon ile
CE kesin tanisi olanlardan, ¢apraz reaksiyonun
arastirlldigt Taenia saginata’li 20, Hymenolepis
nana’li 6 hastadan ,10’u ise saglikli insanlardan
olusmaktadir.Bu olgulardan yaklasik Scc kan alinip
3000 devir/dak da santrifiij edilerek serumlari
ayrilmis ve kullanilincaya kadar -70 °C de
saklanmuistir.

IFAT icin Antijen Hazirlanmasi : Echinococcus
granulosus’un metasestod formunda bulunan farkl
yapilar  kullanilarak ~ IFAT  i¢in  antijen
hazirlanmistir.

Biitiin protoskoleks antijeninin hazirlanmasi:
Kistlerden aspire edilen sivi, protoskolekslerin ve
diger partikiillerin ¢okmesi igin 30 dakika
bekletilmis ve 1000 devir/dak da 15 dakika
santrifiij edilerek parazit yogunlugu arttirilmustir.
Daha once 1 saat alkol eter karigiminda
bekletilmig, adhesiv hale getirilmis teflon baskilt
lamlarin her bir c¢ukuruna 10-15 protoskoleks
diisecek sekilde yayilmigtir. Oda 1sisinda kurutulan
lamlar pelur kagidina sarilarak kullanilincaya kadar
-20 °C de saklanmustir.

Protoskoleks kesit antijeni: Steril tiip icerisine alinan
protoskoleksler fizyolojik tuzlu su ile 3-4 kez
yikandiktan sonra fareden elde ettigimiz ve temizlemis
oldugumuz ince bagirsak icine enjektdr yardimiyla
doldurularak barsak parcasinin iki ucu baglandi ve -
20°C saklandi. Doku kesiti alma yOntemlerinden
parafine gomme metodunda yiiksek 1s1 olustugundan
antijenik yapmin bozulabilecegi diisiincesiyle frozen
mikrotom (Shandon Cryotome 77210160GB) y6ntemi
kullanildi ve 8um kalinliginda kesitler alinip teflon
baskili lamlara implante edilerek kullanilincaya kadar
-20 °C de sakland.

Cimlenme zar1 (Germinal membran) Kkesit
antijeninin hazirlanmasi: Kist i¢inden elde edilen
germinal membran homojenizatorle (IKA Model T 25,
Ultra-Turax) par¢alandi. Fareden elde edilen bagirsaga
doldurulup frozen mikrotom (Shandon Cryotome
77210160GB) ile 8um kalinliginda kesitler alinip
teflon baskili lamlara implante edilerek kullanilincaya
kadar -20 °C de saklandi.

Testin Uygulamis1 : Serum sulandirimlart 1/8” den
baglayarak seri halinde 1/1024 ‘e kadar yapilmig ve
her bir antijen ile test ayri ayri c¢aligilmistir(1).
Optimal goriintii kalitesini elde etmek igin bir seri
denememizden sonra; biitiin protoskoleks antijenleri
icin konjuge %0.01’lik Evans blue ile, protoskoleks
kesit antijeni ve ¢imlenme zari kesit antijeni icin ise
distile su ile sulandirilmistir. Prosediire uygun
hazirlanan preparatlar Fluoresan mikroskobunda
(Nikon E 600) x100 biyiitmede 151k kaynagi olarak
civa buharli ampil ve mavi band filtre seti
kullanilarak 450-490nm dalga boyunda
degerlendirilmistir.

Caligmada IBL Immuno Biologigcal Laboratories
markali ELISA kiti de kullanilmistir. Testte iiretici
firma tarafindan 6nerilen test prosediirii uygulanmustir.

Sonu¢larin Degerlendirilmesi Parlak sari-yesil
fluoresans verenler pozitif, soluk veya hi¢ fluoresans
vermeyenler, portakal renkli goriiniimde olanlar
negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 1,2,3).
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Sekil 2. Germinal membran kesit antijeni ile negatif ve pozitif preparat
(A: negatif, B: pozitif)

Sekil 3. Biitiin protoskoleks antijeni ile negatif ve pozitif preparat (A: negatif, B: pozitif)
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BULGULAR

Caligmamizda IFA testinde biitiin protoskoleks,
kesit protoskoleks ve germinal membran kesit
antijenleri kullanilmigtirOperasyonla CE oldugu
dogrulanmig 20 hasta germinal membran kesit
antijeni ve kesit protoskoleks antijeni ile yapilan
IFA testinin hepsinde pozitif sonug verirken, biitiin
protoskoleks ile yapilan IFA testinde bir hasta da
yalanci negatiflik saptanmistir. Capraz reaksiyonun
arastirildigt Taenia saginata’li 20 serumun hepsi

almmistir. Hymenolepis nana’li 6 hasta serumu
germinal membran ve kesit protoskoleks
antijenleriyle negatif sonu¢ verirken; biitiin
protoskoleks antijenleri ile 2 hasta pozitiflik
vermistir. Saglikli 10 kisiden alman serum
ornekleri her ii¢ antijenin {iglinde de negatif sonug
elde edilmistir (Tablo I).

Germinal membran ile hazirlanan IFAT 1in
ozgilligli %100, duyarliligr %100; biitiin skoleks
ile hazirlanan IFAT’ 1n 6zgilligi %80, duyarliligt

germinal membran kesit antijeni ile negatif %095; kesit skoleks ile hazirlanan IFAT’in
reaksiyon; kesit protoskolekslerin kullanildig1 IFA ozgilligli %97, duyarliigt %100 olarak
testinde ise 1 hastada pozitif sonug; biitiin hesaplanirken, ¢alismada kullanilan ELISA’nin ise
protoskoleks antijeni ile 15’1 negatif 5 hasta ozgilligli %72, duyarhiligt %100  olarak
serumun da ise diisiik dilusyonlarda pozitif sonug hesaplanmistir (Tablo II).
Tablo I. Calismaya alinan olgular ve elde edilen sonuglar
Germinal Kesit Biitiin ELISA
n Membran protoskoleks  protoskoleks
Gruplar
() () H B ) @)
CE’li hastalar 20 - 20 - 20 1 19 0 20
Taenia saginata’h hastalar 20 20 - 15 5 19 1 12 8
H. nana’h hastalar 6 6 - 6 - 4 2 4 2
Saglhkli insan serumlari 10 10 - 10 - 10 - 10 -

Tablo II. Farkli Antijenlerle Hazirlanan IFAT’mn ve ELISA’nin Ozgiilliik ve Duyarliliklart

Yontem Ozgiilliik (%) Duyarhlik (%)
IFAT, germinal membran 100 100
IFAT, biitiin protoskoleks 91 95

IFAT, kesit protoskoleks 86 100
ELISA 72 100
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TARTISMA

Insan CE’inde tam1 koydurucu spesifik klinik
bulgularin olmamasi, hastaligin tanisinda klinik
bulgulardan  ¢ok  laboratuvar  bulgularindan
yararlanilmasina neden olmustur. Diger taraftan
giiniimiizde  hastaligin ~ tedavisinde = medikal
tedavinin yetersizligi nedeniyle cerrahi tedavinin
tercth edilmesi ve CE cerrahisinin baz1
komplikasyonlar1 beraberinde getirmesi ihtimali de
CE’de taninin dnemini arttirmaktadir. Giiniimiizde
CE tanisinda bilinen hemen biitiin serolojik
yontemler kullanilabilmektedir. Kullanilan
immunolojik tant yontemlerinin &zgillik ve
duyarliliklarinin farkli olmasi ve optimal uygulama
sartlarina sahip olan testlerin %100 giivenilir sonug
verememesi, duyarlilik ve 6zgiilligii daha yliksek
olan immunolojik tani yontemlerinin
gelistirilmesini gerektirmistir.

Hidatidozun IFAT ile teshisinde, antijen olarak;
dondurulmus parazitli doku kesitleri, protoskoleks
ve kistik membranlarin kullanildigi ¢aligmalardan
olumlu sonuglar alindig bildirilmistir (2,3).

Altintags (4), operasyon ile dogrulanmis CE
olgularinda yaptig1 calismada, operasyon Oncesi
biitiin protoskolekslerin kullanildigi IFA testi ile
%62.7 oraninda pozitif sonug aldigim bildirmistir.
Hidatidozun teshisi amaci ile kist s1vis1 ve donmus
protoskoleks kesitleri antijen olarak kullanildig: bir
calismada; IFAT’in duyarlilign %70, ozgilligi
%80 olarak saptanmustir (5).

Doganay A ve ark (6); IFAT’da protoskoleks kesit
antijenlerini  kullanarak  IFAT’m, insanlarda
ozgilligi %80, duyarliligini %70, koyunlarda ise
hem ozgiilliigii hem de duyarlifi %90 oldugunu
belirtmislerdir.

Calisgmamizda IFA testinde biitiin protoskoleks,
kesit protoskoleks ve germinal membran kesit
antijenleri kullanilmistir. Operasyonla CE oldugu
dogrulanmis 20 hasta kesit protoskoleks antijeni ve
germinal membran kesit antijeni ile yapilan IFA
testinin hepsinde pozitif sonu¢ verirken, biitiin
protoskoleks ile yapilan IFA testinde bir hasta da
yalanci negatiflik saptanmistir. Capraz reaksiyonun
arastirlldigt Taenia saginata’li 20 serumun hepsi
germinal membran kesit antijeni ile negatif
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reaksiyon; biitlin skoleks antijeni ile 15’1 negatif 5
hasta serumun da ise diisiik dilusyonlarda (4 hasta
1/8, 1 hasta 1/16) pozitif sonug; kesit skolekslerin
kullanildigr IFA testinde ise 1 hastada 1/8
dilusyonda pozitif sonu¢ alinmistir. Hymenolepis
nana’ll 6 hasta serumu germinal membran ve kesit
skoleks antijenleriyle negatif sonug verirken; biitiin
skoleks antijenleri ile 2 hasta serumu 1/8
sulandirimda pozitiflik vermistir. Ayrica saglikli 10
kisiden alinan serum Ornekleri her {i¢ antijenin
iciinde de negatif sonug elde edilmistir. Germinal
membran ile hazirlanan IFAT 1in 6zgilligi %100,
duyarliligt %100; biitiin skoleks ile hazirlanan
IFAT in ozgiilligli %80, duyarlilign %95; kesit
skoleks ile hazirlanan IFAT’in ozgilligi %97,
duyarliligt %100 olarak hesaplanmistir. IFAT
caligilan biitiin serumlar, karsilagtirma amaciyla
IBL (Immuno Biologigal Laboratories) firmasindan
temin edilen Echinococcus IgG-ELISA kiti ile de
calisilmus;. Ozgiillik %72 duyarlihk ise %100
olarak bulunmustur.

Siracusano ve arkadaglar1 (7), 6zgiillikde goriilen
farkliliklarin ~ antijen  hazirlama  sekli  ve
populasyonlardaki  g¢evresel faktdrlere  bagh
olabilecegini bildirmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada; insan hidatik kist
hastaliginin tanisinda IFAT igin antijen olarak
parafine goémillmiis Echinococcus granulosus’un
protoskoleksleri  kullanilmistir.  IFA  testinde
duyarlilik  %83.3 olarak hesaplanirken, %2.2
oraninda c¢apraz reaksiyon saptanmislardir (8).

Calismamizda, Her ii¢ yontemle hazirlanan IFA
testinde yiiksek duyarliliginin elde edilmis olmasi
bu testlerin insan CE tamisinda kullanilabilecegini
gostermekle beraber; biitiin protoskoleks ve kesit
protoskoleksle elde edilen c¢apraz reaksiyonlara
karsin germinal membran kesit antijeni ile her
hangi bir ¢apraz reaksiyon olmamasi; ayrica antijen
hazirlamak i¢in germinal membran temininin
protoskoleks temininden ¢ok daha kolay olmasi ve
hatta bir kist i¢inden ¢ikarilacak germinal membran
ile yiizlerce test yapilabilecek antijen hazirlama
olanagmin olmasi nedeniyle; CE tanmisinda IFAT
icin germinal membran kesit antijenlerinin
kullanilmasinin biiyiik avantajt olacagi
kanaatindeyiz.
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