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FASCIOLIASIS TANISINDA ERISKIN ANTIJENI ILE PBS VE RPMI 1640’DA ELDE EDILEN
EKSKRESYON/SEKRESYON ANTIJENLERININ ELISA YONTEMIYLE KARSILASTIRILMASI

Aysegill TAYLAN OZKAN1 Metin KORKMAZ! Aydinten KUMAN?
Hasan AYCICEK?2 Mehmet TANYUKSEL?2

OZET

Insanda fascioliasis hepaticanin akut doneminde spesifik tani koydurucu, kronik anjiokolit doneminde ise taniyi
destekleyici ve dogrulayici olarak serolojik tani yontemlerinden yararlaniimaktadir. Calismada Fasciola
enfeksiyonunun tanisinda parazitin erigkin antijeni ile PBS ve RPMI-1640’da elde edilen ekskresyon/ sekresyon (ES)
antijenleri kargilastinimis kesin ve supheli Fasciola olgularinin yanisira toxocariasis, schistosomiasis, ascariasis,
echinoccosis ve saglikli yetigkinlerden elde edilen serumlar gapraz reaksiyonlar agisindan incelenmistir. Kesin
fascioliasis oldugu bilinen olgularda testin duyarlihigi her u¢ antijenle de %100 olarak bulunmustur. Testin dzgullugu
ise erigkin antijeni ile %90.6, PBS-ES ve RPMI-ES ile %95.3 olarak saptanmistir. Varyans analizi ile antijenler
arasinda anlaml bir fark saptanamamistir (p>0.05). Her u¢ antijenle de hazirlanan Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yonteminden insan fascioliasis olgularinin tanisinda yararlanilabilecegi sonucuna variimistir.
Anahtar Kelimeler: Fasciola spp, tani, seroloji, ELISA

COMPARISON OF SOMATIC AND EXCRETION/SECRETION ANTIGENS OBTAINED IN
PBS AND RPMI 1640 BY ELISA METHOD FOR THE SERODIAGNOSIS OF FASCIOLIASIS

SUMMARY

Serodiagnosis of fascioliasis hepatica in humans is used for the diagnosis during the acute phase of the
disease and a supporting and confirming method for the diagnosis during the chronic phase. Somatic antigens of
Fasciola spp. and antigens obtained from the excretions/secretions (ES) of the parasite, extracted in RPMI 1640
medium and PBS were compared by ELISA for the diagnosis of this infection. Sera from patients with confirmed or
suspected infection with Fasciola as well as sera from patients infested with toxocariasis, schistosomiasis,
ascariasis, echinoccosis and from healthy individuals were compared for evaluation of cross-reactivity. The
sensitivity of the tests in patients with confirmed fascioliasis was 100% for all three antigens and extraction
modalities used. The specificity of the somatic antigens was 90.6%, while those of PBS-ES and RPMI-ES were
95.3%. Using variance analysis, no significant difference was found among the three antigens (p>0.05). It appears
that all three antigens could be used in the serodiagnosis of human fascioliasis.

Key Words: Fasciola hepatica, diagnosis, serology, ELISA

GIRIS

Ulkemizde koyun ve sigirlarda Fasciola kargin, Ulkemizde insan fascioliasis olgularina
hepatica olgularina oldukga sik rastlanmakta oldukg¢a nadir rastlandigi ve bildirilen olgularin
(1-3) ve bu parazitin ara konagi olan Lymnea buyuk bir ¢cogunlugunun operasyon sirasinda
truncatula her yorede bulunmaktadir (4). Buna saptandigi belirtilmistir (5-14).
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Fascioliasisde g¢ogunlukla tipik tani koydu-
rucu bulgular olmamasi nedeniyle, klinik olarak
olgularinin saptanmasi gug olabilir. Bu nedenle
gunumuizde, bu hastaligin tanisinda seroloji
temel ybntem olarak degerlendiriimektedir.
Avrupa Uulkelerinden Fransa’da ¢ok fazla olgu
bildirilmesinin serolojik testlerin yaygin olarak
kullaniimasina bagl oldugu, insan olgulari cografi
dagihminin hastalikh hayvan sayisi ile paralel
oldugu belirtilmistir (15 - 17). Digkida yumurtalarin
gorulmedigi ivegen donemde serolojik yontemler
kullanilarak taniya gidilebilecegi ve ozellikle
ekstresyon/sekresyon (ES) antijenlerle hazir-
lanmig olan ELISA ybnteminin hizli, duyarl
(%98-100) ve dzgul (%93) oldugu bildirilmistir
(18-20).

Ulkemizde hayvanlarda bu hastaliga oldukga
yuksek oranlarda rastlaniimasi ve arakonaginin
bulunmasi yani sira, hastahigin bulasiminda
onemli rol oynayan su bitkilerini yeme alis-
kanliginin halk arasinda yayginligi, fascioliasisin
bildirilen sayidan daha fazla olabilecegini
dusundurmektedir. Arastirmamizda Fasciola spp.
ES ve erigskin antijenleri ELISA ybdntemi
kullanilarak, saptanamayan fascioliasis olgu-
larinin tanisina yardimci olunmasi, bu hastaliga
hekim ve arastiricilarin dikkatinin ¢ekilmesi
amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

1. Orneklerin Toplanmasi ve Se¢imi :

Ege Universitesi Tip Fakultesi Parazitoloji
Anabilim Dali Seroloji Laboratuvarina ve Akdeniz
Universitesi Tip Fakultesi Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dalina bagvuran 22 fascioliasis kugkulu
olgu ¢alisma kapsamina alinmigtir. Bu 22 olgunun
11’'inde digki ve duedonal tubaj materyalinde
yumurta saptanarak veya biyopsi materyali
patolojik kesitlerinde erigkin gorulerek F.hepatica
varhgr kanitlanmigtir. Diger 11'i ise klinik ve
radyolojik olarak suphelenilen ancak fascioliasis
varligi daha d6nceden kanitlanmamis olgulardan
olusmaktadir.

Saghkli, parazitolojik higbir yakinmasi
olmayan 29 olgu ve daha bnce paraziter bir
hastalik saptan 35 olgu da (schistosomosisli 5,
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toxocariasisli 10, kist hidatikli 10 ve ascariasisli 10
hasta) capraz reaksiyonlari degerlendirebilmek
icin kontrol grubu olarak alinmistir.

Toplam 86 olgudan 5 ml duz kan alinarak
serumlari aynimis ve kullaniincaya kadar -60°C’de
saklanmistir.

2. Antijenlerin Elde Edilmesi :

a) Erigkin antijenin elde edilmesi : Mezba-
hada yeni kesilmis koyun karacigeri safra kanal-
larindan erigkin Fasciola spp. canli olarak ¢ikarilip
serum fizyolojik bulunan petri kutusuna alinmis,
oda isisinda iki U¢ saat bekletildikten sonra serum
fizyolojik ile 9-10 kez yikanmis ve -20°C de
dondurulmustur. Dondurulmus 10 adet erigkin
Fasciola spp. 50 ml 0.01 M PBS (Fosfat Tampon
Solusyonu) (pH 7.0) solusyonu igerisine alinmis
ve doku homojenizatoru (Ultra-tutrex t25 Janke &
Kunkel IKA labortechnik, Germany) yardimiyla
15 dakika homojenize edilmistir. Once 5000
devir/dakika bir saat, daha sonra da 14000
devir/dakika’da 30 dakika santrifuje edildikten
sonra, Ust sivi 0.2 mm filtreden (MFS, katalog
no.25 CS020AS) gegirilmistir (21-23). Elde edilen
protein miktari, erigkin antijen i¢cin 1.57 mg/ml
olarak bulunmus, kullanilincaya kadar -60°C’de
saklaniimistir.

b) ES antijeninin elde edilmesi : Mezbaha-
da yeni kesilmis koyun karacigeri safra
kanallarindan erigkin Fasciola spp.’ler canli olarak
cikarilmig, petri kutusuna alinarak serum fizyolo-
jikle 9-10 kez yikanmistir. Erigkin Fasciola spp.
ler in vitro canhliklarinin devam ettiriimesi
amaciyla 10’ar erigkin 50 ml RPMI 1640 (RPMI)
veya 50 ml PBS icine birakiimistir. Bu ortamlar,
24 saat icerisinde ayr ayri toplanip énce 5000
devir/dakika bir saat, daha sonra da 14000
rom’de 30 dakika santrifuje edilmistir. Alinan Ust
sivi 0.2 mm filtreden (MFS, katalog no. 25
CS020AS) gegcirilmis, elde edilen protein miktari
PBS icinde elde edilen ES (PBS-ES) icin 0.44
mg/ml olarak dlculmustur. RPMI 1640 ortaminda
elde edilen ES antijeni molekuler agirhgi 12 KD
ve Uzeri proteinleri tuttugu belirtilen seluloz mem-
bran (Sigma, 0-9527) ile diyaliz edilmis ve RPMI
1640’da elde edilen ES (RPMI-ES) antijen diyaliz
oncesi 1.46 mg/ml, diyaliz sonrasi ise 0.55 mg/ml
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olarak hesaplanmistir (19,24,25). Elde edilen
antijenler kullanilincaya kadar -60°C’de sak-
lanmigtir.

3. ELISA Yonteminin Uygulanmasi :

Pozitif ve negatif kontroller ile yapilan titras-
yon degerlendirmelerinde alinan sonuglar
1Isiginda; ELISA plaklari 100 ml 0.1 M carbonatte
buffer ile RPMI-ES antijeni igin 275 mg/ml,
PBS-ES antijeni igin 220 mg/ml, eriskin
antijen icin de 393 mg/ml olacak sekilde
sulandiriimig, 4°C ’de bir gece bekletilerek
kaplanan plaklar, PBS-Tween 20 (PBS-T) ile
6’sar kez yilkanmig, hemen kullaniimayan plak-
lar 4°C’de 3 haftayi gegcmeyecek sekilde
saklanmistir.

%2 ’lik sigir serum albumini ile 30 dakika
bloklama islemi yapilan plaklar sure sonunda
PBS-T solusyonu ile 6 kez yikanmistir. Ikinci
asamada; pozitif ve negatif kontrol serumlar ve
test edilecek serum ornekleri 1/100 oraninda
PBS-T ile sulandiriimis ve her test drnegi icin
2 cukur olmak uzere her ¢cukura 100 ml olacak
sekilde konulmus, 37°C 'de 60 dakika inkUibasyon
icin bekletilmigtir. PBS-T solusyonu ile yikanan
cukurlara daha ©®nce 1/5000 sulandirimda
calistigi belirlenen alkalen fosfataz isaretli anti-in-
san IgG konjuge (Sigma), PBS-T ile sulandirimi
yapildiktan sonra her gukura 100 ml olacak
sekilde konmustur. 37°C’lik etuvde 60 dakika
bekletilen plaklar, sure sonunda PBS-T solusyonu
ile 6 kez yikanmistir. Cukurlara taze olarak
hazirlanan pNPP substrattan (Sigma) 100 ml
ilave edilerek, 30 dakika karanhkta oda isisinda

bekletilmigtir. 2 M NaOH ile durdurulan reak-
siyonun degerlendiriimesinde Organon Teknika
Microwellsystem Reader 230S spektrofotometresi
kullaniimig, calismaya alinan olgularin serum-
larindaki antikor duzeylerinin optik dansite
(OD) degerleri 405 nm dalga boyunda okun-
mustur.

Herhangi bir paraziter yakinmasi olmayan
26 olgunun standart sapma (SD) sonugclari
hesaplanmig ve PBS-ES i¢in SD: 0.083, RPMI-ES
icin SD: 0.112, erigkin icin de SD: 0.075 olarak bu-
lunmustur. Esik degerler ise (Negatif OD ortalama
+ 2 SD = esik degeri) formulune gore PBS-ES
icin 0.499; RPMI-ES i¢in 0.530; erigkin igin 0.475
olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin Ustundeki
OD diizeyleri pozitif olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakultesi Parazitoloji
Anabilim Dalina ve Akdeniz Universitesi Tip
Fakultesi Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dalina
basvuran hastalar arasinda, patolojik kesit-
lerinde F.hepatica gorulerek, duedonal tubaj
materyalinde veya digkisinda yumurta saptanarak
fascioliasis hepatica varligi daha ©nceden
kanitlanmis 11 olgunun tumi (%100) eriskin,
PBS-ES ve RPMI-ES yontemleri ile pozitif olarak
saptanmistir (Tablo 1). Varligi kesin kanitlan-
mayip klinik olarak kugkulu 11 olgunun ug¢u de
(%27) de erigkin, PBS-ES ve RPMI-ES antijenleri
ile hazirlanan her Ug¢ ELISA ydntemi de pozitif
olarak bulunmustur (Sekil 1-3).

Tablo 1. Calisma ve kontrol grubu serumlarinda IHA ve ELISA yontemleri ile alinan sonuglarin degerlendiriimesi

Calisma ve kontrol Toplam PBS-ES RPMI-ES Erigkin
grubu serumlan pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif
Fascioliasis 11 11 %100 0 11 %100 0 11 %100 0
Fascioliasis kugkulu 11 3 %27 8 %73 3 %27 8 %73 3 %27 8 %73
Schistosomiasis 5 0 5 %100 1 %20 4 %80 1 %20 4 %80
Toxocariasis 10 1 %10 9 %90 1 %10 9 %90 1 %10 9 %90
Ascariasis 10 0 10 %100 0 10 %100 0 10 %100
Kist hidatik 10 1 %10 9 %90 0 10 %100 2 %20 8 %80
Saglikl erigkin 29 1 %3 28 %97 1 %3 28 %97 2 %7 27 %93
TOPLAM 86 17 %20 69 %80 17 %20 69 %80 20 %23 66 %77
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Sekil 1. Tum olgu gruplarinda elde edilen PBS-ES ELISA OD degerleri

0.2

-

0.8
ESIK DEGER: 0.530 II
06 'i
0.4 l
) NM
0 I I I I I
fascioliosis fasc.kuskulu  schistosomiosis  toxocariosis ascariosis kist hidatik saglikli

Sekil 2. Tum olgu gruplarinda elde edilen RPMI-ES ELISA OD degerleri
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Sekil 3. Tum olgu gruplarinda elde edilen erigkin-ES ELISA OD degerleri

Kontrol grubu olarak alinan hi¢ bir paraziter
yakinmasi olmayan saglkl eriskin grubundaki 29
olgudan eriskin antijen ile hazirlanan ELISA
(erigkin-ELISA) yonteminde iki olguda (%7),
PBS-ES ELISA, RPMI-ES antijenleri ile hazir-
lanan ELISA yobntemleriyle birer olguda (%3)
pozitif yanit saptanmstir (Sekil 1-3).

Diger paraziter enfeksiyonlarla c¢apraz
reaksiyon arastirilmasinda; schistosomiasis’li
olgularda erigkin antijen ve RPMI-ES antijeni
ile hazirlanan ELISA ybnteminde bir olguda
(%20) pozitiflik bulunurken, PBS-ES antijeni ile
hazirlanan ELISA ybdnteminde higbir serumda
pozitiflik gozlenmemistir (Sekil 1-3). Toxocaria-
sis’li olgularda her ug¢ antijenle hazirlanan ELISA
yonteminde birer olgu (%10) pozitif saptanirken,
ascariasis olgularinda pozitiflik gdzlenmemistir.
Kist hidatikli olgularda erigkin-ELISA ybntemiyle
iki olgu (%20), PBS-ES’li ELISA ydnteminde bir
olgu (%10) pozitif bulunmus olup, RPMI-ES
ELISA ybntemiyle pozitiflik saptanamamistir.
Kontrol grubu olarak alinan saglikli erigkin ve
diger parazitlerle enfekte hasta gruplarindan
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alinan serumlarda ELISA yontemleriyle saptanan
OD degerlerinin fascioliasis hepatica oldugu
kesin olarak kanitlanmis hastalardan elde edilen
OD degerlerine gore daha dusuk oldugu
gorulmustur.

Erigkin-ELISA, PBS-ES ELISA ve RPMI-ES
ELISA ydntemlerinin duyarlihiginin %100 oldugu,
ozgullugln ise erigkin-ELISA’da %90.6, PBS-ES
ve RPMI-ES antijenli ELISA’larin her ikisinde
%95.3 oldugu bulunmustur.

Regresyon analizi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmede de, PBS-ES ELISA ile erigkin-
ELISA ybontemleri arasinda %89.54 (r=0.9462,
p<0.0001) (Sekil 4); RPMI-ES ELISA ile eriskin
ELISA ybontemleri arasinda %90.57 (r=0.9517,
p<0.0001) (Sekil 5); PBS-ES ELISA ile RPMI-ES
ELISA ybontemleri arasinda %92.69 (r=0.9627,
p<0.0001) oranlarinda istatiksel olarak anlaml
benzerlik oldugu bulunmustur (Sekil 6).

Varyans analizi ile her u¢ yontem arasinda
anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Genel toplamda ise 86 olgu serumundan
Eriskin ELISA ybontemi ile 20’si (%23), PBS-ES
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ve RPMI-ES ELISA yontemleri ile de 17 'ser olgu
(%20) fascioliasis hepatica yonunden pozitif
bulunmuslardir.
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Sekil 4. Eriskin ELISA ve PBS-ES ELISA regresyon
grafigi
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Sekil 5. Eriskin ELISA ve RPMI-ES ELISA regresyon
grafigi

TARTISMA

Insanlarda fascioliasis tanisi genel olarak
diskida yumurtalarin saptanmasina dayan-
maktadir. Ancak, bu yontemlerde duyarliliginin
dustik oldugu, ivegen donemde yumurtalarin
ancak 6-8 haftada gorulebilecegi, suregen
olgularda da tekrarlayan diski bakilarina ragmen
yumurtalarin saptanamayabilecegi bildirilmistir
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Sekil 6. RPMI-ES ELISA ve PBS-ES ELISA regresyon
grafigi

(18,26). Kesin fascioliasis oldugu tesbit edilen
insan olgularinin ELISA ydnteminde de seropozi-
tif bulunmasi yani sira, dnce seropozitif oldugu
saptanan olgularin da bir stire sonra diskisinda,
duedonum aspirasyonu sivisinda, balgaminda
parazit yumurtalarina ya da ektopik bir kaynakta
parazitin kendisine rastlanildigi bildirilmistir
(19,27-31).

Insanlarda kanitlanmis fascioliasis olgu-
larinda uygulanan ELISA yontemlerinde saptanan
pozitif sonucglara uyumlu olarak, calismamiza
aldigimiz 11 fascioliasis olgusunda da PBS-ES,
RPMI-ES, erigkin antijenleri ile hazirlanan ug ayri
ELISA ybdnteminde de pozitif sonu¢ alinmig, bu
olgularda alinan OD degerlerinin esik degerlerin
yaklasik iki katinin Uzerinde oldugu gdzlenmistir.

ES antijeni ile hazirlanan ELISA yontemleri,
ivegen ve suregen fascioliasis tanisinda kulla-
nilmakta, duyarli ve 6zgul bulunmaktadir (25).
Hillyer ve ark. (32) tarafindan, fascioliasis hepa-
ticanin endemik oldugu Bolivya’da insanlarda bu
enfeksiyonun digki bakisi ile %27, serumda EITB
(Enzyme-linked immunotransfer blotting) yontemi
ile %42, FAST-ELISA (Fast Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi ile de %53 olarak
saptandig belirtiimistir. Stark ve ark. (33), yuksek
ates, karin agrisi sikayetiyle gelen bir kadin has-
tanin digki bakilarinda F.hepatica yumurtalarina
rastlanmamasina karsin, ES ELISA ile pozitif
bulundugu, Western blot ybntemiyle hastalik
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tanisinin onaylandigini bildirilmiglerdir. Price ve
ark. (17), Amerika’da agri, ates, kilo kaybi
sikayetiyle basvuran iki olgudan yalnizca birisinde
yumurtaya rastlarken, ES-ELISA ybntemiyle her
iki olgunun da pozitif bulundugunu belirtmislerdir.

Calismamizda klinik olarak fascioliasis
kuskulu (karin agrisi, ates, hepatomegali, eozi-
nofili klinik bulgular olup, yumurta saptana-
mayan) 11 olgudan Ug¢unde PBS-ES, RPMI-ES
ve erigkin antijenleri ile hazirlanan Ug ayr ELISA
yontemiyle pozitif sonuglar bulunmustur.
Diskisinda, duedonal tubaj materyalinde yumur-
talar saptanarak, patolojik kesitlerde erigkinleri
gorulerek kanitlanmis 11 olgumuzda her uUg¢
ELISA yontemiyle de pozitif sonuglar almamiz,
Hillyer ve ark. (32), Stark ve ark. (33), Price
ve ark. (17) yayinlarinda digkisinda yumurta
rastlanmadigi halde bazi olgularda serolojik
yontemlerle taniya gidildigini belirtmeleri, kuskulu
olgulardan ugunde de ELISA ybntemlerinin
paralel pozitif sonucglar vermesi, bu U¢ olgunun
buyuk olasilikla fascioliasis oldugu kanisini
vermistir.

Farkli ELISA ybntemleri ile hayvanlarda
yapilan serolojik arastirmalarda schistosomosisli
olgularla gapraz reaksiyon gbdzlendigi bildiril-
migtir (25, 27). Espino ve ark. (19), F.hepatica
ES-ELISA ybdntemiyle 20 fascioliasisli olgunun
hepsinin pozitif bulundugunu, schistosomiasis,
ascariasis, trichuriasis, filariasis, clonorchiosis,
amebiasis, necatoriosisli hastalar ve saglikh
kontrol gruplariyla capraz reaksiyona rastlan-
madigini bildirmistir. Zeinab ve ark. (20),
tarafindan, ELISA ybdntemiyle 21 fascioliasisli
hastanin tamami, 21 schistosomiasisli hastadan
biri, bagka parazitlerle enfekte 50 hastadan dordu
pozitif bulunurken, 18 saglkli erigkinde pozitif
olarak saptanan sonug¢ olmadigi bildiriimigtir.

Capraz reaksiyonlar agisindan deger-
lendirilen 10 ascariosisli hastadan PBS-ES,
RPMI-ES ve eriskin antijenleri ile hazirlanan
ELISA ybntemlerinde higbir olguda pozitiflik
gbdzlenmemigtir. Kist hidatikli 10 olgudan ikisinde
erigkin antijeni ile hazirlanan ELISA ybntem-
lerinde, diger bir olguda da sadece PBS-ES
antijeniyle hazirlanan ELISA ybnteminde dusuk
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OD degerlerinde pozitif c¢apraz reaksiyon
sonuglari alinmistir. Capraz reaksiyonlarda elde
ettigimiz OD degerlerinin, kanitlanmigs fascioliasis
olgularinda tum ELISA ybntemleriyle sapta-
digimiz OD degerlerinin altinda oldugu gozlen-
mistir. Kist hidatik olgularinda RPMI-ES anti-
jeniyle hazirlanan ELISA ybnteminde pozitiflik
saptanamamistir. Toxocariasisli 10 hastadan
sadece birinde calistigimiz tum serolojik yontem-
lerle pozitif sonug alindigi, diger toxocariasisli
olgularinda tum serolojik yontemlerle olumsuz
bulundugu gorulmustur. Schistosomiasisli 5
olgudan birinde RPMI-ES ve erigkin antijenleriyle
hazirlanan ELISA ybntemleri ile de pozitiflik
saptanmis, PBS-ES antijenleri ile hazirlanan
ELISA ybdnteminde pozitif sonug alinamamisgtir.
Kontrol i¢in toxocariasisli ve schistosomiasisli
olgu serumlari yurt digindan getirtildiginden,
pozitif sonug¢ aldigimiz toxocariasis ve schistoso-
miasisli birer olguda fascioliasis agisindan
arastirma yapma olanagimiz bulunamamistir.
Tum bu ¢apraz reaksiyonlarin, Mansour ve ark.
(21), Shaheen ve ark. (27), Zeinab ve ark.’nin
(20) yaptiklari calismalarla uyumlu oldugu, Espino
ve ark.’nin (19) saptadiklari schistosomiasis,
ascariasis, trichinosis, filariasis, clonorchiosis,
amebiasis, necatoriosisli olgularinda hicbir capraz
reaksiyon saptamadiklarini bildirimleri kugkulu
olabilecegi kanisina variimigtir. Zeinab ve ark.
(20), saglikli erigkin olgularinin higbirinde pozitif
sonug saptamadiklarini bildirimiyle, bizim saglikh
eriskin olgularimizda aldigimiz sonuglarin uyumlu
olmadigr gorulmus, 29 saglikh erigkin kontrol
grubundaki olgumuzdan bir olguda RPMI-ES
antijeni ile ELISA’da, bir olguda PBS-ES antijeni
ile ELISA’da pozitif bulunurken, iki olguda erigkin
antijeni ile hazirlanan ELISA ydnteminde pozitif
sonu¢ alindigi gorulmustur. Serolojik olarak
pozitif sonu¢ veren olgularda diger paraziter
enfeksiyonlarin arastiriimasina olanak buluna-
mamigtir.

Tavsanlarda ELISA ydonteminde akut donem-
de F.hepatica tegument ve ES antijenlerinin
3. haftadan itibaren antikorlar yakalayabildigi
ve aralarinda belirgin bir fark bulunmadigi
belirtilmistir (24). Erigkin ve ES antijenlerle
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hazirlanan ELISA ybntemlerinde sigirlarda 2.
haftadan, koyunlarda ise 4. haftadan itibaren
antikorlarin  saptandigi ve antikor kinetigi
acisindan iki antijen arasinda fark bulunmadigi
vurgulanmigtir (34).

Regresyon analizi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmede, PBS-ES ELISA ile eriskin
ELISA ybntemleri arasinda %89.54 oraninda
(r=0.9462, p<0.0001), PBS-ES ELISA ile RPMI-
ES ELISA yontemleri arasinda %92.69 oraninda
(r=0.9627, p< 0.0001), RPMI-ES ELISA ile erigkin
ELISA ybntemleri arasinda %90.57 oraninda
birbirine paralel sonuclar verdikleri saptanmis ve
istatiksel olarak bu degerler anlamli bulunmustur
(r=0.9517, p<0.0001). Bu yodntemler arasinda
varyans analizi ile anlamh bir fark saptana-
mamistir (p > 0.05). En yakin paralel sonuglar
PBS-ES ELISA ile RPMI-ES ELISA ybntemleri
arasinda bulunmus ve bu ydntemlerden birisinin
digerinin yerine secenek olarak kullanilabilecegi
ve goreceli olarak daha az olmakla beraber
eriskin antijenle uygulanan ELISA ybntemiyle de
diger ELISA yontemleri arasinda oldukga yuksek
oranda bir paralellik bulundugu ve her U¢ ELISA
yontemi arasinda belirgin bir fark bulunmadigi
birinin digerinin yerine kullanilabilecegi kanisina
variimistir. Bulgularimizin Santiago ve ark.
(24, 34) bulgulariyla uyumlu oldugu gorulmustur.

DOT-ELISA ybnteminin insan fascioliasis
olgularinda %100 duyarli, %97.8 b6zgul oldugu
belirtilmistir (27). F.hepatica’nin endemik oldugu
Bolivya’da insan olgularinda FAST-ELISA yonte-
minin %95 duyarhlikta bulundugu bildirilmigtir
(382). Insan olgularinda saflagtiriimis eriskin
antijeni ile ELISA ydnteminin %100 duyarh,
%93 0zgul, %96.5 tanisal degeri oldugu, buna
karsin EITB yonteminde ise tum degerlerin %100
oldugu, ELISA’nin hastalarin yakalanmasi,

TESEKKUR

EITB'nin de onay igin kullaniimasi gerektigi
vurgulanmigtir (20).

Arastirmamizda uyguladigimiz PBS-ES,
RPMI-ES, erigkin antijenleri ile hazirlanan ELISA
yontemlerinin duyarhliklari %100 olarak bulun-
mustur. Ozgullukleri ise PBS-ES ve RPMI-ES
antijenleri ile hazirlanan her iki ELISA ydonteminde
%95.3, erigkin antijeni ile hazirlanan ELISA
yonteminde ise %90.6 olarak saptanmigtir.
Shaheen ve ark. (27), Zeinab ve ark.’nin (20)
insan fascioliasis olgularinda ELISA ybntemleri
ile %100 duyarli sonug verdigini bildirmelerinin,
bizim arastirmamizdaki tum serolojik yontem-
lerde elde ettigimiz %100 duyarhlik sonucuyla
uyumlu bulunmustur. ELISA duyarhlik sonug-
larimizin Hillyer ve ark.’nin (32) bulgularina
uyumsuz bulunmasinin nedeninin, farkh bir
ELISA ybnteminden yararlanmasiyla ilgili
olabilecegi dusunulmustur. Tum ELISA ydntem-
leriyle aldigimiz bzgulluk sonuglarinin  da
Shaheen (27), Hillyer ve ark. (32) ve Zeinab ve
ark.’nin (20) dbzgulluk sonuglari ile uyumlu oldugu
gbdzlenmistir.

Sonug olarak; PBS-ES, RPMI-ES, erigkin
antijenleri ile hazirladigimiz ELISA yontemlerinin
duyarliliklari %100, bzgullukleri de %90.6 ile
%95.3 gibi yuksek oranlarda saptanmis ve
kanitlanmis 11 fascioliasis olgusunda uygu-
ladigimiz tum serolojik yontemlerde yuksek pozitif
degerler elde edilmistir. Fascioliasis olgularinda
hastaligin akut doneminde diskida F.hepatica
yumurtalarinin goérulememesi, siregen donemde
ise yumurta atiliminin donemsel seyir goster-
mesi nedeniyle, digki ve duedonal tubaj mater-
yalinde yumurta gorulmese de fascioliasisden
kuskulanilan olgularin serolojik tanisinda her ug
antijenle de hazirlanan ELISA ybdntemlerinden
yararlanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Istatistiksel degerlendirmeler icin Ege Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali dgretim Uyesi

Cumhur GUNDUZ'’e katkilarindan bturl tesekkur ederiz.
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