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TICARI VE KENDI HAZIRLADIGIMIZ ECHINOCOCCUS IgG ELISA ILE
KIST HIDATIKLI HASTALARDA OPERASYON ONCESI VE SONRASI
TOTAL IgG YANITLARININ DEGERLENDIRILMESI
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OZET

Bu galismada insan kistik ekinokokkozis'inin (CE) serodi agnozu amaciyla radyolojik ve klinik olarak kesin tanisi
konulmus CE'li 18, diger helmintler (Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Toxocara canis (visceral larva
migrans), Taenia saginata, Schistosoma haematobium ve Ascaris lumbricoides) ile infekte toplam 60 ve kontrol
grubu olarak saglkh 100 kisiden toplanan serumlarda, ticari E.granulosus ELISA ve koyun karaciger kist sivi
antijeni ile hazirladigimiz ELISA protokolu ile total IgG antikorlari aranmistir. Calismada esas olarak kendi
hazirladigimiz E.granulosus ELISA kitinin standardize edilerek rutin uygulamaya konulmasi hedeflenmistir.
Ameliyati takip eden birinci ve uiglncu aylarda IgG degerlerinde yukselme gorulmusken, onikinci ve ondokuzuncu
aylarda bu degerlerin opera?/pn oncesi degerlerinin de altina indigi belirlenmistir. . )

Ticari ve kendi hazirladigimiz ELISA kitlerine ait sonuglarin yapilan istatistiksel analizinde (Mann-Whitney

U testi) anlamh bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). Elde edilen sonuglar, koyun karaciger kist sivisi kullanilarak
standardize edilen ELISA kitinin rutin olarak CE'nin serodiagnozunda kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Kistik ekinokokkozis, ELISA, koyun kist sivi antijeni

EVALUATION OF PRE-AND POSTOPERATIVE TOTAL IgG RESPONSES
IN PATIENTS WITH CYSTIC HYDATIDOSIS USING COMMERCIAL AND
IN-HOUSE ECHINOCOCCOSIS IgG ELISA

SUMMARY

In this study for the serodiagnosis of human Cystic echinococcosis (CE) 18 sera from radiological-clinical
diagnosed patients with CE, 60 patients infected with various helminths (Trichuris trichiura Enterobius vermicularis,
Toxocara canis, Taenia saginata, Shistosoma haematobium, and Ascaris lumbricoides), and 100 sera from healthy
persons were investigated for existence of total IgG antibodies, by commercial and in-house E.granulosus
ELISA kits from sheep. The aim of present study was to standardize in-house E.granulosus ELISA kit for routine
laboratory tests. Pre-and postoperative IgG values evaluated with both tests. In 1st-3rd months following the
operation increase in IgG values was observed whereas, the decrease was observed in 12th and 19th months, which
were below the preoperative 1gG values.

There was no significant difference (Mann-Whitney U test) between commercial and in-house ELISA kits
(p>0.05). These data revealed that the in-house ELISA kitd which were prepared by using sheep liver cyst fluid
antigens could be used in serodiagnosis of CE.
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GIRIS

Hidaditozis, E. granulosus'un larvalarindan
ileri gelen dunyada yaygin olan dnemli zoonozlar-
dan biridir. Ozellikle gelismekte olan ulkelerde
saglik ve is gucu kaybi ile birlikte ekonomik sorun-
larla guncelligini korumaktadir. Hastalik etkeni
E. granulosusun olgunlari kbpek, kurt, cakal gibi
karnivorlarin ince bagirsaklarinda, larvasi olan hi-
datik kist ise insan, koyun, kegi, sigir, domuz gibi
memelilerin siklikla karaciger ve akciger olmak
uzere cesitli organ ve dokularinda bulunmaktadir
(1,2).

Turkiye'de kist hidatigin yayginligi devam
etmekte, daha dnce yaygin bulundugu belirtilen
Kibris, 1zlanda ve Avustralya gibi Ulkelerde ise
basarili kontrol programlari ile hastaligin 6nune
gecilebilmektedir (3).

Son yillarda bilgisayarli tomografi, magnetik
rezonans ve ultrasound goruntuleme yontemleri
ile hastaligin tanisina yonelik girisimlerin bnemine
dikkat cekilmekte ise de on taninin desteklen-
mesi, sonuglarin dogrulanmasi, komplike olgu-
larin iginden ¢ikilmasi ve operasyon sonrasi nuks-
lerin takibi icin serolojik tani ybdntemlerinin
uygulanmasi gerekmektedir. Bazi kisilerde
kistin buyuklugune, lokalizasyonuna, yapisina,
canhligina ve kisinin immun sistem aktivitesine
bagl olarak antikor olusmadigi, bu nedenle
negatif serolojik test sonuglarina bakilarak hidadi-
toz tanisindan uzaklasilmasinin uygun olmaya-
cag! vurgulanmaktadir (4,5). Hidaditozun labo-
ratuvar tanisina yonelik uygulanan serolojik
testlerde, uygun antijenik yapilarin ayristirilip
saflagtirnimasi ile bdzgulluk ve duyarlliklarinin
arttirlmasi hedeflenmektedir. Bu amagla son
yillarda yogun gabalar sarfedilmistir (6-12).

Calismada kist hidatikli hastalarin operasyon
oncesi ve sonrasi total-lgG yanitlarinin takip
edilmesinin yanisira ulkemizdeki E. granulosus'la
infekte koyun kist sivisi antijenleri ile
hazirladigimiz ELISA kitinin, ticari ELISA kiti ile
karsilastirnlip standardize edildikten sonra rutin
uygulamaya kazandirilmasi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM
Gulhane Askeri Tip Akademisi (G.A.T.A.)
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Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda 1996-1999 yillari
arasinda karaciger kist hidatik tanisi ile
laparoskopik ve perkiutan kist hidatik tedavisi
uygulanan 18 olgu, postoperatif dénemde
ultrasonografi (US), Bilgisayarli Tomografi (BT)
ve serolojik testler (Indirekt-ELISA) ile bir yil
sureyle izlenmigtir.

Olgularin preoperatif degerlendirmeleri;
1-Anamnez ve fiziksel muayene bulgulari
2-Radyolojik tetkikler: Akciger grafisi, US, BT
3-Laboratuvar tetkikleri: Tam kan sayimi,

karaciger fonksiyon testleri, serolojik testler (ticari
ve kendi hazirladigimiz E.granulosus 1gG ELISA)
seklinde yapilmigtir.

Olgular, yapilan preoperatif galismalar ile
laparoskopik tedavi veya perkutan tedavi igin
ayri ayri degerlendirilip endikasyon klinik
konseyinO gorusune dayandiriimigtir. Tum
olgulara preoperatif 10. gun 10 mg/kg/gun
dozunda oral albendazol tedavisi baslaniimis
ve bu tedavi postoperatif 35. gune kadar devam
etmistir.

Perkutan tedavi grubunda tum tani, girigim,
izleme ve kontrollerde, laparoskopik tedavi-
grubunda ise tani, izleme ve kontrollerinde US
(Acuson IOXP), floroskopi (Siemens Angiotron
Digitron 1) ve BT (Siemens Somatom DR) gorun-
tuleme tekniklerinden biri veya kombinasyonlari
kullaniimistir.

Capraz reaksiyonlari degerlendirmek
amaciyla T.trichiura, E.vermicularis, T.canis
(visceral larva migrans), T.saginata, S.haemato-
bium ve A.lumbricoides'li hastalara ait serumlar
kullaniimigtir. Toxocarosis (VLM) ve shistosomo-
sis referans serumlari Bern Universitesi Parazi-
toloji Enstitust'nden temin edilmistir.

Herhangi bir sistemik gsikayeti olmayan,
saglkh durumdaki G.A.T.A. Astsubay Hazirlama
Okulu birinci sinif 6grencilerinden kontrol grubu
olusturulmustur. Ogrencilerin diskilarinin parazi-
tolojik incelemelerinde ¢apraz reaksiyona sebep
olabilecek helmint turlerine rastlanmamistir.

Antijen Hazirlanmasi:

Koyun karacigerinden elde edilen kist hidatik
sivisi 10.000 g'de 30 dakika santrifuj edilerek pro-
toskoleksler ¢okturuimus ve toplanan supernatant
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0.45 pm'lik membran filtreden gegirildikten sonra
4°C'de distile suya karsl 36 saat sureyle diyaliz
edilmigtir.

Uygulanan Serolojik Testler:

a. Ticari E.granulosus ELISA 1gG Testi: Kit
icerisideki (Echinococcosis Parasitic Line, EIA
IgG, Cypress Diagnostics, Belgika) protokole gore
1/64 oraninda sulandirilan serum orneklerinden
ve yuksek pozitif, dusuk pozitif, negatif kontroller-
den c¢ukurlara 100' er ul konularak 10 dakika oda
sicakhginda inkube edilmistir. Yikama islemini
takiben 100 erfll konjugat konulmus ve bes
dakika inkubasyondan sonra tekrar yikanmis ve
50' ser yl substrat A ve substrat B solusyonundan
konulmustur. Karanlik ortamda 10 dakika sureyle
inkubasyondan sonra stop solusyonu konularak
450 nm'de okutulmustur.

c. Hazirladigimiz ELISA E.granulosus 1gG
Testi: Dr.Clement Bordier (Isvigre) tarafindan
gonderilen E.granulosus ybdnunden pozitif ve
negatif serum drnekleri kontrol serum olarak kul-
laniimistir. Chekerboard titrasyonu ile uygun anti-
jen orani 0.88 pg/ml, konjugat dilusyonu ise
1:3000 olarak belirlenmistir. ELISA plaklari
(Biohit, Katolog no: 781041, Finlandiya) kuyucuk-
larina 0.88 pg/ml olacak sekilde sulandirilan,
100 pl koyun kist sivisi konulmus ve bir gece
+4°C'de coating islemi uygulanmigtir. %0.5
Tween 20'li Phosphate Buffer Saline (PBS) ile
beskez yikandiktan sonra %2 Bovine Serum Al-
bumin (BSA) ile bloklama iglemi yapilmistir. Yika-
ma iglemini takiben ¢ukurlara 1:100 oraninda su-
landiriimis serum ornekleri konulmustur. 37°C'de
bir saat inkubasyonu takiben cukurlar yikanmis,
daha sonra 1:3000 oraninda sulandiriimis alkalen
fosfataz isaretli anti-human IgG (Sigma Katolog
no: A 3150) konularak tekrar 37°C'de bir saat
inkubasyona birakilmigtir. Yikama islemindan
sonra cukurlara 100 pl (Sigma, Katolog no:
P 9187) dNpp substrat (Sigma katalog no: N-1891 )
konularak oda sicakliginda ve karanhk ortamda
30 dakika bekletilmigtir. Daha sonra gukurlara
2.5 M NaOH stop solusyonundan 100'er pl konul-
duktan sonra ELISA okuyucusunda 450 nm'de
okutulmustur.
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BULGULAR

Karaciger kist hidatigi nedeniyle laparoskopik
ve perkutan tedavi uygulanan 12'si erkek, altisi
bayan toplam 18 olgu operasyon dncesinde ve
sonrasindaki birinci, uguncu, altinci, 12. ve 19.
aylarda US, BT ve serolojik testlerle izlenmistir.

Kendi hazirladigimiz ELISA'da esik degerini
(cut-off)Belirlemek amaciyla sistemik bir sikayeti
olmayan saglikli 100 kisinin serumlarn test
edilmistir. Bu kigilere ait serumlarin 450 nm'deki
absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasi
0.423, standart sapmasi (SD)=0.101 olarak
saptanmistir. Esik degeri, negatif serumlara ait
absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasina
3 SD eklenerek, 0.726 olarak belirlenmistir.

Buna gbre gerek ticari gerekse kendi
hazirladigimiz E.granulosus ELISA 1gG kiti ile
kontrol ve deney grubunda elde edilen verilerin
Mann-Whitney U testi ile yapilan istatistiksel
analizinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkhlik bulunmamigtir (p>0.05).

Tablo 1. Parazitozlu hastalara ait serum odrneklerinin
ELISA sonuglari

Parazitoz  Ticari E.granulosus ELISA  Hazirlanan E.granulosus ELISA
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Trichuriosis 2 8 2 8
Enterobiosis - 10 - 10
Schistosomiasis 5 5 5
ToxocariasisO 6 6 4
Taneiasis 7 8 2
Ascariasis 2 2 8
Toplam 22 38 23 37

Tablo 1'de sunuldugu Uzere, ¢apraz reaksi-
yonlari degerlendirmek amaciyla parazitozlu
hastalara ait serum odrnekleri de her iki test ile
calisiimis ve alinan sonuclar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklihk belirlenememistir
(p>0.05). Her iki testte taeniosis, schistosomosis
ve toxocarosis'li serumlar ile yuksek oranda
capraz reaksiyonlar tespit edilmigtir.

Hastalarin operasyon dncesi ve sonrasi her
iki teste ait ELISA sonuglarinin uyumiu oldugu be-
lirlenmistir. Operasyon Oncesine ait sonuglar
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degerlendirildiginde her iki testte de yalniz bir
hastada seronegatiflik belirlenirken, 17 hastada
seropozitiflik tespit edilmistir. Operasyon dncesi
seronegatif olarak belirlenen sdz konusu hastada

ilk ayinda IgG seviyeleri degerlendirildiginde;
absorbans degerlerinde yukselme tespit edilmis,
ancak sonraki aylarda yukselmis olan absorbans
degerlerinin dustugl hatta operasyon oncesi

cerrahi mudahaleyi takiben serokonversiyon belir-  degerlerinin de altina indigi belirlenmigtir
lenmistir. Butun olgularin operasyondan sonraki  (Sekil 1, 2).
3
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Sekil 2. Kist hidatikli hastalara ait serumlarin ticari Echinococcus IgG ELISA sonuglari
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TARTISMA VE SONUC

Echinococcosis'in  immunolojik tanisinda
cesitli hayvan kodkenli hidatik kist sivilarinin anti-
jenik profilleri karsilastirildiginda koyun hidatik
sivi antijenlerinin en az ¢apraz reaktif determi-
nantlara sahip antijen oldugu tespit edilmistir (13,
14). Kanwar ve ark., koyun, kec¢i,domuz ve insan
kokenli hidatik kist sivilarinda molekul agirliklari
8-116 kDa arasinda degisen en az 15 adet protein
fraksiyonu bulundugunu, hidati-dozlu hastalarda
koyun kist hidatik sivi fraksiyonlarindan en
az 12'sine karsi antikor yaniti gelistigini
belirtmiglerdir (15).

Gunumuizde hidatidozun serolojik tanisina
yonelik olarak yapilan g¢alismalarda spesifikligi
yuksek kist hidatikli koyun karaciger kist sivisi an-
tijenleri elde edilerek serolojik testlerin duyarlilik
ve dzgullukleri arttirlmaya calisiimaktadir (6-8).
Gerek kistik, gerekse alveolar Echinococcosis'li
vakalar uzerinde uygulanan serolojik testlerde
ELISA'nin maliyetinin ucuzlugu, ¢abuk ve kolay
uygulanabilirligi, duyarlilik-d6zgulluk oranlarinin
yuksekligi ile diger testler arasinda one ¢iktigi
bildiriimekte, sonuglarin guvenilirliginin Western
blotting teknigi ile daha da arttirilabilecegi vurgu-
lanmaktadir (16-26).

Raveja ve ark. insan hidatidozunda ELISA
testinin ®nemini vurgulayarak, insan kist sivisi an-
tijeni ile uygulanan ELISA testleri ile alinan
sonuglarin gercegi yansitmadigini bu nedenle
ELISA testinde kist hidatikli koyun karaciger kist
sivisi antijenlerinin kullaniimasi gerektigini bildir-
miglerdir (27).

Helmint infeksiyonlarinin immunodiagnozuna
yonelik serolojik testlerde capraz reaksiyon-
larasikgca rastlanmaktadir. Koyun karaciger kist
sivisi antijeni ile uyguladigimiz indirekt-ELISA'da
ozellikle taeniosis, toxocarosis ve schistosomo-
sis'li hasta serumlariyla yuksek oranda capraz
reaksiyonlar alinmistir. Onchocercosis, cystiscer-
cosis, toxocarosis ve strongyloidosis infeksiyon-
larinda immunoblotting tekniginde 68 ile 58 kDa
bantlariyla ¢capraz reaksiyona rastlanildigi ancak
30 kDa bantlariyla higbirinde capraz reaksiyon
ortaya ¢ikmadig! bildiriimektedir (28,29). EI-On
ve ark., total kist sivisi antijeni ile uyguladiklar
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ELISA ile schistosomosis ve ancylostomosis'l
hastalara ait serumlar ile capraz reaksiyonlar
tespit etmislerdir (29). Yine Zarzosa ve ark.
CE'nin ELISA ile serodiagnozunda ortaya ¢ikan
capraz reaksiyonlarin en fazla T.saginata ve
T.solium ile infekte hastalarda oldugunu
bildirmektedir (18). Yazar ve Altintas CE'nin
serolojik tanisinda ELISA ile IHA ve IFA'ya gore
daha dusuk oranda capraz reaksiyonlar elde
edilebilecegini bildirmektedir (30). Hidatidozisli
vakalarda operasyon sonrasi serum IgG antikor
yanitlarinin izlendigi bir calismada, Wen ve ark.,
kistik ve alveolar Echinococcosis'li hastalardaki
IgG antikor yanitinda, 1gG4 ve IgG, alt gruplarinin
ELISA'da en duyarli sonu¢ verdigini, basarili
tedavi sonucunda bir yil icinde ozellikle 1gG,4
diizeyinin negatif seviyeye indigini, bunun
yaninda spesifik IgG, antikorlarinin tekrar
gorulmesinin guclu rekurrens kaniti oldugunu
bildirmektedirler (31). Ayni arastirmacilar,
echinococcosis'in takibinde ve serodiagnozunda
total 19G, 1gG; ve IgG, antikorlarinin kombine
olarak degerlendirilmesinin dbnemini vurgulamak-
tadirlar (31). Yine Shambesh ve ark., 1gG,
yanitinin klinik olarak ortaya konulmus CE'li
hastalarda ©®nemli bir diagnostik parametre
oldugunu vurgulamaktadirlar (32).

Turkiye'de insanlarda hidatidoz konusunda
gerek ticari, gerekse d6zgun olarak hazirlanan test
kitleri ile yapilan calismalar sinirhdir (14,24,
33-36).

Alkan ve Ozcel, Adana ilinin kirsal bir bol-
gesini pilot bbdlge secerek hidatidoza ybdnelik
yaptiklari seroepidemiyolojik calismada, hidatikli
kist sivisi ve skoleks antijenleri ile ELISA, IHA ve
IFA testlerini uygulamiglardir (24). Calismada
ELISA testi ile 684 serum orneginden 10'unu
pozitif olarak tespit etmiglerdir. Bu testler arasinda
ELISA'nin kullanilan maddeler ve is guci tasarru-
fu avantajlari ile en uygun test oldugunu bildir-
misler, ancak duyarlilik ve bzgulluk oranlarini
arttirmak icin spesifik antijen fraksiyonlarinin
elde edilmesi ve sonuglarin dogrulanmasi igin
ileri metodlarin uygulanmasi gerektigini vurgu-
lamiglardir (24).

Sonug olarak kist hidatikli hastalarin operas-
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yon oncesi IgG seviyelerinin operasyondan son-
raki ilk aylarda yukselme gostermesine ragmen
bir yil sonra ilk seviyesinin de altina inmesi, oral
albendazol tedavisi ve operasyon kombinasyonun
basarili sonug verdigine isaret etmektedir. Dikkati
ceken husus operasyondan sonraki ilk aylarda
absorbans degerlerinin artmasidir ki, bu da infek-
tif 6zelligi olmayan ancak kuvvetli antijenik yanita
yol acabilecek kist sivisinin operasyon sirasinda

ticari gerekse kendi hazirladigimiz Echinococcus
ELISA 1gG testleri ile alinan birebir uyumlu
sonuglar, kendi hazirladigimiz E. granulosus 1gG
ELISA kitinin rutin uygulamaya konulabilecegini
gostermektedir. Ancak testin duyarlihk ve
ozgullugl arttirmak igin E. granulosusa ait
spesifik antijen fraksiyonlarinin elde edilmesi ve
Ozellikle pozitif sonuglari dogrulayacak metodlarin
uygulanmasi gerektigi unutulmamalidir.

az da olsa sizdiriimasi ile agiklanabilir. Gerek
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