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TRISINELLOZiS TANISINDA UG FARKLI ELISA KIiTiNiN
DEGERLENDIRILMESI

EVALUATION OF THREE DIFFERENT ELISA KITS FOR THE
DIAGNOSIS OF TRICHINELLOSIS

Ciler AKISU*, Songiil BAYRAM DELIBAS*, Soykan OZKOC*

OZET: Trichinella tiirlerinin neden oldugu insan trisinellozisi, parazit larvalarini
iceren etlerin az pismis ya da ¢ig olarak yenilmesi sonucu kazanilan, yaygin
gOrulen bir parazit hastaligidir. Bu calismada, Ocak 2004’de c¢ig kofte tiketimini
takiben izmirde ortaya cikan trisinellozis salgini sirasinda kullanilan ELISA
testlerinin degerlendiriimesi amagclanmigtir. Galismaya, trisinellozisli 100 hasta,
diger parazit enfeksiyonu ve otoimmun hastaligi olan 16 hasta (2 toksokariazis,
8 kist hidatik, 1 fasioliyazis, 5 romatoid artrit) ve saglkh 20 kisiden toplanan
serum &rnekleri alinmis ve laboratuvarimizda hazirlanan (in-house) ekskretuvar-
sekretuvar ELISA kiti ile birlikte iki farkh ticari ELISA kiti (Kit 1; IBL, Hamburg,
kit 2; Cypress, Belgium) kullanilarak Trichinella 1gG antikorlar arastirimgtir.
Laboratuvar yapimi ELISA IgG’nin duyarliligi %100 olarak bulunurken, birinci
ve ikinci kitlerin duyarliliklan sirasiyla %75 ve %48 olarak saptanmigtir. Her ¢
testin 6zgullUkleri ise sirasiyla; %93.7, 87.5% ve 100% olarak belirlenmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, laboratuvarimizda hazirlanan IgG ELISA kitinin
trisinellozis tanisinda degerli bir test oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar sézcukler: Trisinellozis, Trichinella britovi, IgG ELISA.

ABSTRACT: Human trichinellosis caused by Trichinella spp. is a widely
distributed parasitic disease, acquired by ingestion of undercooked or raw
meat containing larvae of the parasite. In January 2004, a trichinellosis outbreak
following the consumption of raw minced meat ball, occurred in izmir, Turkey.
In the present study, an in-house excretory/secretory (ES) IgG ELISA and two
commercial IgG ELISA kits (Kit # I, IBL, Hamburg, kit # Il; Cypress, Belgium)
have been used to evaluate their diagnostic efficiencies in this outbreak. Serum
samples were collected from 100 patients with trichinellosis, from 16 patients
with other parasitosis and autoimmune diseases (2 toxocariasis, 8 hydatic
cyst, 1 fascioliasis, 5 rheumatoid arthritis) and from 20 healthy subjects. While
the sensitivity of in-house ELISA has been found as 100%, the sensitivities of
commercial kits number | and Il have been found as 75% and 48%, respectively.
The specificities of these three tests have been detected as 93.7%, 87.5% and
100%, respectively. The results obtained in this study suggest that in-house ELISA
is of significant diagnostic value for the diagnosis of trichinellosis.
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GIiRIS

insan trisinellozisi, Trichinella tirleri ile enfekte domuz, at gibi hayvan
etlerinin ¢ig veya az pismis olarak yenmesi sonucu olusan ve ciddi klinik
tablolara neden olabilen bir paraziter hastaliktir'. Hastallk Avrupa Birligi'ne Uye
bircok Ulkede endemik olmasina ragmen, Ulkemizde 28 yil énce tanimlanmis
yalnizca bir trigsinellozis salgini bildirilmistir?. Bununla birlikte geleneksel beslenme
aliskanliklanmiz arasinda ¢ig et tdketiminin bulunmasi ve daha da 6nemlisi 2004
Ocak ayinda izmirde yasanan triginellozis salgininin olmasi, hastaligin (lkemiz
icin 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir®.

insanlarda olusan trisinellozis, gerek asemptomatik seyredebilmesi, gerekse
semptomlarinin diger enfeksiytz hastaliklarla karigabilmesi nedeniyle cogu zaman
tanimlanamamaktadir®. Buna karsin serolojik yontemler hastaligin erken tanisinda
ve ilag tedavisi sonrasi hastaligin seyrinin izlenmesinde oldukga 6nemli bir yer
tutmaktadir®”. Ozellikle ELISA ydntemi hem kolay uygulanabilen hizli ve ucuz bir
test olmasl, hem de yUksek duyarliiga sahip olmasi nedeniyle bir cok laboratuvarda
rutin tarama testi olarak kullaniimaktadir®.

Bu calismada, parazitin ekskretuvar/sekretuvar (ES) UrUnlerinin antijen olarak
kullanildigi laboratuvar yapimi bir ELISA IgG kiti ile iki ticari ELISA IgG kitinin
karsilagtinimasi ve triginellozis tanisinda ELISA IgG ydnteminin degerinin ortaya
konmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Hasta Serumlarn: Calismaya, izmir'de 2004 Ocak ayinda meydana gelen
triginellozis salgini esnasinda, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakilltesi Hastanesi
Parazitoloji Anabilim Dali Seroloji Laboratuvar’na bagvuran ve ftriginellozis kesin
tanisi konmus 54 erkek, 46 kadin olmak Uzere 100 hasta dahil edildi. Serum
ornekleri supheli et yeme tarihini takip eden 3-6 hafta icinde alindi. Ayrica testlerde
olusabilecek c¢apraz reaksiyonlarin degerlendirilebilmesi amaciyla, trigsinellozis
disi paraziter hastaligi olan 11 (2 toxocariasis, 8 kist hidatik, 1 fascioliasis) ve
otoimmun hastalgl olan 5 (hepsi romatoid artrit) hastadan alinan toplam 16
serum ile saglikl kisilere ait 20 serum calismaya dahil edildi.

Laboratuvar Yapimi ELISA 1gG: Bu yontem, Nockler ve arkadaslarnin® tarif
ettigi sekilde uygulandi. Kullanilan saflastinimis Trichinella ES antijeni, Uluslararasi
Trichinella Referans Merkezi'nden saglandi (Trichinella International Reference
Centre, Instituto Superiore di Sanita, Roma). Sodyum karbonatl tampon icinde
5 ug/ml olacak sekilde sulandirilan ES antijeninden her ¢ukura 100 ul konulmak
suretiyle ELISA plaklari (Nunc® MaxiSorp) kaplandi. Plaklarin Uzeri parafiim ile
kapatilarak 1 saat boyunca 37°C’de inkube edildi. Antijen kapli plaklarin her
cukuruna, 200 ul “blocking” solisyonu (PBS-Tween 20 + %0.1 sigir serum albumini)
konularak 37°C’de 1 saat bloklama islemi yapildi. Daha sonra plaklar U¢ kez PBS-T
(PBS-%0.05 Tween 20) ile yikandi. PBS-T ile 1/100 sulandinmi hazirlanan serum
orneklerinden 100’er wl, antijen kapli plaklara aktarildiktan sonra 37°C’de 30 dakika
inkilbe edildi. inkibasyon sonrasinda plaklar tekrar 3 kez yikandi ve PBS-T ile
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optimal dilisyonda sulandirilan konjugat (hidrojen peroksidaz ile isaretli keci anti-
insan 1gG), plaklarin her gukuruna 100 wl olacak sekilde konuldu. Oda isisinda
30 dakika inkibasyonu takiben yikama islemleri tekrarlandi ve bu kez gukurlara
100 pl substrat solisyonu (TMB; tetrametilbenzidin) eklendi. Reaksiyon 15 dakika
sonra 100 wl durdurma soltdsyonu (1 N HCI) eklenerek sonlandirildi. Olusan renk
degisikligi, spektrofotometrede 450 nm‘de okunarak deg@erlendirildi. Hasta serumu
absorbanslari (OD), asagidaki formile gore hesaplanan esik (cut off) degerin
Uzerinde oldugunda pozitif, altinda oldugunda negatif olarak degerlendirildi.

Esik deger=(Negatif kontrollerin OD ortalamasi-kér ¢ukurlarin OD ortalamasl) x 3

Ticari ELISA IgG Kitleri: Kullanilan ticari Trichinella ELISA IgG kitleri (I no’lu
kit: IBL Immuno-biological Laboratories, Hamburg, Germany; Il no’lu kit: Cypress
Diagnostics, Langdrop, Belgium) Uretici firmalarin onerilerine goére calisildi.

[statistiksel Analiz: istatistiksel analizde testlerin karsilastinimasi igin ROC egrisi
kullanildi. Her testin ROC egrisinde kapladigi alanlar hesaplandi. Her ¢ ELISA
kitinin duyarlilik ve 6zgulltkleri asagidaki formdle gore hesaplandi (GP: Gergek
pozitif, YP: Yalanci pozitif, GN: Gercek negatif, YN: Yalanci negatif):

Duyarlilik (%): [GP/ (GP+YN)] x100
Ozgiillik (%): [GN/ (GN+YP)] x100

BULGULAR

Laboratuvarimiza supheli et yeme 6ykusu ile basvuran ve kesin olgu olarak
saptanan 100 hastaya uygulanan her G¢ ELISA Kiti ile alinan sonuclar Tablo I'de
gOsterilmigtir.

Tablo I: Trisinellozis’li Hastalarin Farkl ELISA 1gG Kitleriyle
Alinan Sonuglari ve Testlerin Duyarliliklari

Sonuclar Laboratuvar Yapimi Kit | no’lu Kit Il no’lu Kit
Pozitif 100 75 48
Negatif - 25 52
Duyarlilik (%) 100 75 48

Trisinellozis disi hastaligi olan 16 hastanin ve saglikli 20 kisinin farkli ELISA
kitleriyle alinan sonuglari Tablo II'de verilmigtir.

Tablo II: Triginellozis Digi Hastaligi Olanlarin ve Kontrollerin ELISA 1gG
Kitleriyle Alinan Sonuglari ve Testlerin Ozgilltkleri

Trichinella 1gG pozitif serumlar

Hasta Gruplari Laboratuvar Yapimi Kit I no’lu Kit Il no’lu Kit

Romatoid artrit (n:5) - - -
Toksokariazis (n:2)
Kist hidatik (n:8) -
Fasioliyazis (n:1) -
Sagliklr (n:20) - -
Ozgulluk %93.7 %87.5 %100

—

1
1
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ELISA testlerinin kisilerin triginellozisli olup olmadiklarini ayirmadaki dogruluk
duzeylerini saptamak amaciyla olusturulan ROC Egrisi analizinde, en genis alani
(%98.6) kaplayan ve tanida en degerli bulunan kitin laboratuvar yapimi ELISA Kiti
oldugu gordlmastar (Sekil 1).

ROC Egrisi
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- -
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sl -
]
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Sekil 1: Trisinellozis tanisinda kullanilan ELISA IgG kitlerinin ROC egrisine gére kapladiklari alanlar.

TARTISMA

Ulkemiz triginellozis yoéniinden riskli bélgeler arasinda gdsterilmesine ragmen,
1977 yilindan bu gune kadar Turkiye'de yerli kaynakl insan trisinellozis olgusu
bildirilmemistir. Ancak 2004 Ocak ayinda izmirde meydana gelen trisinellozis
salgini ve bu salgina neden olan turun Trichinella britovi olarak belirlenmesi,
Tarkiye'nin ozellikle silvatik (yabani hayvan kdkenli) trisinellozis acisindan riskli
bolgede yer aldigini ortaya koymaktadir.

Yapilan calismalarda parazitin ekskretuvar/sekretuvar (ES) Urdnlerinin ¢zellikle
ELISA testi icin en uygun antijenik yapi oldugu gosteriimistir®''. ES antijeni, tim
turler icin ortak bir yapi olmasi ve 6zellikle ELISA sistemlerinde daha 6zgul
reaksiyonlar vermesi nedeniyle trisinellozis tanisinda guvenle kullaniimaktadir’?12,
Bu nedenle laboratuvarimizda hazirlanan ELISA testinde T.spiralis’ten elde edilen

ES antijeni kullaniimis ve sonuglar yine ES antijeninin kullanildigi iki ticari kit ile
karsllastirimistir.
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Triginellozis tanisinda farkli antikor izotiplerinin de@erlerinin arastinididi bir cok
galismada, IgG'nin hastalik sirasinda olusan oldukga 6zgul bir yanit tipi oldugu ve
kanda saptanabilme dénemleri géz 6ntne alindiginda hastaligin tanisini koyma
acisindan en uygun antikor tipi oldugu gosterilmistir'®'4, Bu nedenle calismamizda
Trichinella 1gG antikorlarinin arastirimasi planlanmistir.

Gunumuzde trisinellozisin serolojik tanisinda birgok test kullaniimakla
birlikte, pratik, hizli ve ekonomik olmasi nedeniyle ELISA testi daha fazla tercih
edilmektedir®. Ozellikle ES antijenlerinin kullanildigi laboratuvar yapimi ELISA testleri,
enfeksiyonun erken donemindeki 6zgul antikorlari saptamasi nedeniyle erken tanida
oldukga 6nemli yer tutmakta bu sebeple salginlarda sikca kullaniimaktadir’®. Bizim
calismamizda da, trisinellozis kesin tanisi konulan 100 hastadan ilk 3-6 hafta
icinde alinan serumlarda, laboratuvar yapimi ELISA IgG testinde %100 duyarlilik
elde edilmis ve Trichinella 1gG antikorlarinin hastaligin erken tanisinda degerli
oldugu gosterilmistir. Bulgularimiz, laboratuvar yapimi ELISA IgG kitinin diger iki
ticari kit ile karsilastinldiginda pozitif hastalari en erken saptayan test oldugunu
ortaya koymustur.

Ticari olarak satilan ELISA kitleri daha kolay kullanilabilir olmasi nedeniyle
bir cok laboratuvarda tercih edilmektedir. Ancak erken dénemde enfeksiyonu
tanimadaki yetersizlikler ve diger paraziter enfeksiyonlarla capraz reaksiyonlar
sonucu gézlenen yalanci pozitiflikler bu kitlerin eksiklikleri olarak gosterilmektedir’®.
Ticari kitlerin insan trisinellozisi tanisindaki yerini degerlendirmek amaci ile
yalnizca birkag calisma bulunmaktadir. Yera ve arkadaslar' ticari kit sonuclarini
karsilastirdiklar ¢calismalarinda, erken ddénem trisinellozis hastalarinda yalanci
negatifliklerin olustugunu bildirmislerdir. Bu arastiricilar, saglikli kisilerde yalanci
pozitiflige rastlamadiklarini, ancak otoimmun ve diger paraziter hastaligi olanlarda
yalanci pozitiflik tespit ettiklerini ifade etmektedirler’”. Bizim galismamizda da
test edilen iki ticari Kit, trisinellozis kesin tanisi alan hastalarin erken dénem
serumlarinda, laboratuvar yapimi ELISA testine gére daha dusuk (sirasilyla %75
ve %48) duyarliik sonuglar vermistir.

Trisinellozis tedavisi, dzellikle erken dénemde yani parazitin hentiz barsaklarda
bulundugu ve kaslara tam olarak yerlesmedigi donemde etkilidir®. Bu nedenle
hastaligin tanisinin acilen konulmasi biyUk yarar saglamaktadir. Tani testi olarak tek
bir ticari kitin kullaniimasi, yalanci negatif sonug olasiligini artiracak ve dolayisiyla
bazi trisinelloz hastalarinda tedavinin uygulanmamasina ya da gec¢ uygulanmasina
neden olacaktir. Bu acgidan, 6zellikle erken dénem trigsinellozis sUpheli hastalarda
mUmkUnse laboratuvar yapimi ELISA IgG testlerinin yapiimasi ya da duyarlilg
artirmak igin en az iki ticari kitin kullanilmasi uygun olacaktir kanisindayiz.

Trisinellozis serolojik tanisinda Kkarsilasilan énemli problemlerden biri
de, 6zellikle otoimmun ve diger paraziter hastaliklarin neden oldugu yalanci
pozitifliklerdir'®. Trisinellozisde klinik bulgularin bu hastalik igin gok 6zgul olmamasi
nedeniyle, ozellikle sporadik olgularda klinik olarak ayirt edici tani son derece
zor olabilir. Bu nedenlerle testlerin, 6zellikle sporadik olgularda kullaniimasi
esnasinda yalanci pozitifliklerin olusabilecedi goz dnunde bulundurulmasi ve dikkatli
degerlendiriimesi gereklidir. Calismamizda, her Gg ELISA kiti ile de saglikli kisilerde
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ve romatoid artritli hastalarda herhangi bir yalanci pozitiflige rastianmamig, buna
karsin biri diginda (Il no’lu kit) diger kitler trisinellozis digl parazit enfeksiyonu olan
hastalarda yalanci pozitif sonu¢ vermiglerdir. Ancak bu konuda kesin bir yorum
yapilabilmesi ve 6zgulligun tam olarak degerlendiriimesi icin daha fazla sayida
trisinellozis disi hasta ve saglikli kontrol grubunun calisimasi gereklidir.

Ulkemizde izmir'de gériilen salgina kadar triginellozis tanisina yonelik herhangi
bir serolojik yontem uygulanmamaktaydi. Ancak bu salginla birlikte, hastaligin
Ulkemizi tehdit ettigi ve dolayisiyla ileriki yillarda sporadik olgularin ve salginlarin
ortaya cikma olasiliklarinin yiksek oldugu gortimasttr. Bu nedenle Ulkemizde de
bu hastaligin tanisina yonelik testlerin yapilmasi ve degerlendirilmesi zorunludur. Bu
gereklilikten yola ¢ikarak yaptigimiz bu calismada, laboratuvarimizda hazirladigimiz
ELISA 1gG testinin trisinellozisin erken tanisinda ticari kitlere oranla daha etkili
oldugu sonucuna varilimistir.
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