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OZET

insan fasciolosis olgularinda, hastaligin siresi ile hiimoral immiin yanitin gelisimi arasindaki iliski tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu calismada, fasciolosisli hastalarda farkli immuinoglobulin izotiplerinin has-
tahgin suresi ile iliskisinin arastirilmasi ve tanisal degerinin irdelenmesi amaclanmistir. Calismaya alinan
50 hasta (30 kadin, 20 erkek; yas arahg:i: 18-70 yil), karin agrisi, ates, eozinofili, diskida yumurta saptan-
masi ve radyolojik bulgularin varligi gibi belirti ve bulgularin siiresine gore 3-6 ay (1. grup), 7-12 ay (2.
grup) ve > 13 ay (3. grup) olmak lizere 3 gruba ayrilarak 6zgiil IgG, IgM, IgA ve IgE pozitifligi agisindan
degerlendirilmistir. immiinoglobulin tiplerinin arastinlmasinda, Fasciola hepatica eriskinlerinden elde edi-
len ekskretuvar-sekretuvar (ES) antijenler ile hazirlanan “in-house” ELISA yontemi kullanilmistir. Calisma-
mizda toplam pozitiflik oranlari; IgG icin %100, IgM icin %50, IgA icin %62 ve IgE icin %42 olarak sap-
tanmistir. Birinci calisma grubunda IgM, IgA ve IgE pozitifligi sirasiyla %90, %72 ve %54; 2. grupta ise
sirastyla %35, %35 ve %21 olarak bulunurken, 3. grupta hic IgM pozitifligi saptanmamis, IgA pozitifligi
%50, IgE pozitifligi ise %42 olarak belirlenmistir. Bulgularimiz, hastaligin erken doneminde yiiksek oran-
da (%90) saptanan IgM antikorlarinin giderek azaldigini (%35) ve ileri dénemdeki olgularda kayboldu-
gunu gostermis; ancak IgA ve IgE dizeylerinde hastalik stresiyle iliskili bir degisim gozlenmemistir. So-
nug olarak, 6zgul IgM tespitinin hastaligin akut-kronik doneminin ayiriminda yararl olabilecegi distindil-
mus, buna karsin 6zgiil IgA ve IgE tespitinin tanisal amacl kullanimi konusunda daha ileri ¢alismalarin
yapilmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Fasciolosis, serolojik tani, 1gG, IgM, IgE, IgA.

ABSTRACT

The relation between the duration of human fasciolosis and development of humoral immune
response has not yet been clarified. This study was conducted to investigate the relation between
different immunoglobulin isotypes and the period of disease in fasciolosis patients and also to evaluate
the diagnostic value of immunoglobulin isotypes. The 50 patients (30 female, 20 male; age range:
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18-70 years) included to the study were evaluated in 3 groups (3-6 months, 7-12 months and > 12
months) according to the duration of their signs and symptoms such as abdominal pain, fever,
eosinophilia, detection of eggs in stool and radiological findings. An in-house enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) based on Fasciola hepatica excretory-secretory (ES) antigens was used for
the determination of anti-Fhepatica specific 1gG, I1gM, IgA, IgE antibodies. The positivity rates were
100% for 1gG, 50% for IgM, 62% for IgA and 42% for IgE. When the relation between disease period
and immunoglobulin classes were evaluated, it was observed that in the 3-6 months period, patients
IgM, IgA and IgE levels were; 90%, 72% and 54%, respectively; in the 7-12 months period patients IgM,
IgA and IgE levels were 35%, 35% and 21%, respectively, in the > 12 months period patients IgA and
IgE levels were 50% and 42%, respectively however, no positive IgM level were detected. In conclusion
our data indicated that the specific IgM positivity rate was high (90%) in early stage in fasciolosis,
gradually decreased (35%) and became negative in late stages of infection. However, IgA and IgE levels
revealed no specific relation to the disease period. Specific IgM determination seems to be useful for the
differentiation between acute and chronic period of fasciolosis. Further studies are necessary to prove
the diagnostic value of specific IgA and IgE antibodies in setting of fasciolosis.
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GiRis

Fasciola hepatica’'nin neden oldugu fasciolosis insanlara metaserkarya ile kontamine
sularin icilmesi veya su bitkilerinin yenmesi ile bulagmaktadir. Son tahminlere gore diin-
yada 2.4 milyon olan hasta sayisinin, tahmin edilenin ¢cok daha ustiinde olabilecegi du-
stiniilmektedir'-2. Parazitin karaciger parankimi icindeki gocii temel patolojik degisiklik-
lerden sorumlu olmakla birlikte, immiinolojik ve inflamatuvar yanitin da patogenezde
rolii blyiktiir>,

Fasciolosis tanisinda, digskida parazit yumurtasinin bulunmasi ve radyolojik olarak eris-
kin formunun tespiti ve/veya patolojik degisikliklerin saptanmasi disinda, serolojik testler
de 6nemli bir yer tutmaktadir. Serolojik tani icin indirekt hemaglitinasyon, immunoflo-
resans, Western blotting gibi yontemler kullaniimakla birlikte sikca kullanilan yontem
F.hepatica ekskretuvar-sekretuvar (ES) antijenine karsi IgG varliinin ELISA yontemi ile
arastinlmasidir’>”’. Fhepatica’nin ES Griinlerinin (Sistein proteaz (katepsin L ve katepsin B),
CuZn superoksit dismutaz, enolaz, glutatyon S-transferaz, 16sin aminopeptidaz, tiyore-
doksin peroksidaz vb.) immuinojenik ve parazite 6zgi olmasi, serolojik yontemlerin olduk-
ca 6zgiil ve duyarli olmasini saglamaktadir®®. Fasciolosis tanisinda ES-ELISA IgG testinin
duyarlihig %93-100, 6zgilligi ise %95-100 gibi yiiksek oranlarda bildiriimektedir>1°.

insanlarda fasciolosis sirasinda gelisen IgG digindaki antikorlarin tanida kullanilip
kullanilamayacagi ve immiin yanitin gelisimi acisindan antikor siniflarinin saptanmasi
ve izlenmesi onemlidir. Fhepatica ile enfekte hastalarda IgM, IgA ve IgE diizeylerinin
tanisal degeri ve hastalik siiresince duizeylerinin degisimi konusunda hayvan calisma-
lari bulunmasina karsin insan verileri sinirli sayidadir. Bu calismada, fasciolosisli hasta-
larda immunoglobulin tiplerinin hastalik stresiyle baglantili olarak arastirilmasi amac-
lanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Parazitoloji Laboratuvarina basvuran ve izlemleri yapilan fasciolosisli 50 hasta (30 kadin,
20 erkek; yas araligi: 18-70 yil) dahil edildi. Timu Fhepatica IgG pozitif olan hastalarin
tanisi diskida yumurta varligi ve/veya radyolojik bulgular ile koyulmustu. Hastalar karin
agrisi, ates ve eozinofili triadindan 3’U veya 2'sinin ilk saptanma tarihine gore 3 grupta
degerlendirildi. imminoglobulin siniflarinin arastirlmasi icin, tim olgulardan 5 ml ve-
noz kan alinarak, serum ornekleri ayrildi ve calisilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Serolojik yontemler, Ozkan ve arkadaslari'® ile Carnevale ve arkadaslar’ kullandigi
yontem modifiye edilerek uygulandi. Kisaca, koyun karacigerinden elde edilen Fhepati-
ca eriskinleri 3 kez 0.01 M PBS (phosphate-buffered saline) ile yikand. Igerisinde prote-
az inhibitoru olarak 0.8 mol/l fenilmetilsilfonil florid, 400 U/ml aprotinin ve 0.1 mM di-
tiotreitol (Sigma Chemicals, ABD) bulunan (1 eriskin/5 ml) PBS sollsyonu icinde
37°C’de 3 saat bekletildi. Buradan alinan ve icinde F.hepatica ES antijenleri bulunan sus-
pansiyon 4°C’de 2 saat santrifiij (13.000 g) edildi. Ustteki siispansiyon 0.2 ym por cap-
I filtreden gecirildi ve ES antijeni olarak kullanildi. ES antijeni 12.8 pg/ml yogunlukta
ELISA pleytlerine (Nunc-MaxiSorp Immunoplate, Danimarka) kaplandi. Pozitif ve nega-
tif kontrol serumlar ve test edilecek serum ornekleri IgG icin 1/100, IgA icin 1/40, IgM
icin 1/40 ve IgE icin 1/20 oraninda kazein buffer ile sulandirildi ve cift kuyucuk olarak
calisildi. Konjugat sulandirimi (alkaline phosphatase conjugate, Sigma Immunochemi-
cals) yapilan denemeler sonunda IgE icin 1/500, I1gG icin 1/12.000, IgM icin 1/10.000
ve IgA icin 1/12.000 olarak belirlendi. Substrat olarak, 4-nitrofenil fosfat disodyum tu-
zu (pnPP; Fluka) 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Antijen, serum ve konjugat titrasyo-
nu her immunoglobulin izotipi icin ayri ayri denendi (chequerboard titration) ve en uy-
gun sulandirimlar secilerek uygulandi. ELISA pleytleri (Bio-Tek Instruments, Ultramicrop-
late Reader ELX 808, ABD) okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutuldu. Negatif serum-
larin ortalamasinin 3 standart sapma ustu pozitif olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, hastalarin hepsinde (%100) IgG pozitif, %50'sinde IgM pozitif,
%62'sinde IgA pozitif ve %42'sinde IgE pozitif olarak tespit edilmistir. Calismaya alinan
hastalarin 22'sinde hastaligin belirti ve bulgularinin baglangic¢ stresinin 3-6 ay (1. grup),
14’Gnde 7 ay-1 yil (2. grup) ve 14’linde de 1 yildan fazla (3. grup) oldugu tespit edil-
mistir. Birinci grupta IgM, IgA ve IgE pozitifligi sirasiyla %90, %72 ve %54; 2. grupta ise
sirastyla %35, %35 ve %21 olarak bulunurken, 3. grupta hi¢ IgM pozitifligi saptanma-
mis, IgA pozitifligi %50, IgE pozitifligi ise %42 olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Fasciolosis kliniginin 6zgul olmayan bulgular icermesi tanidaki zorluklardan birisidir.
Klasik hastalik triadi olarak bilinen karin agrisi, ates ve eozinofili hastalarda degiskenlik
gosterebilmektedir. Bunlarin disinda hastalarda urtiker, kilo kaybi ve akciger belirti ve
bulgulari da siklikla bildirilmistir*''2, Ozgiil IgG tespiti tanida oldukca duyarli sonuclar
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vermesine ragmen akut ve kronik olgularin ayirimini yapamamaktadir. Hastaligin tanisin-
da ve doneminin belirlenmesinde, diger immunoglobulin tiplerinin kullanip kullanilama-
yacagi tartismalidir. Karin agrisi ve ates gibi akut donem semptomlarinin oldugu hasta-
larda IgM, 1gG ve IgE diizeylerinin yiiksek oldugu vurgulanmaktadir* '3, Bizim calisma-
mizin temelini olusturan Ozkan ve arkadaslarinin'® calismasinda, ES-ELISA yéntemi ile
fasciolosisli olgularin timunde pozitiflik saptanmis, ELISA yonteminin duyarlihgi %100,
6zglllugu ise %95.3 olarak bildirilmistir. Yapilan diger calismalarda da, klinik bulgular
olan hastalarda ES-ELISA testinin uygulanmasinin tani zorluklarini ortadan kaldiracag ifa-
de edilmektedir’ .

Enfeksiyon sirasinda ilk 1 yilda IgG antikorlarinin pozitif oldugu ve IgM antikorlarinin
ona eslik ettigi gortlmektektedir. Genellikle fasciolosis semptomlarinin ortaya ¢iktigi do-
nemlerde, ayirici tanisinin 6ncelikle distinilmemis olmasi nedeniyle hastalarin cogu
akut dénem gectikten sonra tespit edilebilmektedir*'2. Bu nedenle IgG’nin negatif,
IgM’nin pozitif oldugu baslangi¢ evresine rastlaniimasi zor olmaktadir. Bu calismada IgM
yanitinin sire ile iliskisinin degerlendirilmesi sonucunda, 3-6 aylik akut donemde yiiksek
IgM porzitiflik orani (%90) saptanmis, hatta 7 ay-1 yil doneminde de pozitif olgular
(%35) gorilmistir. Hastahk bulgularinin 1 yildan uzun sire (2-7 yil) devam ettigi has-
talarda ise IgM pozitifligi gozlenmemistir. Buna karsin, parazit yumurtasinin saptandigi
hastalarda da IgM pozitifligi mevcut degildir. Osman ve arkadaslar'®, insan akut fasci-
olosis enfeksiyonlarinda “eriskin antijeni fraksiyon-1” kullanildigi ELISA-IgM testinin du-
yarlihgini %80, 6zgulligunu %100 olarak bildirmislerdir. Butiin bunlar degerlendirildi-
ginde 6zglil IgM saptanmasi hastaligin akut veya kronik oldugunun ayiriminin yapilma-
sinda yardimci olabilir, ancak bu konuda daha fazla insan calismasina gereksinim vardir.

Sheldrake ve arkadaslar'®, F.hepatica ile enfekte olan ve safra kesesi hastaligi olan ko-
yunlarda normal koyunlara gore isaretli IgA’nin safra yollarina atiiminin azaldigini bul-
muslardir. Buna karsin fasciolosisli hastalarda IgA diizeylerinin genellikle normal oldugu-
nu bildiren calismalar da vardir®. Bizim calismamizda IgA diizeyleri 6zellikle safra yolla-
rinda patolojik radyolojik bulgulari olan hastalarda ytksek bulunmustur. Parazit antijen-
leri viicut bogluklarina salindigr zaman IgA yanitini tetikleyebilir. Bu yiizden safra yolla-
rinda patoloji saptanan hastalarda artmig IgA yaniti saptanmis olabilir. Bu ¢calismada yu-
murta bulunan ya da karin agrisi olan hastalarda IgA dizeylerinde bir fark gozlenmemis-
tir. Hastalarda yumurta saptanmasini etkileyen bircok faktor vardir. Bu nedenle yumurta
saptanmasi veya saptanmamasi kesin yargiya varmak icin iyi bir belirleyici olmayabilir.

IgE yaniti, helmint enfeksiyonlarina karsi temel konak savunmasini olusturmaktadir.
Ratlarda yapilan bir calismada, fasciolosiste IgE diizeylerinin bifazik oldugu ve 4 ve 8.
haftalarda yiikseldigi bildirilmistir'”. Chen ve arkadaslan'® da, karaciger patolojisi olan
fasciolosisli hastalarda IgE pozitifligini %48 olarak bulmuglardir. Sampaio Silva ve arka-
daslar’, total ve 6zgiil IgE diizeylerini %76 ve %48 olarak rapor etmisler; eozinofilisi olan
ve parazit yumurtasinin gorildigi hastalarda IgE diizeylerinin dogru orantili olarak yiik-
sek oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢calismamizda IgE pozitifligi akut donemde %54, ile-
ri donemde %42 olarak saptanirken, eozinofilisi olan hastalarda olmayanlara oranla da-
ha ylksek IgE diizeyleri gozlenmistir.
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Sonug olarak calismamizda, erken donemde yuksek oranda tespit edilen IgM antikor-
larinin hastaligin sresi ile iliskili olarak azalma gostermesinin akut-kronik donem ayiri-
minda yararli olabilecedi duslinilmus, ancak IgA ve IgE diizeylerinde hastalik suresiyle
iligkili bir degisim gozlenmemistir. F.hepatica IgM, IgA ve IgE diizeylerinin hastahgin tani
ve takibinde kullanimi ile iligkili olarak daha genis ve 6zgil antijenlerin kullanildig ileri
calismalara gereksinim vardir.
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