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ÖZET

İnsan fasciolosis olgularında, hastalığın süresi ile hümoral immün yanıtın gelişimi arasındaki ilişki tam
olarak aydınlatılamamıştır. Bu çalışmada, fasciolosisli hastalarda farklı immünoglobulin izotiplerinin has-
talığın süresi ile ilişkisinin araştırılması ve tanısal değerinin irdelenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya alınan
50 hasta (30 kadın, 20 erkek; yaş aralığı: 18-70 yıl), karın ağrısı, ateş, eozinofili, dışkıda yumurta saptan-
ması ve radyolojik bulguların varlığı gibi belirti ve bulguların süresine göre 3-6 ay (1. grup), 7-12 ay (2.
grup) ve ≥ 13 ay (3. grup) olmak üzere 3 gruba ayrılarak özgül IgG, IgM, IgA ve IgE pozitifliği açısından
değerlendirilmiştir. İmmünoglobulin tiplerinin araştırılmasında, Fasciola hepatica erişkinlerinden elde edi-
len ekskretuvar-sekretuvar (ES) antijenler ile hazırlanan “in-house” ELISA yöntemi kullanılmıştır. Çalışma-
mızda toplam pozitiflik oranları; IgG için %100, IgM için %50, IgA için %62 ve IgE için %42 olarak sap-
tanmıştır. Birinci çalışma grubunda IgM, IgA ve IgE pozitifliği sırasıyla %90, %72 ve %54; 2. grupta ise
sırasıyla %35, %35 ve %21 olarak bulunurken, 3. grupta hiç IgM pozitifliği saptanmamış, IgA pozitifliği
%50, IgE pozitifliği ise %42 olarak belirlenmiştir. Bulgularımız, hastalığın erken döneminde yüksek oran-
da (%90) saptanan IgM antikorlarının giderek azaldığını (%35) ve ileri dönemdeki olgularda kayboldu-
ğunu göstermiş; ancak IgA ve IgE düzeylerinde hastalık süresiyle ilişkili bir değişim gözlenmemiştir. So-
nuç olarak, özgül IgM tespitinin hastalığın akut-kronik döneminin ayırımında yararlı olabileceği düşünül-
müş, buna karşın özgül IgA ve IgE tespitinin tanısal amaçlı kullanımı konusunda daha ileri çalışmaların
yapılması gerektiği kanısına varılmıştır.

Anahtar sözcükler: Fasciolosis, serolojik tanı, IgG, 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-F.hepatica specific IgG, IgM, IgA, IgE antibodies. The positivity rates were
100% for IgG, 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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GİRİŞ

Fasciola hepatica’nın neden olduğu fasciolosis insanlara metaserkarya ile kontamine
suların içilmesi veya su bitkilerinin yenmesi ile bulaşmaktadır. Son tahminlere göre dün-
yada 2.4 milyon olan hasta sayısının, tahmin edilenin çok daha üstünde olabileceği dü-
şünülmektedir1,2. Parazitin karaciğer parankimi içindeki göçü temel patolojik değişiklik-
lerden sorumlu olmakla birlikte, immünolojik ve inflamatuvar yanıtın da patogenezde
rolü büyüktür3-4. 

Fasciolosis tanısında, dışkıda parazit yumurtasının bulunması ve radyolojik olarak eriş-
kin formunun tespiti ve/veya patolojik değişikliklerin saptanması dışında, serolojik testler
de önemli bir yer tutmaktadır. Serolojik tanı için indirekt hemaglütinasyon, immünoflo-
resans, Western blotting gibi yöntemler kullanılmakla birlikte sıkça kullanılan yöntem
F.hepatica ekskretuvar-sekretuvar (ES) antijenine karşı IgG varlığının ELISA yöntemi ile
araştırılmasıdır5-7. F.hepatica’nın ES ürünlerinin (Sistein proteaz (katepsin L ve katepsin B),
CuZn süperoksit dismutaz, enolaz, glutatyon S-transferaz, lösin aminopeptidaz, tiyore-
doksin peroksidaz vb.) immünojenik ve parazite özgü olması, serolojik yöntemlerin olduk-
ça özgül ve duyarlı olmasını sağlamaktadır8,9. Fasciolosis tanısında ES-ELISA IgG testinin
duyarlılığı %93-100, özgüllüğü ise %95-100 gibi yüksek oranlarda bildirilmektedir5-10.

İnsanlarda fasciolosis sırasında gelişen IgG dışındaki antikorların tanıda kullanılıp
kullanılamayacağı ve immün yanıtın gelişimi açısından antikor sınıflarının saptanması
ve izlenmesi önemlidir. F.hepatica ile enfekte hastalarda IgM, IgA ve IgE düzeylerinin
tanısal değeri ve hastalık süresince düzeylerinin değişimi konusunda hayvan çalışma-
ları bulunmasına karşın insan verileri sınırlı sayıdadır. Bu çalışmada, fasciolosisli hasta-
larda immünoglobulin tiplerinin hastalık süresiyle bağlantılı olarak araştırılması amaç-
lanmıştır.
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GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı
Parazitoloji Laboratuvarına başvuran ve izlemleri yapılan fasciolosisli 50 hasta (30 kadın,
20 erkek; yaş aralığı: 18-70 yıl) dahil edildi. Tümü F.hepatica IgG pozitif olan hastaların
tanısı dışkıda yumurta varlığı ve/veya radyolojik bulgular ile koyulmuştu. Hastalar karın
ağrısı, ateş ve eozinofili triadından 3’ü veya 2’sinin ilk saptanma tarihine göre 3 grupta
değerlendirildi. İmmünoglobulin sınıflarının araştırılması için, tüm olgulardan 5 ml ve-
nöz kan alınarak, serum örnekleri ayrıldı ve çalışılıncaya kadar -80°C’de saklandı.

Serolojik yöntemler, Özkan ve arkadaşları10 ile Carnevale ve arkadaşları7 kullandığı
yöntem modifiye edilerek uygulandı. Kısaca, koyun karaciğerinden elde edilen F.hepati-
ca erişkinleri 3 kez 0.01 M PBS (phosphate-buffered saline) ile yıkandı. İçerisinde prote-
az inhibitörü olarak 0.8 mol/l fenilmetilsülfonil florid, 400 U/ml aprotinin ve 0.1 mM di-
tiotreitol (Sigma Chemicals, ABD) bulunan (1 erişkin/5 ml) PBS solüsyonu içinde
37°C’de 3 saat bekletildi. Buradan alınan ve içinde F.hepatica ES antijenleri bulunan süs-
pansiyon 4°C’de 2 saat santrifüj (13.000 g) edildi. Üstteki süspansiyon 0.2 µm por çap-
lı filtreden geçirildi ve ES antijeni olarak kullanıldı. ES antijeni 12.8 µg/ml yoğunlukta
ELISA pleytlerine (Nunc-MaxiSorp Immunoplate, Danimarka) kaplandı. Pozitif ve nega-
tif kontrol serumlar ve test edilecek serum örnekleri IgG için 1/100, IgA için 1/40, IgM
için 1/40 ve IgE için 1/20 oranında kazein buffer ile sulandırıldı ve çift kuyucuk olarak
çalışıldı. Konjugat sulandırımı (alkaline phosphatase conjugate, Sigma Immunochemi-
cals) yapılan denemeler sonunda IgE için 1/500, IgG için 1/12.000, IgM için 1/10.000
ve IgA için 1/12.000 olarak belirlendi. Substrat olarak, 4-nitrofenil fosfat disodyum tu-
zu (pnPP; Fluka) 1 mg/ml olacak şekilde hazırlandı. Antijen, serum ve konjugat titrasyo-
nu her immünoglobulin izotipi için ayrı ayrı denendi (chequerboard titration) ve en uy-
gun sulandırımlar seçilerek uygulandı. ELISA pleytleri (Bio-Tek Instruments, Ultramicrop-
late Reader ELX 808, ABD) okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutuldu. Negatif serum-
ların ortalamasının 3 standart sapma üstü pozitif olarak değerlendirildi.

BULGULAR

Çalışmamızda, hastaların hepsinde (%100) IgG pozitif, %50’sinde IgM pozitif,
%62’sinde IgA pozitif ve %42’sinde IgE pozitif olarak tespit edilmiştir. Çalışmaya alınan
hastaların 22’sinde hastalığın belirti ve bulgularının başlangıç süresinin 3-6 ay (1. grup),
14’ünde 7 ay-1 yıl (2. grup) ve 14’ünde de 1 yıldan fazla (3. grup) olduğu tespit edil-
miştir. Birinci grupta IgM, IgA ve IgE pozitifliği sırasıyla %90, %72 ve %54; 2. grupta ise
sırasıyla %35, %35 ve %21 olarak bulunurken, 3. grupta hiç IgM pozitifliği saptanma-
mış, IgA pozitifliği %50, IgE pozitifliği ise %42 olarak belirlenmiştir. 

TARTIŞMA

Fasciolosis kliniğinin özgül olmayan bulgular içermesi tanıdaki zorluklardan birisidir.
Klasik hastalık triadı olarak bilinen karın ağrısı, ateş ve eozinofili hastalarda değişkenlik
gösterebilmektedir. Bunların dışında hastalarda ürtiker, kilo kaybı ve akciğer belirti ve
bulguları da sıklıkla bildirilmiştir4,11,12. Özgül IgG tespiti tanıda oldukça duyarlı sonuçlar
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vermesine rağmen akut ve kronik olguların ayırımını yapamamaktadır. Hastalığın tanısın-
da ve döneminin belirlenmesinde, diğer immünoglobulin tiplerinin kullanıp kullanılama-
yacağı tartışmalıdır. Karın ağrısı ve ateş gibi akut dönem semptomlarının olduğu hasta-
larda IgM, IgG ve IgE düzeylerinin yüksek olduğu vurgulanmaktadır4,13. Bizim çalışma-
mızın temelini oluşturan Özkan ve arkadaşlarının10 çalışmasında, ES-ELISA yöntemi ile
fasciolosisli olguların tümünde pozitiflik saptanmış, ELISA yönteminin duyarlılığı %100,
özgüllüğü ise %95.3 olarak bildirilmiştir. Yapılan diğer çalışmalarda da, klinik bulguları
olan hastalarda ES-ELISA testinin uygulanmasının tanı zorluklarını ortadan kaldıracağı ifa-
de edilmektedir7,14.

Enfeksiyon sırasında ilk 1 yılda IgG antikorlarının pozitif olduğu ve IgM antikorlarının
ona eşlik ettiği görülmektektedir. Genellikle fasciolosis semptomlarının ortaya çıktığı dö-
nemlerde, ayırıcı tanısının öncelikle düşünülmemiş olması nedeniyle hastaların çoğu
akut dönem geçtikten sonra tespit edilebilmektedir4,12. Bu nedenle IgG’nin negatif,
IgM’nin pozitif olduğu başlangıç evresine rastlanılması zor olmaktadır. Bu çalışmada IgM
yanıtının süre ile ilişkisinin değerlendirilmesi sonucunda, 3-6 aylık akut dönemde yüksek
IgM pozitiflik oranı (%90) saptanmış, hatta 7 ay-1 yıl döneminde de pozitif olgular
(%35) görülmüştür. Hastalık bulgularının 1 yıldan uzun süre (2-7 yıl) devam ettiği has-
talarda ise IgM pozitifliği gözlenmemiştir. Buna karşın, parazit yumurtasının saptandığı
hastalarda da IgM pozitifliği mevcut değildir. Osman ve arkadaşları15, insan akut fasci-
olosis enfeksiyonlarında “erişkin antijeni fraksiyon-I” kullanıldığı ELISA-IgM testinin du-
yarlılığını %80, özgüllüğünü %100 olarak bildirmişlerdir. Bütün bunlar değerlendirildi-
ğinde özgül IgM saptanması hastalığın akut veya kronik olduğunun ayırımının yapılma-
sında yardımcı olabilir, ancak bu konuda daha fazla insan çalışmasına gereksinim vardır. 

Sheldrake ve arkadaşları16, F.hepatica ile enfekte olan ve safra kesesi hastalığı olan ko-
yunlarda normal koyunlara göre işaretli IgA’nın safra yollarına atılımının azaldığını bul-
muşlardır. Buna karşın fasciolosisli hastalarda IgA düzeylerinin genellikle normal olduğu-
nu bildiren çalışmalar da vardır9. Bizim çalışmamızda IgA düzeyleri özellikle safra yolla-
rında patolojik radyolojik bulguları olan hastalarda yüksek bulunmuştur. Parazit antijen-
leri vücut boşluklarına salındığı zaman IgA yanıtını tetikleyebilir. Bu yüzden safra yolla-
rında patoloji saptanan hastalarda artmış IgA yanıtı saptanmış olabilir. Bu çalışmada yu-
murta bulunan ya da karın ağrısı olan hastalarda IgA düzeylerinde bir fark gözlenmemiş-
tir. Hastalarda yumurta saptanmasını etkileyen birçok faktör vardır. Bu nedenle yumurta
saptanması veya saptanmaması kesin yargıya varmak için iyi bir belirleyici olmayabilir. 

IgE yanıtı, helmint enfeksiyonlarına karşı temel konak savunmasını oluşturmaktadır.
Ratlarda yapılan bir çalışmada, fasciolosiste IgE düzeylerinin bifazik olduğu ve 4 ve 8.
haftalarda yükseldiği bildirilmiştir17. Chen ve arkadaşları18 da, karaciğer patolojisi olan
fasciolosisli hastalarda IgE pozitifliğini %48 olarak bulmuşlardır. Sampaio Silva ve arka-
daşları9, total ve özgül IgE düzeylerini %76 ve %48 olarak rapor etmişler; eozinofilisi olan
ve parazit yumurtasının görüldüğü hastalarda IgE düzeylerinin doğru orantılı olarak yük-
sek olduğunu göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda IgE pozitifliği akut dönemde %54, ile-
ri dönemde %42 olarak saptanırken, eozinofilisi olan hastalarda olmayanlara oranla da-
ha yüksek IgE düzeyleri gözlenmiştir.
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Sonuç olarak çalışmamızda, erken dönemde yüksek oranda tespit edilen IgM antikor-
larının hastalığın süresi ile ilişkili olarak azalma göstermesinin akut-kronik dönem ayırı-
mında yararlı olabileceği düşünülmüş, ancak IgA ve IgE düzeylerinde hastalık süresiyle
ilişkili bir değişim gözlenmemiştir. F.hepatica IgM, IgA ve IgE düzeylerinin hastalığın tanı
ve takibinde kullanımı ile ilişkili olarak daha geniş ve özgül antijenlerin kullanıldığı ileri
çalışmalara gereksinim vardır.
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