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OZET

Toksokariazis sirasinda, larvalarin salgilarinda bulunan genis etkili cok sayidaki enzim nedeniyle do-
kulara yayilim ve yikim sonucu imminopatolojik reaksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu calismada, para-
zitin otoimmiin reaksiyonlar tetiklemesindeki rolliniin arastiriimasi amaciyla, toksokariazisli hastalarda
anti-nikleer (ANA), anti-mitokondriyal (AMA ve M2), anti-diiz kas (ASMA), anti-nétrofil sitoplazmik (AN-
CA), anti-miyeloperoksidaz (MPO) ve karaciger-bobrek mikrozomal tip 1 (LKM-1) antikorlari gibi otoan-
tikorlarin saptanmasi planlanmistir. Calismaya, klinik bulgular (karin agris, alerjik sikayetler ve/veya eozi-
nofilisi olup baska bir etken saptanmayan hastalar) ve “in-house” ELISA pozitifligi ile toksokariazis tanis
konulan 40 hasta (22'si erkek; yas ortalamasi: 35.6 £ 10.7 yil) ve kontrol olarak 32 saglikh birey (16'si er-
kek; yas ortalamasi: 40.7 + 11.2 yil) ahinmistir. ANA (tarama), dsDNA, SS-A, SS-B, Scl-70, LKM-1, MPO
ve M2 otoantikorlari ELISA yontemiyle (Euroimmun, Almanya); ANCA, AMA ve ASMA antikorlari ise in-
direkt immiinofloresans yontemiyle (IMMCO, NY) calisilmistir. Hastalarin 11’inde tek tip, 7’sinde > 2 tip
olmak tizere toplam 18 (%45)’inde otoantikor pozitifligi saptanirken, bu oran kontrol grubu icin %12.5
(2 olgu ANA tarama, 1 olgu anti-M2, 1 olgu anti-LKM-1 pozitif) olarak belirlenmis ve aradaki fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmustur (x?= 5.72, p= 0.004). Hastalardaki otoantikor tiplerinin dagilimina ba-
kildiginda; en fazla pozitiflik ASMA icin saptanmis (n= 6), bunu anti-dsDNA (n=5), anti-M2 (n= 5), an-
ti-SS-B (n= 4), anti-LKM-1 (n= 3), anti-SS-A (n= 2), ANCA (n= 2) ve anti-MPO (n= 1) izlemistir. Hasta gru-
bunda ASMA poritiflik oraninin anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmis (x’= 12.24, p= 0.03), diger
her bir otoantikor sikhgi acisindan gruplar arasinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir (p> 0.05). Bu du-
rumun, kas tutulumunun sik oldugu toksokariaziste, larvanin kas dokusunda olusturdugu hasar sonucu
aciga cikan otoantijenlerden ve/veya parazit triinlerinin antijenik taklidinden kaynaklanabilecegi dusu-
nilmistdr. Sonug olarak, toksokariazisli hastalarin yaklasik yarisinda otoantikor pozitifligine rastlanilabile-
cegi akilda tutulmali ve degerlendirmede bu durum dikkate alinmalidir.
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ABSTRACT

Immunopathologic reactions may occur during toxocariasis due to tissue invasion and destruction
by the secretions of larvae containing various enzymes with broad spectrum. The aim of this study was
to search for autoantibodies such as anti-nuclear (ANA), anti-mitochondrial (AMA), anti-smooth muscle
(ASMA), anti-neutrophil cytoplasmic (ANCA), anti-myeloperoxidase (MPO) and liver-kidney microsomal
type 1 (LKM-1) antibodies in patients with toxocariasis, in order to investigate the role of toxocariasis as
a trigger factor for autoimmune reactions. Forty patients (22 were male; mean age: 35.6 + 10.7 years)
diagnosed as toxocariasis by clinical findings (abdominal pain, allergic symptoms and/or eosinophilia,
without detection of any other causative agents, and without liver dysfunction, diabetes mellitus, car-
diac or renal failure, and autoimmune disease) and in-house ELISA positivity and 32 healthy controls (16
were male; mean age: 40.7 + 11.2 years) were included to the study. ANA (screen), dsDNA, SS-A, SS-B,
Scl-70, LKM-1, MPO and M2 autoantibodies have been investigated by ELISA (Euroimmun, Germany),
while ANCA, AMA and ASMA antibodies by indirect immunofluorescence (IMMCO, NY) methods.
Autoantibody positivity was detected in 18 (45%) patients of whom 11 yielded a single type, and 7
yielded > 2 types of autoantibodies. This rate was 12.5% for control group (two subjects were positive
for ANA-Screen, one for anti-M2 and one for anti-LKM-1). The difference between the total positivity
rates in patient and control groups was found statistically significant (x?= 5.72, p= 0.004). The most fre-
quent autoantibody type among patients were ASMA (n= 6), followed by anti-dsDNA (n= 5), anti-M2
(n=5), anti-SS-B (n=4), anti-LKM-1 (n= 3), anti-SS-A (n= 2), ANCA (n= 2) and anti-MPO (n= 1). Positivity
rate for ASMA was found statistically significant in patients’ group compared to controls (x’= 12.24, p=
0.03), while there was no significant difference between the groups in terms of other autoantibody rates
(p> 0.05). These data could be related to the possible release of autoantigens following muscle tissue
injury during toxocariasis and/or antigenic mimicry of parasitic products during the infection in which
muscle invasion is frequently seen. In conclusion, since autoantibodies are frequently detected in toxo-
cariasis, this situation should be taken into consideration in the presence of autoantibodies.

Key words: Toxocariasis, Toxocara, autoantibody, ANA, ASMA.

GiRisS

Toxocara canis, ara konak olarak insanlar da dahil olmak tzere bircok omurgalida ve son
konak olarak da kopekgillerde bulunan, diinya tizerinde yaygin olarak dagilmis nematod-
lardan biridir. insanlar kontamine besin, toprak veya ellere bulagsan yumurtalarin oral yol-
la alinmasiyla enfekte olur. ince bagirsaklarda yumurtadan ¢ikan larvalar mukozaya penet-
re olur ve direkt ya da kan yoluyla somatik dokulara gé¢ eder'-2. Enfeksiyonlarin tanisinda
serolojik yontemlerin 6zgulligu, Toxocara eksretuar/sekretuar (ES) antijeninin kullanilma-
ya baslamasindan sonra 6nemli oranda artmigtir. Ancak toksokariazisin tanisi genellikle ke-
sin olarak konulamayabilir. Gelisen ve go¢ eden larvaya bagli doku hasarinin bazi bulgu-
lart olmasina ragmen, cogu klinik semptom, inflamatuvar yanita ya da asiri duyarlilik reak-
siyonlarina bagl olarak gelismektedir. Dolayisiyla toksokariazisin konagin uygunsuz veya
yetersiz immiin yaniti ile iliskili oldugu séylenebilir®*. Kronik enfeksiyonlarda parazitin tam
olarak temizlenememesi ve antijenik uyarimin uzun sire devam etmesi, konakta otoanti-
korlarin olusmasina yol acabilmektedir>®. Bu calismada, Toxocara enfeksiyonlarinin otoim-
miin reaksiyonlar tetiklemesindeki roliintin belirlenmesi amaciyla, toksokariazisli hastalar-
da anti-niikleer (ANA), anti-mitokondriyal (AMA), anti-notrofil sitoplazmik (ANCA), anti-
mikrozomal (Liver-kidney microsome type 1; LKM-1), anti-miyeloperoksidaz (MPO) ve an-
ti-dliz kas (ASMA) antikorlari gibi otoantikorlarin varligi arastirilmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, toksokariazis on tanisi (karin agrisi, alerjik sikayetler ve/veya eozinofilisi olup
baska bir neden saptanamayan hastalar) konulan ve “in-house” ELISA yontemi ile pozitif
bulanan 40 hasta ile kontrol grubu olarak 32 saghkl kisi dahil edildi. Hasta ve kontrol
gruplarindaki bireylerin hicbirinde viral hepatit, otoimmiuin hastalik, kronik sistemik veya
enfeksiyon hastaligi ve uzun sureli ila¢ kullanimi 6ykisu yoktu. Calisma, Stleyman Demi-
rel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesi'nce onaylandi ve katilimcilar bilgilendirildi.

Toxocara ELISA testi, duyarlligi %78.3 ve 6zgilligu %92 olarak bildirilen yéntemin
modifiye edilmesiyle uygulandi®. Kisaca, Toxocara larvalar, icerisinde 100 U/ml penisilin
ve 250 ug/ml streptomisin (Pfizer, istanbul) iceren RPMI 1640 (Sigma Chemical, ABD)
besiyerinde 37°C’de bir hafta inkibe edildi. Bir hafta sonunda ayristirilan Toxocara ES
(Excretory-Secretory) antijenlerini iceren besiyeri 4°C’de iki saat santrifiij edildi (13.000
x G) ve 0.2 p.m por capi bulunan filtreden siiziilerek antijen olarak kullanildi. Bu antijen
95 pug/ml yogunlukta ELISA plagina (Costar Highbinding, NY) kaplandi. Test edilecek se-
rumlar 1/100 oraninda sulandirildi. Konjugat olarak alkalen fosfataz ile bagl anti-insan
IgG (Sigma Chemical, ABD) 1/10.000 sulandirimda ve substrat olarak 4-nitrofenil fosfat
disodyum tuzu (Merck, Almanya) kullanildi. Pleytler 405 nm absorbans arahginda mik-
roplak okuyucuda (Bio-Tek Instruments, ABD) okutuldu. Pozitif sinir degeri olarak, 6 ne-
gatif kontrol kuyucugunun ortalamasina bu negatif kontrol kuyucuklarinin 3 standart
sapmasi eklenerek bulunan deger kullanildi.

Otoantikorlarin arastirlmasinda, ANA-tarama (ANA-screen = dsDNA, histon,
NRNP/Sm, Sm, SS-A, SS-B, Scl-70, Jo-1, ribozomal P-protein, sentromer), LKM-1, MPO
ve M2 (mitokondri M2 antijeni) antikor tespiti icin ticari ELISA yontemi (Euroimmun, Lu-
ebeck, Almanya) kullanildi. ANA tarama testi ile pozitif bulunan serumlar, dsDNA, SS-A,
SS-B ve Scl-70 antikorlari agisindan her biri icin ayri ELISA testiyle (Euroimmun, Luebeck,
Almanya) tekrar calsildi. ANCA, AMA ve ASMA antikorlari ise indirekt immunofloresans
(IFA) yontemiyle (ImmuGlo, IMMCO Diagnostics, NY) arastirildi. Tim ELISA testlerinde
serumlar 1/200 sulandirilirken, IFA testinde 1/40 sulandirrmda pozitif bulunanlara ileri
sulandinmlar yapildi. Yontemler Uretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda uygulandi.

istatistiksel degerlendirmede Student’s t-testi ve ki-kare testi kullanildi; p< 0.05 dege-
ri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan hasta (n= 40; 22 erkek; yas ortalamasi: 35.6 £ 10.7 yil) ve kontrol
(n=32; 16 erkek; yas ortalamasi: 40.7 £ 11.2 yil) gruplari arasinda yas ve cinsiyet acisin-
dan bir fark yoktur (p> 0.05). Hastalarin 18 (%45)’inde test edilen otoantikorlardan en
az bir tanesi pozitif bulunurken, kontrollerin 4 (%712.5)'linde otoantikor pozitifligi sap-
tanmis ve bu farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu gériilmistiir (x?= 5.72, p= 0.004)
(Tablo I). Otoantikor tiplerinin dagihimina bakildiginda; ASMA hari¢ diger tim otoanti-
korlarin sikhgr acisindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmemis (p> 0.05),
ASMA porzitiflik orani ise hastalarda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde yiiksek bu-
lunmustur (x2= 12.24, p= 0.03) (Tablo I).
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Tablo I. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Saptanan Otoantikorlar ve Pozitiflik Oranlari

Hasta grubu (n= 40) Kontrol grubu (n=32)

Otoantikor pozitif say1 (%) pozitif sayi (%) p degeri
ANA-tarama 9 (22.5) 2(6.2) > 0.05

dsDNA 50 0

SS-A 2 0

SS-B 4 0

Scl-70 0 0
M2 5(2.5) 13.1) > 0.05
LKM-1 3(7.5) 1(3.1) > 0.05
MPO 1(2.5) 0 > 0.05
ANCA 25 (5) 0 > 0.05
AMA 0 0
ASMA 6° (15) 0 =0.03¢
Toplam 189 (45) 4(12.5) = 0.004¢

2 Bir olgu SS-A, iki olgu SS-B ile birlikte pozitiftir.

b Bir olguda titre 1/40, digerinde 1/80'dir.

¢ U¢ olguda titre 1/40, iki olguda 1/80, bir olguda 1/160"r.
9 Yedi olguda > 2 tip otoantikor pozitifligi mevcuttur.

© Istatistiksel olarak anlamlidir.

TARTISMA

T.canis enfeksiyonlarinda larvalarin degisik dokulara go¢ edebilmesi, parazitin salgila-
rinda cok farkl 6zgullikte bircok enzimin bulunabilecegini distindiirmekte ve 6zellikle
oldukca genis enzim aktivitesine sahip ES antijeninin elastin, kollajen ve glikoproteinleri
yikima ugratabilecegi belirtilmektedir''°. Dolayisiyla hastalik sirasinda gerek parazitin
cok sayidaki enzimleri ile antijenik benzerlikler nedeniyle gerekse doku yikimi sonucu
olusan otoantijenlere karsi antikor sentezi miimkin gozikmektedir. Calismamizda, 6zel-
likle ASMA antikorlari olmak tizere (p= 0.03), hasta grubunda saptanan toplam otoanti-
kor pozitiflik oraninin (%45) kontrol grubundan (%12.5) anlaml diizeyde ytiksek bulun-
masi (p= 0.004), toksokariazisin otoimmiin reaksiyonlar tetikleyebilecegini dusundir-
mustar.

Paraziter hastaliklarda asiri immuin yanitin patogeneze katkida bulundugu ifade edil-
mektedir''. Helmintlere karsi immiin yanitta otoantikorlarin rolii tam olarak anlasilama-
mig olmasina ragmen, onkoserkoziste dolasan otoantikor veya immiin kompleksler ile
parazit enfeksiyonunun klinigi arasindaki iliski gosterilebilmistir’. Obwaller ve arkadasla-
r®, toksokariazisli hastalarda, kiiciik niikleer riboniikleoproteinlere karsi otoantikorlarin
varhigini ve klinik bulgularla iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Buijs ve arkadaslari'? da
T.canis’in poliklonal IgE Gretimini uyarabilecegi, atopik ¢cocuklarda alerjik astim ve egza-
ma belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini bildirmislerdir.

Toksokariazis sirasinda larva migransa bagh kas tutulumu siktir ve agri, guigsiizliik ve
kramp gibi miyozit bulgulari ortaya ¢ikabilmektedir?. Parazit larvalarinin bir inflamatuvar

664 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Kaya S, Demirci M, Sesli Cetin E, Cicioglu Aridogan B, Sahin M, Tas T, Korkmaz M.

infiltratla cevrili olmasi ve bu bdlgede lenfosit ve antijen sunan hiicrelerin gosterilmesi,
larvanin kas dokusundaki hasarina bagl olarak bazi antijenlerin salindigini, bunun da
otoantikor retimini indiikledigini diistindiirmektedir'!. “Kronik inflamatuvar siirece asi-
ri cevap veren hastalarda klinik otoimmiin hastaliklar goralir” teorisi goéz 6niine alindi-
ginda, hastalardaki otoantikor varliginin, hasarli dokudaki yiksek antijen dongistne fiz-
yolojik cevabin bir belirtisi oldugu diisiiniilmektedir'3. Yapilan bir calismada, toksokari-
azisli hastalarin %63.6'sinda cizgili kaslara karsi otoantikor pozitifligi saptanmis ve bu du-
rumun, enfeksiyonun uzun sireli olmasina ve kas dokusuna yayilan larvalarin olusturdu-
gu harabiyet sonucu lokal inflamatuvar reaksiyonlara bagh oldugu ileri stirtiimistiir'.

Cok sayidaki mitokondriyal antijenlerden biri olan M2’ye karsi antikorlar, primer bili-
er siroz bagsta olmak tizere diger kronik karaciger hastaliklarinda da ortaya cikabilmekte-
dir'>. Hastalarnmizin hicbirisinde AMA-IFA testinde pozitiflik saptanmazken, M2-ELISA
testinde %12.5 oraninda pozitiflik saptanmasinin, yontemlerin 6zgillik ve duyarlilik
oranlarindaki farkliliktan kaynaklandigi diistiniilmiistiir'®.

Sonug olarak, toksokariazisli hastalarda 6zellikle ASMA olmak (izere otoantikor pozitif-
liginin ortaya ¢ikabilecedi ve degerlendirmede akilda bulundurulmasi gerektigi kanisina
varilmigtir.
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