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OZET

Toksokariyazis, Toxocara cinsi nematod larvalariyla meydana gelen tiim diinyada yaygin, paraziter bir
zoonozdur. Enfeksiyonda olusan semptom ve bulgularin patognomonik olmamasindan dolayi insan tok-
sokariyazisi tanisinda genellikle serolojik testlerden faydalanilir. Bununla birlikte Toxocara larval ekskretu-
var-sekretuvar (TES) antijeninin kullanildigi serolojik testlerde askariyazis, anisakiyazis, strongiloidozis ve
filariyazis gibi helmint hastaliklariyla olusan capraz reaksiyonlar nedeniyle diistik 6zgiilliik gézlenebilmek-
tedir. Bu calismada, toksokariyazis serolojik tanisinda gozlenebilecek olasi Trichinella capraz reaksiyonlari-
nin, ELISA ve “Western blotting” (WB) yontemleri kullanilarak arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya,
Ocak 2004 tarihinde izmir’'de meydana gelen Trichinella britovi salgininda kesin tani konmus 209 trisinel-
lozis hastasinin serum ornekleri dahil edilmistir. TUm 6rnekler ticari bir Toxocara IgG-ELISA kiti (Cypress
Diagnostics, Belgika) ile taranmis; pozitif/stipheli pozitif sonug veren 6rneklerin dogrulanmasinda ticari
Toxocara IlgG-WB Kkiti (Test-Line Diagnostics, Cek Cumhuriyeti) kullanilmistir. Calismamizda, ELISA ile or-
neklerin %94.3 (197/209)"l seronegatif olarak bulunurken, dokuzu pozitif ve l¢l ara-pozitif olmak tze-
re toplam 12 (%5.7) 6rnekte pozitiflik saptanmistir. Konfirmasyon amaciyla uygulanan WB testine gore;
120 kDa, 70 kDa, 32 kDa ve 26 kDa molekiler agirliktaki antijenik bantlarin birlikte saptandigi sadece bir
ornekte pozitif sonug alinmis ve toksokariyazis enfeksiyonu dogrulanmistir. WB kitinin degerlendirme kri-
terlerine gore, sinir deger olarak saptanan dort serumun toksokariyazis olup olmadiklari konusunda tam
olarak degerlendirme yapilamamistir. Bu serum 6rneklerinin t¢linde 120 ve 70 kDa'luk antijen bantlari
birlikte gézlenirken, bir serumda Ug farkh antijenik bant (120, 70 ve 32 kDa) saptanmustir. ELISA ile pozi-
tif saptanan yedi serum Ornegi ise WB testi ile negatif olarak degerlendirilmistir. Negatif serum 6rnekle-
rinin dordiinde herhangi bir bant olusumu izlenmezken, (¢ 6rnekte tek basina saptandigi zaman anlam-
I olmayan 120 kDa’luk bant goriilmistir. WB testi ile negatif olarak tespit edilen bu 6rneklerin ELISA ile
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yanlis pozitif olarak saptandiklarina karar verilmistir. Calismamizin sonuglari TES antijeni ile Trichinella an-
tikorlar arasinda capraz reaksiyonlarin gézlenebildigini ortaya koymustur. Bu nedenle toksokariyazis aci-
sindan stipheli klinik durumlarda, pozitif Toxocara IgG-ELISA sonuclarinin WB gibi farkl bir test ile konfir-
me edilmesi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Toksokariyazis; Trichinella spp.; serolojik tani; capraz reaksiyon.

ABSTRACT

Toxocariasis caused by the nematode larvae of the Toxocara genus is a worldwide parasitic zoono-
sis. Diagnosis of human toxocariasis commonly relies on serological tests since the symptoms and signs
of Toxocara infection are not pathognomonic. However Toxocara larval excretory-secretory (TES) antigen
used in serological tests may exhibit low specificity due to the cross-reactions between related helminth
infections such as ascariasis, anisakiasis, strongyloidosis and filariasis. In this study, we aimed to evaluate
the possible effect of Trichinella cross-reactions in the serological diagnosis of toxocariasis by using ELI-
SA and Western blot (WB) assay. For this purpose, sera samples of 209 trichinellosis patients who were
definitely diagnosed during the Trichinella britovi outbreak occurred in izmir in January 2004, were used.
All the samples were screened initially by commercial Toxocara 1gG-ELISA kit (Cypress Diagnostics, Bel-
gium), then commercial Toxocara IgG-WB (Test-Line Diagnostics, Czech Republic) was applied to positi-
ve/borderline-positive sera for confirmation. In our study, 94.3% (197/209) of the sera were found se-
ronegative, while nine were positive and three were borderline. Thus a total of 12 (5.7%) sera were con-
sidered as seropositive by Toxocara IgG-ELISA. According to the results of WB, only one sera with the an-
tigenic bands of 120 kDa, 32 kDa and 26 kDa in molecular weights was evaluated as positive. Four se-
ra samples were found to be borderline. In three of border sera, the antigenic bands of 120 and 70 kDa
in molecular weights were observed together and one sera had three (120, 70 and 32 kDa) different an-
tigenic bands. Seven sera that had been found to be positive by ELISA was considered as negative by
WB. While no bands was observed in four of these, three samples had an antigenic band of 120 kDa
which had no diagnostic value when it was found alone. The results of our study showed that the cross-
reactivities between anti-Trichinella antibodies and TES antigens may be observed during Toxocara 1I9G
ELISA assay. For that reason the positive Toxocara IgG-ELISA result should be confirmed by different tests
such as WB for the definitive diagnosis of toxocariasis.

Key words: Toxocariasis; Trichinella spp.; serological diagnosis; cross reaction.

GIRiS

Toksokariyazis, Toxocara cinsi nematod larvalarinin neden oldugu tim diinyada yay-
gin olarak gézlenen zoonotik bir enfeksiyondur. insanlarda en 6nemli hastalik etkeni, ko-
pek askaridi olan Toxocara canis iken, kedigillerin paraziti olan Toxocara cati ile olusan in-
san enfeksiyonlari daha nadir gériilmektedir'2. Enfekte yumurtalarin agiz yoluyla alin-
masiyla olusan enfeksiyonda dolasim yoluyla cesitli dokulara go¢ eden ve yerlesen larva-
lar, sistemik (viseral larva migrans), lokal (okiler larva migrans) veya ortuli (covert) tok-
sokariyazis gibi farkli klinik tablolara neden olmaktadir?. Seroprevalans calismalari kisisel
hijyen ve sosyoekonomik eksikliklerle paralel olarak, gelismekte olan tlke halklarinin To-
xocara spp. ile daha sik karsilastigini géstermektedir'->. Tiirkiye’de yapilan calismalara
bakildiginda ise kirsal bolgelerde yasayan cocuklarda daha yogun olmak Uzere %1-45
arasinda toksokariyazis seropozitifligi bildirilmistirs'".
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Toksokariyazis patognomonik semptomlarin bulunmamasi nedeniyle klinik tanisi son
derece gli¢ olan bir parazitozdur. Eriskin parazit insanda gelisemediginden diski incele-
meleri parazitoz hakkinda fikir verememekte, etkenin tanisi icin mutlaka histopatolojik
kesitlerde larvalarin gésterilmesi gerekmektedir'-2. Ancak histopatolojik inceleme, uygu-
lama zorlugunun yani sira larvayl her zaman gosterememe gibi dezavantajlara sahiptir.
Tim bu nedenlerle toksokariyazis tanisinda en sik izlenen yol serolojik olarak antikor ya-
nitinin gésterilmesi ve bu yanitin klinik gériintim ile iligkilendirilmesi seklindedir®>12-14,

Toksokariyazis, serolojik tanida standardize edilmis antijenlerin kullanildi§1 nadir para-
zitozlar arasinda degerlendiriimektedir?. Serolojik tani icin gelistirilen testlerde genellikle
T.canis larval ekskretuvar-sekretuvar (TES) antijeni kullanilmaktadir>'2. TES antijeninin
ham (crude) antijene gore daha 6zgil oldugu kabul edilmekte ancak TES antijeninin to-
tal olarak kullanildig: testlerde 6zgiilliik problemleri yasanabildigi bildiriimektedir?. Bu-
nunla ilgili olarak yapilan calismalarda; askariyazis, strongiloidozis, filariyazis, anisakiya-
zis ve fasioliyazis gibi helmint enfeksiyonlarinda capraz reaksiyonlarin gézlenebildigi ra-
por edilmistir'>16. Ancak trisinellozis enfeksiyonlarinda bu reaksiyonlarin varligini géste-
ren cok fazla calisma bulunmamaktadir'”-'®. Bu nedenle calismamizda, toksokariyazis ta-
nisinda Trichinella antikorlar ile olusabilecek olasi capraz serolojik yanitlarin, ELISA ve
Western blotting (WB) yontemleri kullanilarak arastiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, izmir'de Ocak 2004 tarihinde ortaya cikan Trichinella britovi salgininda ta-
ni algoritmine gore kesin olgu olarak degerlendirilmis 209 hastanin serum 6rnekleri da-
hil edildi. Tum hastalarin bilgilendirilmis onamlari alindiktan sonra kan ornekleri toplan-
di ve serumlari ayrilarak -80°C’de saklandi.

Tim serum ornekleri, antijen olarak total TES kullanan ticari Toxocara IgG-ELISA test
kiti (Cypress Diagnostics, Belcika) ile Uretici firma prosediriine gore calisildi. Toxocara
IgG-ELISA kiti ile ara pozitif ve pozitif olarak saptanan serumlar dogrulama yapilmak Utze-
re Toxocara lgG-WB kiti (Test-Line Diagnostics, Cek Cumhuriyeti) ile Uretici firma prose-
diriine gore calisildi. Test seridinde yer alan ve Toxocara icin karakteristik oldugu belirti-
len 120 kDa (li¢li bant), 70 kDa, 55 kDa, 40 kDa, 32 kDa ve 26 kDa molekil agirligin-
daki bantlardan, 120 kDa, 32 kDa ve 26 kDa antijenik bantlarin (yiksek 6zgulliikte bant-
lar) her t¢linln birlikte gorilmesi durumunda hasta ornekleri pozitif olarak degerlendi-
rildi. Diger karakteristik bantlarin (70 kDa, 55 kDa ve 40 kDa) tek basina saptandigi has-
talar negatif olarak kaydedilirken, yiiksek 6zgiilliikteki bantlardan biriyle birlikte saptan-
malari halinde hasta sinir degerde kabul edildi (Sekil 1).

BULGULAR

Toxocara 1gG-ELISA ile 209 serumun 197 (%94.3)'si seronegatif olarak saptanirken,
dokuz serum pozitif ve li¢ serum ara pozitif olmak lzere toplam 12 (%5.7) serum 6rne-
gi pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu 12 seruma uygulanan WB testi sonucunda yedi
ornek negatif sonug vermistir (Sekil 1). Negatif serumlardan doérdinde hicbir reaksiyon
gozlenmezken, Ug ornekte sadece 120 kDa bandi gorilmusttr. WB kitinin degerlendir-
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Sekil 1. Toxocara IgG-WB testinde kontrol ve hasta Grneklerine ait test seritleri.

me kriterlerine gore dort hasta sinir (border) degerde bulunmus ve toksokariyazis acisin-
dan tam olarak degerlendirilememistir. Bu hastalarin tG¢liinde (No. 1, 3 ve 7) 120 ve 70
kDa; birinde de (No. 9) 120, 70 ve 32 kDa bantlari birlikte saptanmugstir. 120, 70, 32 ve
26 kDa molekiler agirliktaki antijenik bantlarin beraber gozlendigi sadece bir hasta (No.
2) pozitif olarak kabul edilmis ve toksokariyazis tanisi dogrulanmistir. Calisilan tim or-
neklerin IgG-ELISA ve WB testi sonuglar kargilastirmali olarak Tablo I'de gosterilmistir.

TARTISMA

Toksokariyaziste klinik tablo, alinan yumurta ve go¢ eden larva sayisina, kisinin bu lar-
valara verdigi immiin yanita ve etkilenen organa gére degiskenlik gostermektedir'. Az
sayida larvanin alindigi durumlarda immun yanittan kurtulan larvalarin beyin ve goz gi-
bi 6zglin dokulara ulasarak lokal belirtiler olusturdugu; fazla larva aliminda ise enfeksiyo-

Tablo I. Toxocara IgG-ELISA ile Pozitif ve Ara Pozitif Olarak Belirlenen Hastalarin WB Bant Profilleri

Ornek No

1 2 3 4* 5* 6* 7 8 9 10 11 12
1gG ELISA + + + -/+ -/+ -/+ + + + + o+ +
1gG WB
120 kDa + + + _ + + + _ + _ + _
70 kDa + + + _ _ _ + _ + _ _ _
55 kDa _ _ _ _ _ _ _ _ _ o _
40 kDa _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
32 kDa _ + _ _ _ _ _ _ + _ _ _
26 kDa + _ _ _ _ _ _
Yorum S P S N N N S N S N N N

* Ara pozitif érnekler.
P: Pozitif; N: Negatif; S: Sinirda (testlerde kullanilan pozitif ve negatif serumlar kit icinde yer almaktadir).
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nun sistemik bir hal alarak hepatosplenomegali, eozinofili, hipergamaglobulinemi, deri
dokuantdileri, solukluk, halsizlik ve pulmoner belirtiler gibi hastaliga 6zgul olmayan semp-
tomlarla seyrettigi belirtiimektedir'-2. Klinik taniyr giiclestiren bu belirsizliklere ilaveten,
etkenin tanisinin da net olarak yapilamamasi, toksokariyazis tanisinda serolojinin 6nemi-
ni daha da artirmaktadir.

Okdler larva migransta alinan larva sayisinin az olmasi nedeniyle antikor yanitinin cok
iyi olmadigi, olusan antikorlarin da siklikla vitréz siviyla sinirh IgE tipi antikorlar oldugu
saptanmistir>'®. Buna karsin viseral larva migransta larvalarin salgiladigi TES (T.canis lar-
val excretory-secretory) antijenlere kargi konak tarafindan gticlu bir antikor yaniti olustu-
rulabilmektedir'2. Giiniimiizde bu antikorlari saptamak amaciyla en sik kullanilan yén-
tem indirekt TES-IgG-ELISA testidir®'2. Ancak paraziter enfeksiyonlarin endemik oldugu
bolgelerde, antijenik capraz reaksiyonlar bu testin tanisal degerini azaltmaktadir. Yapilan
calismalarda 6zellikle askariyazis, strongiloidozis, filariyazis, anisakiyazis ve fasioliyazis en-
feksiyonuna karsi olusan antikorlarla, ayristirilmamis dogal TES antijeninin 32 kDa’dan

blyuk molekil agirlikh bilesenleri arasinda capraz reaksiyonlar olusabildigi gosterilmis-
tir' 316,

Diger bir doku nematodu hastaligi olan trisinellozis, ates, kas agrisi, 6dem, dokintu
ve eozinofili gibi 6zgiil olmayan bulgularin benzerligi nedeniyle toksokariyazis ayirici ta-
nisinda distiniilmesi gereken bir parazitozdur?®. Trisinellozisteki esas antikor yanitinin,
toksokariyazisdeki yanita benzer sekilde, larval ekskretuvar-sekretuvar (ES) antijenlere
karsi olustugu bilinmektedir?®2!, Bununla birlikte Toxocara ve Trichinella’dan salgilanan
bu antijenlerin ortak yapilar icerip icermedigini gosteren cok fazla calisma bulunma-
maktadir. De Ayuela ve arkadaslan?? yaptiklari calismada, Trichinella ES antijeninde bu-
lunan tyvelose epitoplarini, gelistirdikleri monoklonal antikor (mAb US4) ile tespit et-
misler, ayni antikorun embriyolu Toxocara yumurta ekstratlarinda da antijen pozitifligi
verdigini gostermislerdir. Baska bir calismada ise, her iki parazitin kas tutulumlarini ta-
kiben otoimmiin aktivitenin tetiklenmesi sonucunda ayni antistriational antikorlarin
sentezlendigi gosterilmistir?3. Trichinella ES antijenleri ile toksokariyaziste olusan anti-
korlar arasinda capraz reaksiyonlarin varligi daha énceki calismalarda belirtilmistir?42°.
Bizim daha 6nce “in-house” Trichinella 1gG-ELISA testimizi degerlendirdigimiz calisma-
mizda, klinik ve serolojik olarak konfirme edilmis 10 toksokariyazis hastasindan birinin
serumunda seropozitiflik saptanmistir?*. Diger taraftan, anti-Trichinella antikorlariyla To-
xocara TES antijeni arasindaki capraz reaksiyonlari ortaya koyan cok fazla literatir bu-
lunmamaktadir. Jacquier ve arkadaslar'’, kendi gelistirdikleri Toxocara IgG-ELISA kit so-
nuclarini degerlendirdikleri calismalarinda, dogal TES antijeni kullanarak hazirladiklar
kit ile Trichinella seropozitif olan 40 6rnegin 12 (%30)’sinde Toxocara seropozitifligi ra-
por etmislerdir. Watthanakulpanich ve arkadaslari'® ise, TES-ELISA testi ile total IgG ve
IgG alt tip antikor yanitlarindaki olasi capraz reaksiyonlari arastirmislar; Trichinella sero-
pozitif dort 6rnegin timunde IgG,; Ggunde ise total IgG ve 19G,, 19G, alt tiplerinde
capraz reaksiyon saptadiklarini bildirmiglerdir. Bizim calismamizda, Trichinella seropozi-
tif 209 olguluk buytk bir grup degerlendirilmis ve dokuz ornek kesin, li¢ 6rnek ise ara
pozitif olmak tzere toplam 12 (%5.7) hasta serumunda anti-Toxocara IgG pozitif ola-
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rak saptanmistir. Calismamizda ELISA yontemiyle onceki calismalara gore daha disik
oranda seropozitiflik saptandigi gézlenmistir'”'®. Bu durum, énceki iki calismada kulla-
nilan TES antijenlerinin purifikasyon farkhliklarindan ve/veya calismalara dahil edilen tri-
sinellozisli hastalarin farkh tirlerle enfekte olmalarindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim
Jacquier ve arkadaslarinin'® calismasinda etkenin T.spiralis oldugu gériilmektedir. Her
ne kadar T.spiralis ile T.britovi tiirleri arasinda ¢ok fazla antijenik farklilik bulunmasa da,
tur farkhhgi, saptanan pozitiflik oranlari tizerinde etkili olmus olabilir. Bununla birlikte
Jacquier ve arkadaslar'” ile Watthanakulpanich ve arkadaslarinin'® calismalarinda her-
hangi bir dogrulama testi kullanilmadigi ve saptanan bu diistik 6zgulliik oranlarinin go-
receli oldugu soylenebilir.

TES antijeni icerigindeki dusik molekil agirlikl bilesenlerin toksokariyazis serolojik
tanisinda daha 6zgul oldugu ve bu antijenlerin kullanilmasiyla capraz reaksiyonlarin
biiyiik élciide 6niine gecilebilecedi belirtiimektedir®'%'3. Son yillarda yapilan calisma-
larda, TES-26, TES-30, TES-57 gibi rekombinant antijenlerin tretimi ve ELISA testlerin-
de kullaniimasi ile 6zgiilligi artirmaya yénelik basarili sonuglar alinmistir'>426, Ya-
masaki ve arkadaslar' toksokariyazis disinda 20 farkli helmint hastaligini degerlendir-
misler ve TES-ELISA ile hastalarin %43 (61/142)'lnde capraz reaksiyon saptarken, TES-
30 rekombinant antijeninin kullanimiyla bu oranin %2.1 (3/142)’e distugunu bildir-
mislerdir. TES antijenlerinin kullanildigi WB (TES-WB) testi de, Toxocara antikorlarini
saptamada en 0zgll yontem olarak gosterilmekte; bu sekilde, ayristirilmig TES antije-
nik fraksiyonlarina karsi olusan antikor etkilesimlerinin saptanabildigi ve olasi yanhs po-
zitifliklerin 6nlenebildigi vurgulanmaktadir®?”. Giiniimiizde kabul gérmiis en etkin se-
rolojik tani yaklasimi; TES-IgG-ELISA ile yapilacak bir taramadan sonra, elde edilen se-
ropozitifliklerin TES-WB ile konfirmasyonu seklindedir?. Bizim calismamizda da, serum
orneklerinde Toxocara IgG-ELISA ile saptanan pozitif sonuclarin dogrulamasi ticari To-
xocara 1gG-WB kiti ile yapilmis; ELISA pozitif 12 6rnegin sadece biri WB ile pozitif bu-
lunarak toksokariyazis seropozitifligi konfirme edilmistir. Bu 6rnek hem Trichinella hem
de Toxocara antikorlari yoninden seropozitif olarak degerlendirilmistir. WB ile negatif
saptanan orneklerin dordiinde herhangi bir bant gozlenmezken, li¢ 6rnekte tek basi-
na saptandigi zaman anlaml olmayan 120 kDa bandi gortlmdstur (Tablo I). Bu se-
rumlar icin Toxocara 1gG-ELISA kiti ile elde edilen sonuglar “yanlis pozitif” olarak kabul
edilmistir. Kesin olarak degerlendirilemeyip sinir deger olarak kabul edilen dort 6rnek
icin testin 6ngordigl iki ay sonraki tekrar incelemesi, hastalara ulasilamadigindan ya-
pilamamustir.

Calismamizin verileri, Trichinella ES antijeni ile TES antijeni arasinda homojenik epitop-
larin bulunabilecegini ve trisinelloziste olusan antikorlarin, ayristirlmamus total TES anti-
jeni ile reaksiyon olusturabildigini gostermistir. Sonug olarak, toksokariyazis serolojik ta-
nisinda trisinellozis capraz reaksiyonlari agisindan dikkatli olunmasi; klinigin stipheli ol-
dugu durumlarda TES-ELISA ile elde edilen seropozitif sonuclarin mutlaka WB gibi ileri
bir test ile dogrulanmasi gerektigi duslincesindeyiz.
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