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OZET

Alveoler ekinokokkoz (AE), insanda Echinococcus multilocularis larvasinin neden oldugu &limcdil
paraziter hastaliklardan biri olup, ozellikle kuzey yarimkiredeki bircok llkede 6nemli bir halk saghg
sorunudur. Ulkemizdeki yasam kosullari ve halkimizin aliskanliklariyla parazitin hayat déngisii arasindaki
etkilesim dikkate alindiginda, hastaligin bugiine kadar, biyik ¢cogunlugu Dogu Anadolu bdlgesinden
bildirilen olgu serilerinden daha yaygin oldugu dusiiniilmektedir. AE'nin tanisinda, diinyada basariyla
kullanilan 6zgulligl ylksek serolojik tani yontemlerinin {lkemizde uygulanmiyor olmasi, radyolo-
jik olarak karaciger lezyonlari saptanan hastalarda hatali malignensi tanilarina yol a¢maktadir. Bu
calismada, AE'nin serolojik tanisinda, g farkli antijen (EgHF, Em2, EmII/3-10) kullanilarak hazirlanan
laboratuvar yapimi ELISA testlerinin tanisal etkinliklerinin arastiriimasi amaclanmistir. Calismamizda,
testlerin duyarlilik ve 6zgilligini degerlendirmek amaciyla, Bern Universitesi Parazitoloji Enstitiistinden
saglanan, tamami klinik ve parazitolojik ve/veya histopatolojik olarak dogrulanmis, 10 farkli helmint
ile enfekte (E.multilocularis, E.granulosus, Taenia solium, Wuchereria bancrofti, Strongyloides stercolaris,
Ascaris lumbricoides, Toxocara canis, Trichinella spiralis, Fasciola hepatica, Schistosoma haematobium) 10'ar
hasta olmak tizere toplam 100 hastadan alinan serum ornekleri kullanilmistir. Antijen olarak kullanilan
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Alveoler Ekinokokkozun Serolojik Tanisinda EgHF, Em2 ve Emll/3-10 Antijenleri
ile Hazirlanan ELISA Yontemlerinin Tanisal Etkinliginin Degerlendiriimesi

EgHF (E.granulosus hydatid fluid antigen) laboratuvarimizda kistik ekinokokkozlu koyun karaciger kist
sivilarindan hazirlanmis; Em2 (E.multilocularis metacestode-purified laminated layer antigen) ve Emll/3-10
(E.multilocularis recombinant protoscolex tegument antigen) ise Bern Universitesi Parazitoloji Enstitiisinden
saglanmustir. Dlz tabanl ELISA plaklari; cukur bagina antijen konsantrasyonu EgHF, Em2 ve EmII/3-10 icin
sirastyla 2.5 pg, 1 pg ve 0.18 ug olacak sekilde kaplanmis ve EQHF-ELISA, Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA
yontemleri tim serumlara uygulanmistir. Her (g test icin belirlenen esik degerinin (negatif kontrollerin
OD ortalamasi+2 SD) ustiinde reaksiyon veren ornekler pozitif kabul edilmistir. Caismada, EgHF, Em2
ve Em2Il/3-10 antijenleri ile uygulanan ELISA yontemlerinin duyarlilik degerleri sirasiyla %100, %90 ve
%90; 6zglillik degerleri ise sirasiyla %63, %91 ve %91 olarak hesaplanmigstir. Em2-ELISA ve EmIl/3-10-
ELISA ile saptanan pozitiflikler birlikte degerlendirildiginde ise 6zgulligiin %96’ya yiikseldigi izlenmistir.
Bu verilere gore, AE'nin serolojik tanisi icin Gg¢ farklh antijenin kullanildi§i ELISA testlerinin birlikte
uygulanmasi halinde, yiiksek duyarliik (EgHF-ELISA ile %100) ve 6zgilligin (Em2-ELISA + Emll/3-10-
ELISA ile %96) saglanacagi gorilmektedir. Sonug olarak, AE agisindan endemik olan tlkemizde, blyiik
Olclide goriintiileme yontemleriyle tanimlanan AE'nin erken ve dogru tanisinda, Em2-ELISA ve Emll/3-
10-ELISA gibi 6zguilligu yiiksek serolojik yontemlerin glvenle kullanilabilecegdi ve radyolojik verilere
onemli katkida bulunacagi kanisina varilmigtir.

Anahtar sozciikler: Alveoler ekinokokkoz; serolojik tani; ELISA.

ABSTRACT

Alveolar echinococcosis (AE), caused by larva stage of Echinococcus multilocularis, is one of the lethal
parasitic diseases of man and a major public health problem in many countries in the northern hemi-
sphere. When the living conditions and habits in Turkey were considered in terms of relation with the
life cycle of the parasite, it was suggested that AE has been much more common than reported mainly
from the Eastern Anatolia region of Turkey. Since in vitro serologic diagnosis tests with high specificity
for AE have not been used in our country, most of the cases with liver lesions were misdiagnosed by
radiological investigations as malignancies. The aim of this study was to evaluate the diagnostic value
of the in-house ELISA methods developed by using three different antigens (EgHF, Em2, EmIl/3-10)
in the serological diagnosis of AE. The study samples included a total of 100 sera provided by Bern
University Parasitology Institute where samples were obtained from patients with helminthiasis and
all were confirmed by clinical, parasitological and/or histopathological means. Ten samples from each
of the cases infected by E.multilocularis, E.granulosus, Taenia solium, Wuchereria bancrofti, Strongyloides
stercolaris, Ascaris lumbricoides, Toxocara canis, Trichinella spiralis, Fasciola hepatica and Schistosoma hae-
matobium were studied. In the study, EgHF (E.granulosus hydatid fluid) antigens were prepared in our
laboratory from the liver cyst fluids of sheeps with cystic echinococcosis, however Em2 (E.multilocularis
metacestode-purified laminated layer) and EmIl/3-10 (E.multilocularis recombinant protoscolex tegu-
ment) antigens were provided by Bern University Parasitology Institute. Flat bottom ELISA plates were
covered with EgHF, Em2 and EmII/3-10 antigens in the concentrations of 2.5 pg, 1 ug and 0.18 pg per
well, respectively, and all sera were tested by EgHF-ELISA, Em2-ELISA and EmII/3-10-ELISA methods. For
each tests, the samples which were reactive above the cut-off value (mean OD of negative controls+2
SD) were accepted as positive. The sensitivity of the ELISA tests performed with EgHF, Em2 and Em2I1/3-
10 antigens were estimated as 100%, 90% and 90%, respectively, whereas the specificity were 63%,
91% and 91%, respectively. When Em2-ELISA and EmII/3-10-ELISA tests were evaluated together, the
specificity increased to 96%. Our data indicated that the highest sensitivity (100% with EgHF-ELISA)
and specificity (96% with Em2-ELISA + EmII/3-10-ELISA) for the serodiagnosis of AE can be achieved by
the combined use of the ELISA tests with three different antigens. It was concluded that the early and
accurate diagnosis of AE in our country which is endemic for that disease, could be supported by the use
of highly specific serological tests such as Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA contributing radiological data.

Key words: Alveolar echinococcosis; serological diagnosis; ELISA.
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GIRi$

Echinococcus multilocularis’in neden oldugu alveoler ekinokokkoz (AE)'un tanisi,
temel olarak paraziter lezyonlarin goriintiileme yontemleriyle tanimlanmasina ve 6zgiil
serum antikorlarinin serolojik olarak saptanmasina dayanmaktadir'. Karacigerinde tiimor
benzeri lezyon saptanan hastalarin, operasyon oncesi yalnizca radyolojik ve biyokim-
yasal tetkiklerle degerlendirilmesi, AE'li hastalarin hepatoma, hepatoseliiler karsinoma,
hemanjiyom veya karacigerde kitle 6n tanilariyla yanlis degerlendiriimelerine neden ola-
bilmektedir?. AE'nin tanisinda, diinyada basariyla kullanilan 6zgiilligi yiiksek serolojik
tani yontemlerinin Glkemizde uygulanmiyor olmasi, karaciger lezyonlarinin ¢cogunlukla
malignite lehine yorumlanmasina yol acmaktadir. Nitekim, llkemizde yapilan bircok
retrospektif calismada, histopatolojik olarak tani konmus AE olgularinin klinik 6n tani-
lari incelendiginde, ¢cok azinda AE dustinlldiigli ve sonradan kanitlanmis bircok olguya
malign timér 6n tanisi ile yaklagildigi goriilmektedir®-'%. Dolayisiyla hizli ve dogru tani,
gerek tedaviye erken baslanmasi ve tedavinin basarisi, gerekse karacigerde olusacak
hasarlarin 6nlenmesi acisindan son derece onemlidir.

Ozgiil tani agsamasindaki eksiklikler, benzer radyolojik bulgulara sahip hastalarin
olasi tanilari arasinda AE’nin hesaba katilmadigini ve AE tanisi almig hastalarin buzda-
ginin yalnizca ast kismini olusturdugunu distindiirmektedir. Bu nedenle, hastalarin
AE yoniinden erken donemde dogru olarak tanimlanmasi icin, duyarlilik ve 6zgulligu
yluiksek olan serolojik yontemlerle degerlendirilmeleri gerekmektedir. Serolojik testler,
AE’nin tanisinda, E.granulosus’un neden oldugu kistik ekinokokkoz (KE)'a kiyasla daha
glivenilir olmaktadir. KE tanisinda kullanilan Ag5 ve AgB antijenlerinin, diger parazit-
lerin benzer molekiilleriyle ortak epitoplara sahip olmasindan ve KE hastalarinin biytk
oraninin tim major E.granulosus antijenlerine karsi seronegatif olmasindan dolayi,
KE’nin serolojik tanisi AE‘deki kadar 6zgiil ve duyarli olmamaktadir''. AE tanisinda
kullanilan testlerin duyarlihdi %82-97 arasinda olup, saflastirlmis ve/veya rekombi-
nant 6zgil antijenler kullanildiginda 6zgulligu oldukga ylksek (%94-100) duzeylere
ulasmaktadir'?13,

Bu calismada, helmint enfeksiyonu olan hastalarin serum 6rneklerinde (g farkl eki-
nokok antijenin (EgHF, Em2, EmII/3-10) kullanildigr laboratuvar yapimi ELISA testlerinin,
tek basina ya da birlikte degerlendirildiklerinde tanisal etkinliklerinin incelenmesi ve
capraz reaksiyonlarin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Serum Ornekleri

Calismamizda, Bern Universitesi Parazitoloji Enstitiisiinden saglanan, klinik-parazito-
lojik ve/veya histopatolojik olarak tanisi dogrulanmig farkli helmint enfeksiyonlari olan
100 hasta serumu kullanildi. Serum 6rnekleri, her birinden 10’ar adet olmak (izere;
E.granulosus, E.multilocularis, Taenia solium, Wuchereria bancrofti, Strongyloides stercoralis,
Ascaris lumbricoides, Toxocara canis, Trichinella spiralis, Fasciola hepatica ve Schistosoma
haematobium ile enfekte hastalardan alindi.
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Antijenler

Calismada kullanilan EgHF (E.granulosus hydatid fluid antigen) antijeni laboratuvari-
mizda hazirlandi; Em2 (E.multilocularis metacestode-purified laminated layer antigen) ve
EmII/3-10 (E.multilocularis recombinant protoscolex teqgument antigen) ise Bern Universitesi
Parazitoloji Enstitistinden saglandi. EgHF antijeninin hazirlanmasinda; mezbahadan ali-
nan KE'li koyun karacigeri laboratuvarimiza getirilerek kist sivisi fertil kistlerden enjektorle
steril sartlarda aspire edildi. Daha sonra tiiplere boliinerek protoskolekslerin ve diger
partikillerin ¢cokmesi icin 1500 rpm’de 10 dakika santriflij edilip, Ustteki sivi kullanilmak
Uzere ayrildi.

ELISA Yontemi

Diiz tabanh ELISA plaklar; EgHF, Em2 ve EmII/3-10 antijenleriyle, cukur basina pro-
tein konsantrasyonu sirasiyla 2.5 pg, 1 ug ve 0.18 ug olacak sekilde kaplama sollisyonu
ile 1/100 oraninda sulandirilarak, her cukurda 100 pl olacak sekilde kaplandi. Plaklarin
Uzeri, buharlasma ile olacak kayiplar 6nlemek icin parafilmle ortiildi ve 4°C’de 16 saat
bekletildi.

Bir giin once antijenle kaplanmis plaklar test giini icerigi dokilerek tg¢ kez yikama
tampon sollisyonuyla yikandi. Cukur bagina 100 pl olacak sekilde %0.5 sigir hemog-
lobini solusyonu eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkibe edildi. Pozitif ve negatif kontrol
serumlariyla test edilecek serum 6rnekleri, %0.5 sigir hemoglobini iceren serum ve
konjuge sulandinm tamponu ile 1/100 oraninda sulandirildi; bloke edilmis (blocking)
plaklara 100 pl aktanldi. Plaklar 37°C’de 30 dakika bekletildi ve sonra tim ¢ukurlar 200
pl yikama tampon sollsyonuyla 3 kez yikandi. Konjuge; serum ve konjuge tampon
sollisyonuyla 1/5000 oraninda sulandinlarak her bir cukura 100 pl eklenerek 37°C’de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Plaklar 200 pl yikama tampon solisyonuyla 3 kez yikan-
diktan sonra, taze olarak hazirlanan substrat sollsyonu, test plaginin her cukuruna 100
ul olacak sekilde ilave edildi. 37°C’de 15 dakika inkiibasyondan sonra her cukura 100 pl
3 N NaOH ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve plaklar, ELISA okuyucusu (isvicre’deki
calismalarda Dynatech MR7000 ile; Tiirkiye'deki calismalarda Titertek Multiskan Plus MK
Il'ile) ile 405 nm’de okutuldu.

Testte kullanilacak esik (cut-off) degerinin hesaplanmasi icin negatif kontrol serum-
larinin optik dansite (OD) ortalamasina 2 standart deviasyon (SD) eklendi. EgHF-ELISA,
Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA yontemleri tim serumlara uygulandi ve her Ug test icin
belirlenmis esik degerinin Ustlinde reaksiyon gosteren serum ornekleri pozitif kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, AE’nin serolojik tanisinda kullanilmak Gzere test edilen li¢ ayr antije-
nin duyarllik ve 6zgiillik oranlarini hesaplamak ve capraz reaksiyonlari degerlendirmek
icin 10 farkli helmint ile enfekte 10’ar hasta serumu kullanilmigtir (Tablo 1). Klinik-
parazitolojik ve/veya histopatolojik olarak helmint enfeksiyonu kanitlanmig olgularda,
EgHF-ELISA, Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA yontemleri icin hesaplanan duyarlilik ve
0zglillik degerleri Tablo 11'de goriilmektedir.
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Tablo I. Farkli Helmintlerle Enfekte Olan Hastalarin Serum Orneklerinde, EgHF, Em2 ve EmII/3-10 ELISA
Testleri ile, Ayri Ayri ve Birlikte Saptanan Pozitif Sonuglarin Dagilimi
Pozitif saptanan 6rnek sayisi

B Em2 + EgHF + Em2 +
Etken (Ornek sayisi) EgHF Em2 Emll/3-10 Emll/3-10 Emll/3-10
E.multilocularis (10) 10 9 9 9 9
E.granulosus (10) 10 5 1 1 1
T.solium (10) 4 0 1 0 0
W.bancrofti (10) 7 0 1 0 0
S.stercoralis (10) 6 0 2 0 0
A.lumbricoides (10) 3 0 0 0 0
T.canis (10) 1 0 1 0 0
T.spiralis (10) 0 0 0 0 0
F.hepatica (10) 0 0 0 0 0
S.haematobium (10) 2 3 2 2 1

Tablo 1I. EgHF, Em2 ve Emll/3-10 Antijenlerinin Kullanildigi ELISA Testlerinin Ayri Ayri ve Birlikte
Dederlendirildiginde Hesaplanan Ozglilliik ve Duyarlilik Degerleri

Yoéntem Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%)
EgHF-ELISA 100 63
Em2-ELISA 90 91
EmIl/3-10-ELISA 90 91
Em2 + EmII/3-10-ELISA 90 96
EgHF + Em2 + EmII/3-10-ELISA 90 97

iki yontemin (Em2-ELISA + EmlI/3-10-ELISA) sonuglarinin birlikte pozitif oldugu olgu
sayisi degerlendirildiginde, duyarlilik ve 6zgilliik sirasiyla %90 ve %96 olarak saptanmis;
U¢ yontemin (EgHF-ELISA + Em2-ELISA + EmII/3-10-ELISA) sonuglarinin birlikte pozitif
oldugu olgular dikkate alindiginda ise duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla %90 ve %97 olarak
hesaplanmistir (Tablo ).

TARTISMA

Alveoler ekinokokkoz (AE) olgulari, dogru tanimlanamadiklar icin erken tedavi edi-
lememekte, bunun sonucu olarak morbidite ve mortalite oranlan yiikselmekte ve eko-
nomik kayiplar ortaya cikmaktadir'*'®. Her ne kadar hastaligin, kuzey yarimkiire (Kuzey
Amerika, Avrasya ve Akdeniz bolgesi) Ulkelerinde sinirli oldugu belirtiliyorsa da, son
zamanlarda elde edilen veriler E.multilocularis’in distintldigiinden daha yaygin oldugu-
nu ortaya koymakta ve iilkemiz yiiksek endemik bélgeler arasinda gésterilmektedir'®. AE
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olgularinin pik yaptigi yas grubu KE'ye gore anlaml diizeyde ytiksek olup (45-75 yas),
bu aralik iilkemiz icin 31-46 yas olarak veriimektedir'®'5. Hastaligin cinsiyet dagilimi
yoniinden ise 6nemli bir fark géstermedigi ifade edilmektedir'®'>.

Hastaliin gerek semptomatik gerekse asemptomatik doneminde, gorintileme
yontemleriyle kitle lezyonu saptanan hastalarda etiyolojinin belirlenmesi veya tipik
lezyonu olmayan hastalarda ayirici taninin yapilmasi, serum antikorlarinin saptanmasi-
na yonelik serolojik testlerle miimkiin olmaktadir>. AE’nin serolojik tanisinda &nceleri,
E.granulosus ile E.multilocularis arasinda gorilen capraz reaksiyondan dolayr ham (crude)
E.granulosus kist sivisi antijenleri ve E.multilocularis metasestod doku ekstreleri kullanil-
mistir. Ham antijenlerle yapilan serolojik testlerin 6zgulliigii, bircok paraziter hastalikta
capraz reaksiyon gostermesi nedeniyle disiiktiir. Gottstein ve arkadaslarinin'> 1985
yiinda E.multilocularis’e 6zgiil Em2 antijenini saflastirmasi; Miiller ve arkadaglarinin'”
ise 1989 yilinda rekombinant Emll/3-10 antijenini Gretmesi ve bu antijenlerin serolojik
yontemlerde E.multilocularis enfeksiyonuna karsi yiksek 6zgulliginin gosterilmesiyle
AE'nin serolojik tanusi ile ilgili 6zgiilliik problemleri agilmistir'®. Almanya’da yapilan calis-
malarda, 2560 kisinin taranmasi sonunda bir aktif AE olgusu ile serolojik olarak pozitif
47 olgu tanimlanmis; 30 ay boyunca serolojik ve ultrasonografik olarak takip edilen 36
seropozitif olguda, serolojik sonuglarda minor degisiklikler disinda baska bir degisiklik
gdzlenmemistir'®2°, Arastiricilar, aktif AE lezyonu olmamasina ragmen seropozitifligin
devam etmesinin; ultrasonografik olarak henliz saptanmayan AE'nin erken belirtisi,
E.multilocularis’e karsi immunite veya 6zgil olmayan serolojik reaksiyonla iligkilendirile-
bilecegini ve seropozitif olan veya endemik bolgelerde yasayan kisilerin 2-3 yillik aralarla
takip edilmesinin yeterli olacagini ifade etmislerdirZ’.

Gottstein ve arkadaglan?', 140 aktif hepatik AE hastasinin serum &rneklerini, EHF,
Em2 ve EmII/3-10 antijenlerini kullandiklari ELISA yontemiyle taramiglar ve en yiiksek
duyarliigr EgHF-ELISA (%97.1) ile saptarken, Em2-ELISA ve EmIl/3-10-ELISA'nin duyar-
hhiklarini daha dusiik (sirastyla %89.3 ve %86.4) bulmuslardir. Bu antijenlere karsi cesitli
paraziter hastaliklarin (KE, fascioliasis, schistosomiasis, cysticercosis, taeniasis, nematod
enfeksiyonlu hastalar) capraz reaksiyonlari degerlendirildiginde; Em2 antijenine karsi hic
capraz reaksiyon gozlenmezken, EmIl/3-10 antijenine karsi sistiserkozlu hasta serumla-
rinda %15 oraninda, EgHF antijenine kargi ise tim hasta serumlarinda yiiksek oranda
capraz reaksiyon saptanmistir. Buna gore arastiricilar, EQHF, Em2 ve Emll/3-10 ELISA
yéntemlerinin 6zgiilliklerini sirasiyla %61.4, %100 ve %98.4 olarak bildirmislerdir?'.
Bizim calismamizda ise, EgHF, Em2, EmII/3-10 antijenleriyle uygulanan ELISA yon-
temlerinin duyarliliklari sirasiyla %100, %90 ve %90 olarak hesaplanmis, Gottstein ve
arkadaslarinin?! duyarlilik degerleriyle uyumlu bulunmustur. Saptanan 6zgiilliik degerleri
ise sirasiyla; %63, %91 ve %91 olup, KE'li 5 (%50) ve sistozomiyazisli 3 (%30) hasta
Em2-ELISA ile pozitif olarak degerlendirilmigtir. EmII/3-10-ELISA ile KE'li 1 (%10), sisti-
serkozlu 1 (%10), sistozomiyazisli 2 (%20), filaryazisli 1 (%10), toksokariyazisli 1 (%10)
ve strongiloidozlu 2 (%20) hasta serumu ¢apraz reaksiyon vermistir (Tablo I). Em2-ELISA
ve EmlI/3-10-ELISA ile saptanan pozitiflikler birlikte degerlendirildiginde, KE'li 1 (%10),
sistozomiyazisli 2 (%20) hastada capraz reaksiyon gozlenmis ve 6zgulligin %96 oldugu
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bulunmustur (Tablo I1). Hem Gottstein ve arkadaslarinin?' calismasi, hem de bizim calis-
mamizin sonuglari, Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA'nin AE’nin serolojik tanisinda oldukca
yuiksek 6zgillige sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak calismamizda, EQHF-ELISA'nin en ylksek duyarlilik (%100) ve en disiik
ozgillige (%63), Em2-ELISA ve EmII/3-10-ELISA'nin ise en yiiksek &zgillige (%91)
sahip oldugu belirlenmistir. Bu verilerin 15191 altinda AE’nin serolojik tanisi icin Gg farkl
antijenin kullanildigi ELISA yontemlerinin birlikte uygulanmasi halinde, gerek duyarllik
gerekse 6zgulligin yiikselecegi acikca gorilmektedir. Ayrica, her ne kadar yayginhgi
hakkinda gercek verilere sahip olmasak da, yapilacak taramalarda tahmin edilenin ¢cok
Ustiinde yaygin bulunacagini diugtindigiimuz, énemli bir saghk sorunu ve yasami tehdit
edici ciddi tablolar olusturan AE’'nin erken ve kesin tanisinda, Em2-ELISA ve EmIl/3-10-
ELISA gibi 6zgulligi yuksek serolojik yontemlerin uygulanmasinin radyolojik verilere
son derece yardimci olacagi aciktir. Ek olarak, asemptomatik olgularin erken evrede
belirlenerek, hem mortalite hem de hastalik maliyetini diistirmek icin, ozellikle yiiksek
risk altindaki poplilasyonlarda serolojik yontemlere dayal kitle tarama programlarinin,
Ulkemizin saglik politikasinda yer almasi gerektigi diisintlmustir.
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