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Kistik Ekinokokkozis Tanisinda Ticari Indirekt Floresan

Antikor (IFA), Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) Testleri
ve Laboratuvarimizda Hazirladigimiz IFA Testinin Karsi-
lastirilmasi
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OZET: Hidatidoz Diinyamin pek gok bélgesinde endemik bir hastaliktir. Birgok tanisal metodlarin kist hidatik tamsindaki etkinligi aragtiril-
mustir. Bu gahismada ticari Floresan Antikor (IFA), IHA Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) testleri ile in-house IFA testinin tan1 degerinin
karsilastirilmasi amaglandi. Bu sebeple operasyonla karaciger kist hidatigi tanist konmus 100 hastanin serumu c¢alisildi. Echinococcus
granulosus germinal membranindan hazirlanan antijenler kullanilarak in-house IFA hazirlandi. Serumlar ii¢ farkli yontemle ¢aligildi. Ticari
IFA, THA ve in-house IFA testlerinin spesifiteleri %100, sensitiviteleri ise sirastyla %87,7, %74,6 ve %83,3 olarak saptanmustir. Sonug ola-
rak in-house IFA testinin laboratuvarda rutin ¢alismada kullanilabilecek maliyeti diisiik bir test oldugu kanaatine varild.

Anahtar Sozciikler: Echinococcus granulosus; hidatidoz; tani; IFA

Comparison of Commercial IFA, IHA and In-House IFA Tests in the Diagnosis of Cystic Echinococosis

SUMMARY: Hydatidosis is an endemic illness in many regions of world. Several serodiagnostic techniques have been evaluated for the
diagnosis of cystic hydatid disease caused by Echinococcus granulosus. The aim of this study was to assess the efficiency of the com-
mercial florescent antibody test (IFAT), indirect hemaglutination test IHAT) and in-house IFA tests. For this purpose sera from one
hundred patients who had been given a diagnosis of hydatid cyst by surgery were used. In-house IFA was developed using the germinal
membrane of Echinococcus granulosus and sera were studied by the three different methods. As a result, the specificity of commercial
IFA, IHA and in-house IFA was found to be 100% and sensitivities of these tests were 87.7%, 74.6% and 83.3% respectively. In conclu-
sion, in-house IFA test is a useful and cost effective but difficult test to prepare for the routine laboratory.
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GIRiS

Kistik Ekinokokkozis (KE) hayvanciligi yaygin oldugu bol-
gelerde daha c¢ok olmak iizere tiim diinyada goriilen, siklikla
karaciger ve akcigerde yerlesim gosteren, dnemli Olgiide sag-
lik sorununa ve ekonomik kayiplara sebep olan Echinococcus
granulosus’un olusturdugu hastalia denir.

KE erigkini kdpek ve kurt basta olmak iizere degisik karnivor-
larin ince bagirsaginda yasar. Son konagin digkisiyla atilan
infektif yumurtalar koyun, sigir ve insan gibi parazitin yasam
dongiisiindeki arakonakgilar tarafindan ¢ig olarak tiiketilen
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veya iyl yikanmamis meyve, sebze ayrica kontamine igme
sulart ile almir (18). Arakonakeilarin ¢esitli organlarinda
KE’ye doniisiir. Mezbahalarda ve diger hayvan kesim yerle-
rinde infekte olan organlarin imha edilmemesi ve atilmasi ile
de parazit son konak tarafindan alinir.

KE insanlarda farkli klinik tablolarda, ayrica her yasta ve her
organda goriilebilmektedir. Klinik tani, invaziv olmayan goriin-
tilleme teknikleri ile yer kaplayan diger lezyonlarm ayirici tani-
s yapilabilmesi ve ameliyat sonrasi hasta takibi amaci ile de
serolojik tekniklerin kullanimini gerektirmektedir. Calismamiz-
da E.granulosus’un koyun karacigerinde olusturdugu hidatik
kistte bulunan germinal membran kullanilarak IFA Teknigi i¢in
hazirlanan antijenli lamlar, operasyonla KE oldugu kanitlanmig
hasta serumlart ile ¢alisildi. Ayrica hasta serumlari ticari IFA ve
ticari IHA testleri ile de calisilarak her {i¢ testin spesifite ve
sensitivite sonuglar1 karsilastirildi. Bu ¢aligma ile laboratuvarda
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rutin ¢aligmada kullanilabilecek bir test gelistirilmesi ve ticari
IFA, THA testleri ile laboratuarimizda hazirlanan in-house IFA
testinin tan1 degerinin karsilagtirilmast amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Servi-
si’nde ve Konya Numune Hastanesi Genel Cerrahi Servisi’nde
operasyonla karaciger kist hidatik oldugu saptanmig 100 hasta
ve 30 saglikli kontrol gurubundaki kisinin kani alindi. Hastala-
rim kani operasyondan sonraki 1 hafta i¢inde alindi. Kanlar
4000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Indirekt floresan antikor testi igin ticari Echinococcosis IFA
kiti (Euroimmun, Almanya) kullanildi. Kit firma Onerilerine
uygun olarak ¢alisildi. Floresan mikroskobunda (Euroimmun
EUROStar-1, Almanya) x40 biiyiitmede 460-490nm dalga
boyunda iki farkli kisi tarafindan degerlendirildi. Bakida 1/100
titrasyonda parlak yesil floresan veren ornekler pozitif, hic
floresan vermeyen 6rnekler negatif olarak degerlendirildi.

Indirekt Hemagliitinasyon testi icin ticari Echinococcosis THA
kiti (Fumouze Diagnostics, Fransa) kullanildi. Onerilere uy-
gun olarak calisilan test sonucunda kuyucuklarda nokta sek-
linde goriilen reaksiyon negatif, kuyucugun zemininde yaygin
sekilde goriilen agliitinasyon pozitif olarak degerlendirildi. KE
acisindan 1/320 ve {lizeri titrasyonda pozitif ¢ikan ornekler
degerlendirmeye alindi.

Laboratuvarda hazirladigimiz IFA testi (in-house IFA) igin
lamlar su sekilde hazirlandi: Et entegre tesislerinde kesilen ve
karacigerinde KE oldugu saptanan koyunlarin karacigerleri
bekletilmeden laboratuvara getirildi. Kist i¢indeki sivi enjek-
torle tamamen aspire edildi. Bistiiri ile kist kesilerek i¢inden
germinal membran bir penset yardimi ile alind1 ve serum fiz-
yolojik bulunan steril petri kutusuna konularak germinal
membran {izerinde protoskoleks kalmayincaya kadar yikandi.
Germinal membrandan frozen cihazi ile 8 pm kalinliginda
kesitler alindi. 24 saat eter alkol karisiminda bekletilmis
lamlara, her bir lamda ikiser kesit olacak sekilde yapistirildi.
Aseton bulunan kiivette 10 dakika tutularak lamlar tespit
edildi. Kesitlerin etrafi suda ¢gikmayan cam yazar kalem ile
¢izildi ve numaralandirildi. Lamlar kullanilincaya kadar +4
°C’de saklandi. Her hasta i¢in PBS (Fosfat Buffer Saline) ile
1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64 olmak iizere 4 diliisyon hazirlandi. Her
bir kesite, diliie edilen hasta serumlarindan 25 pL konuldu. 3
7°C’lik etiivde 30 dakika inkiibe edildi. PBS ile shaker kulla-
nilarak yikandi. Konjugat hazirlanmasi sirasinda en iyi goriin-
tiiniin PBS ile 1/100 oraninda diliie edilen fluorescein-igaretli
IgG globulin (Biomerieux, Fransa) oldugu goriildiigiinden her
bir kesite 25 pL hazirlanan konjugattan konuldu. 37 °C’lik
etiivde 30 dakika inkiibe edildi. PBS ile shaker kullanilarak
tekrar yikandi. Kapatma soliisyonil olarak gliserin damlatilip
lamlar 24x60 mm’lik lamellerle kapatildi. Lamlar floresan
mikroskobunda (Euroimmun EUROStar-1, Almanya) x40
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biiyiitmede 460-490 nm dalga boyunda iki farkl kisi tarafin-
dan degerlendirildi. Bakida 1/32 diliisyonda parlak yesil
floresan veren Ornekler pozitif olarak degerlendirildi. 1/8,
1/16, 1/32 diliisyonda floresan vermeyen drnekler negatif ola-
rak degerlendirildi. Caligmamizda istatistik analizi i¢in XZ testi
kullanildi.

BULGULAR

Caligmamiza alman operasyonla KE oldugu saptanmig 100
hastanin yaglar1 15 ile 77 arasinda olup ortalama yaslar1 42,0
idi. Bu hastalarin 65’1 kadin, 35’1 erkekti. Kontrol grubuna
alian 30 hastanin yaglar1 ise 17 ile 77 arasinda olup ortalama
yaslar1 40,0 idi.

Elde edilen sonuglara gore ¢alisilan 100 hastanin 66’smda ITHA
testi 1/320 ve/veya ileri titrasyonlarda pozitif iken 34’ii negatifti.
IFA testinde 86 hasta 1/100 titrasyonda pozitifken 14 hasta nega-
tif idi. In-house IFA testinde ise calisilan 80 hasta 1/32 ve/veya
pozitif ¢iktig1 halde, 20 hasta negatif idi. Kontrol grubuna alinan
30 hastanin serumu her ii¢ testle de negatif sonu¢ verdi. Bu so-
nuglara gore hesaplanan in-house IFA, ticari IFA ve ticari [HA
testlerinin spesifite, sensitivite, pozitif prediktif degeri, negatif
prediktif degerleri tabloda goriilmektedir.

Tablo 1. Calisilan hastalarin spesifite, sensitivite, PPD, NPD oranlar1

In-house IFAT IFAT IHAT
Spesifite 100 100 100
Sensitivite 83,3 87,7 74,6
PPD 100 100 100
NPD 60 68,1 46,8

IHA, IFA ve in-house IFA testlerindeki pozitif sonuglarn
degerlendirilmesinde yapilan * testinde; genel x> =10.765,
tablo * = 5.991’dir. Bulunan * degeri, tablo * degerinden
biiyiik oldugu i¢in IHA, IFA, in-house IFA testleri arasindaki
fark istatistik olarak anlamlidir. Bu farkliligin sebebi [HA
testidir. Bu test hari¢ tutularak IFA ve in-house IFA testleri
arasindaki farkin y” testi ile anlamli olup olmadig1 hesaplandi-
ginda 3> =0.884, tablo x’=3.841"dir. IFA ve in-house IFA testi
icin yapilan y” testinde bulunan y* degeri, tablo y* degerinden
kiiclik oldugu i¢in IFA ve in-house IFA testi arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir.

TARTISMA

E. granulosus’un larva (metasestod) formunun neden oldugu
KE hem hayvanlarda hem insanlarda saglig: tehdit eden, diin-
yada ve Tiirkiye’de 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bir
zoonozdur (3, 12, 19). Ulkemizde zoo-cografi yapimin farklilik
gostermesi, iklim kosullari, toplumun sosyoekonomik diizeyi,
halkin egitim eksikligi gibi nedenlerle KE genis bir yayilim
gostermektedir (3). Alkan ve ark. yaptiklart bir caligmada
kirsal alanda kist hidatik prevalansint serolojik olarak
100.000°de 585 olarak bulmuslardir (2). Merdivenci ve
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Aydmoglu da prevalanst yilda 100.000’de 0.87-6.6 olarak
bildirmislerdir (10). Hidatik kist 6n tanili olarak hastaneye
bagvuranlar arasinda yapilan ¢aligmalarda ise Daldal ve ark.
(3) %40, Karaman ve ark. (8) %7,8, Aldemir ve ark. (1)
%0,28, Akisli ve ark. (4) %73,7, Polat ve ark. (13) %4,85
pozitiflik bulmuslardir.

KE her toplumda ve her yasta, genellikle oyun ¢ocuklugu veya
ilkokul ¢aginda alinmaktadir. Yapilan degisik caligmalarda
kist hidatigin goriildiigii yas gruplan farklilik géstermektedir.
Bizim ¢aligmamizda ise KE’in en sik goriildiigi yas grubu
%45 ile 40-59 arasidir. KE’in kadin ve erkekler arasinda go-
riilme oranmin esit oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte
KE hastalarin degisik iilkelerde kadin ve erkekte degisik oran-
larda bulunmasi, kisilerin ig¢inde yasadiklari ¢evre ile olan
iliskilerine ve kopekle olan yakin temaslarina gore degisebil-
mektedir. Bizim ¢alismamizda da hastalarimizin %65’ini ka-
dinlar, %35’ini erkekler olusturmaktadir. Karaman ve ark. ise
kadinlarda daha fazla goriilmesinin sebebini kadinlarin kopek-
lerin bakimini ve temizligini iistlenmelerinin yani sira yemek
ve temizlik isleri ile ilgili olmalarin1 gostermektedir (9). Dogal
olarak kopegin bulundugu gevrede yasamanin bu hastalik
bakimindan riski biiyiik olmaktadir (14, 21).

KE’te tani, radyolojik tani yontemleri ile konulmaya calisil-
masima ragmen kistin diger yer kaplayan lezyonlarla ayirict
tanisinin yapilabilmesi ve operasyon sonrasi niikslerin daha
saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in radyolojik tani-
nin serolojik tan1 yontemleri ile desteklenmesi gerekmektedir.
Serolojik taninin diger énemli bir yonii de asemptomatik kist
tastyicilarinin belirlenmesinde 6n tarama testi olmasidir. Bu
arastirmalar ile tespit edilecek kisiler ileri tetkikler i¢in hasta-
nelere sevkedilebilir ve gerekli tedaviyi gorebilirler (18).
Laboratuvarda rutin calismada en sik uygulanan serolojik
yontemler IFA, THA ve ELISA’dir.

In-house IFA testi igin ¢esitli arastirmacilar tarafindan degisik
sekillerde antijenli lamlar hazirlanmigtir. Sener ve ark. (16)
germinal membran kesit antijeni ile yaptiklart ¢aligmada
spesifite ve sensitiviteyi %100, Senlik (17) 300 koyun {izerinde
protoskoleks kullanarak hazirladigt IFAT c¢alismasinda ise
spesifiteyi %92,57, sensitiviteyi %78,95 olarak bulmuslardir.
Yapilan bir calismada operasyonla KE teshisi konan hastalarda
biitiin protoskoleks antijeni ile %83,3 pozitiflik bulunmustur
(22). Parafine gdmiilmiis protoskolekslerin antijen olarak kulla-
nildig1 bagka bir ¢alismada da sensitivite %83,3 olarak bulu-
nurken %2,2 ¢apraz reaksiyon oldugu goriilmiistiir (7). Gore
ve ark. (6) IFA testi icin hem skoleksleri hem hidatik siviy1
kullanmislar ve sonugta skoleksler ile %82, hidatik siv1 ile %87
pozitiflik elde etmislerdir. Florez (5) yaptigi immiinfloresan
calismasinda sensitivite oranint %96 olarak rapor etmistir. Bi-
zim ¢alismamizda da operasyonla KE oldugu kanitlanmis hasta-
larin serumlar E.granulosus 'un metacestod formunun germinal
membranindan hazirlanan antijenli lamlar ile ¢alisildiginda
spesifite %100, sensitivite %83,3 olarak bulunmustur.

Ticari IFA testi kullanarak kist hidatik oldugu kanitlanmis bir
hasta grubunda yapilan ¢alismada sensitivite %82,5, spesifite
%100 olarak rapor edilirken (15), operasyonla kist hidatik
oldugu dogrulanmis hastalarda ticari IFA ile yapilan baska bir
calismada %97,1 sero-pozitiflik saptanmistir (20). Bizim ¢a-
lismamizda da ticari IFA testi ile spesifite %100, sensitivite
%87,7 olarak bulunmustur.

KE’li hastalarin serumlari IHA testi ile ¢alisildiginda farkli
sonuglar elde edilmistir. Kog ve ark. (11) KE kesin olan hasta-
larda IHAT nin sensitivitesini %90,5, spesifitesini %90 olarak
bulurken, Senlik (17) koyun serumlarmi kullandigi calisma-
sinda IHAT nin spesifitesini %77,03, sensitivitesini %78,28
olarak rapor etmistir. Bizim ¢alismamizda ise KE oldugu ka-
nitlanmis hastalarda THA testinin spesifitesi %100, sensitivi-
tesi %74,6 olarak bulundu. Testlerdeki bu farklilik ¢aligilan
IHA kitinin farkliligindan, kistin yerlesim yerinden ve sayi-
sindan kaynaklanabilir.

Arastirmamizin bir bagka amaci da KE tanisinda laboratuvarda
hazirlayip rutin ¢aligmada kullanabilecegimiz bir test gelistir-
mekti. Hazirladigimiz in-house IFA testinden elde etti§imiz
sonuglarin ticari IFA testinden farkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadigimi ve maliyet olarak test bagina hem IFA hem
de IHA testlerinden ¢ok daha ucuz oldugunu goriildii. Bu so-
nuca gore in-house IFA testi laboratuvarda rutin ¢alismada
kullanilabilecek bir testtir. Bununla birlikte yalanci negatif
sonuglarin olabilmesi nedeni ile bagka bir serolojik yontemle
desteklenmesi gerekmektedir.
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