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Alveolar Ekinokokkoz Tanisinda ELISA (Em2-
Em18) ve Western Blotting Yontemlerinin
Kullanimi

Use of the ELISA (Em2-Em18) and Western Blotting Methods on
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Amag: Alveolar ekinokokkoz (AE) kuzey yarim kiirenin éliimciil parazitik zoonozlarindan biri olup erken tam konulmasi ve
tedaviye baglanmasi hayatta kalma olasiligim arttirmaktadir. Bu ¢alismada, cesitli hastaliklardan tani almig 50 hastanin serum
6rnegi iki farkh serolojik tani yontemi ile degerlendirilmisgtir.

Yontemler: Calismada, Em2-Em18 ELISA (Bordier Affinity Products, Crissier, Switzerland) ve Echinococcus Western Blot
immunoglobulin G (IgG) (LDBIO Diagnostics, Lyon, France) yéntemleri kullanilmigtir.

Bulgular: Em2-Em18 ELISA ile patolojik olarak AE tanih 10 hastanin dokuzunda, kistik ekinokokkoz (KE) tanih 21 hastanin
ikisinde, 2 fascioliasis tanili hastanin birinde ve bir kronik hepatitli hastada yiiksek titrede antikor saptanmigtir. Dogrulayici test
olarak kullanilan Echinococcus Western Blot IgG testi ile 10 AE hasta serumunun tamam pozitif olarak degerlendirilirken KE
hastalarinin %85,7’sinde (18/21) IgG antikoru saptanmustir. Hepatit hastasinda ve kazeifiye graniillomatéz enflamasyon goriilen
hastada ise bu yontemle yanlis taniya rastlanmistir. Karaciger ile ilgili hastaliklar1 olan ve diger paraziter kaynakl hastaliklar1 olan
hastalardan alinan 6rnekler ise negatif olarak saptanmgtir.

Sonug: Calismada uygulanan serolojik yontemler, endemik bolgelerde 6zellikle AE'nin erken tamisinda ve sero-epidemiyolojik
calismalarda kullanilabilirlik agisindan énemli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Alveolar ekinokokkoz, serolojik tani, ELISA, Western Blotting

ABSTRACT

Objective: Alveolar echinococcosis (AE) is one of the most lethal parasitic zoonoses in the Northern Hemisphere, and early
serological detection is important to start treatment and to improve survival. A total of 50 sera samples of patients diagnosed as
having various diseases were examined for by two different serological diagnostic methods.

Methods: Em2-Em18 ELISA (Bordier Affinity Products, Crissier, Switzerland) and Echinococcus Western Blot immunoglobulin
G (IgG) (LDBIO Diagnostics, Lyon, France) were used for analyisis.

Results: A high titer of antibodies was found in 9 of 10 patients diagnosed as having AE with Em2-Em18 ELISA, in 2 of 21
patients with cystic echinococcosis, in 1 of 2 patients with fascioliasis and in 1 patient with chronic hepatitis. The Echinococcus
Western Blot IgG test, used as a confirmatory test, showed IgG antibody in 85.7% (18/21) of patients with CE, while all serum
samples of 10 patients with AE were evaluated as positive. This method yielded an incorrect diagnosis in the patient with chronic
hepatitis and in the patient with granulomatous inflammation with caseification. Samples taken from patients with liver-related
diseases and other parasitic-related diseases were found to be negative.

Conclusion: The serological methods used in the study were found to be important in the early diagnosis of alveolar echinococcosis
in the endemic areas, since it could be used in sero-epidemiological studies.

Keywords: Alveolar echinococcosis, serological diagnosis, ELISA, Western Blotting

2
=
[<b]

O

I

Gelis Tarihi/Received: 29.05.2019 Kabul Tarihi/Accepted: 21.08.2019

i Yazar Adresi/Address for Correspondence: ismail Soner Koltas, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, Adana,
Tlrkiye
E-Posta/E-mail: koltas@cu.edu.tr ORCID ID: orcid.org/0000-0003-4691-832X

TUrk
PARAZITOLOJ

©Telif hakki 2019 Tirkiye Parazitoloji Dernegi - Makale metnine www.turkiyeparazitolderg.org web sayfasindan ulasilabilir.
©Copyright 2019 Turkish Society for Parasitology - Available online at www.turkiyeparazitolderg.org



https://orcid.org/0000-0003-3158-4937
https://orcid.org/0000-0003-4691-832X
https://orcid.org/0000-0002-5856-7865
https://orcid.org/0000-0003-5411-9435
https://orcid.org/0000-0002-7129-3424

14 Demirkazik ve ark. Alveolar Ekinokokkoz Serolojisi

Tiirkiye Parazitol Derg 2019;43(1):Suppl 1:13-7

GIRig

Ekinokokkoz, taenia sestod Echinococcus cinsinin sebep
oldugu zoonotik parazitik bir enfeksiyondur. insanda hastalik
olusturdugu bilinen dért tiir Echinococcus granulosus, Echinococcus
multilocularis, E. vogeli ve E. oligarthrus'dur (1). flk ikisi Ttrkiye'de
onemli halk sagh@ problemi olusturmaktadir. Alveolar
ekinokokkoz (AE) tilki seridi E. multilocularis’in larval formu
metasestodun sebep oldugu, yasami tehdit eden bir zoonoz olup
erken tani sonrasi tedavi edilmezse 6liimciil olabilmektedir (2). E.
multilocularis’in devam eden yagam doénguisiinde son konak Vulpes
cinsi tilkiler iken ara konak Arvicolidae ailesine bagh kemiricilerdir.
Képek ve ayrica kediler de ara konaklarla beslendiklerinde
son konak olabilir. Insan sestod yumurtalarini sindirim yolu
ile aldiginda rastlantisal ara konak olarak enfekte olur (3).
Metasestod disa dogru infiltratif simirsiz proliferativ kapasite ile
yavagca gelisir. Uzun asemptomatik periyod ve timér benzeri
multivezikiller yapida invaziv karakterli infiltratif yikimlayici
gelisen, uzak organlara metastaz yapabilen sekonder lezyonlar
akciger veya beyin gibi organlarda da ciddi enfeksiyonlar meydana
getirebilir. Tedavi edilmeyen hastalarda tanm konulduktan 10 yil
sonra mortalite oran1 %95 olarak bildirilmistir (4).

AE olgular1 Kuzey Amerika, Avrupa ve Asyada kuzey yarim
kiirede simirlanmigtir (5). Endemik bélgeler icinde Orta Avrupa,
Japonya’ya uzanan kuzey ve Orta Asya ve Kuzey Amerika bulunur
(6). Turkiye'de insanda ilk olgu 1872’de, kesin konakta ise 1965'de
bildirilmigtir (7). 1872-1995 yillar1 arasinda 180 AE hastas:
bildirilmigtir (7). 2007 yilina kadar 430 olgu (8) ve 2000-2010
yillarinda 162 yeni olgu bildirilmistir (9). AE olgularinin bolgesel
olarak %86’s1Dogu ve Giney Dogu Anadolu Bélgesi'nde yasadiklar:
gorulmiistir. Organ yerlesiminin %95 oraninda karacigerde
oldugu bildirilmistir. Cukurova'dan 6 olgunun serolojik tanisi
immiinoblotting yéntemi ile 70 ve 90 kDa bantlarla tanimlanarak
konulabilmistir (10). AE'de erken tan: ve tedavi yagamsal énem
tagimaktadir (11). Avrupa ve Asya’da yapilan son caligmalar AE
endemik bélgelerinin daha énce bilinen oranlara kiyasla arttigim
gostermigtir. E. multilocularis kirsal alandan sehirlere dogru
genislemigtir.

Echinococcus spp. spesifik serum antikoru testleri ile yiiksek
oranda duyarliik ve hassasiyette tamimlanabilir (12). Yillar
icerisinde tami yontemlerinin gelismesi ile AE hasta sayisinin
arttign gorilmektedir. AE tamisi temel olarak klinik bulgular,
epidemiyolojik veriler, ultrason (US), bilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans (MR) gibi gériintileme yéntemleri ile uyumlu
lezyon morfolojisi ve immun tani testleri ile yapilmaktadir. Kesin
tani yoéntemi histopatolojik incelemeye dayalidir (13). Gelisen
molekiler tani yoéntemlerinden kesin tanida 6nemli 6lgiide
faydalanilmaktadir (14). Bu c¢alismada, AE serolojik tanisinda
ELISA ve Western Blotting (WB) yéntemlerinin kargilagtirilmas:
amaclanmigtir.

YONTEMLER

Serum Ornekleri

Bu calismada 2009-2012 yillar1 arasinda elde edilmis tedavi
oncesi patolojik olarak AE tanisi alan 10 hasta serumu yani sira
capraz reaksiyon goriliip gorilmeyecegine bagh paraziter veya
diger hastaliklari iceren hasta serumlari ve US gérintilemesinde

karacigerlerinde kitle gérillmeyen saglikli kontrol grubu olmak
tizere toplam 50 serum o6rnegi kullanilmistir. Diger parazitik
hastaliklara ait serum 6rnekleri olarak ise, 21 kistik ekinokokkoz
(KE), 2 visseral leishmaniasis, 2 tropika sitmasi, 2 amebiyazis
(E. histolytica), 2 fascioliasis, 1 toksoplazmoz ve 1 toksokaryaz
hastasindan alinan 6rnekler; diger karaciger hastaliklarina ait
ornekler olarak da 1 karaciger yaglanmasi olan, 1 kronik hepatit
tanisi almig ve 1 kazeifiye graniilomatéz inflamasyon tanisi almig
hasta 6rnekleri kullamlmigtir. Kontrol olarak ise, géruntiileme
yontemleri ile karacigerlerinde lezyon gorilmeyen 6 saglhkl
bireyden aliman serum 6rnekleri calismaya dahil edilmisgtir.
Calisilan 50 serum 6rneginden 6 AE, 6 KE ve 4 saglikli kontrol
ornegi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalr'ndan diger serum 6rnekleri ise Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarr'na ulasan serum
6rneklerinden elde edilmisgtir.

Em2-Em18 ELISA Yontemi

Tarama testi olarak E. multilocularis Em2-Em18 antijen ile
kaph ELISA testi uygulanmistir. Uretici firma (Bordier Affinity
Products, Crissier, Switzerland) uyarilar1 dikkate alinarak negatif,
zayif pozitif, pozitif kontrol ve 50 serum 6rnegi aym laboratuvar
kogullarinda birlikte cahgilmigtir. Zayif pozitif kontrol optik
dansite sonucu esik deger olarak kabul edilmistir. Negatif, zayif
pozitif ve pozitif kontroller tris-tamponlu salin (TBS)-Tween
ile 1/20 oraninda, diger serum &rnekleri ise 1/200 oraminda
TBS-Tween ile sulandirilmigtir. Kontroller ve serum 6rnekleri
caligilacak kuyulara TBS-Tween eklenerek 15 dakika inkiibasyona
tabi tutulmus, dokildikten sonra ilk kuyuya 100 pL TBS-Tween,
100%r pL sulandirilmis kontroller, 100 pL sulandirilmis serum
orneklerisirasiile eklenip 30 dk 37 °C’de inkitbasyona birakilmistur.
Stire sonunda 4 kez yikama yapilip 100 pL sulandirilmig protein
A-alkalin fosfataz konjugat: eklenmis ve yine 30 dk 37 °C'de
inkiibasyona birakilmigtir. Yikama iglemi tekrarlandiktan sonra
100 pL substrat eklenerek 30 dk 37 °C’de inkiibasyona birakilmus,
siire sonunda her kuyuya 100 pL durdurma solisyonu eklenerek
ELISA okuyucusunda (ST-360 Microplate Reader) 405 nm de
okutulmustur.

Western Blotting Yontemi

Bu yontem, iretici firma (LDBIO Diagnostics, Lyon, France)
uyarilar1 dikkate alinarak caligma programi (strip numaralarn
ve serum Ornekleri numaralari kodlanarak) diizenlenmigtir.
Ayr1 kanallar1 bulunan inkiibasyon tepsisine pudrasiz eldiven
kullanarak stripler dikkatlice birbirinden ayrilarak her bir strip
bir kanala gelecek sekilde dagitilmigtir. Dakikada 10 déngi
yapan sallayici (Shaker, Niwve SL 350) 1,2 mL buffer ile 5-10
dk striplerin 1slanmasi saglanmigtir. Diizenlenen siraya gore
pozitif kontrol ve serum érneklerinden 50 pL eklenerek 90 dk
sallayicida birakilmigtir. Tum kanallardaki sivilar aspire edilerek
3 kez yikama iglemi yapilmigstir. Konjugat eklenerek 60 dk inkiibe
edilerek yikama iglemi tekrarlanmigtir. Kanallara bromo chloro
indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium iceren substrat eklenip
tizeri aliminyum folyo ile kaplanmis ve 20 dk sonrasinda renk
olusumu 5 dk ara ile kontrol edilmistir. Kanallardan siv1 aspire
edildip distile su ile renk degisimi durdurulmus ve stripler havada
kurutulmustur.
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BULGULAR

Patoloji sonuglarina gére kesin tani almis 10 AE hasta serumlarinin
dokuzunda Em2-Em18 ELISA ile AE tanis1 yapilmistir. Ayrica,
2 KE, 1 fasioliasis ve 1 kronik hepatitli hasta serumunda zay:f
pozitif tizeri degere rastlanmigtir. AE icin testin duyarhilig: ve
ozgullugi %90, pozitif prediktif degeri %69,2 negatif prediktif
degeri %97,3 olarak belirlendi.

Serum o6rneklerine uygulanan WB yéntemi tretici firmanin
tanmimladigi beg farkli (P1-P5) kalipla degerlendirilmigtir (Tablo 1).
Strip uizerinde olusan bantlara gore sonuglar agagidaki kriterlere
gore degerlendirilmistir.Patoloji sonuglarina gére AE olarak
tanimlanmig butin hastalarin serum 6rnekleri P3 kalibinda
tanimlanirken P1 kalibinda 5 (%23,8) KE hastasi, P2 kalibinda 12
(%57,1) KE hastas1 tanimlanmisgtir. Bir (%4,7) KE hastas1 P5 kalib1
ile uyumlu iken 3 KE hastasi negatif bulunmustur. Ayrica kronik
hepatit hastas1 P5 ve kazeifiye graniilomatéz enflamasyon tanisi
alan bir hasta P4 kalibinda pozitif sonug vermistir. Diger paraziter
hastaliklarda, karaciger yaglanmasi tanisi alan ve negatif kontrol
serum 6rneklerinde ise herhangi bir bant gérilmemistir.

WB yontemi Echinococcus spesifik antikorlar1 %90,3 (28/31)
oraninda tamimlarken E. granulosus ve E. multilocularis serolojik
ayrimi %87 (27/31) oranminda gerceklesmistir. Duyarlilik ve
ozgillik WBde %100 bulunurken kazeifiye graniilomatéz
enflamasyon tams: alan hasta serumu ve kronik hepatit tams:

alan hasta serumlar1 Echinococcus spesifik (P4, P5) kalibinda
bulunmugtur. $ekil 1'de AE tamsinda ELISA ve WB yéntemleri
uygulanan serum o6rneklerinin sonuglari, Tablo 2de WB
tammlanan kalhiplar ve ELISA degerlendirilmesi, Sekil 2'de ise
WB pozitif kontrol, negatif kontrol, P3 ve P2 kalip goruntiileri
verilmigtir.

AE Tanisinda Elisa ve WB Yontemleri uygulanan

serum orneklerinin sonuglar:

1=Negatif
| 2=Pozitif

¥y
Ny, .
L - 2
L

W AEWB M AE Elisa

Sekil 1. AE tamisinda ELISA ve WB yontemleri uygulanan

serum orneklerinin sonuglar
AE: Alveolar ekinokokkoz, WB: Western Blotting

Tablo 1. Kriterler

P1 kalib 7 kDa'da tek bant varhig: KlStl.k ekinokokkoz tanis:
(Echinococcus granulosus)
P2 kalib1 7 kDa’da bir bant ve 16-18 kDa'da genis silik bantlarin varhg: Klsu,k ekinokokkoz tanis:
(Echinococcus granulosus)
26-28 kDa'da ve 16 ve/veya 18 kDa'da keskin dar bantlarin Alveolar ekinokokkoz tanisi
P3 kalib1 Ny . . .
varlig (Echinococcus multilocularis)
P4 kahb Yalmzca 26-28 kDa'da bant varhg: E. granulosus ve E. multilocularis arasinda
ayrim yapamaz
P5 kalib1 Ara bantlar olmaksizin 7 kDa ve 26-28 kDa'da bant varlig:

Tablo 2. WB tanimlanan kaliplar ve ELISA yéntemi ile alinan sonuglar

Serum Ornekleri Echinococcus WB IgG ELISA

P1 P2 P3 P5 Neg Poz Neg
AE - - 10 - - 9 1
KE 5 12 - 1 3 ) 10
VL B _ ~ i ) - )
Sitma - _ _ _ ) - )
Amebiyaz - - _ _ ) - )
Fascioliasis - _ _ _ ) | 1
Toksoplazmoz - - _ - 1 - 1
Toksokaryaz - _ _ _ 1 - ]
KY _ _ i - . - :
KA - . - 1 - 1 .
KGI - - - - . B 1
Kontrol - _ _ ) 6 - .
Toplam 50 .

WB: Western blotting, IgG: Immiinoglobulin G

AE: Alveolar ekinokokkoz; KE: Kistik ekinokokkoz; VL: Visseral leishmaniasis; KY: Karaciger yaglanmasi; KH: Kronik hepatit; KGI: Kazeifiye graniilomat6z enflamasyon,
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B §
— T

26-28 kDa — i
18 kDa —
16 kDa —

PK NK P3 P2

Sekil 2. Western Blotting pozitif kontrol, negatif kontrol, P3

ve P2 kalip goriintiileri

TARTISMA

Bu caligmada, erken taninin yagamsal énemi olan AE hastaliginda
Em2-Em18 ELISA ve WB yéntemlerinin rutin laboratuvarlarda
uygulanabilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir. AE tanisinda,
bagta kist yapisinin radyolojik yontemler (US, BT ve MR) yardim
ile goriintillenmesi ve histopatolojik incelenmesinin yam sira
immunolojik testlerden de faydalanilmahdir. Serolojik yéntemler
olarak tamimladigimiz immiinolojik tekniklerden ézellikle yeni
gelistirilen antijenlerle hazirlanan ELISA ve WB yontemleri
rutin tanida 6nem arz etmektedir. Ulkemiz AE'de yeni olgularin
bildirilmesi sebebiyle endemik bélge olarak kabul edilmistir.
Turkiye gibi endemik boélgelerde yapilacak sero-epidemiyolojik
calismalarda erken tan1 ELISA ve Echinococcus WB immiinoglobulin
G (IgG) yontemleri ile saglanabilir. Bu amagla tarama testi olarak
ELISA ve karsilagtirma amach olarak da Echinococcus WB IgG
uygulanabilir (3).

Aragtinclar ELISA yoénteminin verimliliginin degisik cografi
orijinli parazit izolatlarina bagh oldugunu bildirmislerdir. immiin
tanida ELISA yontemi uygulanarak, Isvicre ve Fransa orjinli hasta
serumlarinda duyarlilik %96, Alaska ve Japon hasta serumlarinda
%100 olarak bildirilmigtir (15-17). Bu ¢aligmada Tirkiye orjinli
hasta serum &rneklerinin duyarlihigs %90 olarak saptanmigtir.
Ayrica benzer yonde fascioliasis ve KE hasta serumunda Em2-
Em18 ELISA yontemi ile capraz reaksiyon gériilmiistiir. Ek olarak
bu calismada kronik hepatit tanisi alan bir hasta serumu da pozitif
olarak bulunmusgtur.

Echinococcus WB IgG yoéntemi Echinococcus cinsinde KE ve AE
ayrimini yaparken, ELISA yéntemi ile sadece AE tanisi yapilmigtur.
Ulkemiz gibi AE ve KE ile endemik cografi bélgelerde ayrici taninin
6nemi biyuktir (18).

Yapilan ¢alismalardan Echinococcus WB IgG yéntemi ile E. vogeli
hasta serumlarinda ve E. multilocularis’e homolog antijen varhig
ile P3 kalibinda gorildugu bildirilmistir. Bir nérosistiserkoz hasta
serumu da P3 kalibinda tanmimlanmustir. U¢ Schistosoma mansoni
ile enfekte hasta serumu P1 kalibinda tamimlanarak capraz
reaksiyon gérilmustir. Bizim ¢alismamizda kronik hepatit hasta
serumu P5 ve kazeifiye graniilomatéz enflamasyon hasta serumu
P4 olarak tamimlanmigtir. Diger paraziter hasta serumlarinda
capraz reaksiyona rastlanmamgtir. Benzer gekilde aragtirmacilar

ekinokokkoz hastalarini1 %97 oraninda tanimladigini belirledikleri
halde (19), ¢alismamizda bu oran %90 oraninda bulunmustur.
Tar ayriminin ise %76 oraninda yapildig: belirtilirken (19),
calismamizda %87 oraninda oldugu géralmustiir.

Diger bir caligmada ise iki atipik ekinokokkoz hasta serumu
orneginde serolojik tamida uygulanan E. granulosus hidatik
kist swvis1 kullanilarak yapilan in-house ELISA ve Echinococcus
WB IgG testleri aymi zamanda PCR ve histoloji bulgulan ile
karsilagtirilmigtir. PCR ile E. multilocularis tanimlanan hasta
serumlarinda bir hasta ELISA ile pozitif Echinococcus WB IgG ile
E. multilocularis olarak tanimlanmisg, ikinci hasta ise ELISA ile
negatif iken Echinococcus WB IgG ile KE olarak tamimlanmigtir
(20). Kiirativ rezeksiyon sonrasi bir¢ok hasta serumunda ELISA
yontemi ile antikor tamimlanamamugtir (21). Echinococcus WB
IgG yontemi AE hastalarimin farkh klinik evrelerinin takibinde
uygun bir yéntem oldugu rezeksiyon sonras: 16-18 kDa bantlarin
1-4 yil sonra kayboldugu bildirilmistir (22). Korkmaz ve ark. (23)
tarafindan yapilan bir ¢calismada Echinococcus WB IgG yontemi AE
i¢in 70-90 kDa bantlar: ¢ok yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip
bantlar elde edildigi bildirilmistir. Calismamizda stipheli hasta
serum 6rnekleri tedavi éncesi alinmigtir.

Caligmamizda uygulanan ELISA yoéntemi, patolojik tami ile
karsilagtirildiginda  sensitivitesi ve spesifitesi %90 olarak
saptanirken, pozitif prediktif degeri %69,2 ve negatif prediktif
degeri %97,3 olarak bulunmustur. Endemik bolgelerde yasayan ya
da bu bolgelere bir siireligine gidenlerde uygulanabilecek maliyeti
dusiik, kisa siirede ¢ok sayida siipheli hasta serumu ¢aligilacak
kolay yorumlanabilir duyarlilig: ve oézgillugu yitksek guvenilir
tarama testi oldugu gérilmistir. Dogrulama testi olarak WB
uygulanarak taninin desteklenebilecegi dusinulmektedir. Bu
calismada, Tirkiye orjinli hasta serumlarinda kargilastirmali
olarak ELISA ve Echinococcus WB IgG testi caligilmigtir. Yapilacak
epidemiyolojik ¢aligmalarda buyik sayida sipheli hasta
serumlarinin  farkli klinik evrelerdeki takiplerde c¢aligilmas:
Onerilebilir.

SONUC

Sonug olarak AE ve KE'nin endemik olarak birlikte goruldugi
tilkelerde serolojik tanida Echinococcus WBIgG yéntemi caligilabilir.
Endemik bolgelerde AE'un rutin tamsinda ELISA ve Echinococcus
WB IgG yontemleri yararh ve giivenilir olarak bulunmugtur.
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