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Serum Orneklerinde Anti-Toxoplasma gondii
Antikor Titrelerinin Sicaklik ve Zamana Bagh
Degisimi

Temperature and Time Dependent Variations in Anti-Toxoplasma gondii
Antibody Titrations in Serum Samples
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Amag: Bu calismada, Toxoplasma gondii (T. gondii) ile enfekte hastalardan alinan serum 6rneklerinde anti-T. gondii antikor
titrelerinin sicaklik ve zamana bagli degisiminin belirlenmesi amaglanmugtir.

Yéntemler: Mayis 2017 ile Subat 2018 tarihleri arasinda Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Parazitoloji
Polikliginimize bagvuran T. gondii ile enfekte 18 yas ve iisti gebe veya gebe olmayan bes gonillii kadinin bes farkh kosulda (oda,
kargo paketi, buzdolabi, derin dondurucu, etiiv) saklanan serum 6rneklerinde anti-T. gondii IgG antikor diizeyleri enzim baglantili
floresan testi (ELFA) ile caligilmigtr.

Bulgular: T. gondii ile enfekte bes goniilli kadinin oda sicaklig: (20/25 °C), kargo paketi (+4/+8 °C), buzdolab1 (+4 °C), derin
dondurucu (-16/-20 °C) ve etiivde (+37 °C) saklanan serum 6érnekleri 0, 24, 48. ve 72. saatlerde ELFA testi ile cahgildiginda anti-T.
gondii IgG antikor titrelerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisim bulunmamustir (p>0,05).

Sonug: T. gondii ile enfekte hastalardan alinan serum érneklerinin laboratuvarda ¢alisilmak iizere, farkh ortam sicakliklarinda ve
72 saate kadar olmak iizere farkli siirelerde ulagtirilmasi durumlarinda elde edilen test sonuglarinin klinik olarak anlamh diizeyde
etkilenmedigi saptanmigtir. Ornek sayisi artirilarak ve serum 6rneklerinin 72 saatten daha uzun siire saklanarak degerlendirilmesi
ile, daha genis kapsamli aragtirma verilerine ulagilabilecegi kanaatine varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, antikor, degisim

ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine the temperature- and time-dependent variations in the anti-Toxoplasma gondii (T.
gondii) antibody titres in serum samples collected from T. gondii-infected patients.

Methods: During May 2017-February 2018, five serum samples (stored at different time periods and conditions) from pregnant
or non-pregnant women aged >18 years who were infected with T. gondii and had applied to our Parasitology Department of Hafsa
Sultan Hospital, Manisa Celal Bayar University, were investigated for the anti-T. gondii IgG antibody levels by enzyme linked
fluorescent assay (ELFA).

Results: The serum samples of five female volunteers who were infected with T. gondii that were stored at room temperature
(20/25 °C), in a cargo package (+4/+8 °C), in a refrigerator (+4 °C), in a deep freezer (-16/-20 °C) and in an incubator (+37 °C) were
tested at 0, 24, 48 and 72 hours after infection with the ELFA test. No statistically significant difference was observed in the anti-T.
gondii IgG antibody titres (p>0.05).

Conclusion: The results obtained from the patients infected with T. gondii at different times and conditions of up to 72 hours
were not significantly affected clinically. Hence, more comprehensive data can be obtained by increasing the number of patients
and storing the serum samples for more than 72 hours.
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| Dergi

GiRiS gondii'nin kesin konag1 kedi ve kedigiller, ara konag:
ise insan dahil tim omurgahh hayvanlardir (2). T.
gondii insana, kedi ve kedigillerin ookistli digkis1 ile
temas eden besin iriinleriyle, kist formu tagiyan ¢ig
ya da az pigmis et irtinleriyle, kan transfiizyonuyla,

Toxoplasmosis, zorunlu hiicre i¢i paraziti olarak
yagayan Toxoplasma gondiimin (T. gondii) tum
memelilerde ve kuslarda yol a¢tigi hastabktir (1). T.
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organ nakliyle ve transplasental yolla bulagmaktadir (3). Diinya
genelinde yiiritilen ¢alismalarda, nifusun yaklagik tigte birinin
T. gondii ile enfekte oldugu bildirmektedir (4). Toxoplasmosisin
klinik belirtileri asemptomatik bulgulardan hayati tehdit eden
durumlara yol acabilmektedir (5). Insanlarda bebek kaybs, hasta
bebek dogumu, éli dogum, gérme bozukluklari, ensefalit ve hatta
élumle bile sonuglanan hastalik olugturmaktadir (1).

Hastalardan kan 6érneklerinin alinmas: ve laboratuvara ulagmas:
sirecinde bazi aksakliklar cikabilmektedir. Hastaya ait kan
tiplerinin unutulmasi, serum O6rneklerinin farkli sicakliklarda
uzun siire beklemesi ya da bir ilden bagka bir ilin laboratuvarina
gonderilen serum 6rneklerinin uzun stre farkl sicakliklara maruz
kalmas: gibi aksakliklar yapilan tahlil sonuglarinin dogrulugunu
etkiler mi sorusunu akla getirmektedir. Farkli sicaklik ve
zamanlarda serum Orneklerindeki IgG
seviyesindeki degisimler T. gondii’li hastalarin serum 6rneklerinin
saklanmasi i¢in en uygun ortam, sicaklik ve zamanin nasil olmasi
gerektigi acisindan énem tasimaktadir.

saklanan antikor

Bir¢ok caligmada enzim baglantili floresan testiyle (ELFA) T. gondii
seroprevalansi aragtirlmigtir (6-8). Fakat serum orneklerinin
cevre kogullarindan etkilenmesinin test sonuglar1 {izerinde
nasil bir degisime yol agabilecegi tizerinde ¢cok az sayida ¢aligma
bulunmaktadir (7). Bu ¢alismada T. gondii ile enfekte hastalardan
aliman serum oOrneklerindeki anti-T. gondii antikor titrelerinin
sicaklik ve zamana bagh degisiminin saptanmas: amag¢lanmsgtir.

YONTEMLER

Arastirma 6ncesinde Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi,
Saglik Bilimleri Etik Kurulu'ndan 10.05.2017-20478486 tarih ve
sayil etik kurul onay1 alinmigtir. Aragtirmaya katilmak isteyen
gonilli katihmalardan hasta onamu bilgilendirilmis gonulla
onam formu imzalatilarak alinmigtir. Caligma kapsaminda
Mayis 2017-Subat 2018 tarihleri arasinda Manisa Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Parazitoloji Poliklinigine
rutin kontrol amaciyla bagvuran T. gondii ile karsilagmis ve 6nceki
testlerde kaninda IgG antikor varlig: tespit edilmis, gebe veya gebe
olmayan, 18 yag ve ustii bes goniilli katilima éncelikle telefon
ile aranarak caligma hakkinda 6n bilgi verilmis ve poliklinigimize
davet edilmistir. Gelen gonullilere ¢aligma ile ilgili detayl bilgi
verilip bilgilendirilmis génilli onam formu imzalatilmigtir.
Gonulli katihmalardan alinan kan 6rneklerinde anti-T. gondii
IgG antikorlar1 ELFA testi ile mini VIDAS® (bioMerieux, Marcy
I'Etoile, Fransa) cihazinda ¢aligilarak aragtirilmigtir.

Serum Orneklerinin Calisma icin Hazirlanmas:

Hasta kanlar14,000 rpm devirde 10 dk santrifiij edilerek serumlar1
ayristirilmigtir. Her calisma hastasina ait serum 6rneklerinin
0, 24, 48 ve 72 saat siireyle bes farkhh ortam kosulunda (oda
kogullari, kargo paketi, buzdolabi, derin dondurucu, etiiv)
muhafaza edilmesi planlanmigtir. Caligma hastalarina ait serum
orneklerinin 0. saatte ¢alisilmasi icin bir adet 1,5 mL santrifij
tiipl, 24, 48. ve 72. saatlerde beg farkli ortam kosulunda serum
6rneklerinin saklanmasi i¢in 3’er adet olmak tizere toplamda 16
adet santrifiyj tiipi hazirlanmigtir. Kullanilacak tiiplerin tizerine
hasta isimleri ve saklama sureleri yazilmistir. Oda kogullar:
(20/25 °C), kargo paketi (+4/+8 °C), buzdolab1 (+4 °C), derin
dondurucu (-16/-20 °C) ve etuv (+37 °C) sicaklik kogullarinin her
birinin takibi icin ayr1 termometreler kullamlmigtir. Caligma icin
mini VIDAS® cihazinda kullanilacak Toxoplasma IgG kitlerindeki

kuyucuklar 100 pL serum ornegi alabildigi icin her ¢aligma
hastasina ait 16 adet santrifiij tiipiine egit oranda paylastirilacak
serum Ornegi 2 mL olarak belirlenmistir. Hazirlanan santrifij
tuplerine, hata payini en aza indirebilmek amaciyla 110 pL serum
ornegi aktarilmigtir. Her bir caligma hastasinin serum 6rnekleri
0. saatte ¢caligilmak tizere bir adet santrifiyj tiptine konulmustur.
Kalan serum 6rnegi oda kosullari, kargo paketi, buzdolab, derin
dondurucu ve etiivde 24, 48 ve 72 saat saklanmak tizere 5’er adet
1.5 mL santrifij tiipiine konularak saklanmgtir.

Serum Orneklerinin Calisilmas1

Her bir ¢aligma hastasindan alinan serum o&rneklerinin
konuldugu santrifiij tipleri, aymi giin icinde bekletilmeden 0.
saatte caligilmasi icin hazirlanmigtir. Buzdolabi kogullarinda
+4 °C’de saklanan Toxoplasma IgG kitleri mini VIDAS® cihazina
yerlestirilmigtir. Tiplerdeki serum o&rnekleri 6nce vorteksle
kangtirilmig, sonrasinda 100 pLye ayarlanan mikropipetle
alinarak mini VIDAS® cihazina yerlestirilen kitler tzerindeki
kiiciik kuyucuklarin icine aktarlmigtir. Aktarma iglemi bittikten
sonra test baglatilmigtir. Bu uygulanan iglemler, oda kogsullar,
kargo paketi, buzdolabs, derin dondurucu ve etiivde 24, 48 ve 72
saat stireyle saklanan her hastanin serum érneklerinin Toxoplasma
IgG antikor seviyelerini tespit etmek amaciyla uygulanmgtir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Firma onerileri dogrultusunda anti-T. gondii IgG sonuglar,
pozitif: 28 Ul/mL, stupheli: 24 ve <8 Ul/mL, negatif: <4 Ul/mL
olarak degerlendirilmigtir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme i¢cin SPSS 15.0 programi kullanilmis
verilerin kargilagtirilmasi Wilcoxon Signed Ranks test ile
yapilmugtir.

BULGULAR

Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi
Parazitoloji Poliklinigine rutin kontrol amaciyla bagvuran bes
gonilli kadin ¢aligmaya dahil edilmistir. Géniillillerden alinan
serum Ornekleri bekletilmeden 0. saatte ELFA testi ile ¢caligilarak
anti-T. gondii IgG seviyeleri belirlenmistir. Daha sonra bes farkh
ortam kosulunda (oda kogullari, kargo paketi, buzdolabi, derin
dondurucu, etitv) 24, 48 ve 72 saat saklanan serum o6rnekleri
ELFA testi ile caligilarak anti-T. gondii IgG seviyeleri 6l¢ctilmiistir.
Calisma hastalarinin 0. saatteki 6l¢im sonuglar: ile beg farkh
ortam kosulunda (oda kogullari, kargo paketi, buzdolabi, derin
dondurucu, etiiv) 24, 48 ve 72 saat saklanan serum 6rneklerinin
anti-T. gondii IgG seviyeleri Wilcoxon Signed Ranks testi ile
kargilagtirilmigtir. Beg farkli ortam kogulunda 0, 24, 48 ve 72
saat saklanan serum o6rneklerinin anti-T. gondii IgG antikor
titrelerinin kargilagtirllmasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim bulunmamistir (p>0,05).

Galismaya katilan bes gonilla katihmadan alnan serum
orneklerinin ELFA testi ile caligilmasi sonucunda elde edilen
anti-T. gondii antikor degerleri Tablo 1'de verilmistir.

TARTISMA

Diinya genelinde T. gondii seroprevalansinin kutuplarda, kuru ve
sicak bolgelerde diisiik, nemli ve tropik bolgelerde daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (9). T. gondii'ye Latin Amerika ve tropikal
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Tablo 1. Beg goniilli katihmcdan alinan serum érneklerinde anti-T. gondii antikor titrelerinin ELFA ile 6l¢tim sonuglari

Caligma ortami ve sicakligi, anti-T. gondii IgG antikorlarinin 6lciim sonuclar:
Serum oérnekleri Saatler Oda Kargo paketi | Buzdolab: Derin dondurucu | Etiiv e
irim
20/25 °C (+4/+8 °C) (+4°C) (-16/-20 °C) (+37°C)

0. saat 805 - - - - UI/mL

24. saat 805 820 835 790 770 Ul/mL
Serum 6rnegi 1

48. saat 810 845 815 810 720 UI/mL

72. saat 865 805 795 810 805 UI/mL

0. saat 208 - - - - UI/mL

24. saat 186 186 241 201 221 UI/mL
Serum 6rnegi 2

48. saat 142 205 178 212 160 UI/mL

72. saat 200 209 230 225 190 UI/mL

0. saat 160 - - - - UI/mL

24. saat 141 166 142 153 163 UI/mL
Serum 6rnegi 3

48. saat 147 146 155 168 125 UI/mL

72. saat 176 164 172 163 122 UI/mL

0.saat 111 - - - - UI/mL

24. saat 104 91 106 100 99 UI/mL
Serum 6rnegi 4

48. saat 111 97 112 119 99 UI/mL

72. saat 80 102 100 105 93 UI/mL

0. saat 185 - - - - UI/mL

24. saat 202 217 262 219 226 UI/mL
Serum 6rnegi 5

48. saat 257 265 176 215 211 UI/mL

72. saat 224 201 234 206 189 Ul/mL
ELFA: Enzim baglantili floresan testi

Afrika tlkelerinde yiiksek oranda rastlanirken, bu orami Orta
ve Guney Avrupa tlkeleri takip etmekte ve en dusik seviye ise
Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa iilkelerinde izlenmektedir (10).
Toxoplasmosis seroprevalans: tilkemizde de bir¢ok arastirmada
yiksek oranlarda bildirilmigtir. IgG seropozitifigi oranlarina
bakarsak Malatya'da %39,6 (11), Aydin'da %30 (12), Sanlurfa'da
%69,5 (3), Manisada 2006-2010 yillarinda Celal
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi'nde yapilan ¢alismada anti-T.
gondii IgG %23,3 (2), Afyon'da %23,6 (13), Isparta'da %24,4 (14),
[stanbul'da %29,7 (15), Mugla'da %20,6 (16), Kilis’te %63,4 (17)
oranlarinda saptanmugtir. Toxoplasmosis seroprevalansindaki

Bayar

farkl oranlarda verilerin yasa, kisilerin temizlik aligkanliklarina,
bélgenin iklimine, cografi kogullara ve sosyokiiltiirel duruma bagh
olarak degisebildigi bildirilmigtir (18). Bunlarin yam sira ¢aligilan
test yontemlerinin de sonuglari etkileyebilecegi disiiniilmektedir.
Tamida anti-T. gondii antikorlarinin saptanmasi i¢in ilk tercih
edilen yéntem serolojik yontemlerdir (19). Serolojik yéntemlerle
anti-T. gondii IgG ve IgM antikor seviyelerine bakilmaktadir.
Enfeksiyon etkeninin alimindan yaklagik iki hafta sonra kanda
IgG antikorlarn gorilmekte, bir bucuk ile iki ay icerisinde en st
seviyeye ulagarak 6miir boyu pozitif olarak kalmaktadir (20).
Bizim ¢aligmamizda da géniilli katihmcilarin serum érneklerinde
anti-T. gondii IgG antikorlari, serolojik yontemlerden biri olarak
kullanilan ELFA testi ile caligilmigtir. Caligmalarda ELFA testinin
yitksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmistir (21,22).
Ulkemizde farkli kurumlara ait test rehberlerinde anti-Toxoplasma
IgG testi icin hastalardan alman serum 6rneklerinin transfer

ve saklama kogullarinin benzer oldugu goérulmustar. Sivas
Cumbhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar: Test Rehberinde
anti-Toxoplasma IgG testi i¢in jelli diiz biyokimya ttuptine alinan
kan érneklerinin bekletilmeden laboratuvara ulagtirilmasi, serum
6rneklerinin ise 15-30 °C’de 3 giin, 2-8 °C’de 14 giin, < (-10) °C'de
2 ay saklanmas1 uygun gérilmigtir (23). Sanhurfa Halk Saghg
Laboratuvar: Tibbi Tahlil Laboratuvarlari Test Rehberi'nde kan
orneklerinin jelli duz biyokimya tiipiiyle hemen laboratuvara
ulagtirilmasi ve serum 6rneklerinin 2-8 °C’de 14 gun saklanmasi
onerilmistir (24). Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Egitim
ve Aragtirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar: Test
Rehberi'nde Toxoplasma IgG testi i¢in serum Orneklerinin sari
kapakl tiipe alinmasi, oda sicakliginda transfer edilip 2-8 °C’de
saklanmas1 (25), Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar’nda ise serum O6rneklerinin 2-8 °Cde 7 gin,
saklama kogullarimizdan biri olan -20 °C'de daha uzun stire
saklanmasi (26) uygun gorilmiistiir. Patnos Devlet Hastanesi'nde
uygulanan Mikrobiyoloji Laboratuvar: Test Rehberinde ise kan
orneklerinin sar1 kapakh kan tupi ile maksimum 15 dakikay:
ge¢cmeden laboratuvara ulagtirithp 20-25 dakika kadar oda
1sisinda bekletildikten sonra santrifiij edilmesi ve laboratuvarda
hemen caligilmayacak serum 6rneklerinin santrifiij tiiplerine
aktarilarak saklama kogullarimizdan biri olan -20 °C’de, 2 aydan
daha uzun siire bekleyecek 6rneklerin ise -86 °C’de saklanmasi
onerilmigtir (27). Caligmamiz ise serum 6rneklerinin naklinin
ve saklanmasinin farkh sicaklik ve ortam kogullarinda 72 saate
kadar uygun oldugunu géstermistir.



Turkiye Parazitol Derg 2021;45(1):34-38

Coban ve Kilimcioglu. Anti-Toxoplasma gondii Antikor Titrelerinin Degisimi

Fransa'da yapilan bir aragtirmada serum érneklerini uzun siire
depolamanin toxoplasmosis serolojik degerlerinin yorumunu
nasil degistirebilecegi arastirilmis ve serum orneklerinin en
az alt1 yil -20 °C derin dondurucuda saklamanin sonuglarin
degerlendirilmesinde degisiklige neden olmadig: bildirilmigtir
(7). Bizim aragtirmamizda ise serum 6rneklerinin beg farkl
ortam kosulunda 24, 48 ve 72 saat saklanildiginda anti-T. gondii
IgG degerlerindeki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0,05).

Endonezya'da yapilan bir seroprevalans aragtirmasinda kan
orneklerinin transportu termik c¢anta (2-8 °C) ile saglanmus,
ardindan buzdolabinda (+4 °C) gece boyunca bekletilmis ve ayrilan
serum érnekleri santrifiij tiiplerine aktarilarak derin dondurucuda
(-20 °C) saklanmigtir. Bu saklama kogullarindaki serum
orneklerinin anti-T. gondii IgG antikorlar1 degerlendirilmistir
(28). Bizim ¢aligmamizda ise serum 6rnekleri kargo (4-8 °C) ile
nakil i¢cin képiik kutu tercih edilerek sonuglar degerlendirilmistir.
Galismamizda T. gondii ile enfekte génullu bes kadin hastadan
alinan serum o&rnekleri oda kogsullarinda (20/25 °C), kargo
paketinde (+4/+8 °C) , buzdolabinda (+4 °C), derin dondurucuda
(-16/-20 °C) ve etitvde (+37 °C) 0, 24, 48 ve 72 saat saklanarak
ELFA testiyle yapilan degerlendirmede, anti-T. gondii antikor
titrelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliik bulunmamigtir.
Aymi zamanda anti-T. gondii IgG antikor seviyelerinde pozitiflik
kriterinin etkilenmedigi gérilmustiir.

Calismanin Simirliliklar:

Biitce destegi olmamas: sebebiyle aragtirmamiza dahil edilen
hasta sayisinin ancak bes kigi ve calisma stiresinin 72 saat ile
kisith olmasi, sadece IgG antikor titrelerinin degerlendirilmesi,
ayrica IgM antikor titrelerinin degerlendirilememesidir. Hasta
sayisin artirilmasi ve serum 6rneklerin 72 saatten daha uzun stre
saklanarak degerlendirilmesi ile daha genis kapsamli aragtirma
verilerine ulagilabilecegi kanaatine varilmigtir.

SONUC

Serum 6rneklerindeki anti-T. gondii antikor titrelerinin sicaklik ve
zamana bagl degisimini inceledigimiz bu ¢alisgmada hastanemize
rutin kontrol amaayla gelen T. gondii ile enfekte olan 18 yas
ve usti bes gonilli kadindan alinan serum 6rnekleri farklh
ortam sicakliklarda 72. saate kadar saklanarak ELFA testi ile
calisildiginda anti-T. gondii IgG antikor seviyelerinde anlaml bir
farklihigin bulunmadig: gozlemlenmistir.

Hastalara ait kan tiplerinin laboratuvara gonderilmesinin
unutulmasi, gecikmesi, serum 6rneklerinin farkli sicakliklarda
uzun siire beklemesi ya da bir ilin laboratuvarindan bagka ilin
laboratuvarina kargo ile serum érneklerinin génderilme siiresinin
72 saate kadar uzamas: gibi durumlarla karsilagilabilmektedir.
Galigmamizdan elde edilen sonuglar, serum &rneklerinin
bekletilmeden c¢alhigilmas: ile 72. saate kadar farkli ortam
kosullarinda saklanarak c¢aligilmasinin anti-T. gondii IgG antikor
seviyelerini  klinik duzeyde etkilemedigini
gostermigtir.

olarak anlamh

Sonug olarak hastalarin tekrar poliklinigimize davet edilerek kan
ornegi alinmasina gerek olmadifi sonucuna varilmigtir. Ayrica
hasta sayisin artirlmas: ve serum 6rneklerin 72 saatten daha
uzun sire saklanarak degerlendirilmesi ile daha genis kapsamh
aragtirma verilerine ulagilabilecegi kanaatine varilmistir.
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