Akciger hidatidozunun tanisinda IHA, ELISA ve
Western Blot testlerinin degerlendirilmesi
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Akcigerlerde olugan Echinococcus granulosus larvalarinin olusturdugu akciger kistik hidatidozu, (ilkemizde ve dinyada
yaygin olarak gériilen 6nemii bir paraziter hastaliktir. Bu ¢alismada, akciger kist hidatigi oldugu cerrahi olarak dogrulan-
mus 31 hasta, akciger kist hidatigi disinda diger akciger hastaligt tanist almug 18 hasta ve ayrica 10 saglikli insan serumu
olmak zere toplam 59 serumda IHA, ELISA ve Western Blot (WB) testleri uygulandi. Buna gére IHA, ELISA ve WB testle-
rinin duyarliigh srraswyla %96.7, %87.1 ve %100 olarak bulunurken, bu testlerin dzgtillikleri %82.2, %89.2 ve %85.7 olarak
saptandi. Cerrahi olarak konfirme hastalarda WB ile en degerii ii¢ bantin 8-12 ikDa, 24 kDa ve 124 kDa molekiiler agiriigin-
da oldugu gérildii. Aynica, akciger kistik hidatidozu harici akciger hastalig: olan dért hastada da bu spesifik bantlardan
en az birinin oldugu yalanct pozitifiik veren olgulara rastland. Akciger kistik hidatidozunun tamisinda IHA ve ELISA gibi
konvansiyonel serolojik testlerin énemli oldugu, ayrica WB testinde spesifik bazt bantlarin degerlendirilmesinin taruya yar-
dimct olacagi sonucuna variddt.
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SUMMARY
Evaluation of IHA, ELISA and Western Blot tests in diagnosis of pulmonary cystic hidatidosis
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Pulmonary cystic hidatidosis caused by the larval stages of Echinococcus granulosus is a common parasitic disease in Tur-
key and throughout the world. In this study IHA, ELISA and Western Blot (WB) tests were performed with a panel of 59
sera from 31 surgically confirmed pulmonary cystic hidatidosis patients, 18 patients with pulmonary disease other than
cystic hidatidosis and 10 healthy individual. The overall sensitivity of the IHA, ELISA and WB tests used for the serodiag-
nosis of pulmonary cystic hidatidosis were found as 96.7%, 87.1%, 100% and the specificities were 82.2%, 89.2% and %85.7,
respectively. Using the WB test 8-12 kDa, 24 kDa and 124 kDa bands were detected as valuable for surgically confirmed
patients’ sera. One or more of these bands were also detected in sera of four patients with other pulmonary diseases false-
positively. in conclusion conventional serologic test like IHA and ELISA is valuable in diagnosis of pulmonary cystic hida-
tidosis, also evaluation of some specific bands in WB would contribute to the diagnosis.

Key Words: Pulmonary cystic hidatidosis, indirect hemagglutination test, ELISA, Western Blot.

Yazigma Adresi (Address for Corvespondence): =~
Dr. Giler AKISU, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, 35340 Inciralti, [ZMIR - TURKEY
e-mail: ciler.akisu@deu.edu.tr




Akisu G, Bayram Delibas S, Yuncu G, Aksoy {, Ozkos S, Bicmen C, Seving S, Yaldiz S.

Echinococcus granulosus larvalarinin olusturdu-
gu kistik hidatidoz, diinyanin birgok iilkesinde
oldugu gibi llkemizde de 6nemli halk saghg:
problemi olan bir hastaliktir. Hidatik kistler bas-
ta karaciger (%65) olmak Gzere, akciger (%25),
beyin, kalp, kemik, bébrek ve dalak (%10) gibi
viicudun bir¢cok organinda gérilebilmektedir
(1). Akcigere yerlesen kistler cok daha yavas
gelistiginden yillarca higbir belirti vermeyebilir.
Genel semptomlar gogis agrisi, dksarik, he-
moptizi, uzun slren allerjik Grtiker, 6dem ve
dispne ndbetleri seklinde iken, kistin belli boyut-
lara ulasmasi veya perfore olmasiyla brons
obstriksiyonu, atelektazi ve pnémoni gibi
komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (2).

Akciger hidatik kistlerinin tanisi radyoloji ve se-
rolojinin birlikte kullamimi ile konulmaktadir. Se-
rolojik testlerin tanisal amagla kullanilmasinin ya-
ninda hastaligin postoperatif seyri ile ilgili cok
onemli bilgiler verdigi bilinmektedir. Serolojik
testlerden indirekt hemaglutinasyon (IHA),
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)”
ve indirekt floresan antikor (IFA) gibi testler en
¢ok kullanilan testler arasinda yer almaktadir.
Son yillarda molekiiler tekniklerden, “Sodium
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrop-
horesis (SDS-PAGE)” ve Western Blot (WB)
analizi gibi yontemler de hastaligin tanisinda
ozellikle konfirmasyon testi olarak kullanilmak-
tadir (2,3).

Calismamizda, akcider kistik hidatidoz tanisinda
IHA, ELISA ve WB yontemlerinin degerlendiril-
mesi ve WB yontemi ile akciger hidatik kistleri
icin spesifik olabilecek olas! antijenik bantlarin
ortaya ¢ikarimasl amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD
Hastalar

fzmir Géglis Hastaliklan ve Cerrahisi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Cerrahi Klinigi'ne bagvuran
akciger kist hidatigi oldugu cerrahi olarak dogru-
lanmig 31 hasta serumuna, diger akciger hastal-
g (yedi pndmoni, bes kronik obstriktif akciger
hastaligl, dort akciger timord, iki akciger basit
kisti) tansi almis 18 hasta serumuna ve aynca 10
saglkl serum olmak lizere toplam 59 seruma
[HA, ELISA ve WB testleri uygulandi. Serum ér-
nekleri test edilinceye kadar -20°C’de sakland.

IHA Y6ntemi

Kist hidatikli koyunlardan elde edilen karaciger
kist sivilan antijen olarak kullanildi. Tannik asit-
le duyarlilastinlan koyun eritrositleri antijen ile
karsilastinlarak antijenli eritrosit siispansiyonu
elde edildi. Serum sulandimmlan U tabanli mik-
roplaklarda yapildi. Antijenli eritrosit stispansi-
yonu eklenmis serum diliisyonlarinda, iki saatlik
inkiibasyon sonrasi diigme iligi seklinde goriinti
varsa sonug¢ negatif, kenan tirtikll diizensiz bir
aglutinasyonun veya dtizenli bir aglutinasyonun
olmasi pozitif olarak degerlendirildi. Aglutinas-
yonun gorildiigt son kuyucuga ait serum sulan-
degerlendirildi. Sadece tannik asitli eritrosit siis-
pansiyonu eklenmis “serum kontrol” gukurlarin-
da ise digme iligi seklinde gérintii olmasi bek-
lendi. T
ELISA Yontemi
Tim hasta serumlari, hazir kit ELISA (Vircell SL,

Ref. G1006;- Hydatidosis- IgG ELISA)-liretici-fir- - -
/

ma prosediirlerine gore ¢ahsildi. Test 405 nm’de
okundu. “Cut-off” optik dansitesi, kontrol se-
rumlarina goére ¢ikarildiktan sonra, antikor in-
deksi (Al)-hesapland.-{Al= Ornek OD/“cut-off”
OD x 10). Al 11’in {izerinde olan serumlar pozi-
tif, 9’un altinda olan serumlar ise negatif olarak
degerlendirildi. Al 9-11 arasinda olan serumlar

tekrar degerlendirilmeye alind. -

SDS-PAGE ve WB Yontemi

Koyun steril kistlerinden elde edilen kist sivilan
toplandiktan sonra SDS-PAGE y6ntemi ile elekt-
roforeze (150 V/1 saat) tabi tutularak, jelde pro-
tein fraksiyonlar1 aynstirildi. Daha sonra jeldeki
protein bantlan elektroforez (300 mA/1 saat) ile
nitroseliiloz membrana aktarildiktan sonra,
membranlar ince seritler halinde kesildi ve has-
ta serumlanyla inkibe edildi. Seritler alkalen
fosfataz konjuge (Sigma A3187) ve BCIP/NBT
(Sigma B-5655) substrat ile muamele edildikten
sonra olusan spesifik antijen-antikor baglanma-
larn tespit edildi. Bu bantlar, hafif molekiiler agir-
liktaki marker (Prestained SDS-PAGE standart

low range, Bio Rad 161-0305) ile kargllastinla-

rak déger]éndiriidi;
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istatistiksel Analiz

Bantlarin molekiler agirliklarinin hesaplanma-
sinda Win Curve Fit bilgisayar programi kullanil-
di. Saptanan bantlann istatistiksel analizinde
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testi, bantla-
rn tanisal degerlendiriimesinde ise ROC egrisi
analizi kullanild.

BULGULAR

Calismada yer alan akciger hidatidoz stipheli
hastalara uygulanan IHA, ELISA ve WB test so-
nuclarmm degerlendirilmesi icin hastalarin cer-
rahi sonuglan altin standart olarak ele alindi. Bu-
na gore her testin elde edilen duyarhhk, 6zgiil-
luk, pozitif ve negatif prediktif degerleri tablo
olarak gosterildi (Tablo 1).

Cabisma esnasinda WB uygulanan 59 hastadan
elde edilen antijenik bantlarin timii degerlendi-
rildiginde 52-53 kDa agirhgindaki antijenik bant;
negatif hastalarda daha silik olmak lizere tim
hastalarda gozlendi. Cerrahi olarak konfirme 31

hastada bulunan 8-12 kDa, 24 kDa ve 124 -— -

kDa’luk bantlar ise sirasiyla %64, %83, %48.3
duyarhlik (sensitivite) ve %82.2, %85.7, %92.8
ozglillik (spesifisite) ile akciger kist hidatik ol-

gularinda en sik gézlenen bantlar olarak-deger-----------

lendirildi ve bu bantlarin ROC egrileri hesaplan-
d1 (Sekil 1, Tablo 2). Bu ii¢ banttan en az biri bu-
lunan hasta serumlari pozitif olarak degerlendi-
rildi. Cerrahi olarak hidatik kist oldugu ispatlan-
mis 31 hastanin tiimiinde 6zel li¢ bantin en az
biri pozitif olarak bulundu (WB; duyarhlik
%100). Bu hastalardan bazilarimn WB sonuglar
Sekil 2'de goriilmektedir.

Cerrahi olarak kist hastast olmadig belirlenen
diger akciger hastalklarinin bulundugu dért has-
tanin IHA ve ELISA test sonuglarindan en az bi-

ri ve WB test sonuclarina gére de bu li¢ 6zel
banttan en az biri saptandi. Bu dért hastanin ta-
nilar ve serolojik test sonuglarn tablo olarak gos-
terilmistir (Tablo 3).

TARTISMA

Kistik hidatidoz tanisinda radyoloji ile seroloji
birlikte degerlendirilmelidir. Uygulanan tedavinin
takibinde de serolojik test sonuglarnin degerli
olmasi nedeniyle kullanilan bu testlerin duyarli-
ik ve &zgiilliklerinin ve test sonuglarim etkile-
yen faktorlerin bilinmesi son derece dnemlidir.
Picardo ve arkadaslan IHA ile %83.3 duyarhlk,
%99 dzgiilliikk; Kog ve arkadasglart %90.5 duyar-
hhik, %90 &zgiillik saptamiglardir (4,5). Bunun
yaninda Kuru ve arkadaslan IHA testinin akciger
yerlesimli olgularda daha az duyarh oldugunu,
inaktif veya kalsifiye kistlerde yalanci negatiflik-
ler gosterebildigini; bundan dolay: diger bir sero-
lojik yoéntemle desteklenmesi gerektigini belirt-
mislerdir (6). Biz ise calismamizda akciger hida-
tidozlarinda, IHA testini %82.1 duyarhlik ve

%96.7 Ozgullikte bularak diger ¢absmalaria

benzer sonuglar gosterdigini saptadik.

Karaciger ve akciger kistik hidatidozisinin tani-
sinda ve tedavisinin izlenmesinde duyarliligimn
son derece iyi oldugu belirtilen ELISA testi sik
olarak kullaniimaktadir (7). Zarzosa ve arkadas-
lan cerrahi olarak pulmoner kist hidatik oldugu
ispatlanmis 79 hasta ile yaptiklan ¢alismada, en
duyarh test olarak spesifik IgG ELISA’y1 (%83.5)
bulmuslardir (8). Yine Titer ve arkadaslan akci-
ger yerlesimli olgularda IgG ELISA ile %70 du-
yarlilik, %100 6zgiilliikk saptarmislardir (9). Akci-
ger hidatidozlularnn ve diger akciger hastalarinin
serumlari ile yaptigimiz bu ¢alismanin ELISA so-
nuclan diger ¢alismalara benzer olarak yiksek
oranlarda saptandi.

Tablo 1. Akciger hidatidozu tamisinda IHA, ELISA ve WB testlerinin degerlendirilmesi.

IHA (n=59) ELISA (n=59) WB (n=59) )
Duyarlilik (%) 96.7 (30/31) 87.1 (27/31) 100 (31/31)
Ozgiillik (%) 82.1 (23/28) 89.2 (25/28) 85.7 (24/28)
Pozitif prediktif deger (%) 85.7 (30/35) 90 (27/30) 88.5 (31/35)
Negatif prediktif deger (%) __ . _._._. .95.8 (23/24) . _. _ 86.2(25/29) 100 (24/24)
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Sekil 1. Akciger kist hidatikli hastalarda en sik gézlenen ii¢ bantin (8-12 kDa, 24 kDa ve 124 kDa) ROC egrisi

analizi.

Tablo 2. Akciger kist hidatikli hastalarda en stk gézlenen ii¢ bant (8-12 kDa, 24 kDa ve 124 kDa) ve bantlarin
sensitivite, spesifisite ve ROC egrisi analizinde kapladig: alan.

Molekiiler agirhik (kDa) Sensitivite (%)

Spesifisite (%)

ROC egrisi analizinde kapladigi alan (%)

8-12 64
24 83
124 48

82
85
92

73
84
70

WB yontemi cogu parazit hastaliklarinda oldugu
gibi hidatidozun tanisinin konulmasinda da diger
rutin olarak kullanilan serolojik testlere yardimci
6nemli bir konfirmatif tani yéntemidir. Kist sivisi-
nin antijen B (8-12, 16, 23 kDa) ve antijen 5 (20,
38, 40 kDa)’in subunitleri gerek karaciger, gerek-
se akciger kist hidatik olgularinda en sik yorumla-
nan antjjenik bantlar arasinda yer almaktadir.
Maddison ve arkadaglan 8 kDa molekiil agirlikli
antijen B sublnitinin kist hidatik icin %91 duyarh-

likta oldugunu belirtirken, Leggatt ve arkadaglan

diger antijen B subiinitleri arasinda yer alan 12
kDa'luk bdlgeyi %90.9 oraninda spesifik bulmus-
lardir (10,11). Biz de ¢alhgsmamizda, 8-12 kDa
agirhigindaki antijenik bantlart %64 duyariiik ve
%82 ozgullukte bulduk. Antijen B'nin 23-24 kDa

agrh@indaki sublinitine karsi olusan antikor yani-
tini ise %83 duyarl, %85.7 &zgil olarak saptadik.
Cabsmamizda degerli G¢ banttan biri olan 124
kDa banti ile ilgili olarak ¢ok fazla arastirmaya
rastlanmadi. Ramadan ve arkadaslarinin 127 kDa

agrhginda olarak bildirdigi bantin ayni antijenik

yapi ile ilgili olmasi muhtemeldir (1 '27)':7 S

Kistik hidatidozun serolojik tanisi esnasinda kar-
silasilan en yaniltici sonuglardan birisi capraz re-
aksiyonlarin neden oldugu yalanc porzitiflik olgu-
larnin géritlmesidir. Bu reaksiyonlara neden olan
hastaliklar arasinda basta hidatidoz harici diger
parazit hastaliklar, ayrica siroz, karaciger ve ak-

ciger maligniteleri sayllmaktadir. Yapilan ¢ahs-

malarda 36-38 kDa’'luk bolgenin yiiksek sensiti-
vite oranlanna karg! 6zellikle sestod infeksiyonla-
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Sekil 2. Akciger kist hidatikli baz1 hastalarin WB pro-
filleri (8-12 kDa, 24 kDa ve 124 kDa bantlan * ile
gOosterilmigtir).

Tablo 3. WB ile yalana pozitif ¢cikan serumlara
ait hastalar ve test sonuglar.

IHA ELISA WB
Akciger timdri + + +
KOAH - + +
Pnémoni + +
Pnémoni + - +

+: Test sonucu pozitif,
-: Test sonucu negatif,
KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligi.

rinda ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmistir. Leg-
gatt ve arkadaslan 38 kDa'luk bélgenin sadece
helmint infeksiyonlarina karsi degil; normal kont-

rol serumianyla da ¢apraz reaksiyon verdigini

gostermistir (11). Bu calismada, 38-40 kDa agir-
hgindaki bantlann %83 duyarlihkta bulmamiza
ragmen capraz reaksiyon verebilmesi nedeniyle

testin degerliligini belirlemede kullanmamay: uy=-

gun bulduk. Caligmamizda tanlan akcigerin di-

ger hastaliklan olan dort hastada her Ui¢ testin en
az ikisinin pozitif sonug verdigini gérdik. -

Akciger kistik hidatidozunda serolojik testler her
zaman Onemini koruyacaktir. Tami esnasinda
birden fazla konvansiyonel testin uygulanmasi,
stipheli durumlarda WB gibi daha hassas bir tes-
tin kullanilmasinin taniya destek olacag: sonu-
cuna varild.
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