Toksoplazmosis teshisinde Sabin-Feldman testi ve ELISA
IgM antikorlarinin karsilastirilmasi
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Amag: Toksoplazmosis tanisinda kullanilan ELISA IgM testi ve Sabin-Feldman testlerinin duyarhliklarinin
karsilagtirimasi amaciyla bu galigma planlanmigtir. Yéntem:Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Bilim
Dalina toksoplazmosis siiphesi ile bagvuran hastalardan alinan 4-5cc venéz kanlardan ayrilan serumiarda Sabin-
Feldman testi ve ELISA IgM testiyle toksoplazma antikorlar arastinidi. Bulgular: Sabin-Feldman testi ile % 16,9,
ELISA IgM yontemiyle % 1,5 seropozitivite tesbit edildi. Mikerrer diisiik hikayesi olan bir hastada hem ELISA igM
hem de Sabin-Feldman testi pozitif bulunmustur. Sonug: Sabin-Feldman testi uygulanamayan laboratuvarlarda,
farkli fraksiyondaki spesifik antikorlari saptamasi, hastali§in klinik takibi ve konjenital toksoplasmosisli olgularin
saptamasindaki uygulama kolayliklari agisindan ELISA ydnteminin toksoplazmosis tanisinda kullanilabilecegi
inancindayiz.
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Comparnison of Sabin-Feldman Test and ELISA IgM Antibodies in the Diagnosis of Toxoplasmosis

Objective: Comparison sensitivity of ELISA IgM and Sabin-Feldman test which used to determining
toxoplasmosis. Methods: Sabin-Feldman and ELISA IgM antibodies were analysed in toxoplasmosis suspected
patients who were submitted to the Parasitology Department of Medical Faculty of Ankara University. Results:
Seropositivity of Sabin-Feldman test and ELISA IgM were found be 16.9% and 1.5%, respectively. Both ELISA
IgM and Sabin-Feldman tests gave positive results in one patient having recurrent abortion. Conclusion: We
belive that the ELISA method can be use in laboratories which could not performed Sabin-Feldman methods, to
detect different fractions of specific antibody, clinically follow up and congenital toxoplasmosis cases.
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Toksoplasma gondii fekal-oral yolla, transplasental yenmesi veya bunlarla temas eden ellerin
gecisle, kan ya da kan tirtinlerinin transflizyonu, organ yikanmadan agiza gétiiriilmesi ile ookistler alinarak
transplantasyonu ile alinmakta veya laboratuvar GIS epitelinde trofozoitleri olusturur. GIS epitelinde
enfeksiyonu seklinde bulasmaktadir (1,2). ¢ogalan trofozoitlerin kan yolu ile yayilimi

parazitemiyi baglatir. IgM ilk 2-6 haftada en

Ookist igeren toprak ile bulasan sebze ve meyvelerin .
¢ P ? Y yiiksekdiizeyde seyreder, daha sonra IgG antikorlari

yiikselmeye baslar (3).
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olmadigindan, kesin teshiste fazla Onemi yoktur.
Direkt tani ydntemlerinin ¢ok pahali olmasi, ¢ok
zaman almasi ve etkenin her zaman goériillememesi
gibi sebeplerle tedavi endikasyonunun konmasi ve
stirdiiriilmesi  konularinda  ozellikle
toksoplazmosis  agisindan  serolojik
testlerin  on plana ¢ikmasina neden olmustur.
Toksoplazmosisin ~ serolojik tamisinda en fazla
kullanilan ve sonuglari giivenilir yontemler ; Sabin-
Feldman (SF) boyama yontemi (veya dye test, DT),
indirekt fluoresan antikor testi (IFAT), enzim isaretli
antikorla yapilan, enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) ve indirekt hemagliitinasyon testi
(IHAT), lateks aglutinasyonlar1 (LA) ve modifiye
aglittinasyon testleridir (4-7).

tedavinin
konjenital

Calismamizda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Bilim Dali'na bagvuran 65 hasta
serumunda SFT ve Ken Star EIA Toxoplasma IgM
kiti  kullanilarak anti toksoplazma antikorlari
arastirilmistir.

Yontem

Bu ¢alismada Eylil 1996-Aralik1996 déneminde
AUTip Fakiiltesi Parazitoloji Bilim Dalina
toksoplazmosis siiphesi ile basvuran 65 hastalardan
aseptik sartlarda alinan 3-5cc  vendz kanlarin
serumlari ayrilarak, ¢alisnra giiniine kadar -20 °C de
saklandh.

Sabin Feldman Testi (SFT)

Uygulanan Lizis testi Sabin-Feldman y&nteminin
Desmontes tarafindan baskalastirilmis seklidir (8).
Bu uygulamada metilen-bleu kullanilmamakta,
pozitif sonu¢ varliinda parazitlerdeki lizis faz-
kontrast mikroskopide degerlendirilmektedir.

Testte antijen olarak A.U. Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Bilim Dali'nda miiteakkip pasjlarla devamlihg: (5-6
Swiss Albino fare kullanilarak) saglanan 7. gondii
susu kullanildi. intraperitoneal olarak 7.gondii zerk
edilmis fareden 3. giinde periton sivilart 0.5-lcc
alindi. Toksoplazma pozitif serum ve aktivator

varliginda kullanima uygun olan antijen tespit edildi .

Hasta serumlari klasik yontemle 1/16'dan 1/4096 'ya
kadar FTS ile sulandirtldi. 0,05 ml (1 damla )
hacimdeki serum sulandirimlar iizerine ayni hacimde
on testte se¢imi yapilmis antijen (T.gondi ile enfekte
fare periton sivisi) ve iki hacim aktivator serum ilave
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edildi. 37°C de 30 dakika benmaride inkiibasyonu
yapildiktan faz-kontrast ~ mikroskopta
degerlendirildi.

sonra,

Toksoplasmosis  yoniinden hastalarm
serumlart ile muammele ~edilen toksoplasmalar
kararmis graniillii, cidarlari par¢alanmig goriiniimde
iken negatif ve hastalarin serumlari ile karsilasan
parazitler parlak, cidarlart belirgin ve 15tk kiric
goriiniimde idiler.

pozitif

ELISA IgM testi
Prensip olarak purifiye T.gondii antijeni ile
kaplanmis kuyucuklara dilue edilmis hasta serumu

eklendiginde (eger hastada T.gondii 1gM spesifik

antikoru  mevcutsa) antijene  baglandi.  Tum
baglanmayan materyal yikanarak uzaklastirildi
Enzim konjugati eklenerek antijen-antikor

Kompleksine baglanmasi saglandi. Enzim konjugatin
fazlas1 yikandi, takiben substrat ve kromojen eklendi.
Enzim konjugat Kkatalitik reaksiyonu belli bir
zamanda durduruldu. Meydana gelen rengin
yogunlugu ornekteki IgM sfesifik  antikorunun
miktariyla orantiliydi. Optik dansiteleri (OD) 450Nm
dalga boyunda okundu. Kalibrator,negatif ve pozitif
kontrollerle karsilastirilarak degerendirildi.

Serumlarin OD degerleri kalibratér OD degerine
oranlanarak Toxo M, indeksi hesaplandi. Bu indeks
0,80 ‘den kiigikkse negatif, 0,80-1,000 arasindaysa
siipheli,[,000  ‘den  biyiikse  pozitif  olarak
degerlendirildi.

Istatistik  degerlendirmelerde ~ "SPSS 90 for
Windows" istatistik yazihm  paket programi
kullanildi. Verilerin istatiksel analizinde Wilcoxon
Rank testi kullanildi. P=0.002 anlaml kabul edildi

Bulgular

Calismamizda SFT (1/16-1/1024 titrelerde) % 11,9,
ELISA IgM % 1,5 ve SFT ile ELISA 1gM birlikte %
1,5 seropozitif degerlendirilmistir (Tablo 1).

Sabin-Feldman Test ve ELISA IgM Test Wilcoxon
testle karsilastirildi 1ki test arast fark (p=0,002
olarak) anlamli bulunmustur.

Diisiik ve 6li dogum hikayeleri olan ve olmayan
sahislarin  serumlarinda toxoplasmosis  yoniinden
Elisa 1gM antikorlari arastirllmis, Diisik ve oli
dogum hikayesi olan 8 kisilik gruptan bu hastada
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pozitiv bulunurken bu sikayetleri tasimayan diger
gruba ait 57 higbirinde  pozitiflik
saptanmamistir.

hastanin

Tablo 1. Testlere gore pozitif ve negatif oranlari

Pozitif Negatif
Testler n Sayt % Sayt %
Sabin-Feldman (1/16-1/64) 65 11 169 54 83

ELISA igM 65 I s 64 98

Tablo2. Cesitli yas gruparinda Sabin Feldman ve
ELISA IgM sonuglari

Sabin Feldman IgM
Yas Gruplart  Negatif  Pozitif  Negatif  Pozitif
|5-25 15 6 21
26-33 27 4 30 1
36-43 12 1 13
Toplam 54 i1 64 1 N

Tartisma ve sonug

Toksoplazmosisin cografik
kusaklarda yaygin olarak bulundugu bildirilmektedir.
T. gondii enfeksiyonlarina karsi gelisen immiin
cevabin infeksiyona neden olan susun virulansi,
parazitin saysi, formu gibi ¢ok g¢esitli faktSrler
tarafindan etkilendigi ve tek bir antikor tarafindan
bilinmektedir. yaninda
kullanilan antijenin ozellikleri, aranan antikorun tipi
ve uvgulanan testlerin sensitiviteleri ve spesifiteleri

diinyamizda  biitiin

olusturulmadigi Bunun

antikor aravan testler ile immun yanitin tespitini
Kisitlavan taktorler olarak siralanmaktadir (9,10).

Balfour ve ark. ELISA yontemiyle spesifik IgM ve
SFT karsilagtirmuslar © ELISA yonteminin SF dye
testten daha az hassas oldugunu belirtmislerdir. Aym
calismada  dye  testle  karsilastirilan
immunoassay hassasiyetinin ~ 1gM
sonuglariyla birlikte [gG sonuglarinin da hesaba
katilmasiyla yiikselecegi bildirilmektedir (11).

enzim
sisteminin

Dogan ve arkadaslari spesifik toksoplazma IgG’lerle
SFT arasinda biiyiik bir uyum gozlemisler, fakat ayni
uyumu anti-toksoplazma IgM ELISA ile SFT
arasinda tespit edememislerdir (12).

Evci habituel abortuslu kadinlarda anti toksoplazma
IgM antikorlarini % 1.2, kontrol gruplarinda % 0.0
anti-toksoplazma [gG' vyi ise habituel abortuslularda
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% 41.3, kontrol gruplarinda % 35.0-42.1 olarak
bildirmigtir (13).

Calismamizda SFT ile % 16.9, ELISA IgM
yontemiyle % 1,5 seropozitivite tespit ettik (Tablo 1).
Diisiik ve 6lit dogum hikayesi olan 8 hastadan 1’inde
ELISA IgM ile 3’tinde SF ile seropozitivite tespit
edilmistir. ELISA IgM ve SFT ile pozitif 1 hastanin
miikerrer diisiik hikayesi bulunmaktadir .

Altintag ve ark 1991-1995 wyillarni arasinda Ege
Universitesi Parazitoloji Anabilim Dalr’na bagvuran
9410 kiside IFAT ve ELISA ile anti toksoplazma
antikorlarini (IgG) % 49.4 pozitif bulmuglardir (14).

Sabin-Feldman Dye Test bu gline kadar
toksoplasmosis tanisinda duyarlr ve glivenilir bir
yontem olarak yerini korumakta ve referans test
olarak bildirilmektedir. Test uygulanirken kullanilan
canli trofozoitler laboratuvar enfeksiyonu agisindan
tehlike olusturabilse de gerekli onlemlerle tehlike
riski azaltilabilmektedir. Test genellikle
enfeksiyondan 1-2 hafta sonra pozitif olmaya
baslamakta, 6-8 haftada pik yapmakta ve bir
reenfeksiyon yoksa 1-2 yil iginde dismekte veya
uzun bir siire azalarak devam etmekte fakat disiik
titrelerde hayat boyu pozitif kalmaktadir.

ELISA bir ¢ok arastirici tarafindan tanida en duyarh
ve hassas yontem olarak bildirilmektedir. Enzim ile
isaretli antiglobiilin kullanilarak antikorlarin arandig:
ELISA yontemi ile farkli fraksiyondaki spesifik
antikorlarin saptanmasi olanagi, hastaligin klinik
takibi ve konjenital toksoplasmosisli olgularin
saptanmas: yoniinden deger tasimaktadir. Yontemin
uygulama kolayligl, ¢ok sayida ornegin bir arada
cahsilabilmesine olanak vermesi ve spesifik IgM
antikorlartnt saptayarak hastaligin klinik evresine
agiklik  getirmesi gibi  avantajlarindan  dolayi
genellikle tercih edilmektedir (6,11.15,16). Ancak
Chatterton’un referans laboratuvan ¢alismalarinda
ELISA test sonuglarinda % 2.0 oranda yalanci
pozitifliklere raslanabildigi bildirilmektedir (17).

Sonug olarak rutin laboratuvar uygulamalarinda
uygulama kolayligt agisindan ELISA IgG ve 1gM ’in
birlikte kullantlabilecegi ancak
loboratuvarlarda altin  standart olarak degerini
koruyan Sabin-Feldman dye testinin kullanilmas
gerektigi inancindayiz.
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